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Abstract
The last 10 years has witnessed enormous advances in

the structural enzymology of enzymatic glycosyl transfer. De-
velopments in molecular biology, coupled with the possibility
for “rapid-throughput” protein crystallography have led to a
plethora of 3-D structures for glycoside hydrolases. Synergistic
application of synthetic chemistry to structural biology has led
to the development of numerous oligosaccharide mimics and
mechanistic probes. Underpinning much of this work is a clas-
sification of carbohydrate-active enzymes (“CAZymes”) which
has now been extended to include glycoside hydrolases, carbo-
hydrate esterases, polysaccharide lyases and glycosyltrans-
ferases, together with their associated non-catalytic modules.
Recently, there have been exciting developments in our under-
standing of the structures and catalytic mechanisms involved in
the synthesis of glycosidic bonds both by Nature’s own cata-
lytic apparatus and by mutant glycoside hydrolases termed
“glycosynthases”.  Here we review those developments includ-
ing the structure of the Bacillus subtilis SpsA, a “family GT-2”
glycosyltransferase, and discuss its relevance to the synthesis of
biopolymers such as cellulose, chitin, hyaluronan and the Nod
factors.

A. Carbohydrate-Active Enzymes and Their Sequence

Families
Carbohydrates, in the form of di-, oligo- and polysac-

charides and glycoconjugates play numerous roles in living or-
ganisms from structure, food storage and utilisation through to
cellular signalling. These diverse roles, permitted by the struc-
tural and chemical diversity of oligosaccharides (1), are reflected
in  a  spec t r um o f  ca rboh ydrat e - ac t ive  syn the t i c
(glycosyltransferases) and degradative/modifying enzymes (gly-
coside hydrolases, polysaccharide lyases and carbohydrate es-
terases). Recent developments and advances in molecular biol-
ogy (including the many genome projects) have coincided with
the advent of “high-throughput” crystallography (made possible
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要　約　

過去10年間は、酵素的な糖転移反応の構造酵素学において

大きな進歩が示された時代である。分子生物学の進歩と、高速

処理の可能なタンパク質結晶学との組み合わせによって、糖質

加水分解酵素の3次元構造があふれるほど明らかにされた。合成

化学と構造生物学を共同して適用することによって、多数のオ

リゴ糖疑似化合物や機械的プローブが作られた。この仕事の多

くを支えたのは糖質作用性酵素(「CAZymes」)の分類であり、

今日では非触媒モジュールと合わせて、糖質加水分解酵素、糖

質エステラーゼ、多糖リアーゼおよび糖転移酵素を含む範囲に

まで拡張されている。それらの構造とグリコシド結合の合成に

関わる触媒メカニズムに対するわれわれの理解は、自然のもつ

触媒器械および、「グリコシンターゼ」と呼ばれる糖質加水分

解酵素変異体によって、最近刺激的に発展した。ここでは「GT-

2ファミリー」糖転移酵素であるBacillus subtilis SpsAの構造を含

めたそれらの発展を総説し、セルロース、キチン、ヒアルロナ

ンおよびNod因子のような生体高分子合成とこの酵素との関連

を考察する。

A. 糖質作用性酵素とその配列上のファミリー

2糖、オリゴ糖、多糖や複合糖質などの糖質は、生体内で構

造成分として、または食物の貯蔵や利用から細胞の情報伝達ま

で多数の役割を果たしている。オリゴ糖の構造的、化学的相違

(1)によってなされる多様な役割は糖転移酵素と分解/修飾酵素(

糖質加水分解酵素、多糖リアーゼ、糖質エステラーゼ)のスペク

トルに反映されている。(多くのゲノムプロジェクトを含む)最近

の分子生物学の発展と進歩は、(現代のシンクロトロン源、低温

結晶学の技術、高速 2 次元 X 線検出器と強力な計算法と組み合

わせられた高速コンピューターによって可能になった)「高処理

量の」結晶学の進歩と一致している。酵素学と合成化学ととも

　グリコシド結合の酵素合成：“グリコシンターゼ”と糖転移酵素
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by modern synchrotron sources, cryo-crystallographic tech-
niques, rapid 2-D X-ray detectors and fast computers coupled
to powerful algorithms). Together with enzymology and syn-
thetic chemistry these techniques have together provided a de-
tailed understanding of the reaction mechanism and underlying
chemistry involved in glycosyl transfer (reviewed in Refs. 2 and
3). One of the driving forces for the advancement in the glyco-
side hydrolase field has been the search for new biocatalysts by
enzyme companies. In the search for new antibiotics, anti-
adhesins and anti-viral agents we are also beginning to see a
great commercial and medical interest in the synthetic appara-
tus- the glycosyltransferases.

This multitude of enzymes poses numerous problems
concerning classification. Many systems of nomenclature have
been proposed and many remain in use. A sequence-based com-
parison of glycoside hydrolases was proposed by one of us in
1991 (4). The hydrolase families have been updated regularly
(5, 6) and recently reviewed (7).  The classification has been
expanded to include glycosyltransferases (8), carbohydrate es-
terases, polysaccharide lyases and all their associated non-cata-
lytic modules (9). Details of the latest classification are avail-
able on the web at URL http://afmb.cnrs-mrs.fr/~pedro/CAZY/
db.html. A feature of these classifications is that, since sequence
similarity is reflected in structural similarity, a classification
based upon sequence alone necessarily also provides a wealth
of information on the 3-D structure of the protein. We can there-
fore state, with some confidence, that within a sequence-derived
family 3-D structure will be conserved. Furthermore, since the
enzymatic reaction mechanism is dictated by the relative loca-
tions of functional groups within their 3-D template, the mecha-
nism and stereochemistry of the catalysed reaction is conserved
within each family (first described in Ref. 10), with only a few
notable exceptions. As we enter into the post-genomic era, the
power of this classification as a tool directing “structural
genomics”, especially in the complex area of glycobiology, is
magnifying.

Carbohydrate-active enzymes are frequently modular (an
example is shown in Fig. 1). Indeed, this modularity is one of
the most exciting revelations of the past 20 years (11). Typi-
cally, the modular structure may simply be a non-catalytic mod-
ule linked to the catalytic domain, but frequently multi-modular

                        X6              GH-10                  X6          Dockerin           Esterase CE-1

            

Fig. 1. An example of the, often complex, modularity of carbohydrate-active
enzymes: the xylanase Xyn10B from Clostridium thermocellum. The enzyme
contains two catalytic modules, a family 10 glycoside hydrolase and a family 1 carbohy-
drate esterase, a single cellulosomal dockerin sequence and two other non-catalytic “X6”
domains, at least one of which has recently been shown to be a xylan-binding module (44).

