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研究成果の概要（和文）：食用増粘多糖類であるアラビノガラクタンの骨格であるβ-1,6-ガラ

クタンに作用する酵素を放線菌から取得し、基質特異性、立体構造を解明した。詳細な基質認

識機構の解明を目指し、配列的に区別できる別種のβ-1,6-ガラクタナーゼを糸状菌から獲得

し、立体構造の解明を試みたところ、結晶化には成功したが、立体構造を決定するには至らず、

詳細な基質認識機構の解明には至らなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： An endo--1,6-galactanase which act on thickening agent 

arabinogalactan was obtained from Streptomyces avermitilis. The substrate specificity and 

the crystal structure of the recombinant enzyme were elucidated. To understand the detail 

mechanism of substrate specificity of the endo--1,6-galactanase, the other 

endo--1,6-galactanase which consist from distinctive amino acid sequence was cloned and 

crystal of the recombinant enzyme was obtained. However, quality of the crystal was not 

enough to solve structure so that the mechanism of substrate specificity of the 

endo--1,6-galactanase could not be elucidated. 
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１．研究開始当初の背景 

 アラビノガラクタン－プロテイン(AGP)は
高等植物の細胞表層プロテオグリカンであ
り、植物の生長、分化と密接な関係が示唆さ

れているが、詳細な機能は明らかになってい
ない。また、AGP は古くからガムアラビック
等の増粘剤として食品に利用されてきた。一
般的にAGPの分子量の約90％以上はアラビノ
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図１．タイプⅡアラビノガラクタンの 
糖鎖構造と AGP分解酵素 

ース、ガラクトースに富んだ糖鎖であり、タ
ンパク部分はヒドロキシプロリン、セリン、
スレオニン、アラニン、グリシンを多く含む
事が知られている。AGP の糖鎖はタイプＩＩ
アラビノガラクタンであり、β-1,3-結合の
ガラクタン主鎖にβ-1,6-結合のガラクタン
側鎖が分岐しており、更にその末端にはアラ
ビノース、ラムノース、フコース、グルクロ
ン酸などの糖が繋がった構造をしていると
考えられている（図１）。 
 ゲノム解析の終了したシロイヌナズナで
は少なくとも 40 種類以上の AGP のタンパク
質部分をコードすると考えられる遺伝子が
見出されており、極めて複雑な構造を持つ糖
鎖とも関連して、研究は困難を極めている。 
 AGP の糖鎖構造を修飾できれば、新規なオ
リゴ糖生産、増粘剤の物性改変等、食品とし
ての用途拡大が期待される他、生長・分化と
の関わりで注目されるAGPの機能解析にも有
効な方法となり得る。AGP の糖鎖の分解には
α-L-アラビノフラノシダーゼ、β-1,6-ガラ
クタナーゼ、β-1,3-ガラクタナーゼといっ
た酵素が必要であるが、これらの酵素の研究
例は少ない。特にガラクタナーゼについては
遺伝子のクローニング例も報告されていな
かったが、申請者を含む研究グループはエン
ド--1,6-ガラクタナーゼ、エキソ-β-1,3-
ガラクタナーゼ、α-L-アラビノピラノシダー
ゼなどの新規な酵素を世界に先駆けて獲得
してきた。 
 エキソ-β-1,3-ガラクタナーゼとエンド-
β-1,6-ガラクタナーゼは、タイプＩＩアラ
ビノガラクタンの骨格をなすガラクタン部
分を加水分解するため、AGP 糖鎖分解におい
て重要な酵素である。エキソ-β-1,3-ガラク
タナーゼは、β-1,3-ガラクタンからガラク
トースを遊離するエキソ型酵素であり、側鎖
を持つガラクトースの結合をバイパスして
加水分解することのできる特徴を有する珍
しい酵素である。本酵素の構造機能相関につ
いては過去の科研費にて実施したが、エンド
-β-1,6-ガラクタナーゼについては不明な
点が多いため、本研究において実施する。 

 

