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研究成果の概要（和文）：β-L-アラビノフラノシダーゼ(HypBA1)の結晶構造をGH127として初めて決定した。HypBA1は
Cysを活性中心に持つ世界初の「システイングリコシダーゼ」であった。B. bifidumからは新規なグリコシダーゼを４
種発見した。さらに、B. longumのβ-アラビノオリゴ糖鎖分解酵素群の転写誘導機構を解明し、HypBA1ホモログの諸性
質の解析を行なった。

研究成果の概要（英文）：We determined the crystal structure of GH127 beta-L-arabinofuranosidase (HypBA1). 
HypBA1 has a Cys residue at its active center and was the first "cysteine glycosidase". We found four new 
glycosidases from B. bifidum. Moreover, we revealed the transcription regulation mechanism of the 
beta-arabinooligosaccharide degradation system in B. longum and investigated characteristics of a HypBA1 
homolog.

研究分野： 農学・農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
 ビフィズス菌は「善玉」乳酸菌として有名
であり、ヒトの健康への寄与が科学的に解明
されつつある。ビフィズス菌が棲息する小腸
下部から大腸の腸管には、澱粉などの分解さ
れやすい糖質はほとんど届かないため、難分
解性糖質を利用するための、多様な糖質分解
酵素を有する。一般的に、ビフィズス菌の糖
質分解酵素には他の細菌にはほとんど見ら
れないユニークな酵素が多く、立体構造の新
規性も高いものが多い。我々はごく最近、ビ
フィズス菌から、ヒトと植物の複合糖鎖を分
解する新規な糖質分解酵素(Glycoside 
Hydrolase, GH)を相次いで発見しつつある。 
 
２．研究の目的 
 (1) 我々がビフィズス菌から発見した新規
酵素群の構造・機能解析を行いビフィズス菌
が多様な糖質を分解・資化する分子機構を明
らかにする。①ヒト B 型抗原に特異的に作用
する α-ガラクトシダーゼ(AgaBb)、②ヒト腸
管ムチンの糖鎖に作用する菌体内 α-N—アセ
チルガラクトサミニダーゼ(NagBb)、植物の
ヒドロキシプロリン(Hyp)に富む糖蛋白質の
β-アラビノフラノオリゴ糖に作用する③β-L-
アラビノビオシダーゼ(HypBA2)、④β-L-アラ
ビノフラノシダーゼ(HypBA1)、などである。
本研究で得られた知見は、新規なプレバイオ
ティクスの開発、乳酸菌の血液型特異性の解
明、B 型抗原を除去した赤血球の開発、など
に貢献できると期待される。 
 
 (2) 乳幼児腸管に高頻度に見られるビフィ
ズス菌 Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. 
breve のうち、B. bifidum はムチン培地におけ
る生育が良好で、ゲノム情報からも高いムチ
ン資化性が示唆されている。ムチン資化能は
本菌のヒト腸管への定着に関与していると
考えられる。そこで、B. bifidum のもつムチン
糖鎖分解酵素を分子レベルで明らかにする
ことにより、ヒトとの共生メカニズムを理解
することを目的とした。これらの特異なグリ
コシダーゼは、今後有用オリゴ糖の調製への
利用が期待される。 
 
 (3)我々が発見した β-L-アラビノビオシダ
ーゼと β-L-アラビノフラノシダーゼは、その
新規性が認められた結果、EC 3.2.1.187 と EC 
3.2.1.185 に登録されている。B. longum にお
ける-アラビノオリゴ糖鎖の分解代謝機構の
解明のためには、酵素群の転写単位の解明と
ホモログ遺伝子の機能解析が必要である。そ
こで、-アラビノオリゴ糖鎖分解酵素群の転
写誘導機構の解析と HypBA1 ホモログ
(BLLJ_1826：アミノ酸同一性 38%)の諸性質
の解析を目的とした（図１）。 

