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略語表

A4-β-Gal  Thermus thermophilus A4 由来β-ガラク トシダーゼ

BCB  Bacillus cereus 由 来 β-ア ミラ ー ゼ

bGA  bacterial GlucoAmyiase(細 菌 由来 グル コ ア ミラ ー ゼ)

CAZy  Carbohydrate Active enZymes(糖 質 関連 酵 素 デ ー タベ ー ス)

CBP  CelloBiose phosphorylase(セ ロ ビ オ ー ス ホ ス ホ リ ラ ー ゼ)

CDP  CeHopextrin phosphorylase(セ ロ デ キ ス ト リ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ)

CE  Carbohydrate Esterase(炭 水 化 物 エ ス テ ラー ゼ)

CgCBP  Cellvibrio gilvus 由来セ ロビオー スホス ホ リラー ゼ

CgCBP-PO4  リン酸を沈殿剤 として結晶化 したCgCBP

CgCBP-SO4  硫酸を沈殿剤 として結晶化 したCgCBP

ChBP  Vibrio proteolyticus 由来 キ トビオー スホ スホ リラーゼ

CtCBP  Clostridium thermocellum  YM4由 来セ ロ ビオー スホ スホ リラーゼ

EC-β-Gal  大腸 菌 由来β-ガラ ク トシダーゼ

ESR  Electron Spin Resonance

FOM  Figure Of Merit

Gal  ガ ラク トー ス

GH  G1ycoside Hydrolase(糖 質 加 水 分 解 酵 素)

Glc  グル コー ス

GlcN  グル コサ ミン

GlcNAc  N-ア セチル グル コサ ミン

GT  G1ycosylTransferase(糖 転 移 酵 素)

HCA  Hydrophobic Cluster Analysis

ICP  Inductive Coupled Plasma

IMAC  Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography

(固定 化金 属イ オ ンア フィニテ ィー ク ロマ トグ ラフィー)

IPTG  Isopropyl1-Thio-β-D-Galactoside

MAD  Multiple wavelength Anomalous Dispersion(多 波 長 異 常 分 散)

MalP  Lactobacillus brevis 由来 マル トー スホ スホ リラーゼ

MPD  Methyl PentanDiol

NativeA4-β-GaL  セ レノメチ オニ ン置換体 に対 して、置換 してい ないA4-β-Gal

Native ChBP  セ レノメチオ ニ ン置換体 に対 して 、置換 して いな いChBP

ONP-Gal  o-NitnoPhenvlβ-D-Galactoside

PEG  PolyEthylene Glycol

i



PL Polysaccharide Lyase(多 糖 リ ア ー ゼ)

RMSD Root Mean Square Distance

TIMバ レ ル Triose-phosphate Iso Meraseバ レ ル

TmCBP Thermotoga maritima由 来 セ ロ ビオ ー スホ ス ホ リラー ゼ

XAFS X-ray Absorption Fine Structure

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-Galactoside

Xyl キ シ ロー ス

ii
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序章 糖質 関連酵素

1.糖 質

糖 質 は核酸 、 ア ミノ酸 と並 ぶ生 体 の重 要 な構成成 分 の一つ で あ る。糖 質

はCn(H2O)mの 一般式 で表 され る。糖 質 には単体 で ある単糖 、これ らの数個(2～10)