にこれらの技術により、糖転移反応に関わる基礎的な化学や反

応機構の詳細を理解することができた(文献.2,  3に総説)。糖質

加水分解酵素分野における進歩の推進力の1つは、酵素会社によ

る新しい生体触媒の探索である。新しい抗生物質、抗アドへジ

ン、抗ウィルス薬を探索する研究の中で我々はまた、合成器械

- 糖転移酵素にも大きな商業的、医学的な興味を持ちだしてい

る。

多数の酵素は分類に関するおびただしい問題を提起してい

る。多くの命名法のシステムが提案され、その多くが使用され

続けている。糖質加水分解酵素の配列に基づく比較が、1991年

に我々の中の一人によって提案された(4)。加水分解酵素ファミ

リーはその後規則的に更新され(5､6)、最近総説が書かれた(7)。

その分類は糖転移酵素(8)、糖質エステラーゼ、多糖リアーゼお

よびこれらに結合した全ての非触媒モジュールを含めることに

よって拡張された( 9 ) 。最近の分類の詳細は、h t t p : / /

afmb.cnrsmrs.fr/̃pedro/CAZY/db.htmlのURLでweb上で見ることが

できる。これらの分類の特徴は、配列の類似性が構造的類似性

に反映されるので、配列だけによる分類から必然的にタンパク

質の3次元構造における大切な情報が分かる。だから我々は自信

を持って、配列により得られたファミリーの中で3次元構造は保

存されていると述べる。さらに、酵素反応機構は3次元鋳型での

官能基の相対的な配置によって決まるので、触媒反応の機構と

立体化学は、少数の例外が存在するものの、それぞれのファミ

リーの中で保存されている(10)。ポストゲノム時代に入ったので

「構造的ゲノミクス」を指向する道具として、この分類の威力

は特に糖鎖生物学の複雑な分野において増大している。

糖質作用性酵素はたびたびモジュール構造をもつ (図 1 に

例)。このモジュール性は過去 20 年の最も意外な新事実のひと

つである(11)。典型的にはモジュール構造は非触媒モジュールが

触媒ドメインに結合しているだけのようだが、しばしば多数の
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proteins are observed which contain numerous non-catalytic and
catalytic modules. Sometimes, but not always, these non-cata-
lytic modules are involved in substrate-binding, but for many
the function is, as yet, unknown. Glycosidic bond synthesis is
performed by two classes of catalytic domain in the sequence
classification: activated-sugar dependent glycosyltransferases
and glycoside hydrolases utilising transglycosylation. Prior to
examining recent work on Nature’s synthetic apparatus, the
glycosyltransferases, it is worth reviewing the recent successes
in the application of mutant hydrolytic enzymes for glycosidic
bond synthesis in vitro.

B. Glycosynthases: Mutant Hydrolases for Chemoenzymatic

Synthesis
One of the most exciting recent advances in the

chemoenzymatic synthesis of glycosidic bonds is the develop-
ment of mutant glycoside hydrolases, termed “glycosynthases”
by the Withers group at the University of British Columbia.
These engineered enzymes have the potential to deliver specifi-
cally designed oligosaccharides on the large-scale required for
clinical assessment (12). In order to understand how these mu-
tant enzymes work, however, we must first revisit the catalytic
mechanism of retaining glycoside hydrolases.

The reaction of retaining β-glycoside hydrolases occurs
via a double-displacement reaction mechanism in which a co-
valent glycosyl-enzyme intermediate is formed and subsequently
hydrolysed via oxocarbenium-ion-like transition-states, Fig. 2
(2,3,13,14). A feature of this mechanism is that the covalent
glycosyl-enzyme intermediate may be intercepted with non-
water nucleophiles, typically other saccharide species, to gen-
erate elongated reaction products in a process known as
transglycosylation. Indeed, for many natural enzymes, this
transglycosylation process is their modus operandi: examples
being cyclodextrin glycosyltransferase (15) and xyloglucan
xyloglucosyltransferase. In the pursuit of new and efficient syn-
theses for biologically-active oligosaccharides (16,17) such
transglycosylation processes have been exploited in “classical”
chemoenzymatic syntheses (recently reviewed in Ref.  18). The
drawback of this approach is that the derived product is neces-
sarily also a substrate for the enzyme and the hydrolytic path-
way in 55M water usually prevails. Tight kinetic or thermody-
namic control is required if the process is to be even moderately
successful.

Recent exciting developments by the Withers group have
demonstrated the potential of mutant glycosidases in
chemoenzymatic synthesis (12). Replacement of the enzymatic
carboxylate nucleophile (always Asp or Glu) of a retaining gly-
cosidase renders the enzyme hydrolytically inactive. When com-
bined with activated α-1-F sugars (whose axial fluoride mimics
the high-energy covalent intermediate shown in Fig. 2), how-
ever, these mutant enzymes are able to synthesise oligosaccha-

非触媒、触媒モジュールを含むマルチモジュールタンパク質が

みつけられている。これらの非触媒モジュールは基質結合に関

わっている場合があるけれども、多くの場合機能はまだ知られ

ていない。グリコシド結合の合成は、配列の分類の 2 種類の触

媒ドメインによってなされる：それらは活性化された糖に依存

する糖転移酵素、およびトランスグリコシレーションを利用す

る糖質加水分解酵素である。天然の合成器械である糖転移酵素

についての最近の研究を吟味する前に、試験管内におけるグリ

コシド結合の合成に加水分解酵素変異体を応用して最近成功し

たことを概説する。

B. グリコシンターゼ: 化学的酵素合成のための加水分解酵素変

異体

グリコシド結合の化学的酵素合成における最近の最も刺激

的な進歩の一つは、British Colombia 大学の Withers のグループ

による「グリコシンターゼ」と呼ばれる糖質加水分解酵素変異

体の開発である。これらの加工された酵素は、特異的に設計さ

れたオリゴ糖鎖を臨床的な評価に必要とされる大スケールでも

たらす能力がある(12)。しかし、どのように変異体酵素が働くの

かを理解するには、保有している糖質加水分解酵素の触媒機構

をまず見直さなければならない。

β-加水分解酵素の反応は、共有的な糖-酵素中間体が形成さ

れた後、オキソカルベニウムイオン様の遷移状態を経て加水分

解される 2 重置換反応機構を経て起こる(図 2)(2、3、13、14)。

この機構の特徴は、共有的な糖-酵素中間体が非水求核原子、典

型的には他の糖類分子によって切断され、グリコシル転移とし

て知られている過程で伸長した反応生成物を生じる。実際、多

くの天然酵素がこのグリコシル転移過程の方法をとっていて、

例えばシクロデキストリン糖転移酵素(15)、キシログルカンキシ

ログルコシル転移酵素にみられる。生物学的活性オリゴ糖鎖の

新しく有効な合成を追求する道すじで(16、17)、そのようなグリ

コシル転移過程は｢古典的な｣化学的酵素合成において活用され

てきた(最近 18 に総説)。この方法の欠点は得られる生成物が必

ず酵素に対する基質にもなり、55M水中での加水分解経路が通

常優勢になる。もしこの過程をほどほどに成功させるなら、強

い速度論的あるいは熱力学的な調節が必要とされる。

最近のWithersのグループによる刺激的な発展は、化学的酵

素合成における変異体グリコシダーゼの可能性を示した(12)。グ

リコシダーゼの酵素的カルボキシル求核基(常にAsp、Gluである)

を置換すると‘酵素の加水分解的不活性’が導かれる。しかし

活性化されたα-1-フッ化糖と組み合わせると(アキシャルなフッ

化物が図2のような高エネルギー共有中間体を模倣する)、これら

の変異体酵素は実際に非常に高い収率でオリゴ糖を合成する。

Glu-AlaあるいはGlu-Ser(下を参照)の変異によって生じた空ス
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rides in very high yield indeed. The vacant space presented by
the Glu-Ala or Glu-Ser mutations is more than adequate to ac-
commodate the axial fluoride substituent of the activated do-
nor sugar,  Fig. 3 and the powerful fluoride-ion leaving group
pushes the reaction in favour of synthesis. Quantitative (95–
100%) yields are not uncommon.

The glycosynthase technology has been further refined,
by the group at UBC, to utilise a serine in place of the nucleo-
phile. These 2nd-generation glycosynthases display a far greater
catalytic power (presumably due to the H-bond between serine
hydroxyl and the departing fluoride ion) which greatly enhances
the catalytic repertoire and synthetic utility of the enyzmes (19).
Other groups have now also developed successful glycosynthase
mutants on a variety of different structural templates (20–22).
The development of a powerful glycosynthase on an
endoglucanase template displaying multiple sugar binding
subsites has been used, in conjunction with exploitation of the
3-D structure of the enzyme, to generate a variety of substituted
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Fig. 2. The retaining mechanism. A covalent glycosyl-enzyme intermediate is formed, and subsequently hydrolysed, via
oxacarbenium-ion like transition states. A feature of the retaining mechanism is that the covalent intermediate may be inter-
cepted with non-water nucleophiles in a synthetic process known as transglycosylation.

