
第5章 総括
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植物の細胞壁は、セルロース、ヘ ミセルロース、 リグニンな どか らなる。近年、天然の

有機物 としてセル ロースに次 いで多量に存在するヘ ミセルロースの有効利用が注 目されて

いる。ヘミセル ロースの主鎖を分解す るキシラナーゼのような酵素については研究が進 ん

でいたが、側鎖 を分解する酵素についてはあま り研究が進んでいなかった。特 に、糖質加

水分解酵素ファミリー54(GH54)に 属するアラビノフラノシダーゼ は基質特 異性な どの研

究 は進んで いた ものの、その構造は明 らかになってお らず、構造学的な研究は全 く進んで

いなかった。そのため、触媒残基 も同定されてお らず、基質認識機構 につ いても不明であ

った。このような ことか ら、GH54ア ラビノフラノシダーゼの構造解析が強 く望まれていた。

そ こで、私 は、白麹菌Aspergilus Kawachii由 来GH54ア ラビノフラノシダーゼ(AkAbf54)

を研究対象 にして立体構造解析を行った。第2章 でその発現、精製、結晶化、構造解析 に

つ いて述べた。酵母 による大量発現に成功 し、精製及び結晶化 を行い、良質な結晶を得た。

重原子同型置換法によ り位相 を決定 し、分解能1.75Aで 立体構造 を明らかに した。また、

アラビノース複合体構造 も明らか にした。

その結果、AkAbf54は 、N末 触媒 ドメイ ンとC末 ドメイ ンの2つ の ドメインから構成さ

れることが分かった。第3章 では主に触媒 ドメイ ンについての構造の特徴を述べた。β-サン

ドイ ッチフ ォール ドを持 ってお り、負に荷電 した触媒ポケッ トを持っていた。アラビノー

ス複合体の活性中心の構造 と変異体 を用いた実験か ら、触媒残基を決定 した。求核性残基

がGlu221で あ り、酸 ・塩基触媒がAsp297で あった。反応機構 はアノマー保持型であるこ

とが以前に報告されていたが、二つの触媒残基間の距離はこの報告 を裏付けるものであっ

た。アラビノースを認識する残基 も決定 した。その中で、シスペプチ ド結合で隣 り合った

システイ ン(cys176とcys177)間 で形成されるジスル フィ ド結合が見 られ、基質 を疎水的

に認識する役割を果たす ことが分かった。 このよ うな認識は他 に例のないものであり、基

質認識を考える上で非常 に興味深 い。

第4章 ではC末 にある ドメインについて構造の特徴を述べた。 このC末 ドメインにアラ

ビノース結合能があることは、活性 中心にアラビノースがどのよ うに結合す るかを見 るた

めにアラビノース複合体構造を明 らかに した ところ、偶然発見 された ものである。 このこ

とか らこの ドメイ ンが糖質結合 ドメイ ン(CBM)で あることが分か り、アラビノース結合 ド

メイ ンと名付 けた。独立 した結合ポケッ トを2つ(β-サ ブ ドメインとγ一サ ブ ドメイ ンに一つ

ずつ)持 っている ことが分かった。アラビノース結合 ドメイ ンは、その構造の特徴 とアラビ

ノースを結合するという機能か ら新 しくCBM42に 分類 された。

アラビノオ リゴ糖 との複合体構造を明 らかにしたところ、CBM42は 側鎖の糖アラビノー

ス と主に相互作用 してお り、主鎖の糖キシロース とはほとんど相互作用 していないことが

明 らかになった。 このことから、CBM42は ヘミセルロースの側鎖を認識 して結合す るとい

う性質を示す ことが予想 された。 これは驚 くべき ことであった。なぜならば、 これまで報

告されてきたヘ ミセルロースに結合するCBMは 、主鎖の糖を認識する性質を示す ものばか

りであったからである。そ こで、私はCBM42の 機能解析を行い、本当にそのような性質を
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示すのかを調べた。機能解析 に先立ち、アラビノース結合に関わ る残基であるアスパ ラギ

