
第2章 GT-36Vibrio proteolyticus 由来加リン酸分解酵素

キトビオースホスホリラーゼのX線 結晶構造解析
―反

転型加 リン酸分 解 酵素 の反応 機構 とGT-36→GH-94の 再分 類―
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2-1 序

本章は、GT-36に 分類 され る加 リン酸分解酵素 Vibrio proteolyticus 由来キ トビオ
ー スボ スホ リラー ゼ(以 下ChBP)のX線 結 晶構造 解析 に よ り明 らか にな

った 立

体構造 につ いて、他 のGH、GTフ ァミ リー の酵 素 の構 造 と比較 し、ChBPの 反応

機構 や他 の糖 質 関連 酵 素 との進化 的関連 につ い て考 察す る。ChBPを 含むGT-36

酵 素の基質特 異性 、反応 特異性 と構 造の相関 につ いて は、第3章 に記述す る。

2-1-1 加 リン酸分 解酵 素

加 リン酸 分解酵 素(EC2.4.1.-)は 、図2-1に 示す よ うな オ リゴ糖 、多糖 の グ

リコシ ド結 合 を切 断 し、リン酸が付加 した糖-リ ン酸 を生 成す る反応 を触 媒す る。

加 リン酸分解 反応 は、本 来"ホ スホ ロ リラーゼ"と 呼ぶ べ き反 応 であ るが 、糖質 関

連酵 素で は通常 、"分 解 され る基 質"+"ホ スホ リラーゼ"と い う名 前がつ け られ て

い る。糖 リン酸 の結合 エネル ギー は、糖-ヌ ク レオチ ドの結合 エネル ギー ほ ど高

くな いため、一般 的 なGT酵 素 と異 な り、加 リン酸 分解反 応 は可逆性 を有す る。

加 リン酸 分解 酵 素 も、反応 の前後 でア ノマ ーの保持 、反 転 によ り保 持型 、

反転 型 の二種 に分類 され てい る。加 リン酸分解 酵素 は単糖 の糖-リ ン酸 を合 成反

応 の基 質 と してお り、これ を糖供与 体 と呼ぶ。転移 され る側 を糖受 容体 と呼 ぶ。

2-1-2 加 リン酸分 解 酵素 の分類

加 リン酸 分解酵 素 は糖-リ ン酸 の結合エ ネル ギー を用 いて糖 を転移 す る酵

素 で あるため、ECナ ンバー2.4.1.-が与 え られ てい る。 その ため、加 リン酸分解

酵素 はGT酵 素 の一種 で あ ると考 え られ て きた。

加 リン酸 分解 酵 素 の中で最 も詳細 な研 究が行 われ て きたの は、 グ リコー

ゲ ンホ スホ リラーゼ で ある。 グ リコー ゲ ンホ ス ホ リラーゼ は 、細胞 内貯 蔵 多糖

で あ るグ リコー ゲ ン、デ ンプ ンのα-グ リコシ ド結合 に作 用 し、 グル コー ス-1-リ

ン酸 を生成す る酵 素 で ある[1]。 グ リコー ゲ ン、デ ンプ ンの合成 、分解 に関 わ る

酵 素 であ り、動物 、植物 、微 生物の細胞 内に存在 す る[1,2]。1979年 に ウサ ギ筋

肉由来酵素 の立 体構 造 が報告 されてお り[3,4]、 大腸 菌[5]、 酵母[6]、 ヒ ト由来の

ものの立体構 造 が明 らかに なった。その フォール ドはGT-Bフ ォール ドで ある こ

とが 明 らかにな ってい る(GTの フォール ドにつ いて は序 章 を参照)。 グ リコー ゲ

ンホスホ リラーゼ がGT-Bの フォール ドを持 っていた ことで、加 リン酸分解 酵素

は立体構 造 の面か らも、GT酵 素の一種 であ る と考 え られ て きた。 グ リコー ゲン

ホ スホ リラーゼ はGT-35に 分類 され てお り、 その他 の加 リン酸分解 酵素 もGT

酵 素 としてGT-4、GT-36に 分類 され た[7,8]。

一方
、近年GH酵 素 とア ミノ酸配列 の相 同性 を持 つ加 リン酸 分解 酵素 が
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発 見 され て い る。 これ らの酵素 は、加 水分解 酵 素活性 を持たな い もの の、GH酵

素 と して分類 され る。 この よ うな加 リン酸 分解酵 素 はGH-13、GH-65に 見 られ

る。 この よ うに加 リン酸分解酵 素 の分 類 はGH、GTに 混在す るた め、非常 に複

雑 化 して い る。

2-1-2 加 リン酸分解 酵素 の詳細

現在 、糖 質 関連 酵素 としてデー タベ ー スCAZyに 登録 され て い る加 リン

酸分解 酵素 を表2-1に ま とめた。全 ての知 られ てい る加 リン酸分解 酵素 は、非還

元 末端 の グ リコシ ド結合 を加 リン酸分解す るエ キ ソ型 の酵素 であ る。本 節 で は、

加 リン酸 分解 酵素 を

1.α-グ リコシ ド結合 に作用す る保持 型酵 素

2.α-グ リコシ ド結合 に作用す る反転 型酵素

3.β-グ リコシ ド結合 に作用す る酵素

の3つ に分 類 して、 その詳細 につい て説 明す る。

1.α-グ リコシ ド結 合 に作 用 す る保 持 型 酵 素

この カ テ ゴ リー に はGH-13・ ス ク ロー ス ホ ス ホ リラー ゼ(EC2 .4.1.7)、GT-4・

トレハ ロー ス ホ ス ホ リラー ゼ(EC2.4.1.64)、GT-35.・ グ リコー ゲ ンホ ス ホ リラー ゼ

(EC2.4.1.1)が 含 まれ る。

・GH-13

GH-13は α-ア ミ ラー ゼ フ ァ ミ リー と呼 ば れ る。 こ の フ ァ ミ リー に はα-ア

ミラ ー ゼ(α-グ リコ シ ド結 合 の 加 水 分 解 酵 素)、 シ ク ロデ キ ス ト リン グル カ ノ トラ

ン ス フ ェ ラ ー ゼ(環 状 糖 の 合 成 酵 素) 、加 リン酸 分 解 酵 素 ・ス ク ロー ス ホ ス ホ リラ
ー ゼ(ス ク ロー ス+リ ン酸 ⇔ グル コー ス -1-リ ン酸+フ ル ク トー ス)な ど多 種

の 糖 質 関 連 酵 素 が 分 類 され てお り、GH酵 素 中最 大 の フ ァ ミ リー で あ る。GH-13

の構 造 はTIMバ レル フ ォ ー ル ドを 持 ち 、 触 媒 反 応 は 反 応 の前 後 で ア ノマ ー が 保

持 され る ア ノ マ ー 保 持 型 の機 構 を と る。GH-13の 多 様 な基 質 特 異 性 は 、 反 応 中

間 体 で あ る グ リ コ シル-酵 素 複 合 体 に 対 し、様 々 な 求 核 基(水 分 子 、 糖 、 リン酸)

が 攻 撃 で き る こ とで 生 じて い る と考 え られ て い る(図2-2)。 ス ク ロー ス ホ ス ホ リ

ラー ゼ は 、 リ ン酸 非 存 在 下 で も糖 転 位 反 応 が 起 こ り[9] 、 本 質 的 に は リ ン酸 も転

移 す る こ とが で き るα-グ ル コ シル トラ ン ス フ ェ ラー ゼ と考 え られ る。

Bifidobacterium adolescentis由 来 ス ク ロー ス ホ ス ホ リラー ゼ の 立 体 構 造 が

明 らか に な っ て い る が[10]、 糖 、 リン酸 の 複 合 体 構 造 が 明 らか に な っ て い な い 。

・GT-4

GT-4に は トレハ ロー ス ホ ス ホ リラー ゼ(Glc-α1,α1-Glc+リ ン酸 ⇔ グル
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コース-1-リ ン酸+グ ル コース)の 他 にも
、ス ク ロー ス シン ターゼ(UDPグ ル コー

