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略語

abf1:シ グナル 配列 を含 んだAkAbf54遺 伝子

abf2:シ グナ ル配 列 を除 いたAkAbf54遺 伝子

AkAbf51:Aspergillus kawachii IFO4308株 由 来 の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼA

AkAbf54:Aspergillus kawachii IFO4308株 由 来 の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼB

Ara:ア ラビ ノー ス

Araf1:触 媒 ドメイ ンの活 性 中心 に結 合 した ア ラ ビノース

Araf2:ア ラビ ノー ス結 合 ドメイ ンβサ ブ ドメイ ンポ ケ ッ トに結合 した ア ラビ ノー ス

Araf3:ア ラビ ノー ス結 合 ドメイ ンγサ ブ ドメイ ンポ ケ ッ トに結 合 した ア ラビノース

AkCBM42:AkAbf54の 持 つCBM42に 属 す る ア ラ ビ ノ ー ス 結 合 ドメ イ ン

AwAbfA:Aspergillus awamori IFO4033株 由 来 の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼA

AwAbfB:Aspergillus awamori IFO4033株 由 来 の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼB

AXX:ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル-α-1,2-キ シ ロ ビ オ ー ス

BCA:Bicinchoninic Acid

BL:Beam Line

BMGH:Buffered Minimal Glycerol Histidine、 酵 母 用 前 培 養 培 地

BMMH:Buffered Minimal Methanol Histidine、 酵 母 用 本 培 養 培 地

BSA:Bovine Serum Albumin

CAZy:Carbohydrate Active enZymes、 糖 質 関 連 デ ー タ ベ ー ス

CBM:Carbohydrate-Binding Module、 糖 質 結 合 ドメ イ ン

CE:Carbohydrate Esterase、 糖 質 エ ス テ ラ ー ゼ

CNS:Crystallography & NMR System

DM:Density Modification

EMTS:Ethyl Mercurithiosalicylate(Thimerosal),C9H9HgO2SNa

EndoH:Endoglycosidase H

FPLC:Fast Protein Liquid Chromatograph

GH:Glycosyl Hydrolase、 糖 質 加 水 分 解 酵 素

GsAbfA:Geobacillus stearothermophilus T-6株 由 来 の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼA

GT:Glycosyl Transferase、 糖 転 移 酵 素

HPAEC-PAD:High Performance Anion Exchange Column Pulsed Amperometoric Detection

HPLC:High Performance Liquid Chromatograph

lPTG :Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside

lTC :Isothermal Titration Calorimetry、 等 温 滴 定 カ ロ リ メ ト リ ー

lUB-MB:International Union of Biochemistry and Molecular Biology

LB:Luria-Bert2ni
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MAD:Multiple wavelength Anomalous Dispersion、 多 波 長 異 常 分 散 法

MIR:Multiple Isomorphous Replacement、 重 原 子 同 型 置 換 法

NAG:N-ア セ チ ル グル コサ ミ ン

ORF:Open Reading Frame

PAS:Periodic Acid-Schiff base、 過 ヨ ウ 素 酸 ・シ ッ フ 塩 基

PCMB:p-Chloromercuribenzoic acid,C7H5CIHgO2

PDB:Protein Data Bank

PEG:ポ リエチ レ ング リコー ル

PEG-MME:ポ リエチ レング リコー ルモ ノメチ ルエ ー テル

PF:Photon Factory、 シ ンク ロ トロ ン放射光 実験 施設(茨 城県 つ くば市)

PF-AR:Photon Factory-Advanced Ring、 シ ン ク ロ ト ロ ン 放 射 光 実 験 施 設

PL:Polysaccharide Lyase、 多 糖 リ ア ー ゼ

pNPAF:p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド

RMSD:Root Mean Square Diviation

RTB:Ricin Toxin B-chain

SDS-PAGE:SDSポ リアク リル アミ ド電 気泳 動

SPring-8:高 輝 度光 科 学研 究セ ンター(兵 庫県 西播 磨)

Xyl:キ シ ロ ー ス

YPD:Yeast Peptone Dextrose
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第1章 序論
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1-A 糖質と糖質加水分解酵素

1-A-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、単糖が2分 子か ら20分 子程度結合 したオ 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1-1)。 五員環の物 をフラノース、六員環の物をピラノースと呼ぶ。基本的に糖の種類に

よって フラノース とピラノースの割合が異なる(表1-2)。 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。

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。細胞壁 を

構成する糖質は、後で詳 しく記述す るが、グルコースがβ-1,4結合で重合 したセル ロース、

キシロースがβ-1,4結合で重合 したキシランをは 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。

エネルギーの貯蔵 ・代謝通 貨

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、ATPを 生成 しつつ ピル ビン酸 にいたる。真核生物

は、ピルビン酸 をアセチルCoAに 変換 し、ミ トコン ドリアでのTCA回 路によ り代謝 し、エ

ネルギーを生産する。

植 物 はエネ ルギ ー をデ ン プ ンの 形で貯蔵 す る。 ア ミ ロー スは 、グル コー スがα-1,4結 合で

直鎖状 に重合 した もので あ る。ア ミ ロペ クチ ンは、α-1,4結 合 のほか にα-1,6結 合 で分岐 して

重 合 した もの で ある。動 物 はエネ ルギ ー をグ リコーゲ ンの形で貯 蔵す る。グ リコー ゲ ンは、

ア ミ ロペ クチ ンと似た構 造 をとるが 、分岐 の割 合 が異な る。

糖鎖

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。タンパク質のア

スパラギ ンの側鎖の窒素原子に結合するものをN型 糖鎖、タンパク質のセ リンまたはスレ

オニ ン側鎖の水酸基に結合す るものをO型 糖鎖、炭化水素鎖が結合 した ものを糖脂質 と呼

ぶ。糖鎖は、重要な蛋 白質のほとん どに関連 し、生体 内の多様性を担い、生理活性を調節

す る存在である。例 えば、細胞表面にお いて各種抗原決定基群 を形成する。 また、細胞間

相互作用や細胞の環境因子認識な ど重要な役割を果たす。 この糖鎖に結合す るタンパク質

が レクチ ンである。
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1-A-2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、キシロースとア

