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研究成果の概要（和文）：顆粒結合型デンプン合成酵素I (GBSSI: granule-bound starch synthase I) は、植
物デンプンのアミロース生合成に関与する生化学上重要な酵素である。GBSSIの基質認識機構をX線結晶構造解析
により明らかにするため、イネのGBSSIの大腸菌による大量発現系を用いてGBSSIの調製を行い、生産物であるア
ミロースの部分構造を持つマルトオリゴ糖との複合体の立体構造決定を試みた。GBSSIには２つのドメインがあ
り、触媒反応部位はドメインの間の窪みに存在し、近傍のフレキシブルなループが伸長するデンプンの結合部位
であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Granule-bound starch synthase I(GBSSI) catalyze the amylose (α-1,4-linked 
glucose chain ) elongation process by adding glucose from nucleotide diphosphate glucose. We 
conducted the structural analysis of rice GBSSI in complex with maltooligosaccharides having the α
-1,4-linked glucose moieties to clarify the substrate-recognition mechanism of the plant enzyme.  
The structures had two Rossmann fold N- and C-domains, connected by the canonical two hinge 
peptides, and an interdomain disulfide bond that appears to be conserved in the Poaceae plant 
family. The catalytic site appeared to be located in the concave of two domains, and the flexible 
loop regions near the catalytic concave appeared to be the carbohydrate-binding site.

研究分野：構造生物化学

キーワード： イネ　顆粒結合型デンプン合成酵素　アミロース　Ｘ線結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景	
デンプンは、グルコースがα1-4 結合および
α1-6 結合で連なった高分子化合物である。
主にα1-4 結合でできた直鎖状のものをアミ
ロース、α1-6 結合を含み枝分かれの多いも
のをアミロペクチンと呼ぶ。デンプンは植物
によって合成され、植物自身のみならず微生
物から人類にいたる多くの生物の重要なエネ
ルギー源となっている。食品製造、製紙工業
やバイオエタノール生産等の原料としても利
用されている。	
	 デンプンの生合成はグルコースを起点とし、
グルコース-1-リン酸やグルコース-6-リン酸
を経て ADP-グルコースとなり、デンプン合成
酵素	(starch	synthase,	EC	2.4.1.21)	によ
りアミロースやアミロペクチンの非還元末端
のグルコース残基とのα-1,4グルコシド結合
を介して取り込まれる（図１）。デンプン合成
酵素は顆粒結合型デンプン合成酵素	 (GBSS:	
granule-bound	 starch	 synthase)	 と可溶性
デンプン合成酵素	 (SSS:	 soluble	 starch	
synthase)	に大別される。GBSS はアミロース
の生合成に関与し、SSS は枝分かれ酵素(BE;	
branching	 enzyme,	 EC	 2.4.1.18)	とともに
アミロペクチンの合成にかかわる。数種類の
デンプン合成酵素のうち、これまでにアミロ
ペクチンの生合成に関与する SSS、BE を中心
にして生化学的・分子生物学的研究を含めた
多くの研究が行われてきた。SSS、BE が酵素複
合体を形成して、アミロペクチンの生合成を
行っているという報告もある。その一方で、
顆粒結合型で植物からの酵素の単離や組換え
タンパク質の発現が困難である GBSS の生化
学的研究は、SSS、BE のものに対して著しく少
ない。	
	 しかし、育種学的には、GBSS は重要な研究
対象となっている。モチ米は GBSS の欠損によ
り表現型を発現するため、GBSS がアミロース
生合成にかかわっていることが明らかになり、
GBSS の欠損変異は waxy	 (ワキシー)	 と呼ば
れる劣性変異遺伝子として広く知られている。
イネのみならず、イネ科の穀物である小麦や
トウモロコシでも同様に GBSS の欠損により
モチ性をもつことが知られており、こしの強
い穀物の創出にむけた GBSS 欠損品種の作出

