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研究成果の概要（和文）：病原性連鎖球菌により宿主細胞外マトリックス（グリコサミノグリカン）の分解で生じる不
飽和ウロン酸（グルクロン酸とイズロン酸）は、イソメラーゼGbs1892と還元酵素Gbs1891の逐次反応により2-ケト-3-
デオキシ-D-グルコン酸に代謝されることを初めて明らかにした。本研究者らが見出した連鎖球菌遺伝子クラスターは
、グリコサミノグリカンの断片化、分解並びに代謝に関わる酵素をコードしているため、本クラスターを細菌感染症対
策のターゲットとして位置付けることができる。

研究成果の概要（英文）：Pathogenic streptococci degrade host extracellular matrices, glycosaminoglycans, t
o unsaturated uronic acid and amino sugar by polysaccharide lyase and unsaturated glucuronyl hydrolase (UG
L). Unsaturated uronic acid was found metabolized to 2-keto-3-deoxy-D-gluconic acid through subsequent rea
ction of Gbs1892 isomerase and Gbs1891 reductase. These enzymes were encoded in the UGL genetic cluster, s
uggesting that repression of this cluster contributes to establishment of a novel therapy for strectococca
l infectious diseases. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 グリコサミノグリカンは、ウロン酸とアミ
ノ糖から成る二糖の繰り返し配列をもつ多
糖であり、哺乳類の細胞外マトリックスの重
要な構成成分の一つである。グルクロン酸
（GlcA）或いはイズロン酸（IdoA:GlcA の C5
位エピマー体）がウロン酸として、（アセチ
ル化）グルコサミン或いはガラクトサミンが
アミノ糖として存在する。構成糖の相違によ
り、グリコサミノグリカンにはヒアルロン酸、
コンドロイチン、ヘパリン、ヘパランがあり、
それらの多くは硫酸化されている。近年、病
原性細菌による感染の初期ステップとして、
細菌とグリコサミノグリカンとの相互作用
に関する研究が盛んである。特に、連鎖球菌
や腸球菌によるグリコサミノグリカンとの
結合が報告されている。しかし、それらの相
互作用に関わる分子機構には不明な点が多
い。一方、重篤な疾患を誘発する化膿性溶血
型連鎖球菌（Streptococccus pyogenes、S. 
agalactiae、及び S. pneumoniae）は、ヒア
ルロン酸リアーゼを分泌し、哺乳類の細胞外
マトリックスであるヒアルロン酸を不飽和二
糖に断片化し、病原性発現に関連することが
示唆されている。 
 本研究者らは、酸性多糖分解細菌（Bacillus
属）GL1株において、多糖リアーゼの反応産物
である不飽和二糖を単糖（不飽和グルクロン
酸（∆GlcA）とアミノ糖）に分解する新規酵素
[不飽和グルクロニルヒドロラーゼ（UGL）]の
実体を明らかにし、UGL ホモログ遺伝子を 3
種類の溶血型連鎖球菌を始めとする種々の病
原性細菌（ビブリオ菌、ウェルシュ菌など）
のゲノムに見出した。そこで、病原性細菌に
おいて多糖リアーゼと UGL が宿主への侵入・
伝播の第一関門である宿主細胞外マトリック
スの破壊分子として機能する宿主細胞侵入・
感染モデルを提唱している。 
 
