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研究成果の概要（和文）：アラビノガラクタン-プロテインは、β-1,3/1,6-ガラクタン鎖がL-アラビノース等で修飾さ
れたⅡ型アラビノガラクタン鎖(Ⅱ型AG)を持つ植物糖タンパク質である。Bifidobacterium longum等の一部のビフィズ
ス菌はⅡ型AGに対する資化性を有することが報告されていたが、その分解代謝機構は未解明であった。本研究では、B.
 longum JCM1217株由来のエキソ-β-1,3-ガラクタナーゼ、β-1,6-ガラクタナーゼ、α-L-アラビノフラノシダーゼの
諸性質と転写量の解析を行うことにより、B. longumにおけるⅡ型AG分解代謝機構の全容の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Type II arabinogalactan is a suitable carbohydrate source for Bifidobacterium 
longum, but the metabolic pathway has never been revealed. In this study, we cloned and characterized 
GH43 exo-β-1,3-galactanase (BLLJ_1840), GH30 β-1,6-galactanase (BLLJ_1841), and GH43 
α-L-arabinofuranosidase (BLLJ_1854) from B. longum JCM1217. Furthermore, we revealed a degradation 
pathway for type II arabinogalactan in B. longum.

研究分野： 糖鎖工学、酵素工学、遺伝子工学
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１．研究開始当初の背景 
ハイドロキシプロリン(Hyp)が豊富な糖タ

ンパク質(HRGP)のメンバーであるアラビノ

ガラクタン-プロテイン(AGP)は、-1,3-ガラ

クタン主鎖に-1,6-ガラクタン側鎖を持つ

Ⅱ型アラビノガラクタン鎖(Ⅱ型 AG)を有す

る植物糖タンパク質であり、その末端は L-

アラビノース(L-Ara)や L-ラムノース等で修

飾されている。これまでに、AGP を主成分と

するアラビアガムには、ヒト腸内のビフィズ

ス菌を増やす効果があることが確認されて

いた(W. Calame, et al., Br. J. Nutr., 100, 

1269(2008); C. Cherbut, et al., Microb. 

Ecol. Health Dis., 15, 43(2003))。また、

各種ビフィズス菌の中で Bifidobacterium 

longumと一部の B. adolescentisだけがⅡ型

AG を利用して生育できることが報告されて

いた(F. Crociani, et al., Int. J. Food. 