ス+フ ル ク トー ス ⇔ ス ク ロース+UDP) 、α-グ リコシル トランスフェ ラー ゼ

な ど様 々なα-グ リコシ ド結合 に対 して作用 す る酵 素が分 類 され てい る。GT-4の

立体構 造 は明 らか にな っていな いが、構造予測 か らGT-Bの フォール ドを持 つ と

考 え られ て いる(CAZyの 記述 に よる)。

・GT-35

GT-35に は前述 の グ リコーゲ ンホ スホ リラーゼ が分類 され る。GT-35酵 素

は反応 に ピリ ドキサル リン酸(PLP)を 必要 としてい る。GT-35酵 素 の立体構 造解

析 では、PLP、 糖 、 リン酸 の複合体構造 が解 析 され 、それ らの構 造か ら、PLPを

介す る反応機構 が考 え られ てい る(図2-3)[5,11-13]。2004年 、グ リコーゲ ンボス

ホ リラーゼ と同 じ く グ リコー ゲ ン に作 用 す る酵 素 グ リコー ゲ ン シ ン ター ゼ

(GT-5)の 立体構 造が 明 らか になった[14]。 これ らの構 造 は、いず れ もGT-Bの 構

造 を有 してお り、構造 比較 の結果 、それぞれ の糖 供与 体結 合 部位 が 、 シ ンター

ゼ では糖-ヌ ク レオ チ ド、ホス ホ リラーゼで は糖-リ ン酸 に適 した形状 で
、ホス ホ

リラーゼ のPLPは シ ンターゼ のヌ ク レオチ ド部 分 に相 当す る位 置 にあ る ことが

明 らか になった(図2-4)[14,15]。

2.α-グ リコシド結合 に作 用す る反転 型酵素

GH-65-マ ル トー スホスホ リラーゼ(EC2 .4.1.8)が含 まれ る。 マル トースホ

ス ホ リラーゼ はマル トー ス(Glc-α1 ,4-Glc)を 加 リン酸 分解 し、β-グル コー ス-1-リ

ン酸 とグル コー スを生成 す る反応 を触媒す る。本 酵 素 はす べ て細菌 の菌 体 内酵

素 と して発 見 され 、マル トー スの代 謝 に関与 して い る と考 え られ て い る。 マル

トー スホ スホ リラー ゼ は トレハ ロー ス(Glc-α1,α1-Glc)の 加 水 分解 酵 素 トレハ ラ

ーゼ とア ミノ酸配列 の相 同性 を有 している ことか ら
、GH酵 素 と して分類 され て

い るが、加水 分解活性 を持 たない。Lactobacillus brevis由 来マル トー スホ スホ リ

ラー ゼ(以 下MalPと 表 記 す る)に つ い て立体構 造 が明 らか にな っ てお り[16]、

GT-A、GT-Bと 異 な る(α/α)6バレル フォール ドを持 ってい る こ とが明 らか にな っ

た。MalPの 立体 構造 につ い ては2-15節 に詳 しく記述 す る。MalPの 構造 は、 リ

ン酸複合体構 造 が明 らか になっ ている ものの、糖 複合 体構 造が不 明 であ るため、

反 転型 の加 リン酸分 解反応 に関す る構造的知 見 は不 明 で ある。

3.β-グ リコシド結 合 に作用 する酵素

現在、β-グリコシ ド結合 に作用す るア ノマ ー保持 型 の加 リン酸分解 酵素 は

CAZyに 登録 され て いな い。また、反 転型加 リン酸分解 酵素 もGT-36の みで あ る。

GT-36に ついて は2-1-6節 に記述す る。

この よ うに加 リン酸 分解 酵 素 は、α-グリコシ ド結合 に作用 す る保持 型酵 素 につ
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いてのみ詳細 な構造の知見が得 られているが、β-グリコシ ド結合 に作用す る酵素、

反転型の加 リン酸分解酵素については、構造 と反応機構に関する知見が少ない。

2-1-3 加 リン酸 分解酵素の生理的意義

加 リン酸分 解酵素 の生理 的意義 は 、糖 をATPな どのエ ネル ギー を使 わず

に リン酸化 す る こ とで ある。 糖 は解 糖 系 お よび脂 質 合成 の初発段 階 として リン

酸化 され るが 、そ の リン酸化 にはATP依 存性 の グル コキナーゼ 、ヘ キ ソキナー

ゼ が 関与 して い る。 しか し、呼吸 に よるATP合 成 が で きず 、ATP生 産性 が低 い

嫌 気性 生物 に とって、糖 の リン酸化 でATPを 消費す る ことはエネル ギー的 に不

利 で ある。 そ のた め、オ リゴ糖 の加 リン酸分解 で直接 糖-リ ン酸 を生成 す る こ と

で 、ATPを 節 約 してい る と考え られ て い る。 事実 、加 リン酸分解酵 素 は、嫌気

性 生物 を由来 とす るものが多い[17]。

ま た 、 グ リコー ゲ ンホ スホ リラーゼ の よ うに、生 体内 にお ける糖 鎖 合成

に関与 してい る加 リン酸分解酵 素 もあ る。

2-1-4 加 リン酸分 解酵素 の工 業利用

酵素による糖鎖合成研究は、序章に記 したよ うに糖-ヌクレオチ ドを糖供

与体 とす るGT酵 素に着 目したものが多い。 しか し、糖-ヌ クレオチ ドは高エネ

ル ギー物質で不安定であり、基質の取 り扱い、合成が困難 である。またGT酵 素

の多 くは、 ゴルジ内膜局在型の膜 タンパ ク質であ り、不安定なものが多い。そ

のため、実用的なオ リゴ糖、糖鎖合成酵素 としてGT酵 素 を用いるためには、克

服すべき問題 が山積 している。
一方

、加 リン酸分解酵素は、2-1-1節 に記述 したように、その反応 は可逆

性 を有す る。 この可逆性 を利用 して、加 リン酸分解酵素を実用的なオ リゴ糖合

成酵素 として利用す ることが可能である。糖供与体 となる糖-リ ン酸は糖-ヌ クレ

オチ ドに比べ て扱いやす く、様々な リン酸化糖 を合成す ることができる。また、

加 リン酸分解酵素 は反応の位置選択性 において極 めて特異性が高 く、特定の位

置に結合 した グ リコシ ド結合 のみに作用す る。 この特異性の高 さは逆反応 を用

いてオ リゴ糖を合成するときにおいて重要な性質である。

2-1-2節 にまとめた加 リン酸分解酵素は全て可溶な酵素であり、工業への

応用 も期待 され るが、加 リン酸分解酵素の研究は 日本 の食品総合研究所 をは じ

め、世界で も数箇所が行 っているに過 ぎない。 しか し、その有用オ リゴ糖合成

能が多方面か ら注 目され る酵素である。実際、GT-36酵 素 を用いた有用オ リゴ糖

合成方法が考案 されている[18]。この方法については第3章 に記述す る。
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2-1-5 Vibrio proteolyticus由 来キ トビオースホスホ リラーゼ(ChBP)

嫌気性 の海洋 細菌Vibrio proteolyticusは 図2-5に 示 す よ うなキ トビオー ス

(GlcNAc-β1,4-GlcNAc)を 加 リン酸分解 し、α-N-ア セチル グル コサ ミン-1-リ ン酸

(GlcNAc-1-リ ン酸)とN-ア セ チル グル コサ ミン(GlcNAc)を 生 じる反応 を触媒 す る

キ トビオー スホスホ リラーゼ(ChBP)を 保持 して いる[19]。ChBPの 加 リン酸 分解

は ア ノマー反転型 で起 こる。 キ トビオー スホスホ リラーゼ は多 くのVibrio属 の

細菌が有 してお り、GlcNAcの 重合 体で あ るキチ ンの分解 に関与す る酵 素 であ る

と考 え られ てい る(図2-6)[20]。

ChBPは ア ミノ酸配列 の相 同性 か ら、GT-36に 分類 され た。ChBPの 基質

特異性 な どの酵 素学的性 質 につい ては第3章 に記 述す る。

キトビオース

キ ト ビ オ ー ス は グ ル コ サ ミ ン の 二 量 体GlcN-β1,4-GlcNを 指 し 、

GlcNAc-β1,4-GlcNAcをdi-N-ア セ チ ル キ トビオ ー ス と表 記 す る場 合 も あ る。本 研

究 で は 、GlcNAc-β1,4-GlcNAcを キ トビオ ー ス と して表 記 した 。

2-1-6 GT-36

GT-36に は

・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)。 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 の大 き さで あるが、環状1,2グ ル カ ンシ ンターゼ は3000残 基

