
第4章 放 線 菌 (Streptomyces olivaceoviridis E-86) 由 来 キ シ ラ ナ ー ゼ の 側 鎖 付 き キ シ ロ オ リ ゴ

糖 複 合 体 の 構 造 解 析

序章で も述べたよ うに、β-1, 4グル コシ ド結合が うま く反転 していくことでセル ロースは直線

的 にのびてお り、枝分れ もな い。それ に比べる と天然のキ シランは、緩や かな螺旋状構造 をと

って いた り、水酸基 がアセチル 化 されて いた り、ア ラビノー ス (Araf) や、 グルク ロン酸、 グ

ル クロン酸 メチル (MeGlcUA) 等が側鎖 につ いて いるな ど、その構造 は未だ未解明な部分が多

い (Fig.4-1)。 天然 のキ シランをキ シラナーゼで分解 してみて も、その分解物 にはキシ ロオ リ

ゴ糖以外 に、ア ラビノキ シ ロオ リゴ糖、 グル ク ロノキ シロオ リゴ糖 な ど、側鎖 がつ いたキ シロ

オ リゴ糖が得 られ、その解 析結果 よ りしば しば酵素の特異性が決定され る (Yoshida et al., 1990)。

FXYNの 天然 のキシラ ンに対 する特異性 も、生 成物 の解 析を行 うことによ り詳細 に研究 され

てきた (Yoshida et al., 1990)。FXYNをoat-spilt xylanに 作用 させた ときの生成物をFig.4-2に 示

す。FXYNが キ シロオ リゴ糖 に作用す る ときは、最 終産物 としてキシ ロース とX2を 生産す る

ことか ら、FXYNはX3以 上 の長 さの ものは分解するが、X2は 分解 しない とい うことが明 らか

となって いる (Kusakabe et al., 1977b)。 しか し、側鎖が入 ったキシランに対 しては、側鎖 の影響

でX3で も場合 によっては切断できな いことを示 している。ア ラビノキ シラン、及び グル クロ

ノキシランに対 してFXYNの 切断部位 は、生成物解析 によ りFig.4-3の よ うに結論づけること

ができる。

最近、側鎖 の入 ったガラク トマ ンノペ ンタオースとThermotoga maritimaのCBM27と の複合

体がX線 結晶解析で構造解析 され 、CBMで は側鎖付 きオ リゴ糖 との複合体 の最初 の解析例 と

な っ て い る (Boraston et al., 2003)。 一 方 、側 鎖 の つ い た キ シ ロ オ リ ゴ糖 は 、Penicillium
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simplicissimum由 来 の キ シ ラナー ゼ触 媒 ドメイ ン にソーキ ング した例が ある (Schmidt et al.,

1999)。 そ こで、今 回は、側鎖付きキシ ロオ リゴ糖がGH10の 触媒 ドメイン及びCBM13に 結合

す る様式 を解 明する ことを 目的 と して、Fig.4-4に 示す4種 類 の側 鎖付きキ シロオ リゴ糖 を用

い、マルチ ドメインのFXYNと の複合体の構造解析 を試みる ことにした。

4-1 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、0.3～1mm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 、4-O-メ チ ル グ ル ク ロ ノ キ シ ロ オ リ ゴ 糖 (Fig.4-4, MeGlcUA-X2, MeGlcUA-

X3) はMegazymeよ り購 入 した 。 ま た 、 ア ラ ビ ノ キ シ ロ オ リ ゴ 糖 は (Fig.4-4, Araf-X2, Araf-X3)

ク マ イ ザ サ (sasa senanensis Rehd) にFXYNを 反 応 さ せ る こ と で 調 製 し 、 精 製 さ れ た も の を 用 い

た (Yoshida et al., 1998)。 複 合 体 は 、 結 晶 に 糖 を ソ ー キ ン グ す る こ とで 作 製 し た 。

側鎖付 きキ シロオ リゴ糖複合体 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、 リガン ド自身 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 、100Kに 冷や された窒 素流下で瞬 間凍結 した。X線 データ測定は実験室

