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緒言

蛋白質は生物の個体を構成する重要な分子であり、細胞)Fl-格の創j持から化学反

応の触媒まで多維な機能を持つ。特に、生体内で起こる生命維持に必要な線々な

反応は蛋白質である直孝素により触媒されている。恭本的に20種類のア ミノ酸から

なるポリペプチドである蛋白質がこのように多くの極類の反応を触媒し得るのは、

アミノ酸の鎖が折りたたまれ特奥的な立休.fIIt造を持つことによる。蛋白質の立体

構造と機能の相互関係は生命現象の根本であり大変興味深い。

現在、 X 線結，'iT:，;fI~造解析は蛋白質の立体構造を決定する方法として最も一般的

であり、急速に発展しつつある手法である。生体を維持するさまさeまな巨大な分

子の「かたちJを、手に取るように見せるこの手法が生命科学一般に与えるイン

パクトの大きさは計りしれない。

以前は、 一部の「結Ifh学者」のみがなしえる "stateof art"であり、非常に閣総

であったが、ここ数年の状況は、 PDBに登録されるj髭標情報が指数関数的に増加

している状況からかんがみても、一変していることは明らカ、である。本研究の第

I音11では、このX線結品構造解析により、極度の低pl-Iで機能する百事案の機能発現

機権の解明を試みた。

X線結晶構造解析は生体マクロ分子の構造を知るには強力であるが、基本的に

は、結晶格子中に閉じ込められた多数の分子のアンサンプルとしての構造を見て

いることになり、実際はダイナミックに働いている蛋白質の「動き」を見ること

は原理的に困難である。現在は、白色光を使ったラウ工法などで短時間にデータ

測定を行うことにより、局所tt9な動的構造を得るのに成功した例はいくつかある

ものの、いまだにさまざまな困難がつきまとうのが現状である。第2部では、分

子全体の四次構造変化をともなって活性を制御しているアロステリック酵素の浴

液中での相互作用を解明するために、ハイブリァド酵素を用いたj鋒析を行った。
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第 1部

X線結晶構造解析による白麹菌キシラナーゼの好椴1~1 ・ 耐酸性機構に I刻する研究
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第 l古f[1 Ji';論

植物のバイオマスの分解・変換は、自然界中の生物閣の炭素循環において重要な

位佐を占めている。バイオマスの乾燥重量の平均値は、 23%がリグニン、 40%がセ

ルロース、 33%がへミセルロースからなり、へミセルロースの主成分はキシラン

である(1)。キシランは、キシロピラノース詩句立が100-200個 s-1，4-結合で迷なっ

てできた主鎖機造をしており、その由来となる植物に応じて、 L-アラピノース、

4-CトメチJレDーグルクロン酸、酢酸、0-アセチル基等の、様々な側鎖の修飾を受

けている(図1-1 ) 。 キシランの主鎮のキシロースは 5 炭糖であるが、 6 炭叡~であ

るグルコースと比較して、メチレン基が 1つない以外は同じ立体配肢を持ち、キ

シランの主鎖とセルロースは非常によく似た十Ilj造をしている。キシランも、セル

ロースと同様、繊維状の多糖である。キシラナーゼ、セルラーゼ、エンドグルカ

ナーゼ等の植物細胞壁浴解醇素は一般にm叫tienzyme systemを構成し、性質の

異なった、あるいは、類似した酵素が同時に生産され、協調的に働くことが知ら

れている。

ヘミセルロースを分解する酵素群の総称をへミセルラーゼと呼ぶ。キシラン分解

酵素 (pentosanaseと呼ばれることがある)は、ヘミセルラーゼの lグループで、

このように様々な修飾を受けたキシランのJ徐々な結合を加水分解する。その巾で

キシラン分解において最も重要なのが、主主流のs-1，4-結合をエンド型で切断する

キシラナーゼ (1，4-s-D-xYlan-xylanohycll了oJase;EC 3.2.1.8)である(2)。キシ

ラン分解酵素には他にも、 αーアラピノフラノシダーゼ、 αーグJレクロニダーゼ、

アセデルキシランエステラーゼ等の側鎖を切断する醇素:/tfが含まれる (1頚1-1)

(3)。
ヘミセルラーゼ、特にキシラナーゼは、非常に有用な酵素である。伊IJえば、農業

畜産業においては、飼料作物の栄養利用価を高めて、反貌動物の消化を助けたり、

j問斗のコンポスト化を促進するために用いられている。一方、製紙業界において、

糸状菌のキシラナーゼを利用してパルプを漂白する「バイオブリーチング(生物

潔白)Jは、エネルギーコストの面で有利であり、使用する化学物質のiEを減ら

すことができる。特に、本研究で用いた好酸性キシラナーゼはパルプの漂白に宥

J目である(4)。これは、低いpHでの漂白で金属イオンを除くことができるために、

EDTAなどのキレート宮崎jを用いる必要がないためである。また、食品工業におい

ては、シリアルフードのb必cingにおける αーアミラーゼとプロテアーゼの有川性は

10-20年前に確立されたが、へミセルラーゼの有用性に関してはここ10{loほどで

知られるようになってきた(5)。その他、バイオマスの糖化、ジュースやワインの

清澄化などの利用法がある。

本研究の第 1音11では、焼酎の醸造に用いられている自麹菌 AspergJJluskawch.u 

TF04308の生産する酸性キシラナーゼCに関する研究を行ったo

焼酎市場において変焼酎は最大の規模を占めているが、 一般に変焼酎もろみは米
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焼酎もろみに比べて溶解が惑〈、発百手迷皮」えび発酵歩合も悲:いことが|問題となっ

ている。これは、大変のデンプンがセルロース、ヘミセルロース等でまfードされ

ているためで、 i容j絡を促進するためにはこれらを分解する酵素が布効である(6-8)。

沖純で泡盛焼酎の自主迭に用いられる黒麹菌A.8¥olf8JDOriとそのvariantである白麹

菌は、本ナ1'1で従来から用いられてきた貧麹菌と主主なり、培地に大島のクエン酸を

出してそのpHを下げる(最終的にpHは3程度になる)。 酸性条件での餓造は、血

熱帯域の比t絞的温度の高い条件でも雑菌の繁殖を防げるという利点がある。自麹

菌が生産 ・分泌する酵素はこのような低pH条件でユも*柄することなくイ1'l.1Jに作用

する(9，10)。
白麹菌が生産する 3援の主要なキシラナーゼA、B、Cの一般的性伎を表1-1に、

活性のpH依存性およびpH安定性を図1-2に示す(1]-13)。キシラナーゼA、B、C

の至適pHはそれぞれ5.5、4.5、2である。発百子ーの初期1の段階でpHが低くないうち

はキシラナーゼA、Bが多く生産されるが、発酵が進んで婿地のpHが下がると、キ

シラナーゼCが多く生産される(14，15)。これら 3程のキシラナーゼはどれもpH3

~9程度まで比較的広い範凶のpHで安定である 。 その中でも、キシラナーゼC は

至適pHが2で、pf-nまで安定な、非常に好酸性 -耐酸性のキシラナーゼである。本

研究の第 1i郊では、このキシラナーゼCの特異な性質の獲待機構を明らかにする

ことを目的としてさまざまな実験を行った。

微生物のキシラナーゼはよく研究されており、さまざな磁から、多数のキシラナー

ゼが単離・ l音l定されている (2)01989年にHenrissatらはhydrophobicclusteri去

によりセルラーゼ/キシラナーゼの全体をいくつかのファミリーに分類し、その

うち、キシラナーゼは主にFとGの2つのファミリーに分類できることを示した

(16)。その後、同じく Hennrsatらは、その手法をグルコシル・ヒドロラーゼ(グ

リコシダーゼ)全体に拡張した(17)。その結菜、キシラナーゼのファミリ -FとG

はそれぞれファミリー 10と11に分類し直された。現在でも、以前のファミリ-

F/Gの表記を用いることもあるが、本論文では、ファミリ -10/11の表記を主に

用いる。

グルコシル ・ヒドロラーゼは、 一般に活性中心は 2つのカルボキシル恭を持つア

ミノ酸(グルタミン酸およびアスパラギン酸)からなる 。加水分解反応は、グリ

コシド総合の不斉炭素のキラリテイが反応後も保存される (α一結合から αーアノ

マ一、またはs-結合から pーアノマーを生成する)Ret創凶ngな反応と、反応後に

反転するlnvertingな反応の 2種類ある。この反応機構の違いは、 2つのカルボキ

シル基の距離の違いに由来し、遠いと1IIi者に、近いとf走者になると 言われている

(18)。キシラナーゼは、ファミリー10，11ともに、 Retai凶ngMechanismに従い

(19)、s-1，4-結合から pアノマーを生成する。キシラナーゼの閃芯機構(20-21)に

ついて 、図1-3に示す。この反応は、片方のグルタミン酸(求核性触媒;

nucleophile)が基質のC1炭素を求核攻撃してアシル中間体を作ることから始ま

る。この際に、もう一方のグルタミン酸(酸・塩基触媒:acid/base caLa!yst)は

7 



酸触媒としてプロトンを波してこの反応を助ける。次の段階では、 アシル中間体

が加水分解されて反応が終了する。その際、微 品立主f~~!~症のグルタ ミ ン般が今度

は塩基触媒としてプロトンを受け取って*分子を前七j:_化することにより、この反

応を助ける。B.subtiJisのキシラナーゼにおいて、;;Jt核性触媒がグルタミン酸78

であることが明らかにされており (22)、他のファミリー 11キシラナーゼでも同様

の位置にある保存されたグルタミン駿(本酵素ではグルタミン般79) が求骸1注射l

煤である 。また、もう 一つの保存されたグルタミン鮫(本隣家ではグルタミン酸

170 ) が駿 . ~軍基触媒であることを支持するデータが多くの極先日のファミリー11

キシラナーゼで得られており、その反応機構については、特に助ciJJus属のキシラ

ナーゼでよく研究されている。 (23-27)0B. circulansのキシラナーゼ(BCX)では、

C'3NMRにより、求核性触媒と酸・窃基触媒のグルタミン酸のpKaはそれぞれ4.6、

6.7と測定されている(28)0 (現在では、この酵素の全てのカルボキシル悲および

イミダゾー jレ環の pKaが測定されている (29)) Mclntoshらは、R.etaining

Mechan.ismの反応の最初には、求核性触媒はイオン化状態で、~ ・ Jî，.基f9~!媒はプ

ロトン化した状態である必要があることと、この際素(BCX)はpH4.6-6.7でj引慢

が高いことから、これらのpJ(aが活性pHの下IlJtと上限を決定していると結論付け

ている。酸 ・塩基触媒のグルタミン酸のnKaは6.7とカルボキシル基にしては異常・

に高いが、これは近傍に位置する求核性触媒のグルタミン酸の負電荷との静電的

相互作用によるものだと言われている(30)。

本研究の主要な諜題として、キシラナーゼCの好酸性機構に注目したが、その結

果、キシラナーゼCのアスパラギン酸37が好酸性に重要であることを明らかにし

た。各キシラナーゼで報告されている至適pHと、本酵素のアスパラギン酸37にあ

たる残基について、表1-2にまとめた。興味深いことに、この残高Lは、至適01-14.5

以下の酸性キシラナーゼはアスパラギン酸、至適pH4.5以上のrlJ性/アルカリ性

キシラナーゼはアスパラギンになっている。従って、以降、本論文では、主i趨p1-[
が4.5以下でこの残基がアスパラギン酸のものを「酸性キシラナ」ゼ」、コE適pH

が4.5以上でこの残碁がアスパラギンのものを「中性キシラナーゼ」、その中でも

特に至適pHが高いBacilJussp. stra.in 41-M-1 xylanase J (sS氾)を「アルカリドj:

キシラブーゼ」と呼ぶことにする。酸性キシラナーゼの例はあまり多く匁lられて

いないが、 A.nigen .. -ylanase 1 (ANXI)(31)， Aureobasidium puJluJans xylanase 

A(32) ， CryptocoCCUS5.P. S-2 (xyn-CS2)(33)などのアミノ隊配列が明らかにされ

ている。

ファミリー11キシラナーゼの立体構造は、ただ l本の αへリァクスを除いてほ

とんどがpシートからなる構造 (sサンドイツチ、またはジエリーロールとH予ば

れる l群に属する)であり、 一方、ファミリー10キシラナーゼは(α/s)sパレル

(TIMノτレJレ)構造をとっていることが分かっている(34，18，35)。ファミリー11

キシラナーゼの結晶構造は、現在では、多くの種類の醇棄で報i与されている (B
pumilus IPO (36， 37)， B. circulans (sCX)(23)， Trichoderma harzianum (38)，ア.
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reesei XYNlI (TRXlI) (39)， T. reesei XYNT (TRXJ) (40)， A. niger xylanase 

I(ANXl) (31)， Bacil1us strai.n D3 (41)， Thermomyces JanuginoSllS (42))。その

中でも、 BCXでは、酸・塩恭触媒のグルタ ミン般を システインにi丘換した

Glu172Cys変異体にキシロテトラオースー (Xyl¥iI'結合した複合体(スJ祭に見えて

いるのはキシロピオース:(XY])z)の構造が、また、 TFしてIIでは、さまざまな長さ

のアルキル鎖を持つエポキシア Jレキルキシロシドが反応して共有結合している結

晶椛造が得られている(26)。同じジエリーロールfoldを持つB.macerans 1，3-1，4 

-sーグルカナーゼの配列に、 B.slIbtiJis キシラナーゼが帰入されている、 J!=~常に

変った結品構造の報告もある(43)。さらに、結晶化とプレミナリな測定の報告は、

ファミリーが10か11か不明なものもいくつかある (44-46)。一方、 NMRによる

BCXの二次精造のアサインメントや(47)、結晶構造解析とは独立に行われたBCX

のHomologymodeling の結果(48)などの構造的情報および解析もある。

ファミリー11キシラナーゼにおいては、 一次構造だけでなく、 立体構造の保存

性も非常に高い。その全体の構造は、 1-5-5節で詳しく述べるように、右手の形に

なぞらえて説明されている(49)。なお、ファ ミリー11キシヲナーゼは、フ ァミ リー

Hセルラーゼ(AspergiJJlISacuJealus F1一CMCase)、B.macerans 1，3-1，4-s 

-glucanaseなどと立体構造よ、多少のホモロジーがあることが知られている(50)。

一方、ファミリ -10キシラナーゼについてもいくつかの酪ー素で立体構造が符ら

れている(51-55)。

本論文の第 11守11の第 1-5主主では、白麹菌の酸性キシラナーゼCのX線結晶構造

解析をおこない、その立体構造について詳細に議論した。第6:&iでは、アスパラ

ギン酸37の変異体を作成して、その解析を行った。
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Property XynA XynB 

Mol巴cularweithe (kDa) 35 26 

Molecular w巴lghf(Da) 32.731 20.116 

Sugar content (%) J 7.6 

lsoel巴ctricPOlHt 6.7 4.4 

OD2制。(1% 501n 8.7 17.8 

OpLimum t臼nperaLure(C) 60 55 

Optimum pH 5.5 4.5 

pH stahility 3~10 3~ 10 

CMCase activitl + +ー

Family in glycosidases 10/F ll/G 

表1-1 白麹菌キシラナーゼの一般的性質

'SDS-PAGE による。

zアミノ酸配列から予想される値

3セルラーゼ活性

10 

XynC 

29 

19.888 

3.5 

31.7 

50 

2.0 

1 ~9 

ll/G 



Asp37~こ

相当する残法

D
-D
D
D
D
N
N
N
N
N
N
 
N
N
N
N
N
J
 

OptirmunpH 

L♀ 
3.0 
2.0 
4.5 
3.0 -4.0 
5.0 -5.5 
4.5 
5.0 
6.0 
6.5 
6.2 
9.0 
6.0 
6.5 
5.5 -6.5 
6.5 
5.0 
4.5 -5.0 

五χ旦♀
XynI 
Xyn 
XynA 
XYNI 
XYNII 
XynB 
XynNB 
XynA. 
XynA 
XynA 
Xyn] 

XynA!B 
XynA.(N) 
XynA(N) 
XJnB 
XynA 
Xyn 

Org釘1ism

企呈2豆mi1luskawachii 
Aspergillus nigeJJ 

CryptococcussP. S-2 
Aureobasidium pulJulans 
Trichodenna reesei' 
Trichoderma reesei1 

AspergilJus kawachii 
Aspergillus niger 
Bacillus circuJans1 

Bacillus pumi1us IP01 

Bacillus subWis 
Bacillus sp. strain 41M-l 
CJostridium a田 tobulylicum
Clostridium stercoralium 
Rurr曲目:occusflavefaciens 
Streptomyces lividans 
Schizophyllum commune 
Trichoderτna harzianuml 

表1-2 各キシラナーゼの至適pHと

本酵素のアスパラギン酸37に相当する残基

T結晶情造が報告さ れているキシラナーゼ

1) 



a 

b 

α....ιMe.~GkA 

Q-Anl a-Araf 

可叫jzク。叫

己記記己

図1-1 キシランを分解する様々な酵素

aキシランの分解に関わる醇索。Ac:アセチル基、 α-Araf:α・アラピノフラノース、

α-4-0-Me-GlcA: α-4-0ーメチルグルクロン酸

b s-キシロシダーゼによるキシロオリゴ絡の加水分解
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a 
~ XynC 

100ト ，、.¥il A I ---e--- XynB 
XynA 

I 、g> f¥ ¥ 
80 

~・、 60 
、、-'

話長4除0、刊

20 

。
1 234  5 6 7 8 9 

pH 

b 
100 

~ 80 
、・J

.・9・とum -圃.d a 3 60 

自宮民 崎

20 

。
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 01 1 

pH 

図1-2 白麹萄由来の 3f重のキシラナーゼの活性のpH依存性およびpH安定性

文献Cl1 )による

a Mcllvainバッファー中での活性

b Mcllvainバッファー中で30"C、 1時間インキュベー卜した後の残存活性
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求核性触媒 (NucleopJlile:GJu79) 

、.. ，，
 

4
E

・・
，，a
・、

酸 ・塩基触媒 (Acid/basecatal yst: GI u 1 70) 

図1-3 Retaining Mechamismの説明
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第 l古11 第 ] 主主

キシラナーゼCの結晶化

序

キシラナーゼCのX線結at構造角材?を行うために、構造解析に耐えうる良質な料

品を得ることを目的として結晶化を行った。

実験方法

1-J-1 サンプルの調製

結晶構造I~平析月Jのサンプルは、図干泡n童造研究所の伊藤清博士に調製して頂いた。

結晶化に用いた大量のキシラナーゼC (約100mg)は、本酵素の泣伝子を染色体

に多コピー導入した白麹菌(J5)の培養液中から精製して用いた。本醇紫の精製は、

(11) ~こ従った。精製後のサンプル(溶媒 : 20 mM Na-acetate， pH 5.0， 0.5 M 

NaCI、濃度:約1.5mg/rru) は、ー20"Cで凍結して保存した。結晶化にmいたサ

ンプルのSDS-PAGEを図1-1-1に示す。 SDS-PAGEは， l..aemmliの方法に従った

(第 2者11の文献49)。
蛋白質の定量は、水溶液中での280nmの吸Yt度から、 1mg/mlの11寺、 A280=3.17

として測定した。

酵素液は、 5mMa白 ticacid (PH約3.5)に透析してバッファー交燥した後、セン

トリ コンー10(叩1Icon)を用いて10mg/ml以上の濃度になるまで淡繍した。本酵素

は低温で溶解度が減少し、濃縮したサンプJレは沈殿が起きるので、 室温で操作を

行った。濃縮後のサンプルは、 0.45μmのメンブレンフィルター(マイレクス

HV金nm，Millipore)を通して除粒子を行った。

}-1-2 結晶化

蒸気平衡拡散法により結晶化 を行った。結晶化には、CrystalClearStrips (シッ

ティングドロップ法)、 VDXplate(ハンギングドロップ法)、および:VDXplate 

中でのシリコナイズしたMicro-Br吋 ges(シッティングドロップ法) (いずれも

Harnpton Research)のいずれかを用いて行った。 ClystalClearStripsは、クリアー

テープ CH-12(Scotch)でシールした。 VDXplateのweUには、シリコナイズした

ガラス製の円形カバーグラス(径 21m工11，厚さ NO.l:0.12-0.17 mm、

MATSUN品，11)を乗せ、シリコングリース KS-64(信越化学)により強:閉した0

2器具のシリコナイズには、シリコフィルム (nacal剖 tesQue)または、シリコナイ

ズL-25(富士システムズ)を用いた。結晶化に用いた務具をl必1-1-2aに示す。

各器具を用いた場合の結晶化法について、以下にまとめた。

15 
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C!yslalClear Strips 
VDX plale 

SilLIng drop 
1 langing drop 

VDX plate + Micro-bridges Sitting drop 

Drop: 2-4μ1，リ吋~-)て: 50μl 
Drop: lO-20μ1，リザーパ:1.口11
Drop: 30-40μ1，リザーパ:1ml 

結晶化に用いたパップ 7一、沈殿剤などの溶液は、全て0.2μmのフィルターで

滅菌、除粒子して用いた。蛋白質溶液とリザーパ溶液を等量混合して、 ドロップ

を作った。結晶を仕込む際の作業は、粉塵の混入を|坊ぐため、クリーンペンチ内

で行った。

結品化の漏度は、4"C、15"C、 25"Cのいずれかで、振動のできるだけ少ない条件

で行った。 15"C、 25"Cでの結晶化は、インキユベーターIN600(ヤマト科学)で

行った。

初期jの結晶化条件のスクリーニングは、各種リザーパ溶液のセッ トである

Crystal Scre巴111， II (Hampto11 Research)を用いて、 CrystalClearPlateによるシッ

ティングドロァプ法で行った。蛋白質溶液 (10mg/ml)とリザーパ溶液を混合し

た際にすぐに沈殿が出た場合は、リザーバi浴液を水で2倍に薄めてやり直した。

2倍でも沈殿が出る場合には 3倍に務めた。

データ測定を行うための結晶を作成する場合には、 VDXplate によるハンギング

ドロップ法、またはMicro-Briclgesによるシッテイングドロップj去を用いた。

1-1-3 結晶のキャピラリー中への封入

結晶は、直径1.0rmnのガラスキャピラリー <=tに封入して、 illlJ定に用いた。キャ

ピラリ への封入の方法は、 (56)に従った。キャピラリーの両端は、ライターで熱

して封をした。結晶のキャビラリーへの封入に用いた器具は、図1-1-2bに示す。

1-1-4 キシラナーゼCの結品の結晶学的データの決定

結晶の回折データの測定は、お茶の水女子大学理学部化学科の理学電気製R-ωds

IIcカメラで、行った。 X線発生装置 (40kV，100mA) により発生するCuKa線をニγ

ケJレ箔のフィ Jレターを通して用い、角度を変えて 3枚のスチル写真を保った (ω

=0，45，90. )。露光時間はそれぞれ30分とした。結晶絡子の決定は、 R-axisIIc 

付属のプログラムPROCESSで行った。

結果と考察

1-1-5 キシラナーゼCの結晶化
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Crγstal Screenによるスクリーニングでは、以下の条件で、いずれも針状の給品

が数日 ~ l 週間程で現れた。

Crystal Screen I 

Precipitant Buffer Salts 
No. 4 2.0 M Ammo川umsulfale 0.1 M百i5HCJ pI-!8.5 none 
NO.39 2% w/w PEG 400 & 

2.0 M Ammonium sulfate 0.1 M Na rrEPESpH7.5 none 

Crystal Screen Il 

Precipitant Buffer Salt 
No. 25 1.8 M Ammonium sulfate 0.1 M MES pH 6.5 0.01 M CoCI. 
No. 32 1.6 M Ammoruum sulfale 0.1 M 卜日~PESpH 7.5 0.1 M NaCI 

いずれも、沈殿剤は硫酸アンモニウム、 pHが6.5以上の場合に告|状の結晶が出て

いた。 また、沈殿斉IJil~EG、 MPDの場合は、全く結晶は現れなかった。従って、

沈殿剤として硫酸アンモニウム、 pH5.0~8.2までの各種パァファー(濃度 0.06

~0.1 M) を用いた各種条件下で結晶化条件の探索を行ったが、同線の主1状結品し

か得られなかった。

そこで、硫酸アンモニウム以外の各種の甑殺を沈殿剤として用いて結晶化条件を

検討した結果、硫酸ナトリウムとコハク酸ナトリウムを沈殿斉IJとして)IJいた場合

に、柱状の良好な結晶が得られた。

さらに条件を検討した結果、蛋白質溶液の濃度が5~10 mg/mJ、リザーパ溶液

に1.5M硫酸ナトリウム、 0.1M HEPES pH 7.5を用いた場合に、肢も再現性高

く、十分な大きさの結晶が得られることが分かった。結晶は柱状をしており、長

い jlijbで数mm程度、太さが0.2~0.4mm程度まで成長した。 この結晶の外見を艮|

1-1-3に示す。

1-1-6 キシラナーゼC結晶の結晶学的パラメータ測定

本酵素はpH7.0以上ではほとんど活性を持たないが、 今回の硫酸ナトリウムを

用いた結晶条件では、 pH7.0以上でしか良質な結晶は待られなかった。そこで、

pH 7.5で得られた結晶を、本酵素がわずかながら活性を持つ(最大活性を持つ pトI

2.0に対して、約10%)pH 6.5のバッフ 7 一(1.75M硫酸ナトリウム、 0.06M

おlESpH6.5) に収穫してから、キャピラリーに封入してデータiJ!ijJEを行った。な

お、 pHが6.5より低いパッファーに収穫した場合は、 111寺間以内に、結品にひび

が入って崩壊した。

R-axisによる測定に朋いた結晶の外形およびサイズを図1-1-4に示す。 R-axis

17 



日c付属のプログラムPROCESSに組み込まれているAuto[ndexingプログラムか

ら、この結晶は正方品系に属し空間貯はP41212または同.212(後にP4321 2と決定

された)であると推定された。結1誌の倫子定数はa=b= 62.J A. c=-113.3 A，α= i1 
=y =90

0

であった。この結晶は非対祢単位中に1分子のそノマーを含む(単位格子

中には8分子)と推定された。溶媒合i誌は55%、Vmの値は2.7A 3/DaとMatthews

によって示された標準的な蛋白質の値に相当する(57)。

また、結晶の外見と、 autoindexingにより決定されたmissettingangleから、

結晶の長い謝lがC剥iに、柱状結晶の側面の法線が8/b納の対角に相当することが分

かった(図1-1-4)。
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kDa 

94 

67 

43 

30 

20 

図1-1-1 結晶化に用いたサンプルのSDS-PAGE

ゲル浪度 10%

クーマシープリリアントブルーで染色した.
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a 

b 

図，-'-2 給品化およびキャピラリーへの封入に用いた器具

a結晶化に用いた器具
後初j友から、ゴム製グローブ、VOXplate、除粒子に用いるクリーンスプレー

前列左から.カバーグラス、 CrystalClear Strips. Micro-Bridg郎、サンプル除粒子用の

フィルター.ピンセット、シリコングリースの入ったシリンジ

bキャピラリーへの封入に用いた器具
後列左から、ガラスキャピラリー、 Micro-Tools

前列左から‘ピンセット、円形のウェルのついた厚手のスライドガラス、

キャピラリー録作用シリコンチューブ、 1mlシリンジ、ライター
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四・ ---

. 。:s- 1.. 

図1-1-3 キシラナーゼCの結晶の写真



O.45mm 

図1-1-4 データ測定に用いた結晶の外形と裕子の向き
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第 lfill 第 2常

分子置換法による構造決定

序

蛋白質の結晶構造解析の最初の段階として、初期位相;を求める必要がある。新規

の構造の初期位相を得るためには、現在、重原子同形置換法(MIRS問、多波長異

常分散法(MAD)などの方法がある (58 ， 59)。一方、立体構造地斗世間な蛋白~の情逃

がある場合は、分子置換法により初期位相を求めることができる。ここでは、実

験室レベルの装置で得られた回折データをもとにして、分子置換法でキシラナー

ゼCの結晶構造の初期位相を求めた。

実験方法

1-2-1 Iミ-axisIIcによるデータ測定および処理

1-]-4i'iilと同じ装置(R-axisIIc)を用いて、データiJiIJ定を行った。データの処理は、

R-釦cisllc付属のプログラムPROCESSで行った。

1-2-2 分子鐙換法

分子置換法は、類似の立体構造を持つ別の蛋白質の構造がすでに決定されている

場合に、初期モデルを得る方法である(60)。相同な立体僻造を持つ 2つの分子は回

転と並進の操作によって重ね合わせることができる。 2つの分子を共通の直行座

標系におき、 2つの分子中の等価な点へのベクトルをそれぞれX，、 X
2で定義する

と次の関係式が成立する。

x2=[n]Xt+t 

ここで、[nJは回転行列、 tは長進ベクトルである。分子置換法では、 [n]を

rotation function(61)、tをtranslationfunction(62)によ って決定し構造解析の

初期モデルとする。

解析はグラフイツタワークステーションlndigo2(Silicon Graphics) Jこでプログ

ラムX-PLOR(63)を用いて行った。解析の手111ftは、 X-PLORのマニュアルに従っ

て行った。

Translation searchの範囲はチェシャ一群(64)に基づいて決定するのが常法であ

るが、ここでは、 X-PLORのマニュアルに従って、まずd巴lta(Translation 

searchの間隔)を大きく設定して単位格子全体の粗いマップを描いて線認し、そ

のうち独立な(繰り返しのない)範囲をTransJationsearchの範囲とした。
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1-2-3 分子置換に使用したモデル分子

分子置換法に取り組んだ当時、本語孝素と相1同な蛋白質のうち、 PDBに登録され

ていた構造は、助CilJus circuJansのキシラナーゼ、 Trichodermareesei XYNLI、

Trichoderma harzianumのキシラナーゼの 3極であ った。 このうち、 B.

circulansのキシラナーゼ(BCX)のGlu172Cys変異体とキシロテトラオースの複合

体の結晶構造 (PDBcode 1 bcx) を元にモデル分子を作成した。関1-2-1に示し

たように、本酵素とBCXのアミノ厳配列の相同性は46.2%であり 、アミノ酸の欠

失、挿入も少ない。

Cross-Rotation search 、PC-refinementおよぴTranslationsearch には、この

構造を元に、グリシン以外の全てのアミノ酸をアラニンに置換したモデルを朋い

た。アラニン置換には、お茶の水女子大学大学院(現.三菱化学)の杉浦部子博

士にl頁いたFortranプログラム(ch且la.ηを使用した。

Cross-Rotation searchに用いたモデル分子は、プログラム0(65)により、単位

格子の原点近くに童心が来るように移動したものを月]いた。

結果と考祭

1-2-4 分子置換に使用したデータ

分子置換による構造決定には、 R-axisIIcで測定したデータを用いた。衣1-2-1

に、 R-aJミisI1cによるデータ測定の結来をまとめた。

1-2-5 Cross-rotation functionによる分子配向の解析

Cross rotation functionは、 HuberとSteigernannの笑空間パターソンサーチ

(66)に基づいて行った。モデル分子には、 BCXをアラニン置換したものをmいた。

Cross-rotation functionの空間群を考慮して、サーチする範l羽を決定した(67)。

Cross-rotation functionの大きい解をI1僚に3，000個取りだし、その巾で10。以内

にある解は同ーのクラスターとみなした。表1-2-2aにCross-rotationsearchを行っ

た条件を示す。

Cross-rotation search の結果、 47倒の解が得られた、表1-2-2bに、」二位6偲の

解を示す。これら47個の解を、以下のPC-refinementにかけた。

1-2-6 PC-refinementによるrotationfunctionの解の精密化

Cross-rotation functionの解を初期値として与え、 PC-refinement法(68)によ

り、分子の配向の精密化を行った。モデル分子は、BCXをアラニン世換したもの

を用い、バターソン関数の分解能は15.0-4.oAとした。
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図1-2-2にCross-rotatlonの解の精箔:化後の関数の他、表1-2-3に精?奇化後のモ

デル分子の自己|句を示す。Cross-rotatlonfunctionの解析で6番目に大きな1fliを示

したj弊カヤC-reflnement後に最大値を示し、また他のピークがこの解の近傍に収

束していることからも、 (01， 02， (3) = (100.590 
，63.2440 ，65.727. )の

解がモデル分子の配向を示すと考えられる。

1-2-7 Translation functionによる並進ベクトルの決定

PC-refinementによって精密化された解 (01， 02， (3) = (100.590 
，63.244 

。，65.727
0 

)を分子の配向とし、l'ranslatlonfunction(68)によ って並進ベクト

ルの決定を試みた。

表1-2-4aにTranslationsearchを行った条件を示す。モデル分子はBCXをアラ

ニン置換したものを用い、パターソン |羽数の分解能は15.0-4.0Aとした。

PC-refinementにより決定された配向を持つモデル分子を、結晶格子のOく x1.0， 

Oくy< 0.5，0くZく0.5の範囲で1.0Aづっ並進させ、 Translatlonfunctionおよび

Packlng flU1ctionを計算した。Packlngfunctionは、単位絡子rrにおけるモデル

分子(および結晶学的対称位置にある分子)の占める割合である。この値が小さ

い場合は、結晶学的対称分子同士が大きく重なりあっており、 Packingに大きな障

害があると考えられる。

第 i章で、この結晶の空間群はP4，2，2またはP432，2と決定されたため、この 2

種の空間群でTranslationsearchを行った。その両方の空間若手において、言|ー算され

たTranslationfunctionの大きい解(上位 6個)をそのPacklngfunctionの他と

共に表1-2-4b，dこ示す。P4，2，2でのTranslationfunctionの最大値は0.2574であっ

たが、 P432，2ではTranslationfUl1ctionの最大値は0.3287とP4，2，2の場合に比べ

て顕著に高く、 Packingfunctionも、 0.2623と全体の解のPack.i.ngfunctionに比

べて大きかった。また、プログラムOで対称分子のPackingを可観的に俗説、したと

ころ、分子同士が大きく重なり合う部分はなかった。

以上の結果から、空間群P432，2のffff.(x， y， z) = (0.513，0.214， 0.295)が正解

であると考えて、以下の悶gid-boclyrefinementを行った。

1-2-8 Translation fUl1ctionの解からの精君主:化

以上はモデル分子としてアラニン置換したBCXを用いたが、ここからは、側鎖

も含むBCX分子をモデル分子として、精密化を行った。キシラナーゼCとBCXの

相向性は46.2%であるが、分子位置が正しいならば、 BCXの制1)鎖を持つモデル分

子でもある程度R因子が低下するはずであると考えたためである。

まず、Rigid-bocly 問自nement を行った。 ~rl1jlltp4ョ2 ， 2、分子配向 (0 1， 02， 

03) = (100.59. ，63.244
0 

，65.727
0 

)、分子位泣い， y， z) = (0.513， 0.214， 



0.295)、分解能8.0-4.0入、 20サイク Jレの桁街化を行った結巣、 R困子は47.0%

まで低下した。

さらに、 X-PLORのスクリ プトch巴ck.inpをmいて、分解能5.0-2.8Aで・のEx既V

と~1PlRlCALの重み付け囚了WA (第4主主参!l明)を70243.5と伏定した。

続いて、 positionalrefinement (第 44t参照)により、精密化を行 ったO

Rigid-body refinement後のモテソレ分子から、分解能5.0-2.8A、500サイクルの

精密化を行った結果、 R因子は29.3%まで低下した。また、この段階で託子他:皮マッ

プを描いてみたところ、 pシートにあたる電子密度パターンが現れた。

BCXをモデル分子として精銘:化した場合でも、 R因子は大きく低下した。ただし、

側鎖の一部が異なるモデル分子であり、 over-refinementを行っていると忠われ、

この段j~~ ではこの鮮が正解であるとは断定できない。 しかし、第 4 掌以降で述べ

るように、モデル分子を正しく設定し、 R-freeおよび、omitrnapなどによる評価を

併用して精密化を行った結来、この解が正解であることがr~J らかとな っ たo
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三 一一一一一一一一一一一一=lIIt
3 

b 

X今raysource Cu K a (40 kV. 100 mA) 

No. of dala sels 

No. of frarnes 30 

品世 2.0. (110 overlapl 

Tolal rotation angle 60. 

Spindle axis / X'ray axis c' / a 

Misse山 ngangles
l 

世，，=3.099・・ rty='7.893.世，=21.744

Resolution limil 2.06 A 

No. o[ tolal 山田川edre[Je<:lions 79898 

No. o[ inde凹 ndentreDections (F.2σ(f)) • 13145 

Comple~巴ness (F.2a(F)) 51.6% 

R'IllE:rge (F>2σ(F)) 3.90 % 

resolutioo range (A) %Colllpleteness 

3.98 15.00 92.5047 

3.17 3.98 89.1688 

2.77 3.17 74.4571 

2.52 2.77 54.7004 

2.34 2.52 35.5844 

2.20 2.34 26.3603 

2.09 2.20 18.2344 

2.00 2.09 4.9206 

%AcclIm. complelencss 

92.5047 

90.8869 

85.6147 

78.0987 

69.8220 

628385 

56.6355 

50.3596 

表1-2-1 R-axis IIcでの測定

aデー合理y定の条件および統計値

1プログラムPROCESSの定義に基づく 。ψZは、spindleaxis(ψ)の周りの回転を表す。 ψ

~21 .744 ・でc* 軸がspindle axisに、f輔がX-ray axisにそれぞれほぽ平行に在るので、

ψ=-20・からデ-';1測定を行った。

b各分解能での完全性(F>2σ(F)でカ yトオフ後)
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a 

b 

model struclure 

maxImum pallerson vcclor 

mlslmum p乱tersnn、..ector

resolution 

No‘of pcaks on patterson map l' 1 used 

range oJ rotat.ion 1 

delta' 

。l

02 

03 

alanine subslituled sCX 

20.0 A 

5.0 A 

15.0 - 4.0 A 

3.000 

0' - 360' 

o' -90' 

o' -90' 

2.5' 

! index，じheta1.theta2. theta3. RF-function (EPS工10n=0.25) 

l 95.000 50.000 55.000 3.3941 

28 100.000 57.500 65.000 3.3077 

95 142.500 ワ0.000 87.500 3.2277 

H6  137.500 77 .500 5.000 3.1763 

229 95.000 47.500 45.000 3.1435 

355 102.500 62.500 72.500 3.0843 

表1-2-2 Cross-rotation search 

a Cross-rotation searchを行った条件

1オイラーの角を用いて表記した。

2Rotation searchの間隔

b Cross-rotation searchの結果。3000個の解のうち、上位6個を示す。
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旦ー 一一一 一 ーコー=lIIIt

Peak 問~.r回ul出 (deg) Refined orienLation (deg) Rank of lhe 
PC fUl1cLion 

inde三 。1 02 03 。l 02 (J 3 PC function 

95 50 55 98.348 49.072 53.167 0.0626353 

28 100 57.5 65 100.98 64.836 68.615 0.0719970 5 

95 1-12.5 70 87.5 140.77 69.99 86.992 0.0676395 

166 1.37.5 77.5 5 137.56 79.667 6.9556 0.0645201 

229 95 47.5 45 96.712 49.758 43.87 00523055 

355 102.5 62.5 72.5 100.59 63.244 65.727 0.07681 10 

586 95 60 57.5 97.289 59.172 58.999 0.0678436 6 

2497 95 57.5 47.5 99.572 64.368 63.895 0.0735713 

4348 ]05 52.5 70 102.23 63.487 65.731 0.0752739 3 

4398 102.5 67.5 62.5 101.37 62.743 65.4 29 0.0762011 2 

表1-2-3 PC-refinement によって精密化された分子の配向

Rotation functionの解 (精密化前)の順に並べてある。

上位6個の解と、精密化後に上位6位以内になった島幸を示す (図1-2-2 に対応している)。

Rotation functionでは 6番目の解(peakindex 355)が、

PC-refinement 後に最も上位となっている。
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a 

b 

C 

model slruclu悶

rcsolulion 

Initial angle 

range oi lranslalion
l 

delta' 

number of grid points 

P4.2.2 1-' 

y 

alanine substitul町jsCX 

15.0 - 4.0 A 

100.59' ‘63.244' .65.727' 

0-1.0 

0-0.5 

0-0.5 

1.0A 

370386 

mea.n of T・Euncヒion:: 0.084 sign唱。fT-funccion:; 0.026 

πlaXi.mum of T-function= 0.257 minimurn of T-function-= -0.027 

Or廿主ogonalA coordェnates Fracヒionaユcoordinaヒes
'1'=( 31.227 12.713 33.4551 TF=( 0.504 0.205 0.2951 '1'= 0.2574 p= 0.2481 

'1'=( 31.775 12.713 33.4551 TF=I 0.513 0.205 0.2951 T= 0.2522 ~= 0.246ヲ

'1'=1 31.227 13.266 33.4551 TF=I 
官、=( 31.775 13.266 33.455) TF=I 
Tモ=( 31. 775 13 .266 5.0691 TF= ( 

'1'=1 31.227 12.713 5.069) TF=( 

P4，2.2 ，-， 

0.5口4 0.214 0.2951 '1'= 0.2475 p= 0.2483 

0.513 0.214 0.295) 古ヒ 0.2459 p= 0.2486 

0.513 0.214 0.045) T= 0.2428 p= 0.2501 

0.504 0.205 0.045)τヒ 0.2365p= 0.2489 

官官anof T-function= 0.085 sigma of T-function;. 0.026 

代田xirn山T¥ of T-funcヒion= 0.329 m臼吐血urnof T-function= -0.017 
Orヒ'hogonalA coordinates Fractional coordinates 

T=I 31.775 13.266 33.455) TF=I 0.513 0.214 0.2951 '1'= 0.3287 r= 0.2623 

'1'=( 31.775 12.713 33.4551 TF=( 0.513 0.205 0.295) '1'= 0.3177 p= 0.2611 

T=( 31.227 13.266 33.455) 中F=I 0.504 0.214 0.295) T= 0.3104 r= 0.2616 
T=( 31.227 12.713 33.455) TF=I 0.504 0.205 0.295) T= 0.3039 r= 0.2618 
τ'=( 32.323 13.266 33.455) TF=( 0.522 0.214 0.295) '1'= 0.2970 P= 0.2623 
雪、=( 32.323 12.113 33.4551 TF=( 0.522 0.205 0.2951 T= 0牟 2866p= 0.2619 

表1-2-4 Translation search 

a Transl日tionsearchを行った条件

'Fractional coordinates (単位胞に対する相対的な値)で示した。

'Translation searchの間隔

b空間群P4，2，2でのTranslationsearchの結果。上位6個を示す。

c空間群P432，2でのTranslationsearchの結果。上位61闘を示す。
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第 1g.fl 第 31戸

