
１．はじめに

糖質を加リン酸分解する酵素であるいわゆる「ホスホリラーゼ」は，その厳密

な反応位置特異性から特定のオリゴ糖調製に有用であることは知られていた。最

近になりこれらのホスホリラーゼを用いた実用的なプロセスも報告されはじめて

いる。筆者らはホスホリラーゼの特性改変およびホスホリラーゼを利用したオリ

ゴ糖製造プロセスを「ホスホリラーゼ工学」と呼ぶことを提唱している。本稿で

はホスホリラーゼ工学に関する研究について紹介する。

２．ホスホリラーゼとは１，２）

生物は糖類のグリコシド結合の生成・分解を酵素反応により行っている。グリ

コシド結合の消長に関与する酵素は，主に加水分解酵素，合成酵素（糖核酸エス

テル転移酵素），加リン酸分解酵素（ホスホリラーゼ）の３種類に分類される（図

１）。アミラーゼ・セルラーゼなどの加水分解酵素は言うまでもなく工業的に最

も重要な酵素であり，特にデンプン糖産業で工業的に大量に使用されている。合

成酵素（糖核酸エステル転移酵素）は生体内での糖鎖合成に関与する酵素であり，

その生物化学的意義から基礎的な研究例が多く報告されている。しかしながら合

成酵素は不安定なものが多く実用的なオリゴ糖生産には使いにくい。ホスホリ

ラーゼは，加水分解酵素と合成酵素の中間的な特性を示す酵素であり，その反応

は可逆的である。反応の可逆性を利用すれば，実用的なオリゴ糖合成に用いるこ

とも可能である。しかしながら，これらのホスホリラーゼの研究例は少なく，ま

だまだ新しい発見の余地は残っている。

ホスホリラーゼ工学による有用オリゴ糖の調製

図１ グリコシド結合の消長に関与する酵素
酵素反応は水溶液で行われるため，加水分解酵素による反応は大量に存在する水の
ため事実上分解方向の不可逆反応となる。また，合成酵素はリン酸ジエステル結合
による高エネルギーのため合成方向への不可逆反応となる。
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現在までに知られているホスホリラーゼは１４種類であり，そのうち１１種類の遺

伝子がクローニングされている（表１）。既知のホスホリラーゼはすべて非還元

末端グリコシド結合を単糖単位で加リン酸分解するエキソ型酵素である。デンプ

ンあるいはグリコーゲンの加リン酸分解酵素であるホスホリラーゼを除いて，基

質＋ホスホリラーゼ（phosphorylase）と命名されている。大部分がグルコシド
結合切断酵素であるが，ガラクトシル結合及び N-アセチルグルコサミニル結合
に関与するものが近年報告された。すべてのホスホリラーゼは反応位置選択性が

