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　ポ リ ヒ ドロ キ シ ブ タ ン 酸 （PHB ）は微生物 に よ っ て 作

られ る，R −3一ヒ ドロ キ シ 酪酸を モ ノ マ ーユ ニ ッ 1・とす る

天然 の バ イオ ポ リエ ス テ ル で あ る，生分解性材料と して

注 目さ れ，その 生合成機構や分解機構，物性な ど に関し

て 多 くの 研究がな され て い る ．PHB の 生 分解 に お い て は

細胞外 に 分泌 され る微生物 由来 の PHB 分解酵素 が 主 と

な っ て 働 く．疎水性が高 く，結晶領域 を有す る PHB に対

し て 酵素は どの よ うに 認識 し，分解す る の で あ ろ うか．

PHB 分解酵素 の 結品構造が初 めて 明らか に さ れ，酵素 に

よ る 分 解機構 を 原子 レ ベ ル で 理解す る こ とが可能 とな り

つ つ あ る．

PHB 分解酵素

　細胞外 PHB 分解酵素は さ ま ざま な微生物 に よ っ て 作

られ る．その 多 くは 原核生物由来 で あ る が，カ ビ 由来 の

も の も い くつ か 報告 さ れ て い る 〔PHB 分 解酵素 に つ い て

の総説は文Wt　1・2）を参照）．細胞外に 分泌 さ れた PHB 分 解

酵素の 成熟体は
一

般 に機能の 異な る 3 つ の ドメ イ ン （触

媒，リン カー，基 質吸 着 ドメ イ ン ）で 構 成 さ れ る．これ

ら の ドメ イ ン は 酵素活性 に 必 須 で あ る．酵素は触媒 ドメ

イ ン の働 き に よ っ て PHB の エ ス テ ル 結合 を 加 水分解す

るが ，そ の た め に は基 質吸 着 ドメ イ ン を 介 した PHB 固 体

表面 へ の 吸着が 必 要 で あ る．リ ン カードメ イ ン は触媒 ド

メ イ ン と基質吸着 ドメ イ ン との 間 に 適当な距離をとる た

め に 必 要 で あ る と 考え られ て い る．ま た，基質吸 着 ドメ

イ ン に は PHB の結晶領域 を物理 的 に 破壊す る と い う積

極的な働き もあ る と考え られ て い る S｝．各 ドメ イ ン に は

ア ミ ノ酸配列 の 特徴 に よ っ て い くつ か の タ イ プが 存 在 す

る．触媒 ドメ イン で は リパ ーゼ ・ボ ッ ク ス と呼ばれ る特

徴的 な 配列 〔Gly−Xaa −Ser−Xaa −〔｝ly） （Xaa はfE意の ア ミ

ノ酸）が
一

次 構造 上 の 中央付近 に あ る も の （タイ プ D と

N 末端側 に あ る も の （タ イ プ ll）の 2 種類 の存在が 知 られ

て い る，

　PHB 分解酵 素 の 基質特 異 性 は
一

般 に 狭 く，た とえ ば

R 酪 o鹹 1α 餌 舵瀚 Tl 由来の 酵素 は PHB お よび ポ リ〔4一ヒ

ドロ キ シ酪酸） （P （411B）） は 分解す るが ，ポ リ（R −3一ヒ

ドロ キ シ 吉 草 酸 ） 〔PC3HV ））や そ れ よ り長 い 側鎖 を 持 つ

もの は分解 しな い．また，側鎖を持た な い ポ リ（3一ヒ ドロ

キ シ プロ ビ オ ン 酸） （P（3HP ））や ポ リエ チ レ ン ア ジパ ー

ト （PEA），ポ リエ チ レ ン ス クシ ナ
ー

ト （PES ）は分解す

る 41．基質吸着 ドメ イ ン は こ れ らの ポ リマ
ー

の 他，触媒

ドメ イ ン に よ っ て 分 解 され ない ポ リ （2一ヒ ドロ キ シ プ ロ ビ

オ ン 酸）（P（2HP ）） や ポ リ （6一ヒ ドロ キ シ ヘ キサ ン 酸）

〔P （611H ））に対 して も吸着活性がある i’｝．

　一・方 触媒 ド メ イ ン だ け で 構 成 され る 分 解酵素 も存在

す る，カ ビ の
一
種Pen’icilliumfdeni，culosu7n が 産生す る細胞

外 PHB 分解酵素は 基質吸着 ドメ イ ン を持た な い に もか

か わ ら ず，固体基 質 に 対 して 十分 な 分解活性 を持 っ て い

る 6）．こ の 酵素は PHB 分解酵素 と し て は珍 し い こ と に

P（3HV ）に 対 して も分解活性 を有す る．不溶性 ポ リマ
ー

に 対す る 吸着活性 と し て は，PHB の ほ か P（2HP ＞，ポ リ

プ ロ ビ レ ン，Avice1，デ ン プン に 対 して み られ，吸着特

異性 は 基質 吸 着 ドメ イ ン よ り幅広 い ．

