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第⼀章 序論 

腸内細菌と宿主の健康維持や疾病予防との関連性に関する知⾒が増加しており、腸内細

菌叢のバランスは免疫系や代謝系、精神状態にまで影響を与えることが報告されている(1)。

ヒトの腸内細菌を構成する菌種としては、主に Firmicutes、Bacteroidetes、Actinobacteria、

Proteobacteria の 4 ⾨に属する菌種がほとんどを占めており、Firmicutes ⾨の Clostridium 属、

Eubacterium属、Ruminococcus属、Roseburia属、Blautia属、Dorea 属、Faecalibacterium属、

Coprococcus 属、Bacteroidetes ⾨の、Bacteroides 属、Prevotella 属、Parabacteroides 属、

Alistipes 属、Actinobacteria の Bifidobacterium 属、Proteobacteria ⾨の Escherichia 属などが主

な構成菌種として知られている(2)。ビフィズス菌 (Bifidobacterium 属細菌) は、ヒトの腸内

細菌の主要な構成細菌群の⼀つであり、「宿主の腸内菌叢のバランスを改善することによ

り、宿主に良い効果をもたらす⽣きた微⽣物を含む⾷品添加物」と定義されるプロバイオ

ティクスとしてヨーグルトやサプリメントとして広く利⽤されている。ヒトの腸内では、

Bifidobacterium 属細菌の優占種が宿主の年齢によって異なり(3, 4)、乳児の腸内では

Bifidobacterium breve、Bi. longum subsp. infantis、B. bifidum が主に検出されるのに対し、成⼈

の腸内では Bi. adolescentis、Bi. catenulatum、Bi. pseudocatenulatum が検出される。⼀⽅、Bi. 

longum subsp. longum (Bi. longum)は、乳児期から成⼈期までの幅広い年齢層から検出されて

いる(5)。このような年齢による腸内細菌の分布の違いは、⾷事の主な栄養源の変化(6, 7)、

宿主の免疫系の機能低下、宿主の粘膜の組成の違い(8, 9)などの環境要因によって⽣じると

考えられている。 

多様な菌種で構成される腸内細菌叢の個⼈差は、菌種組成で⾒ると⼤きな差があるもの

の、各細菌種が所持する遺伝⼦機能で⾒ると⽐較的⼩さいと報告されている(10)。このこ
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とは、細菌種の持つ遺伝⼦機能が腸内細菌叢形成における⼤きな選択圧になっていること

を⽰唆しており(1)、腸内細菌を理解する上で、それらの遺伝⼦機能に着⽬することが不可

⽋であることを⽰している。腸内細菌のメタゲノム解析によると、腸内細菌は、他の環境

から単離された細菌と⽐較して COG (Clusters of Orthologous Groups) 分類に基づく「炭⽔化

物の代謝と輸送」を担う遺伝⼦の割合が⾼く(11)、腸内環境で宿主の⾷餌由来のミルクオ

リゴ糖や未分解多糖類、宿主の粘膜多糖成分を主な栄養源とするために適応進化をしてき

たことが窺える。さらに、乳児と成⼈の腸内マイクロバイオームの⽐較では、それぞれの

ライフステージでの主要栄養源に応じた炭⽔化物代謝遺伝⼦を特徴的に持っていることか

らも、細菌のヒトの腸内で⽣存する能⼒は、⾷事や宿主由来の糖質分解に関わる糖質関連

酵素の存在と関連していることが明らかになってきた(11-15)。 

成⼈では、野菜や穀物、果物、海藻類などから、植物細胞壁など多種多様な難消化性糖

質を摂取している。植物細胞壁は主にセルロース、ヘミセルロース、ペクチンなどから構

成されており、それらを資化するために腸内細菌種は糖質加⽔分解酵素（GH; Glycoside 

Hydrolase）や多糖リアーゼ (PL; Polysaccharide Lyase)を⽤いて、それらの糖質を分解・資化

している。中でも Bacteroides 属細菌、Prevotella 属細菌、Roseburia 属細菌、Bifidobacterium

属細菌は腸内細菌の中で主要な分解者であり(16)、それぞれの細菌種が異なる利⽤戦略を

⽤いてニッチ(⽣態的地位)を獲得している。それらの分解代謝産物として菌体外に産⽣さ

れる酢酸、酪酸、プロピオン酸、乳酸などの短鎖脂肪酸 (SCFA) は上⽪細胞のエネルギー

源として利⽤されるだけでなく、宿主の抹消組織にて免疫寛容を⾏う制御性 T 細胞の分化

誘導(17)や、免疫グロブリン A (IgA) の機能制御を担っており(18)、宿主の免疫系において

も有益な役割を担っていることが分かってきている。そのため、これら細菌種の多糖分解

機構を明らかにすることは宿主の健康増進、疾病予防にも貢献すると考えられる。近年、
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Bacteroides 属細菌において多糖分解を担う多糖利⽤遺伝⼦座 (PUL; Polysaccharide Utilization 

Loci)の各酵素の性質決定が進み、植物多糖においては、フルクタン(19-21)、キシラン(22)、

デンプン(23)、Ⅱ型アラビノガラクタン(24)、ペクチン(25, 26)、アガロース(27)など多くの

分解機構が明らかになってきた。また、Bifidobacterium 属細菌は、パンゲノムの 13%以上

が COG 分類の「炭⽔化物の代謝と輸送」を担う遺伝⼦であり、様々な多糖や糖タンパク質

の代謝に関連すると考えられている(28)。これまでに、キシラン(29)や、Ⅱ型アラビノガラ

クタン(30)、アラビナン(31)などの植物多糖の分解機構が明らかになってきた。Bi. longum 

JCM1217 は、25 の GH ファミリーに属する 61 個の糖質加⽔分解酵素を保有しており、それ

らは糖質関連酵素データベース (CAZy; Carbohydrate-Active enZymes) (http://www.cazy.org) に

登録されている。このうち菌体外で作⽤する酵素に着⽬すると、それらの酵素は、Ⅱ型ア

ラビノガラクタン(30)、エクステンシン(32, 33)、アラビノキシラン(34)、ミルクオリゴ糖

(35)、ムチン(36)、アラビナン(31)の分解に関わっていることが明らかにされてきた。この

ことから、Bi. longum は多様な糖源の利⽤に適応していることが分かってきた。しかし、Bi. 

longum は遺伝⼦重複や⽔平伝播によって多様な糖源を利⽤できる能⼒を獲得していると考

えられているため(28)、菌株によって保有している糖質加⽔分解酵素に多様性が⾒られる。

このような違いを利⽤して、資化性に関わる遺伝⼦を探索する Gene Trait Matching (GTM) 

法による遺伝⼦探索も⾏われている(15)。本論⽂の第⼆章も GTM法により、Ⅱ型アラビノ

ガラクタン構造を持つアラビアガム資化性と⾮資化性菌の⽐較ゲノム解析を⾏うことで、

アラビアガム資化性に関わる遺伝⼦の探索を試みている。 

さらに、それら共⽣細菌同⼠が協調して分解を⾏う、クロスフィーディングも近年多く

報告されるようになり(37-39)、腸内細菌の複合的な機能が個々の糖質加⽔分解機構の解明

に伴って明らかにされつつある。例えば、Ba. ovatus の endo-xylanase はアラビノキシランに
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作⽤してキシロオリゴ糖を⽣成し、その後 Bi. adolescentis ATCC15703 がキシロオリゴ糖を

利⽤して⽣育している(22)。カラマツ AGP においては、Ba. cellulosilyticus の endo-β1,3-

galactanase が作⽤して β1,3-ガラクトオリゴ糖を⽣成し、その後 Bi. breve UCC2003 が資化す

るクロスフィーディングを⽰した (40)。このように、⼀般的に、Bacteroides 属細菌が⾼分

⼦の多糖類を菌体外で切り出し、低分⼦化したオリゴ糖を Bifidobacteium 属細菌等が利⽤で

きるようになる例が多く⾒られる。 

本論⽂では、植物細胞壁の構成成分の⼀つであるアラビノガラクタン-プロテイン(AGP; 

Arabinogalactan-Protein）に着⽬している。AGP は、被⼦植物、裸⼦植物、コケ植物、藻類

などの植物に広く分布しており(41, 42)、エクステンシンと共に、ヒドロキシプロリンが豊

富な糖タンパク質 (HRGP; Hydroxyproline-Rich GlycoProteins) に分類される。細胞間認識物

質として働き、植物の分化や成⻑など様々な⽣理機能に重要な役割を果たしている(43)。

AGP の糖鎖構造は、構造の違いからⅠ型 AG とⅡ型 AG に分けられる。Ⅰ型 AG は主鎖に

β1,4-ガラクタン⾻格を持ち、ペクチンを構成するラムノガラクツロナン-Ⅰの側鎖に⾒られ

る。Ⅱ型AG は、主鎖に β1,3-ガラクタン⾻格と側鎖に β1,6-ガラクタン鎖が分岐した構造を

とり、植物種によって側鎖に L-アラビノース、L-ラムノース、L-フコース、D-グルクロン

酸などの修飾糖が付加し、多様な構造を⽣んでいる。AGP は細胞壁の構成成分としてはわ

ずかな存在量であるが、マメ科アカシア属の樹⽊ (Acacia senegal (L.) Willdenow) の傷⼝から

得られるガム滲出物は、セネガル種のアラビアガムと呼ばれ、Ⅱ型 AG や AGP が構造の主

成分となっている。アラビアガムは、L-アラビノフラノース、L-アラビノピラノース、L-

ラムノース、L-フコース、グルクロン酸、4-O-メチルグルクロン酸などの修飾糖が付加し、

⾮常に分岐に富んだ構造をとっている(44, 45)。アラビアガムは、優れた乳化特性により、

乳化剤や安定剤として⽤いられる(46)他、ビフィズス菌増殖効果が報告され(47)、プレバイ
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オティクスとしても利⽤されている。ビフィズス菌によるⅡ型 AG の資化性については、

筆者のグループにより、⽐較的単純な構造のカラマツ由来Ⅱ型 AG (48) の Bi. longum 

JCM1217 における分解機構が明らかにされている(30, 49)。しかしながら、これらの分解酵

素群は複雑な分岐構造を持つアラビアガム AGP に対しては作⽤せず、アラビアガム AGP

のビフィズス菌増殖機構は不明であった。 

このような背景の中、本研究は「ビフィズス菌が有するアラビノガラクタン-プロテイ

ン (AGP) 分解酵素の機能解析および代謝機構の解明」を⽬的とし、関連酵素の探索を⾏っ

た。まず、第⼆章では、Bi. longum のアラビアガム AGP資化に関わる新規糖質加⽔分解酵

素の探索を⽬的とし、アラビアガム資化性菌と⾮資化性菌の⽐較ゲノム解析を⾏った。そ

の結果、新規糖質加⽔分解酵素 GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase (GAfase)と

菌体内酵素 GH36 α-D-galactosidase がコードされた遺伝⼦クラスターを新たに⾒出した。本

章では各酵素の諸性質について記している。第三章では、GAfase 作⽤後のアラビアガム

AGP においてさらなる分解を⾏う α-L-arabinofuranosidase (BlArafE)を⾒出し、諸性質決定を

⾏った。さらに、培養後の限界分解物の解析と菌体酵素活性測定を⾏うことで、Bi. longum

の菌体表層で⾏われているアラビアガム AGP の分解機構が明らかになったとともに、Bi. 

longum の限界分解物が共⽣細菌である Bacteroides 属細菌によって利⽤されることも⾒出し

た。第四章では、Bi. longum で利⽤できない遊離糖のうち、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の⼆糖に

対して⾼い基質特異性を⽰す GH36 β-L-arabinopyranosidase を Bi. adolescentis において⾒出

した。以上のように、本研究では、アラビアガム AGP 資化機構に関わる代謝関連酵素の機

能解析によって Bi. longum の増殖機構の解明に成功するとともに、アラビアガム AGP が腸

内環境に共存する微⽣物の協同作⽤によって利⽤される共⽣関係の存在を明らかにした。 
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第 ⼆ 章  Bifidobacterium longum JCM7052 由 来 新 規 3-O-α-D-galactosyl-α-L-

arabinofuranosidase と菌体内酵素 α-D-galactosidase の酵素学的特性 
 

第⼀節 序⾔ 

アラビアガム AGP は、ヒトの微⽣物⽣態系シミュレーターを⽤いた研究(50, 51)および

ヒトを対象とした in vivo 実験(47)では、下⾏結腸においてビフィズス菌を増加させること

が報告されている。特に、分離した Bifidobacterium 属細菌を⽤いた in vitro の資化性試験で

は、特定の Bi. longum 菌株と Bi. adolescentis 菌株がアラビアガム AGP により増殖すること

が明らかになっており(52, 53)、Bi. longum JCM7052 および JCM7053 はアラビアガム AGP を

資化する能⼒を有することが認められている(54)。しかし、アラビアガム AGP の分解に関

与する重要な糖質関連酵素は未だに明らかにされていなかった。 

これまでの研究で、アラビアガムと同様にⅡ型AG 構造を有するカラマツAGP に対して

作⽤する酵素を Bi. longum JCM1217 から⾒出した(30, 49)。カラマツ AGP は、菌体表層局在

の GH43 サブファミリー24 (GH43_24) exo-β-1,3-galactanase（Bl1,3Gal）、GH30_5 exo-β-1,6-

galactobiohydrolase（Bl1,6Gal）、GH43_22 α-L-arabinofuranosidase（BlArafA）の協調作⽤に

より分解された。しかし、より複雑な側鎖の分岐構造をもつアラビアガム AGP に対しては

これらの分解酵素群が作⽤しなかった。そこで、筆者はアラビアガム AGP を資化できる特

定の Bi. longum株に、アラビアガム AGP を分解する新規酵素が存在すると予測した。 

本章では、in vitro の資化性試験と⽐較ゲノム解析により、アラビアガム AGP 資化性菌

株と⾮資化性菌株を⽐較し、Bi. longum のアラビアガム AGP資化に重要な役割を果たす酵

素の同定を試みた。 
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第⼆節 実験⽅法 

材料 

Acacia senegal 由来のアラビアガムと、使⽤した pNP 基質のうち pNP-β-L-Araf 以外は

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)から購⼊した。pNP-β-L-Araf は理化学研究所の⽯渡⽒ら

により合成された(55)。カラマツ AGP は、東京化成⼯業株式会社 (Tokyo, Japan) から購⼊し

た。シュガービートアラビナンおよび⼩⻨アラビノキシランは、Megazyme 社（Wicklow, 

Ireland）から購⼊した。これらの多糖類はエタノール沈殿によって、遊離の単糖や⼆糖、

オリゴ糖を除去して使⽤した。B型⾎液型関連オリゴ糖 (直鎖 B-2三糖、B型⾎液型三糖、

Ｂ型⾎液型五糖）は Dextra Laboratories社 (Reading, UK)から⼊⼿し、アラビアガム AGP 関

連オリゴ糖は次の項⽬で記載の⽅法で調製した(56)。基質として使⽤した糖の構造を Fig. 2-

1 に⽰した。 
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Fig. 2-1. Schematic structure of polysaccharide and oligosaccharides used in this study. 
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= Arap
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= Rha

= Glc

= Fuc

= GlcNAc
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糖分析⽅法 

a) Thin-Layer Chromatography (TLC) 

Silica gel aluminum plate 60 (Merck, Darmstadt, Germany) にサンプルをスポットし、n-プロ

パノール：エタノール：⽔＝7：1：2（v/v/v）で展開後、オルシノール硫酸法により糖を

発⾊させた(57)。 

b) High-Performance Anion-Exchange Chromatography with Pulsed Amperometric Detection 

(HPAEC-PAD) 

遊離の単糖、⼆糖、オリゴ糖の分析には、CarboPack PA-1カラム(φ 4 × 250 mm; Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) とパルスドアンペロメトリー検出器を⽤いた。カラムは 30℃に

保ち、1.00 mL/min の流速で以下のようにグラジェント溶出した。0~5min: 100％溶離液

A(100 mM NaOH)、5~30min: 100％→0％溶離液A、0％→100％溶離液B (500 mM CH3COONa 

in 100 mM NaOH)、30~35 min: 100％溶離液 B、35~45 min: 100％溶離液 A。 

単糖の組成は CarboPack PA-10 カラム (φ 4 × 250 mm; Thermo Fisher Scientific, MA, USA) 

を⽤いて、18 mM NaOH により 1.0 mL/min の流速でアイソクラティック溶出した。 

 

基質の調製 

a) 市販アラビアガム中の遊離オリゴ糖の調製 

オリゴ糖 S5-GA、S4-GA、S3-GA、S3-AA（Fig. 2-1）は、Tischer ら(56)の⽅法に準じて、

アラビアガム試薬のエタノール沈殿法による上清から調製した。上清を乾固後、⽔に溶解

し、⽔で平衡化した Bio-Gel P-2カラム (φ 25 × 830 mm; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) を⽤いたゲル濾過クロマトグラフィーで分離した。その後、活性炭カラム (Autoprep 

FiberAC, Showa Denko, Tokyo, Japan)、Cosmosil Sugar-Dカラム (φ 4.6 × 250 mm; Nacalai Tesque 
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Inc., Kyoto, Japan)、Cosmosil PBrカラム (φ 4.6 × 250 mm; Nacalai Tesque Inc.) による⾼速液体

クロマトグラフィーを組み合わせて、アラビアガム AGP 由来オリゴ糖を精製した。 

さらに、上記の⽅法で調製した S5-GA、S4-GA、S3-GA に対して、GAfase と BlAga3処

理を⾏うことによって S5、S3、S5-A、S4-A、S3-A を得た。S5 と S3 は、0.01 mM の S5-GA

または S3-GA に GAfase（0.29 µg/mL）を 37℃で酵素反応させて調製した。S5-A、S4-A、

S3-A は、0.01 mM の S5-GA、S4-GA、S3-GA に BlAga3（8.0 μg/mL）を 37℃で酵素反応さ

せて調製した。反応物をグラファイトカーボン（GC）カートリッジカラム(InertSep GC 

column, 2 g/12 mL; GL Sciences, Tokyo, Japan) にロードして、さらなる精製と濃縮を⾏った。

GC カートリッジカラムは、サンプルをロードする前に、0.1％ (v/v)トリフルオロ酢酸を含

む 80％ (v/v) アセトニトリル 10 mL でコンディショニングを⾏った後、⽔ 8 mL で平衡化し

た。サンプルをロードした後、オリゴ糖を 0.5% (v/v)トリフルオロ酢酸を含む 80% (v/v)ア

セトニトリルで溶出した。溶出液を乾固後、適量の⽔に溶解し、基質として使⽤した。 

 

b) ヒドロキシプロリン (Hyp)結合型アラビアガムの調製と部分酸分解 

アラビアガム AGP の Hyp-AG は、既報に基づき、⽔酸化バリウムを⽤いたアルカリ処

理によって調製した(32, 58)。乾燥した試料を⽔に溶かし、100 mM 酢酸アンモニウム緩衝

液（pH6.8）で平衡化した Sephadex G50 カラムを⽤いたゲル濾過クロマトグラフィーで分

離した。部分酸分解のアラビアガムは Ling ら(59)の論⽂で記載されている⽅法により調製

した。 

 

c) 菌体酵素⽣成物 (ピーク X) の酸分解と酵素分解 

酸分解は、精製したピーク X に 2 M トリフルオロ酢酸を加え、120℃で 1時間インキュ
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ベートした後、反応混合物を室温まで冷却し、遠⼼濃縮機によって乾燥させた。このサン

プルを 2回、⽔で洗浄後、適量の⽔で溶解し、HPAEC-PAD で分析した。 

酵素に よ る 加 ⽔ 分 解 は 、Bi. adolescentis 由 来 の GH27 α-D-galactopyranosidase／β-L-

arabinopyranosidase BAD_1525 を⽤いて⾏った。精製したピーク X および部分酸分解を⽤い

て単離した α-D-Galp-(1→3)-L-Ara を、40 μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）中で

BAD_1525 と 37℃で 16時間インキュベートした後、反応⽣成物を上記のように PA-1カラ

ムを⽤いて HPAEC-PAD で分析した。 

 

d) GAfase 糖転移物の調製 

40％メタノールを含む 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）40 mL中で、1％アラビア

ガム AGP を 0.295 μg/mL の GAfase とともに 40℃で 16時間インキュベートして、α-D-Galp-

(1→3)-L-Ara の還元末端にメチル基が付加した α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe を調製した。

エタノール沈殿後の上澄み液を、活性炭カラムを⽤いて精製した。同様に、カラマツ AGP

をドナー基質として、β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe も同様の⼿順で調製した。1H および

13C NMR スペクトルは、JEOL ECX 400 spectrometer を⽤いて、D2O中、400 MHz で測定し

た。 

 

培養試験 

a) AGP 上での Bi. longum の資化性と菌体酵素活性 

In vitro資化性試験に⽤いた Bi. longum は、MCC (Morinaga Milk Industry Co., Ltd., Zama, 

Japan)保存菌株か ら以下 の 10 株 (Bi. longum MCC00055、MCC00198、MCC00215、

MCC00231、MCC00256、MCC00300、MCC00316、MCC00325、MCC00328、MCC00353) 
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を⼊⼿した。Bi. longum JCM7052 および JCM1217 は、Japan Collection of Microorganisms 

(RIKEN Bioresource Centre, Ibaraki, Japan) から⼊⼿した。これらの菌株は、AnaeroPackシス

テム (Mitsubishi Gas Chemical, Tokyo, Japan) を⽤いて、0.05%の L-システイン塩酸塩を含む

de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) 培地 (MRS+cys培地) 中で、嫌気的条件の 37℃で前培養した。

この前培養菌体を、唯⼀の炭素源として 1.0%アラビアガム AGP またはカラマツ AGP を含

む MRS 培地に植菌し、37℃で 48 時間、嫌気性条件下で培養した。各培養液の濁度は 600 

nm の吸光度を測定して⾏った。菌体酵素活性を測定するために、菌体ペレットを 5 mM酢

酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）で洗浄し、−20℃で保存した。その後、凍結融解したペレッ

トを 1.0％のアラビアガム AGP を含む 2.0 mL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）に

再懸濁し、37 ℃で 3⽇間インキュベートした。その後、上清を HPAEC-PAD で分析した。 

 

b) 遊離⼆糖を⽤いた Bi. longum の資化性試験 

前培養した Bi. longum JCM1217 および JCM7052 菌体を、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara、または

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を唯⼀の炭素源として含む MRS+cys培地に植菌し、培養条件は上記

