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3-1 序

第2章 では、GT-36に 分類 され てい たVibrio Proteolytious由 来 キ トビオー スホ ス

ホ リラーゼ(ChBP)に つ いて立体構 造 を決定 した。 その構 造 を他 の ファ ミ リー の

糖 質 関連 酵素 と比較 し、ChBPの フォー ル ドや反 応機構 がGH酵 素 の もの に近 い

こ とを示 した。 この結果 を基 にGT-36は 新 たなGHフ ァ ミ リー 、GH-94に 再分

類 され るこ ととな った。

本 章 では、GH-94の 酵素Cellvibrio gilvus由 来セ ロ ビオー スボ スホ リラーゼ(以 下

CgCBPと 表 記す る)に つ いてX線 結晶構 造解析 を行 い 、ChBPと の相 違点 か ら、

GH-94酵 素 の基 質特異性 、反応 特異性 に 関 して考 察す る。

3-1-1 GH-94加 リン酸 分 解 酵 素

第2章 のChBPの 立 体 構 造 解 析 か ら明 らか に な ったGT-36酵 素 は 、GH-15・

グ ル コ ア ミ ラー ゼ 、GH-65・ マ ル トー ス ホ ス ホ リ ラー ゼ と の構 造 、 反 応 機 構 の 類

似 性 か ら、新 た なGHフ ァ ミ リー ・GH-94に 再 分 類 され た。 この フ ァ ミ リー に は

2-1-6節 に 示 した よ うに

・セ ロ ビオ ー ス(Glc -β1,4-Glc)を 加 リ ン酸 分 解 す る セ ロ ビオ ー ス ホ ス ホ リ ラー ゼ

(CBP;Glc-β1,4-Glc+リ ン 酸 ⇔Glc-α-1-リ ン 酸+Glc)

・重合 度3以 上 のセ ロオ リゴ糖 に特異的 なセ ロデ キス トリンホ スホ リラー ゼ

(CDP;(Glc)n+リ ン 酸 ⇔Glc-α-1-リ ン 酸+(Glc)n-1)

・キ トビオ ー スホ ス ホ リラー ゼ

・環 状1
,2グ ル カ ンシ ン ター ゼ

が分類 され て いる(表2-2)。 ア ミノ酸配列 のア ライ ンメン トを図3-1に 、系 統樹

を図3-2に 示 す。 この うち、CBP、CDP、 キ トビオー スホ スホ リラーゼ は800残

基 程度 の ア ミノ酸 で構成 されて い るが 、環 状1,2グ ル カンシ ンターゼ は3000残

基 以 上の ア ミノ酸 か らな ってお り、立 体構 造や性 質 が大 き く異 な る と思 われ る

た め、本研 究 で は特 に扱 わない。

以 下、CBP、CDP、ChBPに つい て、そ の諸性 質 を記述す る。

3-1-2 CBP

CBP(EC2.4.1.20)は セ ロビオ ー ス をα-グル コー ス-1-リ ン酸 とグル コー ス

に加 リン酸 分解 す る可逆反応 を触媒 す る[1]。CBPは 、セル ロー ス資化性 細 菌 の

菌体 内酵素 と して発 見 されて いる[2-5]。CBPの 存 在意 義 は、セ ル ラーゼ の作用

に よ り菌 体外 に生 じたセ ロ ビオー スの代謝 に関与す る と考 え られ る(図3-3)[6]。
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Cellvibrio gilvus 由来CBP(CgCBP)の 反 応特異 性

本研 究で立 体構 造 を明 らか に したCgCBPは 、GH-94酵 素 中最 も詳細 な解

析 が行 われ て きた酵素 で あ る[7-14]。 そ の酵 素学 的性 質 につい て記 述す る。

・CgCBPの 基 質特異性

CgCBPの 基質特異 性 は、合成 方 向の反応 にお いて、糖 受容 体 ・糖 供与 体 の

解 析 か ら明 らか になってい る。

糖供与 体側 の基質 特異性 は厳 密 で、α-Glc-1-リ ン酸 は糖 受容 体 とな り得 る

が、α-GlcNAc-1-リ ン酸 は糖 受容 体 とな り得 ない[15]。

糖 受容体側 は グル コ ピラ ノー スのO1、O3、O4位 は厳密 に認識 され る も

の の、O2、O6の 認識 は比較 的緩 い こ とが示 され てい る(図3 -4a)[8 ,9]。CgCBP

は糖 還 元末端 のβ-アノマ ー を特 異的 に認識 す るため[10] 、3糖 以上 のセ ロオ リゴ

糖 を加 リン酸分解す る ことが で きない。

・CgCBPの 拮抗基 質阻害

CgCBPの 合 成 方 向 の反 応 で は 、 糖 受 容 体 と して グル コー ス 、 グル コサ ミ

ン 、6-デ オ キ シ グル コー ス を 用 い た 時 に 、 基 質 阻 害 現 象 が 見 られ る[14]。 特 に グ

ル コー ス を用 い た 場 合 が 最 も顕 著 で あ る。 こ の 阻 害 現 象 は 、 グル コ ー ス が も う
一 方 の 基 質 で あ る グ ル コ ー ス -1-リ ン酸 を 拮 抗 的 に 阻 害 す る拮 抗 基 質 阻 害 現 象 で

あ る と考 え られ て い る(図3-5)。 図3-5に 表 した反 応 速 度 の 式 に お い て 、Kcat=120

sec-1、KiA=0.5mM、KmA=2.0mM、KmB=2 .8mM、KI1=170mM、KI2=3.0mM

で あ る と見 積 も られ て い る。

・反応スキーム

CgCBPの 反応 は、加 リン酸 分解反 応 の生成物 であ るグル コー ス、 グル コ
ー ス-1-リ ン酸 の阻害様式 か ら(図3 -6a)か ら、ordered bi bi機 構 で起 こる こ とが 明

らか にな って いる[8,9]。 基 質結 合 は、 まず セ ロビオー スが結合 し、次 に リン酸

が結 合 して加 リン酸分 解 が起 こ り、 グル コー ス、α-グル コー ス-1-リ ン酸 の順番

で解離 す る(図3-7)。 しか し、他 の菌 を由来 とす るCBPで は、この順番 が異 な る。

Clostridium thermocellum YM4由 来CBP(以 下CtCBPと 表 記す る)は
、CgCBP

と同様 の阻害実験結 果 か ら(図3-6b)、 基 質結 合 の順番 が リン酸 、セ ロビオー ス で

あ る ことが明 らかにな ってお り、CgCBPと は逆 であ る[16]。

Thermotoga maritima由 来CBP(以 下TmCBPと 表 記す る)は 阻害様 式 か ら

(図3-6c)、 リン酸 、セ ロビオー スの結合 の順番 が ラ ンダムであ る ことが示 され て

い る[17]。

いずれ の酵素 も、生成 物 の解離 は グル コー ス、α-グル コー ス-1-リ ン酸 の

順番 で あ る。CgCBPとCtCBP、TmCBPと の ア ミノ酸配 列 の同一性 はそれ ぞれ

63%、62%と 高 く、基質 結合 の順番 が どの よ うに制御 され てい るのか興 味 が持 た
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れ る。

