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来特性の改変を行った。 その後このβ訟を川い、蛍(1質の分 f構造とその機能と

の相関を背長として、特定の醇ぷやペプチドのアミノ椴配ダIJ を fllll に設 LH-、変~す

るという蛍 rj 質 I ~学 (protein engineering) が作 11 されてきた。 この蛍 (1T1 I ~ 学

的手法を用いることにより鮮系分子の活性 1 ~ I心の解析、触媒機能の解明、蛍 (1 1'íの

安定性など、従米以上に分 f内部に関わる!lU題を深くfiH解することが 11J能になると

与えられている。 また応用的にも蛍ド l 質分子の投礼により、特定の .MTl に対する

淵和性を上昇させることなど、その機能改変も徐々に 11J能となってきた 。 これら

蛍 t1 ~貫工学的手法を月j い、 Perry と Wetzel (19) は Ttl リゾチ ー ムに新たな s - s

結合を設計、導入することにより醇素の安定性を尚めた。 また Tmanaka 写 (20)

は、耐熱t1巾 t'l-: プロテア ー ゼのドメイン問に位置する α - ヘリックス 11 1 に、特定の

アミノ酸置換を導入することでその熱安定化に成以J している。 今後はこれらの技

術を利川し、蛋じl質内部に係わる問題から遺伝子の調節、発射などにギるまで泣伝

子を思い通りに設計、改変することがますます多m されるものと予処!される。 す

なわち従来型技術を基礎とし、遺伝子工学、士長白質r.学を制iみ作わせることにより、

一層明快な解析、応用が可能になると期待されている。

-)j、有機《成においては、その一部またはすべてにおいて性体触媒である階ぷ

を利用するといういわゆるハイブリッド・プロセスが花けされている。 この場合、

酵素は触媒としての機能を果すが、従来の化学触媒とはその性絡が大きく兇なる 。

すなわち生化学反応を触媒する酵素は、

( 1 )常温、常圧、中性付近からせいぜい弱般性、弱アルカリ性の p 11 範附内とい

った温和な条件ドで、大きい反応の加速作間をぶすこと。

( 2 )基質に対する厳密な選択性。

( 3 )反応の立体選択性。

( !l ) 復雑な構造の基質分子の特定の部位にのみ反応を起こしうること。

など、一般の化学触媒の到達しがたい優れた特徴を有している。

ハイブリッド・プロセスを利用した一例として、 1979年Oyama 等 (21)が行った

プロテアーゼの逆反応による、甘味料アスパルテ ー ム CAsp-Phe -OMe) (  ̂P M) 

(22) の合成があげられる。 彼等の合成法は、従来の有機合成法とは異なる l主体

触媒を利用した点が大きな特徴である。 この合成法では、解素の特徴である基質

生物の生命活動は生化学反応の集積であり、各よ反応は生体触媒である酵素に依

存している。 I同際性化学連合の分額によれば、解素の種類は約 2 ， 400種にのぼる。

またこれまでにきわめて多くの椅類の酵よが分離され、それらの諸性質、構造等が

検討されてきた。 この r~1 にはストレプトキナ ー ゼ( 1 )、ウロキナ ー ゼ( 2 、 3)

など、医薬 j刊酵ぷとして川いられているものから、プロテア ー ゼ (4) やアミラ ー

ゼ( 5 )等、 仁業的に広く利用されている階:素まで非常に多岐にわたっている。こ

れらの醇素資源は動物、他物、微生物など生物界全体に分布しているが、微生物の

場合には、醇素 '1:.産を 11 的として、変異処:n~等により優良的株を容易に得ることが

でき、またその情養)j法を改良して生産性を増強することもI1J能であり、さらに栂

の多械さゆえに各椅の応用酵素の供給源としてますます重要になりつつある。

1970年代からE. coJi を用いた泣伝チ組換え技術が 111 現し( 6 )、 1980年代前半

にかけては各桶醇来遺伝子が次々とクロ ー ニングされた (7 ， 8 , 9 ， 10) 。 こ

の!日j 、 Maxam と Gi 1 bert (11)や Sanger等(1 2) は ONA の権基配列決定法を確な

させ、クロ ー ン化された遺伝子の培法配ダ1] レベルでの解析を可能とした。 現庄で

は蛍 1'1 1'1化学などにおける l走路研究から、阪学、農学、 L学領域での応用研究に手

るまで、これらの技術は幅広く活川されるまでになった。

近年、遺伝子刺l換え技術を利用した遺伝デ憎幅効巣による物質生産への応用が広

く進められており、例えばDNA リガ ー ゼ(1 3) やトリプトファンシンタ ー ゼ(1 4)

など特定の階;来の生産ノj を数十ないし数百倍に増強しうることが示されている。

また遺伝子クロ ー ニングの技術は、種の障壁を越えた遺伝-f発現をも吋能とし、従

来微世しか得られなかった人 1-11 来インタ ー フエロン(15) 、ヒト成長ホルモン (16)

、 tissue type plasmino只en activator (t-PA) (17) をはじめとする各縄付加価

値の両い静素やペプチド等の大量生産も口J能となってきた。 このように、遺伝子

レベルでの解析を行し、遺伝 f増幅効果を利用することによって、クロ ー ン化した特

定の醇ぷ遺伝子の生産を棉段に増強することが可能となった。

1982年、'h nter と Fersht等(18) は、化学合成した DNA を用いて特定の地某配列

を換える、いわゆる部位特異的変異 Csite -directed mutagenesis) の手法により酵

つ
臼
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第J1 i;í~ では、この 両手ぷ泣伝 fの訂するプロモ タ を解析するため 、 このプロモ

タ ー を店本 として桶々の改良明プロモ タ を構築し、 Æ co/i 1 1 1 でプ口モ ー タ

一 強度の比較を行い、 /JBci/ /us J局 制IIt剥 rll-* l7，orl プロモ タ の特徴 を|りj らかに

した。 さらにこれらの知1 5-óを法とし、 Æ co/i 11 1 で働く強力かっ ~lilJ 御 IIJ能 なプロ

モ ー タ の構築を試み た。

に対する厳密な選択1'1:、人きい Jx応の Jll1.i生 ff川を不IJ 川 し 、イi機作成rl と比べ大加 に

介成ス テ ップがmì llIX化されている 。 さらにこの }j誌は以応の \1体選択性があるた

め、 D， し Phe OMc i1l 0 ドにおいてもし体にのみ選択的に Jx.応するため、ぷ終的に分

離する Lれがィ、必安・ となることも人きな利点である 。 今後、このようなハイブリ

ッド ・ プロセスはますます発反していくであろう。

本研究では 、 ハイブ リ ッド ・ プロ セ ス に川 いる 八 PM 合成川静ぷの取得お よびそ

の分 子構泊の解明を 11 指し、八 PM作成に利用し うるプ ロ テアーゼ' I :_Y主的のスクリ

ニング、防:ぷ泣伝子の ク ロ ニ ングおよび塩法配ダIJ レ ベ ルでの解析、その組換え

体の僻階、および蛍 (1 質[学的手法による僻系分子の改変をけ的 と し研究を行っ た 。

以トー にその研究の概裂を述べる 。

2115 fで は 、 m !'I 質 L学的に プ ロ テ ア ー ゼの爪i 1'l: と'ム: Jt .n を 1 '. ケ 1Iーさせるべく 、

( 1 )活性 rjl心の改良、 ( 2 ) サ プサ イ トにおける アミノ 椴間換導入に よる )I~ TI税

不川7主の L舛、 ( 3 ) ドメイン1H1 の rr 山度の用減、 ( 11 ) チ ロシ ン残法を卜リ プ ト フ

ァ ン残法に白換する効果、 ( 5) fi L'.分解耐性の付与な ど試み、 ÝI付11: I '. !d と安定性

が付 J止 さ れる I可能件があるこ と をぶした。

W2 市では、 ml 市でねられた雨株を DNA 供与体とし、 8Bci/J us stJ.βtiJis の遺

伝 f交換系 (23) を利川して、 l耐熱性 rl' flI-: プロテア ー ゼ構造遺伝子のクロ ーニ ング

を行 っ た。 次にクロ 一 二ングした構造遺伝ー子の全塩基配ダIJ を決定し、コ ー ドする

ア ミ ノ般配ダ11 を推Jt した。 また組換え体の生産するプロテア ー ゼを精製し、ア ミ

ノ木端のア ミ ノ駿配列を決定した。 さらに構造遺伝子を高コピ ー 数プラス ミ ドベ

ク タ ー である pUB110 にサプクロ ー ニングし、低コピ ー数プラスミドベクタ ー での発

射と比較した。

第 6 草では、低コピ ー 数 プラスミドベクタ ー を川い、 ß. subtiJis I勾でかrl泣

伝子発射を行わせた際、この遺伝 r は醗酵温度により発射儀式が見なると Jt に、酵

ぷ生産性が地強されることをよ」い t1i し、その現象を誹紺l に解析した。 さらに好熱

的 FF!来耐熱性 11 1性プロ テ ア ー ゼをコ ー ドする遺伝子、 ρ'fJrT ( 2~) 、 rjl;1rJ t淘である

枯阜商Lt l 来 α - ア ミ ラ ー ゼ追伝子、 BIllYl' ( 25) 、を 11 iJ 織の系を川いて発射 さ せ、

これ ら の遺伝子において府益時における温度効果についても E淵べ た 。

第 1 t'~í: においては、ハイブリッド・ プ ロセスに用いる APM 合成m酵素取得を 1 r 

桁し、天然界より什成川静ぷを 11:.比する的株のス ク リ ー ニングを行 っ た 。 また得ら

れた プ ロ テ ア ー ゼ) 1:.応 l均株の改良を行うことにより、高生花株の育種、さらに醇3伝

蛍 (ITI としての r箭性質を i調べた 。

最後に、 ノド研究で明らかにした結果を総括して、今後解決すべき問題点と共に、

8BciJ J.ω 属組i繭のプロテア ー ゼを中心にし、遺伝子発射、酵よ醗醇'1 :.花、および

蛍ド1 質r.学的な酵素分下の改変について、今後の展望をまとめた。

第 3 r;i: では、この醇系遺伝子を詳細|に解析し、 j宣伝千発現に及ぼす核酸上の 2 次

梢芯の有無を調べ、それらが遺伝子発現とどのような関係にあるかを明らかにした。

さらに一般的に以絞作物における妓椴 1: の 2 次構造の遺伝子発現に及ぼす影響につ

いてまとめた。
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第 1 節緒言

而J 穿きも'ド主 つf ロラニー 7 一 寸三、弓二三Jæ~菌 O:Jタ〉

南佳と ごL勺定亥障孝三長の言者 'f生霊室

1965年にアメリカ G.D.Searle社で、胃液分泌ホルモンであるガストリンの合成に

ついて研究中、アスパルテ ー ム (A P M) が強い甘みを呈することが偶然発見され

た (22) 。 その構造は L- Asp- L-Phe-OMe のジペプチドであり、砂糖の約200 倍の

けさを持つ合成甘味料として知られている。 また APM は、アメリカ食品医薬品

局 (FDA ) においてかつてないほど厳しい安全性試験が実施され、発痛性などに対す

る安全性が確認され、現在アメリカのみならずヨ ー ロッパ、円本においてもその食

品添加剤としての認可がなされている。 従来は化学合成法により合成されていた

が、 1979年Oyama 等 (21)は、プロテア ー ゼの逆反応を利用した新たな合成法を確

立した。 この方法では、プロテア ー ゼとして .Bac.1・// us t!JerllloproteoJ yt icus 由

来、耐熱性中性プロテア ゼであるサ ー モライシンが使用されている。 サ ー モラ

イシンは、切断点のイミノ基側に、ロイシン、フェニルアラニンのような疎水性ア

ミノ般を要求する、エンド型のプロテア ー ゼである。 またこの酵素は好熱蘭出来

であるため他の プロテア ー ゼに比べ非常に耐熱性が高く、長時間の使用にも安定で

あり、ハイブリッド・プロセス向きの酵素であるといえよう。

ここでは、従来用いられてきたサ ー モライシンよりも耐熱性、比活性の高い酵素

取得を 1-:1指し、天然界より LI 的酵素生産菌株のスクリ ー ニングを行った。 また醇

素の諮性質を調べると共に、各穐変異処理を行い高生産株の取得を行った。

第 2 節 実験材料および万法

培地

5 -

スクリ ニング用の完全培地として L 培地(パクトトリプ卜ン 10 g 、酵母エ

キス 5 g 、 NaCl 5 g /R， 、 NaOHで pH 7.3 に調整)を用いた。 し培地に 1% カ

ゼ、インを添加したものをLC培地とした。 固形培地として用いる場合には、寒天を

2%加えた。 醗酵槽を用いた培養においては、 WSG 培地(小麦粉 30 g 、大豆粕

15 g 、グノレコ ー ス 10 g 、カゼ、 イン 4 g 、 KH 2 PO" 1. 5 g , MgSO" ・ 7H 2 0 0.5 

g , CaC12 ・ 2H 2 0 O. 2 g / R， 、 NaOHで'pH 7.5 に調整)を用いた。

培養条件

酵素生産には、 WSG 培地を用いコンビュ ー タ 制御醗酵槽(実容量 60 R, ) で情

養した。 培養温度は、 50 0C 、 pH は 6. 0 以上、また溶存酸素濃度は 2 ppm 以上に保

持し 9 時間(増殖期)培養後、徐々に回転数を低下させ溶存酸素濃度をドげた。

プロテア ー ゼ牛.産菌株のスクリ ー ニング法

菌体外にプロテア ー ゼを分泌すると、カゼイン含有プレ ー ト上で、コロニ ー の周

辺にカゼインの部分分解物(パラカゼイン)のハロ ー を形成する。 プロテアーゼ

生産菌のスクリ ー ニングは、滅菌水で適当に試料(土壌より採取したもの)を希釈

し、 LC寒天培地に塗布した後、 50 0C 、 24時間培養し、ハロ ー 形成の千{1mにより確認、

した。

プロテア ー ゼ活性測定法

プロテア ー ゼ活性測定は、 Hagihara (26) 等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 (50 mM 卜リス塩酸塩、 5 mM 塩化カルシウム、

pH7. 5) に酵素を適当に希釈後、基質(酵素緩衝液に溶かした 2%カゼイン) 1 ml と

を混合撹枠後、 37 0C 、 20分間保存した。その後 2 ml の反応停止液 (0.] M トリク口

ロ酢酸、 0.22 M 酢酸ナトリウム、 0.33 M 酢酸)を加え激しく撹伴し、さらに室

祖にて 30分間静置後、 Watman Filter paper NO.1 (，喧径 7 cm) で櫨過して、波長27

5 nm におけるろ液の吸収を測定した。

プロテアーゼ活性単位の定義は、 37 0C において、 1 分間に 1με のチ口シンに相

当する可溶性物質を生成させる酵素量を 1 uni t とした。

6 



スクリ ー ニング菌株 rci]定法

蘭株同定は、酸素通気増殖、カタラ ー ゼ反応、グラム染色、および胞子形成等、

標準法に従って同定した (27) 。

変異導入)j法

50 0C 、 L 培地で対数増殖期まで培養後、遠心 (5 ， 000 g 、 10分)し、 20μg/ml の

N ー メチル - N - ニトロソグアニジン (NTG) を合む L 培地で50 0C 、 15分静かに培養

した。 遠心集薗後、 L 培地で 2 [iJJ洗浄し、再び L 培地に懸濁した。 さらに 50 0C 、

21時間情養し、 LC寒天培地 kで変異株を選択した。

菌体外プロテアーゼの粗精製法

情養 1-.清を限外櫨過膜 (UF-10ps，およびUF-100ps，東ソ一社製)を用い、低分子

(分子培、附く 10 K) および I高分子 (分子量、 MW > 100 K) 蛋白質をそれぞれ除去

した。 得られた蛋白質溶液について、アセトンを用いて溶媒沈殿を得た。 凍結

乾燥後、酵素緩衝液 (5mM CaC1 2 , 50 mM トリス塩酸、 pH7.5 )に懸濁し、これ

を和解京液とした。

プロテアーゼの結品化法

20mMの酢酸カルシウムを酵素懸樹液に添加後、 O.2N NaOH で徐々に pHを 1 1. 5 まで

t昇させ醇素を完全に溶解させた。 溶液は直ちに 0.2N酢酸を用いて中性にし、 4

OC 、 24時間放置した。析出した結晶を集め、さらに同様の方法により再結品した。

SDS ー 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 (28) 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、酵素蛋白質

純度検定には、 Laemmli の不連続 SDSゲル (29) を用いた。 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 マジ プリリアン卜プル - R250 で 40分間染色し、脱色液 (25% メタノ ー ル、

10%酢酸)で脱色したO

7 

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 150 units/ ml ) を試験行に人れ、 60 0C の

湯浴中に入れた。 一定時間ごとにサンプリングし氷冷水により冷却し残μ活性を

37 0C で測定した。

至適 pH

酵素活性は、 37 0C で次にボす緩衝液巾で測定したo pH5. 5 ---7. 5 は 10 mM ク

エン酸 - リン酸ナトリウム緩衝液、 pH7.0 ---8.5 は J0 mM 卜リス抱椴緩衝液、 pH

8.0 ---9.0 は 10 mM ホウ駿緩衝液を使用した。 それぞれの pHに調整した緩衝液で

プロテア ゼ酵素液を希釈(1 :100[v/vJ) し、某質のカゼイン溶液と混作し、各々の

pHにおけるプロテア ー ゼ活性を測定した。

等電点電気泳動

等電点の測定は 、 Bier等 (30) の開発した分取型等電点電気泳動装自を開いて測

定した。 実験は以下の条件で行った。

両性担体 1 % PHARMALITE (pH 3 ---J 0) 

両性担体注入量 130 ml 

サンプル濃度 40mg/ rnl 

サンプル注入量 4 ml 

泳動時間 20分

電極液 陽極側 O. 1N H'3 PO" 

陰極側 O. 1 NaOH 

ポンプスピ ド 65% 

設定電力 150W 

設定電圧 1600V 

設定温度 -50C 

- 8 -



プロテア ー ゼド~l'g剤の影響

酵ぷ液 (30μR )にそれぞれの阻害剤を合む 3 mR の酵素緩衝液を加え室温で15

分間締罰した。 その後、 37 0C におけるカゼイン分解活性を測定したO

llus stearotóerfflopbilus であると 1riJ ~えし、 JJacillus stearotberlllopbilus MK232 

と命名した。

試薬 1.3.3. JJaciJ Jus stearotberlllopbiJus MK232 株の変見処f'H による階系住陀t'1: の Lr:

強バクト卜リプトン、醇ほエキス、は Difco Laboratoriesより、リゾチ ー ム、トリ

ス出足は、 Sigma Chemicals より、 Filter paper NO.1 は、 Watmanよりそれぞれ購

入した。 その他の試薬は、不u光純薬工業(株)、およびナカライテスク(株)よ

り購入した。

JJ. stearot�r/IJopbi/us MK232 株のプロテア ー ゼ 1].:応能をさらに r~ :]めるため、 NT

G を使用し種々の変異株の取仰を行った。

胞子形成は JJacillus 属細菌において、アルカリ性プ口テア ー ゼソ!ミ応と!対述して

おり、リファマイシン耐件 (R r )変異株は胞子形成能欠釘となる品JfYがあること

が報告されている (3 1)。 また一般に JJaciJJ.ω!再知!摘において、 l~ ， .tt プロテア

ー ゼは対数昭如期に、またアルカリ性プロテア ー ゼは定常用l以降に応性される。

従って中性プロテア ー ゼは、定常期以降アルカリ性プロテア ー ゼによる分解を受け

る可能性がある。 そこで中性プロテア ー ゼの生産性を向上させるため、 NTG 処聞

により、数穐のリファマイシン耐性変異株の取得を試みた。 その結果、何られた

リファマイシン耐性変異株のほとんどは胞子形成能欠出株であったが、 l 株を除き

f七打が非常に;悪かった。 牛.育の良い l 株 (R r イ株と命手ノ; )は、 M K232 株と I'IJ械

に生育し、野性株より多量の中性プロテア ー ゼを生産した。 このように R r ;1株

は、リファマイシン耐性変異株であり、同時に胞 f形成能も欠むしていた。 また

アルカリ性プロテア ー ゼは定常期以降、検出限界以ドでありその中広能が失われて

いた。 その結果、目的とする中性プロテア ー ゼの分解を減少させることが IIJ能と

なり、生産性を向上させることができた。

E業的に中性プロテア ー ゼの醗酵生産を考えた場合、グルコ ー ス抑制と宅来抑制

を解除することにより、安価にまた効率良く酵素生産が吋能となる。 そこでグル

コ ー ス耐性株と窒素耐性株の取得を試みた。 NTG 処瑚によりグルコ ー ス 1%を合

むしC寒天培地上で、大きなハロ ー を形成するグルコース l耐性株 (G 20株と命名)を

R r 4 株より得た。 さらに G20株からカザミノ酸l耐性株 (GC51 株と命名)、両ア

ンニウム塩耐性株 (YG185 株と命名)を同僚の方法により得ることができた。

~13 節結果

1.3. 1. プロテア ー ゼを生産する好熱簡の分離

l1tYR ̂.TJ から 1~壊を採取し、その一部を5ml の L 培地で55 0C、引1年間振とう培益し

た。 収益液を適4 に滅的水で希釈し、その 100 μt をしC本ノだ培地 L に広げ、 55

℃でー佼培養した O その結果、約2 ， 000 株の好熱繭を分離することができた。

そのうち約 100 株がハロ ー を形成し、プロテア ー ゼを分泌生産していた。 各々の

繭株を、し培地を}目い 55 0C 、 16時間振とう培養した。 集菌後、 1-.清からプロテア

ー ゼを部分精製し、八 PM{'ì成活性および耐熱性試験を行った。 その結果MK232

株が ^PM {j-成活性、耐熱性共に優れたプロテア ー ゼを分泌牛産することが判明し

Tこ O

1.3.2. プロテア ー ゼを生産する好熱菌MK232 株の|司定

.M K232 株は絶対好気性であり、 j胞子形成細菌であった。 またグラム染色陽性の

梓白河であり、カタラ ー ゼ院生能を有していたo 以上のことより、この菌株は JJa-

Cl・JJus 属細菌であると同定した。 一方、:MK232 株は 70 0C まで牛育可能であった。

Bergey-s Manual of Systematic Bacteriology(27) によりこの菌株を、 .JJac.I乙

1._3.4. .JJaciJJus stea.rot�.rJIJop�.iJus YG185 を用いた中性プロテア ー ゼの生産

Q
d
 

1 0 



中性プロテア ー ゼの精型および結品化1. 3. 5. stearotβerllloj}jウiJus YG185 株とその親株である MK232 株を WSG 培地を用い、良

その 1 :清より 1 tl性 プ ロ テ ア ー ゼ ( Npstearotner�/opnfJus YG18 5 株を培長後、丘YG185 株の酵素生産パタ ー ンを図 1醗酵槽を使用して 50 0C で、 20時間培養した。

を組精製し、結晶化した(関 1 -2 ) 。rM) 自3体濃度は、培地中に小 di:_粉等不溶物が入っているため直接濁度- 1 に /J'\ した。

( [叉11 - 3 ) 。この酵素資料をSDS-ポリアクリルアミドゲル16%泳動で分析したそこで濁度測定可能な L 培地で培養を行い発生する炭の測定は不 riJ能であった 。

また HPLCを川いたゲル議過 (TSK -ge-その推定分子量 (MW) は 34 ， 000であ っ た。その結(CO ;, )を、廃ガス分析装置を用いガス 1=1-'の CO 2 濃度を測定した。般ガス

(34.000) 。でも同様の分子量であった束ソ 一 社製)1 G-3000sw. 果 ] f!， の培地から CO 2 で 0.5 f!， の蓄積があったとき、菌体濃度 00 0 0 0 で約 10 に相

IJJ 菌株 (MK232 と YG18これらの関係から、菌体濃度を推定し求めた 。、 r'jした。

5) の歯体増殖経過はほぼ |司じであったが、変異株である YG185 株は MK232 株に比べ

また両株とも増殖連動型で酵素の
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中性プロテア ー ゼの諸性質1. 3. 6. 

