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論 文 内 容 の 要 旨

キチン･キ トサンは,エビ,カニ,昆虫などの外骨格やカビの細胞壁中に含まれる多糖類であり,セルロースに次ぐバイ

オマスである｡キチンはN-acetylglucosamine(以下,GIcNAcと省略)が針 1,4結合 したものであり,キ トサ ンは

GIcNAcの脱アセチル化物であるglucosamine(以下,GIcNと省略)が針 1,4結合 したものであるが,自然界では,

GIcNAcが 30%程度含まれた状態で存在 している｡キチン･キ トサンの加水分解酵素がそれぞれ,キチナ-ゼ,キトサナ-

ゼである｡カビの細胞壁中に含まれるキチン･キ トサンを加水分解することから,植物においては,生体の防御機構に関与

する酵素と考えられている0

本研究では,Ⅹ線結晶解析法によりBacilluscirculansMH-Kl由来のキ トサナ-ゼ (以下,MH-Klキ トサナ-ゼと省

略)の立体構造を決定 し,近縁のタンパク質であるキチナ-ゼや リゾチームとの基質認識における差異を検討 し,反応機構

の解明を行った｡

MH-Klキ トサナ-ゼは,分子量 29kDaの塩基性 タンパク質であるoBacillusbreuis47-5Qを宿主とした大量発現系に

より,培養 1リットル当たり,数グラムのMH-Klキ トサナ-ゼが培養上清中から見出され,高純度の精製も可能となったO

結晶化を行ったところ,沈澱剤に硫酸アンモニウムを用いる条件で,斜方晶系に属 し,空間群P212i2(格子定数a-43.3A,

a-128,0Å,C-57.7Å)の結晶が 1週間以内に再現性よく析出した｡シンクロトロン放射光によるⅩ線回折実験では1.6Å

分解能のデータ収集に成功 した｡次に,重原子多重同型置換法による構造解析を行うため,垂原子誘導体の検索を行った｡

100種以上の童原子化合物を検索 したが,白金化合物 K2PtC14が唯一の有効な登原子誘導体であった｡そこで,この白金の異

常分散効果を最犬限に利用するため,多波長異常分散浅 くMAD法)を適用した解析を行った｡シンクロトロン放射光を用い

て,蛍光 Ⅹ線スペクトルで選択 した4波長 (1.0000Å,1.0721Å1.0722Å,1.0728Å)において白金誘導体結晶の回折データを

測定 したOこのデータを用いた多波長異常分散法の解析の結果 4Å分解能における初期位相を決定することができ,解釈

が可能な電子密度図が得 られた｡さらに溶媒領域平滑化法などで電子密度を改良することにより,分子モデルの構築が可能

となり,最終的には水分子 150個を含んだ1.6Å分解能での完全な立体構造を得ることができた｡最終構造の結晶学的R値

は19.3% (Rfreeは23.5%)であった｡

MHIKlキ トサナ-ゼ分子は,α-ヘリックス14本と針 ス トランド5本で構成されており,アミノ酸残基番号 134-158で

構成される屈曲した2本のα-ヘ リックス (バックポ-ンヘリックス)によって,上部と下部の2つ ドメインに分けることが

できた｡ドメイン間には大きなクレフトが存在 し,この底部には活性中心残基であるGlu37が,またクレフトの天井部分に

あたるβ-シートの先端にはAsp55が位置していることが明らかになったOこのMH-Klキ トサナーゼの分子構造を,放線

菌streptomycessp.N174由来キ トサナ-ゼ (以下,N174キ トサナーゼと省略)のものと比較すると,一次構造上のアミノ

酸の相同性は25%程度であるにもかかわらず,全体の トポロジーはよく似ていることが分かったo Lかし,N末端側は,

MH-Klキ トサナ-ゼの方が 16残基長 く,a-ヘ リックス構造を形成 していること,C未練側は,N174キ トサナ-ゼではβ
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シート構造であるのに対 し,MH-Klキ トサナ-ゼではa-ヘリックスであること,上部 ドメインの構造が大きく異なるな