の AGP の資化性試験と同様とした。48時間後に 600 nm の吸光度を測定した。さらに、48

時間培養後、培養液を遠⼼分離し、上清を HPAEC-PAD で分析した。 

 

ゲノム解析とバイオインフォマティクス解析 

ゲノム解析は森永乳業（株）基礎研究所の⼩⽥巻⽒と堀⽶⽒の協⼒により⾏った。Bi. 

longum株のゲノム DNA は、キットのプロトコルに従って DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 

Valencia, CA, USA)を⽤いて抽出し、Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina Inc., San 

Diego, CA, USA) を⽤いて、ライブラリーを作成した。ペアエンドシーケンスは、Illumina 
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MiSeq と MiSeq v3 Reagent Kit（Illumina Inc.）を⽤いて実施し、少なくとも 100倍のカバレ

ッジを達成した。CLC Genomics Workbench software package (v8.0; Qiagen)を⽤いて、コンテ

ィグ⻑（最⼩コンティグ⻑＝500 bp）を除くデフォルトの設定で、⽣のペアエンドリード

のクオリティトリミングと de novo assembly を⾏った。オープンリーディングフレームは、

DDBJ Fast Annotation and Submission Tool を⽤いてデフォルトの設定で予測し、アノテーシ

ョンを⾏った(60)． 

 

GAfase のクローニングならびに諸性質決定 

a) 発現プラスミドの構築 

BLGA_00340（GAfase）遺伝⼦の PCR 増幅には、Bi. longum JCM7052 のゲノム DNA

（GenBank Accession No.AP022379）を⽤いた。 

フォワード（5'-AGGAGATATACCATGGAGGAGAATGCGCCAG-3'）プライマー 

およびリバース（5'-GTGGTGGCTCGAGACCGCTCACGGAGTCGATC-3'）プライマー 

は、それぞれヌクレオチド 1-16 および 2904-2922 から設計した。上記の下線は、鋳型に相

補的なヌクレオチドを表す。このアンプリコンを、In-Fusion HD クローニングキット

（Clontech Laboratories Inc.社、Palo Alto, CA, USA）を⽤いて、pET-23dベクター（Novagen

社、Madison, WI, USA）にクローニングした。 

 

b) 組換えタンパクの発現と精製 

得られたプラスミドを⽤い、E. coli BL21（λDE3）（Genlantis社、San Diego, CA, USA）

を形質転換して、Overnight Express Autoinduction System（Novagen社）を⽤いて 25℃で培養

した。培養物を遠⼼分離し、沈殿を BugBuster タンパク質抽出試薬（Novagen）に懸濁し、
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TALON metal-affinity resin（Clontech）を⽤いて C末端 His タグ付き GAfase タンパク質を精

製した。GAfase を含む 5 mM および 10 mM イミダゾール画分を脱塩し、限外濾過膜

（10kDa MW cut-off（MWCO）；Millipore Co., Billerica, MA, USA）を⽤いて濃縮した。 

 

c) ⾄適条件 

酵素活性の⾄適 pH は、基質としてアラビアガム AGP を⽤い、50 mM酢酸ナトリウム緩

衝液（pH3.5〜6.0）および 50 mM MES緩衝液（pH5.5〜7.0）を⽤いて、pH3.5〜7.0 の間で

測定した。酵素活性の⾄適温度は、50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）を⽤いて、30〜

60 ℃で測定した。5％トリクロロ酢酸（TCA）を加えて反応を停⽌し、サンプルを HPAEC-

PAD で分析し、遊離する α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の濃度を測定した。 

 

d) 糖転移活性 

アラビアガム AGP をドナーに、1-alkanol をアクセプターに⽤いて、糖転移反応を⾏っ

た。アクセプターとして 30%メタノール、エタノール、1-プロパノールの存在下で、1.0%

のアラビアガム AGP を、40 μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中で 0.295 μg/mL

の GAfase と 40℃で 2時間インキュベートした。その後、反応⽣成物を TLC で分析した。 

  

e) 基質特異性 

多糖類に対する基質特異性は、40 μL の 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中で、

基質（1.0％）を 1.47 μg/mL の GAfase と 40℃の適切な反応時間でインキュベートすること

で評価した。オリゴ糖に対する基質特異性を解析するために、5 μM の S3-GA、5  μM の S5-

GA、および 10 μM の S3-AA を、40 μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中の 0.03  



 15 

μg/mL の GAfase と 45℃の適切な反応時間でインキュベートした。反応は 10 μL の 5%TCA

を加えて終了させ、⽣成物は HPAEC-PAD で分析した。糖転移物に対する基質特異性を調

べるために、0.1 mM α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe および β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe を、

0.295 μg/mL の GAfase を 40 μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中、45 ℃で適切

な反応時間でインキュベートし、10 μL の 5%TCA を加えて反応を停⽌した後、⽣成物を

HPAEC-PAD で分析した。酵素活性の 1 unit は、1 分間に 1 μmol の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara ま

たは β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を⽣成するのに必要な酵素量とした。pNP 基質への反応性は

pNP-α-L-Araf, pNP-α-L-Arap, pNP-α-D-Galp, pNP-α-D-Xylp, pNP-α-D-Glcp, pNP-β-L-Araf, pNP-

β-L-Arap, pNP-β-D-Galp, pNP-β-D-Xylp, pNP-β-D-Glcp, pNP-β-D-GlcA を⽤いて終濃度 5 mM

の基質を 1.47 μg/mL の GAfase と 40 µL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.5)中、37℃で

16時間インキュベートし、遊離糖を TLC にて分析した。 

 

f) 反応速度論的解析 

0.08125〜5.0 mM α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe および 5.0〜40 mM β-L-Arap-(1→3)-L-

Araf-OMe を⽤いて GAfase の反応速度パラメーターを決定した。α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-

OMe の場合は、50 mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH4.5)と 0.059 μg/mL GAfase を含む 80 μL の

反応混合物を 45 ℃で 20 分間インキュベートし、β-L-Arap-(1→3)-L-Araf-OMe の場合は、

11.8  μg/mL GAfase を⽤い、同様の⼿順で⾏った。20 μL の 5% TCA を加えて反応を終了し、

⽣成物を HPAEC-PAD で分析した。反応⽣成物の濃度は、ピーク⾯積をもとに算出した。 

 

g) 変異体作成 

KOD-Plus 変異導⼊キット(Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan) を⽤いて、特定のプライマーを
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⽤いて GAfase にアミノ酸の置換や⽋失を導⼊した。DNA シークエンスで変異を確認した

後、野⽣型酵素と同じ⼿順で変異型酵素を発現・精製した。使⽤したプライマーを Table 2-

1 に記載している。 

 

 

Table 2-1. The primers for the site-directed and deletion mutagenesis.  
Name Sequence of oligonucleotide primers  
GAfase_E194Qmut_for 5'-AGCCGGATGGCGGCAACTGGTACGCT-3’ 

GAfase_E194Qmut_rev 5'- GGTTGAACGGCATGAATACAATATTGTC-3’ 

GAfase_E321Qmut_for 5'-CCAATTCGGCGAACTGCGTGACATGTC-3’ 

GAfase_E321Qmut_rev 5'-GAGATGTTGATGGCACGCGGCGTGATG-3’ 

CΔ_Forward_Primer 5´-CTCGAGCACCACCACCACCACTG-3´ 

CΔ355rev (37-781) 5'- CGCACGCGCGGTGGTGACACTCGCCA-3' 

CΔ477rev (37-659) 5'- GGAGACCTGGTAGAGCAGCAGCTTGTC-3' 

CΔ630rev (37-506) 5'-GACCTCGGCCATATCCCAGTAGATC-3’ 

The positions of the mutated sequences are underlined. 
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BlAga3 のクローニングならびに諸性質決定 

a) 発現プラスミドの構築 

Bi. longum JCM7052（GenBank Accession No.AP022379）のゲノム DNA を、Fast Pure 

DNA Kit（Takara Bio, Otsu, Japan）を⽤いて抽出した。ゲノム DNA を鋳型とした PCR によ

り blAga3 遺伝⼦を増幅した。 

フォワード（5'- AGGAGATATACCATGTTTCCTTCCGTATCGGT -3ʹ）プライマー 

およびリバース（5'- GTGGTGGTGCTCGAGGACTTTGACGATTTCAA -3'）プライマーは、

それぞれヌクレオチド 7-23 および 2132-2148 から設計した。下線部はテンプレートに相補

的なヌクレオチドを表す。その後、アンプリコンを、In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech 

Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA) を⽤いて pET-23dベクター (Novagen, Madison, WI, 

USA) にクローニングした。 

 

b) 組換えタンパクの発現と精製 

プラスミドを E. coli BL21 (λDE3) (Genlantis, San Diego, CA, USA) に形質転換し、Overnight 

Express Autoinduction System (Novagen) を⽤いて 37℃で培養した。その後、培養液を遠⼼分

離し、得られたペレットを BugBuster Protein Extraction Reagent（Novagen）に懸濁した。His

タグ付きの BlAga3 タンパク質は、TALON metal-affinity resin（Clontech）を含むカラムで精

製した。溶出したタンパク質を含む 50 mM イミダゾール画分を、10kDaカットオフの限外

濾過膜 (Millipore Co., Billerica, MA, USA) を⽤いて脱塩・濃縮した。 

 

c) ⾄適条件 

⾄適 pH は、1 mM の pNP-α-D-Gal を基質として、以下の緩衝液を⽤いて pH5.0 から 8.0
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の間で測定した。50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0〜6.0）、リン酸ナトリウム緩衝液

（pH6.0〜7.0）、Tris-HCl 緩衝液（pH7.0〜8.0）を⽤いて 40℃で測定した。⾄適温度は、50 

mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）を⽤いて、30℃〜55℃で測定した。いずれの場合も、

酵素を添加する前にサンプルを各 pH、各温度で 5 分間プレインキュベートした後、酵素を

添加し、20 分間インキュベートした。 

 

d) 糖転移活性 

糖転移反応は、pNP-α-D-Gal をドナー、1-alkanols をアクセプターとして反応を⾏った。

12.5 mM の pNP-α-D-Gal を、アクセプターとして 10%のメタノール、エタノール、または

1-プロパノールを含む 50 mM の酢酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）40 µL中で、2.0 µg/mL の

BlAga3 とともに 40 ℃で 30 分または 2時間インキュベートした。反応物を TLC で分析し

た。 

 

e) 基質特異性 

BlAga3 の基質特異性を調べるために、pNP 基質、α1,3-ガラクトシル、α1,6-ガラクトシ

ル、β1,3-アラビノピラノシル結合を含むいくつかのオリゴ糖を使⽤した。使⽤した基質の

うち、⼀部のオリゴ糖の構造は Fig. 2-1 に⽰している。pNP 基質に対する基質特異性は、40 

μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）中で、5 mM の基質を BlAga3（最終濃度 2.0 

μg/mL）と 37℃で 19時間インキュベートすることで測定し、TLC によって評価した。各基

質に対する⽐活性は、反応混合物は 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液 (pH6.0) 中で、Table 2-8

の凡例に⽰すように、適切な時間とBlAga3酵素の量において45℃でインキュベートした。

反応混合物の 5 分の 1 になるように 5％トリクロロ酢酸（TCA）を加えて反応を終了させ、
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希釈した⽣成物を HPAEC-PAD にて分析した。 酵素活性の 1 unit は、1 分間に 1 µmol のガ

ラクトースまたはアラビノースを⽣成するのに必要な酵素の量と定義した。 

 

f) 反応速度論的解析 

基質として 0.1〜10 mM α-D-Galp-(1→3)-L-Ara および 1.0〜50 mM ラフィノースを⽤いて、

BlAga3 の反応速度論的パラメーターを決定した。50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）

40 µL中で、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara の場合、0.20 µg/mLの BlAga3を、ラフィノースの場合、

0.79 µg/mL の BlAga3 を加え、45℃で 20 分間インキュベートした。10 μL の 5% TCA を加え

て反応を終了させ、⽣成物を HPAEC-PAD で分析した。 
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第三節 結果 

2-3-1. 菌体表層局在型酵素 GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase のクローニン

グならびに機能解析 

 

2 種類の AGP の in vitro資化性試験と遊離糖解析 

カラマツAGP またはアラビアガム AGP を唯⼀の炭素源とする培地を⽤いて Bi. longum 12

株の資化性試験を⾏った。カラマツ AGP では⽤いた全ての Bi. longum株が⽣育したが、ア

ラビアガム AGP では Bi. longum JCM7052株と MCC00300株のみが顕著な⽣育を⽰した (Fig. 

2-2A)。続いて増殖した菌体を⽤いて、アラビアガム AGP からのオリゴ糖の遊離活性を測

定した（Fig.2-2B および C）。注⽬すべきことに、資化性試験で増殖が⾒られた菌株 

(JCM7052, MCC00300) を⽤いたときにのみ、リテンションタイム 6 分付近で特徴的なピー

ク（ピーク X）が観察された。 
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Fig. 2-2. In vitro assimilation test and sugar-releasing activity toward gum arabic AGP in Bi. 

longum. (A) Growth of Bi. longum strains was monitored in MRS medium containing larch AGP 

(grey) or gum arabic AGP (black) as the sole carbon source. The absorbance of growth media was 

calculated by subtracting the absorbance of initial media. (B), (C) Gum arabic AGP was incubated 

with bacterial cell fractions of Bi. longum strains grown in larch AGP (B) and gum arabic AGP (C). 

Reaction products were analyzed through HPAEC-PAD performed using a PA-1 column. Arrows 

indicate released sugar (peak X). 
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ピーク X の糖組成を調べるため、酸加⽔分解 (Fig. 2-3A）と、Bi. adolescentis 由来の GH27 

α-D-galactopyranosidase／β-L-arabinopyranosidase BAD_1525 による酵素分解を⾏った（Fig. 

2-3B）。いずれの場合も、ピーク X は L-アラビノースとガラクトースに 1：1 のモル⽐で分

解された。既報により、3-O-α-D-Galactopyranosyl-L-arabinose（α-D-Galp-(1→3)-L-Ara）は、

部分的な酸加⽔分解によってアラビアガム AGP から単離されることが分かっていたため

(61)、同様に調製を⾏ったところ、⼆糖の保持時間はピーク X で観測されたものと⼀致し

ていた（Fig. 2-3B）。これらの結果から、ピーク X はアラビアガム AGP の側鎖末端に付加

した⼆糖、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara であると考えられた。 
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Fig. 2-3. Analysis of the liberated peak X by using acid hydrolysis (A) and enzymatic hydrolysis 

(B). (A) Purified peak X (bottom) was analyzed by performing acid hydrolysis treatment (middle). 

The sugar composition was analyzed through HPAEC-PAD by using a PA-10 column. L-Fucose (Fuc), 

L-rhamnose (Rha), L-arabinose (Ara), and galactose (Gal) were used as standards (top). (B) Peak X 

and a standard preparation of α-D-Galp-(1→3)-L-Ara were incubated with (+) or without (–) GH27 

α-D-galactopyranosidase/β-L-arabinopyranosidase BAD_1525 and then analyzed by performing 

HPAEC-PAD with a PA-1 column. 

 

 

PA
D

 re
sp

on
se

Retention time (min)

PA
D

 re
sp

on
se

Retention time (min)

Peak X

Purified peak X 

Acid hydrolysate

Standard

Fuc

Rha
Ara Gal

A

B

α-D-Galp-
(1→3)-L-Ara

642 80

642 80

X

Ara Gal

X

α3

(+)

（−）

(+)

（−）



 24 

⽐較ゲノム解析 

アラビアガム AGP の資化性に関係する遺伝⼦群を同定するために、Bi. longum Morinaga 

Culture Collection（MCC）の 10株のゲノム配列を解析した。新たに決定した Bi. longum の

各ゲノムの⼀般的な特徴を Table.2-2 に⽰した。JCM1217株と JCM7052株を加えた 12株の

Bi. longum のゲノムを⽐較解析した結果、アラビアガム AGP 資化性株である Bi. longum 

JCM7052 と MCC00300 にのみ保存されている遺伝⼦群［BLGA_00290-BLGA_00350 (Bi. 

longum JCM7052), MCC00300_11100-MCC00300_11160 (Bi. longum MCC00300) ］が⾒つかっ

た（Fig. 2-4）。そこで筆者は、この遺伝⼦クラスターをアラビアガム分解に関わる候補遺

伝⼦とした。 

Bi. longum JCM7052 におけるこの遺伝⼦クラスターは、2 つの糖質加⽔分解酵素

（BLGA_00330 および BLGA_00340）、Lac-I型転写制御因⼦（BLGA_00290）、および ABC

トランスポーター（基質結合タンパク質（BLGA_00300）、2 つの ABC トランスポーターパ

ーミアーゼ（BLGA_00310 および BLGA_00320）、ATP 結合タンパク質（BLGA_00350）を

コードする遺伝⼦から構成されていた。さらに、JCM7052 の候補遺伝⼦群は、MCC00300

の候補遺伝⼦群（MCC00300_11100-MCC00300_11160）と 100%のカバレッジで 100%の同

⼀性を⽰した。これらの遺伝⼦群は、アラビアガム AGP⾮資化性株では数種類の遺伝⼦で

置き換えられているか⽋損していることが確認された。 
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Fig. 2-4. Comparison of gene cluster involved in assimilation of gum arabic AGP in Bi. longum 

JCM7052 with corresponding gene clusters in JCM1217 and 10 MCC strains used in this study. 
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BLGA_00340 (GenBank ID: BBV22623.1) は、GH39 のメンバーとしてアノテーションさ

れており、推定シグナルペプチド、触媒ドメイン、2 つの糖結合モジュール (CBM) ファミ

リー35ドメイン、ガラクトース結合ドメイン、バクテリアの免疫グロブリン (Ig) 様ドメイ

ン、および膜貫通ドメインを含んでいた (Fig. 2-5A)。様々なタンパク質に存在する Ig 様ド

メインの普遍的な機能は明らかでないものの、Clostridium thermocellum 由来の GH9 

cellobiohydrolase CbhA においては、触媒活性部位のコンフォメーションに影響を与える可

能性があることが報告されている(62)。注⽬すべきは、BLGA_00340 の触媒領域は、GH39

の他の既に性質決定された酵素の触媒領域とは低い相同性（25%未満）を⽰したことであ

る。BLGA_00340 の触媒領域は、ルーメン嫌気性真菌 Neocallimastix frontalis 由来の GH39

の α-L-(β-1,2)-arabinofuranobiosidase (NF2152)や D-galacto-(α-1,2)-L-arabinosidase (NF2523)、

GH39 の β- xylosidase と低い相同性を⽰した。BLGA_00340 の系統解析では、GH39 の β- 

xylosidase よりも NF2152 や NF2523 と系統学的にやや近い関係にあった。この相同遺伝⼦

は、Bi. adolescentis（配列同⼀性 63.8％）、Bi. catenulatum（63.8％）、Bi. pseudocatenulatum

（60.0％）など、他の成⼈型ビフィズス菌種にも保存されていた（Fig. 2-5B）。 

さらに、幅広い年齢層の⽇本⼈から回収した糞便サンプルから分離された他の Bi. 

longum MCC株（n = 113）の 4.42％に BLGA_00340 のホモログ遺伝⼦が存在することを⾒

出した(63)。また、BLGA_00340 の相同遺伝⼦は、NCBIデータベースに登録されている Bi. 

longum の 6.84% (n = 307)に保存されていた。さらに、BLGA_00340 の相同遺伝⼦は、NCBI

データベースの Bi. adolescentis株（n = 57）の 7.02%、Bi. catenulatum株（n = 8）の 12.5%、

Bi. pseudocatenulatum株（n = 77）の 23.4%に保存されていた。 
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Fig. 2-5. Gene clusters and phylogenetic relationships of BLGA_00340 (GAfase gene). (A) 

Domain structure of GAfase. Domain structures were predicted using SignalP4.1 (http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) and InterPro servers (http://www.ebi.ac.uk/interpro/). The overall 

structure comprises the signal peptide (SP), the GH39 catalytic domain, two CBM35 domains, a 

galactose-binding domain-like region, an Ig-like domain (Ig), and the transmembrane (TM) domain. 

(B) Phylogenetic tree of GAfase and GH39 family members. The homologous proteins were derived 

based on the hypothesized protein from the Bifidobacterium species and the characterized proteins 

GH39 D-galacto-(α-1,2)-L-arabinosidase (G(1,2)Afase), α-L-(β-1,2)-L-arabinofuranobiosidase 

(A(1,2)Afase), and β-xylosidases. The phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining 

method and the aligned sequences. For construction of the tree, the program MUSCLE was 

implemented in MEGA7 software (64). GAfase is enclosed in the dashed-line box. The characterized 

enzymatic activities or locus tags are shown alongside the abbreviated names of the organisms as 

follows: B. Cat_BBCT_0495, Bifidobacterium catenulatum BBCT_0495 (GenBank ID: 

BAR01463.1); B. Pse_BAD12_RS08860, Bi. pseudocatenulatum BAD12_RS08860 
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(WP_065438160.1); B. Lon_GAfase, Bi. longum GAfase; B. Ado_B5789_0044, Bi. adolescentis 

B5789_0044 (WP_080863062.1); N. Fro_G(1,2)Afase, Neocallimastix frontalis NF2523 D-galacto-

(α-1,2)-L-arabinosidase (ASF57709.1); N. Fro_NF2215, N. frontalis NF2215 (ASF57708.1); P. 

