
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

酵素による新しい糖質活性化法とこれを用いた配糖体合成システムの開発

Development of glycosides synthesis system using a novel enzymatic activation of
 carbohydrates with enzymes

００３４４４９０研究者番号：

奥山　正幸（Okuyama, Masayuki）

北海道大学・農学研究院・講師

研究期間：

２６４５０１１４

平成 年 月 日現在２９   ６   ９

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は糖質加水分解酵素が触媒する糖転移反応における糖供与体を酵素反応
により合成することである．β-フルクトフラノシダーゼやレバンスクラーゼを用い，スクロースのフラクトシ
ル基を，キシロース，ガラクトース，マンノース，イソマルトオリゴ糖，マルトオリゴ糖，グルクロン酸に転移
させることに成功した．これらは各種糖質加水分解酵素の糖供与体となり得るものである．また，各種糖質加水
分解酵素を分子解析することにより，これらの糖転移反応の特異性ならびに特異性の改変を行った．また得られ
たフルクトシル糖を基質として，スクロースシンターゼを用い糖ヌクレオチドの合成に成功した．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to make donor substrates for 
transglycosylation, which glycosidases catalyze. Using β-fructofranosidase and levansucrase, I 
succeeded in transferring a fructosyl group of sucrose to each saccharide, such as xylose, 
galactose, mannose, isomaltooligosaccharides, maltooligosaccharides, and glucuronic acid. The 
reaction product can be a donor substrate of the transglycosylation by glycosidases. Furthermore, I 
investigated the transglycosylation properties of several glycosidases and modified their 
specificity through molecular analyses. In addition, nucleotide sugar was successfully synthesized 
by the reaction of sucrose synthase with fructosyl saccharide as substrate.      

研究分野： 応用生物化学

キーワード： 糖転移反応　フラクトシル化　スクロース
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 オリゴ糖は食味を改善する，プレバイオテ
ィクス効果を有するなど，様々な機能を有し，
我々の生活になくてはならない糖質のひと
つである．酵素的なオリゴ糖合成では，糖ヌ
クレオチドを基質とする糖転移酵素，糖 1 リ
ン酸を基質とする糖質加リン酸分解酵素，ま
た本来は糖質を加水分解する糖質加水分解
酵素が用いられる．糖転移酵素，糖質加リン
酸分解酵素は，合成収率が高いことが特徴で
あるが，基質が高価，酵素が不安定，また特
異性が高すぎることが弱点である．一方，糖
質加水分解酵素の基質は安価であり，また酵
素自体が安定であることが魅力である．その
ため，産業的なオリゴ糖合成では，もっぱら
糖質加水分解酵素が用いられる．しかし，元
来加水分解酵素であるため，生成したオリゴ
糖もその作用により加水分解されてしまう
ため，生成物の収率を維持することが困難で
ある場合がある．高収率で生成物を得たい場
合，反応性の高い基質がしばしば用いられる．
おもにフッ化糖が用いられるが，副産物とし
てフッ化物イオンを生じるため，産業的には
不向きである． 
 
２．研究の目的 
（１）各種糖質のフラクトシル化 – 各種糖質
をβ-フルクトフラノシダーゼ，レバンスクラ
ーゼなどの糖質関連酵素を用いてフラクト
シル化し，糖転移反応の糖供与体基質を合成
することである．フラクトシル化糖は，その
結合エネルギーが高いことから反応性が基
質として働くと予想される．そのためにβ-
フルクトフラノシダーゼおよびレバンスク
ラーゼの特異性機構を解明する． 
（２）グリコシダーゼを用いた糖転移反応 – 
得られたフラクトシル化糖を糖供与体とし
て用い，各種グリコシダーゼの糖転移反応を
利用して，オリゴ糖や配糖体を酵素合成する
系を開発する．効率よく糖転移産物を得るた
めに，各種グリコシダーゼの特異性を精査す
る． 
（３）フラクトシル化糖からの糖ヌクレオチ
ドの合成 – スクロースシンターゼはスクロ
ースを基質として，糖転移酵素の基質となる
糖ヌクレオチド（UDP-グルコース）を合成
する．フラクトシル化糖（スクロースアナロ
グ）を基質として糖ヌクレオチドを合成する． 
 
