
第3章 放 線 菌 (Streptomyces olivaceoviridis E-86) 由 来 キ シ ラ ナ ー ゼ の 糖 結 合 構 造 解 析

酵素など、基質と作用 して生産物を生成するものや、結合蛋白質や レセプターなど特定のタ

ーゲットを認識 して結合するものな ど、蛋白質や核酸などの生体高分子は他の分子と何 らかの

インターラクションを持つ場合が少なくない。X線 結晶解析には、生体高分子間、あるいは生

体高分子とリガン ド間の複合体でも構造解析を行うことができるという利点がある。生体高分

子間、例えばDNA結 合蛋白質/DNA複 合体、抗原/抗体複合体などのX線 解析では.ま ず、複

合体を作製して結晶化を行 うか、または複合体を作る試料を混合 したものを共結晶化させるこ

とで結晶化を行う。このとき複合体でない場合と比較すると、結晶化の条件が変わ り複合体の

結晶は結晶格子の大きさ、さらには結晶格子も違うものになることが普通であり、分子置換法

の適用が必要となってくる。生体高分子に低分子の リガン ドを作用させて結晶化する場合も共

結晶を試みる場合もあるが、まず生体高分子の結晶を複合体にする前に作製しておき、結晶に

リガン ドをソーキングする方法もよく利用される。これは、生体高分子の結晶が通常水分含量

が高 く、低分子の リガンドであれば、結晶の中に簡単に入 り込むことができるということに依

存 している。このソーキング法の利点は、複合体の結晶と複合体でないものの結晶が同形かほ

とんど同形であり、X線 データを測定 した後の位相計算にもとのモデルがそのまま適応でき、

簡単にリガンドの同定が行えることにあるoた だし、必ず しもソーキング法が利用できるとい

うわけではなく、 リガンドが結合する部位が結晶のパ ッキングでふさがっていた り、結晶化の

条件下ではリガン ドとの親和性が低 くなったりして複合体が形成されなかった り、リガン ドと

結合す ることにより生体高分子の構造変化が起こった り、パ ッキングに影響を与えることで結

晶が壊れたり、モザイシティや分解能などデータに悪い影響を与える場合がある。
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酵 素の触 媒機構や基質結合機構 を解 明す るため に、基質や生産物、 阻害剤 な どとの複合体 の

構造 が しば しばX線 解 析によ り解析 され る。酵素の場合 、基質 との複合体 を作製 しよ うと して

も、結 晶中で反応 が起 こり、決定 され た構 造 には反応生成物 が結合 していた り、反応が進 んで

反応 生成物が離脱 し何 も同定で きな い ということもあるので 、そ のよ うな場合 には基質 アナロ

グを結 合させた り、変 異 を入れ る ことで酵 素の活性 を欠失 させて複 合体 を作製す る方法 も良 く

利用 される。

GH10キ シ ラナーゼ もこれ までに、幾つかの種類 でキシ ロオ リゴ糖、あ るいはキ シロオ リゴ

糖 アナ ログ との複合体 の構造 解析が行わ れている。そ の中で も、顕著 なのは、序論で も述べた

Withersら の グループによる2-fluoro-xylobioseを 作用させた触媒反応 中間体 と考 え られ る構造 の

決定で ある (Notenboom et al., 1998a)。 一方、CBMと キ シロオ リゴ糖 の複 合体構造 もX線 解析

やNMR法 によ り解 析 されて いる。一般 に糖 を結合する レクチ ンな どの蛋 白質 を見 ると、糖結

合 部位 には芳香 族 ア ミノ酸 が あ り、 スタ ッキ ング結 合 を とって いる場 合が多 く見受 け られ る

(Nagy et al., 1998)。 他方 、CBM13に つ いて は、植物毒 素で ある、 リシンやアブ リン等 に含 まれ

る レクチ ン ドメイ ンと して構 造解析が成 されてお り、 リシンにつ いてはガ ラク トオ リゴ糖 との

複合体構造がX線 解 析によ り明 らか にされて いる (Rutenber et al., 1987)。 これ までの研究で、

リシンや アブ リンのCBM13は ガ ラク トース結合 レクチ ンと考え られて きたが 、同 じ構造 を持

ちな が ら、キ シラ ンや、 β-1, 3-グ ル カ ン、 シアル酸 な ど別の種類の糖 を どのよ うに認識 して い

るのか、糖認識の特異性発現機構は興 味深 い。

そ こで、GH10の 触媒 ドメイ ンとCBM13を 同時に持 ち合わせているFXYNと 各種キ シロオ

リゴ糖 、 また、ガ ラク トース及び ラク トースの各種糖結合複合体 の構造解析 を行 い、本酵 素の

触媒機構、糖結合機構を明 らか にする ことにした。
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3-1 方法