以上 の大 き さを有 してお 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。

GT-36に 含 まれ る酵 素 は全 てβ-グリコシ ド結合 に作 用 し、ア ノマー反 転型

の反応 でオ リゴ糖 を加 リン酸分解 す る。その反 応 には、GT-35加 リン酸分解 酵素

の よ うにPLPな どの補因子 を必要 としない。GT-36酵 素の ア ミノ酸配 列 は、部

分的 に保 存性 が見 られ るものの(図2-7)、 詳細 な反応 機構 は不 明 で、触媒 残基 、

基質認識残 基 な ど全 く不 明 であ った。

2-1-7 本 研 究 の 目的

加 リン酸分解酵素は生化学的にも、工業的にも重要な酵素であるが、未

だ立体構造情報が少な く、その反応機構や基質特異性に関 して構造基盤 が不足
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してい る。GT-36の よ うなβ-グリコシ ド結合 に作用 す る もの 、ア ノマー反 転型機

構 を とる加 リン酸分解 酵 素 は、立体構 造 が報告 され て お らず 、特 に糖 との複合

体構 造 の解 明は 、 この研 究分野 の発 展 に大 き く貢 献す るこ とが期待 され る。

本 章で は 、GT-36に 分類 され るChBPのX線 結 晶構造解 析 を行 い、ChBP

とGlcNAc(基 質)、 硫 酸(リ ン酸アナ ログ)と の複合 体構造 を得 た。そ の構 造 を、既

知 の糖質 関連 酵 素 と比較 し、ChBPの 反応機 構 、他 の糖 質 関連 酵素 との進 化的 関

連 につ いて 考察 した。
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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

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 。

2-2 ChBP の大腸菌を用いた大量発現と精製

目的

第2章 のA4-β-Galと 同様 、 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 の対 象 であ るChBPは 、本 多 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[19]。 本研 究 では この系 を基 にChBP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ChBP発 現 ベ クターpET30b-ChBPはpET30b(Novagen)の マ

ルチ ク ロー ニ ングサイ トにNdeI 、XhoIで 切 り出 され たChBPの 遺伝 子(2046b .p.)

を組み 込ん だ もので ある(図2-8)[19]。ChBPのC末 端 に6残 基 の ヒスチ ジ ンタ

グが付加 され ている。 カナ マイ シ ン耐 性遺 伝子 を持 つた め、pET30b-ChBP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 。

pET30b-ChBPは 大腸 菌BL21GOLD(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 の本 多博 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)pET30b-ChBPを 形質転 換 した大腸菌BL21GOLD(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25℃ 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。

ChBP の精製

pET30b-ChBPに より発 現 され たChBPは 、C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、ChBP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-GPO .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。
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(4)ChBPの 画 分 を10mM Tris-HCl緩 衝 液pH8 .0に 透 析 。

タンパ ク質の 定量

タンパ ク質 の定量 にはChBPの ア ミノ酸組成 よ り算 出 され たモル 吸 光係

数166095M-1・cm-1を 用 いて計算 した。

2-3 ChBP結 晶化条 件 の探 索

目的

ChBP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ChBP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ChBP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 。

ChBP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)
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結 晶 化 溶 液 の 組 成:0.1M HEPES NaOH緩 衝 液pH8.0、0.17MCaCl2、30～40%(v/v)

PEG400

温 度:4℃

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。

(2)10mg/mlのChBP溶 液5μlと 結 晶 化 溶 液5μl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

2-4 ChBPセ レノメチオ ニン置換体の作成

目的

ChBP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、ChBP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。MAD法 の概念

は1-6節 に記述 した。以 下、セ レノメチ オニ ン置換 体ChBPに 対 し、置換 して い

な いChBPをNative ChBPと 表 記す る。

ChBPセ レノメチオニン置換体の作成

・E.coli B834DE3(pET30b-ChBP)株 を用 い た発 現

ChBPの 発 現 用 プ ラ ス ミ ドpET30b-ChBPを 、 メ チ オ ニ ン要 求 性 で あ るE.

coli B834DE3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、10mlのLB培 地(カ ナ マ イ シ ン20μg/ml)に 植 菌 。

(2)37℃ 、8時 間 の振 盪 培 養 の 後 、5000rpm 、10分 間 の遠 心 で集 菌 。

(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(+カ ナ マ イ シ ン20μg/ml)に 植 菌 し、37℃ 、3時 間 振

盪 培 養 。
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(6)終 濃 度100μMのIPTGを 添 加 。

(7)25℃ 、15時 間 の 培 養 の 後 、5000xg、10分 間 の遠 心 で 集 菌 。

・ChBP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、2-3節 で示 したNative ChBPの 精製 法

に従 った。

2-5 X線 回折 データ測 定

目的

2-3節 で得 られ た結 晶(図2-9)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 は用いず とも、結 晶化 に用 いた高濃度 のPEG400の 影響 で結晶 は凍

らなか 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)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 。

(3)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BL6A、BLI8Bお よびNW12 、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。

2-6 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PC/AT互 換 機(OS:

LINUX)で 行 った。

ChBP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ChBPの 回折デ ー タ測 定 は、KEK-PFBL6Aで 行

った。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。
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検 出器 はADSC Quantum4Rを 用 い た。

方法

(1)クライオル ー プにChBPセ レノメチオ ニ ン置換体 結晶 をのせ、100KのN2ス

トリー ム中にマ ウン トし、0.9790～0 .9800Å 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に つい ては1-8節 参照)

(2)異 な る3波 長(Peak0.9785Å 、Edge0.9796Å 、Remote0.9712Å)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2-3節 の 条 件 でNative ChBPと 同様 に行 っ た。

(3)プ ログラムHKL2000[21]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 いたが 、スケー リングの段

階 でAnomalousの 強度 は区別 して スケー リン グを行 った。

MADデ ータを用いた位相決定

HKL2000で 処理 したデー タを用 いて、プ ログラムSOLVE[22]でX線 の初

期位 相 角 を決 定。SOLVEの 入力 ス ク リプ トを表2-3に 示す。 またプ ログ ラム

RESOLVEを 用 い て、溶媒 平滑化 、ヒス トグラムマ ッチ ングに よる位 相 改善 を行

った。 溶 媒 平滑化 、 ヒス トグ ラムマ ッチ ングにつ い て、1-8節 に記 した。

ARP/wARPを 用いたセレノメチオニン置換体ChBPの 初期構造構築

測 定 したMADデ ー タ は 分 解 能2.3Å で あ っ た た め 、 プ ロ グ ラ ム

ARP/wARP[23]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) MAD測 定 した3つ のデー タの うち、Remoteの 波長(0 .9712Å)で 測 定 したデ
ー タの構 造 因子 と

、プ ログラムRESOLVE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R free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ARP/wARPのguisideで 側 鎖 を構 築 。

2-7 Native ChBPの 構 造 解 析

2-6節 で は、セ レノメチオニ ン置換 体ChBPに つ いて構造解 析 を行 い 、初

期構 造 を得 た。本節 では、Native ChBP結 晶 を用 い て高分解能 のデー タを測 定 し、
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構造 の構 築 を試 みた。

Native ChBPの 回折データ測 定

2-3節 で得 たNative ChBP結 晶 につ いて、PFの 実験 ステ ー シ ョンNW12

で回折デー タ測 定 を行 った。 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 Quantum210を 用い た。

測定デ ー タの処理 に はプ ログ ラムHKL2000[21]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。 出力 され た回折 強度 デー タI(hkl)は

プ ログ ラムTRUNCATE(CCP4)を 用 いて構造 因子F(hkl)に 変換 した。

ARP/wARPを 用 いたNative ChBPの 構造構 築

2-6節 で は、分解能2.3Aの 初期構造 を決 定 した。この初 期構 造 を利用 し、

プ ログラムARP/wARP[23]を 用 い てNative ChBPの 構 造 を構 築 した。

(1)Native ChBPの 回折 デー タの構造 因子 と、セ レノメチオ ニ ン置換 体ChBPよ

り計算 され る位相 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Xtal View[24]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[25]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 の詳細 は1-9節 参 照。

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[26]を 用 い

て結合角や 結合距離 の評価 を行 った。

2-8 GlcNAcお よび硫 酸複合 体の構 造解 析

目的

基質結合部位 、触媒残 基 、基 質認識残 基 の同定 のた め、ChBPの 基質 で あ

るGlcNAc複 合 体 の構 造解析 を行 った。GlcNAcは キ トビオ ー ス と競合 し、競 合

阻害剤 とな るこ とが分 かって い る[19]。 阻害 の詳 細 は第3章 に記 述す る。
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ま た、本 来 の基 質 で ある リン酸 との複合 体構 造 の解析 を試 みた が、結 晶

