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研究成果の概要（和文）：ナイロン分解酵素NylCはAsn266-Thr267間で分断され、活性型酵素へ変換される。自己分断
部位への変異導入で、前駆体として得られる変異体を構築した。その立体構造解析から自己分断の分子機構モデルを提
案した。また、同酵素はテトラマー構造をとるが、耐熱性に影響を与える変異の大半が、各モノマー分子の接触界面に
位置する。特に１２２位の置換は耐熱性に大きく影響するため、同部位に着目した変異体を構築した。構造解析の結果
、熱安定性の高い変異体では、隣接モノマーとの距離が近接しており、より強い分子間相互作用が働いていることが分
かった。さらに、親型酵素から耐熱性が３６℃上昇した変異酵素の取得にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Nylon hydrolase is a member of the N-terminal nucleophile hydrolase superfamily th
at is responsible for the degradation of nylon-6. X-ray crystallographic analysis revealed that the enzyme
 constitute four identical heterodimers, which resulted from the autoprocessing of the precursor protein (
36 kDa). The catalytic residue of NylC was identified as the N-terminal Thr-267 of the 9-kDa subunit. Amin
o acid mutations at subunit interfaces of the tetramer were observed to drastically alter the thermostabil
ity of the protein. In particular, four mutations (D122G/H130Y/D36A/E263Q) of wild-type NylC enhanced the 
protein thermostability by 36 oC.
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１．研究開始当初の背景 
ナイロンは、強靱で、耐熱性、耐薬品性に
優れている。そのため、繊維・プラスチック
として広く利用されており、合成ポリアミド
全体の約９０％を占めるが、生物分解を殆ど
受けない素材である。強靱性と柔軟性とを併
せ持ったナイロン固有の特性は、各ポリマー
分子鎖が規則正しく並び水素結合により安定
化した結晶性領域と、不規則な非晶領域とが、
適切に混在しているためである。我々は、こ
れまで、ナイロン工場排水などを分離源とし
て、6アミノカプロン酸（Ahx）オリゴマーを
加水分解する約 10 種類の微生物を取得した。
何れも、同基質を唯一の炭素源・窒素源とし
た培地で増殖する。代表的な分解性微生物に
ついて生化学的検討を行った結果、分解様式
の異なる３種の酵素、NylA（環状２量体分解
酵素）、NylB（エキソ型オリゴマー分解酵素）、
NylC（エンド型オリゴマー分解酵素）を見い
だした。特に、NylC はポリマー鎖内部のアミ
ド結合を加水分解することから、ポリアミド
酵素変換への産業応用が期待できる。そこで、
本課題では、立体構造を基盤とした同酵素の
耐熱化機構についての基盤研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 Ahx オリゴマーをエンド型様式で分解する
酵素 NylC は、これまで、Arthrobacter (pOAD2
保持株)、Agromyces, Kocuria 属細菌に見出
されている（各々、NylCp2, NylCA, NylCKと命
名）。これら 3 種の NylC は、アミノ酸残基が
5～15 カ所で異なり、熱安定性も 8～15oC 異な
る。3 酵素のアミノ酸配列の違いを基に、
NylCp2(Tm = 52℃)に、NylCAおよび NylCK型の
アミノ酸置換を行い熱安定性の変化を確認し
た結果、4 アミノ酸置換（D36A/D122G/ 
H130Y/E263Q）によって、耐熱性が 36℃上昇
した変異体（NylC-GYAQ）の取得に成功した 
(Tm = 88℃)。本研究では、NylC 酵素の耐熱化、
および自己分断機構について解析する。さら
に、得られた知見を基盤として、合成ポリア
ミドの酵素変換への応用の可能性について検
討した。 
 
３．研究の方法 
（１）酵素の耐熱化機構 
NylC の熱安定性は、サブユニット界面に位
置するアミノ酸置換により47℃の範囲で変化
する。NylC のモノマーA とモノマーB の 122
位は、いずれも隣接サブユニット界面に位置
するが、耐熱性に大きく影響することから、
この部位に着目した種々の変異体を調製後、
変異体の熱安定性を CD 測定から検討する。ま
た、同酵素を結晶化し、結晶構造解析を実施
する。溶液状態でのサブユニット間相互作用
は、超遠心分析から明らかにする。 
（２）自己分断機構 
NylC は不活性な前駆体として、発現し、そ

の後、Asn266-Thr267 間で切断されることで
活性化酵素を生じるという特徴を有する（図
１）。Asn266/Thr267 を Ala266/Ala267 へ置換
した酵素では、自己プロセンシング能を欠失
する。そこで、前駆体を精製し、Ｘ線結晶構
造解析を行う。さらに、前駆体構造と成熟型
酵素の原子座標データを初期値として用いて、
分子動力学的手法でポリペプチド鎖安定化の
シミュレーションを行う。また、自己分断部
位に変異を有するその他の変異酵素につても、
同様に結晶化し、自己分断による構造変化を
明らかにし、自己分断機構を解明する。 