結晶化及びデータ測定

FXYNの 調製 、結 晶化 は、1-1に 従 って行 った (Fujimoto et al., 1997)。 ハ ンギ ング ドロッ

プ蒸気拡散法 によ り、0.3～1 mm程 度の結晶が安定 して得 られる条件 を使用 した。複合体解析

に用 いた糖の うち、キシロース (X1)、 ラク トース (Lac)、ガ ラク トース (Gal)、 グルコース (Glc)

は和光 純薬よ り、 キシ ロビオー ス (X2)、 キ シロ トリオース (X3) はMegazymeよ り購入 した。複

合体は、結晶 に糖 をソーキングする ことで作製 した。

LacとGal複 合体 は、沈殿剤溶液 中20 mg/mlの 糖濃度 になるように糖溶液 を調製 し、それに

結晶 を約3時 間 ソーキ ングす る ことで作製 した。デー タ測定は20℃で 、実験室系X線 発 生装置

Ultrax-18 (Rigaku、X線 はCuKα, λ=1.5418) 及びイメー ジングプ レー トX線 回折測定装置R-AXIS

IV++(Rigaku) を使用 した。 回折強度デー タは1つ の結晶 を用 い、振動 角1度 つつ、120度 の

振動角のデータを収集 した。カメラ長は150 mmに 設定 し、データセ ッ トは100～約2 Aの 分

解能 巾でプ ログラムCrystalClear (Rigaku) で処理を行 った。

X1、Glc、X2及 びX3複 合体 はク ライオ条件でのデー タ測定 を行った。そ のため にクライオ

プロテ クタ ン トとして.基 質 自身 を沈殿剤溶液 に25-30%に なるように溶か し、約30秒 ソーキ

ングした後、100 Kの 窒素流下で瞬 間凍結 した。その後 は、先の条件で実験室系で、反射デー

タの測定、処理 を行 った。

構 造 解 析

構 造 解 析 は 、 既 に 決 定 さ れ た 単 独 のFXYNの 構 造 (PDB code lxyf, Fujimoto et al., 2000) を
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初期モデル と し、プログラムCNSを 利用 し、複合体デー タに対 しrigid-body refinementを 行っ

た後、simulated annealingを5000 Kか ら行 い、得 られた構造 よ り位相 を計算 した。その位相 を

用 いて計算 されたFobs-Fcalc、および2Fobs-Fcalc電 子 密度 図は全 て正 しく位相 が決定 されて いるこ

とを示す ものだった。 また 、ソーキ ングした糖 の電子 密度図 も全て の複合体 について観 察 され

たので、糖 のモデルを入れ て、 モデル の修正 をしなが ら精密化を進めた (Table 3-1)。 モデル の

表示、修正はプ ログラムQUANIA (Accehys) を用 いた。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 った。モデルは、プログラムProcheckに よ りモデルの信頼

性 を確かめた (Laskowski et al., 1992)。

構造モデル の座標はProtein Data Bankに 登録 した。FXYN/X1, FXYN/X2, FXYN/X3, FXYN/Glc,

FXYN/Gal, FXYN/Lac複 合体 についてそれぞれ1isv, 1isw, 1isx, 1isy, 1isz, lit0と 登録 された。

3-2 結果

全体構造

FXYNの 結 晶は、触 媒部位 及び、サブ ドメイ ン α、 γの周辺が結晶化のパ ッキ ングの隙間 と

な り、基質 をソー キ ングする ことによ り複合体 にな る空 間があったので、本研究 の遂行が 可能

とな った。

糖複合体構造 はおよそ2.0 A分 解能で決定 された (Table 3-1, Fig.3-1)。X線 デー タ測定は

FXYN/X1、FXYN/X2、FXYN/X3、 及びFXYN/Glc複 合体 に関 してはクライオ条件下で、FXYN/Gal

とFXYN/Lac複 合体 に関 しては室 温で行った。全て の結晶 は非対称単位 中に2つ の分子A、B

が存在 し、 これ ら2分 子 の間の二乗根平均誤差 は1.0 A以 下で あった。結晶 のパ ラメーター と

精 密化 の統計値 を表に示す。格子定 数は、 クライオ条件下 では、室温の時 と比較 して全体 的に
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小さ くな って いた。全ての複合体 の全体構造 はほぼ、複 合体 でな いものと同 じであった。複合

