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1 緒論 

1.1 β-グルコシダーゼ 

β-グルコシダーゼ (EC 3.2.1.21) は, 配糖体やオリゴ糖の⾮還元末端の β-グルコシド結合を加⽔

分解し, β-D-グルコースを遊離する酵素である．本酵素は微⽣物, 菌類, 植物および動物に⾄る⽣

物に普遍的に存在し, オリゴ糖, 配糖体および糖脂質の代謝など多様な⽣理機能に関わる 

(Ketudat Cairns and Esen 2010)．例えば, 微⽣物では植物性多糖であるセルロースの消化に関与し

ており, セルラーゼにより⽣成されたセロオリゴ糖を D-グルコースにまで分解する (Shewale 

1982)．植物においては, 配糖化により不活化, 貯蔵されるストレス応答物質 (Hughes et al. 1992; 

Roepke and Bozzo 2015; Nakano et al. 2017) や植物ホルモン (Brzobohatý et al. 1993; Falk and Rask 

1995; Lee et al. 2006; Wakuta et al. 2010) の活性化や, 細胞壁構成オリゴ糖の加⽔分解による細胞

壁代謝に寄与する (Opassiri et al. 2003; Hrmova et al. 2006; Shim et al. 2021)．昆⾍では, 植物由来の

毒性物質の⽣体防御への利⽤のために, 不活毒性物質配糖体の脱配糖化を担うほか, 毒性を持つ

植物由来配糖体の脱配糖化により無毒化する (Bridges et al. 2002; Poreddy et al. 2015)．ヒトでは, 

糖脂質の⼀種グルコセレブロシドの代謝に関与しており, この遺伝⼦の⽋損によりグルコセレブ

ロシドが蓄積するとゴーシェ病を発症する (Gatt et al. 1966; Meikle et al. 1999)．

1.2 GH1 β-グルコシダーゼの分類 

β-グルコシダーゼは, 糖質加⽔分解酵素のアミノ酸配列に基づく分類により糖質加⽔分解酵素

群 GH1, GH3, GH5, GH30, GH39および GH116に分類される (Drula et al. 2021; 

http://www.cazy.org/)．GH1は, β-グルコシダーゼに加えて β-ガラクトシダーゼ (EC 3.2.1.23), β-マ

ンノシダーゼ (EC 3.2.1.25), β-キシロシダーゼ (EC 3.2.1.37), β-D-フコシダーゼ (EC 3.2.1.38), ミロ

シナーゼ (EC 3.2.1.147), β-グルクロニダーゼ (EC 3.2.1.31), β-プリメベロシダーゼ (EC 3.2.1.149),

6-ホスホ-β-ガラクトシダーゼ (EC 3.2.1.85), および 6-ホスホ-β-グルコシダーゼ (EC 3.2.1.86) な

ど, 多様な β-グリコシダーゼを含む．ひとつの酵素が複数の活性を持つこともある．GH1 β-グル

コシダーゼは古細菌, 真正細菌, 菌類, 動物および植物のすべての⽣物界の⽣物により保有され,

1



分⼦系統樹上では各⽣物界からの GH1酵素ごとにクレードが形成される (Marques et al. 2003)．

植物は多くの GH1 β-グルコシダーゼを持ち, シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) は 48, イネ 

(Oryza sativa) は 38の推定 GH1酵素を持つ (Xu et al. 2004; Opassiri et al. 2006)．シロイヌナズナ

の推定 β-グルコシダーゼ遺伝⼦のうち AtBGlu1, AtBGlu2, AtBGlu5, AtBGlu6, AtBGlu14, AtBGlu36, 

AtBGlu39および AtBGlu43, イネの推定 β-グルコシダーゼ遺伝⼦のうち Os4BGlu9, Os4BGlu15, 

Os4BGlu17, Os5BGlu23, Os11BGlu35および Os11BGlu37は, 明らかに全⻑配列が⼩さいなどの理

由により偽遺伝⼦であるとされる (Xu et al. 2004; Opassiri et al. 2006)．これまでに酵素機能が報

告されているものは, シロイヌナズナでは 18種 (AtBGlu10, AtBGlu13, AtBGlu15, AtBGlu16, 

AtBGlu18 (AtBG1), AtBGlu21, AtBGlu22, AtBGlu23 (PYK10), AtBGlu26 (PEN2), AtBGlu33 (AtBG2), 

AtBGlu34 (TGG4), AtBGlu35 (TGG5), AtBGlu37 (TGG1), AtBGlu38 (TGG2), AtBGlu44, AtBGlu45, 

AtBGlu46, AtBGlu48 (SFR2)), およびイネでは 11種 (Os1BGlu4, Os3BGlu6, Os3BGlu7, Os3BGlu8, 

Os4BGlu12 (TAGG2), Os4BGlu13 (TAGG1), Os4BGlu16, Os4BGlu18, Os7BGlu26, Os9BGlu31, 

Os12BGlu38) ある (Figure 1-1)．これらについては, 1.4節にて述べる． 

1.3 GH1 β-グルコシダーゼの反応機構と構造 

1.3.1 触媒反応機構 

GH1に属す β-グルコシダーゼによる β-グルコシドの加⽔分解では, 反応前後で基質のグルコシ

ル基のアノマー型が保持される (Withers et al. 1986)．すなわち, β-グルコシドの加⽔分解により

β-グルコースが⽣じる．アノマー保持型の GH1 β-グルコシダーゼの反応機構は求核⼆重置換機構

によって説明される (Figure 1-2; Rye and Withers 2000)．この機構は 2段の触媒過程を経過し, 1段

⽬では酵素のグルコシル化, 2段⽬では脱グルコシル化が⽣じる．⼀般酸塩基触媒および求核触

媒は, いずれも Gluのカルボキシ基が担う．まず, グルコシル化の過程では, ⼀般酸塩基触媒が

⼀般酸触媒として機能し, カルボキシ基からプロトンをグルコシド酸素に供与する．同時に, 求

核触媒がグルコシド結合の背⾯からアノマー炭素 (1-C) に求核攻撃する．これらによりグルコシ

ド結合は切断され, α-グルコシル酵素中間体が形成される．次の脱グルコシル化の過程では, ⼀般

2



酸塩基触媒は⼀般塩基触媒として機能し, 解離カルボキシ基がプロトンを⽔分⼦から奪う．活性

化された⽔分⼦は, α-グルコシル酵素中間体のアノマー炭素を求核攻撃して, グルコシル化されて

いた求核触媒 Gluとの結合が切断されて, 酵素は脱グルコシル化され, β-D-グルコースが⽣成され

る．脱グルコシル化過程で, ⽔分⼦に代わり糖分⼦などの⽔酸基が脱プロトン化されて求核剤と

なると, 新たな β-グルコシドが⽣成される．この反応を糖転移反応と呼ぶ． 

グリコシダーゼによるグリコシド結合の加⽔分解反応において, サブサイト−1の糖はオキソカ

ルベニウムイオン様の遷移状態を経るとされる (Kempton and Withers 1992; Zechel and Withers

2000)．そのため, 遷移状態時のピラノースの⽴体配座は 2-C, 1-C, 5-Oおよび 5-Cが同⼀平⾯上に

位置する半椅⼦型 2種 (4H3, 3H4), ボート型 2種 (2,5B, B2,5), またはエンベロープ型 4種 (3E, E3, 

4E, E4) のいずれかであり, 基質・酵素により決まる (Ardèvol and Rovira 2015)．GH1 β-グルコシ

ダーゼでは, ミカエリス複合体, 遷移状態アナログとの複合体, およびグルコシル酵素中間体の

各構造についての X線結晶構造解析および分⼦動⼒学的解析により, ピラノースの⽴体配座はミ

カエリス複合体, 遷移状態, グルコシル酵素中間体の順に, 1S3 → 4H3
‡ → 4C1と変化すると考えら

れている (Chuenchor et al. 2011; Ardèvol and Rovira 2015: Tankrathok et al. 2015; Nuhto et al. 2020)． 

1.3.2 ⽴体構造 

これまで 75種類 (古細菌 5種, 真正細菌 36種, 動物 6種, 菌類 6種, 植物 17種, メタゲノム 4

種, ⼈⼯酵素 1種) の GH1タンパク質の⽴体構造が解明されており, Protein Data Bank (PDB) デ

ータベースに登録されている (https://www.rcsb.org/)．GH1酵素は, いずれも(β/α)8-バレルの触媒

ドメイン構造を持ち (Figure 1-3; Jenkins et al. 1995), このうち多くは本ドメインの β-ストランド 4 

(β4) および 7 (β7) 上にそれぞれ⼀般酸塩基触媒残基 Gluおよび求核触媒残基 Gluを持つ (Jenkins 

et al. 1995)．これら触媒残基は, ミロシナーゼを除く GH1酵素において広く保存されている (Xu 

et al. 2004; Marana 2006)．植物ではチャノキ (Camellia sinensis) 由来 β-プリメベロシダーゼ 

(Saino et al. 2014), イネ (O. sativa) 由来 Os3BGlu6 (Seshadri et al. 2009), Os3BGlu7 (Chuenchor et al. 

2008), Os4BGlu12 (TAGG2; Sansenya et al. 2011), Os4BGlu18 (Baiya et al. 2021) および Os7BGlu26 
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(Tankrathok et al. 2013), インドジャボク (Rauvolfia serpentina) 由来ストリクトシジン β-グルコシ

ダーゼ (SG; Barleben et al. 2007) およびラウカフリシン β-グルコシダーゼ (RG; Xia et al. 2012), 

ライムギ (Secale cereale) 由来 ScGlu (Sue et al. 2011), シロガラシ (Sinapis alba) 由来ミロシナー

ゼ (Burmeister 2000), モロコシ (Sorghum bicolor) 由来 SbDhr1 (Verdoucq et al. 2004), シロツメク

サ (Trifolium repens) 由来シアン化物 β-グルコシダーゼ (Barrett et al. 1995), パンコムギ (Triticum

aestivum) 由来 TaGlu1B (Sue et al. 2006), トウモロコシ (Zea mays) 由来 ZmGlu1 (Czjzek et al. 

2000) の結晶構造が決定されている．ヒト由来の 2種 (α-クロトーおよび β-クロトー) は触媒残

基を持たず, ホルモンである繊維芽細胞増殖因⼦の受容体として機能する (Chen et al. 2018; Lee et 

al. 2018)． 

1.3.3 グリコン結合部位 

GH1酵素のグルコシドおよびグルコシドアナログとの複合体構造の解析により, グリコン結合

部位 (サブサイト−1) におけるグルコシドの結合様式が明らかにされている (Burmeister et al. 

1997; Czjzek et al. 2001; Zechel et al. 2003; Verdoucq et al. 2004; Gloster et al. 2004; Chuenchor et al. 

2008; Seshadri et al. 2009; Jeng et al. 2012)．サブサイト−1を形成する残基は触媒基 2残基を含み

10残基である (Figure 1-4)．多くの β-グルコシダーゼでは, β→αループ 4 (L4) 上の⼀般酸塩基触

媒残基 Gluがグリコシド酸素と, L3上の His・L4上の Asn・L7上の求核触媒残基 Gluが基質グリ

コンの 2-Oと, L1上の Gln・L3上の His・L8上の Trpが 3-Oと, L1上の Gln・L8上の Gluが 4-O

と, L8上の Gluが 6-Oと, ⽔素結合できる距離にある．また, L8上の Trpは 3-Cおよび 5-Cと, L8

上の Phe (または Tyr) は 6-Cと, L6上の Tyrは 5-Cおよび 5-Oと, ファンデルワールス相互作⽤

できる距離にある．これらサブサイト−1を形成する残基は GH1酵素において⾼度に保存されて

いる (Figure 1-5; Marana 2006)．ただし, 例外もある．イネ由来 Os9BGlu31などのトランスグル

コシダーゼやシロガラシ由来などのミロシナーゼでは, 3-Oと相互作⽤する L8上の Trpに代わり

Tyrまたは Pheがある (Opassiri et al. 2006; Luang et al. 2013)．また, ミロシナーゼでは⼀般酸塩基

触媒残基 Gluを有しておらず, 代わりにカルボキシ基を持たない Glnを有する (Burmeister et al. 

4



1997; Xu et al. 2004)．ミロシナーゼではアスコルビン酸が補酵素として作⽤することが知られて

いる (Ettlinger et al. 1961)．アスコルビン酸が⼀般酸塩基触媒残基に代わって⽔分⼦を活性化し, 

脱グルコシル化を促進する働きを持つことが, シロガラシ由来ミロシナーゼとアスコルビン酸の

複合体の X線結晶構造解析により⽰されている (Burmeister et al. 2000)． 

グリコン結合部位形成残基の機能について, デオキシ糖や変異酵素を⽤いた解析がされてい

る．Agrobacterium由来 GH1 β-グルコシダーゼでは, 各種デオキシグルコシドを基質とした速度

論解析により, 遷移状態の安定化には基質 2-O・3-O・4-O・6-Oのうち 2-Oの寄与が最も⼤きい

ことが⽰されている (Namchuk and Withers 1995)．また, 変異酵素の解析例として, ツマジロクサ

ヨトウ (Spodoptera frugiperdai) 由来 Sfβglyでは, L1上の Gln39と L8上の Glu451の各残基の Ala

置換体の解析により, 特に L8上の Glu451が, 4-Oとの相互作⽤ならびに基質特異性 (グルコシ

ド, フコシドおよびガラクトシドに対する特異性) に重要であることが⽰されている (Marana et 

al. 2002)．また, 古細菌 Sulfolobus solfataricus由来 Ssβ-glyでは, L3上の His150の Ala置換変異酵

素と 2-デオキシグルコシドの反応の速度論解析より, この Hisが 3-Oだけでなく 2-Oとも相互作

⽤することが⽰されている (Strazzulli et al. 2019)．S. frugiperda由来 Sfβglyでは, 求核触媒

Glu399と相互作⽤し, 基質グリコンの 5-Cおよび 5-Oと相互作⽤できる距離にあるループ 6上の

Tyr331の Phe置換体の解析により, この Tyrが求核触媒 Gluの pKa低下に寄与するとされている 

(Marana et al. 2003)． 

古細菌と植物に由来する GH1酵素では, β-グルコシドよりも β-マンノシドに⾼い活性を⽰す β-

マンノシダーゼが報告されている (古細菌, Bauer et al. 1996; Kaper et al. 2002; Park et al. 2011；植

物, Hrmova et al. 1998; Mo and Bewley 2002; Xu et al. 2004; Kuntothom et al. 2009)．古細菌由来 β-マ

ンノシダーゼは GH1酵素に広く保存される β2上の Arg (求核触媒残基 Gluと相互作⽤する) と

L4上の Asn (基質グリコン 2-Oと相互作⽤する) を持たず, 代わりにそれぞれ Glnと Aspを持つ 

(Kaper et al. 2002)．古細菌 Pyrococcus horikoshii由来 β-マンノシダーゼ BglBの該当残基 Gln77と

Asp206がマンノシド特異性に重要であると, 変異酵素の解析により⽰されている (Kaper et al. 

2002)．⼀⽅, 植物 β-マンノシダーゼでは, 古細菌酵素に⾒られるこれらの残基は⾒られず, β2上
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の Argも, サブサイト−1の保存残基も, 配列上では全て β-グルコシダーゼと同⼀である．イネ由

来 β-マンノシダーゼ Os7BGlu26では, 変異酵素の解析より, ⼀般酸塩基触媒残基周辺に位置する

L3上の Tyr134と L4上の Cys182がグリコシド選択性に寄与すると⽰唆された (Tankrathok et al. 

2013)．しかし, これら残基の変異酵素は依然として⾼いマンノシド特異性を保持しており, これ

らのアミノ酸残基はマンノシド特異性の決定的な因⼦ではない．Os7BGlu26と基質アナログ (マ

ンノイミダゾールおよびグルコイミダゾール) の複合体構造の X線結晶構造解析と分⼦動⼒学的

解析から, 基質マンノシドとグルコシド間では遷移状態の安定化機構が異なるとされている 

(Tankrathok et al. 2015)．すなわち, サブサイト−1のピラノースの⽴体配座は, ミカエリス複合体

→遷移状態→グルコシル酵素中間体の順に, マンノシドでは 1S5 → B2,5
‡ → OS2, グルコシドでは

1S3 → 4H3
‡ → 4C1と変化していくと考えられている． 

多くの GH1酵素は, pNP配糖体のうち β-グルコシドと β-D-フコシドに⾼い触媒反応効率を⽰

す．これら 2基質に対する特異性 (kcat/Kmの⽐率) は, グリコン結合部位を構成するアミノ酸残

基が配列上保存されるにも関わらず, 多様である (Rouyi et al. 2014; Kempton and Withers 1992; 

Hancock et al. 2005; Baiya et al. 2014; Fourage et al. 2000; Vallmitjana et al. 2001; Opassiri et al. 2004; 

Gu et al. 2009; Hong et al. 2009; Sue et al. 2000; Marana et al. 2002; Kim et al. 2009; Park et al. 2010; 

Uchiyama et al. 2013; Berrin et al. 2003; Chuankhayan et al. 2005; Hwa et al. 2015; Seshadri et al. 

2009)．S. frugiperda由来 Sfβglyにおけるランダム変異酵素や基質結合部位周辺残基の変異酵素の

解析より, 基質結合部位から遠位の位置にある残基が, これら β-グルコシドと β-D-フコシドに対

する特異性に影響を与えることが⽰されている (Mendonça and Marana 2011; Tamaki et al. 2016; 

Souza et al. 2018)．遠位の残基がグリコン結合残基のわずかな配置の違いを与えるものと予想さ

れている (Mendonça and Marana 2011)． 

GH1酵素は⾼度に保存されたグリコン結合部位を持ちながらも, グリコシド特異性 (グルコシ

ド・マンノシド・D-フコシド) は多様であり, 特異性の違いを説明する構造は明らかではない． 
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1.4 植物 GH1 β-グルコシダーゼ 

植物 GH1 β-グルコシダーゼは特定の時期に特定の器官・組織において特定の基質に作⽤する

ことで, 幅広い⽣物学的プロセスに寄与するとされる (Ketudat Cairns and Esen 2010; Ketudat 

Cairns et al. 2015)．植物 GH1酵素の多様な機能の基盤は, 群としての酵素が作⽤する基質が特に

アグリコンの多様性により⾮常に多種であることにある．各酵素は, この多様な基質に対して⼀

定の特異性を有する．各酵素が有するアグリコン特異性は, アグリコン結合部位形成残基により

⽣じているものであり, この残基の保存性の低さこそが, 基質特異性の多様性を担っている 

(Figure 1-5; Ketudat Cairns and Esen 2015)．これまでの研究例から, 植物 GH1 β-グルコシダーゼの

機能とそれに寄与する構造について述べる． 

1.4.1 配糖体に作⽤する β-グルコシダーゼ 

1.4.1.1 配糖体に作⽤する各種 β-グルコシダーゼ 

植物は固着性であり, すなわち⾃由に動き回ることは基本的にできない．外界からの刺激に対

応・適応するために, 多様な⼆次代謝産物をシグナル分⼦として駆使する．これら⽣理活性物質

は, 特定のコンパートメントに不活性な配糖体として備蓄されることがあり, 要時 β-グルコシダ

ーゼ等により脱配糖化されて活性化される． 

⼀例として, 植物が外敵による⾷害や病害に対抗するための防御物質が配糖体として備蓄され

ている場合, 傷害により植物組織の破壊に伴い, 配糖体は β-グルコシダーゼと邂逅し, 脱グルコ

シル化されて活性型の防御物質となる (Morant et al. 2008)．防御物質の配糖体の例として, キャ

ッサバ由来のリナマリン (Figure 1-6化合物 1; Hughes et al. 1992), モロコシ由来のデュリン (化合

物 2; Hösel et al. 1987), ウメ由来のプルナシン (化合物 3; Kuroki et al. 1984), トウモロコシ, ライ

ムギおよびパンコムギなどイネ科植物由来の 2,4-ジヒドロキシ-7-メトキシ-1,4-ベンゾオキサジン

-3-オン β-D-グルコシド (DIMBOA Glc; 化合物 4; Esen 1992; Babcock and Esen 1994; Sue et al.

2000a; Sue et al. 2000b) などが挙げられる．いずれも β-グルコシダーゼにより加⽔分解され, シア

ン化物, アルデヒドおよびヒドロキサム酸などの防御物質となる．シロイヌナズナ由来 β-グルコ
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シダーゼ AtBGlu21, AtBGlu22および AtBGlu23 (PYK10) は, 配糖体スコポリン (化合物 5) を加

⽔分解して抗菌化合物スコポレチンを⽣成する (Ahn et al. 2010) ほか, 根においてアブラナ科特

有の細胞内細胞⼩器官である⼩胞体ボディに⾼度に蓄積してトリプトファン由来グルコシノレー

ト (化合物 6) も加⽔分解する (Matsushima et al. 2004; Nakano et al. 2017)．グルコシノレート (カ

ラシ油配糖体) はアブラナ科に特有の S-グルコシドであり, 加⽔分解によって毒性化合物である

イソチオシアネートを⽣成する (Bones and Rossiter 2006)．シロイヌナズナ atbglu23 (pyk10) 遺伝

⼦⽋損株では, エンドファイトである Piriformospora indicaによる成⻑促進および稔実向上の効

果が弱まったことから, AtBGlu23は根圏の共⽣微⽣物との相互作⽤に重要な働きを持つと考えら

れている (Sherameti et al. 2008)．シロイヌナズナのミロシナーゼ (ミロシナーゼは GH1酵素であ

り, β-グルコシダーゼと⼀連の番号が付されている) AtBGlu34 (TGG4), AtBGlu35 (TGG5), 

AtBGlu37 (TGG2) および AtBGlu38 (TGG1) はメチオニン由来グルコシノレートであるシニグリ

ン (化合物 7) の加⽔分解活性を持つ (Andersson et al. 2009; Zhou et al. 2012)．これら遺伝⼦

TGG4および TGG5は根部に特異的に発現し, TGG1および TGG2は葉部において⾼度に発現する 

(Schmid et al. 2005)．タバコスズメガManduca sextaの幼⾍による葉部の⾷害の程度は tgg1または

tgg2の単⼀⽋損株では野⽣株と同程度だが, ⼆重⽋損株では顕著に増加する．これより, これら

ミロシナーゼが⾷害抵抗性に寄与することが明らかにされた (Barth and Jander 2006)．ペルオキシ

ソームに局在する AtBGlu26 (PEN2) もまた, トリプトファン由来グルコシノレート加⽔分解活性

を有し, ⾮宿主抵抗性 (各種病原菌の宿主にならないような強固かつ安定的な抵抗性) に寄与す

る (Lipka 2005; Bednarek et al. 2009)． 

植物の⽣理活性物質の代表例として, 植物ホルモンにも配糖体として存在するものがある．配

糖体となるホルモン配糖体を基質とする β-グルコシダーゼとしてジベレリン, サイトカイニン, 

アブシジン酸, サリチル酸およびツベロン酸が挙げられ, これらはいずれも配糖体加⽔分解酵素

の報告がある．ジベレリンの配糖体ジベレリン A4 β-グルコシルエステル (GA4 GE; 化合物 8) を

加⽔分解する β-グルコシダーゼが矮⼩イネ抽出液に⾒出された (Schliemann 1984)．GA4 GE加⽔

分解活性は, イネ由来 GH1アイソザイム (Os3BGlu6, Os3BGlu7, Os4BGlu12, Os4BGlu18および
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Os9BGlu31) のうち Os3BGlu6で最も⾼い (Hua et al. 2013)．また, サイトカイニン配糖体 (化合

物 9) を加⽔分解する β-グルコシダーゼは, トウモロコシやセイヨウアブラナで報告されている 

(Brzobohatý et al. 1993; Falk and Rask 1995)．アブシジン酸 β-グルコースエステル (化合物 10) の

脱配糖化には, シロイヌナズナ由来 AtBGlu18 (AtBG1) および AtBGlu33 (AtBG2) の寄与が知られ

ている (Lee et al. 2006; Xu et al. 2012)．atbg1⽋損株ではアブシジン酸の内⽣量の低下とともに, 

気孔の閉鎖運動の機能低下, 乾燥耐性の低下, 発芽が早まるなど, アブシジン酸⽋損の特徴的な

形質が⾒られる (Lee et al. 2006)．ツベロン酸 β-グルコシド (TA Glc; 化合物 11) に関しては, イ

ネ由来の TAGG1 (Os4BGlu13)と TAGG2 (Os4BGlu12) がイネ地上部より TA Glc加⽔分解性を指

標に精製された酵素である (Wakuta et al. 2010, 2011)．これら β-グルコシダーゼは TA Glcに限ら

ず各種グルコシドにも作⽤する．TAGG1は, TA Glcに最も⾼い活性を⽰しつつ, サリチル酸 β-グ

ルコシド (SA Glc; 化合物 12) や GA4 GEにも作⽤する (Hua et al. 2015)．⼀⽅の TAGG2は, TA

Glcへの活性に加え, SA Glcに⼀層⾼い活性を⽰す (Himeno et al. 2013)．イネ植物体の傷害処理

では, 処理後数時間で TAGG1の転写量は減少し, TAGG2の転写量は増加する．このように両酵

素は, 85%の⾼いアミノ酸配列の同⼀性を持ちながら活性の特異性に異なる点があり, また遺伝⼦

発現調節にも違いがある (Wakuta et al. 2011)．TAGG2遺伝⼦の過剰発現株, 発現抑制株, および

野⽣型間で, サリチル酸内⽣量に明確な違いは確認されなかったが, ツベロン酸内⽣量は発現量

の⾼低と正の相関があり, 植物体内における TAGG2の TA Glcへの作⽤が⽰された (武⽥修⼠論

⽂, 2015)． 

シロイヌナズナ β-グルコシダーゼ AtBGlu42をコードする遺伝⼦は, 鉄⽋乏条件下で根からの

鉄キレート剤となるクマリン類の滲出に関与しており, メタボローム解析および⽋損株を⽤いた

根の内外のクマリン類の定量によって, このクマリン類の前駆体が先述のスコポリンであること

が⽰されている (Stringlis et al. 2018)．スコポリンの加⽔分解産物スコポレチンは抗菌物質であ

り, 鉄吸収のみならず, 根圏の共⽣微⽣物の選抜にも寄与する．選抜された根圏共⽣微⽣物によ

って植物体全体の免疫が賦活化される現象である, 誘導全⾝抵抗性 (induced systemic resistance, 
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ISR) が誘起される (Zamioudis et al. 2014)．AtBGlu42は, スコポレチンの⽣成量調整を通して, 

鉄吸収と⽣体防御の⼆つの機能を担うと考えられている． 

GH1 β-グルコシダーゼが, ⾮⽣物ストレス応答の⼀環として, フラボノール配糖体の脱配糖化

に関わるとする報告もある．サフラン (Crocus sativus) 由来 CsBGlu12に関し, コード遺伝⼦の紫

外線照射や脱⽔, 塩ストレスによる転写量増加や, 組換え酵素のナリンゲニン 7-O-β-グルコシド 

(化合物 13), ケルセチン 3-O-β-グルコシド (化合物 14) およびケンペロール 3-O-β-グルコシド 

(化合物 15) への活性が確認されている (Baba et al. 2017)．シロイヌナズナは低温や窒素飢餓に晒

されると⼀時的にフラボノールビスグリコシドを蓄積することが知られている (Olsen et al. 2009; 

Roepke and Bozzo 2015)．シロイヌナズナ由来 AtBGlu15は, ケルセチン 3-O-β-グルコシド, ケン

ペロール 3-O-β-グルコシド, およびフラボノールビスグリコシドであるケルセチン 3-O-β-グルコ

シド-7-O-α-ラムノシド (化合物 16), ケンペロール 3-O-β-グルコシド-7-O-α-ラムノシド (化合物

17) の脱グルコシル化活性を持ち, これらフラボノールビスグリコシドの加⽔分解を担うとされ

る (Roepke and Bozzo 2015)． 

植物細胞壁の機械的強度の増強には, フェノール性⾼分⼦であるリグニンの蓄積, すなわち, 

リグニン化が寄与する．このリグニン化には, 前駆体であるモノリグノール配糖体の脱グルコシ

ル化段階があり, これを β-グルコシダーゼが担う (Hösel et al. 1981)．モノリグノール配糖体であ

るコニフェリン (化合物 18) やシリンギン (化合物 19) に対して⾼い活性を持つ β-グルコシダー

ゼは, ヒヨコマメ (Hösel et al. 1978), オウシュウトウヒ (Marcinowski and Grisebach 1978) および

ダイズ (Hösel and Todenhagen 1980) などの植物で確認されている．シロイヌナズナでは

AtBGlu45および AtBGlu46 (Escamilla-Treviño et al. 2006) が, イネでは Os4BGlu16および

Os4BGlu18 (Baiya et al. 2014) がモノリグノール配糖体 β-グルコシダーゼとして報告されている．

AtBGlu45および AtBGlu46は茎で⾼い転写量を⽰し, AtBGlu45は維管束間に, AtBGlu46は原⽣⽊

部に局在する (Chapelle et al. 2012)．また, いずれの単⼀⽋損株でもコニフェリンが蓄積された 

(Chapelle et al. 2012)．また, この atbglu45⽋損株でのモノリグノール配糖体蓄積は, Os4BGlu16ま
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たは Os4BGlu18の相補により低下する．これより, 相補した遺伝⼦ 2者がイネにおけるモノリグ

ノール配糖体代謝遺伝⼦であると考えられている (Baiya et al. 2018)．

加⽔分解反応よりも糖転移反応が優先する β-グルコシダーゼもある．トランスグルコシダーゼ

と呼称される．糖転移反応では, 糖供与体 (β-グルコシド) のグルコシル基が糖受容体に移り, ⽣

成物として新たな β-グルコシドを⽣成する．糖受容体として, 糖以外の化合物に作⽤する植物 β-

グルコシダーゼには, アントシアニン配糖化酵素 (カーネション由来 DcAA5GTとオオバナヒエ

ンソウ由来 DgAA7GT, Matsuba et al. 2010; シロイヌナズナ由来 AtBGlu10, Miyahara et al. 2013),

ガラクト脂質配糖化酵素 (シロイヌナズナ由来 SFR2; Moellering et al. 2010), フェニルプロパノイ

ド・フラボノイド・植物ホルモン配糖化酵素 (イネ由来 Os9BGlu31; Luang et al. 2013) が報告さ

れている． 

1.4.1.2 配糖体基質特異性の分⼦基盤 

モロコシ (S. bicolor) 由来 SbDhr1とトウモロコシ (Z. mays) 由来 ZmGlu1では, 配列同⼀性は

⾼い (72%) が, 基質特異性は⼤きく異なる．SbDhr1は天然基質デュリンに特異的に作⽤し, 他

を基質としない．⼀⽅, ZmGlu1はデュリンには作⽤せず, しかし天然基質 DIMBOA Glcをはじめ

様々なアリル配糖体に作⽤する (Hösel et al. 1987; Babcock and Asen 1994)．SbDhr1-デュリン複合

体と ZmGlu1-DIMBOA Glcの複合体構造および変異酵素機能の解析から, 両酵素間ではアグリコ

ン結合部位が異なり, これにより基質特異性が決定されると考えられている (Czjzek et al. 2000;

Czjzek et al. 2001; Verdoucq et al. 2003; Verdoucq et al. 2004)．ZmGlu1-DIMBOA Glc複合体では, L6

上の Trp378と L4上の Phe198, Phe205が DIMBOA基を挟むように位置し, また L8上の Phe466, 

Ala467が 7-メトキシ基と相互作⽤する位置にある (Figure 1-7a)．これらの残基のうち Trp378は

GH1酵素において良く保存される．⼀⽅, SbDhr1のデュリンの複合体構造では, L6の Trp376は

共通するが, L4には Val196, Leu203がある．L8上に Ser462および Ser463があり, ⽔分⼦を介し

て p-ヒドロキシ基と相互作⽤する位置にある(Figure 1-7b)．SbDhr1のこれらアミノ酸残基の側鎖

はいずれも⼩さいく, SbDhr1のアグリコン結合部位は広い．ZmGlu1のこれらアグリコン結合部
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位形成残基, および Trp378と相互作⽤する L8上の Tyr473を SbDhr1の対応残基に置換した

ZmGlu1変異酵素 F205L, F466S, A467S, Y473Fは, ZmGlu1野⽣型には無いデュリン加⽔分解活性

を⽰した (Verdoucq et al. 2003)．全体構造が類似しながらも, このようなアグリコン結合部位の

局所的構造の違いによってアグリコン特異性は⼤きく変化する． 

また, 同じ基質が酵素によっては異なる残基と相互作⽤する例もある．パンコムギ (T. 

aestivum) 由来の TaGlu1は DIMBOA Glcに作⽤する．この TaGlu1-DIMBOA Glc複合体の構造

(Sue et al. 2011; Figure 1-7c)では, ZmGlu1の Phe198と Trp378はそれぞれ Phe198および Trp379と

保存されるが, ZmGlu1の Phe205, Phe466, Ala467の位置にはそれぞれ His205, Ser464, Leu465があ

る．DIMBOA基は L4上 Phe198および L6上 Trp378に挟まれるように位置するも, ZmGlu1での

結合位置とはわずかに異なり, この Phe198が 7-メトキシ基と相互作⽤する位置にある．また, L6

上 Tyr378が 7-メトキシ基と相互作⽤する位置にあるが, ZmGlu1における対応残基は Pro377であ

り, 基質と相互作⽤する距離ではない (Figure 1-7a, 1-7c)． 

基質特異性に関わる残基は, 基質に直接結合する残基とは限らない．アグリコンに直接結合す

る残基の裏側, いわゆるセカンドシェルを形成する残基が, 基質に直接結合する残基の配向を調

節し, これにより基質特異性を制御する報告例がある．インドジャボク (R. serpentina) には⼆つ

の GH1 β-グルコシダーゼ RGと SGがある．これらのラウカフリシン (化合物 20) とストリクト

シジン (化合物 21) への特異性は⼤きく異なる．RGはラウカフリシンを良い基質とし, ストリ

クトシジンへの反応速度はラウカフリシンの 1%程度にとどまる (Warzecha et al. 1999; Warzecha

et al. 2000)．⼀⽅, SGはラウカフリシンに作⽤せず, ストリクトシジン特異的である 

(Gerasimenko et al. 2002)．RG-ラウカフリシン複合体 (Xia et al. 2012) および SG-ストリクトシジ

ン複合体 (Barleben et al. 2007) の構造において, 多くの GH1酵素に保存される L6上の Trp (RG

では Trp392, SGでは Trp388) の配向が, RGの Trp392では多くの GH1酵素と共通であるのに対

し, SGではこれとは異なりストリクトシジンのアグリコン部分とスタッキングする位置にある 

(Figure 1-8; Xia et al. 2012)．この Trpの配向の違いに, Trpの 2残基 N末端側の残基―RGの

Ser390, SGの Gly386−が関与する．RG変異酵素 S390Gはラウカフリシンの反応速度が野⽣型⽐
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30%に減少, ストリクトシジンでは 4.6倍に増加した (Xia et al. 2012)．⼀⽅, SG変異酵素 G386S

はストリクトシジンの反応の kcat/Kmが 8.7%に減少した (Barleben et al. 2007)．これらより, RGの

Ser390, SGの Gly386のそれぞれラウカフリシンとストリクトシジン特異性への重要性が⽰され

ている．しかし, これらは直接基質と相互作⽤するのではなく, RGの Ser390 (Oγ)-Trp392 (Nε) 間

の相互作⽤の有無により, Trpの配向の⾃由度が増減し, Trpが RG-ラウカフリシン複合体や SG-

ストリクトシジン複合体と同様の配向をそれぞれ取りやすくなったことにより, 特異性が変化し

たものと考えられている (Xia et al. 2012)． 

1.4.2 オリゴ糖に作⽤する β-グルコシダーゼ 

1.4.2.1 オリゴ糖に作⽤する各種 β-グルコシダーゼ 

β-グルコシダーゼには, 細胞壁の構成成分であるセロオリゴ糖およびラミナリオリゴ糖の加⽔

分解に寄与すると考えられるものもある．イネ由来 Os1BGlu4, Os3BGlu7, Os3BGlu8, Os4BGlu12

および Os7BGlu26はセロオリゴ糖に対する加⽔分解活性を⽰し, 基質としてその鎖⻑の特異性に

ついて多様性を⽰す (Rouyi et al. 2014; Opassiri et al. 2003; Opassiri et al. 2004; Opassiri et al. 2006; 

Kuntothom et al. 2009)．これらはまた, ラミナリオリゴ糖のうち⼆糖に良く作⽤する．たとえば, 

Os3BGlu7および Os3BGlu8は⻑鎖のセロオリゴ糖に特異性を⽰す．なお, これら 2種をコードす

る遺伝⼦は, 花部や実⽣など多くの器官で⾼度に発現するが, 各単⼀⽋損株は形質の変化を⽰さ

ない (Opassiri et al. 2003; Ketudat Cairns et al. 2015; Shim et al. 2021)．次に, シロイヌナズナ由来の

β-グルコシダーゼでは, AtBGlu13, AtBGlu15および AtBGlu16について組換え酵素とグライコシン

ターゼ化酵素を利⽤してアグリコン特異性が解析なされ, AtBGlu13と AtBGlu15のラミナリオリ

ゴ糖特異性, AtBGlu16のセロオリゴ糖特異性が⽰されている (⾕⼝修⼠論⽂, 2014; 菅原修⼠論

⽂, 2016)．AtBGlu13遺伝⼦は, 花部で転写量が⾼いことから, 花粉管に含まれる β-(1→3)結合性

グルカンであるカロースの代謝への寄与が⽰唆されている (菅原修⼠論⽂, 2016)．オオムギの胚

乳では β-マンノオリゴ糖加⽔分解活性を持つ GH1酵素 HvMANNOS1 (HvBII) が⾒つかっている 

(Hrmova et al. 2006)．イネ由来 Os7BGlu26 (Kuntothom et al. 2009), シロイヌナズナ由来 AtBGlu44 
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(Xu et al. 2004), およびトマト由来 LeMside2 (Mo and Bewley 2002) も β-マンノオリゴ糖に良く作

⽤する GH1酵素として報告されている． 

1.4.2.2 オリゴ糖基質特異性の分⼦基盤 

イネ由来 GH1 β-グルコシダーゼである Os3BGlu7は Cairnsらによる機能構造相関研究により,

⻑鎖セロオリゴ糖加⽔分解酵素として特徴づけられている (Opassiri et al. 2003; Opassiri et al. 

