
第1章 GH-42好 熱性 細菌Thermus thermophilue A4由 来

耐 熱性 β-ガラクトシダーゼ のX線 結 晶構 造解 析
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第1章 A4-β-Galの 結 晶構 造解析

1-1 序

1-1-1 β-ガラクトシダーゼ

β-ガラク トシダーゼ(EC3.2.1.23)は 図1-1に 示 す ラク トース(Gal-β1,4-Glc)、

発 色 基質o-ニ トロフェニル β-ガラ ク トピラ ノシ ド(以下ONP-Gal)、5-ブ ロモ-4-

ク ロロ-3-イ ン ドリル-β-ガラク トピラ ノシ ド(以下X-Gal)な ど、β-1,4ガ ラク トシ

ド化合 物 を加 水 分解 す る酵素 で あ る。 細菌 か ら高等動植 物 に いた るまで 多 くの

生物 が β-ガラク トシダーゼ を有 してい る。CAZyで はGH-1、GH-2、GH-35、GH-42

の4つ の ファ ミ リー に見 られ る(表1-1)。

GH-1は β-ガラク トシダーゼ を は じめβ-グル コシ ダーゼ 、β-マン ノシダー

ゼ な ど多種 のβ-グリコシ ド結合 を加 水分解 す る酵素が分類 され てい る。β-ガラク

トシダーゼ は古細菌Sulfolobus属 、Pyrococcus属 由来の ものが分類 され てい る。

GH-1の 立体構 造 はSulfolobus solfataricus由 来のβ-ガラク トシダー ゼ な どが 明 ら

か にな ってお り[1]、その触媒 ドメイ ンはTIMバ レル フォール ドで ある(TIMバ レ

ル フォール ドの説 明は1-16節)。GH-1の 反応 は、加 水分解 の前後 で ア ノマ ーが

保持 され る保持型機構 を取 る。

GH-2は 大腸 菌 をは じめ とす る細菌 由来 のβ-ガラク トシ ダー ゼが分 類 され

て い る。大腸菌 由来β-ガラク トシダーゼ(以 下EC-β-Gal)の 諸性 質 につ いて は1-1-2

節 に記 述す る。

GH-35は 細菌 か ら動植 物 ま で多 くの生物 を由来 とす るβ-ガラク トシ ダー

ゼが分 類 され る。ヒ ト由来 のβ-ガラク トシダーゼ も分類 され てお り、これ はガ ン

グ リオ シ ド蓄積症 とい う重篤 な症 状 に関 わ る酵 素 であ る ことが知 られ てい る。

GH-35酵 素 の加 水分解反 応 は、 ア ノマー の反転 を伴 わない保持 型機 構 を取 る。

2004年 にGH-35で は初 めてPenicillium由 来β-ガラク トシダーゼ の立体構 造 が明

らか にな った。 その触媒 ドメイ ンはTIMバ レル フォール ドで ある[2]。

GH-42に ついて は1-1-6節 に記述 す る。

1-1-2 大腸 菌 由来β-ガラクトシダーゼ(EC-β-Gal)

β-ガラク トシダーゼ の 中で最 も詳 細 に研 究 され て い るのは 大腸 菌 由来 の

もの で ある。EC-β-Galは 大腸 菌 の ラク トー スオペ ロンを形成す るlacZの 遺 伝子

産 物 と して知 られ る。EC-β-Galの 活性型 は1023残 基 の同一サ ブユ ニ ッ ト4つ か

らな る四量体 を形 成 してお り、 サ ブユ ニ ッ ト間 に協 同性や ア ロステ リック効果

は見 られ ないが 、二量体 に解離 す る と失活 す る。 また活性 の発 現 にMg2+、Na+

を必要 とす る。β-1,4ガ ラク トシ ド結 合加 水分 解活性 に加 え 、ア ロラ ク トー ス

(Gal-β1,6-Glc)合 成活性 を有 してお り、 その触 媒残 基 は部位 特 異 的変 異 を用 いた

研 究 か らGlu461、Glu537の 二つ の グル タ ミン酸残基 で ある こ とが明 らか にな っ
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第1章 A4-β-Galの 結 晶構 造解析

て い る[3,4]。 そ の反応 機構 は、反応 の前後で アノマー の反 転 を伴 わない保持型

機 構 であ る。

1994年 にJacobsonら に よ り初 めて結晶構 造(2 .5A)が 明 らか にな り[5]、

EC-β-Galが5つ の ドメイ ン構 造 か らなる こと、触媒残 基(Glu461、Glu537)がTIM

バ レル フォ ール ドを持つ ドメイ ンにあ るこ とが明 らか にな った
。 そ の後高 分解

能 構造(1.7A)[6]、 基 質 、反 応 中間体 アナ ログ、反応 生成物 の複 合体構 造が 明 ら

か にな り[7]、 詳細 な構造機 能相 関 の知 見が得 られ てい る。

1-1-3 EC--Galの 生化学 利用

EC-β-Galは 生化 学 の分野 で最 も利用価値 の高い酵素 の一 つ で ある。 その

主 な利 用 方法 は発 色基 質 であ るONP-GalやX-Galの 加 水分解 活性 を用 い る もの

で あ る。X-Galを 含む 固体培 地 に菌 を植 え ると、β-ガラク トシ ダーゼ を発 現す る
コ ロニー はX-Galを 分解 し5-プ ロモ -4-ク ロ ロ-3-イ ン ドリル基 が析 出す るため

、

青 色 を呈す る。 この青 色 を標 識 と して コ ロニー の選 択 が 可能 に な る。 菌体や プ

ラス ミ ドのβ-ガラク トシダー ゼ遺 伝子部分 に他 の遺伝子 を組 み込 み 、目的遺伝子

の挿入 の有 無 を確 認す る時 な どに用い られ る。

1-1-4 β-ガラクトシダーゼの工業利用

β-ガラク トシダーゼは主に乳業の分野で工業利用されている。牛乳中に多

く含まれるラク トースに対する加水分解活性から乳製品の加工に利用されてお

り、低ラク トース牛乳の生産や、チーズ生産の副産物であるチーズホエイ(主成

分はラク トース)分解によるシロップ生産な どに用いられている。

工業利用において、耐熱性を有する酵素は、微生物の繁殖 しにくい高温

条件下で連続反応が可能であるため、衛生的にも経済的にも非常に有用である。
そのため、耐熱性のβ-ガラク トシダーゼの探索と固定化が試みられてきた。

1-1-5 Thermus thermophilus A4由 来 β-ガラクトシダ ー ゼ(A4-β-Gal)

Thermus thermophilus A4は 、静 岡 県 熱 川 温 泉 よ り単 離 され た 好 気 性 細 菌 で

あ る。至 適 生 育 温 度 は 約70℃ 、グ ラ ム 陰 性 の 桿 菌 とい う外 見 的 特 徴 か らThermus

属 に分 類 され 、 後 に16SrRNAの 解 析 に よ りThermus thermophilus A4と して 同定

され た 。

T.thermophilus A4由 来 β-ガラ ク トシ ダ ー ゼ(以 下A4-β-Gal)は 、70℃ で

20時 間 以 上 安 定 で あ り、 高 い耐 熱 性 ・好 熱 性 を示 す(図1-2) 。A4-β-Galの ア ミノ

酸 配 列 は 大 津 らに よ り決 定 され[8](Genebank Number D85027;登 録 名 はThermus

sp A4)、 酵 素 学 的 性 質 に つ い て 報 告 され て い る。A4-β-Galは645ア ミ ノ酸 残 基 か
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らな る。A4-β-GalとEC-β-Galの 諸 性 質 の 対 比 表 を表1-2に 示 す 。A4-β-Galと

EC-β-Galは ア ミノ酸 配 列 に相 同性 は な く、 至 適 温 度 に大 き な 差 が 見 られ る。

A4-β-Galは ガ ラ ク トシ ドに 対 す る特 異 性 が 高 い が 、 そ のKmはONP-Gal

に対 して5.9mM、 ラ ク トー ス に 対 して19mMと 高 く、A4-β-Galが 実 際 に 菌 体

内 で糖 質 分 解 酵 素 と して働 い て い る の か につ い て は 不 明 で あ る[8]。

1-1-6 GH-42

A4-β-Galは ア ミノ酸 配 列 の相 同 性 よ りGH-42に 分 類 され る。GH-42は

Henrissatら に よ り、 Bacillus Stearothermophilus を由来 とす るβ-ガラク トシ ダー ゼ

が 分 類 され 、 以 後 ア ミノ酸 配 列 の 相 同 性 を有 す る酵 素 が 分 類 され て い る。2004

年12月 現 在 、56の β-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ お よ び 類 似 配 列 を持 つOpen Reading

Frameが 分 類 され て い る(表1-3;http://afmb.cnrs-mrs.fr/～cazy/CAZY/GH _42.html)。

T.thermophilus A4 や Thermotoga maritima [9]な どの好熱菌 、好塩菌 Haloferax

alicantei[10], 低温菌 Arthrobacter sp. Strain B7 [11]や Carnobacterium piscicola BA

[12]、 胞 子 を 形 成 す るBacillus属 や Clostridium perfringens [13]の よ うに 、 極 限 環
境 に生 育す る微 生物 を由来 とす るβ-ガラク トシダーゼ が分類 され てお り、それぞ

れ が生 育す る極 限環境 条件 下 で働 く。 いず れ の酵素 も600～700残 基 か ら成 る。

GH-42の 反応 は加 水分解反 応 の前後 で ア ノマ ー保 持型 、反転 型 で あ るの

か不 明 であ る。 また 、EC-β-Gal(GH-2)は 活 性 の発 現 にMg2+、Na+を 必要 とす る

が 、GH-42酵 素 は必要 としない こ とか ら、GH-42はGH-2と 異な る活 性 中心部位

の構造 を有 す る と考 え られ る。

EC-β-GalはX-Galに 対す る加 水 分解活性 か ら、 リポー ター システ ム と し

て利用 され て きたが、EC-β-Galが 失活す る高熱 、高塩 濃度環境 下 で は利 用す る

こ とは不可能 で あった。 近年 、GH-42酵 素 で ある Bacillus stearothermophilus や

Haloferax alicantei のβ-ガラク トシ ダー ゼ を用 いた異 常環境 下の リポー ター シ ス

テ ムが 構 築 され て い る[10,14]。

1-1-7 GH-42の 構 造 予測

糖 加 水 分 解 酵 素 はHCA(Hydrophobic C1uster Anaiysis)に よ り構 造 が 予 測 さ

れ て い る。

HCA

図1-3に 示す よ うにア ミノ酸配列 を4残 基 ずつず らして並べ 、疎 水性 残基 をマ

ー クす る
。マ ー クが横 に並ぶ領域 は 、疎 水性 残基 が3～4残 基 ごとに繰 り返 し存

在 して い る こ とを表 し、α-ヘリック スの二次 構造 を形 成 して い る可 能性 が高 い

こ とを表 す。また 、マー クが縦 に並ぶ領 域 は 、β-構造 の可能性 が 高い こ とを表 す。
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HCAに よ り、GH-42は 触媒 ドメイ ン としてTIMバ レル フォール ドを持つ

こ とが予測 され た[15]。 また 、GH-42内 で高度 に保 存 され た2つ の グル タ ミン酸

残 基 が、βバ レル を形成す る4番 目と7番 目のβシー トのC末 端部 分 に存 在 し

(A4-β-Galで は これ らの残 基 はGlu141とGlu312に 相 当)、これ らが触媒残 基 と予

測 され た。 この特徴 か ら、GH-42はClan GH-Aに 属す る と考 え られ てい る。

Clan GH-AはGH-5、10、17、26な ど17の ファ ミ リー が属 してお り、GH

の 中で最大 のclanで あ る。 ア ノマー保持 型の反応機構 を取 り、β-グリコシ ド結

合 に作用す る。 そ の立体構 造 は、触 媒 ドメイ ン としてTIMバ レル フォール ドを

持 ち、触媒 残基 が4番 目 と7番 目のβ-シー トのC末 端部 分 にあ るグル タ ミン酸

で あ る とい う共通 点 があ り、4/7ス ー パー ファ ミリー とも呼 ばれ る。 β-ガラク ト

シダーゼが含 まれ て い るGH-1 、GH-2、GH-35はX-線 結 晶構 造解析 の結 果か ら、

いずれ もClan GH-Aに 分類 され て い る。

1-1-8 本 研究 の 目的

GH-42の 立体構 造 は予測 され てい るものの、実 際の構 造 は未 知 で あ る。

ま たGH-42の 酵素 は、 ゲ ノムプ ロジ ェク トでア ミノ酸 配列 の一次構 造 のみ が明

らか にな ってい る もの も多 く(e.g.Yersinia pestis[16]) 、機 能 と構造 に関 して詳細

な知見 は得 られ て いない。

A4-β-Galは ラ ク トー ス分解活 性 と高い耐熱性 か ら特 に乳業 での実用 化が

期 待 され る酵 素 であ り、タ ンパ ク質 工学的手 法 を用 いた生産性 ・安定性 の 向上の

た めに は立 体構造 は必 要不 可欠 な情 報 で ある。 また、GH-42に は様 々な極 限環

境 下 で働 く酵素 が分 類 され て い るた め、そ の立体構 造 の解 明 は、 タ ンパ ク質 の

耐 熱 ・耐塩機構 に関 して構造 的基盤 を与 える ことが期 待 され てい る。

本 章で は、 まずA4-β-Galが ア ノマー反転 型、保持 型 どち らの酵素 で ある

か を決 定す るた め、1H NMRを 用 い て反 応生成物 の ア ノマー の測定 を行 った
。そ

して、A4-β-Galの 耐熱機 構 お よび反応 特異性 の解 明、お よびGH-42と 他 の糖 質

関連 酵素 との分 子進化 的 関連 に関す る構造 基盤 を得 るこ とを 目的 としてX線 結

晶構 造解析 を行 った。
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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