およ結品化したNprMを用い、長適pH、 pH安定性、至適温度、熱安定性、て手屯点、

またこ(関 1 -!I ) 。至適pHは 7'""8 付近であったび阻害剤の影響を調べた。

酵Æ活性(関] - 5) 。の酵素はpH5 "-' 1 0 において室温で24時間は安定であった

B A 醇-*耐熱(凶 1 -6) 耐熱性の階ぷである。の至適温度は 70 0C付近と尚温であり

性は、従来耐熱性が高いと言われているサ ー モライシンと共に測定し比較した。

94.01 
50 0C から 5 0C おきに温度を上昇させたが両醇素とも 85 0C まで活性低トはほとんど認

図 1 -7 に示したように 90 0C 、 30分の熱処開後、 NprM はサ ー モ

であった。また等電点は 9. ~ ライシンに比べ約10%高い残存活性を示した。

められなかった。
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凶 1 -5. NprMの pH安定性. 階:素液はそれ

ぞれの pH、宅温において 21時間静許した.

その後、その溶液を ，1 1和して 37 0C で階ぷ活性

を測定した.

除1] -1. Npr.Mの至適 pH. 酵素活性は

それぞれの緩衝液中で37 0C で測定した.
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図 1 -3. 精製した NprMの SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動.

日:標準蛋白質マ ー カ ー

13.0K :ovalbumin , 

製NprM

トリス:10mM pH7. 0-8.5 

ホウ酸緩pH8. 0-9. 0: 10mM 上白酸緩衝液，
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ノjが約40%高い比活性を有していることがわかった。

プロテア ー ゼ NprM の各栂 1)11 汗剤.表 1 -1 . 
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E D T A : ethylenediaminetetraacetjc acid. 

D F P : diisopropyl f]uorophosphate 

P M S F : phenylmethylsulfonyl fluoride. 

考察第 4 節

関 1 -7. NprMおよびサ ー モライシンの熱

定tif. 酵素綜液は 90 DC で各時間保出後、

凶ちに冷却し残存活性を 37 DC で測定した.

関 1 - 6. NprMの至適温度. 酵素活性は

安 10mM トリス緩衝液 (pH7.5) を用い、各々

の制度で測辻r した.

八 PMの合成を目的とし、従来使用されていた耐熱性中性プロテア ー ゼであるサ

その生産ー モライシンより耐熱性、比活性の優れたプロテア ー ゼの取得を日指し、

サ ー モライシンよりも耐熱性で約 10% く、菌を土境よりスクリ ー ニングした結果、
キレ 卜剤である EDTAでぷ 1 - 1 に /Jミしたように各縄阻芹剤の影響を調べた。

またカゼインを基質とした場合約~O%高い比活性を有する耐熱性プロテア ー ゼを得
活性は I~I{ i与されたが、 DFP. およびPMSFでは阻害されなかったことより NprMは金属プ

表 1 -2 にその性質をまとめた。ることができた。
ロテア ー ゼであることがわかった。

サ ー モライシンと)1:常によく似このプロテア ー ゼ (NprM) は分子量、手適pH等、
東ソ 一社製)により組精製した- }j HPLCを川いたゲル議過 (TSK -gel G-3000sw. 

サ ー モライシンよりしかし、耐熱性や比活性が、た性質を有する酵素であった。
NprM と「打開立のサ ー モライシンについてそれぞれ完全にシングルピ ー クになるまで精

優れた↑t1:質を有していることからほとんど同じ構造を有しているが、微妙な差異も

これら両酵素の分子構造の違いを比較することは非常にあることが予想される。

その結果NprMの比活

サ ー モライシンは 19.000 u/mg protein であり NprMの

製し，J，j酵素のカゼインを法質とした比活性の測定を行った。

判ミ は 27.000 u/mg protein 、

J 6 
1 5 



興味の持たれる点である。
5 株を分離することができた。

ゼ適 p 11 

34. 000 

7'"'-'8 

約 70 0C

9. 4 

90 0C 、 30分の熱処理後、約45% の

残存活性

3. MK232 株、 YG185 株の生産する耐熱性プロテア ー ゼ (NprM) の諸性質を t調べ

たところ、分子量34. 000 、 rFI件付近にギ適 pH.をイiする合同プロテア ー ゼであ

った。 またNprMは非常に安定江酵ぷであり、サ ー モライシンより l耐熱性で

約 10%、比活性で約40%高い酵素であった。

ぷ 1 -2. NprMの諸性質.

分 f域 (MW)

世適温度

等屯点

耐熱性

比活性(基質:カゼイン)

p H 安定性

熱安定性

27.700 u/rng protein 

pH 5 '"'-' 10、室温で 24時間は安定

70 0C以下では安定

ドIl芹斉u EDTA 

組株である MK232 株よりアルカリ性プロテア ー ゼ欠出株を取得することにより、

定常期以降、本酵素の分解を押さえることができた。 またグルコ ー ス抑制、窒素

抑制を解除することにより、安価な糖蜜や硫駿アンモニウムを培地中に添加するこ

とが nI能となり、_[業的醗酵生産においても有利になると思われる。

第 5 節要約

1 . 仁壊より耐熱性プロテア ー ゼを生産する菌株を一次スクリ ー ニングし、約2.

000 株の好熱闘を分離することができた。 さらにその中から耐熱性中性プ

ロテア ー ゼを効率良く生産する MK232 株を分離することができた。

2. 椅々の変異処理により親株の MK232 株より約 2 倍高い酵素生産性を示すYG18

oo --- 1 7 -



第三 2 中て Baci//us stearothermophj/us 

MK232 Lll オξ 而寸穿きも f全 rfゴ 't生プロテ

ア ゼ、よ宣伝云 -f- のク口 一 二二ングと

そケ GD 土伝完走尚己ヲリ

第 l 節緒 ci

従来、耐熱性中性プロテア ゼとして工業的にも広く使用されてきたサ ー モライ

シン (EC 3. 4. 24. 4) は、 1972年 Ma tthews 、 Titani等によりそのアミノ酸配列

がゆl らかにされ、その後 X線結晶構造解析によりその立体構造が決定された。 ま

たこれらの知見に基き、活性ql心や某質結合部位が明らかにされた (33 ， 34 , 35) 。

ゾj、好熱菌山来中性プロテア ゼ遺伝チは 1983年、 Takagi等 (2 4) によ っ て d

subti・Jis および ß. stearotheI1/Jophj・/us の系を用いてクロ ニングされ、その全

t説法配ダIJ が明らかにされた。 この酵素 (NprT)は Jlaci/JグS 属細菌の生産するプ

ロテア ゼに見られる特有のプレ プロ構造を有し、サ モライシンと非常に高 い

相JrîJ 性をぶした (85% の相向性)。 このように特定の遺伝子をクロ ニングする

ことは、損培配列レベルでの解析を口J能にし、また塩基配列からアミノ酸配列を推

測する ことができるだけでなく、遺伝子増幅効果を利用した醇素の生産性増大も期

待できる口 1986年、 Imanaka 等 (20) は nprJ' 遺伝子を周い、部位特異的変異導

入 (site directed mutagenesis )の子法を胤い、 α ー ヘリックス中に変異を導入

することにより 、 NprTの耐熱性を上昇させることに成坊した。 しかしながらサ ー

モライシに比べると、その耐熱性は低いままであった。

第 l í1:にお いて上壊より、耐熱性中性プロテア ゼを生産する好熱菌を分離し、

その酵素の諸性質を調べたところ、この解案はサ ー モライシンより耐熱性、比活性

共に高い有用な酵素であった (36) 。 そこで、 NprMの分子構造を解析し、サ モ

ライシンとの違いを明らかにする こと、また遺伝子増幅効果により酵素坐産の増大

を目指し、 nprJ'遺伝寸このクロ ー ニングおよびその解析を試みた。

1 9 

第 2 節実験材料および)j法

使用菌株、ファ ー ジ、およびプラスミド

使用した菌株、ファ ジ、およびプラスミドをぷ 2 I にぶした 。

表 2 -1 .使用菌株、ファ ー ジおよびプラスミド.

蘭株 特性

Il. stearot!Jer/Jlop!Ji/us 

MK232 

YG185 

B. subti/is 

MT-2 

I!sc!Jeric!Jia coJi 

K-]2 JMI03 

ファ ー ジ

ファ ー ジ M13 mpl0 

皿 pll

プラスミド

pTB53 

pNP22 

CmF nprll 

Rr Cmr nprll 

trpC2 JeuC7 !Jsrl !JS/ll1 Npr 

/). (Jac pfO) t!Ji strA 

endA sbc゚  !JsdR 

特性

特性

Tc F Km F 

Te KmF nprT I 

111%: 

(36) 

(36) 

(54) 

(53) 

山米

(53) 

(53) 

111 米

(55) 

(21) 

Tc'- テトラサイクリン耐性、 Km F カナマイシン耐性、 RF リファマイシン

耐性、 Cm'- クロラムフェニコ ー ル耐性

培地

L 培地、 L 寒天培地、およびLC寒天培地を用いた(第 1 章記載〉 。 抗生物質と

して、カナマイシンは 5μg /ml 、テトラサイクリンは20μg /ml の濃度を附いた。

- 2 0 -



プラスミドおよび染色体DNA の分離

染色体DNA の調製はWarrick と Lederberg の方法 (37) を改変して以下のように

行った。 JJ. stearotlJef'lJJOpJúJus の場合は 50 0C 、 JJ. subtiJis の場合では 37 0C で

L 培地にて一夜;情養した 100 ml 培養液より遠心集菌後、菌体を緩衝液(1 0 mM トリス

塩酸塩、 1 mM EDTA 、 pH8. 5 )で洗浄した。 次に 1 昭/ml (JJ. stearotlJerlllｭ

oplJ//us) または 5 昭/ml ( JJ. s，必tiJis ) のリゾチ ー ムを含む 50 mM トリス塩酸塩、

50 mM EDTA 、 ]5% スクロ ー ス (pH8. 5) 液 3 ml に懸濁し、 37 0C で 30分間放置 した。

その後、 50 mM トリス塩酸塩、 50 mM EDTA、 1 %Sarkosyl ( pM8.5) 液 3 ml を加え

て溶解させ DNA 粗標品を得た。 これを塩化セシウム ー臭化エチジウム平衡密度勾

配超遠心により精製し、 TE緩衝液(10 mM トリス塩酸塩、 O. 1 mMエチレンジアミン

内酢酸二ナトリウム (EDTA) 、 pH7. 5 )に溶解した。

プラスミドの調製は、 Birnboim と Doly (38) 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( 5 ml) 中で 37 0C にて約 16時間培養した E

subtilis 情養液 1 ml をエッペンドルフ遠心管に移して遠心集菌後、得られた菌体

を 100μd の 25 mM トリス境酸 (pH7.4) 、 10 mM EDTA 、 50 mM グルコ ー ス、 5mg/

ml リゾチ ム溶液に懸濁し、 37 0C 、 30分間保持した。 次に O. 1N NaOH -1 %ドデ

シル硫酸ナトリウム (SDS) 溶液 200μ2 を加え混合した。 氷中で 5 分間保った後、

3M酢酸カリウム (pH4. 8) を 150μd 加え混合し、氷中で15分以上静置後、 10 ， 000

X g 、 5 分遠心を行った。 遠心土清約 O. 4 ml を別のエッぺンドルフ遠心管に移し、

フェノ ー ル:クロロホルム 0 : 1)溶液 400μt を加えて混合し、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、言電~にて 2 分放置した後、遠心分離

00, 000 X g 、 5 分)によって DNA 沈殿を集め、 70% エタノ ー ルでリンスの後、 真

如乾燥した 。 これを 100μg RNaseAを含む 35μt の TE緩衝液に溶かし、 37 0C で 30

分間保温した。 プラスミド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 削分を塩化セシウム 一良化エチジウム平衡密度勾配超遠心

分離にかけて精製した後、 TE緩衝液に懸濁し 4 0C で保存した。 また DNA の染色に

は、臭化エチジウム 1%溶液を使用した。

DNA の解析には、アガロ ー スゲル屯気泳動およびポリアクリルアミドゲル電気泳

動を用いた (39) 。 アガロ ー スゲ、ルからの DNA の同収は、 Gene clean( i゚o ]01 

Inc. CA U. S. A. )を使用し行った。 ポリアクリルアミドゲルから DNA の [ul 収は、

Maniatis等 ( 60) の方法に従 っ た 。

形質転換

E. coli の形質転換は Imanaka 等の方法 (40) に従った。 CaCI .< 処flHしたコン

ピテント細胞はグリセロール(終濃度20% V /V) を加え、 -80 oC でみu 針;保作したも

のを使用した。 形質転換株の選択には、アンピ シ リン (20μg/ ml ) を j↓j いた 。

JJ. su.βtilis のコンビテント細胞はAnagnostopoulos と Spizizenの )i法 (4 1)に

従 っ て調製した 。 5 ml の L 培地中で37 0C 、 一夜培養 した培養液 1 ml を T ~' 1 培地

( K2 HPO " J4g, KH2 PO" 6g, (NH" ) 2 SO" 2g，クエン酸ナトリウム 1 g, 

MgSO " ・ 7H 2 0 O. 2g, L - ロイシン 50 mg, L - トリプ卜フ ァン 50 mg，カザ ミ

ノ酸 O. 2 g/.e 20 ml に植菌し、 37 0C で培養した 。 対数土開殖期からはずれて約 1

時間後(植菌後 3 . 5-3. 75 時間)にその 4 ml を T F' II 培地 (K 2 HPO " 14g, KH2 

PO.1 6 g, ( NH " ) 2 SO" 2 g, L - ロイシン 5 昭， L - トリ プ トフ ァン 5 昭，

カザミノ酸 0.1g/1) 36 ml に植菌し、1. 5 時間培養することによりコンピテント細

胞を得た。 コンビテント細胞 1 ml と DNA (約 1 μg) を混合し 、 37 0C 、 30 分、振

とう培養した後、 5 ， 000 X g 、 5 分間遠心し集歯した。 これに 3 ml のし 培地を )JII

え、 37 0C でさらに 2 時間培養することにより、プラスミドの遺伝子党現を行わせたO

この培養液を薬剤を含む L C または L 寒天培地に塗布し 37 0C 、 一佼培養すること

により形質転換株を得た。

DNA 塩基配列決定

DNA の塩基配列決定 は、 E. coli JMI03 およびファ ー ジ M13 mplO 、 mp]1を用い

て、ジデオキシ法 (57 ， 58) で行った。 両方向の配ダIJ を決定し、制限酵素部位を

挟む形で行った。 使用した配列決定用のゲル濃度は、ポリアクリルアミド 8% 、

および 6% ゲルとした。

DNA の電気泳動および回収法

ー
i
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凶体外プロテア ー ゼの精製

前益 I ~治を車11精製後(第 1 市、第 2 節記載) 10 llil o) 緩宮城、Ju mM.トリス塩酸、

:.> mM CaCL pH7. ~ ì に 抗併後、 Toyopearl HW-50 (ゲル櫨過)およびHPLC TSK 

gel G - 20nQ s wを日j t 、完全に t~_- ピ ー クになるまで精製した。 アミノ酸配列決定の

ためには、 fj tJ消化を防ぐため、トリクロロ酢般を終濃度 2% になるように加え、

醇ぷを失活させた。 この沈澱を返心して ( 15.000 x g 、 30分〉回収後、 0.8 ml の

蟻酸に栴解させた。 脱出後、 TSK gel phenyl 5PW RP (逆相クロマトグラフィ ) 

にかけピ ー クを同収した。 こ の サンプルはアミノ椴配列の分析に使用した。

2.3. 1. 耐熱性中件. プロテア ー ゼ「遺伝(-( nprK) のあli 午前'にお け る ク 口 てング

nprl 追伝子の出基レベルでの解析を行うためおii 市崎 rjr で ρ'，?lrß jt ， ι f のク ロ

ニングを試みた。 まず Il. stearotnerl!/opniJlJs MK232 株 お よびYG1 85 r* からの

染色体DNA (約 5με) をそれぞれんt 1 で消化後、 Pst J で消化した pTB53 C約 2

μg) とを連結した(全軍50μg) 。 述結泌??物を川いて ß. slJbtiJ/s MT -2 株を

形質転換した。 5μg /rnl のカナマイシンを合むしC寒天明地で選択し、それぞれ

約 1 0 弓 伺の形質転換株を得た。 MK 2"32 株からは 8 株、 YG185 株からは 6 株、ハ

ロ ー を形成する株を取得することができたO それらの株はすべて l，iJlI与にテトラサ

イクリン耐性株であった。 ぞれぞれの株 (K m r 、 T c' 、 N p r I )からプラ

スミドを調製し、 MT-2株を再形質転換しでもその表現型は変化しなかった (K m ， . 、

N 末端アミノ駿配列の決定

エドマン分解法によってプロテア 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

使肘した。 フェニルチオヒダントイン誘導体となったアミノ般を HPLCにより解析

T c r 、 N p r I )。

した。

さらに耐熱性中性プロテア ー ゼ遺伝子がコ ー ドされているか行かを椛かめるため、

形質転換株の商体外プロテア ー ゼの諸性質を調べた。 その結果、これらのプロテ

ア ゼは金属プロテアーゼの阻害剤である EDTAによって阻存を受けたが、セリンプ

ロテア ー ゼの阻害剤である PMSFによっては阻害されなかった。 また令:適 pH は 7 ，__

8 を示し、これらのことから中性(金属)プロテア ー ゼであると結論された。

また 65 0C 、 15分間の熱処理を加えても、これらのプロテア ー ゼは前十七低ドが i認めら

れず、耐熱性のプロテア ゼであった。 これらの結*から、 Il. stearotnerl!/op 

βiJus MK232 株およびYG185 株由米 l耐熱性中性プロテア ゼ遺伝 ((ρ'fJrl) が村，; ~I'( 

繭L.IJ にクロ ー ン化されたことが明らかとなった。

ρ'fJrl 遺伝子を有する組換えプラスミドをpTZ232 (MK232 株由来)および:pTZ185

(YG185株山来)とそれぞれ命名した。 pTZ232 は Il. stearotnerl/JopniJlJs MK232 株

r13来の遺伝子 5. 5Md を含んでいた。 pTZ232の制限酵素地図を図 2 - 1 にぷす。

]. 2Md のゐJ 1 -)今t 1 断片を欠失させたとき、プロテアーゼ活性は失われなかっ

たが、 2. OMd の ßal/J H 1 -Pst 1 断片や、 1.5Md の IIpa 1 -Pst 1 を pTZ232から欠

失させたときは、プロテア ー ゼ活性は見出せなくなった。 これらの結果から、 np

rK 遺伝子はpTZ232の d均 d m -PVlJ n 付近にコ ー ドされているものと身えられた。

一方、 pTZ185を用い同様の解析を行ったところ、全く同じ結巣が得られた。この

ことより、後の解析は親株である MK232 由来の pTZ232を用いた。

アミノ駿配ダIJ の相向性検索

アミノ駿配ダIJ の相同性検索はパ ー ソナルコンビュ ー タ - NEC PC- 9801 と“GENIAS"

(ソ下情報〉を使凡j して解析した。

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、 M13 シ ー クエンスキットは宝酒造(株)より購入した。 (α 一口 P) -c 

TP はアマ ー シャムより購入した。 他の試薬類については、第 1 章、第 2 節で述

べた。

第 3 節結果
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ドf(、 ( l' a同 I' r口dUC( )l1I1

R 

100 
CATGCATAGGÀAAATGTGAAÅAAAACCGTAGGGAATTATCÄACTATATCAGACTCTA1前七'CCCAATACÃAATA

-35 region 

CTGTAÂATA竺竺G什AATATTCTAÃATACAAAGAÀTAAA∞AωA∞A叩AAAAÅTGAAAAGGAÀAA羽田AAA
-10 region SD 

+ 

+1 

ATGAAAAGGAAAATGAAAATGAAATTACGATCGTTTGGTGTTGCAGCAGGACTAGCGGCCCAAGTATT'l"ﾎ'TACCT 
Me七LysArgLysMetLysMetLysLeuArgSerPheGlyValAlaAlaGlyLeuAlaAlaGlnValPheLeuPro

25 
100 

TACAATCGGC叩GCγrcATC∞AACACGTIACA叩GAACCAACAATIマCAAACCCCTCAA竹'CA守CTCCωTGAT
TyrAsnArgLeuAlaSerThrGluHisValThrTrpAsnGlnGlnPheGlnThrProGlnPheIleSerGlyAsp 

50 

nn 
i
 
ne 

200 

ヒーーム一一一一一ームよ
CTGCTGAAAGTGAATGGCACATCCCCAGAAGAACTCGTCTATCAATATGTTGAAAAAAACGAAAACAAGTTTAAA 

ArgLeuLysValAsnGlyThrSerProGluGluLeuValTyrGlnTyrValGluLysAsnGluAsnLysPheLys 

75 
300 

TTTCATGAAAACGCT AAGGATACTCTACAA TTGAAAGAAAAGAAAAA TGAT AACCTIGGTT'1'T ACGTIT A TGCGC 

PheHisGluAsnAlaLysAspThrLeuGlnLeuLysGluLysLysAsnAspAsnLeuGlyPheThrPheMetArg 

100 

ヒ=二士二二二二工二

npr¥l 

。 1.5 3. 0 4.5 n
H
u
 

p
h
U
 

7.5 'hU 

'un 
TTCCAACAAACGTATAAAGGGATICCTGTGτせ寸GGACAGGTAGTAACTGCGCACGTGAAAGATGGCAGCCTGACG

PheGlnGlnThrTyrLysGlyIleProValPheGlyGlnValValThrAlaHisValLysAspGlySerLeuThr 
125 

400 

GCGCTATCAGGGACACTGATICCAATTCCGAATTTGGACACGAAAGGATCCTIAAAAAGCGGGAAGAAATTGAGT 

AlaLeuSerGlyThrArgIleProIleProAs�euAspThrLysGlySerLeuLysSerGlyLysLysLeuSer 
150 |文1 2 - 1. プ ラスミド、 pTZ232およびその i誘導体の制限酵ぷ地 l文1. ~，荒木線は

/J. stea.rot!Jerl1/op!Ji!us MK232 111 米 DNA. 破線は欠失部分をぶす'rtilll以

階ぷ ;ìiH'L の IJa/J1 11 1 、 li'co R 1 、 Jめ!万 dIII 、 IIpa 1 、 Fst 1 、 Pvu II 、およ

び 58! 1 はそれぞれ 13 、日、 11 、 H p 、 P 、 p v 、および S でソJ\ す I7prJl

i立{ぷ f の f¥'/: i i"l~ と転 'I].)j I~JJ は矢印でぶす.

