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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は生物全般に分布する-グルコシダーゼ酵素群の基質特

異性の分子進化を明らかとすることである。小胞体内で-1,3-グルコシドを加水分解する役割を

もつ酵素が、-1,4結合にも作用することを明らかとした。植物種子に局在する-グルコシダー

ゼでは活性中心の外側を覆うループ構造が特異性に関与していた。酵母-グルコシダーゼ活性ポ

ケットのTrp残基が基質特異性に関与していた。-1,3結合に特異性を示す細菌由来の新しい-グ

ルコシダーゼを発見した。本研究の結果から対象とした類縁酵素群は元来-1,3結合に特異性を

示す同一祖先が分子進化により様々な特異性を獲得していることが示唆された。また類縁酵素内

には新規機能を持つタンパク質がまだまだ埋もれていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project was to clarify molecular evolution of
-glucosidases distributed largely in organisms. An -glucosidase, which hydrolyzes -1,3-glucosidic
linkage in endoplasmic reticulum, also showed specificity for -1,4-glucosidic linkage. Structural
studies of an -glucosidase indicated that the loop structure, which covers the active pocket, was
involved in substrate recognition. Trp residue in the active pocket of an yeast -glucosidase had
important role for substrate specificity. Novel -glucosidase, which preferred -1,3-glucosidic linkage,
was discovered from bacteria. It seems that an ancestor enzyme originally had -1,3 specificity and its
derivatives have acquired various specificity during the molecular evolution. Moreover, it appears that
protein with a new function remained in the related family.
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１．研究開始当初の背景
真核生物の小胞体に局在する glucosidase II は
新生タンパク質に付加されるN型糖鎖の末端
に付加された 2 つの-1,3-グルコシド結合を

加水分解する役割を有する。glucosidase II に
よりグルコシル残基が除去されたタンパク
質のうち、適切にフォールディングされたタ
ンパク質は、ゴルジ体へと輸送される。一方、
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フォールディングが不適切な場合、グルコシ
ル残基が再び付加され、フォールディングが
適切であるタンパク質のみが glucosidase II に
より糖鎖が除去されゴルジ体へ輸送される。
すなわち glucosidase II は新生タンパク質の品
質管理の鍵酵素のひとつである。glucosidase
II は触媒サブユニットとレクチン様ドメイン
からなるヘテロダイマーである。触媒サブユ
ニットはデンプンならびにその加水分解物
であるマルトオリゴ糖の代謝に関わる
-glucosidase の相同タンパク質であり、糖質
加水分解酵素ファミリー31（GH family 31）
に属する。glucosidase II には-1,3-glucosidase
として EC 番号（EC 3.2.1.84）が与えられて
おり、-1,3-glucoside 結合に特異性を示すも
のと考えられていた。一方、糖質代謝に関わ
る GH family 31 -glucosidase は一般的に
-1,4-glucoside 結合に高い特異性を有する。
glucosidase II は本当に-1,3-glucosidase なの
か？もしそうであるなら、同一 GH family に
属する 2 つの酵素が何故、どのような機構で
異なる基質特異性を発揮するのか、が研究動
機である。また glucosidase II は前述の通り新
生タンパク質の品質管理鍵酵素であるにも
かかわらず、構造・機能相関が未知であり、
興味が持たれた。

２．研究の目的
小胞体 glucosidase II の基質特異性を解析する
ことを目的とした。glucosidase II の立体構造
解析により基質特異性を決定する構造因子
の特定することを目的とした。またGH family
31 -glucosidase は細菌、酵母、カビ、植物、
動物に広く分布している。本酵素は細菌類を
祖先とし分子進化してきたものと考えられ
る。生命維持の観点からは小胞体 glucosidase
II は糖質代謝に関わる-glucosidase よりも重
要であると考えられ、真核生物は進化の早い
段階で小胞体 glucosidase IIを獲得していると
予想できる。GH family 31 a-glucosidase の基
質特異性は細菌類からどのように分子進化
してきたのかを、様々な起源の-glucosidase
の基質特異性を解析することで明らかする
ことを目的とした。-glucosidase は加水分解
とともに糖転移反応を触媒する。この糖転移
反応は産業的にオリゴ糖合成に利用されて
いる。得られた知見をもとに基質特異性の改
変を行い、新たな糖質合成を目指した。

