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0．ABSTRACT

Growingevi〔1enceⅧgge舶thLlt hori70nlLl】genctrLlnSrel・PILly、こIniTltegl・L11role

i－1theevolutioT101、hLICleriLl］genonleS・Oneofthedeb乙Itedexalllr）1e＝）rh（）1・i／OnlL11gcIle

tr∬雨’erf’1■（）lllLlniTllこl】10PrOkLulyoleisthe rihronectintypelIId（”lLlin（FnlIID）．（1el・1Llin

extrLICe］1u］とIr Pl’Otein＼（）rゝ（一ilhLIClel．i乙ICOntLlin LlnしInuSuLl）cluヽ1er ol、FntHDヽ，Which

exl－ihitHequCnCeゝinlih＝tylotho付ご（）rL1．1inlL11ゝ・IlhLlゝhee一一Pl・or”ゝCdthLLtlhchLLCteriLLl

FTl＝DhLldheenacquiredhorizontと11］yrroTllLlninlLlls・Inlhisthe、is，11・ePOl・lthe、（一】uli川l

StruCture Ofthe FTl‖ID of、chitinilSe A）f］・oTllB（（（・i／／［IS（・i］1・JJ／（／nLY WL］2．Tolhe heゝ10r

Tlly knowledge，thisis the ri．・st tertiary stl・uCtし11・e tO bel・ePOrled ror LltlFnlIID rrom Ll

bactel・iLllp．・Otein・Sll・iking structul・a】sinlilal・ities to allinla）counterpと1．・1Llre f、oし”ld・

Sequence conlPLlrisons with othel・FnIIIDs rrom bacteriとl】r）．・OtCins revealthLllthe

hydrophobiccol・e－forn11ngreSiduesofbacterialFnIIIDsarehighlyconsel・ved，uIldthus

L＝・e undel・nl・Ong eVOlulionary r）reSSure・The totL111ack of surrace－eXPOSed LlI・OTll乙Ilic

residues di叩1とIySth乙It the roleof、this FnIIIDis dintrent rronllhoゝC OrOlhel・hLICleriL11

β－Sandwich doTll乙Iins which functioTluS Cal・hohydl・ate－bindillg nlOdu］es．Thesel・e”］ts

nlLlySuPPOl・tthehypothesisthattheevolutionoftheFnIIIDin bactel・ialcal・bohydl・asC

OCCurredhorizonta）1y・IalsoconductedNMRrelaxationexpel・inlentStOgetthedynamic
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inrorTllationofthisFnlIID・ThedとItLlindicatethatthedonlLlinexpe1・ience＝lIli、Otl・（）P．C

tunlhlingLITld】cssl－enI・ictiveiTlternLllnlOtionthLlnLlninl乙11FnIIIDヽ．
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1．INTRODUCTION

The rihl■onectinlypeIIIdonlLlin（FnIIID）isoneoflhe n10ゝtCOTllnl（）11rOl（1ヽin

nlOdu）LlrPrOtei．1ゝ・llwLlゝinitiL11］ych乙11・aclerizedin f’ib．・OneCtiTl，Lln（1sincelhen hLl←heen

foundin～2（弄、OrLIHanillla】proteins・AlthoughTllOStOrthe、eL11・eexll・LICellulL11・r）．・01ei．1S，

FnIJID”reLL］、（）rOundinnlenlhIILlnel・ecePtOl・PrOtein、乙l←Wel＝満illi一一1rLLCC‖ul川・r”・oIcin、

（＝・XィLlyCry症IHogl、LIPhy（2山H）Lmdnuc）eLu．nlLLg．1eticl●e冊nLmCe（NMR）叩eCtl…COPy

（リー12）hLIVeheenusedtoelucidLltethenructures（）rSeVel・L11LlnilllLl）Fn＝Ds，Ll］lorwhich

Ll（1opt Gl－eek keyβ一←andwich ro］ds with thl・ee L1日d roし111Stl・ands，C（）nSistingo＝（）Tl（）（）

とImlnO乙ICid residuesiTltOtal・The runctions or nlany FnIIIDs are sti）1unc）cLlr・ELICh

FT111ID coTllP‖SeS donlLlin－intl●insic Llnd donlとIin－SPeCiric reglOnS（13）．The roIlller，

nlade－uP Of relLltive］y coTISerVedl・esidues，are）・esPOnSih］el、or rol・TlliIlg the FnIIID

SCaffold，Which conlP）1SeS a hydl・Ogen－bond TletWOl・k and Llhydrophohic corc・The

SCaffoldisconlnlOnloa11FnlIIDstructul・es，andendowsthedonlainwilhitsnleChLlnicL11

extensihi】ity agLlin、t tenSioTILlndits highl・efolding speed（14，15），By contrasしIhe

dolllain－SPeCiricreglOnS乙11・erOrnledbyexposedresiduesthalLlrenOtCOnSerVeducl，0ゝゝ

theFnIIIDfanli］y・Theseresiduesoftenformthel・ecognlt10nSitefortheFnIIIDoran

1ntel－aCtlngPallneI－PrOtein（4，9）．
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FllTIIDs hilVe also been fouTldiTILlreStricled set orcL11．hohydl●ases rronlヽOi】

bLICteri乙l（軋！7）・Iliswe］lknownthLILunlikeeukL1．・yOteS，bacteriLILICqし川・eLl←1gn汀ici111t

P．・Or）Ortion ortheir genetic diver、一ty thl・Oughl、orelgn SequenCeS r．・0．11しIi症lIll］yl・e］Llted

Ol．gLlnlⅢlヽ（甘Ⅰ9）・InpLll．ticu］Lll－，ゝOilhLICteriLlal、e notedfo］．theirn10uicgenonle＝hLlt

1・ellect exten＼ive recoTllbinL11ion（2（））．The doTllains occuriTldirrercnt］ocLltions LITldin

di什erentnuTllherinlheci11・hohydrLlゝC＝）rhLICtel・iLl‥inとlし1ditioTl，thehLICteriとIlhLllp（）ゝ、e、ゝ

FnJIIDs LIPPeLlr tO he hroLld】y dinl’ihute〔lLln10ng GrLlnl－r）OSitive LLnd Gl’LLnl－Tlegillivc

hacteriとl・AsFn＝DsLIPPeLlr叩OrとIdica‖yillhLICterialr）hy）ogenetictl℃e＝lndhLl、′CLlhigh

SequenCe SiTllilarlty tO those of aninlL11s，the presencc ot’this donlLlinin hLICte）・iilis

1－egLlrdedとIS the nlOSt COnVinclng eXamPle ofhorizonta）gene tl・LlnSrer rrOnlLlni］llallo

Pl●Okal●yOteり7、21）．

The fil－st bacteriとl］FnIIID to bel●ePOl．ted was foundin chilinLlゝe Alrronl

B（／（・illLI．V（・i／t・LI／（I77LV Wし12（16），the structul・e Of whichis describedin this theゝis．

B（”・i／／L［L一（・i］rLL／（mLV WL－】2is a Gl．alll－POSitive soilbacteriunland wとISidentiricd LIS

throughits）yゝlS Of the ce］IwLl）1s of yeast and rungl．To hydro］y／e Chilin㌧

β－1A－g）ycosidic－1inkageゝ，thisbacte］・iumusesthreeenzynleゝ，ChitinaseAl（ChiAl），Cl

（ChiCl），and Dl（ChiDl）（22）．Allthree chitinases adopt nlultidomain stl●uctul－es：

ChiAIconsists of an N－terminaIcatalytic domain（CatDchiAl），tWO FnIIIDs，and a
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C－tel’nlinalchitin－binding doTllLlin（ChBD（1hiAl）けig，ト呈‡：ChiDliHllade up or an

N－1erTllinL11chitinhiIlding（loTllLlin，anFnIIID，LlndLIC－ternlinLllcLltalyllCdonl乙Iin：ChiCl

CO．11P＝SeS a CLltLl］ytlC dolllainとInd a C－tel・nliIlとl】portion with no LIPPL11・eTlt SCし1し1enC

、inli】alltytOOthel・knownproteins・ATllOngthese，ChiAli、knownLISthekeyen／ynleOr

Chiti－1〔1eg．・LldLltion u－1d exhibils the highe出しeTIZynlとItic LICtiv．ty ror hothin、（）1uh】e Lulしl

＼（）luhlechitin（23）．

Exceplr（）rthe FnllID㍉thc tcl・liこ11・y stl・uclul・e、（一rtheしlomLlin、（一rChiAlhLIVe

heeI一ゝ0］vedhyX－l・ayc．・y批11logl・とIPhyLlndNMR・ThecrystL11舶uclし11・e（汀thecLltLL］y11C

doTllLlin．．eveLl）s Lln（dβ）H－TIM－hall・elfold thatis conlnlOn tO CILl＼ゝ一18　glyco＼y】

hyd］．01ases（コ4）・Twoexposedtryptophanresidues（Tl・r）－122LlndTrp－］34）orCLllD（1I刷

PJayimportantl－Olesin the hydro］ysisorcry血I11iTleChitin（25）．Recently the solution

扇ruclul・eOfChBDch］AIWaSl・ePO11ed，WhichcanbiTldtochitinsuhstmtesinLlnin、01uhle

OrC］．yStallinestate（コ6）・Althoughtheovel・a】1topo］ogyofChBD〔l．．A］issilllilartothLltOr

the cc］1ulose－binding donlain fronla bacte．・ialce］1ulとISe，thelocation of exposed

hyd．・Or）hobicl■esidues that乙11・e Pl・or）OSed to heinlPOrlant rol・suhtrとIte binding di什ers

betweeTlthechitin－andcellulose－bindingdolllains，indjcatlngLldifferenceinlhe．11OしIe

Ofsubstl●atebinding．

Thecatalytic－andchitin－bindingdomains al†e tethered bytwo FnIIIDs（eLICh

8
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coTllr）r晶ng861・e、idues）・The N－ternlinalFnIIID（lFnIIID（1h．＾l：1・eゝidues AILl－464to

Thl・－549）andtheothel・FnITID（コFnIlID（1…：reゝiduesA）乙l－559toThト644）乙111e＝11kcdhy

Llヽho］－1ヽequenCe（9re、idueゝ）Llnd shと11●e74．4％一、equellCeideTl11tyWilh eilCh other．The

highe、1、CquenCeidentltyhetweeTl二FnllID（1hl．11LlndL”laninlこ11FnIIIDiH4％一・lt hLl、

heen reportedlh乙1t thedeletion orコFnI）一D（1h】八1hLIS nOinlP乙ICtOn thechitinThin（1illg

乙ICtiv．tyo†、chiAl，hutcau、e＝l、1gniricLlnt（1ecreLl←Cintheco］Ioi（lL11chitill－hyし11・0］y／lTlg

activlty（27）．ThenLltul．L11runclionortheゝCFIl‖1DsrenlLlinヽ、howevel・，unCIeLlr．

A］1houghlhere hLIS heen L11■aPidillCreLlゝeiTlthe LlnlOuTl10r吊ruclul・ulLlnしl

runctionLl］inro＝llとItion on L111inlL11FTIHIDs dunngthe p乙ISt SeVel・il］ycL11・㍉the c（川IPletc

1乙ICk of3D－Stl・uCturalinfol・nlLltionfor hLICtel・ialFnIIIDs hLlゝ（）hscul・ed the evolutionL”・y

relLltioTIShiporFnIIIDs・Thepreciゝe油・し1Ctul・とl】ol・gLlnization orthc FnIIIDiscl・uciLl］10

Oul●under沈Inding of how the donlain runctions，LIS Wel］LIS tO theidentiricL11ion or

evo］utionLlryrelationshipゝ・

＝e．・eIl・eP（）1・tthesolutionstructul・eOfコFnIIID〔1】1iAISOIvedbynlu．tidinleTISionL11

NMR spcctl・OSCOPy・TolhebesIol’nlyknowledge，lhisisthe rir吊repo．・10rL”1Fll）IID

structul・e rrOnlLlbLICteI圭lIproteiTl・The血1Ctul・eOflFnlI－D（1nA］Wとl＝1．SOC乙11cu．Llted

u…lgahon101ogyn10delingalgorithnl・Icompal・ethestructul・eOr2FnIIID（1hlAL With

Otherknownstructureswithevo］utionaryandfunctionalviews・

9



AtprcsentNMR叩eCtrOSCOPylStheonlytooltonlOnilorthedy－1L”llicreLllul・eゝ

01、LIPl・OleinLltreSidue叩eCific、ite、・ando．1abl・OadrLlngeOrtinle、CLlle、・Thel・ehLIVeheen

enornlOuSNMRexpel・inle．1t＝ln〔l．11Llnylechnique、hLl、′eheen（leveIor）e〔llolnVenlgLltC

（lynLl111icproces…rPrOtein（2…））・Beゝi血dete＝llinlngthe紬1Ctし1l・eOrコFnI）lD（ll・：1Ll）

oblai－1edthedataorbackhonedynaTllic川、1ngt5N．・elaxLltionexperi＝lCnls・Thi、l・e、し1．1i、

u、Cdtogelinsightin10thereとItul・eor3FnIIIDcInA

10
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2．MATERIALSANDMETHODS

2．1SamplePreparati（）n

ReconlhinLlntコFnIIID（1h］AIWLl…btainedbyexpressingLl＝iゝ－tLlggedpl・（）teini＝

EL一（・he）・i（・hi（［（・√）／iBL2．（DE3）cel】s、fo）1owedhy乙l什initypuriricLllionollLINiコ＋che］と1tiTlg

COlunln、C】eLIVLlgeWithFLICIorXLL，LLndrin乙11puril、icLltionhygelri］trLllion・ArtercIcLIVLlgC

With FLICIol・Xと1，VCCtOrpderived Hiゝ　Llnd Met rcヽidueヽ　renlとIinin thc N－tel・］llinuゝ　Llヽ

＝is－557／Met－558′－FTIIIID（1hl＾1・Uniro＝ll15N－］abeling was LIChieved by gl，OWlng the

bactel・iainM9Tllininlal一一Iediumcontainlng15N＝lC］astheゝ01enitrogen…11・Ce：f、（）1・

uniform］5N－and13c－hbe．edsamples，13co－g］ucosew乙ISuSedastheso．ecと11・bon付し11・Ce・

TypICalyie］ds were2nlg Of pure pl●otein per L of bacte）・ialcultul．e．Mon NMR

experimentswel・ePel・fo．・medwithl・O～1・5mMヱFnIIID（111iA］SalllPlesat3］OKLlndp＝

6・5（20nlM potassiunlPhosphate，50mM KCl，2mM Pefabloc㊥）usingHヱ0／Dコ09：I

（v／v）astheso］vent．Homonucleal・2DNOESYandTOCSY，and3DHCCH－TOCSYとInd

】H－13cNOESY－HSQCspectrLIWCl・eObtainedwiths乙ITllPleゝdi∬O］vedinDコ0．

2．2NMRSpectroscopyfbrStructureCalcu）ation

NMR spectra were acqui．’ed with a Bruker DMX500，DRX5000r DRX80O

12
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spectronleterequlPPedwithapし直e－1’ield－grLldienttl－1PleresonLlnCePl・Ohe・A…ignmentor

thelH，I5NLlnd13c］・esOnこInCe…fコFTIIIID〔1hl＾1WLl…btとIinedu”lg2DTOCSY，NOESY，

1H－】5N HSQC，lH－13c HSQC，3DIH－Ⅰ5N TOCSY－HSQC，L”ld Ll…ies or

trlr）1e－reSOnanCeeXPerinle帖incoI・P〔汀LltlngPulsedrieldgrLldientLWLltel・rlip－hLICkpul、C、1

