
第4章 アラビノース結合 ドメインの構造と糖質結合 ドメインとしての機能
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4-A 序

AkAbf54の 立体構造 を明らかにしたところ、触媒 ドメイ ンとは別 にC末 側に未知 ドメイ

ンが見 られた。ア ラビノース との複合体構造を とったところ予想外な ことにこの ドメイ ン

にもアラビノースが結合 した。そ こで この ドメインをアラビノース結合 ドメインと名づけ

た。

この章では、 このアラビノース結合 ドメイ ンの構造、糖質結合 ドメイ ンとしての機能 に

ついて記述する。 この ドメインのアラビノース結合に関与 している残基の変異体を作成 し

て機能 を調べた。

4-B 自 的 ・材 料 ・方 法

4-B-1 ア ラ ビノー ス結 合 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 して、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

第3章 と同様 にDALI、SCOP、MATRAS、CEを 用 いた 。

図の作成ソフ ト

第3章 と 同 様 にPyMOL、Molscript、Xtalview、Raster3D、ligplotを 用 い た 。

4-B-2 アラ ビノース結合 ドメイ ンの変異体作成

4-B-2-1 目 的

結果 の と ころ に記述す るが、 ア ラ ビノース 認識 に関わ るAsp435とAsp488の 変 異体 を作

成 した 。

4-B-2-2 材 料

菌株な 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 地は制限培地で

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。
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・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(Difbo) 、1%グ リ セ ロ ー ル 、4×10-3%

Histidine、4×10-5%Biotin、100mM Potassium phosphate(pH6 .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(pH6 .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、お

よび水槽式イ ンキュベーター(TAITEC)を 利用 した。

4-B-1-3 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。方法 は2-3-1

と同 じ。 プ ライ マ ーの設 計 を図4-1に 示す 。完 成す る変 異体 の模 式図 を図4-2Aに 示す 。

また 、触 媒 ドメイ ン単 独 、AkCBM42単 独 で発現 させ るた め、そ の部 分 をPCRで 増幅 す

る ことに した。同 じ くプ ライマ ー の設計 を 図4-3に 示 す。触 媒 ドメイ ンは19-335 、ア ラビ ノ

ー ス結合 ドメイ ンは336 -499の 部分 を増 幅 させ る ことに した 。

QuikChange

QuikChange反 応 を行 った。 第3章 と同 じ方 法 で行 った。

PCRとLigation

PCRを 行 っ た 。reaction buffer 2.5μl , template (pPICZαC-AkAbf54)0.5μl,プ ラ イ マ ーF(10

pmol/μl)1μl,プ ラ イ マ ーR(10pmol/μl)1μl,dNTP2.5μl,pfuTarbo 0.75μl,を 混 合 し 、滅 菌 水 を

加 え て25μlに した 。
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1 cycle (95℃ 30sec)

30 cycle(95℃ 30sec , 50℃1min, 72℃ 90sec)

1 cycle(72℃ 7min)

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

反応液をアガロース電気泳動 し、 目的のバ ン ド(図4-4)を 切 り出した。PCR産 物及びべ

クターpPICZαCを そ れぞ れClaIとXbaIで20時 間制 限酵 素処理 した 。エ タ ノール沈殿 を行

い、滅 菌水 に溶 解 させ た 。PCR産 物 とベ ク ター量 の比 を3:1に し、Ligation high(Toyobo)を

用 い15℃ で1時 間 ライ ゲ ー シ ョン反 応 を行 った。反応 液 で大腸 菌XL10-Gold株(Stratagene)

を形 質 転換 した 。LBプ レー トに出て きた コ ロニ ーの うち の3個 を取 って5mlのLB培 地 で

培養 した 。 プ ラス ミ ド抽 出(QIAGEN Plasmid Miniprep Kit)を 行 い、得 られ た プラス ミ ドを

アガロース電気泳動す ることによ り、イ ンサー トが挿入されて いるか確認 した。得 られた

プ ラス ミ ドが 正 しいもので あ るか ど うかDNAシ ークエ ンサ ーCEQ 2000XL DNA Analysis

System(Beckman Coulter)を 用 いてDNAシ ークエ ンス を行 うことによ り塩基 配列 を確 認 し

た 。

発現

Pichia pastoris GS115株 へ の 形 質 転 換 、 及 び 発 現 は2-B-3と 同 様 に 行 っ た
。

DEAE-Sepharose

簡単にするため、精製をバ ッチ法で行った。

使 用 したバ ッフ ァー:

バ ッ フ ァ ーA:20mM Sodium Acetate(pH5 .5)

バ ツ フ ア ーB:1.0MNaCl,20mM Sodium Acetate(pH5 .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 .)約20mlを バ ッ フ ァ ーAで 平

衡化 し、(1)の希釈 した培養液 と混合 した。

(3)低 温室で一時間程度攪拌 した後、遠心 し、沈殿 した レジンを回収 した。

(4)レ ジ ンにバ ッ ファーBを 加 え 、結 合 したAkAbf54を 溶 出 させ た。遠 心 し、上清 を得た 。

(5)濃 縮 と透析 を行 った 。

4-B-3 アラ ビノース結合 ドメイ ンの機能解析

4-B-3-1 目 的
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ア ラビノース結合 ドメイ ンの機能は、詳 しく解析 されていな い。同 じGH54に 属する

Hypocrea jecorina由 来 の ア ラビ ノフ ラノシダー ゼ にC末 にキ シラ ン結合能 が あ る ことが 示

されて いるのみである。そ こで、ITCや アフィニティゲル電気泳動な どの手法を用いて機能

解析 を行った。 また、アラビノオ リゴ糖 との複合体構造 も得た。

4-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。

不溶性 の糖 基 質(図4-5)

・sugar beet arabinan(側 鎖 に も ア ラ ビ ノ ー ス を 含 む ア ラ ビ ナ ン)

・sugar beet debranched α-1,5-arabinan(側 鎖 に ア ラ ビ ノ ー ス を 含 ま な い ア ラ ビ ナ ン)

・oat spelt xylan(ア ラ ビ ノ ー ス 含 量10%の キ シ ラ ン)

・birchwood xylan(ア ラ ビ ノ ー ス 含 量10%以 下 の キ シ ラ ン)

・wheat arabinoxylan(ア ラ ビ ノ ー ス:キ シ ロ ー ス=41:59の 割 合 の ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン
,フ ェ

ル ラ酸 を含む)

・rye arabinoxylan(ア ラ ビ ノ ー ス:キ シ ロ ー ス=49:51の 割 合 の ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン)

を用 いた 。 これ らは全てmegazymeか ら購入 した。

ま た 、 ア ラ ビ ノ ー ス 側 鎖 を 持 た な いwheat arabinoxylan(arabinose-free wheat arabinoxylan)

を 作 成 し た 。wheat arabinoxylan(0.01g)にAkAbf54(0 .2U)を 加 え 、45℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ

一 ト し
、 沈 殿 部 分 を 遠 心 で 回 収 し 、arabinose-free wheat arabinoxylanと し た 。

オ リゴ糖 リガ ン ド(図4-6)

・L-ア ラ ビ ノ ー ス

・ア ラビ ノ トリオー ス

・メ チ ル -α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド

・メ チ ル ーβ-D-キ シ ロ ピ ラ ノ シ ド

・キ シ ロ トリオー ス

・D -グ ル コ ー ス

・ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル -α-1
,2-キ シ ロ ビ オ ー ス(AXX)

