
第3章 触媒 ドメインの構造 とその機能解析
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3-A序

第2章 ではAkAbf54の 構造解析 につ いて述べた。AkAbf54は 、結果のところで述べるが、

触媒 ドメイ ンとア ラビノース結合 ドメイ ンの二つの ドメイ ンに分かれていた。 この章では

触媒 ドメインの構造及び活性中心 につ いて主に述べる。活性中心 に関するア ミノ酸残基の

変異体 を作成 し、その性質を調べた。ア ラビノース結合 ドメインの話 につ いては主に第4

章で記述する。

3-B目的 ・材 料 ・方 法

3-B-1全 体構造、特 に触媒 ドメインの解析

明 らか にな った構 造 につ いて 、解 析サ ーバ ー を通 し、解 析 した。

用いた解析サーバーなどについて述べる。

解析サーバー

・DALI[3-1](http://www .ebi.ac.uk/dali/)

似た フォール ドを持つ ものをPDBか ら検 索する。

・SCOP[3 -2](http://scop .mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/)

フ ォール ドの分 類 。

・MATRAS[3 -3](http://biunit .aist-nara.ac.jp/Matras/index-j.html)

2つ の構造間の比較、重ね合わせな どを行う。

・CE[3 -4](http://cL .sdsc.edu/ce.html)

2つ の構造間の比較を行う。

図の作成ソフ ト

PyMOL[3-5]、Molscript[3-6]、Xtalview[3-7]、Raster3D[3-8]、ligplot[3-9]を 用 い た 。

3-B-2触 媒 ドメイ ンの変 異 体の作 成

3-B-2-1目 的

結 果 の ところ に記 述す るが、Glu221、Asp297、Cys176、Cys177が 触 媒 残基 と基質 認識 に

関 わ る残基 で特 に重要な 残基 で あ った 。そ こで、E221A、D297A、C176A/C177Aの3種 類

の変 異体 を作 成 す る こと に した。
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3-B-2-2材 料

菌 株、 プラス ミ ドな どは、第2章 に示 した ものを用 いた。

培地

培地の調製を次のように行 い、以下の実験 に用いた。LB培 地は大腸菌の培養に、他の培

地は酵母 の培養に用いた。YPD培 地はプ レー ト培地に、BMGH培 地は酵母の前培養液 に、

BMMH培 地は酵母の本培養液 にそれぞれ用 いた。BMGH培 地、BMMH培 地は最少培地で

あ り、グリセ ロールまたはメタノールを唯一の炭素源 とする。

・LB培 地

2.5%LB(Difco)

・YPD培 地

1%Yeast extract(Difbo)、2%Glucose 、2%Peptone(Difco)

・BMGH培 地

1%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、0 .34%Yeast Nitrogen Base(Difco)、1%グ リ セ ロ ー ル 、4×10-3%

Histidine、4×10-5%Biotin、100mM Potassium phosphate(pH 6
.0)

・BMMH培 地

1%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、0 .34%Yeast Nitrogen Base(Difco)、0 .5%メ タ ノ ー ル 、4×10-3%

Histidine、4×10-5%Biotin、100mM Potassium phosphate(pH 6
.0)

培地はオー トクレープ滅 菌また はフィルター滅菌 した ものを用いた。抗生物質は、ゼオ

シン(Invitrogen)を 用 いた。発現 に使用 したプラス ミ ドにはゼオシン耐性遺伝子が含 まれて

いる。大腸菌の培養の際にはゼオシンを25μg/mlの 濃度で、酵母の培養の際 にはゼオシン

を100μg/mlの 濃度で添加 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、及

び水槽式イ ンキュベーター(TAITEC)を 利用 した。

3-B-2-3方 法

プライマーの設計

部位 特 異的変 異 に 関 して 、QuikChange法 によ り変 異 を導入 す る ことに した 。 中心 に 目的

の変異 を導 入 した プ ライマ ーFを 設 計 した(図3-1) 。また 、この プ ライ マー にcomplementary

で100%マ ッチす る プ ライマーRも 設 計 した。 これ らプ ライマー を北海道 シス テムサ イエ ン

ス(HSS)に 注 文 し、入 手 した 。

QuikChange

Quikchange反 応 を 行 っ た 。reaction buffer 5μl,template (pPICZαC-AkAbf54) 1μl ,プ ラ イ マ
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-F(10pmol/μ1)1μl
,プ ラ イ マ ーR(10pmol/μ1)1μl,dNTP5μl, pfUTarbo1μl,を 混 合 し 、 滅 菌

