
第2章 放 線 菌 (Streptomyces olivaceoviridis E-86) 由 来 キ シ ラナー ゼ の 結 晶構 造解 析

結晶化が成功 しX線 回折デー タが得 られた ら、構造解析 の手順 とな る。類縁 の蛋 白質 の立体

構造 が既 に決定 されてお り、そ の蛋白質 との相 同性が充分 にあれば、その構造 を利用 して分子

置換 法 によ り構造解 析が可能 とな る。 しか し、そ うでな い場合 は、重原子同形置換法か多波長

異常 分散法 による位相 決定を行 う必要が ある。重原子誘導体結 晶の調製に使 われ る代表的な重

原子 は、水銀、 白金 、金、ウ ラン、サマ リウムな どで あ り、それぞ れの原子 につ いて何種類 も

の試薬 が試 されて いる。重原 子同形置換 法では、結晶の同形性 を保 ったまま、重原 子が結晶中

にある程度 の 占有率 をもって結合 しな けれ ばな らない。十分 に位相決定す るためには、重原子

誘導体結 晶データが複数 ある ことが望 まれ る。本研究 で も初め に重原子 同形置換法 を念 頭 に置

き、重原子誘導体結 晶の調製を試みたが、残念 なが ら有効な重原子誘導体が得 られなかった。

1994年 に構造解析 されたGH10キ シラナーゼ の構造は、厳 しい研究競争のため、Protein Data

Bank (PDB) に登録 された座標データはCα原 子 のもので あった り、公 開がholdさ れていた り

してお り、分 子 置 換 法 に適 用 で き る もの で は な か っ た。1996年 に相 次 いでPseudomonas

fluorescens (現在Cellvibrio japonicus)(XYLA; Harris et al., 1996), Cellulomonas fimi (Cex; White et

al,, 1996) 由来キ シラナーゼ の触媒 ドメイ ンの結晶構造 が更新 され 、座標デー タが使用できるよ

うにな った。FXYNの 触媒 ドメイ ンとの相同性 は30-40%で あ り、触媒 ドメイ ンにつ いては分子

置換法が応用で きると考 え られたため、構造解析に着手する ことにした。

33



2-1 方法

分子置換法

FXYNの 調製 、結 晶化 、データ測定 は第1章 に示 した とお りで ある。分子置換 法は、FXYN

の全体 構造 に対す る既構造決定 モデ ルが存在 しなか ったため、触 媒 ドメイ ンの構造 のみ をター

ゲ ッ トモデル として分子置換法 を試み る ことに した。 まず、Streptomyces lividans XlnA (1xas) の

触媒 ドメイ ンのCαモ デル (Derewenda et al., 1994) とCellulomonas fimi Cex (2exo) の触媒 ドメイ

ンの全構造 (white et al., 1996) をもとに、プ ログラムQUANIAパ ッケー ジ (Accelrys) の中の

MODELERを 用い、FYXNの 触 媒 ドメイ ンの分子モデル を作 製 し、 これを分子置換法 のサーチ

モデル とした。分子置換法 の回転関数、並進関数探査 はCCP4プ ログラムパ ッケー ジ (Collaborative

Computational Project, 1994) の中の プログラムAMoReを 用 いた (Navaza, 1994)。8～3.5 A分 解

能 のデー タ を用 いた 回転 関数探査 で は2つ の突出 した解が得 られ 、そ の相関係 数はそれ ぞれ

0.125, 0.117で あった (Table 2-1)。 まず 、高い方 の解 に対 し並進探査 を行 い、相関係数0.150、R-

値53.4%の 解 を得 た。本 結晶は非対称単位 中に2つ の分子 を含 むので、最 初に得 られた解 を固

定 し、2番 目に高い回転関数の解 に対 して更 に並進探査を行 った。そ の結果、相関係数0.252、

R-値51.0%の 解 を得 た。最終的に10～3 A分 解能 のデータに対 し解 の精密化を行 い、相関係数

0.521、R-値46.6%と い う結果が得 られた。

モデル構築 と精密化

分子置換法 の解 を作 製 した触媒 ドメイ ンのモデルに適用 し、2分 子の触媒 ドメイ ンの座標 を

作製後 、プログラムX-PLOR (Brunger et al., 1987) のsimulated annealingを 行い、そのモデル を
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もとに電子密度図を作製 した ところ、モデル に一致 した電子密度 図が得 られた。モデルの表示、

