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略語表 
 
AA：Auxiliary activity、補助活性 
ABC transporter：ATP-binding cassette transporter、ATP 結合カセット輸送体 
AgaBb：α1,3-galactosidase from Bifidobacterium bifidum JCM1254、 
 Bifidobacterium bifidum JCM1254 株由来 α1,3-ガラクトシダーゼ 
AfcA：α1,2-fucosidase from Bifidobacterium bifidum JCM1254、 
 Bifidobacterium bifidum JCM1254 株由来 α1,2-フコシダーゼ 
αFFase1：Difructose dianhydride synthase/hydrolase from Bifidobacterium dentium JCM1195、 
 Bifidobacterium dentium JCM1195 株 由 来 ジ フ ル ク ト ー ス ジ ア ン ヒ ド リ ド シ ン タ ー ゼ ・ 
 ヒドロラーゼ 
αFFase2：α-D-fructofuranosidase from Bifidobacterium dentium JCM1195、 
 Bifidobacterium dentium JCM1195 株由来 α-D-フルクトフラノシダーゼ 
AGP：Arabinogalactan protein、アラビノガラクタンタンパク質 
APS：Ammonium Persulfate、過硫酸アンモニウム 
Araf：Arabinofuranose、アラビノフラノース 
ATP：Adenosine triphosphate、アデノシン 3-リン酸 
BbhII：β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase from Bifidobacterium bifidum JCM1254、 
 Bifidobacterium bifidum JCM1254 株由来 β-6-硫酸-N-アセチルグルコサミニダーゼ 
BCA：Bicinchoninic acid、ビシンコン酸 
BL：Beam line、ビームライン 
BSA：Bovine serum albumin、ウシ⾎清アルブミン 
CAZyme：Carbohydrate active enzyme、糖質関連酵素 
CBB：Coomassie brilliant blue、クマシーブリリアントブルー 
CBM：Carbohydrate binding module、糖質結合モジュール 
CE：Carbohydrate esterase、糖質エステラーゼ 
CTF：Contrast transfer function、コントラスト伝達関数 
CV：Column volume、カラムボリューム 
DFA：Difructose dianhydride、ジフルクトースジアンヒドリド 
DUF：Domain of unknown function、機能未知ドメイン 
EC：Enzyme commission numbers、酵素番号 
FOM：Figure of merit、性能指数 
Fruf：Fructofuranoside、フルクトフラノシド 
FSC：Fourrier shell correlation、フーリエシェルコリレーション 
Fuc：Fucose、フコース 
GAFase ： 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase from Bifidobacterium longum subsp. longum 
 JCM7052、Bifidobacterium longum subsp. longum JCM7052 株由来 3-O-α-D-ガラクトシル-α-L- 
 アラビノフラノシダーゼ 
Gal：Galactose、ガラクトース 
GalNAc：N-acetylgalactosamine、N-アセチルガラクトサミン 
GH：Glycoside hydrolase、糖質加⽔分解酵素 
Glc：Glucose、グルコース 
GlcA：Glucuronic acid、グルクロン酸 
GlcNAc：N-acetylglucosamine、N-アセチルグルコサミン 
GT：Glycosyltransferase、糖転移酵素 
GNB：Galacto-N-biose、ガラクト-N-ビオース 
HEPES：4-(2-Hydroxy ethyl)-1-piperazine ethane sulfonic acid、 
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 4-（2-ヒドロキシエチル）-1-ピペラジンエタンスルホン酸 
HMO：Human milk oligosaccharide、ヒトミルクオリゴ糖 
IMAC：Immobilized metal affinity chromatography、 
 固定化⾦属アフィニティークロマトグラフィー 
IPTG：Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside、イソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド 
ITC：Isothermal calorimetry、等温滴定カロリメトリー 
IUBMB：International union of biochemistry and molecular biology 
KEK：⾼エネルギー加速器研究機構 
Lac：Lactose、ラクトース 
LacNAc：N-acetyllactosamine、N-アセチルラクトサミン 
LB：Luria-Bertani（培地の種類） 
LGB：Lower Gel Buffer（SDS-PAGE の分離ゲルのバッファー） 
LNB：Lacto-N-biose I、ラクト-N-ビオース I 
LNT：Lacto-N-triose II、ラクト-N-トリオース II 
lDDT：Local-difference distance test（AlphaFold2 の予測モデルを評価するための指標） 
MD：Molecular dynamics、分⼦動⼒学 
MMS：Microseed matrix screening（シーディングを⽤いた結晶化スクリーニングの⼿法） 
MPD：2-methyl-2,4-pentanediol、2-メチル-2,4-ペンタンジオール 
MSA：Multiple sequence alignment、多重整列 
NAGT-6S：N-acetylglucosamine thiazoline-6 sulfate、N-アセチルグルコサミンチアゾリン-6-硫酸 
Neu5Ac：Neuraminic acid、ノイラミン酸 
NMR：Nuclear magnetic resonance、核磁気共鳴 
OD：Optical density、光学密度 
PAE：Predicted aligned error（AlphaFold2 の予測モデルを評価するための指標） 
PBS：Phosphate Buffered Saline、リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔ 
PCT： Pre-crystallization test（結晶化スクリーニングの濃度を決定するためのキット） 
PDB：Protein data bank、タンパク質構造データバンク 
PEG：Polyethylene glycol、ポリエチレングリコール 
PF：Photon factory、放射光実験施設フォトンファクトリー 
PGM：Porcine gastric mucin、ブタ胃ムチン 
PL：Polysaccharide lyase、多糖リアーゼ 
pNP：para-nitrophenol、パラニトロフェノール 
QM/MM：Quantum mechanics/molecular mechanics、量⼦⼒学/分⼦⼒学 
Rha：Rhamnose、ラムノース 
RMSD：Root-mean-square deviation、平均⼆乗偏差値 
SAD：Single-wavelength anomalous dispersion、単波⻑異常分散 
SDS-PAGE：Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis、 
 ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
Se-Met：Selenomethione、セレノメチオニン 
SHT：SKIK-His10 tag-TEV sequence、SKIK-His10 tag-TEV プロテアーゼ認識サイト 
Sia：Sialic Acid、シアル酸 
SKIK：Serine-lysine-isoleucine-lysine、セリン-リジン-イソロイシン-リジン 
SLS：Swiss light source（スイスにある放射光施設の名称） 
SNFG：Symbol nomenclature for glycans（糖質の模式図と略称の標準規格） 
TEMED：Tetramethylethylenediamine、テトラメチルエチレンジアミン 
TEV：Tobacco Etch virus、タバコエッチウィルス 
TLC：Thin layer chromatography、薄層クロマトグラフィー 
Tris：Tris (hydroxymethyl) aminomethane、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン 
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UGB：Upper Gel Buffer（SDS-PAGE の濃縮ゲルのバッファー） 
UV：Ultra violet、紫外線 
2’-FL：2’-Fucosyllactose、2’-フコシルラクトース 
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0.1. はじめに 
 本研究では、ヒトから単離されたビフィズス菌の増殖に寄与する６種類の糖質関連酵素の分⼦機能
に着⽬し、構造⽣物学的な解析を⾏った。第１部では乳児型ビフィズス菌 Bifidobacterium bifidum 由来
の腸管粘膜ムチン糖鎖代謝に関わる 3 つの酵素の構造解析および酵素学的・⽣化学的実験を⾏った。
第２部では成⼈型ビフィズス菌 B. dentium 由来のカラメル化糖に作⽤する酵素群の酵素学的・⽣化学
的解析および構造解析を⾏った。第３部では B. longum subsp. longum（B. longum）由来のアラビアゴ
ム含有特殊アラビノガラクタン資化経路関連酵素の構造解析を⾏った。 
 序論では本研究で扱うサンプルに共通する「ビフィズス菌」と「糖質関連酵素」について概説し、
最後に本論⽂の研究⽬的を述べる。 
 

0.2. 腸内細菌とビフィズス菌 
 腸内細菌は、ヒトの腸管内に 1000 種類以上、乾燥糞便 1 g あたり約 1 兆個と⾮常に多く⽣息してい
る。近年の研究によって、腸内細菌が宿主の健康に及ぼす影響は多岐に渡ることが次々と明らかにさ
れてきた。 
 その中でも「善⽟菌」は宿主の健康増進をもたらす微⽣物である。健康科学の分野では兼ねてより、
①摂取することで腸内フローラの改善や回復などの健康効果を持つ⽣きた微⽣物をプロバイオティ
クス、②摂取することで善⽟菌の増殖や活性化を促す物質をプレバイオティクス、③プロバイオテ
ィクスとプレバイオティクスの混合物をシンバイオティクス、と呼んでいる(1)。近年ではさらに健
康増進効果のあるプロバイオティクスの代謝物（ポストバイオティクス）や加熱殺菌された微⽣物
（パラプロバイオティクス）など、新たな概念が唱えられている(2)。これらは下痢(3)、アレルギー
(4)、アトピー性⽪膚炎(5)の予防・改善効果、抗腫瘍免疫の増強(6)、⾎清コレステロール値の低減(7)、
腸 管 内 の ビ タ ミ ン 、 葉 酸 利 ⽤ の 制 御 (8) な ど 、 様 々 な 作 ⽤ が 報 告 さ れ て い る 。 特 に 乳 酸 菌
（Lactobacillus 属）、ビフィズス菌（Bifidobacterium 属）、そして納⾖菌（Bacillus subtilis var. natto）
が善⽟菌の代表例として扱われている。以降では主にビフィズス菌について述べる。 
 
0.2.1. 宿主の成⻑の変化に伴う腸内細菌叢とビフィドームの変化 
 胎児は体内で完全な無菌状態で⽣活し、⽣後、急速に細菌叢が形成される。⽣後 1 ⽇⽬には、ほと
んど全ての新⽣児の便から⼤腸菌、腸球菌、乳酸菌、クロストリジウム、ブドウ球菌が検出される。
⺟乳で育った乳児では⽣後３⽇⽬あたりからビフィズス菌が出現し始め、それまで出現していた菌群
が減少していく。⽣後 4〜7 ⽇⽬にはビフィズス菌が優勢となり、他属の菌数はビフィズス菌の約 1%
にまで減少し「ビフィドーム」と呼ばれるビフィズス菌が全体の微⽣物群の 100%近くを占めるよう
な状態になる。離乳期に⼊ると、腸内細菌叢は成⼈に近いグラム陰性菌叢が優勢な状態になり、ビフ
ィズス菌はフローラ全体の約 10%にまで減少する(9、図 0-1.)。 
 年齢層によって優勢なビフィズス菌種やバイオタイプに違いが⾒られる。乳児から単離されたビフ
ィズス菌は、B. bifidum、B. longum subsp. infantis（B. infantis）、B. breve subsp. breve（B. breve）、B. 
breve subsp. parvulorum（B. parvulorum）、B. longum である。これらの種は、B. longum を除いてほと
んど乳児にしか存在しない。⼀⽅、B. adolescentis と B. longum は、⼩児、成⼈、⽼年男性の腸内で多
く⾒られ、⽼年男性では B. adolescentis の出現率が他の年齢層に⽐べて有意に多い。これらの種は、
乳幼児からはごく稀にしか検出されない。近年では更に B. catenulatum、B. angulatum、そして⼝腔内
細菌のイメージが強い B. dentium など新たな種が成⼈の便から単離されている(10)。 
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図 0-1.年齢に伴う糞便中の微⽣物叢の変化。⾚い曲線がビフィズス菌の菌数に該当する。Mitsuoka, Biosci 
Microbiota Food Health, 2014(9)より⼀部改変。 

0.2.2. ビフィズス菌が⽣育に⽤いる炭素源の種類 
 ヒトのゲノムには、糖質の消化に直接関係する遺伝⼦が 8 つしか存在しない(11)。これらの遺伝⼦
は⾷物に含まれる複雑な糖鎖を全て分解するには不⼗分であり、腸内細菌は宿主が資化できない糖鎖
を炭素源・エネルギー源としている。しかし澱粉などの易消化糖質は、消化管上部に⽣息する腸内細
菌によって消化・吸収されるため、ビフィズス菌の⽣息する消化管下部には容易に分解し吸収し得る
糖質はほとんど届かない。これに対して、ビフィズス菌は独⾃の糖代謝経路を複数有することにより、
貧栄養環境中でも難消化性の糖を分解し利⽤して⽣育することを可能にしている。 
 乳児と成⼈の⾷習慣の違いは明確である。乳児の腸内に存在するビフィズス菌（乳児型ビフィズス
菌）は腸管粘膜のムチン糖鎖やヒトミルクオリゴ糖（human milk oligosaccharide、HMO）を代謝する。
B. bifidum と B. infantis のゲノム上にはムチン糖鎖と HMO の代謝に対応した遺伝⼦が多数存在する(12)。
B. breve や B. longum などの他のビフィズス菌種は、B. bifidum や B. infantis に⾒られるような HMO 異
化に関わる遺伝⼦群を保有していない。しかし、特定の HMO を分解することができ、また、他のビ
フィズス菌が分解する糖質を獲得することで共⽣関係を確⽴している(13)。離乳後、ビフィズス菌は
植物由来の糖質の代謝に適応できる種（成⼈型ビフィズス菌）へと変化する。これについては、成⼈
の⾷習慣が乳児と⽐較して多様かつ複雑であるため、代謝経路についてまだ不明な点が多々存在する。 
 ムチン糖鎖、HMO、植物由来の糖質の糖構造は⼤きく異なる。ビフィズス菌のゲノムに含まれる
遺伝⼦の 12%以上は糖質代謝に関わる酵素（糖質関連酵素）をコードしていると予測されている。こ
れによって多彩な構造を持つ糖質を分解しエネルギー源としていると考えられている。 
 

0.3. 糖質関連酵素（CAZyme） 
 ビフィズス菌が資化する糖質は、複数の単糖のグリコシド結合によって形成される糖質のことを指
す。グリコシド結合は、ある糖のアノマー炭素と別の糖のヒドロキシ基の間に⽣じる(14)。⼀つの糖
にはヒドロキシ基が複数あり、また 2 つのアノマー型が存在する。更にはフラノースやピラノースな
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どの環状構造の違いや硫酸基などの修飾が存在する。これらの組み合わせで成り⽴っている糖質の構
造の可能性は無限に近い(15)。このような構造の多様性を反映して、糖質の⽣合成、修飾、結合、異
化に関与する酵素の種類も⾮常に多様である。 
 糖質関連酵素（carbohydrate active enzyme、CAZyme）は糖質を合成・分解する酵素の総称である。
CAZyme は、国際⽣化学・分⼦⽣物学連合（International Union of Biochemistry and Molecular Biology、
IUBMB）による酵素命名法に従っている（例：α-amylase、β-galactosidase など）。しかし、この命名
法は基質特異性に基づいたものであり、酵素の反応機構や配列、構造類似性などの特徴を反映してい
ない。そのため、Bernard Henrissat らは CAZyme をアミノ酸配列の相同性に基づいて「ファミリー」
に分類し、CAZy database（http://www.cazy.org）に纏めている。CAZy では、CAZyme を糖質加⽔分解
酵素（glycoside hydrolase、GH、EC 3.2.1-）、糖転移酵素（glycosyltransferase、GT、EC 2.-）、多糖リ
アーゼ（polysaccharide lyase、PL、EC 4.2.2.-）、糖質エステラーゼ（carbohydrate esterase、CE、EC 
3.1.1.-）、補助活性（auxiliary activity、AA、EC 1.-）、糖質結合モジュール（carbohydrate binding 
module、CBM）の 6 つのクラスに⼤別され、クラス毎に細かいファミリーに分類している(16)。この
分類法により同⼀ファミリーに分類される酵素には以下の特徴がある。 

• 同様の構造を持つ。 
• 進化的に関連がある。 
• 同様の反応機構を持つ。 

ただし、酵素の基質特異性を反映していないため、同じファミリー内に様々な基質特異性を持つ酵素
が含まれている。なお、CBM は酵素活性を有していないが、他のクラスの触媒に関連していること
が多い。 
 ビフィズス菌は CAZyme の中でも GH を特に多く保有しており、ビフィズス菌のゲノムが初めて発
表されて以来、これらの GH に関する知⾒が多く得られている(17)。本研究でもビフィズス菌由来の
GH、そしてその活性に間接的に関わる CBM について論ずる。 
 
0.3.1. 糖質加⽔分解酵素（GH） 
 GH は、糖質の O-、N-、S-型グリコシド結合の加⽔分解を触媒する酵素で、糖のヘミアセタールま
たはへミケタールと、アグリコンを遊離させる（図 0-2. A）。CAZy では 2021 年 12 ⽉現在、⽋番と
なっている 8 つのファミリーを含む 172 のファミリー（GH1〜GH172）が設⽴されている。また、フ
ァミリー縦断的にフォールドに基づいた 18 のクラン分類（GH-A〜GH-R）がなされている(18)。1 つ
のファミリーの酵素群は配列・フォールドが類似しているため同じクランに属し、1 つのクランには
複数のファミリーが含まれている。また、どのクランにも該当しないファミリーも存在する。他にも、
糖質の⾮還元末端（稀に還元末端）に作⽤し単糖を遊離する exo 型と、鎖の中間を切断する endo 型で
区別することもできる（図 0-2. B）。 
 
糖質加⽔分解酵素の反応機構 
 GH では、1953 年に Koshland が定義したアノマー保持型とアノマー反転型の反応機構が頻繁に⾒ら
れている(19)。しかし、これらのメカニズムの興味深いバリエーションがいくつか発⾒されており、
近年では、NADH を補酵素とし反応を触媒する、従来のものとは根本的に異なるメカニズムも発⾒さ
れている。また、1 つのファミリーにつき反応機構は 1 種類だけとは限らない(20)。 

• アノマー反転型反応機構 
 アノマー反転型反応機構は図 0-2. C のように、オキソカルベニウムイオンのような遷移状態を伴う
1 段階の単⼀置換機構によって達成される。この反応は、通常 6-11 Å 離れた位置にある 2 つのアミノ
酸側鎖（通常は Glu また Asp）がそれぞれ⼀般酸触媒残基、⼀般塩基触媒残基として働くことによっ
て成り⽴つ。このメカニズムの特性として、基質と⽣成物でアノマー形が異なる点が挙げられる。 
 例外として、mannose-1-phosphate を基質とする⼀部の GH62 mannosidase は⼀般酸触媒残基を持って
いなくても反応を触媒する。 
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図 0-2. 糖質加⽔分解酵素（GH）の分⼦機構。A. GH が触媒する反応の模式図。B. 糖鎖上で exo 型、endo 型の酵
素が作⽤する部位。C. アノマー反転型 GH の反応機構。D. アノマー保持型 GH の反応機構。CAZypedia
（https://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases）より。 

• アノマー保持型反応機構 
 アノマー保持型反応機構は図 0-2. D のように、共有結合したグリコシル酵素中間体を含む 2 段階の
２重置換機構によって⾏われるのが⼀般的である。各段階でオキソカルベニウムイオンのような遷移
状態を通過する。反応は、5.5 Å 間隔で配置された 2 つのアミノ酸側鎖（Glu または Asp）がそれぞれ
酸塩基性触媒残基および求核性触媒残基として働くことによって成り⽴つ。グリコシル化とも呼ばれ
る第⼀段階では、⼀⽅の残基がアノマー炭素を求核攻撃してアグリコンを置換し、グリコシル酵素の
中間体を形成する。同時に、もう⼀⽅の残基が酸性触媒残基として機能し、結合が切断せれる際にグ
リコシル結合の酸素をプロトン化する。第２段階（脱グリコシル化）では、グリコシル酵素が⽔分⼦
によって加⽔分解され、もう⼀⽅の残基が塩基性触媒残基として機能し、⽔分⼦が攻撃する際にプロ
トンを獲得する。このメカニズムの特性として、基質と⽣成物でアノマー形が同じである点が挙げら
れる。酸塩基性触媒残基の pKa 値は、触媒作⽤中に⾼値と低値の間を循環し、触媒作⽤の各ステップ
での役割に応じて最適化される(21)。 
 
0.3.2. 糖質結合モジュール（CBM） 
 CBM は、複数のドメインを有する CAZyme の⼀部を形成し、構造的に独⽴したモジュールに折り
たたまれたドメインである(22)。CBM の⼀般的な役割は、糖鎖リガンドに結合し、触媒ドメインに導
くことで、CAZyme の触媒効率を⾼めることである。CBM ⾃体は触媒活性を持たず、⼀般的には GH
と関連しているが、PL、GT、polysaccharide oxidase、植物細胞壁に結合するエキスパンシンやいくつ
かのレクチンでも確認されている。 
 CBM はリガンドと結合しても、それ⾃体には構造変化を起こさない。むしろ糖鎖結合部位の形状
は、結合部位のアミノ酸側鎖が標的リガンドの形状と相補的になるように形成されている。CBM を
含むマルチプルドメイン酵素は、全体的に⾮常に柔軟で、基質を結合する際に⼤きなコンフォメーシ
ョン変化を起こすことがある。CBM と活性部位の間では、Ser-Thr-Pro からなる柔軟な配列が頻繁に
⾒られ、これが CBM に対する触媒モジュールの向きや⽅向の変化を可能にする。例外的に 5 helical 
bundle linker モジュールのような硬い連結領域を持つ酵素も存在する(23)。 
 2021 年 12 ⽉現在、CBM は GH と同様にアミノ酸配列の類似性に基づいて CAZy database にて 88 の
ファミリーに分類されている。これらのファミリーは、構造的に類似したフォールドや糖鎖結合機能
を持つモジュールを集めていることが多い。しかし、ターゲットとする糖鎖リガンドに多様性を⽰す
ファミリーもいくつかある。 
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 CBM には、⼤きく 7 種類のフォールドが存在する(24)。CBM の最も⼀般的なフォールドは、3〜6
本の逆並⾏ β-strand からなる２枚の β-sheet が重なり合った β-sandwich fold である。リガンド結合部位
は、β-sheet の⼀⽅の⾯に位置する場合と、β-sheet の可変ループ領域内に位置する場合がある。2 つの
リガンド結合部位を有する CBM も存在する(25)。その他のフォールドファミリーには、β-trefloid fold 、
cystine knot、OB fold、hevein、hevein-like、unique fold、などがある。β-trefoil fold の CBM は、多糖へ
の結合を⽰し、キシランやアラビノキシランとの相互作⽤が報告されている(26)。 
 CBM は標的となるリガンドの形状と重合度によって 3 つのタイプに分類される（図 0-3）。結合部
位の構造は、酵素が糖鎖のどの領域を標的とするかと深く関係している。 

• タイプ A はセルロースやキチンのような多糖の結晶表⾯に結合する。その結合部位は平⾯的
で、芳⾹族アミノ酸が豊富に含まれており、平⾯的な多糖類の表⾯に結合するための平らな
プラットフォームを形成している。 

• タイプ B は糖鎖の中間部分と結合する endo 型結合様式を有する。タイプ B は、現在までに報
告されている CBM の中で最も多い形態である。その結合部位は、4 糖以上の⻑い糖鎖に対応
するため、いくつもの結合サブサイトを持ち、拡張された溝やクレフトのように⾒える。 

• タイプ C は糖鎖の還元末端、または⾮還元末端に結合する exo 型結合様式を有する。タイプ
C の結合部位は、単糖から３糖の短い糖鎖リガンドを認識するための⼩さなポケットである。
このタイプは「レクチン様」とされ、レクチンや触媒モジュールが付加されていないタンパ
ク質がメンバーとして含まれることがある。 

 
CBM の役割 
CBM は主に４つの機能的な役割を担っている。 

• CBM の結合部位の構造に応じて、酵素の基質糖質を認識する。 
• 酵素を基質となる糖類に接近させ、局所的に酵素濃度を⾼める。これにより、迅速かつ効率

的に基質を分解することができる。 
• ⼀部の CBMでは、例えばセルロース繊維や澱粉顆粒のような強固に充填された多糖類の表⾯

と相互作⽤して構造を撹乱し、触媒モジュールの基質へのアクセスを助ける効果が確認され
ている。これによって効率的な分解が⾏われていることも⽰されている。 

• ⼀部の CBMは、細菌の細胞壁の表⾯に酵素を付着させ、外部の隣接する基質に対して触媒反
応を促す。 

 

 
図 0-3. 多糖基質に対する各 CBM タイプの結合様式。CAZypedia
（https://www.cazypedia.org/index.php/Carbohydrate-binding_modules）より 
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0.4. 本研究の⽬的 
 先述の通り、ビフィズス菌は独⾃に進化させた様々な CAZyme を利⽤することにより貧栄養環境下
にある難消化性糖質を分解し、炭素源・エネルギー源を獲得して⼤腸内に定着・増殖する。これまで
世界中で成された研究により、ビフィズス菌由来の CAZyme の⽣化学的な機能が明らかにされて来た。
しかし分⼦レベルでの機構の解明に⾄っては、知⾒が不⼗分なタンパク質がいまだに多く存在する。 
 そこで本研究では、X 線結晶構造解析を主体に新規性の⾼い GH や CBM の⾼分解能構造の決定を
まず⽬標とした。これにより、CAZyme のどのアミノ酸残基がどのように糖質と相互作⽤し、その結
果、どのような現象が起こり得るのか推測を⽴て、更なる機能解析へと繋げた。 
 酵素の分⼦機能を解明することで、ビフィズス菌がヒトとの共⽣関係の中でどのようにして独⾃の
進化を遂げて「善⽟菌の代表格」となるに⾄ったのか、その理解の⼀端に触れることが出来る。また、
分⼦機能の解明は、「ビフィズス菌がどの糖質を効率的に分解できるのか」の理解に繋がり、新たな
ビフィズス菌の増殖因⼦の構築のヒントを得られる可能性がある。さらに、タンパク質の構造と分⼦
機能が解れば、変異による機能改変が容易なものとなる。実際、GH の機能改変によって作製された
グライコシンターゼ、糖転移酵素、糖質ホスホリラーゼは産業的な実⽤化が期待されている。このよ
うに本研究は基礎研究と応⽤研究の両⽅で⼤きな意義を持っている。 
 より網羅的な知⾒を得るため、本研究ではビフィズス菌種、基質となる糖質を問わず、６種類の
CAZymes を対象に実験を⾏った。本論⽂は３部に分けてこれらの CAZymes を紹介する。 

• 第１部では、乳児型ビフィズス菌 B. bifidum JCM1254 株のムチン含有 Core 2 O-glycan 代謝関
連酵素群として、膜結合型 CAZyme である GH110 α1,3-galactosidase AgaBb、GH95 α1,2-
fucosidase AfcA 及 び そ の N 末 端 に 付 属 す る 新 規 CBM 、 そ し て GH20 β-6-SO3-N-
acetylglucosaminidase BbhII について取り挙げる。 

• 第２部では、成⼈型ビフィズス菌 B. dentium JCM1195 株のイヌリン代謝経路及びカラメル化
糖分解酵素群として、菌体内 GH である GH172 difructose dianhydride synthase/hydrolase αFFase1、
GH172 α-D-fructofuranosidase αFFase2 について取り挙げる。 

• 第３部では、成⼈型ビフィズス菌 B. longum JCM7052 株のアラビアゴム含有アラビノガラク
タン糖鎖資化関連酵素として GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase GAfase について
取り挙げる。 
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第１部 
乳児型ビフィズス菌 Bifidobacterium bifidum JCM1254 株の 

ムチン含有 Core 2 O-glycan 代謝経路関連酵素の構造機能解析 
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1.0.1. はじめに 
 ここでは乳児型ビフィズス菌 B. bifidum JCM1254 株のムチン含有 Core 2 O-glycan 代謝関連酵素群の
研究を扱う。それに先⽴ち、序論としてヒト消化管由来ムチン型糖タンパク質と B. bifidum の膜表層
結合型酵素群によって形成される Core 2 O-glycan 代謝経路の全容について概説する。 
 
1.0.1.1. ヒト消化管由来ムチン型糖タンパク質の糖鎖 
 ヒトの呼吸器、胃腸などの消化管、⽣殖腺などの上⽪は、ムチンを主成分とした粘液に覆われてい
る。ムチンは、糖を多量に含む糖タンパク質であり、2 層構造を取っている。外層のゲル層は共⽣細
菌の定着の場として、上⽪細胞に接する粘液層である内層は細菌の上⽪細胞への侵⼊を防ぐバリアと
しての役割を果たしている(27)。ビフィズス菌にとって、ムチンは最も主要な受容体、すなわち⽣息
の場であると考えられており、同時に最も⾝近な糖質源となる。 
 ムチン糖鎖は、ほとんどが糖鎖の N-アセチルガラクトサミン（N-acetylgalactosamine、GalNAc）と
コアタンパク質の Ser または Thr 残基のヒドロキシ基とで α-O-グリコシド結合により連結している。
糖鎖の種類と結合の仕⽅によりコア構造が定められており、Core 1 から Core 8 まで知られている。こ
れらの組み合わせで⺟核構造を作る。基幹領域はガラクトース（galactose、Gal）と N-アセチルグル
コサミン（N-acetylglucosamine、GlcNAc）で構成される⼆糖：Gal-β1,3-GlcNAc（type I）、Gal-β1,4-
GlcNAc（type II）からなる。さらに GalNAc の結合により分岐化され、α 結合した Gal、GalNAc、フ
コース（fucose、Fuc）、あるいはシアル酸（sialic acid、Sia、またはノイラミン酸、neuraminic acid、
Neu5Ac）で終結する（図 1-0-1、(28)）。 
 さらに、ヒト由来のムチン糖鎖に含まれる GlcNAc の 6 位や Gal の 3 位は硫酸化修飾されることが
ある。硫酸化によるムチン糖鎖の誘導構造は 40 以上報告されている(29)。この修飾は腸管粘膜におけ
るムチンの炎症刺激に対する粘膜バリアとしての機能や⼤腸炎抑制の働きに重要であることが、マウ
スの GlcNAc-6-O-硫酸基転移酵素遺伝⼦⽋損株を⽤いて証明された(30)。 
 私の知る限り、乳児と成⼈での違いを評価した⽂献は存在しないが、ムチン糖鎖のコア構造は消化
管の部位により異なっている。消化管上部（胃・⼗⼆指腸）では Core 1 ガラクト-N-ビオース
（galacto-N-biose、GNB）構造が主である。⼀⽅、消化管下部（⼩腸）では sialyl/galactosyl-Core 3 が
ムチン糖鎖の主構造である(29)。Core 2 は⼩腸と⼤腸を含む様々な組織に分布している(31)。ビフィズ
ス菌はこれらの糖鎖を加⽔分解する酵素群を有することが知られており、種によって代謝経路に違い
がある(32)。本研究では、現時点で最も詳細に研究されている B. bifidum JCM1254 株由来の Core 2 構
造、6 位硫酸化 GlcNAc、B 型⾎液型エピトープを組み合わせた糖鎖の代謝経路に焦点を当てる。以
降、この組み合わせの糖構造を、Katoh et al., Microorganisms, 2020 における糖鎖の名称に合わせて
Core 2 O-glycan と呼ぶ。 
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ムチン糖鎖のコア構造 
1 2 3 4 

 
 

 
 

5 6 7 8 

    
    

ムチン糖鎖骨格の繰り返し構造 
Type 1 Type 2 Poly N-acetyllactosamine type 2 Branched N-acetyllactosamine 

type 2 

  
  

    

ムチン糖鎖の主要なエピトープ構造 
Blood group H Blood group A Blood group B Lewisa 

    
    

Lewisx Lewisb Lewisy Sialyl Lewisa 

 
 

  

    

Sialyl Lewisx 6’Sulfo sialyl 
Lewisx Sialyl-Tn Sialyl-T-antigen 1 

  

  

    

Sialyl-T-antigen 2 Monosialylated 
core 3 Sda antigen Type 1 chain Sda antigen Type 2 chain 

    
    

Gal Fuc GlcNAc GalNAc Sia 
     

     

図 1-0-1. ムチン糖鎖の様々な糖構造。本研究で主に取り上げる Core 2 および B 型⾎液型エピトープ（blood Group 
B）を⻩⾊で⽰す。糖の表記は Symbol Nomenclature for Glycans（SNFG）に基づく。Corfield, Biochm Biophys Acta, 
2015(33)より改変。 
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1.0.1.2. B. bifidum JCM1254 株の Core 2 O-glycan 代謝経路 
 B. bifidum JCM1254 株は硫酸化および B 型⾎液型エピトープ（図 1-0-1 の blood Group B）を付加さ
れた Core 2 糖構造から 4 つの膜表層結合型 GH、GH110 α1,3-galactosidase AgaBb(34)、GH95 α1,2-
fucosidase AfcA(35)、GH2 β1,4-galactosidase BbgIII(36)、GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase BbhII(37)
を⽤いて単糖を⼀つずつ遊離させる。その後、GH101 endo-α-N-acetylglucosaminidase EngBF の作⽤に
より GNB とムチンタンパク質の Ser/Thr 側鎖間の α-O-グリコシド結合が切られ(38)、ABC transporter
を経由して GNB が菌体内に取り込まれる。菌体内の GNB は GH112 β1,3-galactosyl-N-acetylhexosamine 
phosphorylase GLNBP によって Gal-1 リン酸（Gal1P）と GalNAc に分けられ(39)、それぞれの糖は
GNB/LNB 経路というビフィズス菌特有の代謝経路に取り込まれる（図 1-0-2、(31)）。 
 
 

 
図 1-0-2. B. bifidum JCM1254 株の Core 2 O-glycan 糖代謝経路。各酵素の基質、⽣成物、そしてドメイン構成（N
末端から C 末端の順）を⽰す。本論⽂で研究対象としている酵素（AgaBb、AfcA、BbhII）は⾊付きで⽰す。糖
の表記は SNFG に基づく。Katoh et al., Microorganisms, 2020(31)より改変。 

 この代謝経路に関わる酵素群はいずれも⽣化学的に、また酵素学的に詳細に研究され著名な国際誌
にて発表されている。更に、AfcA の活性ドメイン(40)、BbgIII(41)、EngBF(42)、GLNBP(43)について
は構造解析が⾏われ、発表当時はその新規性が注⽬を集めた。これらの知⾒を基に特に AfcA と
GLNBP に⾄っては HMO の合成を⽬的としたグライコシンターゼ化や反応効率向上などの反応改変へ
の挑戦が繰り返されている（(44)、福⽥勇介 2020 年度修⼠論⽂より）。 
 ⼀⽅、AgaBb、BbhII、AfcA の N 末端部分は既知の構造との配列同⼀性が 30%以下と低く、
AlphaFold2 などで作製した構造予測モデル(45)を⽤いた構造⽐較などから分⼦機能を解明するのは極
めて困難である。これらの酵素の分⼦機能を解明すれば GLNBP などと同様に糖質合成などの応⽤研
究に展開できるかもしれない。よって本研究ではこの 3 つの酵素の構造解析をまず⾏い、そこから触
媒活性の分⼦メカニズムの予想を⽴て、実験的に証明することを⽬指した。 
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第１章―B 型⾎液型抗原に特異的な GH110 α1,3-galactosidase AgaBb の
構造解析 

1.1.1. はじめに 
 本章では B 型⾎液型抗原に特異的な GH110 α1,3-galactosidase AgaBb の構造解析について述べる。序
論としてムチン糖鎖の⾎液型抗原と GH110、CBM51、AgaBb について概説した上で、本研究の⽬的、
⽅法、結果、考察について詳細に論ずる。 
 
1.1.1.1. ムチン糖鎖の⾎液型抗原と GH110 について 
 消化管ムチンの O-結合型糖鎖の⾮還元末端は、通常、様々な⾎液型抗原で覆われており、⼀般の
常在菌の消化酵素に対する抵抗性を付与している。ABH ⾎液型抗原は、⾚⾎球やその他の体細胞の
細胞表⾯抗原としてよく知られている。また、ABH 抗原は、ヒトでは消化管ムチンなどの分泌型糖
タンパク質でも発現している。H 抗原（O 型⾎液型抗原）は単純な 2 糖構造（Fuc-α1,2-Gal）からな
る。GalNAc または Gal が H 抗原の Gal 残基に α1,3 結合し、分岐型の A 型[GalNAc-α1,3-(Fuc-α1,2-)Gal]
または B 型[Gal-α1,3-(Fuc-α1,2-)Gal]⾎液型抗原を形成する(46)。 
 GH110 は、B 型⾎液型抗原の末端 αGal を選択的かつ効率的に除去し、H 抗原に変換する酵素の探
索の⼀環で、2007 年に Liu らによって発⾒された(47)。通常、多くの GH がオリゴ糖よりも para-
nitorphenol（pNP）基質に⾼い⾒かけの活性を⽰すのとは対照的に、当時解析された Bacteroides 
fragilis NTCT9343 株由来の酵素（BfGal110A）は分岐型の B 型⾎液型抗原に対して 6.6 U/mg、pNP-α-
Gal に対して 0.3 U/mg と、従来とは逆の特性を⽰した。BfGal110A は分岐型の B 型⾎液型抗原に含ま
れる α1,3 結合の Gal に対してのみ強い活性を⽰し、P1 および Pk ⾎液型抗原に⾒られる α1,4Gal 結合、
Fuc を含まない直鎖型の B 型⾎液型抗原（Galili 抗原）の α1,3-Gal を加⽔分解しない（表 1-1-1）。こ
の特性から、BfGal110A は Fuc を認識しないと galactosidase 活性を⽰さない可能性が⽰唆された。 
 その後、2008 年に Liu らの続報により 2 つの異なる subfamily の存在が明らかになった(48)。
subfamily A は分岐型の B 型⾎液型抗原にのみ作⽤するが、subfamily B には分岐型、直鎖型の両⽅に
作⽤する結合特異的な α1,3-galactosidase が含まれている。 
 ⼀⽅、近年まで GH110 の研究では腸内細菌由来のものしか解析されていなかった。B 型⾎液型抗原
は霊⻑類、⿂類、両⽣類、その他の動物、⼀部の植物が有しているとされているため、その他の⽣態
系で GH110 が発⾒されることは想定されていなかった。しかし 2020 年に McGuire らによって海洋細
菌 Pseudoalteromonas distincta U2A 株から新規な特異性を持つ GH110（PdGH110B）が発⾒された。
PdGH110B は λ carrageenan のような硫酸化ガラクタンに作⽤する(49)。この酵素は Liu らが報告した
サブファミリーのどちらにも属さない。また、ガラクトビオース（galactobiose、Gal-α1,3-Gal）に含
まれるグリコシド結合を加⽔分解するが、B 型⾎液型抗原には作⽤しない（表 1-1-1）。さらに
PdGH110B は GH110 で唯⼀、結晶構造が解かれている酵素として CAZy に登録されている（図 1-1-
1）。McGuire らが発表した結晶構造から GH110 は GH-N（β-helix）クランに属することが解った。し
かし、その基質特異性の違いにより、PdGH110B の結晶構造を基に他の subfamily による Fuc の認識様
式は特定できない。 
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表 1-1-1. GH110 の各 subfamily の基質特異性。本研究で扱う AgaBb が属する subfamily A の基質特異性を⻩⾊で⽰
す。糖の表記は SNFG に基づく。 

Substrate Subfamily A Subfamily B PdGH110B 
Gal-α1,3-Gal structures    
Galactobiose    

 - + + 
    

Galili antigen    

 - + not reported 
    

Blood group B trisaccharide    

 

+ + - 

    

Blood group B tetrasaccharide    

 

+ + not reported 

    

Gal-α1,4-Gal structures    
P1 antigen    

 - - not reported 
    

pk antigen    

 - - not reported 
    

Gal-α1,6-Gal structures    
Raffinose    

 - - not reported 
    

Stachyose    

 - - not reported 
    

GalNAc-α1,3-Gal structures    
Blood group A trisaccharide    

 

- - not reported 

    

Blood group A tetrasaccharide    

 

- - not reported 

    

Reference Liu et al., JBC, 2008 Liu et al., JBC, 2008 McGuire et al., JBC, 
2020 

    

Gal GlcNAc Fuc Fru GalNAc 
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GH110 の反応触媒メカニズム 
 既報の α-galactosidase（GH4、GH27、GH36、GH57）が全てアノマー保持型なのに対し、GH110 は
アノマー反転型の酵素である。pNP-α-Gal を基質とし、B. fragilis 由来の BfGal110B を酵素として⽤い
て、加⽔分解の⽴体化学的変化を 1H NMR でモニタリングした結果、最初に β-Gal が⽣成され、アノ
マーの配置が反転することが明らかになった(48)。また PdGH110B の結晶構造と同⼀クランの酵素と
の⽐較により、酸性触媒残基は D344 であり、塩基性触媒残基として 2 つの距離的に⾮常に近い D321
と D345 が候補に挙がっている。 
 
1.1.1.2. CBM51 について 
 CBM51 は GH2、GH27、GH31、GH95、GH98、GH101 に付加されていることで知られている β-
sandwich 型の CBM である(50)。先⾏研究で⾏われた糖鎖マイクロアレイスクリーニング、等温滴定
熱量測定（isothermal calorimetry、ITC）、X 線結晶構造解析により、CBM51 は⾮保存的な相互作⽤に
より A/B 型⾎液型抗原に特異的な CBM51a と、Gal と結合する CBM51b の２種類に分けられている。
真核⽣物の細胞膜表層部分の糖鎖に特異性を持つ CBM として様々な環境細菌で保存されている。 
 
1.1.1.3. AgaBb について 
 B. bifidum JCM1254 株由来の GH110 AgaBb は、B 型⾎液型を分解して、消化管内のムチンオリゴ糖
から栄養分を獲得するのに重要な役割を果たす酵素として、2012 年に脇中らによって機能解析が⾏
われた(34)。AgaBb は N 末端からシグナルペプチド、GH110 ドメイン、200 残基余りからなる未解析
領域、CBM51、ペプチドグリカンとの相互作⽤によってタンパク質を安定化すると予想されている
免疫グロブリン様 Big2 ドメイン、そして膜結合ドメインからなる菌体外膜結合型 GH である（図 1-1-
2）。 

 
図 1-1-2. GH110 AgaBb のドメイン構造。Wakinaka et al., Glycobiology, 2012(34)より。 

AgaBb の GH110 ドメインは既報の GH110 Subfamily A の中でも Streptomyces avermitilis ATCC3162 株
由来の SaGal110A と⾼い配列同⼀性（46.11％）を⽰す。そこから予想される通り、AgaBb は分岐型
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図 1-1-1. Pseudoalteromonas distincta U2A 株由来 PdGH110B D344N 変異体と galactobiose の複合体構造。左で-1 subsite と
+1  subsite、右で硫酸基が⼊るであろう推定+1' subsite を⽰す。McGuire et al., J Biol Chem, 2020 (48)より。 
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の B 型⾎液型抗原にのみ作⽤する特異性の⾼い酵素である。唯⼀、結晶構造が明らかとなっている
GH110、PdGH110B とは配列同⼀性が 27.09%と低い（表 1-1-2）。 
 
表 1-1-2. AgaBb と既報の GH110 の BLASTp 配列アラインメントの結果。アミノ酸配列は CAZy を介して UniProt
および protein data bank（PDB）より⼊⼿した。 

Subfamily Protein name Organism Uniprot ID E value Percentage 
Identity 

Source 

A SaGal110A Streptomyces 
avermitilis 
ATCC31267 

Q826C5 7×10-163 46.11% (48) 

A BtGal110A Bacteroides 
thetaiotamicron 
ATCC29148 

Q8A2Z5 5×10-107 37.52% (48) 

A BfGal110A Bacteroides fragilis 
ATCC25285 

Q5L7M8 3×10-98 32.11% (48) 

B BtGal110B Bacteroides 
thetaiotamicron 
ATCC29148 

Q89ZX0 5×10-80 30.22% (48) 

B BfGal110B Bacteroides fragilis 
ATCC25285 

Q5LGZ8 2×10-73 30.72% (48) 

- PdGH110B Pseudoalteromonas 
distincta U2A 

(PDB ID: 
7JW4, 
7JWF) 

4×10-50 27.09% (49) 

 CBM51 ドメインについては既報のホモログでは Clostridium perfringens ATCC13124 株由来の
GH95CBM51 と最も⾼い配列同⼀性（38.74％）を⽰している（表 1-1-3）。AgaBb の CBM51 は⾎液型
抗原の中でも B 型⾎液型抗原を特異的に認識することが解っている。これは機能解析がされている他
の CBM51 と異なる。 
 
表 1-1-3. AgaBb と既報の CBM51 の blastp 配列アラインメントの結果。アミノ酸配列は CAZy を介して UniProt よ
り⼊⼿した。 

Subfamily Protein 
name 

Organism Uniprot ID E value Percentage 
identity 

Source 

b GH95CBM51 
(CPF-2129) 

Clostridium perfringens 
ATCC13124 

A0A0H2YQB
3 

2×10-24 38.74% (50) 

a GH98CBM51 
(CPE0329) 

Clostridium perfringens 
strain 13 

Q8XNK4 2×10-23 36.74% (50) 

 
1.1.1.4. 本研究の⽬的 
 AgaBb と PdGH110B は遠縁のホモログであるものの、基質の特異性が異なるため、PdGH110B の結
晶構造から AgaBb の B 型⾎液型抗原に対する強い特異性を具体的に説明するのは困難である。そこ
で本研究では AgaBb の結晶構造解析およびリガンドとの複合体構造の決定を主⽬的とした。 
 本研究は 2012 年まで私の研究室に在籍していた修⼠課程の⾚間恵⽒の研究から派⽣したものであ
る。⾚間⽒は AgaBb の GH110 ドメインの結晶化に成功したものの、位相決定、構造決定には⾄らな
かった。本研究では当時取得された X 線回折像を利⽤しているため、後述で⾚間⽒の研究データに触
れる。 
 それとは別に、CBM はリガンドを認識することで GH ドメインの基質へのアクセスを促している
特性から、フレキシブルに動くドメインであると考えられている。結晶構造ではパッキングによりタ
ンパク質のコンホメーションが制限され、必ずしも⽔溶液中の状態を反映していない。そこで本研究
では、クライオ電⼦顕微鏡による AgaBb の構造解析から、活性ドメインと CBM の兼ね合いの検証も
試みた。 
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1.1.2. ⽅法 
 本研究における試薬は特記のない限り、和光純薬⼯業またはナカライテスクの特級試薬を⽤いた。
また、液体試薬は予め滅菌したもの、あるいは滅菌された状態で⼊⼿したものを利⽤している。遠⼼
には MX-307（トミー）を⽤いた。 
 また特記のない限り、濃度は全て終濃度である。 
 