ペースは、図 3 のように活性化された糖供与体のアキシャルな

フッ化物置換基を受け入れるのに十分すぎる程で、かつ強力な

フッ化物イオン放出グループは合成の反応を後押しする。定量

的な収率(95～100%)も珍しくない。

グリコシンターゼ技術は、UBLのグループによって、求核

基の位置にセリンを利用するところまで更に改良された。これ

らの2世代目のグリコシンターゼは(おそらくセリンヒドロキシ

ル基と離れたフッ化物イオンとの間の水素結合によって)さらに

大きな触媒力を発揮し、これは酵素の触媒レパートリーと合成

の有効性を非常に高めている(19)。他のグループも今またさまざ

まな異なった構造鋳型をもとにグリコシンターゼ変異体の開発

に成功している(20–22)。多数の糖結合サブサイトをもっている

エンドグルカナーゼ鋳型をもとに有効なグリコシンターゼが開

発され、酵素の 3 次元構造の活用と組み合わさって、多様な置

換基や分枝を持つオリゴ糖鎖を生成するために用いられてきた

(21)。グリコシンターゼは適切に利用されるとき、オリゴ糖と多
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and branched oligosaccharides (21). It is likely that
glycosynthases, when appropriately harnessed, will open up new
horizons for the enzymatic synthesis of oligo and polysaccha-
rides and will rival, and in some instances even surpass, Nature’s
own synthetic apparatus.

C. Sequences and Families of Activated-Sugar Dependent

Glycosyltransferases
The majority of glycosidic bonds in nature are

synthesised, not by glycoside hydrolases performing
transglycosylation, but by synthetic enzymes utilising activated
sugar donors. Typically the activating group is a nucleoside-
phospho- or lipid-linked sugar. These enzymes are termed
“glycosyltransferases”. The catalytic mechanisms of these en-
zymes is becoming clearer. Most likely a catalytic base is re-
quired to activate the sugar acceptor species for nucleophilic
attack and an enzymatic carboxylate may be required to coordi-
nate a phosphate-bound divalent metal ion on the activated sugar
donor. A mechanistic scheme for inverting glycosyltransferases
(analogous to the “glycosynthase” reaction, described above)
may easily be proposed, Fig. 4. The reaction mechanism for

O
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O
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HO O

α
β

F

"Short" mutant of 
catalytic nucleophile

Fig. 3. The Glycosynthase reaction. An α-1-F glycoside
is used as an activated donor in combination with a nucleo-
phile mutant of a retaining glycoside hydrolase (12).
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Fig. 4. The putative reaction mechanism for
inverting NDP-sugar transferases.

糖の酵素的合成の新しい地平線を開くことになるであろうし、

自然のもつ合成装置と競争したり、それを超える場合もあるで

あろう。

C. 活性化糖依存性糖転移酵素の配列とファミリー

自然界のグリコシド結合の大部分はグリコシド転移反応を

行う糖質加水分解酵素ではなく、活性化された糖供与体を利用

する合成酵素によって合成されている。典型的に、活性化基は

ヌクレオシド糖リン酸、あるいは脂質結合糖質である。これら

の酵素は、「糖転移酵素」と呼ばれている。これらの触媒酵素

の反応機構はしだいに明らかになってきている。最も可能性が

高いことは、求核攻撃するために触媒塩基が糖受容体を活性化

することが必要で、活性化された糖供与体上でリン酸に結合し

た 2 価金属イオンに酵素のカルボキシル基が配位結合すること

も必要とされる。図 4 のような転化する糖転移酵素の機構的図

式(前に述べた「グリコシンターゼ」反応と類似)が容易に提案さ

れる。しかし、保存されている糖転移酵素の反応機構はまだよ
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retaining glycosyltransferases, however, remains unclear. At the
3-D level, the activated-sugar dependent glycosyltransferases
are just beginning to appear in the public domain. From one
structure (23) just 18 months ago, there are already another 6 or
7 known or reported in public. When we look at the sequence
resource, however, we can see that a great deal remains unknown.

We have entered the “post-genomic” age. Recent devel-
opments in molecular biology have generated an enormous num-
ber of open-reading frames for putative glycosyltransferases.
Unlike the situation in the glycoside hydrolase field, however
(2, 24), the wealth of putative glycosyltransferase sequences is
not paralleled by knowledge of the structures, mechanisms or
even the substrates for these proteins. For the activated-sugar
dependent glycosyltransferases Henrissat has identified 51 fami-
lies on the basis of their amino-acid sequence similarities, build-
ing upon the initial identification of 27 families described in
(8). At the time of writing, 3-D structures have been reported for
seven of these: the DNA-modifying β-glucosyltransferase from
bacteriophage T4 (23); the sporulation specificnucleotide sugar
transferase SpsA from Bacillus subtilis (25) in glycosyltrans-
ferase family GT-2; the bovine β-1,4 galactosyltransferase from
family GT-7(26); the MurG enzyme from family GT-28 (27);
the rabbit N-acetylglucosamine transferase from family GT-13
(46) and the human β-glucuronyltransferase (47) from family
GT-43. Of particular recent note are the two structures for re-
taining glycosyltransferases: the α-1,4-galactosyltransferase
LgtC from family GT-8(48) and the bovine α -1 , 3-
galactosyltransferase from family GT-6 (49) which show inter-
esting similarities to glycogen phosphorylases (28). Enzymes
from other families have been crystallised, including the family
GT-1 Amycolatopsis orientalis GtfB protein. For the majority
of glycosyltransferase families, however, there is no 3-D repre-
sentative. Furthermore, little is known of the function for most
of the putative enzymes identified through genomic sequenc-
ing.

When one considers the large number of open-reading
frames for these enzymes it is perhaps not surprising that sugar
donor and acceptor species have been defined for very few en-
zymes. This reflects the difficulty in obtaining and characterising
the glycosyltransferases, many of which are membrane-bound,
and the problems in characterising these enzymes. The synthetic
obstacles that may have to be overcome to identify the function
of some of these enzymes are enormous. One of the great chal-
lenges of the moment is the development of functional screens
for these enzymes: Hindsgaul’s exciting use of frontal affinity
techniques may provide part of the answer (29). The sequence
classification, however, lends itself to a directed structural
genomics approach to glycosyltransferase structure and func-
tion. For the study of inverting glycosyltransferases, we initi-
ated such studies on family GT-2: the prototypical inverting
glycosyltransferase family.