吸 光光度 計 はUVIDEC-320、V-550(以 上JASCO)、DU-7400(BECKMAN)

を使 用 した。 恒温 条件 下で吸 光度 を測 定す る場 合 は、恒 温槽 か らの循 環水 を利

用 して温度 を制御 した。V-550で は付属 の温度制御 装 置 を用い た。超音波破 砕機

はSONIFIER2500(BRANSON)を 使用 した。

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。

1-2 A4-β-Galの 大腸 菌を用いた大 量発 現 と精

目的

本研 究 の 目的 であ るX線 結晶構 造解析 で は、 タンパ ク質 の結 晶化 のた め

に、高純度 で大量 の タ ンパ ク質が必要 とな る。本研 究 の研 究対象 で あるA4-β-Gal

は、 大津 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 が構

築 され てお り、 これ を用 いて大腸菌 を用い た大量発 現 と精 製系 の構 築 を行 った。

発現 ベクター

本研 究 で用 いたA4-β-Ga1発 現ベ ク ターpEXM9はpKK223-3(Amersham)

のマ ルチ クロー ニ ングサ イ トに、EcoRI、PstIで 切 り出 され たA4-β-Ga1の 遺伝子

(1935b.p.)を 組 み込 んだ もの である(図1-4)。 ア ン ピシ リン耐性遺 伝子 を持 っ た

め 、pEXM9を 組 み込 んだ大腸 菌 を培養 す る場合 は 、ア ン ピシ リンを添加 した。

pEXM9は よつ葉 乳 業株 式会社 の大津 らに よ り作成 され た ものを提供 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 は大 量培養 を除 き、試 験管 で行 った。 培 地 に抗生 物質 を添加 す る場

合 、ア ン ピシ リンは100μg/ml、 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
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(TAITEC)を 利 用 した。

宿主菌株
A4-β-Gal発 現 の宿 主菌株 はJM105株 を用いた。ま た、A4-β-Gal遺 伝 子 は

大腸 菌 にお け るアル ギニ ンのマイ ナー コ ドンであるAGGを1.6%含 む ため(大 腸

菌で は0.15%)、tRNAAGGを 共発 現す る ことで発 現量 の向上が見 られ た。 そ こで

プ ラス ミ ドpArgW2を 組み込 み 、tRNAAGGを 共発 現 した[17]。

pArgW2(図1-5)は 当研 究室 の今 村博 臣氏 が作成 され た もの を提供 して

いた だい た。pArgW2は カナ マイ シ ン耐性 遺伝子 を持 ってお り、pArgW2を 含 む

大腸 菌 を培養 す る場合 はカナ マイ シ ンを添加 した。

組換え大腸菌の大量培養

(1)大 腸 菌JM105株 に発 現ベ クターpEXM9を 形質転換。

(2)(1)で 作成 した組 換 え大腸 菌 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。

(3)10m1を1liter LB培 地 に 植 菌 し本 培 養 開 始 。培 地 は500ml容 坂 口 フ ラ ス コ に

200ml入 れ た もの を5本 使 用 。本 培 養 開始 時 に終 濃 度50μMのIPTGを 添加 。

ま た 、A4-β-Galは 金 属 を 結 合 して い る た め(後 述)、14mg/lのFeSO4・7H2O 、1

mg/lのZnSO4・7H2O金 属 溶 液 、 お よび 消 泡 剤200μ1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。

A4-β-Galの 精 製

(1)大 量 培 養 した組 換 え 大腸 菌 体 を40mlの 緩 衝 液(50mM Tris-HCI(pH7 .5)、0.1

mM EDTA)に 懸 濁 し氷 冷 しな が ら超 音 波 破 砕 。 出力 レベ ル は10、Duty50%、

Pulse1秒 で10分 間 。

(2)(1)を80℃ 、30分 間熱処理 。熱 処理 は水槽 式イ ンキュベ ー ター で行 った。

(3)(2)を15000rpm、10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。

・DEAE Sepharoseカ ラム 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。
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(1)DEAE Sepharose Fast Flowの レジ ン20mlをXK-16/20カ ラム(Amersham)に 充

填 し、50mM Tris-HCl(pH7.5)で 平 衡 化 。

(2)熱 処 理 した 粗 酵 素 液 を(1)に 添加 し、50mM Tris-HCl(pH7.5)で 非 吸 着 画 分 を溶

出。

(3)50mM Tris-HCl(pH8.0)+0.4M NaClを 用 い て 吸 着 画 分 を 溶 出。

・MonoQカ ラム クロマトグ ラフィー

以 降 の 精 製 の 制 御 に はFPLC(Fast Rrotein Liquid Chromatography)シ ス テ ム

(Amersham)を 用 い た

(1)DEAE Sepharoseカ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー で 分 離 した 吸 着 画 分 を 、脱 塩 の た

め100倍 量 の50mM Tris-HCl(pH8.0)に 対 して透 析 。透 析 後 、MILLEX-GP0.22

μm Filter Unitを 用 い て微 粒 子 を除 去。

(2)50mM Tris-HCl(pH8.0)で 平 衡 化 したMonoQ10/10に(1)を 添加 。

(3)50mM Tris-HCl(pH8.0)か ら50mM Tris-HCl(pH7.0)+0.4M NaClへ 、pHと

塩 濃 度 の リニ ア グ ラ ジエ ン ト法 で 溶 出。

・ゲ ル 濾 過 カラム クロマ トグラフィー

(1)Hiload26/20Superdex200prep gradeを 、50mM Tris-HCl(pH7.0)+0.15M NaCl

で 平 衡 化 。

(2)MonoQカ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り分 離 した 画 分 の うち β-ガラ ク トシ

ダー ゼ 活 性 を有 す る画 分 を 、MILLEX-GP0.22μm Filter Unitを 用 い て微 粒 子

を除 去 。

(3)(2)を(1)に 添 加 し、50mM Tris-HCl(pH7.0)+0.15M NaClで 溶 出。

(4)フ ラ ク シ ョン を5mM Tris-HCl(pH7.0)に 対 して 透 析 し、CENTRIPREP-30

(MILLIPORE)を 用 い て濃 縮 。

A4-β-Galの 活 性 測 定 法

活 性測 定 用 反 応 液 の 組 成:50mM MES Buffer pH6.5、2.8mM ONP-Gal。

(1)活 性 測 定 用 反 応 液500μlを キ ュベ ッ ト(SARSTEDT)に 分 注 し、 パ ラ フ ィル
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ム(American National CanTM)で 密 閉。

(2)(1)を71℃ の恒 温 槽 に 入 れ10分 間 プ レイ ン キ ュベ ー ト。

(3)温 度 が64℃ に保 た れ て い る分 光 光 度 計 内 に(2)の キ ュ ベ ッ トを 設 置 。

(4)1分 後 、キ ュベ ッ トは設 置 した ま ま パ ラ フ ィル ム を はず し
、酵 素 液10μl(0.3～

1.0mg/ml)添 加 、 ピペ ッ トで 混 合 。

(5)波 長405nmに お け る 吸 光 度 の 増 加 を測 定 。ONP-Galの モ ル 吸 光係 数 は 、2.26

mM-1cm-1(pH6.5)を 用 い た 。

タンパク質の定量

タ ン パ ク質 の 定 量 に はBrad-Ford法 に 基 づ い たProtein Assay Kit(Bio-Rad)

を用 い た。 標 準 タ ン パ ク質 と してBovine Gamma Globulinを 用 い た 。

1-3 A4-β-Galの 諸 性質 の解 析

目的

A4-β-Galの 基 本 的 な性 質 は 、Thermus thermophilus A4株 で発 現 して い る も

の(野 生 型A4-β-Gal)に つ い て 解 析 、 報 告 され て い る[8]。 本 節 で は 大 腸 菌 を 用 い

て 発 現 した 組 換 えA4-β-Galに つ い て 、 そ の諸 性 質 を調 べ た。

・分 子 量 測 定

野 生 型A4-β-GalはSDS-PAGEに よ る分 子 量 約75kDa、 ゲル 濾 過 カ ラ ム ク

ロマ トグ ラ フ ィー に よ る分 子 量 約85kDaと 見積 も られ た こ とか ら
、溶 液 中 で 単

量 体 構 造 を と って い る と報 告 され た[8]。 組 換 えA4-β-GalもSDS-PAGEに よ る分

子 量 は約75kDaと 見積 も られ 、 野 生 型 の 結 果 と一 致 した 。 こ こ で は 、Superdex

200HR10/30(Amersham Pharmacia Biotech .)を用 い て組 換 え型A4-β-Galの 分 子 量

測 定 を行 っ た 。

カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー の 制 御 はFPLCを 利 用 し、室 温 で 行 っ た 。タ ン

パ ク質 の 検 出 は280nmの 吸 光 を 用 い た
。 分 子 量 の マ ー カ ー と してMW-GF-1000

Kit(Sigma)か ら、Thyroglobulin(669kDa) 、Apofbrritin(443kDa)、 β-Amylase(200

kDa)、Bovine Serum Albumin(66kDa) 、Carbonic Anhydrase(29kDa)を 用 い た 。

(1)Superdex200HR10/30カ ラ ム を100mM Tris-HCl(pH7 .0)+0.15M NaCl(緩

衝 液A)で 平 衡 化 。
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(2)精 製 ・濃 縮 したA4-β-Galを 緩 衝 液Aで 濃 度1.7mg/mlに 希 釈 。

(3)(2)200μlを(1)に 添 加 し、 保 持 時 間 を測 定 。

・動 力学 的パラメーター

野生型 と組換 え型 のA4-β-Galで は四次構 造 に違 い が あ るこ とが確認 され

た こ とか ら、酵 素 の動 力学 的パ ラメー ター に も違 いが あ る と考 え、組換 え型A4-β

-GalのONP-Galに 対す るK mお よびKcatを 測定 した。

(1)活 性測定法 は1-2節 の方法 に従 ったが、大津 らの実験 に合 わせ るため、反応

温度 は70℃ で行 った。基質ONP-Galの 濃度 は1mMか ら10mMま で変化 さ

せ た。A4-β-Galは5mM Tris-HCl(pH7.0)を 用 いて希 釈 し、濃度0.4mg/mlと

した。

(2)各 基質濃度[S]0に お け る反応速 度[v]か ら、[S]0/V～[S]0の 線 形 プ ロ ッ トを作成

しKmお よびKcatを 算 出 した。

・吸収スペクトル

組換 え型A4-β-Galは 高濃 度(20mg/ml以 上)に な る と赤 色 を呈 した。この

赤色 の原 因 を調 べ るた め 、極 大 吸収 を示 す波長 を調 べ 、吸 光度 の濃 度依存性 に

つ いて調 べ た。

(1)A4-β-Galを5mM Tris-HCl(pH7.0)を 用 いて希 釈 し、10、20、30、40、50mg/ml

に調 製。

(2)波 長300nm-550nmの 吸光度 を測 定。

・ICP法 による金 属定 量

吸収 スペ ク トル の結果や 、A4-β-Galの 活性 発現 の た め特 定 の補酵 素 を必

要 と しない こ とか ら、赤 色 の原 因 をA4-β-Galに 結 合 した金属 で あ る と考 え、ICP

法 によ る金 属 定量 を行 った。

ICP(Inductive Coupled Plasma)法

誘 導 プ ラズマ 中に噴霧 した金 属溶液 の発光 を測定 す る方 法 で 、各原子 特 有の波

長 の発 光 を計測 し、微量 金属 の検 出お よび定量 を行 うもの で あ る。

ICPの 測定 はSPS1200VR plasma spectrometer(Seiko)で 行 った。
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(1)濃 度43mg/mlのA4-β-Galお よ び そ の透 析 外 液 を それ ぞれ50μlず つ1 .5ml