 
図１．NylC 前駆体の自己分断による活性化  
 
４．研究成果 
（１）NylC の特徴と立体構造 
立体構造解析から、NylC はα鎖とβ鎖がヘ
テロ 2量体を形成し、4本のヘリックスが 2
枚のシートを挟んだサンドイッチフ
ォールドをとることが明らかとなった。この
構造は、D-アミノペプチダーゼ(PDB ID: 1B65)、
-ペプチジルアミノペプチダーゼ(PDB ID: 
3N5I)などの他の N-tn ファミリー酵素のフォ
ールドと類似している。さらに、ネイティブ
酵素では、４分子のヘテロ２量体が会合して
ドーナツ型分子構造を形成する（図２）。 

 
図２．NylC の４次構造 

 
（２）自己分断の分子機構 
活性型 NylC と前駆体の立体構造、およびフ
ァミリー酵素の知見から、NylC の自己分断機
構を以下の通り推定した（図３）。 
ⅰ）前駆体の Thr267-OH が、Asn266/Thr267
間のカルボニル炭素を求核攻撃し、四面体中
間体を生成する。 
ⅱ）四面体中間体は、N-O アシルシフトに
より、エステル中間体に変換される。 
ⅲ）エステル中間体は、近接水分子により
加水分解される。分断で生じたβ鎖の N 末端



残基（Thr267）が、基質分解における触媒基
となる。 
ⅳ）α鎖の C末端領域は、構造変化により、
分断部位とは離れた位置に移動する。Pro260
と Asn266 の間のループ領域の電子密度は観
察されないが、Pro260 は Thr267 から 32.6Å
離れている。 

 
 
図３．NylC の自己分断機構モデル 
 
（３）耐熱化酵素の取得と安定化機構 
NylCAのアミノ酸配列は、NylCp2の配列と５
カ所で異なり、NylCK では、共通する５カ所
以外に、さらに 10 カ所で異なっている。NylCA
と NylCKの熱安定性は NylCp2よりも、各々、8
～15oC 高い。一方、触媒効率(kcat/Km)は、何
れも NylCp2よりも 13 倍高く、好アルカリ性細
菌由来の NylC は、耐熱性・活性ともに、NylCp2
よりも優れている。 
NylCp2に、NylCA型・NylCK型のアミノ酸置換
を行い、熱安定性の加算効果について検討し
た。NylCp2と NylCA間で異なっている 5アミノ
酸置換のうち、D122G, H130Y, V225M は熱安
定性に対してプラスに、G111S, L137A はマイ
ナスに作用することがわかる。また、NylCA
と NylCK間で異なっている 10 置換のうち、サ
ブユニット界面に位置する E263Q, D36A に着
目し、D122G/H130Y 二重変異酵素 (G122Y130)(Tm 
= 81℃)に導入したところ、Tm値が 88℃まで
上昇し、熱安定性が最も高い変異酵素
(G122Y130A36Q263)を得ることができた。さらに、
マイナスに作用する変異効果を含めると、５
アミノ酸置換で、47℃の温度範囲で熱安定性
が変化した（図４）。 
アミノ酸置換の立体構造上の位置から耐熱
化機構を推定すると次のようになる。 
１２２位： NylC テトラマーは、D2 対称を
とることから、A 鎖の 122 位近傍では、塩基
性アミノ酸の Lys159-NH3

+ (A 鎖) と酸性アミ
ノ酸の Glu115-COO- (D 鎖)とが近接している
ため(2.79 Å)、両残基は静電的に安定化して

いる。NylCAでは、122 位が Gly であるが、親
型 NylCp2では、Gly122 が Asp に置換されてい
るため、Asp122（A 鎖）と Glu115（D 鎖）と
の間で静電的反発を生じ、不安定化すること
が予想される。すなわち、親型 NylCp2 への
D122G 置換は、安定性を上昇させる。 
 

