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研究成果の概要（和文）：きのこ類に含まれるβ-1,6グルカンは免疫活性化機能を持つ。本研究では純粋なβ
-1,6グルカンを人工合成することを目的とした。きのこ類（スエヒロタケおよびウシグソヒトヨタケ）由来のβ
-1,6-グルカナーゼの合成酵素への変換に成功し、フッ化ゲンチオビオースを用いて糖転移活性を行うことがで
きた。酵素反応生成物の分子量をMALDI-TOF MSにて解析したところ5糖、6糖、7糖、8糖、9糖、10糖に相当する
ピークが得られた。このように、最長で10糖までの糖鎖（β-1,6-グルカン）を本酵素反応で合成可能であるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：Beta-1,6-glucan, a cell wall component of fungi, is known as a bioactive 
(antitumor) polysaccharide. In this study, the cDNAs encoding Beta-1,6-glucan degrading enzymes 
(Beta-1,6-glucanases) were cloned from basidiomycetes, and two Beta-1,6-glucanases, Sc30 (from 
Schizophyllum commune) and Cc30 (from Coprinopsis cinerea), were heterologously expressed in 
Aspergillus oryzae. Sc30 (57 kDa) and Cc30 (50 kDa) catalyzed depolymerization of Beta-1,6-glucan 
endolytically, and were highly specific toward Beta-1,6-glucan polysaccharide. The enzymes were most
 active at pH 5.0. We prepared glycosynthase mutants using the Beta-1,6-glucanases, Sc30 and Cc30. 
Some prepared Beta-glucan oligosaccharides with various structures showed the immunostimulatory 
activity on murine macrophage-like cells. It was suggested that these functional oligomers were 
consisted of Beta-1,6-linkages, and their degree of polymerization were greater than five.

研究分野： 生物高分子材料学

キーワード： きのこ　βグルカン　糖質関連酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
きのこ類に含まれるβ-1,6グルカンは免疫活性化機能を持つ。しかしながら、きのこ類からの単離・精製は困難
であるため、純粋なβ-1,6グルカンが得られた例はない。β-1,6グルカンは生物の中で真菌類のみが唯一所有す
る分子あり、ヒトはβ-1,6グルカンを真菌類を認識する際の目印としている可能性がある。近年、食用きのこの
大量栽培が可能になってきたが、消費量は伸び悩んでいる。本研究によってβ-1,6グルカンを、免疫に関与する
新しい機能性食物繊維として提唱できれば、きのこ類に新たな価値を生み出すことができ、きのこ産業の活性化
に繋がる。