くわかっていない。3 次元のレベルでは活性化糖依存性の糖転

移酵素がインターネットの公共ドメインに公開されはじめたば

かりである。ちょうど18ヶ月前に一つの構造に始まり(23)、すで

に他に 6 あるいは 7 つが解明され、あるいは報告されている。

しかし、配列の資源を見るとき、まだ大部分が未知のままであ

ることに気づく。

我々は、「ポストゲノム」時代へと入った。最近の分子生

物学における発展により、推測上の糖転移酵素に対する多数の

オープンリーディングフレームが示された。しかし、糖質加水

分解酵素の分野と異なり、推測上の糖転移酵素配列から得られ

るものは、これらのタンパク質の構造やメカニズムあるいは基

質に関する知識さえ伴う訳ではない(2、24)。活性化糖依存的糖

転移酵素において、Henrissatはアミノ酸配列類似性を基礎にし

て、(8)に記された初期の27ファミリーの同定に加えてさらに51

ファミリーを同定した。執筆中、３次元構造は以下の7つについ

て報告された：バクテリオファージＴ4由来DNA-修飾 β-グリコ

シル転移酵素(23)；糖転移酵素ファミリーGT-2である、Bacillus

subtilis由来胞子特異的ヌクレオチド糖転移酵素SpsA(25)； GT-7

ファミリーのウシのβ-1,4ガラクトシル転移酵素(26)；GT-28

ファミリーのMurG酵素(27)；GT-13ファミリーのウサギN-アセ

チルグルコサミン転移酵素(46)、GT-43ファミリーのヒトβ-グル

クロニド転移酵素(47)。特に最近、糖転移酵素を保持するこの2

つの構造が注目されている；GT-8ファミリー由来α-1,4ガラク

トシル転移酵素 LgtC(48)、GT-6ファミリー由来ウシα-1,3-ガラ

クトシル転移酵素(49)、これらはグリコーゲンホスホリらラーゼ

と興味深い類似性を示している( 2 8 )。G T - 1ファミリー

Amycolatopsis orientalis GtfBを含む他のファミリーからの酵素は

結晶化された。しかし、糖転移酵素ファミリーの大部分では３

次元構造の標本はない。さらに、ゲノム配列決定によって同定

された推定上の酵素の大部分について機能はほとんど知られて

いない。

このような酵素の多数のオープンリーディグフレームを考

えた時、糖供与体と受容体種がわずかの酵素でしか定義されて

いないことはおそらく驚くべき事ではない。これは大部分が膜

結合している糖転移酵素を手に入れ特性を調べることの難しさ

や、これらの酵素を特徴付ける際の問題を反映している。これ

らの幾つかの酵素の機能を同定するために克服しなければなら

ない合成上の障害は大きい。現在の重要な挑戦の一つはこれら

の酵素の機能を映しだす技術の発展である：Hindsgaulは前端ア

フィニティー技術を刺激的に使用してその部分的な答えを示し

た(29)。しかし配列による分類は、糖転移酵素の構造と機能を指

向する構造的ゲノミクスアプローチに役立っている。転化型糖

転移酵素の研究のために、始原的な転化型糖転移酵素GT-2ファ

ミリーにおいてわれわれはそのような研究を始めた。
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D. Glycosyltransferase Family GT-2
Family GT-2 is one of the largest families of nucleotide-

sugar-dependent glycosyltransferases. The majority of the open-
reading frames in this family encode enzymes of unknown or
putative function, but it also contains some of the most exciting
and important enzymes. These range from those involved in the
synthesis of major polysaccharides such as cellulose, chitin and
hyaluronic acid through to the intricacies of lipopolysaccharides
and bacterial cell-surface O-antigens. It is also, in evolutionary
terms, the most ancient of the inverting glycosyltransferase fami-
lies since it is the only such family present in all genomes se-
quenced to date. The majority of family 2 enzymes which have
been characterised, although displaying a wide diversity of sugar
substrates, use UDP or dTDP sugars as the glycosyl-donor spe-
cies, although the family also contains the GDP-mannose de-
pendent dolichol-phospho-mannose synthases. At the mecha-
nistic level, family GT-2 members are inverting enzymes which
use nucleoside-diphospho-α-D-sugars to generate β-linked prod-
ucts, as shown in  Fig. 4. For many years an enormous number
of questions surrounded this family of enzymes: what was their
mechanism, do they indeed use nucleotide-sugars rather than
lipid-sugars, what was the role of the conserved residues and,
for the polymerising (sometimes called “processive”) members
- did they add the sugar at the reducing or non-reducing end of
the growing chain ? The structure determination of a putative
glycosyltransferase, SpsA, from B. subtilis shed the first “three-
dimensional light” on family 2 (25).

E. The 3-D structure of SpsA from Bacillus subtilis
Whilst many of family 2 enzymes are known to be mem-

brane-bound, SpsA from B. subtilis, may be expressed as a
soluble protein in E. coli (30). It is also one of the smallest fam-
ily GT-2 enzymes and therefore makes an ideal “precursor” sys-
tem for the analysis of complex structure-function relationships
in glycosyltransferase family 2. The spsA gene encodes a puta-
tive glycosyltransferase implicated in the production of the ma-
ture spore-coat during the spore response of B. subtilis (31, 32).
It encodes a protein of 256 amino-acids whose substrate speci-
ficity is undefined but whose sequence has been classified into
family 2. Expression of spsA in sporulating Bacilli is under con-
trol of a σK-dependent promoter activated by the GerE protein
(31). SpsA may be involved in any aspect of the glycosylation
of the spore-coat and sequence comparison gives little indica-
tion of its specificity with an extremely diverse array of activi-
ties associated with the closest homologues. Sequence similar-
ity is found with enzymes involved in teichoic and colanic acid
synthesis, galactose and rhamnose transfer, lipopolysaccharide
production and the synthesis of cellulose and chitin. The sugar
donor and acceptor specificities of SpsA, however, remain un-
known.

D.　糖転移酵素ファミリーGT-2

GT-2ファミリーはヌクレオチド糖依存的糖転移酵素におけ

る最も大きなファミリーの一つである。このファミリーのオー

プンリーディングフレームの大部分はまだ知られていないか又

は推定上の機能をもつ酵素をエンコードしているが、これはま

た最も面白くて重要な酵素も含んでいる。これらはセルロー

ス、キチン、ヒアルロン酸などの主要な多糖合成に関与する酵

素から複雑なリポ多糖や細菌表面のO-抗原に至る物まで含んで

いる。それはまた現在調べられた全てのゲノム配列に存在する

唯一のファミリーなので、進化において最も祖先の転化型糖転

移酵素である。これまでに特徴付けられたファミリー 2 酵素の

大部分は糖基質について広い多様性を示し、またGDP-マンノー

ス依存的ドリコールリン酸マンノース合成酵素も含まれるので

あるが、糖供与体種としてUDPまたはｄTDP糖を使う。機構の

レベルでは図4に示すように、ファミリーGT-2メンバーはβ-結

合生成物を生産するためにヌクレオチド二リン酸-α-D-糖質を

使う転化型酵素である。この酵素ファミリーには膨大な数の疑

問が多年つきまとった：反応機構はどの様になっているのか、

それらは実際に脂質に結合した糖より糖ヌクレオチドを使うの

か、保存された残基の役割は何か、重合性(“連続移動性”とも

呼ばれる)のメンバーにおいては成長鎖の還元又は非還元末端に

糖を付加するのか？ Bacillus subtilis由来の推定上の糖転移酵素

SpsAの構造決定は、ファミリー2において初めて“3次元の光”

を投げかけた(25)。

E. Bacillus subtitis 由来 SpsA の三次元構造

多くのファミリー2 酵素は膜に結合していることが知られて

いるが、B. subtilis 由来の糖転移酵素 SpsA は大腸菌で発現させ

た場合可溶性のタンパク質となる可能性がある(30)。これはGT-

2 酵素の最も小さなファミリーの一つの酵素であり、それゆえ

糖転移酵素ファミリー2の複雑な構造と機能の関係を調べる理想

的な「前駆体」システムである。spsA 遺伝子は B. subtilis が胞

子を形成する際、成熟した胞子の殻の形成に関係すると推定さ

れる糖転移酵素をコードしている(31, 32)。この遺伝子は256アミ

ノ酸から成るタンパク質をコードしており、この配列の基質特

異性は特定されていないが、ファミリー2に分類されている。胞

子形成時、 Bacilli での spsA の発現は GerE タンパク質により活

性化されるσK-依存性プロモーターにより制御されている(31)。

SpsAは胞子の殻形成における糖付加の全ての局面に関与してい

る可能性があり、最も近い同族体でも活性に非常に多様性があ

るため、配列の比較から特異性を推測できない。酵素の配列類

似性はテイコ酸とコラン酸の合成酵素、ガラクトースとラム

ノースの転移酵素、リポ多糖生成酵素、セルロースとキチンの

合成に関わる酵素などに対して見つかった。しかしSpsAの糖供

与体と受容体の特異性はまだ不明である。
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The structure of SpsA was solved by X-ray crystallogra-
phy at a resolution of 1.5Å (25) both in native form and in nucle-
otide complexes with UDP-Mg and UDP-Mn. It has an overall
size of approximately 45 x 40 x 36Å. The 256 amino-acids of
SpsA fold into what may be described as two domains (although
one could also consider that it is a single extended domain). The
first (N-terminal) domain, residues 2–100, forms a typical nucle-
otide-binding domain of 4 central parallel β-strands flanked on
both sides by two α-helices, Fig. 5. The remainder of the struc-
ture, residues 101–256, is composed of a mixed β-sheet flanked
by three helices on one side and one on the other. The C-termi-
nal domain presents an open groove which may be the binding-
site for the acceptor. At the time of structure solution, the only
other available structure for an NDP-sugar transferase was the
DNA-modifying β-glucosyltransferase from bacteriophage T4
(23). The nucleotide-binding domain of SpsA displays some
topological similarity with the T4 enzyme but this similarity
does not extend to the mode of nucleotide-binding, the confor-
mation of the nucleotide or the presentation of potential cata-
lytic residues in the vicinity of the distal phosphate.

