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序 論

1973年Cohenら は、初 の遺伝子 ク ローニ ング実験 に成功 した(1)。 それ以 降、遺

伝子 クローニ ング技 術 はく遺 伝子工 学の中心技術 と して医学、理 学、農 学 お よび

工学 の各 分野 に急速 に広 ま り1970年 代 後半以後生命 科学の進展 に大 き く寄与 して き

た。 遺伝 子 ク ローニ ン グの技術 は、遺 伝子発現 にお ける種 の障壁 を越 え ての生 理

活性物質 の生産 に道 を開 き、 一醗 酵工業 にお いて従来 まで蓄積 され た大量 培養技術

とあいま って、 ヒ ト成 長 ホル モ ンや インス リンをは じめ とす る各種 の付 加価値 の高

い生化学物質 の工業生 産 を可能 に した。特定 の遺伝子 をク ローニ ン グす る ことは、

その遺伝子 の構 造や機能 そ して コー ドされてい るタ ンパ ク質の一次構 造(ア ミノ酸

配列)を 解析 す る とい う基礎 面 にお いて有効 であ るば か りで な く、通 常培養 が 困難

な植物や動物細胞 由来 の遺 伝子産 物 を取 り扱 い易 い原核生物 を宿主 として生産 させ

得 る こと、 そ して遺伝子増 幅効果 に よる 目的 タンパ ク質 の飛躍 的 な生 産性 向上が期

待で きる こと、 といった応 用面 にお いて も利点 を有 してい るこ とか ら、現在 も多 く

の遺伝子の ク ローニ ン グが試 み られ て いる。

ク ローニ ングに際 して、宿 主菌 と して最 も良 く用 い られ て きた のは、 グラム陰性

菌 の大腸 菌で ある。 大腸菌 は、遺伝 的背景が整 って いる点や形質 転換 法 な ど遺 伝

子 の取 り扱 いが簡便 で ある とい った利点 を有す る反 面、パ イロジ ェンの ような発熱

性 リボ多糖 を生産 する こ とや 、内膜 と外膜 の二重 の膜構 造 を有 す るため に培地 中に

目的生産物 を分泌 しないで菌体 内 に不溶化 して しま うとい った欠点 もあ る。 一方、

従来 の醗酵工業 に おいて は、 ア ミラーゼ、 プロテ アーゼ等 の工業的 に有用 な酵素 の

生産菌 と して グラム陽性桿 菌 のBacillus属 細菌 が よ く用 い られ てい る。

Bacillus属 細 菌の特徴 を以下 に列挙 する と(2)、

① 土壌中や堆肥 の 中に よ く見 いだ され る グラム陽性 の桿菌 で栄養 分 の枯 渇 に伴 っ

て内生胞子 を生 ず る。

② ア ミラーゼ、 プ ロテア ーゼをは じめ各種 の有 用酵素 を分泌 生産 し、単一 膜 よ

り成 る単 純 な膜構 造 を持 っているので分泌 タンパ ク質 は、細 胞膜透 過後、 直接

培地 中へ放 出 され る。

③ 好気的 に生育 す る非感染性 の土壌 細菌 で大腸菌 の よ うな発熱 性 リボ多糖 を生

産 しない。
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④ コ ン ピテ ン トセル 法、 あ るいは プロ トプラ ス ト法 に よ り簡単 に形 質転換 を行

うこ とが で きる。

これ らの特徴 は、Bacillus属 細菌 が有 用酵素 の生産菌 と してのみ な らず、遺伝

子操作実験 に おける宿主菌 として も有 用で ある ことを示 してい る。 特 に タ ンパ ク

質分泌能 を利用 した異種 タンパ ク質分泌 ベ ク ターを作製 する ことがで きれ ば、 生産

面 において タ ンパ ク質精製 の ステ ップを簡便 な ものにす る と考 え られ る。現時 点 に

お いて、Bacillus属 細菌宿主 一ベ クター系 の うち最 も研究が よ く進 ん でいるの は

枯 草菌(Bacillussubtilis)宿 主一ベ クター系 であるが、 それ で も主 た る プラス ミ

ドベ クターがpUBIIOに 代 表 され る ようにStaphylococcusaureus由 来 の高 コ ピー数(1

細 胞内約40コ ピー)ベ クターか、 またはその派生 プラス ミ ドに限 られ て お り(3)、 遺

伝 子バ ンクの作製 や クローニン グした遺伝 子 の安定 な維持 と発現 の上 で問題が あ っ

た。 そ こで我 々の研究室 で は、 かねて よ り枯草菌 を宿主 と して使用可 能 なプ ラス

ミ ドを、 好熱菌(Bacillusstearothermophilus)か ら分離 し、高低両 コ ピー数 の

派生 プラ ス ミ ドベ クター を作製 し(4)、 また更 に好熱菌 宿主一ベ クター系の研究 開発

も行 って きた(5)。 宿主 一ベ ク ター系の充実 、特 に新 たな プラ ス ミ ドベ クターが 開

発 で きた ことは、多数 の有 用酵素遺 伝子 の クローニ ングが可能 にな った こ とは勿論

の こと、Bacillus属 細菌 にお け るプラ ス ミ ド複製 機構(6,7,8)、 タ ンパ ク質 分泌機

構i(9,10)さ らには遺伝子発現 制御機i構の解 明(11,12)に 役立 ち、種 々の基礎的 な知

見 を得 る こ とが で きた。 また プラス ミ ドベ クターの うちで も、特 に低 コ ピー数 ベ

クターを利用 す る ことは、組 み換 え遺伝 子 の効率 良 い構築 と、安定 な維持発現 に非

常 に有効 な手段 とな った(13,14,15)。

Bacillus属 細 菌の うちの、 なか で も好熱 性Bacillus属 細菌 の分泌酵素、及 び

その構造 遺伝子 を研究 の対象 とすれ ば、好 熱性細菌 の生産 する酵素 は一般 に熱 に対

す る安定 性が高 いので、 そ の研 究の過程 にお いて酵素 熱安定化機構 な らび に高温 環

境下 にお ける遺伝子発現 の特徴 に関す る知 見 も得 る こ とが で きる と考 え られ る。 ま

た好熱菌宿 主一ベ クター系 を用 いて遺伝子組 み換 え体 の培養 を行 えば、宿主菌が常

温 で生育 しないため安全性 が高 い こと、雑菌 汚染 の頻度 が低 くなる こと、大量培養

に おいて冷 却水量 を軽減 で きる ことな どの利 点 を工業 的に応用 で きる可能性 も大 き

い(16)。

これ ら遺伝 子 ク ローニ ングの技術 と並行 してDNAを 化学 合成す る技術 も進歩 して
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きた。 す なわち、 初期 の ジエ ステル法 に始 ま り、1970年 代 の トリエ ステル法(17)、

そ して現在で は主 に 自動合成装 置 に用 い られ てい るホ スフ ァイ ト法(18)に よ って合

成 され てい る。 この方法 は、活 性 な3㌧ 亜 リン酸誘 導体 を5㌧ 水 酸基 と反応 させ た

後 、酸化 して リン酸 トリエ ステル とす る方法 で、 この方法 に よって長鎖 のオ リゴヌ

ク レオチ ドを合成す る ことが可能 に なった。1982年 にWinterとFershtら は、 化学

合成 したDNAを 用い て タ ンパ ク質 の任意 の位置で任意 の ア ミノ酸置 換 を導入 し、B.

stearothermophilus由 来 の酵素 であ るチ ロシ ンtRNA合 成 酵素 の基質親 和性 を変化 さ

せ得 る ことを示 した(19)。 翌1983年K.Ulmerは 、 タンパ ク質 の分子 構造 とその

機能 との相関 を背景 と して、一定 の設計基準 に基 づ いて分子 の改変 を行 い、タ ンパ

ク質機 能 を人為的 に改 良する技 術 を、 タ ンパ ク質 工学(Proteinengineering)と い

う新 た な学問領域 と して体系 づ けた(20)。

タ ンパ ク質工学 の基本的手順 と して は、 ① 目的遺 伝子 の ク ローニ ング ② 塩基

配列 お よびア ミノ酸 配列 の決定 ③ 変異部位 の決定 ④ 遺伝 子 構造の改変(部 位 特

異的突然 変異)⑤ タ ンパ ク質分子 の物性 改変 の確認 が あげ られ る(21)。

この手法 を用 いる ことに よ り、 それ までの化学修飾等 の手 法 と異な りタ ンパ ク質

の構造 と機能 の相関 をよ り直接的 に証 明す る ことが で きる よ うにな った と同時 に、

タ ンパ ク質機能 を よ り良い方 向へ改変 し得 る よ うにな った。 タ ンパ ク質工学 に よっ

て改変 し得 る酵素 の特性 として は、 ①熱安定性 ② 酵素活 性 ③基質特 異性 ④

プロテ アーゼに対 す る耐性⑤最 適pH⑥ 非水溶媒 中で の安 定 性 と更 には ⑦ 新 し

い機 能 の付加 な どが考 え られ る。

しか しなが ら、遺 伝子操作 の技術 としての ア ミノ酸 置換法 は確 立 され てい るもの

の、 その置換 とタ ンパ ク質構造 や機能 との相関 を予測 す る こ とは現時点 では困難で

あ り、一定の設計基 準 に したが って変異 を導 入す る と言 うよ りはむ しろ、試行錯誤

の段 階で ある。 この原因 として考 え られ るの は、構造 一機 能相 関に関わ るタ ンパ ク

質構造 の情報が不足 して いる ことが挙 げ られ る。 プロテ イ ンデー タバ ンク(Brook-

heavenNationalLaboratory)に 登録 され てい る立体構造 が 明 らかにな った タ ンパ

ク質 の数 は約320個 で あるが、 この数 は、例 えば大腸 菌が約3500種 類 の タンパ ク質

を合成 する ことか ら考 え ると非 常に少 ない と言 え よ う。従 って蛋 白質工学 は まだ そ

の発展 の端緒 につい たばか りの学 問領:域で あるが、部位 特異 的変 異操作 を中心 と し

た遺 伝子工学、基質 との親和性 や反応速度 論 に関 わる酵素 学 、 タ ンパ ク質 の立 体構
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造決定 に関わ る生物物理学 お よび、最新 の コ ンピュー ター グラフ ィク スや 構造 予測

等 に関わ る情報工学 な どさま ざまの学 問領域 との協 同の うえで今後一層発 展 す る可

能性 を秘 めてい る と言 える。

本研究 で は、代表的 な好熱 性Bacillus属 細菌 であ る 旦.stearothermophilus由

来 の耐 熱性中性 プロテア ーゼ構 造遺伝子 を材料 として酵素構造遺伝子 の特 徴解 明並

びに酵棄機能の うち特に熱安定性の蛋白質工学的改変を試みること、そ してその過

程 において必要 な基礎的知 見 を得 る ことを 目的 と した。研究の対象 と して もちいた

プロテア ーゼ は、活性 の評 価が簡便 な こと、熱安定 性が高 い こと、菌 体外 に分泌 さ

れ る こと、 お よび酵素学 的 に研 究が進 んで いる こと、 な どの利点 を有 してい る工業

的 にも有用 な酵素 で、医薬 品、食 品工業 において広 く利用 されてい る。

以下 にその研 究の概要 を述 べ る。

まず第1章 においては、好熱菌(Bacillusstearothermophilus)宿 主 ベ ク ター

系 を用 いて耐熱性 中性 プ ロテア ーゼ構 造遺伝子の ク ローニ ングを試 み、好 熱菌 ㊤.

stearothermophilus)お よび枯 草菌 ㊤.subtilis)の 両宿主 において、 同 プ ロテ アー

ゼの菌体外 分泌発現 を行 わせ た。 またそれ ぞれ の宿主 由来 の クローニ ング株 の生産

す る酵 素 を精製 し、 その諸性質 を検討 す る ことに よ りク ローニ ング した遺伝 子 が プ

ロテ アーゼ構造遺伝 子で ある ことの証 明 を行 った。

第2章 では、 クローニ ング した構 造遺伝子 の全塩基配列 を決定 し、 コー ドす る

ア ミノ酸配 列 を明 らか に した。 また、組 み換 え体 の生 産す るプ ロテ アー ゼ を精製 し

ア ミノ末端の ア ミノ酸配 列 を決定 し菌体外 に酵素 が分泌 され る際 に取 り除 か れ る前

駆体領域 の一次構 造 を明 らか に した。 また、 コ ドンの使用頻度 を、他 の塩 基配 列が

報告 され ている常温菌 由来 の プロテア ーゼ遺伝子 と比較 して、高温 環覧下 で の遺伝

子発現 の特徴 につ いて調べ た。 さ らに、 プロテアーゼ遺伝子 の プロモー ター領域 を

S1一マ ッピン グ法 に よ り決定 し、 他 のBacillus属 細菌 の プロモ ーター配列 との比較

に よ りプ ロテアーゼ遺伝子 の発現 機構 につ いて考察 を行 った。

第3章 では、 プロテア ーゼ前駆体 タ ンパ ク質のN末 端領域 に存在 す るペ プチ ド領

域(プ レープロ構 造領域)の 役 割 につ いて・ プレープロ構造 内にア ミノ酸 の挿 入 お よ

び欠失 を導 入す る ことに よ りプロテ アーゼ分泌能 の変化 を解析 した。次 に、 プロテ

アーゼ構造遺伝子 の前駆体 領域 を利用 してN末 端か らの長 さの異 な った3種 類 の分

泌ベ クターを作製 し、 分泌装 置下流 に、異種 タ ンパ ク質(ペ ニ シ リナーゼ)を コー
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ドす る遺伝子 の成熟 タ ンパ ク質領域 を フ レー ムの合 うか た ちで挿入 してタ ンパ ク質

分泌 生産能 につ いての解析 を行 った。

第4章 にお いて、 一定 の判断基準 に従 った熱 安定 性 向上 を 目的 と したタ ンパ ク質

の分子設計 を試み た。活性 を失 うことな く熱安 定性 を増大 させ るために以下 の基準

を設定 した。 ① 起源 の異 なる同種酵素 につ いて ア ミノ酸配 列 を比較 し活性 発現 に

必須 の領域 を限定 し、 そのア ミノ酸残基 は置 換 しな い。②耐 熱性酵素 に特徴 的 なア

ミノ酸置換 の 出現頻 度 を統計的 に処理 したデ ー タを利用 し、熱安定 性に寄与 す る度

合の高 いア ミソ 酸置 換 を選択 する。③本酵素 タ ンパ ク質 と85%の 相同性 を有す る

B.thermoproteolyticus由 来 の耐熱性 プロテア ーゼ の三次 元構造 のデー タを参考 に

す る。 これ らの基 準 に沿 って変異部位 と置換 す るア ミノ酸 残基 とを決定 した。三種

類の ア ミノ酸置換 を行 い また二重 、三重変異 体 も作製 し、計画 的に熱安定 性 を向上

させ た り、 また逆 に低下 させた りす るこ とが で きた。

第5章 で は、 前章 で作製 した変 異酵素 の うち熱 安定性 の 向上 した酵素(M1:Gly

144→Ala)に つ いて、 その酵素比活 性 を異 な った基 質 を用 いて測 定 し、酵素活性 とア

ミノ酸 置換 との関係 につ いて調べた。更 に合威 オ リゴペ プチ ドを基質 と して使用 す

る こ とに よ り、 ミカエ リスーメンテ ン定数(Km)及 び ター ンオーバー数(kcat)を 、変

異酵素M1と 野 生型酵素WTの それぞれ につ いて測定 し、 ア ミノ酸置襖が基質 との親和

性 で はな く触 媒活性 に影響 して いる ことを明 らか に した。

最 後 に、本 研究 で明 らか とな った結果 を総括 して、今後解 決すべ き問題点 ととも

に プ ロテアーゼ を中心 に して、① 酵素生産 と② 酵素改 変 の二 つの視点か ら今後 の研

究 の展望 につ いてま とめ た。
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第1章Bacillusstearothermophilus

CU21株 由 来 耐 熱 性 中 性 フ.ロ テ ア

ー ゼ 構 造 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ

と 形 質 発 現

第1節 緒言

好熱菌(Bacillusstearothermophilus)宿 主 一ベ クター系がImanakaら に よって既

に構 築 され てい る(5)。 好熱性 細菌 の生産 す る酵素 は一般 に熱安定性が 高 く酵素

工:学的 に も応用 範 囲が広 い と考 え られ てお り(16)、 また好熱 性細菌 の特徴 である増

殖 速度 の速 い点や、 タ ンパ ク質 分泌能が高 い点 な どを遺伝子 操作 におけ る宿主菌 と

して最大 限に生か すた めには、好熱菌 由来 の菌体外 酵素遺伝 子 を好熱菌 を宿主 と し

て セル フクローニ ングする こ とが望 ま しい と言 え る。 しか し細菌 の生 産す る酵素

の多 くは誘 導酵素 で あ り染色 体上 には酵素構造 遺伝子 のみな らず種 々の制御遺伝子

も存在 して お り、 た とえば枯 草菌(Bacillussubtilis)の 菌体外 中性 プ ロテアーゼ

の場 合に は、酵素構 造遺伝 子 であるnprE(22)以 外 にも、nprR1(23),nprR2(23),

papM(24),degQ(25),お よびdegU(26)な どの各種制御遺伝 子の存在 が報告 されてい

る。 従 って遺伝子 ク ローニ ングに際 してはクローニ ング した遺伝子 が酵素 生産 に

関係 した制御遺伝 子 で はな く構造遺伝 子 である ことを証 明す る こ とが重要 な ステ ッ

プとなる。 実際 、組 み換 え プラス ミ ドを常温菌 の宿主 に移入 した場合、 その形質

転換 体が元株(B.stearothermophilus)と 同 じ性質 の熱安 定性酵素 を生産 すれば、

クローニ ング した遺伝 子が酵素構造 遺伝子 である と証 明す る こ とがで きる。

ここでは、醸造 工業 、洗剤、 消化剤、消炎酵素剤、 お よび食 品工業 において広 く

用 い られ ている代 表的 な酵素 であ るプ ロテアーゼにつ いて、好熱 菌宿主一ベ クター

系 をもちいてセル フク ローニ ング しク ローニ ングした遺伝 子 を好 熱菌 ㊤. .stearo-

thermophilus)な らびに常温菌 で ある枯草菌(B.subtilis)の 両 宿主内 で発現 させ、

それ ぞれ の場 合につ いて酵素 の諸性質 を明 らかに して クローニ ングした遺 伝子が酵

素構 造遺伝子 で ある こ とを証 明 した。
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第2節 実験材料及び方法

使 用 菌 株 と プ ラ ス ミ ド

使 用 した菌 株 と プ ラ ス ミ ドを表1-1に 示 した 。

表1-1使 用 菌 株 お よ び プ ラ ス ミ ド

菌株 特性 由来

B.stearothermophilus

CU21

MO-3

B.subtilis

MIll3

MIl14

MT-l

MT-2

Sm『,Npr+

Sm「,Npr『

arg-15trpC2hsrMhsmM

trpC21euC7hsrMhsmM

arg-15trpC2hsrMhsmMNpr一

trpC21euC7hsrMhsmMNpr一

(5)

CU21株 のNTG処 理

(4)

(4)

MIll3株 のNTG処 理

MT-1株DNAに よるMIll4

株 の 形 質 転 換

プ ラ ス ミ ド 特性 由来

pTB90 6.7MDaKm「Tcτ (5)

Sm「:ス ト レ プ トマ イ シ ン耐 性

NTG:N一 メ チ ル ーN'一ニ トロ ーN一ニ トロ ソ グ ア ニ ジ ン

耐 熱 性 中性 プ ロテ ア ー ゼ を生 産 す る 登.stearothermophilusCU21株 を運 伝 子 供

与 菌 と して使 用 し、 このCU21株 をNTG処 理 して得 た プ ロテ ア ー ゼ 非 生 産 株B.

stearothermophilusMO-3株 を シ ョ ッ トガ ンク ロー ニ ン グの 宿 主 菌 と して 使 用 した 。

B。subtilisMIl13株 をNTG処 理 して得 た プ ロテ ア ー ゼ 非 生 産 株 がMT-1株 で あ る。

このMT-1株 は 、 コ ン ピテ ン トセル 法 に よ る形 質 転 換 が で きなか った た め に、MT-1株

の 染 色 体DNAに よ りB.subtilisMIll4株 を コ ン ピテ ン トセル 法 で 形 質 転 換 して 得 た

プ ロテ ア ー ゼ非 生 産 株 が 、B.subtilisMT-2株 で あ る。 このMT-2株 は、 プラ ス ミ ド
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DNAで 形 質転換 が可 能 であ った。

培 地 『

塾.stearothermophilus及 び 旦.subtilis用 の 完 全 培 地 と し.てL培 地(バ ク ト ト リ

プ トン10g,酵 母 エ キ ス5g,NaC15g/1,NaOHに てpH7.3に 調 整)を 用 い た 。L培

地 に さ ら に0.25%(w/v)の グ ル コ ー ス を 含 む も の をLG培 地 と した 。B.subtilisの

最 少 培 地 と してSpizizen'sminima1.medium(K2HPO41.4%,KII2PO40.6%,

(NH・)・SO・0=2%・M・SO407H・00・02》9酸 ナ
.ト リ ウ ム0・1%・ グル コ ー ス0・5%)

を用 い 、 必 要 に応 じて ア ミノ酸20μg/m1、 核 酸 塩 基10μg/m1を 添 加 した 。

固 形 培 地 と して 用 い る場 合 に は、 寒 天 をB.stear◎thermophilusで は2%、B.

subtilisで は1.5%加 表 た 。、プ ラ ス ミ ド保 持 株 の 培 養 に は、 カ ナ マ イ シ ン(Km)

(5μg/m1)ま た はテ トラサ イ ク リ ン(Tc)(25μ ぎ/m1)を 添 加 した。 ま た、B.gtearo-

thermophilusの 形 質 転 換 を行 う場 合 、LG培 地 に0.15Mス ク ロー スを加 え た もの を

LGS培 地 と して 用 い た 。0.33Mス ク ロー ス 。層0.02MMgC12(別 殺 菌),0.02Mマ レイ ン

酸 溶 液(pH6.5)をSMM緩 衝 液 と した 。SMMLG培 地 は、2倍 濃 度 のSMM緩 衝 液 とLG培

地 を等 量 混 合 す る こ とに よ り講 製 した 。 プ ロ トプラ ス トの 再 生 に はRGA寒 天 培 地

とRGTA寒 天培 地(上 層 用軟 寒 天)を 用 い た 。RGA寒 天 培 地 は、(1)700m1の2.86%

寒 天,1.43%ト リ プ トン,0.71%酵 母 エ キ ス,0.71%NaC1,(2)200m1の1Mス ク ロ

ー ス ,(3)50m1の7%K2HPO4,3%KH2PO4,(4)20m1の25%グ ル コー ス,(5)10m1

の1%カ ザ ミ ノ酸,(6)10m1の2MMgC12,(7)10m1の2%牛 血 清 ア ル ブ ミン(BSA)

[濾 過 滅 菌]を そ れ ぞれ 滅 菌 後 、 混 合 して 調製 した。RGTA寒 天 培 地 の場 合 に は 、(1)

の寒 天 濃 度 を、0.875%と した 。

プ ロテ ア ー ゼ 生 産 用 の培 地 と して は、YPC培 地(酵 母 エ キ ス20g,K2HPO41.4g,

KH2PO40.6g/1,CaC122mM)を 使 用 した 。

変 異 株 の 取 得

B.stearothermophilusCU21株 を48。Cに て 対 数 中期(OD66。=0.4)ま で振 盈 培 養

し、 集 菌 後 新 鮮 なL培 地 に 懸 濁 した 。次 にNTGを 終 濃 度20μg/m1に な る よ うに 添 加 し

48。C15分 間 振 盈 した後 、 再 度 集 菌 洗 浄 した 。 菌 体 をL培 地 に懸 濁 後 、48。C3時 間

振 量 し、NTG処 理 菌 体 と した 。
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B.subtilisの 場 合37。Cで 培 養 し、 トリスーマ レ イ ン酸 緩 衝 液(50mMト リス塩 基,

マ レ イ ン酸 に てpH6.5に 調 整)に 懸 濁 しNTGを 終 濃 度100μg/m1に な る よ うに添 加 し37

。C30分 間 振 盈 した
。 そ れ 以 外 は、B.stearothermophilusの 場 合 と同様 で あ る(27)。

DNAの 調 製

DNAは 、TE緩 衝 液(10mMト リス塩 酸 塩,0.1mMエ チ レ ンジ ア ミン四 酢 酸 ニ ナ トリ

ウ ム(EDTA),pH7.5)に 溶 解 した 。 ま たDNAの 染 色 に は臭 化 エ チ ジ ウ ム(EtBr)1%溶

液 を使 用 した 。

染 色 体DNAの 調 製 はWarrickとLederbergの 方 法 を改 変 して 次 の よ うに行 った 。

L培 地 でH.stearothermophilusの 場 合 は55。C,皇.subtilisの 場 合 で は37。Cで

一 晩 培 養 した100m1培 養 液 を遠 心 集 菌 後 、 緩 衝 液(10mMト リス塩 酸 塩,1mMEDTA(pH

8.5))で 洗 浄 した 。次 に1mg/m1㊤.stear◎thermophilus)又 は5mg/m1(皇.

subtilis)の リゾチ ー ム を含 む50mMト リス塩 酸 塩,50mMEDTA,15%ス ク ロー ス(pH

8.5)液3m1に 懸 濁 し、氷 中(B.stearothermophilus)ま た は370C(旦.subtilis)で

30分 放 置 した 。 そ の後 、50mMト リス塩 酸 塩,50mMEDTA,1%Sarkosy1(pH8.5)液

3m1を 加 え てDNA粗 標 品 と して塩 化 セ シ ウム ー臭 化 エ チ ジ ウ ム平 衡 密 度 勾配 超 遠 心 に

よ り精 製 しTE緩 衝 液 に溶 解 した(27)。

プ ラ ス ミ ドDNAの 調 製 は 、BirnboimとDoly(28)の ア ル カ リ抽 出法 を一 部 変 更 して

以 下 の よ うに行 った 。 薬 剤 を含 むL培 地(5m1)中 で55。Cに て約16h培 養 した 旦.

stearothermophilus培 養 液(B.subtilisは37。C培 養 液)lm1を エ ッペ ン ドル フ遠

心 管 に移 して 遠 心 集 菌 し、 得 られ た菌 体 を100μ1の25mMTris-HC1(pH7.4),

10mMEDTA,50mMグ ル コ ー ス,2mg/m1リ ゾチ ー ム溶 液 に 懸 濁 し、 氷 中30分 間 静 置

した(B.subtilisの 場 合 は リゾチ ー ム5mg/m1を 含 む 上 述 の 溶 液 に 懸濁 し、37。C

30分 保 持 した)。 次 に0.1NNaOH-1%ド デ シル 硫 酸 ナ トリウ ム(SDS)溶 液200μ1

を 加 え て 混 合 した 。 氷 中 で5分 間 保 っ た後3M酢 酸 カ リウム(pH4.8)を150μ1加 え

て混 合 し、 氷 中15分 以 上 静 置 後 、10,000×g,5min遠 心 分 離 を行 った 。 遠 心 上 澄

液 約0.4m1を 別 の エ ッペ ン ドル フ遠 心 管 に 移 し、 フ ェ ノー ル:ク ロ ロホル ム(1:1)溶

液 を400μ1加 えて 混 合 し、 水 層 を抽 出 した 。 そ こ に2倍 量 の エ タ ノール を添 加 混

合 して室 温 に て2分 放 置 した後 遠 心 分 離(10,000×g,5min)に よ ってDNA沈 澱:を 集

め 、70%の エ タ ノー ル で リン スの後 真 空 乾 燥 した 。 これ を100μg/mlRNaseAを 含 む
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35μ1のTE緩 衝 液(10mMト リス塩 酸 塩,0.lmMEDTA(pH7.5))に 溶 か し、37。Cで30