3-1-3 CDP

CDP(EC2.4.1.49)は 重合度3以 上 のセ ロオ リゴ糖 を加 リン酸分解 しα-グル

コー ス-1-リ ン酸 と重 合度 の一 つ少 な いセ ロオ リゴ糖 を生 じる反応 を触 媒 す る

[18]。CDPはClostridium属 細菌 の菌体 内にCBPと ともに見 出 され てい る[19]。

Clostridium stercorarium由 来CDPは780残 基 か らな る酵素 で[19]、CBPと は40%

程度 のア ミノ酸 配列 の同一性 を有す る。Clostridium thermocellum由 来のCDPは

980残 基 の ア ミノ酸 か らな り、CBPやChBPに 比 べ る とN末 端 が70残 基 ほ ど長

い(図3-1)[20,21]。CBPと は20%程 度 の同一性 を示 すが 、特 にN末 端 ドメイ ン

部 分の相 同性 が低 い(3-13節)。

・CDPの 反応 特異性

CBPと は非還 元末 端の グ リコシ ド結 合 に作用す る とい う反応 の位 置選 択

性 におい て同一 で あ るが、重 合度 に対す る基質 特異 性 は 明確 に異 な る。 合成 方

向 の反応 にお いて 、 グル コー スは糖受 容体 とな り得 な いが 、様 々な ア リール グ

ル コシ ドや グル コ2糖 を糖受容 体 にす る こ とがで き る[18]。

3-1-4 ChBPの 反 応特 異性

第2章 で構造 を明 らか に したChBPの 諸 性質 を記 す。ChBPは801残 基 か

らな り、CgCBPと33%の ア ミノ酸 配列 の相 同性 を有す る[15]。

・ChBPの 基 質特異性

ChBPもCgCBPと 同様 に、合成方 向の反応 におい て、糖受容 体、糖供 与

体 の特異性 が解析 され てい る(図3-4b)[15]。

ChBPは 、GlcNAc-1-リ ン酸 、 グル コー ス-1-リ ン酸 を糖 供与体 と して用 い

る こ とが で きる。グル コース-1-リ ン酸 のみ利 用 でき るCgCBPと の構造比 較 に興

味 が もたれ る。

一方
、糖受容 体 は単糖GlcNAcを 用 い る こ とがで き るが 、2糖 以上 の キ ト

ビオー ス、 キ ト トリオ ー スを受容体 とす る ことはで き ない。 また 、 グル コサ ミ

ン、グル コー ス を受容 体 とす るこ とがで きない こ とか ら、2位 のN-ア セ チル基

に対す る特異性 が高 い こ とが示 され てい る(図3-4b)。 糖 受容 体 のア ノマー に対す

る特異性 はな く、α-GlcNAc、 β-GlcNAcを 問 わず受容 体 とす る こ とができ る[22]。

・ChBPの 拮 抗基 質 阻害

ChBPの 合成 方 向の反応 において も、GlcNAcの 存 在 下でCgCBPと 同様 の
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拮抗 基質 阻 害現象 が見 られ る[15]。 この阻害 現象 はGH-94酵 素 で普遍 的に観測

され る ことが推測 され る。

・ChBPの 反応 スキーム

ChBPのGlcNAc、GlcNAc-1-リ ン酸 を用い た阻害様式 の決 定か ら(図3-8) 、

ChBPの 反応 もCBPと 同様ordered bi bi機 構 で起 こる ことが明 らか にな って いる

[15]。 しか し、基質 結合 の順番 は特 定 され てい ない。

3-1-5 GH-94の オ リゴ糖 合 成 能

GH-94は 加 リン酸分解の逆反応 によるオ リゴ糖合成能を持つ。本節では、

各酵素のオ リゴ糖合成能 と応用面について記述す る。

・CgCBPを 用 いた分岐糖 合成

CgCBPは 、合成方 向 の反 応 にお け る糖 受容 体の特異性 か ら(図3-4) 、O6

の認 識 は比 較的緩 い こ とが示 され て い る(3-1-2節) 。 そ のため、 グル コー ス の6

位 に 他 の 糖 が 結 合 し た も の を 糖 受 容 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。

Glc-α1,6-Glc(イ ソマル トー ス)、Glc-β1,6-Glc(ゲ ンチ オ ビオー ス)、Gal-α1,6-Glc(メ

リビオー ス)を 糖受容 体 と した反応 で は、還 元末端 の グル コー スの4位 に グル コ

ース が転移 した分岐3糖 が合 成 され る(図3 -9a)[13]。

・CgCBPを 用 い たGlc-β1
,4-Xylの 合 成

CgCBPを 用 い る と、グル コー ス-1-リ ン酸 と キ シ ロー ス か ら60%の 効 率 で

ヘ テ ロ2糖Glc-β1
,4-Xylが 合 成 され る[11]。Glc-β1,4-Xylは セ ロ ビオ ー ス とキ シ

ロ ビオ ー ス の 中 間 的 な 構 造 で あ り、 そ の 性 質 も 両 者 の 中 間 的 な も の で あ る 。

Glc-β1,4-Xylは キ シ ラナ ー ゼ の 特 性 解 析 に有 用 な 基 質 で あ る(図3-9b)
。

・CgCBPと スクロースホスホリラーゼを組 み合 わせ たセロビオースの合成

CBPを 用 いれ ば、高価 なセ ロ ビオー ス(￥1800/1g)を 合成 す る こ とがで きる。

食 品総合研 究所 の北 岡博士 は、安価 なス ク ロー ス(￥2/1g)を 出発物 質 と して、セ
ロ ビオー ス合成 法 を開発 した(図3-10)[14] 。 この方法 を、以下 に説 明す る。

1.ス ク ロー ス を 、 ア ノマ ー保 持 型 の ス ク ロー ス ホ ス ホ リラー ゼ を 用 い て α-グル

コー ス-1-リ ン酸 とフル ク トー ス に加 リン酸 分 解 す る

2.生 じた フル ク トー ス を 、 キ シ ロー ス イ ソ メ ラ ー ゼ を 用 い て グ ル コ ー ス に 変 換

す る

3.1.の β-グル コー ス-1-リ ン酸 と2 .の グル コー ス か ら、CgCBPを 用 い て セ ロ ビオ

ー ス を 合 成 す る
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この方法 では、7日 間で純度98%の セ ロビオー スが収率約70%で 合成 され る。生

成 したセ ロビオー スは4℃ に冷却す る と析 出す るため、分離 も容易 であ る。 ま

たセ ロ ビオー ス分離 後 の反 応液 は、新 た に スク ロー ス を加 え るこ とで連続 的 に

使用す るこ とが で き、セ ロ ビオー スの半連続 製造 が期待 され る。

・CDPを 用 いたセルラーゼ阻害剤 の合成

CDPは 様 々な ア リール グル コシ ドや グル コ2糖 を糖 受容 体 にす るこ とが

で きる(3-1-3節)[18]こ とか ら、セル ラーゼ 阻害剤 と して有 用 なセ ロオ リゴ糖 アナ

ログ(図3-11)の 合成 が行 われ た[20]。

・ChBPを 用 いたキ トビオース誘導体作 成

図3-4bに 示 した よ うに、ChBPはGlcNAcの 誘 導 体GlcNAc-UMBな どを

糖 種 溶 体 と す る こ と が で き る(図3-12)。 こ の よ う に 合 成 さ れ た

GlcNAc-β1,4-GlcNAc-UMB、GlcNAc-β1,4-GlcN(TAc)-UMBは 、GlcNAcの 重合 体

キチ ンの加 水分解 酵 素で あ るキチナーゼ の機 能解析 の有 効 なプ ロー ブ とな る[15 ,

22]。

3-1-6 本 研 究 の 目的

第2章 で立体構 造 を明 らかに したChBPは 、CgCBPに 比べ て酵素反応 に

関す る知見が少 なか った。一方CgCBPは 、既 に応 用 面で も実用化 されつつ あ る

酵 素で あ り、そ の タ ンパ ク質 工学 的応 用 のた めに 、立体構 造 の解析 が期 待 され

ていた。本 章 では、CgCBPの 機 能 と立体構 造 の相 関 を解 明す るた め、CgCBPの

X線 結晶構 造解析 を行 った。 その結果 明 らか にな ったCgCBPの 構造 につ いて、

ChBPと 比較 し、GH-94酵 素 の構 造機能相 関 につ い て考 察 した。

本研 究では 、特 に以 下の点 に着 目 した。

・CgCBPとChBPの 基 質特 異性 の違 い(グ ル コー ス とGlcNAcの 認識 の違 い)

・CgCBPとCDPの 基 質 の鎖長 に関す る特異性 の違 い

・CgCBP 、CtCBP、TmCBPの 反応 ス キー ムの違 い
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実験の目的と方法

