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1   はじめに 

糖質加水分解酵素ファミリー65 (GH65) は α-グル

コシド結合に作用する糖質加リン酸分解酵素と糖質

加水分解酵素の両方が属するファミリーである。逆

反応によりオリゴ糖合成が可能であることから、こ

れまでさまざまな基質特異性の GH65 加リン酸分解

酵素が報告されており、これらはすべて細菌由来で

ある。一方で、GH65 加水分解酵素は真核生物由来

の酵素の報告に限られている[1,2]。また、GH65 酵

素の立体構造の報告は加リン酸分解酵素のみである。

我々は土壌細菌 Flavobacterium johnsoniae 由来の

GH65 酵素 (FjGH65A) がコージビオース (α-D-Glc-

(1→2)-D-Glc) を特異的に加水分解する新規な α-1,2-

グルコシダーゼであることを明らかにした[3]。本研

究では、この酵素の構造機能相関を明らかにするた

めに、FjGH65Aの構造解析を行った。 

 

2実験 

F. johnsoniae NBRC 14942のゲノム DNAから N末
端側のシグナル配列を除いた FjGH65A遺伝子をクロ
ーニングし、大腸菌 BL21 (DE3) を発現宿主とし、
His タグ融合タンパク質として発現させた。組換え
FjGH65A は Ni 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て精製し
た。精製した組換え FjGH65Aを 30 mg/mLに濃縮し、
12%(w/v) PEG3350、 0.3 M クエン酸アンモニウムバ
ッファー (pH 7.0)、 10 mM tris (2-carboxyethyl) 

phosphine hydrochloride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。抗
凍結剤には 20%(v/v) エチレングリコールまたは
30%(w/v) グルコースを含むリザーバー液を用い、X

線回折強度測定は BL5AまたはAR-NW12Aビームラ
インにて行った。位相の決定は KAuCl4にソーキン
グした単結晶を用いた単波長異常分散法により行っ
た。 

 

 

 

3   結果および考察 

FjGH65Aのリガンドフリー構造 (PDB 7FE3) とグ

ルコース複合体構造 (PDB 7FE4) を、それぞれ 1.54

および 1.40 Å分解能で決定した。空間群はいずれも

C2に属し、結晶学的非対称単位中に 3分子含まれて

いた。FjGH65A単量体の構造は N末端側に β-サンド

イッチ構造の N-ドメイン、(α/α)6バレルの触媒ドメ

インおよび C末端側の β-シートドメインで構成され

ていた(図 1 左)。また、グルコース複合体構造では、

活性部位にグルコースが 3 分子結合しており、水素

結合および疎水性相互作用によって認識されている

ことが分かった (図 1右)。 

FjGH65Aの全体構造は他の GH65酵素と類似して

おり、一般酸触媒残基であるGlu472は保存されてい

た。しかし、GH65 糖質加リン酸分解酵素のリン酸

結合部位周辺のアミノ酸残基は保存されておらず、

代わりに一般塩基触媒残基であるGlu616を有してい

た。 

図 1; FjGH65A の全体構造 (左) と活性部位に結合し

ているグルコース分子 (右)。(左) N-ドメイン, yellow; 

リンカー領域, magenta; 触媒ドメイン, green; C-ドメ

イン, red。(右) グルコース, slate blue; グルコースと相

互作用するアミノ酸残基, green; 触媒残基, orange。 



Photon Factory Activity Report 2021 #39 (2022) 

4   まとめ 

FjGH65A のアポ構造とグルコース複合体構造を決

定し、本酵素における構造と機能の相関を明らかに

した。本研究は、細菌由来 GH65 酵素として初の加

水分解酵素の発見であり、初めての立体構造の報告

である。本研究は Journal of Biological Chemistryに論

文として発表した[3]。 
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