は盛んに行われている。また、GBSS に欠損で
はない変異の入った品種であるミルキークイ
ーンなどの低アミロース米は、ウルチ米より
も粘り強く食味が良いため近年人気品種にな
っており、GBSS は穀物品種育種上の重要なタ
ーゲットとなっている。GBSS には２種類のア
イソザイム GBSSI と GBSSII が存在し、GBSSI
がアミロース合成の主酵素と位置づけられて
いる	
	 我々はデンプン生合成分子機構解明の一環
として、イネの GBSSI の大腸菌によるタンパ
ク質大量発現系の構築に成功した。イネGBSSI
は糖転移酵素ファミリー5 に属する酵素に属
し、微生物由来のグリコーゲン合成酵素
(glycogen	synthase	EC	2.4.1.11)	と相同性
を持つ。GS は N 末、C 末に２つの Rossmann フ
ォールドを持つ立体構造を有している。そこ
で、GBSSIのデンプン合成機構を明らかにする
ことを目的として、本研究に取り組むことに
した。	
	
２．研究の目的	
	 今後のイネ GBSSI 研究で、GBSSI のデンプ
ン合成機構の詳細解明および GBSSI のイネ品
種表現型とのかかわりを明らかにすることを
研究の最終目標とするが、イネの表現型解析
は相応の技術と時間が必要であるため、本研
究課題では、先行しているイネ GBSSI の大腸
菌による組換えタンパク質を利用した構造生
物学研究を遂行する。	
	 構造生物学研究では GBSSI のデンプン合成
分子機構解明のため、酵素反応複合体の立体
構造を決定する。	
	 生化学研究では、本酵素に特徴的な挿入ル
ープなどがどのような役割を担っているのか、
酵素構造機能相関を種々の変異体酵素を作製
し明らかにする。	
	
３．研究の方法	
	 GBSSI 結晶化に用いるイネ GBSSI タンパク
質サンプルとして、当研究機関で整備してき
たイネ cDNA クローンライブラリ(1)から取得
した当該遺伝子クローンの N 末端 82 アミノ
酸に対応する配列を削り、タンパク質発現ベ
クターに組み込み、大腸菌で発現した。大腸
菌体を酵素または超音波で破砕後、ヒスチジ
ンタグアフィニティーカラム、およびゲル濾
過カラムで精製した。結晶化は、既に確立さ
れている条件をベースに、沈殿剤として硫酸
リチウムを利用したハンギングドロップ蒸気
拡散法と、シッティングドロップ蒸気拡散法
を利用して行った。また、イネ GBSSI と ADP
グルコース、デンプン又はマルトオリゴ糖と
の複合体の構造決定のため、酵素とリガンド
との複合体の結晶化は、現在得られている結
晶化条件にリガンドを加え、結晶化条件下で
複合体を調製する方法と、複合体形成後に結
晶化条件を検討する方法の両方を行った。共
結晶化では新たに結晶化条件スクリーニング

 
 

図１ 澱粉生合成経路 



を行った。結晶化に触媒部位に変異を導入し
た不活化変異酵素や、C末端の領域を削った C
末端欠如変異体などを作製し結晶化を試みた
が、これらについては結晶を得ることはでき
なかった。	
	 Ｘ線回折データは高エネルギー加速器研究
機構放射光施設の放射光施設(PF、PF-AR)で測
定を行った。結晶はクライオループですくい、
図２(a)の条件の結晶では、30%グリセロール
を含む溶液に浸漬したのち、その他の条件で
はそのまま低温窒素気流下にマウントした。
ビームラインはPF	BL-5A,	PF-AR	NW-12A,	NE-
3A などを利用し、データの測定は備え付けの
CCD 検出器を利用した。	 	
	 構造解析は、大腸菌由来グリコーゲン合成
酵素の立体構造モデル(2)を鋳型とした分子
置換法によりまず Native 結晶の構造を決定
した。その後、Native 結晶構造を元に、リガ
ンドとの共結晶や、リガンドをソーキングし
た結晶のデータの構造解析を行った。	
	