２．研究の目的 

 本研究では下記の点を解明することを目
的とする。 
 (1)AGP 糖鎖分解能のある放線菌のゲノム
上に見出されたエンド-β-1,6-ガラクタナ
ーゼ遺伝子をクローニングし、異種発現する。
組換え酵素の基質特異性を詳細に解析する。 
 (2)組換えエンド-β-1,6-ガラクタナーゼ
の結晶化および立体構造解析を行う。 
 (3)放線菌のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼと同じファミリー（研究開始当初は放線菌
のエンド-β-1,6-ガラクタナーゼは糖加水
分解酵素ファミリー５(GH5)に分類されてい
たが、現在は分類が変更され、GH30 に分類さ
れる）に分類されているが、配列的に区別さ
れるエンド-β-1,6-ガラクタナーゼとの基
質特異性のメカニズムを比較するため、
Aspergillus flavus より、同酵素遺伝子をク
ローニングし、異種発現し、組換え酵素を得
る。得られた組換え酵素の結晶化および立体
構造解析を行う。 
 (4)2 種類のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼの立体構造と基質特異性を比較し、同酵素
の基質認識稿を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 （1）放線菌 Streptomyces avermitilisのゲノ
ム遺伝子を調製し、エンド-β-1,6-ガラクタ
ナーゼ様遺伝子(SAV5205)を、PCR により増
幅し、大腸菌の発現系を用いて発現させ、組
換え酵素の特性解析を行った。 

 （2）組換え酵素の結晶化・立体構造解析
を行った。 

 （3）糸状菌 Aspergillus flavusの cDNAを調
製し、PCRによりエンド-β-1,6-ガラクタナ
ーゼ様遺伝子(XP_002375352)を増幅し、
Pichia の発現系により組換え酵素を得た。組
換え酵素の結晶化を行った。 

 
４．研究成果 
 (1)放線菌のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼ 
 放線菌 Streptomyces avermitilis のゲノム遺
伝子より、エンド-β-1,6-ガラクタナーゼ様
遺伝子(SAV5205)を、PCR により増幅し、大
腸菌の発現系を用いて発現させ、組換え酵素
を得た（図２）。 



 

 

 組換え酵素を様々な多糖に作用させ、活性
を調べたところ、本酵素はAGPに作用したが、
β-1,3-ガラクタン、β-1,4-ガラクタンには
作用しなかった。また、β-1,3-β-1,6-ガラ
クタンへの作用が確認されたことから、本酵
素がエンド-β-1,6-ガラクタナーゼ活性を
示すことが示唆された（表１）。 
 
表１．放線菌のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼの多糖に対する基質特異性 

Substrates 
Relative 

acitivity (%) 

-1,3--1,6-Galactan from P. zopfii 100 

Native AGP from tomato 9 

Native AGP from radish 27 

-L-Arabinofuranosidase-treated 

AGP from radish 
356 

-1,3-Galactan 0 

Gum arabic 0 

Larch arabinogalactan 0 

Pectic galactan (-1,4-galactan) 0 

Lupin galactan (-1,4-galactan) 0 

Pustulan (-1,6-glucan) 0 

Laminarin (-1,3--1,6-glucan) 0 

CM-curdlan (-1,3-glucan) 0 

Lichenan (-1,3--1,4-glucan) 0 

CM-cellulose (-1,4-glucan) 0 

Guar gum (galactomannan) 0 

Locust bean gum (galactomannan) 0 

Soluble oat spelts xylan 0 

Soluble birchwood xylan 0 

Chitosan 0 

Debranched arabinan 0 

Arabinan 0 

 
 
 次に、組換え酵素を結合の異なるガラクト
オリゴ糖へ作用させ、活性を確認した（表２）。 
 
 
表２．放線菌のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼのガラクトオリゴ糖に対する基質特異性 

Substrates 
Relative 

acitivity (%) 

