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研究成果の概要（和文）：本研究は、澱粉に作用する二種類のマルチドメイン酵素の構造機能相関の解析を行い
酵素を用いた応用につなげることを目標とする。両酵素とも、糖質加水分解酵素ファミリーGH13に属する糖転移
酵素で、N1、N2、N3、A、B、C、Dの各ドメインから構成される。本研究では、N3-A-B-CおよびN1について発現系
の構築を行い、構造および性質の解析を行った。その結果、これら酵素はα-1,6-グルコシル糖転移活性を示
し、ドメインN1は澱粉に結合するコンポーネントとして機能することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on analyzing the structure-function relationship of two 
multi-domain enzymes that act on starch, which aims to develop applications using the enzymes. Both 
enzymes are glucosyltransferases belonging to the carbohydrate hydrolase family GH13 and consist of 
N1, N2, N3, A, B, C and D domains. We constructed expression systems for N3-A-B-C and N1, and 
analyzed the structures and properties. The results indicate that the enzymes have α-1,
6-transglucosylation activity, and domains N1 function as starch-binding components.

研究分野： 応用糖質科学

キーワード： 糖転移酵素　マルチドメイン酵素　GH13　澱粉

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
澱粉は、植物が生産する主要な栄養貯蔵物質であるとともに、人間にとって重要な食糧であり。澱粉の利用や検
出技術の開発は、食品や農学に関する分野の発展に貢献できる。本研究では、二種類のマルチドメイン酵素が、
オリゴ糖製造や澱粉の構造の特定に利用できる可能性があることを示した。

※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 
澱粉は、植物が生産する主要な栄養貯蔵物質であり、また、人間にとって重要な食糧であ

る。このことから、澱粉に作用する酵素の研究は社会的ニーズが高い課題である。澱粉に作
用する主要な酵素はα-アミラーゼファミリーと呼ばれる酵素ファミリーに属し、さらにそ
の大半が糖質加水分解酵素ファミリーGH13 に分類される。この GH13 は 2023 年現在 15 万
以上の配列が分類されている巨大な酵素ファミリーである。近年、さまざまな生物のゲノム
解析により、既知 GH13 酵素とはアミノ酸配列の相同性が低い機能未知酵素が多数存在す
ることが判明しており、これらの酵素は澱粉に作用する新規な酵素であることが予測され
る。GH13 に属する酵素で特によく調べられている麹菌のタカアミラーゼ A は 499 アミノ
酸残基（シグナル配列含む）から成り、ドメイン A、B、C の 3 つのドメインより構成され
ている。GH13 の酵素にはこれらの基本的なドメインの他に、糖結合モジュールを持つもの
が多くあり、上記の新規 GH13 の酵素の中には、新規な結合特異性を持つ糖結合モジュール
を持つ酵素が存在すると期待される。 
澱粉は、グルコースだけで構成された多糖であるが、複雑な構造を形成しており、α-1,6-

結合の分岐が多い部分と α-1,4-結合の直鎖から成る房の部分から構成され、房を構成する鎖
はからみあって二重らせんを形成している。これまでの澱粉に作用する酵素の研究は、研究
のやりやすさから、可溶性澱粉を基質としたものがほとんどである。このため、GH13 の糖
結合モジュールの研究はあまり進んでいない。タンパク質によるイメージング技術が発展
を遂げた今日、どのような糖結合モジュールが澱粉のどのような構造を認識するかといっ
た研究が求められる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GH13 に属する二種類の

細菌由来新規マルチドメイン糖転移酵
素の構造機能相関の研究を目的とす
る。細菌 Rhodothermus marinus の Rmar_0285 と番号づけられた酵素、および、細菌
Flavobacterium johnsoniae の Fjoh_1408 と番号づけられた酵素は、それぞれ 990 および 957
アミノ酸残基から成り、GH13 として大きな酵素であり、マルチドメイン酵素である。
Rmar_0285 と Fjoh_1408 の相同性は 36%であるものの配列の全体にわたって相同性がある。
立体構造予測を行いドメイン構成を推定したところ、GH13 の基本ドメイン構成であるドメ
イン A、B、C に加え、N 末端側に 3 つのドメイン、C 末端側に 1 つのドメインが存在する
ことが推定され、ここで、N 末端側の 3 つのドメインを N1、N2、N3 ドメイン、C 末端側の
ドメインを D と命名した（図 1）。 
本研究では、構造および性質とも未知である Rmar_0285 および Fjoh_1408 について、立

体構造および酵素化学的性質を解明し、どのような糖を生成するのか解明するとともに、N
末端側のドメインの澱粉に対する認識を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Rmar_0285 および Fjoh_1408 の発現系の構築および変異の導入 
 Rmar_0285 および Fjoh_1408 の遺伝子は、Rhodothermus marinus および Flavobacterium 
johnsoniae の菌体を用いたコロニーPCR により増幅した。当初全長の発現系の構築を試みた
が、精製まで至るのが難しかったため、いくつかのドメインに分け発現系の構築を行った。
PCR プライマーは Rmar_0285 および Fjoh_1408 の配列に制限酵素サイトの配列がつながっ
たものを作製し、増幅断片を制限酵素で切断した後、大腸菌のプラスミド pET28a(+)あるい
は pET32a(+)のマルチクローニングサイトに組み込んだ。これを大腸菌 BL21(DE3)にトラン
スフォーメーションすることにより、発現系を構築した。変異の導入は、PCR と制限酵素
DpnI による消化を組み合わせる方法によった。 
 
