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はしがき

。一アミラーゼは澱粉の非還元末端より s-アノマーのマノレトースを遊離する酵素であ

り、古くから研究されてきた酵素の一つであり、その研究は 1924年の Kuhnによる麦芽

中の α一アミラーゼと s-アミラーの発見に始まる。本酵素は高等植物および微生物に分

布し，その起源にかかわらず， SH試薬により失活することより，古くは SH酵素であると

考えられたが， SH基の活性への関与は否定されている.多くの起源の βーアミラーゼが

分子量約 60，000の単量体として存在するのに対し，サツマイモ s-アミラーゼは 4量体

として存在することが報告されている.また，高等植物起源の酵素の至適 pHがSから 6

の範囲であるのに対し微生物起源の酵素の至適 pHは7から 8にあり，後者は生澱粉に対

する吸着，分解作用を有していることが明らかにされている s-アミラーゼは高純

度のマノレトースの生産に不可欠の酵素であり、 αーアミラーゼとともに澱粉からの工業

的マルトースの生産に利用されている.工業的酵素の給源としては熱安定性や至適 pHの

点で高等植物起源のダイズや小麦起源の酵素が用いられている.また、醸造工業におい

ては、特にビーノレの製造行程での澱粉の糖化に麦芽中の s-アミラーゼが重用な役割を果

たしている。 ダイズ、サツマイモ、クリ、ダイコン等の高等植物はその可食部に大量

のs-アミラーゼを有し、調理中における甘味形成に大きく関与している o

本酵素の構造と機能に関する研究は、まず、酵素反応速度に関する多どの研究が行わ

れ、本酵素がイクソ型の作用機作を示し、生成物の厳密なアノマー特異'性を有すること

が明らかにされた。また、 S H基の化学修飾の研究から SH基は触媒反F芯には直接関与

しないこと、高等植物起源の酵素ではSH試薬による失活の原因となるシステイン残基

が2個あるが、微生物起源の酵素には 1個しか存在せず、代わりに SS結合が 1個存在

することが明らかにされている。 1980年代以降、本酵素の遺伝子に関する研究が進展し、

1 0種類以上の高等植物および数種の微生物より 8一アミラーゼの遺伝子カ三単離され、ク

ローニングされて、そのアミノ酸配列が推定されている。筆者らは 199 1年に本酵素

と本酵素の阻害剤である αーシクロデキストリンとの複合体の立体構造を X線結晶構造

解析により決定した。これにより s-アミラーゼ機能の立体構造レベルで、の解析が可能と

なった。

s-アミラーゼのタンパク質工学に関する研究の目的は本酵素の安定性の強化、高活性

化及び多機能化にあり、これらの機能変換を設計、実施するためにはs-アミラーゼの高

分解能X線結晶構造解析の結果と本酵素遺伝子の大量発現系の確立が不可欠な要素とな

っている。 x線結晶構造解析は一般的には静的な解析法であるため、酵素の機能を明ら

かにするためには各機能状態にある構造を持つ酵素を結晶内で再現させる必、要がある。

このためには基質および基質アナログを結品内に導入して酵素との複合体を形成し、そ

の構造を明らかにしなければならない。

特に、基質との結合によって誘導される酵素側の動的な構造変化等は実際の基質との

複合体の構造解析によって初めて明らかにされる場合が多い。また、酵素。触媒作用や
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基質との相互作用に関与する個々のアミノ酸残基の役割については化学修飾や遺伝子改

