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研究成果の概要（和文）：我々は初めてメガロ糖を酵素生産し、難溶性化合物を可溶化する機能を見出した。し
かしながら、我々のメガロ糖研究の歴史は浅く、解決すべき課題が山積する。本研究の目的は、それらの中で重
要な３課題について打開を図るとともに、基礎知見を取得し、応用進展させることである。すなわち、１）メガ
ロ糖生産を可能にした多糖合成酵素の分子機構究明、２）より高機能な新しいメガロ糖の構築、３）メガロ糖を
用いたアゾ色素汚染の改善である。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in production of megalosaccharides and found their valuable 
function to solubilize water-insoluble compounds. However, the period of our research is very short,
 so that we have many problems that must be solved. This project challenges a resolution of three 
important problems, from which we will obtain the fundamental knowledge about megalosaccharides. 
Furthermore, it also contributes to the development of application research on megalosaccharides. 
The purposes of this program are 1) analysis of molecular mechanism of polysaccharide-forming enzyme
 to produce megalosaccharide, 2) synthesis of new megalosaccharide with high functionality, and 3) 
improvement of azo-dye pollution using megalosaccharide.

研究分野： 生物化学

キーワード： メガロ糖　機能解析　可溶化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義として、多糖合成酵素において、多糖やメガロ糖の生産に関与する部分領域を推定し、
その責任アミノ酸を同定することで、合成機構を新たに提案した。アミラーゼ耐性メガロ糖やグルコース型メガ
ロ糖を新しく作製し、これらの糖質にも難溶性化合物の水溶化現象を見出した。本研究から難溶な食品素材の可
溶化・アゾ色素の分解などのメガロ糖を活用する応用技術が考案され、社会貢献を実現できる成果が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）背景 

メガロ糖は、構成する単糖数が 10 から多糖までの糖質として約 60 年前に定義された。多糖
の単糖数が不明であるが、一般に多糖の性質が 100〜200 以上で出現することから、メガロ糖は
10〜100（あるいは 10〜200）の単糖を有する糖質と捉えられる。しかしながら、生産する方法
がないことから長年にわたり機能が不明のままであった。一方、我々は改変した多糖合成酵素
を使用することで、ようやくメガロ糖を取得できた。その機能を調べると、水に難溶な化合物
を可溶化させた。例をあげると、食品素材フラボノイド・アゾ色素・薬剤であり、これらを水
溶化できる現象である。一方、医薬品などを水溶性と膜透過性の性質から４つのクラス（BCS I
〜IV）にグループ化する提案が知られている。特に難水溶性・高膜透過性を示す BCS II には生
理的に重要な化合物が属し、これらの活用のため水溶性の向上が推奨される。興味深いことに
前述の３化合物は BCS II に分類され、我々は本点に着眼し更に研究を重ね「メガロ糖が BCS II
化合物の水溶化を促進」を明らかにした。この発見は、BCS II 化合物の利用範囲を広げ、メガ
ロ糖の多彩かつ新規な用途開発の可能性を示唆した。実際、メガロ糖によるフラボノイドの可
溶化で小腸吸収が促進される現象が見出された。  
（２）動機 

以上は、グルコースから
構成されたメガロ糖（図
１）から得られた成果であ
るが、この優れたグルコー
ス型メガロ糖はアミラー
ゼなどの酵素による分解
を受け、機能が低下する欠
点を内含していた。この他
にも解決せねばならない
問題が山積しており、その
理由は我々のメガロ糖研
究の歴史が浅いことに起
因した。このような経緯か
ら研究開始当初に存在し
ていた課題の打開を目指
し、当該プロジェクトを開
始した。 

