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研究成果の概要（和文）：Bacteroides thetaiotaomicronおよびThermoanaerobacter sp. X-514から，糖加水分解酵素
ファミリー130に分類される3種の新規なβ-マンノシドホスホリラーゼ、すなわちβ-1,4-マンノシル-N-アセチルグル
コサミンホスホリラーゼ，β-1,2-オリゴマンナンホスホリラーゼ，β-1,2-マンノビオースホスホリラーゼを見出した
。また，これらβ-マンノシドホスホリラーゼが，複合糖鎖及びリポ多糖のコア構造として含まれるβ-1,4-マンノシル
-N-アセチルグルコサミンまたはβ-1,2-オリゴマンナンの代謝において，鍵酵素として関与することを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Three novel β-mannoside phosphorylases (β-1,4-mannosyl-N-acetylglucosamine 
phosphorylase, β-1,2-mannbiose phosphorylase and β-1,2-oligomannan phosphorylase) were characterized as 
new member of glycoside hydrolase family 130 from Bacteroides thetaiotaomicron and Thermoanaerobacter sp. 
X-514. We further suggested that these β-mannoside phosphorylases play crunical roles in metabolisms of 
N-glycans or beta-1,2-oligomannan.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 微生物酵素　糖質　ホスホリラーゼ

  ４版
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１． 研究開始当初の背景  
ホスホリラーゼは，リン酸存在下で糖質の

グリコシド結合を非還元末端側から順次加リ
ン酸分解し，糖 1 リン酸を遊離する酵素の総
称である。アミノ酸配列の相同性から，糖質
加水分解酵素ファミリー(GH) 3，13，65，94，
112，130 および糖転移酵素ファミリー（GT）
4，35 に分類されている。このうち GH130
は，2011 年に植物細胞壁中の β-1,4-マンナン
代謝における代謝中間体 β-1,4-マンノシルグ
ルコースを加リン酸分解する酵素が発見され
たことにより新たに分類されたファミリーで
あり，β-マンノシドを加リン酸分解し α-マン
ノース 1-リン酸（α-Man1P）を生成するアノ
マー反転型ホスホリラーゼが属する。その後
研究開始時までに，GH130 に属する酵素とし
て，Bacteroides fragilis 由来 β-1,4-マンノシ
ルグルコース（EC 2.4.1.281），Ruminococcus 
albus 由来 β-1,4-マンノシルグルコース（EC 
2.4.1.281）と β-1,4-マンノオリゴ糖ホスホリ
ラーゼ（EC 2.4.1.319）の 3 つのホスホリラ
ーゼが報告された。 

GH130 に属するホスホリラーゼの基質で
ある β-マンノシドは，植物細胞壁中のみなら
ず，動植物が産生する糖タンパク質中の N 結
合型糖鎖，微生物が産生するリポ多糖などの
細胞外多糖類や細胞内貯蓄性多糖類中など多
種多様な生物種の糖鎖内でコア構造として存
在している。興味深いことに，自然界にはこ
れら複合糖鎖やリポ多糖を資化することを目
的とした特異的な糖代謝機構を有する微生物
が存在する。その代謝時の鍵タンパク質とし
て，申請者らは複合糖鎖やリポ多糖のコア糖
鎖の細胞内分解に寄与する新規 β-マンノシド
ホスホリラーゼを複数発見している。その一
例として，N 型糖鎖代謝に関係する β-1,4-マ
ンノシル-N-アセチルグルコサミンホスホリ
ラーゼ（特願 2012-190474）及びリポ多糖代
謝に関係する β-1,2-マンノビオースホスホリ
ラーゼ（特願 2012-203891）が挙げられる。
これら新規酵素群は世界的に注目を集めてい
るが，その基質特異性や反応メカニズムなど
について十分な学術的知見が得られていない。 
さらに申請者らは，上記新規ホスホリラー

ゼ群の遺伝子周辺に当該酵素の基質となる β-
マンノシドの細胞内取り込みに関わる新規な
糖結合タンパク質がコードされていることを
発見した。これまで β-マンノシドに認識性を
示す糖結合タンパク質の報告はない。 
上述した新規タンパク質群が関与する複合

糖鎖とリポ多糖の推定代謝メカニズム（ホス
ホリラーゼ依存型糖代謝機構）を図１に示す。
複合糖鎖やリポ多糖は，細胞外分泌型の糖質
加水分解酵素群により β-マンノシドまで低重
合度化される。生成した β-マンノシドは，細
胞膜表層に存在する糖結合タンパク質により

