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研究成果の概要（和文）：天然に微量にしか存在しない「希少糖」の生産に関与する単糖異性化酵素について、Ｘ線結
晶解析により基質複合体構造の決定、触媒反応機構の解明に関する研究を行った。L-リボースとL-リブロース間の異性
化反応を触媒する、希少糖生産酵素Acinetobacter sp.由来L-リボースイソメラーゼ（L-RI）、Cellulomonas parahomi
nis由来L-RIの構造を決定し、それぞれの野生型および変異酵素における複数の基質複合体構造から、L-RIの糖環開環
機構を含めた触媒反応機構を提唱し、L-RIのホモ四量体構造は酵素の分子構造の安定性に関与し、酵素活性には不可欠
であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：X-ray structures of L-ribose isomerase from Acinetobacter sp. and Cellulomonas 
parahominis were determined. On the basis of the wild-type and mutant form structures in complexes with 
rare sugars, catalytic reaction mechanism of L-RI including ring-opening mechanism of sugar was proposed. 
Furthermore, mutant structure analysis supported the essentiality of tetramer formation of L-RI for its 
enzymatic activity.

研究分野：構造生物科学、蛋白質工学

キーワード： X線結晶構造解析　単糖異性化酵素　希少糖　L-リボースイソメラーゼ　D-タガトース 3-エピメラーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 希少糖と希少糖生産酵素 
単糖には多くの不斉炭素があり、6 つの炭素
からなる単糖にはアルドヘキソースで16種、
ケトヘキソースで 8 種、計 24 種の立体異性
体が存在する。この中には、天然に多量に存
在する D-グルコースや D-フルクトースがあ
る一方、その多くは天然には微量にしか存在
が確認できない「希少糖」と呼ばれている。
香川大学の何森教授らのグループは、種々の
単糖異性化酵素、酸化還元酵素を用いて、「希
少糖」を生産するストラテジー、「イズモリ
ング」を考案した。特に、糖の 3位をエピマ
ー化(キラリティーを反転)する酵素として
発見された Pseudomonas cichorii 由来 D-タ
ガトース 3-エピメラーゼ(D-TE)は、D-フル
クトースを希少糖 D-プシコースに異性化さ
せることができる。大量生産が可能となった
D-プシコースを用いた研究により、D-プシコ
ースのインスリン分泌作用、糖代謝の改善効
果などが見出され、希少糖は医薬・食品産業
において注目されるようになった。さらに、
D-プシコースに、基質特異性の広いケトー
ス・アルドース異性化酵素である Bacillus 
pallidus 由来 D-アラビノースイソメラーゼ
(D-AI)を作用させて希少糖 D-アルトロース
へ、同じく基質特異性の広い Pseudomonas 
stutzeri 由来 L-ラムノースイソメラーゼ
(L-RhI)を作用させて希少糖 D-アロースへと
変換させることも可能となっている（図 1）。 

 
われわれは、これまでに上述の 3種の希少糖
生産酵素、D-TE, D-AI, L-RhI の基質複合体
構造を X線結晶解析により決定し、それらの
基質認識・触媒反応機構について報告を行っ
てきた。D-TE については、基質に向かい合う

ように配置された Glu152 と Glu246 が酸塩
基触媒として働き(図 2)、基質の 3 位の炭素
と酸素の間でプロトンを交換するという
C3-O3 proton-exchange 機構を新たに提唱し
ている。 
 

これまでに、D-TE においては、線状の基質が
結合した基質複合体構造しか得られていな
いが、通常、単糖は環状構造(糖環)として生
体内で存在し、酵素は糖環を捕捉して、開環
してから異性化反応を触媒すると考えられ
る。L-RhI については、hydride-shift 機構
に基づく構造が示され、アミノ酸を置換した
変異体を用いて、反応の各ステップで止まっ
た X 線構造を得ることにより、糖環開環を含
む反応機構の詳細について明らかすること
に成功している。D-TE も同様な手法を用いる
ことにより、糖環の開環機構を解明すること
ができると期待された。近年、D-TE は希少糖
誘導体であるデオキシ希少糖を基質とする
研究報告があり、D-TE を用いたデオキシ希
少糖の生産の可能性が検討されるようにな
ってきた。D-TE がどのようにデオキシ希少糖
を認識するのか、D-TE とデオキシ希少糖との
複合体構造も興味深い対象である。 
 