試薬

本研 究 に用 いた試薬 は 、特 に記 さな い限 り和光 純薬 工業株式 会社 、 半井

化 学薬 品株 式会 社 、生化 学工業 、SIGMAの 特級 試 薬 を用い た。

実験 器 具

超 音 波破 砕機 はCOSMO BIO BIORUPTOR UCD-200型 またはUCW-201型

を用い た。

遺伝 子操 作

Molecular Cloningお よびCurrent Protocols in Molecular Biologyに 記 され て

い る方法 に従 った。

3-2 CgCBPの 大腸 菌を用 いた大量 発現 と精 製

目的

本研 究 の対象 で あるCgCBPは 、北 岡 らに よ り遺伝子 が ク ロー ニ ング され 、

大腸 菌 に よ る発 現ベ クターが 作成 され てお り、 大量発 現 系、精製 系 が構 築 され

て いた。本研 究 で は この系 を基 にCgCBPの 大量発 現 と精製 を行 った。

発現 ベクター

本研 究 で用 いたCgCBP発 現ベ ク ターpET28a-CBPはpET28a(Novagen)の マ

ル チ ク ローニ ングサイ トにNdeI 、HindIIIで 切 り出 され たCgCBPの 遺伝子(2469

b.p.)を組 み込 んだ もので ある(図3-13)。CgCBPのN末 端 に6残 基 の ヒスチジ ン

タグが付加 され てい る。本研 究では 、CgCBP本 来 のN末 端メチオニン部 分を1番

目の残基 として表 記 している。カナ マイ シ ン耐 性遺 伝子 を持っ た め、pET28a-CBP

遺 伝 子 を組 み 込 ん だ大 腸 菌 を培 養 す る場 合 は 、 カ ナ マ イ シ ン を添加 した 。

pET28a-CBPは 大腸菌BL21(DE3)株 に組 み込 まれ て お り、その株 を独 立行 政法 人

食 品 総合研 究所 の北 岡博 士 に提供 してい ただい た。

培 地

大腸菌 の培養 にはLB培 地(DIFCO)を 用 い た。 培地 はオー トク レー ブ滅 菌

した。培 養 は5liter容 三角 フラス コに1literの 培地 を入 れ て行 った。カナマ イ シ

ンは20μg/ml添 加 した。振 盪培養 は 、東京 大学農 学部2号 館地 下 の振盪培養 室 、

お よび水槽 式イ ンキュベ ー ター(TAITEC)を 利 用 した。
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組換え大腸菌の大量培養

(1)pET28a-CBPを 形質転換 した大腸菌BL21(DE3)株 をグ リセ ロール ス トックよ

り10ml LB培 地に植 菌 、37℃ で振盪 し前培 養。

(2)(1)10mlを1liter LB培 地 に植 菌 し本 培養 開始 。37℃ で振盪 培養 。

(3)本 培養 開始後約3時 間 目に、終濃 度100μMのIPTGを 添加。

(4)(3)を37℃ で振盪 培養 し、 開始 か ら15時 間後 、培養液 を回収 し5000xg 、10

分 間の遠 心 で集菌。

CgCBPの 精製

pET28a-CBPに より発 現 され たCgCBPは 、N末 端 部 分 に6残 基 のHis残 基 が

付加 され ている。この ヒスチ ジンタグを利 用 し、CgCBPの 精 製 は 固 定 化 金 属 イオ ンアフ

ィニティー クロマ トグラフィー(Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography;IMAC)

法 で 行 った。

(1)大 量 培 養 した組 換 え大 腸 菌 体 を40mlの 緩 衝 液(50mM Na-リ ン酸 緩 衝 液

(pH8.0)、300mM NaCl、10mMイ ミダ ゾー ル)に 懸 濁 し氷 冷 しな が ら超 音 波

破 砕 。 出 力 レベ ル はHigh、Duty50%、Pulse1分 で40分 間 。

(2)(1)を15000rpm、30分 間遠 心 。上 清 の 可溶 性 画 分 をMILLEX-GP0 .45μm Filter

Unitを 用 い て 微 粒 子 を除 去 し、粗 酵 素 液 と した。

・Ni-NTA SuperFlowク ロマ トグ ラフィー

この 精 製 の制 御 に はペ リス タ ポ ン プ を用 い た 。

(1)Ni-NTA SuperFlow(QIAGEN)の レジ ン10mlをC-10/10カ ラ ム(Amersham)に 充

填 し、50mM Na-リ ン酸 緩 衝 液(pH8.0)、300mM NaCl、10mMイ ミダ ゾー

ル で 平 衡 化 。

(2)粗 酵 素液 を(1)に 添加 し、50mM Na-リ ン酸 緩 衝液(pH8.0)、300mM NaCl、10

mMイ ミダ ゾー ル で 非 吸 着 画 分 を溶 出。

(3)50mM Na-リ ン酸 緩 衝 液(pH8.0)、300mM NaCl、250mMイ ミダ ゾ ー ル を用

い て 吸 着 画 分 を溶 出 。

(4)ChBPの 画 分 を10mM Tris-HCl緩 衝 液pH8 .0に 透 析 。
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タンパク質 の定量

タ ンパ ク質 の定 量 にはCgCBPの ア ミノ酸組 成 よ り算 出 され たモル 吸光係

数161321M-1・cm-1を 用 い て計算 した。

3-3 CBP結 晶化 件 の探 索

目 的

CgCBPの 結 晶 化 条 件 を探 索 す る た め に 、Sparse Matrix Screen法 に基 づ い

たCrystal Screening Kit1お よび2、Index Screening Kit 、 リン酸 緩 衝 液 のpHお よ

び 濃 度 に よ るQuick Screening Kit、沈 殿 剤 と塩 濃 度 の組 み 合 わ せ に よ るPEG/ION

Screening Kitを 用 い た(Kitは 全 てHampton Research) 。

結 晶 化 条 件 の 探 索 はGreiner96Well Protein Crystallization Plate(Greiner)を

用 い 、 シ ッテ ィ ン グ ドロ ップ 蒸 気 拡 散 法 に よ り行 っ た。

方 法

(1)精 製 ・濃 縮 したCgCBPを10mM Tris HCl(pH8 .0)を 用 い て希 釈 し、10mg/ml

に調 製 。

(2)96Well Protein Crystallization Plateに ス ク リー ニ ン グ キ ッ トの 各溶 液 を80μl

分 注 し、 リザ ー バ ー 溶 液 と した。

(3)96Well Protein Crystallization Plateの ウェ ル で 、(1)で調 製 したCgCBP溶 液2μl 、

リザ ー バ ー 溶 液2μlを 混 合 。

(4)Clear Seal Film(Hampton Research)を 用 い て96Well Protein Crystallization

Plateを 密 閉 。

(5)4℃ 、15℃ 、25℃ に 静 置 。

結 晶 が 得 られ た 条 件 に つ い て 、 沈 殿 剤 濃 度 、pH、 タ ンパ ク 質 濃 度 、 結 晶

化 方 法 な ど に つ い て 精 密 化 し、 最 終 的 に以 下 の 至 適 結 晶 化 条 件 で 結 晶 を 作成 し

た。 結 晶 は2条 件 で 得 られ た。 そ れ ぞ れ 硫 酸 ア ンモ ニ ウム 、 リン酸 を沈 殿 剤 と

して結 晶 化 して い る の で 、 これ らの 結 晶 を以 下CgCBP-SO4 、CgCBP-PO4と 表 記

す る。

ChBP-SO4の 結 晶化 条件
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結 晶化 の方法:シ ッテ ィング ドロ ップ蒸気 拡散法(図1-6)

結 晶化溶 液の組成:0.1M MES NaOH緩 衝液pH7.0、0 .5M硫 酸 ア ンモ ニ ウム、5

mMグ ル コー ス

温 度:25℃

ドロップ作成法:

(1)CrystalClear Strips(Hampton Research)に 結 晶 化 溶 液 を80μl分 注 。

(2)10mg/mlのCgCBP溶 液2μlと 結 晶 化 溶 液2μlを 混 合 し
、Crystal Clear Sealing

Tape(Hampton Research)を 用 い てCrystalClear Stripsを 密 閉
。

日 数:約10日 間

ChBP-PO4の 結 晶化 条件

結 晶化 の方法:シ ッテ ィング ドロップ蒸気 拡散法(図1-6)

結 晶化溶 液の組成:0.8M Na/Kリ ン酸緩 衝液pH8.2、10mMグ ル コー ス

温度:4℃

ドロップ作成法:

(1)CrystalClear Strips(Hampton Research)に 結 晶 化 溶 液 を80μl分 注 。

(2)10mg/mlのCgCBP溶 液2μlと 結 晶 化 溶 液2μlを 混 合 し 、Crystal Clear Sealing

Tape(Hampton Research)を 用 い てCrystalClear Stripsを 密 閉 。

日数:約10日 間

3-4 X線 回折データ測定

目的

3-2節 で得 られた結 晶(図3-14)に つ いて、結晶 を回収 しX線 を照 射 して

回折イメージを測定 した。回折データは結晶の放射線による損傷を防 ぐため、
95～100Kの 低温条件下で測定 した。低温条件下で結晶中の溶媒の凍結 を防 ぐた

めの抗凍結剤 としてグリセ ロール を用いた。

方法

(1)3Well Spot Plate(Hampton Research)に 結 晶 化 した 条 件 の リザ ー バ ー 溶 液 を

100μl入 れ 、 結 晶 化 ドロ ップ よ り成 長 した結 晶 を 収 穫 。

(2)リ ザ ーバ ー溶液 の組 成 に抗 凍 結剤 と して グ リセ ロール を加 えた もの に結 晶

を移 動。結晶 はグ リセ ロー ル存在 下 で崩壊す るので 、抗凍 結剤濃 度 は一度 に

終濃度(CgCBP-SO4は20%(w/v)、CgCBP-PO4は40%(w/v))ま で上げ た。
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(3)結 晶 を ク ラ イ オ ル ー プ(Hampton Research)に マ ウ ン トし、100KのN2ス ト