ラビノースが重合 した二糖の場合、アラビノースはキシロースのO2、O3、O4位 に結合で

きることから、3つ の異性体構造の可能性がある。また、アラビノースは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6つ になる。さらに、アラビノー

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12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。

1-A-3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。Henrissatら は、糖質関連酵素を以下のクラス に分類 した[1-1](表1-3)。

糖 質 加 水 分 解 酵 素(EC3.2.1.*)(EC2.4.*.*)

糖質加水分解酵素(GH)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1-4A)。12,000以 上の遺伝子が分類 されてお り、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応であるものが

多 い。ただ、逆反応の糖質合成反応を触媒する もの もあ り、 トランスグリコシダーゼと呼

ぶ。

糖 転 移 酵 素(EC2.4.*.*)

糖 転移酵素(GT)は 、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(図1-4B)。 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

結合を持つ糖 リン酸化合物で、全てα-アノマー構造(axial結 合)を 持つ。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。

多 糖 リ ア ー ゼ(EC4.2.2.*)

多糖 リアーゼ(PL)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1-4C)。

炭 水 化物エ ス テラー ゼ(EC3.1.1.*)炭 水 化 物エ ステ ラーゼ(CE)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1-4D)。

糖 質結 合 ドメイ ン(NOT enzyme)
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これ は、酵素ではないが、糖質結合 ドメイ ンについて も分類がされている。 これについ

て は1-B-3で 後 述 す る 。

1-A-4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

糖 質 関連 酵素 は、IUB-MB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、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[1-1]。 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。

・ 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。

ただ し、酵素の基質特異性は反映 していない。そのため、同 じファミリー内にいろんな

基質特異性を持っ酵素が含 まれ る。例 えば、GH5に は、エ ン ドグルカナーゼだけではなく、

キシラナーゼ、マンナナーゼ、セ ロビオヒ ドロラーゼな どが含 まれている。

糖質関連酵素データベースCAZy (表1-3)

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 は、Henrissatら が 管理 す るデー

タ ベ ー スCAZyで 取 り ま と め ら れ て い る[1-1](http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/)。

GHの フ ァミ リー分類(表1-5)

GHは 、GH1か らGH104ま で の フ ァミ リー に分 類 され て いる(2005年12月 現 在)。 この

うち、GH21、GH40、GH41、GH60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。 また 、GH69は 、PL16

に再分類 され た た め欠番 とな った 。

GTの フ ァミ リー分類

GTはGT1か らGT79ま で の フ ァミ リー に分類 されて い る(2005年12月 現 在)。 この うち

GT36は 、GH94に 再分類 され たた め欠番 とな った 。

PLの フ ァミ リー分類

PLはPL1か らPL18ま で の フ ァミ リー に分 類 され て い る(2005年12月 現在)。

CEの フ ァミ リー分 類
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CEはCE1か らCE14ま での ファ ミ リー に分類 されて いる(2005年12月 現 在)。

1-A-5GHの 反応機 構

GH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[1-2,3]。GHが 、 どち らの

反 応機 構 に属す るか は、 生成物 の ア ノマ ーで 判断す る(図1-6)。

アノマー保持型の反応機構 (図1-6)

GH酵 素は、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) 塩基性触媒が脱 プロ トン化す ることで活性化 した水分子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[1-4,5]。

アノマー反転型の反応機構 (図1-6)

GH酵 素は、2つ の酸性残基がそれぞれ一般酸触媒、一般塩基性触媒 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、一般塩基性触媒による脱プロ

トン化で活性化 した水分子が求核攻撃する。

(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 Displacement機 構 と

も呼 ばれ る。

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。GH4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 、NAD+

と二価 金 属(Mn2+)が 反 応 に関 わ る[1-6]。GH18,20,56,84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[1-7]。 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、GH19,23,24,
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33,34,38,43,47,48,67,83,88な ど が あ る 。

1-A-6GHの 構 造 と分類

近年多 くのGHフ ァミリーの立体構造が明らかになってきた。

GHの 構造分類(ク ラン)

GH1～104か ら欠番 の5つ の ファ ミ リー を除 く99のGHフ ァミ リー の うち、約60の フ ァ

ミ リーで 立体構 造 が明 らかにな って い る(表1-5A)。GH酵 素 の フ ォール ドは(β/α)8バ レル

(TIMバ レル)フ ォール ド、β-jelly roll(β-サ ン ドイ ッチ)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1-7)。 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 って い る。 これ ら共

通 の フ ォール ドに基づ いた分 類 を"ク ラン"と 呼ぶ。ク ラ ンはGH-Aか らGH-Nに 分類 され る

(表1-5B)。 同一 ク ラ ンに分類 され る フ ァミ リー は進化 的 に関連 のあ る フ ァミ リーで あ る と考

え られ る[1-8]。

同一クランに分類され るものは、以下のよ うな条件がある。

・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。

1-A-7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。

1-B細 胞壁の構成成分 とその分解酵素

1-B-1植 物細胞壁の構成成分

植物の細胞壁は強固な繊維質であ り、様々な構成糖質 と複雑な側鎖構造を持っている。

植物の細胞壁の構成成分 として、セル ロース、ヘミセル ロース、ペクチ ン、 リグニ ンな ど
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が あ る[1-9]。

セル ロース(図1-8)

セ ル ロー スは 、 グル コース がβ-1,4結 合で 多数重 合 した もので あ り、単純 な構造 を とって

いる。セルロース分子の形状は水素結合 によるシー ト状 になってお り、セル ロース36本 が

まとま って、 セル ロー ス微 少繊維 を構 成 す る[1-10]。 結 晶性 の部分 と非結 晶性 アモ ロフ ァス

な部分がある。細胞壁の基本骨格 を構成する。植物の細胞壁で最 も含まれて いる。

ヘ ミセル ロー ス

ヘ ミセル ロースは、セル ロースとペクチ ン系多糖 を除 く陸上植物細胞壁を構成する多糖

類 と定義 されて いる。セルロースと水素結合、 リグニ ンと共有結合な どを形成 し、細胞壁

を補強する役割 をしている。植物の細胞壁で2番 目に多 く含まれている。骨格 とな る主鎖

の糖に側鎖の糖な どが結合 した構造を してお り、た とえば、キ シロースを基本骨格 とす る

キシラン、マ ンノースを基本骨格 とす るマ ンナ ンな どがある。構成する糖が多様であ り、

結 合様 式 も複雑 で あ る[1-11]。

・キ シ ラ ン(図1 -8
,9)