認識されることで選択的に ABC 輸送体を介
して細胞内に取り込まれる。その後，細胞内
に局在するホスホリラーゼにより加リン酸分
解され，マンノース 1-リン酸を経て解糖系に
入る。当該ホスホリラーゼ依存型糖代謝機構
は，既知の糖質加水分解酵素による単糖化と
ATP消費を伴うキナーゼによるリン酸化経路
に比べ，ATP 消費が削減されるため効率的な
代謝系と言える。 

 その効率的なエネルギー消費を特徴とする
ホスホリラーゼ依存型代謝機構は，限られた
栄養源や生息圏を確保するための微生物独自
の生存戦略として機能しているが，前述の通
り当該代謝について十分な学術的知見の蓄積
があるとは言い難い。 
 
２． 研究の目的 
本研究は，様々な生物の細胞表層に展開す

る複合糖鎖及びリポ多糖を対象としたホスホ
リラーゼ依存型新規代謝機構の全貌解明に向
けた基盤研究である。 
幅広い生物種のゲノム情報を活用し見出し

た複合糖鎖およびリポ多糖のコア構造である
各種 β-マンノシドを細胞内にて加リン酸分解
する酵素 β-マンノシドホスホリラーゼ群と細
胞内輸送に関わる ABC 輸送体内新規 β-マン
ノシド結合タンパク質群の２つのタンパク質
群の機能解析を行う。加えて，バイオインフ
ォマティクス手法により代謝関連タンパク質
群の同定を行い，対象複合糖鎖・リポ多糖の
全体構造を推定する。 

 
３．研究の方法 
(1) 新規 β-マンノシドホスホリラーゼの酵素
機能の評価 
 
 幅広い生物種のゲノム情報を活用し見出し
たβ-1,4-マンノシル-N-アセチルグルコサミン

 



ホスホリラーゼや β-1,2-マンノビオースホス
ホリラーゼなど複数の新規ホスホリラーゼを
大腸菌組換え体として生産させた。その後，
ニッケルアフィニティークロマトグラフィー
に供することで電気泳動的に単一な精製酵素
標品を得た。得られた精製酵素を用い各種 β
マンノシドの加リン酸分解活性の測定を，
α-Man1P の新規酵素測定法（Nihira ら，J. 
Appl. Glycosci., 2013）により行い，各種基質
との親和性を動力学的パラメーターで算出し
た。さらに，上記研究で明らかになったホス
ホリラーゼ群の反応位置選択性及び反応可逆
性を利用し，澱粉・ショ糖・麦芽糖などを出
発材料とした各種β-1,4-マンノシル-N-アセチ
ルグルコサミンと β-1,2-オリゴマンナンの生
産システム（図２は澱粉を出発原料とした場
合。ショ糖を用いた場合はスクロースホスホ
リラーゼ，麦芽糖を用いた際はマルトースホ
スホリラーゼを用いた。）の構築を行った。
得られた β-マンノシドを用いて，以下に示す

糖結合タンパク質の機能解析に用いた。 
 
(2) 複合糖鎖及びリポ多糖構造の解明及び代

謝関連タンパク質の同定 
 
 バイオインフォマティクス手法を用い，β-
マンノシドホスホリラーゼ周辺遺伝子にコー
ドされている複合糖鎖やリポ多糖代謝機構に
関与するタンパク質群の同定を行なった。 
 
(3) 新規糖結合タンパク質の β-マンノシド結

合機能の評価 
 
 β-マンノシドホスホリラーゼ遺伝子近傍に
存在する糖結合タンパク質を大腸菌組換え体
として生産させた。その後，ニッケルアフィ
ニティークロマトグラフィーに供することで
電気泳動的に単一な精製酵素標品を得た。精
製した糖結合タンパク質を金チップ上に固定
化し，表面プラズモン共鳴装置法を用いるこ
とで各種糖類（グルコース，ガラクトース，
トレハロース，コージビオース，ニゲロース，
マルトース，イソマルトース，ソホロース，
ラミナリビオース，セロビオース，スクロー
ス，ラクトース，β-1,4-マンノビオース，β-1,4-
マンノシルグルコース，β-1,4-マンノシル-N-

アセチルグルコサミン，β-1,2-マンノビオー
ス）に対する結合能を調べた。 
 
３． 研究成果 
(1) B. thetaiotaomicron 由来 β-1,4-マンノシ

ル-N-アセチルグルコサミンホスホリラ
ーゼ (BT_1033) 
 