修正 はプログラムQUAMA (Accelrys) を用 いた。2Fobs-Fcal, 電子 密度図、及びFobs-Fcalc電 子 密

度図に従 って、触媒 ドメイ ンモデルの修 正を行 い、 プログラムX-PLORに よる精密化 を行 うこ

とを5サ イ クル繰 り返 し、その結果、2.5 A分 解能での結晶学的R-因 子が32.4%ま で改 善され

た。FreeR-因 子の計算には、データの約5%を ランダムに抽 出した (Brunger, 1992)。

十分 に触媒 ドメイ ンのモデル を精密化 した後 、作製 したFo-Fc電 子密度 図にはXBDと 思わ

れ る電子 密度 の塊が確認 され た。 また、2Fobs-Fcalc、3Fo-2Fc電 子密度 図で 、触媒 ドメイ ンの近

くにTrp残 基 の電子 密度 図が確認 された (Fig. 2-1)。 このTrp残 基 を中心にモデル を注意 深 く

構築 していき、モデル を加えなが ら位相の改良を進めていった結果、最終的 にXBDの313-436

番 目の アミノ酸 のモデルの構築 に成功 した。 リンカー部分 の電子 密度図は最後 まで観察 され な

かった。そ の後 も、電子密度 図を更新 しなが ら、モデル の精密化 、水分子の追加 を行 い、最終

的 に1.9 A分 解能のデー タまで精 密化 を拡張 した。 モデルは、プログラムProcheckに よ り確認

し (Laskowski et al., 1992)、 グリシン以外のア ミノ酸の うち88.7%がRamachandran図 (Fig. 2-2)

(Ramachandran & Sasisekharan, 1968) のmost favorable領 域 、11.3%がadditional allowed領 域 に帰

属 された。最終的な精 密化 の統計値 をTable 2-2に 示す。

構造 モデルの座標はPDBに 登録 した (PDB code lxyf)。
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2-2 結果

全体構造

FXYNの 結 晶構造 を、分子置換法で1.9 A分 解能で決定 した (Fig. 2-3)(Fujimoto et al., 2000)。

構造モデルは、結晶学的R-因 子19.7%、Free-R-因 子24.2%ま で精密化 された。最終モデルは、

非対称単位 中に2分 子 を含み 、そ の2分 子間の二乗根平均誤差 は、触媒 ドメイ ンとXBDの 両

方の全原子 に対 して0.54 Aと 計算され 、非対称単位 中の2分 子はほぼ同じ構造 を とって いると

いうことが確認された。触媒 ドメインはN末 端か ら303番 目の アミノ酸 まで、XBDに ついては

313番 目か らC末 端436番 目までのアミノ酸のモデル を同定 した。触媒 ドメイ ンは、他のGH10

キ シラナー ゼ と同様、(β/α)8-バレル (TIM-バ レル) か らな ってお り、 これは多 くの糖分解 酵素

によ く見 られる構造 である。活性 ク レフ トは、 このTIM-バ レル の中心 にあるβ-バレルのC末 端

側 に存在 し、触媒 ドメイ ンをほぼ2:1に 分 けるよ うに全体 に走って いた。XBDは サブ ドメイ

ン α、 β、 γの3つ のサ ブ ドメイ ンか らなる3回 繰 り返 し配列で できた球状 ドメイ ンで あ り、

その構造 はMurzinら によ って提唱 されたβ-trefoil構造 に類似 して いた (Murzin et al., 1992)。 両

ドメイ ンをつな ぐリンカー はPro/Glyリ ッチな ものであ り、その うちの9残 基 については電子

密度 は見えず、構造 は同定されなかった。

触 媒 ドメイ ンの構 造

触 媒 ドメ イ ンを 作 るTIM-バ レ ル のβ-ス トラ ン ド、及 び α-ヘ リッ クス をそ れ ぞ れCβ1-Cβ8、

Cα1-Cα8と 命 名 した (Fig. 2-3, 2-4)。Asp301ま で がTIM-バ レル のCα8に 属 す る ので 、触 媒 ド

メイ ンはN末 端1残 基 目か ら301番 目 のAsp301ま で と した 。 触 媒 ドメ イ ン 中 に は、TIM-バ レ
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ル の8つ のα-ヘ リ ッ クス 以 外 に3つ の α-ヘ リッ クス が 存 在 した 。 また 、 他 のキ シ ラ ナ ー ゼ と同

