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【背景】

リソソームは一群の加水分解酵素を含み、消化活動を営む細胞内小器官である。ヒトβ
‐ガラ

クトシダーゼはリソソームに局在するリソソーム酵素の一種であり、糖月旨質や糖タンパク

質の非還元末端のβ
‐ガラクトシド結合を切断する働きを持つ。リソソーム酵素の活性が低下

することにより、酵素に対する基質がリソソーム内に蓄積して起こる疾患としてリソソー

ム病が知られている。β
…ガラクトシダーゼの活性低下により、引き起こされるリソソーム病

として、GMlガ ングリオシドーシスと、MorquiO B病が知られており、体内には、基質で

ある GMlガ ングリオシドおよびケラタン硫酸の蓄積が認められる。現在までに、ヒトβ
‐ガ

ラクトシダーゼの三次元構造的知見は得られていない。ヒトβガ̈ラクトシダーゼの二次元構

造を決定することにより、ガラクトースを加水分解する機構および疾患を惹起する酵素の

性状と構造との関わりを明らかにすることができ、治療薬の開発に繋がることが期待され

る。課題 2007B1657に おいては、本酵素の二次元構造の解明を目指してBL38Blに おいて

実験を行つた。

【方法】

重原子の導入

重原子のタンパク質結晶への導入は、ソーキングにより行つた。重原子試薬は、エチル

リン酸水銀 (Ethylmercuryphosphate:EMP)、p‐chlorom̈ercuribenzesulfonate(PCMBS)、

K2PtC14、NaIを 用いた。EMP、 PCMBS、 K2PtC14はそれぞれ lmM、 2mM、 2.5mMの 濃

度になるように重原子試薬を安定化母液に溶かすことにより調製した。NaIは 抗凍結剤に

0。25Mの 濃度になるように溶かして調製した。EMPは 実験室において2晩 、PCMBSは 1

晩ソーキングを行い、バックソークは行わなかった。K2PtC14は実験室において2晩 ソーキ

ングを行つた後に、BL38Blに おいて 30分 間バックソークを行つた。NaIは 30秒 間ソー

キングを行つた。ソーキング ・バックソーキング共に、4℃で行つた。

データ測定

結晶の質を評価 した後にデータ測定を行 うことを考えて、上記の方法で準備 した重原子

結晶を、サンプルチェンジャーを利用して実験を行えるように測定前日に、Spring‐8に お

いて液化窒素気流下 100Kで 凍結して準備をした。測定当日は、測定波長 1.000Å、測定は

すべて液化窒素気流下 100Kで 行つた。回折強度データの記録は CCD検 出器

(Rigaku胸鴨C」upiter2 10)、積分強度算出およびスケーリングにはプログラム H□ L2000

を使用した。白金誘導体についてはXAFSを 測定し、peak波長 =1.07092Å、edge波長 =

1.07229Åと決定してMADデ ータを測定した。

【結果 ・考察】

実験室でサンプルチェンジャー用に凍結することができなかったため、凍結せずに輸送

したが、その際に結晶にダメージを与えてしまい、満足いく測定が行えなかった。

Native体では、分解能は2.06Å、空間群はP21、格子定数はa=94.8Å ,b=116.3Å ,c=

140。6A,β =92.3°、Rmer"は 12%で あった。これより、非対称単位中に4分子存在すると

考えられる。自己回転関数を計算した結果、これは dimerが 2分 子入つているものと考え
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られる。結晶の外形と、各軸との関係は、Figure lに示したとおりになる。白金誘導体、

PCMBS誘 導体は分解能 3.5Åまで、NaI誘 導体は4.0Åまでのデータを測定した。これら

の結果をTable lに示した。エチルリン酸水銀についてはダメージが大きく、データセット

を取ることができなかった。格子定数はa軸 については、おおよそ0。5%以 内に変化が収ま

つているが、その他のb,c軸および角度βについては変化がそれ以上のものもあつた。

(1れイ
(95カ

b
(rraA)

Figure l

結晶の外形 と各軸 との対応

縦 a軸

横 b軸

厚み c軸

Native Pt Pt peak Pt ed.se PCMBS NaI

a (A)
b
c

B (')
Space group

Averege I/ o(I)
Resolution (A)

R*"r*"

Jompleteness (%,
I(A)