(2)  Acinetobacter sp. 由来 L-リボースイ
ソメラーゼ（AcL-RI） 
新規希少糖生産酵素として、Acinetobacter 
sp. 由来 L-リボースイソメラーゼ（AcL-RI）
が注目されていた。L-RI は 5単糖の L-リボー
スと L-リブロース間の可逆的な異性化反応
を触媒する酵素であり（図 3）、L-リボースは
L-ヌクレオシド類似体合成の前駆体、すなわ
ち核酸の複製阻害剤として利用することが
できることから、抗菌剤や抗ウィルス剤、抗
がん剤などの医薬品への利用が期待されて
いる。 

先行研究において、AcL-RI セレノメチオニン
置換体を用いることにより AcL-RI の構造決

 
図 1．希少糖生産ストラテジーの例 

 
図 2．D-TE の基質結合部位 

 
図 3．AcL-RI の構造と触媒反応 



定に成功したが、希少糖との複合体構造が得
られていなかったことから、詳細な触媒反応
機構については不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、天然に微量にしか存在しない「希
少糖」の生産に関与する希少糖生産酵素につ
いて、これまで行ってきた基質複合体構造の
X線結晶解析研究をさらに深化させるととも
に、希少糖誘導体であるデオキシ希少糖生産
に向けた構造情報の取得、および新規希少糖
生産酵素の構造生物学的研究を発展させて
いくことを目的に行った。 
 
３．研究の方法 
（1）Acinetobacter sp. L-リボースイソメラ
ーゼ（AcL-RI）の基質複合体の X線結晶解析 
 
① AcL-RI の基質複合体の構造解析 
野生型 AcL-RI の精製酵素を調製し、結晶化
を行った。得られた結晶に用いて、基質（L-
リボース、L-リブロース）と阻害剤（リビト
ール）のソーキング実験を行い、X 線回折デ
ータを収集した。野生型 AcL-RI とそれぞれ
のリガンドとの複合体の構造解析を行った。 
 
② 変異酵素の評価と構造解析 
2 つの触媒残基と予想された Glu113 と
Glu204、基質複合体の構造から基質結合に関
与すると考えられた Lys93, Lys11, E211, 
R243 に変異を導入した酵素（K93A, K111A, 
E113A/H/Q,E204A/Q, E211A, R243A）を構築
し、これらの変異酵素の活性測定を行った。
E204Q に対しては、結晶を作成し、L-リボー
ス、L-リブロースとの複合体構造解析を行っ
た。 
 
（2）Cellulomonas parahominis L-リボース
イソメラーゼ（CpL-RI）の基質複合体の X線
結晶解析 
由来する微生物が異なる L-リボースイソメ
ラーゼとして、既にクローニングされ大量発
現 が 可 能 と な っ て い た Cellulomonas 
parahominis L- リボースイソメラーゼ
（CpL-RI）の X線結晶解析を行った。 
 
① CpL-RI の結晶化および構造決定 
CpL-RI の精製酵素を調製し、結晶化を行った。
得られた結晶からデータ収集を行い、AcL-RI
の構造モデルを用いた分子置換により

CpL-RI の構造を決定した。 
 
② 変異酵素の安定性の評価 
CpL-RI も AcL-RIもホモ四量体を形成するこ
とから、ホモ四量体構造の分子構造の安定性
と酵素活性の関係を調べるため、CpL-RI にお
いて分子間内に位置するアミノ酸残基に変
異を導入し、四量体を形成しにくい/形成で
きない変異酵素を構築した。これらの変異酵
素について、ゲル濾過による分子構造の多量
体形成の確認と酵素活性の測定を行った。 
 