化溶液 に含 まれ るCaCl2が リン酸 と沈殿 を形成 して しま うた め、リン酸 との複合

体結 晶 を作 成す るこ とが で きなか った。 そ こで、 リン酸 と同 じ正 四面体状 の構

造 を持 ち、電荷 的 に も近 い性 質 であ る硫 酸 との複合 体構 造 を作成 した。硫酸 は、

結 晶化溶 液 に硫 酸 ア ンモ ニ ウム を添加 す る こ とで導 入 した。

方法

(1)2-3節 で精密 化 したChBPの 結晶化 条件 に対 し、GlcNAc複 合 体結晶 は ドロッ

プ 中に終濃 度25mMのGlcNAcを 、GlcNAc-SO4複 合体結 晶は10mM GlcNAc

と10mM硫 酸 ア ンモ ニ ウム を加 えて結 晶化 を行 った。

(2)(1)で 成長 した結 晶 を2-5節 の方 法で回収 した。 この とき回収 した結 晶化溶液

に はそれ ぞれ結 晶化 ドロップ と同 じ量 のGlcNAcま た は硫 酸ア ンモ ニ ウムを

加 えた。以 下 の処理 は2-5節 の処理 に従 った。

(3)X線 回折 デー タの処理 はKEK-PF NW12で 行 った。 デ ー タの処理 は2-5節 と

同 じであ るが 、異常 分散 は分離せ ず に処 理 した。

(4)2-7節 で精密 化 され たNativeChBP構 造 か ら水 分子 を除 いた構 造 を出発 として

2-7節 と同様 の方法 で複合 体構造 の精 密化 を行 った。精密 化の過程 でGlcNAc、

硫 酸 と思 われ る電子 密度 にそれぞれ のモデ ル を当て は めた。 この とき用い た

GlcNAc、 硫 酸 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。
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結果と考察

2-9 ChBPの 大量発現 と精製

本 多に よ り構築 され たChBPの 大量発現 と精製方法[19]に 従 いChBPを 発

現 ・精製 した ところ、大腸菌1liter培 養 あた り約30mgの 精 製ChBP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2-10に 示 す。ChBP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ChBPが 獲得 で きた。

2-10 ChBP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 Kit1#14:0 .1M HEPES pH7.5,0.17M CaCl2,30～40%(v/v)PEG400

(4℃)

・Crystal Screen Kit1#16:0
.1M HEPES pH7.5、1.5M Li-sulfate(25℃)

・Crystal Screen Kit1#36:0
.1M Tris pH7.4、8%(w/v)PEG8000(25℃)

・Crystal Screen Kit2#30:0
.1M HEPES pH7.5、5%(v/v)MPD、14%(w/v)PEG6000

(25℃)

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#14の 結晶(図2-9)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2-3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ChBP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C2、 単位胞 のパ ラメー ターはa=141

±0.1A、b=70 .5±0.2A、c=80.2±0.3A、 β=98.4±0.1° で あ った。

ChBPの 結晶 は、図2-9に あ る よ うに薄 い結晶が多 重の層 を形 成 してお り、

デ ー タ測 定の際 は、 これ らを分離 し、単結 晶 を回収 してデ ー タ測定 した。

2-11 構造 解析 の結果

初期構造の決定

MAD測 定 に 用 い た 波 長 は 、XAFSの 測 定 結 果 よ り、Peak0.9785A、Edge

0.9796A、Remote0.9712Aと 決 定 した 。 これ らの波 長 を用 い て 測 定 し、 ス ケ ー
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リング したデ ー タの統 計値 を表2-4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SOLVEを 用 いてX線 の初期位相 を決 定 した ところ
、Figure of

Meritの 値 は0.348で あ った(Figure of Meritの 詳 細 は1-15節) 。RESOLVEを 用 い

た位 相 改善 に よ り、Figure of Merit値 は0 .549に 向上 した。

プ ログラムARP/wARPを 用 いてセ レノメチオ ニ ン置換 体ChBPの 初 期構

造 を決定 した と ころ、801残 基 中750残 基 の主鎖 お よび側 鎖構 造 を決 定 した
。セ

レノ メチ オ ニ ン置換 体ChBPに つ い て は これ 以 上 の精 密 化 を行 わず
、Native

ChBPの 構造解 析 に進 ん だ。

Native ChBPの 構 造 解 析

Native ChBP結 晶 の回折 デー タ測 定結果 を表2-4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
。

セ レノメチ オニ ン置換体ChBPの 初期構 造 か ら計算 され る位相 と
、Native

ChBPの 回折 デ ー タか ら得 られ た構 造因子 を組 み合 わせ て初期構 造 を構築 した
。

プ ログ ラムCNSに よ り2|Fobs|-|F calc|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 の過程 で、Ca2+×3を

組 み入れ た。精 密化 の結 果 、図2-11に 示 す2|Fobs|-|Fc alc|電子 密度 マ ップが得 られ

た。精密 化 の結果 を表2-5に 示す。構造 の確 か ら しさを表 すR
cryst、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、ChBP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)、89%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[26](図2-12)
。

ChBP基 質複合体の構造解析

ChBP-GlcNAc、ChBP-GlcNAc-SO4の 複 合体結 晶 につい て回折デ ー タ測定

結果 を表2-4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。 精密 化 の結果 を表2-5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。

基 質フリー、GlcNAc複 合体 、GlcNAc-SO4複 合体 の構造 の 差

本 研 究 で 明 らか に した3種 類 のChBPの 構 造(基 質 フ リー 、GlcNAc複 合 体 、

GlcNAc-SO4複 合 体 構 造)は 、 ほ ぼ 同 じ構 造 で あ る。 構 造 の 差 を示 すRoot Mean

Square Distance(RMSD)は 、485-499番 の 領 域 を除 く と基 質 フ リー-GlcNAc複 合 体
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間 で平均0.159A、 基質 フ リー-GlcNAc-SO4複 合 体間で平 均0.101Aで あ り、 こ

れ ら3種 の構 造が ほぼ同 じであ る ことを示 してい る。 しか し、485-499間 の構 造

は基質 結合 の有無 によ り大 き く変化 して いた。 この構 造変化 につ いて は2-14節

で考察す る。以 下、特 に記 さない限 り、最 も分解 能が 高いGlcNAc複 合 体 の構造

につい て説 明す る。

2-12 ChBPの 構 造

ChBPの 二量体構造

ChBPの 結 晶は非対称単位 に1サ ブユニ ッ トのChBP分 子 を含 ん で いた(非

対称 単位 につ いては1-15節 を参照)。 隣の非 対称単位 に含 まれ るChBPと 相 互 作

用 を調 べ た ところ、ChBPは 図2-13に 示す 二量 体構 造 を取 っていた。ChBPは 溶

液 中で二量 体 を形成 してい る と報 告 され て い る[19]の で、構 造解析 の結 果 と一致

す る。 二量体 は結 晶学的二 回軸 の周 りに配 置 してお り、完 全 に同一 の構 造 で あ

る。 二量体形 成 の意義 につ いて は第3章 で考察 す る。

ChBPの 単量体構造

ChBPの 単 量 体 構 造 を 図2-14に 示 す 。ChBPの 構 造 は4つ の ドメ イ ン で 構

成 され て い た。N末 端 側 か らN末 端 ドメイ ン(残 基 番 号1-270)、 リ ンカ ー ヘ リ ッ

ク ス(271-302)、 α-バ レル ドメイ ン(310-724)、C-末 端 ドメ イ ン(303-309、725-801)

と呼 ぶ 。C末 端 に 付加 した6残 基 のHis-Tagは 、電 子 密 度 が 乱 れ て い た た め 、構

造 を決 定 す る こ とが で き な か っ た。

・N末 端 ドメイン(残基番 号1-270)

N末 端 ドメイ ンは、18本 の逆平行 β-シー トが二層 に並 んで い るβ-サン ド

イ ッチ フ ォール ドを形成 して い る。 この よ うな フォール ドは 、GH-2・ 大 腸 菌 β-

ガ ラク トシダー ゼのN末 端 ドメイ ン[27,28]、GH-15・ グル コア ミラー ゼ のN末 端

ドメイ ン[29]、GH-57・4-α-グ ル カ ノ トランス フェ ラーゼ のC末 端 ドメイ ン[30]、

GH-65・MalPのN末 端 ドメイ ンに見 られ る構 造 で ある。 これ らの酵素 におい て、

β-サン ドイ ッチ フォール ドを有す る ドメイ ンの機 能 は不 明 であ るが 、糖 の転移活

性(GH-2、GH-57)[30,31]、 耐熱 性や 高次構 造形成(GH-15)[29]に 関 与 してい る と

考 え られ てい る。ChBPのN末 端 ドメイ ンの役割 につ いて は第3章 で考 察す る。

・リンカーヘリックス(残基番 号271-302)