 
２．研究の目的 
解決すべき数多くの課

題があるが、本研究では特
に重要な次の３課題を取
り上げた。以下に簡単な説
明を行う。 
（１）多糖合成酵素の分子
機構 
本酵素（図２-A）はグル

コース型メガロ糖を生産
するが、その合成能力は弱 
い（本酵素が産するメガロ糖は図１-A）が、C末端領域を削除すると飛躍的に高まる（図２-C）。
従って、当該領域にメガロ糖の生産を促す構造因子（機能を担うアミノ酸残基やその配列など）
の存在が予想される。さらなる削除実験から C 末端側の限られた配列内にあり、かつ１残基の
アミノ酸（CA-1 と略）が有力な構造因子の候補であることが確認された。また、CA-1 以外の
因子も想定された。当該課題の目的は、メガロ糖生成の分子解析であり、構造因子の推定・構
造因子の機能究明・構造因子の普遍化を図ることである。 
（２）新しいメガロ糖の構築 
グルコース型メガロ糖が示す BCS II 可溶化には、その α-1,4 グルコシド糖鎖（図１-A, B, C）

が効果を増強させる。１項（２）の「動機」で述べたが、本 α-1,4 糖鎖はアミラーゼ消化を受け
るため、食品素材と併用摂食すると消化管内で分解される。本課題の解決を意図し、アミラー
ゼ耐性型のメガロ糖を構築する。またグルコース型ではあるが、従来の標品を上回る水溶化能
を示す新たなメガロ糖の構築と機能解析を行う。さらにメガロ糖の併用や他の可溶化材料の共
存による BCS II 化合物水溶化の相乗効果を調べる。 
（３）アゾ色素汚染の改善効果 
難溶性アゾ色素は我が国では用いられないが、国外では広範囲に使用が継続されていた経緯が

ある。特に染色工場から河川や湖沼に排出されると、難水溶性のため生物分解が進まず、河底や
湖底に蓄積し、深刻な環境汚染を招く。本研究では、アゾ色素が混入した土壌を対象に、メガロ
糖を活用した色素分解法を確立させる。すなわち、メガロ糖を用いて土壌から色素を可溶化させ、
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図１. グルコース型メガロ糖の模式図（A〜C）と命名法（D）: 
A，α-1,6 グルコシド糖鎖（○）の還元末端に α-1,4 グルコシド
糖鎖（●）が結合したメガロ糖;  B，パネル A のメガロ糖の非
還元末端に α-1,4 グルコシド糖鎖が結合;  C，α-1,6 グルコシド
糖鎖の非還元末端に α-1,4 グルコシド糖鎖が結合;  D, ３つの
鎖を構成するグルコースの残基数を x，y および z とし，メガロ
糖を「x-y-z」と命名する．例えば，A は 0-10-8，B は 12-10-3，
C は 15-23-0 と表記できる． 
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図２. 多糖合成酵素の C 末端領域
削除体: A と E，全長配列を持つ
酵素;  B〜D・F・G，C 末配列を
削除した変異酵素;  ●と●，アミ
ノ酸残基 CA-1(青)と CA-2(赤);  
○，アミノ酸置換された CA-1;  P，
メガロ糖より多糖を多く生産する
酵素;  M，多糖よりメガロ糖を多
く生産する酵素;  なお，C は CA-1
を含む C末配列を削除．D の C末
端残基は CA-1 の置換アミノ酸． 



酵素分解を効率的に促進させる手法を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）多糖合成酵素の分子機構 
本酵素やその変異体の機能は「多糖とメガロ糖の生産量比」から解析した。すなわち、反応初
期の初速度ではなく、長時間の反応で形成する多糖とメガロ糖の生産量の割合から求めた。その
理由は、反応の初期段階では短鎖オリゴ糖生成のみが生じ、当該オリゴ糖の蓄積後に多糖やメガ
ロ糖が出現するからである。具体的には、一定時間の反応後にアルコール分画で多糖とメガロ糖
を分離し、全糖分析（フェノール硫酸法）で測定した両者の値から、生産比を算出した。一方、
初速度は短鎖オリゴ糖合成で生じる生成物を定量し求めた。構造因子の普遍化実験は、レバン合
成酵素の構造因子をインベルターゼに導入させて行い、生成するオリゴ糖の種類や量的な変化
をイオン交換型高速クロマトグラフィーを用いて調べた。なお、各酵素の変異体作製や多糖合成
酵素の結晶化は定法に従い行った。 
（２）新しいメガロ糖の構築 
アミラーゼ耐性型メガロ糖は、食用可能な多糖を化学分解や酵素分解で行い調製した。単離