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

（１）きのこに含まれる β-グルカンの生理機能と関連研究の課題 

 植物細胞壁の主成分がβ-1,4 グルカン（セルロース）であるのに対し、きのこ類な

どの真菌類はβ-1,3 およびβ-1,6 グルカン（β-グルカンと総称）を細胞壁主成分とし

て有している。きのこ類β-グルカンは免疫活性化機能（抗腫瘍作用）を持つことで注

目され、一部は医薬品としてがん治療に利用されている 1,2)。しかしながら、生理機能

メカニズムについては殆ど明らかになっていない。その理由として、β-グルカンが複

雑かつ不均一な構造を持つ複合体として細胞壁内に存在し、精製が困難であることが

挙げられる 3)。解決策としてモデル材料の人工合成が挙げられるが、その方法は確立

されていない。 

（２）β-1,6 グルカン構造が免疫活性化機能の鍵 

 β-1,6 グルカンは真菌類に特有の分子である。きのこ類の免疫活性化 β-グルカンの

中で、MD フラクションと呼ばれるマイタケ抽出物の主成分は β-1,6 グルカン分子であ

ることが報告されている 4)。これらの知見は β-グルカンの機能性の鍵は『β-1,6 グルカ

ン構造』であることを示唆した。そこで申請者は、一般的な真菌類とは異なりβ-1,３

グルカン構造を殆ど持たず、主にβ-1,6 グルカンのみを構造多糖として有している真

菌類「イワタケ」から抽出物を調製し分析したところ、免疫活性化機能を示すことを

明らかにした。しかし、イワタケは希少生物であり入手は困難である、また、生長が

遅く（年間生長 2 mm 程度）大量培養も望めない。よって、イワタケから大量かつ安

定にβ-1,6 グルカンを得ることは難しい。一方で、通常の真菌類中では、β-1,6 グルカ

ンは他の成分と複雑な複合体を形成しており、分離は困難である。従って純粋な β-1,6

グルカンが得られた例はなく、分子特性や生理機能は解明されていない。 

 そこで申請者は、酵素を用いて、純粋なβ-1,6 グルカンを人工合成したいと考えた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、β-1,6 グルカン合成酵素を獲得し、これらの酵素を用いてβ-1,6 グル

カンを安定かつ大量に合成する。さらに、β-1,6 グルカンの分子特性を解明する。申

請者は３種のきのこ由来 β-1,6 グルカナーゼを所有している。グルカナーゼの活性中

心に変異を与えると、グルカン分解酵素から合成酵素へ変換できることが報告されて

いる 5)。そこで本手法を用いて β-1,6 グルカナーゼをβ-1,6 グルカン合成酵素に変換す

る。 

 きのこ類のβ-グルカンは人体に対して免疫活性化機能を示し、生体内にはβ-グル

カンを認識する結合タンパク質が存在する。実際に SP-D、Dectin1 等のレクチンがβ-

グルカン結合タンパク質であると予想されている 6)。これらレクチンはその特異性か

らβ-グルカンの構造（結合様式、高次構造）を厳密に認識していると考えられるが、

認識機構とβ-グルカン構造の相関は解明されていない。本課題で酵素合成した β-1,6

グルカンを用いることで、生体内の β-1,6 グルカンの生理機能を分析する。 

＊当該分野における本研究の学術的な特色・独創的な点及び予想される結果と意義 



（１）β-1,6 グルカンの分子特性を明らかにする 

 β-1,6 グルカンは、セルロースやβ-1,3 グルカンと比べ先行研究が少なく、高次構

造、水や有機溶媒への溶解性なども明らかにされていない。一方、β-1,6 グルカンは

生物の中で真菌類のみが唯一所有する分子あり、ヒトは β-1,6 グルカンを真菌類を認

識する際の『目印』としている可能性がある。本課題ではβ-1,6 グルカンと結合する

生体内のタンパク質を特定し、免疫活性化機能を分子レベルで解明する。世界に先駆

けてβ-1,6 グルカンの分子特性を明らかにすることは、糖質科学、高分子化学のみな

らず免疫学分野の進展にも繋がる。 

（２）林産物由来の新しい機能性材料を生み出す 

 本研究は、きのこ類の未知の成分であったβ-1,6 グルカンとその機能に光を当てる

ものである。近年、食用きのこの大量栽培が可能になってきたが、消費量は伸び悩ん

でいる。本研究によって β-1,6 グルカンを、免疫に関与する新しい機能性食物繊維と

して提唱できれば、きのこ類に新たな価値を生み出すことができ、きのこ産業の活性

化に繋がる。 

 

３．研究の方法 

（１）β-1,6 グルカナーゼの合成酵素への変換（研究協力者：大学院生１名） 

 本申請者らは既にシイタケからβ-1,6 グルカナーゼを単離している。また、H25 年

度新たに２種の β-1,6 グルカナーゼ遺伝子（ヒトヨタケ、スエヒロタケ由来）をクロ

ーニングし、麹菌を用いて異種発現することに成功している（H25 JSPS 特別研究員奨

励費）。糖質加水分解酵素の一部で、活性中心に存在する 2 つの酸性アミノ酸のうち、

求核剤として働く側の変異体を作成することで合成酵素へ変換できることが報告され

ている 5)。そこで、類似タンパク質群のマルチアライメントの結果から活性中心残基

を予想し、一方がグリシン、アラニン、セリンに置換された変異酵素を麹菌による異

種発現系により作成した。市販のフッ化グルコース（フッ化 α-D-グルコピラノシル）

と得られた酵素を緩衝液中で反応させ、生成物の有無を薄層クロマトグラフィー

（TLC）で確認した。 

 