2004; Chuenchor et al. 2008; Chuenchor et al. 2011; Pengthaisong and Ketudat Cairns 2014)．Os3BGlu7

は⼆糖から六糖までのセロオリゴ糖に対し⾼重合度基質に⾼い反応速度を⽰し, これに対応する

+5までのサブサイト構造を有する．Os3BGlu7とセロテトラオース (Cel4) またはセロペンタオ

ース (Cel5) の複合体の⽴体構造解析により, 基質結合に重要な残基が提⽰されている．すなわ

ち, サブサイト+1と+2のグルコシル基とスタッキングする Trp358, サブサイト+2のグルコシル

基の 3-Oとの間で⽔素結合を形成する Asn245, ならびにサブサイト+3と+4のグルコシル基とス

タッキングする Tyr341である (Figure 1-9; Chuenchor et al. 2011)．これら残基のうち, Trp358はほ

とんどの GH1酵素で良く保存され, Asn245および Tyr341は保存されず, これらの相当残基は多

様である (Figure 1-5)．Asn245は, ValやMetとした変異酵素の解析により, 三糖以上のセロオリ

ゴ糖の活性に重要であるとされるる (Chuenchor et al. 2008; Sansenya et al. 2012)．⼀⽅, Tyr341を

Alaに置換した変異酵素 Y341Aでは, 野⽣型と⽐較して, 四糖および五糖に対する kcat/Kmが若⼲

低下するのみであった (Pengthaisong et al. 2012)．これは, 変異に伴いセロオリゴ糖の結合様式が

変化し, Tyr341のスタッキングに代わり Arg178がサブサイト+3のグルコシル基の 3-Oと相互作

⽤することで, セロオリゴ糖との結合が安定化されたためと解釈されている (Figure 1-9; 

Pengthaisong and Ketudat Cairns 2014)． 

1.5 本研究の⽬的 

これまでに述べたように, 植物には多数の GH1アイソザイムがあり, これらはそれぞれが発現

する時期, 器官および組織において, 種々の基質に選択的に作⽤することで, 様々な⽣物学的プ
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ロセスに寄与すると考えられている．しかし, ⼀部の GH1アイソザイムは基質の重複性を有し,

すなわち同⼀基質に作⽤する GH1アイソザイムが複数存在することがある．そのため, 単⼀遺伝

⼦の⽋損株では, 損失機能が他のアイソザイムにより相補され, 顕著な形質変化が表れないこと

もあり, 逆遺伝学的⼿法による⽣理機能解析は難しいことが多い (Ketudat Cairns et al. 2015)．そ

のため, 多重⽋損株が求められるが, ⽋損導⼊遺伝⼦の候補の選定は, ⾼精度な機能予測が必要

であり, 現状では難しい．更なる酵素機能の情報と機能の分⼦基盤に関する知⾒が必要である．

これまでにアグリコン特異性の分⼦基盤については, 本章で述べたように, いくつかの GH1酵素

で解析が進められてきたが, 酵素・基質ともに多様性が⾼く, ⼗分に理解されたとは⾔い難い．

また, GH1酵素はグルコシドだけでなくマンノシドや D-フコシド, ガラクトシドなど多様なグリ

コシド特異性を⽰すも, グリコン結合部位形成残基は⾼度に保存されており, 特異性の違いに寄

与する構造は明らかではない．そこで, 本研究では, GH1の⽰す多様なアグリコン特異性および

グリコン特異性に寄与する分⼦基盤の解明を⽬的とする．第 2章では, GH1酵素のアグリコン特

異性について, シロイヌナズナ由来 AtBGlu42を⽤いて解析を⾏う．この AtBGlu42はスコポリン

の加⽔分解を通して植物の鉄吸収や根圏細菌叢の形成に寄与するとされるが, 酵素⾃体について

は活性すら未確認である (Stringlis et al. 2018)．AtBGlu42の組換え酵素を調製し, アグリコン特

異性および⽴体構造について述べる．第 3章では, グリコン特異性の分⼦基盤についてである．

イネ由来 β-グルコシダーゼ Os3BGlu7およびシロイヌナズナ由来 β-マンノシダーゼ AtBGlu44を

⽤いて, グルコシドとマンノシドに対する特異性とその分⼦基盤について論述する．第 4章では, 

イネ由来 TAGG1と TAGG2を⽤いて, それぞれの特徴である⾼いグルコシド特異性, および D-

フコシドとガラクトシドへの特異性についての GH1酵素の分⼦基盤について, 酵素および基質の

両⾯から論じる． 
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Figure 1-1. Neighbor-joining tree of GH1 β-glucosidases from Arabidopsis thaliana and Oryza 
sativa.
Enzymes characterized in previous studies are indicated by orange triangles. Bootstrap values 
with 100 replications are indicated for each node. The multiple sequence alignment was 
constructed using MAFFT ver. 7 (Strategy, Auto; Katoh et al. 2019). Major substrates or 
activities for each enzyme are shown. 
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Figure 1-2. Catalytic mechanism of retaining β-glucosidases.
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Figure 1-3. Overall structure of GH1 β-glucosidase Os3BGlu7 from Oryza sativa (PDB entry, 
2RGL; Chuenchor et al. 2008). The structure is shown in rainbow coloring from blue (N-

terminal) to red (C-terminal).
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Figure 1-4. Structure of subsite −1 of GH1 β-glucosidases.

The residues at subsite −1 of each GH1 β-glucosidase are shown in stick representations with 

ligands from each complex. Oryza sativa Os3BGlu7-cellopentaose complex (PDB entry, 3F5K; 

Chuenchor et al. 2011), green; Thermotoga maritima Tmari_1862-glucoimidazole complex (PDB 

entry, 2CES; Gloster et al. 2006), purple; Neotermes koshunensis NkBgl-1-deoxynojirimycin 

complex (PDB entry, 3VIG; Jeng et al. 2012), orange. Predicted hydrogen bonds are indicated by 

dotted lines.
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4JHO                F  G      Q E            W                                              R       FP    F  A   Y V G     GRG SI D F    P  I        T DV  D Y  YK DV IM  MG  AY GGLSRRA  EG V  T ASA     MAKQG   P    A IEK. GT P...N.NA A  TV E HR  E  N  KN  FD   

AtBGlu44            F  G      Q E            W                                              R       FP    F  AT  Y V G     GRG SI D F K  P  I        T EI  D Y  YK DV LM  L   AY GGLSRQS  KG V  T  SA     ETHQD   P    A V I. GK A...K.NA A  TV Q HR  E  D  KK NFD   

AtBGlu42            F  G      Q E            W                                              R       FP    F  AT  Y I G      KG SI D F H     I        NGDV  D Y  YK DV LI  LG  AY PVTHRSN  ST T  V  SA     GWNEGK  P    K T I.EGK L...D.GS    AV H HR  E  D  GQ  FG   

1V02                F  G      Q E            W                                              R       FP    F  AT  Y I G     GKG S  D F H  P  I        NGDV  D Y  Y  DV LL  MG  AY EIPRRDW  PS L  A  SA     AWNED   P T  H C NF EW V...D.RS    AA S HM AE  R  KE  MD   

1E1E                F  G      Q E            W                                              R       FP    F  AT  Y I G     GKG S  D F H  P  I        N DI    Y  YK DV LL  MG  AY EIPQRDW  SD T  A  SA     AWNED   E N  H C NH ER L...D.GS S  GANS HM  T  R  KE  MD   

Os9BGlu31            F  G      Q E            W                                              R       FP    F   S  Y V G     GR  SI D F H              TGDV  D Y  YK DV LL  MG  AY AGITRAD  PE I  AG SA     AFAED  KP    T S S..GYSV...D.GA    TA Q HK  E  K  QD  VD   

2E3Z                F  G      Q E            W                                              R        P    W  AT  Y I G     GR  SI D F K  P  I        SGDV  D Y  WR DV LL   G  AY ..MSAAKL KS V  Y  AA     SPDKD  EP    T C A. GK A...D.GS    AT S NR  E  Q  KSY VK   

1OD0                F  G      Q E            W                                              R       FP    W  AT  Y I G     G G SI   F H  P  V        TGDV  D Y  WK DI II  LG  AY ....MKK  EG L  V  AS     SPLAD A M   HT S T. GN K...N.GD    AC H NR  E  E  EK  VK   

1MYR                F  G      Q E            W                                              R       F     F  AS  Y I G     GRG NI D F H  P           NGD   D F  W  DI VL  L    Y DALNSSS SSD I  V  SA     TI...   L    G T RY NKSG...PDHG   TTC S SY QK  D  DE NATG  

3AHZ                F  G      Q E            W                                              R       FP       AT  Y I G     GKG NI D   H  P  V        TGDI  D Y  YK DV IL  LG  VY SSDTVYT  DE KL A  AS     AWDEN   P    TLT EH DY V...D.GA    AD S HL  E  K  KE  AQ   

5CG0                F  G      Q E            W                                              R       FP    F  AT  Y I G     GKG NI D   H  P  I        NGDI  D Y  YK DV MM  LG  AY IVRQQRR  DD L  T  AS     AWDED   E    YMV NT EV R...D.LS    AA S HN  R  E  RE  LD   

1UWQ                F  G      Q E            W                                              R       FP    F   Q  F           P T    W H     A         PE     W  YK     A  MG  I  ....MYS  NS R  WS AG  S MGTPGSED N D YK V DPENM AGLVS.GDL  NGPGY GN  TFHDN QK  LK A 
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                                                                                ....2RGL     
  90                                  100       110       120       130             

2RGL         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              V   GV Y   LI  LL  GI P VNLY YDL               S  F D E...........................GR  QE  A  NN  NY  QK  T Y         LA EK....

4JHO         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              V   GV Y   LI  MV  GI P ANLY YDL     E         S  F N T...........................GM  QE  D  NR  DY  KK  K Y         LA H ....

AtBGlu44     W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              V   GV Y   LI  MV  GI P ANLY YDL               S  F E S...........................GK  WK  A  NR  DY  QK  T Y         LA EN....

AtBGlu42     W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              V   GI F   LI  LL  GI P VTLY WDL     E         S  F D LG..........................TE  EE  A  ND  NT  EK  Q Y         SH Q ....

1V02         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              I   GV Y   LI  LL  GI P ITIF WD      D         P  L K TLA.........................GG  EK  E  NK  DL  EN  E Y       T QA V ....

1E1E         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              I   GI Y   LI  LL  GI P VTIF WDV     E         P  L K TKE.........................GG  PD  K  RN  NL  EN  E Y         QA E ....

Os9BGlu31     W R  P                                 N      Y                   H   P  L       SIS   L   G                              V   GL Y   LI  LL  GI P VTIY FD      D    M    S  I D R...........................GA  PK  E  NN  DE  SH  Q H       F QA Q ....

2E3Z         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSLS   I   G                              V   GI     LI  LV  GI P VTLY WDL     D         S  I K GRS.........................DP  GA  KH RT  EE  KE  T F         QA D ....

1OD0         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   I   G                              V   GL F   II  LL  GI P VTIY WDL               P  L E T...........................GR  QK  D  NR  DT  EK  T F         FA QL....

1MYR         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSI    I   G                              V   GI Y   LI  LI  GI P VTLF WDL     D       A S  I R KRS.........................RG  EK  D  HG  SG  KK  T F         QT Q ....

3AHZ         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSIS   V   G                              V   GI Y   LI  LL  GI P VTMY WDL     D         A  L E HD..........................NI  QD  D  NN  NE  AN  E M         QA Q ....

5CG0         W R  P                                 N      Y                   H   P  L      FSLS   I   G                              V   GI F    I  ML   I P ITLY WDL     E         A  L T MA..........................NE  PA  A  NNY DE  KYN T L         QK Q ....

1UWQ         W R  P                                 N      Y                   H   P  L       NV    I   P                              A    L     I   L   GL   LNMY W L     D    L  E S  F N LPRPQNFDESKQDVTEVEINENELKRLDEY  KDA NH RE FKD KSR  YFI      P  LW H PIRV
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......                                                        TT   T.T     TT       2RGL     
    140          150       160       170       180         190            200       

2RGL              G                       F   V    T N                  P                              WL      MA  F  YA   F T G   K W    EP      GY Q                       S   ......KYG   NA...K  DL TE  DFC K   NR  H F F   RIVALL  D G..TNP KRCT.K....CAAGGN ATE

4JHO              G                       F   V    T N                  P                              WL      IV  F  YA   F T GD  K W    EP      GY N     A                 S   ......QYL   SP...N  EA AD  DFC Q    R  D F F   RCVAAL  D G..FH  GRCS.G....CDAGGN TTE

AtBGlu44          G                       F   V    T N                  P                               L      VV  F  YA   Y T GD  K W    EP      GY N     A                 S   ......KYK L GR...Q  KD AD  EFC K    R  N M F   RVVAAL  D G..IF  GRCS.KAFG.NCTEGN ATE

AtBGlu42          G                       F   V    T N                  P                              W       IV  F  YA   F N GD  K W    EP      G        A                     ......AIG  TNR...K  DY GL  DAC A    R  H I L   LQTSVN HCIG..IF  GRNE...........KPLIE

1V02              G                       F   V    T N                  P                              FL          Y  FA   F   G   K W    EP       Y T     A                 S   ......AYG   DE...EDYKD TD  KVC EK  KT  N L F   ETFCSVS G G..VL  GRCS.PGVSCAVPTGN LSE

1E1E              G                       F   V    T N                  P                              FL      IV  Y  FA   F N GD  K W    EP       Y T     A                 S   ......KYG   DKSHKS  ED TY  KVC D    K  N L F   QTFTSFS G G..VF  GRCS.PGLDCAYPTGN LVE

Os9BGlu31          G                       F   V    T N                  P                               L       V  F  YA   F N GD  K W    EP      GY Q                       S   ......EYN I SP...RF ED TA  DVC K    R  H S V   NIEPIG  D G..ILP RRCSFPFGVLSCDNGN TTE

2E3Z              G                       F   V    T N                  P                              WL      AI  F  YA   F S GD    W    EP      GY N     A                 S   ......RYG   NK..EE  QD TN  KLC E    L QN I F   WVISVM  G G..IF  GHV............. NTE

1OD0              G                       F   V    T N                  P                              WA      IA  F  Y    F N GD  K W    EP      G        A                     .......KG   NR...E  DW AE SRVL E    R  N I L   WVVAIV HLYG..VH  GMR.............DIYV

1MYR              G                       F   V    T N                  P                              FL      II  F  YA   F   GD  K W            GY S     A                 S   ......EYE   DP...Q  DD KD  DLC EE   S  Y L I QLYSVPTR  G A..LD  GRCS.PTVDPSCYAGN STE

3AHZ              G                       F   V    T N                  P                              W       LA     YA   F N GD  K W    EP      GY S     A                     .......LG  PNL...V  KYSEN  RVL K    R  L L F   LTFMD.  A EI.GM  SIN............TPGIG

5CG0              G                       F   V    T N                  P                              FA      I   F  YA   F N GD  K F    EP      GY S     A                 T   .......LG   NP...L SDW ED  RVV E    R  M I F   REICFE  G A..TK  ILN............A AMG

1UWQ              G                       F   V    T N                  P                              WL       V  F  F         D    Y    EP      GY                         S   RRGDFTGPS   ST...RT YE AR SAYIAWK D L DE S M   NVVGGL  VGVKSGFP GYL............. FEL
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                                                                                    2RGL     
210       220       230       240       250        260        270         280       

2RGL                H                   G                                          G          YIV H  L   A AV  Y   Y     G V I L   W    S     D  A         IG YL PL      YP  M   P   A NF LS  A  AR RTK QAAQQ K   V DFN YEAL .NSTE QA AQRARDFH.  W  D  IN.. H  QI QDL

4JHO                H                   G                                          G          YLA H LI   A AV  Y   Y     G I I L   W  P S     D  A         LG FL PI      YP  M   P   A H  LS  A  KR REK QLYQK R   L DFV YE F .DSNA RA AQRARDFH.  W  D  IH.. R  YS LEI

AtBGlu44            H                   G                                          G          YIV H LI A A AV  Y   Y     G V I L   W  P T     D  A         IG FI PL      YP  M   P   T H  L   A  QR RKY QAKQK R   L DFV YE L .RSKA NL AQRARDFH.  W  H  VY.. E  KT QNI

AtBGlu42            H                   G                                          G          YLV H  V A A AV  Y   Y     G I L V   W  P S     D  A         LG FL PL      YP  M   P   S HQ L   T  SI RSK KESQG Q   S DCE AE N .EKPE KV ADRRIDFQ.  W  D  FF.. D  AS RQK

1V02                H                   G                                          G          YIV H LL A A  V  Y         G I L L      P T     D  A         LG FL PV      YP  M   P   A N  R   ET DI NKYHKG.AD R   A NVFGRV Y .NTFL QQ QERSMDKC.  W  E  VR.. D  FS RVS

1E1E                H                   G                                          G          Y A H IL A A AV  Y   Y       I L        P       D  A         LG FL PV      YP  M   P T G N  L   E  DL NKH KR.DDTR   AFDVMGRV YG.TSFL KQ EERSWDIN.  W  E  VR.. D  FS RSL

Os9BGlu31            H                   G                                          G          YIV H LL A   AV  Y   Y     G I L L   W  P T     D  A         IG YM PL      YP  M   P   A H  L  SS  SL REK QATQG Q   T LGW YE G .QDPE VA AARMNDFH.  W  H  VY.. D  PV RKN

2E3Z                H                   G                                          G          WIV H II A A AV  Y   F     G I I L   W  P          A         LG FA PI      YP  I   P   S H  L   H  KL RDE KEKQG Q   T DSH LI YD.DTDASKE TLRAMEFK.  R  N  YK.. E  PR KKI

1OD0                H                   G                                          G          F A H LL A A AV  F         G I I     Y  P S     D  A          P FL PI      YP  V   A R V N  R   R  KV RETVK...D K   VFNNG FE A .EKEE IR VRFMHQFNNY L  N  YR.. D  EL LEF

1MYR                H                   G                                          G          YIV H  L A A VV  Y   Y     G I   M   W  P N        A         LG FM PL      YP  M   P   A HQ L   K  DL RKN T.HQG K  PT ITR FL Y DTDRHSIA TERMKEFF.  W  G  TN.. T  QI IDT

3AHZ                H                   G                                          G          YLA H VI A A I   Y   F     G V I L   W  P T     D            LG YA PI      YP  L   D   A T  H   R YHL DQE RAEQG K   S NIN CE A .NSAE RASCENYQQFN.  L  H  FTEE D  AV KDR

5CG0                H                   G                                          G          YL  K LV A A A   Y   F     G   I I   W  P T     D  A          G YA PI      FP  L   A  CA N  T   K YYL DRE RPVQG QC  T SVN FG A .PTPE EM AELRRQGE.W I  H  FSAE G  KE SDK

1UWQ                H                   G                                          G            A   II A A A               V I        P T     D  A            F   I              SRR MYN  Q   R YDGIKSVSK....KP   IYANSSFQ L .DK.. ME VEMAENDN.RWW FDA IR.. EITRGNE..
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Figure 1-5. Multiple sequence alignment of GH1 β-glucosidases.
2RGL, Os3BGlu7 from Oryza sativa; 4JHO, Os7BGlu26 Oryza sativa; 1V02, SbDhr1 from 
Sorghum bicolor; 1E1E, ZmGlu1 from Zea mays; 2E3Z, Bgl1A from Phanerochaete 
chrysosporium; 1OD0, Tmari_1862 from Thermotoga maritima; 1MYR, myrosinase from 
Sinapis alba; 3AHZ, NkBgl from Neotermes koshunensis; 5CG0, Sfβgly from Spodoptera 
frugiperda; 1UWQ, Ssβ-gly from Sulfolobus solfataricus. Residues at subsite −1 are indicated by 
triangle (▲). Catalytic acid/base at β4 and nucleophile at β7 are indicated by asterisks (＊). 
Residues at possible aglycone binding site are indicated by circle (●). Secondary structures and 
residue numbers of 2RGL (Os3BGlu7) are depicted on the top. The multiple sequence alignment 
was constructed using MAFFT ver. 7 (Strategy, Auto; Katoh et al. 2019). 
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  ..........            .                                                  .  TT    2RGL     
          290       300        310       320        330       340               350 

2RGL                                       G N Y                                             V            RLP F  E     V  S DYI I   T   M                   V                  I  K..........D   K TP QAR.L KG A      Q  ASY KGQQLM.QQTPTSYSADWQ TYVF......A.K.NGKP G

4JHO                                       G N Y                                             V            RMP F  EE    V  S DYV I   T   M                   V                  I  K..........D   T SD  SR.M KD I      H  SFY KDPGPW.NLTPTSYQDDWH GFAY......E.R.NGVP G

AtBGlu44                                   G N Y                                             V            RLP F   E    V  S DFV I   T   M                   V                  I  K..........E   K TEK VK.M KG I      Q  TYY SEPHPTTKPKDLGYQQDWN EFGF......A.K.LGKP G

AtBGlu42                                   G N Y                                             L             LP F  EE    L  S DFL L   T   I                   L                  I  G..........DN  R TP  KEFM QN W      H  SRL SHVSNK.EAESNFYQA.QE ERIVE.....L.E.NGDL G

1V02                                       G N Y                                             A            RVP F   E    L  S D I I   T                       A                  I  R..........D   Y KEK QE.K VG Y M    Y  STFSKHIDLSPNNSPVLNTDDAY SQET......K.GPDGNA G

1E1E                                       G N Y                                             A            RLP F  E     L  S   L L   T                       A                  I  R..........E   F KD QKE.K AG YNM    Y  SRFSKNIDISPNYSPVLNTDDAY SQEV......N.GPDGKP G

Os9BGlu31                                   G N Y                                             V            RLP F  EE    V  S DFV         V                   V                  L  G..........S   S TA  SK.R LE Y    F H VAIF RADLSKLDQSLRDYMGDAA KYDLPF....LKSNNEFP G

2E3Z                                       G N Y                                             L            RLP F  EE    V  S DF  L   T   V                   V                  L  G..........D   E TP  IE.L KG S  F   T  THL QDGGS......DELA..GF KTGH......T.RADGTQ G

1OD0                                       G N Y                                             A             LP    DD    I    DFV L   S   V                   V                     R..........EY  ENYK  MS.E QEKI      Y  GHL KFDPDA..........PAK SFVE......R.......DL

1MYR                                       G N Y                                             V            RLP F  EE    V  S DFL L       A                   A                  I  G..........E   S SP  SN.L KG Y      Y FTQY QPSPNPVNSTNHTAMMDAG KLTY......I.NASGHY G

3AHZ                                       G N Y                                             V            RLP F  EE    I  T DFL I   T                       V                  A  SRNSADEGYTDS   Q TA  VE.Y RG H      F  ALLGKSGVE...GYEPSRYRDSG ILTQ......D......A W

5CG0                                       G N Y                                             I            RLP F  EE    V  T D I V   T   V                                         AEKSAQQGYPWS   E TE  KA.F RG S L    H  AFL SATERKGPYPVPSLLDDVDTGSWA......D......DSW

1UWQ                                       G N Y                                                                       L    DWI V   T   V                                        ...................KIVRD.D KGRL      Y  RTV KRTEK.............GYVSLGGYGHGCERNSVSLAGL
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           TT                                 ..                                    2RGL     
            360       370       380       390             400       410       420   

2RGL                                    Y        ENG                    D  R                             WL   P GM   V  I      P V IT   M                 L     V F    L  L   I  PQANS......N  YIV W  YGC NY KQK GN T V      DQ..PAN....LSRDQY R TT  H YRSY TQ KKA D.

4JHO                                    Y        ENG                    D  R                             WL   P GI  AV  V      P M LS   M                 V     I Y    I  L   I  AQANS......Y  YIV W  NK  TY KET GN T I      DQ..PGN....VSITQG H TV  R YRNY TE KKA D.

AtBGlu44                                Y        ENG                    D  R                             WL   P GM  AL  M      P M LS   M                 L     I Y    L  L      PRAYS......S  YNV W  YK  MY KER GN T I      DD..PGN....VTLAQG H TT  K YKDY TN KKARD.

AtBGlu42                                Y        ENG                    D  R                             WL   P GI   L  M      P I IT   M                 L     V Y    L  V   I  ERAAS......D  YAV W  RKT NY SKK NH P F      DD..EDDG..SASIHDM D KR  D FKSY AN SQA E.

1V02                                    Y        ENG                    D  R                             WI   P GL  IL  M      P M IT   M                 L     L Y    L  L   I  PPTGN......A  NMY K  HD  MT KNK GN P Y      GD..IDKG..DLPKPVA E HT  D IQRH SV KQS D.

1E1E                                    Y        ENG                    D  R                             WI   P GL  LL  M      P I IT   I                 L     L Y    I  L   I  PPMGN......P  YMY E  KD  MI KNK GN P Y      GD..VDTKETPLPMEAA N YK  D IQRH AT KES D.

Os9BGlu31                                Y        ENG                    D  R                             FM   P  L  ML  L      P V I    A                         Y    I      I  ..LTS......D  TST WA KK  NH QEK KN I M H    AG..QPD....PSGGNTYD DF SQ LQDY EATLQS R.

2E3Z                                    Y        ENG                    D  R                             WL   G G   LL  L        V VT                     V       Y       L   V  TQSDM......G  QTY P FRW  NY WKA D.KP Y     FPVKGEND....LPVEQA D TD QA YRDYTEA LQA TE

1OD0                                    Y        ENG                    D  R                             W    P GI  IL  V      P V IT   A                 V     I Y    I  A   I  PKTAM......G .EIV E  YW  KK KEE NP E Y      AF..DDV....VSEDGR H QN  D LKAH GQ WKA Q.

1MYR                                    Y        ENG                    D  R                              I   P GI  VM         P I VT   I                 M     I Y    L  L   I  PLFEKDKADSTDN YYY K  YS  DYFKNK YN L Y      ST..PGD....ENRNQS L YT  D LCSH CF NKV KE

3AHZ                                    Y        ENG                    D  R                             WL   P G    L  I      P V IT                     L     V Y    L  M   I  PISAS......S  KVV W FRKE NW KNE NN P F     FSD..YG..........G N TG  H YTEH KE LKA HE

5CG0                                    Y        ENG                    D  R                             WL   P  I  AL  L      P   IT                     L     I Y    M  L   L  LKSAS......A  TLA NS HT  TH NNL NK VFY     WST..DES......RENS I DD  Q YRAS ES LNC D.

1UWQ                                    Y        ENG                    D  R                                  P GL  VL           M VT   I                         Y    V  V   I  PTSDF......G.WEFF E  YD  TKYWNR .HLY Y      AD..DA............. YQ PY LVSH YQ HRA N.
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                                 TTT                                                2RGL     
     430       440       450         460       470                                  

2RGL           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GA V    A SLL NF W   YT KF I  V F T    R  K SA W    L                              E  N A  F          LS   S    VY   N ..LE HP A  Y FRDM KH.....................       

4JHO           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GA V    A SLL NF W   YT RF I  V Y T    R  K SA W    L                              D  K I  F          RL   S    VY   K ..LK YP D  F FKNM SSKKRN.................       

AtBGlu44       GY  W   D  E   G     G    D                                                    GA V    A SLL NF W   YT RF I  V Y T    R  K SA W    L                              D  N V  F          LS   S    VY   K ..LK YP M  Q FKQL KRNNK..................       

AtBGlu42       GY  W   D  E   G     G    D                                                    GV I    A SLL NF W   YT RF L  V Y N    R  K SA W    L                              D  D K  F          AQ   K    VY   K .GLT HP S  Y FMKF KGDEENKGKKE............       

1V02           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GA V    A SLL NF W   YT RF I  V   N    R  K SA W                                   L  D R  F          SS   E    VY  RE .GCE TM R  R LQEFNGAAKKVENN....KILTPAGQLN       

1E1E           GY  W   D  E   G     G    D                                                    G  V    A SLL NF W   FT RY I  V   N    R  K SA W                                   L SN Q  F          FA   E    VY  RN .NCT YM E  K LKEFNTAKKPSKK......ILTPA....       

Os9BGlu31       GY  W   D  E   G     G    D                                                    G  V    V S L  F Y   Y  RF L  V F S    R  R SA W    L                              N SN Q  F   F  V   LF  RL    YG   A PERT YQ H  R YAGF RGGELRPAAAALAGGGAYSQ...       

2E3Z           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GA V      SLL NF W   Y  RF V  V Y T    R  K SA F                                   D  D R  FG         AE  KV    TH   E ..QK TP K  E LSRWFKEH......IEE...........       

1OD0           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GV L    V SLL NF W   YS RF I  V Y T    R  K S  W    V                              E  P K  F          AE   K    VY   S ..QK IV D GY YSNV KNNGLED................       

1MYR           GY  W   D  E   G     G    D                                                     V V    A  L  NY F   FT RF L  I W N    R  K S  W    I                              KD N K  L  A G     NK   V    SY   N .VTD DL K GQ YQSF SP.....................       

3AHZ           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GV V    A SLM NF W   YS KF I  V F      R  K SA      M                              D  N I  T          LR   E    YA   EDPARP IP E  KVLAEI NTRKIPERFRD............       

