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序 論

リボ ヌ ク レア ーゼ の 立体 構 造 は 今 日 までRNaseAお よびRNaseT1な どを は じ

め と して 、 い くつ か の酵 素 につ いて研 究 さ れて い る 。これ らの リボ ヌ ク レアー ゼ が

単 鎖RNAを 基 質 とす るの に対 して 、 この 研 究 の 対象 で あ る リボ ヌ ク レアー ゼHは 、

DNA/RNAハ イブ リ ッ ド2重 鎖 を特 異 的 に認 識 し、 そ のRNA鎖 のみ を切 断 し、5'

リ ン酸 基 と3'水 酸 基 を生 産 す る 。

この独 特 な 活 性 は、SteinとHansen(1969)に よ り、仔 ウ シ の胸 腺 か ら発 見 され 、

リボ ヌ ク レアー ゼH(RNaseH)と 命 名 され た 。 このHは 、DNA/RNA旦ybridに 由

来 して い る 。 大腸 菌 由来 のRNaseHは 、Millerら(1973)に よ って 単 離 され 、

Berkowerら(1973)に よっ て その 性 状 が 明 らか に され た 。 この酵 素 はDNA/RNAハ

イブ リ ッ ド2重 鎖 の うち 、RNA鎖 の み をエ ン ドヌ ク レアー ゼ活 性 に よ り特 異 的 に

加 水分 解 し、そ の結果5'リ ン酸 基 が生 ず る(Crouchら 、1982)。 通 常 の ア ッセ イ

系 で は 、 この酵 素 は基質 に 対 し、 ピ リ ミジ ンの隣 の 開裂 部 に僅 か な特 異 性 を持 っ て

い る(Crouchら 、1982)。 この酵 素 の活 性 にはMgt+が 必 須 で 、活 性 測定 に は この イ

オ ンが加 え られ る 。 しか し、場 合 に よっ て はMgt+はMI12+に 置 き換 え る こ とが可 能 で

あ る(Berkowerら 、1973)。 この酵 素 の遺 伝子 は 、 大腸 菌 クロ モ ソー ム の 中 に単 一

コ ピー と して存 在 す る こ とが示 され(Carlら 、1980) 、また 血2Q遺 伝 子 か らは

64塩 基対 離 れ て存 在 す る こ とが報 告 さ れて い る(Makiら 、1983)。 ま た 、最 近 、大

腸 菌 か ら"第2のRNaseH(RNaseHII)"が 単 離 され たた め(Itaya,1990)、 こ

れ に 対 して 今 ま でのrnhA遺 伝子 か らっ くられ て い るRNaseHは 、RNaseHIと

呼 ん で 区別 され る こ とが あ る 。DNAの 塩 基配 列 か ら、 この酵 素 は155個 の ア ミ ノ

酸 残 基の 単 一 ポ リペ プチ ド鎖 か らな る こ とが示 さ れた(Kanayaら 、1983)。RNase

H活 性 は原核 生 物 か ら真 核 生 物 にい た る まで広 く生物 界 に存 在 す る 。そ の 生 理 学 的
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機能 にっいて は不明な点 もあるが、RNaseHが 、十分に分化 された細胞 内では酵素

活性 を促進 してい ることや 、 ∫oVlf-0で のColE1プ ラスミ ドの複製 に関与 して

いる こと、な どの発 見(Itohら 、1980)は 、この酵素がDNAの 複製 に関わってい

る事を示唆する ものである。さらにこの酵素 は、DNA複 製の開始段 階で 、複製の

分岐点に差 し掛 かるとき、その選択 を調節す る上で重要 な役割 をす る事 が最近示 さ

れて いる(Dasguptaら 、1987)。

また、Johnsonら(1986)は 、 ヒ ト免疫不全 ウイルスを含む レ トロウイルス由来

の逆転写酵素の ア ミノ酸配 列を、コンピュータを用 いて解析す ることによりRNA

依存性 ポリメラーゼ領域の下流部分 にRNaseHと 相同性の高いセグメン トが存在

していることを示 した。ウイルス由来 のRNaseHは 、ウイルス遺伝子のRNAの

切断に重要な役 割 を担 うもの と考 え られている。事実、DNA/RNAハ イブ リ.yド2重

鎖か らRNA鎖 のみをRNaseHに よって除去するこ とにより、 マイナス鎖RNA

は、プラス鎖RNAを 合成す る際の鋳型 と成 り得 ることが発見 された(Varmusら 、

1988),

この論文では、X線 結晶構造解析 によって1.48A分 解能で決定 された 、大腸菌

RNaseHの 立体 構造(Katayanagiら 、1990&1992)に ついて述べ る。さらに、酵

素活性 に必須なMgt+結 合部位を同定 し、この酵素がDNA/RNAハ イブリッ ド2重 鎖 と

特異的に結合す る認識部位 も決定 した。NMRに よる最近の研 究によって 、我 々が

想定 したRNaseHとDNA/RNAハ イブ リッ ド2重 鎖の結合様式が正 しい ことが裏付

けられ、DNA/RNAハ イブ リッ ド2重 鎖 と酵素の複合体のモデル を構築す ることがで

きた。また、 この酵 素の活性 アミノ酸残基 を置換 した3つ の変異体について も、X

線結 晶構造解析 を行い、分子構造 と機能の関係 にっいて考察 した。

なお 我々 とは独立 に、Yangら(1990)も 、異 なった位相決定法 にも とつ いて決

定 した2.Oa分 解能 におけるRNaseHの 立体構造 を報告 したが、 両者の立体構造

は、本質 的には同一・であった。
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本 論

第1章 大腸 菌BNaseHの 立体 構 造

第1節 全体 的 な分 子 構造

RNaseH分 子 全体 の模 式 図 を 図1-1に 、 また この酵 素 の1次 配 列 を 図1-2に

示 す 。RNaseH分 子 は 、155個 の ア ミ ノ酸 残 基 か らな り、1つ の サブ ユ ニ ッ トで構

成 さ れ る 。 この 分 子 の サ イ ズ は50×45×40°Aで 、 不規 則 な楕 円体 で あ る 。 この 分

子 の ドメ イ ン構 造 を調 べ る た め 、c≪ 原 子 間の デ ィ ス タ ンスマ ップ(Nishikawaら 、

1972)を 計算 した(図2)。 その結 果 、残 基番 号 で80番 か ら100番 目の 部 分 には

隣 接 した構 造 が な く、独 立 の ドメイ ンを構成 して い る こ とが わか っ た 。 この部 分 は

ヘ リ ッ クス αmか らそ れ に続 く約10残 基の 長 さの ル ー プで
、 当初minordomain

と呼 ん だ が(KataYanagiら 、1990)、 逆転 写酵 素 の ドメイ ン構 造 の議 論 の 際 に紛 ら

わ しい た め 、basicprotrusion(塩 基性 の 突 出部)と 呼 ぶ こ とに した(Katayanagi

ら 、1992)。 な お 、Yangら(1990)は 、 この領 域 をhandleregion(把 手 領域)と

して い る 。 この 領 域 は最 近 、Daviesら に よ り解 析 さ れ たHIV-1RNaseHド メ

イ ンに は欠 損 して い る部 位 で この酵 素 にユ ニー ク な構造 で あ る ため αIIIを 除 い た部

分 につ い て図3に 示 した 。

主 ドメ イ ンは 、4つ の αヘ リ ックス(α1、 αII、 αIV 、 αV)、 お よび1枚 の

大 き な β シー トか ら成 る 。 この β シー トは、N末 端 側 の3本 の逆 平 行 β鎖(βA
、

βB、 βC)と2本 の平 行 β鎖(βD,βE)よ り構成 されて い る。 この β シー ト

は 、他 の 蛋 白質 の βシー ト構 造 と同 じよ うにね じれて い る 。RNaseH分 子 の コ ア と

な る この βシ ー トは 、2本 の αヘ リッ クス α1と αVに 両 側 か ら挟 ま れ 、 αV側 の

半分 は 表面 に露 出 して い る 。 αVのC末 端 側 半分 は βシー トと疎 水 結 合 して い る が 、
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図ユー二⊥ 大腸菌RNaseHの 分子全体の模式図。 ヘリツクスamか らそれに続 く

ループが突きだ した形になっている(塩 基性の突出部)。
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→ ト αV-一 →

図1二2大 腸 菌RNaseHの ア ミノ酸配列(Kanaya&Crouch、1983)にX線 構造

解析 で決定 した2次 構造 を重ね たもの 。*印 は逆転写酵素のア ミノ酸配列で完全 に

保存 されて いる もの(表5)を 示 す 。残基番号で80か ら100番 の間 には塩基性 の ア

ミノ酸残基が多 く分布 している。また残基番号で11か ら23番 ま ではグリシンが多 く

分布 し、柔軟 な構造であるこ とが予想 される(第3章 第4節)。
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殴 大腸菌RNaseHのCa原 子 の座標 をもとに計算 したデ ィスタンスマ ップ。継

と横の残基 間の 関係の うち、10A以 下 の距離のものは口印で、10A以 上20A以 下 の

距離 にあるもの は×印で示 した。残基番号が80か ら100番 の 間には20A以 下 の位置

関係 がほ とんど無 く、独 立 した領域であることが明瞭に示される。

一6一



1

司

i

図3塩 基性 の突出部のループの立体構造(αmの 部分 は図io参 照)。 この部分は,

HIV-1RNaseHド メ インにはない構造である。この鋭 いターンはは しご状の水

素結合で安定化 している。この うち、Gly89、Trp90、Lys95、Asn100の 主鎖 の

二面 角は左巻 きヘ リックスに近い角度を とっている。



N末 端側 の数 残 基 は βシー ト上 の残 基 と水 素結 合 を形 成 し、 あ るい は静 電 的 相 互作

用 を して い る。 α1と この βシー トは 、顕著 な疎 水結 合 を形 成 して い る 。 この βシ

ー トの疎 水 結 合 面 は 図4に 示す よ うに 、 αIIや αmと 向か い合 うこ とに よ り、 α1

や αIVのN末 端 側 とと もに 、大 きな疎 水 結合 コ ア の 中心 を構成 して い る 。そ の 中で 、

ヘ リ ッ クス α1は 、 これ を 囲 む β シー ト(α1側)、 α1、 αII、 αm、 αIvで 形

成 さ れ る大 きな 疎 水結 合 の 中心 を構 成 して い る 。 α1と αIVは 約25° の傾 きを保 ち

なが ら平行 に並 んで い る が(図5)、 この2本 の ヘ リック ス間 の疎 水 結 合 を 見 る と、

5つ の ロイ シ ン 、2つ の ア ラ ニ ン、 そ して1つ の トリプ トフ ァ ンが3つ 組 にな って

い る 。す なわ ちLeu56(α1)、Ala110(αIV)とLeu111(αIV)の 組 、Ala52(α1)、

Ile53(α1)とLeu107(αIV)の 組 、Leu49(α1)、Leu103(aN)とTrp104(αIV)

の組 が 、顕 著 な 疎水 結 合 を 形成 して い る 。 この構 造 は 、遺伝 子 の 発現 に関 与 す るた

くさ ん の転 写調 節 蛋 白質 中 に見 い だ され る 、平 行 型 の ロ イ シン ジ ッパ ー ・モ チー フ

に よ く似 て いて 興 味深 い 。ち なみ にLeu49とLeu56は7残 基分 、 またLeu103

とLeu111は8残 基 分 離 れ て い る 。

RNaseHの2次 構 造 の統 計 値 を表1に 示 す 。 こ の分 子 の主 鎖 の フ ォー ル デ ィ ング

は 、厳 密 には他 の どの 蛋 白質 の もの とも類似 して い な いが 、大 局 的 に はLevittと

Chochia(1976)ら の分 類 に従 って 、 α+β 型 構 造 に属 す る と考 え ら れ る。 αIIか

らaIIIに か けて の部 分 お よび αIIIか ら αIVに か け て の部 分 につ いて 、crnリ プ レ ッ

サ ー な どで得 られ て い る 、DNA結 合 モ チ ー フの ヘ リ ックス ・ター ン ・ヘ リ ックス

部分 と構造 比 較 した と ころ 、r.m.s.d.が4A以 上 と大 き く、類 似 の モチ ー フ とはい

えな い 。 したが って 、ヘ リ ック ス ・ター ン ・ヘ リ ック ス構 造 は この分子 に は存 在 し

な い こ とが 、結 論 さ れ る。

副 ドメ イ ンは 、 αヘ リ ッ クス(αIII)と2つ の ター ンを含 む 約10残 基 の ル ー プか

ら成 って いる 。RNaseHの デ ィ ス タ ンスマ ップ か らは 、 αmと そ れ に続 くル ー プは 、

他 の 部 分 か らは か け離 れ た 、小 さな ドメ イ ンを形 成 して い る こ とが わか る 。 αmは

一8一



「

ca

l

図4RNaseHの 疎 水結合 コア。ペプチ ド主鎖を細線 で示 し、疎水性の アミノ酸残

基(Gly,Ala,Leu,Ile,Val,Phe,Trp,Met)の み を、太線 で表示 した。ヘ リックス α1

を中心 とする大 きな疎水結合 コア とαVのN末 端 とβシー トの下側でっ くる小さな

疎水結合 コアがある。ヘ リックスαIIと αmは この大 きな疎水結合 コアを包み込 む

ように折れ曲が っている。C末 端 のVa1153とPro17な らびにVa1155とPro

97は 疎 水的相互作用 を して いる と考 えられ、これ は隣接分子の βCと 相 互作用 して

安定化 しているN末 端 とは対照 的である(表4)。
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●5ヘ リ。クス・1と ・砌 疎水的相互作用・この・イシン ・ジ・パー様の2本

のヘリックスは約25'の 傾きを持ちなが ら平行に走っている.予 想される核酸認識

部位(第3章 第4節)は これらのN末 端側近傍である.