（3）微小重力環境を利用した希少糖生産酵
素の結晶化およびその X線結晶解析 
 
希少糖生産酵素の詳細な触媒反応機構の理
解を深めるため、良質な結晶を得て高分解能
のデータ収集を行うことを目的に JAXA 宇宙
実験、国際宇宙ステーション(ISS)を利用し
た微小重力環境下での結晶化実験に参加し
た。これまでに、第 1 期 第 6 回 JAXA 宇宙
実験では、L-ラムノースイソメラーゼ
（L-RhI）と野生型より分解能が向上してい
る D-タガトース 3-エピメラーゼ（D-TE）の
変異酵素C66Sの結晶化実験に参加している。
本研究期間では、第 2期 第 1回宇宙実験で
L-RhI と D-TE_C66S、AcL-RI の結晶化実験、
第 2 期 第 2 回宇宙実験では、D-TE_C66S と
AcL-RI、第 2期 第 3回宇宙実験では、野生
型より分解能が向上しているL-RhIの変異酵
素 S329F と D-TE_C66S を用いた結晶化実験に
参加した。 
 
（4）Pseudomonas cichorii D-タガトース 3-
エピメラーゼ(D-TE)の変異酵素を用いたデ
オキシ希少糖および糖アルコールとの基質
複合体の X線結晶解析 
 
D-TE の基質となるデオキシ糖（1-デオキシ 
D/L-タガトース, 6-デオキシ L-プシコース, 
1-デオキシ 3-ケト D-ガラクチトール）、四
炭糖の L-エリスルロース、糖アルコール（グ
リセロール、D-タリトール）のソーキング実
験を行い、X 線結晶解析によりこれらの複数
の複合体構造を決定した。 
 
４．研究成果 
（1）Acinetobacter sp. L-リボースイソメラ
ーゼ（AcL-RI）の基質複合体の X線結晶解析 
 



野生型 AcL-RI では L-リボース、L-リブロー
ス、リビトールとの複合体構造が得られた。
図4にはリビトールが結合した活性部位を示
す。これより、触媒残基と予想された Glu113
と Glu204 の変異酵素(E113A/H/Q, E204A/Q）
を作成して酵素活性を確認したところ、失活
していた。 

野生型 AcL-RI/L-リボース、AcL-RI/L-リブロ
ースの活性部位では、環状の糖が結合した構
造が見られた（図 5）。AcL-RI/リビトールと
同様に、Lys93 は触媒残基の Glu204 と水素結
合を形成している（図5. A,D）。一方、E204Q/L-
リボース、E204Q/L-リブロースの複合体構造
では、糖は開環し、Lys93 は E204Q とは水素
結合を形成することができず、基質の O3 と
水素結合を形成していた（図 5. B,C）。また、
環状の糖が結合した活性部位では、Arg243 は
基質と相互作用することはなく、Glu211 も基
質の一部とのみ水素結合をしていた。 
基質結合に関与すると考えられた Lys93, 
Lys111, Glu211, Arg243 に変異を導入して変
異酵素のうち、K93A, K111A は完全に酵素活
性が失活したが、E211A、R243A は野生型に対
してそれぞれ11.1%, 10.5%の活性を維持して
いた。これらの結果から、Glu211 と Arg243
は基質認識にのみに関与していると考えら
れた。 
野生型および変異酵素の複数の基質複合体
構造から、環状の糖が結合した複合体構造を

得ることができ、AcL-RI では、金属イオンと
結合して活性化された触媒水が基質の O1 か
ら O5 にプロトンを移動させることにより、
糖が開環される糖環開環機構を含めた
cis-ene diol の反応中間体を経る触媒反応
機構を提唱し（図 5）、論文誌に報告した
（Yoshida et al.,(2014), FEBS J., 281(14), 
3150-3164）。  
 
