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タンパク質の構造生物学的研究において,X線結晶構造解析により得られるデータは,立体構造

情報とともに分子間相互作用など,非常に有用な知見をもたらす.しかしながら,中には結晶化が

困難なタンパク質もあり,標的化合物との複合体結晶を得ることが困難な場合もある.X線結晶構

造解析と相補的に用いられる核磁気共鳴(NMR)法では,タンパク質中で容易に検出できる喰シグ

ナルを追跡することによって,りガンドの結合や変性などに伴う微細な構造変化を原子レベルで

鋭敏にとらえることができ,さらには,溶液中での立体構造情報をも得ることができる

一方,キチン系バイオマスの有効利用のために注目されているキチン質加水分解酵素,キチナー

ゼやキトサナーゼについては,基質との複合体構造に関する知見が得られておらず,相互作用機構

の解明が遅れていた.本論文では,これらキチナーゼとキトサナーゼについて,NMRを用いた基質

との相互作用解析により,それらのメカニズムに関する新たな知見を得ることに成功したので,以

下に要約する

論文内容の要旨

(D コケ由来キチナーゼのキチンオリゴ糖結合様式

キチナーゼは,キチンのβ、1A結合を加水分解する酵素であり,そのアミノ酸配列相同性に基づ

いて,2つの糖質加水分解酵素ファミリーGH18と GH19に分類されている. GH18キチナーゼにお

いては,基質あるいは阻害剤との複合体の結晶構造解析によりそれらの酵素反応機構について詳

細な研究が行われてきた.しかし, GH19 キチナーゼにおいては,基質との複合体結晶構造が明ら

かになっておらず,また,有効な阻害剤が見出されていなかったことから,触媒反応機構に関する

理解は比較的遅れていた

まず,比較的分子量が低いコケ由来キチナーゼ(Bcchi・A)を用いて,キチンオリゴ糖[(GICNAC),]

との溶液状態での結合性を調ベた.通常の方法に従って安定同位体ラベルを行い,1H、HN HSQCス

ペクトルを測定したところ,シグナルの分離状態は良好であり,ほぽ全ての主鎖シグナルについて

帰属することができた. Bcchi・A に対して(GICNAC).を滴定した結果,基質結合クレフト中のサブ

サイト、2 と、1 近傍に存在するアミノ酸残基のシグナルに明確な化学シフト変化が観測され,

(GICNAC)2 はこれらのサブサイトに結合することが明らかになった.さらに興味深いことに,

Bcchi、A の基質結合クレフトの裏側にあたる領域にも,(GICNAC).結合によるシグナルの化学シフ

ト変化がみられ,Bcchi、A が基質と結合する際に,タンパク質構造全体で基質を挟み込むようなコ

ンフォメーション変化が起こることが示唆された

(2)コケ由来キチナーゼのⅣ・アセチルキトビオシルモラノリン結合様式

次に,りゾチームの新規阻害剤として見出された N、アセチルキトビオシルモラノリン

f(GICNAの2、M]にっいて,りゾチームと類似したフォーノレドを有する Bcchi・A に対する溶液中での

結合様式およびその阻害活性について調ベた
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(Dの章で得られた同位体ラベルBcchi・A を用いて, NMR による(GICNAの2、Mの滴定実験を行っ

た結果,基質結合クレフト中に存在するいくつかのアミノ酸残基に対応するシグナルの線幅が広

がり検出が不可能になった. Bcchi・A が(GICNAC).・M と強く結合し,これらアミノ酸残基の動的状

態を変化させていることが示された.また,結合による影響がみられたアミノ酸残基は,サブサイ

ト・2,・Nこ加え,サブサイト+1にもおよんでおり,(GICNAC)2、Mはサブサイト・2からHヘ結合し,モ

ラノリン残基は活性中心からずれて,サブサイト+1 に位置するととがわかった.このような結合

様式が,(GICNAC)がM のBcchi・Aに対する阻害力を弱めているものと考えられた.(1C釦=620μM)

