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論文の内容の要旨

　本研究は，これまでに詳細に基質特異性が解明されている放線菌由来キシラナーゼの遺伝子を単離し，その構

造を解明すると同時に，遺伝子工学的手法を駆使して本酵素の反応機構を解明，及び今まで存在が未知であった

基質結合ドメインの諾性質を解明し，最終的には本酵素の構造機能相関を明らかにすることを目的として行った。

また，今まで研究対象となっていたものとは異なるファミリーのキシラナーゼを同一の放線菌から単離すること

に成功し，その遺伝子のクローニングと，配列の決定も行った。

　まず第1章では，FXYNとGXYNの構造機能相関の解明を最終目的として，FX洲のクローニングとGXYNの

精製，その性質と基質特異性の解明，及びクローニングを試みた。精製したGXYNの分子量は約23，OOO，至適pH

は6．Oであった。次に切〃及びg〃〃のクローニングを行った結果，加〃遺伝子とg榊遺伝子はそれぞれ1431bpと

696bpからなり，477個と232個のアミノ酸をコードしていた。また，FXYNはファミリーFに属する触媒ドメイ

ンとファミリーユ3に属する基質結合ドメインから構成され，GX洲はファミリーGに属する単一の触媒ドメイン

から構成されていた。さらに，g〃〃遺伝子のすぐ下流には681bpの○冊が存在し，アセチルキシランエステラー

ゼ遺伝子（axe）であることが明らかになった。このようなクラスター遺伝子の形成は，S伽肋郷由来のx1nB遺

伝子と伽θ遺伝子問にも見られ，興味深いことに，S　o肋αcθoo〃挑由来のGXYNと皿Eの両酵素は基質結合ドメ

インを持たないのに対し，s伽肋〃∫由来のものは両酵素とも相同性の高い基質結合ドメインを有していた。

　第2章では，FXYNの触媒機構の解明を最終目的として，部位特異的変異法により，活性中心である2つのG1u

（E128，E236）をそれぞれ副sに置換した変異型酵素（E128H，E236H）を作製し，その反応速度論的解析を行った。

CDスペクトルの測定結果から，アミノ酸の置換がタンパク質のフォールディングに影響を与えていないことを確

認後，pN｝X。を基質として，野生型及び変異型酵素の反応速度論的解析を行ったところ両変異型酵素とも冶cat値

は2，OOO分の1以下に減少していたが，変異型酵素E128HのK例値は1，OOO分の！に減少しており，E128Hは野生

型酵素より基質との結合能が上昇していることが明らかになった。

　第3章では，FXYNの触媒ドメインの構造機能相関をさらに解明するために，同じファミリーに属するが特異

性が異なる，C8肋o舳〃α5ヵ〃由来CexとFXYNの分子の一部分をモジュール・シャッフリング法を用いて入れ替

えた変異型酵素を作製し，反応速度論的解析を行い，その影響を調べた。今回は酸塩基触媒（E128）を有し，ま

一601一



た基質結合に関与するアミノ酸残基も含むモジュール10に着目してシャッフルを行った。その結果，モジュール

10領域は，FXYNの基質特異性に大きく影響を与えていることが明らかになった。

　第4章では，FXYNのC末端側に位置している機能ドメイン，基質結合ドメイン（XBD）の酵素反応における役

割と，その糖結合特性について検討し，XBDは不溶性キシランに選択的に結合し，キシラン付近の酵素濃度を高

くし，分解能を向上させる役目があることを明らかにした。また，XBDは3糖単位でキシランを認識し，さらに

XBDの結合ポケットはキシロビオースとラクトースでは異なる結合様式で結合することが示唆された。

　本研究における構造解析で新たに発見されたX馳は，リシンB鎖を代表するレクチン群．と非常によく類似した

構造をしており，糖との結合に必須であるアミノ酸もよく保存されているが，その結合特性は全く異なっていた。

この差異を解明することは今後の課題であると同時に，それが解明された後にX馳の糖結合ポケットを自由自在

にデザインし，ある細胞の表層に存在する糖鎖へ特異的に結合するレクチンの創出を実現させることで，ドラッ

グデリバリーなどの応用分野への利用拡大が期待される。

審査の結果の要旨

　放線菌E－86のfami1yFキシラナーゼの酵素化学的性質や特異性は他の酵素と比較しても非常によく研究されて

いるが，酵素の構造と特異性については不明な点が多い。また，基質結合ドメインの有無と機能も不明であった。

このような現状から申請者は同菌のキシラナーゼの立体構造や反応機構の解明，基質ドメインの性質を解明し，酵

素の立体構造と機能の相関を明らかにする研究を行っている。酵素の結晶解析や遺伝子工学的手法を駆使して研

究を行った結果，E－86株はのfami1yFとGの2種類の酵素を生産し，前者は触媒ドメインと基質結合ドメインか

らなるが，後者は触媒ドメインのみから成っていることを明らかにした。

　fami1yFの触媒機構を解明する目的で，G1u（趾28，E236）をHis（E128H，E236H）に置換した結果，E128Hは野

生型酵素よりも基質結合能が上昇した。一方，基質結合ドメインは不溶性キシランに選択的に結合し，キシラン

付近の酵素濃度を高くし，分解能を高めた。このドメインは三糖単位でキシランを認識した。本酵素の一次およ

び三次構造を解明した一連の研究成果は酵素化学の発展に大きく寄与し，高く評価できる。これ迄に糖質関連酵

素の特異性の解明は構造既知の糖質に酵素を作用させて解析する以外に方法はなかったが，申請者の研究成果か

ら特異性の類推が可能になると思われる。この研究の更なる発展と酵素の実用化に期待する。

　よって，著者は博士（学術）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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