極めて高く，特定のグリコシド結合のみに作用する。そのため逆反応を利用すれ

ば特定グリコシドを選択的に合成することを可能である。既知のホスホリラーゼ

はすべて菌体内あるいは細胞内酵素であり，分泌型酵素は知られていない。これ

らの酵素の生化学的意義は細胞内貯蔵多糖の代謝あるいは細胞外多糖の部分分解

物の細胞内での代謝であると考えられている。ホスホリラーゼの反応では糖１-リ
ン酸エステルが生成するために，加水分解酵素による分解物と比べて代謝系に入

る前に ATP１分子が節約できる。

３．ホスホリラーゼを利用した種々のオリゴ糖調製の実例

ホスホリラーゼの逆反応を用いることにより糖１-リン酸エステルとアクセプ
ター糖から選択的にオリゴ糖を合成することができる。ここにオリゴ糖合成の実

例を示す。

表１ 現在までに報告されている加リン酸分解酵素

注．ファミリー分類は CAZy（http://afmb.cnrs−mrs.fr/CAZY/）による。

EC
２．４．１． 酵素名称 切断される結合 生成物 ファミリー

１ （glycogen）phosphorylase Glca１－４ α -Glc１P GT３５

７ sucrose phosphorylase Glca１－２ α -Glc１P GH１３

８ maltose phosphorylase Glca１－４ β-Glc１P GH６５

２０ cellobiose phosphorylase Glcb１－４ α -Glc１P GH９４

３０ １�３－β-oligoglucan phosphorylase Glcb１－３ α -Glc１P 遺伝子未知

３１ laminaribiose phosphorylase Glcb１－３ α -Glc１P 遺伝子未知

４９ cellodextrin phosphorylase Glcb１－４ α -Glc１P GH９４

６４ trehalose phosphorylase Glca１－１ β-Glc１P GH６５

９７ β－１�３－glucan phosphorylase Glcb１－３ α -Glc１P 遺伝子未知

２１１ lacto-N-biose phosphorylase Galb１－３ α -Gal１P 未分類

２１６ trehalose６－phosphate phosphorylase Glca１－１ β-Glc１P GH６５

２３０ kojibiose phosphorylase Glca１－２ β-Glc１P GH６５

２３１ trehalose phosphorylase Glca１－１ α -Glc１P GT４

nd chitobiose phosphorylase GlcNAcb１－４ α -GlcNAc１P GH９４
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（１）セロビオースホスホリラーゼを用いたオリゴ糖合成
一般的なホスホリラーゼと同様にセロビオースホスホリラーゼの基質の位置特

異性は非常に厳密であり β１�４結合のみを生成する。本酵素の重合度特異性も厳
密であり三糖以上のセロオリゴ糖に全く作用しないため，二糖のみを選択的に合

成することができる。しかしながら逆反応においてアクセプター基質特異性は必

ずしも厳密ではなく，種々のセロビオース誘導体の合成を行うことが可能である。

例えば Cellvibrio gilvus由来セロビオースホスホリラーゼはアクセプター分子の

２位および６位の認識が甘いため，種々の単糖をアクセプターとして認識するこ

とができる（図２）。アクセプターとしてキシロース，マンノースなどのグルコー

ス以外の単糖を用いれば，β１�４－グルコシルヘテロ二糖を合成することができ
る。また，６位の認識性の甘さからゲンチオビオース，イソマルトースなどの１，６

結合二糖をアクセプターとした場合は還元末端のグルコース単位の４位にグル

コースが付加し，セロビオースの還元末端側グルコースの６位に糖が結合した構

造の分岐三糖が生成する。ドナー基質も例えばグルコース１－リン酸以外にもグ

ルコサミン１－リン酸やグルカールを用いることが可能でありセロビオースの非

還元末端側の糖をグルコサミンや２－デオキシグルコースにした誘導体を合成す

ることも可能である。筆者らが本酵素を用いて現在までに合成したセロビオース

誘導体を図３に示した３－９）。

（２）高重合度ラミナリオリゴ糖の調製
ミドリムシ（Euglena gracilis）は菌体内貯蔵多糖パラミロン（β－１�３グルカン）

の代謝酵素としてラミナリビオースホスホリラーゼと β－１�３－オリゴグルカンホ
スホリラーゼを持つことが知られている。これらの酵素を含んだ無細胞抽出液を

触媒としてグルコース１－リン酸とグルコースから種々の平均重合度を持ったラ

ミナリオリゴ糖混合物を調製した。グルコース１－リン酸とグルコースの初濃度

図２ Cellvibrio gilvus 由来セロビオースホスホリラーゼのアクセプター基質認識
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比を変化させることにより種々の平均重合度のラミナリオリゴ糖を合成した１０）。

グルコース１－リン酸／グルコースが１の場合，検出されたラミナリオリゴ糖の
組成は重合度１～９であり平均重合度は１�８であったが，比が２０の場合は重合度
２～１４であり平均重合度は８�４であった。この方法を用いると従来法であるカー
ドランなどの β－１�３グルカンの酸あるいは酵素による限定分解では得ることの難
しい１０糖以上のラミナリオリゴ糖を調製することも可能であった。