Residues〈 φ 〉 〈 ψ 〉 〈 ω 〉

α143-58-65(5)-40(10)180(1)

all71-79-64(6)-44(8)-179(1)

alll81-89-73(14)-28(17)-179(2)

aIV100-112-63(8)-41(5)179(2)

aV127-141-62(5)-42(6)180(2)

helixoverall-65(8)-40{10)180(2)

meanhelixfromdatabase*-62(7)-41(7)179(3)

QA5-14-138(13)143(9)179(2)

QB19-28-132(16)141(26)176(4)

RC31-39-129(21)140(18)179(1)

βD63-69'-121(18)125(13》180(4)

QE115-121-107(13)119(12)-179(3)

aB&QC-131(17)140(22)178(3)

idealantiparallel/3t-139135178

aD&QE-115(17)122(13)180(3)

idealparallelQt-119113180

3ioI55‐59‐69(8)‐27(15)180(1)

31011110-114-74(14》-17(13)二182(3》

3ioエ エ1138-143-67(10》-29(13)181(1)

mean3iofromdatabase*-71-18

Valuesinparenthesesindicatestandarddeviations
.

*D .J.Barlow&J.M.ThorntonJ.Mol.Biol.201,601 .(1988).
tG.N.Ramachandran,C.Ramakrishnan,V .Sasisekharan,

」.Mol.Biol.7,95.(1963).

毳LBHaseHの 持 っ2次 構造の2面 角に対 する統計 的評価 。それぞれの数字はそ

の2次 構造内の平均値で 、0内 の数字 はそれぞ れの標準偏差を示 す。
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小 さ なヘ リ ック ス αIIを 経 由 して βDと 接続 して い る。5本 鎖 か らな る β シ ー トと

2本 の ヘ リ ック ス の組(αIIとalll)は 、 α1と αIVを 底 とす る大 きな裂 け 目を形

成 して い るが 、 この裂 け 目が触 媒 活性 に何 らかの 形 で 関与 して いる か否 か は 、現 在

の とこ ろわ か らな い 。 ただ し、後 に述 べ る よ うに 、 この 裂 け 目 は酵 素 のDNA/RNAハ

イブ リ ッ ド認 識 部位 とは反 対側 に存 在 して いる 。

主 ドメ イ ンで は 、 β シー トは2っ のヘ リック ス α1と αVに 挟 まれて い て 、N末

端 とその近 傍 の ル ー プ部分 を 除 いて は β シー トは疎 水 的環 境 に あ る。 なお 、 この β

シー トは他 の蛋 白質 で見 られ るの と同様 に 、左 方 向 にね じれ て い る 。

構 造 精 密化 の 際 、 主鎖 原 子 の二 面 角 の(φ 、 ψ)に は束縛 条件 はか けて い ない 。

この よ うに して 得 られ た二 面 角 の値 を用 いてBamachandranplot(ltamachandran、

1963)を 計 算 した もの を図6に 示す 。ほ とん どの φ角 、 ψ角 は許 容 範 囲 に収 まって

い る様子 が わか る 。 なお 、他 の ア ミ ノ酸 残 基 よ り許 容 範 囲の 広 い13個 の グ リシ ンは

*印 で 示 して あ る 。 この 図 の 中で 、左 巻 きヘ リ ック ス に対 応 す る二面 角 を とっ てい

る もの は 、Trp90、Lys95とAsn100で あ り、 それ らの 値 は 、そ れぞ れ、(67° 、

40°)、(64° 、27°)そ して(61° 、31°)で あ る 。 また 、 その 下部 に許 容外 領域 と して プ

ロ ッ トさ れ るArg29(70° 、120°)は 、続 くGly30(-115° 、5°)と 組 み合 わ せ る と、

Venkatachalam(1968)の 論 文 で指 摘 さ れ た 、典 型 的 なII'型 の βタ ー ンで 説 明 さ

れ る(後 出の 表3参 照)。 この よう に 、構 造 精密 化後 の モデ ル で は155個 す べ ての

ア ミ ノ酸 残 基 が 合 理 的 な コン フ ォ メー シ ョンを とっ て い る こ とが示 さ れた 。RNase

Hに は 、5つ の プ ロ リ ン残 基 が あ るが 、そ の うちPro17だ けが 、 シス型 を とって

い る こ とが わか っ た 。 また,他 の残 基 にお いて は、 ω角 は す べ て180° 近辺 に お さ ま

って い る(r.m.s.d.は2.8°)。Kabsch&Sander(1983)の 定 義 に よ る βシ ー ト部

分 の φ角 、 ψ角 の平 均 値 は 、 平 行 型 、逆 平行 型 が 、そ れぞ れ 一115°と122° 、お よ

び 一131°と140° で あ っ た 。 また αヘ リ ック ス部 分 では 、そ れぞ れ 一63°と 一41°で あ

っ た 。
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図sRNaseHの 精密化後の最終構造のRamachandranp1。t。 左巻 きヘ リツクスの

部分 にある4残 基は、Gly89、Trp90、Lys95、Asn100で い ずれも図3で 示され

る塩 基性 突出部 のループ部分 に属す るものである 。 また(70° 、-120°)の 二面角 を

とるのはArg29で 、II'型 の βター ンである。*印 はグ リシン残基を示す。
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図7に プ ロ リ ン残 基 をの ぞ い た全 ア ミ ノ酸残 基 のZ1角 の 分 布 を示 す 。 これ らは

顕 著 に κ 、=(-60°,60°,180°)付 近 に集 中 して い るが 、 こ れ は立体 化 学 的 に安定

な構 造 を取 りや す い二 面 角 のanti-periplanar(180°)あ る いは ±syn-clinal(±60°)

で あ る 。分子 全 体 のXiの 平均 値 はそ れぞ れ(-67°,64°,-173°)ま た標 準 偏 差 は

(13°,6°,16°)で あ っ た 。syn-periplanar(0°)や ±anti-clinal(±120°)は 完

全 に避 け られ て お り、精密 化後 の モデ ル に は、エ ネ ルギ ー 的 に好 ま しくな い コ ンフ

オメ ー シ ョンが 存 在 して い な い こ とが示 され た 。

第2節 分子 内 水 素結 合

表2に 、RNaseH分 子 内 の 水素 結 合 の 一覧 を示 す 。 大腸 菌BNaseHの 場 合 、 ア

ル ギ ニ ン側 鎖 の っ くる水 素 結 合 が構 造 の 安定化 に 寄与 して い る 点が 目だ っ て い る 。

まずArg46側 鎖 の電 子 密 度 を図8-1に 示 す 。 この残 基 は ヘ リック ス α1上 に

存 在 す るが 、唯 一 、分 子 内 に埋 も れ てい るア ルギ ニ ンで あ る 。 このグ ア ニ ジ ノ基 は

分子 の ほ ぼ 中央 部 に存 在 し、 αIV上 のAsn100、Asp102お よび 最 後 の ル ー プの

Asp148と 、3方 向すべ て に水 素結 合 を形 成 して い る。 した が って 、 α1、aNお

よびC末 端 ルー プの3つ の ドメイ ンを結 び付 ける 働 きを もつ 。Arg46側 鎖 原 子 の

温度 因子 も10A2前 後 と低 く、多 くの 水 素結 合 で 支 え られた 安定 した構 造 を反 映 し

て い る 。 この 分 子 中央 に位 置 す る水 素 結 合 の ネ ッ トワー ク は 、分子 全体 の コ ンフ オ

メー シ ョ ンを安 定 化 して い る もの と考 え られ る 。

ま た βB上 に存 在 す るArg27(図8-2)は 、 これ を囲 ん で い る3っ の グ ル タ

ミン酸 残 基 、 βA上 のGlu6、 βB上 のGlu32及 び αV上 のGlu130と 水 素 結

合 をっ くっ て い る 。 これ らの相 互作 用 は3っ の β鎖 を更 に固 く むすび つ け て い る と

とも に αVを 固 定 して い る 。 βB上 のGlu32は 、 さ らに αV上 のArg132と 水

素結 合 をっ くっ て い る 。ま た 、 βD上 のSer68は 、 αV上 のAsn130と 、 また

βE上 のGlu119は αvア ミノ基側 のHis127と 水 素 結合 し、 上 の相 互作 用 を さ

一14一



l

cn

I

q
m

°翻

mc
.

O

Oz

30

25

20

15

10

5

0
0 60120180240300

Chi-1(degree)

図ヱGly、Ala、Proを 除 いた全残基の側鎖のκ1角 の分布 。
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ResidueAtomResidueAtomDistance(A)

Gln40ε2Lys117Nζ3。15

Glu60E2Arg27Ns3.03

Glu60ε2Arg27Nη23.07

ThrgOThr690713.08

ThrgOylThr690y13.15

Asp100S2GlyllN2.63

Asp100S2GlyllO3.23

Cys13SyGly1503.28

Cys13S7Gly1803.28

Cys13SyThr4203.38

Cys13NAsn440S13.28

Gly220Ser360y2.92

Arg27Nη1Glu320ε23.00

Arg27Nη1Glu1290ε13.15

Arg27NCI2Glu1290e22.57

Tyr280ηLys60N3.13

Tyr280BIGIu610s13.38

Tyr280ηGlu610ε22.53

Glu320ε1Arg132Nη22.71

Thr420ylAsp1480S12.53

Asn44NS2Glu480s22.36

Arg46Nη1Asn1000δ13.02

Arg46Nη1Asp1020δ12.89

Arg46Nη2Asp1020δ22.88

Arg46Nη2Asp1480δ22.63

Arg46N£Asp1480S12.52

Arg46NEAsp1480S23.28

Glu480ElSer710y2.60

Glu570flArg106Nη22.68

Glu570E2Arg106NE2.87

Glu610Cys63Sy3.35

Glu610His114Ns23.18

His62NSlGln11302.59

鎚 大 腸菌RNaseHの 分 子内水素結合の一覧(主 鎖 どう しの水 素結合 にっいて

は図12を 参照)。 残基番号順 に並ぺてある。水分子は含めず、水素結合距離が3,4

eA以 内 のもののみ記 した
。なお*印 を付 したもの(2っ)に つ いては、水素結合距

離 としてはやや短すぎるが、これは側鎖原子の局部的なディス オーダーのため と考

え られる。 事実 、Asn44側 鎖 のC7、Oδ1、Nδ2や 、Asp94のOar、062は 、

周囲に存在する原子 より高い温度因子 を持 って いる.
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Ser680yGlu1190E12.88

Ser680yAsn130NS23.10

Thr690ylAsp70N2.96

Thr690ylSer71N3.20

Ser710yVal74N2.90

Typr730ηAsn100NS22.98

Tyr730ηTrp104Ns13。07

Arg750Thr790y12.66

Gln76NE2Gln800s12.93

Thr790ylGln80N3.24

Gln800Asn84NS23.15

Lys86闘 ζAsp1080δ23.40

Thr920ylAsp940S22.30

Thr92071Lys96N3.12

Thr920ylLys9603.25

Ala1100His114NS13.14

Glu1190slHis127NE23.10

His127NAsn1300S12 .85

Asp1340SlArg138NE3.16

Asp1480S2Gly150N3.34

麭(前 ペー ジの続 き)
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図8二 ⊥ α1に 存在す るArB46近 傍 の電子密度 。等高線 は16の 高さである。

破線 は水素結合を意味 し、分子 中央部 のヘ リックスα1上 のArg46が 、aN上 の

Asn100やAsp102お よびC末 端近傍のループにあるAsp148と3方 向へ等方的

に水素結合を形成 し、分子全体の コンフオメー シ ョンを安定化 している様子が わか

る。Arg46側 鎖 の温度 因子は どの原子 も10Xi2前 後 と小さい。
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胆 βBに 存在す るArg27近 傍 の電子密度.こ の残基 は3つ のグルタミン

酸 、すなわち、βA上 のGlu6、 βC上 のGlu32、 αV上 のGlu129に 囲 まれて

相 互作用を受けている。図8-1のArg46に 比 ぺて、等 方的な水 素結合で はな い

ため電子密度 もそれよりきれいで はない.こ の近傍では、βシー トとαVのN末 端

側 の水 素結合 と して 、この図以外 にSer68-Glu119、Ser68‐Asn130が ある 。



らに強めるように働 いてい る。

Ar9138の 側鎖 グアジニ ノ基は、Asp134の 側鎖 を外側 に引 き出す ように水素結

合 している。Asp134は 、26種 類の レトロウイルス由来の逆転写酵素 とその関連蛋

自質すべてに共通 して保存 されている、4っ の酸性 アミノ酸残基(第1章 第9節)

のうち、唯一一RNaseH活 性 に必須 とされないものであ り、またMgt+結 合位 置か ら

5.O°Aと 最も遠 く離 れてい る。 しか しなが ら、大 腸菌BNaseHでArg138に 相 当

す る残基は、 レ トロウイルス由来の逆転 写酵素には保存 されてお らず、この1本 の

水素結合 は、大 腸菌RNaseHに たまたま生 じた偶 然 とも取れる。

第6節 ②項で も指摘す るが 、aIIIは 、主鎖原子 の温度 因子の高いヘ リックスであ

り、これを固定 しているのが 、Lys86とAsp108の 水幸結合1本 である 。これに

比 べ 、 αIIはSer71がGln48と 、 またTyr73がTrp104と(図8-3)、

とい う よ うに2カ 所 で 水 素結 合 を してお りalllに 比 べ る と安 定 な もの と考 え られ る 。

Mg2+結 合 部位 の 近 くにあ る このチ ロシ ン は 、DNaseIで は核 酸 とス タ ック して い る

部 分 に相 当 して い る と思 わ れ る部 分 で あ るが 、BNaseHの 基 質 な しの もの で は構 造

安定 化 と して働 い て い る 。安定 化 に寄与 して い る チ ロ シ ンは 、 この他 にTyr28が

Glu61と2本 の 水 素結 合 を して 、2っ の ル ー プ部 分 を近 づ け て い る 。

な お 、 αIIの 溶 媒 側 に3っ の グ ル タ ミ ン残 基(Gln72,Gln76,Gln80)が1直

線 に 並 ん でい るの は興 味 深 い 。 この うち 、Gln76とGln80は 側鎖 間で 水 素 結合

して い る 。

活 性 に必須 なGlu48の カ ルポ キ シル 基 はSer71とAsn44に 水 素結 合 し固定

され て い る。更 にAsn44の も う1方 はCys13の カル ポニ ル 酸素 と水素 結 合 して

い る 。 これ に比 べ てAsp10、Asp70の 必 須残 基 は 、 この よ うな 固定 を 受 け て いな

い こ とは興 味 深 い 。一般 に 、 このMgt+結 合 部位 近 辺 は水 素結合 で 固め られ て い る 。
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図8二3αII上 のTyr73と αIV上 のTrp104の 相 互作用。Tyr73は ま た、水