5CG0           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GI L    A SLM NF W   Y  RF L  V F      R  R  A      I                              D  N K  M          ME  IE    YE   SDPART TP KA FVYKHI KHRVVDYEYEPETMVMTIDEG.H       

1UWQ           GY  W   D  E   G     G    D                                                    GA V      SLA NY W   FS RF L  V Y T       R SA      A                              S  D R  LH         AS   M    LK   N ..KRLYW P  LVYREI TNGAITDEIEHLNSVPPVKPLRH       
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Figure 1-5. Multiple sequence alignment of GH1 β-glucosidases.
(continued)
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Figure 1-6. Structures of example β-glucosidase substrates in plants.
Glc, β-D-glucosyl residue.
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Figure 1-6. Structures of example β-glucosidase substrates in plants.
(continued). Glc, β-D-glucosyl residue; Rha, α-L-rhamnosyl residue.
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Figure 1-7. Aglycone-binding site of ZmGlu1 with DIMBOA Glc, SbDhr1 with dhurrin, and 
TaGlu1 with DIMBOA Glc.
(a) ZmGlu1-DIMBOA Glc complex (PDB entry, 1E56; Czjzek et al. 2000). (b) SbDhr1-dhurrin 
complex (PDB entry, 1V03; Verdoucq et al. 2004 ). (c) TaGlu1-DIMBOA Glc complex (PDB 
entry, 3AIS; Sue et al. 2011). Red ball represents oxygen atom of water molecule. Predicted 
interactions are indicated by dotted lines.
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Figure 1-8. Aglycone-binding site of RG and SG.
(a) RG and dihydro-raucaffricine complex (PDB entry, 3U57; Xia et al. 2012). (b) SG and 

strictosidine complex (PDB entry, 2JF6; Barleben et al. 2007). Predicted interaction is indicated 
by dotted lines.
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Figure 1-9. Aglycone-binding site of Os3BGlu7 with cellotetraose.
The superposition of the active site of Os3BGlu7 E176Q with cellotetraose (PDB entry, 3F5J; 
green; Chuenchor et al. 2011) and E176Q/Y341A with cellotetraose (PDB entry, 4QLK; orange; 
Pengthaisong and Ketudat Cairns 2014). Cellotetraose are represented with balls and sticks. 
Predicted interactions are indicated by dotted lines.
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2 シロイヌナズナ由来 AtBGlu42の基質特異性とその分⼦基盤

2.1 緒論 

シロイヌナズナ由来 GH1酵素 AtBGlu42は, 他の GH1アイソザイムと異なり, N-末端シグナル

ペプチドを持たず, 細胞質に局在すると予想される (Xu et al. 2004)．AtBGlu42は, 遺伝⼦の発現

と AtBGlu42⽋損株の表現型の解析に基づき, クマリン β-グルコシドであるスコポリンの脱配糖

化を介して, 根圏細菌叢が誘導する全⾝抵抗性の獲得や鉄分の取り込みを促進すると考えられて

いる (Zamioudis et al. 2014; Stringlis et al. 2018)．⼀⽅, AtBGlu42と⾼い配列同⼀性 (64%) を有す

るイネ由来細胞質局在型 GH1 β-グルコシダーゼ Os1BGlu4は, サリシンやエスクリンなどの β-グ

ルコシドに加えて, ラミナリビオース (Lam2; β1-3結合) や重合度 3–4のセロオリゴ糖 (β1-4結

合) に⾼い加⽔分解活性を⽰す (Rouyi et al. 2014)．これらのことから, AtBGlu42がスコポリンに

限らず, オリゴ糖を含む様々な β-グルコシドにも作⽤する可能性も考えられる．本研究では, 組

換え⼤腸菌により調製した AtBGlu42を⽤いて, 本酵素の酵素学的諸性質と結晶構造を明らかに

するとともに, 基質特異性に重要なアミノ酸残基について結合構造予測と変異酵素の解析結果に

基づき議論する． 
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2.2 実験材料および⽅法 

2.2.1 培地および基質 

2.2.1.1 1/2ムラシゲ・スクーグ培地 

1/2ムラシゲ・スクーグ培地の組成を以下に⽰す．0.22% (w/v) ムラシゲ・スクーグ培地⽤混合

塩類 (富⼠フィルム和光純薬, ⼤阪), 1% (w/v) スクロースおよび 0.3% (w/v) ゲランガム (富⼠フ

ィルム和光純薬)．1 M KOHにより pH 5.7に調整した． 

 

2.2.1.2 Super optimal broth with catabolite repression培地 

Super optimal broth with catabolite repression (SOC) 培地の組成を以下に⽰す．2% (w/v)トリプト

ン (ナカライテスク, 京都), 0.5% (w/v) 酵⺟エキス (ナカライテスク), 0.5% (w/v) NaCl, 2.5 mM 

KCl, 20 mM Mg2SO4および 20 mM D-グルコース． 

 

2.2.1.3 Luria-Bertani培地 

Luria-Bertani (LB) 培地の組成を以下に⽰す．1% (w/v) トリプトン, 0.5% (w/v) 酵⺟エキスおよ

び 0.5% (w/v) NaCl．1.5% (w/v) 寒天 (富⼠フィルム和光純薬) を含む LB培地を LB寒天培地と

した． 

 

2.2.1.4 基質 

SA Glcは, 既報 (Grynkiewicz et al. 1993) に基づき有機合成された標品を, 本学⼤学院農学研究

院 松浦 英幸 教授より恵与された．以下に⽰す市販基質を使⽤した．p-ニトロフェニル β-D-グ

ルコピラノシド (pNP Glc), pNP β-D-フコピラノシド (pNP D-Fuc), pNP β-D-ガラクトピラノシド 

(pNP Gal), pNP β-D-マンノピラノシド (pNP Man), pNP β-D-キシロピラノシド (pNP Xyl), セロビオ

ース (Cel2), ソホロース, pNP β-セロビオシド (pNP Cel2), アルブチン, フロリジン (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA), セロトリオース (Cel3), セロテトラオース (Cel4), セロペンタオース 

(Cel5), セロヘキサオース (Cel6), Lam2, ラミナリトリオース (Lam3), ラミナリテトラオース 
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(Lam4) (Megazyme, Bray, Ireland), ゲンチオビオース, メチル β-D-グルコピラノシド (メチル Glc) 

(ナカライテスク), ネオトレハロース (林原, 岡⼭), 4-メチルウンベリフェリル β-D-グルコピラノ

シド (4MU Glc), ヘリシン, オクチル β-D-グルコピラノシド (オクチル Glc) (東京化成⼯業, 東

京), スコポリン (Indofine Chemical Company, Hillsborough, NJ, USA), フェニル β-D-グルコピラノ

シド (フェニル Glc) (関東化学, 東京)．配糖体の構造を Figure 2-1に⽰す． 

 

2.2.2 植物材料と⽣育条件 

シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana L.) エコタイプ: Columbiaの種⼦を 70% (v/v) エタノール

中で 5分間振とうした後, 滅菌溶液 (49.5%エムズワンキッチンブリーチ (ウィング, 東京), 0.05%

ツイーン 20 (富⼠フィルム和光純薬)) に置換して 5分間振とうすることで滅菌した．滅菌⽔にて

種⼦を 5回洗浄した後, 1/2ムラシゲ・スクーグ培地に播種した．4°C, 暗所に 3⽇間保持するこ

とで休眠打破を⾏った．⼈⼯気象器にて, 22°C, 湿度 50%, 光量⼦束密度 50 µmol (m2 s)−1, 明期 16

時間, 暗期 8時間で 10⽇間⽣育させた． 

 

2.2.3 cDNAの調製 

⼈⼯気象器にて 10⽇間⽣育させたシロイヌナズナの実⽣ 200 mgを液体窒素で凍結させ, マル

チビーズショッカー (安井器械, ⼤阪) を⽤い, 1,500 rpm, 15秒間の破砕を 2回⾏った．全 RNA

の抽出に RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を使⽤した．試料中の DNAを Cloned DNase 

I (RNase free; タカラバイオ, 草津) を⽤いて分解した．反応液を以下の 50 μLとした．全 RNA 

50 μg, 10× Cloned DNase I Buffer II 5 μL, Cloned DNase I 3 μL, RNase out (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) 1 μLに DEPC処理⽔を加えて 50 μLとした．反応液を 37°Cに 30分間保持し

た．0.5 Mエチレンジアミン四酢酸ナトリウム (EDTA) 2.5 µLを加え, 80°Cに 2分間保持して

DNase Iを失活させた．この反応液にジエチルピロカーボネート (DEPC) 処理⽔ 50 μLを加えた

後, エタノール沈澱を⾏い, 沈澱を乾燥させた．DEPC処理⽔ 20 μLを加えて全 RNAとした． 
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調製した全 RNAを鋳型とし, First strand cDNAを Superscript III First-Strand Synthesis System for 

RT-PCR (Thermo Fisher Scientific) を⽤いて調製した．プライマーに oligo(dT)15を⽤いた．まず, 

全 RNA 5 μg, 50 ng μL−1 oligo(dT)15 1 μL, 10 mM dNTP mix 1 μLに DEPC処理⽔を加えて 10 μLと

し, 65°Cに 5分間保持し, 氷上で冷却した．これに 10× RT buffer 2 μL, 25 mM MgCl2 4 μL, 0.1 M

ジチオトレイトール 2 μL, 40 U μL−1 RNase out 1 μLおよび 200 U μL−1 Superscript III RT 1 μLを加

え, 25°Cに 10分間, 50°Cに 50分間, および 85°Cに 5分間保持し, 氷上で冷却した．2 U μL−1⼤

腸菌由来 RNase H (Thermo Fisher Scientific) 1 μLを加え, 37°Cに 20分間保持した．これを cDNA

として以後の実験に⽤いた．使⽤まで−20°Cにて保存した． 

2.2.4 組換え AtBGlu42の発現プラスミドの構築 

チオレドキシンおよび His6-タグを含む pET-32a (Novagen, Darmstadt, Germany) 由来の 131残基

を AtBGlu42のMet1の N末端側に付加した組換え AtBGlu42の発現プラスミドを調製した．これ

ら 131残基は, N末端から順番に⼤腸菌由来チオレドキシン (trxA; LaVallie et al. 1993) 109残基, 

trxAと His6-タグをつなぐ 7残基 (Gly-Ser-Gly-Ser-Gly-His-Met), His6-タグ 6残基, およびトロンビ

ン認識配列を含む 9残基 (Ser-Ser-Gly-Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser) である．2.2.3で調製した cDNA

を鋳型として, AtBGlu42 (AT5G36890.1) の cDNAを PCRにより増幅した．プライマーとして, 

AtBG42_cDNA_Fwおよび AtBG42_cDNA_Rvを使⽤した．配列を Table 2-1に⽰す．反応液を以

下の 50 μLとした．0.2 mM dNTP mixture, 0.2 % (v/v) cDNA (2.2.3項での調製品), 0.3 μM各プライ

マー, 0.0125 U µL−1 Primestar GXL DNA polymerase (タカラバイオ), 5× Primestar GXL buffer 10

µL．反応液を 98°Cに 1分間保持した後, 98°Cを 10秒, 55°Cを 30秒, および 72°Cを 2分を 1サ

イクルとする温度制御を 40サイクル⾏い, 最後に 72°Cに 2分間保持した．これを 1st PCR反応

液とする．次に PCRにより, AtBGlu42のコーディング領域の両端に pET-32aとの相同領域を付

加した．プライマーには, AtBG42_pET32_IF_Fwおよび AtBG42_pET32_IF_Rvを⽤いた．配列を

Table 2-1に⽰す．反応液を以下の 50 μLとした．0.2 mM dNTP mixture, 2% (v/v) 1st PCR反応液, 

0.3 μM各プライマー, 0.025 U µL−1 Primestar HS DNA polymerase (タカラバイオ), 5× Primestar buffer 
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10 µL．反応液を 98°Cに 1分間保持した後, 98°Cを 10秒, 55°Cを 15秒, および 72°Cを 2分を 1

サイクルとする温度制御を 25サイクル⾏い, 最後に 72°Cに 2分間保持した．試料全量を 1% 

(w/v) アガロースゲルにより分離した．泳動装置にMupid-2plus (ミューピッド, 東京) を⽤いて

100 Vの定電圧で泳動した．ゲルを 10 µg mL−1エチジウムブロマイドで染⾊した．⽬的 DNA断

⽚を, Wizard SV gel and PCR clean-up system (Promega, Madison, WI, USA) を⽤いてゲルより抽出

し, 滅菌⽔ 20 µLに溶出させた．これを 2nd PCR反応液とする．次にこれを In-Fusion HD Cloning 

Kit (タカラバイオ) を⽤いて線状 pET-32aと連結した．線状 pET-32aを PCRにより調製した．プ

ライマーには, pET28_sおよび pET32_rを⽤いた．配列を Table 2-1に⽰す．反応液を以下の 50 

μLとした．0.2 mM dNTP mixture, 0.04 ng µL−1 pET-32a, 0.3 μM各プライマー, 0.025 U µL−1 

Primestar HS DNA polymerase, 5× Primestar buffer 10 µL．反応液を 98°Cに 1分間保持した後, 98°C

を 10秒, 65°Cを 5秒, および 72°Cを 6分を 1サイクルとする温度制御を 35サイクル⾏い, 最後

に 72°Cに 6分間保持した．反応液よりエタノール沈澱, 制限酵素 DpnI (タカラバイオ) による処

理, およびアガロースゲル電気泳動による分離と抽出により線状 pET-32aの DNAを得た．連結

反応は, 線状 pET-32a 1 μL, 2nd PCR反応液 1 μLおよび 5× In-Fusion HD enzyme premix 0.5 μLの混

合物を, 50°Cに 20分間保持とした．⼤腸菌 DH5αの形質転換は, Hanahanの⽅法 (Hanahan 1983) 

にしたがった．連結反応液 2.5 µLをコンピテントセル 50 µLに加え, 氷上に 30分間, 42°Cに 1分

間, ついで氷上に 3分間保持した．これに SOC培地 1 mLを加え, 37°Cにて 30分間振とう培養し

た．菌体を遠⼼分離 (5,000×g, 1分間, 室温) により回収し, 100 µg mL−1アンピシリン (富⼠フィ

ルム和光純薬) を含む LB寒天培地 (2.2.1.3項の調製品) に播種し, 37°Cで 16時間培養した． 

形質転換体からのプラスミド調製には, アルカリ/SDS法および PEG/NaCl沈澱 (Sambrook and 

Russell 2001) を⽤いた．簡単に説明する．形質転換体のコロニーを 100 µg mL−1アンピシリンを

含む LB液体培地 2 mLに接種し, 37°Cで 16時間, 180 rpmで振とう培養を⾏った．培養液の遠⼼

分離 (5,000×g, 2分間, 室温) により, 菌体を沈澱させた．これを Solution 1 (25 mMトリス HCl緩

衝液 (pH 8.0), 10 mM EDTA, 50 mM D-グルコース) 100 µLに懸濁させた．Solution 2 (0.1 M NaOH, 

1% (w/v) ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)) 200 µLを加えて穏やかな混和の後, Solution 3 (3 M酢酸

31



 

カリウム, 2 M酢酸) 150 µLを添加, 混合し, 遠⼼分離 (15,000×g, 2分間) により, 上清を得た．フ

ェノール/クロロホルム (フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール = 25：24：1, pH 

8.0) による抽出およびエタノール沈澱により沈澱を得た．これを 20 µg mL−1 RNase A (タカラバ

イオ) を含む TE緩衝液 (10 mMトリス HCl緩衝液 (pH8.0), 1 mM EDTA) 50 µLに溶解し, 37°C

に 30分間保持した．続いて, 2.5 M NaClを含む 20% (w/v) ポリエチレングリコール (PEG) 6000 

(富⼠フィルム和光純薬) 溶液 35 µLと混合し, 氷上に 1時間保持した後, 遠⼼分離 (15,000×g, 10

分間, 4°C) により沈澱を回収し, 滅菌⽔ 20 µLに溶解した．これを AtBGlu42発現プラスミド 

(pET32-AtBGlu42) とした． 

プラスミドの塩基配列の解析には Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher 

Scientific) を⽤いた．シークエンス反応には Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 

Fisher Scientific) を⽤いた．プライマーには, T7_promoter, pET32_trx, AtBG42_340, AtBG42_740お

よび T7_terminatorを⽤いた．配列を Table 2-1に⽰す．これにより, pET32-AtBGlu42の AtBGlu42

コード領域および pET-32aとの接続部の塩基配列を確認した． 

AtBGlu42変異酵素発現プラスミドの調製には, Primestar Mutagenesis Basal Kit (タカラバイオ) 

を⽤いた．鋳型には pET32-AtBGlu42を, プライマーには, R342A発現プラスミドには

AtBG42_R342A_PSM_Fwおよび AtBG42_R342A_PSM_Rvを, R342Y発現プラスミドの調製

には AtBG42_R342Y_PSM_Fwおよび AtBG42_R342Y_PSM_Rvを⽤いた (Table 2-1)．反応液

を以下の 10 μLとした．2× Primestar max premix 5 µL, 0.02 ng µL−1 pET32-AtBGlu42, 0.2 μM各プラ

イマー．反応液を 98°Cに 1分間保持した後, 98°Cを 10秒, 55°Cを 15秒, および 72°Cを 40秒を

1サイクルとする温度制御を 30サイクル⾏い, 最後に 72°Cに 40秒間保持した．本反応液を⽤い

⼤腸菌 DH5αの形質転換を⾏った．上述の⽅法にしたがって, プラスミドを調製し, AtBGlu42コ

ード領域と pET-32aとの接続部の塩基配列の解析を⾏った． 
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2.2.5 組換え AtBGlu42の⽣産と精製 

N末端にチオレドキシンおよび His6-タグを付加した AtBGlu42野⽣型および変異酵素 (R342A

および R342Y) を⼤腸菌により⽣産した．発現プラスミドによる⼤腸菌 Origami B(DE3) (Merck, 

Darmstadt, Germany) の形質転換は 2.2.4項記載の⽅法で⾏った．ただし, 100 µg mL−1アンピシリ

ンおよび 15 µg mL−1カナマイシン (富⼠フィルム和光純薬) を含む LB寒天培地に播種してコロ

ニーを形成させた．タンパク質⽣産には同 LB液体培地 1.0 Lを⽤い, A600が 0.5に達するまで

37°Cで培養した．ここで, 0.1 Mイソプロピル β-D-1-チオガラクトピラノシド (IPTG, 富⼠フィル

ム和光純薬) を 0.1 mMになるように添加して, 組換えタンパク質の⽣産を誘導した．誘導培養

を 20°Cで 20時間振とう条件で⾏った．菌体を遠⼼分離 (12,000×g, 4°C, 10分間) により回収し, 

0.5 M NaClを含む 20 mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.5, 緩衝液 A) 30 mLに懸濁した．

Branson Sonifier 150 (Branson, Danbury, CT, USA) を⽤いた超⾳波破砕 (Output 3, Duty cycle 50%, 

30秒間, 5回) を⾏った．遠⼼分離 (22,000×g, 4°C, 10分間) による上清を粗酵素液とした．粗酵

素液を, 緩衝液 Aで平衡化した Ni-Chelating Sepharose Fast Flowカラム (1.6 cm i.d. × 2.5 cm, 5 mL; 

GE Healthcare, Uppsala, Sweden) によるクロマトグラフィーに供した．30 mMイミダゾールを含

む緩衝液 A (約 200 mL) および緩衝液 Aにおける 30–500 mMイミダゾールの直線濃度勾配 (200 

mL) によりタンパク質を溶出させた．流速を 4.3 mL min−1, カラム温度を 4°C, 画分液量を 5 mL

とした．活性, A280および SDS-PAGE解析結果に基づき, 精製度の⾼い活性画分を回収した．20 

mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.5) に対して⼗分に透析後, Amicon Ultra-15 centrifugal filter 

(MWCO 30,000; Merck Millipore, Billerica, MA, USA) を⽤いて A280が 4.23–5.72になるまで濃縮し, 

これを精製酵素とした．使⽤まで 4°Cで保存した． 

AtBGlu42の結晶化⽤試料は, N末端のチオレドキシンおよび His6-タグを除去したものとした．

N末端タグの除去にはウシ⾎漿由来トロンビン (Sigma Aldrich) を⽤いた．上記の⽅法にしたが

って組換え AtBGlu42野⽣型を調製した．ただし, 培養液量を 4.0 Lとした．カラムクロマトグラ

フィーの回収画分を, 150 mM NaClを含む 50 mMトリス HCl緩衝液 (pH 8.3; 緩衝液 B) に対して

⼗分に透析後, AtBGlu42に対して 5% (w/w) のトロンビンを添加し, 4°Cに 20時間保持した．

33



 

SDS-PAGEにより⼗分な消化を確認の後, 緩衝液 Bで平衡化した Ni-Chelating Sepharose Fast Flow

カラム (1.6 cm i.d.× 2.5 cm, 5 mL) によるクロマトグラフィーに供し, His6-タグを含む N末端タグ

を担体に吸着させ, ⽬的タンパク質を⾮吸着画分に回収した．流速を 4.3 mL min−1, カラム温度を

4°Cおよび画分液量を 5 mLとした．20 mMトリス HCl緩衝液 (pH 7.2; 緩衝液 C) に対して⼗分

に透析を⾏った後, 緩衝液 Cで平衡化した DEAE Sepharose Fast Flowカラム (2.5 cm i.d.× 16 cm, 

80 mL; GE Healthcare) によるクロマトグラフィーにより分離した．緩衝液 C (200 mL) および緩

衝液 Cにおける 0–0.5 M NaClの直線濃度勾配 (400 mL) によりタンパク質を溶出させた．流速

を 2.4 mL min−1, カラム温度を 4°Cおよび画分液量を 5 mLとした．活性, A280および SDS-PAGE

解析結果に基づき, 精製度の⾼い活性画分を回収した．緩衝液 Cに対して⼗分に透析した後, 

Amicon Ultra-15 centrifugal filter (MWCO 30,000) を⽤いて A280が 32.0になるまで濃縮し, これを

結晶化⽤酵素試料とした．使⽤まで 4°Cにて保存した． 

 

2.2.6 SDS-PAGE 

SDS-PAGEは Laemmliの⽅法 (Laemmli 1970) に準じた．試料に等量の試料⽤緩衝液 (10% 

(v/v) 2-メルカプトエタノール, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) グリセロールおよび 0.02% (w/v) ブロモフ

ェノールブルー) を加えて 100°Cに 5分間保持した．10%ポリアクリルアミドゲル (分離ゲル, 

0.1% (w/v) SDS, 10% (w/v) アクリルアミド/N,Nʹ-メチレンビスアクリルアミド混合液 (29：1), 0.4 

Mトリス HCl緩衝液 (pH 8.9); 濃縮ゲル, 0.1% (w/v) SDS, 4.8% (w/v) アクリルアミド/N,Nʹ-メチレ

ンビスアクリルアミド混合液 (29：1), 0.1 Mトリス HCl緩衝液 (pH 6.8)．80 × 50 × 1.0 mm) を使

⽤し, 泳動装置にMini Protein Ⅲ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を⽤いた．ゲル 1枚当たり 20 mA

の定電流で泳動を⾏った．泳動後のゲルを Rapid CBB KANTO (関東化学) を⽤いて染⾊した．脱

⾊液 (10%酢酸および 5%メタノール) を⽤いて脱⾊した． 
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2.2.7 タンパク質の定量 

精製標品のタンパク質濃度を, アミノ酸組成分析により定量した．すなわち, 精製標品 (約 50 

µg) を⾼真空脱気下, 110°C, 定沸点 HCl中で 24時間加⽔分解した後, ⽣じたアミノ酸の⼀部を全

⾃動アミノ酸分析機 (L-8900; ⽇⽴ハイテク, 東京) を⽤いてニンヒドリン⽐⾊ (Moore and Stein 

1948) により定量した．得られた各アミノ酸のモル量より, タンパク質の含む各アミノ酸残基数

を考慮し, 各アミノ酸から求まるタンパク質のモル濃度の平均値を求めた．ただし, システイン

は残基数が少ないため計算に含めなかった．アミノ酸組成分析を本学グローバルファシリティセ

ンター機器分析委託部⾨に依頼した．精製標品の⽐吸光係数E	!	#$,&'(	)$!% は, 野⽣型 16.9, タグを

除いた野⽣型 19.9, R342A 17.4, および R342Y 17.9であった． 

 

2.2.8 活性測定 

pNP Glcを基質として, 以下の標準反応条件下での p-ニトロフェノール (pNP) の⽣成速度を求

めた．酵素, 2 mM pNP Glc, 50 mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.8), 0.2 mg mL−1ウシ⾎清アルブ

ミン (BSA; ナカライテクス) を含む反応液 50 µLを 30°Cに 10分間保持した．2 M Na2CO3 25 µL

を添加して反応を停⽌し, A400より遊離 pNP濃度を求めた．pNPのモル吸光係数 18,750 M−1 cm−1

を⽤いた．酵素単位 1 Uを標準反応条件下で 1分間に 1 µmolの pNPを⽣成する酵素量と定義し

た． 

 

2.2.9 pHおよび温度の影響 

反応速度の pHおよび温度の依存性の解析は, 標準反応条件 (2.2.8項) で⾏った．ただし, pH

依存性の解析では, 緩衝液に 80 mM Britton-Robinson緩衝液 (pH 4.1–11.0; 80 mM酢酸ナトリウム, 

リン酸ナトリウムおよびグリシン-NaOH緩衝液の混合液) を⽤い, 酵素濃度を 35.8 nMとした．

温度依存性の解析では, 反応温度を 25–60°C, 酵素濃度を 24.2 nMとした．pH安定性の評価では, 

酵素 (0.89 µM) を 195 mM Britton-Robinson緩衝液 (pH 4.1–11.2) 下で, 4°Cに 24時間保持し, こ

れらの残存活性を測定した．温度安定性の評価では, 酵素 (24.2 µM) を 1 mg mL−1 BSAを含む
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12.5 mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 7.0) 中で, 4–60°Cに 15分間保持し, これらの残存活性を

測定した．処理前の活性に対し, 90%以上の残存活性を⽰す範囲を安定域とした． 

 

2.2.10 基質特異性の解析 

各基質 (2 mM) に対する反応速度の測定は, 標準反応条件 (2.2.8項) と同様の 50 µLで⾏っ

た．酵素濃度を Table 2-2aに⽰す．pNP Cel2を除く pNP配糖体に対する反応では pNP⽣成速度

を 2.2.8項にしたがって求めた．その他の基質に対する反応では D-グルコース⽣成速度を求め

た．反応液 50 µLに対し, 4 Mトリス HCl緩衝液 (pH 7.0) 25 µLを添加して反応を停⽌した．⽣

成 D-グルコースの定量には, グルコースオキシダーゼペルオキシダーゼ法 (Miwa et al. 1972) を

⽤いた．すなわち, グルコース CII-テストワコー (富⼠フィルム和光純薬) の発⾊剤 (350 mL⽤, 

1瓶) を 2.5 mMアミノアンチピリンおよび 40 mMフェノールを含む 0.1 Mトリス HCl緩衝液 

(pH 7.0) 175 mLに溶解して調製したグルコスタット試薬 10 µLを反応停⽌後の試料に加え, 37°C

に 30分間保持した後, A505を測定した．D-グルコースの標準曲線には, 反応液 50 µLに代えて 0–

0.2 mM D-グルコース⽔溶液を⽤いた． 

反応速度の基質濃度依存性の解析では, ミカエリス-メンテン式の速度パラメーターを, s-vプロ

ットの⾮線形回帰分析を⽤いて決定した．反応を標準反応条件 (2.2.8項) で⾏った．ただし, 基

質濃度および酵素濃度を Table 2-2bに⽰す通りとした．⾮線形回帰分析に, Grafit ver. 7.0.2 

(Erithacus Software, East Grinstead, UK) を⽤いた．求めた Kmが試験した基質濃度よりも⼤きかっ

た基質 (Lam4) では, 求めた kcatおよび Kmの値を⽤いて算出した kcat/Kmのみを結果に記した． 

 

2.2.11 pNP Glcに対する反応の速度論的解析 

野⽣型酵素の pNP Glcに対する反応では, 速度の基質濃度依存性について, 加⽔分解反応と糖

転移反応の両⽅を触媒するアノマー保持型酵素の反応機構 (Figure 2-2; Kobayashi et al. 2011) に基

づき⾮線形回帰分析を⾏った．本反応機構に関する反応速度式を以下に⽰す． 

vag = vh + vtg (Eq. 1) 

vh = kcat1 Km2 [S] [E]0 / ([S]2 + Km2 [S] + Km1 Km2) (Eq. 2) 
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vtg = kcat2 [S]2 [E]0 / ([S]2 + Km2 [S] + Km1 Km2) (Eq. 3) 

rtg ≡ vtg / vag = [S] / (KTG + [S]) (Eq. 4) 

ここで, [S]は pNP Glc濃度, vag, vhおよび vtgはそれぞれアグリコン⽣成速度, 加⽔分解速度および

糖転移速度, rtgは糖転移率を⽰す．速度パラメーターkcat1, kcat2, Km1および Km2, および糖転移率の

パラメーターKTGは, Figure 2-2に⽰す反応スキームに基づく速度定数により以下のように定義さ

れる． 

kcat1 = k1k2k3(k−4 + k5)/{k4k5(k−1 + k2) + k1(k−4 + k5)(k2 + k3)} 

kcat2 = k2k5/(k2 + k5) 

Km1 = k3(k−1 + k2)(k−4 + k5)/{k4k5(k−1 + k2) + k1(k−4 + k5)(k2 + k3)} 

Km2 = {k4k5(k−1 + k2) + k1(k−4 + k5)(k2 + k3)}/{k1k4(k2 + k5)} 

KTG = kcat1 Km2 / kcat2 

= k3(k−4 + k5)/(k4k5) 

14.3 nM AtBGlu42, 50 mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.8), 0.2 mg mL−1 BSAおよび 0.125–8 mM 

pNP Glcからなる反応液 (250 µL) を 30°Cに 10分間保持した．反応液を 100 µLずつ取り, それ

ぞれ 1 M Na2CO3 200 µLおよび 4 Mトリス HCl緩衝液 (pH 7.0) 50 µLを添加して反応を停⽌し

た．上記の⽅法にしたがってそれぞれ pNPおよび D-グルコースを定量した．Grafit ver. 7.0.2を⽤

いた⾮線形回帰分析により, Eq. 2を vhに回帰させて速度パラメーターkcat1, Km1および Km2を決定

した．kcat2は, 求めた kcat1, Km1および Km2を⽤い, Eq. 1を vagに回帰させて決定した． 

2.2.12 pNP Glcに対する反応⽣成物の TLC分析 

AtBGlu42の pNP Glcに対する反応⽣成物を薄層クロマトグラフィー (TLC) により分析した．

2.27 µM AtBGlu42, 8 mM pNP Glc, 50 mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.8) および 0.2 mg mL−1 

BSAからなる反応液 200 µLを 30°Cに 30分間保持した．経時的に反応溶液 10 µLを採取して, 

100°Cに 2分間保持して反応を停⽌した．TLCでは, TLC Silica gel 60 F254アルミニウムシート 

(Merck) を⽤いた．展開溶媒にクロロホルム：メタノール：⽔＝14：6：1 (v/v/v) を⽤いて 1回
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展開した．UV照射によって pNP誘導体を検出した．検出液 (酢酸：硫酸：アニスアルデヒド＝

100：2：1 (v/v/v)) を噴霧後にプレートを加熱することで糖を検出した． 

2.2.13 セロオリゴ糖に対するサブサイト親和⼒の算出 

Hiromiらのエキソ型グリコシダーゼのサブサイト理論 (Hiromi et al. 1973) により, セロオリゴ

糖 (重合度 2–6) に対する AtBGlu42のサブサイト親和⼒を算出した．サブサイト理論では⼆つの

仮定がある．第⼀に, 基質結合部位は各グルコシル基と結合するサブサイトにより構成され, そ

れぞれが加成性の成り⽴つ独⽴した親和⼒ Ai (kJ mol−1, iはサブサイト番号を⽰す) を持つ．これ

に基づき, 酵素 Eと基質 S (重合度 n) が結合様式 j (jは基質の⾮還元末端が占有するサブサイト

番号に等しい) によって ES複合体を形成する際の結合定数 Kn, jは標準反応ギブスエネルギーと

平衡定数の関係式 ΔG = − RT ln Kより, 以下のように表現される． 

Kn, j = 0.018 exp {(∑ 	#+,.
. Ai)n, j / RT} (Eq. 5) 

ただし, (∑ 	#+,.
. Ai)n, jは重合度 nの基質が結合様式 jにおいて占有するサブサイトの親和⼒の総和

を表す．cov.は結合様式 jにおいて重合度 nの基質の還元末端グルコシル基が占有するサブサイ

トを表す．Rは気体定数 (8.314 J K−1 mol−1), Tは絶対温度 (本実験では 303.2 K) を表す．第⼆に,

⽣産的結合による酵素基質複合体の加⽔分解速度は, 基質の重合度に関わらず, ⼀定の速度定数 

(intrinsic kcat, kint) によって決定される．これらの仮定に基づき, 重合度 nの基質に対する Km, kcat

および kcat/Kmである, (Km)n (M), (kcat)n (s−1) および (kcat/Km)n (s−1 M−1) は, kintおよび Aiによって以

下のように表せる．ここで, pは⽣産的な結合様式 (j = −1) を, qは⾮⽣産的な結合様式 (j = −1以

外) を表す．また, ∑ 	/ Kn, jは重合度 nの基質の全結合様式における結合定数の総和を表す． 

(Km)n = 1 / ∑ 	/ Kn, j

= 1 / (∑ 	0 Kn, p + ∑ 	1 Kn, q) 

= 1 / 0.018 / [∑ 	0 exp {(∑ 	#+,.
. Ai)n, p / RT} + ∑ 	1 exp {(∑ 	#+,.

. Ai)n, q / RT}] (Eq. 6) 

(kcat)n = kint ∑ 	0 Kn, p / ∑ 	/ Kn, j 

= kint ∑ 	0 Kn, p / (∑ 	0 Kn, p + ∑ 	1 Kn, q) 
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= kint / (1 + ∑ 	1 Kn, q / ∑ 	0 Kn, p) 

= kint / [1 + ∑ 	1 exp {(∑ 	#+,.
. Ai)n, q / RT} / ∑ 	0 exp {(∑ 	#+,.

. Ai)n, p / RT}] (Eq. 7) 

(kcat/Km)n = kint ∑ 	0 Kn, p 

= 0.018 kint ∑ 	0 exp {(∑ 	#+,.
. Ai)n, p / RT} (Eq. 8) 

A+2から A+5は, ⾮⽣産的な結合様式の項を含まない Eq. 8より導出される Eq. 9より求められ

る．算出に使⽤した各定数を Table 2-4および 2-5にまとめる． 

A+(n−1)  = RT {ln (kcat/Km)n − ln (kcat/Km)(n−1)} (Eq. 9) 

ここで, 野⽣型の Cel2に対する Kmである (Km)2 (4.07×10−3 M) を⽤いると, ⾒かけの結合親和⼒

である B2, app ((∑ 	#+,.
. Ai)2, app) は Eq. 5より 

1 / (Km)2 = K2, app

1 / (Km)2 = 0.018 exp {B2, app / RT} 

B2, app = RT ln {1 / (Km)2 / 0.018} 

= 24.0 (kJ mol−1) 

となる．Cel2がサブサイト+2から+5のみに結合する場合の, ⾮⽣産的な結合様式のいずれの親

和⼒ (最⼤で A+2 + A+3の 8.64 kJ mol−1 (Table 2-6)) も, B2, appより⼗分に低いため, これらの結合様

式の結合定数への寄与は⼗分⼩さいとみなし, ⾮⽣産的な結合様式において q = +1 (⾮還元末端

がサブサイト+1に結合する様式) 以外の結合様式を無視した．これはより⻑鎖のセロオリゴ糖で

も成⽴する．結合様式を p = −1および q = +1のみとし, Eq. 7を以下のように近似した． 

(kcat)n ≒ kint / [1 + exp {(∑ 	#+,.
. Ai)n,+1 / RT} / exp {(∑ 	#+,.

. Ai)n,−1 / RT}] 

= kint / [1 + exp {(A+1 + A+2 + … + A+n) / RT} / exp {(A−1 + A+1 + … + A+(n−1)) / RT}] 

= kint / {1 + exp (A+n / RT) / exp (A−1 / RT)} (Eq. 10) 

exp (A+n / RT) = {kint /(kcat)n − 1} exp (A−1 / RT) (Eq. 11) 

ここで, n = 2–5の 1/(kcat)nに対して y軸に exp (A+n / RT) をプロットし, Eq. 11を線形回帰させて x

切⽚の 1 / kintおよび y切⽚の− exp (A−1 / RT) より, kintと A−1を求めた (kint, 10.5 s−1; A−1, 11.2 kJ 
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mol−1)．A+1を, Eq. 8 (n = 2) を A+1について解くことで得られる以下の式 (Eq. 12) を⽤いて算出し

た． 

 A+1 = RT ln {(kcat/Km)2 / kint/0.018} − A−1  (Eq. 12) 

変異酵素 R342Aおよび R342Yについても同様に計算した． 

 

2.2.14 AtBGlu42の結晶の調製 

N末端側タグを除去した AtBGlu42のリガンドフリーの結晶を調製した．結晶の調製をビオラ

モ蛋⽩質結晶化プレート (96ウェル) (アズワン, ⼤阪) を⽤いたシッティングドロップ蒸気拡散

法により⾏った．2.2.5で調製した 16.1 mg mL−1AtBGlu42 0.75 µLと結晶化⽤緩衝液 (0.2 M酢酸

カルシウム, 0.1 Mカコジル酸ナトリウム (pH 6.5), 18% (w/v) PEG 8000 (Sigma Aldrich)) 0.75 µLを

混合して, 20°Cに 2ヵ⽉間保持した．リザーバー内の結晶化⽤緩衝液量を 85 µLとした． 

 

2.2.15 X線回折実験および位相決定 

X線回折実験を本学⼤学院先端⽣命科学研究院 ⽣命融合科学コース X線構造⽣物学研究室に

委託して, SPring-8 (佐⽤, 兵庫) の beamline BL41XUにて⾏った．回折実験の間, 結晶を, 液体窒

素を⽤いて−196°Cに保持した．すべての回折データについて, X-ray Detector Software (XDS) プロ

グラムパッケージ (Kabsch 2010) を⽤いて, 指数付け, 積分, スケーリングおよびマージを⾏っ

た．AtBGlu42の⾮対称ユニットに, Matthews coefficient（Matthews 1968）が 2.20 Å3 Da−1に相当す

る 1分⼦が含まれており, 溶媒含有率は 44.2%と推定された．結果を Table 2-3に⽰す． 

位相決定は Os3BGlu6 (AtBGlu42との配列同⼀性は 52%; PDB entry, 3GNO; Seshadri et al. 2009) 

をサーチモデルとし, Phenixプログラムパッケージに含まれる Phaser-MR (McCoy et al. 2007; 

Adams et al. 2010) を⽤いた分⼦置換法によって⾏った．構造精密化に PHENIX.REFINE (Afonine 

et al. 2012) を⽤いた．Coot (Emsley and Cowtan 2004) を⽤いて 2Fo−Fcおよび Fo−Fcマップに基づ

きフィッティングおよび精密化を⾏った．⽔分⼦およびグリセロール分⼦は 2Fo−Fcおよび

Fo−Fcマップに基づき構築した．MOLPROBITY (Chen et al. 2010) により得られた最終的な精密
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化統計および幾何学的性質を Table 2-3に⽰す．原⼦座標と構造因⼦を Protein Data Bank (PDB 

entry, 7F3A) に寄託した．すべての構造の図を, PyMOL ver. 2.1 (Schrödinger, LLC, New York, NY, 

USA) を⽤いて作成した． 

2.2.16 分⼦ドッキングシミュレーション 

AtBGlu42とスコポリンの結合を予測するために, AutoDock Vina (ADT version 1.5.6; Trott and 

Olson 2010) を⽤いて分⼦ドッキングを⾏った．スコポリンの構造データを, Discovery Studio 

Visualizer (Dassault Systèmes BIOVIA, San Diego, CA, USA) を⽤いて, グルコシル基が 1S3配座にな

るように調整した．AtBGlu42の活性部位にある⽔分⼦およびグリセロール分⼦は取り除いた．

スコポリンを 15.80 (x), 63.04 (y), 43.12 (z)の位置を中⼼とするグリッドボックス (spacing, 1 Å;

40×40×40) 内にて AtBGlu42の活性部位にドッキングさせた． 
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Table 2-2. Concentrations of substrates and enzymes used for measurement of reaction velocities of 
AtBGlu42 and its variants. 

a. Concentrations of enzyme used for measurement of reaction velocities
of AtBGlu42 wild type for 2 mM various substrates.