水 を 加 え て50μlに し た 。

1cycle(95℃ 30sec)

18cycle(95℃ 30sec,55℃ 30sec,68℃ 10min)

1cycle(68℃ 10min)

の 条 件 でPCR Thermal Cycler PERSONAL(Takara)に よ りPCRを 行 っ た 。

反 応後 、制限 酵素DpnIで37℃ 、1時 間処理 した 。反応液 で 大腸菌XL10を 形質転 換 した。

コロニ ー を1個 選 んで、LB培 地(sigma)で 一晩 培養 し、 プ ラス ミ ド抽 出(QIAGEN Plasmid

Miniprep Kit)を 行 った 。

得 られ た プ ラス ミ ドに正 し く変 異が 入 って い る か ど うか をDNAシ ー ク エ ンサ ーCEQ

2000XL DNA Analysis System(Beckman Coulter)を 用 いて、塩 基配 列 を読 む ことによ り確 認 し

た。

発現

Pichia pastoris GS115株 の形 質転換 の方 法は2-B-3-3と 同様 に行 った。5mlのBMGH培 地

で26℃ 一晩 前培 養 した。前 培養液 を200mlのBMMH培 地 に植 菌 して、26℃ 振 盟培養 した 。

24時 間毎 に0.5%に な るよ う にメタ ノール を加 えた。

72時 間後 に得 られ た培 養液 を遠 心(10000×g ,10min)し て上 清 を得 た。

DEAE-Sepharose

流速 の 調節 は、 ペ リス タポ ンプ とFPLC(Amersham Pharmacia Biotech.)を 用 いた。 また、

タ ンパ ク質は 、280nmの 吸光 度 をモ ニ ター した。

使 用 したバ ッフ ァー:

バ ッ フ ァ ーA:20mM Sodium Acetate(pH 5 .5)

バ ッ フ ァ ーB:1.0M NaC1, 20mM Sodium Acetate(pH 5 .5)

(1)上 清 をMILLEX-GP0.22μm Filter Unit(MILLIPORE)を 用 いて微 粒 子 を除 去 した.塩 濃

度 が 高 くその ままで はDEAE-Sepharoseに 吸着 しな いの で、バ ッフ ァーAで3倍 希釈 し

た 。

(2)DEAE-Sepharoseの レ ジ ン(Amersham Pharmacia Biotech.)を 約20mに な る よ う に

C-16/20カ ラ ム(Amersham Pharmacia Biotech.)に 詰 め 、 ペ リ ス タ を 用 い て 、 バ ッ フ ァ ー

Aを 流 速5ml/minで 約20分 間 流 し カ ラ ム を 平 衡 化 さ せ た 。

(3)(1)の 溶液3Lを ペ リス タポ ンプで、 流速5ml/minで レジ ン に吸 着 させ た.そ して、 バ

ッ フ ァーAを 流 速5ml/minで10分 間流 した。

(4)ペ リスタポ ンプを用 い、バ ッフ ァーBを 流 速5ml/minで 流 し、280nmの 吸光 が あ る部

分 を 回収 した。
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(5)濃 縮 と透析 を行 った 。

3-B-3触 媒 ドメインの機能解析

3-B-3-1目 的

3-B-2で 作 成 した変 異体 の機能 解 析 を行 った。E221AとD297Aに 関 して は活 性が変 化す

る か、C176A/C177Aに 関 して はKm値 が変化 す るか を調べ た。

3-B-3-2材 料

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 、SIGMAの 特級 試薬

を用 いた 。活 性測 定 用 の基質 と して 、pNPAF(p-ニ トロフェニ ル α-L-ア ラ ビノ フラ ノシ ド)

