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はじめにはじめにはじめにはじめに    

 高等植物の細胞表層プロテオグリカンであるアラビノガラクタン－プロテイン（ＡＧＰ）は、植物の

生長・分化に関わる重要な分子である。増粘多糖類であるガムアラビックやカラマツアラビノガラクタ

ンはＡＧＰの一種であり、これらは乳化剤、安定剤等として食品、医薬品、工業用途で広く利用されて

いる。ＡＧＰは、アラビノースやガラクトースに富む糖鎖が、ヒドロキシプロリンに富んだコアペプチ

ドに O－結合した構造を持つといわれており、糖鎖は分子量の９０％以上を占める。本シンポジウムで

は、ＡＧＰ糖鎖に作用する糖質加水分解酵素について、これまでに獲得した種々の酵素の基質特異性メ

カニズム解明へ向けた取り組みについて紹介する。 

 

ＡＧＰＡＧＰＡＧＰＡＧＰのののの糖鎖構造糖鎖構造糖鎖構造糖鎖構造    

 ＡＧＰの糖鎖構造の詳細は不明であるが、アラビノシドやタイプＩＩアラビノガラクタン（β－１，

３－ガラクタンの主鎖にβ－１，６－ガラクタンの側鎖が結合し、さらにその末端にアラビノースが結

合した構造を持つ多糖類）であるといわれている。全てに共通するのはガラクタン骨格であり、タイプ

ＩＩアラビノガラクタンを加水分解できる酵素は、ガラクタン骨格に作用できる酵素と、修飾糖に作用

できる酵素に分けることができる。 

    

ガラクタンガラクタンガラクタンガラクタン骨格骨格骨格骨格（（（（主鎖主鎖主鎖主鎖））））にににに作用作用作用作用するするするする酵素酵素酵素酵素    

 エキソ－β－１，３－ガラクタナーゼは、β－１，３－結合したガラクタン鎖のみに特異的に作用し、

非還元末端側からガラクトースを遊離するエキソ型酵素であるが、ＡＧＰ糖鎖に作用する場合には、側

鎖ガラクトースの結合した分岐点をバイパスして加水分解し、β－１，６－ガラクトオリゴ糖を遊離す

るという興味深い性質を持つ。筆者らは、Phanerochaete chrysosporium より本酵素遺伝子をクローニ

ングし、本酵素が糖質加水分解酵素ファミリー４３（ＧＨ４３）に属することを明らかにした（文献１）。

酵母の組換えタンパク発現系により P. chrysosporium由来の組換え酵素を作製し、特性解析を行った。

P. chrysosporium由来の酵素には、β－１，３－ガラクタン結合モジュールが存在し、糖結合モジュー

ルファミリー３５（ＣＢＭ３５）に属するモジュールであることも明らかにした。ＧＨ４３にはエンド

型エキソ型の両酵素、また、アラビナナーゼ、アラビノフラノシダーゼ、キシロシダーゼなど複数の酵

素が分類されている。エキソ－β－１，３－ガラクタナーゼは基質特異性の厳密な酵素であり、この基

質認識のメカニズムを解明したいと考え、組換え酵素の結晶化を行い、両モジュールを含む形での立体

構造を解明することに成功した。ガラクトトリオースとの基質複合体構造の解析を行ったところ、ＧＨ

４３とＣＢＭ３５の各モジュールにガラクトースが一つずつ結合していた。基質認識に重要であると思

われるアミノ酸の候補が判明し、これらアミノ酸残基の変異体を作製し、基質認識に重要なアミノ酸残

基の特定を進めている。 

 

ガラクタンガラクタンガラクタンガラクタン骨格骨格骨格骨格（（（（側側側側鎖鎖鎖鎖））））にににに作用作用作用作用するするするする酵素酵素酵素酵素    

 エンド－β－１，6－ガラクタナーゼは、β－１，６－ガラクタンのみに特異的に作用し、β－１，６

－ガラクトオリゴ糖を遊離するエンド型酵素である。本酵素は糖質加水分解酵素ファミリー５（ＧＨ５）

に属する。Trichoderma viride由来の酵素のアミノ酸配列情報を利用し、ゲノム配列が解明されている

放線菌 Streptomyces avermitilis にも本酵素様配列があることを見出した。S. avermitilis より本酵

素様遺伝子をクローニングし、大腸菌の組換えタンパク発現系を用いて組換え酵素を作製し、特性解析

を行った（文献２）。エンド－β－１，6－ガラクタナーゼが属するＧＨ５もまた複数の酵素を含むファ

ミリーであり、本酵素は、非常に基質特異性の厳密な酵素である。そこで、基質認識メカニズムを明ら

かにするため、S. avermitilis由来の組換え酵素の結晶化を行い、立体構造解析に成功した。変異体を

作製し、基質認識に重要なアミノ酸残基の特定を進めている。 

 

