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1   はじめに 

糖質加水分解酵素(GH)ファミリー31は、マルター

ゼや小胞体グルコシダーゼ IIといった、動物の生存

に必須な α-グルコシダーゼが属することで知られる

だけでなく、α-キシロシダーゼや α-ガラクトシダー

ゼ、α-N-アセチルガラクトサミニダーゼといった、

様々な基質特異性を示す多彩な酵素が発見されてき

た巨大なファミリーである[1–6]。我々は、GH31 フ

ァミリーから新規酵素の探索を行い、ニゲロオリゴ

糖に対して既報の酵素よりも高い基質特異性を示す

細菌 Lactococcus lactisおよび真菌 Cordyceps militaris

由来 α-1,3-グルコシダーゼ (LlGH31_u1 および

CmGH31_u1) を見出した[7]。そこで、LlGH31_u1の

基質特異性と立体構造の相関を明らかにすることを

目的とし、X線結晶構造を決定した。 

2   実験 

乳酸球菌 Lactococcus lactis のゲノム DNA から
LlGH31_u1 の全長の遺伝子をクローニングし、大腸
菌 BL21 (DE3) を宿主として Hisタグ融合タンパク質
として発現させた。組換え LlGH31_u1 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、ハンギングドロップ
蒸気拡散法にて結晶化した。BL5A または AR-

NW12A ビームラインにて X 線回折強度測定を行な
った。初期位相は SeMet 置換体を用いた単波長異常
分散法によって決定した。野生型酵素の結晶のグル
コースを含む溶液へのソーキング、または触媒残基
変異体 LlGH31_u1 D394Aと各種基質の共結晶化によ
って基質複合体構造を得た。

3   結果および考察 

空間群 P6322 および P21に属する 2 種類の結晶が

得られ、それぞれ結晶学的非対称単位中に 1 分子ま

たは 6 分子の LlGH31_u1 が存在していた。空間群

P6322 および P21のリガンドフリー構造 (それぞれ

PDB 7WJ9、7WJA) 、空間群 P6322の各種基質との複

合体構造 (グルコース (PDB 7WJB) 、ニゲロース 

(PDB 7WJC) 、ニゲロトリオース (PDB 7WJD) 、ニゲ

ロテトラオース (PDB 7WJE) 、コージビオース (PDB

7WJF) ) を 1.75–2.0 Åの分解能で決定した。

図 1：LlGH31_u1の六量体構造 (上段) とニゲロース

複合体構造の触媒部位 (下段)。 (下段) ニゲロース, 

slate blue; 触媒部位周辺のアミノ酸残基, white; 隣接

するプロトマーの Tyr99, green。 

LlGH31_u1 は六量体を形成しており (図 1上段)、

この会合の仕方は構造既知の GH31 酵素とは異なる
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ものであった[2,3]。基質複合体構造から、ニゲロー

ス認識に関わるアミノ酸残基が明らかになり、非還

元末端側から 2 糖までのグルコース残基は厳密に認

識されているが、それより還元末端側の糖残基の認

識は厳密ではないと考えられた。また、六量体の形

成によって、隣接する分子の Tyr99 がニゲロースの

サブサイト+1のグルコースと水素結合を形成し、基

質の認識に関わっている可能性が示唆された (図 1下

段)。 

 

4   まとめ 

LlGH31_u1 の立体構造構造を決定し、本酵素のニ

ゲロース認識機構を明らかにした。本研究の内容は、

Journal of Biological Chemistryに論文として発表した。 
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