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    7  ．
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構造と機能に関する研究

学位論文内容の要旨

  oc-glucosidase (a-D-glucoside glucohydrolase，EC 3.2.1.20)は、a-glucoside結合を持つ基質の非

還元末端から加水分 解によってa-D-glucoseを遊 離させるエキソ型の酵素で ある。微生物から動

物、植物に至るまで 広く分布し、その基質特異 性は起源により多様で、合成配糖体もしくはマル

トオリゴ糖のような 低分子の基質のみに作用す るものから、澱粉やグリコーゲンのような高分子

に作用するものまで存在する。

  a-glucosidaseのアミノ酸配列を比較すると、aーglucosidase familyl、family IIに分類すること

ができ、それぞれの ファミリー内で共通のアミ ノ酸配列を有している。familyIに属する酵素に

はa-amylase familyの特徴が認められる。a-amylase familyとは一次構造上に活性中心を形成する

相同性の高い4つの 領域をもち、また触媒ドメイ ンが（D／a）8バレル構造をとるといった構造の

類似性に併せて、触 媒機構にも共通性をもつ糖質加水分解および関連酵素群である。一方、family

IIに属する酵素はa-amylase familyの特徴を有 せず、機能と構造に関する知見はほとんどない。

触媒残基は一般酸塩 基触媒反応における求核残 基が自殺基質で明らかにされているのみであり、

立体構造も決定されていない。

  本研究ではまずSchizosaccharomyces pombe a,-glucosidase cDNAクローニングによルアミノ酸

配列 を 推定 し、 本酵 素が family IIに属するこ とを調べた。次にSpombe a-glucosidase cDNAを

Saccharomyces cerevisiae、Pichia pastrisで発現させ、部位特異的変異の手法を用しゝて、触媒活性

に必須なアミノ酸残 基を推定した。またそれら の近傍に保存されているTrp残基を置換した変異

酵素を作製しその役割を考察した。

  1）S pombe a-glucosidase cDNAおよびゲノム遺伝子の単離と構造

  S pombe a-glucosidase cDNAをそのライブラルーから スクルーニングした。プ口ーブにはアミ

ノ酸 配列 から 合成 し たオ リゴ ヌク レ オチ ドプ ライ マー で のRT-PCR産物 を用いた。cDNAは全長

4，176 bpからなり、5’-UTR，1，037 bp、2，910 bp，970コドンのORF、157 bp，3’-UTR、72 bp，poly(A)

