
図4-15CBM13(紫)と ア ラピ ノー ス結合 ドメイ ン(黄)の 疎水 コア部の 重ね合 わせ

電 子 密度 はAkAbf54の2Fo-Fcマ ップ15)で あ る。

青で囲んだよ うに、両者共に疎水性残基 により疎水コアを形成 して いるという特徴を持 っ

ていた。赤で囲んだように、CBM13で 見 られるジスルフィ ド結合がチロシン残基に置き換

わ っ て いた。
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図4-16ア ラビ ノー ス複 合体 のFo-Fc電 子密度 マ ッ プ16)

A.β-サ ブ ドメ イ ン ポ ケ ッ ト、B.γ-サ ブ ドメ イ ンポ ケ ッ ト

緑の点線は水素結 合を示す。
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図4-17 各サ ブ ドメイ ンポ ケ ッ トの ア ラビ ノー スの認 識(ligplotに よ り作成)

A.β-サ ブ ドメ イ ンポ ケ ッ ト、B.γ-サ ブ ドメ イ ン ポ ケ ッ ト
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図4-18 CBM13(緑)とCBM42(黄 色)の 重 ね 合 わせ

CBM13の リガ ン ドである ラク トース を青で、CBM42の リガ ン ドであるア ラビノース を

赤で示す。
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表4-19 Data collection and refinement statistics for AkAbf54 complex structures
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図4-20AXX複 合体 のFo-Fc電 子密 度マ ップ16)

A.β-サ ブ ドメイ ンポケ ッ ト、B.γ-サ ブ ドメイ ンポ ケ ッ ト

緑の点線は水素結合を示す。

図4-21AXX複 合体 の 表面図

結合 したAXX分 子をシアンで示す。活性 中心 には、何も結合 していなかったため、参考に

ア ラ ピ ノース 複合体 の ア ラ ビノース 分 子を入れ 、 ピンクで示 した。 β-サブ ドメイ ンのAXX

のキ シロビオース部位が活性 中心 に向いていな いことを赤で示した。
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図4-22ア ラ ピノ トリオー ス複 合体 のFo-Fc電 子 密度 マ ップ16)

A.β-サ ブ ドメイ ンポ ケ ッ ト、B .γ-サブ ドメ イ ンポ ケッ ト

緑 の 点練 は水 素結 合 を示す 。 青丸 はAra3の 部分がデ ィスオー ダー して いる こ とを示 す
。
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表4-23野 生型と変異体の可溶性 基質と不溶性基質に対す る比活性

図4-24野 生型と変異体 の可溶性 基質と不溶性基質に対する比活性の比較

青で 示 したの が 可溶性 糖 基 質、オ レンジで示 した のが 不溶性 糖基 質 に対 す る活性 であ る。

wild-typeの 活性 を100%と した 。

変異体は、不溶性の糖に対する活性が減少 した。
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図4-25各 種キ シ ラ ンに対す るBinding assay

A各 種 不 溶 性 キ シ ラ ン:1.birchwood xylan、2.oat spelt xylan、3 .wheat arabinoxylan

B wheat arabinoxylan:1.未 処 理whcat arabinoxylan、2.arabinoge-free whcat arabinoxylan

側鎖 ア ラピ ノー ス を多 く含 むwheat arabinoxylanに の み結 合 して いる。

図4-26糖 によ る阻 害

1何 も加 えず、2+100mM L-ア ラビノー ス、3+5mMア ラ ビ ノ トリオース 、4+100mM D-

キ シ ロー ス

アラビノース糖存在下では、結合が阻害 される。

147



図4-27変 異 体のBindingassay

片方の結合サイ トを変異させると、結合 したAkAbf54の 量が減少 した ことから、結合力が

低下 した と考えることができる。
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図4-28 arabinanとdebranched arabinanで のア フィニ テ ィゲ ル電気 泳 動の結 果

側鎖 を持 つア ラ ビナ ンにのみ ア フィ ニテ ィを示 した。

図4-29 wheat arabinoxylanとrye arabinoxylanで の ア フ ィニ テ ィゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果

rye arabinoxylan では 、紫 で 示 した よ うに、D435A変 異体 とD488A変 異体 で泳動 度 に差が見

られ る 。
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表4-30 ITCに よ り決 定 され たAkCBM42の オ リゴ糖 に対す るア フィニテ ィ

a
n is the number of binding sites on the protein .

b
Values in parentheses are standard deviations from the fit .
c

ND, not detected.

△G及 び△Sは 以下の式か ら求めた。

-RTlnK
a=△G=△H-T△S
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図4-31 ア ラ ビ ノー スに対す るア フ ィニ テ ィ

ア ラ ビ ノー スは溶 液 中で ほぼ ピラ ノー ス型 で存在 するた め 、 うま く測定 がで きて いな い。

wild-typeは 、活性 中心 にア ラ ビ ノー スが結 合 して熱 が 発 生す るのか ,大 きな 発熱反 応 が起

きて い るが、 詳細 は 不明で あ る。

図4-32 E221Aの ア ラ ビ ノー ス糖 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ

Molar Ratio:AkAbf54濃 度/リ ガ ン ド濃 度
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図4-33 キ シ ロー ス糖 、 グル コー スに対 す るア フィニ テ ィ

図4-34 各種 変異体 の メチ ル-α-L-ア ラ ピ ノフ ラ ノシ ドに対 す るア フィニ ティ

2つ ある結合サイ トの うち、ひ とつに変異を入れ ると ηが約1と な り、両方に変異を入れる

と全 く結 合 しな くな った 。
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図4-35 各サブ ドメインポケッ トの位置と環境

触媒 ドメイ ンを灰色 、α-サブ ドメ イ ンを緑、β-サブ ドメ イ ンを青で 、γ-サプ ドメイ ンを赤 で

示 した 。
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図4-36 主鎖認識型(A)と 側鎖認識型(B)

CBM42は 、 これ まで報告されて いな いヘ ミセル ロースの側鎖を認識するCBMで あった。
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図4-37 アラビノキシランへの結合の模式図

アラピノース結合 ドメイ ンは、赤矢印で示 したよ うに結合 ・解 離を繰 り返す ことにより
、

アラビノース側鎖 を豊富に含むヘミセル ロースに近接 した状態 で存在 し続ける と考 えられ

る。結合定数103と いう結合の弱さは.解 離を起 こしやすく している と考えられる
.近 接す

ることによ り、青矢印で示 したよ うに活性 中心 にアラビノース側鎖が結合 しやすくな り
、

結果と して反応を起 こしやす くす る役割 を果して いるのだろう。
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図4-38 AkCBM42とSAV1043のC末 ドメイ ンとの比 較

黄色 で 示 した よ う に疎 水 コア を形成 す る疎水 残 基が保 存 され て お り、赤 で示 した よ うに糖

リガ ン ドを結 合す る残 基 もα-サブ ドメイ ン、β-サブ ドメイ ン、γ－サ ブ ドメイ ンの全 てで保存

され て いる。
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図4-39 GH54C末 領域 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 ラビ ノー ス と疎 水相 互

作用 していた残基。

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

HL15, coch _carb: Cochliobolus carhonum, fusarium oxy: Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,

peni_purp: Penicillium purpurogenum
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図4-40 CBMの グル ー プわ け とCBM42の 位 置 づけ

図4-41 CBMと レクチ ンの関 係
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