を用 いた。

AXXは 、wheat arabinoxylan(0.02g)を キ シ ロ シ ダ ー ゼ(0 .2U)と キ シ ラ ナ ー ゼ(0.2U)に

よ り分解 して、HPLCで 分取 したものを酒類総合研究所の小関博士に頂いた。
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ITCは 、酒 類総 合研 究所 にあ るVP-ITC(Microcal)を 用 いて実験 を行 った。

4-B-3-3 方 法

アラビノ トリオースまたはAXXと の 合体構造

10mMア ラビ ノ トリオース 溶液 また は10mM AXX溶 液 にAkAbf54の 結 晶 を30分 間

soakingし た。 この際 に リガ ン ドの加 水分 解 を防 ぐた め、触 媒 残基 を置換 して活性 を失 った

E221A変 異体 の結 晶 を用 いた 。このsoakingし た結 晶を用 いて 、第2章 と同様 にX線 回折 強

度 デ ー タの 収集 、 回折 強度 デ ー タの処 理 、精 密化 を行 った。 回 折強度 デ ー タの収集 は、 高

エ ネル ギ ー加 速器研 究機 構PFの 実 験 ステ ー シ ョンBL5BとPF-ARの 実験 ス テー シ ョン

NW12で 行 った 。

活性測定

・可溶性糖基質に対す る活性測定

合 成 基質 で あ るpNPAFを 用 いた 。測 定法 は、 第2章 と同 じであ る。

・不溶性糖基質に対する活性測定

広 島 大学 の三輪 氏 にお願 い した 。不 溶性基 質 としてwheat arabinoxylanを 用 いた 。

(1)1% wheat arabinoxylan 900μl(100mM Sodium Acetate pH 4 .0)を40℃ で5分 間 プ レ イ ン

キュ ベー トした。

(2)酵 素溶液 を100μl加 え 、反応 を開始 させた.40℃ で20分 間イ ンキ ュベ ー トした 。

(3)1MNaOHを1ml加 え 、反応 を停 止 させた 。

(4)反 応 停 止後 、1MHCIを1ml加 え 、溶液 を中和 した 。そ の後 、遠心 し、そ の上 清 をフ

イル ター に通 した 。

(5)HPAEC-PAD法(図4-7)に よ り 生 成 物 で あ る ア ラ ビ ノ ー ス の 遊 離 量 を 測 定 し た 。測 定 機

器 はDionex DXc-500 system(Dionex)を 用 い た 。 カ ラ ム はCarbo Pac PA1 anion-exchange

columnを 用 い た 。1μmolの ア ラ ビ ノ ー ス の 生 成 す る 活 性 を 酵 素 の1unitと す る
。

不溶性糖基質に対する結合測定(図4-8)

・AkAbf54 Enzyme:AkAbf54の 各 種 変 異 体
、1mg/mlの 濃 度 で50mM Sodium acetate(pH5.5)

に 溶 か し て あ る 。

E221A、E221A/D435A、E221A/D488A、E221A/D435A/D488A

・不 溶 性 糖 基 質:基 質 に は 以 下 の4種 類 の 不 溶 性 キ シ ラ ンoat spelt xylan
、birchwood xylan、

wheat arabinoxylan、arabinose-free wheat arabinoxylanを 用 い た 。

・阻害 実験 に用 いた オ リゴ糖:L -ア ラ ビノース、 ア ラビ ノ トリオ ース 、D-キ シ ロー ス
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(1)2%不 溶性 糖 基質60μlとAkAbf54溶 液30μlを 混合 した.阻 害 を調 べ る実験 では、 こ

こにオ リゴ糖5mMま た は100mMの 濃 度 にな るよ うに加 えた 。一時 間、氷上で 静置 し、

何 回 か撹拌 した 。

(2)静 置後 、遠 心(15,000×g,5min)を 行 った.沈 殿 を吸 い取 らな いよ うに注意 しな が ら、

上 清 を除 いた 。沈 殿 に は不溶性 糖 基質 とそれ に結 合 したAkAbf54が 含 まれ てお り、上

清 には 不溶性 糖 基質 に結合 して いな いAkAbf54が 含 まれ て いるはず で ある。

(3)次 に沈 殿 に20mM Sodium Acetate(pH5.5)250μlを 加 え 、遠心(15 ,000×g1min)し て

上清 を取 り除 いた 。 この洗 いの作 業 を2回 繰 り返 した。 このステ ップは結合 して いな

いAkAbf54を 完 全 に取 り除 くた め に行 った 。

(4)沈 殿 を10%SDS溶 液10μlに 懸濁 し、10分 間boilし た。遠 心(15,000×g,1min)し て

上 清 を得た 。結 合 して いたAkAbf54が 上清 に遊 離 して くるはず で ある。上 清 を等 量 の

Sample bufferと 混ぜ 、SDS-PAGEにloadし た 。

アフィニティゲル重歯泳動

アフィニティゲル電気泳動は糖 とタ ンパク質の相互作用を見 る方法である。原理を図4-9

に示す。酒類総合研究所の小関博士に実験を行って いただいた。方法、用いたサンプル を

以下に示す。

・AkAbf54 Enzyme:AkAbf54の 各 種 変 異 体8μg

野 生型 、D435A、D488A、D435A/D488A、BSA(相 互 作 用 しな い ネガ テ ィ ブ コ ン トロール)

・不溶性糖基質:基 質には以下の4種 類の糖 を用いた

sugar beet arabinan、sugar beet debranched α-1
,5-arabinan、wheat arabinoxylan、 rye arabinoxylan

(1)SDSを 含 まな い ア ク リル ア ミ ドゲ ル を作 成 した 。ア ク リル ア ミ ド濃 度 は7 .5%(w/v)

で あ り、25mMTris/250mM glycineバ ッフ ァー を用 いてpHは8 .3と した 。 コ ン ト

ロール と して リガ ン ドを含 まな い ゲ ル を一枚 作 成 、そ の ほか のゲ ル には ゲ ル 重 合 さ

せ る 前 に 一種 類 の 不 溶 性 糖 を0 .1%(w/v)の 濃 度 で 加 え た 。

(2)20mA/gelで1時 間 、 室 温 で 泳 動 した 。

(3)タ ンパ ク質 の移動 度 をみて、糖 との相 互作用の度合い を見積 もった。

ITC(笠 温滴定カロ リメ トリー)

測 定 はVP-ITC system(MicroCal)を 用 いて、標 準 プ ロ トコル に従 い行 った 。温 度は25℃

で行 った 。原 理な どを図4-10 ,11に 示す 。

用 いたタ ンパ ク質及び リガン ドは以下のとお りである。なお、活性中心に結合 して熱が

発生するのを防ぐため、主 にGlu221を アラニンに変異させたものを用いた。

・AkAbf54 Enzyme:野 生 型
、E221A、E221A/D435A、E221A/D488A、E221A/D435A/D488A

・糖 リ ガ ン ド:L-ア ラ ビ ノ ー ス
、 ア ラ ビ ノ ト リ オ ー ス 、 メ チ ル-α-L-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド 、