２．研究の目的 
 病原性細菌におけるグリコサミノグリカ
ンの相互作用様式や分解・代謝機構を明らか
にすることは、細菌による宿主細胞外マトリ
ックスの分解を介した感染機構の理解に繋
がる。本研究者らは、これまでに連鎖球菌に
おいてグリコサミノグリカンを単糖にまで
分解する経路とそれに関わる酵素・遺伝子を
明らかにしてきた。連鎖球菌を始めとする病
原性細菌のゲノムを調べた結果、 S. 
agalactiae UGL（Gbs1889）遺伝子の近傍に
アミノ糖（グリコサミノグリカン構成糖）の
輸送に関わるホスホトランスフェラーゼ系
（PTS）の各サブユニット（PTS-EIIA, C, D）
をコードする遺伝子と相同性を示すクラス
ターを見出した（図 1）。その遺伝子クラスタ
ーはヒアルロン酸存在下で誘導発現するた
め（図 1 括弧内数字：発現上昇度）、連鎖球
菌はグリコサミノグリカンを菌体外で多糖
リアーゼにより不飽和二糖に断片化し、それ
を PTS により菌体内に取り込んだ後、UGL に

より単糖にまで分解することが示唆された。 

 
 グリコサミノグリカンの分解と比して、
UGL 反応により生じる不飽和グルクロン酸（=
不飽和イズロン酸）やアミノ糖の連鎖球菌に
おける代謝機構は不明な点が多い。アミノ糖
は、大腸菌では、デアミナーゼ、キナーゼ、
アルドラーゼの逐次反応によりジヒドロキ
シアセトンリン酸とグリセルアルデヒド 3-
リン酸に代謝されることが示されており、そ
れらのホモログ遺伝子が連鎖球菌ゲノムに
も見出される。また、アミノ糖はペプチドグ
リカンやリポ多糖の構成糖としても利用さ
れる。一方、不飽和グルクロン酸は非酵素的
に 4-デオキシ-L-スレオ-5-ヘキソスロース-
ウロン酸（DHU）に変換されるが、その代謝
機構（経路とそれに関わる酵素・遺伝子）に
ついては全く不明である。 
 本研究課題では、連鎖球菌におけるグリコ
サミノグリカン（特に、不飽和グルクロン酸）
の代謝機構に焦点を当て、その細菌生理学と
分子・構造生物学的解析を行うことにより、
UGL 遺伝子クラスターの感染過程への関与及
び代謝系酵素の構造・機能相関を明らかにす
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細菌におけるUGL遺伝子クラスターの遺
伝子発現 
 これまでに、グリコサミノグリカン（ヒア
ルロン酸）存在下で S. agalactiae における
UGL 遺伝子クラスターの誘導発現を明らかに
した。当該遺伝子クラスターは、連鎖球菌（S. 
pyogenes, S. suis, S. pneumoniae）のみな
らず他の細菌にも見出される。そこで、グリ
コサミノグリカン（ヒアルロン酸、コンドロ
イチン、ヘパリン、ヘパラン）存在及び非存
在下で培養した種々の細菌菌体より全RNAを
抽出し、DNA マイクロアレイ解析に供する。
各細菌におけるUGL遺伝子クラスターの発現
レベルを決定することにより、グリコサミノ
グリカンの分解・代謝に応答する細菌の遺伝
子ネットワークを同定する。 
(2) グリコサミノグリカン代謝系酵素の分
子同定と機能解析 
 連鎖球菌において、グリコサミノグリカン
は、多糖リアーゼと UGL の作用により不飽和
ウロン酸（C4 位と C5 位に二重結合をもつ∆
GlcA と∆IdoA）とアミノ糖に分解される。細
菌におけるアミノ糖の代謝はよく研究され
ているため、ここでは不飽和ウロン酸の代謝
を解析する。連鎖球菌 S. agalactiae 由来機
能不明タンパク質 Gbs1891 と Gbs1892 の大腸
菌発現系を構築し、当該タンパク質を精製す
る。市販のグリコサミノグリカン不飽和二糖

