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研究の要旨 

 ・東京理科大学理工学部応用生物科学科 田口速男 教授および中島将博 講師らのグルー

プは、天然では希少な多糖である“β-1,2-グルカン”を内部より加水分解する、真核生物由来

の β-1,2-グルカナーゼを初めて単離同定することに成功し、そのアミノ酸配列、機能および

立体構造から糖加水分解酵素の新規なファミリーを創設しました。また、本酵素が既知の糖

加水分解酵素とは異なるユニークな反応機構をもつことも明らかにしました。 

・本研究成果は The Journal of Biological Chemistry 誌に 3 月 29 日付け（米国東部時間）で

掲載されます。 

 
【研究の背景】 
β-1,2-グルカンとは一部の共生細菌や病原性細菌が合成・分泌する多糖であり、宿主への

共生や感染、また細胞内浸透圧の調節物質として知られています (Dylan et al. Proc. Natl. 

Acad. Sci. U. S. A. 83, 4403–4407 (1986) 及び Rigano et al. Plant Cell 19, 2077–2089 (2007)) (図

1A) 。また、環状 β-1,2-グルカンの誘導体は合成フラボノイド (ビタミン様物質) の一種の

水溶性を非常に向上させることが報告されています (Piao et al. Carbohydr Polym. 101, 733-

配信先：文部科学記者会、科学記者会、農政クラブ、農林記者会、農業技術クラブ、筑波研

究学園都市記者会、新潟県政記者クラブ、(有)盛岡タイムス社、(株)岩手日日新聞社盛岡支

社、(株)デーリー東北新聞社盛岡支局、大学記者会（東京大学） 

 

 

 



 
 

740 (2014)) 。天然では希少とされていますが、近年、当グループにより直鎖状 β-1,2-グルカ

ンの人工的な (酵素法による) 大量調製法が確立され (Abe et al. J. Appl. Glycosci. 62, 47–52 

(2015))、β-1,2-グルカンに作用する関連酵素の探索が容易になりました。 

β-1,2-グルカンを内部より加水分解する β-1,2-グルカナーゼ (SGL) はそのうちの一つで

あり、2017 年に原核生物由来 SGL (CpSGL) の単離及び同定が行われ、新規な糖加水分解酵

素 (GH) のファミリー(注1)(GH144) が創設されています (Abe et al. J. Biol. Chem. 292, 7487–

7506 (2017)) 。しかし、真核生物にも β-1,2-グルカン分解活性を示す微生物が報告 (Reese et 

al. Can. J. Microbiol. 7, 309–317 (1961)) されているにもかかわらず、CpSGL の近縁酵素の中

には真核生物由来のものは全く見出されませんでした。そのため、真核生物と原核生物では

SGL の起源が異なると考えられます。 

 

【研究成果の概要】 
唯一の炭素源として大量調製された直鎖状 β-1,2-グルカンを用いて、培養液上清中に β-

1,2-グルカン分解活性が認められる糸状菌 Talaromyces funiculosus から SGL (TfSGL) の精製・

単離を行いました。本酵素の遺伝子同定により判明した全アミノ酸配列から近縁酵素を系

統的に検索したところ、既知の GH は全く見出されませんでした (図 1B) 。また、これら近

縁酵素のほとんどは真核生物由来のものであり、粘菌や子のう菌に機能未知タンパク質と

して分布していました。したがって、本酵素は、これらの機能未知タンパク質とともに、新

規 GH ファミリーを構成していることが示唆されました。 

酵母を宿主とした組換え型 TfSGL (TfSGLr) は、天然型酵素と同様に β-1,2-グルカンに対

して特異的な分解活性を発揮しました。さらに生化学的な機能解析から、本酵素が基質内部

から分解を行う endo 型(注 2)の分解活性を示すこと、アノマー反転型(注 3)の反応機構を持

つこと、5 糖以上の β-1,2-グルコオリゴ糖 (Sopns、n は結合したグルコースの分子数を示す) 

に作用し、その還元末端から主に Sop2を遊離することも明らかになりました。 

本酵素には立体構造既知の近縁酵素がありません。そこで、ヨウ素の異常分散効果を利用

して位相決定を行い、 (α/α)6 toroid fold の全体構造を有する TfSGLr の立体構造の決定に成

功しました。さらに、本酵素の触媒機構および基質認識機構を解明するために、非活性型変

異体 E262Q (262 番目のグルタミン酸をグルタミンに置換した変異体) と β-1,2-グルカンを

用いてミカエリス複合体構造(注 4)を構造解析から取得しました (図 2) 。 

GH 酵素において一般的なアノマー反転型の反応機構では、切断部位へ直接プロトン供給

可能な距離と求核水を直接活性化可能な距離に酸性残基（それぞれ一般酸触媒、一般塩基触

媒）が存在します (Davies et al. Structure 3, 853–859 (1995)) 。しかし、大変興味深いことに、

本酵素にそのような残基は見出されませんでした。そこで、切断点近傍に位置するすべての

触媒候補アミノ酸残基に対して部位特異的置換変異体を作成し、それらの β-1,2-グルカンに

対する活性を調べたところ、E262、D177 (一般酸触媒候補) 及び D446 (一般塩基触媒候補) 

