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研究成果の概要（和文）：求核触媒が亜鉛に結合したCysという全く新しいタイプの活性中心を持つ糖質加水分
解酵素（β-L-Araf-ase）であるHypBA1を見出し、反応機構の検証と関連酵素（タンパク質）の解析を行った。
β-L-Araf-aseの活性中心と化学選択的に反応する阻害剤の立体選択的合成法を確立し、これを用いることによ
りHypBA1の全反応ステップの立体構造を解明した。さらに、新規β-L-Araf-aseを発見して、関連酵素ともに機
能解析と構造解析を行った。β-アラビノオリゴ糖代謝経路に関わる酵素・タンパク質の特徴が明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：We found a novel type of glycoside hydrolase (beta-L-Araf-ase HypBA1) that 
has the Cys nucleophile coordinated to Zn. In this study, an examination of its reaction mechanism 
and structural analysis of related enzymes (proteins) were performed. Novel mechanism-based 
inhibitors that specifically react with the Cys residue were developed. Using these inhibitors, we 
could reveal the three-dimensional structures of all of the reaction steps of HypBA1. We also found 
novel beta-L-Araf-ases and performed functional and structural analyses with related enzymes. 
Characteristics of the enzymes and proteins involved in the beta-arabinooligosaccharide-degradation 
were revealed.

研究分野： 酵素学、構造生物学

キーワード： 酵素　タンパク質　有機化学　応用微生物学　糖鎖　糖質関連酵素　植物病原菌　選択的化学合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
活性中心がCysである糖質加水分解酵素としてはこれ以外に全く前例がなく新規な発見である。さらにHypBA1で
反応前（酵素-基質ミカエリス型複合体）、反応中間体アナログ（ハロアセトアミド体阻害剤との複合体）、反
応後（産物であるβ-L-Arafとの複合体）の全てで立体構造に成功し、反応機構を解明した。本酵素は善玉菌と
して有名な腸内細菌であるビフィズス菌が食品に含まれるβ-アラビノオリゴ糖分解に関わる経路で重要な役割
を担っており、ヒトの健康に有効なプレバイオティクス開発に繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
ビフィズス菌 Bifidobacterium longum JCM 1217 が持つ菌体内酵素 HypBA1 は糖質加水分解酵素
(GH)ファミリー127に分類される β-L-アラビノフラノシダーゼ（β-L-Araf-ase）である[1]。HypBA1
は植物に含まれる糖タンパク質の β-アラビノオリゴ糖鎖を切断する。我々は HypBA1 の活性中
心（求核触媒）が亜鉛に結合した Cys 残基であることを発見した[2]。プロテアーゼでは求核性
触媒残基が Cys である酵素がよく知られているが、糖加水分解酵素では前例のない発見であっ
たために、その反応機構の検証が必要となった。 
また、HypBA1と同じオペロンには、菌体外で β-L-アラビノフラノシド（β-L-Araf）結合に作用
して β-1,2結合を有する二糖 β-Ara2を切り出す β-L-アラビノビオシダーゼであるHypBA2（GH121
に分類されている）と、β-Ara2を菌体内に取り込むと予想された ABCトランスポーターの遺伝
子も存在した[3]。さらに、B. longum JCM 1217のゲノム中や他の微生物ゲノム中には HypBA1の
ホモログが存在多数存在することも分かっており、これらがどのように β-L-Araf 結合を切断す
るかの分子機構は全く分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では β-L-Araf結合に作用する酵素の反応機構の詳細を明らかにするために、主に HypBA1
を対象として、自殺基質や特異的阻害剤、反応中間体を模した疑似基質などを利用して構造機能
解析を行った。さらに、HypBA1と同じオペロンに存在する酵素（タンパク質）や HypBA1ホモ
ログの解析も行い、β-L-Araf結合に作用する酵素の反応機構や微生物の β-アラビノオリゴ糖分解
経路の普遍性・全体像について調べた。なお、HypBA1 のホモログは研究開始当初は GH127 と
それより遠いホモログを含む機能未知ドメインファミリーDUF1680 に分類されていたが、研究
期間中に、糖質関連酵素データベース CAZyにより、GH127と GH146に再編成された[4]。 
 
