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研究成果の概要（和文）：和文：α-1,3-グルカンはグルコースがα-1,3-結合をした多糖で、口腔内の虫歯菌の
棲家あるいはカビやキノコの細胞壁に存在する多糖である。身近に存在している割にはこれまであまり研究され
てこなかった多糖であるが、近年注目されはじめ、徐々に研究報告が増えて来ている。我々は、虫歯菌の酵素を
もちいてα-1,3-グルカンの効率的合成法を確立するとともにα-1,3-グルカンを分解する酵素の立体構造を世界
に先駆けて解明した。本研究では、α-1,3-グルカンを部分的にカルボキシメチル修飾した機能性生分解性ポリ
マーの合成とその特性評価を行った。

研究成果の概要（英文）：Alpha-1,3-glucan, alpha-1,3-linked homopolymer of glucose, is the main 
component of extracellular polysaccharides synthesized from sucrose from Streptococcus mutans, 
bacteria found in tooth cavities and the cell wall component of some filamentous fungi. There have 
been little reports on synthesis and degradation of this glucan. Application of alpha-1,3-glucan has
 recently been received increased attention. We have developed enzymatic synthesis of alpha-1,
3-glucan by using glycosyltransferase I from oral Streptococcus mutans and clarified 
three-dimensional structure of alpha-1,3-glucanases which are responsible for degradation of 
alpha-1,3-glucan first in the world. In this study, we prepared partially carboxymethylated alpha-1,
3-glucan with biodegradative property and performed characteristic analysis.

研究分野：応用微生物学、酵素工学

キーワード： alpha-1,3-グルカン　alpha-1,3-glucanase　生分解性樹脂　X-線結晶構造解析　機能性　カルボキシメ
チル化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
持続可能な社会の構築を目指して様々な取り組みが行われている。我々の周りは石油を原料とする難分解性プラ
スティックで満ち溢れ、それが生態系の維持を脅かしていることから、これらの石油由来のプラスティックを使
用しない取り組みが進みつつある。一方で生分解性プラスティックの需要は高まっており、本研究対象である
alpha-1,3-グルカンも微生物酵素によって分解可能なポリマーであり、そのカルボキシメチル誘導体も酵素分
解、微生物分解が可能な環境にやさしい素材としての利用が期待できる。特に、その分解に関わる酵素の研究に
ついて、その立体構造を世界に先駆けて解明したことは本研究成果の重要な成果である。

※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 
α-1,3-グルカンは、う蝕生細菌が生産する多糖の主成分として、また、カビやキノコの細胞壁