体構造 と複合体 でな い構造 の二乗根平均誤差 も1.0 A以 下であ った。FXYNの モデルは2章 で

述べた とお り、N末 端301残 基が触媒 ドメインで ある (β/α)8-バレルであ り、C末 端 には123ア

ミノ酸 の リシ ンタイ プレクチ ン ドメイ ンを持つキ シラン結 合 ドメイ ン (XBD) が あ り、そ の間

は11ア ミノ酸のGly/Proリ ッチ リンカー部位でつながれている。 この リンカー部分は、304-312

の9残 基が室温条 件下では、電子 密度 として観測で きなかったが、 クライオ条件下 の測 定で、

若干の電子 密度図が観測され た (Fig. 3-2)。 中央のPro-Pro-Pro残 基が、ターンを作って いた。

ソーキ ング した糖 に対応す る電子密度 は、触媒 ドメイ ンの活性 クレフ トやXBDの 結合部位

α、 γで観察 された。サ ブ ドメイ ン βの糖結合部位 は、非対称単位 中の2分 子間の結晶化パ ッ

キ ングのイ ンター フェース となってお り糖 の入 り込 む空間がな く、サ ブ ドメイ ンβに は結合す

る糖 は観察され なか った。ソーキング実験 の結果 を (Fig. 3-3) に示す。

触媒 ドメインに結合 したキシロオ リゴ糖

触 媒部位 は、2章 の通 り、(β/α)8-バレル の中央 にあるβ-ストラン ドのC末 端側 にあ る触媒 ク

レフ トの底面 にあ る。触媒残基 は2つ のグル タミン酸 、Glu128、Glu236で あ り、それぞれ酸塩

基触 媒基、求核基 として働 く。非対称 単位 中の2分 子 に対 する糖の入 り方 は、結 晶のパ ッキ ン

グの違 いもあ るこ とよ り若干の違 いは見 られ るものの、大部分 は同 じで あったので基本 的に分

子Aに ついての表記 を今後行 い、A-B間 で構造の異なる ものについて は必要があれ ば表記す る。

例え ば、分子Aで はFXYN/X3の 複 合体 構造で はキ シロ トリオース分子は-側 のサ ブサイ トに

は-3～-1に 見 られたが、+側 には+1、+2の2カ 所 のみ に観察 された。しか し、分子Bで は、

-側 のサブサイ トには -3～-1に 、+側 にも+1～+3に 電子 密度が観察された (Fig. 3-4)。
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FXYN/X2複 合体 では、2つ のキシロース分子 に対応 する電子密度が、-側 、-2～-1に も、

+側+1～+2に も観察された (Fig. 3-3, 3-4)。FXYN/X1複 合体では、触媒溝には若干の電子密度

は あ った もの の明瞭 なキ シ ロー ス に対 応す る電 子密度 は見 られな か った。FXYN/X2お よび

FXYN/X3複 合体でキ シロオ リゴ糖の結合様式が共通 して見 られた部分は、-側 のサブサイ ト-2、

-1、+側 サ ブサイ ト+1、+2で ある。 サブサイ ト-1の キシ ロース はGlu128、Glu236の2つ の触

媒残基の他 、Asn127、His81と 水素結合 を形成 してお り、特 にGlu128と はキ シロース-1のO1

酸素原子 との間に2,5 Aと 比較的短い水 素結合 を形成 して いた。また、Trp85、Trp274、Trp266

に囲 まれてお り、 これ らのアミ ノ酸 との間 に疎水的結合が あると考え られた。サ ブサイ ト-2の

キ シロース は、Glu44、Asn45、Trp266、Lys48と 水 素結合 を形成 していた。サ ブサ イ ト-3の キ

シ ロースは、FXYNと の直接 の結合 はな く、水 を介 してAsp50、Gln88の 側鎖 と水素結 合を形

成 して いるだ けで あった。+側 の電子 密度は、-側 と比較す る と鮮明ではなか った ものの、サ

ブサイ ト+1、+2と 思われる ところに電子 密度 図が観察 された。サブサイ ト+1の キ シロースは、

アミノ酸側鎖 との水 素結 合はなかった ものの、Tyr172と のスタ ッキング相互作用 が見 られた。

サブサイ ト+2の キシ ロース はAsn209、Ser212、Arg275の3つ のアミノ酸側鎖 と水素結合 を形

成 していた。 また 、サ ブサイ ト+2の 外側 に、1キ シロース分子 の大 きさの電子密度 がFXYN/X

とFXYN/X2の 複合体構造の分子Aに 観察 された。キ シロース分子 を当てはめてみると、Trp179

とス タッキ ング結合 している と思われたが、アミノ酸側鎖 との水素結合はなかった。

キ シラン結合 ドメイ ンに結合 したキシ ロオ リゴ糖

FXYN/X1複 合体 で は、サ ブ ドメイ ン αと γに それぞ れ1つ ず つキ シロー スに対応 する電子

密度 が存在 した (Fig. 3-3)。 また、FXYN/X2及 びFXYN/X3複 合体では、サブ ドメイ ン αにキ
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シロース1つ 分 の電子密度が 、サブ ドメイ ン γにはキ シロース2つ 分の電子密度が存在 した (Fig.