リー ム 中 でFlash Freezingに よ り凍 結 。

(4)高 エ ネ ル ギ ー 加 速 器 研 究機 構(KEK;茨 城 県 つ くば 市)の 放 射 光 施 設Photon

Factory(PF)実 験 ス テ ー シ ョ ンBL5A(CgCBP-SO4) 、 お よ びNW12

(CgCBP-PO4)を 利 用 して結 晶 にX線 を 照射 し、 回 折 イ メ ー ジ を 測 定 。 実験 に

は モ ノ ク ロ メー タ ー を 用 い て 切 り出 され た 単 色X線 を利 用 した。 検 出器 は

ADSC Quantum315(BL5A)、Quantum210(NW12)を 用 い た 。

(5)プ ロ グ ラ ムHKL2000[23]を 用 い て 回 折 斑 点 の 指 数 付 け 、積 分 計 算 、 ス ケー リ

ン グ。 プ ロ グ ラ ム の入 力 値 は デ フ ォ ル トの 値 を用 い た 。

3-5 構造解 析

初期構 造 の決 定 はCgCBP-SO4に つ いて のみ行 った。

分子置換による初期構造決定

CgCBPの 位 相決 定 は、33%の ア ミノ酸配列 の同一性 を有 す るChBPの 立

体構 造が 明 らか にな って いるた め、 この構 造 を基 に分子置 換法 によ り決定 した。

分子置換法

結晶中の電子密度を表す式

(1-2)

右辺 の位 相性 分iα(hkl)を 、既 知 の類似 構造 か ら借 用す る方法 で あ る。 分子 置換

法 の第1段 階 は 、ア ミノ酸 配列 の相 同性 が高 い(30%以 上)、す なわ ち類似 の構 造

を持 っ てい る可能性 が 高 い既 知 構造 をサ ーチ モデル として 、サ ー チモデル 分子

が結晶 中で どの よ うに並 ん で い るのか探す 。 この時 、結 晶 中 に配 置 され たサー

チ モデル分 子か ら計算 され るX線 回折像 と、実際 に測定 され た回折像 との差 が

小 さ くな る よ うに配置 す る。 この配置 され たサー チモ デル か ら算 出 され る位相

を初期位 相 とす る。

デー タ処理 、電子 密度 マ ップの表示 、精 密化計算 はPC/AT互 換機(OS:LINUX)

で行 った。

分子 置換 は 、サ ーチモ デル と してChBPのGlcNAc複 合 体構造(分 解 能1 .6

A、PDBIDIV7W)か ら水分 子 、糖 を除 いた構造 を用 い、CCP4[24]パ ッケー ジ中

の プ ログラムMolrep[25]で 行 った。CgCBPの 結晶 は非対称 単位 に2分 子 のCgCBP
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を含む ので 、2分 子 のChBPを 分子置 換 した(3-8節) 。

Simulated annealing(SA)法 に よ る 精 密 化

Molrepで 配 置 された タ ンパ ク質 分子 につ いて、 プ ログラムCNS[26]を 用

いてSimulated Annealing(SA)法 に よ り精密化 した。この時の タ ンパ ク質 分子 の

ア ミノ酸 配列 はChBPの もの であ る。SA法 の際 、非結晶学 的な対称性 を基 に し

た束縛 条件 を取 り入れ た。 精密化 の詳細 は1-9節 参照。

非結晶学的対称性の束縛

非 対称単位 に同一 サブユニ ッ トが2分 子 以上入 る場合 、 この2分 子 は結 晶学 的

に異 な る構 造で あ る(第1章)。 しか し、元 来 同 じものであ るので、それ ぞれ の サ

ブユ ニ ッ トまわ りの電子 密度 は 、ほ ぼ同 じ形状 にな るはず で あ る
。 非結 晶 学的

対 象 の束縛 は、例 えばサ ブユ ニ ッ トの100番 目の ア ミノ酸残 基部 分 と、 も う一

つ のサ ブユ ニ ッ トの100番 目のア ミノ酸残基 部分 は同 じ電子密 度 の形状
、強 さ

で あ る と仮 定 し、 これ らを平均化 して精密 化 す る方法 で ある。 この方 法 は 、特

に分解 能 の悪 い ものや電子密度 が乱 れ てい る領 域 につい て効 果が あ る
。

ARP/wARPに よる初期構造構 築

SA法 による精密化 後の構 造か ら計算 され る位 相 と、CgCBP-SO4の 回折 デ
ー タか ら得 られ た構造 因子(分 解 能2

.0A)を 用 い て、プ ログ ラムARP/wARP[27]

に よるモデル構 築 を試み た。ARP/wARPの 詳細 は1-15節 に記 した。

(1)CgCBP-SO4の 構造因子 と、SAに よ り精密 化 した2分 子 のChBPか ら計算 さ

れ る位 相情 報 を利用 し、プ ログ ラムARP/wARPに よ り主 鎖構 築。ARP/wARP

はRfree値 を考慮 して精 密化 を行 うSLOWモ ー ドで行 った。

(2)プ ロ グ ラ ムguisideで 側 鎖 を構 築 。

モデルの修正と精密化

電子密度 マ ップをプ ログラムXtalView[28]を 用い て可視化 し、電子密 度マ

ップ に合 うよ うに構 造モデル を修正 した。

修正 したモデル につ いてプ ログラムCNSを 用 いて構 造の精密 化(剛 体近

似精密 化 、エ ネル ギー精密化 、Simulated annealing法 、温度 因子 の精密 化)を 行 っ

た。精密 化 の際、非結 晶学的対称性 の束 縛 は行 わなか った。

ChBP-PO4の 構 造決 定

ChBP-PO4はCgCBP-SO4と 同 型 の 結 晶 で あ っ た の で 、 精 密 化 し た

CgCBP-SO4を 初 期 構 造 と して 、ChBP-PO4の モ デ ル の構 築 、 精 密 化 を行 っ た 。
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構造の評価

最終 的 に精密 化 され た構 造 に対 して、プ ログラムPROCHECK[29]を 用い

て結合 角や結 合距離 の評価 を行 った。
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結果と考察

3-6 CgCBPの 大量発 現と精製

3-2節 の方法 でCgCBPを 発 現 ・精製 した ところ、大腸 菌1liter培 養 あた り

約15mgの 精製CgCBPを 獲得 で きた。 この量は 、X線 結 晶構 造解析 を行 うた め

の結晶化 に は十 分な量 である。SDS-PAGEに よる精 製度 の検定結果 を図3-15に

示 す。CgCBPの 精製 はIMAC法 に よる一段 階の精製 で あったが 、結 晶化 に十分

な精製 度 のCgCBPが 獲得 できた。

3-7 CgCBP結 晶化条 件の探 索結 果

Hampton Research社 のス ク リー ニ ングキ ッ トに よ る結晶化 条件 探 索の結

果 、以 下の条件 で結晶が得 られ た。

・Crystal Screen Kit2#23:1 .6M硫 酸 ア ンモ ニ ウム、0.1M MES-NaOH緩 衝液pH

6.5、10%(v/v)ジ オキサ ン

この結 晶 は、結 晶化開始後約6ヵ 月 の期 間 で得 られ た。 この結 晶 にX線

を照射 し回折像 を撮影 した ところ、約3A分 解能 の回 折像 が得 られ た。 この結

晶 化条件 につ い て、沈殿 剤濃度 、pH、 塩濃度 の結 晶化 条件 の精 密化 を行 った。

そ の結果 、シ ッテ ィ ング ドロップ蒸気拡 散法 で3-3節 に示 した条件 で十分 な大 き

さの結晶(CgCBP-SO4:図3-14a)を 得 た。 この条件 で得 られ た結 晶 は、空間群 が

P2 1、単位 胞 のパ ラメー ター はa=84.8A、b=98.3A、c=104.0A、 β=102.7° で

あ った。

また 、CgCBP-SO4は 硫酸 ア ンモ ニ ウム を沈殿 剤 と して結 晶化 して い るこ

とか ら、硫 酸 と同 じよ うな形 状 と電荷 状態 を持 つ リン酸で も結晶 が でき る と考

え、CgCBP-SO4結 晶化 条件 の硫 酸 ア ンモ ニ ウム をNa/Kリ ン酸緩 衝液 に置 き換

え た 条 件 で 結 晶 化 条 件 を探 索 した と こ ろ 、3-3節 の 条件 で 結 晶 が得 られ た

(CgCBP-PO4:図3-14b)。CgCBP-PO4はCgCBP-SO4と 同型 の結晶 で あった。

3-8 構 造解析 の結 果

CgCBP-SO4回 折データ測定結果

CgCBP-SO4結 晶につい て回折デ ー タ測 定結果 を表3-1に 示す。 デー タの

質 を表すRsym値 、S/N比 で あるMean I/σ値 、デ ー タの完全性 を表すcompleteness

値 はいずれ も測 定 したデ ー タが 良質 で あ るこ とを表 して い る。
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分子置換の結果