271-302の 領域 は、N末 端 ドメイ ン とα-バレル ドメイ ンを結 ぶ リンカー の

役割 を果 たす領 域で ある。この2領 域 は2本 のα-ヘ リックスか ら成 る。2本 のヘ

リックスは短 い ター ンで結 ばれ てお り、90゜の"elbow"を 形成 してい る。 この よ う
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な リン カ ー ヘ リッ ク ス はGH-15 、GH-65の 構 造 に 見 られ る(2-15節)。

・α-バ レル ドメイン(残 基 番 号310-724)

α-バ レル ドメ イ ン は ほ とん どの 領 域 がα-ヘ リ ック ス で構 成 され て い る
。こ

の うち12本 のα-ヘ リ ッ ク ス が2本 ず つ 対 に な って 、TIMバ レル フォ ー ル ドの よ

うに層 を形 成 してお り、(α/α)6バ レル フ ォー ル ドと呼 ばれ る フ ォー ル ドを形 成 し

て い る。 こ の ドメイ ン に は 、GlcNAc複 合 体 、GlcNAc-SO4複 合 体 で はGlcNAc、

SO4が 結 合 して お り、 触 媒 ドメ イ ン と して 同定 した(2-16節) 。

(α/α)6バ レル フォ ー ル ドはGT酵 素 に は 見 られ な い が 、GH酵 素 に はGH-8、

GH-15、GH-18、GH-65に 見 られ る フ ォ ール ドで あ る。

こ の ドメ イ ン に は 、 基 質 フ リー 、 複 合 体 の3種 類 の 構 造 に 共 通 し て 、

Disorderの た め に構 造 を 決 定 で き な い領 域 が あ っ た 。

Disorder

結晶中のタンパ ク質分子 の振動(動 き)や不均一状態のため、本来タンパク質の電
子密度が存在すべ き場所の電子密度が低 くなった領域を表す。 その領域は"乱れ
た"構造であり、モデル を構築す ることができない。

395-416の 領 域 はDisorderし て いるため、3種 類 の構造 モデル か ら欠損 し

てい る。 この領域 はChBPに のみ見 られ る領域 で(図2-7) 、活性 中心 部位 か ら離

れ た位 置 にあ るため、触 媒反応 に関係 していない と考 え られ る。

また、基質 フ リー の構 造 では485-499の 領域 も乱 れ た電子 密度 を示 してい

た(図2-15)。 この領 域 は主鎖 の構 築 は可能で あったが、側鎖構 造 の信頼 度 は低 い。

複 合体構造 で は485-499領 域 は定 まった構造 を有 してお り、確 度 の高 い構造 を構

築 で きて い る。 この部分 の構 造 の違 いについて は2-14節 で考 察す る。

・C末 端 ドメイン(残 基 番 号303 -309
、725-801)

C末 端 ドメイ ンは725-801部 分 の7本 のβ-シー トと、リンカーヘ リックス
のC末 端側 に存在す る303-309部 分 のβ-シー ト

、計8本 が形成 す る二層 のβ-シー

トを形 成 す る ジェ リー ロー ル フ ォー ル ドを持 つ。 この領 域 の ア ミノ酸配 列 は

GH-65・MalPと 低 い なが ら も相 同性 を有 す る[16] 。C末 端 ドメイ ンはGH-15・

Aspergillus niger由 来 グル コア ミラーゼ のス ター チ結合 ドメイ ン[32]と 類似 の構

造 で あったが、ChBPのC末 端 ドメイ ンに糖 は結 合 しない。ChBPのC末 端 ドメ

イ ンの機 能 は不明 で あ る。

2-13 結 合 したCa2+、GlcNAc、 硫 酸

ChBPの 表 面 に は 、Ca2+が 結 合 して い た 。 ま たGlcNAc、 硫 酸 はα-バ レル
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ドメイ ンに結合 した。結合 した これ ら原 子、分子 の|Fobs|-|Fcalc|電子密度 マ ップ を

図2-16、17に 示 した。

・Ca2+の結合

ChBPの 表 面付近 には図2-16に 示す よ うな複 数 の配位 子 を持 つ 、水 分子

とは異 なる原 子(分 子)の 電子密度 が観 測 され た。結 晶化条件 な どを考慮 した結果 、

この電子密 度 はCa2+に 由来す るもので ある と判 断 した。 これ らのイ オ ンは、サ

ブユ ニ ッ ト界 面 に結 合 してい る。ChBPは 反応 に二価金 属 を必 要 とせ ず 、また こ

れ らCa2+の 結合位 置 も活性 中心部位(2-16節)か ら離れ てい るた め、触媒反 応 に直

接 関与 して いな い と思 われ る。

・GlcNAcの 結 合

GlcNAcは α-バレル ドメイ ンに2分 子 結合 して いた(図2-17)。 片 方 のO1

原 子 と、 も う一 方のO4原 子が近接 してお り、 それ ぞれ サブサ イ ト(-1)、(+1)に

結 合 してい る(2-16節)。 前者 をGlcNAc(-1)、 後者 をGlcNAc(+1)と 表記 す る。両

方 ともいす型 の コン フォ メー シ ョンを とって いた。GlcNAc(-1)は 完全 なβ-アノマ

ー の構 造
、GlcNAc(+1)は α-アノマー型 とβ-アノマー型 の混在 が見 られ た。電子密

度 の強度 か ら算 出 され るα-アノマー とβ-アノマーの比 は65:35で あった。この比

は、溶液 中 にお け るα-GlcNAcと β-GlcNAcの 存在 比 と同 じで あ る[33]。

サブサイト

糖 質 関連酵 素 にお け るサブサイ トは、加水 分解 ま たは反応 が起 こるグ リコシ ド

結合 部位 を0と して、非還元末端側 を-、 還 元末端側 を+で 表す 。

・硫 酸 の結 合

硫 酸はGlcNAcの 近傍 に結合 して いた(図2-17)。 硫酸 の周 りはThr731や

Arg333に 囲 まれ て いた。 硫酸 を含 まな いGlcNAc複 合体構 造 では、 この位 置 に

は水分 子 とは異 な る強度 の電子 密度 が観 測 され た(図2-17)。 結 晶化 条件 や 、周 囲

のア ミノ酸残 基 の環境 な どか ら、そ の電子密度 はCl-の もので ある と判断 して い

る。

硫 酸 の電子 密度 は比較 的低 く、硫 酸 の結合 方 向 を完全 に決 定す る こ とは

で きな かっ た。 しか し、第3章 のCBPの 構 造解析 で 、硫 酸 、お よび リン酸 の結

合 を同定 して い る。SO4の 結合 につ いて は第3章 に記述す る。

硫酸 の結合位 置 はMalPの リン酸結合位 置 に相 当す る。 そのた め、ChBP

の硫酸 結合 部位 は、本来 リン酸の結合 部位 で ある と考 え られ る(2-16節)。

2-14 基 質結 合 による構造 変化
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基 質 の結 合 の有無 に よ り、α-バ レル ドメイ ンの485-499領 域 に大 きな構 造