変により変異酵素を作成し、その酵素の機能変化と構造変化との相関を明らかにしてい

く必要がある。現在のX線結品構造解析技術は数年前に比べ格段に向上し、結品さえ得

られれば短期間に構造を決定することが可能であり、酵素機能の変化を具体的なタンパ

ク質の構造の変化として理解することができる。これらの実験事実の積み重ねにより、

新機能酵素の設計が可能になるものと考えられる。この設計の過程には決定された構造

を用いたコンピュータによる分子動力学計算によるシュミレーション等に今後の技術的

発展が要求されている。

この設計の過程において、タンパク質のドメイン構造の組み合わせによる新機能の設

計が有効であり、種々のマルチドメイン酵素の構造解析から、 ドメイン構造によるタン

パク質機能の分担の例が数多く明らかにされている。

本研究では植物 s-アミラーゼと微生物s-アミラーゼ、の構造を比較するために両者の

構造解析を行った結果、 Bacilluscereus起源のs-アミラーゼにはC末端に分子量約 1

万のデンプン吸着ドメイン (SBD)が存在し、このドメインには 1倍のマノレトース結合サ

イトが存在するすることが明らかになった。 次に、この SBD部分のみを大腸菌で大

量発現し、精製、結晶化して、その結品構造をl.95A分解能で決定した。その結果、本

SBDはシクロデキストリン合成酵素の E ドメイン及びグルコアミラーゼのC末端に存在

する SBDと類似し、二次構造は、ほぼ共通するが、ルーフ。部分の構造が一部異なってい

ることが判明した。シクロデキストリン合成酵素の E ドメイン及びグルコチミラーゼの

C末端に存在する SBDでは 2個のデンプン吸着サイト(サイト 1とザイト 2)が知ら

れているが、本 SBDではサイト 2を構成する 2本のノレーフ。の中で、残基番号 460から 467

のノレープの構造が 2残基の欠損により異なることが構造変化とデンプン吸着能の消失の

原因と考えられた。そこで、。ーアミラーゼのデンプン粒分解活性の強化を図るため、残

基番号 460から 8残基の配列をクロデキストリン合成酵素の E ドメイン及びグルコアミ

ラーゼのC末端 SBDに置換した変異体を作製し、現在、その解析を行っている。

一方、メインドメインの部分については、ダイズと B.cereus起源の3一アミラーゼの

構造比較から、触媒残基の一つで、ある、ダイズ酵素の Glu380周辺のアミノ酸残基に相違

があり、これが両者の至適 pHの差の原因となっていると予想された。即ち、ダイズ酵素

のGlu380には Met51とAsn340が水素結合を取れる距離にあり、 Asn340には更に Glu178

が水素結合を取れる位置にあるのに対して B.cereus起源のs-アミラーゼでは、これら

の水素結合のネットワークが存在していない。そこで、前年度の研究において、これら

の残基を B. cereus型に置換した変異体 (M51T，N340T， E178Y) を作製し、その至適 pH

を調べた結果、それぞれ、 O.5-l. 0 pHユニットアルカリ側にシフトしていることが判明

した。これらの変具体を結晶化し、マルトースとの複合体の構造解析を 2.oA分解能で決

定した結果、いずれの変具体もほぼ予想通り Glu380との水素結合が消失していた。この

ことは、ダイズ酵素では Glu380との水素結合が Glu380の解離型を安定化するため、そ

のpKaが低下し、至適 pHが低下していることを強く示唆している。そこで、本研究にお

いては、逆にB. cereus起源のs-アミラーゼの対応する 3個のアミノ酸残基の中で
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Tyr164とThr328をそれぞれ、ダイズ酵素型の Glu、および Asnに置換し、その至摘pH