の縮 合 体で あ るオ リゴ糖 、 さ らに多数 の単糖 か らな る多糖 が ある。 単糖 は不斉

炭 素原子 を持 つ た め多 くの異性 体 が存在 す る。 また環 状構 造 を形成 す るた め、

α-アノマー とβ-アノマー の異 性体 が存在す る(図1)。 多糖 に は構成糖 の種 類 の違

い 、構成糖 間の結合 様式 の違 い、重 合度 の違 いな どに よ り、極 めて 多種 類 の も

の があ る。 糖質 の生 体 内にお け る主な役割 は生物 の骨 格 形成 、エネル ギーの貯

蔵 ・代謝 、細 胞認識 な どで ある。

2.糖 質の役 割

骨格

糖質 の役 割 の一つ は、植 物 の細 胞壁 グ リカ ンに代 表 され る骨格 の形 成 で

ある。 グル コー ス・キシ ロー スがβ-1,4結合 で重合 したセ ル ロース ・キシ ランをは

じめ、 マ ンノー スを主成 分 とす るマ ンナ ン、N-ア セチ ル グル コサ ミン ・グル コ

サ ミンが重 合 した キチ ン、 キ トサ ンな どが あ る。 セル ロー スは地球 上で最 も多

い糖質 で、植物 体 の約1/3を 占めてい る。

エネルギーの貯 蔵 ・代 謝通 貨

嫌 気性 ・好気性 を問わず 、ほ とん どの生物 は解糖 に よるグル コー スの酸 化

に よ り、 エネル ギー(ATP)を 合成 す る。 解糖 系 は グル コー ス を出発 物質 として 、

グル コース-6-リ ン酸 、 フル ク トー ス-6-リ ン酸 、 フル ク トー ス-1,6-ビ ス リン酸 を

経 てATPを 生成 しつつ ピル ビン酸 にい た る。 また多 くの生物 は、解糖 系 の逆 反

応 で あ る糖新 生反応 で、 オキサ ロ酢酸 か らグル コー ス を生成 し、 グル コー スが

α-1,4結 合 、α-1,6結 合 で重 合 した グ リコー ゲ ンや デ ンプ ンの形態 でエネル ギー

を貯蔵 してい る。

複 合糖 質

糖質 は タ ンパ ク質 や脂質 と共 有結合 で結 び つ いて複 合糖質 を形成 す る。

複 合糖 質 は、細胞 表 面で各種抗原 決定基 群 を形 成す るほか、細胞 間相互 作用や 、

細胞 の環境 因子認 識 におい て重要 な役 割 を持つ と考 え られ てい る。 近年 、 医療

分野 を 中心 に、複 合糖 質 の機 能 に注 目 した薬 品 ・食 品 の 開発 が注 目され て い る。

3.糖 質構 造 の多様性

糖 質 は核 酸 や タンパ ク質 と異 な り、多様 な構 造 が形成 され る。 例 え ば、
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序章 糖質 関連酵 素

ガ ラク トー ス とグル コー スが重 合 した 二糖 の場合 、ガ ラク トー ス は グル コー ス

のO2、O3、O4、O6位 に結合 で きる こ とか ら
、4つ の異性 体構造 の可能性 が あ

る。また 、ガ ラク トー スはα-ア ノマー とβ-アノマー の2種 の立体配 置 を とるため
、

異性 体 の可能 性 は8つ にな る。 さらに 、ガ ラク トースは フ ラノー ス型 、 ピラノ
ー ス型 とな り得 るので

、異性体 の可 能性 は全部 で16に な る。三糖以 上 にな る と、

分 岐構 造 を形成 し うるため 、鎖長 が長 くな る と、異性 体 の数 は幾何級 数 的 に増

加 す る。

4.糖 質 の合 成

有機合成

糖質は多種多様かっ複雑な構造 を持っため、DNAや ペプチ ドのよ うに、
目的生成物 をデザイ ンし、簡単かっ高収率に合成できる方法は存在 しない。糖
質 の一部 は有機 的に合成す ることが可能である。 しか し、有機 的な糖質合成の

多 くは、 目的糖質の合成のために多段階の実験操作を必要 とし、収率 も高 くな
いため、実用的な合成法 としては不向きである。また医薬利用、食品利用を 目

指 した糖質合成 では、触媒 として金属や有機溶媒を用いる合成法は好 ま しくな

い 。

酵素合成
一般的な糖質合成法は

、酵素を用いた方法である。図2に 糖質の代謝を

示 した。酵素法による糖質合成 の利点は、複雑 な操作を必要 としない反応制御
の容易 さと、目的生成物を高収率で合成 できる反応特異性の高 さである

。近年、
様 々な糖質合成能を持つ酵素の探索が注 目され、多 くの研究機 関が糖質の分解 、

合成に関わる酵素(糖質関連酵素)を探索 している。

5.糖 質関連酵素

糖 質 に作 用す る酵素 は古 細 菌 か ら哺乳類 に至 るまで全 ての 生物 が保 持 し

てお り、 その数 は数万種類 に上 る。B.Henrissatら は、糖質 関連 酵 素 を以 下 の4

つ の ク ラス に分類 した(表1)[1-6] 。

糖 質加 水 分解 酵素(EC32.1.-)