の違 い が見 られ た。 基質 フ リーの構 造(図2-15a)で は
、Cys424とCys493が ジ ス

ル フ ィ ド結 合 を形成 し、485-499の ルー プがね じれ た構造 を とって い る
。 一方 、

GlcNAcが 結合 した構造(図2-15b)で は、cys424-cys493間 のジ スル フィ ド結合 が

切 断 され 、基質 フ リー の構 造 に見 られ たル ープ のね じれ が解 けてい る。

485-499の ルー プは触媒残 基 を含 み(2-16節) 、活性 中心 ポケ ッ トの形成 に

特 に重要 な領域 であ る。溶液 中でChBPが 基質 フ リー構造 の よ うに424-493ジ ス

ル フ ィ ド結合 を形成 してい る と仮 定す る と、基質 の結 合 、触 媒反 応 の ため には

この ジ スル フィ ド結合 を切断 す る必 要 があ る。 しか し、ChBPの 触媒反 応 は特 に

還 元剤 の存在 を必 要 とせ ず 、また還 元剤 を添加 してい ないGlcNAc複 合 体 の結晶

でGlcNAcが 活 性 中 心 ポ ケ ッ トに入 った こ とを考 え る と、ChBPは 溶 液 中 で

424-493ジ スル フィ ド結合 を形成 して いな い と考 え られ る。 そ のた め、424-493

の ジスル フ ィ ド結合 の形 成 と485-499ル ー プの反 転 は
、結 晶化 の過程 で起 きた と

考 え てい る。

2-15 ChBPの類 似 構 造

ChBPの ドメイン構 成

β-サ ン ドイ ッチ ドメ イ ン 、リンカ ー ヘ リ ック ス 、(α/α)6バ レル フ ォ ー ル ド、

β-シー トとい うChBPの ドメ イ ン構 成 は 、 α/βフォ ー ル ドか らな るGT-A、GT-B

と は全 く異 な る。 一 方 、GH-15・ グル コ ア ミラー ゼ 、GH-65・MalPと 全 く 同 じで

あ る。

GH-15の 構 造

GH-15は α1,4結 合 を加 水 分解す るグル コア ミラーゼ 、α1,6結 合 を加 水分

解 す るグル コデ キス トラナー ゼ が分類 され る。GH-15は 加水 分解 反応 の前 後 で

ア ノマー が反転 す る反 転 型 の酵素 で あ る。 古細 菌 か ら真菌 に いた る まで多 くの

生物 が有 してい るが 、生 物 に よって ドメイ ン構成 が異 な る。

古 細菌 、細 菌 由来 の グル コア ミラーゼ はN末 端 にβ-サン ドイ ッチ フォー

ル ドの ドメイ ンを持 ち、α-バ レル ドメイ ン との間 を リンカーヘ リ ック スが繋 い

でい る。一方 、真菌 の グル コア ミラー ゼ はβ-サン ドイ ッチ フォー ル ドの ドメイ ン

を持 たず 、α-バレル ドメイ ンのみ か らな る(図2-25)。

Dali[34]に よ る 類 似 構 造 検 索 の 結 果 、ChBPの 構 造 は 細 菌

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticumを 由来 とす るグル コア ミラー ゼ(以

下bGA(bacterial Gluco Amylase)と 表記す る)[29]と 最 も相 同性 が高 い ことが分 か

った(図2-18a、 表2-6)。 本研 究 ではbGAを 対象 としてChBPと 構 造比 較 を行 う
。
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GH-65の 構 造

GH-65に つい ては2-1-2節 に記 した。GH-65酵 素 で唯 一立体構造 が明 らか

にな ってい るMalPは 、ChBPと 全 く同 じ ドメイ ン構 造 を持 つ(図2-18b)。 両方 と

も反 転型加 リン酸 分解酵 素 であ る とい う共 通点 が見 られ るが、作用 す る グル コ

シ ド結合 がMalPは α-グ リコシ ド結合、ChBPは β-グリコシ ド結合 と逆 であ る。

MalPは リン酸 との複合 体構造 が明 らか になって い るが 、リン酸結合部位 はChBP

の硫酸結 合部位 に相 当す る(2-16節)。

Clan GH-L

GH-15お よびGH-65は

・触 媒 ドメイ ンが(α/α)6バ レル フォ ー ル ドを 持 つ

・触 媒 残 基 が トポ ロジ ー 的 に 同 じ位 置 に あ る

・α-グ リ コ シ ド結 合 に作 用 す る反 転 型 酵 素 で あ る

と言 う共 通 点 か ら、clan GH-Lに 分 類 され る。Clan GH-LはGH-15とGH-65の2

つ の フ ァ ミ リー の み 含 まれ る。これ らの 酵 素 を含 む(α/α)6バ レル フ ォ ール ド酵 素

の進 化 的 関 連 が 示 唆 され て い る(2-19節)[29]。

2-16 ChBPの 反応機 構

本 章の 目的は 、反 転型加 リン酸分解 酵素ChBPの 反応機 構 を決 定す るこ と

であ る。そ こで、反応機 構 の詳細が明 らかに なって い るGH-15・bGAと 構造 を比

較 し、反 応機構 の決 定 を試 みた。

反転型加 水 分解酵素GH-15bGAの 反応機構

bGAの 加 水分解 反応 は、一般的 な反 転型 の加水 分解 反応 で説 明 され る(序

章図8、 図2-22B)。 そ の触媒 残基 はGlu438とGlu636で 、Glu438が グ リコシ ド

結 合 を攻 撃す る一般酸触 媒 として働 き、Glu636が オ キ ソカル ボニ ウム中間体 を

攻 撃す る水 分子 か らプ ロ トンを引 き抜 く一般塩 基触 媒 と して働 く。bGAは 、糖

アナ ログであ るア カボー ス との複 合体構造 が明 らか に な ってお り、反応機 構 、

基質認 識 と構 造 の相 関につ いて詳細 な知見 が得 られ てい る。

アカボース

ア カボー スはα-グ リコシ ド結合 を加水 分解す る グル コア ミラーゼ に特 異的 な 阻

害剤 で、図2-19の 構造 を持 つ。グル コー スがα-1,4グ リコシ ド結合 で 四分子 重合

した マル トテ トラオー ス に似 た構 造 であ るが 、非 還 元末 端 が舟型 の コンフォ メ

ー シ ョンを持 つvalienamine基 の構造 であ り
、そ の隣 の糖 は6-デ オキ シグル コー

スで ある。 これ らの糖 間 はN-グ リコシ ド結合 を形 成 して い る。 そのた め加 水分

解 され ない。
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ChBPとbGAの 重ね 合わせ

bGAの アカ ボー ス複 合 体構造(PDB:lLF9)とChBPを 重 ね合 わせ た。 重ね

合 わせ は、それ ぞれ のα-バ レル ドメイ ンのみ(bGAの295-684とChBPの310-724)

を取 り出 し、 ドメイ ン全 体 を最 小 二乗法 によ り重 ね合わせ た。 この計算 はDali

サ ーバー で行 った。α-バレル ドメイ ンを重 ね合 わせ た ものを図2-20に 示す。

・糖 の 重 な り

活 性 中心 部 位 の 重 ね あ わせ を図2-21に 示 す 。bGAに 結 合 した ア カ ボ ー ス

は 、 サ ブ サ イ ト(-1)～(+3)を 占 め て お り、(-1)にvalienamine基 、(+1)に6-デ オ キ シ

グル コ ー ス部 分 が 結 合 して い る。ChBPとbGAの 重 ね あ わ せ で は 、ChBPに 結 合

した2分 子 のGlcNAcは 、valienamine基 、6-デ オ キ シ グル コー ス と重 な る。ChBP

のGlcNAcの 結 合 した 部位 を そ れ ぞ れ サ ブ サ イ ト(-1)、サ ブ サ イ ト(+1)と 同 定 し、

そ れ ぞれ に 結 合 したGlcNAcをGlcNAc(-1) 、GlcNAc(+1)と した 。bGAの ア カ ボ
ー ス とChBPのGlcNAcで は結 合 方 向 に違 い が 見 られ る が

、 この違 い は2-18節

で 考 察 す る。

・触 媒残 基 の重なり

bGAの 一般 酸触媒Glu438は 、ChBPのAsp492と 重 なった。Asp492の 前

後 はGT-36で 高度 に保 存 され た領域 に あ り、Asp492はGT-36で 完全 に保 存 され

た残 基 で あ る(図2-7)[19]。 また 、MalPの α-バ レル ドメイ ン(316-683)も 同様 に重

ね合 わせ てみ る と(図2-21b)、MalPの 触 媒残基 と して予想 され てい るGlu487も

これ らの残 基 と重 な った。 その た め、ChBPに お いて もAsp492が 活 性 に重要 な

役割 を果 た して い るこ とが示 唆 され た。食 品総合研 究所 の本 多博 士 に依頼 し、

D492N、D492Aの 変 異体 の解 析 を行 った ところ、D492N/A変 異体 は完全 に失活

した。 この こ とか ら、ChBPのAsp492は 触 媒残基 の一 つで あ る と考 え られ る。
一 方

、bGAの 一般 塩基触 媒Glu636は 、ChBPのGln690と 重 な った。MalP

に は これ らの残 基 に相 当す る残 基 は見 られ なか った。酸性 残基 で あ るGluは 一

般塩 基 触媒 残基 とな り得 るが 、Glnは な り得 ない。ChBPが 加 水分解 活性 を持 た

ない理 由が 、Gluで あ るべ き残 基 がGlnで あ るた め、とい う可能性 を考 え、Q690E

変異 体 の 作成 と解析 を本 多博 士 に依頼 したが 、今 の ところ加 水分解 活性 は検 出

され て いな い。

・基 質認 識残 基 の重なり

bGAを は じめα-グリコシ ド結 合 に作用 す るア ミラー ゼの 多 くは、サ ブサ

イ ト(-1)の糖 を認識 す るた めFixerと 呼ばれ る ア ミノ酸残 基が保 存 され て い る[35
,

36]。Fixer残 基 は酸 性のア ミノ酸 残基 で 、サブサ イ ト(-1)に結 合 した糖 と水素結

合 を形 成 してお り、GH-13で は この残 基 が他 の ア ミノ酸 に置換 され る と活 性 が
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失 われ る ことが 明 らか にな ってい る。bGAで はAsp344に 相 当す る。図2-21の