115



メ チ ル-β-D-キ シ ロ ピ ラ ノ シ ド、 キ シ ロ ト リ オ ー ス 、D-グ ル コ ー ス

(1) タ ンパ ク質 を30mg/ml程 度 に濃縮 した 。 タ ンパ ク質 は、20mM Sodium Acetate pH 5.5

に透析 した 。 リガ ン ドも同 じバ ッフ ァー で 溶解 また は希 釈 した 。 同 じバ ッ フ ァー を用

いる のは 、希釈 熱 を最 小 にす るた め であ る。

(2) 適 当な 濃度(0.1～0.6mM)の タ ンパ ク質の サ ンプル を1 .4ml reaction cellに 入れ た。タ ン

パ ク質 サ ンプル は、測 定 中 は300rpmの 回 転数 で攪拌 し続 けた。 適 当な濃 度(2.0～12,5

mM)の 糖 リガ ン ドを300μl程 度 シ リ ンジ に入れ た。

(3) リガ ン ドを150秒 間隔 で10μlず つinject(時 間 は10秒)し た。これ を25回 繰 り返 した。

(4) 発 生 し た 熱 を 積 分 しnonlinear regression(MicroCal Origin
, version 4)で 分 析 し た 。 フ ィ ッ

ト し た デ ー タ に よ り結 合 定 数(Ka)、 タ ン パ ク 質1個 あ た り の 結 合 サ イ ト数(n) 、 結 合 エ

ン タ ル ピ ー(△H)が 求 ま る 。 他 の パ ラ メ ー タ ー は 、-RTlnKa=△G=△H-T△Sに よ り 計 算 し

た 。

4-C結 果と考察

4-C-1ア ラ ビノース結合 ドメインの構造 とCBM42へ の分類

アラビノース結合 ドメイ ン

C末 ア ラ ビノー ス結 合 ドメイ ンは 、β-トレフ ォイル フォール ドを とっていた 。DALIに よ

るア ラ ビ ノー ス結 合 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4 -12)、

CBM13と 構 造 的な相 同性 が あ った(図4-13A)。CBM13は 、レクチ ングル ー プ と酵 素 グル ー

プに分 け られ る。 レクチ ングル ー プは、2つ の糖 結合能 を持つ ドメイ ンを含 み 、ガ ラク トー

ス また はN-ア セチ ル グル コサ ミ ンを特 異 的 に結 合す る。 酵素 グル ー プは、一 つの糖 結合能

を持 つ ドメイ ンを持 って お り、 リガ ン ド特 異性 は様 々で あ る。AkAbf54は レクチ ングルー

フのAmaranthus caudatusの ア グルチ ニ ン と一番 よ く似 て いた。164残 基 中157残 基 が重 な

り、そ のCαRMSD20)は2.7A(DALIZ-score=15 .1)で あ った 。酵 素 グル ー プで は、5treptomyces

lividans由 来キ シラナー ゼ の持 つCBM13と よ く似 てお り、RMSDは1.9Aで あ った(DALI

Z-score=13.9)。

・CBM13と の共 通 点

それぞ れ 約50ア ミ ノ酸 か ら構成 され る3回 の繰 り返 しア ミ ノ酸配 列(α:348-399 、β:

400-446、 γ:447-499)か ら成 り、そ のα-サブ ドメイ ン、β-サブ ドメイ ン、γ-サブ ドメイ ンが

擬似3回 対称 軸 を持 って いた(図4-13A)。 それぞ れの サ ブ ドメイ ンが4つ のβ-ストラ ン ドと

1つ のα-ヘ リックス と2つ のβ-ヘア ピ ンを持 っている。サ ブ ドメイ ン同士 は構 造 的な類 似性

が あ り、CαRMSD20)は 、α-β間 で1.55A、 β-γ間で1 .85A、 γ-α間で3.35Aで あ った(図4-14)。

た だ し、サ ブ ドメイ ン間の ア ミ ノ酸 配列 の相 同性 は比較 的低 く、3つ のサ ブ ドメイ ン間 にわ
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た って保存 されて いるア ミノ酸残基はほ とんどなかった
。さらに、 フォール ドの中心 に各

サ ブ ドメイ ンの トリプ トファンや フェニルアラニ ンや ロイシンやイソロイシンとい
った疎

水性残基 の側鎖が集まって疎水 コアを形成 していた(図4 -15)。他のGH54酵 素中で もこの

疎水コアを形成すると思われる残基はそれ ら4つ のアミノ酸で保存 されていた
。これ らは、

CBM13で も特徴的な ものである。

・CBM13と の相違 点

しか し、AkAbf54の ア ラビ ノー ス結 合 ドメイ ンにはCBM13と 比 較 して いくつか の違 いが

見 られ た。CBM13は 各サ ブ ドメイ ンに2つ ずつG-X -X-Q-X-Wモ チ ー フを持 つ とし、う特徴

が あ る[4-1](図4-13B)・ グル タ ミンは リガ ン ド結合 に重要な 働き を し
、 トリプ トファ ンは疎

水 コ アの形 成 に関 わ って いる とされ て い る。 しか し、 ア ラ ビノー ス結 合 ドメイ ンは このモ

チ ー フ を持 って いな い。 また 、CBM13と は ア ミ ノ酸配 列 上 の相 同 性 が ほ とん どな い(S
.

lividans CBM13と の ア ミノ酸 配列 の相 同性 は4 .5%し かな い)。 また、CBM13で 比較 的よ く

見 られ る3つ の ジス ル フ ィ ド結合 の場所 にはチ ロシンな どの疎水 的な 残基 が来 てお り一致

しな か った(図4-15)。AkAbf54の ア ラ ビノース結 合 ドメイ ンに見 られ る ジスル フィ ド結 合

(Cys401-Cys439)は βサ ブ ドメイ ンの表 面部分 に位 置 してお り、場所 が 異な って いた。また 、

後述 す る よ うに、これ まで に報 告 されて いるCBM13の 糖結 合 部位 とア ラ ビノース結 合 ドメ

イ ンの糖 結合 部位 は 異な って いた 。

・ア ラ ビ ノー ス結 合 ドメイ ンのCBM42へ の分 類

以 上 の ことか ら この ア ラ ビノー ス結 合 ドメイ ンがCBM13と は異な る性質 を持 って い る こ

とが 分 か った。 この こ とか ら この ア ラ ビノース結 合 ドメイ ンは
、Henrissatら によ り新た な

CBM42に 分類 され た 。以 下、 この ア ラ ビノース結 合 ドメイ ンの ことをAkCBM42と 表記 す

る。

AkCBM42の ア ラ ビノー ス結 合サ イ ト

AkCBM42の2つ のアラビノースは、β-サブ ドメインのポケッ ト、γ-サブ ドメイ ンのポケ

ッ トに結合 していた(図4-16)。 もうひ とつの側面であるα-サブ ドメインのポケッ トには結

合 して いなかった。結合 しているアラビノースは両方 ともO1原 子が表面溶媒領域に向いて

いてお り、キシラン主鎖についた状態のまま認識できるのではな いかと思われる
。

・ア ラ ビ ノー スの 認識

β-サブ ドメイ ン、γ-サブ ドメイ ンのサイ ト共 にア ラ ビノース の認識 様式 はほ ぼ同 じで あっ

た(図4-14,17)。 β-サブ ドメイ ン、γ-サブ ドメイ ンのそ れぞ れ のサイ トに1つ ず つ アスパ ラ

ギ ン酸(Asp435、Asp488)が ある。 これ らの 酸性残 基は ア ラ ビノースのO2原 子 とO3原 子

を水素 結 合 によ り認識 して いた 。 また ヒスチ ジ ン残基(His416
、His463)が それぞ れO5原
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子 と水 素 結合 を して いた。 また 、二 つのチ ロシ ン残基(Tyr417とTyr456、Tyr464とTyr359)