Rhi_2455, Piromyces rhizinflatus PR2455 (ASF57710.1); N. Fro_A(1,2)Afase, N. frontalis NF2152 

α-L-(β-1,2)-L-arabinofuranobiosidase (ASF57707.1); A. Cav_B1,4Xyl, Aeromonas cavie β-1,4-

xylosidase (BAA95685.1); C. Owe_B1,4Xyl, Caldicellulosiruptor owensensis β-1,4-xylosidase 

(ADQ03734.1); C. Sac_BXyl, C. saccharolyticus β-xylosidase (ABP67986.1); T. Sac_BXyl, 

Thermoanaerobacterium saccharolyticum B6A-RI (AAA27369.1); B. Hal_BXyl, Bacillus 

halodurans β-xylosidase (BAB04787.1); G. sp_BXyl, Geobacillus sp. β-xylosidase 

(WP_020755811.1); G. Ste_BXyl, G. stearothermophilus β-xylosidase (ABI49941.1). Arrows beside 

the phylogenetic tree indicate cleavage sites of disaccharide-releasing enzymes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30 

GAfase のクローニングならびに発現 

組換え BLGA_00340 タンパク質（「3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase (GAfase)」

と命名）は、N末端のシグナルペプチドと、C末端側の Ig 様ドメインと膜貫通ドメインの

162aa（CΔ162）を除いて設計した。この組換えタンパク質は、25℃で可溶性タンパク質と

して⾼発現し、C末端の His タグを⽤いて精製した。組換え GAfase は、SDS-PAGE で⾒か

けの分⼦量が 102kDa の単⼀バンドとして確認され、これは計算上の分⼦量 101,871Da と⼀

致した（Fig. 2-6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-6. SDS-PAGE analysis of recombinant GAfase. Purified GAfase was electrophoresed on a 

10% polyacrylamide gel and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. Lane 1, molecular size 

marker; lane 2, purified GAfase. Arrow: target protein at expected molecular size. 
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GAfase の諸性質 

GAfase の多糖分解活性を調べるために、アラビアガム AGP、カラマツ AGP、シュガー

ビートアラビナン、⼩⻨アラビノキシランを基質として⽤いた（Fig. 2-7）。組換え GAfase

は、主にアラビアガム AGP から α-D-Galp-(1→3)-L-Ara を遊離し、これは菌体酵素を⽤いた

際に遊離するピーク X と⼀致した。また、GAfase はアラビアガム AGP とカラマツ AGP か

ら 3-O-β-L-arabinopyranosyl-L-arabinose (β-L-Arap-(1→3)-L-Ara）を遊離 し た 。β-L-Arap-

(1→3)-L-Ara 構造は、糖組成分析、酵素処理、および AGP 構造に関連する過去の研究(30)

に基づいて推測された。また、シュガービートアラビナンからは少量の β-L-Arap-(1→3)-L-

Ara が検出されたが、⼩⻨アラビノキシランからは検出されなかった（データは⽰してい

ない）。GAfaseの相対活性は、アラビアガムAGPへの活性を100%とすると、カラマツAGP

で 10.2%、シュガービートアラビナンで 0.198%であった（Table 2-3）。GAfase 活性の⾄適

pH と⾄適温度は、アラビアガム AGP を基質とした測定した結果、それぞれ 4.5 と 45〜50℃

であった（Fig. 2-8）。 

多糖に作⽤させた際にどの程度遊離糖が⽣じるかを測定するために、AGPおよびシュガ

ービートアラビナンを過剰量の GAfase と 3 ⽇間インキュベートした。アラビアガム AGP

か ら遊離 さ れ た α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の量は 、 そ れぞれ

9.36%(w/w)と 1.87%(w/w)であり、カラマツ AGP の場合、遊離された β-L-Arap-(1→3)-L-Ara

の量は 1.24%(w/w)であった。また、アラビナンから遊離される β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の量

は、わずか 0.153%(w/w)であることがわかった。 
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Fig. 2-7. HPAEC-PAD analysis of GAfase reaction with polysaccharides. Gum arabic AGP 

(bottom), larch AGP (middle), and sugar beet arabinan (top) were incubated with (+) or without (–) 

GAfase at 37°C for 16 h. 
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Table 2-3. Substrate specificity of GAfase toward polysaccharides.  
Specific activity 

(Units/mg) 
Relative activity  

(%)a 
Gum arabic AGP 13.3 100 

Larch AGP 1.35 10.2 
Sugar beet arabinan 0.0263 0.198 
Wheat arabinoxylan Trace Trace 

aRelative activity was expressed as the percentage of the activity toward gum arabic AGP. 
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Fig. 2-8. Effects of pH and temperature on GAfase activity.  

(A) pH dependence of GAfase activity at 45°C for 20 min, measured in sodium acetate buffer 

(closed squares) or MES buffer (open circles). (B) Temperature dependence of GAfase activity 

measured at pH 4.5 for 20 min. 
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GAfase の糖転移活性を評価するために、GAfase を、30%メタノール、エタノール、1-プ

ロパノールの存在下でアラビアガム AGP と反応させ、TLC を⽤いて糖転移物を観察した

（Fig. 2-9A）。30%メタノールで反応させて精製した糖転移物 (α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-

OMe) は、GAfase処理によって α-D-Galp-(1→3)-L-Ara に加⽔分解された (Fig. 2-9B）。さら

に、1H、13C、2D-NMR を含む核磁気共鳴（NMR）解析を⾏うことで、糖転移物の構造を

同定した（Fig. 2-9C、D、Table  2-4）。アノマーのプロトン信号の多重度（4.98 ppm のシン

グレット）が methyl α-L-arabinofuranoside (65)と⼀致したことから、メタノールが αアノマ

ーの形で転移したことがわかった。さらに、異核間多数結合コヒーレンス（HMBC）スペ

ク ト ル に 、GalpH1（ d 5.02）/ArafC3（ d 83.65）、ArafH3（ d 3.98）/GalpC1（ d 82.92）、

ArafH1（d 4.96）/ArafC4（d 82.92）のクロスピークが存在することから、ガラクトピラノ

シドユニットがアラビノフラノシドユニットの C-3 に結合していることが明らかになった。

こうして、糖転移物は α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe と同定され、GAfase がアノマー保持

型の糖質加⽔分解酵素であることがわかった。さらに、30%メタノール環境下でカラマツ

AGP 由来の糖転移物も、1H および 13C NMR を⽤いて β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe と同定

された（Fig. 2-10, Table 2-5）。 
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Fig. 2-9. Transglycosylation activity of GAfase in the presence of 1-alkanols. (A) Thin-layer 

chromatography analysis of reaction products. GAfase was incubated with gum arabic AGP in the 

absence of 1-alkanols (lane 2) or in the presence of 30% methanol (lane 3), ethanol (lane 4), or 1-

propanol (lane 5) at 37°C for 16 h. Lane 1, α-D-Galp-(1→3)-L-Ara standard. (B) Purified α-D-Galp-

(1→3)-α-L-Araf-OMe was incubated with (+) or without (–) GAfase at 37°C for 16 h. α-D-Galp-

(1→3)-L-Ara was used as the standard. (C) The chemical structure of α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-

OMe. (D) 1H and 13C NMR spectra of α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe in D2O at RT. The chemical 

shifts are listed in Table 2. Abbreviations: GA, α-D-Galp-(1→3)-L-Ara; Me, methyl; Et, ethyl; Pr, 

propyl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

PA
D

 re
sp

on
se

Retention time (min)
10

1 2 3 4 5

GA

GA-Me
GA-Et
GA-Pr

A B

GA-Me (−)

GA-Me (+)

0 5

D
2Gal

3Gal4Gal5Gal 6Gal

1Araf 5Araf3Araf2Araf

1Gal MeO

MeO5Araf
6Gal2Araf4Araf3Araf

2Gal5Gal
4Gal

3Gal

1Gal
1Araf

HOD

110 100 90 80 70 60

4.85.0 4.6 4.4 4.34.74.9 4.14.24.5 3.84.0 3.6 3.4 3.33.73.9 3.55.1

4Araf
1H

13C

C

GA standard



 38 

Table 2-4. Assignment of signal in 1H and 13C NMR spectra of α-D-Galp-(1®3)-a-L-Araf-

OMe in D2O at 400 MHz at RT. (1H: 400 MHz, 13C: 100 MHz)   

Galp 1 2 3 4 5 6 
 

1H 5.02 3.82 4.03 4.01 4.04 3.77 3.77 

3J d 4.1 dd 10.5, 4.1 dd 10.5, 2.6 d 2.6 t 6.4 d 6.4 d 6.4 

13C 
 

1J 

99.28 
 

175 

68.23 69.18 69.25 71.46 61.19   

Araf 1 2 3 4 5 
 

OMe 

1H 4.96 4.28 3.98 4.22 3.82 3.76 3.44 

3J s dd 2.8, 1.4 dd 6.0, 2.8 dt 5.6, 3.2 dd 12.8, 3.2 dd 12.8, 5.6 
 

13C 
 

1J 

108.67d 

 
176 

79.52 83.65a 82.92b, c 61.35 
 

55.0c 

aHMBC cross peak of enhancement at 83.65 (CAraf3) by the irradiation at 5.02 (CGalp1-H) was 

observed. 
bHMBC cross peak of enhancement at 82.92 (CGalp1) by the irradiation at 3.98 (CAraf3-H) was 

observed. 
cHMBC cross peaks of enhancement at 55.00 (MeO) and 82.92 (CAraf4) by the irradiation at 

4.96 (CAraf1-H) were observed. 
dHMBC cross peak of enhancement at 108.67 (CAraf1) by the irradiation at 3.44 (MeO) was 

observed. 
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Fig. 2-10. 1H and 13C NMR spectra of β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe.  

(A) 1H and 13C NMR spectra of β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe in D2O at RT. (B) Chemical 

structure of β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe. The chemical shifts are listed in Table 5. 
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Table 2-5. Assignment of signal in 1H and 13C NMR spectra of b-L-Arap-(1®3)-a-L-Araf-

OMe in D2O at 400 MHz at RT. (1H: 400 MHz, 13C: 100 MHz)  

 

Arap 1 2 3 4 5 
  

1H 5.02 3.84 3.90 4.03 3.98 3.71 
 

3J d 4.0 m td 10.0, 
3.2 

m d 12.8 dd 12.8, 
2.4 

 

13C 99.5a 68.2 68.6 69.0 63.3c 
  

1J 176.1 
      

Araf 1 2 3 4 5 
 

OMe 

1H 4.98 4.25 3.96 4.22 3.84 3.76 3.45 

3J s m m td 5.6, 
4.0 

dd 12.8, 
3.6 

dd 12.8, 
5.6 

 

13C 108.7b 79.5 83.1 83.4d 61.4 
 

55.0 

1J 175.8 
      

 
aHMBC cross peak of enhancement at 99.5 (CArap1) by the irradiation at 3.96 (C Araf3-H) was 

observed. 
bHMBC cross peak of enhancement at 108.7 (CAraf1) by the irradiation at 3.45 (MeO) was 

observed. 
cHMBC cross peak of enhancement at 63.3 (CArap5) by the irradiation at 5.02 (CArap1-H) was 

observed. 
dHMBC cross peaks of enhancement at 83.4 (CAraf4) by the irradiation at 3.45 (CAraf1-H) were 

observed. 
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アラビアガム AGP における GAfase の切断部位を特定するために、アラビアガム AGP か

ら調製した Hyp-AG の 1H NMR 分析を⾏った（Fig. 2-11）。アノメリックプロトンの化学シ

フトは、既報(66)に基づいて割り当てた。また、糖転移物である β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-

OMe と α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe に基づいて、5.56 ppm に[β-L-Arap-(1→)]、5.59 ppm に

[α-D-Galp-(1→)]を割り当てた。また、Hyp-AG を GAfase で処理すると、[→3]-α-L-Araf-

(1→)と[α-D-Galp-(1→)]に対応する 5.85  ppm と 5.59  ppm の 2 つの 1Hピークが消失すること

がわかった。これらの NMR 解析から、GAfase はアラビアガム AGP 構造の β-(1→6)-ガラク

トシル側鎖の⾮還元末端から α-D-Galp-(1→3)-Ara を遊離していることが明らかになった。

さらに、5.94 ppm の 1Hピークが著しく減少し、5.81 ppm の 1Hピークが増加していること

も確認された。これは、GAfase によって α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-(1→3)-が除去されたこと

により、末端の α-L-Araf-(1→4)-のケミカルシフトが影響を受けたものと考えられる。この

ようなピークのシフトは、アラビアガム AGP の末端の α-D-Galp-(1→3)-構造の除去によっ

ても観察された(66)。 
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Fig. 2-11. 1H NMR spectra of Hyp-AG treated without (A) or with (B) GAfase. Linkages shown 

are in reference to corresponding chemical shifts assigned previously (66). NA indicates a non-

assigned peak. 

 

 

 

 

 

 

6.0 5.5 5.0

A

B

→3)-α-
L-Araf

α-L-
Araf

α-D-Galp

NA

α-L-
Rhap

NA

→4)-β-
D-GlcAp

→X)-β-
D-Galp

α-L-
Araf



 43 

GAfase のオリゴ糖に対する反応性を調べるために、市販アラビアガム試薬に含まれる

遊離のオリゴ糖から、α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-構造を持つオリゴ糖（S3-GA、S5-GA）と

β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-構造を持つオリゴ糖（S3-AA）を調製した（Fig. 2-1）。（Fig. 2-12）。

GAfase によって、S3-GA と S3-AA は、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara または β-L-Arap-(1→3)-L-Ara

と、α-L-Araf-(1→4)-β-D-Galp-(1→6)-Gal (S3)に分解された。S5-GA は α-D-Galp-(1→3)-L-Ara

と、α-L-Rha-(1→4)-β-D-GlcA-(1→6)-[α-L-Araf-(1→4)]-β-D-Galp-(1→6)-Gal (S5) に分解された。

S5-GA と S3-GA は、S3-AA よりも作⽤しやすい基質であった（Table 2-6）。また、GAfase

が β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-よりも α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-を基質として適することは、糖

転移物を基質として⽤いた速度論的解析の結果からも⽰された（Table 2-7）。α-D-Galp-

(1→3)-α-L-Araf-OMe の kcat/Km値は、β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-OMe の kcat/Km値より 594倍も

⾼かった。さらに、GAfase は pNP-α-L-Araf やその他の pNP 基質に対しては反応性を⽰さな

かった（Fig. 2-13）。これらの結果から、GAfase は、β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-(1→3)-構造よ

りも、α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-(1→3)-構造を認識する exo 型の酵素であることが⽰唆され

た。本酵素は、その反応性の新規性が認められた結果、新たな EC番号 EC 3.2.1.215 が付与

された。 
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Fig. 2-12. HPAEC-PAD analysis of GAfase reaction with oligosaccharides derived from gum 

arabic AGP. S3-GA, S5-GA, and S3-AA were incubated with (+) or without (–) GAfase at 37°C for 

16 h. 
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Table 2-6. Substrate specificity of GAfase toward oligosaccharides.  
Specific activity 

(Units/mg) 
Relative activity  

(%)c 
S3-GAa 2.85 61.9 
S5-GAa 4.61 100 
S3-AAb 0.0197 0.426 

aThe substrate concentrations were 5 μM.  
bThe substrate concentration was 10 μM. 
cRelative activity was expressed as the percentage of the activity toward S5-GA. 

 

 

 

Table 2-7. Kinetic parameter of GAfase on transglycosylation products. 

  Km (mM) kcat (s–1) kcat/Km(mM–1･s–1) 

α-D-Galp-(1→3)-α-L-
Araf-OMe 0.633±0.01 199±3.60 315 

β-L-Arap-(1→3)-α-L-
Araf-OMe 22.8±1.39 12.1±0.349 0.530 

 

 

 



 46 

 

 

Fig. 2-13. TLC analysis of GAfase reaction with pNP substrates. The following pNP substrates 

were incubated in the absence (a) or presence (b) of GAfase: pNP-α-L-Araf (lane 1), pNP-α-L-Arap 

(lane 2), pNP-α-D-Galp (lane 3), pNP-α-D-Xylp (lane 4), pNP-α-D-Glcp (lane 5), pNP-β-L-Araf 

(lane 6), pNP-β-L-Arap (lane 7), pNP-β-D-Galp (lane 8), pNP-β-D-Xylp (lane 9), pNP-β-D-Glcp 

(lane 10), and pNP-β-D-GlcA (lane 11); L-arabinose (Ara), D-galactose (Gal), D-xylose (Xyl), D-

glucose (Glc), and D-glucuronic acid (GlcA) were used as standards. 
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部位特異的変異導⼊ 

GH39 α-L-(β-1,2)-arabinofuranobiosidase (NF2152)、D-galacto(α-1,2)-L-arabinosidase 

(NF2523)、および GAfase は、α-L-アラビノフラノシド結合を⼆糖単位で加⽔分解するとい

う類似した特徴を持つ。既報に基づいて、NF2152 の Glu-155 と Glu-254 は、それぞれ酸塩

基触媒残基と求核触媒残基として予測された(67)。NF2152 の活性部位に存在する触媒残基

と他のいくつかの重要なアミノ酸残基は、GAfase でも保存されていた（Fig. 2-14A）。そこ

で、部位特異的変異導⼊法を⽤いて、GAfase の Glu-194 および Glu-321 の Gln置換体を構

築し、GAfase の対応する残基の重要性を評価したところ、E194Q および E321Q 変異体は、

アラビアガム AGP に対して酵素活性を⽰さなかったことから、GAfase においてもこれら

のアミノ酸残基は触媒残基として働いていることが推定された。また、CBMドメインの重

要性を評価するために、C 末端ドメインを⽋いた C 末端⽋損変異体、CΔ355（37-781, 745 

aa）、CΔ477（37-659, 623 aa）、CΔ630（37-506, 470 aa）を構築した。これらの⽋失変異体は

可溶性タンパク質として発現したが、アラビアガム AGP および α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-

OMe に対しては酵素活性を⽰さなくなった（データ省略）。 
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Fig. 2-14. Site-directed mutagenesis of predicted catalytic-site residues of GAfase. (A) 

Comparison of amino acids involved in catalytic sites of GH39 rumen fungal enzymes with 

corresponding amino acids in GAfase. Amino acid numbers shown in the upper and lower halves of 

the figure are for N. frontalis NF2152 α-L-(β-1,2)-L-arabinofuranobiosidase and GAfase, 

respectively. Residues include those that line the surface of the −1 and −2 subsites of GH39 remen 

fungal enzymes. The amino acids that constitute the –2 subsite are underlined(67). Red and green 

columns: catalytic and non-conserved residues, respectively. (B) TLC analysis of reaction products 

of GAfase Wild type (WT), E194Q and E321Q mutants with gum arabic AGP. Standard: α-D-Galp-

(1→3)-L-Ara (GA). 
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2-3-2. 菌体内酵素 GH36 α-D-galactosidase のクローニングならびに機能解析 

 

GAfaseと隣接するBLGA_00330（BlAga3）のクローニングならびに諸性質を決定した。

BlAga3 は 716 個のアミノ酸をコードする 2151 bp のヌクレオチドからなる ORF を含み、推

定分⼦量は 79,587 Da であった (Fig. 2-15)。精製した組換え BlAga3 は、SDS-PAGE で⾒かけ

の分⼦量が 80 kDa の単⼀バンドとして確認され、これは計算上の分⼦量 80,490 Da に相当

した。 

 

 

 

Fig. 2-15. SDS-PAGE analysis of recombinant BlAga3. 

Purified BlAga3 was electrophoresed on a 10 % polyacrylamide gel and stained with Coomassie 

Brilliant Blue R-250. Lane 1, molecular size marker; lane 2, purified BlAga3. Arrow indicates target 

protein at the expected molecular size. 
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α 結合のガラクトシル糖鎖は、ラフィノース、メリビオース、スタキオース、ロリオー

ス、ガラクトマンナン、アラビノガラクタン、⾎液型 B 型抗原などの天然オリゴ糖、多糖、

複合糖質に存在する。α-D-galactosidase（EC 3.2.1.22）は、末端の α-ガラクトースの加⽔分

解を触媒し、CAZy データベースに基づくと、GH4、GH27、GH31、GH36、GH57、GH97、

GH110 の 7 つの GH に分類される。特に、GH36 α-D-galactosidase は、古細菌(68)、細菌(69-

71)、真菌(72-75)および植物(76-78)からこれまでに⾒つかっており、広く分布している。ビ

フィズス菌由来の GH36 α-D-galactosidase は現在までに、Bi. longum NCC2705(79)、 Bi. 

longum DJO10A(80)、Bi. bifidum NCIMB41171(70)、Bi. adolescentis DSM20083(81, 82) および

Bi. breve 203(71)由来の酵素がクローニングおよび機能解析がなされてきた。また、以前、

Saishin らはアラビアガム AGP により誘導される Bi. longum JCM7052 から菌体内 α-D-

galactosidase を精製した(54) が、アラビアガム AGP 資化における α-D-galactosidase の役割は

不明のままであった。 

Bi. longum JCM7052 は 、BLGA_00330 (blAga3)、BLGA_18610 (blAga2)、BLGA_18750 

(BlAga1) の三つの GH36 α-D-galactosidase候補遺伝⼦をコードしている(83)。これまでの研

究から、BlAga1 は α-(1→6)-ガラクトシル結合を持つラフィノース、メリビオース、スタキ

オースの資化に関与していると考えられている(84-86)。BlAga2 は、Bi. breve UCC2003 の

MelE（BlAga2 と 99％の identity）の研究から、α-(1→4)または α-(1→3)のガラクトシル結合

を持つ α-ガラクトビオースを分解する可能性が⾼いと考えられる(85)。BlAga3 は、BlAga1

と 39.9 %の配列同⼀性（カバレッジ: 83 %）を⽰したが、BlAga2 との類似性はなかった。

BlAga3 は 性質決定 さ れ た配列の中で 、Streptomyces sp. S27 ACCC41168 (GenBank ID: 

ACN78885.1) 由来の GH36 α-D-galactosidase と 84%のカバレッジで 47.0%の配列同⼀性を⽰

した(87)。signalP 4.1 および InterPro サーバーによると、3 つの α-D-galactosidase候補遺伝⼦
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は、推定シグナルペプチドと末端膜貫通ドメインを⽋いており、細胞内酵素であることが

⽰ 唆 さ れ た 。 こ れ ら Bi. longum JCM7052 由 来 の三つ の GH36 α-D-galactosidase と 、

Bifidobacterium 属細菌由来の GH36 の α-D-galactosidases のアミノ酸配列を⽤いて系統樹を作

成した（Fig. 2-16）。サブファミリーの分類を⽰した先⾏研究(88)に基づくと、BlAga1 と

BlAga2 は、それぞれ GH36 のサブファミリーI と II に分類されると考えられた。上記のこ

れまでに性質決定された Bifidobacterium 属細菌由来の GH36 の α-D-galactosidase 中で、Bi. 

breve 由来の Aga と MelE を除くほとんどが GH36 のサブファミリーⅠに分類された。これ

らの酵素のアミノ酸配列のアラインメントを⾏ったところ、BlAga3 は、他の GH36 と同様

に求核触媒酸基（D452）、酸/塩基触媒残基（D519）、基質結合に関与する残基（D340 と

D341）が保存されていた(82) (Fig. 2-17)。さらに、BlAga3 の触媒ドメインには、サブファ

ミリーI の α-D-galactosidase に特徴的な“C-x-x-G-x-x-R モチーフ”が保存されていたことから、

BlAga3 は、GH36 サブファミリーⅠに分類された。しかし、既知の Bifidobacterium 属由来の

GH36 α-D-galactosidase とはやや系統学的に離れているため、BlAga3 はさらにサブファミリ

ーⅠb に分類された。 
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Fig. 2-16. The phylogenetic relationships of bifidobacterial GH36 α-D-galactosidases. 