Llnd sellSitivltyenhLlnCeTllent WheTIL1111ide pl・OtOnS WeredetecteしIin the F3（llnlenゝ＝→Tl：

CBCACOHN，CBCANH，HNCO，CCONH，HCCONH，Llnし1HCCH－TOCSY叩eClrLl

（3＝．Thc2DNOESY（15（）nl、nlixingtinlC），3Dl＝－15NNOESY－＝SQC（1（）（）Ill＝＝lし1

15OTll、nlixingtinleゝ）、とInd3DIHT一うcNOESY－HSQC（15（）nlSnlixinglinle）叩eCtrLl

wereとl】sousedtoderivedi批InCel・eStraintsforstructu］・edetel－nliTILltion．Toidclltirylhe

hydrogen－bondpattern，a3hJ‖NC（）＝NCOexpel・inlentWaSPel・rOll－1ed（32）・Thedata（）1一

DMX500andDRX500nlaChines wel・e aCquil・ed with512＊（HN）x22＊（N）x54‥Zこ（C）

COmP）ex（＊）points and16scans（CBCACONH）；512＊（HN）x22ニl：（N）x5O＊（C），16

scans（CBCANH）：512＊（HN）x22＊（N）x105＊（C），8scans（HNCO）：512＊（HN）x

22＊（N）x　64＊（C），32　scans（CCONH）；512＊（HN）x　22＊（N）x　4（）＊（H），32　scLlnS

（HCCONH）；512＊（H）x128＊（H）x30＊（C），8scans（HCCH－TOCSY）二512ニl：（HN）x

30＊（N）xlOO＊（H），and8scLlnS（3DIH－L5NTOCSY－HSQC）．Thedat…tDRX8（）Owel・e

acquiI・edwithlO24＊（＝N）x30＊（N）x35＊（C），32scans（封一JHN（1（）＝NCO）；1024＊（HN）

x32＊（N）x135＊（H），8scans（3DIH－15N NOESY－HSQC）；1024＊（H）x50＊（C）x

13
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）28当＝），and8、CaTIS（3DJ＝－1icNOESY－＝SQC）・A‖dと11LIWerePrOCe、ゝC〔lwiththe

Pl■ogllLl】llNMRPipe（33二l．

2．3RcsonanceAssignments

BLICkhone sequentiL11LISSig］lTllent、（HN，N、C（1，Llnd Cβ）we］・cし1（川e TllLLil11y

uslngCBCA（CO）N＝LlndCBCAN＝叩eCtrLl・Fir、いICC（汀dingto（1＝N、15N）che－11icLl】

止‖、101、l＝－】5N＝SQC叩CCtru．1l，thecL11・honchenlicL11dlirhぐ汀intel・－re、i山1C（C（X（i－1）Lulし1

Cβ（i－1）rl・OnlCBCA（CO）NH）andintrLl－1・eSidue（C（X（i）LlndCβ（i）r］・OmCBCANH）wcrc

Clustcred．Then，incLIChc］uster（i），basedontheintrLl－1・CSiduechenlicL11ヽhirts（Cα（i）川1（l

Cβ（i）），乙InOtherclusterしi）whichhLldlhesaTlleinterィesiduechenlica）shirts（Cα（i－1）Lm（l

Cβ（i－1））wa”eこIrChed．Al】thec］uste］・sCOu）dbecoTlneCtedintobi－C］uslel・（i」）set＝lIld

thus be asselllbled eTltirely・Side－ChLlin LISSignments（C and H）were LICquil・cd mLlinly

using］＝－I3c＝SQC，C（CO）N＝，＝（CCO）N＝，and＝CC＝－TOCSY speCtl・a・The

C（CO）NH and H（CCO）NH叩eCtra gaVe theinfo）111ation of side－Chain c乙Irbons Lln（1

protonschenlicalshirtsrronll＝NLlnd15Nsignal…rbackbonewhichhadL111・eLldyheen

asゝigned．Thisinfo．111ation was coTllbined with the spect．・L川f．H－13c HSQC Luld

HCCH－TOCSYfortheidentificationofpl’OtOnandcaI．bonpair．AllNMRspectI・ainthis

Studywereanalyzedwiththepl－OgramNMRView（34）andin－houseprogranlSWritten

14
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byTclrTkwereusedtoheJpasslgnnlentS・

2．4StruetureCaleuJations

lnitiLlllyln．・uctu．・ecLL）culLltionLlndNOEr）eLlk乙l、ngnlllentWel・epe1・rol・nledinL”

11erLltiveとInd mLlnuL11nlLlnner u…lg the pl・OgrLlnlDYANA（VerSion）．5）（351．NOE

CrO”－peLlkintenゝities we．・e CILl、、i「icdとIS Stl・Ong，111ediun10r WeLlk∴llld Ll、、1gne〔110

re山とIinh（）rl・8－3・O，1・8－4・（）orl・8－5・OA，1・e叩eCtiveIy・OnlhehLl←COrlllJttN（，（）＝NCO

叩eCtrunl，hydrogen－bonds restraints wcrc LIPPhed as2・5－3・3A ror N－O pLlirゝLlnしl

1・8－2・5AforHN－OpL111・sLlndusedfl・Onllheinjtiとl）p．・OCedure・BとICkhonelo．、ionLlngle

restl・aintswerede．・ivedfro．T13J‖NH（XOr＝MQC－J（3＝LlndTALOSpl・Ogl・unl（3机・The

backhone¢anglerestraiTltSuSedwere－65±250rorうJ‖NH（X＜4．7日z，－12O±4（）Orol・

lJHNH（X＞8・5＝zand＜9・9＝z，とInd－120±200for3J‖NH（X＞10・0＝z・Il、thep）・edictcd

TALOS¢ang］ewaswithiTltheI・angeOfうJ．1NH（X，theTALOSderivedq）anglew乙l”Sed

forl・eSt．・aints・ThetorゝionanglesxlofTyl・，PheLITldT．・PWel・eestiTllatedf．・OTllうJ（1／（1Y乙ITld

うJN（1YCOuPlingcon血nts（37）・FinLl】1・efinenlentenlPIoyInganlbiguou、NOELISS．gTlmeTltS

LlndfIoatingchil■alityaゝSignnlentSWaSPel・rOrnledusingtheprogrLlnlARIA（Vel・＼ionl．O）

andaCNSpackageasdescl－ibed（38）．Atota］of150structuI・eswereref、inedinthelLISt

（ninth）iteration，and the quality of30lowest energy structures was analyzed using

15
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AQUAandPROCHECK－NMRwftwal・C（39）．

2・5SequenceAlignments†HomoIogyModeJing†andStruetureC（｝mparison

＝o711OIogounLICtel・iLll、equenCe”rコFnIIID（1111一へIWereOhlLLine〔1rro．11SMART

（川l乙11’t・elllhトheideJberg．de）ゝerVer（ヰ（J）．In the SMART祀］・ve］・，135hLIClel・iLllFnIIIDs

rI・Onl］（）2proleinswereregl、tereし1・An10TlgtheselIchoseonlyFn‖D、汀onlther，rOlein、

Who、C runClion、LlI・e C］eLlr］yiしIenliried LlゝhLIClel・iLl】g］ycoゝylhydJ・o］LlゝC、・IniliLL］ly thcre

Were83FnIIIDsrl■（）11161proteins・Thcsesequencesweref、ilteredll－anuuHy10gel（）111y

One FnlIID sequencein the case of a r）1・otein with nlultiple Fn川D、・Sr）eCieゝ

redundancies werc　乙l］so considered・For comparison，three FTlllIDs fl・onlB“（・i／I［LY

Ci］t・tJ／（””Wel・e added・Finと111y21F．1IIID sequences from2（）cLlrbohydl・asesl、ronlJ8

bacterialgenel・awereusedinmullip］esequencea】ignnlel侶uslngC）u批l）WwithderLlu］1

Pal－anleterS（41）・CHROMAsoftwarewasusedforana】yzingandannotatiTlgthe］・esu］ls

fl’OTllSequenCealignnleTltS（42）．

Thestructul・eOflFn”IDchlAIW肌一IIOde．eduslngthe二FnIIID（1hi＾1StruCturCi侶I

lemplale・LFnIIID（ll】AIShows74・4％LnlinoacidsequenceidentltyWithコFn＝D（1hi′Mnd

therearenogapsinthesequencealignment．TheMODELLERpl・OgrLlnl（43）wasused

formodelingandthequalityofthen10delwasassesseduslngPROCHECK・
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Structし”・eCOnlPa）・isoTISWitholhe．・stl・uCtureSOrFnIIID－］ikedonlとIin were（l（川e

uslngDALI（44）LLndMOLMOL（45）sof’twL11・e．

2・6TheoryofReJaxationExperiment

Thenlagneticl・e］LIXLltionornuc］eiiHtinlulatedhynlLlgnCticrie］d＝）、CiHiltingL11

the re］evLlnt trLlnSitioTlr．・equencies・Thel¶e］axLllion pLlrL”lleter、，1（川gltし1（1inLl］1・e］LIXLltion

1・Lllc（R／），trLLnゝVer、Cre）とIXationrale（R：），LHl〔li】H）－15NNOE（N（）畑cLulhewl・ilteno［l

thebLISi”ftheinfluencesorlheとIPPrOPllLlterrequenCieLF（）1・eXL”llP］e，lherelLIXLlli

aprotonatedJ5Nnuc．euゝ（e・g・，hackhoIICLlnlideinthecLIWOrPr（一1ein）iゝiTlrlue．1CCtlhy

HNgroupmotioTISattheI・esOnantfl・equenciesorthenitrogen（触）uTldlheprol（）1一（瑚／）、

thesunlLlnddintrenceorthescrl・equencies（abl＋帆ahl一触），LlndarrcquencyoI、／erO

（COrreSPOnding toIoss ofphase coherence）．In the cLISe Or15N re）LIXation，the two

P．・edonlinantI・e］axationmechanisnlS乙Iredipolal・－dipo）arintel・aCtion（DD）between15N

and】＝，andchemicalshiftanisotropy（CSA）of15N・A…COnSequenCeOrTl10）eculLu・

nlOtIOn，the DD L”ld CSA c．・eLlte OSCillatlTlg］oca】nlagnetic rields，L＝d which cLlu

1・e）axation・Thusl・e］axationpLll・anleterS（R／，R2，andNOE）whichLlreeXPl・e、SeduゝingDD

andCSAternlSSarelinearcombinationsorspectraldenゝ1tyfunctionsofapr）1・OP．1乙Ite

frequenciesasfollows（46）：

▲．
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尺ヰ物′－…叫、）＋6ノ（町…十ぐコノ㈲

尺コ＝宝r4J（0）十叫′瑚十勒）十咽′）十叫′叫）1

＋‡【4叩けうノ（町岬、

〃り上＝l十空也困勅十町一物′一軒」

iIIWhich‘′＝勉（阜（・＝1㌻，〟りi‥hepenlleLlhility冊e叩CC：′ti、
叫△J

8方コ

P］L”lCk、、COn血nt‥71／LLndれ・と11・ethegyl・onlagneticl・atio…rl＝LHld［5N，Ⅰ・叩eClive］y・

Here the　叩eClrLl】de－1ゝlty runCtioIl，J（W）、is　しIerineしt hylhe Foし1ricr

tI－allゝ1’01■111ati（）110f、肌1tO－COl・Ⅰ・elati（川rし111Cti（川，G（り．

ノ（叫＝†G（りCXP（－αけ）‘／′

rTbw）vethescJ’elaxLltionequLllio町hesidcsriveJ（a））vL11ue㍉thevLllueゝ（）rCSA

（Ao），J・N11，andR（，rnluSlbedetcllllinedtoo．TorcducethenunlberorunknownいheN－H

bondlength and】5NCSAal・eusua】】yassunledtobeconstant with rNl］＝1．（）2A and

△J＝－170ppnl．

The．・enlainlng unknowns could be ful・therl－educed using Lir）L”・i－SzLlho

“n10del－fl・ee‥parと1111etCrizatioTIOfJ（a，）（47，4H）・ITl＝modeトrl・ee∴the叩eCtrL11（lenゝ11y

function，J（叫，is definedin terTllS Of（i）the glob乙11rolationaldifTusion oflthe

macl－On10lecule（mo］eculal－COrre）ation tirne，T，tyPicalIy a few nanoseconds，and

POSSib】ythediffusionanisotI・OPy）；（ii）thetimescaleofinternalmotionsfasterthanthe

18
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glohaltunlbliTlg（elTectiveinternL11coITehtion ti．11e，T，，PICOゝeCOnd－］lL111OゝCCOTldliTlle

ゝCと11e）：and（iii）the degree ofrestrictio．1（relとIted toこImPlitude）ofthe、C rLl、tinte‖1と11

n10tions（the squL11■e Orthe（甘der pal・allleter，Sコ）・These pLlrL”lletel・いVhich cn＝he

ext）・こICted fronlthe乙InLllyseゝ（一r NMR relaxatiolleXPerilllentゝ，rellectlhe n101ionLll

l）Ⅰ．OPertyOfeLIChre、idue・

Thesr）eCtl・a］den、1tyfunctionornlOdel－rl・eetreLltnlenlvLlllie＝lCCOr〔liTlgtOlhe

（）Ver乙11】difrusion nlOdelorlhe hioll101ecule．Illthe cLLゝC Orisolr（）PIC glohL11tumhli‖g，

ノ（〃）iswl、ittellaS

J（叫＝∫］

1＋（≡r（，サ彗完′）〕
】　1　1

Whel・e－7＝－＋r，ちistheoverL111correlationtinle，ちisthecfrectivecoll・elLltionlinle
r　　γ　　r

fol・1heintel・nalnlOtion，andSヱisthegenel・alizedordel・Pa．・anletel・・Foraxia11ysy－11nletric

anisotI・OPICglobalnlOtion，J（功Willbeextendedas（49M51）

ノ（叫＝∫コ［怠＋

Where A］＝

（3cosコβ－1）

4

3

A＝－Sil－1β‥rぅ＝

1．諾っ，］・1悪，ヱ ］
＋（1－∫〕）

rt＝－，Al＝3sin二βcos〕β

2β⊥‡4β．．，‡＝軌‡‥〃＝；（2…・・）

′

1＋（αけ′）ユ

1

r－＝

‾　5J）1＋J〕■

With spectraldenslty function mentioncd above，five n10del－fl・ee n10dels are

considered．Theseincluded modellwith S2describing the amplitude of spatial

19
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re山1Ction ro］・a hLICkbone Llnlide NTNH vectol・which can vL11・y rl・onl（）（no叩Ll－iLl］

restrlCt）On）tol（COnlP］ete叩Lltial）1eStriclioIl）∴lnd T．Mode］2is with S∴　T∴‖d Ll

COlllelalionlinlerOl・PICOSeCOIldtinle－SCLlleilltellla）nlOtio．1S（T（）・Mode11Ll…しITlle＝hLlt

