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研究成果の概要（和文）：　本課題は、D-アロース、D-アルトロース及びこれらの希少糖を含む二糖を新規の微
生物の代謝機能と酵素を用いた新たな反応経路で生産する技術の確立のための基盤研究である。
　本研究により、D-グルコシド3-デヒドロゲナーゼの大量生産に成功した。また、結晶化にも成功した。本酵素
は様々な二糖類に作用し、化学的還元を組み合わせることで、α-1,4結合型、β-1,4結合型のアロシルグルコー
ス、α-1,1結合型のアロシルアロース、β-1,4結合型のグロシルグルコースなど様々な希少糖含有二糖の生産が
可能となった。

研究成果の概要（英文）： The objective of this study is the production of D-allose, D-altrose and 
their disaccharides using biotechnology method.
 From the result of this research, we succeeded to mass-production of recombinant D-glucoside 
3-dehydrogenase and its crystalization. This enzyme showed the substrate specificity against various
 disaccharides. By combination of chemical hydrogenation, we achieved to produced various rare sugar
 containing disaccharide such as 1,4-a-allosylglucose, 1,4-b-allosylglucose, 1,1-a-allosylallose, 
and 1,4-b-gulosylglucose.

研究分野：応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

応募者は、未利用のバイオマスや農産廃棄
物を糖資源として有効活用するために、これ
らに多く含まれる多糖類を酵素で加水分解
して単糖を得る研究を進めている。また、得
られた単糖に酵素を作用させて、天然にはほ
とんど存在しないがさまざまな生理活性を
有する希少糖に変換する研究も進めている。
応募者らは天然にはほとんど存在しない単
糖である希少糖に着目し、微生物または酵素
を用いた反応(エピメラーゼ、イソメラーゼお
よびポリオールデヒドロゲナーゼの組み合
わせを用いた反応で以下、従来の方法と表記)

により、すべての希少糖の生産および分離法
を確立する研究を行った (Granstrom ら  J. 

Biosci. Bioeng. 2004)。最近の本学医学部との
共同研究により、希少糖にはさまざまな生理
活性があることがわかっており、D-プシコー
スには、血糖値上昇抑制作用、D-アロースに
は、臓器虚血保護作用や癌抑制作用、活性酸
素の産生抑制作用といった生理活性が知ら
れている(Murata ら J. Biosci. Bioeng. 2003、
Sui ら、Int. J. Oncol. 2005)。D-プシコースは、
大学発のベンチャー企業への技術移転が行
われて実用化の段階に入っており、希少糖含
有異性化糖「レアシュガースイート」も商品
化されて希少糖を一般向けの市場へも販売
することができるようになった。このように
希少糖に関する国内外の研究は、応募者のグ
ループが基礎から応用に至るまでリードし
て い る が 、 近 年 、 韓 国 (Kim ら
Appl.Environ.Microbiol.2006)の研究グループ
も様々な希少糖の生産に成功しつつある。
我々が、競争力を保ち続けるためには、常に
新しい希少糖の生産技術の開発を続けてい
く必要がある。 

応募者らが世界で始めて発見した２つの
新規の酵素が、希少糖の研究に革新的な変化
をもたらした。それは、天然に多量存在する
D-フルクトースから、D-タガトース 3-エピメ
ラーゼを用いて希少糖 D- プシコース
(Takeshita ら J. Biosci. Bioeng. 2000)、D-プシ
コースから、L-ラムノースイソメラーゼを用
いて希少糖 D-アロースの生産に成功したこ
とである。応募者は、この研究成果が学会で
認められ、日本農芸化学会中四国支部奨励賞
を受賞した(2008 年)。応募者らはさらに、根
粒菌 Mesorhizobium loti が、上記の D-タガト
ース 3-エピメラーゼ、L-ラムノースイソメラ
ーゼを両方生産できることを初めて発見し
た(研究業績 2、6)。このように天然糖の D-

フラクトースから D-プシコースと D-アロー
スを同時に生産可能な酵素を持つ微生物は
初めての発見である。応募者はすでにこれら
の酵素の性質を明らかにするとともに、結晶
構造解析も行っている。さらに、応募者が土
壌中から分離した新規微生物から既知の D-