によ りス タ ック され るよ うに疎 水 相 互作 用 して いた 。チ ロシ ン残基 の片 方 は、 隣のサ ブ ド

メイ ンか ら来 て いる もので あった 。 また 、β一サ ブ ドメイ ンとγ-サブ ドメイ ンを重 ね合 わせ て

み た ところ 、 ア ラ ビノー ス及 びそ れ を認 識 して い るアス パ ラギ ン酸、 ヒスチ ジ ン及び 二 つ

のチ ロ シ ンは ほぼ完 全 に重な った(図4-14)。 α-サブ ドメイ ンポ ケ ッ トに関 して は、 アスパ

ラギ ン酸 が グル タ ミ ン酸 へ 、二 つ のチ ロシ ンが両 方 ともス レオニ ンに変化 してお りア ラ ビ

ノー ス が結 合で き る環 境 にな って いな いた め、結 合で きな か った のだ ろ う(図4-13)。

・CBM13と の糖 リガ ン ド部位 の比 較

CBM13の 複 合体構 造 が い くつか報 告 され て いる。レクチ ングルー プで はRicinus communis

由来 のricin toxin B-chain(RTB)の ラク トー ス複 合体構 造が 報告 され て いる[4-2]。RTBは3

つの ガ ラク トース 結合 サイ トを持 って いた。 酵素 グル ー プではS.olivaceoviridis E86由 来の

キ シ ラナ ーゼ のCBM13の 複合 体構 造[4-3]及 びS.lividans由 来xylanase10AのCBM13の 複

合 体[4-4]が 報 告 されて お り、キ シ ロース や ラク トースな どの糖 リガ ン ドはRTBと 同様な位

置 に結 合 した 。 これ ら と比 較す る と、AkAbf54は 糖 結合 サイ トの位 置が8A程 、 隣のサ ブ

ドメイ ン方 向 に移 動 してお り、そ の 周辺 の構造 は 異な って いた(図4-18)。

AXXと の複合体構造

AkCBM42の 糖 結 合様 式 を明 らか にす るた め、AkAbf54(E221変 異体)とAXXと の複合体

構造 を分解能2.3Aで 得 た(表4-19)。 精 密化 した モデル 分子 をPDBに 登 録 した(PDB code:

2D44)。 複 合体 構造 は、native構 造 とよ く似 て いた 。

ア ラ ビノース 複合 体構 造 と同様 に、AkCBM42に はAXXは 、β-サブ ドメイ ンとγ-サブ ドメ

イ ンの ポ ケ ッ トに観察 された(図4-20,21)。 一方 、活性 中心 には 、AXXに 相 当す る電 子 密

度 は観察 され な か った、これ はおそ らくE221A変 異 によ る ものだ ろ う。AXXの 各糖 をAra1、

Xy11(非 還 元 末端側 、2位 にア ラ ビノース が結合)、Xyl2(還 元 末端側)と す る。

各サ ブ ドメイ ンにお いて、 それぞ れ の結 合 サイ ト共 にア ラ ビ ノー ス部 位が 中のポ ケ ッ トに

入 ってお り、キ シ ロビオー ス部位 は 、溶 媒 中に 出て いた。AkCBM42は 、結 合サ イ ト付 近 に

キ シ ラ ン主鎖 を結 合 でき る よ うな ク レフ トを持 ってな いよ うで ある。

Ara1の 認識 は、 ア ラ ビノース複 合体 の もの と同 じで あ った。つ ま り、 アスパ ラギ ン酸 と

ヒスチ ジ ンとチ ロ シ ンによ り認識 されて いた。Asp435とAsp488は 、ア ラビ ノー スのO2原

子 及 びO3原 子 と2つ の水 素結 合 を形成 して いた 。この相 互作 用が特 に糖 基質 の認識 に重要

であ る と思われ る。他 に もHis416とHis463はO5原 子 と水 素結合 して いた 。あ と、2つ の

Tyrが は さむ よ うにstacking相 互作 用 して いた。

一方、主鎖 の糖 にあたるキ シロビオース部分 に関 しては、少 し電子密度が乱れていた、

おそ らくAkCBM42と 相互作用が弱 いためだろう。xyl1は 、全 く相互作用 していなかった。

またXy12はAkCBM42と 水素結合1つ 及び弱 い疎水相互作用 しか していなかった。β-サブ
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ドメイン及びγ-サブ ドメインに結合したXy11のO1原 子はそれぞれPro142、Asn466と 水素

結合 して いた。この相互作用の仕方では、Xy11のO1原 子か らキシラン主鎖は先に伸びない

(図4-21)た め、 このキ シロビオース部位の認識は非特異的な認識かもしれない。主鎖単独

でどのように結合す るかを、キシロース複合体構造、キシロオ リゴ糖複合体構造 を決定 し

て調べたが、 リガ ン ドが結合 して いなかった。 この ことか ら、本来のキ シラン主鎖は違 う

形で結合 しているのか もしれない。更 にキシロース単位の長 いアラビノキシロオリゴ糖を

用 いれ ば、正 しい結合が分かるのか もしれないが、得 ることができなかったため、試す こ

とができなかった。キシラン主鎖が結合に関わるかについては、後のITCな ども述べ る。

アラビノ トリオースとの複合体構造

ア ラ ビノ トリオー ス との複 合体構 造 も分解 能2.8Aで 得 た(表4-19)。 精 密化 したモ デル分

子 をPDBに 登 録 した(PDB code:2D43)。 複合体 構造 は 、native構 造 とよ く似 て いた。

・ア ラ ビノ トリオー スの 認識

AXXと の複合 体構 造 のよ うに、AkCBM42に は ア ラビ ノ トリオー ス は、β-サブ ドメイ ン と

γ-サブ ドメイ ンの ポ ケッ トに観察 され た(図4-22)。 ア ラ ビノ トリオー スの各糖 を非 還元 末端

か ら還元 末端 側へAra1、Ara2、Ara3と す る。両 者 と も、Ara1が サ ブ ドメイ ンポ ケ ッ トと相

互作 用 してお り、Ara2は 溶 媒 中に露 出 して いた 。Ara2は 、AkCBM42と は全 く相 互作 用 し

てな か った 。Ara3の 部分 の電 子密度 は観測 されな かった 。このよ うに、AkCBM42は ア ラ ビ

ノ トリオースの非還元末端の糖であるAra1の みを認識 していた。

4-C-2AkCBM42(ア ラ ビノー ス結合 ドメイ ン)の 機能 解析

変異 体、触 媒ド メイ ン単独、アラビノース結合 ドメイ ン単独での発現

変 異体 につ いて は、全 て発現 に成 功 した(図4-2B)。 しか し、触 媒 ドメイ ン単独 、 ア ラビ

ノース結合 ドメイン単独での発現には成功 しなかった。第3章 で述べたよ うに触媒 ドメイ

ンとア ラビノース結合 ドメインは密接に相互作用 しあっている。 どち らか片方がな いと、

うまくフォールデ ィング しないまたは不安定な ことが考え られ る。そのため、発現 しなか

った のだ ろ う。

活性

AkAbf54は 、可溶性アラビノース糖及び不溶性アラビノース糖両方 に活性を示す。可溶

性 合 成基 質pNPAFに 対す る活性 は 、31U/mgで あ った 。不 溶性 のwheat arabinoxylanに 対す

る活性 は 、低 い ものの0.041U/mgを 示 した(表4-23)。

上 に述 べた よ う に、Asp435とAsp488は 、ア ラビ ノキ シ ランの ア ラビ ノー ス側 鎖 と2つ の

水素結合を介 して相互作 用 しているため、これ らの残基 を変異 させて、可溶性オ リゴ糖 と
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不溶性糖 に対する活性が どう変化す るかを見た。