様 、cis-ペ プ チ ド結 合がCβ3中His81-Thr82の 間 に存 在 し、特 殊 な β-バル ジ構 造 を形 成 して いた 。

ジ ス ル フ ィ ド結 合 は2つ 存在 し、Cys168-Cys201がCβ5-Cβ6間 を、Cys254-Cys260がCα7-Cβ8

間 をそ れ ぞ れ結 ぶ もの で あ っ た。本 酵 素 の触 媒 ドメイ ンは 、同 じGH10キ シ ラナ ーゼ の 中で も、

Penicillium Simplicissimumの キ シ ラナ ーゼ (Schmidt et al., 1998) と と も に、301残 基 と い う最 も

短 い タ イ プ にな る。

触 媒 活 性 ク レフ トは 、TIM-バ レ ル の 中心 に あ るβ-バ レル のC末 端 側 に存 在 し、 そ の 中 心 に あ

る2つ の グル タ ミン酸 、Cβ4上 のGlu128とCβ7上 のGlu236が 触 媒 残基 で ある と考 え られ た (Fig.

2-5)。

キ シラン結合 ドメイ ン

XBDは 、2つ のス トラ ン ドでで きたヘ アピ ンが6つ 、 あるいは α、 β、 γの3つ のサ ブ ド

メイ ンか らなる3回 繰 り返 し配列が、疑似3回 軸周 りに集 まって できた球状 ドメイ ンで あ り、

その構造 はMurzinら によって提唱 されたβ-trefoil構造に類似 していた (Fig. 2-6, 2-7)(Murzin et

al., 1992)。 この構造 は疎水 ア ミノ酸残基が 中心 に集 まるよ うにで きたシ リンダー状 の疎水コア

を もって お り、3つ のサ ブ ドメイ ンか ら集 まったTrp残 基 、Leu残 基、Ile (サ ブ ドメイ ンβで

はleu) 残基が上部層 コアを、Leu、Leu (サブ ドメイ ンβで はIle)、Val (サブ ドメイン γではIle)

が下部 層コア を形成 して いる (Fig. 2-8)。3つ のサ ブ ドメイ ンは 同 じ様 な構造 を とってお り、

サ ブ ドメイ ン間の二 乗根平均 誤差は、Cα原 子 に対 して、1.75 (α-β)、1.62 (β-γ)、 およ

び0.71 A (α-γ) と計算 された。

このXBDの 構造は、植物毒 素の リシ ンやアブ リン等のガ ラク トース結合 レクチ ンとして知
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られているもののB鎖 とほぼ同 じ構造である (Rutenber et al., 1987; Tahirov et al., 1995)。 これ ら

の レクチ ン蛋 白質 のB鎖 は、3回 繰 り返 し球状 ドメイ ンが さ らに直列に2つ 並んだ構造 を持 っ

て いる(Fig. 0-10)。XBDと これ らの レクチ ン構造 を比較 して も、疎水 コアを中心 に非 常によ

く類似 してお り (Fig. 2-7)、 アミノ酸配列の相同性 は20-30%程 であるが、全体の二乗根平均誤

差は、リシ ンB鎖 のCα原 子に対 して、1.27、1.68 A、 アブ リンのB鎖 のCα原 子 に対 して、1.15、

1.40 Aと 低 く、全体の構造が類似 していることが示された。

2-3考 察

触媒 ドメイ ン

触 媒 ドメ イ ンの ア ミノ酸 配 列 は他 のGH10キ シ ラナ ー ゼ と非 常 に よ く保 存 され て いる 。糖 分

解 酵 素 のサ ブサ イ トは通 常 、 切 断 部位 よ り還 元 末端 の 方 に+1、+2…、 非還 元 末 端 側 に-1、

-2…と サ ブ サ イ ト番 号 を つ け る よ う に統 一 され て い る (Davies et al., 1997)。キ シ ロオ リゴ

糖 あ る い は ア ナ ログ との複 合体 の構 造 が 他 のGH10キ シ ラナ ーゼ で構 造 決 定 され て い るの で 、

そ の うち のひ とつ で あ るCex/2-fruoro-2-deoxy-xylobiose (PDB code 2xyl, Notenboom et al,, 1998b)