（２）タンパク質の精製 
 pET28a(+)および pET32a(+)に組み込んだタンパク質は His タグとの融合タンパク質にな
るため、タンパク質の精製は Ni-NTA アガロース（富士フィルム和光）を用いたアフィニテ
ィークロマトグラフィーで行った。イミダゾールを含む緩衝液で溶出させ、SDS-PAGE によ
り確認を行った。pET32a(+)に組み込んだ場合は、可溶化タグであるチオレドキシンの融合
タンパク質になるため、スロンビンプロテアーゼによりチオレドキシンの切断を行った。チ
オレドキシン処理後は、Q-Sepharose（Cytiva）を用いた陰イオン交換クロマトグラフィーに
よって精製した。 
 
（３）結晶化と立体構造解析 
 精製したタンパク質は、Amicon Ultra-15 限外濾過ユニット（Merck Millipore）を用いて濃
縮した。精製タンパク質の濃度は、Expasy ProtParam サーバーによって計算した吸光係数を
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図1 Rmar_0285およびFjoh_1408の一次構造の模式図



 
 

用いて 280 nm での吸光度を測定することによって決定した。結晶化はハンギングドロップ
蒸気拡散法によって、20℃のインキュベーターに静置することで行った。Ｘ線回折は高エネ
ルギー加速器研究機構シンクロトロン放射光施設にて収集した。Ｘ線回折データのプロセ
スはソフトウェア XDS で行った。位相の決定は、ソフトウェア Phenix.autosol を用いた単波
長異常分散法およびソフトウェア Molrep を用いた分子置換法によった。モデルの構築およ
び精密化はソフトウェア Coot および Refmac によった。 
 
（４）活性測定方法 
 糖の分解活性は、還元力の増加を Nelson-Somogyi 法を用いて検出した。糖転移反応の解
析は、薄層クロマトグラフィー（TLC）および 1H-NMR（JEOL ECA-600）によった。糖との
結合活性の検出は Native-PAGE を用い、澱粉を含まないゲルおよび 1%澱粉を含むゲルで泳
動し、結果を比較することによった。 
 
４．研究成果 
（１）酵素の発現系の構築 
当初 Rmar_0285 および Fjoh_1408 の全長の発現系の構築を行ったが、良好な発現を得る

ことができなかった。立体構造予測では、ドメイン D は他のドメインから孤立していると
予想され、おそらく菌体との結合など、酵素活性とは直接関係のない機能を担っていると考
えられた。試行錯誤を重ねた結果、
Rmar_0285 のドメイン N1 を pET28a(+)に組
み込んだもの、Fjoh_1408 のドメイン N1 を
pET28a(+)に組み込んだもの、Rmar_0285 の
N3-A-B-C ドメインを pET32a(+)に組み込ん
だもので良好な発現が得られ、精製までに至
った。以下これらのタンパク質は Rmar_0285 
N1、Fjoh_1408 N1、Rmar_0285 N3-A-B-C と
記載する。 
 
（２）Rmar_0285 N3-A-B-C の酵素科学的性
質 
 Rmar_0285 N3-A-B-C を精製し、酵素科学
的性質を解析した。澱粉を基質として測定すると、至適 pH
は 6.0、温度安定性は 30 分の熱処理では 50℃まで安定であ
った。Rhodothermus marinus は温泉から単離された好熱菌で
あるが、今回ドメイン N1、N2、D を欠失させているので、
全長の酵素より温度安定性は低いものと考えられる。 
各種糖に Rmar_0285 N3-A-B-C を反応させ、TLC で生成

物を解析した（図 2）。澱粉やマルトテトラオースと反応さ
せるとオリゴ糖が生成した（図 2A、B）。この結果から、本
酵素は糖転移酵素であることが明らかになった。マルトテ
トラオースに対する反応生成物の TLC のパターンからは、
主にマルトオリゴ糖が生成していると考えられた。しかし
ながら、マルトテトラオースの生成物を 1H-NMR により解
析したところ、α-1,4-結合のシグナルに加え α-1,6-結合のシ
グナルが反応時間とともに大きくなることが分かった。この
ことから、Rmar_0285 は、α-1,4-結合および α-1,6-結合の両方
の糖転移を触媒すると考えられる。 
多糖プルランを基質とした場合は三糖パノース（Glc-α-1,6-

Glc-α-1,4-Glc）が生成することが分かった（図 2C）。プルラン
は、グルコース 3 つが α-1,4-結合でつながったマルトトリオ
ースが α-1,6-結合で重合した多糖である。Rmar_0285 N3-A-B-
C はプルランの α-1,4-結合をネオプルラナーゼのような様式
で分解することが判明した。 
 