・可溶性の糖に対する活性

可溶性の糖pNPAFに 対する活性 は、野生型 と比較して どの変異体 も同様な活性を示 した

(表4-23、 図4-24)。 このことはアラビノース結合 ドメインが、可溶性糖基質に対 しての触媒

活性 に特 に関係 していないことを示 している。

・不溶性の糖に対する活性

一方 で
、不溶 性 の糖wheat arabinoxylanに 対 す る活 性 は、野 生型 と比 較 して 大幅 に低下 し

た 。2つ の結 合 ポ ケ ッ トの うちひ とつ の アス パ ラギ ン酸 残基 の変 異体 で さえ も、 それぞ れ

D435A変 異体 は21 .4%、D488A変 異体 は12.2%と 大幅 に減少 した(表4-23 、 図4-24)。2つ

の結 合 ポ ケッ トの両方 の アスパ ラギ ン酸 残基 を変 異 させ たD435A/D488A変 異体 で は
、2.0%

と相乗 的 に活性 が 低下 した 。これ らの結 果は 、AkCBM42が 不溶性 基質 に対す る活性 を助 け

て いる こ とを示 して いる。そ して 、Asp488を 変 異 させ た方 が活性 の低 下が 大 き いこ とか ら
、

γサ ブ ドメイ ンポ ケ ッ トの方 が活性 に対 す る補助 が大 き い といえる。

Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei) PC-3-7由 来 のGH54ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ は 、C

末 に18kDaの ペ プシ ンによ って 切 り離せ る非触媒 のキ シラ ン結合 ドメイ ンを持 って いる こ

とが 報告 され て い る[4-5]。 ペ プ シ ン処理 分解 を行 うと、oat spelt xylanに 対 す る活 性 が2.3%

と大 幅 に減少 した 。 この活 性の 下が り方 はD435A/D488A変 異体 と同程度 で あった。

不溶性キシランとの結合能

H.jecorina PC-3-7由 来 のア ラ ビ ノフラ ノシダー ゼのCBM42は すで に、oat spelt xylanに 結

合す る ことが示 され て いる[4-5]。AkCBM42の 不溶 性糖 に対 す る結合能 の定 性 的な 分析 を行

った 。

・各種不溶性糖 に対す る結合能

AkAbf54はwheat arabinoxylanに 結 合 し た(図4-25)
、 し か し 、oat spelt xylanやbirchwood

xylanに は ほ と ん ど 結 合 し な か っ た 。oat spelt xylanやbirchwood xylanの ア ラ ビ ノ ー ス 含 量 が

10%以 下 で あ り 、wheat arabinoxylanの ア ラ ビ ノ ー ス 含 量 が41%で あ る こ と を 考 慮 に 入 れ る

と 、AkCBM42は 、 側 鎖 ア ラ ビ ノ ー ス を 豊 富 に 含 むwheat arabinoxylanを 好 ん で 結 合 す る と

考 え ら れ た 。そ こ で 、AkCBM42の 結 合 に お け る 側 鎖 ア ラ ビ ノ ー ス 量 の 重 要 性 を 調 べ る た め
、

側 鎖 ア ラ ビ ノ ー ス を 取 り除 い たarabinose-free wheat arabinoxylanを 用 い てBinding assayを 行

っ た 。AkAbf54は 、こ のarabinose-free wheat arabinoxylanに は 全 く 結 合 し な か っ た(図4 -25B)。

こ の こ と はAkCBM42がarabinoxylanの 側 鎖 ア ラ ビ ノ ー ス 部 位 の み を 認 識 し て い る こ と を 示

し て い る 。
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・各種オ リゴ糖存在下での結合能の阻害