系、あるいはPFに て行 った。実験室系では、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 ず つ、120度 の振動角 のデー タを収集 した。

カメラ長 は150mmに 設定 し、デー タセ ッ トは100～約02Aの 分解能 巾でプログラムCrystalClear

(Rigaku) で処理 を行 った。PFで のデー タ測定は ビーム ライ ンBL6Aま たはBL6Bに おいて行
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った。BL6Aで はADSC Quantum R4 CCD検 出器 (ADSC, USA) を用 いて回折デー タを測定 し

た。0.1mmの コ リメーターを用 い、0.978Aの 波長、95K下 で測定を行 った。BL6Bで はイ メ

ージ ングプ レー トX線 回折測定装置R-AXIS IV++ (Rigaku) を使用 して回折データを測定 した。

0.1mmの コ リメーターを用 い、1.0Aの 波長 、95K下 で測定 を行った。 どち らの ビームライ ン

で も回折強度デー タには1つ の結 晶を用 い、振動角1度 づつ、150度 の振動 角のデー タを収集

した。デー タセ ッ トは100～1.9Aの 分解能 巾でプ ログラムDPS/Mosflm (Rossmann & van Beek,

1999) で指 数付 け及び強度解析 を行 った (Table 4-1)。

構造解析

構造解析は、既 に決定 されたX2ま た はX3とFXYNの 複合体構造 (PDB code lisw, lisx) を

初期 モデル とし、プ ログラムCNS (Brunger et al., 1998) で複合体デー タに対 し、一度rigid-body

refinementを 行 った後 、simulated annealingを5000Kで 行 い、得 られた構造よ り位相 を計算 し

た。得 られた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。モデル の表示、修 正はプ

ログ ラムQUAMA (Accelrys) 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)。
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4-2 結果

全体構造

側鎖付 きキ シロオ リゴ糖複合体構造 は1.8～2.1A分 解能で決定 された (Table 4-1, Fig.4-5)。

全 ての結 晶には非対称単位 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1.0A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。複合体構造 と複合

体でな い構造 の二 乗根平均誤差 も1.00A以 下で あった。 ソーキ ングした糖 に対応 する電子密度

は、キ シ ロオ リゴ糖 との複 合体 の場合 と同 じく、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。 ソーキ ング実験の結果 をFig.4-6に 示す。

触媒 ドメインに結合 した側鎖付きキシロオリゴ糖

FXYN/Araf-X3複 合体 では、Araf-X3に 対応する電子密度が一側サブサ イ ト-3～-1に 観察 さ

れたが、+側 には2つ のXylに 対応 する電子密度がサ ブサイ ト+1～+2に しか観察されなかっ

た (Fig.4-6, 4-7)。 側鎖であるAraf基 はサ ブサイ ト-2のxylの3位 の水酸基に α-1, 3-結合でつ

なが ってお り、Araf基 の3位 の水酸基 とAsp272の 主鎖カルボニル とGlu44の 側鎖 との間で水

素結合を形成 して いた。FXYN/Araf-X2複 合体 では、Araf基 の電子密度は観察 されなか ったが、

2つ のXylに 対応する電子密度が-側 、サ ブサイ ト-2～-1、+側 サ ブサイ ト+1～+2に 見 ら

れた。 どち らの複合体で もキ シロオ リゴ糖 自体 は、前章 にお けるキシ ロオ リゴ糖複合体 のよう

に多 くの水素結合、疎水結合でサブサイ トに結合 して いた。

またFXYN/MeGlcUA-X3複 合体で は、MeGlcUA-X3に 対応する電子密度 が-側 サブサイ ト-3

～-1に 観 されたが、+側 には2つ のXylに 対応する電子密度がサブサイ ト+1～+2に しか観察
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されず、FXYN/Araf-X3複 合体 の場合 と同 じ結果 になった (Fig. 4-6, 4-8)。 側鎖であるMeGlcUA

