
タンパク質結晶構造解析

担子菌由来β-1,3-グルカナーゼの結晶構造解析

◯石田卓也1、伏信進矢2、川合理恵1、北岡本光3、五十嵐圭日子1、鮫島正浩1

（1東大・院農・生材科、2東大・院農・応生科、3農研機構・食総研）

糸状菌は、細胞壁の主成分としてβ-1,3/1,6-グルカンを生産することが知られている。こ
のβ-1,3/1,6-グルカンの構造は、グルコースがβ-1,3結合した主鎖とβ-1,6結合による側鎖
から成り、菌糸の形態維持や菌体外に分泌される酵素の局在性に関与することから、糸状菌
はその合成と分解を制御することで、菌体外に存在する栄養源の代謝をコントロールしてい
ると考えられている。Lam55Aは担子菌Phanerochaete　chrysosporiumをβ-1,3/1,6グルカン
の一種であるラミナリンを炭素源として培養した際、主要に生産されるβ-1,3-グルカナーゼ
であり、糖質加水分解酵素（GH）ファミリー55に分類されている。本酵素は直鎖状の
β-1,3-グルカンを基質としたとき、非還元末端側のグルコース残基をアノマー反転型機構に
よって切りだすことが知られている。一方、ラミナリンを基質とした場合は、主生成物とし
てグルコースとゲンチオビオース(２つのグルコース残基がβ-1,6結合した二糖)を与えること
から、本酵素がβ-1,6結合による分岐の有無に関係なくラミナリン中の全てのβ-1,3結合を
加水分解すると考えられる。本研究では、Lam55AのX線結晶構造解析を行い、その特徴的
な加水分解特性と構造との相関を明らかにすることを目的とした。
メタノール資化性酵母Pichia pastorisを用いた発現系によって、Lam55Aの野生型組換え酵

素およびそのセレノメチオニン置換体を生産し、精製した。得られた酵素をグルコノラクト
ン存在化、非存在下で結晶化し、高エネルギー加速器研究機構（ BL-5A 、NW-12A）にて
回折実験を行った。Se-MAD法による位相決定、構造精密化の後、最終的に分解能1.7 Å
（リガンドフリー）、2.3 Å（グルコノラクトン複合体）の構造を得た。
GHファミリー55に属する酵素は、アミノ酸配列の解析によって、2つのβ-へリックスド
メインからなると考えられていた。本研究で明らかとなったLam55Aの構造において、2つ
のβ-へリックスドメイン (N-およびC-ドメイン)は長いリンカー領域でつながれており、さら
にN-およびC-ドメインのN末端同士、C末端同士がそれぞれ相互作用することで全体として
あばら骨のような構造を示すことが明らかとなった。リガンドとして用いたグルコノラクト
ンは、N-ドメインとC-ドメインの中央に存在しており、両ドメインのアミノ酸残基が結合に
関与していたことから、Lam55Aの加水分解反応には2つのβ-へリックスドメインが必須で
あると考えられた。さらに、グルコノラクトンのC6位付近にはグルコース残基が結合できる
ポケットが存在していた。このような構造によってLam55Aは、β-1,3/1,6-グルカン中の
β-1,6結合を含む部位を活性中心に結合して加水分解し、ゲンチオビオースを生産している
と考えられた。
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