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研究成果の概要（和文）： 
本研究では，イソマルトオリゴ糖を合成もしくは分解する酵素のそれぞれの構造の違いから，酵

素の基質認識機構を明らかにすることを目的としている．イソマルトオリゴ糖を分解する

DGaseでは，立体構造解析から活性ポケットに水分子の通り道が予測されている．この通り道

周辺に存在するアミノ酸残基に部位特異的変異を導入し，活性に与える影響を明らかにした．変

異の導入は，酵素の構造には影響しないにもかかわらず，加水分解速度が大幅に低下した．  

 
研究成果の概要（英文）： 
We aimed to reveal the substrate recognition mechanism of isomaltooligosaccharide 
synthases and hydrolases with their crystal structures. With the crystal structure of 
DGase, isolamtooligosaccharide hydrolase, it is proposed that the water drain 
structure at the bottom of the active pocket. We study the effect of the site-directed 
mutagenesis in this water drain on the hydrolysis activity of this enzyme. The 
hydrolysis activity was decreased significantly without any difference in its structure.  
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１．研究開始当初の背景 
イソマルトオリゴ糖はグルコースが-1,6 グ
ルコシド結合により結合した多糖で，デンプ
ンを加水分解する一般的な-アミラーゼで
は加水分解されない特徴を持つ．近年，重合
度が高いイソマルトオリゴ糖の合成に成功
し，その機能性について研究が進められてい
る．この新規の多糖の合成にはいくつかの酵
素が用いられているが，それぞれの酵素がど

のように糖を認識し，向きを制御し，合成反
応を触媒しているのかに関しては不明な点
が多い．一般的に糖転移酵素の構造－機能相
関は不明な点が多く，特に-1,6 結合を合成
する酵素に関してはほとんど研究されてい
ない．また，長鎖複合体の構造解析例もほと
んど報告されておらず，糖質認識機構の解明
により多くの知見が期待されている．糖質加
水分解酵素群 Glycoside hydrolase (GH)ファ
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ミリー13 はアルファアミラーゼファミリー
としても知られ，多くのデンプン分解酵素が
属 し て い る ． Bacillus sp. 
Isomaltooligosaccharide 
6--glucosyltransferase (I6GT)も１次配列
より GH13 に分類されるが，その基質及び反
応特異性はユニークである．I6GT はグルコ
ースが-1,6 グルコシド結合により繋がった
オリゴ糖，イソマルトオリゴ糖を基質とし，
その非還元末端グルコシル基をアクセプタ
へ連続的に-1,6 転移し，様々な重合度のイ
ソマルトオリゴ糖を生成する． GH13 では，
シクロデキストリン合成酵素が糖転移酵素
として良く研究されているが，シクロデキス
トリン合成酵素は-1,4 結合を分子内転移す
る酵素であり，I6GT とは基質認識機構が大
きく異なる．I6GT は，同様にイソマルトオ
リゴ糖を基質とし，非還元末端よりグルコー
スを遊離する加水分解酵素，Streptococcus 
mutans dextran glucosidase（DGase）と
49%の１次構造類似性を示す．このように
I6GTとDGaseは高い類似性を持ちながら糖
転移と加水分解という異なる反応を触媒す
ることから，反応を制御している構造的要因
の研究に最適な酵素である． 
 
２．研究の目的 
DGase, I6GT 及び Gluconobacter oxydans 
ATCC 11894 Dextrin dextranase （DDase）
は，それぞれ GH ファミリー１３，１５に属
する酵素であるにも係わらず，糖転移反応を
触媒し，グルコースが-1,6 グルコシド結合
により繋がった多糖，デキストランを生成す
る．本研究では，これら酵素と長鎖アクセプ
タ複合体の X 線結晶構造解析により， 
（１）．GH ファミリーに分類されながら糖転
移反応を触媒する構造的特徴 
（２）．多糖をアクセプタとして認識する結
合様式 
（３）．異なるファミリーに属しながら，同
様な基質及び反応特異性を示す構造的特徴 
の３点を明らかにすることを目的とする． 
DGase は，その天然基質複合体の結晶構造よ
り，基質認識機構について研究が進んでいる
酵素である．結晶構造をもとに，加水分解－
糖転移反応の制御に係わると思われる特徴
を見出し，部位特異的変異を導入することに
より，DGase の糖転移能を高めることに成功
している．しかしながらその転移能は I6GT
に及ばないことから，糖転移メカニズムの解
明には I6GT の立体構造を明らかにし，構造
をより詳細に比較する必要がある．我々はこ
れまでに，I6GT の結晶化を試み，板状結晶
を得ることに成功した．またこの結晶を用い
て実験室系X線発生器により回折データを収
集したところ，約３Å 分解能のデータ収集に
成功した．現在精密化を終え，I6GT の全体

構造を得ている．DGase との比較では，非常
によく似た構造を示しているが，分解能が低
いことから詳細な議論には至っていない．特
に，加水分解－糖転移反応において重要な，
水分子の構造精密化に至っていないことか
ら，今後結晶化条件を精密化し，より高分解
能での構造決定をする必要がある．より高分
解能の構造解析により水分子の位置を決定
し，I6GT の糖転移メカニズムの解明を目指
す  
 