と 重 ね た 図 を作 製 した と こ ろ (Fig. 2-5)、 サ ブサ イ トー2、-1、+1の3つ は非 常 によ く保 存 さ れ

て い る こ とが 分 か った 。即 ち 、サ ブサ イ トー1はAsn127, His81, His207, Trp85, Trp266及 びTrp274

か らな り、Trp266、Trp274、Lys48、Gln88、Glu44及 びAsn45が サ ブサ イ ト-2を 形 成 して い る

と考 え られ る 。 こ の よ うに 一側 のサ ブサ イ トは これ まで 構 造 解 析 さ れ て い る キ シ ラナ ー ゼ と比

較 して も、ア ミ ノ酸 配 列 、及 び 、構 造 と もに ほ ぼ完 全 に保 存 され て い る こ とが 明 らか とな った 。

また 、サ ブサ イ ト+1と+2は そ れぞ れ 、Gln205、His207、Tyr172、 お よ び、Asn173、Asn209、Arg275

よ り構 成 され て い る 。+側 の サ ブ サ イ トで は 、サ ブ サ イ ト+1は キ シ ロー ス とス タ ッキ ン グす る
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Tyr172が あ り、 この側鎖 はほ とん どのキ シラナーゼで、Tyr残 基を持 っているが 、XYLAで は

Pheと な って いる。 しか しなが ら、 どち らに して も芳香環 によるスタ ッキ ング結合 にか かわ る

ことにな り、よ く保存 されているということがで きる。それ に対 し、サブサイ ト+2の 周辺はFig.