 
図４．アミノ酸置換による NylC の耐熱性の変化 
 
１３０位：  Tyr130-O (A 鎖)は、へリッ
クスH4末端のGlu126-O と水素結合を形成し、
ループを安定化する。一方、NylCp2では、Tyr130
が His に置換されているため 130 位での水素
結合が失われ、ループ領域が不安定化すると
推定できる。従って、親型 NylCp2への H130Y
置換は、NylCp2 の耐熱性を上昇させる。 
１３７位： 137 位は、H130Y 変異により安
定化するループの他端に存在する。G122Y130、 
S111G122Y130変異酵素への L137A 置換は、何れも、
耐熱性を 27℃低下させる。従って、Leu137 で
は、疎水的相互作用により同ループが安定化
しているが、側鎖の小さい Ala137 置換体では、
疎水的相互作用による安定化効果が低下する
と推定できる。 
１１１位：  NylCA では、親水性残基の
Ser111-O (A 鎖)が、隣接する D鎖の３個の疎
水性残基〔Tyr98, Ala137（NylCp2ではLeu137）, 
Leu139〕と同一サブユニットの Tyr112 (A 鎖)
に囲まれており、不安定化している。NylCp2、
G122Y130、G122Y130A137変異体では、111 位が Gly
であるため、Ser111 に比べて A/D 界面におけ
る安定性が高い。従って、G111S 置換は、親
型酵素の安定性を低下させる。 
３６位： Asp36 (D 鎖)は、隣接サブユニ
ット（A鎖）の Glu126 に近接している(4.40 
Å)。一方、３種の野生型 NylC の中で、耐熱性



が最も高い NylCK では、Asp36（NylCp2、NylCA）
が Ala に置換されている。すなわち、D36A 変
異は、Asp36（D鎖）と Glu126（A 鎖）との静
電的反発を低減化させると推定できる。実際、
G122Y130、G122Y130Q263変異体への D36A 置換 は、
耐熱性を上昇させる。 
２２５位： Met225 （A 鎖）は、隣接サブ
ユニットとの直接の接触はないが、 Met225
に近接する Gln299（A 鎖）は、Arg296-N2(B
鎖) と接触する(3.01 Å)。さらに、Gln299 は
His245-N2 (2.81 Å)と近接している。従って、 
225 位におけるアミノ酸置換は、間接的に、
A/B 界面の相互作用に影響を与えると推定で
きる。実際、G122Y130、S111G122Y130A137変異体への
V225M変異は、両酵素の耐熱性を上昇させる。  
以上の結果から、A/B 界面、A/D 界面におけ
るサブユニット間相互作用は、タンパク質の
構造安定性と密接に関連していると結論した。 
 
（４）サブユニット会合と安定性との関連性 
本酵素のオリゴマー状態を調べるため、親
型・変異酵素の分子量について、超遠心分析
（沈降平衡法）により検討した。その結果、
平均分子量は、NylCp2  (Tm= 52℃) では、ダ
イマーとテトラマーの中間値（90,000）であ
るが、A137変異酵素(Tm=41℃)では、モノマー
とダイマーの中間値（ 60,000 ）、 NylCA 
(Tm=60℃), NylCK (Tm=67℃)、G

122Y130A36Q263変
異体(Tm=88℃)では、テトラマーに相当する分
子量（150,000）を示し、サブユニットの会
合状態が変化することが分かった（図５）。 
 

図５．NylC サブユニット会合の動的平衡 
 
個々のアミノ酸残基について、耐熱性への
寄与を解析するため、サブユニット A/D の接
触界面に位置し、単独置換による効果の最も
高い 122 位に着目した。部位特異的変異によ
り、NylCp2の Asp122 を Arg、Val、Lys へ置換
した変異酵素を調製した。X 線結晶構造解析
を行ったところ、122 位を含む Helix4 どうし
の距離が短いほど、耐熱性が上昇することが
示された（図６）。 
また、各サブユニットは、D2 対称の関係に
あるにも関わらず、122 位周辺で対称性が部
分的に崩れており、このような特徴がサブユ
ニット会合、および、熱安定性に影響を与え
る可能性が示唆された。また、122 位の近傍
には 127-135 位間でループ構造があり、この
領域は野生型NylCp2では不安定であるが、122

位への Gly, Val, Lys 及び Arg 変異によって
安定化し、隣り合うモノマーの 30 位を含む
領域と新たに相互作用することが示された。
130 位への Tyr 変異によってもこのループ領
域が安定化し、熱安定性が上がっていること
から、127-135 位間ループの安定化が、耐熱 

 
図６．サブユニット界面における相互作用 
122 位の変異酵素における Lys159（A 鎖）－
Glu115(D 鎖)間の距離と耐熱性の関係 
 
性に寄与することが分かった。A/B 界面の相
互作用の強化を、225 位への変異で検討した
ところ、親型が野生型 NylCp2では発現せず、
A/D 界面相互作用が強い G122Y130を親型にする
と発現した。299 位でも同様の結果が得られ、
A/B界面の相互作用強化はNylCにおいて大き
な影響となって現れ、A/D 界面の相互作用力
とのバランスをとることが重要であると結
論し、NylC のサブユニット会合のモデルを提
案した。 
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