容 チ ュ ー ブ(Bio-Bik)に 分 注 。

(2)(1)を チ ュ ー ブ の 蓋 を開 け た 状 態 で 、Dry Thermo Unit DTU-28上 で 乾 燥(80℃)。

(3)そ れ ぞ れ の チ ュー ブ に1M HNO3を30μl分 注 して 蓋 を し、80℃ で 一 夜 反 応 。

(4)蓋 を 開 け た 状 態 で 、80℃ で 乾 固 。

(5)そ れ ぞ れ の チ ュー ブ に0.1M HNO3を1ml分 注 し懸 濁 した 後 、10000rpm、1

分 間遠 心 して 上 清 を 回収 し測 定 サ ン プ ル と した 。

(6)測 定 はCa、Mn、Mg、Co、Ni、Zn、Feに つ い て行 った 。検 量線 は0.1M HNO3

の0点 、各 金 属 溶 液 の 標 準 液 を用 い て 測 定 した1ppm点 の2点 か ら作 成 した
。

検 出 量 は 、A4-β-Galの 測 定 値 か ら透 析 外 液 の値 を差 し引 い た もの と した 。

・ESR測 定

ICPの 結果 か ら、A4-β-Galは 亜鉛 ま たは鉄 を含 む こ とが示唆 された
。 鉄

に 関 して は、ESRを 測定す るこ とで タ ンパ ク質 中の鉄原子 の存在状 態 を調 べ る

こ とが でき る。

ESR(Electron Spin Resonance)

電子 ス ピン共 鳴 と呼 ばれ る。 電子 は,電 荷 共 に ,ス ピン角運動 量 を持 つ が ため

磁 気 双極 子 を伴 うこ とにな る。 従 って ,自 由 な電子 を磁場 中 にお くと,そ の磁

気 双極 子 が磁 場 に平 行か反 平行 か で電子 の持 つ エネ ル ギーが違 って くる。 この
エ ネ ル ギー の差 に相 当す るエネル ギー を持 つ 電磁 波 を照射す る と

,電 子 が電磁

波 を吸収 して,共 鳴現 象が観 測 され る。 この時 、電子 が回 りの微視 的 な環境 の

影 響 を受 け て,共 鳴 の条件 が変 って くる。 従 っ て共鳴 吸収が起 きる とき の ,磁

場 の強 さ ・電磁 波 の周 波数 ・共鳴 の大 き さ ・幅 を調 べ る こ とで、電子 の回 りの

微 視的 な環境 につ いて知 る ことがで き る。

ESR測 定 は 日本電 子株式会社 に依 頼 した。

1-4 A4- β
-Galの 反応 機 の 同定

目的

GH酵 素 との構 造的 、進 化的 な相 関 関係 を調べ るた めには、A4-β-Galの 加
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水 分解 反応 が ア ノマ ー反転 型 であ るのか、保持 型 で あ るのか を決定 す る こ とは

重要 であ る。A4-β-Galの 反応機 構 を特 定す るため、A4-β-Ga1の 分解 産物 の ア ノ

マー を1HNMRを 用い て測 定 した。

方法

(1)終 濃 度10mMと な る よ うにONP-GalをD2Oに 溶 解(反 応 系 に 水 分 子 や フ リー

なプ ロ トンが 存 在 す る と、1HNMRの ノイ ズ と な る の で 、緩 衝 液 は 用 い な い)。

この 時ONP-Gal溶 液 のpDは 約7.5で あ る。

(2)(1)600μlに 対 し精 製 酵 素 液(10mg/ml)を5μl添 加 し、NMR測 定 用 の キ ャ ピ ラ

リー に 入 れ 、50℃ で反 応 を 開 始。 開 始 後0、5、10、15、40分 に1HNMRを

測 定 。1HNMRの 測 定 はJNM-A500ス ペ ク トロ メ ー ター(JEOL)500MHzで 行

っ た。

1-5 A4-β-Galの 結 晶 化 条 件 の 探 索

目的

A4-β-Galの 結 晶 化 条 件 を 探 索 す る た め に 、Crystal Screening Kit1、2

(Hampton Research)を 用 い てSparse Matrix Screen法 に よ る結 晶 化 の ス ク リー ニ

ン グ を行 っ た。 ま た 、 リ ン酸緩 衝 液 のpHお よび濃 度 に よ るQuick Screening Kit

(Hampton Research)、 沈 殿 剤 と塩 濃 度 の 組 み 合 わ せ に よ るPEG/ION Screening Kit

(Hampton Research)を 用 い た。

Sparse Matrix Screen法

多くのタンパク質の結晶化条件として報告されている緩衝液、塩、沈殿剤の組

成を元にしたスクリーニング法である。

結 晶 化 条 件 の探 索 はCrystalClear Strips(Hampton Research)を 用 い 、 シ ッテ

ィ ン グ ドロ ップ 蒸 気 拡 散 法 に よ り行 っ た。 シ ッテ ィ ン グ ドロ ップ 法 の 概 念 を 図

1-6に 示 す 。

方法

(1)精 製 ・濃 縮 したA4-β-Galを5mM Tris HCl(pH7.0)を 用 い て希 釈 し、5mg/ml

に調 製 。

(2)CrystalClear StripsにCrystal Screen Kitの 各 溶 液 を80μl分 注 し 、リザ ー バ ー 溶

液 と し た 。
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(3)CrystalClear Stripsの ウェル で 、(1)で 調 製 したA4-β-Gal溶 液2μl 、 リザ ー バ ー

溶 液2μlを 混 合 。

(4)CrystalClear Sealing Tape(Hampton Research)を 用 い てCrystalClear Stripsを 密

閉 。

(5)4℃ 、15℃ 、25℃ に静 置 。

(6)A4-β-Gal溶 液 と リザ ー バ ー 溶 液 を 混 合 時 に 沈 殿 を生 じた もの 、ま た は一 両 日

中 に沈 殿 を 生 じた ウェル に つ い て 、 リザ ー バ ー 溶 液 をMilliQ水 で2倍 、4倍

に希 釈 し ドロ ップ を作 成 した 。

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。

A4-β-Galの 結 晶化 条件

結 晶 化 の 方 法:ハ ン ギ ン グ ドロ ップ蒸 気 拡 散 法(図1-6)

結 晶 化 溶 液 の 組 成:0.2M酢 酸 ナ トリウ ム 、20～25%(w/v)ポ リエ チ レン グ リコー

ル(PEG)8000、0.1Mカ コ ジル 酸 ナ トリ ウム緩 衝 液(pH6 .5)

温 度:25℃

ドロップ作 成 法:

(1)VDXプ レー ト(Hampton Research)に 結 晶 化 溶 液 を1ml分 注。 蒸 気 拡 散 速 度 を

調 節 す る た め に 、 結 晶化 溶 液 はAl's oil(Hampton Research)500μlで 覆 う。

(2)3mg/mlのA4-β-Gal溶 液20μlと 結 晶 化 溶 液10μlを 混 合 し、カ バ ー グ ラス に

載 せ てVDXプ レー トに セ ッ ト。

日数:約1週 間

1-6 A4-β-Galセ レノメチオ ニン置換 体 の 作 成

目的

A4-β-Galは 、 ア ミノ酸配列 に相 同性 の あ るタ ンパ ク質 につ いて立 体構造

の情報 が ない た め、X線 結晶構造解 析 を行 うた めに、X線 の初期位相 を決 定す

る必要 が あ った。 本 研 究では 、A4-β-Galの セ レノメチオ ニ ン置換体 を用 いた多

波長 異 常分散 法(MAD法)に よる位 相 を決 定 し、構 造解 析 を行 った。
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多 波 長 異 常 分 散 法(Multiple Wavelength Anomalous Dispersion method;MAD法)

タンパク質の結晶にX線 を照射 した ときに得 られる回折像は1-1式 で表 される。

(1-1)

ここでFは 構 造因子 、Vは 結 晶 の単位 胞 の体積 、ρは結 晶中の 点(xyz)の 電子密 度、

exp成 分 は位相 角 であ る。 回折像 として得 られ る反射 強度I(hkl)はF(hkl)の2乗

に比例す る。

測定 され たF(hkl)に 対 し結 晶 中の各 点(xyz)に お ける電子 密度ρ(xyz)は、F(hkl)の

フー リエ変換 と して表 され る。

(1-2)

1-2式 右辺 のF(hkl)は 回折像 か ら求 める こ とが でき るが 、iα(hkl)はX線 の位 相成

分 であ り、回折像 か ら直接求 め る こ とはで きな い。 その ためX線 結 晶構 造解析

ではX線 の位相 を決 定す る必 要が あ る。

タンパク質結晶における位相決定法には分子置換法、重原子置換体を用いた多

重同形置換法、原子の異常分散効果を利用した多波長異常分散法などがあり、

新規構造に対 しては多重同形置換法、多波長異常分散法が用いられる。 本研究

では、多波長異常分散法による位相決定を試みた。

1-1式 で表 され るhklの 反 射 に対 し、反 対の位 相 角-2π(hx+ky+lz)を 持 つ ものは

(1-3)

で表 され る。 一般 に |F(hkl)|=|F(hkl)|で あ る(図1-7)。 しか し、 タ ンパ ク 質 結

晶 中に特定の原子を含む場合、その原子にある波長のX線 を照射 す ると

|F(hkl)|≠|F(hkl)|と な る(異 常分散)。 この異常分散 効果 を利 用 し、X線 の位 相 を

決定 す る ことがで き る[18]。
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波 長可変 の シ ンク ロ トロン放射 光施設 では 、1A付 近 の波長 のX線 が利 用で き

る。その た め、1A付 近 の波長 で異 常分散効 果 の大 きな原 子 を タンパ ク質 中 に取

り込 む こ とは、MAD法 によ る位 相決 定に有効 で ある。

セ レン(元 素 記 号Se;原 子番 号34)は 、周期 表 ではS原 子 の1周 期 下に位 置す る

原 子 で、0.979A付 近 の波長 で大 きな異 常分散効 果が あ る。Seは 、S原 子の代 わ

りにSe原 子 を持 つセ レノメチオ ニ ンの形 で タ ンパ ク質 中 に取 り込む ことが容易

であ り、近 年セ レノメチオニ ン置換体 タンパ ク質 のMAD法 に よる構 造解析 が多

く報 告 され てい る。

一 般 にセ レノメチ オニ ン タンパ ク質を用いて MAD 法により位相を決定する場

合 、十分 な異常 分散効 果 を得 るた めには14kDaに1個 のSeが 必要 で ある と言

われ て い る[19]。 また逆 に、セ レンの数 が多す ぎる場合 には 、精密 化す るパ ラメ
ー ター の数 が等比級 数的 に増加 す るた め

、解 析 が困難 にな る。A4-β-Galの 場 合 、

645残 基(約75kDa)中 に7個 のメチオ ニ ンが含 まれ るた め、セ レノメチ オニ ン置

換 体 を用 い た構 造解析 に適 してい る。

以 下 、セ レノメチオ ニ ン置換 体A4-β-Galに 対 し、置換 していない ものを

Native A4-β-Galと 表 記す る。

A4-β-Galセ レノメチオニン置 体 の作成

タ ンパ ク質 の セ レノメチオ ニ ン置換 体 の作成 は、菌 体 自身 で メチ オニ ン

を合 成 す る こ との で きない メチオ ニ ン要求 性 の大腸 菌株 を、セ レノメチオ ニ ン

を含 む 最少 培 地 で培養 して行 う。 この方法 で は、 メチ オ ニ ン要 求性 の菌株 に タ

ンパ ク質発 現 用 のプ ラス ミ ドを形 質転換す る必 要が あ る。

・E.coliB834DE3(pEXM9
、pArgW2)株 を用 いた発現

A4-β-Galの 発 現用 プ ラス ミ ドpEXM9お よびtRNAAGG発 現用 のプ ラス ミ

ドpArgW2を 、メチ オニ ン要 求性 で あるE.coliB834DE3株 に形質転 換 した菌株

を用 い た。

(1)グ リセ ロール ス トック よ り、50mlのLB培 地(+ア ンピシ リン100μg/ml、

カナ マイ シ ン20μg/ml)に 植 菌(200ml容 坂 ロフ ラス コ)。 この時 、tacプ ロ

モー ター に よ るA4-β-Galの 発 現 を抑 え るた め、LB培 地 中に終濃 度1mMの

グル コー ス を添加 した。

(2)37℃ 、8時 間の振盪 培養 の後、5000rpm、10分 間の遠 心 で集菌。
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(3)A培 地(表1-4;(-)セ レノ メ チ オ ニ ン)で 菌 を 洗 浄 し、LB培 地 を 除 去 。

(4)5000xg、10分 間 の遠 心 で集 菌 。

(5)(4)を 、1literのA培 地(+ア ン ピシ リン100μg/ml、 カ ナ マ イ シ ン20μg/ml、

FeSO4・7H2O14mg/l、ZnSO4・7H2O1mg/l)に 植 菌 し、37℃ 、3時 間 振 盪 培 養 。

(6)終 濃 度100μMのIPTGを 添 加 。

(7)37℃ 、15時 間 の培 養 の後 、5000xg、10分 間 の遠 心 で集 菌(湿 潤 重 量7.8g)。

・A4-β-Galセ レノメチオ ニン置 換 体 の 精 製

セ レノ メチ オ ニ ン置 換 体 の 精 製 は 、1-2節 で示 したNative A4-β-Galの 精 製

法 に従 っ た。

1-7 X線 回折 データ測 定

目的

1-5節 で得 られ た結晶(図1-8)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、抗凍 結剤 と して メチルペ ンタ ンジオール(MPD)を 含む結 晶化溶 液 に結 晶 を回