In the UDP complexes, the uracil moiety binds in a hy-
drophobic pocket featuring Tyr 11. A number of hydrogen-bond-
ing interactions are important. Asp 39 at the end of strand β-2,
hydrogen-bonds with the N3 of the uracil base. Asp 39 is one of
two aspartates which are “signature” motifs in family 2 (the other
being Asp 99) and whose function has been long speculated upon,
especially in the related cellulose synthase system (33). It pre-
sumably functions to provide specificity for UDP or dTDP do-
nors. In the Mn-UDP complex, a single Mn2+ ion is found lo-
cated between the two phosphates, which in turn interacts with
the protein via Asp 99. This strictly invariant residue lies on β-
strand 4, as was predicted using hydrophobic cluster analysis
(34). It seems likely that the role of this residue is to assist leav-
ing-group departure through coordination of the divalent man-

Asp 39
Asp 191

Asp 99

Mn

Asp 191
Asp 39

Asp 99

Mn

Fig. 5. The 3-D structure of SpsA. This figure was drawn with the MOLSCRIPT program (45).

SpsAの構造は1.5Åの分解能のX線結晶解析によりネイティ

ブな形のものとUDP-MgとUDP-Mn とのヌクレオチド複合体の両

方について解析された(25)。全体の大きさはおよそ45×40×36Å

である。256アミノ酸からなるSpsA は 2 つのドメイン(ひとつの

伸長したドメインであるとも考えられる)に折りたたまれてい
る。この 2 つのうちN末端側の第1ドメインは 2～100 残基から

なる典型的なヌクレオチド結合ドメインであり、図5のように中
央の4つの平行なβ-鎖の両脇に 2 つのα-へリックスが存在する

形になっている。101-256 残基からなる残りの構造は片側に3つ

のへリックス、反対側に1つへリックスを持つ混合β-シートか
ら構成されている。C-末端ドメインは受容体との結合部位であ

る可能性のある開いた溝を形成している。構造が解明された当
時、NDP-糖転移酵素について得られていた他の構造はバクテリ

オファージT4由来のDNA修飾性のβ-グルコシル転移酵素 のみ

であった(23)。SpsAのヌクレオチド結合ドメインはT4酵素と位
相学的にいくつか似ている点があるが、この類似性はヌクレオ

チド結合の様式、ヌクレオチドの立体配座、または末端リン酸
基周辺の潜在的な触媒活性残基の提示にまで拡張されるわけで

はない。

UDP複合体では、ウラシル部分が Tyr 11 による疎水性の
pocket に結合している。ここでは多数の水素結合の相互作用が

重要な役割を持っている。β-2鎖末端のAsp39はウラシル塩基の
N3と水素結合している。Asp39はファミリー2の｢署名｣モチーフ

である 2 つのアスパラギン酸のひとつ(もうひとつはAsp99)で、

その役割は特に関連したセルロース合成酵素系において推定さ
れてきた (33)。それはおそらくUDP または dTDP 供与体に対す

る特異性を与える機能ではないかと考えられている。Mn-UDP

複合体において、1つのMn2+イオンが2つのリン酸の間に局在し
ており、このMn2+イオンは Asp99 を介してタンパク質と相互作

用していることがわかった。この厳密に保存されている残基
は、疎水的クラスター分析により予測されたように第4β-鎖に

存在する (34)。この残基は2価の Mn2+イオンに配位することで
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ganese ion. Mutation of the equivalent of Asp 99 in Acetobacter
xylinum cellulose synthase led to loss of cellulose synthase ac-
tivity, implying a critical role in catalysis (33). In SpsA, Asp 99
forms a “DD” motif (Asp 98 binds to the ribose hydroxyls) which
is equivalent to the “DxD” motif displayed by many
glycosyltransferases (35). We can safely say that the “DxD” motif
will frequently be involved in coordinating the divalent metal
and /o r  t he  r i bose  i n  many  o the rwi se  un r e l at ed
glycosyltransferases.  A note of caution is important here. The
majority of open-reading frames on the sequence databases con-
tain DxD motifs. Therefore, a DxD motif alone is not indicative
of a glycosyltransferases and many of the DxD motifs found in
glycosyltransferases may be fortuitous and not involved in Mn2+

binding at all. Furthermore, since some “DxD” motifs exist as
“DDx”, “DDD” and “DxDD” the exact details of the ribose and
metal ion coordination, and the relative importance of each as-
partate, will vary in each particular case.

F. SpsA – a Model for Family 2 Glycosyltransferases ?
The Mn-UDP complex of SpsA may be interpreted in

light of the known sequence conservation within family 2. The
vast majority of sequence conservation in family 2 is in the N-
terminal nucleotide-binding domain, residues 2–100. Three clus-
ters of invariance are of interest. These involve residues in di-
rect contact with the NDP donor. Tyr 11 is involved in stacking
with the nucleotide base, Asp 39 in UDP binding and Asp 99
sits adjacent to the distal phosphate where it coordinates the
leaving-group Mn2+ ion, described above, Fig. 6. The inverting
mechanism is generally believed to require an additional cata-
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Mn2+

Asp 39

Asp 98Asp 99

Asp 191

putative
sugar donor

Together these residues form a D(x)D motif
frequently seen in glycosyltransferases.

Fig. 6. Selected interactions of SpsA with UDP-Mn. Family GT-2 “signature” conserved aspartates are shown.

脱離基の遊離を助ける働きを持つと考えられる。Acetobacter

xylinum のセルロース合成酵素中の等価な Asp99 を変異させる

とセルロース合成活性が小さくなったことから、触媒において

重要な役割を持つことがわかった(33)。SpsAにおいて、Asp99は

「DD」モチーフ(Asp98がリボース水酸基に結合する)を形成し

ていて、これは多くの糖転移酵素で見られる｢DxD｣モチーフと

等価である(35)。「DxD」モチーフは他の点では異なる多くの糖

転移酵素において、しばしば二価金属やリボースの配位に関わ

るということが言える。注意しなければならないのはここであ

る。配列データベース中のオープンリーディングフレームの多

くは DxD モチーフを含んでいる。よってDxD モチーフだけで

は糖転移酵素なのかどうかがわからず、糖転移酵素で見つかっ

ている多くの DxD モチーフはMn2+イオンが全く結合しない偶然

のものであるのかも知れない。さらに、「DxD」モチーフのい

くつかが｢DDx｣､「DDD」､「DxDD」として存在していることに

より、リボースや金属イオン配位の詳細や、各アスパラギン酸

の相対的な重要性はそれぞれの場合で異なっているであろう。

F. SpsAはファミリー2糖転移酵素のモデルとなるか？

SpsAのMn-UDP複合体についてはファミリー2酵素において

保存されている配列を参照することで解明される可能性があ

る。ファミリー2で保存されている配列の大半はN末端の2-100残

基のヌクレオチド結合ドメインに存在している。変異のない3つ

のクラスターが興味深い。これらはNDP供与体と直接接触する

残基を含んでいる。Tyr 11はヌクレオチド塩基とのスタッキング

に関与しており、図 6 に示すようにAsp 39はUDP結合に、また

Asp 99は末端リン酸と隣接して上記の脱離基のMn2+ イオンに配
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lytic base (expected to be a deprotonated Asp or Glu residue) to
activate the sugar acceptor species for nucleophilic attack. In
SpsA a candidate for a general base is much more difficult to
identify. The C-terminal domain is much less conserved than
the N-terminal region. Sequence alignments point to Asp 191 as
the most likely base, but they may not be interpreted with confi-
dence.