3-3, 3-5a, 3-5b)。 但 し、サ ブ ドメイ ンγの キシロースの一つは αに結合 したキ シロースと同じ結

合部位 に結合 していた。キシロー スのO2、O3原 子 は結合部位 の内側 に入 り込 み、保存 されて

いるAsp、Asn残 基 (サ ブ ドメイン αではAsp325、Asn347、 サ ブ ドメイ ン γではAsp408、Asn430)

と水 素結合 を形成 して いた。O4原 子 は結 合部位 の表面 に位 置 してお り、サ ブ ドメイ ン αでは

Gln338と 、サ ブ ドメイ ンγで はGln421と 水素結合を形成 していた。サブ ドメイ ンαのTyr340、

サブ ドメイン γのTyr423の 芳香環 はそれぞれキ シロースの糖環 とスタ ッキングによる結合 を形

成 していた。その他、キシロースのO3原 子はサ ブ ドメイン αのPro327、 サ ブ ドメイ ン γのVal410

の主鎖カルボニル と、O2原 子 はサブ ドメイ ン αのHis343の 側鎖 と水 素結 合を形成 して いた。

サ ブ ドメイ ンγで は、水分子が、O2原 子 とSer426の 側鎖 との間を介 して水 素結合 を形成 して

いた。以 上の結合様式 は、結 合部位 は 同 じ場所 である にもかかわ らず 、 リシ ンのB鎖 のガ ラク

トースとの結合様式 とは異なっていた。

キ シラ ン結合 ドメイ ンに結合 したガラク トース、ラク トース

XBDとGalの 結合様式は、FXYN/GalとFXYN/Lac複 合体の構造 よ り明 らかとな った (Fig. 3-3,

3-5d, 3-5f)。FXYN/Gal複 合体の構造では、XBDの サ ブ ドメイ ン αと γにGalが 一つずつ結合 し

て いた。Gal結 合様式は、FXYN/X1複 合体等で見 られたキ シロース結合様 式 とは異な り、 どち

らか とい うとリシ ンのGal結 合様式 に類似 していた。サブ ドメイン αではGal分 子 のO3、O4

原子が結合部位 の内側 に入 り、Asp325と 水 素結合 を形成 していた。O3原 子は更 にHis343と

Asn347の 二つの側鎖 との水素結合も形成 していた。O4原 子 もGln338の 側鎖 、及びAsn328の

主鎖カル ボニル基 との水 素結合 を形成 して いた。Galの ピラノース環 はいす 形であったが、そ
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のうちC3-C4-C5の 部分が一部Tyr340と スタッキ ング していた。サ ブ ドメイ ンγにお いて も同

様 の結合様式で あった。 また 、FYXN/Lac複 合体で も、サ ブ ドメイ ン αと γに 電子密度が観察

されたが、 どち らも明瞭 に観察 され たのはLacの ガ ラク トース部分のみで、グル コース部分 の

電子密度 はは っき りとは同定 されたか った。 しか しなが ら、2つ の結 合部位 で結合様式が異な

って いた。それ は、サブ ドメイ ン αで は、FXYN/Gal複 合体 で見 られたガ ラク トース結合様式

と同 じであったが、サブ ドメイ ンγで はむしろFXYN/X1複 合体 と同じよ うに結合 していた (Fig.

3-5e, 3-5f)。 即ち、FXYN/GalとFYXN/Lac複 合体 でサ ブ ドメイ ン γのガ ラク トース結合様式は

2つ の異な った様式があることが明 らか となった。

キシラン結合 ドメインに結合 したグル コース

FXYN/Glc複 合体で は、Glcは サ ブ ドメイ ンα、 γに結合 してお り、そ の方向はFXYN/X1複

合体 と同 じであ った (Fig. 3-5c)。HOCH2-基 の電子密度 は明瞭 に観察 されたが、XBDと の直接

の結 合や衝突 は特に見 られなか った。 また、触媒 ドメイ ンや 、他 の部位 にはGlcの 結合は観察

されなか った。

3-3 考察

触媒 ドメイ ンのキ シロオ リゴ糖結合

GH10キ シ ラナーゼ/基 質複合 体の構造解析 は、 これ まで にも様 々な種類 のものが 、様 々な

方法 で行われて いる。その結果 を総合 す ると、-側 の触 媒溝 のア ミノ酸 は非常 によ く保存 され

て いるが、+側 はそれほ ど保存 されているわ けでなはい ということを示 している (Chamock et al.,
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1998)。 我 々の解析 では、FXYN/X2やFXYN/X3複 合体で 、クライオデータの解析 によ り、一