基はサブサイ ト/3のXylの2位 の水酸基 に α-1, 2-結 合でつなが って いたが 、特 に蛋 白質との間

の コンタ ク トはな く、溶液 領域に存在 した。MeGlcUA基 の ピラノース環は、通常の椅子型 コン

フォー メー ションをとってお り、2位 、3位 の水 酸基 、4位 の メ トキシ基5位 のカルポキ シル

基は全てequatorial位 置 に存在 した。FXYN/MeGlcUA-X2複 合体 では、非対称単位 中の2つ の

分子間で結果 が異なっていた。分子Aで は、触媒溝には結合 した リガ ン ドは観察 され なか った

が、分子Bで は、サブサイ ト-2～-1に2つ のXylに 対応す る電子密度が観察された。

キシラン結合 ドメインに結合した側鎖付きキシロオリゴ糖

FXYN/Araf-キ シロオ リゴ糖 複合体で は、2種 類 の複合体でサ ブ ドメイ ン αお よびγの どち ら

に も結 合 した糖鎖が見 られたが、Araf-基 がはっ き りと見 られた のはサ ブ ドメイ ンγだ けであっ

た (Fig. 4-6, 4-9)。Araf-キ シロオ リゴ糖 のキシ ロオ リゴ糖部分の結合様式 は3章 で行 ったキシ

ロオ リゴ糖 の複合体 の結合様式 とほぼ同 じで あった。XBDの 結合 部位 はキシロオ リゴ糖の一つ

のXylを 単糖 認識 して いる と考 え られている。その際、そ のXylのO2お よびO3酸 素原子は結

合 部位の 内側 を向 いて保存 され て いるAsp, Asn残 基 と水素結合 してお り、サ ブ ドメイ ンαの

Tyr340、 サブ ドメイ ン γで はTyr423の 芳香環 とスタッキ ング結合 して いるのは3章 で述べた と

お りであ る。FXYN/Araf-X2複 合体 のサ ブ ドメイ ンγで は、還元 末端のXylが 結合部位 に結合

してお り、Araf-基 はその隣の非還元末端方向のXylに α-1, 3-結合で リンク して いた。O1及 びO4

水酸基 を通 じてβ-1, 4-結合でつ なが ることによ り、隣のXylは2つ の方向に延長されて いくので、

理解 しやす くす るために、保存 されて いるGln残 基 に近い方 を γQ1部 位、そ の反対 をAsn残 基

にちな んで γN1部 位 と名前 を付 ける ことにす る (Fig4-6, 4-9a)。 この場合、Araf-基 の結合 してい
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るXylは γQ1部 位 に位置 していた ことになる。Araf-基 自体には蛋 白質 との直接の コンタク トは