シンク ロトロン放射光及び巨大分子汗jワイセンベルグカメラによる

回折強度データの収集

序

キシラナーゼCの結晶から、原子分解fiBの術造角科斤を行うのに必要な高分解能の回折

データを収集するために、シンクロ トロ ン放射光の強)]なX線を用いて測定を行った。

実験方法

1-3-1 シンクロ トロ ン放射光

シンク ロトロ ン放射光は赤外線から y線に至るまでの述統的なスペクト Jレ分布を持

つ強力な光源である。蛋白質のX線結晶構造解析に有効な領域を全てカバーしており指

向性も極めてよいなどの優れた特性を有していることから、近年蛋白質の結晶併進解析

に広く用いられている(69.70)。回折強度データの収集は、高エネルギ一刻l迷音寺研究機

椛、放射光5k!.5財直設(KEK-PF)の2.5GeV陽電子蓄積リングに設置された実験ステーショ

ンBL6Aで行った(71)。図1-3-1にBL6A2の光学系を示す。 測定波長は1.000Aを用いた。

1-3-2 回折強度データの収集

坂部により開発された巨大分子用ワイセンベルグカメラを用いるシステムにより回折

強度データの収集を行った。検出総として、富士フィルムの小型イメージングプレート

(200 rrun X 400 mm)を用いた。角形コリメータは、 0.1mm X 0.1 mmの r~fl 仁l のも

のを使用した。カメラは、半径286.5mmでIPl枚のもの(T叩巴 2A)、または、 IP2枚

をセ γ トできるもの(Type2B)を用いた。空気散乱によるパックグラウンドノイズ及び

空気によるX線の吸収を低減させるために内部をヘリウムガスにより置換した。測定温

度は約20t:である。図1-3-2に、 IP上に記録されたワイセンベルグ写真の例を示す。

IPに記録されたデータは、バイオイメージアナライザーシステム BAS2000(富士フィ

ルム)に よって、デジタ Jレ化された画像データとして読みだした。BAS2000によるデー

タ読み.':1:"しの条件は、ピクセルサイズ 0.1m mX  0.1 mm、感度10.000、ダイナミ ツク

レンジ10.000及び階調256とした。

今回データ測定に用し、た結晶はc軸方向に細長い往状をしており、 c*取fJ以外の方向を

spindle axisとしてキャピラリーに封入することが図書!f，であった。そこで、a*/bホ軌を

spindle axisとする場合には、 Mkro-tooIs(Hampton Research) (図ト1-2b)をmい

て結晶を顕微鏡下で切断したものを用いた。

1-3-3 データの処理
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得られたデータは、グラフイツクワークステーションIndigo2(Sil1con Graphics)Jこで、

HKLプログラムパ ッケージ(プ ログラムDenzo、XDisplayFおよび、Scalepack)(72)を

用いて処理した。処J:ffiに用いたスクリ プ トは、東京大学大学院理学系研究科の濡木理博

士により頂いたものと 、I引くしプログラムパ yケージのマニュアルを参考に作成した。

データ処理の手)1[11:に関しては、全般にわたって、 I引くLプログラムパγケージのマニュ

アルに従った。

オシレーション写真を用いて結晶の方位を決定(autoindexing)した後、ワイセンベ

jレク'写真から強度データの収集を行った。 Denzoの積分強度の収集はプロファイ Jレフイツ

テイング法に基づいている (73)0Denzoでのデータ処理にmいたパラメータを 、表

1-3-1aにまとめた。

Denzoにより収集した回折強度データは、プログラムScalepack~こ よりスケーリング

を行った。 estirnatederrorは最も低分解能のshellのlinearR-factorと同程度に、

error scale factorは全体での X2 factorが1程度になるように、それぞれ設定した。ポス

トリフ ァインメントは、 10サイクル行った。その際、修子定数は複数のデータセ ットで

共通、結晶方位およびmosaicityは各データセァトで別々に精密化した。ScaIepackでの

データ処理にf.Iiいたパラメータを、表1-3-1bにまとめた。スケーソングは、 一致の慈

い反射を除きつつ、除く反射がなくなるまで、繰り返し行 った。

Scalepackの出力である S伺ファイル(強度データ ファ イル)は、 CCP4progr釘n

suite (ver. 3.1後に、 ver.3.4を用いた)(74)のプログラム群を用いて、後に精密化を

行うX-PLORの構造因子データファイルに変換した。

変換スクリプトは、東京大学大学院理学系研究科の濡木理博士により脱いたスクリプ

トを元に作JiX:した。このスクリプトは、プログラムrotapr巴plこより .scaファイルを.mtz

ファイル (CCP4の標準反射データファイ Jレ)に変換し、プログラムsortmtzで、反射を

HKLの}I頂にソート、 プログラムagrovataで‘反射をrejectionし、プログラムtruncat巴で

wllsonplotに碁つeいて絶対スケーJレを求め、 tr叩 cateフ。ロシージャ(75)に従って強度デー

タ(1)を構造因子(F)に変換し、プログラムfreerflagでfreeRフラグを作成し、プログラ

ムmtz2variousでテキスト形式であるX-PLORの構造因子データファイルに変換する。

結柴と考察

1-3-4 キシラナーゼCの結1泉Iから収集された回折強度データ

表1-3-2に、今回使用し たデータのiUij定条例ニをまとめた。データセ ットlは、け取hを

spindle axislこして、 ηrpe2Bのカメラを用い、 IPを2枚横並べで使用した。データセ ッ

ト2は、 a*車UlをspindleeL'(ISにした状態からX-rayax.isの周りに約30・回転した向きに

結晶を置き、Type2AのカメラでlPを1枚用いた。

Denzoにより1.8Aまでの回折強度の測定を行った後、 Scalepacktこより、全てのLPの

データについてスケーリングおよびポストリファインメントを行った。 スケーリングは、
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2.0Aまでのデータで行った。図1-3-3に全てのlPのデータにおける相対的なスケーJレ因

子および潟度因子の差を示す。スケーJレ図チの推移から、結!日JのX線による{買lUはさほ

ど大きくなかったことが分かる。

表1-3-3にポス トリファインメントの紡巣を 、図1-3-4にD巴nzoにおける結晶jj{立を

表すmlssettingangleの定義をそれぞれ示した。 2つのデータセ ットには異なる結品を

mいたが、 mosalcityにはさほど違いがなかった。

表1-3-4にスケ ーリングにおける統計値を示した。十分良いr巴clundan旬、

completeness、I/σ、R-mergeが符F られたことが分かる。

測定した反射の数は87，782側、独立な反射の数は15.428側、 80A-2.0Aの完全性は

98.4%、R-m巴rgeは7.3%であった。

1-3-5 絶対スケールおよび視度因子の見積もり

プログラムtruncate(CCP4)を用いて、絶対スケ ールおよび潟皮因子を見積もり、強

度データ(I)を術造因子(F)に変換した。スケーリングには5.0-2.0Aの反射を用いた。

Wilson plotを、図1-3-5に示す。混j支因子は、 WiJsonplotの傾きの絶対値から、

27.884A 2，絶対スケール因子は、 y!;JJ片のexponentialの逆数から、 0.00302と見積も

られた。

処理後の反射データを、プログラムpattern(76)により可視化したものを図1-3-6に示

す。これは、プレセッション写真に相当するものであり、 h=O而および、 1=0而について

表した。全領域にわたってデータが符られており、いわゆるblinclregionがないことが

分かる。
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ぃ・里圃・・・・・・・・園田園E贋 1

a 

b 

X線に|期するパラメータ

Wavelength 1.0000 

monochroma七or0.92 

Air absorp七ionlength 150000 

overlap spot 

Error density 1.00 

error systematic 5.0 partialiヒy 0.1 posiヒional 0.04 

weak level 1.0 

プロファイルフイッティング及びメジャーメントボックスに[期するパラメータ

pro王ile fitting radius 20.0 

Box prinヒ1.3 1.3 

spot elliptical 0.4 0.4 

background elliptical 0.5 0.5 

rejection probability 0.0001 

writ巴 reコectionfile 0.9 

sigma cuヒoff0.1 

表1-3-1 HKLプログラムパッケージでの処理に周いたパラメータ

aプログラムDenzoでの処理

bプログラムScalepackでの処理
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Dala Rotation 0ωoverlap も'V.c.c，' Oscill oscill No.o11P Tolal TOlal 

担【 aXIS (deg) (deg) (deg/mm) limes S問凶 rolalion exposlIre 

(deg/sec) anglc lmle 

(dcg) 

ピ 4.6 0.4 2.0 10 2，0 
11文 2

(Io[t & righl) 
46.2 8・26"

8.8 0.4 2.0 8 2，0 13 109.2 14'50' 

表1-3-2 収集したデータの測定条件

1ワイセンベルグカ yプリングコ ンス空 ン ト (フィルム をlmm動かす問の結晶の回転角度)

匂自立ては行わなかった。
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Data担 l cell cOl1slanl (A) )
 

g
b
 e

 

A
u
 

l
 

s
 

e
 

nuo 
t
 

a
 

e
。
n
 

t
 

l
 

e
 

s
 

s
 

n
 

mQsaicily 

al/) rotx roly rolz 

62.065 113.289 170.676 0.079 0.359 0.127 

62.065 113.289 .9.772 150.068 78.810 O.14l 

表1-3-3 ポストリファインメントの結果

'spindle axisをグ、vertical aXis(spindle axisとbeamaxisに共に蚤直な軸)をf とした場合からのず

れで表した (図1-3-4 参照)。
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ト司喧固・・・・・・園田園田園固目『

a 
Shell S師団ryof observation redundancies by shells: 

Lower口'pper NO. of reflections wit.b_ given NO. of observations 
li1百三tlimiヒ 。 1 2 3 4 5-6 7-8 9-12 13-19 >19 totalヒota1C‘)
80.00 4.31 53 62 86 156 181 291 396 466 48 
4.31 3.42 7 7 23 53 106 242 374 712 86 
3.42 2.99 6 日 24 54 llJ 274 410 621 54 
2.99 2.71 11 26 72 140 135 453 417 306 6 
2.71 2.52 15 55 111 176 226 509 343 113 。
2.52 2.37 25 72 175 224 253 465 274 62 
2.37 2.25 34 98 182 216 263 431 242 70 
2.25 2.15 25 109 204 260 254 386 209 73 
2.15 2.07 27 141 224 259 264 362 183 68 
2.07 2.00 42 146 233 316 261 325 143 46 。

All hkl 245 724 1334 1854 2056 3738 2991 2537 194 

測定した反射の数:87.782 独立な反射の数:15.428 

b 
Shell 主/Sign喧 inresolution shel1s: 

Lower Upper No. of玄efleccionswith工 ISi91田 less甘田n
limit 1imユヒ 。 1 2 3 5 10 20 >20 total 
80.00 4.31 。19 47 57 73 105 215 1471 1686 
4.31 3.42 。 11 38 56 85 142 276 1327 1603 
3.42 2.99 。 12 45 75 135 268 555 1003 1558 
2.99 2.71 。45 141 216 342 608 1029 526 1555 
2.71 2.52 。86 224 351 554 930 1291 242 1533 
2.52 2.37 110 335 519 786 1155 1419 106 1525 
2.37 2.25 134 414 643 自99 1210 1414 88 1502 
4.25 2.15 170 530 773 1031 1306 1453 42 1495 
2.15 2.07 224 627 900 1129 1348 1471 30 1501 
2.07 2.00 265 702 971 1210 1377 1460 10 1470 

Al1 hk1 1076 3103 4561 6244 8449 10583 4日45 15428 

C 
Sum:田町 ofreflections臼ヒensities田 dR-factors by shells 

Shel1 Lower Upper Average Average No.rm. _Linear Square 
limit Angstr四百 I erro玄 Sじaヒ Chi'"禽2 R-fac R-fac 

80.00 4.31 2901.6 70.4 40.3 0.992 0.035 0.041 
4.31 3.42 2270.6 49.3 31.8 1.253 0.047 0.049 
3.42 2.99 1045.6 31. 2 24.9 1.268 0.071 O.口70
2.99 2.71 510.9 28.3 25日1.082 0.106 0.100 
2.71 2.52 312.8 29.2 27.9 0.974 0.149 0.139 
2.52 2.37 217 .5 31.3 30.5 0.907 0.201 0.191 
2.37 2.25 196.5 35.8 35.2 0.949 0.242 0.257 
2.25 2.15 159.7 41.1 40.7 0.938 0.305 0.348 
2.15 2.07 148.7 47.4 47.0 0.829 0.329 0.377 
2.07 2.00 129.2 52.8 52.6 0.882 0.397 0.527 

All reflections 824.1 41.9 35.6 1.052 0.073 0.057 

R linear ::::.訊即( ABSCI -<1>)) I SUM (工]

R square = SUM ( (I -<1>) H - 2) / SUM (I *11 2) 
Chi*勺 =訊Jl< II工ー〈工>1 ・..2) / (Error ** 2 食 NI IN-l) ) ) 

表ト3-4 スケーリングにおける統計値

各resolutionshell ごとの、

a Redundancy (同ーの反射を何回測定したか)

bl/σ 

C X2、LinearR-factor (R-merge) 、SquareR-factor 

:39 

。16自6 9マ0。1603 99.6 。1558 99.6 
1555 99.3 
1533 99.0 
1525 98.4 
1502 97.8 
1495 98.4 
1501 98.2 
1470 97.2 

15428 98.4 



~ー、、 51注
(5肉3

T.の・.'"-POI，唆
Bent mlrπw 

fuMdqu首位

11.'M 

図1-3-1 BL6A2の光学系

e.n151れ11)

p'・u

D.4ll11 

'M <2M 

86ペンディングマグネットからのX線は湾曲溶融石英ミラー及び三角カットの

Si(lll )モノクロメーターにより集光及び単色化されカメラに尊かれる.
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図1-3-2 ワイセンベルグ写真の例

プログラムXdisplayFによって表示された画面

この写真はデータセット1の1枚目のLeft(X線入射方向から向かつて左側のIP)である.
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相対的なスケール因子および温度因子の差

a相対的なスケール因子

データセット1Leftの一枚呂の値を 1とした

b温度因子の差

データセット1Leftの一枚目の値からの差

図1-3-3
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X-rays 

図1-3-4 プログラムDenzoにおけるmissetting angleの定義

spindle axisを♂、 ve代icalaxis(spindle axisとbeamaxisに共に垂直な敏)を

fとした向島合からのずれで表す.
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プログラムtruncateの出力による

Wilson 図1-3-5
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プログラムpattemlこより、 2.4Aまで表示した.

a h;O (k， 1菌) b 1;0 (h， k面)

図1-3-6
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第 1i}11 第4章

構造の精密化

序

第2章で求めた初期j位相と、 第3!iiで測定した高分解能の回折データをmいて、キシ

ラサーゼCの結晶構造の精密化を行った。

笑験方法

1-4-1 T. reesei XYNI (T陪CI)をモデjレ分子とした分子世換

モデル分子として、 TRXIの結晶構造 (PDBcode1為市)をアラニン置換して、第 2

章で分子置換に用いたBCXの立体構造に重ね合わせたものを用いた。最小自来法によ

る構造の重ね合わせには、CCP4のプログラムIsqkabを用いた。

アラニン置換、分子置換などは、第2章と同僚の方法で行ったo

図1-4-1に、キシラナーゼCとTRXIのアミノ酸配列のアラインメントを示す。図中に

示した二次構造の名称、は、 (40)に従った。

1-4-2 精密化に用いたモデル分子の作成

精密化には、 TRXIの結品構造を元に作成したモデル分子を用いた。 T~'CIの 1111)鎖のう
ち、キシラナーゼ Cと異なる側鎖のアラニン置換を、 UppsaJaSoftware Factory 

(USF)のseaman(77)を用いて行った。その他、 PDBファイ Jレの簡単な修正、電子密度

マップファイルの変換などに、 USFのソフトウエア群 (moleman，moleman2， 

mapman等)を用いた。ループ部分などのモデJレ分子からの削除は、 PDBファイルを

直接編集することによって行ったG

1-4-3 プログラムX-PLORによる構造の精密化

分子置換法による結晶併造モデルは誤差が含まれている 。その原因としては次の 4点

があげられる。

( 1 )分子モデルが電子密度に適切に入っていないこと。

(2 )溶媒分子が考慮されていないこと。

(3 )分子の熱振動が考慮されていないこと。

(4)単位胞閥の構造のばらつきが考慮されていないこと。

通常、 XKilR結晶構造解析においては観測値I伽から直接的に求めることのできる構造因
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子の仮眠IF，臨|に対し、モデルから計算される IFatlt Iが故も一致するように精管化を行

う。本酵素の結晶構造の精筏化にはBrung巴rらのi)f.J5Gした制限付き最小白来法プログラ

ムX-PLOR(78)を用いた。

一般的なf!i:分子の術:途解析では、次のf直を最小にするように最小門乗法を行う。

E
2=エWjl町(obs)ー町(cal c~

ここでWjは各反射に対する重みであり 、通常は1/σ2(p)がJI1いられる。

この場合観測点の数はパラメータの 10倍程度:必要である。 しかし高分解能データを

符にくい蛋白質結晶ではこの条件を満足しない。例えば、本結晶の場合約1，500個の独

立な原子に対する精密化されるぺきパラメータの数はその 4 倍(等万性~1l7d支因子を用い

る場合)の約6，000である。これに対し;nIJ定された反射数は2.oAの分解能までで

15.428個に過ぎない。従ヮて、通常低分子の精密化に用いているような最小自乗法に

より鱗造を精密化することは出来ない。

1I11]限付き最小自乗法は観測関数にその立体椛造に関する項 (原子間距除、結合角、平

面性、光学異性中心、Vander Waals接触、滅j支因子および非結晶学的N称号，~) を加え

たものである。この方法では立体化学的な各観測l値に対する思想他を必姿とするが、そ

れらは既に構造解析を行われたアミノ酸、ペプチド等の構造をもとに決められている。

制限付き最小自乗法では、各重みを調穫して結晶学的R因子

R=工 IF(obsl刻印剖c~/エ IF(obs~

を、立体化学的に適切な機造を維持したまま下げていくことを行う。kは尺j支因子で

ある。最小化する目的関数は反射に恭づくエネルギー:項(結晶学的R因子に関する項)

巳冊EFと経験的なエネルギー項(いくつかの立体化学的な項)良川田CALから構成されて

いる。この際の蓬みW 、すなわち 、Ex臨FとE醐回日Lとの問の重みは、スクリプト

check.inpにより決定する。このスクリプトは、ExREFを除いた条例二での綬い分子動力学

的計算を行い、次に、 ~MP'阻CALの勾配とExREFの勾配を比ぺる 。
Positional refinement(Powell IT山註凶zation または Conjugate gradient 

minimizationとも呼ばれる)は、以上のようなターゲット関数に対して、従来通りの最

小自乗法を用いた精密化法である。

しかし、最小自乗法を用いた構造の精密化においては、 しばしば局所的な極小値に|綴

る。この問題を克服するためX-PLORではs加凶atedanneling法(SA法)(79)を用いて精

密化を行うことができる 。この方法は最初に系のi制度を上げて(1.000-4，000K)ランダ

ムな熱逮動を与えた状態で分子i]jJJ力学的言Htを行い、系のIE.l度を徐々に下げていくこと

により局所的な徳小値にトラップされるのを防いでいる。

1-4-4 プログラム0によるモデル分子構築および修正

構造解析を行う分子には、分子置換を行ったモデル分子にはない部分、または異なる
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部分が存在する 。また、 1-4-3節で述べたようなsimulatedalln回 Ung等の方法をmい

て精務化しでも全ての原子において誤った極小他に陥るのをl坊ぐことは出米ない。この

ため7E子宥度マップを摘いて可視的に確認しつつ、モテつレの構築および修正を行う必袈

がある。この目的には2Fo-Fc電子密度マァプ、 ro-Fd伝子驚皮マップ(共に位相とし

てはモデルから計算される αcを用いた)及ひ~Sublractedフーリエ令成図(以下 omit
mapと11予ぶ)をプログラムX-PLORにより計算し、グラフイツクワークステーション

Indigo2 (Silicon Graphics)Jニでプログラム0(65)により分子モデルの構築および修正を

行った。これとX-PLORによる精密化を交互に繰り返すことにより縞衡化を進めた。

X-PLORにより計算した電子密度マップは、 USFのプログラムmapmanを用いて正規

化した後、 0で読み込める形式に変換した。

水分子の導入は、精密化が進んで十分な分解能が待られた段階で行った。まず、

CCP4のサンプルスクリプ トwatpeak巴X紅 nを元にしたスクリプトを用いて、 2Fo-Fc

マップとFo-Fcマップを平均化したマ ップ上で1.5σ以上のピークを選んだ。次に、プ

ログラムOのwater_pekpikコマンドをJ.tiいてこれらの中から以下の条件を全て満たす

ものを水分子とした。

. 2Fo-Fcマップ(1.0σ)およびFo-Fcマップ (2.5σ)で共にfi{f認されるもの

.酸素または窒素原子に近い距離にあるもの

精密化した後、温度因子が75A2を越える水分子、および電子密度が消滅した水分子

はモデルから除去した。

1-4-5 Cross-vaUdationとしてのフリーR因子の利則

蛋白質の構造の精宿、化において、パラメータ数を多く取りすぎた場合には、間違った

精進モデルでも、普通の結晶学的R因子は精密化によって低い値になる場合がある。こ

のような状況に陥らないための評価 (Cross-validatiollと呼ばれる)基準として、フリ-

R 因子(即日巴)(80，81)を導入した。観測l反射のうちランダムに選んだ5%をテストセット

(T)に、残りの反射を作業セットCW)にした。この作業は、 CCP4のプログラムfreerflag

で行った (1-3-3節参照)。フ リーR因子は、テストセ ットの反射のみを用いて以下の

ように計算する。

RfCC= L (FCobs)1付F(calc)VL IF(obs)1 
hklcT hklピT

ここで、 hklCTはテストセットに属する全ての反射を意味する。

1-4-6 DNAシークエンシング

DNAシークエンシングには、 ABI373A DNAシーケンサー (AppliedBiosystems 

Inc. :現在は、PerkinElmer， ABI devision (PE ABD)を用いて行った。シーケンシン

グ反応‘には、 DyeTerminator Cycle S巴quencingFS Ready Reaction kit (PE ABI) 



を、サーマJレサイクラーとして、 ProgamTemp， ControJ Syslem PC-700 (ASTEC) 

を則いた。

キシラナーゼCのcDNAをpUCIJ8のマルチクローニングサイトにクローニングした

プラスミド (lacプロモーターに対して正向 き:XynC cDNA-1、逆IIilき :XynC

cDNA-2)は、自主造硲fの伊藤清博士に頂いた(15)。

Thr53の部分の確認には、キシラナーゼC変呉体を作成した際にDNA配列のli(1i認に用

いたプライマー (1-6-2節参照)を用いた。

シグナル配列部分および、GJy15の部分の確認には、 XynCcDNA-2をおdで切断、セ

ルフライゲーションを行って、挿入自己列を遺伝子前半の約250bpに紛めたプラスミ ドに

対して、ユニバーサルプライマー:-21 M13 prim巴r(PE-ABI)、および逆ブ'J'J向からのユ

ニバーサJレプライマー:M13 Primer RV (宝酒造)を用いて両):il旬からシークエンシ

ンク"を行った。

1-4-7 精密化後の構造の評価

村~j ~~密化後の構造の妥当性の評価 (V剖idation) には、 X-PLORのスクリプト

geomanal.inp、 CCP4のプログラム PROCHECK(82)、プログラムWl-IAT-

CHECK(83)を用いた。

結果と考察

1-4-8 ア:reeseiXYNIをモデル分子として用いた分子世換

第 2主主で分子置換に用いたBCXより相向性の高い (50.8%: I到1-4-1) T. reesei 
XYNJ(TRXl)をモデル分子として、同じ反射データを用いて再度分子¥g換を行った。

モデル分子は、 TRXIのグリシン以外の残基を全てアラニン置換して、第 2:1告での分

子置換に用いたBCXのモデJレ分子と同じ位置に、最小自乗法を用いて重ね合わせたも

のを用いた。これで、第2章と同様のアラニン置換モデルで、同じ位置からの分子置換

を、 BCXとTRXlで比較したことになる。

ー表1-4-1 に、 PC-refinement後のそれぞれの上位7位までの解を、表1-4-2~こ P412J2 、
P432J2の両方のTranslationfUl1ctionの上位6位までの解を示す。T陪([でも 、BCXと同

じ1鉾カf得られた。また、 PC-refinement、TranslationfUl1ctiol1共に、 TRXlの方が高

い値を示しており、 TRXlの方が、 主鎖の構造がキシラナーゼCに近く、よいモデル分

子であることが示唆された。従って、以下の精密化には、 TRX1をモデル分子として用

いることにした。

1-4-9 精密化に用いたモデル分子

精密化には、 Trichodermareesei XYNrの結晶構造 (PDBcod巴1xyn) をもとに作
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成したモデル分子を用いた。図1-4-1に示したように、本酵素とTRXIのア ミノ酸配列

の相同性は50.8%であり 、アミノ般の欠失、婦人も少ない oTRXlの側 ~J[のうち、キシ
ラナーゼCと異なる側鎖のみをアラニン置換して、挿入および欠うたがある部分は除いた

ものをモデル分子として用いた。

1-4-10 精密化のサイクル

まず、分子置換後の分子を8.0-3.0Aの反射をJ.fJいてrigid-boclyrefinementした結

果、 R因子が45.8%となった。この段階で10残恭ごとにomitm却をttliいて、電子字詰Wrを

線認した。s-ストランド部分の多くで電チ密度が俄認された。例として、Ile52付近

の電子密度を図1-4-2に示す。

構造の精後化は、 X-PLORによる椅筏:化と、 0による電子銃度の可線化に基づく分子

モデルの構築、修正を交互に行うことにより進めた。各ステップの詳細を表1-4-3にま

とめた。

十¥'If造解析の初期の段階では、 10残基ごとにomitmapを描いてモデルの妥当性を確認

しつつ、モデJレ構築/修正を行った。その際、アラニン置換した11IU鎖に、本来のキシラ

ナーゼCの側鎖の電子密度が確認された場合に側鎖の構築を行った。例として、図1-
4-3に、精密化前(分子置換後)と精密化後の電子草野度マップを示す。精脅化前の闘で、

アラニン置換した28番目の残基の側鎖(本来はメチオニン)が見えている。この電子

街皮に合うように、仮~鎖の構築を行った。

精密化を進めても N末端の l残基と C末端の l残基については電子密度が見られなかっ

たので、モデJレの構築は行わなかった。

精密化のステッフ'jから、水分子を導入した。最終的に、 111倒の水分子を導入した。

1-4-11 TRXIと主鎖構造が異なる部分について

分子置換のモデル分子であるTRXlと主鎖構造が異なる部分は、以下に述べる 5個所

のみであった。これらの部分のモデル構築、修正は、精密化の際に電子街j支が解釈でき

た段階で行った(表1-4-3)。なお、これらの部分の一次構造上の位置は、|韮11-4-1に

下線をヲ|いて表している。図1-4-4、図1-4-51こ、 TRXIとの主鎖構造の違いを示した。

( 1 ) Asnll-Gly15 (図1-4-4a)

βストランドB2とA2の間のループ部分。TRXlに比較して l残恭分の欠失があり、短

い3
10ヘリックスを形成している。

(2) Asp20 -Gly24 (図1-4-4b)

Fストラン ドA2とA3の問のJレープ部分。TRXlに比較して 2残基分の帰入があり、短
い3

10ヘリックスを形成している。
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( 3) Glu31-Gly33 (図1-4-5a)

pストランドA3とB3の問のjレープ部分。TRXlに比絞して 2残基分の姉入があり、外

に突き出したターン榊造を形成している。

( 4) Gly87 -Ala95 

ジスJレフイド結合の存在するコード部分 (TRX1にはジスJレフイド結合は符在しない)。

短いヘリックス縁部分が存在する。この部分については、後に1-5-6節で詳しく述べる。

( 5) Ala153-Asp161 (図1-4-5b)

ただ一本存在するヘリックスの直後の部分。この部分の相違は、結111Jのパッキングの

違いに起因するものと思われる。

1-4-12 電子密度マップからのアミノ酸配列の訂正

精密化の途中で、以下の 2カ所において、既に発表されていたDNA配列(13)に基づく

アミノ酸配列と奥なる電子密度マップが現れてきた(図1-4-6)。これらの部分には、

次のi'iiiで述べるように、クローニングされたキシラナ ゼCのDNA配列をシークエン

シングして確認した後、正しいア ミノ酸のモデル分子を入れた(表1-4-3)。

( 1) Ser53Thr 

モデル分子を修正する前の2Fo-Fcマップおよひ下Q-Fcマップを図1-4-6a，bに示す。

セリンのヒドロキシル基の部分は本来スレオニンのメチル基が入札スレオニンのヒド

ロキシル基にあたる電子密度が雨方のマップに現れている。

(2) Ala15Gly 

モデル分子を修正する前の2Fo-Fcマップを図1-4-6cに示す。アラニンのメチル基に

当たる電子密度が存在しない。また、Tyr29の主鎖のカルボキシル基の酸素原子との距

離が近すぎる。後に、この残基はグリシンであることが明らかになった。

1-4-13 DNAシークエンシングによるDNA配列およぴアミノ隊配列の訂正

キシラナーゼCのcDNAの入ったプラスミドに対し、シークエンシングをf子った。そ

の結果、 Ser53、Ala15はそれぞれスレオニン、グリシンであることが依認された。ま

た、図1-4ー7に示すように、シグナルペプチド古{妙子にも、いくつか配列の間違いがある

ことカ乃〉かった。

1-4-14 精密化後の格造の評価

精密化した構造の立体化学的な構造の妥当性は、プログラムX-PLORのスクリプト
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geomanaLinp、CCP4のプログラムPROCHECK、プログラムWHAT-CHECKを用い

て評価した。

精密化の後半の段階(表1-4-3のsteph以降)においては、プログラムPROCHECK

およぴWHAT-C田 CKで指摘された部分について、プログラムOを用いてモデル分子

の修正を行った。

精管化が終了したl時点で・のRamachandranplot、結il古学的パラメータをそれぞれ隠l

1-4-8、表1-4-4に示す。また、活性中心残基付近での電子密度マップを図1-4-9に示

す。

粕沼化終了時のAI子、フリ -R因子はそれぞれ19.4%、25.9%であった。反射の数は、

6.0-2.0Aの15，698個の反射のうち、 12，530個 (3σ カッ トオ フ)(N蜘)、水素以外の

原子の数は1，505(N阿 14)であった。 Doclsonらによると(84)、これらの値から予想され

るRfreeの値は、以下の式で計算される。

EFRF=" / Nobs xR 
Y Nobs-Npar ----

ただし、 Ef'RF:EXDecled valu巴 ofthe free R factor、-Nobs:No. of observed parameters、Npar:
No. of paramelers、R:R-factor 

この式で計算した、予想されるフリーR因子の値は26.98%となり、予矧の値より低い

フリーR因子であったことが分かる。

1-4-15 PDBへのデータの登録

得られた結晶構造の座標デー夕、反射データなどの情報を、 PDB(Protein Data 

B釘u<)へ登録した。 PDBへの笠録は、 PDBのホームページから、 www上のプログラム

AutoDep2をtfjいて行った。

登録は199811三6月中に行い、 IDcodeは1bkLTracking NumberはT15887が剖り当
てられた。
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a 

Resuユヒ of B. circulans xylanase 

Theヒa1 Theta2 Theヒa3 refined PC 

1Q立」旦 亘.:L.2.必 亘呈三27 Q...位五亘弘
101.37 62.743 65.429 0.076201 

102.23 63.487 65.731 0.075274 
99.572 64.368 63.895 0.073571 
100.9日 64.836 68.615 0.071997 
97.289 59.172 58.999 0.067844 
140.77 69.990 86‘992 0.067639 

b 

Result of T. r巴ese~ XYN工
Theta1 Theta2 Theta3 refined PC 
主旦立」亘 呈旦ょ且li 亘.1....旦旦Z 0.086320 
101.56 59.687 64.782 0.083992 
99.846 59.372 68.662 0.078018 
100.92 62.095 69.085 0.077870 
103.04 60.825 62.945 0.076515 
102.69 65.230 71.748 0.075055 
102.01 67.434 73.806 。噂072294

表1-4-1 BCXとTRXIでのPC-refinement の結果の比較

第2章と同じ条件で分子置換を行った。最も上位の解に下線をヨ|いである。

a BCXをアラニン置換したものをモデル分子として用いた。

b TRXIをアラニン置換して、BCXと同じ位置に置いたものをモデル分子として用いた。
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a 
P4，2，2 I理由 ofT-f叩 ctio昨日 084

91gn喧。fT-function= 0.026 mini..rnum of T-functiσn= -0.027 

Drヒhogonalλcoordinates Fractional coordinates 

T=( 31.227 12.713 33.455) TF=( 0.504 0.205 0.295) T= 0.2574 P= 0.2481 

T=( 31.775 12.713 33.455) TF'ヨ( 0.513 0.205 0.295) 'fヒ 0.2522P= 0.2469 

T=( 31.227 13.266 33.455) TF=( 0.504 0.214 0.295) T= 0.2475 p= 0.2483 

T=( 31.775 13.266 33.455) TF'~( 0.513 0.214 0.295) τ'= 日守2459p= 0.2486 

T=( 31.775 13.266 5.069) TF'=( 0.513 0.214 0.045) T= 0.2428 P= 0.2501 

T=( 31.227 12.713 5.069) TF=( 0.504 0.205 0.045) T= 0.2365 p= 0.2489 

P4，2，2 mean of T-funcヒェ。n= 0.085 

S1gn四 ofT-function= 0.026 minユmumof T-function= -0.017 

Orthogonal A coordinaヒes Fractiona.l coordinates 

q'= ( 31. 775 13会 266 33.4551 TFこ( 0.513 0.2.14 0.295) T= 0.3287 p= 0.2~U 

T=( 31.775 12.713 33.455) TF=( 0.513 0.205 0.295) Tヒ 0.3177p=口 261ユ

T=( 31.227 13.266 33.455) TF=( 0.504 0.21.4 0.2951τ'= 0.3104 P= 0.2616 

T=( 31.227 12.713 33.455) TF=( 0.504 0.205 0.295)'1'= 0.3039 p= 0.2618 

T=( 32.323 13.266 33.455) TF=( 0.522 0.214 0.295) T= 0.2970 p= 0.2623 

T=( 32.323 12.713 33.455) TF=( 0.522 0.205 0.295) T.ε0.2866 p= 0.2619 

b 

P4，2，2 mean of T-funcじlon= 0.090 

sigma of T-funcζion= 0.026 minimum of T-Eunc乞ionヱー0.016

Ort.hogonal A coordinates Fractional coordinaヒes

τ'=( 30.755 12.190 33.413) TF=( 0.496 0.196 0.295) T= 0.2306 P= 0.2344 

T=( 31.305 12.190 33.413) TF=( 0.504 0.196 0.295) T= 0.2146 P= 0.2352 

T=( 36.247 3.879 48.600) TF=( 0.584 0.062 0.4291 T= 0.2057 p= 0.2285 

T=( 35.698 3.325 48.600) TF=( 0.575 0.054 0.429)τヒ 0.2053p= 0.2290 

'f=( 36.247 3.325 48.6001 TF=( 0.584 0.054 0.429) T= 0.2044 p= 0.2287 

T=( 30.755 12.744 5.062) TF=( 0.496 0.205 0.045) T= 0.2026 p= 0.2388 

P432~2 n盟国 ofT-function= 0 . 090 

sigrr官 。fT-funcヒion= 0.027 minimum of T-fur、ction=-0.026 

orヒ:hogonalA coordinates FどaCヒionalcooどdinates

h ( 30.755 12.190 33.4131 TF-( 0.496 0.196 qは袋u三♀_d22.LJ'ヒ.Q...2.鎧互

T=( 30.755 12.744 33.413) TF=( 0.496 0.205 0.295) 宮、=0.3272 p= 0.2490 

T=( 3l.305 12.190 33.413) TF=( 0.504 日 196 0.295) T= 0.3188 P= 0.2497 

T吋 30.206 12.190 33.413) 官=( 0.487 0.196 0.295) T= 0.3091 P= 0.2499 

T=( 31.305 12.744 33.413) TF=( 0.504 0.205 0.295) T= 0.3046 P= 0.2480 

T=( 30.755 ll.636 33.413) TF=( 0.496 0.187 0.295) T= 0.2944 P= 0.2493 

表1-4-2 BCXとTRXIでのTranslation functionの比較

第Z章と同じ条件で分子置換を行った。

a BCXをアラニン置換したものをモデル分子として用いた。

bTRXIをアラニン置換して、BCXと同じ位置に置いたものをモデル分子として用いた。
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Slep Resol. refieCLions' NO.of Mcthod R (%) Rr，，，，， (%) Mocle1 buiJding1 

.... vale.rs 

a 8-2.8 Dala組 1 - rigId(40)， SA恰.OOOK). 28.70 42.24 

(1.8A) posi1iona1(120)，8"(20) 

b - SA(2，000fぐ)， 24.79 36，29 

posiLIona1(120)，8(20) 

c 6-2.5 posiliona1(l60)，日(20) 24，87 32.72 
一ー~~.~-，_.・------_..ー.ーーーーーー一一一ーーー-ー一一ー一一一 一一一一一一ーーーーーー---・ーー一一ーーー-・ーー ー ーーーー-ーー

- posiliona1(80)， s(20) 2'1.39 33.53 154 -160変更

Dala sel - SA(3，OOOK)， 23.61 33.35 

1 &2 (1.8 A) posiliona1(120)， 8(20) 
一一一一一一一一ーーーーー一一一一一一一一一ー一一一一 一一一一一一一一一一ー一一一一ーーーーー一一一ー，ー ー守一 一一
I 6-2，3 - pos山ona1(30)φ8(15) 24.44 32.64 開札口iロベ89-92とお

結合格築
一一一一一一一ーー→一一・会会一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一一ーーーー'ーーー一一ー一一 一 一一一一一一一一 一一 一一一一 一一一ー一一 一一一
g - posilioua1(160)， s(15) 24.21 31.98 31-33構築

h 6-2.0 - posilionaJ(160)， 8(15) 24，25 31.41 12 -25構築/修正，

r53Thr 
一一一ー一一ー一一一一ー一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一一一ーーー-..‘ー一-一一ーーー←・戸‘Fーーーー一一 ー一一一一一一

positiona1(160)， 8(15) 23.47 27.64 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一'一一ーーー-ーーー 司ーー._~-一一一一一一一一一一ー一一一ー ー 一一ー一一一ー一一一
J 77 posiliona1(160)，8{l5) 21.71 28.47 

k 110 positiona1(l20)， 8(15) 21.26 28.06 
一一ーーー--一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一ーーーーーー・ー一号 一一ーーーーーー'ーー一司ー』

180 positiona1(l60)， 8(15) 19.51 26，36 
一一一ー一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー巴--一一一一一一---一一一一一一一ーー-一-一一日←一一一一 ι--

m 123 positiona1(160)， 8(J 5) 18.86 25，79 
一←・ーーーー一一一一一一一一一一一司Fーー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一 一一一一一一一一一 一一一一一ーー-..ー←

113 8(15) 18.74 25.93 A1aJ5G1y 
一一一一ーーーーーー一一一-一一一一一一一一-一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一

Data世 t 1 11 posiliona1(40)。日(10) J 9.45 26，04 

1&2 (2.0A) 

表1-4-3 精密化の各ステップ

Rigid body refinement、PositJonaJrefinem氏 、B-factorrefinementの後の括弧の中にはそれぞれの

サイクル数を、 SA法の後には初期状態に与えた系の温度を示す。

1反射ファイルは、最初は、 Dataset 1のみのもの (1，8Aまでスケー リングした)を用いた。その後、

Datasetl & Z (-1.8A)を、最後のステップでは、Dataset1 & 2を2，QAまでスケーリングしたもの

を用いた。

Z各ステ yプの後にプログラムOを用いて行ったモデル構築/修正。毎回行った側鎖および主鎖の梅築、

修正などは省略し、特に重要なものを付記した。数字は、残基番号を表す。

'SimuJated anneaJing 

喝各原子ごとの等方性温度因子の精密化(JndividuaJ B-factor refinementl 

sプログラムαこよる、ペプチド結合の修正 ' 
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Unil cell dime口Slons

f<esoluLion range 

Refiections used (F>3σ) 

Completeness 

of finaJ shell (2.09-2.00AJ 

R-factol 

Rfr田

o. of molecules per awm口lelricunil 

No. of non-hydrogen aloms 

No. of resiclues 

No. of waters 

R.m.s. clevialions from icleal values' 

Boncllength 

soncl出19le

DiheclraJ angle 

Improl疋 rangle 

a=o=日2.065八

c= .113.29.1 A 

6.0-2.0A 

15，230 

79.6% 

26.s% 

19.4 % 

25.9% 

1.505 

182 out of 184 

111 

0.010 A 

2.3
0 

26.6
0 

0.9
0 

表1-4-4 精密化後の各種統計値

'X-PLORのスクリプ卜geomanal.inpを用いて計算した。
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図1-4-2 Omit mapの例

lIeS2近辺の部分をステレオ図で示す.

分子置換、 rigid-body refinement( 8ひ3.0A)後のomit map(4S-S4をomltした).

この段階でのモデル分子をワイヤーフレームで示した.
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a 
-- --

b 

図1-4-3 精密化にともなった電子密度の改善の例

Ser27， Met28， Tyr29の部分をステレオ図で示す。主鎖は右から左に向かっている.

2Fo-Fcマップを示した(1.2σ) • 
a 分子置後直後の状態。 R~48.S% (8.0-2.8A) • Met28およびTyr29の側鎖が見えている.

b 精密化の愚終段階。 R~19.S% (6.0-2.0A) • Ser27のrotamerに変化が見られる.
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a 

b 

図1-4-4 TRXIと主鎖情造が異なる部分ー1

キシラナーゼCを黄色(酸素原子は赤、窒素原子は膏)で、TRXIを赤色で表した。

以下の残基番号は全てキシラナーゼCのもの.

a Asnl 1 -{;Iyl 5部分が異なる.右上方灯yr6.右下がGlu20.

b Asp20-Gly24部分が異なる。右下舟行hr1S、右上がSer27.

精密化後の2Fo-Fc電子密度マップ(1.2σ)も示した.

60 



a 

b 

図， -4-5 TRXIと主鎖犠造が異なる部分-2

キシラナーゼCを黄色(酸素原子は赤.窒素原子は音、硫黄原子は緑)で、TRXIを赤色で表した.

以下の残基番号は全てキシラナーゼCのもの.

a Glu31-Gly33部分が異なる.右下fJ1Met2.8、右上がVa140.