３．研究の方法 
研究に用いる I6GT 及び DDase は，北海道
大学のグループよりプラスミドもしくは精
製品を提供してもらう．サンプル純度が不十
分で結晶が得られない場合，申請者自身によ
りさらに高純度に精製し，結晶化実験に用い
る．初年度はすでに得られている I6GT の結
晶化条件をより精密化し，高分解能の回折を
示す結晶を得る．また比較のため，高い糖転
移能を示す DGase 変異体についても構造解
析を行う．得られた結晶を用いて回折データ
を収集し，水分子について十分議論できる
2.0 Å 以上の分解能で構造を決定する．同時
に DDase の結晶化条件を探索し，結晶化条
件を得る．次年度には I6GT 及び DDase と
１０以上の重合度をもつ長鎖基質との複合
体結晶を作成する．基質の重合度を変えなが
ら，共結晶化及びソーキング法を試み，基質
複合体結晶を得る．データ収集は実験室系の
X 線発生器を用い，複合体については 2.5 Å
以上の分解能を目指す． 
 
４．研究成果 
イソマルトオリゴ糖を分解するDGaseでは，
立体構造解析から活性ポケットに水分子の通
り道が予測されている．この水分子の通り道
は，活性ポケットの底に位置し，立体構造から，
ポケット内の水分子を排水する役割があると考
えられている．この通り道周辺に存在するア
ミノ酸残基に部位特異的変異を導入し，活性
に与える影響を明らかにした．水の通り道を
構成するアミノ酸残基の一残基変異体 
Y15W, I370F およひ  R402W/H を作製し
機能解析を行った . また，Y15Wおよび
R402Wの立体構造をそれぞれ1.8Å, 2.4 Å の
分 解 能 で 構 造 決 定 し た . Y15W お よ び 
R402W の触媒残基や基質結合に関与する残
基の配向は野生型と同様であり,水の通り道
およびその周辺の水分子の位置と数のみに変
化が見られた. 変異の導入は，酵素の構造に
は影響しないにもかかわらず，加水分解速度
が大幅に低下した．結合している水分子の位
置に変化が見られたことから，水分子がこの
道を通りポケットに出入りする可能性が支持
された．同様の水の通り道は，ポケットをも
つ酵素に広くみられることから，多くの酵素



 

 

に共通のメカニズムであると考えられる．ま
た野生型およびCa2+と相互作用するアミノ
酸残基変異体に対するCa2+の影響を酵素活
性およびDSCにより測定した．β→α loop 1 上
のCa2+と相互作用するN23 を S/V, D25を
E/I/S にそれぞれ置換した変異体を作製し, 
その他の 2箇所についてはD151Lおよび 
D419L を作製した.その結果, 3つのCa2+の
うち β→α loop 1上のCa2+結合サイトが
DGaseのpHおよび熱安定性の増加に寄与す
ることがわかった．野生型およびCa2+と相互
作用するアミノ酸残基変異体の熱安定性解析
から, β→α loop 1 上の Ca2+結合サイトは
DGaseの2段階の熱変性過程に関与すること
が考察された．β→α loop 1上のCa2+結合サイ
トは類縁酵素群で保存された構造であり，本
研究で推察および証明した機能は類縁酵素群
全体で保存されていることが示唆される 
イソマルトオリゴ糖を合成する I6GT につい
ては，GH13 保存領域 II および III に存在し
ているアミノ酸残基のうち，保存性が低く，
かつサブサイト+1 に存在する３つのアミノ
酸残基に着目し，変異を導入した．I6GT の
基質結合モデルから, サブサイト+1 におい
て Val200, Lys292 および Glu386 が IGn 
との結合に関与すると予想された. これら 3 
残基を Ala に置換した一重変異酵素 3 種およ
び 3 残基全てを Ala に置換した三重変異酵
素を調製し，4 mM の各種二糖(トレハロース, 
コージビオース, ニゲロース, マルトース, 
スクロースおよびイソマルトース)に対する
速度を WT と比較した. イソマルトースに
対する速度は, 全ての変異酵素で低下した
(V200A, 10%;K292A, 0.03%; E386A および
三重変異酵素, 0.07%). 一方, IG2 以外の二
糖に対する速度は V200A および三重変異
酵素で大きく上昇した(V200A, 12-240 倍; 
三重変異酵素, 5-100 倍).三重変異酵素は二
糖に対してはα-1,6 結合(イソマルトース)特
異性を低下させたが, イソマルトトリオース
およびイソマルトテトラオースに対する反
応速度は鎖長に依存して大きく上昇した. そ
こで, サブサイト+3 において IGn との結
合が予想される Trp221 に注目した. 三重
変異酵素に W221A の変異を導入した四重
変異酵素ではイソマルトトリオースおよび
イソマルトテトラオースに対する速度の上
昇は見られなかった. すなわち, Trp221 は 
IGn 特異性を欠失させた三重変異酵素にお
いても IGn (n≧3)に対する親和性に寄与す
ることが明らかになった.その結果，変異酵素
は転移反応よりも加水分解反応を触媒し，ま
た-1,6 グルコシド結合への特異性も失われ
た．このことから，これらのアミノ酸残基が
基質特異性を決める構造要因の一つである
ことが示唆された． 
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