を用 いた 。

3-B-3-3方 法

比活性測定

測 定 法 は 、2-B-1-3と 同 じ 。

Kmの 測定

測定 法 は、2-B-1-3と 同 じ。6種 類 の基 質濃度 で活 性測 定 を行 い、カ レイ ダグ ラフ によ り

プ ロッ トす る ことでKm値 を求 めた。

3-C結 果 と考察

3-C-1触 媒 ドメインの構造と活性中心

全体構造

非 対称 単 位17)に は1分 子 入 ってお り、モ ノマー の形で存 在 す る もの と思われ る。AkAbf54

はゲ ル ろ過 で の分子 量測 定 の結 果 と一致 す る。482ア ミノ酸(Met18-Gly19-Ser499)が 電子

密度 マ ップ上で 完 全 に見 えて いた 。 ちなみ に、AkAbf54の 発現 の際 に、 シグナル 配列 領域

(Metl-Ala18)は 除 き、 代わ りにMet18を 導入 して あ る。AkAbf54は ほ ぼβ-シー トで構 成 さ

れて お り、N末 側 にあ る触 媒 ドメイ ン(Met18-Val335)とC末 側 に ある アラ ビノース 結合 ド

メイ ン(Gly336-Ser499)の2つ の ドメイ ンか ら成 って いた(図3-2)。 二 つ の ドメイ ン問 には

リンカー な どは見 られ ず 、密接 に相 互作 用 しあ って いた。
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・ジスル フィ ド結 合

4つ の ジスル フィ ド結 合が見 られた 。触 媒 ドメイ ンに3つ(Cys21-Cys31、Cys81-Cys86 、

Cys176-Cys177)と ア ラ ビノース結 合 ドメイ ンに1つ(Cys401-Cys439)で あ った。GH54酵

素 で は これ らの シス テイ ン残基 はす べて 保存 され て い る こ とか ら、 このジ スル フ ィ ド結 合

が 保存 され て い る ことが予 想 され る。後 述す るが 、Cys176-Cys177は 、活性 中心 にあ り、基

質 認識 に関わ って いた 。

・アラビノース複合体 の全体構造

native構 造 と比 較 して、構 造 変化 は ほ とん どな か った(Cα RMSD20)は0 .13)。 ア ラ ビノー

ス は フ ラノース 型(ア ラビ ノフ ラノース)で 触 媒 ドメイ ンに1つ 結 合 して いた。予想外 な こ

とに、そ の他 に もア ラビ ノー ス結合 ドメイ ン に2分 子結 合 して いた(図3-2)。 ア ラビ ノー ス

結合 ドメイ ンに関 して は第4章 で後 述す る。

・キ シ ロー ス複 合体

一方、キ シロース糖である120mMキ シロースや5%キ シロオ リゴ糖溶液にsoakingし て

みたが、それ に相 当する電子密度は見 られなかった。触媒 ドメイ ン及びアラビノース結合

ドメイ ンにキシランを結合するサイ トがないのだ ろう。

糖鎖

糖鎖は結晶化を妨げる場合があるため、EndoHな どの酵素で切断 して結晶化させるのが

良いとされている。本研究では、糖鎖を切断せずに結晶化することに成功 したため、 この

まま構造解析 を行 った。第2章 で述べたようにAsn83とAsn202の2つ のアスパラギ ン残基

にN型 糖鎖(図3-3)が 付加 している ことが予想 される。N型 糖鎖は、還元末端側 に二分子

のN-ア セチルグルコサミンがあ り、その先は主にマンノースで構成される。

・Asn83

本結 晶構造では、Asn83の 先に非常に弱 い電子密度が認め られた ものの、解釈する ことは

できなかった(図3-4A)。 この電子密度が糖鎖に相当するのかもしれない。Asn83の 側鎖は

溶媒 に完全 に露出 してお り、少 し電子密度が乱れていた。その先の糖鎖部分はおそ らく、

どの残基 とも相互作用 を取 り得ず、ディスオーダーしているのではないかと思われる。第2

章で も述べたように、N83Qは 熱安定性が変化 しなかった ことか らAsn83に 付加する糖鎖は

安定性 には寄与 しないことが分かっている。

・Asn202

Asn202の 側鎖 の先には2分 子のN-ア セチル グル コサミンと思われ る電子密度が確認でき
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た(図3-4B)。 結晶構造では、その先のマンノース部分 を電子密度で確認することはできな