側 、及び+側 のサ ブサ イ トにキ シロオ リゴ糖が同定 されて いる。 ところが、前段階実験 で、基

質 の濃 度 をクライ オ条件の時 よ り低 い濃 度で ソーキ ング し、室温 下でデータ を取 った と ころ、

-側 のサブサイ トには基 質が 同定 できたが、+側 のサ ブサイ トには基質の電子密度が見 られな

か った。 この結果 よ り、-側 のサ ブサイ トは構造が保存 されて いるだけではな く、基質 に対す

る親和性 も+側 よ りも高い、 また、+側 はよ り分解産物 を リリー ス しやすい ということが分か

る。+側 に入 った基質 が観 察 された ことは、高濃度でかつ クライ オ条件でデー タを取 る ことに

よ り可能 となった と考え られ る。

サ ブサイ ト-3は 直接の触 媒溝 との結合 はな く、水が介 した水素結合のみで結合エネルギーも

低 いと考 え られ るが、それ に比べ る とサ ブサイ ト-1、-2に は非常 に多 くのコ ンタク トが存在す

る (Fig. 3-4)。 また、3つ のTrp残 基 を初め とす る多 くの疎水結合 もあ り、 これ が更 に強 い結

合 をもた らしてい ると考 え られ る。 しか し、FXYN/X1複 合体 では、高濃度のX1を ソーキ ング

した に もかかわ らず-側 のサ ブサ イ トにキ シロース の明瞭 な電子 密度は見 られず 、-側 のク レ

フ トはサブサイ ト-1と-2が 同時 に埋 まることで基質 を認識できる ということが示唆 された。本

酵素はX3は 分解するがX2は 分解 しないことが明 らか となってお り (Kusakabe et al., 1977b)、

この ことか らも基質 の認識 に最低-側 サ ブサイ トが2つ 埋 まる必 要が あるという ことが理解 で

きる。

+側 のサブサイ トは、-側 のサ ブサ イ トに比べ ると結合 力が弱 いため、-側 のサ ブサイ ト-1

が埋 ま った状態で基質 が入 ってお り、そ のため若干基質 がク レフ トか らはずれ 、かつ曖 昧な電

子密度が見 られた ものと思われ る。FXYNの+側 ク レフ トは、他のGH10キ シラナーゼ と比較

す る と、 クレフ トの末端 にAsn209-Pro213の ループ領域が突 出 しているな ど大き く構 造が異な
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っている。 このループの 中のAsn209、Ser212は サ ブサ イ ト+2の キ シロース と水素結合を形成

してお り、 この結果サ ブサ イ ト+2の キ シロースの位置は他の構造解析例 と比較 して触媒溝の外

よ りに位置 している。 さ らに、サ ブサ イ ト+2よ り離れた ところにもキシロー ス らしい電子 密度

が存在 したが (サブサイ トRと 仮に命名)、このキシロース分子 はAsn173と の水素結合 とTrp179

とのス タッキ ングで保持 されて いる。 しか し、その間 をつな ぐであろ うサ ブサイ ト+3は 存在 し

そ うにない ことと、+3に 当たる位置 のキ シロースか らサブサイ トRに はつなが らないことな ど

か らも、本酵素の+側 のサ ブサイ トは+2ま でである と考 えるのが妥 当である。

キシラン結合 ドメインに結合したキシロオリゴ糖

XBDは2章 で述べ たよ うに、40残 基 ほ どの繰 り返 し配列よ り形成 されてお り、そ のサ ブ ド

メイ ン α、 β、 γは アミ ノ酸 配列 も構造 も類似 して いる (Fig.2-6)。 糖結合サイ トにある3つ

のTyr残 基 の うち、二つずつ に変異 をかけ結合能 を調べ た研究 では、3つ のサ ブ ドメイ ンがキ

シ ラン及び キシ ロオ リゴ糖 に結合する こと、そ の中で も結合部位 βが一番親 和性 が高い という

ことも明 らか とな って いる (Kuno et. al.,2000)。 ガ ラク トースが リシンに結合す るとき、O3、

及びO4原 子が結 合部位の内側 に入 り込み、中央のAsp残 基 との結合 をとるため、結果的 にO2、

O3原 子 が入 り込 むキシラン結合様式 とは、糖 のヘキ ソース環の向きが異 なる (Fig.3-5)。 キシ

ロースの結合 は、サ ブ ドメイ ン αと γで はほぼ同 じで あるが、その際、O1、O4原 子 は結合部

位 の内側 には入 り込 まず、表 面に出て くることにな る。その結果、 この結合 したキ シロースは

β-1, 4-結合 で隣 に他 のキ シ ロース 分子がつ なが って い くことが両 方向で可能 とな り、FXYN/X2

及 びFXYN/X3の 複合体 のサブ ドメイ ン γで見 られたよ うな、キ シロオ リゴ糖 の結合が可能に

なる。即ち、キ シラ ンという長 い基質 であ って も、そ の中央部 にXBDが 結合す る ことが可能
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で ある と考 え られ る。 前述 のよ うにサ ブ ドメイ ン βは結晶化 の相互作用 のため、基質が結合 し