Substrate Enzyme (nM) 
pNP Glc 2.27 
pNP D-Fuc 2.27 
pNP Gal 22.7 
pNP Man 227 
pNP Xyl 227 
pNP Cel2 2.42 
4MU Glc 19.4 
Scopolin 9.68 
Helicin 19.4 
SA Glc 968 
Arbutin 968 
Phlorizin 968 
Phenyl Glc 968 
Methyl Glc 968 
Octyl Glc 968 
Cel2 48.4 
Cel3 19.4 
Cel4 19.4 
Cel5 19.4 
Cel6 19.4 
Lam2 9.68 
Lam3 19.4 
Lam4 19.4 
Sophorose 19.4 
Gentiobiose 193.6 
Neotrehalose 968 
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b. Concentrations of substrates and enzymes used for measurement of kinetic parameters of AtBGlu42 
and its variants. 
b-1. AtBGlu42 wild type 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) 
pNP Glc 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 * 14.3 * 
 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6 4.84 
pNP D-Fuc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 2.27 
pNP Gal 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 35.8 
pNP Man 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6 358 
pNP Xyl 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 358 
pNP Cel2 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 2.42 
4MU Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.84 
Scopolin 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.4 2.42 
Helicin 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 2.42 
Cel2 0.75, 1.5, 3, 4.5, 6, 9, 12 23.9 
Cel3 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.84 
Cel4 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.84 
Cel5 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.84 
Cel6 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.84 
Lam2 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 7.16 
Lam3 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.84 
Lam4 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 19.4 
Sophorose 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 14.3 
Gentiobiose 1, 2, 3, 4.5, 6, 9, 12 143 

* Conditions for measurement of kinetic parameters of the reaction model of a retaining glycosidase 
that catalyzes both hydrolysis and transglucosylation.  
 
b-2. AtBGlu42 R342A 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6 7.62 
Cel2 0.75, 1.5, 3, 4.5, 6, 9, 12 38.1 
Cel3 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 3.81 
Cel4 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 3.81 
Cel5 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 3.81 
Cel6 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 3.81 

 
b-3. AtBGlu42 R342Y 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6 44.1 
Cel2 0.75, 1.5, 3, 4.5, 6, 9, 12 221 
Cel3 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 46.6 
Cel4 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 25.4 
Cel5 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 25.4 
Cel6 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 25.4 
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Table 2-3. Summary of crystallization conditions, data collection, and refinement statistics.  

AtBGlu42-Apo 
Data collection  

 

PDB entry 7F3A 
Beamline SPring-8 BL41XU 
Space group P21 
Unit cell parameters a, b, c, (Å) 44.7, 93.1, 60.9 
Unit cell parameters α, β, γ, (º) 90, 102.5, 90 
Wavelength (Å) 1 
Resolution range (Å) 50.0-1.70 (1.80-1.70) 
Rmeas (%)a  8.1 (84.0) 
CC1/2 (0.783) 
<I/σ(I)> 15.1 (2.00) 
Completeness (%) 99.9 (99.7) 
Redundancy 6.76 (5.87) 
  
Refinement 

 

No. reflection 53,471 
Rwork/Rfree (%)b 16.0/18.0 
No. of atoms 

 

Macromolecules 3,865 
Ligand/ion 24 
Water 402 
B-factors (Å2) 

 

Macromolecules 25 
Ligand/ion 30.4 
Water 34.6 
RMSD from ideal 

 

Bond lengths (Å) 0.006 
Bond angles (°) 0.796 
Ramachandran 

 

Favored (%) 98.1 
Allowed (%) 1.9 
Outliers (%) 0 

Values in parentheses are for the highest resolution shell. 
a, Rmeas = Σhkl {N(hkl) / [N(hkl) − 1]}1/2 Σi | Ii(hkl) − <I(hkl)> | / Σhkl Σi Ii(hkl), where <I(hkl)> and 
N(hkl) are the mean intensity of a set of equivalent reflections and the multiplicity, respectively. 
b, Rwork = Σhkl ||Fobs| − |Fcalc|| / Σhkl |Fobs|, Rfree was calculated for 5% randomly selected test sets that 
were not used in the refinement. 
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Figure 2-1. Substrates other than oligosaccharides used in this study.
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E + pNP-Glc E pNP-Glc
(ES complex) E-Glc E + Glc

pNP-Glc

E-Glc pNP-Glc
(ES complex) E + pNP-Glc2

k1

k−1

k3

k5

k−4k4

k2

pNP H2O

Figure 2-2. Reaction scheme for the reaction with pNP Glc catalyzed by AtBGlu42.
E and E-Glc represent AtBGlu42 (enzyme) and the glucosyl-enzyme intermediate, respectively. 
pNP-Glc2 is the transglucosylation product.
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2.3 結果 

2.3.1 組換え AtBGlu42の調製 

組換え⼤腸菌を⽤いて, N末端側にチオレドキシンおよび His6-タグを含むベクター由来の 131

残基を付加した AtBGlu42を⽣産した．⼤腸菌形質転換体 1.0 Lの培養から得られた無細胞抽出

液より, Ni-アフィニティカラムクロマトグラフィーによって 2 mM pNP Glcに対する⽐活性 10.5 

U mg−1の精製標品 8.8 mgを得た．SDS-PAGEにより, 分⼦質量は 70 kDaと⾒積もられた (Figure 

2-3)．これはアミノ酸配列からの計算値 (70,143 Da) と良く⼀致した．最⼤反応速度は実験条件

下では pH 6.8, 40°Cで得られた (Figure 2-4)．本酵素活性は pH 6.3–9.3 (4°C, 24時間) または 35°C

以下 (pH 7.0, 15分間) で 90%以上残存した． 

Arg342のセロオリゴ糖鎖⻑特異性への寄与を明らかにするため, 変異酵素 R342Aおよび

R342Yを調製した．野⽣型と同様の⽅法によって, それぞれ⽐活性 7.42 U mg−1および 0.895 U 

mg−1の精製標品を 10.0 mgおよび 5.29 mg得た． 

 

2.3.2 AtBGlu42の基質特異性 

pNP配糖体に対する反応を調べた．AtBGlu42は pNP Glcに対して糖転移反応も触媒した 

(Figure 2-5ab)．8 mM pNP Glcに対し, pNP Cel2を含む糖転移反応の⽣成物が確認された．反応時

間の経過に伴い糖転移産物は基質とともに完全に加⽔分解された．反応初期におけるアグリコン

遊離速度 (vag), 加⽔分解速度 (vh) および糖転移速度 (vtg) を pNPおよび D-グルコース⽣成速度

から求めた．これら 3速度の基質濃度依存性は加⽔分解反応と糖転移反応の両⽅を触媒するアノ

マー保持型酵素の反応速度式 Eq. 1–3 (2.2.11項) に良くしたがった (Figure 2-5c)．速度式の各パ

ラメーターは以下の通りである．kcat1, 9.15 ± 0.08 s−1; kcat2, 37.8 ± 1.2 s−1; Km1, 0.127 ± 0.002 mM; 

Km2, 26.1 ± 0.7 mM; kcat1/Km1, 71.9 s−1 mM−1．基質濃度と糖転移率の関係も同反応スキームに基づく

式 Eq. 4 (2.2.11項) に良くしたがい, 糖転移率のパラメーターKTGは 6.30 ± 0.08 mMであった 

(Figure 2-5d)．他の基質に対する速度の基質濃度依存性ではミカエリス-メンテン式にしたがった 

(Table 2-4)．加⽔分解・転移の理論式の定数 kcat1/Km1はグルコシル化酵素に⾄るまでの反応の速
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度定数 k1k2/(k1+k2)である．⼀般にグルコシル化酵素は観察されず, エネルギー準位が⾼い．した

がってグルコシル化段階を反応の律速として考えられ, pNP Glcの kcat1/Km1を, 他の kcat/Kmと⽐較

するのは妥当である．pNP Glcに対する kcat1/Km1と⽐べ, pNP Fucの値 (81.3 s−1 mM−1) は同程度, 

pNP Gal, pNP Manおよび pNP Xylの値は低く, それぞれ pNP Glcに対する値の 1.9%, 1.1%および

0.40%であった． 

2 mM各種 β-グルコシドに対する反応速度を測定した (Table 2-4)．AtBGlu42はヘリシン, 4MU 

Glcおよびスコポリンに対して⾼い速度を, フェニル Glc, アルブチン, SA Glc, フロリジン, メチ

ル Glcおよびオクチル Glcに対して低い, あるいは検出限界以下 (< 0.0046 s−1) の速度を⽰し

た．これらに対する速度定数 kcat/Kmを Table 2-4に⽰す．ヘリシンに対する kcat/Km (160 s−1
 mM−1) 

が最も⾼く, スコポリン (104 s−1 mM−1) および 4MU Glc (97 s−1 mM−1) に対しても⾼い値を⽰し

た．逆遺伝学的に⽰唆されていた AtBGlu42のスコポリンに対する活性が酵素化学的に確認され

た． 

AtBGlu42は様々なグルコオリゴ糖を加⽔分解した．⼆糖の中で, Lam2 (Glcβ1-3Glc) に最も⾼

い kcat/Km (94.6 s−1 mM−1) を⽰し, 次いでソホロース (Glcβ1-2Glc) に⾼い値 (13.8 s−1 mM−1) を⽰

した．Cel2 (Glcβ1-4Glc), ゲンチオビオース (Glcβ1-6Glc) およびネオトレハロース (Glcβ1-α1Glc) 

に対して低い, あるいは検出限界以下 (< 0.0046 s−1) の速度を⽰した．ラミナリオリゴ糖 (重合度 

2–4) では⼆糖に最も⾼い kcat/Kmを⽰したのに対して, セロオリゴ糖 (重合度 2–6) では三糖に最

も⾼い値 (85.5 s−1 mM−1) を⽰した．重合度の増加に伴う kcat/Kmの減少は, ラミナリオリゴ糖よ

りもセロオリゴ糖の⽅が穏やかであった． 

 

2.3.3 AtBGlu42の⽴体構造 

結晶構造解析⽤の試料は⽣化学的試験⽤とは別途調製した．Niアフィニティークロマトグラ

フィー精製後の試料の N末端付加領域をトロンビンにより切断し, 再度の Niアフィニティーク

ロマトグラフィーおよび陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製した (Figure 2-3)．本試料

は, AtBGlu42の全配列Met1–Glu490およびその N末端に Gly-Serの 2残基を持つ．なお, 以降の
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残基番号は, この 2残基分を無視した AtBGlu42の番号を付して称す．この AtBGlu42 (56 kDa) の

2 mM pNP Glcに対する⽐活性は 16.9 ± 0.3 U mg−1 (15.8 ± 0.3 s−1) と, N末端タグ除去前 (12.3 ± 0.2 

s−1) とほぼ同等であり, N末端付加領域による酵素機能への影響はほぼ無いものと考えられた． 

X線結晶構造解析により, AtBGlu42の⽴体構造を分解能 1.7 Åで決定した (Table 2-3)．N末端

の Gly, C末端側 9残基 (Asp482–Glu490) および β→αループ 6 (L6) の⼀部分 (Lys328–Glu331) 

の構造は, 電⼦密度が低く決定できなかった．AtBGlu42の全体構造は構造既知の GH1酵素に共

通する(β/α)8-バレル構造であった (Figure 2-6a)．バレル構造の L5および L6に含まれる β-ストラ

ンド (β5ʹ, β6ʹおよび β6ʺ) から構成される⼩ドメインが, 本バレルよりも N末端にある α-ヘリッ

クスと相互作⽤できる距離に位置していた．この N末端の α-ヘリックスは AtBGlu42に特異的な

構造である．配列同⼀性の⾼い Os1BGlu4を含む, シロイヌナズナやイネ由来 GH1ホモログに

は, この α-ヘリックスに対応するアミノ酸配列はなかった．抗凍結剤としたグリセロール 4分⼦

の電⼦密度が確認された．4分⼦中, 2分⼦は L1上に, 残り 2分⼦は活性ポケット (サブサイト

−1および+1) に位置していた (Figure 2-6a)．既知 GH1 β-グルコシダーゼ Os3BGlu7 (PDB entry, 

7BZM; Nutho et al. 2020) および Tmari_1862 (PDB entry, 2CES; Gloster et al. 2006) の⽴体構造と⽐

較した (Figure2-6b)．AtBGlu42の L4の C末端側の Glu183および L7の C末端側の Glu388は既

知構造の触媒残基と良く⼀致した．サブサイト−1構成残基 (Gln35, His137, Asn182, Tyr317, 

Glu388, Trp437, Glu444, Trp445および Phe453) も既知 GH1 β-グルコシダーゼと同様の位置に存在

していた．サブサイト−1のグリセロールと結合する残基 (Gln35, His137, Asn182, Glu183, Glu388, 

Glu444および Trp445) を Figure 2-6cに⽰す．サブサイト−1のグリセロールの各原⼦は, GH1 β-

グルコシダーゼ Os3BGlu7および Tmari_1862のグルコイミダゾール複合体構造において, サブ

サイト−1に結合した基質アナログ (グルコイミダゾール) の 2-C, 3-C, 4-C, 2-O, 3-Oの位置に良く

⼀致した (Figure 2-6b)．4-Oとは 2.3 Åのずれがあった． 
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2.3.4 AtBGlu42とスコポリンの結合予測 

AtBGlu42とスコポリンの結合様式を AutoDock Vinaを⽤いたドッキングシミュレーションに

よって予測した．予測された 9つの結合構造のうち, 1つの構造で, スコポリンのグルコシル基が

他の GH1酵素の各種複合体における基質あるいは基質アナログと同様にサブサイト−1に結合し, 

先述のサブサイト−1を構成する残基 Gln35, His137, Asn182, Tyr317, Glu388, Trp437, Glu444, 

Trp445および Phe453と相互作⽤する位置にあった (Figure 2-7)．AtBGlu42の結晶構造から 15.80 

(x), 63.04 (y), 43.12 (z)の位置を中⼼とするグリッドボックス (spacing, 1 Å; 40×40×40) 内の結合⽔

をとり除いた状態でのスコポリンとの結合エネルギーは−37.2 kJ mol−1と計算された．スコポリン

のアグリコンのウンベリフェリル環は Trp360のインドール環と 3.7 Åの距離で⾯しており, スタ

ッキング相互作⽤する位置にあった．6-メトキシ基は Phe197の側鎖に近く, O–Phe197 (Cζ) 間は

3.4 Å, C–Phe197 (Cζ) 間は 3.8 Åの距離に位置していた． 

 

2.3.5 AtBGlu42と Os3BGlu7-オリゴ糖複合体の構造⽐較 

AtBGlu42の構造を Os3BGlu7の Lam2複合体 (PDB entry, 3AHT; Chuenchor et al. 2011) および

Cel5複合体 (PDB entry, 3F5K; Chuenchor et al. 2011) と⽐較し, Lam2およびセロオリゴ糖との結合

に関与する残基を推定した．Lam2結合について．サブサイト+1では, Os3BGlu7では⼀般酸塩基

触媒残基 Glu176がグルコシル基の 2-Oおよび 3-O (グリコシド結合酸素原⼦) と, Asn245が 1-O

と⽔素結合を形成する (Figure 2-8a)．これに対して AtBGlu42では⼀般酸塩基触媒残基 Glu183が

2-Oおよび 3-Oと⽔素結合を形成できる距離あるが, Os3BGlu7の Asn245に相当する Glu246は 1-

Oと相互作⽤できない位置に配向し, Arg342と塩橋を形成していた (Figure 2-8b)．代わりに, 

Asp244が 1-Oと⽔素結合を形成し得る距離に位置していた．Os3BGlu7では, Asp244に対応する

残基 Asp243は Arg178の⽅へ配向している．セロオリゴ糖結合について．Os3BGlu7では Trp358

がサブサイト+1と+2で, Asn245がサブサイト+2で, Tyr341がサブサイト+3と+4で, それぞれ

Cel5と相互作⽤できる距離に位置している (Figure 2-8c)．その他の基質周辺残基は Cel5と明確な

相互作⽤をしていなかった．AtBGlu42において Trp358, Asn245, Tyr341にそれぞれ対応する残基
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Trp360, Glu246, Arg342は概ね同様の位置にあった (Figure 2-8d)．Asn245を持つ Os3BGlu7と異

なり, AtBGlu42はこの位置に Glu246を持つが, Glu246の側鎖はサブサイト+2におけるグルコシ

ル基との相互作⽤に適した距離に位置していた．サブサイト+2までにセロオリゴ糖の結合への

明らかな⽴体障害となる構造は確認できなかった．⼀⽅で, Arg342のサブサイト+3のグルコシル

基と衝突する距離 (Arg342 Nη1–C5, 1.7 Å; Nη2–C6, 2.5 Å) にあり, サブサイト+3に⾄るセロオリ

ゴ糖の結合において⽴体障害となり得ることが推定された． 

 

2.3.6 AtBGlu42の Arg342変異酵素の解析 

変異酵素 R342Aおよび R342Yを調製した (Figure 2-3)．pNP Glcに対して, 低い濃度領域 (≤ 

0.6 mM) での反応速度からミカエリス-メンテン式のパラメータを求めた (Table 2-5)．R342Aお

よび R342Yの pNP Glcに対する kcat/Kmは, それぞれ野⽣型の 52%および 5.4%に低下した．また, 

各種セロオリゴ糖に対する基質特異性を評価した (Table 2-5)．Cel2に対する kcat/Kmがそれぞれ野

⽣型の 72%および 5.4%に低下した．Cel2から Cel6のうち, R342Aは Cel5に対して最も⾼い kcat/Km

を, R342Yは Cel4に対して最も⾼い値を⽰した．すなわち, セロオリゴ糖の鎖⻑特異性に関し, 

野⽣型酵素が三糖特異性を⽰すのに対し, R342Aは五糖特異性を, R342Yは四糖特異性を⽰し

た．三糖と四糖に対する kcat/Kmを⽐較すると, 野⽣型酵素では三糖に対する四糖の相対値が 0.52

であるのに対し, R342Aでは 1.2, R342Yでは 2.7であった．サブサイト理論 (Hiromi et al. 1973) 

に基づき, この⽐率よりサブサイト+3における親和⼒を求めた (Table 2-6)．野⽣型では負の値 

(−1.64 kJ mol−1) であったが, R342Aでは 0.470 kJ mol−1, R342Yでは 2.54 kJ mol−1であった．また, 

サブサイト+4の親和⼒も, 野⽣型酵素では負の値であったが, R342Aでは正の値となった．試験

したセロオリゴ糖および pNP Glcに対する反応において, R342Yは野⽣型と⽐較して kcatが低く, 

これにより kcat/Kmが⼤きく低下していた．R342Yでは, pNP Glcおよびセロオリゴ糖の kcatが野⽣

型に対し 12–14%であった． 
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Table 2-6. Subsite affinities for cellooligosaccharides. 

Subsite 
Subsite affinity (kJ mol−1)  

wild type R342A R342Y 

−1  11.2 ± 0.1  11.6 ± 0.2 11.9 ± 0.2 
+1 11.6 ± 0.1  11.0 ± 0.3  8.75 ± 0.27 
+2  10.1 ± 0.0  9.83 ± 0.12  9.78 ± 0.06 
+3 −1.64 ± 0.04  0.470 ± 0.083 2.54 ± 0.03 
+4  −0.549 ± 0.059  0.304 ± 0.064 −0.246 ± 0.060 
+5  −0.388 ± 0.081 −0.862 ± 0.106 −0.402 ± 0.034 

The kint of the wild type, R342A, and R342Y were 10.5 s
−1

, 7.78 s
−1

, and 1.31 s
−1

, respectively. 
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Figure 2-3. SDS-PAGE analysis of purified recombinant AtBGlu42 and its variants.
Lane M, protein size marker; the right lane, each purified recombinant enzyme (1 μg). Protein 
was stained with CBB. Molecular masses of the standard proteins are shown on the left. 
Recombinant tagged AtBGlu42 and its variants (70 kDa) and untagged AtBGlu42 (56 kDa) are 
indicated by an arrow.
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Figure 2-4. Effects of pH and temperature on activity and stability of recombinant tagged 
AtBGlu42.
(a) Relative activity at various pH (pH 4.1-11.0). (b) Relative activity at various temperatures (25-
60 ℃). (c) Residual activity after AtBGlu42 was kept in the pH range at 4 ℃ for 24 h. (d) 
Residual activity after AtBGlu42 was kept at the temperatures at pH 7.0 for 15 min. Values and 
error bars are average and standard deviation of three independent experiments, respectively.
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Figure 2-5. Reaction of recombinant tagged AtBGlu42 with pNP Glc.
(a, b) TLC analysis of the reaction of tagged AtBGlu42 (2.27 µM) and 8 mM pNP Glc in 50 mM
sodium phosphate buffer (pH 6.8) at 30 ℃. Reaction products with the pNP group were detected 
under UV light (a), and those containing sugar were detected by staining (b). (c) The s-v plots of 
the reaction of with pNP Glc. Velocity for aglycone release (circle), hydrolysis (triangle), and 
transglucosylation (square) are shown. (d) Transglucosylation ratio (rtg = vtg / vag) against pNP 
Glc concentration. Values and error bars are average and standard deviation of three independent 
experiments, respectively. Theoretical lines according to the kinetic scheme are drawn.
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Figure 2-6. Crystal structure of AtBGlu42.
(a) Ribbon diagram of overall AtBGlu42. The structure is shown in rainbow coloring from blue 
(N-terminal) to red (C-terminal). Four glycerol molecules are shown in sphere representation. The 
extra N-terminal α-helix is located close to the small local domain composed β→α loop L5 
(containing β-strand β5ʹ and α-helix α5ʹ) and L6 (containing two β-strands β6ʹ and β6ʺ). (b)
Superimposition of the residues at subsite −1 of AtBGlu42 (pink) with Os3BGlu7 (pale green), 
and Tmari_1862 (light purple). Inhibitors (glucoimidazole in Os3BGlu7 and Tmari_1862) are 
shown in ball and stick representation. (c) Close up view of the active site of AtBGlu42. Two 
glycerol molecules observed are represented with balls and sticks. Water molecules are shown as 
red balls. Predicted hydrogen bonds are indicated by dotted lines. The Fo−Fc omit electron density 
map for the glycerol molecules is shown as a mesh contoured at 3.5 σ. 
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Figure 2-7. Docking simulation of scopolin onto AtBGlu42.
Scopolin is shown with balls and sticks. The amino acid residues surrounding it are shown behind 
transparent surface in grey or pink. The umbelliferyl plane faces Trp360 and 6-methoxy group is 
at a distance of 3.4-3.8 Å from Phe197. Predicted interactions between 6-methoxy group and 
Phe197 are indicated by dotted lines. 
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(a) The Os3BGlu7-laminaribiose complex (PDB entry, 3AHT; Chuenchor et al. 2011). (b) The 
corresponding part of AtBGlu42. Laminaribiose of the Os3BGlu7 complex superimposed with 
AtBGlu42 is shown. (c) The Os3BGlu7-cellopentaose complex (PDB entry, 3F5K; Chuenchor et 
al. 2011). (d) The corresponding part of AtBGlu42. Cellopentaose of the Os3BGlu7 complex 
superimposed with AtBGlu42 is shown. (e) Superimposition of the Os3BGlu7-laminaribiose 
complex and cellopentaose from Os3BGlu7-cellopentaose complex. The distance between two 
atoms within a distance of 3.0 Å or less are indicated by dotted lines.
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2.4 考察 

AtBGlu42は, 逆遺伝学的⼿法によりスコポリンを加⽔分解するとされながらも, 酵素活性が未

確認であった．本研究では, ⼤腸菌を⽤いて調製した組換え AtBGlu42を⽤いて, スコポリンやオ

リゴ糖を含む様々な基質に対する特異性を明らかにした．X線結晶構造解析により構造を決定

し, この構造に基づく結合予測と変異酵素の解析を通じて, スコポリン結合様式を推測し, また

セロオリゴ糖鎖⻑特異性に寄与するアミノ酸残基を明らかにした． 

AtBGlu42の中性⾄適 pHについて考察する．AtBGlu42は, 中性 pHで最も⾼い活性を⽰した．

⼀般に, 植物細胞の液胞に局在する酵素や, 細胞外に分泌される酵素は低 pHで⾼活性を⽰し, 細

胞質局在性酵素は中性域に⾄適 pHを有す．AtBGlu42は N末端にシグナルペプチドを持たない

ことから, 細胞質に局在すると推定される．機能的にも細胞質での作⽤に適すことが確認され

た．イネ由来推定 GH1アイソザイムのうち, AtBGlu42と最も配列同⼀性の⾼い Os1BGlu4もシグ

ナルペプチドを持たず, 中性域に⾄適 pHを有す (Rouyi et al. 2014)．Os1BGlu4の GFPとの融合

タンパク質のトウモロコシのプロトプラストにおける⼀過性発現実験により, 細胞質局在性が⽰

されている (Rouyi et al. 2014)．AtBGlu42は, このイネ Os1BGlu4のオーソログとして機能してい

ると考えて良いだろう． 

AtBGlu42のスコポリンへの作⽤について考察する．AtBGlu42のスコポリン加⽔分解活性が確

認され, スコポリンは試験した基質の中で kcat/Kmの⽐較から 2番⽬に良い基質であった (Table 2-

4)．AtBGlu42とスコポリンの結合予測では, スコポリンアグリコンの 6-メトキシ基が Phe197と

ファンデルワールス相互作⽤を, ウンベリフェリル基が Trp360とスタッキング相互作⽤する 

(Figure 2-7)．AtBGlu42は, 4MU Glcにも良く作⽤し, スコポリンと同程度の kcatと Kmを⽰した 

(Table 2-4)．4MUにはスコポレチンの 6-メトキシ基はなく, 代わりに 4-メチル基がある (Figure 

2-1)．4MU Glcのウンベリフェリル環の結合様式が, 予測結合構造におけるスコポリンのウンベ

リフェリル環と同様と仮定すると, 4MUの 4-メチル基と Trp360が相互作⽤すると予想される 

(Figure 2-7)．これらのことから, スコポレチンの 6-メトキシ基と Phe197の相互作⽤と, 4MUの 4-

メチル基と Trp360の相互作⽤が同程度と考えられる．これまでに, シロイヌナズナ由来 GH1 β-
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グルコシダーゼ AtBGlu21, AtBGlu22および AtBGlu23はスコポリン加⽔分解活性を有すると報告

されていた (Ahn et al. 2010)．しかし, これらのスコポリン分解の kcat/Kmは AtBGlu42と⽐べ, 

1.6%以下と⾮常に低い．これらの 3アイソザイムは, AtBGlu42の Phe197と Trp360を持たず, そ

れぞれ Lysと Alaを持ち, これが低活性の⼀因と考えられる．すなわち, AtBGlu42の Phe197と

Trp360はスコポリン分解の⾼活性に重要な残基であると考えられる．シロイヌナズナの GH1ア

イソザイム 40種のうち, 3種 (AtBGlu44, AtBGlu45, AtBGlu46) は AtBGlu42と同様に Pheと Trp

の両残基を持ち, 12種は Trpを持つ (Figure 2-9)．したがって, シロイヌナズナでは AtBGlu42に

限らず, 多くの GH1アイソザイムがスコポリン加⽔分解活性を持つと予想される．スコポリン加

⽔分解による根部における鉄吸収促進や根圏細菌叢改善が適切なタイミングで機能するには, 

AtBGlu42がスコポリン加⽔分解活性を持つことに加えて, 細胞質局在性であること, 鉄⽋乏条件

や有⽤微⽣物共⽣下において根部で発現する (Zamioudis et al. 2014) ことが重要であると考えら

れた． 

AtBGlu42の各種グルコシドへの作⽤について考察する．試験した配糖体の中で, AtBGlu42は

ヘリシンに対して最も⾼い kcat/Kmを⽰し, pNP Glcに対しても⾼い活性を⽰した．⼀⽅, アルブチ

ン, フェニル Glcおよび SA Glcに対する活性は⾮常に低いか検出されなかった (Table 2-4)．pNP

の pKaが 7.15 (Serjeant and Dempsey 1979) であるのに対して, アルブチンのアグリコンであるヒ

ドロキノンの pKaが 10.9 (Pearce and Simkins 1968) であることから, アルブチンはアグリコンの脱

離能が低いため反応速度が低いと考えられた．フェニル Glcは, スコポリンにおける Phe197と相

互作⽤する 6-メトキシ基や Trp360と相互作⽤する δ-ラクトン環に相当する官能基を持たないた

め, 反応速度が低いと考えられた (Figure 2-1)．ヘリシンのアルデヒド基はスコポリンの 6-メトキ

シ基と同様に Phe197と相互作⽤する可能性がある (Figure 2-1および 2-7)．SA Glcのカルボキシ

基は, アルデヒド基よりも嵩⾼く荷電しているため, Phe197との結合には適さないと考えられ

た．SA Glcに⾼活性を⽰す Agrobacterium tumefaciens由来 GH1 β-グルコシダーゼ SghAは, 

AtBGlu42の Phe197に相当する残基として His193を有す (Wang et al. 2019)．SA Glcとの複合体

構造では, サリチル酸のカルボキシ基と His193が塩橋を形成しており, これが SA Glcへの⾼い
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活性に寄与すると考えられている．この AtBGlu42の Phe197に相当する残基が各種配糖体アグリ

コン特異性を決定する⼀因であると考える． 

AtBGlu42のグリコシド特異性について考察する．AtBGlu42は β-グルコシドだけでなく, D-フ

コシドやガラクトシドなどの β-グリコシドにも活性を⽰した (Table 2-4)．特に pNP D-Fucは pNP 

Glcと同程度の良い基質であった．pNP Gal, pNP Manおよび pNP Xylの kcat/Kmは⾮常に低かった 

(Table 2-4)．pNP Galでは Kmが⾼く, pNP Manでは kcatが低く, pNP Xylではこれら両⽅であっ

た．このことから, pNP Glcとの反応と⽐較して, pNP Galと pNP Xylではミカエリス複合体と遷

移状態の不安定化, pNP Manでは遷移状態の不安定化が⽣じ, 特に, pNP Xylでは pNP Galよりも

遷移状態の不安定化の程度が⼤きいと考えられた．β-マンノシドのアキシャル位の 2-Oは, 

AtBGlu42の活性部位において遷移状態の安定化に適さないと考えられた．GH1酵素では, グル

コシドの遷移状態は⽴体配座 4H3と 4Eの中間の構造を, マンノシドの遷移状態は B2,5をとるとさ

れている (Tankrathok et al. 2015)．AtBGlu42では, マンノシドの遷移状態の安定化に寄与する構

造を持たないと考えられた．このグリコン特異性に関わる構造については本論⽂第 3章にて述べ

る． 

AtBGlu42のラミナリオリゴ糖⼆糖特異性について考察する．AtBGlu42は各種グルコオリゴ糖

にも作⽤した．試験した⼆糖の中で最も⾼い kcat/Kmを⽰す基質は Lam2であった．ラミナリオリ

ゴ糖 (重合度 2–4) の中で Lam2が最も良い基質であった．ラミナリオリゴ糖の中で⼆糖に最も⾼

い活性を⽰すことは, 植物 β-グルコシダーゼでしばしば確認される (Opassiri et al. 2004; Seshadri 

et al. 2009; Opassiri et al. 2010; Rouyi et al. 2014)．Os3BGlu7-Lam2複合体の結晶構造において, Lam2

の還元末端のグルコシル基は, セロオリゴ糖の対応するグルコシル基と同様の位置でサブサイト

+1に結合する．しかし, サブサイト+1の Trp358に⾯するグルコシル基の⾯が異なり, Lam2では

α⾯が, セロオリゴ糖では β⾯が Trp358に⾯している (Figure 2-8e; Chuenchor et al. 2011)．この

ため, セロオリゴ糖では, サブサイト+1のグルコシル基 1-Oが, サブサイト+2のグルコシル基と

結合できるのに対し, Lam2の 1-Oは Asn245と⽔素結合する位置にあり, 三糖以上のラミナリオ

リゴ糖の結合が許容されないと考えられた．AtBGlu42でも, Os3BGlu7-Lam2複合体の構造と同様
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の結合が予想された (Figure 2-8b)．重ね合わせ構造において, Os3BGlu7-Lam2由来の Lam2のサブ

サイト+1のグルコシル基が AtBGlu42の Trp360と α⾯で結合し, 1-Oが Asp244と⽔素結合する

位置にある (Figure 2-8b)．三糖以上のラミナリオリゴ糖の結合では, サブサイト+1のグルコシル

基はこのような結合をとれず, これとは異なる結合様式をとる必要があり, サブサイト+1の親和

⼒は低くなると予想される．このサブサイト+1におけるグルコシル基の結合様式が, ラミナリオ

リゴ糖の⼆糖特異性の主因であると考えられる．AtBGlu13および AtBGlu15が Lam3特異性を⽰

すことが, 菅原により報告されている (菅原修⼠論⽂, 2016)．これらは Os3BGlu7の Asn245の位

置に嵩の⼩さい Glyを持つことから, サブサイト+1のグルコシル基 1-Oにサブサイト+2のグル

コシル基が結合できると考えられる． 

次に, AtBGlu42のセロオリゴ糖三糖特異性について考察する．セロオリゴ糖三糖特異性は, 主

に Arg342側鎖の⽴体障害により, サブサイト+3での結合阻害を主因とすると考えられた．⻑鎖

セロオリゴ糖特異性を⽰す Os3BGlu7の Cel5複合体の構造 (Chuenchor et al. 2011) では, Tyr341が

グルコシル基とスタッキング相互作⽤し, サブサイト+3を形成する (Figure 2-8c)．この複合体構

造に AtBGlu42を重ねると, Os3BGlu7の Tyr341に相当する Arg342の側鎖がサブサイト+3のグル

コシル基結合空間を占有しており, ⽴体障害を起こすと考えられる (Figure 2-8d)．Arg342変異酵

素 R342Aと R342Yのサブサイト+3親和⼒の負から正への向上も, これを⽀持する (Table 2-6)．

特に R342Yの親和⼒ (2.5 kJ mol−1) は Os3BGlu7の親和⼒ (2.2 kJ mol−1; Opassiri et al. 2004) と近

く, Tyrへの置換により Os3BGlu7と同様の結合部位が形成された可能性は⾼い． 

このように, AtBGlu42の Cel3特異性の主因は Arg342と考えられるが, 該当する Argを持ちな

がら Cel3特異性を⽰さない酵素もあり, GH1 β-グルコシダーゼのセロオリゴ糖の鎖⻑特異性の予

測には慎重な検討が必要である．例外の 1つ⽬として, イネ由来 Os1BGlu4をあげる．Os1BGlu4

は, AtBGlu42と配列同⼀性 64%を⽰す．AtBGlu42の Arg342に対応する Arg334を有するが, Cel3

よりも Cel4に 1.9倍⾼い kcat/Kmを⽰し, セロオリゴ糖の中で最も Cel4を好む (Rouyi et al. 2014)．

Os1BGlu4が三糖特異性を⽰さないのは, Arg334側鎖の向きが異なるためと推定された．すなわ

ち, Arg334が近傍の Glu336 (AtBGlu42の Val344に相当; Figure 2-10a) との相互作⽤により異なる
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配向となり, サブサイト＋3における⽴体障害にならないと考えられた．2例⽬として, メタゲノ

