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1 6年度研究テーマ

15-2-9 :微生物酵素によって合成される繊維状高分子に関する研究

ABSTRACT

The Bacillus subtilis CwIC is the cell wall lytic N-aceo,lmuramoyl-l-alanine amidases in the CwIB

(rytc) family that contains a homologous catalytic domain･ The enzymes are thought to play an

impo'lant role in mother-cell lysis in sponLlation･ T7ze CwIC consists ofa N-terminal catalytic domain

and a tandem repeat (repeat-1 :184-219 and repeatl2:220-254) in the C-terminal negion･ Biochemical

analysis has shown that the C-terminal tandem repeat, named as CwICr･ can bind to the B･ subtilis

peptidoglycan (unpublish ed) ･

We tried to determine the stnLCture Of CwICrfor understanding a peptidoglycan binding mechanism･

Using standard multi-dimensional heteno nuclear NMR methods･ we completed the main-chain and

side-chain resonance assignments, and collected distance reuuraints and dihedral angle nestraints･

Furthermore, unambiguous 26 hydyDgen bond restraints were obtainedfnom HNCO(3JNC) experiment･

stniCture Calculation waspeqormed using CYANA, and a low resolution stniCture Was Obtained sofar

Intn･guingly, the each repeat adopted b a b stnLCture making a b -sheet between nepeatl and repeat2･

Thus, it was likely that both repeat-1 and repeat-2 were nequiredfor CwICrfolding･ The rejinement

process ofstnLCture Calculation and mutation analyses are under way We will discuss the interaction

ofCwICr with peptidoglycan in detail based on an NMR titration experiment･

研究目的
酵素または化学修飾剤を用いて生体高分子間の特異的､あるいは非特異的な反応および高分子の修飾

反応を利用して新規のバイオファイバーマテリアルを創成することがを開発することが目的である｡

繊維加工に関してはグラフと重合などの供与体として種々生体高分子を低分子化したもの(オリゴマ
-)を準備するとともに､トランスグルタミナ-ゼのような酵素の反応特性を明らかにして利用する｡

一年間の研究内容と成果

枯草菌細胞壁の主成分はペプチドグリカン(PG)である｡しかしPGは不溶性である｡そこで今年

度はリゾチームおよびN]アセチルムラモイルーLDアラニンアミダーゼCwlVlでPGを低分子

化した｡ CwlVlで処理することにより糖鎖部分とペプチド鎖部分が分離され､可溶化された｡ま

た糖鎖の低分子化を試み､分取した｡またCwl Vlと同じ酵素反応を触媒するCwI Cの細胞壁結

合ドメインの構造をNMRで解析して､立体構造を明らかにした｡

展望
ペプチドグリカンを修飾する酵素にってはCwI C､ CwI Bについてその機能と構造の関係につい

ては従来どおり研究を進めていくことによりその機能のメカニズムが解明できるよう現在研究を進め

ている｡ Cw 1 Bの細胞壁結合ドメインについてはすでに部位特異的変異により機能アミノ酸残基を

特定することを試みたが解析できていないので来年度は認識メカニズムを解明する｡活性アミノ酸残
基の特定とは異なるので､立体構造の解析もあわせて行う必要があると思われる｡すでに種々の多糖
フラグメントは準備でき､さらに細胞壁含有成分を調製する｡また核酸の化学合成オリゴヌクレオチ

ドや生理機能を持つオリゴペプチドを準備し､トランスグリゴシラーゼのような酵素または

化学修飾剤を用いた生体高分子間の特異的あるいは非特異的な生体高分子修飾を試み､条件検討を行
う｡調製した新規バイオマテリアルに関してはその機能評価を行う｡

-53-