精密化後の2F仔 Fc電子密度マップ(1.2σ)も示した。

b Ala153-Asp161部分が異なる.左上泊汀巾152、右下がPhe162.
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a 

b 

C 

-、'句、f
-ν 

....{-

図1-4-6 精密化の途中でアミノ酸配列を訂正した部分

続密化の途中のモデル分子および電子密度マップを示したa

a， b SerS3付近(Thrlこ変更). 

a 2Fo-Fc'電子密度マップ(1.2σ).b Fo-Fc電子密度マップ (3.0σ)

c Ala1S付近 (Glyに変更). 2Fo-Fc電子密度マップ(1.2σ).
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-27-26-25-24-23-22-21-20-19-18-17-16-15-14-13-12-11-10-9-8 
ATGAAGGTCACTGCGGCTTCTGCGGGTCTACTTGGTCACGCATTCGCCGCTCCTGTGCCG 
MetLysValThrAlaAlaSerAlaGlyLeuLeuGlyHisAlaPheAlaAlaProValPro 

T'1'.TGCAGGTCT.TTTGGTCACGGCA 
E益金JuaGlyLeuLeu豆盈l.Th.玉A1a

ー7-6 -5 -4 -3 -2 -1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
CAACCTGTTCTGGTGTCGCGAAGTGCTGGTATTAACTACGTGCAAAACTACAACGGCAAC 
G1nProValLeuValSerArgSerAlaGly工leAsnTyrvalGlnAsnTyrAsnGlyAsn

GAA 
g与主

14 15 16 17 18 19 20 
CTTGCTGATTTCACCTATGAC 
LeuAlaAspPheThrTyrAsp 
CTTG宣T

Leu.G.lヱ

図ト4-7 DNAシークエンシングにより訂正された配列

一番上に、アミノ酸の残基番号(シグナルペプチド部分は、マイナスで表した)を撮った。

発表されている日サA配列およびアミノ磁配列の下に.今回訂正した配列を示した.

元の配列と異なっている部分に、下線を引いた.
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図1-4-9 精密化最終段階の電子密度マップ

活性中心のGlu79(上)とGlu170(下)付近の2Fo-Fc電子密度マップ(1.2σ) • 
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第 I部第 5i'，'i

精密化された構造の詳細な解析

n; 

第4事:で得られたキシラナーゼCの結晶構造について、さま ざまな解析プログラ ムを

利用して、他のキシラナーゼとの構造の比:絞を詳細に行った。

実験方法

1-5-1 さまざまな解析に用いたプログラム

LuzzatiプロットはX-PLORのLuzza討.inpを用いて プロッ トファイルを作成し、

MacintoshJこのプログラムMathematlcaで‘表示した。

温度図子の計算は、 USFのプログラムmoleman'で行った。

二次構造の解析はプログラムDSSPで行った。

リボンモデJレの表示は、プログラムrasmol(85)、またはrasmolにより出力されたスク

リプトを元にプログラムmolscript(86)を用いて行った。

構造の表示には、プログラムrasmol、0、molscriptを用いた。

ジスルフイド結合の結合長、結合角、 二面角などの計算は、 USFのプログラム

molemanで行った。

他のキシラナーゼとの最小自乗法による構造の重ね合わせには、 CCP4のプログラム

lsqkalコを用いた。活性中心部位の構造の差異を見る場合には、活性l:1'心付近の残務のう

ち、各キシラナーゼで保存性が高くほとんど動かない残基(キシラナーゼCでは

Glu79， Glu170， Tyr70， Trp72， Tyr81，仏rg1l5)，Tyr164)同士について重ね合わせを

行った。これらの残まは、いずれもキシラナーゼ活性に重要であると報告されている残

基でもある。

反射データからプレセッション写真に相当する図を描くために、プログラムpattern

を用いた。

複数のアミノ酸配列のアラインメントには、プログラムCLUSTALW(87， 88)を用い
日，、ー。

分子のパッキングなど、結晶中での原子問の接触の解析には、 CCP4のプログラム

contactを)f.lいた。

静電ポテンシヤルおよび分子表面の計算・可視化は、プログラムgrasp(89)を用いて

行った。静電ポテンシヤルの計算のための電荷を記述したファイルは、れ1ll.crg(リジ

ン、アルギニン、ヒスチジンの電荷を+1、アスパラギン般、グルタ ミン酸、カルボキ

シル末端の電荷をー1としている)を}fIいた。

結果と考察
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1-5-2 Luzzatiプロット

Luzzatiプロットを図1-5-1に示す。 この凶から、摩擦の誤差はO.25~O . 30Ä と見知も

られる。

1-5-3 構造全体における統計値

プログラムmolemanにより計算した座標および潟度因子の統計値を表1-5-1に、 iffil.J支

因子の半径分:;(Iiを図1-5-2に、各残基ごとの平均のjR度因子を、主鎖と側鎖と残基金体

にわけて表したものを図1-5-3に示す。

蛋白質部分の組度因子の平均は28.529A2、水分子も含めると31.128A2であった。こ

れは、 wilsonplotにより求められた温度因子 (27.884A': 1-3-5節)とさほど違いの

ない値であると考えられる。

混度因子のヰ土径分布を見ると、重心から出Ifrれるに従って温度因子が上昇していること

から、通常の分布を示していることが分かる。

残基ごとの温度因子の分布を見ると、全般に表面に露出している部分で温度因子が高

かったが、最も高い部分は、後に述べる「コード」の後半部分である、 Ser93、Ser94

であった。

1-5-4 二次構造

キシラナーゼ Cの二次構造をプログラムDSSPで解析した紡呆を表1-5-2に示す。

DSSPは、 Kabshらによって提案された方法(90)に基づいて二次構造を規定している。

キシラナーゼCの二次構造は、これまでに幣造解析されたファミリー11キシラナーゼ

とほぼ同じであった。全体で2つのpシート (AとB) からなり、シートAはストラン

ドA2~A6、シートBはストランドB2~B9からなっている(図 1-4-1) 。 ストランドの

命名は立体的なトポロジーに基づいて行われている(39)。このうち、 一つの平行pシー

ト (Ala78 -V al83とTl汀 128-Va1l33)を除いて、ほとんどが逆平行pシートである。

αヘリックス (VaIl45-GIY156)はただ一つであり、このヘリックスの後半(刈a153

-His155)は3wヘリックスになっ ている。TRXIと主鎖構造が異なる部分であった

(1-4-11節)Asn11-Gly15とAsp20-Gly24の部分も3
10ヘリックスを形成している。

また、 「コードJ部分(後述)であるGly87-Ala95は、その中央部分 (Pro91-Ser94)

がヘリックス機のターン構造をとっている。

トシ5 三次構造および全体構造

キシラナーゼCの全イ科群迭を図1-5-4aに示す。キシラナーゼCの三次構造および全体

構造は、これまでに構造解析されたファミリー11キシラナーゼとほぼ阿じであ った。
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SCOP (Structural Classificalion of Proteins)(91)および CATH(Class (fold)， 

Architecture (subfold)， Topology， Homologous sup巴rfamily)(92)で、どのような椛

造ファミリーに分瀕されるかを調べた(表1-5-3)結果、 scopではConA-like

lectins/glucanasesのFoldおよぴ、Fam.ilyに、 CATHではJellyRollsのTopologyにそれ

ぞれ分類されている。

ファミリー11キシラナーゼの構造は、右手の形(図1-5-4b)になぞらえて説明され

ている(39)。すなわち、 2枚の pシートはiBIぱt的な残J去を中にして折り前なることによ

り「親指(Thumb)J以外の 4本の「指(Fingers)jを形成しており、中央でほぼ90皮に

折れIUJがって 「手のひら (Palm)jにあたる基質結合クレフトを形成している。なお、

「手のひら」の側に当たる Fシート Bは、折れIltlがった部分で2枚の pシートに分かれ

ており、会体で3枚のpシートからなるという意見もある(93)0 r親指」は、仙の指と

反対側からクレフトを夜う、きつく折れiUlがったループであり、その r)f¥jにあたる先

端には、保存されたプロリン残基が存在している。ただ l本存在する αヘリックスは

「手首」につながる位置である、 pシートBの裏側lに存在している。クレフトの端を縦

に走る長いループは「コードj (cord/chord、ひも/弦の意)と呼ばれている(39)。

「コード」は、 「右手jの「親指と人さし指のIlliをつなぐ弦」のような位置に存在する

ことになる。

1-4-11節で述べた、 TRXlと主鎖構造が異なる部分のうち、 Asnll-Gly15、Asp20

-Gly24、Glu31-Gly33は、それぞれ、 「小指の先」、 「小婦の付け根j、 「築指の

先」にあたる。

}-5-6 ジスルフィド結合および「コー 1--J 

「コードj (Gly87 -A!s95)の中央付近のヘリックス様構造にあるCys92と、 βス

トランドB8上のCyslllとの閥に、ジスルフィド結合が形成されていた(図1-5-5)。

このジスルフイド結合の結合長、結合角、二I百角についてまとめたものを表1-5-4に

示す。 Cys92Cs -Cys92 S y -Cyslll S y -CyslllC sの二商角が-82.7
0

であるこ

とから、このジスJレフィド結合は左巻き (Ieft-handed)であることがわかる。

現在PDBに登録されているファミリー11キシラナーゼの構造には、 ANXIを除いて、

この位置にジスルフイド結合を持つものはない。他のキシラナーゼと「コードJ部分を

比較した結果を図}-5-6に示す。この部分は各キシラナーゼで多少異なる構造を持つが、

ジスルフィド結合を持たないT.reesei XYNII (TRXII)がキシラナーゼCと同様のヘリッ

クス様構造をとっていることは興味深い。また、この部分は明確な 2次構造を持たない

にもかかわらず、ほとんどのキシラナーゼで明維な電子務度を示している(23，40)。こ

れは、ここに存在する保存されたプロリン(図}-5ー7)が構造を安定化しているためと

考えられている。キシラナーゼCでは、さらにジスルフイド結合が加わって、 「コードJ
の構造を安定化しているようである。漏皮因子も、これらシステイン残基の部分だけ周

闘に比べて低い(図1-5-3)。
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1 -5-7 A. n.iger xynalase 1の結晶構造との比佼

本研究においてキシラナーゼCの結晶構造を精衡化している段階で、A.nig，臼-

xylaoase r (AJ'IXI)の2.4A分解能の結31構造(pdbID code 1 ukr)が報告された(31)。キ

シラナーゼCとANXIのアミノ椴配列で異なるのはわずか3残基である。キシラナーゼ

CのSer64、Glu154、Metl67が、 ANXIでは、それぞオ凶la64、His154、V記167になっ

ている(図1-5-8)。しかし、雨宮孝素の結晶の性質はl列らかに異なっている。ANXIで

は、キシラナーゼCと向様に硫駿ナ トリウムを主な沈殿剤として、いくつかの異なるさを

問 群伊21'P2j2J2" P43) に属する結晶が得られており、クライオス トリームによる|瞬

間凍結やマクロシーデイングなどにより、そのr!Jで別の給品系に変換するという現象が

起きている(94)。精i't，'化された構造は、斜方品系のP2J2J2Jのものについてのみ報告さ

れている。これらの結晶形はいずれも、結晶裕子中での分子の配向(パッキング)は非

常によく 似ており 、P2J
と陀12121の結晶には、疑似の 43らせん羽hが存在していた。

ANXIのP2J2J2Jの結品構造の格子定数はa=84.3A、b=85.3入、a=1l3.8Aであり、 c劇11

は、キシラナーゼCと同じ長さを持っている。また、 a羽hとb輸は 4.
3らせん紬が峻れて

いることにともなってわずかに巽なっている。このa/biJilhの値は、キシラナーゼCの

a/b~qh (62.065A)の対角(，(2倍)とほぼ同じになっている。非対称単位には4分子

のモノマーが存在している。 PDBを通じて得た、 ANXIの結晶構造を求める|祭に用いら

れた構造因子ファ イルから 、プレセッション写真に相当する図をプログラムpatternで

描いたものを図1-5-9に示す。 ANXIの構造解析に使用された反射は、c*制l周辺の反身、l

が1コl泊dregionとなって欠けている。

一方、キシラナーゼCの場合は、これらより高い対称性を持つ空間群 (P4a212) に属

し、より高い分解能まで反射の得られる結品が、 ANXJと同様であるがより簡単な結晶

化条件で得られた。キシラナーゼCの結晶のパッキングもANXlとほぼ同様であったが、

分子の配向がわずかにずれることにより、結晶学的43らせん軸が存在していた。

キシラナーゼCとANXIの各非結晶学的対称、(NCS)分子のrrnsdeviation(rmsd)を表

1-5-5に示す。ANXlの4分子の問では、主鎖はほぼ同一で、いくつかの残基の側鎖の

みが迷っていた。これは、 ANXJの構造の精密化の I~告に、最終段階までstrict なNCSの

束縛をかけておき、最後にこれらの側鎖についてのみ束縛を解いたものと思われる。

ANXIのNCS分子聞で側鎖構造が異なる9残基(Tyr10，Asn13， Glu31， Glu57， Ser61， 

Gly62， Asp88. Thr107， Asn 1l 7) を区11-5-1 0a に示す。これらの残基のうち、官llj ~良が

NCS分子と直獲に接触 しているのはThr107のCy原子のみである(キシラナーゼCで

は、 I1e121の主鎖の酸素原子と3.48Aの距離にある。キシラナーゼCのパッキングの詳

細については、1-5-12節で詳しく述べる。)。これらの残基が、ANXlの結晶学的対称

の性質に与える影響について詳細は不明である。

また、キシラナーゼCとANXIでアミノ酸が異なる 3残基の、対称、分子に対しての位

置を図1-5-10bに示す。 Ser64、Met167は対称分子と離れた位置に存在しており、

Glu154も最も近い原子との距離eは5.3Aとやや離れている。しかし、この残基か百isに

置換した場合、結晶化のpH (7.5以上)では正に衛電していると考えられ、結品形成に
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何らかの彩響を与える可能性がある。

ANXIの至適pHは3.0であると報告されており (31)、本国事素の至適pH(2.0)と災なる 。

しかし、 ANXfの活性測定条件の詳細は報告されておらず、本酵素と主適pHが本当に異

なるかどうかは現在のところ不明である。

ANXfは、活性が全くない、高いpHであるpH8.0で結晶化、 m造解析されている。一

方、本研究(キシラナーゼ C)でも同様に高いpH(7.5)で結晶化を行ったが、結晶を比

較的低いpH(6.5)のパッファーに浸した後に測定を行っている。しかし、このようなp1-l

の速いにもかかわらず、問自手菜ニで‘の構造に顕著な迷いは見られなかった。なお、 TRXU

では、 pH5.0 と 6.5で関空/塩基触媒のグルタミン酸の側 ~r1の配|句に大きな変化が在日iJllJ さ
れている(39)。

1-5-8 他のキシラナーゼとの一次構造および立体構造のアラインメン ト

他のファミリー11 キシラナーゼとのア ミノ駿配列(一次椛~)のアラインメ ントを行っ

た結果を図1-5-11に示す。ここに示したように、ファミリー 11キシラナーゼはファミ

リー全体で相向性が高いことが分かる。

立体構造のアラインメン トの例として、キシラナーゼCとTRXllの結品構造を、プロ

グラムOを用いてCI1原子の最小自釆法によって重ね合わせた場合の、各残基でのCα

原子問の距離を、図1-5-12に示す。最も距離の高;fEれた場所は、前半 (N末端側)の挿

入および欠失のある部分の直前または直後であるが、その閲のpシート部分では非常に

よく重なり合っている。後半 (C末端側)では、 「コ ード」部分 (87-93)、 「親指J
の部分 (116-126)、ヘリックス直後の部分 (154-160)で、特徴的にピークが見られ

る。

このように、立体構造でも、分子全体を通じてよく重ね合わせることができることが

分かったが、今後、他のキシラナーゼとの活性吉11位の構造の差異などをみる場合には、

実験方法 (1-5-1節)に示したように、一部の、よく保存されていて、活性に霊安であ

り、各キシラナーゼ聞で立体構造上で差がない残基のみを選んで、俵小lヨ釆法による重

ね合わせを行ったものを用いた。

1-5-9 基質結合クレフトと活性部位

キシラナーゼCの基質結合クレフト

キシラナーゼCの基質結合クレフトを正面から見た図をliJl-5-13aに、側面のサプサ

イト+311!tlから見た図を図1-5-13bに示す。キシラナーゼCの活性部位クレフトは、大

きく開いた織の内壁に並んだ、芳香E誌を持つ残基(黄色とオレンジで表した)からなる。

サブサイトは、非途元末端から還元末端に向かつて、ー2，-1. +1， +2， +3と定義されて

いる(95，40)。図1-5-13では、 BCXのE172C変具体(酸 塩基触媒のグルタミン酸が

システインに置換されている)の恭質(キシロテトラオースをソーキングしたものの、

キシロース環はサプサイトー2とーlの2つしか見えていない)とのコンプレックスをも



とにして組み込んだキシロピオースのモデルをシアンで示している。

他のキシラナーゼとの比較

サブサイトを形成している芳香環を持つ残基について、他のキシラナーゼの立体構造

と比較した結果を図lーか14に模式的に示す。この|剥からわかるように、キシラナーゼC

のチロシン10、フエニJレアラニン131、トリプトファン172の3つの残基は、敵性キシ

ラナーゼと中性/塩基性キシラナーゼで特徴的な差が見られる。目立性キシラナーゼでは、

これらの残基はチロシン、フェニJレアラニン/イソロイシン、 トリプトフ ァン/フェニ

ルアラニンであるが、中性/塩基性キシラナーゼでは トリ プトファン、トリブトファン、

チロシンである(図1-5-11ではシアンで表した) 。特に、酸性キ シラナーゼのトリ プ

トファン残基はクレフトの内1fl1Jに折れ曲がっているが、それに対応する嵐恭性キシラナー

ゼのチロシン残恭は溶液中に突きlおしている(図1-5-15)。その他の、図1-5-13で黄

色で示した残基は、全てのキシラナーゼで保存されているか、自主性キシラナーゼと中性

/アルカリ性キシラナーゼの問で、 l持=徴的な違いが見られなかったものである。

チロシン89に当たる残基に関しては基質結合に重要であることがSchizophyJJum
communeのキシラナーゼAで明らかになっている(96)。また、 BCXにおいては、チロ

シン70，81にあたる残務をフェニルアラニンにi置換すると活性が大幅に低下するが、チ

ロシン164に当たる残基をフェニルアラニンに置換しでも活性に大きな影響はないこと

が明らかになっている(23)。

このク レフトは入り口が閉じたコ ン7::lメーションをしており、このままでは基質が

結合できないが、 TRXlIの結晶構造では、ク レフトがわずかに開いた構造をしている。

基質の結合の際には、クレフ トの開閉を伴う構造愛化か泡こっていると予想されており、

TR氾Iでは、分子動力学的計算により、この予想を支持する結果が得られている(9η。

1-5-10 活性中心残基

活性中心のグルタミン酸

2つの活性中心のグルタミン酸 (Glu79，Glu170)を、図1-5-13では赤色で示した。

グルタミン酸79は上に、グルタ ミン駿170は下にして示す。これらの残恭は、両似IJから

その側鎖をクレフトの底に|匂けて延ばしている。グルタミン酸79の近傍の 2つの残基

(Arg1l5とGln129)をそれぞ、れ青と緑で表した。これらの残基はほぼ完全に保有。され

ている(図1-5-11) が、触媒における機能はあま りよく分かっていない。しかし、

BCXの変具体の解析ーから、 アルギニン残恭は活↑1に必須ではないことが分かっている

(23)。後で述べる、クレフトの周辺の負電荷に寄与しているグルタミン酸118は、ピン

クで表した。

アスパラギン滋37

活性中心付近で最も特'f}~的であったのは、酸・塩蕊触媒のグルタミンi酸170の近傍に

あるアスパラギン酸37である。図1-5-16では、 TRXUと重ね合わせて示した。中性/

アルカリセtキシラナーゼではこの残基はアスパラギンであり、アスパラギン側鎖のNo

2原子と酸・塩基触媒のグルタ ミン酸のOεl原子との距離は、 TRXll(lxyp:rnolecule A) 
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で3.52A、野生型BCX(1xnb)で3.08Aである。一方、酸性キシラナーゼではこの妓悲

は全てアスパラギン酸であり 、 アスパラギン酸mlj~l~のOò 原子と酸 梅基触媒のグルタ

ミン酸のOε 原子との距削ーは、白麹磁のキシラナーゼCで2.8]入、 ANXl(1ukr:

moleculeA)で2.84A、T限 1(1為市)で2.87Aであ った。つまり、巾性キシラナーゼで

はアスパラギンで、距離も3.0A以上であるのにたいして、酸性キシラナーゼではアス

パラギン阪で、距離は3.0A以下であるという明らかな傾向が見られた。キシラナーゼ

Cの2.81Aという距離は、十分自iい水素結合が存在していることを示している。1えって、
この残基の種類(アスパラギン/アスパラギン酸)と、酸培法触媒のグルタミン酸と

の距離は、キシラナーゼの活性のpH依存性に重要であると考えられた(31)。ただし、

TR.'{Uはクレフトが少し開いた構造に闘定されているため(97)、主鎖も少し動いて、両

者の距離を広げる一因となっていると考えられる。

1-5-11 分子表閣の静電的性質

基質結合クレフ ト

プログラムgraspを用いて、キシラサーゼCの分子表而の性質を、他のキシラナーゼ

と比較した結果を図1-5-17に示す。図 1-5-17a-dは、基質結合クレフトを、図

1-5-13aと同じ向きから見ている 。全てのキシラナーゼの活性部位は、活性中心が2つ

のグルタミン酸であるために、負電荷を帯びている。しかし、酸性キシラナーゼは中性

キシラナーゼに比べて、より負電荷が強い。これは、クレフトの入り口付近に存夜する

酸性残基のためである。ここには、アスパラギン酸残基(図1-5-17abでは、 1~ 1l!1J に位

置する。キシラナーゼCはAsp37、TRXIはAsp33) と、その反M1I!1J (図1-5-17abでは、

上側に位置する)に、グルタミン酸残基(キシ ラナーゼCではGlu118、TRXJIでは

Glu112)カ常在している。アスパラギン酸37の保存性に関しては、 1-5-10節で触れた

とおりであるが、グルタミン酸118に当たる残基は、酸性キシラナーゼではGlu/Glnで

あり、境基性キシラナーゼではGhi/Alaである(図1-5-11では紫で表した)。

セリン・スレオニン表面

図1-5-17a-dで、は下向きで、図1-5-17e-hで手前に向いている表而は、 「セリン ・ス

レオニン表面 (Ser/Thr surface) Jと呼ばれている(39)。この而はpシー トAカ守形成す

る比較的平らで凸な面であり、その名のとおり、多くのキシラナーゼではセリンとスレ

オニン残基が多く存在する、電気的に中性な表而である。図1-5-17f-hに示したように、

キシラナーゼC以外の全てのキシラナーゼでは、この保存された「セリン・スレオニン

表面」を持っている。しかし、興味深いことに、キシラナーゼCでは、 「セリン・スレ

オニン表面」という名称は適当ではないほどに、強い負電荷を帯びていた。この而の酸

性残基はAsp16，Asp20， Glu21， Glu31， Asp32， Glu57であり(図1-5-11ではマゼンタ

で表した)、ほとんどの残基は、 pシート間の短いヘリァクス状構造をとっている部分

(Asn11-GIY15， Asp20-Gly24， Glu31-Gly33) に存在していた。このような静電的特

徴を反映して、キシラナーゼCのpfは3.5と低い(表1-1)。ところが、このような負電

荷が集中している面は、クレフト付近と、この面以外には存在しなかった。例として、
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図}-5-17Hに「セリン・スレオニン表面Jの反対側の而を示したが、キシラナーゼC

においても負電荷はあまり存在しない。

1-5-12 結晶格子1:1"での分子のパッキング

プログラムcontactを用いて、キシラナーゼCの結品中でのパ νキングの様子を悶ベ

た。3.6A以内の接触をリストアップした結果、結晶中で接触している対林分子は、主

に以下の 3分子であることが分かった。

(A)対称操作 3(1/2 + Y， 1/2 -X， 1/4 + Z) 
(B)対称操作 2(1/2 -y， 1/2 + X， 3/4 + Z) + (0， -b， -C) 

(C)対称操作 7(Y， X， -Z)十 (a，b， 0) 
これらの対称分子聞の接触を、図1-5-18に示す。対称分子A、B、C、をそれぞれ黄

色、紫、緑で表した。 j'J称分子A、 B、 C、と接触している而をそれぞれA~町、 B而、 C

而とすると、この接触はA而とB而の問での接触と、 C商同士の接触の 2..f毛類に分類さ

れる(対称、分子Cとの問に結晶学的 2四輪が存在する)。

キシラナーゼCは分子表面に酸性残基が多く存在しており、結晶化のpH(7.5)ではこ

れらはほとんどイオン化していると予想されるが、静電的な反発は起こらず、隣接する

分子と接触して結晶化していた。これは、図1-5-18に示したように、駿f生残基の多い

部分のほとんどは結晶格子の間隙の溶液中に露出 しており、分子間接触付近に存在する

いくつかの酸性残基も、アルギニンまたはヒスチジン残器が近傍に存花しているためだ

と思われる。また、ほとんどの分子問緩触は水分子を介していた。

キシラナーゼCと同様に表面に酸性残基が多く存在するHaJ咽 rcuIama.r加 ηorL"ui町フェ

レドキシンの結晶構造では、溶媒の電子密度のうち、 6イ聞をカリウムイオンとして同定

している(98)。一方、キシラナーゼCにおいては、今回水分子とした治媒の電子密度の

うち、水分子にしては大きな電子密度を示して、水素総合のパターンも水分子と異なる

と思われるものがあった。結晶化母液および収穫母液中にあるイオンとしてはナトリウ

ムイオン、硫酸イオン、 HEPESおよびMES(バッファー)、蛋白質溶液から持ち込ん

だ酢自主イオンしか存在しないため、これらはナトリウムイオンか硫酸イオンである可能

性がある。しかし、今回の構造解析では、これらの溶媒分子を確笑に同定するには十分

な分解能が得られていないと考えて、すべて水分子とした。
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a 

工tern Average st.Dev Min 

X-coord 27.487 8.734 7.660 
Y-coord 10.689 7.985 -10.040 
Z-coo工d 35.727 9.255 14.566 

B-facヒor 30.128 11.971 6.020 

Radius of gyraじion (A) 15.02 
Sum of masses 

， 
20222.879 

Centre-of-mass 27.48 10.71 35.71 

b 

Atom type Number Average B Maximum B 
Protein ma.in chain 728 28.334 58.270 
Protein sエdechaエn 666 28.743 69.550 
Proヒeinall atoms 1394 28.529 69.550 
Water molecules 111 50.200 74.070 
All atoms 1505 30.128 74.070 

表1-5-1 座標および温度因子の統計値

プログラムmolemanを用いて計算した。

a座標および温度因子の統計値

1水分子も含めての値

b温度因子の統計値

74 

Max 

51.691 

28.4.42 

57.930 

74.070 



1-70 

1 -AGINYVQNY NGNLGDFTYD E5且GTF5MYW EDGVSSDFVV GLGWTTGS5N AITYSAEYSA 5G555YLAVY 

2 EEEEE SGGGSEEEEE GGGTEEEEEE E8EE5S EEE EEEE55 5 EEEEEEEE TTSSEEEEEE 

3 >>3くく > >3<< > 33< > 33< 

4 > 444< 

5 > 5555< 

6 5 S 5SS S5S 55 55 55 5 5555 

AAAAA 
M
m
胤

JJJJ 

KKKKKK 
CCCCCC 

DDDDD 

AAAAAA AAAAA BBBBBBBB 

71-140 

1 GWVNYPQAEY Y工VEDYGDYN PCS5AT5LGT VY5DG5TYQV CTDTRTNEP5 ITGT5TFTQY F5VRE5TRTS 

2 EEETTTTEEE EEEEEE55 TTTTSEEEEE EEETTEEEEE EEEEEEEEEE TTEEEEEEEE EEEESS 5E 

3 > 33< >33< > 33< 

4 >444< 

5 >5555< 

6 555 55 55 555SS 55S 5 5SSS SS 55 

7 C C DDD DDD DD FF FF FFF FFFFF FF eee eee J 

8 DDD eee eee GGG GGGGG GGG GGG GGGG GG芯G

9 l¥AA AAA AAA AA AA 且A AAA AAAAA AAAAA AAA AAA AAAA AAAA B 

14l-184 
1 GTVTVANHFN FW.且QHGFGN5 DFNYQVMAVE AW5GAG5A5V TI5-

2 EEE HHHHHH HHGGGT 5 5EEEEEEEEE E55EEEEEEE EE 

3 >>3く< >>><<< 

4 >>>.>XX< <<< 

5 >5555< 

6 5 555555 555555 5 5 555 

7 JJJ BBBBBB B 1 工工工工工工

8 C CCCCCC C KKKK KK 
9 BBB A AAAAAA A B BBBBB BB 

表ト5-2 キシラナーゼ Cの二次構造

各行の意味は、以下の通り。

1アミノ酸配列

2二次情造 (H:αヘリックス， B:β プリ ンジ (ストランド2本からなるβシート)，E:βーラダー(スト

ランド3本以上からなる βシート)， G: 3'0へリyウス， 1:πへリ ッヲス， T:水素結合した ヲーン， S:ベン

ド

3-5: 3-， 4-， 5-51ーンまたはヘリ ックスoそれぞれ、3-51ーンは310へリ :;'}ス。4-51ーンはαヘリ ッ

クスの水素結合パヲーンである。

6 Geometrical bend，屈曲している部分をn51!で表した。

7，8:βブリ ッジのラベル。小文字が平行βブリ ッジ、 大文字が逆平行βブリ ッジ。

9:β シートのラベル
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a 
Class AII beta 

Fold ConA -like lecuns/glucanases 

sandwich; 12-14 strands in 2 sheels; complex lopology 

Family ConA-like leclins/glucanases 

Superfarnily Xylanase日

b 

Class 2 Mainly seta 

Architectur巴 60らandwich

Topology 1 20 Jelly RolIs 

Homologous superIamily 180 lxnb (8. circuJans xylanase) 

表1-5-3 キシラナーゼCの構造ファミ リー

a SCOPによる

bCAT同こよる



原子関隠離

SG-SG CB-CB CA-CA 

2.02 3.77 5.54 

総合角

SG1-SG2-CB2 SG2-SGl-CBl SG1-CB1勾 CA1SG2-CB2-CA2 CB1-CA1-N1 CB2-CA2-N2 

l06.2 104.6 114.4 113.8 112.3 111.7 

二而角

N1-CA1-CB1-SG1 CA1-CBl→ SG1-SG2 CB1-SG1-SG2-CB2 N2-CA2-tB2-SG2 CA2-CB2-SG2-SG1 

-65.7 -38.3 ニ旦主.J.. 58.1 -97.9 

表1-5-4 キシラナーゼCのジスルフィド結合について

上からそれぞれの原子に対する原子間距離(A)、結合角(deg)、二面角(deg)。
ただし、1、Zに当たる残基はそれぞれCys92、Cysl110 
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XynC ANXI O1olA ANXl O1olB ANXI molC AN正10101D

XynC 0.553/4.813 0.595/4.813 0.582/4.566 0.555/3.682 

ANXI molA 0..1 7213.575 O.J 60/2.316 0.20J /3.195 

ANXI010ls 0.139/1.860 0.211/4.168 

ANXI molC 0.21 4/3.966 

表1-5-5 キシラナーゼCとANXIのrmsdeviation 

キシラナーゼCとANXIの各NCS分子の問での、側鎖も含めたrmsd/Maximumrmsd(単位はA)。

キシラナ ゼCとANXIの分子AのCα原子問のrmsd/Maximumrmsdは、0.22710.817Aであった。

ANXIのNCS分子同士でのCa原子問のrmsdはOAであり、まったく相違がなかった。
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Rfl鉱取>r

0.6 

0.55 

0.45 

0.4 

0.35 

0.3 

0.25 

0.2 

0.15 

0.1 

0.05 

。

Luzzati P10t (0.5 to 0.2 ) 

Coordinate Error 

~て O.50A
0.45A 

O.40A 

0.35λ 

0.25A 
2.(泊

2.10 mJシ..-0.20A 
ヲdQ

0.18匁70.23匁 70.28587 0.33匁70.38587 O.凋匁70組 58

lId 

図1-5-1 Luzzatiプロット

検紬は分解能の道豊皇、縦軸はその分解能範囲でのR因子.

このプロットにより見積もられる座標のエラーのめやすとなる

曲線を0.2AからO.SAまでO.OSAごとに表した.

Luzzatiプロットの折れ線上に、対応する分解能をAで表した.
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温度因子の半径分布

molemanを用いて計算した。

図1-5-2
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a 

「親指」

戸シー トB

b 

N 

C 

「セリン ・ス レオニン表面J

図'-5-4 キシラナーゼCの全体機造

aキシラナーゼCの徳造をmolscriptを用いてリボンモデルで表した.

Cys92とCys111の間のジスルフィド結合はball-and-stickモデルで表した.

βシートA、Bと、フ7ミリー11キシラナーゼで共通に使われている名前も示した.

bファミリー11キシラナーゼの「右手Jとの情造的絞維を複式的に表した図。
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図1-5-5 キシラナーゼCのジスルフィド結合付近の電子密度

2Fo・Fc電子密度マップ (1.0σ) • 
右側が「コード」上のCys92.左側がβストランド88上のCys111
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町

4コ

図1-5-6 他のキシラナーゼとの「コード」の構造の比較

プログラムOを用いて表示した.

キシラナーゼCの主鎖 (Cα)、βストランドB8を黄色で表した.

「コード」の部分は太くした.

キシラナーゼCのジスルフィド絡会も示した (硫黄原子は緑色)， 
TRXIは赤色、TRXIIは緑色、 BCXは水色でそれぞれ表した.

a 活性部位クレフト正面からの図.

b 分子の側面からの図。図1-S-4aと同じ方向から見た.



A. kawachii XynC 

~ 

B.ι:irculans 
xylanase 

図1-5-7 rコードJ上に保存されたプロリンとチロシン

プログラムmolscriptを用いてステレオ図で表示した.

キシラナーゼC、TRXI.TRXII， BCXのCα主鎖を重ね合わせた.

キシラナーゼCのCys92-Cyslll間のジスルフィド結合をball-and-stickモデルで表した.

保存されたプロリンおよびチロシン側鎖はワイヤーフレームモデルで表した.
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a 

b 

C 

験jjildf
翁 d設関誌;ーよL-

図1-5-8 キシラナーゼCとANXIで異なる3残基

キシラナーゼCおよび刈以lの構造を重ね合わせてワイヤーフレームモデルで表した.

キシラナーゼCの2Fo-Fc電子密度マップ (1.2σ)も示した.

a Ser64 (ANXJではAla) b Glu154(刈リXIでは同s) a Met167 (ANXIではVal)

キシラナーゼCでは、これらの残基は明らかにSer，Glu， Metであることが分かる.
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b 

ANXIの反射データ

PDBよりデータを得た(PDB∞de lukr). 

プログラムpattemlこより‘ 2.4Aまで表示した.

a h=O (k， 1面) b 1=0 (h， k面)

♂周辺の反射が欠けている.

図1-5-9
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b 

Se必4{Ala)

図1-5-10 キシラナーゼCとANXIのパッキングの違いに

関与している可能性のある残基

キシラナーゼCの分子のパッキングを、 Cα主鎖術進を示すことにより表した.

ANXIの分子のパッキングも、キシラナーゼCとほぼ同じである.

a ANXIのNCS分子問で恒u鎖が異なる織造をとっている残基

(TyrlO， Asn13， Glu31， Glu57， Ser61，Gly62， Asp88，円、rl07，Asnl17) 
をball-and-stickモデルで表した.

b キシラナーゼCとANXIでアミノ酸側鎖が異なる 3残基をball-and-stickモデルで表した.

~弧の中は. AN刈でのアミノ厳残基.
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6 10 i 

AKC -----ーーー 一一--SAGINYVQNYNGNLGDFTYOE-SAGTFSMYWEDGVSSFVVGLG 
APA ーーーーーーーーーーーーーー--PGGINYVQNYNGNLGQFTYNE働 NAGTYSMYWNNGVNGFVVGLG 
CCS2 ーーーーーーーーーーーーーーーーーTGNYVQNYNGNVANFEYSQ-YOGTFSVNWNG--NTFVCGLG 
TRl ---ーーーーーー---ーーーーー-ASINYOQNYQ-TGGQVSY5PSNTG-FSVNWNT--QOFVVGVG 
AKB 一ーー一一-STPS5TGENNGYYYSFWTDGGGDVTYTNGNAGSYSVEWSN・-VGFVGGKG 
TR2 ーーーーーーーー-TIQPGTGYNNGYFYSYWNDGHGGVTYTNGPGGQFSVNWSN--SGFVGGKG 
BCX ー ーーー一一一一--ASTDYWQNWTDGGGIVNAVNGSGGNYSVNWSNー TGFVVGKG 
BSXJ ---------AITsNEIGTHDGYDYEFw~SGG~GSMTLNSGGTFSAQWSN--VN ILFRKG 

1 ・・場 * ・・ $ • '̂" ・ ・ ・
66 70 72 79 81 89 9l 

AKC -----W打 GS-SNAITYSAE--Y5A5GSSSYLAVYGWVNY-PQAEYVIVEDY印 YNPCSS-
APA --ー--WSTGA-ARSITYSSN--YQASGGS-YLSVYGWINS-PQAEYYIVESYGSYNPCGAG
CS2 -----WTVGT-GRTITYSGS--YNPGYSGSYQAIYGWTGQGSLSEYYVIDNYGGYNPCTG-
TRl -----WTTGS-SAPINFGGS--FSVNSGTGllSVYGWSTN-PLVEVYIMEDNHNY-PAQG-
AKB -----WNPGS-AKDITYSGN--FTPSGNG-YLSVYGWTTD-PLIEYVIVESYGDYNPGSGG 
丁目 一一-WQPGTKNKVINFSG5--YNPNGNS-YlSVYGWSRN-PlIEVYIVENFGTYNPSTGA
BCX -----WT丁目PFRTINYNAG-VWAPNGNG-YlTLYGWTRS-PLIEYYVVDSWGTYRP-TG-
BSXJ KKFDETQTHQQIGNMSINYGATYNPNGNS-YLTVYGWTVD-PlVEFYIVDSWGTWRP-PGG 

. .*.* ..・... ・
t11 11S 1191司

AKC ---ATSLGTVYSDGSTYQVCTDTRTN PSITG-TSTFTQYFSVRESTRTSG---TVTVANH 
APA QSGVTQlGTVCSDGATYTVYTDTRTN PSITG-TSTFKQY~SVRQTKRTSGーーTV打倒H
CS2 -SGVTQlGSLYSDGSSYQVCTHTQYN PSIVG-TTTFPQYf SVRQNKRSSGー-SVN附~NH
TRl ----TVKGTVTSDGATYTIWENTRVN PSIQG-TATFNQYISVRNSPRTSG一-TVTVQNH
AKB ----TTRGNVSSDGSVYDIYTATRTN PSIQG-TATFSQY柚SVRQNKRVGGー時ーTVTTSNH
TR2 ーー-TKlGEVTSDGSVYDIYRTQRVNPSIIG-TATFYQY肺SVRRNHRSSG---SVNTANH
BCX ----TYKGTVKSDGGTYDIYTTTRYN PSID印 RTTFTQY¥'1SVRQSKRPTGSNATITFTNH
BSXJ ----TPKGTINVDGGTYQIYETTRYN PSIKG -TATFQQY~SVRTSKRTSG- ー働TISVSEH

事祖伝** . ・ ・事**** ・司'*.・1"事$ 司， . ホ
内包

1S<t 110 

AKC FNFWAQHGFGNS-DFNYQVMAVEAWSGAGSASVTISS-ー----一ーーーーーーーーーーーーーー-

APA FAYWAKYGFGNS--YNFQVMPVEAFSGTGSASVTVS-ー一一一一一一-一一一一一-

CS2 FNYWAQHGFPNR-NFNYQVlAVEGFSGSGNANMKLISG-ーー・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

TRl FNAWASlGlHlG-刷NYQVVAVEGWGGSGSASQSVSN-一一一 一 一 - ------一一-

AKB FNAWAKlGMNLG-THNYQIlATEGYQSSGSSSITIQ----ーー司・ーーーー， ーーー争骨ーー ーーーー

TR2 FNAWAQQGLTLG-刊~DYQIVAVEGYFSSGSASITVS- 一一一一一一一一一一一-
BCX VNAWKSHGMNLGSNWAYQVMATEGYQSSGS5NVTVW-ーーーーーーー 司ー ーーーーーーーーーーー-

BSXJ FRAWESLGMNMG-NMYEVALTVEGYQSSGSANVYSNTlTIGGQSGGEQATRVEAESMTKGG .. ... ・..
図1-5-11 ファミリー11キシラナーゼのアミノ酸配列のアラインメント

AKC: A. kawachiiキシラナーゼC，APA: Aureobasidium pullulansキシラナーゼA，
CS2: CryptococαJS sp. 5-2 xylanase， TR1: T. reesei XYNI， AKB: A. kawachiiキシラナーゼB，
TR2: T. reesei XYNII， BCX: 8. circulans xylanase 

B5)(J: 8acillus sp. strain 41 M-1キシラナーゼJ

キシラナーゼc(上)の残基番号を上に伝った.

両配列の聞で保存されている残基に「勺を‘

比較的保存されている残基に r.Jまたは r:Jの印をつけた.

B5)(Jで変異体の解析が行われた残基は、置自負した残.を下に書いた.

赤 .活性中心残基、緑 :活性に重要と思われる保存された残基およびシステイン残纂

膏 ・サプサイトを形成する芳香残.

シアン:サプサイトを形成する芳香残基のうち、感性キシラナーゼで側鎖が異なるもの

:磁性キシラナーゼにおける、クレフト入口の磁性残基

マセンタ :キシラナーゼCにおける、セリン・スレオニン表面の酸性銭.
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図1-5-13 キシラナーゼCの基質結合クレフト

ステレオ図で表した.Cαパックボーンを示している.基質結合および触媒に寄与していると

恩われる残基をball-and-stickモデルで示した。Tyr89， Tyr66， Tyr81 ， Tyr70， T，巾72，

Tyr164， Tyr6 (図aの左から右に並ぶ順に示した)は黄色で示したo r親指Jの保存されて

いるプロリン119は白いスティックで、 Cyr92-Cys111のss結合は濃緑色で表したo BCX 

の、サプサイトーZとー1に結合したキシロピオースをシアンで表して重ね合わせた。サプサイ

ト+1-+3はシアンで示した.好酸性に寄与している可能性のある芳香環を持つ残基をオレン

ジで、活性中心のグルタミン駿を赤で、それぞれ示した.その他、重要と思われる残基はそれ

ぞれ色を変えて表しである.

aクレフト正面から見た図o 3つの芳香環を持つ残基名を示した.

b クレフト側面をサブサイト+3の由，IJから-21こ向かって見た図。親水性の筏基と、Tyr10，
Trp172の残基の名称を示した。
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E170 

037 
D33 XYNI 
N44 XYNII 
N35 BCX 

図1-5-14 各キシラナーゼのサブサイトを形成する芳香環を持つ側鎖

キシラナーゼCにおける残基の種類および番号の下に、各キシラナーゼについて

示した.活性中心のグルタミン駿およびアスパラギン酸371こ当たる残基も示した.