なか った。一方、FXYN/Araf-X3複 合体 のサ ブ ドメイン γでは、Araf-X3全 体の構造 が観察 され

たが 、非還元 末端 のXylが γ結 合部位に結合 してお り、Araf-基 はそ の隣の γN1部 位 にあるX3

の中央 のXylに α-1, 3-結合で リンク して いた。Araf-基 自体 は外側 を向 いてお り、蛋 白質 との直

接の コンタク トはなかった。

Araf-基 自体 の構造は、触媒 ドメイ ンとXBDで は異な っていることが観察 された。Fig.4-10に

両者 の構造 とFobs-Fcalcオ ミッ ト電子密度 図を示す。構造の違 いは、 フラノー ス環 のパ ッカ リン

グの違 いによ るものであ り、それ によって水酸基やHOCH2-基 の方 向がか な り異な って いた。

フラノース環のパ ッカ リングはAraf-基 の水素結合様式によ り変わ って いるように思 われ た。触

媒 ドメイ ンで はFig.4-7に あるよ うに、2位 の水酸基 がAsp272の 主鎖、Glu44の 側鎖 と水素

結合 を形成 して いるのに対 し、XBDに 結合 した状態で は、蛋 白質 との水素結合 がない代わ り

にFig.4-10bに 見 られるような分子内水素結合 を形成 していた。

FXYN/MeGlcUA-キ シ ロオ リゴ糖複合体 で は、結合 した糖鎖 はFXYN/MeGlcUA-X2複 合体 、

FXYN/MeGlcUA-X3複 合体 のサ ブ ドメイ ン α、 γ全 て に観 察 され たが、MeGlcUA-基 がは っき

りと決定 できたの は、FXYN/MeGlcUA-X2複 合体で は両方、FXYN/MeGlcUA-X3複 合体 ではサ

ブ ドメイ ンαのみだ った (Fig.4-6, 4-9c, 4-9d)。FXYN/MeGlcUA-X2複 合体では、サ ブ ドメイ ン

α、 γの両方 に同じよ うにMeGlcUA-X2が 結合 して いた。即ち、還元末端側のXylが 結合部位

に結合 し、MeGlcUA-基 はそ の隣 の αN1部 位 あるいは γN1部 位 にある非還元末端側Xylに α-1, 2

結合 で リンクして いた。MeGlcUA-基 はAraf-基 自体 は外側 を向 いてお り、蛋 白質 との直接 のコ

ンタク トはなかった。FXYN/MeGlcUA-X3複 合体で もMeGlcUA-X3分 子 は両方のサ ブ ドメイ ン

に結合 して いたが、その結合様 式は異なっていた。サブ ドメイ ンαで は、中央 のXylが 結合部
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位 に結合 し、MeGlcUA-基 は αN1部 位 にある非還元末端側のXylに 結合 してお り、そ の結合様式

はFXYN/MeGlcUA-X2複 合体 で見 られ たものと同様で あった。 しか し、サ ブ ドメイ ンγで は、

還元末端側 のXyl基 が結合部位 に結合 してお り、反対側 に リンク して いるはずのMeGlcUA-基

の電子密度 は観察 されなかった。

4-3 考察

触媒 ドメインに結合した側鎖付きキシロオ リゴ糖

触媒溝 の-側 では、サ ブサイ ト-2～-1は キシロオリゴ糖 に対 し強い親和性があると考え られ

て お り、 結 合 す る オ リ ゴ糖 も こ の2つ のサ イ トに優 先 的 に 結 合 す る。FXYN/Araf-X2、

FXYN/Araf-X3両 複合体 にお いて これ らのサ ブサイ トはその中のキ シロオ リゴ糖部分 に結合 し、

Araf基 はAraf-X3の サブサ イ ト-2のXylに 見 られた。FXYN/Araf-X3複 合体では、Araf基 はサ

ブサ イ ト-3のXylと 触媒溝 との間にきつ く挟み込 まれているが、FXYN/Araf-X2複 合体 では、Araf

基が観察 されなか った ことか らも、隙 間が大き く α-1, 3-結 合の 自由度が高 かった と思われ る。

+側 ではAraf基 は観察できなかったが、FXYN/Araf-X2複 合体で はその糖 の構造か らAraf基 は

サブサイ ト+1のXylに 、FXYN/Araf-X3複 合体ではAraf基 はサ ブサイ ト+2に ついているもの

と考 え られ る。サブサイ ト+2のXylの3位 の水酸基はArg275と 水素結合 をしてはいるものの、

Arg275が 長 い側鎖 であ る こと、キ シラン主鎖 のβ-1, 4-結合 が フレキ シブル である ことを考 え る

とサ ブサ イ ト+2のXylの3位 に側鎖が入 ることも可能で ある と考 え られる。 これ らの結果 は、

FXYNが アラビノキシ ランのAraf基 のつ いたXylか ら非還元末端方 向への最初と2番 目、還元

末端方向への2番 目のβ-1, 4-結合 を分解で きるという反応特異性の結果 と一致 して いる (Fig.4-

3)。FXYNは 還元 末端へ の最初 のβ-1, 4-結合 は分解で きない。 これは 、Araf基 がサ ブサ イ ト-1
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に入ったXylの3位 の水酸基 に結合で きな いことを示 しているが、 このサブサイ ト-1の2位 と