アロースの代謝経路(リン酸化、異性化)とは
異なる別経路(酸化還元)が存在することを示
唆する新規の酵素、D-グルコシド 3-デヒドロ

ゲナーゼ([EC 1.1.99.13])を発見した。本酵素
は、D-アロースの炭素第 3 位を酸化して 3-

デヒドログルコースを生成する。その後、3-

デヒドログルコースは還元されて D-グルコ
ースを生じ、代謝されていくと考えられた。
このように、本酵素が希少糖代謝にどのよう
な影響を与えるのか大変興味深く、また、本
酵素を用いた新たな希少糖の生産経路の開
発に発展することも期待できる。 

つづいて、生理機能の研究者から単糖に機
能があれば二糖にするとより安定で高い活
性を期待できる可能性があるので、希少糖を
用いた二糖を作って欲しいとの要請が出て
きた。本酵素は、二糖から炭素第３位の水酸
基が異なる二糖へと変換できる有用な酵素
であり、例えば、グルコースはアロースに、
ガラクトースはグロースに変換することが
できる。そこで、本酵素と糖ホスホリラーゼ
を用いて希少糖を含む二糖やオリゴ糖の生
産にも取り組むことにした。 

希少糖の中にはなお、従来の方法では多段
階の反応プロセスが必要なため収率が低く、
生産そのものが困難な希少糖も多数存在し
ている。D-アロース、D-アルトロースの生産
においても、D-フラクトースからの最大収率
は 5-10％と大変効率が悪く、大量生産のネッ
クとなっている。それらに対しては、生産・
分離プロセスが複雑で多大な労力と時間、コ
ストという課題を解決する必要が急務であ
り、本酵素を利用した新しい希少糖経路の開
発への期待は大きい。 

 

２．研究の目的 

本課題では、これまでの応募者らの研究成
果を発展させて、次の目標を達成させること
を目的とした。 

(１) 新規 D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼ
の反応機構と基質認識機構を明らかに
するために、結晶構造を明らかにする。
変異を導入しオリゴ糖にも作用できる
スーパー酵素の作製を試みる。 

(２) 新たに分離した微生物が、二糖や希少糖
をどのように代謝するかを調べるため
に、代謝産物の機器分析を行い、加水分
解と解糖を抑える制御による希少糖生
産効率の向上を目指す。 

(３) セロビオースやマンノビオース、マルト
ース、スクロース、トレハロース、ラク
トースを出発原料に、D-アロースを含む
希少二糖、D-アルトロースを含む希少二
糖、D-グロースを含む希少二糖を経て
D-アロース、D-アルトロース、D-グロー
スを生産する方法を開発する。 

(４) セロビオース２-エピメラーゼを用いて
生産する 1,4-β-グルコシルマンノースと
1,4-β-マンノシルグルコースが生産でき
れば、さらに、D-グルコシド 3-デヒドロ
ゲナーゼを用いて新規の希少二糖を生
産する。 

 



３．研究の方法 

(1)D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼの遺伝
子組換え 

本酵素は、３つのヘテロサブユニットから
なる酵素で、組換え酵素での大量生産例は報
告されていない。糖生産、構造解析のために
は、組換え酵素の生産が必要である。そこで、
本酵素遺伝子を発現ベクターpQE60に連結後、
大腸菌 JM109 に組み込んだ。 

 

(2) D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼの結晶
化および X 線結晶構造解析 

 本酵素は、ヒスタグを連結すると封入体を
形成するため、連結させず、各種クロマトグ
ラフィーによって酵素を精製した。次に、酵
素濃度を、10 mg/ml に調製しシッティングド
ロップ法によって、各種条件下で結晶化を行
った。本酵素は、構造解析例がないため、構
造解析の方法については検討中である。 

 

(3) 希少糖の代謝機能の解析と代謝制御変異
の導入 

希少糖の代謝産物を明らかにするために、
遺伝子の操作が容易な大腸菌を用いた。D-ア
ロースの代謝系は大腸菌にも存在する。解糖
系のフスホフルクトキナーゼ遺伝子および
ピルビン酸キナーゼ遺伝子を破壊し、D-アロ
ースからの代謝の流れを機器分析により調
べることで、分離した微生物の代謝経路を推
測した。 

 

(4) 未利用資源から希少糖を含む各種希少二
糖の生産技術の確立 

セルロースとガラクトマンナンを加水分
解して得られる、セロビオース、マンノビオ
ースのほか様々な各種二糖から酵素反応に
より、3-デヒドロ二糖の生産を行った。続い
て、水素化ホウ素ナトリウムを用いた穏やか
な化学的還元によりアロースまたはアルト
ロースを含む希少二糖の生産を試みた。その
後１N 塩酸で加水分解し D-アロース・D-アル
トロースの生産を試みる。 