収 した後 、デー タ測定 を行 った。

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MPDを 加 え た も の に 結 晶 を移 動 。

抗 凍 結 剤 濃 度 は ステ ップ ワイ ズ法 に よ り5%ず つ 上昇 させ 、 終 濃 度15%(w/v)

と した 。

(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
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Factory(PF)実 験 ス テ ー シ ョンBL6Aお よびBL18B 、SPring-8(兵 庫 県 佐 用 郡)

の 実 験 ス テ ー シ ョンBL-40B2を 利 用 して結 晶 にX線 を照 射 し、 回折 イ メー

ジ を測 定 。

1-8 初 期構 造の決 定

デ ー タ 処 理 、 電 子 密 度 マ ップ の表 示 、精 密 化 計 算 は グ ラ フ ィ ック ワー ク

ス テ ー シ ョンO2(日 本SGI、OS:IRIX)ま た はPC/AT互 換 機(EPSON Direct製 、

OS:LINUX)で 行 っ た 。

A4-β-Galセ レノメチオニン 置換 体 のMAD測 定

セ レノメチ オニ ン置換 体A4-β-Ga1の 回折デ ー タ測 定 は 、KEK-PF BL18Bで

行 った。KEK-PFは2.5GeV陽 子 蓄積 リングを有 してお り、光源 は偏光電磁石 を

利 用 して い る。 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 Quantum4Rを 用 いた。

方法

(1)ク ライ オル ープ にA4-β-Ga1セ レノメチオニ ン置 換体溶 液10mg/mlを のせ 、

100KのN2ス トリー ム中 にマ ウン トし、0 .9790～0.9800Aの 連続 した波長 の

X線 を照射 。 イ オ ンチ ャンバー を用 いてXAFSを 測 定 し、異 常分散効果 の

最 も大 きい波長 か らMADデ ー タの測 定波長 を決 定。

XAFS(X-ray Absorption Fine Structure)

X線 を吸収 した原子か ら放出され る光電子が近傍のほかの原子に散乱されて生

じる干渉。本研究の場合、セレン原子の特性X線 の波長付近のX線 を照射す る

ことで散乱が起 こ り、散乱光をイオンチャンバーで測定 し、異常分散効果の最

も大きな波長を決定する。図1-9に 示す よ うにMAD測 定で用いるPeak、Edge

の波長 は非 常に近 く、また実験装置やタンパク質内のセ レンの存在状態により

異なる場合があるので、溶液状態のA4-β-Ga1のXAFSを 測定 してMADの 測定

波長 を決定 した。

(2)異 な る3波 長(Peak0.9795A、Edge0 .97972A、Remote0.96000A)のX線 を

セ レ ノ メ チ オ ニ ン置 換 体 結 晶 に照 射 しMADデ ー タ を 測 定 。 セ レノ メ チ オ ニ

ン置 換 体 結 晶 は1-5節 の条 件 でNativeA4-β-Galと 同様 に 行 っ た。

(3)プ ログ ラ ムDPS/Mosflm[20]を 用 い て 回 折 斑 点 の 指 数 付 け 、積 分 計 算 、 ス ケ
ー リン グ(CCP4 SCALA)[21]

。プ ログ ラ ム の入 力 値 は デ フ ォ ル トの値 を用 い た

が 、 ス ケ ー リン グ の 段 階 でAnomalousの 強 度 は 区別 して 行 っ た。
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CCP4 結晶構造解析関連プログラム総合パッケージの名称である。

MADデ ータを用いた位相決定

(1)処 理 したデー タは積 分強度I(hkl)で あ るが、1-2式 に表 した よ うに電子 密度

の経 産 の ためには構 造因子 の値 が 必要 で ある。 積分 強度I(hkl)を 構造 因子

F(hkl)に 変換す るため、測 定 デー タ をプ ログラムTRUNCATE(CCP4)を 用

いて積分 強度I(hkl)を 構 造 因子F(hkl)に 変換 した。TRUNCATEで は異 常分

散 を分離 して処理。

(2)プ ログラムCAD(CCP4)を 用 い、(1)で 変換 した3つ のデ ー タ を一 つ に統 合。

(3)プ ログ ラムSOLVE[22]を 用 い てX線 の位相 角 を決定。SOLVEの 入力 ス ク リ

プ トを表1-5に 示 した。

(4)プ ログ ラムDM(CCP4)を 用 いて溶 媒平 滑化 、ヒス トグ ラムマ ッチ ングを行 い、

位相 を改善。

溶媒平滑化
タ ンパ ク質 結晶 中の溶媒領域 の ピー クを ノイ ズ と見な し位 相 を改 善す る方 法 で 、

電子密 度 マ ップが改善す る方法 で あ る。

ヒス トグラムマッチング

不 明 瞭 な像 の分布 を標 準的 な像 の分布 に尺度 を合 わせ る方法 で 、溶 媒 平 滑化 と

合 わせ るこ とで位 相改善 に有効 で ある こ とが示唆 され てい る[23]。

ARP/wARPを 用いたモデル構築

2.3A以 上 の高分解能 の電子 密度 マ ップ では、ペ プチ ド鎖 を構 成す る原子

が鮮 明に 区別 で きるため、 プ ログ ラム に よる主鎖構造 構築 の 自動化 が可能 で あ

る。プ ログラムARP/wARP[24】 は 、電 子密 度 の ピー クに対 してタ ンパ ク質 の主鎖

構 造(N-Cα-C=O)お よび水 分子 を当て は めて精密化 を行 い 、 自動 的 に構 造 を構

築す るプ ログラムであ る。

測 定 したMADデ ー タは 分 解 能2.0Aで あ っ た た め 、 プ ロ グ ラ ム

ARP/wARPに よるモデル構築 を試 み た。

(1)MAD測 定 した3つ のデ ー タの うち、Remoteの 波長(0.96000A)で 測 定 したデ

ー タの構 造 因子 と
、プ ログ ラムDMに よ り改善 した位 相情 報 を利 用 し、プ ロ

グ ラムARP/wARPに よ り主鎖構 築 を行 った。ARP/wARPはRfree値 を無視 し
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て精密 化 を行 うFASTモ ー ドで行 った。

(2)プ ロ グ ラムARP/wARPのside dock .shで 側 鎖 を 構 築 。

1-9 NativeA4-B-Galの 構 造 解 析

1-8節 では、A4-β-Galセ レノメチオ ニ ン置換体 につ いて構 造解析 を行 い、

初期 構造 を得 た。 本節 で は、Native A4-β-Gal結 晶 を用 いて高分解 能 のデ ー タを

測 定 し、構 造 の精 密化 を試み た。

Native A4-β-Galの 回 折 デ ー タ測 定

1-5節 で得 たNative A4-β-Gal結 晶 につい て、SPring-8(兵 庫 県)の 実験 ステ
ー シ ョンBL -40B2で 回折デ ー タ測 定 を行 った

。SPring-8は8GeVの 陽子 蓄積 リ

ングを有 してお り、光源 は偏 光電磁 石 を利用 して い る。 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 Quantum4Rを

用い た。

測 定 デ ー タ の 処 理 に は プ ロ グ ラ ムHKL2000お よ び プ ロ グ ラ ム

SCALEPACK[25]を 用 い、測 定デー タの指数付 け、積 分計 算、 スケー リングを行

った。TRUNCATE(CCP4)は 、異常分 散 を分離せ ず に行 った。

初 期構 造 を用 い たNative A4-B-Gal の電子密度マップの作成

1-8節 で 作 成 したA4-β-Gal構 造 を利 用 し、 プ ロ グ ラ ムCNS[26]を 用 い て

Native A4-β-Galの 電 子 密 度 マ ップ を作 成 した。

CNS(Crystallography& NMR System)

X線 結晶構造解析 およびNMR構 造解析のプログラムパ ッケージで、スクリプ ト
を利用することで様々な精密化および電子密度マップ作製を行 うことが可能で

ある。

CNSの 使 い 方 はTutorialに 従 っ た 。

ス ク リプ トmodel map .inpを 用 い てNative A4-β-Galの 電 子 密 度 マ ップ を

作 成 した 。Native A4-β-Galの 構 造 因 子 お よび1-8節 で 作 成 した初 期 構 造 よ り計 算

され た位 相 情 報 を 用 い て 電 子 密 度 マ ップ(2|Fobs|-|Fcalc|電 子 密 度 マ ップ)を 計 算

した 。

2|Fobs|-|Fcalc|電 子 密 度 マッ
プと|Fobs|-|Fcalc|電子密度 マップ

2|Fobs|-|Fcalc|電 子 密 度 マ ップ は 、 回 折 デ ー タ よ り計 算 され る構 造 因子F
obsを2倍

した も の か ら、 モ デ ル 構 造 よ り計 算 され る構 造 因 子 .Fcalcを 差 し引 い た もの を構
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造 因子 と して作成 した電子密度 マ ップ で ある。 この時 の位 相 はモ デル構 造 か ら

計 算 され る位 相 を用 い る。 この電子 密度 マ ップ は、モデ ル構 造が構 築 され て い

ない部 分 の電子密 度が強 く現れ るので、 モデル 構築 の際 用 い られ る電子密 度 マ

ップ であ る。 また、 タンパ ク質 の電子密 度 マ ップ の表 示 に も一般 的 に用 い られ

る。

|Fobs|-|Fcalc|電子密度 マ ップ は、回折デー タよ り計 算 され る構造 因子.Fobsか ら、モ

デ ル構造 よ り計 算 され る構造 因子Fcalcを 差 し引 いた もの を構 造因子 として作成

した電子 密 度マ ップ であ る。 この 時の位 相 はモデル 構造 か ら計算 され る位 相 を

用 い る。 この電子 密度 マ ップ は、モ デル構 造 が構 築 され てい ない部 分 の電子 密

度 がポ ジテ ィブ 、本 来存在 しない箇所 にモ デル が構 築 され て い る部 分 がネ ガテ

ィブ ピー ク と して現れ る。リガ ン ドを除いた構造 をモ デル構造 と して|Fobs|-|Fcalc|
電子密度マップを作成 し、リガン ド部分の電子密度の形状を表示する時に用い

られる。

モデルの修正と精密化

電子 密度マ ップ をプ ログ ラムO[27]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。

剛 体 近 似 精 密 化(ス クリプ ト;rigid.inp)

構造の各部分を剛体として扱い、各原子を個別に精密化するのではなく、集団

として精密化する精密化法である。

エネ ル ギ ー精 密 化(ス クリプ ト;minimize -inp)

構造の結合距離や結合角などによるエネルギー関数を最小にする精密化法であ

る。

Simulated amealing法(ス ク リプ ト;anneal.inp)

エ ネル ギー精 密化 の際 に構 造が10calminimumに 陥 らない よ う、エネル ギー 障壁

を越 えて精密 化 でき るよ うにす るた めに、系 の温度 を2500Kま で上昇 させ て

徐 々 に冷却 しなが らエ ネル ギー 関数 が最 小値 にな る よ うに精密化 を行 う方法 で

ある。

温度因子

タンパク質の熱振動を表すパラメーターであり結晶中のタンパク質の状態を表

す非 常 に重要 なパ ラメー ター である。 温度 因子 の精密化(ス クリプ ト;
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blndividual.inp)は構造 中の個 々の原子 につ いて等 方性 温 度 因子 を精密 化す る方 法