キシランは、イネ科植物や広葉樹な どに多 く含 まれる。キシロースがβ-1,4結合 したキシ

ラン主鎖にアラビノース側鎖が結合 した構造 をとる。さらに、側鎖アラビノースの一部 に

フェル ラ酸が結合 している。フェルラ酸同士が結合 して架橋 しているもの もある。そのほ

か にもグル クロン酸やアセチル基な どが結合 している。植物の種類によりアラビノース含

量が異な り、アラビノース側鎖を多 く含む ものをアラビノキシランという。

・キ シ ログル カ ン(図1-8)

キ シ ログル カ ンは、双 子葉 植物 に多 く含 まれ る。 グル コー スがβ-1,4結 合 した グル カ ン主

鎖 に対 して 、α-1,6結 合 のキ シ ロース側 鎖 が高頻 度 に結 合 して い る。 キ シ ロー ス側鎖 にガ ラ

ク トー スが β-1,2結 合 して いる場合 もある。

・マ ン ナ ン(図1-8)

マ ンナ ンは、 こん にゃ くや 針葉樹 に多 く含 まれ る。マ ンノー スがβ-1,4結 合 した主 鎖 を持

つ ものを基本構造 とする。主鎖 にグルコースが入って いるものをグル コマンナンという。

α-1,6結 合 で ガ ラク トース が側鎖 と して結 合 して い る もの を ガラク ト(グル コ)マ ンナ ンとい

う。アセチル基が側鎖 についている ものは、水に溶けやす くなる。

ペクチ ン

ペ クチ ンは 、 主 に植 物 の葉 、 茎 、果 実 に含 まれ る。 ホ モガ ラ クツ ロ ン、 ラム ノガ ラク ツ
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ロンI、 ラム ノガ ラク ツ ロンIIが ある。

・ホ モ ガ ラクツ ロナ ン

ホモガラクツロナンは、最 も主 とな る構造であ り、ガラクツ ロン酸のみの連続 したα-1,4-

結合。 ガラクツロン酸のカルボキ シル基へ のメチルエステル化や水酸基へのアセチル化が

存在 し、構造 に変化をもた らして いる。

・ラム ノガ ラクツ ロナ ンI(図1 -8)

ラム ノガ ラクツ ロナ ンIは 、ガ ラクツ ロ ン酸 とラム ノー スのα-1,4/1,2-結合の繰 り返 し構造

を とる 。ラム ノース か らは ガ ラク タ ン(ガ ラク トー スが β-1,4結 合 した主鎖)、ア ラビナ ン(ア

ラビ ノースがα-1,5結 合 した 主鎖 にα-1,2結 合やα-1,3結 合で側 鎖が 分岐 した構 造 を とる)が

分岐 して いる。

・ラム ノ ガラク ツ ロナ ンII

ラム ノガ ラク ツ ロナ ンIIは 、約30の 糖 か らな る複雑 な構 造 を とる。 ガ ラクツ ロ ン酸、 ラ

ム ノース に加 え、 ア ピオー スや メチル エ ーテル 化 した グル ク ロン酸 や フコー スな どを含 む。

リグニン

リグニ ンは、不規則な芳香族ポ リマーである。セルロース、ヘミセル ロースの間に存在

し、それ らを接着剤のような感 じで結びつける役割を している。

1-B-2細 胞壁 分解 酵 素

細胞壁を分解す る酵素群は、非常に多様性に富んでいる。セルロース分解酵素とヘミセ

ル ロース分解酵素は、1-A-4で 述べた糖質関連酵素に属す る。

エ ン ド型とエキソ型

酵素の作用様式として、エ ンド型 とエキソ型の2つ の酵素が知 られている。エン ド型は、

基質の鎖 をランダムに切断するタイプであ り、エキソ型 とは端 のほうか ら順 に切断す るタ

イプである。

非還元末端型 と還元末端型(図1-9)

糖鎖には、還元末端 と非還元末端 がある。還元末端は、糖のO1が 露出 しているものであ

る。非還元末端は、糖のO1が 隣の糖に結合 してお り、露出 していな いものを言う。分岐が

ないセル ロース鎖は、還元末端 と非還元末端の数は1で 同じとな る。 しか し、分岐するヘ

ミセルロース鎖 は、還元末端の数が1に 対 し、非還元末端の数は飛躍的に多 くなる。側鎖
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に結合 して いる糖の末端は全て非還元末端である。 このため、エキソ型のヘミセル ロース

分解酵素は非還元末端 に作用する ものがほとんどである。

セル ロース分解酵素

セル ロース 分解 には、 主 に三種 類 の酵 素が 関わ る[1-12]。

・エ ン ドグ ル カ ナ ー ゼ(EC3 .2.1.4)

セ ル ロー ス鎖 を ラ ンダ ム に切断す る エ ン ド型加水 分解 酵素 で ある。図1-10の よ うに、非

結 晶 のセ ル ロー ス部分 に働 く。活 性 中心 が ク レフ ト型 にな って いる ものが多 い。 キ シログ

ル カ ン もセル ロース と同 じβ-1,4グ ル カ ン主鎖 を持 つた め、キ シログル カ ン も分解 で きるエ

ン ドグル カナ ーゼ が多 く存 在す る。GH5,6,7,8,9,12,44,45,48,51,61 ,74に 分類 され て い

る。

・セ ロ ビ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ(EC3
.2.1.91)

端 か ら2糖 ず つ切 断す るエ キ ソ型 の加水 分解 酵素 であ る。 図1-10の よ うに、エ ン ドグル

カ ナー ゼ によ って 生 じた切 断点 に作 用 し,セ ロビオース を 生成す る。GH6は 非 還元 末端側

よ り、GH7,48は 還 元末端 側 よ りセ ロ ビオ ース を遊離 す る ことが知 られて い る。活性 中心 が

トンネ ル 型にな っ て いる ものが多 く、酵素 がセ ル ロース鎖 に結 合 した まま、順 に2糖 ず つ

切 断 して い く(プ ロセ ッシブ)。遊離 した セ ロ ビオ ース は、トンネル の反対 側か ら出て行 く。

GH5,6,7,9,10,48に 分類 され て いる。

・β-グ ル コ シ ダ ー ゼ(EC3 .2.1.21)