T．→（）LIIld doe＼I10t COntl・ihule to re］LIXLltion，WhereLISlllOde12Ll＼uITlleヽlhLltillternL11

ーー101i（川＝‖・CWithil－tllCl（）」り～1（）‾－㍉ti－－1C－、Cと11c（0＜仁一＜r）a‖dc（川tl・ihし11ct（－1・ClとIX⊥lli州．

M（）dclうi、乙l＝1（－し1il、ieし1vcl・、i（）1－（－1、－11（）しIel10illClしIdcこIl一汁＝l111CIcI・しIc、Cl・ihi叩IllC

co］ltrihuti（）110rnlicroヽCCOIldlonli11iゝCCOndtinle－ヽC山ei］ltelllL11molio‖烏10R：（lI（，いi］lJ）．

Mo〔1e14i＝lnlOdil’icLltionornlOde］2toincludethepLulanlelerR（ノいMoしIc］5LICCOしl仙1’or

ITlte）－nLl］motions occul◆rIng On tWO tiTlle－ヽCLl］eヽ．This nlOde］col≠hh（）r LH10r（1e］・

Pと1rL1111eterfol・ra山PICOSeCOndintelllL11nlOtiom（Sデ），anOrdel・PL11・Llnleterf’（）＝lとIl…CC（川d

tinle－SCaleintel・naln10tionsf’astertha．1T buts］owerthaIIT，（S：），aCOrrCILltionlinle

fol●PICOSeCOndinte‖l乙IImotions，aS、し＝llednottocontributetol・elLIXation（T，→（）），LHl〔la

COrrelationtinlefo＝lanOSeCOndtime－SCa）eintel－nalnlOlions（T）（52）．

Modc1　1　　　　2　　　　　　3　　　　　　4　　　　　　　　5

叩eC汀ic　∫二　∫コ，ち，〟ハ　∫コ，尺八　∫二，乙，軋、　∫∴∫コ，ち

Pal・a111etel・S

Thebestfitn10delfol・theinternalmotionofresidueiisdeternlinedbysinlulatlngthe
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nrgetfu－1Ctionx／〕＝（虹一二些ユ）〕＋（生せ）〕＋（N（ノEl’’ht－N（）E：’l／（）］hyTlleL”l…r
J〟1′　　　　　J〃「′　　　　　　J＼川ノ

Monte－CLlr）oヽillluliltionヽ乙IndF－nLltisticLl］testsLISdescrihed（52）．

2・7MeasurementandAnaIysISOfReJaxationl）ata

Re］axLltionexpel・iTlle仙WerenleLISure（1usingBrukerDMX5（）（）M＝／Orl＝

h・e（1uenCy、Vith15Nhhe］e（一コFn＝D（1hLllOr（）・4nlMLlt3．（）K．I？／LHl（1R：TlleLluHlelll

WereCLu・riedoulus．．1gther）uhcsequeI－Ceゝ1・ePOI・tedbyKLlyetL山53）・TheR／dLltLIWere

Obtainedwithとl、e．’ie＝）1、dehys：‖．865，121．865．251．865（×2），45l．865、7（）1．865（×2），

97l・865，Llnd】3（）］・865ms・TheR2dとIlawel・eLICquilledwithLuerie”fdelLlyS：8（×2）．24，

48180（×2），12fi，192，と川d288nlS・Allthedatawe）．egaIlledwith）024＞一：×10（）‥一こco］llP］ex

TllLltllXPO．nt”nd32scLlnS・TheCPMGsequencewLISaPPliedwithこIPuherield吊l・englh

of3・4K＝zrol・15N・Forthe（）＝）－15NNOEmeasurenlenしtwo2DspectrLIWereLICquilled

1n aninterle；lVed nlanTler・The twodLlta SetS OfNOEexperiTllent WereとICqull・ed with

512＊×60＊complex polntS Llnd64scans・A11the（1Lltaゝeh were pl・OCeSSed wilh

450－Shirtedゝille－SquLlre ar）Odizationin hoth di．11eTISion u川Ig NMRPipe（33）・PeLlk

iTltenSities fol・analysIS Wel・e eXtraCted uⅢ1g Peak picking method or NMRPipe・

UncertaintiesinpeakintensltyOfRJandR2datasetsweregalnedf．・Omthespectrawith

duplicatedR／andR2timeintervals・UncertaintylnPeakintensltyOfNOEwasgalned
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Perfornl111gthesL”lleeXperinlenttWice・Relaxation．・LlteSWereeゝtinlLltedhy ritt川gthe

nleuSul・edpeLlkilltenSitiesIo…1ngleexpoIle］ltialしIecLlyCul・ve、Ji’／／（＝J（，eXP（1人RいR，）．

u…lgLltWOLr）LlrLlnleterl、it ofCURVEFITsortwとIrC（52）・Foruncel・tこIinty＝1thel’itll．1g，

Monte－CLlrlo sinlu］LltioTIWLIS enlr）］oyed（5ヰ）．The n10deト1’1・ee LlnL11v＼CSl、01・］llLlin chLlin

n10hilily were d（川e hy thc TENSOR sortwと11・e t55L The Mode］Free4．（）ヽ（）rl＼…Ⅰ・C（5コ）

、Vil＝lゝedrorlhen101ioTILl］肌l】yゝ1＝）rTrr）－58（）’sNど1－HEIvector・TnthiscLl、C、－H8・51叩一1l

W乙l、u、eda＝11CChc－11icとl】、h‖、Ial－i←（）tl叩y（）l、NEl（5机・

22
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3．RESULTS

3．1Resonanee Assignment，RestraiIltS fbr Strueture Caleulation，and Structure

I）etermination

Excer）tfol●the、1gnLIJsrromlheveclol・－derivcdN－tel・nlinLl】Hi＝ln（lMelreゝiしIueヽ、

whichwerenotob椚Vedinl＝－15N＝SQC∴lI．thehと1CkhoneゝignLl】…′ereLl、ゝigTleしIu、ing

CBCA（CO）NH Llnd CBCANHり亘・悠・十1i車二㍉．Side－ChLlin LIS引gnlllenlwLlゝこIChie＼′C（1

uslng mainly CCONH，HCCON廿and HCCH－TOCSY叩eCtl・Ll．Arolmllic siしIe－ChLlin

Chenlica］、hifls of tyrosine，Phenylalanine，and tl・yPtOPhとIn Were Ll、SlgnCd rron12D

NOESY Llnd TOCSY叩eCtra・A nearly complete asslgn－11ent OfコFnllID（、111AIWLIS

achieved汀油症・ろ＝壬｝・This result has heen depoゝitedin the BioMLlgResBLLnk under

accesslOnnuTllber5178・ToextltaCtdistanccrestl・aints，NOESYspectI・awith】OOLlnd15（）

nl＝11ixlngtinleSWereuSed・Noseverespindiffusioneffectswel■efoundinthespectrunl

witha】50nl川Iixlngtillle・Imeasured封1JrlNC（）＝NCO叩eCtl・un11ogethydl・ogen－hond

inro．111ation directly・By conlPと111Tlg　＝NCO Llnd　3hJ‖N（1（）rlNCO　叩eCll・Ll，23

inter－hydrogen bondsbetweeTltheβ－StItands（fL：i㌢∴ち－－1i紬雲二三”封we］・eidentified．Wilh

117torsionangle restl’aints，thesehydrogen－bondl－eStraints（23＊2）wereapplicd

theinitialstepofstl・uCtureCa）culation・Structul・eCalculationwithDYANAwasrepeated

23
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by adding di批1nCeinfonllatio－1del・ived fronlNOE cl・OSS－PeLlksideIltil’ied nlLlnual］y，

untilこInenSenlbleortheca）culLltedゝtruCtureSgLIVethegloba］rolしl・Whenthecil］culLlted

nI・ucture convel・gCd enough toidenl汀y the g）obこl］fo］d．the ARIA pl・OCe山Ire WLl、

enlP］oyedforfurtherrefincmentuⅢlgL”llhiguoしISNOEcrosトPeLlkゝ・ThiゝPrOCe（lurei、

esゝentiLl】lythesLITlleLlゝthLltde、Cl¶ibedpreviously（3勘．

The　ヽ1］・uctul・e Orlhe　－Fn‖1D（11－1AIWLIS（letellllined rron11he dinLlnCe LITl（l

1orゝioTIL11Llnglel・enI・Llil山Ii、te〔lin’室、〔王眈L与一∴Anovel・lLlyOrthcrinLl］3（）nrしIClurc”h……

thLltthe hackboneとInd hydrophohic sidechLlins have bcen wellderine（＝：盲巳㍉∴ミ・f＝＝lもえ

二ち・フき・Theavemgerootmean squal－edeviatioll（RMSD）ofthesestruclul・eヽ（A］とl－55りto

Thr－644）isO・431乙IndO・714Arol●thchackboneandLIHtheheとIVy－atOmS，1・e叩eCtively．

Thel・eis no distancel・estmint violation or＞O・3A，and no dihedI・alLlngle．・est．・LliT11

VIO］ation of＞5A．Thedetai］ed statisticsfol，the structul・es al・e Shownin圭抽ぃう・プ．The

RanlaChaTldI●anp］otofbackbonetorsionanglesa］－ealsod］一awnけ毛g∴ミ・勘．

3．2SequeneeAIignmentsofBaeteria）FnIIIDs

Of thc6）FnIIID－COntainlng hacleria）cal・hohydrとISeS Which wereinitiL111y

retl－ievedfl－Om SMARTdatabase，21al・e fl・OmSflY］）f（N17yCeS，and16are fromB（［（・i／／t（▲V

genel・a・Foracomparison ofFnHIDs across genel・a，Iselected only one FnIIID from

24
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eachgenus・Asthesequence…rFTIIIIDsfronlthesLlllleenZynletendtohe．110．・cゝi＝lilL1．・

toeachothe．・thLlntOF．11IIDsr．・OlllOthel・Pl・oteins，OT11yoneFnIIID、CquenCePe．・en／ynle

WLl”elected・IfLl‖the hLICteriL11Fn‖DゝCquenCCS Wel・e used ro．・Ll）ignnlenl，theTlthe

こIPPLlrent nll11］Llrlty＝一L11igTlnlent LITld the prop（甘Ii（一1101、FnIIIDHl・（”lGl・Llnl－PO、ili、′e

hLICtel・iLlincrcLl、Cd・A］］theinfornlation conccrnIng LICl・Onynl、，en／ynlLltic runcli（肛

Org州InllnLlnle，GrLlnl－、enゝilivlty Llnd ordel・／toILl］nunlhcrLule writteniTl畑十十上In（l

旦こ！套1毒し∴’与・∴ち

FnIIID fronlYt）］’L、イni（／（ntC］T）L・（）／ili＝′（068975）cxhihitedlhe］owestゝCqし1CnC

identlty（32・6％）to‾FnIIID（1hl八］・Thelengthsofa］igTledsequence＝lreTleと11－1ythewlle

except for those of Entjni（／（：／uT．Y（［］1fhc171i（PEHX＿ERWCH）Llnd O68975，Which

COntain～20more anlino LICidsin their C′EIoopsin conlP乙11・ison with the othel・ゝ・A

COnlPariwnofbacteria］FnIllDsequenceswithと1ninlalFTIIHDsequencesindicatesthLlt

theC－ternlina120residuesarell10reCOnSel・Vedinthebacterialsequenceゝ・

3．3StructureDescription

巨

r

＝

：こ

】

1

▲

Thc舶uctureofヱFnIIID（「．、IA】isacanonicalβ－San〔1wichst．・uctu．・eCOTllとIiTling

two antiparalIelβ－Sheets that are packed face to faceけiさ三．3”ホ勘．One sheetis

COmPOSed ofthreeβ－Stl・ands（A，B and E），Whel・eas the othel・is composed orroul・
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β－Strands（C，C′，F乙IndG）．Strand Gis dividediTltOtWO SeCtions，GlilndG2，こISin

aniTllaIFnIIIDs・Thl■eeloopsinthedi．・eCtionofN－tellllinus（1oopsBC，C′ELlndFG）LLnd

thl■eein the dil．eCtion ofthe C－teIlllinuり）oops AB、CC′Llnd EF）connect theヽeVen

β－Stran山，11e叩eCtive］yけiさ，～∴1・モー勘．

The　β－undwich　ゝCとl什0）d or－FnTIID（1．1A］is　沈Ibilized hy LHleXlellゝi＼′e

hy（1］’Oge］l－hondnetworkhetweentheβ－ゝlrL”lds，L”lしIhy乙IhyしIrophohiccorerormeし1hy

inwLlrd－rLICingl●eゝidueH．r（川Ithcβ－ヽlleetヽ．Iliswellkn（）WnthLltLITli‖lLI］hlllIDゝC川11Llin

sevel・Ll］β－bulge stI・uCtu．・e＝111he edge strands A，C′L1日（1G．InコFnIIID（l．．＾．，three

β功ulge structures乙It reSidues，心n－565／Leu－566Llt the hegiIlning ol、山L”ld A，

Thr－569／A］a－57OatTlliddleofstr乙IndA，andAla－601／Thl・－602withinstrLln（lC′cou］dhe

unaTllbiguous］yidentified by the di．・eCt detection ofhydrogen honds thl・OughゝCこ11al・

COuPliTlgS・ThisnlethodnとIturalIyrevealedthehydl・Ogen－bondnelworkthL11del’inesthe

Stl・andtopo］ogy，aSShowniTl王；ig∴ち・・う，denlOnStl・atingltSuti】ity・

Theresiduesth乙ItareCOnSerVedinbacteria］FnIIIDsaTldf、orTllthehydrophohic

COl・earewel】definedillthefina］st．・uctures｛f＜Jig∴ミ・・7）・TheroHow．ngl・esidue＝11・etotL11］y

bul．iedin the core，With Lln SOIvent－aCCeSSiblc sul・face Ll］・eとIOfless than7％：P］・o－563，

Ile－576，Leu－578，Trp－580，Sel・－583，Tyr－592，Val－594，A］a－609，Ile－61】，Phe－622，

Ⅵl－624，Ala－626，Ser－637and Val－642・The hydl・ophobic coreis made up of two
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Clustel・ゝinwhichthl・eearolllaticl・esiduesphyと1Centl・山role・OTleOrthecIustel・scontとIins

Tl・P－580LlndTyr－592surrouTldedhyPro－563，Se．・－583，VLlト594，Val－624L111d A］L卜626．

These L11・OnlとIticl・esidue、とIre，neal・］y conlPletely conwve（l，eVeninilninlL11Fl1111Dヽ，

SuggeSt＝一gthLlt this clu、teriゝintegrLl］rol・TllLlinlLlinlng the FnIIID ro］dけ心‥ミフ；＝主星