分 保 温 した 。 プ ラ ス ミ ドDNAを 大 量 調 製 す る場 合 に は、 ア ル カ リ抽 出法 を スケ ール

ア ッ プ し、 得 られ たDNA画 分 を塩 化 セ シ ウ ムー臭 化 エ チ ジ ウ ム平 衡 密 度 勾 配 超 遠 心

に か け て 精 製 した 後 、TE緩 衝 液 に懸 濁 し4。Cで 保 存 した。

B.stearothermophilusの 形 質 転 換

プラ ス ミ ドに よ るB.stearothermophilusの 形 質 転 換 は、Imanakaら の 方 法(5)に

従 って プ ロ トプ ラ ス ト法 に よ り行 った 。

1.プ ロ トプ ラ ス トの 調 製

B.stearothermophilusCU21をL培 地 中55。Cで 一 夜 前 培 養 し、 その0.5m1を50m1

のLGS培 地 に植 菌 し55。Cに て 振 盈 培 養 を行 った 。OD66。 の値 が0.4付 近 に な っ

た 時 点 で 遠 心 集 菌 し(8,000×g,5分,4。C)、2.5m1のSMMLG培 地 に 懸 濁 した 。

SMMLG培 地 に 溶 解 した リ ゾチ ー ム溶 液 を終 濃 度1μg/m1と な る よ うに 加 え、48。Cで

約20分 穏 や か に振 盈 した 。 プ ロ トプ ラ ス ト化 の進 行 状 況 は、 適 宜 顕微 鏡 観 察 に よ り

追 跡 した 。 生 じた プ ロ トプラ ス トを4,000×g,7分(4。C)の 遠 心 に よ り回 収 し、

2.5m1のSMMLG培 地 で洗 浄 後 、 再 度 遠 心 分 離 した 。 これ に2.5m1のSMMLG培 地 を加

え て プ ロ トプ ラ ス ト懸 濁 液 と した 。

2.ポ リエ チ レ ン グ リコー ル 処 理

約1μgの プ ラ ス ミ ドDNAを 含 む50μ1のTE緩 衝 液 に 等 量 の2倍 濃 度SMM緩 衝 液 を加

え た 。 これ に0.5m1の プ ロ トプ ラ ス ト懸 濁 液(48。Cで 保 温)を 添 加後 、1.5m1の40%

ポ リエ チ レ ン グ リコ ール6000(PEG)を 含 むSMM緩 衝 液(480C)を 加 え て、48。Cで2分

間 ゆ っ く り振 盗 した 。 これ に5m1のSMMLG培 地(48。C)を 加 え てPEGを 希 釈 し、

4,000×g,10分 間(4。C)の 遠 心 に よ りプ ロ トプ ラ ス トを回 収 した 。 沈 澱 を0.01%

BSAを 含 むSMMLG培 地1m1に 再 懸 濁 し、48。C1.5時 間 の ゆ るや か な振 盈 培 養 を行 っ

た 。

3.プ ロ トプ ラ ス トの 再 生

プ ロ トプ ラ ス ト試 料 を0.01%BSAを 含 むSMMLG培 地(48。C)で 適 当 に希 釈 後 、 そ

の0.1m1と50。Cで 保 温 したRGTA寒 天 培 地1m1をRGA寒 天 培 地 に重 層 した 。 形 質

転 換 株 を選 択 す る場 合 に は、RGA,RGTA共 にKm25μg/m1を 添 加 した。 ま た再 生 は48

。Cで3 -5日 間 行 った
。
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枯 草 菌(B.subtilis)形 質 転 換 法 ・

枯 草 菌(B.subtilis)の 形 質 転 換 は、AnagnostopoulosとSpizizenの 方 法 に従 っ

て コ ン ピテ ン トセル 法 に よ り行 った(29)。5m1のL培 地 中 で 、37。C一 晩 前 培 養 し

た培 養 液1m1をTFI培 地(K2HPO414g,KH2PO46g,(NH4)2SO42g,ク エ ン酸 ナ トリ

ウ ム1g,グ ル コ ー ス5g,MgSO4・7H200.2g,要 求 ア ミノ酸 各50mg,カ ザ ミ ノ酸

0.2g/1)20m1に 植 菌 して 、37。Cで 振 盈 培 養 した 。 対 数 増 殖 期 を は ずれ て か ら1時

間後(植 菌 後 約3.5時 間 後)に 、 培 養 液4m1をTFE培 地(要 求 ア ミノ酸 各5mg,カ ザ ミ ノ

酸0.lg/1,他 はTFIに 同 じ)36m1に 植 菌 し、1.5時 間 培 養 す る こ とで コ ン ピテ ン ト細

胞 を得 た。 コ ン ピテ ン ト細 胞1m1とDNA(約1μg)を 混 合 し、30分 間 培 養 した後 、

5000xg,5分 間 遠 心 して 集 菌 した 。 これ に3m1のL培 地 を 加 え、37。Cで2時 間培 養

した。 この培 養 液 をTc(25μg/m1)を 含 むL寒 天 培 地 に 塗 布 す る こ とに よ って 形 質 転

換 体 を得 た 。

プ ロテ ア ー ゼ検 定 法

・プ レー ト法

B.stearothermophilus及 びB.subtilisは 、 菌 体 外 に プ ロテ ア ー ゼ を分 泌 す る た

め 、 乳 製 カ ゼ イ ンG%)含 有 寒 天 培 地 上 で コ ロ ニ ー を形 成 さ せ る と、 そ の周 辺 に カゼ

イ ンの部 分 分 解 物(パ ラ カ ゼ イ ン)の 白 い 円形 の ハ ロー を生 ず る 。 この ハ ロー の 有 無 、

大 小 を プ ロテ ア ー ゼ 生 産 の 目安 と した 。

・活 性測 定 法

2mMCaC12を 含 むL-broth中B.stearothermophilusで は55。C、 旦.subtilisで は37

。Cに て 対 数 後 期 ま で 培 養 後
、 一 定 時 間 ご とサ ン プ リン グ し培 養 液 を遠 心(8000Xg,

10分)し 、 上 澄 液 を酵 素 緩 衝 液(50mMト リス塩 酸 塩,5mMCaC12,pH7.5)で4。C2日 間

透析 し プ ロテ ア ー ゼ 活 性 測 定 に 使 用 した 。 また 菌 体 は 乾 燥 菌 体 重 量 測 定 に使 用 した 。

プ ロテ ア ー ゼ 活 性 は 、Hagihara(30)ら の 方 法 に基 づ い て カ ゼ イ ン加 水 分 解 活 性 に

よ り検 定 した 。 酵 素 緩 衝 液 で 透 析 した酵 素 標 品1m1と 基 質(酵 素 緩 衝 液 に溶 か した2

%カ ゼ イ ン)lm1と を 混 合 撹 搾 後37。C20分 間 保 温 した 。 そ の 後2m1の 反 応 停 止 液

(0.1Mト リク ロ ロ酢 酸,0.22M酢 酸 ナ トリウ ム,0.33M酢 酸)を 加 え て激 し く撹 梓
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して 室 温 に て30分 間 静 置 後 、WhatmanFilterpaperNo.1直 径7.Ocmで 濾 過 して 、 波

長275nmに お け る 濾 液 の 吸 光 を測 定 した 。

プ ロテ ア ー ゼ 活 性 単 位 の 定 義 は、37。Cに お い て1分 間 に1μgの チ ロ シ ン に相 当 す る

可 溶 性 物 質 を 生 成 さ せ る 酵 素 量 を1unitと した 。

・精 製 法 、

組 み 換 え プ ラ ス ミ ドを保 持 す るB.stearothermophilusMO-3株 を、 カ ナ マ イ シ ン(5

μg/m1)を 含 むYPC培 地 中 で480C一 晩 培 養 し、 培 養 液 を遠 心(8000xg,10分)し 、80%

飽 和 とな る よ うに酵 素 精 製 用 硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム を上 澄 液 に 加 え た 。 生 じた 沈 澱 を約

20m1の 酵 素 緩 衝 液 に 懸 濁 し同緩 衝 液 に 対 して透 析 した 。透 析 後 の サ ン プル を上 記 緩

衝 液 で 平 衡 化 したDEAE-SephadexA25カ ラ ム(2x80cm)に 通 した結 果 、 殆 どの 活 性 は

voidvolume中 に存 在 した 。 活 性 の あ る画 分 を濃 縮 しDEAE-SephadexA50カ ラ ム(0.9

x50cm)に 通 して さ らに精 製 し鵡 タ ンパ ク加 水 分 解 活 性 の あ る画 分 を 酵 素 標 品 と

して 、 そ の後 の解 析 に使 用 した。

組 み 換 え プ ラ ス ミ ドを保 持 す るB.subtilisMT-2株 の生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ に つ

いて も培 養 温 度 が42。Cで あ る こ と を除 き上 記 と同 じ方 法 に よ り酵 素 標 品 を得 た 。

SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動(SDS-PAGE)

酵 素 の 分 子 量 決 定 に は、WeberとOsborn(31)の 方 法 に よる連 続SDSゲ ル を 用 い た 。

ゲ ル 濃 度 は、7.5%(w/v)ポ リア ク リル ア ミ ドと した。 ま た、 酵 素 タ ンパ ク質 純 度 検

定 に は 、Laemmliの 不 連 続SDSゲ ル(32)も 用 い た 。 この場 合 、 分 離 用 ゲル 濃 度 は

12.5%(w/v)と した 。 電 気 泳 動 後 、25%(w/v)のTCAで 固定 し、0.5%ク ー マ ジ ー ブ リ

リア ン トブル ーRで40分 間 染 色 し、 脱 色 液(25%メ タ ノー ル,10%酢 酸)で 脱 色 し

た 。 分 子 量 マ ー カ ー と して は、 チ トク ロー ムC;12,500,ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビタ ー;

21,500,牛 血 清 ア ル ブ ミン(BSA);68,000,Eschericiagg旦RNAポ リメ ラ ー ゼ 各 サ

ブユ ニ ッ ト(β';165,000,β;155,000,醒;39,000)を 用 い た 。

プロテ アーゼの熱安定性 測定

酵 素緩衝液 に溶解 した プロテア ーゼ(約150units/m1)を 試験管 に入れ、65。Cの 湯

浴中 に入 れ る。一定時 間 ごとにサ ンプ リング し氷冷水 によ り冷却 し残 存活性 を37。C
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で測 定 した。

最 適pH

緩 衝 液 と して0.1Mの リン酸 緩 衝 液pH6。0-8.0を 使 用 した 。 そ れ ぞ れ のpHに 調 整 し

た リン酸 緩 衝 液 で プ ロテ ア ー ゼ酵 素 液 を希 釈(1:100〔v/v〕)し 、 基 質 の カゼ イ ン溶

液 と混 合 し、 各 々のpHに お け る プ ロテ ア ー ゼ活 性 を測 定 した 。

プロテア ーゼ阻 害剤 の影響

酵 素液(30μ1)に それ ぞれ の阻害剤 を含 む3m1の 酵素 緩衝液 を加 え室温 で15分 間静

置 した。 その後37。Cに おけ るカゼ イン加水 分解活性 を測定 した。

試 薬

カ ナ マ イ シ ン と ス ト レ プ トマ イ シ ン は 、 明 治 製 菓(株)よ り、 ア ガ ロー ス 、 各 種 翻

限 酵 素 、T4DNAリ ガ ー ゼ は 、 宝 酒 造(株)よ り購 入 し た 。DEAE-SephadexA25及 びA50

は 、PharmaciaFineChemica1よ り、 バ ク ト ト リ プ トン 、 酵 母 エ キ ス、 カ ザ ミ ノ酸

は 、DifcoLaboratoriesよ り、 テ トラ サ イ ク リ ン、 リ ゾ チ ー ム、 ト リ ス塩 基 は 、

SigmaChemicalsよ り、FilterPaperNo.1は 、Whatmanよ りそ れ ぞ れ 購 入 した 。

そ の 他 の 試 薬 は 、 す べ て 和 光 純 薬 工 業(株)よ り購 入 し た 。

第3節 結果

1.3.1.好 熱 菌 を宿 主 と した プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ

B.stearothermophilusCU21株 の 染 色 体DNA(約2μg)と 、 ベ ク タ ー で あ るpTB90

(約1μg)を 各 々制 限 酵 素Hind班 で 切 断 後 混 合 しT4リ ガ ー ゼ 処 理 した 。 そ のDNAで 中 性

プ ロテ ア ー ゼ 欠 損 株 で あ るB.stearothermophilusMO-3株 を プ ロ トプ ラ ス ト法 で

形 質 転 換 し、 カ ナ マ イ シ ン耐 性 を示 す形 質 転 換 体 を レ プ リカ法 に よ って5μg/m1の カ

ナ マ イ シ ン、1%の 乳 製 カゼ イ ンを含 むLC寒 天 培 地 に移 し、55。Cに て 一晩 培 養 した(図

1-1)。 約100,000株 の コ ロニ ー に つ い て プ レー ト法 で プ ロテ ア ー ゼ 生 産 性 を調 べ た

結 果 、1株 の プ ロ テ ア ー ゼ生 産 性 を示 す 株 が 存 在 した 。 この 株 は 、 カ ナマ イ シ ン(5
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μg/m1)、 テ トラ サ イ ク リ ン(25μg/m1)、 ス ト レ プ トマ イ シ ン(250μg/m1)に 耐 性 を 示

し、 カ ゼ イ ン含 有 プ レ ー ト上 でB.stearothermophilusCU21(pTB90)よ り も大 き な ハ

ロ ー を 形 成 し た 。 そ こ で こ の プ ロ テ ア ー ゼ 生 産 性 を示 す 株 よ り プ ラ ス ミ ドを 抽 出

しpNPI3(Km「Tc「Npr+)と 命 名 した 。

一

一

B.3tearoth●rmophilus

chromo30m●

PT890

KmfTc「

67Md

淵 pNP13

Km「 τc「Npド
ー30Md

且

PNP28

Km「Tc「Npr轟

104Md

B.stearothermoph`lus

十
素

×

↑
1

一L

1

pNP22

Km「TcPNpド

94闇d

Un5t8ble

Unstable

B.3ubtillS

図1-1.シ ョ ッ トガ ン法 に よ る 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ の ク ロ ー ニ ン グ と小 型 化.

プラ ス ミ ドpNP13を 大 量 調 製 しB。stearothermophilusMO-3を 再 度 形 質 転 換 した結

果 、 多 数 の カナ マ イ シ耐 性 、 テ トラサ イ リ ン耐 性 、 お よび プ ロテ ア ー ゼ生 産 性 を示

す形 質 転 換 体 が 得 られ た 。 こ の こ と よ り、 プ ラ ス ミ ドpNPI3上 に プ ロテ ア ー ゼ生 産

性 に 関 与 す る遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ され て い る と考 え られ たが 、 約5%の 形 質 転 換 体

は 、 プ ロテ ア ー ゼ 生 産 性 を示 さ な か った 。 従 ってpNPI3は 、 宿 主 菌 内 で安 定 に維 持

され て い な い こ とが 判 った 。

pNPI3を 各 種 制 限 酵 素 で切 断 後 、 ア ガ ロー スゲ ル 電 気 泳 動 で解 析 す る とpNPI3は 、

ベ ク タ ーで あ るpTB90よ り明 らか に 分 子 量 が 大 き くHind旺 切 断 部 位 が7個 所 、EcoRI

切 断 部 位 が12個 所 存 在 した(図1-2)。 推 定 され るpNPI3の 分 子 量 は約30MDaで あ った 。
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1.3.2.小 型 化 に よ る プ ラ ス ミ ドの 安 定 化

プ ラ ス ミ ドpNPI3は 、 分 子 量 が 大 き く宿 主 菌 内 で の プ ロテ ア ー ゼ形 質 発 現 が不 安

定 な の で、 枯 草 菌(旦subtilis)と 好 熱 菌 ㊤.stearOthermophilus)を 宿 主 と して プ

ラ ス ミ ドの 小 型 化 を 行 った(図1-2) 。pNPI3を 旦堕RIで 分 解 後T4リ ガ ー ゼ処 理 した

DNAで 昼subtilisMT-2株(Npr一)を コ ン ピテ ン トセル 法 にて 形 質 転 換 し
、 得 られ た

形 質 転 換 株(Km「Tc「Npr+)か ら新 た な組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpNP22(9 .4MDa)を 取 得 し

た 。pNP22は 、pNPI3由 来 の2つ の塵gRI断 片(6 .5MDa,2.9MDa)を 保 持 して お り、 ま

た 塵gRIと 典d皿 の二 重 消 化 に よ り3断 片 に 分 か れ る こ とが ア ガ ロー スゲ ル 電 気 泳

動 に よ り判 った(図1-2)。 も

ABCDEFG

曽 一 凶 紬 紬

卿

脚
、幽

曽 一 紬 舶 踊 輔 嚇

鯨錦 ・.輔 噸ム.・.湖 亀・..憾

禰
.磁 欝

図1-2.組 み 換 え プ ラ ス ミ ド の 制 限 酵 素 切 断 後 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動.

レ ー ンA,pNPI3些gRI処 理;レ ー ンB,pNP22EcoRI処 理;レ ー ンC,pNP28EcoRI処

理;レ ー ンD,pNP22璽gRI,旦 璽d置 処 理;レ ー ンE,pNP28EcoRI,Hindロ 処 理;レ ー ン

F,pTB90EcoRI,Hind皿 処 理;レ ー ンG,λDNAHind皿.

以 上 の こ と よ りpNP22で は 、pTB90のIMDaEcoRI-Hind皿 断 片 が 、pNPI3の4.5MDa

EcoRI-Hind皿 断 片 に 入 れ 代 わ っ た こ と が 判 明 した 。pNP22はB.subtilis内 で 安 定 に

維 持 さ れ た が 、IMDaEcoRI断 片 を 保 持 し て い な い た めB.stearothermophilusMO-3

株 に 移 入 す る こ とが で きな か っ た 。 そ こ で 次 に 、B.stear。thermophilus内 で の プ
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ラ ス ミ ドの 安 定 化 を試 み た 。 先 と同様 にpNP13をEcoRIで 分 解 後T4DNAリ ガ ー ゼ処 理

したDNAでB.stearothermophilusMO-3株 を プ ロ トプラ ス ト法 に よ り形 質 転 換 しKm「

Tc「Npr+を 示 す株 を選 択 した 。 そ の 中 か ら組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpNP28(10.4MDa)を

取 得 した。pNP28を 各 種 制 限 酵 素 で 切 断 後 ア ガ ロ ー スゲ ル 電 気 泳 動 を行 った 結 果 、'

pNP28は3つ のEcoRI断 片(6.5MDa,2.9MDa,1.OMDa)か ら成 り(図1-2;レ ー ンC)、 また

EcoRIとHindMの 二 重 消 化 に よ りpNP22の 場 合 と同様4.5MDaの 断 片 を得 る こ とが で き

た(図!-2iレ ー ンE)。

これ らの結 果 か らB.subtilis内 で安 定 な プ ラ ス ミ ドpNP22(9.4MDa)及 びB.

stearothermophilus内 で 安 定 な プ ラ ス ミ ドpNP28(10.4MDa)を 得 た 。 また両 プ ラ ス ミ

ドは と も にpTB90由 来 の 各 断 片 の他 に 、B.stearothermophilusCU21株 染 色 体DNA由

来 と考 え られ る4.5MDaのEcoRI-HindM断 片 を保 持 して お り、 この断 片 上 に プ ロテ ア

ー ゼ 構 造 遺 伝子 が存 在 して い る と考 え られ た(図1-3) 。

著 署 葦
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鵠 轟 鵠 蕊尉10ま戴 撫 盟羅 鷺 舗 灘 体DNA
由 来 の4.5MDa塵gRI一 旦塾d皿 断 片 を 示 して い る 。
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図14.LC寒 天馳 上 における菌断 プ・テアー牲 離 の比較
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1.3.3.組 み 換 え プ ラ ス ミ ド保 持 株 に よる プ ロテ ア ー ゼ生 産 性

B.stearothermophilusCU21株 、MO-3株 、 及 びMO-3株 のpNP13,pNP28保 持 株 、 更

にB.subtilis櫨 一2株 とそ のpNP22保 持 株 を そ れ ぞ れLC寒 天 培 地 上 で 生 育 させ て 、コ

ロニ ー 周 辺 の ハ ロー の大 きさ を比 較 した(図1-4)。 ハ ロー の直 径 を比 較 す る こ とに

よ りお お よそ の プ ロテ ア ー ゼ 生 産 性 を比 較 で きるが 、 よ り定 量 的 に 比 較 す る た め に

乾 燥 菌 体 重 量 あ た りの プ ロテ ア ー ゼ 活 性 を測 定,し た(表1-2)。

表1-2

菌株 温 度(。C)

各 培 養 時 間 後 の プ ロテ ア ー ゼ活 性

(U/mgofcelldryce11)

6時 間9時 間12時 間

B.stearothermophilus

CU21

MO-3

MO-3(pNP13)

HO-3(pNP28)

旦。subtilis

MT-2

MT-2(pNP22)

に
」

〔
」

只
」

〔
」

〔
U

【
」

【
」

【
」

7

7

つ
」

3

19

5.9

190

210

4.2

90

17

10

280

290

7.0

210

17

5.0

280

310

6.2

180

親 株 のB.stearothermophilusCU21株 は 約20(units/mgdryce11)の プ ρ テ ア ー

ゼ を 生 産 しB.stearothermophilusMO-3株 は 、5-10(units/mgdryce11)で あ っ た 。

組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpNP13及 びpNP28保 持 株 で は 、200-300(units/mgdryce11)の 活

性 を 示 しそ の 値 は 親 株 の 約10-15倍 で あ っ た 。 ま たB.subtilisMT-2株 のpNP22保

持 株 も 約200(units/mgdryce11)の プ ロ テ ア ー ゼ を 生 産 して い る 。 これ らの 実 験.

結 果 か ら4.5MDaEcoRI-Hind皿 断 片 上 に は プ ロ テ ア ー ゼ 生 産 に 関 す る 遺 伝 子 が 存 在

し、そ の 遺 伝 子 は 、B.stearothermophilusとB.subtilis両 宿 主 菌 内 で 発 現 して い

る こ とが 明 らか に な っ た 。
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1.3.4.プ ロテ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子 ク ロー ン化 の 証 明

EcoRI-Hind皿(4.5MDa)断 片上 に プ ロテ ア ー ゼ生 産 に関 与 す る制 御 遺 伝 子 等 で は な

く、 プ ロテ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子 が 存 在 す る こ とを示 す た め に、 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド

pNP28を 保 持 す るB.stearothermophi1μsMO-3株 、 及 びpNP22を 保 持 す るB.sub-

tilisMTr2株 の生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ を精 製 し、 酵 素 の 諸 性 質 につ い て比 較 検 討 し

た 。

(1)分 子 量

B.stearothermophilusMO-3(pNP28)及 びB.subtilisMT-2(pNP22)の 生 産 す る プ

ロテ ア ー ゼ の 分 子 量 を、SDS-PAGEに よ って調 べ た(図1-5)。

両 プ ロテ ア ー ゼ は と もに 電 気 泳 動 的 に 単 一 の バ ン ドを示 し推 定 分 子 量 は36,000で あ っ'

た 。

ABC'

165KIr■ 圏■9

155K

68K

鴨 39K

閏繭 ■鴨■険 欄■ ■■劇 圏騨

" 21.5K

欄■■ 除. 12.5K

図1-5.精 製 し た プ ロ テ ア ー ゼ のSDS一 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動.

レ ー ンA,B.stearothermophilusMO-3(pNP28);レ ー ンB,B.subtilisMT-2(pNP22);

レ ー ンC,分 子 量 マ ー カ ー.

(2)熱 安 定 性

プ ロ テ ア ー ゼ の65。Cに お け る 熱 安 定 性 を 比 較 した(図1-6)。

B。stearothermophilusMO-3(pNP28)の 生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ(A)も 、B.subti一
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⊥塗MT-2(pNP22)の 生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ(B)も 、65。C30分 の 熱 処 理 後 も約80%の 残

存 活 性 を有 し、 共 に非 常 に熱 安 定 性 の 高 い プ ロテ ア ー ゼ で あ っ た。 ち な み にB.

subtilisMI113の 生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ は 同一 条 件 下 で 約15分 後 に は、 残 存 活 性 が

20%以 下 に な る こ とが 判 った 。

駕

ミ 。。

蓄

9100

冨80

藷 ・・

一 一
A

一 一
B

0102030

Time(min)

図1-6.中 性 プ ロ テ ア ー ゼ の 熱 失 活 曲 線.(A)B.stear。thermophilusMO-3(pNP28)由 来

の プ ロ テ ア ー ゼ;(B)B.subtilisMT-2(pNP22)由 来 の プ ロテ ア ー ゼ.

(3)最 適pH

B.stearothermophilusMO-3(pNP28)の 生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ(A)とB。subtilis

MT-2(pNP22)の 生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ(B)の 最 適pHを 比 較 した(図1-7)。 両 プ ロ テ ア

ー ゼ 共 に 同 一 のpH特 性 を 示 し最 適pHは 中 性 の7 .0付 近 に あ る 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ で あ っ

た 。

の 　む
'≡

≡;

二

…伯

署
《

0

A

/へ
＼ 。

8

/＼

6 7 6

H
8

P

7 8

図1-7.中 性 プ ロ テ ア ー ゼ のpH特 性.0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 を そ れ ぞ れ のpHに 合 わ せ て 活 性

を 測 定 した.(A)旦.stearothermophilusMO-3(pNP28)由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ;(B)B .subt
ilisMT-2(pNP22)由 来 の プ ロ テ ア ー ゼ .一

一19一



(4)各 種 プ ロテ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 影 響

プ ロテ ア ー ゼ の 阻害 剤 で あ る キ レー ト剤 エ チ レ ンジ ア ミン四酢 酸(EDTA),ジ イ ソ

プ ロ ピル フル オ ロ リン酸(DFP),フ ェニル メ チル スル フ ォニ ル フル オ リ ド(PMSF)の3

種 類 の薬 剤 につ い て その 活 性 に対 す る影 響 を調 べ た(表1-3)。

表1-3

酵素起源 阻害剤 濃 度(mM) 活 性(%)

B.stearothermophilus

MO-3(pNP28)

工}・Stlbtilis

MO-3(pNP22)

添 加 せ ず

EDTA

EDTA

EDTA

DFP

DFP

PMSF

PMSF

添 加 せ ず

EDTA

EDTA

EDTA

DFP

DFP

PMSF

PMSF

0

1

5

0

1

5

1

5

1

0

1

5

0

1

5

1

5

1

100

19

11

2

90

86

92

88

100

13

7

4

98

97

97

98

表1-3の 結 果 よ り、B.stearothermophilusMO-3(pNP28)の 生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ
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もB.subtilisMT-2(pNP22)の 生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ も共 に キ レー ト剤EDTAに よ っ

て 強 く阻 害 され る金 属 プ ロテ ア ー ゼ で あ る と考 え られ た 。

以 上(1)一(4)の 諸 性 質 に お い て組 み 換 え プ ラ ス ミ ドの 宿 主 菌 が 好 熱 菌(B.stear-

othermophilus)と 常 温 菌(B.subtilis)と い う よ うに 異 な っ て い る に も か か わ ら

ず 同 一 の性 質 を もつ 耐 熱 性 中性 プ ロ テ ア ー ゼ を生 産 して い た 。 従 っ て4.5MDaの 堕

RI-Hind皿 断 片 上 に は、 プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 が 存 在 す る と結 論 した。

第4節 考 察

ベ ク ター プ ラ ス ミ ドと してpTB90を 、 供 与DNAと してB.stearothermophilusCU21

染 色 体DNAを 用 い て、 シ ョ ッ トガ ン法 に よ り中性 プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 を ク ロー

ニ ン グす る こ とが で きた 。 組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpNP28とpNP22は 共 に4.5MDaのB.

stearothermophilus染 色 体DNA由 来 のEcoRI-Hind班 断 片 を保 持 して お り、 そ れ ぞ れB。

stearothermophilusMO-3とBacilussubtilisMT-2株 を宿 主 と して安 定 に 維 持 され

た 。 しか し、B.stearothermophilus内 で 安 定 で あ ったpNP28もB.subtilis内 で は

不 安 定 で あ りま たB.subtilis内 で安 定 なpNP22でB.stearothermophilusを 形 質 転

換 す る こ とが 不 可 能 で あ った 。 それ 故 、 同一 の プ ラ ス ミ ドを用 い て両 宿 主 内 で の 遺

伝 子 発 現 量 を比 較 す る こ とはで きな か ったが 、 両 プ ラ ス ミ ド上 の プ ロテ ア ー ゼ 構 造

遺 伝 子 は それ ぞ れ の 宿 主 内 で効 率 良 く発 現 し、培 養 液 中 に 多 量 の プ ロテ ア ー ゼ活 性

が 認 め られ た 。 また 、 生 産 され た酵 素 の分 子 量 、 熱 安 定 性 、pH特 性 、 及 び 阻 害 剤 に

対 す る特 性 が 全 く同 じで あ る こ と よ りプ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 が ク ロー ニ ン グされ

た こ と、 そ してB.stearothermophilusとB.subtilisで 遺 伝 子 発 現(転 写 ・翻 訳)