The phylogenetic tree of BlAga3 with homologous proteins from bifidobacteria was constructed by 

the neighbor-joining method using the aligned sequences; for the construction, the program Clustal W 

was implemented in the MEGA7 software. The protein names or locus tags are shown alongside 

Bifidobacterium strains as follows: B. adolescentis DSM 20083 Aga (GenBank ID: AAD30994.2), B. 

bifidum NCIMB 41171 MelA (ABD96085.1), B. breve 203 Aga (AAK96217.2), B. breve 203 Aga2 

(ABB76662.1), B. longum DJO10A GalA1 (ACD98928.1), B. longum NCC2705 AgA (AAN25312.1), 

B. longum VMKB44 AglL (AAG02023.1), B. breve UCC2003 RafA (ABE96531.1), B. breve 

UCC2003 MelE (ABE96518.1), B. longum MCC00300 MCC00300_11120 (GHM70820.1), B. reuteri 

strain RST19 EMO92_RS04025 (WP_150335335.1), B. longum JCM1217 BLLJ_1872 (BAJ67536.1), 

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 (BAJ67549.1), B. longum JCM7052 BlAga3 (BBV22622.1), B. 

longum JCM7052 BlAga1 (BBV24464.1), and B. longum JCM7052 BlAga2 (BBV24450.1). BlAga3 

characterized in this study is enclosed in the dashed-line box. 

 B.longumVMKB44AglL

 B.longumJCM1217BLLJ 1885

 B.longumNCC2705AgA

 B.longumJCM7052BLGA 18750

 B.longumDJO10AGalA1

 B.breveUCC2003RafA

 B.bifidumNCIMB41171MelA

 B.adolescentisDSM20083Aga

 B.breve203Ara2

 WP 150335335.1 Bifidobacterium reuteri strain RST19 EMO92 RS04025

 B.longumJCM7052BLGA 00330

 WP 077381863.1 Bifidobacterium longum MCC00300 MCC00300 11120

 B.breve203Aga

 B.breveUCC2003MelE

 B.longumJCM7052BLGA 18610

 B.longumJCM1217BLLJ 1872

0.20

B. bifidum NCIMB41171 MelA

B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2

B. longum DJO10A GalA1

B. longum NCC2705 AgA

B. longum JCM1217 BLLJ_1885

B. longum VMKB44 AglL

B. breve UCC2003 RafA

B. longum JCM7052 BlAga3

B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872

B. breve 203 Aga

B. breve UCC2003 MelE

B. longum JCM7052 BlAga1 

B. longum MCC00300 MCC00300_11120

B. reuteri RST19 EMO92_RS04025

0.20

Subfamily Ⅰb

Subfamily Ⅰa

Subfamily Ⅱ



 53 

 

 

 

 

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  



 54 

 

 

 

 

Substrate binding

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  



 55 

 

*1C-x-x-G-x-x-R

*2

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  

B. longum NCC2705 AgA
B. longum VMKB44 AglL

B. longum JCM1217 BLLJ_1885 
B. longum JCM7052 BlAga1  

B. longum DJO10A GalA1 
B. breve UCC2003 RafA

B. bifidum NCIMB41171 MelA
B. adolescentis DSM20083 Aga 

B. breve 203 Aga2 
B. longum JCM7052 BlAga3 
B. longum JCM7052 BlAga2 

B. longum JCM1217 BLLJ_1872 
B. breve UCC2003 MelE

B. breve 203 Aga  



 56 

 
Fig. 2-17. Multiple alignment of amino acid sequences of BlAga3 and related enzymes. 

The alignment was created using the Clustal W program. Identical amino acid residues are enclosed 

in black boxes. The asterisks below the sequence indicate the assumed essential residues associated 

with the catalysis; *1, a catalytic nucleophile; *2, acid/base catalyst.  
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酵素活性の⾄適条件を、1 mM の pNP-α-D-Gal を基質として測定したところ、⾄適 pH と

⾄適温度はそれぞれ 6.0 と 50℃であった（Fig. 2-18）。また、pNP 基質に対する基質特異性

を測定したところ、 BlAga3 は、pNP-α-D-Gal に対しては活性を⽰し、pNP-β-L-Arap に対し

ても弱い活性を⽰したが、試験した他の pNP 基質に対しては活性を⽰さなかった（Fig. 2-

19）。 

BlAga3 の基質特異性を調べたところ、天然に存在するオリゴ糖の中で最も適した基質は

α-D-Gal-(1→3)-L-Ara であった（Table 2-8）。BlAga3 は還元末端にメチル基が付加した α-D-

Gal-(1→3)-α-L-Araf-OMe にも作⽤するが、その活性は α-D-Gal-(1→3)-L-Ara に対する活性よ

りも相対活性が 22.3%と低かった。これは、サブサイト+1 におけるアラビノースがピラン

環構造をとることが酵素活性に影響していると考えられる。さらに、BlAga3 は S3-GA と

S5-GA には弱い活性を⽰し、アラビアガム AGP やカラマツ AGP には活性を⽰さなかった

（データ省略）。また、この酵素は⾎液型 B の直鎖三糖には α-D-Gal-(1→3)-L-Ara に⽐べて

17.1%と低い反応性で活性を⽰したが、⾎液型 B の分岐型三糖にはほとんど反応しなかっ

た。また、β1,3-L-アラビノピラノシル結合に対してわずか活性を⽰したものの、β-L-Arap-

(1→3)-L-Ara に対する酵素活性は、α-D-Gal-(1→3)-L-Ara に⽐べて 0.643%と低かった。この

⼆機能性の酵素は、GH36 や GH27 の酵素で⾒られる D-Gal と L-Arap の構造的類似性によ

るものであると考えられる(89)。これらの結果から、BlAga3 は主に α-D-Gal-(1→3)-L-Ara を

切断する α-D-galactosidase であることが⽰された。BlAga3 は、他の多くのビフィズス菌

GH36 の α-D-galactosidase と同様に、メリビオース、ラフィノース、スタキオースに対して

も活性を⽰したが、その相対活性は α-D-Gal-(1→3)-L-Ara に対してそれぞれ 23.4%、47.7%、

3.36%と低かった（Table 2-8）。 
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Fig. 2-18. Optimal pH and temperature of BlAga3. 

(A) pH dependence of BlAga3 activity in various buffers at 40 °C for 20 min. Sodium acetate buffer 

(closed circle and solid line), sodium phosphate buffer (closed square and dashed line), and Tris-HCl 

buffer (closed triangle and dotted line) were used. Enzyme activities are expressed as a percentage of 

the activity in sodium acetate buffer at pH 6.0. (B) the temperature dependence of BlAga3 activity at 

pH 6.0 for 20 min. The enzymatic activities are expressed as the percentage of the activity at 50 °C.  
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Fig. 2-19. TLC analysis of BlAga3 reactions to pNP substrates. 

The pNP substrates were incubated in the absence (lane a) or presence (lane b) of the recombinant 

BlAga3 at 37 °C for 16 h. Lane 1, galactose standard; lane 2, L-arabinose standard. pNP-α-D-Gal (lane 

3), pNP-β-D-Gal (lane 4), pNP-α-L-Arap (lane 5), pNP-β-L-Arap (lane 6), pNP-α-D-Xyl (lane 7), 

pNP-β-D-Xyl (lane 8), pNP-α-D-Glc (lane 9), and pNP-β-D-Glc (lane 10) were used as substrates. 
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Table 2-8.  Substrate specificities of BlAra3. 

Substrate Structure Conc. 
(mM) 

Specific 
activity 

 (unit/mg) 

Relative 
activityg (%) 

α-Gal-(1,3)-L-Ara a αGal-(1,3)-L-Ara* 2.0 101 100 

pNP-α-D-Gala αGal-pNP 5.0 337 335 

melibioseb αGal-(1,6)-Glc* 5.0 23.6 23.4 

raffinoseb αGal-(1,6)-αGlc-(1,2)-βFru 5.0 48.0 47.7 

stachyoseb αGal-(1,6)-αGal-(1,6)-αGlc-(1,2)-βFru 5.0 3.38 3.36 

GA-Meb αGal-(1,3)-α-L-Araf-OMe 2.0 22.4 22.3 

β-L-Arap-(1,3)-L-Ara 

c, f β-L-Arap-(1,3)-L-Ara* 2.0 0.647 0.643 

AA-Mec β-L-Arap-(1,3)-α-L-Araf-OMe 2.0 Trace Trace 

pNP-β-L-Arapc β-L-Arap-pNP 5.0 1.06 1.06 

liner B-2 
trisaccharided αGal-(1,3)-βGal-(1,4)-GlcNAc* 0.5 17.2 17.1 

blood group B 
trisaccharidee 

αGal-(1,3)-Gal*                 
     2 
     ↑ 
     1 

                 αFuc 

 
 
 
 
 

0.5 0.610 0.607 

blood group B 
pentasaccharidee 

αGal-(1,3)-βGal-(1,4)-Glc* 
                  2         3 
               ↑      ↑ 
                  1            1 

                 αFuc     αFuc 

0.05 Trace Trace 
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S3-GAe 

αGal-(1,3)-α-L-Araf-(1,3)-βGal-(1,6)-Gal* 
                 4  
                 ↑ 
                 1 

             α-L-Araf 

0.5 0.643 0.639 

S5-GAe 

     αRha-(1,4)-βGlcA 
                  1 
              ↓ 
                  6 

 αGal-(1,3)-α-L-Araf-(1,3)-βGal-(1,6)-Gal* 
                  4 
                  ↑ 
                  1 

               α-L-Araf 

0.5 0.514 0.511 

*Represents reducing end of the oligosaccharide.  
a 0.099 μg/mL BlAga3 was incubated for 20 min. 
b 0.099 μg/mL BlAga3 was incubated for 2 h. 
c 0.099 μg/mL BlAga3 was incubated for 6 h. 
d 0.020 μg/mL BlAga3 was incubated for 1 h. 
e 0.020 μg/mL BlAga3 was incubated for 5 h. 
f The specific activity was calculated on the value for released L-arabinose by one-half. 
g Relative activity is expressed as the percentage of the activity toward α-D-Gal-(1→3)-L-Ara. 
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基質として 0.1〜10 mMの α-D-Gal-(1→3)-L-Araと 1.0〜50 mMのラフィノースを⽤いて、

BlAga3 の反応の速度論的パラメーターを決定した。50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）

と BlAga3 を含む 40 µL の反応混合物を 45℃で 20 分間インキュベートした。BlAga3 の濃度

は α-D-Gal-(1→3)-L-Ara の場合、0.20 µg/ml であり、ラフィノースの場合、0.79 μg/mL の

BlAga3 を反応させた。10 μL の 5% TCA を加えて反応を終了させ、⽣成物を HPAEC-PAD で

分析した。反応の速度論的パラメーターの⽐較から、BlAga3 の α-D-Gal-(1→3)-L-Ara に対

する Kmはラフィノースに対する Kmより 38.2倍低く、α-D-Gal-(1→3)-L-Ara の kcat/ Kmはラ

フィノースに対するそれより 15.0倍⾼いことがわかった（Table 2-9）。このことから、α-D-

Gal-(1→3)-L-Ara とラフィノースの基質親和性の違いが活性に寄与していることが⽰唆され

た。 

 

 

Table 2-9. Kinetic parameters of BlAga3. 
 

Km (mM) kcat (sec-1) kcat /Km (sec-1･mM-1) 

α-D-Gal-(1→3)-L-Ara 0.774 ± 0.014 107 ± 21 138 

raffinose 29.5 ± 1.0 270 ± 6 9.17 
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GAfase が遊離する⼆糖の資化性試験 

GAfase の反応⽣成物である α-D-Galp-(1→3)-L-Ara および β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の資化性

を評価するために、Bi. longum JCM1217 および JCM7052 を、0.2%の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara

または β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を唯⼀の炭素源として含む MRS培地で 48時間培養した。Bi. 

longum JCM7052 は、48 時間後に α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 上で⽣育を⽰したが、β-L-Arap-

(1→3)-L-Ara 上では⽣育しなかった（Fig. 2-20A）。⼀⽅、JCM1217 は、α-D-Galp-(1→3)-L-

Ara および β-L-Arap-(1→3)-L-Ara のいずれにおいても顕著な成⻑を⽰さなかった。培養上

清の分析は、これらの結果をさらに裏付けるものであり、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara のピーク

は JCM7052 でのみ減少し、JCM1217 では減少しなかったが、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara のピー

クはいずれの場合も減少しなかった（Fig. 2-20B）。 
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Fig. 2-20. In vitro assimilation test of α-D-Galp-(1→3)-L-Ara and β-L-Arap-(1→3)-L-Ara. (A) 

Growth of Bi. longum JCM1217 and JCM7052 strains was monitored in MRS medium containing 

0.2% α-D-Galp-(1→3)-L-Ara, β-L-Arap-(1→3)-L-Ara or 2% gum arabic AGP as the sole carbon 

source. The absorbance of growth media in Bi. longum JCM1217 (white) and JCM7052 (black) were 

calculated by subtracting the values of initial media. (B) HPAEC-PAD analysis of the culture 

supernatant of α-D-Galp-(1→3)-L-Ara (left) and β-L-Arap-(1→3)-L-Ara (right) after incubated for 

48 hours. Purified α-D-Galp-(1→3)-L-Ara and β-L-Arap-(1→3)-L-Ara were used as standards. 
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第四節 考察 

本章では、Bi. longum JCM7052 からアラビアガム資化性に関わる遺伝⼦クラスターを発

⾒し、本遺伝⼦クラスター上の BLGA_00340 と BLGA_00330 にはそれぞれ菌体表層局在型

酵素 GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase (GAfase)と 菌体内酵素 GH36 α-D-

galactosidase がコードされていることを⾒出した。 

これにより、Bi. longum JCM7052 におけるアラビアガム AGP の資化のメカニズムが明ら

かになった(Fig. 2-21)。まず、GAfase がアラビアガム AGP から α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と β-

L-Arap-(1→3)-L-Ara を遊離し、そのうちの α-D-Galp-(1→3)-L-Ara は、ABC 輸送システム

（BLGA_00300、00310、00320、00350）を介して細胞内に取り込まれると推定され、細胞

内の GH36 α-D-galactosidase（BLGA_00330）が α-D-Galp-(1→3)-L-Ara を加⽔分解してガラ

クトースと L-アラビノースに分解する。これらの単糖は最終的にビフィズス菌が持つ特殊

な代謝機構である「ビフィドシャント」を経て異化され、酢酸と乳酸が⽣成される(90)。

Bi. longum JCM7052 は α-D-Galp-(1→3)-L-Ara を炭素源として使⽤したが、β-L-Arap-(1→3)-

L-Ara は使⽤しなかったことと、GH36 の α-D-galactosidase（BLGA_00330、BlAga3）が β-L-

Arap-(1→3)-L-Ara よりも α-D-Galp-(1→3)-L-Ara に対して⾼い基質特異性を⽰すことからも、

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara は利⽤されずに培地中に残存することが⽰唆された。ABC 輸送シス

テム（BLGA_00300、00310、00320、00350）が α-D-Galp-(1→3)-L-Ara を輸送していること

を直接⽰す結果は得られていないため、さらなる転写解析や、基質結合タンパク質候補遺

伝⼦（BLGL_00300）の機能解析および標的遺伝⼦変異導⼊などを⾏う必要があるものの、

同⼀の遺伝⼦クラスターにコードされているためアラビアガム AGP 分解物の取り込みに関

与していると考えられる。 
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Fig. 2-21. Schematic model of the degrading of gum arabic AGP by Bi. longum JCM7052. 

 

GAfase は、GH39 ファミリーに属するアノマー保持型酵素に分類されたが、基質特異性

の新規性より、新たな EC番号 EC 3.2.1.215 が付与された。GAfase や他の成⼈型ビフィズス

菌由来 GAfaseホモログは、既に性質決定された GH39 の β-xylosidase やルーメン嫌気性真

菌の酵素とアミノ酸配列の同⼀性が低く（25％未満）、GH39 メンバーの中では系統学的に

離れていた。このことから、GAfase を含むタンパク質は GH39 の新しいサブファミリーを

構成していると考えられる。アノマー保持型酵素による加⽔分解反応は、2 つの触媒残基

を含む⼆重置換機構によって進⾏し、通常、グルタミン酸またはアスパラギン酸のいずれ

かが触媒アミノ酸残基として⽤いられる(91)。GH39 の D-galacto(α-1,2)-L-arabinosidase の触

媒アミノ酸残基に対応する GAfase の Glu-194 および Glu-321 を Gln で置換すると、酵素活
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性が失われることがわかった。そのため、これらの残基が GAfase の触媒残基であると考え

られた。GAfase の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara の遊離活性は、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の遊離活性

の 594倍⾼く、GAfase は pNP-α-L-Araf を含む試験したどの pNP 基質に対しても活性を⽰さ

なかった。これらの結果から、GAfase は-1 サブサイトの α-L-Araf を厳密に認識し、酵素活

性には-2 サブサイトに対応する α-D-Galp や β-L-Arap の存在が必須であるエキソ型の酵素で

ある可能性が⽰唆された。Β-L-Arap と α-D-Galp の違いは、ピラノース環の C6 の有無のみ

である。この構造類似性のため、β-L-arabinopyranosidase や α-D-galactosidase は、α-D-Galp

や β-L-Arap の両⽅が基質となることも多い(89, 92)。GAfase もアラビアガム AGP から α-D-

Galp-(1→3)-L-Ara を主に遊離するものの、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara も副次的に遊離する。ま

た、α-L-(β-1,2)-arabinofuranobiosidase または D-galacto(α-1,2)-L-arabinosidase として性質決定

された 4 つの GH39酵素の−1 および−2 サブサイトに対応するアミノ酸残基を、GAfase のア

ミノ酸残基と⽐較した（Fig. 2-14）(67)。GAfase の−2 サブサイトに存在するアミノ酸残基

は、α-D-Galp-(1→2)-L-Ara 遊離酵素である D-galacto-(α-1,2)-L-arabinosidase のアミノ酸残基

とは異なっていた。さらに、そのアミノ酸残基は、Bi. pseudocatenulatum 由来の GAfase ホ

モログのアミノ酸残基とも異なっていた。筆者らは、Bi. pseudocatenulatum 由来の GAfase

ホモログは α-D-Galp-(1→3)-L-Ara よりも、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を優先的に遊離する酵素

であることを明らかにした(未発表データ)。さらに、−2 サブサイトのアミノ酸に部位特異

的変異導⼊を⾏った解析によって、GAfase の−2 サブサイトに位置するアミノ酸残基は、

α1,3結合した Galp の配向に適している可能性があることが⽰唆された(未発表データ)。 

GAfase は、C末端領域に 2 つの CBM35ドメインと 1 つのガラクトース結合ドメイン様ス

ーパーファミリードメインを持つ。現在までに、CBM35 と CBM13 として性質決定された

ものは、側鎖を⽋く β1,3-ガラクタン主鎖に結合するが、未処理のアラビアガム AGP には
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結合しないことが⽰されている(93-95)。例えば、Phanerochaete chrysosporium 由来の exo-β-

1,3-galactanase の CBM35（以前は CBM6 に分類されていた）(GenBank ID: BAD98241.1)は、

2 つの連続した β-1,3結合の Galp残基を認識するのに重要であることが報告されている(93)。

N末端から 3番⽬のドメイン（aa 791-966）は、Phanerochaete chrysosporium 由来の CBM35

ドメインと 35%のカバレッジで 34.1%のアミノ酸配列の同⼀性を⽰す。GAfase の CBM ⽋

損変異体を発現させ、可溶化に成功したものの、この変異体は多糖基質であるアラビアガ

ム AGP だけでなく、α-D-Galp-(1→3)-α-L-Araf-OMe に対する酵素活性も完全に消失させた

（データ省略）。このことから、GAfase の触媒活性には、C末端の CBMドメインが必須で

あると考えられる。これまでの報告によると、モジュラー型酵素の触媒モジュールは独⽴

して機能することが多く(49, 96)、CBM の⼀般的な機能として、基質(特に多糖基質や不溶

性基質)と酵素との相互作⽤を促進し、触媒活性を⾼める役割がある。⼀⽅、触媒モジュー

ル CtGH5 と CtCBM6 で構成される Clostridium thermocellum 由来のアラビノキシラン特異的

xylanase CtXyl5A や、GH26 と CBM35 で構成される Podspora anserina 由来の β-(1,4)-

mannanase PaMan26A では、CBMドメインを⽋損した変異体で酵素活性が失われ、CBM と

触媒モジュールが独⽴して機能していない例もあることを⽰した(97, 98)。これらの酵素の

触媒モジュールと CBMドメイン間に存在するリンカー領域は、触媒モジュールと CBMド

メインと相互作⽤し、表層に存在する疎⽔性残基が埋没することにより、可溶化し、コン

フォメーションの安定化に寄与している。GAfase の場合、⽋損変異体において、タンパク

質が可溶化していることが確認されていることから、不溶化による活性の消失ではないと

考えられるものの、GAfase の触媒モジュールも CBM との相互作⽤によって活性型に保た

れていた可能性がある。 

AGP の 構造解 析 に は 、exo-β1,3-galactanase (EC 3.2.1.145)、endo-β-1,3-galactanase (EC 
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3.2.1.181)、endo-β-1,6-galactanase (EC 3.2.1.164)、α-L-rhamnosidase (EC 3.2.1.40)、β-L-

arabinopyranosidase (EC 3.2.1.88)、α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)、4-O-methyl-α-

glucuronidase (EC 3.2.1.-)、α-D-galactosidase (EC 3.2.1.22)、4-O-α-L-rhamnosyl-β-D-

glucuronidase (EC 3.2.1.31) など、いくつかの酵素を⽤いることができ、これらの酵素に加え

て、GAfase はアラビアガム AGP の構造解析のための有望なツールとなりうる。GAfase 処

理により、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara のアラビアガム AGP 含有量は、

それぞれ 9.3%と 1.87%(w/w)であることが分かった。先⾏研究におけるメチル化分析の結果、

アラビアガム AGP には、末端 Gal が 12 mol%、末端 Arap が 1 mol%含まれていた(99)。これ

らの⼆糖単位は、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara がほぼ 12:1 のモル⽐で含

まれていると考えられる。さらに、アラビアガム AGP の構造解析の結果も、本研究で報告

された実験値を⽀持している(100)(101)。Α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 構造はアラビアガム AGP

で⾒つかっている他、アフリカ南部に⾃⽣する Watsonia pyramidata の球茎のう状部のガム

滲出液のキシランの側鎖構造中にも存在する(102-104)。そのため、これらを基質として

GAfase が作⽤する可能性もある。また、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara はカラマツAGP(105) および