に及ぼす影響を検討した。その結果、B. cereus s-アミラーゼの至適 pHは酸性側に 1

pHユニット以上移動し、至適pHを植物型に変換することができた。但し、比活性は 1

/2及び 1/10に減少していた。これらの変異に伴う構造変化の詳細を探るため、各変

異体を結晶化し、 X線結晶構造解析を行った。それぞれ 2.0および 2.1Aで精密化した結

果、 Thr328Asnの変具体では触媒基である Glu367の位置が Asn328の影響により、野生型

に比べて約 lA移動していることが明らかになり、このことにより比活性は 1/10に減

少すると考えられた。また、 Tyr164Gluの変異体では、 Glu164の側鎖は Thr328ではなく、

より活性部位から離れた位置に存在する Lys162と水素結合をとっており、Thr328と触媒

基の Glu367の配置は野生型とほぼ同じであった。これらのことから Glu364との水素結

合の有無は至適pHの移動に直接関係しているのではないことが示された。そこで、この

点を明らかにするために、 Tyr164Glnの変異体を作成して、その至適pHと構造変化を X

線結品構造解析によって調べた結果、至適pHはやはり酸性側に移動し、Gln164とGlu364

の周辺構造は野生型とほぼ同一で、あった。これらの結果は至適pHの変換は、触媒残基と

その周辺残基との水素結合の有無だけでなく、触媒残基の周辺の静電的環境の変化に依

存し、とくに Tyr164の側鎖の影響が大きいことを示している。

。ーアミラーゼそのものの機能解析のためには、ダイズ起源の酵素を用い、触媒残基の

変異体、触媒残基周辺の重要と考えられるアミノ酸残基 (Lys295，Thr343)の変異体およ

び活性部位のすぐ近くに存在する 6残基のフレキシブルルーフ。を欠失させ元変異体を作

成し、その機能解析と X線結晶構造解析を行った。その結果、それぞれの残基の酵素反

応における役割を推定することができ、とくにフレキシフ、ルループが基質のフ。ロダクテ

ィブな結合と、生成物の遊離に不可欠であることを示すことができた。

これらの構造解析において、特に比活性の変化等、酵素の微細な構造変化に基づく機

能変化を論じる場合、今まで、行ってきた 2A前後の X線結晶構造解析では解析精度が不

足し、水素原子を含めた精密なタンパク質構造の決定が不可欠となる。本来、結晶の分

解能は結晶の大きさのみならず結晶の質によって制限があり、放射光を用いても分解能

の向上が難しいことが多い。分解能の向上のためには、結晶化条件の検討、結晶凍結条

件の検討のみならずタンパク質工学による目的タンパク質の部分的な改変も必要となる。

このための予備実験として、約 0.5mm角の結品を用いてダイズ s-アミラーゼの高分解能

データの収集を Spring-8において試みた結果、マノレトース複合体の結晶において1.3

1. 25Aのデータを収集することができ、 SHELXを用いた精密化によって、異方性温度因子

の精密化と水素原子を含めたモデ、ノレの精密化を行い、 R-factorを 11%まで下げることが

できた。今後、更に結品化の条件とタンパク質の部分的改変により1.0A以上の分解能で

の構造解析を行い、触媒機能における水素原子の関わりについて検討していく必要があ

る。

以上のように本研究では、植物と微生物起源の s-アミラーゼのドメイン構造の相違

を明らかにし、微生物。一アミラーゼ、のC末端 SBDの単独発現に成功した。この単離 SBD

のX線結晶構造解析を行って、他起源の SBDと比較し、 βーアミラーゼのデンプン吸着能
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強化の設計を行った。また、触媒ドメインの活性部位の比較から植物型。一アミラーゼの

至適 pHを微生物型に変更することに成功し、その変異体のX線結晶構造解析により構造

上の変化を検証することができた。さらに、 s-アミラーゼの活性発現に重用な役割をす

るフレキシブルループ。の改変を行い、マノレトース複合体のX線結晶構造解析を行ってそ

の役割を検討した。
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研究成果

申請者はs-アミラーゼの立体構造に基づいた酵素機能変換の可能性を追求し、ドメイン

に基づいた新機能。-アミラーゼの開発を可能にするために、ダイズs-アミラーゼ、耐

熱化オオムギ s-アミラーゼ、およびBacillus cereus s -アミラーゼ、のX線結品構造

解析を行い、微生物起源のs-アミラーゼではC末端に分子量約 1万の澱粉結合ドメイン

が存在することを明らかにした。それぞれの酵素の触媒ドメインと澱粉給谷ドメインの

構造比較から部位特異的変異により新機能。-アミラーゼを設計、開発することを目指し

た。その結果、以下の成果を得た。

1 . Bacillus cereus 起源のs-アミラーゼの結晶はP2 1の空間群に属し、非対称単

位あたり 1分子の酵素を含む。多重重原子置換法により、初期モデルを構築し、マルト

ース複合体について 2.1Aまで、アポ酵素について 2.5Aまでのデータを用いて構造を精

密化した。その結果、本酵素はダイズ酵素とほぼ共通するメインドメイン以外にC末端

に約 100残基のドメインを持ち、このドメインはグルコアミラーゼ、シクロデキストリ

ン合成酵素の生デンプン吸着ドメインと類似していることが明らかになった。マノレトー

スは活性部位に 2分子、 C末端ドメインに 1分子、また、メインドメインの活性部位と

は異なる部位に 1分子結合しているのが明らかになった。後者は微生物s-アミラーゼに

だけ保存され、今までに例のない新しいデンプン結合サイトで、あった。

2. Bacillus cereus s-アミラーゼのC末端に存在する分子量約 1万の澱粉吸着ドメ

イン部分の遺伝子を大腸菌で発現し、精製と結品化を行った。得られた六方晶の結品は

空間群は P6522であり、非対称単位あたり 1分子の澱粉吸着ドメインを含む。その回折

データをマルチワイヤーデテクターで測定し、分子置換法によって構造を決定し、1.95 

A分解能で精密化した。得られた構造をグルコアミラーゼとシクロデキストリン合成酵
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素の澱粉吸着ドメインと比較した結果、後者に存在する 2個の澱粉結合サイト(サイト