主にセ ロオ リゴ糖 を基質 とす る。セル ロース分解で最終段階において働く酵素である。

β-グリコシ ド結合を有する基質に作用 し、その非還元末端か らβ-グル コースを遊離させるエ

キソ型の加水分解酵素である。GH1,3,9に 分類 されている。

ヘミセルロース分解酵素

ヘ ミセル ロースは、複雑 で多様な構造を して いるため、それを分解す るヘミセル ラーゼは

非常 に種類が多 い[1-13]。ここでは、キシラン分解に関わる酵素 につ いて主に述べる。

・キ シ ラ ナ ー ゼ(EC3 .2.1.8)

キ シ ランのβ-1,4結 合 をエ ン ド型 で加 水分 解す る酵 素で あ り、キ シ ラ ン分解 の主 役で ある

[1-14]。GH5,8,10,11,43に 分 類 され て いる。GH10とGH11に 分 類 されて い るキ シラナーゼ

が多 い。最近 、還 元 末端 か らエキ ソ型 で切 断 して いく ものが報告 され た[1-15]。

・キ シ ロ シ ダ ー ゼ(EC3
.2.1.37)
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キ シラ ンや キ シ ロオ リゴ糖 のβ-1,4結 合 をエキ ソ型で加 水 分解す る。 非還元 末端 か ら切断

して い き、キ シロース が遊 離す る。GH3,39,43,52,54に 分類 され て いる。 キ シロ ピラ ノー

ス とア ラ ビノ フ ラノース は コ ンフ ォ メー シ ョンが似 て お り、キ シロ シダーゼ/ア ラビ ノフ ラ

ノシダー ゼ とい う二種類 の活 性 を持 つ ものがGH3,43,54で 見 つか って いる[1-16]。

・ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ(EC3
.2.1.55)

ア ラ ビノキ シ ランや ア ラビナ ンに含 まれ るα-1,2、α-1,3、α-1,5結 合で結 合 した非還 元末端

の アラ ビ ノフ ラノース(フ ラ ノー ス型 の ア ラ ビノース)を エキ ソ型 で切 断す る[1-17]。GH3 ,

43,51,54,62に 分 類 され る。後 で詳 しく記述 す る。

・グル ク ロニ ダー ゼ(EC3 .2.1.139)

キ シラ ン主鎖 に結合 した グル クロ ン酸 側鎖 を切断す る。GH4,67に 分類 され る。

・フェル ラ酸工 ス テ ラー ゼ(EC3 .1.1.73)

キ シ ラ ン側 鎖 ア ラ ビ ノー ス に結合 した フ ェル ラ酸 を切 断す る。CE1に 分類 され る。CE1

の酵素 は、 アス パ ラギ ン酸、 ヒス チ ジ ン、 セ リンのcatalytic triadを 持 ち、触 媒反応 を行 う。

・ア セ チ ル キ シ ラ ン エ ス テ ラ ー ゼ(EC3
.1.1.72)

キ シ ラ ン 主 鎖 に 結 合 し た ア セ チ ル 基 を 切 断 す る 。CE1,2,3,4,5,6,7に 分 類 さ れ る 。

・ア ラ ビナナ ー ゼ(EC3 .2.1.99)(EC3.2.1.55)

ア ラ ビナ ンの 主鎖 を分解 す る。GH43,93に 分類 され る。GH43の ア ラビナ ナ ーゼ はエ ン ド

とエ キソ 型両 方 が あ り、エ キ ソ型 の もの は非還 元 末端 か ら3糖 ずつ 切 断 して い く[1-18]。

GH93の ア ラ ビナナ ーゼ は、非還 元 末端 か ら2糖 ずつ 切断 して い くエ キ ソ型の ものが報 告 さ

れ て いる[1-19]。

リグニン分解酵素

リグニンは不規則な高分子で三次元の網 目状構造をもっているため、非常に分解 を受け

にくい。 リグニン分解酵素を持つのは 白色腐朽菌 というキノコだけである。 白色腐朽菌は

リグニ ンを炭素源およびエネルギー源 として利用するのではな い。 リグニ ンを分解する こ

とで菌糸 をよ り広範囲に伸ば して、セル ロースやヘミセル ロースなどを炭素源 として利用

している。白色腐朽菌の種類は多 く600種 類 にも達するともいわれて いる。

分解酵素 として、 リグニ ンペルオキシダーゼやマンガンペルオキシダーゼな どがある。

これ らは、基質から1電 子を引き抜 く1電 子酸化反応を行 う。 フリーラジカルを生 じさせ

ることによ り、非特異的 に分解が進む。 このよ うな酵素の強力な酸化反応によ り通常のペ

ルオキシダーゼでは酸化 の不可能な基質の酸化 も可能となると考え られている。
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1-B-3糖 質結 合 ドメイ ン

糖質結合 ドメイン

上 に述 べ た糖 質 関連 酵素 は 、触 媒 ドメイ ンの 隣 に比較 的 小 さな非触 媒 の糖 質結 合 ドメイ

ンを持 って いる こ とが あ る。 これ らは、CBM(Carbohydrate-Binding Module)と 呼 ばれ る。

結 晶性 セル ロー ス 、非 結 晶性 セル ロー ス、 ラ ミナ リン(β-1,3-グ ル カ ン)、 キ シ ラ ン、マ ンナ

ン、ガ ラク タ ンな ど植 物細 胞壁 の構成 成 分 に結 合す る ものが 多 い。他 にはキチ ン(甲 殻類 や

昆 虫 の外骨 格 、カ ビや キ ノコな どの細胞 壁 の構 成成分)、 デ ンプ ンに結 合す る ものが 知 られ

て い る。

CBMの 持つ3つ の機能

CBMは 、3つ の機 能 を持 つ といわれ て い る[1-20]。

・proximity effect

CBMは 不溶性の糖 に対 して結合することにより、触媒 ドメイ ンは基質である不溶性の糖

の周辺に存在 し続けることにな り、基質の分解効率が高くなる(図1-11)。 このCBMを 触媒

ドメイ ンか ら除去すると、可溶性糖基質に対す る活性 は変化 しな いが、不溶性糖基質 に対

する活性は大幅に減少する ことが知 られている。

・targeting function

ターゲッティング機能がある。例えば、細胞壁はいろんなポ リ多糖が混在 しているが、

CBMに よ り適切な ところに結合することができる。

・disruptive fUnction

一部のCBMに しか報告されていな いが
、結晶性セル ロースな どのポ リマーの構造を破壊

す る機能 もある。構造が乱れることで、触媒 ドメインによる分解 を受けやす くなる。

CBMの フ ァミ リー 分類(表1-12)