(1) 阻害剤の化学合成法開発 
HypBA1 の求核触媒残基を特定するために推定された（チオ）グリコシル-酵素中間体をトラッ
プした結晶構造を得るための基質および阻害剤を合成・供給する。これまで、ヒドロキシプロリ
ン(Hyp)結合型のオリゴ β-L-アラビノフラノシドの合成法を確立していたが[5]、保持型 GHの場
合によく用いられる、酵素の求核性触媒残基と共有結合後の中間体を安定化し脱グリコシル化
されにくい２位フッ素化体自殺基質型構造の化学合成を計画した。合成は極めて困難であると
予想されたが、HypBA1の変異体と組み合わせる基質や自殺基質を用いて、結晶構造解析により
求核性触媒残基との共有結合複合体がトラップされた構造を明らかにすることを目指した。ま
た活性中心に強力に結合する阻害剤の開発も行い、複合体構造を得ることを目指した。共有結合
複合体がトラップされた構造の詳細を明らかにするために、β-L-Araf結合に作用する酵素の推定
反応機構をベースにデザインした、基質および阻害剤の開発を目的に行った。 
 
(2) HypBA1の反応ステップにおける複合体立体構造の解析 
これまで HypBA1 の結晶構造として、基質が結合しておらず金属も結合していないアポ構造
(PDB ID: 3WKW)と反応産物である β-L-Araf単糖が結合した反応後の構造(PDB ID: 3WKX)が得
られていた。そこで、反応前の酵素-基質複合体（ミカエリス型複合体）および反応中間体との
複合体の結晶構造を得ることを目的として実験を行った。 
 
(3) HypBA1ホモログおよび β-アラビノオリゴ糖鎖代謝系タンパク質の解析 
HypBA1 は、植物糖タンパク質に付加された β-アラビノオリゴ糖鎖から菌体外酵素によって切
り出された β-1,2 結合を有する二糖 β-Ara2を L-アラビノース(L-Ara)に分解する菌体内酵素であ
る。植物には、β-Ara2が切り出された後に残された Araf-β-Hypペプチドや、β-1,3結合を有する
アラビノガラクタンタンパク質（AGP）、アラビナン、β-1,2と β-1,5結合を有するラムノガラク
ツロナン II等に β-Araf構造の存在が知られている。HypBA1はこれらの β-Araf構造に作用でき
ないことから、B. longumが持つ HypBA1ホモログに分解活性があることが期待された。B. longum 
JCM1217株は、HypBA1（別名 BLL1）以外にも、GH127に属する BLL2、GH146に属する BLL3
と BLL4の 3つの相同遺伝子をコードしていた。特に GH146に属する BLL3と BLL4は、シグ
ナルペプチドを有する菌体外分泌酵素であったことから、HypBA1とは異なる基質特異性を有す
る β-L-Araf-aseであると予想された。そこで，これらの HypBA1ホモログの機能解析を目的とし
た。また、植物病原菌 Xanthomonas euvesicatoriaは GH146に属する HypBA1ホモログ酵素であ
る XCCを有している[6]。XCCに加えて、B. longumの β-アラビノオリゴ糖鎖代謝経路のタンパ
ク質である菌体外酵素 HypBA2 と推定 ABC トランスポーター遺伝子の基質結合ドメイン(SBP)
である BLLJ_0208の構造解析（一部機能解析）も行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 阻害剤の化学合成法開発 
HypBA1の結晶構造、活性中心の推定残基および、推定機構、天然の基質の構造を基盤とした分



子設計により、基質および阻害剤の開発を行った。鍵となる化学合成は、これまで D-アラビナ
ン合成で培った手法[7]や、合成困難な 1,2-cisグリコシドの立体選択的合成法[8]を最大限利用し、
ターゲット分子の構築検討を行なった。酵素活性の阻害の測定や構造解析の結果を化学的に解
析し考察し、詳細な分子構造解析に展開した。 
 