（２）変異β-1,6 グルカナーゼによる糖鎖合成（研究協力者：大学院生１名） 

 糖鎖合成活性が確認された変異β-1,6 グルカナーゼについては基質特異性や pH、温

度、基質濃度等の影響を調査した。β-1,6 グルカナーゼと親和性が高いゲンチオビオ

ース（β-1,6 グルコース２糖）を Jünnenmann の手法 6)を用いてフッ素化し、β-1,6 グ

ルカンの合成反応の材料として用いた。 

 

（３）β-1,6 グルカンの特性解析 

 反応生成物である β-1,6 グルカンは、TLC および MALDI-TOF-MS 装置を用いて分子

量を解析した。生理活性機能については、マウスマクロファージ細胞における TNFα

発現の誘導により評価した。 

 

 

 



４．研究成果 

β-1,6 グルカンを加水分解する酵素（β-1,6 グルカナーゼ）の遺伝子を担子菌類よりクロ

ーニングした。２種の β-1,6 グルカナーゼ遺伝子（ウシグソヒトヨタケ由来 Cc30、スエヒ

ロタケ由来 Sc30）はともに GH ファミリー30 に分類される。GH ファミリー30 に分類される

酵素群は 2 つのグルタミン酸を活性中心に持つ。一方のグルタミン酸が求核剤としてはたらき、

分解反応の初段階においてグリコシド結合の１位の炭素に電子を供与することで反応が開始す

る。糖質加水分解酵素の活性中心残基の置換による合成酵素化では、求核剤としてはたらくア

ミノ酸残基の置換が必要となる。そこで、マルチアライメントの結果から、Cc30 において 207

番目と 302 番目、Sc30 では 225 番目と 320 番目の完全に保存されている 2 つのグルタミン酸が

活性中心残基であると予測した。糖質加水分解酵素の活性中心残基のうち、求核剤として反応

する側のアミノ酸を、グリシンなどに置換することで、分解酵素を合成酵素化した例が報告さ

れている。Cc30、Sc30 の活性中心と予測された 2 つのグルタミン酸をそれぞれグリシンに置換

した。Cc30 について E207G を Cc30Mu1、E302G を Cc30Mu2、Sc30 について E225G を Sc30Mu1、

E320G を Sc30Mu2 と表記する。それぞれ麹菌に形質転換し、異種発現させた。TALON Metal 

Affinity Resin とヒスチジンタグを用いた精製で、分子量 52.7 kDa の Cc30Mu1 と分子量 55.0 kDa

の Cc30Mu2 を単一バンドになるまで精製することができた。 

 α-glucosyl fluoride を用いた試験では、糖鎖合成反応が進まなかった。野生型酵素の特性解

析の結果、酵素が多糖を分解できるのに対し、２糖を分解できなかったことから、変異酵素に

ついても低分子を基質としないと考えられた。 

そこで、β-1,6-グルカン 2 糖であるゲンチオビオースの還元末端α位にフッ素を付加した α-

フッ化ゲンチオビオースを用いて、変異酵素による反応試験を行った。基質濃度を 10 mM にし

たときは糖鎖合成が認められなかったが、基質濃度を 20 mM にしたとき、原点に残る高分子の

スポットが検出された。 

以上のことから、Cc30、Sc30 について、活性中心残基のうち求核剤としてはたらくグルタミ

ン酸をグリシンに置換することによる糖質加水分解酵素の合成酵素化が成功した。また、合成

酵素とα-フッ化ゲンチオビオースを用いた反応により、多糖とオリゴ糖が合成されたことが示

唆された。糖鎖合成反応の最適化を行ったところ、反応溶液における基質濃度と酵素濃度

を上げることで、より多くの生成物を得ることができた。一方、最適な反応温度は 20℃程

度であり、反応温度 40℃以上では生成物が得られないことが判明した。 

 酵素反応生成物の分子量を MALDI-TOF MS にて解析した。5 糖、6 糖、7 糖、8 糖、

9 糖、10 糖に相当するピークが得られた。このように、最長で 10 糖までの糖鎖（β-1,6-

グルカン）を本酵素反応で合成可能であることが示された。また、生成物の構造および免

疫賦活機能が異なることが示唆された。 
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