500 

GAGAAACAAGCGCGTGACATTGCTGAAAAAGATTTAGTGGCAAATGTAACAAAGGAAGTACCGGAATATGAACAG 

GluLysGlnAlaArgAspIleAlaGluLysAspLeuValAlaAsnValThrLysGluValProGluTyrGluGln 
175 

600 
GGAAAAGACACCGAGTITGTTGTTTATGTCAATGGGGACGAGGCTTCTITAGCGTACGTTGTCAATTTAAACγγr 

GlyLysAspThrGluPheValValTyrValAsnGlyAspGluAlaSerLeuAlaTyrValValAsnLetょAsnPhe

200 

TI' AACTCCTGAACCAGGAAACTGGCTGT ATATCATTGA TGCCGTAGACGGAAAAATTTT AAA T AAATTT AACCAA 

LeuThrProGluProGlyAsnTrpLeuTyrIleIleAspAlaValAspGlyLysIleLeuAsnLysPheAsnGln 

225 
700 

2.3.2. ρ'Prl 泣伝子の塩法配列決定

ρρrl 泣伝(-とその周辺領域の培U~配ダlj を、ジデオキシ法を用いて決定した(凶

2 2) 。 その塩法配列 rI J には唯一の大きな読み取り枠 (OR F')が存存ーし、そ

れは 1656出 )l~ (552 アミノ椴残基)から成り立っていた。 シャイン ー ダルガノ

(SD) 配列が、翻訳開始部位 (A T G) から 12bp上流に見出された(42) 。

また Takagi等によってクロ ー ニングされた耐熱性中性プロテア ー ゼ遺伝子 ( np.r 

T) (24) のプロモ ー タ ー配列(一35 領域: TTTTCC , - 10 領域: TATTTT)と非常に

よく似た領域がみられ、この領域が I7prl 遺伝子のプロモ ー タ 配列と予想された

CTTGACGCCGCAAAACCAGGTGATGTGAAGTCGATAACAGGAACATCAACTGTCGGAGTGGGAAGAGGAGTACTT 

LeuAspAlaAlaLysProGlyAspValLysSerIleThrGlyThrSerThrValGlyValGlyArgGlyValLeu 
••••• 250 

800 

GGTGATCAAAAAAATATTAATACAACCTACTCTACqTACTACTAτせマACAAGATAATACGCGTGGAAATGGGATT

GlyAspGlnLysAsnIleAsnThrThrTyrSerThrTyrTyrTyrLeuGlnAspAsnThrArgGly~~GlyIle 

275 

900 

τ可‘CACGTATGATGCGAAATACCGTACGACATTGCCGGGAAGCTI'ATGGGCAGATGCAGATAACCAATTTTTTGCG

PheThrTyrAspAlaLysTyrArgThrThrLeuProGlySerLeuTrpAlaAspAlaAspAsnGlnPhePheAla 
300 

AGCTATGATGCTCCAGCGGγrGATGCTCATTATTACGCTGGTGTGACATATGACTACTATAAAAATGTTCATAAC 

SerTyrAspAlaProAlaValAspAlaHisTyrTyrAlaGlyValThrTyrAspTyrTyrLysAsnValHisAsn 
325 

2 6 
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1000 

CGTCTCAGTTACGACGGAAATAATGCAGCTATTAGATCATCCGTTCATTATAGCCAAGGCTATAATAACGCATTT 

ArgLeuSerTyrAspGlyAsnAsnAlaAl 河 l1rArg~erSerValHisTyrSerGlnGlyTyrAsnAsnAl aPhe

350 

1100 

TGGAACGGTTCGCAAA TGGTGTATGGCGATGGTGATGGTCA.AACATTT ATTCCACTTTCTGGTGGTATI'GAτロ'l'G

TrpAsnGlySerGlnMe七ValTyrGlyAspGlyAspGlyGlnThrPheIleProLeuSerGlyGlyIleAspVal

375 

1200 

GTCGCTCATCAGTTAACGCA1~CGTAAccr .~ ~ATACAGCCGGACTCATTTATCAAAACGAATC'l'GG~AATT 

ValAlaHi~CluLeuThrド i $ .\ムéValThrAspTyrThrAlaGlyLeuIleTyrGlnAsnGluSerGlyAlaIle

400 

AA 'l'GAGGCAATA TC'l'GATATTTTTGGAACGTT AGTCGAA TTTT ACGCTAACAAAAATCC AGA TTGGGAAAT'1'GGA 

AsnGluAlaIleSerAspIlePheGlyThrLeuValGluPheTyrAlaA勺nLy s AsnProAspTrpGluIleGly

425 

1300 

GAGGATGTGTATACACCTGGTATTTCAGGGGATTCGCTCCGTTCGATGTCCGATCCGGCAAAGTATGGTGATCCA 

GluAspValTyrThrProGlyIleSerGlyAspSerLeuArgSerMetSerAspProAlaLysTyrGlyAspPro 
450 

1400 

GATCACTATTCAAAGCGCTATACAGGCACGCAAGATAATGGCGGGGTTCATATCAATAGCGGAATTATCAACAAA 

AspHisTyrSerLysArgTyrThrGlyThrGlnAspAsnGlyGlyValHisIleAsnSerGlyIleIleAsnLys 
475 

1500 

GCCGCTTATTTGATTAGCCAAGGCGGTACGCATTACGGTGTGAGTGTI'GTCGGAATCGGACGCGATAAATTGGGG 

AlaAlaTyrLeuIleSerGlnGlyGlyThrHisTyrGlyValSerValValGlyIleGlyArgAspLysLeuGly 
500 

AAAA'I寸寸寸~TATCGTGCATTAACGCAATATTTAACACCAACGTCCAACTTTAGCCAACTTCG~~CGCTGTT

LysIlePheTyrArgAlaLeuThrGlnTyrLeuThrProThrSerAsnPheSerGlnLeuArgAlaAlaAlaVal 
525 

1600 

CAATCAGCCACT也ACTTGTACGGTTCGACAAGCCAGGAAGTCGCTTCTGTGAAGCAGGCCTTTGA~GGTAGGG

GlnSerAlaThrAspLeuTyrGlySerThrSerGlnGluValAlaSerValLysGlnAlaPheAspAlaValGly 
550 

1700 

GTGAAATAAAGTGGTATCTCATCAGTGGGGGATTTTTTCCTCCACTGATGTI'TTGTTTGTGATCAATGATGTCAG 
ValLys* 禽合

図 2 2. lþ性プロテア ゼ追伝子 ( JJprl) の塩基配列とアミノ酸配列.

瞳基配列は翻訳開始部位を ト 1 とした. アミノ酸配列は塩基配列の下に示

す. 成熟蛋白質領域の N末端アミノ酸配列は、エドマン分解法により決定

し、アミノ酸配列の下に矢印で示す. アミノ酸配列は、翻訳開始アミノ酸

(M.et ) を 1 で示 す. 予想されるシャイン ダルガノ配列 (SD) (塩基 一 18か

ら 12 ) とプ ロモ タ 領域( 35 と - 10領域)は培基配列下に直線で示す.

屋印 〈本料)は、ストップコドンを示す . 予想される転写終結領域は塩基配

列の下に両向き矢印(日)で示す. サ モライシンと比べたときのアミ

ノ酸置換を破線で示す.

2 7 

( -35領域: TTTTCC , - 10領域: TATTGT) 。 この配列はSD配ダIJ の約~O bp !-_抗に

位置していた。

出基配列から予想、される N 木端アミノ酸配ダIJ には、 一述の恥法性アミノ椴 (Lys ，

Arg) の後五に疎水性アミノ椴コアが続く典明白{J な シグナル配タ'Jが見られた (~3)

また逆繰り返し配タIJ と TTTT を合む典期的なタ ーミ ネ タ ー 配ダIJ (C^TC 八 G

T GGGGGAT T T T Tア CCTCCACTG^T GTTTT) が OR ド rt'(後に

比られた。

2.3.3. 繭体外 l耐熱性中性プロテア ー ゼのア ミ ノ酸配列

NprMを JJ. su，βti/I.タ MT-2/pMKlおよび JJ. stearot�r//lop�/us MK 232 から分離精製

し、これらの精製品を用いて N末端アミノ椴配ダIJ の決定を行った。 N 木端アミノ

駿は全自動シ ー クエンサーを用 い 5 サイクル決定した。 長初の 5 つのアミノ酸は

lle-Thr-Gly -Thr-Ser でありこの配列は、^ T ̂  ( +709 から +71 1， l1e 院12

-2) から始まる配ダIJ と完全に一致した。 その配ダIJ に対応するアミノ般を矢印で

凶 2-2 にぶした。

-)j、アミノ酸配列から蘭体外に分泌されるプロテア ー ゼの分子討を，n t-';l:したと

ころ、 316 アミノ酸 、 34 ， 266ダルトンであり第 i 市、第 3 節で測定した分子世 (34

， 000ダルトン)とほぼ一致した 。 これらの結果から、 nprl 泣伝子も /Jaci/ / usjj].¥ 

細菌の生産するプロテア ーゼで一般的に見られる長いプレ ープロ構造(本酵素の場

合は 236 アミノ酸) (44) として翻訳されることを /1ミしていた。

NprMの地基配列から推測されるアミノ酸配列をサ ー モライシンのアミノ椴配タIJ

(34) と比較検討した。 その結果、 NprMは 2 つのアミノ酸を除き、サ ー モライシ

ンと全く同ーであった。 置換されているアミノ酸残基はAsp37 から Asn37 および

Glul19から Glnl19であり、いずれもアミノ基が付加されたアミノ酸への置換であっ

た。 NprMがサ ー モライシンに比べ、カゼインを基質とした場合の比活性と耐熱性

が高いということは、これらのアミノ酸置換に起閃しているものと考えられた。

一方、 ß. stearot�rlJJop�Jus CU21 株由来耐熱性中性プロテア ー ゼ ( NprT ) との

比較を行 っ たところ、成熟蛍白領域では高い相向性を示した (85%) が、プレ ープ

ロ領域においてはそれほど高い相向性は認められなかった (40%) (関 2 -3) 。

- 2 8 -
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以12 -3. コンビュ ー タ ー による NprM と NprT のアミノ酸配列の相同性.

(1 抜きの太線はプレ ー プロ領域、黒の太線は成熟蛍白質領域を示す. 数字

は N 末端からのアミノ酸数をぷす最少相|司領域の長さは 3 アミノ般とし

fこ.
H 

pTNM53 と pTNT53の構築. pTZ232 と pNP22 の太線はそれぞれ d
stea.roι&e.rlJJopbiJus MK232 と JJ. stea.rothe.rlJJophiJus CU21 由来 DNA である.

と Tc r はそれぞれ力ナマイシンおよびテトラサイクリン耐性遺伝子を示

図 2 -4. 

Km ,-

ρ'fJrK 遺伝子および oprT 遺伝子の枯草菌中での発現2.3.4. 

す.
第 2 章、第 3 節で示したように ρ'fJrK 遺伝子と op.rT 遺伝ヂの有するプロモ タ

stearotherlJJophiJus MK しかしながら E配列は非常によく似た配列であった。
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の親株のプロテア ー ゼ発現率を比較すると MK232 株の方がはるかに多量のプ

そこで枯草菌を用い両遺伝子を同じ条件で発現させ、ロテア ー ゼをよ主産していた。

各発現量の比較を行った。

する)

ドベおよび oprT遺伝子を図 2 - 4 に示したように、低コピ ー数プラスミoprl 

およofJrl クタ ー である pTB53 を用いサプクローニンングし枯草菌に導入した。

。

pTNM53 と pTNT53を保持それぞれpTNM53 と pTNT53 に命名した。び oprT j自伝子を、

図 2 -5. pTNM53 と pTNT53を保持する JJ. SI/Lう t.iJ.is MT- 2の菌体増殖とプロテ
ア ー ゼ生産における経時変化. 培養は20μg /ml のテトラサイクリンを含
む L 培地を用い 37 0C で行った. 培養液中の歯体増殖は・、酵素活性は・、

する JJ. subt.iJis MT- 2 株を 2Æ時間、 37 0C で同条件で培養したところ、 pTNM53を保持

一方、生育は両株ともほぼ同様であっ

subtiJis 内においても ofJ.r1 遺伝子JJ. 

する株のほうが約 20倍高い活性を示した。

このように親株同様、(凶 2 -5) 。fこ

のほうがかなり高い生産性を示した。

で示す.
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E
C
S
C
】
司
E
C
Z
』
O
Z
〈
ー
-
ー

/・一一首~

• / • / • 

7000 

5.0 
5000 

ハ
Ui
 

}
 
(
 

ー

05 / 
3000 

叫E
\コ
)
主
〉
一
】
U
〈
忠
岡
山
】O
よ

ー
-
ー

NprMの枯草菌を用いた醗酵生産2.3.5. 

nprl 遺伝子をコピ ー数の異なNprMを遺伝子増幅効果により増産させる目的で、

これらのプラス(図 2 -6) 。るプラスミドベケターにサプクロ一二ングし た

同コピー数プラスミドベクタ ー である pUB110を用いたミド保持株を培養した結果、

nv 
nu 
nu 
l
 

これはプラスミドが高コピ ー場合、予想に反し高い酵素活性は得られなかった。

:.!H 24 :.!O 16 8 
実のため、宿主に過大な負担をかけ、結果として不安定化したものと恩われる。

Time (h) 

図 2 -7. pMK1を保持する ll. su.βtiIis MT- 2の蘭体増殖とプロテア ー ゼ生産

における経時変化. 培養は 5μg/mlのカナマイシンを含む L 栴地を用い 37
oc で行った. 菌体増殖は・、培養液中の酵素活性は・、で示す .

しかしながら、nprJ'欠失プラスミドが多数認められた。際プラスミド脱落株や

品い酵素活性を不低コピ ー数プラスミドベクタ ー を用いた場合は、 pMK1 、 pMK2共、

(図 2そこで;pMK1を有する枯草菌を用い、酵素の醗酵生産について調べたした。

またSDS-PAGEでその結果、 6 ， 000 u/ ml 以上の高い酵素活性を示した。一 7) 。

の培養上清の蛋白質の挙動を分析したところ、酵素活性の上昇に伴い、 NprM (34, 0 

10 9 8 7 6 5 4 3 2 
94K 

67K 

43K 

(図 2 -8) 。

24時間後には総分泌蛋白質のうち NprM蛋白質が占める割合は、約20% に達してい

fこ。

のバンドが増大し菌体外に分泌されていることが判った
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東太織は ll. stearot!Jerlllop!Jilus 

pTZ232 、 pMKl 、 pMK2はそれぞれ低コピ ー数プラス

ミドである pTB53 、 pTB51 、および、pTB522を用いた. pMK3は高コピ 数プ

ラスミドである pUBll0を用いた. 制限酵素部位の 8aIJJ H 1 、

R 1 、 Pst 1 、必1 1 、および Ába 1 はそれぞれ B 、 B g 、 E 、

よび X で示す npr.K 遺伝子の位置と転写方向は矢印で示す.

シンとテトラサイクリン遺伝子はそれぞれkan と tet で示す.

図 2 -6. pMK1 、 pMK2 、 pMK3の構築.

MK232 由来 DNAを示す.

67.0K 

図 2 -8. ll. subt_l・/is MT- 2 /pMK1 の培養上清の SDS ポリアクリルア ミドゲ

ノレ電気泳動. レーン 1 :標準蛋白質マ ー カ ー (94. OK:phosphorylase b, 

:albumin, 43.0K:ovalbumin, 30. OK:carbonic anhydrase, 20.1K:trypsin 

inhibitor) . レ ー ン 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 、 9 、および10は各培養

時間のサンプル (4 、 6 、 8 、 10、 12 、 14 、 16 、 20、および24時間) . 
K:kilodaltons 

Eco 

S 、お

カナマイ

jJgl n 、

P 、

3 2 3 1 



第 4 節考察

本研究において新規に分離した ß. stea.rothe.r/IJopn_jJus MK232 株の生産する耐熱

性中性プロテア ー ゼはサ ー モライシンに比べ、耐熱性で約10%、比活性で約40%高

かった。 これらのアミノ酸配列を比較するため、枯草菌中で np.rl 遺伝子をクロ

ー ン化し、全塩基配列を決定したところ、塩基配列から推定したアミノ酸配列は、 D日1l1:1 111 八

G lu11 9 ・今 (;1 1111 9

2 つのアミノ酸置換 (Asp37 から Asn37 およびGlu119から Glnl19) 以外はサーモラ

イシンのそれと全く相同であ っ た 。 本酵素の立体構造は別途決定されており、図

2 -9 に示す。 ここで示された両アミノ酸置換とも酸性アミノ酸へのアミノ基の

付加であり、屯街を持たないア ミ ノ酸になっていた。 2 つのアミノ酸置換は、

Doma in A で生じたものであり、 Domain B はサ ー モライシンと全 く相同であった。

それらの置換は蛋白質の 3 次構造の変化がなく Domain A 中の静電的バランスに役立

っ ているのかもしれない。さらに Asn37 、 Gln119 というアミノ酸置換は、静電的バ

ランスの変化と合わせ近傍のア ミ ノ酸との聞に水素結合を形成し、結果的 iこ Domain

A をさらに安定化したのかもしれない。 またArgos 等 (45) による酵素の耐熱化

の統計的処理によると、 Asp から Asn へのアミノ酸置換は熱安定牲を向上させる 置

換である。 これらの置換は、自然界での進化過程において水素結合の付加あるい

は良好A な静電状態形成可能なアミノ酸置換が生じ、耐熱性、比活性が上昇した一つ

の例であると思われる。

一般に、好熱性細菌由来の遺伝子における GC 含量は高いと言われている( 46 , 

47 , 48 ) 0 .゚ stearotne.rlllopn_j/'ωCU21株由来、 np.rT 遺伝子のコ ー ディング領

域の GC 含量は 58 mol%であり、コドンの 3 文字目 は 72 mo] %という 高い GC 含量

を示した。 驚いたことに、 np.rJ' 遺伝子のコ ーデイング領域における GC 含量は

42 mol% と低く、 3 文字日 はさらに低か っ た (36 mol%) 。 この数値は ß.究 a/IJy 一

/必'0/μJ

.゚ su.βf白_jソ/んis の中性プロテア ゼゼ、遺伝子(それぞれ4μ4 と 4幻2 mol%) (50) の GC 含

量 と似た数値でで、あつた O しかしながら NprM と NprTのアミノ酸配列における類似性

は非常に高か っ た(図 2 -3) 。 また GC 含量がかなり異なっていたことから、

これら 2 つの遺伝手は進化的に起源が異な っ ている可能性が強いものと考えられる。

Domλ 111 H 

:.I()() 

区12 -9. NprMの 3 次元構造o 向丸は α -炭素を示す. 亜鉛!照子を点薬IJ
丸で示 し、アミノ酸とのリガンドを破線で示す 1 つのカルシウム原子は
黒丸で示す. アミノ酸置換は矢印で示す.

次に 17p.rj( nprT 遺伝子の発現を枯草菌中で行い比較したところ、同様の条件下

で培養を行ったにもかかわらず、酵素生産性はNprMのほうがNprTに比べ約20倍も 高
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かった。 この違いは、 ( 1 ) 図 2 -3 で示したように成熟蛋白領域の相向性

は高いが、シグナル配列やプロ構造がかなり異なっているため、分泌効率に差が現

れた、 ( 2 ) 両遺伝子の GC含量が大きく異なるため、枯草菌中におけるコド

ン利用頻度の違いが発現に影響を与えている、などに起因していると考えられるが、

今後詳細な検討を行う必要がある。

一方、 ρrprl 遺伝子をクロ ー ン化することにより、遺伝子増幅効果が期待できた。

実際 ß. subtiJis /pMK1 を 37 0C で培養した場合の酵素生産性は、約 6. 000 u/ ml (約

300 昭/f，) に達し、親株である ß. stearotb♂'D7JopóiJus MK232 株を同条件で培養

した場合に比べ約 10倍高い活性を示した。 pTB53 のコピー数は約 9 であり、コピ

ー数に見合った遺伝子増幅効果が現れたものと考えられる。 従って、工業的利用

を考える場合には、枯草菌を用いた遺伝子組換え体の醗酵がさらに有利であると恩

われる。

由来の耐熱性中性プロテア ー ゼ遺伝子)を用し\同じ低コピー数プラス ミド

ベクタ ー にサプクロ ー ン化し、 ß. su.βtiJis における形質発現を比較したと

ころ、 nprl 遺伝子の方が約20倍高い活性を示 した。

4. 遺伝子増幅効果による酵素生産性向上を調べるため、 高コピー数および低コ

ピ ー 数プラスミドベクタ ー にサプクロ ー ン化し、 JJ. su.βtilis を宿宇.として

生産性を比較したところ、予想に反し低コピー数プラス ミ ドベクタ ー の方が

高い活性を示した。 すなわち JJ. su.βtilis MT- 2/pMKl を用いて情養したと

ころ、約6.000 u/ml (約 300 mg/ f, )の酵素を生序することができた。 一万、

高 コピ ー数プラスミドの場合、宿主に過大な負担をかけ、不安定化している

ことが示された。

第 5 節要約

1 .プラスミドベクタ ー として低コピー数のpTB53 を用い、 JJ. stearotberJIJo.戸。

iJus MK232およびYG185 株より耐熱性中性プロテアーゼ遺伝子、 nprl、を

枯草菌内でクロ ー ン化した。

2. nprl 遺伝子の全塩基配列を決定したところ、本遺伝子は1. 656 塩基 (552

アミノ酸)から成っていた。 菌体外に分泌された成熟酵素について、その

N末端アミノ酸配列を決定した結果、 N末端から 236 アミノ酸はプレプロ構

造であり、菌体外酵素は316 アミノ酸(分子量34.266ダルトン)であること

が判明した。 サ ー モライシンと比較した結果、 2 つのアミノ酸置換 (Asp

37から Asn37 およびGl u119から Gln1l 9) を除いて同ーであった。

3. nprJ' 遺伝子 と相向性の高い nprT 遺伝子 ( .゚ stearotóerJIJopój・lus CU21 
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第三 3 'T'" 刀 jJ rM  の多詮現， ，こおける通量イ云 二子 2

と穴牟誇差主 dコ千受害リ

によるものかその解析は非常に興味が持たれた。 そこで第 3 草において構造遺伝

子中の塩基配列の 2 次構造に着目し、遺伝子発射との関係について解析した。 さ

らに原核生物の遺伝子発現に影響を及ぼすと思われる符領域において、 2 次構造の

強度と遺伝子発現との関係をこれまで報令されているデ ー タをもとに轄煙、比較し

た。

第 1 節緒言

遺伝子発現は E. coJi の系を用いて研究が進み、プロモ ー タ ー 配列、 SD 配列、

シグナル配列、遺伝子増幅効果等の解析がなされている。 特にプロモ ー タ ー配列

に関しては遺伝子発現と密接に関与している因子と考えられており、 E. coli にお

いてはその強度と発現の関係は詳細に調べられている (51)。

最近、遺伝子発現を支配する別の因子 として遺伝子上の 2 次構造が注 目 されてい

る。 1982年 Hall 等 (52) は、 E. coJi の発現において I日RNA上の 2 次構造が翻訳

開始を調節しているということを明らかにした。 これは SD配列に存在する核酸

上の 2 次構造が翻訳効率に影響を及ぼしていることを示 したものである。 このよ

うに遺伝子発現における核酸上の 2 次構造は重要な因子として認識されるようにな

第 2 節 実験材料およびh"法

使用菌株、ファ ー ジ、およびプラスミド

使用した菌株、ファ ー ジ、およびプラスミドを表 3 - 1 にぶした。

表 3 -1. 使用菌株、ファージおよびプラスミド.