CBMも 同様 に、Henrissatら によ りア ミノ配列 を元 に"フ ァミ リー"に 分 類 され て い る。CBM

は、CBM1か らCBM43ま で の フ ァミ リー に分類 され て いる(2005年12月 現 在)。この うち、

CBM42は 、本研 究 によ り新 しく分 類 され た フ ァミ リー で ある(第4章)。CBM7は 欠番 とな

った。

ただ し、結合特異性は反 映して いない。そのため、同 じファミリー内に様々な特異性 を

持 つCBMが 含 まれ る。例 え ば、CBM35に は、キ シラ ン結 合能 のあ る もの、マ ンナ ン結合

能があるもの、ガラクタン結合能 を持つ ものがある。
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CBMの3つ の タイ プ

Borastonら に よ り 三 つ の タ イ プ に 分 類 さ れ て い る[1-20](表1-12)。

・タイ プA

結 晶性セル ロース、キチ ンに結合する もの。芳香族アミノ酸 によ り形成 され る平 らな結

合サイ トが、平 らな結晶性セル ロースや キチ ンの表面 に結合す る。疎水的な認識が主であ

る。オ リゴ糖結合能はない。

・タイ プB

独立 した糖の鎖 に結合するもの。アモ ロファスセル ロースやヘ ミセルロースな どに結合

する。糖鎖 を結合できるよ うな長いクレフ トを持つ。水素結合 によ り、主に糖鎖を認識す

る。

・タイ プC

主 にオ リゴ糖を結合し、一糖から三糖を好む性質がある。タイ プBと の違 いは少ないが、

タイ プBの ような長いクレフ トを持たない。レクチ ンに似た性質を示し、 フォール ドもレ

クチ ンに似た ものがあることか らレクチ ンとの進化的関連が示唆 されている。

CBMの 構造分類

CBM1～43か ら欠番 の1つ の フ ァミ リー を除 く42のCBMフ ァミ リー の うち、7割 以 上 の

フ ァミ リーで 立体 構造 が 明 らか にな って いる。CBM酵 素 は、β-サン ドイ ッチ フ ォール ドを

とって い る もの が多 い(表1-12)。Borastonに よ り、 フ ォール ドフ ァミ リー は1～7に 分 類 さ

れ て いる[1-20]。

1-C焼 酎 白麹菌とアラ ビノフラノシダーゼ

1-C-1麹 菌

麹菌 とは麹に用 いられるカビの ことである。麹菌は、アミラーゼやプロテアーゼな ど醸

造に必要な酵素を大量に合成 し、細胞の外へ分泌する性質 を持 っている。そのため、醸造

産業で有用な微 生物である。麹菌で最 も有名なのは、味噌 ・醤油 ・清酒の醸造 に用いられ

ているAspergillus oryzaeで ある。

1-C-2焼 酎 用麹 菌

焼 酎 用 の 麹 菌 に は 、Aspergillus kawachiiと い う 白 麹 菌 やAspergillus awamoriと い う 黒 麹 菌
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が あ る[1-21]。 黒 麹 は も とも と沖縄 の泡 盛用 の麹 であ り、 コ クのあ る辛 口の焼酎 に仕 上が る

といわれている。一方、白麹菌は黒麹菌の変異株であ り、白麹を用いると口当た りが ソフ

トで甘い焼酎 になるといわれている。

麹菌の役割

麹菌は焼酎を造 るには欠かせない存在である。直接的にアル コール発酵 を行 うのは酵母

である。 しか し、酵母 は焼酎の原料である米や麦や芋 に含 まれ るデンプンを分解す る酵素

を持って いな い。そ こで、米のデ ンプンをグル コース に変えるため麹(米 に麹菌を繁殖 させ

たもの)を 用いる。麹菌が生産するα-アミラーゼやグルコアミラーゼによ りデンプンが分解

されグル コースが生産 され る。そのグルコースを元に酵母はアルコール発酵 を行 う。

穀類 のデ ンプンは、細胞壁に取 り囲まれて存在 している(図1-13)。 芋や麦には、特 にセ

ルロースやヘ ミセルロースが多い。麹菌の出すセル ラーゼやヘ ミセル ラーゼによ り細胞壁

が分解 され ることで、デ ンプンが露出 し、糖化酵素がデ ンプンに働 くことができる。

また、芳香成分生成 にも関与 している。麹菌が持つフェル ラ酸エステ ラーゼ によりフェル

ラ酸が遊離 し、貯蔵 しておくと、フェル ラ酸はバニ リンやバニ リン酸などの香 り成分に変

換 され る。 また、麹菌は大量のクエ ン酸 を生産 し、焼酎 もろみを強い酸性に して雑菌汚染

を防止するといった役割 も果たす。

1-C-3  Aspergillus kawachii の生産するセルラーゼ及 びヘミセルラーゼ

Aspergillus kawachii は、 様 々なセ ル ラーゼや ヘ ミセル ラー ゼ を生産 す る[1-22]。

セル ラー ゼ に関 して は、GH5に 属す る二 種類 のエ ン ドグル カナー ゼ(Cel5A、Cel5B)、GH12

に属す る二 種類 の エ ン ドグル カナ ーゼ(Cel12A、Cel12B)、GH61に 属 す るエ ン ドグル カナ

ーゼ(Cel61A)
、GH3に 属 す るβ-グル コシ ダーゼ(BglA)の 遺伝 子 を持 って いる こ とが分 か

って いる。 また 、 ヘ ミセ ル ラーゼ に関 して は 、GH10に 属す るβ-1,4-キ シ ラナ ーゼ(XynA)、

GH11に 属 す る 二 種 類 の β-1,4-キ シ ラ ナ ー ゼ(XynB、XynC)、GH51に 属 す る α-L-ア ラ ビ ノ フ

ラ ノ シ ダ ー ゼ(AkAbf51)、GH54に 属 す る α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ(AkAbf54)の 遺 伝 子