分子(WAT205、B=30.05,az)を 介 してLys99主 鎖 と水素結合 して いる。またαIV

はc末 端側では図9に 示 されるようにHis114と 水 素結合 し、 両端が支 えちれて

いる。



第3節 トリプ トフ ァ ンの 分 布

前 述 した よ う に 、 βシー トと2本 の ヘ リ ックス の組(αIIと αm)は 、分 子 中央

部 に位 置す る α1と αIVを 底 とす る よ う に、大 き な裂 け 目を形 成 して い る 。RNase

H分 子 が もつ6っ の トリプ トフ ァ ン残 基 すべ て が 、 この 裂 け 目の両 側 に集 中 して い

る(後 出の 図17参 照)。 この裂 け 目は疎 水結 合 コアの半 分 を 占めて い る(図4)。

この トリプ トフ ァン残 基の ク ラス ター は 、ク レフ トの底 にあ る 、ヘ リ ック ス α1と

αIVの 疎 水 性側 と相 互作 用 して い る 。す な わち 、 いず れの トリプ トフ ァン残 基 も、

6員 環 が疎 水結 合 コ アで あ る α1の 方 向 を向 いて い る。 また 、2組 の トリプ トフ ァ

ンが ず れな が ら重 な りあい 、 ス タ ック して い る(Trp81とTrp85の 組 、お よび

Trp118とTrp120の 組)。 特 にTrp81とTrp85はx2角 が理想 値 よ り60°ず れ

てお り、エ ネ ル ギ ー的 には 不 安定 で あ る が、 これ は αIIとaIIIの 折 れ曲 が りに よ り、

VanderWaals空 間が 狭 まっ て い るため と考 え られ る 。 この2つ の トリプ トフ ァン

の組 お よびWAT238(後 出の 図13参 照)を 介 したGln80の0,1とTrp81のN,、 と

の水 素 結 合 な どが 、ヘ リッ クス αIIと α111の折 れ 曲 が りの 方 向づ けを して い る もの

と考 え られ る。 α1VのN末 端 に あ るTrp104は 、分 子 内部 に埋 もれ て い る唯 一 の ト

リプ トフ ァン残 基 で あ るが 、 αIIのTyr73と 側 鎖 間 で水 素 結 合 を形 成 して い る

(図8-3)。 この水 素結 合 は 、前 に述 べ た疎水 結合 の 他 、ヘ リッ クス α1VのAla

lloと 水 素 結 合 して い るHis114と とも に 、 ヘ リック ス α1vを 両側 か ら構 造 的 に

安 定化 して い る 。

第4節 シス テ イ ンの 分布

Bekowerら(1973)に よ り、RNaseHは 最大 の 活 性 を得 るた め に は、 ス ル フ ヒ ド

リル試 薬 を要 求 し、 ま た シス テ イ ン残基 の 化 学修 飾 の 典 型的 試 薬 で あ るN一 エチ ル

マ レイ ミ ド(NEM)に よ り阻害 され る こ とが報 告 さ れて お り、3つ の シ ス テ イ ン

残基 の分 布 を考 え るこ とは 興味 深 い 。 この うちCys13とCys63は 、そ れぞ れ異
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な っ た ル ー プ で溶 媒 部 に露 出 して い るが 、結 晶 中 にお い て は 、Cys63は 隣接 分子

に近 接 して い る た め 、Cys13の 方が これ らの 試 薬 の影 響 を受 けや す い(図1-1

)。 最 後 のCys133で あ るが 、 こ れ は βBに 直面 して い る αV上 に あ るた め周 囲 が

完全 に包 囲 され てお り、 直接 の化 学修 飾 は受 けに くい と考 え られ る 。 これ らの環 境

の特 徴 は 、ftNaseH結 晶 を水 銀 化 合物 に浸 漬 した とき に 、 シス テ イ ン残 基 近傍 に現

れ るHg2+サ イ トの 占有 率 との結 果(後 出 の表9参 照)と よ く一 致 す る。化 学 修 飾 と

組 み 合 わ せ た部 位特 異 的変 異 法 に よる最 近 の研 究 で は(Kanayaら 、1990a) 、 これ

らの シス テ イ ンの位 置 に対 応 した結 果 が 得 られ て い る し、NEMに よる酵 素 の 不活

性 化 は、 チ オ 基 の ブ ロ ック に よ る もの で はな く、立 体 障 害 に起 因す るコ ン フ ォ メー

シ ョン変 化 に よ る もの と考 え られ る。

第5節 ヒス チ ジ ンの分 布

す で に 立体 構 造 解 析 さ れて いる ヌ ク レアー ゼで は 、 ヒス チ ジ ン残基 が す べ て活 性

中心 に関与 して い る 。 た と えば 、RNaseA(Richards&Wyckoff,1971;Carlisle

ら,1974),RNaseT1(Arniら,1988;Sugioら,1988),RNaseU2(Matsuzakiら 、

私 信),barnase(Maugenら,1982),そ してDNaseI(Suck&Oefner,1986;Suck

ら,1988)で あ る。 したが って 、 ヒスチ ジ ンの位 置 を議論 して お く こ とは 、 き わめ

て 重 要 で あ る。RNaseH分 子 で はHis62は βDの 入 り口、His83は 塩 基 性 ヘ リ

ックス αm上 に 存 在 し、 いず れ も溶 媒 表 面 に よ く露 出 して い る 。His114は 、 リバ

ー ス ・ター ンを構 成 し
、His127は αvのN末 端 側 に位 置す る 。 この2っ は 、Mgt+

結 合 部 位 に最 も 近 く、 いず れ も分 子 表 面 に露 出 して お り、 基質 のDNA/RNAハ イブ

リッ ドとの結 合 に関係 す る との推 測 も可 能 で あ るが 、部 位 特 異 的 変 異法 の 結 果 で は 、

どち らの ヒス チ ジ ンもRNaseHの 活性 には必 須 で は な い 。 しか しなが らHis124

の変 異 体 で はk。atの 値 が 著 しく減 少 して い る 。 これ ら4つ の ヒス チ ジ ン に対 し、

His114は 、 βEの 入 り口 にあ り、5つ あ る ヒス チ ジ ンの うち 唯 一 、分子 内 に埋 も
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れて い る 。 これ らの環 境 は 、5っ ともすべ てNMRに よるpH滴 定 の結 果(Yoshidae

ら、私 信)と よ く一 致 して い る。 ま た 、野 生 型 に対 す る非 活性 を見 るた め に 、5っ

の ヒス チ ジ ンを そ れぞ れ1っ ず っ ア ラ ニ ンに変 え た ときの 結 果 と も一 致 して い る

(Kanayaら 、1991a)。

His62のNay原 子 は 、Gln113主 鎖 の カ ル ポニ ル酸 素 と水 素 結 合 して い る 。 ま

たHis127もGlu119と 側 鎖 間 で 水 素結 合 して い る 。 図9に 示 す よ うに 、His114

側 鎖 の イ ミ ダゾ ー ル環 に あ る2個 の窒 素 原子(Nδ1とN,2)は 、 そ れぞ れ 主鎖 の

カ ル ポニ ル酸 素(Glu61の0とAla110の0)と 水 素 結合 して い る 。 この プ ロ ト

ン化 して い る と い う事 実 は 、pHが9.0と い うRNaseHの 結 晶 化 条件 と一 見矛 盾

す る 。 この解 釈 の1つ と して 、His114は 、 局部 的 に負 に荷電 した環 境 に あ るた め

と思 わ れ る 。す な わち 、 この イ ミダゾ ー ル基 は異 常 に高 いpKa値 を もって い る と考

え られ る。事 実 、His114は 、Glu57、Glu61、Glu64と 、3っ もの酸 性 ア ミノ

酸 の カ ル ポ キ シ ル基 に囲 まれ て お り、 またAla110とGlu61の 主鎖 カ ル ポニ ル酸

素 に囲 まれ て い る。 も う1つ の解 釈 と して は、 中 性 の イ ミダゾ ー ル環 が分 子 ご とに

別 々 の サ イ トで プ ロ トン化 し、結 晶中 で は 同 じ様 な 占有 率 と してNδ1とN,2が 存 在

して い る と考 え るもの で あ る 。

さ らにっ け加 えて 、His114は 、Cys63と ジス ル フ ィ ド結 合 を形 成 し得 る距離 に

存 在 す る 。 この114番 目の 位 置 にシ ス テ イ ン残 基 を導 入 した結 果 、 コ ンフ ォメ ー シ

ョン に は大 きな 変化 も な くCys63と ジ スル フ ィ ド結合 が形 成 され 、 また この変 異

体 に はRNaseH活 性 が 残 っ て い る こ とが わか っ た(Kanayaら 、私 信)。

第6節 二 次 構 造

① ジ ョイ ン ト予測 法 、 円2色 偏 光法 の結 果 との比 較 。

決 定 され た立 体構 造 か らは 、 αヘ リ ック スに42%、 βシ ー トに28%の ア ミ ノ

酸 残 基 が存 在 す る こ とが わか っ た 。 これ らの 二次 構 造 の 含有 率 は 、円二 色 偏 光 スペ
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図9His114側 鎖 の2Fo-Fc電 子 密度図。 イ ミダゾール環の2つ の窒素原 子

とも、両側 の主鎖カルポニル基(Glu61とLeu111)と 水 素結合 して いる。
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ク トルの実 験 か ら得 た比 率(α ヘ リ ックス に28%、 βシー トに41%;Kanayaら 、

1990b)と は一 致 しな か っ た 。Jointprediction法(Nishikawa&Ooi,1986)に

よ る二 次構 造 予 測 では 、 αヘ リック スの 長 さや そ の位 置 は 、比較 的 的 中 したが 、

β シー トは あ ま り的 中 しな か っ た。

② ヘ リ ック ス

RNaseH分 子 に は2っ の ドメ イン にか け て5っ の αヘ リッ クスが 存 在 す る 。つ ま

り、塩 基性 突 出 部 には αIIIが 、主 ドメ イ ンには ほ かの4っ の ヘ リ ックス が存 在す る 。

これ らの αヘ リ ック スは 、 α1が43か ら59ま で 、 αIIが71か ら79ま で 、

alllが81か ら89ま で 、 αIVが100か ら112ま で 、 αVが127か ら141ま で

と定 義 さ れ る。 この ほか 、 球状 蛋 白質 の表面 近 く に よ くみ られ る31。 ヘ リ ックス は 、

3つ の αヘ リ ッ クス の 出 口(α1、 αW、 αV)に み られる 。

αIIとaIIIは 約35° の 角 度 で折 れ 曲 が って い る が(図10)、 この接 合 部 は プ ロ リ

ンを含 まない数 残 基 で あ り、 デ ー タベ ー ス解析(Kabsch&Sander,1983)に よ りほ

か の 蛋 白質 の立 体構 造 と比 較 したが 、類 似 の折 れ 曲 が りは見 い だせ なか っ た 。 この

折 れ 曲 が りは 、 前項 で述 べ た 疎水 結合 コ アの 中心 をなす α1と αIVを 囲 む よ う に形

作 られ てお り、 内側 が疎 水 性 、外 側 が親 水 性 な こ とか ら、 この コアの形 成 に寄 与 し

て い る もの と考 え られ る 。 ま た、ヘ リッ クス α1は 、ね じれ て い る βシ ー トに沿 う

よ う に疎水 結 合 してい る ため 、約5° とわ ず か なが ら曲が って い る(ヘ リ ック ス 中央

のGlu48のNとAla52の0の 距 離 が3.8Aで 水 素 結合 には 長す ぎ る)。

各 原 子 の温 度 因子 や 変位 の パ ラ メー タか ら、構 造 上 の 安定 性 や柔 軟性 が わ か る 。

図11に 、主鎖 原 子 の等 方性 の温 度 因子 を 各残 基 ご とに平均 し、残基 番号 で プ ロ ッ ト

した もの を示 した 。興 味深 い こ とに、aIIIの 温 度 因子 が25a2を 越 えて お り、 ほか

の ヘ リッ クス に比 べ 非 常 に 高 い値 を示 した。 その ほ かの 、ヘ リ ック スや β シー トの

二 次 構 造 部分 で は温 度 因子 は 明 らか に小 さい 。 αmに は塩 基 性 ア ミノ酸 残 基 が 多 く
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図10ヘ リックスαIIと αIIIの約35° の 折れ曲が り。この折れ曲が りの内側は疎水

性残基が並び 、疎水性 コアの形成 に参加 している。一方、外側 には親水性残基が並

び 、溶媒領域を 向いてお り、またその1部 は核酸結合部位 と予想 される 。Thr79、

Asn84の 側 鎖や 、水分子(WAT188、B=25.32A2)が この折 れ曲が りを補 助する水

素結合 を形成 している。
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図旦 構造精密 化後 に得 られたRNaseH主 鎖 原子(Cα 、C、N、O)の 等 方性