かった。 この糖鎖 はアラビノース結合 ドメインと相互作用を して いた。Lys430の 主鎖N原

子 と2.64Aの 距離で水素結合 していた。また、Thr429及 びLys430の 側鎖と疎水相互作用し

ていた。 これ らの相互作用が、安定化に寄与しているのか もしれない。第2章 で も述べた

ように、糖鎖が付かな いような変異体N202Qは 熱安定性が少 し低下 した。

触媒 ドメイ ン

SCOP[B1-2]で は、N末 触 媒 ドメイ ンはConcanavalin A-like lectins/glucanaseに 分類 され た。

β-サン ドイ ッチ フォール ドを取 って お り、 ア ンチ パ ラ レルな7つ のβ-ス トラン ド(β5,β9,

β11-β14,β18)と ア ンチパ ラ レルな6つ のβ-ストラ ン ド(β1,β10,β15-β17,β19)が 中心構 造

を形成 して い た(図 3-5)。 そ の外 に余 分 な ア ンチパ ラ レルな7つ のβス トラ ン ド(β2-β4,

β6-β8,β20)が 見 られ た。それ に加 え,4つ のα-ヘ リック ス(α1-α4)が β-シー トの外 側 に見 ら

れた 。活 性 中心 はβ-シー トが ジェ リー ロール のよ うに くる んで いる小 さなポ ケ ッ トにあった。

このポ ケ ッ トには ア スパ ラギ ン酸 や グル タ ミン酸 といった 酸性 的 な残 基が かた まって存 在

して お り、 強 く負 に荷 電 して いた(図 3-6)。

・シア リダーゼのレクチ ン様 ドメイ ンとのフォール ドの相同性

DALI[B1-1]に よる触 媒 ドメイ ン と類 似 の フ ォール ドを持 つ タ ンパ ク質 の検 索 の結果(表

3-7)、 触 媒 ドメイ ンは 、Trypanosoma rangeli由 来 の シア リダーゼ[3-10]の 非触 媒 ドメイ ンで

あ る レクチ ン様 ドメイ ン と最 もよ く似て お り(図 3-8)、 残 基数217でRMSD20)は3.9Aで あ

った(DALI Z-score=13.8)。 シア リダーゼ は活 性 ドメイ ンであ るβ-プロペ ラ ドメイ ン とそ の

側面 にあ る レクチ ン様 ドメイ ンか ら構 成 され て い る。AkAbf54の 触 媒 ドメイ ン とシア リダ

ーゼ の レクチ ン様 ドメイ ンを重ね合 わせ てみ た と ころ
、β-サン ドイ ッチ フ ォー ル ド中心構

造 の大 部分 の 主鎖構造 は 一致 した が 、AkAbf54の 活性 中心 付近 は全 く違 った構 造 を とって

お り、 シア リダー ゼ で はそ の付 近 に糖 が結 合 しそ うな ポ ケ ッ トが見 当た らな い。 シ ア リダ

ーゼ の レクチ ン様 ドメイ ンの機能 は明 らか にな って いな い
。糖 質 の認 識 に関係 して いるな

どの仮説 が ある もの の証 明 され て いな い[3-10]。

・ク ラ ンGH-Bと の フ ォール ドの相 同性

活 性部 位 を持 つGHの ドメイ ンでDali Z-soreが 高 かった のが 、GH16の к-カラギナ ーゼや

GH7の セ ロ ビオ ヒ ドロラーゼ で あ る(表 3-7)。 このGH16とGH7は 、同 じク ラ ンGH-Bに

属 し、共 通 の祖 先 を持 つ と考 え られ て い る[3-11]。

GH16のPseudoalteromonas carrageenovora由 来のк-カラギナ ーゼ とのDALIZ-scoreは10.3で

あ った。 к-カラギ ナー ゼ は、 トンネル様 活性 中心 を持 って い る[3-11]。 そ こに基 質 であ るK-

カ ラギー ナ ン(藻 類 直鎖含 硫 多糖 類の 一種 で、D-ガ ラク トー ス と硫 酸か ら構成 され る)が 結

合 し、 内部 のβ-1,4結合 を加水 分解 す る。
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ま た 、GH7のHypocrea jecorina L27由 来 セ ロ ビ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼIと のDALI Z-scoreは7 .8

で あ っ た 。 セ ロ ビ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ は 、 約50Aの 長 さ の セ ル ロ ー ス 結 合 ト ン ネ ル を 持 っ て い