（３）グルコ／キシロヘテロオリゴ糖ライブラリーの調製
セルロース，キシラン，キチン，キトサンはそれぞれ単糖（グルコース，キシ

ロース，N-アセチルグルコサミン，グルコサミン）が β－１�４結合した構造の多糖
であり，それぞれ特異的な酵素（セルラーゼ，キシラナーゼ，キチナーゼ，キト

サナーゼ）により加水分解される。これら多糖の結合のコンフォメーションは同

一であるため，酵素は構成単糖のわずかな違いを認識して特異性を発現している

と考えられる。酵素のこのような微妙な認識機構を研究するためには，単糖の混

在したオリゴ糖に対する作用を調べることが重要であると考えられる。そこでま

ず手始めに，セルラーゼ／キシラナーゼの認識機構解明に有用であると考えられ
る β－１�４グルコ／キシロヘテロオリゴ糖ライブラリー（図４）の構築を試みた１１）。

合成触媒として Clostridium thermocellumYM－４由来のセロデキストリンホスホ

リラーゼを用いた。本酵素は重合度３以上のセロオリゴ糖を可逆的に加リン酸分

図３ セロビオースホスホリラーゼを用いて合成したセロビオース誘導体
着色部は置換箇所

２２



解する酵素である。本酵素がドナー基質としてキシロース－１－リン酸，アクセ

プター基質としてキシロビオースを認識することが可能であれば原理的に任意の

配列の β－１�４グルコ／キシロヘテロオリゴ糖を合成することが可能になる。本研
究ではアクセプターとして４種の β１�４二糖（GG，GX，XG，XX），ドナーとし
てグルコース－１－リン酸，キシロース－１－リン酸を用いてヘテロ三糖および

四糖の合成を行った。その結果，６種すべてのヘテロ三糖および１４種中１０種のヘ

テロ四糖の合成に成功した。しかしながら，非還元末端に XGの配列を持つヘテ
ロ四糖４種類は酵素の特異性の問題から合成できなかった。合成されたヘテロオ

リゴ糖の構造を二次元 NMRによりで解析した結果予想通りすべて β－１�４結合で
あることを確認した。

ヘテロ三糖ライブラリーを用いて好アルカリ性菌 Bacillus haloduransゲノムか

ら見つかった新種の酵素活性の同定を行った。この酵素はキシロオリゴ糖からキ

シロースを遊離するが，基質のキシロオリゴ糖の還元末端を修飾すると活性が見

られなくなる。そのため通常のキシロシダーゼとは異なり還元末端側から単糖を

切り出す可能性が考えられていた。実際にヘテロ三糖を作用させてみると生成物

を分析するだけでどの位置で切断されたか容易に判別することができる（図５）。

その結果本酵素は還元末端の単糖を遊離していることが証明された１２）。

４．実用的なオリゴ糖合成へ－ホスホリラーゼ工学の考え方

特定のオリゴ糖を選択的に調製するためには酵素の基質特異性を利用すること

が必須である。酵素反応は水溶液中で行われる。オリゴ糖は通常デンプンのよう

な多糖あるいはスクロース（砂糖）のようなオリゴ糖を原料として，分解または

図４ β１，４－グルコ／キシロヘテロオリゴ糖ライブラリー
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糖転移反応により製造される。これは単糖からオリゴ糖を製造することが困難で

あることに起因する。単糖からオリゴ糖を生成する反応は脱水縮合反応であり一

分子の水を生成するため，水が大過剰反応系に存在する水溶液中では非常に不利

な反応となる。そのためよほど高濃度の出発基質にしない限り十分な収率を得る

ことは難しい。

天然に安価に得られる原料多糖やオリゴ糖は限定されている。例えばデンプン，

スクロース以外にはマルトースなどのデンプン分解物，ラクトース（乳糖），キ

チン，セルロース，キシランなど数えるほどしか存在しない。ここで，加水分解

酵素あるいは糖転移酵素によるオリゴ糖製造を考えた場合，得られるオリゴ糖の

結合は元の原料と同じものしか作れないため製造できるオリゴ糖はどうしても原

料により限定を受けることになる。実質的にデンプンとスクロースが主要なオリ

ゴ糖原料であるので α グルコシド系および βフラクトフラノシド系以外のオリ
ゴ糖の製造は困難である場合が多かった。

ところで前項で述べたホスホリラーゼによるオリゴ糖の調製法はグルコース１

リン酸などの高価な原料を使用するために，実用的な大量調製法として用いるこ

とができない。この目的のためには安価な原料を出発原料にすることが必須であ

る。ホスホリラーゼ工学においては二つのホスホリラーゼを組み合わせることに

より新たなオリゴ糖を製造することを図る。幸い安価な原料であるデンプン，ス

クロースおよびマルトースを加リン酸分解するホスホリラーゼは既に知られてい

る。そこで，ホスホリラーゼ工学においてはこれらの安価な原料を出発材料にし

てオリゴ糖を製造することが基本である。その際酵素の組合せ方により従来の方

法では不可能であった α 型の出発原料から β型のオリゴ糖を生産するプロセス
なども可能になる。以下にホスホリラーゼ工学の実例を示す。

図５ ヘテロ三糖の切断パターン分析による新規キシラナーゼの還元末端特異性の決定
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（１）マルトースのトレハロースへの変換
複数のホスホリラーゼを組み合わせたプロセスはまずマルトースからトレハ