The 3-D structure reveals 4 potential bases in approxi-
mately the correct physical location to actiavate a sugar accep-
tor. These are the “triad” of Asp 158, His 159 and Cys 160 and
Asp 191. None of the residues of the Asp, His, Cys triad appear
to be conserved, although we must stress that sequence align-
ments in this region are difficult to interpret with any great cer-
tainty. Geometrically Asp 191 is in an ideal location in the 3-D
structure and it interacts with a glycerol molecule in a way that
may be analogous to its coordination of the natural sugar accep-
tor. Additionally, iterative sequence searches with PSI-BLAST
(36) suggest that this residue may be conserved throughout family
2, but again sequence alignments may not be interpreted with
great confidence. At the time of structure solution (25) we there-
fore proposed that Asp 191 may function as the base in SpsA. A
variety of recent studies lend weight to this proposal. Equiva-
lently positioned bases are found in the family GT-28 bovine β-
galactosyltransferase structure (26), in the rabbit N-
acetylglucosamine transferase from family GT-13 (46); and in
the human β-glucuronyltransferase (47) from family GT-43. The
human family GT-43 enzyme shows the sugar acceptor hydro-
gen-bonding to this base in a perfect position for nucleophilic
attack on the sugar donor (47). Site-directed mutagenesis of the
Sinorhizobium meliloti glucosyltransferase, ExoM, by Geremia
and colleagues confirms the roles for the equivalents of Asp 39,
Asp 99 and Asp 191 in this related enzyme (37). The structural
and functional similarities of the various inverting
glycosyltransferase families have recently been reviewed(50, 51).
Furthermore, site-directed mutagenesis of the Sinorhizobium
meliloti glucosyltransferase, ExoM, by Geremia and colleagues
confirms the roles for the equivalents of Asp 39, Asp 99 and Asp
191 in this related enzyme (37).

G. Reducing or Non-Reducing End Elongation ?
The enzymatic synthesis of polysaccharides, including

the world’s most abundant polymer cellulose, remains an ex-
tremely controversial area. Two schools of thought exist for the
direction of synthesis. Pulse-chase experiments, using (α-linked)
UDP-[14C]Glc together with various membrane fractions from
A. xylinum, demonstrated that the labelled compound was chased
into the water-soluble fraction of the polymer, away from its
reducing-end, during synthesis. This was interpreted with a
scheme in which cellulose is extended by addition at the reduc-
ing-end (38). In order to maintain the β-linked stereochemistry
of the product, a model in which cellulose synthase transfers

位する。転化機構には糖受容体種を活性化して求核攻撃を起こ

させる触媒塩基(脱プロトン化したAspまたはGlu残基)が必要と

考えられている。SpsAにおいて一般的な塩基の特定はかなり難

しい。N-末端領域に比べ、C-末端ドメインは保存されていな

い。配列の整合性から、Asp191 は塩基として用いられている可

能性が最も高いが、確証はない。

三次元構造から、糖受容体を活性化するために物理的にほ

ぼ正しい位置にある潜在的な塩基が 4 つ見つかった。これらは

Asp158、His159、およびCys160の「三つ組」とAsp191である。

この部分の配列の整合は困難であるため、確信を持って解釈す

ることができないが、このAsp、His、Cysの三つ組の残基はいず

れも保存されていないようである。幾何学的にAsp191は天然の

糖受容体に対する配位と類似した形でグリセロール分子と相互

作用するのに理想的な三次元構造上の位置にある。加えて、ψ-

BLASTによる反復配列検索(36)により、この残基はファミリー2

全体で保存されていることが示唆されるが、配列の整合 からは

十分信頼できる解釈はできない。構造が解明された時期に(25)、

我々はそこからAsp191がSpsA中で塩基として機能することを提

案した。近年の様々な実験からもこの提案を支持する結果が出

ている。GT-28ファミリーのウシβ-galactosyltransferase構造(26)

, GT-13ファミリーのウサギN-acetylglucosamine transferase(46),

GT-43ファミリーのヒトβ-glucuronyltransferase(47)中に等価な位

置にある塩基が発見された。ヒトのGT-43ファミリー酵素の構造

から、糖受容体がこの塩基に水素結合することで糖供与体に求

核攻撃するために完璧な位置になる事が示された(47)。Geremia

とその同僚達によるSinorhizobium meliloti のグルコシル転移酵素

ExoMの部位特異的突然変異誘発により、この関連酵素における

Asp39、Asp99、Asp191の等価残基の役割が明らかになった

(37)。様々な転化性糖転移酵素ファミリーの構造および、機能的

類似性は最近総説が著された (50､51)。さらに、Geremiaとその

共同研究者に依るSinorhizobium meliloti 由来のグルコシル転移酵

素 ExoM の部位指定変異体から、この関連した酵素における

Asp39、Asp99、およびAsp191の等価物の役割が確証される

(37)。

G. 伸長していくのは還元末端か非還元末端か？

世界でもっとも豊富に存在するポリマーであるセルロース

など多糖の酵素合成にはまだ論争のさかんな部分がある。合成

の方向性についての考えには 2 つの学派 が存在する。(α-結合

した) UDP-[14C]Glc とA.xylinum 由来の様々な膜画分を用いたパ

ルス-チェイス実験により、標識化合物は合成中にその還元末端

から離れた位置で多糖の水溶性画分中に追跡された。このこと

からセルロースは還元末端において付加されて伸長していく図

式が考えられる(38)。生成物のβ-結合立体化学を保つようなモ
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glucose between lipid-pyrophosphate intermediates was invoked.
Conversely, electron crystallographic analysis of cellulose crys-
tals which were both eroded at their non-reducing end by CBH
II and Ag-stained at their reducing-end, demonstrated the orien-
tation of the chains (“parallel-up”) with respect to the long axis
of the crystal (39). Following this, the direction of cellulose syn-
thesis could be demonstrated by microdiffraction and tilt ex-
periments alone. These experiments indicate a model in which
cellulose is extended at the non-reducing end. Similar experi-
ments also suggest a non-reducing end elongation for chitin syn-
thesis (40). Recently, elegant work using pNPGlcNAc as an ar-
tificial glycosyl acceptor species has conclusively demonstrated
that the family 2 nodulation factor, NodC, elongates the poly-
mer at the non-reducing end by direct transfer to O-4 of the
acceptor (41), Fig. 7. Lipid intermediates are not used.