1.1.2.1. 本研究で⽤いた AgaBb コンストラクト 
 図 1-1-3 に本研究で⽤いた AgaBb のコンストラクトを纏める。 
 

 
図 1-1-3. 本研究で⽤いた AgaBb のコンストラクト。SHT：SKIK-His10-TEV sequence。 

1.1.2.2. AgaBb コンストラクトの構築 
 本研究では、先⾏研究で⽤いられた⼤腸菌異種発現⽤プラスミド pET23b T7-tag_AgaBb700（2012
年度卒業、⾚間恵修⼠論⽂より、図 1-1-4. 左）、および近畿⼤学の芦⽥久教授から供与された AgaBb
全 ⻑ 配 列 を 含 ん だ ⼤ 腸 菌 異 種 発 現 ⽤ プ ラ ス ミ ド pET23b T7-tag_AgaBb_Full （ Wakinaka et al., 
Glycobiology, 2013 で⽤いられたもの、図 1-1-4 右）を基に発現タンパク質コンストラクトの再構築を
⾏なった。いずれのコンストラクトも Ni-IMAC 精製⽤の His6-tag が付加されている。 
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図 1-1-4. コンストラクト再構築のスタート地点に⽤いたプラスミドのマップ 

 再構築の初期段階として、まず組換えタンパク質の N 末端にある T7-tag を、結晶化には不要な揺ら
ぎの⼤きい領域として除去した。それと並⾏して、発現量を増やすための SKIK 配列(51)、Ni-IMAC
精製に⽤いる His10-tag、精製後にタグを除去するための TEV プロテアーゼ認識サイト（以降、SKIK-
His10 tag-TEV sequence、SHT 配列）を付加したコンストラクトも作製した。なお SHT 配列全⻑の付加
は１回の DNA ワークで⾏うには⻑すぎたため、先に SKIK 配列と TEV プロテアーゼ認識サイト、次
に His10-tag を加える形で、プライマーを２対デザインした。 
 続いて、C 末端の配列を除去した。切断部分は前任者が⽤いていたコンストラクト（AgaBb700）、
初期的に決定した結晶構造の結果（AgaBb673、後述、1.1.3.3 節を参照）、そして PSIPRED や
Disopred による 2 次構造予測およびディスオーダー領域の予測（AgaBb800、AgaBb1099、AgaBb1180、
後述、図 1-1-14 参照）から決定した。PSIPRED ではディスオーダー領域前半部分、2 次構造を崩さな
いと思われる位置を⾒極めて切断部分を判断した。 
 配列の挿⼊と⽋失は Hasson et al., Anal Biochem, 2008(52)の⽅法を改変し、PCR、DpnI 処理、形質転
換、プラスミド抽出の順で⾏なった（図 1-1-5）。 

 
図 1-1-5. 相 補 的 プ ラ イ マ ー を ⽤ い た プ ラ ス ミ ド 配 列 の ⽋ 失 ・ 挿 ⼊ の 原 理 。 東 洋 紡 株 式 会 社
（https://lifescience.toyobo.co.jp/jikken/pcr93se01.pdf）より改変。 

T7	terminator

RBS

T7	promoter

AmpR	promoter

AmpR

pET23b-T7	tag_AgaBb	700_His6
5669	bp

T7	terminator

RBS

AmpR	promoter

AmpR

bom

T7	promoter

pET23b-T7	tag_AgaBb	Full_His6
7334	bp

変異導入実験いろいろ1

現在のような分子生物学的な手法が発展する以前から、様々
な方法を用いて変異実験が行われてきました。例えば、細菌やシ
ョウジョウバエなどに紫外線やX線を照射することによって、
様々な変異体が取得されてきたこともその一つです。これらの
方法は、DNAが紫外線やX線によって損傷を受け、その修復段階
で変異が導入されることを利用します。よって、遺伝子のどこに
変異が導入されるかをあらかじめ知ることはできませんが、様々
な領域にまんべんなく変異を導入できるという特徴があります。
また近年、PCRを用いて網羅的に変異導入する方法（エラー

プローンPCR）が頻繁に行われるようになりました。この方法は、

PCR時のマグネシウムイオンをマンガンに変更したり、dNTP中
の各ヌクレオチドのバランスを崩したりすることにより、DNAポ
リメラーゼの正確性を低下させて変異を導入します。
ところで、様々な生物で働いているDNAポリメラーゼは大きく

分けて7種に分類されますが、Yファミリーに属するDNAポリメ
ラーゼの正確性（忠実度）が低いことが最近分かってきました。
この酵素は、多くの生物に存在することが知られており、実際に
進化の原動力の一つになったのではないかと考えられているよ
うです。

遺伝子組換え技術が発達し、変異を導入してタンパク質の機能を改変したり、タグを付加したりするような実験が

とても簡単にできるようになりました。今回は、そのような変異導入技術とそれに関連したトピックスをご紹介いた

します。

部位特異的変異導入 －生体成分であるが故の宿命？－1-2

私にも
 

できた！ライフサイエンス実験シリーズ 2

網羅的変異導入法と生物の進化1-1

生体成分であるが故の宿命？ 

リミッターさえなければ… 

DNAポリメラーゼによる変異導入プライマーの伸長反応を利
用して特定の塩基を置換するような技術も次々と開発されてい
ます。これらの技術は、タンパク質の機能を解明したり、タンパク
質に新しい機能を付加するような実験に応用されています。実際
に、活性中心と思われる部位に変異を導入してアミノ酸を変異
させ酵素活性の変化を調べたり、酵素の耐熱性や反応性や基質
特異性を改善したりする研究が行われています。
また、研究が進むにつれて、ほんの一つのアミノ酸の変異が、
タンパク質全体の機能に多大なる影響を及ぼすような事例が
次々と報告されるようになりました。その変異で、タンパク質の
機能が失われることもあれば、タンパク質の機能が飛躍的に向上
する場合もあるようです。現在、産業用や研究用として用いられ
ている酵素の多くは、この手法を用いて改良されたものが少なく
ありません。
しかし、考えようによっては不思議な話です。生体中で働いて

いる酵素は、最大の力を発揮できないように進化してきた節があ
ります。おそらく、酵素の過剰な活性は逆に生体に不利に働くた
め、生体にとってちょうど良い活性を発揮するように進化段階で
調節されていったのでしょう。いわゆる、自動車やバイクなどで
言うところのリミッターのイメージです。よって、機能改良のため
の変異導入は、このリミッターを外す作業といえるのかも知れま
せん。

様々な変異導入法における利点と欠点1-3
1-2のような置換に加え、特定の配列を削ったり、挿入したりす

るような変異導入も頻繁に行われています。しかし、このような
変異導入は、方法によってかなり効率が異なるようです。
部位特異的変異導入法は、相補的なプ

ライマーを用いる方法とそうでない方法
に大きく分けることができますが（図4）、
遺伝子配列の欠失や挿入には、相補的な
プライマーを用いない「インバースPCR
法」などの方法が効果的であるといえま
す。相補的なプライマーを用いる方法で
は、図4に示すように、プライマーがアニ
ーリングする際にDNAがかなり不自然な
構造をとる必要があり、効率が下がってし
まうようです。近年、ヒスチジンタグなど
を用いることが増えましたが、インバース
PCR法はそのようなタグ配列の挿入にも
力を発揮します。
また、相補的なプライマーを用いる変

異導入法では、原理上、ミックス塩基
（NNNなど）を導入することが困難です

が、インバースPCR法では問題なく行うことができます。よって
この方法は点突然変異ライブラリーなどの作製に適しているとい
えます。
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リン酸化 

ライゲーション 

大腸菌の 
形質転換 

熱サイクル 
（伸長反応） 

※ 

DNA
（環状プラスミド） 

高正確性PCR酵素 

イ
ン
バ
ー
ス
P
C
R
法
 

相
補
的
プ
ラ
イ
マ
ー
を
 

用
い
る
方
法
 

欠　失 挿　入 

図4  各変異導入法の原理（欠失と挿入）
※相補的プライマーを用いる方法では、リン酸化・ライゲーションのステップは必要ありません。
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1.1.2.3. ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction, PCR） 
 PCR は KOD One PCR Master Mix 取 扱 説 明 書 （ 東 洋 紡 、
https://lifescience.toyobo.co.jp/user_data/pdf/products/manual/KMM-101_201.pdf）の⼿順を⼀部改変し、
表 1-1-4 の通りに試薬を混合し、TaKaRa PCR Thermal Cycler（タカラバイオ）で１分間、98℃で加熱
した。その後、表 1-1-5 に沿って PCR サイクルを⾏った。⽤いたプライマー対は表 1-1-6 に纏めた。
本の⽅法から改変した点は以下の通りである。 

• PCR 産物を多量に作る必要がなかった為、全量を 50 μL から 10 μL に下げた。 
• アニーリング温度はプライマーの融解温度から 5℃差し引いた温度とされていたが、設定の

⼿間を省く為、温度を 50℃に固定し、プライマーの Tm 値が 55℃以上になるように設計した。
なお、プライマーの Tm 値は SnapGene Viewer（SnapGene）が算出したものを採⽤した。 

• 伸⻑時間は 1 kb あたり 1 から 10 秒とされていたが、確実に伸⻑されるために 30 秒/kb に伸ば
した。本章については、いずれのコンストラクトやプラスミドについても伸⻑時間を 210 秒
に固定した。 

• サイクル数は 25 から 45 サイクルとされていたが、PCR 産物の量を最⼤にするため 45 サイク
ルに固定した。 

 
 
 

試薬 終濃度・液量 
KOD One® PCR Master Mix 1x （5 μL） 
プライマー それぞれ 0.3 μM 
テンプレートプラスミド 約 1 ng/μL 
滅菌⽔ Up to 10 μL 

 

 

 温度（℃） 時間（秒） 
変性 98 10 
アニーリング 50 5 
伸⻑ 68 30 /kb 
   

 

  

45 サイクル 

表 1-1-4. PCR 反応液の組成 

表 1-1-5. PCR 反応条件 
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表 1-1-6. AgaBb コンストラクト再構築に⽤いたプライマー対。C 末端の切断部位はアミノ酸残基番号で表して
いる。 

 
⽤途 プライマー 
T7-tag 除去 5’-AAGAAGGAGATATACATATGGCCGGAGGAGACGTCG-3’ 

   3’-TCCTCTATATGTATACCGGCCTCCTCTGCAGCAGAG-5’ 

SKIK_His10-
tag_TEV sequence
挿⼊（第 1 段階） 

                5’-TCTAAAATAAAAGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGACGTCGTCTCGGTCG-3’ 
3’-TCCTCTATATGTATACAGATTTTATTTTCTTTTGGACATAAAAGTCCCG-5’ 

SKIK_His10-
tag_TEV sequence
挿⼊（第２段階） 

5’-
TCTAAAATAAAACATCATCACCATCACCACCATCATCACCATGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGACGTCGTCTCG
GTCG-3’ 
3’-
TCCTCTATATGTATACAGATTTTATTTTGTAGTAGTGGTAGTGGTGGTAGTAGTGGTACTTTTGGACATAAAAGT
CCCG-5’ 

C 末端を 673 まで
切除＋His6 切除 

    5’-GGACGGTCTCGTCCCCTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAG-3’ 
3’-CGCGCCTGCCAGAGCAGGGGACTCTAGGCCGACGAT-5’ 

C 末端を 700 まで
切除＋His6 切除 

    5’-GATCACCGCGGTCGGCTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGC-3’ 
3’-CGTGCTAGTGGCGCCAGCCGACTCTAGGCCGACGAT-5’ 

C 末端を 898 まで
切除＋His6 切除 

                       5’-TAGCAGCCGGATCTCAGCCGTTCACCCGCATCAGCT-3’ 
3’-GAGTCGAAGGAAAGCCCGAAACAATCGTCGGCCTAGAGTCGGCAAGTGGGCGTAG-5’ 

C 末端を 1099 まで
切除＋His6 切除 

    5’-CGGCGTTGAGATGCCGTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGC-3’ 
3’-AGCAGCCGCAACTCTACGGCACTCTAGGCCGACGAT-5’ 

C 末端を 1180 まで
切除＋His6 切除 

          5’-CGCGGTGCCGTCGGTGTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGT-3’ 
3’-AGCGTAGGCAGCGCCACGGCAGCCACACTCTAGGCCGACGAT-5’ 

C 末端を 673 まで
切除 

    5’-GGACGGTCTCGTCCCCCTCGAGCACCACCACCACCA-3’ 
3’-CGCGCCTGCCAGAGCAGGGGGAGCTCGTGGTGGTGG-5’ 

C 末端を 700 まで
切除 

    5’-GATCACCGCGGTCGGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC-3’ 
3’-CGTGCTAGTGGCGCCAGCCGGAGCTCGTGGTGGTGGTGGT-5’ 

C 末端を 898 まで
切除 

              5’-GATGCGGGTGAACGGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC-3’ 
3’-CGGTGTAACGTCGACTACGCCCACTTGCCGGAGCTCGTGGTGGTGGTGGT-5’ 

C 末端を 1099 まで
切除＋His6 切除 

        5’-CGGCGTTGAGATGCCGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCC-3’ 
3’-GCCAAGCAGCCGCAACTCTACGGCGAGCTCGTGGTGGTGG-5’ 

C 末端を 1180 まで
切除 

   5’-CGCGGTGCCGTCGGTGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC-3’ 
3’-GCAGCGCCACGGCAGCCACGAGCTCGTGGTGGTGG-5’ 

 

1.1.2.4. DpnI 処理 
 DpnI 制限酵素を⽤いたテンプレートプラスミドの分解は
タ カ ラ バ イ オ の 取 扱 説 明 書 （ https://catalog.takara-
bio.co.jp/PDFS/1235A_DS_j.pdf）を基にプロトコルを構築し
た。表 1-1-7 の組成で PCR 産物に試薬を添加、混合して 1 時
間、37℃で反応させた。 
 
1.1.2.5. 形質転換 
 プラスミドまたは反応液 2 μL を氷上で解凍した E. coli コンピテントセル 100 μL と混合し、30 分間
氷上で静置した。その後、混合物を 70 秒間、42℃で熱処理し、２分間氷上で静置、SOC 培地 150 μL
と混合して 1 時間、37℃で回復培養を⾏なった。回復培養後、⽤いている⼤腸菌株とプラスミドベク
ターに応じた抗⽣物質を加えた SOC 個体培地に培養液全量を塗抹し⼀晩、37℃で培養した。得られ
たコロニーを、抗⽣物質を加えた 5 mL LB 培地を植菌し⼀晩、37℃で振盪培養した。培養液の濁りを

表 1-1-7. DpnI 処理反応液の組成 

試薬 終濃度・液量 
PCR 反応液 10 μL 
10x T Buffer 1x 
DpnI 0.5 U/μL 
滅菌⽔ メスアップ 20 μL 
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確認したのち、滅菌した PBS 2X、50% Glycerol と培養液を１:１の⽐率（500 μL:500 μL）で混合し、
これをグリセロールストックとして-80℃で凍結保存した。 
 ⼤腸菌株について、コンストラクト再構築およびプラスミ
ド増幅には E. coli JM109 株（Agilent）と DH5α 株（Agilent）を
⽤いていた。抗⽣物質は 100 μg/mL ampicillin を⽤いた。 
 異 種 発 現 （ 後 述 、 1.1.2.7 節 を 参 照 ） に は BL21 
CodonPlus(DE3) RIL（Agilent）、Rosetta2 (DE3)（Merck）、
BL21 Star (DE3)（ThermoFischer Scientific）を⽤いた。BL21 
Star (DE3)に⾄っては形質転換時にレアコドンを補充するため
の pRARE2 プラスミドを⽬的プラスミドと共に添加した。抗
⽣物質は 100 μg/mL ampicillin、17 μg/mL chloramphenicol を⽤い
た。 
 
1.1.2.6. プラスミド抽出 
 1.1.2.5. で余った培養液 4.5 mL 分を⽤いてプラスミド抽出を
⾏なった。抽出には⽇本ジェネティクスの FastGene™プラス
ミドミニキットを⽤いて、メーカー推奨の⼿順の通りに⾏な
った。作業⼿順の概要を図 1-1-6 に纏める。抽出したプラスミ
ド の 濃 度 を Nanodrop 2000c Spectrophotometer
（ThermoScientific）と付属のソフトウェアで測定した 260 nm
の吸光度から求めた。ブランクには滅菌⽔を⽤いた。抽出し
たプラスミドの配列は、Fasmac Premix 解析のガイドラインに
沿って、プラスミドを 300〜600 ng、プライマーを 6.4 pmol、
滅菌⽔をメス・アップ 14 μL で混合し、シークエンス解析
（Fasmac シークエンス解析外注サービス）を⾏なった。解析
結果は SnapGene Viewer で確認した。 
 
1.1.2.7. 発現検討 
 異種発現⽤プラスミドを発現⽤⼤腸菌株に、1.1.2.5.の⼿順
に沿って組み込んだ。凍結状態のグリセロールストックを⽤
いて抗⽣物質を加えた３ mL の LB 培地を植菌し⼀晩、37℃で
振盪培養した。これを前培養とした。前培養 50 μL を⽤いて抗
⽣物質を加えた 5 mL の LB 培地を植菌し 37℃で培養液の
600nm の光学密度（OD600）が 0.4〜0.6 に達するまで振盪培養
した。OD600 は Mini photo 518R（TAITEC）で、植菌されてい
ない LB 培地をブランクに⽤いて測定した。OD600 が⽬的の吸
光度に達したところで、IPTG（Protein Ark）を添加し、培養を
再開した。培養条件は以下のように条件を振って⾏なった。 

① IPTG 濃度を 0.1 mM、培養時間を 20 時間に固定し、発
現株を数種類、IPTG 誘導後の温度を 37、30、25、18℃に振った。なお、18℃が発現に最も
適したサンプルについては誘導前の温度検討として、37℃と 25℃を試した。 

② ①で最も発現量の多かった条件で培養時間を 3、6、20、44 時間に振った。 
③ ②で最も発現量の多かった条件で IPTG 濃度を 1、0.5、0.1、0 mM に振った。 

な お 、 SHT_AgaBb673 、 SHT_AgaBb700 、 SHT_AgaBb898 、 SHT_AgaBb1099 、 SHT_AgaBb1180 、
AgaBb673、AgaBb700、AgaBb898、AgaBb1099、AgaBb1180 の際はコンストラクトの数が多かったた
め、①しか実⾏していない。 
 培養後、菌体を 10 分間 13000 rpm で遠⼼し、上清を除去し、800 μL 破砕バッファー（50 mM Tris-
HCl pH 7.0、200 mM NaCl）に懸濁した。懸濁物を、微量超⾳波ホモジェナイザーQ125（Qsonica）を
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図 1-1-6.シリカメンブレン法を⽤いたプ
ラスミド抽出。⽇本ジェネティクス株式
会社（https://www.n-
genetics.com/products/search/detail.html?pro
duct_id=4480）より１部改変。 
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pulse 1 秒、amplitude 39%に設定し、１分間、氷上で破砕した。破砕物を 45 分間 13000 rpm で遠⼼し、
上清（粗酵素液）と沈殿物（不溶画分）をわけ、沈殿物を破砕バッファーで懸濁した。粗酵素液と不
溶画分溶液を SDS-PAGE の試料として⽤いた。 
 
1.1.2.8. SDS-PAGE 
 SDS-PAGE は MBL のウェブサイト「ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）の原理と⽅法」
（https://ruo.mbl.co.jp/bio/support/method/sds-page.html）に沿って⾏った。ただし、以下の点について
メソッドを改変した。 

• 分離ゲル（アクリルアミド濃度 7.5%）は 6 mL 鋳型に注⼊した。組成は表 1-1-8 に⽰す。 
• 濃縮ゲルは 2.7 mL 鋳型に注⼊した。組成は表 1-1-9 に⽰す。 
• 試料をそれぞれ SDS-PAGE ⽤サンプルバッファーと 1.5:3.5 の⽐率で混合し、95℃で５分間加

熱した。これを SDS-PAGE サンプルとした。サンプルバッファーの組成は表 1-1-10 に⽰す。 
 SDS-PAGE サンプルは 15 μL、分⼦量マーカー（Protein Ladder-Broad、ビオテックラボ）は 5 μL ず
つレーンに注⼊した。 
 電気泳動の電流・電圧は myPowerII300 AE-8135（ATTA）で設定した。初期設定 200 V、35 mA に
設定し、泳動中に定電流から定電圧に⾃動的に切り替わるようにした。泳動時間は約 60 分であった。 
 ゲルをガラス板から剥がし、タッパに移した後、タンパク質の固定化を⾏った。RO ⽔に浸してサ
ランラップで蓋をし、１分間電⼦レンジ（500 W）で加熱、５分間振盪して、RO ⽔を捨てた。これ
を計 3 回繰り返した。 
 その後、RO ⽔を除去し、CBB 染⾊液を加え、１0 から 15 秒間電⼦レンジ（500 W）で加熱、30 分
間振盪し、CBB 染⾊液を回収し、SDS-PAGE のゲルを観察した。CBB 染⾊液は CBB G-250 を終濃度
0.08 g/L で滅菌⽔に溶かし、⼀晩撹拌した後、塩酸を終濃度 0.2 M になるように加えて作製した。な
お、CBB 染⾊液は滅菌していない。 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
1.1.2.9. ⼩スケールでの Ni アフィニティークロマトグラフィー(バッチ法)精製  
 SHT を付加したコンストラクトについてはバッチ法による簡易的な精製を⾏い、His10-tag が N 末端
に付加されているか確認した。発現検討で得た粗酵素液を予め 1.5 mL チューブ内で 1.1.2.7.の破砕バ
ッファーを⽤いて洗浄した cOmplete His-tag resin（Roche）133.33 μL に加え、1 時間、4℃で転倒混合
した。その後、５分間、500 xg で遠⼼し、上清（素通り画分）を SDS-PAGE ⽤に回収した。次に破砕

試薬 液量  試薬 液量 
40% Acrylamide 1.5 mL  40% acrylamide 0.48 mL 
滅菌⽔ 4.5 mL  滅菌⽔ 2.52 mL 
Lower gel fuffer (LGB)* 2.0 mL  Upper gel buffer (UGB)* 1.0 mL 
25% Ammonium persulfate (APS) 50 μL  25% APS 25 μL 
TEMED** 7.5 μL  TEMED 4.0 μL 
*1.5 M Tris pH 8.8、0.4% SDS 
**Tetramethylethylenediamine 

  *0.5 M Tris pH 6.8、0.5% SDS  

試薬 液量 
10% SDS 10 mL 
UGB 25 mL 
80% Glycerol 6.25 mL 
β-mercaptoethanol 2.5 mL 
Bromophenol blue 2.5 mL 
滅菌⽔ 3.75 mL 

表 1-1-8. 分離ゲルの組成 

 

表 1-1-10. SDS-PAGE ⽤サンプルバ
ッファーの組成 

 

表 1-1-9. 濃縮ゲルの組成 
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バッファー500 μL でレジンを懸濁し、5 分間、500 xg で遠⼼し、上清を除去するというサイクルを 3
回繰り返した。200 μL 破砕バッファー+500 mM Imidazole でレジンを懸濁し、５分間、4℃で転倒混合
した。最後に５分間、4℃で遠⼼し、上清を SDS-PAGE ⽤に回収した。 
 
1.1.2.10. 培養のスケールアップ 
 発現検討で決定した異種発現に最適な培養条件を基に、状況に応じて 150 mL、または 1.5 L スケー
ル（発現検討の 30、または 300 倍）での培養を⾏なった。前培養と本培養、抗⽣物質、IPTG の液量
を培養スケールに合わせて調製した。培養後、集菌した菌体を使⽤時まで-80℃に凍結保存した。 
 
1.1.2.11. タンパク質の精製 
 本章では特記のない限りタンパク質の精製を Ni-固定化⾦属アフィニティークロマトグラフィー
（Ni-IMAC）、陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーの順で⾏なった。な
お、N 末端に SHT が付加されているコンストラクトについては Ni-IMAC の後に TEV プロテアーゼを
⽤いてタグを切り出している。 
Ni-固定化⾦属アフィニティークロマトグラフィー（Ni-IMAC） 
回収した菌体を約 0.1 g/mL となるよう 50 mM Tris-HCl pH 7, 200 mM NaCl （破砕バッファー）に懸 濁
し、氷冷しながら超⾳波破砕を⾏った。超⾳波破砕器は Sonifier 250D（BRANSON）を⽤い、出⼒レ
ベル 6、Duty 50%、Pulse 1 秒で約 0.25 min/mL ⾏った。⾼速（13,000 rpm 以上）で、45 分 間の遠⼼し
た後、上清のみを採取した。その後、親⽔性の 0.45 μm 孔径フィルターを⽤いて微粒⼦を除去し、粗
酵素液を得た。  
 Ni-IMAC は以下の装置を連結して⾏なった。 

• ペリスタルチックポンプ Econo Gradient Pump（ペリスタポンプ、Bio-rad）、流速は 4 mL/min
に設定した。 

• cOmplete His-Tag resin を 5 mL 充填した C-16/20 カラム（Pharmacia Biotech）（以降 Ni カラ
ム）。 

• UV 検出器 Bio-MiniUV Monitor AC-5100L(ATTO)、検出の出⼒として Electronic Polyrecorder 
(TOA)を接続した。 

 予め Ni カラムを 1.1.2.7.の破砕バッファー5 column volume（CV）で平衡化した後、祖酵素液全量を
Ni カラムに通し、⽬的タンパク質を吸着させた。検出機のシグナルがベースラインに戻るまで破砕
バッファーを流し、破砕バッファー+ 5 mM imidazole（Ni 精製洗浄バッファー）を 15 mL 流してレジ
ンに吸着した夾雑物を除去した。破砕バッファー+ 500 mM imidazole（Ni 精製溶出バッファー）を 45 
mL（検出量が多い時は 90 mL）流し、⽬的タンパク質を溶出させた。祖酵素液、Ni カラム素通り画
分、洗浄液、溶出液をそれぞれ⽤いて SDS-PAGE を⾏い、精製純度を確認した。Amicon Ultra 
centrifugal filter device MWCO 10,000(Merck)を⽤いて、分離した酵素液を 2 mL 以下まで濃縮し、バッ
ファーを 25 mM Tris-HCl pH 7.0（陰イオン交換バッファー）に置換、そして 0.45 μm 孔径の親⽔性
Ultrafree スピンフィルター（Merck）で微粒⼦や沈殿物を除去した。 TEV protease で処理が必要なコ
ンストラクトについては破砕バッファーで置換した。 
 
TEV proteaseによるタグの除去 
 コンストラクトに TEV protease の認識配列が含まれているコンストラクトについては濃縮・バッフ
ァー置換した Ni-IMAC 溶出液のタンパク質濃度を Nanodrop 2000c で測定した 280 nm の吸光度から算
出した。そこに研究室内で⾃家⽣成した TEV protease を、濃度が⽬的タンパク質の 1/100 程度になる
ように加え、4℃に⼀晩インキュベートした。インキュベートした溶液で再度 Ni-IMAC を⾏った。⽬
的タンパク質は His-tag が付加されていないので素通り画分に含まれている。回収したタンパク質を
Amicon ultra centrifugal filter device MWCO 10,000(Merck)を⽤いて、分 離した酵素液を 2 mL 以下まで
濃縮した。 
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陰イオン交換クロマトグラフィー 
 精製装置には AKTA Purifier（Amersham Biosciences）、制御ソフトには UNICORN ver.5.31、カラム
には Mono Q 10/100 GL（Pharmacia Biotech）を⽤いた。流速は 2 mL/min、⾃動分取は 50 mAU 以上の
UV シグナルが検出された時に 2 mL ずつ分取されるように設定した。 
予め MonoQ カラムを陰イオン交換バッファー10 CV で平衡化した後、Ni-IMAC で獲得したタンパク
質溶液を流路に注⼊し、陰イオン交換バッファー+500 mM NaCl へ塩濃度の 20 CV のリニアグラジエ
ントを掛け、サンプルに含まれているタンパク質を電荷に応じて分離・分取した。分取されたフラク
ションをそれぞれ⽤いて SDS-PAGE を⾏い、精製純度を確認した。⽬的タンパク質を⾒かけ 90%以上
の純度で含んだフラクションを、Amicon ultra centrifugal filter device MWCO 10,000 を⽤いて 2 mL 以下
まで濃縮、そして 0.45 μm 孔径の親⽔性 Ultrafree スピンフィルター（Merck）で微粒⼦や沈殿物を除
去した。 
 
ゲルろ過クロマトグラフィー 
 精製装置には AKTA FPLC、制御ソフトには UNICORN ver.5.31、カラムには Hiload 16/60 Superdex 
200 prep grade（GE Lifesciences）を⽤いた。流速は 1 mL/min、⾃動分取は 20 mAU 以上の UV シグナ
ルが検出された時に 2 mL ずつ分取されるように設定した。 
 予め Superdex カラムを 25 mM Tris-HCl pH 7.0, 200 mM NaCl（ゲルろ過バッファー）2 CV で平衡化
した後、陰イオン交換クロマトグラフィーで獲得したタンパク質溶液を流路に注⼊し、ゲルろ過バッ
ファー1 CV を流すことで、サンプルに含まれているタンパク質を分⼦量に応じて分離・分取した。
分取されたフラクションをそれぞれ⽤いて SDS-PAGE を⾏い、精製の精度を確認した。⽬的タンパク
質を⾒かけ 95%以上の純度で含んだフラクションを、Amicon ultra centrifugal filter device MWCO 10,000
を⽤いてタンパク質濃度が 20 mg/mL 以上になるように濃縮し、バッファーを 10 mM Tris-HCl pH 7.0, 
200 mM NaCl に置換（1.1.2.14 の熱安定性試験においてのみ、温度変動による pH の変化を避けるべく
10 mM HEPES-NaOH pH 7.0, 200 mM NaCl に置換した）、そして 0.22 μm 孔径の親⽔性 Ultrafree スピ
ン フ ィ ル タ ー （ Merck ） で 微 粒 ⼦ や 沈 殿 物 を 除 去 し た 。 タ ン パ ク 濃 度 は Nanodrop 2000c 
Spectrophotometer と 付 属 の ソ フ ト ウ ェ ア で 測 定 し た 280 nm の 吸 光 度 と ProtParam
（https://web.expasy.org/protparam/）が算出したタンパク質吸光係数の理論値から求めた。 
 ここで獲得したタンパク質を以降の実験に⽤いた。タンパク溶液は全て使⽤時まで 4℃で保管し、
1 ヶ⽉以内に使い切るようにした。673 コンストラクトのみ、コロナウィルス感染拡⼤に伴う研究室
閉鎖に応じて、10 μLずつ分注し、-20℃で凍結保存した。使⽤時は氷上で 15分以上かけて溶解した。 
 
1.1.2.12. 薄層クロマトグラフィー（thin layer chromatography、TLC） 
 定性的な活性測定を⾏うため、精製酵素と基質を表 1-1-11 の条
件で混合し、⼀晩反応させた。 
 
表 1-1-11. TLC ⽤の酵素反応液の組成表 

試薬 終濃度・液量 
酵素 1 μg/mL 
基質 10 mM 
バッファー 100 mM 
滅菌⽔ Up to 4 μL 

 
 本章では基質に B 型⾎液型抗原 3 糖 Gal-α1,3-(Fuc-α1,2-)Gal、
Dextra）、バッファーに sodium acetate pH 6.0 を⽤いた。 
 図 1-1-7 のように HPTLC Silica gel 60 F254（Merck）に HB 鉛筆で
印を付け反応液 1 μL を原点の位置にスポッティングした。担体を
5 分間乾燥させた後、展開溶媒を充填させた槽に原点が溶媒に浸からないように⽴て、2 時間ほど静

図 1-1-7. TLC 単体の模式図 
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置する事でサンプルを固定層上で展開させた。展開フロントが担体上部に到達したところで担体を槽
から取り出し 15 分乾燥させた。担体全体に呈⾊液を吹き掛け、15 分間乾燥させた後、オーブントー
スターで担体上に⽣成物のスポットが視認できるまで（１〜2 分間）加熱した。 
 コントロールとして酵素を加えていない反応液と、⽣成物を⽤いた。なお、本章では⽣成物の⼀つ
である Fuc-α1,2-Gal を⼊⼿できなかったため、Gal のみを⽣成物として⽤いた。 
 本章で⽤いた展開溶媒には 1-butanol:acetic acid:純⽔を 2:1:1 の⽐率(34)で展開の 30 分前に混合して
⽤いた。呈⾊液は 0.2 g diphenylamine に 0.2 mL aniline、1 mL phosphoric acid、10 mL acetone を加え、
呈 ⾊ 直 前 （ 5 分 以 内 ） に 溶 解 ・ 混 合 し た
（http://www.cchem.berkeley.edu/rsgrp/TLCStainGeneralReference.pdf、１８番⽬のレシピ）。 
 
1.1.2.13. 分⼦量測定とオリゴマー状態の検証 
 ゲルろ過クロマトグラフィーに⽤いた Hiload 16/60 Superdex 200 prep grade にサンプルと同様に 10 倍
希釈した分⼦量マーカー（Gel Filtration Standard、Bio-rad）500 μL をロードし、溶出時間とマーカー
の分⼦量の対数をプロットし、検量線を作製した。これに⽬的サンプルの溶出時間を照らし合わせ、
分⼦量を算出した。算出した分⼦量とモノマー鎖の分⼦量の理論値から、⽔溶液中での分⼦量を推定
した。 
 
1.1.2.14. 熱安定性試験（thermal shift assay） 
 熱安定性試験には StepOne Real time PCR system (Applied Biosystems)と付属されているシステム制御
ソフトウェアを⽤いた。20 mg/mL タンパク質溶液から２倍ずつ段階希釈した溶液 25 μL（ブランク含
め全８条件）に 1x ROX Dye（ThermoFischer Scientific）を加え装置に⼊れ、25〜99℃の温度勾配を掛
け、605 nmでの蛍光をモニタリングした。蛍光度の微分値（任意単位）が最も⾼かった時の温度を⽬
的タンパク質の融解温度（Tm 値）とした。 
 なお、Tris-HCl では熱の変動によって pH が変わりやすいので、段階希釈には 0.1 M HEPES-NaOH 
pH 7.0 を⽤いた。 
 
1.1.2.15. Pre-Crystallization Test（PCT） 
 結晶化スクリーニングに最適なタンパク質濃度を決定するため、pre-crystallization test（PCT、
Hampton Research ） を 使 っ た 。 取 扱 説 明 書 の 通 り の ⼿ 順 で 濃 度 検 討 を ⾏ っ た
（https://hamptonresearch.com/uploads/support_materials/HR2-140_142_User_Guide.pdf）。結晶化プレー
トには Intelli-plate の 96 ⽳プレート（Art Robbins Instruments）を⽤い、シッティングドロップ蒸気拡
散法で試験を⾏なった。リザーバータンクには沈殿剤溶液を 60 μL ずつ加えた。ドロップウェルでは
精製タンパク質溶液 0.5 μL と沈殿剤溶液を 0.5 μL 混合し、シールで密閉した。インキュベーションは
結晶化スクリーニングと同じ 20℃で、30 分間⾏った。各条件での沈殿の有無を顕微鏡で観察し、ス
クリーニングに最適なタンパク質濃度を判断した。顕微鏡は SZX7（OLYMPUS）、カメラは DP12
（OLYMPUS）を⽤いた。 
 
1.1.2.16. 結晶化スクリーニング 
 PCT で最適とされた濃度で、PCT と同じ要領で結晶化スクリーニングを⾏った。スクリーニングキ
ットには JCSG Core Suite I、II、III、IV（Nextal Technologies）を⽤いた。20℃にインキュベート後、
最初の週は毎⽇、その後⼀ヶ⽉経過するまでは週に⼀度、その後は⽉に⼀度結晶化プレートを観察し、
結晶の有無を確認した。 
 
1.1.2.17. 結晶化条件の最適化 
 結晶化スクリーニングで結晶の出現を確認した後、得られた結晶化条件に近傍条件で新たに結晶化
実験を⾏い、結晶の質の向上を試みた。条件の振り⽅は以下のように２次元的（②のみ３次元的）
に実⾏することを基本とした。なお、状況に応じて条件の振り⽅を替えている。 
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① 初期結晶化条件を基にタンパク濃度を 2.5 μg/mL ずつ 4 条件、沈殿剤濃度を polyethylene glycol
（PEG）なら 2%ずつ、塩なら 0.2 M ずつ 4-6 条件。 

② ①で最も良い条件を基に、沈殿剤の他に塩が含まれている場合、塩 0.02 M ずつ 4 条件、沈殿
剤濃度を PEG なら 1%ずつ、塩なら 0.1 M ずつ 4 条件。 
沈殿剤の他に緩衝液が含まれている場合、pH 0.3 ずつ 4 条件、沈殿剤濃度を PEG なら 1%ず
つ、塩なら 0.1 M ずつ 4 条件。 
３枚の結晶化プレートで同様の条件を⽤意し、4、20、30℃でインキュベートした。 

③ ②で最も良い条件にバッファーが含まれていない場合、その条件に 0.1 M MES-NaOH pH 6.0、
MES-NaOH pH 6.5、HEPES-NaOH pH 7.0、HEPES-NaOH pH7.5、Tris-HCl pH 8.0、Tris-HCl pH 
8.5 のいずれかを加えて６条件、沈殿剤濃度を②と同様に振って４条件。 
塩が含まれていない場合、その条件に Hampton Research の Salt Option にある塩 48 種類（本キ
ットには 49 条件あるが、プレートのウェル数に合わせるため、結晶化の条件の中でも珍しい
印象のある nickel (II) chloride hexahydrate を除いた）を、濃度を 0.2 M に固定して加えた。 

④ ③で最も良い条件を基に、抗凍結剤（glycerol、trehalose、2-methyl-2,4-pentanediol（MPD）、
ethylene glycol、sucrose）をそれぞれ終濃度 5%、10%、20%で添加になるように添加し、沈殿
剤濃度を②と同様に振って４条件。 

⑤ ④で最も良い条件を基に、沈殿剤濃度を②と同様に振って４条件、シード（後述、1.1.2.18
節を参照）の濃度 1 倍から 10 倍ずつ段階希釈して 8 条件。更に状況に応じて microseed matrix 
screening（MMS、後述、1.1.2.18 節を参照）を⾏なった。 

 なお、各ステップで結晶化の再現を困難に感じた際はシードを添加して再度試みた。 
他にも⽬的タンパク質のリガンドとなり得る物質を 10、20、100 mM 加えて共結晶化などを試みた。
また、AgaBb673 については Additive Screen による結晶質向上のための添加剤の探索を、Hampton 
Research の取扱説明書（https://hamptonresearch.com/uploads/support_materials/HR2-428_Binder.pdf）に沿
って⾏なった。 
 
1.1.2.18. シーディング 
 結晶化の再現性向上と結晶の質を改善させるため、シーディングを⾏った。シード作製の⼿順は
Hampton Research の Crystal Growth 101 Seeding に 記 載 さ れ て い る 「 contemporary method 」
（https://hamptonresearch.com/uploads/cg_pdf/CG101_Seeding_2020.pdf）に基づいて作製した。ただし、
以下の点について変更した。 

• 結晶粉砕に⽤いるプローブは Till et al., JoVE, 2013(53)に基づき、パスツールピペットの先端を
熱して作製した。 

• 粉砕した結晶の採取はドロップ上で沈殿剤溶液を 10 μL ピペッティングして⾏った。 
• ボルテックスによる粉砕はボルテックス 30 秒、冷却 30 秒のサイクルを計６回繰り返して⾏

った。 
• シードを⽤いた結晶化ではタンパク溶液 0.6 μL、沈殿剤溶液 0.4 μL、シード 0.2 μL の順で仕

込んだ。 
 なお、シーディングは⼀般的な、結晶が得られた条件に近しい条件にシードを加える⼿法と、スク
リーニングキットの条件にシードを加える microssed matrix screening（MMS）を⾏なった(54)。後者の
場合、最初の結晶が得られた条件の沈殿剤（PEG、硫酸アンモニウム、または MPD）に合わせ、
Nextal Biotechnologies の PEGs Suite、AmSO4s Suite、MPDs Suite を模した⾃作のキットを⽤いた。 
 
1.1.2.19. X 線回折強度データ収集 
 X 線回折強度データ測定は、茨城県つくば市にある⾼エネルギー加速器研究機構（KEK）の放射光
施設 Photon Factory（PF）の実験ステーション NW12A、NE3A、BL1A、BL5A、そしてスイスにある
Swiss Light Source の実験ステーション X06SA、X06DA で⾏った。結晶中の氷の⽣成の防ぐため、結
晶を、抗凍結剤を含んだ結晶化溶液に数秒間ソーキングした。急激な条件の変化による結晶の損傷を
抑えるべく、抗凍結剤の濃度が 2、10、20%の溶液を⽤意し、段階的に濃度が上がる形でソーキング
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を繰り返した。なお、結晶化条件に既に抗凍結材が⼊っている場合は、その条件より⾼い濃度の溶液
から段階的にソーキングした。また、壊れやすい結晶については抗凍結剤の濃度 10％、あるいは 5％
まで上げたところでソーキングを⽌めた。その後、結晶の放射線による損傷を防ぐため 100 K の液体
窒素内で瞬間凍結した。結晶をすくい取るにはクライオループ（Hampton Research）、結晶の輸送や
保管に Unipuck（Hampton Research）と 3.6 L サイズのドライシッパーSC 2/4V（MVE）を⽤いた。測
定は施設に備わっている装置やロボット、制御システムを⽤いて 100 K クライオストリーム中で、波
⻑ 1.000 Å の X 線を照射し収集した。 
 
1.1.2.20. 結晶構造解析 
 ここでは特記のない限り、プログラムをデフォルトの設定で利⽤した。また、私が⾃ら取得した回
折データの他に⾚間恵⽒（2012 年度修⼠課程修了）のデータも⽤いた。まず XDS で X 線回折データ
の指数付、積分、スケーリングを⾏った(55)。その後、CCP4 software suite 中のプログラム Aimless で
データ削減、主に CC1/2 の値を参考に以降の解析に最適な分解能を統計的に決定した(56)。本章では
⽬的タンパク質の類似構造が決定されていなかった為、結晶格⼦内に重原⼦が含まれているとされて
いるデータセットを⽤いてまず Crank2 のパイプラインで、実験的に単波⻑異常分散法（SAD 法）で
位相決定(57)し、作製されたモデルを Phaser で Native 条件のデータセットに分⼦置換した(58)。モデ
ルの⾃動構築を Buccaneer で⾏い(59)、Coot を⽤いて⼿動でモデルを修正した(60)。⼿動でのモデル
修正は、①まず⽬視でモデルと電⼦密度マップの⽐較し、⾃動構築時のモデルに謝りがないか確認
する、②モデルがマップに重なる様に位置を直す、③Ramachandran plot にて外れ値を⽰しているア
ミノ酸の位置を、電⼦密度マップから外れない形で微調整する、④Geometry analysis（幾何学的分
析）を基に同様の微調整を⾏う、⑤Check/delete waters で正しくモデルが組まれていない⽔分⼦を修
正または削除する、という⼿順で⾏なった。リガンドの探索には、Coot の Find ligand ツールを⽤い
た。リガンドのモデルは、PDB に登録されているものは 3 letter code を基に取り込み、そうでないも
のは Coot の Ligand Builder ツールを⽤いて作製した。最後に構造の⾃動精密化に Phenix program suite
の phenix.refine を⽤いた(61, 62)。Omit map の作製には Polder map を利⽤した。得られた構造の描画
には PyMOL（Schrödinger）を⽤いた。 
 最初の構造が決定した後は、Aimsless で処理した後、分⼦置換（Phaser）、⼿動モデル修正
（Coot）、構造精密化（phenix.refine）の⼿順で構造解析を⾏なった。 
 
1.1.2.21. クライオ電⼦顕微鏡観察⽤グリッドの作製 
 本操作は KEK 構造⽣物学研究センター（SBRC）の安達成彦特任准教授、川崎政⼈准教授の協⼒の
もと⾏なった。 
 観察⽤グリッドには holey carbon grid (Quantifoil, Cu, R1.2/1.3, 300 mesh、和貴研究所)を⽤いた。卓上
放電装置（PIB-10、株式会社真空デバイス）内で 11 mA、30 秒間放電することで観察⽤グリッドを親
⽔化した後、18℃、湿度 100%に設定した Vitrobot Mark IV（ThermoFischer Scientific）内部に垂直に固
定した。固定されたグリッドに AgaBb1180 溶液を 3 μL アプライした。AgaBb1180 溶液は、⼀粒⼦が
２量体であると想定して、粒⼦濃度 20 μM（4.93 mg/mL）になる様に調製した。ブロッティングによ
り濾紙でグリッド両⾯から挟み込んで⽔分を吸着した上で液体エタンに浸して瞬間凍結した。この時、
blotting time は５秒、blotting force は 15 に設定した。凍結したグリッドを液体窒素に浸した loading 
station 上で O-ring に C-clip で固定し、これを観察⽤グリッド（オートグリッド）とした。 
 
1.1.2.22. 粒⼦画像の撮影 
 本操作は KEK SBRC の安達成彦特任准教授、川崎政⼈准教授の協⼒のもと⾏なった。 
 顕微鏡は KEK SBRC のクライオ電⼦顕微鏡 Talos Arctica（加速電圧 200 kV、ThermoFischer Scientific）
を、検出器は Falcon 3EC（ThermoFischer Scientific）を⽤い、操作は TEM User Interface(63)および EPU
（ThermoFischer Scientific）上で⾏った。輸送⽤ NanoCab を⽤いて作製した観察⽤グリッドをクライ
オ電⼦顕微鏡内にロードし、EPU 上でグリッドの様⼦を観察した。グリッドを覆う氷の膜の暑さとグ
リッドの孔（ホール）内で観察できる粒⼦の形状および数を確認し、粒⼦画像の撮影に適したホール
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を探索した。撮影に適したホールについて粒⼦画像の連続測定を⾏なった。撮影の倍率は 120k であ
った。 
 
1.1.2.23. 粒⼦画像のプロセッシング 
 本操作は KEK SBRC 守屋俊夫特任准教授、池⽥聡⼈博⼠によりなされた。 
 撮影した 433 枚の粒⼦画像は、照射した電⼦量で重み付けした上で MotionCor2(64)を⽤いて平均化
された。重み付けしていない画像から、CTFFIND4(65)および Gctf(66)を⽤いて contrast transfer function
（CTF）計算により分解能推定した。CTF により 4.2 Å より⾼い分解能を⽰した画像が採⽤された。
この時点で画像中に氷の結晶が観察された画像は⼿動で取り除かれた。 
 以上により選定された 413 枚の画像から crYOLO(67)を⽤いて粒⼦が拾い上げられた。粒⼦の２次
元分類、ab initio なマップの再構築、粒⼦の３次元分類、マップの３次元精密化、CTF による精密化、
Bayesian polishing は RELION 3(68)を⽤いて⾏われた。1 pixel を 3.52 Å として 64 × 64 pixel のボックス
サイズでスケーリングしつつ、重み付けした画像から直径 120 Å のマスクを⽤いて 45,335 個の粒⼦が
抽出され、この粒⼦を⽤いて２次元分類が３回⾏なわれた。良好に分類できた 26,366 粒⼦（43 クラ
ス）を⽤いて ab intio 再構築を⾏い、得られたマップに C1 対称を課し３次元分類のモデルが作製され
た。良好に分類された 17,535 個の粒⼦と C1 対称を基に粒⼦画像および粒⼦体積の３次元精密化が⾏
われた。得られたモデルを⽤いて２次元分類した粒⼦に対して再度３次元分類を⾏った。良好に分類
された 22,077 粒⼦に対して C2 対称を課し、３次元精密化を⾏なった。最後に 1 pixel を 1.10 Å とした
352 x 352 pixel のボックスサイズで再スケーリングされた。アラインメントにより複製されてしまっ
た、あるいはスケーリングによってボックスからはみ出てしまった粒⼦は除外された。選抜した
21,156 個の粒⼦を⽤いて、C2 対称の下、３次元の⾃動精密化が⾏われた。 
 得られたマップの描画には Chimera（UCSF）を⽤いた。 
 
