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アサリ貝リゾチームの構造と機能

１． は じ め に

リゾチーム（EC３．２．１．１７）は，グラム陽性菌の細胞壁

の主要構成成分である NAG（N -acetyl glucosamine）と NAM

（N -acetyl muramic acid）の間の β-１，４-グリコシド結合を切

断する溶菌酵素である．細菌の感染を防ぐための第一の防

波堤であり，ヒトにおいては，涙腺，唾液，汗などに常に

含まれており，細菌感染時においてはマクロファージ，好

中球，好塩球などの免疫細胞から分泌され，細菌の感染を

防ぐ．リゾチームは，ヒトを初めとするほ乳類，鳥類，は

虫類，真菌，原核生物，ファージ，植物など様々な生物に

存在し，様々な動物において抗菌酵素として働いている．

また，リゾチームは細菌にも存在し，細胞壁の代謝に関

わっているのではないかと考えられている．リゾチームは

一次配列上のホモロジーから，いくつかの型に分類されて

おり，現在，６種類の型（ニワトリ型（c-type），ファージ

型，バクテリア型，グース型，植物型，そして無脊椎動物

型）が構築されている．五つの型，すなわちニワトリ型１），

ファージ型２），バクテリア型３），グース型４）そして植物型５）に

関しては，ひとつ又はそれ以上のリゾチームの立体構造が

解析されている．ニワトリ卵白リゾチームの立体構造は，

酵素タンパク質としては世界で初めて，１９６５年に Phillips

らの手によって，明らかにされた１）．これまで解析された

リゾチームは，活性部位周辺の立体構造および一次配列上

の保存性が高く６），「新規のリゾチームが単離されても，そ

のアミノ酸配列を解析すれば，そのタンパク質の立体構造

を高い信頼性で予想することができるであろう」と考えら

れていた．

Jollèsらによって１９７５年に無脊椎動物であるヒトデから

溶菌活性を指標として単離されたリゾチームは，一次配列

がこれまでに単離されていたリゾチームのいずれとも配列

相同性がなかった７）．その後，種々の無脊椎動物からリゾ

チームが単離され，それらの配列がヒトデから得られたリ

ゾチームと高い配列相同性を持っていたことから，２００２

年に無脊椎動物型（invertebrate-type，i-type）リゾチーム

というファミリーが新たに構築された８）．以前，我々の研

究室においてアサリ貝（Tapes japonica）から溶菌活性に

基づいて単離し，一次構造を決定したアサリ貝リゾチーム

（以下，Tapes japonica lysozyme，以下 TJLと略す）はこ

の無脊椎動物型リゾチームファミリーに属している９）．

TJLは９０℃という高温条件下でも活性を保持する非常に

安定な酵素であり，分子量約１４kDaの塩基性タンパク質

で，１２３個のアミノ酸から構成されている．

筆者らは，最近，TJLと基質類似体 NAGの三量体

（（NAG）３）との複合体の立体構造を X線結晶構造解析に

より１．６Å分解能で決定し，世界で初めて無脊椎動物型リ

ゾチームの構造を明らかにした１０）．

２． アサリ貝リゾチームの立体構造

今回解かれた TJLの立体構造は６本のヘリックスと１

組の βシートから構成される α／β型のタンパク質であっ
た（図１-A）．また，TJLの中には無脊椎動物型リゾチー

ムの間でも高く保存されている１４個の Cysがあり，これ

らは全て S-S結合を形成していた．TJLは熱安定性が非常

に高く，わずか１４kDaの酵素の中に７本の S-S結合が存

在することが，その安定性の高さの要因であると考えられ

る．

また，そのアミノ酸配列は保存されていないにもかかわ

らず，活性部位近傍における二次構造の立体構造上の配置

はこれまでに同定されてきた他の型のリゾチームと非常に