の 3 変異体に顕著な活性低下が認められました。D446 は β-1,2-グルカンとの複合体構造中



 
 

において、求核水とは別の水分子を介して求核水と相互作用可能な距離に存在しているこ

とから、この残基が一般塩基触媒である可能性が強く示唆されました。一方で、D177 及び

E262 は、それぞれ基質自身の別々な 3 位ヒドロキシ基を介して基質の切断部位の酸素原子

と相互作用しており、これらのいずれかが一般酸触媒としてはたらくことが示唆されまし

た。 

そこで、D177 及び E262 のどちらが一般酸触媒かを決定するために、各々の残基と相互

作用する 3 位ヒドロキシ基の酸素原子を除去した (各残基から基質の切断部位への作用が

遮断された) 基質誘導体に対する分解活性を調べました。その結果、E262 と相互作用する

ヒドロキシ基が還元された基質のみで分解が認められませんでした (図 3) 。この結果は、

E262が基質の3位ヒドロキシ基を介して一般酸触媒残基として機能することを示しており、

本酵素が触媒機構の上でも新規な特徴をもつことが明らかになりました (図 4) 。 

 

図１. β-1,2-グルカンの構造 (A) と TfSGL の系統樹 (B) 

(B) TfSGL 及びその近縁タンパク質の中に、既知の GH は全く見出されませんでした。ま

た、近縁タンパク質のほぼ全てが真核生物由来のタンパク質でした。 

 



 
 

図 2. TfSGL-β-1,2-グルカン複合体の全体構造及び基質ポケット構造 

クレフト状の基質ポケットにしっかりと基質が結合していました。 

 

 

 

図 3. 推定された TfSGL の一般酸触媒経路 

構造解析より推定された基質の 3 位ヒドロキシ基 (3-OH) を介して行われる触媒経路。

赤色は酸素原子を表します。基質の 3 位ヒドロキシ基の酸素原子を還元して除去すると触

媒経路が遮断されました。 

 



 
 

 

図 4. 本研究により明らかになった TfSGL の触媒機構 

基質の一部を介して作用する一般酸触媒及び求核水とは別の水分子により求核水を活性

化させる触媒反応を行う一般塩基触媒。いずれにおいても、TfSGL の反応機構は一般的なア

ノマー反転型酵素とは異なるものでした。 

 

【今後の展望】 

β-1,2-グルカン関連酵素の研究は、基質の大量合成法確立を皮切りに、近年急速に進展し

ています。本研究により報告した真核生物由来 SGL に関する知見は、原核生物由来 SGL と

真核生物由来 SGL 間での分子進化を明らかにするための一助となり、新規な β-1,2-グルカ

ン関連酵素を発見するために役立つと考えられます。また、真核生物由来 SGL は共生、ま

たは寄生を行う菌に多く存在することから、本酵素や、その近縁酵素は真核生物の共生や寄

生に何らかの関わりをもっているかもしれません。 

さらに、TfSGL の触媒機構は一般的な反転型酵素のものとは一般酸及び一般塩基触媒の

両者において異なる非常に特殊なものでした。いずれか一方が異なる GH 酵素は稀に報告

されていますが、両者とも異なるものは本酵素が初めてです。本研究成果の知見は、他の GH

酵素群のまだ見つかっていない多様な反応機構の推定や解析や TfSGL と同様の反応機構を

もつ新規な酵素の発見につながると考えられます。 
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【用語】 

注 1…endo 型 

ポリマー基質の末端からではなく、内部から加水分解を行う分解様式のことです。末端の

ない基質 (環状基質) に対しても活性を示すことが可能です。 

 

注 2…GH ファミリー 

 GH は、基本的に酵素のアミノ酸配列によって分類され、CAZy (Carbohydrate-Active 

enZYmes Database) には 161 のファミリー (2019 年 3 月 22 日現在) が設立されています。

しかし、非常に多種多様な糖鎖に対して非常に数が少なく、今後も新規なファミリーが発見

されていくと考えられます。 

 

注 3…アノマー反転型酵素 

 図４（左）で示した基質のアノマー位のヒドロキシ基の向きが反応産物で反転する酵素の

ことです。一般的には 2 つの酸性アミノ酸残基がそれぞれ一般酸触媒および一般塩基触媒

として働きます。この触媒機構では、切断部位近傍に存在する一般酸触媒が直接グリコシド

結合中の酸素原子をプロトン化します。同時に、一般塩基触媒が求核攻撃を行う水分子 (求

核水) を活性化し、求核水がアノマー位炭素原子に求核攻撃することにより分解が生じます。 



 
 

注 4…ミカエリス複合体 

酵素が基質に結合し、反応が生じる直前の複合体構造を表します。 
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