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研究成果の概要（和文）：放線菌由来βグルコシダーゼはグルコースにより顕著に活性化される．様々な基質および単
糖などを用いた詳細な速度論的解析等により，活性化はグルコースに限らず他の単糖および短鎖の基質自身でも起こる
こと，活性化はkcatの増加に伴うものであり，Kmの低下は確認されないを明らかにした．単糖の遠位サブサイトへの結
合による基質の非生産的結合抑制と解釈された．関与するアミノ酸残基に基づき活性化型βグルコシダーゼの推定が可
能となった．

研究成果の概要（英文）：Enhancement of activity of beta-glucosidase from Streptomyces sp. with the 
product glucose was investigated.. Kinetics analyses with various substrates and monosaccharides revealed 
that the activation is caused not only glucose but also other monosaccharides as well as even short-chain 
substrates with solely drastic increase in kcat. The monosaccharides, partially occupying the far side of 
substrate binding site from the catalytic site, prevent the short-chain substrates from binding in the 
non-productive fashion. Based on possible amino acid residues associated to the monosaccharide binding, 
candidate beta-glucosidases equipped with the activation feature can be selected.

研究分野： 応用生物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 人類の活動は地球レベルの環境に影響を
与えるに至り，今や人類そして地球上のすべ
ての生命の生存を脅かそうとしている．地球
環境に高負荷を与えている主要な要因は化
石資源の使用である．化石燃料由来 CO2の空
気中への放出が光合成による CO2 固定を大
きく上回った結果，産業革命以前 280ppm だ
った CO2濃度は，現在 400ppm 近くに達し，
2100 年には 960ppm にも達すると予測され
ている．これに伴い，顕著な気候変動そして
深刻な食糧不足が近未来の現実として予測
されている． 
 解決策の一つが，化石資源代替としてバイ
オマスの利用である．地中埋蔵炭素を掘り起
こして空気中に放出せずに，現在光合成で固
定された炭素分だけを使用するので空気中
CO2濃度を上げない．カーボンニュートラル
となる．特に 2000 年以降バイオマス利用エ
ネルギー政策（バイオマス・ニッポン等）が
進められ，様々な技術が開発されてきた． 
 最も資源量豊富な結晶性セルロースの糖
化（加水分解）は，酸糖化と酵素糖化がある．
酸糖化は確立された技術であるが，過分解の
問題に加え，装置の腐食や廃水処理への対応
が避けられない事から．酵素糖化が注目され
ている．酵素糖化は，基本的に常温常圧で反
応できるため加熱不要で過分解も起こさな
い．しかしながら反応性が低いことが問題と
なっている．セルロースが結晶性であり，ま
たかなり低重合度の分解物でも水溶性が低
い等の基質側の問題に加え，分解酵素側にも
大きな問題がある． 
 セルロースは D-グルコースを構成糖とし
て，これがβ1-4 結合した直鎖ポリマーであ
る．セルロース分解には活性 3 種，すなわち
エンドグルカナーゼ(EG)，セロビオヒドロラ
ーゼ(CBH)，β-グルコシダーゼ(Bgl)が用い
られる．CBH が結晶性セルロースに結合ド
メインを介して結合して，セルロース鎖上を
動いて末端から 2糖セロビオースを次々と遊
離する．EG は CBH と相乗的に作用して，
セルロース鎖をランダムに水解する．Bgl は
2 糖やオリゴ糖を単糖（すなわちグルコース）
にまで加水分解する．セルロースの酵素糖化
では，これら 3 種の活性が反応液においてセ
ルロースに順次作用して，低重合化してグル
コースにまで分解したい． 
 ところが，最終段階を担う Bgl は一般に生
成物グルコースにより強く阻害され，生成物
グルコースの蓄積に伴い活性が顕著に低下
する．その結果，酵素糖化反応液において 2
糖セロビオースが分解されずに蓄積して
CBH 活性を阻害する．これが，セルロース
の酵素糖化の低速度・低収率の主要な原因と
なっている． 
 