PHB 分解酵素の 結晶構造

　我 々 は ’ぞ撫廠 嘱 槻 槻 由 来 の シ ン グル ドメ イ ン PHB 分

解酵素の結晶構造 を 明 らか に した 7）．こ れ は PHB 分解酵

素と して 初 め て の 立体構造 の 報告で あ る，本酵素 の成熟

体は 319 ア ミノ 酸残 基 か ら成 り 81，分 子 量 は 約 3．
9
　，OOOの

タ イ プ 皿 酵素で ある ．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e
　全体構造　　分子 の 概形 は大 きさが お よ そ 52A × 48
o　　　　　　　　　　　o
Ax4 亘A の 球状 で あ る．主鎖構造 の 特徴 として ，8 本鎖

βシ ートを コ ア として そ の 周 りに α ヘ リ ッ ク ス が 配置 さ

れ て い る （図 la，　b）．そ の 他 に 2本鎖βシートを 2っ （β5一

β6，β11一β12） と 6 つ の 310ヘ リ ッ ク ス を持 つ ．ジ ス ル

フ ィ ド結合が 4 カ所 で形成 され ，そ の うち 1つ は 活性部位

近傍に位置 して い る．Asn144 は 糖鎖修飾 さ れて い る．こ

の 残 基 は 活 性 部 位 か ら離 れ た と こ ろ に位置 して お り，糖

修飾は酵素機能と は関係が な い と考え られ る．主鎖構造

の特徴 と し て は，リパ ーゼ な ど が属す る α 〆βhydrolasc

fbld9｝ とい う構造 ス
ー

パ
ー

フ ァ ミ リ
ー

に 見 ら れ る タ イ プ

に 似て い る が，N 末端，　 C 末端 の 位置 が ま っ た く異な っ

た場所 に あ る （circu 】ar　permutation）（図 lc，　 d）．こ れ

は こ の 構造 ス
ー

パ
ー

フ ァ ミ リ
ー

で は 初 め て の 例 で あ り，
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図 1．（a ）、〔b）1〜1itniculosum由来 PHB 分解酵素の 結 晶構造 （PDB
ID ：2D8 〔］）．〔b） は （a） を 水 平 な軸 の 周 りに 90°回転 さ せ た 図．
青い 矢 印は βス トラ ン ド．赤紫 の リボ ン は α ヘ リ ッ ク ス ，黄 色の

リボ ン は 3 川
ヘ リッ ク ス を表す．触媒三 残基 を CPK モ デル で．4

つ の シ ス チ ン お よび糖鎖 を ball−aIld −stick モ デル で 示 した．〔c ）I！

、fit’ni．culostt ’m 由来 PHB 分 解酵 素の 二 次構造 ］
・
ポ ロ ジ

ー
図．触 媒残

基 を亦 丸で 、シ ス チ ン を黄丸で、AsI1王44 と糖 鎖 を灰 丸 で 示 した．
〔d）典 型的 な α／βhydrdase 　fbldの ＿次構造 トポ ロ ジー図．

タ ン パ ク質 フ ォ
ール ドの 分子進化 を考 え る 上で興味深

い ，PHB 分解酵素 の 活性部位は リバ ーゼ な ど と は異な

り，バ ル ク 溶媒 に 露 出 し て い る．そ の 点 で は クチナ
ーゼ

や カ ル ボ キ シ エ ス テ ラーゼ と類似 して い る．

　活
II

生部位 ・基質結合部位　　PHB 分解酵素 の 基質結

合部位 で は 疎水 的 な ポ リ マ ーと どの よ うな 相 互 作川 を し

て 特異的 な 基質認識 を す る の だ ろ う か．酵素分子表面 に

は 細長 い 形 の くぼみ が形成され，そ の 内部 に活性部位 お

よ び 基 質結 合部位 が 存 在 す る．活 性 部 位 に は Ser39 ，

Asp121 ，　Hisl55 の 触媒三 残某 が 配 置さ れ て い る 〔図 2，
3a）．こ の こ とか ら本酵素 に よ る エ ス テ ル の 加水分解反

応 は セ リン 残基 を求核残基 と し，ア シ ル 化 酵素を 経 ［hす
る，リバ ーゼ や セ リン ・エ ス テ ラーゼ と 同様の 反応機構

に よ っ て 進む こ とが 示 唆 され る．反 応過程 の 四面休中間

体を安定化す る オキ シ ア ニ オ ン ホール は Scr40，　Cys250

の 卞 鎖 ア ミ ドに よ っ て 形成 さ れ る．
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図 2．
ア ミノ酸 残 基 を 白 色 で．
色で、
SerS9 （赤）
た．（b）3HB3 量 体の 結 合モ ードの 模式 図．