や タ ンパ ク質 分 泌 機 構 が共 通 して い る こ とが 明 らか とな った 。 酵 素 生 産 の パ ター

ン は、 培 養9時 間 目以 降 に酵 素 活 性 の ピー クが現 れ る の で 、 増 殖 連 動 型 で は な く胞

子 形 成 連 動 型 と考 え る べ きで あ ろ う。

Bacillus属 細 菌 の 幾 種 類 か は、 菌 体 外 中性 プ ロテ ア ー ゼ を生 産 す る事 が 知 られ て

い るが(33)、 そ れ らの 多 くは、 活 性 の発 現 に 亜 鉛 イオ ン(Zn2+)を 必 要 と し、 ま た タ

ンパ ク質 構 造 の 安 定 化 の 為 に カル シ ウ ム イオ ン(Ca2+)を 必 要 と して い る。 今 回 ク

ロ ー ニ ン グ したB.stearothermophilusCU21株 由来 の 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ も、 同様 の
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性質 を示 した。 例 えば本 プロテアー ゼは、 カル シウムイオ ン非存在下 で は著 しく

不安 定 になるため培養、精製 並 びに活性測定 な ど、総 ての系 にお いて カル シ ウムイ

オ ンを2-5mM添 加 した。 また亜鉛 イオ ンの重 要性 につ いて も予備的 に解 析 を行 った。

EDTA(5mM)を ふ くむ緩衝液 で酵素標 品 を懸濁 した後4。Cに て一晩透析 し、 次 にEDTA

を含 まな い酵素 緩衝液 で透 析す る ことに よ りEDTAを 除去 した。 その酵 素標 品 につい

て、亜鉛 イオ ンを含 む緩衝 液 中で活性 を測定 する とEDTA処 理 した後 と比 べ活性 が約

50%回 復 した。 更 に詳細 に検討 す る必要 はあるが、本 プロテ アーゼが他 の常温

Bacillus属 の もの よ りはるか に耐 熱性 の中性 プロテアーゼ を生産 し、 さ らに活 性 中

心 に亜鉛 イオ ンを持 つ ことよ り、 同 じ好熱性Bacillus属 細菌 で ある豊.thermo-

proteolyticusの 生 産す るサーモ ラ イシ ン(34)と 類似の酵素 であ る と予想 され る。

第5節 要 約

1.B.stearothermophilusCU21染 色 体DNAを 供 与 体 、 プ ラ ス ミ ドpTB90を ベ ク タ ー

と した シ ョ ッ トガ ン ク ロー ニ ン グ法 に よ り中性 プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 を ク ロ

ー ニ ン グ した 。 ク ロ ー ニ ン グ したB.stearothermophilus染 色 体 由来 の遺 伝 子

領 域 の 大 きさ は4.5MDa(EcoRI-HindDで あ った 。

2.組 み 換 え プラ ス ミ ドを保 持 す るB.stearothermophilusと 旦.subtilis株 を そ れ

ぞ れ培 養 しプ ロテ ア ー ゼ生 産 性 を 検 討 した 結 果 、 乾 燥 菌 体 当 た り組 み 換 え プ ラ

ス ミ ド保 持 株 は親 株 の 約15倍 の プ ロテ ア ー ゼ を生 産 して い る こ とが 判 り遺 伝 子

増 幅 効 果 が 認 め られ た 。

3.B.stearothermophilusとB.subtilisを 宿 主 と した組 み 換 え体 をそ れ ぞ れ 培 養

し、 そ の上 澄 液 か ら プ ロテ ア ー ゼ を精 製 した。 両 宿 主 由来 の酵 素 は全 く同 一 の

手 法 に よ って精 製 で きそ の 特 性 を調 べ た結 果 、 共 に分 子 量36,000、 至 適pH7.0、

65。C30分 の熱 処 理 後 も約80%の 残 存 活 性 を有 す る而 熱 性 中 性 プ ロテ ア ー ゼ で あ っ

た 。 この こ と よ りク ロ ー ニ ン グ した 断 片 上 に は プ ロテ ア ー ゼ 生 産 に か か わ る制

御 因子 で はな く構 造 遺 伝 子 が コ ー ドされ て い る こ とが証 明 で きた 。

4.本 プ ロテ ア ー ゼ は キ レー ト剤EDTAに よ り強 く阻 害 され る金 属 プ ロテ ア ー ゼ で あ
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第2章 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 の 構 造

解 析

第1節.緒 言

構造 遺伝子 の塩基配 列 を決定す る とい うこ とは、 遺 伝子 の コー ドす る蛋 白質 の

ア ミノ酸配列 を明 らかにす る上 で重要 であ るば か りでな く、遺伝 子発 現の特徴(プ

ロモー ター配 列、 コ ドン使用頻度)を 解析 す る うえで も貴重 な情 報 を得 る ことが で

きる。 また特 に分泌酵素 の よ うに前駆体 タ ンパ ク質 が膜 を透過 す る際 に プロセ ッシ

ングを受 ける よ うな場合 も、遺伝子構造 か らア ミノ酸配 列 を導 けば酵素N末 端配列

の情報 と併せ て前駆体領域 の限定 を行 うことが で きる。Bacillus属 細菌 は特 に多数

の酵素 を分泌 す る事 で知ち れてお り、分泌機 構の解 明 は異種 タ ンパ ク質 分泌 生産の

上 で も非常 に重 要で あるため、塩基 配列決定 の もた らす情 報 は価 値が ある と言 える。

また、 菌体外 へ分泌 され てい る領 域(成 熟 タンパ ク質領域)の ア ミノ酸配 列 を他 の

菌 株 由来 の プロテ アーゼ と比較 して酵素耐熱性 の原 因や、 活性 発現必須領域 を限

定 す る こともで きる。 本研究 では、以下 の4点 の 目標 を設定 しプ ロテアーゼ遺伝

子 及び酵素 自体 の基本 的 な構造 を明 らかに する こ とを 目的 とした。

(!)プ ロテアーゼ遺 伝子 の全塩基配 列 を決定 し、 そ こか ら判 るア ミノ酸配列

お よび コ ドン使 用頻度 を明 らかにす る こ と。

(2)菌 体外 に分泌 されて いる プロテア ーゼを精製 してN末 端 のア ミノ酸配列 を

決定 し、先 で述 べた塩基配列 と考 え合 わせて前 駆体領 域 を明 らか にす る こ

と。

(3)プ ロテ アーゼ遺伝子 由来のmRNAを 抽 出 してSl一マ ッピング法 に よ り転

写 開始点 及 び プロモー ター配列 を明 らか にす る こ と。

(4)成 熟 プロテ アーゼのア ミノ酸配列 を他 の菌株 由来 の もの と比較 して活 性発

現必 須領 域や亜鉛や カル シウムイオ ンの結 合部位 を明 らかに す ること。

これ らの 目的達 成の過程 で得 られ る基礎 的知 見 は、 プロテ アーゼの分泌機構 解明

並 びに酵素特 性 の蛋 白質工学的改良 を行 う上 で も非常 に重 要で あ る。
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第2節 実験材料及び方法

使 用 菌 株 、 プ ラ ス ミ ド及 び フ ァー ジ

実験 に使 用 した菌株、 プラ ス ミ ド及 び ファー ジを表2ヨ に示 した。

表2-L

菌株 特性 由来

B.stearothermophilus

CU21

B.subtilis

MT-2

EscherichiacoliK-12

JM105

Sm「

trpC21euC7]亟 ≧sd埜Npr一

[△(1ac-pro) .th二rpsLendAsbcBl5hspR4

/F.traD36proA+B+1acIqZ△Ml5]

(5)

(35)

(36)

プ ラ ス ミ ド及 び フ ァー ジ 特 性 由来

pNP22

pNP28

PhageM13mplO

PhageM13mp11

9.4MDaKm「Tc「 塾prエ+(a)

10・4MDaKm「Tc「 篁pr1二+

(5)

(5)

(36)

(36)

(a)哩;登.stearothermophilus由 来 中性 プ ロ テ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子

昼stearothermophilusCU21株 は、 好 熱 菌 の野 生 株 、B.subtilisMT-2株 は、 前

章 で 得 た プ ロテ ア ー ゼ非 生 産 株 で あ る。E.coliJM105株 は、 フ ァー ジMl3の 宿 主

と して 用 い た 。

組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpNP22及 びpNP28は 、 第1章 で 作 製 したB.stearothermophilus

由来 中 性 プ ロテ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子 を ク ロー ニ ン グ した 組 み 換 え プラ ス ミ ドで あ る 。

培一弛
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使用 した培 地 は、第1章 、 第2節 で示 したL培 地 及 びYPC培 地 であ る。 プラス ミ ド

保 持株 の培 養時 には培地 に カナマ イ シン(5μg/m1)を 添 加 した。

DNA塩 基 配 列 決 定

DNAの 塩 基 配 列 は、Maxam-Gilbert法(37)とdideoxy法(36)を 併 用 した 。 使 用 した

配 列 決 定 用 の ゲ ル の 濃 度 は、 ポ リア ク リル ア ミ ド20%,8%,及 び6%ゲ ル で あ る。

菌 体 外 プ ロテ ア ー ゼ の 精 製

B.stearothermophilusCU21(pNP28)をYPC培 地 を用 い て培 養 して 、 第1章 で述 べ

た 方 法 に 従 って 精 製 を 行 った 。2度 目のDEAE-SephadexA50カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ

ー の 後 に 自 己 消 化 を 防 ぐ 目的 の た め トリク ロ ロ酢 酸 を終 濃 度2%に な る よ うに加 え酵

素 を失 活 さ せ た 。 失 活 した酵 素 タ ンパ ク質 を遠 心(15,000Xg,30分)に よ り沈 澱 さ

せ0.8m1の98%ギ 酸 に懸 濁 した 。 脱 塩 と精 製 を兼 ね て 逆 相 の 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー

を 行 い、280nmに お け る ピー ク画 分 を回 収 して ア ミノ酸 配 列 の 分 析 に使 用 した。

N末 端 ア ミ ノ酸 配 列 の決 定

エ ドマ ン分 解 法 に よ っ て プ ロデ ア ー ゼN末 端 の ア ミ ノ酸 配 列 を決 定 した 。 分 解 に

は ア プ ラ イ ド・バ イ オ シ ス テ ム社 製 モ デ ル470A気 相 式 ア ミノ酸 シ ー ク エ ンサ ー を使

用 した 。 フ ェ ニル チ オ ヒダ ン トイ ン誘 導 体 とな った ア ミノ酸 を液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ

ー に よ り解 析 した(38)
。

プ ロテ ア ー ゼmRNAの 調 製

プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子(nprT)由 来 のmRNA画 分 は、B.stearothermophilusCU21

(pNP28)か ら取 得 した。 菌 体 を カナ マ イ シ ン(5μg/m1)と 塩 化 カル シ ウ ム(2mM)を 含 む

L培 地 中 で48。C,18時 問 培 養 し、 菌 体 を遠 心(8,000xg,10分)に よ り回収 して緩 衝

液(0.01Mト リス塩 酸 塩,pH8.0)に て3度 洗 浄 した 。200μg/m1の リゾ チ ウ ムを含 む 同

緩 衝 液 に 沈 澱 した 菌 を懸 濁 して 、0。ClO分 間 静 置 す る こ とに よ り溶 菌 さ せ た。 そ の

後 、 フ ェ ノー ル 処 理 を2回 、 ク ロ ロホル ム処 理 を!回 行 う こ とに よ りタ ンパ ク質 を除

去 し、 核 酸 の 画 分 を取 得 した 。 そ の 画 分 を エ タ ノー ル 沈 澱 してRNase-freeDNaseI

(30μg/m1)に よ り37。C,30分 間 処 理 してDNAを 除 い た 。 得 られ たRNA画 分 を フ ェ ノー
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ル と ク ロ ロホ ル ムで 処 理 して エ タ ノー ル に よ り濃 縮 した(39)。

DNAフoロ ー ブの 調 製

プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 領 域26base-pair(bp)と5'上 流 領 域 と を含 む241bpの

Mb◎1断 片 を抽 出 して アル カ リフ ォス フ ァタ ー ゼ 処 理 に よ り両5'末 端 を[γ一32P]一AT

PとT4ポ リヌ ク レオ チ ドキ ナ ー ゼ に よ りラベ ル した 。 更 に ラベ ル の 入 った 断 片 を塵

1で 処 理 して 、 そ の結 果 生 じる223bpの 断 片 を ポ リア ク リル ア ミ ドゲル 電 気 泳 動 に

よ り分 離 抽 出 した 。 このDNA断 片 は一 方 の5'末 端 の み ラベ ル され て お り、 次 に述 べ

るSl一 マ ッ ピ ン グ法 の 際 の プ ロ ー ブ と して用 い た 。

Sl一ヌ ク レア ー ゼ マ ッ ピン グ法

S1一ヌ ク レア ー ゼ マ ッ ピ ン グ法 は、GilmanとChamberlinの 方 法(40)を 改 良 して 行 っ

た 。 ラベ ル の入 ったDNAプ ロー ブ(約100,000cpm)とRNA画 分(約200μg)を 混 合 し、 エ

タ ノー ル に よ り沈 澱 させ て、30μ1の ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン用 緩 衝 液(80%ホ ル ム

ア ミ ド,40mMPIPES[piperazine-N,N'一bis(2-ethanesulfonicacid)],1mMEDTA,

0.4MNaC1[pH6.4])に 懸 濁 した 。 この 懸 濁 液 を72。C15分 間 保 温 して す ぐに59。C(こ

の 温 度 はDNAプ ロー ブのGC含 量 に よ って 決 ま る)に 下 げ、18時 間 保 温 した 。 氷 冷 した

S1一ヌ ク レア ー ゼ緩 衝 液(0.28MNaC1,0.05M酢 酸 ナ トリウ ム(pH4.6),4.5mMZnSO4,

20μg/m1一 本 鎖DNAキ ャ リア ー)300μ1を 加 え て 撹 搾 した 後 に 、Sl一 ヌ ク レア ー ゼ

(400U/m1)で37。C30分 間処 理 した 。 反 応 生 成 物 を エ タ ノー ル 沈 澱 して 塩 基 配 列 決

定 用8%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を用 い た電 気 泳 動 に よ り解 析 した 。

ア ミノ酸 配 列 の ホ モ ロ ジー 検 索

ア ミノ酸 配 列 の ホ モ ロ ジ ー検 索 はパ ー ソナル コ ン ピ ュー タ ーNECPC-8801を 用 い

てNovotnyの 方 法(41)に 従 った ドッ トマ トリク ス法 に よ り行 っ た 。

試 薬

制 限 酵 素 、T4DNAリ ガ ー ゼ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ー ゼ 、Ml3シ ー ク エ ン ス キ ッ ト、RNase-freeDNaseI及 びS1一 ヌ ク レ ア ー ゼ は 、 宝 酒

造(株)よ り購 入 し た 。[γ 一32P]一ATP並 び に[α 一32P]一CTPは 、NewEnglandNuclear
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Corp.よ り購 入 した 。 他 の試 薬 類 は、 第1章 、 第2節 で 述 べ た 通 りで あ る 。

第3節 結果

2.3.1プ ロテ アーゼ構造遺伝子 の位 置決定

第1章 でB.stearothermophilusCU21由 来 耐 熱 性 中性 プ ロテ ア ーゼ 構 造 遺 伝 子 が 、

pNP22及 びpNP28の4.5MDaEcoRI-Hind皿 断 片 上 に ク ロー ニ ン グ で きた こ とを述 べ た 。

pNP22の 制 限酵 素 切 断 点 を解 析 した結 果 、 ベ ク タ ー側 に は存 在 しないMluI切 断 点 が

3ケ 所4.5MDa挿 入 断 片 内 に 存 在 した。 そ こで プ ラ ス ミ ドpNP22をMlulで 分 解 後 、T4

リガ ー ゼ で処 理 したDNAでB.subtilisMT-2株 を形 質 転 換 して3種 類 の 欠 失 プラ ス ミ

ドを作 製 した(図2-1)。

E

8

H ρ醐P22 E

P

0 1 2 3 4Md

Prot● 鋤5●Prodoc輔00

ρ閥P22,1十

H蘭P蘭一隅E

一
npr了

図2-1.プ ラ ス ミ ドpNP22及 び そ の派 生 プ ラ ス ミ ドの構 造.白 抜 き部分 はベ ク ターで あ る

pTB90由 来 の領 域,黒 塗 り部 分 は 中性 プ ロテ アー ゼ構 造 遺 伝 子 を含 むB.stearothermoph

.L1璽CU21染 色体DNA由 来 の領域 を示 し,破 線 で 囲 まれ た領 域 は欠 失 したMlul断 片 を示 し

て い る.里L匙gRI,旦 塗d皿,璽1,及 び墨1切 断 点 はそ れ ぞれB,E,H,M,及 びPで

そ れ ぞれ 示 して い る.nprTの 位 置 と方 向 を図 の下 に矢 印 で示 した.

各 々の プ ラ ス ミ ド保 持 株 の プ ロテ ア ー ゼ 生 産 性 を プ レー ト上 の ハ ロー に よ り検 定

した結 果 、0.4MDaのMluI断 片 は プ ロテ ア ー ゼ 生 産 に 必 須 で あ り、 他 方1.8MDaのMluI

断 片 は 除 去 後 も プ ロテ ア ー ゼ生 産 性 に影 響 が 無 か った 。 この結 果 か ら、 プ ロテ ア ー

ゼ 構 造 遺 伝 子(nprT)は 、0.4MDaのMlul断 片 を含 む 領 域 に存 在 して い る と考 え られ た 。
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そ こで プ ロテ ア ー ゼ生 産 性 を示 した1.8MDaMlul断 片 を欠 失 した プラ ス ミ ドを小 型

プ ラ ス ミ ドpNP22-1と 命 名 し以 後 の実 験 に使 用 した 。

2.3.2.プ ロテ ア ー ゼ遺 伝 子 の 塩 基 配 列

プ 目テ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子(nprT)と その 近 傍 領 域 の 塩 基 配 列 を決 定 した(図2-2)。

塩 基 配 列 上 の 番 号 は後 で 述 べ る転 写 開 始 点 を+1と して 塩 基 数 を 数 えた も の で あ る。

+49番 か らの 開始 コ ドン(ATG)で 始 ま り+1693番 の 終 止 コ ドン(TAA)で 終 わ る1 ,644塩

基(548ア ミノ酸 残 基)か ら成 るオ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム が存 在 した 。 開始 コ

ドン(ATG)の9塩 基 上 流 に はAGAAAGGGG(+31一+39)の9塩 基 か ら成 る配 列 が 存 在 し、

この 配 列 は旦.stearothermophilus(42)並 び にB.subtilis(43)の16Sリ ボ ゾー ムRNA

の3'末 端 と相 補 性 を有 して い た 。 従 って この領 域 は 、nprTの リボ ゾー ム 結 合 部 位

(Shine-Dalgarno配 列)と して 機 能 し得 る と考 え られ た 。 最 も安 定 なペ ア リン グ を し

た と きの 自 由 エ ネ ル ギ ー量 変 化 は一24Kca1(約 一100kJ)/mo1で あ った(44)。

オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ムに コ ー ドされ て い る タ ンパ ク質 のN末 端 領 域 は、N

末 端 側 に リジ ン、 アル ギ ニ ン とい った 塩 基 性 の ア ミ ノ酸 残 基 が 存 在 しそ の 後 ろ に 疎

水 性 ア ミ ノ酸 残 基 の長 く続 く領 域 が 存 在 し(図2-2;下 線 部)、 これ は分 泌 タ ンパ ク質

の 前 駆 体 に存 在 す る シ グナル 配 列 の典 型 的 な 構 造 を呈 して い た 。 リボ ゾー ム結 合 領

域 や シ グ ナル 配 列 が 存 在 す る こ と は この オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ムが 菌 体 外 プ

ロテ ア ー ゼ を コ ー ドして い る可 能 性 を示 唆 す る もの で あ る
。 しか しオ ー プ ン リー デ ィ

ン グ フ レー ムか ら推 測 され る酵 素 タ ンパ クの 分 子 量 は59
,514で あ り、 第 一 章 第 三 節

で のべ た プ ロテ ア ー ゼ の 分子 量36,000と は シ グナル 配 列 の 存 在(分 子 量2 ,500-

4,000)を 考 慮 に入 れ て もな お大 き く異 な って いた 。

2.3。3.菌 体 外 プ ロテ ア ー ゼ のN末 端 ア ミ ノ酸 配 列

旦.stearothermophilusCU21(pNP28)をYPC培 地 を 用 い て 培 養 し、 そ の 上 澄 液 か ら

プ ロ テ ア ー ゼ を 精 製 し た 後 、 ペ プ チ ドシ ー ク エ ン サ ー を 用 い た14サ イ ク ル の エ ドマ

ン分 解 に よ りN末 端 ア ミ ノ酸14残 基 を 決 定 した 。 そ の 結 果N末 端 ア ミ ノ酸 残 基 の 配

列 は 、Va1-Ala-Gly-Ala-Ser-Thr-Va1-Gly-Va1-Gly-Arg-Gly-Va1-Leuで あ り、 こ

の14残 基 の ア ミ ノ酸 配 列 は オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム の230番 目の ア ミ ノ酸 残
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一100

コ 　　　　 サ ロ 　 ココ 　 ロ コ サ
GA'1'CACCAA(;CAT"1'CCCC'1'A'1'GGACCAACTGACCC'1'CCI'T'1'CCT'1'CTCGGGA'1'ATACCCCAAAAGAACCACCCGACCAAAAACCAAACTCCCCG

や1

....。 。..↓.。..

CCGTGCACCGACCCCGTGTCATTCCCGTTCATTTTCCCAATACAATAAGCATGACTATTTTGGTAAAATTCAGAATCTGAGCAATCATCAAATACATATTCAAGAAACCCCAACACGAGA
-35・ ・gi・・

.。10・egi。 ・SD

'100
・ ●.`● ● ● ● ● 曾 ●o●.●

ATGAACAAACCCCCCATGCTCGCGCCGATCGCCCTGGCGTTCCGCCTCCTCGCGocGCCGATCCCCCCTTCGGCG4LAGGGGCAATCGATCGTCTCCAACCAACAATC(AACACCCCCTCA

M・CA・ ・Ly・A・9全L・ 些tt・ ヨG3y辿GlyL・uA1・Ph・GlyL・ ・L・・Al・Al・P・ ・11・Gly坐 三S・・A1・Ly・GlyGl・S・ ・ll・V・1T・pA・ ・G1・G1・ 丁叩LysTh・?r。S…

1..40

200

1 コ コ サ コ の コ 　 コ コ コ コ ロ
TTCGTGTCCCGTTCGTTGCTAAACGGAGGGGAACAAGCGCTCGAAGAGCTCCTTTATCAATACGTCGATCGGCAAAACGGCACATTCCCCCTCGGCCGACGCCCCCGCGACCCTTTCCCG

PheValSerGlySerLeuLeuAsnGlyGlyGluGlnAlaLeuGluGluLeuValTyrGlnTyrValAspArgGluAsnGlyThrPheArgLeuG1yGlyArgAlaArgAspArgLeuAla

80

300.400
コ リ コ ロ ロ コ も ロ コ 　 　 ロ

CTCATCGCCAAACAGACTGACGAACTTGGCCATACCGTGATGCGGTTTCAACAGCGGCATCACGGTATACCGGTTTACGCCACCATGCTGGCτCCCCATGTGAAAGATCGCGAGCTCATC

LeulleGlyLYsClnThrAspC!uLeuGlyHisThrValMeにArgPheGluGlnArgHis}lisGlylleProValTyrGly'rhrMe【LeuAユaAlaHisVa1LysAspGlyGluLeuUe

120

・500
ロ コ コ ロ コ ロ ロ ロ ロ　 コ ロ ロ コ

.GCGCTGTCGGGGTCTTTAATTCCCAATTTAGACGGCCAGCCGCGGTTCAAAAAGGCCAAAACGGTCACCGTCCAACAGGCGGAAGCTATTCCCCAGCAACACGTAACGGACACAGTGACG

AIaLeuSe「GlySerLeul正e?roAsnLeuAspGlyGlnProArgLeuLysLysAlaLysThrValThrValGlnC:nAlaGluAlalleAlaGluGlnAspVa正ThrGluThrValThr

160

600
り ゆ コ 　 ロ コ ロ コ 　 リ コ 　

AAGGAGCGGCCCACAACCGAAAACCCCCAGCGGACGCGGCTCGTCATTTACCCGACTGATGGCACGGCCCGCCTCGCTTATGAAGTGAACGTCCCCTMTAACACCGGTTCCCGGCAAC

LysGluArgProThrThrGluAsnGlyGluArgThrArgLeuVallleTyrProThrAspGlyThrAlaArgLeuAlaTyrGluValAsnValA .rgPheLeuThrProValProGlyAsn
'200

700
ロ コ ロ の 　 コ の ロ 　 の コ コ

TCCGTGTAtAl'CATTGATGCAACCGATGGGGCCATTTTCAATAAGTTCAACCAAATCGACAGCCGCCAGCCCGGCGGCCGGCAGCCGGTCCCCGGCGCGTCGACGGTCCGCGTGGGCCGG

TrpVa1TyrllelleAspAlaThごAspGlyAlalleLeuAsnLysPheAsnGln工leAspSerArgGlnProGlyGlyG1・yG1匝ProValAlaGlyAlaSerThrValGlyValGiyArg 　 へ へ へ へ へ へ 　 の 　 　
240

800
ロ ロ ほ コ コ コ コ の コ 　 コ　 　

GGTGTGTTGGGGGATCACAAATATATCAATACGACGTATTCCTCGTATTACGGCTACTACTATTTCCAAGACAATACGCGCGGCAGCGGCATTTTTACGTATGACGGACGAAACCGCACC

GlyValLeuGlyAspGlnLysTyri1eAsnThrThrTyrSe【SerTyrTyrGlyTyrTyrTyrLeuGlnAspAsaThrArgGlySerGlyllePheThrTyrAspClyArgAsnArgThr一一 噸
・280

900.1000
　 　 ロ コ コ ロ 　 ロ ロ ロ 　 コ コ

GTTTTGCCCGGCAGCTTGTCGACCGATGGCGACAACCAATTTACCGCCACCTATGACGCGGCGGCCGTGGACGCCCATTATTACGCCGGCGTCCTGTATGATTACTACAAAAATGTGCAC

ValLeuProGlySerLeuTrpThrAspGlyAspAsnGlnPheThrAlaSとrTyrAspAlaAlaAlaValAspAlaHisTyrTyrAlaGlyValValTyrAspl'yrTyrLysAsnValHis

320

i

ー

.

[
「

1100
　 る 　 ロコ 　 コ コ 　 ロ コ の 　

GGCCGGCTGAGCTATGACGGCAGCAACGCCCCCATCCGTTCGACCGTCCATTATGGCCGCGGCTACAACAACGCGTTTTGGAACGGTTCGC真AATGGTGTACGGCGATGCCCACGGACAG

GlyArgLeuSerTyrAspGlySeどAsnAlaAlalleArgSerThrValHisTyrGlyArgGlyTyrAsnAsnAlaPheTrpAsnGlySerGlnMetValTyrGlyAspG五yAspGlyGln

360

1200
ロ ロ ロ リ 　 　 コ 　 ロ コ ゆ コ

ACGTTTTTGCCGTTTTCCCCCGCCATTGACGTCGTGGGGCATGAGTTGACCCATGCGGTGACGGATTATACGGCCGGGCTTGTTTACCAAAACCAATαrGGCGCCATCAATCAAGCGATG

ThrPheLeuProPheSerGIyGlyIleAspValValGly日isGluLeuThrHisAlaValThrAspTyrThrAlaGlyLeuValTyτGInAsnGIuSerCIyAlaIleAsnGluAlaMec

400

1300
ロ コ コ コ コ コ の 　 コ 　 コ 　 ロ

TCCGATATTTTCGGCACCCTCGTGGAGTTCTACGCCAACCGCAACCCGGACTGGGAGATTGGCGAAGACATTTACACGCCTGGGGTCGCCGGCGATGCGCTCCGCTCGATGTCCGACCCG

SerAspLlePheGlyThrLeuValGluPheTyrAlaAsnArgAsnProAspTrpGlulleGl'yGluAsplleTyrThrProGlyValAIaClyAspAlaLeuArgSerMetSerAspPro
440

1400'
ロ 　 コ コ 　 　 コ 　 め 　 コ コ コ

GCCAAATACGGCCATC¢CGATCATTAτTCCAAACGGTACACCGGCACGCAAGACAACGGCGGCGTCCATACAAACAGCGCCATCATCAATAAAGCGGCCTACTTCCTCAGCCAAGGCGCC

AlaLysTyrGlyAspProAsp}IisTyrSerLysArgTyrThrGlyThrGlnAspAsnGlyGlyValHisThrAsnSerGl.y正1elleAsnLysAlaAlaTyτLeuLeuSe.rGlnGlyGly

480

L5001600
ロ ロ 　 ロ サ ロ サ ロ 　 　 コ ロ

GTCCATTATGGCCTGAGCCTCAACGGCATCGGCCCCCACAAAATGGGGAAAATTTTCTACCGGGCGC「 口℃TCTACTATTTGACGCCCACCTCGAACTTCAGCCAGCTGCCTCCCGCCTGC

ValHisTyrGlyValSerVaIAsnGly工1eGIy《r8AspLysトIetGlyLysllePheTyrArgAlaLeuV司lTyrTyrLeロThrProThrSerAsnPheSerGlnLeuArgAlaAlaCys

520

1700
ロ の 　 　 ゆ ロ の コ ロ 　 コ

GTGCAAGCGGCCGCTGATTTGTACGCGTCGACAAGCCAACAAGTCAACTCGGTGAAACAGGCGTTCAATCCGGTTGCAGTGTATTAAGACGATCAGCTCGTACGCGT

Va1GlnAlaAIaAlaAspLeuτyrGlyS」 ⊇rTh【SerGlnGluVqIAsnSerValLysGlnAZaPheAsnAlaValClyVaITyrSt☆

548.