94.80    95.01

116.25  117.10

140.61   140。 78

92.28    92.31

P21    P21

6.7     4。 7

2.06     3.5

0.12     0。 14

94.1     91,3

1.000    1.000

95。31

117.4

141.15

92.37

P21

5 . 5

3 . 5

0。13

96.7

1.07092

95。17

117.29

140.84

92.37

P21

6 . 2

3 . 5

0。12

98.5

1.07229

95。14

119。70

142.76

91。26

P21

4 . 2

3.50

0。19

76.0

1.000

94.88

118.49

142.27

91.45

P21

8.40

4.00

0.10

78.30

1.000

これ らのデータ間での同型性をプログラム CCP4に よリチェックした結果、Rぉ。値では、す

べての結晶で重原子が導入されている可能性を示 していた。そこで全ての重原子データで

プログラムAutosharpを用いて、解を探 したが、最終的に決定することはできなかった。

差パターソン図を描いて、Harker sectionを調べてみたが、明瞭なピークは、いずれの重

原子結晶でも認められなかった。その一例を、Figure 2,3に示 した。nativeデータでもRis。

値が 0.1を切るものが無く、0.15程度のものもあり、差パターソン図を描いた際に、わず

かではあるが、不自然に高いピークが確認できた。結晶間の同型性に問題があるようなの

で、MIR法 から同型性が問題にならない MAD法 に切 り替えることを考え、多波長でのデ
ータ測定を行 うことにした。
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Figure 3今回の測定でのnat市e結晶とPt誘導体結晶間での差パターソン図を描いたもの。

やや高いピークが認められるが、native結晶間でのものと、あまり差が無いように見える。

Harker section、等高線は lσ

K2PtC14結晶でのXAFSの 測定結果をFigure 4に示す。これよりPtはおそらく結晶中に取

り込まれていると考えられ、peak波長を 1.07092Å、edge波長を 1.07229Åと決定した。

これらの波長での測定結果はTable lに示してある。peak波長でのデータも、edge波長で

のデータも Rmerge値が高く、データの質が 1國D法 を行えるほど十分に良くはないことを

示している。anOmalousパ ターソン図を見てみても、解と思われるようなピークは存在せ

ず、プログラムAutosharpでも解を求めることはできなかった。
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Figure 2 nait市e結 晶間での差パターソン図を描いたものを示す。Haker section、等高

線は lσ
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Figure 4,Pt誘導体結晶の XAFS測 定の結果

今現在、二次元構造が明らかになっているタンパク質の中で最も高い相同性を示すタンパ

ク質は、Penicilliumo spのβ
‐ガラク トシダーゼであり、そのIdentityは約 25%で ある。こ

の Penicillium.spのβ
‐ガラク トシダーゼを基にして、分子置換法を行つてみたが、やはり

解は見つからなかった。

今回の測定では、重原子位置を決定し、位相を決めるまでには至らなかった。結晶がダ

メージのせいで、良い回折強度データを得ることができなかったためだともいえる。 しか

しながらその後回折像を良く調べてみると、結晶が単結晶ではなく多結晶であることがわ

かった。主に同程度の大きさの結晶 (害J合は 5:4ぐらいか ?)2つ からなり、場合によって

は割合が 1未 満の結晶がさらに 1つ か、それ以上くっついてできていることが明らかにな

つた。2つ の主な結晶は、格子定数は同じ結晶であると考えられ、4～5°ずれてくつついて

いるものと考えられる。

現在考えられる、2つ の結晶の相対配置をFigure 5に示す。

b

(rraA)
+ - - - - - -

Figure 5,2つの結晶の相対配置 ab面 が共通と考えられる。

結晶化条件の検討をその後さらに行い、単結晶の作成を試みたが、現在までのところ得 ら

れていない。結晶化条件を検討することにより、それぞれの結晶の mosaicityは改善するこ

とができたが、2つ の結晶の相対的な配置を改善することはできなかった。この 2つ の結晶

⊂れイ
(95カ

4～ 5°
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の配置は、調べた限りではほぼ一定の関係を保つていた。改善策 として、それぞれの結晶

由来の回折点を別々に処理 して解析するとい う方法も考えられるかもしれないが、像を見

る限り、確実に 1つ の結晶由来であるはずの回折点の中にも、不自然な点列が見受けられ、

解析に耐えうる結晶が 2つ 合わさった多結晶ではなくて、解析に耐えられない程度の質の

結晶が合わさつた多結晶であると考えられる。これは 2つ の結晶由来の回折点を別々に処

理するプログラムを作るなどで対応できるような問題ではなく、結晶性を改善して、何 と

かして単結晶を析出させる方向で解決 しなければならないだろう。現在までに添力日剤など

も数多く試 したが、単結晶は析出しなかったため、タンパク質自体に問題があるのではな

いかと考えられる。今後はタンパク質の改変を中心に単結晶を得る努力が必要になる と考

え られ る。
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