CgCBP-SO4結 晶の非 対称 単位 は、822残 基 か らなるCgCBPが1分 子含 ま

れ て い る と仮 定 した場 合のVmが4.7Å3/Da、 溶媒含 量 が74% 、2分 子含 まれ る と

仮 定 した場合 のVmが2.4Å3/Da、 溶媒含 量 が48%で あった。その結果 、CgCBP-SO4

の非 対称 単位 には2分 子 のCgCBP分 子 が含 まれ ると見積 もられ た
。

非対称単位中のサブユニット数の見積

構 造解 析 の初期 段階 にお い て、非 対称 単位 中に含 まれ るサ ブユ ニ ッ ト数 は、 単

位 胞 の大 き さとタンパ ク質 の分子 数 か ら算 出 され るVm値[30]お よび溶 媒含 量 を

指標 と して見積 もられ る。 タンパ ク質 結晶 のVm値 は1 .7～3.5A3/Da(最 も多 いの

は2.15A3/Da前 後)、 溶媒 含量 は通 常30～70%(多 くは50%前 後)で あ る。

ChBPの 構 造 をサーチモ デル と して分子 置換 を行 った ところ、表3-2に 示す よ う

に、2分 子 のChBPを 非対 称単位 中に配置 した分子 置換 の解 が得 られ た。

CgCBP-SO4の 構造 解析

ChBP2分 子 の分子 置換 の結果 、R factorは53%だ った。この2分 子 を非結

晶 学的対 称性 に よる束縛 条件 を加 えた精密 化(SA法)で 、R factorは40%に 改善 し

た。 このモデ ルか ら計算 され る位 相 と、CgCBP-SO4の 回折デー タよ り得 られ た

構 造 因子 を用 いて、プ ログ ラムARP/wARPで 主鎖構造 を構築 した。 その結 果 、

非 対称 単位 に含 まれ る1644残 基(822x2)中 、47本 の フラグメ ン トに分かれ た1433

残 基 の主 鎖構造 が決定 され た。 プ ログ ラムguisideに よる側 鎖構築 は片方 のサ ブ

ユ ニ ッ トのみ成功 し、822残 基 中537残 基 の側 鎖構造 を決 定 した。 この時 点で 、

構 造 の ア ミノ酸配列 はCgCBPの もの に置 き換 わ った。

プ ログラムCNSに よ り2|Fobs|-|Fcalc|電 子密度 マ ップ を作成 し、プ ログラ

ムXtalViewを 用 い てモ デル を修正 し精密 化 を進 めた。精密化 の結果 、図3-16に

示す2|Fobs|-|Fcalc|電子密度 マ ップ が得 られ た。精密 化 の結果 を表3-3に 示す。構

造 の確 か ら しさを表すRcrvst:17.6%、Rfree=21 .3%で 、構造 の議論 を行 うのに十

分 な質 の構 造 が得 られ た。

プ ログラムPROCHECKを 用い てCgCBPの ペ プチ ド結合 の結 合角 を評価

した と こ ろ(ラ マ チ ャ ン ドラ ンプ ロ ッ ト)、86%の 残基 がφ/Ψ角 の"most favored

region"に あ り、幾何学 的 に問題 ない構 造 であ る[29](図3-17) 。

CgCBP-PO4の構 造解 析

CgCBP-PO4はCgCBP-SO4と 全 く同 じ空 間 群 を持 つ 結 晶 で あ っ た 。そ の 回

折 デ ー タ測 定 結 果 を 表3-4に 示 す 。 精 密 化 したCgCBP-SO4を 初 期 構 造 と して 構

造 を 構 築 し精 密 化 した(表3-5)。 そ の 結 果Reryst=19 .0%、Rfree=22.9%の 構 造 を得

203



第3章 CgCBPの 結晶構造解析

た 。

3-9 CgCBPの 構 造

CgCBP-SO4-とCgCBP-PO4

CgCBP-SO4とCgCBP-PO4の 構 造 は 、活 性 中心 部 位 を 除 き特 筆 す べ き 差 は

見 られ なか った 。 これ ら構 造 間 のRoot Mean Square Distance(RMSD)は0.14Aで

あ っ た。 以 下 、 特 に記 さな い 限 り、高 分解 能 構 造 のCgCBP-SO4に つ い て記 述 す

る

CgCBPの 二量体構造

図3-18に 解析 され たCgCBPの 非対称 単位 中の構造 を示 す。CgCBPは 非

対称単位 中で二量 体構 造 を とってい る。この二量体構 造 は、ChBPの 二量 体構造

と同 じ形状 で 、GH-94酵 素 の多 くが この よ うな二 量体構 造 を とってい る と推測

され る。サ ブユ ニ ッ ト間のRMSD値 は、CgCBP-SO4で0.21A、CgCBP-PO4で0.16

Aで あ り、 両サブユ ニ ッ トの構 造 はほぼ同一 であ る。

CgCBPの 単量体構造

図3-19にCgCBPの 単量体構造 を示す。 単量 体構 造 は 、本 来 のN末 端 残

基 であるメチ オニ ンか ら822残 基 が含 まれ てい る。N末 端 に付加 した ヒスチ ジ

ンタグ配列 はDisorderし て いた。

CgCBPはChBPと 同様 の4つ の ドメイ ン構造 で構成 され て いる。ChBP

に倣 いN末 端 ドメイ ン(残 基番号1-289)、 リンカー ヘ リックス(290-320)、 α-バレ

ル ドメイ ン(329-735)、C末 端 ドメイ ン(321-328、736-822)と 呼ぶ。

N末 端 ドメイ ンは 、GH-2大 腸 菌β-ガラク トシ ダーゼ[31,32]やGH-57 4-α-

グル カ ノ トラ ンス フェ ラーゼ[33]な どに も見 られ るβ-サン ドイ ッチ フォール ド

を持つ ドメイ ンで あ る。ChBPのN末 端 ドメイ ン と比較す る と、リンカーヘ リッ

クス との間 に20残 基 ほ どの挿入配列(残 基番 号273-279;図3-1)が あ り、ル ー プ

を形成 してい るが 、活 性 中心部位 か ら離れ た位 置 に あ るため 、酵素活性 には関

与 していない と考 え られ る。

リンカーヘ リックス、お よびC末 端 ドメイ ンに関 しては 、ChBPの 構造 と

特 筆すべ き差 はみ られ なか った。

α-バレル ドメイ ンは、ChBPと 同様 の(α/α)6バレル フォール ドを持っ。 こ

の ドメイ ンは触媒 ドメイ ンで あ り、触 媒残基 の位 置 や基 質結合 部位 はChBPの も

の と一致す る(3-10節)。ChBPに 見 られ たα-ヘ リックス を結 ぶDisorderし たル ー

プ(残 基番 号395-416)は 、CgCBPで は短 い408-418ル ー プが結 んでお り、明瞭 な

電子密度 が観測 され た。一方 、CgCBPの みに見 られ る495-513ル ー プは非常 に
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温度 因 子 が高 い領域 で 、基 質 結合 の際 コ ンフォ メー シ ョンチ ェ ンジが起 こる と