(2) HypBA1の反応ステップにおける複合体立体構造の解析 
これまでに合成した基質である pNP-β-L-アラビノフラノシド（pNP-β-L-Araf）[9]、本研究で合成
開発に成功したハロアセトアミド体阻害剤（後述）の複合体の結晶構造解析を行った。HypBA1
を精製して結晶化したが、その際、基質や阻害剤をソーキングあるいは共結晶化することにより
複合体結晶を得た。高エネルギー加速器研究機構(KEK)の放射光実験施設(Photon Factory)でデー
タ測定を行い、各種のソフトウェアを用いでデータ解析・構造解析を行った。 
 
(3) HypBA1ホモログおよび β-アラビノオリゴ糖鎖代謝系タンパク質の解析 
B. longum JCM1217株からクローニングした BLL2・BLL3・BLL4遺伝子を大腸菌で発現させ、
His-tag を利用して精製酵素を調製した。組換え酵素の酵素活性測定用の基質として、pNP-β-L-
Araf [9]と β-Ara2に加えて、Araf-β-Hyp を糖鎖として有するポテトレクチンや合成エクステンシ
ン糖ペプチド(Ser(Gal)-[Hyp(Araf)]4 [5]、Araf-β-1,3-結合を有するイネ幼穂 APGから調製した四糖
Araf-β1,3-Araf-Gal2とキヌアアラビナンから調製した五糖 Araf-β-1,3-Araf4を用いて基質特異性を
評価した。XCC、HypBA2、BLLJ_0208も同様に精製タンパク質を調製し結晶構造解析を行った。
BLLJ_0208は基質結合特異性が分かっていなかったため、等温滴定カロリメトリー（ITC）など
で機能解析も行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 阻害剤の化学合成法開発 
HypBA1の基質として、pNP-β-L-Arafの量的な安定供給を行える状況となった。これにより pNP-
β-L-Arafと HypBA1の E322Q変異体の複合体構造を取得するに至った（後述）。また、ホモログ
などの活性評価に広く利用される標準物質としての使用がなされた。結合位置の異なる各種オ
リゴ β-L-アラビノフラノシドを合成し、いくつかは、新規 β-L-Araf-ase（HypBA1ホモログ(BLL3)
など）の基質特異性解析に利用できた。いずれも、これまでに開発した naphthylmethylエーテル
を糖供与体に利用する、分子内アグリコン転移法により、高い立体選択性で合成することに成功
している。２位フッ素官能基の導入は、種々検討を行なったが、脱離などの副反応のため、困難
であったが、システイン残基と化学選択的に反応可能な１位ハロアセトアミド体の立体選択的
合成法開発を行った。合成した α,β-ハロアセトアミド体はいずれも非競合型阻害活性を有し、複
合体の構造解析に至った。阻害剤の NMRによる構造解析により、α-ハロアセトアミド体(BrAc-
α-L-Araf)の L-Araf 構造の歪みが明らかとなり、そのため活性中心に入り込めたことで阻害活性
を示した。また、β-ハロアセトアミド体(BrAc-β-L-Araf)は、ハロアセトアミド基が α-側に回り込
んで阻害活性を示す、非常に珍しい阻害機構を示すことが結晶構造解析から明らかとなった（後
述）。 
 
(2) HypBA1の反応ステップにおける複合体立体構造の解析 
pNP-β-L-Arafの大量供給を受け、酸/塩基触媒残基の変異体(E322Q)を利用して酵素反応を防ぐこ
とにより、反応前の酵素-基質(ES)複合体の結晶構造を決定した。さらに、(1)で合成して供給を
受けた α-ハロアセトアミド体、β-ハロアセトアミド体の双方で、複合体の構造決定に成功した。
α-ハロアセトアミド体は活性中心ではない Cys415 と共有結合していたが、β-ハロアセトアミド
体は求核触媒残基である Cys417と共有結合をしていた。今回、ES複合体と共有結合中間体のア
ナログ構造を決定したことにより、これまで報告していたアポ構造、反応後の産物との複合体と
合わせて、HypBA1の全ての反応ステップで立体構造解析に成功した（図１）。 

 

 

反応後 (3WKX)

