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1   はじめに 

糖質加水分解酵素ファミリー31 (GH31) は、α-

glucosidaseや α-xylosidaseなど、さまざまな糖質の α-

グリコシド結合を加水分解する酵素が分類される大

きな酵素ファミリーである。ここ数年の研究により、

GH31 に属する新たな活性を示す酵素が次々に報告

されており[1–4]、有用な酵素がまだ眠っていると考

えられる。RahfeldらはムチンなどのO型糖鎖に作用

する GH31 α-N-acetylgalactosaminidase (αGalNAcase) 

を腸内細菌メタゲノムライブラリーから見出した[5]。

本研究では、GH31 αGalNAcase の基質認識機構の構

造基盤を明らかにするため、腸内細菌である

Enterococcus faecalis 由来酵素 (EfNag31A) の X線結

晶構造解析を行った。 

 

2実験 

EfNag31AのN末端側のシグナルペプチドおよびC

末端側の非酵素ドメインを除いた領域 (以下、
EfGH31) をコードする DNA断片を pET28aベクター
へ組み込み、大腸菌 BL21(DE3) で組換え発現した。
精製は、His タグを利用したアフィニティークロマ
トグラフィーおよびゲルろ過クロマトグラフィーに
よった。16 mg/mL の精製酵素を調製し、25% PEG 

3350、200 mM クエン酸三アンモニウムを含むリザ
ーバー液を用いたハンギングドロップ蒸気拡散法に
て結晶化した。N-acetylgalactosamine (GalNAc) との
複合体は共結晶化によって得た。X 線回折測定は
BL-5Aにて行い、同条件で作製した SeMet置換体結
晶を用いた単波長異常分散法によって位相決定した。 

 

3  結果および考察 

SeMet置換体結晶を測定したところ 1.8 Åの分解能

の回折を得ることができ、PHENIX AutoSolによって

位相を決定した。EfGH31のアポ構造および GalNAc

との複合体構造をそれぞれ 1.4 Åおよび 1.9 Å分解能

で決定した。空間群はいずれもP212121に属しており、

結晶学的非対称単位中に 1 分子の EfGH31 を含んで

いた。全体構造は、GH31 酵素に広く保存されてい

る N-, A-, proximal C-, distal C-domainを有しており、

EfGH31 に特徴的な A’-subdomain が触媒ドメインで

ある A-domainに挿入されていた（図 1左）。また、

C末端側に fibronectin type 3 (FN3) domainが存在して

いた。 

GalNAc複合体構造では、活性部位に βアノマーの

GalNAc が結合しており、水素結合および疎水性相

互作用によって厳密に認識されていることが分かっ

た（図 1右）。触媒残基である 2つの Asp残基を除

き、活性部位を構成するアミノ酸残基は、他の

GH31 酵素と大きく異なることが分かった。アポ構

造と GalNAc 複合体構造を比較すると、求核触媒残

基 Asp455 を含む活性部位のコンフォメーションが

異なることが分かり、GalNAc を認識するのに適し

た構造変化を呈することが示唆された。このような

活性部位の構造変化を示す GH31 酵素は他に見られ

ず、初めての報告である。 

  
 

図１：(左) EfGH31の立体構造。N-domain, 緑; A-

domain , 赤; A’-subdomain, 黄色; proximal C-domain, 

シアン; distal C-domain, オレンジ; FN3 domain, ピン

ク。(右) GalNAc (黄色) を認識する活性部位のアミ

ノ酸残基。触媒残基 Asp455と Asp508はシアンで示

した。 

 

4   まとめ 

EfNag31Aの酵素活性領域 EfGH31のアポ構造およ

び GalNAcとの複合体構造を GH31 αGalNAcaseとし

て初めて決定し、本酵素の基質認識機構を明らかに

した。 
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