で あ る。

温度 因子 には等 方性 と異 方 性 があ る。本 来熱振 動 は、原子 周 りに ラグ ビ

ー ボール状楕 円軌道 を持つ 異方 性 の運動 してお り
、そ の場合 精密 化す るべ きパ

ラ メー ターはB11、B12、B13、B21、B22 、B23の6個 で あ る。構 造 中の全原子 に対

し、異 方性 温度 因子 を精 密化 す るた めには測定 され る反射 の数 は少 ない ため、
一般 的 に タンパ ク質 の結 晶構 造 の精 密化 には

、原 子 は円形 の熱 振動 をす る と仮

定す る等方性温 度因子 を用 い る。

温度因子 が高 い部分 は、 そ の部 分の構造 が非常 に動 きやす い(熱 運 動 して

い る)と い うこ とを表 す。 タンパ ク質 の動 きや す さや構 造 の評価 に用い られ るパ

ラメー ター であ る。

タンパ ク質 結晶構 造 中に は、タ ンパ ク質領 域の ほか に溶 媒領 域が 存在 し、

水 分子 が多数 含 まれ る。電 子密 度 マ ップで は これ らの水 分子 は球状 で あ り、 こ

れ らの電子密 度 にCNSの ス ク リプ トwater pick .inpを用 い て 自動的 に水 分子 を当

て は め、精密化 を行 った。

精密化 を行 った スク リプ トで はCNSの デ フォル トの値 を用 いた。 また タ

ンパ ク質分子 や水 分子 の結合 角や 電荷 な どの束縛 条件 のパ ラメー ター フ ァイ ル

お よび トポ ロジー フ ァイ ル はCNSパ ッケー ジ内の値 を用 いた。

構造 の確 か ら しさを表すR因 子 お よびRfree因 子 が十分 下が るまで、モデ

ル の修 正 と精密化 を繰 り返 した。

モデル修 正 の過程 で、 明 らか に タンパ ク質や 水分 子 とは異 な る形状 の電

子密 度 に対 して 、結晶構 造 中 に含 まれ てい る可能性 の あ る酢 酸分子 、MPD分 子 、

Zn原 子、Clイ オ ン を当て はめた。 これ らの分子 を含 む構 造 を精密 化す る際 に用

いた束縛 条件 のパ ラメー ター フ ァイル お よび トポ ロジー フ ァイル は 、Hic-Upの

値 を用 いた(http://xray.bmc.uu.se/hicup/)。

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[28]を 用 い

て結合 角や結合 距離 の評価 を行 った。

1-10 ガラクトース複 合体 の 造解 析

目的

基質結合部位 の 同定の ため 、β-ガラク トシ ダーゼ の反応 産物 であ るガラク

トー ス複 合体 の構 造解析 を行 った。 ガ ラク トー スは大 津 らに よ りA4-β-Galの 阻
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害剤 とな るこ とが示唆 され てい る[8]。

方法

(1)1-5節 で精密化 したA4-β-Galの 結 晶化 で、 ドロ ップ中 に1mMの ガ ラク トー

スを加 えて結 晶化 を行 った。

(2)(1)で 成長 した結晶 を1-7節 の方法 で 回収 した。 この とき回収 した結 晶化溶 液

には1mMの ガ ラク トー ス を加 えた。以 下 の処 理 は1-7節 の処理 に従 った。

(3)X線 回折デ ー タの処理はKEK-PF BL18Bで 行 った。デー タの処理 は1-8節 と

同 じで あ るが 、異常分散 は分 離せず に処理 した。

(4)1-9節 で精密化 され たNative A4-β-Gal構 造 か ら水分子 を除 いた構 造 を出発 と

して1-9節 と同様 の方法 でガ ラク トー ス複 合体構 造 の精密化 を行 った。 精密

化 の過 程 で ガ ラ ク トー ス と思 われ る電子 密度 に ガ ラ ク トー スの モデ ル を当

て はめた。 この とき用い たガ ラク トー スの束縛 条件 のパ ラメー ター フ ァイル

お よび トポ ロジー フ ァイル はHic-Upの 値 を用 い た。

1-11 高活性 型変異体A4-β-Galの 構 造解 析

目的

立体構造情報が得 られると、触媒残基や基質特異性を決定している残基

に関しての知見が得られる。 しか し実際の触媒反応は、酵素全体の構造が関わ

っているため、触媒能力に関わる残基を特定するのは困難である。大津 らは、

ランダム変異法を用いてA4-β-Gal全 体に変異を導入することで、A4-β-Galの 高

活性型の獲得に成功 した。以下にその原理 と方法を記述する。

ランダム変異導入法の原理

最 も一般 的 な ランダム変 異の導 入法 は、遺伝 子 のPCRに よる増幅 過程 で 、

DNAポ リメラーゼ のFidelityを 下 げて、DNA複 製 に間違 い箇所 を導 入す る方 法

で ある。 この方法 ではPCRの 反応 系 に高濃度 のMnを 添加 して 、ポ リメ ラーゼ

のFidelityを 下げ る方法 が取 られ る。

また 、 ランダム変 異の導入法 として 、DNA溶 液 にNH2OHを 加 え、 シ ト

シ ンを脱 ア ミノ化 に よ りウラシル に変換 す る方 法 が あ る(図1-10)。 この方 法 は

GC含 量 の高 い遺伝 子 に対 して有効 な方法 で ある。A4-β-Gal遺 伝子 のGC含 量 は

68%と 高 いた め、大津 らは後者 の方 法 を用い て ランダ ム変 異 を導入 した。
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方法(大 津らの報告 による)

使用 したA4-β-Gal発 現用 の プ ラス ミ ドpBGB3は 、pUC119にA4-β-Gal

遺 伝子 が挿入 され た もの であ り、1-2節 以 降 で大 量発現 に用 いたpEXM9と は異

な る。

・一 本 鎖DNAの 調 製

(1)大 腸 菌MV1184株 にpBGB3を 形 質 転 換 した もの を 、2xYT培 地(150μg/mlの

ア ン ピ シ リン を含 む)で37℃ 、一 晩 培 養 。

(2)(1)30μlとM13KO7フ ァー ジ液(約1010pfU/ml)を 混 合 し37℃ で20分 間 保 温 。

(3)(2)全 量 を2xYT培 地(150μg/mlの ア ン ピ シ リン、70μg/mlの カ ナ マ イ シ ン を含

む)3mlに 加 え 、37℃ で18時 間 、 振 盪 培 養 。

(4)(3)の 培 養 液 上 清 に 、5分 の1量 の20%PEG、2 .5MNaC1溶 液 を加 え 、 室 温 で

10分 間 放 置 。

(5)遠 心 分 離 して 沈 殿 した 一 本 鎖DNAを 回 収 。

・ヒドロキシルアミンを用 いた変異 導入

(1)培 養液0.75mlか ら回収 した一本鎖DNAの 沈殿 を、025Mの 塩 酸 ヒ ドロキシ

ル ア ミン溶 液(0.1Mリ ン酸 ナ トリウム緩衝 液(pH6 .0)に溶解)1mlに 溶 解 し、

37℃ で保 温。

(2)2時 間 ごとに8時 間 目まで 、100μlず つサ ンプ リン グ し、直 ちに900μlの 滅

菌 水 で希釈 の後、250μlの20%PEG-2.5MNaC1溶 液 を加 えてDNAを 沈殿。

(3)遠 心分離 で 回収 したDNA沈 殿 を大腸 菌MV1184株 に形質転 換。

(4)X-Galを 含 む平板 培地 に塗 沫 し、37℃ で一 晩培養。

(5)青 色 を強 く呈 してい る コ ロニー を単離 し、導入 された変 異 の確認 。

高活性型変異体の精製と分析

以下の実験は本研究室で行った。

・精 製

高活 性型変 異体A4-β-Galの 精製 は、1-2節 の方法 に従 い、野 生 型A4-β-Gal
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と同様 に行 った。

・動 力学 的パラメーターの 測定

A4-β-Galの 動 力学的 パ ラメー ター の測定 は1-3節 の方法 に従 った。

・至適温 度の 測定

至適温度 の測 定 は、測定温度 を30℃ か ら90℃ まで変化 させ て測 定 した。

・耐熱性 の測定

耐熱 性 の測 定 は、酵 素液(500μl)を60～95℃ の ヒー トブ ロック上で30分 間

イ ンキュベー トした後 、4℃ に冷却 し、1-3節 の方 法 に従 って70℃ で活性 を測

定 した。

高活性型変異体の結晶化と構造解析

変異体 の結 晶化 はオイルバ ッチ法(図1-6)を 用 いて行 った。

オイルバッチ法

沈 殿 剤 濃 度 が 変 化 しな い た め、 結 晶 作 成 の 日数 の 短 縮 と良 質 な 結 晶 が 作 成 で き

る こ とが 期 待 され る方 法 で あ る。

(1)蒸 気 拡 散 法 に よ る結 晶 化 か ら、A4-β-Galの 結 晶 化 は 沈 殿 剤PEG8000の 濃 度

が15～20%(w/v)で 起 こ る こ とが 分 か っ て い た の で 、 オ イ ル バ ッチ 用 の 結 晶 化

溶 液 と して0.2M酢 酸 ナ トリウ ム、0.1Mカ コ ジル 酸 ナ トリウ ム緩 衝 液(pH

6.5)、30%(w/v)PEG8000を 用意 。

(2)結 晶 化 に は72wel1MicroBatch Plate(Hampton Research)を 使 用 。MicroBatch

Plateに7～8mlの パ ラ フ ィ ン オイ ル(Hampton Research)を 入 れ 、各 ウェル をオ

イ ル で 充填 。

(3)変 異 型A4-β-Gal溶 液(5mg/ml)と(1)を 等 量 混 合 し、(2)の ウ ェル 中 に 注 入 。

(4)結 晶 の 回 折 デ ー タ測 定 と以 後 の 構 造 解 析 は1-7節 の 方 法 に従 った 。
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結果と考察

1-12 組換 え型A4-β-Galの と精製諸性 質の解析結 果

A4-β-Galの 大 量 発 現 と精製
A4-β-Galの 大量発現 のた め、宿 主大腸 菌株や 、培地組成 、培 養 時間 な ど

を検 討 した結 果、1-2節 に記 した条件 で最 も多量 のA4-β-Galの 発 現が確認 され

た。

A4-β-Galの 大量発現 、精製 結果 を表1-6に 示す。 ま た、精製度 を検 定す

る ため に行 ったSDS-PAGEの 結果 を図1-11に 示す。1-2節 に示 した方法 で、

SDS-PAGE上 で単一 バ ン ドにな るまで精 製 で きた。精製倍 率 は4.1倍 、収 率63%

で 、1literの 大腸菌 を培養 して約50mgの 精製A4-β-Gal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。

T.thermophilus A4か ら精製 したA4-β-Galの 比活性(48 .6units/mg)は 、1-2

節 の方 法 で精製 した組 換 え型A4-β-Gal(90Units/mg)の 約 半分 で あっ た。この違 い

は精製過 程 の違 いに よる可能性 が あ る。 精製過 程 の検討 中、A4-β-Galが 疎水 的

な 相 互 作 用 を用 いて タ ンパ ク質 を分 離す る疎 水性 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー

(Phenyl TOYOPEARL)を 用 いる と活性 を失 うことが分か った。T.thermophilus A4

よ り直接精 製 したA4-β-Galは 、その過 程 でPhenyl Superoseカ ラム ク ロマ トグ ラ

フ ィー を使 用 してお り、 この精製 段階 が 比活性 に影 響 を与 えて い るか も しれ な

い。疎 水性 相互 作用カ ラム クロマ トグ ラフ ィー に よる失活 の原 因 は不 明で あ る。

分子量測定結果

T.thermophilus A4よ り精製 したA4-β-Galと 組換 え型A4-β-Galの 性 質 の違

い を 比 較 す る た め 、 組 換 え型A4-β-Galの 溶 液 中 の 分 子 量 を 測 定 した 。T.

thermophilus A4よ り精製 したA4-β-Galで は 、ゲル濾過 クロマ トグ ラフィー を用

い た分子 量測 定結果 か ら、溶液 中で単量 体構造 を とる と報告 され てい る[8]。

標 準分子 量マー カー 、組換 え型A4-β-Galの ゲル濾過 カ ラム ク ロマ トグラ

フ ィー の溶 出パ ター ンを図1-12に 示 し、マー カー とA4-β-Galサ ンプル の保持 時

間の 関係 を図1-13に プ ロッ トした。保 持 時 間か ら見積 も られ たA4-β-Galの 分子

サ イ ズは197kDaで あった。

SDS-PAGEよ り見積 も られ た組 換 え型A4-β-Galの 分子 量 は75kDaで あっ

た た め、組 換 え型A4-β-Galは 溶液 中で二 量体 また は三量 体 を形成 してい るこ と

が示唆 され た。また図1-12の 溶 出パ ター ンで は、単一 ピー クが検 出 され るた め、

溶 液 中 で不規則 な解 離や重 合 を して いな い こ とが分 か った。

四次 構 造 の違 い が疎 水性 カ ラム ク ロマ トグ ラフィー の使 用 の有無 に 関係

す るか を調 べ るため、組換 え型A4-β-GalをPhenyl TOYOPEARLに 吸着 ・溶 出 し、
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そ の画 分 を分子 量測 定 したが、分子量 は変化 しな か った。A4-β-Galの 四次構 造

