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Beijerinckia indica 由来 GH68 フルクトース転移酵素の立体構造解析 
Crystal Structure of a GH68 Fructosyltransferase from Beijerinckia indica  
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1   はじめに 
糖質加水分解酵素ファミリー（GH）68 に属する

酵素は、主にスクロースに作用し、糖転移活性を示

すものが多いことが知られている。細菌 Beijerinckia 
indica subsp. indica 由来の GH68 に属するフルクトー

ス転移酵素（以下 BiBftA）はスクロースを基質とし、

機能性オリゴ糖として知られる三糖 1-ケストースを

始めとするフラクトオリゴ糖を生成させる酵素であ

る。我々は、これまでにいくつかのフラクトオリゴ

糖生成酵素の機能解析を行っており[1]、今回 BiBftA
の立体構造を決定したので、以下報告する。 

 
2 実験 
当初 BiBftAの全長の大腸菌発現系を構築、精製し

結晶化を試みたが、結晶を得ることができなかった。
すでに立体構造が決定されており相同性が高い
GH68酵素と比較したところ、C末端側の 522残基以
降の配列および 199～203残基の 5アミノ酸残基は他
の酵素では保存されていないことが分かった。これ
らの配列はフレキシブルな構造で結晶化を妨げてい
ると予想し、この部分を削除した変異酵素を作製し
たところ、結晶を得ることができた。 
Ｘ線回折強度データは、高エネルギー加速器研究

機構 PF BL-17A ビームラインにて収集し、結晶とし
てフルクトース溶液にソーキングしたものを用いた。
構造の決定は Gluconacetobacter diazotrophicus レバン
スクラーゼ（PDB ID, 1W18）を鋳型とした分子置換
法によった。 
 
3  結果および考察 

BiFFaseの構造は他の GH68酵素と同様、５葉のβ

-プロペラドメインおよびこのドメインを取り巻く

サブコンポーネントより構成されていた（図１）。

これまでの GH68 酵素とフルクトースとの複合体の

構造では、活性中心ではフルクトースはβ-フルク

トフラノースの形として存在することが報告されて

おり、β-フルクトピラノースとして結合すること

の報告はなかった。今回予想外なことに、BiBftA と

フルクトースとの複合体ではβ-フルクトフラノー

ス一つとβ-フルクトピラノース一つが活性中心の

ポケットに結合していた。 
さらに、β-フルクトフラノースの方向は、ほと

んどの GH68 酵素で報告されているものとは異なっ

ていた。Microbacterium saccharophilum の GH68 酵素

とフルクトースの複合体[2]において同じ部位（サブ

サイト－1）に結合しているβ-フルクトフラノース

と比較すると、フラノース環が 125°ほど傾いてい

た。このような、活性中心のサブサイト－1 に結合

している糖の方向について、全く異なる二つのモー

ドがあるような糖質加水分解酵素の報告は他にはほ

とんど知られていない。GH68 の反応機構について

はよく分からない点が多く、さらなる解析が必要で

あると考えられる。 
 

図１：BiBftA の立体構造 
グレー: β-プロペラドメイン, 緑: サブコンポーネン

ト, 赤: β-フルクトフラノース, 青: β-フルクトピラ

ノース 
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