ロースを生成する反応についての報告されたものが最初である１３）。この方法では

マルトースホスホリラーゼとトレハロースホスホリラーゼを組み合わせて用いる

（図６）。当初は酵素源としてミドリムシ由来のトレハロースホスホリラーゼ（反

転型）を用いていたため実用性に乏しかったが，後に細菌由来の酵素を用いて実

用化された。このプロセスは残念ながらデンプンから直接トレハロースを生成す

る酵素プロセスが実用化されたことにより淘汰されたが，トレハロースを製造す

るためのプロセスとして本命視された時期もある。

（２）スクロースのセロビオースへの変換
筆者らはホスホリラーゼ工学によるスクロースを原料としたセロビオースの生

産法を提案した１４）。この方法ではスクロースホスホリラーゼとセロビオースホス

ホリラーゼに加えてグルコースイソメラーゼを同時に作用させることによりスク

ロースを余すところ無くセロビオースに変換する（図７）。高濃度スクロースを

出発原料とすれば生成したセロビオースが系内に結晶化して容易に分離できるこ

とを利用して反応の半連続化にも成功している（図８）１５）。最終的に反応の半連

続化により９０％以上の収率でスクロースをセロビオースに変換することに成功し

た。

この方法の別の利点としてセロビオースホスホリラーゼを他のホスホリラーゼ

に変えることによりスクロースからグルコ二糖を製造する方法として一般化する

ことが可能であることがあげられる。実際に筆者らはセロビオースホスホリラー

図６ ホスホリラーゼ工学によるマルトースのトレハロースへの変換
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図７ 三酵素の同時作用によるスクロースのセロビオースへの一段階変換
SP，スクロースホスホリラーゼ；XI，キシロースイソメラーゼ；
CBP，セロビオースホスホリラーゼ

図８ 高濃度スクロースを原料としたセロビオースの半連続的生産
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ゼをラミナリビオースホスホリラーゼに変えることによるラミナリビオースの製

造法１６）を開発した。また，トレハロースホスホリラーゼ（保持型）に変えること

によるトレハロースの製造法１７）も報告されている。

（３）スクロースを原料としたアミロースの生産
２００５年に江崎グリコ�より，スクロースを原料としたアミロースの製造プロセ
スの工業化が発表された。これは，スクロースホスホリラーゼと（グリコーゲン）

ホスホリラーゼを組み合わせることにより重合度の均一なアミロースを製造する

方法であり，ホスホリラーゼ工学の新たな実用例である。

５．ホスホリラーゼ工学の新展開

（１）ホスホリラーゼの立体構造とその改変の可能性
ホスホリラーゼ工学においては，現在まで知られているホスホリラーゼの種類

の少なさが反応のバリエーションを限定していた。特に最近までグルコシド結合

以外に関与するホスホリラーゼが知られておらずホスホリラーゼ工学の対象はグ

ルコシドに限定されていた。最近ガラクトシド１８，１９）および N-アセチルグルコサミ
ニド２０，２１）を分解するホスホリラーゼが報告されたが，これらは組み合わせるべき

酵素が存在せず現状では実用的なプロセスに用いることが難しい。

このバリエーションの少なさを克服する方法としては，ホスホリラーゼの立体

構造情報を元にその基質特異性を改変することが考えられる。グリコーゲンホス

ホリラーゼの構造は１９７０年に明らかにされていたが，最近になりそれ以外の数種

のホスホリラーゼの立体構造が明らかにされ，基質特異性の改変が現実的な課題

になってきた。

図９ キトビオースホスホリラーゼの立体構造
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我々は，キトビオースホスホリラーゼの立体構造を明らかにした（図９）２２）。

その結果意外なことにグルコアミラーゼの構造と非常に類似していることがわか

った。β結合を加リン酸分解するキトビオースホスリラーゼと α 結合を加水分解
するグルコアミラーゼは基質結合サイトおよび活性中心アミノ酸に至るまで比較

的良く保存されていた。この結果は，加水分解酵素－ホスホリラーゼおよび α
切断酵素－β切断酵素の相互変換の可能性を示唆するものである。また，ホスホ
リラーゼのき基質認識かかわる部位が明らかになったことから，今後基質特異性