考 え られ る(3-10節)。

3-10 CgCBP-SO4の 活 性 中 心 部 位

CgCBP-SO4は 活性 中心部位 に1分 子 の グル コー ス と1分 子 の硫酸 が結合

してい た。 そ の|Fobs|-|Fcalc|電子 密度 マ ップ を図3-20に 示す。 また、活 性 中心部

位 のChBPと の重ね あわせ を図3-21に 示 す。ChBPの 触 媒残基Asp492とCgCBP

のAsp490が 重 な り、ま た基 質認識 に関与す る残基 もよ く重 な る(3-12節) 。

グルコースの結合

CgCBPの グル コー スは、ChBPの サ ブサイ ト(+1)に相 当す る部 分 に結合 し

てい た。 サ ブサイ ト(-1)には グル コー スの結合 は見 られ なか った。 これ は阻害 実

験 か ら決 定 され た グル コー スの結 合能(サ ブサ イ ト(-1)に対 してKI1=170mMと

サ ブサ イ ト(+1)に 対 してKI2=3.OmM)と 一 致す る[14]。 結 合 した グル コース はい

す型 の コンフォ メー シ ョンを とってお り、ほぼ全 てがβ-アノマー の構 造 であ る こ

とが分 か った。ChBPで はサ ブサ イ ト(+1)に結 合 したGlcNAcは α-アノマー 型 と

β-アノマ ー型 の混在 が 見 られ た の で 、CgCBPは 異 な る結 果 で あ る。 これ は、

CgCBPのGlu649が サ ブサイ ト(+1)のO1の β-アノマー を厳密 に認識 してい る こ

と と関係 してい る(3-12節)。

硫酸の結合

CgCBP-SO4に 結合 した硫 酸 は、4つ のO原 子 の配 向が 明瞭 に 区別 で きる

電 子密 度 を呈 してお り、ChBP-GlcNAc-SO4構 造 で は決 定 で きなか った硫酸 の結

合 方 向お よび認 識残 基 を決定 した。 硫酸 の認識 残 基 を模 式 的 に表 した もの を図

3-22aに 示 す。硫 酸 の認識 にはArg351、His666、T731、T733が 深 く関与 して い

る。 これ らの残 基 はGH-94で 高度 に保 存 され て い る。

基質結合部位の形状

CgCBPとChBPの 活 性 中心部位 の分子表 面モ デル を図3-23に 示す。ChBP

の活 性 中心部位 は分子表 面 に 開 けた構 造 で、外側 か ら基質 分子 が容 易 に活 性 中

心部位 に到 達で き る構 造 であ る。 一 方 、CgCBPの 活性 中心部位 は閉 じた構 造 を

とってい る。 これ は、CgCBPの み に見 られ る495-513ル ープ部分 が、活性 中心

部位 に蓋 をす る形 で存在 す るた め で あ る。基 質 が活性 中心部 位 に結合 す るた め

に は、 この ル ー プ に よ る蓋 が 開 く コ ンフ ォ メー シ ョン の変化 が必 要 で あ る。

CgCBPで は、このル ープ部 分の温 度 因子 が非 常 に高 く(分子 全体 の温度 因子 が22

A2で あ るのに対 し、 このル ープ部 分 は30A2)結 晶構 造 中で も動 きやす い領域 で

あ る とみ なす ことが でき る。
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3-11 CgCBP-PO4 の活性中心部位

CgCBP-PO4は 活 性 中心 部位 に1分 子 の グル コー ス 、1分 子 の グ リセ ロー ル 、

1分 子 の リン 酸 が 結 合 して い た 。 そ の|Fobs|-|Fcalc|電 子 密 度 マ ップ を図3-24に 示

す 。 ま た 、 活 性 中 心 部 位 のChBPと の 重 ね あ わせ を 図3-25に 、CgCBP-SO4と の

重 ね 合 わせ を図3-26に 示 す 。

グルコースの結合

CgCBP-PO4の 活性 中心部位 に は、CgCBP-SO4と 同様 にサ ブサイ ト(+1)に

相 当す る位 置 に グル コー スが結合 して いた。 この グル コー ス はCgCBP-SO4に 結

合 した グル コー ス との構 造 の差 はない。

グリセロールの結合

CgCBP-PO4の 沈殿剤 濃 度(0.8M Na/Kリ ン酸)はCgCBP-SO4(1.5M硫 酸 ア

ンモ ニ ウム)に 比べ 低 く、抗 凍 結 剤 と してCgCBP-SO4(20%(w/v))よ り高濃 度

(40%(w/v))の グ リセ ロール を必要 と した。そ の結 果 、活 性中心 部位 に グ リセ ロー

ル の結合 が見 られ た。CgCBPを 高濃 度のNa/Kリ ン酸 で結晶化 し、CgCBP-SO4

と同様 の グ リセ ロール濃 度で凍 結 ・測定 したデ ー タ(2.6A分 解 能)の 構 造 では、グ

リセ ロール の結合 が見 られ な か ったので 、 この グ リセ ロール の結合 は高濃度 の

グ リセ ロー ル溶液 に結晶 を浸漬 した結果 で ある と考 え られ る。

グ リセ ロール はサ ブサ イ ト(-1)に相 当す る部 分 に結 合 した。 そ の構 造 は、

ChBPのGlcNAc(-1)のC4-O4、C5-O5、C6-O6部 分 と完全 に重 な ってい る。

3-10節 に記 した よ うに、CgCBP構 造 中の活 性 中心部位 は495-513ル ー プ

に蓋 を され た形 状 であ るが 、 グ リセ ロール が活 性 中心部位 に到 達 した こ とは、

この蓋 が結晶 中で開 き得 る こ とを示唆 してい る。

リン酸の結合

CgCBP-PO4に 結合 した リン酸 は、4つ の0原 子 の配 向が 明瞭 に区別 で き

る電子 密度 を呈 してお り、 リン酸 の結合 方 向お よび認識 残基 を決 定 で きた。 リ

ン酸 の認識 残基 を模 式 的 に表 した もの を図3-22bに 示 す。興 味深 い ことに、リン

酸の結合 方向 は硫 酸 の結 合方 向 と異 な って いた(図3-26)。 リン酸の認識 には、硫

酸の認識 と同様Arg351、His666、T731、T733が 深 く関与 して い るが、水 素結合

の形成位置 が異 な る。 この違 い は以 下の理 由に よる と考 え られ る。

・結 晶 化 のpHの 違 い(CgCBP-SO4=pH6 .5、CgCBP-PO4=pH8.2)

・結 合 し た グ リセ ロー ル の影 響(CgCBP-PO4の リ ン酸 は グ リセ ロー ル と水

素 結 合 を形 成 して い る)

・リン酸 と硫 酸 の 静 電 的 な 性 質 の 違 い
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リン酸 の複合体解析 によ り、 リン酸の基質認識残基 を同定 した。今後、 これ ら