糖 質加 水 分解酵 素(Glycoside Hydrolase;以 下GHと 表記す る)は 、糖-糖 間 の

グ リコシ ド結合 、または糖-非 糖 間 の グ リコシ ド結合 を加 水分解 す る(図3)
。12000

以上 の遺伝 子 が分類 され る糖 質 関連酵 素最 大 の クラスで ある。

GHの 反応 は、反応 系 に多 量 に存在 す る水 のために、分解方 向 の不 可逆 反
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序章 糖質関連酵素

応 であ るものが多 い。GHの うち、逆反応 の糖 質合成 反応 を触媒す るものを トラ

ンスグ リコシダーゼ と呼ぶ。糖転移酵 素(グ リコシル トランスフェ ラーゼ)と の違

いは、反応 に リン酸や核 酸 ではな く、水分子 が 関与 してい る点 であ る。

糖 転 移 酵 素(EC2.4.x.y)

糖 供 与体 の糖 を特 異的 な糖受容 体 に転移 し、新 た な グ リコシ ド結合 を作

り出す酵 素 を糖 転移酵 素(GlycosylTransferase;以 下GTと 表 記す る)と 呼ぶ(図4)。

約10000種 類 の遺 伝子 が分類 され ている。糖 供与 体 は、糖-リ ン酸 、糖-ヌ ク レオ

チ ドの高エ ネル ギー リン酸結 合 を持 っ糖 リン酸化 合物 で、全 てα-アノマー構 造

(axial結 合)を 持 っ。GTの 反 応 は、 この高エネル ギー結 合 のた め、合成方 向の不

可逆反応 とな る。

GTの 糖 供与 体 は、単糖 の リン酸化合物 で あ る。二糖 また はオ リゴ糖 を転

移 す る もの は、 トラ ンス グ リコシダーゼ と して扱 われ る。

多糖 リアー ゼ(EC4.2.2.-)

多糖 リアー ゼ(polysaccharide Lyase;以 下PLと 表記 す る)は 、糖鎖 をβ-脱離

機 構 で分解 し、新 たに で きた非還 元末端 に二 重結合 を導入 す る(図5)。

炭水化物エステラーゼ

炭水 化物 エ ス テ ラーゼ(Carbohydrate Esterase;以 下CEと 表 記す る)は 、O-

アセ チル基 、 またはN-ア セ チル基 を脱 離す る反応 を触 媒す る(図6)。

以上4つ のク ラスの うち、本研 究 は、主に糖 質 の合成 ・分解 に関わ るGH、GTを

対象 とした。

6.糖 質関連酵素のアミノ酸配列に基づく分類

ファミリー分 類

GH、GTの 酵 素 は 、IUB-MB(Intemational Union of Biochemistry and

Molecular Biology)に よ る酵 素 命 名 法 に従 っ て命 名 され て い る(例;α-ア ミラー ゼ 、

β-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ 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 特 徴 を反 映 して い な い。 そ の た め 、B.Henrissatら は 、

糖 質 関連 酵 素 を ア ミノ酸 配 列 に 基 づ い て"フ ァ ミ リー"に 分 類 した[1-6]。 この 分 類

法 に よ り同 一 フ ァ ミ リー に 分 類 され る 酵 素 は 、 以 下 の よ うな 特 徴 が あ る と考 え

られ る。

・同一 ファ ミリー に分類 され る酵素 は
、 同様 の 立体構 造 を持 つ。

・同一 フ ァ ミ リー に分類 され る酵素 は
、進化 的 に関連 が あ る。
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序章 糖質関連酵素