につ いては1-16節 で考 察す る。

組換 え型A4-β-Galの 動 力学 的パ ラメーター

各基質濃 度[S]0に お け る反応速度[v]か ら、[S]0/V～[S]0の 線形 プ ロッ トを図

1-14に 示 した。70℃ にお けるパ ラメー ター は、Km=5.88mM、Kcat=2 .8×104min-1

と算 出 され た。 野生型 と組換 え型 のA4-β-Galで はKmに 差 は見 られ なか ったが

(野生型5.9mM、 組 換 え型5.88mM)、Kcatに 大 きな差 が見 られ た(野 生型4.0×10 4

min-1、 組換 え型2.8×104min-1)。 分子量 測定 の結果 か ら、 四次 構造 の違 いが動 力

学 的パ ラメー ター の違 い に影響 してい る と考 え られ るが、組換 え型A4-β-Galに

つ いて、す べて単 量体 に解 離 したA4-β-Galを 調 製 で きてい ないた め、実験的 な

裏付 けは得 られ ていな い。

吸収スペクトル

各濃 度 にお け る波長300nmか ら550nmの 吸収 スペ ク トル を図1-15aに

示 す。波長344nmお よび471nmで 極 大 の吸光 を示 した。 また各濃 度 にお け る

吸光度 をプ ロ ッ トした ところ(図1-15b)、 線 形性 が見 出 され た。344nmお よび

471nmの 吸光度 は濃度 に比例 してい る。

これ らの極大 吸収 波長 に関 して 、吸光 の原 因 を特 定す るこ とはで きなか

った。GH-42と して報 告 され てい る他 のβ-ガラク トシダーゼ で は、特 に補酵 素 な

ど吸光 を有 す る もの を含 む とい う報告 はない。 しか し、高 度 に保 存 され た シス

テイ ン残基 が存在 す るこ とか ら、金属 を結 合 して い る可能性 が あ る。474nm付

近の吸収 は 、A4-β-Galに 結 合 した鉄 に由来す る もの と予想 され る。

ICP法 による金属 定量

ICP法 よ る金 属 定量結果 を図1-16に 示 す。 この結 果 、A4-β-Galに 結合 し

てい る金属 と して鉄 、亜鉛 の可能性 が示唆 され た。 いずれ の金属 もシステイ ン

に結合 す る金属 であ り、 システイ ンが金属 結合 ク ラス ター を形 成 して い る可能

性 が高 い。

しか し、Brad-Ford法 に よるタンパ ク質定 量結 果 と比較す る と、結合 して

い る金属量 はA4-β-Gal1分 子 あた り亜鉛0.24個 、鉄0 .07個 とい う結 果で あった。

A4-β-Gal溶 液 の280nmに お け る吸光度 を測定 し、A4-β-Galの 絶対 量 を求 めた と

ころ、Brad-Ford法 に比べ約2.4倍 低 い値 が得 られ た。 この結 果 を基 に算 出す る

と、A4-β-Gal1分 子 あた り0.57個 の亜鉛 と0.16個 の鉄 を結合 してい る とい う結

果 が得 られ た。

金 属 はすべ て のA4-β-Galに 結合 して い るので はな く、一部 のA4-β-Gal

は金属 を保 持 しな い状態 で存在 してい る こ とが示唆 され た。 また 、亜鉛 と鉄 は

同 じ結合 サイ トに結合 してお り、鉄型 、亜鉛 型 のA4-β-Galが 混在 してい る可能
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性 が あ る。 この金属結 合サイ トに関 して は、1-16節 で詳 しく考察す る。

ESR測 定

図1-17にESRの 測定結 果 を示 す。また 、タンパ ク質 中の鉄 に関 して 、各

存在 状態 にお け るESRの 例 を図1-17bに 示す。A4-β-GalのESRは 、g値4 .3に

ピー クがみ られ 、g値 、波形 がル ブ レ ドキ シン型 の鉄 のデー タ と一致 した
。ル ブ

レ ドキ シ ン型 の鉄 は、4つ の システイ ンが配位 し、金属結合 クラス ター を形成 し

てい る。

また、300mT付 近 に ピー クが 見 られ るが 、これ は銅 の ピー ク位置 で ある。

しか し、ICP法 に よる金属 定量結果 で はA4-β-Gal中 に銅 は検 出 されず 、 この ピ
ー クの原 因 につ いて は不 明で あ る

。 なお 、ESRで は亜鉛 の シグナル は検 出 され

な いた め、亜鉛 の存在 に関す る情報 は得 るこ とはで きなか った。

1-13 A4-β-Galの 反 応 機 構

A4-β-Galの 活性 を持つpHの 範 囲 は、pH6～8で あ る。ONP-Gal溶 液 のpH

は約pH7.5、 反応 終 了後 のニ トロフェ ノー ルお よび ガ ラク トー ス溶液 のpHは 約

6.5で あ るた め、緩衝 液 を用いな くて も反応 は完全 に進 行す る。NMR測 定 の際 、

ノイ ズ とな る水 分子や プ ロ トンの 混入 を防 ぐた め、緩 衝液 は用いず 、ONP-Gal

をD2Oに 溶 か して反応 を測定 した。

反 応 開始 後、経時 的 に測定 した1HNMRの 結 果 を図1-18に 示す 。基質 は

反 応 開始 後20分 で完 全 に分解 され てい る。 反応 開始後5分 の段階 では 、β-アノ

マー構 造 のガ ラク トー スのみ が検 出 され てい る。 そ の後、α-アノマー構 造 のガ

ラク トー ス の割 合 が増加 してい る。これ は、ONP-Galが 分解 した直後 はβ-アノマ

ー の構 造 を とっ てお り
、そ の後 経 時的 に溶液 中で変 旋光 してα-アノマー構 造 の

割合 が 増 えて い る ことを示 してい る。 この結果 、A4-β-Galの 反応 は、 ア ノマ ー

を保 持す るア ノマー保持型 の機 構 で起 こる こ とが証 明 され た。

1-14 A4-β-Galの 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 下の複 数 の条件 で結 晶が得 られ た。

・Crystal Screen Kit1#15:0
.2M Ammonium Sulfate、0.05M Na Cacodylate pH6.5、

15%(w/v)PEG8000

・Crystal Screen Kit1#25:0
.1M Imidazole pH6.5、1.0M Sodium Acetate Trihydrate

・Cnystal Scneen Kit1#28:0
.1M Sodium Acetate Trihydrate、0.1M Na Cacodyiate pH

6.5、30%(w/v)PEG8000
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・Crystal Screen Kit1#37:0
.1M Na Acetate pH4.6、8%(w/v)PEG4000

・Crystal Screen Kit1#45:0
.05M Zinc Acetate Dihydo1ate、25mM Na Cacodylate pH

6.5、4.5%(w/v)PEG8000

・Crystal Screen Kit2#23:10%Dioxane
、0.1M MES pH6.5、1.6M Ammonium

Sulfnte

・Quik Screen Kit#A3:0
.8Msodium/Potassium Phosphate pH6 .3

これ らの結 晶にX線 を照射 し回折像 を撮影 した ところ、Crystal Screen Kit

1#28の 結晶(図1-8)の み 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 、ハ ンギ ング ドロ ッ

プ蒸気拡 散法 で1-5節 に示 した条件 で十 分な大 き さの結 晶 を得 た。またセ レノメ

チオ ニ ン置換体A4-β-Galも 同様 の条件 で結 晶が得 られ た。

この条件 で得 られ た結晶 は、空間群 がP321 、単位 胞 のパ ラメー ター はa=

b=97.70±0.3(A)、c=129.40±0.5(A)、 α=β=90° 、γ=120°で あった。

1-15  構造解析の結果

初期構造の構築

MAD測 定 に用 い た 波長 は 、 図1-9に 示 したXAFSの 測 定 結 果 よ り、Peak

O.9795A、Edge0.97972A、Remote0.96000Aと 決 定 した 。 これ らの 波長 を用 い

て 測 定 し、ス ケ ー リン グ した デ ー タの 統 計 値 を表1-7に 示 す 。デ ー タ の質 を表 す

Rsym値 、S/N比 で あ るMeanI/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。

プ ロ グ ラ ムSOLVEを 用 い てX線 の初 期位 相 を決 定 した と こ ろ
、 位 相 の

確 か ら し さ を表 すEigure of merit(FOM)は0.439で あ っ た 。

Figure of Merit(FOM)

計算 され た位相 と真 の位 相 のず れ を表す パ ラメー ター で 、0～1の 値 で表 され る。

全て真 の位 相 の時1と な る。

プ ログラムSOLVEに よ り決 定 した位相 をプ ログラムDMを 用 いて、溶媒

平 滑化 、 ヒス トグラムマ ッチ ング法 に よ り位相 を改 善 し、FOMが0 .737に 上昇

した。

プ ログラムDMに よ り改 善 され た位 相 と波長Remote(0 .96000A)で 測 定 し

た構 造因子 か ら、プ ログ ラムARP/wARPを 用 いて初期 構 造 を構 築 した。 その結

果R値16.1%の 構 造 が得 られ た。 この構 造 は主鎖部分 のペ プ チ ド鎖構 造 を構築

し、その他 の電 子密度 にR値 を下 げ るよ うに水 分子 を 当ては めた だけの構造 な
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の で、真 の構 造で はない。

さらにプ ログ ラムARP/wARPのside _dock.shに よ り側鎖構 造 を 自動 的 に

構 築 した。 この段 階 で645残 基 中622残 基 の主鎖 お よび側 鎖構造 が決定 した。

主鎖 構造 が構 築 され なか った部位 は、cis-ペ プチ ド結 合 を形成 してい る部位 であ

っ た(プ ログ ラムARP/wARPは プ ログラムの特性 と してcis -ペプ チ ド部分 の主

鎖 構 造 構 築 が で きな い)。cis-ペ プ チ ドは 、Phe350-Arg351、Pro499-Pro500 、

Gly613-Pro614に 存在 した。

Native A4-β-Galの 構造解析

SPring-8に お い て 、 波長0 .9791Å で 測 定 しス ケ ー リ ン グ したデ ー タ の統

計 値 を表1-7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。

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Oを 用 い て モ デ ル を修 正 し精 密 化 を進 め た
。 精 密 化 の過 程 で 、 酢 酸 分 子 ×2、

MPD分 子 ×2、 亜 鉛 原 子 ×1、Clイ オ ン ×1を 組 み 入 れ た。 精 密 化 の 結 果 、 図1-19

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1-8に 示 す 。

構 造 の 確 か ら し さ を表 すRcryst、Rfree値 は い ず れ も20%以 下 ま で 下 が り、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A4-β-Gal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)、91.4%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[28](図1-20) 。

ガラクトース複合体の構造解析

KEK PF BL-18Bに お いて、波長1 .0000Å で測 定 しスケー リング したデー

タの統計 値 を表1-7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。

ガ ラク トー ス はTIMバ レル ドメイ ンの 中央 に結合 してお り、図1-21aに

示す よ うに非 常 に鮮 明な電子密度 を示 し、各OH基 の配 向 と共 に、α-アノマー型

の コ ンフォ メー シ ョンを とって い る こ とが 明 らか に な った
。 ガ ラク トー スの結

合部位 、お よび ガ ラク トース認 識残基 に関 しては1-16節 で詳 しく考 察す る。

ガ ラク トー ス複合 体構 造 に関 して精 密化 した結 果 を表1-8に 示す。構 造の

確 か ら しさを表 すRcryst値 は20%以 下ま で下が り、構 造 の議 論 を行 うのに十分 な

質 の構 造が 得 られ た。

1-16 A4-β-Galの 構造に関する考察
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三量体構造

A4-β-Galは 図1-22に 示す 三量 体構造 を取 っていた。1-12節 のゲル濾過 ク

ロマ トグラフ ィー を用 いた分子 量測 定結果 と一致す る。A4-β-Gal結 晶の非 対称

単位 はA4-β-Gal一 分子か らな り、三量体 は結晶学 的三 回軸 の周 りに円形 に並 ぶ

形 で形成 され てい る。 その ため 、三量 体 の各サ ブユ ニ ッ トは結 晶学 的 に全 く同

じ構造 であ る。三量体 は円形 に並ん でお り、図1-22の 手前側 に直径約35A、 奥

側 に約5Aの トンネル が通 ってい るため、植木鉢 の よ うな形 状 を取 ってい る。

非対称単位

結 晶構造解 析 にお ける最小 の繰 り返 し単位 で、非 対称 単位 中の構 造 が結 晶学的

対称性 によって繰 り返 され る こ とで結 晶 を形成 す る。A4-β-Galの よ うに、非対

称 単位 中に一 分子 のA4-β-Galが 含 まれ る場 合 は、結晶 中 に含 まれ るA4-β-Gal

の サブユニ ッ トは全 て 同 じ構 造 を持つ とい うこ とにな る。 逆 に非対 称 単位 中 に

複 数 の同一 サブユ ニ ッ トが含 まれ る場合 は 、 これ らのサ ブユ ニ ッ トは独 立 した

構 造 を有 してお り、ルー プ の揺 らぎや側 鎖 の向 きな ど何 らか の構 造 の違 いが生

じてい る。

単量体構造

A4-β-Galの 単量体構 造 を図1-23aに 示す。A4-β-Gal単 量体 は3つ の ドメ

イ ンで構成 され てい た。N末 端側 か ら、TIMバ レル フォール ドを持 つ ドメイ ン

A(1-389)、 α/βフォール ドを持 つ ドメイ ンB(390-589)、 β-フォー ル ドを持つ ドメ

イ ンCと 呼ぶ。 ドメイ ンの境 界 は ク レフ トを形成 してお り(図1-23b)、 結晶 化 に

用 いたMPD、 酢酸 分子 、ガ ラク トー スが結合 して いた。 ク レフ トの片方 の先 は"