1.1.2.24. 系統樹 
 ⽬的配列を BLASTp（NCBI）に⼊⼒し、Reference proteins データベース（refseq_proteins）に対して
ホモログの検索を⾏った。検索にヒットした配列を使って T-coffee（M-coffee、Center of Genomic 
Regulation of Barcelona）で multiple sequence alignment（MSA）を⾏なった。出⼒ファイルを MEGA X
に取り込み maximum likelihood アルゴリズム、bootstrap 1000 の設定で系統樹を作製した。系統樹をよ
り⾒やすくするため、データを iToL v6(69)で変換し、Illustrator（Adobe）で編集した。 
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1.1.3. 結果 
1.1.3.1. T7-tag_AgaBb700 コンストラクトの構造 
 まず、前任者である⾚間恵⽒が取得した回折データの再解析を⾏った。前任者は T7-tag_AgaBb700
コンストラクトの位相決定を⽬標に Native での条件の他に、⽔銀、臭素、⽩⾦、オスミウムに結晶を
ソーキングし、照射する X 線の波⻑を振り回折データを取得していた。しかし当時は位相決定に⾄ら
なかった。構造決定に⽤いられた 2 つのデータセットの統計値を表 1-1-12 で⽰す。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 再解析の際、複数あるデータセットを Crank2（CCP4i2）および Autosol（Phenix）などの実験的位
相決定パイプラインにかけたところ、5 mM K2PtCl4 に 28 時間ソーキングした条件で、Crank2 を SAD
仕様に設定し、サブストラクチャーを探索する shelxd の処理で 1910 回のトライアルの末に、各トラ
イアルのスコアが CC < 30、CC weak < 15 と CC > 35、CC weak > 20 の 2 つのグループに分布が別れた
（図 1-1-4. A）。これは結晶格⼦内でサブストラクチャー（重原⼦）が正しく認識されたことを⽰す。
その後、パイプライン上で⾃動モデル構築を 127 サイクル繰り返すことで、Figure of Merit（FOM）が
0.92、R が 0.25、Rfree が 0.33 に到達し、初期位相が決定されたと判断した（図 1-1-4. B）。 
 ⽩⾦ソーキング後に得た回折データは分解能が 3.16Å と低く、詳細なアミノ酸コンホメーションを
判断するのが困難であったため、Crank2 が作製した初期的な T7-tag_AgaBb700 のモデルを、Phaser を
⽤いて Native のデータに分⼦置換し、モデル構築、精密化を経て T7-tag_AgaBb700 の構造を決定した。 
  

表 1-1-12. T7-tag_AgaBb700のデータセットおよび 精密化の統計値。測定は⾚間恵⽒（2012年
度修⼠課程修了）によって⾏われた。括弧内は最外殻の値を⽰す。 

 K2PtCl4 derivative Native 
Data collection statistics   
X-ray facility KEK-PF NW12A KEK-PF AR-NW12A 
Wavelength (Å) 1.0715 1.0000 
Space group P212121 P212121 
Unit-cell parameters   

a, b, c (Å) 71.702, 126.578, 190.955 70.557, 12.056, 196.787 
α, β, γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 

Resolution (Å) 47.74-3.16 (3.33-3.16) 48.04-1.96 (1.99-1.96) 
Total reflections 452,013 938,714 
Unique reflections 30,616 125,599 
Completeness (%) 100 (100) 100 (100) 
Multiplicity (%) 14.8 (15.0) 7.5 (7.5) 
Mean I/σ(I) (%) 16.0 (3.9) 15.3 (3.1) 
Rmerge (%) 13.0 (85.3) 8.2 (58.9) 
CC1/2 99.8 (92.7) 99.7 (89.8) 
Refinement statistics   
Resolution range (Å)  48.04-1.96 
No. of reflections  125,504 
R/Rfree (%)  18.4/21.4 
r.m.s. from ideal values   
 Bond lengths (Å)  0.007 
 Bond angle (º)  0.985 
Ramachandran plot (%)   
 Preferred   94.22 
 Allowed  4.94 
 Outlier  0.84 



 32 

A 

 

B 

 
図 1-1-4. A. shelxd によるサブストラクチャー探索の結果を⽰した CC vs weak CC プロット。⾼いスコアに該当す
る点を⾚で⽰す。B. Crank2 内の Buccaneer のモデル構築サイクルの結果を⽰したプロット。 

 AgaBb の全体的な構造は、11 回転した右巻きの平⾏ β-helix を中⼼構造としている。この β-helix は、
2 つの⼩さな β-barrel domain（β-barrel 1、β-barrel 2）に囲まれている（図 1-1-5. A）。⾮対称単位内で
は AgaBb は β-helix の下流にあるループが別のプロトマーと絡まることで 2 量体を形成していた（図
1-1-5. B、C）。これは前任者、⾚間恵⽒がゲルろ過クロマトグラフィーの溶出時間から推測したオリ
ゴマー状態と合致する。また PISA(70)を⽤いて結晶構造から⽣理的なアセンブリを推測したところ、
⽔溶液中では結晶格⼦内と同じ２量体構造を組むとされた。 
 
A 

 

B 

 
C 

 
図 1-1-5. A. T7-tag_AgaBb700 モノマーの構造。構造の主体となる β-helix を⾚、左右の β-barrel を灰⾊で⽰す。活
性中⼼を緑の枠で、モデルが組めていない領域を破線で⽰す。B. ⾮対称単位内の T7-tag_AgaBb700 の 2 量体の構
造。各プロトマーをそれぞれ⾚と灰⾊で、プロトマー間の相互作⽤領域を⻘枠で⽰す。C. パネル B ⻘枠の拡⼤
図。P673 を⻘い⽮印で⽰す。 

Nter (24-)

Cter (-700)

β-barrel 1
151-270

β-barrel 2
361-455

588-616�
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 T7-tag_AgaBb700 を既報の PdGH110B（配列同⼀性 27.9%）の構造と⽐較したところ、全⻑のおよ
そ半分である 358 の Cα 原⼦の重ね合わせに成功し、平均⼆乗偏差値（RMSD 値）は 1.181 Åであっ
た。これは T7-tag_AgaBb700 と PdGH110B が部分的に類似していることを⽰す（図 1-1-6. A）。また、
PdGH110B も２量体を形成する（図 1-1-6. B）。しかし、これは T7-tag_AgaBb700 の β-barrel 2 にあた
る領域の α-helix が別のプロトマーの β-barrel 1 と相互作⽤することで成り⽴っている。T7-
tag_AgaBb700 にはこの α-helix が存在しないため、PdGH110B と同様の結合様式を持たない。 
 PdGH110B は galactobiose（Gal-α1,3-Gal）との複合体構造が報告されている。T7-tag_AgaBb700 と
PdGH110B を重ね合わせることで、AgaBb の-1、+1 サブサイトをおおよそ特定した（図 1-1-6. C）。
また Fuc が⼊り得る+1’サブサイトも暫定した。 
 
 
A 

 

B 

 
C 

 

図 1-1-6. A. T7-tag_AgaBb700、と PdGH110B モノマー（PDB 
ID 7JWF）の重ね合わせ。T7tag-AgaBb700 を⾚、PdGH110B
を緑のラインで⽰す。B. PdGH110B のダイマー構造。⽚⽅
の鎖を紫の cartoon、もう⽚⽅を灰⾊の surface で⽰す。
McGuire et al., J Biol Chem, 2020 (49)より。C. AgaBb の活性中
⼼に PdGH110B のリガンド（Gal-α1,3-Gal、⻩）を当てはめ
た。破線で暫定された Fuc 認識サイトを⽰す。 

 

 
1.1.3.2. リガンド存在下での T7-tag_AgaBb700 コンストラクトの結晶化 
 実験的に Fuc 認識サイトを視認するべく T7-tag_AgaBb700 のリガンドとの複合体構造の取得を⽬指
し、⽬的タンパク質の異種発現、精製、結晶化を⾏なった。 
 より⼤量のタンパク質を獲得するべく、培養、発現条件の詳細な条件検討の末、前任者の条件を表
1-1-13 のように変更した。 
 
表 1-1-13. 前任者と本研究での T7-tag_AgaBb700 の 発現条件の⽐較。 

 2012 年度修⼠課程修了 
⾚間恵修⼠論⽂より 

本研究 

⼤腸菌発現株 BL21 CodonPlus(DE3) RIL Rosetta2 (DE3) 
誘導後の培養温度 37℃ 30℃ 
IPTG 濃度 0.5 mM 0.1 mM 
培養時間 3 時間 20 時間 

-1 +1

Fucose site 
(+1’) ?
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 この条件で 1.5 L スケールで培養を⾏い、前任者と同様の系で Ni-IMAC、陰イオン交換クロマトグ
ラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーにて⽬的酵素を精製した。SDS-PAGE では最終的に T7-
tag_AgaBb700 の分⼦量に該当する 74.7 kDa の位置に他のバンドよりはるかに濃いバンドが確認され、
結晶化に⼗分な精製純度に達したと判断した（図 1-1-7）。タンパク量は培養液 1 L 辺あたり 25 mg 程
度獲得した。なお、前任者はゲルろ過クロマトグラフィーで精製した際は、溶出時間がダイマー化し
た T7-tag_AgaBb700 の分⼦量に相当するとしていたが、本研究で精製した際は単量体である計算がさ
れ、前任者の再現が得られなかった（後述、1.1.3.4 節を参照）。 

 
図 1-1-7. T7-tag_AgaBb700 の Ni-IMAC 精製後およびゲルろ過精製後の各フラクションの SDS-PAGE。C：祖酵素
液；T：Ni-IMAC 精製の素通り画分；W：Ni-IMAC 精製の洗浄溶液；E：Ni-IMAC 精製の溶出液；M：分⼦量マ
ーカー。 

 Pre-crystallization Test（PCT）を⾏なった結果、5 mg/mL が結晶化スクリーニングに最適であるとさ
れた。前任者は研究していた当時、同様の試験を⾏い、37.8 mg/mL が最適としており、これも再現が
取れなかった。そこで、結晶化スクリーニングを 5 mg/mL と 37.8 mg/mL の両⽅で、溶液に 10 mM Gal
と 10 mM Fuc を加えて⾏なった。しかし結晶は得られなかった。また、前任者が当時、結晶化に成功
した 2 条件（条件①：1.6 M ammonium sulfate、0.1 M HEPES-NaOH pH 7.5、0.1 M NaCl；条件②：1.26 
M ammonium sulfate、0.1 M Tris-HCl pH 8.5、0.1 M lithium sulfate）で、条件を振って結晶化を試みた。
結果、沈殿やクリアドロップについては同様の挙動が⾒られたが、結晶化には⾄らなかった（表 1-1-
14、表 1-1-15）。また、タンパク質の保存溶液も以下の４種類に替えて検討した。しかし、保存溶液
による結晶化の違いはほとんど⾒られなかった。 
① 5 mM MOPS pH pH 7.0、5% glycerol（前任者が使っていた条件） 
② 5 mM MOPS pH pH 7.0（glycerol を夾雑物になると仮定して①から取り除いた条件） 
③ 5 mM sodium acetate pH 6.0（pH を等電点 5.11 に寄せた条件） 
④ 5 mM sodium acetate pH 6.0、5% glycerol（沈殿を抑えようと③に glycerol を加えた条件） 
  

C     T    W    E    M  1     2    3    4     5   6    7    8    9   10  11 12  13
Ni Affinity__ Gel filtration fractions_________

150 kDa

100 kDa80 kDa

60 kDa

50 kDa

40 kDa
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表 1-1-14. T7-tag_AgaBb700 の結晶化条件①の検討。沈殿が出現した条件を灰⾊で⽰す。 

条件①の精密化 Ammonium sulfate 
1.2 M 1.4 M 1.6 M 1.8 M 2.0 M 2.2 M 

HEPES-
NaOH pH 

6.8       
7.0       
7.2       
7.4       
7.6       
7.8       
8.0       
8.2       

 

表 1-1-15. T7-tag_AgaBb700 の結晶化条件②の検討。沈殿が出現した条件を灰⾊で⽰す。 

条件②の精密化 Ammonium sulfate 
1.2 M 1.4 M 1.6 M 1.8 M 2.0 M 2.2 M 

Tris-HCl 
pH 

7.8       
8.0       
8.2       
8.4       
8.6       
8.8       
9.0       
9.2       

 
1.1.3.3. T7-tag_AgaBb673 コンストラクトの構造解析 
 図 1-1-5. C にあるように T7-tag_AgaBb700 の結晶構造では C 末端が絡まることでタンパク質の２量
体化が成り⽴っており、これは⽔溶液中でも同じオリゴマー状態を持つと PISA によって予想されて
いる。⼀⽅、本研究では⽔溶液中の T7-tag_AgaBb700 の２量体化は実現できていない（後述、1.1.3.4
節を参照）。そこで、C 末端の絡まりが結晶化の再現に影響しているとの仮説を⽴て、C 末端をさら
に削った T7-tag_AgaBb673 コンストラクトを作製した。T7-tag_AgaBb673 を⼤腸菌で異種発現させ、
粗酵素液の組成を SDS-PAGE で T7-tag_AgaBb700 と⽐較した。その結果、T7-tag_AgaBb700 はこれま
でどおり 74.7 kDaの位置にバンドが⾒え、T7-tag_AgaBb673はそれよりわずかに下に泳動し、72.2 kDa
と予想される位置に⽬的バンドが確認された。 

 
図 1-1-8. T7-tag_AgaBb673 と T7-tag_AgaBb700 の粗酵素液の SDS-PAGE。P：不溶画分；S：粗酵素液（可溶画
分）；M：分⼦量マーカー 

T7-tag_AgaBb673 T7-tag_AgaBb700
P  S           P           S M

150 kDa

100 kDa

80 kDa

60 kDa

50 kDa

40 kDa
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 少量での発現検討で、本コンストラクトでは表 1-1-14 の条件から更に誘導後の温度を 25℃に下げ
た⽅がより多く⽬的タンパク質が取れると判断し、その条件で 1.5 L スケールで培養、タンパク質精
製を⾏なった（図 1-1-9）。精製時、陰イオン交換クロマトグラフィーでは NaCl 濃度が約 200 mM に
到達した段階で⽬的タンパク質が溶出された（図 1-1-9. A）。ゲルろ過クロマトグラフィー後の SDS-
PAGE では 72.2 kDa の位置に他のバンドよりはるかに濃いバンドが確認され、結晶化に⼗分な精製純
度に達したと判断した（図 1-1-9. B）。タンパク量は培養液 1 L あたり 20 mg 程度獲得した。 
 結晶化に先⽴った PCT ではタンパク質濃度 5 mg/mL がスクリーニングに最適であると判断された。
また、本研究ではリガンドとの複合体構造の取得を⽬的としているため、結晶化スクリーニングの際
にタンパク質溶液に 20 mM Gal を加えた。 
 結晶化スクリーニングの結果、インキュベート開始から 3 ⽇経過したところで計 16 の条件でウニ
状の、⼀次元的に成⻑する結晶が得られた（表 1-1-16）。沈殿剤はいずれ PEG3350 から 8000 であ
り、バッファーの pH が 5.0〜6.5、塩は acetate または tartrate を含んだ条件が多い印象が得られた。さ
らに、精製時の陰イオン交換クロマトグラフィーを⽤いたサンプルと⽤いていないサンプルを⽐較し
たところ、いずれも同じ条件で結晶が得られたが、陰イオン交換クロマトグラフィーを⽤いた場合の
⽅が⼤きい結晶が得られた（図 1-1-10）。そのため、以降は陰イオン交換クロマトグラフィーを⽤い
たサンプルで結晶化を⾏なった。 
 
A 

 

B 

 
C 

 

 

図 1-1-9. T7-tag_AgaBb673 の精製。A. Ni-IMAC 精製時
のクロマトグラム。B.イオン交換精製時のクロマト
グラム。C.ゲルろ過精製時のメインピークに該当す
るフラクションの SDS-PAGE。 
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�����	

Main peak (200-225 mM NaCl) 



 37 

表 1-1-16. T7-tag_AgaBb673 の結晶化スクリーニング時のヒット条件。⻩⾊で⽰した条件は図 1-1-10 の結晶に
該当する。ここではインキュベート期間は全て 3 ⽇である。 

沈殿剤 バッファー 塩 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M potassium acetate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M magnesium acetate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M disodium tartrate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M calcium acetate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M ammonium acetate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M sodium acetate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M sodium iodide 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M potassium chloride 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M lithium chloride 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M di-ammonium tartrate 
20% (w/v) PEG8000 0.1 M sodium cacodylate pH 6.5 0.2 M magnesium acetate 
20% (w/v) PEG6000 0.1 M MES-NaOH pH 6.5 1.0 M lithium chloride 
20% (w/v) PEG8000 0.1 M MES-NaOH pH 6.0 0.2 M calcium acetate 
10% (w/v) PEG6000 0.1 M citric acid pH 5.0  
20% (w/v) PEG3350  0.2 M magnesium formate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M lithium acetate 

 

A 

 

B 

 
図 1-1-10. T7-tag_AgaBb673 の結晶。A. 陰イオン交換を使⽤しなかった場合。結晶化条件は 20% PEG3350、0.2 M 
di-sodium tartrate。B. 陰イオン交換を使⽤した場合。結晶化条件は 10% PEG6000、0.1 M citric acid pH 5.0。 

 ⾃作の結晶化溶液で条件の最適化を試みたが、結晶化の再現は得られなかった。そこで再現性と結
晶質改善を⽬指し、PEGs Suite を模した⾃作のキットを⽤いて MMS を⾏なった。その結果、インキ
ュベートしてから 1 ⽇でこれまでとは違う、２次元的に成⻑する結晶が 5 つの条件で得られた（表 1-
1-17）。これらとは別にウニ状の結晶が多数の条件で得られた。 
 
表 1-1-17. T7-tag_AgaBb673 の MMS のヒット条件。⻩⾊の条件が以降で⽤いた条件である。 

沈殿剤 バッファー 塩 
15% (w/v) PEG20000 0.1 M MES-NaOH pH 6.5  
20% (w/v) PEG3350  0.2 M potassium iodide 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M ammonium iodide 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M lithium acetate 
20% (w/v) PEG3350  0.2 M di-sodium tartrate 

 
 特に再現性の良かった 15% PEG20000、0.1 M MES-NaOH pH 6.5 の条件（図 1-1-11. A）で、シード
を植え継ぎつつ通常の条件最適化を⾏なった。また最適化の過程で 20 mM Gal の他に 20 mM または
100 mM Fuc、20 mM GlcNAc など、他のリガンドも加えたり、糖を加えずに結晶化を試みたところ、
Gal を含まない条件では結晶は出現しなかった。最終的に最も良質な結晶が得られたのはタンパク質
濃度 15 mg/mL、7% PEG20000、0.1 M MES-NaOH pH6.3、シードを 105 倍希釈した条件で、ブレード
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クラスター状の結晶が得られた（図 1-1-11. B）。Additive Screen による添加剤の探索も⾏なったが、
これによる結晶質の向上は⾒られなかった。 
 結晶を針で⼀枚⼀枚はがし、抗凍結剤を含んだ溶液にソーキング、X 線回折実験を⾏なった。いく
つもの結晶を X 線に照射したが、唯⼀、リガンドに 20 mM Gal、抗凍結剤に 10% ethylene glycol を⽤
いた条件で、分解能 3.50 Å の X 線回折像が得られた（表 1-1-18、図 1-1-12）。 
A  

 

B  

 
図 1-1-11. MMS で得た T7-tag_AgaBb673 の結晶。A. 結晶化条件最適化前。B. 結晶化条件最適化後。偏光板で観察
することで複数の板が重なっているのがわかる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 得られたデータセットに T7-tag_AgaBb700 のプロトマーから C 末端の不要な部分を削除したモデル
を 分 ⼦ 置 換 し 、 精 密 化 を ⾏ な っ た 。 解 か れ た 構 造 の ⾮ 対 称 単 位 は ２ 分 ⼦ で あ っ た が 、 T7-

 T7-tag_AgaBb673 
Data collection statistics  
X-ray facility KEK-PF BL1A 
Wavelength (Å) 1.0800 
Space group P21 
Unit-cell parameters  

a, b, c (Å) 63.340, 73.154, 177.968 
α, β, γ (°) 90.00, 91.38, 90.00 

Resolution (Å) 47.88-3.50 (3.83-3.50) 
Total reflections 72,012 
Unique reflections 20.908 
Completeness (%) 100 (100) 
Multiplicity (%) 3.4 (3.5) 
Mean I/σ(I) (%) 3.1 (1.3) 
Rmerge (%) 0.855 (1.622) 
CC1/2  
Refinement statistics  
Resolution range (Å) 47.88-3.50 
No. of reflections 20,908 
R/Rfree (%) 22.6/29.1 
r.m.s. from ideal values  
 Bond lengths (Å) 0.012 
 Bond angle (º) 1.330 
Ramachandran plot (%)  
 Favored 86.99 
 Allowed 10.69 
 Outlier 2.32 

表 1-1-18. T7-tag_AgaBb673 のデータセットおよび精密化の
統計値。括弧内は最外殻の値を⽰す。 

図 1-1-12. T7-tag_AgaBb673 結晶の X 線回折像 
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tag_AgaBb700 にあった C 末端の絡まりは解消されていた（図 1-1-13. A）。活性中⼼には Gal と思し
き電⼦密度マップが確認できた。周囲には酸性触媒残基 D351、塩基性触媒残基候補の D328 と D352、
そして+-サブサイトを形成する N90、R270、Q331、N335、R475、W509、E511 が視認でき、Gal が-1
サブサイトに⼊っていることが⽰された。しかし、分解能が低いため正確な向きやコンホメーション
は判断できなかった（図 1-1-13. B）。 
 これ以降、何度か新しい結晶を X 線に照射したが、より良い分解能の回折像は得られなかった。 
 
A 

 
B 

 
 
1.1.3.4. 良質な結晶の取得を⽬指したコンストラクトの再検討 
 熱安定性の⾼いタンパク質や保存条件ほど結晶化に適していることが知られている(71)。そこで、
より良質な AgaBb の結晶を得るべく複数のコンストラクトを作製し、熱安定性の⾼いタンパク質が
得られないか検証した。加えて活性測定と分⼦量測定も⾏なった。コンストラクトは以下の点を考慮
して再検討した。 

① N 末端の T7-tag は結晶構造では⾒えず、またゆらぎの⼤きい領域であると想定して除去した。 
② PSIPRED、Disopred にて AgaBb 配列上でゆらぎの⼤きい配列を予測し、２次構造などを考慮

した上でコンストラクトをカットした（図 1-1-14. A）。決定した切断部位は AgaBb のドメイ
ン境界と凡そ合致した（図 1-1-14. B）。 

Nter

Cter

Polder Map Level: 5
図 1-1-13. A. ⾮対称単位内の T7-tag_AgaBb673 ⼆
分⼦。各モノマーを⾚と灰⾊で、活性中⼼を緑
枠で⽰す。B. 活性中⼼内の Gal。触媒残基と推定
されている３残基をピンクで表している。Gal に
当たる Polder map（5σ）を⻘のメッシュで⽰す。 
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③ C 末端の His6-tag が揺らぎ結晶化に影響する可能性がある（2020 年度修⼠課程修了、塚原茜
修⼠論⽂より）。そこで C 末端の His6-tag を除去し、代わりに N 末端に SHT 配列を付加した
（1.1.2.2.要参照）。 

④ ③が成功する確証がなかったため、C 末端の His6-tag を残したコンストラクト（SHT は未使
⽤）も作製した。 

 
A 

 
B 

 
 
図 1-1-14. （A）PSIPRED、Disopred による AgaBb の２次構造およびディスオーダー領域の予測。
コンストラクトを切断したところを⾚で⽰す。(B)AgaBb の全⻑コンストラクトのドメイン構成。⾚
い⽮印で（A）の切断部位を⽰す。 
 
 これにより SHT_AgaBb673、SHT_AgaBb700、SHT_AgaBb898、SHT_AgaBb1099、SHT_AgaBb1180、
AgaBb673、AgaBb700、AgaBb898、AgaBb1099、AgaBb1180の全 10 種類のコンストラクトを作製し、
少量で⼤腸菌に異種発現させ、粗酵素液の組成を SDS-PAGE に確認した（図 1-1-15）。なお、SHT が
付加されたコンストラクトについては N 末端の His10-tag が Ni-IMAC に適応しているか確かめるべく、
バッチ法による⼩スケールでの精製を⾏なった。いずれのコンストラクトでも溶出画分で⽬的のバン
ドがあり、His10-tag が正しく機能していることを確認した。 
  

700

Nter CterGH110 domain CBM51 Big2

1 24 673 898 1289

Uncharacterized region

1099

His6-tagT7-tag

1180
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A 

 
B 

 
図 1-1-15. 少量培養後の AgaBb 各コンストラクト異種発現の SDS-PAGE。A. SHT を付加したコンストラクト。⽬
的のコンストラクトに該当するバンドを⾚枠で⽰す。B. SHT を付加していないコンストラクト。M：分⼦量マー
カー；P：不溶画分；S：可溶画分（祖酵素液）；F：バッチ精製素通り画分；E：バッチ精製溶出液 

 SHT を付加した 5 つのコンストラクトについて 1.5 L スケールで培養を⾏い、Ni-IMAC 精製、TEV
プロテアーゼ処理を⾏った。しかしこの時点でタンパク質の収量が 10 μg 以下と低く、この条件では
結晶化を⾏うのは困難であると判断し、以降の実験を断念した。 
 残る 5 つのコンストラクトについて 150 mL スケールで培養、Ni-IMAC、ゲルろ過クロマトグラフ
ィーを⾏い⾼純度で 2〜5 mg ほどの精製タンパク質を獲得した（図 1-1-16）。なお、ここでは過剰な
タンパク質のロスを避けるべく陰イオンクロマトグラフィーは⾏わなかった。 
 検量線を基に各コンストラクトの分⼦量を算出した結果、AgaBb673、AgaBb700、AgaBb898、
AgaBb1099 は単量体、AgaBb1180 は２量体であると予想された（図 1-1-17）。ドメイン構成（図 1-1-
14. B）と照らし合わせることで、免疫グロブリン様ドメイン Big2 がダイマー化に関わることが⽰唆
された。 
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A 

 
B 

 
図 1-1-16. 熱安定性試験に向けた各コンストラクトの Ni-IMAC クロマトグラム（A）とゲルろ過クロマトグラフ
ィー後の SDS-PAGE（B）。 

 
コンストラクト AgaBb673 AgaBb700 AgaBb898 AgaBb1099 AgaBb1180 
モノマー分⼦量（kDa) 71.1 73.6 93.9 115.4 123.3 
分⼦量測定値（kDa） 57.0 70.0 88.5 109.8 240.6 
オリゴマー状態 モノマー ダイマー 

図 1-1-17. AgaBb の各コンストラクトと分⼦量マーカーのゲルろ過クロマトグラムと算出された分⼦量と推定オ
リゴマー状態。 

 いずれのコンストラクトでも AgaBb の本来の B 型⾎液型抗原に対する α-galactosidase 活性があるこ
とが、TLC で確認できた（図 1-1-18）。 

24-673 24-700 24-898 24-1099 24-1180

Elution Elution Elution ElutionElution

AgaBb673 AgaBb700 AgaBb898 AgaBb1099 AgaBb1180

24-673 (71.1 kDa) 24-700 (73.6 kDa) 24-898 (93.9 kDa) 24-1099 (115.4 kDa) 24-1180 (123.3 kDa)

150 kDa

100 kDa

80 kDa

60 kDa

50 kDa

40 kDa

AgaBb673 
(71.1kDa)

AgaBb700 
(73.6 kDa)

AgaBb898 
(93.9 kDa)

AgaBb1099 
(115.4 kDa)

AgaBb1180 
(123.3 kDa)
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図 1-1-18. AgaBb の各コンストラクトの TLC 活性測定。各スポットに該当する糖構造は Wakinaka et al., 
Glycobiology, 2012(34)の結果と⽐較して判断した。糖の模式図は SNFG に基づく。 

 熱安定性試験の結果、いずれのコンストラクト濃度に応じてピークの⾼さに変化が⾒られた。20 
mg/mL で各コンストラクトの Tm 値を⽐較した結果、AgaBb673 と AgaBb700 がそれぞれ 51.32℃と
51.57℃だったのに対し、AgaBb898、AgaBb1099、AgaBb1180 は 62.25℃、65.89℃、66.22℃と、15℃
近く⾼い値が⽰された（図 1-1-19）。これにより、5 つのコンストラクトの内、未解析領域を有する
AgaBb898、AgaBb1099、AgaBb1180 が結晶化に最も適していると判断した。 
 
1.1.3.5. AgaBb1099 と AgaBb1180 の結晶化 
 熱安定性試験で⾼い Tm 値を⽰した AgaBb1099 と AgaBb1180 を 1.5 L スケールで培養、精製を⾏な
った。 
 AgaBb1099 については陰イオン交換クロマトグラフィーで NaCl 濃度 200 mM あたりで⽬的タンパ
ク質が溶出された。ゲルろ過クロマトグラフィー後の SDS-PAGE では 115.4 kDa の位置に⽬的タンパ
ク質のバンドが⾒え、⾼純度の AgaBb1099 タンパク質の獲得に成功した（図 1-1-20）。タンパク量は
培養液 1 L あたり 50 mg 獲得した。 
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 AgaBb673 AgaBb700 AgaBb898 AgaBb1099 AgaBb1180 Lysozyme 
Tm 値 (℃) 51.32 51.57 65.25 65.89 66.22 71.63 

図 1-1-19. AgaBb の各コンストラクトの熱安定性試験。プロットは温度の上昇に対するタンパク質変性マーカー
による蛍光度の微分値を表している。表に Tm 値を⽰す。ここでは Lysozyme とポジティブコントロールとして
⽤いており、測定された Tm 値は⽂献値に近い値だった(71)。 

A 

 

B 

 
C 

 

図 1-1-20. AgaBb1099 の精製。A. Ni-IMAC 精製時のクロマ
トグラム。B. 陰イオン交換精製時のクロマトグラム。C. 
ゲルろ過精製時のメインピークに該当するフラクション
の SDS-PAGE。 
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 AgaBb1180 については、⽬的タンパク質と夾雑物を分ける試みで、2 つのペリスタポンプを直列に
接続することで破砕バッファーに imidazole の濃度勾配をかけて精製を⾏なったが、想定よりも早く
⽬的タンパク質が溶出されたため、夾雑物との分離は上⼿く⾏かなかった。また、イオン交換クロマ
トグラフィーの際にメインピークとマイナーピークの⾼さが近かったため、SDS-PAGE で各ピークの
組成を確認し、NaCl 濃度 200 mM あたりで溶出された peak 1 で⽬的タンパク質が多量に確認され
た。ゲルろ過クロマトグラフィー後の SDS-PAGE では 123.3 kDa の位置に⽬的タンパク質のバンドが
⾒え、⾼純度の AgaBb1180 タンパク質の獲得に成功した（図 1-1-21）。タンパク量は培養液 1 L あた
り 30 mg 獲得した。 
A 

 

B 

 
C 

 

 
図 1-1-21. AgaBb1099 の精製。A. imidazole 濃度勾配を
掛けた Ni-IMAC 精製後の SDS-PAGE。B. 陰陽イオン
交換精製後の各ピークの SDS-PAGE。C. ゲルろ過精
製時のメインピークに該当するフラクションの SDS-
PAGE。 

 
 PCT により、いずれのコンストラクトもタンパク濃度 20 mg/mL が結晶化スクリーニングに最適で
あると判断された。 
 結晶化スクリーニングでは AgaBb1180の結晶は得られなかった。しかし、AgaBb1099についてはイ
ンキュベート期間１週間で 4 つの条件で結晶が得られた。更に、結晶核の形成を促すべく、結晶化プ
レートを 20℃から 4℃に移したところスクリーニングを開始して３週間後には更に 5 つの条件で結晶
が得られた（表 1-1-19）。得られた結晶条件のほとんどは 20% (w/v) PEG3350 を沈殿剤として含んで
おり、塩には thiocyanate、citrate、iodide を⽤いたものが多かった。また 20℃でインキュベートして
いる際は sodium、4℃では potassium を陽イオンとして含んだ条件で結晶が頻繁に観察された。ヒット
条件の中でも特に結晶が⼤きく成⻑した 20% (w/v) PEG3350、0.2 M sodium thiocyanate の条件（図 1-1-
22. A）で、⾃作の溶液を⽤いて条件の最適化を⾏ない、タンパク濃度 15 mg/mL、14% (w/v)PEG3350、
0.2 sodium tartrate、103〜105 倍希釈したシード溶液、リガンドとして 20 mM Gal、100 mM Fuc、抗凍結
剤として 10% ethylene glycol、5% MPD、または 20% sucrose を加えた条件が、結晶の形状的に最適で
あるとした。 
 瞬間凍結し、結晶を X 線に照射したところ、最⼤分解能 5 Å を記録した（図 1-1-22. B）。これは構
造解析に⾏うには不⼗分であり、更なる条件検討を⾏う必要性が⽰唆された。 
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表 1-1-19. AgaBb1099 の結晶化スクリーニング時のヒット条件。⾊付きの条件は図 1-1-10 の結晶に該当する。 

 
A 

 

B 

 
図 1-1-22. AgaBb1099 の結晶(A）と回折像（B）。 

1.1.3.6. AgaBb1180 のクライオ電⼦顕微鏡単粒⼦構造解析 
 ⽔溶液中での CBM51 の、GH110 ドメインに対する向きや⽅向の変化、そして真のオリゴマー状態
を⾒定めるべく、クライオ電⼦顕微鏡を⽤いて AgaBb1180 の単粒⼦構造解析を⾏なった。精製酵素
溶液を専⽤グリッドにアプライし、液体エタン中で瞬間凍結したものをクライオ電⼦顕微鏡で観察し
たところ、氷がグリッドの左から右にかけて厚くなっていた（図 1-1-23. A）。グリッド中央で厚みの
異なる grid square をいくつか拡⼤し観察したところ、それぞれで⽐較的均⼀に氷が貼られていた。そ
こから更に Foil を拡⼤し、密集した AgaBb の粒⼦を視認した（図 1-1-23. C）。 
 
A 

 

B 

 

C 

 
図 1-1-23. AgaBb1180 のクライオ電⼦顕微鏡画像。A. グリッドの全体像。B. Grid square の拡⼤図。C. Foil の拡⼤
図。 

沈殿剤 塩・バッファー 温度 インキュベーション期間 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M ammonium iodide 20℃ 1 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M tri-sodium citrate 20℃ 2 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M sodium thiocyanate 20℃ 3 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M di-ammonium tartrate 20℃ 5 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M tri-potassium citrate 4℃ 21 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M potassium thiocyanate 4℃ 21 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M potassium iodide 4℃ 21 ⽇ 
20% (w/v) PEG3350 0.2 M tri-ammonium citrate 4℃ 21 ⽇ 
20% (w/v) PEG6000 1.0 M lithium chloride, 0.1 M citric acid 

pH 5.0 
4℃ 21 ⽇ 
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 この観察を踏まえて、本サンプルについて連続測定を⾏なった。データ収集およびプロセッシング
の統計値を表 1-1-20 に纏めた。測定されたデータの解析の過程で抽出された 26,366 の粒⼦が 43 のク
ラスに２次元的に分類された（図 1-1-24）。この時点で２量体に⾒えるクラスと、別⾓度から⾒た２
量体なのか単量体なのか判断の難しいクラスが⾒られた。 
 
図 1-1-20. クライオ電⼦顕微鏡単粒⼦解析データ収集、プロセッシングの統計値。 

Dataset AgaBb1180 Cryo-EM structure 
Data collection and processing  
Microscope FEI Talos Arctica 
Voltage (kV) 200 
Detector Falcon 3EC 
Magnification 120 k 
Pixel size (Å/pixel) 0.88 
Automation software EPU 
Total exposure (e-/Å2) 66.49 
Exposure rate (e-/Å2 frame) 1 
Number of frames 50 
Defocus range (estimated by Gctf) -1 to -2.5 
Number of collected micrographs 433 
Number of selected micrographs 413 
Number of particles for 2D classification 45,335 
Number of particles for 3D classification 26,366 
Number of particles for 3D refinement 21,156 
Map global resolution (Å)  
 Masked FSC 0.143 3.91 
  

 

 
図 1-1-24. AgaBb1180 の２次元分類。 

 これを基に初期的なモデルを作製し、３次元分類を⾏ったところ、⼤きく 4 つのクラスに分けられ
（図 1-1-25）、特に class002 と class004 はそれぞれ単量体と２量体のモデルであるように⾒えた。ま
た、⾓分布に偏りがあり、モデルの上部と下部に当たる⾓度で⼗分な粒⼦数が観察できていないこと
が解った。 
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図 1-1-25. AgaBb の３次元分類。上段と中段は 2 つの⾓度から⾒たマップ。下段は各クラスの⾓分布を３次元的
に表したグラフであり、⾚くなっている⾓度で粒⼦が多く観察されたことを⽰す。 

 Class004 のモデルを基に再度粒⼦の 2 次元分類、３次元分類、C2 対称性を考慮して３次元精密化を
繰り返すことで最終的なマップを作製した（図 1-1-26. A）。全体の分解能は gold-standard Fourrier 
shell correlation （FSC）の閾値 0.143 と、分解能はマスクを補正後の FSC の交点を基に 3.91 Å とであ
る判断された（図 1-1-26. B）。しかし、３次元 FSC では全体の FSC と⽐較して Z 軸の FSC が⾼く、
Y 軸の FSC が顕著に低かった（図 1-1-26. C）。これは Y 軸から観察したマップの分解能が低いこと
を意味する。また、球形度の値が 0.729 と基準値の 0.95 を⼤きく下回った。よって、概算されて分解
能ほど明瞭にマップは⾒えておらず、マップからアミノ酸主鎖を視認する事は出来ない。さらに
AlphaFold2（1.1.4.1 要参照）で作製した AgaBb1180 のモデルもマップにモデルを上⼿く当てはまらな
い（図 1-1-26. D）。 
  

class001 class002 class003 class004

-> roll x 90 1

Angular Distribution
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D 

 
図 1-1-26. A. AgaBb1180 のクライオ電⼦顕微鏡マップ。B. 3.91 Å のクライオ電⼦顕微鏡マップの FSC カーブ。こ
こでいうマスクは溶媒領域とタンパク質を⾒分けるために定義されたものを指す。C. 3 次元 FSC カーブ。D. 
AlphaFold2 で作製した AgaBb1180 のモデル（シアン）とクライオ電⼦顕微鏡マップ（灰）の重ね合わせ。 
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1.1.4. 考察 
1.1.4.1. AgaBb の結晶構造決定 
 本研究では AgaBb の GH110 活性ドメインの構造決定に成功した。これは AgaBb が属する GH110 
subfamily A では初である。既報の構造で最も近しい構造は Pseudoaltermonas distincta U2A 由来の
PdGH110B（配列同⼀性 27.09%）だが、重ね合わせを試みたところ、同じ GH ファミリーにも関わら
ずタンパク質主鎖の半分でしか重ね合わせができなかった。また、AgaBb と PdGH110 はどちらも結
晶構造中では 2 量体を組んでいたが、それぞれでダイマー化に起因する領域（AgaBb の β-helix 下流に
あるループ、PdGH110B の β-barrel 2 の α-helix）が保存されていないため、プロトマー間の結合様式が
異なった。これにより AgaBb の結晶構造は新規性の⾼いものであることが⽰唆された。ただし、結
晶化に⽤いた AgaBb のコンストラクトには２量体化に関わるドメインは存在せず、アーティファク
トである可能性が⽰唆された（後述）。 
 AgaBb では酵素の基質・⽣成物との複合体構造は取得できておらず、PdGH110B との構造⽐較から
活性中⼼の-1、+1 サブサイトを推測している。⼀⽅、AgaBb の構造解析では α-galactosidase 活性に不
可⽋な Fuc を認識するとされている+1’サブサイトが重要視されているが、これは現時点では視認で
きていない。図 1-1-5. C で⽰した AgaBb と PdGH110B の構造から切り出した galactobiose のモデルに
更に Fuc を加え、エネルギー最⼩化を⾏ったモデルを作製した（図 1-1-27）。このモデルでは R270
のグアニジノ基が Fuc の 2 位と 3 位のヒドロキシ基とそれぞれ 2.4 Å と 2.9 Å の距離に、E380 のカル
ボキシ基が 3 位と 4 位のヒドロキシ基とそれぞれ 2.4 Å と 2.3 Å の距離にあった。これらの残基が Fuc
の認識に関わることを構造⽣物学的に証明するべくコンストラクトの再検討などを⾏い、複合体構造
の取得に挑戦した。しかし、結晶はできるものの、現時点で良質な X 線回折像は得られていない。今
後、以下の⼿法を⽤いて更に結晶化の条件検討を繰り返す必要がある。 
1. AgaBb1099 について、Additive Screen（Hampton Research）により結晶の質を改善し得る添加剤を

探索する。また、ヒットした結晶化条件に JCSG+（Nextal Biotechnologies）や Crystal Screen
（Hampton Research）のような sparce matrix screening kit の溶液を少量混合する添加剤探索の⼿法
が報告されている(72)。 

2. まだ結晶化スクリーニングを⾏なっていない AgaBb898 コンストラクトでスクリーニングを試み
る。 

3. AlphaFold2(45)で作製した AgaBb の⾼品質な予測モデルを基にコンストラクトを再検討する。
AgaBb の予測モデルは全体的に local-distance difference test（lDDT）のスコアが⾼いが、モデルの
作製に先⽴った MSA で⽤いられた配列の数は 1000 以下と少ない（図 1-1-28. A）。特に GH110 活
性ドメインと CBM51 の中間配列については 100 を切っている。また活性ドメイン以外は predicted 
aligned error（PAE）が部分的に⾼く、モデルの信憑性が疑われる（図 1-1-28. B）。しかし、各ド
メイン内では PAE が低いため、ドメイン間の境界は正確に捉えていると考えられる。これまで作
製してきたコンストラクトは予測モデル上では AgaBb673 と AgaBb1099 以外はドメインの中間部
分で配列が切断されており、これはドメインの安定化や揺らぎに影響している可能性がある（図
1-1-28. C-E）。 

 また構造解析とは別に、Fuc と相互作⽤すると予想されている残基の変異体、E380A、E380Q、
R270A を作製し、野⽣型との⽐活性を求めれば、Fuc の認識におけるこれらの残基の重要性を⽰すこ
とができるかもしれない。 
 1.1.1.1.で述べたように、GH110 の塩基性触媒残基として 2 つの Asp が候補に挙がっているものの、
それぞれの具体的な働きは把握できていない。これは先⾏研究でいずれの残基に変異を加えても同様
の活性の低減が⾒られたため、どちらが塩基性触媒残基なのか断定できないためである。今後 NMR
での反応のモニタリングや quantum mechanics/molecular mechanics（QM/MM）法などの⼿法を組み合
わせれば、これを突き⽌めることができるかもしれない。 
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A 

 

B 

 

図 1-1-27. A. AgaBb の活性中⼼に B 型⾎液型抗原をはめ込んだモ
デル。β-helix のアミノ酸残基を⾚、β-barrel を灰⾊、糖を⻩⾊、
⽔素結合を破線、-1、+1、+1'サブサイトに該当するアミノ酸と
糖をそれぞれ⿊字、緑字、紫字、酸性触媒残基を⻘字、推定塩
基性触媒残基を⾚字で⽰す。B. AgaBb の B 型⾎液型抗原加⽔分
解反応機構の模式図。 
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図 1-1-28. AlphaFold による AgaBb 全⻑の構造予測。
本モデルはメモリの都合上、⼀部重なる形で配列を 2
つに分けて（1-750、475-1283）作製した。なお、同
じくメモリの都合により、⼆量体構造の予測は⾏な
っていない。A. 1-750（上）と 475-1283（下）の配列
カバレッジスコアと IDDT スコア。B. 1-750（左）と
475-1283（右）の PAE スコア。C. AgaBb の予測構造
モデル。ここでは主要なドメインを⾊分けしてい
る。本研究で作製した各コンストラクトの切断部分
を⾚枠で⽰す。D. 予測モデルから作製したドメイン
構造の模式図。E.本研究で作製した各コンストラク
トの切断部分（⿊）の拡⼤図。 

 
1.1.4.2. AgaBb の安定化に関わる配列の発⾒ 
 結晶化に向けたコンストラクト再検討の際に⾏なった熱安定性試験の結果により、AgaBb673、
AgaBb700 より AgaBb898、AgaBb1099、AgaBb1180 の⽅が熱安定的であることが分かった。これは、
これまで未解析とされていた GH110 ドメインと CBM51 ドメインの間 200 残基（図 1-1-28. D）が
AgaBb の安定性に重要であることを⽰している。 
 この領域の配列を基に系統樹を作製した（図 1-1-29）。作製に⽤いられた配列同⼀性 31.69%以上、
e-value 7×10-10 以下の 102 の配列中、B. bifidum のものが 45 個あり、過半数を占めていた。次に多かっ
た の は 腸 内 細 菌 が 多 く 属 す る Ruminococcus 属 で 、 22 の 配 列 が 含 ま れ て い た 。 ま た DBcan 
metaserver(73)によるドメインアサインメントによると、系統樹に⽤いられた 102 の配列の内 91.25%
が GH110 と CBM51 の中間に位置することが分かった。これは GH110 ドメインと CBM51 ドメインの
間 200 残基がタンパク質全⻑を安定化させるために B. bifidum はじめ腸内細菌が独⾃に進化させたも
のであることを⽰している。 
 しかしながら安定化に関わる構造要因は現時点では不明であり、より正確にデザインしたコンスト
ラクトや変異体で熱安定性を検証すればさらに詳細な知⾒が得られるかもしれない。コンストラクト
については、本領域が図 1-1-28. C にあるように 3 つの β-sandwich ドメインからなっているため、まず
各ドメインを切除して実験を進めることが重要である。 
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図 1-1-29. AgaBb の安定化に関わる配列ホモログの系統樹。⻘丸は Maximum-Likelihood 解析時の Bootstrap の頑
健性（Robustness、50〜100%）を⽰す。 

