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研究成果の概要（和文）：反芻動物の第一胃ルーメンに共生する偏性嫌気性細菌Ruminococcus albusは二つのマンノシ
ルグルコースホスホリラーゼ (I型酵素とII型酵素) を持つ。基質特異性を検討したところ，I型酵素はマンノシルグル
コースに特異的な酵素であり，II型酵素はマンノオリゴ糖に高い活性を示す酵素であることが判明した．合成反応では
，I型酵素のみ6-OHグルコース誘導体をアクセプタ基質とした．アミノ酸配列の比較から推定したアミノ酸残基の変異
酵素の解析から，I型酵素のAsp129が触媒残基と考えられた．また，I型酵素のIle212がグルコース6位誘導体への合成
活性に重要な残基であることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：A ruminal anaerobic baceteium, Ruminococcus albus, has two mannosylglucose phospho
rylase isozymes (Type-I and Type-II), phosphorolyzing mannosylglucose to alpha-mannose 1-phosphate and glu
cose. Anyalysis of substrate specificity revealed that Type-I was specific to mannosylglucose, but Type-II
 had higher activity to mannooligosaccharide than mannosylglucose. These enzymes showed different acceptor
 substrate specificity in the synthetic reaction: Type-I enzyme showed synthetic activity to 6-OH glucose 
derivatives unlike in contrast to Type-II, which was completely inert to these substrates. Asp129 of Type-
I enzyme was determined to be catalytic amino acid residue based on sequence comparison and site-directed 
mutagenesis analysis. Ile212 of Type-I enzyme was important for recognition of 6-OH glucose derivatives as
 acceptor substrates in the synthetic reaction (reverse reaction). 
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１． 研究開始当初の背景 
偏性嫌気性細菌 R. albus や Bacteroides 

fragilisは，セロビオース(β-1,4-グルコシ
ル-グルコース)の還元末端側のグルコース
残基をエピメリ化してβ-1,4-グルコシル-
マンノースを生成するセロビオース 2-エピ
メラーゼを生産する．1967 年に Tyler らが本
酵素を発見して以来，このユニークな酵素の
生理学的意義は謎であったが，本酵素がセロ
ビオースよりマンノビオース(β-1,4-マン
ノシル-マンノース)に高い活性を示すこと，
反応の平衡がマンノビオースからの反応生
成物であるβ-1,4-マンノシル-グルコース
に偏っていることから，セロビオース 2-エピ
メラーゼの生体内での役割は，マンノビオー
スからのβ-1,4-マンノシル-グルコース 
(Man-Glc) の生成であると考えられた． 
我々はMan-Glcを分解して解糖系へと導く

酵素の存在を予想し，R. albus および B. 
fragilisの無細胞抽出液からMan-Glcをリン
酸緩衝液中でα-マンノース 1-リン酸 
(Man1P) とグルコースに分解する酵素 
(MGP)の存在を認めた．我々は，R. albus の
無細胞抽出液から酵素の精製を行い，二つの
MGP(I 型と II 型)を単離し，コードする遺伝
子を決定することでこれらがアイソザイム
であることを確認した．得られた推定アミノ
酸配列は既知酵素のいずれとも配列類似性
を示さず，触媒する反応だけでなく，構造的
にも新規な酵素であることが明らかになっ
た．また，得られた二つの酵素間のアミノ酸
配列の一致度も約 30%と低く，アイソザイム
間の機能的な相違点も期待された． 
  

２． 研究の目的 
 本研究では，R. albus由来の 2つの MGP を
対象とし，大腸菌組換え酵素を用いて生化学
的諸性質を詳細に検討することで“マンノシ
ドを加リン酸分解する”初めての酵素の機能
を解明する．また，本酵素は既知の糖質ホス
ホリラーゼとは全く異なる構造を有するこ
とから，活性中心やユニークな基質認識に関
与する構造因子を明らかにする． 
 
３． 研究の方法 
(1) 組換え酵素の生産 
 R. albus由来 I型 MGP (Rumal_0852) と II
型 MGP遺伝子 (Rumal_0099) をそれぞれ大腸
菌発現用ベクターpET23a に連結し，大腸菌
BL21 (DE3) に導入した．得られた形質転換
体を LB 培地 (I 型酵素では 0.5 L，II 型酵素
では 1.5 L) に植菌し，0.1 mM イソプロピル
β-ガラクトピラノシド存在下，18℃にて 16
時間組換えタンパク質の誘導培養を行った．
得られた形質転換体より組換え酵素を電気
泳動的に単一になるまで精製し，以下の解析
に用いた． 
 