蘭株 特性 [1] 米

(5 ~) 

っ てきた。

反 subtiJis 宜[-2

.lscneric!Jia coJi 

K-12 JM109 

trpC2 leuCl !Jsrl !Js/JJI Npτ 

好熱菌 1J. stearot!Jer/JJop!J.l・lus MK232 株由来耐熱性中性プロテア ー ゼ遺伝子

( Jヲ'!Jrl ) は、中温菌である 1J. subtiJis 内でクロ ー ン化され、全塩基配列が明らか

にされた(第 2 章) (53) 。 またこの遺伝子を保有する 1J. subtiJis は親株同様

効率良く形質発現させた。 一方、 Takagi等 (24) によって分離された好熱菌Z

stearot!JerlIJop!JiJus CU21株由来耐熱性中性プロテア ー ゼ遺伝子 ( nprT) も 1J. sｭ

ubtiJis 内 でクロ ー ン化され、全場基配列が決定された。 これら両遺伝子を比較

すると、塩基配列、アミノ酸配列とも比較的高い相向性が見られた (53) 。 特に

プロ モ ー タ ー領域においては非常に高い類似性があった。 また両遺伝子を 1J. sｭ

ubtiJis 中において発現させたところ、 npr.l 遺伝子の方が同じ宿主菌、 同じ コピ

ー数プラスミ ドにもかかわらず、約 20倍高い酵素生産を示 した (36 ， 53) 。 このよ

うに両遺伝子において比較的高い相向性があるにもかかわらず、このような発現の

違いが見ら れるのは遺伝手構造の特牲によるものか、またはコドン使用頻度の差異

rec;/J. L1 (/ac pro) end;// t!Ji-/ i str;/ 

gry;/.91 nsdl?J 1 sup.l'41 F t.ra/)J'6' 

pro;/ I /] 、 Jac.í 、、 ZL1 IJ5

(56) 

ファ ー ジ 特性 山来

ファ ー ジ M13 mp18 (56) 

mp19 (56) 

プラスミド 特性 由米

pMKl Km γ nprl 、 (56) 

pUC19 Apr (56) 

Kmr :カナマイシン耐性、 Ap" :アンピシリン耐材二

。
。

円
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明地

|民地、 L 浪人;以地、およびLC浪人:培地を川いた(第 1 市、第 2 節記載)。 抗

f七物質 と し て、カナ マイシ ンは 5μg / ml 、アンピ シ リ ン は ~Oμε / ml の濃度を則

11. SI/，どうtiJi旨のコシしテント細胞はAnagnostopoulos と Spizizenの )j法 (11 ) に

?っ て z閑却した (:_，;'" 2 -亡、 m2 節) 。

し、 fこ 。
プ ロテア ー ゼ活性の測定法

カゼインをぷ町とし第 1 市、第 2 節記載のえi訟に従い測定した。
DNA 傑作

DNA は、 TE緩衝液(1 0 mM 卜リス塩酸塩、 0.1 mMエチ レノ ジ アミ ン内酢椴:ナトリ

ノム ( 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 ~ ù 縦波を使川した。

プラスミドを人-IA調製する場合は、第 2 阜、第 2 節に従い調製、保存した。

九 リゴヌクレオチドは DNA 作成禄 (Model 380B, Applied Biosystems Co. , Ltd. 

California. USA) を川い合成した。 DNA 塩某配ダIJ決定はファ ジ M13mp18 およ

び mp19を川いてジデオキシ法 (57 ， 58) で行った。

砂喰トの 2 次情jEの検索

被椴上の 2 次補造の検宗はパ ー ソナルコンビュ ー タ - NEC PC - 9801 を川い “「

lAS" (ゾ|二情報)を使!日し解析した。 検索条件は、以卜の条件で行った。

Minimum stacking length 6 bp 

maximum stacking energy -15 kcal/mol(-63kJ/mol) 

25 bp maximum loop-out 

D 1'l A の屯気泳動および 111[収法

DNA の解析には、アガロ ー スゲルおよびポリアクリルアミドゲル15気泳動を川い

た (39) 。 アガロ ー スゲルまたはポリアクリルアミドゲルからの DNA の 111]収は第

2 示、第 2 節に従った。

ノ ー ザンプロット

~mersham oligonucleotide directed in vitro mutagenesis systern (Amersham 

ノ ー ザンプロット は A lwine等の Jj法 (6 1)に従い、 Hybond - N hybridization tr 

ansfcr membranes (Amersham Corp.) を川いて行った。 pMKl から ρρrK .ìli伝子

を合む L 210 bpの 118m H 1 -Aat 1 DNA断片を分離し、 Takara random DNA label 

ing kit (宝柄造(株) )を矧いて標識し、ハイブリダイザション・プロ ブと

して月1 いた。 プラスミドを保持する JJ. SLJ.βtiJis を Ll白地にて 37 0C 、 2~U!j IIIJ防長

し、法心集雨後、全RNA は Duva 11 等(1 20) 、 Shimotsu等 (67) のぶした、ボイリ ン

グ法に従い分離した。

i'iI~似特~的変J't!:導人法

Corp. , Amersham, Eng 1 and) を川い変異を導入した 。 ρ'jJrK 遺伝 fをむする pMKl

の JljJ7 d 皿 - Sp!J 1 断nをファ ー ジ M 13mp18 にサプクロ ー ン化し一本鎖DNA を調製

した。

If. coJi の形質転換は lmanaka 等の方法 (40) に従った 。 CaCl :< 処即したコン

ピテント細胞はグリセロ ー ル(終濃度20%V/V ) を加え、 80 0C で凍結保存したも

のを使用した。 形Tí転換株の選択には、アンピシリン (50με / mJ) を井j いた。

岐殿上の 2 次精造掲載論文の検索

核殿上の 2 次構造掲載論文の検索は、 JOISサ ー ビス (JICST on-Jine informatiｭ

on system. Tokyo )を利用し、キーワ ー ドとして“secondary structure " 、 “ s­

tabiljty of mRNA" 、 “ terminator" 、 “ gene expression "等を用いた。 1980

-1989 年の 10年聞から約600 の論文を選択した。 それらの論文の I ~I から mRNA 2 次

構造の自由エネルギーと遺伝子発現効率との量的関係が記載されているものを選択

j影質転換

Q
d
 

q
J
 - 40 -



導入のために、次の合成DNA を使川した。 pMK2 として、 5- 一 八 GCT 八 TG 八 C

GC 八 * C C ̂  G C G G T -3- (Ser-Tyr- Asp- Ala- Pro- Ala) 、 pMK3 として 5-

GATGCTCCT 本 GCA 本 GTTG^TGC - 3- (Asp-Ala-Pro-Ala-VaJ A 

sp )を化学合成した(民印を付した塩基について変)!iした)。

した。 令ての.ð. G 仰の算Ll I は、 Tinoco等の )J法 (62) に従った。

試薬

i!i!J r~~酵長、 T~DNA 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

ゼ、 M 13 シ ー クエンスキットは官桝造(株)より購入した。 (α _ 32 P) -C 

TP は Amersham Corp. より購入した。 他の試薬頬については、第 1 章、第 2 節で 点 3 -2.ρ'fJrK と nprT の 2 次情造領域.

述べた。
追伝子 相対抗間 l 出j正配ダIJ糧法配ダIJ需 LJ i >

nprK 56 913-918 CCAGCG 

941-936 GGTCGC 

10~ - 109 CGCCGA 

123-118 GCGGCT 

320-331 ATACCGTGATGC 

356-345 TATGGCACTACG 

710-715 GCCGCC 

726-721 CGGCGG 

732-739 GCCGGTCG 

759-752 CGGCTGGC 

958-963 GACGCC 

98]-976 CTGCGG 

]109-1115 ACGGCGA 

1141-1]35 TGCCGTT 

1281-1286 CGCCAA 

1312-1307 GCGGTT 

1331-1340 TCGCCGG 

]370-1366 AGCGGCC 

W3 節結*
nprT 4 

3.3. 1. ρ'/Jrl .i宣伝 (111 の 2 次構造の検索および 2 次構造の伸長、縮小をうえる変

民導入

IlíJ じ:rÎ']' ]:_、プラスミドに ρ'/Jrl および nprT 遺伝子を導入しそれらの僻素性産性

を調べたところ、 ρ'fJrK 泣伝 fの }jが約 20倍高い解素生産性をぶした (53) 0 111,] 

泣イム f ともアミノ椴配列、出足配列において比較的高い判1向性を有しているにもか

かわらず遺伝 f発射に大きな走が認められた。

ーノj 、|山j泣伝子の G+CA凶を比較すると、 ρ'fJrK 遺伝子は 42 mol %、 nprT 遺

伝子は 58 mo 1 %であった (53) 。 このように nprK 遺伝子は好熱的山米であるに

もかかわらずG+C 合吐は低く、 ßaC1・J/ω!再細菌の中温的とほぼ同程度であった。

そこでこれら G+C 合ほの差に泊二 日し、両遺伝子内における 2 次構造の検京を行っ

た(表 3 -2) 。 その結果、 nprT 遺伝 - f には合計 8 カ所の傾域において 2 次情

造が予測されたが、 nprK 遺伝 -f においてはわずか 1 カ所見られるのみであった。

この理由の一つは G+C 合泣の高い ρ'fJrT 遺伝子においてより安定な 2 次構造形成

が l百能であったためだろうと身えられた。

これら核酸仁の 2 次構造が、遺伝子発現に影響を及ぼしているかどうか明らかに

するため、 ρIjJrK 遺伝子 Hこ唯一存在する 2 次構造領域に着目し、アミノ酸配列を

変化させずに、 2 次構造の伸長、縮小をうえる変異を導入した。 部位特異的変異

17prT 18 

17prT 41 

nprT 12 

17prT 56 

17prT ρ
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1] 7. 2 

-88. 7 

75. 3 

-68.2 

-66. 1 

-64. 4 

-92. 0 

d 全ての長さ(プレ、プロおよび成熟蛋白質領域)を ]00 として、 N 末端側か

らの相対位置で示す。

b ρ'fJrK および nprT の塩基配列は、参考文献 (53) (21) から引月j した。

上段は 5- から 3-、下段は 3- から 5-方向である。
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Pst 1 をそれぞ九 iTむr~' pM K3 はそれ ぞれ1.~~1 1，-な制限時点打:'. I\~.， J俊ョ I 、pMK2:j.) 
刀'PrJ' 泣イÄ(-の発射およびその解析2 次情造の付l長、縮小をうえた3. 3, 2, 

slJbti/is および天然刷の pMKl をそれぞれ♂得られたプラスミド、 pMK2 、 pMK 3 、
7円入 i，:;" p,'.t :. 回、 iよ新たなì1Jij [製隣素による切断およびDNA 塩某配

2 次構
これらの形質転換株をし収地で、 37 0C 、 2~lI:j 1 1\仏tf 長し、 i均体

(侠13 - 2) 。増殖と酵素活性を測定した

。。

(一E
5
)
去
一
〉
一
一
括
宮
』
〉
巴
凶

州
側
側

1000 

。

(・: pMKl; 

(0 : pMK1 ; 

凶 3 - 2 , pMK 1 、 pMK2、および、 pMK3を保持する/J. SlJ.βtiJis MT- 2 の的休明

舶と I t，性プロテア ー ゼ生産の経時変化. 前長は 5μg/ml のカナマイ シ ンを

合むし桔・地、 37 0C で行った. 培養上清は酵素活性測定に供した

• : pMK2; 企: pMK3) . 的体増殖は 660nm の吸収で測定した

口: pMK2; ム: pMK3) . 
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ノj、醇よ

2 次構造を伸長させた pMK2を保持する株は pMK] 保持株に比べ約40

2 次構造を縮小させた pMK3保持株は pMKl保持株に比逆に、%生産性が低下した。

oprT 遺伝子の発現結果をA考慮す

ると、構造遺伝子中の 2 次構造の伸長や縮小が、酵素発現の用減に彫響を及ぼすも

iハ: 3 -- 1 に -?' .J/)ぞ、れ￠プラスミドが形成 l iJ能な、

変!ように設計した。

MT-2株に導入した。
ダIJ 決}i:により確認 した υ

造をぶした。
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それぞれ 3 株共、菌体増殖には追いが見られなかった。

1七時:に関しては、

この結果や、 oprl;.べ約 5%活性が上昇した。の方法に従い計算した.

ア

(
8
u
C
O
)
「
二三
O
L
り

F
L
 

A
 

川
U

F
』A
 
FU 
什
)A
 

什
UA
 

F
L
 
A
 

U

A

G

 

U
U
H
U

什
U

A

U

G

 

A

L

 

C

C
G
C

川
×
ν
U

1
d

一
一
一
一
一
-

u
p

」
G
A
Pセ

G
F
I
l
l
』
「

l

\
U
J

ru
U

之

A
P

心
A

h
u
l
u

、

r
L
l

A
同
U

，

V
U
J

A
D
 

戸U
L
U
J
 

A
μ
V『

川
)
L

F
」FU 
A
 

F
U
 

F
」FU 

pMKl 

6 

pMK3 

その結果、

|文13 -1. pMKl (ぷ然 J型)、 pMK2 (部位特史的変異) 、および、pMK3 (部位特

w的変見)における形成 IIJ能な ml<NAの 2 次構造. 足印は変異の位置を示し

pMK3 : -5 Kcal/mo1. 

:Y で示す.:V 、 Tyr

2 次構造のエネルギ ー は Tinoco写 (62)

pMK2 : -30. 8Kca 1 /mo 1, 

:P 、 Val:1)、 Pro

0.1 
0 

pMKl : -16. 3Kcal / mo l, 

ミノ椴は A la: A 、 Asp

ている.
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のと考えられた。

次に、この構造遺伝子中の 2 次構造が転写レベルまたは翻訳レベルのいずれに影

響を及ぼしているかをi理解するため、転写されたmRNAの量をノーザンプロットによ

り解析した(図 3 -3) 。

三一-235

その結果 pMKl 、 pMK2、および pMK3 を有するいずれの細胞から抽出した場合で

も、 mRNAの量とそのサイズはヨとんど同じであった。 つまり転写レベルにおいて、

構造遺伝子中の 2 次構造は影響を与えていないことが明らかとなった。 このよう

に転写された mRNA 量はほぼ等しいにもかかわらず、酵素生産性にはかなりの違い

が認められたことから、転写された mRNA 上で 2 次構造が形成され、翻訳レベルで

2 次構造が遺伝子発現に対し影響を与えたものと思われた。

この実験ではコドン利用が 4 アミノ酸において異なったが (G A U → GAC 、 G

CU → GCA 、 CCA→ CCU 、 GCG → G C A) 、これらのコドン利用は JJ. sｭ

uβtiJis においてよく利用されているもの (63) であり、コドン利用頻度による酵

素生産性の低下ではないものと思われた。 従って、構造遺伝ヂ上での 2 次構造は

翻訳レベルで影響するものと結論した。 すなわち、構造遺伝子mRNA中の 2 次構造

が増しさらに安定化されると、翻訳効率が低下すると考えられる。

1 2 3 4 

|判 3 -3. nprK およびその変異遺伝子のノ ー ザンプロット解析. nprK 

3.3.3. 1.京核生物の遺伝子発現における遺伝子上 2 次構造強度の性物学的関値

以上示してきたように、構造遺伝子内における 2 次構造も遺伝子発現に大きく関

与していた。 そこで原核生物に的を絞り、核酸上の 2 次構造の強度と遺伝子発現

の関係について調べたO 核酸上の 2 次構造領域として、 ( 1 ) SD配列付近、 ( 2 ) 

構造遺伝子内、 ( 3 )転写終結領域(ターミネ ー タ - )、および( !J) mRNAの安定

性、を取り上げた。

まず最初に SD配列付近についての整理、解析を行った。 この傾域においてmRNA

上で 2 次構造が形成されると、リボソームの SD 配列に対する結合能が抑制され、

その結呆として翻訳が阻害される (52) 。 これらの現象は原核生物では広く知ら

れている。 そこで報告されている各文献値をもとに、縦割lを相対活件、横軸を 2

次構造の強度としてプロットし、その傾向を見た(図 3 -4) 。

その結果、 mRNA上の 2 次構造強度が ðG値で - 5 '" -6 Kcal/mol よりも強いとき、

翻訳効率が著しく低下していることが明らかになった。 この 2 次構造強度は比較

的弱いものであるが、 SD配列付近の 2 次構造はこのような弱い構造でも、微妙に遺

伝子発現に対し影響を与えているものと思われた。

ζ-165 

遺伝子の jja111 H 1 -.fIpa 1 断片 (1 ， 210bp) をハイブリダイゼーションプロ ー

プとして用いた. レ ー ン 1 : JJ. SlJLうti/is MT -2/pMK 1 から調製したRNA 、

2 : JJ. SlJbti/is MT-2/pMK2 か ら調製した RNA 、 3 : JJ. SlJLうtiJis MT-2/pMK3 

から調整したRNA 、 4 : JJ. SlJLうtiJis MT - 2 / pTB51 から調製したRNA. 16S 

及び23 S RNA の位置を矢印で、ぷす.
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関 3 - 5. 構造遺伝子内における mRNA 2 次構造の形質発現に及ぼす効果.
図中の数字 1 および 2 はそれぞれ (56) および (53 ， 21)の参与文献から引用

相対活性は酵素活性または蛋白質発現を示す. 全ての.ð. G 値は
Tinoco等の方法 (62) に従い再計算した.

� G (-kcal/mol ) 
6 G (-kcal /mol ) 

した.S D 配列付近おける mRNA 2 次構造の形質発現に及ぼす効果.

および 9 はそれぞれ (64) ， (65) , 

灰l関 3 -!J . 

rj1の数字 1 、 8 、

および(7 1 )の参考文献から tj 1 用した.

全ての.ð. G 値は Tinoco等の

7 、

(66 ) , (67) , (68) , (52) , (69) , (70) , 

相対活性は酵素活性または蛋 (1 質発現をぷす.

、
ρ
0
 

5 、4 、3 、2 、

)j法 (62) に従い再計算した.
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(図 3loj様に構造遺伝子内の 2 次構造強度と遺伝子発現との関係について調べた

この場合は構造遺伝子内に存在する 2 次構造の.ð. G 値(最小 2 次構造長;- 5) 。

の総6 bp、最小 2 次構造エネルギ ー : -15 Kcal/mol、最大ループアウト: 15 bp ) 

構造遺伝子の ORF 内に存在する 2 次構造強度が-20 Kcal/mol より和で示した。

ιo 30 20 10 

0 

0 強化されると翻訳効率の低下が見られると推測された。

t>G (-kcal'rnol) ρ 因子非依存性の転写終結は、逆万向反復塩基配列 (inverted repeat sequence) 

ρ 因子非依存性転写終結領域における逆方向反復塩基配列の形質図 3 -6. この場合逆方向反復塩基配列は 2を含むタ ー ミネ ー タ ー の領域において生じる。

発現に及ぼす効果. 図中の数字 1 、 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 、 9 、 10 、

11、および12はそれぞれ (47) ， (72) , (73) , (74) , (75) , (76) , (7 7) , (78) , 

(53) , (79) , (80) ，および (81)の参考文献から引用した. 全ての.ð. G 値は

Tinoco等の方法 (62) に従い再計算した.

次構造を形成する可能性があるため遺伝子発現に影響を与えるものと恩われた。

なお完全な転

2 次構造の安定性が減少すると転

(図 3 -6) 。そこで転写終結領域についても同様の解析を行った

その結果、写終結を 100 %とし縦軸に示した。
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この場合、自由エネルギーで約 20 Kca l/mol 付近が、
考察第 4 節写終結効率も低下した。

この場合、安定性

闘値と予測された。

一般的に組換えプラスミドを尉いた酵素の牛.産は、使用したプラスミドのコピ ー
発現において重要な因子である。mRNAの安定性もまた遺伝

さらに、核酸上数やプロモ ー タ ー の強度に大きく影響されていると考えられる。
特に 3 ~末端付近の 2 次構(82.83.84 ， 85) 。に関し多くの因子が報告されている

特にの 2 次構造により遺伝子発現が大きく影響を受けるということは興味深い。
造が、エキソヌクレア ー ゼの分解から mRNAを保護するということがよく研究されて

50.βtiJi5 ) において構造遺伝子内の mRNA 2 次構今回示したように、原核細胞(/1.
そこで 3 ~末端付近の 2 次構造と mRNAの安定性について同様に調べた(図いる。

とが密接に関係しているということが実験的に明らかにな造と遺伝子発現(翻訳)
なお 2 本鎖RNA の RNase m による分解サイトを形成する 2 次構造は除3 -7) 。

この分ヂ機備として次の 2 つが考えられた。ったことは志義深いと思われる。
より強い由エネルギ で約 -20 Kca 1 /mo 1 

とき mRNAが非常に安定化されることが明らかになった。
( 1) mRNAが転写されるとき、構造遺伝子内の 2 次構造がタ ーミ ネ ー タ ー として作

(2) 転写されたmRNA 上で安定な 2 次構造を形成し、用し、転写効率が低下する。

それぞれの組換えプラスミこれらの疑問を解決するため、翻訳効率が低下する。

ドを保持する株の mRNA転写量を測定したところ、ほとんど売が認められなかった。

この結果より構造遺伝子内の 2 次構造が翻訳効率の低下を引き起こしたものと結論

された。
21 3 5 t. 2 6 

このように核酸上の 2 次構造は、種々の生物また遺伝下内のさまざまの領域おい100 

ここでは原核生物に的を絞り、各領従って、その強さは様々である。て見られ、

域における 2 次構造の強度と遺伝子発現との関係について報告されているデー タ ー

SD 配列付近の 2 次構造と遺伝千発現との関係は、その結果、を整理し解析した。
~ 1/・ 6

2 次構造の強度として 5 ----6 Kcal /mol付近を境として遺伝子発現が憎滅するこ

80 

α 

E 60 

F 
C 

4 

E 
在

(
。P
)《
Z

同様に、構造遺伝子内、転写終結領域、および~mRNAのとが明らかに認められた。内
，
，
.