図2-2.耐 熱 性 中性 プロテ ア ーゼ(nprT)の 塩 基配 列 及 び そあ コー ド.するア ミ.ノ酸 配 列 .
塩 基配 列 は転 写 開始 点 を+1と して数 え た.塩 基 配 列 の 下 に ア ミノ酸 配 列 を示 し,エ ド
マ ン分 解 に よって 明 らか にな った菌体 外 領.域のN末 端 ア ミノ酸 残基 は

,ア ミノ酸配 列 の
下 の矢 印 で示 し.た.SD配 列,及 び プ ロモー ター醇 列 と考 え られ る領 域 に下 線 を記 した .

一29一



基(Va1;GTC+736一+738)か らの 配 列 と完 全 に一 致 した(一 致 した ア ミ ノ酸 残 基 は 図

2-2中 の残 基 の下 に 矢 印 を付 け た 。)。 従 って オ ー プ ン リー デ ィン グ フ レー ムの230

番 目以 降 の 配 列 が成 熟 酵 素 に相 当 す る こ とが 判 り、 ま た別 途 行 った酵 素 タ ンパ ク質

の ア ミ ノ酸 分 析 の デ ー タ も塩 基 配 列 か らの もの とよ く一 致 した(デ ー タ は示 して い

な い)。 ・

以 上 の結 果 か ら、 この オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ムが 中 性 プ ロテ ア ー ゼ を コ ー

ド して い る こ とが 明 らか とな った。 塩 基 配 列 に基 づ い て計 算 に よ って求 め た プ ロ

テ ア ー ゼ の 分 子 量 は、34,579で あ り精 製 した酵 素 のSDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電

気 泳 動 で求 め た 分 子 量 の 値36,000と ほ ぼ 一 致 して い る と言 え る。

しか し、 プ ロ テ ア ー ゼ 前駆 体 のN末 端 領 域 に存 在 す る229ア ミ ノ酸 残 基 の ペ プチ ド

領 域 は、 通 常 の シ グナル 配 列(25-40ア ミ ノ酸 残 基)よ りも は る か に 長 い もの で あ

り、 本 プ ロテ ア ー ゼ の前 駆 体N末 端 領 域 に は、B.subtilisやB.amyloliquefaciens

由来 の プ ロテ ア ー ゼ で報 告 され て い る プ レープ ロ構 造 が 存 在 す る と考 え られ た(45,

46,47,48)o

2.3.4.プ ロテ ア ー ゼ転 写 開始 点 の 決 定

オ ー プ ン リー一デ ィ ン グ フ レー ムの5'上 流 約lkilobasepair(kbp)の 領 域 に わ た

る 塩 基 配 列 を決 定 し、 種 々存 在 す る 枯 草 菌RNAポ リ メラ ー ゼ σ一フ ァク タ ー(σ43,

637,632,σ29及 び σ28)に よ って認 識 され 得 る コ ンセ ンサ ス配 列 を検 索 した が 、

これ らのRNAポ リメ ラー ゼ に よ って認 識 され る プ ロモ ー タ ー配 列 は存 在 しなか っ た 。

そ こで プ ロテ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子 由来 のmRNAを 抽 出 し、S1一 マ ッ ピ ン グ法 に よ り転

写 開 始 点 の決 定 を行 った 。 プ ロテ ア ー ゼmRNAを 含 むRNA画 分 と、DNAプ ロー ブ(223

bpのHhal-Mbol断 片 、Mbol部 位 が32Pで ラベ ル さ れ て い る)と を ハ イ ブ リダ イ ズ して 、

そ の結 果 生 じた ヘ テ ロニ 重 鎖 をS1一 ヌ ク レア ー ゼ で処 理 して 、 別 途DNAプ ロー ブ を

Maxam-Gilbert法 に お け る塩 基 特 異 的 な化 学 分 解(A+G,T+C)し た もの と同 時 に 塩 基

配 列 決 定 用 の ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(8%)で 解 析 した(図2-3)。

2箇 所 の転 写 開 始 点 が 存 在 したが 、 薄 い バ ン ドを形 成 した 方(図 中細 い 矢 印)は 微

量 の 転 写 産 物 しか 存 在 しなか った た め 、 翻 訳 開 始 点 か ら数 え て49塩 基 上 流 の グ ア ニ

ン(G)か ら主 に 転 写 が 始 ま って い る と考 え(図 中 太 い矢 印)、 そ の 位 置 の塩 基 の番 号

を+1と した 。転 写 開 始 点 か ら推 察 で きる プ ロモ ー ター 配 列 は 、 一35領 域(TTTTCC;一41
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一 一36)並 び に 一10領 域(TATTTT;一17一 一12)で あ り
、 両 者 の 間 隔 は18bpで あ った 。こ

の プ ロモ ー ター 配 列 は 、 σ因子 既 知 のRNAポ リ メラ ー ゼ に よ って 認 識 され る プ ロモ

ー タ ー の コ ンセ ンサ ス配 列 とは相 同 性 が な く
、 報 告 の あ る 中 で は、 唯 一 枯 草 菌(B.

subtilis)の 胞 子 形 成 に 関 す る遺 伝 子 で あ るspoOB遺 伝 子 の プ ロモ ー ター 配 列(一35領

域;TTTTCT,一10領 域;TATAAT)(49)と 相 同 性 が 高 か った 。

so

ー
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図2-3.璽 転 写 開 始点 のSlヌ ク レア ーゼ マ ッ ピングに よる同 定
.

li鍔警 職 遺tlUll(躍現麟鰍 鴇 ロ謡 謡 三多態 雰讐
Maxam-Gilb・ ・t法 に お け る塩 基 特 異 的 化 学 分 解(プ リン[A・G]及 び ピ リ ミ ジ ン[T,C])を 行

ξ雍鮮 華耀 解糠 論 商旋雛 、臨Tl勝 辱
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第4節 考 察

B.stearotherm◎philusCU21由 来 中性 プ ロテ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子 の塩 基 配 列 を 決 定

し1,644塩 基(548ア ミノ酸 残 基)か ら成 る オ ー プン リー デ ィン グ フ レー ムが プ ロ テ ア

ー ゼ を コ ー ドして い る こ とが 明 らか に な った 。 ま た精 製 した 菌 体 外 プ ロテ ア ー ゼ の

N末 端 配 列 を決 定 し、 前 駆 体 領 域 はN末 端 側229ア ミノ酸 残 基 に及 ぶ 長 いペ プ チ ド領

域 で あ っ た 。 この 配 列 は一 般 の 分泌 酵 素 に見 られ る シ グナ ル 配 列 よ りも遥 か に 長

く、 他 のBacillus属 細 菌(B.subtilis,旦.amyloliquefaciens)の プ ロテ ア ー ゼ で

報 告 され て い る プ レープ ロ構 造 と同 様 の 構造 を本 プ ロテ ア ー ゼ前 駆 体 も、 形 成 して

い る と考 え られ る。 しか しそ の 構 造 の 生 物学 的 意 義 につ い て は ま だ解 明 され て い な

い 。 酵 素 の 活 性 中心 部 位 な どを解 析 す るた め に 、 こ こで 明 らか に な った プ ロ テ ア

ー ゼ の ア ミノ酸 配 列 を他 の プ ロ テ ア ー ゼ と比 較 した。 同 じ好 熱 性BaciUus属 細 菌

で あ るB.thermoproteolyticusの 生 産 す る耐 熱 性 中性 プ ロテ ア ー ゼ で あ る サ ー モ ラ

イ シ ン は、 酵 素 学 的 に も良 く研 究 され て お り成 熟 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 や3次

構 造 が 既 に決 定 され て い る 。 そ こで 本 プ ロテ ア ー ゼ の成 熟 酵 素 領 域 と、 サ ー モ ラ イ

シ ンの ア ミ ノ酸 配 列(34)の 相 同 性 を ドッ トマ トリク ス法 に よ って 調 べ た の が 図2-4

(A)で あ る 。 両 プ ロテ ア ー ゼ は、 非 常 に 相 同性 が高 くア ミ'ノ酸 残 基 の85%が 一 致 した 。

この こ とは両 プ ロテ ア ー ゼ が 共 に 同 様 な活 性 発 現 機 構 そ して 高 次 構 造 を とっ て い

る こ とを 示 唆 して い る 。 しか し相 同 性 が高 いが 為 に、 活 性 発 現 に重 要 な役 割 を為

す 領 域 を 限 定 で きな か った 。 そ こで 次 に、 熱 安 定 性 の低 い プ ロテ ア ー ゼ で あ る旦.

subtilis由 来 の 中性 プ ロテ ア ー ゼ の ア ミノ酸 配 列 との相 同性 を全 領 域 に わ た って調

べ た(図2-4(B))。 サ ー モ ラ イ シ ンの 場 合 と異 な り、 成 熟 タ ンパ ク質 領 域 に僅 か に

相 同領 域 が 存 在 す る の み で、 プ レープ ロ構 造 に は相 同性 が殆 ど無 い。 全 体 的 に 見 て

も相 同 性 は非 常 に 低 く、 成 熟 蛋 白領 域 に限 れ ば約30%で あ った 。 他 方 、 共 に熱 安 定

性 の 低 い プ ロテ ア ー ゼ で あ るB.subtilis由 来(22)と 旦amyloliquefaciens(46)由

来 の 中 性 プ ロテ ア ー ゼ の 間 の相 同 性 は82%と 非 常 に 高 か った 。 と こ ろが 、 この よ う

に菌 株 よ って そ の 生 産 す る プ ロ テ ア ー ゼ の熱 安定 性 や ア ミ ノ酸 配 列 が 異 な っ て い る

に もか か わ らず4種 類 の プ ロテ ア ー ゼ(B.subtilis,皇.amyloliquefaciens,旦.

thermoproteolyticus,B.stearothermophilus由 来)の 総 て に共 通 の17ア ミ ノ酸 残

基 の 相 同 領 域 が 存 在 した(図2-5(A))。

特 に 、 この相 同領 域 内 の ヒ スチ ジ ン残 基 は、 サ ー モ ラ イ シ ンに お い て プ ロテ ア ー
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図2-4.コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る ア ミ ノ酸 配 列 相 同 領 域 の 解 析.

(A)旦.stearothermophilusCU21由 来 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ(横 軸)とB.thermoproteolyticu

§由 来 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ(サ ー モ ラ イ シ ン,縦 軸)に つ い て 菌 体 外 成 熟 領 域 に つ い て 比 較

し た.数 字 は成 熟 領 域 の ア ミ ノ酸 残 基 数 を示 して い る.

(B)旦.stearothermophilusCU21由 来 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ(横 軸)とB.subtilis由 来 中性 プ

ロ テ ア ー ゼ(縦 軸)に つ い て 全 コ ー ド領 域 に つ い て ア ミ ノ酸 配 列 を比 較 し た .数 字 は前 駆

体 タ ン パ ク質 の ア ミ ノ酸 残 基 数 に 対 応 し,白 抜 き部 分 は プ レープ ロ構 造 領 域 を黒 塗 り部

分 は 成 熟 領 域 を 示 して い る.

A

βα0¢ZZ配 εSカ θαro古 乃θmoρ1ZでZ㍑ ε

βα0ゼZZ祝8仰7召ZoZ乞q翼 θfα0で θπε

βαo¢zz罠ss潔 ゐ診名Zfs

βαofZZμ6訪 θηη0ρro亡 θoZン 擁0μS

458474

Asp-Asn-Gly-Gly-Va1-His-Thr-Asn-Ser-Gly一 王1e・一11e-Asn-Lys-Ala-Ala・ 一Tyr

Asp-Tyr-Gly-Gly騨Va1-His-Thr-Asn-Ser-Gly一 工1e-Pro-Asn-Lys-Ala-Ala-Tyr

Asp-Tyτ 一Gly-Gly-Va1-His-Thτ 一Asn-Ser-Gly噂11e-Pro-Asn-Lys-Ala-Ala-Tyr

Asp-Asn-Gly-Gly-Va1一{匡 珊 一11e-Asn-Ser-Gly一 工1e一 工1e-Asn-Lys-Ala-Ala-Tyr
7

B
βα0ゼZZμ εSカ θαroが2θmOP配Zμ ε

βαofZ乙 ㍑ε ㎝40z匂 ㍑θf20zθ ηs

βαoτzz乙4εs㍑ わ亡zzゼ ε

コ 　 ロ 　 ロ ロ ロ 　 コ ロ サ ロ コ

GACAACGGCGGCGTCCATACAAACAGCGGCATCATCAATAAAGCGGCGTAC

　 コ の 　 　 　 　 ロ の 　 リ コ

GACTACGGCGGCGTGCATACAAACAGCGGAATCCCGAACAAAGCCGCTTAC

ロ の 　 サ 　 　 コ
GATTATGGCGGTGTACACACAAACAGCGGAATTCCAAACAAAGCCGCTTAC

図2-5.旦.stearothermophilus,旦.amyloliquefaciens,B.subtilis,及 びB.thermo

proteolyticus由 来 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ に お け る 保 存 性 の 高 い 領 域.

(A)保 存 領 域 の ア ミ ノ酸 配 列.番 号 は,B.stearothermophilus中 性 プ ロテ ア ー ゼ の 翻 訳

開 始 点 よ りの ア ミ ノ酸 残 基 数.サ ー モ ラ イ シ ン で 活 性 中 心 と考 え られ て い る残 基(His)

を 四 角 で 囲 ん で い る.(B)保 存 領 域 の 塩 基 配 列.コ ドンの 三 番 目 の 残 基 がG又 はCの 場 合

ヌ ク レ オ チ ドの 上 に ドッ ト(・)を 記 し た .一
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ゼの活性 中心 で ある ことが報告 され て いる残基 で ある(50)。 従 って、他 の プロテ

アーゼにおいて もア ミノ酸配列 や耐熱 性 な ど、酵 素特性が異 な ってい て も、 この領

域が 同様 の立 体構造 を形 成す る活性 中心部位 であ ると考 え られ る。

次 に、S1一ヌク レアーゼマ ッ ピングに よって決定 された本 中性 プロテ ア ーゼ(nprT)

の プロモー ター領域 を、他 のBacillus属 細菌 で報 告 されて いる プロモ ー ター配列 と

比較 した(表2-2)。

表2-2

遺伝子または遺伝子産物 一35領 域 一10領 域 σ因子 参考文献

B.subtilis

増 殖 連 動 型TTGACA

spoVG,spoVC,サ チ ラ イ シ ンAGG-TT

TATAAT

GG-ATTG-T

σ43(43)

σ37(48,51,52,52,53)

spoVG,spoVC

spoVG,spoVC

胞 子 形 成 連 動 型

spoOB

フ ァ ー ジSPO1

フ ア ー ジSPOl

B.stearothermophilus

AAATCTA-TG-TT-TA

TT-AAACATATT

CTAAACCGATAT

TTTTCTTATAAT

T-AGGAGA一 一ATTT-TTT

CGTTAGAGATATT

TTTTCC

σ32(54)

σ29(54)

628(40)

未 知(49)

σ9P28(55)

69P33-34(54)

nprT

B.thuringiensis

crystalprotein

B.megaterium

AGTT-CA

TATTTT

ATAA-A

未知

proteinC

未知

CTAGTAACAACGCAAACAT未 知

(56)

(57)

表2-2か ら判 る よ うに 、B.stearothermophilus由 来 のnprTの プ ロ モ ー タ ー 配 列

の 一10領 域 は 、B.subtilis増 殖 連 動 型 の 遺 伝 子 を 転 写 す るRNAポ リ メ ラ ー ゼ の シ グ
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マ 因子(σ43)で 認 識 され る プ ロモ ー ター の 一10領 域 と類 似 して い る
。 しか し一35領 域

の 配 列 が 、 か な り異 な って お り全 体 と して はや は り、 枯 草 菌(B.subtilis)spoOB

遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー配 列 との 相 同 性 が 高 く、spoOBと 同種 のRNAポ リ メラ ー ゼ で 転

写 され て い る と考 え られ る。 第1章 第3節 の培 養 結 果 で も述 べ た、 本 中 性 プ ロテ ア

ー ゼ遺 伝 子 の発 現 が 胞 子 形 成 連 動 型 で あ る とい う仮 説 が
、 プ ロ モ ー ター 配 列 の情 報

を得 る こ とに よ り証 明 され た と言 え る 。

遺 伝 子 のGC含 量 は、 そ の構 造 を論 ず る上 で重 要 な指 標 で あ る(58)。 特 に構 造 遺

伝 子 中 に お いて は 、 トリプ レ ッ トコ ドンの3番 目の 塩 基 は他 の1番 目、2番 目の 塩 基

と比 べ る と、 特 定 の ア ミノ酸 を コー ドす る と言 う よ りも遺 伝 子 の構 造 安 定 性 に 関 わ っ

て い る と言 え る。 塩 基 配 列 の情 報 か ら プ ロテ ア ー ゼ遺 伝 子(nprT)の オ ー プ ン リー

デ ィン グ フ レー ム領 域 のGC含 量 は58mo1%で あ った が 、 ト リプ レ ッ トコ ドンの3番 目

の 塩 基 に お け るGC含 量 は72mo1%と 高 くな る傾 向 を示 した 。,同 様 の 値 を常 温 菌(B.

subtilis,旦amyloliquefaciens)、 並 び に 好 熱 菌(B.stearothermophiユus ,

Thermusthermophilus)の 酵 素 に つ い て 比 較 した(表2-3)。

表2-3

菌株及び遺伝子産物 G+C含 量(mo1%)第3塩 基 のG+C含 量(mo1%)文 献

B.stearothermophilus

中 性 プ ロ テ ア ー ゼ

B.subtilis

中 性 プ ロ テ ア ー ゼ

サ チ ラ イ シ ン

B.amyloliquefaciens

中性 プ ロテ ア ー ゼ

アル カ リ プ ロテ ア ー ゼ

58

4

な
U

4

4

a
U

∩
」

4

4

72

り
乙

1

4

4

0
σ

段
U

4

4

(22)

(45)

(46)

(46,47)

B.stearothermophilus

α 一ア ミ ラ ー ゼ50

チ ロ シ ル ーtRNA一 シ ン セ タ ー ゼ54

7

0

〔
」

7

)

)

∩
コ

0

匿
」

自
U

(

(
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エ.thermophilus

イソプ ロピル リンゴ酸

脱 水素酵素 70 89 (61)

中 等 度 好 熱 菌B.,tea・ ・th6・m。philusのGC含 量 は、 常 温B・・i11・・属 細 菌(旦 ・

subtilis,B.amyloliquefaciens)の 同値 よ り高 くな って お り、 その 傾 向 は特 に ト

リ プ レ ッ トコ ドンの 第3塩 基 に お い て 顕 著 に な る 。 また高 度 好 熱 菌(エ 。thermo-

philus)で は第3塩 基 のGC含 量 が89%に も達 して い る。 これ らの数 値 は 、 先 で 述 べ

たGC含 量 と遺 伝子 構 造 の安 定 性 の関 係 を裏 付 け る もの で、 菌 の 生 育 温 度 が 高 くな

る に つ れ て、 よ り強 固 な 遺 伝 子 構 造 が 要 求 され る た め水 素 結 合 がAT対 よ り.も一 本 多

く安 定 化 に寄 与 す る度 合 の高 いGC対 が 遺 伝 子 内 、特 に第3塩 基 に多 く存 在 して い る

こ とが 判 る。

中 性 プ ロテ ア ー ゼ の活 性 中心 部 位 を含 む17ア ミノ酸 残 基 の 保 存 性 の 高 い領 域 に お

い て 、 コ ドン使 用 頻 度 、 特 に コ ドン第3塩 基 を比 較 した(図2-5)。17箇 所 あ る 第3塩

基 の 内 で、 そ の塩 基 がG又 はCで あ る 場 合 に そ の塩 基 の上 に 印(・)を 付 け て い る 。

各 菌 株 の場 合 につ い て のG又 はCの 数 は、 旦。stearothermophilusの 場 合17箇 所 中

13箇 所(76.5mO1%),B.amyloliquefaciensの 場 合12箇 所(70.6mo1%),旦.

subtilisの 場 合7箇 所(41.1mo1%)で あ った 。 常 温 菌 で あ り、 しか も旦.subtilis由

来 の 中性 プ ロテ ア ー ゼ と高 い ホ モ ロ ジ ー を有 して い る プ ロテ ア ー ゼ で あ る に も拘 わ

らず 、B.amyloliquefaciens由 来 の プ ロテ ア ー ゼ の場 合 に は、 好 熱 菌(旦.

stearothermophilus)に 近 い第3塩 基 のGC含 量 値 を示 して い る こ と は興 味 深 い 。 ま

た他 方 で は、B.amyloliquefaciensは 、 常 温 菌 で あ る に もか か わ らず 、 旦.stearo-

thermophilusの 生 産 す る耐 熱 性 α一ア ミラ ー ゼ と相 同性 の高 い 耐 熱 性 『一ア ミラ ー ゼ

を生 産 す る こ とで知 られ て お り、 これ らの 事 実 を考 慮 に 入 れ る と昼.

amyloliquefaciensは 、 進 化 上 好 熱 菌(旦.stearothermophilus)と 常 温 菌(旦.

subtilis)の 中 間 的 な性 質 を持 った 菌 で あ る と考 え られ る。
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第5節 要 約

1.B.stearothermophilus由 来 耐 熱 性 中 性 プ ロテ ア ー ゼ 構 造 遺 伝 子 の塩 基 配 列 を決

定 し1,644塩 基(548ア ミノ酸 残 基)の オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム が プ ロテ ア

ー ゼ を コー ドして い る こ とが 明 らか に な った 。

2.菌 体 外 プ ロテ ア ー ゼ を精 製 しそ のN末 端 領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 を決 定 した 結 果 、 オ

ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム の230番 目の ア ミノ酸 残 基 か らの配 列 と一 致 し、 プ

ロ テ ア ー ゼ の 前 駆 体 は、229ア ミ ノ酸 残 基 か らな る プ レープ ロ構 造 を形 成 して い

た 。

3。 成 熟 酵 素 領 域 の ア ミ ノ酸 配 列 は、B.thermoproteolyticus由 来 の耐 熱 性 中 性 プ

ロ テ ア ー ゼ で あ る サ ー モ ラ イ シ ン と85%の 相 同 性 が あ り、 又Bacillus属 常 温 菌 由

来 の プ ロテ ア ー ゼ との 相 同性 は30%程 度 で あ っ た。 種 々の 酵 素 間 で相 同性 が 異

な って い て も活 性 中心 付 近 の17ア ミ ノ酸 残 基 は よ く保 存 され て い た 。

4.Sl一 ヌ ク レア ー ゼ マ ッ ピン グ法 に よ って 決 定 した プ ロ テ ア ー ゼ の プ ロモ ー タ ー配

列 は、 一35領 域(TTTTCC),及 び 一10領 域(TATTTT)で あ っ た 。 この配 列 は σ因 子 既

知 の プ ロモ ー タ ー配 列 に は無 く、 唯 一B.subtilisの 胞 子 形 成 に 関与 す る遺 伝 子

spoOBの プ ロモ ー ター 配 列 と相 同 性 が 高 か った 。

5.プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 の コー ド領 域 のGC含 量 は58mo1%で あ っ たが 、 トリプ レ ッ ト

コ ドン第3文 字 に お け るGC含 量 は72mo1%と 高 くな る傾 向 を示 し、 高 温 環 境 で の

遺 伝 子 構 造 安 定 性 との 関係 が 示 唆 され た 。
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第3章 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ 分 泌 生 産 に お

け る プ レ ープ ロ 構 造 の 役 割

第1節 緒言

分泌 タンパ ク質 の膜透過 モ デル の内で最 も広 く知 られて いるの は、1975年 に

Blobe1ら が真核生物 由来 の分 泌 タ ンパ ク質 につ いて提唱 した シグナル仮説 であろ う

(62)。 この仮説で は、前駆体N末 端領 域 に20-40ア ミノ酸残基 の シグナル 配列 が存

在 して いる こと、 タ ンパ ク質 の膜透過 は翻訳 と共役 して膜結 合型 の リボ ゾー ムに よ っ

て起 こっている こと、 タ ンパ ク質 の折 りたたみや プロセ ッシングは膜透過 中また は

透過 後 に起 こって い る ことを分 泌機構 の基本概念 と して いる。 従 って この仮説 で

は、 分泌現象 は前駆体 タ ンパ ク質 の コ ンフォメー シ ョン変化 とは無関係 に進 んでい

る事 が前提 となってお り、 シグナル配 列 は前駆体 タンパ ク質 と膜 内に存在 す る分泌

装置 との相互認識 に関与 してい る と考 えてい る。 その後、原核 生物 由来 の分泌 タ

ンパ ク質の研究 も進 み、 シグナル仮説 で述べ られ てい る通 りの シグナル配 列 の存在

が原核 生物において も明 らか に され たが、そ の一方 で シグナル仮 説 とは異 な った観

点 の膜 トリガー仮 説がWicknerに よ り提 唱 され た(63)。 この仮説 で は分泌 に関 わる

膜 内の分泌装 置等 は想定 せず、膜 透過時 の前 駆体 タンパ ク質 の コンフ ォメー シ ョン

変化 を重視 し、分 泌 タンパ ク質 の膜透過 は翻 訳終 了後 に起 こる ことを基本 と し、 シ

グナル配 列が存在 す る こ とに よって前駆 体 タ ンパ ク質 が膜 透過 に必要 な コ ンフォメ

ー シ ョンを構成 で きる と考 えてい る。

これ らシグナル仮 説 と膜 トリガー仮説 の両 仮説 は、 その後、特 に分泌 時 の前駆体

タ ンパ ク質 コンフォ メー シ ョンの重要性 を中心 に、分泌現象 が タ ンパ ク質翻 訳 と共

役 して いるか否か につ いて論 争 を巻 き起 こ し、 仮説 に も修正 や批判 が加え られ、近

年 で は大腸菌 β一ラ クタマーゼや マル トー ス結 合 タ ンパ ク質 の分泌機構 の研究 によ り

膜 内の分泌装置の存在 を裏付 ける結 果が得 られ 、 また一方 で分泌時 のタ ンパ ク質 コ

ンフ ォメーシ ョン変化 の重要性 が 明 らか に され(64,65)、 両仮 説 の真偽 は問 え ない

様相 を呈 して いる。 この ような情況 の中、Randa11ら の ように、 シグナル仮 説 と膜

トリガー仮説の折衷的 なタ ンパ ク質 分泌 モデル を提 唱 して い る研究者 もい る(66)。

原核 生物の うちBacillus属 細 菌 の生 産す る種 々の分泌酵素 につ いても塩 基配列 の

決定 がな され前駆 体の ア ミノ酸配 列 が明 らか にな りつつあ る。その結果N末 端領域
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に シグナル配列 が存 在 する ことが明 らかに され てい るが、 特 に プロテアーゼの場

合 に はシ グナル配 列(プ レ構造)と 成熟 タ ンパ ク質領域 の間 に長いペ プチ ド領域(プ

ロ構造)が 存在 してい る とい う特徴 が、第2章 において も示 されて いる。 この プ ロ構

造 は、 アル カ リプロテアーゼの場 合で77ア ミノ酸残基 、中性 プロテ アーゼの場 合 で

は200ア ミノ酸残基 の長 さに及 んでい る。 プ ロ構造 の役 割 に関 して は種 々の仮説 が

提唱 され、例 えば成 熟 タ ンパ ク質領 域の プロテ アーゼ活性 をマ スクす るのではな い

か、 あ るい は膜 に結 合す る際 に膜 に埋 め込 まれ ているので はないか等の役割が想 定

され てい る(46)。

第3章 では、第2章 で明 らか にな ったB.stearothermophilusCU21由 来中性 プロテ

ア ーゼ前駆体 構造の うち、特 に プロ構造 の役割 に重点 を置 き、 プロ構造領域 を コー

ドす る遺伝子 領域内 に フ レー ムの合 う形 で欠失 、挿入変異 を導入 して プ ロテアーゼ

分 泌生産能 力に対 す る影響 を解析 した。 また更 に プ ロテアー ゼ前駆 体構造 を利用

した分泌ベ クター を作製 し、異 種 タ ンパ ク質分泌能 につ いて も考 察を加 えた。

第2節 実験材料及び方法

使 用菌株及 び プラス ミ ド

使用 菌株並び に プラ ス ミ ドを表3ヨ に示す 。

表3ヨ

菌株 特性 由来

B.subtilisMT-2

E。coliC600-1

trpC21euC7hsdRhsdMNpr一

1eu6thrlthilsupE41acYltonA21

(35)

hsdRhsdMTrp一 (27)

プ ラ ス ミ ド 特性 由来

宿 主E.coli

一39一



pBR322

pBR△BP

pBR-pre-pro

pPS363

pPC45X

pPC44X

pPC27L

Ap「Tc「,(67)

Ap「Tc「,pBR322のBa11-PvuH間 欠 失(68)

Ap「,nprTプ レ ープ ロ領 域 をpBRムBPのSalI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ(68)

Tc「,penP分 泌 ベ ク タ ー 断 片 をpBR322に ク ロ ー ニ ン グ(68)

Ap「,pgnPカ ー トリ ッ ジ をpBR322の 麺HI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ(68)

Ap「,penPカ ー ト リ ッ ジ をpBR322のBamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ(68)

Ap「,penPカ ー ト リ ッ ジ をpBR322のBamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ(9)

宿 主B.subtilis

pNP22-2

pNP△3

pNP△33

pNPI2

pPS-NP

pNP48

pNP89

pNP235

pPTB50

Km「nprエ+pNP22-1由 来 欠失 プ ラ ス ミ ド

Km「,nprTの プ ロ領 域 内 に3ア ミノ酸 残 基 の欠 失

Km「,nprTの プ ロ領 域 内 に33ア ミノ酸 残 基 の欠 失.