① BT_1033 の機能解析 
大腸菌組換え体として生産した BT_1033

の分子質量は，SDS-PAGE から約 35 kDa，
ゲル濾過クロマトグラフィーから 147 kDaと
それぞれ推定されたことから，BT_1033 は溶
液中で 4 量体を形成していると判断された。
α-Man1P を糖供与体として糖受容体特異性
を確認したところ，BT_1033 は N-アセチル
グルコサミン（GlcNAc）および N, N’-ジアセ
チルキトビオース（GlcNAc2）を糖受容体と
した際に高いオリゴ糖合成活性を示した。
GlcNAc および GlcNAc2を糖受容体とした際
の反応生成物を核磁気共鳴装置を用い構造解
析した結果，前者は β-1,4-マンノシル-N-アセ
チルグルコサミン（ManGlcNAc），後者は
β-1,4-マンノシル-β-1,4-N-アセチルグルコサ
ミ ニ ル -N- ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン
（ManGlcNAc2）とそれぞれ同定された。糖
供与体として α-Man1P，糖受容体として
GlcNAc または GlcNAc2を用いて逆反応にお
ける反応速度論的解析を行なった結果，kcat

は同程度の値を示したのに対し，Km は
GlcNAc の方が約 12 倍低い値を示した。すな
わち GlcNAc を糖受容体とした際により高い
kcat/Km値を示すことから，BT_1033 の最も触
媒効率の良い糖受容体は GlcNAc であると判
断された。BT_1033 は，リン酸存在下におい
てManGlcNAcおよびManGlcNAc2を加リン
酸分解し，前者では α-Man1P と GlcNAc，後
者では α-Man1P と GlcNAc2をそれぞれ遊離
した。その反応機構は，反転型ホスホリラー
ゼでよく見られる逐次 Bi Bi 型を示し，
ManGlcNAc に 対 す る kcat/Km 値 は
ManGlcNAc2のそれと比べ約 58 倍高かった。
これらの結果と分解活性がリン酸非存在下に
おいて確認されない事実を鑑みて，我々は
BT_1033 を新規酵素 β-1,4-マンノシル-N-ア
セチルグルコサミンホスホリラーゼ（EC 
2.4.1.320）と命名した。 

 
②  バイオインフォマティクス解析から予

測される複合型 N-グリカンの代謝経路 
当該酵素遺伝子近傍に存在する遺伝子に

ついて，バイオインフォマティクス解析によ
る遺伝子機能予測を行なった結果，BT_1033
を含む BT_1032 から BT_1040 の 9 種の遺伝
子がクラスターを形成し，これら遺伝子がコ
ードするタンパク質の配列は複合型 N-グリ



カンの代謝に関連すると考えられる酵素およ
びタンパク質群と相同性が認められた。この
事実から予測される複合型 N-グリカンの代
謝経路では，まず菌体外 GH18 エンド-β-N-
アセチルヘキソサミニダーゼ（BT_1038）に
よって菌体外環境中に存在する糖タンパク質
糖鎖を切り出し，外膜トランスポーター
（SusC，BT_1040 および SusD，BT_1039）
によってペリプラズム領域に輸送する。α-シ
アリダーゼ（BT_1036），GH20 β-N-アセチル
ヘキソサミニダーゼ（BT_1035），GH92 α-
マンノシダーゼ（BT_1032）などにより順次
加水分解された結果生じる ManGlcNAc が
MFS 型（major facilitator superfamily）ト
ランスポーター（BT_1034）により細胞質内
へと輸送され，β-1,4-マンノシル-N-アセチル
グルコサミンホスホリラーゼ（BT_1033）に
よる加リン酸分解を受ける。遊離した
α-Man1P は ， ホ ス ホ マ ン ノ ム タ ー ゼ
（BT_1548 および BT_3950）およびマンノ
ース 6-リン酸イソメラーゼ（BT_0373）によ
り，マンノース 6-リン酸を経てフルクトース
6-リン酸へ変換され解糖系へ移行すると考え
られる。この代謝経路の特徴は，従来報告さ
れている複合型 N-グリカンの代謝において
β-マンノシダーゼが担う ManGlcNAc の分解
反応をホスホリラーゼが担っている点である。
ATPの関与無しに糖をリン酸化するホスホリ
ラーゼを鍵酵素とする代謝系を利用すること
で ATP の消費を抑制でき，ATP 生産能力が
低い腸内嫌気性菌にとって効率的な代謝経路
と考えられる。この遺伝子クラスターは，
Bacteroides 属およびその類縁菌において保
存されており，これらの菌が生存競争に勝ち
抜くため進化の途上でこの ATP 消費抑制型
代謝経路を獲得したものと推察される。 