の残基の重要性 についてタンパク質工学的手法を用いた解析 を行い、生化学的

実験による証明を行 う予定である。

3-12 CgCBPとChBP の基質認識機構
図3-27にCgCBPお よびChBPの 基質 との相 互作 用 を模 式的 に表 した。

糖供 与体(サ ブサイト(-1))の認識

CgCBPとChBPの 糖供 与体 に対す る特 異性 の違 いは、CgCBPが グル コー

ス-1-リ ン酸 の み を供 与 体 とで き るの に対 し、ChBPが グル コー ス-1-リ ン酸 と

GlcNAc-1-リ ン酸 を供 与体 とで きる点で あ る[15](3-1節)。

CgCBPは サ ブサ イ ト(-1)に糖 が結合 した構 造 が得 られ ていないが、ChBP

との重ね あ わせ か ら、ChBPの 基質認識 残基 に相 当す る残基 を示す(図3-27)。

CgCBPとChBPの サブサイ ト(-1)を形成 す る残基 を比較す る と、O3、O4、

O6を 認 識 す るAsp368/Asp350(Fixer残 基:第2章 参 照)、Arg367/Arg349 、

Asp490/Asp492(触 媒残 基)は 完全 に一致 してい る(残 基番 号 は(CgCBP)/(ChBP)) 。

ま た 、糖 の ピラ ノー ス リング と疎 水 的 な相 互作 用 を形 成 す るTrp488/Trp492 、

Phe664/Phe642も 一 致 してい る。

一方
、2位 の認 識 にはChBPで はArg343が 関 与 してい る。 この残基 に相

当す るCgCBPのArg362は 、ChBPと 比べ る とア ミノ酸 配列 のアライ ンメン トで

は1残 基ず れ た位 置 に ある(図3-1)。 また立体構 造 を比較す る と、ChBPに 比 べて

主鎖 部 分 で2.4Å 、側 鎖部分 で約1.8Å 糖 結合 部位 に近 づいてお り、GlcNAcの

N-ア セチル 基 と立体 障害 を起 こす位 置 にあ る(図3-25 、3-27)。 この構造 の違 いに

よ り、CgCBPはGlcNAc-1-リ ン酸 を糖 供与 体 として利 用 できない と考 え られ る。

糖受容 体側(サ ブサイト(+1))の認識

CgCBPの 糖 受容 体 に対す る特異性 の特徴 は、2位 のOH基 に対 しては特

異 性 が高 くない もの の 、N-ア セ チル基 の よ うな 大 きな置換 基 を持 つ もの を受容

体 とで きない こ と[8,9]、O1の β-アノマ ー に対 して の特異性 が 高い こ とで あ る

[10]。一 方 、ChBPで は2位 のN-ア セ チル基 に対す る特 異性 が高 く[15]、 またOl

のア ノマ ー に対 す る特 異性 はない[22](3-1節)。 以下 にCgCBPとChBPの サ ブサ

イ ト(+1)を 比較 す る。

・O1はCgCBPで はGlu649と 水素 結合 を形成す る もの のChBPで は認識 残基 が存

在 しない。 これ はO1の ア ノマー に対す る特 異性 の違 い と一致す る。

・CgCBPの グル コー スのO2は
、Tyr653と 水 素結合 を形成す る。CBPで は この位

置 の残基 がTyrに 保 存 され て いる。一 方、ChBPで はGlcNAc(+1)のN-ア セ チル
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基 が、Val631と 疎水 的な相 互作用 を形成 して いる。Val631は ア ライ ンメ ン ト上

Tyr653と 重 なる位置 にあ り、キ トビオー スホス ホ リラーゼ では この位 置 の残基

がValに 保 存 され てい る。その た め、このTyrとValの 違 いが 、CgCBPとChBP

の特異性 を決 定付 けて い る と考 え られ る。

・O3に 関 してGlu659/Glu637が 認識 してお り
、O3のOH基 の配 向 に対す る特 異

性 の高 さに一致す る[8,9]。

・O4は 糖転移 が起 こる場 所 であ る
。

・O6は 両者 の とも特 に基質認 識残 基 が存在 しない
。 また電 子密度 マ ップ を確 認

す る と(図3-28)、O6周 りは開 けた空 間が ある。 これ はCgCBPが 、O6に 対 す る

特 異性 が低 く、6位 に他 の糖 が した結合 したGlc-α1,6-Glc(イ ソマル トー ス)、

Glc-β1,6-Glc(ゲ ンチ オ ビオー ス)、Gal-α1,6-Glc(メ リビオー ス)を 糖 供与 体 とで き

る事 実 と一致す る。

この よ うに、CgCBPとChBPの 基 質特異性 と構造的特 徴 は一致 して いた。

CgCBP、ChBPは ともに隣 のサ ブユニ ッ トのGln165/Gln168と 相互 作用 を

形 成 していた。 この相互 作用 は、3-13節 に説 明す る。

3-13 鎖長 に対する特異性

CgCBP、ChBPは2糖 まで の基 質 しか加 リン酸分解 できず 、3糖 以 上 のオ

リゴ糖 を分解す るこ とが で きな い。 この特異性 は 、サ ブユ ニ ッ トの相 互 作用 に

起 因 してい ると考 え られ る。

第1章 の1-16節 に記 した よ うに、基質 の鎖長 に対 す る特異性 は、活性 中

心 部位 の構 造 に依 存 して い る。活 性 中心 がポ ケ ッ ト型 の酵 素 は、鎖 長 が短 い糖

鎖 に作用 し、ク レフ ト型 の酵 素 は鎖長 が長 い糖鎖 に作用 で きる。

CgCBPお よびChBPは 、活 性 中心部位 の端 を隣 のサ ブユニ ッ トのN末 端

ドメイ ンが接触 してお り、ポ ケ ッ ト型 の活性 中心部位 にな ってい る。CgCBPで

はGln165、Tyr186、ChBPで はGln168、Tyr189が 活性 中心 ポケ ッ トを形 成 して

い る(図3-29)。 これ らの残基 は二糖 に特 異的 なCBPやChBPで 保 存 され てい る。
一方

、鎖長 の長 いセ ロオ リゴ糖 に作用す るCDPは 、CgCBPやChBPと 同

様 二量体酵素 であるが、N末 端 ドメイ ンに相 当す る部 分 の配列 の相 同性 が低 く、

数箇所 の欠損箇所や挿 入箇 所が 存在す る。また、ChBPで み られたGlnとTyrの

保 存 は見 られな い。 その ため、CDPの 二量体 は、CgCBPやChBPと 異 な る形 状

で あ る と考 え られ る。 二 量体 形成 に よる活性 中心部位 の形状 が、鎖長 に対す る

特 異性 に影響 してい る と考 え られ る。

また、CgCBPで はGlu649が β-アノマー を認識 して お り、この相互 作用 が

長 い基質 の結合 を妨 げ てい る と考 え られ る。CDPで はCgCBPのGlu649に 相 当

す る残基 はGly/Alaで あ る。
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3-14 反応スキームと構造 の相 関

3-1節 に記 した よ うに、CgCBP、CtCBP 、TmCBPは ア ミノ酸 配列 の相 同

性 が高 い もの の、基 質結 合 の順 番 が異 な るこ とが分 か ってい る[8,9,16,17]。 本

節 でCgCBPの 構造 を基 に、CtCBPとTmCBPの 構 造 を予 想 して、そ の立体構造

と反応 機構 の相 関につ いて考察 す る。

CgcBPの 基質結 合 の順番 と立体構造 に関する考 察

CgCBPの 反 応 ス キー ムは、図3-7に 示 す よ うに、セ ロ ビオース、 リン酸

の順 番 で結合 して加 リン酸分解 が起 こ り、 グル コー ス、 グル コー ス-1-リ ン酸 の

順番 で解離 す る。

・生成物 の解離 の順 番

CgCBPの 活性 中心部位 の模 式図 を図3-30に 示す 。糖 供与 体(グ ル コー ス-1-

リン酸)結 合部位(サ ブサ イ ト(-1))は、 ポケ ッ トの奥側 にあ り、サブサ イ ト(+1)が

入 り口に あ るた め、サ ブサ イ ト(+1)に糖 が結合 した状態 で は、サ ブサイ ト(-1)に

は グル コー ス-1-リ ン酸 は 出入 りで きない と考 え られ る。 そ のた め、生成物 は グ

ル コース 、 グル コー ス-1-リ ン酸 の順番 で解離 す る と考 え られ る。

・基 質結合 の順 番

CgCBPの 活 性 中心部位 は、ポケ ッ トの奥側 に リン酸結 合部位 、入 り口に

セ ロビオ ー ス結合 部位 が ある。 そのた め、入 り口にセ ロビオー スが結合 した状

態 では、 リン酸 の出入 りは で きない よ うに思 われ る。 これ は基 質結 合 の順 番 が

セ ロ ビオー ス、 リン酸 で あ る とい う結果 に反す る。 しか し、CgCBP-PO4の 構 造

では、 サブ サイ ト(+1)に 基 質 が結 合 した状態 で も、サ ブサ イ ト(-1)にグ リセ ロー

ル が入 り込 ん だ。 この こ とか ら、 グ リセ ロール や リン酸 程度 の大 き さの分子 な

らば、糖 がサ ブサ イ ト(+1)に 結合 してい て も活 性 中心部位 に入 り込 め る可能性 が

あ る。

今 回 の構 造解 析 で得 られたCgCBPの 構 造 か らは、セ ロ ビオー ス、 リン酸

の結合 の順 番 を決定 してい る構 造的要 因は決 定で きなか った。

CtCBPとTmCBPの ホモ ロジーモデ リング

CgCBPの 構 造 を基 にSWISS-MODEL[34]サ ーバ ー を利 用 して、CtCBP

お よびTmCBPの ホモ ロジーモ デ リン グを行 った。この うち、CtCBPに つい ては

モ デ リングに成 功 した が、TmCBPはCgCBPと のア ミノ酸配列 の相 同性 の低 さ

か らモデ リン グに失敗 した。
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CtCBPの モデル構造