Km「,nprTの プ ロ領 域 内 に2ア ミノ酸 残 基 の 挿 入

Kmτ,2enPシ グ ナル 配 列 と前 駆 体 欠 失nprTと の融 合

Km「,皇prTN末 端 側48ア ミノ酸 残 基 を利 用 した分 泌 ベ ク タ ー

Km「,nprTN末 端 側89ア ミノ酸 残 基 を利 用 した分 泌 ベ ク タ ー

(69)

(68)

(68) ,

(68)

(68)

(68)

(68)

Km「,nprTN末 端 側235ア ミ ノ酸残 基 を利 用 した分 泌 ベ ク タ ー(68)

Tc「,構 成 性penP+(9)

大 腸 菌(Escherichiacoli)は 、変 異 導 入 や 分 泌 ベ ク ター 作 製 の 際 のDNAの 取 り扱

い を簡 便 に す る為 の 中 間 宿 主 と して 用 いた 。

塾

使 用 した 培 地 は第1章 第2節 で示 したL培 地 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド保 持 株 の培 養 に はE.

coliの 場 合 ア ン ピ シ リ ン(Ap)20μg/m1,B.subtilisの 場 合 カナ マ イ シ ン(Km)5μg/

m1を 加 え た 。 プ ロテ ア ー ゼ の 生 産 時 に は、 塩 化 カル シ ウ ム(終 濃 度2mM)を 加 え た。

形 質 転 換

大 腸 菌(E.coli)の 形 質 転 換 は、Imanakaら の 方 法 に従 った(27)。 塩 化 カル シ ウ

ム(CaC12)で 処 理 した コ ン ピテ ン ト細 胞 は、 グ リセ ロー ル(終 濃 度15%(v/v))を 加 え、

一80。Cで凍 結 保 存 した も の を 使 用 した
。 枯 草 菌(B.subtilis)の 形 質 転 換 は第1章
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で述 べ た方法で行 った。

DNA取 り扱 い 法

プ ラ ス ミ ドDNAの 抽 出精 製 、 制 限 酵 素 に よ る切 断 、 及 びT4リ ガー ゼ に よ るDNAの 連

結 は、 第1章 で 述 べ た方 法 で 行 った 。 エ キ ソ ヌ ク レア ー ゼBa131に よ る処 理 は制 限

酵 素 処 理 したDNAを 真 空 乾 燥 し、 そ こに 緩 衝 液(20mMト リス塩 酸 塩,pH8.0,600mM

NaC1,12mMCaC12,12mMMgC12,1mMEDTA)400μ1と 酵 素 約4unitsを 加 え て 混 合 し

37。Cで 保 温 して 一 定 時 間 おLきに 反 応 溶 液 か ら等 量(50μ1)を 取 って フ ェ ノー ル 抽 出 に

よ り酵 素 を失 活 させ た 。DNAの 塩 基 配 列 決 定 は第2章 第2節 で 述 べ た ジデ オ キ シ法(36)

に よ り行 った 。

プ ラ ス ミ ドの構 築

プ ロ構 造 へ の フ レー ム の合 った 欠失 及 び挿 入 変 異 の導 入 は以 下 の 方 法 に よ り行 っ

た 。 組 み 換 え プラ ス ミ ドpNP22-2由 来 の1.lMDaSa11断 片 は プ ロテ ア ーゼ 構 造 遺 伝 子

の5'上 流 領 域 と プ レープ ロ構 造 領 域 と を含 ん で い る。 そ こで このSalI断 片 をpBR△BP

に サ ブ ク ロ ーニ ン グ して で きた プ ラ ス ミ ドがpBR・pre-proで あ る(図3-1)。 この

pBR・pre-proを 制 限 酵 素Ba11で 切 断 して、 そ の 後 更 にBa131で 処 理 し、 ラ イゲ ー シ ョ

ン したDNAでE.coliを 形 質転 換 した 。 形 質 転 換 体 か ら プ ラ ス ミ ドDNAを 抽 出 し変 異

領 域 の塩 基 配 列 を決 定 してpBR・pre-pro△3(His91-Va193間 の3ア ミノ酸 欠 失)及 びpBR・

pre-pro△33(Asp77-Met109間 の33ア ミ ノ酸 欠失)の2種 類 の 欠 失 変異 プラ ス ミ ドを取

得 した 。 挿 入 変 異 の 作 製 は、Smalリ ンカ ー(5'一CCCGGG-3')をBa11サ イ トに挿 入 す

る こ とに よ り行 い 、 こ の変 異 に よ って 、Gly89とHis90の 間 に新 た にGly-Proの 挿 入

を導 入 した(pBR・pre-proI2)。pNP22-2の プ ロ構 造 領 域 と各 種 の変 異 を導 入 した プ

ロ領 域 とを、BstEHサ イ トを介 して置 換 し、 プ ロ構 造 領 域 内 変 異 プ ラ ス ミ ドpNP△3 ,

pNP△33,及 びpNPI2を 作 製 した 。 ま たBalI部 位 で プ ロテ ア ー ゼ シ グナル 配 列 とペ ニ

シ リナ ー ゼ シ グナ ル 配 列 と を入 れ 換 え た プ ラ ス ミ ドpPS-NPも 作 製 した(図3-2)。

プ ロテ ア ー ゼ シ グナ ル 配 列 と異 な った長 さの プ ロ構 造 領 域 を介 して、 異 種 タ ンパ

ク質 を菌 体 外 生 産 させ る 目的 の分 泌 ベ ク ター は 、 以 下 の方 法 に よ って作 製 した 。 プ

ラ ス ミ ドpNP22-2を 制 限 酵 素Saclで 処 理 した後 、Ba131で 消 化 して 、 そ の 後 、BamHI

リン カ ー を挿 入 して ク ロー ニ ン グ部 位 を作 製 した 。 そ の結 果N一 末 端 領 域48ア ミノ酸
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図3-1.nprTプ レープ ロ構 造 領 域 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ.□ 領 域 は プ レープ ロ構 造 領 域 を,

■ 領 域 は 成 熟 タ ン パ ク質 領 域 を 示 して い る.太 い 線 は旦.stearothermophilus染 色 体D

NAゆ らい の 領 域 を 示 して い る.B,Bg,Bs,E,S,及 びScは そ れ ぞ れ 制 限 酵 素 坦1,

製L亟E皿,塵gRI,塾1,及 び 塾1切 断 部 位 を 示 す.
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図3-2.pNP22-2由 来 変異 プ ラ ス ミ ドの構 造.□,國 及 び 囲 の領 域 は それ ぞれ プ レー

プ ロ構 造領 域,成 熟 領域,及 びペ ニ シ リナー ゼ シグナ ル配 列 を示 す.◇ は プ ロテ ア ー

ゼ の シ グナ ル配 列 切 断点(Met25-Lys26),▲ はペ ニ シ リナ ーゼ シ グナル配 列 の切 断点 を

示 す.△ は プ ロテ アー ゼの プ レープロ構 造 と成 熟 タ ンパ ク質 領域 の間 の切 断 点(Pro229-

Va1230).矢 印 は欠 失 又 は挿 入 の起 こった場所 を示 して い る.

一42一



残 基 を保 持 す る分 泌 ベ ク ターpNP48が で きた 。pNP22-2をBalIで 切 断 してBamHIリ ン

カ ー を挿 入 して 分 泌 ベ ク タ ーpNP89を 作 製 し、pNP22-2をSalIで 部 分 分 解 して そ の付

着 末 端 をDNAポ リメ ラー ゼ に よ って 平 滑 化 してBamHIリ ンカ ー を挿 入 して 分 泌 ベ ク タ

ーpNP235を 作製 した
。

ペ ニ シ リナ ー ゼ分 泌 ベ ク ター お よ び ペ ニ シ リナ ーゼ カ ー トリッ ジはlmanakaら の

方 法 に よ り作製 した(9)。

酵 素 活 性 測定 方 法

プ ロテ ア ー ゼ 活 性 は、 第1章 第2節 で 述 べ た カ ゼ イ ン加 水 分 解 能 を調 べ る方 法 で測

定 した 。 プ ロテ ア ー ゼ生 産 菌 の検 定 はLC寒 天 培 地 上(L寒 天 培 地 に乳 製 カ ゼ イ ン1%

[wt/vo1]を 加 え た もの)で 形 成 され る コ ロニ ー 周辺 の ハ ロ ー に よ り検 定 した。

ペ ニ シ リナ ー ゼ 活 性 は、SherrattとCollinsの 方 法(70)を 改 良 したImanakaら の方

法 に よ って 行 った(27)。30。Cに 予 備 保 温 した酵 素 標 品lm1と ペ ニ シ リンG(1,000

units/m10.IMリ ン酸 緩 衝 液pH7.0)1m1を 混 合 し300Cで10か ら60分 間反 応 後 、 ヨー

ド停 止 液5m1(ヨ ー ド保 存 液[0.32NI2,1.2NKI]を0.5M酢 酸 ナ トリウ ムpH4.0で20

倍 に希 釈 した もの)を 加 え て反 応 を停 止 し、30。C,10分 間 保 温 後 、499nmに お け る

吸 光 度 を測定 した 。 活 性 測 定 の際 に コ ン トロー ル と して:(a)リ ン酸 緩 衝 液 とペ ニ

シ リンG溶 液;(b)酵 素 標 品 と リン酸 緩 衝 液;(c)リ ン酸 緩 衝 液 の み の 吸 光 度 の測 定

も 同時 に 行 った 。 これ らの 値 よ り△A4gg=A。 一(A。一A、)一A、。m,1。を算 出 し、 測 定 値 と し

た 。 酵 素 活 性 の定 義 は、30。C1時 間 で1μmo1の ペ ニ シ リ ンGを 加 水 分 解 す る量 と した 。

ペ ニ シ リナ ー ゼ 生 産 菌 の 検 定 はLP寒 天 培 地(L培 地 に0。75%ポ リ ビニ ル ア ル コ ール

を 加 え た もの)を 用 い たSherrattとCollinsの 方 法(12一 ポ リ ビニ ル アル コー ル 法)(70)

に 従 った 。

プ ロテ ア ー ゼ の精 製

菌 体 外 プ ロテ ア ー ゼ は 、 第1章 第2節 で述 べ たDEAE-SephadexA25及 びA50を 用 い た

イ オ ン交 換 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り精 製 した 。 精 製 後 の 酵 素 タ ンパ ク質

の純 度 検 定 は、SDS一 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に よ り行 った 。 タ ンパ ク質

に相 当 す る バ ン ドの 染 色 は 銀 染 色 法 に よ って 行 った。
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プロテアーゼ遺 伝子の試験管 内発現

中性 プ ロテアーゼ遺伝子 を並vitro遺 伝 子発現 キ ッ トを用 いて試験 管内で発現 さ

せ た。約5μgの プラス ミ ドDNAを エ ッペ ン ドル フ管 内で真空乾燥 させ て、30μ1の 容量

で遺伝子発 現 を行 った。 反応後 の溶 液 に120μ1の 酵素緩 衝液、150μ1の 基質 を加 え

て混合 し37。C2時 間保温 した後、TCA反 応 停止 液300μ1を 加 え生 じた沈 澱 を遠心分 離

に よって除去 し、上澄液 を回収 した。 対 照 と して基質添 加前 に反応 を停止 した も

の を用 いた。

試 薬

DNAリ ンカ ー は東 洋 紡(株)よ り、Ba131ヌ ク レア ー ゼ は宝 酒 造(株)よ り購入 した 。

銀 染 色 キ ッ トは、 第 一 化 学 薬 品(株)よ り、塾 ヱitroDNA発 現 キ ッ トは ア マ シ ャム ・ジ ャ

パ ン(株)よ り購 入 し、 そ の 他 の 試 薬 につ い て は前 章 で 述 べ た とお りで あ る。

第3節 結 果

3.3.1.酵 素 分泌 に及 ぼす:プロ構造 領域 内 における欠失 と挿入 の影 響

プ ラ ス ミ ドpNP22-2,pNP△3,pNP△33,pNPI2,及 びpPS-NPを 用 い て各 挿 入 や 欠 失

変 異 の プ ロ テ ア ー ゼ 分 泌 生 産 に 与 え る影 響 を調 べ た 。 これ ら5種 類 の プ ラ ス ミ ドの

構 造 を 図3-2に 示 す 。 各 々の プ ラ ス ミ ドを保 持 す る 枯 草 菌(B.subtilisMT-2)を プ

ロテ ア ー ゼ 検 定 用LC培 地 に植 菌 しコ ロニ ー周 辺 の ハ ロー に よ って プ ロテ ア ー ゼ生 産

性 を比 較 した(図3-3)。 欠 失 の 大 き さが3ア ミ ノ酸 残 基 の 場 合 プ ロテ ア ー ゼ分 泌 能

力 に殆 ど変 化 が な い が 、 欠 失 領 域 が33ア ミノ酸 残 基 に及 ぶ と明 らか に プ ロテ ア ー ゼ

分 泌 生 産 能 に 影 響 が あ り野 生 型 と比 べ て小 さ い ハ ロー しか形 成 しなか った(図3-3(B)

)。 このpNP△33を 保 持 す る株 を、 更 に 長 時 間保 温 した 場 合 、 宿 主 菌 の 増 殖 に強 い ス

トレ スが か か り組 み 換 え プ ラ ス ミ ド保 持 株 よ りも増 殖 が 早 く、 か つ プ ロテ ア ー ゼ を

生 産 しな い 派 生 株(segregant)が 高 頻 度 で 出現 した(図3-4)。 挿 入 変 異 で あ る プ ラ

ス ミ ドpNPI2保 持 株 の場 合 に は 、 僅 か2ア ミ ノ酸 残 基 の 挿 入 に も拘 らず極 端 に プ ロテ
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ア ー ゼ 分 泌 生 産 能 が 低 下 して い た 。 ま た プ ロテ ア ー ゼ シ グナ ル 配 列 の 代 わ りにペ

ニ シ リナ ー ゼ 由来 の シ グ ナル 配 列 と交 換 した プ ラ ス ミ ドpPS-NPを 保 持 す る株 の場 合

に は、 野 生 型 プ ラ ス ミ ドpNP22-2保 持 株 よ りも若 干 大 きな ハ ロー を プ レー ト上 で形

成 した(図3-3)。
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pNP△33pNP22-2

聾 謬 轟 鴨 叢 睾響 離 鉾蔽 蒔論 鰹 フロ

これ ら変 異 プラス ミ ド保持株 の プ ロテアーゼ生産性 を、 よ り定量 的 に測定 す るた

めに液体培 養 に よる乾燥菌 体重量 当た りの プロテ アーゼ生産性 を、 第1章 第3節 の方

法 に よ り行 った(表3-2)。
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表3-2

プ ロテ ア ー ゼ(unit/mg乾 燥 菌 体);時 間

6 9 12

B.subtilisMT-2

B.subtilisMT-2(pNP22-2)

B.subtilisMT-2(pNP△3)

B。subtilisMT-2(pNP△33)

B.subtilisMT-2(pNPI2)

B.subtilisMT-2(pPs-NP)

4.2

136

128

88

_a

294

7.0

212

190

45

_a

257

6.2

204

155

32

_a

201

a;プ ラス ミ ドが安定 に宿主菌 に維 持 され なか った。

プ ラ ス ミ ドpNP△3,pNP△33,及 びpPS-NP保 持 株 は、 そ れ ぞ れ 野 生 型pNP22-2保 持 株

の76%,15.7%,及 び98.5%の プ ロテ ア ー ゼ を そ れ ぞ れ 培 養12時 間 目に お い て生 産

して い た 。 ま た プ ラ ス ミ ドpNPI2は 、 液 体 培 養 に お い て 安 定 に 宿 主 菌 内 に維 持 され

な か っ た。Smalリ ンカ ーの 挿 入 に よ って 挿 入 され た ア ミノ酸 残 基 が グ リシ ン と プ ロ

リンで あ り、 共 に ヘ リ ッ ク ス ブ レイ カー で あ る こ とが 影 響 して い る と考 え られ る 。

ま た 更 に33ア ミ ノ酸残 基 以 上 の欠 失 変 異 は、 プ ラ ス ミ ドが 不 安 定 なた め に作 製 で

きな か った 。 これ らの結 果 は、 プ ロテ ア ー ゼ前 駆 体 の プ ロ構 造 領 域 は分 泌 に お い て

重 要 な 役 割 を担 って い る事 を示 して お り、 プ ロ構 造 領 域 に よ り、 前 駆 体 タ ンパ ク質

が 膜 透 過 に必 要 な コ ン フ ォ メー シ ョン を形 成 で きる と考 え られ る 。 しか し、 プ ロテ

ア ー ゼ シ グナ ル 配 列 の代 わ りに ペ ニ シ リナ ー ゼ シ グナ ル 配 列 を 用 い た 場 合(pPS-NP)

に 、 プ ロ構 造 領 域 が不 完 全 で あ る に も拘 らず プ ロテ ア ー ゼ生 産 に影 響 が なか った こ

とか ら、プ ロ構 造 領 域 の役 割 は、 本 プ ロテ ア ー ゼ の シ グナ ル 配 列 に 特 異 的 な もの で
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あ る と考 え られ る 。

3.3.2.変 異 プ ラ ス ミ ド保 持 株 の 生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ の精 製

枯 草 菌(B.subtilisMT-2)株 を 宿 主 と して 各 変 異 プ ラ ス ミ ド(pNP△3,pNP△33,pP

S-NP)保 持 株 を培 養 して そ の培 養 濾 液 か ら プ ロ テ ア ー ゼ をDEAESephadexA50イ オ ン

交 換 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り精 製 し、 酵 素 活 性 の ピー ク画 分 をSDSポ リア

ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り解 析 し、 野 生 型 の 酵 素 と比 較 した(図3-5)。 野

生 型 中 性 プ ロテ ア ー ゼ の 分 子 量 は、 第2章 で 述 べ た とお り塩 基 配 列 か らの計 算 に よ

り34,579で あ る こ とが判 って い る。 図 よ りプ ラ ス ミ ドpNP△3,並 び にpPS-NP保 持 株

の生 産 す る プ ロテ ア ー ゼ の 分 子 量 は、pNP22-2由 来 の 野 生 型 プ ロテ ア ー ゼ と同 じ分

子 量 を示 して お り、 この こ とか ら これ らの プ ラ ス ミ ド保 持 株 に お け る プ ロ テ ア ー ゼ

前 駆 体 の プ ロセ ッシ ン グ は正 常 に 行 わ れ て い る事 が 判 る。 更 に、 各 々の バ ン ドの

濃 さ は先 に調 べ た乾 燥 菌 体 重 量 当 た りの プ ロテ ア ー ゼ 生 産 性 と対 応 が つ い て い た。
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図3-5.精 製 した プ ロ テ ア ー ゼ のSDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 .B.subtilisMT
-2を 宿 主 と したpPS -NP保 持 株(レ ー ンA)

,pNP22-2保 持 株(レ ー ンC),pNP△3(レ ー ンD),

及 びpNP△33(レ ー ンE)か らの プ ロテ ア ー ゼ を示 して い る .レ ー ンEは 分 子 量 マ ー カ ー の

乳 酸 脱 水 素 酵 素(M.W.36,500),ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー(M .W.21,500)で あ る.
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他 方 プ ラ ス ミ ドpNP△33保 持 株 の場 合 に は、 野 生 型 プ ロテ ア ー ゼ と同 じと ころ に バ

ン ドは存 在 せ ず 、 分 子 量56,000,25,000,及 び24,500の 位 置 に そ れ ぞ れ タ ンパ ク質

が 存 在 し(図3-5;レ ー ンE)、 この 場 合 通 常 の プ ロセ ッ シ ン グ は起 きて い な い と考 え

られ た 。 詳 細 を検 討 す る必 要 は あ る も の の 、 分 子 量 の 一 番 大 きな タ ンパ ク質(分 子

量56,000)は 、 前 駆 体 プ ロテ ア ー ゼ の プ ロ構 造 と成 熟 領 域 を 加 え た大 き さに ほ ぼ 等

しい 。

3.3.3.プ ロテ ア ー ゼ分 泌 ベ ク タ ー に よ るペ ニ シ リナ ー ゼ 生 産

第2節 で 述 べ た プ ロテ ア ー ゼ分 泌 ベ ク タ ーpNP48,pNP89,及 びpNP235は 各 々異 な っ

た長 さの プ ロ領 域 を保 持 して お り、 これ らの分 泌 ベ ク タ ー を 用 い てB.1icheni-

formis由 来 の ペ ニ シ リナ ーゼ の 分 泌 生 産 を試 み た 。 シ グナ ル 配 列 切 断 部 位 を持 た な

い ペ ニ シ リナ ー ゼ カ ー トリ ッジ をpPC45Xか ら調 製 して、 分 泌 ベ ク タ ーpNP48とpNP89

の麺HIク ロ ー ニ ン グ部 位 に それ ぞ れ 挿 入 してpNP48-453とpNP89-453を 作 製 した。

次 に ペ ニ シ リナ ー ゼ カ ー トリッ ジの うち プ ロ セ ッ シ ン グ部 位 の あ る もの と無 い もの

を そ れ ぞ れpPC44XとpPC27Lか ら抽 出 して 、 分 泌 ベ ク ターpNP235のBamHI部 位 に挿 入

し、pNP235-442とpNP235-272を 、 それ ぞ れ 作 製 した 。 作 製 した プ ラ ス ミ ドの構 造 を

図3-6に 示 した。 ま た 、 それ ぞれ の プ ラ ス ミ ド保 持 株 の 生 産 す る乾 燥 菌 体 重 量 当 り

の ペ ニ シ リナ ー ゼ生 産 量 を表3-3に 示 した。

・欄 一453[;躍璽羅 睡雛羅羅 鋼

囲P8}・53[;羅 難 羅 藝璽 覇

・欄P235『442[一

・即235-2・2[一

零3-6・ 各 種 ペ ニ シ リナ ー ゼ カ ー ト リ ・ ジ を含 む ・p・T分 泌 ベ ク タ ー の 離.
ヘ ニ ソ リナー ゼ シ グナル配 列切 断 点 を▲ で示 しだτ一そ の他 は 図3

-2に 同 じ .
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表3-3

ペ ニ シ リナ ー ゼ(units/mg乾 燥 菌 体);時 間

菌株 6 9 12

B.subtilisMT-2(pNP48-453)

B.subtilisMT-2(pNP89-453)

B.subtilisMT-2(pNP235-272)

8.2

1.8

4.0

7.2

3.6

7.8

6.2

4.8

6。4

N末 端 側48ア ミノ酸残 基 を利用 した分 泌ベ クター(pNP48)に よってペ ニ シ リナー

ゼ分 泌生産 を行 うこ とが で きた。 他方N末 端側89ア ミノ酸残基 を用 いた分泌 ベク タ

ー(pNP89)の 場 合 に は、ペ ニ シ リナーゼ生産性 は12時 間後 で約20%低 下 して いた。更

に プロ構造領 域全 体 を含むN末 端領域235ア ミノ酸残基 を含む分泌 ベ クター(pNP235)

の場 合、ペ ニ シ リナー ゼの プロセ ッシング部位が存在 しない と(pNP235-442)全 くペ

ニ シ リナ ーゼ生産 性 を示 す形 質転換体 が得 られ なか った。 以上 の結果 は、 プロ構

造領域 を分泌 ベ クター内 に多 く含 むほ どペニ シ リナーゼ分泌生 産 には阻 害的 に働 い

てい る ことを示 してい る。 先 の プロ領 域内へ の変異導 入 の結果 と併 せて考 える と、

プロ構造領 域 の役割 は プロテ アーゼ前 駆体に特異的 であ る こと、異種 タ ンパ ク質

分泌 の 目的 に は シグナル配列 のみ で も機 能 し得 る ことが示唆 され る。 分泌ベ クタ

ーpNP235を 用 いたペニ シ リナ ーゼ分泌 生産 を、ペ ニ シ リナーゼ 自身 の シ グナル配列

プロセ ッシ ング部位 を含 む カー トリッジを利用 して行 う プラス ミ ドpNP235-272保 持

株 の場 合、前 述 の プラ ス ミ ドpNP48-453保 持株 と同程度 のペ ニ シ リナーゼ生産性 を

示 した(表3-3)。 この ことは、 プロテアーゼ前駆体 の プ ロ領域 と成熟領 域 の間の プ

ロセ ッシ ング部 位(Pro229-Va1230)が ペニ シ リナーゼ遺伝 子 を融 合 させた場合 には

正常 に切 断 され ていない ことを示 してい る と考 え られ る。

3.3.4.プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 のinvitro発 現

プロテア ーゼ前駆体 の プロ構造領域 の役割 につ いて は様 々の仮 説が 出 され ている

が、果 して プロ構造が存 在 した場合成熟 タンパ ク質領域 の プロテア ーゼ活性 をマ ス
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クで きる か 否 か を、invitroで プ ロテ ア ー ゼ 遺 伝 子 を発 現 させ 、 前 駆 体 プ ロテ ア ー

ゼ の 状 態 で 活 性 を測 定 す る こ とに よ り調 べ た(表3-4)。

表3-4

プ ラ ス ミ ド △OD275 プ ロテ ア ーゼ 活 性(units/m1)

pNP22-2

pNP△3

pNP△33

NoDNA

0.26

0.25

0.29

NDa

0.37

0.35

0.40

aND;Notdetectable(検 出 不 可 能[△OD
275〈0.01])

この実験 よ り、invitroで 合成 された プ ロテア ーゼ前 駆体 に も明 らか に タンパ ク

質 分解活 性が存在 して お り、 プロ領 域 に成熟 タ ンパ ク質 領域の活性 をマ スクす る能

力が ない と考 え られ るデータが得 られた。 従 って プロ構 造 は、 プロテ アーゼ成熟

タ ンパ ク質 領域 さらに プロテ アーゼ シ グナル 配列 と相互 に作用 して、膜透過 に必要

な立 体構造 を形成 す る役割 を担 ってい る可能 性が高 い。

第4節 考 察

本 プロテア ーゼ前駆体構造領 域 は229ア ミノ酸残基 か ら成 る。 そのN末 端領 域 には

シ グナル配列 が存 在 し、 プロ構造 領域、 そ して成熟 タ ンパ ク質 領域が それ に続 いて

い る。 ここで は、 この プロ構造領 域 にア ミノ酸 の欠失 及 び挿入 を導入 し、 プロテア

ー ゼ分 泌生産 に与 える影響 を調 べた・ その結果 ・ プロ領域 内の欠失 ア ミノ酸残 基

が多 くな るほ どプ ロテアーゼ分泌生 産能 が落 ち る こと、ヘ リックス ブレイ カーで あ

るGlyやProな どをプ ロ構造内 に挿入 す る と極端 に プロテ アーゼ生産 性が落 ちる こ と

等 が 明 らか にな り、 プロ構造領域 の プ ロテア ーゼ分泌生 産 におけ る重要性 を示 す こ

とが で きた。欠失変 異 をもつ プラス ミ ドpNP△33保持 株 で宿主菌 の増殖 が阻害 され た

こと(図3-4)は 、大腸 菌(E.coli)の 分泌 タ ンパ ク質 とβ一ガラ ク トシダーゼ の融合

タ ンパ ク質 が誘導状態 において分泌過程 で膜 内 の分 泌装 置 に埋 め込 まれて しまい宿
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主菌 に致死的 な影響 を与 え る現象 と類似 した もの と考 え られ る(71 ,72,73)。 従 っ