 
図１ B. longum による-アラビノオリゴ糖鎖
の分解代謝機構 
 
３．研究の方法 
 (1)マルチドメイン酵素である AgaBb と
HypBA2 に関しては、まず活性を保持する領
域を絞り込んだ。続いて大腸菌でのタンパク
質の大量発現と精製系を構築し、結晶化スク
リーニングを行なった。結晶化に成功したサ
ンプルに関しては主に SeMet-SAD 法などで
位相決定を試みた。立体構造を決定できたサ
ンプルに関しては、活性中心に存在する残基
に部位特異的変異を導入し、変異体の活性を
調べることによりその機能を調べた。
HypBA1 に関しては基質が市販されていなか
ったため、理研の石渡明弘博士・伊藤幸成博
士らにより化学合成をして頂き、その基質に
対する酵素活性を調べた。また反応機構に関
して米国 NREL の Gregg T. Beckham博士らと
共同研究を行い、QM/MM 法計算により酵素
反応での活性化エネルギーを見積もった。 
 
 (2) B. bifidum JCM 1254 のゲノム中に見ら
れるグリコシダーゼの候補遺伝子を PCR に
より増幅させ、pET21 ベクターを用いて大腸
菌 BL21 内で高発現させた。組換え酵素の諸
性質は、合成基質や天然基質に酵素を作用さ
せ、反応液を TLC や HPLC で解析することで
明らかにした。CBM の解析には等温滴定熱
量計やドットブロット法を用いた。 
 
 (3) -Araf2 、L-Ara、グルコースを炭素源と
した PYF 培地で B. longum JCM1217 を嫌気培
養した。対数増殖後期にて集菌した菌体から
mRNA を抽出後、逆転写により調製した
cDNA を用いて、BLLJ_0211 と BLLJ_0212 に
加え、-Araf2の菌体内への取り込みを担う糖
輸送体 BLLJ_0208 の転写量をリアルタイム
PCR により測定した。また、-Araf2を炭素源



としたときの cDNAをテンプレートとして隣
接する遺伝子間を増幅させることで-アラビ
ノオリゴ糖鎖分解酵素群の転写単位を調べ
た。さらに、HypBA1 ホモログ(BLLJ_1826)
のクローニングを行い、大腸菌での発現解析
と転写量解析、金属イオン含有量の測定を行
った。 
 
４．研究成果 
(1)HypBA1 の合成基質 pNP-β-L-Araf を用い
てHypBA1の酵素動力学的パラメータを決定
した（文献④）。さらに HypBA1 の結晶構造
を、GH127 ファミリーの酵素の立体構造とし
て世界で初めて明らかにした（文献⑧）。β-L-
アラビノフラノシドに作用するグリコシダ
ーゼの構造としても世界初となる。リガンド
フリー状態とアラビノース複合体の構造を
それぞれ分解能 2.2Å と 2.0Å で決定した。
HypBA1 は触媒ドメインと２つの β-サンドイ
ッチドメインからなり、二量体を形成してい
た（図２左）。興味深いことに、活性中心に
は Zn2+を配位する３つの Cys と１つの Glu か
らなる新規金属結合モチーフが存在してい
た。E322 は酸/塩基触媒残基として適当な位
置に存在していた。驚くべきことに、アノマ
ー炭素近傍で求核触媒残基として適切な位
置に存在していたのは、Zn2+に配位している
C417 であった。これらの残基の触媒における
役割を明らかにするために変異体を作成し
たところ、E322 および Zn2+に配位している残
基では大きく活性が低下したが、特に C417
の変異体では、全く活性が検出されなかった。
さらに、予想される反応機構について
QM/MM 計算を行なったところ、C417 が求核
触媒残基として働き、チオグリコシド中間体
を経る二重置換機構が支持された（図２右）。
以上の結果から、GH127 HypBA1 は、糖質加
水分解酵素としては初めてシステインが活
性中心のグリコシダーゼであると提唱した。 

 
図２ HypBA1 の立体構造（左）と反応機構
（右） 
 
 AgaBb では、全長 1289aa のうち触媒ドメ
インを含み活性を保持する部分を特定する
ことに成功した。このコンストラクトを用い
て native 結晶を得て、分解能 2.0Å の解説デー
タを得ることに成功した。また、NagBb にお
いても結晶化に成功し、native 結晶を用いて
分解能 2.8Å のデータを得ている。しかし、
これらのサンプルにおいては、SeMet 置換体
は native 結晶と同じ条件で結晶が得られない

ため、重原子同形置換法や S-SAD 法により位
相決定を行なっている。HypBA2 では、反応
産物との共結晶により結晶化に成功し、分解
能 2.8Å の native 結晶データを得ており、
SeMet 結晶の作成を行なっている。 
 