3位 の水酸基はサブサイ トの奥に入 り込 んで いるか らであると考え られ る。

また、MeGlcUA基 のつ いた複合体 の結果か らは、MeGlcUA基 は-側 の触媒溝 のサ ブサイ ト

-3の 位置のXylに は結合できるが、サブサイ トー2の 位置 (そ して-1) には結合できない ことが

明 らか とな った。サ ブサイ トー2のXylの2位 の水酸基 はTrp266のNε原 子 と水 素結合を形成 し、

さ らにTrp274に 覆 われ ク レフ トの内部 を向 いているため、MeGlcUA基 はサ ブサイ ト-2のXyl

に は入 れ な い と考 え られ る。 表 面 モ デ ル で 見 る と理 解 しや す い ので 、Fig.4-11にAraf-

MeGlcUA-X3を ドッキング したモデルを示す。Trp274とGln88は-側 のク レフ トの入 り口に当

た り、サブサイ ト-1の2位 、3位 、サ ブサイ ト-2の2位 の水酸基 は内部 を向いているが、サ ブ

サイ ト-2の3位 及びサ ブサイ ト-3の2位 、3位 の水酸基は外を向いている。ク レフ トの外側 は

充分 開けてお り、Araf-は サ ブサイ ト-2に 充分結合す るだ けの場所 があ る。 しか し、MeGlcUA

基 はサ ブサイ ト-2に は結合で きな い。+側 サ ブサイ トは弱い親和性 のため、側鎖 は揺 らいでお

り観察で きなか った。 しか し、サ ブサイ ト+1の2位 、3位 の水酸基 は外 を向 いてお り、おそ ら

くは どんな側鎖で も結合 できると考 え られた。

キシラン結合 ドメインに結合した側鎖付きキシロオリゴ糖

FXYN/Araf-キ シロオ リゴ糖 複合体 では、2種 類の複合体 のどち らもサ ブ ドメイ ンγで 結合 さ

れた糖鎖が見 られたが、FXYN/Araf-X2複 合体 とFXYN/Araf-X3複 合体の場合 を比較す ると、Araf-

基 は γ結 合部位 の反対側 に存在 している ことにな り、Araf-基 の結合 したXylは 結合部位の両側

に入る ことができた。結合部位 のXyl基 のO3原 子 は結合 にかかわ り結合部位 の奥 に埋 まって

いるた め、Araf-基 の結合 したXylが 結合部位 に結合する ことはないと考え られた。
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また、FXYN/Araf-X2複 合体 とFXYN/MeGlcUA-X2複 合体 との間で、サブ ドメイ ン γの糖結