トト右・The othe）・c］u、1el・is nlLlde ur）Of、phe－662sunlOundeしIhyI］e－576，Leし1－57軋

I】e－6H andVLl］－642・Thehydrophohicpl・OPe］・tie＝一rthc祀1・e、idし1e”rehigh］yc（川、C】・veしl

LICl・oゝShLICleriLIJLLndLmimLl］FnIIID”l：iさヱ㌧、しミ＝7L＝h巨ミ＝f］！．

Foraninlulproleins・SOnle FnIIIDs disr）］Lly a、′L＝・icty orhindil－g n10de←Wilh

OtherproteinsuslngCOnlhin乙1tionsoftheloopreglOnS・Fol・exLlnlP］e，huTllL”lrihronectin

bindゝtOintegl・1nthroughtheRGDsiteontheFG）oopとIndthePXSRNsiteoTlthcC′E

1oop，Whichfo．’minte．．facia］surfaces（4，9）・Theimport乙InCeOftheloopsequenceror

TllOIecu］arrecog－11t．OnisdenlOnStmtedbyanartificia】lyenglneeredFnlIIDwithL11tel・ed

SequenCeS On the BC and FGloops that binds ubiqultIn With high a什inlty（57）・In

bacterialFnIIIDs、theAB・EFandFGIoopsarere）ativelywellconsel・VedinlengthとInd

SequenCe・Incontrと吼theBC，CC′andC′EIoop…reVariLlblcけ塞∴㌻隼・TheBC］oor”

批Ibi】izedbyahydrogenbondbetweenthemain－ChainHNgroupofScr－583oTlthcloop

andOTlOfTy）・－592・In280ut Of30finalstl・uctures，this HN gl・OuPandtheOTlal・e

locatedwithin2．35A．ThisbondisalsofoundinsomeanimalFnIIIDs．
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tTILldditioTllotheloopl－egions，SOnleeXPOSed］・eSiduesinlheβ－SheetヽP］LlyLl

）・O）ein nlO）eculL11・recogT1111OniIIWTlle Pl・Otein、・1n hunlan g．・owlh f、LICt（）1・Ltnd hunlL＝

tissue ractor receptor，the乙l”OCiLltion or successive do．11Llinsil‥he F一川ID－FnIlID

、egTllentCreLlteゝChと11・gedⅧ．・fLICeゝ乙IrOL”一dlhedonlLlinh（）undL11・iesIWhich祀r、′eLl、hinしIing

Site、rO．．theirligLlnd、（ヱ．5）・Incontl・LISt，thesul・fLICeOr‘－FTIIIID（1h．，1］i＼n10nIyヽし1rrOuTl（1eしl

hynon－ChL1．・gedl・e、idue＝l”how］liTl垂妄ぎ・し　1‾与榊・‾Fll川D（仙＼lhとIS川1】yl、0し1l・－1C針ti、′C】y

ChL11－gCしl（A叩－585，A叩－593，A叩－6］7，aTld A叩－628）と‖ld three po←ilive］y chと11・geしl

（Lys－625，LysT627乙IndLys－643）residue＝）nthesurrLICC，WhichLlre叩こu・＼ClylocLLle〔lon

theproteinsul・fとICeanddonotfonllLlnOticeab］echと11・gedpとItCh・

rrb analyze the chal－ge stLltuS Orthe］FnIIID（1】1iAl－3Fn＝D（1hlAITl10dule、Ihe

”．・uctureof）FnIIID（1hiAIWaSn10deled｛f＜・ig・圭＝）・AsthereとIrenOgaPSinthcsequeTICC

a】ignnlentandahigh祀quenCeidentity（74・4％）betweenコFnIIID（1hiAlandlFnIIID（l，．Al．

holl10logymodelingofthelFnIIID（1nA】StruCtul・ewasqulteStraighlfol・wLlrd・TheRMSD

betweenthenlOdeled】FnTIID（rI一】A】andコFnIIID〔11－iAIisl．173Aovel・theC（1COOrdillateS

ofAla－559toThト644inコFnlIID（1hlA］・ContとICtSbetweenthehydl・OPhohiccore－f、（）11111ng

residues are ne乙Il’1yidenticalbetweeTlthe two FnIIIDsげ室ピ‥ろ・・盲＝二主）．Allthe hLICkhone

anglesofthemodeledstl－uCture，eXCePtfol・thoseofglyc．nes，arei－1theal］owedl・eglOnS

OfRamachandranplot・
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The elecll－OSlatic potentiLl）nlaPOn theⅧ11fLICCis dl－aWtlin量■セ∴＝沃1．The

nlOdeledst．・uctul・eOr）FnIItD（llhlLl・evealsthatcha．・gedgroup…re叩LlrゝCly（山一rihuteしlon

the pl．Olein sul’1、ace with no noticeLlbIe chLlrged pLltChes，とISゝCeTlrOl●－Fn‖D（11．ハ1．

ModclingorthelFn＝D（1111／＼1：FnIIID（1hl／＼1nlOdu）eunngthecool・dinate…rlFn＝D（1n／11

Llnd－FnlIID（l．l，11Llt LIVL11’iety orinter－donlとIin orientLltion”uggeゝtS thLlt，ul11ike huI－1こIn

1isⅧerLICIorとl－1dhumangr（川′thrとIC10．・reCePtO．・，thetwodonlLlin＝11・eし＝11ike］ytoproLILICe

LIC］u、tCrOrChLlrgedゝidechLlin＝ltthe〔lonlLliTlhouTldとIry（dLllLlnOl、110Wn）．

3．4I，OWSequenceComplexity

ThenoteworthyfeatureorコFnIIID〔1hiAlisit…nuSua】anlinoacidconlPOゝition・

The sequence o†、1his doTllainis］．ichin anlino acids with shol．t Side chLlins．IlhLIS2（）

thrconine，16alanineand］Oscrincl－eSidues，andthesethreetypesorLITllinoLLCidnlとIke

ur）OVer50％　of thel●esidues or this donlain．Owing to the biased LHllino LICid

COnlPOSition，ifu＝nga BLASTsequence honlOIogy search without Llfi】ter＝一gOPtlOn，

then proteins withlow conlPlexity such as　とIntirl、eeZe Pl－Oteins（thl¶eonineT Llnd

a］anine－rich）ornluCin（threonine－andserine－rich）ul’el’etl－ievedwith high p］’ohLlhilily．

AlthoughproteinswithlowsequencecomplexltyaremOrelikelytogeneratere）ati＼′ely

extended stl・uCtureS（58），2FnlIIDchiAladopts a globular and compact fold・The
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nlO）eculLlrWeightorコFnlIID（lll一へ（AILl－559toThr－644）is8423・1DLl）tons，glV］ng

averLlgel－1aSS Per rCSidue ot’97・9DLl］tons，WhichisIowel・lhLln99％ofthe prolein

SequenCeS COntLlinedin SWISS－PROT（5り）．This high content o「nllLl】lヽide chLlill＼

PrObLlbly caused thel・elati、′e］y川Ial］diffel・enCe hetween hLICkhone LITl（lheLIVy LL10nl

RMSD、intherinL113（）NMRstruclu．・e、・Ahighcontentof…lL11IsidechLlinsi、generL11】y

roundinhLICte］・iとl】FnIIIDs，bしItllOtinLlnimLl）Fn‖IDs．

Mos10rthelhreoni］le re、i（lue、とIrelocLlted on theゝし1l・rLICe Or－F一一111D（1h］，1

ミ＝j］き，and thus have】ittJe e什ect onits g）obaHold・Most th．・COnines Llre nOlhigh］y

COTISerVedin bLICteria］Fnl‖Ds；instead，Snlal】l・eSidues（A，C，S，T、D，N，V，G，LlnしIP）

OCCu．．Withaprobabilitygl■eatel－than80％Lltthepositionsco］l・esPOndingtothreonineヽin

コFn‖D（1。iAけセ．3J｝）．Theseresiduespresumablycontribute101heゝ0Ivent－aCCeSSihle

Surl、aceofeachmo）ecu】e，とIndthusmaybeimportantrunclionally・

3．5Structura）Comparison

Ther）rOgl・LlnlDALIwLISuSedtosea．・Chr）rOteindatabaseゝ†br吊ructure”inlihl・

tothatofコFnIIID〔1hiAl（44）・Itl・etl・ieved．31nI・uCtul・eswithZscoresgreLltel・lhn2・（）

rrom the Protein Data Bank・A11ofthe structul・es with Z scoreslargel・than9・O are

FnIIIDs．OtherfamiliesofβLSheetsandwichstructures，includingtheinlnlunOglobulin
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foId・WereretrievedwithZゝCO）・esof2・0～8・0・ThefoHowITlgSlructul■eswel・CrOundlohe

thenlOStSi－11i］al・tOthLltOf－FnlIID（、hiAIWithZscol・esJargel・thal110・（）LlndLIC（XLltOnl

RMSDs．11乙l）1e）．than2・OA：illtegrinβ－4suhunitrrとIgnlent（PDBco（le：1QG3、Z＼C（甘e：

11・9，RMSD：1・8（OVer831－e←idueゝ））（8），tenLISCinrl¶こIgnlellt（1QR4、1］．Ll，］．6（81））tO）、

fih．．oTleCtinl、1■agTllent（lFN廿11．3，］．7（H］））（7），fihroTleCtin（1FNF，11．0、］．H（H）））

D／－（）LV（）／，hi／（［neu）1OgliLln（1CFB，1（）・7，1・9（81））（3）LlndtitiIlrrLlgnleTlt（lBPV、】（）．6、1．9

（84）＝州）けiぎ∴喜一二ち）・De叩11ethehighゝilllilLlrltyOrglohL11f、01（1，theⅧrrLICeC】ec11…1Lltic

POtentiL11s Llnd］oop conro．・nlLltioTIS Or these r）1・Oteins are dirrereTllrronllho、C Or

－FnIIID（lli∧l・and乙l】sodiffbrhetweeIIOneLlnOlhel・・In pal・ticu）al・，lhe］0叩StruCtul・e＝）1、

コFnIIID（1n＾areunlquC・The2FnIIID〔lliAIIoops，eXCePtfol・theBCIoop，L11・eve．・yゝhortin

COnlPariゝOnWiththoseofothel・FnIIIDs・TheconfonllationoftheBC］oopseenlStOhe

unlque，とISnOOtherFnITIDderivedbyDALlexhibitsLISimilLlrCOnfornlation（！：iu．う・・卜j‡．

Under＝Discussion”，IconlPa．・ethesestl・uCtureSWithヱFnIIID（「Il］AlfronlaneVOlutionary

POlntOfview．

3．6RelaxationDataof2FnIIIDchiAl

Except overlapped（Ala－582，Asn－586，Val－587，VLlト594，Leu－614，Lys－627，

Ser－64l，and Lys－643）andpl－Oline（Pro－560andPro－563）residues，R／，R2，andNOE
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Vと11uesof76residues were acquil－ed．EstimatedR／，R3，とIndN（）EvL11ues L11・e drLIWnin

賢一恒．3り壬う；川（上う・挿．ThenleanValues（10％trimnled）L11・e2．43（±O．11）s‾1（R／），5．5（）（±

0．32）s‾－（恥）∴l－1dO．65（±0．04）（〈1H〉－】5N〃Og）け吊亙り・ヰ、軌＼‥1！さ写三賄巨1柚．

¶）gCl乙IPPI℃Pl■1と1tC　＝101i州山1110（lcl（i、（－tl●OPIC，とIXi乙11】y、y－－1－－1Cll－ic，（－1’

Llniゝ（）ゝtrOr）IC di汀u、ioIl），the structul●e which wLIS detel●nlinedin this nudy LITlし1Rコ／Rl

re］乙IXLltion r）L”1aTlleterS Were u、ed．Thel●esiduesrol■which Rコ／RlrLlti（一＼nlLly he LlrreCtCしl

hy rLIStintel11Ll］nlOlio］lOr R（ノ、COntribution wel’e exclude（l（50．封）．Thc exclu（lL：LI

l・eSidueswerethosc with：

（i）　〈1＝）－15NNOE＜O・6，1・eSidueswithrLIStintelllalnlOh‖ity

（ii）　【

＜凡＞一尺コ′　＜尺一＞一尺．′

＜凡＞　　　＜尺．＞
］＞】・5×SD，1、esidueswithsigniricとITltR（ノ、

As al－esult，amOng theinitia176dat乙ISetS，59datLISetS Were Selected．The5（）Ocycleヽ

Monte－Cal－1o sinlulalion of，r－　Llnd F－teSt Selected axiallyゝynlnletl、ic dilTusion or

PrOlate as approprlate rOtationa］TllOdel・1sot）・OPic diffusion was re」eCted roritsIL11・ger

Valueof，Y∴。＝78・2thanthatofsinlulation（，Y，；（）5＝76）aTldananisotl・OPicdirrusionwとlゝ

noIse）ectedastherewasno症ItisticLl‖ysignil、icantimprovenlentinF－teSl（F叩＝0・62＜

F（＝＝4・0）・InthecLLSeOraXiallysynlnletricdi什usion，tWOmOde］sorpl．OIateandoh］Llte

Whichhavetwoorthogonalmininla，Canbeexist・Oblatedin：usionwasalsol・eJeCtedfor

itslarger，r‾vaIue（Xこ．，＝72・4＞，r，；（，，＝71・2）げ蝮・3～i7A｝・
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Theasyn1711etricrotalioTIL11diffusionratio（Dl／D⊥）orthepIIOlatetensorisl．33±

0・05・The re］L11ivel●とItio of the pllnCIPle conlPOnentS Or theine］・tiLllensor whichiゝ

Ca】cu）乙ItedfroTllthe舶uctし11●eisl・00‥0・9t；：0・36．TheD′／（D！l）conlPOTlen10rlher肌）ILlte

ten…Or二FnIIID日直‖nlake…nLl－1gleor．00with］／′COnlPOnentOrlheiIlel・liLltenWl・、

け豆∴ト＝服㍉Th…・腑Iti（）血）Ⅰ・1・el乙Itio11ti－叫＝よ＝而立恒＝‖、

LlndiliゝVerySinli］aI・to4・12nsorし1hiqしIitinLl13（）OK（5（））・The TllOIecu］L”・weight…r

‾FnllID（1．I：11（inc］し1〔1ing His－557　L111d Met－558）LITld uhiqし11tin LHle H．H L111d H．5　kDLl

respeclive】y乙l－1d thu”illlilL11・eLICh othel・・ltcLITlinlPlythLlt the－FllIIID（1hi＾1hとl、】…1gel・

hydrodynLlnlicl・adiusthLl－1uhiquitin，C（）nゝideringthedilTerence ol、the tenlPel・とIlu．・e、こIl

Which thedLltとIWere gLl】ned・The relLltivc nlOnlent OrtheinertiLltenS（甘in uhiquilinis

l：0．90：0．64．

Next，aSSuTl11ngaSyTllnletricrotationaldifrusiontensor，nlOde）－freeanaly、C、Or

residue－SPeCificinte．11a］mobility w乙IS done（rrとihkニミ＝う　乙川しi‡：盲g∴ミ・廟．Orlhe76

1●esidue－SPeC汀ic datasets su叫ected tothe analysIS，57were beslrit hy n10del）、4hy

nlOde12，6bynlOde13，8hynlOde14，とIndlbymode11．

ThenleanValueorthegenel－alizedol’derpa］’乙I111eterSis（）．80（±（）．06）．Regio

Ofsecondal●ystruCture Show higherordel－Pal－ameterSthan those orloor）1・eglOnSけ痩一

二ち川路A｝andl－S2areingeneralagreementwiththeresiduespecificRMSDoftherinal
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30ensenlblestructureゝけ主ご∴HL））・Asthe、′a）ueorl－S‾l・ePl・eseTltSthedegreetowhich

