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 はじめに 
枯草菌が生産する抗生物質バチライシンは、L-

Ala と非蛋白質性の L アミノ酸であるアンチカプシ

ンが連結して出来たジペプチドである。バチライシ

ンは、ywf 遺伝子クラスター上に存在する 7 つの蛋

白質が順次反応することで生合成されると考えられ

ている。本課題では、バチライシン合成酵素群のＸ

線結晶構造を決定し、それら反応機構の解明を目指

し

YwfE の

造解析から得られた知見を報告する。 
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ている。 
その中の一つである YwfE は、L アミノ酸同士を

ATP 依存的に連結するＬアミノ酸リガーゼである。

バチライシンに加えて、YwfE は L-Ala-L-Phe などの

蛋白質性のジペプチドも生産でき、酵素を用いた有

用ペプチド生産の道具としての利用が期待されてい

る。今回は、PF の放射光を利用して行った

構

 実験 
YwfE は GST 融合体として大腸菌で発現し、

affinity chromatography、GST 除去後にゲルろ過を行
い精製された。結晶化スクリーニングはハンギング
ドロップ蒸気拡散法にて行った。初期条件の検討は
QIAGEN 社のキットを用いた 386 条件で行い、それ
を基にして条件の最適化を進めた。得られた結晶を
抗凍結処理し、PF にて回折データを収集した。位相
決定は Se-Met 置換体結晶を用いた SAD 法で行った。 
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 結果および考察 
我々は YwfE が ADP-Mg-Pi そして ADP-Mg-Ala を

結合した状態の結晶構造を、それぞれ 1.9Åそして
2.0Å分解能で決定した[1] 。YwfE は大きく３つのド
メインから構成され、ADP と Mg2+はドメイン間に
存在する保存されたアミノ酸によって認識されてい
た。ADP のβ燐酸基の向こう側で Pi または L-Ala
が異なる場所に存在し、保存された Glu311 や
Arg328 を含むアミノ酸によって認識されていた。こ
れら２つの構造を重ね合わせてみると、Pi そして L-
Ala のそれぞれ一つの酸素原子がほとんど同じ位置
に存在した(図1)。これは、基質L-Ala がリン酸化さ
れた反応中間体を模しているように見える。Ala や
Pi 酸素原子による負電荷を打ち消すために、His309

基の Ala 変異体は、Ｌアミノ酸に依存した ATPase
活性が消失した。つまり、保存された His309 と
Arg328 は反応中間体を安定化させるオキソアニオン

と Arg328 は存在しているように見える。それら残

ールとして重要な働きをすると考えられる。 
 

図 1:YwfE の L-Ala（黄色）そして Pi（シアン）

一致するが、
結合した Ala と Pi の位置が異なる。 
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ホ

結合状態を重ね合わせたモデル。両者のモデルは
ADP と２つの Mg イオンを含めてよく

 まとめ 
我々はバチライシン合成に関わる酵素のうち、L-

アミノ酸リガーゼ YwfE の２つの状態の結晶構造を
決定した。それらを基にして変異体を作成し機能解
析を行った結果、保存された His309 と Arg328 の触
媒反応における役割を推測できた。 
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