を持 っていることが分かっている。さらに、近縁種である Aspergillus awamori にCEIに 属

す る アセチ ルキ シラ ンエス テ ラー ゼ、CE1に 属す る フェル ラ酸 エス テ ラー ゼ、GH3に 属す

るキシロシダーゼの遺伝子があることか ら、A. kawachii もこれ ら3つ の遺伝子を有 している

もの と考 え られ る。A. kawachii は全ゲノム情報が明 らかになっていないため、上で述べた以

外のセル ラーゼやヘ ミセルラーゼ を持って いる可能性 もある。

上に示 したセルラーゼ及びヘミセル ラーゼは、全てN末 にシグナル配列を有 してお り、菌

体外に分泌 される酵素であると思われる。これ らの酵素を細胞外 に分泌 し、セル ロースや

アラビノキ シランを分解 し、その産物であるグル コースやキシロースやアラビノース とい

った糖を菌体内に取 り込んで炭素源やエネルギー源にする。グル コースは、解糖経路 によ
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り代 謝 され る。 また 、 キ シ ロース や ア ラ ビノース は 、 キ シ リ トー ル を経 て、 キ シル ロー ス

5-リ ン酸 に変換 され た後 、 ペ ン トー ス リン酸経 路 によ り代謝 され る と思 われ る[1-23]。

キ シ ラナ ーゼ に関 して は、 上 に記 したよ うに、XynA、XynB、XynCの 三 種類 が ある。 至

適pHは それ ぞ れ5.5、4.5、2で あ り、XynAとXynBが 弱酸性 で働 き、XynCが 強 酸性 で働

く酵素 で ある とい える[1-24～27]。 発酵 の初 期段 階でpHが あ ま り下が って いな い時はXynA

とXynBが 主に生産 され、発酵が進んでpHが 下がるとXynCが 多 く生産されることが報告

さ れ て い る[1-28]。

1-C-4 AkAbf51とAkAbf54

Aspergillus kawachiiは 、あ る種 の炭 素源 を加 え る ことで、細 胞 外 に二 種類 の ア ラビノ フラ

ノ シ ダ ー ゼ(AkAbf51とAkAbf54)を 分 泌 す る 。L-ア ラ ビ トー ル 、wheat bran、L-ア ラ ビ ノ ー

スで 強 く誘導 され た[1-29]。 キ シ ラ ンとD-キ シ ロース で弱 く誘導 され 、グル コー スで は全 く

誘導 されなかった。アラビ トールやアラビノースで誘導 して、 ノーザ ンプロットで解析 を

行 った と ころ、AkAbf51よ りAkAbf54の 方が 、発現 レベル が高 い こ とがわ か った 。上 流 に

あ るCreAに よ り発現 が 調節 され て いる ので はな いか と考 え られ て い る[1-30,31]。

精 製 を行 い、そ の酵 素化学 的性 質 を検 討 した[1-29]。分 子量 は、AkAbf51が80kDa、AkAbf54

が62kDaで あっ た。最適pHは 共 に4.0、 安定pHは 共 に3.0～7.0と 酸性側 で働 く酵 素で あっ

た。焼酎 もろみは酸性であるので、醸造 中でも安定 して働 く酵素であるといえる。最適温

度 は共 に55℃ 、安 定温 度 は55～60℃ と比 較 的熱安 定で あ る。

N末 端 配列 を読 み 、degenerate PCRを 行 い、遺伝 子 配列 を決定 した 結果[1-29]、AkAbf51

にはN末 に26ア ミノ酸残 基、AkAbf54はN末 に18ア ミノ酸残基(図1-14)の シグナ ル配

列 と予想される部分が切 られて発現 していることが分かっている。

このAkAbf51やAkAbf54と 相 同 性 の 非 常 に高 い配 列(99%程 度)を 持 つAspergillus

awamori由 来 の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼA(AwAbfA)とGH54に 属 す る α-L-ア ラ ビ ノ フ

ラ ノ シ ダ ー ゼB(AwAbfB)で は 基 質 特 異 性 が 調 べ ら れ て い る[1-32]。 両 方 と も α-1 ,2、 α-1,3、

α-1,5アラビノフラノシ ド結合の全てに活性 を示すが、やや基質特異性に差があることが分

か っ て い る 。GH51AwAbfAは α-1,5結 合 を 好 ん で 加 水 分 解 し 、GH54 AwAbfBは α-1,3結 合 を

好んで加水分解する。

精 製 酵素 を用 いて、フェル ラ酸エ ス テ ラー ゼ、キ シ ラナ ーゼ との相 乗効 果 を調べた[1-29]。

キ シラナーゼ とともにそれぞれのアラビノフラノシダーゼを作用させ るとアラビノキシラ

ンの分 解 率が 高 ま った。 これ は、 ア ラ ビ ノー ス側 鎖 が ある と、 邪魔 にな り、 うま くキ シ ラ

ナーゼが働 けないが、アラビノフラノシダーゼを加えておくことで、アラビノース側鎖が

取 り除かれ、 うまくキシラナーゼが作用できるようになったためと考 えられる。 また、ア

ラビノキシランに、 フェル ラ酸エステ ラーゼ とともにそれぞれ のアラビノフラノシダーゼ

を作用させた。加えていな い場合 と比較 して、フェル ラ酸の遊離量が20%程 度上昇 した。
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このことか ら、ア ラビノフラノシダーゼは、焼酎の醸造 において、重要な働 きを している

ことが予想された。

1-C-5 アラビノフラノシダーゼが分類 されて いるファミリー

ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ は 、GH3、GH43、GH51、GH54、GH62の5つ の フ ァ ミ リ ー に 分