温度因子を、各 残基 ごとに平均 し、残基番号でプ ロヅ トしたもの。二次構 造部分 の

温度 因子 は小 さいが 、塩基性突 出部 のヘ リックス αII1の部 分の みが例 外的に大きい。



含 まれ る こ とか ら、核 酸2重 鎖 との結合 に何 らか の役 割 を果 たす も の と考 え られ る 。

③ βシー ト

この分 子 には5本 の β鎖 よ り成 る1枚 の β シー トが あ り、主 ドメイ ンの コア にな

っ て い る 。残 基 番号 で5か ら14、19か ら28、31か ら39、63か ら69、115か

ら121が 、そ れ ぞ れ βAか らβEと 定 義 さ れ、3っ の平 行鎖(βA、 βB、 βC)

と2本 の 逆 平 行 鎖(βD、 βE)に なっ て いる 。 この β シー トの水 素 結 合 の ダ イヤ

グ ラ ム を図12に 示 す 。 この β シー トは通 常の 蛋 白質 に含 まれ る β シー トと同 じよ う

に 左 方 向 にね じれて い る 。

この βシー トの 特 徴 は 、 これを は さんで い る2つ の αヘ リック ス(α1、 αV)

と シー トの両 側 で相 互作 用 してい る こ とで あ る 。 まず 、 α1やaNサ イ ドの例 と し

て は 、Val5(βA)-Leu59(α1)、Leu26(βB)‐leu59(α1)、Val65(βD)

-Leu59(α1)
、11e7(βA)‐Leu56(α1)、11e7(βA)-Ala110(αIV)、

Ile7(βA)‐Leu111(aN)、Leu67(βD)-Ala55(α1)、Trp118(βE)-Ala

55(α1)な どの よう な疎 水結 合 が あ げ られ る 。 その裏 側 で は 、 β シー トは αVの

N末 端 と水 素 結 合 を形 成 した り、静 電 的 な相 互 作 用 を して い る 。た だ しαVのN末

端 近 傍部 は溶 媒 領 域 に露 出 して い る。 ま た αVのC末 端側 とは も うひ とっ の 小 さな

疎 水 結 合 コア を形 成 して い る。 こ の際 の疎 水 性 残 基 は 、 αV側 がAla137,Ala

140,Ala141で 、 βシー ト側 がGly20,Gly21,Gly38で あ る 。

④ リバ ー ス ・ター ン

球 状 蛋 白質 に お いて は 、 ター ンや 折 れ 曲が りは2次 構 造 の保 持 の た め に重 要 な要

素 で あ る 。 βタ ー ンは一般 に4っ の 連続 した残 基 よ りな り、 その 中 の1番 目 と4番

目の 残 基 が主 鎖 間 で水 素結 合 してお り、主 鎖 の 方 向 を180° 反 転 させ る 。RNaseH分

子 の βター ンは 全部 で5っ 、 また β ター ンの連 続 した3,。 ヘ リ ックス は3っ 存 在 し
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'12大 腸 菌 ・・aseHの 主鎖原子 の 水素結台の ダイヤグ・ム ・°とN雄 ぶ直線

は、水素結台を表 し、3.4eA以 下 の距離 であるもののみ結んである。



てお り、それ らを表3に 示す 。なお、これらの分類はCrawfordら(1973)の 方法

によった。また 、ター ンの種類 は2番 目と3番 目の残基 の2面 角(φ 、ψ)の 組 み

合 わせで定 義 される。

RNaseH分 子 に見 られるすべてのター ンはもっ ぱら分子の表面に存在す る。興 味

深 いことに、塩 基性突 出部のループ部分 には2つ の βターン(シ ーケンスでTAD

KとVKNV)が 存在 し、2っ の リジン(Lys95とLys99)が 効率的 に溶媒部 に

突出 している。同様 な状況が βDと βCを 結ぶ ター ン(YRGR,Arg29とArg

31)に も見 られ る。

αv入 り口の ター ン付近 には、His124とHis127の2っ の ヒスチジ ン残基が

あ り、変異体の研究か らは、必須ではな いが活性 に大 きな影響 を与えているこ とが

わかって いる。特 に、His124は 主鎖の コンフォメー シ ョン変化を考 えれば、Mg2+

結合部位 に十分 近づき得 るため、 このター ンの持っ意味は大きい。さ らにC末 端の

ループにも31。 ヘ リックス とβターン(DTGY)が 存在 している。後述 するよう

に、 これ ら2っ の領域 は核酸 と相互作用す る面 に含 まれている。

またC末 端付近 に存在するター ンは、好熱菌由来のRNaseH(Itaya&Kondo、

1991)で は、プ ロリンが4っ も含 まれて いる部分 であ り、 このター ンの多い部分が

2っ の酵素間で相同な役割 を持っているのかも知 れない。

第7節 水分子 の分布

精密化 の結果 、分子全体 で、225個 の水分子 が同定 された 。これ らの水分子 の分

布を図13に 示す 。ここで温度 因子が30A2以 下の低いもの については黒丸で表示 し

てある。同定 されたすべ ての水分子 のうち134個 がRNaseH分 子 と直接 に水素結

合 してお り、これ らが第1層 の水分子 であることを示 している 。これ らの水分子の

うち、温度 因子 が30蓋2以 下の低 いものは構造 の安定化 に寄与 している ものが多い 。

他方で、蛋 白質分子 より3.4a以 上離 れている水分子 は、より高い温度 因子 を持 っ
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HydrogenbondN...O(A)φ2ψ2φ3ψ3Type§SequenceCα1-Cα4(A)

ReverseTurns

280-31N3.0470-120-1155RN一 工工'YRGR5.54

920-95N2.95-56-28-9216RN一 工TADK5.14

980-101N3.19-671346131RN-IIVKNV5.29

1220-125N2.91-53-33-10312RT一 工KGHA5.05

1480-15工N3.19-55-49-67-10RN一 工DTGY5。69

3ioHelices

3io一 工

550-58N3.23-65-46-63-11RN一 工工工ALEA5.36

560-59N2.98-63-11-81-23RN一 工LEAL5.60

3io一 工工

1100-113N3.31-61-33-67-18RN一 工工工ALGQ5.72

1110-114N3.21-67-18-93-1RT一 工LGQH5.63

3io一 工工工

1380-141N3.25-59-44-62-40RT一 工エエRAAA5.30

1390-142N3.05-62-40-61-22RT一 工エエAAAM5.28

1400-143N2.95-61。22-84-11RT一 工..MN5.35

ｧClassifiedaccordingtoCrawfordetal.(1973).

RT,ReverseTurn;RN,NearReverseTurn;andO,OpenTurn.

表旦 リバース ・ター ンと3ioヘ リックスの一覧。
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図13水 分子の分布 。温度因子が30A2よ り低いものについては・黒丸で表示 し・

番号も添えてある。それ以外は+印 で示 した.こ の黒丸は・核酸認識部位(第3章

第4節)近 辺に多く集まっている。



て い る 。

蛋 白質 分 子 内 の2っ の原 子(と くに主鎖 原 子)を 水 素 結 合 で結 ぶ水 分 子 の ほ とん

どは 、温 度 因子 が 小 さい 。 こ れ らの水分 子 はRNaseH分 子 の フ オー ルデ ィ ング を

安 定 化 してい る 。た とえ ば780-WAT188-83Nは 、折 れ 曲が りつ つ連 続 して い る2

つ の ヘ リ ックス 、 αIIと αIIIの 間 を固定 してい る 。同様 に、360广WAT157-1360、

570E2‐WAT159-1060,100a2‐WAT166-700a1.410‐WAT173-148N,38N‐WAT182

-1450T1
,410‐WAT183-1480,730n‐WAT205-99N,430,1‐WAT206-100Na2,

90ri-WAT211-480な どは、2次 構 造 や ルー プ を水 素結 合 で結 び付 け る中 間体 と し

て の 役割 を な して い る。WAT192とWAT193の ペ アの水 分 子 は 、 αIVのC末 端 側 付

近 の3ioヘ リッ ク ス を安定 化 させ て い る 。

ま た 、4つ の チ ロ シ ンに 対 して 、 その 水酸 基 に水 素結 合 して い る水 分子 が 見 い だ

さ れ て い る。っ ま り、219WAT-Tyr22、199WAT-Tyr39、205WAT-Tyr73、 お よび

231WAT-Tyr151で あ る 。

後 の章 で詳 細 に述 べ るRNaseH分 子 のDNAノ$NAハ イブ リッ ド2重 鎖 との接 触 面

に は 、 よ り多 くの水 分子 が 分布 して い る 。温 度 因子 が30A2以 下 の水 分子 、 た とえ

ばWAT166、169、175、180、 お よび227な どは 、4っ の重 要 な酸 性 ア ミ ノ酸 残 基

Asp10、Glu48Asp70とAsp134で 形 成 さ れ るMgt+結 合 の た めの ポ ケ ッ ト近 傍

に集 中 して い る 。 これ らの 水分 子 は、 自身 の持 つ 大 きな双 極 子定 数 に よ り、 この ポ

ケ ッ トの負 電荷 を 中和 す る もの と思 わ れ る 。C末 端 にあ るルー プ と α1のN末 端 側

で 囲 まれ る領域 に も多 くの 水 分子 が存 在 して お り 、 このC末 端 ルー プの フ オー ル デ

ィ ング を助 けて い るもの と考 え られ る。

と くに 、Glu57付 近 を は じめ と して 、 α1と αIVの 溶媒 側 には 、 αVの 溶媒 側

よ り多 くの 水分 子 が 見 られ る 。 これ に対 し、 トリ プ トフ ァ ンの ク ラス ター で 形成 さ

れ る開 列部 を含 め 、 この付 近 の疎 水 結合 コア には 、水分 子 は ほ とん ど見 られ ない 。
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第8節 結 晶 の パ ッキ ング

RNaseH分 子 の 、空 間群P212,21の 斜 方格子 に お け るパ ッキ ングをZ軸 方 向か ら

眺 め た も の を図14に 示 す 。そ れぞ れ の酵 素 分 子 は 、結 晶格 子 中 に お いて は9つ の 分

子 と接 して い る 。RNaseH結 晶のvmは1.94で 、Matthews(1968)の 式 か ら37%の 溶

媒 水 が結 晶 に含 まれ る と計 算 さ れ る 。分 子 の 接触 部分 は比較 的せ ま く、 電子 密 度 分

布 図 に は 、大 き な溶媒 領 域 が 明瞭 に認 識 さ れ る 。更 に 、分子 間 の相 互作 用 を表4に

示 した 。

RNaseH分 子 には 、4つ の酸 性 ア ミ ノ酸 残 基 が 集 中 して い るM92+結 合 部 位 が1ヶ

所 あ る 。 ま た塩 基 性 の ア ミ ノ酸 残 基 が集 中 して い る と ころが 、塩 基 性 の 突 出部 と、

βB→ βCの 折 り返 し部 の2ヶ 所 あ る 。ProteinDataBankに 登 録 され て い る179

個 の 異 な る蛋 白質 の 立 体構 造 に対 して 、NakamuraとWadaの 式(1985)を 用 いて

双 極 子 モ ー メ ン トを計 算 した とこ ろ、RNaseHは そ の値 が 非常 に高 い 分子 で あ り、

上位10%内 に位 置 づ け られ る こ とが 判 明 した 。す なわ ち 、RNaseH分 子 の 表面 は電

荷 が 大 き く偏 っ てお り、 これ が結 晶 化 の 容易 さ と関連 して い る だ ろ う と思 わ れ る 。

実 際 、結 晶 中で の分 子 ρ 配 列 を見 る と 、あ る分 子 の正 電 荷 の 表面 が 、隣 の分 子 の 負

電荷 の表 面 に接 して お り、 分子 の電 荷 の偏 りを打 ち消す よ うに 並 んで い る 。

図14に お いて 、分 子(x,y,z)は 、隣 接分 子(1/2+x,1/2-y,1-z)と2つ の塩

橋 、す な わ ちAsp10-Lys87とAsp70‐Lys87を 通 じて 接 して い る 。 ま た、(1

/2+x,1/2-y,1-z)と(-x,1/2+y,1/2-z)に 関 して は 、前 者 のN末 端 ル ープ と後

者 の βCと の 間 に、逆 平 行 β シー ト様 の 水 素結 合 が形成 さ れて い る。 このN末 端 ル

ー プ は、 実 際 、MIRマ ッ プで もC末 端 よ り明 瞭 に解釈 で き 、 また精 密 化 後 の温 度

因子 もC末 端 側 よ り低 く抑 え られて い る 。
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図14大 腸菌RNaseH結 晶 の パ ッキング。直方体 のわ くは単位格子 で・各方向の

らせん軸は長い矢印で示 した。太 く短 い矢印の部 分は酸性 アミノ酸残基の集 まって

いるMgt+結 合 部位に隣接分子の塩基性突 出部位が 入 り込 んでいる様子 を表す。この

噛 み合 わせは、基質 との複合体の結 晶化 を難 しく している原因の1っ と思 われる。

なお 、各分子 の位置関係 はA(x,y,Z)、B(-x,1/2+y,1/2-z)、C(1/2+x,1/2-y,1-z)

D(1/2-x,1-y,1/2+z)で 、EとFは それぞれ、AとBをx方 向に単位格子分だけ平

行移動 したものである。
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a)Hydrogenbonds.(s3.4A)