３．研究の方法
(1) 分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe 小胞
体局在 glucosidase II
S. pombe より glucosidase II 触媒サブユニット
遺伝子、レクチン様サブユニット遺伝子をそ
れぞれクローニングし、大腸菌もしくは
Pichia pastoris を宿主とし、組換え酵素の生産
を行った。それぞれのサブユニットのみ、も

しくは両サブユニットの共発現を行った。得
られた組換え酵素を用いて、酵素の性質、基
質特異性の解析を行った。
(2) 植物由来-glucosidase
植物種子から-glucosidase を生成して用いた。
タンパク質結晶を作成し、X 線結晶構造解析
を行った。また部位特異的変異酵素の作成に
は P. pastoris を宿主とした組換え酵素を用い
た。部位特的変異を PCR により導入した。
(3) 酵母 Schwanniomyces occidentalis
-glucosidase
P. pastoris を宿主とした組換え酵素を用いた。
部位特的変異を PCR により導入した。
(4) 糸状菌 Podospora anserina -glucosidase
P. pastoris を宿主とした組換え酵素を用いた。
(5) 糸状菌 Aspergillus niger -glucosidase
P. pastoris を宿主とした組換え酵素を用いた。
(6) 細菌由来 GH family 31 -glucosidase 様タ
ンパク質
Escherichia coli, Streptococcus mutans より遺伝
子をクローニングし、大腸菌を用いてタンパ
ク質を大量に生産した。

４．研究成果
(1) 分裂酵母 S. pombe 小胞体局在 glucosidase
II の機能解析
S. pombe 小胞体局在 glucosidase II 触媒サブユ
ニット、レクチン様サブユニットを、それぞ
れのサブユニットのみ、もしくは両サブユニ
ットの共発現させた。大腸菌もしくは Pichia
pastoris を宿主として生産した。これらの中
で組換え酵素を有意に得られたものは、触媒
サブユニットの大腸菌での生産のみである。
この場合も多くの組換えタンパク質は不溶
性として得られた。培養条件を検討すること
で、可溶性画分を増加させることに成功した。
得られた組換えタンパク質は水溶液中で不
安定であったが、10％ (v/v)程度のグリセロー
ルを添加することでタンパク質の安定性が
増加することを明らかとした。一般的に膜タ
ンパク質ではその安定性のためにグリセロ
ールが添加されることがあるが、水溶性タン
パク質でもグリセロール添加が効果的なケ
ースがあることを明らかとした。glucosidase
II 触媒サブユニットの性質を解析した。最適
pH は 7.5 でり、特徴として、温度に対する安
定性が 27˚C まででと低いということがあげ
られる。ニゲロース（1→3 グルコ二糖）、
マルトース（1→4 グルコ二糖）に対する反
応速度を調べることで基質特異性を評価し
た。glucosidase II 触媒サブユニットは-1,4 結
合に対しても-1,3 結合と同等に加水分解す
る能力を有していることが解った。本研究で
は組換え酵素の取得に手間取り、当初予定し
ていた X 線結晶構造解析を行うことができ
なかった。今後、構造解析により更なる機能
/構造相関を明らかにできるものと期待され