 
1.1.4.3. AgaBb のダイマー化とマルチプルドメイン構造の柔軟性について 
 ゲルろ過クロマトグラフィーによる分⼦量測定（図 1-1-17）の結果、AgaBb673、AgaBb700、
AgaBb898、AgaBb1099 は単量体、AgaBb1180 は⼆量体であることが明らかとなった。これは免疫グ
ロブリン様ドメインである Big2 が⼆量体化に関わっていることを⽰している（図 1-1-28. D）。免疫
グロブリン様ドメインがタンパク質間相互作⽤に寄与しているという報告は存在する(74–76)。また
AgaBb は糖質代謝経路に関わる膜結合型タンパク質群の⼀つであり、各タンパク質間で相互作⽤し超
分⼦複合体を形成すれば基質・⽣成物を受け渡しが効率的になる可能性が⾒受けられる。よって
AgaBb の免疫グロブリン様ドメインがタンパク質間相互作⽤に関わる事は、ビフィズス菌の⽣理機能
上メリットがあり、⼗分にあり得る。AgaBb とムチン糖鎖代謝経路の他の GH と in vitro で混合し、分
⼦量の変化をモニタリングすればこの仮説を実証できる。 
 T7-tag_AgaBb700 の結晶構造から活性ドメインの下流にある配列が⼆量体化に関わる可能性も⽰唆
されたが、上記の通り AgaBb700 は⽔溶液中では単量体であるため、結晶構造内のオリゴマー化はパ
ッキングによるアーティファクトであると推測している。 
 仮に⼆量体化する場合、AgaBb の活性ドメインと CBM の空間的な位置関係が気になるところであ
る。また、CBM に対する触媒モジュールの向きや⽅向は 2 つのドメイン間の配列によって変化でき
るものであるとされている(77)。これを構造⽣物学的に⽰すべく、AgaBb1180 の結晶化およびクライ
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オ電⼦顕微鏡単粒⼦解析を試みた。結晶化はスクリーニングの時点で成果が得られなかったものの、
クライオ電⼦顕微鏡では 2 次元分類、3 次元分類の時点で単量体とは⼆量体が確認された。ゲルろ過
クロマトグラフィーではシングルピークが⾒られたため、２種類のオリゴマー状態に別れた理由とし
ては保存時の変性、グリッド作製のタンパク質構造への損傷などが考えられるが、割合としては⼆量
体構造の⽅が 80.24%（３次元精密化に⽤いられた粒⼦の数から計算した）と多かった。現時点では
粒⼦の向きの偏りによるアーティファクトがあり、明瞭なマップは得られていない。粒⼦の向きの偏
りは溶液中で粒⼦が密集していたことが原因であり、タンパク質濃度を検討して再度測定に臨めばよ
り良質なマップが得られるであろう。AgaBb については今後も研究を続ける必要がある。 
 
1.1.4.4. ⾎液型変換と異種移植における GH110 の応⽤研究について 
 GH は、糖鎖構造のリモデリングに有⽤な酵素である。複雑な糖鎖の構造決定や、ファブリー病な
どのリソソーム蓄積症の酵素補充療法における治療薬として広く⽤いられており(78)、万能⾎液型
（O 型）の⾚⾎球(79)やブタ前⼗字靭帯などの異種移植(80)など、バイオメディカル製品の⽣産に利
⽤できる可能性がある。後者の⽤途では、酵素が制限された基質特異性、⾼い⽐活性を持ち、中性
pH を含む通常の⽣理的条件下で機能することが重要である。過去に多くの研究者が、動物からヒト
への異種移植に使⽤する組織に α-galactosidase を使⽤し、動物の多くの複合糖質に⾒られる α1,3-Gal
残基の除去を検討してきた。この⽅法は、糖鎖を合成する酵素を発現しない組織や組織由来の細胞性
製品にとって特に魅⼒的である(81)。 
 過去に異種移植⽤酵素としてコーヒー⽣⾖由来の GH27 α-galactosidase を⽤いた臨床研究が報告さ
れた(80)。この酵素は⾄適 pH が酸性であり、α1,3-Gal 末端オリゴ糖に対する活性が弱く、ブタ前⼗字
靭帯の α1,3-Gal 残基の除去に酵素濃度を∼3 mg/ml まで上げる必要があった。また、GH27 α-
galactosidase は α1,4-Gal 残基にも作⽤するため、糖脂質に⾒られる Gal-α1,4-Gal-β1,4-Glc-セラミド構造
に作⽤する恐れが⽰唆された。これとは別に GH4 の α-galactosidase も異種移植へ利⽤可能な酵素の候
補に挙げられたが、アノマー保持型 GH 特有の糖転移反応が⽣じ、in vivo では想定された糖構造とは
別のものが⽣成される恐れが考えられた。 
 他にも GH109 (47)や GH39 + GalNAc deacetylase (82, 83)を⽤いた A 型⾎液型抗原の分解、GH98 endo-
α-galactosidase による A/B 型抗原の 3 糖構造の除去(84)、ブタの α1,3-Gal 転移酵素のノックアウト株の
作成(85)などが検討されている。特に後者については、糖転移酵素を⽋失させたにも関わらず、別の
酵素によって Gal-α1,3-Gal-β1,4-Glc-β1-セラミドが合成されることにより、臓器表⾯の抗原を完全に除
去できないなどの課題が残されている(86)。 
 GH110 Subfamily A は、B 型⾎液型抗原を特異的に認識する α-galactosidase として、異種移植に⽤い
る動物組織の⽣産量を⼤幅に向上させる可能性が 2000 年代後半に⽰された。発⾒された当初から
GH110 酵素のほとんどは中性の pH で⾼い活性を持つとされていた(47, 48)が、安定性向上を⽬指した
バッファー検討などが未だになされており(87, 88)、私の知る限り実際の応⽤には⾄っていない。 
 本研究では B. bifidum JCM1254 株由来 GH110 AgaBb の構造解析を⽬指した。その⼀環で GH110 活
性ドメインの下流にあるドメインがタンパク質の熱安定化に⼤きく寄与していることを突き⽌めた。
今後、この酵素の構造基盤を詳細に解明してことで、タンパク質⼯学的なアプローチによる GH110
の安定性向上と⾎液型変換・異種移植への応⽤などの展開が期待できる。 
 
 最後に図 1-1-30 に本研究の実験フローチャートを⽰す。 
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図 1-1-30. B 型⾎液型抗原に特異的な GH110 α1,3-galactosidase AgaBb の構造解析における実験フローチャート。
実験内容の⿊枠、各実験で⾄った結論を⾚枠で⽰す。 
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第 2 章―ムチン糖鎖や HMO の修飾糖分解酵素 GH95 α1,2-fucosidase 
AfcA に付属する新規 CBM の構造解析 

 

1.2.1. はじめに 
 本章ではムチン糖鎖や HMO の修飾糖分解酵素 GH95 α1,2-fucosidase AfcA に付属する新規 CBM の
構造解析について述べる。序論としてムチン糖鎖と HMO に含まれる Fuc、GH95 AfcA の最新の機能
解析について概説した上で、本研究の⽬的、⽅法、結果、考察について詳細に論ずる。 
 
1.2.1.1. ムチン糖鎖と HMO に含まれる Fuc について 
 糖鎖の⾮還元末端にある、α1,2、α1,3、α1,4 結合した Fuc は、受容体タンパク質を介した哺乳類の
細胞間コミュニケーションにおいて重要な役割を果たしている(89)。また、癌をはじめとするヒトの
疾患では、フコシル化の異常が⾒られることが明らかになっている(90)。他にも Campylobacter jejuni
が H 抗原と、そして Helicobacter pylori がアドへジンという特異的な受容体タンパク質を⽤いて Leb 抗
原［Fuc-α1,2-Gal-β1,3-(Fuc-α1,4-)GlcNAc］と結合し、宿主上⽪細胞への感染を促進している(91, 92)。
このように糖鎖末端の Fuc は、ヒトをはじめとする⾼等真核細胞の組織間、そしてヒトを取り巻く環
境⽣物の⽣理活性の要となっている。 
 ABO 式⾎液型の H 抗原（Fuc-α1,2-Gal）は、ムチン糖タンパク質に豊富に存在（図 1-0-1）し、腸内
細菌の存在に応答して α1,2-fucosyltransferase 2（FUT2）をコードする遺伝⼦が関与する経路で合成さ
れる(93)。またムチンに加え、HMO にも別の形で豊富に含まれている。 
 ヒトの⺟乳は 4.5%の脂質、0.8-0.9%のタンパク質、0.2%のミネラル、そして 6.9-7.1%の糖質から成
っている(94)。その糖質の構成は、80%はラクトース（Gal-β1,4-Glc、lactose、Lac）、20%は HMO で
ある。HMO は腸の低い pH にも耐性があり、また、ヒトの消化酵素によって分解を受けないことによ
り、そのまま消化管下部まで到達してビフィズス菌に利⽤されうる(57)。 
 HMOには 19のコアグループが知られている。コア構造は、Lacに、ラクト-N-ビオース I（Gal-β1,3-
GlcNac 、 lacto-N-biose I 、 LNB ） ま た は N- ア セ チ ル ラ ク ト サ ミ ン （ Gal-β1,4-GlcNAc 、 N-
acetyllactosamine、LacNAc）が結合したものの組み合わせで構成され、これらに Sia または Fuc が結合
することで、160 種類以上もの HMO 糖構造が形成される(96)。中でも最も主要な糖構造を図 1-2-1 に
⽰す。LNB を含むオリゴ糖を type I、LacNAc を含むオリゴ糖を type II と呼ぶが、ヒトの⺟乳は type I
オリゴ糖の含有量の⽅が type II よりも⾼い(97)。また、HMO の 70%には Fuc が付加されている(32)。 
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図 1-2-1. HMO で⾒られる主要な糖構造。Fuc を含む糖構造を⻩⾊で⽰す。糖の表記は SNFG に基づく。Smilowitz 
et al., Annu Rev Nutr, 2015 (98)より改変。 

1.2.1.2. GH95 α1,2-fucosidase AfcA について 
 先述でわかるように乳児の⼤腸内は Fuc 含有糖質を多く含んでおり、ビフィズス菌はこれを炭素
源・エネルギー源としている。GH95 AfcA は 2004 年に京都⼤学⼤学院の⽚⼭⾼嶺教授らによって発
⾒された。AfcA は HMO の主要構造の⼀つである 2’-フコシルラクトース（Fuc-α1,2-Gal-β1,4-Glc、2'-
fucosyllactose、2’-FL）やムチンの⾎液型糖鎖（ABO 抗原、Lewis 抗原）の⾮還元末端に結合した Fuc-
α1,2-Gal 結合を特異的に加⽔分解する α1,2-fucosidase である(35)。AfcA は、H 抗原に Gal 残基がさら
に修飾されている B 型⾎液型抗原のフコシル結合を加⽔分解することができないため、GH110 AgaBb
（第１章）と協調的に働くことでこの糖構造の資化が成り⽴っていると考えられる。さらに pNP-α-
Fuc に対して活性を持たないため、Fuc が Gal と α1,2 結合していることが特異性において重要である
と⽰唆されている。 
 AfcA は N 末端からシグナルペプチド、新規 CBM（後述、1.2.1.3 節を参照）を含む N 領域、GH95
活性ドメイン（M 領域）、ペプチドグリカンとの相互作⽤によってタンパク質を安定化すると予想さ
れている免疫グロブリン様ドメインを含んだ C 領域、そして膜結合ドメインからなる菌体外膜結合型
GH である（図 1-2-2）。 

 
図 1-2-2. GH95 AfcA のドメイン構造。Katayama et al., J Bacteriol , 2004 (35)より改変。 
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GH95 の反応触媒メカニズム 
 AfcA はじめ GH95 の酵素はアノマー反転型の反応機構を有する。また 2’-FL に対する kcat および Km

値は、それぞれ 0.091 mM および 160 s-1 と決定された(35)。 
 AfcAの M領域の結晶構造は既に決定されている(40)。触媒ドメインは、GH-L (GH15, GH65, GH125)
や GH94 のものとよく似た(α/α)6-barrel fold を有している（図 1-2-3. A）。GH-L と GH95 のメンバーは
基質の α-結合に作⽤するが、GH94 は β-結合に作⽤する。この構造から GH95 は Asp で活性化された
Asn が⼀般塩基性触媒残基として働き、⼀般酸性触媒触媒の役割を正規の Glu のカルボキシル基が担
うという、ユニークな反応機構を有していると考えられている。特に AfcA では、E566 と N423 が、
それぞれ⼀般酸性触媒残基と⼀般塩基性触媒残基として同定されている。E566 は N421 と⽔素結合し
ており、この⽔素結合は、E566 の側鎖を脱離する Gal の 2 位のヒドロキシ基に向けて配向させるのに
重要であると考えられている。N423 は隣接する D766 によって活性化され、求核性の⽔分⼦を活性化
する（図 1-2-3. B）。このカルボン酸を介したアミド基の活性化は、GH18、GH20、GH25、GH56、
GH84、GH85 のメンバーが有する、隣接基を参加させる基質補助型メカニズムと類似している（第 3
章参照）。これらの 4 つの残基は、このファミリーのメンバーに共通しており、Ala や Gly で置換す
ると、活性が 103 倍から 105 倍に低下する。 
A 

 

B 

 

図 1-2-3. A. AfcA の GH95 活性ドメイン（M 領域）の全体構造。超２次構造を⾊分けし、N 末端と C 末端の位置
を⽰す。B. 活性中⼼内の 2'-FL とその周囲残基。ここでは E566 を Ala に変異させている。2'-FL（スティック）
とタンパク質主鎖（ライン）をマゼンタ、アミノ酸側鎖を灰⾊、⽔分⼦を⾚い球、⽔素結合を破線で⽰す。
Nagae et al., J Biol Chem, 2007(40)より。 

1.2.1.3. N 領域の機能について 
 京都⼤学の⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助教らにより N 領域の機能解析が⾏われた。2'-FL とブタ胃ム
チン（porcine gastric mucin、PGM）を基質として、ドメインを切除して AfcA の Fuc 遊離活性を測定
したところ、PGM に対する AfcA の活性は、N ドメイン依存的に増強されることが明らかになった。
なお、2'-FL に対する活性は影響を受けなかった（図 1-2-3. A）。また N ドメイン単体に対する ITC に
より N 領域には Fuc 含有糖質が結合するサイトが 2 つ存在することが⽰唆された（図 1-2-3. B）。こ
れにより AfcA の N 領域にはタイプ C の CBM が含まれていることが明らかとなった。 
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A 

 
B 

 
図 1-2-4. A. AcfA 全⻑および⼀部ドメインを除去したコンストラクトの活性測定。基質は 2'-FL と PGM を⽤いて
いる。N、M、C は AfcA の各領域を表している。M ドメイン単体と⽐較して有意な活性の上昇を⽰したコンスト
ラクトの⽐活性を⾚字で⽰す。B. N 領域の各糖質に対する結合特異性を⽰した ITC データ。下部の表に結合の動
⼒学的パラメーターを⽰す。糖の表記は SNFG に基づく。桑場ら、2020 年度⽇本農芸化学会発表資料より。 

1.2.1.4. 本研究の⽬的 
 AfcA の N 領域は既報の CBM のどれとも配列同⼀性を⽰していないため、糖質の結合様式の詳細は
⼀切不明とされている。そこで本研究では AfcA N 領域の結晶構造解析およびリガンドとの複合体構
造の決定を主⽬的とした。 
 本研究は 2018 年まで私の研究室に在籍していた佐藤真与博⼠の研究から派⽣したものである。佐
藤博⼠は AfcA の NM コンストラクトの結晶化に成功したものの、位相決定、構造決定には⾄らなか
った。本研究では当時取得された X 線回折像を利⽤しているため、後述で佐藤博⼠の研究データに触
れる。 
 
  



 61 

1.2.2. ⽅法 
 本研究における試薬は特記のない限り、和光純薬⼯業またはナカライテスクの特級試薬を⽤いた。
また、液体試薬は予め滅菌したもの、あるいは滅菌された状態で⼊⼿したものを利⽤している。遠⼼
には MX-307（トミー）を⽤いた。 
 また特記のない限り、濃度は全て終濃度である。 
 
1.2.2.1. タンパク質の調製 
 本操作は京都⼤学⼤学院 分⼦応答機構学分野にてなされた。 
 コンストラクトは図 1-2-5. A に⽰したものを、pET23a AfcA のプラスミドを基に作製された(35)。
AfcA NM-E1142A コンストラクトは AfcA から C 領域を切除し、Ni-IMAC ⽤に His6-tag を付加したも
のである。また、本研究では AfcA N 領域のリガンドである２’-FL との複合体構造の取得を⽬的とし
ているが、M 領域を野⽣型のまま実験を進めると、GH95 活性ドメインによって結晶化溶液中で２’-
FL の加⽔分解が触媒されてしまうため、酸性触媒残基 E1142 を Ala に置換し、酵素を失活させてい
る。AfcA N-Nustag コンストラクトは AfcA の N 領域の C 末端に不溶なタンパク質の可溶化を促す Nus-
tag と、His6-tag を付加したものである。 
 これらのコンストラクトの遺伝⼦を導⼊した pET23a プラスミドを⽚⼭⾼嶺教授らによって作製さ
れた BL21 CodonPlus(DE3) RIL ΔlacZ 株に形質転換し、1.1.2.7.の通りに異種発現を⾏なった。誘導前
に 25℃で培養した後に 0.1 mM IPTG で発現誘導、その後 18℃で更に 48 時間培養し集菌した。精製
は、1.1.2.11 に⽰した Ni-IMAC、陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーの
⼿順に沿って⾏なった。なお、ゲルろ過クロマトグラフィー以降の⼿順はバッファーとして 20 mM 
Tris-HCl pH 8.0 または 10 mM HEPES-NaOH pH 7.0 を⽤いた。最後に SDS-PAGE で精製タンパク質の
純度を確認した（図 1-2-5. B）。SDS-PAGE は、分⼦量マーカーが異なる点や、AfcA N-Nustag で染⾊
液に CBB G-250 の代わりに CBB R-250 が⽤いられた点以外、全て 1.1.2.8.と同じ⼿順で実⾏された。 
 
1.1.2.2. Pre-Crystallization Test 
 1.1.2.15 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
1.1.2.3. 結晶化スクリーニング 
 1.1.2.16 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、AfcA NM-E1142A コンストラクトではタンパク質の
量が少なかったため、スクリーニングキットには JCSG Core Suite I のみを⽤いた。 
 
1.1.2.4. 結晶化条件の最適化 
 1.1.2.17 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、AfcA NM-E1142A コンストラクトではタンパク質の
量が少なかったため、③と④（塩、抗凍結剤の添加）は⾏なっていない。 
 他にも、京都⼤学⼤学院 ⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助教より供与いただいた 2’-FL を⽤いて共結晶
化とソーキングを試みた。共結晶化では結晶化前にタンパク質溶液に 10 mM 2’-FL を加えた。ソーキ
ングでは結晶が形成されているドロップに 10 mM 2’-FL を加え、蒸気拡散を平衡に近づけるために 24
時間、または 48 時間、20℃でインキュベートした。 
 
1.1.2.5. シーディング 
 1.1.2.18 節と同様の⽅法で⾏なった。MMS については Nextal Biotechnologies の PEGs Suite を模した
⾃作のキットを⽤いた。 
 
1.1.2.6. X 線回折強度データ収集 
 1.1.2.19 節と同様の⽅法で⾏なった。抗凍結剤には 15%または 20% Ethylene Glycol を⽤いた。 
 
1.1.2.7. 結晶構造解析 
 1.1.2.20 節と同様の⽅法で⾏なった。ここでは、私が⾃ら取得した回折データの他に佐藤真与博⼠
（2018 年度博⼠課程修了）のデータも⽤いた。 
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1.1.2.8. 系統樹 
 1.1.2.24 節と同様の⽅法で、N1 ドメインに対して⾏なった。ただし、N1 ドメインと同じ糖質と結合
すると推定されるアミノ酸配列に限定するため、MSA 後に N1 と N2 に共通する結合サイトの残基が
保存されていない配列を除外した。その後、配列のリストに N2 ドメインの配列を加え、再度 M-
coffee で MSA を⾏ってから系統樹を作製した。 
 
A 

 

 
B 

 
図 1-2-5. 本研究で⽤いた AfcA のコンストラクト。A. ドメイン構造。B. 精製後の SDS-PAGE。京都⼤学⼤学院 
⽚⼭⾼嶺教授、加藤俊彦助教の資料より。 
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1.2.3. 結果 
1.2.3.1. AfcA NM E1142A コンストラクトの構造決定 
 まず、前任者である佐藤博⼠が取得した回折データの再解析を⾏った。佐藤博⼠は AfcA NM-
E1142A のコンストラクトの構造決定を⽬標に結晶化を⾏なった。タンパク質濃度 10 mg/mL、0.1 M 
sodium acetate pH4.6、8% (w/v) PEG4000 という条件で薄い板状の結晶が観察された（後述、図 1-2-7 参
照）。位相決定を⽬指して Native そしてセレノメチオニン（Se-Met）置換体タンパク質を⽤いて結晶
を作製し、X 線回折データを取得していた。しかし当時は位相決定に⾄らなかった。構造決定に⽤い
られた 2 つのデータセットの統計値を表 1-2-1 で⽰す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 再解析では、Se-Met 置換体のデータセットを Crank2 で解析したところ、サブストラクチャーを探
索する shelxd の処理で 29 回のトライアルの末に、各トライアルのスコアが CC < 30、CC weak < 20 と
CC > 55、CC weak > 35 の 2 つのグループに別れた（図 1-2-5. A）。これは結晶格⼦内でサブストラク
チャー（重原⼦）が正しく認識されたことを⽰す。その後、パイプライン上で⾃動モデル構築を 17
サイクル繰り返すことで、FOM が 0.88、R が 0.29、Rfree が 0.35 に到達し、初期位相が決定されたと判
断した（図 1-2-5. B）。 
 Se-Met 置換体より Native の回折データの⽅が、分解能が⾼かったため、Crank2 が作製した初期的
な AfcA NM-E1142A のモデルを、Phaser を⽤いて Native のデータに分⼦置換し、モデル構築、精密化
を経て AfcA NM-E1142A の構造を決定した。 
 
  

表 1-2-1. AfcA NM-E1142A のデータセットおよび 精密化の統計値。測定は佐藤真与博⼠
（2018 年度博⼠課程修了）によって⾏われた。括弧内は最外殻の値を⽰す。 

 SeMet derivative Native 
Data collection statistics   
X-ray facility KEK-PF BL5A KEK-PF AR-NW12A 
Wavelength (Å) 0.9789 1.0000 
Space group C2 2 21 C2 2 21 
Unit-cell parameters   

a, b, c (Å) 86.25, 282.72, 156.46 86.78, 282.29, 156.41 
α, β, γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 

Resolution (Å) 49.36-2.91 (3.02-2.91) 47.44-2.71 (2.79-2.71) 
Total reflections 572 668 385,620 
Unique reflections 4,244 52,739 
Completeness (%) 100 (100) 99.9 (99.4) 
Multiplicity (%) 13.5 (13.2) 7.3 (5.9) 
Mean I/σ(I) (%) 16.0 (3.9) 12.9 (2.9) 
Rmerge (%) 16.6 (76.1) 13.3 (58.7) 
CC1/2 99.7 (89.5) 95.7 (82.1) 
Refinement statistics   
Resolution range (Å)  47.44-2.71 
No. of reflections  385,620 
R/Rfree (%)  22.2/25.0 
r.m.s. from ideal values   
 Bond lengths (Å)  0.008 
 Bond angle (º)  1.143 
Ramachandran plot (%)   
 Favored  89.51 
 Allowed  3.26 
 Outlier  3.05 
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A 

 

B 

 
図 1-2-5. A. shelxd によるサブストラクチャー探索の結果を⽰した CC vs weak CC プロット。⾼いスコアに該当す
る点を⾚で⽰す。B. Crank2 内の Buccaneer のモデル構築サイクルの結果を⽰したプロット。 

 AfcA NM-E1142A の構造は N1、N2、L、そして先⾏研究で既に構造決定されていた GH95 活性ドメ
インによって構成されていた（図 1-2-6. A）。N1 と N2 は構造が酷似しており、⽐較したところ全⻑
220 または 224 残基のおよそ 2/3 である 178 の Cα 原⼦の重ね合わせに成功し、RMSD 値は 0.674 Åで
あった。これは N1 と N2 が構造的に類似していることを⽰している（図 1-2-6. B）。また blast2seq で
N1 と N2 のアミノ酸配列アラインメント解析を⾏ったところ、配列同⼀性 47.51%、e value 2×10-61 と
いうスコアからこの 2 つのドメインはホモログ同⼠であることが明らかになった。図 1-2-4 の ITC で
は N 領域には結合サイトが 2 つ存在することがわかっていたため、N1 と N2 がそれぞれリガンドと結
合するのではないかと仮説が⽴てられた。 

 
図 1-2-6. A. AfcA NM-E1142A の全体構造とドメイン構造。ここでは N1 と⻩⾊、N2 を⻩緑、L を緑、GH95 活性
ドメインを灰⾊、Na+イオンを紫、Ca2+イオンを緑の球で表している。N1 および N2 内での 2’-FL の結合部位を⾚
枠で⽰す。B. N1 と N2 の重ね合わせ。ここでは両構造のライン表⽰を⽰す。C. N1 の超２次構造。ここでは超２
次構造ごとに⾊分けしている。D. N1 と N2 内の Na+イオンの配位。ここでは Na+イオンにあたる polder map（5.0σ）
をメッシュで⽰す。 
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 N1 と N2 はそれぞれ４本の β-strand からなる逆平衡 β-sheet が３枚、三⾓柱状に折り畳まれることで
基本構造を形成していた（図 1-2-6. C）。その他に短い α-helix が 4 つ、そして⾦属イオンが確認され
た。この⾦属イオンは Aspの主鎖と側鎖、Gluの側鎖、そして Alaまたは Asnの主鎖に配位しており、
CheckMyMetal サーバー(99)で解析を⾏ったところ、Na+である可能性が⾼いと⽰された（図 1-2-6. D）。
L ドメインについては部分的に電⼦密度マップが観察できない部分があったが、β-sandwich 様のリン
カー領域であるように⾒えた。 
 GH95 活性ドメインは先⾏研究とで解かれた構造（PDB ID：2EAB）と⽐較したところ、ドメイン
を構成するアミノ酸 885 残基中 810 の Cα 原⼦（91.5%）の重ね合わせに成功し、RMSD 値は 0.362 Å
であった。よって GH95 活性ドメイン単体の構造と NM-E1142A コンストラクト内の活性ドメインは
酷似しており、結晶内のパッキングによる構造の変化は⾒られなかった。 
 Dali 構造類似性検索(100, 101)にて既報の構造との類似性を調べた。類似性を⽰した構造（Z-score > 
8.0）はいずれも糖質関連酵素や CBM とは無関係なタンパク質であり、このことから仮に N1 と N2 に
リガンドが結合する場合、新規性の⾼い CBM になることが⽰唆された（表 1-2-2）。 
 
表 1-2-2. Dali サーバーで⾏なった N1 と N2 の既報の構造との⽐較結果。Nalign は重ね合わせがされた Cα 原⼦の
数、%identは配列同⼀性を⽰す。 

 
1.2.3.2. N1、N2 の 2’-FL との結合様式の同定 
 N1 と N2 が CBM であることを証明し、リガンドの認識様式を明らかにするべく AfcA と 2’-FL の複
合体構造の取得に挑んだ。 
 結晶化には 2 つのコンストラクト、前任者と同じ AfcA NM-E1142A、そして新しく N-Nustag を⽤い
た。PCT の結果に基づいていずれもタンパク質濃度 10 mg/mL でスクリーニングを⾏なったが、後者
については結晶が得られなかった。AfcA NM-E1142A は 0.1 M sodium citrate pH 5.5、20% (w/v) 
PEG3000 の条件で結晶が観察された。これは前任者が⽤いていた条件と異なるが、結晶の形状は同じ
薄い板状であった（図 1-2-7. A）。また、結晶化条件の最適化を⾏なったところ PEG3000 の濃度を
18% (w/v)に下げた⽅が⼤きな結晶が得られた（図 1-2-7. B）。 
 10 mM 2’-FL との共結晶化、ソーキングの両⽅を検討し、結晶を瞬間凍結、X 線に照射したところ、
ほとんどの結晶が破損、または双晶化したものの、結晶出現から２ヶ⽉間インキュベートし、瞬間凍

Protein Source 
Organism 

PDB 
(chain) 

Z score RMSD (Å) Nalign %seq 

CBM N1       
Bone morphogenic protein 9 
growth factor domain 

Mus musculus 4YCG (B) 10.4 3.1 135 12 

Inhibin beta Homo sapiens 5HLY (A) 10.2 3,2 129 11 
Serine/threonine-protein 
kinase receptor R3 

Homo sapiens 6SF2 (F) 9.9 2.9 122 10 

Growth/differentiation factor 
8 

Homo sapiens 5NTU (A) 9.1 3.4 127 11 

Transforming growth factor 
beta-1 

Sus scrofa 5VQF (B) 8.6 3.3 123 10 

Integrin alpha-V Homo sapiens 6UJA (D) 8.5 3.3 128 10 
Transforming growth factor 
beta-1 proprotein 

Homo sapiens 6P7J (A) 8.4 3.0 124 12 

CBM N2       
Bone morphogenic protein 9 
growth factor domain 

Mus musculus 4YCG (B) 10.3 3.2 139 12 

Serine/threonine-protein 
kinase receptor R3 

Homo sapiens 6SF2 (F) 9.4 3.2 127 13 

Inhibin beta Homo sapiens 5HLY (A) 9.3 3,2 127 8 
Growth/differentiation factor 
8 

Homo sapiens 5NTU (A) 8.8 3.6 126 13 

Transforming growth factor 
beta-1 

Sus scrofa 5VQF (B) 8.2 3.0 119 12 

Integrin alpha-V Homo sapiens 6UJA (D) 8.1 3.3 127 12 
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結の 48 時間前にソーキングした条件で 3.36Å の解析可能な X 線回折像を取得した（図 1-2-7. C、表 1-
2-3）。 
 

 

 
 
 

 
 リガンドフリーの条件で作製したモデルを新しく獲得したデータセットに分⼦置換し、電⼦密度マ
ップを観察したところ、2’-FL に当たるマップが GH95 活性中⼼の他に、N1 と N2 のループ部分で確
認された（図 1-2-8. A）。2’-FL を構成する Gal の周囲では N1 と N2 それぞれで W63 と W283 がスタ
ッキング、E66 と E286、D102 と D323、Q61 と Q281、K104 と K325 が⽔素結合を形成していた。Fuc
の周囲では Y76 と Y296、R241 と R466、N1 の K74、R132、そして T195 の主鎖、N2 の D417 が⽔素
結合していた（図 1-2-8. B、C）。 
 

A 

 
B 

 
C 

 

 2’-FL complex 
Data collection statistics  
X-ray facility KEK-PF AR-NW12A 
Wavelength (Å) 1.0000 
Space group C2 2 21 
Unit-cell parameters  

a, b, c (Å) 86.75, 279.27, 156.55 
α, β, γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 

Resolution (Å) 49.24-3.36 (3.56-3.36) 
Total reflections 184,316 
Unique reflections 27,578 
Completeness (%) 100 (100) 
Multiplicity (%) 6.7 (7.0) 
Mean I/σ(I) (%) 5.4 (3.4) 
Rmerge (%) 34.0 (59.7) 
CC1/2 94.2 (85.9) 
Refinement statistics  
Resolution range (Å) 49.24-3.36 
No. of reflections 184,316 
R/Rfree (%) 20.7/27.8 
r.m.s. from ideal values  
 Bond lengths (Å)  0.010 
 Bond angle (º) 1.490 
Ramachandran plot (%)  
 Favored 83.27 
 Allowed 11.98 
 Outlier 4.75 

表 1-2-1. AfcA NM-E1142A、2’-FL の複合体構造のデータセッ
トおよび 精密化の統計値。括弧内は最外殻の値を⽰す。 

図 1-2-7. AfcA NM E1142A の結晶。A. 前任者、佐藤真与博
⼠が作製した結晶。B. 本研究で作製した結晶。C. 2’-FL に
ソーキングした結晶の X 線回折像。 
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図 1-2-8. AfcA NM-E1142A と 2’-FL の複合体構造。
A. N1 内の 2’-FL にあたるポルダーマップ（メッシ
ュ、5σ）。ここではタンパク質鎖は図 1-2-6. C と同
様に⾊付けし、糖は⿊で⽰す。B.-C. N1（B）と N2
（C）内の 2’-FL の周囲残基。ここではタンパク質
鎖は図 1-2-6. A と同様に⾊付けし、糖は⿊、⽔素結
合を破線で⽰す。 
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1.2.4. 考察 
1.2.4.1. AfcA の N 領域の構造決定 
 本研究では AfcA NM-E1142A の結晶構造および 2’-FL 複合体構造の決定に成功した。構造内に含ま
れている N1、N2 ドメインはホモログ同⼠の CBM であり、構造も類似している。しかし、既報の糖
質関連酵素、CBM の構造とは類似性を⽰しておらず、1.2.1.2 にもあったようにこれまで解析されて
来たどの CBM とも配列同⼀性を⽰していないことから、N1 と N2 は新規の CBM ファミリーである
と考えられる。 
 N1 と N2 が認識する Fuc-α1,2-Gal（H 抗原 2 糖）はムチン糖鎖の⾮還元末端で頻繁に⾒られるた
め、この CBM はタイプ C（exo 型）の CBM である可能性が⾼い。またその結合サイトは構造のルー
プ部分内に存在した。 
 本研究で取得した 2’-FL との複合体のデータセットは分解能が 3.36Å と、決して良質なものではな
かった。そのため、3 糖の位置や向きがおおよそ解っても、電⼦密度マップから例えばピラノース環
のコンホメーションなどの詳細な情報は得られなかった。⾼分解能データセットの取得が今後の課題
の⼀つとなるだろう。 
 N1 と N2 構造内で H 抗原 2 糖の認識に関わる残基を特定したが、これらの残基のリガンド結合に
おける重要度は把握できていない。今後、各残基の変異体を作製し、ITC で解離定数 Kd（また結合定
数 Ka）を求めれば、より正確に分⼦機能の詳細を捉えられるだろう。 
 N1 と N2 の近縁ホモログ配列を探索し、系統樹を作製した（図 1-2-9）。その過程で、Blast でホモ
ログとして選抜された 144 の配列の内、118 が N1、そして N2 と同じ結合サイトのアミノ酸残基を共
有していた。系統樹の作製に⽤いられた配列は全て Actinobacteria ⾨、95 がヒト腸内由来、内 94 の配
列が B. bifidum 由来であった。ヒト腸内由来以外のものは他の臓器（⾎液、膣）または他の哺乳類
（猿類、海獣、ハムスター）の腸内に由来する細菌のものであった。これはビフィズス菌がムチン糖
鎖や HMO の代謝の⼀環でこの CBM を独⾃に進化させたことを⽰している。 

 
図 1-2-9. AfcA N1 と N2 の配列ホモログの系統樹。N1 と N2 を⾚のアステリスクで⽰す。⻘丸は Maximum-
Likelihood 解析時の Bootstrap の頑健性（Robustness、50〜100%）を⽰す。 
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 それとは別にホモログの中で 26 もの配列で結合サイトが保存されていないのは実に興味深い。今
後、これらのタンパク質の機能解析を⾏えば新たな基質特異性を有した CBM を発⾒できるかもしれ
ない。 
 
1.2.4.2. AfcA の C 領域について 
 AfcA には本研究で構造解析を⾏なった N 領域と M 領域の他に、未だ機能未知の C 領域が存在す
る。C 領域は免疫グロブリン様ドメインで構成されているとされている。AlphaFold2(45)で AfcA の C
領域の構造予測を⾏なったところ、5 つ β-sandwich が連なった構造モデルが得られた（図 1-2-10. A）。
lDDT はモデル全体で 70%以上の⾼いスコアが得られたが、モデル作製に先駆けた MSA では各ドメイ
ンにつき 1000 以下の配列しか⽤いられていない（図 1-2-10. B）。特に C 末端側の β-sandwich につい
ては 100 を切っていた。さらに PAE のスコアは全体的に 30 に近い⾼い値が出ており、モデルの信憑
性が疑われた（図 1-2-10. C）。この様な低いスコアは限られた種や属でしか保存されていない配列で
⾒られるため、C 領域がビフィズス菌または腸内細菌特有の配列である可能性が考えられる。いずれ
にしろ、AlphaFold2 の予測モデルから C 領域の機能を推測するのは難しい。今後、さらなる解析が必
要である。 
 
A 

 
B 

 
C 

 
 

Cter

図 1-2-10. AlphaFold2 による AfcA の C 領域の構造予
測。ここではメモリの都合上、AfcA 全⻑では構造を
予測していない。A. 作製されたモデル。N 末端の
GH95 活性ドメインにつながる部分を破線で⽰す。B. 
配列カバレッジスコアと lDDT スコア。C. PAE スコ
ア。 
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1.2.4.3. 既報の Fuc を認識する CBM について 
 私の知る限り、糖鎖の Fuc を認識する CBM に関する知⾒は限られており、既報のものでは CBM47
と CBM51 が主である。 
 CBM47 は β-sandwich 型であり、構造のループ部分がリガンドを認識するタイプ C の CBM である。
Streptococcus pneumoniae 由来の GH98 に付属する CBM47 は H 抗原、A 型抗原、Lewisy 抗原などの Fuc
含有糖質を認識する。本酵素の遺伝⼦は Streptococcus pneumoniae の Fuc 利⽤に関わるオペロンに含ま
れている。これは肺の中でのムチン糖タンパク質の資化、すなわち肺炎レンサ球菌の増殖において重
要な役割を担っている病原性因⼦として認識されている(102)。この知⾒を基に Streptococcus mitis の
CBM47 を変異させたところ、新たに Lewisb 抗原を認識させることに成功した(103)。Lewisy および
Lewisb 抗原は⼀部のがん細胞で過剰に発現されていることがあり、組織化学的ながん細胞の標識への
応⽤が検討されている。他にもウナギなどの⿂類由来のレクチンにも CBM47 が付属されている(104–
106)。多くの⿂類は病原性細菌のリポ多糖認識による⾃然免疫の⼀環でこのようなレクチンを保有し
ているが、ヒトの⾎液型抗原も認識できるため、⾎液型検査で凝集素として⽤いられる⼀⾯もある。 
 CBM51、特に CBM51a は GH2、GH27、GH31、GH95、GH98、GH101 に付加されている β-sandwich
型の、A/B 型抗原を認識するタイプ C の CBM である。特に Clostridium 属などの腸内細菌や肺炎レン
サ球菌のものが盛んに研究されている(50, 107, 108)。 
 本研究で扱った GH95 AfcA の N 領域にある新規 CBM は上記のものとは⼀次構造的にも三次元構造
的にも異なる、ユニークなフォールディングを有した CBM である。 
 
最後に、図 1-2-11 に本研究における実験フローチャートを⽰す。 
 

 
図 1-2-11. ムチン糖鎖や HMO の修飾糖分解酵素 GH95 α1,2-fucosidase AfcA に付属する新規 CBM の構造解析にお
ける実験フローチャート。実験内容の⿊枠、各実験で⾄った結論を⾚枠で⽰す。 
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第 3 章―ムチン糖鎖特有の硫酸化糖質分解酵素 GH20 β-6-SO3-N-
acetylglucosaminidase BbhII の阻害に関する 

酵素学的・構造⽣物学的解析 
 

1.3.1. はじめに 
本章ではムチン糖鎖特有の硫酸化糖質分解酵素 GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase BbhII の阻害に
関する酵素学的、構造⽣物学的解析について述べる。序論としてムチン糖鎖の硫酸化とGH20 BbhII、
BbhII の結晶構造、GH20 の阻害について概説した上で、研究の⽬的、⽅法、結果、考察について論ず
る。 
 
1.3.1.1. ムチン糖鎖の硫酸化と GH20 BbhII について 
 先述のようにムチン糖鎖は、タンパク質⾻格の Ser/Thr のヒドロキシ基に GalNAc 残基が付加して合
成される。糖鎖構造は⾮常に多彩であり、発現している組織によっても異なるが、ムチン糖鎖内では、
α-および β-結合した GalNAc、Gal、GlcNAc がコア構造を形成している。これらの糖鎖は⼀般に、type 
1（GNB）および type 2（LNB）の⼆糖単位でさらに伸⻑され、フコシル化、シアリル化、硫酸化に
よって修飾されている（図 1-0-1）。 硫酸化は通常、GlcNAc の 6 位やガラクトースの 3 位に起こる、
ヒト由来のムチンの主要な修飾である。 
 2017 年に京都⼤学⼤学院の加藤助教らによって Bifidobacterium bifidum JCM1254 株の GH20 BbhII が
硫酸化 GlcNAc を特異的に加⽔分解する β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase であることが報告された(37)。
BbhII は B. bifidum が持つ別の GH20（BbhI）に⽐べ、pNP-β-GlcNAc とラクト-N-トリオース（lacto-N-
triose、LNT II）に対して弱い活性を⽰した(36)が、pNP-β-GlcNAc3,4diS と pNP-β-GlcNAc-6S に対して
は⾼い活性を有している。さらに、pNP-β-GlcNAc3S に対する活性が低かったことから、GlcNAc が 4
位または 6 位に硫酸化修飾されていることが基質認識において重要であることが⽰唆された。 
 BbhII は N 末端からシグナルペプチド、CBM32、GH20、約 150 残基の機能未解析領域、免疫グロブ
リン様ドメイン、そして膜結合ドメインからなる菌体外膜結合型 GH である（図 1-3-1）。 
 

 
図 1-3-1. GH20 BbhII のドメイン構造。Miwa et al., Glycobiology, 2010 (36)より改変。 

GH20 の反応触媒メカニズム 
 GH20 は substrate-assisted（基質補助型反応機構）という、アノマー保持型の中でも例外的な反応機
構を有する。基質補助型反応機構は GH18、20、25、56、84、85 に属する、2 位の N-アセチル基（ア
セトアミド基）または N-グリコシル基を持つ基質を加⽔分解する酵素に共通する機構である。これ
らの酵素は求核性触媒残基を持たず、2-アセトアミド基が分⼦内求核基として作⽤するメカニズムを
利⽤している（図 1-3-2. A）。2-アセトアミド基が隣接基に関与することで、オキサゾニリウムイオ
ンの中間体が形成される。このメカニズムは、キチナーゼと天然の阻害剤との複合体の X 線結晶構造
(109)、オキサゾリンの安定なチアゾリン類⾃体による強⼒な阻害効果(110)、そして反応性を改変し
た基質を⽤いた詳細なメカニズム解析から推定されたものである(111)。 
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C 

 
 

図 1-3-2. A. 基質補助型 GH の反応機構。CAZypedia（https://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases）よ
り。B. B. bifidum 由来 GH20 lacto-N-biosidase の予想反応経路と GlcNAc のコンホメーション変化。R は遊離する糖
質を表している。Ito et al., J Biol Chem, 2012 (112)より。C. Cremer-Pople パラメーターにおけるピラノース環のコ
ンホメーションの分類。Cremer-Pople parameter calculator（http://enzyme13.bt.a.u-tokyo.ac.jp/CP/）より。 

 GH20 の触媒反応では糖のコンフォメーションが各段階で変わるとされている。例えば B. bifidum 由
来の GH20 lacto-N-biosidase(112)の場合、LNB に含まれる GlcNAc は以下のようにコンホメーションを
変化させる（図 1-3-2. B）。 
①⽔溶液中の基質はイス型（4C1） 
②N-アセチル基による求核攻撃時に形成される Michaelis complex ではボート型（1,4B） 
③１回⽬のオキソカルベニウムイオン様遷移状態では封筒型（4E） 
④オキサゾリニウムイオン中間体ではイス型（4C1） 
⑤２回⽬のオキソカルベニウムイオン様遷移状態では（4E） 
⑥反応⽣成物は封筒型（4E） 
糖のコンホメーションは３次元ユークリッド空間における極座標である球座標、偏⾓ θ、φ と動径 Q
で定められた Cremer-Pople パラメーターで⽰す（図 1-3-2. C）。 
 
 GH20 酵素の主要な触媒残基は、保存された Asp-Glu アミノ酸ペアである。この触媒⼆重構造の上
流には、⼀次配列ではコンセンサスとなっている H-X-G-G モチーフが存在する。Glu は⼀般酸塩基触
媒残基として機能している。Asp は通常のアノマー保持型反応機構と異なり、求核性触媒残基ではな
いが、速度論的および結晶学的に N-アセチル残基を⽅向付け、分極することが明らかとなっている
(113)。この残基は、中間体の N-アセチル基を脱プロトン化し、中性のオキサゾリン中間体を形成す
ることで⼀般的な塩基として機能するか、あるいは正電荷のオキサゾリニウムイオン中間体を静電的
に安定化させることができる。基質の N-アセチル基は、3 つの保存された Trp によって形成された疎
⽔性ポケットに結合している。この 3 つの Trp は、コンパクトなポケットを形成しており、拡張した
N-アシル側鎖を容易に収容することはできない。 
 
CBM32 について 
 CBM32 は⾮常に多様なリガンド特異性を持っている CBM であり、これはファミリー全体の顕著な
アミノ酸配列の多様性に反映されている。これまで Gal(114)、Lac(115)、ラミナリン、1,6 グルカン
(116)、β マンナン(117)、ポリガラクツロン酸(118)、GalNAc、LacNAc、II 型 H 抗原(119)、GlcNAc、
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GlcNAc-β1,3-GalNAc、GlcNAc-β1,2-mannose(120)、GlcNAc-α1,4-Gal(121)など様々な糖質との相互作⽤
が報告されてきた。 
 
1.3.1.2. BbhII の結晶構造 
 GH20 の結晶構造が初めて発表されたのは 1996 年であり、機能に関する知⾒がこれまで多く積まれ
てきた(122)。 
しかし、β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase の⽣化学的解析にまつわる⽂献は極めて希薄であり、結晶構
造は解かれていない。また、既報の構造のみでは硫酸基の認識様式を特定できなかった。私が在籍し
ている研究室の⼭⽥千早助教と京都⼤学⼤学院の⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助教の共同研究により、
BbhII の免疫グロブリン様ドメインを除去したコンストラクトと GlcNAc-6S の複合体構造が決定され
た（図 1-3-3. A、B）。 