 

(5)グルコシルマンノースとマンノシルグル
コースからの新規希少二糖の生産 

 セロビオース 2-エピメラーゼ遺伝子をク
ローニングし、組換え酵素を用いて、セロビ
オース、マンノビオースからグルコシルマン
ノースとマンシルグルコースの生産を試み
る。続いて、D-グルコシド 3-デヒドロゲナー
ゼおよび水素化ホウ素ナトリウムを用いて
酸化還元を行い、アロシルマンノース、アル
トシルグルコースの生産を試みる。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼの遺伝
子組換え 

 

 上図に示したように、本酵素は、3 つのペ
プチドからなっており、順に、1683bp からな
る 561 アミノ酸のサブユニット、558bp から
なる 186 アミノ酸のサブユニット、393bp か
らなる 131 アミノ酸のサブユニットであるこ
とが分かった。組換え酵素の生産にも成功し、
精製酵素の分子量は約 65,000 と、触媒サブユ
ニットの分子量と一致した。しかし、他のサ
ブユニットは検出できなかった。 

 相同性検索をもとに、五か所の点変異を導
入した変異酵素を構築した。それぞれの変異
酵素の基質特異性を検討し、オリゴ糖への反
応性を調べている。 

 

(2) D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼの結晶
化および X 線結晶構造解析 

 精製酵素を用いて、上図に示したような条
件で、20℃1 週間、結晶化を行ったところ、
六面体様の結晶が得られた。現在、この結晶
化条件を用いて、X 線結晶構造解析を進めて
いる。 

 