(3)Pα伽仍aC辺那キトサナーゼで初めて見出されたキトサン結合モジューノレの結合特性

糖質加水分解酵素のなかには,触媒モジュールに加え,触媒活性をもたない糖質結合モジュール

(CBM)を有するものがある、これらの CBM は,糖質と結合し触媒モジュールを基質ヘと誘導する

ことにより,酵素活性を補助するものと考えられている.近年,士壊細菌である四αeπ訪aC辺伽 SP

IK、5が分泌するキトサナーゼが,糖質加水分解酵素ファミリー8に分類される触媒モジュールのN

末゛制則に,2つのCBM(DD1およびDD2)をもつことが明らかになった.本章では,DD1およびDD2

について, NMR 法を用いた糖との結合実験を行い,りガンド特異性およびキトサンオリゴ糖との

結合性について明らかにすることを試みた

まず,同位体ラベルを施したDD1と DD2 を作製し,得られた試料のIH、HNHSQCスペクトルの

シグナノW吊属を行った.DD1とDD2ともに92%の主鎖シグナルを帰属するととができた.次に,キ

トサンオリゴ糖,セロオリゴ糖,およびラミナリオリゴ糖の NMR滴定実験を行った結果, DD1 は

キトサンに対して高い特異性を示すことが明らかになった.一方,DD2はこれら3種のオリゴ糖全

てに対して結合性を示し,幅広い特異性を有しているものと考えられた.また,等温滴定型熱量計

σTC)を用いて DD1 およびDD2 とキトサンオリゴ糖との結合力を測定した結果, DD1 は明らかに

DD2 よりも強くキトサンと結合することがわかった. NMR滴定実験で得られた基質結合力とΠC

で得られた基質結合力はほぼ一致しており,これらのデータが信頼性の高いものであると考えら

れた

(4)キトサン結合モジュールDD1およびDD2の溶液構造

本章では,DD1とDD2のNMR溶液構造解析を行い,得られた構造に基づいて,りガンド結合に

重要なアミノ酸残基を特定することを試みた

DD1 と DD2 それぞれにおいて,]5N、edited NOESY,13C、edited NOESY, HCCH・TOCSY,および

CCR、TOCSYなどのスペクトノレを解析し,それぞれ792と780個のNOE清報を得た.さらに主鎖シ

グナルに基づいて二面角情報を得た後,CYANAによって溶液構造の計算を行った.その結果,DDI

およびDD2ともに,2枚のβ、シートからなるβ・サンドゥイッチ構造を有し,その上部に突き出すよ
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うにフレキシブルないくつかのループ構造をもつことがわかった.さらにNMR滴定実験の結果よ

リ, DD1と DD2ともに,βコア構造の上部のループ領域にキトサンオy ゴ糖が結合することが明ら

かになった.DD1と DD2の結合部位の比較を行ったところ,DD1の36番目のグルタミン酸残基が

DD2 ではチロシン残基に置換されていることがわかった.そこで, DD1 の GIU36 を Tyr ヘ

(DDI、E36Y),DD2 のTⅥ36 をGIUヘΦD2、Y36E)と変異導入を行い,各変異体についてNMR と ITC

を用いたキトサン4糖の結合実験の結果を行った.その結果,DD1ではGIU36のチロシンへの変異

が親和陛大きく低下させ,また, DD2のTyr36のグルタミン酸ヘの変異が親和性の増大をもたらし

た

以上のように,部位特異的変異によってCBMのりガンド特異性のコントロールが可能であるこ

とが示唆された.また,このような特異性のコントロールによりキチナーゼおよびキトサナーゼに

新たな機能を付加させることが可能となり,さらにはキチン系バイオマスの効果的な分解を促進

するものと考えられる
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新家粧子氏による本論文は、バイオマス変換利用においてまだ未開拓の領域であるキチンキト