ハ
U

勺
4

-20 Kca l/mo 1 付近で遺伝子発現が増減3 ~末端付近においても解析したところ、
。

これらの核酸上の 2 次構造強度は遺伝子発現における関値することが示された。ム020 。

ノ7jJrJ'遺伝子においては全領域にわたり安定な 2 次(事実、であると思われる。ιG (-kcal/mol) 

構造形成可能な配列があり、遺伝子発現に強く関与しているものと思われた。〉

またここで SD 配列付近の閥値が- 5 ----6 Kcal/mol と低いのは、 30 S リボソ ー ム

末端と SD配列とが相互認識するために mRNA上rRNA の 3 ~ 亜粒子に存在する 16S 
図 3 -7. mRNAの安定性に及ぼす 2 次構造の影響. 図中の数字 1 、 2 、 3 、

5 および 6 はそれぞれ (82). (83). (74). (73) , (84 ， 85) ，および (86 ， 87) 

全てのi1 G 値はTinoco等の方法 (62) に従い再

3 ~ 末端付近の 2 次構造が外した。

また真核生物においてに 2 次構造があってはならないためであると考えられる。4 、

の参考文献から引用した. その 2 次構造は原核生物に比べさらに安定であった

20----30 Kcal/mol が翻訳阻害には必要であった)

も同様の現象が観察されたが、

( SD 配列付近においては、
計算した.
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(86) 。 これらの知見を基とし、核酸上の 2 次構造強度を変えることにより、遺

伝子発現を調節することが可能になった。

ヨミ 4 刀 fJ/・M :江主主イ己正 -j- O_コ手ゴ τγ 之示 τアc1弓三ケ ーー

タ 一 酉己ダrj 0::> 角ギ初子

第 4 節要約 第 1 節緒言

3. 2 次構造の伸長、縮小を導入したプラスミドを用い、酵素生産を行わせた。

その結果、野生型に比べ、 2 次情造の長さを伸長させたもの、縮小させた

ものは、それぞれ -40% 、 +5%の酵素発現量の変化が認められた。 な

おそれぞれの株における ρ'P.rl 転写量を調べたところ、顕著な差は認めら

れなかった。

プロモ タ 配列は、遺伝子発現のために必須の領域である。 異種遺伝子発現

のための宿主 としてしばしば利用されているE. coJi からは数百ものプロモ ー タ ー

が分離され、その配列が決められてきた。 特に、 - 35および 10領域におけるコ

ンセンサス配列は、良く知られている (93) 。 これらの転写開始反応にはシグマ

因子が必要で、E. coJi の場合 0 70 と σ リが報告されている (93) が、最近新しい

シグマ因子 も発見されている (94) 。 一方、グラム陽性菌である IJ. SL/btiJis 

には 9 種類のシグマ因子が知られており (0 八 、 σ υ 、 σ 《 、 σ LJ 、 σ ビ 、 σ l 、

σ Cj 、 0 11 、および o K) (93. 95) 、それぞれ特異的な時期での発現に関与 してい

1 . Dp.rl 遺伝子のmRNA 2 次構造を検索したところ唯一安定な 2 次構造形成可

能領域を発見した。

2. この領域にアミノ酸配列を変えること無く、 2 次構造の長さを変えた部位

特異的変異導入を行った。

る( 96) 。 /JaciJ 1ω 属細菌およびE. co/i 由来プロモ ー タ ー について栢々の解

4. これまでに原核生物で報告されている核酸上の 2 次構造強度と遺伝子発現

との関係について解析した。 SD 配列付近においては - 5 '"" -6 Kcal/mol 、

構造遺伝子内、転写終結領域、および mRNA の安定性に関しては約 -20

Kcal/molが生物学的関値で、あることが示された。

析が進んではいるが、いまだ不明の点も多々ある (97.98) 。

そこで IJ. SL/，βtiJis 、 JJ. stearothe.rlllophi/ω の両宿宇ー問で効率良く発現し、

E. coIi rドでも発現可能な ρ'PrKの有するプロモ ー タ ー の解析を行い、さらにこの

プロモ ー タ ー を利用してE. coJi 中で効率良く働くプロモ ー タ ー 配列の構築を試み

た。 さらにこれらの知見を基とし、E. coJi で働く強力かっ制御口J能なプロモ ー

タ-配列の繕築を目指した。

第 2 節 実験材料および方法

使用菌株、ファ ー ジ、およびプラスミド

使用した菌株、ファージ、およびプラスミドを表 4 - 1 に示した。
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表 4 - 1. 使用菌株、フ ァ ー ジおよびプラスミド. 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。

プラスミドは、第 2 章、第 2 節記載の方法に従い調製し、保存した。

プラスミド、pKK232-8 (プロモ ー タ ー を有しないクロラムフェニコ ー ルアセチルト

ランスフエラ ー ゼ (CAT)遺伝子を持つ)は Pharmacia Co. , Ltd. (Uppsala, Swede 

n) から購入した。 オリゴヌクレオチドはDNA 合成器 (Model 380B, Appl ied Bios-

ystems Co. , Ltd. California, USA) を用い合成した。 DNA 指基配列決定はフ ァ

ー ジ M13mp18 およびmp19を用いてジデオキシ法 (57 ， 58) で行った。

一
ワ
白

~i

一
下
山

ω

一

M

正

-

s

d

 

一
ん
の

一

f
c

一

，

Z
.
7

山

一
O
U

株
一
5
4
ω

菌

n
p，
円
山

特性

trpCi' /euC7 /;srl/;s/JJI 弘、rM

recAl L1 (/ac pro) endAJ t/;_j-l i strA 
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proA 、 B 、 /acI q ZL1115 

ファ ー ジ 由来

(56) 

(56) DNA の電気泳動および回収法

DNA の解析には、アガロ ー スゲル電気泳動およびポリアクリルア ミ ドゲル電気泳

動を用いた (39) 。 アガロ ー スゲルまたはアクリルアミドゲルからの DNA の IEJ収

は、第 2 章、第 2 節に従った。

ファ ー ジ M13 mp18 

mp19 

プラスミド 特性 由来

pMKl Kmr nprl 、 (56) 

pKK232-8 Apr (88) 

pUC19 Ap" (56) 

Km" カナマイシン耐性、 Ap" :アンピシリン耐性

形質転換

I!. coIi の形質転換は Imanaka 等の方法 (40) に従 っ た 。 CaCl l. 処理したコン

ピテント細胞はグリセロール(終濃度20%Y/Y )を加え、 - 80 0C で凍結保存したも

のを使用した。 形質転換株の選択には、アンピシリン (50μg / ml ) を附いた 。

.゚ SULうt//1:タのコンビテント細胞はAnagnostopoulos と Spizizenのノ'5 11 (~1)に

従 っ て調製した(第 2 章、第 2 節)。

培地

L 培地、 L 寒天培地、およびLC寒天培地を用いた(第 1 章、第 2 節記載) 。 抗

生物質としてカナマイシンは 5μg / ml 、アンピシリンは50μg / ml の濃度を用い

た。

形質発現の場合は M9mE 培地を用いた (Na 2 HPO tI ｷ 7H2 0 12.8 g , KH2 POtl 

3 g , NaCl : 0.5 g , NHtI C1 1 g , yeast 'extract 0.2 %, MgC12 

1 mM , CaCL : 0.1 mM , thiamin 2μg / ml)o /ac オぺレタ ー の誘導剤と

して IPTG (Isopropy 1 - β-D-thioga1actopyranoside) を O. 5 mM の濃度で用いた。

CAT 活性測定法

CAT (クロラムフェニコール・アセチル・トランスフエラ ー ゼ)活性はShaw (99) 

の方法に従った。 酵素活性 1 単位は 1 分間に 1 nM のクロラムフェニコ ー ルをア

セチル化する酵素量 と定義した。

蛋白質濃度の測定

DNA 操作

DNA は、 TE緩衝液(1 0 mM トリス塩酸塩、 O. 1 mMエチレンジアミン四酢酸二ナトリ

蛋白質濃度は Pierce BCA Protein Assay Reagent (Pierce Chemica1 Cornpany 

Il1inois USA) を用いて測定した。 標準蛋白質として、結晶牛血清アルブミンを

q
J
 

F
H
U
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プロテア ー ゼ活性の測定法

カゼインを基質とし、第 1 章、第 2 節記載の方法に従い測定した。

この株を Apを含む L 培地で37 0C 、 24時間培養したところ、培養液 t清に約 ]20 u/ 

ml のプロテア ー ゼ活性が認められた。 またこのプロテア ー ゼは耐熱性中性プロテ

ア ー ゼであり、 NprMであることが確認された。 これらのことより、 nprK 遺伝子

は/!. coJi 内でも発現することから、 ρ'PrK プロモ ー タ ー はいずれかのシグマ肉子

を利用して/!. coJi 内でも機能するものと思われた。

用いた。

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、 M13 シ ーク エンスキットは宝酒造(株)より購入した。 (α J2 p) ー C

TP は Amersham Co. より購入した。 他の試薬類については . 第 1 章、第 2 節で述 Bg  E E BS  P 

g

E

P

 

B
 

P 

べた。

4.3.1. E. coJi 中での nprl造伝子の発現

耐熱性中性プロテア ーゼ遺伝子をコードする nprl遺伝子は、 ß. stearot�rllJ-

opóilω 中のみならず ß. subtiJis 中でも効率良く発現する。 従って、この遺伝

子は ßaciJJ.ω 属細蘭中で効率良く発現するプロモ ー タ-配列を有しているものと

推測された。 また最近、 Peschke等 (98) はグラム陽性菌である ß. subtl・K・5 の

あるプロモ ー タ ー がグラム陰性菌である/!. coJi 中でも機能することを明らかにし、

さらにグラム陰性菌由米のあるプロモータ ー が .ßaciJJus 属細菌中で、 a ^ 凶子を

利用して機能することが可能であることを示した。 そこでまず ß. stearotJ佐'r/JJ -

opóilus 由来 nprK プロモ ー タ ー がE. coJi 内で機能するか否か調べるため、 ρ'Prl

遺伝子を pUC19 にサプクロ ー ン化し、 E. coJi 内で複製するプラスミドを得た(図

4 -1) 。 次に、 nprK遺伝子が E. coJi 内で発現しているかを見るため、得ら

れたプラスミド、 pMK4、を E. coJi JMI09 に導入し、 LC 培地上でハローの形成を

見た。 その結果、 pMK4を保持する ]MI09 株は明瞭なハローを形成し、プロテア ー

ゼを生産していることが明らかとなった(図-1 - ~)。

壬王

P 壬壬 S 
Sal 

てーnーp-r-M 

第 3 節結果

T4 DNA Ligase 

H 

S P 

図 4 -1. プラスミドpMK4 の構築. 白と黒の太線は ß. stearot�rllJop�Jus 

MK232 由来DNA を示す nprK 遺伝子の位置と転写方向を矢印で示す .

制限酵素部位の .ßal1l H 1 、身/ II 、 Eco R 1 、 d均 d llI、 Pst 1 および必/

I はそれぞれ B 、 B g 、 E 、 H 、 P および S で示す. Kan ，カナマイシン

耐性遺伝子; Amp ，アンピシリン耐性遺伝子; repA , プラスミドの複製開

始点 ; JacZ ， β- ガラクトシダ ー ゼ遺伝子.
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て、ある活性化因子によって認識される共通の領域かもしれないと考えられる。

No AT box 内
NA
V
 

--e
 
f
 

E
d
 
j
 - n

 

A
u
--t 

f
 
o
 

-

-

JM109/pUC19 JM109/pMK4 

/I，P川〆μ/# I G岬~申lドA川TGTG川川州川川~水l作C川GG印刷州川G叫州川A川州A灯TTA TCAACTA灯山川川TA川川A川川T代C川AGACTCTATITTT TC*川川川州jTA TTGrrT川TA川A

削 TC仙川C川川A川C川1mT ccl川ACAA川川AAA恒ITATTG*T川川TAA州C州GAAT州附仙刷T州A川川AA仙

"川.→2 I Tω川川A川C口I川A川~TTTTccl川AC州m川恒@!FTGTG川TGTG附川川川T川CA

0川1ト刊.寸3 I T山川川A川川TTITTGACN川A川A川G川TITATAArr附G川川T州川州GA山A附G側川州A川川A州

1削qト判.イ4 I TCGAC~AAAAA~ 一一一-一一一-一-一句一一…-一.一-一一一-一-一-一一一.一-一- 一一一-一一一-一-一-一一一-一-一-一一一一-一一-一一-一イe

M配.寸5什I T川巨E一一一一一一一一一一一一一一CTAT~川山CGGC TC恒~TGTGG~TTGTG川川川川山

川 I TCGA*AAAAA~一一一一一一一一ーベ川~C川ACAAACGGC T C~T A T AA rr T G T GG州TGTGAGC川川川T川CA

09 ・ 7 I T山田一一一一一一一一一一一一川TTITTGAC~川山CGGCTcqTATAATrTGTGG~川TGAGC川川川CACA

09-8 I Tω似川GTG山川一ー一一一一一一一一----~TCAG川川TTTCTG~TGTGG~A TTGTGAGCGGATAA川TTCA

川 I TCGAC~AAA T G T州川川一一一一一一一一一一一・ーモ@T山川TTTTTCT~TGT附川TGAGC川AA川TTCA

/u TCGAC回GAGCT~TT川TCGGCTC~TGT印AATTGTGAGCGGAT AA川TCA 

[:Q;j -2. E. co/i JM109/pUC19 およびJM109 / pMK4の LC プレ ー ト上での培養.
図 4 -3. npFI プロモ ー タ ー およびその誘導体の塩基配列.

域 (AT box) 、 -35領域および - 10領域は内角形で阿っている.

塩長配列は点線で示す Jac オペレ ー タ ー は下線でぶす.

ATに出む領

欠失させた

4.3.2. 改変 npF.I プロモ ー タ ー の構築とその強度の比較

JlaciJJus 属細菌とff. coJi 山来プロモ ー タ ー 配列の違いを解析するため、 ρ'fJFI

プロモ ー タ ー を基本として穐々の改変プロモ ー タ ー をデザインし、化学的に合成し

た(図 4 -3) 。 ρ'fJF.I プロモ ー タ ー は - 35領域に 5~-TTTTCC 、 - 10領

域に 5 ~- TATTGT の配列を持ち、さらに - 75領域付近に AT に富む配列を有

しているという特徴を持っている(図 4 -3) 。 これは JlaciJ/ω 属細菌由来の

npFT (24) 、 sdlJ (1 00) 、および spoOA (1 0 1) の -75領域付近でみられる特徴と

同様であった。 これら - 75領域付近の AT に富む配列は JlaciJJus 属細菌におい

NO.09 - 1 は野生塑である npF.I プロモータ ー の - 75領域に存在する AT box を欠

失したものである。 No. 09 - 2 は NO.09 - 1 の - 35領域と Jac 遺伝ヂの - 10領域とオ

ペレータ ー を結合させたものである。 NO.09 - 1 の -35 領域と - 10 領域をff. coJi 

のコンセンサス配列に変えたものを No. 09-3 とした。 NO.09- 4 から NO.09 - 7 は、

npF.I プロモ ー ターの ATbox を - 43領域に付加したものであり、 No. 09 - 4, 09 -5, 09-

6，および 09 - 7 の 35領域はそれぞ‘れnpr.l プロモ ー タ 一 、 T5 プロモ ー タ- (98) 、

ff. co/i のコンセンサス配列、およびE. coJi のコンセンサス配列に置換したもの
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である o No.09 - 8 と 09 - 9 は nprl プロモータ ー の ATbox を -43領域に付加し、ス

ぺーサ ー として T5 プロモ ー タ ー のもの (TCAGGAAAATTTTTCTG) 、

さらにその下流に Jac オペレータ ー を結合させたものである。 また - 35領域はそ

れぞれ.E. coJ.i のコンセンサス配列と T5 プロモーターのもの (TTGCTT) を

用いた。 プロモ ー ター活性は、 CAT 活性を指標として次のように測定した。 プ

ロモ ー タ 一 検索プラスミド (pKK232 - 8) は C;/T遺伝子上流のプロモ ー タ一配列を欠

くため、外部よりプロモーター活性を有する断片を組み込むことにより C;/T遺伝子

を発現することができる。 そこで図 4-3 に示す、合成DNA を pKK232-8のゐ/ 1 

と d均 d m部位にクロ ーン化した。 得られたプラスミドをそれぞれpKK09 - 1 '-"'pK 

K09- 9 および、 pKKtac とした。 これらのプロモ ターを有するプラスミドの特牲を

図 11-4 にまとめた。 そしてこれらの各プラスミドを.E. coJ.i JMI09 に導入し、

さらに M9mE培地を用いて 37 0C 、 4 時間培養し、 IPTGで誘導後さらに 2 時間培養し CA

T 活性を測定した(図 4 -4) 。

pKK09-7. pKK09 - 8. およびpKK09- 9 は高いプロモ ー タ-活性を/}ミした。 この高プ

ロモ ー タ ー 活性は.E. coJ.i 内で強力と言われている tac プロモ ー タ ー とほぼ同科a度

のプロモ ー タ -活性であった(1 02) 0 pKK09 - 2 のプロモ ー タ ー 活性は、 pKK09 - 1

と比べると際立った活性上昇は認められなかった。 -fj 、 pKK09 - 1 において、 -

35 と - 10領域の両方に、.E. coJ.i のコンセンサス配タ11 を用いると (pKK09- 3 )、数

倍の活性上昇が確認された。

これらの結果から、 E. coJ.i のコンセンサス配タ11 において - 35領域のほうが、 -

10領域よりもプロモ ー タ -活性により強い影響をうえることがぶ唆された。 nprl

プロモーターの AT boxを - 75領域から - 43領域に置き換えたときも、 CAT 活性の L

昇が認められた (pKK09 -2 と pKK09-4 の場合)。 また - 43領域の連続 A 配タIJ を減

少させた pKK09 - 7 は pKK09 - 8 に比べ約70%のプロモ ー タ 活性であった。 連続 A

配列をさらに延長させたpKK09- 8 と pKK09 - 9 ではさほどプロモ ー タ -活性の上舛が

認められなかった。 これらの結果から、.E. coIi において 43領域の AT boxはプ

Number 01 A A T t 0 n t e n t A t t i v i t y 

Plasmid a r -43 r I! i 0 n -35 r I! i 0 n Spacer lenglh 。 f s p a C I r (~) ー 1 0 r e g i 0 n (1 00 u 1m I p r 0 t. ) 

pKK09-1 。 T T T T C C 1 8 7 8 TATTGT  9 ( 3~) 

p K K 0 9 -2 。 T T T T C C 1 6 5 0 TATAAT  1 1 ( 4 首)

p K K 0 9 -3 。 TTGACA  1 8 8 3 TATAAT  5 4 (21~) 

p K K 0 9 -4 7 T T T T C C 1 6 5 0 TATAAT  3 7 (14l�) 

p K K 0 9 -5 7 T T G C T T 1 6 5 0 TATAAT  5 0 (19 l�) 

p K K 0 9 -6 7 TTGACA  1 6 5 0 TATAAT  2 6 9 (10 3l�) 

p K K 0 9 -7 4 TTGACA  1 6 5 0 TATAAT  1 7 9 ( 68 部)

p K K 0 9 -8 4 + 7 TTGACA  1 7 7 1 TATAAT  2 0 1 ( 11 首)

p K K 0 9 -9 4 + 7 T T G C T T 1 7 7 1 TATAAT  2 7 4 ( 105 担)

p K K t a c 3 TTGACA  1 6 5 6 TATAAT  2 6 2 (1 0 O~) 

ロモータ -活性を増強する因子であると思われた。 逆に - 75領域における AT box 

は、 .Bac.iJ J.ω 属細菌のプロモ タ ー活性に何らかの影響をうえているのかもしれ

ないことが予測される。

!~ 4 -4. /?prl プロモ タ ー およびその誘導体の解析.