 
③ ス ク ロ ー ス を 出 発 材 料 と す る

ManGlcNAc の合成 
250 mM スクロース，250 mM GlcNAc，

25 mM リン酸，10 mM 塩化マグネシウム，
41 μM α-グルコース 1,6-ビスリン酸，33 
μg/mL スクロースホスホリラーゼ，0.34 
mg/mL α- ホスホグルコムターゼ， 0.37 
mg/mL グルコース 6-リン酸イソメラーゼ，
0.23 mg/mL マンノース 6-リン酸イソメラー
ゼ，2.4 mg/mL ホスホマンノムターゼおよび
83 μg/mL β-1,4-マンノシル-N-アセチルグル
コサミンホスホリラーゼを 30℃で作用させ
た結果，反応開始 276 時間ほどで反応は平衡
に達し 58 mM の ManGlcNAc を生産するこ
とができ，反応液 1 mL あたり 20 mg の
ManGlcNAc を得た（収率 23％）。また反応
系におけるスクロース濃度，GlcNAc 濃度，
リン酸濃度を最適化した結果，従来の製法の
約 1.8 倍高い収率で ManGlcNAc を合成でき

た。 
 

(2) Thermoanaerobacter sp. X-514 由 来
β-1,2-マンノシドホスホリラーゼ 

 
① Teth514_1788 および Teth514_1789 の機

能解析 
大 腸 菌 組 換 え 体 と し て 生 産 し た

Teth514_1788 および Teth514_1789 の分子
質量は，SDS-PAGE の結果いずれも約 34 
kDa と推定されたが，ゲル濾過クロマトグラ
フィーからは前者が 50 kDa，後者が 27 kDa
とそれぞれ推定された。このことから，溶液
中で Teth514_1788 は二量体，Teth514_1789
は単量体として存在していると判断された。
また，α-Man1P を糖受容体として糖受容体特
異性を確認したところ，Teth514_1788 およ
び Teth514_1789 は共にマンノースを糖受容
体とした際にオリゴ糖合成活性を示した。
Teth514_1788 および Teth514_1789 を 50 
mM α-Man1P および 50 mM マンノースに作
用させた際の反応生成物についてHPLC分析，
エレクトロスプレーイオン化質量分析および
核磁気共鳴分光法を用いた構造解析を行なっ
た。その結果，Teth514_1788 は重合度 2～5
の β-1,2-オリゴマンナンを生成するのに対し，
Teth514_1789 は β-1,2-マンノビオースと
β-1,2-マンノトリオースのみ生成し，4 糖以上
の β-1,2-オリゴマンナンは確認されなかった。
次に，マンノース，β-1,2-マンノビオースおよ
び β-1,2-マンノトリオースを糖受容体とした
際の Teth514_1788 および Teth514_1789 が
示す鎖長特異性を反応速度論的に解析した。
Teth514_1788 は，β-1,2-マンノビオースおよ
び β-1,2-マンノトリオースを糖受容体とした
際の kcat/Km値がマンノースのそれに比べ約 8
倍高かった。一方 Teth514_1789 は，マンノ
ースを糖受容体とした際に最も高い kcat/Km

値を示し，β-1,2-マンノビオースのそれと比べ
約6倍高かった。また，Teth514_1789はβ-1,2-
マンノトリオースに対して合成活性を示さな
かった。これらの結果は，Teth514_1788 お
よび Teth514_1789 が基質の鎖長特異性を異
にする，すなわち前者は β-1,2-オリゴマンナ
ンを，後者は単糖マンノースをそれぞれ糖受
容体として好む β-1,2-マンノシドホスホリラ
ーゼであると推察された。 

さらに，両酵素における各種 β-1,2-オリゴ
マンナンに対する加リン酸分解反応について
も，逆反応の解析結果に符合する鎖長特異性
の 相 違 が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち ，
Teth514_1788 が二糖よりも重合度の高い
β-1,2 オリゴマンナンに高い活性を示すのに
対し，Teth514_1789 は二糖に対して高い活
性を示し，四糖以上の基質には作用しなかっ
た。これらの結果から，鎖長特異性を異にす



る Teth514_1788 および Teth514_1789 につ
いて，前者を β-1,2-オリゴマンナンホスホリ
ラーゼ，後者を β-1,2-マンノビオースホスホ
リラーゼと命名した。 