ン酸Asp435とAsp488の 変異体 を作成 した。

まず、不溶性基質に対 して活性測定 を行った。片方のアスパラギ ン酸を変異させ ると野

生型 と比較 して5～10倍 程度活性が低下 し、両方のアスパ ラギン酸を変異させると50倍 程

度 と活性が相乗的に低下 した。 この ことか ら、CBM42は 糖質結合 ドメイ ンとして確かに機

能 して いることが分かった。次に、不溶性糖に対するCBM42の 結合力をBinding assayや ア

フィニティゲル電気泳動 により調べた。その結果、CBM42は アラビノース側鎖を多 く含む

ヘ ミセル ロースほ ど結合 力が高いことが分かった。また、アスパ ラギ ン酸 を変異させると

結合力を失った。そ して、ITCに より、オ リゴ糖に対す る結合力を測定 した。アラビノース

糖 に対する結合定数は、2.0x103程 度 と他のCBMと 比較 して弱 い値 を示 した。一方、キシ

ロース糖に対 しては結合が検 出できなかった。 この ことはキシラン主鎖の結合サイ トがな

いことを示して いる。

これ らのことか ら、CBM42は 、(i)糖 結合ポケットを二つ持ち、 この二つが不溶性糖 に

対す る結合 に働 く、(ii)ヘ ミセル ロースのアラビノース側鎖一糖のみを認識する、(iii)糖

に対する結合定数が103程 度 と他 のCBMと 比較 して弱い、 といった機能を示すことが明 ら

かになった。このCBM42の ヘミセルロースの側鎖の糖のみを認識するという新規性は応用

性を秘めている。他の細胞壁分解 酵素 と組み合わせ ることによ り、分解対象 を特異的に制

御出来る可能性を持つか らである。

GH54に 分類されるア ラビノフラノシダーゼはカビに特異的に分布する酵素である。この

酵素が どのように してカビに生まれたのかは不明である。ただ、触媒 ドメインに関 しては、

第3章 に述べたよ うに、クランGH-Bの 酵素と比較すると、フォール ドが弱いなが らも相同

性を示す ことや求核性残基の位置がほぼ重なることか ら、クランGH-Bと の進化的関連が示

唆される。 また、アラビノース結合 ドメイ ンに関しては、第4章 に述べたようにレクチ ン

とフォール ドが似 てお り、弱い結合力で単糖 を認識する性質に共通点が見 出され ることか

ら、レクチ ンとの強い関連が示唆され る。このことか ら、クランGH-B酵 素とレクチ ンが組

み合わさってGH54酵 素が誕生した と考えることもできる。

AkAbf54の 構造 を明 らかに し、機能解析は行ってきたが、まだ謎が残っている。それは、

AkAbf54が どのよ うに不溶性基質アラビノキシランに結合 して反応が進むのか ということ

である。図4-37の よ うな近接効果 によ り反応 を助けていると考えると矛盾が少ない。ただ、

このモデルが正しいか どうかは不明であ り、これから明らかにしていくべき課題であると

考える。
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用語

1)構 造 因子 ・位 相

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 、p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 る回折 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 リ工変

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。

2)分 子置換法 (Molecular Replacement method; MR法)

1-2式右辺の位相性分iα(hkl)を、既知の類似構造か ら借用する方法である。分子置換法は、

アミノ酸配列の相 同性が高い(30%以 上)、すなわち類似の構造を持っている可能性が高い

既知構造 をサーチモデル として、サーチモデル分子が結晶中で どのように並んでいるのか

探す。この時、結晶中に配置 されたサーチモデル分子か ら計算 されるX線 回折像と、実際に

測定 された回折像 との差が小さくなるように配置する。この配置 されたサーチモデルか ら

算出される位相を初期位相 とする。

3)多 波長異常分散法 (Multiple Wavelength Anomalous Dispersion method; MAD法)