⼩⻨AGP(106)で⾒つかっている。本研究では、GAfaseがシュガービートアラビナンから β-

L-Arap-(1→3)-L-Ara を遊離させる弱い活性を⽰すことを⾒出したが、シュガービートアラ

ビナンはこの⼆糖を含むことがこれまでに報告されていない(32, 67)。AGP は植物細胞壁の

ペクチンやキシランに共有結合しているため、これら市販の植物多糖類には混⼊物として

わずかな AGP が含まれていると考えられる(107)。 

さ ら に 、 菌体内酵素 GH36 α-D-galactosidase に お い て 、Bi. longum JCM7052 は 、

BLGA_00330 (blAga3)、 BLGA_18610 (blAga2)、BLGA_18750 (BlAga1) の 3 つの GH36 α-D-

galactosidase 候補遺伝⼦をコードしていることが分かった(83)。これまでの研究から、
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BlAga1 は α-(1→6)-ガラクトシル結合を持つラフィノース、メリビオース、スタキオースの

資化に関与し(84-86)、BlAga2は、α-(1→4)または α-(1→3)のガラクトシル結合を持つ α-ガラ

クトビオースを分解する可能性が⾼いと考えられた(85)。本研究では、新たに、BlAga3 が

アラビアガムの菌体内での分解に関わっていることが明らかになった。 
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第三章 α1,4-Araf に作⽤する α-L-arabinofuranosidase の酵素学的特性と菌体表層
酵素の協調作⽤によるアラビアガム AGP の分解機構 

 

第⼀節 序⾔ 

前章において、Bi. longum JCM7052 は菌体表層局在型 GAfase を⽤いて、アラビアガム

AGP を資化していることが明らかになった。アラビアガム AGP の β1,6-ガラクトシル側鎖

末端には GAfase が作⽤しうる α1,3-結合の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara や β-L-Arap-(1→3)-L-Ara

が存在する他、α1,3-または α1,4-結合の L-Araf や、β1,6-結合の α-L-Rhap-(1→4)-β-D-GlcpA

が存在している(24, 100)。 

Carbohydrate-Active enZymes (CAZy) データベースに基づくと、Bi. longum JCM1217 は 9

つの α-L-arabinofuranosidase をコードし、そのうち 6 つは細胞表層局在型 GH43 で、3 つは

菌体内 GH51 の α-L-arabinofuranosidase であった。GH43 の α-L-arabinofuranosidase では、

HypAA（BLLJ_0213）が GH43 サブファミリー29（GH43_29）ドメインを持ち、α-L-Araf-

(1→3)-β-L-Araf-(1→2)-β-L-Araf-(1→2)-β-L-Araf-Hyp を分解する、α1,3-Araf 特異的な α-L-

arabinofuranosidase として報告された(33)。BLLJ_1850-BLLJ_1854 は連続して配置されてお

り、我々は以前に、BlArafA（BLLJ_1854）は GH43 サブファミリー22（GH43_22）ドメイ

ンを持ち、カラマツ AGP の α1,3-Araf 残基に作⽤することを報告した(30)。また、BlArafB 

(BLLJ_1853) は GH43_22 を有し、アラビナン⾻格の α1,5-Araf 結合を加⽔分解し、BlArafC 

(BLLJ_1852) は GH43 サブファミリー27 (GH43_27) を有し、アラビナン側鎖の α1,2-および

α1,3-Araf 結合を加⽔分解することが分かっていた(31)。最近、BlArafD (BLLJ_1851) と 

BlArafE (BLLJ_1850) が協調してアラビノキシランを分解することが⾒出された (M. 

Komeno et al., 未発表データ)。BlArafD (BLLJ_1851) は GH43 の中で未分類のサブファミリ

ー(GH43_UC) と GH43 サブファミリー26（GH43_26）ドメインを含んでおり、GH43_UC は
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α1,2-および α1,3-Araf⼆重置換アラビノキシランのα1,2-Araf結合に作⽤し、⼀⽅ GH43_26

はアラビナン⾻格に作⽤する。BlArafE (BLLJ_1850) は GH43_22 と GH43_34 のドメインを

持ち、GH43_22 はアラビノキシランの α1,3-Araf結合に作⽤することが分かった。しかし、

GH43_34 の基質特異性は不明のままであった。 

Α-L-Araf 構造は、アラビナン (108, 109)、アラビノキシラン(110)、アラビノキシログル

カン(111, 112)、アラビノガラクタン(48, 100, 106)、ヒドロキシプロリン結合型 β-L-アラビ

ノオリゴ糖鎖(113)、ラムノガラクツロン (RG)- II (25)など植物細胞壁の構成成分において、

α1,2/1,3/1,5-結合で存在している。⼀⽅、L-アラビノースの α1,4-結合は、ペクチンの RG-II

構造ではピラノース型で⾒られ(25)、植物由来の糖鎖の中ではアラビアガム AGP に α1,4-

Araf 構造が報告されているのみである(56)(101)。この限られた局在性のために α1,4-Araf特

異的 α-L-arabinofuranosidase は、これまでどの⽣物においても報告されていないと考えられ

る。GAfase による α1,3-結合の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara や β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の除去は、

α1,4-Araf に作⽤する α-L-arabinofuranosidase にとっての⽴体障害を解消すると考えられた。 

本章では、Bi. longum JCM1217 菌体酵素と JCM702 菌体酵素を⽤いた分解性試験により、

どちらの菌株にも菌体外に α-L-arabinofuranosidase活性が⾒られたことから、両菌株に保存

さ れ た BlArafE・BlArafB・BlArafA の いずれ か が α1,4-Araf 結合 に特異 的 な α-L-

arabinofuranosidase であると予想し、その探索を⾏った。 

 

 

 

 

 



 73 

第⼆節 実験⽅法 

基質の調製 

a) α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP の調製 

α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガムAGPは、GAfaseの⽣成物阻害を避けるために、

Membrane-enclosed enzymic catalysis (MEEC)アプローチを⽤いて調製した(114)。アラビアガ

ム AGP（1％）を GAfase（0.120 mg/mL）と透析膜（サイズ 36；和光純薬⼯業株式会社，

⼤阪）中で 37℃でインキュベートし、50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）に対して透

析した。その後、エタノール沈殿法により多糖類を沈殿させた。 

 

b) 限界分解物 S4 の調製 

カラマツ AGP で培養した Bi .longum JCM7052 の菌体画分を、アラビアガム AGP（最終

濃度：5.0％）と 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）と 400 mL中で 53時間インキュベ

ートしてオリゴ糖 S4 を得た。エタノール沈殿により遊離オリゴ糖を得て、上清を乾固させ

た。オリゴ糖 S4 は、⽔で平衡化した Bio-Gel P-2カラム（φ25×830 mm；Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA）を⽤いたゲル濾過クロマトグラフィーと、20 mM リン酸ナトリウム

（pH2.5）で溶出する Cosmosil PBrカラム（φ4.6×250 mm；ナカライテスク）を⽤いた⾼速

液体クロマトグラフィーで分離した。最後に、⽔で平衡化した Bio-Gel P-2カラムを⽤いた

ゲル濾過クロマトグラフィーにより脱塩した。 

 

NMR 構造解析ならびに MS 解析 

凍結乾燥したサンプルは重⽔（D2O）に溶解した。解析は理化学研究所の⽯渡⽒らの協

⼒により以下の条件下で⾏われた。1H および 13C NMR スペクトルおよび 2D スペクトル
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（H-H COSY、HMQC with/without C-H decoupling、HMBC）は、JEOL ECX 400 スペクトロ

メーター（400 MHz）を⽤いて、D2O 中で室温で測定した。MS 分析では、SHIMADZU 

Kompact MALDI AXIMA-CFR を⽤いて、2,5-ジヒドロキシ安息⾹酸をマトリックスとして

MALDI-TOF マススペクトルを記録した。ESI-TOF のマススペクトルは、JEOL AccuTOF 

JMS-T700LCK で、CF3CO2Na を内部標準として記録した。 

 

培養試験 

a) GAfase処理アラビアガム AGP を⽤いた Bi. longum の資化性試験と残存糖解析 

Bi. longum MCC00300、MCC00055、MCC00198、MCC00231、JCM1217、JCM7052 を In 

vitro での資化性試験に使⽤した。⼊⼿先は第⼆章に記載した通りである。これらの菌株は、

AnaeroPackシステム (Mitsubishi Gas Chemical, Tokyo, Japan) を⽤いて、0.05％ L-システイン

塩酸塩を含む MRS+cys培地で、嫌気性条件下、37℃で前培養した。Bi. longum JCM1217 と

JCM7052 株のみを⽤いた試験では、前培養した菌体を、1.0％のアラビアガム AGP または、

α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 除去アラビアガム AGP を唯⼀の炭素源として含む MRS 培地に植菌

し、嫌気性条件下、37℃で 48時間培養した。13.5h、18h、22h、39h、48h経過後の 600 nm

の吸光度を測定した。反応は 3 連で⾏い、平均値と標準偏差を⽰した。BlArafE の保存性の

異なる上記 6 菌株を⽤いた資化性試験では、1.0%の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガ

ム AGP を唯⼀の炭素源として含む MRS培地に植菌し、嫌気性条件下、37℃で 48時間培養

した。8h、12h、23h、48h経過後の 600 nm の吸光度を測定した。反応は 2 連で⾏った。培

養後の残存糖解析では、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 除去アラビアガム AGP に付加する L-

arabinose の存在を調べるために、エタノール沈殿を⽤いて多糖類画分を分離した。このエ

タノール沈殿沈殿物を⽔に溶かし、40 μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液中の 3.66 μg/mL
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の BlArafE と 37℃で 16時間インキュベートし、反応⽣成物を上述の TLC で分析した。 

 

b) Bacteroides 属細菌の資化性と菌体酵素活性 

In vitro 資化性試験に⽤いた Bacteroides は、Japan Collection of Microorganisms  (RIKEN 

Bioresource Centre, Ibaraki, Japan) から Bacteroides thetaiotaomicron JCM5827（Ba. the）、Ba. 

caccae JCM9498（Ba. cac）、Ba. cellulosilyticus JCM15632（Ba. cell）、Ba. ovatus JCM5824（Ba. 

ova）、Ba. vulgatus JCM5826（Ba. vul）、および Ba. uniformis JCM5828（Ba. uni）の六種を⼊

⼿した。これらの菌株は、変法 GAM培地 (Nissui Pharmaceutical, Japan) を⽤いて、37℃の嫌

気的条件で前培養した。前培養した菌体を、S4 を唯⼀の炭素源として含む最⼩培地（最終

濃度 0.5％[w/v]）により、37℃の嫌気性条件下で培養した。最⼩培地の組成は、既報(115)

に従い、100 mM KH2PO4、15 mM NaCl、8.5 mM (NH4)2SO4、4 mM L-システイン、200 µM 

L-ヒスチジン、1.9 µM ヘマチン、100 µM MgCl2、1.4 µM FeSO4・7H2O、50 µM CaCl2、1 

µg/ml ビタミン K3、5 ng/ml ビタミン B12 とした。0、6、12、24、48 時間後に 600 nm の吸

光度を測定した。実験は 3 連で測定し、平均値と標準偏差を⽰した。24時間および 48時間

培養した後の上清の TLC により、残存する S4 を分析した。 

 

α-L-arabinofuranosidase 候補遺伝⼦ (BlArafA、BlArafB、BlArafE) のクローニングならび

に諸性質決定 

a) 発現プラスミドの構築 

BLLJ_1850 の遺伝⼦（BlArafE；BAJ67514）の PCR 増幅には、Bi. longum JCM1217 のゲ

ノ ム DNA（GenBank Accession No.AP010888.1）を鋳型と し て ⽤ い た 。 フォワード

（BLLJ_1850_for）およびリバース（BLLJ_1850_rev）プライマーは、N 末端のシグナルペ
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プチド（aa 1-26）および C末端の膜貫通領域（aa 1637-1659）の配列を含まない BlArafE の

88-4899 を増幅するために設計した。使⽤したプライマーは、Table 3-1 に記載した。

BlArafE 遺伝⼦は、KOD plus ver.2 (Toyobo, Japan)を⽤いた high-fidelity PCR で増幅し、増幅

した断⽚を pET23b（＋）ベクター(Novagen, USA)の EcoRI および XhoI サイトにライゲーシ

ョンした。 

 

b) 組換えタンパクの発現と精製 

得られたプラスミドを⽤いて、E. coli BL21（λDE3）細胞（Genlantis, San Diego, CA, USA）

を形質転換した後、Overnight Express Autoinduction System（Novagen）を⽤いて 25℃で振盪

培養した。培養した細胞を遠⼼分離し、得られた培養菌体を BugBuster タンパク質抽出試

薬（Novagen）に懸濁した。N末端に His タグを持つ BlArafE タンパク質を、TALON metal-

affinity resin（Clontech）を含むカラムを⽤いて精製した。精製された画分は、限外濾過膜

（30kDa MWCO；Millipore Co., Billerica, MA, USA）を⽤いて脱塩・濃縮した。また、本研

究で⽤いた組換え BlArafA、BlArafB、Bl1,3Gal は既報に基づいて得た (30, 31)。GAfase、

BlAga3 は第⼆章に記載した⽅法で得た。 

 

c) 基質特異性 

多糖類（アラビアガム AGP、カラマツ AGP、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 除去アラビアガム

AGP）、アラビアガム AGP 関連オリゴ糖（S5-GA、S5-A、S5、S4-A、S3-GA、S3-A、S3）、

pNP 基質（pNP-α-L-Araf、pNP-β-D-Xylp）を基質として、組換え酵素の反応性を調べた。

多糖類の場合、各基質（最終濃度 1.0％）を 40μLの 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）

中で、2.2 nM BlArafA、2.2 nM BlArafB または 1.4 nM BlArafE と 37℃で 16時間インキュベ
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ートした。アラビアガム AGP 関連オリゴ糖の場合、各基質（最終濃度 0.01 mM）を 100 µL

の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）中で 0.88 nM BlArafA、0.90 nM BlArafB または

0.57 nM BlArafE と 37℃、16時間インキュベートし、反応⽣成物を TLC または HPAEC-PAD

で分析した。 

 

d) 変異体作成と活性測定 

KOD Plus mutagenesis kit (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan) を⽤いて、特定のプライマーを

⽤いて BlArafE に D571A および D1197A のアミノ酸置換を導⼊した (Table 3-1)。その塩基

配列は、シークエンスによって確認した。BlArafE_D571A および BlArafE_D1197A 変異体

は、BlArafE の野⽣型酵素（WT）と同様の⽅法で発現・精製した。変異体酵素の酵素アッ

セイは、アラビアガム AGP 関連オリゴ糖（S5-GA、S5-A、 S5、 S4-A）および多糖類（ア

ラビアガム AGP、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP、カラマツ AGP）を⽤い

て測定した。アラビアガム AGP 関連オリゴ糖については、S5-GA、S5-A、S5（最終濃度：

0.025 mM）を 100 µL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）中で 0.80 nM 

BlArafE_WT、1.1 nM BlArafE_D571A または 0.47 nM BlArafE_D1197A と 37℃で 16時間イ

ンキュベートした。S4-A（最終濃度：0.024 mM）を 20 µl の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液

（pH6.0）中で、2.1 nM BlArafE_WT、2.9 nM BlArafE_D571A または 1.2 nM 

BlArafE_D1197A と 37℃で 16時間インキュベートした。多糖類（最終濃度：1.0%）は、40 

µL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH 6.0）中で、1.0 nM BlArafE_WT、1.4 nM 

BlArafE_D571A または 0.57 nM BlArafE_D1197A と 37℃で 16時間インキュベートした。反

応⽣成物は前述のように TLC または HPAEC-PAD で分析した。 
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Table 3-1. The primers for plasmid construction and site-directed mutagenesis.  
Name Sequence of oligonucleotide primers  
BLLJ_1850_for 5’-CCCAAGCTTGATACCACCGATTCATCGGCCGC-3’ 

BLLJ_1850_rev 5’-GTGCCGCTCGAGGGAGATGACGGCACCCGGCTTCTTG-3’ 

BLLJ_1850_D571A_for 5'-ACCACGATGATTAAGGCCGA-3’ 

BLLJ_1850_D571A_rev 5’-TGCGATAACGGACTTGAC-3’ 

BLLJ_1850_D1197A_for 5’-CCGTCCATCTTCACCGACC-3’ 

BLLJ_1850_D1197A_rev 5’-TGCGATGGCCTGTCCAAC-3’ 

The positions of the mutated sequences are underlined. 

 

Ⅱ型 AG 分解酵素群を⽤いた協調作⽤ 

アラビアガム AGP (0.25%) を 40 μL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）中で、20 

nM の GAfase、Bl1,3Gal、BlArafE の異なる組み合わせで 37℃、24 時間インキュベートし

た。反応⽣成物は HPAEC-PAD で分析した。3 連で⾏った実験のうち、結果には代表的な 1

つのクロマトグラムを⽰した。また、菌体酵素活性を測定するために、カラマツ AGP 上で

増殖した Bi. longum JCM1217 および JCM7052 の凍結融解した菌体ペレットを、50 mM酢酸

ナトリウム緩衝液中で、1.0％アラビアガム AGP または α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 除去アラビ

アガム AGP と 37℃、16時間インキュベートし、反応⽣成物を HPAEC-PAD で分析した。 
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第三節 結果 

α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP を⽤いた in vitro培養試験 

Bi. longum JCM1217 と JCM7052 について、1.0%の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガ

ム AGP と未処理のアラビアガム AGP を⽤いて in vitro の資化性試験を⾏った。注⽬すべき

ことに、未処理のアラビアガム AGP で資化性を⽰さなかった JCM1217 は、α-D-Galp-

(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP で JCM7052 と同等の⽣育を⽰した（Fig. 3-1A）。 

そこで、資化性に関連する酵素を調べるために、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 除去アラビアガ

ム AGP に対して、カラマツAGP を含む MRS+cys培地で培養した JCM1217 および JCM7052

培養菌体を反応させた（Fig. 3-1B）。JCM1217 培養菌体の反応⽣成物には、アラビアガム

AGP に作⽤させた時と⽐較して、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP に作⽤させ

た時は、オリゴ糖 S4 が増加し、S3-GA と S5-GA の分解物である S3 と S5 のピークに対応

するオリゴ糖も⾒られた。また、顕著なアラビノース遊離量の増加が確認されたことから、

GAfase が作⽤したことで、JCM1217 にも保存されている α-L-arabinofuranosidase やⅡ型 AG

主鎖をエキソ型で分解する exo-β1,3-galactanase (Bl1,3Gal) が作⽤しやすくなったことが⽰唆

さ れ た 。 そ こ で 、始め に GAfase 処理後のアラ ビアガム AGP に作⽤ し う る α-L-

arabiofuranosidase の特定を試みた。 
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Fig. 3-1. In vitro assimilation test performed using α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic 

AGP. (A) Growth profiles of Bi. longum JCM1217 and JCM7052 on gum arabic AGP (left) and 

α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic AGP (right). Error bars indicate standard deviation (n 

= 3). (B) Intact gum arabic AGP and α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic AGP were 

incubated with bacterial cell fractions of Bi. longum JCM1217 or JCM7052 grown in larch AGP. 

Reaction products were analyzed by performing HPAEC-PAD with a PA-1 column. 
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α1,4-Araf特異的な α-L-arabinofuranosidase の探索 

Bi. longum JCM1217株にはⅡ型 AG の分解に関わる遺伝⼦クラスターの周辺に GH43 の

α-L-arabinofuranosidase 遺伝⼦が 5 つ連続して並んでいる(Fig. 3-2A)。その遺伝⼦クラスター

の中で、Bi. longum JCM1217 と JCM7052 に共通して⾒られる α-L-arabinofuranosidase は

BlArafA、BlArafB、BlArafE であり、BlArafC と BlArafD は JCM7052 では保存されていなか

った。α-D-Galp-(1→3)-L-Ara 除去アラビアガム AGP からのアラビノース遊離活性は

JCM1217 と JCM7052 にどちらにおいても確認されたので、2 つの菌株に共通して保存され

る BlArafA、BlArafB、BlArafE を候補遺伝⼦とした。BlArafA と BlArafB においては既に性

質決定が⾏われているため、本論⽂では BlArafE のクローニングならびに詳細な機能解析

を⾏った。 

BlArafA、BlArafB、BlArafE は共通して、N末端側にシグナルペプチド、C末端側に膜貫

通領域を持ち、GH43_22、LamininG（LamG）、バクテリアの Ig 様ドメインが保存されてい

る菌体表層局在型の酵素であった（Fig. 3-2B）。LamG ドメインの機能は不明であるが、

GH43 の触媒ドメインと共に存在していることも多く、Ruminiclostridium josui 由来の α-L-

arabinofuranosidase (RjAbf43A) において Laminin G-3 が糖結合モジュールとして機能してい

るという報告もある(116)。また、BlArafE は、GH43 サブファミリー22 (GH43_22)と

GH43_34 の 2 つの触媒ドメインを含むマルチドメインの α-L-arabinofuranosidase であった。

BlArafE の 2 つの触媒ドメイン(GH43_22、GH43_34)と、これまでに性質決定された GH43

モジュールとで分⼦系統樹を作成した（Fig.3-2C）。BlArafE の GH43_34 モジュールは、

Ruminiclostridium josui 由来の exo-α1,5-arabinofuranosidase (117)と最も⾼い相同性（57％の同

⼀性）を持ち、GH43_22モジュールは Bi. adolescentis 由来の β-xylosidase (118)と最も⾼い相

同性（51％の同⼀性）を持っていた。また、BlArafE の GH43_22モジュールは、BlArafA お
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よび BlArafB とそれぞれ 35%および 33%の相同性を有していた。 

  
Fig. 3-2. Structural feature of the α-L-arabinofuranosidase candidates. (A) Gene clusters in Bi. 

longum JCM1217 and JCM7052 involved in the degradation of type-II AG. The arrowheads (with 

names below) indicate genes annotated in the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes database. 

The GHs in the Carbohydrate-Active enZymes (CAZy) database are shown inside the red 

arrowheads. Light gray bars indicate orthologous regions (>95% identity). (B) Domain structure of 

BlArafE, BlArafB, and BlArafA. Domain structures were predicted using SignalP5.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) and InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) servers. (C) 

Phylogenetic tree of GH43_34 and GH43_22 domains of BlArafE. The phylogenetic tree was 

constructed using the neighbor-joining method and the aligned sequences. For the construction of 
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the tree, the program MUSCLE was implemented in MEGA7 software. GH43_34 and GH43_22 

domains of BlArafE are enclosed in the dashed-line box. The characterized enzymatic activities or 

protein names are shown alongside the abbreviated names of the organisms as follows: Ba. 