２．研究の目的 
 以上の様に，セルロースの酵素糖化はバイ
オマス利用推進上重要な地位を占めており，

生成物による酵素の活性阻害の解消は推進
すべき重要な課題である． 
 近年，グルコースによる阻害が起こらない
グルコース耐性 Bgl が少数報告されている．
本研究では，そのような酵素の一つ放線菌
Streptomyces に由来するβグルコシダーゼ
St1Bgl3 に注目した．StBgl3 はグルコースに
阻害されないばかりか，グルコースにより活
性化が報告されている． 
 本研究は，この St1Bgl3 のグルコースによ
る活性化のメカニズムの詳細について酵素
化学的研究を行い，バイオマス酵素糖化の主
要問題点解決にインパクトとなる展開を与
えることを目的として実施した． 
 
３．研究の方法 
(1) 組換え酵素試料の調製： 
 St1Bgl3 酵素タンパク質は放線菌培養菌体
抽出液から精製されるが，生産量は極めて少
ない．大きい培養スケールを必要とし，かつ
誘導剤として用いるセロビオースが大量に
必要である．加えて，抽出液には StBgl3 以
外のβグルコシダーゼに由来する活性が多
量 に 存 在 す る ． p-nitrophenyl β
D-glucoside を基質としたアッセイ系におい
て St1Bgl3 が占める活性は 1/100 程度しかな
い．従って，St1Bgl3 自体の追跡は容易では
ない．精密なイオン交換カラムクロマトグラ
フィーを行うことにより初めて検出が可能
となる．以上の様なことから，本研究では
St1Bgl3 のネイティブ酵素に代えて，組換え
酵素の生産系を確立した上で，組換え酵素を
用いた解析を行うこととした． 
 組換え酵素生産では，大腸菌を宿主として
使用した．誘導条件等は，一般的手法に従い
行った．超音波処理により菌体を破砕し，抽
出液を調製した．精製は主としてイオン交換
カラムクロマトグラフィーを用いた．すなわ
ち，無細胞抽出液をまず pH 6.5 条件下で
DEAE-Toyoperarl カラムに，続いて pH 7.6 条
件で Resource Q カラムに吸着させ，いずれ
も NaCl 直線濃度勾配により溶出させた．活
性画分を，最後に Sephacryl S-100 HR カラ
ムを用いたゲル濾過クロマトグラフィーに
より精製を行った．以上により，大腸菌培養
液 1 L から数 mg の精製酵素標品の調製が可
能となった．精製酵素は，p-nitrophenylβ
glucoside に対してネイティブ酵素と同等の
比活性を示した． 
 
(2) グルコースおよび各種単糖存在による
反応速度に対する影響の詳細解析： 
基質をp-nitrophenyl β-glucosideとして，
グ ル コ ー ス 存 在 下 に お け る 反 応 速 度
（p-nitrophenol 遊離速度）を解析し，ネイ
ティブ酵素と比較した．加えて，以下につい
て検討を行った．すなわち， 
①各種 p-nitrophenyl 化糖を基質とし，グル
コースおよびその他の各種単糖存在による
p-nitrophenol 遊離速度への影響の解析： 



基質として，p-nitrophenyl β-glucoside の
他，β-D-fucoside，およびβ-D-galactoside
を用いた．添加単糖として D-グルコース，D-
ガラクトース，D-キシロース，D-マンノース
他多数を用いて試験を行った． 
ここではまず，基質濃度を 5mM（ただしβ
-D-galactoside は 20 mM）に固定し，単糖の
濃度を0～0.4Mとした時の反応速度を解析し
た．次に，基質濃度も変化させ，共存単糖お
よびその濃度の変化に伴う反応速度の変化
をLineweaver-Burkプロット上において解析
した． 
 