Microbiol., 24, 199(1994);堀ら,日本食品

微生物学会雑誌, 24, 163(2007))。しかし、

ビフィズス菌由来のⅡ型 AG 分解酵素に関し

てはその酵素活性の報告すら無く、ビフィズ

ス菌のⅡ型 AG 分解代謝機構は未解明であっ

た。 

 
２．研究の目的 

B. longum JCM1217 株のゲノム配列情報を

利用してⅡ型 AG 分解酵素群の探索を行った

結果、Ⅱ型 AG の分解に関与すると予想され

た遺伝子クラスターを見いだした(図 1a)。Ⅱ

型 AG 分解酵素群と予想された BLLJ_1840・

BLLJ_1841・BLLJ_1854 は、シグナルペプチド

(SP)と膜貫通領域(TM)の予想配列を有して

いたことから菌体表層に局在する酵素であ

ると予想された(図 1b)。また、それらの ORF

中には CAZy 糖質分解酵素 (GH) ファミリー

43及び30に属するⅡ型AG分解酵素との相同

配列が認められたため、これらの遺伝子はエ

キソ--1,3-ガラクタナーゼ(BLLJ_1840)、

-1,6-ガラクタナーゼ(BLLJ_1841)、α-L-ア

ラビノフラノシダーゼ(BLLJ_1854)をコード

すると予想された。このため、Ⅱ型 AG 分解

酵素群の諸性質と転写量の解析を行うこと

により、B. longumにおけるⅡ型 AG 分解代謝

機構を明らかにすることを目的とした。 

図 1. B. longum が有するⅡ型 AG 分解酵素
群 
 (a) Ⅱ型 AG 分解に関与する遺伝子クラス

ター 
 (b)分解酵素群の構造モチーフ 

 
３．研究の方法 

B. longum JCM1217 株からクローニングした

BLLJ_1840・BLLJ_1841・BLLJ_1854 遺伝子を

大腸菌で発現させ、カラマツ由来のⅡ型

AG(LWAG)やアラビアガム、L-Ara を除去した

部分酸分解LWAGや部分酸分解アラビアガム、

LWAG から調製されたオリゴ糖を利用して基

質特異性及び酵素化学的諸性質の解析を行

った。また、これらのオリゴ糖及び多糖を炭

素源とした資化性試験と誘導生産された酵

素群の転写量の解析及び酵素活性測定を行

った。 

 
４．研究成果 

大腸菌で発現させた各組換え酵素の基質特

異性を詳細に解析し、Ⅱ型 AG に対する本酵

素群の切断様式を明らかにした(図 2)。詳細

は以下に示す。 

組換え BLLJ_1840 タンパク質を-1,3-ガラ

クトオリゴ糖に作用させたところ、ガラクト

ース(Gal)の遊離が確認できた。一方、-1,4

と-1,6-ガラクトオリゴ糖には作用しなか

った。本酵素の至適 pH は 5.5、至適温度は

40℃であった。LWAG を基質として用いて遊離



糖 の 解 析 を 行 っ た 結 果 、 Gal 、

Gal--1,6-Gal(-1,6-Gal2) 、 -1,6-Gal3 、

-1,6-Gal4、L-Ara で修飾された-1,6-Gal3

が同定された。糸状菌や放線菌で報告されて

いるエキソ--1,3-ガラクタナーゼが側鎖を

除去した-1,3-ガラクタンに対する反応性

が最も高いのに対して、本酵素は-1,3-ガラ

クタンより-1,6-ガラクタン側鎖を有する

部分酸分解 LWAG に対して 9 倍程度高い反応

性を有していた。以上の結果、BLLJ_1840 は

側鎖が付加された-1,3-ガラクタン主鎖を

非還元末端側から切断するエキソ--1,3-ガ

ラクタナーゼであることが明らかとなった

(雑誌論文 2)。 

 

図 2.Ⅱ型 AG 分解酵素群の切断様式 
 

次に、組換え BLLJ_1841 タンパク質を

-1,6- ガラクトオリゴ糖 (-1,6-Gal3 、

-1,6-Gal4、-1,6-Gal7、-1,6-Gal8)に作用

さ せ たとこ ろ 、非還 元 末端側 か ら の

-1,6-Gal2 の遊離を確認した。一方、-1,3

と-1,4-ガラクトオリゴ糖には作用しなか

った。本酵素の至適 pH は 4.5、至適温度は

40℃であった。また、LWAG と部分酸分解 LWAG

を基質として遊離糖の解析を行った結果、

-1,6-Gal2 の遊離が確認された。このため、

BLLJ_1841 は、Ⅱ型 AG の-1,6-ガラクタン側

鎖から二糖単位で-1,6-Gal2 を遊離させる

-1,6-ガラクタナーゼであることが明らか

となった。 

次に、組換え BLLJ_1854 タンパク質を各種

p-ニトロフェニル(pNP)基質に作用させたと

ころ、pNP-α-L-アラビノフラノシド (Araf)

のみに僅かに作用したことから、α-L-アラ

ビノフラノシダーゼであることが確認でき

た。本酵素の至適 pH は 5.5、至適温度は 50℃

であった。また、Araf 側鎖を有する-1,6-

ガラクトオリゴ糖に作用させたところ、

L-Ara の遊離が確認できた。また、LWAG 及び

テンサイ由来のアラビナンからのL-Araの遊

離が確認された。これらの結果から、本酵素

は植物多糖の側鎖に修飾されたα-Araf を特

異的に切断するα-L-アラビノフラノシダー

ゼであると考えられる。 

さらに、B. longum JCM1217 株を LWAG とグ

ルコースを炭素源として培養し、Real-Time 

PCR を用いて各酵素遺伝子の転写量の比較を

行った。その結果、LWAG を用いた際に

BLLJ_1840 は 109 倍、BLLJ_1841 は 32 倍、

BLLJ_1854は34倍の転写量の増加が確認され

た。また、各種炭素源を用いて培養した B. 

longum の細胞壁画分の酵素活性測定でも、

LWAG を用いて培養した菌体の高いⅡ型 AG 分

解活性が確認された。このため、本酵素群は

Ⅱ型 AG 存在下で誘導生産され、Ⅱ型 AG を効

率的に分解しているものと考えられる。 

これらの研究成果を基に、B. longum にお

けるⅡ型AG糖鎖分解代謝経路を予想した(図

３;雑誌論文 2）。 

 

図 3. B. longum におけるⅡ型 AG 分解代謝機
構 



 

Ⅱ型 AG は、菌体表層に局在したⅡ型 AG 分

解酵素群により単糖から4糖程度の短いオリ

ゴ糖鎖に分解された後、ABC 型糖輸送体

(BLLJ_0446-0448)を介して菌体内に取り込

まれ、菌体内酵素の GH42 -ガラクトシダー

ゼ(BLLJ_0443)及び GH51α-L-アラビノフラ

ノシダーゼ(BLLJ_0045)の作用により単糖に

まで完全に分解され代謝されるものと考え

られる。 

既に、我々は HRGP のメンバーであるエクス

テンシンの糖タンパク質糖鎖である-アラ

ビノオリゴ糖鎖の B. longumにおける分解代

謝機構を明らかにしている(雑誌論文 4)。今

回、新たにⅡ型 AG 分解代謝機構を明らかに

したことにより、B. longumが主要な HRGP 糖

鎖であるⅡ型 AG と-アラビノオリゴ糖鎖の

両方を効率的に分解代謝していることを明

らかにした。HRGP は、ヒトの消化酵素によっ

て分解できない食物繊維として大腸に届き、

B. longum を選択的に増殖させることができ

る「プレバイオティック糖タンパク質」であ

る。このため、HRGP を含有する野菜や穀物の

細胞壁画分の摂取によりビフィズス菌が増

えることにより、腸内環境を健全に保つこと

ができると考えられる。また、増粘多糖類と

して認可されているアラビアガムや LWAG を

サプリメントとして摂取することでも同様

の効果が期待できる。今後は、B. longum が

持つ HRGP 分解酵素群の詳細な解析を進める

と共に、ヒト腸内環境で共存する他のビフィ

ズス菌との共生関係を明らかにすることに

より、プレバイオティック糖タンパク質とし

ての HRGP の機能解明を進めていきたいと考

えている。 
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