Cell_Abf, Ba. cellulosilyticus α-L-arabinofuranosidase (GenBank ID: ALJ58905.1); Ba. The_Abf 

(BT3675), Ba. thetaiotaomicron α-L-arabinofuranosidase encoded by BT3675 (AAO78780.1); R. 

Jos_Abf, Ruminiclostridium josui exo-α1,5-arabinofuranosidase (BBA94052.1); Ba. Ova_Bgf, Ba. 

ovatus β-D-galactofuranosidase (ALJ48250.1); P. sp_Bgf, Paenibacillus sp. β-D-galactofuranosidase 

(ACS99115.1); Ba. The_Abf (BT3662), Ba. thetaiotaomicron α-L-arabinofuranosidase encoded by 

BT3662 (AAO78780.1); B. Ado_Bxyl, Bi. adolescentis β-xylosidase (BAF40308.1); B. 

Lon_BlArafA, Bi. longum JCM1217 BlArafA (BAJ67518.1); B. Lon_BlArafB, Bi. longum 

JCM1217 BlArafB (BAJ67517); R. Jos_Abn, R. josui arabinanase (BBA94052.1). 
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組換え酵素 BlArafE は、N 末端のシグナルペプチド（aa1-26）と C 末端の膜貫通領域

（aa1637-1659）を除く領域を発現させ、25℃で可溶性タンパク質として⾼発現したので、

C末端の His タグを⽤いて精製した。SDS-PAGE で⾒かけの分⼦量が 175 kDa のバンドが確

認され、計算上の分⼦量と⼀致した(Fig. 3-3)。 

 

 

Fig. 3-3. SDS-PAGE analysis of recombinant BlArafE. Purified BlArafE WT was electrophoresed 

on a 5–20% gradient polyacrylamide gel and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. Lane 1, 

molecular size marker; lane 2, purified BlArafE_WT. Arrow indicates target protein at expected 

molecular size. 
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BlArafE の基質特異性を BlArafB および BlArafA と⽐較するために、それらの組換え酵素

をアラビアガム AGP、カラマツ AGP および α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP

と反応させ、遊離糖を TLC で分析した（Fig. 3-4A）。その結果、BlArafE と BlArafA は試験

したすべての多糖類から L-アラビノースを遊離したが、BlArafB は遊離しないことが分か

った。特に、BlArafE はアラビアガム AGP と α-D-Galp-(1→3)-L-Ara を含まないアラビアガ

ム AGP から使⽤した３つの酵素の中で最も多くの L-アラビノースを遊離した。これらの酵

素の基質特異性をより詳細に評価するために、アラビアガム AGP の側鎖を構成するいくつ

かのオリゴ糖を⽤いて酵素反応を⾏い、遊離糖を HPAEC-PAD で分析した（Fig. 3-4B）。使

⽤したオリゴ糖基質の構造モデルは Fig. 2-1 に⽰している。その結果、S5 では BlArafE のみ

が α1,4-Araf の加⽔分解活性を⽰し、BlArafB や BlArafA では活性を⽰さないことがわかっ

た。さらに、BlArafE は S5-A を S4 と Ara に分解したことから、BlArafE は α1,4-Araf と α1,3-

Araf の両⽅に作⽤することがわかった。 興味深いことに、S5-GA のように S5-A の α1,3-

Araf部分を α1,3-Gal でキャップした場合、BlArafE は α1,4-Araf に作⽤しなかった。これは、

GAfase による α-D-Galp-(1→3)-L-Ara の除去や、他の α-D-galactosidase による α-D-Galpキャ

ップ構造の除去が、BlArafE の⽴体障害を解消することを⽰している。⼀⽅、BlArafA は

S4-A の α1,3-Araf に対して活性を⽰したが、S5-A のように側鎖の β-D-Gal が O3位と O4位

で α-L-Araf で⼆重修飾されている場合は α1,3-Araf に作⽤できなかった。また、BlArafB は

α1,3-Araf-、α1,4-Araf-に対して加⽔分解活性がないことが分かった。同様に、S3-GA、S3-A、

S3 のように側鎖中の β-D-Gal の O6位が α-L-Rhap-(1→4)-β-D-GlcpA に修飾されていないオ

リゴ糖に対する基質特異性の解析を⾏った（Fig. 3-4C）。その結果、α-L-Rhap-(1→4)-β-D-

GlcpA が修飾していない場合でも、BlArafE のみが S3-A および S3 に対して活性を⽰し、O6

位の修飾は BlArafE の活性に影響を与えないことが⽰された。 
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Fig. 3-4. Substrate specificities of BlArafE, BlArafB, and BlArafA. (A) TLC analysis of α-L-

arabinofuranoidases reaction with AGPs. Gum arabic AGP, α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic 

AGP, and larch AGP were incubated with either BlArafE, BlArafB, or BlArafA at 37 ℃ for 16 h. (B) 

HPAEC-PAD analysis of α-L-arabinofuranoidases reaction with gum arabic AGP-related 

oligosaccharides. S5-GA, S5-A, S5, and S4-A were incubated with either BlArafE, BlArafB or 

BlArafA at 37 ℃ for 16h. (C) HPAEC-PAD analysis of α-L-arabinofuranoidases reaction with gum 

arabic AGP-related oligosaccharides. S3-GA, S3-A, S3 were incubated with either BlArafE, BlArafB 

or BlArafA at 37 ℃ for 16h.  
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BlArafE の 2 つの触媒ドメインの機能解析 

BlArafE の各触媒ドメインは、これまでに性質決定された GH43 の酵素と同様に、触媒

反応に重要な「⼀般酸触媒」、「⼀般塩基触媒」、「⼀般酸触媒の pKa モジュレーター」の役

割を担う 3 つの推定酸性アミノ酸残基を保存していた(119)。ここでは、BlArafE の 2 つの触

媒ドメインのそれぞれの機能を調べるために、GH43_22ドメインと GH43_34ドメインのそ

れぞれの「⼀般酸触媒の pKa モジュレーター」の推定残基である Asp-571 と Asp-1197 を

Ala に部位特異的変異導⼊して酵素活性を測定した。 

BlArafE の変異体も BlArafE の野⽣株と同様の⼿順で発現、精製した。SDS-PAGE で⾒か

けの分⼦量 175kDa のバンドが確認され、計算上の分⼦量と⼀致した(Fig. 3-5)。 

 

 

 

Fig. 3-5. SDS-PAGE analysis of recombinant BlArafE mutants. Purified BlArafE mutants were 

electrophoresed on a 5–20% gradient polyacrylamide gel and stained with Coomassie Brilliant Blue 

R-250. Lane 1, molecular size marker; lane 2, purified BlArafE_D571A; lane 3, purified 

BlArafE_D1194A. Arrow indicates target protein at expected molecular size. 
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アラビアガム AGP の側鎖に存在する α1,3-Araf および α1,4-Araf に対する各ドメインの基

質特異性を評価するために、側鎖を構成するオリゴ糖（S5-GA、S5-A、S5、S4-A）を基質

として⽤いた。BlArafE_D1197A 変異体（GH43_22 活性型）は、S5-A の α1,3-Araf と α1,4-

Araf の⼆重置換構造や、S4-A などの α1,3-Araf の単置換構造に対して酵素活性を⽰し、S5

の α1,4-Araf には活性を⽰さなかった（Fig. 3-6A）。 詳細な反応速度論的解析を⾏っていな

いものの、S4-A に対する酵素活性が S5-A が完全に分解される条件下でも完全に分解しき

れていなかったことから、GH43_22 の活性型は、基質として単置換された S4-A よりも⼆

置換された S5-A が適すると考えられた。このことから、BlArafE の GH43_22 は α1,3-Araf

特異的であり、近傍に α1,4-Araf の分岐が存在していても作⽤できるということが分かった。

⼀⽅、D571A 変異体（GH43_34活性型）は、S5 の α1,4-Araf に作⽤して S4 に分解されるが、

S4-A の α1,3-Araf には作⽤せず、S5-A の α1,3-Araf や α1,4-Araf にも作⽤しなかった。このこ

とから、GH43_34 は α1,4-Araf特異的で、α1,3-Araf の分岐が近傍に存在していると作⽤でき

ないことが分かった。また、S5-GA は、WT の BlArafE でも変異体でも加⽔分解されなかっ

た。以上のことから、アラビアガム AGP の側鎖を構成するオリゴ糖の⼀つである S5-A を

S4 まで分解するためには、まず GH43_22 が α1,3-Araf に作⽤し、次いで GH43_34 が α1,4-

Araf に作⽤することで起こることが分かった（Fig. 3-6B）。また、BlArafE が S5-GA から S4

に分解するためには、まずGAfaseの作⽤か、α-D-galactosidaseにより α-D-Galp-(1→3)-L-Ara

や α-D-Gal を除去することが必要である。 

GH43_22 と GH43_34 の各活性型を⽤いて、アラビアガム AGP、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara

除去アラビアガム AGP、カラマツ AGP と反応させた（Fig. 3-6C）。各ドメインの基質特異

性の違いに基づいて、本反応で得られた結果は AGP の構造においていくつかの考察を与え

た。GH43_22 の活性型は、アラビアガム AGP から、L-アラビノースを遊離した（Fig.3-6C）。
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これは、アラビアガム AGP の側鎖には α-D-Gal でキャッピングされていない α1,3-Araf残基

が⼀定数存在していることを⽰している。さらに、GH43_34 の活性型は、アラビアガム

AGP からは L-アラビノースをほとんど遊離せず、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム

AGP からは L-アラビノースをより多く遊離した。このことは、アラビアガム AGP が、β-

D-Gal の O4位にのみ α-L-Ara が単置換された S5 のような構造をほとんど持たず、S5-GA は

側鎖の主要な構造成分の⼀つであることを⽰している。この結果は既報とも⼀致する(24)。

さらに、GH43_34 の活性型はカラマツ AGP から L-アラビノースを遊離することができな

かった。これは、GH43_34 が α1,3-Araf残基に対して活性を持たず、カラマツ AGP には単

置換の α1,4-Araf が存在しないことを⽰している。アラビアガム AGP または α-D-Galp-

(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP に帯する酵素作⽤について Fig. 3-7 にまとめた。 
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Fig. 3-6.  Substrate specificities of GH43_22 and GH 43_34 domains of BlArafE. (A) HPAEC-

PAD analysis of the reaction products with gum arabic AGP-related oligosaccharides. S5-GA, S5-A, 

S5, and S4-A were incubated with either wild-type of BlArafE (WT), D571A mutant (GH 43_34 active 

form) or D1197A mutant (GH 43_22 active form) of BlArafE at 37 ℃ for 16h. (B) Schematic model 

of the mode of action of GH43_22 and GH 43_34 domains of BlArafE. (C) TLC analysis of the 

reaction products with AGPs. Gum arabic AGP, α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic AGP, and 

larch AGP were incubated with either wild-type of BlArafE, GH 43_34 active form, or GH 43_22 

active form of BlArafE at 37 ℃ for 16h. 
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Fig. 3-7. The schematic model of action of BlArafE and BlArafA on gum arabic AGP and α-D-

Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic AGP. 
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BlArafE の有無による資化性の違いの検討 

GH43 α-L-arabinofuranosidase の遺伝⼦群（BLLJ_1850―BLLJ_1854）は、Bi. longum の株

において様々な保存パターンがある(31)。BlArafE 相同遺伝⼦（同⼀性≧50％、カバレッジ

≧50％）は、NCBIデータベースに登録されている Bi. longum MCC株（67/123株）の 54.5％

に保存されており、GAfase の保有割合（4.88％、6/123 株）よりも⾼かった(第⼆章に記載)。 

そこで、Bi. longum の BlArafE保持株と⾮保持株を⽤いて、α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去ア

ラビアガム AGP を唯⼀の炭素源とする培地上で in vitro 資化性試験を⾏った（Fig. 3-8）。

BlArafE保持株である Bi. longum JCM7052、MCC00300、JCM1217、MCC00055 は良好に⽣

育したが、⾮保持株である MCC00198 と MCC00231 は⽣育しなかった (Fig. 3-8A)。⼀⽅、

未処理のアラビアガム AGP は、GAfase保持株である JCM7052 と MCC00300 でのみ資化さ

れ、BlArafE保持であっても GAfase⾮保持であると良好に⽣育しなかった (第⼆章に記載)。

培養後の α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP中に、付加した L-アラビノースが残

存しているかを調べるため、BlArafE を培養後培地のエタノール沈殿物である多糖画分と

インキュベートした。その結果、BlArafE ⾮保持株の培養後培地からは、エタノール沈殿

多糖から BlArafE を加えたことにより、L-アラビノースを遊離したが、BlArafE保持株のエ

タノール沈殿多糖からは遊離されなかった（Fig. 3-8B）。このことから、BlArafE 保持株は、

α-D-Galp-(1→3)-L-Ara除去アラビアガム AGP から L-アラビノースを遊離し、⽣育に利⽤し

ていることが⽰唆された。⼀般的にも Bi. longum株は L-アラビノースを炭素源として利⽤

できることが知られている(120, 121)。 
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Fig. 3-8. In vitro assimilation test performed using α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic AGP. 

(A) Growth profile of Bi. longum strains cultured in a medium containing α-D-Galp-(1→3)-L-Ara-free 

gum arabic AGP (n = 2, cell culture biological replicates). The gene clusters of GH43 α-L-

arabinofuranosidases in Bi. longum strains are shown in the figure. (B) Residual L-arabinose in α-D-

Galp-(1→3)-L-Ara-free gum arabic AGP after 48 h of culturing Bi. longum. TLC analysis of the 

reaction products by BlArafE with the ethanol precipitates of the initial medium or cultured media of 

JCM7052, MCC00300, JCM1217, MCC00055, MCC00198, and MCC00231 at 37°C for 16 h. 

Reaction products (+) and control samples without BlArafE (−) were analyzed by TLC. 
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菌体表層で作⽤するアラビアガム AGP 分解に関わる酵素の協調作⽤ 

アラビアガム AGP を GAfase、Bl1,3Gal、α-L-arabinofuranosidases（BlArafE と BlArafA）

の異なる組み合わせでインキュベートし、その協調作⽤を調べた（Fig. 3-9A）。GAfase と

BlArafE を組み合わせて作⽤させると、BlArafE 単独の時よりもアラビアガム AGP から遊離

される L-アラビノースの量が 1.64 倍多くなることが分かり、GAfase によって⽴体障害が

除去されることで BlArafE が α1,4-Araf 結合に作⽤できるようになっていると考えられた。

さらに、GAfase、Bl1,3Gal、BlArafE を組み合わせて⽤いることで、L-アラビノース、β-D-

Gal-(1→6)-D-Gal、S4 のピークが検出された。この組み合わせは、BlArafE の代わりに

BlArafA を⽤いた GAfase、Bl1,3Gal と BlArafA の組み合わせで作⽤させたときよりも、遊

離される L-アラビノースおよびS4の量は、それぞれ 10.5倍および13.6倍⾼かった。また、

GAfase、Bl1,3Gal、BlArafE を組み合わせて得られた反応⽣成物のピークは、粗酵素として

Bi. longum JCM7052 菌体酵素を⽤いて得られた反応⽣成物と⼀致した（Fig. 3-9B）。これら

の結果から、アラビアガム AGP は主に Bi. longum JCM7052 に存在する 3 種類の菌体表層局

在型酵素である GAfase、Bl1,3Gal、BlArafE の働きにより分解されることが明らかとなった。

さらに、Bi. longum JCM7052 の培養液には S4 が残存していたが、48時間後には単糖と⼆糖

は検出されなかった（Fig. 3-9C）。これらの結果は、Bi. longum が単糖と⼆糖を利⽤し、S4

は利⽤していないことを⽰している。 
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Fig. 3-9. Cooperative degradation of gum arabic AGP by the cell surface-anchoring enzymes 

in Bi. longum. (A) HPAEC-PAD analysis of the combination reactions of type-Ⅱ AG degradative 

enzymes (GAfase, Bl1,3Gal, BlArafA, and BlArafE) with gum arabic AGP. Gum arabic AGP was 

incubated at 37°C for 24 h. Data from one representative experiment from three independent 

experiments is shown. (B) HPAEC-PAD analysis of the reaction products by the bacterial cell 

fraction of Bi. longum JCM1217 or JCM7052 cells with gum arabic AGP. (C) HPAEC-PAD analysis 

of the initial medium (0 h) and cultured medium (48 h of Bi. longum JCM7052 culture) with 1% gum 

arabic AGP as the sole carbon source. 
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Bi. longum のアラビアガム AGP限界分解物 S4 の構造決定 

S4 構造を決定するために、アラビアガム AGP を Bi. longum JCM7052 菌体とインキュベ

ートし、反応⽣成物の精製により単⼀のピークの S4 を得た (Fig. 3-10A）。S4 を MALDI-

TOF-MS で分析したところ、m/z 687.138 に⾼強度のピークがあり、これは α-L-Rhap-

(1→4)-β-D-GlcpA-(1→6)-β-D-Galp-(1→6)-D-Gal のナトリウム付加物と⼀致した（calcd for 

C24H40O21Na1 [M+Na]+ 687.196）（Fig. 3-10B）。S4 の⾼分解能 ESI-TOF MS は、糖組成と⼀致

する四糖構造を⽰した（ESI-TOF HRMS: calcd for C24H40O21Na1 [M+Na]+ 687.1960, found 

687.1958）。さらに、1H、13C、heteronuclear multiple bond correlation (HMQC)などの核磁気共

鳴（NMR）解析を⾏い、S4 の化学構造を明らかにした（Fig. 3-10C および Table 3-2）。S4

の 1H および 13C の化学シフトおよび結合定数によると、α-L-Rhap-(1→4)-β-D-GlcpA-(1→6)-

β-D-Galp-(1→6)-D-Gal 構造であり、既報(24)で決定されたものと⼀致した（Table 3-2）。

HMQC スペクトルでは、アノマー領域の重なりが既報(24) と⼀致していた。さらに、S4 の

H-H COSY、HMQC、HMBC、non-decoupled HMQC などの NMR技術を組み合わせること

で、Table 3-2 のようにピークが割り当てられ、S4 の化学構造の妥当性がさらに⾼まった 

(Fig. 3-10D)。 
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Fig. 3-10. Structural analysis of S4. (A) HPAEC-PAD analysis of the purified S4. (B) Mass 

spectrometry of S4 and the estimated structure are shown in the figure. (C) Expanded HMQC 

spectra around anomeric region measured on 400 MHz in D2O at room temperature at 21°C. 
aDifference between anomers of Gal1 (α:β = approximately 1:3) slightly affected to the 

conformation of Gal2 that was seen in Gal2
1b. bAssignment of the tetrasaccharide was compared to 

the HMQC data referenced at the of Gal1
1a indicated in blue bars translated from the data reported 

by Cartmell et al. (24). (D) 2D-NMR spectra were measured on 400 MHz; H-H COSY at 22°C (a), 

HMQC at 21°C (b), HMBC at 21°C (c), and non-decoupled HMQC at 21°C (d). 
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Table 3-2. Assignment of signal in 1H and 13C NMR spectra of S4 in D2O at 400 MHz at 

RT. (1H: 400 MHz, 13C: 100 MHz)   

 

 H1 
(3JH–H) H2 H3 H4 H5 H6 

b-D-Galp1 4.54 
(d 8.4 Hz) 3.44 3.62 3.92 3.85 3.85 

4.02 

a-D-Galp1 5.22 
(d 4.0 Hz) 3.75 3.85 3.98 4.23 3.77 

3.97 

b-D-Galp2 4.39 
(d 8.4 Hz) 3.48 3.62 3.92 3.85 3.85 

4.02 

b-D-GlcpA3 4.48 
(d 8.0 Hz) 3.30 3.53 3.54 3.70  

a-L-Rhap4 4.68 
(s) 3.88 3.71 3.37 3.97 1.19 

 

 C1 
(1JC–H) C2 C3 C4 C5 C6 

b-D-Galp1 96.4 
(164.6 Hz) 71.8 72.6 68.8 73.75 69.3 

a-D-Galp1 92.4 
(172.3 Hz) 68.6 68.3 69.3 68.9 69.6 

b-D-Galp2 103.1 
(169.7 Hz) 70.7 72.5 68.9 73.83 69.3 

b-D-GlcpA3 102.6 
(171.0 Hz) 73.2 74.2 79.0 76.1 175.3 

a-L-Rhap4 100.7 
(173.5 Hz) 70.3 70.0 71.9 68.6 16.5 
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S4 を⽤いた資化性試験 

Bacteroides 属細菌の中には、S4 構造の分解酵素をコードしている菌種があることが報告

されている(24)。そこで S4 を唯⼀の炭素源とする培地で、いくつかの Bacteroides 種の in 

vitro資化性試験を⾏った。Bacteroides thetaiotaomicron (Ba. thetaiotaomicron) JCM5827T、Ba. 

caccae  JCM9498T、Ba. cellulosilyticus JCM15632T、Ba. ovatus JCM5824T、Ba. vulgatus 

JCM5826T、Ba. uniformis JCM5828T の 6 種を⽤いて試験したところ、Ba. vulgatus で 600 nm

の吸光度の増加が観察された（Fig. 3-11A）。さらに、残存する S4 の分析を⾏ったところ、

Ba. vulgatus において 24 時間後にはすでに利⽤され、培地中から消失したことが確認され

た。なお、他の Bacteroides株では S4 の消失が⾒られなかった（Fig. 3-11B）。このことから、

Bi. longum が遊離して⾃⾝は利⽤できないオリゴ糖(S4)を、共⽣細菌である Ba. vulgatus が

利⽤する可能性のあることが⽰唆された。Ba. cellulosilyticus は未処理のアラビアガム AGP

でも増殖するが、Ba. vulgatus は増殖せず、endo-β1,3-galactanase を作⽤した低分⼦化アラビ

アガム AGP で良好な⽣育を⽰すことが報告されている(24)。このことからも Ba. vulgatus は

多糖よりもオリゴ糖利⽤の⽅が適していると考えられた。 
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Fig. 3-11. In vitro assimilation test of S4 using Bacteroides species. (A) Growth of Bacteroides 

species on MM media containing S4 as a sole carbon source (right) and on no-carbon MM media (left). 