100mM L-ア ラビ ノー ス 、5mMア ラ ビノ トリオー ス存在 下で は、 ア ラビ ノキ シラ ン結合

が 阻害 された(図4-26)。 ア ラ ビノース がポ ケ ッ トに入 り込 んで競 合 阻害 を起 こ して いるの

だ ろ う。100mM D-キ シロー ス存 在 下 では特 に結 合は阻 害 され な か った 。

・変 異 体 のwheat arabinoxylanに 対 す る 結 合 能

各サ ブ ドメイ ンポ ケ ッ トが、AkCBM42の ア ラビノキ シ ラン結合 に ど う影 響す るか につ い

て評 価 す るた め、Asp435とAsp488を 変 異 させて 、Binding assayを 行 った。E221A/D435A、

E221A/D488A変 異体 は 、E221Aと 比 較 して明 らか にwheat arabinoxylanに 対す る結合 が減少

した(図4-27)。 さ らに、E221A/D435A/D488A変 異体 は 、全 くwheat arabinoxylanに 結 合 し

な かっ た。これ らの結 果 は、Asp435とAsp488がAkCBM42の ア ラビ ノキ シ ラン との相 互作

用 に重 要な 役割 を果 た して い る こ とを示 して い る。 また 、結合 測定 にお ける これ らの結 果

は、 活性 にお け る結果 と相 関 を示 した。

アフィニティゲル電気泳動

ア ラビナ ンやア ラビノキ シランを加 えたゲルで泳動を行い、移動度が変化するかを調べ

た。また、変異体でも行 った。

・arabinanとdebranched arabinan

側 鎖 ア ラ ビノース糖 を含 むarabinanに 対 して は野 生型 で移 動度 の変化 が認 め られ たが 、側

鎖 ア ラ ビノー ス を持た な いdebranched arabinanに 対 して は野生 型で も移 動 度 の変 化 が認 め

られ な か った(図4-28)。

・wheat arabinoxylanとrye arabinoxylan

wheat arabinoxylanは 側鎖 ア ラビ ノース含 量41%、rye arabinoxylanは 側鎖 ア ラビ ノー ス含

量49%と 高 いア ラ ビノース含 量 を示 す。野 生型 で特 に側鎖 に含 まれ る アラ ビノース 量が49%

と多 いrye arabinoxylanで は と くに大きな 移 動度 の変化 を示 した(図4-29) 。

・rye arabinoxylanで の野 生 型 と変異体 で の泳動 度の比 較

D435A変 異体 は野生 型 と比 較 して移 動度 の変 化が 小 さ くな った(図4-29) 。た だ 、 コン ト

ロー ル と比 較す る と確 か に移 動度 が 変化 して いる。 一方、D488A変 異体 はコ ン トロー ル と

比 較 して、全 く移 動度 が 変化 しな か った。D435A/D488A変 異体 で も同様 に変化 しな か った。

D488A変 異体 で は全 く移動 度 が変化 しなか った ことか ら、Asp488が ア ラビ ノキ シ ラ ンな ど

との ア フ ィニ テ ィ に大 き く寄 与 して いる こ とが 示 された 。D435A変 異体 で も移 動 度の 変化

が 小 さ くな った ことか ら、Asp435がAsp488ほ どではな いが 、少 しは アフ ィニ テ ィ に寄 与 し

て いる こ とが示 され た 。
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ITC

AkCBM42の リガ ン ドの特異 性 を詳細 に調 べるた め、ITCを 用 いて 、ア ラ ビノー ス糖や キ

シ ロース糖 に対す る結 合 力 を測 定 した。測 定結 果 をま とめて 、表4-30に 示す 。野 生型 で測

定 した と ころ、解 釈不能 な 熱が 発生 した(図4-31)。 そ こでE221A変 異体 を主 に用 いた。

・各種糖 に対するアフィニティ

E221A変 異体 の ア ラビ ノー ス の結合 力 は弱す ぎ て正確 に程 度 を測 る ことがで きな か った

(図4-31)。 この原 因 と して、ア ラ ビノー ス は溶液 中で はほ とん ど ピラ ノース 型で存 在 して い

る こ とが 考 え られ る[4-6](表1-2)。 そ こで、完 全 にフ ラノース 型で存在 して いる メチ ル-α-L-

ア ラ ビノ フラ ノシ ドを用 いて、結合 力 を測 定 した。タ ンパ ク質濃度 を0 .6mM(30mg/ml)と

い う高 い濃度 に して測 定 した もの の、結 合 力が弱 く(c値 が1程 度)、他 の報告 で見 られ るよ

うな シ グモイ ダル 状の カー ブ(図4-11)を 描 かなか った。そ のため 、やや 信頼 でき な い値 で

あるが 、結 合定 数 は15×103M-1程 度 と求 め られ た(図4-32)。 この結 合 力は他 のオ リゴ糖 と

CBM間 で報 告 され て いる結 合 力 よ り低 い値 で あった 。 メチ ル-α-L-ア ラ ビノ フラ ノシ ドの

E221Aへ の結 合化学 量(n)は 約2で あ り、 これ は2つ の リガ ン ドが1つ のAkCBM42に 結

合 した ことを示 した 。

ア ラ ビノ トリオー ス もメチル-α-L-ア ラビ ノフ ラノ シ ドと同様 の結 合 力(K a=1.8×103M-1)

を示 した(図4-32)。 この結 果 は、末端 の ア ラ ビノース部 分 のみ を認識 して いる ことを示 す。

ア ラ ビ ノ トリオー ス との 複 合体構 造 を見 て も、 末端 の ア ラ ビノー ス糖 一糖 のみ を結 合 ポ ケ

ッ トで認 識 して お り(図4-22)、 この結 果 と一致 した。

E221A変 異体 は 、 メチ ル-β-D-キ シ ロ ピラ ノシ ド及び キ シ ロ トリオー ス とは結合 しな か っ

た(図4-33)。 この こ とは 、AkCBM42が キ シ ラ ン主鎖 結合 サイ トを持 ってな い ことを示 して

いる。

・変異体 のアラビノース糖に対す るアフィニティ

両 方 の アスパ ラギ ン酸 を ア ラニ ンへ 変異 させ たE221A/D435A/D488A変 異体 は、 メチル

-α-L-ア ラ ビノ フラ ノ シ ド及 び ア ラビ ノ トリオー スは 結合 しな か った(図4 -34)。 これ は 、2

つ の変 異が 結 合サ イ トをな く した ことを示 して いる。 片方 のみ のアス パ ラギ ン酸 を変 異 さ

せ た(結 合サ イ トが 片方 残 って い る)場 合は、同様 の結合 力を示 した(図4-34)。 メチ ル-α-L-

ア ラ ビノ フラ ノシ ドのE221Aへ の結 合化学 量(n)は 約1で あ り、 これ は1つ の リガ ン ドが

1つ のAkCBM42に 結 合 した ことを示 した。

4-C-3AkCBM42に 関 す る考察

明 らかになったCBM42の 性質
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CBM42に ついての考察 をする前に、機能解析の結果明 らかになったことをまとめてお く。
・二つの結合サイ トを持つ。

・ヘミセル ロースの側鎖の糖アラビノースに結合する
。

・二つの結合サイ トによる結合が触媒 ドメインの活性に必須である
。

・一糖 のみを認識するため、結合力が比較的弱い。

二つの結合サイ トの差異

ITC測 定の結果か ら、二つのサ ブ ドメイ ンポケッ トはアラビノースオ リゴ糖 に対 してほぼ

同 じアフィニテ ィを示す ことがわかった。ただ、アフィニティゲル電気泳動や活性測定の

結果か ら、不溶性の糖に対する相互作用や加水分解活性 に対 しては、その影響が等価では

な いことが示 された。 この理由としては二つのサ ブ ドメインポケッ ト周辺の環境が異なっ

ていることが挙げ られ る。β-サブ ドメインポケッ トはくぼんだ位置にあるのに対 して、γ-サ

ブ ドメインポケッ トは溶媒に少 しでているような位置 に存在 している(図4-35) 。つま り、

γ-サブ ドメイ ンポケッ トの方が、キ シラン主鎖に修飾されて いるアラビノース側鎖 を結合 し

やす い環境にあるといえる。

可溶性基質と不溶性基質

可溶性の糖基質は、溶液 中を動き回っているため、活性中心 に基質が入 りやす く、反応

が進みやす い。 しか し、アラビノキシランのような不溶性 の糖基質は、図1-11に 示すよう

に一箇所に固まって存在 していると考え られ、CBMの 助けを借 りないと活性中心に基質が

入 りにくく反応が進みにくい。AkCBM42は 、その表面、または表面か ら出ているアラビノ

キシラン鎖 に結合すると考えられる。詳 しくは側鎖認識機構 の項で述べる。

主鎖認識機構と側鎖認識機構

これまで、ヘ ミセルロースの主鎖 を認識するCBMは 報告 されてきたが、側鎖を認識する

ようなCBMは 報告 されて こなかった。

・主鎖 を認識 す るCBM(図4 -36A)

アモロファスセル ロースやキシランな どと結合す るCBMは 、主鎖の糖 と結合できるよう

な ク レフ トを持 って いる。例 え ば、Pseudomonas cellulosa 由来のキシラナーゼ Xyn10C の持

つ CBM15 は、キシロペ ンタオース(X5)複 合体構造が明 らかになってお り、主鎖部分のみ

を認識 して いることが分かって いる[4-7]。側鎖が付 く可能性のあるO2とO3が 溶媒 に露出

してお り、側鎖があって も結合で きるよ うになっている。最近側鎖の糖が修飾 したオ リゴ

糖 との複合体構造が報告 されてきた。Thermotoga maritima の マ ンナナー ゼ の持 つCBM27は 、

マ ンノヘキサ オ ース(M6)に は非 常 に高 い親和性 を示 した[4-8] 。 しか し、 ガラク トース が2

つ側 鎖 と して結 合 した ガ ラク トマ ンナ ン(G2M5)は 非 常 に親和 性が 低下 した 。複 合体構 造 で
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は 、 ガ ラク トー ス の うちひ とつ は溶 媒 中 に出て いた が 、 もうひ とつが トリプ トフ ァン残 基

によ り不 自然 な構 造 を取 らされ て いた。また、Streptmyces olivaceoviridis E86由 来CBM13と

ア ラ ビ ノース-キ シ ロオ リゴ糖 及 び メチル グル ク ロ ン酸-キ シ ロオ リゴ糖 の複 合体 構造 が 報

告 され た[4-9]。 ア ラ ビノー スは結 合サ イ トと反対 側 にあ りCBM13と 弱 い相互作 用 して いな

か った 。 また 、 メチル グル ク ロ ン酸 は溶媒 に出てお り、CBM13と の相互作 用 がなか った。

この よ うに、 これ らのCBMは 、ある程度 側 鎖 に修飾 された 主鎖 で も、糖 の主鎖 のみ を認識

し、側 鎖 の糖 を溶 媒 側 に出 す ことによ り結 合す る ことが でき る。 ただ 、側 鎖 があ ま りに も

多種 多様 に修 飾 して い る と結 合 には不利 にな る。

・側鎖 を認識 す るCBM(図4 -36B)