図1-5-15 トリプトファン172の構造

キシラナーゼCとTR刈|の相官造を重ね合わせて示した.

Cαbacぬone、キシロピオースのモデル分子に加えて、キシラナーゼCの

トリプトファン172と‘ TRXII(1xyp: molecule A)のチロシン179は側鎖を表示した.
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V、、J)

Nucleophile 

Glu79 (XynC) 

Glu86 (XYNII) 

Acid/base catalyst 

Glu170 (XynC) 

Glul77 (XYNII) 

Asp37 (XynC) 

図1-5-16 キシラナーゼCのアスパラギン酸37とT.reesei XYNII 

のアスパラギン44

両酵素の申書造を重ね合わせて示した.活性中心残基を、 ball-and-stickモデルで示した.

キシラナーゼCの結合の方を太〈表してある.酸素、室索、炭素原子をそれぞれ白、泉、

灰色で表した.cαback加neも表示した.
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図1-5-17 各キシラナーゼの分子表面の静電ポテンシャル

静電ポテンシャルに従って、負電荷を赤で‘正電荷を膏で示した.

a-d 基質結合クレフトから見た図(図1-5-13aと同じ向き)

aキシラナーゼC‘bTRXI， c TRXII、dBCX(E17ZC)とキシロピオース

e-h rセリン・スレオニン表面J• a-dを水平な軸lこ90・回転して、

下の菌を前に持ってきた.e-hl主、それぞれ、a-dと閉じ分子である.

トI rセリン・スレオニン表面」の反対fllJ.a-dを、水平な輸に対してe-hとは

逆の向きに90・回転して、上の面を前に持ってきた。川は、それぞれ、

a-dと同じ分子である.



図1-5-18 結晶中で接触している対称分子.

XynCの結晶中で接触している対称分子(A，s， C)を賞、 ~. 緑でそれぞれ表した.

酸性残基は赤、猛毒性残基は膏のballand stickで示した.

負電荷同士が近銀しないようにパッキングしている.
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第1苦11 第6ziz
キシラナーゼCのアスパラギン椴37変具体の解析

J1己

キシラナ ーゼCの結晶構造から、好酸性に寄与 していると思われたアスパラギン酸

37のi世換変異体 (D37変異体と呼ぶ)を作成して、さまざまな解析を行った。

笑験方法

1-6-1 材料、遺伝子操作法等

実験に用いた試薬は、主に和光純薬工業または半チ|ー化学薬品の特t級試薬をj羽いたo

Nelson Somogyit去にJIlいた試薬は、和光純薬工業のものを月Jいた。泣伝子操作に用い

た制限酵素、DNAイ|多飾酵素等は宝酒造、東洋紡績、 NewEngland及びIヨoehrioger
Manheimから購入し、反応条イ斗についてはその説明書に従った。

部位指定変異はQuickChangeSite-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用い

て行なった。 DNAシークヰンシングは1-4-6節で示した方法に従って行った。その他

の遺伝子操作は主にMolecularCloning(99)に従った。

大)~菌で苦渋見させた蛋白質の精製におけるカラムクロマトグラフイーは、 FPLC (フア

ルマシア)を用いて行った。

1-6-2 音11位特異的変異の導入と遺伝子操作

D37N， D37S， D37E， D37K変異体の作成は、図1-6-1aに示したようなオリゴDNAを

用いて行った。アスパラギン酸37のコドンは、元々存在するASpIの認識配Jilの一部で

あるため、変異の導入は、 AspIサイトの消失を目安に行うことが可能であった。 また、

野生型遺伝子と各変異体の場合に、 AspIサイトに加えて、 TspEIとApoIサイトの存在

の有無から、 D37EとD37K以外の全ての種類の配列を区別することが可能である(図

1-6-1b)。遺伝子操作の最終段階では、これらの制限酵素の切断による確認、も併せて

行った。

すでにクローニングされているキシラナーゼCのcDNA(15)に部位特異的変興を1)0え

た。キシラナーゼCのcDNAは、 Eじo悶アダプタ ーを介してpUC118にインサー トした

状態であった。 これに部位特異的変異を加え、 O.7kbのSacI-SacI断片内の ;底基配~Il を
確認した後、この断片を元のプラスミドに乗せ変えた(図1-6-1c)。

DNAシークエンシングによる変奥の導入の確認の際、ユニバーサルプライマーと、

逆方向からのユニバーサルプライマーに加えて、 以下の4種のプライマーを合成して用

いた。

XCSQO TTC且CCTAT GAC GAG AGT G 
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XCSQl CGG AAC ATT TTC CAT GTA C 

XCSQ2 GAG GAT TAC GGT GAT TAC A 

XCSQ3 TGC CAA CCA TTT CAA CTT C 

1-6-3 D37変異体の酵母での発現、精製

野生型キシラナーゼCおよび各変具体の、作成した変災ー体のプラスミド(pucxc
mut釦 ts)から鮮母での発現ベクターへの来せかえ、酵母での発現、精製は、 l羽税庁限

造研究所の伊藤清降土によって行われた。

キシラナーゼCの醇母での発現ベクター(15)は、 pGNco(YEP-like 2μ タイプのベ

クターで、グリセルアルデヒド 3')ン酸(GPD)のプロモータ一、 ホスホグリセリン酸キ

ナーゼ(PGK)のターミネータ一、 TRPl(Trp要求性)の選択マーカーを持つ。pG3(113)

から作られた)に、キシラナーゼC遺伝子の両端の(リンカー由来)NcoI-Ncoll析片

を挿入して符られた与と現ベクタ -pGXc1から、 5'領域の一部を欠失したpGMUTAを}-f}

いた。この5'領域の欠失はキシラナーゼCのシグナル配列を短くする変異であり、酵母

での発現において、発現したキシラナーゼC蛋白質の菌体外への分J必盆が多くなる。

発現株は、 YeastSaccharomyces cetevisiae YPH499 Cura3. 1ys2， acle2， trpl， 

his3.leu2)株を用いた。その他、 RBB(Remazol Brilliant Blue) xylan重J~ 法も含め、

隣母での発現、蛋白質の精製に関しては、全て(15)に従った。

1-6-4 D37変異体の活性測定

精製した蛋白質の定量I立、第 1主主と同様に、 280nmの吸光度で測定した。

活性ifilJ定は以下のように行った。

2% beechwoocl町 l佃 (Sほrna)の懸濁液は、沸騰水中で10分インキュベー トする こと

により可溶化した。各pHに調製した 2倍濃度のWalpoleバッフ 7ーまたはMcIlvaineバッ

ファーと等液量混合することにより、 1%xylan溶液(液量400μ 1)を制撃し、その中

で、 40't、 30分の反応を行った。各変異、各pHの比活性によって、適当な濃度の酵素

を加えることにより反応を開始した。遊離した途元糖を、 NelsonSomogyi法(100)に

より測定した。 WalpoJeバッフ 7-(X1)は、 200mM酢酸ナトリウムに対して塩酸の波

皮を変えることによって調製した。 McIlvaineバッフ 7-(xl)は、 Na
2
HP0

4
とクエン酸

の濃度比を変えることによって調製した。パッファーのpHは、 pHメーターにより確認

した。 1分間に、キシロース lμmol相当の還元械を精製する活性を1山由とした。酵

素液を入れないプランクと、 lμMキシロースを入れた標準液は、バッフ 7一系、pH

なと、によって発色の程度が異なるため、それぞれの条件で用意した。

1-6-5 D37変異体の大腸菌での大量発現および結晶化

大腸菌での発現ベクターの作成は、まず、キシラナーゼC蛋白質の成熟酵素部分のみ
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(ただし、N末端にMetが一つ付加する)が発現するように、 NdeIサイトの導入を行っ

た(図1-6-2a)0 DNAシークエンシングで塩基配列を確認した後、 NdeI-EcoRl断片

(0.8 kb)をT7プロモーターを持つpETl7bベククー(Novagen)に1ifl入して発現系を作成

した(図1-6-2b)。

D37N変呉体の大j協商戸での大量発現、精製および結晶化のための調製は、発現ベクター

pE1文C-N(アンピシ リン耐性)と、 GroEL/ES遺伝子の発現ベクターpTgroE(クロ

ラムフェニコール耐性)(101)を阿方持つ大腸菌BL2JDE3株をmいて、以下のとおり

行った。

グリセロールス トック から75ml LBに摘菌、 37'C、 overnight仮設培養(100μ

g/mlアンピシリン(Ap)+34μg/rnlクロ ラムフェニコール(Cm))

• 1.5 L SB培地(100μg/mlAp十20μ g/n吐Cm)に5%Seedして、 30'Cで、 4-5

時間振盤培養

0.D.660杓 .6-1.0になったら、lPTGを添加1(終濃度1.0mM) 

. 26.5'Cで41時間振滋培養

・遠心 (集菌)

.蘭イ本湿潤重量の10倍量程度の50mM Na-citrate十トICl(pH 3.5)パ ッフ 7ーに懸濁

・超音波破砕、遠心 (上清)

. 50 mM Na-acetate (PH 5.0)に透析

. DEAE-Sepharose FFカラム (NaCl勾配溶出 0-500mM) 

. 50 mM Na-acetate ωH5.0)に透析

. Poros HQ/Hカラム (NaCI勾配浴出:0-lM) 

5 mM acetate (PH about 3.5)に透析

Centricon 10で濃縮

D37N変異体の結晶化は、第 l章で述べた方法と 同様に行った。

1-6-6 TOF-MSの測定

TOF-MSによるう汗量の測定は、間FLEX(BRUKER)を用いて行った。白麹菌由来

のキシラナーゼCnative酵素は、椅製後の酵素を5ロ泊.1AcetaLe (pH約3.5)にバッファー

置換して、濃度 0.13mg/mJにしたサンプルを用いた。大腸蘭で発現させたD37Nは、

一度結晶化したものをイオン交換水に溶解して、濃度を 0.1mg/ml'こしたものを用い

た。その他の詳しい条件は、図r!，に示した。

1-6-7 CDスペクトルの測定

CDスベク トルの測定は、 JASCOJ-720 Spectropolarimeter(日本うわ切で行った。 ど

ちらも、精製後の酵素を10mMリン酸パッファー(pH6.0)にパγフ7一泣換して、蛋白

質濃度は、 0.5mM(モル平均残~i5濃度:モル濃度に残基数184をかけたもの)のサンプ
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Jレをmいた。その他の許‘しい条件は図中に示した。

1-6-8 D37N変異体のX線結品構造解析

Xi'，車結晶構造解析および回折強度データの収集は、野生型キシラナーゼCの場合とほ

ぼ同様に行った。 ただし、放射光施設でのデータ測定は、 BL6A~こ加えて、 BLl8Bでも

行った。また、プログラムscalepackの出力である回折強度データを構造因子データに

変換し、 CCP4のmtzファイルおよびプログラムX-PLORのファイルとして出力するス

クリプトは、 CCP4のパージョンが3.4に上がったことにともなって、 }-3-3節とは別

のものをJtIいた。このスクリプトは、プログラムsca1epack2mtzにより .scaファイルを

mtzファイルに変換し、プログラムtruncateで絶刈スケールを求めるとともに強度デー

タ(1)を構造因子(F)に変換し、プログラムfreerflagでfreeRフラグを作成し、プログラ

ム国dで反射をHKLの順にソートし、プログラムmtz2variousでテキスト形式である

X-PLORの構造因子データファイルに変換する。

その後のプログラムX-PLORおよびOを主に用いた精循:化も野生型キシラナーゼの場

合とほぼ同様に行ったが、 0はパージョン5.10.3から6.2.2に、 X-PLORはパージョン

3.1から 3.851にそれぞれ上がったものを用いた。bulksolvent colledion(102)は、

X-PLOR ver. 3.851のサンプルスクリプトsetup_bulksol.inpをもとにして行った。

simuJated anneling 0汀litmapは、サンプルスクリプトsa_omit_map.inpをもとにして

行った。

結果と考書写

1-6-9 D37変異例Eの解析

1-5-10節で述べたように、キシラナーゼCのアスパラギン酸37は、好百産性に重要で

あると考えられた。従って、この残基を、アスパラギン(D37N)、セリン(D37S)、グル

タミン酸(D37E)、リジン(D37K)にそれぞれ置換した変異体を作成し、野生変!とともに

酵母で発現させた。酵母での発現系は菌体外への分i必を促進するためにシグナJレ部分

を短くしたものをJfJいたが、この系ではシグナル配列のプロセシングはlEしいイ立置で

なされ、生産される組み換え酵素は、白麹菌の生産するキシラナーゼCと同じ性質を

持つことが分かっている。 RBBxylan重層法によってプレート上でのキシラナーゼ活

性のinlJ定を行った結果、野生型、 D37S、D37N、D37Eの)1阪の大きさでハローの形成が

観祭された(図1-6-3)。一方、 D37KIまハローを形成しなかった。

これらの野生型および変異型キシラナーゼを発現、精製した。ただし、 D37Kは精製

を試みたものの、蛋白質自体が得られなかったため、この変興イ本は安定性が低くなっ

ていたか、何らかの原因で発現しなかったものと思われる。

精製後の酵素を用いて、さまざまなpHで活性測定を行った結来を図1-6-4に示す。

野生翠!キシラナーゼCの最大比術性 (pH2.0で204U!mg protein)を100%として表
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した。D37Nでは最大比活性は野生型の約15%に低下したが、笠通pHは5.0にシフトし

ていた。D37Sも問様に、比活性が低下(約10%) していたかっ高い至適pJ-[ (4 .0~ 5.0) 

を示していた。グルタミン酸残基はカルボキシル基を持っているにも関わらず、 D37E

は非常に低い活性を示し(約1.5%)、至適pHは3.0-4.0と思われるが、パァファー系

の相違なとによるものと考えられる誤差によって不明確となっていた。

また、野生型的ー素とD37Nの耐酸性を調べた結果、変異体路孝素の耐酸性は低下してお

らず、低いpHでの上七十剖生の低下は失活によるものではないことが分かった(図1-6-5)。

以上の結来から、キシラナーゼCの好般性において、 371立がアスパラギン阪である

ことの重要性が明らかになった。D37Nの至適pト[については予想通りアルカリ性側に

シフ トしたが、これは、酸tipH(2 ~ 4)での活性が大幅に低下しただけの結糸とも

とれる。この位置がアスパラギンまたはセリ ンになった場合の変化についての考察は、

後に総合討論で述べる。D37Eの活性が大幅に低下した理由は不明であるが、メチレン

基1つ分長いグルタミン酸の仰1)鎖では、カ JレボキシJレ基が酸-塩基自El媒のグルタミ ン

酸と正しい位置で相互作用できないか、クレフトの入り口で立体障害になり基質の結

合を阻害しているためと思われる。

1-6-10 D37N変異体の大腸菌での大量発現

D37N変異体のX線結晶構造解析のために、大景発現系の構築を行った。 まず、解母

での発現系を用いて大量発現を試みたが、培地に分l必される醇素量が少なく 、1Lの犠ー

養液から待られた精製解素は0.4-0.8mg程度で、結晶化および構造解析には不卜分で

あることが分かつた。そこで、大腸菌での大量発現系を構築することにした。

大腸菌での発現ベクターは、 T7プロモーターを持つpET17bを用いて、 GroEL!ESと
の共知見系(101)で発現させた。大腸菌の場合には、白麹菌のシグナル配列は機能しな

いと予想されたので、シグナル配列部分を除いて、 N末端にメチオニンが付加lしただけ

の、ほほ成熟酵素と同じ蛋白質が菌体内に発現するように設計した。

異常な高発現による封入体(IncJusionbody)の審穏を拘1さえるため、 IPTGによる誘

導後は繁華をj鼠度を26.5'Cにした。D37Nは耐酸性を有するので、菌体を破Mけるパッファー

に50rnM Na-citrate十円Cl(pI-I3.5)を用いることにより、大腸菌由来のほとんどの蛋

白質を酸変性させることが可能であった。その後、 DEAE-SepharoseFFカラム、

Poros HQ/Hカラムの順に精製を行った。精製の各段階におけるSDS-PAGEを図

lーか6に示す。1.5Lの培養から、4.7mgの精製酔35が得られた。なお、 D37N変具体酵

素の精製の際には、 pH2.0および5.0で活性測定を行い、 pH5.0の方が活性が高いこと

を確認した。

得られた精製酵素と、白麹菌由来のキシラナーゼCnative酵素のCDスペクトルを図

1-6-7に示す。その結果、変異酵素であり、かつ組換え体のD37Nも、nativefi孝素と同

様の 2次構造をとっていることを確認した。

この酵素を、 native酵素と同機の条件で結品化したところ、野生型とほぼ同じ外見の

結晶が得られた。この結晶を再びイオン交換水に溶解して、向麹菌由来のキシラナー
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どCnative酵素とともに、下'OF-MSにより分子量の測定を行った(院11-6-8)。その

結果、 native酵素の分子量は19，872、D37Nは19，884であると測定された。native酵

素の、遺伝子からの分子量の予iJliJ依は19，888である。一方、組換え体D37Nはメチオ

ニンが付加したままの状態では20，Ol6、メチオニンが除かれた場合は19，885である 。

TOF-MSによる測定精度の限界のために、組換え体にメチオニンが1-J力日されているか

ははっきりとは言えないが、ほほ予定!通りの分子量であることが分かった。なお、今

回の例のように、メチオニンの次の残基がセリンのような小さな仰IJ鎖を持つアミノ般

の場合は、高い効率でメチオニンが|徐かれることが分かっている(114)。

1-6-11 D37N変異体結晶の結晶化およびデータ収集

精製したD37N変異体の結晶化を行った結果、野生型の酵素と同様の条件で同様の結

晶が成長することが分かった。

これらの結晶を月jいて、高エネルギー加速総研究機構、放射光施設のビームライン

BL6Aで2データセット(データセット 2および主)、 BLl8Bで lデータセット(デー

タセッ ト4)測定した(表ト6-1)。これらのデータセットを処理した際の統計ー的デー

タを、3つ同時に処理した場合と、データセット 4のみ処理した場合の両方示す(表

1-6-2，表1-6-3，表1-6-4)。また、 3つ同時に処理した場合の、各IPごとの相対的ス

ケール因子と混度因子の差を図1-6-9に示す。データセット 2および3は、 i鼠度因子の

上昇が激しく、データセッ ト4に比較して、あまり良くないデータであった。データ

セット 2は17枚測定したが、後半のデータの質が惑いために、最初jの12枚のみしか用

いなかった。

次に、 CCP4のプログラムtruncateにより wilsol1plotに基づいて温度因子を求めた

京師長、データセッ ト2-4では33.780A2，データセ γト4のみでは28.488A2であった。

1-6-12 D37N変異体結晶構造の精箆:化

D37N変異体結晶構造の精密化の各段階を、表1-6-5に示した。

最初は、 37番目の残基をアラニンにして精密化を行ったが、ステップ2の後に、ア

スパラギンのil1lJ鎖を加えた。ステップ2の後の2Fo-Fcマップと Fo-Fcマ γプを図

ト6-10に示す。このマップから、アスパラギン側鎖の向 きは、野生型と同じであると

判断した。

構造の精密化においては、ステップ1-4ではデータセット 2-4の反射を用いたが、

最後のステップ5ではデータセット 4のみの場合も行った。その結果、データセット 4

のみを用いた場合の方がR因子、フリ -R因子ともに低く、電子街度マップもさほど違

いがなかったため、今後の解析にはデータセット 4のみの反射を)fJいて精徳化したも

のを用いた。

1-6-13 D37N変具体の結晶構造
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務省:化後の2Fo-Fcマップ、および、野生担酵素との屯ね合わせを、依11-6-11に示す。

アスパラギン37のNd原子とグルタミン酸170のOε))l!.f-の距離は、 Wj-'I:.裂の場合

(Asp370 o-Glu1700εで2.81A)に比べて、若干離れた、 2.99Aであった。 しかし、

Luzzatiプロットにより求めたD37N変異体紡品構造の摩擦の誤差は約0.3Aと見積もら

れるため、この距離の差はイT意ではないと思われる 。ただし、この脱出佐は、今まで知

られているどの際性キシラナーゼのAsp370O -Glu1700ε間距離よりも長い

(1-5-10節参照)。

D37N変異体の2Fo-Fcマップ(図]-6-11a)では、アスパラギンの側鎖のCy/原子あ

たりに、別向きの側鎖に当たると思われる電チ密度が若干見られた。

37番同の残基をモデルから除外して計算したSA-omitマップを、野生型結晶の場合

とD37N結晶の場合の双方で示す(図1-6-12)。野生型酵素ではSA-onutマップでも

アスパラギン酸側鎖がはっきりと見えているのに対し、 D37Nではアスパラギン側鎖の

電子密度がほとんど見えなくなっており、 Cα -Oo原子あたりに若干電子?存度が見え

るだけであった。これらの結果から、 D37N変異体のアスパラギン37側鎖は グルタミ

ン酸170との水素結合が弱くなっており、側鎖のコンフオメーションは比較的問定され

ていないことが示唆された。
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Dala 日目m Camera Rotdtion oω overl叩 W.c.c.' Oscill. Oscill. No.of 1'otal 

盟i line lengi.b aXIS (de凶 (deg) (deg/mm) limes sp世d 11' rotation 

(deg/sec) angle 

(deg) 

2 BL6A 286.5 6.4 0.4 2.0 15 2.0 [7 102.4 

3 BL6A 286.5 t:" 4.4 0.4 2.0 15 2.0 16 64.4 

4 sL18B 429.7 c' 6.0 0.5 2.0 20 2.0 11 59 

表1-6-1 D37N変異体結品について収集したデ タの測定条件

1ワイセンベルグカップリングコンスタン ト (フィルムを lmm動かす間の結晶の回転角度)

'a/b軸の対角とrotationaxisをほぼ平行にした。

104 

Avcrage 

nng 

current 

(mA) 

300 

345 
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Data sel cell constanl (A) mlsse凶 ngangJes' (deg) mosaiclty 

alb rolx rOly rolz 

2' 61.974 113.343 0.04.8 33.103 78.192 0.291 

3' 61.974 1 J 3.343 36.636 10.599 174.575 0.276 

4' 61.974 113.343 21.595 '2.326 178.439 0.070 
司一一一一一一一一・ーーーーーー--------一一一一一一ー一一 一._.--一一一一ー ザ喧ーーー一一一'ー..・・ーーー----ーーー

43 62.064 113.382 21.601 ー2.322 178.442 。.069

表1-6-2 D37N変異体のデータのポス トリ ファインメン 卜の結果

'spindle axisを♂ 、v巴代icalaxis(spindle axisとbeamaxisに共に垂直な斡)を♂とした場合からのず

れで表した (図1-3-4参照)。

2デ一宮セ ッ ト 2~4全てを同時に処理した場合。
3デー虫セ ッ ト4のみで処理した場合。

105 



a 
She11 Sum旧 ryof observation red国世田口田 byshe工15:

Lower Upper No. of reflections wit.h given NO. of observaヒions
limit limit 。 1 2 3 色 5-6 7-8 9-12 13-19 >19 total ヒ。ヒa1(%)
60.00 4.31 10 ? 27 17 30 119 173 394 自69 92 1728 99.4 
4.31 3.42 3 7 7 B 15 65 125 311 943 116 1597 99.8 
3.42 2.99 3 4 5 11 22 66 96 328 908 126 1566 99.8 
2.99 2.71 4 7 15 27 36 64 109 344 675 S3 1550 99.7 
2.71 2.52 2 10 26 36 54 119 148 396 743 14 1546 99.9 
2.52 2.37 14 37 36 66 136 2()1 426 609 4 1529 99.7 
2.37 2.25 20 37 50 88 161 222 451 497 o 1546 99.8 
2.25 2.15 22 36 51 92 222 259 486 335 o 1503 99.8 
2.15 2.0ヲ 24 43 73 109 265 311 502 190 o 1517 99.4 
2.07 2.00 11 19 56 95 118 329 357 453 84 o 1501 99.3 

All hkl 52 134 289 394 630 1596 2001 4091 6053 405 15583 99.7 

測定した反射の数:229，904 独立な反射の数 15，583 

b 
Shell 

Eρwer Upper 
limit lir司it
90.00 4..31 

D 。
工/Si町田山田soluヒionshells: 

No_ of reflections with工 ISigma less吐祖n
l 2 3 5 10 20 >20 total 

19 39 53 69 96 144 1584 1729 
4.31 3.42 
3.42 2.99 
2.99 2.71 
2.71 2.52 
2.52 2.37 
2.37 2.25 
2.25 2.15 
2.15 2.07 
2.07 2.00 

日。。。
6 

4 
24 
33 
39 
57 
63 

88 
90 

31 
35 
日6

135 
193 
231 
290 
357 
425 

44 70 124 223 1374 1597 
62 110 214 415 1151 1566 

143 256 471 774 776 1550 
25日 盆30 722 1069 478 1546 
364 628 957 1241 288 1529 
458 747 1078 1324 222 1546 
575 881 1158 1387 116 1503 
675 工009 1278 1462 55 1517 
808 114.2 1380 1488 13 1501 

All hkl 421 1822 3440 5342 7478 9526 6057 15583 

C 
sum祖.r:yof reflections intensities and R-factors by shells 

Shell Lower Upper Average Average Norm. Linear Square 
limit Angsじrom I e.rror stat. Chi""骨2 R-fac R-fac 

80.00 4.31 3547.5 59.6 26.1 1.3自o 0.048 0.061 
4.31 3.42 2353.2 39.9 20.日1.723 0.061 0.070 
3.42 2.99 1028.9 22日 16.0 1.566 0.083 0.087 
2.99 2.71 482.8 17.7 15.1 1.166 0.J.l9 0.120 
2.71 2.52 288.2 17.0 15.6 0.987 0.165 0.165 
2.52 2.37 197.0 17.6 16.8 0.867 0.225 0.226 
2.37 2.25 174.2 20.6 19.9 0.826 0.272 0.327 
2.25 2.15 146.7 23.7 23.0 0.780 0.345 0.479 
2.15 2.07 131.2 27.0 26.6 0.731 0.403 0.567 
2.07 2守 00 112.3 30.8 30.5 0.704 0.482 0.857 

All reflections 898.9 28.1 21. 0 1.159 0.083 0.073 

R linear =虫JM ( ABS(I -<I>)) I思周{工)

R square .:: SUM ( (工ー〈工>)“ 2) / SUM (工.. 2) 
Chi *'*2 =-民国( (工-<I>) 叶 2) I (Error - 2 • N I (N-1) ) ) 

表1-6-3 D37N変異体データセ ット2，3，4のスケーリングにおける統計値

各resolutionshell ごとの、

a Redundancy (1司ーの反射を何回測定したか)

bl/σ 

c X 2、LinearR-factor (R-merge) 、SquareR-factor 
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a 
Shell Swrrnary of 0凶 ervat:ionr剖 nndanciesby shells: 

LQ¥惜r Upper No. of ref1ections wi th gi ven No. of observaヒ ~ons
limiヒ limit 。 l 2 3 4 5-6 7-8 9-12 >13 ヒ。ta.l total ('i<) 
80.00 4.31 59 38 232 122 384 631 218 55 o 1680 96.6 
4.31 3.42 31 41 148 87 287 73マ 271 自 o 15マ998.1 
3.42 2.99 2工 21 146 97 253 758 261 10 1546 98.7 
2.99 2.71 32 33 157 94 266 705 271 日 1534 98.0 
2.71 2.52 33 47 150 139 257 703 213 6 0 1515 97.9 
2.52 2.37 53 68 151 127 259 701 190 4 o 1500 96.6 
2.37 2.25 78 68 168 185 2日9 581 167 3 o 1461 94.9 
2.25 2.15 93 81 221 215 280 461 158 3 0 1419 93.8 
2.15 2.07 152 95 231 231 302 413 102 6 0 1380 90.1 
2.07 2.00 207 99 223 270 294 336 82 o 0 1304 86.3 

A11 hk工 759 591 1827 1567 2871 6026 1933 103 o 14918 95.2 

測定した反射の数:80，520 独立な反射の数:14，918 

b 
She11 工/Sigr曲 四 日solutionsheUs 

LOwer Uppeど No. of ref1ections with工/sigma 1ess th由主

limit 1おnit 。 1 2 3 5 10 20 >20 じ。ta工
80.00 4.31 。16 37 53 71 101 173 1507 工680
4.31 3.42 。16 41 57 85 141 249 13]0 1579 
3.42 2.99 。17 49 79 137 26] 489 1057 1546 
2.99 2.71 。29 101 176 300 520 843 691 1534 
2.71 2.52 。48 174 289 474 771 1085 43日 1515 
2.52 2.37 。67 229 419 685 994 1246 254 1500 
2.37 2.25 。83 286 513 778 1063 1270 191 1461 
2.25 2.15 。 90 347 614 8自o 1130 1312 10マ 1419 
2.15 2.07 o 121 424 702 1004 1209 1338 42 1380 
2.07 2.00 。139 491 786 1069 1223 1296 s 1304 

A11 hkl 。626 2179 3688 5483 7415 9301 5617 14918 

C 
S国百阻どy of reflections intensエtiesand R-factors by shells 

Shell Lower upper Average Average Norm. Linear S早凪re
limit Angst.r四百 工 error sヒat:， Chi*合2 R-fac R-fac 

80.00 4.31 14155.5 192.8 138.2 1. 046 0.018 0.019 
4.31 3.42 9605.1 152.0 118.6 1.265 0.025 0.025 
3.42 2.99 4228.9 98.0 87.4 1.299 0.040 0.041 
2.99 2.71 1945.2 78.5 75.1 1.183 0.067 0.059 
2.71 2.52 1149.3 74.9 73.3 1.156 0.101 0.084 
2.52 2.37 753.3 78.1 77.2 1.084 0.147 0.117 
2.37 2.25 6U.6 86.5 86.0 1.049 0.179 0.160 
2.25 2.15 531.8 100.1 99.7 0.965 0.226 0.214 
2.15 2.07 435.2 114.5 114.3 0.890 0.287 0.306 
2.07 2.00 365.3 12自 5 128.4 0.824 0.359 0.410 

A11 reflections ]627.1 111. 3 99.8 1. 099 0.041 0.027 

R linear = SUM ( ABS(I - <1>)) / SUM (工}

R square = S日" ( (工ー〈工>) .町 2) I SUM (1 合 . 21 
。1i."2 = SUM ( (1 -<工>) ...... 2) I (Error U 2 金 N / (N-1) ) ) 

表1-6-4 D37N変異体データセット4のスケーリングにおける統計値

各resolutionshell ごとの、

a Redundancy (同ーの反射を何回測定したか)

bl!σ 

c X 2、UnearR-factor (R-merge) 、SquareR-factor 
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-ー

Step Resol. reOeclions' No.of Method R (%) Rr"" Modol bllilding' 

wa阻rs (%) 

1 8-2.5 Dala胤 2-4 - rigid(20)， SA'(2，OOOK)φ26.1 36.4 

2 8 -2.2 

posiLional(80) 

- rigid(lO)， SA(2.000K)， 25.32 32.24 Ala:n→ Asn 

posilional(80). s"( 15) 

3 36 posilional(40)， s(15) 23.25 30.1 1 

4 6-2.2 70 posilional('lO). s(15) 22.29 27.9l 

5a 80 - Data閏t2-4 86 positional(40). B(20). BSC'. 20.57 26.79 

2.2 posilional(20). s(20) 

5b 80 - Dala担 t4 86 positional(40)， s(20). sSC'， 19.28 26.24 

2.2 positional(20). B(20) 

表1-6-5 精密化の各ステップ

'&射ファイルは 、最初';Watas巴t2-4を周いた。最後のステ ップ5では 、Dataset 2-4 (5a)とData

set4のみ(5b)の両方で行った。

2各ステップの後にプログラムOを用いて行ったモデル構築/修正。毎回行ったjJl!Jj員および主鎖の禍築、

修正などは省略し、特に重要なものを付記した。

"Simulated annealing 

4各原子ごとの等方性温度因子の精密化(Individual B-factor refinement) 

5Bulk solvent collection 
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037N 

0375 

037E 

AspI 

GATGGAGTGAGCTCCGACπTGT仁GTTGGTCTG

AspGlyVa15er5erAspPheValValGlyLeu 

GAGTGAGCTCCAATTTTGTCGTTGG 

GAGTGAG仁T仁仁TCTTTTGT仁GTTGG

GAGTGAGCTCCGAATTTGTCGTTGG 

GAGTGAG仁TCCAAATTTGTCGTTGG

37 SacI 

a 

037K 

…山一×××
0

0

盟
×
0
×
0

0

恒

0
×
×
×
×

WT 

D37N 

D375 

D37E 

D37K 

AspI GA仁NNNGT仁
TspEI AA了T
ApoI RMTTY 

b 

5acl 

¥ 

三ン

C 

¥ 

5acl 5acl 

Sad-S配I3.4kb 

部位特異的変異によるD37変異の導入

調生型cDNAの配夢1]と、変異を導入した際に用いたオリゴDNA.実際には、

それらの相補約な配列を加えて、計8種のオリゴ砂.JAを用いた.

b変異の獲aに用いた制限酵素のw識配列と、各変異体での切断の僚子.

c部位特異的変異導入とその後の乗せかえの樋念図

図1-6-1
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a 

b 

Underline: signal 
ProValL巴uValSerAr(lSerAlaGlyIleAsn 

Original 仁仁TGTTCTGGTGTCGCGAAGTG仁TGGTA廿 AAC
Primerl XCNDEll仁TGTTCTGGTGCATATGAGTGCTGGTATTAA仁

Nde 1 
Produced N-term MetSerAlaGlyIleAsn 

ハ化teI fcoRI 

内叩r

Ndel. f，∞ RI / ""酬

お1¥
3.3 kb / 

sac I 

汽小

図1-6-2 大腸菌における発現系の構築

a 野生型c町~Aの配列と、 Ndel変異を導入した際に用いたオリゴ印唱A (XCNDEll). 
これと相補的な配列のオリゴ印唱Aも用いた.

b部位特異的変異導入とその後の乗せかえの擬念図
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図1-6-4 野生型および各変異体の活性のpH依存性

野生型キシラナーゼCの比活性を100%として表した.

pH 1.0-5.0ではWalpoleパッフ7ーを、 pH4.0-7.5では

Mcllvainバッフ 7ーを用いた.
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図1-6-5 野生型およびD37Nの各pHでの安定性

酵母で発現させた野生型キシラナーゼC(D)およびD37N(N)を、

pHl.0， 2.0， 6.0、 4"Cまたは30"Cで‘各時間インキュベートした

後の活性を測った。

pHl.0と2.0にはWalpoleバッファーを、 pH6.0にはMcllvaine

バッファーを用いた.
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1 2 3 4 5 

図1-6-6 大腸菌で発現させたD37N変異体の精製

左から‘ (1)マーカ一、(2)菖体破砕後の不溶性画分、(3)可溶性画分、

(4)DEAE後、(5)Poros後
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測定条件は下に示した.

白勉醤由来のキシラナーゼCnative醗素(実線)と大腸菌で発現

させたD37N(破線)のスペクトルを重ね合わせて表示した.
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測定条件も績に示した.

a自重量菌由来のキシラナーゼCnative酵素

b大腸菌で発現させたD37N

図1-6-8

116 



--

5 

a 

4 

3 
苦
υ凶

2
5
2 B-B-i3-fヨ

寸ヨーロ-0-0-8-(3ー岳包包包

2 

15 13 11 7 9 
No. of IP 

5 3 

。

14 

10 
:t: 
可3

b 

" 栂

a 

s 
← 

8 

6 

4 

12 

z 

b 

。
15 13 11 7 9 

No. of IP 

5 3 

D37N結晶のデータの相対的なスケール因子および温度因子の差

データセット2，3，4を同時に処理した暗合の値。

a相対的なスケール因子

データセット2の1枚目に対する相対的な値。

b温度因子の差

データセット2の1枚目との差。

図1-6-9
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図1-6-10 D37N結品の精密化ステップ2における電子密度マップ

D37N変異体のモデル分子(刈a37)と、野生型キシラナーゼCのモデル分子

(Asp37)を重ね合わせて示した.

a 2Fo・Fcマップ、 bFかFcマップ.
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図1-6-11 D37N結晶の精密化(ステップ5b)後の結果

ステレオ図で表した.

a D37N変異体のモデル分子とその2Fo-Fcマップ (1.0σ)• 
bD37N変異体と野生型キシラナーゼCの重ね合わせ.
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図，-6-1 2 SA-omit マップの比較

ステレオ図で表した.

¥¥1 

a野生型キシラナーゼC結晶のSA唱 mitマップ (1.0σ)

b D37N変異体結晶のSA-omitマップ (1.00)
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第 l音11 総合討論

キシラナーゼの活性のpH依存牲について

キシラナーゼCのアスパラギン酸37変異酵素の解析により、 37番目の残基がアスパラ

ギン酸であることが、低いpHて‘高い活性を持つために必~であることが明らかとなっ

た。 D37Nの歪適pHの上へのシフトは、アミノ酸配列の比較からの予想と一致していた。

0375の、 D37Nと同様な結来については、もともとこの部位にセリンをもっキシラナー

ゼが存在しないために、興味深い。セリン残基は、アスパラギン残基と ITiJ様の位置で、

水素結合のprotondonorとしてのみ機能するため、アスパラギンも問機にNH
2
tきのM

をグルタミン酸にl向けて、 protondonorとして寄与しているのではないかと思われる。

なぜ、駿・様基触媒のグルタミン般の近傍のアスパラギン酸が低いpHでの活性を上昇

させて、アスパラギンではそれがおこらないかという理由については未だに議論の余地

がある。序論で述べた通り、酸 ・塩基触媒のグルタミン殺はBCXでは6.7と奥常に高い

pKaをf守っており、求核性触媒のグルタミン酸の>pJ(a(BCXでは4.6) と、それぞれ、

活性pHの上限と下限を決定していると考えられている(28)。しかし、このBCXにおけ

る知見は、|酸性キシラナーゼには適用できない。なぜなら、酸-塩基触媒のグルタミン

酸170と相互作用しているアスパラギン酸37の変異は低いpJ-lでの活性を大l隔に下げ、

見紛け上、活性pHの下|授に作用していたからである。

酵素反応の最初の段階では、グルタミン酸170は酸触媒として基質の椴素原子にプロ

トンを渡す必要がある(図1-7-1)。グルタミン酸170のプロトン化状態は、アスパラ

ギン酸37との水素結合によって安定化されている。 2つのカルボキシ1レ基の聞の水素結

合は、片方が解離した状態に比べて、両方がプロトン化している状態の方が弱いことが、

定量的に示されている(103)。従って、アスパラギン般が低いpHでのみ、グルタミン酸

170は容易に解雌して反応を助けると考えられる。

アスパラギン酸残基のかわりに、アスパラギン残基が存在するキシラナーゼの場合に

は、このようなpH効果は見られない。さらに、中性キシラナーゼの結晶構造で、l立、ア

スパラギン残基は酸・塩基触媒のグルタミン綬との距離が速く、強い;j(素結合は作って

いないために中性pHの活性が高く、;:Jt;核性触媒のグルタミン酸のpKaの影響が活性pl寸

の下限を決定している。しかし、キシラナーゼCのD37N変異体の徽造解析から、この

水素結合は若干弱くなっていると示唆されたため、 037Nと0375の活性が低下していた

ことはこの残基の影響だけでは説明できなし、。従って、これらの変異体の活性の低下は、

アスパラギン/セリン37の周辺の環境が中性キシラナーゼと異なっているためであると

忠われる。

1-5-9節と 1-5-11節では、他のキシラナーゼの結晶構造との比較から、基空f結令クレ

フトの入り口に存在する酸性残基と、クレフトを形成する芳香環を持つ残基のうちいく

つかが、キシラナーゼCの好酸性に寄与している可能性が示唆された。 Torronenらは、

酢酸、グルクロン酸などで修飾されたキシラン分子の認識と基質特異性に、活性部位の

負電荷が重要であると述べている(49)。しかし、クレフトの負電荷は活他のpI-l依存性に

121 



--
も寄与している可能性がある。カルボキシル恭がプロトン化する低いpl-lでは、クレフ

トとキシランとの問の静穏的反発が弱まるはずである。さらに、プロトン化したカルポ

キシル基は水分子の結合)Jが弱まるので、 J毒ffの結合が容易になるとJE、われる。

サプサイ ト を形成する芳呑環を持つ残1，~の寄うも、今後、変異体の解析等を通じて検

証する必要がある。特に、 BCXのキシロピオースとの複合体構造(23)およひ'TRXIIのエ

ポキシアルキルキシロシドとの複合体村正進(26)では、キシラナーゼCのチロシン10にあ

たるトリプトファン残基がキシロース環とサプサイト -2でスタッキング相互作用して

いる。さらに、チロシン10/トリプトファンと 、 トリプトファン172/テロシン残基は

アスパラギン酸37/アスパラギン酸残基の近傍に位置している。 トリプトフ 7ンの大き

な芳香環は、 触媒サイクル中に起こる可能性のあるアスパラギン般37/アスパラギン残

基の構造変化の立体障害になる可能性がある。また、 トリ プトファン172と、それにあ

たるチロシン残基のコンフォメーションの追いや、サプサイト+1に位置しているフ ェ

ニルアラニン131と、完全に保存されているグルタミン 129、求核性触媒のグルタミン

酸79が}IITIに相互作用をしていることなどは、これらの残基の重姿性を示唆するものであ

る。

助 cillussp.41M-1のアルカリ性キシラナーゼJは、アスパラギン酸20→アスパラギン、

あるいは 卜リ プトファン144→フ ェニルアラニンの置換により、至適pHが9.0から6.0へ
主シフ トするこ とが報告されている (104)。キシラナーゼJと本酵素のN末端部分の相同

性は低いために、前者の置換については詳細lは不明である 。しかし、後者の泣換は本酵

素のフェニJレアラニン131に当たる残基であり(図1-5-11)、キシラナーゼCでのフェ

ニルアラニン131→トリ プ トフ ァンの変異体がどのような活性を示すのか興味深い。

ジスルフィド結合について

キシラナーゼCはほとんどのキシラテーゼには見られないジスルフィド結合を持って

いた。しかし、ジスルフィド結合の導入によるキシラナーゼの耐熱化の例や(105，106)、

ジスルフイド結合を持つ耐熱性キシラナーゼの報告(42)はあるが、これらはどれもキシ

ラナーゼCのジスルフィド結合とは異なる位置に存在している。一方、キシラナーゼC

の耐熱性は普通 (40'(;まで安定(11))であり、その|苅に存在するアミノ隊配列も 18残基

ほどの短い部分であるため、ジスルフィド結合の耐熱性への寄与・は小さいと忠われる 。

同様の位置にジスルフィド結合を持つCryptococcussp. S-2の酸性キシラナーゼで音111立

特異的変異によりこれを除いた場合には、耐酸性にはあまり変化はなく、好酸性が若子

務ちるという結果が得られた(Iefuji:私信)。この結来ーから、耐酸性についてもジスル

フィド結合の寄与は低いと考えられる。

キシラナーゼCの耐酸性について

キシラナーゼCの「セリン・スレオニン表面」が負電荷に震われていたという事実は、

アミノ酸配列からは予測が困難であった。なぜなら、この表面の酸性残基は、ほとんど

が、保存性が低く挿入/欠失の多いN末端のヘリックス状の部分に存在していたからで

ある。このような負電荷に覆われた表蘭は、キシラナーゼ C (およびANXl)のみが持

l22 
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つ特徴であった(ただし、 ANXlの結晶構造の報告には、この特徴については触れられ

ていない)。このような構造的な特徴は、キシラナーゼCの耐際性機構の、主要な原因

ではないかと考えられる。

豚のペプシンは、 pト[2.0以下で高い活性を持ち安定であり、よく研究されている~*素

である(107，108)。ペプシンは、キシラナーゼCのように取基1"1残恭に比べて多くの酸

性残主主を持つ蛋白質であるが、キシラナーゼC (p13.5)に比べて、非常に低いp1を持つ

(pI1.0以下) 。これは、ペプシンのカルボキシJレ基のいくつかはその異常な水素結合

の環境により低いpKaを持つために、非常に低いpHでも全体で負に?十71屯しているもの

と考えられている。このように低いpIl土、ペプシンの耐酸性に寄与していると考えられ

ている。すなわち、低pHでカルボキシル碁の多くがプロトン化しても、通常のlJJを持

つ蛋白質のような正君主荷同士の反発が起こらないために変性が起こらないと説明されて

いる。

一方、キシラナーゼCでは、 9個のアスパラギン酸と 8個のグルタ ミン般にC末端の

計18個のカルボキシル基が存在するが、このような異常な水素結合の環境を持ち低い

pKaを持つ可能性がある酸性残基はわずか3残基 (Glu79，Glu84， Aspl04) しか見つ

からなかった。分子内に埋め込まれたヒスチジン148は異常に低いpKa他を示すため

(109)、キシラナーゼCは、酸性pHでは少なくとも 5つの正電荷をもっ残基がある。こ

れらは、 N末端のアミノ酸と 、溶媒に露出したヒスチジン(His155)と、3つのアルギニ

ン(Arg115，Arg134， A.rg138)である(リジンは存在しない)。 トータルで、 pH3.5

以下ではキシラナーゼCは正に荷電している。 しかし、正電荷の反発は変性を引き起こ

すほど激しくないと辺、われる。

書記荷の反発と蛋白質の安定性という点から考えると、表面に塩基性残基より酸性残基

が多く存在1る分子の場合は、中性pHでは負電荷同士の反発が起こるために不安定に

なるはずである。ペプシンの場合はこれがあてはまり、 pH6.5以上で急速に失汚する 。

しかし、同様に酸性残基の多いキシラナーゼCはpH9.0程度まで安定である。このよう

な中性pHでの安定性の違いは酸性残基の表商上での分布の違いに由来すると思われる。

キシラナーゼCの酸性残基は、 「セリン ・スレオニン表面」と器質結合音11位クレフトの

周辺に集中しているために、これらの酸性残基のうちいくつかは、お互いの静電的相互

作用のために通常より高いpKaを持つはずである。

興味深いことに、 2種類の耐血性蛋白質の紘一品構造でも表面に酸性残基が多く存在し

ており、それらが高士制損控での安定性に寄与しているという報告がある(110，98)。特に、

HaJoarcuJa maTismortu1のフェレドキシンの結晶構造では、多くの負fE帯~を持つ 2 つの

ヘリックスが新たに見つかった。この構造の回折データは低1昆条件 (100K)で測定さ

れたため、蛋白質に結合している水分子は通常の蛋白質の場合に比べてより多くの水素

結合を作っており、表面のカルポキシル基は特に水分子が多く結合していた。Frolow

らは、これらの負電荷を持ったカ jレボキシルi俸は、飽和慌中での多量の無機陽イオン中

においても蛋白質をより水平日した状態に保ち、蛋白質問士のJ疑集(self-aggregation)を

防ぐとしている。しかし、酸性残裁はイオン化した状態では多くの水を結合するが、低

いpHでプロトン化した状態では水の結合力は落ちる(111)。従って、キシラナーゼCに
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結合した水が酸変位ーを防ぐという説明は、不適当である。なお、キシラナーゼCの1m折

データは室温で、測定したために、分子表商のR陵史1也1
これら酸廿性司残i基去の近〈にy水k分子はほとんど見られなカか、つた。

逆に、非常に高いpl-Jでの蛋白質の安定性に関する報告もある。pj-J12.3に至適pl-lを

持つサチライシンファミリーのプロテアーゼでは、分子の片側に多くのアルギニ ン技法

が偏在していることが分かっている(112)。これは、分子系統樹による解析から、酸件声

残基とリジン残基の減少が、アルギニン残基と中性な親水性アミノ酸(ヒスチジン、ア

スパラギン、グルタミン)の増加に伴って起こっていることが明らかにされている。

極I~的なpH条件や底濃度で安定に存在する蛋白質の分子表面に電荷を持つ残裁が偏在

していることは普遍的なものであると思われるが、その安定化機構については未だにf.('

しいことは分かっていないのが現状である。
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図1-7-1 酸性キシラナーゼの反応機構

以下に示す条件において、 E霊/猛基触媒のグルタミン酸の近傍に存在すると

予想される水素結合を、保存されているチロシン81も含めて表した.

