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1   はじめに 
セロビオヒドロラーゼ II（CBHII）はセルロース
をα-セロビオース単位に加水分解する立体反転型
酵素であり、糖質加水分解酵素ファミリー6 に分類

されている。本ファミリーでは、求核水分子を直接

活性化する触媒残基が存在せず、水分子のネットワ

ークを介して離れた位置にあるアスパラギン酸がプ

ロトンを受け取る反応機構が提案されている[1]。し
かしながら、通常のＸ線結晶構造解析では水素原子

を観測できないため、触媒残基のプロトン化状態や

水素結合の向き等、反応機構の検討に必要な情報が

得られていない。本研究では、高分解能Ｘ線結晶構

造解析および中性子結晶構造解析から、水素原子を

含めた詳細な立体構造情報を取得し、CBHII の加

水分解反応時の水素結合様式を明らかにすることを

試みた。 

2   実験 
担子菌 Phanerochaete chrysosporium 由来の CBHII 

(PcCel6A)の触媒ドメインの結晶を作製し、PF のビ 
ームライン BL-5A、BL-17A、AR-NE3A、AR-NW12A 
にてアポ体および基質複合体のＸ線回折測定を行っ
た。高分解能Ｘ線構造解析のため、Ｘ線照射量と結
晶の損傷について検討した。Ｘ線・中性子回折デー
タの共解析のため、重水化した PcCel6A 結晶の常
温でのＸ線回折測定を行った。 

3   結果および考察 
	
 PcCel6A 触媒ドメインの構造決定に成功し、アポ

体と基質複合体の構造から、触媒中心を覆う２つの

ループの構造変化が基質の結合によって起こること

を明らかにした（成果 1）。また、高分解能Ｘ線構
造解析の結果より、一部のアミノ酸の水素原子を可

視化し、触媒残基のプロトン化状態を決定した。中

性子構造解析の結果より、触媒中心のアミノ酸残基

及び基質、水分子の水素結合様式を決定した。 

4   まとめ 
高分解能Ｘ線結晶構造及び中性子結晶構造解析の

結果から、PcCel6A の反応機構に関する詳細な知見

が得られた。今後、この知見をもとに生化学実験を

行い、反応機構について検討を行う。 
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