OrientLltionalinrol・111LllionとIbout the bond vectol・i＼】oヽt due toIocLl］internLl］Tl101ioTl，

1－LltherlhLln due to the roLltioTILlldiffusion orlhe whole nlOlecu）e（帥）、it cLln nleLln thとIt

thel・e］Lltivedi、（）1・〔1erortheovel血dnI・uctul・eゝiTltheBCLLTldFGIoop、i、thereⅧ】tor

thcirrlexihility．

SeverLl］reゝidues thLllrequired　ち（nl軋、tellllS tO deヽCI・ihe theil・1・e］LIXLllion

PLlllLmlele］・s wcl・e rounし1・Howe、′el・っthere wとIH10re、i山1eS Whichl・eveL11”1沈Iti、ticLl】1y

nleLlningfu］vL11ues or　乙（gJ．e乙Itel●thaIl100p←）oJ・軋、（gl・CatCr thLln］H／）except

N－terTllinL11residueA］Ll－559け圭∴十1勘．
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Table3－2・Structuralstatisticsafor2FnIIIDchiAl
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Table3－4．Rl，R2，（1H）－15NNOE，R2侃1dataof2FnIIIDchiAl

Name No Rl（s－1）dRI R2（s－1）dR2　　NOE dNOE R2／Rl dR2／Rl

董

ALA　559

PRO　560

THR　561

ALA　562

PRO　563

丁目R　564

ASN　565

LEU　566

ALA　567

SER　568

THR　569

ALA　570

GLN　571

THR　572

THR　573

SER　574

SER　575

1L巨　576

丁目R　577

L巨∪　578

SER　579

TRP　580

丁目R　581

ALA　582

SER　583

丁目R　584

ASP　585

ASN　586

〉AL　587

GLY　588

〉AL　589

丁目R　590

GLY　591

TYR　592

ASP　593

〉AL　594

TYR　595

ASN　596

GLY　597

丁目R　598

ALA　599

LEU　600

ALA　601

THR　602

丁目R　603

〉AL　604

THR　605

1．554　0．051

N／A

2．384　0．072

2．511　0．049

N／A

2．487　0．101

2．544　0．071

2．557　0．056

2．612　0．077

2．429　0．053

2．520　0．082

2．347　0．051

2．317　0．054

2．426　0．065

2．135　0．111

2．378　0．184

2．505　0．065

2．522　0．069

2．473　0．076

2．463　0．081

2．548　0．063

2．628　0．062

2．562　0．079

N／A

2．339　0．068

2．288　0．099

2．244　0．061

N／A

N／A

2．171　0．075

2．240　0．069

2．518　0．078

2．410　0．045

2．484　0．075

2．502　0．083

N／A

2．533　0．085

2．418　0．082

2．521　0．056

2．152　0．218

2．495　0．058

2．302　0．037

2．380　0．069

2．388　0．035

2．276　0．056

2．508　0．064

2．374　0．104

4．159　0．165

6．169　0．203

5．579　0．125

5．201　0．242

5．520　0．176

5．738　0．141

5．768　0．196

4．849　0．131

5．590　0．215

6．117　0．155

5．949　0．268

5．924　0．202

4．709　0．282

4．749　0．439

6．052　0．179

5．897　0．184

6．454　0．228

5．578　0．222

5．620　0．169

5．947　0．177

5．840　0．226

5．499　0．468

5．397　0．297

5．301　0．191

4．609　0．196

5．801　0．192

5．882　0．199

5．755　0．125

5．546　0．205

5．711　0．234

5．593　0．220

5．777　0．242

5．296　0．148

5．936　0．668

5．803　0．176

5．029　0．102

5．614　0．205

5．239　0．100

5．500　0．169

5．845　0．181

5．705　0．292

－0．099　0．127

0．572　0．062

0．626　0．043

0．707　0．059

0．647　0．050

0．680　0．042

0．678　0．055

0．713　0．042

0．662　0．052

0．581　0．040

0．794　0．048

0．689　0．050

0．671　0．109

0．637　0．118

0．769　0．041

0．666　0．044

0．716　0．045

0．613　0．059

0．612　0．045

0．647　0．040

0．712　0．054

0．706　0．063

0．626　0．092

0．550　0．053

0．548　0．089

0．570　0．064

0．594　0．049

0．641　0．040

0．684　0．048

0．641　0．051

0．660　0．050

0．667　0．050

0．644　0．042

0．655　0．178

0．729　0．042

0．652　0．035

0．681　0．048

0．699　0．032

0．666　0．039

0．668　0．042

0．761　0．064

2．677　0．106

2．588　0．085

2．221　0．050

2．091　0．097

2．170　0．069

2．244　0．055

2．208　0．075

1．996　0．054

2．219　0．085

2．607　0．066

2．568　0．116

2．442　0．083

2．206　0．132

1．997　0．184

2．416　0．071

2．338　0．073

2．610　0．092

2．265　0．090

2．206　0．066

2．263　0．067

2．279　0．088

2．351　0．200

2．359　0．130

2．362　0．085

2．123　0．090

2．590　0．086

2．336　0．079

2．388　0．052

2．233　0．082

2．283　0．093

2．208　0．087

2．389　0．100

2．101　0．059

2．758　0．310

2．326　0．070

2．185　0．044

2．358　0．086

2．194　0．042

2．417　0．074

2．331　0．072

2．403　0．123
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（Table3－4．continued）

Name No Rl（s－1）dRI R2（s－1）dR2　　NOE dNOE R2／Rl dR2／Rl

GLY　606　1．917　0．036

THR　607　　2．218　0．057

THR　608　　2．467　0．051

ALA　609　　2．523　0．058

THR　610　　2．282　0．061

ル巨　611　2．520　0．069

SER　612　　2．268　0．057

GLY　613　　2．313　0．056

LEU　614　N／A

ALA　615　　2．333　0．052

ALA　616　　2．305　0．035

ASP　617　　2．373　0．045

THR　618　　2．383　0．061

S巨R　619　　2－331　0．051

TYR　620　　2．400　0．072

丁目R　621　2．345　0．066

PH巨　622　　2．412　0．078

THR　623　　2．601　0．072

〉AL　624　　2．676　0．087

LYS　625　　2．619　0．091

ALA　626　　2．565　0．088

LYS　627　N／A

ASP　628　　2．482　0．084

ALA　629　　2．396　0．055

ALA　630　　2．194　0．044

GLY　631　2．280　0．056

ASN　632　　2．464　0．066

VAL　633　　2．386　0．085

SER　634　　2．579　0．078

ALA　635　　2．518　0．057

ALA　636　　2．550　0．049

SER　637　　2．608　0．054

ASN　638　　2．544　0．047

ALA　639　　2．542　0．055

〉AL　640　　2．543　0．068

4．804　0．113

5．146　0．168

5．607　0．138

5．605　0．153

5．363　0．171

5．071　0．183

5．892　0．179

4．857　0．151

5．537　0．161

5．334　0．099

5．158　0．121

5．280　0．166

5．160　0．129

5．004　0．183

5．322　0．176

5．261　0．209

5．444　0．190

5．550　0．538

5．690　0．246

5．648　0．245

6．102　0．244

5．348　0．150

4．944　0．133

4．981　0．162

5．773　0．178

5．771　0．237

5．836　0．202

6．417　0．166

5．333　0．132

5．380　0．148

5．295　0．134

5．404　0．155

5．354　0．173

SER　641　N／A

VAL　642　　2．454　0．065　　5．000　0．168

LYS　643　N／A

THR　644　　2．487　0．061　5．359　0．154

NE1　580　　2．175　0．034　　5．827　0．116

0．564　0．033

0．662　0．043

0．702　0．037

0．620　0．040

0．682　0．046

0．690　0．050

0．682　0．041

0．700　0．048

0．689　0．045

0．721　0．036

0．664　0．039

0．617　0．045

0．629　0．042

0．621　0．050

0．614　0．043

0．638　0．053

0．692　0．046

0．649　0．054

0．645　0．057

0．654　0．055

0．626　0．059

0．705　0．053

0．606　0．038

0．657　0．045

0．621　0．047

0．554　0．066

0．667　0．059

0．721　0．044

0．655　0．042

0．661　0．043

0．658　0．042

0．629　0．052

0．630　0．046

0．641　0．044

0．613　0．041

0．673　0．032

2．506　0．059

2．320　0．076

2．273　0．056

2．221　0．061

2．350　0．075

2．012　0．073

2．598　0．079

2．100　0．065

2．373　0．069

2．315　0．043

2．174　0．051

2．216　0．070

2．214　0．055

2．085　0．076

2．270　0．075

2．181　0．087

2．093　0．073

2．074　0．201

2．172　0．094

2．202　0．095

2．458　0．098

2．232　0．063

2．253　0．061

2．184　0．071

2．343　0．072

2．418　0．099

2．263　0．078

2．548　0．066

2．091　0．052

2．063　0．057

2．082　0．053

2．125　0．061

2．106　0．068

2．038　0．068

2．155　0．062

2．679　0．053
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Table3－5・Modelfreedataof2FnIIIDchiAl

Name No．ModelS2　dS2　　Te（s）　　dてe Rex（Hz）dRex Sf2　dSf2

ALA　559

PRO　560

丁目R　561

ALA　562

PRO　563

丁目R　564

ASN　565

L巨∪　566

ALA　567

SER　568

THR　569

ALA　570

GLN　571

THR　572

THR　573

SER　574

SER　575

ルE　576

丁目R　577

LEU　578

SER　579

TRP　580

丁目R　581

ALA　582

SER　583

丁目R　584

ASP　585

ASN　586

〉AL　587

GLY　588

〉AL　589

THR　590

GLY　591

TYR　592

ASP　593

〉AL　594

TYR　595

ASN　596

GLY　597

丁目R　598

ALA　599

LEU　600

ALA　601

丁目R　602

丁目R　603

VAL　604

丁目R　605

4　0．419　0．019　9．927e－111．628e－111．046　0．216

N／A

3　0．789　0．024

1　0．834　0．012

N／A

l O．807　0．024

1　0．840　0．018

1　0．856　0．014

1　0．870　0．021

1　0．776　0．014

1　0．838　0．019

0．984　0．246

4　0．7710．017　6．772e－111．863e－11　0．593　0．202

3　0．777　0．019

1　0．832　0．017

1　0．709　0．026

1　0．755　0．044

1　0．857　0．017

1　0．856　0．019

3　0．827　0．023

0．646　0．304

0．847　0．288

1　0．828　0．020

1　0．846　0．015

1　0．882　0．018

1　0．863　0．024

N／A

l O．779　0．022

1　0．779　0．027

2　0．737　0．018　6．266e－111．987e－11

N／A

N／A

l O．707　0．018

4　0．718　0．024　4．931e－112．379e－11　0．975　0．252

4　0．812　0．026　7．020e－112．988e－11　0．438　0．236

4　0．790　0．015　3．847e－111．661e－11　0．383　0．165

1　0．824　0．021

1　0．842　0．020

N／A

l O．844　0．021

1　0．828　0．022

1　0．822　0．015

1　0．775　0．056

1　0．8410．013

1　0．760　0．010

1　0．808　0．019

1　0．793　0．009

1　0．778　0．015

1　0．847　0．017

1　0．810　0．024
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（TabIe3－5．cont［nued）

Name No．ModelS2　dS2　　てe（s）　　dてe Rex（Hz）dRex Sf2　dSf2

GLY　606

丁目R　607

丁目R　608

ALA　609

THR　610

ILE　611

SER　612

GLY　613

LEU　614

ALA　615

ALA　616

ASP　617

丁目R　618

S巨R　619

TYR　620

THR　621

PHE　622

THR　623

〉AL　624

LYS　625

ALA　626

LYS　627

ASP　628

ALA　629

ALA　630

GLY　631

ASN　632

〉Aし　633

SER　634

ALA　635

ALA　636

SER　637

ASN　638

ALA　639

VAL　640

SER　641

VAL　642

LYS　643

THR　644

NE1　580

4　0．626　0．013　3．610e－117．359e－12　0．337　0．133

1　0．749　0．015

1　0．829　0．012

2　0．819　0．017　6．555e－112．740e－11

1　0．773　0．015

1　0．807　0．016

3　0．765　0．020

1　0．7510．014

N／A

l O．793　0．013

1　0．777　0．010

1　0．785　0．012

1　0．793　0．016

1　0．776　0．013

1　0．782　0．019

0．600　0．228

4　0．756　0．022　3．937e－111．917e－11　0．336　0．187

1　0．799　0．021

1　0．849　0．017

1　0．882　0．024

1　0．863　0．024

1　0．853　0．022

N／A

3　0．8210．028

1　0．8010．015

2　0．714　0．011　4．017e－111．192e－11

1　0．7510．014

1　0．838　0．019

0．724　0．303

4　0．764　0．031　7．211e－112．982e－11　0．583　0．290

1　0．862　0．020

3　0．836　0．017

1　0．830　0．011

1　0．845　0．014

1　0．828　0．014

1　0．833　0．015

1　0．830　0．015

N／A

5　0．784　0．089　3．173e－091．335e－09

N／A

2　0．803　0．016　5．559e－112．331e－11

3　0．842　0．013

0．863　0．193

0．673　0．140

8．277e－012．420e－02

42



1H．15N

【＄qC

13C

L600　　　　　A601　　　　T602　　　　　T603　　　　V604　　　　　T605　　　　6606

［車雪

†

せ

睾

車

幸

手‾‾

ll岳Illl

：：‡こ二：：

賜
廿
●■車

・≡

C8CANH

CBCA（CO）NH

争・・

す

十…

強二＝

［垂］［車］［垂∃［垂司暫

二二二主二

二：：：主：：

二＿、三、＿

岳貞Ill

寧

す

白IIllIヨ

ーニニニニニと

圭

圭

‡

匂；

盟

・？

○－F t■

ヨ→－－－一言

・………・

†‾云妄

巳＋∴∴一一∃

室IIIIl胃

胃l肖l∃

Fig．3－1．StripplotsfromLeu－600toGly－006

CorrespondlngregionsoflH－15NHSQC，CBCA（CO）NH，andCBCANHareselected・Inter－

residueconnectivitiesaredrawnwithbluearrows．

43



UJ

コ＝

．∽　○
⊂）

し′■〉

き

豆

■i

も

し二I

＿●

渾iポ
ー2　　　茫

・二●　・ふ
●　　2

－i・－。こ

5

邑

も

、■

㌔券

i

退
ト○

控

i

謁
＝．、

岳∵琴．転

ヂ
←≡タ
トー

ト●　・・

鮎
電
撃

も

＝＝・

＞

㌔

蓉
ヒ＝′

電撃

■
岩ゴ

豆

＝
▼‾

▼‾＋ト㌧ロ

、、　01

∃撞

●；

、－・‾　‾　テ・、∴・－・こ・丁　⊥　＿・・・、・・・・、　、．
T　†　T　－・－　T l一　丁　一　丁　T　－一　丁　一　丁　－－　▼一　丁　T　一　丁　▼　r　－・

