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研究成果の概要：糸状菌および放線菌由来の糖質関連酵素のうち、立体構造未知で新規性の高

いものを対象に、立体構造解析と機能解析を行った。その結果、アセチルキシランエステラー

ゼの結晶構造を分解能 1.9Åで決定することに成功した。この構造は新規性が高く、他の酵素
には見られない特徴的なループ構造を見出した。さらに、立体構造を元に機能変換を目指した

改変を行い、これにフェルラ酸エステラーゼ活性を付与することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
糖質はその構成糖・結合の違いなどから極め
て多様な構造を持ち、エネルギー貯蔵物質・
構造材料・情報伝達性物質などとして、生体
の内外で多様な機能を発揮している。糖質の
分解・伸長・結合に関わる酵素群（糖質関連
酵素）のほぼ全てを網羅したデータベース 
CAZy(Carbohydrate-Active enZYmes)ではこ
れらを、加水分解酵素を中心とした
GH(Glycoside Hydrolase)、糖結合ドメイン
のCBM(Carbohydrabe-Binding Module)などに
クラス分けし、それぞれ数十を超えるファミ

リーに分類している。特に、GHは現在100以
上のファミリーを擁する最大のクラスであ
り、セルラーゼ、ヘミセルラーゼ、アミラー
ゼなどの代表的な分解酵素だけでなく、様々
な基質を触媒できる酵素を含んでいる。CAZy
には、農林水産業、食品産業において有用な
酵素のうち、かなりの部分が含まれていると
いえる。糖質関連酵素は、これまでさまざま
な場面で利用されてきたが、糖質の多様性を
考えれば、今後も新たな利用方法の探索が可
能であると期待された。 
結晶性セルロースの分解酵素は古くから興
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味深い対象であり現在も盛んに研究されて
いる。しかし、ヘミセルロース、特にその側
鎖（アラビノフラノース、アセチル基、フェ
ルラ酸、α-D-グルクロン酸など）を分解す
る酵素群（アクセサリー酵素）は数多く存在
し、いまだに研究の余地が残されていた。 
Aspergillus awamori由来アセチルキシラン
エステラーゼ（ AwAXEA）は、α /β 
hydrolase fold を持つ酵素を分類する
ESTHER デ ー タ ベ ー ス に お い て 、
Esterase_PHBファミリーに分類されている。
Esterase_PHB に属する酵素の立体構造は、
明らかにされていなかった。また AwAXEA
は、CAZyにおいて Carbohydrate Esterase
ファミリー１（CE1）に分類されている。CE1
酵素で立体構造が明らかになっているもの
はあるが、AwAXEA と 1 次配列上で有意な
相同性を示さない。これをふまえて我々は、
AwAXEAは新規な構造を有すると期待した。 
またAwAXEAの属するEsterase_PHBには 
AXEと、アラビノキシランのフェルラ酸を加
水分解するフェルラ酸エステラーゼ（FAE）
がともに属している。このように、加水分解
する基質の大きさが全く異なる２つの酵素
が同一ファミリーに属しているのは
Esterase_PHBのみであり、これらの基質認
識機構を知ることは、学術的に興味深い。 
 
２．研究の目的 
本 研 究 で は 、 Aspergillus 属 ま た は
Streptomyces 属由来の糖質関連酵素（主に
ヘミセルラーゼ）のうち、立体構造未知で新
規性の高いものを対象に、立体構造解析を軸
に機能解析も平行して行うことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
メタノール資化性酵母 Pichia pastoris の系
を用いてリコンビナント AwAXEA および、
そのセレノメチオニン置換体を発現した。カ
ラムクロマトグラフィーを用いた数段階の
精製ステップを経て、十分な純度の酵素を得
た。得られた酵素をポリエチレングリコール
存在下で結晶化し、放射光施設（高エネルギ
ー加速器研究機構）でX線回折実験を行った。 
さらに、得られた構造を元に部位特異的変異
を導入して、各種基質に対するアッセイを行
った。 
また、これまでに我々が発見した新規な糖質
結 合 モ ジ ュ ー ル (CBM42) を 持 つ
Streptomyces 属のヘミセルラーゼのクロー
ニング、大腸菌での発現を行った。 
 
