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研究成果の概要： 

本研究課題では、endo 型グリコシダーゼの反応の詳細を解明する目的で、アナログを分子動力

学手法を用い設計したいくつかの基質を合成し、それらと対象酵素との複合体形成について熱

化学分析により測定、また、共結晶化などを試みた。 
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１．研究開始当初の背景 

多糖は生体の構造やエネルギー生産・備蓄に

大きく関与しており、その分解酵素であるグ

リコシダーゼも生命現象において重要な役

割を担っている。従って詳細なグリコシダー

ゼ機構解明は、糖代謝関連疾患の医薬品、或

いは農薬開発に多くの知見を与えると期待

される。グリコシダーゼは、その機能から exo

型グリコシダーゼと endo 型グリコシダーゼ

に分類される。exo 型グリコシダーゼは糖鎖

の末端から一定数糖鎖ごと加水分解する。こ

の場合、認識部位が糖鎖末端にあるため、そ

の阻害剤の設計も比較的容易で機構も詳細

に理解されつつある。一方、endo 型グリコシ

ダーゼは、糖鎖内部グリコシドを加水分解す

る。したがって、endo 型の場合、糖鎖配列の

みを認識するため、基質内に複数の反応可能

部位が存在、酵素が糖鎖をスライドすること

が可能である。以上の理由から適当な対応す

る阻害剤が少なく、均一な状態で反応直前の



基質-酵素複合体の詳細を観察することが難

しく、その機構研究も遅れていた。 

O

 

２．研究の目的 

 本研究では、これまでの知見を踏まえ、

endo-PG1 を中心に endo 型グリコシダーゼの

反応機構の詳細、特に反応部位の反応中間体

におけるグリコシド結合、ピラノース部分の

立体配座の変化、エネルギー変化を中心に検

討した。 

 一般に酵素－基質複合体の-1 サブサイト

では、基質は歪んだ半いす型配座をとり、こ

の歪みエネルギーが反応のドライビングホ

ースとなると考えられている。報告者が先に

報告した硫黄置糖鎖アナログの場合、酵素と

の複合体での基質配座ではなく、遊離状態に

おける安定配座のミミックを目指しており、

ソーキング実験でグリコシダーゼ－糖鎖反

応中間体を再現するに至らなかったものと

推定できる。アカルボースに倣い、シクロヘ

キセン構造を糖鎖の中央に導入したオリゴ

糖の合成を行い、それを評価した。 

  

３．研究の方法 

セルラーゼを標的としたセルロース誘導体

として、基質アナログ 1、および推定遷移状

態アナログ 2の合成を行い、これらの酵素と

の反応について検討した。 

また、endo 型ポリガラクツロナーゼを標的と

した、推定反応遷移状態基質アナログ 3の合

成を行った。 

一方、糖鎖-酵素複合体を考察する目的とし

て、動力学的計算法（COSMOS90）の最適化を

ガラクツロナーゼのシ

た安

（平衡定数は 50 L/mol）をするこ

かにした。しかしその結合は酵素反

ものであり、反応部位

（研究代

は下線） 

〔雑誌論

行った。 

さらに、エンド型ポリ

グナルペプチドと思われる配列の役割を検

討した。 

 

４．研究成果 

 合成した 1と天然型三量体基質とを NMR に

おいて NOE を測定比較したところのの結果、

硫黄置換アナログ 1は天然基質を類似し

定配座を取っていることを明らかにした。カ

ロリメトリー実験により酵素との複合体形

成を測定したが、、1は全くその能力を持たな

かった。しかし 2はエンドグルカナーゼ Vと

複合体形成

とを明ら

応を説明するには弱い

から離れたサブサイトの重要性が明らかに

なった。 
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