-1,6-Galactobiose 0.4 

-1,6-Galactotriose 11 

-1,6-Galactotetraoside 45 

Methyl--1,6-galactopentaoside 100 

Methyl--1,6-galactohexaoside 75 

-1,3-Galactobiose 0 

-1,3-Galactotriose 0 

Methyl--1,3-galactotetraoside 0 

Methyl--1,3-galactopentaoside 0 

-1,4-Galactobiose 0 

-1,4-Galactotriose 0 

 

 本酵素はβ-1,3-結合、β-1,4-結合のオリ
ゴ糖には作用せず、β-1,6-結合のオリゴ糖
への作用が確認されたことから、本酵素がエ
ンド-β-1,6-ガラクタナーゼ活性を示すこ
とが示唆された。β-1,3-β-1,6-ガラクタン
の分解物を HPLC により確認したところ、ガ
ラクトビオースが主生成物であり、ガラクト
ースからガラクトヘプタオースまでのオリ
ゴ糖の生成が確認されたことから、本酵素が、
β-1,6-結合を切断するエンド型酵素である
ことが明確になった（図３）。また、重合度
の異なるオリゴ糖に対する活性から、本酵素
が5個のサブサイトを有することが示唆され
た（表３）。 
 

 
 
表３．放線菌のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼのβ-1,6-ガラクトオリゴ糖に対する反応
速度 

Degree of polymerization of 

-1,6-galacto-oligosaccharides 

kcat/Km 

(min-1mM-1) 

  35 ± 3 

 1019 ± 17 

 3975 ± 56 

5 8933 ± 307 

6 6688 ± 348 

 
 
 次に放線菌のエンド-β-1,6-ガラクタナ
ーゼの結晶化を行った。20％Isopropanol, 
20%PEG4000, 0.1M Sodium Citratre pH5.6 の
条件において、結晶を得た（図４）。 
 
 



 

 

 
 
 この結晶を用いて、立体構造が解明された
（図５）。本酵素は(β/α)8-バレル構造をし
ており、Ｃ末端側にもう一つのドメインが存
在することが明らかとなった。しかしながら、
このＣ末端側ドメインと基質との結合は確
認できず、また、アミノ酸配列も既知の糖結
合性タンパク質との相同性が低く、本ドメイ
ンが CBM である可能性は低い。 
 

 
 
 β-1,6-ガラクトオリゴ糖のソーキングを
試みたが、信頼できる解像度が得られなかっ
たことから、表面モデルの凹凸、活性残基の
位置により、本酵素の基質結合クレフトの位
置を特定した（図６）。放線菌のエンド-β
-1,6-ガラクタナーゼ基質結合クレフトには、
数多くの芳香族アミノ酸が存在しているこ
とが確認され、これらアミノ酸と糖がスタッ
キング相互作用により、結合することが予想
されたが、どの様にβ-1,3-結合、β-1,4-結
合のガラクタンとβ-1,6-結合を識別してい
るかは、十分な情報が得られなかった。 
 
 

 
 
 (2)糸状菌のエンド-β-1,6-ガラクタナー
ゼ 
 糸状菌Aspergillus flavusの cDNAを調製し、
PCR によりエンド-β-1,6-ガラクタナーゼ
様遺伝子(XP_002375352)を増幅し、Pichia の
発現系により組換え酵素を得た（図７）。組
換え酵素の結晶化を行い。結晶を得ることが
できたが、構造解析に耐え得る質ではなかっ
たため、エンドＨにより糖鎖を除去した組換
え酵素を調製し（図８）、結晶化を行った。
しかしながら、現在までに、再現性良く結晶
を得ることが出来ておらず、立体構造を解明
するには至っていない。 

 



 

 

 研究は予定通り進行しなかったが、本研究
では、GH30 に分類されるエンド-β-1,6-ガラ
クタナーゼの立体構造を世界で初めて明ら
かにした。図６に示す基質結合クレフトを形
成するアミノ酸の変異体の解析により、エン
ド-β-1,6-ガラクタナーゼの基質特異性の
メカニズムが解明されることが期待される。
今後も研究を継続し、エンド-β-1,6-ガラク
タナーゼの基質認識機構を詳細に解明して
いく予定である。 
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