(2) ムチン型糖鎖のコア１型糖鎖
（Gal1-3GalNAc1-Ser/Thr）に特異的に作用
するエンド-α-N-アセチルガラクトサミニダ
ーゼ（EngBF）にわずかな類似性を示す遺伝
子 nagbb を見出した（文献①）。NagBb は
GalNAc1-Ser/Thr によく作用するという既
知の酵素とは異なる基質特異性を示し、新規
GH129 ファミリーが創成された。本酵素は糖
転移活性を有し、pNP--GalNAc を供与体、
セリンを受容体とする反応において、
GalNAc1-Ser を生成した。 
 ABO 式血液型物質は分泌型のヒトのムチ
ン上にも発現している。B 型血液型物質に作
用することが予想される GH110 -ガラクト
シダーゼ（AgaBb）をクローニングしたとこ
ろ、B 型物質によく作用したが、フコース残
（文献⑥）基を欠くリニアな構造には作用し
なかった。また B 型赤血球を O 型に変換する
ことができた。AgaBb には CBM51 ドメイン
が存在しており、このドメインが B 型物質に
特異的に結合して高分子多価の基質への親
和性を高める作用があることを、等温滴定熱
量計により明らかにした。 
 胃と十二指腸のムチンに特異的に見られ
る-N-アセチルグルコサミンキャップ構造
はピロリ菌の感染を阻害する生体防御因子
であり、難分解性の構造である。この糖鎖に
作用する GH89 -N-アセチルグルコサミニ
ダーゼ AgnB のクローニングに成功した（文
献⑩）。また、C 末端にタンデムに並んだ３つ
の CBM32 ドメインがムチン糖鎖への結合性
を示し、多価基質への親和性を高めることを
示した。 
 Sda抗原[GalNAc1-4(NeuAc2-3)Gal1-4 
GlcNAc-R]は血液型抗原として発見されたが、
消化管ムチンにも存在している。GH33 -シ
アリダーゼドメインと GH123 -N-アセチル
ガラクトサミニダーゼドメインの両方をも
つユニークな酵素 SiaBb3 をクローニングし
て Sda抗原への作用を調べたところ、ひとつ
の酵素で Sda抗原の末端分岐構造を分解でき
ることが明らかになった。同様の末端構造を
もつ GM2 に作用させたところ、ラクトシル
セラミドにまで分解された。各ドメインの点
変異体酵素を用いて作用機序を調べたとこ
ろ、まずシアル酸が切断され、次に N-アセチ
ルガラクトサミンが遊離することが明らか
になった。 
 
(3) -アラビノオリゴ糖鎖分解酵素群の転写
量の比較を行った結果、-Araf2を用いた際に
BLLJ_0208 はグルコースの 29.5 倍、
BLLJ_0211 は 17.0 倍、BLLJ_0212 は 51.6 倍
の転写量の増加が確認された。一方、L-Ara



においては転写量の増加は確認されなかっ
た。このため、本酵素群は-Araf2存在下で転
写誘導されると考えられる。また、転写単位
の調査を行った結果、BLLJ_0208 から
BLLJ_0213 が一本の mRNA として転写され
ていることを確認した。これらの結果より、
-アラビノオリゴ糖鎖分解酵素群は-Araf2に
より転写制御されるオペロンであると考え
られる。 
 次に、HypBA1 ホモログである BLLJ_1826
の諸性質の解析を行った。BLLJ_1826 は 30℃
の培養条件で可溶化が確認され、His-tag を利
用して単一精製できた。本酵素の至適温度は
35℃から 40℃であり、至適 pH は 5.0 であっ
た。本酵素はホモ二量体を形成しており、本
酵素一分子中に亜鉛イオンを一分子含んで
いた。また、HypBA1 と同様に-Araf2に対し
て高い反応性を示した。これらの結果より、
BLLJ_1826はHypBA1と類似した機能と構造
を有していると考えられる。また、BLLJ_1826
はBLLJ_0211と同様に-Araf2の存在下で17.5
倍の転写量の増加が確認された。このため、
B.longum は類似した機能性を有する 2 つの
-L-アラビノフラノシダーゼの働きにより
-Araf2を L-Ara に分解することで、-アラビ
ノオリゴ糖鎖の効率的な分解代謝を行って
いると考えられる。 
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