ResidueAtomResidueAtomDistance(A)SymmetryOperation

MetlN町r220η3.01-1/2-X广Y,1/2+Z

VietlOSer36N2.79‐1/2‐X,‐Y,1/2+Z

Lys3NThr3402.90‐1/2‐X,‐Y,1/2+Z

GIu60ε1Arg31Nη12。99-1/2-X,-Y,-1/2+Z

Arg31Nη2Glu1190s13.08-1/2-X,-Y,-1/2+Z

Arg29Nη2Gly12603.18一 ユ/2-X
,-Y,-1/2+Z

Glu640ElAla93N3.40-1/2+x,1/2-Y,1-Z

Asp100δ1Lys87Nζ2.811/2+X,1/2-Y,1-Z

Asp700δ1Lys87Nζ3.311/2+X,1/2-Y,1-Z

Asp700δ2Lys87Nζ2.571/2+X,1/2-Y,1-Z

GIn76NE2His11403.121/2+X,1/2-Y,1-Z

GIn76Ns2Gly11202.631/2+X,1/2‐Y
,1-Z

GIn800slGly11203.171/2+X,1/2‐Y,1-Z

Gln80Ng2Gly11203.041/2十X,1/2-Y,1-Z

Thr400γ1Lys122Nζ3.34X,Y,1-Z

Arg75Nη1Glu1470ε12.98X,Y,1+Z

Arg75Nη2Thr1490γ13.03X,Y,1+Z

His124Ns2Pro14403.27X,Y,1+Z

Lys91NζGlu1350ε22.95-X,1/2+Y
,1/2-Z

Asp940Arg132Nη12.51-X,1/2+Y,1/2-Z

b)Non-bondedcontacts.(≦4.OA)

Glu60ε2Arg31Nη13。65-1/2-X,-Y,1/2+Z

Arg31NEGIu1190s13.58‐1/2‐X,‐Y,1/2+Z

Asp100δ2Lys87Nζ3.431/2+X,1/2-Y,1-Z

Asn440SlHis83Ne23.871/2+X
,1/2‐Y,1-Z

Asn44NS2His83NE23.651/2+X,1/2‐Y
,1-ZGI

n760slGly11203.811/2+X,1/2‐Y
,1-Z

Trp85NslGln1150e13.901/2+X,1/2-Y,1‐Z

GIn4NE2Asp940S13.82-1/2+X,1/2-Y,-Z

His62NSlGln800E13:92-1/2+X,1/2-Y,1-Z

GIu640ε1Arg88Nη13.41-1/2+X,1/2-Y,1-Z

GIu640e2Ala93N3.58-1/2+X,1/2-Y,1‐Z

Lys860Gly12303.92‐1/2+X
,1/2‐Y,1-Z

Lys860His124NS13.84‐1/2+X
,1/2‐Y,1‐Z

Lys870His124N3.41‐1/2+X,1/2‐Y
,1-ZGl

y89NHis124NS13.88-1/2+X,1/2-Y,1‐Z

Arg75Nη2Glu1470ε13.99X,Y,1+Z

Arg75Nη1Glu1470ε23.77X,Y,1+Z

Lys91NζGlu1350ε13 .70-X,1/2+Y,1/2-Z

Asp940Arg132Ns3.59‐X,1/2+Y,1/2‐Z

Asp940δ1Arg132Nη13.59-X,1/2+Y,1/2-Z

表 生 大腸菌RNaseHの 結 晶学的 対称分子間の水素結 合。 対象 となる原子 どうし

の距 離が3.4A以 内 のものを水素結合 ≧みな し、3.4A以 上4.oA以 下 の範囲 にあ

るものは、non-bondedcontactと した。
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第9節 活 性 金 属 の結 合 部 位

RNaseH活 性 にはMgt+が 必 須 で あ る 。そ のM92+の 結 合 す る位 置 を同定 す るた め に

RNaseH結 晶 をMgt+イ オ ン を含 む水 溶 液 に浸漬 さ せ 、 回折 強度 デ 冑 タを収 集 した 。

さ らに 、Mgz+は そ の原 子 番 号 が 小 さい た め 、原子 番 号 の よ り大 きな アル カ リ土類 金

属 、す なわ ち 、Ca2+やBat}に つ いて も 同様 の 実験 を行 い 、 これ らの金属 が結 合 す る

部 位 を 同定 した 。

こ れ ら3っ の2価 の 金属 イ オ ンはMgt+の み な らずCa2+やBa2+で も、全 く同 じ位

置 に結 合 す る こ とが 明 らか に な った 。 さ らに 、RNaseH活 性 に必要 な金属 は 、Mgt+

の みで は な く、Ca2+やBa2+で も 、僅 か な が らRNAを 切 断 す る活 性 を示す こ とが 、

HPLCの 実 験 に よ り示 され た(Iwaiら 、 投稿 準備 中)。M92+に イ オ ン半 径 が 近

い とい う理 由で 、Co2+に つ い て も浸潰 実験 を行 っ たが 、Mgt+位 置 か らは約3.5A離

れ た とこ ろ に ピー クが見 いだ さ れ た(Asp10とAsp70の 側 鎖 に挟 まれ た とこ ろ)。

また 、RNaseH活 性 はMgt+の 他 にMn2+で も、 あ る場 合 に は促 進 さ れ る とい う事

実 か ら浸 漬 実 験 や 共 結 晶化 を試 み たが 、浸漬 中 に沈 澱 を 生 じや す く、や む を得 ず 行

っ た飽 和 濃 度 で は 、差 フー リエ 図上 に はMgt+な どの 場合 の よう な有意 な ピー ク は見

出 せ な か っ た 。 この場 合 、最 高 の ピー ク はHis62付 近 に見 出 され た が、 そ の理 由

は現 在 まで 不 明 で あ る 。

図15に そ れ ぞ れ の 金属 イ オ ンの結 合 位 置 を差 フ ー リエ 図 を用 いて 示 した 。 また 、

精 密化 した 金属 の無 いRNaseHの 、 これ に対応 す る領 域 の21Fol-lFclマ ッ

プ を図16に 示 し、金 属 イオ ンが 結合 して いな い ときの 環 境 を示 した 。図か ら明 らか

な よ う に、 各 金 属 イオ ンの結 合 位 置 は 、 イ オ ン半径 の 大 き さ(Shannon、1976)に

対 応 して 、Ba2+、Cat+、Mgz+の 順 に、 キ ャ ビテ ィ の 内側 ヘ シフ トして い る 。Coe+は 、

Asp10とAsp70の カ ルポ キ シル 基 に挟 まれ る位 置 に存 在 して い るが 、0-Coの

距 離 は 、 ど れ と も2.4Aで あ り、 これ は 、Cottが4つ の カル ポ キ シ ル酸 素 原 子 に、

配 位 結 合 して い る状 態 で あ る。Mgt+の ピー クの位 置 は、 重原 子 の位 置 を決 定 す る場
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図15RNaseHの 金 属の結合 した結晶 と金属のな い結晶 との差フー リエ図 。この図

は([Fm。to1【-lFfr,,1)exp(ianuR)の 式 で計算 した。残差電子密度の等

高面 は、黄色が5.0σ の高 さのM92+の も のを 、青色が4・06の 高 さのCa2+の ものを・

また赤色 が14.0σ の 高 さのBa2+の ものをそれぞ れ示す。また 、蛋白質側の構造は、

金属 を含 まない野生型の構 造(精 密化後)を 重ね合 わせ たものであ り、紫色の骨格

はそ の対称分子の構造であ る。
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図16金 属を含 まない結晶 について、精密化後の構造をもとに して計算 した、Mgt+

結 合 部位付 近の2Fo--Fc電 子 密度 図。水分子であ るWAT250付 近 が金属の結台す

る位置である。



合 と同一の方法 によって精密化 したもので、標準偏差は0.16Aで ある。Mgt+の 、近

傍の酸性 アミノ酸残基 のカルポキシル基か らの距 離は それぞ れ、Asp10か ら2.O

°
A、Glu48か ら4.2A、Asp70か ら4.5A、Asp134か ら5.OAで あった。 ま

た、Asp10の カルポキシル酸素か ら2.OA、Gly11の カルポニル酸素か ら2.3a

の距離 で、Mgt+は これ らの酸素原子 に配位 していることが示唆 され る。

第10節 大腸菌RNaseHと 逆転 写酵 素RNaseHド メインの活性 中心

Doolittleら(1989)は 、大腸菌RNaseHと 、25種 類の逆転写酵素 お よびその

類縁蛋 白質 につ いて、アミノ酸配列の類似性 を詳 しく調べ た。その結果 、Asp10、

Glu48、Asp70とAsp134の4っ の酸性 アミノ酸残基が、計26種 類 のRNaseH

様配列全体 にわ たって完全 に保存 されていることが、明 らか となった(表5)。 し

か しなが ら、彼 らは、 これ らの アミノ酸残基の保存の意味 にっ いては、言及 できな

かった。この論 文が発表 された時点で、我々は すでに大腸菌RNaseHの 初期 モデ

ルの構築 を終 了 し、 このモデ ルか ら、これ ら4つ の酸性 ア ミノ酸残基 が、1つ の領

域 に集 中 して存 在 していることを見 いだ していた。さらにMg2+位 置を差フー リエ図

上で同定 した こ とか ら、これ らの酸性 アミノ酸残基が活性 に関係する重要 なもので

ある ことが判明 した。図17に これ ら4っ の酸性 ア ミノ酸残 基 と、同定 されたMgt+の 、

分子 全体 に対す る位置関係 を示 した。X線 解析 と平行 して、Kanayaら(1990b)が 行

った、活性 アミ ノ酸残基 を求め る一連の部位特異 的変異法 の実験結果か らも、大腸

菌RNaseHの 場合 、 前3者 の酸性残基 については、 どの1つ をアミノ酸置換 して

も酵素活性が完全 に失われることが裏付 け られた(表6)。 また我 々の結果か らは、

逆転 写酵素のRNaseH活 性部位は、すべておな じ構造 を取 っている可能性 も、同時

に示唆 される。

なお、これ らの酸性ア ミノ酸残基 のほか にも、本章第2節 で述べ られた分子 内相

互作用 を して いる残基は保存 されている傾 向にあ る。さらに 、本章第1節 で述 べ ら
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HTLV-IINTAPCLFSDGSTSRAAYILMDKQILSGRSFPLPPPHKSAQRAELLGLLHGLSSARSWRCLH

HTLV-1工LOTAPCLFSDCSPQK▲A】rVLYDQT工 しQQDITPLPSHETHSAQKCEしLALICGしRAAKPWPSし 鬪.'

8しVIPAALCLFSDGATGRCAI【CLMKDBLLDFQAYPAPESAaKGELAGし し瓦CLAAAPP『EPLN

SRY-ILNNALLYFTDCSSTGHAAYTLADTTIKFQTNLNSAQLVELQALIAVLSAFPNQPLN

IAP-18LPDGTYYYTDGSICTGLCAYYVKDRY工S$QYNETSPQVYECしIVLEVLEAFPGPLN

MNTYLEKCIVIFTDGSANGRSYTYIQCREPIIKENTpNTAppAEIYAVITAFEEVSpPFH

HERV-KLENALTVfTDCSSNGKAAYTCPKERYIK?PYQSAQRDELVAVITVLQDFDpPIN

RSVPYPGPTVFTDASSSTNKGVYYVRECPRWEIKEIADしGASYQQLEARAVA}{ALしLNPTTP?N

HIV工VGA.εTF】rVDGAJし 麗RετκLGK轟C1【 『r騰KGRQKVVPしT日TTNQKTEしQAI】 【L瓦LQDSGし εVH

HIV21PGAETFYTDGSCNRQSKEGKACYVTDRGKDKVKKしEQT↑NQQAEしeAFム 厩ALTDSGPKVN

VISNIしLYPGPTYYTDGGKKNGRCSLG】 【IASTCESくFRINEEcrNaQLELRAIEEACKqGPEKHN

EtAVPTSGITIYTDCGKQNCECIAAYVTSNGfl7KOKRしGPVTHQVAERHAIpMALEDTRDKQVN

MoHLYPDADHTWYTDCSSLLQEGQRKAGAAVTTETEVIMAKALDAGTSAQRAELIALTQALKHAEGKKLN

ECOLIMLKQYEIF?DGSCLGNPCPCGYCA工LHYRC農 ε」くTFSACYTRTTNNRHEしMAAIVALEALKEHCEVI

HEPBRPGLCQYFADATPICWCLVMGHQRMRGTFSAPLPIHTAELLAACFARSRSCANI

17.6FTKIくFT【.TTDASDVALGAYLSpDCHPLSY工SR↑LNEHEINYSTIEKELLAIYWATKTFRHYLしGRHfE

297FEKKFVLTTDASNLALGAYLSQNGHPISFISRTLNDHELNYSAIEKELLAIVNATKTFRHYLLGRQFL

412FSKEFCITTDASKOACGAVL↑QNHNGHQLPVAYASRAFT葦 くCεSNKSTTEpELAAIHWAIIHFRPY工xcKHFT

G】fPSTFKKPFDLTTDASASGIGAVしSQεGRPITMISRTLKQPEQNYATNERELLAIYYALCKしQNFしYCSREIH

EERYPNDKLV工ETDASEEFWGCILKAIHNSHEYICRYASCSFKAAERNYNSNEKELしAYZflYIKKFS工YしTPSR『L

CAHVPEEKLIIETDASODYWCGMLKAIKINEGTNTELICRYASCSFKAAEKNYHSNDKETLAYINTIKKFSIYLTPVHFL

DIRSPSYDYVLTTDASESCACATLKKCNKVIKTYSFQWSTTQSNMSSNRREMLALLMAYQALCRKLNSCKLK

INCIPflEHTKし 冒TDGSVSLGεKLGAAAし しHRNNTL工CAPKTCAGEしSCSYAAECYAし εIGしQRLLKWLPRYRSTPSRLS

IoF轟CL1くTMNFIFTDCSKINYTISFA工TTETDYLKYCILPPYSSYLTSET:AILSALEしT1(NRAGKFI

COPDFENKIIGYVDJOWAGSε 三DRKSτTGYLFKMFDFNLICVNTKRQNSYAASSTEAEYMAしFEAYflEAしWKLENPIK

TYEYPDNKLVAISDASTGNpPYYKSpICNIFしLNGKV工GGIくSTκ 真SLτCTSTTEAE工HAYSESIPLLNKKPIIK

ム
Oo

NTLY-IIFLDSKYLYHYLRTLALCTFQGRSSQAPFQALLPRLLSRKYVYLNHVRSHTNLPDPISRLNALTDALLI

HTLY-1エ エFしDSKYLIKYしHSIAICAFLCTSAHQT幽LDAALPPし しQG【TIYしNNVRSNTNLPDP工STFNEYTDSし1【 .
HしViuvoSκ 】【【,TSし しRTしVLGAMLQPDPYPSYaしL7【KSし しRHPA工FVCHYRSHSSASHP工ASLNNYVDQLL