Z
lわ
▼■

44

U qJ

．己．≡

亀表
芸ヨ
ひ　b8

膏旨

琶．賀
■‾　b8

∽　（弓

士‡
む・‡ユ

置屋
≡上

轟
鼻音至毒

軒

皇室著書



声

￥
一J
．■

hノ

「
1－－J

－■

至

言
こノ

｝■I

≡
ミJ

♪u■

‘コ

′

薫
；
一、

J
こj

ソ1

f

ヰ

1・

（．l

‾ヽ

4

ぐl

喜

‖l

上コ

1

封出 57t） 5捌〕　　　S叫j　　　わす某き　　　わI一号　　　（一ぅコtj　　　（■パ服

代cゝiduじゝ

Fig．3－3．Backbonesecondarychemicalshift

Based on assigned chemicalshifts・SeCOndと11－y Chenlicalshifts・（Cα叩－Cα】・l”、（1川‖）L（Cβ叩－

Cβ．・川，しl川一．），WereC乙l】cu】ated andp）otted．The negative valuesofthis pIot nleLln theβ－Stl・and

St．．uCtureS（79）UsiTlg this pIot，after finishing LISSlgnment，the secondal●y Stl’uCtul－es CLln he

Predictedl●eadi】y．

45



Å567　W580　　　T572　　t576　　　　T577　Q57－1　　S579　　＄568　　　＄581　N565

1叱0

！

－－－トーー

十

HllCO

勺‾て

：？ト

「一己て■了

■b；

■：

●　：

’‥－－て

■　！

トモーヰ

…　ゴ！

ト射
：．，…

ム

ー

－－

：一

丁

P

ムー‡

†

・‡－

i・

十一

－－ト

ー÷

－‡

－†

‾‾十

・・＋

一寸

十

HllCO

肋JHN∽HN¢○

頭！・

－－－－ト・－一一軒；
■；

■！

－－－－∵－！鼠－こ⊥

・＝＝a；　　　　　　■；

：　　■：

－－－－r－－－　■　－一一÷」H

■：

■：

■；

ヰ酔酬
－－－－i・－一；－…竹　＝

∃∃∃∃崖∃⊇∃喜ヨ⊇∃∃∃∃

一十．日－一丁

－－－－トト＝－－＋

：■

■

1

1－

－－‡・…

－－‡－－－一

善
一－＋－－－－

－－÷－－－・

一－†－－＝

－－‡－－－－

‾‾十‾‾‾‾

－一十一＝一

－－‡…－・

∇＋：
＿◆．▲j‖

ニニ：主ニ

ー●弓L、

i∃lll臼l

－‥、、

J・：●

○手：

缶

1H

室疇

■■…

iヰ

トー

’－’画

一－－トー一

日

二＝郎

，上＿L旦＿

“q＿ト＿

・、主

・・ノートーー

、

●…

l雪

、、●

J・・i．寧
抽貞♯　　田
F二‾‾‾‾T　‾‾■ロ

ーーートー　　　　　トーーーー＋　－一＋－・

再

ト‾‾‾E．

嘘　　L＿…＿⊥．＿旦■．＿

≦一

トーーーー＋　－－＋一－－－　トーー…・ト

1

Fig．3－4．Directobservedhydrogenbondsbetweenβ－StrandsAandB・

DirecteddetectedhydrogenbondsbetweenβstrandsAandBweredrawnusingHNCO，

3hJHNCOHNCOstripplots・Thelefloneexhibitsthestnpplotofhydrogenbonddonor丘om

HNCO，CenterStripplotwasextracted丘om3hJHNC。HNCO，andrightstripplotcomes伽）m

HNCOforhydrogenbondacceptor・Hydrogenbondconnectivitywasdrawnbydottedblue

line．

46



A→7木

8

E

C

C

F

日茜こ
且甘

言：．H≡

早
目■・■

う碓
「

H甘

㍉ネT帰6・
O H■一－－■H O

廿：皿　廿

至告土■・圭

H弓　旨H

T堀口掴

I

H■－◆H

堺丁
壬甘皿

『聖

ーi山∵－∵

骨

早
H弓；旨

H

血
且

八
m
目J

壬

骨

H■－－・■H

H」■」ト日

払
r～
†芯岸

廿

Y
H一■1ト

十

＋
一■1トH

llノ＼
0

－＋

£訪T
O H

N

I

H

「早．糊

副
官誓■
片弓　旨

J

Fig・3－5・Schematicdiagramofthe2FnIIIDchiAlβ一Sheets・

ThehydrogenhoTldsidentifiedthroughscalurcoupling…Cl・osshydrogenhond亘1hJ11N（－（））Lule

di叩］乙Iyed LIS hl’oad，OPen L11・rOWS．The observed NOEs乙1］・eindicLlted as douhle－heLlded thiII

L11・1・OWS・Theβ－Slmn山al・elaheledontheleft．ITltOtal，23hyd］・OgCIlbondsweredelecIcd．The

β－bu）ge structul・esOn theA（Asn－565／Leu－566andThト569／Ala－570）LlndC′（Ala－6O］／Thr－

602）stl・andsareindicated．

47

鵬▲J



A

ヽ＼㌣

、、l

蠣

8

、l

左
Eノ

NH王

＼、〕

Glこ

F：・†㌢

ネ′・r
8．′

匂′〃切

J－・ご

′／∴　■一九七2

・coニ＝

Fig・3J・SolutionstruCtureOf2FnIIII）chiAl・

（A）StereoviewofthesuperPOSitlOnOfthefina130lowestenergystruCtureS（residuesAla－

559toThr－644）calculatedbyARIA．RegularsecondarystruCtureregionsareshownindark

colors．（B）RibbondiagramOfthelowestenergystruCture．Theβ－Strands（A，B，C，C’，E，F

andG（GlandG2））arelabeled．AllstruCture頁gureswerepreparedusingtheprogram

MOLMOLり5）．

48



う

」

■一・．／
l

l

‾＼

l

節

l

ト

1

1l

F

l

l

「

淘さ
し　．－

1

感
l l

匪

1

L

l

l

】

l〉

l

l

√　　　　　　】

l l

J

■一－一一‾

7‾

1　：

‾■■■‾‾‾－　l

」・・．1・・√l

l

l

＼■－－－　l

J廓

魂l

1節

l

、1．

麺攣
L＿　＼

畢．．－Ⅳ

r

l

l

節

l

Fig．3－7．Conservedorhydrophobic－COre－fbrmlngreSidues．

Stel－eo view showlng the supell〕OSitlOn Ofconserved residuesin hLICtel－ialFnIIIDs

hydrophobic－COre－rOrn11ng．．eSidues with the backbone t．．とICe Of the］owest ene．．gy

StruCtul．e・The residues which are conservedin sequences a】ignlllenland hyd．．ophoblC－

COl’e－fol’n11Tlg（SOIventLICCeSSibi］itybe］ow7％）arecoloredblack（Pl・O－563，Leu－57軋Trp－

580，Tyト592，Val－594，Phe－622，Va）－624，A］a－626and Ser－637）．The olhe］．reSidues

WhlChp］ayl’01esiTlhydl’OPhobic－CO．．e－fol●TllingL11●ecOIoredgl●Lly（IIc－576，Sel●－583、AILl－

609，Ile－611andV乙Il－642）．Theothercon祀rVed rcsiduesLlredl’aWnlnlighlgl－ay（Leu－

566，Gly－613，Leu－614，Thl’－618，Tyl●－620，Asp－628，Gly－631，Sel．－634Lln（1Thト644）．

49

弓雲

■妻

†

〔

；

し

j

【

…

ト

「

】

】

も

云



下剛ココ耶工¶－¶Wm

1組11仰璧・、彗岩岳－≡狼
－1－　－　－，－　▼　－－

RamachandranPlot

2FnIⅡ（30mod・E・ls）

巨

」－・l

l

135　　’’　　　　●1

t t　ヽtl　▼▼

賀
田
■■⊂】

h

45漂瞥
住用“－さ

ー‘■　t

【■＝＝＝∃　1

1▼　　¶

■1一■

O　　一誌－S彗▼
匡］

15ミ‘こi・ご福

一叩

ー135
b

回国

卓田口，，－・・∩　－・

トせ－，．汀芋一

息
』

L

田

l

一望

・一b血．昔

血去A「
A・　　金
円　　　　且且

血　　　且

b】毯・’

讐席
▼▼H⊂コ

砲

1

‾訂
［∃

選
㌔

「　　－

Å．　血

岬b

－1　　－15　　－　　　　　5

Ph弓（deg【∝S）

PLd痍ユIIdjcs

RddⅥinノウOd色、ロⅥd∫噂○帽【L8，り

Rddt鳥inⅨU如o日出■lbwdJ叩8日S匝■，しd

Rdd昭ip8椚t皿dy■llowd代量b帽h4．－t．一山

Rdd・∝5壷日代ほlowd喝b帽

Ih几bⅣ■相打・動画肝■dけ川叩付Ijn亡・忙止h巧

丁鵬瓜bⅣよen■∫惰弱■巳l亡Ⅹ亡】．81y■m＝わ可

l鵬用bⅣ■細雨肌由地引加晰ほ両叫匝

他用b打■叩曲軋應瀬肥

To一山nⅦbe′■JモぎId小ヨ

45　　　卵　　15

1（広7

5：lE

5↓

1

了召Q

dQ

lヱQ

dO

つ5SQ

甘口己dαl■H汀■l渾■〆‖E■∝u□l鯉■虎露静止l凸円山d【k正二○咋m■

■■■JkⅣm一匹肝爪∩コ1ゝ8野山q一喝鳳瘍lⅦ日加呼亡由
∞hⅦ飢trⅥ■♭【∩鵬用f一血代古紙

ヽl止IIMb隅■mh政一∝hd中Pk

芸芸
つ↓■

Q．α■

l【凸胸

10

Fig・3－8・RamachandranPlotof300Verlaystructures・

Alltheresiduesof2FnIIIDchiAl（Ala－559toThr－644）wereconsidered・Thisplotwas

preparedbyPROCHECK－NMRsoftware上伸

50



N N　▼－　N　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　▼一　M　▼一　▼・・－　N　▼－　▼－　N　▼－　▼－

＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼　　＼
N　▼－　▼－　N　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　▼－　の　▼－　▼－　N　▼－　▼－　N　▼－　▼・・・－

の　　　　　　○〇
て「⊂乃　卜．寸　しn　⊂⊃　の　Lrl（rlく＼J、ヽ　の　▼一　也〉　rり・ロ〉　∪つ　▼一　句■l．【つ　⊂）
寸　寸　卜ヽ　寸　N M　■q■　N N　でり　N　の　の　くp　寸　▼－　－一　寸　N　勺■　∪⊃
u〉　Ln・－（ェ）寸　勺■　勺■　勺■　勺■　寸　寸　N　の　「、　M　－1∫）マ　■－　■　▼一

芸寒雲毒看

u＿

Ll」

U

U

ロ

・q：

l

ゝ∠　ゝ∠　ゝ∠　ゝ∠　q●

l】l l l

く」q：くこ　く卜　く・：

＿ノ　ー　二＝、＞：ニ1

」」」」l⊥

・　＞

㌫㌫仁

」」‡J

室宅室票差畠霊室賢妻⊇
堅実白雲らら望毒さ茎至

芸岩室芦転芦重要
＞＞　＞　－トートー【亡

＿lて＿ll止　■＿†＿　■

ニニ1ニコ＞：：＞　二二†〉∧＞　∴

こここ三堅堅㌧
LlこLニム」ニーくi∝．

トー
l

く・：

〉一

皇

薫宕忘

喜害毒
宴与■：千■：

蔓
ト　ト　く

l

、－．＝　－、－、＝　＝　－　－　－」巨さ

5－　－一　二三■箪〉ノニ丁こ‾　←－　◆－、

レう竃声レibく乃⊂⊃∽ひ）レ）ヰ＞ト・ト・ト

ミ亨

巨喜

〒‡閂筆写竿芋

5
トー

（．ワ

き垂重き革巨毒
芦2芦芦芦22

∃要≠≒

重義壷壷
呂追望拾

∃
l

宅
壷

≡…至き毒
≠＞りL山止
＞－　＞－　〉－　ニー　ニー

竪葦蔓墓室
よ⊆パ≡⊥J

喜喜

書岳

岳巨巨重

宝賢芦≧

嶽
∈蛮巨∈≦萱∃塁岳重量巨彗歪∈巨窒∈∈

勺■　L【つ　Ln・「、l∫〉　の
の「、　Lr）⊂＞　くヽ　L【つ
⊂○　く上〉　N　▼一　勺■　の

萱去
の　寸　N　⊂n　▼－（工〉　廿　M　トー「－・くヽ　⊂〉
L【つ（ヱ〉　の　uつ　勺■　く「く上l寸　勺■　ロー　一句■　く⊃
Ln　■勺■　　　∪つ　M M M M M M M N

l上〉（ヱ〉【∠〉 L【つ　Ln　の　の　M M　く▲⊃・U⊃
の　の　の　の　の　の　q　の d）⊂○・ロ

の「、　▼－・・の　▼－

▼－　しP
（▼ヽ　ロヽ

忘
∽

葛

葛
∽

t■
q
∽
‘の
⊂⊃

去
＞

旨
声
∽
トー
‘乃

占
∽

馬
．王；
の
∽

（〃
の
の
の

（の

¢
くゝ

q

l⊃．

＞－
（〃

め

l〃
l〃

の
■
l〃

．1＝

‡■

〝〉
l0

10
10

t〃

宏
一O
∽
■

嘗
－：：⊃　　　　　　　　　　　　　　コ＝　　　　＼

8　　　　　正　　　　　当出　　　　　2￥　当

年茶室望竺⇒拐苫窒だ出．弓誤写基宗2缶．R岩

苫冨…喜喜ヨ完璧’岳麦云琵琶葺言誓言岩己‘喜≡岩
N　▼－・し）くフ（⊃　く＝　く⊃　L　く⊃　⊂）⊂IO（．⊃　tクく＝lく＝】⊂）（⊃・q：n．く：）く」

51

Uウ



卑し

畏
tO
ゝ：

1■ト　　ム ヽノ
・・　ヽ

宣鞄

■・§

臣下

蓋　ゝ

｛

ノ．ゝ

冨

茎

、ロ．へ†
■■C■

望号

i

匿∃

＼ 箋

ぐlヽ

喜

トー

㌔†き喜
E：コ

52

萎

垂

心　　b8

為　喜

．竺　再
（弓　○
て：　く＝）

扇ご
已ぶ

三言
L　2

主・≦

萱畳
○／ぺ
U q）

三三、一
q）

q）　＞

琶書
雪盲

畳至書
くp　再　b心

室喜書
芸軌



／、㍉

／

1800

／

ノ

ノ

＼－ニー→

A

C
′一

⊥、．．

D490

田口

1ご●

β

472

日

㌧′′　　　　　／

く　′イ

■－K532
ー

30

一■、

（、′

I

K5

、　　　■

攣　　ノ

1

ノ
ヽ帆

′

J

「

8

Fig・3－11・ModeledStructureoflFnIIIDchiAl・

A，RibbondiagramoflFnInDChiAl．B，OverlayedstruCtureSOf2FnlHDchhl（ye1low）and

lFnIHDchiAl（green）・Backbonesandhydrophobiccoreformingresiduesweredrawntwo・C，

ElectrostaticpotentialsonthesoIventaccessiblesurfaceoflFnImchiAl．Thepotentlalsare

colored from red（negative charge）to blue bositive charge）・Theright－handimage was

generatedby1800rotationalongy－aXISOfthelefトhandmolecule・
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Fig・3－13・AnimalFnIIIDstruCtureSwithhighsimi1arityto2FnIIIDchiAl・
ThesestruCtureSreVealDALIZscoresofabovelO・OagalnSt2FnIIIDchiAl・EachstruCture

waslabeledwithitsPDBcode：1QG3（FnIIIDfromintergrinβ4subunit），1QR4（from

tenascin），1FNH（fromFibronectin），1FNF（如mFibronectin），1CFB（丘omneuroglian），

andlBPV（ttomtitin）・Forclarity，eaChofthestruCtureSWaSOrientedusingthestruCture

alignmentwithastruCtureOf2FnIIIDchiAl・AllthesestruCtureSCanbesuperposedintothat

of2FnIIIDchtAIWithinCαRMSD2・0・
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Fig・3－14・Comparison of2FnIIIDchiAIStruCturewith those ofanimal

