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研究成果の概要（和文）：セロビオース2-エピメラーゼ (CE) は，β1-4二糖の還元末端グルコース残基をマンノース
残基に異性化する。本酵素は触媒ドメインおよび触媒部位構造を他の単糖異性化酵素と共有する。本研究では，これら
酵素の構造機能相関を解析した。Rhodothermus marinus由来CEの基質結合部位残基への変異により二糖特異性に重要な
アミノ酸残基を決定した。また，本酵素に僅かなイソメラーゼ活性を認め，Cardicellulosiruptor saccharolyticus由
来酵素との比較からイソメラーゼ活性に重要な構造を見出した。機能未知タンパク質の解析から、新規なマンノース異
性化酵素を見出した。

研究成果の概要（英文）：Cellobiose 2-epimerase (CE) epimerizes the reducing end glucose residue of 
beta1-4 disaccharides to mannose residue. It shares the catalytic domain and site structures with other 
monosaccharide isomerases/epimerases. In this study, structure-function relationship of these enzymes was 
analyzed. Important amino acid residues for high selectivity for disaccharides in Rhodothermus marines CE 
were determined through site-directed mutation. Slight isomerization activity was observed in R. marines 
CE, and important structure for isomerase activity was determined based on the comparison of the 
structures between R. marines and Cardicellulosiruptor saccharolyticus CEs. A novel enzyme acting on 
mannose was found from function unknown proteins.

研究分野：応用生物化学

キーワード： セロビオース2-エピメラーゼ　エピメラーゼ　イソメラーゼ

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 
 糖質の異性化 (エピメリ化やアルドースと
ケトースの相互変換) は，糖質代謝の重要な
反応であり，異性化糖や，近年では希少糖プ
シコースの生産など，産業利用もされる有用
な反応である．現在 Enzyme Nomenclatureに
は，50種類ほどの糖質異性化酵素 (EC 5.1.3.-
と EC 5.1.1.-) が登録されているが，その大半
がリン酸基や NDP 基を有する糖質に作用す
るものである．これらの官能基を持たない糖
質に作用する酵素もほとんどが単糖を基質
とし，未修飾のオリゴ糖に作用する酵素はセ
ロビオース 2-エピメラーゼ (EC 5.1.3.11，CE) 
とマルトースエピメラーゼ (EC 5.1.3.21) し
か知られていない．マルトースエピメラーゼ
は還元末端グルコース残基のアノマーの変
換を触媒する酵素でありエピマーは生成し
ない．一方，CEはセロビオースなどの β-1,4-
結合からなるオリゴ糖の還元末端グルコー
ス残基をマンノース残基に可逆的に異性化
する酵素であり，未修飾のオリゴ糖の構造を
変換する唯一の酵素である．Ruminococcus 
albusおよびRhodothermus marinus由来の２つ
の CE の結晶構造を明らかにした結果，基質
との相互作用や触媒機能に重要な構造因子
の情報が得られた．いずれの酵素も 12本の α-
へリックスからなる触媒ドメインを有して
いたが，CE 構造は，アミノ酸配列レベルで
の類似性が 15%に満たない単糖異性化酵素，
アシルグルコサミン 2-エピメラーゼ (AGE，
N-アセチルグルコサミンを N-アセチルマン
ノサミンに異性化) とアルドースケトースイ
ソメラーゼ (AKI，グルコース,マンノースお
よびフルクトースの相互変換を触媒) と非常
に類似していた．活性中心を構成するヒスチ
ジン 2残基とその近傍の構造はこれらの酵素
間で良く保存されており，共通したメカニズ
ムにより反応が触媒されると考えられた．こ
れら３つの酵素の基質特異性の違いは，基質
結合部位周辺の構造に決定されると予想さ
れる．このことを明らかにするには基質結合
に関わるアミノ酸残基を置換した変異酵素
の解析が必要である．また，これら 3つの酵
素群を含む類縁タンパク質の分子系統樹を
作成すると，機能未知タンパク質により構成
されるクラスターが見出され，新規異性化酵
素の存在が期待された． 
 また，Caldicellulosiruptor saccharolyticus由
来 CE (CsCE) は，グルコース残基をマンノー
ス残基に異性化するだけでなく，さらにフル
クトース残基にまで変換する．本酵素は R. 
albus 由来 CE (RaCE)と配列同一性が 44%と
高いにも拘らず，RaCE が触媒しないとされ
る反応を触媒することは興味深い．活性中心
のアミノ酸配列の保存性が高く，R. marinus
由来 CE (RmCE) の基質複合体構造からは
CsCE によるフルクトース残基への異性化に
重要な構造因子を推定できない．生化学的な
解析からこの機能的相違を生じる構造因子

