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1   はじめに 
オリゴ糖は整腸作用などの機能を有し、高齢化社

会を迎えた現代において需要が高まっている。澱粉

に作用するα-アミラーゼを初めとする主要な酵素

は、糖質加水分解酵素ファミリーGH13 に分類され

る。我々は GH13 の酵素ファミリーの中から、オリ

ゴ糖を生成する酵素の探索を行ったところ、細菌

Rhodothermus marius の Rmar_0285 と番号づけられた

酵素は糖転移活性を示し、澱粉を基質としオリゴ糖

を生成させることを見出した。Rmar_0285 の立体構

造予測を行いドメイン構成を推定したところ、

GH13 の基本ドメイン構成であるドメイン A、B、C
に加え、N末端側に 3つのドメイン（以降 N1、N2、
N3）、C 末端側に 1 つのドメイン（以降 D）が存在

することが推定され、N1-N2-N3-A-B-C-D というマ

ルチドメインで構成された糖転移酵素であると考え

られた。大腸菌による発現系の構築を行ったところ、

酵素全長は良好な発現を得ることができなかったが、

N3-A-B-C というドメイン構成の酵素を pET32a(+)に
組み込んだもので良好な発現が得られた。本研究で

は、オリ ゴ糖生 成機 構を解明 する目 的で、

Rmar_0285 N3-A-B-C の立体構造を決定した。 
 
2 実験 

精製は Ni-NTA アガロースを用いたアフィニティ
ークロマトグラフィーで行った。得られたタンパク
質はチオレドキシンとの融合タンパク質であるため、
スロンビンプロテアーゼにより切断を行い、Q-
Sepharose を用いた陰イオン交換クロマトグラフィー
によって精製した。結晶化はハンギングドロップ蒸
気拡散法によった。結晶を酢酸鉛にソーキングし、
AR NE-3A ビームラインで回折データを収集した。
Ｘ線のプロセスはソフトウェアXDSで行った。位相
の決定は、ソフトウェア Phenix.autosolを用いた単波
長異常分散法によった。モデルの構築および精密化
はソフトウェア Coot および Refmac を用いた。 
 
3   結果および考察 
 Rmar_0285 N3-A-B-C の立体構造は、β サンドイッ

チから成るドメイン N3、(β/α)8 バレルから成るドメ

イン A、ドメイン A の途中から飛び出したコンポー

ネントであるドメイン B、β サンドイッチから成る

ドメイン C より構成されていた（図 1 左）。ドメイ

ン N3 は糖結合モジュール CBM48 に分類されるドメ

インである。全体構造を DALI サーバーで解析した

ところ、Bacillus acidopullulyticus のプルラナーゼや

Bacillus stearothermophilus のネオプルラナーゼとの

相同性が最も高かった。 

図 1 Rmar_0285 N3-A-B-C の立体構造 
左：全体構造、各ドメインの色は、緑：N3、赤：A、

黄：B、シアン：C。右：アカルボース由来擬似 6 糖

のRmar_0285 N3-A-B-C（マゼンタ）およびブタ膵臓

アミラーゼ（シアン）における結合の比較。黄色は

Rmar_0285 の触媒残基 
 

アミラーゼの阻害剤であるアカルボースをソーキ
ングし、立体構造解析を行った（図 1 右）。解析の
結果、触媒残基近傍に擬似 6 糖が結合していた。擬
似 6 糖はアカルボースの非還元末端側にマルトース
が α-1,4-結合で結合している構造であった。この擬
似 6 糖は、ブタ膵臓アミラーゼとアカルボースとの
複合体でも得られている（PDB 番号 1XH0）。両者
を重ねると、触媒残基より非還元末端側（サブサイ
トマイナス側）はよく重なるが、還元末端側（サブ
サイトプラス側）はかなり異なることが分かった。 
 
4   まとめ 

本研究ではマルチドメイン糖転移酵素 Rmar_0285
の N3-A-B-C の立体構造を決定した。本酵素は、サ

ブサイトプラス側の糖の結合が、GH13 のα-アミラ

ーゼと比較し特徴的であることを明らかにした。 
 

* tonozuka@cc.tuat.ac.jp   