ム由来 β-グルコシダーゼ Td2F2をあげる．Td2F2は AtBGlu42と配列同⼀性 41%を⽰す．

AtBGlu42の Arg342に対応する残基として Arg313を有するが, Cel3よりも Cel4に 1.5倍⾼い

kcat/Kmを⽰す (Uchiyama et al. 2013; Matsuzawa et al. 2016)．両酵素の Argはいずれも(β/α)8-バレル

の β→αループ 6 (L6) 上にある．このループは L5とともにサブドメインを形成している．L5上

には β5ʹ, α5ʹが, L6上には β6ʹ, β6ʺがあり, β5ʹ, β6ʹ, β6ʺによる 3本ストランド逆並⾏シートが形成さ

れている．このサブドメイン構造は, AtBGlu42–Td2F2間で良く⼀致する．この β6ʺの C末端に

Argが位置する (Figure 2-10ab; Matsuzawa et al. 2016)．しかし, 基質 (Os3BGlu7-Cel5複合体構造

に由来する Cel5) に対して, 両酵素の Arg側鎖の位置関係が異なる．その理由の⼀つは, Arg周辺

残基との相互作⽤が異なることである (Figure 2-10ab)．AtBGlu42の Arg342は, L5の Glu246と塩

橋を形成する位置にある (Figure 2-10a)．Td2F2では, Glu246との対応残基が Thr225であり塩橋

はなく, Arg313は β6ʹの N末端側の Arg297の主鎖カルボニル酸素と相互作⽤する配向をとる．こ

れにより, Arg313側鎖はサブサイト+3から遠ざかるように位置している (Figure 2-10b)．この位

置はグルコシル基 6-Oとは近いもののセロオリゴ糖の結合を⼤きく阻害することはない位置にあ

る．もう⼀つの理由は, (β/α)8-バレル構造における⼩ドメインの位置の違いである．AtBGlu42と

Td2F2の重ね合わせ構造において, (β/α)8-バレルを構成する β5, α5, β6および α6の位置は良く⼀致

するのに対し, 両酵素の⼩ドメインの位置は少し異なり, AtBGlu42の⼩ドメインは, Td2F2のもの

と⽐べて α6に近い位置にある (Figure 2-10c)．AtBGlu42と Td2F2の重ね合わせ構造において, 

Arg342および Arg313の Cα間の距離は 2.9 Å, α5ʹの N末端に位置する Pro255と Pro234の Cα間

の距離は 7.0 Åとずれている．両酵素の⼩ドメインは, それぞれの位置で周囲の構造と相互作⽤

により安定化されている (Figure 2-10de)．Td2F2では, 3つの塩橋があり, α5–α5ʹ, α5ʹ–α6および

α5–α5ʺ (α5の C末端にある α-ヘリックス) に観察される (それぞれ Asp244–Arg249, Asp244–

Arg338および Arg249–Asp263間を結ぶ; Figure 2-10e)．AtBGlu42では, これらの塩橋はなく, ⼩

ドメインと α6間に Trp247, Ile265, Lys370および Tyr374からなる疎⽔性コアが形成される 

(Figure 2-10d)．また, α5ʹ–α5間をつなぐループ上の残基に相違が⾒られた．Td2F2では Asn248が
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β5ʹ–β5間ループ上の Thr225の主鎖と⽔素結合形成距離にあるのに対し, AtBGlu42では該当残基

Leu269が β5上の Val243, α5上の Leu273, α6上のMet375と疎⽔性コアを形成する (Figure 2-

10f)．主にこれらの構造の違いにより, 異なる位置にあるそれぞれの⼩ドメインが安定化し, Arg

側鎖の位置が異なると考えられた． 

GH1酵素の⼩ドメインの位置について述べる．第 1章で述べた構造既知の 75種の GH1のう

ち, 2種の⾮酵素タンパク質 (PDB entry, 5W21および 5VAK) と 1種の⼈⼯酵素 (6Z1H) を除い

た 72種と AtBGlu42の構造を⽐較した．これらの構造は, ⼩ドメインの位置に基づき 3グループ

に分類される．すなわち, AtBGlu42の Pro255と Td2F2の Pro234の Cα原⼦と, 各構造の相当残

基の Cα原⼦間の距離 (それぞれ DAtBGlu42および DTd2F2) に基づき, ⼩ドメインの位置が AtBGlu42

に近い構造 (DTd2F2 / DAtBGlu42 ≥ 1.8; AtBGlu42型), Td2F2に近い構造 (DTd2F2 / DAtBGlu42 ≤ 0.6; Td2F2

型) および中間的な構造 (0.6 < DTd2F2 / DAtBGlu42 < 1.8; 中間型; 1DWAなど) に分類した (Figure 2-

11, 2-12)．AtBGlu42型の酵素は 37種であり, このうち半数は⼩ドメインと α6間の疎⽔性コア形

成に関与する Trp247の位置に Trp, Tyr, Pheなど, Ile265の位置に Leu, Met, Ileなど, Leu269の位置

に Leu, Ileなど, Tyr374の位置に Tyr, Trp, Ileなどを有し, 残基に多様性を⽰しながらも疎⽔性コ

アの形成に寄与する残基を持っていた (Figure 2-13a)．Td2F2型の酵素 24種では, Td2F2における

⼩ドメインと α6間の塩橋形成に寄与する Asp244, Arg249, Asp263および Arg338がそれぞれ 18

種, 18種, 11種, 14種で保存され, α5ʹと α5間のループ上の Asn248は 23種で保存されていた 

(Figure 2-13b)．これらの残基は AtBGlu42型ではほとんど保存されておらず, 代わりに Td2F2の

Asn248および Arg249に対応する残基 (それぞれ AtBGlu42における Leu269および Gly270) とし

て, AtBGlu42型酵素の多くはそれぞれ Leuや Ile, および Glyなどを持っていた．これら残基の有

無により⼩ドメインの位置をある程度予測できると考えられた．すなわち, AtBGlu42の Trp247, 

Ile265, Leu269, Tyr374の位置に疎⽔性残基があれば AtBGlu42型, Td2F2の Asp244, Arg249, 

Asp263および Arg338の位置に酸性残基あるいは塩基性残基があり, Asn248の位置に Asnがあれ

ば Td2F2型であると予想される．以上より, AtBGlu42の Arg342に相当する Argを持つ酵素のう
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ち, ⼩ドメインの位置が AtBGlu42型であれば三糖セロオリゴ糖特異性を, Td2F2型であれば四糖

特異性を⽰すと考えられた．
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183           197 342                   360
.             . .                     .

AtBGlu42 ITLNEPLQTSVNGHCIGIFAPGR QELERIVELE--NG-DLIGERA-ASDWLYAVPWGIR
AtBGlu3 TTINEANIFTIGGYNDGITPPGR DMGVSMT---W----TVLGNFS--AFEYAVAPWAME
AtBGlu4 TTINEANIFSIGGYNDGDTPPGR YME------------TDFGKSL--DFQYANTPWAME
AtBGlu7 TKINEATLFAIGSYGDGMR-YGH DIGAYLI---------AAGNAS--LFEFDAVPWGLE
AtBGlu8 TTINEATIFAFAFYGKDVR---- DMGAYII---------STGNSS--SFVFDAVPWGLE
AtBGlu9 TTINEATIFAIGSYDQGTAPPGH DMGVYII---------PTGNSS--FLVWEATPWGLE
AtBGlu10 TTINEATIFAIGSYDQGISPPGH DMGVYMI---------SAANSS--FLLWEATPWGLE
AtBGlu11 TTINEVNVFALGGYDQGITPPAR DIAVEMT---------LVGNTS-IENEYANTPWSLQ
AtBGlu12 MTLNEPLTVVQQGYVAGVMAPGR DPCASVTGER--EG-VPIGPKA-ASDWLLIYPKGIR
AtBGlu13 MTLNEPLTVVQQGYVAGVMAPGR DPCASVTGER--EG-VPIGPKA-ASDWLLIYPKGIR
AtBGlu15 MTLNEPLTVVQQGYVAGVMAPGR DPCASVTGER--DG-VPIGPKA-ASDWLLIYPKGIR
AtBGlu16 TTLNEPYTMVHEGYITGQKAPGR DSCVSLVGER--NG-VPIGPAA-GSDWLLIYPKGIR
AtBGlu17 ITINEPNMFAVLGYNVGNIAPGR DSRVNQTTEK--NG-VPVGEPT-SADWLFICPEGFQ
AtBGlu18 ITFNEPWVFSRAGYDNGKKAPGR DSLVDWDSKS-VDG-YKIGSKP-FNGKLDVYSKGLR
AtBGlu19 ITFNEPWVFSRSGYDVGKKAPGR DALVEFEPKT-VDGSIKIGSQP-NTAKMAVYAKGLR
AtBGlu20 ITFNEPWVFSRAGYDIGNKAPGR DSLVDWEPRY-VDKFNAFANKP-DVAKVEVYAKGLR
AtBGlu21 ITFNEPWVFAHAGYDLGKKAPGR DSLVSWEPKN-VDH-SAIGSMP-LTAALPVYAKGFR
AtBGlu22 ITFNEPWVFAHAGYDVGKKAPGR DSLVAWEPKN-VDH-SAIGSQP-LTAALPVYAKGFR
AtBGlu23 ITFNEPWVFSHAGYDVGKKAPGR DSLITWESKN-AQN-YAIGSKP-LTAALNVYSRGFR
AtBGlu24 ITFNEPWVFAHAGYDVGKKAPGR DSLVEWKNKN-VNN-ITIGSKP-ETGPLPVYSTGFR
AtBGlu25 VTINEPYEFSRGGYETGEKAPGR DSRLQLHSNN-VDG-FKIGSQP-ATAKYPVCADGLR
AtBGlu26 CTMNEPWVYSVAGYDTGRKAPGR DQGVDWMKTN-IDG-KQIAKQG-GSEWSFTYPTGLR
AtBGlu27 VTLNEPWVYSIGGYDTGRKAPGR DARIEWRKEN-NAG-QTLGVRG-GSEWDFLYPQGLR
AtBGlu28 TTINEPYVITVAGYDTGNKAVGR DHQLQWRVTN-HSN-HQFGPGE-DRGILQSHPEGLR
AtBGlu29 TTINEPYVISVAGYDTGIKAVGR DHHFEKKLIN-RSN-HETGPGD-DRGKIHSHPEGLR
AtBGlu30 TTINEPYIMTVAGYDQGNKAAGR DHHVEWKLTN-HSG-HIIGPGE-ERGFLFSHPEGLR
AtBGlu31 TTFNEPYVYSVSGYDAGNKAMGR DQHLQYKLTN-RTG-DTISLESDGTKILWSYPEGLR
AtBGlu32 TTFNEPYVYSVSGYDAGNKAIGR DQHLQYKLTN-RSG-DHISSESDGTKILWSYPEGLR
AtBGlu33 ATFNEPSVYSVAGYSKGKKAPGR DLRVNWTVIT--NNLSLPDLQT-TSMGIVIYPAGLK
AtBGlu34 ITLNQPFSLATKGYGDGSYPPGR DARVTLGFYR--NG-VPIGVVA-PS--FVYYPPGFR
AtBGlu35 ITLNQPLSLALKGYGNGSYPPGR DARVTLGFYR--NG-SPIGVVA-SS--FVYYPPGFR
AtBGlu37 ITINQLFTVPTRGYALGTDAPGR DSLANLTSLD-ANG-QPPGPPF-SKG-SYYHPRGML
AtBGlu38 ITINQLYTVPTRGYALGTDAPGR DSRTTLTSKN-ATG-HAPGPPF-NAA-SYYYPKGIY
AtBGlu40 ITFNEPHTFAIQGYDVGLQAPGR DSGTVTLPFK--GL-STIGDRA-SSIWLYIVPRGMR
AtBGlu41 ITFNEPHGVSIQGYDTGIQAPGR DSAVITSSFR--GG-VAIGERA-GSSWLHIVPWGIR
AtBGlu44 MTFNEPRVVAALGYDNGIFAPGR DWNVEFGFAK--LG-KPIGPRA-YSSWLYNVPWGMY
AtBGlu45 TTLNEPNQQLILGYLTGKFPPSR EGYALKLDRK--GN-VTIGELT-DVNWQHIDPTGFH
AtBGlu46 ITINEPNQHISLAYRSGLFPPAR EGLALKLDRK--GN-VSIGELT-DVNWQHIDPNGFR
AtBGlu47 STFNEPNVQVILGYRTGTYPPSR EGFVYANALK--DG-LRLGE-----------PVGME
SFR2 VTFNEPHIFTMLTYMCGSW-PGN ---------------VETDEYS-ESG-RGVYPDGLY

β4 α4ʹ β6ʺ α6

Figure 2-9. Multiple sequence alignment of GH1 enzymes from A. thaliana.
Secondary structure is depicted on the top. Residue number of AtBGlu42 is shown on the top.
Multiple sequence alignment of GH1 enzymes was conducted using MAFFT version 7 (Strategy, 
Auto; Katoh et al. 2019).
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Figure 2-10. Comparison of the three-dimensional structures of AtBGlu42 and Td2F2.
(a) Arg342 and its surrounding structure of AtBGlu42. The ligand is cellopentaose from the 
Os3BGlu7 complex (PDB entry, 3F5K; Chuenchor et al. 2011). (b) Corresponding Arg313 and 
structure of Td2F2 (PDB entry, 3WH5; Matsuzawa et al. 2016). (c) Superposition of the small 
domain structures of AtBGlu42 (pink) and Td2F2 (purple). The small local domain composed of 
β→α loops 5 and 6 containing β-sheet (β5ʹ, β6ʹ, and β6ʺ) is shown along with β-strands 5 and 6 
and α-helices 5 and 6 of the (β/α)8-barrel. (d) View of the same local structure of AtBGlu42 from 
the right side. The hydrophobic core is observed between the small domain and α6. (e) The 
equivalent view of Td2F2. The hydrophobic core is not found, but possible salt-bridges between 
Asp244–Arg338 and Arg249–Asp263 are. (f) Superposition of the structures between small 
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Figure 2-12. Comparison of the three-dimensional structures of AtBGlu42, Td2F2, and 1DWA.
Superposition of the small domain structures of AtBGlu42 (pink), Td2F2 (purple), and 1DWA 
(myrosinase from Sinapis alba; yellow; Burmeister 2000). The small local domains composed of 
β→α loops 5 and 6 containing β-sheet (β5ʹ, β6ʹ, and β6ʺ) and α-helix (α5ʹ) are shown along with 
β-strands 5 and 6 and α-helices 5 and 6 of the (β/α)8-barrel. 
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Figure 2-13. Sequence Logos for residues consisting of the small domain in the structure-known 
GH1 enzymes.
Sequence Logos of 37 sequences of the small domain of AtBGlu42-type enzymes (a), 24 
sequences of the small domain of Td2F2-type enzymes (b), and 12 sequences of the small domain 
of intermediate-type enzymes (c). Residue numbers of AtBGlu42, Td2F2, and 1DWA 
(myrosinase from Sinapis alba) which is one of the intermediate type GH1 enzyme are shown at 

the bottom of the Sequence Logos of (a), (b), and (c), respectively. Red and blue circles represent 
the position of the residues involved in the formation of hydrophobic core between the small 
domain and α6 in AtBGlu42 and salt bridges between those in Td2F2, respectively. The logos 
were drawn with the weblogo facility (Crooks et al. 2004).

a. AtBGlu42 type (37)
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3 β-グルコシドおよび β-マンノシドに対する特異性を決定する分⼦機構 

3.1 緒論 

GH1は主に β-グルコシダーゼにより構成される．しかし β-グルコシドに特異性を⽰す β-グル

コシダーゼに加え β-D-フコシド, β-ガラクトシド, および β-マンノシドに特異性を⽰す酵素もあ

る．本章では, β-マンノシドに特異性を⽰す β-マンノシダーゼに注⽬し, β-グルコシダーゼとの異

なる基質特異性を決定する分⼦構造に着⽬してこれを論じたい． 

β-マンノシダーゼは β-マンノシドに作⽤し, β-グルコシダーゼは β-グルコシドに作⽤するのだ

から, それぞれのグリコン結合部位 (サブサイト−1) はマンノシル基とグルコシル基の結合に適

した構造をとると考えられる．しかし, 実際には, 第 1章で述べたように, 植物由来 β-マンノシ

ダーゼのサブサイト−1形成残基は GH1酵素で広く共通のものであり, β-グルコシダーゼのものと

良く⼀致する．イネ由来 β-マンノシダーゼ Os7BGlu26でもサブサイト−1の残基は良く保存され

ている．しかし, Tankrathokら (2015) は, β-マンノシダーゼと基質アナログ (マンノイミダゾー

ル) の複合体の X線結晶構造および分⼦動⼒学的解析結果に基づき, マンノシル基の遷移状態の

配座が, β-グルコシダーゼにおけるグルコシル基のものと異なることを提⽰した．Figure 3-1aに

β-マンノシダーゼ Os7BGlu26-マンノイミダゾール複合体 (PDB entry, 4RE2) とイネ由来 β-グルコ

シダーゼ Os3BGlu7-グルコイミダゾール複合体 (PDB entry, 7BZM; Nutho et al. 2020) の構造の重

ね合わせを⽰す．マンノイミダゾールとグルコイミダゾールの化学構造をそれぞれ Figure 3-1bと

3-1cに⽰す．リガンドの糖を模した部分の 4-C, 5-Cなどは両者で良く⼀致しているが, リガンド

の 1-Cと特に 2-Cおよび 3-Oの位置が異なっている．これはリガンドのグルコース相当部分が

4H3と 4Eの中間的な構造であるのに対し, β-マンノシダーゼ Os7BGlu26ではリガンドのマンノー

ス相当部分が B2,5配座であることによる．⽴体配座の違いにより両者で 2-Cの位置は異なるが 2-

Oは良く⼀致して求核触媒残基 Gluと結合可能な位置にある．また 3-Oの位置は⼤きく異なるが

いずれでも β→αループ 3 (L3) 上の Hisと結合可能である．ただし, これら 2残基 (β-マンノシダ

ーゼ Os7BGlu26の Glu389と His133) の配置は両酵素間でわずかに異なることを Tankrathokら 
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(2015) は指摘している．これら残基のわずかな配置の違いが β-マンノシドと β-グルコシドに対

する特異性の違いに寄与すると推定される． 

本章では, GH1酵素の β-グルコシド/β-マンノシド特異性に寄与する構造を明らかにすることを

⽬的とした．β-マンノシダーゼとしてシロイヌナズナ由来 β-マンノシダーゼ AtBGlu44 (Xu et al. 

2004) を, β-グルコシダーゼとして Os3BGlu7を⽤いた．β-マンノシダーゼ Os7BGlu26, β-グルコシ

ダーゼ Os3BGlu7および β-グルコシダーゼ AtBGlu42 (第 2章) の既知構造の⽐較に基づき, 上述

の 2残基の配置に寄与する残基を推定して, 部位特異的変異を導⼊し, 両基質特異性の変換につ

いて解析した． 
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Figure 3-1. (a) Comparison of the subsite −1 of GH1 β-mannosidase Os7BGlu26 and β-
glucosidase Os3BGlu7. Residues forming subsite −1 and ligands are shown in superimposed 
structures Os7BGlu26-mannoimidazole (MIM, green, 4RE2, Tankrathok et al. 2015), 
Os7BGlu26-glucoimidazole (GIM, purple, 4RE3, Tankrathok et al. 2015) and Os3BGlu7-
glucoimidazole (GIM, orange, 7BZM, Nutho et al. 2020). Chemical structures of (b) 
mannoimidazole and (c) glucoimidazole. The atomic labels used for this study are also given. 
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3.2 実験材料および⽅法 

3.2.1 基質 

β-D-マンノピラノシル (1→4)-D-グルコース (Manβ1-4Glc) および β-(1→4)-マンノビオース 

(Man2) は, それぞれ川原の⽅法 (川原修⼠論⽂, 2012) および⽇野の⽅法 (⽇野修⼠論⽂, 2018) 

にしたがい, 本研究室で調製したものを使⽤した．その他は市販試薬を使⽤した． 

 

3.2.2 β-マンノシダーゼと β-グルコシダーゼの⽴体構造⽐較 

構造既知の β-マンノシダーゼとして Os7BGlu26を, β-グルコシダーゼとして Os3BGlu7および

AtBGlu42を⽤いた．構造の重ね合わせには, PyMOL ver. 2.1を⽤いた．Os7BGlu26と Os3BGlu7

の重ね合わせでは, まず, それぞれのグルコイミダゾールの複合体構造 (Os7BGlu26-グルコイミ

ダゾール, PDB entry 4RE3, Tankrathok et al. 2015; Os3BGlu7-グルコイミダゾール, PDB entry 7BZM, 

Nutho et al. 2020) において, リガンドとサブサイト−1形成残基の⼀部を重ね合わせた．すなわち, 

グルコイミダゾールを構成する 1-C, 2-C, 4-C, 5-Cおよび⼀般酸塩基触媒残基 Glu (Os7BGlu26, 

Glu179; Os3BGlu7, Glu176) の Cδ, 4-Oと 6-Oと⽔素結合を形成する Glu (Os7BGlu26, Glu443; 

Os3BGlu7, Glu440) の Cδの計 6原⼦を pair fittingコマンドにより重ね合わせた (RMSD = 0.108 

Å)．次に, Os7BGlu26-マンノイミダゾール複合体構造 (PDB entry, 4RE2; Tankrathok et al. 2015) を

Os7BGlu26-グルコイミダゾール複合体構造に, alignコマンドにより重ね合わせた．すなわち, 

Os7Glu26の全 478アミノ酸残基のうち, 452アミノ酸残基の Cαを重ね合わせた (RMSD = 0.149 

Å)． 

β-グルコシダーゼ AtBGlu42はリガンドフリー構造しか解析されていないため, β-グルコシダー

ゼ Os3BGlu7と重ね合わせた．重ね合わせでは, サブサイト−1を構成する残基のうち, リガンド

の 4-Oと 6-O周辺 3残基の側鎖の原⼦ (L1-Gln (Cδ), L8-Glu (Cδ), L8-Phe (Cζ)), および⼀般酸塩基

触媒 Gluの Cδの計 4原⼦を pair fittingコマンドにより重ね合わせた (RMSD = 0.476 Å)． 
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3.2.3 GH1 β-マンノシダーゼと β-グルコシダーゼの多重配列⽐較と分⼦系統樹解析 

GH1 β-マンノシダーゼおよび β-グルコシダーゼの配列解析を⾏った．植物由来 β-マンノシダ

ーゼでは, イネ由来 Os7BGlu26 (Kuntothom et al. 2009), シロイヌナズナ由来 AtBGlu44 (Xu et al. 

2004), オオムギ由来 HvBII (Hrmova et al. 1998), およびトマト由来 LeMisde2 (Mo and Bewley 2002) 

の配列を⽤いた．MAFFT version 7 (Strategy, Auto; Katoh et al. 2019) を⽤いて多重配列⽐較を⾏っ

た．近隣接合法を⽤いて分⼦系統樹を構築した．系統樹を iTOL version 6を⽤いて作成した 

(Letunic and Bork 2021; https://itol.embl.de/)． 

 

3.2.4 組換え AtBGlu44および Os3BGlu7の発現プラスミドの構築 

チオレドキシンおよび His6-タグを含む pET-32a由来の 131残基 (2.2.4項参照) を, 推定シグナ

ルペプチド 23残基を除いた AtBGlu44の 24残基⽬の Glu (Glu1とする) の N末端側に付加した

組換え酵素の発現プラスミドを調製した．推定シグナルペプチドの予測に, SignalP 5.0サーバー 

(Almagro Armenteros et al. 2019) を⽤いた．2.2.4項にしたがい, AtBGlu44 (AT3G18080.1) の

cDNAを Primestar GXL DNA polymeraseを⽤いた PCRにより増幅した．鋳型に 2.2.3項で調製し

たシロイヌナズナの cDNAを, プライマーに AtBG44_cDNA_Fwおよび AtBG44_cDNA_Rvを⽤

いた．使⽤したプライマーの配列を Table 3-1に⽰す．この増幅断⽚を鋳型とし, プライマーに

AtBG44_pET32_IF_Fwおよび AtBG44_pET32_IF_Rv (Table 3-1) を⽤いて, Primestar HS DNA 

polymeraseを⽤いた PCRにより再度増幅した．2.2.4項にしたがって, 増幅 DNA断⽚のアガロー

スゲル電気泳動による分離と抽出の後, pET-32aに挿⼊した． 

チオレドキシンおよび His6-タグを含む pET-32a由来の 131残基 (2.2.4項参照) を, 推定シグナ

ルペプチド 28残基を除いた Os3BGlu7の 29残基⽬の Val (Val1とする) の N末端側に付加した

組換え酵素の発現プラスミドを調製した．2.2.4項にしたがい, Primestar HS DNA polymeraseを⽤

いた PCRにより, Os3BGlu7コード領域の両端に pET-32aとの相同領域を付加した．鋳型に

pET32-BGlu1 (⽵松修⼠論⽂, 2014; 本学⼤学院農学院 ⽣物有機化学研究室) を, プライマーに

BGlu1_pET32_IF_Fwおよび BGlu1_pET32_IF_Rv (Table 3-1) を⽤いて増幅したものを, 上記と同
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様に pET-32aに挿⼊した．鋳型に⽤いた pET32-BGlu1は, ⽵松が Os3BGlu7コード領域 

(Os03g0703000) を制限酵素 EcoRVおよび EcoRIを⽤いて pET-32aに挿⼊して調製された． 

2.2.4項にしたがい, AtBGlu44および Os3BGlu7変異酵素各種の発現プラスミドの調製および各

組換え酵素コード領域と隣接部の塩基配列の解析を⾏った．使⽤したプライマーの配列を Table 

3-1に⽰す． 

 

3.2.5 組換え AtBGlu44および Os3BGlu7の⽣産と精製 

N末端にチオレドキシンおよび His6-タグを付加した AtBGlu44, Os3BGlu7および変異酵素各種

を 2.2.5項にしたがって調製した．精製標品を使⽤まで 4°Cで保存した．タンパク質濃度を 2.2.7

項にしたがって定量した．各種精製標品の⽐吸光係数E	!	#$,&'(	)$!% は, AtBGlu44野⽣型 18.4, 

AtBGlu44 N133T 18.5, AtBGlu44 L250S 18.2, AtBGlu44 L250V 20.2, AtBGlu44 L394I 18.9, AtBGlu44 

S395T 19.0, AtBGlu44 N133T/L250S 18.7, AtBGlu44 L394I/S395T 19.4, AtBGlu44 

N133T/L250S/L394I/S395T 20.2, AtBGlu44 L250V/L394I/S395T 20.0, Os3BGlu7野⽣型 19.3, 

Os3BGlu7 V241L 17.4, Os3BGlu7 I384L 19.9, Os3BGlu7 T385S 19.2, Os3BGlu7 I385L/T385S 19.1, 

Os3BGlu7 V241L/I384L/T385S 20.3であった． 

 

3.2.6 活性測定および基質特異性の解析 

各酵素の pNP Man, pNP Glc, メチル β-D-マンノピラノシド (メチルMan; Toronto Research 

Chemicals, Toronto, Canada), メチル Glc, Man2, Manβ1-4Glcおよび Cel2に対する反応速度を, 以下

の⽅法で測定した．酵素, 基質, 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液 (AtBGlu44, pH 5.5; Os3BGlu7, pH 

5.0) および 0.2 mg mL−1 BSAを含む反応液 50 µLを 30°Cに保持した．酵素濃度, 基質濃度および

反応時間を Table 3-2に⽰す．pNP Manおよび pNP Glcに対する反応では, 2 M Na2CO3 25 µLを加

えて反応を停⽌し, 2.2.8項にしたがって⽣成 pNPを定量した．メチル Glcおよび Cel2に対する反

応では, 4 Mトリス HCl緩衝液 (pH 7.0) 25 µLを加えて反応を停⽌し, 2.2.10項にしたがって⽣成

D-グルコースを定量した．メチルMan, Man2およびManβ1-4Glcに対する反応では, 反応液を
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80°Cに 5分間保持して反応を停⽌し, 遠⼼分離 (13,000×g, 4°C, 5分間) 後の上清 45 µLを得た．

メチルManおよびMan2に対する反応では, ⽣成 D-マンノースを F-Kit D-Glucose/D-Fructose (R-

Biopharm AG, Darmstadt, Germany) およびマンノース-6-リン酸イソメラーゼ (⼤腸菌由来; Fukui 

et al. 2021) を⽤いて定量した．すなわち, 上清 45 µLに F-Kit D-Glucose/D-Fructoseの溶液 I 25 µL, 

溶液 II 0.5 µL, 溶液 III 0.5 µLおよび 300 U mL−1マンノース-6-リン酸イソメラーゼ 0.1 µLを添加

し, 30°Cに 30分間保持した後, A340を測定した．D-マンノースの標準曲線には反応液 45 µLに代

えて 0–0.2 mM D-マンノース (富⼠フィルム和光純薬) ⽔溶液を⽤いた．Manβ1-4Glcに対する反

応液では, ⽣成 D-グルコースを F-Kit D-Glucose/D-Fructoseを⽤いて定量した．すなわち, 上清 45 

µLに溶液 I 25 µLおよび溶液 II 0.5 µLを添加し, 30°Cに 30分間保持した後, A340を測定した．D-

グルコースの標準曲線には反応液 45 µLに代えて 0–0.2 mM D-グルコース⽔溶液 45 µLを⽤い

た． 

反応速度の基質濃度依存性の解析では, ミカエリス-メンテン式の速度パラメーターを, s-vプロ

ットの⾮線形回帰分析を⽤いて決定した．⾮線形回帰分析は 2.2.10項にしたがい Grafit ver. 7.0.2

を⽤いた．求めた Kmが試験した基質濃度よりも⼤きかった基質では, 求めた kcatおよび Kmの値

を⽤いて算出した kcat/Kmのみを記した． 

 

80



 Ta
bl

e 3
-1

. P
rim

er
s u

se
d 

fo
r p

re
pa

ra
tio

n 
of

 re
co

m
bi

na
nt

 A
tB

G
lu

44
 a

nd
 O

s3
BG

lu
7,

 a
nd

 th
ei

r m
ut

an
ts.

 
Pr

im
er

 n
am

e 
Se

qu
en

ce
 (5

ʹ t
o 

3ʹ
) 

O
rie

nt
at

io
n 

Pu
rp

os
e 

A
tB

G
44

_c
D

N
A

_F
w

 
CC

A
A

A
CG

G
TC

A
A

A
CC

TC
A

CT
 

se
ns

e 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

A
tB

G
44

_c
D

N
A

_R
v 

A
A

CT
A

A
A

TC
CA

CC
CG

G
CA

TT
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

A
tB

G
44

_p
ET

32
_I

F_
Fw

 
G

TG
CC

A
CG

CG
G

TT
CT

G
A

A
TC

CT
CT

CT
G

TC
CG

CA
G

A
 

se
ns

e 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

A
tB

G
44

_p
ET

32
_I

F_
Rv

 
CG

CA
A

G
CT

TG
TC

G
A

CT
CA

TT
TG

TT
G

TT
TC

G
TT

TC
A

 
an

tis
en

se
 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 A

tB
G

lu
44

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
BG

lu
1_

pE
T3

2_
IF

_F
w

 
G

TG
CC

A
CG

CG
G

TT
CT

G
TG

CC
CA

A
G

CC
CA

A
CT

G
G

CT
 

se
ns

e 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 O
s3

BG
lu

7 
ex

pr
es

sio
n 

pl
as

m
id

 
BG

lu
1_

pE
T3

2_
IF

_R
v 

CG
CA

A
G

CT
TG

TC
G

A
CT

CA
G

TG
CT

TT
A

G
CA

TG
TC

CC
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 O
s3

BG
lu

7 
ex

pr
es

sio
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_N

13
3T

_P
SM

_F
w

 
TA

TG
CT

A
CC

CT
G

TA
CC

A
CT

A
CG

A
TC

TT
 

se
ns

e 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 N

13
3T

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_N

13
3T

_P
SM

_R
v 

G
TA

CA
G

G
G

TA
G

CA
TA

A
G

G
TG

TA
A

TC
CC

 
an

tis
en

se
 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 A

tB
G

lu
44

 N
13

3T
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

A
tB

G
44

_L
25

0S
_P

SM
_F

w
 

G
G

G
A

TA
A

G
CT

TA
G

A
TT

TC
G

TT
TG

G
TA

T 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 A

tB
G

lu
44

 L
25

0S
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

A
tB

G
44

_L
25

0S
_P

SM
_R

v 
A

TC
TA

A
G

CT
TA

TC
CC

A
A

CC
CT

TC
CC

TT
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 L

25
0S

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_L

25
0V

_P
SM

_F
w

 
G

G
G

A
TA

G
TG

TT
A

G
A

TT
TC

G
TT

TG
G

TA
TG

 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 A

tB
G

lu
44

 L
25

0V
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

A
tB

G
44

_L
25

0V
_P

SM
_R

v 
A

TC
TA

A
CA

CT
A

TC
CC

A
A

CC
CT

TC
CC

TT
TT

G
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 L

25
0V

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_L

39
4I

_P
SM

_F
w

 
A

TG
A

TC
A

TT
TC

TG
A

A
A

A
CG

G
TA

TG
G

A
T 

se
ns

e 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 L

39
4I

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_L

39
4I

_P
SM

_R
v 

TT
CA

G
A

A
A

TG
A

TC
A

TA
G

TA
G

G
G

TT
G

CC
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 L

39
4I

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_S

39
5T

_P
SM

_F
w

 
A

TC
CT

CA
CC

G
A

A
A

A
CG

G
TA

TG
G

A
TG

A
C 

se
ns

e 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 S

39
5T

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_S

39
5T

_P
SM

_R
v 

G
TT

TT
CG

G
TG

A
G

G
A

TC
A

TA
G

TA
G

G
G

TT
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 S

39
5T

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_L

S3
94

IT
_P

SM
_F

 
A

TG
A

TC
A

TT
A

CC
G

A
A

A
A

CG
G

TA
TG

G
A

TG
A

C 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 A

tB
G

lu
44

 L
39

4I
/S

39
5T

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
A

tB
G

44
_L

S3
94

IT
_P

SM
_R

 
G

TT
TT

CG
G

TA
A

TG
A

TC
A

TA
G

TA
G

G
G

TT
G

CC
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 A
tB

G
lu

44
 L

39
4I

/S
39

5T
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

BG
lu

1_
V

24
1L

_P
SM

_F
w

 
G

G
A

A
TA

CT
G

CT
G

G
A

CT
TC

A
A

TT
G

G
TA

T 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 O

s3
BG

lu
7 

V
24

1L
 e

xp
re

ss
io

n 
pl

as
m

id
 

BG
lu

1_
V

24
1L

_P
SM

_R
v 

G
TC

CA
G

CA
G

TA
TT

CC
A

A
CT

TT
G

CC
TT

G
 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 O
s3

BG
lu

7 
V

24
1L

 e
xp

re
ss

io
n 

pl
as

m
id

 
BG

lu
1_

I3
84

L_
PS

M
_F

w
 

G
TC

G
TC

CT
G

A
CT

G
A

A
A

A
CG

G
A

A
TG

G
A

T 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 O

s3
BG

lu
7 

I3
84

L 
ex

pr
es

sio
n 

pl
as

m
id

 
BG

lu
1_

I3
84

L_
PS

M
_R

v 
TT

CA
G

TC
A

G
G

A
CG

A
CT

G
TC

G
G

A
TT

CC
C 

an
tis

en
se

 
Pr

ep
ar

at
io

n 
of

 O
s3

BG
lu

7 
I3

84
L 

ex
pr

es
sio

n 
pl

as
m

id
 

BG
lu

1_
T3

85
S_

PS
M

_F
w

 
G

TC
A

TA
A

G
CG

A
A

A
A

CG
G

A
A

TG
G

A
TC

A
A

 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 O

s3
BG

lu
7 

T3
85

S 
ex

pr
es

sio
n 

pl
as

m
id

 
BG

lu
1_

T3
85

S_
PS

M
_R

v 
G

TT
TT

CG
CT

TA
TG

A
CG

A
CT

G
TC

G
G

A
TT

 
an

tis
en

se
 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 O

s3
BG

lu
7 

T3
85

S 
ex

pr
es

sio
n 

pl
as

m
id

 
BG

lu
1_

IT
38

4L
S_

PS
M

_F
w

 
G

TC
G

TC
CT

G
A

G
CG

A
A

A
A

CG
G

A
A

TG
G

A
TC

A
A

 
se

ns
e 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 O

s3
BG

lu
7 

I3
84

L/
T3

85
S 

ex
pr

es
sio

n 
pl

as
m

id
 

BG
lu

1_
IT

38
4L

S_
PS

M
_R

v 
G

TT
TT

CG
CT

CA
G

G
A

CG
A

CT
G

TC
G

G
A

TT
CC

C 
an

tis
en

se
 

Pr
ep

ar
at

io
n 

of
 O

s3
BG

lu
7 

I3
84

L/
T3

85
S 

ex
pr

es
sio

n 
pl

as
m

id
 

T7
_p

ro
m

ot
er

 
TA

A
TA

CG
A

CT
CA

CT
A

TA
G

G
G

 
se

ns
e 

Se
qu

en
ce

 a
na

ly
sis

 
pE

T3
2_

trx
 

TC
A

G
TT

G
A

A
A

G
A

G
TT

CC
TC

G
 

se
ns

e 
Se

qu
en

ce
 a

na
ly

sis
 

A
tB

G
44

_s
eq

 
TG

TA
CC

A
CT

A
CG

A
TC

TT
CC

A
 

se
ns

e 
Se

qu
en

ce
 a

na
ly

sis
 

BG
lu

1_
se

q 
G

G
TT

G
A

A
TG

CA
A

A
A

A
TG

G
CG

 
se

ns
e 

Se
qu

en
ce

 a
na

ly
sis

 
T7

_t
er

m
in

at
or

 
G

CT
A

G
TT

A
TT

G
CT

CA
G

CG
G

 
an

tis
en

se
 

Se
qu

en
ce

 a
na

ly
sis

 

  

81



Table 3-2. Concentrations of substrates and enzymes, and reaction time for measurement of kinetic 
parameters for the reaction with each substrate in AtBGlu44, Os3BGlu7, and their variants. 
 