（2）Cellulomonas parahominis L-リボース
イソメラーゼ（CpL-RI）の基質複合体の X線
結晶解析 
 
希少糖研究センターとの共同研究により、由
来する微生物が異なり、AcL-RI とは 75％の
アミノ酸の相同性を持つ CpL-RI の構造決定
および四量体構造の必要性について解析を
行い、論文誌に投稿した（ Terami et 

  

図 5．AcL-RIの糖環開環機構を含む触媒反応機構 

  

水色のスティックは結合したリビトール 

     

図 4．リビトールが結合した AcL-RIの活性部位 



al.,(2015), Appl Microbiol Biotechnol., 
99(15), 6303-6313）。変異酵素のゲル濾過に
おいて、四量体：二量体：単量体の割合で二
量体の割合が増えた変異酵素については酵
素活性が大幅に低下した。 
 
これら2種類のL-リボースイソメラーゼの構
造解析を通して、L-リボースイソメラーゼの
糖環開環機構を含めた触媒反応機構を提唱
し、本酵素のホモ四量体構造は酵素の分子構
造の安定性に関与し、酵素活性には不可欠で
あることを明らかにした。 
 
（3）微小重力環境を利用した希少糖生産酵
素の結晶化およびその X線結晶解析 
 
反応中間体における水素原子の電子密度が
得られる超高分解能のデータ収集を目指し
て、国際宇宙ステーション（ISS）を利用し
たJAXA宇宙実験の結晶化実験に参加したが、
目的を達成する高分解のデータは得られな
かった。しかしながら、第 1期 第 6回 JAXA
宇宙実験では、若干ではあるが分解能が向上
したデータも得られ、第 2期 第 2回宇宙実
験においては、微小重力空間で成長した
D-TE_C66S の結晶を用いて希少糖誘導体であ
るデオキシ希少糖、1-デオキシ L-タガトー
スとの複合体構造（1.73Å分解能）を得るこ
とができた。さらに、第 2期 第 2回宇宙実
験では、L-RhI_S329F の結晶が得られ、これ
までの最高分解能を示す D-アロースとの複
合体（1.35Å分解能）、1-デオキシ D-プシコ
ース、1-デオキシ L-タガトース、6-デオキ
シ L-タロースとの複合体構造も得られた。
長期的に複数回の実験を重ねることによっ
て、良好な結果が徐々に得られてきている。 
 
（4）Pseudomonas cichorii D-タガトース 3-
エピメラーゼ(D-TE)の変異酵素を用いたデ
オキシ希少糖および糖アルコールとの基質
複合体の X線結晶解析 
 
D-TE_C66S とデオキシ糖（1-デオキシ D/L-
タガトース, 6-デオキシ L-プシコース, 1-
デオキシ 3-ケト D-ガラクチトール）、四炭
糖の L-エリスルロース、糖アルコール（グリ
セロール、D-タリトール）の複数の複合体構
造が得られた。図 6におけるデオキシ希少糖
の多数の複合体構造を決定することによっ
て、3 位にケト基をもつ 1-デオキシ 3-ケト 
D-ガラクチトールは 1つシフトした 4位が認
識されてエピマー化されることが複合体構
造から示され、1-デオキシ D-タガトースの
複合体では、基質となる方向に結合する A型
と逆向きに結合して基質とならないB型が混
在することが明らかになった。これは、1-デ
オキシ D-タガトースに対する酵素活性が低
いという理由につながると考えられる。本研
究により、D-TE のデオキシ希少糖の認識機構
ならびにデオキシ希少糖が阻害効果を示す

可能性をもつことが明らかとなった（論文投
稿中）。今回、D-TE の糖の開環機構の解明に
は至らなかったが、D-TE_C66S の分子表面に
おいて、開環した糖と環状のままの糖が結合
した複合体構造が得られ、特に活性部位近傍
の疎水性領域が集中した領域の分子表面に
は開環した糖が結合していたことから、D-TE
の糖の開環機構には基質結合部位に結合し
てから開環されるプロセスとは異なる機構
がある可能性が考えられた。 
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