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研究成果の概要（和文）：生体内糖質代謝に関与する糖質加リン酸分解酵素（ホスホリラーゼ）によるオリゴ糖合成の
収率は高く、産業上有用な酵素になり得る。しかしながら、既知のホスホリラーゼは他の糖質関連酵素に比べて報告例
が少なく、今後生産可能なオリゴ糖のバリエーション拡大には、新たなホスホリラーゼの発見が必須であった。そこで
glycoside Hydrolase Family 130に属するホスホリラーゼ様タンパク質の機能解析を行った結果、β-1,2-マンノオリ
ゴ糖に特異性を示す、これまで報告例のない新規なホスホリラーゼを発見することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Phosphorylases are exolytic enzymes catalyzing phosphorolysis of particular 
glycosides to produce sugar 1-phosphate with strict substrate specificity. The reaction is reversible, 
enabling the practical synthesis of oligosaccharides. However, there is little variation among 
phosphorylases and this limits their utilization for the production of oligosaccharides. Therefore, it 
would be beneficial to identify phosphorylases with previously unreported substrate specificities. In 
this study, two phosphorylase homologues belonging to glycoside hydrolase family 130 are characterized to 
be novel phosphorylases showing distinct chain-length specificities toward β-1,2-oligomannan.
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１． 研究開始当初の背景 
（１）糖質は生物の生命維持に必要不可欠で
あり、生命現象の根幹に関わる重要な機能を
果たす。その糖質の生体内での合成および分
解は酵素反応により行われている。糖質グリ
コシド結合の消長に関与する酵素は、水の作
用により分解生成物を得る加水分解酵素、リ
ン酸ジエステル結合の高エネルギー化によ
り糖質合成を触媒する糖核酸エステル転移
酵素、無機リン酸存在下での糖１-リン酸生
産を触媒する加リン酸分解酵素の3種類に分
類される。 
 
（２）現在までに多種多様な加水分解酵素お
よび糖核酸エステル転移酵素が見出され、そ
の生物学的意義から詳細な機能・構造解析が
進められている。一方で、加リン酸分解酵素
の報告例は著しく少なく、他の糖質関連酵素
に比べて知見が乏しい。近年ゲノム全塩基配
列の解読を目標としたゲノムプロジェクト
が様々な生物種を対象に実施されており、今
後新たな機能を有する加リン酸分解酵素の
発見の可能性は極めて高い。新規糖質関連酵
素の発見および機能解明は、生体内での糖質
代謝機構を理解する上で学術的に非常に重
要であると同時に、食品産業的にも糖質関連
酵素群が担う役割は大きい。特に、これまで
加水分解酵素については高分子多糖の糖化
を目的に幅広く工業的に利用されている。一
方で高分子多糖の加水分解では生成物が複
数生じることが多く、単一な糖質の大量調製
法としては不向きであり、オリゴ糖をはじめ
とする種々の糖質の選択的な大量調製法の
確立が望まれている。そこで糖核酸エステル
転移酵素の糖質・複合糖鎖合成への利用が期
待されるが、糖供与体として使用する糖ヌク
レオチドのコストおよび本酵素群の安定性
の問題から実用的な利用には至っていない
のが現状である。またオリゴ糖調製の手法と
して有機合成法も有用であるが、保護・脱保
護を含む多段の反応段階を経る必要がある
本手法は、コストおよび安全性の両面から食
品用途へ応用することは困難である。 
 
２．研究の目的 
上記の問題を解決するために、本研究では加
リン酸分解酵素（ホスホリラーゼ）のオリゴ
糖合成反応に注目した。ホスホリラーゼは、
無機リン酸存在下で糖 1-リン酸を生産（正反
応）する酵素として広く認知されているが、
本反応は可逆反応であり、糖供与体（糖１-
リン酸）と糖受容体を出発材料とした際、オ
リゴ糖合成反応（逆反応）も効率良く触媒す
る。そこで今回、生体内糖質代謝を理解する
上で生物学的意義から学術的に重要な新規
ホスホリラーゼを探索し、得られたホスホリ
ラーゼを活用して新規オリゴ糖の合成系を
確立する。 
 
３．研究の方法 

（１）既知のホスホリラーゼとのアミノ酸レ
ベルでの相同性評価により、新たな基質特異
性を有すると予想されるホスホリラーゼを
探索した。 
 
（２）機能未知ホスホリラーゼ遺伝子を有す
る生物種のゲノム DNA から目的遺伝子を PCR
法により単離し、大腸菌による各種組換え酵
素の異種宿主発現系を確立した。 
 
（３）大量調製した組換え酵素を精製し、酵
素化学的諸性質を詳細に解析した。 
 
（４）糖供与体（糖 1-リン酸）と種々の糖受
容体を出発材料として、新規ホスホリラーゼ
の糖受容体特異性をオリゴ糖合成反応によ
り調査した。得られたオリゴ糖は高速液体ク
ロマトグラフィーを用いて精製し、二次元核
磁気共鳴分光法（NMR）およびエレクトロス
プレーイオン化質量分析（ESI-MS）にて構造
決定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Glycoside hydrolase family130 に属
する既知のホスホリラーゼのアミノ酸配列
を基に、Thermoanaerobacter sp. X-514 のゲ
ノム上に、機能性未知のホスホリラーゼホモ
ログ（Teth514_1788 および Teth514_1789）
をコードする遺伝子の存在を見出した。既知
GH130ホスホリラーゼとの相同性は20～28％
程度と比較的低く、系統樹においても別のカ
テゴリーに分類されるものと推察された。ま
た、いずれもシグナルペプチド配列が確認さ
れず、既知ホスホリラーゼと同様に菌体内酵
素であると予測された。 
 
（２）Teth514_1788 および Teth514_1789 の
発現プラスミドは、それぞれ目的遺伝子を
PCR 法にて増幅後、pET-24a ベクターに連結
することで構築した。これら発現プラスミド
を用いて形質転換した大腸菌 Rosetta2（DE3）
により当該組換え酵素をそれぞれ大量調製
した後、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均一
な精製酵素標品を得た。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。 
 
（３）α-マンノース 1-リン酸を糖受容体と
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高いオリゴ
糖合成活性を示した。Teth514_1789 および
Teth514_1789 をそれぞれ 50 mM α-マンノー
ス 1-リン酸および 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、
ESI-MS および NMR 構造解析を行なった結果、
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いことが明ら
かになった。 
 
（４）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
新規なβ-1,2-マンノシドホスホリラーゼで
あると推察された。 
 
（５）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（図 A），後者をβ-1,2-マンノビオースホ
スホリラーゼ（図 B）と命名した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teth514_1788 のような、オリゴグルカンに作
用するホスホリラーゼは数種報告されてい
るが、Teth514_1789 のように三糖までを認識
するホスホリラーゼは今回が初めての報告
である。 

 
（６）両酵素遺伝子近傍に存在する遺伝子に
ついて、in silico 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-
マンノシドホスホリラーゼをコードする遺
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. X514 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。すなわち、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
ホスホリラーゼおよびβ-1,2-マンノビオー
スホスホリラーゼによって効率良くマンノ
ースとα-マンノース 1-リン酸に加リン酸分
解される。また GH130 ホスホリラーゼによっ
て遊離されるα-マンノース 1-リン酸におい
ては、従来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-マンノース1-リン酸を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。 
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