2-5の 左側 にお いて特 に保存され ていな い。Chamockら は この点 について、CexとXYLAを 比

較 して、サ ブサイ トの数 の比較、キ シランの認識機構の考察を行 って いる (Chamock et al., 1998)。

FYXNの 場合 も他のキ シラナー ゼ と同様 に、Cβ6、Cβ7のC末 端側 では特 に違 いが見 られ る。

XYLAで は2つ のTyr残 基が余分に存在 し、サ ブサイ ト+3や+4の 存在に関係 しているよ うに思

われ るが、FXYNの サブサイ ト+2は ほぼ溶 媒領域 に突 出してお り、そ の先 にはサブサイ トは存

在 しない と考 え られた。

キ シラン結合 ドメイ ン

XBDの β-trefoil構造 を持つ3回 繰 り返 し配列蛋 白質は、そ のアミノ酸配列の特徴か ら、(Gln-

X-Trp)3-ド メイ ン、 あるいはGly-X-X-X-Gln-XTrp (Tyr) のキー コンセ ンサ スモチー フを持つ リシ

ンスーパー ファミリー として以前か ら認識 されている (Fig. 2-6)(Hazes, 1996; Hirabayashi et al.,

1998)。 リシ ンの立体 構造が明 らか となる以 前か ら、Gln残 基が基質認識 にかかわ り、Trp残 基

は疎水 コア形成 に必 要であ ろうと考 え られ てきた。 これ らのファミ リーCBM13に 属す る蛋 白

質は、非常 に類 似 した構造 を持つ にもかか わ らず 、基質特異性が 異なる ものが存在する ことが

明 らか となってい る。 リシンの解 析 によ り、ガ ラク トース結合 レクチ ンとして認識 されては き

たが、 シアル酸認識 の レクチ ンや β4, 3-グ ルカ ンを認識 する ものな どが存在す る ことも明 らか

になってお り、我々のXBDは 同様の構造 を利用 してキシランを認識す るものである (Shimoi et

al., 1992; Kaku et al., 1996)。

39



リシ ンのB鎖 とラク トースの複合体 の構造 が決定 されて いる (Fig. 2-6, 9)。 リシンのB鎖 は

2つ のβ-trefoil構造 が直列 に並 んでお り、 ドメイ ン1、2と す る と、 ドメイ ン1の サ ブ ドメイ

ン α (サ ブ ドメイ ン1α) と ドメイン2の サブ ドメイ ン γ (サ ブ ドメイ ン2γ) にラク トース

が結合 した構造 が解明 された (Rutenber et al., 1987)。 リシンB鎖 のAsp22ま たはAsp234及 び、

Asn46ま た はAsn255が ラク トースのガラク トー スに水素結合 してお り、Gln47ま たはGk1256

は先程のAsn及 びAspに 水素結合 して いた (Fig. 2-6, 9)。 また、Trp37ま たはTyr248の 芳香環

が、ち ょうどガ ラク トースのヘキ ソー ス環 にスタ ッキ ング結合 していた。サ ブ ドメイ ン1αで

は、Gln35も ラク トース結合に関与 して いた。 これ をXBDに 当てはめてみる と、 これ まであげ

た リシ ンの ラク トー ス結合に関与 して いるア ミノ酸 は、XBDで は厳密 に保 存されていた (Fig.

2-6)。 リシンの構造 と、XBDの 構造 を重ね 合わせ てみる と、 これ らのア ミノ酸 はXBDで もリ

シンと同じ構造 をとって いる ことが分か る。XBDの サ ブ ドメイ ン α、 β、 γを リシ ンのラク ト

ース と結合 して いるサ ブ ドメイ ン1αと 重ね てみる と、全て のサ ブ ドメイ ンで ラク トース に結

合 しているア ミノ酸が 保存 されて いるのが分か る (Fig. 2-9)。 この結果 、立体構造 か ら判断す

る限 りFXYNで もラク トースあるいはガラク トースに結合する可能性が高いと考え られた。

実際 に、ガ ラク トー スへ のXBDの 結合 を久野 らが測定 した結果、XBDの サ ブ ドメイン αで

は、キ シ ロース と同程度 のガ ラク トース結 合能が認め られ、 また 、サ ブ ドメイ ン β、 γで もわ

ずかなが らガ ラク トースに結合す ることが明 らか となった (Kuno et al. 2000)。 おそ らく、XBD

がガ ラク トース と結合す る際は リシンが ガ ラク トース と結合す る様 式 と同 じであ ると考 え られ

るが 、詳細 な考察 をす るため には、FXYNと キ シ ロオ リゴ糖、あ るいはラク トース との複合体

の立体構造解析が必要である。

XBDの キ シ ラン結合部位 は、芳香 族ア ミノ酸 の存在や、親水性 ア ミノ酸が数 多 く存在す る
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という ことな どか ら、 リシンのガ ラク トース結合部位 に対応す る ところで あると予想 され た。