図１ HypBA1の全ての反応ステップの構造決定
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(3) HypBA1ホモログおよび β-アラビノオリゴ糖鎖代謝系タンパク質の解析 
B. longumが有する HypBA1ホモログの基質特異性の解析を進めた結果，BLL2は HypBA1と同
様に β-Ara2を切断したが、BLL3と BLL4は pNP-β-L-Arafと β-Araf2にはほとんど作用しなかっ
た。BLL3は各種 AGPやアラビナンだけでなく、Araf-β-1,3-Araf構造を有するオリゴ糖から効率
的に L-Ara を遊離したことから、β-1,3 結合を特異的に認識し、L-Ara を遊離する新規 β-L-Araf-
aseであると考えられた。一方、BLL4は Araf-β-Hypを糖鎖として持つ合成エクステンシン糖ペ
プチドとポテトレクチンから L-Ara を遊離したが、ペプチド構造を持たない Araf-β-Hyp には作
用しなかった。このため、BLL4は Araf-β-Hypペプチド構造を特異的に認識し L-Araを遊離する
新規 β-L-Araf-aseであると考えられた。また、BLL4は BLL3の基質には作用せず、BLL3も BLL4
の基質に作用しなかった。B. longumは厳密な基質特異性を持つ酵素群を組み合わせて β-Araf構
造の効率的な分解を行っていると考えられる。 

 
 
HypBA1ホモログの構造解析の結果、GH146に属する酵素として、BLL3および植物病原菌由来
酵素 XCCで結晶構造解析に成功した（図３）。GH127の HypBA1は二量体構造を取っており、
活性部位をバレルドメイン（図中黄色）のループ（赤色）が覆っていたのに対し、GH146酵素は
いずれも単量体構造を取っていた。BLL3では活性部位を β-サンドイッチドメイン（青色）から
伸びたストランド-ターン-ストランド構造が覆っていた。一方、XCCには新規な糖質結合モジュ
ール（CBM）があり、活性部位を塞ぐように存在していた。この新規 CBMはリンカー構造によ
り本体に繋がっており、可動性があると考えられた。 

 
 
B. longumの β-アラビノオリゴ糖鎖代謝系タンパク質の解析を行った（図４）。 

 
BLLJ_0208は ITCなどの解析により、β-Ara2を特異的に結合することが明らかになったため、β-

図２ GH146 β-L-Araf-aseの基質特異性
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GH146 BLL3 GH146 XCC

リンカー

新規
CBM

GH127 HypBA1
バレルドメイン

β-サンドイッチドメイン

図４ B. longumのβ-アラビノオリゴ糖分解経路とタンパク質⽴体構造

Ara3-Hyp

β-Ara2
HypBA1

L-Ara×2

HypBA2

Ara-Hyp

out

in

β-Ara2

BABPBABP
(BLLJ_0208)

GH121 HypBA2



Ara2 binding protein (BABP)と名付けた。β-Ara2との複合体として closed状態の結晶構造解析に成
功し、分子動力学（MD）シミュレーションを通じて複数の open構造を取ることを明らかにした
[10]。さらに、HypBA2の結晶構造決定にも成功した[11]。HypBA2は GH63など他のファミリー
の酵素と構造類似性を有し、変異体の解析や構造比較から、活性中心残基を推定することができ
た。 
 
以上、HypBA1の全反応ステップの構造決定に成功し、その反応機構について立体構造の面から
解明することに成功し、当初の目的を達成した。ここで、糖質加水分解酵素に対する新規なタイ
プの阻害剤として、β-L-Arafのハロアセトアミド体の化学合成法を確立することができた。さら
に、HypBA1ホモログの基質特異性を明らかにし、β-1,3-結合および Araf-β-Hypに特異的な酵素
を発見した。新規ファミリーGH146に属する HypBA1ホモログ（２種類）の結晶構造を決定し、
新たな活性部位構造と糖質結合ドメインを見出した。B. longumの β-アラビノオリゴ糖鎖代謝系
タンパク質として糖質結合ドメインであるBABPと菌体外酵素HypBA2の構造決定に成功した。
HypBA2は GH121の立体構造として世界初の報告である。 
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 １．発表者名

 １．発表者名
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1,5-結合したβ-L-アラビノフラノシドを有するオリゴアラビノフラノシドの合成と構造解析
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