The absorbance of growth media of Bacteroides thetaiotaomicron (Ba. the), Bacteroides caccae (Ba. 

cac), Bacteroides cellulosilyticus (Ba. cell), Bacteroides ovatus (Ba. ova), Bacteroides vulgatus (Ba. 

vul), and Bacteroides uniformis (Ba. uni) were monitored at 0, 6, 12, 24, 48 h (n = 3, cell culture 

biological replicates). Error bars indicate SD (n = 3) (B) TLC analysis of the residual S4 after 

Bacteroides species culture at 24 h (24) and 48 h (48) and initial medium without any strains (0). The 

arrow indicates the position of S4. Data are representative of three independent experiments; one 

representative experiment is shown. 
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第四節 考察 

本章では、Bi. longum JCM1217 が保持するマルチドメイン酵素 BlArafE (BLLJ_1850) は、

アラビアガム AGP 側鎖に存在する α1,3/1,4-Araf を加⽔分解する α-L-arabinofuranosidase であ

ることを明らかにした。さらに、同⼀タンパク質内に存在する 2 つの触媒ドメインのうち、

GH43_22ドメインは、β-D-Gal の α1,3-および α1,4-Araf の⼆置換構造、α1,3-Araf の単置換構

造の α1,3-Araf を加⽔分解し、GH43_34ドメインは、α1,3-および α1,4-Araf⼆置換構造には

作⽤しないものの、⼀置換構造の α1,4-Araf を加⽔分解することが分かった。また、菌体粗

酵素を⽤いた酵素分解でアラビアガム AGP から⽣じる遊離糖のピークパターンと、三つの

菌体表層局在型酵素 (GAfase、Bl1,3Gal、BlArafE) を組み合わせて⽣じた遊離糖のピークパ

ターンが⼀致していたことから、Bi. longum のアラビアガム AGP 分解は、主に上記の 3 つ

の菌体表層局在型酵素が次の作⽤機序で進んでいることが明らかになった。まず、GAfase

がアラビアガム AGP の側鎖末端から α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara が遊離

する（第⼆章に記載内容）とともに、BlArafE の GH43_22ドメインもアラビアガム AGP側

鎖中の α-D-Gal でキャップされていない α1,3-Araf 構造に作⽤し、L-アラビノースを遊離す

る。このようにして側鎖の β-Gal の O3位の修飾糖が除去されたことで、次に、BlArafE の

GH43_34ドメインが α1,4-Araf に作⽤できるようになる。その後、主鎖のエキソ型の分解を

担う Bl1,3Gal が作⽤し、最終的に β-D-Galp-(1→6)-D-Gal や L-アラビノースの他、α-L-Rhap-

(1→4)-β-D-GlcpA-(1→6)-β-D-Galp-(1→6)-D-Gal (S4) のオリゴ糖が⽣じることが分かった。そ

のうち、S4 は Bi. longum には利⽤されずに、培地中に蓄積されることも分かった。さらに、

本オリゴ糖は Ba. vulgatus によって利⽤されることが⾒出され、腸内では他の共⽣細菌によ

って利⽤されている可能性が⽰唆された。模式図を Fig. 3-12 に⽰した。 
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Fig. 3-12. Schematic model of the cooperative degradation of gum arabic AGP by cell-surface 

enzymes in bifidobacteria and utilization by other commensal bacteria. 

 

GAfase はアラビアガム AGP の資化性に重要な酵素であるが、NCBI のデータベースによ

ると、Bi. longum 株の 6.84%にしか保存されていなかった(第⼆章に記載内容)。これは、ア

ラビアガム AGP の投与によってビフィズス菌が増加するという多くの報告があるにしては

低い保有割合であった。⼀⽅で、Bi. longum の 54.5%の株が BlArafE を保存しており、広く

保存されている遺伝⼦であった。α-D-galactosidase が作⽤すれば、多くの Bi. longum が持つ

BlArafE が作⽤でき、遊離したアラビノースを資化することができることから、腸内環境

には未同定の分泌型 α-D-galactosidase が存在する可能性があると考えられた。 
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GH43 タンパク質が 82 個観察され、マルチドメインである GH43 タンパク質の中で最も⼀

般的な組み合わせパターンであった。特に、228 個のマルチドメイン酵素のうち 143 個は C

末端に GH43_34ドメインを持っており、C末端の GH43_34 は機能的に重要な役割を担って

いると考えられた(121)。しかし、これまで GH43_34 で性質決定された酵素は、CAZyデー

タベースによると下記の四つしか報告されていない。Ba. ovatus ATCC 8483 由来の β-D-

galactofuranosidase (Bovatus_03644) (122)と Paenibacillus sp. JDR-2 由 来 の β-D-

galactofuranosidase (Pjdr2_0435) (123)、Ba. thetaiotaomicron VPI-5482 由 来 の α-L-

arabinofuranosidases (BT_3675、BT_3662)である。BT3675 は、アラビアガム AGP の側鎖 β-

D-Gal の O3位が α-L-Araf に単置換された構造に作⽤し(24)、BT_3662 はブドウ由来のラム

ノガラクツロナン(RG)-II (RG-Ⅱ)の主鎖のガラクツロン酸の O3位が α-L-Araf に置換された

構造に作⽤する(113)。また、GH 43_22 で性質決定された酵素は、Bi. adolescentis ATCC 

15703 由 来 の β-xylosidase（BAD_1527）(118)、Bi. longum JCM1217 由 来 の α-L-

arabinofuranosidase (BlArafB、BlArafA、BlArafE)、Ruminiclostridium josui JCM17888 由 来

arabinanase 43A (RjAbn43A) (117)の 5 つしか報告されていない。BlArafB はアラビナンの

α1,5-Araf結合に作⽤し(31)、BlArafA はⅡ型 AG の α1,3-Araf結合に作⽤する(30)。また、最

近、BlArafE の GH43_22 は、α1,3-Araf 単置換アラビノキシランに対して分解活性を⽰すこ

とが分かった (M. Komeno et al.、未発表データ)。 

本章では、BlArafE の同⼀タンパク中の GH43_22 と GH43_34 が連続的な反応でアラビア

ガム AGP の主要側鎖構造である α-L-Araf の⼆重置換を分解することが明らかになった。

BlArafE と同様に、同⼀タンパク質中に複数の触媒ドメインを持つ酵素がこれまでに性質

決定がされている。代表的な、Caldicellulosiruptor bescii 由来の CelA (124)や Flavobacterium 

johnsoniae 由来の ChiA (125) はエキソ型とエンド型の酵素触媒ドメインを同⼀タンパク質

中に持ち、分⼦内相乗効果で難分解性の不溶性基質を分解している。これらの酵素は、同

等量の単⼀触媒ドメインを付加した場合よりも、同⼀タンパク質中に各ドメインを形成し
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た場合の⽅が⾼い活性を⽰す。⼀⽅、可溶性基質に関しては、R. josui JCM17888 由来のマ

ルチドメ イ ン酵素 Abf43A-Abf43B-Abf43C (GH43_22_26_34) が 、GH43_22 (Abf43A) と 

GH43_26 (Abf43B) を持ち、シュガービートアラビナンを協調的に分解することが⽰されて

いるが(117)、同⼀タンパク質に複数のドメインが共存することによる触媒能の向上は⾒ら

れなかった。BlArafE の場合、GH43_34 は GH43_22 の作⽤がないとアラビアガム AGP に対

して活性を⽰さないことから、これら２つのドメインが同⼀タンパク質に共存することで

基質との遭遇率が⾼まり、効率的な分解をもたらすと考えられる。しかしながら、可溶性

基質に対して、同⼀タンパク質に複数のドメインを共存させることでの触媒能の向上を評

価するためには、完全⻑の酵素を加えたときと、切断された単⼀触媒ドメインの変異体を

同等量加えたときとで酵素活性を⽐較するなどのさらなる研究が必要である。 

前章と本章によって明らかになった Bi. longum のアラビアガム AGP 増殖機構によると、

Bi. longum はアラビアガム AGP 主鎖を完全には分解せず、側鎖の修飾糖をより積極的に分

解し、糖源を得ていると考えられる。これは、Bacteroides 属細菌において報告されたアラ

ビアガム AGP の分解機構とは異なるものであった。Bacteroides では、菌体表層局在型の

endo-β1,3-galactanase がアラビアガム AGP の資化において鍵となる酵素であり、⾼分⼦量の

オリゴ糖や多糖を利⽤する⽅が適しており、ペリプラズムには側鎖の修飾糖を分解する補

助酵素が多数存在している(24)。このように Bi. longum と Bacteroides 属細菌がそれぞれアラ

ビアガム AGP を資化するために異なる戦略を⽤いて、両者はアラビアガム AGP の摂取に

よってヒト腸内で⽣育している可能性がある。実際に、pH制御のバッチ培養試験やアラビ

アガム AGP のヒトへの投与試験では、アラビアガム AGP の摂取により、Bifidobacterium 属

細菌だけでなく、Bacteroides 属細菌(47, 126)や Bacteroidetes ⾨の細菌(50)がヒト腸内で増加

することが⽰されている。これらの菌が増殖するのは、上記の個別の増殖機構だけでなく、

異なる菌種間でのクロスフィーディングも起こっていることが⽰唆された。本章において、

Bi. longum の限界分解物の四糖は Ba. vulgatus によって良い炭素源であった。イヌリン、レ
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バン、アミロペクチン、アラビアガム AGP など多糖類を⽤いた過去の研究(20, 21, 24)から、

Ba. vulgatus は他の Bacteroides 属細菌と異なり、多糖類を汎⽤的に利⽤するよりも、他の細

菌が多糖類から⽣成するオリゴ糖を利⽤する⽅が適すると考えられる。今後、これらの腸

内細菌同⼠の関わり合いを明らかにしていくためには、GAfase、 BlArafE、 Bl1,3Gal、

endo-β1,3-galactanase などの主要酵素存在下での共培養や pH 制御バッチ培養を⽤いたさら

なる研究が必要であると考えられる。 
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第四章 Bi. adolescentis 由来の GH36 β-L-arabinopyranosidase の機能解析 

 

第⼀節 序⾔ 

β-L-arabinopyranosidase（EC 3.2.1.88）は、基質の⾮還元末端から β-L-Arap残基を加⽔分

解する反応を触媒し、CAZy データベースに基づくと、glycoside hydrolase (GH) family 27

（GH27）と GH97 に含まれている。GH27 の場合、β-L-arabinopyranosidase は、Streptomyces 

avermitilis (89)、Fusarium oxysporum (127) 、Chitinophaga pinensis (128)、Geobacillus 

stearothermophilus (129)、Arabidopsis thaliana (130) 由来のものが既に性質決定されている。

また、Bi. longum から GH27 β-L-arabinopyranosidase (BLLJ_1823) がクローニングされ、その

特性が明らかにされている(92)。さらに、Bacteroides thetaiotaomicron から GH97 β-L-

arabinopyranosidase がクローニングされている(131)。β-L-Arap と α-D-galactopyranose (α-Gal)

の 構 造 が 類 似 し て い る こ と か ら 、α-D-galactopyranosidase (EC 3.2.1.22)は β-L-

arabinopyranosidase 活性 を 持 つ こ と も 多 い 。実際に 、GH27 や GH97 に 属 す る β-L-

arabinopyranosidase のほとんどが α-D-galactopyranosidase活性を有している。 

α-D-galactopyranosidase は、GH4、GH27、GH36、GH57、GH97、GH110 に含まれる。特

に、GH36 の α-D-galactopyranosidase は、いくつかの細菌、真菌、植物で性質決定されてい

る。この中で、β-L-arabinopyranosidase 活性も持つことが報告されている例は、古細菌

Sulfolobus solfataricus 由来のもののみであるが、β-L-arabinopyranosidase活性は弱く、pNP-β-

L-Arap の Km は pNP-α-D-Gal の Km の 500 倍⾼ い値を ⽰ し た(68)。GH36 の α-D-

galactopyranosidase は、Bi. longum (132)、 Bi. adolescentis (133)、Bi. bifidum、Bi. breve などの

複数のビフィズス菌種でクローニングされ、性質が明らかにされている(70)。本論⽂中の

第⼆章に記載した BlAga3 もその 1 つである。また、これらの酵素は、新規糖鎖を合成しう

る糖転移活性も有している。Bi. adolescentis JCM1275 には既に性質決定されている GH36 の

α-D-galactopyranosidase である BAD_1576 も保存しているが、BAD_1528 との配列同⼀性は

24%であった。本章では、Bi. adolescentis JCM1275 由来の BAD_1528 のクローニングおよび
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機能解析を⾏った。 
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第⼆節 実験⽅法 

材料 

β-L-Arap-(1→3)-α-L-Araf-(1→3)-β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→6)-D-Gal（β-L-Arap-(1→3)-L-

Araf-Gal3）はカラマツ AGP から既報に基づいて調製した(49)。β-L-Arap-(1→3)-L-Ara およ

び α-D-Galp-(1→3)-L-Ara は、それぞれカラマツ AGP およびアラビアガム AGP の部分酸加

⽔分解によって調製した(61, 134)。β-L-Arap-(1→3)-L-arabinitol（β-L-Arap-(1→3)-ART）は、

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を⽔素化ホウ素ナトリウムで還元して調製した。他、使⽤した試薬

や基質等は第⼆章、第三章で記載の通りである。 

 

β-L-arabinopyranosidase (BAD_1528) のクローニングならびに諸性質決定 

a) 発現プラスミドの構築 

BAD_1528 遺伝⼦の PCR 増幅には、Bi. adolescentis JCM1275 のゲノム DNA を⽤いた。

フォワード（5ʹ- AGGAGATATACCATGATCAGGCGGTATCT-3ʹ）プライマーと 

リバース（5ʹ- GTGGTGGCTCGAGGCGGATGGCGAAGATGC-3ʹ）プライマーは、それぞれ

ヌクレオチド 1-17 と 2387-2403 から設計した。下線部はテンプレートに相補的な配列を⽰

す 。続い て 、 こ の PCR 増 幅断⽚を 、In-Fusion HD ク ロ ーニン グキット（Clontech 

Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA）を⽤いて pET-23d ベクター（Novagen, Madison, WI, 

USA）とライゲーションした。この論⽂で報告された配列は、DDBJ/GenBank/EMBL Data 

Bank にアクセッション番号 LC374389 で寄託されている。 

 

b) 組換えタンパクの発現と精製 

得られたプラスミドを E. coli SoluBL21（Genlantis, San Diego, CA, USA）に形質転換した

後、Overnight Express Autoinduction System（Novagen）を⽤いて 37℃で培養した。培養液を

遠⼼分離し、得られた菌体を BugBuster タンパク質抽出試薬（Novagen 社）に懸濁した。
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His タグ付きの BAD_1528 は、TALON metal affinity resin (Clontech)を含むカラムでイミダゾ

ール濃度のステップグラジエントで精製した。⽬的タンパク質の溶出が確認された 10 mM

イミダゾール画分を、10kDaカットオフの限外ろ過膜 (Millipore Co., Billerica, MA, USA) を

⽤いて脱塩・濃縮した。 

 

c) 酵素活性 

BAD_1528酵素の加⽔分解活性を、pNP-β-L-Arap を⽤いて測定した。50 mM酢酸ナトリ

ウム緩衝液（pH5.5）中に BAD_1528 と 1 mM 基質を含む 200 µL の反応混合物を 40˚C で 20

分間インキュベートした。300 µL の 1 M Na2CO3 を加えて酵素反応を停⽌した。遊離した

pNP の吸光度を 400 nm で測定した。酵素活性の 1 unit は、1 分間に 1µmol の pNP を⽣成す

るのに必要な酵素量と定義した。各 pNP 基質に対する基質特異性を調べるために、10 mM

の基質を、40 µL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）中で、100 mU/mL の BAD_1528

と 40 ℃で 16時間インキュベートし、反応⽣成物を TLC によって分析した。 

 

d) 基質特異性 

Table 4-1 に⽰した pNP 基質、⼆糖類、オリゴ糖に対する⽐活性を以下のように分析し

た。各基質を 40 µL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）中で 300 mU/mL の BAD_1528

とインキュベートした。反応混合物を 40℃で適当な時間インキュベートした後、3 分間煮

沸して反応を停⽌した。反応液を CarboPac PA-1カラムを⽤いた HPAEC-PAD で分析した。 

 

e) 反応速度論的解析 

BAD_1528 の反応速度パラメーターは、0.5〜8.0 mM の pNP-β-L-Arap、pNP-α-D-Gal、お

よび β-L-Arap-(1→3)-α-L-Ara を⽤いて決定した。各 pNP 基質との反応は、反応液の 400 nm

の吸光度を測定することにより pNP 濃度を測定し、β-L-Arap-(1→3)-α-L-Ara との反応は、
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HPAEC-PAD により L-アラビノース濃度を測定した。 

 

f) 糖転移活性 

pNP-β-L-Arap をドナーとし、1-alkanol、単糖類、⼆糖類、pNP-β-L-Arap をアクセプター

として反応させた。1-alkanol存在下での糖転移反応では、2.5 mM pNP-β-L-Arap と 10 %メ

タノール、エタノール、または 1-プロパノールを含む 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 

5.0）40 µL中で、100 mU/mL の BAD_1528 とともに 40 ℃で 2時間インキュベートした。そ

の後、反応⽣成物を TLC で分析した。メタノール存在下での糖転移物は、活性炭カラム

（Autoprep fiberAC, Showa denko, Tokyo, Japan）で精製し、HPAEC-PAD で分析した。単糖お

よび⼆糖の存在下での糖転移反応では、アクセプターとして 300 mM のグルコース、ガラ

クトース、L-アラビノース、またはスクロースを含む 1 mL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝

液（pH5.0）中で、2.5 mM pNP-β-L-Arap を 40 mU/mL の BAD_1528 とともに、40℃で 16時

間インキュベートした。反応⽣成物は活性炭カラムで精製し、HPAEC-PAD で分析した。

pNP-β-L-Arap存在下での糖転移反応では、800 µL の 50 mM酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.0）

中で、55 mM pNP-β-L-Arap を 100 mU/mL の BAD_1528 とともに 40℃で 5時間インキュベ

ートした。反応⽣成物は、30℃に保った Cosmosil PBr カラム（内径 10 mm，´ 250 mm、

Nacalai Tesque Inc., Kyoto, Japan）を⽤いた HPLC により精製した。0–2 min, 100 % 溶離液 A 

(⽔); 2–30 min, 0–100 % 溶離液 B (90 % アセトニトリル)で 4.7 mL/min の流速で溶出した。溶

出液は UV 検出器 (UV-2070; JASCO, Tokyo, Japan)を⽤いて 254 nm で測定した。その後、糖

転移反応物を含む画分を集め、TLC、HPAEC-PAD、MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, 

Leipzig, Germany）を⽤いて分析した。 
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菌体酵素活性測定と資化性試験 

Bi. adolescentis JCM1275 および JCM15918 は、唯⼀の炭素源として 2％のグルコースまた

はガラクトースを含む MRS+cys培地で AnaeroPackシステム（三菱ガス化学，東京，⽇本）

を⽤いて嫌気条件下で 37℃で培養した。培養液を 10,000 rpm で 10 分間遠⼼分離し、得ら

れた菌体を 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）で洗浄した。その後、Branson Sonifier 

250 (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA) を⽤いて菌体を超⾳波処理した。細

胞懸濁液を 15,000rpm で 10 分間遠⼼分離し、上清を pNP-β-L-Arap または β-L-Arap-(1→3)-

α-L-Ara と 37℃で 16時間インキュベートした後、上述のように TLC および HPAEC-PAD で

分析した。 

β-L-Arap-(1→3)-α-L-Ara の in vitro資化性試験は、0.2%の β-L-Arap-(1→3)-α-L-Ara を含む

pepton-yeast extract-Fildes (PYF) 培地で⾏った。Bi. adolescentis JCM1275 と JCM15918 の⽣育

を 600 nm の吸光度と pH で測定した。 
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第三節 結果 

BAD_1528 の塩基配列解析と系統学的解析 

BAD_1528 は、シグナル P4.1 および InterPro サーバーによると、推定されるシグナルペ

プチドと末端の膜貫通ドメインを⽋いており、この酵素は菌体内に局在することが⽰唆さ

れた。BAD_1528 に相同な遺伝⼦は、Bi. animalis subsp. lactis (59%)、Bi. catenulatum (81%)、

Bi. pseudocatenulatum (81%)、Bi. dentium (75%)、Bi. kashiwanohense (81%)、Bi. pseudolongum 

(58%)といった複数のビフィズス菌種で保存されていた。BAD_1528 の触媒ドメインは、他

の性質決定された GH36 の α-D-galactosidase とは系統的に独⽴しており（21 %〜27 %の同

⼀性）、β-L-arabinopyranosidase/α-D-galactosidase 活性を有する GH27 の酵素とは離れた位置

（20 %未満の同⼀性）にあった（Fig. 4-1A）。BAD_1528 は、GH27、GH43、GH51、GH127

に属する複数の L-arabinosidase候補遺伝⼦と遺伝⼦クラスターを形成していた（Fig. 4-1B）。

Bi. adolescentis JCM15918、BBMN23、22L は、GH27 の β-L-arabinopyranosidase を除き、こ

れらの L-arabinosidase候補を保存していた。⼀⽅、Bi. longum は BAD_1528 の相同遺伝⼦を

保存しておらず、他のビフィズス菌は BAD_1528 の相同遺伝⼦と L-arabinosidase 候補の⼀

部を保存していた。 
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Fig. 1
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Fig. 4-1. Phylogenetic relationships and gene clusters of BAD_1528. 

A, The phylogenetic tree of BAD_1528 with homologous proteins was constructed by the neighbor-

joining method using the aligned sequences with the MUSCLE program implemented in MEGA7 

software. The locus tag or the characterized enzymatic activities are shown with the abbreviations of 

the organisms and the GenBank accession numbers. The protein characterized in this study is enclosed 

in the dash box. The abbreviations of the enzymatic activities and the organisms are as follows: AGA, 

α-D-galactopyranosidase; BAL, β-L-arabinopyranosidase; Bad, Bi. adolescentis; Bal, Bi. animalis 

subsp. lactis; Bbi, B. bifidum; Bbr, B. breve; Bc, Bi. catenulatum; Bd, B. dentium; Bk, B. 

kashiwanohense; Bl, Bi. longum; Bll, Bi. longum subsp. longum; Bpc, Bi. pseudocatenulatum; Bpl, 

Bi. pseudolongum; Cj, Clostridium josui; Cp, Chitinophaga pinensis; Fo, Fusarium oxysporum; Gs, 

Geobacillus stearothermophilus; La, Lactobacillus acidophilus; Rg, Ruminococcus gnavus; Sa, 

Streptomyces avermitilis. B, The gene clusters encoding L-arabinosidases in Bifidobacterium strains. 