３．研究の方法 
（１）組換え酵素の調製 細菌由来のタンパ
ク質の組換え酵素の生産では大腸菌を宿主
に行った．糸状菌由来の組換え酵素の場合に
は，メタノール資化性酵母 Pichia pastoris
を宿主に用いた． 
（２）糖質の分析 糖質の分析には薄層クロ
マトグラフィーならびに high performance 
anion exchange chromatography coupled 
with pulsed amperometric detection 
(HPAEC-PAD)によるイオン交換クロマトグラ

フィー，ならびに HPLC（HILIC カラム）を用
いた．また糖質の分離にはゲルろ過カラムク
ロマトグラフィー，HPLC，シリカゲルカラム
クロマトグラフィーを用いた． 
（ ３ ） 変 異 導 入  PrimeSTAR max DNA 
polymerase（タカラバイオ社製）を用いた PCR
をベースとした方法により点変異を導入し
た．飽和変異導入には，Quikchange 法を用い
た． 
（４）ランダム変異ライブラリーからのスク
リーニング フルクトース代謝による pH の
変化からクローンをスクリーニングする際
には，マスタープレートからコロニーを濾紙
に転写し，濾紙にブロモフェノールブルーを
滴下することでコロニーのpH変化を調べた．
実際に，糖転移産物を解析する場合には，組
換え大腸菌を 96 穴プレレートで培養，組換
え酵素を誘導した．培養後の菌体を非イオン
性界面活性剤，リゾチームで溶菌し，得られ
た抽出物と基質と混合することで酵素反応
を行った．反応の評価を薄層クロマトグラフ
ィーにより行った． 
（５）X 線結晶構造解析 結晶化の初期スク
リーニングには，ハンプトンリサーチ社製の
スクリーニングキットを用いた．得られた条
件からの最適化は独自の試薬を用いた．高エ
ネルギー加速器研究機構（つくば）もしくは
Spring 8 において得た． 
 
４．研究成果 
（１）レバスクラーゼによるフラクトシル化
糖の合成． グラム陽性菌由来のレバンスク
ラーゼ遺伝子を PCR により増幅し，クローニ
ングした．大腸菌での組換え酵素生産系を作
製した．スクロースならびに各種糖質をこの
組換えレバンスクラーゼと混合し，薄層クロ
マトグラフィー，HPAEC-PAD を用いたイオン
交換クロマトグラフィーによる解析を行っ
た．用いた各種糖質のうち，マンノースが基
質とならなかったほかは，用いた糖質全てに
ついて，フラクトシル化に成功した．図1は，

各種オリゴ糖
生成速度を示
したものであ
る． 
ラクトース

（Lac），イソ
マルトース

（IG2），メリ
ビオース

（Mel）
など二

糖類に対するフラクトシル化速度が大きく，
単糖類では，アラビノース（Ara），キシロー
ス（Xyl）など五炭糖でフラクトシル化速度

が大きいことがわかった． 
（２）新規酵素の取得とその反応特異性の解
析，フラクトシルマンノースの合成． 前述
のグラム陽性菌レバンスクラーゼではフラ
クトシルマンノースを生産できなかった．そ
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図 1 各種オリゴ糖のフラクトシル化 



こで，新たにグラム陰性菌より 3種のレバン
スクラーゼ，β-フルクトフラノシダーゼ，
酵母から 1 種の β-フルクトフラノシダーゼ
遺伝子をクローニングし，組換え酵素を取得
した．これらについてスクロースを糖供与体，
マンノースを糖供与体として，反応したとこ
ろ，細菌由来の β-フラクトフラノシダーゼ
で有意にフラクトシルマンノースを合成す
ることが明らかとなった．この特異性を構造
に特徴づけることを試みた．アミノ酸配列比
較，点変異酵素の作製により，活性部位ポケ
ットのふたつのアミノ酸残基が反応特異性
に関わっていることが明らかとなった．これ
らを三次元構造的に理解するため，タンパク
質の X線結晶構造解析を試みた．得られた結
晶からは構造解析に十分なデータが得られ
ず，立体構造解析には至らなかった．また，
グラム陰性菌 β-フラクトフラノシダーゼは
酸性糖を糖受容体とできることがわかった． 
（３）フラクトシル化糖の精製法の確立． 
これまで報告のあるフラクトシル糖の精製
は，主に逆相高速液体クロマトグラフィーを
用いたものである．しかし，本研究室の設備
では処理量に限りがあるため，オープンカラ
ムでのフラクトシル化糖の単離精製を試み
た．移動相の検討し，クロロホルム/メタノ
ール/酢酸の混合溶媒を用いることで精製が
可能であることがわかった． 
（４）グリコシダーゼの糖転移反応の解析． 
得られたフルクトシル化糖を用いて糖転移
反応を行うため，以下のグリコシダーゼの糖
転移反応を評価した． 
①Bacteroides thetaiotaomicronがコードす
る α-ガラクトシダーゼの糖転移反応特異性
を評価した．本酵素がどのような糖を受容体
として用いることができるのかを評価した． 
 