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1-1式 と1-3式 の構造因子Fは 同 じである。 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 を照射すると構造因子Fに 差が生まれ る

(異常分散)。一般 に原子散乱因子は用 いるX線 の波長によって変化する。特 に、内殻の電子

の結合エネルギー に近 いX線 が入射す ると異常分散 という共鳴現象が起 こる。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。

波長可変のシンクロ トロン放射光施設では、lA付 近の波長のX線 が利用できる。そのた

め、lA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
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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。

4)重 原 子 同 型 置 換 法(Multiple Isomorphous Replacement method; MIR法)

重原子誘導体の結晶のX線 回折データを収集す ると、重原子の散乱効果が加わったデー

タが得 られる ことになる。重原子(水 銀や 白金など)は 散乱能がタンパク質を構成する炭素、

窒素、酸素 と比較 して大きいことから、パター ソン関数な どの方法によってその位置座標

を求めることができる。その情報を手がか りにして位相 を決定することができる。

一般 に
、位相を一義 的に決定するには2種 類以上の重原子誘導体(そ れぞれ異なる位置に

重原子が結合 した もの)を 必要とする。

5)差 パ ター ソ ンマ ップ

重原子誘導体の結晶の構造因子FPHか ら母結晶の構造 因子FPを 引いた2乗(FPH-FP)2の フ

ー リ工変換 である差パターソン関数は
、重原子誘導体 の重原子の重原子間のベク トルの先

に ピー クを示す。差パターソンマップのハーカー面 に重原子の ピークが現れ、それ を元に

重原子の位置を求めることができる。

6)差 フー リエ マ ップ

差パター ソンマ ップか ら重原子結合サイ トの座標が予測できると、重原子が反射 に与え

る影響 を計算できる(位 相情報が得 られる)の で実空間での差 フー リエマ ップを計算す る

ことができる。差 フー リエマップを描 くと、差パター ソンマ ップでは見つけることが難 し

いマイナーサイ トを見つけることができる。

7)SOLVE

MAD3)やMIR4)な どのデ ータ を元 に自動 的 に重原 子の位 置 を決定 し、初 期位相 を計算す る

ソ フ ト。

8)RESOLVE

Density modification9)を 行 い 、 位 相 を 改 善 し 、 モ デ ル の 自 動 構 築 を 行 う 。

9)Density modification

溶媒平滑化やヒス トグラムマッチ ングを行 うことによる位相改善の方法。溶媒平滑化は、

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 を改善する方法である。 ヒス

トグラムマッチ ングは、不明瞭な像の分布を標準的な像の分布に尺度を合わせ る方法であ

る。
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10)ARP/wARP

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

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。

11)CNS

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。

12)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。

13)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。

14)温 度 因 子(b-factor)

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;bindividual.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。

15)2Fo-Fc電 子 密 度 マ ッ プ

2Fo-Fc電 子密度マ ップは、回折データよ り計算される構造因子Fo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Fc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、モデル構造を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
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的 に用 い られ る。

16)Fo-Fc電 子 密 度マ ップ

Fo-Fc電 子密度マップは、回折データよ り計算 される構造因子Foか ら、モデル構造よ り計

算 され る構造因子Fc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

造を構築 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Fo-Fc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。

17)非 対 称 単 位(Asymmetric unit)

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。非対称単位 中に一分子が含 まれ る場合は、結

晶 中に含まれるその分子のサ 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。

18)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。

19)R factor

モデル構造か ら計算される構造因子Ec(h)と 回折データか ら計算される実測構造因子Fo(h)

のずれ を示す値。小さくなるほど、一致 しているといえる。通常20%を 切ることが要求され

る。

20)RMSD

2つ の構造間の平均二乗距離の平方根であ り、値が小さいほどそれ らの構造が似ているこ

とを示す 。
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