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研究成果の概要（和文）：酵素触媒重合が構造明確な多糖を得る有力な手法として注目されている。本研究で用
いたグルカンホスホリラーゼ(GP)は、実用的な多糖合成に用いられている代表的な酵素である。GPは基質特異性
の緩さを有することが知られており、アナログ基質を用いた酵素触媒重合により構造明確な非天然型α(1→4)-
多糖（アミロースアナログ多糖）の合成が可能である。本研究では、GP触媒の基質特異性の緩さをより詳細に検
討することで適用可能なモノマーの構造範囲を広げ、新規なアミロースアナログ多糖の合成を検討した。さら
に、生成多糖の超分子（結晶構造）形成挙動の解析やネットワーク多糖の合成を行った。

研究成果の概要（英文）：Enzymatic polymerization is attracting attention as a powerful method for 
obtaining polysaccharides with well-defined structures. Glucan phosphorylase (GP), used in this 
study, is a typical enzyme, that is used in practical polysaccharide synthesis. GP is known to have 
weak substrate specificity, which induces a possibility in synthesizing a non-natural α(1→4)
-polysaccharide (amylose analog polysaccharide) with a well-defined structure by enzymatic 
polymerization using analog substrates. In this study, we expanded the structural range of 
applicable monomers by examining in more detail the weak substrate specificity of GP catalysts, and 
investigated the synthesis of novel amylose analog polysaccharides. Furthermore, we analyzed the 
supramolecular (crystalline structure) formation behavior of the produced polysaccharides and 
performed network polysaccharide synthesis.

研究分野：多糖化学

キーワード： アミロースアナログ多糖　酵素触媒重合　グルカンホスホリラーゼ　超分子　結晶構造　ネットワーク
高分子　ナノゲル　疎水性多糖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、非天然型多糖という研究分野での大きな進展に貢献することができた。また、本研究を推
進することでアミロースアナログ多糖をキーワードとする超分子（結晶構造）やネットワーク多糖のさらなる発
展が可能となった。更に様々な研究分野に生成多糖を供給することが可能となり、新たな性質や機能と多糖構造
との関わり合いが明らかになると考えられる。このことから、生体分子化学や生物化学との連携により実用的生
体材料への発展が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 生体高分子は生体組織を構成
する主要成分であり、その一次構
造および高次構造が規則正しく
制御されることによって、それぞ
れ特有の高度な機能を発現して
いる。多糖は、構成単糖残基の種
類の多さと、それらをつなぐグリ
コシド結合の位置および立体配
置によって多様で複雑な構造を
構築できるため、他の生体高分子
と比較して自然界に多くの種類
が存在している。その構造のわず
かな違いによって、多糖はそれぞ
れ固有の性質や機能を発現する
ため、多糖から新規な機能性高分
子材料を得るためには構造明確な構造の構築が必要である。近年、酵素触媒により単糖残基どう
しをグリコシド結合でつなげて糖鎖を構築するグリコシル化反応が構造明確な多糖を得る有力
な手法として注目されている。これは、酵素触媒反応が位置および立体選択的に進行するためで
ある。 
本研究で用いたグルカンホスホリラーゼ(GP)は、実用的な多糖合成に用いられている代表的
な酵素である。GPは、α-D-グルコース 1-リン酸（Glc-1-P）をモノマー、マルトオリゴ糖をプ
ライマーに用いた酵素触媒重合を進行させて、天然多糖のα(1→4)-グルコースポリマー（アミロ
ース）を構造明確に得ることができる（図 1）。酵素合成されたアミロースは自己集合的に平行
鎖の二重らせんを形成し、また、らせん内部は疎水性であるため、内部に疎水性ゲスト化合物を
取り込んで超分子（包接錯体）を形成する（図 1）。さらに、GP触媒重合がマルトオリゴ糖プラ
イマーの片末端（非還元末端）から選択的に成長するという特徴を活かして、階層構造的にネッ
トワークしたアミロース含有材料も開発されている。 
 一方、GPは基質特異性の緩さを有することが知られており、この性質を利用していくつかの
Glc-1-Pのアナログ基質（異なる単糖の 1-リン酸エステル）を用いた酵素触媒重合により構造明
確な非天然型α(1→4)-多糖（アミロースアナログ多糖）の合成が達成されている。しかし、酵素
合成アミロースアナログ多糖の種類は多くなく、超分子（結晶構造）形成挙動は全く検討されて
いない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、GP触媒の基質特異性の緩さをより詳細に検討することで適用可能なモノマーの
構造範囲を広げ、その GP酵素触媒重合を行うことで、新規なアミロースアナログ多糖の合成を
検討した。さらに、生成多糖の超分子（結晶構造）形成挙動の解析を行い、新規な機能性高分子
材料素材としての利用に結び付けることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① 耐熱性 GP（Aquifex aeolicus VF5）による 2-デオキシ--D-グルコース 1-リン酸(2dGlc-1-P)の
酵素触媒重合を、リン酸二水素カリウム含有 Tris-酢酸緩衝液中(pH 6.9)にプライマーのマルトト
リオース(Glc3)に対して 30 当量の D-グルカールを溶解させ、酵素存在下、40℃で行った。生成
物の粉末 X線回折（XRD）測定から結晶構造を解析した。また、2dGlc-1-Pと Glc-1-Pの耐熱性
GP酵素触媒共重合は、リン酸二水素カリウム含有 Tris-酢酸緩衝液中(pH 6.9)にプライマーの Glc3