2高いpHでアスパラギン酸37が解離している場合.

b低いpHでアスパラギン酸37がプロトン化した場合.

d基質結合後のアシル中間体の形成における求核攻撃および厳触線

aにおけるアスパラギン量産とグルタミン酸の聞の水素結合は、blこ比べて

強いために‘グルタミン滋がプロトンを渡しにくくなっている.
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第 2部

ハイブリ ッド酵素を用いたアロステリ ックLー乳酸脱水素酵素のサブユニ ット問相互

作用に関する研究
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第 2部序論

現在、蛋白質の立体構造を決定する方法としては、 NMRとX線結晶併進解析が.t
な方法である 。 だが、 NMR では大きな蛋白質分子の1'1~j宣を決定するのは OOIE しい。ー}í 、

X線結晶構造解析によ って決定される椛造は、一般には結晶中の静的な構造しか得られ

ない。実際の蛋白質は非常に柔軟な構造をとっており、それが誘導迎合やアロステリ ッ

ク調節などにおいて主要な役割を果たしていることを考えると、if{白1'iの機能を知lるた

めには、その結晶構造に加えて、 I容i夜中での動的な挙到Jを知ることが必要である。

本研究の対象となったアロステリック酵素は、構造変化と共にその活性を大きく変

化させる蛋白質である。アロステリアク酵素は生体内反応の調節に重要な働きをしてお

り、古くからよく研究されている。近年、そのいくつかで高活位状態と低活性状態の両

方の構造があいついで決定され[1-3]、アロステリ アク機構の研究は大きな進歩を遂げ

たといわれている[1，4，5]。 しかし、それらの構造を得た現在でも実際の構造変化と機能

調節の機構は不明な点が多いため、アロステリック機備の研究は新たな局而を迎えたと

も考えられる。

本研究では、ピフイズス l~íBjfjdobacterium]ongumのじ乳酸脱水素防ー素(しDH)

を対象とした。LDHは解糖系の最終反応、を触媒する酵素であり、細菌から脊柄i動物に至

るまで多岐にわたってその存在が線認されている。 LDHはNADH/NAD+を有ili酵素とし

ピルビン酸/乳酸の問の酸化遺元反応を触媒する (図2-1)。この反応はTCAサイク Jレ

やアルコール発酵への分岐点に当たるので、 LDHの調節は代謝系金体のfl]lj御にとっても

重要である。LDHはその性質の違いによって二種類に分けられる。 一つは、主として脊

縫動物なと'高等生物の生産するLDHであり、アロステリツクな調節因子は存在せず常に

活性型を示す[6]。これに対してもう一方は主として細菌の生産する解禁にみられるもの

で、フルク トースー1，6一二リン酸(FBP)で活性化されるアロステリ ックな酵素である[7J。

FBPは解純系の中間イ本であり、そのFBPが解糖系の最終段階を触媒するLDHをアロステ

リックに制御することによって代謝系の制御カf行なわれている。

脊椎動物型LDHは組織によって異なったアイソザイムが優勢に存在している。嫌気

的な'骨格筋のM型と好気的な心筋のH型はともに匹l量体で、サブユニット組成の異なる

5種類の四金体が電気泳動で識別できることはよく知られている。構造、機能解析につ

いてはRossmannらのツノザメ筋肉LDHのX線結晶解析やHolbr∞kらによる反応機構

の内科庁ーなどが行なわれており、リガンドの結合部位、反応機構などの知見が得られてい

る[6]。 細 菌 LDHについては、血α加 sstearothermopbiJus (BSLDH)[8-lO]. 

Lactobacil1us casei(LCLDH)[1l-13]及びThermus由来の酵素[14-23]で研究カ{i色めら

れている。これらの研究から脊機動物のLDHと紺l菌のLDHの一次構造は35-40%の高

い相向性があり、またBSLDH[24-26]，LCLDH[27]について行なわれた結晶構造解析に

より高次構造にも高い相同性があることが分かっている。このようにアロステリック

LDHは、構造のよく似た非アロステリック型LDHに関する膨大な知見を基礎とでき、

アロステリシク転移機構の解析に適した材料と考えられる。
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Bi{idobacterium longum由来のLDH(B日.DH)は、本研究室の岩旧、箕輪により初

めて単離キ青製、及びクロ}ニングきれた[28-31]。そのLDHは他の細菌LDHと同機四Z-
体のアロステリアク酵素であり、 FBPによるヘテロトロピックな活性化と基質によるホ

モトロピ .;;クな活性化を受ける(図2-2)。さらに、高濃度のピルビン酸条件下で活性

が低下する現象である、器質問答も受ける。器質阻害は脊椎動物型LDHを含め全ての

LDHで普遍的に存在する現象である。ピフィズス菌は特殊な代謝経路をしており、アル

ドラ一七、を持たずFBPは糖代謝系のrlJ間体ではないが(図2-3)[33，34]、そのLDHはJn

vitn的実験において非常nこ低法度のFBPによって活性化されることが分かっている[30]。

タンパク質のアロステリック特性を説明するモデルには、 1)タンパク質分干の備

造変化は常に対称、的であり、高親和性状態(R状態)と低親手u何:状態(T状態)の問の変化

は一斉に起こると仮定するMonod，Wyrn加， Changeuxの協奏的アロステリックモデル

(MWCモデル)白5Jと、 2)T状態から R状態への変化は逐次的であると仮定する

Koshland， Nemethy， Filmerの逐次モデル(KNFモデル)[36Jの2つが考えられてきた。

本酵素のような4量体でT-R状態の平衡において存在する全ての分子種を考えると凶

2-4の機になり、 MWCモデJレは図の両端ーを、 KNFモデルは図の対角線上を動く場合

と考えられる。

本酵素は基質ピlレピン酸に対する高親和性型(R状態)および非貌手IJ性型(T状態)の両

方の1m量体が同一結晶格子中に存寂する構造がl列らかにされており [2，37J、それらの構

造から、 MWCモデルに従ったアロステリアク転移機構が提唱されている。 図 2-5、 I~I

2-6にT状態および闘犬態の三次構造及び国次構造を示す。本酵素の凶最体は問状態とも、

脊椎動物LDHと問様P，Q，RとH乎ばれる 3本の 2回回転軸で関係づけられる 222対称

性を有しており、サプユニット内の傍造は大変よく似ている。しかし両構造問には、サ

プユニット間の回転による凶次構造の変化がみられる。 FBP結合部伎は、 pij~hサプユニッ

ト結合部に存在しFBPの結合により四次構造変化に影響をもたらす 。 活性音!I位はQ~qhサ

プユニッ ト結合部位に存在し、四次構造変化の影響を受けて構造が変化することで情性

が制御されている。特に、基質のカ lレボキシJレ基と結合するため活性音111立に不可欠な

Arg171はその側鎖の位置を大きく変化させ、 T状態では基質と結合できない構造をとっ

ている(図2-7)。今まで精進jfj!.析されたほとんどのアロステリック鯵素においても、

四次偽造の変化に基づくサブユニット問の回転によるアロステリアク転移機構が示され

ており [3，38-40]、四次構造の変化がアロステリック酵素の恭本的なメカニズムである

と考えられる。

さらに本研究室の鎌田によって、釘'生型酵素及びFBP結合部位を構成するアミノ駿

残基を置換した変異型酵素のアロステリアク転移機構が詳細に調べられた[32]0その結

果、 NADHの蛍光強度の測定と変異型酵素のX線結晶構造解析によって、本酵素のアロ

ステリック特性が基本的に岩悶らの提唱したモデルに従うことが明らかになった。さら

に、基質だけでなく NA.DHの結合にも協同性が見いだされた。これはNADHの総合部

位がほとんど変化していない結晶構造からは予測できなかったことである。

以上のように、本酵素のアロステリアク転移機構は主に四次構造変化によるもので

あり、サプユニット間相互作用が重姿な役割を担っていると考えられる。また、結晶構
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透から得られたモデルは 2つの対極的な，w'JLf釦こすぎず、実際の活性化機構は完全に解

明されたとはいえない。従って本研究では、 2種類の異なるサブユニットが混住するハ

イブリッドLDHを用いることにより、 1待液"，でのサブユニット間相互作用を調べること

に主眼をおいた。

ハイプリ シド酵素を用いる実験は、 Gibboosらのアスパラギン酸トランスカルパ ミ

ラーゼ仏:rCase)を用いた先駆的な実験によって[41]アロステリック機構を解明するのに

有用な方法であることが示された。本酵素においても T、R両状態の結品僻造が得られ

る以前、本研究室の横町、北村らによる変異型酵素とのハイブリッド印Hを用いた笑験

が行なわれており、アロステリ ック機械について解析している [42-44]。本研究では績

回らの方法を結晶構造に基づいて一部改良した系を擁立して、ほほ同様の実験を行な っ

たが、全く異なる結巣を得た。(検問らの結果と奥なる点に関しては、総合討論で議論

する。)

さらに、ハイブリッド酵素を用いた実験は、アロステリツク機構の解析の他にも、

さまざまなサブユニッ ト間相互作用を調べるのに有用な方法である。 伊lえば、脊椎動物

型LDHアイソザイムの研究では、 2種のアイソザイムLDHをinvitroで混合して、形成

されるハイブリッドLDHを解析する ことにより 、サブユニッ ト聞の相互作用の解析カマ行

なわれてきた[45]。

本研究では、まず、 H重のサフeユニァ トが混在するハイブリッドLDHを加 vivoで形

成し、分離する系を確立した。そして、さまざまな変異体同士を組み合わせたハイブリ ・ノ

ドLDHを解析することにより、アロステリ ックな活性化を中心とした本酵素の諸性質に

対するサプユニット間相互作用の役割を調べた。さらに、わ vitroでサプユニ ットを組

み答えてハイブリッドLDHを作る条件から、サブユニ ット界面の相互作用の強さおよび

性質について検討した。

本論文は 6章からなる。第 l章では、 invivoでのハイブリ ッドLDHの形成およびそ

の分隊系を確立した。第 2掌では、FBP!m感作型サプユニァ トを用いて本酵素のヘテロ

トロピ ック活性化機構の解析を行なった。第3掌では、基質特異性変異型サブユニット

を用いてホモトロピック活性化機構の解析を行なった。第4主主では、 invitroでのハイ

ブリッドLDH形成の実験を行なった。第5主主ーでは、不活性型サプユニットを用いて器質

阻害の機構の解析を行なった。第6輩では、本研究室で以前に行なわれたハイプリ ァド

LDHによる研究との相違点について論じるとともに、本研究で得た新たな知見に基づい

てアロステリックな活性化の機構について考察した。

注 :LDHには、その一次構造の高い相向性により、 N-システムという各LDHに共

通の残基番号が考案されている[46]。本論文でも特記しない|浪りN-システムによる残基

番号に従った。
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材料と方法

1 )試薬と酵素

実験に用いた試薬は、全て和光純手書工業株式会社または半fl・化学薬品株式会社の特

級試薬を用いた。 ピルピン駿ナトリウムとNADHはそれぞれBοehringerManheim及

びライフテック・オリエンタル社から購入した。遺伝子操作に用いた制限酵点、 DNA

修飾酵素、 DNaseIは宝酒造、東洋紡績及ぴ、BoehringerManheimから勝入し、反応条

件についてはその説明書に従った。

2 )遺伝子操作

合成DNAは全てアプライドバイオシステムのDNAシンセ-1jイザー380Bにより合

成し、後処理後、 260nmの吸光度により定呈して用いた。部位指定変異はBio-Rad

社のキット (MUTA-GENEin vitromutagenesis klt)を用いて、 Kunkel[47]の方法に従っ

て行ない、 DNA断片はアプライドバイオシステムのDNAシーケンサー373Aにより変異

の導入を線認した。その他の遺伝子操作は全てMolecularClorring[48]に従った。

今回使用したII号生型を含む全ての変異型LDHはCys210BをSerに置換することによ

り、空気酸化に耐性を持たせてある 。この変異型LDHはpH6、ピルビン酸2mM，20 

mMの条件において、比活性、 FBPによる活性化の特性ともに全く野生型E手素と同ー

であることが伴認されているので以後この際素を野生型として扱った。以前の岩旧、横

田、北村、鎌田らの研究においても、この変異体LDHは野生型として扱われている。

3 )各種Jdh遺伝子の大腸菌内での発現

E子家の大腸菌での発現は、 EscherichiacoJi MV1l84株を宿主として行なった。3

ml、100ml、lリットル培養には、それぞれ試験管、500ml坂口フラスコ、 5リットル

癒1~J き 三角フラスコを用いた。 2xYT培地(アンピシリン 50μg/ml)にト ランスフォー

ムされた大腸菌の一夜培養液を 1%加え37'Cで濁度(660ru叫が約0.8になるまで療被培

養後、終濃度0.5mMとなるよう にIPTGを加えさ らに31時間培養後集菌した。

4 )各種LDHの精製

大腸菌を集菌後、菌体の 5~10倍量の 0.1 mM PMSF， 10 ppm DNaseT， 0.1 m.Jv! 

FBPを含む20mMトリス塩酸緩衝液(pH7.0)にj臨場し、氷1谷広10でBransonsonifierによ

り菌体を超音波破砕し、遠心分隊の上清を取りお11出液とした。この抽出液を熱処埋 (65

℃、 30min)し、その可溶性画分をフ ァルマシア社のFPLCを用いて、下記の担イ本と条

件によりカラムクロマトグラフィーを行なった。カラムにかけるサンプルは平衡ノ¥';1ファー

で透析した。以下に平衡バッファ一、湾出バッファーを示す。

プチfレトヨパール650S
平衡パップアー Tris-HCI (20mM. pJ-l7.0)硫安30%飽和

浴出パッ 77- Trisート[CI(20mM， Pト17.0)

i容出は硫安30-0%飽和の直線揺を度勾配による。またカラムにかけるサンプJレは事前の透析

をせず、 30%飽和になるように硫安を入れた後沈殿を遠心分厳により除いて用いた。

BlueセフアロースCPharmacia)
.;Il衡パッ 77- Tris-HCI (20.mM， plー[7.0)

洛出パッ77一 Tris-HCI (20mM. pH7.0)， KCI (0.5M). NADH (O.lmM) 
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陰イオン知県カラム Mono Q (Pharmacia) 

平衡パッ 7ァー Tris-トICI(20ml¥4. pl寸7.0)
I容出パγ77- Tris-トICI(201)1)¥'1. pH7.01. KCI (0.5Ml 
裕出は流速1.0ml/mioでKCI0-0.6Mの直線波I主勾配によ る。

5)蛋白定量

BCAキット (Pierce)を使用した。精製された隊素については、 0.1NaOH中での280

nmの吸光度により定量した('lyr，Trpのモjレl吸光係数をそれぞれ1576，5225lf1cm-'

とした)。

6 )活性測定法

標準活性測定は箕輪、岩田らの方法に従った。活性測定溶液 (MES-NaOH50mM， 

pH6.0， NADH 200μM， pyr 2mM， FBP O.lmM) 500μlをプラスチ yク製ミクロセルに

入れ30'(;で10分間保漏した後、酵素溶液5μ1(終濃度4.3nM・凶量体ではなくサプユ

ニットで計算した値。0.148μ g/mlに相当する。)を加え、分光光l皮言|ーを用いて

N，P.u)J-lの340nmの減少を測定した。1分間にlμmolのNADHの酸化を触媒する活性を

lunitとした。。 ピルビン酸、オキサロ酢酸、 FBP、オキザム酸などの飽和 rlll線の測定

では、特に示さない;場合、上記の標準活性測定法をもとにそれぞれの試薬の波度を変化

させて活性を測定した。

7 )飽和rltl線のフィ γテイング

Vmax、Sl/2(Pyr)(ピルピン酸のSl/2)およびI1H (ヒル係数)は、 HiUequation 

に従って計算した。。

v _ (pyruvate)"H 
V max (pyru vat巴y"4-(SI氾)nH

ただし、活性のあるサブユニットが一つ しかないハイプリ γ ドLDHの場合および双山

線裂の飽和 曲線のフイツテイングはMichaelisequatiollに従った。なお 、MichaeJis

equationO)!{:rnも、 Sl/2と表した。

Sl/2(FBP) (FBPのS1/2)はMichaelisequationに従って計算した。

曲線のフィ ッテイングはKaleidagraph(Abellコ巴ckSoftware)で行った。

8) SDS-PAGE 

SDS-PAGEは、La巴mmliの方法に従った[49]。

9) Native-PAGE 

Native-PAGE(非変性条件下のPAGE) は、ゲルおよびノ~.')'ブアー中からSDSおよび

Fーメルカプ トエタノ-)レを除いた以外、Laemmliの方法に従った。ゲル濃度は5%の

ものを用いた。ゲJレを作る際、LowerG巴lが固まって上に乗せておいた水を捨てた後、

工心werGelの上前をUpperGel溶液(過硫酸アンモニウムとTE~四Dを入れる前)で共洗い

することにより、LowerGelとUpperGelの界閣での条件を一定にした。サンプJレバッ

ファー(GlycerollO%， Upper G巴IBuffer 1/4 vol.， Brornophenol blue 0.002 %)をサン

プルと約10μlづっ等量混合して泳動に用いた。活性染色の場合以外は、ク ーマジー染

色を行な った。

1 0) Nalive-PAGE後の活伯当主色法

LDHの活性染色については、基本的に横田の方法に従った[42]。以下に活性染色
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法を示す。

. Native-PAGE後、ゲルを(50mMMES-NaOH(pI-i6.0))中でゆ っくりと10分間振と

')0 

-活性出IJ 定溶液 (50mMMES-NaOI-l(pH6.0)， NADH(0.2mM)， Pyr(5mM)， 

FBP(0.1mM))中でゆっくりと 10分間振とう 。

・ゲルをガラス上に広げ、乾燥しないようにラップをかけ、室温で放置。H寺問は、酵

素活性による。

-紫外線!被射によるバンドの確認。 (紫外線を照射すると LDHj首位:をもっパンドは

NADHの蛍光がなくなることにより黒く抜ける。)

1 1) Native-PAGEの画像解析

クーマジー染色したバンドの定量には、乾燥させたゲルを用いた。スキャンした画

像はソフトウェアNll-Hmagelこより解析した。

等間|痛に分離された各ハイブリァドLDHのバンドを含む、矩形の一定而i殺のia'!k度の

積算値からパックグラウンドをヲ|いた値を用いた4同じゲルで標準量の精製LDHを流し

て、検量級の線形性の確認も行なった。

1 2)蛍光測定

基本的に鎌田[32]の方法に従った。測定条件は図に示した。

13) C Dスペクトルの測定

CDスベクト lレは、日本分光のIJ-720Spec廿opolarimeterで測定した。測定条件は、

以下の通りである。

光i俗長 0.1cm ~白質濃度 0.591 8 mM 

バッファー 10mMリン酸バッファー (pH7.0) 

温度 25'C 

Ch2-mode HT Sensitivity 10 mdeg 

Accumulation 8回ノTンドl阪1.0nm

Response 0.125秒 Speed 50 nm/min 
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図2-2 野生型BLLDHのピルビン酸飽和曲線

FBPによるヘテロト口ピックな活性化により、

FBPの添加で強く活性化される。

基質(ピルビン酸)によるホモトロピックな活性化により、

FBP非存在下での飽和曲線はシグモイダルになる。

高濃度の基質存在下では基質阻害が起こる。
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FBPは糖代謝系の中間体ではない。
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MWC model 

~ (concerted modeり¥、

KNF model 

口:T-state 

0: R-state 
S. : Substrate 

(sequential modeり

図2-4 四量体酵素の権造変化の一般的モデル

MWCモデルは図の両端を、

KNFモデルは図の対角線上を

動くとして説明できる。
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図2-5 岩田によって解かれたB.longumのLDHの
T状態(左)及びR状態(右)の三次犠造

Cαを最小二乗法で重ね合わせたときのrms deviation 
によって色分けしてある.

C<1.0Aが白、 1.0-1.9Aが灰色、>1.9Aが黒)
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a 

b 
①5.80 T 

図2-6 岩田によって解かれたB.longumのLDHの四次構造

aT状態(左)及びR状態(有)のリボンモデル.

NADH (黄色)，FBP(左・マゼンタ，右:膏)，オキザム酸(基質アナログ)(緑)は、

CPKモデルで示した。

b四次情造の変化を示す模式図。

T状態(点線)及びR状態(実線)の構造を重ね合わせた。

左は悶曲、右はP紬方向から見た。

活性部位はA，FBP結合部位はFで表わした。

それぞれの輸のまわりの回転を示した。
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図2・7 T状態およびR状態での活性部位の櫛造

(ωは、 Q軸で関係づけられた隣のサプユニットの残基を示す.

荷状態では、 Arg171の位置が大きく異なっている。
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第 2許11 第l:i'言

的 IfIVOでのハイプリ ッドLDHの形成とその分離系の確立

序

ほとんどの脊椎動物は性質の異なるM型と H型(その他のアイソザイムもまLIられて

いる)のLDHアイソサY ムを有しており 、器官によってその比率を変えることで異なる

代謝要求に応じている。主主体内ではそれらのアイソザイムがハイブリ ッドLDI-Iを形成し

ており、イオン交換カラムやデンプンゲjレ電気泳動によって分隊が可能であった[50J。

しかし、これはM型と H型のアイソザイムLDHの電荷が大きく異なっていたためであり 、

本論文で分離が要求されるのは、野生型LDHおよびその変異体である。そこで第 li;'tで

は表面に存在する残基の電荷を逆転させることにより分離マーカーとした電荷導入規

LDHを作製し、その性質を調べた。また、大腸菌内でハイブリッドLDHを生産、精製、

分離する系の:J'JIi-築を行なった。

本草で構築したinvjvoでのハイブリツドLDH形成の概略図を図2-1-1に示す。 2flTi 

のLDHの遺伝子がタンデムに乗った発現ベクターを構築し、その片方のLDI-Iには電荷

のタグをつけておいた。それらを大腸菌内で同時に発現させることにより、ハイブリ ッ

ドLDI-Iを形成させた。その後、大腸菌の抽出液からハイブリ ッドLDHの精製を行い、

その最終段階である MonoQ(1陰イオン交換クロマトグラフイー)によ って、タグによ

る表面電荷の遠いをもとにそれぞれのハイブリッドLDI-Iを分離した。

結果

2-1-1 電荷導入型LDI-Iの作製およびその性質の解析

2-1-1-1電荷導入型印Hの作製計画

ハイプリッドLDHを形成すると多くのハイプリッドLDI-Iの混合物として得られる

ため、最終的にはそれぞれのハイプリッドLDHを互いに分離することが必姿である。 し

かし、そのままでは分離が困難であるのは序論で述べた通りである。そこで、ハイブリッ

ドを形成する 2種のサフeユニァトの片方に、イオン交換カラムや電気泳動で分離できる

ように電荷のタグをつけることにした。タグの備えるべき条件は 2つである。

1 )野生担LDHとの電荷の違いが大きく、有効に分離される。

2) LDHの性質(特に触媒活性とアロステリ ック特性)を変えない。

そこで、最も C末端よりの αーヘリックスである αHのうち、 j谷媒に露出している

2筏基を部位特異的変異により置換して電荷を逆転させることにより、以下の 3極の定

荷導入型LDHを作製することにした。

1) K316E/R317D (野生型LDHに比べてマイナス電荷を持つ)

2 ) E320R/E324K (野生型LDHに比べてプラス電術を持つ)

3 ) E320K/E324Jく (野生裂LDHに比べてプラス電荷を持つ)
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Lys316， Arg317. Glu320， Glu324の結晶構造での位置を悶2-1-2に示す。これらの

残基を選んだ理由は以下の通りである。

1 )活性部位およひ}'BP結合部対立から速くサプユニット界簡でもないため、触媒活性、

ハイブリッドj形成およびアロステリ γク特性に影響を与えないと考ーえられる。

2 )溶媒に露出している残基のために、 ?在荷の導入が効来的な分離につながると考え

られる。

3) C末端部分に存在することと、両親媒性ヘリックスの親水制IJ残基をやはり同じ親

水性残基に置換するため、 folclingに影響が少ないと考えられる。

4)各種のLDHの|切での保存性が低い(図2-1-3)。

2-1-1-2 部位特異的変異導入

音I1位特異的変異導入はKunkel法で行なった。 (材料と方法を参照) 各変異体の

変異導入に用いたオリゴDNAと変異導入の確認のために入れた制限百草案サイトを図

2-1-4に、各変異体の発現ベクターの作製法を1~2-1-5に示す。 まず、 lac プロモーター

と逆向きにldh遺伝子が乗っているベクターである pUBM2*[31，42]に3砲の変典、

K316E/R317D、E320R/E324K、E320K/1三324Kをそれぞれ導入して、 pUBM201，

pUBM202， pUBM203をそれぞれ作製した。次に、それらの変異を含む0.5kbのPmaCJ，

SadI断片を、野生型LDHの発現ベクターであるpUBM9*[31，42]に乗せ替えることによ

り、 pUBM901，pUBM902， pUBM903をそれぞれ作製した。変異の篠認は、乗せ換え

たO.5kbの断片部分のDNAシークエンスの決定により行なった。

2-1-1-3 各電荷導入型LDHの大腸菌中での発現

それぞれの電荷導入型LDHを大腸菌の3rru cultureで発現させた。その相酵素液と

熱処理(65t:，10分)後の上清を用いて、 SDS-PAGE、Native-PAGE及び活性iJ!lJ定をおこ

なった(図2-1-6)。野生型LDHはもともと酸性蛋白質であり、非変性下の条件である

Native-PAGE (分離ゲJレ(LowerGel)のpHは8.8)では、陽極に向かつて流れる。従っ

て、負霞干dJを導入したK316E/R317Dは野生型より下に、正電荷を導入した

E320R/E324fくおよびE320K/E324Kは野生型より上にバンドが現れることが期待され

る。

K316E/R317Dの発現量は、野生型LDHの30-40%あり、野生型と同等の熱安定性

を示していた(図2-1-6c)。また、 Native-PAGEにより、野生型に比べて下にバンド

が現れた(図2-1-6b) 。この変異体は負電荷を導入しであるので、電気泳1Ji)J

(Native-PAGE)においては期待した通りの分離能を持つことが確認された。しかし、こ

の変異体はSDS-PAGEのパンドで分子量が大きく出ている(図2-1-6a)。原因は不明

であるが、 DNA配列によればこのように大きな分子量の変化は起こっていないと思わ

れる。なお、野生型LDHにおいても、実際の分子量は約34，000であるのに対して、

SDS-PAGEのバンドはそれよりも少しよの位置に出ている。

E320R/E324Kは野生型とほぼ等量発現していたが(図2-1-6a)、出Eliが低かった。

65t:、 10分の熱処理で活性が熱処理市lの36%に減少し(図2-1-6c)、SDS-PAGEのパ
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ンドも減少していたことから、この変異体は熱安定ttが低いと思われる。

E320R/E3241くは全く発現していなかった。

これらの結果から、負電荷導入型変異体LDHであるK316E/R317Dは、 卜分な五~発

現して、野生型と同等の熱安定を持ち、Native-PAGEで野生型と分縦可能なことが分

かった。また、Glu320とGlu324の電桁を正電荷に逆転させた 2種の変異体は、両んと

も安定に発現しなかった。

以下の笑験ではK316E/R317Dを電荷導入型LDHとして用い、その精製を行なって

性質を調べた。

2-1-1-4 電荷導入型LDHの精製 (図2-1-7)

K316E/R317Dを野生IDLDHと同じ条件で続製した。精製の各段階での

SDS-PAGEを図 1-7に示す。 100n廿cultureから精製した蛋白星ーは、野生担LDH、

K316E/E317Dにおいてそれぞ、れ6.14mg， 2.41 mgであった。 従って、この電荷導入型

LDHは野生型LDHの約40%が得られることが分かった。

また、陰イオン交換カラムMonoQによる分維の際のチャートを(図2-1-8)に示す。

負電荷導入型変異体LDHであるK316E/R317Dは、 MonoQに対して釘'生型よりも強い

毅和]性を持つため、ピークの位置が後にな った。従って、この変奥は各種ハイブリ ッド

LDHの分離のためのタグとして使えることが予想された。

2-1-1-5 電荷導入型LDHの性質

野生型LDHおよびX316E/R317Dの飽和曲線とpHprofile (図2-1-9)を示す。

K316E/R317Dの飽和曲線は、野生型LDHとほぼ同じ形をしていた。すなわち、

FBP存在下では大きく活性化され、飽和曲線はほぼ双山線型(ミカエリス メンテン型)

になる。また、 FBP非存在下では飽和曲線がシグモイダJレになる。これらの紡来により、

FBPによるヘテロトロピックな活性化と、基質であるピルピン酸によるホモトロピック

な活性化の双方は保たれていることが確認された。さらに、基質問答の程度にも大きな

変化は見られなかった。ただし、 FBP非存在下でのピルビン酸に対する見かけのKm令官

が小さくなっており、より少ないピルピン酸で活性化されている。

pH profileも野生型LDHとK316E/R317Dではほとんど追ーいは見られなかった。

2-1-2 in vivoでのハイブリッドLDHの形成

大腸菌内で、のハイブリッド形成が効果的に行われることを確認するために、まず、

以下の 2つの組み合わせを試した。

1) MDH型変異体LDH(Q102R) と 電荷導入型LDH(K316E/R317D)

2) FBP脱感作型LDH(R173Q/H188Y)と 電荷導入型LDH(K316E/R317D)

1 )は第 3主主で、 2)は第 2章の前半でそれぞれ使用した組み合わせである。

MDH型変奥体、 FBPJ況感作型LDHおよびここで得られたそれぞ・れのハイブリッドの性

質に関しては後の主主で詳しく述べる。本章では、電荷導入型LDI-Iと各種の変異型LDH

がinvivoでハイブリッド形成することの確認のみを行った。
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2-1-2-1 タンデムに遺伝子を並べたベクターの作製

上で示した 2つの組み合わせを行うために、それぞれの発現ベクターを作製した

(図2-1-10、図2-1-11)0 2種のLDH遺伝子をタンデムに並べた発現ベクターを作製

するために、以降の全ての組み合わせについて、以下と向様の方法をとった。

野生型LDHを合む全ての変異体において、 pUBM9本をもとにした発現ベクターが

作製しである。これらは、 tacプロモーターの上流にぬm日が、 Idhi!!伝子の下流の転写

のターミネーターの後ろにP円IIIがそれぞれユニークサイトとして存在しており、約

1.61のの助mHl-PvuIl断片はLDHの遺伝子を発現するのに必要な配列を全て含んでいる。

この断片を切り rp，し、末端の平滑化をした後、 >jlJのLDHの発現ベクターのPvuIIサイト

に挿入する。これにより、断片として挿入した方のIdh泣伝子が後ろに来るようなハイ

プリ y ド発現ベクターが作られる。ベクターの構築、発現はすべて recAーである

MV1184株で行ったため、 Idh遺伝子同士の組み替えは起こらないと思われる。

MDH型変異体LDH(Q102R)と電荷導入型LDH(K316E/R317D)の組み合わせ

(pUBH205)では電荷導入型LDHの遺伝子の方が下流に(図2-1-10)、FBP}民感作型

LDH(Rl 73Q/Hl88Y)と電荷導入型LDH(lく316E/R317D)の組み合わせ(PUBI-I20l)では

電荷導入lliLDHの遺伝子が上流になる ように構築した(図2-1-11)0 MDH型変具体

LDH(QI02R)およびFBP脱感作型LDH(R173QIH188Y)の発現ベクター(PUBM9m，

pUBM9d)はすでに作られたものを使用した[42]。

2-1-2-2 大腸菌内で、のハイプ')-;;ドLDH形成の確認(図2-1-12)

pUBH205およびpUBH201で形質転換した大腸菌を3ml cultureで発現させた。 65

℃、 30分の熱処理による部分的な精製後、 Native-PAGEにかけてクーマジー染色した

ものを図2-1-12aに示す。各ノ、イブリツドLDHはその電荷導入型サプユニットの数によ

り等間隔に分離された。

Native-PAGEのそれぞれのパンドの撲さを測定することにより得た最比と、言十~:

値を図2-1-12bに示す。それぞれ、いちばん上のバンドを1とした場合の比で表しであ

る 。計算値はそれぞれ、 MDH型変具体 LDH(QI02R)と電荷導入型

LDH(K316E/R317D)の組み合わせ(pUBH205)の場合は 1・0.32、FBPIJ見感作型

LDH(R173Q/H188Y)と電荷導入型LDH(K316E/R317Dlの組み合わせ(pUBH20l)の場

合では1:0.49の割合で存在するサプユニットが、確率論的に会合した場合のものである。

考祭

電{o'j導入型LDHの作製

本f:tの前半では、表面電荷に関与している残迭を逆の電荷を持つアミノ酸に置換す

ることによって電荷導入型LDHを作製した。

K316E/R317Dの変異体については、アロステリアク特性および基質阻答には大き
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な変化を与えずに、表面電荷による分離を可能にした変異体を十分hl~与る こ と に成功し
た。また、この電荷導入1日LDHは野生型に比べて禿現長が約40%であるが、|可等の熱安

定性を示し、同様に精製が可能であることが明 らかとなった。

ただし、F'BP非存在下でのピルビン般に対する見かけのKm値がノトさく なって、

少し活性化されたようになっている。これは、この変異体ではT状態とR状態の平衡が

野生型に比べて少しR状態に寄っているためではないかと考えている。本酵素のT状態

およびR状態の術造では(図2-5) この部分 (αHの付け恨の部分)は 1A以上動いて

いるため(灰色で示されている)、雨状態の安定性の差を多少変イじさせることは十分考

え得ることである。NADH飽和条件下、 FBP非存在下での野生型LDHの商状態の向由

エネルギ‘」差は5.0k白l/molしかないため[32J、わずかの変化がこのような廷を生み山

し得るのではないだろうか。ただし、このように平衡定数が多少奥なってはいても、ァ

ロステリアク特性および基質阻害に大きな影響はなく、これ以降この電荷導入型LDHを

好生型として扱っても問題ないと恩われる。

pH依存性は!l%f~型のものと大きな違いはなく、意図したとおり、変異の導入は醇紫
の触媒能には大きな影響は与えなかったと思われる。

一方、 Glu320，Glu324の電荷を共に正電荷に逆転させた変異体は安定に得られなかっ

た。その原因は不明で、あるが、この二つの残基は αHのひと巻き分にあたる隣合った位

置でほぼ同じ向きに配向しているため (図2-1-2)、立体的に近い二つの正電荷の反発

が不安定化の要因になっているとも考えられる。なお、 Lys316とArg317は一次偽造上

は隣合っているものの、立体構造上ではヘリックスの一部なので、別の向きに配向して

いる。

jn I，j・voでのハイブリ ッドLDH形成

本主主の後半では、 invivoでハイブリッド形成を行なう系を擁立した。各ノ、イプリ ッ

ドLDHが等間隔に分雛されたことから、

1 )それぞれのハイプリッドLDH問の電荷の差が一定である。

2 )全てのハイブリッド、LDHのstokes半径が等しい。

と考えられる。また、いずれの場合も各バンドがほぼbinomialな(=二項式にしたがっ

た)分布を示したことから、大腸菌内で 2稜のサプユニ ットが確怒論的に会合する、効

果的なハイブリッド形成が起こっていることが確認された。

今回試した 2つの組み合わせでは両方とも電荷導入型LDHの方が発現盆が少なかっ

たo MDH型変興体との組み合わせでは電荷導入型LDHのJjが下流に、 FBPI民感作型

LDHとの組み合わせでは上流になっていたことから、この発現量の差が泣伝子の位置の

遠いによるものではなく、電荷の導入によるものであることは明らかである。
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E. coli 

ぜ¥ノ¥今
川~町

↓Purification 

Mono Q (Separation) 

aaa命 令
X4 X3Yl X1Y3 Y4 

Positively 

Charged X2Y2 
Negatively 

Charged 

• 
図2-1 -1 in vivoでのハイブリッド形成の綴念図

LDHXとしDHYのハイブリッドを作成する場合.

Yの方lこ、負電荷のタグを導入している。
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a 

b 

Lys316 

図2-1-2 電荷を導入するタグの位置

a 四次構造上での位置

NADH (赤)，オキザム量産(緑)， FBP(膏)
b 拡大図 N原子は青で、 O原子は赤で表わした。
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BL 
TC 
B5T 

LC 
DF首

BL， 8. Jongum; TC， Thermus caJdophiJus 
BST， 8aciJJus stearothermophiJus 

LC， Lactobaci/lus 回 sel

DFM，ツノザメ筋肉

図2-1-3 αH付近のアミノ酸の保存性

BLLDHと同ーのアミノ酸を枠で阻んだ.

