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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-グル

コシダーゼや α-キシロシダーゼをはじめとする様々

な酵素が属するファミリーである。GH31 の α-ガラ

クトシダーゼは 2015年に初めて見出され、これまで

に、Pseudopedobacter saltans 由来の酵素 (PsGal31A) 

と、遺伝性疾患である特発性基底核石灰化症との関

連がある MYORGタンパク質の酵素学的性質と立体

構造が報告されている[1,2]。さらに、酵素活性スク

リーニングプロジェクトによって、上記 2 種類の酵

素とは系統的にやや離れた α-ガラクトシダーゼ 

(GH31_19) の存在が明らかになっていたが、その詳

細な酵素学的性質や立体構造は不明であった[3]。そ

こで、GH31_19 の酵素学的性質を解析したところ、

PsGal31AやMYORGが活性を示さない α-(1→4)-ガラ

クトビオースに対して高い基質特異性を示すことが

明らかになった。本研究では、GH31_19 酵素の立体

構造と基質特異性の相関を明らかにすることを目的

として X線結晶構造を決定した。 

 

2   実験 

Bacteroides salyersiae JCM 12988 由 来 酵 素 

(BsGH31_19) および Flavihumibacter petaseus NBRC 

106054由来酵素 (FpGH31_19) を Hisタグ融合タンパ

ク質として大腸菌発現し、Ni アフィニティークロマ

トグラフィーおよびゲル濾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よ

って結晶化を行った。BL5A ビームラインにて X 線

回折強度測定を行い、初期位相はいずれも

AlphaFold2 による予測モデルを用いた分子置換法に

よって決定した。FpGH31_19の結晶に 100 mM ガラ

クトースを含むクライオプロテクタントを使用する

ことでガラクトース複合体構造を決定し、求核触媒

残基変異体である FpGH31_19 D304A の結晶を 10 

mM α-(1→4)-ガラクトビオースを含むリザーバー溶

液に 20時間浸漬することで二糖複合体構造を得た。 

 

 

3   結果および考察 

BsGH31_19のリガンドフリー構造 (PDB 8J53) を 3.5 

Å分解能で決定し、FpGH31_19 のリガンドフリー構

造 (PDB 8J50)、ガラクトース複合体構造 (PDB 8J51)、

α-(1→4)-ガラクトビオース複合体構造 (PDB 8J52) を

1.9–2.15 Å 分解能で決定した。 BsGH31_19 と

FpGH31_19はそれぞれ空間群 C2および P1に属し、

結晶学的非対称単位中にそれぞれ 5分子および 2分

子のタンパク質が存在していたが、ゲル濾過クロマ

トグラフィーの結果等から、両者は水溶液中では二

量体を形成すると考えられた。また、いずれも

GH31 に広く保存されている N-ドメイン、A-ドメイ

ン、proximal C-ドメインを有していたが、distal C-ド

メインを欠損していた (図 1)。 

 

図 1: FpGH31_19 (左)と GH31 α-キシロシダーゼ YicI 

(PDB 1XSJ) の全体構造 (右)。N-ドメイン, orange; A-

ドメイン, green; インサート領域, yellow; proximal C-

ドメイン, blue; distal C-ドメイン, red。 

 

FpGH31_19 において、サブサイト+1 の基質と相互

作用するアミノ酸残基は PsGal31A および MYORG

とは異なっており、これによって基質特異性に差異

が生じると考えられた (図 2 A–C)。意外なことに、

BsGH31_19 は FpGH31_19 と同様に α-(1→4)-ガラク

トビオースに基質特異性を示すにも関わらず、サブ

サイト+1のガラクトースと水素結合を形成するアミ

ノ酸残基が保存されていなかった。しかし、

BsGH31_19では、FpGH31_19には見られない Asn67

とGln381が基質と相互作用可能な位置に存在してお

り、これによって両酵素は同じ基質を認識可能であ

ると考えられた (図 2 D)。 
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図 2: GH31 α-ガラクトシダーゼの基質結合部位の比

較。A) PsGal31A, cyan (PDB 4XPP, 4XPQ)。 B) ヒト

由来MYORG, pink (PDB 7QQH)。 C) FpGH31, green。

D) BsGH31_19 (green)と FpGH31_19 (white) の重ね合

わせ。ガラクトース, yellow; フコース, purple; グルコ

ース, blue。 

 

4   まとめ 

GH31_19の 2種類のホモログの立体構造を決定し、

基質認識機構を明らかにするとともに、基質認識に

重要なアミノ酸残基に相補的な変異が存在している

ことを見出した。本研究の内容は、FEBS journal 誌

に論文発表した (成果 1)。 
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