て いる様子 を観察す る ことはできなか ったが 、サ ブ ドメイ ン βも他 のサ ブ ドメイ ンと同様の構

造 を持 ってお り、サ ブ ドメイ ン βをキ シロー スに結合 した他のサ ブ ドメインに重ね てみれ ば明

らかな よ うに、サ ブ ドメイ ン βも キ シラン、あるいはキ シロオ リゴ糖 に同 じ結合様式で結合で

き ると予想 でき る (Fig.3-6)。 その結果 、キ シランに結合で きる同様の結合部位が 、3つ のサ

ブ ドメイ ンに存在 しているということができる。

分解 能2Aの 電子 密度図か らキ シロースを同定す る場合、キシロースの向き、即 ちO1、O4

が どち らの方 向を向いているか を同定す ることはで きなか った (Fig.3-5a)。Tyr残 基の芳香環

と糖のヘキ ソー ス環 のスタ ッキ ング以外 はC5、O5原 子 ともに直接 、蛋 白質 との相互作用はな

く、電子密度 の大 きさの違 い も明瞭ではな い。 キシ ロースの これ ら以外 の部分 は4つ の水酸基

がすべ てequatorialに 向いてお り完全に対称 にな って いて、方 向を区別できない。従って、最初

は グル コースの複合体 の構造 の結果 に従 って、キ シロー スのモデルの方 向を決定 した (Fig.3-

5c)。 即 ち、グルコースはキ シロース と違 い5位 の炭素原子 にHOCH2-基 が あ り、その電子密度

がはっき りと見 えたため、糖 の方向 も同定で きた。 この場合、O5原 子がスタ ッキ ング して いる

芳香環 の ピラノース環 の遠 い側 に来てお り、酸 素原子 と芳香環 の接近 を避 けるよ うに結合す る

のではな いか と考 え られた。 精密化 を繰 り返 してい く段階で、サ ブ ドメイン γに 結合 したキ シ

ロースのO5原 子 よ り水 素結 合距離に ある位置 に水分子 が同定 され、 このキ シロースの入 り方

が正 しいと考 え られた。 しか しなが ら、結合部位 αに ついては確 証がな く、 またXBDの 目的

が方向 に関係 な く基質 に結合 する ことで ある と考 えれ ば、基質 に逆 に結 合 した として も充分 目

的にかなって いると考 え られ る。キ シロースの向きについては、X線 データの分解能を上 げる、

非対称 の基質 を入れるなど、今後明 らか にしてい く必要がある。
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キ シラン結合 ドメインに結合 したガラク トース、ラク トース

FYXN/Lac複 合体 では、サ ブ ドメイ ン αと γに ガ ラク トース部分の電子密度が見 られ たが 、

2つ の結合部位で 結合様式が異 なって いた (Fig.3-5d, 3-5e)。 それ は、サ ブ ドメイ ン αでは、

FXYN/Gal複 合体 で見 られた ガラク トー ス結合 様式 と同 じで あったが、サ ブ ドメイ ン γで はむ

しろFXYN/X1複 合体 と同 じように結合 してお り、FXYN/GalとFYXN/Lac複 合体でサブ ドメイ

ンγはGalに 対 し、2つ の異な った結合様式で結合で きる ことが明 らか とな った。 この違 いは

おそ らく結晶のパ ッキ ングによるもので、サ ブ ドメイ ンγの結合部位 は隣の分子 と比較的近 く、

Lacの グル コース部分が障害 とな り、通常 の結 合がで きな くな った もの と考 え られ る。結 晶中

では、LacはXBD表 面に接す るよ うな結合様式で も結合す るが、溶液 中では十分 に空間がある

ので、Lacの 場合はサ ブ ドメイ ン γで もサ ブ ドメイ ン αで見 られ るよ うなGal結 合様式で結合

する と予想 される。 これ らの結果 か ら、XBDは 酵素 と してはキ シランやキシ ロオ リゴ糖 を認識

す るため に利用 されて いるに もかかわ らず、 いまだ にガ ラク トース結合 レクチンに見 られるよ

うなGal結 合能 を持っている とい うことが明 らか とな った。キ シラン結合部位 は各種糖に結合

し、 さ らにGalに 対 して2種 類の異なる様式で結合するな ど、糖に対 しての特 異性 が比較的緩

いことが明 らか となった。

FYXN/Lac複 合体で は、Gal分 子のO1の 先に連続 して電子 密度が見 られ、 これはLac分 子内

のグル コー ス部分 の α-1, 4-グ ル コシ ド結 合で結合 したO4原 子 に当たる と考 え られ た。即ち、

実 際に結 合 しているのはLacで あるが、 グル コース部分 は揺 らいで いる等の理 由で電子密度 が

はっき りしていな いもの と考 え られた (Fig.3-5f)。 リシンのLac結 合構造ではLac分 子が全て

同定 されて いるが、FYXN/Lac複 合体 ではガ ラク トース部分 しか見 えて いな い。 リシ ンでLac

分子 のグル コース03原 子 に水素結合 していたAsp25が 、XBDで はAsn328に 変わ っている点
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が構造的に異なるが、この点だけで認識力の差が出るということでもなく、結合部位周辺の環