②ラミナリオリゴ糖に対する活性測定 
基質をラミナリオリゴ糖(β1-3 結合のグル
コースオリゴマー)としてグルコース遊離速
度を測定した．基質濃度(0.5～6.25mM)に依
存した速度変化および Michaelis Menten 式
からの逸脱をLineweaver-Burkプロットを用
いて解析した． 
 
③糖転移生成物の解析 
単糖存在により活性化が観察される条件下
において，生成している糖質の分析を行った．
す な わ ち ， 単 糖 存 在 に よ り ， 基 質
p-nitrophenyl 化糖質が加水分解ではなく糖
転移反応によりp-nitrophenolが遊離してい
るか否かを，転移糖の有無および定量解析に
より分析した．分析には速度測定条件下での
反応試料を HPAEC-PAD によって解析した．本
分析では，生成 p-nitrophenol 濃度に対して
1/10 倍濃度の糖を十分に分析でき，すなわち
主要反応が糖転移反応である場合，転移糖が
明確に検出・定量可能な分析法であるが，転
移糖は確認されなかった．ラミナリオリゴ糖
の反応生成物についても同様に転移糖の明
確な生成は確認されなかった．  
 
(3)酵素標品タンパク質のオリゴマー化の分
析： 
精製酵素標品を電気泳動法により解析した．
解析には SDS-PAGE，ブルーネイティブ PAGE, 
および通常のネイティブ PAGE(高 pH)を行っ
た．タンパク質染色を行うとともに，ネイテ
ィブ PAGE では活性染色を行った．活性染色
には4-methylumberifferyl β-glucosideを
用いて生成した4MUを紫外光下蛍光により検
出した． 
 
４．研究成果 
(1)St1Bgl3 の単糖活性化機構： 
St1Bgl3 は，D-グルコース濃度依存的に活性
化および阻害を示す．組換え酵素を用いても
ほぼ同様の結果が得られた．すなわち，単糖
非共存下での活性に対して，60 mM グルコー
ス存在により 122%，200 mM 以上で阻害を示
した．他の単糖(0-0.4 M)ではいずれも濃度
に応じて活性は増加した．試験した単糖の中
ではキシロースが最大値を示し 380%，これに
ガラクトース 260%が続き，フコース，アロー

ス，L-マンノースはいずれも 150%程度までの
活性化を示した．グルコース以外では阻害は
認められなかった． 
基質をβ-D-fucoside とすると，より顕著な
活性化が確認された．グルコースは 80 mM 添
加時に最大値 560%を示し，更に高濃度では活
性化の程度が減少しまで低下した．他の単糖
では阻害は認められず，設定した最大濃度に
て最大活性を示した．キシロースが 1600%，
D-マンノースが940%，以下ガラクトース610%，
L-マンノース 590%，アロース 520%，フコー
ス 310%となった． 
一方，基質をβ-D-galactoside（ただし，こ
れのみ 20 mM）とすると，60 mM キシロース
で 110%を示したが，それ以上の濃度では阻害
となり 75%まで，他の糖では設定濃度いずれ
でも阻害となった． 
 
基質濃度依存性解析から，活性化の速度論的
機構を解析した． 
β-D-fucoside を基質とすると，単糖非共存
下では，設定基質濃度範囲内の高濃度側で明
らかに Michaelis Menten 式からの逸脱が認
められた．すなわち，高濃度基質存在下では
活性化が認められた．ここにグルコースを共
存させると，この基質高濃度側での活性化が
きれいに消え，Lineweaver-Burk プロット上
のラインが，下方向に平行移動する．すなわ
ち，kcat/Km に大きな変化を与えないまま
kcat の顕著な増大（同時に Km も増大）した．
D-グルコースの場合，これに競合阻害が加わ
る．すなわち，低濃度添加では，kcat（と Km）
が顕著に増加し，高濃度グルコース存在下で
は，kcat の変化を伴わずに Km の増加が確認
された（次図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上から，本酵素 St1Bgl3 の単糖活性化は，
kcat 依存的活性化であり，kcat/Km には大き
な変化はない．単純に kcat のみの増加では
ないこと，Kmの増加を伴って kcat/Km に影響
しない事を考慮すると，速度論的には非生産
的結合を考慮した考察が最も妥当であろう．
すなわち単糖存在により基質の酵素への不
適切な結合（非生産的結合）が減少し，生産
的結合を促進するという機構が考えられる．  
(2)基質による活性化と単糖結合部位： 



