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1   はじめに 
枝作り酵素（BE; EC 2.4.1.18）は澱粉およびグリ

コーゲンを基質として，-1,4-結合から成るグルカ

ン直鎖を切断し，-1,6-結合で分子内または分子間

転移反応を触媒することで，新しい分岐鎖を生産す

る。BE はこれら多糖の分岐パターンを決める鍵酵

素 で あ る 。 澱 粉 生 産 性 シ ア ノ バ ク テ リ ア

Crocosphaera subtropica ATCC 51142 株は 3 種の BE ア

イソザイム（BE1, BE2, BE3）を持つ。これまでに

BE1の構造と機能が解明され，BEが転移する分岐鎖

の長さは活性部位クレフトの壁構造（図 1, 矢印）が

決めることが示されている [1]。BE1 と BE2 の生成

物特異性は共通しており [2]，両者には壁構造に対

応するアミノ酸残基が保存されていた。それに対し

て BE3 は，壁構造に対応するアミノ酸残基を持たず，

生成物特異性は BE1/BE2 とは異なるが [2]，これま

でに構造は解明されていなかった。そこで本研究で

は，BE3 の構造を明らかにすることを目的とした。

2   実験 
51142 株由来 BE3 の大腸菌内での大量発現系を構

築し，アフィニティーおよびゲルろ過クロマトグラ

フィーで精製した。得られた精製酵素を結晶化し，

51142 株由来 BE1 の結晶構造（PDB ID: 5GQU）[1]
を用いた分子置換法で構造を決定した。

3   結果および考察 
野生型 BE3 のリガンドフリー状態での結晶構造を

分解能 2.50 Å で解明した。BE3 の立体構造は，

CBM48（図 1, シアン），ドメイン A（触媒ドメイ

ン; 図 1, 緑），およびドメイン C（図 1, 赤）から構

成されていた。BE3 には，壁構造は保存されていな

かった（図 1, 黒丸部分）。BE3 がマルトオリゴ糖と

複合体を形成した状態の構造は得られなかったため，

BE1 の構造（PDB ID: 5GQV）に結合したマルトヘキ

サオース（G6）を BE3の構造に重ね合わせたモデル

を作成した（図 1B）。G6（転移鎖）は BE3 の活性

部位クレフトの溝に結合しており，非還元末端側の

グルコース残基（図 1B, 6）の 4 位の水酸基はフリー

であった。このことから BE3 は，長い分岐鎖を生産

できると考えられ，これまでに明らかにされている

生成物特異性と一致していた。 

図１：BE3 の全体構造（PDB ID: 7XSY） 
結合した G6 は黒で表示した。赤矢印は活性部位を

示す。 
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