を含んでいた。ORFから推定されるアミノ酸配列はa-glucosidase family II酵素と相同性のあるも

のであった。またa-glucosidaseの他にoc-xylosidase、aー1，4-glucan lyaseとも相同性を示し、glucoside

hydrolase family 31に属することが明らかになった。

  S pombe a-glucosidase遺 伝 子を 含む ゲノ ム DNA断 片を PCRによ り 単離 した 。遺 伝子 に はイ

ント口ンが含まれなかった。3’下流にはABC superfamily transporter類似夕ンパク質がコードされ



ていた。5’上流にはS cerevisiaeやAspergillus属などでカタポライトルプレッションタンバク質

が結合する配列GC-box様配列(CCGGGG)が見出された。Spombe a.-glucosidase遺伝子の発現

量は培地中のglucoseの濃度により転写レベルで制御されていた。glucose高濃度で発現は抑制さ

れたが、おそらくその制御はcAMP非依存性であることを考察した。

  2） S pombe a-glucosidase cDNAの Scerevisiaeお よ び Ppasrisで の 発現

  S cerevisiae発現系では培養液lmlあたり無細胞抽出液から0.6Uの組み換え酵素が得られた。

S cerevisiae組み換え酵素を無細胞抽出液から精製した。性質はS pombeから精製された酵素

(Native酵素）とほぼ同じ性質を示した。戸pasris発現系では培養液1mlあたり培養上清から

1.0U、無細胞抽出液から2.5Uの酵素が得られた。Ppasris組み換え酵素を培養上清から精製し

た。性質はNative酵素とほぽ同じ性質を示したが、分子量はNative酵素210 kDaに対して戸pas′む

組み換え酵素は173 kDaであった。これは戸pastrisがSpombe、Scerevisiaeよりも過度の糖鎖

付加を行わないことが原因であると考えられた。

3）S pombe a-glucosdlaSe活性中心の推定

  酵素反応に対するpHの影響からSpombe a-glucosidaseの活性解離基は2つのカルボキシル

基であると推定した。そこでa-glucosidase family IIに属する17種の酵素で完全に保存されたカ

ルボキシル基に部位特異的変異を導入し、S cerevisiaeで発現させたところAsp-481、Glu-484、

Asp-647が活性に必須であることが明らかとなった。

  Asp-481は触媒反応における求核残基であると予想できた。S pombe a-glucosidaseが自殺基質

conduritolBepoxide (CBE)と1対1で結合することで失活し、Asp-48lが他起源a-glucosidaseで

CBEにより修飾されるAsp残基と相同であること、またAsp-481変異酵素(Asp→ Asn，Ala，or Glu)

が活性を失うことから推測した。

  Glu-484はGln、Alaへの変異ではmaltase活性を失うのに対し、Gluへの変異では野生型の10％

のmaltase活性を示した。Aspー481近傍でのカルポキシル基の提供が加水分解反応に必須である

ことが明らかとなった。Glu-484のAlaへの変異酵素はmaltoseを加水分解することはできない

が、D-glucalを水和できた。従ってこの残基は触媒残基ではないと結論した。D-glucalが通常の

基質より遷移状態に近い構造をもつことからGlu-484は基質に歪みを与える役割を果たしてい

ると推定した。

  Asp-647変異酵素(Asp→ Asn，Ala，or Glu)はいずれの変異でも触媒活性を失った。よって

Asp-647が触媒活性の酸塩基触媒残基の最有力候補であることをはじめて明らかにした。またこ

れら3残基近傍はa-glucosdiase family IIにおいて非常に保存された領域であり、a-glucosidase

familyllにお ける 触媒 残基 を含 む保 存領 域RegionA、RegionBとして提案した。

  4） S pombe a-glucosidase活 性 中 心 近 傍 の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 残 基 の 役 割

  活性中心近傍に保存されたTrp残基、Trp-479、Trp-644. Trp-652のそれぞれのAla変異酵素

を作製し、それらの各種基質に対する速度バラメーターを求めた。すべての変異酵素で島値が

大幅に減少した。よってこれらの残基が触媒活性には必須ではないが重要であることがわかった。

Trp変異酵素のh値の変化から、Trp-479はサブサイト2、Trp-644がサブサイト3に貢献してい

ると推測した。またTrp-652はAla変異酵素のpH活性曲線がアルカル側にシフトしたことから、

他のTrp-479、Trp-644より活性中心に近い位置で触媒活性に貢献していることを考察した。
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N-bromosuccinimideによる化学修飾の結果、この3つのTrp残基以外にも活性発現に関与するTrp