今回変異させた残基の上に印がつけてある.
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Mutant I (ー) K31 6E/R31 7D 

316317 
仁TCG仁CGCTCTGAAGCG仁TCTGCCGAGA仁GCTGAAGGAAACCGCG
Le叫 l州 aLeu~豆丑 erAlaGl1川rLeuLysGI uThrAI a 

知 01↓↓↓
S'-{T仁GCCGCT江c_cj必GACTCTGCCGAGACG-3・ 29mer

Le叫 1aAI aLeu~SerAI aGI uThr 

Mutant 11(+) E320R/E324K 

320 324 
仁TCGCCGCTCTGAAGCGCTCTGCCGAGACGCTGAAGGAAA仁仁GCG
LeuAI aAI aLeuLysArgSerAI ahl旦jrhrLeuLys包l旦jrhrAIa 

'" Spll ， 
33mer 5 ・ -AG仁GCT仁TG仁C~旦CTGAAGAAAAαGCGG-3 '

LysArgSerAI a~豆rh r LeuLy 王~hr AI aAI a 

Mutant 111(+) E320KlE324K 

320 324 
仁TCGC仁GCTCTGAAG仁GCTCTGCCGAGACGCTGAAGGAAACCGCG
LeuAI aAI aLeuLysArgSerAI a[[i!)rhrLeuLys[[i!)rhrAI a 

↓J↓ 
31 mer 5' -CGCTCTGCCAAGACGQI主主長AAAA仁CG仁GG-3'

Ar g5 erA 1 a~hr LeuLy s[IヨrhrAIa 

図2-1-4 電荷導入型変異体の作成ー 1

それぞれ上段は野生型LDHの配列で、下段は変異体の配列.

部位特異的変異に用いたオリゴDNAは下段と同一である。

変異導入の確認のために入れた制限酵素サイトも示した。
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Sadl 
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directed mutagenesis 
__ -:-1 

，/////|  

PmaCl， Sadl 
3.9kb 

図2-1-5

//F // + 

.....- E3蜘E320K 〆 E320悶肌

PmaCI 制~ 勾 h心 A用II~ 刷

Pm<iJ， Sadl O.5kb 

Expression vectors 

電荷導入型変異体の作製-2
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94K 
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14.4K 
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C 

圃 Activity (%) 
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80 
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4 5 Z〉F60  

40  

20  

。
納刷 阻 1鋭ヲ E諮問I E3:瑚α
刷鴻 R3170 E畠4K E324K 

図2-1-6 電荷導入型変異体の 3mlcultureでの発現
a SDS.PAGE後クーマジー染色ゲル浪度は10%

それぞれ、左が粗酵素渡、右が熱処理後(65"C， 10分) 1・分子量マーカー

2， 3・野生型LDH;久 5:K316E/R317D; 6，7: E320R/E324K; 8， 9: E320KlE324K 
b Native-PAGE後活性染色

レーン2-4は租醇素ill‘ 5-7は熱処理後(65"C， 10分)

1・野生型LDH;2， 5: K316E/R317D; 3， 6: E320R/E324K; 4， 7: E320KlE324K 
c粗醇索渡と熱処理後(65"C、 10分)の上清の活性
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94K 

67K 

43K 

23456789  

図2-1-7 電街導入型変異体K316E/R31 70の精製 (SOS-PAGE) 

ゲル濃度は7.5%。それぞれ左が野生型LDH、右がK316E/R31 70 
1:分子量マーカー;2， 3:粗酵素液;4， 5:熱処理(65"C， 1 5分)

6， 7: Blue-Sepharose後;8， 9: MonoQ後
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K316E/R3170 

図2-1-8 電荷導入型変異体K316E/R31 70の精製 (MonoQのチャート)

KCI 0-0.5 Mの直線型グラジエントによる溶出(流速 1.0ml/min， 20分)

を行なった.縦軸のレンジ幅は280nmの0.0.で2.0である.

LDHのピークは斜線で示した。その前のピークはNAOHによるものである.
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図2-1-9 ~荷導入型愛異体K31 6E/R31 7Dの性質

a FBP非存在下およびFBP存在下(0.1mM)でのピルビン酸飽和曲線

b FBP存在下でのpH依存性

50 mM MES-NaOH(pH 5.0グ.25)によりpHを変化させた。

それ以外は、方法に示した標準活性測定j去に従った.
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Pνull 

Pvull 

QI02~ 

(BamHl) 

(Pvull) 

PvtAI 

1.6kb 

klenow 

I QI02R 

pUBH205 

K316巳瓜317D

Ba庁11-11

図2-1-10 MDH型変異体LDH(Q102R)と電荷導入型LDH(K316E/R317D)の
ハイブリッドLDH発現ベクターの作製
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RI73QlHl88Y 
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Bal7時11

図2ート11 脱感作型LDH(R173Q/H188Y)と電荷導入型LDH(K316E1R31 7D)の
ハイブリッドLDH発現ベクターの作製
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図2-1-12 大腸菌内(in vivo)でのハイブリッド形成

a Native-PAGE;レーン1:MOH型変異体LOH(Q102R)と

電荷導入型LOH(K316E/R31 70); レーン2:脱感作型LOH

(R173Q/H188Y)と電荷湾入型LOH(K316E/R31 70) 

それぞれ、熱処理(65"C， 30分)のサンプルを3ml結養の

1/100量づっ流した.

b各バンドの量比の測定値と計算値

バンドの量比の測定および理諭値の計算I草、本文および方法を参照.
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第2部第2I主

FBP脱感作型サブユニットを用いたヘテロトロピック活性化機械の解析

1事

序論で述べた通り、本隊素は非常・に低濃度のFBPにより強〈活性化される。このア

ロステリックな活性化は生体内の調節作用において最も重要な役割を但っていると考え

られる。

FBP結合音111'立に存在しFBPのリン殴基と結合する 2残基(A.rg173と出81.88)を置換

した変具体Rl73Q/H188YはFBPにより活性化きれないj悦感作型醇素となる[31]。ここ

では、前章で構築したinvivoでのハイブリッドLDH形成および分離の系を汀jいて、

FBP脱感作型LDHとのハイブリッドLDHを解析することにより、本酵素の最も重要な

特性であるFBPによるヘテロトロピックな活性化の機構をj解析した。

結果

2-2-1 FBP脱感作型サプユニット(D)と野生型サプユニ ット (W)からなるハイ

ブリッドLDH(D-Wハイプリッド)の解析および分離されたハイブリァドLDHの f

体配置の決定

まず、前章で構築したFBP脱感作型LDH(R173Q/H188Y)と野生型(電術導入型)

LDH(K316E/R317D)の遺伝子がタンデムに並んだ発現ベクターからハイブリッドLDH

を大量発現、精製、分離し、それぞれの解析を行なった。簡使のため、ここではFBP脱

感作型サプユニッ トをDサブユニット、野生型サプユニットをWサブユニットと表すこ

とにする(図2-2-1)。これらのサプユニットからなるハイプリッドは fo-wハイブ

リッドJと表す。

FBP結合部位は図 6および図2-21に示したようにサプユニットの界而に存在してお

り、2四回転軸で位置づけられたそれら 2つのサプユニッ トから構成されている。 FBP

は02原子の違いだけの疑似の 2困対称を持っており、結晶中でも 2種の向きで結合し

たFBPの混合した電子密度で存在すると考えられている。

今回のハイブリッドLDHによって、 2つのサプユニットの片方が脱感作型となる

FBP結合部位を持つものが得られるため、このような「半分のJFBP結合部伎の機能の

解析が期待される。

2-2-1-1 D -WハイプリッドLOHの発現、精製およびMonoQによる分隊

pUBM201 (区12-1-11)を持つ大腸菌の 11) '7トJレ:培養から、 「材料と方法」に述

べた方法に従って、ハイブリッドLDHを発現、精製および分離した。大腸菌抽出液の精

製は、

1 )熱処理 (65'C、 30分)
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2 )硫安分画 (30%飽和の上清)

3) Butyl Toyopearlカラム (疎水ク ロマトグラ フィー)

4) Blu巴Sepharoseカラム (アフイニティクロマ トグラフイー)

5) Mono Qカラム (陰イオン交換クロマ トグラフィー)

の各段階を経た。(詳しくは、方法を参照)

|玄12-2-2に、 MonoQカラムによるハイプリ yドLD[-[の分離の結来を示す。図

2-2-2bはMonoQのチャー トであり、 Ig]2-2-2aは分離された各ピークのNative-PAGE

である。各レーンの対応は矢印で示した。図2-2-2aの両端のレーンliMonoQにかける

前 (BlueSepharose後)のサンプルである。

MonoQにかける前のサンプルはDとWのサプユニァ ト比にして約2:1の二1質的な分

布を示しており、 BlueSepharoseまでの精娘段階で・は各ハイブリッドLDHは分離され

なかったことが分かる。

驚くべきことに、ハ イブリッドLDHはMonoQカラムによ って 6つのピーク に分徽

された。これらのピークをそれぞれD4、D3Wl、D2W2-QR、D2W2-P、

DIW3、W4と名付けた。この名前は、 MonoQクロマトグラフィー、 Native-PAGE

およびそれらの速度論的性質(特にFBPに対する活性化の遠い)から予想される組成お

よび立体配置に対応している(図2-2-3)。

D2W2のハイブリッドLDHは、図2-2-3に示したように 3種の立体配置をも っ

「異性体jが存在する。 D2W2-QRとD2W2-PはNative-PAGEの移動度が全

く同じであり MonoQクロマ トグラフ ィーのピーク面手責は約2:1(凶2-2-2bのピーク3と

4では、1.7:1)であった。これら 2つのピークのMonoQでの再クロマトグラフィーを

それぞれ行なった結果、どちらも同じ位置にただ l本のピークが現れた。 (datanot 

shovm) これらの結果とFBPに対する活性化の違いから、 D2 W2 -PはP軸で関係

づけられた 2つの野生型サプユニッ トを持ち完全なFBP結合部位を一つ持つハイブリッ

ドLDI-lであり、 D2W2-QRはその他2穫の「異性体」の混合物であると決定した

(図2-2-3)。このような決定の根拠およびD2W2治、!1onoQにより 2つのピークに

分離できた理由については、後に考祭する。

なお、 20mM Tris-HCI (PH 7.0)， 0 ~0 .6 M NaClの条件下(各ハイプ'}ッドの分離

以降はこの条件内で扱った)では本酵素の凶景体構造は安定であり、溶液中でのサプユ

ニット交換は起こらないことが確認されている(第 4宣言参照)。

2-2-1-2 D-WハイブリッドLDHの速度論的性質

分離された各ハイブリッドLDHのFBP~lö存在下およひI}'BP存在下でのピルピン|酸飽

和曲線は、図2-2-4~ 図2-2-6に示したように、 FBP結合部伎の数によって 3 極に分類
される。

図2-2-4に、完全なFBP結合部位を一つも持たないD4、D3Wl、D2W2-Q

Rの飽和曲線を示した。これらはすべてFBPにl悦感作されており、すべて問機の1生質を

示した。これらの飽和曲線はつねにシグモイダルであった。

D2W2-P、DIW3およびW4はFBPにより強く活性化されたが、これらはさ
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らに 2つのタイプに分類される。 1;gj2-2-5に完全なFBP結令部位を一つだけ持つ02W

2-PおよびDIW3の飽和rlu総を、図2-2-6に完全なFsP結合自11f立を 2つ持つW4

(野生型LDH) の飽和Ir111線をそれぞれ示した。 D2W2 - P および01W3 の飽和 111J~浪

は飽和量のFBP存在下でもシグモイダルであるが、 W4はほぼ双iUl*長i¥'1(ミカエ リス担)

になった。

FBPにより活性化された 3種のハイブリッドLDHのFBPに対する飽和IJlJ線を図 2

-7に示した。

以上の速度論的解析によ って待られたパラメーターを表2-2-8にまとめた。また、

各ハイブリッドLDHのS1/2(Pyr)を図2-2-9に示した。

2-2-2 FBPJ.民感作型サプユニット (0)と不活性型サブユニ ァ ト (1)からなるハ

イブリッドLDl:-l(0-1ハイブリッド)の解析

前節では、分隊したO-wハイブリツドの立体配置を決定し、 D2W2-Pおよび

D 1 W3カヤBPによる活性化を受けることが分かった。 しかし、これらのハイブリ ッ ド

LDHではWサブユニ ットが活性を持っており、 Dサプユニッ トカホBPの結合に伴う四次

構造変化に従って活性化を受けるかどうかははっきり分からなかった。そこで、ここで

はWサブユニットの活性をつぶすことにより、 Dサプユニ ットの活性のみを測定して、

アロステリックな相互作用を誠べることにした。言い替えれば、これは、 FBPによる活

性化がそれぞれのサプユニット内でのみ起こるのか(サプユニ γ ト内での活性イヒ)、四

次構造変化を通して別のサプユニットに伝わるのか(サプユニット問での活性化)を調

べることになる。

I也s195は活性苦11位の必須な残基で‘あり、酸/坂主主触媒として本酵素の酸化遺元反応

に反応に直接関わることが知られている[6]。まず、このHis195をAsnに世換した変具

体である不活性型 LDH(H195N)とそれにタグをつけた不活性型

LOH任n95N/K316E/R317D)を作製し、活性を失っている ことを総かめた。

そして、 FBP}民感 作 型LDH(R173Q/H188Y)と不活性型(電符導入型)

LDH伯195N/K316E/R317D)のハイプ'}.)'ドLDHを前回と同様に発現、精製、分縦し、

それぞれの解析を行なった。 ここでは、 FBP}抑制乍型サプユニ yトをDサプユニット、

不活性型サフ、ユニットを Iサブユニットと表す(図2-2-10)。これらのサプユニット

からなるハイブリ ッドLDHは iO-1ハイブリ ッド」と表す。

2-2-2-1 不活性型(電荷導入型)LDH(H195N/K316E/R3170)の作製

H印is叫19目5カか、らAsnへの音部日位特異的変異導入は2-1-1ト一2と同様の方法で行なつた(図

2-一2ト一11υ)。発現ベク夕一への采ゼせE替えは約350b句pの晶跳脚rr片て

クエンスの決決e定により葱変ミ異の導入のf確i確在認を行なつた。 さらに、不活性~lLDH(H195N)

の発現ベクター(PUBM904)のお1I1折片を電荷導入型LD.Hの発現ベクターωUBM901)に

乗せ替えることにより、不活性型(電荷導入型)LDH(H195N/K316E/R317D)の発現

ベクター(PUBM905)を作製した。
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不活性~! LDH(H195N) および不活性劉 (電荷導入~)

LDH(H195N!K316E!R317D)をそれらの発現ベクター (pUBM904およびpUBM905)

によりそれぞ、れ発現、精製した結果、どちらも野生型LDHと同様の条件で精製できるこ

とが分かった。ただし、不活性型(電荷導入製) LDHは、その屯怖のタグにより

MonoQのピークが野生型LDHや不活性型LDHに比べて後になった。精製した酵素の前

19:を測定した結袋、それらの比活性はともに0.04U!mg以下であり、野生型酵素(比1市

性は約1000U!mg) に比べて無視できるほど減少していることが確認できた。 (data

not shown) 

2-2-2-2 0 -1ハイブリッドLDHの発現、精製および分再Ir.
D-1ハイブリッドの発現ベクターは、 o-wハイブリッドと同様に、 FBP脱感作

製しDH(Rl73Q!Hl 88Y)の発現ベクターに不活性型(篭術導入 ill)

LDH(I-l195N!K316E!R317D)の遺伝子のカセットを挿入することにより傍られた

(pUBM202) (図2-2-12)。
0-1ハイブリッドの発現、精製はD-Wハイブリッドと同線に行われ、 D4、D

311、0212-QR、D212-P、D1 1 3、14の6つのピークが得られたο

MonoQクロマトグラフィーでの分離のピークおよひ'Native-PAGEの結果も、 D-Wハ

イブリッドとほぼ同線であった。 (datanot shown) 従って、 D-1ハイブリット

LDf-Iの組成および立体配置も O-Wハイブリツドと同様に決定された(図2-2-13)。

2-2-2-3 D-1ハイブリッドLDHの速度論的性質

分離された各ハイブリッドLDHのFBP非存在下およひ下BP存在下でのピJレピン敵飽

和曲線を図2-2-14-図2-2-16に示した。

図2-2-14に、完全なFBP結合部位を一つも持たないD4、D3 r 1、D212-Q

Rの飽和l曲線を示した。これらはすべてFBPに脱感作されていた。また、これらの飽和

111]線はつねにシグモイダルであった。一方、 D212-Pおよび011 3はFBPにより

活性化された(図2-2-15、図2-2-16)0 1 4は活性がほとんどなかった。

FBPにより活性化 された 2種のハイプ'}-;;ドLDHのFBPに対する飽和山線を図

2-2-17に示した。

以上の速度論的解析によって得られたパラメーターを表2-2-18にまとめた。また、

各ハイブリッドのVmaxとヒル係数(nH)、Sl!2(Pyr)をそれぞれ区12-2-19、図2-2-20

に示した。

各ハイブリッドは活性部位の減少に対応してVmaxが下がっている(図2-2-19)。

そして、活性部位の減少にしたがって、シグモイダルな飽和曲線から双1111線型(ミカエ

リス型)になっている。これは、ヒル係数 (nH)の滅少に対応しており(区12-2-19)、

活性部位がIつしかない0113では完全にミカエリス型(nH= 1)になった。
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考祭

分離された各ハイブリッドの立体配置の決定について

今回、 D2W2-QRおよびD2W2-Pと名付けられた 2つのピーク は、 3径の

「異性体」の混合物が、図2-2-3に示したようなサプユニットの立体的な配位の迷いに

よって分離されたと結論した。これは、以下に述べるように、速度論的解析と結晶構造

の知見から、 DサブユニットとWサプユニ ットからなる不完全なFBP結合部伎がFBP結

合能を失っていると結論されたからである。

不完全な (Dサプユニ γ 卜とWサプユニットからなる)FBP結令部位を一つもつ D

3WlはFBPに対して完全に1J5i.!d作していた(図2-2-4、なお、本実験で加えている0.1

mMFBPは過剰飽和量である)。従って、不完全なFBP結合苦11伎は全〈機能しないこと

が明らかである。さらに、 D1 W3はFBPにより活性化されたため、少なく とも一つの

完全なFBP結合部位があれば、そこに結合したFBPに活性化されることが切らかである。

そこで、 D2W2に当たる 2つのピークのうち、 1/3のピーク而績を持ちFBPに活性

化される方がただ一つの機能するFBP結合音11伎を持つものであり、脱感イヴュされた残りの

2/3は不完全なFBP部位しかもたないものであると結論した。この後述べるように、

今回得られた全てのハイブリァドLDHのより詳細な速度論的解析も、 今回決定した立体

配置とそのFBP結合部位の数によく対応している。

一方、本酵素のFBP結令部位はさまざまな条件における結晶構造が得られており、

変具体の速度論的解析と合わせて非常によく研究されている。まず、岩田らのT-R状態

の結晶から、 FBPの結合した野生型酵素のFBP総合部位の構造がT，R状態の双方で得ら

れている(図2-2-21a) [泊。さらに、それ以前に待られたT状態のみの紡品からは、

FBPの結合していない構造も得られている (図2-2~21b) [51J。その後、本研究室の鎌

悶によって、FBP結令部位を構成する残恭のさまざな変異体の結晶構造が得られた[32]。

図2-2-21cに本研究で、用いたJjjV~作型LDH(Rl73Q/H188Y)のT状態およびR状態のFBP

結合部位の構造を重ね合わせて示す。図2-2-21aに示した通り、 FBP結合部位は、

AIg173， Lys185， Asn186， rlis188，τ'yr190及びこれとP刺lを介して2団対称の位泣に

ある隣のサブユニットの残基によって構成されており、 FBPは両側のサプユニ ットから

伸びた側M4に挟まれるようにして、それらと特異的結合を作っている。特にArg173と

His188はすべてのアロステリ yクLDHで保存されている重要な残基である。 P軸で関係

づけられた 2つのHis188は、 FBpのフルクトース環の面と同じ向きでイミダゾール環

を合わせており、その 2つの窒素原子はFBPの両方のリン臨きと近い位置にある。一方、

Arg173はFBPの方向に大きく伸びてリン酸基を一つづっ両側からおさえている櫛造を

とっている。野生型のFBPの結合していないT状態の構造 (図2-2-21b)では、Arg173

は131jの向きを向いている。 His188をτ'yrに置換した変異体(日188Y)はFBPに対して完全

に脱感作され、Arg173をGlnに置換した変異体(Rl73Q)はFBPに対する感受性が非常に

落ちる (A1/2(FBPl = 2.47 rnM。同じ条件で野生型は A1/2σBPl = 11.75μM) 

[31，32]。脱感作型LDH(R173Q/H188Y)のFBP結合部位の構造から(図2-2-21c) 、
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印sから置換されたTyr1881立、 T構造とR構造でその配置を大きく変えていることが分

かる。野生型酵素のFBPの結合していないT状態の情造では、I-lis188はこのように大き

くは動いていない。一方、 Argから置換されたG ln173は、その1l!IJ~Jlが短くなった上に lE

屯荷を失っているために、 FBPのリン酸恭とはもはや結合できなくなっている。

今回得られたハイブリ ッドLOHの不完全な (0とWサプユニ γトからなる)FBP結

合部位は、その片側はHis188とArg173で‘あり、もう一万古司、yr188とGlJl173となった

ものである。以上のように、 FBP結合部百立は両側の側鎖が密接に相互作則を行ってお り、

R173Q/H188Yの変異はその相互作用を完援に破壊していることから、このような不完

全なFBP結合音11位はその結合能を失っているものと思われる。まず、片11!IJがGln173に

なっているため、 FBPのリン酸基の片方をおさえることができなくなっている。さらに

His188は阿似IJからFBPをはさむことにより機能することから、片側だけではFBPをお

さえることは不可能であると考えられる。その上、もう片方のおrr188は側鎖を大きく

動かしてFBPの結合を阻害している可能性がある。

以上のように、 Native-PAGE、|塗イオン交換クロマトグラフィー(MonoQ)、速度

論的解析および結晶構造の主u見から、各ピークがそれぞれ図2-2-3に示したような立体

配置を持つハイプリッドLOHであると結論するのが最も適切である。なお、 MonoQで

分離されるo2W2の2つのピークが異なる立体配置を持つハイブリ ッドWHであり、

本来同じ分子穫のピークが創れたものではないことは、持クロマトグラフィーの結梁と、

第4章で述べるinvitroでのハイブリァド形成の結果から、明らかである。しかし、名

ハイブリッドの立体配置については完全に証明されたとは言えず、何らかの実験的な証

拠が必要なことは否定できない。

では、分子全体の電荷は同じであるにもかかわらず、なぜD2W2がその立体配置

の違いによって陰イオン交換クロマトグラフィーで分離されたのだろうか? 02W2 

だけでなく、 021 2やこの後の章で実験を行な った全ての組み令わせにおいて、

K316E/R317Dの電荷のタグを持つハイブリ ッドLDHは同様に分離されたことから、こ

の分離はFBPに対する感受性の違いなどによるものではなく、タグの持つ性質によるこ

とが明らかである。最も妥当な解釈として、図2-2-22に示したようなタグの位訟の迷

いが考えられる。タグを持つ 2つのサブユニットがP~qbで向かい合っているようなハイ

ブリッドLDH(0 2W2-Pおよび0212-P)では 、その他の 2種の「呉イ生体J

(D 2W2-QRおよび0212-QR)に比べて、 表面電荷が片寄って存在している。

今回導入したタグの位置はP取hに近い位置に存在しており、 P制l、Q紬およびR制lで関係

づけられたそれらのタグの距維は、それぞれ45A、70A、80Aである。その距離

に加えて、 P紬で関係づけられたタグは、 E事素表面の向じ1111Jに存イ玉している。今回使用

した陰イオン交換カラムMonoQの担体であるmonobeadsは、直径約 10μmの均ーな

球形であり、直径が100A以下である本酵素に比べて圧倒的に大きいため、酵素はその

表萌の一部分で、MonoQ担体と相互作用するはずである。従って、表簡の片側に負の'dl

荷の片寄ったハイブリッドLDHの方がMonoQとの相互作用が強く、後の17のピークと

なって溶出したと考えられる。
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それとは別に、タグの変異導入(K316E/R317D)やハイブリッド形成などによ って

何らかの構造変化が起こ って、その結果カラムとの相互作月lが変化したとも与ーえること

ができる。 しかし、以下に述べるような理由から、この考えは適当でないと忠われる。

1) Native-PAGEの5つのバンドは等間隔に並び、 02W2-QRと02W2-P

は同じ移動度を示した。これは全てのハイブリ ツドLOHのstokes半径が同じであるこ

とを示している。

2 )すべてのハイブリッドLDHが安定に形成されることと、これらがすべて通常の酵

素活性を持っていることから 、少な くともサブユニット界商と活性部位の付近では構造

変化は起こってないと考えられる。

3 )今回用いた全ての変異イ本LDHのCDスペク卜 jレはほぼ問ーであることから、大き

な三次憐造変化は起こっていないことが分かる(図2-2-23)。

不活性型LDHも、その活性を失っているものの、 CDスペクト Jレおよび熱安定性、

各カラムとの相互作用などの精製条件が変わらなかったことから、野生型LDHとほぼ同

じ構造を保っていると考えられる。さらに、不活性型LDHを1JIlえると野生型LDHと同

様にNAOHの蛍光が増大したことから、補酵素との結合能が保たれていることが明か

となった(凶2-2-24)。野生型LDHはさらに基質のアナログであるオキザム酸を加え

ることにより蛍光の減少が観測されるが (FBP存在下では、図のように4mM1JIlえると

ほぼ飽和する。野生型LDHのオキザム酸に対する解離定数は鎌田によって詳しく研究さ

れている [32])、if、活性型LDHはオキザム酸を 15mM1Jnえても変化がなかった。これ

は、基質との結合能は失っていることを示している。

D-Wハイブリッドの速度論的性質について

本酵素では、他のLDI-Iと同様に、基ま{が高濃度になると活性が低下する現象である

基質阻害を受ける。従って、本論文では全て、活性が低下するより低い基質淡度におい

てHiUeQuationを用いて各パラメーターを計算した。

v _ (pyruvate)"“ 
Vmax (pyruvale)""-r(S 1/2)nll 

それぞれVmaxは最大の反応速度、 S1/2は最大活性の半分を与える基質濃度、 nH

はヒル係数である。ヒル係数は飽和tlIl線がシグモイダJレになるに従って大きくなり、最

大値はその酵素のサブユニット数(本E孝素では 4)である 。飽和I副総が双山線型になる

にしたがってヒル係数は減少し、最少値である 1になった時に、印11eQuationはミカエ

リスーメンテンの式と同ーになる。

本酵素のピルビン酸の飽和曲線のMWCモデルに従ったフイッテイングは基質阻害

のために信煩性にかけることから、本論文ではあえてこの式を用いなかった。これ以降

は、 FBP結令部位の数やサプユニットの数などの変化と、 H山eCluationによる名パラメー

ターの変化がhれ"ICモデルに合うかどうか、半定量的に議論する。

6つのピークの前半の 3つである 04、03Wl、02W2-QRは、 FBPに対し
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て完全にJJ見感作されており、それらの速度論的パラメーターは実質上同じであった。

Sl/2(町庁)は、その大きなエラーにより、正縦に求めることができなかった(図2-2-9、

エラーパー参照)。それらの飽和1111*泉がシグモイダJレでヒル係数がどれも 2以仁である

ことから、 H!V~作したハイブリ ッ ドLDH も~~~によるホモトロピ γ クな f剖性化を受ける

ことが分かる。これは、脱感作型ハイブリッドLDHはFBPIこ対する結合能を失っている

ものの、 T状態とR状態問の構造転移は起こることを示している。

次のピークである D2W2-Pは、 FBP非存在下では 02W2-QRとほぼ同じピ

ルビン酸飽和曲線を示す。しかし、 O.ln由fのFBPをj)lJえることにより強〈活性化され、

Sl/2(Pyr)は大きく減少し、精度よく決定することができるようになる(図2-2-9)。

飽和曲線はかなり双曲線型に近づくが、やはりシグモイダルな形をしている。 DIW3

は、 02W2-Pとほぼ同じ性質を示した。

最後のピークである W4は、野生型.1 (~荷導入型) LDHである。これはD2W2

-pおよびDIW3と同様にFBPによって強く活性化されるが、 Sl/2(内庁)はこれらに

比べて明らかに減少する(図2-2-9)。ヒjレ係数もこれらによヒベて減少し(nH=l. 3)、飽

和曲線はほぼ双曲線型になる。

FBPによって活性化される最後の 3つのハプリッドLDHでは、 S1!2(FBP)は大きく

違わなかったことから(表2-2-8)、FBP結合部位の感受性に変化がないことが分かる。

(FBP結合部位が2つあるため、 W4は他の 2つに比べてある粍皮はシグモイダルにな

り得る。しかし、 FBPはT状態とR状態の両方にほぼ同じ強い親和1性を示す lニに[32]、

5mMピルピン酸という高い器質濃度で測定しているために、 W4のFBP飽和的線の協

同性は隠されて、双山総型になっている。)

FBPで活性化されるハイブリツドLDHのうち、前者2つ(D2W2-Pと01W3) 

はW4に対して、 Sl/2(町rr)およびヒ jレ係数の値により明らかに区別される。この分類

は、それらが持つ完全なFBP結合苦11伎の数に対応している。この結巣は、岩IEらが結晶

構造をもとにして提唱したモデルによって矛盾なく説明できる。このモデルでは、 FBP

の結合がpqql!界聞に存在する正電荷の反発を打ち消すことにより、この界而がより近づ

いた状態であるR状態が安定化され、 T-R平衡が則犬態に移動するとしている。まともな

FBP結合部位が一つしかないD2W2-PおよびD1 W3はこの電荷の反発を完全に打

ち消すことができず、平衡の移動が野生型LDH(W4)に比べて中間の位置にとどまっ

ていると考えられる。なお、脱感作型LDH(Rl73Q/H188Y)はそれ自体P刺!界而に存在

する正電荷が減っているが、それらの変異がr-R状態のエネルギー差にもたらす寄与は

O目8k叩 l/mol程度であり、 FBPの結合によるものより十分小さなものであることが分かっ

ている[32]。

FBPによる活性化は主にSl/2(町庁)の減少としてあらわれ(図2-2-9)、Vmaxはあ

まり増大しなかった(表2-2-8) 。この結果もMWCモデルの挺Il~するT-R平衡の移動に

よって説明がつく。

0-1ハイブリッドの速度論的性質について
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FBP非存在下では、各ハイブリッドのVma.'{はDサプユニットの数に比例しており、

1 4の活性は非常1こ低かった(図2-2-19)。これにより、 Iサブユニットの情性は測

定されないことが確認された。 D1 1 3は活性サブユニット (0) をただ一つ しか持っ

ていないため、ミカエリス メンテンの式でフイツテイングした。

完全なFBP結合古11位を持たないD4、D3 1 )およびD2I2-QRは、予想通り

脱感作されていた (1~2-2-14) 。一方、 D212-P およびD 1 1 3はFBPにより明

らかに活性化された(図2-2-15、図2-2-16)。ここではDサブユニットの活性のみを

測定していることに注目してほしい。すなわちこれは、図 2-2 5に示すように、 FJ3P

による活性化が Iサプユニットから DサプユニットにQ軌界而のサプユニット附相互作

用を一通じて伝わったことを直接観測IJしている非常に興味深い結果である。なお、 FBP結
合部f立はP剥l界面にまたがって存在しているために、本酵素ではP明11界而を伝わるヘテ

ロトロピックな活性化を観測することはできない。

o 2 1 2 -PとD1 1 3のS1!2(FBP)は野生型LDI寸よりも若干大きかった(表

2-2-18)。しかし、これはFBP非存在下および存住下での活性の差がこの条件 (5mM
ピルビン酸)ではあまり大きくないことによるものであり(図2-17)、FBP結令部位の

感受性は本質的には変わっていないと考えられる。

FBPによる活性化は主にSl/2(Pyr)に影響している (図2-2-20)0 Vmaxも大きく

なっているが、 2倍以上にはなっていない(表2-2-18)。この結果も:t-.1WCモデルの

T-R平衡の移動によって説明がつく 。

Dサプユニッ トの数が減少するに従って、ヒル係数は減少して lに近づく (図

2-2-19)。そして、 S1!2(町庁)も減少している(図2-2-20)。ヒル係数の減少はMWC

モデルに一致しているが、 Sl/2(P打)の減少はそのままではモデルと合わない結果であ

る。 MWCモデルでは、 T状態とR状態の平衡定数であるL(L = [T]/[R])が一定ならば、

活性サブユニット(リガンドの結合可能なサブユニァト)の減少に従ってSl/2が大き

くなる。つまり、 Iサプユニットには基質は結合しないため、 Dサプユニ ットの少ない

ハイプリァドLDHは、これをR状態で飽和するのにより多くの基質を必要とするはずで

ある[35，43]。これをうまく説明するには、 Iサプユニットが増えるに従って平衡がRに

寄っている (Lが小さくなっている)と考えるしかない。His195はQ判i界面の近くに存

在している残基であるため、これをAsnに置換した Iサプユニッ トはQ軌界而の性質が

変化している可能性がある。岩田らは、 Qiij界而の疎水位相互作用をする而紛のT-R状

態での差異も、 P~功界面の反発とともに問状態のエネルギーバランスに寄与していると

述べている[2]0NADH飽和条件下、 FBP非存在下での野生型LDHの両状態の自由エネ

ルギー差は5.0k回I/moJしかないことから[3幻、このような l残基の変興でも平衡を大

きく動かすには十分であると考えられる。

本酵素の活性化モデルとの、構造をもとにしたさらに詳細な検証は、次の主主のホモ

トロピックな活性化に関する解析結果と併せて、第6掌の総合討論で述べる。
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脱感作型LDH
(R173Q1H188Y) 
Dサプユニット

FBP結合部位

• • • 

野生型(電荷導入型)しDH
(K31 6E1R317D) 
Wサプユニット

• • • 

D-WハイブリッドLDH

図2-2-1 FBP脱感作型LDH(R173Q/H188Y)(Dサプユニット)と

野生型(電荷導入型)LDH(K316E/R317D) (Wサプユニット)

からなるハイブリッドLDH(D-Wハイブリッド)
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MonoQによるD-Wハイブリッドの分灘

a Native-PAGE;各レーンの番号はbのピークの番号に対応している。

レーンOは分離前のサンプル

bMonoQのチャー卜

KCI 0-0.6 Mの直線型グラジエントによる溶出(40分)を行なった。

流速 1.0ml/min 

図2-2・2
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FBPによる活性化

04 争奪
q令♀、

2 03W1 

3 02W2・QR

4 02W2-P 

更更ア + 

5 01W3 輸 + 

6 W4 掛 ++ 

図2-2-3 分離されたO-Wハイブリッドの立体配置およびFBPによる活性化の違い

それぞれ、図2-2bの1-6のピークに対応している。
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D4， D3W1， D2W2-QRのピルビン酸飽和曲線

これらのハイブリッドLDHは完全なFBP結合部位を一つも持たない.

FBP非存在下の場合は黒で、 0.1mM FBP存在下の場合は自ぬき

でそれぞれあらわした。

測定条件は、ピルビン磁およびFBP濃度を変化させた以外l立、
方法で示した標準活性測定法に従った.

図2-2-4
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D1W3のピルビン酸飽和曲線

これらは完全なFBP結合部位を 1つ持つ.
FBP非存在下の場合は黒で、 0.1mM FBP存在下の湯合は白ぬき

でそれぞれあらわした。

D2W2-P， 図2-2-5
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図2-2-6 W4 (野生型LDH)のピルビン酸飽和防線

W4 (野生型LDH)は完全なFBP結合部位を 2つ持つ.
FBP非存在下の場合は黒で、 0.1mM FBP存在下の場合は白ぬき

でそれぞれあらわした。
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図2-2-7 02W2-P， 01 W3， W4のFBPによる飽和幽線

ピルビン酸潰度は5mMで測定した.

その他の条件は方法で示した標準活性測定法に従った。
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Hybrids Vmax S1/2(門rr) ヒJレ係数(nH)Sl/2(FBP) 
(U/mg) (mM) (nM) 

D4 -FBP 560(25) 220(130) 2.2(0.3) 

+FBP 550(14) 2700(2200) 3.2(0.3) 

D3Wl FBP 700(51) 390(210) 2.3(0.3) 

十FBP 630(20) 1500(660) 2.9(0.2) 

D2W2-QR -FBP 640(20) 270(82) 24(0.2) 

+FBP 610(30) 1100(640) 2.9(0.3) 

D2W2-P -FBP 680(45) 160(91) 2.1(0.3) 13 

+FBP 910(25) 2.5(0.2) 1.9(0.2) 

DlW3 -FBP 750(53) 300(200) 2.3(0.3) 7 

+FBP 800(25) 2.0(0.3) 2.7(0.4) 

W4 -FBP 890(40) 390(160) 2.3(0.2) 6 

+FBP 1100(66) 0.25(0.075) 1.3(0.2) 

一一一一

表2-2-8 D-Wハイフリ ッドの速度論的パラ メータ ー

図2-2-4-図2-2-6で示した測定値を元に計算した。
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表2-2-8の値をグラフに表した。

図2-2-9
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脱感作型LDH
(R173Q1H188Y) 
Dサプユニット

ノしJ
FBP結合部位

• • • 

不活性型(電荷導入型)LDH

(H195N/1く316E/R317D)

|サブユニット

• • • 

0・lハイブリッドLDH

図2-2-10 FBP脱感作型LDH(Rl73Q/H188Y) (Dサプユニット)と

不活性型(電荷導入型)LDH(H195N/K316E/R317D) 
(1サブユニット)からなるハイブリッドLDH
(D-Iハイブリッド)
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Naa 

site directed mutagenesis 

一一一一一一一一一一一一一一骨，

5a! 

SaA 4.Zkb 

5a! 5a! 

Naej Hisl95 
TACATCGCC否定tAoc疋ωCGACTCCGAAGTC

I I 
C且.TCGCCGGTGAG主主~GGCG.且CTCCG且AGTC 23mer 

Asnl95 

図2-2-11 不活性型LDH(H195N)と

Sa! 4.2kb 

K316E吊3170

11195N 

トlt95N 5a! 

H19:刑 5al

不活性型(電荷導入型)LDH(H195N/K316E/R317D)の作製
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Pvull 

(BamHl) 
(Pvull) 

K316EfR31冗コ HI9:分d

klenow 

I R173Q/HI88Y 

BamHl 

図2-2-12 脱感作型LOH(R173Q/H188Y)と

不活性型(電荷導入型)LDH(Hl 95N/K316E/R3 170)の
ハイブリッドしOH発現ベクターの作製
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図2-2-13 分離されたひlハイブリッドの立体配置
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04， 0311， 0212-QRのピルビン酸飽和曲線

これらのハイブリッドLDHは完全なFBP結合部位を持たない。

FBP非存在下の場合は黒で、 0.1mM FBP存在下の場合は白ぬき

でそれぞれあらわした.

測定条件は、ピルビン酸およびFBP濃度を変化させた以外i立、
方法で示した標準活性測定法に従った。

図2-2-14

179 



~ 

400 

300 

)、コEE 、33 200 

44 。8〉5d 、

100 

Pす|飽

5 10 15 
Pyruvate (mM) 

図2-2-15 D212-Pのピルビン磁飽和曲線

FBP非存在下の場合は黒で、 0.1mM FBP存在下の場合は白ぬき

でそれぞれあらわした。
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0113のピルビン量産飽和曲線

FBP非存在下の場合は黛で、 0.1mM FBP存在下の場合は自ぬき

でそれぞれあらわした.