4.3.3. 改変 A3 プロモ ー タ ー の J構築とその強度の比較

一連の刀'Prl プロモ タ の改良において得られた知見を某とし、 E. co/.i 内で

さらに強力かっ制御可能なプロモータ-配列の繕築を目指し、 T3 ファ ー ジ [11 米 ノ1

3プロモ タ ー (1 03) を用い、種々の改良を行った。 この A3 プロモ ー タ ー は、

-43領域に AT box を有し、 -35 と 一 10領域はそれぞれ 5 ~ -TTGA CA (Ii. 

coJ.i のコンセンサス配列)と 5~-TACGAT という配列を有しており、.E.

coJ.i 内で機能するプロモ ー タ としては理怨的なもののーっと思われた。

関 4-5 に A3 プロモ ー ターを基本とした、一連の改良型プロモ ー タ ー を示し

た。 NO.10- 1 は野生型の A3 プロモ タ ー である。 NO.10 - 2 は - 10領域下流

に Jac オペレ ー ターを組み込んだものである。 No. 10-3 は No. 10 - 2 の - 10領域を

E. coJ.i のコンセンサス配列に変えたものである。 NO.10 - 4 は - 10領域下流に

Jac オペレ ー ターの最小機能領域を組み込んだものである。 NO.10- 2 と 10-4の AT

その結果、 pKK09-1 と pKK09 - 2 は低いプロモ ー タ ー活性を示し、 pKK09 -3. pKK09 -

4. およびpKK09- 5 は中程度のプロモーター活性を示した。 これに対し pKK09 - 6 ，
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boxを取り除いたものをそれぞ、れNO.10-5 および 10-6 とした。

次に、これらの合成 DNAを pKK232 -8 にクロ ー ン化し、得られたプラスミドをそれ

ぞれpKK10- 1 ， pKKI0-2 , pKK10- 3, pKK10-1. pKK10-5. および、pKK10-6 と命名した。

これらのプラスミドが保持するプロモーターの特性を図 4 - 6 にまとめた。
守

、ー

pKK10 - 1 は予想どうり、 lPTG 添加、無添加l にかかわらず、強 )J なプロモ ー タ

活性をぶし、 pKKtacより約 2 伯尚し、店十|て であった。 ーノj 、 pKK10 2. pKK10 - 3. お

よびpKK10 - 4 は lPTG 存在卜において、 pKKtacより、約 3. 5 から1. 5 的 r1t:]い活性を

ぶした。 - 43領域に AT boxを欠いた pKK10 - 5 と pKKIO - 6 は、 AT box を有する pK

K10 - 2 と pKK10 - 4 に比べ、顕著な活性の低ドが認められた。 これらの結巣、 -43 

領域に AT boxをもち、 A3 プロモ ー タ ー のト流に /ac オペレ タ ー を接続した pKKl

0-2 が IPTG存在下で最も効率良く形質発現することがぶされた。

れらの各プラスミドを Jl. coJi Hf1 09に導入し、先程と同様の方法でCAT 活性を調

べた(図 4 -6) 。

No. n
 
o
 
t
 
e
 
-5
 
3
 

-o
 

b
 

,
EE 

--n -10 r q i on 

1 H I TCGAqTTAAACAA ApTG~CATG川川ACG~GTAC川

!日 I TCGAqTT AAACAA Ap TG桓E川G川附ACG伍~TGTGG~ATTGTG似川川ATTTCA山A

10-3 I TCGAqTT AAACAA ApTG~CATGAAGTAAGGCTC 

10-4 T CGAqTT AAACAA Ap TG~CATGAAGT AAG山G恒国GAATTGTGAGCGGAT AACAA T TCA 
第 4 節考察

10 -5 I T山一一一----~CAT川川似CG~GTGT仙川TGAGC川州川川ACA

10-6 TCGAC----一ー----~CATG川川CG~G川TGTGAGC川川AATTCA 

T CGAC困GAGCT~TT川TCGGCTC*ATAA rþTGTGG川TGAGCGGAr AACAA rTTCA 

女f熱歯由米 ρ'fJrJ/ プロモ ー タ ー は中温舗の/J. su.βtilis 中でも効率良く発現し、

またグラム陰性菌である Jl. co/i 内でも機能することが確認できた。 この RfJrJ/

プロモ ー タ ー を化学合成し、 CAT 活性を指標としてプロモ タ ー の強度を測定した

ところ、かなり低いプロモ ー タ - 活性で‘あった。 これは桶や j品が民なることによ

るため低プロモ ー タ - 活性であったものと思われた。 次にこの ρ'fJrJ/ プロモ ー タ

/;( 

図 4 - 5. A3 プロモータ-およびその誘導体の塩基配列. ATに富んだ

領域 (AT box) 、 - 35領域および - 10領域は四角形で囲っている. 欠失さ

せた塩基配列は点線で示す . Jac オペレ ー タ ー は下線で示す.
ー を基本とし、橋々の改良型プロモ ー ターを設計し、発射を見たところ、 t: coJi 

内で働くプロモ ー タ ー の '1' で強ノJ といわれている tac プロモ ー タ ー とほぼ l ， íH'i:U交

の強いプロモ タ を構築することができた。 これら一連の改良において、 - 35

領域の JJ. coj_i コンセンサス配列 (TTGACA) がプロモ ー タ ー 活性と特に深く

関連していることが示された。 また- 43領域に AT box を付加lすることにより、

さらにプロモータ -活性を増強することが可能であった。 RfJrJ/ プロモ ー タ ー に

おいて - 75領域に連続A 配列が見/1\されたが、この配列は E. coli '1' での - 43領域

N um b e I 0 f A A T c 0 n t e n t A c t i v i t y (100 u/m 1 p r 0 t. ) 

Pfasm d at -43 region -35 r e g i 0 n Spacer f ength o f s p a c e r (~) ー 10 r eg i 0 n 1 P T G ( ー) 1 P T G (+) 

pKK10-l 3 + 3 TTGACA 1 7 5 3 TACGAT 4 7 0 (17 刊) 4 7 5 ( 181 百 )

pKK10-2 3 + 3 TTGACA 1 7 5 3 TACGAT 9 3 (35 持) 900 (344") 

pKK10-3 3 + 3 TTGACA 1 7 5 3 TATAAT 3 3 (13 出) 4 8 5 (18 5~ ) 

pKK10-4 3 + 3 TTGACA 1 7 5 3 TACGAT 2 8 (11 持) 4 1 0 (15 同)

pKK10-5 。 TTGACA 1 7 5 3 TACGAT 3 7 (14百) 3 1 0 (11 附)

p K K 1 0 -6 。 TTGACA 1 7 5 3 TACGAT 2 2 (日) 2 4 0 (9 1~ ) 

p K K t a c 3 TTGACA 1 6 5 6 TATAAT 4 4 ( 17 耳) 2 6 2 (1 0 O~ ) 

と rciJ 様、 a゚ciJJus J再細菌由米プロモ ー タ ー の強化に雫要な役芹IJ を果たす領域かも

しれない。

図 4 - 6. A3 プロモ ー タ ー およびその誘導体の特性.

次に、 JJ. coJi 内で機能する強力かっ制御I1J能なプロモ ー タ ー の構築を行った。

基本となるプロモーターと して T3 フ ァージ由来 A3 プロモ ー タ を j目いたとこ

ろ、従来 JJ. coJi 内で機能する強いプロモ ー タ ー として知られていた tac プロモ
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ー タ ー よりもかなり強力なプロモ ー タ ー を構築することができた。 さらに Jac オ

ぺレタ ー を 10傾域ド流に連結することにより、 IPTG により誘導I]J能なプロモータ

ー を構築することができた。 これら一連の改良において Jac オぺレタ ー を連結す

ることにより、 プロモ ー タ ー 活性の低卜は見られなかった。

ここで構築したプロモ ー タ ー を利用し、 E col.i 内で異種;遺伝子を発現させるこ

とにより、従米の tac プロモ ー タ ー を m いた発射よりもかなりの尚発現が期待でき

る。 また 8acJ・Ilus h品紺H有のプロモ ー タ ー において、 一 75領域等で改良を JJIlえる

ことにより 8aciJ/ω 同知i 附 IIJ で機能する強力なプロモ ー ターを構築できるものと

J5- えられる。

第 5 節 要約

好熱的 F11.-* nprK プロモ ー タ はグラム陰性的ーである Z co/i 内でも機能

した。

2. ρ'fJrK プロモ ー タ ー を法ノドとして樟々の改良明プロモ タ ー を設計し、大

)財崎 LII で允現させたところ、 -35領域を E coli のコンセンサス配ダIJ に変

えることにより活-牲の土台強が見られた。 また - 43領域に nprK 7' ロモ ー

タ ー 山米 AT box を付加することによりさらに活性用強が rlJ能であった。

3. T3 ファ ー ジ山米 A3 プロモ ー タ を民本とし、強力かっ制御吋能なプ

ロモ ー タ ー 配ダIJを設計し発現させたところ tac プロモータ ー よりも約 3 市

強い活性をむするプロモ ー ターを構築することができた。
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従来から醇ぷの活性を卜-J"f- させるため、化学修飾等の T法を川いた l試みが数多く

行われてきた。 しかしながらこれらの下法は、酵k・の機能解析などには過してい

るが、実際の応m においてはその収率の低さや、多くの操作が必要なことからほと

んど利用されていないのが実情aである。

蛍 (1 質r.学的子訟の確立:により、 クローン化された静本泣伝子を川いて作'必に比i

法問換ができ、任患のアミノ般を変換、導入することが Iザ能となった。 それに作

い、従米では解析イ三吋能であった各アミノ酸銭ぷの役;早j など法縫的研究が進出する

だけでなく、応用[面においても、酵素の安定性、比活性の!--舛、 さらには-f適pHの

移行等、人 r設~n-に基く酵素の改良が行われるようになってきた (20. 1 O~ ， 105) 。

本研究おいて、 APM合成川にスクリーニングした NprM は、 サ ー モライシンと )f二

常によく似た配タIJ を台.していた ( Asp37→ Asn およびGlul19 Gln ) が、比活性、

l耐熱性において追いが認められた (第 1 章)。 このようにわずか 2 アミノ酸円換

の影響によって、醇素の性質が変化したことは、司ミ安;な{也前にあるアミノ酸を l 例

ないし数例罰換させることで十分、酵素機能の改変、改質が nJ能であることを IJ~ I俊

している。 第 2 章に記載したように、 nprK 追{ぶ fのクローン化および臨んE配ダIJ

決定は終 f しており、 また NprMの立体構造も判明していることから、 この酵素にお

いても蛋白質 L学的手法を用い醇索機能を改変し、 より有用な両手ぷを自IJ製すること

が口J青色となった。 そこでNprMのかイ本構造からアミノ酸但換部位を選定し、醇Aミ-蛍

~']質の安定性向上、比活性の上昇等を付号するなど、 その改質を試みた。
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第 2 節 実験材料および店法

摘株 特性 由来

(54) 

蘭体外プロテア ー ゼの精製

名変異型酵素の培養 i清は硫酸アンモニウム (60%飽和)による出析後、 10ml の

緩衝液 (50 mM 卜リス出酸、 5mM CaCl;! pH7 . 5) に裕解し、 Butyl -Toyopearl 65 

OM (煤水クロマト)およびHPLC TSK gel G -2000sw をJlj い完全に'1t .ピ ー クになる

まで精製した。 精製の熔離液はButyl -Toyopear] 650Mの場合は、 20mM トリス出

酸、 10mM CaC1 2 、 5%飽和硫酸アモニウム pH7.5をm い、 TSK 只 el G - 2000sw の

場合は、 50 mM トリス塩酸、 5 mM CaC12 pH7.5をm いた。 天然相の精製例を以1

5 - 1 に示す。

使用菌株、ファ ー ジ、およびプラスミド

使則した繭株、ファ ー ジ、およびプラス ミ ドを表 5 -1 にぶした。

友 5 -1. 使用幽株、ファ ー ジおよびプラスミド.

JJ. SlJbtilis MT-2 

Escnericnia coJi 

K-12 ]Ml09 

trpC2 JelJC7 nsrl nS1曻1 Npτ 

recAl L1 (Jac /JfO) endA1 tn/-1 / strA (53) 

gryA.97 bsdJ'17 s fJP i',f4 F' : tra/}J'� 

proA 、 B 、 Jac/ 叫 ZL1115 

フ ァー ジ 特性 由来

(56) 

(56) 

ファ ー ジ M13 mp18 

mp19 

プラスミド 特性 出来

pMKl Km'- nprl ' (56) 

pMK4 Apr nprl 、 (56) 

pUC19 Ap'- (56) 

Km ， - カナマイシン耐性、 Ap ' :アンピシリン耐性
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L 培地、 L 寒天培地、およびLC寒天培地を附いた(第 1 章、第 2 節記載〉。 抗

生物質として力ナマイシンは 5μg / ml 、アンピシリンは50μg / ml の濃度を用い

関 5 -1 .野生型 NprM の精製品の HPLC による分析. 分析力ラム仁 SK
geJ G-2000sw (ゲル議過クロマトグラフィ 一、東ソ 一 社製)を}打いた.
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N 末端アミノ般配ダIJの決定には、fJ己消化を防ぐため、トリクロロ酢般を終濃度

2% になるように )JII え、静ぷ-を失活させた。 遠心分離 (15 ， 000 x 耳、 3 0分)で沈

殿を 1 11 1収後、 0.8 ml の蛾酸に溶解した。 透析による脱塩後、 TSK gel DEAE 5PW 

(イオン交換クロマトグラフ ィ ー) にかけピ ーク を lll] 収した。 溶離液は、 A 液;

50 mM トリス出椴、 5 mM CaC12 pH7.5 、 13 液: 50 mM トリス梅酸、 5 mM CaC12 

0.5M NaCl pH7.5 、 A → B 60 分リニアグラジエン卜で行った。 得られた精製試

料をアミノ椴配ダIJ の分析に使則した 。

N ÀZ端アミノ酸配ダIJ の決定

エドマン分解法によりプロテア ー ゼ N 末端のアミノ椴配列を決定した。 分析に

はアプライド・バイオシステム社製モデル470Axt相式アミノ酸シ ー クエンサーを使

川した。 フェニルチオヒダントイン誘導体となったアミノ酸をHPLCにより解析し

た。

DNA 操作

DNA は、 TE緩衝液 (10 mM トリス指酸塩、 O. 1 mMエチレンジア ミン凶酢駿 - ナト

リウム (EDTA) 、 pH7. 5 )に裕解した 。 また DNA の染色には、臭化エチジウム (EtB-

r) 1 %栴液を使川した。

プラスミドの大量調製は第 2 章、第 2 節記載のβ法に従った。

オリゴヌクレオチドは DNA シンセサイザ - (Mode 1 380B, Appl ied Biosystems C・

0. , Ltd. California, USA) を川い合成した。 DNA 塩基配列はファ ー ジ M13mp18

およひ~mp 19を用いジデオキシ法 (57 ， 58) で行 った。

DNA の 'dj 54泳動および~Ij収法

DNA の解析には、 アガロ ー スゲル電気泳動およびポリアクリルアミドゲル電気泳

動を行った (59) 。 アガロ ー スゲルおよびポリアクリルアミドゲルからの DNA の

I"J収は第 2 阜、第 2 節記載の }j法に従った。

部位特異的変異導入法

- 67 -

nprK 泣イム f をイIする pMK 1 のめ1-1 d m ゐβI 断 J 'rー をファ ージ M 13mp18 にサプ ク

ロ ー ン化し一本鎖DNA を調製した。 その後、 Amersham oligonucleotide dire 

cted in vitro mutagenesis system (Amersham Corp. , Amersham , England) を川い

変異を導入した。

形質転換

I!. co/i の形質転換は lmanaka 等の )1法 (~O) に従った 。 CaCI L 処.flH したコン

ピテント細胞はグリセロ ー ル(終濃度20%V/V )を加え、 - 80 0C で æ~h保存したも

のを使川した。 形 TÍí転換株の選択には、アンピシリン (50με / ml) 合作本人~1/'f 

地をJfj いた 。

8. SI1.βti/ノ〉のコンピテント細胞はAnagnostopoulos と Spizizenのノj法(~ ])に

従って調製した(第 2 章、第 2 節)。

プロテア ー ゼ活件.の測定法

カゼインを県質とし第 1 市、第 2 節記載のノIjrl に従い測定した。

試薬

制限酵素、 TttDNA 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、 M 13 シ ー クエンスキットは官柄造(株)より購入した。 (α ーリ P) -c 

TP はアマ ー シャムより購入した。 他の試薬穎については、第] I'~= 、第 2 節で述

べた。

第 3 節結果

5.3. 1.変異導入プラスミドの構築

蛋白質T.学を利用して変異を導入する際、 I!. co/i 中では多コピ ー 数のプラスミ

ドが構築されており利用しやすいが、本実験で附いた I!âci/I.ω 属細雨mの発射系
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M]3 ファ ー ジにクロ 一 二変異の導入は、 pllK] から変異を導入する断片を抽出し、E (56) 、安定で効率良く発現するが、は低コピ ー数のベクタ ー であることから

変異の導入された断片は M13の RF から抽出し、的の変異を導入した。ング後、coJi プラスミドに比べ分子最も相当大きく変異導入に直接使用するのは不向きで

pllK5 と断片交換した後、図 5 -2 に示した方法に従い pMK5を pllK8にサプクロ ー ニンと組み合わせることにより効co/i の繁用ベクタ ー である pUC19そこで Zある。

subt.iJis を形質転換し、得られた組換えプラスミド (pllKl -1)を用いて Zグした。しかもバックグランドが 111現することを極力押さえた変異を導入する系を率良く、

LC寒天培地上でのハロー形成の有無によりプロテア ー ゼ生産能を判定した。

5.3.2. 活性中心におけるアミノ酸置換を導入した NprMの創製

その立体構造や、活性中心などが詳細サ ー モライシンは第 2 章で述べたように、己 7kb
E 

構築した(附 5 -2) 。

Bg  

B 

E 

活性中心を構成するのは、亜鉛を中心とし Glul(33 ， 34 ， 35) 。に解析されているP 
P 

この電子リレ ー がペプチド結合切断に利用されると考えられて43 と His231であり、
P B 
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図 5 -3. 

JJall! H 1 

B 

P 

T4 DNA Ligase 

E 

P 

Bg  

lJall! 111 

pMK5 , 

stearotJク'erlllop!JiJus MK232 由来 DNA をぶす.

'fj Jj líJJ を矢印でポす. 制限酵素部位の /Ja/ll H 1 、砂111 、 .t'co R 1 、 lIin-

Pst 1 および Sa1 1 はそれぞれ B 、 B g 、 E 、 11 、 P および S で示す.

カナマイシン耐性遺伝子; Amp，アンピシリン耐性遺伝子; repA ， プラ

スミドの複製開始点 ; JacZ ， β ー ガラクトシダ ー ゼ遺伝子.

この領域が活性中心予想されている活性中心部分を直接変化させることにより、
H B 

そこでNprMの場合にも活性中心の一つであであるかどうかを調べることにした。
ÎI と黒の太線は

ρ'fJrJl 遺伝子の位置と転

および、 pMKl - ] の構築.プラスミド pMK8 ，凶 5 -2. 

ると予想される Glu143の部位を、側鎖の長さを変えたAsp およびアミノ基を付加しJJ. 

として 5- - TCGCTCATGATTTAACG

(E143Q 用)および 5--TCGCTCATCAGTTAACGCA

合成DNAた Gln に置換した。

CATGC 
d 皿、

Kan, 
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T G C (E143D 用) (共に下線で、示した塩基が置換する塩基)を作成し変異の導入

を行った。 作成した変異型プラスミド、pMK1 (E143Q) およびpMK1(E143D) を ll. So.β 

tilis MT- 2株に導入しハローの有無を見た。 その結果、 2 種の変異を導入した変

異体は全くハロ ー を形成しなかった。 このことから 143 のグルタミン酸は活性に

必須のアミノ駿残基であり、このアミノ酸をアスパラギン酸とグルタミンに置換す

ることによりプロテア ー ゼ、活性が完全に消失したものと思われた。

これらの情報から、基質とより密接に相互作用していると思われる F114およびW1

]5について各種変異の導入を試みた。 変異を導入するアミノ酸として、疎水性ア

ミノ酸であるアラニン (A) 、電荷のない親水性アミノ酸であるグルタミン (Q) 、

正電荷を有するアミノ酸であるリジン (K) 、負電荷を有するアミノ酸であるグル

タミン酸 (E) を各アミノ酸群の代表とした。

5.3.3. サプサイトにおけるアミノ酸置換を付与した NprMの創製

サ ー モライシンはMatthews等により X線解析が行われ、その立体構造が明らかに

されると共に、法質の結合部位、活性中心等が決定されている(106 ， 11 1)。 そこ

でこれらの情報をNprMに適応し、基質結合部位(サブサイト ) のア ミ ノ酸置換を導

入することにより某質との親和性を上昇させ、プロテア ー ゼ活性を上舛させること

を什酬した。 表 5 -2 にサブサイトの位置を示す。 なおプロテア ー ゼ活性部位

のサプサイトと基質のアミノ酸残基の命名を /J~す模式関を院l5 -4 に /~す O

N 末端← .. ... ... ...1P 41 P 31 P L 1 P 1 1 P 1 -'Tp-:1 → C 末端

切断部位

酵素の活性部位

表 5 -2. NprMにおけるサプサイトの位置.

位置 アミノ酸 サブサイト

114 Phe s ] 

115 Trp S 2 

130 Phe S 1 ~ S 2 ~ 

133 Leu S 1 

139 Val S 1 ~ 

188 L1e S 1 ~ 

189 Gly S 1 

192 Val S 1 

202 Leu S 1 ~ S 2 ~ 

関 5 -4. プロテア ー ゼの活性部位のサブサイトと某質のアミノ酸残ぷの命

名を示す模式図. 矢印は切断(水解)される基質のペプチド結合(被切断
結合)を示す.

A成DNA として 5 ~ -A A T A A C G C A G C T T G G A A C G G T (F] 14A 

用)、 5 ~ -A A T A A C G C A C A A T G G A A C G G T (F114Q 用)、 5 ~ -

A A T A A C G C A A A A T G G A A C G G T (F114K 用〉、 5~ - AAT^^C

G C A G A A T G G A A C G G T (F114E 用)、 5~-^^CGCATTTGCG

A A C G G T T C G (W115A 用)、 5~-AACGCATTTCAGAACGGT

T C G (W115Q 用)、 5~ - AACGCATTTAAGAACGGTTCG (川 15

K 用)、および 5 ~ -A A C G C A T T T G A G A A C G G T T C G (W1 15E 用)

(共に下線で示した塩基が置換する塩基)を作成し変異の導入を行った。 作成し
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，
ム

ワt
つ
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た変異型プラスミド、pMKl (F114A) 、 pMK1 (Fl14Q) 、 pKKl (Fl14K) 、 pMKl (F114旬、

pMKl (W115A) 、 pKK1 (W115Q) 、 pMKl (W115K) および pMK1 (Wl 15E) を ß. su.βt_jlis MT 

-2株に導入し培養した後、変異型酵素を取得した。 表 5 - 3 にカゼインを基質と

したときの比活性を示 した。

ぷ 5 -3. サプサイトにアミノ酸置換を導入した時の

各酵素の比活性.

酵素 比活性 u/mg protein 

NprM (天然型〉 27 , 000 (100先)

F114A 36 , 500 (135見)

Fl14Q 27 , 000 (100児)

F114K 27 , 000 (100先)

Fl14E ND 

W115A ND 

W115Q ND 

W115K ND 

W115E ND 

中心や基質の結合部位が存在する ( 33 ， 34 ， 35 ， 106 ， 107 ， 108) 。 またこのドメイン

聞は α - ヘリックスで連結されており、その I tJ には -Gly135 -Gly136ーがある (朕J 2 

-9) 。 そこでこの領域の近傍にさらに側鎖の短いグリ シ ンを導入し、両ドメイ

ン聞の 自 由度を増大させること、またグリ シ ンを他のア ミ ノ酸に置換することによ

りドメイン聞の自由度を減少させることを計幽した。

具体的には、両ドメイン聞にはイソロイシンが137 蕎 討 に存在し、この残法を側

鎖の短いグリシンに置換することによる 臼 由度の増加、また 136 番付のグリ シ ンを

セリンに換えること(中温蘭のプロテア ー ゼの場合Ser136であることも身慮〉 によ

る自由度の減少を試みた。

合成DNA として 5~ - TTCTGGTGGT立主主G^TGTGGTCG (11 

37G 用)および 5~ - ^CTTTCTGGTTC旦A T T G A T G T G G (G136S 

用) (共にド線で示した塩基が置換する場基)を作成し変異の導入を行った。 作

成した変異型プラスミドpMKl (l 137G) およびpMK1 (G136S) を B. su.βt_jlis MT - 2株に

導入し培養した後、変異型酵素を取得した。 表 5 - 4 にカゼインを基質としたと

きの比活性を示 した。

表 5 -4. ドメイン聞の自由度を変化させた時の名酵素の

ND: 形質転換株においてハロ ー を形成しなかったもの. 比活性.