４．研究成果	
（１）結晶化	
	 イネ GBSSI の結晶は、まず沈殿剤として硫
酸リチウムを利用した条件で作製し、図２(b)
のような球状多面体結晶を得た。この条件を
ベースに、マルトオリゴ糖との共結晶化での
条件を進めていった結果、マルトテトラオー
スとの共結晶化により図２(a)のような立方
体の結晶を得ることができた。さらに、結晶
化条件のスクリーニングを進めることにより、
新たにポリエチレングリコール3350（PEG3350）
を沈殿剤とする条件を確立した（図２(b,c)）。
塩として硫酸リチウムを加えた条件では図２
(b)のような球状多面体結晶が多く出現し、塩
として硫酸アンモニウムを加えた条件では、
球状多面体結晶の他、図２(c)のような球状の
結晶も出現した。	
（２）データ測定	
	 Native 結晶のデータは 2.7	Å分解能、ADP
複合体は 3.0	 Å分解能のデータを取得した。
また、マルトテトラオースとの共結晶のデー
タは 2.8Å分解能、マルトペンタオースとの
共結晶のデータは 3.5Å分解能、マルトトリ
オースをソーキングした結晶のデータは 3.2
Å分解能、マルトテトラオースをソーキング
した結晶のデータは 3.2Å分解能、マルトペ
ンタオースをソーキングした結晶のデータは
3.5Å分解能でそれぞれ取得した。その他の結
晶については、十分な X 線回折データは得ら
れなかった。	
	 結晶は、図２に示したものはいずれも立方
晶系の空間群 P432 に属していた。形状の違い
による空間群や格子長の差は見られなかった。
しかし、立方体の結晶は１辺の長さが最長0.1	
mm ほどしかなく、それ以上の結晶成長を行う
ことができなかった。一方、球状多面体結晶
や球状結晶はそれ以上の大きさへ成長するも
のがあった。回折データの分解能は、結晶の
大きさに依存的する傾向にあり、データセッ

トを取得することができた結晶は、いずれも
球状多面体結晶であった。また、球状多面体
結晶の中には空間群が P432 ではなく P422 系
の正方晶系に属する結晶が幾つか観察された
が、この結晶については再現性が取れず、回
折データの分解能も伸びず、構造解析には至
らなかった。	
	
（３）立体構造解析	
	 イネ GBSSI の結晶の立体構造は、2.7	Å分
解能の Native 結晶のデータを用いて、大腸菌
由来グリコーゲン合成酵素の立体構造モデル
(2)を鋳型とした分子置換法により決定した
(3)。N 末、C 末に２つの Rossmann フォールド
を持つ全体構造であり、その２つのドメイン
の間が触媒部位である（図３）。タンパク質発
現で削り込んだ N末 82 アミノ酸の他、N側ド
メインにあるループ領域（アミノ酸番号で
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図２  イネ GBSSI の結晶 
(a)	 結晶化条件	 1.5M	 Lithium	 Sulfate		
0.1M	HEPES-Na	(pH	7.5)	
(b)	25%	PEG3350,	0.2	M	Lithium	Sulfate,	
0.1	M	HEPES-Na	(pH	7.5)	
(c)	 25%	 PEG3350,	 0.2	 M	 Ammonium	
Sulfate,	0.1	M	HEPES-Na	(pH	7.5)		
	
	



174-191）と、C 末の 24 アミノ酸は電子密度が
構造解析時に観察されず、構造がディスオー
ダーしていると考えられた。ADP をソーキン
グした結晶化から ADP 結合構造が得られたが、
ADP はこの２つのドメインの間の溝の中心に
結合しており、分子はタンパク質にほとんど
覆われていた（図４）。ADP のリン酸基が溝の
入口に位置しており、そこがグルコース結合

