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研究成果の概要（和文）：環状イソマルトオリゴ糖(CI)生産菌であるPaenibacillus sp. 598K 株は、自身が持
つデキストラングルカナーゼと環状イソマルトオリゴ糖グルカノトランスフェラーゼの2つの酵素の働きで澱粉
からCIを生産する。598K株はまず菌体外にこれら２つの酵素を放出してCIを生産し、次にCIを菌体内に取り込
み、さらに菌体内のデキストラナーゼで分解して、栄養源として利用することが推定された。もう一方のCI生産
菌であるBacillus circulans T-3040株は、CIを分解するデキストラナーゼを持たないことがわかり、CIを利用
できないがCIの実用生産には適すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Cyclioisomaltooligosaccharide (CI)-producing bacteria, Paenibacillus sp. 
598K produces CIs from starch with its two enzymes of cycloisomaltooligosaccharide 
glucanotransferase and dextranglucanase. The strain 598K release these two extracellular enzymes 
into the medium to produce CIs, intakes CIs, and then brakes them down with the intracellular 
dextranase, and finally use them as a source of nutrition. Another CI-producing bacterial strain 
Bacillus circulans T-3040 does not have dextranase to digest CIs. The strain T-3040 might not be 
able to utilize CIs, but it may be suitable for commercial CI-producing bacterial strain.

研究分野：酵素科学、微生物学
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１．研究開始当初の背景 
環状イソマルトオリゴ糖（CI）は、グルコー
スが α-1,6 結合した環状糖で（図 1）、微生物
により生産される。CI は α-1,6-D-グルカン
（デキストラン）を基質として微生物が菌体
外に生成する CI グルカノトランスフェラ
ーゼ（CITase）により生産される（文献①）。
CIの機能性の研究により、歯垢形成阻害作用
（歯垢を作りにくくする作用）、包接作用（溶
けにくい物質を溶かしたり、不安定な物質を
安定化させるなどの作用）などを CI が有す
ることが明らかになった（文献②）。同時に
CI を機能性オリゴ糖として利用するための
微生物育種や生産方法の開発などの実用化
研究もおこなわれてきた（文献③）。しかし、
微生物の CI 生産メカニズムや微生物にとっ
ての CI の意義の解明などの研究が立ち遅れ
ていた。 
 

図 1.環状イソマルトオリゴ糖（CI）の構造 
7 個以上のグルコースが α-1,6 結合で環状に
連なった構造である。 
 
２．研究の目的 
CI 生産菌は 基質となるデキストラン生産
能を持たないため、ショ糖からデキストラン
を生産する Leuconostoc 属菌などの乳酸菌と 
CI 生産菌との協働でショ糖から CI が生成
すると考えてきた（図 2上）。しかし最近、 CI 
生産菌を澱粉を含む培地で培養した場合に
単独で CI を 生産することを見いだし（図 2
下）、CITase と協調して澱粉から CI を生産
する新規酵素を菌自身が保有することが示
唆された（文献④）。この新規酵素をデキス
トラングルカナーゼ（DGase）と名付け、本
酵素の諸性質と CI 生産にどのように関与す
るかを明らかにすることを目指す。また、CI
の酵素生産・制御機構および CI の代謝機構
を解明し、菌にとって CI 生産はどのような
意義があるのかを明らかにすることを目的
とした。 
 

図 2.環状イソマルトオリゴ糖の生産経路 
上：スクロースを原料とした場合。下：澱粉
を原料とした場合。 
 

３．研究の方法 
(1) CI生産菌である Bacillus circulans T-3040 
株および Paenibacillus sp. 598K 株の DGase 
の性質を明らかにするために、ネィティブ酵
素を単離して諸性質を解明し、N末端アミノ
酸配列情報からコードする遺伝子配列を明
らかにし、組換え酵素を用いて、さらに酵素
の諸性質を詳細に調べる。酵素の結晶化を試
み、X線結晶構造解析も試みる。 
(2) 組換え DGaseの生産物を薄層クロマトグ
ラフィー（TLC）や高速液体クロマトグラフ
ィー（HPLC）で解析する。さらに反応生成
物を HPLC を用いて単離精製し、NMR およ
び質量分析によって構造を明らかにする。 
(3) B. circulans T-3040 株および Paenibacillus 
sp. 598K株のゲノム配列を明らかにし、特に 
CITase・ DGase 周辺、CI の取り込み、分解
などにに関与すると推定される DNA 塩基
配列を探索する。 
(4) 炭素源による CITase、DGase の生産誘導
の解析と、これらの酵素と同時に生産誘導さ
れる蛋白を二次元電気泳動で探索する。
CITaseの活性は、デキストランから生産され
る CI を HPLC で定量し、DGase の活性は、
TLCで検出、ネルソン・ソモギー法で還元糖
の測定を行い、詳細な生産物の定量は HPLC
で行う。 
(5) CI の分解に関与すると考えられる CI 分
解酵素遺伝子をクローニング、発現し、コー
ドする蛋白を同定、解析して諸性質を明らか
にする。特に様々な重合度のイソマルトオリ
ゴ糖や CI を基質として重合度依存性につい
て調べる。デキストランや CI を加えて培養
試験を行い、菌体内に CI の取り込みが起こ
るかどうか菌体内 CI の濃度を HPLC で定量
する。これらの結果から CI 生産菌の CI 生
産・代謝機構を推定する。 
 