・同 一 フ ァ ミリー に分類 され る酵 素 は、同様の反応機構を示す。

GHの ファミリー分 類

GHはGH-1か らGH-99ま で の フ ァ ミ リー に 分類 され て い る(2005年1月

現 在)。 こ の うち 、GH-21、GH-40、GH-41、GH-60は 、一 度 酵 素 が 分 類 され た も

の の 、他 の フ ァ ミ リー と の 関 連 が 明 らか に な り再 分 類 され た こ とか ら
、 欠 番 と

な っ て い る。

GTの ファミリー分類

GTはGT-1か らGT-77ま での フ ァ ミリーに分類 されて い る(2005年1月 現

在)。 この うちGT-36は 、本研 究の結 果か らGH酵 素 との進 化的 ・機 能 的関連 が明

らか にな り、GHに 再分類 され たた め欠番 とな った(第2章) 。

7.GH、GTの 反 応 機 構

GHとGTは 、基質 と生成物 のア ノマ ーの 関係 か ら、ア ノマー保持型 、反

転 型 に分 類 され る。 これ らの反応 は 、以下 の よ うに一般 化 され た反 応機 構 で説

明 され る[7,8]。

アノマー 保持 型の 反応機構(図7)

GH、GTい ずれ も2つ の酸性残 基が それ ぞれ 酸/塩 基 触媒 、求核性触 媒残

基 として働 く。 ア ノマー保 持型機 構 の反応機構 は、

1.求 核性 触媒 に よるグ リコシ ド結 合 の攻 撃 、酸触媒 によ るプ ロ トンの供 与 が起

こる。

2.求 核性 触 媒 と糖 が共有 結合 を形成 す るア シル酵 素 中間体構造 がで きる。

3.塩 基 触媒 が脱 プ ロ トン化す るこ とで活 性化 した分 子(GHの 場合 は水分 子、GT

の場合 は糖 鎖)が アシル酵 素 中間体 に対 し求核攻 撃す る。

4.糖 が解離 し反応 が完了す る。

ア ノマー 保 持 型 の反 応機 構 は、 二 回 の 求 核攻 撃 が起 こるた め、Double

Displacement機 構 とも呼 ばれ る。

GHで は糖 アナ ログであ る2-F-グ リコシ ド化 合物 を用い たアシル酵素 中 間

体 のX線 結晶 構造解 析や 、質量分 析 の結果 か ら、ア シル酵 素 中間体 の存在 が証

明 され た[9,10]。

アノマー反 転型 の反 応機構(図8)

GH、GTい ずれ も2つ の酸性残 基 がそれ ぞれ一般 酸触媒 、一般塩 基触媒

5



序 章 糖 質関連酵素

として働 く。 ア ノマー反転 型 の反応機 構 は、

1.グ リコシ ド結 合 に対 し、一般酸 触媒 がプ ロ トンを供与 、一般 塩基 触媒 に よ る

脱 プ ロ トン化で活性化 した分子(GHの 場合 は水分子 、GTの 場合 は糖鎖)が 求核

攻 撃す る。

2.糖 は、オキ ソカルボ ニ ウムイオ ン と呼 ばれ る中間体構 造 を経 て、ア ノマーが

反転す る。

ア ノマ ー反 転型 の反 応 機 構 は 、一 回 の置 換 で反 応 が 進 む た め、Single

Dispiacement機 構 とも呼 ばれ る。

本研 究 では、一般 塩基 触媒 が な くとも、活性 化状 態 にあ るイオ ン(リ ン酸)

が直接 オ キ ソカル ボニ ウムイオ ン中間体 を攻撃 す る加 リン酸 分解 の反応機 構 を

明 らか に した(第2章)。

その他の反応機 構

立体構造 の解 明や 反応 特異性 の解析 か ら、上記 の2種 の反応 機構 で は説

明 できない反応機構 が存 在す る。

・GH-18(図9)