る[3-12,13]。

これ らの 酵素 と重ね合 わせ を行 った ところ、к-カラギナ ーゼ の トンネル様 活性 中心 やセ ロ

ビオ ヒ ドロ ラー ゼ のセ ル ロース 結合 トンネル は 、AkAbf54の 活性 中心ポ ケ ッ トの 近傍 を通

って いた 。触 媒 残基 の片 方 はほ ぼ同 じ位 置 に あった(図 3-9,10)。 た だ し、 もう片 方 は別 の

位置 にあ り、 一致 しな か った。 また、GH54は 、ク ラ ンGH-B酵 素 に見 られ るE-X-D-X-X-E

モチ ー フ を持 っ て いな い。

このようにGH54のAkAbf54は 、これ らクランGH-Bの 糖質加水分解酵素であるGH16

のк-カラギナーゼやGH7の セ ロビオヒ ドロラーゼなどと全体構造や活性 中心の位置な どに

おいて微妙な類似点を持っていた。 さらに、クランGH-BとGH54は 、共 に細胞壁のβ結合

を分解する反応 を行う。 これ らの ことを考え合わせ ると、GH54と クランGH-B酵 素(GH7

とGH16)の 間には何か進化的関連がある可能性が示唆 される。

活性中心

上で記述 した高 く負に荷電 した ポケッ トにアラビノース分子が結合 して いた。AkAbf54

は、非還元末端にあるアラビノースのアラビノフラノシ ド結合を切断するため、このアラ

ビノース分子が結合 している部分 をサブサイ ト-1と した。

サ ブサイ ト+1に 位置する部分は、AkAbf54の 平 らな表面部分に出て いた。サブサイ ト+1

を認識すると思われるアミノ酸残基はほとん どなく、この部分の認識はゆるいと思われる。

このゆるい認識がα-1,2、α-1,3、α-1,5のアラビノフラノシ ド結合の切断を可能に しているの

だろう。また、本来の基質でないpNPAFが 反応できる ことを説明できる。この平 らな表面

部分に本来の基質であるアラビノキシランのキ シラン主鎖部分が結合するのではないか と

思われる。

・O1部 分の電子密度の乱れ

O1原 子 の部分 の電 子 密度 は全 く見 られな か った(図 3-11)。 電 子 密度が見 えな い原 因 と し

ては、O1原 子 がα-アノマ ー とβ-アノマー の両方 の コ ンフ ォメー シ ョンを とって い るため 、

も しくはO1原 子が還 元 され た ため では な いか と考 え られ る。

・触媒残基

ア ラ ビノー スのC1原 子 の近 く にあるGlu221とAsp297が 触 媒 残基 であ る と思 われ る(図

3-12)。 これ ら2つ の残 基 間の距 離 は5.6Aで あ った。一般 に アノマー保 持 型機構 は二 つの触

媒 残 基 間の距 離が5.5A程 度 にな り、 ア ノマー 反転機 構 はそ の距 離 が6.5Aか ら9 .5Aの 間

を とる こ とが 分か って いる(図1-6)。 この ことか ら、ア ノマー保 持型機 構 を とる ことが 構造

か ら予想 され る。Pitsonら によ り、GH54の 反応機構 は、反応 物 のア ノマー を調べ た結 果、
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ア ノマ ー保持 型機 構 を取 る ことが 示 され て お り[3-14]、 この結果 と一致 す る。