の情報を得る必要がある． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，CE，AGE，AKIおよび未知タ
ンパク質により構成されるスーパーファミ
リー (CE スーパーファミリー) における機
能的相違の要因となるタンパク質構造を究
明し，酵素機能の合目的改変を可能とするこ
と，未知タンパク質群から新しい特異性を持
つ酵素を見出すことで異性化を活用した糖
質の効率合成技術の応用範囲を拡大させる
ことを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 酵素の調製 
 各 RmCE 変異酵素の発現プラスミドにつ
いては，タカラバイオ社の PrimeSTAR 
mutagenesis basal kitを用いて調製した．RmCE
遺伝子を pET22bに挿入した野生型 RmCEの
発現プラスミドをテンプレートとした．変異
箇所を含む RmCE 遺伝子全長のシーケンス
解析を行い，目的の配列に改変されているこ
と，目的位置以外の延期置換がないことを確
認した．各酵素を大腸菌 BL21 (DE3) を用い
て生産した．組換え酵素の精製については，
これまで熱処理と陰イオン交換カラムクロ
マトグラフィーにより行っていたが，変異の
導入に伴い熱安定性が失われる可能性を考
慮してToyopearl DEAE 650Mを用いた陰イオ
ン交換カラムおよび Toyopearl Butyl 650M
を用いた疎水性相互作用カラムクロマトグ
ラフィーの二段階による精製方法に切り替
えた．この二段階の精製により，電気泳動的 
(SDS-PAGE) に単一な酵素試料が得られた．
組換え酵素の濃度については，塩酸完全加水
分解後のアミノ酸分析により得られた各ア
ミノ酸濃度に基づき決定した． 
 
(2) 酵素活性の測定 
 標 準 的 な 活 性 測 定 で は ， 10 mM 
Manβ1-4Man，40 mMリン酸ナトリウム緩衝
液 (pH 7.0)，および酵素からなる反応液 50 μL
を 60℃に 10分間保持した．これに 0.1 M HCl 
20 μLを加えて直ちに100℃にて3分間加熱す
ることで反応を停止した．この反応により生
じた Manβ1-4Glc を発表論文 1 に記載の方法
により定量した． 
 反応速度パラメータの測定では，基質濃度
を 2.5-25 mMとし，その他の条件を上記と同
様とした． 
 
(3) ラクトースへの反応生成物の解析 
 300 mMラクトース，50 mM リン酸ナトリ
ウム緩衝液 (pH 7.0)，および酵素からなる反
応液を 60℃に保持し，適宜反応液を採取して



HPLCにより分析した．HPLCでは，HILIC pac 
VG-50E カラムを用い，移動相にアセトニト
リル/メタノール/水=75/20/5を使用した．糖を
示差屈折計を用いて検出した． 
 
(4) CEスーパーファミリー機能未知タンパク
質の解析 
 各菌株のゲノムDNAを鋳型として PCRに
より取得した酵素遺伝子をpET23aに組込み，
C末端 Hisタグタンパク質として各タンパク
質を生産した．各々Niキレーティングカラム
を用いたアフィニティーカラムクロマトグ
ラフィーにより精製し，マンノースや
Manβ1-4Manなどの各種糖類に 37℃にて適宜
反応させ，反応生成物を TLCにより分析した． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) RmCE における二糖特異性に重要な構造
因子の解析 
 RmCEと基質の複合体構造に基づき，二糖
特異性に重要なアミノ酸残基の解析を行っ
た．すなわち，CE における二糖に対する高
い選択性に重要なアミノ酸残基として，非還
元性末端等残基との相互作用が認められて
いる 2残基に注目し，これらを Alaに置換し
た変異酵素を作製した．これらの二糖および
単糖に対する活性を評価した．この解析に際
し，Manβ1-4Man からの反応生成物である
Manβ1-4Glc の加リン酸分解とグルコースの
比色定量反応を組合せた比色定量法による
Manβ1-4Glcの定量法を開発し，HPLCによる
定量に依存していた活性測定法を迅速化し
た．Manβ1-4Man に対する kcat/Km値は，野生
型酵素の 26.8 s-1mM-1に対して，0.0608-17.1%
に低下し，アミノ酸置換による著しい低下が
見られた．一方，マンノースに対する kcat/Km