(a) AtBGlu44 wild type 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 5.99 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 47.9 10 
Methyl Man 2, 4, 6, 8, 12, 16 2880 60 
Methyl Glc 2, 4, 6, 8, 12, 16 2880 60 
Man2 1, 2, 3, 4, 6, 8 57.5 10 
Manβ1-4Glc 1, 2, 3, 4, 6, 8 288 10 
Cel2 1, 2, 3, 4, 6, 8 57.5 10 

 
(b) AtBGlu44 N133T 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 38.8 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 62.1 10 

 
(c) AtBGlu44 L250S 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 121 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 121 10 

 
(d) AtBGlu44 L250V 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 13.1 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 13.1 10 
Methyl Man 2, 4, 6, 8, 12, 16 5250 60 
Methyl Glc 2, 4, 6, 8, 12, 16 5250 10 
Man2 1, 2, 3, 4, 6, 8 131 20 
Manβ1-4Glc 1, 2, 3, 4, 6, 8 525 20 
Cel2 1, 2, 3, 4, 6, 8 5.25 20 

 
(e) AtBGlu44 L394I 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 7.85 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 47.1 10 

 
(f) AtBGlu44 S395T 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.35 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 34.8 10 

 
(g) AtBGlu44 N133T/L250S 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 104 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 34.6 10 
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(h) AtBGlu44 L394I/S395T 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 4.33 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 21.7 10 

 
(i) AtBGlu44 N133T/L250S/L394I/S395T 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 72.0 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 7.20 10 

 
(j) AtBGlu44 L250V/L394I/S395T 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 18.4 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 9.22 10 
Methyl Man 2, 4, 6, 8, 12, 16 3690 60 
Methyl Glc 2, 4, 6, 8, 12, 16 3690 10 
Man2 1, 2, 3, 4, 6, 8 369 20 
Manβ1-4Glc 1, 2, 3, 4, 6, 8 1850 20 
Cel2 1, 2, 3, 4, 6, 8 3.69 20 

 
(k) Os3BGlu7 wild type 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6 67.5 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.843 10 
Methyl Man 2, 4, 6, 8, 12, 16 6750 60 
Methyl Glc 2, 4, 6, 8, 12, 16 843 10 
Man2 1, 2, 3, 4, 6, 8 6750 35 
Manβ1-4Glc 1, 2, 3, 4, 6, 8 6750 60 
Cel2 1, 2, 3, 4, 6, 8 67.5 10 

 
(l) Os3BGlu7 V241L 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.6, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.5, 3.0 10.1 10 
pNP Glc 0.0125, 0.01875, 0.025, 0.0375, 0.05 5.05 10 
Methyl Man 2, 4, 6, 8, 12, 16 4040 60 
Methyl Glc 2, 4, 6, 8, 12, 16 4040 30 
Man2 1, 2, 3, 4, 6, 8 4040 20 
Manβ1-4Glc 1, 2, 3, 4, 6, 8 4040 20 
Cel2 1, 2, 3, 4, 6, 8 1010 20 

 
(m) Os3BGlu7 I384L 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6 48.9 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.612 10 
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(n) Os3BGlu7 T385S 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6 52.0 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.650 10 

 
(o) Os3BGlu7 I384L/T385S 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6 22.5 10 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 1.12 10 

 
(p) Os3BGlu7 V241L/I384L/T385S 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Man 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.2, 1.6 15.3 10 
pNP Glc 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 15.3 10 
Methyl Man 2, 4, 6, 8, 12, 16 7010 60 
Methyl Glc 2, 4, 6, 8, 12, 16 7010 30 
Man2 1, 2, 3, 4, 6, 8 7010 20 
Manβ1-4Glc 1, 2, 3, 4, 6, 8 7010 20 
Cel2 1, 2, 3, 4, 6, 8 1750 20 
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3.3 結果 

3.3.1 β-マンノシダーゼ AtBGlu44と β-グルコシダーゼ Os3BGlu7の変異酵素の設計 

β-マンノシダーゼにおいて 3-Oと相互作⽤する L3上の Hisおよび求核触媒残基 Gluの位置の

微調整を担う構造として, これら残基の周辺に存在するセカンドシェル残基に着⽬した．既知の

⽴体構造として, β-マンノシダーゼには Os7BGlu26 (β-マンノシダーゼ AtBGlu44との配列同⼀性

は 68%), β-グルコシダーゼには Os3BGlu7および β-グルコシダーゼ AtBGlu42の構造を⽤い, セカ

ンドシェル残基の構造を⽐較した (Figure 3-2)．β-グルコシダーゼ Os3BGlu7は β-マンノシダーゼ

Os7BGlu26と配列同⼀性 65%, β-マンノシダーゼ AtBGlu44と 64%を⽰し, 構造既知酵素の中で植

物 β-マンノシダーゼに最も近縁な β-グルコシダーゼである (Figure 3-3)．また, β-グルコシダーゼ

AtBGlu42は β-マンノシダーゼ AtBGlu44と配列同⼀性 48%を⽰し, ⽴体構造が既知の β-グルコシ

ダーゼのうち, Os3BGlu7についで β-マンノシダーゼに近縁な β-グルコシダーゼである (Figure 3-

3)．グリコシル基の 3-Oと相互作⽤する Hisについて, β-マンノシダーゼ Os7BGlu26の His133は

β-グルコシダーゼ Os3BGlu7の His130よりも, マンノイミダゾールの 3-Oに近く, ⽔素結合可能

な距離 (2.9 Å) に位置する (Figure 3-1, 3-4)．His133の近傍には, β2上の Arg89および β3上の

Asn130がある．これら 3残基は側鎖間で相互作⽤する位置にある (Figure 3-2, 3-4; Arg89 (Nη1)–

His133 (Nδ), 3.8 Å; Asn130 (Nδ)–His133 (Cβ), 3.7 Å; Arg89 (Nη1)–Asn130 (Nδ), 4.3 Å)．Os3BGlu7お

よび AtBGlu42でも対応残基 (それぞれ Arg86と Asn127, Arg92と Thr134) が同様の位置にある

が, β-マンノシダーゼ Os7BGlu26の相当残基とは側鎖の配向が少し異なる．β-マンノシダーゼ

Os7BGlu26の Arg89相当残基は古細菌 β-マンノシダーゼを除くほぼ全ての GH1酵素で Argとし

て保存されるが, Asn130相当残基は植物 β-マンノシダーゼと⼀部の β-グルコシダーゼのみで Asn

であり, AtBGlu42をはじめ多くの β-グルコシダーゼでは Thrである (Figure 3-3)．これら Arg89

および Asn130に近接する残基として, Os7BGlu26では β5上の Leu244がある (Figure 3-2, 3-4; 

Leu244 (Cδ1)–Arg89 (Nη1), 3.5 Å; Leu244 (Cδ1)–Asn130 (Nδ), 4.2 Å)．この Leuは植物 β-マンノシダ

ーゼにのみ保存される．β-グルコシダーゼでは, 相当残基は Alaや Thrなど嵩の⼩さな残基が多

い (Figure 3-3)．Os3BGlu7では Val241, AtBGlu42では Ser242である (Figure 3-2, 3-4)．β-マンノ
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シダーゼ Os7BGlu26では, Leu244の嵩⾼い側鎖により, Arg89と Asn130が Leu244に離れて配置

され, これに伴い His133がマンノシル残基の 3-Oと⽔素結合しやすい位置に配置されると推定さ

れた． 

求核触媒残基 Gluは β7の C末端近くにあり, リガンドの 1-Cおよび 2-O近傍に位置する 

(Figure 3-1)．緒論で述べた通り, β-マンノシダーゼと β-グルコシダーゼでは, リガンドの 1-Cの位

置が完全には⼀致せず, 求核触媒残基 Gluの位置にも違いが認められる．この触媒残基のずれは, 

Glu残基の側鎖の配向の違いではなく, 主鎖構造のずれに依る (Figure 3-2)．求核触媒残基 Gluが

位置する β7の主鎖構造にずれが⽣じている．すなわち, 触媒残基とその N末端側 2残基の計 3

残基の主鎖構造が, β-マンノシダーゼ Os7BGlu26では β-グルコシダーゼ Os3BGlu7および

AtBGlu42と⽐較して, (β/α)8-バレルを構成する α6側にやや寄っている．該当 3残基は, β-マンノ

シダーゼ Os7BGlu26では Leu387-Ser388-Glu389, β-グルコシダーゼ Os3BGlu7では Ile384-Thr385-

Glu386, AtBGlu42では Ile386-Thr387-Glu388である．β-マンノシダーゼ Os7BGlu26の Leu387-

Ser388は植物 β-マンノシダーゼで良く保存されている (Figure 3-3)．β-マンノシダーゼ AtBGlu44

では Leu394-Ser395が該当する．⼀⽅, β-グルコシダーゼでは, Ile-Thrや Val-Thrが良く保存され

ている． 

以上の通り, β-マンノシダーゼと β-グルコシダーゼ間の基質特異性に寄与する可能性があるリ

ガント 3-Oと相互作⽤する Hisならびに求核触媒残基 Gluの 2残基の位置の差異に関し, これを

⽣み出すセカンドシェルの 4残基候補を Table 3-3にまとめる．変異導⼊の親酵素を β-マンノシ

ダーゼ AtBGlu44および β-グルコシダーゼ Os3BGlu7とし, 4残基の相互置換体を作出した． 

 

3.3.2 組換え AtBGlu44および Os3BGlu7の調製 

β-マンノシダーゼ AtBGlu44および β-グルコシダーゼ Os3BGlu7の野⽣型酵素および変異酵素

として, AtBGlu44の Glu1および Os3BGlu7の Val1の N末端に pET-32a由来するチオレドキシン

および His6-タグを含む 131残基を付加したタンパク質を調製した．⽣産には⼤腸菌 Origami 

B(DE3)組換え体を⽤い, 無細胞抽出液から Ni-アフィニティカラムクロマトグラフィーにより精
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製した．各形質転換体 1.0 Lの培養から調製された精製標品のタンパク質量は以下の通りであっ

た．AtBGlu44野⽣型 5.70 mg, N133T 14.2 mg, L250S 8.30 mg, L250V 7.87 mg, L394I 10.4 mg, 

S395T 3.07 mg, N133T/L250S 11.3 mg, L394I/S395T 5.35 mg, N133T/L250S/L394I/S395T 17.8 mg, 

L250V/L394I/S395T 5.53 mg, Os3BGlu7野⽣型 11.5 mg, V241L 6.54 mg, I384L 10.6 mg, T385S 8.87 

mg, I384L/T385S 5.36 mg, V241L/I384L/T385S 6.70 mgであった．いずれの酵素標品も SDS-PAGE

により単⼀のタンパク質バンドを⽰した (Figure 3-5)．分⼦質量は各種 AtBGlu44では 67 kDa, 各

種 Os3BGlu7では 63 kDaであり, アミノ酸配列から計算される分⼦質量それぞれ 70,464–70,517 

Daおよび 68,206–68,235 Daと概ね⼀致した (Figure 3-5)．各酵素の 2 mM pNP Glcに対する⽐活

性は以下の通りであった．AtBGlu44野⽣型 0.627 U mg−1, N133T 0.339 U mg−1, L250S 0.202 U 

mg−1, L250V 4.17 U mg−1, L394I 1.14 U mg−1, S395T 0.605 U mg−1, N133T/L250S 0.693 U mg−1, 

L394I/S395T 1.39 U mg−1, N133T/L250S/L394I/S395T 2.83 U mg−1, L250V/L394I/S395T 7.16 U mg−1, 

Os3BGlu7野⽣型 32.2 U mg−1, V241L 0.595 U mg−1, I384L 20.1 U mg−1, T385S 35.6 U mg−1, 

I384L/T385S 22.2 U mg−1, V241L/I384L/T385S 0.313 U mg−1であった． 

 

3.3.3 野⽣型 AtBGlu44および Os3BGlu7の基質特異性 

AtBGlu44および Os3BGlu7の各種マンノシドおよびグルコシドに対する速度パラメーターを

測定した (Table 3-4)．AtBGlu44の pNP Manに対する kcat/Kmは 21.8 s−1 mM−1であり, pNP Glcに

対する値 (1.97 s−1 mM−1) の 11倍であった．⼀⽅, メチル配糖体 (メチル GlcおよびメチルMan) 

および⼆糖 (Cel2およびManβ1-4Glc) に対しては, グルコシドに対する kcat/Kmがマンノシドより

も⾼く, それぞれ 1.7および 8.3倍であった．すなわち, AtBGlu44のマンノシド/グルコシド選択

性について, pNP配糖体ではマンノシドに選択性が, メチル配糖体や⼆糖ではグルコシド選択性

が⾼かった．⼀⽅, Os3BGlu7の kcat/Km⽐は, 試験したいずれの基質でもマンノシドに対してグル

コシドの 0.0031–0.013の値であり, グルコシド選択性が⽰された．また, ⼆糖の kcat/Kmに基づき

サブサイト+1での基質特異性を評価した．AtBGlu44ではMan2の kcat/KmがManβ1-4Glcよりも

2.4倍⾼い⼀⽅, Os3BGlu7ではMan2の kcat/KmがManβ1-4Glcの 57%の値であった．すなわち, 
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サブサイト+1では, AtBGlu44はマンノシル基に, Os3BGlu7はグルコシル基に⾼い選択性を⽰し

た． 

 

3.3.4 AtBGlu44変異酵素の pNPグリコシド特異性 

β-マンノシダーゼ AtBGlu44のセカンドシェル残基変異酵素のグリコシド特異性を解析した 

(Table 3-5)．まず, 3残基を β-グルコシダーゼ Os3BGlu7型に置換した 3重変異酵素

L250V/L394I/S395Tについて述べる．本変異酵素の kcat/Kmは, pNP Manでは 4.81 s−1 mM−1 (野⽣型

⽐ 22%), pNP Glcでは 12.1 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 6.1倍) であった．すなわち, 3残基変異によって

pNP Man特異性は低下, pNP Glc特異性が⼤きく増加し, kcat/Km⽐ (pNP Manの kcat/Km / pNP Glcの

kcat/Km) が 0.40となる程に pNP Glcへの特異性が上回った．pNP Manに対する kcatは 5.63 s−1 (野

⽣型⽐ 1.6倍) と微増し, Kmは 1.17 mM (野⽣型⽐ 7.1倍) とより増加した．pNP Glcに対する kcat

は 11.8 s−1 (野⽣型⽐ 14倍) と⼤きく増加し, Kmも 0.976 mM (野⽣型⽐ 2.3倍) と増加した． 

4残基を β-グルコシダーゼ AtBGlu42型に置換した 4重変異酵素 N133T/L250S/L394I/S395Tに

ついてである．kcat/Kmは, pNP Manでは 1.21 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 5.6%), pNP Glcでは 6.48 s−1 mM−1 

(野⽣型⽐ 3.3倍) であった．すなわち, 4残基の AtBGlu42型への変異により, pNP Man特異性は

低下, pNP Glc特異性が⼤きく増加し, kcat/Km⽐が 0.19となる程に pNP Glcへの特異性が上回っ

た．pNP Manに対する kcatは 0.793 s−1 (野⽣型⽐ 22%) と低下し, Kmは 0.654 mM (野⽣型⽐ 4.0倍) 

と増加した．pNP Glcに対する kcatは 4.60 s−1 (野⽣型⽐ 5.5倍) と増加し, Kmも 0.710 mM (野⽣型

⽐ 1.7倍) と増加した．pNP Manに対する kcatは, 値が微増した前述の Os3BGlu7型への 3重置換

酵素と異なり, ⼤きく低下した． 

AtBGlu42型への変異を 2残基に限定した 2重変異酵素 N133T/L250Sの kcat/Kmは, pNP Manで

は 0.763 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 3.5%) と⼤きく低下したが, pNP Glcでは 1.74 s−1 mM−1であり野⽣型

と同程度であった．すなわち, 主に pNP Manへの特異性の低下により, kcat/Km⽐が 0.44となる程

度に pNP Glcへの特異性が上回った．pNP Manに対する kcatは 0.273 s−1 (野⽣型⽐ 7.6%) と⼤き

く低下し, Kmは 0.358 mM (野⽣型⽐ 2.2倍) と増加した．pNP Glcに対する kcatは 1.06 s−1 (野⽣型
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⽐ 1.3倍) と増加し, Kmも 0.610 mM (野⽣型⽐ 1.4倍) と増加した．pNP Manに対する kcatの低下

は, 前述の 4重変異酵素と同様だった． 

置換を Os3BGlu7型と AtBGlu42型に共通する 2残基に限定した 2重変異酵素 L394I/S395Tの

kcat/Kmは, pNP Manでは 24.1 s−1 mM−1と野⽣型と同等であったが, pNP Glcでは 3.62 s−1 mM−1 (野

⽣型の 1.8倍) へと増⼤した．すなわち, 主に pNP Glcの特異性の増加により, pNP Glcよりも

pNP Manに⾼い kcat/Kmを⽰しながらも, その⽐は野⽣型酵素の 11から 6.7に低下した． 

1残基に限定した変異酵素 5種 N133T, L250V, L250S, L394Iおよび S395Tは, いずれも pNP Glc

よりも pNP Manに⾼い kcat/Kmを⽰した．S395Tは両基質に対して野⽣型と同程度の反応定数を

⽰したが, これ以外の 4酵素は pNP Manの優先性 (特異性, 選択性) の低下を⽰した．すなわち, 

pNP Glcよりも pNP Manに⾼い kcat/Kmを⽰しながらも, その⽐は野⽣型酵素の 11から, N133Tの

3.2, L250Vの 1.3, L250Sの 1.6, L394Iの 6.9へと低下した．これらの低下は, 主に pNP Manに対

する kcat/Kmの低下による (L250S, 3.9% – L394I, 67%)．pNP Glcに対する kcat/Kmは, L250Sでの対

野⽣型⽐ 27%が最低値で, N133Tでは 69%, L394Iと S395Tがそれぞれ 107%, 118%, L250Vでは⼤

きく増加し 373%であった．L250Vでは, pNP Manに対する kcatと Kmはそれぞれ 10.3 s−1 (野⽣型

⽐ 2.9倍), 1.07 mM (野⽣型⽐ 6.5倍) と増加し, pNP Glcに対する kcatと Kmもそれぞれ 5.63 s−1 (野

⽣型⽐ 6.7倍), 0.768 mM (野⽣型⽐ 1.8倍) と増加した．これに対して, L250Sでは, pNP Manに対

する kcatと Kmはそれぞれ 0.152 s−1 (野⽣型⽐ 4.3%) と⼤きく低下, 0.181 mM (野⽣型⽐ 1.1倍) と

微増し, pNP Glcに対する kcatと Kmもそれぞれ 0.359 s−1 (野⽣型⽐ 43%) と低下, 0.674 mM (野⽣型

⽐ 1.6倍) と増加した．すなわち, L250Sは L250Vとは異なる変化を⽰した． 

 

3.3.5 Os3BGlu7変異酵素の pNPグリコシド特異性 

β-グルコシダーゼ Os3BGlu7のセカンドシェル残基変異酵素のグリコシド特異性を解析した 

(Table 3-5)．まず, 3残基を β-マンノシダーゼ AtBGlu44型に置換した 3重変異酵素

V241L/I384L/T385Sについて述べる．本変異酵素の kcat/Kmは, pNP Manでは 6.46 s−1 mM−1 (野⽣型

⽐ 5.0倍), pNP Glcでは 25.7 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 13%) であった．すなわち, pNP Manよりも pNP 
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Glcに⾼い kcat/Kmを⽰しながらも, その⽐ (pNP Manの kcat/Km / pNP Glcの kcat/Km) は野⽣型酵素

の 0.0066から, 0.25に⼤きく増加した．pNP Manに対する kcatは 16.4 s−1 (野⽣型⽐ 16倍) と⼤き

く増加し, Kmも 2.54 mM (野⽣型⽐ 3.2倍) と増加した．pNP Glcに対する kcatは 0.322 s−1 (野⽣型

⽐ 0.76%) と⼤きく低下し, Kmも 0.0125 mM (野⽣型⽐ 5.9%) と低下した． 

置換を Ile384および Thr385に限定した 2重変異酵素 I384L/T385Sについてである．kcat/Kmは, 

pNP Manでは 3.11 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 2.4倍), pNP Glcでは 166 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 85%) であっ

た．すなわち, pNP Manと pNP Glcの kcat/Km⽐は, 野⽣型酵素の 0.0066から 0.019に増加した．

pNP Manに対する kcatは 2.88 s−1 (野⽣型⽐ 2.8倍) と増加し, Kmは 0.925 mM (野⽣型⽐ 1.2倍) と

微増した．pNP Glcに対する kcatは 28.1 s−1 (野⽣型⽐ 66%) と低下し, Kmも 0.169 mM (野⽣型⽐

80%) と低下した． 

1残基変異酵素 3種 V241L, I384Lおよび T385Sは, いずれも pNP Manよりも pNP Glcに⾼い

kcat/Kmを⽰したが, pNP Manの優先性 (特異性, 選択性) の増加を⽰した．すなわち, pNP Manと

pNP Glcの kcat/Km⽐は, 野⽣型酵素の 0.0066から, V241Lの 0.11, I384Lの 0.0096, T385Sの 0.0093

に増加した．これは, I384Lおよび T385Sでは pNP Manに対する kcat/Kmの増加のみに依り, V241L

では pNP Manの kcat/Kmの増加と pNP Glcの kcat/Kmの低下に依る．すなわち, I384Lおよび T385S

の kcat/Kmは, pNP Manではそれぞれ 1.80 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 1.4倍) および 1.91 s−1 mM−1 (野⽣型

⽐ 1.5倍) と増加し, pNP Glcではそれぞれ 188 s−1 mM−1および 205 s−1 mM−1と野⽣型と同程度で

あった．これに対し, V241Lの kcat/Kmは, pNP Manでは 4.43 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 3.4倍) と増加, 

pNP Glcでは 40.6 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 21%) と低下した．kcatと Kmの変化は V241Lで顕著であっ

た．pNP Manに対する kcatは 10.2 s−1 (野⽣型⽐ 10倍) と⼤きく増加し, Kmも 2.30 mM (野⽣型⽐

2.9倍) と増加した．pNP Glcに対する kcatは 0.588 s−1 (野⽣型⽐ 1.4%) と⼤きく低下し, Kmも

0.0145 mM (野⽣型⽐ 6.8%) と低下した． 
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3.3.6 AtBGlu44と Os3BGlu7変異酵素のメチル配糖体および⼆糖に対するグリコシド特異性 

pNPグリコシド選択性が⼤きく変化した AtBGlu44変異酵素 L250Vおよび L250V/L394/S395T, 

Os3BGlu7変異酵素 V241Lおよび V241L/I384L/T385Sについて, メチル配糖体 (メチルMan, メ

チル Glc) および β1-4⼆糖 (Man2, Manβ1-4Glc, Cel2) に対する基質特異性を評価した (Table 3-6, 

3-7)．pNP配糖体に対する反応と同様に, AtBGlu44変異酵素はマンノシド選択性の低下を, 

Os3BGlu7変異酵素はマンノシド選択性の増加を⽰した．まず, AtBGlu44変異酵素について述べ

る．AtBGlu44変異酵素 L250Vと L250V/L394/S395Tの kcat/Kmは, メチルManではそれぞれ

4.50×10−4 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 97%) と 2.40×10−4 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 52%) であり, メチル Glcでは

それぞれ 4.04×10−3 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 5.2倍) と 6.73×10−3 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 8.6倍) であった．

すなわち, 変異導⼊に伴いメチルMan特異性は低下, メチル Glc特異性は増加し, その kcat/Km⽐ 

(メチルManの kcat/Km / メチル Glcの kcat/Km) は野⽣型酵素の 0.59に対して, L250Vでは 0.11, 

L250V/L394/S395Tでは 0.036と低下した．また, ⼆糖でも同様の傾向が⾒られ, L250Vと

L250V/L394/S395Tの kcat/Kmは, Manβ1-4Glcではそれぞれ 5.44×10−2 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 80%) と

1.77×10−2 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 26%) であり, Cel2ではそれぞれ 4.53 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 7.7倍) と

6.16 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 11倍) であった．すなわち, 変異導⼊に伴いManβ1-4Glc特異性は低下, 

Cel2特異性は増加し, その kcat/Km⽐ (Manβ1-4Glcの kcat/Km / Cel2の kcat/Km) は野⽣型酵素の 0.12

に対して, L250Vでは 0.012, L250V/L394/S395Tでは 0.0029と低下した． 

次に, Os3BGlu7変異酵素についてである．Os3BGlu7変異酵素 V241Lと V241L/I384L/T385Sの

kcat/Kmは, メチルManではそれぞれ 1.04×10−4 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 38%) と 0.886×10−4 s−1 mM−1 (野

⽣型⽐ 33%) であり, メチル Glcではそれぞれ 8.78×10−4 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 4.1%) と 2.96×10−4 

s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 1.4%) であった．すなわち, 変異導⼊に伴いメチルMan特異性は低下したが, 

メチル Glc特異性はより⼤きく低下し, その kcat/Km⽐ (メチルManの kcat/Km / メチル Glcの

kcat/Km) は野⽣型酵素の 0.013に対して, V241Lでは 0.12, V241L/I384L/T385Sでは 0.30と増加し

た．また, ⼆糖における V241Lと V241L/I384L/T385Sの kcat/Kmは, Manβ1-4Glcではそれぞれ

1.89×10−3 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 3.3倍) と 2.09×10−3 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 3.6倍) であり, Cel2ではそれ
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ぞれ 3.19×10−3 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 1.7%) と 5.66×10−3 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 3.0%) であった．すなわ

ち, 変異導⼊によってManβ1-4Glc特異性は増加, Cel2特異性は低下し, その kcat/Km⽐ (Manβ1-

4Glcの kcat/Km / Cel2の kcat/Km) は野⽣型酵素の 0.0031に対して, V241Lでは 0.59, 

V241L/I384L/T385Sでは 0.37と増加した． 
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Table 3-3. The possible second-shell residues adjusting the position of glycone-binding 
residues. 
Name Activity β-strand 3 β-strand 5 β-strand 7 β-strand 7 
Os7BGlu26 β-mannosidase Asn130 Leu244 Leu387 Ser388 
Os3BGlu7* β-glucosidase Asn127 Val241 Ile384 Thr385 
AtBGlu42 β-glucosidase Thr134 Ser242 Ile386 Thr387 
AtBGlu44* β-mannosidase Asn130 Leu250 Leu394 Ser395 
*, the enzymes analyzed for site-directed mutagenesis in this study. 
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Figure 3-2. Comparison of the structures of GH1 β-mannosidase Os7BGlu26 and β-glucosidases 
Os3BGlu7 and AtBGlu42.
Subsite −1 residues including conserved His and Glu, residues surrounding them, and ligands 
(mannoimidazole and glucoimidazole) are shown. Green, Os7BGlu26-mannoimidazole. Orange, 
Os3BGlu7-glucoimidazole. Gray, AtBGlu42. Residue names in parentheses are of β-mannosidase 
AtBGlu44.
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Figure 3-3. Phylogenetic tree and multiple sequence alignment of GH1 β-mannosidases and β-
glucosidases.
The phylogenetic tree of GH1 protein from plants (green), animals (yellow), fungi (blue), bacteria 
(purple), and archaea (red) are shown. β-Mannosidase and β-glucosidase are shown in green and 
black, respectively. Substrate-binding and nucleophilic residues (His and Glu, respectively) at 
subsite −1 and Arg residue interacting with nucleophilic residue are highlighted in red, the 
residues conserved in plant β-mannosidases are colored in green, and the corresponding residues 
in β-glucosidase Os3BGlu7 and AtBGlu42 are colored in blue and orange, respectively. 
Secondary structures and residue numbers of Os7BGlu26 are depicted on the top. Multiple 
sequence alignment of GH1 enzymes was conducted using MAFFT version 7 (Strategy, Auto; 
Katoh et al. 2019).
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Figure 3-4. Comparison of the structure of GH1 β-mannosidase Os7BGlu26 and β-glucosidases 
Os3BGlu7 and AtBGlu42 around His residues forming subsite −1.
Structure around subsite − 1 residues His,  residues surrounding them, and ligands 
mannoimidazole and glucoimidazole are shown. green, Os7BGlu26-mannoimidazole. orange, 
Os3BGlu7-glucoimidazole. gray, AtBGlu42. Residue names in parentheses are of β-mannosidase 
AtBGlu44.
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Figure 3-5. SDS-PAGE analysis of purified recombinant AtBGlu44, Os3BGlu7, and their variants.
Lane M, protein size marker; the right lane, each purified recombinant enzyme (1 μg). Protein was 
stained with CBB. Molecular masses of the standard proteins are shown on the left. Recombinant 
AtBGlu44 and its variants (67 kDa), and Os3BGlu7 and its variants (63 kDa) are indicated by an 
arrow.
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3.4 考察 

本章では, サブサイト−1でグリコシル基の 3-Oと相互作⽤する Hisおよび求核触媒残基 Gluの

わずかな位置のずれが酵素の基質特異性に寄与するとの考えに基づき, これら周辺のセカンドシ

ェル４残基の機能解析を⾏った．4残基は β-マンノシダーゼ AtBGlu44の Asn133, Leu250, Leu384

および Ser385に該当する残基である．それぞれ β3 (Asn133), β5 (Leu250), β7 (Leu384), および L7 

(Ser385) にあり, ここでは各該当残基を β3-Asn, β5-Leu, β7-Leu, L7-Serなどと呼ぶことにする．

これらが, β3の C末端側ループ (L3) にある Hisおよび β7の C末端側ループ (L7) にある Gluの

位置を制御することでマンノシドとグルコシドの選択性に寄与すると推定し, これら残基の変異

体の解析を⾏った．本項では, 各残基のグリコシド特異性等への寄与について考察する． 

はじめに, これらの注⽬したセカンドシェル残基が L3-Hisの側鎖の配向に与える影響について

考察する．まず, β-マンノシダーゼ Os7BGlu26の構造では, 基質 3-Oと結合する L3-Hisの周辺に

は, 保存性の⾼い β2-Arg (Os7BGlu26の Arg89) および β4-Asn (Os7BGlu26の Asn178) とともに候

補残基 β3-Asn (Os7BGlu26の Asn130) があり, これら 3残基に隣接してもうひとつの候補残基

β5-Leu (Os7BGlu26の Leu244) が存在する (Figure 3-2, 3-4; Tankrathok et al. 2015)．β7-Leuと L7-

Serは遠い (Figure 3-2)．β-マンノシダーゼ AtBGlu44における β3-Asn→Thr (β3-N133T) と β5-

Leu→Ser/Val (β5-L250S/V) の改変は変異の⼀重・多重にかかわらず, マンノシド選択性を低下さ

せた．pNP Manの kcat/Kmは pNP Glcの値に対し, 野⽣型では 11倍のところ, 0.19倍 (４重変異) – 

3.2倍 (β3-N133T) に⼤きく低下した．特に, β5-L250S変異は pNP Manの kcat/Km⾃体を⼤きく低

下させ, 単独変異でも β3-N133Tとの２重変異でも野⽣型の 4%, 4候補残基の全変異でも 6%にま

で低下させた．⼀⽅, β5-L250V変異は, pNP Glcの kcat/Kmを増⼤させ, 単独でも 3重変異でもグル

コシドの kcat/Kmが野⽣型の 3倍以上になった．逆に, β-グルコシダーゼ Os3BGlu7の当該残基へ

の変異導⼊ (β5-V241L) では, pNP Manの kcat/Kmが pNP Glcの値と⽐べて野⽣型では 0.0066倍だ

ったところ 0.11倍に⼤幅に向上した．この現象は単純には, β-マンノシダーゼの β3-Asnと β5-Leu

を β-グルコシダーゼの該当残基に変えることによって, 両酵素の構造間に⾒られた違い, すなわ

ち β2-Argや β3-Asn相当の側鎖の配向が β-グルコシダーゼ様に変わり, これに伴い L3-Hisとグリ
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コシドの 3-Oとの位置に変化が⽣じたためと解釈される．しかし, β5-Leuは L3-Hisに加えて, L7-

Gluの位置にも影響している可能性がある．これについては後述する． 

次に, セカンドシェル残基が L7上の求核触媒残基 Gluの位置に与える影響について考察す

る．β-マンノシダーゼ Os7BGlu26と β-グルコシダーゼ Os3BGlu7間ではこの L7-Gluの位置がず

れている (Tankrathok et al. 2015, Nutho et al. 2020)．これは側鎖の配向の違いではなく, L7-β7主鎖

⾃体のずれによる (Figure 3-2．L7-Gluとその N末端側 2残基すなわち Os7BGlu26の Leu387-

Ser388-Glu389, Os3BGlu7の Ile384-Thr385-Glu386に注⽬する)．すなわち, β-マンノシダーゼ

Os7BGlu26では該当の主鎖構造がサブサイト−1側よりも, (β/α)8-バレルを構成する α6に近づく位

置にあり, これにより L7-Glu (Glu389) がマンノイミダゾールの 1-Cおよび 2-Cに近づき過ぎず, 

求核触媒に適した位置に配置される．β-マンノシダーゼ AtBGlu44の対応残基 β7-Leu394, L7-

Ser395および β-グルコシダーゼ Os3BGlu7の β7-Ile384, L7-Thr385の相互変換酵素では, 両酵素の

kcat/Km⽐ (pNP Manの値 / pNP Glcの値) は AtBGlu44側では野⽣型の 11に対して β7-L394Iでは

6.9に低下 (S395Tでは 12で野⽣型とほぼ同じ), Os3BGlu7側では野⽣型の 0.0066に対して β7-

I384L, T385Sともに単⼀変異で 0.01近く, ⼆重変異で 0.019と上昇した．kcat/Kmの変動は, pNP 

Manでは野⽣型の 67%までの低下 (AtBGlu44の β7-L394I) や 140–242%への増加 (Os3BGlu7の

β7-I384L, L7-T385S, I384L/T385S) であるのに対し, pNP Glcでは 107% (AtBGlu44の β7-L394I), 

85–105% (Os3BGlu7の β7-I384L, L7-T385S, I384L/T385S) と変化の程度が⼩さく, すわなち当該残

基の変異は pNP Manへの影響が⼤きかった．前項の L3-Hisのセカンドシェル残基よりも効果は

低いが, β7-残基と L7-残基が pNP Manと pNP Glcの特異性に影響を与えることが確認された．β7

の残基の置換に伴う特異性の変化について考える．β-マンノシダーゼ Os7BGlu26の該当残基は

Leu387-Ser388-(Glu389)である．β7-Leu387は (β/α)8-バレルの円柱状 β-シートの外側に位置し, α6

を向いている (Figure 3-2)．β7-Leuを Ileに置換すると α6などの周辺残基と衝突しづらくなるよ

うに思えるが, 実際には Cαの位置を⼀致させて β7-Leu387を Ileにすると, Cα-Cβ軸の⾓度に依

らず Cγ1または Cγ2が周囲の 4残基 (α7-Leu420 (Cδ), β8-Val430 (Cγ), β8-Gly432 (CO)および β8-

Tyr433 (Cδ)) のいずれかと 3.4 Å以下の位置にあり, すなわち衝突する (Figure 3-6)．このことか
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ら, β-マンノシダーゼ AtBGlu44の β7-Leu394の Ile置換体では, 少なくともこの衝突を避ける構

