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研究成果の概要： トレハラーゼはトレハロースを加水分解する．本研究では，トレハラーゼ

改変酵素と特殊化合物（βフッ化グルコース）を用いて，加水分解の逆反応によりトレハロー

スを高効率で合成させることに成功した．変異酵素として，塩基触媒変異体，および塩基触媒

および加水分解の基質の水分子に影響を与えるアミノ酸残基変異体を用いた．何れも反応速度

は野生型に比べ低下したが，特に，後者の合成効率が高く，60%程度の収率を示した． 
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１．研究開始当初の背景 
オリゴ糖や配糖体は，膨大な種類を有し，新
規機能開拓の可能性を秘めている．新規機能
性糖質の発見には，まずはオリゴ糖の効率的
反応系の開発が絶対的に重要である．このオ
リゴ糖合成に，加水分解酵素を応用する技術
が開発されてきた．これまでは特に，基質と
同じアノマー型生成物を生じる「アノマー保
持型」酵素を用い，その糖転移反応を利用し
てきた．とりわけフッ化糖と触媒残基変異酵
素（加水分解活性を示さない）の組み合わせ
による「グリコシンターゼ技術」では，転移
生成オリゴ糖が加水分解されずに蓄積し，効
率の高い合成に成功している．本申請研究で

は，「アノマー反転型」加水分解酵素をオリ
ゴ糖合成に利用する技術の開発を目指した．
アノマー反転型酵素の加水分解反応機構は
より単純であり，逆反応であるオリゴ糖合成
反応を促進するアミノ酸置換の戦略を立て
やすい．また，オリゴ糖合成に利用できる酵
素種をさらに増やし，一層多様なオリゴ糖合
成に結びつくと考えられた． 
 
２．研究の目的 
アノマー反転型加水分解酵素の逆反応を利
用したオリゴ糖合成技術として，以下の２つ
の技術の開発を目的とした．尚，アノマー反
転型酵素として，糖質加水分解酵素の Cazy
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分類における GH37 群に属するトレハラー
ゼ(α結合トレハロースを分解してβグルコ
ースを生成)を材料として用いた． 
 
(1) フッ化糖と一般塩基触媒変異酵素による
反応系の確立: トレハラーゼはα結合を分
解してβグルコースを生成する酵素である．
従って，逆反応ではβグルコースを基質とす
るが，これに変えてβフッ化グルコースを用
いると効率的に逆反応を触媒する．塩基触媒
（逆反応では酸触媒）に変異を導入して加水
分解能を失わせたものを用いる．これらの組
み合わせにより，合成反応は触媒されるが，
生成オリゴ糖は加水分解されずに蓄積され
ると予想された．  
 
(2) 触媒基の pKaの調整 
加水分解における酸触媒および塩基触媒は，
逆反応ではそれぞれ塩基触媒および酸触媒
として作用すると考えられる．従って，２つ
の触媒基の pKaが逆転しているほど，逆反応
速度は上がり，他方分解速度は下がり，合成
酵素として適した性質を有することになる．
触媒残基の周辺残基を改変により，触媒基の
pKa改変を目指す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 「Hehre逆合成-加水分解反応」の再検証
の実施： Hehre らは，トレハラーゼ野生型
を用いて，βフッ化グルコースとグルコース
からトレハロースが合成され，それが速やか
に加水分解されてβグルコースを生じるこ
とを示した．同じ反応が大腸菌トレハラーゼ
でも起こることを，まず確認した． 
 
(２) GH37トレハラーゼの触媒アミノ酸残基
候補変異酵素． 研究開始当初，GH37群酵
素では，立体構造が得られたものは存在しな
かった．従って，アミノ酸残基の同定を以下
のように行った．カルボキシ基が反応に直接
関与する（Leeら,2001: 申請者らの以前の研
究）することから，GH37群酵素の全アミノ
酸配列から，二次構造を考慮した多重配列整
列上で保存された酸性残基（６残基）を候補
とした．各アミノ酸をアミドとした一重変異
酵素を作成し，付加タグによる特異的精製を
行い，大腸菌 native酵素の混入を排除した． 
 

(3) 触媒残基候補変異酵素の機能解析． 
活性の著しく低下した３変異酵素について，
詳細に解析を行い，一般酸触媒，一般塩基触
媒，周辺の重要なアミノ酸残基のいずれに相
当するかを解析した．すなわち，トレハラー
ゼ活性の pH依存性，αフッ化グルコースと
トレハロースそれぞれの加水分解における
速度定数(kcat/Km)の比率，およびグルコー
ス存在下でのβフッ化グルコースからの逆
反応速度ならびにトレハロースの収率を求
めた． 
 
(4) 周辺アミノ酸残基改変による触媒基 pKa
の変化と逆反応への影響． 
Gibson ら（2007）により得られた大腸菌ト
レハラーゼの立体構造に基づき，触媒残基に
影響を与える可能性のあるアミノ酸残基を
予測し，変異酵素を作成した．これらの変異
酵素の反応速度の pH依存性，逆反応速度，
およびトレハロース合成収率を求めた． 
 