At the 3-D level, although one must be cautious since
the catalytic function of SpsA has not been demonstrated, the
sequence similarity of SpsA to cellulose and chitin synthases
and the NodC factor allows us to comment on the two models.
The SpsA structure lends no support to a model involving lipid
intermediates or elongation at the reducing-end. In order to
maintain the correct stereochemistry, the Han and Robyt model
demands that cellulose synthase is not a UDP-Glc transferase,
but instead is involved in the shuttling of glucose between lipid
pyrophosphate intermediates. Whilst similar mechanisms exist
for other polymers, their role in cellulose synthesis must be ques-
tioned. Cellulose synthase sequences show strong sequence simi-
larity with known NDP-dependent transferases, indeed it is this
similarity that is the defining feature of glycosyltransferase fam-
ily 2 (8). The SpsA structure confirms that the majority of the
sequence conservation is observed in residues in intimate con-
tact with the nucleotide moiety (either UDP or dTDP in the case
of SpsA). Mutation of the equivalents of Asp 39 or Asp 99 re-
sults in loss of activity (33). It seems unlikely that family 2 en-
zymes would display strong similarities to known UDP-sugar
transferases and possess invariant and catalytically-essential resi-
dues known to bind UDP on other systems, were it not involved
in UDP binding itself. The direct observation of growing cellu-
lose and chitin chains (39, 40), taken together with sequence
conservation in family 2, the structure of SpsA (25), and direct

O

O

O
O

UDP

NO2

O O OO O

NO2

H

Fig. 7. Family GT-2 catalysed transfer of UDP glycosides to a pNP acceptor species demonstrating the direct non-
reducing end transfer. This has been shown for the synthesis of pNP-chitooligosaccharides by recombinant NodC, for example (41).

デルとして、セルロース合成酵素がグルコースを脂質-ピロリン

酸中間体間で転移するという反応モデルがひねり出された。逆

に、CBH IIにより非還元末端を侵食され、還元末端で銀染色し

たセルロース結晶の電子線結晶回折により、結晶の長軸に対す

る鎖の配向(上向き平行)が示された(39)。その後、セルロース合

成の向きが 微量回折法 と傾斜実験により解明された。これらの

実験からセルロースが非還元末端から伸長していくモデルが示

唆される。類似した実験からキチン合成においても非還元末端

から伸長していく事が示唆された (40)。近年pNPGlcNAc を人工

の糖受容体として用いるエレガントな実験により、ファミリー

2 根粒形成 因子NodCが図7のように、受容体のO-4に直接転移さ

せて高分子を非還元末端で伸長させていくことを最終的に示し

た(41)。その際、脂質中間体は用いられない。

3次元レベルでは、SpsAの触媒機能が例証されていないので

慎重になるべきではあるが、SpsAとセルロース、キチン合成酵

素やNodC因子との配列相同性によって 2 つのモデルについてコ

メントできる。SpsA構造は脂質中間体または還元末端での伸長

に関与するモデルを支持しない。正しい立体化学を維持するた

めに、HanとRobytのモデルはセルロース合成酵素はUDP-Glc転

移酵素ではなく、代りに脂質ピロリン酸中間体間でグルコース

を往復させることに関与していると主張している。類似したメ

カニズムが他の高分子に対して存在しているが、セルロース合

成でのそれらの役割は疑問視されるべきである。セルロース合

成酵素は既知のNDP-依存的転移酵素と強い配列類似性を示し、

実にそれが糖転移酵素ファミリー 2 の特徴を定義する類似性で

ある(8)。SpsA構造では大部分の配列保存がヌクレオチド部分

(SpsAの場合UDPまたはｄTDPのどちらか)と親密に接触する残

基で観察されるたことが確かになった。Asp39またはAsp99の等

価物の突然変異は活性の減少を引き起こした(33)。ファミリー2

酵素は既知のUDP-糖転移酵素と強い類似性を示したり、他の系

においてUDPと結合することが知られている変異の少ない触媒

的必須残基を持っているようには思われず、UDP結合それ自体

には関与していないのではないか。伸長しているセルロースや

キチン鎖の直接観測(39、40)、ファミリー2における配列保存、
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observation of the direction of polysaccharide elongation on
numerous family 2 enzymes (for example 41, 42, 43) therefore
strongly supports a model in which family 2 enzymes extend
the polymer at the non-reducing end by direct transfer of the
sugar from the nucleotide-donor to the acceptor.

H. The Polymerising Transferases: One or Two Catalytic

Centres ?
The second unresolved controversy in family GT-2 re-

mains the nature and action of the “polymerising” transferases.
These enzymes are able to use the product of one addition as the
acceptor for the next, and so polymerise the growing polysac-
charide chain. Examples are cellulose synthase, chitin synthase,
the root nodulation factor NodC and hyaluronan synthases. These
enzymes are frequently termed “processive” or “polymerising”
transferases in the literature, implying that they physically main-
tain a growing chain whilst performing numerous catalytic
events. Since this has never been conclusively demonstrated and,
furthermore, recombinant NodC demonstrably releases single
addition products (41), we prefer to use the more conservative
term “polymerising” transferases. The question with these en-
zymes is whether they possess a single catalytic centre or two
distinct centres. The dual active centre model is very seductive:
it could explain how polymerising enzymes add two monosac-
charides in different orientations (to satisfy the 180º rotation
between adjacent monosaccharides in the structure of chitin and
cellulose) and could also explain the alternating addition of two
different monosaccharides with different linkages in hyaluronan.
The seductive features of this model have led to its widespread
and rapid acceptance. Yet, whilst alluring we should remember
that there is, as yet, no experimental evidence to support it, and
very much against.

Early sequence work on these enzymes identified two
distinct “domains” in the polymerising family 2 transferases
termed A and B (34). On the basis of sequence conservation
within the respective “domains” (D…..DxD in domain A  and
D……QxxRW in domain B) it was postulated that the
polymerising transferases possessed two catalytic centres and
that it was these two active sites that generated their many unique
properties. The dual-addition model is based upon the belief that
any single catalytic centre required just two acidic (aspartates in
this case) amino acids, one to coordinate a divalent metal ion
and another to act as a catalytic base for activation of the sugar
acceptor, Fig. 4. Hence, conserved Asps in two distinct “do-
mains” could easily be interpreted in terms of  two catalytic
centres. Furthermore, the second motif (D……QxxRW) ap-
peared only to be present in the polymerising enzymes which
again suggested that it may represent the second catalytic cen-
tre.

Viewed in light of the SpsA structure, and other recent
evidence, this dual addition model is less convincing. Firstly,

SpsAの構造(25)および多数のファミリー2酵素における多糖伸長

方向に関する直接観測(例えば41、42、43)は、それゆえにファミ

リー2酵素がヌクレオチド供与体から受容体に直接糖転移して非

還元末端でポリマーを伸長させるモデルを強く支持している。

H. 重合性転移酵素：触媒中心は１つまたは２つ？

ファミリーGT-2に関する2つめの未解決の論争は“重合性”