GH51 GsAbfAは 、GH54と 同様 にア ノマ ー保持 機構 を取 り、求核性 残基 と酸 ・塩基 触媒

が 同定 され て いる[3-15]。 そ こで 、GsAbfA.とAkAbf54を 、ア ラ ビノース を元 に して重 ね合

わせ た。 す る と、触媒 残基 の位 置 が ほぼ一致 した(図3-13)。Glu221はGsAbfAで は求核 性

残基 に相 当す るAsp294と 、Asp297は 酸 ・塩 基触媒 に相 当す るGlu175と ほ ぼ重な った 。 こ

の ことか らGlu221が 求 核性 残基,Asp297が 酸 ・塩基触 媒 に相 当す る残基 で ある と思 われ る。

C1原 子 との距離 は、そ れぞれ3.22A,3.38Aで ある。E221A変 異体 を作成 した ところ、活 性

が検 出 できず 、野 生型 の10-6倍 以下 に活性 が低 下 した。 また 、D297A変 異体 を作 成 した と

ころ、10-3程 度 に活性 が低 下 した 。構 造か ら予 想 され た とお り、 これ らの残基 がそ れぞ れ 、

求核性 残 基 と酸 ・塩基触 媒 で あ る ことが 確認 で きた。

・ア ラビ ノー ス の認識

活 性 中 心 の ア ラ ビ ノ ー ス の 認 識 に 関 わ っ て い る 残 基 は 、Cys176,Cys177,Met195,Trp206,

Asp219,Glu221,Asn222,Asn223,Leu224,Gly296,Asp297で あ る(図3-14 ,15)。Asn223を 除 い

て こ れ ら の 残 基 はGH54で 全 て 保 存 さ れ て い る 。これ ら の 残 基 に よ る 多 く の 水 素 結 合 と 疎 水

相 互 作 用 で 認 識 さ れ て い た 。

ア ラビ ノー スのO2原 子 は、Glu221とAsp297の 側 鎖 のカ ルボニ ル基 そ してAsp297の 主

鎖 の窒 素原 子 と水 素結 合 して いた。O3及 びO5原 子はAsp219と 水 素結 合 を形成 して お り、

Asp219が 結 合及 び認 識 に関 与 して いる と思 われ る。近傍 にはその他 に も酸性 残基(Asp179 ,

Glu184,Asp189)が い くつ か見 られ た。 また 、O3原 子 はGlu221の 側 鎖 のカル ボニ ル基 及び

Gly296とAsp297の 主鎖 のN原 子 と水 素結 合 して いた。O5原 子 はAsn222 ,Asn223の 主鎖 窒

素 原子 と水 素結 合 して い る。C4原 子はCys176及 びCys177の 側鎖 のS原 子 と疎水相 互作 用

を、C5原 子 はCys177とMet195の 側鎖 のS原 子そ してTrp206及 びLeu224と も疎水 相 互作

用 して いた 。

シス結合で連な ったシステイン同士が形成するジスルフィ ド結合

興 味 深 い こ とに、 ジスル フィ ド結 合 を作 って いるCys176とCys177の 問で 、AkAbf54で

唯 一 の シスペ プチ ド結 合 を形成 して いる とい うことで ある(図 3-16,17)。 これ らの 硫黄原子

とア ラ ビ ノー スのC4/C5原 子 間の距 離 は4A程 度で あ り、この ジスル フィ ド結合 がC4原 子

及 びC5原 子 を認識 して いる と思 われ る。GH51 GsAbfA.で は 、 この部分 が トリプ トフ ァン

に置 き換 わ って お り、疎 水 的な 認識 を して いた[3-15](図3-13)。

・シス ペ プチ ド+ジ スル フ ィ ド結 合

このよ うに、 シ スペ プチ ド結 合 で連 な った 連 続す る シス テイ ン残基 が ジス ル フ ィ ド結 合

を して いる とい う例 は あ ま り例が な くメタ ノールデ ヒ ドロゲ ナーゼ[3-16]やhumanリ ボ ヌ ク

レアー ゼイ ンヒ ビター[3-17,18]な どで報告 され て いるだ けで ある(表 3-18)。
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Methylobacterium extorquens由 来 の メタ ノール デ ヒ ドロゲ ナー ゼで は、PQQの 近 くに存 在