類 さ れ て い る 。

GH3

β-グル コ シダーゼ 、β-N-ア セ チル ヘキ サ ミニ ダーゼ、β-1,3-グル カナ ーゼ、β-1,4-グル カナ

ー ゼ、 エ キ ソ-1,3-1,4-グ ル カナ ーゼ 、α-L-ア ラ ビノフ ラノ シダーゼ が分 類 され て お り、幅 広

い基質 特 異性 を示す 。2005年12月 現 在 、617のORFが 分 類 され て いる。た だ し、ア ラビ ノ

フ ラ ノシダーゼ と思 われ る遺 伝 子は4つ しか見 られ な い。

GH3は 、ア ノマー 保持機 構 を取 る ことが分 かっ てい る[1-33]。 エキ ソ-1,3-1,4-グ ル カナー

ゼの構造 が明 らか にな って いる[1-34]。

GH43

β-キシ ロシダー ゼ、α-L-ア ラビ ノフ ラノシダー ゼ、アラ ビナ ナー ゼ、キ シ ラナ ーゼ 、1,3-β-

ガ ラ ク トシダーゼ が分 類 され てお り、幅 広 い基質 特異性 を示す。2005年12月 現在 、244の

ORFが 分 類 され て いる。

GH43は ア ノマ ー反 転機 構 を取 る こ とが分 か って いる[1-35]。

キシラナーゼのよ うなエ ン ド型のもの とキシロシダーゼやアラビノフラノシダーゼのよ

うなエキソ型の ものが報告されている。アラビナナーゼはエ ン ド型とエキソ型両方のタイ

プがある。ク レフ トを持 ってお り、クレフ トの片側がループでふ さがれている とエキソ型、

ループでふ さがれていな いとエ ン ド型になる。エキソ型のアラビナナーゼのループを取 り

除くと、エン ド型活性 を示す ことが報告 されている[1-36]。

ア ミ ノ酸 配列 か らア ラ ビ ノフ ラ ノシダー ゼ の属 す るグ ルー プ、 キ シ ロシダー ゼ や キ シラ

ナ ーゼ が属 す る グル ー プ、 ア ラ ビナナ ーゼ が属 す る グル ー プの三 つ にサ ブ フ ァミ リー に分

け られ る。GH43の 構 造 は い くつか 報 告 され て いるが[1-36,37]、 まだ ア ラビ ノフ ラノ シダー

ゼが 属す グル ー プの構 造 は報告 され て いな い。

ク ラ ンGH-Fに 分 類 され 、5-foldβ-プ ロペ ラフ ォール ドを とって いる。

GH51

GH51に は、α-L-ア ラ ビ ノフラ ノシダー ゼ とエ ン ドグル カナ ーゼ が分類 され て いる。2005

年12月 現 在 、79のORFが 分 類 され て いる。GH51の 酵 素 は、Thermotoga maritima な どの好

熱 菌 、 Geobacillus stearothermophilus な ど のBacillus属 細 菌 、 Streptomyces coelicolor などの放
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線 菌 、Aspergillus kawachiiやAspergillus nigerな ど の カ ビ 、Arabidopsis thalianaな ど の 植 物 と

いったよ うに幅広 く存在 している。

GH51は 、GeobacilIus stearothermophilus T-6の α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼA(GsAbfA)で

詳細 な解析 がな されて い る。反応機 構 は、ア ノマ ー保持 型で あ り[1-35]、求核 残基がGlu294、

酸 ・塩基 触媒 残 基がAsp175で あ る こ とが決 定 されて い る[1-38,39]。 また、立体 構造 が明 ら

かになっている。基質複合体構造 としてアシル中間体な どが とられている[1-40]。

クラ ンGH-Aに 属 し、(β/α)8バレル フ ォール ドを とって いる。

GH54

GH54に は 、a-L-ア ラ ビノ フ ラノ シダー ゼ(キ シ ロシダ ーゼ活 性 を持 つ もの を一 つ含 む)

が分類 され て い る。2005年12月 現在 、17のORFが 分 類 されて い る。GH51に 比べ て、報

告 され て いるORFの 数が 少な い。由来 を見 て もAspergillbぼ属 やFusarium属 な どカ ビ 由来 の

もの しか報 告 され て いな い。 主な ものの ア ライメ ン トを図1-14に 示す 。

GH54は 、 ア ノ マ ー 保 持 機 構 を 取 る こ と が 分 か っ て い る[1-35]。HypOcrea jecorina

(Trichoderma reesei)由 来 のア ラ ビノ フラ ノシダーゼ で、C末 にキ シ ランに結合 でき る ドメイ

ンを持 っ て いる こ とが報 告 され て いる[1-41]。 プ ロテ アー ゼ処理 す る と、C末 ドメイ ンが 切

断 され、不溶性アラビノキシランに対する活性 が低下する。本研究を始めるにあたって立

体構造は未知であった。本研究によ り立体構造が明 らかにされた。

GH62

GH62に は、α-L-ア ラ ビ ノフラ ノシダー ゼが 分類 されて いる。2005年12月 現在 、18のORF

が 分類 され て い る。由来 はAspergillus属 な どのカ ビやStreptmyces属 な どの放線 菌 由来 の も

のが報告されて いる。

GH62は 、可溶性の基質は加水分解できず、不溶性の基質 しか加水分解することができな

い ことが報 告 され て い る[1-42]。CBM2、CBM13、CBM35と いった キ シ ラン結合 能 を持 つ

CBMを 持 って い るのが特 徴で あ る[1-43]。 反応 機構 は明 らか にな って お らず 、構 造未 知の フ

アミ リー であ る。 配列 か らク ラ ンGH-Fに 分類 され 、5-foldβ-プ ロペ ラフ ォー ル ドを とる こ

とが予想されて いる。

1-C-6ア ラ ビノフ ラ ノシダ ーゼ の有 用性

ヘ ミセルロースは、木質バイオマスであるにもかかわ らず、あまり有効利用 されて こな

かった 。1-C-4で も述 べた よ う に、 ア ラビ ノキ シラ ンは 、キ シ ラナ ーゼが特 に分解 に関与 す

るが 、側鎖 に ア ラビ ノー スが結 合 して いるた め 、分解 が進み に くい。そ こで、 ア ラ ビノ フ

ラノシダーゼで側鎖 アラビノース を取 り除いてや ることによ り、分解が飛躍的に進む。分

解 された糖は、アルコール発酵や乳酸発酵の基質として利用する ことができる。

20



また、最近、単糖L-ア ラビノースが注 目されている。L-ア ラビノースには小腸粘膜に存在

するスクラーゼの働きを特異的に阻害する。砂糖(ス クロース)と 一緒に摂取することで砂

糖の消化や吸収を抑制す ることができ、その結果、血糖値の急激な上昇を抑制することが

できる。このよ うに、L-アラビノースは、機能性食品素材 として注 目されてお り、アラビノ

フラノシダーゼを用いたL-ア ラビノースの生産が期待される。

1-C-7本 研 究の 目的

AkAbf54の 属するGH54の 酵素は、立体構造が明 らかになってお らず、反応機構は保持機

構 をとること以外にはよ く分かっていな い。 また、基質認識機構な どもよ く分かっていな

い。それ らの解明には立体構造解析が必須である。そ こで、本研究ではまずAkAbf54の 立

体構造解析 を行 い、その構造情報 を元に機能解析を行 った。
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図表