 
② バイオインフォマティクス解析から予測

される β-1,2-オリゴマンナンの代謝経路 
当該酵素遺伝子の近傍に存在する遺伝子

について，バイオインフォマティクス解析に
よる遺伝子機能予測を行なった。その結果，2
種の GH130 β-1,2-マンノシドホスホリラー
ゼ Teth514_1788 および Teth514_1789 をコ
ードする遺伝子は，他の 9 種の遺伝子とクラ
スターを形成していることが分かった。これ
ら遺伝子がコードするタンパク質の配列につ
いて相同性検索を行なったところ，β-1,2-オリ
ゴマンナン代謝に関与すると推察されるタン
パク質に加え，GDP-マンノースの生合成に関
連する酵素との相同性も認められた。このこ
とから，Thermoanaerobacter sp. X-514 は，
β-1,2-オリゴマンナン代謝経路および GDP-
マンノース生合成経路が融合した特徴的な経
路を所持すると予測された。つまり，β-1,2-
オリゴマンナンは，ATP 結合カセットトラン
スポーター（Teth514_1792～1796）によって
菌体内に輸送され，鎖長特異性の異なる
β-1,2- オリゴマンナンホスホリラー ゼ
（Teth514_1788）および β-1,2-マンノビオー
スホスホリラーゼ（Teth514_1789）によって
効率良くマンノースと α-Man1P に加リン酸
分解される。また，GH130 ホスホリラーゼに
よって遊離される α-Man1P は，R. albus お
よび B. thetaiotaomicron においてはホスホ
マンノムターゼおよびマンノース 6-リン酸イ
ソメラーゼの触媒作用により解糖系へ移行す
ると推察されていたが，Thermoanaerobacter 
sp. X514 では GH130 ホスホリラーゼ遺伝子
と同一クラスター内にマンノース 1-リン酸グ
ア ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
（Teth514_1787）および GDP-マンノース依
存性 α-マンノシルトランスフェラーゼ
（Teth514_1786）をコードすると推定される
遺伝子が存在することから，β-1,2-マンノシド
を加リン酸分解することによって生じた
α-Man1P を GDP-マンノースに変換する新た
な代謝経路の存在が予測された。この遺伝子
クラスターは一部の Thermoanaerobacter 属
において保存されており，GDP-マンノースの
生合成に ATP 消費を伴わないこの効率的な
代謝経路の所持は，生存競争に打ち勝つため
の大きなアドバンテージになると考えられる。 
 
③ 澱粉を出発材料とする β-1,2-マンノオリ

ゴ糖の合成 
10% 澱粉，500 mM Man，10 mM MgCl2，

75 mM リン酸，41 μM α-グルコース 1,6-ビス

リン酸，96 μg/mL グリコーゲンホスホリラ
ーゼ，0.34 mg/mL α-ホスホグルコムターゼ，
0.37 mg/mL グルコース 6-リン酸イソメラー
ゼ，0.23 mg/mL マンノース 6-リン酸イソメ
ラーゼ，2.4 mg/mL ホスホマンノムターゼ，
0.3 μg/mL イソアミラーゼおよび 12 μg/mL 
β-1,2- マ ンノ ビ オ ース ホ ス ホリ ラ ー ゼ
（Teth514_1789）（12 μg/mL を作用させ，
β-1,2-Man2 と β-1,2-Man3 を生成させるシス
テムを試みた。このシステムにおいて，反応
時間 192 時間後，初期濃度 500 mM Man に
対して，反応液 1 mL あたり 10 ％の
β-1,2-Man2（50 mM）と 4％の β-1,2-Man3（19 
mM）を合成できた。 

 
④ Thermoanaerobacter sp. X-514 由来糖

結合タンパク質の機能解析 
大 腸 菌 組 換 え 体 と し て 生 産 し た

Thermoanaerobacter sp. X-514 由来糖結合
タンパク質をリガンドとして，各種糖類をア
ナライトとして，糖結合タンパク質と各糖類
との結合能を表面プラズモン共鳴法により基
質特異性を調べた。Thermoanaerobacter sp. 
strain X-514 由来糖結合タンパク質は β-1,2-
マンノビオースに対して結合活性が認められ
た。今後，定性的な結合能を確認するだけで
なく，動的パラメータを算出するための定量
的測定，金属イオンなどの補因子の特定，他
の固定化法の検討を行う予定である。 
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