酵素 比活性 u/mg protein 

S 2 サイトである W115 における 4 種のアミノ酸置換においては、ハロ ー を形成す

る形質転換株は得られなかった。 従って、このサイトはプロテア ゼ活性に重要

な役割を果たしているものと推測された。 一方、 S 1 サイトである Fl14 において

は、 F114E 以外の 3 種のアミノ酸置換でハロ を形成する形質転換株が得られた。

特に、アラニンに置換したFl14A は天然型に比べ約35%の比活性上昇が認められた。

NprM (天然型)

I137G 

G136S 

27 , 000 (1 00 児〉

19 , 000 (70児)

16 , 500 (60見)

このようにいずれの変異導入の場合もかなり比活性の低下が認められた。 向ー ド

メイン聞のゆらぎの増減の導入を試みたが、酵素活性増強には直接結びつかなかっ

5.3.4. ドメイン聞における向由度の増減を付与した NprMの創製

NprM は 2 つのドメインから成り(図 2 -9) 、そのドメイン聞のクレフトに活性

た。
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5.3.5. チロシンをトリプトファンに置換した NprMの創製

Blumberg と Vallee(109) は N-hydroxysuccimide esterを用いてサ ー モライシン

を化学修飾すると、 Fur-Gly-Leu -NH 2 を基質にした場合、約 70倍も活性増強がなさ

れることを報告している。 この化学修飾はチロシンの水酸基に N-hydroxysuccim­

ide ester が付加されたもので、チロシンの側鎖が増大したことによる効果が考え

られた。 そこで蛋白質工学的にこの化学修飾を再現させることを計画した。 置

換するアミノ酸はチロシンより側鎖の大きい唯一のアミノ酸である卜リプトファン

とし、また溶液中で化学修飾をうけることから置換するチロシン残基は活性中心付

近で、しかも側鎖が表雨に現れているものを NprM の立体構造を参考にし選択した。

その結果、関 5 - 5 に示すアミノ酸残基が表面に出ており、また比較的活性中心

に近いため、それらのアミノ酸残基をトリプトファンに置換した。

A成DNA としてYll0W (5 ~ -G C C A A G G C T G G A A T A A C G C A -3 

~ )、 Y151W (5 ~ - TAACCGATTGGACAGCCGGA-3~) 、 Y157

W (5 ~ - GACTCATTTGGCAAAACGAA - 3~) 、 Y193W (5 ~ -

AGGATGTGTGGACACCTGGT - 3 ~ ) 、 Y211W (5 ~ -C G G A A 

AGTGGGGTGATCCA - 3 ~ ) 、 Y217W (5 ~ ー CAGATCACTGG

TC 八八八 GCGC - 3~) 、及びY221W (5 ~ -C A A A G C G C T G G A C A 

GGCACG - 3~) を作製した。()は変異導入のための合成DNA を示し、下線

部分が置換するアミノ酸に対応する。

作成した変異型プラスミドpMK] (Yll0W) 、 pMKl (Y151W) 、 pMKl (Yl 57W) 、 pMKl ( 

Yl 93W) 、 pMKl (Y211 W) 、 pMKl (Y217W) 、及びpMKl (Y221W) を ß. subti/is MT- 2株に

導入し培養した後、変異型酵素を取得した。表 5 - 5 にカゼインを基質としたとき

の比活性を示した。

このように 110 番目及び211 番口のチロシンを卜リプトファンに置換することに

より明らかにカゼインに対する比活性が向上した(それぞれ60% と 50%) 。 逆に

Y151W の場合、ハロ 形成株は得られなかった。

次に重複のアミノ酸檀換による効果を見るため、 YI10W を中心にし Y211W と Y221

W の複数個の置換を導入した。 作成した変異型プラスミドpMKl (YI10W, Y211W) 、

pMKl (YII0W , Y221W) 、 pMKl (Y211W ， Y221W) 、及び、pMKl (YI10W , Y211W , Y221W) を Z
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subti/is MT- 2株に導入し培養した後、変異弔酵素を取得した。 表 5 - 6 にカゼ

インを基質としたときの比活性を示 した。

3∞ 

関 5 -5. NprMの 3 次元構造。 白丸は α - 炭素を示す. 唖金}原子を点亥iJ
丸で示し、アミノ酸とのリガンドを破線で示す 4 つのカルシウム原子は
黒丸で示す. 置換したチロシン (Y) は矢印で示す.
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ND: 形質転換株においてハロ ー を形成しなかったもの.

5.3.6. 自己分解耐性を付与した NprMの創製

プロテア ー ゼはその性質から絶えず自己消化という問題がつきまとう(110) 。

NprMは耐熱性蛋白質であり安定性に優れているが、かなり強い蛋白質分解能も合せ

持つことより自己消化をさけて通れない。 特にキレ ー ト剤存在下においては不安

定であり(第 1 章)、直ちに自己消化される (110) 。

そこで、さらにNprMに安定性を付加するため自己分解耐性を付与した NprMの創製

を行った。 精製したNprMを使い、 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.5) を用いて、 60 0C

で一夜自己分解させた。

分解物をウルトラセント - 10 (分画分子量 1 万、東ソ 一社製)を用い、 a 両分

(> 1 万)、 b 画分( < 1 万)と分画した。 両速液体クロマトグラフィ (HPLC) 、

T紘一gel DEAE 5pw (イオン交換クロマトグラフィ 、東ソ 一社製)を用い分析、分

取した(図 5 -6) 。

その後、脱塩を兼ねTSK-gel G2000sw (ゲルクロマトグラフィ 一 、東ソ 一 社製)

を使用し再精製した。 各フラクションを凍結乾燥後、 N - 末端アミノ酸配列を決

定した(表 5 -7) 。

表 5 -5. Tyr を Trp に置換した時の各酵素の比活性.

酵素 比活性 u/mg protein 

NprM (天然型) 27.000 (1 00児)

Y1l0W 42.000 (1 60児)

Y151W ND 

Y157W 5. 000 ( 20児)

Y193W 21. 500 ( 80児)

Y211W 41. 000 (1 50出)

Y217W 19. 000 ( 70地)

Y221W 13.000 ( 50出)

表 5 -6. Tyr を Trp に重複置換した時の各酵素の比活性.

酵素 比活性 u/mg protein 

NprM (天然型〉 27.000 (] 00児)

Yll0W. Y211 W 40.000 (1 50児)

Yll0W. Y221 W 41.000 (1 50児)

Y211 W. Y221 W 28.000 000児)

Yll0W. Y211W. Y221W 33. 000 (1 20児)

表 5 -7. 自 己分解画分の N-末端アミノ酸.

フラ ク ション No. N - 末端アミノ酸

酸Fノアたつ
AHN 

な来

I
E
E
W
V

百
四
一
出

定決

Tyr-Gln-Asp 

Leu-Thr-Glu 

Val-Gln-Tyr 

本 一一 一一一Tyr

Tyr-Thr-Thr 

Tyr-Ser-Ser 

チロシン残基からトリプトファン残基への複数の置換では相乗効果が見られなか

った。 これらのことより、 110 番目のチロシン残基からトリプトファン残基への

置換がカゼインを基質とした場合、最大の比活性を示した。

Tyr-Asp-Gly 
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E
 

フラクション I---VI までのア ミ ノ酸配列は、 NprMのアミノ酸配タIJ に対応するもの

がなかった。 これは、各フラクションの精製が完全に行われていないため(後数の

断片が混在している等)ノイズとして分析された場合と、プロテア ー ゼ、の n 己消化

フラグメント同志がある部分において合成b(応に利JH された場介が身えられるが、

εヨL

I 

詳細は不明である。

そこでフラクション四 (Tyr93 - Asp91 -GJy95 )において n 己分解を押さえる べく

変異導入を計両した。 Tyr93 のまえで臼己分解されるということ、また NprMは脱

水性ア ミ ノ般を認識し切断する傾向が強いということより、 Y93G(Tyr93→ Gly) (脱

水性の減少、チャ ー ジなし〉及び、Y93S(Tyr93→Ser) (疎水性の減少、チャ ー ジなし )

の変異導入を行った。
E 

合成DNA として 5 -一 CCGTCTCAGTGGTGACGG 八八八 T A (Y9 

3G用)及び 5 --C G T C T C A G T T C C G A C G G A A A T (Y93S用) (共

に下線で示した部分が置換する塩基)を作成し変異の導入を行った。

作成した変異型プラスミドpMK1 (Y93G) 及びpMK1 (Y93S) を ß. s!Jbt〆Jis MT- 2株

に導入し培養した後、変異型酵素を取得した。 表 5 - 8 にカゼインを)Ji質とした

ときの比活性を示した。
b lV 

VII 

V 
表 5 -8. 自己分解耐性を付与した時の名酵素の比活性.

静素 比活性 u/mg protein 

NprM (天然型)

Y93G 

Y93S 

27 , 000 (100%) 

26 , 000 (95施)

22 , 000 (80施)

図 5 -6. NprM 白己分解物のHPLCを用いた分析. 分析カラムは TSK-gel

DEAE 5pw (イオン交換クロマトグラフィー、東ソ 一社製)を用いた.

a 分子量 10 ， 000 以上、 b :分子量 10 ， 000 以下.

その結果、いずれの場合も若干、比活性の低下が認められた。

次に 50 mM トリス塩酸緩衝液 (pH7.5) ， 5 mM CaCl :< にそれぞれの酵素を溶解後、

80 0Cでの安定性を測定した(図 5 -7) 。 その結果、明らかに変異型酵素はNprM

に比べ高い残存活性を有しており、酵素安定性が上昇したものと思われた。
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以上の結果から、 NprMに比べ自己分解点にアミノ酸置換を導入した変異型酵素の同様の方法により、 50 0C における安定性を調べたところ、変異型酵素のほうが約

ほうが自己分解耐性が付与されたため、酵素の失活が押さえられ、酵素の安定性が5 時間後)。3~6%程度高い残存活性を示した (50 0C 、

上昇したのではなし、かと思われた。

APMの合成を試みたところ、 NprMに比べY9

(デ タは示さず)。

これらの変異型酵素を用い、

3Gが約20%高い合成活性を示した

一方、

考察第 4 節

APM-A-成をさらに効率良く行わせるた耐熱性中性プロテアーゼNprMを用いて、

活性中心め、蛋白質工学の手法を用いて種々の改変型変異酵素の作成を行った。

の 1 つのアミノ酸であると予想されている Glu143をアスパラギン酸とグルタミンに

プロテア ー ゼ、活性が消失し置換した場合、形質転換株に全くハロ ー が形成されず、

このように活性中心を出接変化させることは活性を失う吋能たものと思われた。

すなわち他の活

性中心である His231や亜鉛に配位しているアミノ酸残基などを変化させる場合は、

細心の注意を要すると思われる。

100 

80 

50 
(
次
)
苧
E
Z
υ

の
切
に
E
E
E
む
同
20 

なかなか活性上昇に結び、つかないと推測された。性が最も高く、

一方、基質と結合する部位であるサプサイトを変化させた場合、活性の上昇する
10 

このよものや低下するものなど、ある程度変化に富んだ変異型酵素が得られた。

うにさらに置換するアミノ酸の種類や、他のサプサイトにおける変異導入を試みる

これまで以上に活性の上昇した新規酵素が取得できると期待される。ことにより、

Blumberg と Vall ee (1 09) は化学修飾による活性上昇サ ー モライシンにおいて、

3 1 。

そこでこの化学修飾を、蛋白質工学的に再現させることを試みを達成している。5 4 2 

表面に露出していると予想されるチロシン 7 残基をトリプトファンに置換した。Time (hr) 一一~

(50~60%) 。たところY1 10W と Y211W において顕著に比活性の増大が見られた

すなわち 110 及び211 番目における側鎖の増大により比活性増大が達成されたもの関 5 -7. 変異型酵素 Y93S 、 Y93G および~NprM における安定性の比較.

それぞれ50mM トリス緩衝液 (pH7. 5) , 5mM CaCl ~ に酵素を溶解後、 80 0C で保温 一方、他の位置でチロシン残基を卜リプトファン残基へ置換した

このように場合には、 110 及び211 番目の置換のような結果は得られなかった。

と考えられた。

• : Y93S、企: Y93G、. : NprM. し残存活性を測定した.

82 8 1 



化学修飾においてもすべてのチロシン残基が修飾されているのではな い と 予想され

た。

5. 化学修飾の結果を参考にし、表面に語出しているチロシンをトリプトファン

に置換したところ約60%近い比活性の上昇が認められた。

APM合成の場合，高温 ( 1 5 0C付近)で長時間の反応が必要であり、 酵素の安定

性が反応の効率を左右し、安定性の高い酵素の取得が望まれている。 そ こ で自己

分解耐性を付与し た変異酵素の取得を目指し、変異の導入を行った (Y93G 及 びY93S

)。 これらの変異型酵素は、カゼインを基質とした場合、若干の比活性低下が認

め ら れたが、 酵素安定性(自己分解耐性)においては特に Y93Gが優れた結果を示し

た。 この変異取酵素 は実際の APM合成反応でも有意に合成効率が高 ま り(デー

タはぷさず)、安定性上昇が効果をもたらしたものと思われた。

今後、こ のよ う に更に安定性や自己分解を増強 した酵素を創製することにより、

T業的にも さら に有用 な変異型酵素を取得で き るか も しれな い 。

6 . 酵素安定性を高めるため、自己分解l耐性の付 I止を日指し、 Y93G と Y93Sの変異

酵素を作成したところ右干の比活性低卜があったが、安定性を地強すること

ができた。

第 5 節 要約

1 . 枯草菌中で効率良く変異を導入するためのプラスミド系を構築した。

2 . 活性中心の 1 つのア ミ ノ酸である Glu143をアスパラギン酸とグルタミンに置

換したところ活性型酵素の取得ができず、プロテア ー ゼ活性が失われたもの

と思われた。

3. S 1 及び S 2 のサプサイトをアラニン、グルタミン、リジン、及びグルタ ミ

ン酸の 4 種類のアミノ酸に置換したところ、 Phel14 においては変化に富んだ

比活性を示す変異型酵素が得られたが、 Trpl15 においては活性型酵素の取得

ができず、プロ テ ア ー ゼ活性が失われたものと恩われた。

4. NprMにおいてドメイン A と B のゆらぎを変化させるためIl 37G と G136S の変

異酵素を作成したが、かなりの比活性低下が認められた。

q
δ
 

0
0
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算事 6 m 而寸穿きも'性中佐主プロテアーゼ、のキ古主主

菌室を~F目し、 fこ酉発晋孝主主産主占こヰヨl-3-る註孟

居芝交力主畏

いによるものか、 ß. SlJ，βtiJis を用いた組換え菌のためなのか、また他の要因によ

るものなのか、これらの発現様式の違いの原因を解析することを目的とした。

第 2 節 実験材料および方法

第 1 節緒言

使用菌株およびプラスミド

実験に使用した菌株およびプラスミドを表 6 -]に示した O

JJaciJJ.ω 属細菌は、その旺盛な分泌能を利用して多数の有用酵素を生産するた

め、重要な有用微生物として認識されている(112 ， ]1 3, 114) 。 また、最近では

JJaciJJus 属細菌から多くの有用酵素遺伝子がクロ ー ニングされその分泌メカニズ

ム、発現様式、蛋白質の犠造等が着実に解明されつつある (48 ， 115 ， 116 ， 117) 。

第 1 および 2 章において、土境より新規に耐熱性中性プロテア ー ゼを生産する歯ー

株をスクリ ー ニングし、さらにその酵素遺伝子を ß. SlJ，βt.iJis 内にてクロ ン化後、

全塩基配ダiJを決めその酵素の耐熱性や発現についての解析を進めてきた。 その結

果 ρ'Prl遺伝子はサ ー モライシンとは 2 アミノ酸残基異なるだけで、その他は全く

|司じ配列であることが判明した。 また類似の耐熱性中性プロテア ー ゼをコ ー ドす

る ρ'Prl' 遺伝子との比較から、 oprl 遺伝子は oprJ' 遺伝子と非常によく似たプロ

モ ー タ -配列を有することも明らかとなった。 さらに oprl 遺伝子は元株と同属

の ß. subtiIis 中でも効率良く発現し、同一条件下の培養において親株より約10倍

高い生産能を示した。

々、親株である ß. stearotJクerlJlopóiJus MK232 株、またMK232 株を用い変異操

作を繰り返し、 NprM高生産株とした YG185 株等の好熱菌での酵素性産は、菌体増殖

に伴い酵素生産を開始するという、いわゆる増殖連動型であった (第 1 章、第 3

節)。 ところが oprl 遺伝子をクロ ー ン化した ß. SlJ，βtiJis を用いてNprMの醗酵

生産を行ったところ、菌体増殖が終了し定常期に入った後酵素生産が開始されるな

ど、両宿主聞において遺伝子発現型に大きな違いが認められた(第 2 章、第 3 節)。

これらの遺伝子発現の違いは同一遺伝子の発現にもかかわらず生じたもので、そ

の解明は非常に興味が持たれた。 そこでこれらの違いが、宿毛菌による発現の違

表 6 -1. 菌株およびプラスミド.

菌株 特性

.゚ subtiJis MT-2 

.゚ subtiIis NA-1 

trpCZ JeuC7 �dR �dlNpr 

�rl �1lJ1 ﾁIJlY 1 Npr 

文献

(54) 

(118) 

プラスミド

pMKl 

pNP22 

pTBA530 

特性 文献

(56) 

(24) 

(118) 

Krn " ρ'fJrl ' 

Km r Tc r oprl' ' 

Km r Tc r allJY.l' , 

Km r カナマイシン耐性、 Tc r テトラサイクリン耐性

枯草菌 ß. SULうtiIi.:.タ MT- 2 および ß. SlJ，βtiJis NA- 1 は組換えプラスミドの宿主

として用いた。

培地

.゚ SlJ.βtiJis の完全培地として第 1 章、第 2 節で示した、 L 培地を用いた。

プラスミドpMKlを保持する株を培養する場合は、カナマイシン (Km) を 5μg / rnl 

になるように加えた。 またプラスミド pNP22 および、pTBA530 を保持する株を培養

する場合は、カナマイシン (Km) 5μg / ml とテトラサイクリン (Tc) 20μg /ml 
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結果第 3 節を加え た 。

高温における枯草菌を用いた nprl 遺伝子の発現様式6.3.1. プロテアーゼ活性測定法

stearotherl/lophiJus MK232 由来 nprl 遺伝子は親株である MK232 株中では菌.゚ プロテアーゼ活-牲は、第 1 章、第 2 節で述べたカゼイン加水分解能で測定した。

(36) 。(第 1 阜、第 3 節)(増殖連動型)体増殖と共に酵素が分泌生産される

su.βtiJis MT- 2株を用いて酵素牛.障を行っ一方、 nprl 遺伝ヂをクロ ー ン化した Zα 一アミ ラ ーゼ活性測定法

その酵素生産様式は好熱菌の内でも効率良く発現したが、subtiJis たところ Z
基質(1 18, 119) を用 いた 。Bern feldの還JC糖定民法( ジニ ト ロサリチル酸法)

場合とは異なり、菌体増殖が終了してから後に酵素が分泌生産された(第 2 章、第CaC L 、 pH6. 0 )に溶解 し た 2% 口j溶性2 mM K - P i 、にはリン酸緩衝液 ( 40 mM 

宿主細胞が異なる、( 1 ) これらの違いが生じる理由として、(53) 。3 節)まずリン酸緩衝液で適当な濃度に希釈した酵素液0. 5 ml と

その後、反応停止液* ] rnl を加

デンプンを使用 し た 。

s tearotherl/loplliJ us の犠令丘( 3 ) 両宿主の培養温度が異なる、( 2 ) J&質 O. 5 rnl を混合し、 40 0C で 3 分間反応させた。

su.βtiJis では低コピ ー 数.゚ nprl 遺伝子は染色体DNA 上に存在するのに対し、え沸騰水中で S 分加熱し、水で冷却した後、脱イオン水で希釈して A 540 を測定し

np そこでまずなどが考えられる。プラスミドベクタ -上にある、( 9 コピ ー )プランクには、先に停止液を加えた後、基質を添加したものを用いた。た。

rl 遺伝子は好熱菌由来であり遺伝子発現と温度との関係が深いものと推測し、培

(図 6 -1) 。養温度と遺伝子発現との関係について詳細な解析を行った

のマルト ー スを遊離させる酵素を 1 単3 分の反応で 1 mg 活性の定義は、 40 0C 、

{也とした。

*反応停止液の調製

これに 1 g の 3 ， 5 ジニトロサリチル酸2 N NaOH 20 ml に脱イオン水50 rnl を加え、
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さらに 30 g の酒石酸カリウムナトリウムを溶かし、脱イオン水で 10を溶かした。
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プラスミドの調製法および枯草菌の形質転換法

su -.゚ 枯草菌プラスミドの調製は、第 2 章、第 2 節に述べた方法で行った。

またNA-l株

の形質転換は、 MT- 2株の TF - I および TF - II からアミノ酸を除いたものを用い、

同様の培養方法で行った。

βtilか MT- 2 株の形質転換は、第 2 章、第 2 節の方法に従い行った。

? !1 ? t1 /. fi F
H
 
l
 

1 ? H () 日 H日 n 日 11 f� I/. R 

(iI ) I i 111 ( 

図 6 -1. .゚ subtiJis MT -2jpMKl の 37 および45 0C での菌体増殖と酵素生

産. 培養はカナマイシン 5μg / rnl を含む L 培地で行った. 培養上清は

酵素活性測定に供した (0) . 菌体増殖(・)は、 600nm の l吸収で測定した.

(株)および和光純薬(株)から購入した。ナカライテスク

試薬

全ての試薬は、
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‘一一

.゚ Sl/，βtili .. タの生育限界温度は、約53 0C であることから pMK1 C 図 2 -6) を保持

する ß. Sl/，βtiJis MT-2株を 37および15 0C で培養した。 図 6 - 1 に 37および45 0C で

の菌体増殖と酵素活性の経時変化を示 し、また図 6 - 2 に蘭体外に分泌された蛋白

質を SDS- PAGEで解析したものを示 した。

最大菌体濃度は、 37 0C では OD"nn = 7.0 に対し 45 0C では 4. 4 であった。 また
600 

酵素活性は、 37 0C では 4 ， 600 u/ ml に対し 45 0C では 7 ， 500 u/ mJ に達した。 酵素生産

開始時期は、 37 0C では減衰期であったのに対し 45 0C では好熱菌と同じく対数増殖期

に移行した(図 6 -1 ) 。

図 6 -]に示 したように、 37 0C での培養よりも 45 0C における方がNprMをさらに効

率良く分泌生産した。 また高温で培養することにより ß. subtiJis MT - 2由来の分

泌蛋白質は明らかに減少していた(図 6 -2) 。

94K 

67K 

3 0 K 

2 O. 1 K 

30K 

‘一一

6.3.2. 各温度における枯草菌を用いた nprl 遺伝子の発現およびその発現様式

.゚ Sl/，βtiJis を宿主 とした場合、 37および45 0C での nprl遺伝子発現には、大き

な違いが認められた。 そこで遺伝子発現に及ぼす培養温度の効果について詳細に

検討 した。 図 6 - 3 に 30、 37 、 38 、 39 、 40 、 45、および50 0C での培養における菌

体あたりの酵素生産を示した。

その結果、 40 0C では培養開始後、約 4 時間(対数増殖期)で酵素生産が開始され

たが、 39 0C では約 10時間経過後(減衰期)に酵素生産が開始された。 一方、歯体

増殖は、 39および40 0C では顕著な差が認められなかった。 このように、 39および

40 0C を境界として、 ß. su.βt_j/is を宿主 とした場合 nprl遺伝子の発現様式は、明

らかに変化し、 40 0Cでの培養は好熱菌の nprl遺伝子の発現様式に移行することが

わかった。 また 40 0C での培養は、 39 0C での培養と比べ、歯体あたりの酵素発現量

も、顕著に増大した。

各培養温度での菌体増殖と酵素生産の特性を表 6 - 2 にまとめた。 これらの結

果から培養温度を上昇させればさせるほど、酵素生産は上昇するということが明ら

かになった。 そのときの培地中に分泌生産された最大活性は、 50 0C での培養時に

おけるもので、 8 ， 100 u/ ml (1 4時間)にも達した。 これは枯草菌生育の至適温度

である 37 0C の場合と比べると、約 2 倍近い酵素生産性であった。 しかしながら菌

b 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

94K 

67K 

43K 

20. 1 K 

図 6 -2. .゚ su.βt_jJ_j.タ MT - 2 /pMKl の分泌する菌体外蛋白質のSDSーポリアク

リルアミドゲ、ル電気泳動分析. レ ー ン 1 :標準蛋白質マーカ- C94.0K: 

phosphorylase b, 67.0K:albumin , 43.0K:ovalbumin, 30.0K:carbonic 

anhydrase , 20. 1K:trypsin inhibitor). K:kilodaltons. レーン 2---

12 は培養時間を示す(それぞれ 4 ， 6 , 8 , 10 , 12 , 14 , 16 , 18 , 20 , 22 , 

および24時間を示す) . 培養温度は、 3rc C a )と 45 0C C b )である.