(3) 希少糖の代謝機能の解析と代謝制御変異
の導入 

希少糖 D-アロースの推定代謝経路 

ATGGCAGACAATCATTATGATGCGATTGTTGTCGGCTCGGGCATCAGTGGAGGCTGGGCT
M A D N H Y D A I V V G S G I S G G W A

GCAAAGGAACTCACGCAAAAGGGCCTGAAGGTCCTGATGCTGGAGCGCGGCCGCAATATC
A K E L T Q K G L K V L M L E R G R N I

GAGCACATCACCGACTATCAGAATGCCGACAAGGAAGCCTGGGATTATCCCCATCGCAAC
E H I T D Y Q N A D K E A W D Y P H R N

CGTGCCACGCAGGAGATGAAGGCGAAATACCCCGTTCTCAGCCGCGATTACCTGCTGGAA
R A T Q E M K A K Y P V L S R D Y L L E

GAGGCGACGCTCGGCATGTGGGCCGATGAGCAGGAAACGCCCTATGTCGAAGAAAAGCGC
E A T L G M W A D E Q E T P Y V E E K R

TTCGACTGGTTCCGCGGTTACCATGTCGGCGGTCGCTCGCTGCTCTGGGGCCGCCAGACC
F D W F R G Y H V G G R S L L W G R Q T

TATCGCTGGTCGCAGACCGATTTCGAGGCCAATGCGAAAGACGGCATCGCGGTCGACTGG
Y R W S Q T D F E A N A K D G I A V D W

CCCATCCGCTATGAGGACGTGTCTCCATGGTATGACTATGTCGAGCGTTTTGCCGGCATT
P I R Y E D V S P W Y D Y V E R F A G I

TCCGGCAGCCGCGAGGGGCTGGATATTCTTCCCGATGGTGAATTCCTGCCGCCCATTCCG
S G S R E G L D I L P D G E F L P P I P

CTCAATTTCGTCGAGCAGGATGTGGCCAGCCGGCTGAAAAAGGCGTTCAAGGGCACACGC
L N F V E Q D V A S R L K K A F K G T R

CACCTCATCAATTCACGCTGCGCCAACATCACCCAGGAACTTCCCGATCAGGAGCGCACG
H L I N S R C A N I T Q E L P D Q E R T

CGCTGTCAGTTCCGCAACAAGTGTCGGCTGGGCTGTCCCTTCGGCGGCTATTTCAGCACG
R C Q F R N K C R L G C P F G G Y F S T

CAGGCCTCGACCCTGCCTGCGGCGGTCGCCACCGGCAACCTCACTTTGCGGCCTTTCTCC
Q A S T L P A A V A T G N L T L R P F S

ATCGTCAAGGAAATCTTGTACGACAAGGACAAGAAGAAGGCGCGCGGCGTCGAGATCATC
I V K E I L Y D K D K K K A R G V E I I

GATGCCGAAACCAATCTGACCTACGAATACACCGCCGACATCATCTTCCTCAACGCCTCG
D A E T N L T Y E Y T A D I I F L N A S

ACGCTGAACTCGACATGGGTGCTTATGAACTCGGCCACCGATGTCTGGGAAGGCGGTCTC
T L N S T W V L M N S A T D V W E G G L

GGCAGCAGCTCGGGCGAACTCGGCCATAACGTGATGGACCACCATTTCCGCATGGGCGCC
G S S S G E L G H N V M D H H F R M G A

ACGGGCCAGGTGGAAGGTTTCGAGGATTTCTATTTCAAAGGCCGCCGTCCGGCGGGCTTC
T G Q V E G F E D F Y F K G R R P A G F

TACATTCCGCGTTTCCGCAATACCGGCGACGACAAGCGCAAATATCTGCGCGGTTTCGGA
Y I P R F R N T G D D K R K Y L R G F G

TATCAGGGTTCTGCCAGCCGTTCGCGCTGGGAGCGGGAGATCGCCGAACTCAATATCGGC
Y Q G S A S R S R W E R E I A E L N I G

GCCGATTACAAGGAGGCCCTGACCGAGCCGGGCGGCTGGACCATCGGCATGACTGCCTTC
A D Y K E A L T E P G G W T I G M T A F

GGAGAAATGCTGCCCTATCACGACAACCGCGTGAAGCTGGATCATGACAAGAAGGACAAA
G E M L P Y H D N R V K L D H D K K D K

TGGGGCCTGCCGGTCCTGTCAATGAATGTCGAGATGAAGCAGAACGAACTCGACATGCGC
W G L P V L S M N V E M K Q N E L D M R

GAAGACATGGTCAATGACGCCGTCGAGATGTTCGAGGCGGTCGGCATCAAGAACGTCAAG
E D M V N D A V E M F E A V G I K N V K

CCCTCCAGGGGCAGTTACGCCCCCGGCATGGGTATTCACGAAATGGGAACGGCCCGCATG
P S R G S Y A P G M G I H E M G T A R M

GGACGCGACCCGAAAACCTCCGTCCTCAACGGCAACAACCAGGTCTGGGATGCACAGAAC
G R D P K T S V L N G N N Q V W D A Q N

GTCTTTGTCACTGACGGTGCCTGCATGACATCGGCCTCCTGCGTCAATCCGTCTTTGACC
V F V T D G A C M T S A S C V N P S L T

TACATGGCGCTGACGGCGCGTGCCGCCGATTTTGCCGTTTCCGAACGCAAGAAGGGGAAC
Y M A L T A R A A D F A V S E R K K G N

CTGTGATGAACAGACGCGAACTGCTGAAACTGATAGCCATTGCCACCGGCCTTCCGCTGA