部位となり、反応中心になると考えられた。
その先の溝は大きく開いていた。さらに近傍
には構造がディスオーダーしているループ部
分が存在している。この構造欠落ループは、
大腸菌のグリコーゲン合成酵素とマルトトリ
オースの複合体では構造が観察され、ループ
が折りたたまれてドメイン間の溝を覆うよう
に位置し結合したマルトトリオースと相互作
用していたことから、酵素反応のアクセプタ
ーとなるアミロースを結合する役割がイネ
GBSSI にもあると考えられる。そこで、ソーキ
ングと共結晶によりマルトオリゴ糖との複合
体の結晶構造解析に取り掛かった。	
	 マルトオリゴ糖を加えた結晶の X 線回折デ
ータの電子密度を分子置換法により計算した
ところ、これまで同様のドメイン閉鎖型立体
構造が得られたが、マルトオリゴ糖の結合は
見られなかった。また、より安定な結晶作製
を目的に、アポ型構造で構造情報が欠落して
いる C 末端を削り込んだ変異体を作製するこ
とを試みた。しかし、C末削除体ともに大腸菌
による発現の際タンパク質が不溶化してしま
った。従って、GBSSI の N 末ペプチド、C 末ペ
プチドは、立体構造上は特定の構造を持たな
くてもタンパク質の安定性に寄与している可
能性が示された。また、アポ型立体構造の触
媒部位、N、C 末部位の位置関係から、GBSSI の
糖鎖認識には触媒部位と N 末ペプチドの双方
がかかわっている可能性が示唆された。	
	 イネ GBSSI には N ドメインと C 末ドメイン
の間に２つのシステイン残基による SS 結合
が存在した（図３）。この結合に関わるシステ
インは、イネ、ムギ、トウモロコシなどの穀物
種植物にのみ存在し、イモ、マメ、野菜などに
は存在しなかったことから、この結合がアミ
ロース合成に優位に働いている可能性が示唆
されたが、今回の解析ではそれ以上のことは
わからなかった。	
	 ADP グルコースとの共結晶化では、これま
で得られている結晶化条件で結晶が得られな
かったことから、タンパク質の構造変化の可
能性があり、目的の複合体が得られている可
能性が考えられた。現在、この結晶を得るこ
とはできていないが、GBSSIの触媒機構解明の
ための足がかりとして構造解析の取り組みを
続けたい。	
＜引用文献＞	
①	Kikuchi,	S.	et	al,	Collection,	mapping,	
and	annotation	of	over	28,000	cDNA	clones	
from	japonica	rice,	Science,	301,	376-379,	
2003		
②	Cuesta-Seijo,	J.	A.	et	al,	Structure	
of	starch	synthase	I	from	barley:	insight	
into	 regulatory	 mechanisms	 of	 starch	
synthase	activity,	Acta	Crystallogr	D,	69,	
1013-1025,	2013	
③	Momma,	M.	et	al,	Interdomain	disulfide	
bridge	in	the	rice	granule	bound	starch	
synthase	I	catalytic	domain	as	elucidated	
by	 X-ray	 structure	 analysis,	 Biosci.	

 

 
図３  イネ GBSSI の結晶構造 
ADP 複合体のリボンモデルを示す。174-
191のペプチド鎖は構造欠落しており、そ
の部分を点線で示す。Cys337−Cys529 の
間には S-Sジスルフィド結合が存在する。
図はプログラム CueMol2で作成した。 

 

 
 
図４  イネ GBSSI の触媒部位の表面構造
ADP 複合体の構造のタンパク質部分の表
面モデル。緑で示したマルトトリオース
は、大腸菌グリコーゲン合成酵素のマルト
トリオース複合体構造(PDB code: 2QZS)
と重ね合わせた際の位置にある。図はプロ
グラム CueMol2で作成した。 
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