SRVoエ エxTDsazしAHSIPしLεTVAqIKHISETAKLFしCCQQLIYNRSIPFY】fGHVRAHSGしPGPIANGNQKADLA?K

IAP-181VSUSSYVVNAVNLし ε工AGIIRSSSRYANIFQKIQAALLNRHfPYflTNVRAHSGしPGPNS【.CNDLADKATK

MIITVL1【TDSK¥VTGLFYEIETATLSPRTKIYTELKHしQRし1麗KRqεKFY工GHIRGHTCLPGPLAQCNAYADSLTR

Hε臓V。KIISDSAとVVq真TRDVETALIKYSMDDQしNQLFNしLGQTYRKRNFPFY工TY工RANTNLPCPLTKANEQADLL

RSVVV↑DSAFVAKNしLKMCQEGYPSTAAAFIしEDALSpRSAMAavしHVRSNSEYPCFFTECNDYADSQAT

NIVIYTDSQYALGIIQAQPDKSESELVNQIIEQLIKKEKYYLAMVPAHKGIGGNEQVDKLVS

膩工V2
.、 エエYDsQrvHc工SASQPTεSESKIVNQエ エεε厩IKKεAITYAkYPAf{KC工G・GHQEYDHLVSVISN
AIVτ9SRYA1【EFNLRHYDEEVIRNPIQARINEしVHNKEK工CVHWYPGNKGIPpNEEIDRY工

EIAYIVTDSYYCMKNITEGLGLECPpNPVMPIIQNINEKEIVYFANVPGHKCIYGNQLADEAAK

MoMLVVYTDSRYAFATAHIHGEIYRRRGし しTSECKε 工KNKDEILALLKALFしPKflLSIIHCPGHQKGHSAEARGNRNADQAAR

εCOし1しSTDSQ】 四RQGIτQ冒 工NNWKKRCWKTADKKPVKNVDLWQRLDAAしGq同qlKHE冒VKGH農GHPεNERCDEしAR

HEPBIG7DNSYVしSRK】rτS『P冒 しLGCAANW工 しRGTSFVYYPSALNPAgDPSRGRLGしSRPLLRLPFRPTTGRTSLYADSPSY

17.61SSDHQPLSYLYRNKDPNSKLTRWRVKLSEFDFDIKYIKCKENCYADALSR

297YASOHpPLRWLHNLKEPCAKLERWRVRLSEYQFfくIDYIKCKENSYADAしSR

412VKTDHRPLTYLfSMVNPSSKLTRIRLELEEYNFTYEYLKCKDNNYADALSR

G】【PS】【IFiDHQPしTFAVADRNiNAKI二1(RWKSYIDQNNAKYFYKPGKEHFYADAしSR

CεRVIRTDNKNFTHFYNINLKGORKaGRし4NWvnuしSQTDFDVEHIAGTKNYPADFしQε

CAHYIRTDNTHFKSFVNLNYKCDSKLCRNIRWQAWLSITYSFDVEHIKCTDNHFADFLSR

DIRSIQTDNTTTLS1【1NRGGGQIQDし5VLFεQLbiKqCしKI(1くVNLIGENIPCFFNYKADNしSR

INGIIFSOSLSHLTAしQTGPしAYTDP工 しRRLWRLLしQYpRflKIRIflしQFVFDHCGYKRNE4COEHAK

I-PACICSDSLSA4DSエgNTNNNSFYPSR工RSL工 τqHAPKIK工M冒IPGHSG工KGNELADQAAK

COPOIYEDNpCCISIIしNNPSCHKRAKHIDIKYHFAREQYQNNV工CしEY工PTεNQLAOIfTK

TYEYGLLTDSNS'『ISIIKSTNEEKFRNRFFGTKAMRLRDEVSCNNLYVYY工 εTKKHエADYMiK

表5レ トロウイルス由来 の逆転写酵素お よび関連 蛋 白質25種 類 と、大腸 菌RNase

腿 とのア ミノ酸配列の類似 性(Doolittleら 、.1989)。 中央の'ECOLI'の 行が 、大

腸菌R四aseHの ア ミノ酸配列(Kanaya&Crouch、1983)で あ る。 表か ら明 らか な

ように、*印 のつ いた4つ の酸性 ア ミノ酸残基(大 腸菌RNaseHで は 、Asp10、

Glu48、Asp70お よ びAspl34)は26種 類 全体 にわ たって完全 に保 存 されている。
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図17RNaseH分 子 全体 にお ける活性部 位の位 置 。RNaseH分 子 は水 色の リボンモ

デ ルで 、活 性残 基 は黄色 の骨格 に赤の ドッ トに よる分 子 表面を付 けて示 した 。また

同定 されたMgt+位 置 は黄色 の+印 に黄色 の ドッ トに よる球面 を付 けて示 した 。

なお 、緑 の骨 格 は トリプ トフ ァンで 、RNase日 の 持つ6個 の トリプ トフ ァンすべ

てが この ように ほぼ1ヶ 所 に集 まってい る(第1章 第3節)。
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表 旦Kanayaら(1990b)に よ る大腸 菌RNaseHの ア ミノ酸置換 による 比活性の

変化 。3つ の酸性 アミノ酸残基(Asp10、Glu48、Asp70)の 変 異体 は 活性が完全

に無 くなって いる.Asp匂Gluの 置 換体はRNaseH欠 損 株 を用 いることができな

いため、<0.1に は ならな いが、活性 はないと考え られる。
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れ た疎 水 結 合 を して い る多 くの残 基 が 、大 腸菌RNaseHと 逆転 写酵 素 との 間 で 保存

さ れ て い る 。

我 々がX線 解 析 で決 定 した 大 腸 菌RNaseHの 立体 構 造 を も とに 、 こ れ らの 逆転

写酵 素 の 中か ら、 ヒ ト免 疫 不 全 ウイ ルス(HIV-1)と 、マ ウス 白血 病 ウ イル ス

(MuLV)の2っ を選 び 、 モ デ ル を組 み立 て た(Nakamuraら 、1991b)。 この2っ

は大腸 菌RNaseHと 、 ア ミノ酸配 列 の類 似性 が 最 も 高 い もの で あ る 。興 味 深 い こ

とに 、HIV-1の モデ ル で は 、DNA/RNAハ イブ リッ ドとの結 合 に関与 して い る と

思 わ れ る 、塩 基 性 の 突 出部 を 欠 い て い る。 しか し、MuLVの モ デ ルで は そ れ は保

存 さ れて お り、 大腸 菌RNaseHと ほぼ 同 じ構 造 で あっ た。 最 近 、HIV-1由 来

の逆 転 写 酵 素 のRNaseHド メ イ ンの結 晶 構造 が 、Daviesら(1991)に よ り発 表 さ

れ たが 、そ の結 晶構 造 は、 この 予 想 モデ ル の構 造 と本 質 的 には 同 じで あ り、 大腸

菌RNaseHの 構 造 とも類似 性 の 高 い もの で あ った 。 また金 属結 合 部 位 もDoolittle

の 表 に示 され る 完全 に保存 され る4つ の酸 性 ア ミ ノ酸 を 中心 に構 成 され て お り、我

々の 同 定 したMg2+結 合 部位 が 、逆 転 写酵 素 の場 合 にも その ま ま当 て は ま る こ とが 明

らか とな った 。

な お 、 大腸 菌RNaseHとHIV-1RNaseHド メ イ ン との構 造 の比 較 につ い て

は 、Jacobo-Molina&Arnold(1991)とDaviesら(1991)に よって も、詳 細 な報

告 が な され て い る 。
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第2章 大腸菌BNaseH活 性部位 変異体の立体構造解析

第1節 活性部位変異体 について

前章では、 主 と して大腸菌RNaseHの 立体構造 の詳細 と、Mg2+結 合部位の同定

にっ いて述べ た。この章では、活性に関与す ると推定 される酸性残基を他 の アミノ

酸 に置換 した活性部位変異体の立体構造 について述べ る。Kanayaら(1989)は 、

大腸 菌RNaseHの 大量生産系 を構築 し、部位特異的変異の研究 を可能に した。こ

の結 果、様 々な変異体蛋 白質 を比較 的大量 に精製 し、それ らの結晶を調達 すること

がで きる ようになった。

さらに、我 々のX線 解析 で決定 したMgt+結 合部位 にあ る3つ の酸性 アミノ酸残基 、

Asp10、Glu48とAsp70に っいて、Kanayaら(1990b)は 部位特異的変異法に

より、 どの一っ を置換 した場合で も活性 が完全に消失す ることを示 した。M92+結 合

部位 が事実 、触媒作用 に関与 しているこ とを証明す るには、変異導入によっで立体

構造 が全体 的には変化せず 、変化がMg2+結 合部位 に限定 されることを明 らかにす る

必要 がある。なお、この際の置換の方法 について は、①.側 鎖カルポキシル基の電

荷 を消失させ たもの(Asp→Asnま たは、Glu→Glnの 置換)、 ②.カ ルポキ シ

ル基を持 つ他の アミノ酸 に置換 したもの(Asp→Gluま たは、Glu→Aspの 置換

)、 ③.カ ルポキシル基をな くして アラニンに置換 した もの、の3つ にっいてお こ

なわれたが、③ では官能基の部分が空洞 となって いることが予想 される し、②では、

側鎖 の長 さがあわず基質が結合部位 にうまくフィ ッ トしない と予想される。

しか し① の電 荷をな くした場合の構造変化は、予測が困難で あり、興味深い。通

常 、核酸 との接触面 は塩基性 のア ミノ酸 に富んで いるが、4つ もの酸性ア ミノ酸が、

カル ポキ シル基 同志 の反発 が予想 されるわずか4A程 度の距離を保 ちなが ら、この

塩基性の接触面 の中に集中的に存在 していることは、活性発現機構 の観点か らも興
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味がある。この ような環境 下で、側鎖の電荷をな くす ことがこの構造 の均衡 に どの

様 な影響 を与 えるかを調べ るため、結晶構造解析 を行った。

以上の観点か ら、Mg2+結 合部位 に存在する3っ の酸性残基 をそれぞれア ミ ド化 し

た変異体 、DION、E48Qお よびD70Nの3っ を構造解析の対象 として選定 した。

第2節 活性部 位変異体の立体構造

この研究で扱 った3っ の変異体 は、分子の骨格構造 にっ いて は、いず れも大 きな

変化 は示 さなか った。 これは、前節で示 した ように、変異体 と野生型 との立体構造

を重 ね合 わせた ときのr.m.s.d.の 値 が小 さい ことか らも明 らかであ る。 したがって 、

Asp10→Asn、Glu48→Gln、Asp70→Asnの ア ミノ酸置換 では、分子全体 に構造変

化 を及ぼす ことはない と結論 され る。この事実 は、前述(第1章 、第10節)の ア ミ

ノ酸置換 を行って も酵素の基質に対す るKm値 は変わ らなかったとい うKanayaら

(1990b)の 実験 結果 を うま く説明するものである。

D10N変 異体 では、側鎖の構造変化は 、置換導入 したAsn10近 傍 のみに見 られ

た。この様子 を図18に 示す 。主鎖原子のみを用 いてD10N変 異体 と野生型 との構造

の重ね合 わせを行った場合 、いちばん変化 の大 きかった原子 は、Asp10の0δ1原

子で2.31Aで あ った。 この カルポキシル基の構造変化 に より、もう一 方のNδ2原 子

も1.53a移 動 しAsp70の 側鎖 カルポキ シル基のOar原 子(こ の原子 の野生型 に対

す るシフ トは0.69A)に2.:.の 距離 に近づいて いる。すなわち、置換 に よって新

たに導入 されたAsn10の 側差 のア ミ ド基がAsp70の カルポキ シル基 に引き寄せ

られて、新 たな水素結合が生 じたもの と考 え られ る。この水素結合の形成 によって 、

側鎖がゆ らいでいるこ とが予想 される溶液 中の立体構造 においては、活性残基であ

る2つ の酸性 ア ミノ酸残基、Asp10とAsp70の 自由度 に制限が加 え られ、さら

に基質が接する ポケ ッ トの形成 が妨 げられて しまうことが容易 に予想 される。
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図18RNaseHD1・N変 財 の活性部位近傍の構造変化 ・ 龍 の骼 力iD1°N変 異

体の構造で 、赤色が野生型 の構造である.置 換導 入されたAsn1° の アミ ド基が・

Asp70の カ ルポキシル基 に近づ き、新 たな水素結合 が形成 された 。同時にAsp70

の 主鎖 もAsp10の 方 に引き寄せられ 、βAと βDの 開裂部が狭 くなった様子がわ

かる。
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酸性残基 であるAsp10を 中性化する ことによ り生 じた電荷 の均衡の崩 れは、立