高い類似性を持っていた（図１-B）．ニワトリ卵白リゾチー

ム（HEL）と TJLとの構造の比較から，HELの活性触媒

基である Glu３５と基質（NAG）３の位置関係は，TJLの

Glu１８と（NAG）３の立体位置関係と同じであった．一方で

TJLの Glu１８，Asp３０は無脊椎動物型リゾチーム間での保

存性が高く（図１-C），また，Glu１８，Asp３０のアラニン変
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図１ アサリ貝リゾチームの構造
A．アサリ貝リゾチームの X線結晶解析構造のリボンモデル．活性触媒基を黒，S-S結合を灰色で示す．
B．ニワトリ卵白リゾチーム（Arg２０-Met１０５，白）とアサリ貝リゾチーム（Phe１-His８２，黒）の立体構造の重ね合わ
せ．各リゾチームの触媒基（ニワトリ卵白リゾチームは斜文字で示す），（NAG）３をスティックモデルで示した．ヘ
リックスの番号はアサリリゾチームに由来する．
C．無脊椎動物型リゾチームの一次配列のアラインメントと二次構造の位置．アサリ貝（Tap），ニシキ貝（Cis），ム
ラサキ貝（Med），ヒル（Hme），ヒトデ（Aru）の配列を並べた．システインを太字で示し，活性触媒基を線で囲ん
だ．▽は二量体の静電相互作用に関与するアミノ酸を示す．
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異体では活性が消失したことから Glu１８，Asp３０がその活

性触媒を担っていることが強く示唆された．このように無

脊椎動物リゾチームの活性クレフトの構造はニワトリ型リ

ゾチームとよく似ていることが示された．

３． TJLリゾチームの触媒機構

リゾチームの活性触媒部位近傍の立体構造はアミノ酸配

列の差異に関わらず保存されているようであるが，これま

で以下の三つの触媒機構が報告されている（図２-A）１１）．１）

ファージ型やグース型における，糖の切断により α-アノ

マーを生成する機構（inverting mechanism），２）ニワトリ

型リゾチームにおけるオキソカルボニウム中間体を経由し

て糖鎖を切断して β-アノマーを生成する機構（retaining

mechanism），３）２）と同様，β-アノマーを生成するが，酵

素―基質中間体を経由して，糖鎖を切断する機構，である．

３）においては２００１年に，Withersらのグループが N -アセ

チル基の代わりにフッ素を導入した基質類似体と HELの

変異体（E３５Q）を用いて酵素―基質中間体の形成を検出し

ている１２）．また，Kurokiらは HELの変異体（D５２E）は基

質との中間体を生成して糖鎖の切断を行っていることを報

告しており，その中間体の単離に成功している１３）．しかし

ながら，天然体のリゾチームの酵素―基質中間体の生成は

これまで確認できていないなかった．

筆者らは，TJLにおいて酵素―基質中間体をMALDI-

TOF-MASSにて検証した．その結果，TJLでは pH３．０に

おいて（NAG）６を消化後に，TJL由来のピークと脱水化し

た（NAG）４の分子量相当（推定分子量：８１８）が増加した

ピークが検出できた（図２-B）．また，Asp３０をアラニン

に変換した変異体においては，このようなピークは見られ

なかった．すなわち無脊椎動物型リゾチームの活性触媒機

構は図２-A下図に示すような酵素―基質中間体を経由し

て，加水分解が行われているものと考えられる．変異体で

はなく天然のリゾチーム，および基質を用いて，酵素―基

質中間体の形成を見いだしたのはこれが初めてである．今

回解明した TJLの立体構造において，TJLの Asp３０は β
シート構造における β１上にあり，HELの β２上にある触
媒基 Asp５２と側鎖の配置がずれていた（図１-C）．従って，