ど,顕著な差異も兄い出された｡ ドメイン構造を比較すると,バックボーンへリックスのくびれ部分を境に,上部および下

部 ドメインのみではそれぞれがよく合っており, ドメインの相互配置が両者でやや異なることが明らかとなった｡両者の分

子表面の比較すると, 2つのドメインの相互配置の違いが ドメイン間に形成されているクレフトの大きさと形状の違いに反

映されていた｡

MH-Klキトサナ-ゼの活性中心残基のうちの1つであるAsp55とその隣のGlu56をそれぞれSerに置換し,活性の欠

失 した変異体を作成した｡この変異型 MH-Klキトサナーゼとキトサンヘキサマ- (GIcN6)｡どの複合体状態での結晶も得

ることができ,この立体構造の解明にも成功した｡クレフト内にGIcN6の6糖のうち,3糖分の電子密度を確認することが

できたOまた,活性動L､残基であるGlu37と,Asp55との間の距離 (10.9Å)についての考察と,この活性中心残基と切断

部位の糖との問に水分子の電子密度が確認できたことから,この酵素は,糖質分解酵素で一般に言われているInverting

Mechanismにより基質を切断すると結論することができたo

MHIKlキトサナ-ゼとN174キ トサナ-ゼの反応機構の違いは,基質の切断位置にあるoMH-Klキ トサナ-ゼは,那

分アセチル化キトサン中のGIcNとGIcNAcの問を切断するのに対し,N174キトサナ-ゼでは,GIcNAcとGIcNの間を

切断する｡したがって,糖に結合するアセチル基が基質の選択性に関与すると考えて,MH-Klキトサナ-ゼとそれぞれの

基質であるアセチル基が付加した糖との複合体モデルを作成したOその紘果,MH-Klキ トサナ-ゼは,本来の基質である

糖はその活性部位に結合できるが,異なる位置にアセチル基が付いた糖ではLys218との接触による立体障害のため,この

ような基質は結合できないことが示唆された｡したがって,MH-Klキトサナ-ゼにおいては,立体障害によって基質の種

類を認識して,反応の選択性につながっていると結論することができた｡

独 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

キトサナ-ゼは,自然界に大量に存在するこのキトサンを加水分解する酵素である｡キトサンは,N-acetylglucosamine

(GIcNAc)の脱アセチル化物であるglucosamine(GIcN)が針1,4結合したものであるが,自然界ではGIcNAcが30%程

度含まれた状態でカビの細胞壁に存在している｡ キチナ-ゼやリゾチ-ムはキトサナ-ゼの類縁酵素であるが,様々な由来

のものの立体構造がこれまで明らかにされ,反応機構の解明に大きく貢献している｡申請者はこの研究にとりかかった当初

にはその立体構造は未知であったキトサナ-ゼの結晶構造解析に着手し,その結果,BaciuuscirculansMH-Kl由来のキト

サナーゼ (MH-Klキトサナーゼ)を結晶化して,シンクロトロン放射光で測定した高分解能のⅩ線回折デ-タに基づいた

精密な立体構造決定に成功しているO その研究中に,放線菌Streptomycessp.N174由来のキトサナーゼ (N174キトサナ-

ゼ)の立体構造が明らかにされたが,申請者は,その構造との詳細な比較を行うことで,また,基質類似物との複合体結晶

を作成しその構造解析を行うことで,触媒機構,とくに基質特異性に関する詳細な知見を得ることに成功した｡

得られたMH-汰lキ トサチ-ゼの結晶構造は分解能 1,6Åと高分解能のものであり,分子構造に基づく反応機構の議論を

可能にするものであったO申請者は垂原子多重同形置換法での構造解析を当初試みたが,多くの垂原子誘導体の検索にもか

かわらず,ただ1つの誘導体しか調製することができなかったため,多波長異常分散法の解析に変更して完全な結晶構造の

決定に成功した｡全体の立体構造は,一次構造上のアミノ酸相同性は25%程度であるにもかかわらず,N174キトサナーゼ

の構造とよく似ていることが分かったOしかしながら,二次構造の違いを含めて,少なくとも4つの部分において大きく構

造が異なっていることも兄い出している｡分子はα-ヘリックス14本とβ-ストランド5本で構成されており,中央の屈曲し

た2本のバックボ-ン-リックスによって,上部と下郡の2つ ドメインに分けられているO ドメイン問には基質が結合する

犬きなクレフトが存在し,活性中心残基であるGlu37とAsp55がクレフト内に延びるという特徴をもったものであったo

さらに, ドメインの相互配置が両者でやや異なることが明らかとなり,両者の分子表面を比較した結果からは,この2つの

ドメインの相互配置の違いが, ドメイン間に形成されているクレフトの構造の違いの原因になっていることを明らかにして

いる｡申請者は,クレフトの大きさと形状の違いが2種類のキトサナ-ゼの基質認識と反応機構の違いの原因であると考え,

活性の欠失した変異型 MH-Klキトサナ-ゼと基質類似物であるキトサンヘキサマ- (GIcN6)の複合体の立体構造もⅩ線

結晶解析によって決定した｡解析の結果,GIcN6の6糖のうち3糖分の電子密度をクレフト内に確認している｡また,糖質分

解酵素について提唱されている2種の反応機構 (RetainingMechanism とInvertingMechanism) のうち, このMH-
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Klキ トサナーゼにおいては,2つの活性中心残基 (Glu37とAsp55)問の距艶 ならびに活性中心残基と切断部位の糖と

の問にある水分子の電子密度の確認から,invertingMechanismによる基質の切断であると結論づけているO

さらに申請者は,MH-Klキ トサナーゼとN174キ トサナーゼの反応機構の違いは基質の切断位置であることに着目し

て,その立体構造,特に,基質認識クレフト (活性*心)の大きさと形状によって,その反応機構を説明することに成功し

ている｡すなわち,MH-Klキ トサナ-ゼは部分アセチル化キ トサン中のGIcN-GIcNAc間を切断するのに対し,N174キ

トサナ-ゼはGIcNAc-GIcN間を切断することから,アセチル基の立体的効果が基質の選択性に関与していると考え,MH-

Klキ トサナ-ゼと基質であるアセチル基が付加した糖との複合体モデルを作成することによって,基質認識の機構をアミ

ノ酸残基と基質のアセチル基の間の立体障害から説明することに成功している｡

以上,申請者は微生物由来のMH-Klキトサナ-ゼの立体構造をⅩ線結晶解析により高分解能で決定し,また,変異型キ

トサナーゼと基質類似物の複合体の結晶構造解析にも成功した｡その結果,このMH-Klキトサナ-ゼの基質分解機構を明

らかにし,また,類縁のキトサナーゼとの基質選択性の違いについても結晶構造を基盤にして解明することによって,これ

まで明らかにされていなかったキトサナ-ゼの反応機構解明に貢献したことは高く評価できる｡

したがって,本申請論文は博士 (理学)の学位論文として充分価値のあるものと認められる｡

なお,本学位論文に報告されている内容および,これに関連する分野について諮問した結果,合格と認めた｡
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