図 1-3-3. A. 結晶化に⽤いられた BbhII のコンストラクト。B. BbhII と GlcNAc-6S の複合体構造。タンパク質のモ
デルをレインボー（N 末端が⻘、C 末端が⾚）で⽰す。C. 活性中⼼内の GlcNAc-6S と周囲残基。D. CBM32 内の
GlcNAc-6S とその周囲残基。C と D ではタンパク質を緑、糖を⻩⾊、⽔分⼦を⾚、Ca2+イオンを灰⾊、⽔素結合
を破線、触媒残基を⾚字で⽰す。 
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GH20 活性ドメインは β-sandwich、活性ドメインは２本の α-helix と 7 本の β-strand からなる逆平⾏ β-
sheet、そして（β/α）8-barrel fold ドメインで構成された、GH20 では典型的な構造をしていた。C 末端
には機能未解析ドメインがあり、これは結晶構造中では⼀部切断されていたが、それぞれ３本と 4 本
の β-strand からなる 2 枚の逆平⾏ β-sheet による β-sandwich 様の構造を有していた。Dali サーバーでの
構造⽐較(100, 101)ではヒト由来の interleukin 4 受容体（Z score = 7.0、RMSD = 2.7 Å、配列同⼀性 6%）
が最も近しい構造であるとされた。スコアが極めて低い（Z score < 8.0）ことから新しいフォールド
の可能性が⽰唆された。活性中⼼では GlcNAc を認識する残基は既報の GH20 の構造と近しい⼀⽅、
硫酸基は Q640、W651 との⽔素結合、そして複雑な⽔素結合ネットワークからなる E687 と H688 との
相互作⽤による独特な様式によって認識されていた（図 1-3-3. C）。CBM32 でもループ領域内で N89、
N126、そして⽔分⼦を介した T127 との⽔素結合というこれまでにない形で硫酸基が認識されていた
（図 1-3-3. D）。 
 
1.3.1.3. β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase の阻害剤 
 GH20 の基質補助型反応機構では従来のアノマー保持型と異なり、オキサゾリン中間体が形成され
る。これまでこの中間体構造や遷移状態での GlcNAc のピラノース環コンフォメーションを模した競
合阻害剤がいくつか開発され、最も代表的なものとして NAG-thiazoline、PUGNAc、LOGNAc、
NHAcDNJ、NHAcCAS、NHAc-Australine などが挙げられる(123)。BbhII が硫酸化された GlcNAc を含
む基質にしか作⽤しないことから、競合阻害剤も硫酸化されていなければ活性ポケット内で安定しな
いのではないかと考えられた。 
 ⻄ オ ー ス ト ラ リ ア ⼤ 学 の Keith Stubbs 准 教 授 ら に よ り 新 し く ６ 位 が 硫 酸 化 さ れ た N-
acetylglucosamine-thiazoline（NAG-thiazoline-6S、NAGT-6S）と PUGNAc-6S が化学的に合成された。
NAGT-6S ではオキサゾリン中間体構造の酸素が硫⻩に置換されている（図 1-3-4. A）。PUGNAc-6S
では GlcNAc-6S の１位のヒドロキシ基が amino N-phenyl carbamate に置換されており、アノマー炭素
が窒素とイミン結合していることでピラノース環のコンフォメーションが制限され、触媒反応時の糖
の遷移状態を模していると考えられている（図 1-3-4. B）。 
 
1.3.1.4. 本研究の⽬的 
 N-acetylhexosaminidase の阻害剤、特に PUGNAc は⾎糖値上昇効果などの薬理学的効果が知られてい
る薬品である。よって NAGT-6S や PUGNAc-6S も同様に製薬の分野における有⽤性が期待できる。し
かし、その阻害効果は本酵素では検証されていなかった。そこで本研究では、NAGT-6S や PUGNAc-
6S の BbhII に対する阻害効果を酵素学的に解析した。加えて結晶構造解析を⽤いて酵素内での阻害剤
のコンフォメーションの可視化を試みた。 
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図 1-3-4. A. GlcNAc-6S のオキサゾリン中間体（左）と NAGT-6S（右）の構造⽐較。Thiazoline の窒素を⾚字で⽰
す。B. 加⽔分解触媒時の GlcNAc のオキソカルベニウム遷移状態（左）と PUGNAc-6S（右）の構造⽐較。 

  

δ-

δ+

δ-

‡

R



 77 

1.3.2. ⽅法 
 本研究における試薬は特記のない限り、和光純薬⼯業またはナカライテスクの特級試薬を⽤いた。
また、液体試薬は予め滅菌したもの、あるいは滅菌された状態で⼊⼿したものを利⽤している。遠⼼
には MX-307（トミー）を⽤いた。 
 また特記のない限り、濃度は全て終濃度である。 
 
1.3.2.1. 阻害剤、基質と発現プラスミド 
 PUGNAc-6S および NAGT-6S は⻄オーストラリア⼤学の Keith Stubbs 准教授より供与頂いた。 
 BbhII の活性測定に⽤いられた pNP-GlcNAc-6S および⼤腸菌異種発現⽤プラスミド pET23b BbhII-
His6-tag は京都⼤学⼤学院の⽚⼭⾼嶺教授と加藤紀彦助教より供与頂いた（図 1-3-5）。本コンストラ
クトでは N 末端のシグナルペプチド、C 末端の免疫グロブリン様ドメインと膜結合ドメインが除去さ
れており、代わりに Ni-IMAC 精製⽤に His6-tag が付加されている。 

 
図 1-3-5. pET23b BbhII_His6-tag のプラスミドマップ 

 
1.3.2.2. 形質転換 
 1.1.2.5 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
1.3.2.3. プラスミド抽出 
 1.1.2.6 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
1.3.2.4. 発現検討 
 1.1.2.7 節と同様の⽅法で⾏なった。⼤腸菌発現株には京都⼤学⼤学院の⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助
教より供与頂いた BL21 CodonPlus(DE3) RIL ΔlacZ を⽤いた。抗⽣物質は 100 μg/mL ampicillin、17 
μg/mL chloramphenicol を⽤いた。破砕バッファーには 50 mM HEPES-NaOH pH 7.0, 300 mM NaCl を⽤
いた。 
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1.3.2.5. SDS-PAGE 
 1.1.2.8 節と同様の⽅法で⾏なった。本研究では染⾊液に CBB-G250 の代わりに CBB-R250 を⽤いた。 
 
1.3.2.6. 培養のスケールアップ 
 1.1.2.10 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
1.3.2.7. タンパク質の精製 
 1.1.2.11 節と同様の⽅法で、ただし Ni-IMAC、ゲルろ過クロマトグラフィーの順で精製を⾏なった。
破砕バッファーには 50 mM HEPES-NaOH pH 7.0、300 mM NaCl、ゲルろ過バッファーには 20 mM 
HEPES-NaOH pH 7.0、300 mM NaCl、精製後のバッファー置換には 10 mM HEPES-NaOH pH 7.0 を⽤い
た。 
 
1.3.2.8. BbhII の阻害活性測定 
 PUGNAc-6S および NAGT-6S による BbhII 活性の阻害は，pNP-GlcNAc-6S からの pNP 遊離を連続的
にモニタリングし、検証した。2 μg/mL の BbhII、100 mM クエン酸ナトリウム（pH5.5）、0.2-1.0 mM 
pNP-GlcNAc-6S、0-100nM PUGNAc-6S または 0-250nM NAG-thiazoline-6S を混合し、37℃で反応させ
た。5 分ごとに反応液 5 μL を分注し、0.1 M ⽔酸化ナトリウムを 20 μL 加えて触媒反応を停⽌、pNP
を発⾊させた。反応停⽌後の溶液の 405nm の吸光度を、Synergy H1 プレートリーダー（バイオテッ
ク・ジャパン）で測定し、遊離 pNP の濃度を求めた。反応時間と遊離 pNP 濃度から初速度を求め、
SigmaPlot 12.0 の酵素キネティクスツールを⽤いて、S-v プロットを Michaelis-Menten 式に当てはめた。
また逆数 S-v プロットも作製した。 
 なお、阻害活性測定に⽤いた酵素、基質濃度は予め、PUGNAc-6S または NAGT-6S ⾮存在下で濃度
を振り、反応時間 40 分にかけて pNP の直線的な遊離が観測できる条件を検討し、決定した。 
 
1.3.2.9. Pre-Crystallization Test 
 1.1.2.15 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
1.3.2.10. 結晶化スクリーニング 
 1.1.2.16 節と同様の⽅法で⾏なった。本研究では阻害剤との複合体構造を⽬的としていたため、ス
クリーニング前にタンパク質溶液に 1 mM PUGNAc-6S あるいは 1 mM NAGT-6S を加えた。NAGT-6S
に⾄っては濃度を 2.5、5、10 mM に振って、JCSG Core I でスクリーニングを⾏なった。 
 
1.3.2.11. 結晶化条件の最適化 
 1.1.2.17 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、本研究ではタンパク質濃度、沈殿剤濃度、バッファ
ーの pH のみを検討した。シーディングおよび MMS は⾏なっていない。 
 
1.3.2.12. X 線回折強度データ収集 
 1.1.2.19 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
1.3.2.13. 結晶構造解析 
 1.1.2.20 節と同様の⽅法で⾏なった。本研究では BbhII の全体構造が先⾏研究で既に決定されていた
ため、Aimsless で処理した後、分⼦置換（Phaser）、⼿動モデル修正（Coot）、構造精密化
（phenix.refine）の⼿順で構造解析を⾏なった。 
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1.3.3. 結果 
1.3.3.1. PUGNAc-6S と NAGT-6S の阻害効果 
 少量での発現検討の末、誘導前の温度を 25℃、誘導後の温度を 18℃、IPTG 未添加で 44 時間培養
した条件で最も多く⽬的タンパク質を発現していた。そのため、この条件で⼤量培養、そしてタンパ
ク質精製を⾏なった。ゲルろ過精製後の SDS-PAGE では分⼦量 89.7 kDa の位置に⾼純度で⽬的タンパ
ク質のバンドが確認された（図 1-3-6）。最終的に培養液 1 L あたり 30 mg 程度の BbhII 精製タンパク
質が得られた。 

 
図 1-3-6. BbhII の Ni-IMAC 及びゲルろ過クロマトグラフィー後の SDS-PAGE。M：分⼦量マーカー；C：粗酵素
液；T：Ni-IMAC 素通り画分；W：Ni-IMAC 洗浄液；E：Ni-IMAC 溶出液 

 BbhII 酵素濃度（2 μg/mL）、基質基質である pNP-GlcNAc-6S の濃度（0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mM）
を検討、固定した上で反応液に PUGNAc-6S または NAGT-6S を加え、阻害活性測定を⾏なった。
PUGNAc-6S では 0-100 nM の領域で、NAGT-6S では 0-250 nM で阻害剤の濃度に応じた有意な反応初
速度の減少が確認された。初速度を基に S-v プロットを作製し、Michaelis-Menten 式にフィッティング
させることで阻害定数 Ki を算出した。また逆数 S-v プロットを引いたところ、各阻害剤濃度の直線が
基質濃度 0 mM のところで交わっていた。これは阻害剤を添加すると Vmaxは変動しないが⾒かけの Km

値が増⼤することを⽰しており、このことから PUGNAc-6S と NAGT-6S は競合阻害によって BbhII の
活性を阻害していることが明らかになった（図 1-3-7）。阻害定数及び動⼒学的パラメーターは表 1-
3-1 の通りである。 
 
表 1-3-1. 阻害剤⾮存在下、PUGNAc-6S または NAGT-6S 存在下での BbhII の pNP-GlcNAC-6S 加⽔分解活性の動⼒
学的パラメーター 

阻害剤 Km (mM) kcat (s-1) Ki (nM) 阻害 
メカニズム 

PUGNAc-6S 0.115 ± 0.014 32.3 ± 0.7 15.4 ± 1.9 競合阻害 
NAGT-6S 0.122 ± 0.016 32.6 ± 0.8 52.3 ± 7.2 競合阻害 
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図 1-3-7. PUGNAc-6S（A）と NAGT-6S（B）存在下での BbhII の活性測定。ここでは逆数 S-v プロットを⽰す。
各プロットの左上に阻害剤の構造式を⽰す。 

1.3.3.2. BbhII と PUGNAc-6S の複合体構造の獲得 
 阻害剤が提唱されている様式で酵素活性を阻害しているか確かめるべく、BbhII と阻害剤の複合体
構造獲得を試みた。タンパク質濃度を 10 mg/mL に固定し、PUGNAc-6S または NAGT-6S を添加して
結晶化スクリーニングを⾏なった。 
 NAGT-6S 存在下では結晶が得られなかったが、1 mM PUGNAc-6S 存在下では 0.1 M sodium citrate 
pH 5.5、20% (w/v) PEG3000 で、インキュベーション期間 3 ⽇で板状の結晶が得られた（図 1-3-8. A）。
この条件を基に条件の最適化を試みたが、本来の条件で得た結晶が最も良質であった。抗凍結剤の検
討では、トレハロース以外の条件では結晶が５分以内で溶解した。またトレハロースでは 1.1.2.19 で
⽰したように 20%の濃度まで上げて凍結すると、クライオループに霜がつき、結晶が壊れてしまった。
そこで、本サンプルについてはトレハロースの濃度を 25%まだ上げてから凍結することで 2.23 Å の分
解能で X 線回折データセットの獲得に成功した（図 1-1-8. B、表 1-3-2）。 
 
A 

 

B 

 
図 1-3-8. 1 mM PUGNAc-6S 存在下で得られた BbhII の結晶（A）と X 線回折像（B）。 
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 先⾏研究で解かれた BbhII の構造を分⼦置換のモデルに⽤いて位相を決定した（図 1-3-9. A）。先
⾏研究の構造と新しく解いたものを⽐較したところ、全⻑配列の内、743 の Cα 原⼦（全体の 85.70%）
のアラインメントがなされ、RMSD は 0.224 Åと極めて低かった。このことから結晶化条件の違いや
リガンドの違いによる構造変化はないと考えられた。 
 電⼦密度マップを観察したところ、リガンドと思しきマップを活性中⼼、そして CBM32 ドメイン
内で確認した。活性中⼼では D552、W588、W607、W685、Y637 が N-アセチル基と、Q640 と W651
が硫酸基と、R358、E687 が Glc の 3 位と 4 位のヒドロキシ基と相互作⽤することで、先⾏研究で解か
れた BbhII と GlcNAc-6S 複合体と同様の形でリガンドが活性中⼼と結合するようになっていた（図 1-
3-9. B）。それに加え GlcNAc-6S にはない、PUGNAc-6S のアノマー炭素とイミン結合している窒素と
酸塩基性触媒残基 E553 が 2.9 Å と、⽔素結合できる距離にあった。Dali サーバーによる構造⽐較(100, 
101)では Streptomyces ceolicolor 由来の GH20 β-N-acetylhexosaminidase が最も⾼い構造類似性（PDB 
ID：4C7G；Z-score：45.7、RMSD：2.0 Å、アライメントされた 465 残基中で配列同⼀性 29%）を⽰
した（図 1-3-9. C）。活性中⼼では糖の GlcNAc に当たる部位を認識する残基（R358、Y367、D552、
W588、W607、W651、W685、E687）は保存されていたが、硫酸基の認識に関わる Q640 は BbhII にし
か存在しなかった。 
 CBM32 では E62 が PUGNAc の N-アセチル基と、N89 と N126 が硫酸基と、N89、R95 が Glc の 3 位
と 4 位のヒドロキシ基と⽔素結合していた。さらに W183 によるスタッキング、K85 の炭素鎖が加わ
ることによって結合ポケットが形成されており、BbhII と GlcNAc-6S 複合体と同様の形でリガンドが
結合していた（図 1-3-9. D）。 
 

 PUGNAc-6S complex 
Data collection statistics  
X-ray facility KEK-PF BL5A 
Wavelength (Å) 1.0000 
Space group P21 
Unit-cell parameters  

a, b, c (Å) 77.40, 58.95, 84.35 
α, β, γ (°) 90.00, 91.70, 90.00 

Resolution (Å) 48.31-2.23 (2.30-2.23) 
Total reflections 125,797 
Unique reflections 37,545 
Completeness (%) 99.9 (99.8) 
Multiplicity (%) 3.4 (3.3) 
Mean I/σ(I) (%) 6.6 (2.1) 
Rmerge (%) 12.3 (54.2) 
CC1/2 0.991 (0.796) 
Refinement statistics  
Resolution range (Å) 48.31–2.23 
No. of reflections 37,329 
R/Rfree (%) 0.180/0.214 
r.m.s. from ideal values  
 Bond length (Å) 0.008 
 Bond angle (º) 1.505 
Rammachandran plot (%)  
 Favored 97.41 
 Allowed 2.21 
 Outlier 0.37 

表 1-3-2. BbhII、PUGNAc-6S 複合体構造のデータセットおよび 
精密化の統計値。括弧内は最外殻の値を⽰す。 
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図 1-3-9. A. BbhII、PUGNAc-6S 複合体の全体構造。ここではタンパク質をドメイン毎に⾊分けし、PUGNAc-6S を
⻩⾊で⽰す。B. GH20 ドメイン活性中⼼の拡⼤図。C. GH20 ドメインと類似構造の Streptomyces ceolicolor 由来
GH20 E302Q 変異体の oxazoline 複合体（PDB ID：4C7G）の活性中⼼。D. CBM32 の糖結合サイトの拡⼤図。E. 
CBM32 ドメインと類似構造の Paenibacillus fukuinensis 由来 CBM32 のキトサン複合体（PDB ID：4DD8）の結合
サイト。B、D では PUGNAc-6S を⻩⾊、Ca2+イオンを緑の球、⽔素結合を破線、硫酸基を認識する残基をオレン
ジの⽂字、Glc を認識する残基を⻘字、酸塩基性触媒残基を⾚字で⽰す。C、E では糖を⿊、⽔素結合を破線、
BbhII で保存されている残基を緑字で⽰す。 
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Dali サーバーによる構造⽐較では Paenibacillus fukuinensis 由来のキトサン結合型 CBM32 が最も⾼い構
造類似性（PDB ID：4ZZ8；Z-score：19.9、RMSD：1.5 Å、アライメントされた 128 残基中で配列同
⼀性 31%）を⽰した（図 1-3-9. E）。しかし、Z-score が 8 を超えているにも関わらず、結合部位では
R95 と E62 以外は保存されておらず、特に硫酸基付近の残基が異なることがリガンドの認識の違いに
影響すると考えられた。またリガンド結合部位付近には⾦属イオンの電⼦密度マップが観察された。
配位、B-factor を考慮した CheckMyMetal(99)による解析と、GlcNAc-6S 複合体から Ca2+イオンである
と判断した。 
なお、PUGNAc-6S の N-phenyl 基に当たる電⼦密度マップは、活性中⼼と CBM32 のいずれでも観察で
きなかった。これはタンパク質構造内に N-phenyl 基を安定化させる因⼦が含まれていないからだと考
えられる。 
 Cremer Popleツール（http://enzyme13.bt.a.u-tokyo.ac.jp/CP/）を⽤いてピラノース環のコンホメーショ
ンを検証したところ、活性中⼼では B3,O(φ, θ, Q: 180.037º, 86.083º, 0.471)のボート型、CBM32 では 4C1

（φ, θ, Q: 214.11º, 5.892º, 0.512）のイス型のコンホメーションを取っていた（図 1-3-10）。 
 
A 

 

B 

 

図 1-3-10. GH20 ドメインの活性中⼼内（A）と CBM32 の糖結合サイト内（B）の PUGNAc-6S の糖のコンホメー
ション。アノマー炭素が⼿前右に来るように表している。 

  

B3,O
4C1
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1.3.4. 考察 
1.3.4.1. PUGNAc-6S と NAGT-6S の阻害効果 
 本研究では GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase に対す PUGNAc-6S 及び NAGT-6S の阻害効果を検
証し、いずれも数⼗ nM 単位の強い競合阻害を⽰した。 
 その⼀⽅で、京都⼤学⼤学院の⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助教の研究により PUGNAc-6S はビフィズ
ス菌資化試験⽤培地（BM 培地）中で分解されることが明らかとなった（図 1-3-11. A）。PUGNAc は
実際に医薬品としても使われている、極めて安定な試薬だが、その誘導物質である例えば Gal-β1,3-
PUGNAc-6S（B. bifidum 由来 GH20 lacto-N-biosidase の阻害剤(112, 123)）はリン酸存在下で分解するこ
とが知られており、PUGNAc-6S についても同様であると考えられる。 
 NAGT-6S については培地中でも安定であり（図 1-3-11. B）、NAGT-6S 存在下での Bifidobacterium 
bifidum JCM1254 によるブタ胃ムチンの資化試験が MALDI-TOF/MS を⽤いて⾏われた。その結果、⾮
硫酸化糖については⼩さな変化しか⾒られなかったが、NAGT-6S の濃度に応じて硫酸化糖の分解が
阻害され、培地中の糖の組成が変わった（図 1-3-11. C）。これにより、in vivo でも NAGT-6S の BbhII
阻害剤としての効⼒が証明された（京都⼤学 ⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助教、未発表資料より）。 
 
A 

 

B 

 
C 

 
図 1-3-11. A-B. PUGNAc-6S（A）と NAGT-6S（B）の⽔中、そして BM 培地中での安定性を⽰した TLC。C. 
MALDI-TOF/MS で測定した NAGT-6S 存在下で B. bifidum を、PGM を糖質源とした時の糖鎖全体量の⽐較。
NAGT-6S の濃度を 0 から 1 mM まで振り、24 時間培養した後、⾮硫酸化糖（左）と硫酸化糖（右）に分けて測
定した際の結果を⽰す（京都⼤学 ⽚⼭⾼嶺教授、加藤紀彦助教、未発表資料より）。 
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1.3.4.2. PUGNAc-6S と NAGT-6S による GlcNAc-6S 加⽔分解反応中間構造ミミクリーについて 
 PUGNAc-6S と NAGT-6S はそれぞれ GlcNAc-6S 加⽔分解触媒反応時に形成されるオキソカルベニウ
ム遷移状態の構造とオキサゾリンの構造を模することで BbhII の反応を阻害するとされてきた。 
 本研究では BbhII とその阻害剤の複合体構造を取得することで、阻害剤が本来の構造を活性中⼼中
で取っているのか検証を試みた。現時点で BbhII と NAGT-6S の複合体構造の取得には成功していな
いが、PUGNAc-6S では CBM32 ドメイン中で 4C1、活性中⼼中で B3,O というコンホメーションを取る
ことを突き⽌めた。 
 ⼀⽅で、かつて Ito et al., J Biol Chem, 2012 (112)にて B. bifidum 由来の GH20 lacto-N-biosidase（LnBb）
の LNB 加⽔分解触媒反応機構の糖のコンホメーション変化について詳細に⾔及された（図 1-3-2. C）。
BbhII は LnbB と同じ GH20 に属するため、同様の反応機構を追うと考えられるが、本機構で糖がボー
ト型のコンホメーションを取るのは Michaelis complex の段階のみであり、1,4B という PUGNAc-6S で
⾒られたコンホメーションとは別のものを組んでいる。これは PUGNAc-6S が本来想像していたコン
ホメーションを取らない特性を持っているからなのか、BbhII が厳密に LnbB と同様の反応機構を有し
ていないからか、結晶化の際のパッキングによる影響なのか、いくつか仮説が⽴てられる。今後、分
⼦動⼒学シミュレーションなどのデータと組み合わせることでコンホメーション変化について追求し
ていく必要がある。 
 
1.3.4.3. BbhII 阻害剤の他の GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase 阻害の可能性について 
 PUGNAc-6S と NAGT-6S の 阻 害 効 果 の 検 証 は 本 研 究 が 初 と な る 。 GH20 β-6-SO3-N-
acetylglucosaminidase は BbhII 以外にも他の微⽣物でも発⾒されているが、酵素学的に詳細に研究され
ているのはBbhIIのみである(37)。その⼀⽅で、BbhIIは既報のGH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase、
例えば Prevotella sp. RS2 とは低い配列同⼀性（28%）を⽰しており、系統学的にも B. bifidum 特有の
酵素であることが解っている（図 1-3-12）。よって本研究で扱った阻害剤が他の GH20 β-6-SO3-N-
acetylglucosaminidase に同様に作⽤するのか、その認識様式が同じなのかは現時点では不明であり、
今後これを追求していけば、阻害剤（特に NAGT-6S）を⽤いたビフィズス菌、腸内細菌、そして他
の⽣態系による糖質資化能⼒のコントロールが実現できるかもしれない。 

 
図 1-3-12. B. bifidum 由来の GH20 とそのホモログの系統樹。BbhI、BbhII、BbhIII、LnbB、それぞれで基質特異性
が異なることが明らかとなっている。Miwa et al., Glycobiology, 2010 (36)より。 
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 最後に図 1-3-13 に本研究の実験フローチャートを⽰す。 
 

 
図 1-3-13. ムチン糖鎖特有の硫酸化糖質分解酵素 GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase BbhII の阻害に関する酵素
学的・構造⽣物学的解析における実験フローチャート。実験内容の⿊枠、各実験で⾄った結論を⾚枠で⽰す。 
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カラメル化糖に作⽤する酵素群の構造機能解析 
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第１章―環状フルクトース２糖を合成する GH172 difructose 
dianhydride synthase/hydrolase αFFase1 の構造機能解析 

2.1.1. はじめに 
 本章では成⼈型ビフィズス菌 B. dentium JCM1195 株のカラメル化糖に作⽤する酵素群、そして環状
フルクトース 2 糖を合成する GH172 difructose dianhydride synthase/hydrolase αFFase1 の研究を扱う。そ
れに先⽴ち、序論として α-D-フルクトフラノシド糖質、そして αFFase1 の機能について概説した上で、
本研究の⽬的、⽅法、結果、考察について論ずる。 
 
2.1.1.1. α-D-フルクトフラノシド糖質について 
 イヌリン型フルクタンやフラクトオリゴ糖は，β2,1 結合した D-フルクトクラノース（D-
fructofuranose、D-Fruf）によって構成され、プレバイオティクスとして注⽬されている(124, 125)。近
年の研究では、イヌリンがヒトの腸内細菌叢の形成に重要であることが注⽬されている(126, 127)。
イヌリンや β2,6 結合型レバンなどの天然植物由来のフルクタンは、すべて β 結合型ポリマーである
(128)。フラクタン、フラクトオリゴ糖、スクロースの β-D-Fruf を加⽔分解または糖転移する酵素は、
GH32 と GH68 に分類されている(129)。β-D-Fruf 結合に作⽤する酵素（β-D-fructofuranosidase および β-
D-fructotransferase）は広く研究されている(130)。しかし、α-D-Fruf 結合に作⽤する酵素については知
⾒が限られている。 
 
Difructose dianhydride （DFA）とその合成系 
DFA は、2 つのフルクトースユニットが還元末端で相互に結合した環状⼆糖類の総称である。この⼆
糖類は、フルクトースを含む⾷品のカラメル化によって⽣成される(131)。ショ糖から作られる市販
のカラメルには約 18％の割合で DFA が含まれている(132)。また、現代のヒトは⾷品の加熱調理の過
程で⾮酵素的な脱⽔反応によって形成された α-D-Fruf 結合を含む糖質を⽇常的に摂取していることが
⽰唆される。様々な DFA の中でも、DFA III (α-D-Fruf-1,2':2,3'-β-D-Fruf)と DFA IV (β-D-Fruf-2,6':6,2'-β-
D-Fruf)は、ヒトの健康に様々な有益な効果をもたらすとされている(133)。DFA III を形成する inulin 
fructotransferase を⽤いて、チコリのイヌリンから DFA III を⼯業的に⽣産する⽅法が確⽴され、⽇本
国内で販売されるようになった(134, 135)。また、レバンやイヌリンから DFA IV や DFA I（α-D-Fruf-
1,2':2,1'-β-D-Fruf）を特異的に産⽣する微⽣物酵素が多数同定されている(136)。DFA IV を⽣成する
GH32 levan fructotransferase (137)は、分⼦内トランスフルクトシル化を触媒するが、これは GH でよく
⾒られるアノマー保持型反応機構から派⽣する機構によるものである(138)。⼀⽅、DFA III を⽣成す
る GH91 inulin fructotransferase は、反転した分⼦内トランスフルクトシル化を触媒し、結果としてリ
アーゼ反応を起こす。GH91 には DFA I-forming inulin fructotransferase (139)や DFA III hydrolase (140)も
含まれる。DFA III-forming inulin fructotransferase (141)と DFA III hydrolase(142)で提案された反応機構
は、⼀般的なアノマー反転型反応機構と⼀致している。GH91 は⼀度、PL19 に再分類されたが、
GH23、GH102、GH103、GH104 の溶解性トランスグリコシダーゼと機構的に類似していることから、
GH91 に戻された(143)。 
 GH32 や GH91 とは別にイヌロビオース（D-Fruf-β2,1-D-Fru、inulobiose）から DFA I を⽣成する酵素
が 1980 年代に Aspergillus fumigatus から発⾒された（21, 22）。この酵素は、加⽔分解逆反応（脱⽔縮
合）によって α-D-Fruf 結合の形成を触媒するもので、IUBMB により difructose-anhydride synthase とさ
れている。しかし、この酵素をコードする遺伝⼦は特定されていない。 
 
2.1.1.2. αFFase1 について 
 ヒトの腸内細菌叢に含まれる数種のビフィズス菌は、熱処理によって Glc と Fruf から得られる D-
Fruf-α2,6-D-Glc 上で⽣育することが⽰されており(144)、これらの種には α-D-fructofuranosidase が存在
することが⽰唆されていた。 
 ⿅児島⼤学の藤⽥清貴准教授らにより B. dentium JCM1195 株から新規の α-D-fructofuranosidase、
αFFase1 が 発 ⾒ さ れ た 。 αFFase1 は ア ル キ ル 化 配 糖 体 D-Fruf-α-Me と ア ラ ビ ノ フ ラ ノ ー ス
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（arabinofuranose、Araf）誘導体である D-Araf-α-Me に対して加⽔分解反応を⽰した。またカラメル化
糖に含まれる D-Frup-β2,1-D-Fru から diheterolevulosan II（DHL II）への、また inulobiose から DFA I へ
の脱⽔縮合を平衡的に触媒する（図 2-1-1）。 
 αFFase1 は機能未知ドメイン DUF2961 からなるシングルドメインの菌体内 GH である。PDB に配列
同⼀性 36%の遠縁ホモログで、構造ゲノミクスの⼀環で解析された Bacteroides uniformis 由来
BACUNI_00161（PDB ID：4KQ7）が登録されている。 
 
2.1.1.3. 本研究の⽬的 
 αFFase1 は既報の GH のどれとも配列同⼀性を⽰さない。また PDB に登録されている遠縁ホモログ
についてその分⼦機能の研究がされていないため、この構造から反応触媒メカニズムを同定するのは
困難である。そこで本研究では、酵素学的⼿法、NMR、X 線結晶構造解析、動⼒学シミュレーショ
ンを組み合わせて αFFase1 の分⼦機能の決定を⽬指した。 
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図 2-1-1. αFFase1 の触媒反応。A-B. D-Fruf-α-Me（A）と D-Araf-α-Me（B）を αFFase1 で処理した際の薄層クロマ
トグラフィー。加⽔分解時に遊離するメチル基を⾚枠で⽰す。レーン 1 は⽣成物（Fruf または Araf）、レーン 2
は基質（D-Fruf-α-Me または D-Araf-α-Me）、レーン 3 は基質を αFFase1 と 100 分、レーン 4 は３⽇間、37℃でイ
ンキュベートした反応液に該当する。（C）Frup-β2,1-Fru（上）、DHL II（中）、および αFFase1 で 37℃、⼀晩
処理した Frup-β2,1-Fru（下）の HPAEC-PAD クロマトグラム。（D）Inulobiose（上）、DFA I（中）、および
αFFase1 で 37℃、⼀晩処理した Inulobiose（下）の HPAEC-PAD クロマトグラム。 
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2.1.2. ⽅法 
 本研究における試薬は特記のない限り、和光純薬⼯業またはナカライテスクの特級試薬を⽤いた。
また、液体試薬は予め滅菌したもの、あるいは滅菌された状態で⼊⼿したものを利⽤している。遠⼼
には MX-307（トミー）を⽤いた。 
 また特記のない限り、濃度は全て終濃度である。 
 
2.1.2.1. 基質と発現⽤プラスミド 
 pNP-α-D-Araf は理化学研究所の⽯渡明弘博⼠より供与頂いた。 
 D-Fruf-α-Me、inulobiose、DFA I、そして⼤腸菌異種発現⽤プラスミド pET23d αFFase1_His6-tag は⿅
児島⼤学 藤⽥清貴准教授より供与頂いた（図 2-1-2）。 
 本コンストラクトは野⽣型αFFase1 の C 末端に Ni-IMAC 精製⽤に His6-tag が付加されたものであ
る。 

 
図 2-1-2. pET23d αFFase1_His6-tag のプラスミドマップ 

 
2.1.2.2. 形質転換 
 第⼀部 1.1.2.5 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.1.2.3. プラスミド抽出 
 第⼀部 1.1.2.6 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.1.2.4. 発現検討 
 第⼀部 1.1.2.7 節と同様の⽅法で⾏なった。⼤腸菌発現株には BL21(DE3)（Agilent）を⽤いた。抗⽣
物質は 100 μg/mL ampicillin を⽤いた。破砕バッファーには 50 mM Tris-HCl pH 7.0, 200 mM NaCl を⽤
いた。 
 
2.1.2.5. SDS-PAGE 
 第⼀部 1.1.2.8 節と同様の⽅法で⾏なった。 

T7	terminator

RBS

T7	promoter

AmpR	promoter

AmpR

pET23d	αFFase1_His6-tag
4946	bp
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2.1.2.6. 培養のスケールアップ 
 第⼀部 1.1.2.10 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.1.2.7. タンパク質の精製 
 第⼀部 1.1.2.11 節と同様の⽅法で⾏なった。本章ではタンパク質の精製を Ni-IMAC、陰イオン交換
クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーの順で⾏なった。結晶化条件の最適化の⼀環とし
て、陰イオン交換クロマトグラフィーを⽤いた検討も⾏なった。 
 破砕バッファーには 50 mM Tris-HCl pH 7.0、300 mM NaCl、ゲルろ過バッファーには 25 mM Tris-
HCl pH 7.0、300 mM NaCl、ゲルろ過精製後のバッファー置換に 10 mM Tris-HCl pH 7.0、300 mM NaCl
を⽤いた。 
 変異体（後述、２.1.2.18 節を参照）については第⼀部 1.1.2.9 節のバッチ法による精製を⼀部改変し
て⾏なった。具体的には、150 mL 培養から得た菌体を破砕バッファー16 mL で懸濁した後に、0.5 mm 
ガラスビーズを 4 mL 分加え、4℃で 15 分間 Cute mixer CM-1000（EYELA）で⾼速振盪した。これを
菌体破砕物とし、⾼速（13,000 rpm 以上）、45 分間遠⼼し、上清（粗酵素液）を、予め 15 mL チュー
ブ内で破砕バッファーを⽤いて洗浄した cOmplete His-tag resin 500 μL に加え、1 時間、4℃で転倒混合
した。その後、５分間、500 xg で遠⼼し、上清（素通り画分）を除去した。次に破砕バッファー 1.5 
mL でレジンを懸濁し、5 分間、500 xg で遠⼼し、上清を除去するというサイクルを 3 回繰り返した。
同様の⼿順を破砕バッファー＋5 mM imidazole 1.5 mL で 1 回⾏なった。500 μL 破砕バッファー+500 
mM imidazole でレジンを懸濁し、５分間、4℃で転倒混合した。最後に５分間、500 xg で遠⼼し、上
清を Amicon Ultra centrifugal filter device MWCO 10,000 で濃縮、0.22 μm 孔径の親⽔性 Ultrafree スピン
フィルターで微粒⼦や沈殿物を除去し、SDS-PAGE や変異体活性測定（後述、2.1.2.8 節および 2.1.2.9
節を参照）に⽤いた。 
 
2.1.2.8. pNP-α-D-Araf を⽤いた活性測定 
 αFFase1 の pNP-α-D-Araf に対する加⽔分解活性は pNP 遊離を連続的にモニタリングし、検証した。
0.1 μg/mL の αFFase1、100 mM sodium acetate pH 6.0、0.5-7.5 mM pNP-α-D-Araf を混合し、37℃で反応
させた。5 分ごとに反応液 5 μL を分注し、0.1 M ⽔酸化ナトリウムを 20 μL 加えて触媒反応を停⽌、
pNP を発⾊させた。反応停⽌後の溶液の 400 nm の吸光度を、Synergy H1 プレートリーダーで測定し、
遊離 pNP の濃度を求めた。反応時間と遊離 pNP 濃度から初速度を算出し、SigmaPlot 12.0 の酵素キネ
ティクスツールを⽤いて、S-v プロットを Michaelis-Menten 式に当てはめ、動⼒学的パラメーターを求
めた。 
 変異体（後述、2.1.2.18 節を参照）については基質濃度を 2.5 mM に固定して、野⽣型と同様に測定
を⾏なった。 
 
2.1.2.9. Inulobiose と DFA I を⽤いた活性測定 
 本操作は、SigmaPlot 12.0 による解析以外、⿅児島⼤学の藤⽥清貴准教授らによって HPAEC-PAD
（CarboPack PA-1 カラム、Thermo Fischer Scientific）を⽤いてなされた。5 μg/mL の αFFase1、50 mM 
sodium acetate pH 6.0、2-10 mM inulobiose または 12.5-30 mM DFA I を混合し、37℃で反応させた。反
応液を経時的にカラムにアプライし、以下のように濃度勾配を掛けた。 

• 0-5 分：100%の 0.1 M NaOH 
• 5-30 分：0-100%の 0.5 M 酢酸ナトリウム、0.1 M NaOH 
• 30-35 分：100%の 0.5 M 酢酸ナトリウム、0.1 M NaOH。 

標準試料から作製した検量線を基に、クロマトグラムのピーク⾯積から基質・⽣成物の濃度を求めた。
時間の経過による反応⽣成物濃度の変化を基に初速度を算出し、SigmaPlot12.0 の線形曲線回帰ツール
を⽤いて S-v プロットを解析、動⼒学的パラメーターを求めた。 
 変異体（後述、2.1.2.18 節を参照）については inulobiose の濃度を 10 mM に固定して、野⽣型と同
様に測定を⾏なった。 



 93 

2.1.2.10. 1H NMR によるグリコシド結合の加⽔分解における初期⽣成物の⽴体化学の検証 
 本操作は理化学研究所の⽯渡明弘博⼠によってなされた。 
 D2O 中に懸濁した 10 mM pNP-α-D-Araf に 50 μg/mL αFFase1 を添加した。αFFase1 の保存溶液は予め
10 mM sodium phosphate pH 6.0 に置換した。反応混合物の 1H NMR スペクトルは、ECX400 スペクトロ
メーター（⽇本電⼦、東京、⽇本）を⽤いて、経時的に 400 MHz で、37℃で記録した。反応初期の⽣
成物（D-Ara）のアノマー型は、D-Ara の標準 1H NMR スペクトルとの⽐較から判断した。 
 基質を inulobiose、または DFA I に置き換え、また αFFase1 の保存溶液を D2O に懸濁した 10 mM 
sodium phosphate pH 6.0 に置換し、同様の実験を⾏なった。 
 
2.1.2.11. 薄層クロマトグラフィー（TLC） 
 第⼀部 1.1.2.12 節と同様の⽅法で⾏なった。バッファーには sodium acetate pH 6.0 を⽤いた。本章で
は TLC を EDTA による酵素の失活、⾦属阻害、糖転移反応を検証するため⽤いており、⽬的に応じ
て反応液の組成を変えている。 
 糖転移反応では表 1-1-12 の組成表に沿って αFFase1、sodium acetate pH 6.0、基質（pNP-α-D-Araf、D-
Fruf-α-Me、inulobiose、または DFA I）を混合し、さらに 20% メタのノール、エタノール、または 1-
プロパノールを添加、24 時間、37℃でインキュベートしたものを TLC プレートにアプライした。 
 EDTA による酵素の失活の検証では、予め αFFase1、sodium acetate pH 6.0、EDTA を混合、24 時間、
４℃でインキュベートした溶液に pNP-α-D-Araf 、または inulobiose を加え、さらに 2 時間、37℃でイ
ンキュベートしたものを TLC プレートにアプライした。濃度は inulobiose 添加後、表 1-1-12 と同じに
なるように、また EDTA の濃度が 0、1、10、100 mM になるように調製した。反応時間を時間単位で
振ったところ、２時間で EDTA ⾮存在下の条件で触媒反応が平衡に達したことから、この反応時間を
採⽤した。 
 ⾦属阻害では、予め αFFase1、sodium acetate pH 6.0、2 価イオンを混合、24 時間、４℃でインキュ
ベートした溶液に inulobiose を加え、さらに 24 時間、37℃でインキュベートしたものを TLC プレー
トにアプライした。濃度は inulobiose 添加後、表 1-1-12 と同じになるように、また 2 価イオンの濃度
が 1 mM になるように調製した。 
 基質には pNP-α-D-Araf、D-Fruf-α-Me、inulobiose、DFA I、バッファーには sodium acetate pH 6.0 を⽤
いた。 
 展開溶媒には 1-butanol:2-propanol:純⽔を 10:5:4 の⽐率で展開の 30 分前に混合したものを⽤いた。
呈⾊液は 10 mL 10% sulfuric acid に 0.1 g iron(III) chloride を懸濁し、そこにエタノールに懸濁した 6% 
orcin を 1 mL 加 え 、 呈 ⾊ 直 前 （ 5 分 以 内 ） に 混 合 し た も の を ⽤ い た
（http://www.cchem.berkeley.edu/rsgrp/TLCStainGeneralReference.pdf、217 番⽬のレシピ）。 
 
2.1.2.12. Pre-Crystallization Test 
 第⼀部 1.1.2.15 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.1.2.13. 結晶化スクリーニング 
 第⼀部 1.1.2.16 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.1.2.14. 結晶化条件の最適化 
 第⼀部 1.1.2.17 節と同様の⽅法で⾏なった。 
最適化の過程で、リガンドとの複合体取得のためタンパク質溶液に 10-100 mM Ara、Fru、inulobiose、
DFA I を添加した。また E270A、E291Q 変異体（後述、2.1.2.18 節を参照）でも同様の実験を⾏なっ
た。 
 
2.1.2.15. シーディング 
 第⼀部 1.1.2.18 節と同様の⽅法で⾏なった。 
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2.1.2.16. X 線回折強度データ収集 
 第⼀部 1.1.2.19 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.1.2.17. 結晶構造解析 
 第⼀部 1.1.2.20 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、初期位相の決定には⾃動分⼦置換プログラム
MORDA(145)、⾃動モデル構築に Phenix program suite の phase and build(61, 62)を⽤いた。 
 
2.1.2.18. αFFase1 遺伝⼦への部位特異的変異体導⼊と変異体タンパク質の調製 
 QuickChange Primer Design ツール（https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp）でデザイ
ンした表 2-1-1 のプライマー対を⽤いて、第⼀部 1.1.2.3 節、1.1.2.4 節、1.1.2.5 節、1.1.2.6 節の⽅法で
PCR、DpnI 処理、形質転換、プラスミド抽出、シークエンス解析を⾏なった。本研究では PCR の伸
⻑時間は、いずれのプライマーでも 2 分半であった。 
 ⽬的の変異が導⼊されていることを確認した上で、プラスミドを BL21 (DE3)または BL21 Star (DE3)
（Thermo Fischer Scientific）に形質転換し、野⽣型と同様に、少量培養で発現を確認した。その後、
培養スケールを 150 mL まで上げ、2.1.2.7 の通りに精製を⾏なった。 
 
表 2-1-1. αFFase1 部位特異的変異導⼊に⽤いたプライマー対。変異導⼊部分を下線で⽰す。 

Object Sequence 
E85A mutation 5’-GCTCCGGTGATGGCGATTCACCCGGCA-3’ 

3’-CGAGGCCACTACCGCTAAGTGGGCCGT-5’ 

E85Q
 
mutation 5’-GGCTCCGGTGATGCAGATTCACCCGGC-3’ 

3’-CCGAGGCCACTACGTCTAAGTGGGCCG-5’ 

K147A
 
mutation 5’-CCGTTTAATGTATCGCTCGCGCCGGAGGAAGCAGGAAA-3’ 

3’-GGCAAATTACATAGCGAGCGCGGCCTCCTTCGTCCTTT-5’ 

W267A
 
mutation 5’-GCACTTCCAAGGAAGTGCGTGGGGAGAAGGCAAC-3’ 

3’-GTTGCCTTCTCCCCACGCACTTCCTTGGAAGTGC-5’ 

Y187A
 
mutation 5’-TAACGAGTTGCCGTTCATTCTGGCCTTCAACATCGACTATGAAATG-3’ 

3’-ATTGCTCAACGGCAAGTAAGACCGGAAGTTGTAGCTGATACTTTAC-5’ 

Y187F
 
mutation 5’-GAGTTGCCGTTCATTCTGTTCTTCAACATCGACTATGAA-3’ 

3’-CTCAACGGCAAGTAAGACAAGAAGTTGTAGCTGATACTT-5’ 

E270A
 
mutation 5’-GGAAGTTGGTGGGGAGCAGGCAACGATATGTTC-3’ 

3’-CCTTCAACCACCCCTCGTCCGTTGCTATACAAG-5’ 

E270Q
 
mutation 5’-CCAAGGAAGTTGGTGGGGACAGGGCAACGATATGTTC-3’ 

3’-GGTTCCTTCAACCACCCCTGTCCCGTTGCTATACAAG-5’ 

E291A
 
mutation 5’-AACGGCACCGGTACTGCGGATTATTTCAACCATG-3’ 

3’-TTGCCGTGGCCATGACGCCTAATAAAGTTGGTAC-5’ 

E291Q
 
mutation 5’-GAGTTTGAACGGCACCGGTACTCAGGATTATTTCAA-3’ 

3’-CTCAAACTTGCCGTGGCCATGAGTCCTAATAAAGTT-5’ 

D292A
 
mutation 5’-GGCACCGGTACTGAGGCTTATTTCAACCATGCC-3’ 

3’-CCGTGGCCATGACTCCGAATAAAGTTGGTACGG-5’ 

D292N
 
mutation 5’-ACGGCACCGGTACTGAGAATTATTTCAACCATGCC-3’ 

3’-TGCCGTGGCCATGACTCTTAATAAAGTTGGTACGG-5’ 

W298A
 
mutation 5’-GATTATTTCAACCATGCCGCGGGTATGCAGCGCAATGC-3’ 

3’-CTAATAAAGTTGGTACGGCGCCCATACGTCGCGTTACG-5’ 
 
2.1.2.19. タンパク質の定量 
変異体のタンパク質 量が少なく、Nanodrop 2000c による 280 nm 吸光度に基づいたタンパク質の定
量で⼗分正確に測れない可能性を踏まえ、ビシンコニン酸（bicinchoninic Acid、BCA）法による定量
法を採⽤した。BCA protein assay kit (Pierce)も⽤いて、波⻑ 562 nm の吸光度を測定した。標準タンパ
ク質として、bovine serum albumin（Sigma Aldrich）を⽤いて、50-250 μg/mL の範囲で検量線を作製し
た。 
 