L *

M N R R E L L K L I A I A T G L P L

TCGGCGCGGATGTTCTCACAGCCACGGAAAACGCCGCCAAACCAGCCGGTGCCGCCCACG
I G A D V L T A T E N A A K P A G A A H

TCTTCACCCCGGAGGAGATCCGCTTTCTGGACGAGGTGGCGGAAACCATCATTCCACGCA
V F T P E E I R F L D E V A E T I I P R

CCTCCACGCCGGGGGCGAAGGATGCTGAAGTGGGTGCCTTCATGGCCGTCTATGCGGCCG
T S T P G A K D A E V G A F M A V Y A A

ATTGCTACACCGACGAGCAGCGGACACTCTTCGTTTCCGCAATCCCTGAAATCGAGAAGC
D C Y T D E Q R T L F V S A I P E I E K

GCAGTCAGGCCGAACACAAAAAGGCCTTTCTGGAGCTGACGGCAGAACAGCGGCAGGCGC
R S Q A E H K K A F L E L T A E Q R Q A

TGCTTGCCGCGCTGGACAAGCAGGCCAAGGCGGAACAAACGCCGGCAAAGCCGCACGCCT
L L A A L D K Q A K A E Q T P A K P H A

TCACGCTCGTCAAGCAGCTGACGCTGCTCGGTTTCTTCACCTCGAAGATCGGCGCCACGG
F T L V K Q L T L L G F F T S K I G A T

AAGTTCTCGTCTACGACGAGATTCCCGGCGGTTTCGAAGACCGCCTTCCCTACAAGAAGG
E V L V Y D E I P G G F E D R L P Y K K

GCACCCCTGCCTGGGGCACGACCTGAAGAGAGAACCATCGGCCCGTCCGCATTTGTGGGC
G T P A W G T T *

GGGCCGCATTCATACGGCAAGACAAGGATGACATGATGCGCAAGACACTCATGATCGCGG
M R K T L M I A

CGGCTATGCTGACCGCAAGCACCGTTCCCGCTTTTTCGGAGGGCGATGTTGCCAAGGGGG
A A M L T A S T V P A F S E G D V A K G

AGGCAGCCTTCACGCGCTGTTCCGCCTGTCACGCCATAGGCGAGGGCGCAAAAAACAGGG
E A A F T R C S A C H A I G E G A K N R

TCGGCCCACAGCTTAACGGCACCATCGGCCGTGCGGCAGGCGGCGTGCCTGACTATACTT
V G P Q L N G T I G R A A G G V P D Y T

ATTCGGCTGCGATGAAAAAAGCGGGCGAGGACGGCCTTGTCTGGACACCGGAAGAACTGC
Y S A A M K K A G E D G L V W T P E E L

GGGATTTCCTGAGCGCGCCCAAGAAGAAAATACCCGGCAACAAGATGGCGCTGGCCGGCA
R D F L S A P K K K I P G N K M A L A G

TCAGCAAGCCGGAAGATCTGGACAATCTCATCGCCTATATCGAAAGCGCGGCTTCCAAGC
I S K P E D L D N L I A Y I E S A A S K
CGGCTGAGTGA
P  A  E  * 

D-グルコシド３-デヒドロゲナーゼ遺伝子の全塩基
配列と推定アミノ酸配列

D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼの結晶 

-Precipitation mix: 

20% v/v PEG 500 NME 

10% w/v PEG 20,000 

-Buffer 

0.1 M Imidazole in MES 

monohydrate acid buffer pH 6.5 

-Ligand 

0.12 M alcohol mix (1,6-

hexanediol, 1-butanol, 1,2-

propanediol, 2-propanol, 1,4-

butanediol, 1,3-propanediol) 

 



 前ページに示したように、大腸菌は D-アロ
ースを代謝する既存の経路を持っている。そ
こで、まず、D-アロースを代謝できない遺伝
子破壊株、すなわち、ホスホフルクトキナー
ゼ遺伝子、ピルビン酸キナーゼ遺伝子を破壊
した変異株を作製した。次に、D-グルコシド
3-デヒドロゲナーゼ遺伝子を導入し、D-アロ
ースを炭素源に培養を行ったところ、生育が
確認され、代謝産物の分析から 3-デヒドロ-D-

アロースを経て代謝することが分かった。 

 

(4) 未利用資源から希少糖を含む各種希少二
糖の生産技術の確立 

 D-グルコシド 3-デ
ヒドロゲナーゼの基
質特異性を調べたと
ころ、ラクトース、
セロビオース、マル
トース、スクロース、
トレハロースに作用

し、マンノビオースにはほとんど作用しない
ことが分かった。それぞれ、水素化ホウ素ナ
トリウムで還元したところ、グロシルグルコ
ース、アロシルグルコース(β-1,4)、アロシル
グルコース(α-1,4、上図)、アロシルフルクト
ース、アロシルアロース(α-1,4)が得られ、酸
加水分解により、D-グロースおよび D-アロー
スが得られた。しかし、D-アルトロースを得
ることはできなかった。また、α 型の希少糖
を含む二糖は不安定で容易に分解されるこ
とが分かった。 

 

(5)グルコシルマンノースとマンノシルグル
コースからの新規希少二糖の生産 

 D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼがマン
ノビオースに作用しないことから、方針を転
換し、セロビオース 2-エピメラーゼ遺伝子を
クローニングし組換え酵素生産を行った。次
に、セロビオースとマンノビオースからそれ
ぞれグルコシルマンノースとマンノシルグ
ルコースを生産した。これらのヘテロ二糖に
D-グルコシド 3-デヒドロゲナーゼを作用さ
せたところ、反応性が非常に低く、3-デヒド
ロ糖の生産までには至らなかった。今後は、
変異酵素を用いて D-アルトロースを含む二
糖の生産を試みる。 
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