図2-2-16
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図2-2-17 D212-P， Dll3， W4(control)のFBPによる飽和幽線

controlとして、 W4(野生型LDH)の測定点も同時に示している。

ピルピン滋濃度は5mMで測定した。

その他の条件は方法で示した標準活性測定法に従った。
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!1ybricls Vmax Sl!2C内rr) ヒJレ係数(r吐.1) Sl!2(PBPJ 
(U!mg) (mM) (nM) 

D4 -FBP 470(30) 3000(2500) 2.8(0.2) 

+FBP 480(18) 1600(1000) 2.7(0.3) 

D311 -FBP 360(20) 2200(2200) 2.8(0.4) 

十FBP 340(12) 330(180) 2.4(0.3) 

D212-QR FBP 270(18) 95(47) 1.8(0.3) 

十FBP 260(12) 58(37) 1.9(0.4) 

D212-P -FBP 270(13) 28(7.8) 1.5(0.2) 80 

+FBP 410(30) 3.7(0.3) 1.3(0.2) 

0113 -FBP 120(4) 3.3(0.5) 1.0 80 

+FBP 200(3) 0.87(0.05) 1.0 

表2-2-18 0-1ハイ ブリッドの速度論的パラメーター

図2-2-14-図2-2-16で示した測定値を元に計算した。
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図2-2-19 0-1ハイブリッドにおける

Dサプユニットの数に対するVmaxおよびヒル係数の変化
表2・2-18の値をグラフに表した。

a Vmaxの変化

Dサプユニットが1および2の場合に上に出ている点は、

0212-Pおよび0113がFBPにより活性化された場合の値である。
bヒル係数(nH)の変化
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表2-2-18の値をグラフに表した。

図2-2-20
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一図2-2-21 BLLDHのFBP結合部位の矯造

a T状態(左)およびR状態(有)で、 FBPが結合している構造

bT状態で、 FBPが結合していない構造

c FBP脱感作型LDH(R173Q/H188Y)のT状態とR状態の情造

青色及び水色で示したT状態と、赤色及びマゼンタで示したR状態
の構造を重ね合せてある。
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図2-2-22 D2W2-QRおよびD2W2-Pのタグの位置の違いと

陰イオン交換担体との相互作用の違い
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図2-2-23 今回使用したすべての変異体のCDスペクトル

測定条件は方法に記した。
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図2-2-24 野生型LDHおよび不活性型LDH(H195N)における、

NADHの蛍光変化 (励起波長 360nm) 

250 mM MES-NaOH Buffer (pH6.5)， FBP 0.1 mM， NADH 0.2 mM 
醇素終濃度20μM

l:NADHのみ;2:野生型LDHを加えた

3:さらにオキザム磁 (4mM final)を加えた

l:NADHのみ;2:不活性型LDHを加えた

さらにオキザム厳を15mMになるまで加えても

変化lまなかった

左

右
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FBPによる

ヘテロト口ピックな活性化

図2-乙2S D212-Pを用いて観測された、 Q軸サプユニット界面を伝わる

FBPによる活性化
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第2音[1 第 3:41
基質特異性変異型サブユニットをllJいたホモトロピック活性化機構の j~平析

!予;

前主主ではFBP脱感ff;ュ型サブユニッ トと不活悩当時サプユニ ットのハイ ブリッドLDHを

用いて、 Q軌界面を伝わるヘテロトロピックな活性化を直接観測することができた。 し

かし、 FBP結合音11位はP軸界面にまたがって存在しているために、 P事h界而を伝わる活

性化を観測することはできなかった。このようなサプユニ ット同上ーの協同性がP制h界而

にも存在するかどうかは興味深い問題である。本酵素のア ロステリ アクな活性化の様式

として、 FBPによるヘテロトロピックな活性化の他に、 ~Viまであるヒソレピン目安によるホ
モトロピックな活性化がある。前章で観測したような活性化が、ホモトロピ ックな もの

に関しでも同様に存在するのかも興味深い。また、基質結合部伎は各サプユニットにそ

れぞれ存在しているため、ヘテロトロピックな活性化では観測不可能だったP軌を伝わ

る活性化についても剰べることができる。

LDI-Iの活性部位については触媒に関与する残基およびその恭質認識に関与する残基

が知られており、その詳細な触媒機械が解明されている(図2-3-1)[6，52J。基質結令

部位に存在する残基の多くはLDHと同じフ ァミリーの酵素であるリンゴ酸脱水素酵素

(MDH)についても保存されており、同様の立体配置で存在していることが知られている

[53Jが、そのうち、LDHではGln102にあたる部分はMDHではArgになっている。この

Argは基質で、あるオキザロ酢酸/ リンゴ般のカルポキシル基をおさえる位置にある。

BSLDHにおいてGln102をArgfこ置換した結果(QI02R)、基質特異性がLDH(ピルピン

酸/乳酸)からMDH(オキザロ酢駿/リンゴ酸)に変化して、そのi品質特異↑生は天然

に存在するMDHよりも強いものであった[10，54，55JoBSLDHでは、さらに多くの

Glnl02の変異体がと られて、それらの恭賀特異性の変化に関する詳細な研究が行なわ

れている[56，57J。本百孝素でもこのQ102Rの変異体が作製され、それがBSLDHと同様に

基質特異性の強いMDH活性を持つことが確認されている[42，43J。

本章では、基質特異性の変化したMDI-I型変具体酵素(QI02R)と野生型LDHのハイ

ブリッドLDHを第2主主と同様に作製し、それらの速度論的解析を行なうことによって本

酵素の基質によるホモトロピックな活性化機構を解析することを試みた。

なお、本章で用いるオキザム酸はLDHの基質アナログであり、基質と同様に結合す

るが触煤されない。本酵素のT状態は基質の結合できない構造になってお り[51J、オキ

ザム酸が活性部伎に結合するとその構造はR状態になる。

結果

第 l掌 (2-1-2)で構築した、 MDH型変異体酵素(QI02悶と野生型(定荷導入型)

LDH(K316E/R317D)の遺伝子がタンデムに並んだ発現ベクター(PUBH205) (図

2-1-10)からハイブリ ッドLDHを発現、精製、分離し、それぞれの解析を行な った。
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ここではMDHJ，tIサプユニァトをMサブユニッ ト、野生型サプユニ yトを Lサプユニッ

トと表すことにする(区12-3-2)。なお、Lサブユニッ トは、 2-1でWサプユニット

と呼んでいたものと同ーである。これらのサブユニットからなるハイブリッドは iM
-Lハイプリ γ ド」と表す。

M-Lハイプ 1)'J ドの発現、精製、分離は第2撃の D-Wハイブリ ァ1"およびD
-1ハイブリ ツドと同様に行われ、 M4、M3Ll、M2L2-QR、M2L2-P、

M1L3、L4の6つのピークが得られた。図2-3-3にMODOQクロマトグラフイーと

Native-PAGEの結果を示す。これらの結果も第2準とほぼ同線であ ったため、 M-L

ハイブ 1)ツドの組成および立体配置もこれまでと同様に決定された(図2-3-4)。

その後、分離された各ハイブリッドの速度論的性質を調べた。測定条件は、各リガ

ンドの濃度を変化した以外は、方法に示した標準活性測定法に従った。

まず、 MサプユニットおよびLサプユニシトのLDH活性およびMDH活性について

調べた。

図2-3-5ablこ、 FBP非存在下(図2-3-5a)およびFBP存在下(図2-3-5b)でのピル

ピン酸飽和曲線 (LDH活性)を示す。 MサブユニットにはLDH活性がほとんどないこ

とが分かる。

次に、 FBP存在下でのオキザロ酢酸飽和曲線(恥IDH活性)を図2-3-6bに示す。 L

サプユニットにも若干MDH活性があることが分かる。なお、 FBP非存在1"では、どの

ハイブリッドも (M4も)ほとんど活性がなかった(図2-3-6a)。

次に、 LDH活性およひ、正DH活性に対するオキザム酸による阻害を調べた。

図2-3-7aにLDH活性に対するオキザム酸の阻害を調べた結果を示す。FBP存在下、

ピルビン酸 2mMの条件で、オキザム酸濃度を変化して測定している。オキザム酸は

LDHの基質アナログ(競争阻害剤)であるため、 LDHの活性を強く阻害している。

図2-3-7bにMDH活性に対するオキザム酸の阻害を調べた結巣を示した。FBP存在

下、オキザロ酢酸 2mMの条件で、オキザム酸i度度を変化して測定している。M4はほ

とんど阻害を受けていないが、約350U/rngあった L4のMDH活性l立、オキザム首長の

結合によって強く阻害をうけた。これはオキザム酸はMサプユニットにはほとんど結合

しないことを示している。

次に、 Lサプユニットへのオキザム酸の結合が、 Mサプユニ ットのMDH活性にど

のような影響を与えるか調べた。

図2-3-8aに、 FBP非存在下、オキザロ酢酸 2mM(一定)の条件で、オキザム酸濃

度を変化してiJ!IJ5:Eした結果を示した。オキザム酸が存在しないときはすべてのハイブリツ

ドにおいて活性がほとんどないが、オキサ'ム酸を加えていくことにより、 MとLサプユ

ニットの両方を含むハイブリッド (M3 L 1、M2L2-QR、M2L2-P、MIL

192 



3)は活性が大きく上昇した。これは、 Lサプユニットにオキザム酸が結合してそれを

R状態にすることにより、 Mサブユニットをホモトロピックに活性化したことを明らか

に示している(図2-3-12)。

図2-3-9aにオキサ、ム般のi勅日によりオキザロ酢酸飽和曲線 (MDH活性)がどのよ

うに変化するか調べた結架を示した。 FBP非存在下、オキザム自主濃度を 10mMおよび

50mMに固定した条件で、オキザロ酢酸濃度を変化して測定している。オキザム敵波j支

が10mMおよび50mMの場合をそれぞれ白ぬきと黒のシンボlレで表している。前に示

したとおり、オキザム酸非存在下ではこの飽和l曲線 (FBP非存在下でのオキザロ阪飽和

1111線)はほとんど活性がないが、オキザム酸の添加により、 MとLサプユニッ トの両方

を含むハイブリッド (M3L ]、 M2L2-QR、M2L2-P、M1 L 3) は活性を

示し、双山線型の飽和曲線を示した。

また、ここであげた全ての条件において、 M2L2-QRとM2L2-Pはその立

体配置の遠いにも関わらず会 く同じ性質を示した。これは、本酵素の活性変化が全ての

サプユニットの対称性を完全に保ちつつ起こることを示している。(詳しくは、後で考

察する)なお、今回はFBP結合部伎には変異を加えておらず、 M2L2-QRとM2L

2-PはFBPによるヘテロトロピックな活性化に遠いはなかった。これは、基質結令部

伎の変異およびそのサフーユニットの立体配鐙の違いはFBPの結合およびそれにともなう

活性化には影響を与えないことを示している。

これらの飽和曲線を第 2:il;'!と同様な方法でHillequationによるフイツテイングを行

い、その結果得られたパラメーターを表2-3-10、表2-3-11にまとめた。ただし、双Illl

線型の曲線に関しては、ミカエリスーメンテンの式 (HilleQuationにおいてnH=lとし

たもの)によってフイツティングした。オキザム酸による阻害は、その活性が半分にな

るオキザム酸濃度である1l/2(Oxa)を求めた。M3Ll、M2L2-QR、M2L2

-p、M 1 L 3のMDH活性に対するオキザム酸の阻害に関しては(図2-3-7b)、 Mサ

プユニットの阻害は会く起こらずLサプユニ ットのMDH活性のみが限害さ れると仮定

して、オキザム酸による阻害が飽和の半分になる値を計算してIl/2(Oxa)とした(表

2-3-10b)。

また、これらのパラメーターのMおよびLサプユニ ァトの数に従う変化を図2-3-5c、

図2-3-6cd、図2-3-8b、図2-3-9bにまとめた。図2-3-5cではピルピン酸飽和1曲線

(LDH活性)のVmaxおよびS1/2伊yr)を、図2-3-6cdではオキザロ酢酸飽和Il!l線

(MDH活性)のVmax、 Sl/2(0A!0およびヒル係数を、図2-3-めではFBP~lõ存在下、
オキザロ酢酸 2.rruV1でのオキザム酸飽和曲線のVmax、S1!2(Oxa)を、図2-3-9bではオ

キザロ酢酸飽和曲線のオキザム酸添加による変化に関してVmax、Sl/2(0A!0をそ札ぞ

れ示した。
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考察

M-Lハイプリッドの速度論的性質について

A Mサブユニット及びLサプユニットに対する各リガンドの親和性(図2-3-5~図
2-3-7) 

1~12-3-5- 1~2-3-7に示した実験により、 MサプユニットおよびL サプユニットの、

オキザム蔽、ピルビン酸およびオキザロ酢酸に対する親和性の途いがl手jらかに示されて

いる。すなわち、 Lサプユニ yトはオキザム君主およびピルピン般に強い親和性を持つが、

オキザロ酢酸にも弱いながらも親和性がある。一方、 Mサプユニ 7トはオキザロ酢酸に

対して強い親和性を持つが、オキザム般およびピルビン酸にはほとんと親和性がない

(図2-3-2)。

B L4のオキザム酸による阻害(図2-3-7a)

表2-3-10に示した通り、 L4のillH活性に対するn/2(Oxa)は0.40mMであった。

NADHの蛍光変化によって精度よく求められた本醇素のオキザム酸に対する自停車It定数は

0.51 mMであることが分かっている[32]。この解離定数を用いてオキザム般が基質の競

争阻害剤であると仮定した場合(E→EIの結合はするかi'ES→ESIの結合はしない)、ピルビ

ン酸がほぼ飽和しているこの条件では (2mMで、 Kmの約 8倍)、 11/2(Oxa)はこれよ

りずっと大きく 3.6mMになると計算される 。これは、実際にはオキザム椴は触媒が終

わって乳般を放出したコンプレックス(酵素 .NADつにも結合して阻害するためでは

ないかと考えられる。なお、脊椎動物LDHのH4アイソザイムにおいてはこのようなコ

ンプレックス (LDH'NAD+・オキザム酸)が形成することが知られている[105]。本

酵素の基質阻害の機構として(オキザム酸のかわりに)ピルピン酸がこのような「アポー

テイブ ・コ ンプレックスjとよばれるコンプレックスを形成することが提唱されており

(第 5業参照)、この場合も基質阻筈のような様式で阻害を行なっていることから低い

Il/2(Oxa)を示しているのではないかと考えられる。

C 各ハイブリツドでのLDH活性およびMDH活性(図2-3-5、図2-3-6)

LDH活性はやはり Lサプユニットが多い方が清かった(図2-3-5ab)0 FBP非存在

下ではLサプユニッ トが3つ以上ないと活性を持たなかった。 FBP存在下では、 Lサプ

ユニットがlつ以上ならば活性が見られた。 FBP非存在下および存在下にかかわらず

L サブユニ ッ トが増えるに従ってVmax は上昇し、 Sl/2(Pyr) は減少している (~I

2-3-5c) 0 FBP非存在下ではシグモイダルなrtll線であり、ヒJレ係数も2.5松度であるが、

FBP存在下ではどれもほぼMichaelis型の双山総になった。 VmaxおよびS1/2(町庁)の傾

向は、活性サフ・ユニッ トである Lサプユニットの数が増えるに従って活性の強い飽和|副
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線に変化することを示している。

MDH活性はFBP非存イ上下ではM4に至ってもほとんどなかった。 FBP存在下では

L4 でも MDH活性は存在した(I~2-3-6ab) 。また、 MDH活性の基質阻答はLDHより
も強く、オキザロ百十:酸濃度が2mMのあたりから活性の低下が起こっているo Mサプユ

ニットが増えるに従ってVmaxは上昇し (M4では少し下がる)、 Sl/2(OAA)は減少し

ている(図2-3-6c)。飽和l曲線を見る限り M4とM3L 1の活性はほぼ同 じように見え

るが、これはMサプユニットの強い器質悶答により見かけのVmaxが減少するためであ

ると考えられる。Sl!2(OAA)はM4の方が小さいことか ら、本来はM3Llよりも活

性が高いことが推測される 。VmaxおよびS1I2(OAA)はLDH活性の場合と同様に、活

性サプユニットであるMサプユニ ットが多い方が活性の強い傾向を示している。 ヒJレ係

数は基質の結合するMサプユニ ットが培えるに従って上昇している(図2-3-sd)。

D Lサブユニットへのオキザム酸の結合によるMサブユニ ットの活性化 (図2-3-8、

1~12-3-9) 

D-l オキザロ酢酸一定(2mM)でオキザム酸を変化(0-50mM)させた場合 (図

2-3-8) 

図2-3-8に示したように、 FBP非存在下、 一定のオキザロ酢酸 2mM(MDH活性)

の条例ニでは、オキザム百査が存在しないときはすべてのハイブリッドにおいて活性がほと

んどないが、オキザム酸を加えていくことにより 、MとLサプユニッ トの両方を含むハ

イブリッド (M3 L 1、M2L2-QR、M2L2-P、M1 L 3)は活性が大きく上

昇した。つまり 、Lサプユニ ット (以降、調節サフ・ユニットとも|呼ぶ)にオキザム般が

結合してそれをR状態にすることにより、 Mサブユニット(以降、活性サプユニ 7トと

も呼ぶ)を活性化したことになる。これは、第2主主で綴illlJしたヘテロトロピックな活性

化に対して、ホモトロピックな活性化の直接的な観測である (図2-3-12)。なお、問

機なハイブリッドによるホモトロピックな1活性化は横田の研究によ ってすでに観測され

ている[4幻。本研究との相違点などについては総合討論で詳しく紹介する。また、本研

究で行ったように基質特異性の異なるサプユニットのハイプリツドを用いなくとも、低

い基質濃度における阻害斉IJの添加による活性化から、ホモトロピックな効果は観測され

ている[106，107J。

M2L2-QR、M2L2-P、M 1 L 3では、オキザム酸の飽和が早〈、高濃度

のオキザム酸では活性が落ち始めている。 これは、 Mサプユニットの活性をオキザム酸

が阻害していることによると思われる。表2-3-10に示したとおり、 Mサプユニ ットに対

するオキザム酸の阻害パラメータIl/2(Oxa)は約40mMである。

図2-3-8bに示したように、 VmaxはM2L2-QRおよびM2L2-Pで高く、 M

3 L 1およびMlL 3で低くな っている。活性サプユニット (M)が多いM3Llが本

来は最も大きいVmaxを持つと考えられるが、これは、 M3Llを活性化するのに必要な

オキザム酸濃度が非常に高< (S 1/2(Oxa)は約23mM)、オキザム酸による阻害の影響

が出て見掛けよVm出が低くなっていると思われる。Sl/2(Oxa)は、 Lサプユニットが
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地えるに従って減少している。このような傾向 (調節サブユニ γ ト (L)が少ない方が

飽和に多くのオキザム阪を必要とするこ と) は北村の行っ たシミュ レーション と一致 し

てており [43]、飽和曲線上 (図2-3-8a)でもM 1 L 3、M2L2-QRおよびM2L2

-p、M3L1の)1慣で飽和することが見て取れる。 ヒル係数は、 オキザム酸の結合する

剖節サブユニ ット (L)の多い方が大き くなり、飽和Illl線もシグモイダルになっている。

D-2 オキザム酸一定(10，50mM)でオキザロ酢阪を変化(O ~5 mM)させた場合

(図2-3-9)

図2-3-9aに示したように、 MとLサプユニ ットの両方を含むハイ プ1)'/ド (M3L 

I、M2L2-QR、M2L2-P、M1 L 3)では、 FBP;JI'存在下でlOmMおよび

50mMのオキザム般をそれぞれ添加することにより、オキザロ酢敵飽和rln線 (MDH活

性)は活性化によりシフ トアップした。

表2-3-11bに、これらのオキザロ酢酸飽和IJ11殺の速度論的パラメータ ーについてま

とめである。まず注目すべきは、これらの飽和山線がすべて双山線型でミカエリスーメ

ンテンの式によりフイツティングできたことである。しかし、これは測定点をとる範1m
が不適当なために、本来のS字型曲線を見いだすことができなかった可能性もある。す

なわち、 M3L1ではもっと高いオキザロ酢酸濃度で、M2L2-QR、M2L2-P

およびM1 L 3ではも っと低いオキザロ酢酸設J支濃度で測定を行なう必要があると思わ

れる(図2-3-9a)。ただし、今回得られた測定点だけでもM2L2-QR、M2L2

-PおよびM1 L 3に関してはそれがほぼ双曲線型であることが分かる。M3L1に|対

しては上で述べたとおりオキザム酸による活性化が不十分なため、もっと高い濃度の測

定点を集めればシグモイダルになる可能性がある。しかし、オキザロ酢酸10mMの測定

点では、オキザム酸10mMの場合で7.7U!mgと基質阻害により非常に減少している。

このような強い基質阻害に より、Sl!2(OAA)の高いM 1 L 3の飽和|曲線では.HUl

eQuationにより信頼できるフイツティングを行なうことは縦しいと思われる。

図2-3-9bに、これらのパラメーターの傾向をグラフにして示した。まず、 Mサプユ

ニットの数の変化によるパラメーターの挙動について議論する。10mM、 50mMの両

方のオキザム酸濃度でVmaxはMサプユニットが減るに従って減少している。これは、

活性サフ。ユニッ トの数と活性が対応しており、妥当な結果である。一方、 S1/2(OAA)

もMサプユニッ トが減るに従って減少している。この傾向も、北村によ って行なわれた

シミュレーションの結果に一致している。すなわち、図2-3-8aで示したように、調節サ

プユニッ トが少ない場合は (M3 L 1)飽和に多くのオキザム酸が必要で活性"化が不十

分なため、 1111線の立ち上がりが遅くなってSl!2(OAA)が大きくなると考えられる。

次に、オキザム酸濃度が10mMから50mMに変化することによるパラメーターの

挙動について議論する。M3L1ではオキザム駿濃度が上がるとVmaxも約 2併に上昇

するが、 M2L2-QR、M2L2-Pではその上昇は小さくなり、 M1L3では逆に

減少する。これは、調節サプユニッ トが少ない場合は (M3 L 1) 10 mMのオキザム酸

濃度ではまだ飽和していないことによる。M1L3では過剰飽和量のオキザム自主は逆に

Vmaxを下げる結果となる。この傾向は、 S1/2(OAA)の挙動にも当てはまる。すなわち、
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調節サプユニットの少ないM3Llはオキザム酸濃度が上がることによりS1/2(0AA)

が下がって活性化されるが、調節サプユニ ットの多いL2M2-QR、M2L2-Pお

よびM 1 L 3では逆に過剰飽和塁のオキザム般が阻害的に働いてSI/2(0AA)を上げて

しまう。

これらをまとめると、調節サプユニット (L)の少ないM3Llについてはオキザ

ム酸濃度が10mMから50rnMに上がる ことはさらなる活性化につながってVmaxの上

昇とSl/2(0AA)の減少を引き起こすが、調節サフ。ユニットの多いMIL3では逆に過

剰飽和j査のオキザム駿楼J支(50π制)ではVmaxの滅少とS1!2(0AA)の地大によ る削害と

なる 。それ らの中間である M2L2-QRおよびM2L2-PではVmaxおよび

S1/2(0ん心は共に少し上昇ーする。こ れは、過剰量のオキザム酸の添加が、低いオキザ

ロ酢駿濃度て、は活性を下げる方向に、高いオキザロ百十戸高安i殺度では活性を上げる);向に働

くことをあらわしているが、これは、高いオキザム敵i農度ではオキザム酸がオキザロ酢

酸と競争阻害していることによると忠われる。

M2L2-QRとM2L2-Pの同一な速度論的性質とMWCモデル

M2L2-QRとM2L2-Pは、今回測定した全ての条件で全く 同ーの速度論的

性質を持つことが分かった。図2-3-5 ~ 図2-3-9に示した飽和[JII*患の全ての点はほぼ同
じであり、それらから計算されたパラメーター(表2-3-10、表2-3-11)の迷いもエラー

の範閣内である。サプユニッ トの立体配置が違う M2L2-QRとM2L2-Pが会〈

同じ迷度論的性質を持つということは、本酵素が常に対称性を保つことを示し、 MWC

(協奏型)モデルを強〈支持する結果である(図2-3-13a)。一方、同一分子内にT状

態とR状態の両方が存在する(サプユニットの状態が非対称である)KNF (逐次~~)モ
デルでは、このような結果が起こるとは考えにくい。MWCモデルでは、 T状態およびR

状態の基質の結合定数と、両状態問の平衡定数の3つのパラメータしかないのに対して、

KNFモデルでは、 四長体の場合、最初の基質から 4番目の基質の結合定数まで4つの

パラメータがあり、 MWCモデルに比べて自由度が高い (図2-4)[35，36J。従って、

KNFモデルでもその特殊な場合においては今回の結果を説明することが可能であるが、

結晶構造からの考祭も併せて考えると、今回の結果は本酵ー素のアロステリ γク転移にお

ける対称性を示しているものと結論づけられる。

別の観点、すなわち立体構造的な観点からこの結果を考えると、ホモトロピックな

活性化において、 pijqhサフ'ユニ ット界面を伝わる活性化とQ事h界面を伝わる活性化が同

等であるということにもなる(図2-3-13b) 0 M 2 L 2 -PはQ紬界商、 M2L2-Q

はP事h界面、 M2L2-RはP軸界面とQ取h界面の両方の相互作用でそれぞれ活性化を伝

えていることになる。従って、 M2L2-QRではQ刺l界面とNIIr界而の相互作用の両

方、 M2L2-PではQ制l界面の相互作用をそれぞれ観測していることになり、それら

が同等であるということは、 P軸界面とQ者IJ界面の相互作用が同じ強さで存在し、共に

本酵素の対称性に関与していることを示している。

本酵素の活性化モデルについては、前主主のヘテロトロピックな活性化に関する解析
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結果と結晶構造の知見とfn:せて、総合討論で述べる。
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図2-3-1 活性中心の構造

上 :LDHの基質(ピルビン酸)結合の模式図

下 :MDH型変異体(Ql02R)の基質(オキザ口酢酸)
絡会の模式図
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MDH型変異体

(Ql02R) 

Mサブユニット

オキザ口酢酸(OAA)

MDHの基質

-・・

野生型(電荷導入型)LDH 

(K316E/R317D) 

Lサプユニット

ピルビン酸(Pyr)

LDHの!Ii質

オキザム酸(Oxa)

LDHの阻害剤

※LDHは、オキザロ酢酸に対しでも

多少活性がある

• • • 

M-LハイブリッドLDH

図2-3-2 MDH型変異体(Ql02R)(Mサプユニット)と

野生型(電荷導入型)LDH(K31 6E/R31 7D) (Lサプユニット)

からなるハイブリッドLDH(Mーしハイブリッド)
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MonoQによるM-Lハイブリッドの分厳

a Native-PAGE;各レーンの番号はbのピークの番号に対応している。
bMonoQのチャート

KCI 0-0.6 Mの直線型グラジヱントによる溶出

(流速 1.0ml/min， 40分)を行なった。

図2-3-3
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M4 得
庁、ペト

2 M3L1 

3 M2L2-QR 

4 M2L2-P 

5 M1L3 

6 L4 

図2-3-4 分離されたM-L!¥イプリッドの立体配置

それぞれ、図2-3-3bの1-6のピークに対応している.
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c VmaxおよひiSl/2(Pyr)
FBP非存在下を黒い点で、 FBP存在下を白旗きの点で、それぞれ表した.

図2-3-5
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a FBP非存在下のMDH活性(活性はほとんどなかった)

b 0.1 mM FBP存在下のオキザロ酢酸飽和曲線

c Vmaxおよび51/2(OAA)
dヒル係数
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LDH活性およびMDH活性の阻害

aオキザム酸によるLDH活性の阻害

0_ 1 mM FBP， 2 mM Pyr 
bオキザム酸によるMDH活性の阻害

0_1 mM FBP， 2 mM OAA 
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図2-3-8 M-Lハイブリッドのオキザム酸による

MDH活性の上昇(オキザム酸濃度を変化させた)

M1L3 M2L2 M3L1 

aオキザム酸飽和幽線 (FBP非存在下.2mM OM) 
b VmaxおよびS1/2(Oxa)
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図2-3-9 M-Ll¥イブリッドのオキザム酸による

MDH活性の上昇(オキザ口酢酸濃度を変化させた)

aオキザロ酢酸飽和曲線 (FBP非存在下、オキザム酸 10，50mM) 
b VmaxおよびS1/2(OAA)

オキザム酸 10mMの場合を白後きの点で‘

オキザム酸 50mMの湯合を黒の点でそれぞれ表した.
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a LDH活性 (図2-3-5，図2-3-7a)

I:-lybrids Vmax S1I2 (Pyr) ヒJレ係数 11/2 (Oxa) 
(U/mg) (rnM) (mM) 

M4 +FBP ~O 

M3Ll +FBP 200(30) 10(3) 1.0 

M2L2-QR +FBP 580(220) 1.6(1.0) 1.0(0.3) 1.0(0.1) 
'ーー一一一-ーーーー・ー一一一ーーーー 一ー一F 一ー一ー一一一一 -一一一一一一一F一 一ー一園事一一一一一一 'ー・ー

M2L2-P 十FBP 530(40) 1.5(0.2) 1.4(0.1) 1.2(0.2) 

M1L3 -FBP 84(10) 920(1800) 2.6(0.8) 0.42(0.03) 

+FBP 680(9) 0.33(0.02) 1.7(0.04) 

L4 -FBP 520(14) 360(170) 2.4(0.2) 0.4(0.007) 

+FBP 1100(60) 0.25(0.05) 1.3(0.07) 

b MDH活性 (図2-3-6，図2-3-7b)

I:-lybrids Vmax SJ/2 (OAA) ヒJレ係数 11/2 (Oxa) ， 
(U/mg) (rnM) (mM) 

M4 十FBP 530(27) 0.051(0.046) 3.4(1.0) 41(3) 

M3Ll +FBP 610(29) 0.19(0.06) 2.3(0.3) 31(3) 

M2L2-QR +FBP 490(37) 0.36(0.12) 1. 7(0.3) 1.0(0.2) 
ー・ーー-~---ーー一一喝圃+ーーーー・『ー一一 ー---ーー・ーーーー一ー』一ー一ー一一一一『圃ー一一一一----..与一一一一一一 '-一 一噌噌圃申ーーー

M2L2-P +FBP 500(9) 0.35(0.03) 1.9(0.1) 0.8(0.22) 

MIL3 十FBP 420(53) 0.81(0.25) 1.2(0.2) 0.25(0.04) 

L4 +FBP 430(90) 4.1(1.2) 1.0 0.13(0.01) 

表2-3-10 M-LハイブリッドのしDH活性およびMD片活性の

速度論的パラメーター

図2-3-5-図2-3-7に示した測定値を元に計算した。

111/2(Oxa)のフィ yティングに関しては本文を参照。
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a オキザム酸波度を変化させた場合 (区12-3-8)

Hybrids Vmax Sl/2 (Oxa) ヒル係数

(U/mg) (mM) 

M3Ll 110(8) 23(3.6) 1.0 

M2L22-QR 210(30) 19(2) 1.2(0.1) 
--ー----_...ー『ー---酔『 + 時 国事申喝・ー・一ーーー一一-一ーーーー・噌申申一一一一ー _.・ - --ーーーー-

M2L22-P 220(30) 20(3) 1.2(0.1) 

M1L3 100(3) 13(3) 2.1(0.2) 

b オキザロ酢酸濃度を変化させた場合 (図2-3-9)

Hybrids オキザム Vmax Sl/2 (OAA) ヒル係数

酸濃度 (U/mg) 伽山~)

M3Ll 10m M  780(890) 47(58) 1.0 

50mM 1400(1200) 38(35) 1.0 

】vI2L2-QR 10mM 200(9) 1.5(0.16) 1.0 

50mM 290(16) 2.5(0.3) 1.0 
一一ー-一一一一一一一ー一一司ー・ー--ー ーーーーーー一一一ー-ーーーーーー一一一一一・ー一一一・・・ーーー
M2L2-P 10mM 210(6) 1.7(0.1) 1.0 

50mM 280(8) 2.4(0.1) 1.0 

M1L3 10汀LM 170(15) 0.65(0.11) 1.0 

50mM 150(4，) 1.9(0.1) 1.0 

表2-3-" M-Lハイフリ ッドにおいて、オキザム酸によ って

上昇したMDH活性の速度論的パラメーター

図2-3-8および図2-3-9に示した測定値を元に計算した。
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ホモ卜口ピックな活性化

側

l
刈M

 

図2-3-12 MーLハイブリッドを用いて観測された、

LサブユニットからMサプユニットに伝わる
ホモト口ピックな活性化

オキザム酸の添加によりMDH活性が上昇した.
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図2-3-13 本酵素のアロステリック転移の対称性

a M2L2-QRとM2L2-Pが同ーの速度論的性質を示した

ことから、本酵素のアロステリツク転移における完全な

対称性が示された。同一分子内lこT状態とR状態のサブユニットが
同時に存在することはない。

bM2L2のそれぞれのハイブリッドLDHにおける、

サプユニット問栂互作用
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第2部第41詳

in vitroでのハイ ブリッドLDH形成

}i; 

本論文の第 2部 第 1-3章および第 5撃では、 invivoで形成したハイブリ ツド

LDHの解析を行なっているが、本主主では白 vitroでのハイブリ ッドLDI-I形成に|刻する実

験を行なった。

序論および第 l掌で述べた通り、脊椎動物ではM型と H裂のアイソザイムLDHがin

vivoで、ハイブリッドLDHを形成しており、それらは電気泳動やイオ ン交換カ ラムによ っ

て異なるサブユニット是正1成をもっハイブリ ッドLDHに分離できる [50]。さら に、 in

vitrOで、のハイプリ ッドLDH形成実験においてもM型と H型サブユニ ットは凍結融解、

希釈、縫い蛋白質変性によ って互いに組み替えを起こして再ひ‘ハイプリ ッドLDHを生じ

ることが確認されている [45 ， 58-60J。 この結果は ~ LDHの各サプユニ ットが以上のよう

な条件下ではその一部が解除を起こして交換することを示している。

一方、本酵素では、酵素活性が醇素濃度に依存しないことやゲルろ過での分子量か

ら、通常の条件では安定な四量体構造で存在することが知ら札ている[29J。 しかし、大

部分が溶液中で凹量体として存在していても、その一部分が解離していればサプユニ ッ

ト交換によるハイブリッドLDH形成は行なわれるはずである。また、さまざまな溶液条

件においてのハイブリッドLDH形成の程度を観測することにより、本醇素のサプユニ γ

卜問結合力の強さおよび性質に関する知見を得ることが期待できる。図2-6に示した通

り、本酵素の凹量;体の各サプユニァトはPl側lおよびQ軌をはさむ界団で接触しているが、

Rj!hllでの援触はない。 (管椎動物型LDHではN末端のアーム部分でR軌の接触を持って

いる[61J) そして、 P紬およびQ取11界面の相互作用は本酵素のアロステリ ツク制御に

とって非常に重要な役割を担っていると考えられている。従って、 二設体同士が殺l変わ

る限定的な条件、すなわち 2つの界面のどちらかのみで解縦が起こる条件を見いだすこ

とができれば、その界面での相互作用について何らかの知見が符られるはずである。

本主主ではまず、本酵素が的 vitroで組み替えを行なう条件について調べた。次に、第

2章の前半で用いたIJR.感作製サフ'ユニ ット (D) と野生型サブユニ ット (W)のハイプ

リッドLDHをjnvitroで形成して解析することにより、 二f主体同士の組み替えが起こる

条件がP軸およびQ軸界商のどちらの解離によるものであるかを決定した。さらに、第

3主主で用いた、 invivoで形成してMonoQで、分離されたMDl-I型サプユニ ット (M)と野

生型サブユニット (L)の各ハイブリツドLDH(M-Lハイプリ ッド)をinvitroでも

う一度組み替えることにより、 M2L2の2つのピークが確かにその立体配置の迷いに

よって分離されていることを証明した。
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結井主

2-4-1 本野素の四童体構造の安定性とinvitroでのハイブリ γドLDH形成条約"

in vitroでのハイプリ y ドLDH形成笑験の概略を図2-4-1に示す。野生型LDHおよ

び第 l章で作製した電荷導入型LDH(K316E/R317D)をそれぞれ別々に発現、精製させ

て、さまざな条件下で混合した。一定時聞置いた後に、電気泳動(Native-PAGE)で分

離を行なった。塩濃度が高い条件の場合は、分離の前に透析または限外ろ過JJ英による遠

心(セントリコン30およびマイクロコン30)で脱塩した。

以下の条件の純1m内で実験を行なった結果、 10日経過しでもハイブリット'LDHの形

成は全く見られなかった。(datanot shown) 
ノて :;7ァー 20 mMTris-トICI(pH 7.0) 
資 I~i幾度 ・ 0.2-2.0mg/ml 
(野生型LDHと電荷導入型LDHは等霊混合してあるため、各LDHの濃度はその半分)

風波皮 0-2 MNaCJ 
温度 4"(; 

しかし、この条件内であるにもかかわらず(蛋白濃度は0.58mg/ml)、蛋白質の

混合i夜に高塩濃度の溶液(2~4 M NaCI)を加えた後、混合による均一化を行なわずに続

濃度の追う界而を残しておいた結果、図2-4-2に示すように、 一晩でハイブリァドLDH

形成が起こり、 Native-PAGEで3本のバンドとなってあらわれた。これは、この条f牛

でP事hもしくはQ軸サブユニット界面のみでの解再11:が起こることにより、 二益体同士の

限定的なハイプリ ッドLDH形成が起こっていることを示している。

2-4-2 IJ見感作型サプユニット (D) と野生型サプユニ yト (W)をJllいたinvitroで

のハイブリッドLDI.. Jjf~JïX: 

2-4-1節では二量体同士のハイプリッドLDHの形成が起こる条件を待た。ここでは、

それがP取11およびQ軸界面のどちらの解離によるものであるかを音声lぺた。

第2主主ではl民感作型サプユニット (D) と野生型サプユニット (W)のハイプリッ

ドLDHをinvivoで形成し、 MonoQで分隊されたそれらのハイブリ ッドしDHの立体配世

の決定を行なった。その際、 D2W2は2つのピークに分離され、 D2W2-PはFBP

に活性化されたが、 D2W2-QRはFBPに活性化されなかった(図2-2-4、図2-2-5)。

つまり、 DサブユニットとWサプユニットの二量体同士のハイブリッドは、その立体配

置によって速度論的性質が異なることが分かつている。

そこで、 2-2-1節と同じ組み合わせである、脱感作型LDHと野生型(電荷導入型)

LDHで白 vitroでのハイブリッド形成を行ない、その速度論的解析により、解離する界

面の同定を行なった。

2-4-2-1 in凶troでのD-Wハイブリッドの形成および分離

J1見 感作 型 LDH(Rl73Q/H188Y) (D) と釘'生型(電荷導入型)
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LDH(K316E/R317D) (W)のinvitroで、のハイブリッド形成および分離の概略を図

2-4-3に示す。まず、両LDHをそれぞれ別々に発現、精製した後、これらを混合した。

この両LDHの混合液は酵素濃度が1.0mg/n吐(各0.5rng/ml)で、液査は30mlであっ

た。等液量の4M NaCl溶液にこれを加えて、かき混ぜない条件で底波度の界而を残し

て4"Cで3日間静置した。その後、バッファーで透析・して脱塩してからMonoQカラムに

かけた。図2-4-4にそのMonoQチャートと、分離前及び後のサンプルのNative-PAGE

を示す。 二量体同士のハイブリッドLDHの形成が起こっており、それらが分離されたこ

とが分かる。これらのピークのうち、両側はそれぞれ脱感作型LDH(D 4)、野生型

(電荷導入型)LDH (W 4)であるが、その聞のピークを rD-W二主主体ハイブリッド

LDHJとH乎ぶことにする。

2-4-2-2 in vitroで形成されたD-Wハイプリ ァドの速度論的解析

2-4-2-1節で分離された各ピークのうち、 D-W二査体ハイブリッドLDHのどルピ

ン酸飽和|曲線を図2-4-5に示す。D-W二量体ハイブリッドLDHはFBPに活性化されて

おり (Sl/2(FBP)= 57nM)、D2W2-Pと問ーの速度論的性質を示していることか

ら、 D2W2-Pと同じ立体配置を持つと決定された。すなわち、 invitroでのハイプ

リァドLDJ司~成はQ軌サプユニット界而の解離および会合によるものであることが分かっ

た。

2-4-3 in vitroでのハイプリ y ド形成実験による、 M2L2-QRおよびM 2 L 2 

-pの解析

第3主主ではM-LハイブリッドをinIrivoで形成して、 MonoQで・分離し、各ハイプ

リッドLDHの速度論的解析を行なった。その結果、分離されたM2L2-QRおよびM

2L2-Pが全く同じ速度論的性質を示したことから、本酵素が対称性を持って活性化

されるという結論を得た(図2-3-13) 。しかし、これはM2L2-QRとM2L2

-Pが異なる立体配置を持つ「異性体」が図 3-4のように分縦されているものである

ことが前提となっている。第 2章では、このような立体配置を持っとする結論の妥当性

について論じたが、ここでは、 invitroでのハイプリ yド形成笑験により、これを裏付

ける証拠を得ることを試みた。

サンプルは、第 3掌で待られたM4、M3Ll、M2L2-QR、M2L2-P、

MIL3、L4を用いた。これらをそれぞれ別々に、 invi・troで二量体同士の限定的な

組み替えを行なわせた結果を図2-4-6aのNative-PAGEに示した。

M4およびL4は全く変化がなかった。M3LlはJflげtroでの組み替えにより、 M

4およびM2L2の位置にバンドがあらわれた。M1 L 3も同様にM2L2およびL4 

の位置にバンドがあらわれた。特筆すべきはM2L2-QRとM2L2-Pの速いであ

る。M2L2-QRは全く変化がなかったのに対して、 M2L2-Pは加 vItroでの組

み替えにより M4およびL4の位置にバンドがあらわれた。この結果は図2-4-6bに示
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すよ うに、 M2L2-QRおよびM2L2-Pがその立体配伎により 分離されているこ

とを証明するものである。

考察

in vitroでのハイブリ ッド形成と 2稜のサプユニ ット界而での相互作用

本意ではまず、 invitroでの凹景体fiIF造が安定な条件および解維によ って一元;体同士

の限定的な組み潜えが起こる条件について調べた。

本酵素の凹量体構造は通常・の条件では非常に安定であり、 サプユニ ットのIfJII'離およ

びそれに伴うサプユニット交換は全く起こらない。なお、他の掌での実験では、各ハイ

ブリァドは分離以降この条件内で扱っている。

しかし、高塩濃度の溶液を加えた後、混合せずに境濃度の異なる界面を残しておく

ことにより、 二量体同士の限定的なハイブリッド形成が起こることが分かった。また、

脱l~作型LDHと野生型(電荷導入型) LDHの二量体ハイブリ ッドの速度論的解析を行

なうことにより 、この組み替えがQ軸界面の解自IEによるものであることが明 らかとなっ

た。図2-4-4に示したMonoQのチャー トにおいても、 D-W二量体ハイ プリッドのピー

クはD2W2-Pと同様、 W4に近い位置に出ている。この結果は、塩濃度の奥なる浴

液との界聞において、 Q判iサプユニッ ト界而のみが解離することを示している。

本酵素の結晶精進から 、Q軸サプユニット界面は主にヘリ 7クスの疎水的な面同士

の相互作用によ って結合しているのに対し、P取IJ界而はループ同士の親水的な相互作m
が主であることが明らかになっている[2]0P軌斜面はアロステ 1)'Jク転移によ ってもあ

まり大きく動かないのに対して、Q軸界而はそのヘリ ックスの疎水面同士をすべらせる

ことによってヘリックス半ピ ッチ分の大きなずれを生じることが知られている。これは、

非特異的な疎水的結合によっているQ刺l界面の方がP剥i界而よりも動きやすいことを示

している。また、 P紬界商に結合するFBPはその界而における正電符同士の反発を打ち

消して、安定化すると考えられている。

今回のハイプリッド形成は塩濃度差の界面という特殊な粂件で起こ っており、それ

が疎水的および親水的な結合に与える影響に関しては不明である。しかし、より動きや

すく非特異的な結合によ っているQ事IJ界面の方がこの条件では解縦しやすかったのでは

ないだろうか。一方、 P軌界面に関しては、今回の条件はFBP手1，存在下であったため正

電荷による反発は残っていると考えられるが、 j将離は起こらなかった。

本酵素と同じ く 細 菌由来のアロステリアク LDT-lである助dllus

stearothermophilus LDH(BSLDH)では、 p~bサプユニ y ト与宇部が解離して i丙性を失 っ

たご最体になることが知られている[8，62-64]。この解離はFBP非存在下 で起こるため、

P~qIJサブユニ ッ ト界面の正電荷同士の反発によるものであると考えられている 。 その後、

BSLDHのP紬界面のループ部分を安定な二量体であるMDHのループの配列に変えるこ

とにより、安定な二量体で存在する変異体が得られた[65]0その変異体のX線結品構造

解析も行なわれている[26]。
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今回の結果はBSLDHとは異なるサブユニァト界面で解離が起こっており、非常に

興味深い結呆であると忠われる。従来の考え方では媛削!面積も小さく正~'[怖による反発

もあるためP~~bサプユニット界而の方が解縦しやすいとされていたが、アロステリ ッ ク

転移において大き〈動く疎水的なQ布Iiサブユニット界聞のみが解離する条件が存在する

ことが明らかとなった。しかし、今回の笑験はさらに詳細な議論をするには不十分であ

り、 FBP存在下や異なるpHなどさまざまな条件でのハイプリ γド形成実験を行なう必

要があると忠われる。

Ul vitroでのハイブリッド形成による第3章の結果の裳付け

本掌の最後では、 invi白ーoでJ再び‘ハイブリァド形成を行なうことにより、 M-Lハイ

ブリッドの各ピークの立体配芭の迷いを裏付けた。図2-4-6bに示した通り M2L2

-QRはQ軌界面で解維して組み替わっても、もとと同じものしか形成されなし、。一方、

M2L2-P は Q事Ii界面の解離による組み替えにより、 M4およびL4 カ勺I~成され得る 。

この結果により、 M2L2-QRおよびM2L2-Pが (p軌またはQ刺lのどちらの違

いによるものかは分からないものの)、対称、軸の異なる立体配置を持つハイブリッド

LDHであることを証明できた。 P~油またはQ軸の迷いは第 2主主における D-Wハイブリッ

ドのFBP感受性の違いに基づいて決定されているが、これがどちらであったとしても、

第3辛で示したような対称性の証明には影響がない。すなわち、これらがM2L2-P

RおよびM2L2-Qであったとしても、基質による活性化に対して同ーの性質を持つ

ことが示されれば、対称性を示していることには変わりない。

216 



E. coJj 

問ω
爪
ゆ

invitroでのハイブリッド形成

Hybrid LDHs 

θ さみ 治
X4 XzYz Y4 

Positively 

Charged 

• 
Negatively 

Charged 

• 
図2-4-1 in vitroでのハイブリッド形成の概念図

LDHXとしDHYのハイブリッドを作成する場合.