す るCys103とCys104が ジスル フィ ド結 合 を形成 して いた。5mM DTTで 還 元す る と活性 が

な くな り、再 び酸化 が起 きる と活 性 が復活 す る こ と[3-19]や 、 このシス テイ ン をセ リンに置

換 した変 異体 で は活 性 を 失 った こ とか ら、 この ジス ル フ ィ ド結 合が活 性 に必 須 で ある こ と

が分 か って いる[3-20]。

しか し、 このよ うにシスペプチ ド結合で連なった連続するシステイ ンで形成された ジス

ル フィ ド結合が基質認識に関わっているという例 は報告 されていない。 これ らのシステイ

ン残基か らな るジスル フィ ド結合が本当 にアラビノース認識 に関わっているか どうかを調

べるため、C176A/C177A変 異体を作成 した。変異体の活性測定 を行った ところ、野生型 と

比較 してKm値 が10倍 以上に上昇 した ことか ら基質認識に関わ って いることが明 らかにな

った(図3-19)。

・トラ ンスペ プチ ド+ジ ス ル フィ ド結合

また 、 トラ ンスペ プチ ド結合 で連 な っ た連 続す るシス テイ ン残 基 ジスル フィ ド結合 が糖

を疎 水 的 に認 識 して いる と い う例 は2例 報 告 され て い る(表3-18)。 一つ 目は、Cellvibrio

japonicus由 来のGH43ア ラ ビナナ ーゼ のCys241とCys242の 間 で形 成 され る ジスル フ ィ ド

結合 で あ る[3-21]。AkAbf54と 同 じくア ラ ビノース を認識 して いた が、 ア ラ ビノー ス のC1

原子 を認識(Cys241のS原 子 、Cys242のS原 子 との距 離 はそれぞ れ3.6Å と4.0Å)し て お

り、認識 の 仕方 は異 な って いた。もう一つ は、Anguilla anguilla由 来 のア グルチ ニ ンのCys82

とCys83の 間 で形 成 され るジ スル フ ィ ド結合 で ある[3-22]。 フ コー スのC1とC2の 部 分 を認

識 して いた。フコー スのC1原 子 とCys82のS原 子 との距離 は3.9Å 、フコース のC2原 子 と

Cys83のS原 子 との距 離 は3.9Å であ った。
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図表

E221A

5'-C TGG ATC ATG CTC GAT ATG GCG AAC AAC CTC TTC TCT G-3'

D297A

5'-G GGT ATT GGT GGT GCT AAC AGC AAC GGG GCC CAA GGT ACC TTC-3'

C176A/C177A

5'-CG CAC TAC AAC GAC GCC GCC GCC TTT GAC TAC GGC AAT GC

図3-1 QickChangeの プ ライマ ー 設計

赤 で示 した のが 、 変異 を導 入 した 残 基で ある。complementaryな プ ライマー は 記述 を省略 す

る。
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図3-2 AkAbf54の 全体 構 造

右の図は、左の図を約90度 回転 した ものである。

結合 した ア ラビ ノース 分 子をCPKモ デ ルで 示 した。
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図3-3 糖鎖に関する図

(A)N型 糖鎖 とO型 糖鎖

(B)N型 糖鎖を構成する糖

Aは 、糖質科学の ことば (http://www.gak.cojp/FCCA/glycoword/GPAOO/GPAOOJ.html) の図を

抜粋 した。

タ ンパ ク質 に結合 す る糖 鎖 にはN型 糖鎖 とO型 糖 鎖 があ る。N型 糖鎖 はN-X-(S/T)の 配 列

を持 つAsnの 側鎖N原 子 に共有 結合す る。 一方、O型 糖 鎖 は、Serま たはThrの 側鎖O原

子に共 有結 合す る。

N型 糖 鎖 は、 図 に示す よ うに根 元、 すな わ ち還 元 末端 側 の二 つのN-ア セ チル グ ル コサ ミ

ン(NAG or GlcNAc)が あ り、そ の先は 主にマ ンノー スで構 成 され る。
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図3-4二 つの糖鎖付加予想部位の電子密度マップ

紫 で 示 した の がFo-Fcマ ッ プ16)(3σ)、 灰 色 で 示 し た の が2Fo-Fcマ ッ プ15)(2σ)。

Aで 示すように、Asn83の 側鎖の先 には弱い電子密度 しか見 られず、解釈不能である。一方、

Bで 示すように、Asn202の 側鎖の先には、はっき りと電子密度が確認できる。 この電子密

度は、N-ア セチルグルコサ ミン二分子に相当すると思われる。つまり、N型 糖鎖の根元の

部分が見えている ことになる。アラビノース結合 ドメイ ンの残基であるThr429及 びLys430

と相互作用 している。
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図3-5触 媒 ドメ インの フォー ル ドの トポ ロジー図

緑 と 青のβ-シー トの2層 が β-サン ドイッチ フ ォー ル ドを形成 して いる。

ピン クで示 したβ-シー トの 層は そ の外側 にあ る。
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図3-6表 面電荷 図

負に荷電 している部分を赤で、正に荷電 している部分を青で示す。

結 合 して いる ア ラ ビノー スを緑 で示 す。

右 の図 は、 左の 図 を約90度 回転 した もの であ る。

PyMOLに よ り作 成。

97



表3-7触 媒 ドメイ ンをDALIサ ーバーにかけた結果

STRID2:PDB code

Z:Z-score(似 た フ ォー ル ドを持 つ ほ ど値 が高 くな る)