を構成する多糖類に含まれるとして知られている。セルロースやキチンなどの多糖は、さまざま

な応用研究が行われている一方で、α-1,3-グルカンの応用研究はほとんど行われていない状況

であった。機能性樹脂としての可能性を追求する報告が出始めたのは、ごく最近になってからで

ある。α-1,3-グルカンの性質として生分解性を有することは、再資源化を行なう上で大きなメ

リットとなる。一方、α-1,3-グルカンを加水分解する酵素としてα−1,3−グルカナーゼが知られ

ているが、PubMed 検索では国内外合わせて 27 報が抽出されるのみで、その研究は基礎、応用の

両面で全く遅れていた。プラスティック製品不使用の流れが加速するなか、再資源化しやすい代

替生分解性樹脂の開発が注目されるようになり、新たな素材としてα-1,3-グルカンも漸く機能

性樹脂の素材として注目され始めるようになったが、その報告例はまだ僅かである。また、その

分解に関わるα-1,3-グルカナーゼの構造と機能に関するアプローチは皆無であり、基質である

多糖認識や触媒反応メカニズムに関する研究報告はなく、その結果、産業利用も遅れている現状

にある。 

 
２．研究の目的 
α−1,3-グルカンを含有する新規の生分解性複合樹脂開発の可能性を追求するとともに、未だ解

明されていない本酵素の多糖認識の構造的基盤および触媒反応メカニズムを解明し、α−1,3-グ

ルカン含有樹脂の再資源化へ本酵素を利用する足がかりを構築することが本研究課題の核心で

ある。α−1,3−グルカンを含有する生分解性複合樹脂を開発することでα−1,3−グルカンの新た

な利用法を開拓すること、同時に、開発した樹脂の再資源化を効率良く行なうため、α−1,3−グ

ルカンの分解酵素であるα−1,3−グルカナーゼの構造解析に基づく高機能化を行なう。すなわち、

生分解性新規樹脂開発とその再資源化用酵素の開発をセットで行なうことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
＜令和元年＞  
・α−1,3−グルカンおよびその他生分解性ポリマーを組み合わせた複合樹脂の合成 
Streptococcus mutans 由来のグルコシル基転移酵素(GTF-1)遺伝子を大腸菌 Rosetta-gami B 
(DE3)にクローニングした高発現系により GTF-1 を大量調製する。α−1,3−グルカンを直接熱可
塑性のあるポリ L−乳酸やポリε–カプロラクタム等と複合体化し、熱可塑性あるいは熱硬化性を
付与した生分解性複合樹脂を作製する。 
・α−1,3−グルカナーゼの触媒・基質結合メカニズムの解明 
 Paenibacillus glycanilyticus HF11 由来の２種類のα−1,3−グルカナーゼ(AglFH1 と AglFH2)
のうち AglFH1 の触媒ドメイン構造解析の基本データを報告し、現在、AglFH2 と糖質結合ドメイ
ンの解析を進めている。アミノ酸置換(D331A,D354A,D355A)を施した変異酵素の触媒特性評価と
α−1,3−ニゲロオリゴ糖（４糖）との複合体結晶の構造解析を行う。 
＜令和２年＞  
・調製したα−1,3−グルカン含有生分解性複合樹脂について、GPC による分子量測定、FT-IR によ
る構造解析、スパイラルフロー計測による熱可塑性測定・熱硬化性測定および SEM 形態観察の物
性試験および、吸水性試験、官能基（カルボキシメチル基などのイオン交換基等）導入試験を実
施する。 
・基質認識・結合ドメインに高度に保存されているトリプトファン、フェニルアラニン等の芳香
族アミノ酸残基に部位特異的変異を導入する。作製した変異体の基質認識・結合機能を水晶発振
子マイクロバランス法等により分析する。 
＜令和３年＞  
・α−1,3−グルカン含有生分解性複合樹脂に対する触媒能ならびに基質結合能を強化した変異酵
素の作製と触媒・基質結合能の評価を行い、α−1,3−グルカナーゼを利用した効率的再資源化の
総合評価を実施する。 
 
４．研究成果 



＜令和元年＞ 本年度は、Streptococcus mutans 由来のグルコシル基転移酵素(GTF-1)遺伝子を

操作することにより、組換え GTF-1 の生産性を向上させることに成功した。その結果、α-1,3-

グルカンの収率も最高で 40 倍に高めることが可能となり、生分解性複合樹脂の合成検討に進む

ことが可能となった。一方、調製した生分解性複合樹脂の再資源化を可能とするα-1,3-グルカ

ナーゼに関して、新規α-1,3-グルカナーゼを見出し、諸性質を明らかにするとともに、大腸菌

における高発現系の構築を行った。また、α-1,3-グルカナーゼとしては初めてとなる X-線結晶

構造解析を行い、2種類のα-1,3-グルカナーゼの触媒ユニットの立体構造を明らかにした（図

１）。 

        

3D structure of CatAgl-FH1                  3D structure of CatAGl-KA 

                     （ 図１） 

 

＜令和２年＞ 本年度は、本研究課題の目的の 1つであるα-1,3-グルカンの高機能化の 1つと

してのカルボキシメチル化樹脂の作製と修飾樹脂の特性解析を行った。一方、調製した生分解性

複合樹脂の再資源化を可能とするα-1,3-グルカナーゼに関して、新規耐熱性α-1,3-グルカナ

ーゼとして見出し Streptomyces thermodiastaticus 由来α-1,3-グルカナーゼの大腸菌におけ

る高発現系の構築を行うとともに、耐熱性 α-1,3-グルカナーゼとしては初めて X-線結晶構造

解析を行い、耐熱性α-1,3-グルカナーゼの触媒ユニットの立体構造を明らかにした（図２）。  

 

 

3D structure of Agl-ST1 

                                （図２） 

 

＜令和３年＞ 本年度は、調製した生分解性複合樹脂の再資源化を可能とするα-1,3-グルカナ

ーゼとして見出した、耐熱性菌 Streptomyces thermodiastaticus 由来α-1,3-グルカナーゼの



各ドメインと緑色蛍光タンパク質との融合タンパク質を作製し、各ドメインの構造と基質結合

能の関係を明らかにした（図３）。本研究課題の目的の 1 つである α-1,3-グルカンの高機能化

の 1つとしてのカルボキシメチル(CM)化樹脂の作製と修飾樹脂の特性解析を行った。その結果、

α-1,3-グルカンの CM 化率が最大で 0.23 の誘導体の合成に成功した。誘導体の熱重量分析をお

こなったところ、熱分解温度は 260 度であった。合成した誘導体は生分解性イオン交換樹脂や抗

菌性樹脂等の素材としての利用可能性が示された。  

 

 

（図３） 
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