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研究成果の概要（和文）：DUF1680に分類される植物由来の機能未知酵素の構造と機能を明らかにすることを当
初の目的として研究を行った。シロイヌナズナとイネの遺伝子について異種発現を行い、多数の条件を試みた
が、いずれも発現しないか不溶性でしか発現しなかった。新規ファミリーGH146に分類される植物病原菌
（Xanthomonas属）由来のβ-L-アラビノフラノシダーゼについて立体構造を決定し、その活性中心がビフィズス
菌由来のGH127酵素(HypBA1)と同様にシステインであることを明らかにした。さらに、本酵素が新規な糖質結合
ドメインを有することがわかった。

研究成果の概要（英文）：We initially aimed to study the structure and function of uncharacterized 
enzyme from plants that belong to DUF1680. Although we examined heterologous expression of the genes
 from Arabidopsis thaliana and Oryza sativa under various conditions, they did not express or 
expressed as insoluble aggregates. We determined a novel crystal structure of a GH146 β
-L-arabinofuranosidase from plant pathogen, Xanthomonas. The active site of the Xanthomonas enzyme 
was cysteine, like the case of GH127 enzyme (HypBA1), and the enzyme had a novel 
carbohydrate-binding module domain.

研究分野：酵素学、構造生物学、農芸化学

キーワード： グリコシダーゼ　シロイヌナズナ　イネ　β-アラビノオリゴ糖
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでに糖質加水分解酵素(GH)

ファミリー127 および機能未知ドメイン
(DUF)1680 に分類されるビフィズス菌由来
のβ-L-アラビノフラノシダーゼ(HypBA1)の
活性中心が、亜鉛に結合したシステインであ
ることを明らかにした。システイン型のプロ
テアーゼはよく知られているが、グリコシダ
ーゼでは、現在約 150もの GHファミリーが
存在するにもかかわらず、我々が研究を開始
した当初においては、GH127 以外に前例が
なかった。また、研究開始当初はβ-L-アラビ
ノフラノシドに作用する酵素は、GH127 に
属するビフィズス菌由来の酵素 HypBA1 が
唯一の例であり、それ以外には知られていな
かった。しかし、β-L-アラビノオリゴ糖は植
物細胞壁のヒドロキシプロリン-リッチ糖タ
ンパク質(HRGP)および糖ペプチドホルモン
に豊富に普遍的に存在することが知られて
いる。GH127 には基本的には原核微生物由
来のタンパク質しか分類されていないが、
GH127 を含むより広いタンパク質ファミリ
ーである DUF1680（図１）では、真核微生
物や植物のゲノム由来のタンパク質が含ま
れている。したがって、これらの DUF1680
タンパク質は、HRGPや糖ペプチドホルモン
の分解および再構築に関わることで植物の
発生、成長、病原性や生理機能に大きな影響
を与える可能性があると予想される。 
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２．研究の目的 
本研究ではシロイヌナズナとイネの

DUF1680 遺伝子をクローニングし、異種発
現したタンパク質の機能を調べ、立体構造解
析を組み合わせて、それらの酵素の作用機構
を解明し、植物の生理に与える影響の考察に
つなげることを当初の目的とした。しかし、
本研究を進めるにつれ、植物由来のタンパク
質が活性を持った状態で可溶性の異種発現
を行わせることが困難であることが明らか
と な っ た た め 、 植 物 病 原 菌 で あ る
Xanthomonas 属細菌由来の新規酵素の機
能・構造解析を進めることにした。本研究で
は、機能あるいは構造が明らかとなっている
酵素と配列相同性が極めて低い、新規性の高
いタンパク質の構造機能解析を行うことを
目的とした。 

なお、ごく最近、英国を中心としたグルー
プ に よ り 、 腸 内 細 菌 Bacteroides 
thetaiotaomicron由来のゲノム配列から、ペ
クチンの一種であるラムノガラクチュロナ
ン-I分解酵素遺伝子群の中にある、DUF1680
に属する BT0349 がβ-L-アラビノフラノシ
ダーゼ活性を持つことが報告され(Luis et al., 
Nat. Microbiol. 3, 210-219, 2018)、これまで
GH127 に未分類だった DUF1680 の多くが
新規ファミリーGH146 に分類されることに
なった。本研究で構造を明らかにした
Xanthomonas属由来の新規酵素も、GH146
に分類されている。 
 
３．研究の方法 

(1)シロイヌナズナとイネの cDNA ライブ
ラリーを理化学研究所と農業生物資源研究
所から取り寄せた。PCR法によって 5種の植
物由来 DUF1680遺伝子（シロイヌナズナ由
来の AT5G12950、AT5G12960、イネ由来の
Os02g0195500 、 Os06g0612900 、
BAD35523）をクローニングし、発現ベクタ
ーにライゲーションした。これらの遺伝子の
異種発現を、大腸菌 Escherichia coliとメタ
ノール資化性酵母 Pichia pastoris を用いて
検討した。各種の宿主株、ベクター、発現誘
導条件、可溶化条件を検討した。 
 

(2)植物病原菌であるXanthomonas属由来
の DUF1680 遺伝子２種類を、大腸菌
BL21(DE3)株と pET-23b ベクターを用いて
大量発現した。Niアフィニティクロマトグラ
フィー、陰イオン交換クロマトグラフィー、
ゲル濾過クロマトグラフィーを用いてタン
パク質を精製した。その後、スクリーニング
キットを用いて、結晶化を行った。結晶が得
られたサンプルに関しては、放射光施設（茨
城県・つくば市の高エネルギー加速器研究機
構および兵庫県の SPring-8）にて X 線結晶
構造解析を行った。位相の決定には Se-SAD
法を使用した。セレノメチオニン置換体の発
現には、BL21(DE3)CodonPlus-RIL-X 株を
用いて、セレノメチオニンを用いた最少培地
で培養してタンパク質を得た後、上記のステ
ップを経て精製した。活性測定には共同研究
者の石渡明弘博士と伊藤幸成博士（理化学研
究所）らにより有機合成された基質である
pNP-β-アラビノフラノースを用いて行った。 

