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糖質加水分解酵素の機能構造相関の解明と応用

北海道大学大学院農学研究院 田　上 貴　祥

は じ め に
糖質は構成単糖・結合様式・重合度・修飾などの違いによっ

て無限ともいえる分子種が想定される化合物であり，それらは
エネルギー貯蔵や骨格形成，情報伝達など，互いに役割を相補
できない独自の機能を有している．生物は酵素（タンパク質）
を駆使することでこれらの多様な糖質構造を明確に区別し，巧
みに使い分けている．糖質関連酵素の緻密な分子機構を明らか
にすることは生命現象を理解しようとする基礎的な観点のみな
らず，薬剤開発や機能性糖質生産などの応用へとつながる点で
も重要である．我々はこれまでにα-グリコシドに作用する多
様な糖質加水分解酵素の基礎応用研究を展開してきた．以下で
は，著者が中心となって進めたデンプン代謝関連酵素に関する
研究の成果について紹介する．

1.　真核生物α-グルコシダーゼの構造機能解析と機能改変
α-グルコシダーゼ（AGL）は基質の非還元末端のα-グルコシ

ド結合に作用する酵素であり，ほぼ全ての生物種に分布する酵
素である．その内，真菌類，植物および哺乳動物の AGL はア
ミノ酸配列が類似しており，糖質加水分解酵素ファミリー31

（GH31）に分類される．GH31AGL は酵素起源に関わらずマルト
オリゴ糖に対して高い基質特異性を有しており，いずれもデン
プン代謝に関与する酵素であると考えられている．GH31AGL
は基質特異性が類似している一方で，マルトオリゴ糖の重合度
に対する特異性は酵素間で多様であることが知られていた．
Aspergillus niger や Schizosaccharomyces pombe などの真菌類
由来の GH31AGL はマルトトリオースに最も高い kcat/Km値を
示し，より高重合度のマルトオリゴ糖に対する kcat/Km値は減
少する．一方で植物由来の GH31AGL は高重合度のマルトオ
リゴ糖に対しても同程度もしくは高い kcat/Km値を示す．なか
でもテンサイ由来の AGL は顕著な高重合度基質特異性を有し
ており，その構造機能相関に興味が持たれた．GH31AGL群の
アミノ酸配列比較の結果，テンサイ AGL に特徴的な Phe236残
基を見出し，これに部位特異的変異を導入することで重合度3
以上のマルトオリゴ糖に対する特異性が低下することを明らか
にした．また，テンサイ AGL の Phe236 に相当する Phe残基を
A. niger由来AGL に変異導入することで，本酵素の基質重合度
に対する特異性を改変することにも成功した 1）．

テンサイ AGL による基質認識の分子機構を明らかにするた
め，本酵素の X線結晶構造解析を実施した．テンサイ種子か
ら精製した AGL を結晶化し，その構造を分解能2.8 Åで決定
した 2）．テンサイ AGL の全体構造は低重合度基質特異的なヒ
トの小腸AGL と良く類似していたが，N末端ドメインから突
き出た形で活性ポケット入口の一部を形成するループ（N-
loop）が両者で異なっていた．Phe236 は N-loop を構成するア

ミノ酸残基であり，GH31AGL における N-loop のアミノ酸配
列の多様性が基質重合度に対する特異性を多様化する一因であ
ると結論づけた．

さらに活性ポケットから離れた位置での基質認識機構を明らか
にするために，擬似四糖阻害剤であるアカルボースの還元末端側
マルトース構造を伸長させた新規な高重合度擬似糖（ACn, n は
重合度）を酵素合成した 3）．ACn合成にはアズキ子葉から精製
した不均化酵素（DPE1）を用いた．DPE1 は葉緑体における同
化デンプンの代謝に関わる酵素であり，マルトオリゴ糖非還元
末端側のマルトース構造（二糖単位）を他のマルトオリゴ糖に
分子間転移することで基質の重合度を不均一化する酵素である
が，基質が四糖の場合には三糖単位での転移を触媒する．この
特異性を応用し，アカルボースとマルトテトラオースの混合液
に DPE1 を作用させることで AC5–AC10 の合成に成功した

（図1A）．反応初期には AC7 が最も多く生成したことから，
DPE1 が AC4 から擬似三糖単位で転移していることが示唆さ
れた．AC8 とテンサイ AGL の複合体結晶構造解析の結果，
AC8還元末端側のマルトペンタオース部分はテンサイ AGL に
よる強固な捕捉を受けておらず，分子内水素結合によって安定
化したらせん構造を形成していた（図1B）．以上の結果から，
テンサイ AGL は高重合度マルトオリゴ糖の自発的ならせん構
造形成による基質自身の安定化エネルギーを利用することで加
水分解反応の遷移状態を安定化するという分子機構を有してい
ると考えられた 4）． 