境など、微妙な要因でグルコースの認識が変わって しまったのではないかと思われ、いずれに

してもXBDの 糖結合部位はGalに 対 しては単糖認識であると考えられた。

XBDが キシロース とGalに 異なる様 式で結合すると して も、糖 の結合様式 に共通す る部分が

見 出された。Fig.3-7に 示すよ うに、FYXN/Galで はAsp325がGal分 子のO3、O4原 子 と水素

結合する一方、キ シロオ リゴ糖 に対 してはXyl分 子のO2、 とO3原 子に水素結合 してお り、そ

の場合のGal分 子 のO3-C3-C4-O4と キ シロースのO2-C2-C3-O3は ほぼ同 じ位置にあることが分

かる。糖 のヘキ ソース環 の方向の違 いは、Gal分 子のO3、O4原 子 とXyl分 子のO2、O3原 子

がそれぞれ重な り、しかもGal分 子の4位 水酸基はaxialに 結合 していることによるものであ り、

結合の強 さも環 の方向 と水酸基 の向きの兼ね合 いで決 ま って くると考 え られ る。通 常糖 の結合

にかかわる芳香環 アミノ酸側鎖 は糖 の向きを決定す る強い要 因となって いるが、XBDの 場合 は、

Tyr側 鎖は完全 に糖 の位置 を決めて いるわ けではな く、 どち らか とい うと内側 に入 り込 む2つ

の水酸基 を、Aspを 始め保存 された アミノ酸か らの多 くの水素結合で捕 まえて結合す る ことが

重要である と考え られる。

XBDがXylに 結 合する際、O1、O4原 子が結合ポケ ッ トの側面 に くることで、β-1, 4-結合 に

よ り隣のXy1と リンクする ことがで き、結果的 にキ シランな どの長い基質で も結合す る と考 え

られていた (Fig.3-8)。 それ に対 して、XBDがGalに 結合す る場合は、O1原 子 は確かに結合部

位 の外 に出るよ うにな り、 ラク トースな どO1を 通 して結合 している糖鎖 に対 してはXBDは 結

合できるが、逆にO4は 結合部位 内部 に埋 もれて しまうのでGalのO4原 子か ら先 に延びた糖鎖

には結合できない ということになる。実際 このよ うな結合様式で、リシンは細胞表層の末端Gal、

あるいはGal誘 導体 に、Gal結 合 レクチ ンとして結合 している (Rutenber et al., 1987)。
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不溶性キシランに対する結合

XBDやCBDの 様なCBMは 通常不溶性基質 の分解 を助 ける役割が ある。前章で も述べたが、

Thermomonospora fusca由 来のセルラーゼE4は 、糖分解酵素GH9の セル ロースの触媒 ドメイ ン

にCBM3のCBD、 即ちセルロース結合部位が存在 し、CBDが 触 媒 ドメイ ンと1直 線上に並 び

直鎖 セル ロー スを結合 し触媒 ドメイ ンに送 る とい うマルチ ドメイ ン機構 が ある (Sakon et al.,

1997)。CBDと 触 媒 ドメイ ンはそのため に直接隣 り合 って お り、おそ らく相対 的関係 を保持す

るために両 ドメイ ンが離れ る ことはない と考 え られ る。然 るに、FXYNのXBDの 場合 は、結

晶 中で はある程度 のコ ンタ ク トはあるに しろ、実際は リンカーで つながれなが らも溶液 中で は

お互 いに独立 して動いて いると考え られ るため、XBDは 基質 に結合す ることはあ って も、そ の

基質 を触 媒 ドメイ ンに送 るとい う機能 はな い と考 え られ る。Fig.3-9に はキシ ロヘ プタオース

(X7) をXBDの3つ の糖結合部位 に ドッキ ング したモデルを示 して いる。X7は 標準的なキシ

ラン主鎖 の3回 らせ ん構造 を もとに、 また、実際 に得 られた キシ ロオ リゴ糖 結合構造 に基づ い

てモデルを作 製 した。結 晶構造 に基づ いて考える と、XBDに 結合 したX7で 、その まま直接触

媒 ドメイ ンの触 媒溝 に向いて いるもの はない。キ シランの主鎖 は、セル ロース と比較す ると若

干 自由度 があ るので 、曲がる ことによ り2つ の ドメイ ンを渡 る可能性 も考 え られ るが、そ うで

あ って も触 媒溝で分解反応 が起 こるため には、基質が正確 に触媒溝 に結合する必要があ る。 こ

のため には、 リンカー部分 の可動性 と、そ れによ る触媒 ドメイ ンの基 質への アクセスが必要で

ある。XBDの 役割が単 に基質 に結合す るだけで、触 媒部位 に基質を送 る訳ではな いと考 えると、

3つ の結合部位 を持って いる ということは単純 に、XBDが 基質 を結合す る可能性 を高めるとい

うことであ り、その結果 として触媒部位が分解をす る可能性を高めているものと考 え られる。

キ シラン結合部位は水素結合及びTyr残 基 のスタッキ ングによ り主 として1つ のXylを 認識
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す るこ とを明 らかに した。FXYN/X3複 合体 な どでは、サブ ドメイン γで 、X2に 相 当す る電子