はアルコール分画や膜分離を用いた。新しいグルコース型メガロ糖は、２種類の転移酵素を使
用し構築した。分子サイズは、質量分析・核磁気共鳴・化学法（全糖分析値を還元値で除する）
で求めた。可溶化能は、BCS II に属す食品素材あるいはアゾ色素を用いて推定した。すなわち
過剰量が存在する水溶液に、一定量のメガロ糖を添加させ、充分に混合・遠心分離し、回収し
た上清に存在する BCS II 化合物の溶解量を求めて行った。なお、グルコース型メガロ糖の命名
法を図１-D に示す。 
（３）アゾ色素汚染の改善効果 
アゾ色素はメチルレッドを用い、大学キャンパスから採取した土壌と混合した。この色素試料

にメガロ糖とアゾ色素分解酵素を加え、メチルレッドの分解実験を行った。効率化を目指し、反
応容器を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）多糖合成酵素の分子機構 
全長を有する多糖合成酵素（野生型酵素; 図２-A）において CA-1 のみを置換した（図２-E）

が、多糖とメガロ糖の生産能力に変化がなく、多糖を多く生産した。これは、CA-1 以外の構造
因子の存在を強く支持する結果となった。そこで C末端領域の削除（様々な長さの C末配列を有
する変異体の構築）と CA-1 置換を組み合わせ、第２因子の推定実験を行った。すなわち、C末
削除体とその CA-1置換体を構築し、多糖とメガロ糖の合成割合を比較した。まず、削除体のみ
の単独データでは、CA-1 以降の C末配列削除では（その一例として図２-B を示す）、野生型酵
素と同じく多糖が７割〜８割でメガロ糖が２割〜３割の合成割合となった。これに対し、CA-1
を含む C末域を除く（図２-C）と、両者の比が逆転しメガロ糖合成が７割を占めることが確認さ
れた。次に、これらの削除体に CA-1置換を発生させた（図２-D, F, G）。その結果、CA-1 より
C末端側に存在するアミノ酸（CA-2 と略）までの配列を保持すると（図２-F）、多糖の合成量が
メガロ糖のそれを上回ったが、CA-2 を含む削除では両者が逆になり、メガロ糖生産が主体とな
る興味深いデータが得られた（図２-G）。すなわち、CA-1 と CA-2 が多糖合成酵素の生成物特異
性に影響することが示され、CA-2 が新奇な構造因子であることが判明した。当該実験を通して、
多糖とメガロ糖の合成量は拮抗すること（一方の増加は他方を減少）が観察され、多糖合成の阻
止がメガロ糖生産を促進させ、かつ両構造因子の関与が推測された。相同酵素との構造比較から
CA-1 と CA-2 の存在位置は触媒中心より離れた遠位にあると推定できる。すなわち、触媒中心か
ら伸長する長鎖の生成物を安定化させ、多糖合成の促進に貢献する機構が考えられた。一方、本
酵素の精製度を上げ、条件を検討することで結晶化がようやく実現された。しかしながら立体構
造の取得に至っていない。 
ショ糖からレバンを合成する酵素に存在する構造因子を、その相同酵素であるインベルター