図1-1糖 の構 造 とア ノマ ー

グル コース 、キ シロース 、 ア ラビ ノー ス(フ ラ ノー ス型 とピ ラノース 型)の 構 造 を 示 した。

ア ラビ ノー ス とキ シ ロー ス は五炭糖 であ り、 グル コー ス は六炭糖 で あ る。

C1(ア ノマー炭素)は 不斉(キ ラル)な ので、水酸基の配位にはα配位(ヘ ミアセタール環ま

たはヘ ミケタール環を平面 とした場合、その平面の下側に配向)と β配位(同 上側に配向)の

二つの立体異性体が存在することになる。

フラ ノース体 と ピラ ノー ス体 、α-ア ノマー とβ-アノマー は、溶液 中で平衡 状態 にあ る。一般

に フラ ノー ス体 は不安 定 で あ るた め、 溶液 中で の存在 比 は低 い。 ただ し、 自然界 には 、 フ

ラ ノー ス 型で 結合 した多 糖 も存在 す る。多 糖 で はア ラ ビ ノー ス は全て フラ ノース 型で 結 合

し、キ シロー ス は ピ ラノー ス型 で結 合す る。特 に述 べ な い場 合、 ア ラ ビ ノー ス はア ラ ビ ノ

フラ ノース の こ とを、キ シロース はキ シ ロ ピラノース の こ とを指 す こととす る。
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表1-2平 衡溶液 中の互変異性体の組成

特 に断 りの無 い もの は、D2O中 、31℃,44℃,1HNMRに よ り決定 された もの。

(1
 円二色性によるもの

(2
 D2O中 、80℃,3.7mo1/1,13CNMRに よ る も の

(3
 D2O中 、27℃,13CNMRに よ る も の 。

後藤良造他著 「単糖類の化学」丸善(1988)中 の表から抜粋、なお、同様の表は阿武喜美子

著 「糖化学の基礎」講談社(1984)に も所収。

五炭糖、六炭糖は、α-ピラノース、β-ピラノース、開環アルデヒ ド檎造、α-フラノース、β-

フラノースのそれぞれの構造 をとり得る ことができ、実際にそれ ら化学種の平衡状態 にあ

る。 これ らの平衡比に関 してはNMRそ の他の方法によって決定されている。
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表1-3糖 質関連酵素の分類

図1-4

A.糖 質 加水 分解 酵素GHの 行 う反 応 、B.糖 転 移 酵素GTの 行 う反応 、C .多 糖 リアーゼPL

の 行 う反応 、D.糖 質エ ステ ラーゼCEの 行 う反応
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A.GHフ ァ ミ リ ー

B.GHフ ァミ リー の ク ランへの 分類

表1-5GHフ ァミリー

A.立 体構造が明 らかになっているものを水色で、立体構造未知のものを灰色で示 した。 ピ

ンクで示 した ものは、研究対象 としたGH54の 酵素である。構造未知であったGH54は 、本

研究によ り構造が明 らかになった。
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図1-6糖 質加水分解酵素の2つ の反応機構

アノマー保持機構 とアノマー反転機構では、赤矢印で示 したよ うに生成物の アノマーの位

置が異なる。

アノマー反転機構の場合 は、間に水分子を挟むため、アノマー保持型機構に比べて、触媒

残基間の距離が離れている。

アノマー保持型機構では、 これ ら二つの触媒残基は必須である。ただ、酸 ・塩基触媒は解

離 した水分 子が置き換わ り得るため、酸 ・塩基触媒を変異させた場合、活性は大幅に減少

するもののある程度は残る。
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図1-7ク ラ ンとその フ ォール ド
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● ガラクトース 〇 グルコース ■ マンノース □ キシロース ◆ ガラクツロン酸

△ アラビノース ▲ ラム ノース ◆ フェルラ酸 ◇ アセチル基

図1-8セ ル ロー スと様 々な ヘ ミセル ロー ス とペ クチ ンの構 造

図1-9キ シラ ンの構 造 とそれ を分解 す る酵 素

主鎖 の糖を黒で、 側鎖の糖を緑で、糖以外の側鎖を青で示 した。
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図1-10 セ ル ロー ス分解 とそれ に関わ る酵 素
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図1-11 CBMの 作用機 構

可溶性の糖 に対する活性は、CBMの 有無は影響 しな い。 しか し,不 溶性の糖 に対す る活性

は、CBMを 持たない場合は活性が大幅 に低下する。
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A. CBMフ ァ ミ リ ー

B. CBMの フ ォー ル ドに よる分 類

C. CBMの タ イプ 分類

表1-12 CBMフ ァ ミ リ ー

A.立 体構造が明 らかにな っているものを水色で、立体構造未知の ものを灰色で示 した。ピ

ンクで示した ものは、本研究によ り初めてその存在が明 らかにされ、 ファミリーが創設 さ

れたCBM42で ある。セル ロース、ヘミセルロースに結合するものを太字で示す。
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図1-13穀 類の細胞表層構造の模 式図

NRIB(酒 類総合研究所広報誌)第6号 より抜粋 した。
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図1-14GH54酵 素 の ア ライ メン ト

AkAbf54: Aspergillus kawachii IFO4308,

asp _nig2: Aspergillus niger,

asp _orz: Aspergillus oryzae HL15,

coch _carb: Cochliobolus carbonum,

fusarium oxy: Fusarium oxysporum f.sp.dianthi,

peni_purp: Penicillium purpurogenum

AkAbf54の シグナル配列の部分の配列 を青で示 した。
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