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1   はじめに 
ホスホリラーゼ（Pho; EC 2.4.1.1）は一次構造の類
似性から Glycosyl Transferase（GT）ファミリー35
（GT35）に属し，-1,4-結合から成るグルカン鎖の
加リン酸分解反応を触媒することで，澱粉およびグ

リコーゲンの分解に関わっている。ほぼ全てのシア

ノバクテリアは光合成産物としてグリコーゲンを蓄

積するが，珍しいことに澱粉を生産する種もわずか

に存在する [1]。澱粉生産性シアノバクテリア
Crocosphaera subtropica ATCC 51142株は 3種の GT35
型 Phoアイソザイム（cce_1603, cce_1629, cce_5186）
を持つが，これまでにシアノバクテリア由来 GT35
型 Pho の構造と機能は解明されていなかった。そこ
で本研究では，澱粉代謝における cce_1603，
cce_1629，および cce_5186の役割に関する知見を得
るため，これらアイソザイム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cce_1603，cce_1629，およびcce_5186
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たところ，マルトヘプ

タオース（G7）存在下で cce_1603についてのみ構造
解析に適した結晶が得られた。大腸菌由来 GT35 型
Phoの結晶構造（PDB ID: 2AW3）[2] を用いた分子置
換法によって，cce_1603の構造を決定した。

3   結果および考察 
野生型 cce_1603がマルトヘプタオース（G7）と結
合した状態での結晶構造を分解能 3.90 Å で解明した。
cce_1603は，サブユニット A（図 1, シアン）および
サブユニット B（図 1, 緑）から成るホモダイマー構
造をとっていた。両サブユニットの中央部分には
GT35 型 Pho に保存されたリジン残基（K671）が存
在し，K671 のアミノ基は補酵素（ビタミン B6の誘
導体であるピリドキサール-5ʹ-リン酸（PLP））の 4ʹ
位のアルデヒド基と共有結合（シッフ塩基）を形成
していた（図 1, 黒矢印）。サブユニットAの PLP 付
近から図 1 中の下部にかけて，共結晶化の際に添加
した G7が結合していた（図 1, 赤矢印）。これは，
大腸菌由来 GT35Pho [3] およびコムギ由来 GT35Pho
[4] の研究で報告されている基質結合部位（サブサ

イト）と一致していた。以上のことから cce_1603 の
全体構造の特徴は，これまでに立体構造が明らかに
されている GT35 型 Pho のものと共通していること
が示された。

4  まとめ 
本研究で明らかにした cce_1603の構造は極めて低
い分解能（3.90 Å）であったため，基質結合様式と
反応の仕組みの詳細は明らかにできなかった。今後
は，高分解能での構造解析を目指していきたい。 

図１：cce_1603の全体構造 
結合した G7 は橙色で示す（赤矢印）。PLP はマゼ
ンタで示す（黒矢印）。
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