(2) 部位特異的変異酵素の作製 
 部位特異的変異酵素の発現プラスミドの

作製には，Primestar Mutagenesis Basal Kit 
(タカラバイオ) を使用した．変異酵素は，
野生型酵素と同様に精製し，解析に用いた． 
 
(3) 酵素活性の測定 
 Man-Glc加リン酸分解活性の測定では，2 mM 
Man-Glc と 100 mM リン酸ナトリウム緩衝液 
(pH 6.5) を基質として 37℃にて 10分間酵素
を作用させ，遊離グルコース量を求めた．反
応は，3 分間煮沸して停止した．グルコース
量は，グルコースオキシダーゼ-ペルオキシ
ダーゼ法により定量した．Man-Glc に対する
速度パラメータの測定では，種々の濃度の
Man-Glc およびリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 
6.5) に 対 す る 反 応 速 度 を 測 定 し ，
sequential 反 応 の 速 度 式  (v = 
kcat[A][B]/(KiAKmB + KmB[A] + KmA[B] + [A][B])
にフィッティングさせることで速度パラメ
ータを算出した．II 型 MGP によるマンノオリ
ゴ糖に対する加リン酸分解活性の解析では，
種々の濃度のマンノオリゴ糖と10 mM リン酸
ナトリウム緩衝液 (pH 6.5) に作用させ，重
合度が 1 減少したマンノオリゴ糖を HPLC に
より定量し，反応速度を算出した．得られた
反応速度をミカエリスメンテンの速度式に
回帰させることで見かけの速度パラメータ
を算出した． 
 逆反応 (合成反応) の反応速度の測定で
は，10 mM Man1P を糖供与体とし，10 mM グ
ルコースを糖受容体として反応に用いた．酵
素反応後，遊離した無機リン酸を常法に従っ
て定量して反応速度を求めた．受容体特異性
の解析では，種々の糖を受容体として用いて
合成活性を測定した．種々の糖受容体濃度に
おける合成反応速度を測定し，上記と同様に
見かけの速度パラメータを算出した． 
 
(4) タンパク質濃度の測定 
 精製酵素を塩酸により完全に加水分解し
て得られる生成したアミノ酸濃度に基づき，
酵素濃度を算出した． 
 
４． 研究成果 
(1) 組換え I 型 MGP と II 型 MGP の調製と一
般的な諸性質 
 I型 MGPと II型 MGP遺伝子を大腸菌に導入
し，組換えタンパク質を生産して電気泳動的
に単一に精製した．I 型 MGP の Man-Glc に対
する比活性は 55.2 U/mg であり，II型酵素は
2.03 U/mg であった．両酵素の分子質量は
SDS-PAGE でそれぞれ 45 kDa と 38 kDa と見積
もられたが，ゲル濾過カラムクロマトグラフ
ィーではそれぞれ 80 kDa と 209 kDa と見積
もられた．このことから，I型 MGP は 2量体，
II 型 MGP は 6量体であると考えられた．両酵
素共に pH 6.5 で最大活性を示した．I型酵素
は pH 4.5～10.5 (4℃，24 h)，45℃以下 (pH 
6.5，20 分間) で安定であり，II 型酵素は pH 
3.5-9.5，40℃以下で安定であった． 
 



(2) Man-Glc 合成反応と分解反応の速度論的
解析 
 種々の濃度の無機リン酸およびMan-Glcに
おける I 型 MGP と II 型 MGP の加リン酸分解
速度を測定した．その結果，各無機リン酸濃
度における 1/[v]-1/[ManGlc]プロットから
得られた直線群は 1 点で交わったことから，
両酵素は共に Man-Glc の加リン酸分解を
sequential bi bi 機構により触媒することが
明らかになった．得られた速度パラメータを
表 1 にまとめた．I 型酵素の Man-Glc 加リン
酸分解の kcat値は II 型酵素の 4.8 倍高く，
Man-Glc に対する Km値は II 型酵素の 1/91 で
あった．すなわち，I型酵素の方が II 型酵素
よりMan-Glcに対して著しく高い親和性を持
つことが明らかになった．リン酸に対する Km