体構造上、前述 の ような変化 と して表現 された。第1章 、第9節 で述べた ように、

Asp10の カ ルポキ シル基 はM92+に 直接 的に配位 しうる距離にある。 したが って、

Asp10の 野生型 にお ける側鎖の方向は、 活性 に重要な意味 を持っているこ とが、

さらに強 く示唆 される。

また、RNaseH分 子全体の フォールデ ィングか らみた場合 、Asp10とAsp70

の2っ は、それぞれ平行 に走 る2本 の β鎖 、βAと βD、 のC末 端側 の開 裂部 に存

在す る。今 まで にβシー トと活性部位 との位置関係 はRossmannfoldに よ り 説明

されてい るが、 この酵素の場合 もその関係 はうまく当てはまっている。図18に 示 さ

れる活性部位 の構造変化 を見 た場合 、この2つ の β鎖 はアミノ酸置換 により、僅 か

に近寄っている 。この βシー トの開裂部 は、DNA/RNAハ イブ リッ ド2重 鎖 との結合

に際 し、重要 なポケ ッ トの1つ を構成 しているもの と推測 される。 したがって、こ

の アミノ酸 置換 は、0ポ ケ ッ トの幅を狭 め、②新 たに形成 された水素結合 でポケ ッ

トを埋めて しまった、 と解釈 される。

このような構 造変化は、変異体D70Nの 場合で もみ られた。変異体D70Nの 活性

部位近傍の構造変化 を図19に 示す 。D10Nの 場合 と同 じように、Asp10とAsn70

の側鎖 どう しは近づ き、Asp10のOalとAsn70のNδ2が2.97Aの 距離 に近

づき、水素結合 を形成 した 。 しかも、2つ の β鎖 は僅かなが ら近づ きあってお り、

変異体D10Nで の考察が、その まま当ては まって いることが わか った。

さらに、変異体E48Qの 活性部位付近の構造変化 を図20に 示す 。グルタ ミン酸側

鎖は、 アスパラギ ン酸側鎖 よりメチ レン基1個 分長 いため、変異体導 入に よる構造

変化 は さ らに顕著 に現れた。野生型では、Glu48側 鎖 は その両隣に位置す る、

Asn44とSer71の 側鎖 と水素結 合をつ くり、 固定 されていたにもかか わ らず、

新た に導 入されたGln48の 側鎖 ア ミ ド基は、そ の近傍のAsp10の カルポキシル

基 と新た に水素結合 を形成 した。それにともない、その両隣のAsn44やSer71
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図19RNaseHD70N変 異 体の活性 部位 近傍 の構造変化 。 青色の骨格 がD70N変 異

体の構造 で、赤色 が野生型の構造であ る。置換導入 されたAsn70の ア ミ ド基が、

Asp10の カ ルポキシル基 に近づき、新 たな水 索結合が形成された。 またこの方向

か らは、 βAと βDの いずれもやや内側 にシフ トし、開裂部が狭 くなった様子がわ

かる。
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図20BNaseHE48q変 異 体 の活性部位近傍の構造変化(我 々の得 た野生型の構造

を初期構造 として、北大 の田中研究室 で解析 され た結果)。 青色の骨格 がE48Q変

異 体の構造で、赤色が野生 型の構造 である。置換導 入されたGln48の ア ミ ド基が 、

Asp10の カルポキ シル基 に近 づき、新 たな水素結合が形成 された。双方の主鎖 も局

所的 に内側 にシフ トしている。また両隣にあるSer71やAsn44と の水 素結合の

仕方 も変化 し、Gln48で は3つ の隣接する アミノ酸側鎖 に支え られている。
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とGlu48と の水素結合 の しかたも変化 した。

以上 、大腸菌RNaseHの3っ の活性部位変異体 にっいて、 それぞれの立体構造

を決定 した。そ れ らの構造 を見 ると、いずれも全体のフォールディングは変 わ らず 、

Mgt+近 傍にあるア ミノ酸側鎖 のみ、そのコンフォメーシ ョンが変化 した。置換導入

され たGlnやAsnの 側鎖 はAsp10の カルポキ シル基 に近づいてお り、野生型の

大腸 菌RNaseHで は、反発 しあってバランスを保っていたMg2+部 位近辺 の これ ら

の酸性 アミノ酸 残基が、その1つ の電荷がな くな ることで、場のバランスが崩 れた

もの と考え られる。これ らの側鎖の構造変化 は、Mgt+と 酸性 アミノ酸残基の静電的

結合 力を減少させ、酵素活 性を失 わせたのだろう と思 われる。さらに、これ らの結

果は、RNaseHの 機能 に対す るM92+の 役割 を暗示 している。っ ま り、野生型では、

Mgt+が 近づ くと、負の電荷が相殺 されるため側鎖 間の反発力が減少 し、側鎖の変位

が生ず るもの と予想 される。も し、前述のアミノ酸変異が導 入されれば、この よう

な活 性 にとって不都合な変位が生ず ることが予想 される。1っ のアミノ酸残基の負

電荷 が失われる と、Mgt+結 合の際にカルポキシル基の コンフ オメー ションを、触媒

活性 に対 し、安定 な状態か ら不安定 な状態に して しまうか も知れないか らである。

また、3つ の場合のいず れも、アミ ドの導入に より、Asp10の 側鎖 が新 たな水

素結合 をっ くり、固定 されていることが わかった 。前章で述べた ようにMgt+が 導入

された際 に配位 し得 るのがAsp10の カルポキシル基 とGly11の 主鎖 カルポニ ル

であるが、このAsp10側 鎖 が固定 されることは興味がある。っ まり、Mgt+と の結

合 に関連づ けて考 える と、ア ミノ酸置換 により、酵素_Mg2+一 基質の連結 が起 こ り

に くい構造 になって しまったもの とも考 え られる。事実、変異体の1っD70Nで は

Mgt+結 合能が無 くなって しまっていることがNMRで 確認 されている(Odaら 、私

信)。
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第3節2っ の非 同型 な結晶中での構造 の比較

一His124近 傍 のループの柔軟性 一

前述 したよう に、D70N変 異体の格子定数 は野生型のもの とa軸 が5%も 異な り

明 らかに非 同型 な回折パ ター ンが観測 された。

前 節で述べ た ように、全体のフォールデ ィング はD70Nと 野 生型では変 わ らなか

った 。 しか し、 もう少 し詳細にみ ると、電子密度 の認識 しにくいN,C末 端部を別

にすれば、唯一 明確 に構造の異なる部分 はVa1121か らGlu129ま でのループで

ある 。 この構造の差異 は、ループ部分 の中央部 に属するHis124の 側鎖 方向が、

2個 の構造間で ほぼ反対方向を向いていることか ら明 らかである(図21-1 、2、

3)。 す なわち 、野生型の構造ではHis124は 分子の外側 っ まり溶媒側 を向いて

いるのに対 して 、D70Nで は、この残基 は分子 内部を向き、Mgt+結 合部位 を形成 し

ている残基の1っ であるAsp70(こ の変異体 ではAsn70)に 、約4Aの 距離 に

まで近づ いて いる。さらに興味深い ことは、このD70N変 異体 と同 じ格子定数であ

るYangら(1990)の 解析 した野生型の大腸菌RNaseHのHis124も 、ほぼ同 じ

構造 を とってい ることである。 したがってこのHis124付 近のルー プは、 結晶内

で分子間相互作用の影響を受けやすい という点で柔軟である と言 える。

Kanayaら(1990b)に よる部位特 異的変異法 の結果では、 このHis124は 、 ア

ミノ酸置換す る と比活性 が2.5%と 小さな値 まで落ちるが、 しか し完全にはな くな

らないため 、 活性必須 な残基 とはいえなかった。 す なわちHis124は 、Mgt+部

位(内 側)を 向 くとRNaseHの 活性 を補助的に促進 させるはたらきをもっが、 溶

液状態 では、内側 と外側 を向 くとい う、両方の状 態を取ってお り、そ うい うゆ らぎ

の大 きい状態で はいっ も促進機能を果 た している とは限 らない と考 えられ る。次章

で詳 しく述べ るが、このHis124はDNA/RNAハ イブリッ ド結合 モデルにおいては 、

分子の外側を向 くと核酸 の リン酸基 と作用できる部分 にある。 したがって、現在 ま

でのRNaseHの 構造解析 か らは、触媒活性に直接関与 しないまで も、基質 との結
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図21-1RNaseHの 野 生型 とD70N変 異体 の 全体 構造 の比較 。 図 に示 すの はC。

原子 のみ で、そ れぞ れの 主鎖原 子 を用 い て重ね合 わせ を行 った後 の もの で ある 。青

色 がD70N変 異 体 、赤 色 が野生 型 であ る。変異体D70Nで 明 瞭 に認 識 され ないN末

端 とc末 端 の残 基 は比較 か ら省 いた。His124付 近 の ルー プ約10残 基分 に構 造の違

いが み られる 。 なお活 性 中心 を示 す ため 、 野 生 型の構造 にの みAsp10、Glu48、

Asp70、Asp134の4つ の酸性 ア ミノ酸残 基の側 鎖 を示 した。



図21-2野 生 型RNase日 のHis124付 近 のル ープの電子密度図。M工Rよ り得

た初期位相 によ る電子密度 図では認識 しにくかっ たが、最終構造 による電子密度図

では各側鎖 とも明瞭に認識 できる。紫色 の骨格は対称な隣接分子を示す。

"21 -3D70N変 異 体のHis124付 近 のループの電子密度図 。黄色 の骨格がD70N

変 異 体 で、赤色 の骨格 が野生型の構造 である。 このHis124の 側鎖 の位置 は、こ

のD70Nと 同 型 であ るYangら(1990)の 野 生型の場合 と一致 した 。
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合 に 何 らか の重 要 な役割 を果 たす こ とは 、 十分 考 え られ る 。 なお 、Daviesら

(1991)に よ り解 析 さ れた 、活 性 を 持 た な いHIV-1RNaseHド メ イ ンで は、 こ

の近 辺 の ルー プ はゆ らぎが 大 き く構 造 は 決 め られ て いな い 。
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第3章 活 性 中心 と核 酸結 合 部 位 の 同定

第1節DNaseIと の比較

我 々 は 、 大 腸 菌BNaseHの 立体 構造 を 、す で に立体 構 造 の 解 明 さ れて い る リボ

ヌ ク レア ー ゼ 、す な わちRNaseAや 、RNaseT1、barnaseお よびstaphylococcal

nucleaseな どとの 構 造比 較 を試 み たが 、類 似 性 を見 いだす こ とが で きな か っ た 。

これ らの リボ ヌ ク レアー ゼ は単 鎖 のRNAを 基質 と して い る点 で 、RNaseHの 活 性

とは 明確 に異 な っ て い る 。

ANaseHが 、2重 ラセ ンの核 酸 を基質 と してい る こ と、核酸 の塩 基 配列 に対 しそ

れ ほ ど基 質 特 異 性 の な い こ と、活 性 に金 属 イ オ ン を必 要 とす る こ とを考 え あわせ れ

ば 、前 述 の リボ ヌ ク レアー ゼ よ りも 、す い臓 由来 のdeoxyribonucleaseI(DNase

I)と の 類 似 性 が 高 く、構 造 比 較 に よ り 有用 な知 見 が 得 られ るか も知 れな い 。 しか

も、DNaseIに っ い て は、 基質 で あ るDNA2重 鎖(14-mer)と の複 合 体 との 結 晶構

造 が わ か っ て い る 。

DNaseIは 、257個 の ア ミ ノ酸 残 基 か らな る、 単 一 ポ リペ プチ ド鎖 の酵 素 で あ る

が 、 立体 構 造 上 か らは擬 対 称 の2回 軸 で 対応 づ け られ る2個 の ドメイ ン よ り構成 さ

れ る 分子 で あ る 。 我 々 は 、 この 酵 素 とRNaseHの 立 体構 造 を比 較 した結 果 、そ れ

ぞ れ の酵 素分 子 の β シー ト ・モ チ ー フ と活 性金 属 との 位 置 関係 に1つ の共 通 性 をみ

いだ す こ とが で きた 。

図22にRNaseHとDNaseIの β シー トの構 造 を比 較 した結 果 を示 す 。DNaseI

は 、1つ の活 性 金 属 で あ るCa2+が 、擬 対 称 で 関係 づ け られ る2枚 の β シー トに挟 ま

れ る構 造 にな っ て お り、 こ の図 で は その β シー トを開 いて2段 に示 した 。 したが っ

て 、上 下2段 に 見 られ る 白丸 は1個 のCa2+を 示 す 球 で あ る 。RNaseHの 方 の 白丸 は

Mgt+の 位 置 を示 して い る 。 な お 、DNaseIの 残 基 番号 の定 義 はOefnerとSuck
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図22RNaseHとDNaseIの β シ ー ト ・モ チ ー フ の 比 較.