値 は ， 野 生 型 酵 素 の 5.51-88.1% と ，
Manβ1-4Man に対する活性低下に比してアミ
ノ酸置換に伴う活性の低下が穏やかであっ
た．すなわち，いずれの変異酵素も野生型酵
素より二糖選択性が低かった．このことから，
注目した二残基がいずれも RmCE における
高い二糖選択性に重要な構造因子であるこ
とを生化学的に証明した． 
 
(2) RmCEと AGEの基質認識の相違を導くア
ミノ酸残基の解析 
 RmCEと構造類似性を示す酵素群には，N-
アセチルグルコサミンをエピメリ化する酵
素 AGEが存在する．AGEと RmCEの構造比
較より，基質 (RmCEでは還元末端側糖残基) 
の 2OH 基周辺に存在するアミノ酸残基に相
違が見られることが判明した．RmCEにおい
て基質の還元末端糖残基の 2OH 基の周辺に
位置する三残基に注目し，これらがアセトア
ミド基との結合において立体障害となり得
ると推定した．そこでこれらをそれぞれ Ala
に置換した変異酵素を作製した．いずれの変

異酵素においても活性の著しい低下が見ら
れ，Manβ1-4Man に対する kcat/Km値はそれぞ
れ野生型酵素の 0.23%，0.028%および 0.054%
であった．これらの変異酵素について，
Glcβ1-4GlcNAc に対する作用を検討したが，
エピメラーゼ活性は認められず，単アミノ酸
置換による基質特異性の改変はできなかっ
た．これらのシングル変異による活性の低下
が著しかったことから，多重変異体について
は検討しなかった． 
 
(3) RmCE における反応特異性に重要な構造
の解析 
 CsCE はグルコース残基とマンノース残基
の間のエピメリ化だけでなく，フルクトース
残基への異性化も触媒する．このような異性
化活性については，幾つかの酵素で報告され
ているものの，RmCEや RaCEなどの酵素で
は検討されていない．そこで RmCEの野生型
酵素を用いて高酵素濃度にてラクトースに
作用させたところ，イソメラーゼ生成物であ
るラクチュロースの生成が認められた．この
酵素濃度は，従来のエピメラーゼ活性を解析
する酵素濃度の 1000 倍であり，過剰な酵素
濃度では RmCE もイソメラーゼ反応を触媒
することが判明した． 
 CsCE におけるイソメラーゼ活性とエピメ
ラーゼ活性の反応速度の詳細な比較は行わ
れていなかったため，CsCE の大腸菌組換え
酵素を用いてこれらの活性を比較した．その
結果，CsCEについても RmCEよりはイソメ
ラーゼ活性が高いものの，酵素濃度を過剰と
しないとイソメラーゼ反応を触媒しないこ
とが明らかになった．すなわち，RmCEにお
いてエピメラーゼ活性のみが見られる酵素
濃度においては，CsCE もエピメラーゼ反応
のみを触媒した．イソメラーゼ活性について
は，他の CE においても高酵素濃度とするこ
とで触媒することを確認した．このことから，
CsCE が触媒するイソメラーゼ反応は，どの
CE においても触媒し得る副反応であること
が明らかになった． 
 この間，幸運にも CsCE の結晶構造を決定
することに成功した．RmCEとの構造比較を
行うと，CsCE には基質との結合により安定
化するループ構造が存在することが明らか
になった．そこで CsCE において当該ループ
に位置する 2残基をそれぞれRmCE型に置換
した変異酵素を作製し，イソメラーゼ活性と
エピメラーゼ活性を比較した．この変異酵素
においてラクチュロースからのアルドース 
(エピラクトースおよびラクトース) 生成量
の増加が見られ，当該ループがこれらの反応
特異性に影響する構造であることが明らか
になった． 
 
(4)  CE スーパーファミリーにおける機能未
知タンパク質の解析 
 Marinomonas mediterranea や Salinispolla 
tropica などのゲノム既読株には CEスーパー



ファミリーメンバーと低いながらも配列同
一性を示す一群の機能未知タンパク質が存
在する．これらの機能未知タンパク質につい
て，大腸菌により組換えタンパク質を生産し，
各種糖質に作用させた．その結果，単糖マン
ノースに対して活性を持つ異性化酵素を見
出すことに成功した．  
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