2.1.2.20. 分⼦動⼒学シミュレーション 
本操作は東京⼤学⼤学院の清⽔謙多郎教授と寺⽥透准教授によってなされた。 
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分⼦動⼒学（molecular dynamics、MD）シミュレーションは、αFFase1-β-D-Fruf 複合体、αFFase1-
inulobiose 複合体、αFFase1-DFA I 複合体の 3 つのモデルについて⾏った。Inulobiose と DFA I の複合体
構造は、結晶構造が解かれている β-D-Fruf 複合体構造のリガンドを置き換えて作製した。複合体の各
初期構造では，6 量体構造全体を使⽤し，リガンドはすべてのプロトマーに結合させ、各プロトマー
の N 末端と C 末端には，それぞれアセチル基と N-メチル基を結合させた。プロトン化の状態は、⽔
素結合ネットワークに基づいて決定し、特に His16、His207、His262 は Nδ1 原⼦で、His344 は Nδ1 と
Nε2 の両⽅をプロトン化させた。他のヒスチジン残基は Nε2 原⼦をプロトン化させた。これらの修正
を⾏った後、構造を⽴⽅体の⽔の中に浸し、⽔の⾯とタンパク質の原⼦の間に 10 Å の最⼩距離を確
保した。また、システムの正味の電荷がゼロになるように K+イオンを加えた。各システムの⼨法は
151×151×151 Å で、6 つの同⼀のタンパク質鎖、6 つの同⼀のリガンド、102 個の K+イオン、および約
88,000 個の⽔分⼦から構成されていた。タンパク質とイオンには，Amber ff14SB force field パラメー
ター(146)を⽤いた。リガンドには GLYCAM 06j(147)を、⽔には TIP3P モデル(148)を使⽤した。エネ
ルギーの最⼩化と平衡化を⾏った後、プロダクション MD を 1 μs で実⾏した。MD シミュレーション
の間、温度は速度スケーリング法(149)を⽤いて 300 K に、圧⼒はベレンゼン弱結合法(150)を⽤いて
1.0×105 Pa に維持した。⽔素原⼦の結合⻑は、LINCS アルゴリズム(151, 152)を⽤いて、2 fs の時間ス
テップで拘束した。静電相互作⽤は、粒⼦メッシュエバルト法を⽤いて計算した(153)。すべての MD
シミュレーションは、Gromacs 2020(154)を⽤いて⾏い、10 ps ごとに座標を記録した。 
 
2.1.2.21. 系統樹 
 第⼀部 1.1.2.24 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、αFFase1 と同様の活性を有すると推定される
アミノ酸配列に限定するため、MSA 後に αFFase1 の活性中⼼（-1、+1 サブサイト）の残基が保存され
ていない配列を除外した。その後、再度 M-coffee で MSA を⾏ってから系統樹を作製した。 
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2.1.3. 結果 
2.1.3.1. αFFase1 酵素活性の動⼒学的パラメーター 
 少量での発現検討の末、0.1 mM IPTG で発現誘導し、25℃で 20 時間培養した条件で最も多く⽬的タ
ンパク質が得られたため、この条件で⼤量培養、そしてタンパク質精製を⾏なった（図 2-1-3）。ゲ
ルろ過精製後の SDS-PAGE では分⼦量 53.0 kDa の位置に⾼純度で⽬的タンパク質のバンドが確認され
た（図 2-1-3. C）。最終的に培養液 1 L あたり 50 mg 程度の αFFase1 精製タンパク質が得られた。 
 なお、本サンプルについては結晶化の条件検討の⼀環で Ni-IMAC 後に陰イオン交換クロマトグラ
フィーを⽤いたサンプルとそうでないサンプルで⽐較を⾏った。陰イオン交換クロマトグラフィーで
は NaCl が 290 mM に到達したところで⽬的タンパク質が溶出された（図 2-1-3. B）。 
 
A 

 

B 

 

C 

 

図 2-1-3. A. αFFase1 の Ni-IMAC 精製時のクロマトグラ
ム。B. αFFase1 の陰イオン交換精製時のクロマトグラ
ム。C. αFFase1 のゲルろ過精製時にメインピークに該
当するフラクションの SDS-PAGE。 

 

 
 精製酵素を⽤いて活性測定を⾏った。pNP-α-D-Araf では加⽔分解時の pNP の遊離と反応液の発⾊か
ら、inulobiose と DFA I では平衡反応が進む際の、HPAEC-PAD クロマトグラムのピーク⾯積の変化か
ら初速度を求め、S-v プロットに対するカーブフィッティングを⾏なった。pNP-α-D-Araf では
Michaelis-Menten 式に当てはめ、動⼒学的パラメーターを求めることができた（図 2-1-4. A）が、
inulobiose と DFA I については基質濃度に応じて直線的な初速度の上昇が⾒られた。これは Km 値が極
めて⾼いからであるためであり、基質濃度の都合上、飽和状態での反応が測定できないため、
Michaelis-Menten 式への当てはめは困難であると考えた。そこで S-v プロットを線形曲線回帰で直線に
当てはめ、その傾きから kcat/Km を求めた（図 2-1-4. B-C）。 
 ⽐較すると、pNP-α-D-Araf 加⽔分解に対する⽐活性は inulobiose 脱⽔縮合の約 50 倍、DFA I 加⽔分
解の約 100 倍であった。 
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図 2-1-4. αFFase1 の各基質に対する触媒反応の S-v
プロットと動⼒学的パラメーター。基質に pNP-α-
D-Araf(A) を ⽤ い た 際 は Michaelis-Menten 式 、
inulobiose (B)、DFA I（C）を⽤いた際は直線にフ
ッティングがされた。 

 

 
2.1.3.2. αFFase1 による反応触媒メカニズムの同定 
 1H NMR による各基質に対する αFFase1 の反応触媒メカニズムの同定を試みた。 
 基質に pNP-α-D-Araf を⽤いた際（図 2-1-5）、アノマー⽔素シグナル（δ = 6.01 ppm のダブレット、
3JH1-H2 = 1.2Hz）は 1 分以内に消失した。α-D-Araf の H-1 シグナル（δ = 5.39 ppm のダブレット、3JH1-H2 

= 2.8 Hz）は、極めて微弱な β-D-Araf の H-1 シグナル（δ = 5.45 ppm のダブレット、3JH1-H2 = 4.4 Hz）と
共に、主要な初期フラノシドとして最初に検出された（図 2-1-5. B）。その後、α-D-Arap（δ = 5.38 
ppm のダブレット、3JH1-H2 = 3.6 Hz）や β-D-Arap（δ ＝ 4.66 ppm のダブレット、3JH1-H2 = 8.0 Hz）などの
ピラノースのアノマーの H-1 シグナルが観察され、30 分以内に変旋光と環状構造の変換を経て平衡に
達した。この結果は、αFFase1 がアノマー保持型 GH であることを⽰している。 
 基質に inulobiose または DFA I を⽤いた際、両⽅向で反応の進⾏を確認した（図 2-1-6）。しかし、
化学シフトから inulobiose の還元末端側にある Fru の異性化が⾒受けられ、脱⽔縮合時の特定のアノ
マー型の減少を判断するのは困難であった。逆に DFA I の加⽔分解の際は⽣成物のケミカルシフトが
⼩さく、DFA I のケミカルシフトによって部分的に⾒えていないかったため、特定のアノマー型のピ
ークの増⼤を視認するのは困難であった。よって 1H NMR では inulobiose と DFA I の平衡反応が α-D-
arabinofuranosidase 活性と同じアノマー保持型機構によって進⾏するか断定できなかった。 
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図 2-1-5. αFFase1 はアノマー保持型機構で反応を触媒する。A. DOH を基準とした D2O 中の pNP-α-D-Araf に対す
る活性をモニターした 1H NMR スペクトル。B. α-D-Arap の H1 を基準としたパネル A で囲んだ部分の拡⼤図。
pNP-α-D-Araf、β-D-Araf、α-D-Araf、α-D-Arap、β-D-Arap のアノマー位の C1-H における特徴的な化学シフトと J-カ
ップリング定数を⽮印で⽰す。各ピークに該当するアノマー型は標準試薬（D-arabinose）との⽐較を基に、理化
学研究所 ⽯渡明弘博⼠によって決定された。 
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図 2-1-6. Inulobiose（上）または DFA I（下）を αFFase1 で処理して平衡に達したときの、inulobiose および DFA I
に対する αFFase1 の反応の NMR モニタリング。反応は、D2O（10 mM リン酸ナトリウム緩衝液、pH6.0）中、
37℃で 24 時間、400 MHz 1H-NMR でモニタリングした。DFA I のαFruf とβFruf にあたるケミカルシフトをそれ
ぞれ⻘と⾚で、触媒反応が平⾏に達した後に⾒える inulobiose のマイナーケミカルシフトを破線で⽰す。 

 アノマー保持型の GH では反応溶液中に有機溶媒を加えることで、２回⽬の求核攻撃（グリコシド
ペプチドに対する求核攻撃）で⽔分⼦が有機溶媒に置換され、アルキル配糖体が⽣成される。これを
糖転移反応と呼ぶが、この減少を基に αFFase1 の各基質に対する触媒反応がアノマー保持型であるか、
TLC で検証した（図 2-1-7）。 
 基質に pNP-α-D-Araf を⽤いた場合、メタノール、エタノール、1-プロパノールを添加した条件でア
ルキル配糖体に当たるスポットが確認された。これにより、α-D-arabinofuranosidase 活性はアノマー保
持型機構によって進⾏することが確認された。これは 1H-NMR の反応モニタリングの結果と合致する。 
 基質に D-Fruf-α-Me を⽤いた場合、エタノール、1-プロパノールでは Fru のスポットしか⾒られなか
ったが、メタノールを添加した条件でアルキル配糖体のスポットが⾒られた。しかし、この条件では
基質と⽣成物が同じであるため、未反応の基質のスポットである可能性があり、糖転移が起きたと断
⾔できなかった。 
 基質に inulobiose または DFA I を⽤いた場合、いずれの条件でもアルキル配糖体のスポットは⾒ら
れなかった。よって 1H-NMR と同様に、糖転移反応の観測では inulobiose と DFA I の平衡反応、そし
て α-D-fructofuranosidase 活性についても α-D-arabinofuranosidase 活性と同じアノマー保持型機構で反応
が進⾏しているのか断⾔できなかった。 
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図 2-1-7. αFFase1の糖転移反応の検証。基質として pNP-α-D-Araf（A）、D-Fruf-α-Me（B）、inulobioseまたは DFA 
I（C）を⽤いて検証した。MeOH：メタノール；EtOH：エタノール；PrOH：1-プロパノール 

2.1.3.3. αFFase1 の結晶構造 
 αFFase1 は既報の糖質関連酵素のいずれとも配列同⼀性を⽰していないため、⼀次構造（アミノ酸
配列）から触媒に関わり得る残基を特定出来なった。そこで三次元構造からこれを特定するべく、
αFFase1 の結晶化を⾏った。 
 PCT で最適とされたタンパク質濃度 10 mg/mL で結晶化スクリーニングを⾏なった結果、50 の条件
で結晶が得られた。ヒット条件は沈殿剤に PEG3000-8000、または MPD を⽤いている以外、際⽴った
傾向は⾒られなかった。特に 20% PEG3350、0.2 M di-sodium tartrate で得た歪な太いトゲ状の結晶（図
2-1-8. A）は、条件の最適化を⾏わず、5-10% MPD を抗凍結剤に⽤いて瞬間凍結し、X 線に照射した
ところ、1.96Å の分解能の回折像が得られた（図 2-1-8. B、表 2-1-2）。 
 獲得したデータセットを⾃動分⼦置換プログラム MORDA にかけた。配列同⼀性 11.3%から 37.01%
の遠縁ホモログ構造が分⼦置換のモデルに⽤いられ、その中で αFFase1 と同じ DUF2961 を有する
Bacteroides uniformis BACUNI_00161（PDB ID：4KQ7）で Z-score 18.610、Q 0.697、R/Rfree 0.434/0.471
というスコアが得られた。いずれのスコアも初期位相が解かれていることを⽰していたため（Z > 8.0、
Q > 0.5、Rfree < 0.50）、このモデルを基に⾃動モデル構築を⾏った。試したいくつかのプログラムの
中で Phenix Program Suite の Phase and Build で最も良質な結果が得られ、最終的な構造決定に⾄った。 
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図 2-1-8. αFFase1 の結晶（A）と X 線回折像（B）。 

 
表 2-1-2. αFFase1（リガンドフリー、β-D-Araf 複合体、β-D-Fruf 複合体）の X 線回折データセットと構造精密化の
統計値。括弧内は最外殻の値を⽰す。 

Data set αFFase1 ligand free αFFase1 D-Arabinose 
complex 

αFFase1 D-Fructose 
complex 

Data collection a    
 Beamline KEK PF BL-5A SLS X06SA SLS X06SA 
 Wavelength (Å) 1.0000 1.0000 1.0000 
 Space group P21 P21 P21 
 Unit cell     
  a, b, c (Å) 98.55, 156.97, 100.91 98.45, 156.71, 100.85 98.44, 156.30, 100.74 
  β (°) 109.93 110.66 110.09 
 Resolution (Å) 49.64–1.96 

(1.99–1.96) 
48.72–1.86 
(1.90–1.86) 

48.64–1.76 
(1.79–1.76) 

 Total reflections 716,504 (33025) 1,638,158 (78855) 1,948,150 (89388) 
 Unique reflections 206,183 (10,181) 237,104 (11,654) 279,590 (13,723) 
 CC1/2 0.99 (0.80) 1.00 (0.81) 1.00 (0.78) 
 Completeness (%) 99.9 (99.9) 100.0 (100.0) 99.3 (98.4) 
 Multiplicity 3.5 (3.3) 6.9 (6.8) 7.0 (6.5) 
 Mean I/σ(I) 10.3 (2.9) 10.9 (2.4) 11.8 (2.4) 
 Rmerge 0.098 (0.432) 0.113 (0.774) 0.107 (0.729) 
Refinement    
 Resolution (Å) 49.64–1.96 48.77–1.86 48.69–1.76 
 No. of reflections 205,845 237,064 279,569 
 Rwork/Rfree

 b 0.150/0.190 0.171/0.212 0.158/0.195 
 Number of atoms 24,209 23,591 23,998 
  Amino acids 21,732 21,768 21,768 
  Ions 6 6 6 
  Ligands 36 60 72 
  Waters 2,423 1,752 2,139 

B-factors (Å2)    
  Amino acids 18.7 28.5 22.0 
  Ions 13.6 14.5 10.3 
  Ligands 44.4 26.8 23.6 
  Waters 25.3 31.67 28.7 
 RMSD from ideal values    
  Bond lengths (Å) 0.010 0.009 0.011 
  Bond angles (°) 1.617 1.593 1.681 
 Ramachandran plot (%)    
  Favored 95.6 95.3 95.4 
  Allowed 4.1 4.4 4.3 
  Outlier 0.3 0.3 0.3 
PDB code 7V1V 7V1W 7V1X 

 
 ⾮対称単位内には、D3 ⼆⾯体対称の六量体構造が含まれていた。この六量体構造は、HPLC-SEC
（2.2.3.1 節を参照）と PISA サーバー(70)から⽰唆された⽔溶液中のオリゴマー状態に対応していた。
⾮対称単位を構成する各鎖は、すべての鎖ペア間の Cα 原⼦の RMSD が 0.15±0.03 Å（15 ペアで最⼤
0.19 Å）であることから、実質的に同⼀の構造を持っていた。以降は特記のない限り Chain A につい
て述べる。各モノマーは、β-jelly roll 1（残基 3-200）、β-jelly roll 2（201-396）、および C 末端の 51
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アミノ酸⻑の α-helix（397-448）から構成されており、構造全体を包み込んでいた（図 2-1-9）。2 つ
の β-jelly roll ドメインは、CATH スーパーファミリー2.60.120.1390（protein of unknown function 
DUF2961）に相当していた(155)。モノマー全体の Dali 構造類似性検索(100, 101)により、αFFase1 は、
分⼦置換のテンプレートとして使⽤された機能未知タンパク質 BACUNI_00161に類似していることが
⽰された（後述）。他にもファージのいくつかのキャプシドタンパク質と弱い構造類似性を⽰してい
た（Z score > 8.0）。各 β-jelly roll ドメインを Dali サーバーで解析したところ、構造的な類似性を⽰す
GH や CBM は存在しなかった（Z score < 8.0、表 2-1-3）。 

 
図 2-1-9. αFFase1 の結晶構造。1 つのプロトマーついて、β-jelly roll 1（緑）、β-jelly roll 2（マゼンタ）、そして
C-末端の α-helix（⻘）と、ドメインごとに⾊分けしている。活性部位（緑枠、図 2-1-10 参照）の、Ca2+イオンと
β-D-Fruf（後述、図 2-1-10. A 参照）は、それぞれ緑と⻩⾊で⽰す。右側にドメイン構造を⽰す。 

2.1.3.4. αFFase1 のリガンドとの複合体構造 
 αFFase1 と類似構造の⽐較から活性中⼼を特定するのは困難であった。そこで、リガンド存在下で
結晶化を⾏い、複合体構造の取得を試みた。 
 D-Araf および D-Fruf についてはリガンドフリーと同じ結晶化条件で、リガンドの濃度を振ったとこ
ろ、80 mM D-Araf と 20 mM D-Fruf を含んだ条件で得た結晶で、それぞれ分解能 1.86 Å と 1.76 Å の X
線回折データセットを取得した（表 2-1-2）。 
 リガンドフリー構造を分⼦置換し、電⼦密度マップを探索したところ、β-jelly roll 2 と隣接する鎖の
β-jelly roll 1 の狭間に β-D-Araf、そして β-D-Fruf に当たるマップが観察された（図 2-1-10. A-B）。糖の
周囲残基から W267、D292、W298、そして隣接する鎖の Y187 によって活性中⼼の-1 サブサイトが形
成されていると推定した。また、アノマー炭素との位置関係から E291 が求核性触媒残基、E270 が酸
塩基性触媒残基であると考えた。また、β-D-Araf と β-D-Fruf は同じ形で活性中⼼に⼊っていた。Fruf
は inulobiose と DFA I の部分アナログであるため、これら２糖も同様に活性中⼼に⼊り、pNP-α-D-Araf
と類似した機構で加⽔分解されることが⽰唆された。脱⽔縮合反応については加⽔分解の逆反応によ
ってなされていると考えられた。 
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表 2-1-3. Dali サーバーによる αFFase1 類似構造の検索結果。Nalign：アラインメントされた残基数；%seq：配列同
⼀性 

Protein Source organism PDB (chain) Z score RMSD (Å) Nalign %seq 
Full length (3-449)       

Hypothetical protein 
BACUNI_00161 Bacteroides uniformis 4KQ7 (A) 42.3 2.0 335 36 

Coat protein Sulfolobus turreted icosahedral 
virus 1 2BBD (B) 13.9 4.0 249 7 

 Major capsid protein Enterobacteria phage PRD1 1GW7 (A) 12.7 4.7 243 4 
 Major capsid protein P2 Pseudoalteromonas virus PM2 2W0C (C) 12.1 3.8 225 8 
 Major capsid protein Bacteriophage sp. 5OAC (H) 10.3 4.4 222 8 
 Major capsid protein Faustovirus 5J7O (F) 9.0 4.8 239 9 

 Major capsid protein Paramecium bursaria Chlorella 
virus 1 5TIQ (B) 8.4 4.7 241 8 

 Rifampicin resistance protein Vaccinia virus WR 3SAM (C) 8.2 5.0 238 5 
 Major capsid protein Singapore grouper iridovirus 6OJN (B) 8.1 5.6 230 7 
β-jelly roll 1 (3-200)       

Hypothetical protein 
BACUNI_00161 Bacteroides uniformis 4KQ7 (A) 20.2 1.5 154 34 

 VP1 Haloarcula hispanica icosahedral 
virus 2 6H82 (B) 8.9 2.9 108 12 

 C381 turret protein Sulfolobus turreted icosahedral 
virus 1 4IND (N) 8.8 6.6 109 7 

 Tripeptidyl-peptidase 2 Drosophila melanogaster 3LXU (X) 8.4 3.5 111 6 
 Transmembrane EMP24 domain-
containing protein 10 Mus musculus 5GU5 (A) 8.1 2.5 93 10 

 GH84 O-GlcNAcase Bacteroides thetaiotamicron 5FL1 (A) 6.5 4.4 95 13 
 CBM61 Thermotoga maritima 2XOM (A) 6.5 3.2 105 9 
β-jelly roll 2 (201-390)       

Hypothetical protein 
BACUNI_00161 Bacteroides uniformis 4KQ7 (A) 25.5 2.2 180 39 
 GH86 β-agarase BuGH86 Bacteroides uniformis 5TA1 (A) 5.6 4.0 108 627 

 
 糖の付近に⾦属イオンと思しき電⼦密度マップが観察され、配位や B-factor など考慮し
CheckMyMetal(99)で解析した結果、Ca2+イオンである可能性が⾼いとされた（図 2-1-10. C）。Ca2+イ
オンは N272、T288 の主鎖、E270 の主鎖、隣接する鎖の N31 と D33、そして 2 つの⽔分⼦に配位して
いた。⽔分⼦の 1 つは β-D-Fruf の O5 原⼦とも⽔素結合しており、更に Ca2+酸塩基触媒残基である
E270 の主鎖と相互作⽤していることから、この Ca2+イオンは αFFase1 の酵素活性に間接的に関わって
いる可能性が⽰唆された。 
 Inulobiose と DFA I については、通常の結晶条件最適化に加え、タンパク質精製時に陰イオン交換
クロマトグラフィーのステップを加えた精製純度の向上、リガンド濃度（10-100 mM）、MMS
（Nextal Biotechnologies の PEGs Suite、MPDs Suite を模した⾃作のキットを⽤いた）、触媒残基の変
異体 E270A、および E291Q を結晶化させるなど、多岐に渡って検討を⾏った。その結果、様々な条
件で良質な X 線回折像を⽰す結晶が 30 個ほど得られたが、構造解析した結果、リガンドと思しき電
⼦密度マップは得られなかった。そこで β-D-Fruf 複合体のリガンドに DFA I の α-D-Fruf と重ね合わせ
て周囲残基を観察したところ、新しく隣接鎖の E85 と K147 が推定される+1 サブサイトを形成する残
基の候補として挙がった。また、-1 サブサイトの Fruf と⽔素結合する W267 が+1 サブサイトにてスタ
ッキングするように⾒えた（図 2-1-10. D）。 
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図 2-1-10. αFFase1 の活性中⼼。A-B. β-D-Fruf（A、⻩）および β-D-Araf（B、シアン）との複合体の活性部位構造。
β-D-Fruf（7.0σ）と β-D-Araf（8.0σ）のポルダーマップを⻘または⻩のメッシュで⽰す。E291 と E270 は、それぞ
れ触媒の求核性触媒残基と酸塩基性触媒残基であることが⽰唆されている。C. β-D-Fruf 複合体の Ca2+結合部位。
Ca2+の配位に関与する主鎖基は細いスティックで⽰す。酸塩基性触媒残基（E270）の主鎖のカルボニル基が Ca2+

配位に関与している。D. 活性部位の DFA I 分⼦をモデル化したもの。パネル A-D では、A 鎖と隣接するサブユ
ニットのタンパク質残基を、それぞれマゼンタと⽩で⽰す。また、-1 サブサイトと+1 サブサイトを構成するタ
ンパク質残基は、それぞれ⻘字と⾚字で⽰す。W267 は-1 サブサイトと+1 サブサイトの両⽅を形成しており、紫
字で⽰している。E291（求核性触媒残基）と E270（酸塩基性触媒残基）は、それぞれオレンジと緑の⽂字で⽰
す。 

2.1.3.5. ⾦属キレーション剤の αFFase1 活性への影響 
 活性中⼼付近の Ca2+イオンが αFFase1 の酵素活性に関与しているのか検証するべく、EDTA で Ca2+

イオンを脱離させて、TLC で pNP-α-D-Araf と inulobiose に対する活性への影響を観察した。残存活性
による偽陽性検出を避けるため、反応時間を 2 時間まで短縮して TLC を⾏なった。EDTA の濃度を 1
から 100 mM まで振ったが、いずれの条件でも顕著な酵素活性が⾒られた（図 2-1-11. A）。Ca2+イオ
ンに配位している周囲残基の関係から、EDTA では Ca2+イオンを脱離できない可能性が⽰唆された。 
 
2.1.3.6. αFFase1 の⾦属阻害 
 先⾏研究により αFFase1 の⾄適温度、⾄適 pH がそれぞれ 50℃と 5.5 であることが明らかになって
いたが、⾦属イオンによる阻害は検証されていなかった。そこで αFFase1 を 1 mM の 2 価イオンと 24
時間、4℃でインキュベートした後に inulobiose と反応させたところ、Cu2+および Zn2+で反応が阻害さ
れることがわかった。他の 2 価イオン（Fe2+、Ba2+、Co2+、Ca2+、Ni2+、Mn2+、Mg2+）では活性の顕著
な阻害は⾒られなかった（図 2-1-11. B）。 
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図 2-1-11. A. EDTA による pNP-α-D-Araf（左）と inulobiose（右）に対する活性の阻害の有無を⽰した TLC。B. ２
価イオンによる inulobiose に対する活性の阻害の有無を⽰した TLC。 

2.1.3.7. 変異体活性測定 
 構造解析から特定した活性中⼼の残基の、活性における重要性を検証するべく、部位特異的変異導
⼊を⾏った。⽬的残基を Ala あるいは近しい構造のアミノ酸（Glu→Gln、Asp→Asn、Tyr→Phe）に置
換されるように変異を加え、野⽣型と同様に BL21 (DE3)に形質転換し、少量で発現誘導をかけた。
その結果、⽬的の変異体の発現がほとんど⾒られなかった。これは発現株 BL21 Star (DE3)に替えるこ
とでクリアした。培養スケールを 150 mL に設定し、異種発現、精製を経て、10 種類の αFFase1 変異
タンパク質を獲得した（図 2-1-11）。取得を⽬指した変異体の内、W267A、E270Q、E291A について
は発現が弱く、以降の実験には⼗分量が得られなかった。 
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図 2-1-12. 精製後の各変異体の SDS-PAGE 

 これらの変異体を⽤いて 2.1.3.1 と同様に、pNP-α-D-Araf は Km値付近の 2.5 mM、inulobiose は 10 mM
に濃度を固定して活性測定を⾏い、野⽣型に対する相対活性を求めた（図 2-1-13）。触媒残基に関し
ては、E270A と E291Q 変異体で有意に活性が低下した。また、-1 サブサイトの変異体のほとんどは、
両⽅の基質に対して⾮常に低い活性を⽰した。Tyr187 の変異体では、Phe に保存的に置換したもの
（Y187F）は活性を維持したが、アラニンに置換したもの（Y187A）ではほとんど活性が⾒られなか
った。W298A は⽐較的⾼い活性を⽰したが、これは W298 の側鎖が-1 サブサイトの形成に直接関与し
ていないためであると考えられる。サブサイト+1 の変異体では、2 つの基質に対する活性に注⽬すべ
き違いが⾒られた。3 つの変異体（E85A、E85Q、K147A）は、pNP-α-D-Araf に対しては野⽣型とほぼ
同等の活性を⽰したが、inulobiose に対しては 5%以下の活性しか⽰さなかった。これは、これらの残
基が DFA I の β-D-Fruf 部分の+1 サブサイトへの正しい結合をサポートしていることを反映していると
考えられる。 

 
図 2-1-13. αFFase1 変異体の pNP-α-D-Araf（緑）と inulobiose（オレンジ）に対する野⽣型との相対活性。下部で
各残基に該当するサブサイト（+1 サブサイトは⻘、-1 サブサイトは⾚）を⽰す。 
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2.1.3.8. 分⼦動⼒学シミュレーション 
図 2-1-14. A で⽰す αFFase1 と β-D-Fruf 複合体構造の断⾯図を⾒ると、活性部位は分⼦内部にあり、⼤
きな内部空洞へのチャネルが存在するのがわかる。αFFase1 の動的な特徴を調べるべく、β-D-Fruf 複合
体構造を基に inulobiose や DFA I との複合体構造をモデル化し、MD シミュレーションを 1 μs ⾏った。
シミュレーションには，鎖 A-F の 6 量体構造を⽤いて、各活性部位のリガンドをモニターした。A、
B、D、E、F 鎖の活性部位にある β-D-Fruf 単糖は、-1 サブサイトと+1 サブサイトの間を⾏き来した。
これらのサブサイトでは、アノマーの C2 原⼦と求核性触媒残基の間の距離はそれぞれ 3.5Å と 5.0Å
であった（図 2-1-15. A）。C 鎖の β-D-Fruf 分⼦は、400〜700ns の間に活性部位から内部空洞へのチャ
ネルを通って抜け出した（図 2-1-14. B）。F 鎖と D 鎖の inulobiose 分⼦は、それぞれ 250 ns、930 ns の
時点で移動したが、他の鎖の inulobiose 分⼦は活性部位に留まっていた（図 2-1-15. B）。同様に、C、
E、A 鎖の DFA I はそれぞれ 320、550、850 ns の時点で移動したが、他の鎖の DFA I は正規の位置に
留まっていた（図 2-1-15. C）。MD シミュレーションの結果、リガンド分⼦の周りには多くの⽔分⼦
が存在することがわかった。平均して、7〜9 個の⽔分⼦がリガンドの 3.5 Å 以内に存在していた（図
2-1-14. C-D）。 

 
図 2-1-14. 6 量体構造内部の活性部位ポケットと MD 解析。A. β-D-Fruf と複合体を形成した活性部位の断⾯図。内
部空洞へのチャネルはオレンジの破線で⽰す。B. MD を実⾏する際にサブユニット C の活性部位から β-D-Fruf が
脱離する様⼦。100〜700 ns のスナップショットを⽰す。C-D. Inulobiose のサブユニット A（C）および DFA I の
サブユニット B（D）の活性部位の 1 μs でのスナップショット。5Å 以内の⽔分⼦は球で⽰す。触媒残基の側鎖は
マゼンタで⽰す。 
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図 2-1-15. MD シミュレーション中の活性部位における配位⼦の安定性。β-D-Fruf（A）、inulobiose（B）、DFA I
（C）との複合体の MD シミュレーション中の、-1 サブサイトの D-Fruf のアノマー炭素（C2 原⼦）と E291（求
核性触媒残基）側鎖の最近接酸素原⼦との距離の時間変化を、各鎖ごとにプロットした。 
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2.1.4. 考察 
2.1.4.1. αFFase1 の分⼦機能 
 αFFase1 がα-D-fructofuranosidase 活性を有すること、アノマー保持型反応機構で加⽔分解反応を触
媒すること、結晶構造の-1 サブサイト中でフラノース環が観察されたことから、αFFase1 による
inulobiose から DFA I への環化反応は加⽔分解の逆反応によって触媒されることが最も現実的である
と考え、反応機構を提唱した（図 2-1-16）。(i) Inulobiose の還元末端糖は溶液中で、変旋光によりフ
ラノース/ピラノースおよび α/アノマー型に変化する。(ii) αFFase1 の活性サイトは、図 2-1-10. D に⽰
すように、α-フラノース型を-1 サブサイトに選択的に収容する。また、+1 サブサイトには、D-Frup-
2,1-D-Fru のピラノース部分も収容できる（図 2-1-1. C）。E270 は-1 サブサイトにある α-D-Fruf の 2 位
のヒドロキシ基へのプロトン供与（⼀般酸性触媒作⽤）に適した位置に、E291 はアノマー炭素（C2）
に求核性触媒残基として働く位置にある。この後、2 位のヒドロキシ基は⽔分⼦として基質から放出
される。(iii）分⼦内転移反応が起こるためには、+1 サブサイト糖のグリコシド結合と C1-C2 結合の
回転が必要である。(iv）+1 サブサイトの Fru の 1 位のヒドロキシ基が E270 のプロトン受容（⼀般塩
基性触媒作⽤）に適した位置にあると、E291 の脱グリコシル化が促進される。(v) 活性部位での反応
後、DFA I はチャネルを通って αFFase1 の 6 量体の内部キャビティに放出される（図 2-1-14. A-B）。
DFA Iと inulobioseの間の順⽅向と逆⽅向の反応には、それぞれ⽔分⼦の遊離（縮合）と取り込み（加
⽔分解）が含まれる。MD 解析の結果では、基質は常に⽔分⼦に囲まれていた。平衡反応は基質・⽣
成物ペアの⽐率によって進⾏⽅向が変わるが、活性ポケット中にリガンド以外に⽔分⼦が多量に⼊る
ことから、⽔分⼦が存在しても脱⽔縮合（⽔分⼦の⽣成）が進み得ることがわかった（図 2-1-14. C-
D）。Ca2+イオンは、⽔分⼦と酸塩基性触媒残基 E270 の主鎖を介した相互作⽤によって αFFase1 の基
質結合をサポートしている（図 2-1-10. C）。酵素の反応触媒や構造維持に Ca2+イオンが直接、あるい
は間接的に関与していることは珍しくない。GH の場合、GH13 の α-amylase に代表されるように、
Ca2+イオンがタンパク質の安定化に寄与することが多い(156)。他にも GH43 α-L-arabinanase(157)、
GH62 α-L-arabinofuranosidase(158) 、 GH47 お よ び GH92 α-mannosidase(159, 160) 、 GH97 α-
glucosidase(161)、GH129 α-N-acetylgalactosaminidase(162)などがある。αFFase1 の場合でも、EDTA 処
理による酵素の失活が⾒られなかったものの、Ca2+が構造維持や活性に関わる可能性は否めない。 
 
2.1.4.2. 新しい GH ファミリーの設⽴ 
本研究では、先⾏研究で真菌での存在が報告されていた DFA I 合成酵素/加⽔分解酵素の細菌遺伝⼦
を同定した(163, 164)。イヌリンから DFA III と DFA I を⽣成する酵素（DFA III- and DFA I-forming 
inulin fructotransferases）と DFA III hydrolase は、アノマー反転型 GH ファミリー（GH91）に分類され
ている。DFA III hydrolase は⾒かけ上、DFA III の α-D-Fruf 結合を切断するが、反応⽣成物は還元末端
に-Fruf を持つ inulobiose である。GH91 ファミリーの酵素は、PL 様の機構で-Fruf 結合に作⽤する(141, 
142)。したがって、αFFase1（DFA I synthase/hydrolase）は、GH91のPL様アノマー反転型酵素やGH32
の DFA IV-forming levan fructotransferases とは反応が異なる、ユニークなアノマー保持型 α-D-
fructofuranosidase である。 
αFFase1 は、Pfam データベースの DUF2961(PF11175)ファミリーに属している(165)。Bacteroides 
uniformis 由来の DUF2961、BACUNI_00161 の結晶構造（PDB ID: 4KQ7）が構造ゲノミクスプロジェ
クトの⼀環で解かれて PDB に公開されているが、この構造から DUF2961 に関する機能的な情報は得
られていない。αFFase1は、GHに限らず、既知の酵素と配列同⼀性も構造類似性を⽰さない。本研究
の 結 果 に 基 づ き 、 CAZy で は 新 し く GH172 フ ァ ミ リ ー が 設 ⽴ さ れ た
（http://www.cazy.org/GH172.html）。 
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図 2-1-16. αFFase1 による inulobiose から DFA I への反応機構案。リガンドのコンホメーション変化（⾚⽮印で⽰
す結合回転）は、活性部位に収まるため、そして脱グリコシル化ステップでの求核攻撃に必須である。 

2.1.4.3. αFFase1 の代謝における役割の可能性 
 αFFase1 は α-D-fructofuranosidase と α-D-arabinofuranosidase の両⽅の活性を持っていた。植物の糖鎖
に含まれる Araf は L-異性体のみであり、α-D-Araf はほとんど⾒られない。例えば、結核菌(166)や
Corynebacterium 属 (167) の 細 胞 壁 多 糖 、 Pseudomonas aeruginosa(168) の ピ リ ン 、 Stenotrophomonas 
maltophilia(169)のリポポリサッカライド O-抗原などに α-D-Araf が含まれていることが報告されている。
B. dentium がヒトの⼝腔内のプラークや齲蝕(170)、⾼齢者の糞便(171)から頻繁に単離されることを考
慮すると、αFFase1 の天然基質は、ヒトの⾷⽣活に存在する α-D-Fruf（DFA、DHL）またはジフルク
トース化合物（inulobiose、D-Frup-2,1-D-Fru）であると推測される。酸性イオン交換クロマトグラフ
ィーでの解析によると、D-Fru のカラメル化反応の主な⽣成物は、DHL II と DFA I である(172)。⾍⻭
や⻭垢から分離された B. dentium 株はイヌリンを資化せず(170)、代表的な Bifidobacterium 5 種（B. 
adolescentis JCM 1275, B. longum JCM 1217, B. breve JCM 1192, B. pseudocatenulatum JCM 1200, B. 
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catenulatum JCM 1194）は in vitro で DFA III を利⽤しなかった(173)。しかし， B. dentium JCM 1195 は
DFA I を糖質源に⽣育できることが判明した（⿅児島⼤学 藤⽥清貴准教授ら、未発表資料より）。
αFFase1 は、N 末端に分泌シグナル配列を持たないことから、細胞内酵素である可能性が⾼い。ゲノ
ム 上 で は αFFase1 の 遺 伝 ⼦ は GH32 遺 伝 ⼦ （ BBDE_2039 ） ABC ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 ⼦
（BBDE_2041-2043）と隣接している（図 2-1-17）ことから、DFA I は菌体内に取り込まれ、αFFase1
と BBDE_2039 遺伝⼦産物（あるいは BBDE_1523 など、他の GH32）が協調的に働くことで環状糖を
単糖に切断している可能性がある。 
 

 
図 2-1-17. B. dentium JCM 1195 のゲノムにおける αFFase1（BBDE_2040）とその周辺遺伝⼦の構成。数字は locus 
tag（BBDE_XXXX）に対応する。 

 
2.1.4.4. 微⽣物における DFA の代謝経路 
環状グルコオリゴ糖（シクロデキストリン、環状マルトシル-α1,6-マルトース、シクロアルテルナン
など）の微⽣物による代謝は、多くの場合、多糖類を特殊な環状形態に⼀過性に変化させることで、
デンプン獲得競争において有利に働く独占的な代謝経路の⼀部となっている(174–178)。このような
代謝経路は、細胞外酵素による細胞外での環状オリゴ糖の合成、トランスポーターによる細胞膜を越
えた取り込み、そして細胞内酵素による分解という３段階で成り⽴っている。Arthrobacter ureafaciens
や Arthrobacter sp.H65-7 では、細胞外の DFA III-forming inulin fructotransferase と細胞内の DFA III 
hydrolase による DFA III を介したイヌリンの 3 段階の代謝経路の存在が⽰唆されている(136, 179–183)。
DFA I に 関 し て は 、 Streptomyces davawensis JCM 4913 が 細 胞 外 に GH91 DFA I-forming inulin 
fructotransferase（BN159_0187）を持っている(184)。ゲノム中には、細胞内 DFA I synthase/hydrolase 
(B159_0193; αFFase1 と並列同⼀性 51.4%)と GH32 -D-fructofuranosidase (BN159_0194)の推定遺伝⼦が存
在しており、S. davawensis は DFA I を介した 3 段階の代謝経路でイヌリンを利⽤していると考えられ
る。⼝腔内細菌や腸内細菌の α-D-Fruf 含有糖類の代謝系は、⼈類が⽕を使って調理をするようになっ
てから出現したのかもしれない。この代謝システムは、B. dentium によるむし⻭の発⽣に関与してい
る可能性がある(185)。今後は、αFFase1 が関与する B. dentium の代謝経路と、細菌の⽣理機能との関
連の研究を進めていく必要がある。 
 
2.1.4.5. 微⽣物ゲノムにおける αFFase1 ホモログの存在 
 αFFase1 のホモログの系統解析を⾏った。触媒ポケット残基が保存されている、現在⼊⼿可能な微
⽣物ゲノム中のホモログを⼿動で選択したところ、Sequence identity ＞ 47.45％、Sequence coverage ＞ 
79％、e-value ＜ 5.0×10-128 の配列が 120 得られた（図 2-1-18）。系統樹では、主に⼟壌、植物、哺乳
類の腸内から単離された異なるクラスの細菌で構成されていた。これは、αFFase1 のホモログが野菜
のフルクトースポリマーの代謝に関与している可能性と⼀致している。真菌のゲノムから得られた
16 配列は、細菌とは⽐較的離れたクレードを構成していた。BBDE_2040 と 48.6%の配列同⼀性を持
つ Aspergillus fumigatus Af293 由来の AFUA_5G00510 (XP_748288.1)は、この真菌クラードに含まれて
おり、1980 年代に研究された A. fumigatus の DFA 合成酵素に対応していることが⽰唆された(163, 164)。
αFFase1 のホモログは、ビフィズス菌やクロストリジウムクラス（Dorea, Clostridium, Faecalimonas, 
Coprococcus, Eubacteriales, Ruminococcus）の常在腸内細菌の間で⾼度に保存されている。これは、カ
ラメル糖を利⽤するために、DFA I synthase/hydrolase を含む未知の代謝経路がヒト腸内細菌に存在す
ることを⽰唆している。 
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図 2-1-18. αFFase1 とその近縁のホモログの系統樹。αFFase1 は⾚いアスタリスクで⽰す。⻘丸は Maximum-
Likelihood 解析時の Bootstrap の頑健性（Robustness、50〜100%）を⽰す。 

 系統樹を αFFase1 と同様の活性を⽰すであろうタンパク質に限定して作製したため、最終的に配列
同⼀性や e-value の閾値が⾼く設定された。αFFase1 の構造解析の⼀環で分⼦置換テンプレートとして
⽤いられた BACUNI_00161 は配列同⼀性が低いため、この系統樹には含めなかった。BACUNI_00161
の C 末端の α-helix は、2 つの三量体を連結して六量体を形成しており（図 2-1-19. A）、そのオリゴマ
ー構造は αFFase1 とは明らかに異なっている（図 2-1-9）。BACUNI_00161 の-1 サブサイト推定残基
は、2つの触媒グルタミン酸残基を含めて、αFFase1とで保存されている（図 2-1-19. B-C）。しかし、
Cys304 は-1 サブサイトの Fruf の O2 原⼦と衝突しているように⾒え、推定上の+1 サブサイトの残基は
保存されていないことから、BACUNI_00161 は DFA I synthase/hydrolase ではないと考えられる。
αFFase1 は構造内に Ca2+が配位しているのに対し、BACUNI_00161 では Na+が当該部位に配位してい
るようにモデルが作成されている。しかし、他の部位で Na+が異様に連なっている点や構造ゲノミク
スの⼀環で解かれた構造であることから、BACUNI_00161 の結晶構造中の⾦属イオンの同定には疑わ
しい節があり、Na+が本当に結合しているのか定かではない。 
 同様に、Microbacterium arabinogalactanolyticum 由来の鏡像体アラビナン分解酵素の⼀つである
ExoMA1（2019 年度修⼠課程修了、中島千穂 修⼠論⽂より）は αFFase1 と配列同⼀性 30.42%
（Sequence coverage: 73%、e-value: 5×10-40）を⽰す遠縁ホモログである（私はこの ExoMA1 の結晶構
造位相決定に⼀役買っている）。ExoMA1 は C 末端に α-helix を有しておらず、代わりに-jelly roll ドメ
インのループが相互作⽤することで、⽔溶液中で 12 量体の三⾓錐様（四⾯体）の構造を形成する
（図 2-1-20. A）。ExoMA1 の-1 サブサイト推定残基は、2 つの触媒グルタミン酸残基を含めて、
αFFase1 のものと保存されている（図 2-1-20. B）。しかし、N253 と DFA I の β-D-Fruf とでは物理障壁
が⽣じる可能性があるため、ExoMA1 は DFA I synthase/hydrolase ではないと考えられる。また実験的

*
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にも ExoMA1 は α-D-fructofuranosidase を持っていないことが解っている（藤⽥清貴、隅⽥泰⽣、特開
2019-017358 より）。 
 この様に αFFase1 の遠縁ホモログを解析することで新たな基質特異性を持った酵素を発⾒すること
ができる。以降の研究については第 2 章で述べる。 
 

 
図 2-1-19. αFFase1 と BACUNI_00161 の構造⽐較。A. BACUNI_00161 の 6 量体構造を結晶学的な対称性を考慮し
て作製したもの。1 つのプロトマーについて、レインボー（N 末端は⻘、C 末端は⾚）で⽰す。結合したポリエ
チレングリコール分⼦と Na+イオンは、それぞれ⻩⾊と紫で⽰す。B. BACUNI_00161 の想定される活性部位。C. 
⽐較のための αFFase1 の活性部位。隣接するプロトマーの残基は⽩で⽰す。 
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A 

 
B 

 

図 2-1-20. αFFase1 と ExoMA1 の構造⽐較。A. ExoMA1
の 12 量体構造。1 つのプロトマーについて、レイン
ボー（N 末端は⻘、C 末端は⾚）で⽰す。プロトマー
間の相互作⽤に関わる β-jelly roll のループ領域を⾚枠
で⽰す。B. ExoMA1 の推定される活性部位。ExoMA1
の基質である α-D-Araf2（⻘）は、αFFase1 の β-D-Fruf
複合体との重ね合わせを基にモデル内にはめ込ん
だ。また⾮還元末端側の α-D-Araf に DFA I（⻩）の α-
D-Fruf を重ね合わせた。隣接するプロトマーの残基は
⽩で、G222 のアミノ酸主鎖を細いスティックで、推
定される⽔素結合を破線で⽰す。 

 

 
  

E245

D246

G222

Y161’

W252
α-D-Araf2

N253

W220

E223



 116 

 最後に図 2-1-21 に本研究の実験フローチャートを⽰す。 
 

 
図 2-1-21. 環状フルクトース２糖を合成する GH172 difructose dianhydride synthase/hydrolase αFFase1 の構造機能解
析における実験フローチャート。実験内容の⿊枠、各実験で⾄った結論を⾚枠で⽰す。 
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第 2 章―カラメル化糖特有の糖質を分解する GH172 α-D-
fructofuranosidase αFFase2 の構造解析 

2.2.1. はじめに 
 本章ではカラメル化糖特有の糖質を分解する GH172 α-D-fructofuranosidase αFFase2 の構造解析の研
究を扱う。それに先⽴ち、序論として GH172 の基質特異性について概説した上で、本研究の⽬的、
⽅法、結果、考察について論ずる。 
 
2.2.1.1. GH172 の基質特異性について 
 第１章で扱った GH172 αFFase1 の研究ではは α-D-arabinofuranoidase、α-D-fructofuranosidase、
difructose dianhydride synthase/hydrolase としての分⼦機能を提唱し、αFFase1 が天然では２種類の基
質・⽣成物ペアにしか作⽤しないことが分かった。 
 ⼀⽅、図 2-1-18 の系統樹は αFFase1 活性中⼼の残基が保存されている配列に絞って作製された。そ
の結果、採⽤された配列は αFFase1 とのアライメントスコアが sequence identity > 47.45%、sequence 
coverage > 79%、e-value < 5.0×10-128 と極めて相同性の⾼いものとなった。これより相同性の低い、活
性中⼼の残基が保存されていない遠縁ホモログを解析すれば、新たな基質特異性を持った GH172 の
発⾒に繋がるかもしれない。実際、私の研究室に在籍していた中島千穂⽒（2019 年度修⼠課程修了）
が構造解析していた αFFase1 の遠縁ホモログ、Microbacterium arabinogalactanolyticum 由来の ExoMA1
（配列同⼀性 30.42%）は α-D-arabinofuranosidase 活性のみを有する点が αFFase1 と異なる。 
 