SWISS-MODELを 利用 してモ デ リング したCtCBPの 構造 とCgCBPの 活

性 中心部位 の重ね あわせ を図3-31に 示 す。活 性 中心部位 は、触媒 残基 お よび基

質認 識残基 が 良 く重 な ってい る。 この重 ね あわせ では 、特 に活性 中心部位 の構

造 の差 は見 られ ない。

・生成物解 離の順番

3種 の酵素 とも、生成物 の解離 は グル コー ス、グル コース-1-リ ン酸 とい う

順番 で ある。 これ はCgCBPの 構造 か ら説 明 され るよ うに、グル コー ス-1-リ ン酸

の結 合部位 が、 グル コー ス に よ り蓋 を され るよ うなポ ケ ッ トの奥側 にあ るた め

で あ る と考 え られ る。

・基 質結 合の順番

3種 の酵素 はそれ ぞれ基質 結合 の順 番 が異 なる とされ てい るが 、その基 質

結合 の順番 の違 いつ いて 、構 造的知 見が得 られ なか った。

反応機 構の 再考察

CgCBPお よびCtCBPの 基質結 合 の順 番 はそれぞれ図3-6a、bに 示 した生

成 物 阻害 のパ ター ンか ら決 定 され た もので あ る。 このパ ター ンにつ い て再 考察

す る。

基質結合 の順番 と生成 物 阻害 のパ ター ンは図3-6cに 示 した通 りで あ る。

・CgCBPで は グル コー ス-1-リ ン酸の 阻害 をセ ロビオー スに対 して拮抗 阻 害
、 リ

ン酸 に対 して非拮 抗 阻害、 グル コー スの 阻害 をセ ロ ビオー ス、 リン酸 に対 して

非拮抗 阻害 と解釈 し、基 質 の結 合 の順番 をセ ロビオー ス、 リン酸 と決 定 してい

る[8]。

・CtCBPで は グル コー ス-1-リ ン酸 の阻害 をセ ロビオー スに対 して拮抗 、リン酸 に

対 して非拮抗 、グル コー スの阻害 をセ ロビオー ス、 リン酸 に対 して非拮 抗 と見

る こ とで、基質結合 の順 番 を リン酸 、セ ロ ビオー ス と決 定 してい る[16]。

しか し、図3-6a、bに 記 した線 形 プ ロ ッ トを見 る と、CgCBP、CtCBP両 方

ともグル コー ス-1-リ ン酸 はセ ロ ビオー ス 、 リン酸 に対 して拮 抗 阻害 を呈 してい

うる よ うに も解 釈 し得 る。 これ は、基質 の結合 が ラ ンダムで、生成 物 の解 離 の

順 番 が決 定 してい るTmCBPの パ ター ンに一 致す る。

CgCBP、CtCBPは ホモ ロジーモデ リン グを用 いた構 造予 測 では 、活 性 中

心部位 に差 が見 られ なか った。 ま た、生成 物 阻害 実験 の線 形 プ ロッ トを再 考 察
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す る こ とで、基 質 の結合 が ラ ンダム で起 こる可能 性 が示唆 され た。 そ のた め、

真 の反応 ス キー ム は、TmCBPを 含 めた3種 の酵素 とも同 じで、
・基質 セ ロ ビオー ス とリン酸 の結合 の順番 はラ ンダム

・生成物 の解 離 は グル コー ス
、 グル コー ス-1-リ ン酸 の順番

で ある と考 え られ る。

ChBPの 反応 ス キー ム も、CgCBPと 同様基質 の結 合が ランダムで、生成

物 の解離 は順番 が決 まっ てい る と予想 され る。

今 後、 この反応 ス キー ム に基づ いた酵 素反応 の再解析 が必要 である。

3-15 今後 の課題

CgCBPは 基質特異性、反応特異性に関 して詳細な知見が得 られている酵

素であ り、本研究でその立体構造が明らかになった。今後、この立体構造か ら

導かれた知見か ら、タンパ ク質 工学的解析や、糖鎖合成への実用化へ向けた研

究が必要である。

3-16 本 章のまとめ

GH-94に 分類 され る加 リン酸分解 酵素Cellvibrio gilvus由 来 セ ロ ビオー スホスホ

リラーゼ(CgCBP)の 構 造 を決 定 した。

CgCBPの 立体構造 はVibrio proieolyticus由 来 キ トビオー ス ホスホ リラーゼ(ChBP)

と同 じ ドメイ ン構造 を有 してい た。またChBPと 同様 の二 量体構造 を形成 してお

り、GH-94酵 素 の多 くがCgCBP、ChBPの よ うな二 量体構 造 を形成 してい るこ

とが示唆 され た。

CgCBPの 立体構 造 はサ ブサ イ ト(+1)に グル コースが結 合 した ものが得 られ た
。

また リン酸結 合部位 に リン酸 、硫 酸が結合 した ものが得 られ た。この構 造か ら、

リン酸認識残基 を同定 した。

CgCBPとChBPの 基質認 識 残基 の違 いか ら、それ ぞれ の基質 特異性 を決 定 して

い る残基 を推 定 した。糖 供 与体 の2位 のN-ア セチル基 に対 す る特 異性 はCgCBP

のArg362、ChBPのArg343の 位 置 の違 いが関係 してい る と思 われ る
。 一方 、糖

受容 体のN-ア セ チル基 に対 す る特異性 は、CgCBPのTyr653、ChBPのVal631の

違 いに由来す る と考 え られ る。

CgCBP、ChBPは ともに重合 度3以 上 のオ リゴ糖 を加 リン酸分解 す るこ とがで き

ないが 、 これ は 二量 体形成 に よ りポケ ッ ト型 の活 性 中心 部位 が形成 され てい る
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た めであ る と考 え られ る。

CgCBPは 、 Clostridium thermocellum 、 Thermotoga maritima 由来のCBPと 基質結

合 の順番 に違 いが ある と言 われ ていた。 これ らのCBPの 構造 を、CgCBP構 造 を

基 にモデ リング した ところ、活性 中心部位 に特 に違 いが ない こ とが示 唆 され た。

基質 結 合 の順 番 を決定 した解析 結果 を再検 討 した 結果 、 これ らの酵 素 の反応 ス

キー ムは同 じで 、基質セ ロ ビオー ス と リン酸 の結合 の順番 は ランダム で あ り、

生成物 はグル コー ス、 グル コー ス-1-リ ン酸の順番 で解離 す る と考 え られ る。
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表3-1 CgCBP-SO4のX線 回 折 デ ー タ測 定 結 果
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・Rotation search

Number of peaks:10

・Translation search-1

・Translation search-2

表3-2 分子置換 法 の結 果

本 文 中 に も 記 した よ うに 、 分 子 置 換 は サ ー チ モ デ ル を 配 置 して 、 計 算 され る回

折 デ ー タ と、 実 際 の 回 折 デ ー タ と比 較 す る方 法 で あ る 。 そ の 第 一 段 階 は 、 サ ー

チ モ デ ル を 回 転 して モ デ ル の方 向 を決 め るRotation searchで あ る。CgCBPの 分

子 置 換 で は 、ChBP2分 子 の配 置 を決 定 す る の で 、Rotation searchで は2つ の解 が

得 られ た 。 第 二 段 階 は 、 サ ー チ モ デ ル を平 行 移 動 して位 置 を決 め るTranslation

searchで あ る。Rotation searchで 得 られ た2つ の 解 に つ い て 、そ れ ぞれTranslation

searchを 行 い 、 下 線 で 示 す2つ の 解 を得 た 。
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表3-3 CgCBP-SO4精 密 化 結果
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表3-4 CgCBP-PO4のX線 回 折 デ ー タ測 定 結 果
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表3-5 CgCBP-PO4精 密 化 結 果
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図3-1 GH-94酵 素 の ア ラ イ ン メ ン ト。

T_nea_CBP:Thermotoga neapolitana CBP

T_nea_CBPA:Thermotoga neapolitana CBP A

T_nea_CEPB:Thermotoga neapolitana CBP B

T_mar_CBP:Thermotoga maritima CBP

C_YM4_CBP:Clostridium thermocellum YM4 CBP

C_the_CBP:Clostridium thermocellum CBP

C_ste_CBP:Clostridium stercorarium CBP

C_gil_CBP:Cellvibrio gilvus CBP

C_ste_CDP:Clostridium stercorarium CDP

V_pro_ChBP:Vibrio proteolyticus ChBP

V_fur_ChBP:Vibrio furnissii ChBP
C_the_CDP:Clostridium thermocellum CDP

C_YM4_CDP:Clostridium thermocellum YM4CDP

▲触 媒残 基

▲基 質認 識 に関与す る残 基
△CgCBPとChBPの 基質特異性 の違 い に

関与す る と思 われ る残基
△リン酸 の認識 に関与す る残基

▲CBPとCDPの 特 異性 の違 いに関与す る と

思 われ る残基
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