前項では，僅かではあるが基質自身による
kcat 増加も観察されていることから，
p-nitrophenyl 化糖質も非生産的結合を減じ
生産的結合促進することが示唆された． 
基質ラミナリビオースは高濃度基質で活性
化が確かに認められた．β-D-フコシドと同
様に，単糖存在により kcat の顕著な増加と
ともに，基質自身による活性化は認められな
くなり Michaelis-Menten 式に従うようにな
る． 
これに対し，基質を３糖ラミナリトリオース
とすると，基質による明確な活性化は見られ
なくなり，また単糖による活性化の程度も小
さくなった．更に４糖ラミナリテトラオース
に対しては単糖は阻害を示した． 
以上から，活性化に関わる単糖結合部位は，
活性中心近傍にあり，２糖基質は結合できて
自らに対する活性を増加できること，また単
糖結合が４糖の基質に対しては阻害となる
ことを考え合わせると，単糖結合部位はサブ
サイト＋３周囲であると考えられる． 
 
(3)St1Bgl3 はオリゴマー化により不活性化
する：  
精製酵素標品は，SDS-PAGE により精製度は高
いことが確認され，55 kDa の単一タンパク質
バンドとして示された．しかしながら，ブル
ーネイティブ PAGE では 55 kDa の他に，165 
kDa と 330 kDa にもやや強度の弱いタンパク
質バンドが確認された．タンパク質の予想分
子質量に基づき，単量体の他に，3 量体と 6
量体形成と判断された．ネイティブ PAGE で
もタンパク質染色像では3本のタンパク質バ
ンドが確認されたが，活性染色ではこのうち
最も移動度の高いタンパク質のみ検出され
た．以上より，本酵素は 3量体および 6量体
を形成するが，形成に伴い活性を顕著に消失
すると判断された．単糖存在により，多量体
が解消され単量体化による活性化の機構が
想定される．ただし，全てのオリゴマーがモ
ノマー化してもモノマーは3倍までは増えな
いことから，それ以上の活性化は本機構では
説明できない． 
 
(4)波及について： 
βグルコシダーゼは一般に生成物グルコー
スにより極端な阻害を受ける．St1Bgl3 はグ
ルコースによる活性化を受け，高濃度では阻
害するとはいえグルコース 0.4M 存在下
p-nitrophenyl glucoside 分解活性で 70%程
度を維持する．またキシロースやマンノース
存在下で顕著な活性化を示し，特に kcat の
顕著な増加を示すことから，ヘミセルロース
処理への応用も考えられる． 
酵素の活性化メカニズムとしても特徴があ
る．基質結合に関与しながらも触媒中心から
やや距離のある基質結合部位またはその周
辺への単糖（または短鎖基質）結合に伴い，
短鎖基質の非生産的結合を抑制するという
大変ユニークな結論に至っている． 

構造的解析は，結晶構造解析を進めているが
現在の所，十分なデータが得られていない．
関与するアミノ酸残基はモデル構造から想
定し，変異酵素解析が進められている． 
ごく最近，Cazy 分類による糖質加水分解酵素
群 GH1 のβグルコシダーゼについて，単糖活
性化に関わるアミノ酸残基が特定された．本
研究で得られた多様な情報，すなわち単糖に
よる活性化程度の相違，使用基質によっても
異なる効果など，総合的な GH1βグルコシダ
ーゼの理解と高機能付与酵素創出に重要な
知見を提供できたと考えている． 
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