る。
(2) 植物-glucosidase の解析
植物由来-glucosidase はマルトースのみなら
ずニゲロースに対しても加水分解能を有す
ることは古くから知られている。またデンプ
ンなどの長鎖基質をよく加水分解する。これ
らの特異性因子を解明する目的で X 線結晶
解析を行った。1.8 Å で構造解析に成功した。
植物由来-glucosidase の結晶構造解析は世界
初である。ニゲロースに対する特異性因子の
同定には至らなかったが、長鎖基質に対する
特異性因子は、活性ポケットを覆うループ構
造によるものであることを解明した。
(3) 酵 母 Schwanniomyces occidentalis
-glucosidase の解析
本酵素は加水分解では広い基質特異性を有
することが特徴である。最も良い基質は
-1,4-グルコシドであるが、-1,3-, -1,2-,
-1,6-グルコシドも加水分解できる。類縁酵
素の立体構造とアミノ酸配列多重アライメ
ントの結果から、活性ポケット入口付近を形
成する残基のうち Trp 残基に多様性があるこ
とを発見し、ここに部位特異的変異を導入し
た（図 1）。部位特異的変異酵素は-1,6 結合
を加水分解する特異性を失った。すなわちこ
の Trp 残基が広い特異性に関与していること
を明らかとした。またこの変異酵素は糖転移
反応において、野生型酵素が生成しない分岐
糖を生産することを明らかとした。
(4) 糸状菌 Podospora anserina -glucosidase
P. pastoris を宿主として組換え酵素生産を培
養上清に分泌させた。分泌された組換え酵素
はプロテオリシスされることが明らかとな
った。培地に 2%カザミノ酸を添加し、また
培地の pH を上げることでプロテオリシスの
回避でき、また生産量を増加させることに成
功した。組換え酵素は-1,3-グルコシド結合
に高い特異性を示した。糖転移反応において
も-1,3-グルコシド結合を生成することが解
った。また反応速度を HPAEC-PAD システム
を用いて測定することで詳細なキネティク
ス解析を行った。その結果、本酵素は非常に
高い糖転移能を有していることが明らかと
なった。
(5) 糸状菌 Aspergillus niger -glucosidase の解
析
P. pastoris を宿主として組換え酵素生産を培
養上清に分泌させた。この酵素が最も好む基
質は-1,4-グルコシドである。類縁酵素の立
体構造とアミノ酸配列多重アライメントの
結果から、活性ポケット近傍に位置する His
残基が基質結合に関与していることが予想
された（図 1）。His→Lys の置換により-1,3-
グルコシド結合特異性を上昇させることが
できた。
(6) 細菌由来 GH family 31 -glucosidase 様タ
ンパク質の解析

Streptococcus mutans, Escherichia coli のゲノム
中にコードされた GH family 31 -glucosidase
様タンパク質遺伝子をクローニングし、大腸
菌を用いてタンパク質を大量に生産した。S.
mutansのGH family 31様タンパク質はニゲロ
ースに高い特異性を示すことがわかった。一
方、E. coli の GH family 31 様タンパク質は
a-glucosidase 活性を有さず、また、既報の GH
family 31 酵素の活性（-glucan lyase,
isomaltosyltransferase, 6-glucosyl transferase）も
示さなかった。新たな機能を有している可能
性が示唆された。

図 1. 類縁酵素活性ポケット近傍の構造と
ターゲットアミノ酸残基（Trp & His）の保存
性

(7) GH family 31 -glucosidase の基質特異性
の分子進化
本研究の成果より GH family 31 -glucosidase
の基質特異性の分子進化を以下のようにま
とめた。GH family 31 -glucosidase は元来
-1,3-glucoside 結合に高い特異性を有する酵
素群であった。祖先遺伝子に近いと考えられ
る細菌由来の GH family 31 -glucosidase は
-1,3 特異性を示すことが本研究で明らかと
なり、また以前の我々の研究においても
Lactobacillus 属の GH family 31 -glucosidase
が-1,3 特異性を示すことを明らかにしてい
る。GH family 31 -glucosidase は真核生物に
引き継がれるが、その際、生命維持に重要な
小胞体 glucosidase II として引き継がれた。こ
の酵素は種分化に伴い-1,3、-1,4 結合に対
して同等の特異性を示すように進化した。更
に遺伝子重複によって発生した糖質代謝に
関わる GH family 31 -glucosidase は特異性が
-1,4 特異的に分子進化した。一方で-1,3 特
異性を残したままの真核生物も存在する。本
研究では糸状菌 P. anserina -glucosidase がそ
れに相当する。細菌類の多くが-1,4 グルコ
シド結合に作用する酵素として GH family 31
-glucosidase ではなく異なるファミリーの
GH family 13 酵素を有していることも本仮説
を支持する。
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