表 1．α-ガラクトシダーゼの特異性評価 
受容体 収率(％) 結合 
グルコース 75 α(1↔1)β 
キシロース 90 α(1→4) 
セロビオース 75 α(1↔1)β, α(1→6) 
ラクトース 85 α(1↔1)β 
マルトース 75 α(1↔1)β 
p-ニトロフェニル
α-グルコシド 

95 α(1→6) 

p-ニトロフェニル
β-グルコシド 

89 α(1→6) 

p-ニトロフェニル
α-マンノシド 

92 α(1→6) 

p-ニトロフェニル
β-マンノシド 

73 α(1→6) 

 
表 1 にはどのような糖質が受容体となり，ど
の程度の収率でオリゴ糖を合成できるのか
を示した．これらの結果から糖質加水分解酵
素の基質特異性を評価することも可能とな
った．p-ニトロフェニル α-もしくはβ-マ
ンノシドを基質とすることができたことか
ら，当該α-ガラクトシダーゼは，ガラクト

マンナンのガラクトシドや酵母細胞壁マン
ナンのガラクトシドに作用できるであろう
ことが示唆された．また本酵素がガラクトー
スを受容体としないこともわかった．また X
線結晶構造解析により，基質結合の様子を観
察した． 
②糸状菌α-グルコシダーゼの糖転移反応特
異性に関わる因子を同定した．部位特異的に
変異導入することで，受容体分子結合部位に
存在する芳香族アミノ酸残基を数種のアミ
ノ酸残基に置換した．これらの基質特異性を
評価することで，結合位置の異なるイソマル
トオリゴ糖を異なる収率で得ることが可能
となった． 
③糸状菌α-ガラクトシダーゼ B はほとんど
糖転移反応を有さないことを明らかにした．
これらは受容体結合部位で十分な結合エネ
ルギーを得ることができないためであるこ
とが示唆された．この酵素は新たにグルコシ
ド結合を合成できないため，受容体濃度が上
昇すると，基質阻害を生じることが明らかと
なった． 
（５）フルクトシル化糖を基質とするグリコ
シダーゼのスクリーニング法の開発 フル
クトシル化糖を資化することができない大
腸菌を，ランダム変異を施したグリコシダー
ゼ遺伝子で形質転換し，フルカトシル化糖を
炭素源に培養した．フルクトシル化糖を分解
できる変異を有したグリコシダーゼ遺伝子
で形質転換された大腸菌では，フルクトース
が遊離し，その代謝産物によって pH が低下
する．pH が低下した大腸菌株を酸塩基指示薬
であるブロモフェノールブルーの呈色反応
でスクリーニングする系を開発した． 
（６）スクロースシンターゼによる糖ヌクレ
オチドの合成． スクロースシンターゼはス
クロースとUDPからUDP-グルコースを生産す
ることができる．この特異性を利用し，フル
クトシルマンノース，フルクトシルキシロー
ス，フルクトシルガラクトースの各種スクロ
ースアナログから，糖ヌクレオチドを合成す
ることを試みた．野生型スクロースシンター
ゼはフルクトシルキシロースを基質としな
いことがわかった．点変異をもつ変異酵素を
作製し，これを基質とする酵素の取得を目指
したが，有意にフルクトシルキシロースを基
質とする変異酵素を得ることができなかっ
た．一方，フルクトシルマンノースからは
UDP-マンノースを合成することに成功した．
またマンノシル転移酵素は UDP 糖ではなく
GDP 糖を基質とすることが多いため，スクロ
ースシンターゼに変異導入し，GDP を基質と
する変異酵素の取得を試みた．しかし野生型
酵素と比べて組換え酵素生産量が低く，活性
を評価するに至らなかった．また放線菌由来
のグルコシル，ガラクトシル転移酵素ロドマ
リナス属由来のマンノシル転移酵素を取得
した．スクロースシンターゼとのカップリン
グ反応は，その反応性を高め，有意に糖ヌク
レオチドを合成することが今後の課題であ



ると言える． 
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