（a）

（a ）活 性 部位 の 拡大 図 〔ス テ レ オ 図） （PDB 　ID ：2D81 ）．
　　　　　　　 触媒三 残 基 〔Scr3g は Ala に 変異 ） を 水

結合 した 3HBS 量体 を黒 色で示 した，基質非結 合型構造の

　　 を 重ね 合わ せ て い る．水 素結 合 を緑 色の 実線で 示 し

〆
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図 S．（a） くぼみ の 周 りの 基 質吸着 部位．分 r表面 表 示 し て い る，
疎 水 性 残 基 を紫 色 で，親 水性残基 を緑色 で，触媒残 基 を青 色で 示
した．（b）基質吸着部位 を下 に 向 けて 横 か ら見た 図．主 鎖を 線モ

デル で，触媒三 残基 を CPIK モ デル で 示 す．疎水性残 基 （紫色 の

1）all−and −stick モ デル ） が平面的 に 並ん で い る 様 子 が 判 る．

　本酵素 と 3HB3 量 体 の メ チル エ ス テル 基質 との 複合体

の 構造解析に よ っ て 基質結合部位 に お ける酵素 と基質 と

の 相互作用様式 が 明 らか とな っ た （図 2），本酵素 は 連 続

した モ ノ マ ーユ ニ ッ トに 対 して 少な くとも 3 つ の 結合部

位 （サブサ イ ト） を持 っ て い る こ とが 判 っ た （Ser39 に
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近 い 方か らサブサイ トSl − S3 とす る ） （図 2b），各サブ