合様式 を比較 してみる と、両方 とも結合部位 は還元末端のXylを 認識 して いるが、その隣にな

る側鎖 が リンク しているXylは 結合部位 の反対 の位置 に存在す るということが分か る。すなわ

ち、 これ ら二つ の糖鎖 では、結合 したキ シロオ リゴ糖 の向きが反対 にな って いる とい うことが

分か る。3章 で のキシ ロオ リゴ糖 の同定 では、キ シロースやキシ ロオ リゴ糖 の電子密度 の高い

対称性 のため、分解能2A程 度で はO1-O4の 方向は同定できず、一つ の可能性 として、Glcの

結合構造か らそ の方 向を定めた。GlcはC5炭 素位置 にHOCH2-基 があ り、 この位置が定 まる こ

とで 自動的 に糖 の向き も決定で きる。側鎖 付き糖鎖の場合 も、側鎖 があ ることで糖 の対称性 を

な くし、キ シロオ リゴ糖 の方向 を決定す る ことがで きた。 また、糖 鎖が電子密度で見 えない場

合で も、電子密度が とぎれ て いた り、糖 の結 合状態の可能性 を考 える ことで、糖鎖の方 向を決

定する ことがで きた。キシロオ リゴ糖 の方向 はFig.4-6に 示 した とお りとな った。

FXYN/MeGlcUA-キ シロオ リゴ糖複 合体 で は、MeGlcUA-基 はすべてXBDの 結合部位 の同 じ

側に位置 してお り、糖鎖の向き も全て、3章 で決めたもの と逆 向きであった。これはおそ らく、

キシ ロオ リゴ糖が順方 向を向 いた ときは、 γQ1部 位 にあるXylのO2酸 素原子がXBDの 方向を

向きMeGlcUA-基 が位置的 に置 き換われな くなるか らだと思われる。FXYN/Araf-X2複 合体 のサ

ブ ドメイ ン αで は、キ シロオ リゴ糖 はや は り逆向 きに結合 して いた。即 ち、XBDはAraf-基 で

置き換 わったXylの 還元末端側 の隣のXylに 結合す るときは両方 向に、 また、非還元末端側 の

Xylに も少な くとも1方 向には結合で きる ことが示 された、と考え られ る。

以上の結果は、XBDは キシ ランの主鎖 に対 してどち らの方向で も認識で きる とい うことを示

した。 また、XBDが 側鎖付 きのキ シロオ リゴ糖、即ち天然 キシランのAraf-基 、MeGlcUA-基 の

す ぐ隣のXylに 結合できるということ、およびその結合様式 も明 らか にな った。XBDの 役割 は
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基質 と結合することであり、基質を触媒 ドメインに送ることではないので、基質に多様な様式

で結合できるということが、結合部位を3つ 持っているということと相まって、触媒 ドメイン

の天然キシランの分解の可能性を高めるという効果を持っていることが明らかとなった。
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Table 4-1 Crystal parameters and refinement statistics of the SoXyn10A/sugar complexes.

Rfree-factor was calculated using 10% of the unique reflections.
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4-O-Methyl-α-D-Glucuronosyl residue (MeGlcA)

α-L-Arabinofuranosyl residue (Araf)

Fig. 4-1 Partial chemical structure of arabinoglucuronosyl xylan from annual plants.
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22-α-L-arabinofuranosyl-xylobiose (Araf-X2)

32-α-L-arabinofuranosyl-xylotriose (Araf-X3)

33-α-D-glucuronosylxylobiose (GlcUA-X2)

33-4-O-methyl-α-D-glucuronosylxylotriose (MeGlcUA-X3)

Fig. 4-2 Side-chain substituted xylooligosaccharides produced by the FXYN from the oat-spilt xylan.
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Fig. 4-3 Specificity of FXYN toward arabinoglucuronoxylan.
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22-α-L-arabinofuranosyl-xylobiose (Araf-X2)

32-α-L-arabinofuranosyl-xylotriose (Araf-X3)

22-4-O-methyl-α-D-glucuronosylxylobiose (MeGlcUA-X2)

33-4-O-methyl-α-D-glucuronosylxylotriose (MeGlcUA-X3)

Fig. 4-4 Side-chain substituted xylooligosaccharides used in the X-ray analyses.
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(a) (b)

Fig. 4-5 Ribbon models of (a) FXYN/Araf-X3 and (b) FXYN/MeGlcUA-X3 complexes. The
catalytic domain, linker, and subdomains α-helices and β-strands are drawn in magenta and

blue, respectively. Two catalytic residues are displayed in red. Soaked sugars and disulfide
bonds are indicated by ball-and-stick drawings, where the xylose moieties, Araf moieties,
MeGlcUA moieties and cysteine residues are shown in green, orange, yellow and light green,
respectively. The figure was drawn with the programs Molscript (Kraulis, 1991) and Raster3d

(Merritt, 1994).
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Fig. 4-6 Sugar binding diagram at the sugar binding sites of molecule A of FXYN in the
substituted sugar complex structures. Red triangle indicates the cleavage site and gray solid
circle indicates the possible sugar binding sites with the subsite or subdomain names. Bound
sugars are shown in green, orange and yellow circles corresponding to xylose, Araf and
MeGlcUA units, respectively. Incomplete circle indicates the sugar whose electron density was

partly observed. Arrows indicate the direction of the xylooligosaccharides from the non-reducing
end to the reducing end. α and γ show the xylose binding sites of the subdomains α and γ, and