４．研究成果 
(1)大腸菌トレハラーゼの酸触媒の同定
（Asp312）． 
GH37群酵素に保存される酸性アミノ酸は６
残基(大腸菌トレハラーゼの Glu155, Asp160, 
Glu237, Asp312, Asp448, Glu496に相当)で
あり，これらをアミドとした変異酵素６種を
それぞれ作出した．ミツバチトレハラーゼで
は，変異酵素の発現量が著しく低く，以後す
べての実験は，大腸菌トレハラーゼを用いて
実 施 し た ． 精 製 酵 素 の 比 活 性 は ，
D160N,D312N, E496Qで特に低く，それぞ
れ野生型の 5x10-6, 1x10-5, 6x10-5倍であった．
速度の低下は主に kcatの低下に伴うものであ
った．野生型および全変異酵素において，α
フッ化グルコースは良い脱離基を有しなが
らも加水分解速度（kcat/Km)は，トレハロー
ス加水分解速度よりも低かった(0.001-0.05
倍)．しかしながら，D312N 変異酵素のみ，
αフッ化グルコースを６倍程度より速く分
解した．すなわち，D312N 変異導入による
反応速度低下が，αフッ化グルコースに対し
小さく，トレハロースに対して大きい．これ
より，Asp312が酸触媒であると判断された．
pKe2の増加を伴った至適 pHの１．６単位の
増加，GH15グルコアミラーゼ酸触媒残基と
の(α/α)6 バレル上での位置関係の一致，な
らびに解析されたトレハラーゼ立体構造も，
Asp312が酸触媒であることを示した． 
 
(2)塩基触媒同定（Glu496）と逆反応． 
E496Q 変異酵素のトレハロース加水分解速
度(kcat/Km)の pH依存性では，pKe2は野生型
とほぼ一致したが，pKe1は 4.8から 6.1と大
きく増加した．これは，E496Q変異酵素では，
より高い pH(水酸化物イオン濃度が１０倍以



 

 

上)が反応には必要とされることを意味し，
Glu496 が塩基触媒であることを示唆する．
GH15 グルコアミラーゼ塩基触媒残基との
(α/α)6 バレル上での位置関係の一致，なら
びにトレハラーゼ立体構造からも，Glu496
が塩基触媒であることを示した．下記のβフ
ッ化グルコース（とグルコース）からの逆反
応も，Glu496 が塩基触媒であることを支持
する． 
 
(3)逆反応によるトレハロース合成 
βフッ化グルコースとグルコースからの逆
反応（トレハロース合成反応）の反応速度と
合成トレハロースの収率を測定した．反応速
度は，37℃，25 mM グルコース存在下での
各濃度βフッ化グルコースからのフッ化物
イオン遊離の初速度により評価し，トレハロ
ースの収率は 94mMβフッ化グルコース，
42mM グルコースから 20℃で生成されるト
レハロースを HPLCにより定量して求めた．
まず，野生型酵素では，グルコース非存在下
では F-遊離速度は著しく低いが，25mMグル
コース存在下では kcat=28.5 s-1であった．し
かし，トレハロースはごく低濃度しか検出さ
れず，「Hehre逆合成-加水分解反応」が再検
証された．E496Q は F-遊離速度は著しく低
い（kcat=0.02s-1）が，トレハロースの蓄積
(5.9mM, 収率 8.6%)が確認された． 
 
(4)周辺アミノ酸残基改変酵素(D160Nおよび
Y512F) 
Asp160 は，基質６位水酸基を介して基質の
水，さらに塩基触媒 Glu496と水素結合ネッ
トワークを形成し，GH37で保存された残基
である．Tyr512水酸基は Glu496と水素結合
を形成する．これら残基に注目し，変異酵素
D160Nおよび Y512Fを調製・精製し，精密
に解析した． 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
D160N 変異酵素のトレハロース加水分解の
pH 依存性は大きく変化し，至適 pH が３単
位増加した．すなわち，酸触媒，塩基触媒と
も pKaが増加し，特に塩基触媒が逆反応に適
した解離状態になったと予想された．いずれ
の変異酵素も活性を大きく失い，トレハロー

スに対する kcatは野生型の 10-4-10-6倍であっ
た．これに対して逆反応の速度(kcat)は低下し
つつも 10-2倍程度にとどまった．すなわち，
kcat の比率で，逆反応が野生型より 70-1900
倍高くなった．トレハロース合成反応では
Tyr および Asp 変異酵素はそれぞれ 68%, 
59%と高効率でトレハロースを合成した． 
 
（５）結論： 
アノマー反転型酵素 GH37 トレハラーゼ改
変酵素とβフッ化グルコースを用いた逆反
応によりトレハロースを合成した．野生型酵
素は，グルコース存在下でβフッ化糖を速や
かにトレハロースを経由してグルコースへ
と変換し，トレハロース蓄積はわずかであっ
た．塩基触媒変異酵素は，反応速度は著しく
低いがトレハロースの蓄積が認められた（実
験条件下で収率 8.6%）．触媒残基周辺に位置
するAsp160および Tyr512変異酵素D160N
および Y512F は，トレハロース合成反応を
それぞれ収率 59%および 68%と高い効率で
触媒した．βフッ化グルコースの安定性を考
慮すると，これらは著しく高い合成効率であ
る．Asp160および Tyr512が，加水分解の基
質となる水および塩基触媒に影響を与えた
結果と考えられた． 
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