GH-18はN-ア セチル グル コサ ミン(GlcNAc)の ポ リ多糖 ・キチ ンに作用す

るキチナー ゼが分類 され る。 この ファ ミ リー に分類 され る酵 素 はア ノマー保 持

型 の反応機 構 を示 すが 、基 質 のアセ トア ミ ド基が触 媒反 応 に関与す る機 構 が提

唱 され てい る[11]。

・GH-38

GH-38は α-マ ンノシ ダー ゼ が分類 され る。 この フ ァ ミ リー の触 媒反応 に

は金属 イオ ンの存在 が必 須 で あ る[12]。

・GT-35

GT-35は グ リコー ゲ ンホ スホ リラーゼ が分類 され る。その反応 機構 は ピ リ

ドキサル リン酸 が関与す る(第2章 、図2-3)[13-16]。

この他、 上記 の反応機構 では説 明す る ことがで きない フ ァ ミ リー は、GH-4、19,

23,24,43,47,48,67,88な どが あ る。また 、GTの 反 応機 構 は、立体構 造情 報 も少

な く、未知 な部分 が多い。

8.糖 質関連 酵素の構造 と分 類
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近 年多 くのGH、GTフ ァ ミリー の立体構 造が 明 らか にな って きた。 その

結 果 、異 な る機 能 を持 つ フ ァ ミ リー間 の分子 進 化的 な 関連が 明 らか にな って き

た。

GHの 構 造 分類(Clan)

GH-1～99か ら欠番 の4つ の ファ ミ リー を除 く95のGHフ ァ ミリー の うち、

約50の フ ァ ミリーで立 体構 造が 明 らか にな ってい る。GH酵 素 の フォール ドは

TIMバ レル フォール ドが最 も多 いが、その他 に もJelly rollフォール ド、(α/α)6バレ

ル フォール ドな ど多様 な フォー ル ドが見 られ る(図10) 。しか し、フォール ドの種

類 は ア ミノ酸配 列 ほ どの多様 性 を示 さず 、い くつ か の ファ ミリー で共通 の フォ
ール ドを持 つ こ とが分 か って きた

。 これ ら共通 の フォー ル ドに基 づ いた分 類 を
"Clan"と 呼ぶ

。ClanはGH-Aか らGH-Nに 分類 され る(表2)。 同一Clanに 分類 され る

もの は、

・同 じフォール ドの触媒 ドメイ ンを もつ
。

・反応機 構 が 同 じであ る。

・作用 す る基 質 の グ リコシ ド結合 が 同 じであ る
。

・触 媒残 基 が同 じで ある
。

・触 媒残 基 の位 置 が立体構 造上
、 ま たア ミノ酸配列 上同 じであ る。

例 え ば 、GH最 大 のClanで あ るClan GH-Aは

・触媒 ドメイ ンはTIMバ レル フォール ドを持 つ
。

・反応機 構 はア ノマー保 持型 で あ る
。

・いずれ もβ-グリコシ ド結 合 に作用す る
。

・触 媒残 基 は2つ の グル タ ミン酸 で あ る
。

・触媒 残基 はTIMバ レル フォール ドを形成 す る4番 目と7番 目のβ-シ ー ト

のC末 端 にあ る。

同一Clanに 分類 され るフ ァ ミリー は分子進 化 的 に関連 のあ るファ ミ リー で ある

と考 え られ る[3,17]。

GTの 構造 とClan分 類

77のGTフ ァ ミリーの うち約20の フ ァ ミ リー の立体構造が 明 らか にな っ

てい る。 これ らの フ ァ ミリーの フォー ル ドは、GHほ ど多様性 を示 さず 、全 て

GT-Aま たはGT-Bど ち らか の フォール ドを持 って い る(図11)
。GT-A、GT-Bフ

ォール ドで あ る こ と とア ノマー保 持 型 、反転 型 で あ る こ とは関係 ない。構 造 予

測 の結 果 か ら、GT酵 素 ファ ミ リーの うち、少 な くとも半分 はGT-Aま た はGT-B

の フォール ドを持つ と考 え られ てい る[18]。

GTも ま た 、立 体 構 造 に基 づ い てClanに 分 類 され る。GTのClanは 、GT-A-

GT-Bの フ ォ ー ル ド、ア ノマ ー 反 転 型 ・保 持 型 で 区 別 され 、4つ のClan(ClanI～IV)
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に分類 され る(図12)[5]。

