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Microbacterium saccharophilum 由来β-フルクトフラノシダーゼの結晶構造 
Crystal structure of Microbacterium saccharophilum β-fructofuranosidase 
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1   はじめに 
β-フルクトフラノシダーゼ（EC3.2.1.26）はスク

ロースを加水分解しグルコースとフルクトースを生

成する酵素であるが、本酵素の中には糖転移反応に

よるオリゴ糖生成能を有している酵素がある。

Microbacterium saccharophilum（以前 Arthrobacter sp. 
K-1 株と呼ばれていた）の生産するβ-フルクトフラ

ノシダーゼ （以下 MsFFase）は、ラクトースとスク

ロースの混合物を基質として、ラクトスクロースと

呼ばれるオリゴ糖を生成する特徴的な性質を有する。

MsFFase の一次構造は、レバンと称する多糖を生成

させる酵素であるレバンスクラーゼと類似している

が、MsFFase はスクロースのみが基質の際は、レバ

ン生成量はわずかでスクロースの加水分解活性が顕

著である。このような MsFFase の性質はどのように

して発揮されるのか明らかにするため、X 線結晶構

造解析により立体構造を決定した [1] 。 

2   実験 

今回、全長 578 アミノ酸残基のうち、N 末端側の

シグナル配列および C 末端側を除いた、アミノ酸残

基 37 から 532 番目から構成される触媒ドメインの

構造を決定した。構造決定は Bacillus subtilis のレバ

ンスクラーゼを鋳型とした分子置換法によった。 

3   結果および考察 

MsFFase の構造を図 1 に示した。MsFFase は糖質

加水分解酵素ファミリー68（GH68）に属する酵素

である。MsFFase は他の GH68 酵素と同様、5 枚羽

のβ-プロペラフォールドから成る構造をしていた。

相同性を有する立体構造を Dali サーバーで検索した

と こ ろ 、 最 も 類 似 し て い る タ ン パ ク 質 は

Gluconacetobacter diazotrophicus 由来レバンスクラー

ゼ（以下 GdLev）であった。 
次に、MsFFase とフルクトースとの複合体との構

造を決定した。MsFFase のβ-プロペラフォールドの

中心には 1 つのフルクトース残基が存在していた。

このフルクトース残基は、12 アミノ酸残基との相互

作用が確認され、活性中心のサブサイト－1 に強固

に結合しているものと考えられた。 

MsFFase の全体的な立体構造は GdLev とよく似て

いるが、最も特徴的な構造は活性中心を形成するク

レフトの底に存在するトンネルである。このトンネ

ルがオリゴ糖生成活性と関係があるのか判明しない

が、興味深い構造である。トンネルの最小半径は

1.47Åであり、水分子の van der Waals 半径（1.40
Å）より大きい。トンネル内部には多数の水分子の

存在が確認され、酵素の活性に何らかの役割を果た

していると推定された。また、GdLev では MsFFase 
の本構造に相当する部位のアミノ酸残基が一部異な

っており、トンネルがふさがったような構造となっ

ていた。 
 

図 1：MsFFase の

構造をグレー、活

性中心に存在する

フルクトースをマ

ゼンタ、クレフト

の底に存在するト

ンネルを青で示し

た。 

4   まとめ 

MsFFase の構造を決定し、活性中心を形成するク

レフトの底に水分子が多数存在するトンネルの存在

を明らかにした。このトンネルがどのような役割を

果たしているか、さらなる研究が望まれる。 
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