Genes encoding sugar transporters and transcriptional regulators are depicted in gray and black arrows, 

respectively. Light gray bars indicate orthologous regions. The white arrows indicate glycoside 

hydrolase candidates or hypothetical proteins. The numbers of predicted glycoside hydrolases or the 

predicted enzymatic activities are shown in the white arrows with locus tags. DNase, TatD DNase 

family protein. 
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組換え BAD_1528 の調製と性質 

組換え BAD_1528 タンパク質は、37˚C で可溶性タンパク質として発現した。SDS-PAGE

の結果、精製した BAD_1528 タンパク質は、⾒かけの分⼦量が 89 kDa の単⼀バンドとして

確認され（Fig. 4-2）、計算上の分⼦量 88,803 Da と⼀致した。 

 

Fig. 4-2. SDS-PAGE analysis of recombinant BAD_1528. 

Purified BAD_1528 was electrophoresed on a 10 % polyacrylamide gel and stained with Coomassie 

Brilliant Blue R-250. Lanes 1 and 3, molecular size markers; lane 2, purified enzyme. The arrow 

indicates the band that corresponds to BAD_1528. 
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次に、pNP 基質を⽤いて BAD_1528 の基質特異性を測定した。BAD_1528 は、pNP-β-L-

Arap を加⽔分解し、pNP-α-D-Gal に弱く作⽤したが、他の pNP 基質には作⽤しなかった

（Fig. 4-3）。pNP-β-L-Arap を⽤いて BAD_1528 の⾄適条件を測定したところ、⾄適 pH は

5.0、⾄適温度は 40℃であった（Fig. 4-4）。BAD_1528 の基質特異性を明らかにするために、

⼆糖類、オリゴ糖、多糖類を⽤いた。その結果、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara が pNP 基質を除く

と本酵素にとって最良の基質であることが分かった (Fig. 4-5A、Table 4-1)。BAD_1528 は、

β-L-Arap-(1→3)-ART と α-D-Galp-(1→3)-L-Ara に対しても弱く活性を⽰したが（それぞれ

Fig. 4-5B, C）、これらの⽐活性は、それぞれ β-L-Arap-(1→3)-L-Ara に対する⽐活性の

0.0820%と 0.177%であった（Table 4-1）。⼀⽅、β-L-Arap-(1→3)-L-Araf-Gal3 の加⽔分解反応

は、検出限界以下であった（Fig. 4-5D）。また、この酵素は、アラビアガム AGP、カラマツ

AGP、アラビノキシラン、アラビナンを含むすべての多糖類に対して活性を⽰さなかった

（データ省略）。BAD_1528 の pNP-β-L-Arap に対する Km は 1.48 mM で、β-L-Arap-(1→3)-L-

Ara および pNP-α-D-Gal の値のそれぞれ 1/5.9倍、1/4.0倍と低く、kcat は、81.5 s-1 で、β-L-

Arap-(1→3)-L-Ara および pNP-α-D-Gal と⽐べてそれぞれ 11倍、34倍⾼かった（Table 4-2）。

結果として、pNP-β-Arap の kcat/Km値は β-L-Arap-(1→3)-L-Ara よりも 62倍⾼く、pNP-α-D-

Gal の kcat/Km値と⽐べて 135倍⾼かった。 
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Fig. 4-3. TLC analysis of BAD_1528 reactions with the pNP-substrates.  

The pNP-substrates were incubated in the absence (lane a) or presence (lane b) of the recombinant 

enzyme at 40 °C for 16 h. pNP-α-L-Arap (lane 3), pNP-β-L-Arap (lane 4), pNP-α-D-Gal (lane 5), 

pNP-β-D-Gal (lane 6), pNP-α-D-Xyl (lane 7), pNP-β-D-Xyl (lane 8), pNP-α-D-Glc (lane 9), and pNP-

β-D-Glc (lane 10) were used as substrates. Lane 1, L-arabinose standard; lane 2, galactose standard. 
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Fig. 4-4. Effects of pH and temperature on the activity of BAD_1528.  

A, pH dependence of BAD_1528 activity in various buffers at 40 °C for 20 min. Enzyme activities 

are expressed as a percentage of the activity in acetate buffer at pH 5.0. B, Temperature dependence 

of BAD_1528 activity at pH 5.0 for 20 min. The enzymatic activities are expressed as the percentage 

of the activity at 40 °C. Buffers: sodium acetate (closed square) and MES (open circle). 
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Fig. 4-5. HPAEC-PAD analysis of BAD_1528 reactions with disaccharides and oligosaccharide.  

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara (A), β-L-Arap-(1→3)-ART (B), α-D-Gal-(1→3)-L-Ara (C), and β-L-Arap-(1

→3)-L-Araf-Gal3 (D) were incubated with (b) or without (a) BAD_1528 at 40 °C for 16 h. 
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Table 4-1. Substrate specificities of BAD_1528  
Substratea 
 

Specific activity 
(Units/mg) 

Relative activityb 
(%) 

pNP-β-L-Arap 46.80 2480 
β-L-Arap-(1→3)-L-Ara c 1.89 100 
β-L-Arap-β-L-Arap-pNPd 1.07 56.6 
β-L-Arap-(1→3)-ART 0.00155 0.0820 
β-L-Arap-(1→3)-L-Araf-Gal3 Trace Trace 
pNP-α-D-Gal 0.903 47.8 
α-D-Gal-(1→3)-L-Ara 0.00335 0.177 

aThe substrate concentrations of pNP-β-L-Arap, β-L-Arap-(1→3)-L-Ara, β-L-Arap-β-L-Arap-

pNP, β-L-Arap-(1→3)-ART, β-L-Arap-(1→3)-L-Araf-Gal3, pNP-α-D-Gal, and α-D-Gal-(1→
3)-L-Ara were 8.0, 5.0, 0.77, 0.25, 0.25, 8.0, and 0.44 mM, respectively. 
bRelative activity is expressed as the percentage of the activity toward β-L-Arap-(1→3)-L-Ara.  
cThe specific activity was calculated on the value for released L-arabinose by one-half. 
dThe specific activity was calculated on the value for released L-arabinose. 

 

 

 

 

Table 4-2. Kinetic parameters of BAD_1528 

 Km 
(mM) 

kcat 
(s-1) 

kcat/Km 
(s-1 mM-1) 

pNP-β-L-Arap 1.48±0.04 81.5±0.51 54.9 

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara 8.69±1.9 7.66±1.6 0.881 

pNP-α-D-Gal 5.96±0.03 2.43±0.01 0.408 
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糖転移活性 

アクセプターとして 10%メタノールとエタノールを⽤いた場合では、糖転移物は TLCで

検出されたものの、10%の 1-プロパノールをアクセプターとした場合では、糖転移物は検

出できなかった（Fig. 4-6A）。メタノールをアクセプターとして得られた糖転移物は、

BAD_1528処理により部分的に加⽔分解されて L-アラビノースとなった（Fig. 4-6B）。この

ことから、糖転移物はアノマー配置を保持した Methyl-β-L-Arap であることがわかった。 

次に、グルコース、ガラクトース、L-アラビノース、スクロース、pNP-β-L-Arap を糖転移

反応のアクセプターとして使⽤した。アラビノピラノシル残基はすべてのアクセプターに

わずかに転移し（データ省略）、部分精製した⽣成物は BAD_1528処理により加⽔分解され

た（Fig. 4-7）。このことから、アラビノピラノシル部位は β-アノマー型で結合しているこ

とが分かった。これらのデータは、BAD_1528 が幅広いアクセプター特異性を持っている

ことを⽰している。特に、精製した β-L-Arap-β-L-Arap-pNP は、HPAEC-PAD 上で 13.3 分に

検出され（Fig.4-7E）、pNP-β-L-Arap に対応するピーク（保持時間：15.0 分）とは異なって

いた。MALDI-TOF MS では、β-L-Arap-β-L-Arap-pNP の 405.05 m/z の分⼦イオンピークが観

測された（calc. 403.11 m/z）。β-L-Arap-β-L-Arap-pNP の BAD_1528 に対する特異性は⾼く、

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara に対する特異性と⽐較して 56.6%であった（Table 4-1）。GH36 の α-D-

galactosidase のほとんどは、α-ガラクトシルの新規糖鎖を合成する糖転移活性を有している

(71, 132, 133)。したがって、BAD_1528 は、β-L-アラビノピラノシルの新規糖鎖を合成する

可能性がある。 
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Fig. 4-6. Transglycosylation activity of BAD_1528 in the presence of 1-alkanols. A, BAD_1528 

was incubated with pNP-β-L-Arap in the presence of either 10 % methanol (lane 2), ethanol (lane 3), 

or 1-propanol (lane 4) at 40˚C for 2 h. Lane 1, pNP-β-L-Arap standard. Me, methyl; Et, ethyl. B, 

Purified Arap-β-OMe was incubated with (b) or without (a) BAD_1528 at 40 °C for 16 h. 
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Fig. 4-7. HPAEC-PAD analysis of BAD_1528 reactions with transglycosylation products.  

Arap-β-Gal (A), Arap-β-Ara (B), Arap-β-Suc (C), Arap-β-Glc (D), and β-L-Arap-β-L-Arap-pNP € 

were incubated with (b) or without (a) BAD_1528 at 40 °C for 16 h. A shoulder peak indicated by the 

asterisk was predicted to be Arap-β-Ara. 
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菌体酵素活性と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の in vitro資化性試験 

グルコースとガラクトースを含む培地で培養した Bi. adolescentis JCM1275 および

JCM15918 の菌体溶解液を粗酵素として⽤い、pNP-β-L-Arap および β-L-Arap-(1→3)-L-Ara に

対する分解性試験を⾏った。その結果、pNP-β-L-Arap に対して β-L-arabinopyranosidase活性

が検出された（Fig. 4-8）。さらに、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara に対しても弱い活性が TLC で検

出され、HPAEC-PAD でも遊離した L-アラビノースが検出された（データ省略）。そのため、

Bi. adolescentis JCM1275 および JCM15918 は、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の資化性を有している

と予想され、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を唯⼀の炭素源とした培地にて資化性試験を⾏ったが、

糖源を含まない培地と β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を含む培地の間で、⽣育に明確な違いは⾒ら

れなかった（データ省略）。さらに、HPAEC-PAD による培養後培地中の β-L-Arap-(1→3)-L-

Ara ピークの減少も検出されなかった（データ省略）。これらのデータから、今回使⽤した

Bi. adolescentis株では、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を利⽤できないことが⽰唆された。 

 

Fig. 4-8. TLC analysis of β-L-arabinopyranosidase activities in Bi. adolescentis strains.  

The sonicated cell lysates of Bi. adolescentis JCM1275 (lane a) and JCM15918 (lane b) cultured in 

the MRS medium supplemented with glucose (A) or galactose (B) were incubated with pNP-β-L-Arap 

(lane 3) or β-L-Arap-(1→3)-L-Ara (lane 5) at 40 °C for 16 h. Lane 1, L-arabinose standard; lane 2, 

pNP-β-L-Arap standard; and lane 4, β-L-Arap-(1→3)-L-Ara standard. 
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第四節 考察 

本章では、BAD_1528 が天然の基質に由来する β-L-Arap-(1→3)-L-Ara に対して加⽔分解

活性を⽰す GH36 で初めての β-L-arabinopyranosidase であることを明らかにした。この酵素

は、β-L-Arap-(1→3)-L-Araf-構造を含むオリゴ糖や多糖に対してはほとんど活性を⽰さず、

β-L-Arap-(1→3)-ART に対しては弱い活性を⽰した。ピラノース環の形はフラノースの形よ

りも熱⼒学的に安定であることから、⽔溶液中では β-L-Arap-(1→3)-L-Ara はピラノースの

形で β-L-Arap-(1→3)-L-Arap として存在していると考えられる。BAD_1528 は、β-L-Arap-

(1→3)-L-Arap 構造を認識する新規の exo-β-L-arabinopyranosidase である。Fig. 4-1B に⽰した

複数のビフィズス菌種において、相同遺伝⼦（BAD_1528 との同⼀性 59.3〜81.3%）が保存

されていたことから、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara 分解酵素はほぼ全てのビフィズス菌種に存在

すると考えられている。β-L-Arap-(1→3)-L-Ara は、部分的な酸加⽔分解により調製するこ

とができるが、遊離の状態での存在はこれまで報告されていなかった。本研究では、Bi. 

longum JCM7052 由来の GAfase がアラビアガム AGP やカラマツ AGP から β-L-Arap-(1→3)-

L-Ara を遊離することを⽰した（第⼆章に記載）。β-L-Arap-(1→3)-L-Ara 構造は、アラビア

ガム AGP やカラマツ AGP、⼩⻨ AGP の側鎖末端でのみ存在が報告されている。また、⼩

⻨ AGP において、末端の Arap はガラクトース鎖の伸⻑の停⽌シグナルとして機能してい

るという報告があり、他の AGP にも β-L-Arap を側鎖末端に持つ可能性はある。興味深いこ

とに、Bi. longum JCM1217 菌体から β-L-arabinopyranosidase活性は⾒られず、GH27 の β-L-

arabinopyranosidase (BLLJ_1823) は遺伝⼦発現の転写制御が⾏われていない偽遺伝⼦である

と予測された(92)。Bi. longum JCM1217 はⅡ型 AG 分解に関わる酵素群を保持していること

から、AGP は、複数のビフィズス菌種が協⼒しながら資化している可能性があると考えら

れた。 

Bi. adolescentis に は 、アラ ビ ノキシラ ン オ リ ゴ 糖 を 分 解 す るユニー ク な α-L-

arabinofuranosidase がいくつか報告されている。GH43 arabinoxylan arabinofuranohydrolase 
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AXHd3 (BAD_0301) (135, 136)や、α-L-Araf が 1 つのキシロース残基に⼆個所置換している

構造か ら C3 結合アラ ビ ノシル残基 のみを遊離 す る GH51 α-L-arabinofuranosidase 

(BAD_1524)(136)、 単置換さ れ たキシロ ー ス残基 か らアラ ビ ノシル残基 を遊離 す る

AXHm23 (BAD_0423)(136)などが存在する。さらに、α1,5-アラビノオリゴ糖に特異的な

GH1 α-L-arabinofuranosidase（BAD_0156）を有している(137)。また、BAD_1528 の近傍遺

伝⼦として、BAD_1525 が GH27 α-D-galactopyranosidase/β-L-arabinopyranosidase であり、

BAD_1527 が GH43 α-L-arabinofuranosidase で あ り 、 ま た BAD_1529 が GH127 β-L-

arabinofuranosidase であることを明らかにした（未発表データ）。 

L-アラビノースは、ビフィズス菌種によって利⽤能が異なるものの、いくつかのビフィ

ズス菌種が糖質源として利⽤できる。本研究では、Bi. adolescentis 株は、細胞内に β-L-

arabinopyranosidase 活性が存在するにもかかわらず、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を糖質源として

⽣育しなかったことから、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara は L-アラビノースと同様に Bi. adolescentis

にとって良好な糖質源ではないと考えられる。Pastell ら(120)は、キシロオリゴ糖の L-アラ

ビノース残基の除去には α-L-arabinofuranosidase が必要であるが、Bi. adolescentis は遊離さ

れた L-アラビノースを利⽤せず、Bi. longum など他のビフィズス菌が利⽤する可能性があ

ると報告している。その結果、Bi. adolescentis の豊富な L-arabinosidase は、他のビフィズス

菌種にエネルギー源となる L-アラビノースを供給することで、ビフィズス菌の共⽣に重要

な役割を果たしていると考えられる。また、これらの酵素は、植物のオリゴ糖を細胞内で

分解するためのアクセサリー酵素であると予測されている。アラビノキシラン分解におい

て、α-L-arabinofuranosidase が β-xylanase と相乗効果を発揮するという報告がいくつかある

(138-140)。したがって、オリゴ糖から L-アラビノースを遊離させることは、他の酵素が基

質にアクセスしやすくするために重要である。以上のように、これらの多くの L-

arabinosidase が Bi. adolescentis に保存されていることは、⽣存戦略上において重要な意義が

あると考えられる。 
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第五章 結論 

本研究では、アラビアガム AGP資化機構に関わる代謝関連酵素の機能解析によって Bi. 

longum の増殖機構を解明するとともに、アラビアガム AGP が腸内環境に共存する細菌の

協同作⽤によって利⽤される共⽣関係の存在を明らかにした。予想される⼀連の分解およ

び資化機構を Fig. 5-1 に⽰している。 

第⼆章では、アラビアガム AGP資化性菌と⾮資化性菌の⽐較ゲノム解析によって、Bi. 

longum JCM7052 から、アラビアガム AGP の側鎖末端に存在する α-D-Galp-(1→3)-L-Ara と

β-L-Arap-(1→3)-L-Ara の⼆糖を遊離する GH39 3-O-α-D-galactosyl-α-L-arabinofuranosidase 

(GAfase) を初めて⾒出した。さらに、菌体内に取り込まれ、菌体内で作⽤する GH36 α-D-

galactosidase の機能を明らかにし、Bi. longum のアラビアガム AGP 分解機構を解明した。 

第三章では、GAfase 処理により上述の⼆糖を除去したアラビアガム AGP に対して、更

なる分解を⾏う α-L-arabinofuranosidase (BlArafE)を⾒出した。BlArafE は GH43 サブファミ

リー22 (GH43_22) と GH43_34 の⼆つの触媒ドメインを同⼀タンパク質内に持つマルチドメ

イン酵素であった。各触媒ドメインの基質特異性解析により、GH43_22 と GH43_34 はそれ

ぞれ α1,3-L-Araf と α1,4-L-Araf に作⽤し、アラビアガム AGP側鎖に存在する L-arabinose を

逐次分解することを明らかにした。α1,4-Araf に作⽤する α-L-arabinofuranosidase は初めての

発⾒である。また、アラビアガム AGP を炭素源として⽤いた Bi. longum JCM7052培養後の

限界分解物として、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara と α-L-Rhap-(1→4)-β-D-GlcpA-(1→6)-β-D-Galp-

(1→6)-D-Gal (S4) のオリゴ糖が培地中に蓄積されることを⾒出した。さらに、S4 が⼀部の

Bacteroides 属細菌によって利⽤されることを⾒出し、アラビアガム AGP が腸内環境に共存

する細菌の協同作⽤によって利⽤されることを明らかにした。さらに、第四章では、Bi. 

longum と同じ腸内環境に⽣息する Bi. adolescentis 由来の GH36 β-L-arabinopyranosidase のク

ローニングならびに酵素学的特性の解析を⾏い、β-L-Arap-(1→3)-L-Ara 分解に対して⾼い
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基質特異性を⽰すことを明らかにした。しかし、Bi. longum JCM7052 の GAfase によって遊

離した β-L-Arap-(1→3)-L-Ara を Bi. adolescentis は資化することはできず、他に最適な基質

が存在する可能性があることが⽰唆された。 

 
Fig. 5-1. Schematic model of the degrading of gum arabic AGP by Bi. longum and utilization of 

limited product by Bacteroides vulgatus. 

 

Bi. longum JCM1217 は糖質関連酵素データベース (CAZy; Carbohydrate-Active enZymes) 

(http://www.cazy.org) に基づくと、25 の GH ファミリーに属する 61 個の糖質加⽔分解酵素

が登録されている。このうち、トランケートされ、機能が失われていると考えられる遺伝

⼦が 8 個存在しているため、53 個の糖質加⽔分解酵素が機能していると考えられる。ま

た、シグナルペプチドを持ち、菌体外または菌体表層に局在していると予測される酵素は

17 個であり、そのうち 3 つはファージゲノムによって運ばれた GH23 や GH25 のファミリ

ーに属するリゾチームである可能性が⾼いため、残りの 14 個が菌体外で多糖やオリゴ糖を
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分解するために利⽤しているものであると考えられる。本研究で、Bi. longum JCM1217 の

菌体表層局在型酵素 BlArafE の機能が新たに解明されたことにより、Bi. longum JCM1217

の菌体外で働く糖質加⽔分解酵素の全体像が明らかになった (Fig. 5-2)。それらは、アラビ

ノガラクタン (Bl1,3Gal、Bl1,6Gal、BlArafA、BlArafE) (30)、エクステンシン [HypAA、

HypBA2、BLLJ_0089 (β-L-arabinofuranosidase)] (32, 33)、アラビノキシラン (XynD、

BlArafD)(34)、ミルクオリゴ糖  (LnbX) (35)、ムチン (EngBF) (36)、アラビナン [BlArafB、

BlArafC、BLLJ_1848 (β-L-arabinofuranosidase)] (31)の分解に関わる酵素群である。以上のよ

うに、Bi. longum はヒトミルクオリゴ糖 (⺟乳) から多種多様な⾷物繊維 (固形⾷) までの幅

広い利⽤能を持っているため、乳児から成⼈の腸管にまで⽣息可能であると考えられる。

このことは、⺟乳から固形⾷への⾷性変化が起こる時期の腸内細菌叢において、どちらの

資化能も持つ Bi. longum が Keystone 種として機能していることを強く⽰唆している。今後

は、離乳期に着⽬して、Bi. longum と他の細菌と共⽣関係の調べることによって、腸内細

菌叢形成と植物性多糖の関連性を糖代謝の観点から明らかにしていきたい。 

さらに、アラビアガム AGP やカラマツ AGP の分解に関わる酵素が明らかになったこと

により、本酵素を他の植物由来の AGP の多種多様な糖鎖構造を解明するためのツールとし

て利⽤できることが期待できる。AGP は植物の⽣理機能において、細胞増殖、分裂、⽣殖

成⻑、体細胞胚形成、⽊部分化、⾮⽣物的ストレス反応、ホルモン、シグナル伝達等を担

う(141)ため、これらの糖鎖構造を明らかにすることは、これらの植物の⽣理機能の分⼦機

序を解明する上で重要な知⾒となり得ると考えられる。また、AGP の分解を担う酵素が遺

伝⼦レベルで明らかになったことにより、プレバイオティクス投与時に効果が得られる⼈ 

(レスポンダー) と得られない⼈ (ノンレスポンダー) を糖代謝酵素遺伝⼦の有無で判断する

ことができる可能性もあると考えられる。このような腸内細菌叢形成と関連遺伝⼦の知⾒

の積み重ねは、個⼈対応型のプレシジョン栄養学のための基盤構築に貢献する。今後、プ

レシジョン栄養学に基づいた⾷物繊維やオリゴ糖のオーダーメイドプレバイオティクスの
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提供を⾏っていくことで、医療費削減や健康⻑寿社会を実現できると考える。 

 

 

 

 
Fig. 5-2. The function of extracellular enzymes in Bi. longum JCM1217. Asterisk indicates the 

enzymes studied in this study.  
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