の改変による有用酵素の構築が期待される。また，キトビオースホスホリラーゼ

と相同性の高い酵素であるセロビオースホスホリラーゼの立体構造解析にも成功

した２３）。これらの結果を比較することによりグルコースと N-アセチルグルコサ
ミンの認識機構の違いについて考察することが可能になった。

（２）ホスホリラーゼから推定されるビフィズス菌増殖因子の実体
ラクト-N-ビオースホスホリラーゼ（LNBP）は，Galβ－１�３GlyNAc［GlcNAc

（ラクト-N-ビオース），or GalNAc（ガラクト-N-ビオース）］を可逆的に加リン
酸分解して α ガラクトース１－リン酸と GlyNAcを生じる酵素であり，Bifidobac-

terium bifidum菌体内酵素として１９９９年にはじめて報告された１８）。筆者らは本酵素

を精製し遺伝子の取得を行った１９）。B. bifidum菌体抽出液から疎水性クロマトグ

ラフィー及び陰イオン交換クロマトグラフィーを行うことにより LNBPを単一
蛋白まで精製した。精製タンパクの N末端及び内部アミノ酸配列を自動プロテ
インシーケンサーにより決定したところ，Bifidobacterium longumNCC２７０５株の
BL１６４１遺伝子産物と高い相同性を示した。BL１６４１遺伝子は機能未知のタンパク
をコードしておりホモロジーサーチの結果からも機能既知蛋白と有意な相同性は

示さなかった。次に B. longumNCC２７０５ゲノム情報を元に基準株 B. longumJCM
１２５４から LNBP遺伝子を単離し，大腸菌で発現させた。BL１６４１相当の遺伝子産
物を大腸菌で発現させ活性を調べたところ LNBPであることを確認した。LNBP
遺伝子（BL１６４１）は，遺伝子クラスター（BL１６３８－BL１６４４）内に存在する。BL
１６３８－１６４０は ABCタイプの糖輸送タンパク，BL１６４２－１６４４はそれぞれ，ムチン
脱硫酸酵素，Gal１-P ウリジリル転移酵素，UDP−Glc４－エピメラーゼと推定さ
れている（図１０）。クラスターの構成タンパクから判断すれば，本クラスターは

新規なガラクトース代謝オペロンであり，ムチン糖鎖を代謝することにより腸管

内に定着するために重要な役割を果たしていることが考えられる。B. longumゲ

ノム中には他のガラクトース代謝オペロンは存在しないことから，本オペロンが

主要なガラクトース代謝系であると推定できる。

本クラスターにより母乳栄養乳児の腸管内のビフィズス菌の定着機構について

も合理的に説明することができる。母乳栄養乳児と人工乳栄養乳児の腸内細菌叢

が異なることは古くから知られており，この違いは母乳中に含まれるオリゴ糖に

よるものであると推定されていた。しかしながら母乳オリゴ糖がどのようにビフ
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ィズス増殖因子として作用するかについては未だに明らかにされていない。本遺

伝子クラスターの存在は，ラクト系列の母乳オリゴ糖の非還元末端に存在するラ

クト Nビオース構造こそが真のビフィズス因子として働き，ビフィズス菌を選
択的に増殖させることを示唆している（図１１）。

この結果から，ラクト－N-ビオースが機能性食品素材として有用であることが
考えられる。しかしながら現在までにラクト－N-ビオースの有効な製造方法は開
発されていない。LNBPはラクト－N-ビオース製造の有用な触媒であり，将来ホ
スホリラーゼ工学を適用することにより本酵素を利用した実用的な製造法の開発

が期待される

図１０ ラクト－N－ビオースホスホリラーゼオペロンとその役割

図１１ ラクト－N－ビオースホスホリラーゼの存在により示唆されるヒトミルク
オリゴ糖によるビフィズス菌の選択的増殖メカニズム
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６．おわりに

本稿で紹介してきたとおりホスホリラーゼは組み合わせて用いることによりオ

リゴ糖を実用的に生産するプロセスに利用することが可能である。しかしながら

使用可能な酵素のバリエーションが少ないことがホスホリラーゼ工学の最大の問

題点であった。今後は酵素の遺伝子工学的改変などの技術を駆使することにより

ホスホリラーゼのバリエーションを広げることによりさらなるホスホリラーゼ工

学の発展が期待される。

（食品バイオテクノロジー研究領域 酵素研究ユニット 北岡 本光）
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