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真核生物由来 β-1,2-グルカナーゼの結晶構造及び 
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Analyses of crystal structure and the reaction mechanism of a fungal β-1,2-glucanase 
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1   はじめに 
β-1,2-グルカンは主に環状糖として天然に存在し

ている希少な多糖である。近年、β-1,2-グルカンを

内部より加水分解する原核生物由来の β-1,2-グルカ

ナーゼ (SGL) が単離され、新規糖質加水分解酵素フ

ァミリー (GH144) を設立した [1] 。しかし、近縁酵

素には真核生物由来のものがないことから、原核生

物と真核生物で SGLの起源は全く異なると考えられ

る。我々は、これまでに真核生物である Talaromyces 
funiculosus 由来 SGL (TfSGL) の単離同定及び機能解

析に成功しているが、その構造及び反応機構は全く

の未知であった。 
本研究では、TfSGL の新規構造決定を目指すと共

に、ミカエリス複合体構造等を取得することで

TfSGL の反応機構の推定を行った。 
 

 
2   実験 

TfSGL には立体構造既知のホモログがない。そこ

で、ヨウ素の異常分散効果を利用して位相決定を行

うために TfSGL のヨウ素化誘導体結晶を作成した。 
また、野生型 TfSGL 結晶をソホロース (分解産物)

に、非活性型 TfSGL変異体結晶を β-1,2-グルカン (基
質) にそれぞれソーキングすることでソホロースと

の複合体及びミカエリス複合体構造の取得を行った。

得られた全ての結晶は、KEK-PF の構造生物学ビー

ムラインにおいて回折データを取得後、位相決定及

び解析を行った。 

3   結果および考察 
TfSGL のヨウ素化誘導体結晶より本酵素の位相を

決定した。また、分解能 2.0 Åにて TfSGL のアポ型

構造、ソホロースとの複合体構造及びミカエリス複

合体構造を決定した。 
本酵素は (α/α)6 toroid の全体構造をとっており、ミ

カエリス複合体の基質ポケットでは、β-1,2-グルカ

ン中の 6 糖部分の電子密度が明確に観察された。こ

の複合体構造から、本酵素の一般塩基触媒残基 
(D446) がサブサイト−1のアノマー位炭素原子に対し

て求核攻撃を行う求核水とは別の水分子を介して作

用することが明らかとなった。さらに、切断部位の

酸素原子に対して、D177 及び E262 がそれぞれ基質

の 3 位水酸基を介して作用するという触媒経路が推

定された。最終的に、この解析結果を踏まえて調製

した基質誘導体[2] を用いた機能解析により、本酵

素の一般酸触媒残基 (E262) の決定、すなわち反応機

構の決定にも成功した。これにより、本酵素とその 
 

図１：TfSGL の非活性型変異体 E262Q とβ-1,2-グル

カンの複合体構造 (ミカエリス複合体) 
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ホモログを含む新規なファミリーとして GH162が設

立された。本酵素の構造解析結果は、The Journal of 
biological chemistry 誌に掲載された [3] 。 
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