図 1.連鎖球菌 UGL 遺伝子クラスター 



に S. agalactiae 由来 UGL を作用させて生じ
る 4-デオキシ-L-スレオ-5-ヘキソスロース-
ウロン酸（DHU）を精製し、基質として用い
る。DHU に Gbs1892 を作用させて、反応産物
（I）を調製する。反応産物（I）に、Gbs1891
の作用により得られる化合物を反応産物
（II）とする。反応鎖物(I)と(II)の化合物
同定により、不飽和ウロン酸の代謝経路とそ
れに関わる酵素・遺伝子を明らかにする。 
(3) グリコサミノグリカン代謝系酵素のX線
結晶構造解析 
 グリコサミノグリカン（不飽和ウロン酸）
の代謝に関わる酵素群の構造と機能との相
関を明らかにするため、それらの立体構造を
決定する。具体的には、以下の通りである。
96 或いは 24 穴プレートを用いた多検体結晶
化条件の探索を行う。X 線回折実験により、
結晶の基礎的データ（結晶系、空間群、格子
定数、分解能など）を収集する。結晶学的デ
ータの収集には、京都大学農学研究科設置の
X 線回折装置を用いる。高分解能でのデータ
収集は、SPring-8 の放射光実験施設にて行う。
京都大学及び SPring-8 で各々収集したデー
タのプロセスには、SADIE, SAINT 及び
HKL2000 プログラムを用いる。酵素の立体構
造は異常分散法或いは分子置換法により決
定する。初期モデルは TURBO-FRODO プログラ
ムを用いて作製し、CNS や SHELXL プログラム
を用いてモデルの精密化を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 細菌におけるUGL遺伝子クラスターの遺
伝子発現 
 グリコサミノグリカンの分解に関わる UGL
遺伝子クラスターは、連鎖球菌のみならず他
の病原性細菌（腸球菌、ウェルシュ菌など）
や常在菌（乳酸菌など）にも見出される。連
鎖球菌の UGL 遺伝子クラスターは、ヒアルロ
ン酸存在下で誘導発現する。そこで、他の細
菌として乳酸菌に焦点を当て、ヒアルロン酸
存在及び非存在下でのUGL遺伝子クラスター
の発現レベルをDNAマイクロアレイ解析で決
定した。その結果、ヒアルロン酸による顕著
な誘導発現は認められなかったが、UGL 遺伝
子クラスターの発現レベルは全遺伝子の平
均発現レベルより高いことが分かった。その
ため、乳酸菌では UGL 遺伝子クラスターが恒
常的に高発現しており、連鎖球菌とは異なる
発現制御機構が存在することが示唆された。 
(2) グリコサミノグリカン代謝系酵素の分
子同定と機能解析 
 UGL 遺伝子クラスターにコードされている
S. agalactiae 由来機能不明タンパク質
Gbs1891 と Gbs1892 の機能を解析した。大腸
菌発現系と精製系を構築し、当該タンパク質
の酵素活性を調べた。不飽和ウロン酸に
Gbs1892 と Gbs1891 とを作用させて得られた
反応産物（I）と（II）は、各々3-デオキシ
-D-グリセロ-2,5-ジヘキソウロソン酸（DHD）
と 2-ケト-3-デオキシ-D-グルコン酸（KDG）

であることが分かった。従って、Gbs1892 が
4-デオキシ-5-ケト-ウロン酸-ケトールイソ
メラーゼ（EC 5.3.1.17）、Gbs1891 が 2-デヒ
ドロ-3-デオキシ-D-グルコン酸 5-脱水素酵
素（EC 1.1.1.127）であることが明らかにな
った。以上のことから、不飽和グルクロン酸
は Gbs1892 と Gbs1891 の逐次反応により KDG
に代謝されることが明らかになった（図 2）。 