矢印はNprMを示す.
nu 
Q
d
 - 89 一



体増嫡は、 高温時には低下することが明らかになった。 件温度における NprM牛.産と崎体用殖.長 6 -2. 

常兵三 'f~産開始時期i泣大的体濃度的体、''1たりの最大議大酵素活性温度

\
1
ノnu 

nu 

f
f
k
 

酵素活性/OD (，()()(u/ ml) COC) 

減兵期o (24h) 6. 300 (20h) 000(22h) 3 0 

減兵期o (18h) 7. 680 C24h) 4600(24h) 3 7 

減兵期o (18h) 7. 740 (24h) 5200(21h) 3 8 

減兵期O(18h) 7. 820 (24h) 5500(24h) 3 9 • 
文、I数b月前期1¥ C18h) 6. 1]00 (24h) 6200(24h) 4 0 • 

300 0 
対数増嫡期

および a/JJyE 遺伝子の発現械式6.3.3 各温度における枯草菌を用いた oprT

以外の好熱南南米遺伝子もここに示したのと lôj織の温度効果をぶすのかどoprl 

stearotβ'er/JJopβ'Jjus CU21株山来の耐熱性 LII f!t プロテア ー ゼE うかを調べるため 、

su，βtijJ，タ内での遺伝子発引における温度効果を調べた。

SlJ.βtjjJs MIl 13 由来 α - アミラ ー ゼ遺伝(- (a/JJyE) につい

su�JjJs MT- 2株に導(24) を ZoprT 遺伝子をコ ー ドするプラスミド、 pNP22

SULうtJ/i.タ MT -2/pNP22を用い、 37および45 0C での培形質転換株である d入した。。

図 6 - 4 に示すように ρ'PrT 遺伝子の発現様式は37および45 0C にお養を行った。
2 4 2 0 1 6 

、‘
，

J
L
H
 

，
f
、

これは同じ好熱歯由来いでほぼ同様であり、対数増殖期に発現が開始された。

また oprT 遺伝子の発現は、 37 0C よ

りも 45 0C の方が低く、培養における醗酵生産への温度効果は認められなかった。

これらの結果から、好熱菌由来遺伝子は令て oprK 遺伝子のように、培養温度を上

対数増殖期

1¥ (lOh) 

5 (10h) 

遺伝子 (oprT) を周いて Z

また IIJ 温菌である Z

ても同様に解析した。

1 2 

Time 

oprl 遺伝子とは異なる発現時期であった。

(118) 

昇させることにより遺伝子発現が増強されるとは限らないということが明らかとな

同様に中温菌由来 a/JJyE 遺伝子をコ ー ドするプラスミド、 pTBA530

9 2 

っ fこ o

1. 

3 . 

100 0 

8 4 。

図 6 -3. 各温度における単位菌体当たりのプロテアーゼ活性. プラスミ
ト。 pMKlを有する JJ. subtJjJs MT - 2をそれぞれ30 0C ( 'Y )、 37 0C (口)、 38

0

C
(企)、 39 0C (0) 、 40 0C (.)、 45 0C (ム)、および 50 0C (・)で培養し

測定した.
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考察第 4 節subtilis MT-2/pTBA530をJJT-2株に導入し、形質転換株である ZsubtiJis を E

alllyE 遺伝子の発現開始時(図 6 -5) 。用いて37および45 0C での培養を行った

stearotherllloP -stearot�erlllophiJus MK232 株由来 npr'v 遺伝子はZ好熱菌 ß.また、培養温度上昇に伴い、酵素生産は低期は3rc においては減衰期であった。

しかしながら遺伝子発現した。subtiJis でも効率良 く発�Jus だけでなく Z下した。

subtiJi.タ MTーヌ/pMKl組換え体である Zかなりの違いが認められた。様式に は
E
\
コ

45"C 3 7 "c 9 

培養温度を39 0C から 40 0C に 上昇さ サると遺伝子発現開始時期が減衰を用いた場合8 

E

C

D

 Cコ

<D 

また酵素生産性は温度上昇と共に増大し た。期から対数増殖期に移行し た。
-
〉
『
】
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伺
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遺伝子発現増大の理由として、次の可能性が考えられる。

1) nprl 遺伝子のプロモ ー ターが温度上昇によりさらに効率良く働く。すなわち
ω

的
問

ω

0
 
0
 
4
 

実際、 nprl 遺伝子はAT リッチな塩基配列で構

より転写されやすくなったのではなし、かと成されているため、高温領域において、

考えられる。

温度誘導性プロモ ー タ ー である。
】
O
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subt1・/is の中には、低温および高温で働く異なったシグマ因子が存在する。旦2) 
28 2 4 2 0 1 6 1 2 。28 2 4 20 1 6 1 2 8 

それら遺伝子が高温領域において

さらにこれらの解析を進めることは興味深いことと恩われ

3)ρ7fJrl 遺伝子の周辺に調節遺伝子が存在し、

今後、よく機能した。

る。

)
 -
(
 

関 6 -4. JJ. SUbt1・K・'s MT-2/pNP22の 37 および45 0C での蘭体増殖と酵素生
雄. 培養はカ ナマイシン 5 μg / ml を含む L 培地で行った. 培養上清は

階素活性測定に供した (0) . 歯体増殖(・)は、 600nm の吸収で測定した.

T ime 

次にこれらの現象は、好熱菌由来遺伝子には一般的に見られるかどうかを調べる
(
-
E
\
コ
)

stearother//JophiJus CU21 由来 nprT 遺伝子を用い同様の実ため、好熱菌である Z45"C 3 7 "c 9 

E

E

O

 
その結果、 nprT 遺伝子の場合37および45 0C において増殖と連動し験を行った。

これらのことから、培養て発現し nprl 遺伝子とは異なった発現様式を示した。
〉
【
】

F
U

同

における温度効果は好熱菌由来遺伝子に共通の現象ではないことが明らかとなった。

SUi.うti/is MJ113 由来 α - アミラ ー ゼ遺伝子、 a//Jyl.えを周さらに中温菌である Z

遺伝子のその結果 a//JyEいて培養における温度効果が存在するか否かを調べた。

ま Tこ alllyE 遺伝場合は nprl. nprT 遺伝子のいずれとも違う発現様式を示した。

これは alllyE 造伝子が中温菌由子の場合、温度上昇に伴い酵素活性が減少したが、

~ 0 
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来ということで高温による蛋白質の変性、分解が起こったものと思われた。2 8 2 4 2 0 1 6 1 2 8 2 8 2 4 2 0 1 6 1 2 8 

nprJておよび a//JyE 遺伝子のプロ

のプロモ ータ 一 配列は非常に類似した配列

94 

次に遺伝子レベルでの違いを見るため、 nprl.

(図 6 -6) 。

と nprT

モータ-配列の比較を行った

ここに示したように、 nprl

( h ) 

図 6 -5. JJ. SULうti/is NA - l /pTBA530の 37 および45 0C での菌体増殖と酵素
生産. 培養はカナマイシン 5με/ml およびテトラサイクリン20μg/ml
を含む L 培地で行った. 培養上清は酵素活性測定に供した (0) . 菌体
増殖(・)は、 600nm の吸収で測定した
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養の万がより効果的であり、また階ぷ精製の出aからもさらに有利になると思われる o

nprK 遺伝千における坑養時の温度効果は、今後r.業的な醗酵'1:. vt:や蛍1' 1 質粕~に

おいて応矧可能である。

111111 I T AGGAAAATGTGAAAAAAAC CG T AGG GAA TT A T C AAC T A T A T C AGAC T C T A TTT TTC C CAA T ACAAA T AC TG T AAA T A TT G T G TT AA T A TT C T AAA T ACAAAGAA T AAAGGAGGAGGA T GAAAAA T GAAAAGGAAA 

A T b 0 X n
 

A
V
 

--e
 

f
 
5
 
1
 

ー 10 r!ll on 50 

t7p� r I GAGGAAAAACGAAAGT CCGGGC CG T GCACGGAGGGCG T G T T CA TT G C CG TT CA TT TTC C CAA T ACAA T AAGGA T GAC T A T TT T GGT AAAA TT CAGAA T G T GAGGAA T C A T CAAA T ACA T A TT CAAGAAAGGGGAAG 
第 5 節要約
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-10 r e g i on so 

1. ρ'fJrJ/ 遺伝子の発現開始時期は、好熱闘 1ft では対数増舶却j であ ったが、わii

草菌「ド (37 0C) では減衰期であった。
JIf!(E I GC CAGGC AG TT TT TT A T AGGAC CA TT GA TT T G T A TT CAC T C T G C CAAG T T G TT TT GA T AGAG T GA TT G T GA T AA TT T AAAA T GT AAGCG T AAACAAAA TT C T C CAG T C TT CG CA T CAG TT T GAAAG GAGGAAGCGG 

A T b 0 X n
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2. nprJ/ 遺伝子の枯草菌中での発現開始時期は、 39 0C以下では減 ;長期であり、

40 0C以上になると減衰期から対数増殖期へと移行した。 また制度上昇に

伴い、遺伝子発現が増大した。

AAGAA T G AAG T AAGAGGGA T iTT T GAC T C CGAAG T AAG T CTT CAAAAAA T CAAA T AAGGAG T G T CAA 

3. H熱菌由来 nprT 遺伝子および 仁1 1温菌由来 alJlylf 追伝子におけるよff益 Il.f の

温度効果は認められなかった。以16 -6. nprJ/, nprJ'， および 2砂ヨF のプロモ ーター 配列. シャインーダ

ルガノ配タIJ (SD) 、 - 10領域、 -35領域、およびATボックスはド線で、ぶして

いる. 刀'fJr.J/， nprJ' ，および alJlyE のプロモータ 配列の引用文献はそれぞ

れ (53) 、 (21) 、および (25) である.

であっ たが、 alJlY.i' のプロモ ー タ ー 配列とはかなりの違いが認められた(121)。

従って、培養における温度効果は、プロモ ー タ -配列の違いのみによって生じたも

のではないと恩われた。

以上のように nprJ/ 遺伝子は、培養における温度上昇で遺伝子発現が増大された

と考えられるのが妥当であろう。 また宿 -r菌由来菌体外蛋白質は高温培養のため

減少した。 これは、宿主菌が中温菌で高温培養により失活や分解によるものであ

ると考察される。 これらの結果から、 NprMの醗酵生産は37 0C によりも高温での培
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永毛主ナ舌と犀蔓 三塁 親株同様、同属である ß. su，β1.iJf，:.タ中でも効率良く発現した。 一方、遺伝子発

現量を見るため、同一の醗酵条件下で oprJ' 遺伝子と発現を比較したところ、 npri'

遺伝子は nprJ' 遺伝子より約20倍も 高い発現を示し た。 さらに ß. subtiJis [11 

での nprJ' 遺伝子の発現は L 培地で、親株 (ß. stearot!JerffJop!JiJ，ωMK232 )に比

べ約10倍高い酵素生産を示 し、プラスミドのコピ ー数に見合った遺伝子増幅効果が

認められた。

遺伝子工学の確立、またそれに伴う蛋白質工学の出現により、有用蛋白質の生産、

解析、さらにはその改良において強力な手段が得られたといえる。 最近、これら

の技術は Æ co/i のみにとどまらず、 ßac.iJJus 属細菌、放線菌といった原核生物

から、酵母、動物細胞さらには植物細胞にまで適応範囲が広がり、 今後はますます

広範囲な研究が期待できる。 本研究では、 ßaciJJus 属細菌由来耐熱性中性プロ

テア ー ゼ、を研究対象とし、遺伝子工学技術を利用した酵素遺伝子のクローニング、

遺伝子解析さらに部位特異的変異導入法を用いた高発現のメカニズムの解明、蛋

質工学技術を利用した酵素の改良、また組換え体を用いた工業生産を目指した醗酵

特性の検討を行った。 以下にその成果を総括する 。

第 3 章では、 ρ'Prl 遺伝子の高発現メカニズムを解明するため、構造遺伝子中の

核駿 2 次構造に着目 し、遺伝子発現と 2 次構造との関係について検討した。 耐熱

性中性プロテア ー ゼをコ ー ドする nprJ' と nprJ' は非常によく似たアミノ酸配列を

有するにもかかわらず、発現率においてはかなりの違いが認められた(第 2 章)。

両遺伝子の塩基配列中の 2 次構造形成可能領域を検索したところ、 ρIfJrT 遺伝子に

はほとんど全ての領域にわたり 2 次構造形成可能領域が見られたが、 nprJ' 遺伝 子

においては 1 カ所見られるのみであった。 そこでこの nprJ' 遺伝子に存在する 2

次構造領域に、部位特異的変異導入を行い、アミノ酸配列を変えること無く 2 次構

造の伸長、縮小をうえる変異を導入した。 その結果、 2 次構造を仲長させたもの

は著しい酵素生産性の低下が認められたが、 mRNAの転写量においては親株や 2 次構

造を縮小させたものと比べ、変化が認められなかった。 このように構造遺伝下内

の 2 次構造と遺伝子発現とは密接に関係していることが明らかとなった。

一方、原核生物を対象として報告されているデーターを整盟、解析したところ

SD 配列付近では 5 '""-' 6 kcal /mol 、その他の領域では - 20 kcal/mol 付近で遺

伝子発現が増減することが明らかに認められた。

第 1 章では、アスパルテ ー ム合成のための酵素を生産する菌株のスクリ ー ニング

を行った。 また種々の変異操作を繰り返し、親株より約 2 倍生産性の高い ß. s-

tearot!JerffJop!JiJus YG185 株を取得した。 さらにこの株から酵素を取得し、諸性

質を調べたところ、耐熱性中性プロテア ー ゼであることが明 ら かになった 。 この

プロテア ゼは、従来工業的に広く使用されているサーモライシンと非常に類似し

た性質を示したが、耐熱性、またカゼインを基質とする比活性においてサ ー モライ

シンより勝っていた。

第 2 輩では、スクリーニングした菌株から、 lmanaka 等の開発した、 ß. SUi.うt1二

Jis の遺伝子交換系 (23) を利用し、酵素遺伝子のクロ ニングを行った。 クロ

ーニングし た酵素の構造遺伝チ ( nprJ') の全塩基配列を決定し、アミノ酸配列を

推定したところ、 2 アミノ酸を除き (Asp37 → Asn 、 Glu119 → Gln) 、サ ー モライ

シンと全く相同であった。 プロモ タ -配列においては、 Takagi等によってクロ

ー ニングされた nprJ' 遺伝子 (21) と非常によく似た配列を有していた。 さらに

菌体外に分泌される酵素の N末端アミノ酸配列を決定したところ、本酵素も ßac.iJ

/ω 属細菌由来プロテア ーゼに一般的に見られるプレ ー プロ構造を有していること

が判明した。 またこの nprK 遺伝子の発現を酵素活性を指標として調べたところ、

第 4 章では、 nprl 遺伝子の有するプロモ ー タ ー配列を基本とし、 ßaciJ/ω 属

と Æ coJi とのプロモータ ー配列の比較を行った。 nprJ' プロモ ー タ ー を種々改

良したところ、 - 35領域と - 43領域 (A十T リッチな領域)が Æ coJi のプロモ ー タ

ー 強度と密接に関係していた。 また、 nprJ' プロモータ ー においても - 75領域に

ATに富んだ領域 (AT box) が見出され、 ßaciJJ，ω 属細菌においてもこのような領

域が、プロモ ー タ ー 強度に影響を与えているのかもしれない。 さらにこのよう
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遺伝子は Z S tearo tberl/JoplJi・Jus 内では蘭体増舶に伴い酵素が連動して発現したが、
T coli 中で機能する強力なプロモ ー ターの構築を日指しι な知見を某とし

その遺伝子を保持する d SlJbtilis 内においては的体用舶が終 f した後に酵素が'-J:_
プロモ ー タ ー を基本とし種々の改良型プロモーターの構築をA3 ファ ー ジ由来、

nprl 遺伝子は好熱的 Ltl 米というここれらの違いを解析したところ、産された。
coJi の中で機能 し、また強力と言われている tac プその結果、従来 E行った。

SlJLうtilis 中において、上古養温度40 0C以 Lで‘その発邸機式が土問舶連動

これは ρ'/}rl 遺伝子に特有のものであり、他の好

ま
4
山

熱菌由来 nprT 遺伝チや中温繭由来 afflyE ;宣伝子においては比られなかった。

型に移動することが判明した。

.゚ ともあり、
(約 3 倍の強度)を構築することがで

連のプロモ ー タ ー は Jac オペレ ー ターを結合させることによ

り、 IPTGにより誘導可能な遺伝子発現系を作成することができた。

ロモ ー タ よりもさらに強力なプロモータ ー

またこれらきた。

た温度を 50 0C に上昇させて指養することにより、 37 0C の時に比べ、約 2 佑・量の酵素

を得ることができた。

これら一連の好熱菌由来耐熱性中性プロテア ー ゼ、 Npr M、を研究対象とし、生産

(A P M) 合成を考慮し

ノ酸置換の導入を行った。活性中心を直接、|可類のアミノ駿に胃換したところ、活

アスパルテ ー ム

て、酵素の安定性、比活性上昇を付うした改変型 NprM の創製を目指し、各積アミ

第 5 章では、蛋 Îl 質工学的手法を用い 、

繭株のスクリ ー ニング、高生産変異株の分離、遺伝子のクロ ー ニング、培ii基配タIJ の
このことから活性中心の電要性と共に、活性上昇のために性は完全に消失した。

プロモ ー タ 領域の解析、高生産メカニズムの解明、決定、 APM用新規変異酵素
次に Matthews等によっ

このように遺伝子のクの創製、および培養における温度効果等の研究を行った。
ほとんど活性の見られな

は活性 I t，心近傍を改良する必要があることがボ l慶された。

てぶされたサプサイトでアミノ酸置換を導入したところ、
さらには遺伝子用幅効果によ

しかしながら 、いま だ

coJi を宿主とした技術が巾心であり、今後は枯草的を合め他の宿 主に宅るまで

る j特産まで応用が可能であり、必須の技術とな っ てきた。

ロ ー ニングは酵素分子の解明から、新規静素の創製、

E 
そ

また多少比活性の増減したものが得られた。

NprMの 3 次構造においてドメイン A と B は α - ヘリックスで結ばれている 口

いもの、

の領域において臼由度を付加させることによる階素活性上昇を予測し、倒IJ鎖の小さ
さらなる研究、技術開発が必要であろう。

一方、仔機反応と生体触媒である酵素を組合わせたいわゆるハイブリッドプロ セ
これらの変異型酵素は予想とは逆に、比活性の

Blumberg と Va11 eeはチロシン残基の化学修飾により比活性増

なグリシンとセリンを導入したが、

低下が認めらた。
スは、厳密な基質特異性、 反応効率の高さ がある半面、温度、 pH 、 Jf)J 、溶媒等に

おいて限られた条件下のみで作用させなければならない。
チロシン残基を側鎖の大きい卜そこでこの知見を基として、強を達成している。

本研究でぶしたよ うに 、
リプトファン残基に置換したところ、 Yl10W と Y211W においてカゼインを基質とし

そうした打的で酵素の改変を行今後は反応に適した酵素のスクリーニングと共に、
このように化学修飾を蛋白質 E学た場合、明らかに比活性の増強が認められた。

その立体精造か酵素の改変においては、うことが重要な課題になると思われる。
的にある程度再現することが出来ることを示した。

ら適切なアミノ酸置換を導入し酵素を改良することが最良の }j法であるが、現在の
NprMはプロテア ー ゼであるため、自己最後に安定性に関しての改良を試みた。

ところ酵素改変において明確な指針がなく、今後の研究の積み重ねにより徐々に明

らかにされていくものと考えられる。
これを防ぐことにより安定性を上昇させる 目 的で、自己

その結果、若干、比活性の

そこで、じる。分解が1

APM合成においてより適切な酵素の創製を目指し一部の改良を試本研究では、
分解点である Tyr93 にアミノ酸置換の導入を行った。

低下が認められたが、安定性は明らかに k昇した。
これは天然型の酵素が自然界において突然みたが、著しい改良は行えなかった。

変異を繰り返し、最良の酵素機能として現在の安定性、比活性になったとも与えら

また 1 アミノ酸置換では酵素の立体構造が著しく変化せず、複数の部位にれる。
slJbtiJis を用いた酵素の醗酵生産を目指し、従

nprl 来よりもさらに生産効率を上昇させるため、培養温度の影響を検討した。

ρ'/}rK 遺伝子と Z第 6 章では 、

100 
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おけるアミノ酸置換が必要なのかもしれない。 今後さらに多数の変異型酵素の作

成によるデータの蓄積と解析により Nprllを構成している個々のアミノ酸の役割がよ

り明確になると思われる。

遺伝子組換え体を用いた酵素、ペプチド等の生産が近年盛んに行われるようにな

ったが、プラスミドの安定性、蛋白質のリフォールディング、プロテアーゼによる

分解、異種遺伝子産物による宿主の増殖阻害、 糖鎖問題等、 解決 L なければならな

い問題が多々ある。 本研究にお いても、 .゚ subtfJfs の組換え体を用 い た大量培

養の系を確立することが今後残された課題である 。 さらにますます遺伝子組換え

体を用いた工業的醗酵が盛んに行われるようになると恩われるが、上述の問題点を

解決することが実用化への第一歩であろう。
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