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研究成果の概要（和文）：β-GlucosidaseとGlcNAcaseの基質認識機構に新たな知見を求めた。β-Glucosidase
に関しては，Penicillium multicolorから三種のpNPG分解酵素(50kDa, 102kDa, 117kDa)を精製し，102kDa酵素
は新奇の基質特異性を有することを明らかにした。GlcNAcaseに関しては，阻害剤TMG-chitotriomycinの類縁体
pNP-TMGを資化する微生物を単離し，pNP-TMGとpNP-GlcNAcを分解する活性を示す菌株を得た。pNP-TMGは既存の
GlcNAcaseを阻害したため，これらの分解酵素の基質認識機構が注目される。

研究成果の概要（英文）：In the case of β-Glucosidase studies, we purified three different 
pNPG-hydrolyzing enzymes (50kDa, 102kDa, 117kDa) from the enzyme preparation of Penicillium 
multicolor and found that the 102kDa enzyme exhibited the unique substrate specificity. In the case 
of GlcNAcase studies, microorganisms assimilating pNP-TMG, an analog of TMG-chitotriomycin, were 
isolated, and some of them exhibited pNP-TMG- and pNP-GlcNAc-hydrolyzing activities. As pNP-TMG was 
found to inihibit the known GlcNAcase, elucidation of the substrate recognition mechanism of the 
enzymes of pNP-TMG-asimilating microorganisms is supposed to be interesting.

研究分野：生物有機化学，応用微生物学、
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
我々が微生物代謝産物中に見出した新規の

-N-acetylglucosaminidase(GlcNAcase) 阻
害剤，TMG-chitotriomycin は昆虫・糸状菌
由来の GlcNAcase を阻害するが，植物・動
物由来の酵素を阻害しない, すなわち同じ
GH familyの酵素中に，TMG-chitotriomycin
による阻害を受ける酵素と受けない酵素が
存在するという非常に興味深い知見が得ら
れた 1)。GlcNAcase活性測定には一般的に人
工 基 質  p-nitrophenyl N-acetyl--D- 
glucosaminide (pNP-GlcNAc)が用いられて
いるが，生体内における本来の基質はキチン
オリゴマーとGlcNAcを含む糖鎖といわれて
い る 。 我 々 は 本 来 の 基 質 の 違 い が
TMG-chitotriomycin の選択性を反映してい
ると予測し，異なる生物種由来の GlcNAcase
の 基 質 に 対 す る 反 応 性 と
TMG-chitotriomycin による阻害の有無を精
査したところ，TMG-chitotriomycin 感受性 
GH family 20 GlcNAcaseはキチンオリゴマ
ーを，非感受性酵素は糖鎖を基質として認識
する事が判明し，この事実は活性中心
Subsite の構造の違いを反映しているという
興味深い事実を明らかにしてきた 2)。 
もう一つのGH, -Glucosidaseの活性測定
に も p-nitrophenyl -D-glucopyranoside 
(pNPG)(人工基質)が用いられているが, 天然
の基質は cellulose から生成する cellobiose
と植物に含まれる glucose配糖体等とされて
いる。我々はアスコルビン酸の配糖体を
-Glucosidase の糖転移活性で酵素合成する
研究を続けてきているが，その過程で，同じ
GH family 3に属する -Glucosidaseの中に，
セロオリゴ糖への分解活性が強い酵素と，芳
香族アグリコン配糖体の加水分解を優先的
に行なう酵素が存在する事を見いだしてき
た（未発表）。加えてこの基質特異性が，糖
転移反応の糖供与体の特異性と合致するこ
と も 見 い だ し て き た 。 こ の 結 果 は
-GlucosidaseもGlcNAcaseと同様にグリコ
シド結合切断メカニズムは類似していても
（同じ GH familyに属していても），基質認
識に違いを有している(Subsite 構造が異な
る)酵素が存在し，その性質で細分化されるこ
とを示している。 
  
２．研究の目的 
上記背景から，ともに型二糖類を加水分解
する酵素である GlcNAcaseと-Glucosidase
には，同じ GH family に属して加水分解反
応機構が類似していても，それら酵素の本来
の役割の差から，その基質認識機構が大きく
異なる酵素が存在している事がわかる。加え
て，これら二糖類の起源である多糖，キチ
ン・celluloseは天然に非常に豊富に存在する
バイオマスであることを考慮すると，これら
の事実をより詳細に突き詰める事は，酵素の

基礎研究ばかりでなく，物質生産等の応用
研究にとっても不可欠と考えられる。 
そこで，本研究においては結合を有する
二糖類加水分解酵素について，これまでの
研究で詳細に研究されていない基質認識
機構を有すると推察できる酵素を選抜し，
それらを酵素化学的に精査することを目
的とした。 

 
３．研究の方法 

(1)-Glucosidaseの活性測定 
加水分解活性測定では ,芳香族配糖体

(pNPG を含む)またはグルコオリゴ糖を基
質として 37 ºCで 15分間反応を行い，遊
離した pNP または glucose を定量するこ
とで分解活性を評価した。糖転移活性測定
は, pNPG分解活性を揃え,アスコルビン酸 
(AA) を糖受容体，芳香族配糖体またはグ
ルコオリゴ糖を糖供与体として 37ºC で
1 時間反応を行い，生成した AA 配糖体
を定量することで糖転移活性を評価した。 