サンを分解する酵素群に関して、高分解能NMRを用いた研究を展開し、X線結晶構造解析に匹敵

する構造データを得、さらにはこれらの酵素反応のメカニズムに関しても新規の情報を得ている。

以下にその要旨を示す。

論文審査結果の要旨

キチナーゼは,キチンのβ、14結合を加水分解する酵素であり,そのアミノ酸配列相同陛に基

づいて,2つの糖質加水分解酵素ファミリーGH18と GΠ19に分類されている. GH18 キチナーゼに

ついては,酵素反応機構にっいて詳細な研究が行われてきたが,GH19 キチナーゼにおいては,基

質との複合体結晶構造が明らかになっておらず,触媒反応機構に関する理解が比較的遅れていた

そとで,比較的分子量が低いコケ由来 GH19 キチナーゼ(Bcchi・A)を用いて,キチンオリゴ糖

[(GICNAC)。]との溶液状態での結合性を調ベた.通常の方法に従って安定同位体ラベルを行い,

喰、"N HSQCスペクトルを測定し,ほぽ全ての主金貞シグナルにっいて帰属した. Bcchi・Aに対して

(GICNAC)2を滴定した結果,基質結合クレフト中のサブサイト・2 と・1 近傍に存在するアミノ酸残基

のシグナルに明確な化学シフト変化が観測され,(GICNAC)2 はこれらのサブサイトに結合すること

が明らかになった.さらに, Bcchi、Aの結合クレフトの裏倶Ⅱこも,(GICNAC).結合による影響がみら

れ,Bcchi、A が基質と結合する際に,タンパク質構造全体で基質を挟み込むようなコンフォメーシ

ヨン変化が起こることが示唆された

次に,りゾチームの新規阻害剤として見出された N・アセチルキトビオシルモラノリン

[(GICNAの.、M1にっいて,りゾチームと類似したフォールドを有する Bcchi・A に対する溶液中での

結合様式およびその阻害活性にっいて調ベた. NMR による(GICNAの.・M の滴定実験を行った結果,

基質結合クレフト中に存在するいくっかのアミノ酸残基に対応するシグナルの線幅が広がり検出

が不可能になった.このことから,Bcchi、Aが(GICNAC)2・M と強く結合し,これらアミノ酸残基の動

的状態を変化させてぃることが示された.また,結合による影響は,サブサイト・2 と・1 に加え,サ

ブサイトH にもおよんでおり,(GICNAC)2、Mはサブサイト・2からHヘ結合し,モラノリン残基は活

性中心からずれて,サブサイト+1 に位置することがわかった.このような結合様式が,

(GICNAC)2、M の Bcchi、A に対する阻害力を弱めているものと考えられた.(1C50=620μM)

土壊細菌Pα師功αC辺加 SP.1K"5 が分泌するキトサナーゼが有する 2つの糖質結合モジューノレ,

CBM(DD1およびDD2)にっいて,NMR法を用いた糖との結合実験を行い,りガンド特異性および

キトサンオリゴ糖[(GICN)。ルの結合性を明らかにした.まず,同位体ラベルを施した DD1 と DD2

を作製し,1H、HN HSQC スペクトノレのシグナノレ帰属を行った.次に,(GICN)m セロオリゴ糖,および

ラミナリオリゴ糖のNMR滴定実験を行った結果, DDNネ(GICN)。に対して高い特異性を示す一方,
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DD2 はこれら 3 種のオリゴ糖全てに対して幅広い特異性を示した.また,等温滴定型熱量計σTC)

を用いてDD1およびDD2 と(GICN),との結合力を測定した結果, DD1は明らかにDD2 よりも強く

(GICN),と結合することがわかった.つぎに, DD1と DD2のりガンド結合部位を明らかにするため,

NMR 溶液構造角羣析を行った.それぞれにおいて,"N、edited NOESY, 13C、edited NOESY,

HCCH、10CSΥおよびCCH、TOCSY などのスペクトルを解析し, NOE情報および二面負情報を得

た後,CYANAによって溶液構造の計算を行った.その結果,DD1と DD2ともに,2枚のβ・シートか

らなるβ、サンドウィッチ構造を有し,その上下に突き出すようにフレキシブルないくつかのルー

プ構造をもつことがわかった.さらにN入皿滴定実験の結果より,βコア構造の上部のループ領域に

キトサンオリゴ糖が結合することが明らかになった. DD1と DD2の結合部位の比較を行ったとこ

ろ,DD1の36番目のグルタミン酸残基がDD2ではチロシン残基に置換されていることがわかった

そこで,DD1のGIU36 をTyrヘ(DDI・E36Y),DD2のTyr36 をGIUヘ(DD2・Y36E)と変異導入を行い,各

変異体について N入凪とΠC を用いた(GICN)'の結合実験の結果を行った.その結果, DD1 では

GIU36 のチロシンへの変異が親和性を大きく低下させ,また, DD2 のTyr36 のグルタミン酸ヘの変

異が親和性の増大をもたらした

以上、本論文は博士(農学)の学位論文として価値あるものと認める。なお、審査にあたっては、

論文に関する専攻内審査および博士論文公聴会など所定の手続きを経たうえ、平成27年2月7日、農

学研究科教授会において、論文の価値ならびに博士の判立を授与される学力が十分であると認めら

れた。
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