αN1, αQ1, γN1, γQ1…indicate the adjacent position of the xylose binding sites.
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Fig. 4-7 Stereo view of the bound Araf-X3 in the catalytic cleft, with the Fobs-Fcalc omit
electron density maps for the substituted xylooligosaccharides in the (-) side of the deft
contoured at 2.5σ.
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Fig. 4-8 Stereo view of the bound McGIcUA-X3 in the catalytic cleft, with the Fobs-Fcalc omit
electron density maps for the substituted xylooligosaccharides in the (-) side of the cleft
contoured at 2.5σ.
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(a)

(b)

Fig. 4-9 Stereo views of the substituted sugar binding structures in the XBD.(a) In the
subdomain γ in the Araf-X2 complex,(b) subdomain γ in the Araf-X3 complex,(c) subdomain α

in the FXYN/MeGlcUA-X3 complex, and (d) subdomain γ in the FXYN/MeGlcUA-X2 complex.

Hydrogen bonding interaction between the enzyme and sugars are indicated by broken lines.
Carbon numbers of bound xylose are indicated.
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(c)

(d)

Fig. 4-9 Continued.
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(a)

(b)

Fig.4-10 Stereo views of the Araf-X3. (a) Bound in the catalytic cleft and (b) in the subdomain γ

of the SoCBM13, with the Fobs-Fcalc omit electron density maps contoured at 2.5σ.
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Fig. 4-11 Surface potential model of the catalytic cleft with the bound Araf-McGIcUA-X3. The
model was prepared based on the FXYN/Araf-X3 complex and the FXYN/MeGIcUA-X3 complex
structures. Surface models are drawn with the program GRASP (Nicholls, 1992).
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総 括

キ シラナーゼは、植物細胞壁 に含 まれるヘ ミセル ロースの主成分で あるキシラ ンの主鎖 のβ-

1, 4-グ リコシ ド結合 を主 に加水分 解す るエ ン ド型酵 素で ある。 キシ ラナーゼ は、触媒 ドメイ ン

の一次配列や立体 構造の相 同性か ら糖 分解酵素 (Glycosyl hydrolase, GH) の主 に2つ の ファミ

リーGH10とGH11に 分類される。 また、セル ラーゼやキシラナーゼな ど植物細胞壁 を分解す

る加 水 分 解 酵 素 は 、触 媒 ドメイ ンの他 に も幾 つ か の糖 結 合 モ ジ ュー ル (carbohydrate-binding

module, CBM) を分子 内に有 してお り、全体 と して モジュール構造 を とっている場合 が多 い。放

線菌 (Streptomyces olivaceoviridis E-86)は 、GH10及 びGH11の2種 類のキシラナーゼ を生産す

る。GH10に 属するキ シラナーゼ (FXYN) は、DNA配 列 よ り1次 構造が決定 され、その分子量 は

約45,000で あ り、GH10に 共通なTIMバ レル構造を もつ触媒 ドメイ ンをN末 端 に有 し、11残

基 のGly/Pro-richリ ンカー部位 を介 しC末 端 には123残 基のキシラン結合 ドメイ ン (xylan-binding

domain, XBD) も有 する ことが明 らか とな った。 また、XBDは 不溶性キ シランに対 して酵素活性

を高める働きがあ る ことが 明 らか となった。本研 究では、FXYNが 触 媒 ドメイ ン及びXBDを

有す るマルチ ドメイ ン構造 を持 っている ことに着 目 し、本酵 素の触 媒 ドメイ ンの詳細な構造 、

XBDの 基質 に対す る特異性 、お よび、酵素全体 での不溶性 キシランに対す る反応機 構を酵素 の

立体 構造の見地か ら明 らか にす る こと、および本酵素 の分子 モデ リングの基盤 を確立す る こと

を 目的 として 、結晶構造解 析に着手 した。

FXYNの 結晶化 は、2%McIlvaine緩 衝液pH5.7、1.05M硫 酸 ア ンモ ニウム溶液を沈殿剤 と

し、20mg/mlの 蛋 白質溶液 と1:1で 混合 した もの をハンギング ドロップ蒸気拡散法 を用いて行

い、最長1.0mmを 越 える柱 状、あ るいは ブロック状の 良質な結晶が安定 して得 られ る条件 を
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確 立 し た 。結 晶 は 斜 方 晶 系 の 空 間 群P212121に 属 し 、格 子 定 数 はa=79.6, b=95.2, c=140.3A,α=

