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1   はじめに 

細菌は生息している環境に応じて様々な糖質を分

解し、資化することから、動物と比べて非常に多く

の種類の糖質加水分解酵素を有している。これまで

に、植物や動物由来の多糖の細菌による資化機構は

報告されているが、細菌の生産する菌体外多糖の他

の細菌による資化機構はほとんど明らかになってい

ない [1]。我々はこれまでにコージビオース (α-

(1→2)-glucobiose) を 特 異 的 に 分 解 す る 酵 素 

(FjGH65A) を見出した [2]。FjGH65Aの遺伝子近傍に

はデキストランを分解する酵素、糖結合タンパク質、

糖トランスポーターと予想されるタンパク質をコー

ドする遺伝子が存在していた。デキストランは

Leuconostoc 属などの一部の乳酸菌が合成する菌体外

多糖であり、グルコースが α-(1→6) で結合した主鎖

で構成されている。また、種や株によっては α-

(1→2) や α-(1→3) の分岐を有する多分岐デキストラ

ンも合成する。よって、我々はこの遺伝子群が多分

岐デキストランの資化に関与すると予想した。そこ

で、本研究では、この遺伝子群に存在する 4 つの糖

質加水分解酵素のうち、推定デキストラナーゼであ

る GH66 酵素 (FjGH66) と FjGH65A の多分岐デキス

トラン分解機構の構造基盤を明らかにすることを目

的とした。 

 

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 FjGH66 遺伝子をクロ
ーニングし、pET-28a(+)ベクターに組み込み、大腸
菌 BL21 (DE3) を発現宿主として Hisタグ融合タンパ
ク質として発現させた。組換え FjGH66は Niアフィ
ニティークロマトグラフィーおよび陰イオン交換ク
ロマトグラフィーによって精製した。精製した組換
え FjGH66を 20 mg/mLに濃縮し、20%(w/v) PEG4000、 

0.1 M Tris-HClバッファー (pH 8.5または 9.0)、0.2 M 

硫酸リチ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。抗凍結剤に
は 20%(v/v) グリセロールを含むリザーバー液を用い、
X線回折強度測定は BL-5Aビームラインにて行った。
位相の決定は FjGH66 の AlphaFold2 モデルを鋳型と
した分子置換法で行った。野生型酵素の結晶のグル
コース、イソマルトースを含む溶液のソーキング、
及びイソマルトトリオースとの共結晶化によってリ
ガンド複合体構造を得た。 

FjGH65A は以前の研究と同様の条件で結晶化を行
い、イソマルトースを含む溶液のソーキングによっ
てリガンド複合体構造を得た。 

 

3   結果および考察 

FjGH66 のリガンドフリー構造 (PDB 8IU8)、グル

コース複合体構造 (PDB 8IU9)、イソマルトース複合

体構造 (PDB 8IUA)、イソマルトトリオース複合体構

造 (PDB 8IUB) を、それぞれ 1.85、1.80、1.80、およ

び 1.18 Å分解能で決定した。空間群はイソマルトト

リオースとの共結晶は P212121 に属し、他の結晶は

C2に属した。また、結晶学的非対称単位中に 1分子

含まれていた。FjGH66 単量体の構造は N 末端側に

免疫グロブリン様構造の N-ドメイン、(β/α)8 バレル

の触媒ドメインおよび C末端側の β-サンドイッチ構

造の C-ドメインで構成されていた(図 1 左)。また、

イソマルトトリオース複合体構造では、活性部位に

イソマルトトリオースが結合しており、水素結合お

よび疎水性相互作用によって認識されていることが

分かった (図 1右)。FjGH66 の全体構造は他の GH66

酵素と類似しており、求核触媒残基である Asp293

と一般酸塩基触媒残基であるGlu355は保存されてい

た。FjGH66と Thermoanaerobacter pseudethanolicus由

来の GH66 デキストラナーゼ (TpDex) のイソマルト

ヘキサオース複合体構造 (PDB 5AXH)と重ね合わせ
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したところ、FjGH66 の基質結合クレフトでは、サ

ブサイト+1 と+2 に α-(1→2)-分岐を受け入れるスペ

ースがあることが分かった（図 2）。 

図 1：FjGH66の全体構造 (左) と活性部位に結合して

いるイソマルトトリオース分子 (右)。(左) N-ドメイ

ン, blue; 触媒ドメイン, green; C-ドメイン, yellow。

(右) イソマルトトリオース, slate blue; イソマルトト

リオースと相互作用するアミノ酸残基, green; 触媒残

基, orange。 

図 2：FjGH66と TpDexの基質結合クレフトの重ね合

わ。FjGH66 の分子表面, gray; FjGH66 に結合したイ

ソマルトトリオース, slate blue; TpDex に結合したイ

ソマルトヘキサオース, white; 触媒残基, orange。 

 

FjGH65A のイソマルトース複合体構造 (8IUC) は

1.56 Å 分解能で決定した。イソマルトースは

FjGH65A の活性部位のサブサイト+1 と+2 に結合し

ており、イソマルトースの非還元末端側のグルコー

スの O6は Arg74によって塞がれていた (図 3)。一方

で、同グルコース残基の O2 はサブサイト−1 方向に

位置しており、多分岐デキストランの分解物に相当

する 6-O-kojibiosylglucoseの α-(1→2) 結合を分解する

活性を示すことと一致した。 

 

4   まとめ 

FjGH66 のリガンドフリーとリガンド複合体およ

び FjGH65Aのイソマルトース複合体構造を決定し、

両酵素の構造と機能の相関を明らかにした。この遺

伝子群に含まれる他の糖質加水分解酵素および糖結

合タンパク質の生化学的性質解析により、これらが

多分岐デキストランを分解してグルコースにする一

連の機構を明らかにした。本研究は Journal of 

Biological Chemistryに論文として発表した[3]。 

図 3：FjGH65Aのグルコース複合体構造 (PDB 7FE4)

とイソマルトース複合体構造の重ね合わせ。

FjGH65Aの分子表面, grey; FjGH65Aに結合したグル

コース, yellow; FjGH65Aに結合したイソマルトース, 

slate blue; Arg74, green; 触媒残基, orange。 
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