RMSD:root mean square deviation

LALI:比 べた部分のアミノ酸配列の長さ

LSEQ2:ア ミ ノ酸 配列 の 全長

%IDE:相 同性

PROTEIN:そ の タ ンパ ク質の 名前

赤で示 したのが、クランGH-Bに 属する酵素である。
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図3-8 AkAbf54と 似 た フォール ドを持つ タンパ ク質
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図3-9GH16к-カ ラギナ ーゼ(赤)とAkAbf54触 媒 ドメイ ン(緑)の 構 造 の重ね 合わせ

黄色の点線で囲んだ部分が良く重なっている。

青丸で示 したよ うに求核性残基は近い位置にあった(3A弱 の距離)が 、紫丸で示 したよう

に酸塩基触媒の位置が大きく異なっていた(10A以 上離れて いる)。

図3-10GH7セ ロ ビオ ヒ ドロラー ゼ(シ ア ン)とAkAbf54(黄)の 活 性 中心の 重ね 合わせ

や は り、 求核性 残 基(Glu212-Glu221)は 重な る が、酸 塩 基触 媒(Glu217-Asp297)の 位 置は

異な る。 また 、 ク ラ ンGH-Bで は求核 性 残基 と水素 結合 を形成 し反応 に関 わっ て いる残基

(Asp214)が あ る。AkAbf54で は、基 質認 識 に関わ る残基Asp219が 近 くに存 在す る。ただ し、

GH7のGlu212-Asp214間 の主鎖 とAkAbf54間 のAsp219-Glu221の 主鎖 は逆向 きで あ る。Clan

GH-Bに はモチ ー フが あ り、 この場 合E212-X-D214-X-X-E217で あ る。
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図3-11活 性 中心 に結 合 した ア ラ ビノース 分子のFo-Fcマ ップ 16)

青丸で囲んだようにO1原 子の部分の電子密度が見 えな い。

101



図3-12活 性中心のアラビノースの認識

水素結合を灰色の点線で示 した。

図3-13GH51 GsAbfAとAkAbf54の 活 性 中 心 の 重 ね 合 わ せ

GsAbfAを シ ア ン で 、AkAbf54を 黄 色 で 示 し た 。GH51 GsAbfA複 合 体 の 図 は
、native構 造

(PDB:1PZ3)とAra-a-(1,3)-Xyl El75A変 異 体 構 造(PDB:1QW8)を 組 み 合 わ せ て 作 成 し た 。
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図3-14触 媒 ドメイ ンの ア ライ メン ト

上三角がAkAbf54で 側鎖がアラビノースと水素結合していた残基、下三角がAkAbf54で 主

鎖がアラビノース と水素結合 していた残基、ひ し形がAkAbf54で アラピノースと疎水相互

作用 していた残基、四角で囲んだのが触煤残基。

akabf54:Aspergillus kawachii IFO4308,asp _nig2:Aspergillus niger,asp_orz:Aspergillus oryzae

HL15,coch_carb:Cochliobolus carbonum,fusarium _oxy:Fusarium oxysporum f.sp.dianihi,

peni_purp:Penicillium purpurogenum
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図3-15 活性 中心 の ア ラ ビ ノー スの認識(ligplotに よ り作 成)
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図3-16 Cysl76とCys177間 の ジスル フィ ド結 合 の2Fo-Fc電 子 密度 マ ップ15)

図3-17 trans-ペ プチ ド結 合 とcis-ペ プチ ド結合 の コ ンフ ォメー シ ョンの違 い

表3-18 隣 り合ってジスル フィ ド結合を形成す るシステイ ン残基間のペプチ ド結合 の分類

赤で示 したの は糖 を認識するものである。
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図3-19 Km測 定 の プ ロッ ト

wild-type: kcat=26.8±1.1(s-1)、Km=0.76±0.08(mM)

C176A/C177A: kcat=3.9±1.0(s-1)、Km=17.9±6.2(mM)

C176A/C177A変 異体の場合は、Kmよ り小さい基質濃度で しか測定を行っていな い(Kmの 濃

度程には基質pNPAFが 溶解 しない)の でKmの 値は信頼できない値ではある。ただ、野生型

と比較 して10倍 以上高い値を示 した。
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