一方、側鎖の糖 を認識す るCBMと いうのは、これ まで報告 されてこなかった。CBM42

は、本研究で行った構造解析及び機能解析からヘミセル ロースの分岐 した側鎖を認識する

機構 を持っていることが明 らかになった。AkCBM42は 他の主鎖を認識するCBMよ り比較

的低い親和性 を持 っていた、 これはたった一糖 のみを認識する機構 のためである。 この低

い親和性 は、AkCBM42が 結合 したアラビノキシランか ら反応が終わった後 に簡単に離れる

ことができる ことを意味 して いる。 もし、AkCBM42が 高い親和性 を持 って いたな ら、

AkAbf54は 加水分解反応の後でさえも不溶性糖 に結合 した状態が続き、次の反応のために

移動す ることができな いだろう。

AkAbf54は 、結合 と解離を繰 り返 しなが ら側鎖アラビノースが豊富な不溶性ヘ ミセル ロ

ースの近傍 に存在するのではないだろうか(図4 -37)。近傍に存在 し続ける ことによ り、触

媒 ドメイ ンの活性 中心がアラビノース側鎖を捕 らえる確率が上昇 し、反応 を進みやす くな

っているのではな いかと考え られる(近 接効果)。 十分に近傍 に存在 し続けるためには、二

つのポケッ トが必要だと考えられる。

これまで、このような側鎖を認識するタイプのものが報告 されて こなかった原因として、

CBM42の 他にほとんど存在 していないことも十分に考え られる。 しかし、本当はそのよう

な タイプは多 く存在するが、結合力が弱いため、いままで発見 されて いないだけかもしれ

な い。

この側鎖のみ を認識する という機構 は、主鎖のみ を認識す る機構 と比較 して、側鎖 の付

いた基質のみを選択 的に結合 し反応を進めることができる という点で、有利であると考え

られる。 もし、糖側鎖 を分解する酵素が主鎖 を認識すれば、側鎖がすべてな くな った糖 に

も結合 して しまい、分解効率が落 ちる場合がありえる。

アラビノフラノシダーゼの持つCBM

GH43の 一 部 とGH54は ア ラ ビ ノース側 鎖 を認識 す るCBM42を 持 っ てお り、GH62の 一

部 は、キ シ ラン主鎖 を認識 す るCBM2ま た はCBM13ま た はCBM35を 持 つ ことが 報告 され

て いる。
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・GH3

特 にCBMを 持 つ もの は報告 され て いな い。

・GH43

Streptmyces avermitilis 由来のGH43遺 伝 子(SAV1043)が 、そ のア ミノ酸配 列 か らC末 側

にCBM42を 持 って いる ことが予想 され る(図4-38) 。 アラ ビノース 結合 に関わ る残基 がα-

サ ブ ドメイ ン、β-サブ ドメイ ン、γ-サブ ドメイ ンの3つ 全て で保存 され て いる
。 この点が後

に述 べ るGH54の 持 つCBM42(α サ ブ ドメ イ ン に結 合能 が な い)と 異 な って いる
。 この

SAVIO43は 、エ キ ソ-1,5-α-ア ラ ビノ フラノ シダーゼ[4-10]と58%の 相 同性 を持 つた め
、ア ラ

ビノフラノシダーゼではな いかと思われる。 また、同 じ S. avermitilis 由来 のORF SAV1115

もC末 側にCBM42と 相同性 を持つ配列が見 られる。しか し、それ以外にはCBMを 持つ も

のは見当たらな い。

・GH51

CBMを 持つ ものは報告 されていない。GsAbfAの 立体構造からC末 側 にセル ロース結合

ドメイ ンな どと構造的相同性 のあるβ-サンドイッチ ドメイ ンを持 っている ことが分かった

[4-11]。しか し、キ シラン結合能はなかった。進化の過程で結合能 を失ったのか もしれない
。

・GH54

GH54は 高 度 に保存 され て いる フ ァミ リー であ り、全て のGH54酵 素がCBM42をC末 端

に含 む と思われ る。ア ライ メ ン トを行 った ところ、β-サブ ドメイ ンとγ-サブ ドメイ ン共 にア

ラ ビノー ス の結 合 に関わ るア ミ ノ酸 残基 は ほぼ保存 され て いた(図4 -39)。 α-サブ ドメイ ン

に関 して は、 全て ア ラ ビノースが 結 合で きな いよ うな ア ミ ノ酸配 列 にな って いる
。

・GH62

GH62に 属するアラビノフラノシダーゼは主鎖を認識するCBMを 持っている ものが多い
。

Streptmyces 属 (Streptomyces chattanoogensis 、 Streptomyces coelicolor
、 Streptomyces lividans) の

アラ ビ ノフ ラノ シダー ゼ は、CBM13を 持 って いる[4-12] 。 また 、 Cellvibrio japonicus のアラ

ビノ フ ラノシ ダーゼ は、CBM2とCBM35と い う二つ のCBMを 持 って いる[4 -13] 。これ らの

CBMは 全 て キ シ ラン結 合 能 を持つ ことが示 され てい る。

CBMの 中 でのCBM42の 占め るポ ジ シ ョン

第1章 に述 べ た よ うに、構 造 や機 能 に基づ いたCBMの 分 類で 、3つ の種 類 にグル ー プ分

け され る こ とが提 唱 され て いる[4-14](図4-40) 。Type AのCBMは 、結 晶性 の表 面の鎖 と相

互作 用す る平 らな疎水 表 面 を持 って いる。Type BのCBMは 、ポ リまた はオ リゴ糖 の リガ ン
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ドの一つのグリカン鎖に結合できるよ うな クレフ トを持っている。これ らは、結合定数が

105以 上の比較的高い結合を示す。一方、Type CのCBMは オ リゴ糖 のリガン ドを結合でき

る表面のポケッ トを持っている。このCBMは 、一糖、二糖、三糖な ど小さな糖を好 んで結

合する性質を持 っている。結合定数が104程 度 と比較的弱 いアフィニティを示すのが特徴で

ある。

CBM42は 、糖 結 合ポ ケ ッ トを持 ち、オ リゴ糖 を結合 し、弱 いア フィニ テ ィを示 した。従

っ て、AkCBM42は 、Type CのCBMに 分類 され るだ ろ う。ただ し、Type Cの 中では特 異 的

な位 置 を 占め るだ ろ う。 一糖 の み しか 認識せ ず 、 ヘ ミセル ロー ス の側 鎖 のみ しか認 識 しな

い とい う性 質 を示 すか らであ る。

フ ォー ル ドにつ いて は、CBM13が 属す る フ ォール ドフ ァミ リー2(β -ト レフ ォイル)に 分

類 され るだ ろ う。

レクチンとの関 連(図4-41)

CBMと 似た性質を持つ ものとして レクチ ンを上げることができる。両者 とも糖 を特異的

に認識 し、結合するという性質を示すか らである。

・レクチ ン

レクチ ンとは、糖鎖に対する特異的結合活性 をもったタンパク質のことであ り、主 に単

糖な どオ リゴ糖 レベルに作用する。動植物 ・微生物 を問わず自然界に数多 く存在 してお り
、

糖鎖 とレクチ ン間のコミュニケーションが細胞同士 の情報伝達だけでなく、酵素やホルモ

ンな どの認識 に役立っていることが分かって いる。

・CBMと レクチ ン との 相違 点

CBMと レクチ ンは、非常 に類似 したものである。あえて相違点をあげるな らば、以下の

二つ を上げることができる。

(1) CBMは 、 同 じポ リペ プチ ド内 に触 媒 ドメイ ンを持 って いるの に対 し、 レクチ ンは持 っ

て いな い。

(2)CBMは 植物の細胞壁の多糖(セ ル ロースやヘミセルロースな ど)に 特異性を持つ もの

が多いの に対 して、レクチ ンは真核生物の糖質(糖 鎖など)に 対 して特異性を持 ってい

る。

・レクチ ン とType C CBMの 関係

レクチ ン とTypeCに 分 類 され るCBMは 、 小 さな糖 を認識す る と いう点 で共 通点 を持 っ

て いる。 例え ばType C CBMで あ るCBM13は 、RTBレ クチ ンに分類 され て いた 。 さ らに、

CBM6、CBM32、CBM36は 、Anguilla angwuillaフ コー ス特 異的 レクチ ンとフ ォー ル ド
、金

属結 合 位 置、糖 結 合サ イ トにお いて、共通 点 が見 られ た[4-15]。 これ らは、 レクチ ン とType
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C CBMの 密接なつなが りを示す ものである。