植 木鉢 の上側"に 向い てお り、逆側 は活 性中心部位 に至 ってい る(後 述)。

TIMバ レル フォー ル ド(Triosedphosphate Isomeraseバ レル フォー ル ド)

(α/β)8バ レル 、(β/α)8バ レル フ ォ ー ル ドと も呼 ばれ る。 β構 造 とα-ヘ リ ック ス構

造 が 交 互 に8回 繰 り返 し、β-シー ト部 分 が バ レル を 、α-ヘ リ ック ス が そ の 外 側 を

覆 うフ ォ ー ル ドで あ る。8本 のβ-シー トとα-ヘ リ ック ス をN末 端 側 か らβ-1～8、

α-1～8と 表 記 す る。GH酵 素 と して は最 も多 く見 られ る フ ォ ー ル ドで あ る。

ドメ イ ンAがTIMバ レル フ ォ ー ル ドを持 つ こ とはHCAに よ る構 造 予 測

結 果 と一 致 す る。Daliサ ー バ ー[29]に よ る類 似 構 造 検 索 の結 果 、A4-β-GalのTIM

バ レル フ ォ ー ル ドはGH-14Bacillus cereus由 来 β-ア ミラー ゼ(以 下BCBと 表 記 す

る)[30]のTIMバ レル フ ォ ー ル ドと最 も類 似 性 が 高 い こ とが 分 か っ た(図1-24a、

表1-9)。 両方 のTIMバ レル と も、 β-4と α-4の 間 にα-ヘ リ ッ ク ス か らな る サ ブ ド

メ イ ンが挿 入 され て お り、"カ ン マ 状"の 構 造 に な っ て い る。
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ドメイ ンBは Sulfolobus solfataricus由来アントラニル酸合成酵素の Trp G
サ ブユニ ッ トと最 も高い相 同性 を示 した(図1-25 、表1-10)。TrpGは 、 グル タ ミ

ンを分解 し、 ア ンモ ニ ア を転移 す る反 応 を触媒 す るが 、 その反応 に関わ る触媒

残基(Cys、His、Glu)に 相 当す る残基 はA4-β-Galで は全 てProに 置 き換 わって い

るた め、A4-β-GalはTrpGの よ うな触媒 能 を持 た ない と考 え られ る。

ドメイ ンCは β-シー トのみか らな る構造 を有 してい るが、類似構 造 は見
つ か らなか った。 ドメイ ンCは 活性 中心部位 か ら離れ た位 置 に存在 してお り

、

そ の役 割 は不 明 であ る。

金属結合部位

ドメイ ンAに は 金 属 結 合 サ イ トが 存 在 した 。GH-42で 高 度 に保 存 され た

シ ス テ イ ン残 基(図1-26)Cys106、Cys150、Cys152 、Cys155が 金 属 結 合 ク ラ ス タ
ー を形 成 して い た(図1 -27a) 。1-12節 のICP金 属 定 量 結 果 か ら、A4-β-Galに は 1

サ ブユ ニ ッ トあた り0.57個 の亜鉛 と0.16個 の鉄 が結 合 して いる こ とが分か って

お り、図1-27aの 金属 は亜鉛 であ る と考 え られ る。図1-27aに お け る金 属結合 サ

イ トは非 常 に高い電 子密度 を示 してい るが( |Fobs|-|Fcalc|電 子 密 度 マ ップ に お い て

3σ以 上 の高 さと約15A2の 温 度因子) 、回折デ ー タセ ッ トに よって は金属結合 が

見 られ ない場 合 があ る(図1-27b)。 これ は、 この ク ラス ター の金属 結合能力 が弱

い ことを示 してお り、1サ ブユ ニ ッ トあた りの結 合金 属割 合が少 なか ったICPの

結 果 と一致 す る。

結 合 した亜 鉛 は、4つ の後述 す る活性 中心部位 か ら離れ た位 置 にあ り、ま

た配位 子 全 てが シ ステイ ンに よって 占め られ て い る こ とか ら、触媒反応 に関 わ

る金 属 で はな く、構 造 の安 定化 に寄与 す る金属 で あ る と考 え られ る。 しか し、

完 全 に金属 が脱 離 したA4-β-Galを 分 離で きて いない た め、 この金属 の役割 は不

明で あ る。

金 属結 合 サイ トは サブ ドメイ ンの根 元 に存在 す るが 、BCBの サ ブ ドメイ

ンの根 元 に は酢酸分 子 が結合 して いた[30]。

サ ブユニットの相互 作 用

図1-23bに 、A4-β-Galの 分子表 面 を示す。 緑色 で示 した部分 が、隣 のサ

ブ ユニ ッ トと接触 す る部分 で ある。A4-β-Galの 分子表 面全 体 の うち19 .4%(4700

A2)が 相 互 作用 に関 わ ってい る。サ ブユニ ッ トの接 触部 は、図1-23bに 示 した方

向か ら見 て 、A4-β-Galの 左 側 と右 側 の主に2箇 所 で あ り、左 側(TIMバ レル ドメ

イ ン)が 隣 の サブ ユニ ッ トの右側部 分(サ ブ ドメイ ン と ドメイ ンB)と 接 触 してい

る。 サ ブユ ニ ッ ト間 の水素結 合 を形 成す る残基 を図1-26に 示す。 これ ら水素 結

合 を形成 す る残 基 は耐 熱性 を有す るGH-42酵 素 にの み保存 され てい るこ とか ら、
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これ らが耐熱性 に関わ ってい る と考 え られ る。

T.thermophilus A4よ り精製 され たA4-β-Galは ゲル濾過 カ ラム ク ロマ トグ

ラフィーの分析 の結果 、単量体 で あ る と報告 され てお り、組 換 えA4-β-Galの 構

造 解析 の結果 か ら得 られ た三量 体 とい う結果 と異 な る。 しか し、 三量体 を形 成

してい る強い相互作用 を考慮す る と、Thermusの 菌 体 内で も三量体 を形成 してい

る と考 え られ る。T.thermophilus A4よ り単離 され たA4-β-Galの 分析 は、理論段

数 の低 いゲル濾過 カ ラム を用 い てお り、単 量体 と言 う結論 は実 験誤 差で ある可

能 性 があ る。他 のGH-42酵 素 は二量 体 または三量体 を形成 してい る と報告 され

てお り、GH-42酵 素は立体構 造 の結果 分 かった植 木鉢 上 の三 量体構 造 を取 って

い る と予想 され る。

ガラクトース結合部位 と触媒 残基

ガ ラク トー ス複 合体構 造で は、 ガ ラク トー スはTIMバ レル ドメイ ンに結

合 して い た 。結 合 した ガ ラ ク トー ス の|Fobs|-|Fcalc|電 子 密 度 マ ップ とガ ラ ク トー ス

認識 残基 を図1-21a、b、 表1-11に 示す。 ガ ラク トー スの各OH基 は複数 の ア ミ

ノ酸残 基 に よって認識 され てお り、非 常 に厳密 な基 質認識 機構 が働 いて い る と

考 え られ る。

これ らの認識 残基 の 中には、隣 のサ ブユ ニ ッ ト由来のTrp182が 含 まれ る。

この こ とか ら、基質 の認識 に四次構 造 の形成 が関わ ってい る こ とが示唆 され た。

HCAに よる構 造予測 か ら、触媒残 基 と して予測 され ていたGlu141お よび

Glu312は それ ぞれβ-4と β-7のC末 端部 分 に位 置 していた。 これ らの残 基 は、ガ

ラ ク トースのC1原 子 に近 い位 置 に ある(後述)。

A4-β-GalとEC-β-Galの 比較

A4-β-GalとEC-β-Galは 同 じ触媒 能 を持 ち、そ の構 造 も同 じTIMバ レル フ

ォール ドか らなる。 また1-13節 か ら、A4-β-Galの 加水 分解 が 、EC-β-Galと 同 じ

ア ノマー保 持型 の反応機 構 を取 る こ とが証明 され た。EC-β-GalのTIMバ レル フ

ォール ドは 、図1-24bに 示す よ うにA4-β-Galの もの とは大 き く形 状が異 な るが、

活性 中心部位 は類似 の構 造 を有 して い る と考 え られ る。A4-β-Galの 触媒 残基 と

基質 特異性 、お よびEC-β-Galと の 関連 を調べ るた め、A4-β-GalとEC-β-Galを

重 ね合 わせ て比較 した。 構造 の重 ね合 わせは 、A4-β-Galの 予 想 され る触 媒残基

(Glu141、Glu312)をEC-β-Galの 実 験 的 に 証 明 され て い る触 媒 残 基(Glu461、

Glu537)を 重ね合 わせ て行 った。 この方 法で重ね合 わせ る と、TIMバ レル フォー

ル ド全 体 も非 常に よく重 なった(図1-28)。

・触 媒残基

触 媒残基 を重 ね る と、結合 した糖 も結合 の方 向や 角度 が一 致 した(図1-29)。

また触媒残 基周 りの環境 も一致 した。EC-β-Galの 求核 性残 基 であ るGlu537は 両
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端 がArg388、Tyr503に 挟 ま れ て お り、 これ らの 残 基 が 、Glu537が 求 核 基 と して

働 く こ とが で き る よ うにpKaを 調 節 して い る と考 え られ て い る。この 特 徴 はClan

GH-Aで 見 られ る構 造 の 特 徴 の 一 つ で あ る。A4-β-GalのGlu312も 両端 をArg32、

Tyr266で 挟 まれ て い る(図1-29b)。 この構 造 の 一 致 か ら、A4-β-GalのGlu141を

酸/塩 基 触 媒 、Glu312を 求 核 性 触 媒 と して 同 定 した 。

EC-β-Galで は 、 酸/塩 基 触 媒Glu461にMg2+が 結 合 し、触 媒 反 応 に 関 与 し

て い る。A4-β-Galで は 酸/塩 基 触 媒Glu141に 結 合 した 金 属 は な く、Glu264がMg2+

と同様 の働 き を して い る と考 え られ る。

・基質認識残基

A4-β-GalとEC-β-Galの 基 質認 識 残 基 を図1-30に 示 す。A4-β-Galと

EC-β-Galで は、触媒残 基 を除 く と基質認識 残基 が大 き く異 な る。EC-β-GalのO6

の認識 にはNa+が 関わ って い るが、A4-β-Galで は金属 の関与 は見 られ ない。この

構 造 の違 いが、EC-β-GalとA4-β-Galの 金属 要求性 の違 い に繋 が ってい る と考 え

られ る。

EC-β-GalとA4-β-Galで は、疎 水的 な相 互 作用 を形 成す るア ミノ酸残基 に

関 して構 造上 の共通 点 が見 られ た。A4-β-Galに 結合 したガ ラク トー スの ピラノ
ー ス環 は

、Phe350と 疎 水的 な相互 作用 を形成 してい る(図1-29b)。 一方 、EC-β-Gal

で はTrp568が これ に相 当す る。 これ らの残 基 はいずれ もβ-8のC末 端部分 に存

在 し、そ の主鎖構 造 はcis-ペ プチ ド結合 とい うエ ネル ギー的 に不安 定な構造 を形

成 して い る。 この よ うなβ-8のC末 端部分 に存在 す るcis-ペ プチ ド構造 を とる疎

水性 ア ミノ酸残 基が 、糖 と疎水 的な相互 作用 を形 成 して い るのは、Clan GH-Aの

構 造 に共通 して見 られ る特徴 で ある[31]。

A4-β-Galと 他のClan GH-A酵 素 との比較

A4-β-Galを 含 むGH-42酵 素は、立体構 造予測 か らClan GH-Aの 酵素 で あ

る と予測 され て いた。本研 究 の構造解析 結果 か ら、A4-β-GalはClan GH-Aの 特

徴 で ある

・ア ノマー保 持型 の反応機 構

・β-グ リコシ ド結 合 に作用

・触媒 ドメイ ンと してTIMバ レル フォール ドを持 ち
、触媒残 基が4番 目 と7

番 目のβ-シー トのC末 端部分 に ある グル タ ミン酸

とい う点 を全 て満 た してお り、間違 いな くClan GH-Aの 酵 素 であ る と証 明 され

た。こ こで は、A4-β-GalとClan GH-Aの 酵素 との分 子進 化的 な関連 を考察す る。

・三 量体 形成 による活 性 中心ポケットの 形成

Clan GH-Aの 酵 素 は触媒能 か ら長 い基質(セ ル ロー スや キシ ラン)に作用す
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るグルー プ(GH-10、17な ど)、 短 い基 質(ラ ク トー スやセ ロビオー ス)に 作用 す る