値は II 型酵素の方が低く，I 型酵素の 1/12
であった．Man1P とグルコースを基質とした
逆反応についても加リン酸分解と同様に速
度パラメータを求めた．その結果，I 型 MGP
の kcat値は II 型 MGP より 6.6 倍高く，グルコ
ースに対する Kmは，II 型酵素の 1/4 程度であ
った．このことは，I型 MGP の方が II型 MGP
よりもグルコースに対して高い特異性を持
つアクセプタ結合部位を持つことを意味す
る．Man1P に対する Kmは II 型酵素の値が I
型酵素より低く，I 型酵素の 1/18 であった．
このことは，II 型 MGP が無機リン酸に対して
高い親和性を示したことと一致した． 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 基質特異性の比較 
 まず加リン酸分解の特異性を検討するた
め，セロビオースおよびラクトースに対する
加リン酸分解活性を調べたが，いずれのアイ
ソザイムも加リン酸分解活性を示さなかっ
た．すなわち，これらの酵素はいずれも非還
元性末端のマンノシル基を厳密に認識して
いることが明らかになった． 
 次に，逆反応における受容体基質に様々な
糖質を用い，各アイソザイムの受容体特異性
を評価した (図 1)．その結果，I型酵素はキ
シロースに対しても若干合成活性を示した
が，グルコースにのみ高い合成活性を示した．
グルコースとキシロースをアクセプタとし
た反応で生成したオリゴ糖は，単離後，質量
分析と NMR 分析を行い，それぞれ Man-Glc と
β-D-マンノシル-(1→4)-キシロースである
ことを確認した．一方，II型酵素は，グルコ
ース以外の糖にも合成活性を示し，オリゴ糖，
特にマンノオリゴ糖に対する合成活性がグ
ルコースに対する活性よりも著しく高いこ

とが明らかになった．セロビオース，マンノ
ビオースおよびジアセチルキトビオースを
受容体とした反応で生成した 3糖は，いずれ
も非還元性末端にマンノシル基が付加され
たオリゴ糖であった．本酵素は，I 型酵素が
受容体としたキシロースに対する合成活性
を示さず，I 型酵素が受容体としなかったマ
ンノースやアロースに合成活性を示した．こ
のことから，I 型酵素は Man-Glc に特異的な
加リン酸分解酵素，II 型酵素は Man-Glc より
マンノオリゴ糖に高い活性を示す新規な加
リン酸分解酵素であることが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に，II 型 MGP の各種マンノオリゴ糖に対
する加リン酸分解の速度パラメータを求め
た (表 2)．その結果，本酵素はマンノテトラ
オースを最も良い基質とし，Man-Glc に対す
る反応効率の 14.1 倍の反応効率を示した．
本酵素のマンノビオースに対する加リン酸
分解活性は低く，反応効率は Man-Glc の 1/5
程であった．以上のことから，II 型 MGP は 3
糖以上のマンノオリゴ糖を加リン酸分解す
る新規酵素であることが明らかになった．本
酵素についてはβ-1,4-マンノオリゴ糖ホス
ホリラーゼと命名し，EC 2.4.1.319 として登
録された． 
表 2. II 型 MGP によるマンノオリゴ糖に対する加リン酸

分解の速度パラメータ 
 
 
 
 
 以上の二つのMGPアイソザイムの機能から
R. albusにおけるマンナンの代謝経路を推定
した (図 2)．マンナンはまず，菌体外マンナ
ナーゼにより分解されてマンノオリゴ糖と
なる．このうち，3糖以上のものは II 型 MGP
により加リン酸分解を受けマンノビオース
まで分解される．マンノビオースはセロビオ
ース 2-エピメラーゼにより異性化されて
Man-Glc となったのち，I型 MGP により Man1P
とグルコースに代謝される． 
 
(4) MGP における触媒残基の決定 
 MGP の発見から，種々の微生物のゲノム情
報に基づき，類縁タンパク質群がファミリー
を形成することが明らかになり，糖質加水分

表 1. ManGlc 加リン酸分解と合成の速度パラメータ 

I型MGP II型MGP

k cat (s
-1) 083.3 ± 5.8 017.5 ± 1.3

KmMan-Glc (mM) 000.304 ± 0.070 027.7 ± 2.7
KmPi (mM) 005.34 ± 0.47 000.444 ± 0.108
KsMan-Glc (mM) 007.70 ± 0.24 030.3 ± 6.0

k cat (s
-1) 204 ± 20 030.9 ± 1.9

KmGlc (mM) 038.2 ± 5.2 142 ± 12
KmMan1P  (mM) 005.80 ± 0.93 000.324 ± 0.1
KsGlc (mM) 007.65 ± 1.45 051.5 ± 25.7

Phosphorolysis

Synthesis

 

図 1. I 型 MGP と II 型 MGP の受容体特異性．それ
ぞれの受容体に対する反応効率を図示した．青色の
バーは I 型 MGP，赤色のバーは II 型 MGP を示す．
Man2～6 はそれぞれ重合度 2～6 のマンノオリゴ糖
を示す．  