造となっているはずであり, １つの可能性として該当残基が Ileである β-グルコシダーゼ

Os7BGlu7や AtBGlu42のような構造 (Figure 3-2) となっていると想定できる．この場合, β7のシ

フトにより求核触媒残基 Gluはマンノシドの 1-Cに接近し過ぎて, マンノシドに対する活性は低

下すると考えられる．改変酵素が⽰す特異性の変化は, これに⽭盾しない．β-グルコシダーゼで

は, β7-Leuに該当する残基は Valまたは Ileである (Figure 3-3)．いずれの残基でも Cγ1と Cγ2を

有することから, この⼆つの Cγが主鎖構造の配置の制御を通してグルコシド選択性に寄与して

いるかもしれない．β-マンノシダーゼ AtBGlu44の L7-S395T変異はマンノシド選択性に影響しな

いが, β-グルコシダーゼ Os3BGlu7の相当残基 L7-T385S変異は pNP Manの kcat/Kmを 148%に増加

させ, マンノシド選択性が増加したことから, 限定的ではあるが, この L7-Serがマンノシド選択

性に寄与すると考えられた．β-グルコシダーゼ Os3BGlu7では対応残基は L7-Thr385である．L7-

Thr385の Cγは, この 2残基 N末端側の β7-Val383の Cγと近接する (3.8 Å, Figure 3-2, 3-7)．β-マ

ンノシダーゼ Os7BGlu26では, この β7-Val383 (Cγ) の位置に β7-Ile386 (Cγ2) がある．L7-Ser388

に代えて Cβと Oγの位置を保持して Thrを導⼊すると, Thrの Cγが β7-Ile386の Cγ2と衝突する 

(3.0 Å)．このことから, L7-Serおよび Thrの Cγの有無によってこの残基の Cαの位置が影響を受

ける可能性も考えられる．すなわち, β-マンノシダーゼ Os7BGlu26では, 該当残基は Cγのない

L7-Ser388であり, これは Ile386 (Cγ2) と衝突せず近接でき (Ile386 (Cα)–Ser388 (Cα), 5.2 Å), これ

により求核触媒残基 L7-Glu389がリガンドから遠ざかる構造が安定化する (Figure 3-2, 3-7)．これ

に対して, β-グルコシダーゼ Os3BGlu7では, 該当残基は Cγを持つ L7-Thr385であり, これは β7-

Val383と接触があるため遠ざかり (Val383 (Cα)–Thr385 (Cα), 5.5 Å), 求核触媒残基 L7-Glu386が

リガンドに近づく構造が安定化すると考えられた (Figure 3-2, 3-7)．植物 β-マンノシダーゼはこ

れら L7-Serおよび Thrの位置に Serあるいはより嵩の⼩さな Alaを持つ (Figure 3-3)．以上より, 

この位置に Cγのない嵩の⼩さな残基を持つことが β-マンノシダーゼ活性に寄与するかもしれな

い． 
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L7上の求核触媒残基 Gluの位置に影響を与える残基として L7-Gluの N末端側 2残基の寄与に

ついて述べてきたが, β5-Leu (β-マンノシダーゼ Os7BGlu26では Leu244) の寄与についても考察

したい．先述の通り, β5-Leu変異がマンノシド・グルコシド特異性を⼤きく変え, その機構とし

て β2-Argと β3-Asnを介して L3-Hisに影響を与えると考えられた．しかし β5-Leu変異は L7-Glu

に対しても影響しうる位置にある．β5-Leu (Cδ) は L7-Ser (同 Ser388) と近接しており (Leu244 

(Cδ2)–Ser388 (Cβ/Oγ), 3.4 Å), Figure 3-2と 3-7に⽰すように β-グルコシダーゼ Os3BGlu7重ね合わ

せでは L7-Thr385 (Cβ, Oγ) とそれぞれ 2.9 Å, 2.8 Åの距離にあり近過ぎる．すなわち, β5-Leuは前

述の通り L3-Hisの配向調節に加えて, Leu387-Ser388-Glu389の主鎖構造のシフトにも寄与し, こ

れに伴い求核触媒残基 L7-Glu389の適切配置にも関わりがあると推定される．AtBGlu44の β7-

Leu-Serの⼆重置換体 β7-L394I-S395Tでは, kcat/Km⽐は野⽣型の 11から 6.7に低下しているが, 

kcat/Km値⾃体は pNP Man, pNP Glcいずれに対しても上がり, 野⽣型⽐でそれぞれ 111%, 184%と

なっている．また, β5-Leu変異 (L250V) の単⼀変異では pNP Manの kcat/Km値は 44%に低下, pNP 

Glcの値は 328%に増加している．これらが合わさった三重変異 (L250V/L394I/S395T) では, pNP 

Manの値が 22%にまで低下, pNP Glcの値が 614%にまで増加とさらなる変化がみられ, 相乗的効

果とみなせる．L3-Hisと L7-Gluの両者の変化による相乗効果ともみなせるが, β5-Leu変異と β7-

Leu-Serの変異が相乗的に β7構造に影響を与えている可能性も⼗分に考えられるだろう． 

AtBGlu44のグリコシド特異性に対する基質アグリコンの影響について考察する．本酵素は基

質アグリコン構造の違いによって, 異なるグリコシド選択性を⽰した (Table 3-4)．Os7BGlu26の

マンノイミダゾール複合体構造とグルコイミダゾール複合体構造では, 1-Cと 2-Cの位置が異な

ることから, 遷移状態とミカエリス複合体のアグリコンの位置がマンノシドとグルコシドで異な

る可能性がある (Figure 3-1; Tankrathok et al. 2015)．このため, マンノシドとグルコシドでは, ア

グリコンと酵素のアグリコン結合部位との相互作⽤が異なり, 基質アグリコンの構造に応じてグ

リコシド選択性が変化したと考えられた．ただし, 今回着⽬したセカンドシェル残基への変異導

⼊によるグリコシド選択性の変化は pNP配糖体, メチル配糖体, ⼆糖のいずれの基質でも確認さ
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れたため, これら残基のグリコシド選択性への寄与は基質アグリコンの構造に依存せず, サブサ

イト−1の構造変化に起因すると考えられた． 
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Figure 3-6. Comparison of the structures of GH1 β-mannosidase Os7BGlu26 and β-
glucosidases Os3BGlu7 around Leu or Ile residues on the β-strand 7.
Leu or Ile on the β-strand 7,  residues surrounding them, and ligands mannoimidazole and 
glucoimidazole are shown. Green, Os7BGlu26-mannoimidazole. Orange, Os3BGlu7-
glucoimidazole. Purple, Leu387 of Os7BGlu26 mutated to Ile. Residue names in parentheses 
are of β-mannosidase AtBGlu44. Distances between two atoms are indicated by dotted lines 
with distances (Å).
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Figure 3-7. Comparison of the structures of GH1 β-mannosidase Os7BGlu26 and β-
glucosidases Os3BGlu7 around Ser or The residues on the β→α loop 7.
Ser or The residues on the β→α loop 7,  residues surrounding them, and ligands 
mannoimidazole and glucoimidazole are shown. Green, Os7BGlu26-mannoimidazole. 
Orange, Os3BGlu7-glucoimidazole. Purple, Ser388 of Os7BGlu26 mutated to Thr. Residue 
names in parentheses are of β-mannosidase AtBGlu44. Distances between two atoms are 
indicated by dotted lines.
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4 β-グルコシドおよび β-D-フコシドに対する基質特異性を決定する分⼦機構 

4.1 緒論 

ほとんどの GH1酵素は β-D-グルコシドおよび β-D-フコシドの pNP配糖体に作⽤するが, これ

ら 2基質に対する速度⽐は酵素により⼤きく異なる．サブサイト−1において基質と相互作⽤す

る残基は保存されており, サブサイト−1を構成するアミノ酸残基の違いによりグリコン特異性の

違いを説明できないことは第 1章で既に述べた．イネ由来 TAGG1と TAGG2は⾼いアミノ酸配

列の同⼀性 (85%) を⽰すにも関わらず, それぞれ pNP Glcと pNP D-Fucに⾼い特異性を⽰し, こ

れら基質に対する特異性が明確に異なる (Hua et al. 2015; Opassiri et al. 2010)．両酵素のサブサイ

ト−1構成残基については, 3章で述べたセカンドシェル残基も含めて全て同⼀であり, 両酵素間

で基質結合部位周辺における構造の違いは, アグリコン結合部位周辺の 8残基に限定される．す

なわち, TAGG1における L4上 7残基 (Leu176, Ser177, Val180, Ala181, Ser185, Gly186, Met188) と

L5上 1残基 (Asn247), TAGG2における L4上 6残基 (Trp178, Thr179, Ser182, Asn183, Thr187, 

Leu189; TAGG1の Gly186に対応する残基は⽋失している) と L5上 1残基 (His249) である 

(Figure 4-1)．したがって, 両酵素間の pNPグリコシド特異性の違いには, アグリコン結合部位側

の構造の違いが関与する可能性が考えられた．すなわち, グリコン特異性へのアグリコン結合様

式の寄与が予想された． 

本章では, これについて明らかにすることを⽬的とする．まず, TAGG1と TAGG2各野⽣型酵

素を⽤いて, グリコン特異性のアグリコン依存性について述べる．すなわち, 各グリコシドのの

pNP配糖体とメチル配糖体を基質としたときのグリコシド特異性の解析についてである．次に, 

酵素側のアグリコン結合部位改変酵素の解析結果について述べる．ここでは, TAGG1を親酵素と

して, 上述の 8残基のうち 1残基から 3残基を TAGG2型にした TAGG1変異酵素 TAGG1 

L176W, S177T, L176W/S177T, V180S/A181N, S185T, ΔG186, ΔG186/M188L, N247Hおよび

L176W/S177T/N247H, L4上の 7残基を TAGG2型にした 7重変異酵素 TAGG1 L176W–M188L, お

よび 8残基全てを TAGG2型にした 8重変異酵素 TAGG1 L176W–M188L/N247Hの基質特異性に
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ついて述べる．以上を通して, 本章では, グリコン特異性がアアグリコン結合様式に依存して変

化するという, 新たな概念を提唱したい． 
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             TT               TT TT                 TTTAGG2
1       10        20        30        40        50    

TAGG2     PP SRRSFP GFIFGTASSSYQYEGGA EGGRGPSIWDTFTHQHP KIAD      V                                          E    GAGE         K                 A                      

TAGG1     PP SRRSFP GFIFGTASSSYQYEGGA EGGRGPSIWDTFTHQHP KIAD      I                                          D    ..EP         E                 R                      

�

                                            TT        TAGG2
    60        70        80        90       100        

TAGG2  SNGDVA DSYHLYKEDVR MKDMG DAYRFSISWTRILPNGSL GG N EGI R                  L     M                     V K           S                                    R        K

TAGG1  SNGDVA DSYHLYKEDVR MKDMG DAYRFSISWTRILPNGSL GG N EGI K                  I     V                     I R           A                                    S        S

�

                                                      TAGG2
110       120       130       140       150       160  

TAGG2 YYNNLINELL KGVQPF TLFHWDSPQALEDKYNGFLSPNIIND K YAE CFK                 I                          F D                 S                                       I   

TAGG1 YYNNLINELL KGVQPF TLFHWDSPQALEDKYNGFLSPNIIND K YAE CFK                 V                          Y E                 L                                       T   

�

                             TT    TT TT              TAGG2
     170       180        190       200       210     

TAGG2 EFGDRVK WITFNEP  FC  GYA  G FAPGRCSPWE GNCS GDSGREPYTA                T       T  L               V                 N       W   SN    .            K               

TAGG1 EFGDRVK WITFNEP  FC  GYA  G FAPGRCSPWE GNCS GDSGREPYTA                S       S  M               A                 H       L   VA    G            .               

                  1              2       2�

                                                      TAGG2
  220       230       240       250       260         

TAGG2 CHHQLLAHAETVRLYK KYQ LQKGKIGITLVS WFVPFSRSKSN DAA RA D                    A                            K  I                 A                H           D        

TAGG1 CHHQLLAHAETVRLYK KYQ LQKGKIGITLVS WFVPFSRSKSN DAA RA D                    V                            R  L                 E                N           I        

1�

                                                      TAGG2
270       280       290       300       310       320   

TAGG2 FM GWFMDPLIRG YPLSMR LV NRLPQFTKEQS L KG FDFIGLNYYT NY             D                       V                  F                 G  G           K    A          A  

TAGG1 FM GWFMDPLIRG YPLSMR LV NRLPQFTKEQS L KG FDFIGLNYYT NY             E                       I                  L                 E  R           E    S          S  

�

                          TT         TT               TAGG2
    330       340       350       360       370       

TAGG2 A  LPPSNGLNNSY TD RANLT VRNGIPIGPQAASPWLY YPQGFR L LYV  N           T                          V      D L    D               S     G                              

TAGG1 A  LPPSNGLNNSY TD RANLT VRNGIPIGPQAASPWLY YPQGFR L LYV  S           S                          I      E V    G               A     A                              

�

                     TT                               TAGG2
380       390       400       410       420       430 

TAGG2 KENYGNPT YITENGVDEFNNKTLPLQEALKDD RI YYHKHLLSLLSAIRDGA        V                           E                                                  A                    

TAGG1 KENYGNPT YITENGVDEFNNKTLPLQEALKDD RI YYHKHLLSLLSAIRDGA        I                           D                                                  T                    

�

                                                      TAGG2
      440       450       460       470       480     

TAGG2 NVKGYFAWSLLDNFEWSNGYTVRFGINFVDYNDG KRYPK SAHWFK FL K                                    R     N      K  L   

TAGG1 NVKGYFAWSLLDNFEWSNGYTVRFGINFVDYNDG KRYPK SAHWFK FL K                                    A     M      E  Q   

�
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Figure 4-1. Comparison of amino acid sequences of TAGG1 and TAGG2.
Black circles and black triangles represent residues interacting with glycone of substrate at subsite 
−1 and  possible aglycone-binding residues, respectively. Secondary structure and residue 
numbers of TAGG2 are depicted on the top. Multiple sequence alignment of TAGG1 and 
TAGG2 was conducted using MAFFT version 7 (Strategy, Auto; Katoh et al. 2019). The figure 
was generated by using the program ESPript 3.0 (Robert and Gouet 2014). 
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4.2 実験材料および⽅法 

4.2.1 基質および試薬 

4.2.1.1 メチル β-D-フコピラノシドの調製 

メチル β-D-フコピラノシド (メチル D-Fuc) の調製標品は, pNP D-Fucとメタノールを材料とし

た糖転移反応により合成した．反応液を以下の 20 mLとした．39.6 nM TAGG2 (4.2.3項の調製

品), 10 mM pNP D-Fuc (200 µmol), 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 5.0) および 30% (v/v) メタノ

ール．反応液を 30°Cに 80分間保持した後, 100°Cに 3分間保持して反応を停⽌した．TLC 

(2.2.12項) により, pNP D-Fucの分解, ならびにメチル D-Fucと pNPの⽣成を確認した．イオン交

換樹脂 Amberlite MB-4 (オルガノ, 東京) による処理 (pNP, 酵素, 緩衝液等の塩類の除去) を⾏っ

た．処理後の試料の TLC分析を⾏い, pNPが⾮検出であることを確認した．試料を凍結乾燥し, 

得られた⽩⾊粉末をメチル D-Fuc標品とした．エレクトロスプレーイオン化質量分析 (ESI-MS) 

および炭素核磁気共鳴スペクトル分析 (13C-NMR) により, 標品の構造解析を⾏った．ESI-MSの

分析装置に Thermo Scientific Exactive (Thermo Fisher Scientific) を⽤いた．試料をメタノールで溶

解し, 溶媒をメタノール, キャピラリーの温度を 300°C, 印加電圧を 3 kVとしてイオン化を⾏い, 

⽣成した陽イオンを検出した．分析を本学グローバルファシリティセンター機器分析委託部⾨に

依頼した．13C-NMR分析には Bruker Avance Neo 500 (500 MHz; Bruker, Billerica, MA, USA) を⽤

いた．試料 2 mgを D2O (99.75%, 富⼠フィルム和光純薬) 50 µLに溶解し, 測定試料とした．分析

を本学農学部 GC-MS & NMR測定室に依頼した． 

TA Glcは, 既報 (Matsuura et al. 2000) に基づき有機合成された標品（本学⼤学院農学研究院 

松浦英幸 教授より恵与）を⽤いた． 

その他は, 市販試薬を⽤いた． 

 

4.2.1.2 ビシンコニン酸試薬 

ビシンコニン酸 (BCA) 試薬 (Waffenschmidt and Jaenicke 1987) を以下の様に調製した．

Na2CO3 13.7 gと NaHCO3 6 gを脱塩⽔ 225 mLに溶解した後, ビシンコニン酸ナトリウム (同仁化
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学研究所, 益城, 熊本) 486 mgを溶解し, 脱塩⽔で 250 mLに定容した．これを BCA試薬 A液と

した．脱塩⽔ 225 mLに硫酸銅 5⽔和物 310 mgおよび L-セリン 315 mgを溶解し, 脱塩⽔で 250 

mLに定容した．これを BCA試薬 B液とした．A液, B液ともに遮光瓶中で 4°Cに保存した．要

時都度, 等量 (v/v) を混合し使⽤した． 

 

4.2.2 組換え TAGG1および TAGG2発現プラスミドの構築 

チオレドキシンおよび His6-タグを含む pET-32a由来の 131残基 (2.2.4項参照) を, シグナルペ

プチド 25残基を除いた TAGG1およびシグナルペプチド 24残基を除いた TAGG2の N末端側に

それぞれ付加した組換え酵素発現プラスミドを調製した．2.2.4項記載の⽅法にしたがい, 

Primestar HS DNA polymeraseを⽤いた PCRにより, TAGG1コード領域および TAGG2コード領域

の両端に pET-32aとの相同領域を付加した．TAGG1には, 鋳型に pSW60 (和久⽥博⼠論⽂, 2011) 

を, プライマーに OsTG1_pET32_IF_Fwおよび OsTG1_pET32_IF_Rvを, TAGG2には, 鋳型に

pSW88 (Himeno et al. 2013) を, プライマーに OsTG2_pET32_IF_Fwおよび OsTG2_pET32_IF_Rv

を⽤いた．なお, 鋳型とした pSW60および pSW88は, それぞれ TAGG1 (Os04g0474900) および

TAGG2 (Os04g0474800) の cDNAが pBluescript Ⅱ SK(+) (Stratagene, Jolla, LA, USA) の EcoRVサ

イトに導⼊されたプラスミドである．使⽤したプライマーの配列を Table 4-1に⽰す．2.2.4項に

したがい, アガロースゲル電気泳動による分離と抽出の後, In-Fusion HD Cloning Kitにより pET-

32aに連結した．調製したプラスミドをそれぞれ pET32-TAGG1および pET32-TAGG2とした． 

TAGG1および TAGG2の β→αループ 1 (L1) 上のトロンビン認識配列 (TAGG1, Gly33-Arg34-

Gly35; TAGG2, Gly35-Arg36-Gly37) を改変した．すなわち, それぞれ Gly33, Gly35をトロンビン

によって消化されない Lys (Furlong et al. 2002) に置換した (酵素名をそれぞれ TAGG1 G33Kおよ

び TAGG2 G35Kとする)．TAGG1 G33Kおよび TAGG2 G35Kの発現プラスミドを, 2.2.4項にし

たがって Primestar Mutagenesis Basal Kitにより調製した．TAGG1 G33K発現プラスミドには, 鋳

型に pET32-TAGG1を, プライマーに OsTG2_G35K_PSM_Fwおよび OsTG1_G33K_PSM_Rvを, 

TAGG2 G35K発現プラスミドには, 鋳型に pET32-TAGG2を, プライマーに
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OsTG2_G35K_PSM_Fwおよび OsTG2_G35K_PSM_Rvを⽤いた．使⽤したプライマーの配列を

Table 4-1に⽰す．調製したプラスミドを, それぞれ pET32-TAGG1-GKおよび pET32-TAGG2-GK

とする．以降, TAGG1 G33Kと TAGG2 G35Kをそれぞれ野⽣型 TAGG1および野⽣型 TAGG2と

する． 

各種 TAGG1変異酵素の発現プラスミドを, 2.2.4項にしたがって Primestar Mutagenesis Basal Kit

により調製した．鋳型には pET32-TAGG1-GKを, プライマーには Table 4-1に⽰す各種プライマ

ーを⽤いた．TAGG1 L176W–M188L発現プラスミドの調製には, TAGG1発現プラスミドのうち

Leu176–Met188コード配列を除いた線状 pET32-TAGG1-GKと TAGG2の Trp178–Leu189コード

配列を連結させた．ここで, TAGG2の Trp178–Leu189コード配列の調製には, 鋳型に pET32-

TAGG2-GKを, プライマーに TG2_cmr_W178_IFi_Fwおよび TG2_cmr_L189_IFi_Rvを, 線状

pET32-TAGG1-GKの調製には, 鋳型に pET32-TAGG1-GKを, プライマーに

TG2_cmr_L189_IFv_Fwおよび TG2_cmr_W178_IFv_Rvを⽤いた．使⽤したプライマーの配列を

Table 4-1に⽰す．2.2.4項にしたがって, アガロースゲル電気泳動による分離と抽出後, In-Fusion 

HD Cloning Kitにより連結した．得られたプラスミドの組換え酵素コード領域および接続部の塩

基配列の解析を⾏った．塩基配列解析に使⽤したプライマーの配列を Table 4-1に⽰す． 

 

4.2.3 組換え TAGG1および TAGG2の⽣産と調製 

N末端にチオレドキシンおよび His6-タグを付加した TAGG1および TAGG2 (前項 Gly→Lys変

異を含む．以後, それぞれ Nタグ付き TAGG1, TAGG2と呼ぶ) の野⽣型酵素および各種 Nタグ

付き TAGG1変異酵素を⼤腸菌により⽣産した．Nタグ付き TAGG1の野⽣型酵素および変異酵

素の⽣産には⼤腸菌 Rosetta-gami 2(DE3)株 (Merck) を, Nタグ付き TAGG2の野⽣型酵素の⽣産

には⼤腸菌 Origami B(DE3)株を⽤いた．⼤腸菌の形質転換および組換えタンパク質の⽣産の誘導

を 2.2.4項および 2.2.5項にしたがって⾏った．ただし, Rosetta-gami 2(DE3)形質転換体の培養には

100 µg mL−1アンピシリンおよび 34 µg mL−1クロラムフェニコール (富⼠フィルム和光純薬) を含

む LB培地を⽤いた．2.2.5項にしたがい, タンパク質の抽出, 精製およびトロンビン処理を⾏っ
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た．ただし, 緩衝液 Aおよび緩衝液 Bに代えて緩衝液 D (150 mM NaClを含む 20 mMトリス HCl

緩衝液 (pH 8.3)) を⽤いた．トロンビン処理後の試料を, 緩衝液 Dで平衡化した Ni-Chelating 

Sepharose Fast Flowカラム (1.6 cm i.d. × 2.5 cm, 5 mL) によるクロマトグラフィーに供し, 酵素か

ら切断された His6-タグを含む N末端タグ部分を担体に吸着させ, ⽬的の酵素タンパク質を緩衝

液 D (200mL) と 30 mMイミダゾールを含む緩衝液 D (100 mL) による⾮吸着画分に溶出させ, こ

れを回収した．クロマトグラフィーでは流速を 4 mL min−1, カラム温度を 4°C, 画分液量を 5 mL

とした．次に, 回収画分を緩衝液 E (20 mMリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0)) に対して⼗分に透

析後, 緩衝液 Eで平衡化した CM Sepharose Fast Flowカラム (2.5 cm i.d. × 6.0 cm, 30 mL; GE 

Healthcare) によるクロマトグラフィーにより分離した．緩衝液 E (200 mL) および緩衝液 Eにお

ける 0–0.5 M NaClの直線濃度勾配 (200 mL) によってタンパク質を溶出させた．流速を 3 mL 

min−1, カラム温度を 4°C, 画分液量を 5 mLとした．活性および A280に基づき, 精製度の⾼い活性

画分を回収した．回収画分を緩衝液 Eに対して⼗分に透析した後, Vivaspin 20 centrifugal 

concentrators (MWCO 30,000; Sartorius, Göttingen, Germany) を⽤いて A280が 0.075–4.24になるよう

に濃縮し, これを精製酵素とした．使⽤まで 4°Cで保存した．タンパク質濃度を 2.2.7項にした

がって定量した．各種精製標品の⽐吸光係数E	!	#$,&'(	)$!% は, TAGG1野⽣型 19.8, TAGG2野⽣型 

19.4, TAGG1 L176W–M188L/N247H 20.9, TAGG1 L176W–M188L 20.1, TAGG1 

L176W/S177T/N247H 20.1, TAGG1 L176W/S177T 20.4, TAGG1 L176W 21.0, TAGG1 S177T 19.9, 

TAGG1 V180S/A181N 20.1, TAGG1 S185T 19.8, TAGG1 ΔG186 20.0, TAGG1 ΔG186/M188L 20.4, お

よび TAGG1 N247H 21.9であった． 

 

4.2.4 TAGG1および TAGG2の基質特異性の解析 

各基質 (1 mM) に対する反応速度の測定を以下の標準反応条件で⾏った．基質には, pNP Glc, 

pNP D-Fuc, pNP Gal, SA Glc, TA Glc, ヘリシン, フェニル Glc, オクチル Glc, Cel2, Cel3, Lam2およ

び Lam3を⽤いた．酵素 (濃度を Table 4-2aを⽰す), 1 mM基質, 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液 

(pH 5.0) および 0.2 mg mL−1 BSAからなる反応液 50 µLを 30°Cに 10分間保持した．pNP配糖体
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に対する反応では, 酵素反応を 2 M Na2CO3 25 µLの添加により停⽌し, 2.2.8項にしたがって⽣成

pNPを定量した．その他の基質に対する反応では, 4 Mトリス HCl緩衝液 (pH 7.0) 25 µLの添加

により停⽌し, 2.2.10項にしたがって⽣成 D-グルコースを定量した． 

TAGG1と TAGG2の野⽣型酵素, および TAGG1変異酵素 5種 (L176W–M188L/N247H, 

L176W/S177T/N247H, L176W–M188L, L176W/S177Tおよび N247H) の反応速度の基質濃度依存性

の解析では, s-vプロット上でミカエリス-メンテン式を⾮線形回帰させて速度パラメーターを決

定した．pNP Glc, pNP D-Fuc, pNP Galおよびメチル Glcに対する反応を上記標準反応条件で⾏っ

た．ただし, 酵素濃度, 基質濃度および反応時間を Table 4-2bに⽰す通りとした．メチル D-Fuc

およびメチル Galに対する反応を, 上記標準反応条件で⾏った．ただし, BSA濃度を 0.02 mg 

mL−1, 反応液を 150 µLとし, 酵素濃度, 基質濃度および反応時間を Table 4-2bに⽰す通りとし

た．反応時間中, 経時的に 5回に分けて反応液 29 µLを分取しそれぞれ BCA試薬 (4.2.1.2項の調

製品) 50 µLと混合して反応を停⽌した後, 氷上に保持した．80°Cに 30分間保持し, 氷冷後に, 

A560を測定した．標準曲線には, 29 µLの反応液に代えて 0–0.2 mM D-フコース (東京化成⼯業) ⽔

溶液, または 0–0.12 mM D-ガラクトース (ナカライテスク) ⽔溶液を⽤いた．反応速度の基質濃

度依存性の解析は, 2.2.10項にしたがって Grafit ver. 7.0.2を⽤いた⾮線形回帰分析により⾏った．

求めた Kmが試験した基質濃度よりも⼤きかった基質では, 求めた kcatおよび Kmの値を⽤いて算

出した kcat/Kmのみを記した． 
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b. Concentrations of substrates and enzymes, and reaction time for measurement of kinetic parameters 
for the reactions with each substrate in TAGG1 and TAGG2 wild type, and TAGG1 variants. 
 
(b-1) TAGG1 wild type 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0927 10 
pNP D-Fuc 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 0.927 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 15.5 10 
Methyl Glc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25 92.7 22 
Methyl D-Fuc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 185 90 

 
(b-2) TAGG2 wild type 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0792 10 
pNP D-Fuc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0528 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 0.325 10 
Methyl Glc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 39.6 10 
Methyl D-Fuc 0.25, 0.5, 0.75, 1 158 10 
Methyl Gal 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 396 50 

 
(b-3) TAGG1 L176W–M188L/N247H 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.130 10 
pNP D-Fuc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0652 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 0.307 10 
Methyl Glc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25 54.3 10 
Methyl D-Fuc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 54.3 35 
Methyl Gal 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 326 50 

 
(b-4) TAGG1 L177W/S177T/N247H 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0586 10 
pNP D-Fuc 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 0.0791 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 0.376 10 
Methyl Glc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25 66.8 10 
Methyl D-Fuc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 134 45 

 
(b-5) TAGG1 L177W–M188L 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0584 10 
pNP D-Fuc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0584 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 1.80 10 
Methyl Glc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25 77.8 10 
Methyl d-Fuc 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 77.8 35 
Methyl Gal 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15 292 50 
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(b-6) TAGG1 L176W/S177T 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.0474 10 
pNP D-Fuc 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 0.118 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 2.63 10 

 
(b-7) TAGG1 N247H 
Substrate Substrate (mM) Enzyme (nM) Time (min) 
pNP Glc 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 0.142 10 
pNP D-Fuc 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 0.312 10 
pNP Gal 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.4, 3.2 8.32 10 
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4.3 結果 

4.3.1 メチル D-Fucの調製 

メチル D-Fucの調製を, 酵素 TAGG2による糖転移反応により⾏った．糖供与体基質に 10 mM 

pNP D-Fucを, 糖受容体を 30%メタノールとした．反応条件下 30°Cで 80分間保持した．TLC解

析により, pNP D-Fucの消失およびメチル D-Fucと pNPの⽣成が認められた (Figure 4-2)．反応液

には Fucの⽣成は検出されなかった．脱塩により pNPを除去し (Figure 4-2), 凍結乾燥品を調製

した．以上により, pNP D-Fuc 56.5 mg (200 µmol) より, メチル D-Fuc 23.5 mg (132 µmol, 収率

67%) を得た．調製標品の ESI-MS解析では, m/z 201.07 Daが得られた (Figure 4-3)．これはメチ

ル D-Fucの[M+Na]+ 201.074 (単⼀同位体質量) に⼀致する．また, 13C-NMR分析では, 観測された

化学シフト値が, 既報 (Sabir et al. 2010) のメチル D-Fucの各炭素原⼦の値と⼀致した (Table 4-

3)．以上より, 本調製標品はメチル D-Fucであることが確認された． 

 

4.3.2 組換え TAGG1および TAGG2の調製 

TAGG1と TAGG2の野⽣型酵素, および TAGG1変異酵素 (シグナル配列を除いた成熟酵素部

分と, その N末端側の 2残基 Gly-Serからなる) を調製した．ここではまず, 組換え⼤腸菌を⽤

いて, N末端にベクターpET-32aに由来する 131残基を有す各種酵素を⽣産した．培養 1.0 Lの菌

体の無細胞抽出液から Ni-アフィニティカラムカラムクロマトグラフィーにより部分精製を⾏っ

た．続いて, N末端付加配列をトロンビンにより切断し, イオン交換等のカラムクロマトグラフ

ィーにより精製を⾏った．調製された精製標品のタンパク質量は以下の通りであった．TAGG1

野⽣型 0.194 mg, TAGG2野⽣型 2.07 mg, TAGG1 L176W–M188L/N247H 0.718 mg, TAGG1 

L176W–M188L 0.450 mg, TAGG1 L176W/S177T/N247H 0.662 mg, TAGG1 L176W/S177T 0.391 mg, 

TAGG1 L176W 0.248 mg, TAGG1 S177T 0.218 mg, TAGG1 V180S/A181N 0.0261 mg, TAGG1 S185T 

0.109 mg, TAGG1 ΔG186 0.0248 mg, TAGG1 ΔG186/M188L 0.0329 mg, TAGG1 N247H 0.0549 mgで

あった．いずれの精製標品も SDS-PAGEにより単⼀のタンパク質バンドを⽰した (Figure 4-4)．

分⼦質量はいずれも 49 kDaと⾒積もられ, 配列からの計算値 54,902–55,087 Da (各種 TAGG1) と
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55,105 Da (TAGG2) と概ね⼀致した (Figure 4-4)．2 mM pNP Glcに対する⽐活性は, TAGG1野⽣

型 138 U mg−1, TAGG2野⽣型 317 U mg−1, TAGG1 L176W–M188L/N247H 270 U mg−1, TAGG1 

L176W–M188L 223 U mg−1, TAGG1 L176W/S177T/N247H 305 U mg−1, TAGG1 L176W/S177T 249 U 

mg−1, TAGG1 L176W 201 U mg−1, TAGG1 S177T 188 U mg−1, TAGG1 V180S/A181N 131 U mg−1, 

TAGG1 S185T 140 U mg−1, TAGG1 ΔG186 123 U mg−1, TAGG1 ΔG186/M188L 141 U mg−1, TAGG1 

N247H 204 U mg−1であった． 

 

4.3.3 野⽣型 TAGG1と TAGG2の pNP配糖体とメチル配糖体に対するグリコシド特異性 

TAGG1と TAGG2の野⽣型酵素の pNP配糖体およびメチル配糖体の各種グリコシド (グルコ

シド, D-フコシド, ガラクトシド) に対する速度パラメーターを求めた (Table 4-4)．TAGG1の

kcat/Kmは, pNP Glcでは 846 s−1 mM−1, pNP D-Fucでは 373 s−1 mM−1であり, グルコシドに 2.3倍⾼

い値を⽰した．メチル Glcでは 0.501 s−1 mM−1, メチル D-Fucでは 0.162 s−1 mM−1であり, pNP配

糖体と同様にグルコシドに⾼く, 3.1倍⾼い値を⽰した．⼀⽅, TAGG2の kcat/Kmは, pNP Glcでは

1300 s−1 mM−1, pNP D-Fucでは 2460 s−1 mM−1であり, D-フコシドに 1.9倍⾼い値を⽰したが, メチ

ル Glcでは 2.04 s−1 mM−1, メチル D-Fucでは 0.667 s−1 mM−1であり, グルコシドに 3.1倍⾼い値を

⽰した．すなわち, TAGG1は両基質でグルコシド特異性を⽰したが, TAGG2は pNP配糖体では

D-フコシド特異性を, メチル配糖体ではグルコシド特異性を⽰し, 基質アグリコンの違いによっ

てグリコシド特異性が変化した．また, pNP配糖体ではガラクトシドに対する特異性も異なっ

た．TAGG1では pNP Galの kcat/Km (6.71 s−1 mM−1) は pNP Glcの値 (846 s−1 mM−1) の 0.0079倍で

あるのに対して, TAGG2では pNP Galの kcat/Km (305 s−1 mM−1) は pNP Glcの値 (1300 s−1 mM−1) 

の 0.23倍であり, pNP Galは他基質との相対値, 絶対値のいずれでも TAGG2において TAGG1よ

りも良く作⽤する基質であった． 
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4.3.4 TAGG1変異酵素の pNP配糖体とメチル配糖体に対するグリコシド特異性 