に対して D-グルカール、Glc-1-Pを溶解させ、酵素存在下、40℃で行った。 
② グリコーゲン、カルボキシメチルセルロース（CMC）およびポリ(γ-グルタミン酸)からの酵
素触媒共重合を、リン酸二水素カリウム含有の Tris-酢酸緩衝液中(pH 6.9)、D-グルカール、Glc-
1-P、耐熱性 GP存在下、40℃、24 時間で行うことで、部分 2-デオキシ化アミロースを修飾した。 
③ 耐熱性GPを用いて、還元末端を酸化したマルトオリゴ糖とα-Dグルクロン酸1-リン酸(GlcA-
1-P)の酵素的グリコシル化（グルクロニル化）を 50℃で 48時間行い、非天然型の両末端カルボ
キシレート化マルトオリゴ糖を合成した。これを架橋剤に用いて、縮合剤(1-エチル 3-(3-ジメチ
ルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩(EDC)/N-ヒドロキシスクシイミド(NHS))をカルボキシ
レート基に対して 1当量存在下、水溶性キトサンとの縮合を室温で 7時間行い、ナノゲルを合成
した。 
 
４．研究成果 
 これまでの研究で、D-グルカールのGP酵素触媒重合で得られる 2-デオキシアミロースのXRD
測定から、アミロースとは異なる回折パターンが観測され、固有の結晶構造を構築することを見

 

図 1．GP触媒重合によるアミロースの合成と超分子形成 



出している。そこで、2dGlc-1-P
と Glc-1-P の耐熱性 GP 酵素触
媒共重合を行った（図 2）。単離
した生成物の 1H NMR測定結果
より、2-デオキシグルコース残
基とグルコース残基が(1→4)-
グリコシド結合で繋がった非天
然型の多糖であることが分かっ
た。また、コモノマーの仕込み
比に応じて 2dGlc と Glc のユニ
ット比は変化し、4: 6 の生成物
の XRD 測定から、アミロース
や、2-デオキシアミロースと比
較してブロードな回折パターン
が観測された。すなわち、二つ
のユニットがランダムに配列す
ることで非晶性になったと考えられる。この多糖の DMSO 溶液を薄くキャストし溶媒を留去す
ることでフィルム形成が可能であった。このフィルムと水の接触角は 96.2°であり、部分 2-デオ
キシ化アミロースが疎水性を示すことが分かった（図 2）。 
 また、グリコーゲンからの酵素
触媒共重合を、リン酸二水素カリ
ウム含有の Tris-酢酸緩衝液中(pH 
6.9)、D-グルカール、Glc-1-P、耐熱
性 GP存在下、40℃、24 時間で行
った。得られた生成物の 1H NMR
測定結果より部分 2-デオキシ化ア
ミロース修飾グリコーゲンが得ら
れたことが分かった（図 3）。また、
D-グルカールと Glc-1-P の仕込み
比に応じて、生成物中の dGlc / Glc
のユニット比が変化した。次に、得
られた生成物をそれぞれDMSOに
溶解し、キャスト後、60 ℃で 12時
間減圧乾燥を行うことでフィルム
を得た。dGlc/ Glcのユニット比が
2.5：7.5のフィルムと水の接触角は
119.2°であった。このことから、部分 2-デオキシ化アミロース鎖を修飾することで、疎水性グリ
コーゲン誘導体が得られることが分かった（図 3）。 
 また、親水性の CMC やポリ
(γ-グルタミン酸)にマルトオリ
ゴ糖プライマーを修飾し、同様
な条件で耐熱性 GPによる D-グ
ルカール／Glc-1-P の酵素触媒
共重合を行い、部分 2-デオキシ
化アミロースをグラフトした。
得られた生成物をそれぞれ
DMSOに溶解し、キャスト後、
60 ℃で 12 時間減圧乾燥を行う
ことでフィルムを得た。生成フ
ィルムと水の接触角は 100°以上
であり、本手法により親水性ポ
リマーを容易に疎水化できるこ
とが分かった。 
 一方、還元末端を酸化したマ
ルトオリゴ糖への耐熱性 GP に
よる酵素的グルクロニル化によ
り、非天然型両末端カルボキシレート化マルトオリゴ糖を合成した。これを架橋剤に用いて、縮
合剤存在下、水溶性キトサンとの縮合を行い、多糖超分子（ネットワーク多糖）を合成した（図
4）。生成物の水分散液をスピンコートして SEM観察を行ったところ、粒子形態が観察され、ア
ミノ基に対するカルボキシレート基の当量増加に伴い粒形が大きくなることが分かった。さら
に、生成物の TEM観察からは中空粒子形態が観察され、ネットワーク多糖からのナノゲルの形
成が支持された。 

 

図 2．耐熱性 GP触媒共重合による部分 2-デオキシ化アミロース

の合成とそのフィルムの対水接触角測定 

 
図 4．非天然型オリゴ糖架橋剤を用いたネットワーク多糖（ナノ

ゲル）の合成 

 

図 3．耐熱性 GP触媒共重合による部分 2-デオキシ化アミロー

ス修飾グリコーゲンの合成とそのフィルムの対水接触角測定 
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