αFFase2 について 
 ⿅児島⼤学の藤⽥清貴准教授らより B. dentium JCM1195 由来の別の GH172 酵素である αFFase2 の機
能解析が⾏われた。本酵素は既知の GH172 と配列同⼀性が 40%以下であり、また強い α-D-
fructofuranosidase 活性を有し、α-Araf 誘導物質（D-Araf-α-Me、pNP-α-D-Araf）に対する活性は弱い
（表 2.2.1）。現時点ではカラメル化糖に含まれているとされている D-Fruf-α2,6-D-Glc に対して弱い加
⽔分解活性を⽰していることが解っている。D-Fruf-α2,6-D-Glc を αFFase2 で⼀晩処理し、HPAEC-PAD
を⽤いて解析した結果、αFFase2 未添加の条件と⽐較してビーク⾯積が 32%減少し、それに⽐例して
Glc と Fru にあたるピークが増⼤した（図 2.2.1）。これ以外の基質は発⾒されていない。 
 αFFase2 は αFFase1 と同様に DUF2961（GH172 活性ドメイン）のシングルドメインにより構成され
た菌体内 GH である。 
 
2.2.1.2. 本研究の⽬的 
 αFFase2 の αFFase1、ExoMA1 との基質特異性の違いに関わる構造的な要因は不明である。そこで、
本研究では αFFase2 の構造解析を基に GH172 の分⼦機能⽐較の実現を試みた。また、D-Fruf-α2,6-D-
Glc 以外の基質が存在し得るのかの検証も試みた。 
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表 2-2-1. αFFase2 と既知の GH172 の配列同⼀性、合成基質に対する活性、天然での機能の⽐較。アライメント
解析は blast2seq で⾏なった。 

 ExoMA1 αFFase1 αFFase2 BACUNI_00161 
(PDB ID 4KQ7) 

Sequence identity 
(%) 

36.61 30.40 - 31.98 

合成基質に対する活性    
 D-Araf-α-Me ○ ○ △ - 
 pNP-α-Araf ○ ○ × - 
 D-Fruf-α-Me × ○ ○ - 
天然での機能 D 体のアラビナン

の分解 
DFA I 合成・分解 D-Fruf-α2,6-D- Glc

の加⽔分解？ 
- 

 
 

A 

 
 
B 

 
図 2-2-1. A. αFFase2 の D-Fruf-α-2,6-D-Glc に対する加⽔分解触媒反応を⽰した HPAEC-PAD のクロマトグラム。基
質と⽣成物に該当するピークをそれぞれ⻘と⾚の印で⽰す。B. αFFase2 は触媒する反応の化学式。 
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2.2.2. ⽅法 
 本研究における試薬は特記のない限り、和光純薬⼯業またはナカライテスクの特級試薬を⽤いた。
また、液体試薬は予め滅菌したもの、あるいは滅菌された状態で⼊⼿したものを利⽤している。遠⼼
には MX-307（トミー）を⽤いた。 
 また特記のない限り、濃度は全て終濃度である。 
 
2.2.2.1. 基質と発現⽤プラスミド 
 ⼤腸菌異種発現⽤プラスミド pET23d αFFase2_His6-tag は⿅児島⼤学 藤⽥清貴准教授より供与頂い
た（図 2-2-2）。本コンストラクトは野⽣型αFFase2 の C 末端に Ni-IMAC 精製⽤の His6-tag を付加し
たものである。 
 

 
図 2-2-2. pET23b αFFase2_His6-tag のプラスミドマップ 

 
2.2.2.2. 形質転換 
 第⼀部 1.1.2.5 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.2.2.3. プラスミド抽出 
 第⼀部 1.1.2.6 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.2.2.4. 発現検討 
 第⼀部 1.1.2.7 節と同様の⽅法で⾏なった。⼤腸菌発現株には BL21(DE3)を⽤いた。抗⽣物質は 100 
μg/mL ampicillin を⽤いた。破砕バッファーには 50 mM Tris-HCl pH 7.0, 200 mM NaCl を⽤いた。 
 
2.2.2.5. SDS-PAGE 
 第⼀部 1.1.2.8 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、αFFase2 単量体は分⼦量が低いため、分離ゲル
のアクリルアミド濃度を表 2-2-1 のように設定した。 
 
 

T7	terminator

RBS

T7	promoter

AmpR	promoter

AmpR

pET23d	αFFase2_His6-tag
4733	bp
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2.2.2.6. 培養のスケールアップ 
 第⼀部 1.1.2.10 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.2.2.7. タンパク質の精製 
 第⼀部 1.1.2.8 節と同様の⽅法で⾏なった。本章ではタンパク質の精製を Ni-IMAC、ゲルろ過クロ
マトグラフィーの順で⾏なった。 
 破砕バッファーには 50 mM Tris-HCl pH 7.0、300 mM NaCl、ゲルろ過バッファーには 25 mM Tris-
HCl pH 7.0、ゲルろ過精製後のバッファー置換に 10 mM Tris-HCl pH 7.0、300 mM NaCl を⽤いた。 
 
2.2.2.8. 分⼦量測定とオリゴマー状態の検証 
 ⽔溶液中での αFFase2 の分⼦量を正確に測るべく、タンパク質濃度を 20 μg/mL 合わせ、10 μL 分を
Prominence HPLC-SEC システム（島津製作所）にアプライした。カラムは Superdex 200 Increase 5/150 
GL（Cytiva）、バッファーは 25 mM HEPES-NaOH pH 7.2、100 mM K2SO4、0.025% β-DDM、0.0025% 
CHS を⽤いた。また検量線を作製するために 10 倍希釈した分⼦量マーカー（Gel Filtration Standard、
Bio-rad）、そして⽐較対象として αFFase2 の遠縁ホモログである αFFase1 精製タンパク質、私の研究
室 に 在 籍 し て い た 中 島 千 穂 ⽒ （ 2019 年 度 修 ⼠ 課 程 修 了 ） よ り 分 与 さ れ た Microbacterium 
arabinogalactanolyticum 由来 ExoMA1 精製タンパク質を、それぞれ αFFase2 と同じ濃度で同量アプライ
した。 
 
2.2.2.9. Pre-Crystallization Test 
 第⼀部 1.1.2.15 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.2.2.10. 結晶化スクリーニング 
 第⼀部 1.1.2.16 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.2.2.11. 結晶化条件の最適化 
 第⼀部 1.1.2.17 節と同様の⽅法で⾏なった。 
最適化の過程で、リガンドとの複合体取得のためタンパク質溶液に 20 mM Fru を添加した。 
 
2.2.2.12. シーディング 
 第⼀部 1.1.2.18 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、氷上でシードを冷却したところ、沈殿剤
（potassium sodium tartrate）が析出した。析出とシードの溶解を抑えるため、結晶の粉砕時には 3 分
間、室温でボルテックスし、以降の作業を速やかに実⾏した。 
 
2.2.2.13. 結晶の染⾊ 
 出現した結晶がタンパク質のものなのか、あるいは低分⼦の結晶なのか確認するべく、結晶溶液中
に 0.05% methylene blue を添加し、⼀晩結晶化を⾏なった温度でインキュベートした。顕微鏡で結晶
の⾊が濃くなっていることでタンパク質の結晶であることを確認した。 
 

試薬 液量 
40% acrylamide 2.4 mL 
滅菌⽔ 3.6 mL 
LGB 2.0 mL 
25% APS 50 μL 
TEMED 7.5 μL 
  

表 2-2-1. 分離ゲルの組成 
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2.2.2.14. X 線回折強度データ収集 
 第⼀部 1.1.2.19 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
2.2.2.15. 結晶構造解析 
 第⼀部 1.1.2.20 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、初期位相の決定には分⼦置換プログラム
Phaser(58)を⽤い、⾃動モデル構築に Buccaneer(59)、ARP/wARP(186)、Phenix program suite の phase and 
build(61, 62)、構造精密化には REFMAC5(187)と Phenix program suite の phenix.refine を組み合わせて構
造決定を試みた。 
 
2.2.2.16. αFFase２コンストラクトの再検討 
 より良質な結晶を獲得するため、αFFase２の N 末端にあるとされるディスオーダー領域を⽋失させ
たコンストラクトを作製した。切断する位置は、AlphaFold2(45)で作製した αFFase2 の予測構造モデ
ルを参考に判断した。 
 表 2-1-2 に⽰したプライマー対を⽤いて、第⼀部 1.1.2.3 節、1.1.2.4 節、1.1.2.5 節、1.1.2.6 節の⽅法
で PCR、DpnI 処理、形質転換、プラスミド抽出、シークエンス解析を⾏なった。PCR の伸⻑時間は 2
分に設定した。 
 ⽬的のコンストラクトができていることを確認した上で、プラスミドをBL21 (DE3)に形質転換し、
野⽣型と同様に、少量で発現を確認した。その後、培養スケールを 1.5 L まで上げ、2.1.2.7 の通りに
精製を⾏なった。 
 
表 2-2-2. αFFase2 の N 末端⽋失に⽤いたプライマー対 

Object Sequence 
N-terminal deletion          5’-TAAGAAGGAGATATACCATGAATGCATTGGACGCATTG-3’ 

3’-CAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGGTACTTACGTAACCTGCGTAACCG-5’ 
 
2.2.2.17. クライオ電⼦顕微鏡観察⽤グリッドの作製 
 本操作は、第⼀部 1.1.2.21 節と同様に KEK 構造⽣物学研究センター（SBRC）の安達成彦特任准教
授、川崎政⼈准教授の協⼒のもと⾏なった。 
 グリッドに載せた αFFase2 溶液は、⼀つの粒⼦が３量体であると想定して粒⼦濃度が 20 μM（2.64 
mg/mL）なるように調製した。 
 
2.2.2.18. 粒⼦画像の撮影 
 本操作は、第⼀部 1.1.2.22 節と同様に KEK SBRC の安達成彦の特任准教授、川崎政⼈の准教授の協
⼒のもと⾏なった。 
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2.2.3. 結果 
 2.2.3.1. αFFase2 の⽔溶液中でのオリゴマー状態 
 少量での発現検討の末、0.1 mM IPTG で発現誘導し、37℃で 20 時間培養した条件で最も多く⽬的タ
ンパク質が得られたため、この条件で⼤量培養、そしてタンパク質精製を⾏なった。ゲルろ過精製後
の SDS-PAGE では分⼦量 44.1 kDa の位置に⾼純度で⽬的タンパク質に該当するのバンドが確認された
（図 2-2-3）。最終的に培養液 1 L あたり 200 mg 程度の αFFase2 精製タンパク質が得られた。 
 
A 

 

B 

 

図 2-2-3. A.αFFase2 の Ni-IMAC 精製時のクロマトグラム。B. αFFase2 のゲルろ過時にメインピークに該当するフ
ラクションの SDS-PAGE 

 これまで解析されてきた GH172 タンパク質では、オリゴマー状態がホモログによって異なってい
たので、αFFase2 についても⽔溶液中の分⼦量を HPLC-SEC で測定した（図 2-1-4、表 2-2-3）。 
 検量線を基に計算したところ、⽐較対象となる αFFase1 および中島千穂⽒（2019 年度修⼠課程修了）
より分与された Microbacterium arabinogalactanolyticum 由来 GH172 ExoMA1 では推定オリゴマー状態
がそれぞれ 6 と 7 以上であった。結晶構造から αFFase1 と ExoMA1 はそれぞれ６量体と 12 量体である
ことが知られており、HPLC-SEC の結果と合致した。αFFase2 の⽔溶液中の分⼦量は 63.6 kDa と、モ
ノマー鎖の理論値の２倍近くあり、２量体以上である可能性が⽰唆された。これに加え、第１章のα
FFase1 の構造から分かるように、GH172 は C3 回転軸を持ったオリゴマーを基本構造としていること
から、αFFase2 が３量体であるとも考えられた。αFFase2 は既知の GH172 とオリゴマー状態が異なる
可能性がある。 
 

 
図 2-2-4. αFFase2 を含む GH172 ホモログの HPLC-SEC クロマトグラム。 
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表 2-2-3. HPLC-SEC のクロマトグラムから算出された GH172 ホモログタンパク質群（αFFase1、αFFase2、
ExoMA1）の分⼦量と推定されるオリゴマー状態。 

 分⼦量測定値(kDa) モノマー鎖の分⼦量理論値
(kDa) 

⽔溶液中での推定オリゴマー
状態 

αFFase1 240.1 53.0 6 
ExoMA1 300.3 42.1 7 以上 
αFFase2 63.6 44.1 2 または 3 

 
2.2.3.2. αFFase2 の結晶化と X 線結晶構造解析 
 αFFase2 の全体構造を決定するべく、結晶化を⾏なった。PCT の結果に基づき 5 mg/mL でスクリー
ニングを⾏なった結果、唯⼀、1.0 M potassium sodium tartrate（K/Na tartrate）、0.1 M MES-NaOH pH 
6.0 で球晶が得られた（図 2-2-5. A）。 
 この条件を基に通常の条件の最適化を試みたが、⼗分に良質な結晶は得られなかった（図 2-2-5. 
B）。タンパク質精製時に Ni-IMAC の後に陰イオン交換クロマトグラフィーを⽤いてタンパク質の精
製純度を向上させたが、これによる結晶質の改善は⾒られなかった。 
 更 に K/Na tartrate は 0℃ で は 1.08 M 以 上 の 濃 度 で 析 出 す る
（https://en.wikipedia.org/wiki/Potassium_sodium_tartrate）。本サンプルの結晶化については室温でも同
様に析出する傾向があり、これはバッファーによる影響だと考えられた。 
 条件検討の⼀環でシーディングを試みたが、通常の⽅法ではシード作製時に溶液を氷上で冷却する
必要があり、沈殿剤が析出してしまった。そこで、室温でシードを作るメソッドを参考に
（https://hamptonresearch.com/uploads/cg_pdf/CG101_Seeding_2020.pdf）結晶の粉砕を室温で３分間⾏い、
段階希釈し、素早く結晶化の条件を整えた。しかし、段階希釈による結晶数の影響は⾒られず、また
シードを⼊れていない条件と同様の挙動が⾒られた。このことから、シードが溶解してしまっている
可能性が⽰唆された。こういった経緯もあり、MMS は⾏なっていない。 
 Additive Screen による結晶質向上のための添加剤の探索を、Hampton Research の取扱説明書
（https://hamptonresearch.com/uploads/support_materials/HR2-428_Binder.pdf）に沿って⾏なった。添加
剤を加える条件は 1.1 M K/Na tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 5.6 に固定した。多くの条件で沈殿剤の析
出 が ⾒ ら れ た （ 図 2-2-5. C-D ） が 、 20 mM chromium (III) chloride 、 ま た は 20 mM tris(2-
carboxyethyl)phosphine（TCEP） hydrochloride を加えた条件で、インキュベート後 3 ⽇で⼩さいながら
も形の整った結晶が観察された。メチレンブルーで染⾊したところ、結晶の⾊が濃くなり、タンパク
質の結晶であることが証明された（図 2-2-5. E-F）。 
 Additive Screen の結果を踏まえて更に条件検討を繰り返したところ、以下の条件で良質な結晶が得
られた。 
① タンパク質濃度 15 mg/mL、1.0 M K/Na tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 5.6、30 mM chromium (III) 
chloride、20 mM Fru、４℃で１ヶ⽉間インキュベート（図 2-2-5. G） 
② タンパク質濃度 10 mg/mL、0.9 M K/Na tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 5.6、5 mM TCEP hydrochloride、
20 mM Fru、４℃で２週間から１ヶ⽉間インキュベート（図 2-2-5. H） 
 これらの結晶を凍結し、X 線に照射したところ、1.96 から 2.80Åの分解能の回折像が得られた（表 
2-2-4）。なお、抗凍結剤には 20% glycerol、20% trehalose、20% MPD、20% ethylene glycol、20% PEG 
200 を検討したが、20% trehalose 以外の条件では溶液混合時に析出が発⽣した。そのため、実際は
20% trehalose のみでしか凍結実験を⾏なっていない。 
 データ解析時の位相決定には主に分⼦置換法を⽤いた。様々なプログラム、モデルの組み合わせを
検討した結果、AlphaFold2 で作製した予測構造を Phaser で分⼦置換した際に最も優良な結果が得られ
た。⾮対称単位内では 3 つののプロトマーが C3 対称を成す形で解が得られた（図 2-2-6. A）。 
 しかし、それ以降のモデル構築、構造精密化で R/Rfree は減少しなかった。精密化後のモデルのアミ
ノ酸主鎖の⼤部分については、それに当たる電⼦密度マップは観察できなかった（図 2-2-6. B）。結
論として、本コンストラクトでは αFFase2 の結晶構造決定には⾄らなかった。 
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図 2-2-5. αFFase1 の結晶。A. スクリーニング時のヒット条件（1.0 M K/Na tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 6.0、20℃
で３⽇間インキュベート）。B. 通常の結晶化条件最適化で得られた最も良質な結晶（1.1 M K/Na tartrate、0.1 M 
MES-NaOH pH 5.6、20℃で３⽇間インキュベート）。C-F. Additive Screen の結果の例。1.1 M K/Na tartrate、0.1 M 
MES-NaOH pH 5.6 に Additive を添加した。C. 0.4 M Non-detergent sulfobetaine-211（NDSB-211）を添加した条件。
αFFase2 の微結晶の中に⼤きな析出物がある。D. 8% v/v 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol で添加した条件。いびつ
な形をした αFFase2 の結晶と共に細⻑い板状の低分⼦の結晶がある。K/Na tartrate は有機溶媒中では不溶であるた
め、他の有機溶媒を添加した条件でも同様の結晶が、溶液を混合した直後に出現した。E. 20 mM chromium (III) 
chloride を添加した条件。メチレンブルーで加えたところ、溶液中の微結晶が染まった。F. 20 mM TCEP 
hydrochloride を添加した条件。ドロップ中央の沈殿が⽬⽴つが、メチレンブルーで加えたところ、ドロップの縁
にある⼩さな結晶が染まった。G-H. 添加剤を加えて条件検討した際に得られた最も良質な結晶。G. 1.0 M K/Na 
tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 5.6、30 mM chromium (III) chloride、20 mM Fru、４℃で１ヶ⽉間インキュベート。
H. 0.9 M K/Na tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 5.6、5 mM TCEP hydrochloride、20 mM Fru、４℃で２週間インキュベ
ート。 
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図 2-2-6. A. 結晶①の回折データを基に⾏った分⼦置換後の、⾮対称単位内の αFFase2、3 量体のモデル。B. 精密
化後の電⼦密度マップ。他の回折データについても同様のモデルとマップが得られた。 

  

Nter

Cter

 chromium (III) 
chloride ① 

chromium (III) 
chloride ② 

chromium (III) 
chloride ③ 

TCEP 
hydrochloride 

Data collection statistics     
X-ray facility KEK PF-AR NE3A KEK PF BL5A KEK PF BL5A SLS X06SA 
Wavelength (Å) 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
Space group P2 21 21 P2 21 21 P2 21 21 P21 
Unit-cell parameters     
a, b, c (Å) 76.84, 108.11, 124.36 77.09, 106.56, 125.24 76.98, 106.04, 124.96 77.39, 124.77, 

111.51 
α, β, γ (°) 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 90.00, 90.00 90.00, 91.33, 90.00 
Resolution (Å) 48.34-1.96 (2.00-1.96) 48.61-2.61 (2.73-2.61) 48.81-2.80 (2.95-2.80) 48.57-2.74 (2.82-

2.74) 
Total reflections 493,818 212,400 171,689 193,198 
Unique reflections 74,815 32,142 25,272 55,161 
Completeness (%) 99.8 (99.7) 99.9 (99.9) 99.9 (99.9) 98.8 (98.8) 
Multiplicity (%) 6.6 (6.8) 6.6 (6.8) 6.7 (6.8) 3.5 (3.5) 
Mean I/σ(I) (%) 6.4 (0.9) 5.0 (1.9) 7.5 (2.0) 2.8 (1.3) 
Rmerge (%) 0.16 (1.633) 0.509 (5.237) 0.179 (1.022) 0.299 (0.744) 
CC1/2 0.981 (0.719) 0.938 (0.363) 0.995 (0.895) 0.792 (0.774) 
Refinement statistics     
Resolution range (Å) 48.38-1.96 48.65-2.61 48.86-2.80 48.61-2.74 
No. of reflections 74,714 32,081 25,760 54.832 
R/Rfree (%) 40.0/43.5 33.4/39.3 28.0/36.4 30.5/37.9 
r.m.s. from ideal values     
 Bond length (Å) 0.0068 0.0046 0.0049 0.0046 
 Bond angle (º) 1.699 1.430 1.441 1.439 
Rammachandran plot (%)     
 Favored 84.96 81.44 82.06 82.76 
 Allowed 10.99 12.58 11.43 11.92 
 Outlier 4.05 5.98 6.51 5.32 

表 2-2-4. αFFase2 の X 線回折データセットおよび 精密化の統計値。括弧内は最外殻の値を⽰す。 
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2.2.3.3. αFFase2 のコンストラクト再検討と結晶化 
 図 2-2-6. A に⽰した AlphaFold2 のモデルで解るように、αFFase2 の N 末端にはゆらぎの⼤きいディ
スオーダー領域が存在する。これが結晶化や回折データに影響するとの仮説を⽴て、⽋失することに
した。ディスオーダーするであろう 17 残基を⽋失させたコンストラクト（αFFase2 ΔN）を作製し、
⼤腸菌で、野⽣型と同じ条件で異種発現することを確認、⼤量培養、精製し、⾼純度 αFFase2 ΔN 精
製タンパク質を約 60 mg 獲得した（図 2-2-7）。 
 
A 

 

B 

 

図 2-2-7. A.αFFase2 ΔN の Ni-IMAC 精製時のクロマトグラム。B. αFFase2 ΔN のゲルろ過精製時にメインピークに
該当するフラクションの SDS-PAGE。 

 PCT の結果に基づき 10 mg/mL でスクリーニングを⾏なった結果、野⽣型と同じ条件で球晶が出現
した（図 2-2-8）。この結果から N 末端の⽋失は αFFase2 の結晶性に影響しなかったと判断した。 
 

図 2-2-8. αFFase2 ΔN の結晶。結晶化条件は 1.0 M K/Na 
tartrate、0.1 M MES-NaOH pH 6.0。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.2.3.4. クライオ電⼦顕微鏡による αFFase2 単粒⼦の撮影 
 結晶化とは別にクライオ電⼦顕微鏡での全⻑版 αFFrase2 の全体構造決定を⽬指した。 
 グリッド全体でキレイに氷の厚さにグラジエントがかかっていたものの（図 2-2-9. A）、grid square
では斑ら模様が⾒られた（図 2-2-9. B）。更に foil まで拡⼤したところ、foil の縁にタンパク質が凝集
していた（図 2-2-9. C）。これはタンパク濃度が濃すぎたためか、タンパク質の凝集しやすい性質に
あるからだと考えられる。この状態では構造解析は困難であると考え、連続測定は⾏わなかった。 
  

Crude
Wash

Elution

50 kDa

40 kDa

30 kDa

20 kDa
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図 2-2-9. αFFase2 のクライオ電⼦顕微鏡画像。A. グリッドの全体像。B. Grid square の拡⼤図。C. Foil の拡⼤図。 
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2.2.4. 考察 
2.2.4.1. αFFase2 の構造解析に関する課題 
 本研究では、GH172 の基質特異性に関する分⼦的な知⾒を得るために αFFase2 の X 線結晶構造解析
に挑戦した。結晶を獲得し X 線回折像も得られたが、構造決定には⾄っていない。今後、指数付、積
分の段階でより低い対称性の指定や、Mosflm(188)や DIALS(189)など別のプログラムで再度解析して
いく必要がある。 
 HPLC-SEC を⽤いた分⼦量測定により αFFase2 は⽔溶液中では 63.6 kDa の分⼦量であると推定され
た。しかし、結晶格⼦内には３分⼦を分⼦置換でき、モデルの C3 対称構造はホモログである αFFase1
との⽐較からも確かなものであると考えられる。αFFase2 単量体は理論上 44.1 kDa であり、3 量体な
ら 132.3 kDa になる。分⼦量が 100 kDa を超えるタンパク質はクライオ電⼦顕微鏡での単粒⼦構造解
析に適していることから、実際に電⼦顕微鏡画像を撮影した。凝集していたため、以降の連続測定は
⾏わなかったが、今後、タンパク質濃度やグリッドの種類などを検討することで実際に構造決定でき
る可能性がある。 
 
2.2.4.2. 予測構造から⾒た αFFase2
の基質特異性 
 図 2-2-6. A では、AlphaFold2 が作
製した αFFase2 の予測構造を基に分
⼦置換をし、C3 対称性を持った３
量体構造が得られた。現時点では
結晶構造解析は成功していない
が、仮にこの３量体構造が解であ
ると仮定し、αFFase1 β-D-Fruf 複合
体（図２ -1-10. B）との⽐較から
αFFase2 の基質特異性について考察
する。 
 図 2-2-10 に重ね合わせとエネル
ギー最⼩化から推定した αFFase2 活
性中⼼内の D-Fruf-α2,6-D-Glc の配置
を⽰す。-1 サブサイトの Fruf の周
囲 に は E240 、 E262 、 D263 、
F177’、W269 といった、αFFase1 で
も保存されている残基が視認でき
た。その⼀⽅で新たに G239 と K58
が糖と⽔素結合する可能性が出て
きた。 
 αFFase1 の⽣成物である DFA I
は、αFFase2 の構造内では W237 と
S270 と衝突する。これは αFFase2 が inulobiose や DFA I に作⽤しないことと合致する。その⼀⽅で
αFFase2 は D-Fruf-α2,6-D-Glc に対して強い基質特異性を⽰しているにも関わらず、還元末端部分（Glc）
と相互作⽤し得るアミノ酸残基が⾒当たらない。 
 このモデルについては実験的に正否を確かめる必要がある。 
 
2.2.4.3. 構造解析における αFFase2 のホモログの検討 
 本研究では⻑期に渡って αFFase2 の構造解析に挑戦し、X 線回折像の獲得に成功したにも関わらず、
構造決定できなかった。特に結晶化については chromium (III) chloride または TCEP hydrochloride の添
加、K/Na tartrate 析出に対する対策と⼯夫、更に２週間以上のインキュベート期間を要する、極めて

図 2-2-10. αFFase2 活性中⼼に⼊った基質（D-Fruf-α2,6-D-Glc）の予想モデ
ル。図 2-2-6. A で⽰した分⼦置換後のモデル構造に αFFase1 β-D-Fruf 複合
体（図 2-1-10. B）を重ね合わせた。β-D-Fruf に更に D-Fruf-α2,6-D-Glc（ピ
ンク）のモデルを重ね合わせ、エネルギー最⼩化した。⽐較対象として
DFA I（⻩）も重ねた。隣接する鎖を⽩、⽔素結合を破線、求核性触媒残
基をオレンジの⽂字、酸塩基性触媒残基を緑字、αFFase1 で保存されてい
ない相互作⽤残基を⾚字、DFA I と⼲渉する残基を⻘字で⽰す。 

G239 E262 D263K58’

E240

W237
S270

Fruf

W269

F177’

Glc
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難しい系を要した。αFFase2 は結晶化、構造解析には不向きなタンパク質の可能性がある。よって今
後の構造解析には結晶化し易い近縁ホモログの使⽤を視野に⼊れる必要がある。 
 NCBI の Refseq_protein（reference proteins database）には αFFase2 と配列同⼀性 50%以上を⽰すアミ
ノ酸配列が 649 登録されており、その内 238 はビフィズス菌由来である。中でも B. longum の基準株
の⼀つである JCM1217 株は αFFase2 ホモログを 2 つ（BLLJ_0461 と BLLJ_1877）を有している（表 2-
2-5）。しかし、ゲノムマップ上の周辺遺伝⼦は明確な遺伝⼦クラスターを組んでおらず、
BLLJ_0461 と BLLJ_1877 が認識する糖質を推測することはできない（図 2-2-11）。今後、これらをク
ローニングし機能解析、構造解析を進めれば、αFFase2 より容易に成果が得られるかもしれない。 
 
表 2-2-5. B. longum JCM1217 株由来の αFFase2 近縁ホモログの、αFFase2 とのアラインメントスコア。解析は
blast2seq で⾏なった。 

 Max Score Total Score Query Cover E value Per. Ident Acc. Len 
BLLJ_0461 658 658 100% 0.0 82.68% 379 
BLLJ_1877 423 423 92% 2×10-152 58.36% 372 

 
 
A 

 
B 

 
図 2-2-11. αFFase2 ホモログである BLLJ_0461（A）と BLLJ_1877（B）と、その周辺遺伝⼦を⽰した B. longum 
JCM1217 株のゲノムマップ。αFFase2 ホモログをオレンジ、糖質輸送関連遺伝⼦を⻩、発現制御に関わる遺伝⼦
をピンク、糖質関連酵素の遺伝⼦を⻘、その他の遺伝⼦を紫、機能未知遺伝⼦を灰⾊で⽰す。 

 
2.2.4.4. αFFase2 の⽣理機能 
 ビフィズス菌の α-D-Fruf 資化能の研究において、現在 inulobiose、DFA I、そして D-Fruf-α2,6-D-Glc
が有⼒な増殖因⼦とされている。しかし、D-Fruf-α2,6-D-Glc の分解に関わる遺伝⼦は現時点で報告さ
れていない。αFFase2 の機能解析により、本酵素が D-Fruf-α2,6-D-Glc を加⽔分解することが明らかと
なり、これまで未解明であった D-Fruf-α2,6-D-Glc 資化に関わる可能性が⽰唆された。 
 その⼀⽅で、D-Fruf-α2,6-D-Glc を αFFase2 で⼀晩酵素処理しても、HPAEC-PAD では酵素未処理の基
質と⽐較してピーク⾯積は 32%しか減少しなかった。さらに、図 2-2-10 に⽰したように予測モデルに
D-Fruf-α2,6-D-Glcを当てはめたところ、Glcと相互作⽤し得る残基は観察されなかった。ここで D-Fruf-
α2,6-D-Glc が αFFase2 の真の基質なのか疑問が⽣じる。酵素が真の基質でない物質に対しても弱い活
性を⽰すことは頻繁に⾒られる(36, 37)。本酵素で⾒られる D-Fruf-α2,6-D-Glc に対する活性もそれに該
当するのかもしれない。 
 αFFase2 は⾃家⽣成したカラメル化糖（Fru と Glc の加熱処理によって作られた混合物）には作⽤し
ないため、現在 D-Fruf-α2,6-D-Glc 以外の基質候補は存在しない。今後、加熱の時間や⽅法の再検討や
他の α-D-Fruf 含有物質などを視野に真の基質を探索する必要がある。 
 最後に図 2-2-12 に本研究の実験フローチャートを⽰す。 
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図 2-2-12. カラメル化糖特有の糖質を分解する GH172 α-D-fructofuranosidase αFFase2 の構造解析における実験フロ
ーチャート。実験内容の⿊枠、各実験で⾄った結論を⾚枠で⽰す。 
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第 3 部 
成⼈型ビフィズス菌 Bifidobacterium longum JCM7052 株の 

アラビアゴム含有アラビノガラクタン資化経路関連酵素 GH39 
3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase GAfase の構造解析 
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3.1.1. はじめに 
 ここでは成⼈型ビフィズス菌 B. longum JCM7052 株由来のアラビアゴム含有アラビノガラクタン資
化経路関連酵素 GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase GAfase の構造解析について述べる。そ
れに先⽴って、序論としてアラビアゴム由来のアラビノガラクタンタンパク質（arabinogalactan 
protein、AGP）、B. longum におけるアラビアゴム AGP の代謝経路、そして GH39 GAfase について概
説した上で、本研究の⽬的、⽅法、結果、考察について論ずる。 
 
3.1.1.1. アラビアゴム由来の AGP 
 アラビノガラクタンタンパク質（arabinogalactan protein、AGP）は、植物に広く分布する複合プロ
テオグリカンであり、特殊化や成⻑など様々な⽣理機能に重要な役割を果たしている(190)。AGP は
主にタイプ II AG 鎖で構成されており、その構造は β1,3-ガラクタン鎖の⾻格と β1,6-ガラクタンの側
鎖からなる分岐構造をしている。植物種によって β1,6-ガラクタンの側鎖の複雑さが異なる。例えば、
アラビアゴムの AGP は L-Araf、L-Arap、L-ラムノース（L-rhamnose、L-Rha）、L-Fuc、グルクロン酸
（glucuronic acid、GlcA）、4-O-メチルグルクロン酸（GlcA4Me）で⾼度に修飾されているのに対し
(191, 192)、カラマツの AGP は L-Arap と L-Araf で単純に修飾されている(図 3-1-1、95)。 
 

Larch AGP Gum arabic AGP 

 
 

 
 

Gal 

 
 

Araf 

 
 

Arap 

 
 

Rha 

 
 

GlcA 

 
 

図 3-1-1. カラマツ由来（左）とアラビアゴム由来（右）の AGP の糖構造⽐較。糖の表記は SNFG に基づく。 

 AGP は、野菜、果物、穀物など、ヒトが⽇常的に摂取している⾷物に含まれており(194, 195)、ア
ラビアゴム AGP は乳化や安定化の効果を持つ⾷品添加剤として⼀般的に使⽤されている(6)。さらに
アラビアゴム AGP は、ヒトを対象とした in vivo 実験の結果から、消化管下部におけるビフィズス菌
の菌数を増加させることが報告されている(196–198)。特に、分離したビフィズス菌を⽤いた in vitro
の同化試験では、特定の B. longum 株と B. adolescentis 株がアラビアコム AGP を糖質源として増殖す
ることが明らかになった(199, 200)。また、B. longum JCM7052 株および JCM7053 株はアラビアゴム
AGP を同化することが解っている(201)。 
 
3.1.1.2. B. longum におけるアラビアゴム AGP の代謝経路について 
 2021 年に、⿅児島⼤学の佐々⽊らにより B. longum JCM7052 におけるアラビアゴム AGP の代謝経
路が提案された(202)。 
 まず、GH39 GAfase は、細菌細胞表⾯にてアラビアゴム AGP から Gal-α1,3-L-Ara と L-Arap-β1,3-L-
Ara を切り出す。放出された Gal-α1,3-L-Ara は、ABC 輸送系を介して細胞内に取り込まれた後、細胞
内の GH36 α-ガラクトシダーゼによって Gal-α1,3-L-Ara が加⽔分解され、Gal と L-Ara に変換される
（図 3-1-2）。B. longum JCM7052 は Gal-α1,3-L-Ara を炭素源・エネルギー源として使⽤するが、L-
Arap-β1,3-L-Ara は使⽤していないことが確認されており、GH36 α-ガラクトシダーゼによって Gal-
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α1,3-L-Ara が分解されていることが⽰唆されている。残った AGP は GH43 Subfamily 24 exo-β1,3-
galactanase と α-L-arabinofuranosidase によって単糖から 4 糖の⼩さな糖構造に分解される。遊離された
糖質の内、Gal-β1,6-Gal は ABC 輸送体を介して菌体内に取り込まれ、GH42 β-galactosidase によって単
糖に分解される。 
 以降ではこの代謝経路の最上流にある GH39 GAfase について述べる。 
 
3.1.1.3. GH39 GAfase について 
 GH39 GAfase がアラビアゴム AGP から遊離する Gal-α1,3-L-Ara はこの糖質特有のものであり、他の
AGP には存在しない。実際、甜菜アラビナン、カラマツ AGP、そしてアラビアゴム AGP を GAfase で
酵素処理すると、アラビアゴム AGP のみで Gal-α1,3-L-Ara の遊離が⾒られる。もう⼀つの⽣成物、L-
Arap-β1,3-L-Ara はアラビナンや AGP で頻繁に⾒られる糖構造である。それを踏まえて GAfase の相対
活性を検証したところ、アラビアガム AGP と⽐較して、カラマツ AGP は 10.2%、甜菜アラビナンは
0.198%であった（図 3-1-3. A）。このことから GH39 GAfase は Gal-α1,3-L-Ara に強い特異性を持った
アラビアゴム AGP 分解酵素であり、アラビアゴム AGP のプレバイオティクス効果における重要な因
⼦であると⾔える。 
 GAfase は N 末端からシグナルペプチド、GH39 活性ドメイン、タンデムに連なった 2 つの CBM35、
galactose-binding domain like、ペプチドグリカンとの相互作⽤によってタンパク質を安定化すると予想
されている免疫グロブリン様ドメイン、そして膜結合ドメインからなる菌体外膜結合型 GH である
（図 3-1-3. B）。なお、galactose-binding domain likeにあたる領域を PDBデータベースに対する BLAST
解析を⾏ったところ、Acetivibrio thermocellus 由来の CBM35 と配列同⼀性 35.58%を⽰したことから、
これも CBM35 かもしれない。 
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図 3-1-2. B. longum JCM7052 のアラビアゴム由来 AGP の代謝経路。ここでは SNFG と異なり、Arap を⽩く Ap と
書かれた⾚い星で⽰す。Sasaki et al., Appl Environ Microbiol, 2021 (202)より。 
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図 3.1.3. A. 甜菜アラビナン（上段）、カラマツ AGP（中段）、アラビアゴム AGP（下段）を GAfase によって酵
素処理した際の HPAEC-PAD クロマトグラム。ここでは SNFG と異なり、Arap を⽩く Ap と書かれた⾚い星で⽰
す。B. GAfase のドメイン構造。Sasaki et al., Appl Environ Microbiol, 2021 (202)より。 

GH39 について 
 GH39 ではこれまで β-xylosidase、α-L-iduronidase、β-glucosidase、β-galactosidase、xylanase(203)、α-
L-β1,2-arabinobiosidase、Gal-α1,2-L-arabinofuranosidase(204)が報告されており、GAfase と同様の活性を
持つ酵素は確認されていない。よって、本酵素はアラビアゴム AGP から糖質源を取得するためにビ
フィズス菌が独⾃進化させたものだと考えられる。 
 反応機構は、古典的な Koshland の⼆重置換機構に従うアノマー保持型機構であり、活性化剤や補
酵素を必要としない。また求核性触媒残基および酸塩基性触媒残基は 2 つの Glu であるとことも特定
されている。 
 結晶構造はこれまで 10 の酵素で報告されており、GH-A に属する（β/α）8-barrel fold であることが
解っている。しかし、いずれもリガンドフリーや単糖との複合体構造であり、GAfase に類似した認
識様式の構造は解かれていないため GAfase の活性ポケットの残基を⼀次構造（アミノ酸配列）のみ
から捉えるのは容易ではない。 
 
 

by the bacterial enzyme. The enzyme also released 3-O-b-L-arabinopyranosyl-L-arabi-
nose [b-L-Arap-(1!3)-L-Ara] from gum arabic AGP and larch AGP. The b-L-Arap-(1!3)-
L-Ara structure was inferred based on sugar composition analysis, enzymatic treatment,
and a previous study relevant to AGP structures (29). A small amount of b-L-Arap-
(1!3)-L-Ara was also detected from sugar beet arabinan but not from wheat arabinox-
ylan (data not shown). The relative activity of GAfase was 10.2% for larch AGP and
0.198% for sugar beet arabinan compared to gum arabic AGP (Table 1). The optimal
temperature and pH for GAfase activity were 45 to 50°C and 4.5, respectively, when
gum arabic AGP was used as the substrate (Fig. S3).

To quantify the residues of a-D-Galp-(1!3)-L-Ara and b-L-Arap-(1!3)-L-Ara present
in polysaccharides, AGPs and sugar beet arabinan were incubated for 3 days with an
excess amount of GAfase. The amounts of a-D-Galp-(1!3)-L-Ara and b-L-Arap-(1!3)-L-
Ara released from gum arabic AGP were 9.36% (wt/wt) and 1.87% (wt/wt), respectively;
in the case of larch AGP, the amount of b-L-Arap-(1!3)-L-Ara released was 1.24% (wt/
wt). In addition, the amount of b-L-Arap-(1!3)-L-Ara released from arabinan was found
to be only 0.153% (wt/wt).

Transglycosylation activity of recombinant GAfase. Recombinant GAfase was
allowed to react with gum arabic AGP in the presence of 30% methanol, ethanol, or 1-
propanol, and transglycosylation products were detected using thin-layer chromatog-
raphy (TLC) (Fig. 6A). The purified transglycosylation product from the reaction in 30%
methanol was then hydrolyzed to a-D-Galp-(1!3)-L-Ara by the GAfase treatment (Fig.
6B). Furthermore, we identified the structure of the transglycosylation product by per-
forming nuclear magnetic resonance (NMR) analysis, including 1H, 13C, and basic two-
dimensional NMR (2D-NMR) techniques (Fig. 6C and D and Table 2). The observed mul-
tiplicity of the anomeric proton signal (singlet at 4.98 ppm) was consistent with methyl
a-L-arabinofuranoside (30), which indicated that the methanol was transferred in the

FIG 4 Legend (Continued)
The phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method and the aligned sequences. For construction of the
tree, the program MUSCLE was implemented in MEGA7 software (60). GAfase is indicated by a dashed-line box. The characterized
enzymatic activities or locus tags are shown alongside the abbreviated names of the organisms as follows: B. Cat_BBCT_0495,
Bifidobacterium catenulatum BBCT_0495 (GenBank accession no. BAR01463.1); B. Pse_BAD12_RS08860, B. pseudocatenulatum
BAD12_RS08860 (WP_065438160.1); B. Lon_GAfase, B. longum GAfase; B. Ado_B5789_0044, B. adolescentis B5789_0044 (WP
_080863062.1); N. Fro_G(1,2)Afase, Neocallimastix frontalis NF2523 D-galacto-(a-1,2)-L-arabinosidase (ASF57709.1); N. Fro_NF2215,
N. frontalis NF2215 (ASF57708.1); P. Rhi_2455, Piromyces rhizinflatus PR2455 (ASF57710.1); N. Fro_A(1,2)Afase, N. frontalis NF2152
a-L-(b-1,2)-L-arabinofuranobiosidase (ASF57707.1); A. Cav_B1,4Xyl, Aeromonas caviae b-1,4-xylosidase (BAA95685.1); C.
Owe_B1,4Xyl, Caldicellulosiruptor owensensis b-1,4-xylosidase (ADQ03734.1); C. Sac_BXyl, Caldicellulosiruptor saccharolyticus b-xylosidase
(ABP67986.1); T. Sac_BXyl, Thermoanaerobacterium saccharolyticum B6A-RI (AAA27369.1); B. Hal_BXyl, Bacillus halodurans b-xylosidase
(BAB04787.1); G. sp_BXyl, Geobacillus sp. b-xylosidase (WP_020755811.1); G. Ste_BXyl, Geobacillus stearothermophilus b-xylosidase
(ABI49941.1). Arrows to the right of the phylogenetic tree indicate cleavage sites of disaccharide-releasing enzymes.