β=γ=90°で あ っ た 。Photon Factoryを 中 心 にX線 回 折 デ ー タ の 測 定 を 行 い 、1.9A分 解 能 を 越

え る デ ー タ の 取 得 に 成 功 し た 。

構造解析 は、他 のGH10に 属す るキシ ラナーゼの触 媒 ドメインをサ ーチモデル とした分子置

換法 を用いて進め、最終 的に リンカー部分 を除 く酵素全体の結晶構造 の構築 に成功 した。触媒

ドメイ ンは、TIM-バ レルか らな ってお り、触媒溝はTIM-バ レル の中心 にあるβ-バレルのC末 端

側 に存在す る。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β-trefoil構造を とって いた。また、 これ までに植

物 由来ガ ラク トース結合 レクチ ンとして認識 されて きた リシ ンのB鎖 と類似 して いる ことが明

らか とな った。両 ドメイ ンをつな ぐリンカーの うち の9残 基 は電子 密度が観察 されず、 リンカ

ー部分は高い可動性がある ことによ り構造 は同定され なか った。

次 に、本酵素 の基質 認識 機構 を解 明す るため に、キ シロオ リゴ糖 として、キ シロース、キ シ

ロビオース (X2)、 キ シ ロ トリオー ス (X3)、 そ れ以外 にラク トース (Lac)、 ガ ラク トース (Gal)、

グル コース (Glc) を用 いて複 合体構造 を決定 した。各糖 の複合体 は全てソー キング法 によ り作

製 し、Lac、Galは 常温で、それ以外は糖 自体 を不凍液 とし、低温下でX線 回折データを収集 し

た。 クライオ法で決定 した構造 で は、 リンカー部分 の電子密度 も確認で きた。 キシ ロオ リゴ糖

との複合体 の解析では、触媒溝における-3～-1、+1～+3の サ ブサイ ト構造、および、XBDの

サ ブ ドメイ ン αと γのキ シラン結合機構 を明 らか に した。 また、 リシンのGal結 合部位 と同 じ

部分で、XBDで はキ シランを認識 して いること、その糖 の結 合様 式は異 なることを明 らかに し

た。 さらに、Lac、Ga1複 合体解析 の結果、XBDはGal、Lacと も複合体を形成 し、その結合様

式は リシンの様式 と同 じである ことか ら、XBDは ガラク トー ス結合 レクチ ン能 も持ち合 わせて
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いることが明 らか とな った。XBDの3つ のサブ ドメイ ンは糖結合 に関与するアミノ酸が配列、

構造 と もに厳密 に保持 されて いる ことか ら、同 じよ うにキ シランを認識す る ことが可能であ る

と考え られ た。

さ らに、4-O-メ チル グルク ロノキ シ ロオ リゴ糖、 アラ ビノキ シロオ リゴ糖 との複 合体構 造の

解析で は、FXYNの 側鎖 を有す るキ シランに対す る結 合様 式を明 らかに した。 また、側鎖 を有

す るた め リガ ン ドが非対称 にな った ことか ら、キシ ロオ リゴ糖 との複合体 では決め られなかっ

た糖の方向 も決定す ることができ、その結果 、XBDの キ シラン結合部位 はキシランに対 し、2

つの方向に結合する ことがで きる ことも明 らかにされた。

以上のことから、XBDは 基質結合部位を3つ 持ってお り、それぞれが基質を2つ の方向に認

識できることによ り基質結合の可能性を高めていること、可動性のリンカーを介 して触媒 ドメ

インとXBDが お互いに自由に動けるため、触媒 ドメインがXBDの 結合した基質に近づく可能

性を高めていることなどを利用 して、FXYNは 不溶性の基質に対して非常に効率的な反応機構

を採用して機能していることが明らかとなった。
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