しか し、リシンの ラク トース結合構造 をもとにXBDの キシラン結合構造モデル を作製す ると、

ガ ラク トー スとキ シロース の構造 の相違 によ って立体障害が 生 じる。即ち、ガ ラク トー スは4

位 の水酸基がaxialに 出ているのに対 し、キ シランではequatorialに 出ている点が異なるためで

ある (Fig. 2-10)。 また、キ シラ ンで はβ-1, 4-結合 によ りキ シ ロースが直列 に延 びる構造 をして

いるた め、XBDが キ シランに結合す る際はXBDに 結合 したキシ ロー スの1位 及び4位 の水酸

基 は結合部位 よ り外 に向 くことのできる場所 に来る と予想 される (Fig. 2-9, 2-10)。従 って、XBD

のキ シロース結合様式 とリシンのガ ラク トース結合様式 は異なると考え られ る。

XBDと リンカーの役割

触媒 ドメインとXBDの 間のイ ンタフェースは、主に親水性である。5つ の水素結合が、Cα7

の前半 にあるSer243か らSer245とXBDの 間にあ り、他に水分子 を介 した水素結合 も多数存在

す る (Table 2-3, Fig. 2-11)。 触 媒 ドメイ ンの この領域は、FXYNのCβ7とCα7がCexと 比較 し

て短 いので、XBDと の間 に立体 障害のないユニークなインタフェース を形成する。 この比較的

しっか りとした結合様式の結果、マルチ ドメイ ンを持つFXYNの 結 晶化が成功 した と考 え られ

る。

XBDを 取 り除 いて酵 素活性 を測 定する と、XBDが ある場合 の方 がない場合 よ りも、不溶性

キ シラ ンに対す る加水分解能 が高 い ことが明 らか とな って いるが 、可溶性 キ シランに対 して は

XBDは 影響 を与えない ことも示されて いる (Kuno et al., 2000)。 セル ラーゼ もXBDの よ うにセ

ル ロー ス結合 ドメイ ン (CBD) を持 っている ものが多 い。セ ル ロースは通常、直鎖状で ある。

Thermomonospora fusca由 来 のセル ラーゼE4の 構造 は、セルロースの触媒部位 とCBDの セル ロ
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ース結合部位が1直 線上 に並び、その 間 には、セル ロー スに結合 あるいは支 える芳香族 アミノ

酸が多 く見 られ ることが明 らか となっている (Sakon et al., 1997)。即 ち、直鎖状 のセルロースが、

セル ロース結合部位 か ら触媒部位まで直線的に伸 びた まま結合 し、それによ り触媒反応 は、CBD

が触媒部位 に基 質を送 り込む ことで促進 される ことが示されて いる。

対 照的 に、XBDの 糖結 合部位 とFXYNの 触媒作用の触媒部位は、直線で結ぶ ことはで きな

い。セ ル ロース と比較 してキ シランは自由度 が高 く、安定化す る ときの構造 は緩 い3回 らせん

構造 をとる といわれて いるが 、不溶性キ シランの場合 は複雑な構造 を持 ち、ほ とん ど動 くこと

はない と考え られ る (Nieduszynski & Marchessault, 1972)。 そ こで、不溶性のキ シランに うま く

結合す るために重要 だ と思われ るのが、XBDが リンカーを通 して触媒部位 に対 して溶液 中で 自

由な動 きを とる ことで、その動 きによ りキ シランが両 ドメイ ンに同時 に結 合でき うる と予想 さ

れ る。結 晶中ではイ ンター フェース を形成 していた両 ドメイ ンは、溶液 中では独立 して存在す

る と考 えた方がよいで あろう。

FXYNの 結晶構造 では、サ ブ ドメイ ンβの 基質結合部位が他のサブ ドメイ ンよ り触媒ク レフ

トの入 口に非常 に近 い。 しか し、 リンカー部分の可動性 によ り ドメイ ン同士 が常 に一定 の構造

をとっていないな らば、結 晶構造でのサ ブ ドメイ ンβの 距離 は特 に問題 にな らず、他のサ ブ ド

メイ ン α、 γにお いて も基質 に結 合でき、そ の基質が触 媒 ドメイ ンで分解 される。結 局、柔軟

な リンカー部分 によ り、XBDに3つ の基質結合部位がある ことで基質 に結合す る機会が単純 に

約3倍 にな ると考 え られる。不溶性 キシ ランが基質で あるとき、 これは特 に効果的だ と思われ

る。

XBDは 、 リシ ンスーパー ファミ リー と呼ばれ るガ ラク トー ス結 合 レクチ ンの構造 をとって

はいるが、3回 繰 り返 し配列 によ り3カ 所の基質結合部位 を持つ ことによ り、不溶性 キ シラン
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に対 してより結合 しやすい構造を持っていること、および、フレキシブルな リンカー部分によ

り、結合 した基質を触媒 ドメインに切断できるようにしているということが予想され、FXYN

は非常に効率的に進化した酵素のひとつであると考えられる。
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Table 2-1 Solutions of the rotation search, the translation search and the fitting procedure in the

molecular replacement method calculated by the program AMoRe (Navaza, 1994) .
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Table 2-1 continued.
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Table 2-2 Crystal parameter and refinement statistics.

a Values in parentheses are for the outermost shell.

bR-factor is defined as R=Σ||Fobs|-|Foalc||/Σ|Fobs|.

cRfree-factor was calculated using 5% of the unique reflections.
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Table 2-3 Hydrogen-bonding and one-water-mediated interactions between the catalytic domain

and XBD.
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(a)

(b)

Fig. 2-1 Stereoview of the 2Fobs-Fcalc electron density map around the interface
between the catalytic domain and XBD contoured at 1 σ.(a) Calculated before the

tracement of the XBD, and (b) after the refinement of FXYN.
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PROCHECK

Ramachandran Plot
mdlE11F

Fig. 2-2 Ramachandran plot produced by the program procheck (Laskowski et al., 1992).
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Fig. 2-3 Stereoview of the ribbon model of FXYN; catalytic domain (upper) and XBD (lower).