CBM42は 、CBM13と 同 じβ-トレフ ォイ ル フ ォール ドを持つ 。CBM13は レクチ ンと強 い

つなが りがあり、レクチ ンか ら進化 した可能性が考えられている。機能の面で もCBM42は 、

弱 い結合力で小さな糖を認識する点に類似点が見 られ る。このことか らCBM42は 、レクチ

ンと強 い進化 的関連があると思われる。
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図表

E221A

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

D435A

5'-G AAG CAG ITC CAT GAG GCT GCT ACT TIC TGT CC-3'

D488A

5'-CG AAG ACG TCG TTT AAT AAT GCT GTT AGC TTT GAG ATT GAG AC-3'

図4-1 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 。

図4-2各 種変異体

A.変 異体 の模 式 図、B.変 異体 のSDS-PAGE
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(1)(19-335)

nter clai:GAGGCTGAAGCATCGATGGG

nter _xbai:CGGACCGCTCTAGAGCGAGCCGACGACG

(2)(336-499)

cter clai:GTCGTCGGATCGATGGTTAGCGGTCC

cter xbai:CAGATCCTCTTCTGAGATGAG

図4-3PCRの プラ イマー設 計

下線は制限酵素サ イ トであ る。

図4-4プ ラス ミ ドの作 成
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図4-5本 章で実験 に用いた 不溶性の糖
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図4-6本 章で実験 に用いた可溶性の糖

緑 は ア ラ ビノー ス部分 、黒 は キシ ロー ス 部分、灰 色は グル コース 部分 、 青はメチル基、 ピ

ンクはニ トロ フェ ノー ル 部分 を示す 。

ア ラ ピ ノ ー ス 、 グ ル コ ー ス は 、 フ ラ ノー ス 型 と ピラ ノース型 両 方の コ ン フ ォメー シ ョ ンを

と り得 る。 その他 の糖は、ア ラビ ノース で あれ ば フラ ノー ス型 、キ シ ロー スは ピラノー ス

型 で ある。
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図4-7HPAEC-PAD法 によ る ア ラビ ノー スの検 出

HPAEC-PAD法 は、イオ ン交換法 とア ンペ ロメ トリー検出器 を組み合わせて
、糖 を分離 し、

検 出する方 法である。強アルカリ下の陰イオ ン交換カラムで糖を分離 し、パルスアンペ ロ

メ トリー検出器 により金電極表面で糖を酸化 させて生じる電流を測定する
。

遊離 アラビノース量を保持時間2.5～3分 のところに見 られるピークの面積 を計算すること

で見積 もった。
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図4-8 Binding assayの 方 法

図4-9 ア フィニ テ ィゲル電 気 泳動 の原理

ポ リ多糖 をゲル中に混ぜてお くと、それ と相 互作用するタンパク質は
、移動度が変化する。

移動度が小さいほど、相 互作用が強 いことを示す。
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図4-10ITCの 原 理そ の1

タンパク質と相互作用する リガン ドを加えると結合熱が発生する。ITCは 、その結合熱を測

定することによ り、アフィニテ ィを求める測定法である。

リガン ドが試料セル内へ滴定 されて両物質が相互作用す ると、結合量に正比例 した熱 の発

生または吸収が起 こる。 リガン ド滴定の進行 に沿 って試料セル中の生態高分 子の結合サイ

トが リガン ドで徐 々に飽和 され、 しだいに熱 シグナルは減少 して最終的にはリガン ドの希

釈熱のみが観測されるよ うにな る。相互作用 しな いものを滴定する と希釈熱 しか観測 され

ない。
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図4-11 ITCの 原 理そ の2

左 に示 すよ うなVP-ITC(Microcal)と い う機 械で測 定 を行 う。Sample Cellの 中 にタ ンパ ク質

を入れ てお き、 上の シ リンジか ら リガ ン ドを数 μlずつ滴 定 して い く。Reference cellの 中の

温 度 を ヒー タ とクー ラー を用 いて 一定 にす る。 一方、Sample cellの 中の温 度 もヒー タ とクー

ラ ー を 用 い てReference cellと 同 じ に な る よ う に 保 つ 。 滴 定 を し な い とSample cellに か け る

熱 は 一定 の 平衡状 態 とな るので 、そ こを0μcal/secと す る。

滴 定 を行 い、タ ンパ ク 質 と リガン ドの間で 発熱反応 が起 これ ば 、Sample cellの 中の温 度が 少

し上昇し、かけるべき熱が少なくなるので、下向きのピークが出る(右 図の上)。逆 に吸熱

反応が起これ ば、かける熱を多 くする必 要があるので上向きのピークが出る。

熱 を積 分 し、プ ロ ッ トする 。結 合定 数(M-1)と タ ンパ ク質濃 度(M)の 積 で あるc値 が5以

上な ら,シ グモイダル状のカー ブを描 く(右 図の下)。結合定数が高いほど、傾きが急 とな

る。右 図の場 合 、結 合定数 は約107で あ る。 また ,変 曲点 のMolar ratioの 値 がn値 とな る。

MicroCal社 の ホ ー ム ペ ー ジ(http://www -microcalorimetry.com/)及 び 日 本 シ イ ベ ル ヘ グ ナ ー 社

の ホ ー ム ペ ー ジ(http://www.microcal
.jp/)か ら 図 を 抜 粋 した 。

135



表4-12ア ラビ ノー ス結 合 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

LALl: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
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図4-13ア ラ ビ ノー ス結 合 ドメイ ンとCBM13と の比較

A.フ ォ ー ル ド

α-サブ ドメ イ ンを緑 β-サブ ドメ イ ンを 青、γ-サブ ドメイ ンを赤で 示す。

B.ア ラ イ メ ン ト

疎水 コアを形成する疎水残基は保存 されている。 しか し、糖結合部位 の残基が異なって い

る。また、ジスル フィ ド結合の位 置も異なっている。
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図4-14α-サ ブ ドメイ ン とβ-サブ ドメイ ンとγ-サプ ドメイ ンの重ね 合わせ

α-サプ ドメイ ンを緑 で、β-サブ ドメイ ンを 青で、γ-サブ ドメイ ンを赤 で示す 。

α-サブ ドメイ ン、β-サブ ドメイ ン、γ-サブ ドメイ ンの 重ね 合わせ を行 った と ころ、ほ ぼ重な

った 。

ア ラ ビ ノー スは 、 ア スパ ラギ ン酸 残 基 と ヒスチ ジ ン残 基 との水 素結 合及 び 二つ のチ ロシ ン

残 基(一 つは 隣 のサ ブ ドメイ ンの もの)に よるstacking相 互作用 で認 識 されて いる。 β-サブ

ドメイ ン とγ-サブ ドメイ ンで 重ね 合 わせ を行 った ところ、これ らの認 識残 基は ほ ぼ重 な った 。
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