1とサイト 2)のうちサイト 2がBacilluscereus sーアミラーゼの澱粉吸着ドメインで

はアミノ酸残基の置換によるループ構造の変化のために機能していないことが示唆され

た。

3 . Bacillus cereus s-アミラーゼのC末端に存在する分子量約 1万の澱粉吸着ドメ

インの澱粉吸着能の向上を図るため、澱粉結合サイト 2を構成するノレーフ。の一つをシク

ロデキストリン合成酵素のドメイン EあるいはグルコアミラーゼのC末端澱粉吸着ドメ

インの配列に置換した変異体を作成した。現在、その澱粉吸着能について検討している。

4. ダイズs-アミラーゼと Bacilluscereus s-アミラーゼの触媒ドメインの構造の詳

締な比較から、両者の至適p Hの差(それぞれ 5.4と7.5)は触媒残基周辺のアミノ酸残

基の相違によることが推定された。ダイズ酵素の場合、塩基触媒となる Glu380の側鎖

にMet51，Asn 340の側鎖が水素結合を形成し、 Asn340の側鎖に更に Glu178の側鎖が

水素結合する水素結合のネットワークが存在するが、対応する Bacilluscereus s-アミ

ラーゼの Glu367にはこれらの水素結合は存在していなし、。そこで、ダイズ酵素の Met51，

Asn 340， Glu 178をそれぞれ微生物型の残基である Thr，ThrおよびTyrに変異した変

異酵素を作製し、精製変異酵素の性質を諦べた結果それぞれ約 1pH単位至適pHがア

ルカリ側に移動していることが明らかになった。これらの変異酵素をそれぞれ結品化し、

得られた結品について 2A分解能でのX線結晶構造解析を行った結果、。それぞれの変異

体で Thr51とGlu380、Thr340とGlu380 との水素結合は形成されず、 Tyr178の変異体

では、 Tyr178のOHがAsn340の側鎖と水素結合を形成するため Asn340とGlu380との水

素結合は切断されていることが明らかになった。このことは Glu380のイオン化状態がこ

れらの残基との水素結合により安定化され、そのpKa値が低下し、そのため至適 pHがよ

り酸性側に移行していることを示している。

5. 至適 pHの制御をより明確に示すために、逆に Bacilluscereus s-アミラーゼの

Glu376周辺のアミノ酸残基の変異について検討した。 Tyr164とThr328をそれぞれ、ダ

イズ酵素型の Glu、およびAsnに置換し、その至摘pHに及ぼす影響を検討した。その結

果、B.cereus s-アミラーゼの至適pHは酸性側に 1pHユニット以上移動し、至適pH

を植物型に変換することができた。但し、比活性は 1/2及び 1/10に減少していた。

これらの変異に伴う構造変化の詳細を探るため、各変異体を結晶化し、 X線結品構造解析

を行った。それぞれ 2.0および 2.lAで精密化した結果、 Thr328Asnの変異体では触媒基

である Glu367の位置が Asn328の影響により、野生裂に比べて約 1A移動していること

が明らかになり、このことにより比活性は 1/10に減少すると考えられた。また、

Tyr164Gluの変異体では、 Glu164の側鎖は Thr328ではなく、より活性部位から離れた位

置に存在する Lys162と水素結合をとっており、 Thr328と触媒基の Glu367の配置は野生

型とほぼ同じで、あった。これらのことから Glu364との水素結合の有無は至適pHの移動
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に亘接関係しているのではないことが示された。そこで、この点を明らかにするために、

Tyr164Glnの変異体を作成して、その至適pHと構造変化を X線結品構造解析によって調

べた結果、至適pHはやはり酸性側に移動し、 Gln164とGlu364の周辺構造は野生型とほ

ぼ同一で、あった。これらの結果は至適pHの変換は、触媒残基とその周辺残基との水素結

合の有無だけでなく、触媒残基の周辺の静電的環境の変化に依存し、とくに Tyr164の側

鎖の影響が大きいことを示している。

6. s-アミラーゼそのものの機能解析のためには、ダイズ起源の酵素を用い、角虫媒残基

の変異体(Glu186およびGlu380)、触媒残基周辺の重要と考えられるアミノ酸残基(Lys295

およびThr343)の変異体および活性部位のすぐ近くに存在する 6残基のフレキシブルル

ープを欠失させた変異体を作成し、その機能解析と X線結品構造解析を行ったo その結

果、それぞれの残基の酵素反応における役割を推定することができ、とくにフレキシブ

ノレループが基質のプロダクティブな結合と、生成物の遊離に不可欠であることを示すこ

とができた。

7. これらの構造解析において、特に比活性の変化等、酵素の微細な構造変化に基づく

機能変化を論じる場合、今まで、行ってきた 2A前後の X線結品構造解析では解本庁精度が

不足し、水素原子を含めた精密なタンパク質構造の決定が不可欠である。分解合呂の向上

のためには、結晶化条件の検討、結晶凍結条件の検討のみならずタンパダ質工学による

臣的タンパク質の部分的な改変も必要となる。このための予備実験として、約 o.5mm角

の結晶を用いてダイズs-アミラーゼの高分解能データの収集を SPring-8において試み

た結果、マルトース複合体の結晶において1.3 1. 25Aのデータを収集することカ宝でき、

SHELXを用いた精密化によって、具方性温度因子の精密化と水素原子を含めたモデノレの精

密化を行い、 R-factorを 11%まで下げることができた。今後、更に結品化の条イ牛とタン

パク質の部分的改変により1.0A以上の分解能で、の構造解析を行い、触媒機能における水

素原子の関わりについて検討していく必要がある。

このように植物および微生物起源の s-アミラーゼの構造比較から s-アミラーゼのドメ

イン工学を行うのに必要な基礎的な知見を明らかにすることができた。 個々の手研究デ、

ータについては以下の発表論文のとおりである。
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