β-Strands Cβ1-Cβ8 and α-helices Cα1-Cα8 build up the (β/α)8-barrel of a catalytic domain

and the two catalytic residues are displayed in red. The linker region lying between "c" and "n"

is not shown. Disulfide bonds are indicated by ball-and-stick drawings. The figure was drawn

with the program Raster3d (Kraulis, 1991; Merritt & Murphy, 1994).
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Fig. 2-4 Topological sequence alignment of the catalytic domains of FXYN, Cex (White et al., 1996)

and XYLA (Harris et al., 1996). The alignment was prepared based on the superposed models.

Residues that belong to α-helices, α10-helices and β-strands are indicated in orange, yellow and

green, respectively. The secondary structure elements of the (β/α)8-barrel are named as in Fig. 2-3.

The catalytic residues are indicated with red asterisks.
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Fig. 2-5 Stereoview of the active cleft of FXYN with the inhibitor in the structure of Cex/2-
fluoro-2-deoxy-xylobiose complex (2xyl; Notenboom et al., 1998) superimposed. Subsites
-1 and -2 are labeled in the cleft.
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Fig. 2-6 Topological sequence alignment of XBD, with ricin B-chain (Rutenber & Robertus, 1991)
and abrin B-chain (Tahirov et al., 1995). The manner of partitioning the subdomains differs slightly
from that in previous reports (Rutenber & Robertus, 1991; Tahirov et al., 1995), in which the
conserved lle residues were positioned at the end. Residues in XBD that belong to α10-helices and

β-strands are indicated in yellow and green, respectively. Conserved Cys residues are marked by

circles, residues in the hydrophobic core are marked by triangles, and residues corresponding to
the sugar-binding site in the ricin B-chain are marked by asterisks.
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Fig. 2-7 Superposition of XBD (subdomains α; blue, β; yellow and γ, pink), and the

equivalent domains of ricin B-chain 1 (white; 2aai; Rutenber & Robertus, 1991) and
abrin B-chain 1 (purple; 1abr; Tahirov et al., 1995). Hydrophobic residues that form the
hydrophobic core are shown in orange, and disulfide bonds in green.
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Fig. 2-8 Stereoview of the 2Fobs-Fcalc electron density map around the hydrophobic
core of XBD contoured at 1σ. Side-chains of Leu and Trp extend toward a pseudo-

three-fold axis marked by a solid triangle. forming the top layer of the core cylinder.
Similarly, side-chains of lle (Leu in subdomain β) form the bottom layer of the core.
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Fig. 2-9 Stereoview of the superposition of three subdomains of XBD in comparison with
subdomain 1α of a ricin B-chain/lactose complex (Rutenber & Robertus, 1991). Subdomains α, β,

γ and ricin B-chain 1α are colored in blue, yellow, pink ahd gray, respectively. Residues involved

in the lactose-binding in ricin and the corresponding residues in XBD are shown. Residues of ricin

and subdomain β of XBD are labeled in black and blue, respectively. Four polar residues are

conserved among them, and Trp in ricin is replaced by Tyr in XBD.
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Fig. 2-10 Stereoview of xylotriose docking model in subdomain β of XBD. The xylotriose

structure was built based on the X-ray structure of β-1, 4-xylan hydrate (Nieduszynski &

Marchessault, 1972) and fitted into the binding site manually. Sugars are numbered from the
non-reducing end. XBD residues interact with the 2nd xylose sugar through five hydrogen
bonds (broken lines). The 2nd and 3rd sugar rings are placed over the aromatic rings of
Tyr380 and Trp383.
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Fig. 2-11 Stereoview of an interacting region between the catalytic domain (green) and XBD
(subdomains α; blue, β; yellow and γ, pink) superimposed on the equivalent region of the

catalytic domain in Cex (white; 2exo; White et al., 1994). Five inferred hydrogen-bonding
interactions between the triple Ser sequence in the N-terminal end of Cα7 and Asp354 in XBD

are shown as blue broken lines. The difference between FXYN and Cex is clearly seen in the
region from Cβ7 to Cα7.

58