各種 TAGG1変異酵素の 1 mM pNP配糖体の反応速度 (pNP遊離速度を全酵素濃度[E]0で除し

た値) を測定した (Table 4-5)．まず, 推定アグリコン結合部位の 8残基すべてを TAGG2型に置

換した L176W–M188L/N247Hについてである．本変異酵素では, ほとんどの基質で反応速度が⼤

きく上昇し, TAGG2野⽣型に近い値となった．pNP Glcでは 2.0倍 (201 s−1), pNP D-Fucでは 60

倍 (275 s−1), pNP Galでは 46倍 (158 s−1) に増加した．これにより, pNP D-Fucの対 pNP Glc速度

⽐ (vpNP D-Fuc / vpNP Glc) は 1.37であり, 変異導⼊により TAGG1野⽣型の値 (0.046) から⼤幅に増

加して TAGG2の値 (1.39) とほぼ⼀致した． 

置換を 1残基および 2残基に限定した変異酵素のうち, V180S/A181N, S185T, ΔG186および

ΔG186/M188Lは野⽣型酵素とほぼ同等の速度⽐ vpNP D-Fuc / vpNP Glc (0.041–0.049) を⽰したが, 

L176W, S177T, L176W/S177Tおよび N247Hは野⽣型酵素より⾼い vpNP D-Fuc / vpNP Glc (0.058–0.25) 

を⽰し, 特異性が TAGG2に近づいた． 

次に, pNP D-Fucへの速度⽐が向上した TAGG1変異酵素 5種について, pNP配糖体の反応速度

パラメーターを求めた (Table 4-6)．まず, 8残基すべて置換した変異酵素 L176W–M188L/N247H

について述べる．本変異酵素の kcat/Kmは, pNP Glcでは野⽣型の 0.90倍に微減 (758 s−1 mM−1), 

pNP D-Fucでは 4.2倍 (1550 s−1 mM−1), pNP Galでは 36倍 (241 s−1 mM−1) と⼤幅に増加した．pNP 

D-Fucと pNP Galの値は顕著な増加により, TAGG2の値に近づいた．pNP Glcに対する pNP D-Fuc

と pNP Galの kcat/Km⽐はそれぞれ 2.0, 0.32であり, TAGG1の値 (0.44, 0.0079) よりも TAGG2の

値 (1.9, 0.23) に近かった．すなわち, TAGG2型の特異性を⽰した．pNP Glcに対する kcatは 275 

s−1 (野⽣型⽐ 2.1倍), Kmは 0.362 mM (野⽣型⽐ 2.4倍) と増加した．pNP D-Fucに対する kcatは

334 s−1 (野⽣型⽐ 68倍), Kmは 0.216 mM (野⽣型⽐ 16倍) と⼤きく増加し, TAGG2の値 (kcat, 398 

s−1; Km, 0.162 mM) に近いた．pNP Galに対する kcatも 424 s−1 (野⽣型⽐ 68倍) と⼤きく増加, Km

は 1.76 mM (野⽣型⽐ 1.9倍) と増加し, TAGG2の値 (kcat, 313 s−1; Km, 1.03 mM) に近いた．すな

わち, 8重変異酵素は kcat/Kmだけでなく, kcatと Kmも TAGG2型に変化した． 
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置換を限定した変異酵素について述べる．2重変異酵素 L176W/S177Tの kcat/Kmは, pNP Glcの

値 (2840 s−1 mM−1) が野⽣型⽐で 3.4倍と最も顕著に増加し, TAGG2の値 (1300 s−1 mM−1) をも⼤

きく上回った．pNP D-Fucの値 (1970 s−1 mM−1) も 5.3倍増であり, TAGG2の値 (2460 s−1 mM−1) 

に近づいた．pNP Galの値 (35.9 s−1 mM−1) も 5.4倍増だが, TAGG2の値 (305 s−1 mM−1) を⼤きく

下回った．pNP Glcに対する pNP D-Fucと pNP Galの kcat/Km⽐は 0.69と 0.013であり, 速度は増

加したが依然 pNP Glc特異性を⽰しており, TAGG2型にはならなかった． 

単⼀変異酵素 N247Hの kcat/Kmは, pNP Glc, pNP D-Fuc, および pNP Galではそれぞれ 0.94倍, 1.8

倍, 1.5倍の値となり, いずれの基質に対しても最も TAGG1野⽣型に近い値を⽰した． 

7重変異酵素 L176W–M188Lの kcat/Kmは, pNP Glcでは 2240 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 2.7倍), pNP D-

Fucでは 2470 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 6.6倍), pNP Galでは 49.9 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 7.4倍) であった．

pNP Glcに対する pNP D-Fucと pNP Galの kcat/Km⽐は 1.1と 0.022であり, わずかに pNP D-Fuc特

異性に変化した． 

3重変異酵素 L176W/S177T/N247Hの kcat/Kmは, pNP Glcでは 1980 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 2.4倍), 

pNP D-Fucでは 2430 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 6.5倍), pNP Galでは 235 s−1 mM−1 (野⽣型⽐ 35倍) であ

り, pNP D-Fucの値が最も⾼かった．pNP Glcに対する pNP D-Fucと pNP Galの kcat/Km⽐は 1.2と

0.12であり, これまでの置換を限定した変異酵素の中で最も 8重変異体や TAGG2に特異性が近

づいた．pNP Glcに対する kcatは 274 s−1 (野⽣型⽐ 2.1倍) と増加し, Kmは 0.138 mM (野⽣型⽐

90%) と微減した．pNP D-Fucに対する kcatは 54.4 s−1 (野⽣型⽐ 11倍), Kmは 0.0224 mM (野⽣型⽐

1.7倍) と増加し, TAGG2の値 (kcat, 398 s−1; Km, 0.162 mM) に近いた．pNP Galに対する kcatも 256 

s−1 (野⽣型⽐ 41倍) と⼤きく増加, Kmは 1.09 mM (野⽣型⽐ 1.2倍) と増加し, TAGG2の値 (kcat, 

313 s−1; Km, 1.03 mM) に近いた．すなわち, 3重変異酵素は kcat/Kmだけでなく, kcatと Kmも TAGG2

型に変化した． 

メチル配糖体に対するグリコシド 3種の速度パラメーターを求めた (Table 4-7)．対象酵素は 8

重, 7重, および 3重変異酵素とした (いずれも pNP配糖体において pNP D-Fucに⾼い kcat/Kmを⽰

した)．8重変異酵素 L176W–M188L/N247H, 7重変異酵素 L176W–M188L, 3重変異酵素
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L176W/S177T/N247Hの kcat/Kmは, メチル Glcおよびメチル D-Fucに野⽣型のそれぞれ 3.7–2.7倍, 

2.4–3.5倍, 2.8–2.6倍の値を⽰した．すなわち, 値が増加し TAGG2に近づいた．メチル D-Fucの

対メチル Glcの kcat/Km⽐は 0.24–0.48であり, TAGG1と TAGG2野⽣型酵素の値 (0.32–0.33) に近

かった． 

 

4.3.5 野⽣型 TAGG1と TAGG2および TAGG1変異酵素のアグリコン特異性 

アグリコン特異性の評価のため, 1 mM各種 β-グルコシドに対する速度を解析した (Table 4-

5)．先の pNP配糖体 3種, その他配糖体グルコシド 5種, およびオリゴ糖 4種を基質とした．

TAGG1は, ヘリシンに最も⾼い速度 (141 s−1) を, Cel2に最も低い速度 (0.164 s−1) を⽰した．こ

れは TAGG2および全ての変異酵素で共通した．TAGG1と TAGG2の特徴づけをする．TAGG1

は, フェニル Glcと Cel3の速度が TAGG2と⽐較して特に低い⼀⽅, Lam3の速度は TAGG2より

⾼値となっている．TAGG2は, Lam3を除く全てに対して TAGG1よりも 1.2–23倍⾼い速度を⽰

し, 特にフェニル Glcと Cel3に対してそれぞれ TAGG1の 23倍および 9.8倍であった．⼀⽅, 

Lam3には TAGG1の 9.2%の値を⽰した． 

TAGG1の 8重, 7重, 3重変異酵素は, TAGG2様の特異性を⽰した．すなわち, 速度の対

TAGG1相対値は, フェニル Glcでは 3.7–23.2倍, Cel3では 2.0–6.5倍の⾼値, Lam3では 5.5–21%の

低値であった．その他の変異体は, TAGG1と同程度か低下した値を⽰した．基質では Lam3の速

度が最も低下し, 上記の TAGG2様となった多重変異酵素のみならずほとんどの変異酵素で低下

した（TAGG1野⽣型の 5.5–75%)．ただし, S177Tでのみ 1.9倍に増加した．変異酵素別では, 

V180S/A181Nでは pNP配糖体を除く全ての基質で速度低下がみられた．対 TAGG1野⽣型の速

度⽐で, Cel3の 14%, Lam3の 18%から SA Glcの 63%の範囲で速度が低下した． 
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Table 4-3. Chemical shifts of the preparation from the reaction of methanol 
and pNP D-Fuc by TAGG2 in the 13C-NMR spectra. 

* Sabir et al. 2010 
 

Carbon δC (ppm) δC* (ppm) 
C1 104.61 104.26 
C2 71.71 70.16 
C3 73.84 73.52 
C4 71.33 69.92 
C5 72.22 71.03 
C6 16.27 16.58 

OCH3 58.01 55.69 
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Figure 4-2. TLC analysis of the formation of methyl β-D-fucopyranoside from pNP β-D-
fucopyranoside and methanol in transglycosylation catalyzed by TAGG2.
The transglycosylation by TAGG2 (39.6 nM) with 10 mM pNP D-Fuc and 30% (v/v) methanol 
in 50 mM sodium acetate buffer (pH 5.0) was done at 30 ℃ for 80 min. The reaction 
was analyzed by TLC visualized with UV (a) and carbohydrate staining (b).
1, Reaction mixture. 2, the reaction mixture desalted by using Amberlite MB-4, after termination 
of the reaction. pNP Fuc (pNP D-Fuc) and Fuc (D-fucose), authentic standards.

–pNP

pNP
Fuc Fuc 21

a b

–Methyl D-Fuc

pNP
Fuc Fuc 21
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Figure 4-3. ESI-MS analysis of the prepared methyl β-D-fucopyranoside.
Product ion spectra of the preparation at m/z 201.07 corresponds to sodium adduct of methyl β-D-
fucopyranoside (201.074 Da). 

Sample No. : C:\Xcalibur\...\0807\BG_200529_me_Fuc_pn Instrument :  Exactive Mobile phase solvent : MeOH
Operator name : hayashi harumi Sample solvent : submitting solution
Date : 8/7/2020 10:29:27 AM
Instrumental method : C:\Xcalibur\methods\HESI_100ul\pn_H80_S30_50.meth
Instrumental Analysis Division, Global Facility Center, Creative Research Institution, Hokkaido University
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Figure 4-4 . SDS-PAGE analysis of purified recombinant TAGG1, TAGG2, and TAGG1 variants.
Lane M, protein size marker; the right lane, each purified recombinant enzyme (1 μg). Protein was 
stained with CBB. Molecular masses of the standard proteins are shown on the left. Recombinant 
TAGG1 and its variants (49 kDa), and TAGG2 (49 kDa) are indicated by an arrow.

133



 

4.4 考察 

本章では, GH1 β-グルコシダーゼ基質グルコシド・D-フコシド特異性が, 基質アグリコンの結

合様式に依存することについて, pNP Glc特異的な TAGG1と pNP D-Fuc特異的な TAGG2を⽤い

て, 基質側のアグリコン部分の変換および酵素側の推定アグリコン結合部位の変換の両⾯から明

⽰した．すなわち, TAGG2は, pNP配糖体では β-D-フコシドに良く作⽤するが, メチル配糖体で

は β-D-グルコシドに良く作⽤した (Table 4-4)．また, TAGG1を親酵素とし, TAGG2型のアグリコ

ン結合部位を導⼊すると, pNP Glcよりも pNP D-Fucに良く作⽤するようになり, pNP Galに対す

る速度も⼤きく増加した (Table 4-6)．以上より, 基質のアグリコン部分の結合様式が, 少なくと

も β-D-グルコシド, β-D-フコシド, β-D-ガラクトシドの特異性に影響を与えることは確実であると

⾔える．以降, グリコシド特異性の基質アグリコンの結合様式依存性に関する分⼦機構について

考察していく． 

まず, pNP配糖体におけるグリコシド特異性に寄与する鍵残基について考察する．推定アグリ

コン結合残基を TAGG2の対応残基に置換した TAGG1変異酵素は, TAGG2と同じく pNP D-Fuc

に最も良く作⽤した．特に 8重置換体 L176W–M188L/N247Hの pNP Glc, pNP D-Fuc, pNP Galに対

する kcat/Kmの⽐率は TAGG1野⽣型よりも TAGG2に近い値となった．これは, 置換を 3残基に

限定した 3重置換体 L176W/S177T/N247Hでも同様であった．また, 単⼀置換体 N247Hおよび 2

重置換体 L176W/S177Tでは特異性の逆転には⾄らなかったが, pNP D-Fuc特異性が増加し, 単⼀

置換体 L176W, S177Tでは, 1 mM基質に対する速度において, pNP D-Fuc選択性の増加が認められ

た．推定アグリコン結合部位に位置する Leu176, Ser177, Asn247の 3残基が pNP Glcと pNP D-Fuc

に対する特異性に重要な残基であると考えられた．TAGG1の Ser177相当残基への変異導⼊によ

る pNP Glcと pNP D-Fucに対する特異性の変化は, その他 GH1酵素においても確認される．ヒト 

(Homo sapiens) 由来 hCBGの V168Yにおける pNP D-Fucに対する pNP Glcの kcat/Km⽐は野⽣型

の値 0.24から 0.30に微増し, S. frugiperda由来 Sfβglyの E190Aでは野⽣型の値 0.23から 0.90に

増加している (Berrin et al. 2003; Mendonça and Marana 2008)．このことは, 推定アグリコン結合部
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位 Ser177相当残基による pNP Glcと pNP D-Fuc特異性への影響が GH1酵素に普遍的であること

を⽰唆する． 

次に, 予想される pNP結合様式について考察する．TAGG1と TAGG2の pNP Glcとの結合様

式を推定するため, N. koshunensis由来 NkBglの⼀般酸塩基触媒変異酵素 (E193D) と pNP Glcの

複合体構造 (PDB entry, 3AI0; Jeng et al. 2011), TAGG1 (ColabFold (Mirdita et al. 2021) により作成) 

および TAGG2 (PDB entry, 3PTQ; Sansenya et al. 2011) の構造を⽐較した (Figure 4-5)．TAGG1の

Leu176, Ser177, Asn247および TAGG2における対応残基は pNP基と相互作⽤し得る距離に位置

した．今回, TAGG2および, これら 3残基に対する変異を含む TAGG1変異酵素 (8重置換体

L176W–M188L/N247Hおよび 3重置換体 L176W/S177T/N247H) は, pNP配糖体では D-フコシド特

異性を⽰し, メチル配糖体では TAGG1と同じグルコシド特異性を⽰した．メチル配糖体はアグ

リコンの嵩が⼩さいことから, アグリコン結合部位と基質アグリコンとの相互作⽤がほとんどな

いと考えられる．これらのことから, TAGG2型のアグリコン結合部位を持つ酵素では, メチル配

糖体ではグルコシドに対する作⽤に適した結合様式, おそらくは TAGG1と同様なものをとるが, 

pNP配糖体では pNP基とアグリコン結合部位の相互作⽤により, グリコンの結合様式がグルコシ

ドに対する作⽤に適さないものに変化すると推定された．すなわち, グルコシド・フコシド特異

性はアグリコンの結合様式に依存すると考えられた． 

pNP結合様式に伴うグリコン側の結合様式の変化について考察する．上述したようにアグリコ

ンの結合様式に依存してグリコン結合様式が変化するとき, サブサイト−1において, 結合様式の

変化に対応する残基が存在すると予想される．メタゲノム由来 Td2F2の D-グルコース複合体と

D-フコース複合体の重ね合わせ構造 (それぞれ PDB entryは 3WH6と 3WH7; Matsuzawa et al. 

2016) では, グリコン結合部位 (サブサイト−1) に存在する D-グルコースと D-フコースと相互作

⽤する残基のうち, L8上の Glu406 (D-グルコースの 4-Oと 6-Oあるいは D-フコースの 4-Oと相互

作⽤する) にのみ側鎖配向の違いが⾒られる (Figure 4-6)．このことから, 側鎖配向に多様性を持

つこの L8-Gluは, アグリコン結合様式に伴って変化するグルコシドおよび D-フコシドの結合を

許容し得ると考えられる．この L8上の Glu側鎖配向の多様性は, その他の GH1酵素 Z. mays由
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来 ZmGlu1 (1E56と 1V08; Verdoucq et al. 2004), N. koshunensis由来 NkBgl (3AI0と 3VIL; Jeng et al. 

2012) および O. sativa由来 Os3BGlu6 (3GNP; Seshadri et al. 2009) などにおいて確認される．また, 

この L8-Gluはグルコシド・フコシド・ガラクトシドに対する特異性に重要であることが変異酵

素の解析より⽰されている (Marana et al. 2002)．S. frugiperda由来 Sfβglyは, TAGG2と同様に

pNP D-Fucに最も⾼い kcat/Kmを⽰す (pNP Glc, 2.4 s−1 mM−1; pNP D-Fuc, 6.7 s−1 mM−1; pNP Gal, 0.17 

s−1 mM−1)．該当残基 Glu451の Ala置換体の kcat/Kmは, pNP Glcで 0.026 s−1 M−1 (野⽣型⽐

1.1×10−3%), pNP D-Fucで 0.39 s−1 M−1 (野⽣型⽐ 5.8×10−3%), pNP Galで 0.57 s−1 M−1 (野⽣型⽐

0.34%) であり, pNP Glcで顕著に低下したことから, L8-Glu451は特にグルコシドに対する作⽤に

重要であることが⽰されている．これらのことから, 各グリコン結合様式のグルコシドへの作⽤

の有利・不利は, L8-Gluの側鎖配向に依存すると予想された．すなわち, TAGG1のアグリコン結

合部位を持つ酵素やアグリコンの嵩が⼩さい基質の結合では, L8-Gluはグルコシドへの作⽤に適

した配向をとるが, TAGG2のアグリコン結合部位を持つ酵素とアグリコンの嵩⾼い基質の結合で

は, アグリコン側の酵素−基質間の相互作⽤によりグリコンの結合様式が変化し, これに伴い L8-

Gluの側鎖がグルコシドに対する作⽤に不利な配向をとると考えられた． 

既知 GH1酵素における, 推定アグリコン結合部位形成残基と pNP Glcと pNP D-Fucに対する特

異性の相関について考察する．推定アグリコン結合部位形成残基として, TAGG1の Leu177, 

Ser178, Asn247の 3残基に加え, Val245および Trp360の 2残基に着⽬した．Val245および

Trp360は TAGG1および TAGG2間で保存され, NkBglと pNP Glcの複合体構造と TAGG1の重ね

合わせ構造において pNP基と相互作⽤できる距離に位置する (Figure 4-5)．これら 5残基に相当

する残基について, pNP Glcおよび pNP D-Fucに対する特異性が解析されている GH１酵素 22種

における配列⽐較を⾏った (Table 4-8)．これら GH1酵素の pNP D-Fucの kcat/Kmに対する pNP 

Glcの kcat/Kmの相対値は様々であり, pNP Glcと pNP D-Fucに対する特異性は多様である (Rouyi 

et al. 2014; Kempton and Withers 1992; Hancock et al. 2005; Baiya et al. 2014; Fourage et al. 2000; 

Vallmitjana et al. 2001; Opassiri et al. 2004; Gu et al. 2009; Hong et al. 2009; Sue et al. 2000; Marana et 

al. 2002; Kim et al. 2009; Park et al. 2010; Uchiyama et al. 2013; Berrin et al. 2003; Chuankhayan et al. 
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2005; Hwa et al. 2015; Seshadri et al. 2009)．推定アグリコン結合部位形成残基の保存性は低く, pNP 

Glc特異性が⾼い (pNP D-Fucに対する pNP Glcの kcat/Km⽐が 1より⼤きい) 酵素でのみ保存され

る残基, または pNP D-Fuc特異性が⾼い (kcat/Km⽐が 1より⼩さい) 酵素でのみ保存される残基

はなく, pNP Glcと pNP D-Fucに対する特異性とこれら残基の種類に明確な相関は⾒られなかっ

た．GH1酵素の多様なアグリコン結合部位が pNP Glcおよび pNP D-Fucに対する多様な特異性に

寄与すると考えられた． 

本章で, 基質アグリコンによってグリコシド特異性が変化することが⽰された．この結果は, 

グリコシド特異性の評価に pNP基質のみを⽤いることに警鐘を鳴らすと⾔える．グリコシド特

異性の評価のためには, 基質アグリコン側の構造を考慮する必要があるだろう． 
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Figure 4-5. Comparison of possible aglycone binding site of TAGG1 and TAGG2.
Residues around the possible aglycone binding site are shown in the superimposed structures of 
TAGG1 (green; Colabfold), TAGG2 (orange; PDB entry, 3PTQ; Sansenya et al. 2011), and 
NkBgl (purple; PDB entry, 3AI0; Jeng et al. 2011). pNP Glc of NkBgl complex (purple) is 
shown shown in ball and stick representation. 
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Figure 4-6. Comparison of the residues arrangement for D-glucose and D-fucose binding in 
Td2F2 complex.
Residues around glycone binding site of Td2F2-D-glucose complex (green; PDB entry, 3WH6; 
Matsuzawa et al. 2016) and Td2F2-D-fucose complex (orange; PDB entry, 3WH7; Matsuzawa et 
al. 2016). D-Glucose and D-fucose are shown in ball and stick representation. Predicted hydrogen 
bonds are indicated by dotted lines.
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5 総合考察—構造に基づく植物 GH1酵素の機能の整理— 

本研究では, 植物 GH1酵素が⽰す多様なアグリコンおよびグリコン特異性を⽀える分⼦基盤を

明らかにすることを⽬的として, GH1酵素の機能・構造解析を⾏った．第 2章では, スコポリン

などクマリン配糖体の加⽔分解を担うとされていたシロイヌナズナ由来 AtBGlu42の酵素機能と

結晶構造を明らかにし, 本酵素がスコポリンに⾼い加⽔分解活性を持つことを⽣化学的に⽰すと

ともに, 結晶構造と結合予測に基づき Phe197および Trp360がスコポリンとの結合に寄与すると

推定した．また, 本酵素がセロオリゴ糖にも良く作⽤することを⾒出し, 本酵素が⽰すセロオリ

ゴ糖三糖に対する⾼い特異性に Arg342が重要であることを部位特異的変異酵素の機能に基づき

⽰した．また, 同 Arg342はサブドメイン上にあり, サブドメインの配置等により該当 Argの配置

および機能に違いが⽣じ得ることを考察した．第 3章では, シロイヌナズナ由来 β-マンノシダー

ゼ AtBGlu44およびイネ由来 β-グルコシダーゼ Os3BGlu7を対象とし, これら酵素がそれぞれ⽰

すマンノシドとグルコシドに対する特異性がサブサイト−1のセカンドシェル残基の違いによる

ことを明らかにした．第 4章では, pNP Glcと pNP D-Fucに対してそれぞれ特異的なイネ由来

TAGG1および TAGG2に関し, アグリコンの異なる基質への作⽤と TAGG1の推定アグリコン結

合部位の変異酵素の機能を解析して, グルコシドと D-フコシドに対する特異性が基質のアグリコ

ン部分と酵素のアグリコン結合部位の相互作⽤に依存することを明らかにした． 

本章では, 本研究で明らかにした酵素の基質特異性ならびに基質特異性に寄与する構造を加味

して, 植物 GH1酵素の機能を整理する．シロイヌナズナおよびイネを含む植物 8種 (シロイヌナ

ズナ, A. thaliana; トマト, S. lycopersicum; イネ, O. sativa; オオムギ, H. vulgare; モロコシ, S. 

bicolor; トウモロコシ, Z. mays; ヒメツリガネゴケ, Physcomitrella patens; イヌカタヒバ, 

Selaginella moellendorffii) に由来する GH1酵素の配列の分⼦系統樹が Figure 5-1, 5-2, 5-3である．

この図は, 植物ゲノムデータベース Phytozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) より GH1

酵素の Pfam ID (PF00232) を有する推定 GH1酵素の 264配列を 3.2.3項にしたがい多重整列し, 

(β/α)8-バレルを構成する β-ストランドの⽋失が認められた配列を⾮機能的酵素として除外して得
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た 200配列より, 3.2.3項にしたがい作成した．以下に⽰す注⽬残基に基づき各 GH1酵素の機能を

推定した． 

AtBGlu42とスコポリンの結合予測により, スコポリンの 6-メトキシ基とファンデルワールス

相互作⽤する Phe197, およびウンベリフェリル基とスタッキング相互作⽤する Trp360が, スコポ

リンへの⾼活性に重要と考えられた (第 2章 Figure 2-7)．収集した 200の推定 GH1酵素のうち, 

Phe197および Trp360を有するものはそれぞれ 49個および 105個, 両⽅が保存されるものは 31

個であり, これらの酵素は系統樹上で特定のクレードを形成していなかった (Figure 5-1)．シロイ

ヌナズナでは AtBGlu44, AtBGlu45および AtBGlu46の 3種が両残基を保持していた．これらのう

ち, AtBGlu44は第 3章で述べたように β-マンノシダーゼであり, グリコシドへの作⽤に適したサ

ブサイト−1構造を持たない．本酵素の 4MU Glcに対する活性は低く (0.782 U/mg, 10 mM基質

濃度), スコポリンに対する加⽔分解活性は低いと推定される (Xu et al. 2004)．AtBGlu45および

AtBGlu46は, 組換え酵素および⽋損株の解析から, 茎部において植物細胞壁中のリグニンの前駆

体モノリグノール配糖体 (コニフェリンおよびシリンギン) の加⽔分解を担うとされる 

(Escamilla-Treviño et al. 2006; Chapelle et al. 2012)．AtBGlu46については, 4MU Glcに対してコニフ

ェリンやシリンギンと同程度の⽐活性 (1.77 U/mg, 10 mM基質濃度) を⽰すことが⽰されており, 

スコポリンに対する加⽔分解活性を持つ可能性がある (Escamilla-Treviño et al. 2006)．スコポリン

はオーキシン様活性を持つ 2,4-ジクロロフェノキシ酢酸処理により地上部における蓄積が誘導さ

れる (Kai et al. 2006) ことから, この様な条件下で地上部にスコポリンが蓄積すると茎部に存在

する AtBGlu45および AtBGlu46により加⽔分解されると考えられる．また, AtBGlu45⽋損株では

根部に光を連続的に照射する⽣育条件下において, 野⽣型より根部におけるスコポリン内⽣量が

⾼いことが報告されている (Chapelle et al. 2012)．これは⼈⼯的な環境ではあるが, AtBGlu45によ

る根部におけるスコポリンの代謝の可能性を⽰唆するものである． 

セロオリゴ糖の鎖⻑特異性に, AtBGlu42における L6上の Arg342に相当する残基が重要である

ことを明らかにした (第 2章)．AtBGlu42の三糖特異性は Arg342が四糖以上のセロオリゴ糖に対

してサブサイト+3において⽴体障害となることによる．⼀⽅, メタゲノム由来 Td2F2では該当
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残基に Arg313を持つも四糖特異性である．Arg313が L5および L6からなる⼩ドメイン上にあ

り, この⼩ドメインの位置が L5と α6間に形成される塩橋により AtBGlu42とは異なり, これに

より, Arg313が異なる位置に配置されサブサイト+3における⽴体障害とならないと考えられた 

(第 2章)．全 200の植物 GH1酵素は Td2F2において塩橋形成に寄与する残基を持たなかったこ

とから, これらの⼩ドメインは AtBGlu42と同様の配向をとると予想された．このことは 17種の

⽴体構造既知の植物 GH1酵素はいずれも Td2F2様の⼩ドメイン構造をとらないことと⽭盾しな

い (第 2章)．200個の植物 GH1タンパク質のうち, AtBGlu42の Arg342相当残基として Argを持

つ酵素は 8個のみであり, Argとの塩橋の形成により, Argをサブサイト+3において⽴体障害とな

る位置に配向させると推定される L5上の Glu (AtBGlu42における Glu246) を持つものは, 分⼦系

統樹において同⼀クレード内に属す AtBGlu42およびイネ由来 Os1BGlu4を含む 5個であった 

(Figure 5-2)．ただし, Os1BGlu4は該当残基に Arg334を持つが四糖特異性を⽰す (Rouyi et al. 

2014)．これは, この Arg334の 2残基 C末端側の Glu336 (AtBGlu42の対応残基は Val344) により

Arg側鎖の配向がサブサイト+3から遠ざかり, Argが⽴体障害とならないためと推定された (第 2

章)．これら 5個のタンパク質のうち, Os1BGlu4を含む単⼦葉植物由来の 4個は Argの 2残基 C

末端側に Gluを持つことから, 四糖特異性を⽰すと予想された．AtBGlu42において Arg342を, 

⻑鎖セロオリゴ糖を好む Os3BGlu7 (Opassiri et al. 2004) の対応残基 Tyrへの置換により, 鎖⻑特

異性が⻑鎖側にシフトしたことから, この Tyrは⻑鎖特異性に寄与すると考えられた (第 2章)．

Os3BGlu7と同じく⻑鎖特異性を⽰す Os3BGlu8 (Kuntothom et al. 2009) はこの位置に Pheを持つ

ことから, Tyrや Pheのような芳⾹属アミノ酸残基が⻑鎖特異性に重要であると考えられる．200

配列のうち, Arg342該当残基に Tyrおよび Pheを持つ酵素は 43個であった．そのうち, Os3BGlu7

においてサブサイト+2のグルコシル基と相互作⽤する Asn245および Trp358 (それぞれ AtBGlu42

の Glu246および Trp360に相当する) の両⽅を持つものは単⼦葉植物 (O. sativa, Z. mays, S. 

bicolor, H. vulgare) 由来の 10個であり, これらは分⼦系統樹において Os3BGlu7および Os3BGlu8

を含むクレードに属していた．Os3BGlu7と Os3BGlu8はイネにおいて花部や実⽣など組織の⽣⻑

が盛んな器官において盛んに転写されることから, これらは⻑鎖セロオリゴ糖分解により細胞壁
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代謝に寄与すると予想されているが, それぞれの⽋損株では明確な表現型が観察されていない 

(Opassiri et al. 2003; Ketudat Cairns et al. 2015; Shim et al. 2021)．このことは, Os3BGlu7と

Os3BGlu8の機能の重複性によるものと考えられ, これら酵素の⽣理機能を明らかにするには多

重変異株の解析が望まれる． 

シロイヌナズナ由来 β-マンノシダーゼ AtBGlu44およびイネ由来 β-グルコシダーゼ Os3BGlu7

の変異酵素の解析を通じて, 基質グリコンと相互作⽤する残基の配向調節に寄与すると考えられ

る β3-Asn, β5-Leu, β7-Leu-Serがマンノシド特異性に重要な構造であることがわかった (第 3章)．

全 200の植物 GH1酵素のうち, これら 4残基を持つものは 11個であり, いずれも分⼦系統樹上

では 4種の既知植物 β-マンノシダーゼ (O. sativa由来 Os7BGlu26 (Kuntothom et al. 2009), A. 

thaliana由来 AtBGlu44 (Xu et al. 2004), H. vulgare由来 HvBII (Hrmova et al. 1998) および S. 

lycopersicum由来 LeMisde2 (Mo and Bewley 2002)) および⻑鎖セロオリゴ糖加⽔分解酵素

Os3BGlu7および Os3BGlu8が属するクレードに属す (Figure 5-3)．ここで配列⽐較に⽤いた 8種

の植物のうち, ヒメツリガネゴケを除く 7種の維管束植物全てが β-マンノシダーゼを持つと予想

された．また, シロイヌナズナの β-マンノシダーゼは AtBGlu44のみであり, イネでは

Os7BGlu26に加え Os1BGlu1も β-マンノシダーゼであると予想された．同じクレードに属する

Os12BGlu38の遺伝⼦は花粉管で発現量が⾼く, ヘテロ⽋損株における⾃家受精によって

Os12BGlu38ホモ⽋損株が得られなかったことから受精に重要な機能を担うと考えられている 

(Shim et al. 2021)．また, ⽋損株において花粉管の内壁が⽋失しており, 組換え酵素は低いながら

もグルコオリゴ糖加⽔分解活性を⽰すことから, 内壁構成多糖の構成成分であるオリゴ糖を分解

し, 花粉管内壁の正常な発達に寄与すると考えられている (Shim et al. 2021)．Os12BGlu38は, β-

マンノシダーゼ活性に最も重要だと考えられる β5-Leuを有するが, その他 β3-Asn, β7-Leu-Serの

位置に, それぞれ β3-Val, β7-Ile-Glyを持つ．β7-Ileは β-グルコシド特異性に寄与することを第 3

章で⽰したが, β3-Valおよび L7-Glyのグルコシドとマンノシドに対する特異性への寄与は不明で

ある．β-マンノシダーゼにおける β5-Leuは β3-Asnと L7-Serとの側鎖間の相互作⽤により, それ

ぞれ基質グリコン 3-Oと相互作⽤する L3-His側鎖の配向および求核触媒残基 L7-Gluの主鎖の位
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置をマンノシドの結合に適する構造に調節すると予想される．しかし, Os12BGlu38では β-マンノ

シダーゼにおける β3-Asnおよび L7-Serが, それぞれ嵩の⼩さな β3-Valおよび L7-Glyであるた

め, β5-Leuによる L3-Hisの側鎖の配向および L7-Gluの位置の調節は起こらないと考えられた．

このことから Os12BGlu38の構造は β-マンノシドに対する作⽤に適さないと予想された． 

本研究により, 混沌としていた植物 GH1酵素の基質特異性と構造の相関の⼀端が整理された．

これらの知⾒に基づく⾼精度な機能予測により, 植物 GH1酵素の⽣理機能の解明が進むことを期

待したい． 
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F197
W360

Figure 5-1. The phylogenetic tree of 200 GH1 enzymes and possible scopolin-binding residues 
across the plant kingdom.
The tree was made by the neighbor-joining method. Branches are colored according to the 
taxonomy (Bryophytes, yellow; Lycophytes, green; Monocots, red; Eudicots, blue). Color boxes 
at the rings surrounding the tree indicate the possible GH1 enzymes with the possible scopolin-
binding residues at the position of Phe197 (green) and Trp360 (violet) of AtBGlu42.
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Figure 5-2. The phylogenetic tree of 200 GH1 enzymes and possible residues that affect 
cellooligosaccharide-specificities across the plant kingdom.
The tree was made by the neighbor-joining method. Branches are colored according to the 
taxonomy (Bryophytes, yellow; Lycophytes, green; Monocots, red; Eudicots, blue). Color boxes 
at the rings surrounding the tree indicate the possible GH1 enzymes with the possible residues 
that affect cellooligosaccharide-specificities at the position of Glu246, Arg342, Val344 and 
Trp360 of AtBGlu42.  Asn, Glu, Met, Arg, Tyr and Phe, Val, and Trp are shown in cyan, red, 
yellow, blue, green, grey, and purple, respectively. Cellotriose specific enzyme (AtBGlu42), 
cellotetraose specific enzyme (Os1BGlu4), and cellohexaose specific enzyme (Os3BGlu7, 
Os3BGlu8, and Os7BGlu26) are shown in green, red, and blue, respectively. 
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Figure 5-3. The phylogenetic tree of 200 GH1 enzymes and residues that affect mannoside 
specificity across the plant kingdom.
The tree was made by the neighbor-joining method. Branches are colored according to the 
taxonomy (Bryophytes, yellow; Lycophytes, green; Monocots, red; Eudicots, blue). Color boxes 
at the rings surrounding the tree indicate the possible GH1 enzymes with the residues that affect 
mannoside specificity at the position of Asn133, Leu250, Leu394 and Ser395 of AtBGlu44.  Asn, 
Leu, and Ser and Ala are shown in cyan, green, and orange, respectively. The characterized β-
mannosidases and β-glucosidases are shown in green and blue, respectively.
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