FIG 5 HPAEC-PAD analysis of GAfase reaction with polysaccharides. Gum arabic AGP (bottom), larch
AGP (middle), and sugar beet arabinan (top) were incubated with (1) or without (–) GAfase at 37°C
for 16 h.
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CBM35 について 
 CBM35 は、約 140 アミノ酸からなるタンパク質モジュールであり、様々な異なる特異性を⽰す細
菌特有のファミリーである。これまで報告されてきたものは 4,5Δ 不飽和ガラクツロン酸、GlcA(205)、
β1,4-マンナンの内部領域(206)、β1,3-ガラクタンの⾮還元性ガラクトース残基(207)、β-マンナンの⾻
格に α1,6 を結合したガラクトースユニット(208)、α1,6-および α1,4-グルカン(209, 210)に結合する。 
 CBM35 は 2 枚の β-sheet がそれぞれ 4 本と 5 本の逆平⾏な β-strand を含む β-sandwich 構造をとって
いる。⼀部の CBM35 では、⽚⽅の β-sheet の凹⾯に糖の結合部位がある。⼀⽅、他の CBM35 ではリ
ガンド結合部位は、2 枚の β-sheet をつなぐ役割を果たす「可変ループ部位」に位置している。またこ
のファミリーでは糖鎖の⾮還元末端を認識するタイプ C と、糖鎖の中間部分を認識するタイプ B が混
在している。よって、本ファミリーでは全体のアミノ配列が保存されていても、結合様式の異なる
CBM が存在する。 
 GAfase の CBM35 については詳細な⽣化学的解析はまだ⾏われていない。唯⼀、GAfase の CBM35、
あるいは galactose binding domain like 領域を⽋失させると酵素活性が失われ、このことから CBM35 の
GAfase 酵素活性における重要性が⽰唆されている。GAfase の CBM35 は、先述の galactose binding 
domain like を除いて、既報の CBM35 構造と配列同⼀性を⽰していない。galactose binding domain like
の遠縁ホモログである Acetivibrio thermocellus 由来の CBM35 は可変ループ部位で 4,5Δ 不飽和ガラクツ
ロン酸を認識するタイプ C の CBM である。しかし、アラビアゴム AGP には 4,5Δ 不飽和ガラクツロ
ン酸が含まれていないため、galactose binding domain like は別の糖質を認識すると考えられる。よっ
て、既知の CBM35 構造から GAfase の CBM35 が認識するリガンドやその結合様式は特定できない。 
 
3.1.1.4. 本研究の⽬的 
 GAfase の有する GH39 ドメインの基質特異性は既報のものと明らかに異なるが、その詳細な認識様
式は不明である。また CBM35 ドメインが認識する糖構造も特定されていない。そこで本研究では構
造⽣物学的観点から各ドメインの認識様式の特定を⽬指した。 
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3.1.2. ⽅法 
 本研究における試薬は特記のない限り、和光純薬⼯業またはナカライテスクの特級試薬を⽤いた。
また、液体試薬は予め滅菌したもの、あるいは滅菌された状態で⼊⼿したものを利⽤している。遠⼼
には MX-307（トミー）を⽤いた。 
 また特記のない限り、濃度は全て終濃度である。 
 
3.1.2.1. ⼤腸菌異種発現⽤プラスミド 
 ⼤腸菌異種発現⽤プラスミド pET23d GAfase_His6-tag は⿅児島⼤学の藤⽥清貴准教授より供与頂い
た（図 3-1-4）。本研究で⽤いるコンストラクトでは N 末端のシグナルペプチド、C 末端の膜結合領
域および免疫グログリン様ドメインを⽋失させており、代わりに Ni-IMAC 精製⽤に His6-tag が付加さ
れてある。 

 
図 3-1-4. pET23d GAfase_His6-tag のプラスミドマップ 

 
3.1.2.2. 形質転換 
 第⼀部 1.1.2.5 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
3.1.2.3. プラスミド抽出 
 第⼀部 1.1.2.6 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
3.1.2.4. 発現検討 
 第⼀部 1.1.2.7 節と同様の⽅法で⾏なった。⼤腸菌発現株には BL21(DE3)を⽤いた。抗⽣物質は 100 
μg/mL Ampicillin を⽤いた。破砕バッファーには 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 200 mM NaCl を⽤いた。 
 
3.1.2.5. 封⼊体の可溶化 
 GE Healthcare の”Rapid and efficient purification and refolding of a (histidine)6-tagged recombinant protein 
produced in E. coli as inclusion bodies” を 参 考 に 封 ⼊ 体 化 し た GAfase の 可 溶 化 を 試 み た
（ https://cdn.cytivalifesciences.com/dmm3bwsv3/AssetStream.aspx?mediaformatid=10061&destinationid=100
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AmpR	promoter

AmpR

bom
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16&assetid=16306）。なお、ここでは実⾏した実験は封⼊体の可溶化だけであり、その後のタンパク
質のリフォルディングは⾏なっていない。 

1. 3.2.1.4 と同様に 0.1 mM IPTG で発現誘導後、37℃で 20 時間培養した。 
2. 得られた菌体を 20 mM Tris-HCl pH 8.0、800 μL に懸濁し、超⾳波破砕を⾏なった。その後、

破砕物を 10 分間、13000 rpm で遠⼼し、上清（可溶画分、①）と沈殿（不溶画分）を分けた。 
3. 不溶画分を 2 M urea、20 mM Tris-HCl pH 8.0、0.5 M NaCl、2% Triton X-100、600 μL に懸濁し、

2. と同様に超⾳波破砕、遠⼼を⾏い、上清（②、③）と沈殿を分けた。これを２回⾏なった。 
4. 沈殿物を 20 mM Tris-HCl pH 8.0、0.5 M NaCl、5 mM imidazole、6 M guanidine hydrochloride、1 

mLに懸濁させることで封⼊体を可溶化させた。なお、本来この段階でシステインの酸化を抑
えるために 1 mM β-mercaptoethanol を加えるが、GAfase はアミノ酸配列中にシステインを含
んでおらず、β-mercaptoethanol を添加していない。これを 15 分間、13000 rpm で遠⼼し、上清
を可溶化させた封⼊物として回収した（④）。その後、沈殿を再度懸濁した（⑤）。 

サンプル①②③④⑤のタンパク質組成を調べるべく、SDS-PAGE を⾏なった。 
 
3.1.2.6. SDS-PAGE 
 第⼀部 1.1.2.8 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
3.1.2.7. 培養のスケールアップ 
 第⼀部 1.1.2.10 節と同様の⽅法で⾏なった。ただし、本研究については培養スケールを 6L（発現検
討時の 1,200 倍）まで上げた。 
 
3.1.2.8. タンパク質の精製 
 第⼀部 1.1.2.11 節と同様の⽅法で⾏なった。本章では Ni-IMAC、陰イオン交換クロマトグラフィー、
ゲルろ過クロマトグラフィーの順で⾏なった。バッファーは第⼀部 1.1.2.11 と異なり、以下のものを
⽤いた： 

• 破砕バッファー：50 mM Tris-HCl pH 7.5、200 mM NaCl 
• Ni カラム洗浄バッファー：破砕バッファー ＋ 5 mM imidazole 
• Ni カラム溶出バッファー：50 mM MES-NaOH pH 6.5、150 mM NaCl 
• 陰イオン交換バッファー：25 mM MES-NaOH pH 6.5 
• ゲルろ過バッファー：25 mM MES-NaOH pH 6.5、150 mM NaCl 
• 精製後のバッファー置換：10 mM MES-NaOH pH 6.5、150 mM NaCl 

 
3.1.2.9. 薄層クロマトグラフィー（TLC） 
 第⼀部 1.1.2.12 節と同様の⽅法で⾏なった。本章では基質に 5%または 1% arabic gum、バッファー
に sodium acetate pH 6.0 を⽤いた。展開溶媒には 1-propanol:ethanol:純⽔を 7:1:2 の⽐率(202)で展開の 30
分前に混合して⽤いた。呈⾊液は 10 mL 10% sulfuric acid に 0.1 g iron(III) chloride を懸濁し、そこにエ
タノールに懸濁した 6% orcin を 1 mL 加え、呈⾊直前（5 分以内）に混合したものを⽤いた
（http://www.cchem.berkeley.edu/rsgrp/TLCStainGeneralReference.pdf、217 番⽬のレシピ）。 
 
3.1.2.10. 熱安定性試験 
 第⼀部 1.1.2.14 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
3.1.2.11. Pre-Crystallization Test 
 第⼀部 1.1.2.15 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
3.1.2.12. 結晶化スクリーニング 
 第⼀部 1.1.2.16 節と同様の⽅法で⾏なった。なお、本サンプルについては JCSG Suite Core I、II、III、
IV に加え、Nextal Biotechnologies の AmSO4s Suite を模した⾃作のキットでもスクリーニングを⾏なっ
た。 
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3.1.2.13. 結晶化条件の最適化 
 第⼀部 1.1.2.17 節と同様の⽅法で⾏なった。それに加え、タンパク質溶液と結晶化溶液の⽐率も条
件検討のファクターの⼀つとして⽤いた。 
 また、GAfase の反応⽣成物の部分アナログである Gal と L-Ara の添加も検討した。 
 
3.1.2.14. シーディング 
 第⼀部 1.1.2.18 節と同様の⽅法で⾏なった。 
 
3.1.2.15. X 線回折強度収集 
 第⼀部 1.1.2.19 節と同様の⽅法で⾏なった。 
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3.1.3. 結果 
3.1.3.1. GAfase の可溶化条件の検討 
 本研究を開始する以前から、⿅児島⼤学の藤⽥清貴准教授より GAFase は異種発現時、培養スケー
ルをあげると不溶化する傾向があると報告を受けていた。タンパク質の結晶化は、スクリーニングだ
けでも通常 4 mg の⾼純度かつ可溶なタンパク質が必要になってくる。そこで通常の発現条件の検討
と並⾏して、少量で封⼊体の変性による可溶化を試みた。図 3-1-5 に培養温度検討および培養時間検
討と、少量で封⼊体の可溶化を⾏なった際の SDS-PAGE を⽰す。温度検討では 30℃で 20 時間以上培
養した際に GAfase の分⼦量に該当する 101.9 kDa に当たる位置に、不溶画分と可溶画分の両⽅で太い
バンドが得られた。よって通常の条件検討では誘導後 30℃で 20 時間以上培養することが⽬的タンパ
ク質の⼤量調製に適しているとした。封⼊体の可溶化では沈殿物を 20 mM Tris-HCl pH 8.0、0.5 M 
NaCl、5 mM imidazole、6 M guanidine hydrochloride で懸濁した際に多量の可溶化 GAfase が得られた。 

 
図 3-1-5. GAfase 異種発現の条件検討。ここでは培養温度検討、培養時間の検討、封⼊体の可溶化を検討した際の
SDS-PAGE を⽰す。GAfase に当たるバンド（101.9 kDa）を⾚枠で⽰す。M：分⼦量マーカー；P：不溶画分；
S：可溶画分。①②③④⑤については 3.1.2.5.を要参照。 

 封⼊体から可溶化させたタンパク質は変性しており、これが正しく折り畳まるよう、リフォルディ
ングの条件を検討する必要がある。本研究ではその検討を⾏っていない。代わりに 30℃で培養した
条件を 6 L までスケールアップし、⽬的タンパク質の⼤量調製を⽬指した。 
 
3.1.3.2. GAfase の⼤量調製 
 ⼤量培養後の精製には Ni-IMAC、陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー
を⽤いた（図 3-1-6）。陰イオン交換クロマトグラフィーでは NaCl の濃度勾配をかけ、150 mM 付近
でメインピークが溶出された（図 3-1-6. B）。ゲルろ過精製後の SDS-PAGE ではメインピーク中に
GAfase の分⼦量に該当する 101.9 kDa に当たる太いバンドが確認され（図 3-1-6. C）、最終的に培養
液 1 L あたり 8 mg の GAfase 精製タンパク質を獲得することに成功した。 
 ⽣化学的に獲得したタンパク質が GAfase であることを確かめるべく、アラビアゴムに対する活性
を TLC で調べた。5%または 1% Arabic Gum を精製タンパク質と混合したところ、タンパク質未添加
の条件と⽐較して、基質濃度に応じて濃さが変わるスポットの出現が確認された（図 3-1-7）。これ
が GAfse の反応⽣成物である Gal-β1,3-L-Araf であると想定し、精製したタンパク質が GAfase である
と判断した。 
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図 3-1-6. A. GAfase の Ni-IMAC 精製時のクロマトグラ
ム。B. GAfase のイオン交換精製時のクロマトグラ
ム。C. GAfase のゲルろ過時精製にメインピークに該
当するフラクションの SDS-PAGE。B.と C.では波括
弧で⽰したフラクションを以降の実験に⽤いた。 

 

 
図 3-1-7. GAfase の定性的な活性を⽰した TLC。GAfase の反応⽣成物である
Gal-β1,3-L-Araf に当たるスポットを枠で⽰す。 

3.1.3.3. GAfase の結晶化 
 GAfase の結晶化に適したタンパク質か検証するべく、熱安定性試験
を⾏なった。最⾼濃度 20 mg/mL から２倍ずつ段階希釈を⾏い、温度
を 25℃から 99℃まで徐々に上げてタンパク質を変性させた。変性マ
ーカーである 1x SYPRO Orange の蛍光度を測定したところ、20 mg/mL、
10 mg/mL 以外の条件はタンパク質濃度が低すぎたためバックグラウン
ドとほぼ同程度の蛍光しか得られなかった。20 mg/mL、10 mg/mL に
ついては特定の温度を閾に蛍光度の上昇が⾒られ、そこ GAfaseの変性
温度（Tm 値）であると考えた（図 3-1-8）。微分化した蛍光度の最⼤
値から GAfase の変性温度は 52.05℃であることが解った。Tm 値が⾼
かったことから、GAfase は結晶化に適しているサンプルであることが
⽰唆された。 
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図 3-1-8. GAfase の熱安定性試験。 温度上昇に伴うタンパク質変性マーカー（1x SYPRO Orange）の蛍光度（A）
とその微分値（B）の変化を⽰す。 

 熱安定性試験の結果を踏まえ、結晶化前に GAfase の保存バッファーなどの条件検討は不要である
と判断した。 
 PCT で結晶化スクリーニングに最適なタンパク質濃度を検討した。タンパク質濃度を 10 mg/mL か
ら 25 mg/mL まで振り、PCT キットの溶液を混合し、従来の PCT の⽅法に沿って 30 分間、20℃にイ
ンキュベートした。通常、混合溶液内の沈殿物を観察してタンパク濃度を決定するが、GAfase につ
いて沈殿が⾒られなかった。そこで更に３⽇間インキュベートしたところ、タンパク質濃度 15 
mg/mL、2.0 M ammonium sulfate、0.1 M Tris-HCl pH 8.5 の条件で微結晶が得られた。 
 簡易的な条件の最適化として混合するタンパク質溶液と結晶化溶液の⽐率を振ったところ、0.7 対
0.35 の⽐率で 100 μm 台の薄い板状の結晶を得ることに成功した（図 3-1-9 A.）。 
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 更に結晶化条件を探索すべく、結晶化スクリーニングと MMS を⾏なった。キットは JCSG Core I、
II、III、IV（スクリーニングのみ）と AmSO4s Suite を模した⾃作のキット（スクリーニングと MMS）
を⽤いた。その結果、16 の条件で様々な形状の結晶が得られた。得られた⼀部の結晶について条件
の最適化を⾏なったものについて図 3-1-9 に⽰す（ただし、C.と D.について現時点で最適化はまだ⾏
なっていない）。 
 
A 

 

B 

 

C 

 
D 

 

E 

 
図 3-1-9. GAfase の結晶。結晶化条件は以下の通りである。 
A. 2.0 M ammonium sulfate、0.1 M Tris-HCl pH 8.5、15 mg/mL GAfase、protein/reservoir ratio = 0.7:0.35、20℃、3 
days 
B. 2.2 M ammonium sulfate、0.2 M ammonium acetate、20 mg/mL GAfase、20 mM Gal、4℃、3 days 
C. 20% (w/v) PEG6000、0.1 M HEPES-NaOH、20 mg/mL GAfase、20 mM Gal、20℃、3 days 
D. 20% (w/v) PEG3350、0.2 M  lithium nitrate、15 mg/mL GAfase、20 mM Gal、20℃、1 month 
E. 20% (w/v) PEG3350、0.2 M magnesium nitrate、15 mg/mL GAfase、20 mM Gal、20℃、1 month 

図 3-1-9. A-C の結晶を瞬間凍結し、X 線を照射した。抗凍結剤には 20% trehalose（A）、20% MPD
（B）、20% ethylene glycol（C）を⽤いた。その結果、図 3-1-9. A の結晶について 2.7 Å 程度の分解能
の X 線回折像が得られた（図 3-1-10）。しかし、抗凍結の効果が不⼗分であったため、溶液中に氷の
結晶が⽣じ、アイスリングと共に結晶が損傷し、これ以上の解析はできなかった。 
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図 3-1-10.GAfase 結晶の X 線回折像。右上に X 線照射時の
クライオループの写真を⽰す。クライオループには氷の
結晶による影ができ、回折像全体に氷の結晶の回折（ア
イスリング）が⾒られる。回折像中央に直線的に並んで
いる GAfase の結晶の回折点が視認できる。 
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3.1.4. 考察 
3.1.4.1. GAfase の構造予測 
 本研究では GAfase の分⼦機能の解明を⽬的に、タンパク質の結晶化に取り組んだ。GAfase は菌体
内での異種発現中に不溶化しやすい酵素ではあったが、精密な培養時の温度検討、そして培養液量を
6 L までスケールアップする事で結晶化に必要量のタンパク質を⾼純度で獲得する事に成功した。ま
た結晶化スクリーニングでも複数の条件で結晶を得る事に成功した。しかし、現時点では構造解析に
適した回折データの取得には⾄っていない。 
 結晶構造に代わり、AlphaFold2 によって予測された GAfase の予測構造を基に分⼦機能について考
察してみた。図 3-1-11 に GAfase の予測構造を⽰す。lDDT はモデル全体で 70%以上の⾼いスコアが得
られたが、モデル作製に先駆けた MSA に⽤いられた配列数は GH39 ドメインでは 200 以下、CBM35
と galactose bindinglike ドメインでは 100 以下と、極めて少なかった。唯⼀、免疫グロブリン様ドメイ
ンで 800 近い配列が⽤いられたが、⼀般的に AlphaFold2 の MSA では 1000 以上の配列を⽤いたものが
⾼い信憑性を⽰す。それに⽐べると免疫グロブリン様ドメインに⽤いられた配列数は少ない（図 3-1-
11. A）。PAE のスコアは、配列の末端部分と免疫グロブリン様ドメイン以外は全体的に低かった
（図 3-1-11. B）。得られたモデルでは 2 つの CBM35 ドメイン（以降 CBM35_1 と CBM35_2 とする）
と Galactose binding-like ドメインが GH39 ドメインの⼀部を覆うように連なっており、密接な位置関
係を築いているように⾒えた（図 3-1-11. C）。 
 Dali サーバーによる構造⽐較では、GAfase の GH39 活性ドメインは Neocallimastix frontalis 由来の
GH39 が構造的に最も類似しているとされた（PDB ID：5U22、Z score：43.7、RMSD：1.9 Å、配列同
⼀性 25%）。しかしこの酵素についてはリガンドとの複合体構造は報告されておらず、この構造との
⽐較からはリガンドの認識様式に関わる情報は得られない。代わりに Geobacillus stearothermophilus由
来の GH39 β-xylosidase DNP-Xylp 複合体（PDB ID：2BFG、Z score：24.4、RMSD：3.4 Å、アライメ
ントされた 389 残基内で配列同⼀性 9%）と⽐較した。重ね合わせたところ、Xyl の周囲で GAfase の
N193、E194（PDB ID 2BFG では Ala に変異させている）、H286、E321 に当たる残基が保存されてい
た（図 3-1-12. A）。これらに L288 と W353 が加わる事によって Gal-β1,3-L-Araf の還元末端側の糖、
Araf が⼊る-1 サブサイトが形成されると考えられた。さらに GAfase では Xyl の 3 位、4 位のヒドロキ
シ基の先にアミノ酸が存在しない。そこに Gal が⼊る-2 サブサイトがある可能性が⽰唆された。 
CBM35 と Galactose binding-like ドメインは以下のドメインと構造類似性を⽰した。 
• CBM35_1：Niallia circulans 由来 CBM35 の isomaltoheptaose 複合体（PDB ID：3WNM、Z score：

17.8、RMSD：2.3 Å、アラインメントされた 126 残基内で配列同⼀性 24%、図 3-1-12. B） 
• CBM35_2：Acetivibrio thermocellus 由来 CBM35 の Δ-4,5-anhydrogalacturonic acid 複合体（PDB ID：

2W47、Z score：16.5、RMSD：1.8 Å、アラインメントされた 118 残基内で配列同⼀性 18%、図 3-
1-12. C） 

• Galactose binding-like：Phanerodontia chrysosporium 由来 CBM35 の galactose 複合体（PDB ID：
7BYT、Z score：16.2、RMSD：1.7 Å、アラインメントされた 118 残基内で配列同⼀性 23%、図
3-1-12. D） 

Galactose binding-like ドメインは図３-1-11. C で⽰すように配列同⼀性では Acetivibrio thermocellus 由来
の CBM35 に似ているが、構造的には Phanerodontia chrysosporium 由来のものの⽅が類似しているとい
う結果になった。各構造モデルを GAfase の予測構造と重ね合わせてリガンドの周囲残基を表⽰した。
しかし、いずれのドメインでも保存されているアミノ酸残基は存在しなかった（図 3-1-12. B-D）。よ
って GAfase の CBM と Dali サーバーで検出された CBM は構造的に類似しているが、リガンドの結合
様式は全く異なる可能性が⽰唆された。現時点では GAfase の CBM によるリガンド認識に関わるアミ
ノ酸残基、そして認識される糖の構造は不明である。 
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図 3-1-11. AlphaFold による GAfase の構造予測。A. 配列カバレッジスコアと lDDT スコア。B. PAE スコア。C. 作
製されたモデル。ここではドメインごとに⾊分けしている。下部にドメイン構造を⽰す。破線で本研究で⽤いら
れたコンストラクトの切断部分を⽰す。⾓括弧で PDB に対する BLASTp 検索でホモログが⾒つかった領域を⽰
す。 
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図 3-1-12. GAfase の GH39 活性ドメイン（A）、CBM35_1（B）、CBM35_2（C）、galactose binding-like ドメイン
（D）と類似構造の⽐較。⽐較に⽤いられた構造のアミノ酸残基と糖をそれぞれ⽩と⿊で⽰す。GAfase と⽐較対
象で保存されている残基を⻘字で⽰す。 

 
3.1.4.2. 今後の GAfase とリガンドの複合体構造の取得について 
 本研究では良質な GAfase の結晶が得られた。しかし、いずれの条件でもリガンドには単糖（⽣成
物に部分アナログ）を⽤いている。GAfase はアラビアゴムから Gal-β1,3-L-Araf を切り出す endo 型の
酵素であり、この２糖が活性中⼼に⼊っている状態が⾒たい。そこで、GAfase でアラビアゴムを酵
素処理し、限外濾過で酵素と糖タンパク質から⽣成物を分離させて、⽣成物を含んだ濾液を新たに
GAfase と混合する事で複合体構造を得られるかもしれない。 
いずれにしろ、GAfase の構造解析は成功する⾒込みがある。今後さらに実験を続ける必要がある。 
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3.1.4.3. ビフィズス菌以外の細菌によるアラビアゴム AGP の利⽤について 
 アラビアゴムはアカシア樹脂とも呼ばれおり、⾷品の乳化剤や安定剤として⽤いられる植物の分泌
物である。よって、アラビアゴム AGP を資化できる微⽣物はビフィズス菌に限らず、他の腸内細菌
や植物から単離された細菌や⼟壌菌などが挙げられる。 
 近年、特に研究されているのは PL42 である。この多糖リアーゼファミリーの酵素群はアラビアゴ
ム AGP 由来のグルクロン酸に α1,4-結合したラムノースに特異的な exo-α-L-rhamonosidase であること
が Bacteroides thetaiotaomicron 由来の酵素で発⾒された(211, 212)。その活性から当初 GH145 に登録さ
れていたが、その後、細菌 Bacteroides plebius(213)および真菌 Fusarium oxysporium(214)由来のホモロ
グで α-L-Rha-1,4-α-D-GlcA に対するリアーゼ活性を⽰し、これが PL24 と PL25 に類似していることか
ら、PL42 に再分類された。 
 上記の Fusarium oxysporium 由来でもう⼀つ、GH79 が α-L-rhamonose-1,4-glucuronidase であることが
報告されている(215)。この酵素が認識する糖構造がアラビアゴム AGP に特有であることから、GH79
と PL42 は Fusarium oxysporium によるアラビアゴム AGP 資化の重要な因⼦として協調的に働いている
ことが⽰唆されている。 
 本研究の対象である GH39 GAfase の由来菌である B. longum JCM7052 株では α-L-rhamonose-1,4-
glucuronic acid の分解酵素は知られていない。また GH79 と PL42 遺伝⼦の存在も確認されていない。
よって、B. longum JCM7052 株は Fusarium oxysporium とは全く別の形でアラビアゴム AGP を糖質源し
ていることが考えられる。 
 
 最後に図 3-1-13 に本研究の実験フローチャートを⽰す。 

 
図 3-1-13.アラビアゴム含有アラビノガラクタン資化経路関連酵素 GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase 
GAfase の構造解析における実験フローチャート。実験内容の⿊枠、各実験で⾄った結論を⾚枠で⽰す。 
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総合討論 
 
 ビフィズス菌は独⾃に進化させた様々な CAZyme を利⽤することにより貧栄養環境下にある難消化
性糖質を分解し、炭素源・エネルギー源を獲得して⼤腸内に定着・増殖する。本研究では、ビフィズ
ス菌由来の 6 つの新規性の⾼い GH や CBM の X 線結晶構造解析を主⽬的とした。これにより、
CAZyme のどのアミノ酸残基がどのように糖質と相互作⽤し、その結果、どのような現象が起こり得
るのか推測を⽴て、更なる機能解析へと繋げた。 
 
 第 1 部では、乳児型ビフィズス菌 B. bifidum JCM1254 株のムチン含有 Core 2 O-glycan の代謝に関わ
る 3 つの膜結合型 GH、GH110 α1,3-galactosidase AgaBb、GH95 α1,2-fucosidase AfcA 及びその N 末端に
付属する新規 CBM、そして GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase BbhII について研究した。 
 AgaBb は B 型⾎液型抗原に特異的な GH110 α1,3-galactosidase である。本研究では AgaBb 活性ドメ
インのリガンドフリー構造を決定し、遠縁ホモログとの構造⽐較から B 型⾎液型抗原を構成する Gal-
α1,3-Gal の認識様式を特定した。また活性に必須であると考えられている B 型⾎液型抗原の Fuc の認
識に関わる残基候補も推定した。それとは別に活性ドメインの下流にある未解析領域が酵素の安定化
に関与していることを突き⽌めた。さらに、全⻑配列の C 末端側にある免疫グロブリン様ドメインが
酵素の⼆量体化に関わっていると考えられ、クライオ電⼦顕微鏡による単粒⼦構造解析で⼆量体構造
の可視化の可能性が⾒出された。GH110 ファミリーは 2007 年に、⾎液型抗原変換酵素の探索の⼀環
で設⽴されたファミリーである。医療現場における輸⾎可能な⾎液のストック不⾜は兼ねてから⼤き
な問題となっていた。GH110 の発⾒は B 型の⾎液から理論上、Rh+の患者になら誰にでも輸⾎できる
O 型（万能⾎液型）の⾎液ストックを増やすことを可能にすると考えられていた。しかし、実際は酵
素の不安定化などの影響により、実⽤化までの道のりはまだ⻑い。Fuc 認識サイト推定の裏付けやク
ライオ電⼦顕微鏡での⾼分解能のマップの取得などの課題が残っているが、AgaBb の研究を完遂すれ
ば、バイオメディックスの分野で実⽤化が期待されている⾎液型変換酵素の安定化や機能効率化に応
⽤できる知⾒が得られるかもしれない。 
 AfcA はムチン糖鎖や HMO の修飾糖である Fuc を遊離させる GH95 α1,2-fucosidase である。本研究
では AfcA の N 末端領域にある新規 CBM とそのリガンドである 2’-FL との複合体構造を決定した。こ
の CBM は既報のものと配列同⼀性も構造類似性も⽰していないことから、本研究で得た成果は GH
の活性を助ける糖質結合モジュールの理解における新たな知⾒である。さらに、この CBM は系統学
的にビフィズス菌特有である。乳児の⼤腸内でビフィドームを形成する中で HMO やムチン糖鎖に含
まれる Fuc はビフィズス菌が取得できる糖質源の⼤部分を占めている。フコシル化糖質を認識する
CBM はビフィズス菌が乳児腸内で善⽟菌の代表格という⽴ち位置を獲得するのに重要な因⼦なのか
もしれない。 
 BbhII はムチン糖鎖特有の硫酸化糖質を分解する GH20 β-6-SO3-N-acetylglucosaminidase である。本研
究では BbhII の阻害剤候補として化学合成された PUGNAc-6S と NAGT-6S の阻害効果を酵素学的に解
析し、いずれも BbhII の加⽔分解反応に対して強い競合阻害を⽰すことが明らかとなった。特に
PUGNAc-6S については X 線結晶構造解析により活性中⼼および CBM32 ドメインへの結合様式を理解
することができた。NAGT-6S の⽅はその安定性とビフィズス菌のムチン資化能への影響が⽰された
こともあり、複合体構造による分⼦レベルでの解析が望ましい。硫酸化糖質はムチンの⼀部に含まれ
ており、ビフィズス菌以外の腸内細菌がこれを糖質源とするのか、またそれに関わる遺伝⼦等につい
ては知⾒が少ない。阻害剤が他の腸内細菌にどういう影響を及ぼすのか研究を続ければ、腸内環境の
制御などが可能になるかもしれない。 
 本論⽂では例として Core 2 O-glycan の代謝経路におけるこれらの酵素の働きについて述べたが、B. 
bifidum JCM 1254 株では 77 の CAZymes 遺伝⼦が発⾒されている。AgaBb、AfcA、BbhII はこれらの
CAZyme と協調的に働くことでムチン糖タンパク質や HMO の多彩な糖構造を分解し、糖質源を獲得
している。想定できる CAZymes の組み合わせは多く、B. bifidum がどのような組み合わせを優先的に
利⽤しているのか興味深い。 
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 第 2 部では成⼈型ビフィズス菌 B. dentium JCM1195 株のカラメル化糖に作⽤する酵素、GH172  
difructose dianhydride synthase/hydrolase αFFase1、α-D-fructofuranosidase αFFase2 について研究した。 
 αFFase1 は環状フルクトース２糖を平衡的に合成する GH172 difructose dianhydride synthase/hydrolase
である。本研究では NMR、X 線結晶構造解析、MD シミュレーション、そして⽣化学的・酵素学的実
験を組み合わせることで酵素のアノマー保持型反応機構、リガンドの認識様式、そしてその脱離経路
について詳細な知⾒が得られた。αFFase1 は既報の GH と配列同⼀性、構造類似性を⽰さないことか
ら、糖質関連酵素データベース CAZy では新たに GH172 ファミリーが設⽴された。本研究の結果に
より αFFase1 の基質・⽣成物である inulobiose と DFA I が αFFase1 近縁ホモログを保有する、ビフィズ
ス菌を含む微⽣物の増殖因⼦となる可能性が⽰唆された。 
 αFFase2 はカラメル化糖に含まれる D-Fruf-α2,6-D-Glc を分解すると考えられている GH172 α-D-
fructofuranosidaseである。αFFase1の遠縁ホモログでありながら基質特異性が異なる。本研究では構造
⽣物学的⽅法論を通じて αFFase2 と αFFase1 の機能の違いについて探求し、同時に D-Fruf-α2,6-D-Glc
以外の基質候補の探索を⽬指した。X 線結晶構造解析とクライオ電⼦顕微鏡での構造決定を検討した
が、いずれも⼗分な成果を得られていない。研究においてまだ課題が多く残っているが、αFFase2 の
分⼦機能を詳細に解明できれば、新たなビフィズス菌増殖因⼦となる α-D-Fruf 糖質の発⾒に繋がるか
もしれない。 
 両酵素の由来菌である B. dentium は腸内では⽇和⾒菌でありながら、⼝腔内では酢酸を⽣成し、⻭
の酸化を促す⾍⻭の原因菌の⼀種であると考えられている。特にカラメル化糖は⻭に付きやすく、B. 
dentium はこれを構成する α-D-Fruf 糖質や DFA を獲得するのかもしれない。腸内と⼝腔内での B. 
dentium の増殖における αFFase1、αFFase2 そして α-D-Fruf 糖質の重要性について興味が尽きない。 
 
 第 3 部では成⼈型ビフィズス菌 B. longum JCM7052 株のアラビアゴム含有アラビノガラクタンタン
パク質資化経路関連酵素 GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase GAfase の構造解析を⽬標とし、
結晶化に成功した。構造決定に⾄るにはまだ条件検討を繰り返す必要があるが、結晶性の良いサンプ
ルとして今後の成果に期待ができる。アラビアゴム AGP の糖構造はカラマツのそれよりはるかに複
雑であり、ビフィズス菌をはじめとする腸内細菌がこれをどう資化するのか、知⾒はまだ⼗分に得ら
れていない。GAfase は⼀部のビフィズス菌に特有の酵素である上、アラビアゴム AGP に含まれる固
有の糖構造に特異性を⽰す。よって本酵素はアラビアゴム AGP のプレバイティクス効果における重
要な因⼦であると考えられる。 
 
 ムチン糖鎖、カラメル化糖、アラビアゴム AGP は、いずれもヒト腸内に存在する、またはヒトが
摂取する難消化性糖質の中でも複雑な糖構造を含んでいる。これをビフィズス菌が資化できることは、
貧栄養環境下で他の微⽣物が異化できない糖質源を利⽤するために進化してきたことと合致する。⼀
⽅、これらの糖質は⾷物に含まれる難消化性糖質の⼀端に過ぎず、天然の⾷材や加⼯⾷品には、私た
ちがまだ発⾒していないものも含め、さらに多彩な糖構造が存在する。また、ビフィズス菌をはじめ
とする腸内細菌がこれらの糖質を増殖因⼦とする戦略にもまだ理解できていないもの、まだ発⾒され
ていないものがある。実際、B. dentium で αFFase1 が発⾒されるまで DFA I がビフィズス菌の増殖因
⼦になり得るとは考えられていなかった。今後、ビフィズス菌をはじめとする腸内細菌の糖質関連酵
素の機能を解明していくことで、⾷品と腸内環境の関係性を詳細に理解できるようになるだろう。 
 
 それとは別に、本論⽂では複数の新規性の⾼い酵素の構造と分⼦機能を解明した。いずれのサンプ
ルもこれまでにない様式でリガンドを認識していた。今現在、タンパク質⼯学において酵素の反応改
変は極めて挑戦的なテーマとなっている。これは改変酵素が想定通りに折りたたまらない、あるいは
リガンドを認識しないからである。分⼦機能の知⾒を重ねることで、今後、どのようにタンパク質を
⼈⼯的にデザインしていけば⽬的の触媒反応が得られるか、その理解に繋がるかもしれない。新規酵
素の分⼦機能解明の研究は今後も続ける必要がある。 
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ビフィズス菌の糖質代謝タンパク質と酵素の構造と進化 
 これまで私の在籍している研究室をはじめとする世界中の数々の研究チームの努⼒により、多くの
ビフィズス菌由来の糖質関連酵素の構造と分⼦機能の研究がされてきた。 
 CAZy に初めて登録されたビフィズス菌の GH の構造は B. adolescentis DSM20083 株由来の GH13 
sucrose phosphorylase である(216)。この酵素の反応機構として、共有結合した酵素-グルコシル中間体
形成のリン酸による求核攻撃が提案された。フルクトース含有糖質の代謝に関しては、B. longum 
KN29.1 株由来の GH32 β-fructofuranosidase の結晶構造が報告され、5 枚⽻根の β-propeller 構造を持つ
典型的な GH32 型触媒ドメインであることがわかった(217)。この酵素は、in vitro でスクロース、1-ケ
ストース、ニストース、イヌリン、ラフィノースからフルクトース残基を遊離させる。イヌリン型フ
ルクタンは豊富な貯蔵多糖類であり、⼀般的な⾷物繊維である。β-fructofuranosidase は細胞内に局在
していることから、イヌリンオリゴマーが本酵素の⽣理的基質である可能性が⽰唆された。 
 ビフィズス菌は、乳児の腸内細菌叢の中で最も多く存在し、乳児の健康に有益な効果をもたらすと
されている(32)。ヒトと乳児の腸内ビフィズス菌の共⽣関係は、HMO を介して⾏われている(218)。
HMOs は Gal、Glc、GlcNAc、Fuc、Sia からなる複合オリゴ糖である。LNB は豊富な HMO 基幹構造で
あり、共⽣の要となるユニットの 1 つである。LNB を Gal-1P と GlcNAc に分解するホスホリラーゼ遺
伝⼦は、当初 B. longum JCM 1217 で発⾒され、この酵素は GH112 ファミリーの創設メンバーとなっ
ている(219)。この酵素は GNB にも⾼い活性を⽰すことから、GNB/LNB phosphorylase（GLNBP）と
呼ばれるようになった。GNB は O-結合型糖タンパク質の主要なコア 2 糖単位であり、ヒトの乳脂肪
球や消化管粘液中のムチンに存在する。GH112 GLNBP は、LNB 上で増殖可能な乳児腸内関連ビフィ
ズス菌に特有である(220)。GLNBP の⽴体構造決定は、この酵素の進化的起源の可能性を⽰唆するも
のであった(43)。GLNBP の全体構造とドメイン構造は、乳児型ビフィズス菌に広く分布する GH42 β-
galactosidase と類似している(221)。興味深いことに、GLNBP の活性部位は、GH42 β-galactosidase のも
のと酷似している。GLNBP のリン酸結合部位とプロトンドナーは、それぞれ GH42 β-galactosidase の
求核性触媒残基と酸塩基性触媒残基と同じ位置にある。したがって、これらのガラクトシド遊離酵素
の進化的な関係の可能性が⽰唆された。GLNBP の触媒ドメインは、リン酸の結合に伴い、(β/α)8 

barrel フォールドの⼤きな変形を伴う閉鎖運動をすることが⽰唆された。ループの変形ではなく、
(β/α)8 barrel の全体構造の変形による基質への複雑な適応は、分⼦進化のユニークな事例と⾔える。 
 B. infantis ATCC15697 株の細胞内 GH29 1,3/1,4-α-L-fucosidase AfcB は、3-フコシルおよび 4-フコシル
化された HMO を効率的に切断する(222)。AfcB の結晶構造から、HMO や他の宿主糖鎖の Lewisa およ
び Lewisx エピトープとの選択的結合に寄与する Gal 結合部位が発⾒された。AfcB は、基質認識時に
活性中⼼のループがユニークな形で動くことで、求核性触媒残基と酸塩基性触媒残基を配置する
(223)。 
 B. longum と B. bifidum は細胞外で糖鎖を分解している(224)。特に、B. bifidum は、細胞外 GH が⽣成
する HMO 分解物を共有することで、腸内細菌叢において利他的に働く(225)。例えば、B. bifidum 
JCM1254 株由来の GH95 1,2-α-L-fucosidase AfcA は、HMO や関連宿主糖鎖の α1,2-結合した Fuc を特異
的に加⽔分解する(35)。AfcA の活性ドメインは、GH65 や GH94 の反転型グリコシドホスホリラーゼ
に酷似している(40)。AfcA の活性部位には 2 つの Asp 残基が存在し、求核剤となる⽔分⼦を活性化す
ることが⽰唆されるなど、ユニークな特徴を有している。B. bifidum は、LNB 含有（タイプ 1）HMO
の分解に、lacto-N-biosidase（LnbB）という重要な細胞外酵素を持つ(226)。これは GH20に属し、LNT
の中⼼の β1,3-結合を加⽔分解して LNB と Lac を⽣産する。LnbB の構造は、通常の単糖遊離型 GH20 
exo-β-N-acetylhexosaiminidase と異なり、-2 サブサイトを有し、LNB 中の⾮還元末端側の Gal の収容を
可能にしている(112)。GlcNAc の N-アセチル基は歪んだコンフォメーションをとり、アノマーの C1
原⼦に求核攻撃をするコンホメーションをとる。これは GH20 の基質補助型機構特有である。 
 B. longum は、ヒトの成⼈・⾼齢者の腸内にも広く分布しているため、乳児の腸管内ではの特殊な
形で環境に適応している(227)。B. longum JCM 1217 の細胞外 lacto-N-biosidase（LnbX）は、GH20 の
LnbB と相同性がないため、GH136 の創設メンバーとなった(228)。LnbX は、β-helix フォールドとア
ノマー保持型機構を有する(229)。LnbX の活性部位のポケット構造は、⻑いクレフトを持つ他の β-
helix の endo 型 GH とは異なっている。LnbX の進化的起源は謎であるが、このタンパク質フォールド
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は、糖鎖結合能を持つバクテリオファージのテールスパイクタンパク質と構造的に類似性を⽰す。
LnbX は、隣接する遺伝⼦と共発現させないと活性を⽰さない。Eubacterium ramulus の lacto-N-
biosidase の相同性から、GH136 酵素はヘテロダイマーか 2 つのドメインからなる酵素として存在し、
第 2 ドメイン・サブユニットが活性部位構築に寄与する、活性ドメインに特異的なシャペロン様の機
能を持つとされている(230)。 
 腸管粘膜のムチン糖タンパク質は細菌への持続的な栄養供給源としても機能している(231)。ヒト
の宿主とムチンに付着する微⽣物叢が相互に有益な関係を築き、⻑期的な共進化が成⽴したと考えら
れている(232)。B. longum、B. bifidum、B. breve の各菌株は O-結合型ムチン糖鎖に作⽤する GH を持っ
ている(28)。これまで、3 種類のビフィズス菌ムチン分解酵素の⽴体構造が報告されている。B. 
longum JCM 1217 株由来の細胞外 GH101 endo-α-N-acetylgalactosaminidase EngBF は、Ser または Thr 残
基に α 結合した GNB ⼆糖を遊離し、LNB/GNB 経路による GNB 異化を可能にする(38)。EngBF の触媒
ドメインは、GH13 α-amylase と同様に、部分的に歪んだ(β/α)8 barrel フォールドを持っている(42)。活
性部位にある 2 つの Trp が誘導結合運動によって GNB 上に重なる(233)。2 つ⽬のムチン分解酵素は、
B. bifidum JCM 1254 株由来の GH129 α-N-acetylgalactosaminidase NagBb で、Tn 抗原から α-結合した
GalNAc を遊離する機能が明らかにされた(234)。NagBb と GH101 の触媒ドメインは類似している。
GalNAc の認識は、Ca2+と Trp のスタッキングによってなされている(162)。更にごく最近、B. bifidum 
JCM 1254 株由来の GH2 β-galactosidase BbgIII の結晶構造が発表された(41)。BbgIII は 8 つのドメイン
からなり、GH2 触媒ドメインに対する CBM32 糖鎖結合モジュールの⽅向が 2 通りあることがわかっ
た。これは、この酵素の 2 つの活性、すなわち Lac の加⽔分解と糖転移とで切り替わる際の構造のス
イッチングの可能性を⽰している。CBM32 ドメインの糖鎖結合部位が、GH2 ドメインと接触するモ
ジュールの反対側の部位にあることから、宿主細胞への定着に関与していると考えられている。 
 植物から得られる複合糖質は、離乳期に乳児の腸内細菌叢の多様性を拡⼤させる(235)。離乳期以
降、ビフィズス菌の数は減少し、代わりに植物性の難消化性糖質の利⽤菌の⽐率が増える。そんな中、
⼈間の多様な⾷⽣活は、成⼈型ビフィズス菌の、あまり⼀般的ではない植物由来の難消化性糖質に対
する独⾃の代謝経路の進化を促す。B. longum JCM 1217 株は、β-結合型アラビノフラノオリゴ糖の利
⽤をコードする遺伝⼦群を有している(236)。β-アラビノオリゴ糖は、ヒドロキシプロリンリッチ糖タ
ンパク質と呼ばれる植物細胞壁成分に存在し、植物のエキスパンシンやレクチンなどに含まれる。利
⽤系は、β-L-1,2 結合した Araf2 糖（β-Ara2）を放出する細胞外酵素 GH121 β-L-arabinobiosidase HypBA2
と、ABC トランスポーターによって内部化される 2 糖を単糖に分解する細胞内酵素 GH127 β-
arabinofuranosidase HypBA1 から構成されている(237)。GH121 HypBA2 の触媒ドメインは、いくつかの
GH ファミリーに類似した(α/α)6 barrel フォールドを有する(238)。活性部位ポケットの 3 つの酸性残基
（Glu と Asp）は触媒作⽤に必須である。GH127 HypBA1 の結晶構造から、Cys を求核性触媒残基とす
る、これまでにない cysteine glycosidase であることが判明した(239)。その触媒ドメインは典型的な
(α/α)6 barrel 構造をとっているが、触媒部位は 3 つの Cys と Glu に Zn2+が配位したユニークな構造をし
ている。Cys417 は β-L-Araf のアノマー炭素の近くに位置し、求核性触媒残基となりうることが同定さ
れた。シクロフェリトール型の阻害剤や β-L-Araf をブロモアミド修飾した阻害剤などを⽤いた詳細な
構造⽣物学的、⽣化学的機構研究(240)により、HypBA1 の共有結合型グリコシル酵素中間体の構造と
触媒反応機構が明らかにされた(241)。 
 また、他のビフィズス菌の GH の結晶構造も報告されている。B. longum KACC 91563 株の GH3 β-
glucosidase はサポニン代謝に、B. longum NCC2705 株の GH5 β-mannosidase は N-結合型糖鎖利⽤に、B. 
bifidum S17 株の GH42 β1,6-galactosidase と GH43 exo-β1,3-galactanase は⾷物に含まれる β-Gal 含有糖鎖
の分解に、それぞれ寄与している。 
 これらに加えて、本論⽂ではビフィズス菌由来の 4 つの GH の研究を通して、新たな構造⽣物学
的・酵素学的知⾒を獲得した。しかし、糖質利⽤能が驚くほど広いにもかかわらず、これらの異化経
路に関する分⼦機構的知識はまだ限られており、さらなる研究が必要であると思われる。ビフィズス
菌は「善⽟菌の代表格」として、様々な宿主、特にヒトと共⽣関係を築くことに成功している。その
ため、ビフィズス菌と宿主との興味深い分⼦共進化の歴史を明らかにするためには、タンパク質の構
造に基づくメカニズムの解読が不可⽋である。 
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補⾜―AlphaFold2に関する⾒解 
 2021 年 7 ⽉に Nature 誌にて⾼精度の構造予測プログラム AlphaFold2 が発表された(45)。AlphaFold2
は、予めトレーニングされた⼈⼯知能に MSA を解析させることで、保存残基との物理的な距離を予
想し、そこから全体構造を予測するプログラムである。GPU を搭載したコンピューター、あるいは
無料版 Google Colab などのオンラインサービスを⽤いれば、⽬的タンパク質のアミノ酸配列を⽤いて
30 分⾜らずで構造を予測することができる。これを「50 年に⼀度の歴史的なマイルストン」と呼ぶ
研究者もいる。 
 予測モデルの制度は MSA に⽤いられた配列の数に依存するが、多くの場合、分⼦置換のモデルと
して⽤いられるほど、主鎖も側鎖も実験値に近い形で正確に予測される。本博⼠論⽂で扱ったサンプ
ルにおいても AlphaFold2 の予測モデルを参考に考察した。これほど実験値に近ければ、AlphaFold2 は
私をはじめとする構造⽣物学に携わる研究者にとって恐るべき存在なのかという疑問が⽣じる。これ
は 2021 年度⽇本結晶学会若⼿の会のパネルディスカッションでも取り上げられた⼤きなトピックで
ある。 
 確かにタンパク質の構造を決定するのに数ヶ⽉から数年かかる現在、AlphaFold2 の利⽤は各分野で
コストや時間の削減に繋がる。わざわざタンパク質を結晶化し、放射線を⽤いた⾼度な回折実験を⾏
わなくても、分⼦機能について論じ、創薬について⽣物情報学的に考察ができる。 
 しかし、予測はあくまで予測である。現時点で AlphaFold2 のモデルを⽤いたドッキングに成功した
例は報告されていない。AlphaFold2 のモデルは実験値に近くても、厳密に解と同じではなく、よって
ドッキングのエネルギー安定化の計算にバイアスが⽣じるからである。私が携わっている新規酵素の
構造機能解析の研究ではリガンドがタンパク質のどのアミノ酸残基とどのように相互作⽤していくの
かという点を極め重要視している。リガンドの位置を厳密に予測できない AlphaFold2 はこういった分
野ではあまり意味をなさない。また、タンパク質の表⾯構造や電荷を重視したドラッグデザインの⼿
法でも、AlphaFold2 のモデルは実際の構造と微妙に異なるため、応⽤するには少なからずハードルが
あるだろう。さらにタンパク質の間で相互作⽤し、超分⼦複合体を形成することがある。AlphaFold2
は系統学的なタンパク質の進化に基づいたツールのため、系統学的に無関係ヘテロオリゴマーの予測
（例えば抗体やシャペロンなど）は得意ではない。 
 以上により、AlphaFold2 は精度の⾼い予測構造を作製できるものの、これまで確⽴されてきたホモ
ロジーモデリング法（Phyre2、SWISS Model、Modeller）と似たような⽋点や課題を抱えていると⾔
えるだろう。唯⼀、分⼦置換に⽤いられることが私のような構造⽣物学と主体としている研究者にと
って利点であると⾔える。これまで新規構造の決定では、重原⼦を含んだ毒物を⽤いて実験的に位相
情報を取得する必要があり、廃液による環境汚染が懸念点の⼀つになっていた。また実験作業も容易
なものではなく、⻑い時間を要する（例えば、本博⼠論⽂の第 1 部、第 1 章で取り上げた AgaBb は、
前任者が実験していた当時から構造決定するまで実に 7 年を要した）。今後は重原⼦を⽤いず、
AlphaFold2 を活⽤して構造決定する事により、解析のハイスルースプット化が⽬指せる。 
 現代の構造⽣物学者のほとんどは構造⽣物学に限定せず他分野の実験（例えば酵素学実験）も並⾏
して⾏う事によって、良質な論⽂や研究成果を⽣み出している。構造決定は研究の中間点であり、多
くの場合その先の考察に必要なデータが求められているため、構造決定に要する時間の短縮は⾮常に
有意義である。よって、AlphaFold2 は今後の構造⽣物学において有効活⽤されるであろう。 
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