（３）Rmar_0285 N3-A-B-C および関連オリゴ糖生成酵素の立
体構造解析 
 Rmar_0285 N3-A-B-C の立体構造は、結晶を酢酸鉛にソーキ
ングし、単波長異常分散法により、1.55-Å 分解能で決定した
（図 3）。立体構造は、βサンドイッチから成るドメイン N3、
(β/α)8 バレルから成るドメイン A、ドメイン A の途中から飛



 
 

び出したコンポーネントであるドメイン B、βサンドイッチから成るドメイン C より構成さ
れていた。ドメイン N3 は糖結合モジュール CBM48 に分類
され、プルラナーゼ、イソアミラーゼ、グリコーゲン分枝
酵素に見られるドメインである。立体構造の相同性を検索
す る DALI サ ー バ ー で 解 析 し た と こ ろ 、 Bacillus 
acidopullulyticus の プ ル ラ ナ ー ゼ や Bacillus 
stearothermophilus のネオプルラナーゼとの相同性が最も高
かった。GH13 酵素では求核触媒残基、酸塩基触媒残基、遷
移状態安定化残基の 3 つの触媒残基が存在することが知ら
れている。Rmar_0285 では、触媒残基はそれぞれ Asp563、
Glu610、Asp683 であると同定された。 
アミラーゼの阻害剤としてよく知られるアカルボースを

ソーキングし、立体構造解析を行った。アカルボースはマ
ルトテトラオースを模した擬似 4 糖で、バリエナミン、デ
オキシ糖、マルトース、の各ユニットから構成される。解
析の結果、触媒残基近傍に擬似 6 糖、ドメイン A とドメイ
ン C の境界にマルトースが結合していた（図 4）。擬似 6 糖
はアカルボースの非還元末端側にマルトースが α-1,4-結合
で結合している構造であった。擬似 6 糖の結合部位とマル
トースの結合部位の間にはクレフトが存在し、このクレフ
トには糖が結合する可能性が考えられる。この擬似 6 糖は、
ブタ膵臓アミラーゼとアカルボースとの複合体でも得られている（PDB 番号 1XH0）。両者
を重ねると、触媒残基より非還元末端側（サブサイトマイナス側）はよく重なるが、還元末
端側（サブサイトプラス側）はかなり異なることが分かった。 
触媒残基の 1 つである Asp563 を Ala に置換した改変酵素 Rmar_0285 N3-A-B-C D563A を

作製し、精製、結晶化を行った。触媒残基を改変していない Rmar_0285 N3-A-B-C をマルト
テトラオースに作用させて得られた糖を Rmar_0285 N3-A-B-C D563A の結晶にソーキング
し、結合した糖の構造を解析した（図 6）。その結果、62-α-マルトシルマルトトリオースと
いう分岐 5 糖であると決定された。この結果は、Rmar_0285 が α-1,6-結合への糖転移活性を
持つことを裏付けるものである。 
 本研究では Rmar_0285 のほかに、オリゴ糖生成酵素とし
て糸状菌 Aspergillus sojae のα-1,6-グルコシル転移酵素、細
菌 Frischella perrara のβ-フルクトフラノシダーゼ、細菌
Beijerinckia indica のβ-フルクトシル転移酵素の立体構造を
決定した。 
 
（４）Rmar_0285 N1 および Fjoh_1408 N1 の性質の解析 

Rmar_0285 N1 および Fjoh_1408 N1 については、結晶化条
件のスクリーニングを行ったが、Fjoh_1408 N1 では結晶は
得られなかった。Rmar_0285 N1 については結晶が得られた
ものの、Ⅹ線回折強度測定に適したサイズの結晶は得られな
かった。 

Native PAGE により、澱粉を 1%になるよう加えたものと
加えていないものでポリアクリルアミドゲルを作製し、
電気泳動を行うことにより、澱粉に対する結合性を調べ
た（図 7）。その結果、澱粉を加えていないゲルによる泳
動と比較し Rmar_0285 N1、Fjoh_1408 N1 ともバンドが
シフトしたことから、ドメイン N1 は新規な澱粉結合ド
メインであることが明らかになった。 
 
（５）総括 
 本研究では、澱粉に作用するマルチドメイン酵素とし
てRmar_0285および Fjoh_1408の研究を行い、Rmar_0285 
N3-A-B-C の構造と機能、Rmar_0285 N1 および Fjoh_1408 
N1 の糖結合について解析した。Rmar_0285 は、澱粉およ
びマルトオリゴ糖を基質としてα-1,6-グルコシド結合を
持つオリゴ糖を生成する酵素であることを明らかにし
た。また、Rmar_0285 および Fjoh_1408 の N 末端側のド
メインは澱粉結合能があることを明らかにした。今後は、全長の立体構造および各ドメイン
の糖認識に関するさらなる解明が望まれる。 
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