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1．背景と研究目的 

 キチン加水分解酵素はキチンを分解しながら運動するリニアモータータンパク質であり、その機能改

善の為に理論デザインとサチュレーションミュータジェネシスにより変異体の作成を行っている。作成

した酵素の構造を検証する為に解析を行う。 

 

2．実験内容 

 霊菌Serratia marcescens由来キチン加水分解酵素SmChiAの変異体および基質との共結晶した単結

晶に対して温度 95-100 Kにおいて波長 1.12 ÅのX線を照射し検出器ADSC Q315rを用いて回折像を

測定した。得られたイメージは XDS を用いて解析し、CCP4 と PHENIX suite 及び Coot を用いて構造

モデルの作成と精密化を行った。 

 

3．結果および考察 

 SmChiA の基質結合部位と活性残基に変異を入れ、その SmChiA とオリゴ糖(3 糖、3 糖、4 糖)との

共結晶およびソーキングにより複合体構造を得るために結晶を準備した。各々の結晶はビームラインで

の結晶凍結を行い、波長 1.12Å、検出器 Q315 にてデータ測定を行った。得られた各種オリゴ糖とのデ

ータは、各 2.8Åの分解能でデータを測定することができた。SmChiA-WT の構造を鋳型とし分子置換

法にて構造決定を行った。構造決定後、COOT、PHENIX を用

いたモデル構築および構造精密化を行った。しかしながら、オ

リゴ糖の電子密度がはっきりとは確認できず新たにソーキン

グ結晶の作成・データ測定を行った。高濃度オリゴ糖を結晶化

ドロップに添加しソーキングする方法から、ソーキングしたい

オリゴ糖の粉末を直接ドロップに添加し、30 分から 1 時間ソー

キングを行う方法に変更した。その結果、これまでデータが取

れていたオリゴ糖との共結晶よりも明瞭なオリゴ糖の電子密

度を確認できた。これまで明らかにされていなかった SmChiA

と基質との中間状態に近い構造を得ることができ、また、各オ

リゴ糖での結合状態がわかりはじめ、SmChiA の一連のプロセ

シングを現在議論中である。 
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