４．研究成果 
(1) AwAXEの構造決定 
Se-SAD法によって初期位相を決定した後、構
造モデルを精密化し、最終的に分解能1.9 Å

でAwAXEAの構造を決定することに成功した。
この構造は、R = 15.4%、Rfree ＝ 19.8%ま
で精密化を行った。AwAXEAは結晶中、二量体
で存在し、全体構造はα/β hydrolase fold
をとっていた。N-結合型糖鎖は、Asn161にお
いて確認された(図1)。 
 

 
図１ AwAXEAの構造 

 
AwAXEAの二次構造のトポロジーを図２に示
す。AwAXEAはβ-strandを10本有しており、
β1～β7、β10までは同一のCE1ファミリー
に属するFAEにも保存されていたが、β8と
β9を有するのが特徴となっている。またβ6
－β7の間にβ6-α4' loopを有しており、
これも他のCE1酵素では見られない。 
 

 

図２ AwAXEAのトポロジー図 
 
AwAXEAの活性中心は、Ser119、His259、Asp202
からなるcatalytic triadであった（図３）。
β5の後にSerが、β7の後にAspが、β10
の後にHisそれぞれが位置していた。活性に
重要であるセリンのOG atomとHisのNE2 
atomの距離は約2.6 Å、またHisのND1 atom
とアスパラギン酸OD2 atomの距離は約2.8 Å
であった。またSerはちょうど構造上折れ曲
がった位置に存在し、周辺の残基である
Ser118、Ser120とともにnucleophilic elbow
を形成していた。また反応における



 

 

tetrahedralな中間体において、ペプチドバ
ックボーンNHと基質のカルボニル酸素アニ
オンが結合し安定化する。これはオキシアニ
オンホールと呼ばれている。今回解明した構
造から、Ser120のNHとGly144のNHがオキ
シアニオンホールを形成すると予測できた。
同じファミリーのタンパク質のアミノ酸配
列と比較しても、この2つの残基はよく保存
されていた。 
 

 

図３ AwAXEAの活性中心 
 
さらに、AwAXEA と同一のEsterase_PHBファ
ミリーに属するNeurospora crassa、
Penicillium funiculosum由来のFAEの構造
を、ホモロジーモデリングによって予測した。
どちらのFAEモデル構造も、活性中心付近に
AwAXEAにはない大きなポケットを有してい
た。図４に予想されたNeurospora crassa由
来のFAEの基質結合ポケットを示す。その付
近のアミノ酸残基は、AwAXEAにおいてTyr39
とTrp160に対応していた。そこで、これら
のアミノ酸残基の変異体群酵素を構築し、機
能を調べた。 
 

 
図４ N. crassa FAEの分子表面 

 

(2) AwAXEA変異体を用いた活性評価 
 合成基質であるmethyl ferulate (MFA)な
どのフェノール酸のエステルに対する活性
を調べたところ、Tyr39の変異型酵素では活
性が見られなかったが、Trp160の変異型酵素
ではMFAに対する活性が確認できた。特に、
Tyr39および Trp160の両方の残基を置換し
た変異型酵素は、MFAに対して高い活性を示
した。その活性は、Penicillium funiculosum
由来のFAEと比較し、約1/1500程度であっ
た。また、天然の基質であるinsoluble wheat 
arabinoxylanに対する活性も調べた。その結
果、いくつかの変異体は活性を示した。特に
Y39P/W160Sは、Aspergillus awamori由来FAE
と比較し、約1/60もの活性を保持していた。 
  
以上の結果は、AXE活性を持つ酵素に対して
変異を加えFAE活性を有するような変換に成
功したことを意味している。このように活性
を変換した例は、今までに報告されていない。 
 
(3) 新規な糖質結合モジュールを持つ
Streptomyces属由来のヘミセルラーゼの解
析 
Streptomyces属のヘミセルラーゼではクロ
ーニングには成功したが、大腸菌での発現系
を検討した結果、不溶性に画分に発現し、そ
の後の解析が困難となった。 
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