残基が存在することが明らかとなった。それは活性中心以外の部位で高次構造維持に貢献してい

ると考えられた。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

    7  量   ．
Scカ zzosaccカ ロ ダ 〇 ガ 2ツ C¢ Sウ 〇 ケ 九 み ¢ a－ G1uCOSldaSeの

構造と機能に関する研究

  本論文は、和文171頁、図66、表20、6章からなり、他に参考論文2篇が付されている。

  Q―glucosidase (EC3，2，1，20)は、微生物、植物、動物に至るまで生物界に広く分布

しており、その基質特異性や一次構造からfamilyIおよびnのニつのグループに分けられ

る。本酵素は、d－グルコシド結合をもつ基質の非還元末端から加水分解によってぱー

glucoseを 遊 離 さ せ る が 、 そ の 基 質 特 異 性 は 起 源 に よ り き わ め て 多 様 で あ る 。

S（m恢）Sac曲ar〇my℃esp〇mbeQ－glucosidaseは、その基質特異性からはfamilynに属

す る 酵 素 と み な さ れ る が 、 構 造 と 機 能 に 関 す る 知 見 は き わ め て 乏 し い 。

  本研究は、S．p〔）mbea―glucosidaseのcDNAクローニングによりその一次構造の解

析、異種宿主細胞における発現、部位特異的変異による触媒活性に必須のアミノ酸残基の

推 定 を 意 図 し て な さ れ た も の で あ り 、 研 究 の 結 果は 以 下の よ うに 要 約さ れ る。

  1）精製酵素の部分アミノ酸配列に基づしゝて合成したオリゴヌクレオチドプライマーを

用いて、S． pombed―glucosidase cDNAをそのライブラルーからスクリーニングした。

そのcDNAは、全長4，176bpからなり、ORFは2910bp、970’コドンを含んでいた。ORFか

ら推定された全アミノ酸969の配列は、family II酵素群と相同性が高く、一次構造の面か

らも本酵素はfamily IIに属することが確認された。

  S． Dombea－glucosidase cDNA遺伝子を含 むゲノムDNA断片をPCR法により 単離、

解 析した結 果、その遺 伝子にはイ ント口ンが 含まれてい ないことを 明らかにし た。

  2）S．  pombe cDNAのSaccharomycesCere価 ぬeおよ び鬥曲jap丑S舩 での発現を 試

みた。S．cereWsぬe発現系では、培養液1mlに含まれる細胞の抽出液からO．6単位の組換

え酵素が得られ、精製した組換え酵素はS．p〇mbeから精製された酵素（オリジナル酵
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素）とほとんど同じ性質を示した。P． pastr艪発現系では、培養液1mlあたりの上清液か

ら1．O単位、細胞の抽出液から2．5単位の組換え酵素が得られた。精製した組換え酵素もま

たオリジナル酵素とほとんど同じ性質を示したが、オリジナル酵素の分子量が210kDaで

あるのに対してP．pas艢組換え酵素では17310aであり、両者の分子量に違いが認めら

れ、Plpas馴s発現系では糖鎖の付加が少ないと考えられた。

  3）S．p〔）mbeぱ―glucosidaSeの加水分解反応に対するpHの影響について反応動力学的

解析による活性解離基の検討を行い、触媒活性に必須な解離基をニつのカルボキシル基

（一っは解離型）であると推定した。続いて、a―函uc08idaseぬmi炒nに属する17種の

酵素で完全に保存されたカルボキシル基をもつアミノ酸残基（AspまたはGlu残基）に部

位特異的変異を導入し、S．cerevjsjaeにより発現させた酵素の活性の検討結果から、

Asp481、Glu484およびAsp647が触媒活性発現に必須であることを明らかにした。S．

pomわeal二lglucosidaseが自殺基質corぬudt01Bep匸蔚de（CBE）と1：1モル比で結合し

て失活すること、Asp481が他起源のぱーglucosidaseにおいてもCBEにより修飾される

Asp残基に相当すること、Asp481Asn、Asp481魁a、Asp481Glu変異酵素が失活するこ

とから、A3p481は触媒反応に必須な解離型カルボキシル基であると推定した。

  Glu484の役割に関しては、Glu484Gln、Glu484A1a変異酵素は失活したが、

G1u48出瓠p変異酵素ではオルジナル酵素のlO％の活性を示した。しかしGlu48響岫変異

酵素は、通常の基質とは異なった遷移状態に近い構造をもD―glucmに対する水和反応を触

媒することからGlu484は触媒反応の際に基質に歪みを与えることにより反応を促進させ

るのに必須であると推定した。

  Aミp64私sn、Asp647Gm、Ajp647Alaはいずれも触媒活性を失った。a―glucoSidaSe

familyHに属する17種のa―gluCosidaSeの一次構造において、Asp647に相当するAsp残

基は高度に保存されたアミノ酸残基であり、この酵素についての結果から、従来不明で

あったfamilyHに属する酵素群の触媒反応に必須のプロトン供与体としてのカルポキル基

をもつアミノ酸残基をはじめて明らかにした。

  4）活性中心近傍に保存されたnp残基の役割を検討した。11や479、np644、′np652

の水解に関する反応動力学的解析を行った。その結果に基づいて、Trp479およびn‐p644

はそれぞれ活性部位のサブサイト2およびサプサイト3において基質の結合に関与し、

1Yp652は他のニつの′r．p残基よりも触媒部位により近い位置で触媒活性に関与していると

推定した。

  以上のように本研究は、S． pombeQ一glucosidaseのcDNAク口ーこングによる一次構

造の推定、ゲノム遺伝子の構造解析、従来不明であった触媒活性に直接関与している，プロ

トン供与体としてのアミノ酸残基の推定を行ったものであり、a―glucosidaseの触媒反応



機 構 を 考 え る う え で 学 術 的 に 貴 重 な 基 礎 的 知 見 を 提 供 し て い る 。

  よって審査員一同は、奥山正幸が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するも

のと認めた。