密度が見 られたが、結合部位か らはずれたXylに はXBDと の直接 の結合は見 出されなか った。

しか し、久野 らの研究 の結果、XBDに 結合 した不溶性キ シランにたい しては、X3以 上 の長 い

キ シ ロオ リゴ糖 が よ り高 い確 立 で置 き換 わ る とい うことが明 らか とな ってお り (Kuno et al.,

2000)、 結合部位に結合 しているXylと は別 の場所 でも長 いキ シロオ リゴ糖 に結合する場所 があ

るのではな いか と考 え られてきた。サ ブ ドメイ ン αにお けるHis343や サ ブ ドメイ ンβのTrp383

はその候補で あ り、 中央 のTyr残 基 と併せて 、隣 り合 う2つ のキシ ロースを認識す るダブルス

タ ッキ ング結合 を とって いる可能性 も示唆 された。特 にTyr380、Trp383は そ の位置関係か ら他

のCBMで キ シランを結合す る際 に見 られ るツイス トスタ ッキ ングをとる ことが可能で あると

考え られ 、今後 サ ブ ドメイ ン βに お ける結合 の様子 を構造解析等 で明 らかにする ことが必要だ

と思われ る。

FXYNと 酷似 して いるS. lividans由 来CBM13の 糖結合特性 では、それぞ れのキ シラン結合

部位 のキシロー ス、キ シロオ リゴ糖 に対す る親和性は10-2か ら10-3Mと 見積 もられ比較的低 い

が、長 い基質 に対 して2つ の結合部位が結合す る ことで相乗的 に強 い親和性 が発揮 され ると報

告されて いる (Boraston et al., 2000)。 残念 なが ら長 いキ シロオ リゴ糖 は不溶性が高 く、酵素で

の分解 も考 え られ るので、複合体 と して構造解 析 をす ることは困難で ある。先程 のX7の 結合

モデルでみ る と、一つ の結合 部位か ら他 の結合部位 に向か って いるキシ ラン鎖は存在せず、2

つの結合部位 をまた ぐような結合 をす るためにはキ シラン鎖が湾 曲す る必要が ある。 また 、そ

の際例 えば、結合部位 γに結 合 したキ シラ ン鎖 がその後結合部位 αに 届 くため には、キ シラン

鎖が湾 曲す る必要 に加 え、 い ったん結合部位 γで 結合 したキ シラ ン鎖 は、結合部位 αで は反対

の方向 を向いてい るので 、 αで 結合す るキシ ランの向 きは反対 になるか、あ るいはかな り遠 回
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りをして同じ向きに結合するかのどちらかということになる。実際、XBDの キシラン認識は、

先に述べたように、裏表 どちらで認識 している状態かははっきりとしていないので、いったん

結合 したキシラン鎖が別の部位に反対に結合する可能性もある。 しか し、不溶性キシランにつ

いての情報がまだあまりないのも事実ではあるが、一つのキシラン鎖がXBDの2力 所に結合

するよ りも、複雑に絡み合った不溶性キシランの別々の鎖が同時に2つ 以上のXBDの 結合部

位に結合 してよ り強い親和性を発揮する、という方が、現在のところ可能性があるのではない

かと思われる。リシンの場合の様に、別々の ドメインにある2つ のガラク トース結合部位1α

及び2γが より大きなGal糖 鎖に結合することができ、それによって大きな親和性を表現して

いるという例もある。FXYNは ただ一つのXBDし か持っていないが、それでも不溶性キシラ

ンという入 り組んだ糖鎖をターゲットにすることによって、レクチンに見 られるような、糖鎖

のマルチ部位認識を実行 して効率を高めているのではないかと推定される。

XBDの 糖結合部位は比較的低い親和性を持つので、XBD自 体は、キシロオ リゴ糖を簡単に

離すことも予想される。XBDを 持たない触媒 ドメインだけでも、不溶性キシランに対 して、半

分ほどの触媒活性を持つ ことか ら、キシラナーゼにとって、XBDは 不溶性キシランに対する

高効率な触媒活性のためのモジュールである。 この点からいえば、たとえXBDの キシランに

対する親和性が低かったとしても、基質のリリースのターンオーバーの速度が早く、触媒 ドメ

インはそれだけ基質の様々な部位を切断する機会に恵まれることになる。特にXBDが よ り長

い基質に対して親和性が高いとすれば、XBDが 不溶性キシランに結合しやすく、触媒 ドメイン

で切断され短 くなったキシロオリゴ糖を素早く放出するということが期待され、酵素としては

非常に効率的な反応機構をとっていると考えられる。
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