サ イ トで は 主 に 疎水的な相互作用 に よ り基質の 側鎖 を結

合 し て い る が，親水的な相 互 作川 に よ る エ ス テ ル の 認 識

も行 っ て い る．Slで は 4 つ の 疎水性残基 〔
厂
li・p3．　07，町 r43 ，

Mct80 ，　 Val124） の 側鎖 に 囲まれた疎水的 な ボ ケ ッ 1・が

形成 され，3HB ユ ニ ッ トの 側鎖 が す っ ぽ り とは ま っ て い

る．S2 で も 「司様 に
’
11−p9．  7，

「
F｝・r76 ，、

’
a ］308，　 Trp3 ］0．

Lcu298 の 側鎖に よ っ て 疎水的なボケ ッ 1・が 形成 さ れ て

い る，また，S2 で は 3HB ユ ニ ッ トの カ ル ボ ニ ル 酸 素が

Trp3e7 の 側鎖 と 水素結合を す る こ とで エ ス テル の 認識

を して い る．こ の よ うな ポ リマ
ー

の 側鎖の 認識 とエ ス テ

ル の 認識 に よ り，モ ノマ ーユ ニ ッ トに 対す る 主 鎖 お よ び

側鎖 の 炭素鎖長特異的，そ し て 光学異 性体特異的な認識

が な さ れ る ．一
方，SS は 分子表 面 に 近 い と こ ろ に あ り，

モ ノ マ
ー

ユ ニ ッ トの 側鎖 に 対 し て S1 や S2 の よ うな ボ

ケ ッ 1・は形成 さ れ て い な い ．ま た，3HB ユ ニ ッ トの カ ル

ボニ ル 酸素 は 酵素 との 直 接的 な 相 互 作用 は な く，水分子

を介 して Asn300 お よび AsnSO2 の 主鎖ア ミ ド と水素結合

をして い る ．この こ と か ら，3HB ユ ニ ッ トに対す る 親和

性お よび 特異性 は 他 の 2 つ に 比 べ て 低 い と思 わ れ る，

　複合体構造は，PHB の 切断後 の カ ル ボ キ シ 末端が 生 じ

る方 の 断片の 結 合状態 を示 して い る の か も しれ な い ．結

合 した 3HB3 量体 の コ ン フ ォ メー
シ ョ ン は 伸び き り鎖 に

近 い が，カ ル ボ キ シ 末端付近で は主鎖の 向 きが 大 き く曲

が っ て い る．こ の 状態で は求核攻撃を受 ける カ ル ボニ ル

炭素 は Ser39 の 側鎖水 酸 基 （求 核種 ） か ら は 遠す ぎる 位

置 に ある ．従 っ て 切断前の ポ リマ ー鎖で は こ の 部分は異

な る コ ン フ ォ メー
シ ョ ン を とる と思わ れ る、

　 ま た，分解反 応 が 起 こ る た め に は 水 酸基末端が 生成す

る 断片側 の モ ノ マ ーユ ニ ッ トも切断前に 酵素 に 結合す る

必要が あ る で あ ろ う，す る と対応す る サブサイ トが少な

く と も 1つ （Sl
’
）存 在 す る は ず で あ る が，得られ た 複 合

体構造 で は そ の 揚所 は 明 らか で は な い ．

　 基質吸着部位　　マ ル チ ドメ イ ン 酵素 で は基質吸着 ド

メ イ ン が ポ リマ ー表 面 に 強 固 に 吸 着す る．触媒 ドメ イ ン

は単独 で は ポ リマ ーに対 して結合で きな い ．一
丿∫，シ ン

グル ドメ イ ン 酵素で は 1つ の ドメ イン に 触媒機能 と と も

に 吸着機能 を も併 せ 持 つ ，シ ン グル ドメ イン 酵素は どの

ように し て ポ リマ ー
表面 と相 互作用す る の で あ ろ うか，

ポ リマ
ー鎖 1 本が 取り込 まれ る くぼみ の 周囲に は疎水的

な ア ミノ酸 残 基 が 配 置 され お り，こ れ ら が PHB の 疎水的

な 表面 と相 亙作用 す る と 考え られ る 〔図 3a）．す な わ ち

こ の 領域 は ポ リマ
ー

表面 に 対す る 吸着部位 で あ ろ う．こ

れ らの 疎水的な残基 の 名 くは マ ル チ ドメ イ ン 酵素で は 親

水性 の 残基 に な っ て お り，触媒 ド メ イ ン の ポ ワマ ーに 対

す る親和性の違い と たき く関係 して い る と考 え られ る．

　こ れ らの 疎水性残基は平面的 に 配置され て い る （図 3b）．

こ の よ うな構造 は，PHB の 結晶領域 に 結 合す る の に 都合

が よ い の か もしれな い ．も し そ う な ら ば，ポ リマ
ー

鎖 を

活性 部位 に 取 り込 む た め に 基 質吸着部 位 が積極 的 に

PHB の 結品領域 の 物理 的 な破壊 を行 う可能性が大 い に

考え られ る．

　タイプ1酵素 との 比較　 君 ルη蜘 伽   ηz 酵素 と他 の タ

イ プ 1］酵素 とは 37− 50％ の 配列相同性が あ る．　
・
方，タ

イプ 1酵素とは circular 　permutaLionを考慮す る と約 28％

前後の 相 同 性があ る こ とが判 っ た．4 つ の ジ ス ル フ ィ ド

結合 も保 存 され て い る．こ れは，タ イ プ 1，E は 進化的 に

関係 が あ る，すな わ ち 共通 の 祖先分 fか ら派生 し て きた

こ と を 示 す．タ イプ 1 酵 素 の 立体構造 は典型 的 な a ！rl
hydrolase　tbldで あ る と考え ら れ る が，　circular 　pernu．ita −

tiOl）を考慮し て配列を比較 す る と，タイブ ［ と タ イフ Lで

は構造が
．
大 き く異な る 領域がある こ とが判 っ た．興 味深

い こ と に，タ イ プ 且 のβ11一β12 の 領域は タ イプ 1で は 欠

失 して い る．P 卿γ露厩 o 嬲 澀 酵素 で は こ の 領域 に Tyr287 ，

Ilc289，　 Val297，　 Leu298 が含 まれ，平面的な PHB 吸着

部位を形作 っ て い る．一
方，タ イ ブ 1で はβ4 の C 末端側

と触媒残基 Ilisl55 との 間に 24残 基 ほ どの フ ラ グ メ ン i・

が挿入 され て い る．こ の フ ラ グ メ ン トが どの ような構造

を と り，どの よ うな 機能 を 果 た す の か 興味深 い．

今後の 展望

　酵素 に よ る疎 水 的 な ポ リマ ーの 認 識 の メ カ ニ ズ ム が原

丁
一
レ ベ ル で 明 らか とな っ た こ と で，今後 PHB あ る い は他

の ポ リマ
ーを分解す る酵素 の 機能改変 を 目指 した研 究が

進 む と期待 され る．さ ら に，酵素の 機能改変 とリン ク さ

せ た 新規な生分解性 ポ リマ ーの 設計 も・∫能とな る か もし

れ な い 、一・
方，酵素 とポ リマ ー表面 との 相互作用はまだ

完 全 に は 判 っ て い な い ．酵素 に よ っ て ポリマ
ー

の 結晶領

域 の 物理 的な 破 壊 が 起 こ っ て い る とすれば，基質吸着部

位 の 構造情報 は そ の メ カ ニ ズ ム の 解 明の ための 重要な手

が か り とな る で あ ろ う．
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