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研究成果の概要（和文）：微生物由来セルロースの生産に関与するエンドグルカナーゼCeSZの酵素反応の分子メ
カニズムを解明することを目的として，反応中間状態の構造解析を行った．極低温条件下で，変異体酵素と基質
との複合体構造解析を行い，加水分解後の状態を捉えた．同様に，野生型酵素と基質との複合体構造解析を行
い，極低温条件下で遷移状態前の構造を捉えた．本研究により，これまで明らかでなかった二状態を決定したこ
とで，反応過程で生じる全ての状態が明らかとなり，反応機構の理解に貢献した．また，研究開始時に予定して
いなかったアルギン酸分解・変換酵素AlgEの構造解析を行い，様々な鎖長の基質の認識に関する知見を得るに至
った．

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of the enzymatic reaction of 
endoglucanase CeSZ, which is involved in the production of bacterial cellulose, we performed 
structure analysis of the reaction intermediate state. Under cryogenic conditions, the mutant enzyme
 in complex with the intermediate captured the state after hydrolysis, while the wild-type enzyme 
complexed with the other intermediate captured the structure before the transition state. This study
 unveiled the remaining two reaction intermediate states in the proposed reaction mechanism of CeSZ,
 which contributes to further understanding of the reaction mechanism. In addition, the structural 
analysis of the bifunctional alginate epimerase AlgE, which was not planned at the beginning of this
 research, was performed, and obtained insights into the recognition of substrates with different 
chain lengths.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 糖加水分解酵素　反応中間体　X線自由電子レーザー　シリアルフェムト秒結晶構造解析　クライオトラ
ップ法　セルロース

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クライオトラップ法により，実験的にコンフォメーションが異なる糖の状態を可視化した本研究成果は，糖加水
分解酵素の反応機構を詳細に解明するための有用な知見となる．そして，本研究で用いた手法は，異なるコンフ
ォメーションの糖を経由する他の糖加水分解酵素に対して，中間状態を捉えるための一般的な実験指針となり得
る．また，本研究で対象としたCeSZやAlgEはいずれも，オリゴ糖や多糖類の生産に関わる酵素であり，本研究に
より得られた構造情報をもとに酵素の高機能化が果たされれば，機能性糖質などの効率的生産につながることが
期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
天然のハイドロゲルとして知られるバクテリアセルロース（BC）は，植物由来セルロースを凌

駕する純度や強度を有し，人工合成高分子ゲルでは得ることが困難な生体適合性や生分解性な

どの優れた性質を兼ね備えている．BCはこれらのユニークな特徴を有することから，人工血管

や火傷被覆材などの医用材料としての利用が期待されている．微生物の細胞プロセスや酵素を

利用することで，効率的な BCの生産を実現することは，BCの実用化に向けた応用研究を発展

させるだけでなく，植物由来セルロースに依存しない持続可能な循環型社会の実現に向けて重

要である． 

BCの生産は膜タンパク質であるセルロース合成酵素複合体によって行われる（図 1(A)）．複合

体の構成成分をコードした遺伝子群には糖加水分解酵素 CeSZ が含まれている．CeSZ は細胞外

へ適切に輸送されないセルロースを分解することで，セルロースの生産性に関与すると考えら

れている．CeSZの加水分解機構は，加水分解前後でアノマー位の立体配座が変化する立体反転

型機構に従い，反応過程で糖のコンフォメーションが β-1C4（基質）→2SO→2,5B→5S1→α-4C1（生

成物）へと段階的に変化することが計算科学的手法などを基に提案されている（図 1(B)）．しか

し，準安定な中間状態である 2Soや 5S1の存在を示す構造は得られていない．これらの中間状態

の存在を実験的に確認し，CeSZによる糖鎖の加水分解反応メカニズムを精緻に検証することは，

合理的な BC生産プロセスの構築に貢献する． 

 
 

2010年ごろから，高輝度極短パルス光源である X 線自由電子レーザー（X-ray free electron laser; 