 
４．研究成果	

(1)植物由来の発現条件検討 
シロイヌナズナとイネの DUF1680遺伝子
群のクローニングに成功して、異種発現を検
討した。 
大腸菌では、まず、一般的な発現ベクター
として pET-23b により C 末端に His-tag を
導入したものと、pET-28a により N 末端に
His-tag を導入したものを用意した。基本的
な発現宿主として、BL21(DE3)株および
C43(DE3)株を用いた。それ以外に、各種の



レアコドン増強株(CodonPlus株）、レアコド
ン強化に加えてチオレドキシンレダクター
ゼ遺伝子およびグルタチオンレダクターゼ
遺伝子変異によりジスルフィド結合を促進
させる宿主であるRosetta-gami株も用いた。
また、低温での発現およびフォールディング
を行わせるために、pCold-I ベクターでの発
現も試みた。さらに、GSTタンパク質とのフ
ュージョンタンパク質の発現を、pGEX-5X-1
および pGEX-6P-1 ベクターを用いて試みた。
誘導条件に関しては、誘導基質であるイソプ
ロピル -β -D-チオガラクトピラノシド
(IPTG)濃度、誘導時の菌体濃度(OD)、誘導後
の培養温度および時間を検討した。また、還
元状態を維持するためにジチオスレイトー
ルを添加した条件での誘導条件も検討した。
その結果の一例を図２に示す。 

 
ここに示したように、大腸菌で各種条件で
の発現を検討した結果、全ての条件でタンパ
ク質の発現が全く観察されないか、もしくは
不溶性タンパク質として発現していること
がわかった。 
続いて、真核生物由来の宿主として、メタ
ノール資化性酵母である Pichia pastoris で
の発現を検討した。発現株としては KM71H
株を用いた。また、本研究で用いたタンパク
質は全てシグナル配列が存在するために、
Pichia ではα-ファクターシグナルを用いた
分泌発現系を構築することを目指して、
pPICZαベクターを用いた。本ベクターへの
遺伝子の載せ替えの後、形質転換株を取得し
た。全ての植物由来 DUF1680遺伝子の形質
転換株を取得し、それぞれの株について発現
条件の検討を行った（図３）。その結果、全
ての条件において、目的タンパク質のサイズ
に相当する 80 kDa付近にバンドは見られず、
異種発現を確認することは出来なかった。 
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(2)植物病原菌 Xanthomonas属由来β- L-

アラビノフラノシダーゼの構造決定 
Xanthomonas 属由来の GH146 タンパク

質２種類を、大腸菌を用いて発現させ、合成
基質である pNP-β-L-アラビノフラノースを
用いて、β-L-アラビノフラノシダーゼの活性
を確認した。Native結晶を用いて回折像を得
た後、セレノメチオニンタンパク質を、大腸
菌を用いて発現から精製を経て結晶化スク
リーニングを行った結果、そのうち１種類で
結晶が得られた。このサンプルについて、
Se-SAD 法によって初期位相を決定し、
Nativeタンパク質の結晶により 2.3 Å分解能
の立体構造を決定した。この構造は、R = 
19.6%、Rfree = 25.9%まで精密化を行ってい
る。本酵素はこれまでに明らかになっていた
二量体で存在するビフィズス菌由来のβ-L-
アラビノフラノシダーゼとは異なり、単量体
で存在していた。また、新たに糖質結合モジ
ュールと構造が類似する新規ドメインの存
在が明らかになった(図４)。 

���Xanthomonas�	�GH146��	�
� 
活性部位においては、HypBA1と同様に亜

鉛原子が存在しており、３つのシステイン残
基とグルタミン酸残基によって配位されて
いた（図５）。求核触媒残基と推定されるシ
ステイン残基に加えて、酸/塩基触媒残基と推
定されるグルタミン酸残基の位置も
HypBA1と同様であった。すなわち、GH127
で発見された新規なグリコシダーゼの活性
中心は、GH146 においても保存されている
ことが明らかになった。 
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その一方で、糖の認識に関わる残基につい

ては保存されていないことが分かった。
Xanthomonas 属由来の GH146 酵素は植物
への感染において重要な役割を果たすと予
想されているのに対し、腸内細菌であるビフ
ィズス菌および Bacteroides属細菌由来の酵
素(GH127 HypBA1および GH146 BT0349)
は、食品由来の糖タンパク質（HRGP）や、
食物繊維（ペクチン）の分解に関わると予想
されることから、同じβ-L-アラビノフラノシ
ダーゼであっても、β-1,2-、β-1,3-などの結
合特異性や、アグリコン部位などに対する基
質特異性が異なると考えられる。なお、B. 
thetaiotaomicron 由来の別の GH127 酵素
(BT1003)は、β-L-アラビノフラノシダーゼ
ではなく、ペクチンの一種であるラムノガラ
クチュロナン-II に含まれるアセル酸の加水
分解酵素であると同定されており（Ndeh et 
al. Nature, 544, 65-70, 2017）、DUF1680に
含まれる GH127および GH146の酵素には、
さらなる多様性が存在すると予想される。 
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