て プロ構 造領域 は、 プロテアーゼ前駆 体 タ ンパ ク質 の細胞 膜透過 に必要 な立体構 造

を形 成 す るた めに必要 で ある とい う仮 説 を支持 す る実験結 果で ある といえ る。

プロテアーゼ前駆体 の シグナル配列 を、B.1icheniformis由 来ペ ニ シ リナーゼ

の もの と交換 した場合(pPS-NP)に は、 プロ構 造が不完 全 であるに もかか わ らず野生

株 と同程 度 の旺盛 な プロテア ーゼ生産性 を示 した。 従 って先 に述 べた プロ構造 の

役 割 は プロテアーゼの シグナル配列 に特異的 であ り、 シグナル配列、 プ ロ構造領域 、

そ して成熟 タ ンパ ク質 領域、 これ ら3者 が相互 に影 響 を及 ぼ し合 い膜透過 に必要 な

立 体構 造 を形 成 してい る様子が うかが え る。我 々の研 究室 では、 かつてペ ニ シ リナ

ーゼ とア ミラーゼの シグナル配列 を利用 した分泌ベ クターをそれ ぞれ作 製 し
、異種

タ ンパ ク質 の分泌生 産 を試 みた結果 に基 いて、 シ グナル 配列 と成熟 タンパ ク領域 の

組 み合 わせが異種 タンパ ク質 の分泌効 率 を左右 す る上 で重要 で ある ことを報 告 した

(10)。本 研究 にお ける プ ロテアーゼの場合に も、先 の結果 を支持 す る知見が得 られ

た と言 え る。 しか し、 シグナル配列 のみで も機能 し得 る例(pPS-NP)、 が取得 で き

てい るに もか かわ らず、 プロテアーゼが プレープ ロ構造 を形 成 している理 由に関 し

ては未 だ明 らか にな ってお らず、単 に膜透過時 の立体構造形 成のみ でない別 の役割

を プロ構造 が担 ってい る可能性 も残 されて いる。

プレープロ構造領 域 を種 々の長 さで含 む分泌ベ ク ター を作製 し、 ペニ シ リナーゼ

の分 泌生 産 を試 みた結果、 プ ロテアーゼ シグナル配列 は、ペニ シ リナーゼ分泌生産

におい て機 能 しうる事 が判 った。 その場合、分泌 量 は非常 に少 な く、 モル 換算 で

プ ロテア ーゼの場合 の約1/580で あ った。(こ こで プロテアーゼの比活性 を33 ,600

(units/mg)(第5章 第3節)、 ペ ニ シ リナーゼの比活性 を0.35(units/mg)(74)と し

た。)しか も プロテアー ゼ生産 の場 合 とは逆 に、 プ ロ構造領域 が分泌 に阻 害的 に働 く

ことが種 々の分泌ベ クターを用 い る ことで判 った。特 に プロ構 造 を全部含 む分泌ベ

クターの場合 に は、ペ ニ シ リナーゼの シグナル配列切 断部位が あ る場合(pNP235-

272)に のみ活性 のあ るペ ニ シ リナーゼ分泌生 産が認 め られた ことは、 プロテアーゼ

の成 熟過程 の うち特 に プロ構造領 域 と成熟 タ ンパ ク質領域 との間 の プロセ ッシング

は 自己消化 的に起 こって いる、つ ま り成熟 タ ンパ ク質 側 の タンパ ク質分解活 性 に よっ

て プロ構 造領域 が切断 されて いる事 を示唆 して いる。 実際、invitroで 合成 され

た プ ロテ アーゼ前駆 体 には タ ンパ ク質分解活性 が存在 す る ことが実験 に よ り確 かめ
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られ 、 ま た本 プ ロテ ア ー ゼ とア ミ ノ酸 配 列 で85%と 高 い相 同 性 を有 し、 活 性 中 心 部

位 の ア ミ ノ酸 配 列 も 同 じで あ る こ とが 第2章 で 明 らか とな った 登.thermoproteo-

1yticus由 来 サ ー モ ラ イ シ ンの 基 質 特 異 性 との類 似 性 か ら考 え て 、 プ ロ構 造 と成 熟

タ ンパ ク質 領 域 間 の プ ロ セ ッ シ ン グ部 位(Pro229-Va1230)は 、 本 プ ロテ ア ー ゼ に よ っ

て切 断 され得 る と考 え られ る(75)。 この プ ロ構 造 領 域 が プ ロ セ ッ シ ン グ され な い

こ とが 、 同領 域 が ペ ニ シ リナ ー ゼ 分 泌 生 産 に 阻 害 的 に働 く理 由 で あ り、 余 分 な プ ロ

構 造 領 域 はペ ニ シ リナ ー ゼ分 泌 時 に は プ ロ セ ッ シ ン グ され ず 、 融 合 タ ンパ ク質 と な っ

て い る と考 え られ る 。 今 後 、分 泌 ベ ク ター を用 い て 生 産 され た ペ ニ シ リナ ー ゼ を 精

製 してN末 端 ア ミノ酸 配 列 を決 定 す れ ば 、 シ グナ ル プ ロセ ッ シ ン グの場 所 を限 定 で

き、 ま た 併 せ て プ ロ構 造 の プ ロ セ ッシ ング機 構 に 関 して も新 た な 知 見 が 得 られ るで

あ ろ う。 プ ロテ ア ー ゼ の成 熟 機 構 に 関 して は、B.amyloliquefaciens由 来 の ア ル

カ リプ ロ テ ア ー ゼ に つ い て他 の 研 究 者 に よる報 告 が 為 され 、 自己 消 化 に よ って プ ロ

領 域 の プ ロセ ッ シ ン グが起 こ っ て い る こ と、 並 び に プ ロ領 域 の コ ン フ ォ メー シ ョン

が 分 泌 に重 要 な 役 割 を果 す こ とを示 唆 す る デ ー タが 得 られ て い る(76,77)。 ま た 同

ア ル カ リプ ロテ ア ー ゼ の プ レープ ロ構 造 領 域 を利 用 した 分 泌 ベ ク タ ー に よる

Staphylococcusaureus由 来 の プ ロ テ イ ンAの 分 泌 生 産 に お い て も、 プ ロ構 造 領 域 と

成 熟 タ ンパ ク質 領 域 間 の プ ロセ ッ シ ン グ(TyrlO7-AlalO8)は 程 こ らず 、 プ ロ領 域 と

成 熟 タ ンパ ク質の融合 タ ンパ ク質 のみ生 産 され た ことも報告 され てい る(78)。 これ

らの知 見 は、今 回、 中性 プロテア ーゼの分泌機構 に関 して得 られ た知見 と矛盾 せず、

Bac-illus属 細菌 由来 のアル カ リプロテ アーゼ と中性 プロテ アー ゼの プロ構造 領域

は、 同様 の役割 を成 熟 タンパ ク質分泌 時 に担 って いる と考 え られた。

第五節 要 約

1.耐 熱性 プロテア ーゼ前 駆体の プ ロ構造 内に欠失(3ア ミノ酸 残基、33ア ミノ酸残

基)及 び挿入変 異(2ア ミノ酸残基)を 導入 して、 プロテアーゼ分泌生産 に対 する

影 響 を調 べた。 プ ロ構造 領域 内 の欠失 ア ミノ酸 残基数が 多 いほ どプロテ アーゼ

分泌能 力が低 下 し、 また2ア ミノ酸残基 の挿入 に よって も プロテアーゼ生産性 が

極端 に低下 した 。 この ことよ りプロ構 造が プロテアーゼ分泌生産 におい て重要
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な役割 を担 い、特 に シグナル配列や成 熟 タ ンパ ク質領域 と相互 に影響 を及 ぼ しあ っ

て、膜透過 に必要 な立体構 造 を構成 す る役割 を担 ってい るので はないか と考 え

られ た。

2.プ ロテアーゼ前駆体 を利用 してペ ニ シ リナ ーゼの分泌生 産 を試みた結果 、 プロ

構造 領域 を多 く含 むほ どペニ シ リナーゼ分 泌生産能が低下 し、異種 タンパ ク質(ペ

ニ シ リナーゼ)分 泌生産 において は、 プ ロ構造 は阻 害的 に働 くことが判 った。 こ

れ は分泌時 に プ ロ構造領域 が プロセ ッシングされ ない為 であ る と考 え られ た。

3.プ ロ構造領域 と成熟 タ ンパ ク質領域 の間 の プロセ ッシングは自己消化的 に起 こ

る と考 え られ る。 プロ構造領域 をすべ て含 む分泌 ベ クター を用 いた場合 に、活

性 のあ るペ ニ シ リナーゼ生 産が認め られ たのは、 成熟 タ ンパ ク質 領域 内にペ ニ

シ リナ ーゼ 自身 の シ グナル配 列 プ ロセ ッシング部位 を含 む場合 に限 られ て お り、

これ は、 プロ領 域 と成熟領域 の間の プロセ ッシングが プロテアーゼの 自己消化

に よ り起 こる為 で ある と考 え られた。

4.上 述3.の 仮説 はinvitroで 合 成 され た前駆体 プロテ アーゼ タンパ ク質 に プロ

テ アーゼ活性 が認 め られ た事実 に よ り支 持 され、 また同時 に、 プロ構造領 域 に

は成熟 タ ンパ ク質領 域 のプ ロテア ーゼ活 性 をマ スクす る能力 は無 い ことが示 さ

れ た。
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第4章 タ ン パ ク 質 工 学 的 手 法 に よ る 酵 素

熱 安 定 性 の 改 変

第1節 緒 言

生物 はそれぞれ が棲息 す る環境 温度 にお いて効 率良 く機能 す る タンパ ク質 を生産

している。従 って、 温泉 や堆肥 な どの高温環境 に棲息 す る好熱性 細菌 の生産 する タ

ンパ ク質 は同 じ機能 を有 す る常温菌 由来の タ ンパ ク質 よ りも一般 に熱 安定性が高 い

(79,80)。 この ような耐熱 性酵素 は、古 くか ら研究 者達 の興味 の対 象 とな ってお り、

ア ミノ酸配列 決定 や立体構 造決定 と言 った酵素化 学的 ア プロー チや 、塩基 配列決

定 や部位特異的 変異操 作 と言 った分子 生物学的 ア プ ロー チが試 み られ る ようにな っ

た。 その結果、 現時 点 において、質 的に も量的 に も多 くの情報が 集積 しつつ あるが、

しか し今 なお タ ンパ ク質構造 と熱安定 性の関係 を明確 に説 明 し得 る一般 性の ある法

則 は確 立 され て いない。 近年 発達 しつつあ るタ ンパ ク質 工学的 手法 にお いて も置

換 す るア ミノ酸残 基 を具体 的 に決定 する方 針が定 ま ってお らず、 ジ スフ ィル ド結合

を増 やす と言 った特殊 な場 合 を除 き(81)、 試行錯誤 の域 を脱 して いない と言 える。

好熱菌 由来耐熱酵 素 の一般的 性質 をま とめ る と(79,82)

1.好 熱 菌酵素 はすべ て熱 に対 して安定 であ りその安 定性 は細胞 か ら抽 出後 も変化

しない事か ら分子 内部 に熱安 定性 の原 因が存在 す る。

2.好 熱菌 酵素 は安定性 以外 の性 質 は相 当す る常温生 物 の酵素 と類 似 してい る事か

ら両者 は進化 的 に見 て 同一 の起源 か ら派 生 した と考 え られ る。

3.ア ミノ酸組成 や一次 配列 も相 当する常温 生物 の もの に類 似 して お り互いに相同

な関係 に ある。 しか し僅 かだが ア ミノ酸組 成 に明 らか に熱 安定 性 の高 い酵素 特

有 の傾 向が存在 す る。

とい うことが挙 げ られ る。

以上 ま とめてみ る と、好 熱菌酵素 は酵素分子 内の極 めて微小 な構造 の変化 に よ り

高 い熱安定性 を獲得 してい る ことが言 える。 微 小 な構 造変化 とは、換言 すれ ば僅

かの ア ミノ酸 置換 の ことで あ り、 人為的 にア ミノ酸置 換 を起 こす変 異 を導入 して酵

素熱 安定性 を向上 させ る こ とが理論 的 に可能 であ る こ とを示 して い る。

そ こで次 に、 具体 的 に どの ような ア ミノ酸置換 が酵素 熱安定性 の向上 に有効 であ

るのか を考 える。Singletonら は好 熱菌 由来 の耐 熱性酵素 及 び同一 機 能 を有す る熱
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安定 性 の低 い酵 素 のア ミノ酸組成 を比較 し、好熱菌酵素 に多 く含 まれ る ア ミノ酸残

基 を選 び出 した(83)。 その結 果、好 熱菌酵素 に多 く含 まれ るア ミノ酸残 基 は、Arg,

Glu,Gln,Ala,及 びLeuで あ り、逆 に少 ないア ミノ酸残基 は、Lys,Asp,Asn,Cys,

及 びSerで あ った(84)。 またArgosら は タンパ ク質 ア ミノ酸 配列 を比較 して各 タンパ

ク質 の至適温度 を考慮 に入れ た統計 的処理 を行 い熱安定性 の向上 に有効 な ア ミノ酸

置換 を調べ た。 その結 果、Gly→Ala,Ser→Ala,Ser→Thrな ど10種 類の置換 を挙 げて

いる(85)。 熱安定性 向上 を もた らす可 能性 のあ る これ らのア ミノ酸置換 の一般的

傾 向は、①10置 換 中9置 換 は1塩 基 の置 換 に よって起 こる。② 立 体構造上 内部疎水

性 を高 めて いる。③ ヘ リックス内部 で は、 よ りヘ リック ス形成 能の強 い側鎖 へ の

置換が起 こって いる。④ β一シー ト構造 内 にあ って もよ り安定化 する方 向へ と置換

が起 こって いる。⑤ 分子 内部が よ り高 密度 にパ ックされ る傾 向がある。 の5点 が挙

げ られ るが、 これ らの特徴 が タ ンパ ク質一般 に適応 し得 るか否 かは興 味の もたれ る

点 で ある。

酵 素構造 の熱 安定性 は、1塩 基置 換 に基 く1ア ミノ酸置換 によ って も変 化 し得 る事

が既 に示 されてお り(86,87)、 上述 の好熱菌酵素 特有 のア ミノ酸置換 を タ ンパ ク質

工学 的手法 に よ り導入すれ ば人為的 に効率 良 く酵 素 の熱安 定性 向上 を行 うことが 可

能 とな るであろ う。

本章 で は、耐熱性 中性 プロテ アーゼ を材料 と して、現時点 で得 られ てい る タンパ

ク質 のア ミノ酸配列や 立体構造 、 あるい は構造 と安 定性 の相 関に関す る情 報 を元 に、

熱安定性 を更 に向上 させ るた めの3項 目の設計基準 を設 け、 それ らに基 いて熱安定

性 の意 図的 な向上 と低下 を試み、酵 素 タ ンパ ク質 の構 造 と機能 との相 関、 そ して酵

素構 造 の熱 に対す る安定性 の一般的 特徴 につ いて考察 した。

第2節 実験材料及び方法

使用菌株 とプラス ミ ド

使 用 菌 株 及 び プ ラ ス ミ ドを表4-!に 示 した 。
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表4-1

菌株 特性 文献

B.subtilisMT-2

E.coliC600-1

E.coliJM101

trpC21euC7hsrMhsmMNpr一(35)

1eu-6thr-1supE441acYtonA21hsdRhsdM(27)

Trp一

△1acprothisupEF,traD36proAB

lacIqZ△M15

(36)

プ ラ ス ミ ド 特性 文献

pNP22-2

pBR322

Km「nprT+

Ap「Tc「

(69)

(67)

枯 草 菌 ㊤.subtilisMT-2)は 、 プ ロテ ア ー ゼ構 造 遺 伝 子 を保 持 す る 組 み換 え プ ラ

ス ミ ドの 宿 主 と して 用 い た中 性 プ ロテ ア ー ゼ 欠 損 株 で あ る。 また 、 大 腸 菌(E .coli

C600-1)は 、 変 異 作 製 時 の 中 間 宿 主 と して用 い た 。

培 地

登.subtilis及 び旦.coli用 の 完 全 培 地 と して は、L培 地 を 、 酵 素 生 産 用 に は、YPC

培 地 を それ ぞ れ 用 い た 。 両 培 地 の 組 成 に つ い て は第1章 で 述 べ た とお りで あ る。

フ ァー ジDNAの 調 製 の 際 のE.coliJMIOI株 の 培 養 に は 、2×YT培 地(5g塩 化 ナ トリ

ウム,10g酵 母 エ キ ス,16gバ ク ト トリプ トン/1)を 用 い た(35)。

一 本 鎖 フ ァー ジDNAの 調 製

100m1の2xYT培 地 に 宿 主 菌(旦.堕 旦JM101)を 植 菌 し、 約2時 間 培 養 した 後 、 爪 楊 枝

で プ ラ ー クを 釣 り培 養 液 に移 して一 晩 培 養 す る。 培 養 液 を遠 心 分 離(12 ,100Xg,

10分)し 、 沈 澱 よ りRFDNAを 、 上 澄 液 よ り一 本 鎖DNAを 調 製 した 。 上 澄 液 に1/5容 量 の
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PEG溶 液(20%PEG6000,2.5M塩 化 ナ トリウム)を 加 え室 温 で20分 間 放 置 した 後 に遠

心 分 離(17,300xg,20分)し フ ァー ジ粒 子 の沈 澱 を得 、 そ の 沈 澱 を8m1のTE緩 衝 液

に懸 濁 して等 量 の フ ェ ノール に て2回 抽 出 した。 水相 をエ タ ノー ル 沈 澱 して 、 真空

乾 燥 した後 、 緩 衝 液(50mMト リス塩 酸 塩,50mMEDTApH8.0)6m1に 溶 か して塩 化

セ シ ヴムーエ チ ジ ウ ム プ ロ ミ ド平 衡 密 度 勾 配 超 遠 心(38,000rpm,40時 間)に よ り一 本

鎖 鋳 型DNAを 調 製 した(36)。

オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 合 成

部 位 特 異 的変 異 操 作 に用 い る オ リゴ ヌ ク レオ チ ドは、AppliedBiosystems社 製

381ADNAシ ンセ サ イ ザ ー を用 い た ホ ス ホ ア ミダ イ ト法 に よ り合 成 した。 合 成 終 了後

の カ ラ ム をチ オ フ ェ ノ ール で満 た し約1時 間放 置 して 保 護 基 を外 した の ち 、2.5m1

の メタ ノール を ゆ っ く り通 し、 続 い て2.5m1の 空 気 を通 しカ ラ ム を洗 浄 した 。 メタ

ノール に よる洗 浄 操 作 を計4回 繰 り返 して 、 最 後 に シ リン ジ に2-2.5m1の ア ンモ ニ ア

水 を取 り、 カ ラ ム を ア ンモ ニ ア水 で 満 た して15分 毎 に0.5m1ず つ ナ ス型 コル ベ ンに

押 し出 して カ ラ ム か ら切 り出 した 。 コル ベ ンに蓋 を して55。Cで 一 晩 放 置 後 ア ンモ ニ

ア水 を蒸 発 させ て、 さ らにlm1の 蒸 留 水 を加 え て溶 解 後 蒸 発 させ て 、TE緩 衝 液 に懸

濁 して 凍 結 保 存 した 。

部 位 特 異 的変 異 操 作

変 異 導 入 用 プ ラ イ マ ー で あ る一 本 鎖 オ リゴ ヌ ク レオ チ ド30pmo1の5'末 端 をT4キ ナ

ー ゼ で リン酸 化 した もの と
、lpmo1の 鋳 型 一 本 鎖DNAを 混 ぜ て エ タ ノール 沈 澱 し真 空

乾 燥 した。 このDNAの 混 合 物 を10μ1の アニ ー リン グ用緩 衝 液(10mMト リス塩 酸 塩,

10mM塩 化 マ グネ シ ウ ム,pH8.0)に 懸 濁 し80。Cで 保 温 し、30分 以 上 か けて40。Cに な

る まで 冷 却 した 。 そ の 後20μ1の 修 復 用 緩 衝 液(10mMト リス塩 酸 塩,10mM塩 化 マ グ

ネ シ ウ ム,各0.25mMのdGTP,dATP,dTTP,及 びdCTPの 混 合 液,0.25mMATP,5mMジ

チ オ ス レイ トー ル)中 でDNAポ リ メラ ー ゼ1(Klenow断 片)お よびT4DNAリ ガ ー ゼ を用

いて12。Cl6-20時 間 反 応 を行 い ギ ャ ッ プの あ る2本 鎖DNAに 修 復 した 。大 腸 菌(E.

coli)で は、DNA内 に ミスマ ッチ が存 在 す る場 合 に は、 メチル 化 され て い る ほ うの

DNA鎖 を正 しい方 と して修 復 す る機 構 が 存 在 す る事 が知 られ て お り、 この こ とが 部

位 特 異 的 変 異 操 作 の際 の 頻 度 低 下 の原 因 とな って い る と考 え られ て い る の で 、 上 述
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の ギ ャ ップの あ る2本 鎖DNAよ り、 ク ロー ニ ン グ部 位 を含 むEcoRI-PstI断 片 を抽 出 し

てpBR322のEcoRI-PstI間 に挿 入 し、E.cQIiC600-1を 形 質 転 換 して テ トラサ イ ク リ

ン耐 性 株 を選 択 した 。 変 異 の導 入 され た プ ラ ス ミ ドは、 遺 伝 子 領 域 内 の新 た な制 限

酵 素 切 断 点 部 位 の 出現 に よ り一 次 選 択 し・ 更 に塩 基 配 列 決 定 に よ り最 終 確 認 を した

(88)。

その他 の方法

大 腸菌 お よび枯草菌 の形質転換法 、 プラス ミ ドDNA抽 出法 、電気泳動法、制 限酵

素使 用法、 プ ロテアーゼ精製法 、 プロテアーゼ活性測定 法及 び熱安定性測定 法 は、

前章 までに述 べ た方法 に よ り行 った。

第3節 結 果

4.3.1.ア ミ ノ酸 置 換 部 位 と内容 の 設 計

遺 伝子工学 の手法 を用 いた部位特 異的変異 導入法 は、既 に技 術的 に確立 され てい

る。 しか し酵素 熱安定性 の改変 を 目的 と した変異 を導入 す る際 に、 どのア ミノ酸残

基 を どのア ミノ酸残基 に置換 するかに関 して一定 の方針 を立 て る ことは プロテ アー

ゼのみ な らず他 の酵素熱 安定性 を改変 す る うえで も参考 とな るで あろ う。 ここで は

現時点 までに得 られ た酵 素熱安定性 に関す る情報 を元 に以下 の3項 目の設計基 準 を

設定 した。

① 相 同性の高 い ア ミノ酸 残基 は置換 しない。

同一 機能、異種 生物 由来の タ ンパ ク質 とア ミノ酸配列 を比較 した場 合に活 性発現

に重 要 なア ミノ酸残基 は保存 され てい る ことが知 られ て いる。酵素 熱安定性 の向

上 の為 には、 活性 を失 わ ない範 囲でのア ミノ酸置換 を導 入 する必要 があ るので、

相 同性の高 い ア ミノ酸 は置換 しない よ うに した。

② 統 計的処理 に基づ く熱 安定性 向上 に寄 与 する ア ミノ酸 置換 を導 入す る。

緒論 で述べ たArgosら は、 フェレ ドキ シ ン、 グ リセル アル デ ヒ ドー3リン酸脱 水素

酵素及 び乳酸脱 水素酵素 につ いて ア ミノ酸配 列 を比較 した。熱安定性 に関与 する

ア ミノ酸置換 はその寄与 の度合の大 きい順 に、Gly→Ala,Ser→Ala,Ser→Thr,Lys
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→Arg ,Asp→Glu,Ser→Gly,Lys→Ala,Va1→Ala,Asp→Asn,そ してVa1→11eで あ る と

報 告 して い る(85)。 この結 果 は 、 サ ン プル 数 が 少 な い点 な ど問題 点 もあ るが 変 異

導 入 の 際 に参 考 と した 。

③ 酵 素 立 体 構造 の 情 報 を も とに α一ヘ リ ッ ク ス構 造 を安 定 化 し内 部 疎 水 性 を高 め る

置 換 を導 入 す る。

第2章 で も述 べ た が 、B.stearothermophilusCU21由 来 耐 熱 性 中 性 プ ロテ ア ー ゼ

(NprT)の ア ミノ酸 配 列 はB.thermoproteolyticus由 来 の サ ー モ ラ イ シ ン と約85%

の ホ モ ロ ジー を有 して い る 。 サ ー モ ラ イ シ ンにつ い て は既 に 三 次 元 構 造 の決 定

が為 され て い るの で その 情 報 を参 考 に した(50)。

以 上 の3項 目を 念 頭 に お いて 、B.stearothermophilusCU21中 性 プ ロテ ア ー ゼ の

ア ミノ酸 配 列 を解 析 した 。 ..