グルー プ(GH-1、2な ど)に分 け られ る。 これ らの構 造 の特 徴 は、前者 が ク レフ ト

型 、後者が ポケ ッ ト型 の活性 中心部位 を有 してい る ことで ある[32](図1-31)
。

ク レフ ト型 の活性 中心 は、長 いセ ル ロー スや キシ ランの結 合 に適 してい

る。 ポ ケ ッ ト型 の活性 中心は 、 ラク トー スやセ ロビオ ー スな どの重 合度 の小 さ

な基質 や、基 質 を非還 元末端 側 か ら加 水分解 す るエ キ ソ型 の酵 素 に適 した形 状

であ る。 ポ ケ ッ ト型 の活 性 中心の形 成 は、 ク レフ ト型 の活性 中心 に対 して新 た

な ドメイ ンや 、ル ープ の付加 に よって獲得 され た と考 え られ てい る[31]。

A4-β-Galは 単量体構造 を見 る と、活性 中心 はク レフ ト型 の構 造 を有 して

い る(図1-32)。 このク レフ トは、三量体 の形成 に よ り、隣のサ ブユニ ッ トのTrp182

に よって塞 がれ 、ポ ケ ッ ト型 に変化 してい る(図1-32) 。 このポケ ッ ト化 に よ り、

A4-β-Galは ラク トー スな どの小 さな基質 に対 す る特 異性 を獲 得 して い る
。 この

よ うに、触 媒 ドメイ ン 自身 が 多量体 を形成 す る こ とでポ ケ ッ ト型 の活性 中心 を

獲 得 してい るの は、A4-β-Galが 初 めて の発 見 であ る。

・GH-14と の関係

GH-14は 触媒 ドメイ ンがTIMバ レル フォール ドを持 ち、触媒 残基 が4番

目 と7番 目のβ-シー トのN末 端 に存在 す る こ とか ら、4/7ス ーパー ファ ミリー に

分類 され る。 しか し、反応機 構 が ア ノマー反 転型機 構 で 、α-グ リコシ ド結 合 に

作用 す る ことか ら、Clan GH-Aに は分類 され ない(そ のため、Clan GH-A∈4/7ス

ーパー ファ ミ リーの関係 であ る)
。GH-14の 構 造 はβ-4とα-4の 間にサ ブ ドメイ ン

を持 っ が 、Clan GH-Aの 酵 素 には この よ うなサ ブ ドメイ ンが ない こ とか ら、

GH-14とClan GH-Aの 関係 は不 明な点 が多か った。

A4-β-Ga1のTIMバ レル フォール ドはβ-4と α-4の 間 にGH-14と 同 じサ ブ

ドメイ ンを有 し、Clan GH-Aの 酵素 よ りもGH-14と 最 も構 造 との相 同性 が高 い

(表1-12)。A4-β-Galは 活性 中心部位 が保持 型酵 素の構 造 であ るものの、TIMバ

レル フォー ル ドの骨格 は反 転型 酵素 の構 造 を持つ こ とが分 か った。 この発 見 に

よ り、保持 型 であるClan GH-A酵 素 と反 転型 酵素 で あるGH-14酵 素 の構 造的 ・

進化 的 関連 を見 出す ことがで きた(図1-33)。

1-17 ランダム変異 による高 活性 型変異体A4-β-Galの 構造 能解析

ランダム 変異導入 による高 活性型A4-β-Galの探 索

組換 え大腸 菌が生 育す る37℃ で活性 が 上昇 した変異 型A4-β-Galは 、高

温条件 下 で も活性 の上昇 が 見 られ る と考 え、 ラ ンダム変 異 を導入 し活性 が上 昇

した変異 体A4-β-Galの ス ク リー ニ ングは、X-Galを 含 む寒天 培地 を用 いて37℃

で行 った。
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37℃ にお ける活性 が上昇 したA4-β-Galに ランダム導入 され た変異 の一 覧

を表1-13に 示 す。これ らの変 異 の 中で、特 に活性 の上昇 が 見 られ るP317S 、H323Y

の点変異 、お よび二重 変異 体 につ いて、それぞれ1-2節 の方 法 で精製 し、1-3節

の方法 に従 って諸性 質 を調べ た。

高 活 性 型A4-β-Galの 諸 性 質

・動 力学 的パラメーター

1-3節 の方法 に従 い 、変異 体のKmお よびKcatを 測 定 した。 結果 を表1-14

に示 す。P317SはKcatが 上昇 し、H323YはKmが 減 少 した。P317Sは 触媒能 に、

H323Yは 基質 結合能 に影 響 して い る と思 われ る。二 重変 異体 ではそ の両方の影

響 が合 計 して現れ てい る。

・好熱性および耐熱性

各 温度 にお ける活 性測 定結 果 を図1-34に 、各温度 で30分 間 イ ンキ ュベー

トした後 の残 存活性 を図1-35に 示 す。 野生型 、変異 体 ともに温 度 が高い ほ ど活

性 が高い。 また変異 体 の耐熱性 が減 少 してい るこ とが分 か った。

変異 型A4-β-Galの 構 造 解析

P317S、H323Yの 二重 変異 体 につ いてのみ結 晶化 に成 功 した。この結 晶に

つ いて、SPring-8BL-40B2に お い て、波長0.9860Aで 測 定 しス ケー リング した

デー タの統計値 を表1-15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。

変 異が導 入 され た317番 目、323番 目の電子密 度 マ ップ を図1-36に 示す。

いず れ も設 計通 りの ア ミノ酸残 基 に置換 され てい る。

ガラ ク トー ス複合 体構 造 に関 して精密化 した結果 を表1-15に 示す。構 造

の確 か ら しさを表すRcryst値 は20%以 下まで下 が り、構 造 の議論 を行 うの に十分

な質 の構 造 が得 られ た。

変異が導入された部位
変異 が導 入 され た部 位 の ア ミノ酸配列 のア ライ ンメ ン トと構造 の模 式図

を図1-37に 示す。 変 異が 導入 され た部位 は 、GH-42で 保 存性 は見 られず 、また

活 性 中心部位 か ら離れ た位 置 にあ るため、触 媒反応 に直接 関 わって い る残基 で

はな い。そのた め、これ らの位 置 に変異 を導入 した高活 性型A4-β-Galの 発見 は、

ラ ンダム変 異 を用 いた方 法 でな けれ ば発見 で きなか ったで あ ろ う。

変異 が導入 され た317番 、323番 の残 基 は、β-7と α-7を 結ぶル ープ の根

元 に存在 し、そのル ー プ上 には活性 中心部位 を形成 して い るTrp320が 存在す る。

59



第1章 A4-β-Galの 結晶構造解析

Pro317は ループ のN末 端側 の端 に存在 してい る。 この プ ロ リン残基 は 、

GH-42で は耐熱性 を有す る酵素 中で保 存 され てお り、耐熱性 、好熱性 に 関与 し

てい る と考 え られ る。

His323は ルー プのC末 端 部分 に存在 してい る。His側 鎖 のイ ミダ ゾール

基 は、同一 サ ブユ ニ ッ トのAsp272お よび 隣の サブユ ニ ッ トのGlu420と 水素 結

合 を形 成 してお り、三量体の形成 に関与 してい る。Asp272は 活性 中心 ポ ケ ッ ト

の入 り口部分 を形成 してい るヘ リックス部 分 に存在す る(後述)。

変異体A4-β-Galの 構造

P317S、H323Y二 重変異体 の構造 は 、Native A4-β-Galの 構 造 とほ ぼ同 じ構

造 で あった。構 造の違 い を表すRoot mean square distance(RMSD)は 平均約0.3A

で 、 これ ら二つ の構 造が ほぼ同 じ構 造 で ある とい う値 を示 してい る。

・Tyr266-Tyr284領 域の動き

二つ のA4-β-Galに つい て、各 ア ミノ酸残 基 のRMSDの プ ロ ッ トを図1-38

に 示 す 。RMSDの 高 い 部 分(構 造 の差 が 大 き い部 分)が 二 箇 所 見 つ か っ た。

Tyr266-Tyr284部 分 と変 異が導入 され たP317S-H323Yの 部 分で あ る。

この うちTyr266-Tyr284領 域 の構造 の重 ね あわせ を図1-39に 示す。この領

域 は、約1A動 いてい る部分 も見 られ るが 、 この動 きはHis323がTyrに 置 き換

わ る こ とで、Tyr266-Tyr284に あ るAsp272と の水 素結合が な くな った こ とに起

因す る と考 え られ る。

Tyr266-Tyr284は 活性 中心 ポケ ッ トの入 り口部 分 を形成 してい る(図1-40)。

動 力学 的パ ラメー ター の測 定結果 か ら、H323Yの 変異 はKmが 減少 してお り、基

質 結合 に影 響 してい る と予想 され たが、これ はHis323-Asp272の 水 素結合 が な く

なった こ とでTyr266-Tyr284部 分 の フ レキ シ ビ リテ ィーが上昇 し、基質 の取 り込

み に影響 を与 えてい る と考 え るこ とで説 明で き る。Tyr266-Tyr284は 、耐熱性 の

GH-42酵 素 にのみ見 られ るヘ リックス領 域 で 、 この部 分は酵素 の好 熱性 、耐熱

性 に も関与 してい る と考 え られ る。

・Tyr266側 鎖 の動き

Native A-β-Galと 二重変異 体A-β-Galの 活 性 中心部分 を重 ね合 わせ る と、

Tyr266の 側鎖 が動 いてい ることが確認 され た(図1-41)。Tyr266は 、 求核性 触媒

であ るGlu312と 水素結 合 を形成 してお り、Glu312のpKaの 調節 に関 与 してい る

と予想 され る残 基で ある。他 のClan GH-A酵 素 で も、求核性触媒 と水 素結合 を

形成 す るTyr残 基 の重要性 が考察 され てお り[33]、A4-β-GalのTyr266も 触媒 反

応 の重要 な役割 を担 ってい る と考 え られ る。

この側 鎖 の動 きはP317Sに よって説 明 され る。Tyr266はVal318と 疎水 的

な相互 作用 を形成 してい るが 、Val318の 隣に あ るPro317がSerに 置 き換 わ った
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こ とで 、 この部 分の フ レキ シ ビ リテ ィー が上昇 し、Va1318、Tyr266が よ り安定

な位 置 に動 いてい る と考 え られ る。P317Sはk catを上昇 させ るこ とか ら触媒反応

に直接 関与 してい る こ とが示唆 され たが 、Tyr266の 可動性 上昇 に関 与 してい る

と考 え るこ とで説 明で き る。

今 後の課題

構造解 析 の結 果 か ら、P317S、H323Yの 活性 に与 え る影響 と構造 変化 の関

係 につ いて の考察 を得 た。今 後 、それ ぞれ の単変 異体 につ い ての構 造解 析 を行

い 、上記 のTyr266-Tyr284領 域 、Tyr266側 鎖 の動 きがそれ ぞれH323Y、P317S

の変異 に由来す る ものであ る こ とを証 明す る必 要が あ る
。

1-18 本 章 の まとめ

GH-42に 分 類 さ れ るThermus thermophilus A4由 来 の β-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ

(A4-β-Gal)に つ い て 結 晶 構 造 解 析 を 行 い 、GH-42の 酵 素 と して初 め て の 立 体 構 造

を 明 らか に した。

A4-β-Galの 立体構 造 は触 媒 ドメイ ン としてTIMバ レル フォール ドを有 してお り
、

活 性 中心部 位 はGH-2に 分類 され る大腸菌 由来 のβ-ガラク トシ ダーゼ(EC-β-Gal)

と多 くの構 造上 の共 通 点 を持つ こ とが分 か った。 この共 通点 を基 に、A4-β-Gal
の触媒 残基 をGlu141とGlu312と 同定 した

。

A4-β-Galの 加 水分解 反応 が、反応 の前後 でア ノマーが保持 され る保持 型機構 で

あ るこ とを示 した。 またA4-β-Galが 、β-グリコシ ド結合 をア ノマー保 持型機構

で加 水分解 し、触媒 残基 がβ-4、β-7のC末 端 部分 に存在す るClan GH -Aの 酵素

で あ るこ とを示 した。

A4-β-Galは 三 量体構 造 を とってお り、 この三量体 の形成 に よ りラク トー スの よ

うな鎖長 の短 い基質 に対 して有利 なポ ケ ッ ト型 の活性 中心部位 を獲得 してい た。

多量体形 成 に よる活性 中心ポ ケ ッ トの獲得 は初 めての例 であ る。

A4-β-Galの 構 造 は、活性 中心部位 は保 持型酵 素 であ るClan GH -A酵 素 と相 同性

が 高い。一 方、TIMバ レル フォール ド全体 は、β-4と α-4の 間 にサブ ドメイ ンの

挿 入 があ り、反転型 酵素 で あるGH-14β-ア ミラー ゼ と相 同性 が高 い。A4-β-Gal

の立 体構造 は 、反転 型 酵素 と保持 型 酵 素の構 造関連 を考 察す る上で非 常 に興味

深 い構造 で ある と言 え る。

A4-β-Galに ラ ンダ ム変異 を導入す る こ とで 、活 性が 向上 したP317S、H323Y変
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異 体 につ いて構 造解析 を行 い、P317Sは 求核 性触 媒Glu312と 水素結合 を形成 す

るTyr266に 、H323Yは 基質結合 ポケ ッ トの入 り口を形成す るTyr266-Tyr284ル

ー プ に影響 し、活性 の向上 に関与 してい るこ とが示唆 され た。
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