9.糖 質 関連酵 素データベースCAZy

糖質関連酵素のア ミノ酸配列 に基づいたファミリー分類、構造に基づい

たClan分 類 は 、B.Henrissat博 士 ら が 管 理 す る デ ー タベ ー スCAZy(Carbohvdrate

Active enZymes)で 取 り ま と め ら れ て い る(http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/)[4]。

10.糖 質関連酵素の構造解析の意義

近年、立体構造の決定や構造予測により、全 く異 なる機能 を有す るファ

ミリー間で、立体構造の相同性が見出 されてきた。そのため構造未知 ファ ミリ

ーの立体構造を解明す ることは、そのファミリー内の酵素のみな らず 、類似構

造 を有す る多 くのファミリー に対 しても分子進化、触媒反応、基質認識機構な

どの新たな構造的知見を与えることが期待 されている。特に機能的に有用な酵

素は、タンパク質工学的手法による酵素の改良、応用 のために立体構造の情報

は必要不可欠であ り、その解明が期待 されている。

本研究は、構造未知の糖質関連酵素ファミリー
・GH-42に 分類 され る耐熱性β-ガラク トシダーゼ(第1章)

・GT-36に分類 され る加 リン酸分解酵素(第2 、3章)

を対象 としてX線 結晶構造解析 を行い、触媒機構、基質特異性 に関する構造的

知見の獲得 を目指 した。

8



(2005年1月 現在 )

表1  糖質関連酵素の分類
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表
2 

GH
の
Cl
an
分

類
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図1 単糖 の構 造(図 は α-ガラク トピラ ノー ス)。

本研 究で は各原子 を下線 で示 した名称 で表 記す る。
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図2 糖 質 の代 謝

(1)糖 加 水 分 解 酵 素(GH)

(2)キ ナ ー ゼ

(3)ホ ス フ ァ ター ゼ

(4)ピ ロホ ス ホ リラー ゼ

(ピ ロホ ス ホ リラーゼ で合 成 され る糖-ヌ ク レオ チ ドは 、 グル
コー ス-、 マ ン ノー ス-、N-ア セ チ ル グル コサ ミン-ヌ ク レオ

チ ドな どに限 られ る)

(5)エ ピメ ラー ゼ ・脱 水 素 酵 素 ・脱 炭 酸酵 素 な ど

(6)糖 転移 酵 素(GT)

(7)加 リン酸分 解 酵 素
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図3 糖質加水分解酵素(GH)の 反応
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図4 糖 転移 酵素(GT)の 反応
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図5 多糖 リアー ゼ(PL)の 反 応
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図6 炭 水化 物 エ ステ ラー ゼ(CE)の 反 応
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図7 ア ノマ ー保 持 型 機 構 。

GHはR'=H。

GTはR=ヌ ク レ オ チ ド/リ ン 酸 、R'=糖 。
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図8 ア ノマ ー 反 転 型 機 構 。

GHはR'=H。

GTはR=ヌ ク レオ チ ド/リ ン酸 、R'=糖 。
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図9 糖 質 関 連 酵 素 の特殊 な反 応機 構 の例 。GH-18キ チ ナ ー ゼ は

2位 の アセ トア ミ ド基 が触 媒 反 応 に 関与 す る([16]よ り抜 粋) 。
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図10 GHの 多 様 な フォ ール ド
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図11 GTに 見 られ る フ ォ ー ル ドGT-A(上 段)とGT-B(下 段)
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図12 GTのClan分 類[5]
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