FれⅠⅠIDs．

A，StruCture based sequence alignment ofanimalFnIIIDs・Using DALIprogram，the

SequenCeS Of animalFnIIIDs showing highstruCture Sim11arlty（Z＞10）tothat of

2FnIIIDchiAIWereallgned・Conservedaminoacidsbeyond4sequencesweredrawnhred

andunderlined・ThehydrophobiccoreformlngreSiduesof2FnIIIDchiAlarelabeledwith＊・

Thesequenceof2FnIHDchiAIWaSabbreviatedas2FN3andothersequenceswerenamed

aftertheirPDBcodes．B，dlStanCedlagramOfalignedstruCtureS・ThedistancesbetweenC（X

atomsof2FnIIIDchiAlandanimalFnmDsineachalignedresiduewereplottedforstruCture

comparison．Forclarlty，SeCOndarystruCtureWereindicatedatthetop・
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AHthedatawel・eTlleilSuredat15Nf］・equencyof50．7MHz．AnlOngthe86resi（lue＼（A）Ll－559

toThI’－644），eXCePtPlて）1ines（Pro－560andPr（ト563）andovel－1LIPPingl・esidueゝiTIHSQC（A］Ll－

582，A甘卜586，Va］－587，Va）－594，Leu－674，Lys－627，Se）・－641，Llnd Lys－643），thedLltLlrrOn1

76residues were acquil・ed・The erro．・bar represent standal・d deviationsinlhe esti一一1とIted

Pal－ameters・
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rron176．・esidueswe．・eaCquired・AschemLlticdiagmnlOfseconda．・y舶uctureorコFnIIID（1h．／1］
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Fig・3－17・Overalldiffusionmodelof2FnIIIDchiAl，

A，StatistlCalanalysisofx2andF－teSt，B，Theaxesofdiffusiontensor・（A）The500cyclesofMonte－

Carlo simulation ofx2were doneinisotropic（a），aXialsymetric prolate（b）and oblate（C），and

anisotropicmodel（d）respectively．Theexperlmentalx2　valueswerewntteninorangecolorand

comparedwithx20．05Values・Whenx2叩WaSgreaterX20．05，themodelwasrqected・Axialsymetric

prolateandanisc．troplCmOdelcouldbeselected・However，aSF－teStindicatetherewasnosignificant

improvementinanlSOtrOPicmodel（e），hallyaxialsymetricprolatemodelwasselectasdifhsion
tensor．仲）TheupperleftpanelistheellipseformOfrotationaldiffusiontensor・TheIzcomponentof

inertiatensormakesaangleoflOOwithDzcomponentofdifhsiontensor・Thetwopanelsoftheupper

rightshowaxiallysymetrictensor．Thethreelowerpanelsweretaken舟omfullyasymetrictensor’s

x（m），y（Dy），andz（Dz）axes．Theprolate（D／／1）tensorshowssimilar0rientat10ntOfu11symetnC
tensor（Dz）．These重gureswerecapturedfromtheprogramTensor・
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Fig・3－18・Internaldynamicsfrommodelfreeanalysisofrelaxationdata・

TheS2，てど，andRe＼fl・onlnlOde］fl・eeLlnL11y”WerePIottedagL11nゝ一PIITllary祀quenCe・Orthe

76residuessu叫ectedtotheLlnalysIS，57werebestfittomodell，4bymode］2，6bynlOdc）

3，8bymodel，and］bymodel・TheNElofT．1）－580whichisnotshownhel・eisiTICIudedinto

mode13（SeeTable3－5）．
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Fig．3－19．PlotsofbackboneRMSDdifrerenceandl－S2．

TheRMSDsofbackboneCαatOmSinfinal300Verlaidwereplottedin（A）anddrawnas

ribbonin（B）．Thewidthofribbonisproport10naltoRMSD．Thevaluesofl－S2丘ommodel

丘eeanalysiswereplottedin（C）anddrawnaSrlbbonin（D）・Thewidthandcolorofribbon

getwideranddarkeraccordingtothevalueofl－S2丘omO・1toO・6・These伝guresindicatethe

correlat10nbetweenRMSDandl－S2．
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4．DISCUSSION

4．1The residues under evo）utionalconstraintsare Similarbetween the baeteriaI

andanimalFnIIIDs．

TheNMRso．utionstructul・eo一、二FnIIID（1hlAlandnlultiplesequence…Jigl川IeTll

Ofhacteriこ11FnIIID”hows that the、e d（川ILlin、と1】・cⅧ1・r”1、Ingly高一IlilとIreLICh othe．・in

叩．teOrthehl・OLld乙IIld叩Oradicdi舶ihutionorthehacteriLICOTltLlininglhenl・Re、idLIe、

thatp］Lly）nlPOl・tantro］esl’ortheゝCaffoldrornlatioTlal・etOtLl］］yconserved・Ⅰ一11eren＝一g）y，

thepl・Ope1・tiesorLlminoacidsthatと1．・ePreⅧnl乙1b】yundel・Weakevo］uliona】pI・CW”・e，ⅧCh

asl－eSiduesonloopsorexposedonβ－Sheets，area）sopreserved，aSShownin＝㌣．、ち／

；沼しトス朋り・A］thoughthepossibilitythatthethreonineゝ（〕nthesul・faceorコFnIIID（1h．AlhLIVe

SPeCializedfunctionssuchasthoseofantifl・eezepl・Oteins（6L62）cannotbeexcluded．il

SeemSnlOrereaSOnabletothinkthatthesedomainsevoIvedl・eCentlyfroTlladonlainthal

WaSrichinanlinoacidswithsmallsidechainsandthattheseaminoacidshとIVenOtheen

Ⅷbstituted TlluCh，COnゝidellng the re）atively high coTltent Of］ight anlino LICidゝin

コFnIIID〔l－iACOmParedwithinothel・bactel・ialFnIIIDs．

SowheredidthebacteriumacqulreFnIIIDfl・Onlinitially？Owingtothehigh

SequenCeSimi］arltybetweenFnIIIDsofbacteriaandanima）s，itwassuggestedthatthe
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bと1Ctel■iとl］FnIIIDwa＝rとInSl七Il・edacrossphyl乙Ihorizontally∴lndthishypothesishLl、heen

Wide］yacceptedthl・OughphylogeneticanL11ysIS（17、21）・Mystl・uCtumlinrornl乙11ion ror

‾FnIIID（1h］＾JnlとIyincreLl、e thc evidenceinⅧPPOrt Orlhis concept・Therei、gOOし1

COl・re］Lltioninhydror）hohic－COl・e－fornl＝1gl・esidueshetweenhLICtel・iL11LlndaTliTllL11FTIIIID＼

Llnd structul、a】detLli7”uCh asβ－hし11geヽ乙It the edge nl・LHl（l＝11・e L11ゝ（）C川11n10Tlin hoth

hucteriLl］乙Ind L1日il－1乙l】donlLlins・rTt）the hcst ornly knowledge，iti、Vel・yI・とIre tO rind

hLICtelliLl］Llndvel・tehrLlter）11OtCinゝthal、IIL11・eゝuChc（）一一Inl（）＝reとItul・eゝ・

The r）nnCIPlelhLlt PrOtein evo］utionis deteJ・nlined nlLlin］y hy c（川nl・とIilltゝ（一＝

LICtivlty，Sr）eCific］ty，fo］ding乙IndstLlhility）SgenerLl］］yaccepted（63，叫．Thekeyl・eゝidues

th乙ItPlayrolesin presel．Vingthe natul・eoftheprotein（PilCking，hydrogeTlhondiTlgOr

unusua］dihedralang）es）とIreinclined to be stl・ong］y consel・Vedin pror）erty，irT101iTl

identlly，ilndcanbeusedtonleaSureeVOlutionarydistance・FronlthispolntOrView，if’

bacterialFnIIIDscoll・e］atewithaTlinlalFnIIIDsbecauseofhorizontaIDNAと1CquisitioTl，

theresiduesunderstI・ongevolutional・yPrCSSureWillbenlOrehigh】yconservedhetwee－l

cIoserl・eli11ives．

As a BLAST sea．・ChiTldicates that the sequence of the FTIIIID fronltitin

Pl・OtelnS，Which areintl・aCe11ular members ofthe FnIlID－COntaiTllng family，is most

sinlilartothatof2FnIIIDclliA］WithanaminoacididentltyOf34％，thetitinFnIIIDis
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used aゝ乙In eXanlPle・Fortunate7y，the te）・tiary stl・ucture ofLltitin n10dule rronlhunlLln

cardiLICTlluSC］e（FnTIIDl13PVこPDBcode，1BPV）hとISbeenreported（1（＞）・FnlIID11肌

which血11・eゝaSequenCeidentltyOr32％withコFn＝D（1hlÅlL”ldshow＝heC（XRMSDor

仁9Aovercorl・esr）Onding8lresiLlues，reVeとl］s乙IVe．・y、inlilL11・hydrophohic－COrer”Cki．1g・

0fthe）4residuesof‾FT1日D（l．．，11WilhLlヽ0】vent－LICCeS＼ihle＼urrとICe乙l］・eL10rles＝hLln7（イ、，

111、esidueゝ1、．・（川IFnTIIDl椚／（inc．uding8identicL1．reSidues：Pl・OL563．Leu－57軋Trp－5H（），

TyI・－592†VLl］－5941Phe－622，AILl－626Lln（lSer－637Llne）・－FnlIID（llI八ITl＝一IheriTlg）hLIVe

thesL1111ehyd］．OPhobicfeLltu］．eけ亙・i・・盲）．

My al・gu．11ent for a c70ゝC relLltionship hetwee－1FtlIIIDゝfronlhLICteriとILlnd

とIni7mlsis．・einfol・Ced hy the discovery of FnIHDsin other kingdoTllS・Powe．・ru］

Seとl］．Chingloo］s，SuCh as the hidden Mal・kov nlOdel（HHM）approLICh，llaVel・eCenl］y

revealednewFn＝DsfroTllyeaStandplant（65，66），de叩itelowsequencesiTlli］al・ities

withbacterialFnIIIDs（～15％identitieswiththesequenceof2FnITID〔1hl∧］）・Orthese，lhe

CryStalstructureoftheFnIIIDin purp］eacidphosphatasefl・Onlkidneybean has heen

repo．・ted（FnIIIDIKHP；PDBcode，4KBP）沌7一・FnIIIDIKLil）血res12％sequcnceideTltity

withコFnIIID〔1】1iAlandtheCαRMSDover73cor．・eSPOndingl・eSidueshetweenthetwo

domainsis2・3AwithaZscoreof5・5・An10ngtheFnIIIDIKBPresiduescorrespondingto

the14residuesthatfol・mthehydrophobiccoreof2FnIIIDcl－iA］，8residues（including5
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identicalones：Pl・0－563・Trp－580，Val－594，I］e－611aTld Val－624aflel・－FnlIID（1h．，＼l

nu711hel●ing））’CVeと11thes乙Illlet℃ature（f＜室2‘ヰ・け

Beside、aPrWentSillli】L”1tylntheiI■OVerLlllst．・uCtul・e，NMRpLll・Llnleter、in（1icLlle

thとIt therei”triking sinli】こIr．tyln the all・Llngenlent Ofthe col・e－r（一11111ngl・eゝidue…1、

－FnIIID（1hlAIandFnIIID‖椚′．ThechenlicLl】shirtol、FnIIID川l）＼′′・
1＼とIgOOしIill（licこIt川’1、川・

thi＝tl・uctし＝・a】reゝe一一Ih】LlnCe・Wherea、CLlrhonchenlicLl】ゝllirtsreLlect、CCOn〔lLu・y山uclし1re，

PrOtOn ChenlicLl）ゝllirtsこIre、C．1ゝitive to tertiこ11・y e＝Vironlllenh・Trp－58（）Llnd Tyr，5リ2、

Whichal・ethecentrLl］rcsiduesoftheFnllIDsc誹、oldLlndhigh】yconゝCl■ved，nlakeし＝1que

Side－ChaininterとICtionswitheachother・TheindolenitrogenofTIサ5H（）ror＝l…血CkiTlg

1ntel・actlOnWiththeal・OnlaticnngofTyl・－592・ThisinteractioncauscsanuTluSuと1】uprie］d

ShirlofthechemicalshiftofTrp－580HEl‥thechemicalshiftis5・80pr）nl，Whichisthe

Tl10StuPfieJd－Shiftedvaluefol－at］・yPtOPhanHE】intheBMRBdatabLISe甘心‥ネ”ニ；川（i

身J）・Theva】uesornleanandstandarddeviationofTrp，sHE】inthedLltabLlゝeis］0．09±

0・75ppnl・Thel・efore5■80ppnlistheextl・enlelyl・areva）uetooccur・Intl・lgulng］y，the

sanlePrOtOTlOrFTIIIIDIHn′exhibitsave．・ySil一址IrVL11ueof5・81ppnl（BMRBNo．4295）

（性的），althoughlhechenlica】ゝhiftishighlysenゝilivetothel，elativeol・ientaliono＝he

tl・yptophan and tyl・osine residues・This resultindicates that the e）ect．・Onlagnetic

environnlentS，and thus the relative orientation，Of thel・eSiduesin the centra】
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hydrophobiccol・eOrコFnIIID〔1hlAILlndFnIIID川PVL1．・ehigh．ysinlilar・

These ohservLltionsin（1icate thLltiTlterlllS Of sequence Llnd tertiLu・y油・uCtし11・e