 

 

 



修飾糖修飾糖修飾糖修飾糖にににに作用作用作用作用するするするする酵素酵素酵素酵素    

 放線菌 S. avermitilisは、ＡＧＰ糖鎖の骨格を分解できる２種類の酵素、エキソ－β－１，３－ガラ

クタナーゼ（Biosci. Biotechnol. Biochem. 70, 2745-2750, 2006）、エンド－β－１，6－ガラクタナ

ーゼ（文献２）を有しており、一連のＡＧＰ糖鎖分解酵素を有している可能性が高いと考えられた。そ

こで、ＡＧＰの一種であるガムアラビックを炭素源として本菌を培養したところ、これまで存在が知ら

れていないβ－L－アラビノピラノシダーゼ活性を培養上清に見出した。そこで本酵素活性を示す酵素を

精製し、N末端アミノ酸配列を決定し、S. avermitilisより本酵素様遺伝子をクローニングした。放線

菌の組換えタンパク発現系を用いて組換え酵素を作製することに成功し、特性解析を行って確かにβ－L

－アラビノピラノシダーゼであることを明らかにした。本酵素は、糖質加水分解酵素ファミリー２７（Ｇ

Ｈ２７）に属する酵素であり、S. avermitilis由来の酵素は、触媒モジュールの他に、糖結合モジュー

ルファミリー１３（ＣＢＭ１３）に含まれるモジュール、さらに、２つの機能未知のモジュールからな

る酵素であることが判明した。組換え酵素の結晶化を行い、４つのモジュールを含む形での立体構造解

析に成功した（文献３）。ＧＨ２７はα－D－ガラクトシダーゼが分類されるファミリーである。α－D

－ガラクトースとβ－L－アラビノピラノースとの立体構造的な違いは、Ｃ６の有無のみであり、イネ由

来のα－D－ガラクトシダーゼでＣ６の認識に関わっているアスパラギン酸が、β－L－アラビノピラノ

ースではグルタミン酸に置換されていた。このグルタミン酸をアスパラギン酸に置換した変異体を作製

したところ、変異体はα－D－ガラクトシダーゼ活性を優位に示すようになり、S. avermitilis 由来の

酵素は、唯一つのアミノ酸変異により、β－L－アラビノピラノシダーゼ活性を示していることが明らか

になった。また、糖複合体構造解析を行い、本酵素のＣＢＭ１３が、アラビノースに特異的に結合する

新しいタイプのＣＢＭ１３であることが明らかになった。 

 ＡＧＰの糖鎖構造として、直鎖のα－L－１，5－アラビナン鎖の存在を示唆する報告がある。エキソ

－１，5－α－L－アラビノフラノシダーゼは非常に基質特異性が高い酵素であり、この直鎖状のα－L

－１，5－アラビナン鎖にのみ作用し、L－アラビノースを遊離するエキソ型の酵素であり、ＧＨ４３に

属している。Streptomyces chartreusis由来のエキソ－１，5－α－L－アラビノフラノシダーゼのアミ

ノ酸配列情報より、放線菌 S. avermitilis に本酵素様配列があることを見出した。そこで、S. 

avermitilis より本酵素様遺伝子のクローニングし、大腸菌の組換えタンパク発現系を用いて組換え酵

素を作製し、特性解析を行った。S. avermitilis由来の酵素は、ＧＨ４３触媒モジュールとＣＢＭ１３

を有しており、両モジュールを含む形での結晶化、立体構造解析に成功した（文献４）。基質複合体構造

解析を行ったところ、ＧＨ４３には３つのサブサイトがあり、ＣＢＭ１３には３つのサブユニットにそ

れぞれ一つずつアラビノフラノースが結合することが分かった。種々の変異体の特性解析により、α－L

－１，5－結合に特異的な性質は、サブサイト＋１を形成するAsn159, Tyr192, Leu289によるものであ

ると示された。また、ＧＨ４３に属するエンド型酵素と比較すると、サブサイト−１周辺が異なっており、

ループ構造とアミノ酸残基の側鎖によって、エンド型酵素に存在するクレフトにあたる部分が存在しな

いことにより、エキソ型の性質を示していることが明らかになった。 

    

おわりにおわりにおわりにおわりに    

 本研究は、ＡＧＰ糖鎖に作用する糖質加水分解酵素に着目し、酵素の獲得およびその基質特異性を立

体構造的に解明することを目的としている。基質特異性の明らかな酵素は、ヘテロ多糖複合体であるＡ

ＧＰ研究にとって有用な解析ツールとなる。また、増粘多糖類の物性改変、有用オリゴ糖調製などに応

用可能である。 
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