中性 プ ロ テ ア ー ゼ の ア ミ ノ酸 配 列 は、B.subtilis(22),B.amyloliquefaciens

(46),B.thermoproteolyticus(34),及 びB.stearothermophilus(89)由 来 の もの

に つ い て既 に 明 らか に され て お り、 そ れ らを比 較 して 相 同 性 の 高 い領 域 を 中 心 に並

べ た(図4-1)。 四 角 で 囲 ん で い る領 域 は 、4種 類 の 中 性 プ ロテ ア ー ゼ に 共 通 の相 同

性 の高 い ア ミノ酸 残 基 を示 して い る。9箇 所 の 相 同領 域 の うち サ ー モ ラ イ シ ンで 活

性 中心 で あ る事 が 判 って い るHis231,基 質 結 合 部 位 で あ るArg203(90)は 、 相 同性 の

高 い領 域 内 に存 在 して お り、 他 の3種 類 の プ ロテ ア ー ゼ に お い て も それ らの 残 基 は

完 全 に保 存 され て い た(B.stearothermophilus由 来 で は、His234,Arg206)。 酵 素

の 活 性 発 現 に必 須 の亜 鉛 イオ ン、 安 定 性 に重 要 な役 割 を担 う カル シ ウ ム イ オ ンの結

合 部 位(各 々残 基 の 上 にZ及 びCで 示 して い る)も 良 く保 存 され て い た 。 これ ら保 存 さ

れ て い る ア ミノ酸 は置 換 しな い事 と した 。

次 に 各 配 列 中 にArgosら の 挙 げ て い る熱 安 定 性 の 向上 に 寄 与 す る ア ミ ノ酸 置 換 の

有 無 を 、 サ ー モ ラ イ シ ン とB.stearothermophilus由 来 プ ロ テ ア ー ゼ(NprT)の 間 で

調 べ た 。 ア ミノ酸 置 換 の 内上 位3種 類 に 属 す る もの(Gly→Ala,Ser→Ala,Ser→Thr)を

挙 げ、サ ー モ ラ イ シ ンか らNprTに 向 か って 耐 熱 性 の 向上 す る と考 え られ る 置 換 の場

合(+)を 、 低 下 す る と考 え られ る置 換 の場 合(一)を 図4-1の 残 基 の 上 に 示 した 。 酵 素

熱 安 定 性 向上 に最 も寄 与 し得 る 置 換(Gly→Ala)が 、Gly47,Gly61,及 びGlyl44に 存

在 した 。NprTの ア ミ ノ酸 配 列 は、 サ ー モ ラ イ シ ンの もの と相 同 性 が 高 く、 立 体 構

造 上 で も類 似 の構 造 を して い る可 能 性 が 高 い(図4-2)。 サ ー モ ラ イ シ ンの 三 次 構 造
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図4-1.各 種 菌 体 外 中 性 プ ロ テ ア ー ゼ ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 .ア ミ ノ 酸 は 一 文 字 表 記 で 示

し た.1.旦.stearothermophilus ,2.昼ther組oproteolyticus3.B.subtilis4 .B.
amyloliquefaciens由 来 で あ る.相 同 領 域 は 四 角 で 囲 み

,活 性 中 心,一 基 質 結 合 部 位 は そ

れ ぞ れ ○ と □ で示 した.Znイ オ ン及 びCaイ オ ンに 配 位 して い る 残 基 を ア ミ ノ酸 の

上 に 示 し た.旦.stear。thermophilus由 来 プ ロ テ ア ー ゼ を ,B.thermoproteolyticus由
来 プロテアーゼと比較 して熱安定性が 向上又 は低下 する可龍性 のある残基 を+又 は一で
それ ぞ れ示 した.矢 印 は置 換 した残基 を示 す .
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て い る.
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(50)を も とにNprTの 立 体 構 造 を示 した の が 図4-2で あ る 。 両 者 は 、NprT側 にGly29-

Tyr30-Tyr31の 挿 入 が あ る こ とを 除 けば 同様 の 構 造 を して い る 。 構造 上 か ら言 う と

前 出 のGlyl44は 酵 素 分 子 内 部 の α一ヘ リッ ク ス構 造 内 に存 在 して い る 。

これ らの事 実 よ り、 酵 素 熱 安 定 性 向上 の た め の ア ミノ酸 置 換 導 入 部 位3箇 所 を 決

定 した 。 ま ず熱 安 定 性 向上 を も た らす 置 換 と してGly144をAlaに 変 え る 置 換(M1)、

次 にGly61をAlaに 変 え る置 換(M2)、 そ して 熱 安 定 性 を低 下 させ る置 換 と してThr66→

Ser(M3)を 行 う こ とに 決 め た 。

4.3.2.変 異 の導 入

旦.stearothermophilus由 来 の中性 プロテアーゼ構造遺伝子(nprT)を ク ローニ ン

グ した プラス ミ ドpNP22-2に は酵素成熟領 域の殆 どを間 に含 んだ2ケ 所、構 造遺伝子

上 流領域 に1ケ 所 の塾1切 断点部位が存在 して いる(89)。 そ こで変異 を含 む成熟領

域 を効率 良 く枯草菌 に導入 す るた めに遺伝 子上流 のSa11切 断点 の除去 を行 った。即

ち、pNP22-2をSaHで 部分分解 し、 エキ ソヌク レアーゼBa131に よってSalI部 位 の除

去 をお こない、 その結果構築 された プラ ス ミ ドをpNP22-3と 命名 した(図4-3)。

pNP22-3を 墨1で 切 断 して得 られ る888bpの 断 片内 には、成 熟 タンパ ク質領域 のほ

ぼ全体 が含 まれ る。 そ こで このSalI断 片 を ファー ジMl3mp11の マル チ クロー ニ ング

サ イ ト内の塾1部 位 に クローニ ング して、一本鎖DNAを 調製 した。挿入方 向に合 わ

せ て合成 した変異 導入 オ リゴ ヌク レオチ ドを用 いて鋳型一 本鎖 を二本鎖 に修復 した。

修復 したDNAよ り塵gRI一亟1小 断片 を抽 出 して、pBR322のEcoRI-Pstl間 に挿入後E.

goliC600-1を 形質転 換 し、 テ トラサイ ク リン耐性株 を選択 した。

形質転 換体か らプラ スミ ドを抽 出後、制限酵 素で切断 して、例 えばM1変 異が導入

されれ ば迦1切 断点が新 た にで きる。 この ような制限酵素切断 点 の新 たな付加 を 目

安 に変異 が導入 され た プラス ミ ドを選択 した。 更 に塩基配列決 定 に よって変 異導

入 の確認 を行 った。 また二重 変異(M13,M23)お よび三 重変異(Ml23)の 導入 は制 限

酵 素切 断点 を用 いた断片交換 に よ って行 った。

変異 の導入が確認 され た プラス ミ ドよ り888bpのSaH断 片 を抽 出 して、pNP22-3の

同断片 を欠 くプラ ス ミ ドpDMP10の 塾1切 断部位 に挿入 して、 枯草菌 内で変 異型酵素

遺 伝子 を発現 させた(図4-3)。
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図4-3.部 位 特 異 的変 異 操作 お よび プラ ス ミ ドの 構築 法.pNP22-2はpNP22-1由 来 の 欠 失

プラ ス ミ ドで あ る.pNP22-2の §a1.1切断点1箇 所 をエ キ ソ ヌ ク レアー ゼBa131に よ り消 去

し(pNP22-3),更 に成 熟 タ ンパ"質 領 域 を欠 失 させ た の がpDMPIOで あ る.成 熟 領 域(§a11

断 片)をM13フ ァー ジに ク ロー ニ ン グ し部位 特 異 的 変 異 操 作 を行 った.変 異 断片 は再 び §a

llを 介 して枯 草 菌 ベ クターpDMP10に 挿 入 して変 異 酵 素 を生 産 す るベ クタ ー を構 築 した.
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4.3.3.熱 安 定性 の比較

それぞれの変異 プロテ アーゼ を生産す る組み換 え プラス ミ ド保持 株 を培養後、DE

AE-SephadexA50を 用 いて精製 し、熱安定性 を比較 した。野生 型酵素(WT)、 変異型酵

素Ml、 並びにサ ーモ ライシ ンについて75。Cで30分 間熱 処理 を行 い、 それ ぞれの残 存

活性 を比較 した(図4-4)。 サ ーモ ライシ ンは30分 後 で80%以 上 の残存活 性 を示 してお

り非常 に熱 に対 して安定 で ある ことが判 った。他方、野 生型酵素 につ いては同一 条

件 で20%程 度 に まで活性が低 下 している。 変異酵素M1で は30分 後の残 存活性が50%

で あ りGly144→Alaに よ り予 測 どお り熱安定 性が向上 して いる と考 え られ た。

次 に、野生型 酵素 と変異酵 素M3(Thr66→Ser)の 熱安定性 を65。Cで 比較 した。野生

型 酵素 は80%以 上 の残存 活性 を示 したが、変異型 酵素M3は 同条件 で20%以 下 にな って

お り置換(Thr66→Ser)に よる熱 安定性 の低下 が認 め られ た(図4-5)。

このM3変 異 に よる熱安 定性 の低下 を回復 させるため に、M3変 異 にM1変 異 を加 えた

二重 変異Ml3を 作 製 して酵 素熱 安定性 を調べ たが その熱安定性 はM3酵 素 と同 じで あ っ

た。同様 に してM23の 二重 変異酵 素 も作製 したが熱安 定性 に変 化 は無 か った。 しか

しなが らM3変 異 にMl,M2の 両変異 を加 えた三重変異(M123)で は、65。C,30分 後 の残

存活性 が約50%と 部 分的 な熱安定 性の回復 が認 め られた(図4-5)。
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第4節 考 察

部位 特異的 変異操作 に よ り、 ア ミノ酸置換 を導入 して タンパ ク質 機能の改変 を試

み る場 合 に、常 に問題 となるの は どの ア ミノ酸残基 を どのア ミノ酸残 基に置換 す る

か とい う方針 の設定で ある。例 えば熱安 定性 向上 のため にはタ ンパ ク質構造 を強固

にす るア ミノ酸 置換 を導入す る とい うこ とが 当然考 え られ る。事実、 同一機能 を有

す る常温菌 由来 の タンパ ク質 と好熱菌 由来 の タ ンパ ク質 を比較 する と酵 素構造 の安

定 化 は分子 内部 の疎水性 を高 め、 α一ヘ リックス及 び β一シー ト構造 を よ り安定化 す

る こ とに よ り達 せ られ ている事 が判 ってい る。 この条件 のみ な らば、酵素 熱安定性

向上 の計画 は比較的容易 に立 て られ るの だが、酵素構 造 の安定 化 も活性 の発現 を無

視 して行 えない のでア ミノ酸置換 を主鎖の立 体構造 を大 き く変 えな い範 囲内で行 う、

とい う前提条件 が更 に必要 になる。主 鎖の立 体構造 を決定 する要素 は、や は り一次

構造、 則 ち、 ア ミノ酸配列 によ って規定 され て いるの は間違 いない。 ところが、

現時点 にお いて一次構造 か ら三次構造 を予測 す る一般 的 な方法 は存在 せず、一 次構

造 か ら二 次構造 を予測 す る方法 で あるChouとFasmanの 判 定方法 に して もその的中率

は60-70%程 度 であ る(91)。 この理 由の一 つ には、統計処 理 に用 いた タンパ ク質 のサ

ンプル数 が少 ない為 であるが、 主 な理 由 と して は、 二次構 造の形成が単 に ア ミノ酸

残基 とその一 次配列上 で近傍 に存 在す る残基 に よって影響 され るだ けでな く、ア ミ

ノ酸 配列上 で は離れて いるペ プチ ド領域 とも高次構造 形成 において相互 に影響 を及

ぼ し合 ってい る ことが構造予測 を困難 に して いるので ある(92)。 予測法 に頼 らず

主鎖 の立体構造 を決定す る上で最 も有効 な手 段 はX線 結 晶解析 であ る。 ところが こ

の方法 にお いて は、構造解析に適 した良質 の タ ンパ ク質 結晶 を取得 す る必要 が ある

のだが、 実際結 晶化における一一般的 な方法 論 は全 くな く、先 に も述 べたが現在 まで

に構 造解析 が なされたタ ンパク質 は約300種 類 にす ぎない。

本 研究 で用 いた耐熱性 中性 プロテ アーゼ は、互 いに相 同性 が高 く酵素学 的 に もよ

く研究 され て いるサーモライ シンの高次構造 が判 って いる こと、他 の3種 類 の 同一

機能 を有す る プ ロテアーゼの ア ミノ酸配列が既 に決定 され てい るこ とか ら計画的酵

素耐熱性 向上 の材料 と して は非常 に適 して いた。 三次構 造が 明 らかに な って いる

こ とよ り置換 を導 入す るア ミノ酸残基周 辺の立 体配置や 、置換 の もた らす構造 上 の

影響 が非常 に予測 しやすい。例 えばM1置 換(Glyl44→Ala)は 分子 内部 の疎 水性 を高め、

α一ヘ リックス構造 を安定化 させ る設計基 準の③ に準 じた理想 的 な構造安 定性 を も
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た らす置換 で あ った ことが言 える。 しか も主鎖 の立体構造の構 成、 また酵素活 性の

発現 に重要 な役 割 を担 う残基 を4種 類 の プロテアーゼ間の相同 ア ミノ酸残基 に よっ

て予測す る ことが で きる ことよ り、 ア ミノ酸置換 の活性 発現へ の影響 を事前 に判定

で きる。現在、種 々の酵 素 につ いて ア ミノ酸配 列が 明 らかに な りつつ あるが、 プロ

テアーゼ以外 の酵素 で、 しか も立 体構 造が 明 らか にな ってい ない もので あ って も、

配列 か ら二次構i造や疎水領 域 を予測 し(91,93)、 更 に ア ミノ酸 配列 の相 同性 を解 析

す る手法 に よ り活性 発現 に最小限必要 な ア ミノ酸残基 を規定 すれ ば、本 プ ロテアー

ゼの場合 と同様 の プ ロセ スに よ り耐熱性 向上 の ための置換残基 の方針決定 が行 える

で あろ う。 また この よ うな実験 デ ー タの蓄積 が構造予測 の確 率 を向上 させ る。

4種 類 の中性 プ ロテア ーゼのア ミノ酸配列 を比 較 した結果 、9個 所の相 同領域 が存

在 した ことにつ いて は既 に述べ たが、好熱菌 由来 と常温菌 由来 の プロテ アーゼの間

での比較 において、Thrl77か らPhel81ま での5残 基 が常温菌 由来 の プロテ アーゼで

は欠失 して いる事が 判 る。 これ らの残基 の うちGlul80は カル シ ウム イオ ンに配位 し

ている ことがサ ーモ ライ シンの構 造決定 に よ り示 され てお り(50)、 この領 域の欠失

が常温菌 由来 プ ロテア ーゼの熱安 定性 を低下 させ ている原 因 であ ろ うと考 え られ る。

この ようにア ミノ酸 配列相 同領 域の検索 とその解析 は非常 に多 くの情報 を提供す

るの で、今後 コン ピュー タ等 の機器 を用 いて広範 に実施 され る と予 想 され る。

今回、 ア ミノ酸 置換 の方 向づ けにおいて参考 に したArgosら の統計 データは、

1979年 の報文 に発表 され た もので ある為 、 タ ンパ ク質 の種類 は僅か3種 類、生物種

に して、 のべ15種 類 で しかな く統 計上 のサ ン プル数が少 ない こ とは否定 で きない。

また生物 種 は細菌 か ら哺乳動物 まで多彩 であ るた めア ミノ酸置 換 において熱安定

性 以外 の要素(例 えば原核生物 と真 核生物 の違 い等)が 反映 して い る可能性 もある。

だが、結果 として現れ た熱安定性 向上 に効 果が ある と考 え られ るア ミノ酸置換 の多

くが、疎水性 を高 め る方 向に、 また α一ヘ リックス構造 を安定化 する方 向 に向か っ

ている点 で これ らの デー タの妥当性が認 め られ る。現時点 に おい て相 当数 の タンパ

ク質 のア ミノ酸配列 が 明 らかにな っている こ とか ら、 それ らを通 して よ り信頼性 の

高 い統計 処理が行 え るであろ う。

酵素熱安定性 の 向上 が僅 か1ア ミノ酸残基 の置換 に よ って起 きる こ とは我 々の研

究室 にお いて もカナマ イシ ン不活化 酵素の解析(87)に よって示 され たが、今 回の実

験結果 か らもMl変 異(Gly144→Ala)に よ り熱 安定性 の向上 が認 め られ た。 しか し熱安
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定 性 の低下 した変 異酵素(M3;Thr66→Ser)の 安定 性回復の ために はM1変 異 の みで な く

M2変 異(Gly61→Ala)を 導入 する必要 が あ った ことか ら、 タ ンパ ク質構造 の熱安定 化

は各 ア ミノ酸残基 の相加的 な効 果 では な くむ しろ協 同的な効果 に よ って起 こって い

る と考 え られ る。 これ は正 に タンパ ク質立体構造が、 その構 成 す るア ミノ酸残基 の

協 同的な作用 に よって形作 られ て いる ことを裏付 けてい る と言 え よ う。

今後 これ らの野生型及 び変異型 酵素 の立体構造が決定 で きれ ば、 よ り詳細 に酵素

熱 安定化 機構が解析 で き、 よ り計 画的 な酵素改変 の分子設計 が可能 に なる と考 え ら

れ る。

第5節 要 約

1。好 熱菌B.stearothermophilus由 来耐熱性 中性 プ ロテ アーゼの酵素熱安 定性 向上

を よ り計画的 に行 うために3つ の設 計基準 を設 けた。 その基 準 に従 って同一 機能

異種起 源の中性 プ ロテ アーゼ間 の相同領域 を調 べた結果、金 属 イオ ンに配位 し

てい る残基や、活性 発現 に重 要 な役 割 を担 う残基 は よ く保存 されて い る事 が判 っ

た。

2.酵 素分子 の内部疎水性 を高 め、 α一ヘ リック ス構造 を安 定化 す る置換 であ るMl

(Glyl44→Ala)を 野生型酵 素(WT)に 導 入 した結果、75。C30分 後 の残存 活性 はMlが

50%で あ ったのに対 しWTで は20%で あ った。 したが って予 想通 り酵素熱 安定 性 が

向上 していた。

3.β 一シー ト構造 内に存在 す る熱安 定性が低下 す る と予測 され る置換M3(Thr66→Ser)

を導入 した結果熱安 定性 の低 下が 認 め られ 、65。C,30分 後 の残存活性 がWTで80%,

M3で は20%以 下 であ った。

4.M3置 換 に よって低下 した熱安定 性 を回復 させるためにM3にM1置 換 を加 えた二 重

変異M13並 びにM2置 換(Gly61→Ala)を 加 えたM23を 作製 したが両 酵素の熱安 定性 は

M3酵 素 と全 く同 じで あ った。 しか し三重 変異Ml23の 熱安 定性 は部分的 に回復 が

認 め られ、酵素Ml23の65。C,30分 後 の残 存活性 は50%で あ った。 この ことよ り酵

素熱 安定性 は各 ア ミノ酸残基 の協 同的 な効 果に よって達成 され る と考 え られ た。
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第5章 変 異 酵 素 に お け る 基 質 特 異 性 の

変 イヒ

第1節 緒 言

酵 素 タンパ ク質 の熱安定性 向上が、僅か1ア ミノ酸残 基 の置換 とい う微 小 な構 造

変化 に よって達成 され る ことについて第4章 で述べ た。Bacillusstearothermo-

philus由 来 中性 プロテ アーゼの熱 安定性 向上 に有 効 であ ったア ミノ酸 置換M1(Gly

l44→Ala)は 、直 接 タンパ ク質分解活性 に関わ る位 置の残基 では ない。 しか し、 この

位置 の ア ミノ酸残 基 はN末 端側 の ドメイ ンとC末 端側 の ドメイ ンを結ぶ α一ヘ リック

ス構造 内に存在 し、 この領域周辺 には酵 素活性発現 に重要 な役 割 を担 うア ミノ酸残

基 が集 中 して存在 す る基 質結合部位 にあた る。従 って、 この領域 におけ るア ミノ酸

置換が もた らす構 造変化 の活性 に与 える影響 には無視 で きない ものが あ る と考 え ら

れ る。 プロテ アーゼ のア ミノ酸 置換 と酵素 活性 の関係 はBacillus属 細菌 の生 産す

るアル カ リプ ロテア ーゼであ るサ チライ シンにお いて良 く研 究 されて お り、基質特

異性 の変換(94,95)や 、反応 中間体の検討(96,97)が 為 され て いる。他方 中性 プ ロテ

アー ゼの基質 特異性 につ いて はオ リゴペ プチ ドを使用 した ミカエ リス定数(Km)や

ター ンオーバー数(k。、,)の測定 が為 され、一 般に分子量 の大 きな疎 水性 ア ミノ酸 残

基(Leu,Phe等)の 前 で良 く切断 す ることがサ ーモ ライ シン(75,98)やBacillussub-

tilis由 来 の中性 プロテ アーゼ(99)の 酵 素学的研 究で明 らか にな ってい る。

ここで は、第1、2章 で ク ローニ ング し、塩基配 列決定 を行 ったB.stearothermo-

philus由 来 野生型 中性 プロテ アーゼ(WT)、 また第4章 で部位 特異 的変異操 作に よ り

熱 安定性が 向上 した変異酵素(Ml:Glyl44→Ala)を 材料 と して、 ア ミノ酸置 換の活性

発現 に与 え る影響 を異 な った基 質 を用 いて調 べ、更 に本 プロテ ア ーゼの基 質特異 性

につ いて比較 考察 した。

第2節 実験材料及び方法

使用菌株及 び プラ ス ミ ド

実験 に使 用 した菌 株及 び プラ ス ミ ドを表5-1に 示 した。
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表5-1

菌株 特性 文献

B.subtilisMT-2 trpC21euC7hsdRhsdMNpr一 (35)

プ ラ ス ミ ド 特性 文献

pNP22-3

pNP22-3(m1)

Km「nprT+(野 生 型)

KmrnprT+(変 異(Gly144→Ala))

(69)

(69)

枯 草 菌B.subtilisMT-2株 は組 み 換 え プ ラ ス ミ ドの 宿 主 菌 と して用 い た 。 ま た プ

ラ ス ミ ドpNP22-3及 びpNP22-3軸1)は 、 それ ぞ れ 第4章 で 述 べ た野 生 型 及 び熱 安 定 性

の 向上 した変 異 型 耐 熱 性 プ ロ テ ア ー ゼ(M1)を ク ロー ニ ン グ した組 み換 え プ ラ ス ミ

ドで あ る。

培 地

B.subtilis用 の完全培地 として はL培 地 を用いた。固形培地 と して用 い る時 には

寒 天 を1.5%加 え、薬剤 を加 え る場合 は、 カナマ イシンを5μg/m1の 濃度 にな る よ うに

添 加 した。酵素取 得の際 に は、第1章 で述 べた酵素 生産用培地、YPC培 地 を用 い た

(35)。

緩 衝 液

DNAはTE緩 衝 液(10mMト リ ス塩 酸 塩,0.1mMエ チ レン ジ ア ミン四酢 酸,pH8.0)に 、

酵 素 は酵 素 用緩 衝 液(50mMト リ ス塩 酸 塩,5mM塩 化 カル シ ウム,pH7.5)に 、 そ れ ぞ

れ 溶 解 した 。

プ ロテアーゼの精製

プロテアーゼ遺伝子 をコー ドす る プラ ス ミ ド保持株 をカナマ イ シンを含 むYPC培
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地 を 用 い て40。C一 晩 培 養 した 。 遠 心 集 菌 後 上 澄 液 を 限 外 濾 過 膜(選 択 分 子 量10,000)

に よ り濃 縮 し、 第1章 で述 べ だ 方 法 に よ りイオ ン交 換 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー を

行 った 。2度 目の ク ロマ トグ ラ フ ィー の後 に、TSK-gelG2000SWを 用 い た高 速 液 体 ク

ロマ トグ ラ フ ィー に よ り完 全 に純 品 に な る まで 精 製 した 。

プ ロテ ア ー ゼ の 活 性 測 定

カ ゼ イ ン を基 質 と した場 合 につ い て は第1章 で 既 に述 べ た 通 りで あ る。 イ ン ス リ

ンA,B鎖 及 び可 溶 性 還 元 リゾチ ー 五 を基 質 と した 場 合 は、 反 応 に よ り生 じた分 解 物

に よるN末 端 数 の 増 加 を ニ ン ヒ ドリン反 応 に よ り測 定 す る 方 法 に よ り活 性 を測 定 し

た 。基 質(2.5mg/m1の 濃 度 に な る よ うに それ ぞれ の ペ プ チ ドを酵 素 緩 衝 液 に溶 か した

もの)360μ1に 純 品 酵 素 液40μ1を 加 え て 撹 拝 した後37。Cで 保 温 した 。 基 質 と酵 素 を 混

合 した 時 点 を0分 と定 め 、20分 ま で5分 毎 に20μ1ず つ サ ン プ リ ン グ した 。 反 応 停 止 に

は酢 酸180μ1を 添 加 した 。 総 量200μ1に な った 各 サ ン プル に200μ1ニ ン ヒ ドリン試 薬

(2%(w/v)ニ ン ヒ ドリン,0.15%(w/v)ヒ ドリ ンダ ンチ ン に な る よ う に4M酢 酸 緩 衝 液

(pH5.5),75%(v/v)2一 メ トキ シエ タ ノー ル に 溶 か した も の)を 加 え て100。Cで15分 間

加 熱 した 後50%エ タ ノー ル で6倍 希 釈 した 。 そ れ ぞ れ の タ ンパ ク質 凝 固物 を0.45μm

メ ン ブ レ ンデ ィス クに よ り濾 過 後 、570nmに お け る 吸光 度 を 測 定 して反 応 初 速 度 を

求 め た 。 酵 素 活 性 は ムA57。/min・mgproteinの 値 に よ っ て比 較 した(100)。

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー

高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー を酵 素 精 製 の最 終 段 階 並 び に イ ン ス リンA鎖 分 解 産

物 の 分 取 に 使 用 した 。 酵 素 精 製 の場 合 、 イオ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィー終 了 後 の サ

ン プル に つ い てTSKge1G2000SWを 用 い て精 製 した 。 溶 離 液 と して 酵 素 緩 衝 液 を用 い、

流 速1。Om1/minに て 行 った 。 イ ン ス リンA鎖 の分 解 産 物 を分 取 す る際 に は、 カ ラ ム

と してTSKge10DS-80TMを 、 溶 離 液 と してA:20%ア セ トニ トリル(0.1%HC1),B:80%

ア セ トニ トリル(0.1%HC1)でAか らBに 流速0.5m1/min,30分 間 の リニ ア グ ラ ジ エ ン ト

を行 った(101)。

酵 素 の 反 応 定 数(Km,k。 。,)の 測 定

オ リゴ ペ プ チ ド(2(Benzyloxycarbony1)一L-Gly-L-Leu-NH2:以 後Z-Gly-Leu-NH2)
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を基 質 と して用 い てKm,k。 、,値の 測 定 を行 った 。基 質Z-Gly-Leu-NH2を 酵 素 緩 衝 液

に 溶 か して10mM,6.7mM,5mM,4mM,及 び3.3mMの 各 基 質 溶 液 を用 意 した 。 各 濃 度 の

基 質 溶 液2m1に 等 量 の酵 素 液 を加 え て 反 応 を開 始 し、0か ら60分 ま で10分 毎 に200μ1

ず つ サ ン プ リン グ し、 氷 冷 した 酢 酸100μ1を 加 え て 反 応 を停 止 した。 そ の 後 、 蒸 留

水700μ1と ニ ン ヒ ドリ ン溶 液lm1を 加 え て 撹 搾 後15分 間 煮 沸 し、 水 で 冷 却 後5搬1の50%

エ タ ノー ル で希 釈 して 波 長570nmで の吸 光 度 を測 定 した 。Leu-NH2を 標 準 と して 反

応 初 速 度 を求 めLineweaver-BUrkプ ロ ッ トに よ りKm,k。a,値 を決 定 した(102)。

タ ンパ ク質 濃 度 の 定 量

タ ンパ ク質 濃 度 はPierceChemicalCo.のBCAProteinAssayReagentを 用 い そ の

説 明書 に従 って決 定 した 。 その 際 標 準 試 料 と して 牛 血 清 アル ブ ミ ンを用 い た 。

その他 の方 法

枯 草菌 の コ ンピテ ン トセル法 に よる形質 転換、及 び酵素 タ ンパ ク質 のSDS一ポ リア

ク リル ア ミ ドゲル電 気泳 動 な どは第1章 で述 べた方法 に従 って行 った。

第3節 結 果

5.3.1.カ ゼ イ ンを基 質 と した 比 活 性 の 比 較

組 み 換 え プ ラ ス ミ ドpNP22-3及 びpNP22-3(m1)を 保 持 す る枯 草 菌B.subtilisMT-2

株 を そ れ ぞれ 酵 素 精 製 用 培 地YPCを 用 い て培 養 し、 そ の上 澄 液 か ら野 生 型 酵 素(WT)

及 び 変 異 型 酵 素(M1)を 精 製 し、 電 気 泳 動 的 に単 一 の バ ン ドとな る よ うな 酵 素 標 品 を

取 得 した 。 各 酵 素 の タ ンパ ク質 濃 度 を測 定 し、 ま た カゼ イ ン を基 質 と した 活 性 を測

定 した 。 そ れ らの 結 果 か ら各 酵 素 の 比 活 性 を算 出 し、WT酵 素 の比 活 性 は33600

(units/mgprotein)ま たMl酵 素 の比 活 性 は50500(units/mgprotein)と な った 。WT

酵 素 を1と した場 合 のMl酵 素 の 比 活 性 は、1.50とM1の 方 が 約50%比 活 性 が 高 くな る傾

向 を示 した 。 この 結 果 は、 ア ミ ノ酸 置 換(ml:Glyl44→Ala)が 第4章 で 述 べ た酵 素 の

熱 安 定 性 向 上 の み な らず 加 水 分 解 活 性 の 発 現 に も影 響 して い る こ と を示 して い る 。
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5.3.2.可 溶 性 還 元 リ ゾチ ー ム、 イ シ ス リ ンB鎖 及 び イ ン ス リ ンA鎖 を基 質 と

した場 合 の 比 活 性 の 比 較

カ ゼ イ ンの よ う な複 合 基 質 で は な く、 よ り分 子 量 の小 さい 、 そ して ア ミ ノ酸 配 列

の 明 らか に な って い る還 元 型 の ペ プチ ドを利 用 してWT酵 素 とM1酵 素 の比 活 性 を比 較

した 。 基 質 と して の 可 溶 性 還 元 リゾチ ー ム(129ア ミ ノ酸 残 基 、 分 子 量14300)(103)

を酵 素(M1,WTそ れ ぞ れ40μ1;20μgプ ロテ ア ー ゼ)と 混 合 して 活 性 を測 定 した結 果 が

図5-1(A)で あ る。 この 結 果 か ら反 応 初 速 度 を 求 め て 比 活 性 を計 算 した。 そ の結 果WT

酵 素 の 比 活 性 は 、0.35(△A57。/min・mgprotein)、M1の 比 活 性 は0.29(△A570/min・mg

protein)で あ った 。 従 っ て カ ゼ イ ンの 場 合 と は逆 に可 溶 性 還 元 リ ゾチ ー ム を基 質 と

した 場 合 、 変 異 型 酵 素(M1)の 方 が 比 活 性 が17.2%低 か っ た 。 更 に 同 様 に して イ ン ス

リ ンB鎖(30ア ミ ノ酸 残 基 、 分 子 量3496)を 基 質 と した場 合 の 比 活 性 は、WTの 場 合

0.38(ムA57。/min・mgprotein)で あ り、 又Mlの 場 合0.29(△A57。/min・mgprotein)で あ っ

た(図5-1(B))。 従 って イ ン ス リンB鎖 を基 質 と した 場 合 に もM1の 方 が13.2%比 活 性

が 低 くな る傾 向 を示 した 。 この よ うに酵 素M1の 比 活 性 が 低 くな る現 象 は、 よ り小

さ な基 質 、 イ ン ス リ ンA鎖(21ア ミノ酸 残 基 、 分 子 量2530)を 用 い た場 合 に顕 著 に 現

れ 、 変 異 型 酵 素M1に よる イ ン ス リンA鎖 の分 解 を 、 ニ ン ヒ ドリ ン反 応 に よ り検 出 す

る こ とが で きな か った 。
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図5-1.可 溶 性 還 元 リ ゾ チ ー ム(A),及 び イ ン ス リ ンB鎖(B)の プ ロテ ア ー ゼ に よ る加 水