コFnI”D（lll＾Jare．e、S、inli．L11・tOP］antFnIITDIKHPthanLlni一一lと1．FllIIIDIHl）＼′・Thi、一、iTlding

nlとIylnlP．ythathacte．・iLllコFn＝D（l11，n血Il・e…rC）とItionshipwithLLninlLl】FnII）D、1hLllis

C）o祀r thLl＝WOuld he exr）eCted n・Onlthe evo］utionL”1y di症InCe between L”linlLl】ulnd

4・2Thestruetureof2FnIIID（Ⅲ1ShowsdiffbrentftaturesfromotherP・Sandwieh

domainsof’baeteria）carbohydrases．

It has been］．ePOrted that the FnIIIDs ofchitinLISe AHrolllB“・iI／tI．H・ilt7（／（（lt▲†

WL－12arenotdirect］y．nvoIvedinchitinhinding・Thetl・unCatedfornlOl、chitiTlaゝeAl

fronlB（”・i／／tJL”ilて・L／／（17”WL－】2，】ackingeither2FnII－D〔111iAl，OrhothlFnIIID（1MIL”ld

2FnIIID〔1lliAl，Showed nea．・1y the sanle binding affinity fol・Chitin as the full－］englh

enzyTlle・Bycont．・ast，aSlgn汀icantdecreaseinchitin－hydrolyzlngaCtivltyW乙ISOhserved

rorthetruncatedro1111S，inproporliontothenunlhe．・OfFnIIID＝11isslng（27）．

A structurel－eselllbling that of FnIIID has been fouTldinと111Other hLICtel・iLl］

Carbohydrase，ChitinaseAfromSerr（］［i（］m（／lt・eS（・川S（69）．Thisenzymeconsistsofthree

domains：anN－terminaldomain（ChiN），aCata］yticdomain，andasmal】（α＋β）donlain．
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ThesequenceofthecLltと1］yticdonlainisconwl・vedbetweenlhisenzynleLlndchitinLlゝC

Alfl・OnlB（t（・i／／LIL、1（・i）t・LI／（”t▲、1，and theirtertiary山uctures are sinlilar（RMSD hetween

CO］．rC叩Onding C（1atOnl㍉1・25A），SuggeStinglhLlt they血11・e LulidenticLt］cLltこl】ytic

nleChani…l・ChiN乙Idor）t、とIglohLl）fo］d sinlih．・to寸TIIIID〔1l1．JへIhut withと111Llし1diti川1LL］

β－α－βe］emeTlthetweentheAaTldBslrLlndsthLltintel・LICtゝWiththeolhe］・doTllLlini巨iゝさ

上ろ）・A）thoughLHtruCtし”・e－ba、edsequencealignnlentShowsthとItChiNhとl＝l叫uenC

idcI－tlty（）f、】り・Hリ、，thc州・州ge－11C－1101、llydl・OPl－Ohic－C（）1・C－わ】・111illgl・Cゝi山cゝi＝Cl－iNi、

dilTbrentfronlthoseinコFT1111D（1h］＾landolherFnIIIDs・MoI・eOVer，inlP（一血1tし1irrercTl…

Ll］－efoundinthesu．．face．．esidue＝）fthesetwodolllLlins・ChiNhil＝ldjaceT111yLl］・rLlnged

tryptoph乙InS（Trp－33andTll〕－69）exposedon acontinuous sL11・rLICe With theconゝCrVed

al－OmatlC reSidues of cataIytic domain（Trp－245and Phe－232）・Thesel・esidues p）ay

1mPOrtant rOlesin guiding a chitin chaininto the catalytic site（7O）．In contl・とISl，

2FnIIID（lllA）has no exposed tryptophans・The on］y al・Omatic residue wilh Ll

SO］vent－aCCeSSib）esurfacea．一eaofn101・ethan］0％isTyl・－62O（13．3％），areSiduethatis

highlyconservedthroughoulaninla］proteins（ぎ一主ぎh．3－＝烏パm十十封1．

Unlike the bactel¶ia】FnIIIDs，Which a．・e broadly dislributed LICrOSS hoth

Gl・am－POSitiveandGram→1egativebacteria，theChiNdomainhasbeenfoundonly川the

ChitinaseofGram－negativebacte］・ia・Inte．・estlngly，alltheChiNdomainsare）ocatedat
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theN－temliniortheseenzynleS・Incontl・Llゝt，theFnIIIDsofbacteriLl，］ikeLlninlLl］FnIIIDゝ．

LlrelocLlted乙ItLIVal・ietyofpositionswithinther）rOtei－1S・Thi…h祀rVLltioTISuggeStSthLlt

theFnIIID－COnlain＝一gP．・OteinshLIVeLlrisenthroughdoTllLlinshurr］ing・Recent】y川一10thel・

ChitinLlヽe（ChiC）wasidentified rronlSt｝／・］・（［（i（［171（］lて・t，L一（・C11LllthLlt hLlヽ1hl・ee donlLliTlヽ

inc］uding un FTlllID（7＝・A）thoughits FnIIID exhibits LlhighゝequeIICe、i－11iJLL．・1tytO

IFn＝D（1hl＾1uTldコFnIIID（1hI／＼トthesequenceofthecutと11yticdonlとIinisdiHtrentr．・（”lthLll

OrChitinLISeAlrl・oTllB（（（・i／／L（L、－（・i／rLl／‘llt・、1・AsLLb（一Ve，thiゝ（）hゝCI・VLlli（川in11つIie＝hL111he

FnlIIDshavebeeninserledintothepo］ypePtidesbydoTllLlinshuflling・

Severalothe］・β－Sandwich Lu・chitectures besides ChiN LITld FTIIIID hLIVe heen

fouTldinbacle．・ia】carbohyd．・ases，SuCh asDonl乙Iin Nofα－alllyIaseII（72）、C－tel・一11inLl］

Stal－Ch－binding domain of　β－amylase（73），Ce17ulose－binding donlLlin（74）Llnd

Xylan－binding domLlin（75）・The secondary structul・e tOPOlogleS Orthese modu）cs L111e

diffel・entfromthatofFnIIID，althoughtheil・tertial・yStl・uCtul・esshowlimitedsimihl・1tytO

thatof二FnlIIDclliA］WithDALIZscol・esl・anglngfrom2・6to5・4・ThesedonlとIin…．・e

CaPableofbindingtocarbohydrates，andcomnlOnlypossessⅧrfLICe－eXPOSedと11・（川ILllic

residuesthatal－ethoughttonlakecontactswithsub山とIteⅧgal・chとIinトけ壷十十車．OnIy

thestructul・eof2FnlIID（rh］A】doe川OteXhibitsuchfbatul・es．

Thehigh－degreeofconservation oftheglobalstl・uctul・eS amOngthe bacterial
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Fn＝D－CO－1tain＝1gCarbohydl・asesandthe］LICkofknownfunctionol’thedonlainL111dol、

SurfacefeaturestenlPtuSIopo山1lLltethLltFnIIIDh乙ISthel・Oleof、こl叩LICel・inhLICleriLll

Carhohydrases・Todegl・adeinwluh】csuhstI・ateefficient】y，CLltL11yt．cLlndhindingdo．11Llins

TlluSt Lldopt、′ariousl・elLltivepositions・ThefactthLlt Tl10＼t FnIIIDゝとl］・e］ocとItedhet＼Veen

thecata】ytlCLlndbindingdonlLlin←nlay叩POrtthishypothe、is・Mo．・eovel・，nleChLulicLl】

e］こISticllylWhichi＝lnin11・insic pl叩erty Of’FnlIID．nlay mLlkc the Fn＝D the he＼t

CLlndidLltCrOrthiゝtyPeOrrOle・

4・3The2FnI‖D（1l－iAIShowsIessrestrietedinternaJmotionthanotherFn‖11）s．

Asthe genel・aIizedorde．・paranlete．・s（Sヱ）al・C gaincdin e乙ICh HN－N vector，

regardlessofthediffusiontensorse］ectedasovel・a】1tunlblingnlOtion，itcとInbeuscdas

goodc）・itel・iafoI・dynanlicscompari”）nOfhomoIogousproteins・

Todata，therelaxationdatL10ftwoFnI‖Ds，thetenthFnHIDfl・on11、ihronectioTl

（FNfnlO，PDBcode：1FNA）and the third FnIIID fronltenaSCin（TNfn3，PDB code：

1TEN），We．・el・ePOrted（56）・TheFNfnJOl－evealsCαRMSDofl・7overcoll・esponding

76residue…fコFnIIID（1hiA］WiththeDaliZscoreoflO・4・AIsoTNf、T13showhigh

Simi］al・ity（Zscore：10・9，RMSD‥2・lovel・80residues）・Theseproteins havelongel・

loopsthan2FnIIIDchlAl・Amongthe）00PS，theRGDmotifinFGloophastheaffinity
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WithiTlteg］・1n andthus nlediatescontacts between extl・aCe）］ularnlLltl・ix LITldcelトヽしIrrLICe

l－eCePtOl－s（76）．

ThevL1．ue＝）fSコinコFnTIID（11．JAlこ11・e川ILllIerlhLlnthmeofFNl、nlOLIIILITNl、I13．

The乙IVerLlgeSNinsecondary舶uctul・e…r］FnIIID〔llI．Ali＝）．82±（）．（）3，Whi】etl…COr

FNrnlOとIndTNf、n3L11・e～O・85・ITISPIteOrthed靴11enceinSコLl11・Cgu］LlrStl・uctしH・eゝ，the

dynLll－1ic featu．・e…fthe tI・yptophLln Siし1eTChとIins（NE］orTrp）which Llre COTl11つIetely

C0日烏Cl・ve〔linte．・liuryst］・uCture（Tl、P－58（）orコFIl＝D（ll．JlトTl・P－22orFNrnl（），L”lしITrp－22

OfTNl、n3）L1．．eIleLll・】y㌦anle．AH the thl・eelide－Chains cLln be cILISSiriedin10n10de］3．

Thei．・Sコand凡、＼Va】uesareO・84±0・OlandO．7±0．OIHzfor：FnlIID（1h．Al両胱りき，

O．83±O．0］and］．5±0．2Hzrol・FNfnl（），LlndO．83±0．O2乙IndO．8±0．01HzrorTNrT13．

The．・efore，these side－ChとIins or the three donlains expel・ience the sanle degree or

nlOtiona］restl・iction・Thissinlila＝tyenlPhasizesthediffel・eTICeOfS2intheseproteinsin

regu】al・structures・The snlal】ness ofthe S2inヱFnIIIDchlAICan beideTltiried when

COnlParlng With other proteins・The LIVeI・age value ofS2fl・OTllIndiilnとIDynanlics

DatabとISe（IDD，pOOh．chenl．indiana．cdu／IDD．htn11）isO．839±0．1O6foral］thedLltLIL111d

0・85±0・07fol．βstructures（77）（Cf・0・80±0・06and O．82±0．031・C叩eCtivelyin

2FnIIID（1hlAl）・ThesinlPlestexplanationforthephenonlenanlaybethehighcontcnlof

amino acidsofsmallside－Chainsin2FnlIID〔1111A（・Stoneet al・Pel・formed statistical
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analy”OrlheIDDandindicatedthattheanlinoacidsofs一一Ia］1side－ChLlinshとIVeg）・e乙Iler

flexibilityand］owel・Sコ（77）・Thisintel・Pl・etLltioncLlnbeholdinlhiゝCLlゝC，eVenthoし1gh

Whetherit hLl、とISr）eCiLl】roleis．101known Llt Ll］l．Itis notLlhle thLlt FNh11（）hLl＼こl

．・enlu．・kahlecol・ep］Ll、ticltyLlndlllut乙ItionlounliT10LICid＝）f”llL111、ide－ChLlin（lon，tch”lge

thcrreeeIlergynluCh（7町ILulltl－ylngeXperinlentStOknowlhethelll10（1ynunlicrei11川1e

Or－FIIIHD（－…一Llndloevokelhecorre］LltioTlhelweenhighconlen10「‖ghlL1．11in（一LICi（1ゝ

L111dlhe reLllul・e，とlゝ札＝一Iing－FnIIID（1h］／u LIS higゝl－1y nlutLltCd ro＝11in10L1711in（一とICiし1、（汀

Slllu］］ゝide－Chain・ThedynLlmicdata（）rコFnIlID（1hl＾lWhichhLlゝheenl・ep（一＝edinlhis

the、iswiIIcoTltributetorurthe．・eXr）el・iTllentLISha、alone・

71



ノ■′

－●、l

FnlllDl帥V

■

J

Sら83

Y甲2±申，グ円63硝

欝誓
2Fh‖DchiAl

r′1

しっ

＼

・　コ

℃卜、

＼

l′‾　ヰ

、‾＼1－

FlllllD4K即

Fig・4－1・Hydrophobiccoresof2FnIIIDchiAl）FnIIIDIJWVandFnIIID4K8P・

Thesequencesof2FnIIIDchiAl，FnIIIDIBPVandFnIIID4KBPwerealignedonthebaseoftheir

StruCtureSuSingDALIprogram（：；′三）・Thecore－formingresiduesof2FnIIIDchiA．（Pro－563，IleT

576，Leu－578，Trp－580，Ser－583，Tyr－592，Val－594，Ala－609，Ile－611，Phe－622，Val－624，Ala－

626，SerT637andVal－642）andtheircounterpartresiduesofFnIIIDIBPVandFnmD4KBPare

drawn・Among the counterparts，the residues showing similarhydrophobicproperties are

COloredviolet（FnIIIDIBPV）andgreen（FnIIID4KBP）・Thecore－fbrmingresiduesof2FnIIIDchiAI

WhichareidenticalinFnIIID】BPVandinFnIIID4KBParelabeledwith＊and＃respectively・
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Fig・4－2・StruCtureandNMRspectraofTrp－580’sHel

A，0rientationofTrp－580’sHel．SidechainsofTrp－80andTyr－592arecoloredgreen，TheHel

atomofTrp－580isdrawnwithballandlabeledred．B，1H－15NHSQCspeCtrumOfTrp－580’s

Hel．C，3D15NTOCSY－HSQCstripplotofTrp－580’sHel．TheHelandH81peaks丘omTrp－

580arelabeledredandblackrespectively．TheobservationoftheH81peakthroughTOCSY

COrrelat10nfromHelatomsupportstheasslgnmentOfHel．
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Fig・4－3・StruCturalcomparisonofChiNand2FnIIIDchiAl・

（A）RibbondiagramofchltinaseA鮎m滋rradamarcescens．TryptophanSidechainsare

displayedinblue．＠，C）CαtraCeSOftheN－termlnaldomainofchitinaseAfromSerratia

marcescens（ChiN）（B）and2FnIIIDchiA．（C）・Ammatic side chains arealso shown．
TryptophanresiduesofChiN，WhichareinvoIvedinthechltininteraction，arelabeledin

red
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Fig．4A．Otherbacterialβ－Sandwichdomains．

RlbbondiagramsofDomalnNofα－amylaseII（A），C－terminalstarchbindingdomain

（B），Cellulose－bindingdomain（C），andxylan－bindingdomain（D）．Forclarity，0nly

Surface－eXPOSedaromaticresiduesaredrawnandcoloredblue．
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