解酵素ファミリー130 (GH130)として分類さ
れた．MGP のような基質の立体配座の反転を
伴う (β1-4 結合を切断してα-Man1P を生
成) 加リン酸分解酵素は立体配座の反転を
伴う糖質加水分解酵素と構造的に類似して
いることが多く，反応機構も類似していると
考えられている．反転型加リン酸分解酵素の
加リン酸分解反応では，無機リン酸が基質非
還元末端残基のアノメリック炭素を求核触
媒し，酸性アミノ酸残基がグリコシド酸素に
プロトンを与える一般酸塩基触媒として働
くとされている (図 3)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. R. albusにおけるマンナン代謝経路 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 MGP における一般酸塩基触媒残基を決定す
るため，GH130 のアミノ酸配列を多重整列し，
本ファミリーにおいて完全に保存されてい
る酸性アミノ酸残基を検索した．その結果，
I 型 MGP の Asp129，Glu311 および Asp341 が
見出された．これらのアミノ酸残基を置換し
た変異酵素 D129N，E311Q および D341N を作
製し，活性を検討した．まず，これらの変異
酵素を生産した大腸菌の無細胞抽出液にお
けるMan-Glc加リン酸分解活性を測定すると，
D129NとD341Nでは活性が検出されなかった．
このためこれらのいずれかが触媒残基であ
ると推定し，精製酵素を用いてさらに解析を
進めた．精製 D129N と D341N の 2 mM Man-Glc
に対する 100 mM リン酸ナトリウム緩衝液中
での加リン酸分解活性は，それぞれ 6.66×
10-3 U/mg および 1.23×10-4 U/mg であり，野
生型酵素の 1.21×10-2%および 2.23×10-4%で
あった．グリコシダーゼの一般塩基触媒残基
変異酵素では，アジ化ナトリウムやギ酸の添
加により機能相補されて活性が回復するケ
ミカルレスキューと呼ばれる現象が知られ
ている．加リン酸分解酵素の場合，合成反応
において触媒残基の酸性アミノ酸残基は一
般塩基触媒として機能する．そこで，D129N

と D341Nについてアジ化ナトリウムやギ酸存
在下で合成活性を測定した (図 4)．その結果，
D341N のみがこれらの試薬の添加により活性
の上昇が見られた．この D341N の活性の増加
は，NaCl，NaNO3，NaF および NaBr でも確認
され，さらに触媒残基が一般酸触媒として働
く加リン酸分解反応でもこれらの試薬の添
加による活性の増加が見られた．このことは，
反応液に添加した試薬が活性残基の代わり
に一般塩基触媒として働いたのではなく，む
しろアミノ酸置換により失われた酵素と基
質の相互作用を相補したと考えらえた．すな
わち，Asp341 は触媒残基というよりはむしろ
基質との相互作用に重要な働きを持つアミ
ノ酸残基であると推定された．このことから，
もう一方の Asp129 が本酵素の触媒残基であ
ると結論付けた．この結論は最近明らかにさ
れた Bacteroides fragilis 由来 MGP の結晶
構造から推定された触媒残基と矛盾しない． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) I 型 MGP と II 型 MGP におけるアクセプタ
特異性の違いを導く構造因子の決定 
 I型 MGPと II型 MGPのアクセプタ特異性を
比較すると，I型酵素はグルコース 6-OH 誘導
体に対して活性を示すが，II 型酵素は示さな
い．B. fragilis 由来 MGP の Man-Glc 複合体
の構造を基に6位水酸基周辺のアミノ酸残基
を I 型酵素と II 型酵素で比較すると，グル
コースの6位炭素と疎水的相互作用をしてい
ると推定される Ile212 が II型酵素では保存
されておらず，His186 が対応することが判明
した．そこで，I型 MGP の Ile212 を His に置
換した変異酵素 I212H を作製した．I212H 変
異酵素の Man-Glc に対する比活性は 20.5 
U/mg であり，野生型酵素の 37%であった．グ
ルコース6位誘導体に対する特異性を解析す
ると，野生型酵素では，6-デオキシグルコー
ス，6-デオキシ-6-フルオログルコースおよ
びキシロースに対する合成活性 (10 mM 
Man1P存在下でのkcat/Km)がグルコースのそれ
ぞれ 31%，6%および 4%であるのに対し，I212H
ではそれぞれ 12%，2%および 6%であった．す
なわち，Ile212 の置換によりグルコース 6位
誘導体に対する特異性が低下した．このこと
から I型 MGP においてグルコース 6位誘導体
に対する高い活性には Ile212 が重要である
ことが明らかになった． 
 

Sodium azide Formate

0

10

20

30

40

50

0 100 200 300 400 500

R
el
at
iv
e 
ve
lo
ci
ty
 (
-f
ol
d
)

Sodium azide (mM)

0

1

2

3

4

5

0 100 200 300 400 500

Formate (mM)

● D341N
● D129N
▲ Wild type
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