図1.　�ACn の酵素合成とテンサイ AGL–AC8複合体構造�  
（A）AC5 の構造と DPE1 による ACn合成反応の経時変
化．DPE1 はマルトオリゴ糖の不均化反応に加えて矢印
位置のグルコシド結合を切断して他のマルトオリゴ糖
分子に α-1,4転移する反応を触媒したことで，一連の重
合度の ACn を合成したと考えられる．（B）テンサイ
AGL に結合した AC8．AC8 の還元末端側は分子内水素
結合（点線）によって安定化していた．テンサイ AGL
の濃色部分は N-loop を示す．
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2.　環状四糖の代謝に関わる新規糖質加水分解酵素の発見
高等生物においてデンプン代謝の場となるのは体内であり，

競合者がいない環境である為，その代謝は単純な加水分解で十
分である．一方，細菌や真菌類などの単細胞生物は分子量の大
きなデンプンを細胞内に取り込むことができない為，分泌酵素
を用いて細胞外でデンプンを加水分解する必要がある．しかし
この代謝経路では，折角エネルギーを投じて生産したデンプン
分解物を周囲の競合者に奪われてしまう可能性がある．そこで
ある種の細菌は，デンプンをユニークなオリゴ糖へと変換する
ことでエネルギー源を独占するための代謝経路を獲得した．

西本ら株式会社林原の研究グループは，グラム陽性細菌の
Sporosarcina globispora や Arthrobacter globiformis がデンプ
ンを炭素源とした場合にグルコース 4分子がα-1,3結合と α-1,6
結合で交互に連結した環状四糖（CNN）を生産することを発見
し，CNN合成に関わる 2 つの菌体外糖転移酵素（6GT および
IMT）を同定した．これらはいずれも GH31 に分類される酵素
であった．一方で，CNN がどのように代謝されるのかは長ら
く不明であった．著者らは，放線菌Kribbella flavida が 6GT
と IMT に加えて IMT と配列類似性の高い機能未知GH31酵素

（Kfla1895）をゲノム上にコードしていることを見出した．
Kfla1895遺伝子の周辺には，転写制御因子，糖質輸送タンパク
質および機能未知GH15酵素（Kfla1896）の遺伝子がコードさ
れていた．GH15 は，デンプン糖化産業に利用されるグルコア
ミラーゼが多く分類されているファミリーであった．酵素機能
解析の結果，Kfla1895 は CNN の 2箇所のα-1,3結合を順に加
水分解して 2分子のイソマルトースを生成する新規酵素（1,3-
α-イソマルトシダーゼ：EC 3.2.1.204）であり，Kfla1896 はイ
ソマルトースを特異的に加水分解してβ-グルコースを生成す
る 新 規 酵 素（イ ソ マ ル ト ー ス グ ル コ ヒ ド ロ ラ ー ゼ：EC 
3.2.1.205）であった．本研究により，長らく不明であった CNN
を経由する新規デンプン代謝経路の全容（図2）が明らかと
なった 5）．X線結晶構造解析の結果，Kfla1895 は同一ファミ
リー酵素の GH31AGL には無い N末端ドメインを有しており，
その一部が CNN の結合に伴って構造変化する誘導適合機構を
有する酵素であることが明らかとなった．Kfla1896 について
は，他の GH15酵素が持たないα-ヘリックスと Phe290残基が
それぞれ基質特異性と触媒機構に関わる構造因子であることを
明らかにした 6）．デンプン糖化産業においてはグルコアミラー
ゼが高濃度グルコース条件下で縮合反応によりイソマルトース
を副生することが問題となる．Kfla1896 の Phe290 には縮合反
応速度を低下させる機能があることを見出し，Phe290 に相当
する Phe残基をグルコアミラーゼに導入することで縮合反応
が抑制された改良型酵素を作出できる可能性が示唆された．

お わ り に
デンプン代謝関連酵素研究の歴史は古く，高峰譲吉博士が開

発した麹菌のα-アミラーゼを主成分とする胃腸薬「TAKA-DI-
ASTASE」の販売が開始されたのは 1895年のことである．デ
ンプン代謝研究を時代遅れと思う方も多いだろうが，未だに新
奇酵素とそれらが生産する新奇な糖質の発見が相次いでいるの
が実情である．昨年には，天然に存在しないと考えられてきた
α-L-グルコシドを分解合成する酵素の発見7）もあった．糖質と

関連酵素研究の新時代の幕開けを予感させている．
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図2.　�CNN を経由するデンプン代謝経路�  
本 代 謝 経 路 は K. flavida の 他 に， 病 原 細 菌Listeria 
monocytogenes でも見つかっている．
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