重 ねあわせ では 、bGAのAsp344はChBPのAsp350と 重 な る。 またMalPの 重

ね あわせ で は、MalPのAsp359と 重 なる。ChBPのAsp350はGT-36内 で高度 に

保 存 され た残基 で あ るが 、 この変異体 について の解 析 は行 って いない。bGAと

ChBPで は、Fixerの アスパ ラギ ン酸 は同 じ位 置 に あるが、糖 の認識部 分 に違 い

が 見 られ た。 この違 いにつ いては2-18節 で考 察す る。

・求核基の重なり

bGAの アカ ボー ス複 合体構造 では、オ キ ソカル ボニ ウムイオ ン中間体 を

求 核 攻 撃す る水 分 子 の位 置 が決 定 して い る[29]。 この水 分子 は 一般 塩 基 触 媒

Glu636と 水素結 合 を形成 してい る。ChBPの 構 造 では、この水 分子 に相 当す る位

置 に硫酸 が結合 して いた。またMalPの 構造 では 、 リン酸 が結 合 していた。硫 酸

と リン酸 は 同 じよ うな形 状 とイオ ン化状態 を持 ってい るの で、ChBPの 硫 酸結合

部位 は、本 来 リン酸結合 部位 で ある と考 え られ る。

以上 、反転型加 水 分解酵 素bGAと 反 転型加 リン酸分解 酵素ChBPの 活性

中心部位 の重 ね あわせ を説 明 したが 、その構造 は非 常 に似 て い る こ とが明 らか

にな った。bGAの 基質-触 媒 残基 のセ ッ トGlu-438(一 般酸 触媒)-基 質(ア カ ボース)-

求核基(水)-Glu636(一 般塩 基触 媒)の トポ ロジー は、ChBPのAsp492-糖(GlcNAc)-

硫 酸(リ ン酸)-Gln690の トポ ロジー と完全 に一致 して い る。 これ ら構 造 の共通点

は、反 転型加 水 分解酵 素 と反転 型加 リン酸 分解 酵素 の反応 機 構 の共通性 を示 し

てい る。 これ らの構造 比較 か ら、以 下の反 転型加 リン酸 分解 酵素 の反応 機構 を

考 えた(図2-22)。

Asp492が 一般 酸触媒 として リン酸 と共 同 して働 き、 グ リコシ ド結合 を攻撃 し、

オ キ ソカル ボニ ウムイ オ ン中間 体が生 じる。 このオ キ ソカル ボニ ウムイ オ ン中

間体 に対 し、リン酸 が直接 求核攻撃す る。リン酸 は元 々活性 化状 態 にあ るた め、
一般塩基触 媒 に よる脱 プ ロ トン化 の活性 化 を必 要 と しない

。

この反応 機構 は、反 転型 加水 分解酵 素 と比較 す る と、オ キ ソカル ボニ ウ

ムイ オ ン中間体 を攻撃 す る求核 基 が リン酸 で あ る点 を除 けば全 く同 じ反応機 構

であ る。 この結果 、ChBPの 反応機構 は、グ リコー ゲ ンホ スホ リラーゼ の よ うな

GT酵 素型 の反応機 構(図2-3)で はな く、GH酵 素 の反応機 構 に極 めて似 てい る こ

とが示 唆 された。

2-17 GT-36の 再 分 類

2-15節 お よび2-16節 で、ChBPがGT酵 素 で はな くGH酵 素 と似 て い るこ
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とが明 らか にな った。 す なわ ち、

・ 立体構造はGT酵 素のフ オ ー ル ドGT-A、GT-Bで は な く、GH酵 素 に見 られ る

(α/α)6バ レル フ ォ ー ル ドを持 つ。

・反 応機構は、ほぼ反転型加水分解酵素 と同 じである。

これ らの結果 を基 に、CAZyで 糖質 関連 酵素 の分類 を取 りま とめてい る B.

Henrissat博 士 と議 論 した 結 果 、GT-36 は新 た なGH酵 素 、GH-94と して クラス替

え され る こ とにな った。これ はGTと して分類 され ていた酵素が、立体構造の解

明 に よ り GHに クラス替 え され る最初 の例 とな った。以 下、GT-36はGH-94 と

表 記す る。

2-18 ChBPとclanGH-L素 との相 違 点

(α/α)6バ レル フ ォー ル ドはGH酵 素 で はGH-8、15、18、65に 見 られ る構

造 で あ る。 これ ら はclanGH-L(GH-15、65)とGH-M(GH-8 、18)に 分 け られ る。

そ れ ぞ れ のclanの 構 造 の トポ ロ ジー を図2-23に 示 した。

・Clan GH-L

α-グ リ コ シ ド結 合 に 作 用 す る酵 素 で あ る。 そ の 触 媒 残 基 は 、(α/α)6バ レル を形 成

す る12本 の α-ヘ リ ッ クス の5-6番 目の 間 、11-12番 目の 間 に あ る。

・Clan GH-M

β-グリコシ ド結合 に作用す る酵素 であ る。そ の触媒 残基 は2番 目、8番 目のα-ヘ

リックス上 に あ る。

この よ うに二 つ のclanは 、同 じ(α/α)6バレル フォー ル ドを持 つ もの の、基 質特異

性 、触 媒残 基 の トポ ロジー に違 い が見 られ る。

ChBPとclan GH-Lの 相 同 性

ChBPは β-1,4グ リコシ ド結合 に作用 す るた め、触媒 反応 の観 点か らは Cla n

GH-Mに 近 い。 しか し、そ の触 媒 残 基 はClan GH-Lと 同 じ くα-ヘ リ ック ス5-6 番
目の 間 、11-12番 目の 間 に あ る。ま たDaliサ ー バ ー に よ る構 造 比 較 計 算 で も 、Clan

GH-Lの 構 造 に近 い こ とが示 されて い る(表2-6
)。

ChBPとclan GH-Lの 基 質特異 性 の違 い

ChBPはclan GH-Lと 似 た フォール ドを持 つ に もかかわ らず 、作 用す るグ

リコシ ド結 合 がGH-Lと は逆 のβ-グリコシ ド結合 であ るのかについ て、ChBP の
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GlcNAc複 合体構造 とbGAの アカボー ス複合体構 造 を比較 して考 察す る。

ChBPとbGAの それぞれ のサ ブサイ ト(+1)に 結合 したGlcNAcお よび6-

デ オ キシグル コー スは、同 じ方 向 で結合 してい る(図2-21a)。 一方 、サブサイ ト

(-1)部分 に結合 したGlcNAcお よびvalienamine基 は逆向 きに結 合 してい る。す な

わ ち、GlcNAcのC1、C2、C3、C4、C5、O5の ピラノー ス環 は、それぞれvalienamine

基 のC6、C5、C4、C3、C2、C1部 分 に相 当す る。2-16節 に記 したサ ブサイ ト(-1)