(2) GlcNAcase および p-nitrophenyl 
N-trimethyl--D-glucosaminium iodide 
(pNP-TMG)分解活性測定 

pNP-GlcNAc, pNP-TMG を基質とし
-Glucosidaseの pNPGを基質とした場
合と同様の手法で反応を行い，pNPを定
量することで活性を評価した。 

(3) pNP-TMG，pNP-GlcNAc資化性菌
の取得 
受託合成によって調製した pNP-TMG
もしくは市販の pNP-GlcNAc を炭素源
あるいは窒素源として用いて，集積培養
法・涵養培養法により，各種土壌や河川
水等から pNP-TMG 資化性菌及び
pNP-GlcNAc資化性菌を取得した。 

(4)各種酵素の精製 
①Penicillium multicolor 由来酵素製剤
からの各種-Glucosidaseの精製 
天野エンザイム社製の P. multicolor由
来酵素製剤から，硫安分画，イオン交換
クロマトグラフィー，疎水性クロマトグ
ラフィー，ゲル濾過クロマトグラフィー
を組み合わせて，電気泳動的に単一な三
種の pNPG 分解酵素(-Glucosidase)を
調製した。 
②ハスモンヨトウ蛹GlcNAcaseの部分
精製 
ハスモンヨトウ蛹を緩衝液中で破砕し
て得られた無細胞抽出液から超遠心分離
操作および硫安分画操作によって得られ
た部分精製酵素を用いた。 
 
４．研究成果 

(1) Penicillium multicolor 由来三種の
-Glucosidase の精製とその基質特異性
の精査 
我々は上述の通り，-Glucosidaseの糖転
移活性を利用した AA-配糖体の合成研究
において， pNPG を分解するという共通



点を持つ一方で，同じ-Glucosidase でも起
源が異なると位置選択性をはじめとする糖
転移活性に違いがあることを明らかにして
きた。その過程で P. multicolor 由来
-Glucosidase 製剤の精製を行い，本酵素製
剤中に三種の pNPG 分解酵素を見出したの
で，これらについて加水分解反応および糖転
移反応の基質特異性を中心に検討を行い，そ
の結果とこれまでに我々が得ている情報と
を総合して，-Glucosidase の基質認識機構
に新たな知見を得ることにした。 

P. multicolor 由来-Glucosidase 酵素製剤
を各種クロマトグラフィーにより精製し，
SDS-PAGE上で単一のバンドを示す 50kDa, 
102kDa, 117kDaの pNPG分解酵素を得た。
N末端アミノ酸配列の解析結果から，これら
(Pmdiglyase 50K, Pm-Glucosidase 
102K, Pm-Glucosidase 117Kと呼ぶ) はそ
れぞれ別の遺伝子によりコードされている
ことが分かった。また，Pm-diglycase 50K
は鶴喰らが報告した-Diglycosidase3) であ
ったが，Pm-Glucosidase 102K と Pm- 
Glucosidase 117K はこれまでに報告のない
酵素であることが判明した。加水分解反応に
おいて，Pmdiglyase50Kは-Diglycosidase
であるものの monoglycoside である pNPG
に 対 し て 分 解 活 性 を 示 し た 。
Pm-Glucosidase 102Kは芳香族配糖体に対
して高い分解活性を示すという特徴的な基
質特異性を有し，Pm-Glucosidase 117Kは
芳香族配糖体に加えてグルコオリゴ糖に対
しても高い加水分解活性を示した。糖転移反
応において，Pmdiglyase 50Kでは配糖体生
成量は少ないものの cellobioseを糖供与体と
した時に優位に反応が進んだのに対し，
Pm-Glucosidase 102KとPm-Glucosidase 
117K では pNPG に対して優位に反応が進
んだ。配糖化位置選択性に注目すると，いず
れも AA2グルコシドと AA6グルコシドの
両 方 の 生 成 が 確 認 さ れ た が ， Pm- 
Glucosidase 102K と Pm-Glucosidase 
117Kは AAの C-6位優先的に配糖化が起こ
った。 
本結果より，P. multicolorは複数の pNPG
分解酵素を有し，これらは加水分解反応にお
いて異なる基質特異性を示すこと，AA を糖
受容体とした糖転移反応において，活性の強
さや配糖化位置選択性，基質優先性に明確な
違いがあることが明らかとなった。さらにこ
れらの結果は我々がこれまでに明らかにし
てきた，pNPG 分解活性を示し，かつ同じ
GH ファミリーに属する-Glucosidase を，
その基質認識の違いから細分化できること
が確証された。 
上述の通り P. multicolor 由来の三種の

pNPG 分解酵素のうち 102 kDa の酵素
Pm-Glucosidase  102K は，加水分解反応
及び糖転移反応においてpNPGや indicanな
どの芳香族配糖体に対し高い基質特異性を
示す一方，セロオリゴ糖や-グルコ二糖を基