 
 UGL 遺伝子クラスターのホモロジー解析か
ら、不飽和グルクロン酸は 2-ケト-3-デオキ
シ-D-グルコン酸（KDG）に代謝された後、KDG
キナーゼ（Gbs1893）と KDG アルドラーゼ
（ Gbs1894）の逐次反応により、ピルビン酸
とグリセルアルデヒド 3-リン酸に変換され
ることが示唆された。 
 他の連鎖球菌 S. pneumoniae（Spn）と S. 
pyogenes（Spy）のゲノムにも UGL 遺伝子ク
ラスターが存在する。遺伝子組換え酵素の特
性を解析することにより、Gbs1892 と相同性
を示す Spn0289 と Spy0637 がイソメラーゼ活
性を、Gbs1891 と相同性を示す Spn0290 と
Spy0636 が脱水素（還元）酵素活性を示すこ
とを明らかにした。 
(3) グリコサミノグリカン代謝系酵素のX線
結晶構造解析 
 Gbs1892 と Gbs1891 の構造と機能との相関
を明らかにするため、それらの X線結晶構造
解析を進めた。両酵素の結晶を調製し、X 線
回折実験により結晶の基礎的データを収集
した。データをプロセスし、分子置換法によ
り Gbs1892 と Gbs1891 の初期モデル構造を構
築した。Gbs1892 はα/β-構造のサブユニッ
トをもつホモ 4 量体酵素であり（図 3）、
Gbs1891 はα/β/αの 3 層からなるサブユニ
ットをもつホモ4量体酵素であることが分か
った（図 4）。Gbs1892 は、同一の活性を示す
大腸菌由来 KduI と構造類似性を示さなかっ
た 。 Gbs1891 は 典 型 的 な short-chain 
dehydrogenase/reductase ファミリーと同様
の構造特性を示す。つまり、Gbs1891 の分子
中央に 1 枚のβ-シートが存在し、その周り
をα-ヘリックスが取り囲む構造をとる。外
周のα-ヘリックスの中央には、大きなクレ
フト（Rossmann フォールド）が存在し、ここ
で還元反応が行われると示唆される。 
 

図 2.不飽和ウロン酸の代謝経路 



 
 Gbs1892 と基質との複合体の構造解析に着
手した結果、結晶溶液に高濃度で含まれる基
質アナログ（酒石酸カリウムナトリウム）が
Gbs1892 と結合していた。酒石酸ナトリウム
カリウムは本酵素反応を阻害することから、
この部位が基質との結合に重要であること
が示された。Gbs1892 は、一次構造上相同性
が見られないリボース-5 リン酸イソメラー
ゼに対して構造類似性を示した。この構造類
似性と酒石酸ナトリウムカリウムとの複合
体の立体構造、並びに部位特異的変位解析か
ら、Cys72、Thr74 及び Asn106 が Gbs1892 の
触媒作用或いは基質認識に重要であること
を明らかにした。同様に、Gbs1891 による還
元反応には、Ser150、Tyr163 及び Lys167 が
catalytic triad として機能することが分か
った。 
【結論】グリコサミノグリカンの代謝に関わ
る連鎖球菌由来イソメラーゼと還元酵素を
分子同定した。また、それらの立体構造を高
分解能で決定した。イソメラーゼについて、
連鎖球菌 Gbs1892 と大腸菌 KduI は同一の反
応を触媒する酵素であるが、その一次構造も
立体構造も全く似ていないことが明らかに
なった。これは、両酵素が異なる起源から分
子進化してきた可能性を示すものであり、タ
ンパク質の構造と機能の分子進化を考える
上でとても重要である。基質アナログとの複
合体の構造解析から、Gbs1892 における基質
結合部位を同定することができた。 
 還元酵素について、連鎖球菌 Gbs1891 は補
酵素 NADH 依存的に還元活性を示す。その一
次並びに立体構造解析から、本酵素が SDR フ

ァミリーに分類されることが分かった。ファ
ミリー酵素との比較構造解析より、Gbs1891
の触媒反応に関わるアミノ酸残基を推定す
ることができた。 
 本研究者らが見出したUGL遺伝子クラスタ
ーは、グリコサミノグリカンの断片化、分解
並びに代謝に関わる酵素をコードしている
ため、本クラスターを細菌感染症対策のター
ゲットとして位置付けることができる。 
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