ゼ（β-フラクトフラノシダーゼ）に導入させる実験を行った。レバン合成酵素とインベルター
ゼはショ糖を基質とするが、前者は多糖レバン（β-1,6 フラクタン）や β-1,6 型のレバノオリゴ
糖を合成し、後者は加水分解反応を触媒する。一方、高濃度ショ糖では、インベルターゼはイ
ヌロオリゴ糖（β-1,2 型）を産する。２アミノ酸残基の置換でインベルターゼをレバノオリゴ糖
の生産酵素に変異させた。当該変異酵素を親酵素とし、レバン合成酵素から構造因子を移植さ
せることにした。まず、この親酵素の生成物を調べると、レバノオリゴ糖の３糖を主に生産す
るが、長鎖型を与えなかった。そこで、レバン合成酵素に存在する芳香族アミノ酸を置換導入
させると、長鎖型の糖質が観察された。本３重変異酵素には多糖生成能がなく、レバン合成に
は更なる構造因子が必要であることが判明した。芳香族アミノ酸は触媒部位から離れた位置に
あり、長鎖型生成物の伸長を促す作用機構が考えられた。これは、さらに遠位の部位にレバン
合成の伸長因子の存在を示唆する。 以上の解析から、多糖やメガロ糖などの長鎖糖質の合成
には、伸長に関わる構造因子が触媒部位から離れて存在し、生成物の長鎖化に寄与すると考え
られた。 
 
（２）新しいメガロ糖の構築 



アミラーゼ耐性型メガロ糖を食品用多糖（FP と略）から調製した。その際に化学分解（酸・
アルカリ処理）と酵素分解を行ったが、効率の点から後者の手法を採用した。反応時間などの
酵素作用条件を適正化した後に大量調製を行った。生成物に混在する未分解の FP や過分解され
たオリゴ糖を除き、目的のアミラーゼ耐性型メガロ糖を得た。さらに取得した標品の分子サイ
ズを測定し、メガロ糖領域に分類できる鎖長を有することを実験的に証明した。当該メガロ糖
は、BCS II に属す食品素材やアゾ色素を可溶化させ、その能力が高いことが見出された。一方、
グルコース型メガロ糖を２種類の酵素が示す糖転移作用で構築した。すなわち、α-グルコシド
転移酵素をマルトオリゴ糖に反応させた。残存する基質を β-アミラーゼ分解・酵母処理・ゲル
濾過で除き、0-1-7 を得た。さらに、環状デキストリン転移酵素を用いて 0-1-7 を 18-1-7 に転換
し、目的のグルコース型メガロ糖を調製した。本メガロ糖 18-1-7 は難水溶性のフラボノイドを
水溶化させ、その能力は 0-1-7、6-12-4 や 30-12-4 より高かった。また、BCS II 薬剤を可溶化さ
せた。 相乗効果は、メガロ糖の併用あるいは他の可溶化剤（環状糖）の共存で確認されたが、
前者の効果は後者に比べ低い値となった。その理由は、併用した２つのメガロ糖がフラボノイ
ド分子の同じ構造を認識するため可溶化が向上しなかったと考えられた。一方、後者では「環
状糖-フラボノイド包接体」にメガロ糖が作用し、可溶化を促進したと想定された。本結果から
メガロ糖併用において、認識部位が異なる組み合わせが良好な効果を与えると示唆された。 グ
ルコース型メガロ糖において疎水度測定プローブによる解析を行った。疎水度と可溶化能の間
に相関が観察され、水溶化能を予想できる可能性が得られた。 

 
（３）アゾ色素汚染の改善効果 
アゾ色素を含まない土壌にメチルレッド（アゾ色素）を混合させて作製した「モデル汚染土
壌」を用いて実験を行い、メガロ糖の効果を調べた。アミラーゼ耐性型メガロ糖あるいはグル
コース型メガロ糖の共存下で、アゾ色素分解酵素を作用させた。まず反応条件を検討したが、
土壌微生物による影響で色素分解が不十分であり、モデル土壌の滅菌処理が必要であった。２
種類のメガロ糖は、土壌からメチルレッドを可溶化させ、分解酵素の作用を高めた。同様な効
果が反応容器を用いた実験でも認められた。 一方、グルコース型メガロ糖において、興味深
い現象が得られた。α-1,4 グルコシド糖鎖の長鎖化は、メチルレッドの可溶化をを高めたが、逆
に酵素分解が低下した。むしろ、可溶化が低いアミラーゼ耐性型メガロ糖がより良好な分解効
果を示した。両メガロ糖に観察された「高溶解・低分解」および「低溶解・高分解」は意外な
現象であり、その分子機構の理解はメガロ糖利用に重要と考えられた。 
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