４．研究成果 
Paenibacillus sp. 598K株由来 DGase遺伝子を
大腸菌および枯草菌の宿主－ベクター系で
発現を試みた結果、大腸菌組換えデキストラ
ングルカナーゼ蛋白の大量生産に成功し、精
製酵素を結晶化に供した。本酵素は 3つの糖
結合モジュールを有することが明らかにな
った。598K株の DGaseは CITaseのすぐ下流
に存在し、両酵素は同一の制御を受け、同時
に生産されることが明らかになった。B. 
circulans T-3040株のDGaseの検索も行ったが、
本菌株はデキストランからの CI 生産活性が
発現する時期と澱粉からの同生産活性が発
現する時期に時間差が見られたことから、
598K株とは異なり、CITaseと DGaseは異な
る生産制御を受けていることが示唆された
（成果［雑誌論文］①）。 
Paenibacillus sp.598K株由来の DGaseが有す
る 3 つの糖結合モジュールは 2 つの CBM35
と 1 つの CBM61 であることが明らかになっ
た。触媒残基アミノ酸は 2つのアスパラギン
酸であることが明らかになった。これらのア



スパラギン酸をアラニンに置換すると活性
が消失した。598K株の DGaseは B. circulans 
T-3040株におけるDGaseと同様にマルトオリ
ゴ糖分子を分解し、α-1,6グルコシド結合を伸
張する活性を有した。しかも、α-1,6グルコシ
ド結合を 4分子以上伸張することが確認でき
た。DGaseは Glycoside hydrolase family 31に
属する高転移性 α-グルコシダーゼであるこ
とが解明された。他の GH31 酵素でも α-1,6
グルコシド結合転移活性を有するものが知
られているが、転移されるグルコースは 1な
いしは多くとも 2 残基であり（文献⑤）、
DGase は長鎖 α-1,6 結合鎖を作る特徴を有す
る新規の酵素であることが示唆された。 
T-3040株および 598K株について、CITaseお
よび DGaseの誘導条件で培養し、二次元電気
泳動を行った。T-3040 株は CITase とフラジ
ェリンが生産誘導された。598K 株は CITase
と DGaseとフラジェリンおよび GH family 66
に属するデキストラナーゼが生産誘導され
た。また、T-3040株はデキストラナーゼを持
たないことが明らかになった。598K 株にお
いて培養時の糖質の種類がデキストラナー
ゼ生産に影響を及ぼすかどうか解析したと
ころ、デキストラン含有培地および CI 含有
培地で培養した際の菌体抽出液のみでデキ
ストラナーゼ活性が確認された。598K 株を
デキストラン培地で培養すると CI が同時に
生産される。培地中の CI が菌体内へ取り込
まれることも明らかになった。598K 株は、
デキストラン培養時に菌体外に CITase を放
出して CIを生産し、ついで CIが菌体内に取
り込まれ、さらに取り込まれた CI によって
菌体内デキストラナーゼが生産誘導される
ことが推定された。598K株の CITaseが最も
多く生産する CI はグルコース 7 分子から成
る CI-7である。CI-7は市販の真菌類由来のデ
キストラナーゼではほとんど分解されなか
ったが、598K 株のデキストラナーゼは CI-7
を効率よく分解した。また、CI-7を培地に添
加して598K株を培養した場合、菌体内にCI-7
を取り込むことが明らかになった。598K 株
は自身が菌体外に生産する CI を栄養源とし
て利用することが推定された（図 3）。 
 
 

図 3．Paenibacillus sp. 598K株における澱粉
からの CI生産、取り込み、分解機構モデル 
 
T-3040株においては、DGaseの生産力が低く、

デキストランから CI を生産する速度と比較
して、澱粉から CI を生産する速度が非常に
遅かった。また菌体内に CI を分解するデキ
ストラナーゼを持たないことが明らかにな
り、T-3040 株にとっての CIの生理的意義に
ついては疑問が残された。しかし、T-3040株
は CIの分解系を持たないために CI生産実用
株としては有用であると考えられる。 
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