の認識 に重要なFixer残 基 は、ChBPのAsp350はGlcNAcのN2、O3を 、bGAの

Asp344はvalienamine基 のO4、O6と い う異 な る部分 を認識 してい る。 この認識

の模 式図 を図2-24に 示す。

このよ うに、ChBPとbGAは サブサイ ト(-1)の認 識 す る糖 が裏表 にな るこ

とで、作用す る グ リコシ ド結合 が逆 になってい る。

糖 質 関連酵 素 では、α-結合 、β-結合 に作 用す る酵 素 は、clanGH-LとGH-M

の よ うに、全 く異 な る構造 を有 して いる ことが一般的 で あ る。ChBPとbGAよ

うに構 造 の相 同性 が高 い酵素 間で 、作用す るグ リコ シ ド結合 が逆 の関係 に ある

の は、他 にGH-4が 報告 され てい るのみ であ る。今 回、 サブサ イ ト(-1)の糖 の認

識 方 向が作用す るグ リコシ ド結合 の種類 を決定 してい る こ とを示 した ことで 、

今 後 の糖質 関連 酵素 の タンパ ク質 工学的研 究へ の応 用 が期待 され る。

GH-4

糖質 関連 酵素 では、唯一GH-4に α-グ リコシ ダーゼ とβ-グリコシ ダー ゼの混在 が

見 られ る。 このフ ァ ミ リー にはα-グル コシダーゼや6-ホ スホ-β-グル コシダーゼ

が分類 され てい る。GH-4酵 素は活 性の発現 にNAD+を 必要 と してお り、一般 的

な加水 分解酵 素 とは異 な る反 応機 構 を とる と考 え られ て きた。最 近 明 らか にな

ったBacillus subtilis由来 ホ スホα-グル コシダーゼ の構造解 析[37]か ら、その反応

機 構 が加 水分解 酵素 と異 な り、脱 水素酵 素の反応機 構 に近 い ことが 明 らか にな

った。そのた め、GH-4は 他 の糖 質 関連 酵素 と一線 を画す 存在 であ る と認識 され

てい る。

2-19 (α/α)6バレルフォール ド酵素 との分 子進 化 的関連

bGAの 構造 を解析 したAleshinら に よ り、ChBPやbGAの よ うにβ-サン ド

イ ッチ フォール ド ドメイ ン と(α/α)6バレル フォール ドを持 つ 糖質 関連 酵 素 の分

子 進化 的関連 が以 下の よ うに考 察 され てい る(図2-25)[29]。

β-サン ドイ ッチ フォール ドドメイ ン と(α/α)6バレル フォー ル ドを持 っ酵

素 の祖先型 は、N末 端側 にβ-サン ドイ ッチ フォー ル ドを持つ もの、(α/α)6バレル

フォール ドを持 つ ものが あ る。N末 端が(α/α)6バレル フォー ル ドを持つ ものは 多

糖 リアーゼ フ ァ ミリー(PL)に 進 化 し、PL-5、PL-8に 見 られ る。一 方 、N末 端 に

β-サン ドイ ッチ フォール ド、C末 端側 に(α/α)6バレル フォール ドを持 つ もの は
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GHに 進 化 し、MalPやbGAの よ うな活 性 を獲得 した。 また真菌 の グル コア ミラ
ーゼ では

、β-サン ドイ ッチ ドメイ ンが外れ 、(α/α)6バレル ドメイ ンのみ の構造 を

有 す る よ うに なった。

構造 比較 計算 の結果 、ChBPの 構 造 は、進 化上MalPとbGAの 間 にあ るこ

とが 明 らか にな った(表2-6)。 そのた め、ChBPはMalPか らbGAへ の進化 の過

程 で分岐 した もの で あ る と考 え られ る。 この過 程 で 、α-グ リコシ ド結合 作用 型

か らβ-グリコシ ド結 合作 用型 に変化 した と思われ る。この よ うに、α-グ リコシ ド

結 合 に作用 す る酵 素 の分子 進化 の過程 でβ-グ リコシ ド結 合 に作 用す る酵素 が派

生 した こ とは、糖 質 関連酵素 の分子進化 上非 常 に興 味深 い発 見で ある。

2-20 本章 のまとめ

GT-36に 分類 され て いた Vibrio proteolyticus 由来 キ トビオー スホス ホ リラーゼ

(ChBP)に つ い てX線 結 晶 構 造解 析 を行 い 、 基 質 フ リー 、GlcNAc複 合 体 、

GlcNAc-SO4複 合 体構 造 を明 らかに した。 これ は

・GT-36の 酵素 と して初 めての構造

・β-グ リコシ ド結合 に作用す る加 リン酸分解 酵素 として初 めての構造

・反転 型加 リン酸 分解酵素 と して初 め ての基質複 合体構 造

で あ る。

ChBPの 立体構 造 はGT酵 素 に見 られ るGTA、GT-Bフ ォール ドで はな く、GH

酵素GH-15やGH-65に 見 られ るβ-サン ドイ ッチ フォール ド、(α/α)6バレル フォ
ール ドを持 っ構 造 であ った

。

ChBPと Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 由来 グル コ ア ミラーゼ

(bGA)と の構造 比較 か ら、ChBPの 加 リン酸分解 反応 が 、求核基 が リン酸で ある

点 を除 けば 、反 転型 加 水分解酵 素 と同 じで ある こ とを示 した。

ChBPとGH-15、GH-65の 立体構 造、反応機 構 の相 同性 か ら、GT-36は 新 たな

GHフ ァ ミ リー 、GH-94に 再分類 され た。GT酵 素 と して分類 され ていた フ ァ ミ

リー がGH酵 素 と して再分類 され るの はGH-94が 初 めて の ケースで あ る。

ChBPとClanGH-L(GH-15、GH-65)の 比較 か ら、これ らの酵素 の作用す るグ リコ

シ ド結 合 の違 いが 、サブサ イ ト(-1)の糖 の認識 方 向 に由来す る もので あ るこ とを

示 した。

ChBPと(α/α)6バ レル フォール ドを持 つ糖質 関連酵 素 の構造 を比較 し、β-グリコ
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シ ド結 合 に作用す るChBPが 分 子進化 の過程 で 、α-グ リコシ ド結合 に作 用す る

GH-65やGH-15か ら派生 した もので あ るこ とを示 した。
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表2-2 GH-94(旧GT-36)に 分類 され る タ ンパ ク質
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表2-3 SOLVEの 入 力 ス ク リプ ト
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括弧内の数字は最高分解能範囲の値

表2-4 セ レ ノ メ チ オ ニ ン置 換 体 、Native、GlcNAc複 合 体 、GlcNAc-SO4複 合 体 結 晶 の

X線 回折データ測定結果
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表2-5 Native、GlcNAc複 合 体 、GlcNAc-SO4複 合 体 の 精 密 化 結 果
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図2-1 加 リン酸分解酵 素の反応。加 リン酸 分解 酵素

は非還元末端 の グ リコシ ド結合 に作用す る。
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図2-2 GH-13の 反 応 の多様 性 。GH-13は 糖-酵 素 中間体 を攻 撃

す る分 子 の特 異 性 に よ り、加 水 分 解(水 分 子)、 加 リン酸 分 解

(リ ン酸)、 糖 転 移(糖)活 性 を示 す 。
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図2-3 GT-35グ リ コー ゲ ン ホ ス ホ リ ラー ゼ の ピ リ ドキ サ ル

リ ン酸 を介 した 反 応 機 構[5、11-13]
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図2-7 GT-36加 リン酸 分解 酵 素 と類 似構 造 を持 つGH酵 素 の ア

ライ ン メ ン ト。GT-36酵 素 を赤 色 、GH酵 素 を青 色 で示 した。

GT-36酵 素 はClustalW*を 用 い て並 べ た。ChBPとGH酵 素 は

MATRAS**を 用 い て 立体 構 造 に基 づ い て配 列 した。 それ ぞれ
の構 造 の2次 構 造 を下段 に記 した(矢 印:β-ス トラ ン ド、 コイ
ル:α-ヘ リックス)。

GT-36の 保 存 配列 を赤 色 で示 した。触 媒 残 基 を赤 色 、Fixer残
基 を青 色 で示 した。ChBPの 基 質 認識 に 関わ る残 基 をオ レンジ

色 で示 した。

CBP:Cellvibrio gilvus 由来 セ ロ ビオ ー ス ホ ス ホ リラーゼ

CDP:Clostridium thermocellum YM4 由来 セ ロデ キス トリンホ ス
ホ リラー ゼ

bGA:Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum グル コア ミ
ラ ー ゼ(GH-15)

MalP:Lactobacillus brevis マ ル トー ス ホ ス ホ リラ ー ゼ(GH-65)

*Thompson ,J.D.,Higgins,D.G.,and Gibson,T.J.,(1994).Clustal-W:improving the sensitivity
of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting ,position-specific gap
penalties and weight matrix choice.Nucleic Acids Res.22,4673-4680

**Kawabata ,T.,and Nishikawa,K.(2000).Protein structure comparison using the Markov
transition model of evolution. Proteins 41,108-122 .
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図2-8 ChBP発 現 用 ベ ク タ ーpET30b-ChBPの 構 築[19]
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図2-9 ChBP結 晶。 薄 い結 晶 が 多 重の 層 を形成 して い る。
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図2-10 ChBPの 大 量 発 現 、 精 製 結 果 。

(SDS-PAGE;ゲ ル 濃 度7.5%)
レー ン1:マ ー カ ー

レー ン2:菌 体 破 砕 液 上 清

レー ン3:IMAC後

レー ン4:IMAC後(レ ー ン3の5倍 希 釈)
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