分 解.
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5.3.3.イ ン ス リンA鎖 を基 質 と した場 合 の 酵 素 基 質 特 異 性

インス リンA鎖 の配列 の どの部分 を認 識 して野生型 酵素 はペ プチ ド結 合 を切断 し

ているか を調 べ るために、酵素 に よる分解 産物 の分取 を行 った。WT酵 素 とイ ンス リ

ンA鎖 との反応 を20分 間に延 ば し、酢酸(360μ1)の 添 加に よ って反応 を停止 した後

にHPLCを 用 いた逆 相 カ ラムク ロマ トグラ フ ィー(ODS-80TM)を 行 い分解産物 の分析 を

行 った(図5-2(A))。6種 類 の溶 出物 の内、2種 類 の大 きな ピークに相 当す る物質 は、

反応 停止に使用 した酢酸 と未分解 の基 質(イ ンス リンA鎖)で あ ったが、 他 の4種

類 は分解物 に相 当す る と考 え られ た。 しか しなが ら、変異型 酵素M1に よる同一条

件 にお ける分析の結果、 分解産 物 の検 出 は、で きなか った(図5-2(B))。 そ こで前述

の4種 類 の分解 産物 に相 当す る ピーク画分 を分取後凍結乾 燥 して、N末 端 ア ミノ酸 残

基 を各4残 基 ずつ決定 し、 イ ンス リンA鎖 のア ミノ酸配列 と比較 した(図5-3)。 この

結果 よ り酵素WTは 少 な くとも3箇 所 、I!e又 はLeuの 前 で イン ス リンA鎖 を切断 する

こ とが 判 明 した 。
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図5-2.イ ン ス リンA鎖 の 野生 型 酵 素(WT)(A) ,及 び変 異 型酵 素(M1)(B)に よ る分解 産 物 .
A,及 びBで 示 した大 きな ピー クは ,そ れ ぞれ 反応 停 止 に 使用 した 酢 酸,及 び未 分 解 の
イ ンス リンA鎖 に相 当 す る .
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5.3.4.酵 素反応 特性 の検討

変異 型酵素Mlが インス リンA鎖 を切 断 で きない現象 には、2つ の原 因が考 え られ

る。第一 には変異 酵素が基 質 との結合 体 を作れ ない場 合、第二 に は、酵素 の加水 分

解能が大 き く低下 した場合 であ る。 この どち らが主要 な原因 であるか を解析 す るた

め に、 まず酵素 とイ ンス リンA鎖 の結合 状態 に関 して考察 を加 えた。酵素標 品 を イ

ンス リンA鎖(2.馳g/m1)と 混合 して37。Cで20分 間保 温 し、次 に400μ1の カゼ イン(2%)

を加え イ ンス リンA鎖 が カゼイ ン加水 分解能 を阻 害 す るか否 かにつ いて調べた。 も

し変異型 酵素M1に お いて阻 害が認 め られれ ば インス リンA鎖 は基質 と相互 作用 して

い る ことに なる。実 験の結果、WT酵 素 の場 合 イ・ンス リンA鎖 に よる阻 害 は認 め られ

なか ったが、Ml酵 素 の場合加 えた酵 素活性 の約32%が 阻害 された。従 って イ ンス リ

ンA鎖 と変異型 酵素Mlと は基質一酵素複 合体 を形 成 す るが酵素 が基質 を加水分解 し

ないため に、酵素 か ら基質 が外 れ ず、結 果的 に活 性 中心部位 をマ スク して しま って

いる と推察 され た。

更 に直 接的、 また定量的 にM1酵 素 におけ る加水分 解能 の低下 を示 すため に、 合成

オ リゴペ プチ ドで あ る2(ベ ンジル オ キ シカル ボニル)一L-Gly-L-Leu-NH2(以 後Z-Gly-

Leu-NH2)を 基 質 と して用 いてKmとk。 、,の測定 を行 った。
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各 基 質 濃 度 で の反 応 初 速 度 を 求 め て、Lineweaver-Burkプ ロ ッ トに よ りKm,k。 、,

値 を測 定 した 。 酵 素 反 応 温 度 を37。Cと500Cの2種 類 に 設 定 して測 定 を行 い、 得 られ

た結 果 を表5-2(A)(B)に 示 した 。

表5-2(A)反 応 温 度37。C

プ ロテ ア ー ゼ Km(mM) kcat(min-1) k。at/Km(min-1/mM)

野生 型(WT)

変異型(Ml)

a
U

π
」

り
乙

0
乙

830

240

3

0

つ
J

l

表5-2(B)反 応 温 度50。C

プ ロテ ア ー ゼ Km(mM) k。at(min一 工) kcat/Km(min-1/mM)

野生 型(WT)

変異型(M1)

29

(1。1)*

30

(1.2)

1400

(1.7)

430

(1.8)

48

(1.5)

14

(1.4)

*:50。Cで の 値 と37。Cで の値 の 比(50。C/370C)

表5-2の 結果 よ り、野生型 酵素(WT)と 変異型酵素(Ml)で は、基 質 との親 和性 に対

応 す るKm値 に顕著 な差 は無 いが、 触媒活性能 に相 当す るk。a,に おい ては3倍 以上WT

の方が高 い値 を示 して いる事 が判 る。 この傾 向は温度 を50。Cに上 げて実験 を行 った

場合 に も認め られ た。従 って、 この特性 は、先の仮説 に矛盾 す る もので はない とい

える。
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第4節 考 察

タ ンパ ク質工学的手法 に よって熱安定 性の 向上 した変異型酵 素(M1:Glyl44→Ala)

の タ ンパ ク質 分解活性 を野 生型 と比較 した。 カゼ イ ンを基質 と した場 合、変異型酵

素Mlは 野生型 よ り約50%高 い比活性 を示 す こ とが判 った。 しか し可溶性還 元 リゾチ

ー ム、 イ ンス リンB鎖 及 び イ ンス リンA鎖 を基質 と して用 いた場 合 には、いずれ も

野 生型酵素 の方 が高 い比活性 を示 した ことよ り、酵素 の熱安定性 のみ な らず触媒活

性 も僅 か1ア ミノ酸残 基の置換 に よ り変化 する こと、 そ して その比活 性が基質 と し

て用 いるペ プチ ドの種類 を変 え る ことに よ って野生型酵素 と変異型酵 素Mlの 間の優

劣 に差が生 ず る ことが判 った。

耐 熱性 中性 プロテアーゼの基質 特異性 を、 インス リンA鎖 の分解産物 を同定 する

ことに よ り決定 し、 ロイシ ン又 は イ ソロイシ ンのN末 端側 でペ プチ ド結 合 を切断 す

る こ とが判 った。 この基質特 異性 は既 に報告 のあるサ ーモ ライシ ンの場 合 と全 く同

じであ った(97)。

サ ーモ ライ シ ンの結晶解析 か ら導 かれ た基 質 の結 合状態及 び切断 過程 を模式化 し

たのが 図5-4で あ る(104)。

捧 跳,

響:離毒 一
引 擁 惚
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毒 一鵡
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囚 ツ 早
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図5-4.サ ー モ ラ イ シンの活 性 中 心 部位 と基 質(阻 害 剤)の 結合 状態(A),並 び にサ ー モ ラ

イ シ ンの触 媒活 性 発 現機 構.
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反応 は酵素 と基質 の結合状態か ら、Gユul43(NprTで はGlu146)のCOOH基 が水 分子

の求核攻撃 を促進 し、 また結合部位がZn+2イ オ ンに よって非 極性化 され て い る状態

か ら開始 す る。次 にHis231(NprTで は234)が ペ プチ ドの プ ロ トンを遊離 して ア シル

中間体 が形成 され る。 そ して最 後に炭素 一窒素 間の結合が外れ て分解反応 が終 わ る。

NprTに おいて変異 を導入 した残 基(M1:Glyl44→Ala)は 、活性 中心の裏側 に存在 し

てい るが、求核攻撃 を促進 するGlu146を 含 む α一ヘ リック ス領域 内に変異残基 は存

在 して いる。 当初、 ア ミノ酸置換(Gly144→Ala)は 、 その残基 を含 む α一ヘ リック ス

構造 の安定化 を 目的 と したが、 そのため にGlu146の 占め る高次構造上 の位置 が微妙

にず れて、結果的 に熱 安定 性のみ な らず触媒 活性、特 に水分子 に よる求核攻撃 の促

進 効果 に変 化 をもた ら したのだ と考 え られ る。 熱安定 性向上並 びに触媒活性 の変

化 の詳細 な解 析 は、や は り野生 型 と変 異型 の両 酵素 につ いてのX線 結 晶構造 解析 を

行 い両者 を比較 す る事 に よ り行 え る。 現在、 予備的 に酵素 結 晶化 の条件 設定 を行 っ

てい るが、本 中性 プ ロテアーゼ は、サ ーモ ラ イシン と同 じジ メチル スル ポ キ シ ドを

用 いた方法(105)で は結 晶化 で きず、硫酸 ア ンモニ ウムを用 いた透析法 に よ り小結

晶を取 得す る ことが で きた。 そ こで現在、X線 結 晶解析 に使用可 能 な結 晶に成長 す

る条件 を検討 中である。結晶解析 が可 能 に なれ ば、変異 型酵素M1に お けるGlyl44→

Alaと い うメチル基 の付 加が酵素構造全 体 に与 える影響、 あるい は活 性発現 に重要

な役割 を果 す残基へ の間接 的 な影響 を解析 す る ことが で きるであろ う。

第5節 要 約

1.第4章 で タンパ ク質 工学的手法 に よ り取 得 した熱安定性 の向上 した変異型 酵素M1

(Gly144→Ala)の 比活 性 を、 カゼ イ ンを基 質 と して野 生型酵素 と比較 した場 合変

異型酵 素Mlの 方が約50%比 活性が高 か った。

2.同 じく両 酵素の比活性 を可溶性還元 リゾチーム、 イン ス リンB鎖 及 び イ ン ス リ

ンA鎖 を基 質 として測定 した場合、 カゼ イ ンの場合 とは逆 に野生型 のほ うが高

い比活性 を示 した。特 に イ ンス リンA鎖 を基質 とした場合、変異型酵素 に よる

分解 は殆 ど認 め られ なか った。

3.イ ンス リンA鎖 の野生型酵素 に よる分 解産物 のN末 端配 列 を決定 した結 果、本 プ

ロテア ーゼは基質 の ロイ シンまた は イソ ロイシンのN末 端側 を切断す る こ とが判 っ
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た。

4.変 異型酵素M1が イ ンス リンA鎖 を分解 で きないのは、触媒活 性が低 下 した為 で

あ って、基 質 との親 和性 に影響 は無 い と考 え られ た。実際 、合成 オ リゴペ プチ

ド(Z-Gly-Leu-NH2)を 用 いてKmお よびk。、,を測定 した結果、km値 に は両者 で殆 ど

差 が なか った、他方 、野生型 酵素 に比 べて変異型酵素M1のk。 、,は37。Cで1/3程 度

に低 下 してお り、 これが インス リンA鎖 を分解で きな い理 由で ある と考 え られ

た。

5.変 異型 酵素Mlを 作製 す る時 に ア ミノ酸置換 を導入 した144番 目の残基 は、立体構

造上 、分解反応 において求核攻 撃 を促進 する役割 を担 うGlu146を 含 む α一ヘ リッ

クス構 造 内に存 在 す る。上述 の触媒活性 の低 下 は α一ヘ リックス構造 を安定化 し

た こ とに よってGlul46残 基 の位 置が微妙 に変 化 して求核攻撃 促進 作用が 低下 し

た こ とが主 因で ある と考 え られ た。
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総 括 と 展 望

タンパ ク質工 学 とは タ ンパ ク質 の分子 構造 とその機能 の相 関 を背景 と して、設計

基準 に基 づ いて分子 の改 変 を行 い、 タンパ ク質 の構 造一機能相 関 を解析 、 あるいは

タ ンパ ク質機能 を人為的 に改良 す ることを 目的 と した工学 であ る。 この タ ンパ ク質

工学 を、遺伝子工 学 の側 面か ら見 る と、 目的酵素遺伝 子 の クロー ニ ング、塩基配列

決定、並 び に部位 特異的変 異操作 の3段 階 に分 ける こ とが で き、 この ことが また、

タ ンパ ク質 工学 が新世代 の遺伝子工学 と言 われ る所以 で あろ う。 そ して序論、及 び

各章 で も述べ た とお り、 それ らの ステ ップを通 して得 られ る知 見 も基礎 と応用 の両

面 で非常 に重要 で ある。 分子改変 におけ る設計基準 の作成 は、 タ ンパ ク質工学 に

おいて最 も重要 で あるが、 タ ンパ ク質立体 構造 に関 す る情報が不足 してい るために、

未 だ試行錯 誤の域 を脱 して いない。本研究 で はタ ンパ ク質機能 の計 画的改 変 を最終

的 な 目標 と して、耐 熱性 中性 プロテアーゼ構造遺伝子 の ク ローニ ング、塩 基配列決

定、分泌機 構の解 明、 タ ンパ ク質工学的手 法 を用 いた耐 熱性 の向上 、 そ して変異酵

素の基質特 異性 に関す る研 究 を行 った。 以 下 にその成果 を総括 す る。

まず第1章 で は、好 熱菌Bacillusstearothermophilus由 来耐熱性 中性 プロテ アー

ゼ構造遺伝 子の クローニ ングを同 じくB.stearothermophilusを 宿 主 と して行い、ま

た クローニ ン グ した遺 伝子 を常 温菌で ある枯草菌(B.subtilis)内 にお いて も発現

させた。 好 熱菌 の組 み換 え プラ ス ミ ド保持株 も、常温菌 の組み換 え プラ ス ミ ド保

持株 も耐熱性 を始 め と して全 く同 じ性質 の中性 プ ロテアーゼ を生産 す る ことが示 さ

れ、 ク ローニ ング した遺 伝子 は中性 プ ロテアーゼ構 造遺伝子 で ある と考 え られた。

また遺伝子増 幅効果 に よ り約15倍 の プロテアーゼ生産の増強 も認 め られ た。

第2章 で は、 ク ローニ ング した構造遺伝 子 の塩基配 列、菌体外 酵素 のN末 端 ア ミノ

酸配 列並 びに転 写開始点 を明 らかに して遺伝子構造 を解析 した。 その結果、本 中性

プロテア ーゼ構 造遺伝子 はL644塩 基(548ア ミノ酸残基)か らな るオー プ ン リーデ ィ

ングフ レームに コー ドされて いる ことが判 った。 また菌体外 プロテ アーゼ を精製 し

て、 そのN末 端 配列 を決定 した結果、菌体 外 にはオー プ ン リーデ ィングフ レームの

コー ドす るタ ンパ ク質 の230番 目のア ミノ酸以降のペ プチ ドが成熟 タ ンパ ク質 と し

て分泌 され ている事が明 らかに な り、N末 端 側229ア ミノ酸残基 は プ レープ ロ構造領

域 として プ ロテアーゼ分泌 に関わ って いる と考 え られ た。
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第3章 で は、先 に明 らか とな った プ レープロ構 造領域 の プロテ アーゼ分泌 生産 にお

ける役 割 を解 明す るために、 プ ロ構 造領域 内 に フ レームの合 う形 で欠失並 びに挿入

変異 を導入 した。 プロ構造領域内 の欠失 が大 き くな るほ どプロテアーゼ生産性 が低

下 す る傾 向が、 また僅 か2ア ミノ酸残 基 の挿 入変異(Gly-Pro)で もプロテ アーゼ生産

性 が極端 に低下す る傾 向が認 め られ プロ構造 が前 駆体 タ ンパ ク質 の膜透過 に重要 な

役割 を担 って いる こ とが判 った。 またペ ニ シ リナーゼの シグナル配列や プロテ アー

ゼ の プ レープロ構造 を用 いた分泌ベ クターに よる異種 タ ンパ ク質 の分泌生 産 を試 み

た結 果、 プロ構造 の役割 は、 プロテア ーゼ前 駆体 に膜透過 に必 要 な コンフ ォメー ショ

ンを与 える ことで あ り、 しか もその役割 は本 プロテ アーゼに特異的 であ る ことが明

らか にな った。

第4章 で は、成熟 タ ンパ ク質領域 に タ ンパ ク質 工学的手法 に よ りア ミノ酸置 換 を

導 入 して酵素熱安定 性 の向上 を図 った。変異 を導入 す るア ミノ酸 残基 は、 以下 の3

項 目の設計基準 に従 って行 った。 即 ち、①本 中性 プロテ アーゼ と同一機能異 種起

源 の酵素 のア ミノ酸配 列 を比較 す る ことに よ り、相 同性 の高 いア ミノ酸残 基 は置換

しな い。②統計 的 に熱 安定性 向上 に寄与 す る程度 の高 いア ミノ酸置換(例 えばGly→

Ala)を 導入 す る。 ③ 酵素 の立体構 造 を考 慮 して内部疎水性 を高 め、 α一ヘ リック ス

構 造 を安定 化す る置 換 を導入 す る。 その結果 、成熟 タ ンパ ク質領域 のGly144をAla

に置換 した場合(Ml)予 想 どお り野 生型 酵素 に比べ て熱安 定性の 向上 が認 め られ75。C

30分 の熱処理後 の残 存活 性が野生型 で20%以 下 で あるのに対 して変 異型 では50%で あ っ

た 。 また熱安定性 を低 下 させ る と考 え られ るア ミノ酸置換(M3:Thr66→Ser)も また

計画 通 り熱安定性 の低 下が認め られ た 。 しか し、 このM3置 換 に よる熱安定 性の低下

を回復 させ る為 に は、M3酵 素 に、M1(Gly144→Ala)の みで はな くM2(Gly61→Ala)置 換

を組 み合 わせた3重 変 異Ml23を 作製 す る必 要が あ った。 これ らの知見 よ り、酵素 熱

安 定性 の向上 は、活 性 に直接 関与 してい ない領 域 における熱 安定性 向上 に寄与 す る

ア ミノ酸置換 の協 同的 な効果 に よ り達 成 し得 る と考 え られた。

第5章 で は、先 に第4章 で作製 した変 異型酵素M1の 比活 性 あるい は基質特異 性の変

化 を異 な った基質(カ ゼ イ ン、可溶性 還元 リゾチー ム、 イ ンス リンB鎖 、及 び イン

ス リンA鎖)を 用 いて調べ た。 カゼ イ ンを基 質 と して用 いた場 合の比活性 は野生型

酵素 に比 べて変 異型酵 素Mlで は約50%高 くな る傾 向 を示 した。一方、可溶 性還元 リ

ゾチー ムや イ ンス リンB鎖 を基質 と した場合 には逆 に変異型酵 素 のほ うが比活性 が
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低 い事 が、 さ らに インスリンA鎖 を基 質 と した場合変異 型酵素 に よる分解が認 め ら

れ ない事 が判 った。合成 オ リゴペ プチ ド(Z-Gly-Leu-NH2)を 用 いてKm,及 びk。。,を測

定 した結 果、変 異型酵素M1で はk。、,値が野生型酵 素 の3分 の1以 下 に低下 していた。

ア ミノ酸 置換 を導 入 したGlyl44の 近傍 で、 かつ 同 じ α一ヘ リック ス構造領 域 内に存

在す る残基(Glul46)は 、触 媒活性 の発現 時 に求核 攻撃 を促 進す るア ミノ酸 残基 で あ

り、ア ミノ酸置換 に よって3次 元構造上 の位置が微 妙 に変化 した ことが比活 性 が変 化

した理 由で ある と考 え られ た。

以上 の よ うに、本研究 を通 して タンパ ク質工学 的に酵素 の性質 を変化 させ得 る事

を示 し、 また その過程 において種 々の基礎 的知見 を得 る こ とがで きた。本 研究 に関

連 して今後 の解決 すべ き問題点 を、① 酵素 生産 と② 酵素機能改 変の2点 に絞 って以

下 に述べ たい。.

①酵素 生産 序論で も述 べた とお り、Bacillus属 細 菌 の特徴 は種 々の菌体 外酵素

を分泌 す る点 に あ り、 またその特徴 ゆえに醗酵工業 上で重要 な位置 を占め る菌属 と

な ってい るので ある。 しか し菌体 外酵素 が工業的 に よ く利用 されてい る反面 で、 タ

ンパ ク質 の分泌 機構 に関す る知 見 はまだ殆 ど得 られ てい ないのが実情 で あ る。 今

後 は菌 の細胞膜 に存在す る と考 え られ る分 泌装 置 に関与 する遺伝子 の同定 、及 びそ

れ らの役 割 を理解 す る必要 が ある。その 目的のた めに は、分泌 に関す る変異 体 の作

製、 また その変異 を相補 す る因子 の ク ローニ ング、 コー ドされ てい る遺伝子 の解析 、

そ して遺 伝子産物 の局在性 の解析 とい う地道 な努力 の蓄積が必要 であ ろ う。 また同

時 に分泌 され る側、 つ ま り菌体外酵素 タ ンパ ク質(特 にその前駆体)に つい ての研究

も重要 であ る。第3章 で も述 べ た とお り、 シグナル配列 や プロ構造領域 は前駆体 タ

ンパ ク質 が膜透過 に必要 な コ ンフォメー シ ョンを構 成 す るの に重要 な役割 を担 って

い る と考 え られ る。従 って遺伝 子工学的 手法 に よ り異種 タ ンパ ク質分泌生 産 を試 み

る場 合 において は、 シグナル配列(あ るい は プレープロ構造)領 域 と成熟領 域 との組

み合 わせ に よって菌体外へ の分 泌効率が規 定 され て いる と言 って も過言 で はない。

分泌 タ ンパ ク質 前駆体の どの よ うな構造上 の特徴が 膜透過 に重要で あるかが判 れば、

前駆体領 域 の役 割解明 と異種 タ ンパ ク質分 泌生産 の為 に貢献 す るであ ろ う。

酵素生 産 において は、遺伝子 発現 制御機構 も解 明すべ き重要 な点 を含ん で いる。

酵素構造 遺伝子 の上流領域 には、 シスに働 く制 御領域 が存在 する場 合が報告 され て

お り、例 えば枯草菌(B.subtilis)由 来 の 中性 プロテア ーゼの場 合nprRl,nprR2(23)
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等 の存在 が知 られ て いる。 また、構造 遺伝子 とは染色 体上 の離 れ た位置 に存在 し、

遺 伝子産物 が酵素 生産 に トラ ンスに作用 して影響 を及 ぼす遺伝 子 も存 在 しプロテア

ー ゼの生 産増強 をもた らす因子 につ いてだけで も、枯草菌 にお いて、degSU(26),

degg(25),螂(106),及 び2apM(24)等 が報 告 されて いる。 これ らの遺伝子 の特徴

と して複数 の遺伝子 に同時 に作 用す る点 も挙 げ られ る。最 近 の我 々の研究 で は、好

熱菌(B.stearothermophilus)に お いて も この ように トラ ンスに働 く遺伝 子(塑)

が ク ローニ ングされ、酵素生 産増強(ア ル カ リプロテア ーゼ、 レバ ンスクラーゼ、

キ シラナーゼ、及び セル ラーゼ)の み な らず胞子形成 、細胞分 裂、鞭毛 形成や オー

トラ イシン活性に影響 を与 える ことが判 ってい る(107)。 この ような シスあるいは

トランスに働 く制御遺 伝子が、 どの ような機 構で標 的酵素構 造遺 伝子の発現 を制御

してい るか を解 明す る ことは、遺伝 子発現 制御機構 の解 明 と酵素 生産性 向上 の為に、

避 ける ことので きな い ステ ップで ある と言 え よう。 また制御領域 と前駆体 領域 を組

み合 わせて、制御 可能 な分泌 ベ クターの構築 も行 われ 、ペ ニ シ リナーゼ生産制御系

とア ミラーゼ シグナル配 列 を合 わせ持つ分泌 ベ クター に よ り良好 な異種 タ ンパ ク質

分泌生 産 を行 った例 もあ る(108,109)。

②酵素 機能改変 遺伝子工学 的手法 を用 いれば、 いかな るア ミノ酸置換 であ っ

て も酵素 タンパ ク質 内 に導入 す る ことが可 能 である。 しか し各 ア ミノ酸残基 の酵素

機 能 にお ける役割 が未解 明なため、酵素 機能 を計画的改 変 を行 った例 はまだ少 な く

ア ミノ酸 置換の酵 素機能 への影響 を調 べ る ことに よ り各 ア ミノ酸の役割 を類推 して

い るのが現状で ある と言 える。 この状態か ら抜 け出す為 には酵素構造 の側面か らの

情報 が提供 され る必要 が あ り、 その意味 で はよ り多 くの酵素 につ いて結晶化 そ して

X線 解 析が行 われ る必要 が あるが 、併 せて結 晶解析 方法 自体 の改 良 も加 え られ る必

要 が あ り、 よ り強 くて安定 なX線 発射装置 と画像処理技術 の 向上、3次 元NMR(核 磁 気

共 鳴装置)の 開発 、等 の機器分析 の分野 の進展 もタ ンパ ク質工学 にお いて非常 に重

要 であ り成果が待 たれ る。 しか し反面 、構造解析 に よ り得 られ る情報 に も限界が存

在 する ことを研究者 は認 識せね ばな らない。構造解析 か らの情報 を元 に して得 られ

た仮説 は、 ア ミノ酸 置換 に よる変異 酵素 の作 成 と性 格づ けに よ って証 明 され なけれ

ばな らず、構造 を元 に立 てたア ミノ酸置換 の戦略 がその まま機 能改変 に結び付 くと

は考 え られ ない。 こ う考 える と、 タ ンパ ク質工学 は変異体 の作製 と構 造解析 の繰 り

返 しで ある とも言 え る。 ところが、時 間的な要素 を考慮 に入れ る と、 構造解析 の段
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階が律速 してお り、変 異の導入 に際 してはそれ以 外の情報 を参考 にす る必要 が ある。

例 えば、 第4章 で述 べた よ うに 自然 界に存在 する同一 機能異種起 源 の酵素 の1次 構造

を参考 にす るの も一 つの方 法 である。本研究 の場 合、熱安定性 に基 準 をお いて統計

的手法 を参 考 に して、 ア ミノ酸残基 の置換場所 と置換 の種類 を限定 したが、他 の酵

素 特性(例 えば至適pHな ど)に つ いて も同様の方法 に よ り改変 で きるので はないか と

考 え られ る。酵素熱安定性 の向上 はあ くまで も酵素 タ ンパ ク質 の主 鎖 の立 体構造 を

変 え ない範 囲での、 しか も活性 発現 に大 き く影響 しない領域 での微 小 な構 造変化 に

基 いて行 われ るア ミノ酸置換 で ある。今後、 タ ンパ ク質 工学 の分野 が 目標 とするの

は、 や は り活性 中心部位 あるい はその近傍 におい て基質 との結合 や触媒能 力 を直接

操作 す る ことにあ る。本 研究 で用 いた中性 プロテ アーゼに関 して述 べれ ば、Asn115,

Alall6,Phell7及 びTrpl18が 基 質 との結合時 に疎水性 ポケ ッ トを形 成 してお り、第

5章 で も述 べ た とお りGlul46が 水 分子 に よる求核攻 撃 を促進 す る役割 を担 って いる

こと、 またArg206やTyrl60も 基質 との結合 に重要 な役割 を担 って い る とい うことが

X線 結 晶解析 の情報 か ら推測 され てい る。従 って今 後、 これ ら触媒活性 に直接 関与

す るア ミノ酸残基 を置換 して、基質 との親和性 や触媒活性 のみ な らず、 基質特 異性

や逆 反応(ペ プチ ド合成能)(110,111)に 着 目 してア ミノ酸置換 と酵素特性 の関係 を

系統 的 に調 べて行 く方 向で研究 は進 むで あろ うと考 えて いる。

Bacillus属 細 菌 は工業的利用 価値 の高 い酵素 を生産 し、 しか もそれ らを菌体外 へ

分泌 す る能 力 をも保持 してお り、分泌機 構、遺伝子発 現制御機構 や タ ンパ ク質構造

一機能 相関 に関す る基礎 的知見 はその まま応 用面 で も生かす ことがで きる と考 え ら

れ、 今後 も研究対 象 と して更 に注 目され るで あろ う。
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