質として殆ど利用しないことが分かった。
広く知られる Aspergillus niger 由来
-Glucosidaseや Trichoderma viride由来
-Glucosidase は，pNPG だけでなくセロ
オリゴ糖にも広く活性を示すのに対し，本
酵素はそれらと異なるユニークな糖供与
体選択性をもつことが明らかになった。そ
こで，本酵素のさらなる新奇性の確証を目
的とし，加水分解反応及び AAへの糖転移
反応の速度論的解析及び基礎的性状解析
を行った。基質には，芳香族配糖体として
pNPG，二糖として cellobiose を用い，糖
供与体を一定濃度とした場合と糖受容体
を一定濃度とした両方の場合について，速
度論的解析を行った。非線形最小二乗法に
より速度論的パラメータを算出した結果，
加水分解反応において Pm-Glucosidase 
102Kは，cellobioseよりも pNPGに対し
て高い 1/ Km, 高い kcatを示した。本酵素の
kcatは pNPGと cellobioseのいずれに対し
ても他の二酵素(A. niger および T. viride
由来)より低く，分子活性そのものが低い酵
素であると考えられた。しかし，pNPGに
対する 1/ Kmはいずれの酵素よりも高かっ
たため，pNPG に対する触媒反応効率 
(kcat/ Km)は他の酵素に近いまたは高い値
であった。このことは糖転移反応において
も 同 様 で あ っ た 。 よ っ て ，
Pm-Glucosidase 102KはpNPGに対して
高い基質特異性を示し，cellobiose を基質
として殆ど利用できないことが明らかと
なった。加えて，A. niger由来酵素は pNPG
加水分解反応において，2.5 mM 以上の
pNPG により阻害を受けることが知られ
ているが，T. viride 由来酵素と本酵素は
pNPG 5.0 mM以下では基質阻害を受けな
かった。本酵素の最適温度，最適 pHを検
討したところ，それぞれ 60ºC 付近，pH4
付近であり，A. niger由来酵素と同様の傾
向を示したが，本酵素は A. niger由来酵素
より比較的狭い温度範囲及び狭い pH範囲
でのみ活性を示した。 

Pm-Glucosidase  102K はこれまでに
知られている pNPG 分解活性を示す酵素
群の中で新奇な基質特異性を示したこと
から，その Subsiteの構造に興味がもたれ
る。今後，本酵素の立体構造が結晶構造解
析などから解明されれば同じ反応機構で
異なる基質認識を示す酵素の Subsite構造
の差異が明らかとなり，その情報を利用す
ることにより有益な触媒能を示す酵素の
創生も可能となることが期待される。 
 

(2) pNP-TMG分解に関する研究 
①ハスモンヨトウガ蛹 GlcNAcase に対
する pNP-TMGの阻害活性 
本 GlcNAcase は pNP-TMG を全く分解
しなかった。すなわち，pNP-GlcNAc分解
を示す酵素量の 1000 倍以上の酵素量で反
応をしても pNP- TMGから pNPの遊離は



観察されなかった。 
続いて pNP-GlcNAc 分解反応に対する

pNP-TMG の阻害効果を測定したところ，
IC50=400M を 示 し ， こ の 数 値 は
TMG-chitotriomycin の 1000 分の１，
TMG-monomycin4)とほぼ同程度であった。
すなわち，TMG-類縁化合物の GlcNAcase阻
害活性には TMG構造が不可欠であり，加え
て，オリゴ糖の重合度がその強さに大きく関
与することが改めて示された。 

 
②pNP-TMG，pNP-GlcNAc資化性菌の取
得とその酵素活性 
各種土壌や河川水等から，集積培養法・涵
養培養法により pNP-TMG 資化性菌，
pNP-GlcNAc資化性菌数十株ずつの取得に
成功した。それら菌株を液体培養し，培養
上清および菌体を用いて，pNP-TMG 分解
活性と pNP-GlcNAc 分解活性を測定した
ところ，pNP-GlcNAc資化性菌は一般のブ
イヨン培地でも pNP-GlcNAc 分解活性を
示し，pNP-GlcNAc添加によりその活性発
現が大きく誘導される菌株が認められた。 
一方，pNP-TMG 資化性菌の場合，弱い
ながら菌体にpNP-TMG分解活性が認めら
れ，同時に pNP-GlcNAc分解活性も認めら
れることがあきらかとなった。pNP-TMG
分解酵素についてはこれまで全く報告例が
ないことからその諸性質，特に GlcNAcase
との Subsite構造が大きく関わる基質認識
機構の差異が興味深い。さらに， 
pNP-TMG資化性菌が生産するGlcNAcase
が pNP-TMG により阻害を受けない可能
性があることから，①の実験で明らかにな
ったようにpNP-TMGがハスモンヨトウ蛹
由来 GlcNAcase を阻害することを考慮す
ると，pNP-TMG 資化性菌が生産する
GlcNAcase基質認識に重要なSubsite構造
が通常の GlcNAcase と異なっていること
が予測され，その点も大変興味深く，今後
の解明が期待される。 
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