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ไคติเนส เอ จากเชื้อ Vibrio carchariae เปนเอ็นโดไคติเนสทําหนาที่สลายไคตินใหได
ผลิตผลสุดทายคือ GlcNAc2 เพื่อนําไปสูความเขาใจกลไกการเรงปฏิกริยาของเอนไซมใหดีขึ้น จึงได
ทําการตกผลึกเอนไซมส่ีชนิด ไดแก ผลึกโปรตีนดั้งเดิม ผลึกโปรตีนกลายพันธุ E315M ผลึก
เชิงซอนของโปรตีนกลายพันธุ E315M กับสารตั้งตน NAG5 และ NAG6 และทําการวัดการหักเห
ของแสงเอกซเรยไดความละเอียดถึง 2.00 Å 1.70 Å 1.72 Å และ 1.80 Å พบวาโครงสรางสามมิติ
ของเอนไซมไคติเนส เอ มีสามองคประกอบหลักไดแก หนวยจับสารตั้งตนที่ปลาย N     หนวยยอย
สลายสารตั้งตนมีโครงสรางเปน (β/α)8-TIM-barrel และหนวยแทรกระหวางหนวยยอยสลายมี
โครงสรางเปน α+β          หนวยยอยสลายมีลักษณะเปนรองยาวลึกขนาด 33 Å × 14 Å มีปลายเปด
ทั้งสองดาน และมีบริเวณจับกับสารตั้งตนประกอบดวยหกบริเวณยอย ตั้งแต -4 (ดานนอนรีดิวซิง) 

จนถึง +2 (ดานรีดิวซิง) โครงสรางของ E315M-NAG5 แสดงใหเห็นวาน้ําตาล NAG5 จับกับบริเวณ

จับดวยโครงรูปแบบตรง ขณะที่โครงสรางของ E315M-NAG6 แสดงใหเห็นวาน้ําตาล NAG6 จับกับ
บริเวณจับดวยโครงรูปแบบหัก การตรวจพบโครงรูปชั่วคราวจากแผนที่ความหนาแนนอิเล็กตรอน
ของโครงสราง E315M-NAG6 แสดงใหเห็นวาน้ําตาลที่จับกับบริเวณเรงมีการเปลี่ยนโครงรูปเพื่อทํา
ใหเกิดปฏิกริยาการสลาย นอกจากนี้ยังพบวากรดอะมิโนวงแหวนหลายตัวที่ไมเปลี่ยนแปลงจัดเรียง
เปนแนวอยูที่บริเวณจับและทําหนาที่จับกับน้ําตาลโดยการสรางชั้นไฮโดรโฟบิกกับวงแหวนไพรา
โนสของน้ําตาล 

การกลายพันธุเฉพาะตําแหนงของกรดอะมโิน Trp168 Tyr171 Trp275 และ Trp570 ใหเปน
ไกลซีน และ Trp397 ใหเปนฟนิลอะลานนี สงผลใหมีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการยอยสลายของไค
โตโอลิโกแซคคาไรด ซ่ึงบงชี้วากรดอะมิโนเหลานี้มีความสําคัญตอการสลายของไคตินที่ละลายน้ํา
ได 
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 Chitinase A from Vibrio carchariae is an endochitinase that degrades chitin, 

yielding GlcNAc2 as the end product. To understand the mode of enzyme action, four 

crystal structures of wild-type chitinase A, mutant E315M without substrate and 

mutant E315M in complex with NAG5 and NAG6 were refined at 2.00 Å, 1.70 Å, 1.72 

Å and 1.80 Å resolution. The overall structure of chitinase A comprises three separate 

domains; an N-terminal chitin-binding domain, a catalytic (β/α)8-TIM-barrel domain, 

and a small (α+β) insertion domain. The substrate binding cleft of the enzyme has a 

long, deep groove structure of 33 Å × 14 Å and comprises multiple binding sites 

extended from subsite -4 (at the non-reducing end) to subsite +2 (at the reducing end). 

The crystal structures of E315M-NAG5 and E315M-NAG6 revealed that the enzyme 

bound to the straight conformation of NAG5, but to the bent conformation of NAG6. 

The transient conformation of -1 NAG observed in the electron density map of 

E315M-NAG6 complex strongly suggested that the interacting sugars adopted a 

conformational change to facilitate hydrolysis. Several conserved aromatic residues 

that lie along the substrate binding cleft are found to act as the binding residues, by 

forming hydrophobic stack against the pyranose rings of the bound sugars.  