XFEL）の照射施設が国内外で相次いで稼働して以来，XFEL 照射地点に連続的に送り出された

無数の微小結晶から回折データを収集するシリアルフェムト秒結晶構造解析（Serial femtosecond 

X-ray crystallography; SFX）が新たな構造決定手法として確立した（図 2(A)）．一方，短パルス可

視光レーザーの照射と XFELを組み合わせたポンプ・プローブ法や，化合物溶液と結晶を混合さ

せた一定時間後に XFELを照射する二液混合法などの反応誘起システムが開発されたことで（図

2(B), 2(C)），多様なタンパク質の時間分解測定（Time-resolved SFX; TR-SFX）による動的構造解

析も可能となってきた． 

図 1（A）セルロース合成酵素複合体の模式図，（B）CeSZの反応機構 



 
２．研究の目的 
TR-SFXは，結晶内の分子の反応や動きを一斉に開始させる物理的，化学的刺激を与えることで，

フェムト秒程度の時間で起こる分子の構造変化をオングストロームの精度で捉える精密構造解

析手法である．本研究では，XFEL 等を用いた結晶構造解析により，CeSZ の動的構造情報や反

応中間体構造を取得し，その加水分解反応の分子メカニズムを明らかにすることを目的とする． 

３．研究の方法 
(1) TR-SFXによる動的構造解析 

まず，バッチ法により SFX 測定で必要な微小結晶を作成し，国内のXFEL 施設 SACLAにてXFEL

を照射して結晶の品質を確認する．次に，SFX 測定により室温条件における立体構造を決定し，

極低温条件で得られた構造と比較する．最後に，結晶内の分子に対する基質の結合を反応開始の

起点とする二液混合型 TR-SFX 測定を行い，異なる遅延時間における差フーリエマップなどを

もとに，糖鎖基質や活性部位周辺の残基のコンフォメーションを観察することで，非平衡状態の

構造を決定する． 

(2) 凍結トラップ法による反応中間体構造の決定 

XFEL を利用した回折測定の機会は限られているため，SFX 測定と並行して，従来の X 線結晶

構造解析により平衡状態における中間体構造を決定する．そのために，野生型 CeSZ 及び変異体

酵素の結晶と基質を混合し，一定時間後に凍結することで反応を停止させる凍結トラップ法を

利用する．凍結の際は，酵素反応の pH依存性と温度依存性を考慮して，結晶の pH 条件や基質

との混合時間を検討する．得られた結晶を用いて，大型放射光施設 SPring-8にて回折データを収

集する．得られた電子密度をもとに中間体構造を決定し，糖鎖基質や活性部位周辺の残基のコン

フォメーションを観察する． 

４．研究成果 

(1)  TR-SFXによる動的構造解析 

結晶化リザーバーとタンパク質溶液の混合比や結晶化温度などの条件を検討することで，大き

さが 10~20 μm 角の微小結晶を作成した（図 3(A)）．そして，これらの微小結晶が 108個/mL 以

上の結晶密度になるように調整し，結晶懸濁液を数百 μL~mL スケールで準備した．XFEL を用

いた回折測定を行い，微小結晶の品質を確認し，約 26,000 枚の回折像から分解能 1.8 Åのデータ

図 2 XFELを利用した回折測定の模式図（A）SFX測定， 
（B） ポンプ・プローブ型 TR-SFX，（C）二液混合型 TR-SFX 



セットを取得した．得られた室温構造と極低温条件における構造を比較すると，基質結合に関与

する一部の残基において，室

温条件下では，極低温条件下

では見られない複数のコンフ

ォメーションを取りうること

が示唆された（図 3(B)）．TR-

SFX 測定では，試料を XFEL

照射地点に一定速度で連続的

に輸送する必要があるが，事

前の SFX 測定では，試料を一

定の流速で輸送するのが困難

であることがわかり，高粘度

媒体の種類などの検討を要す

ると考えられた． 

(2) 凍結トラップ法による反応中間体構造の決定 

塩基触媒残基を置換した反応性が劇的に低下した変異酵素の結晶に対して，基質であるセロペ

ンタオースを 20 ℃で一晩ソーキングすることで複合体の結晶を作成し，SPring-8の BL41XUに

て，得られた結晶から回折データを取得した．構造解析の結果，基質結合部位には基質が分解し

た直後を示す電子密度が観測され，サブサイト-1の糖のコンフォメーションは歪んだ 5S1である

ことが示された（図 4(A)）．この結果は，研究期間内に学術論文にて発表した．一方，野生型酵

素に対して，セロペンタオースを 4 ℃で 10 分ソーキングすることで複合体の結晶を作成し，

SPring-8の BL45XUにて，得られた結晶から回折データを取得した．構造解析の結果，変異体酵

素と糖鎖との複合体とは異なり，基質結合部位には一つづきの糖鎖の結合を示す電子密度が観

測され，サブサイト-1の糖のコンフォメーションは 2SOであることが示唆された（図 4(B)）．CeSZ

の類縁酵素 CelA の酸触媒残基変異酵素と基質との複合体構造が報告された先行研究では，2,5B

中間体が決定されている（Guérin, D. M., et. al., J. Mol. Biol., 316, (2002)）．TR-SFXによる動的構

造解析では十分な成果が得られなかったが，本研究で，平衡状態における反応中間体が全て実験

的に明らかとなったことで，反応機構に対する理解を進展させる結果となった． 

 

(3) 糖質関連酵素 AlgEの構造解析 

XFELを利用した TR-SFXの新たな標的を探索する目的で，当初予定していなかったアルギン酸

分解変換酵素 AlgEの構造解析を行った．本研究では，アポ型に加えて，鎖長の異なるマンヌロ

図 4 基質結合部位の構造（A）加水分解後の糖鎖構造，（B）加水分解前の糖鎖構造 

図 3（A）CeSZの微小結晶， 
（B）極低温条件（cryotrap）と室温条件（SFX）の構造の比較 



ン酸オリゴマー（重合度：2~5）と AlgEとの複合体構造を決定した．AlgEは N 末端側に A モジ

ュールと呼ばれる触媒ドメインと C 末端側に R モジュールと呼ばれる制御ドメインを持ち，各

ドメインは βシートを介して強固に相互作用していた（図 5(A)）．また，鎖長の異なる複数のオ

リゴ糖基質の結合状態を決定し，基質認識機構の一端を明らかにした（図 5(B)）．この結果は，

研究期間内に学術論文にて発表した．今後，TR-SFXによる時分割構造解析が期待される． 

 

 

図 5 AlgEの構造（A）全体構造，（B）静電ポテンシャルマップ及び基質結合部位の構造 
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