転移酵素の性質と作用である。これらの酵素は1回の付加による

生成物を次へのアクセプターとして使うことが可能で、そうし

て伸長多糖鎖を重合していく。例として、セルロース合成酵

素、チキン合成酵素、根粒形成因子NodC、ヒアルロン酸合成酵

素がある。これらの酵素はしばしば文献では“連続移動性”ま

たは“重合性”転移酵素と呼ばれており、多数の触媒作用を行

う一方で物理的に伸長鎖を保持することを示している。これは

確証されておらず、さらにリコンビナントNodCは明白に単一の

付加生成物を放出するので(41)、より保守的な用語“重合性”転

移酵素を使用することを選んだ。これらの酵素に関する疑問は

1つの触媒中心を持つのか、2つの個別の触媒中心を持つかであ

る。二元的な活性型中心モデルは非常に魅力的である：それは

どのようにして重合性酵素が異なる配向で2つの単糖を添加する

かの説明を可能にし(キチンとセルロース構造における近接した

単糖間の180°回転を満足させる)、またヒアルロナンで2つの異

なる単糖が異なる結合で交互に付加することを説明することも

可能である。このモデルの魅力的な性質は広く行きわたり、急

速に受け入れられた。しかし、魅力的な一方でまだそれを支え

る実験的な証拠がなく、これに反するものがたくさんあること

を忘れてはならない。

これらの酵素についての初期の配列研究は、重合性転移酵

素ファミリー2においてAとBと呼ばれる2つの別々の｢ドメイン｣

を同定した(34)。それぞれの｢ドメイン｣の中での配列保存(ドメ

インAのD...DxDとドメインBのD...QxxRW)を基礎に、重合性転

移酵素は2つの触媒中心を持ち、多くのユニークな性質を生じる

のはこれらの 2 つの活性部位であるということが考えられる。

二元的な付加モデルは、図4のようにどちらの触媒中心でもちょ

うど 2 つの酸性アミノ酸(この場合アスパラギン酸塩)が必要で

あり、一方は２価金属イオンに配位結合するためで他方は糖受

容体の活性化のために触媒塩基として働くという信念に基づい

ている。この理由から、2つの別々のドメインで保存されたAsp

は容易に2つの触媒中心であると解釈される。さらに、2番目の

モチーフ(D...QxxRW)は重合する酵素にだけ存在することが分

かったので、それは2番目の触媒中心であるという可能性が再び

示唆された。

SpsAの構造や他の最近の証拠を見るとこの二元的付加モデ

ルの説得力が弱まる。第一に、連続移動性転移酵素のドメイン
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domain A of the processive transferases clearly equates to the
N-terminal nucleotide-binding domain of SpsA alone. The roles
for the D39…D98(x)D99 motif are clearly demonstrated and the
similarity between SpsA and the cellulose, chitin and hyaluronan
synthases over this region is convincing. The first tenet of the
dual addition model is therefore unsound: a single catalytic cen-
tre requires, in this case, more than two acidic amino-acids – the
whole of the D….DxD motif is used merely to bind a single
UDP-Mn molecule. This leads us to propose that the first do-
main “A” of cellulose synthase and related family 2 enzymes is
simply the nucleotide-binding domain and that it, alone, does
not constitute a viable catalytic centre. Furthermore, the clear
implication from this is that the catalytic base of SpsA is de-
rived from the C-terminal domain, with strengthening evidence
pointing to Asp 191. In this case, the D…DxD…D motifs of the
polymerising enzymes most likely only represent a single cata-
lytic centre. Indeed, BLAST searches do indicate, albeit with
low confidence, that the “B Domain” D from the D…QxxRW
motif of cellulose synthase is equivalent to Asp 191 of SpsA.
This leaves just the QxxRW motif of polymerising transferases
as unique to them and these authors admit that they can offer
little speculation on its function at this time.

Other considerations also lead us to doubt a twin active
centre model. Domains A and B of the polymerising enzymes
occupy a “space” of approximately 230 amino-acids. Yet this is
the same size as the smallest family 2 member. It seems un-
likely to these authors that polymerising enzymes squeeze two
distinct catalytic centres into the same 3-D space that is used by
the smallest single addition enzyme. What little experimental
evidence that exists also argues against a twin catalytic centre
model.  Furthermore recombinant NodC performs repeated single
additions (41): both odd and even sized oligosaccharides are
released by the enzyme. There is no evidence, in that case, for a
concerted dual addition as predicted by the twin active centre
model.

Some enzymes, however, do clearly possess two tandem
family 2 catalytic domains. The hyaluronan synthase from
Pasturella multicoda (42) clearly contain two repeats of an SpsA-
like enzyme in an approximately 900 amino-acid protein. These
enzymes do not display the so-called “processive” QxxRW motif.
It is clear that this area of polymer synthesis is extremely com-
plex and it is not surprising that controversy exists, especially
with so little experimental information. These authors see no
reason to invoke a twin centre model to generate the structural
repeating unit of cellulose, with adjacent monosaccharides re-
lated by 180º.  Yet, the synthesis of hyaluronan does pose prob-
lems for a single active-centre model. This polysaccharide con-
tains alternating β-1,4 N-acetylglucosamine and β-1,3 glucu-
ronic acid. How such a polysaccharide is synthesised remains a
mystery. The 3-D structure of a polymerising family 2 enzyme
would help advance the field considerably.

Aは明らかにSpsAだけのN末ヌクレオチド結合ドメインに匹敵す

る。D39/D98(x)D99モチーフの役割ははっきりと示されていて、

SpsAとセルロース、キチンとヒアルロナン合成酵素の間でこの

領域についての類似性は納得がいくものである。最初の二元付

加モデルはそれゆえ信頼性がない：単一の触媒中心はこの場合

には 2 以上の酸性アミノ酸を要求する-すなわちD...DxDモチー

フ全体がUDP-Mn 1分子を結合するためだけに用いられる。セル

ロースシンターゼや関連するファミリー2酵素の第一ドメイン

"A"は単にヌクレオチド結合ドメインでそれだけでは活性な触媒

中心を形成しない。さらにこのことはSpsAの触媒塩基はC-末端

ドメインから得られることをはっきりと意味しており、Asp 191

を指し示す証拠が強まる。この場合には、重合酵素の

D...DxD...Dモチーフは単一の触媒中心であることだけを示して

いるようだ。実際、BLAST検索によって低い信頼性ではある

が、セルロースシンターゼの"Bドメイン"のD...QxxRWモチーフ

のDはSpsAのAsp 191に等価である。このことはQxxRWモチーフ

だけが重合性転移酵素にユニークなものであって、われわれは

現時点ではその機能についてほとんど推定できないことを認め

る。

他の考察からは 2 つの活性中心モデルも疑われる。重合酵

素のドメインAとBは約230アミノ酸残基の空間を占有する。な

んとこれは最小のファミリー2メンバーと同じサイズである。最

小の1つの付加酵素が使用するのと同じ大きさの 3 次元空間に、

重合酵素が2つの別個の触媒中心をつめ込むとは考えにくい。2

活性中心モデルについて議論するには実験的な証拠がほとんど

得られていない。さらに組み換えNodCは 1 回の付加を反復して

行う(41)：この酵素によってサイズが奇数と偶数の両方のオリゴ

糖鎖が遊離される。この場合には2活性中心モデルによって推測

されるような協奏する 2 重付加の証拠はない。

しかしながらいくつかの酵素では 2 つのタンデムなファミ

リー2触媒ドメインを明らかに有する。Pasturella multicodaからの

ヒアルロナンシンターゼ(42)は約900アミノ酸タンパク質中に

SpsA様の 2 回リピートを明らかに含む。これらの酵素はいわゆ

る"連続移動的"なQxxRWモチーフは示していない。ポリマー合

成のこの分野は非常に複雑で、特に実験的情報がほとんどない

ときには逆説も存在することが驚きではない。隣接する単糖が

180度の関係にあるセルロースの構造くり返し単位を生じるのに

２中心モデルを呼び出す理由がわれわれには見つからない。ヒ

アルロナン合成は単一活性中心モデルに対して問題を提起す

る。この多糖鎖はβ-1,4N-アセチルグルコサミンとβ-1,3グルク

ロン酸を交互に含んでいる。このような多糖鎖が合成される道

筋には不明な点が残っている。重合性ファミリー 2 酵素の3次元

構造がこの分野を進歩させるのに相当役立つだろう。
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F. Structural Glycobiology – Future Directions
We have reviewed advances in our knowledge of the en-

zymatic synthesis of di-, oligo- and polysaccharides, both by
glycosyltransferases and mutant hydrolytic enzymes termed
“glycosynthases”. It is clear that many questions remain unre-
solved. For example, little is known of the mode of action of
retaining glycosyltransferases: do they perform catalysis via a
covalent intermediate and if so, what is the nature of this inter-
mediate ? How do the polymerising transferases work ? What
are the structures and mechanisms of the remaining 40 or so
different sequence-based families, and how many of these will
form “clans” of related 3-D structures despite low or insignifi-
cant sequence similarity. Recent results suggest a number of these
enzymes form clans of related structures. In the post-genomic
era, how will we tackle the enormous challenge of functionally
characterising the numerous gene products of unknown func-
tion and how might we exploit these enzymes for medical and
industrial benefit ?  Evidence from the glycoside hydrolase field
suggests that the future lies with a synergistic approach in which
bioinformatics is used closely with structural biology, synthetic
chemistry and enzymology: the results are keenly anticipated.
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