これらの触媒基の配置が酵素―基質中間体の形成に関与し

ているのではないかと考えている．

４． 塩による活性化機構

蠣やムール貝など二枚貝のリゾチームには，海水濃度に

よる活性変化がいくつか報告されている１４，１５）．すなわち，

塩濃度上昇につれて，活性の上昇が起こる現象が見つかっ

ている．しかしその原因については明らかになっていな

かった．

我々はこのような塩濃度が二枚貝リゾチーム活性に与え

る影響を，X線結晶解析の結果から検証した．結晶解析の

結果，TJLは結晶中において非対称単位中に２分子が存在

することが明らかとなった．TJL２分子の相互作用部位を

観察すると，二つの分子の間に数多くの静電相互作用が存

在することが確認された（図３-A）．この中には，活性触

媒基と同定された Glu１８と Asp３０が含まれている．従っ

て，結晶中において非対称単位中の２分子がそれぞれ相手

の活性触媒基と相互作用していることが示唆された．種々

のリゾチームは単量体で機能しているという報告は数多く

あるが，TJLの結晶構造のような活性部位を覆い隠すよう

な二量体はこれまで解析された種々のリゾチームの結晶構

造では報告されていない．我々は結晶構造中の二量体構造

が溶液中でも存在しているのか確認するためにゲルろ過ク

ロマトグラフィーを行った．その結果，低塩濃度（８３mM

NaCl）において，TJLは二量体を形成し，一方で，高塩濃

度（５００mM NaCl）において，TJLは単量体であることが

示唆された．また，二量体が活性にどのような影響を及ぼ

すのかを調べるために，TJLのキチナーゼ活性の塩濃度依

存性を調べたところ，１００mM付近の NaCl濃度において，

TJLの急激な活性上昇が見られることがわかった

（図３-B）．これは TJLが活性触媒基である Glu１８，Asp３０

を含んだ静電相互作用により，不活性な二量体と，活性化

状態の単量体という二つの構造を形成することができる酵

素であることを示唆している．

二枚貝は海水中に生息するバクテリアなどを栄養源とし

て生存している．バクテリアが二枚貝内に入るときは海水

（約５００mMの塩濃度）とともに入るため，TJLが機能を

発揮するときは海水のように濃い塩濃度であることは理に

かなっている．すなわち，TJLは通常不活性形態の二量体

を形成しており，海水が体内に入ってくると，その中に生

息しているバクテリアなどを殺傷するために，静電相互作

用により誘起されている不活性形態の二量体が，海水の塩

濃度の影響を受けて活性形態である単量体へと解離し，バ

クテリアなどからの感染を防いでいるのではないのかと考

えている．

TJLの二量体形成に関わるアミノ酸の一次配列が，同定

された無脊椎動物型リゾチームの間で保存されているかど

うか解析したところ，Glu１８，Asp３０，Lys４２は保存されて

いた（図１-C）．また，C末端領域の TJLにおいて相互作
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図２ アサリ貝リゾチームの活性触媒機構
A．リゾチームで提唱されている活性触媒機構を図に示した．上から，�α-アノマーを生成する inverting mechanism，�オキシカル
ボニウム中間体を経由し，β-アノマーを生成する retaining mechanism，�糖酵素共有結合中間体を経由し，β-アノマーを生成する re-
taining mechanismを示している．
B．各リゾチームと（NAG）６の酵素消化後（pH３．０，３７℃，４時間）のMALDI-TOF-MASSスペクトル．（上）ニワトリ卵白リゾチー
ム（推定分子量：１４３１３．１），（下）アサリ貝リゾチーム（推定分子量：１３８６０．１）．アサリ貝リゾチームには，消化後に脱水化した
（NAG）４の分子量分（推定分子量：８１８）が増加したピークが検出できた．
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用に関与する Lys１０８，Lys１１５，Lys１２０に関しては，他の

二枚貝リゾチームでは，アミノ酸自体は保存されていない

が C末ヘリックスにおいて塩基性アミノ酸が多く分布し

ている．以上の結果から無脊椎動物型リゾチームにおいて

は C末端領域が空間的に隣の分子の活性触媒クレフトに

近接し，二量体を形成し，活性制御を行っているのではな

いかと考えている．

５． お わ り に

リゾチームは既に構造と機能の関係については，議論し

尽くされた感じのある酵素であるが，調べれば調べるほど

活性触媒機構，塩による活性制御機構など，新たな知見が

図３ アサリ貝リゾチームの二量体
A．結晶構造中に見られた二量体構造．右はその二量体の界面を示している．二量体の界面で静電相互作用に関与
しているアミノ酸をスティックモデルで示した．アミノ酸名の後の（ ）に A，Bどちらの分子由来かを示して
いる．
B．リゾチームのキチナーゼ活性と塩濃度依存性．○がアサリ貝リゾチーム，■がニワトリ卵白リゾチームを示し
ている．０M NaClの時の活性を１００％として表している．
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次々と現れてくる．まだまだ興味の尽きないタンパク質で

ある．

今回紹介しましたアサリリゾチームの X線結晶構造解

析は九州大学農学研究院の角田佳充先生，当研究室の後藤

隆君によって行われました．リゾチームの構造と機能の研

究に関しては崇城大学生物生命学部の井本泰治教授に多大

なるご指導を承りました．この場をお借りして感謝いたし

ます．
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