P軸またはQ軸サブユニット界函のどちらかのみで

解搬する条件ならば、図のように特定の立体配置を

持った二量体同士のハイブリッドLDHが得られる。
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図2-4-2 in vitroでハイブリッド形成が起こる条件

レーン1・直前に混ぜたサンプル(control)
2，3:それぞれ2M， 4 MのNaCI溶液を等量加えた後、

かき混ぜないで一晩置いたもの.
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4 M NaCI -一一一一一ー
(+20mM Tris-CI pH7.0) 

← mixture of酬

= 
喜-3 days 

8S 
図2-4-3 税感作型サブユニット (D)と野生型サブユニット (W)

を用いたin vitroでのハイブリッドLDH形成

分離されたD-W二量体ハイブリッドLDHのFBPに対する活性化

の違いから、解離の起こるサプユニット界面が分かる。
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a 
2 3 4 

b 

図2-4-4 MonoQによるD-W二量体ハイブリッドの分離

a Native-PAGE;各レーンの番号はbのピークの番号に対応している.

レーン4は分離前のサンプル

bMonoQのチャート

KCI 0-0.6 Mの直線型グラジエントによる溶出

(流速 1.0ml/min， 40分)を行なった.縦紬のレンジ幅(0-100)は
280nmの0.0.で2.0である。機軸は一目盛2分。
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図2-4-5 分離されたD-W二量体ハイブリッドLDHの
ピルビン酸飽和幽線

D2W2-Pのもの(図2-2-5)とほぼ同一である。
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a 
2 345  6 

明→鎚+鎚+器

a _鎚
R8宅鎚
M2L2-QR 

州
側持 + gg +鎚

M2L2-P 

ffi~ 議+鎚+腿
Ml L3 

図2-4-6 M-lノ、イブリッドのtn vitroでの再度のハイブリッド形成

a Native-PAGE; 1: M4， 2: M3L2， 3: M2L2-QR， 4: M2L2-P， 
5: Ml L3， 6:L4 

b in vitroでの再度の組み答えによる、サブユニット交換
M2L2-QRは、組み替わってももとのM2L2-QRしか形成されない.

M2L2ヂは‘組み嘗えにより、 M4とL4が形成される.
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質問 2音11 t事51詳

不活性型サブユニットを用いた基質11阻害の機構の解析

l寺三

本酵素には他のLDHと同様、高濃度の基質存在下でその活性が低下する現象、いわ

ゆる基質阻害が観測される(図2-2)0 LDHの基質阻害については首ーから知られており、

現在までに単離された全てのLDHに共通の性質である。この酵素を工業的に利用する場

合、基質阻害はE孝素の使いやすさの点から大きな問題であり、 LDHアイソザイムの研究

においても器質阻害がLDHアイソザイムが存在する一つの原因だと考えられてきた[66J。

リンゴ駿脱水素E事素(MDH)はLDHと立体構造的モチーフは基本的に同じであり、活

性tj:J心など酵素の本質に関わる部位の残基はよく保存されていることが知られている

[53Jが、好熱菌由来のMDHであるThermusf1avus MDH(TFMDH) (BLLDHとのアミ

ノ酸配列のホモロジーは16%)について、基質阻害のかからない変異体の解析がなされ

ている[67]0TFMDHのThr190を他のアミノ酸に置換したところ、もともと有していた

志賀阻害の性質を失うことが確認され、この残基が基質阻害に影響を及ぼしていること

が示唆された。 BLLDHでもこの研究を参考にして、 TFMDHのThr190に相当すると考

えられる 2残基 (Ser198とSer318)の変具体の研究がなされた[43]。その結果、

S198D， S318T， S318Vの3種の変異体では基質阻害がかからなくなっていたが、同時

にピjレピン酸に対する親和性も下がっていた。このように、器質阻害のかからない変具

体についての解析は行なわれているものの、その機構については未だに解明されていな

v'。

従来のLDHの基質阻害についての解釈は次のようなものであった。すなわちLDH

の触媒機構はorderedbibiであり、まず補酵素NADHが醇素に結合し、次に恭JeIピJレピ

ン酸が結合すると触媒反応が起こって乳酸を放出し、最後にNAD+を放出して反応はひ

とまわりする。しかしLDHの反応機構ではNAD+のj鮮高Ifが律迷段階であるため、高濃度

の基質存在下では、最後にNAD+を放出するより迷くピルビン酸が活性中心に入り込ん

で来て、安定なアボーテイプコンプレックスを形成してしまうことにより LDH活性が阻

害される、というモデルである(図2-5-1)[6J。脊椎動物~!LDHではこのモデルにより
基質阻害が起こることを示唆する結5裂が待られている[68，69J。

一方、細菌製LDHのBLLDHについては単純なアポーテイプコンプレックス機構で

はなく、サプユニット間相互作用も関与していることが示唆されている。すなわち、

Thermus caldophilus LDH(TCLDHlおよび本酵素の研究では iQ事"界商で向かい合っ

た2つのサプユニットの問方に基質が結合するとそのk国 tが低下する」と仮定したモデ

ル(図2-5-2a)に従った関数て、基質阻害のかかった飽和曲線をきれいに最適化できてい

る[29，70]。これは、活性部{立がQ軸界面付近に存在しているため、触媒反応にともなう

基質結合Jレープの動きが隣のサプユニットの活性を阻害するのではないかという、構造

的な推測に基つ'いている (図2-5-2b)。

ここでは、本酵素の基質阻筈の機構にサプユニット間相互作用が関わっているかど
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うかを調べるため、野生型LDHと不活性型LDHで、タグをつけるサプユニットの迷い

により以下のような 2つの組み合わせのハイプリァドLDHを作製して、迷度論的性質を

調べた(図2-5-3)。

1 )不活性型LDHにタグをつけたもの (W-]ーハイブリツド)

野生型LDH(W) と不活性型(電荷導入型)LD]-](Hl 95N/K316E/R3J 7D) (1 

2)野生型LDHにタグをつけたもの (I -vrハイ ブリッド)

不活性迎LDH(H195N)(1) と野生型(電荷導入型)LDH(K316E/R317D) (W 

不活性型LDHは、第2主主で示したように、有lid孝素は結合するものの器質は結令しな

いことが分かっている。従って、もし基質阻害にサプユニット間相互作mが関与してい

るならば、ハイブリツドLDHのうち不活性型サプユニットが多いものは基質阻害がかか

らなくなると予想、される。

結果

野生型LDH、不活性型(電荷導入型)LDH(H19日¥1/K316E/R317D)、野生型 (電

荷導入型)LDH(K316E/R317D)、不活性裂LDH(H195N)の発現ベクターはそれぞれ、

これまでに作製しである (pUBM9，pUBM905， pUBM901， pUBM904)。

各ハイプリッドの発現ベクター(pUBH203，pUsH204)は、これまでと同様に、片

方の発現ベクターにもう片方の遺伝子のカセットを挿入することにより得られた(区|

2-5-4)。

これらのハイブリツドの発現、精製は第 2、3iiiと同様に行われた。 W-T ハイ

プリッドではW4、W 3 1 -1、W21-2-QR、W21-2-P、W1 1 -3、1-4

の6つのピークが、 1-W-ハイブリッドでも 14、 13 W-1、12W-2 -QR、 I 

2 W-2 -P、13W-l、W-4の6つのピークがこれまでと同様に得られた。(data

not shown) 

このようにして符=られた各ハイブリッドLDHのFBP存在下、 i完ピルピン酸濃度での

活性測定の結果を図2-5-5aに示す。 r-4および 14の活性はほとんどなかった。図

2-5-5bでは、縦ilWlを活性サフゅユニットあたりのユニット数で表した。

各ハイブリッドは不活性サプユニットが増えても基質阻害には全く影響がなかった

ことから、主主質阻害にはサプユニット間相互作用は全く関与していないことが分かった。

考察

本主主の笑験の結果、本酵素の基質阻害にはサプユニット問相互作用は全く関与して

おらず、各サフeユニットが独立に基質阻害をうけることがゆ]らかとなった。また、 W2

r-2-QRとW21-2-Pおよび 12W-2 -Q Rと12W-2-Pの聞でも基質阻

害に差はなく 、特定のサプユニ ット界l箇の関与も否定された。文献[29，70Jで示された
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ようにサブユニット問相互作用を考l慈した基質阻害のフィッティングが合うのは、その

メカニズムを反映した結果ではないと考えられる。

なお、本研究室の織田によっても、 LDH型(野生型)サプユニットとMDH型サプ

ユニットのハイブリッドW T-J(本研究のM-Lハイブリ ッドに相当する)は、ピルビン

酸飽和条件下でさらにオキザロ酢酸を加えていってもその活性は下がらないことから、

基質阻害におけるサプユニット間相互作用の関与はないことが示唆されている[42J。

本研究では否定的な結果しか得られていないため確かな議論はできないが、器質問

答はサプユニット内での現象であるという今回の結果と、基質阻害のかからない変異体

はピルビン酸の親和性も落ちているという知見から、 LDHの基質阻害はアボーティブコ

ンプレックスのように基質ピルピン酸が活性部位で反応できない複合体を形成する現象

に起因すると考えられる。
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図2-5-1 LDHの反応機構とアボーティプコンプレックスの構造

このモデルでは、各サプユニットが独立に基質阻害を受ける.
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a 

b 

図2-5-2 Q軸界面で向かい合ったサプユニット同士が阻害しあうモデル

a様式図

bQ紬界面付近に存在する活性部位

Q紬で向かい合った 2つのサブユニットの主鎖をそれぞれ別の色

で示した。Activesite loopとニコチンアミド結合ループの部分

は色が変えてある。NADH(赤)，オキザム磁(緑).
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『司f

a 

b 

野生型LDH
Wサブユニット

-・・ 8診
不活性型LDH
(H195N) 

1サプユニット

三~
同 j

~ 

・治

不活性型(電荷導入型)LDH
(H195N/K316E1R3170) 

ドサブユニット

合.. . 
W-I-ハイブリッドLDH

野生型(電荷導入型)LDH 
(K31 6E/R31 70) 
w-サブユニット

予え三芝'::2，L ・・・
~- トW-ハイブリッドLDH

図2-5-3 野生型LOHと不活性型LDHの2つの組み合わせ

a野生型LDH(W)と不活性型(電荷導入型)

LDH(H195N/K316E/R317D) ( 1-) (Wー I-ハイブリツド)

b不活性裂しDH(H195N)(1 )と野生型(電荷導入型)

LDH(K316E/R317D) (W-) (1 -W-ハイブリツド)
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図2-5-4 野生型LDHと不活性型LDHの
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pUBH203: 野生型LDHと不活性型{電荷導入型)LDH(H19SN/K316E1R317D) 
pUBH204: 不活性型LDH(H19SN)と野生型(電荷導入型)LDH(K316E/R317D) 
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a比活性(四量体あたりの活性)
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高いピルビン酸濃度でのみ測定した。
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第2官官 総合討論

本酵素で以前に行なわれた同線なハイプリァドLDHを用いた研究との比l絞

本酵素において、 T、R両状態の結晶構造が得られる以前、本研究室の償11:1、北村

らによるハイプリツドLDHを用いたほほ同様な研究が行なわれている[42-44J。ハイブ

リッドLDHの組み合わせは、本研究の第 2 主主および第 3 掌と同じく、脱!~作製LDH と
1]，'1・生型LDH、および'MDH型変異体と野生型LDI-Iであり、ヘテロトロピックおよび、ホモ

トロピックな活性化についてそれぞれ調べられた。実験系および方法における本研究と

の相違点は主に 2つである(図2-6-1)。

まず、 invivoでハイブリツドLDHを生産する方法が異なっている。 2極のldh遺伝

子は、アンピシリン耐性ベクターとクロラムフェニコール耐性ベクターにそれぞれ別々

に釆せる。そして、大腸菌にそれらのベクタ」を両方入れることによりダブルトランス

フォーマントを作製して、的，rivoでのハイプリッ下形成を行なった。

電荷のタグは、 C末端に 2残基分のアミノ酸をつけ加えることにより行なった。ま

た、ハイブリツドLDHの組み合わせの両方に逆の電荷を持つタクaを加えている。すなわ

ち、 AとBの組み合わせならば、 AーとB+十のように、それぞれC末端にタグをつけ加え

て行なった。なお、負電荷の場合はGluとAspを、正電荷の場合はLysを2個つけ加えて

いる。

しかし、方法は本研究と大きな迷いはないものの、得られた結集はさまざまな点で

異なっていた。

まず、ダブルトランスフォーマントによる方法を用いたことにより、タンデムに遊

んだ遺伝子を用いた本研究に比べて、ハイブリツドLDHの生産が不安定なものであった。

すなわち、アンピシリン耐性ベクターとクロラムフェニコール耐性ベクターが共にpUC

系のプラスミドであったためにプラスミド不和合性が起こり、ダブルトランスフォーマ

ントの生育が遅く、生育しないこともしばしばであった。また、クロラムフエニコール

耐性ベクターに乗っている方のLDHの発現はアンピシリン耐性ベクターのものに比べて

少なく(約50%に減少する)、抗生物質の濃度(特にクロラムフ ェニコール)によって

両者の発現量の比は大きく変わった。本研究でも最初はダブルトランスフ司ーマントを

用いてハイプリツドLDHを生産しようと試みたが、以上のような理由から断念した。

一方、電荷のタグの違いにより 、結果にさまざまな途いがあらわれている。

1 )電荷のタグを導入した変異体では、発現髭が約5%に減少する。このこととダブル

トランスフォーマントによる方法をmいたことにより、大量のハイプリ ッドLDHを安定

に得ることが困難であった。

2)各サプユニットを 2つづっ持つハイプリツドLDHはMonoQでただ l本のピーク

となり、本研究におけるD2W2-QRとD2W2-Pのように分離できなかった。

3)各ハイブリ ッドLDHのNative-PAGEにおけるバンドが等間隔になっていない。

特に、正電荷のタグを加えたものは、バンドが予想される位鐙よりもさらに上に出てい

る。
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4) IJ見感作LDHfこ正電荷のタグを加えたもの(Ld++)は脱感作の性質を失って、FBP

により活性化されるようになった。一方、 JJ見!惑作型LDHに負電術をhllえたLd--は、脱

感作していた。

5 )脱感作製LDHと野~型LDHの組み合わせでは、!悦感作型LDH に:fHIt荷を加えた
Ldーと、野生当世LDHtこ正電荷を加えたL++を汗jいた。その結来、 Ldーが一つ以上人 っ

たハイブリッドLDHは全て脱感作されており脱感作型LDHとほぼ同じピルピン酸飽和

曲線を示した(隠12-6-2)。

5 )の結果は、本研究で待られた結果と最も大きく異なる部分である。これは、電

荷のタグの導入が何らかの構造変化を及ぼしたためと考えられる。3)および4)の追

いも、タグの導入による構造変化を示唆している。図2-6-3に示したように、本酵素の

C末端部分は活性に重姿であるActiveSite 1ρopおよびヘリックス αD/αEに非常に

近い位置にある。ActiveSite Loopは基質および補酵素のターンオーパーに際して大き

く動くと考えられている[71]。本自孝素のT状態およ びR状態においてもこのループは大き

く椛造を変えている(図2-5)。さらに、脊椎動物LDHのアポ酵素 (補酵素の結合した

状態)とホロ酵素(補酵素が結合していない状態)を比較したとき、このループの他に

C末端部分も大きく構造変化している可能性を示すデータもある[72]。従って、このよ

うにC末端に追加したア ミノ酸により、脱感作サプユニットが四次構造変化によるヘテ

ロトロピックな活性化を阻答している可能性がある。アスパラギン酸トランスカルパミ

ラーゼ(ATCase)を用いた研究でも同様に、四次構造変化に制約を加えることにより分

子全体の構造変化を阻害する ("NegativeComplementation"と呼ばれている)ハイブ

リッド酵素の研究カf行なわれている[73]。

ホモトロピックな活性化に関する研究は、この系を用いてMDH型変異体と野生型

LDHのハイブリッドLDHを作製することにより、北村によってさらに詳細lに行なわれ

た。その結果は、基本的に本研究と変わらないものであった。すなわち、 Lサブユニッ

トとMサプユニ ットを両方持つハイブリッドLDHはオキザム自主の添加によ りそのMDH

活性が上がったことにより、ホモトロピックな活性化が別のサプユニ ットに伝わる現象

は本研究と同様に観測された。ただし、 M2L2が分離できなかったことから、対称性

の証明には歪らなかった。オキザム酸およびオキザロ酢酸の飽和曲線のパラメーターに

いくつか相違点はあるものの、調節サプユニットが少ない方が飽和に多くのオキザム酸

を必要とするという傾向も同じであった。

同じタグを用いたにも関わらず、ヘテロトロピックな活伯ニ化とホモトロピックな活

性化で異なる結果を得たのは興味深い現象である。また、脱感作サプユニットが入って

いるためにFBPに脱感作されたハイブリッドLDHの飽和]11)]線がみなシグモイダルである

ことも、これらがホモトロピックな活性化は受けることを示しているo MWCモデルで

はホモトロピックな活性化とヘテロトロピックな活性化の機構は同じものであるとされ

ているが、これらの結果から、ヘテロトロピックな活性化とホモトロピックな活性化の

機構が異なる可能性も示唆される。
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本自事素のアロステリックな活性化機構

まず、本研究室の岩田および鎌田によって提唱されている活性化モデル[2，32]を、 p

軸および:'Qqqllサフ・ユニット界面の性質の速いを中心に紹介する。

P取Iiサブユニット界面はループ部分の親水的、 t¥"f電的かつ特異的な結合によってお

り、両側のサプユニットからの正電荷向土が向かい合っていることによる反発がある。

一方、 Qqqllサプユニット界面はそこに並んだヘリックスの疎水的かつ非特異的な結合に

よっている。 P軌界而lこFBPが結合すると、そこに存在する正電荷がr同日;されることに

より、 P軌界面で向かい合うサブユニットがわずかLOA程度近づきあう。これはP判IW

面付近を中心としたサプユニットの回転を伴うものであり、中心から約30Al!J!EれたQ紬

サフ'ユニット界面ではヘリックス半ピッチ分(約2.9A) の大きな動きとなる。そこに

存在するI五868はその動きにより Q軌界面で隣合ったサプユニットの活性部佼から引き

l喝され、その活性部位の基質結合に必要な残基であるArg171が正常な配置をとれるよ

うになる。以上で述べたj順序ではFBPが結合することによりT状態からR状態へ移行し

た場合の構造変化に従った。

T状態とR状態の主な違いはサフ'ユニットの回転(四次格造変化)である。 P紬界面

は特典的な結合によっており、 T状態とR状態ではあまり大きく動かない。一方、 Q4QU界
関のヨ1，特巽的な疎水面はヘリックスのすべりによ って大きく動くことか可能となってい

る。

このモデルの活性化機構はMWCモテつレに従っており、 t状態と則犬態聞の平衡によっ

て説明される。つまり、 FBPの総合によりP軸界面の正電荷の反発が解消されて、 P紬

界面でサプユニット同士が少し近づく R状態が優勢となる。一方、 FBP非存在下では、

Q軸界面の疎水面の溶媒への露出がより少ないT状態が優勢に存在する。器質によるホ

モトロピックな活性化は分子の主捕牲(各サフeユニットはすべてT状態またはR状態で

存在し、その両方が混在することはない)に由来する。すなわち、基質が結合すること

により協同的にR状態のサプユニッ トが増える (R状態に平衡が移動する)ためと考え

る。

このモデルはさまざまな状態の結晶構造およびリガンドの結合にともなうNADHの

蛍光変化を測定することにより得られている。本研究では、それをサプユニット間相互

作用の観点から検証することをまな目的とした。

第 2撃ではD-WハイブリッドがFBP総合部位の数によってはっきり三種に分類で

きたo FBP結合部位が一つしかない場合 (D2W2-PおよびD1 W3)はFBP存在下

でも飽和曲線が少しシグモイダルであった。これは、 P取軌h界而での正電r荷有の島解平F料、7消t
でないため、 R状態への平衡の移動が完全に起こらなかったことを示している。また、

D212-Pか下BPにより活性化されたことから、 FBPによるヘテロトロピ yクな活性

化がQ制l界団を通じて伝わることが明らかとなった。 FBP結合苦I1位から別のサプユニ ッ

トの活性部位までは約40A離れており、このような長距離の活性化を説明するには、サ
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プユニットの回転による凶次構造変化が最も適当な月平釈といえる。この結呆は、活性の

i倒Jij却にはQ布1Iで向かい合う両方のサプユニットの後恭が関わっていることにも矛盾しな
u、。

第3掌では、まず、 Lサブユニットへのオキザム酸の総合により Mサプユニットの

MDH活性が上昇したことから、ホモトロピ yクな活性化も別のサプユニ ットに伝わる

ことが明らかとなった。さらに、 M2L2-QRとM2L2-Pが、その立体配置の違

いにも関わらず全く問ーの速度論的性質を示したことから、本国事素が対称性を保ってア

ロステリツク転移を行なうことを示した。これらの結果から、ホモトロピ ックな活性化

も四次構造変化によるものであることが示された。また、 p取h界而およびQqqh界面はと

もにその対称性に関与することが分かった。

一 そして、第2章およびび、第3章でf得与られた全てのハイフブ"リJツドにおいて、それらのi迷窓
B皮えE牟τ5論命的パラメ一夕一の挙勤のほとんと

かめられた。

本酵素のアロステリツク転移機構は、図2-6-4に摸式的に示したように、差動ギア

の動作に似た四次構造変化による。P納界面およびQ取h界面での相互作用を、それぞれ

形の異なる歯車で表わしているo これらの相立作用のために、 4つのサプユニ ットの回

転は同時に起こる。本論文では、これらの相互作用により「活性化が伝わる」と表現し

たが、これはハイブリツドの速度論的解析により観測された見かけの現象である。結晶

構造の知見に照らし合わせると、 「活性化が伝わるJというよりも、 「活性化が全ての

サプユニッ トで同時に起こる jという表現の方が実際の構造変化をよく表わしている n

第2掌のヘテロ トロピックな活性化ではQ紬界面の、第3章のホモトロピ、yク開性;ヒ

ではP制i界面とQ取h界面での相互作用を観測し、さらに、そのアロステリツク転移(サ

プユニットの回転)が、 (定常状態で、の迷度論のタイムスケーlレでは)同時に起こって

いることを示したことになる。

以上のように、サプユニット相互作用の観点からも、提唱されたモデルが基本的に

本酵素のアロステリツク転移機構を説明できることが分かった。しかし、恭賀阻害が存

在するためにMWCモテソレとの完全なフイツテイングは行なえなかった。また、ここで

は糊性を示したものの、 MWCモデルに完全に従うことを証明したわけではない。す

なわち、 MWCモデルではT状態とR状態の二状態であると仮定しているが、その中間的

な状態の存在は否定できない。つまり 、T状態とR状態の中間的なX状態が全てのサブユ

ニy トの対称性を保って存在することはありえるということである。以前に行なわれた

本酵素のハイプリツドLDHの研究との相違点からはヘテロトロピ 7クな活性化とホモト

ロピックな活性化が異なる機構によるものであることが示唆されており、蛍光を用いた

笑験でも、 FBP非存在下とFBP存在下ではオキザム酸の解離定数が異なっている[32J。
しかし、 FBPの結合していない脱感作型LDH(Rl73Q/H188Y)のRi犬態の結晶構造(ホ

モトロピックに活性化された傍造と考えられる)が鎌悶によって得られおり、その構造

はFBPの結合したR~犬怒とあまり変化していなかった [32J o こ のように、ヘテロトロピッ
クな活性化とホモ トロピックな活性化の機構の違い並びに第三の状態の存在にI剥しては
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定まった知見が待られておらず、今後の説!題といえる。

他のアロステリ ック酵素との比較

本酵素だけでなく、同じく細菌由来のアロステリック LDHである晶cillus

stearothermopfjiJus LDH(BSLDH)においてもそのアロステリ ック機備がよくの「先され

ている。本酵素の四量体術造は安定であるが、BSLDHはFBP非存夜下などの条件で二

量体に解離し、活性を失うことが知られている[8.62-64]。また、 P仙界聞のJレープに変

異を入れることにより凶量体への会合を|坊ぎ、安定な二量体で存イ主する変異体の結晶構

造解析が行なわれた[26.65]。この変具体は活性を失った二量体であり、彼らはこの精

進をT状態であるとしている。その構造をすでに得られていたBSLDHのR構造と比較し

た結巣、サプユニットはほとんど回転していなかったことから、四次構造変化はFBPに

よる活性化に重要ではないと結論している。そのかわりに、 FBPに結合するArg173が

その残基が存在する α2Fヘリックスを動かすことにより、活性音111立の重姿な残基であ

るArgl71とAsp168(これらも α21"ヘリックス上に存在する)が正しい位置に動くと

いう、サプユニット内での活性化モデルを提唱している。しかし、 BLLDHを用いた本

研究では、このようなサプユニット内での三次構造変化に基づく 活性化モデルは否定さ

れた。すなわち、 FBP結合部位はP勅サブユニ ット界面に存在するために、第 2章の実

験で月r~ らかとなったQ剥lサブユニット界而を伝わる活性化はこのモデルでは説明できな
い。この相違はBSLDHとBLLDHの遠いによるものであるか、または彼らの用いた変異

体が何らかのアーティファクトを招いたことによるものと思われる。彼らのモデルのよ

うなFBPの結合によるサプユニット内での動きがR状態の構造をより最適なものに微制

整することにより、本酵素におけるヘテロ トロピァクな活性化と ホモトロピ yクな活性

化に違いを与える原因とな っていることは考えられる。しかし、し、ずれにしても、四次

構造変化が木喜子一素の活性制御の主な要因であることは間違いない。

細菌型LDH以外でも数多くのアロステリ ック酵素の研究が行なわれている。その代

表的なものであるヘモグロピン、 ATCaseおよびホスホフルクトキナーゼにおいても、

多少の異論はあるものの、本酵素と同様に基本的にMWCモテ・Jレに従っており、分子の

対称性を保ちつつ凶次構造変化によるアロステリ ツク転移をすると考えられている[1]。

さらに最近、大腸菌由来のアロステリックなピルビン酸キナーゼのT状態と考えられる

構造が待られ尽]、すでに符られていたネコ筋肉およびウサギ筋肉由来の非アロステリ ッ

クピルピン酸キナーゼの構造 (これはR状態と考えられている)比較することにより、

アロステリツク転移についての知見が得られている。この酵素の場合には、 ドメイン問

の動きによる三次精進変化で活性が制御されると考えられている。しかし、サブユニ ッ

ト閑の動きによる大きな四次構造変化も伴っており、本酵素と同様に対体性が保たれて

いる。 しかし、 一部のア ロステリ アク酵素においては如す制1i1'存証することが示され

ており [74]、L-2ヒドロキシイソカプロン駿デヒドロゲナーゼでは、各サプユニ ットが

非対称に存在する結晶構造が得られている[75]。また、インシュリンの六量体は、その
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三畳体づつが別々に対称性を持ってアロステリ ック転移をすることが苅lられている

[76，77Joアロステリック蛋白質における対称性がどの程度普遍的なものであるかとい

う問題は、今後さまざまな材料を朋いた研究により解明されるものと期待される。

イ也のハイブリッド酵素を汗jいた研究について

UJ vitroでのハイプリッド酵素の形成は、遺伝子操作が発達する以前からの古典的な

研究法であった。LDHのアイソザイムの研究の他にも、いく つかの袋内伎でそのサブユ

ニ 7ト悶の結合力に関する研究が行なわれている [45，78，79]。また、もともとinvivoで

相同な酵素同士がハイブリッドを形成している場合、それらのサプユニ ット剥iJl止を調べ

る方法としても用いられている[80-84J。

一方、遺伝子操作により、もとの生体内では起こらない組み合わせのハイブリ ァド

酵素を加 vivoで形成する実験も行なわれている。これらの笑験は、主に生体内で生成す

るハイブリッド酵素の相補性を調べる方法として用いられている[85-88]。

ハイブリッドを用いたアロステリック機構の研究の例は少ないが、その中でも

ATCase(立最も精力的に研究されており、 Schachmanらのグループを中心に数多くの知

見が得られている[41，73，89-94]。その中でも、 Gibbonsらによる先駆的な研究では、

UJ vitroで不活性サブユニットとのさまざまなハイプリ ッドATCaseを作製して速度論的

解析を行ない、本研究と同様なアロステリツク転移における対称性を示している[41]。

この場合、不活性化および分離のための電荷のタグは化学修飾によって行われている。

最もよく研究されているアロステリック蛋白質の一つであるヘモグロビンでも、ハイブ

リァドを用いた研究が行なわれている。Ackersらは、リガンドの総合状態の迷う 2径

のヘモグロビンのサブユニットが結合してできるハイプリッドの平衡定数から、さまざ

まなアロステリツク状態問のエネルギー差を計算している[95-98]。

サブユニット問のアロステリアクな相互作用の観測も、その多くは二量-体であり、

本研究で行われたように活性を直接測定した例は少ないものの、いくつか報告されてい

る。ATCaseでは、化学修飾によって分光学的プロープを導入した不活性製サブユニ ッ

トと野生型サブユニットのハイブリッド酵素を用いて、野生型サプユニットに基質が結

合することによって引き起こされた構造変化を分光学的に測定している[93，94]0DNA 

トポイソメラーゼ日では、抗体で感知できるようなタグ配列を持つフュージョンサプユ

ニットとATPの結合できないサプユニットのハイプリァド二金体を作製し、それらの

ATPによるアロステリックな相互作用をプロテアーゼによる限定分解およびトポイソメ

ラーゼ活性で観測した[99J。アントラニル酸シンターゼでは、不活性サプユニットと阻

害斉IJであるL-トリ プトファンに脱感作されたサプユニットとのハイブリ γ ド二量体を作

製し、それが阻害剤によって活性が低下することを報告している [100J。その他、 2種

のヘテロダイマー酵素において、分光学的方法および向f立体効果を用いてそれらのサブ

ユニ ット間のアロステリックな相互作用が観測されている[101，102]0
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ハイブリッド酵素を用いた研究の有用性

MWCモデルやKNFモデjレといった古典的なアロステリ ックモデルに加えて、最近

ではサプユニットの解離および会合を考慮に入れた新しいモデルがいくつか提H目されて

いる[103，104]。このようなモデルの検証にも、本研究で朋いたようなinvitroでのハイ

ブリッド形成実験が有用であると考えられる。

本研究では、 invivoで全ての組み合わせのハイブリ γ ドLDHを作ることにより、ア

ロステリ ックな活性化および、基質阻害におけるサプユニ ァト間相互作用の役割を調べる

ことができた。また、 invitroで二量体同士の限定的な純み替えを行う条件を見つける

ことにより、サブユニット界面の結合力に新たな知見を加えるとともに、 invivoで行っ

た実験の裏付けも行った。 このように、 invivoでのハイブリ ツド形成の利点は、加

vitroでのハイブリツド形成の条件を探す必要がなく、 会ての組み合わせのハイ ブリッ ド

を簡単に待られることである。一方、 invitroでのハイブリ ツド形成の利点は、条何を

コントロールできるため、限定的な~離条件によ って特定のサプユニ ッ ト界而での結合
力の強さと性質を調べられることと、特定の立体配置を持ったハイプリ γ ドを得られる

ことである。本研究のように、 invivoと却 vitroの方法の両方を用いることは、お互い

の手法によって得られた知見を補完しあうことを可能にするといえる。

遺伝子工学の発迷により、性質の異なる変異体や、分離のためのタグの導入は非常

に簡単になっている。さらに、結品構造が符られていれば、機能を壊さないタグの設計ー

も容易となり、本研究のように立体配置によりハイブリ ッド酵素を分離できるようなタ

グの設計ができる可能性も広がる。従って、本研究で行な ったようなハイブリッドを用

いた研究は、アロステリック酵素だけでなく、ホモオリゴマー蛋白質全般に|刻して、そ

れらの機能およびサプユニット間相互作用の解析などに幅広く応用できると考えられる。
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横田および北村によって行われた実験の慌時図

L++とL-ーとのハイブリツドLDHの場合。ハイブリツド形成に

二種のベクターを同時に形質転換させた大腸菌(ダブルトランス

フォーマント)を用いた点と、電荷のタグb咽サプユニットの

C末端に付加された正および負の電荷を持つ 2残基である点が

本研究と異なっている.
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ハイブリッドLDHの性質

脱感作型LDH(Ld++)と野生型LDH(しうの各ハイブリッドLDHのピルビン酸

飽和幽線。測定条件は、本研究と同じである.本研究で行われたひW

ハイブリツドの結果(図2-4-図2-6)と異なり、脱感作サブユニットが一つでも

存在すると、脱感作型LDHと同じ飽和幽線となる.
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C末端

J 

図乙6-3 立体矯造上における、 C末梢部分と活性部位の位置

C末端部分と活性に重要とされているActivesite loop 
およびα0/αEは、近い位置にある。

NADH(赤)，オキザム酸(緑)
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図2-6-4 本酵素のアロステリック転移の摸式図

本酵素のアロステリ ック転移機織は、差動ギアの動きに

よって類推される.

サプユニットの回転はそれぞれのサプユニット間相互作用

によって同時に起こる.
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論文の内容の~旨

論文題目 酵素の構造、機能、アロステリ ック制御に関する研究

氏名 伏信進矢

第 1部

X線結晶情造解析による白麹菌キシラナーゼの好酸性・耐酸性機構に関する研究

極端な滋度、 pH、高い猛濃度の ような異常環境で働く酵素は、その安定性を維

持するために、独自の機構を持 っていると考えられる 。さらに、異常なpHで活

性を発現する酵素の触媒機構にも興味が持たれる 。

焼酎の際造に用いられる白麹菌 Aspergilluskawachiiが分泌する数種のキシ

ラナーゼのうち 、キシラナーゼCは、至適pHが2.0で、 pH1.0でも失活しない、

非常に好酸性、 耐酸性のキシラナ ゼである 。キシラナーゼCの好般性および耐

酸性機械の解明における原子 レベルでの僻造的基礎を得るために、 X線結晶構造

解析 を行った。

第 1章 キシラナーゼ Cの結晶化

蒸気平衡拡散法により、 0.2XO.2X2.0mm3程度まで成長する良質の結晶(空

間群 P432 ， 2、格子定数 a~b=62 .1 Å 、 c~ 113 .3 Å ) を待た 。

第 2章 分子置換法による構造決定
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Trichoderma reeseiのキシラナーゼXYNIをモデル分子として、分子tfl:換法
によって初期位相の決定を行った。

第 3章 シンクロトロン放射光及び巨大分子用ワイセンベルクカメラによる

回折強度データの収集

高エネ Jレギー加速器研究機構・放射光施設で 2.0Aまでの回折強度データ

(R-m巴rge=7.3%)を収集した。

第 4章 構造の精密化

キシラナーゼCの結晶構造を精密化した結果、現在、 6.0-2.0Aのデータに対

して、結晶学的R値が19.5%、Rfreeが25.8%の構造を得ている 。

第 5章 精密化された構造の詳細な解析

キシラナーゼ Cの結晶構造を、至適 pHが中性近辺であるキシラナーゼ

(BacilIus circulansのキシラナーゼおよびT.reeseiのキシラナーゼXYNII)

の構造と比較した結果、活性':10心残基である酸/塩基触媒のグルタ ミン酸の近傍

の残基がキシラナーゼCではアスパラギンではなくアスパラギン酸になっており、

その問の距離は約0.7A近づいて、 2.8Aと水素結合を形成する位置にあることが

分かった。

また、キシラナーゼCの構造において、活性部位クレフト周辺と、他のキシラナ}ゼ

でセリン・スレオニン表面とよばれる孤に酸性残基が集中していることを見い出した。

セリン・スレオニン表而には、セリ ンお よびスレオニンが多 く存在しているが、 耐自主性

であるキシラナーゼCにおいてのみ、その多くがアスパラギン酸およびグルタ ミン酸に

置換されていた。好塩菌由来の耐塩性酵素および澗アルカリ性プロテアーゼの構造的特

徴との比較から、これらの表而に偏在する酸性残基がキシラナーゼCの耐酸性に重要で

あることが示唆されたo

第 6章 キシラナーゼCのアスパラギン酸37変異体の解析

このアスパラギン酸がキシラナーゼCの至適pHを決定するのに重要であると考

えて、この残基を種々のア ミノ酸に置換 した変具体を作製、解析 した結果、アスパラギ

ンおよびセリン変異体においては、至適pHが2.0か ら5.0へと上昇していた。 さらに、

キシラナーゼCの構造を中性近辺に至適pHを持つ他のキシラナーゼの構造と比較した

結果、活性中心付近の残基で、活性のpH依存性に答与している可能性のある残基がい

くつか見い出された。そして、これらの変異体のうちアスパラギン変具体の構造解析を

行った結果、アスパラギンに置換された残基の側鎖の電子密度はSA-オミッ トマップ上

で消失しており、この側鎖が一定の配向をとっていないことが強く示唆された。
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第2部

ハイブリ ッド酵素を用いたアロステリ ック L一乳酸脱水素酵素のサブユニ ット間相互

作用に関する研究

L-乳酸脱水素直孝索(以下LDH)はNADH/NAD+を布li酵素としてピルピン酸/乳般の問の

関空化還元反応を触媒する。LDHには脊椎動物由来の非アロステリ ック型隊素と、フルク

トースー1.6一二リン酸(FBP)で活性化される創11歯由来のアロステリ ック型酵素が存在する。

本研究で用いたLDHは乳酸菌sitidobaaerium)ongum由来のもの(以下BLLDH)であ

り、基質によるホモトロピックな活性化と、 FBPによるヘテロトロピックな活怖とイヒをう

ける典型的なアロステリック酵素である。

BLLDHでは、基質ピルビン酸に対する高貌布l性型(則犬態)および非親荊]性型tr状態)

の阿方の凶量体が同一結晶裕子中に存夜する構造がIjJjらかにされている。各サプユニッ

トはそれぞれP.Q.Rと呼ばれる 3本の 2回取11で位世づけられており、 P紬とQ紬をはさ

んだ界面で接触しているが、 R軸の接触はない。また、 FBPはP刺l界面の二盆体にはさ

まれた結合部位に 2サブユニットあたり l分子結合する。 T状態とR状態の結晶構造の

比較により、 Monod-WYl羽田一Changeux型の協奏的アロステリック機構(MWCモデル)

に基づいたアロステリック活性化モデルが提唱されている 。すなわち、サプユニットの

回転による凹次構造変化の結果、四量体の各サプユニ ットが対称性を保ったまま両状態

問を移行すると考えられる。

本研究では、まず、 2種のサプユニットが混在するハイプリッドLDHを加 vi¥FOで形

成し、分離する系を確立した。そして、さまざまな変異体同士を組み合わせたハイプリ ッ

ドLDHを解析することにより、アロステリツクな活性化に対するサプユニット問相互作

用の役割を調べた。さらに、 invitroでサプユニ yトを組み替えてハイブリッドLDHを

作る条件から、サプユニット界而の相互作用の強さおよび性質について検討した。

第 1章 in vivoで、のハイブリッドLDHの形成とその分離系の確立

分離のためのタグとして、 LDHの表面に存在する 2残基(Lys316とArg317)をそれ

ぞれGluとAspに置換することにより、野生型LDHより負の電荷を持つ変典型酵素を作

成した。この負電荷の導入により LDHのアロステリックな性質が大きく変わらないこと

と、 NativePAGEや陰イオン交換カラムにより野生型醇索と分離が可能なことを線認し

た。以降のハイプリ yドLDHの組み合わせでは、片方にこの負電術のタグをつけた。ま

た、 2穫のLDI-h:宣伝子をタンデムに並べた発現ベクターにより 、大腸菌内でハイプリッ

ドLD円形成が行なわれることを確認した。

第 2章 FBP脱感作型サブ.ユニ ットを用いたヘテロトロピック活性化機構の解析

1.分離された各ハイブリッドLDHの立体配置の決定とFBP結合部位の解析

FBP結合部位に存在しFBPのリン骸基と結合する 2残基仏rg173とHis188)を置換

した変具体R173Q/日188YはFBPにより活性一化されないl民感作型酵素となる。)1見感作型

LDH(Rl73Q/H188Y)(D)と野生型LDH(W)のハイブリッドLDHは、陰イオン交換カラ
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ムにより 04.D3Wl. D2W2-QR. D2W2-P‘DIW3. W4の6つのピークに分離されたo

NativePAGEの結果およびFBPに対する活性化の違いから、 D2W2の2つのピークの立

体配置は図のように決定された。これらの速度論的解析ーから、 FBP結合音rlfまはそれを構

成する 2つのサプユニットの両方が野生型である場合にのみ機能することが明らかになっ

た。

2サブユニット間相互作用を介したFBPによる情性化

触媒残基His195を置換した変異体H195Nは触媒活性を失う 。 この不活性型

LDH(H195N)(I)と2-1で用いた脱感作型LDT-I(R173Q/FU88Y)(D)のハイブリッドLDH

を2-1と同線に形成、分離した。その結果、 D212-PのハイブリッドLDHはFBPで活性

化された。すなわち、不活性型サプユニットのFBP結合部位にFBPが結合したために、

脱感作型サブユニットの活他が上昇したことになるc これより、 FBPによるヘテロトロ

ピックな活性化がQ軌をはさむ界面を通じて別のサブユニットに伝わることが明らかに

なった。

第 3章 基質特異性変異型サブユニ ッ トを周いたホモ卜ロピック活性化機備の解析

基質結合部位に存在し基質認識に関与する残基Glnl02を置換した変災体Q102Rは、

乳酸脱水素酵素(LDH)からリンゴ骸脱水素酵素(MDH)に基質特異性が変化する。 この

MDI-I型サブユニット(Q102R)(M)と野生型LDHサプユニット(L)のハイブリツドLDHも

2-1と同様に形成、分離できた。両方のサプユニットを含むハイプリァドは全て、 LDH

の競争阻害斉IJであるオキザム酸によりMDH活性が噌加したことから、基質によるホモ

トロピックな活性.化も別のサプユニッ トにイ云わることが明らかになった。さらに、

M2L2-QRとM2L2-Pは、その立体配置の違いにも関わらず、測定した全ての条例=で問

ーの速度論的性質を示したことから、 4つのサブユニッ トカサ‘「称性を保ってffi性化され

る、MWCモデルに従うことを証明した。

FBPによる

活性化

D2W2-QR 
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