(1986)の ノ.』勉ノ.B10ノ.605.p616Fig.9に よった 。

この 図 に お い て 、そ れ ぞ れ左 か ら1か ら4番 目の β鎖 の 方 向 の順 序 に注 目す る と 、

RNaseHのCBADと 、DNaseIのNPACま た はLMKJの 方 向 の順序 が 同一 で

あ る 。 また 、 β シー トと して の ね じれの 方 向 も 同一 で あ る 。活 性 金属 と β シー トの

位 置 関係 に っ い て は 、 いず れ も左 か ら3番 目 と4番 目の β鎖 の カル ポ キ シ ル末端 側

と左 か ら2番 目の β鎖 の ア ミノ末 端 近 傍 に位 置 す る 。す な わち 、RNaseHで はA鎖

とD鎖 の カ ル ポ キ シル末 端 側 お よびB鎖 の ア ミノ 末端側 で あ り、DNaseIで はA鎖

とC鎖 、 あ る い はK鎖 とJ鎖 の カ ル ポキ シル末 端 側 、お よびP鎖 あ る い はM鎖 の ア

ミノ末端 近 傍 に 活性 金 属 ぶ 位 置 して い る 。 また い ず れの酵 素 の 場 合 も 、 β鎖 を構 成

して い る ア ミ ノ酸 残基 の 数 は、 お お よそ7か ら10個 であ る 。

DNaseIとDNA2重 鎖 の複合 体 の結 晶 構造 で は 、DNA2重 鎖 は β シ ー トにほ

ぼ垂 直 に結 合 して お り、RNaseHの 場 合 も、 これ と同様 な様 式 でDNA/RNAハ イブ

リ ッ ドと結 合 す る もの と予 想 され る 。

ま たSuckら(1986)に よって予 想 さ れ た、DNaseIの 加 水 分 解反 応 の メカニ ズ

ム を図23-1に 示 した 。 この モデ ル は 、活 性 に必 須 なHis131に よっ て活 性 化 さ

れ た水 分 子 が 、Ca2+と 結 合 して いる リ ン酸 基 を 求核 攻 撃 して切 断 す る と、説 明 して

い る 。 この 機 構 を わ れ われ の決 定 したRNaseHの 立体 構 造 とMgt+結 合位 置 に適 用

した もの が 、図23-2で あ る。 この モ デ ル に現 れ る3つ の カ ル ポ キ シル側 鎖 は 、活

性 に 必須 なAsp10、Glu48、Asp70の もの で 、 現 在 の立 体構 造 か らは 、Mgt+に 直

接結 合 して い る の がAsp10で 、Glu48とAsp70は 求 核 攻 撃 す る水 分 子 の活 性

化 を す る か 、電 荷 リ レー 系 で 電子 の 受 容 体 に な る もの と考 え ら れ る。

RNaseHの 場 合 、5個 の ヒス チ ジ ン残 基 の うち 活 性 部位 に最 も近 いHis124で

も 、Mgt+位 置 か ら11Aも 離 れて お り、 ま た この残 基の アラニ ン変 異体 で は比 活 性 が

2.5%残 る こ とか ら必 須 で あ る とは い え ない ため 、 このRNaseHのHis124を 、

DNaseIの モ デ ル の ヒスチ ジ ンに あて はめ る こと はで き な い 。
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図23二 ⊥Suckら(1986)に よ り提唱 されたDNaseIの 加 水分解反応の メカニズ

ム。活性 に必須 なHis131に 活性 化 された水分子が 、リン酸を求核攻撃す る。

Glu480rAsp70

Asp10

23-2我 々 の得 たRNaseHの 立 体構造 をも とに推定 されるRNaseHの 加 水分

解反 応のメカニ ズム 。Mgt+に 直接配位するのがAsp10で 、Glu48とAsp70が

水 分子を介 して リン酸を切 断す ると考え られる。His124は 、H124Aの 比 活性が

2.5%残 り、活性 に重要な影響を与 えるが、活性 に必須な残基 とは言い切 れないた

め、このモデル には入れて いない。立体構造 上か らは、M82+'Cif置 か ら約11A離 れ て

いるが、His124が 活 性 に重要な影 響が与え られ るのは、この残基の属 しているル

ープが、結晶のパ ッキ ングが変 わる とコンフ オメーシ ョンが変 わる くらい柔軟性の

高い もので、そ れによって活性部位 に近づ き得 るため と考 え られる。
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第2節xrv-1RNaseHと の 比 較(金 属 結 合部 位)

一 方 で は
、Yangら(1990)は 、RNaseHとDNApolymeraseI(Derbyshireら 、

1988;Freemontら 、1988)の 活 性部 位 の 環 境 の 立体 構 造 に基 づ き 、 この酵 素 には 、

Mgt+が 同時 に占 有 す る2つ の別 々の 金属 サ イ トが 存在 す る可能 性 を強調 して い る 。

最 近 、Daviesら(1991)はHIV-1逆 転 写 酵素 のRNaseHド メイ ンの2.4A

分 解 能 にお け る結 晶構 造 を発 表 した。 さ らに 、彼 らは その酵 素 のMn2+結 合 部位 も同

定 して い るが 、45mMのMnC12水 溶液 に浸 漬 した 結 晶 とnative結 晶 の 回折 デ ー タ

か ら差 の フー リエ を計 算 した結 果 、 同 じ領 域 に2つ のMn2+イ オ ンが み られ た 。彼 ら

は 、金 属 サ イ トが1つ で あ る とい う我 々の 結 果 との違 い につ い て 、両者 の結 晶の パ

ッキ ングの違 い に よっ て説 明 さ れ る と考 え て い る 。 我 々の結 果 か らは 、 大 腸 菌

RNaseHのMgt+結 合部 位 に は 、2っ の金 属 イオ ンが 入 る だけの 十 分 な 空 間 は あ る。

しか し、彼 らの 論 文 に よれ ば 、Asp549(大 腸 菌RNaseHで はAsp134に 相 当)に

隣接 す る第2の 金 属 サ イ トは 、第1の 金 属 サ イ トに比 べ て その 占有 率 が小 さい 。大

腸 菌RNaseHの 場 合 、最 高 で もIOmM濃 度 の アル カ リ土 類 金属 の イ オ ンを含 む水 溶

液 中 で浸 漬 した の に対 し、HIV-1RNaseHの 場 合 は 、遷 移 金 属 で あ るMn2+を し

か も45mMと い う高 い濃度 条件 下 で 浸漬 して い る 。ア ル カ リ土 類 金 属 よ り配 位 結 合

を形 成 す る傾 向 の 強 いMn2+を 、 しか も45mMと い う高 い濃度 で浸 漬 した こ とが 、 こ

の第2の 金 属 サ イ トを形 成 させ た 、 とも解 釈 で き る。 さ らには 、.大 腸 菌ftNaseH

のAsp134は 、HIV-1RNaseHで は 第2のMn2+位 置 に隣 接 す るAsp549に 相

当 す る が 、 この 大 腸 菌RNaseHのAsp134を 、Asnに 置換 して も大 きな 活 性 の減

少 は み られず 、比 活 性 で90%も 残 っ て い る(Kanayaら1990b)。 この ア ミノ酸 置

換 に よ り負 の 電 荷 が 喪 失 して も 、活性 に は ほ とん ど影 響 が な い こ とか ら、 この第2

の金 属 結 合 部位 が 活 性 に必 須 の もの で あ る とは考 え に くい 。以 上 か ら大腸 菌RNase

Hの 活性 に は 、1分 子 に対 して1個 のMg2+サ イ トが 必 須 で あ る 、 と考 え た 方 が良
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さそ うである。 大腸 菌RNaseHに 結合 したMgt+、Ca2+、Ba2+が 単一 の結合部位 し

か持 たないことは、NMRス ペ ク トル変化のHillplotsか らも、裏付 け られてい

る(Odaら 、1991)。

我 々が同定 したMgt+結 合部位は、DNA/RNAハ イブリッ ドが結合 していない状態の

ものであ り、現在のMgt+部 位近傍 の環境は、核酸 が存在 している ときの影 響を必ず

しも反映 してい るわけではない。加水分解の際 には、ポ リヌクレオチ ド主鎖 の リン

酸部 がMgt+の 配位 に加わるものと、我 々は仮定 している。 しか しなが ら、核酸 のな

い状態 での結 晶形 では隣接 分子のLys86、Lys87、Arg88と いう塩基性 に富んだ

ループが酸性 ア ミノ酸残基の集 まっている空のサ イ トにイオン性の相互作用 により

は まりこんだ状 態 になって いる(図14)。 この ようなMgt+部 位 と隣の分子 の塩基性

ループ との接触 状態が、ある種の金属を高濃度で導入 した際に、約2Aの 格子定数

の変化が起 こる理 由と考 え られる。おそ らくこの電荷 による結 晶内の分子 間の相互

作用が 、Yangら(1991)が 議論 してい る1型 か らπ型への結 晶の相転移 に関係 し

ているもの と思 われる。

RNaseHとDNA/RNAハ イブ リヅ ド ・合成オ リゴマー との 、NMRに よる結合実

験(Odaら 、私信)か らも、我々の同定 したMgt+結 合部位は正 しい ことが裏付 けら

れた。さ らに、Kanayaら(1990b)に よる、部位特異的変異の実験か ら、Mg2+結 合

部位近傍 の酸性 アミノ酸残基の うち 、3っ(Asp10、Glu48、Asp70)が 触媒活性に

必須であ ることが示 されている。

第3節 静電 ポテンシャルの分布

RNaseHの 基質 であ り、DNA-A型 に類似 した構造 を持つDNA/RNAハ イブ リ

ッ ド2重 鎖は、酸性 の リン酸骨格が表面 に露出 している。この核酸 との結合のため

には塩基性の酵 素表面 が必要であ り、さ らに金属 イオンが活性 に関与す る場合は、

それ を仲介 して核酸に結合す るため、酸性 の分子表面も必要 となる。
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BNaseHの 場 合には、Mg2+が 活性 に必要 なことか ら、正負両方の電荷にっいて、

それぞれ極在化 している部分が必要であ る。この ような予想を もとに、我 々のX線

構造解析 で得 た立体構造 を用いて、Nakamura&Nishida(1987)の 方法に より静電

ポテ ンシャルを計算 し、そ れをsolventaccessiblesurface上 に色分け して表示

した ものを図24に 示 した。ここで、赤色 は 一〇.1Vよ り低 い負の部分 を示 し、青色

は+0.1Vよ り高 い正の部分 を示す 。他 の色 は、-0.1Vか ら0.1Vま でのあいだに属

し、赤色 か ら青色へ と順次 遷移 してい くように示 されている。ここで、中性のOV

レベ ルは黄色で示 され る。なお、大腸菌RNaseHの 示適pHは8 .0で あるため 、静

電 ポテンシャルの計算 に際 しては、ヒスチジン残 基はプロ トン化 していないもの と

して計算 してあ る。

RNaseH分 子 にはDNA-A型 の立体構造 にうまくフィッ トす るような、円筒形

の大 きな くぼみがある。図24で は このくぼみが図 の下側か ら図の前 方に上 って くる

ように表示 してあ る。図か らも明瞭なように、この くぼみの下半分には負 に帯電 し

た領 域が 、また この くぼみ の上半分 には正に帯電 した領域がそ れぞれ存在 している 。

これ らの領域 はそれぞ れさきに述べた、Mgr+結 合領域 と塩基性の突出部 に相当する 。

疎水性 の残基 が分子表面 に露出 している部分 は、ほ とん ど中性の黄色 で示 されてい

る。この ように、静電 ポテンシャルの分布 のみか らで も、 基質であ るDNA/RNA2

重鎖 と結合す る領域 は、か なり明瞭 に予測す るこ とができた。

また、RNaseHに は、5本 の αヘ リックスがあ るが、 αヘ リックスは双 極子を持

ち 、そのN末 端 は正 になっている。RNaseHで は 、ヘ リックス α1、 αIV、 αVの

N末 端側は、す べて、この くぼみの方を向いてい る(αIIとaIIIは くぼみの上 にあ

る)。 多 くの核酸結合蛋 白質で、 αヘ リックスの双極子 とリン酸 基の負の電荷 との

相互作用 が基質 との結合の要因になってお り、RNaseHの ヘ リックスの構 造 もこれ

に適合 するもの と予測 され る。
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図24RNaseH分 子 のsQlventaccessiblesu・face上 の 縄 ポテ ンシ・ルの分布 ・

赤 色 が一〇.1V、 青 色 が+0.1V、 黄 色 が中性 であ る 。そ の他 は補 間 して配色 した 。手

前上 部 の塩基性 突 出部 と下側 の奥 のMgt+結 合 部位 が明瞭 に見え る。



第4節 核 酸 認 識 部 位

前 節 で述 べ た よ うに、RNaseHの 分 子 表面 には 、DNA/RNAハ イブ リッ ド2重 鎖 の

外 径 に う ま くフ ィ ッ トす る よ うな くぼ み が あ り、 この くぼみ の 両端 にM92+結 合 部 位

と塩 基 性 の突 出部 位 とが存 在す る 。全体 的 に は ま っす ぐな 円筒形 のDNA/RNAハ イ

ブ リ ッ ドが 、 この2つ を結 ぶ線 に沿 っ て結合 す る もの と思 わ れ る 。 この 推定 は 、

RNaseH分 子 表 面 上 の静 電 ポ テ ンシ ャル の分 布 と 、一連 の部 位特 異的 変 異 体 の実 験

結 果 か ら導 か れ る 。 この よ うに して 、 予 想 さ れた 認 識部 位 を も とに構 築 した大 腸 菌

RNaseHとDNA/RNAハ イブ リ ッ ド2重 鎖 との結 合 モデ ルの模 式 図 を 図25に 示す 。

この 仮 想 的 な結 合 様 式 は 、す で に立体 構 造 解析 さ れた す い臓 のDNaseIとDNA

2重 鎖複 合 体 の 結 合様 式 と類 似 性 が あ る(Suckら 、1984;Suck&Oefner 、1986;

Oefner&Suck、1986;Suckら 、1988)。 さ らに2つ の ヌ ク レ アーゼ 間 の β シー ト

モチ ー フ の 構造 、 と くに金 属 結 合部 位 との関係 に は類 似 性 が あ る 。

図26に1tNaseHと21-merのDNA/RNAハ イブ リ ッ ド2重 鎖 とで構 築 した複 合 体

モデ ル を グ ラ フ ィ ッ クス上 で示 した 。 こ こでDNA/RNA2重 鎖 の構 造 と してArnott

ら(1986)に よ り、X線 繊 維 回折 の結 果 か ら導 か れ た もの を用 い て い る。 まず 、大

腸 菌RNaseHとDNA/RNAハ イブ リ ッ ド、そ れ ぞ れ の単 独 な構 造 を グ ラフ ィ ヅク ス

上 で 操作 しな が ら噛 み合 わせ る 。っ い で 、そ れ らの 主鎖 原 子 を 固定 し、 プ ロ グ ラム

AMBER(Weinerら 、1986)に よる 力場計 算 を用 い て 、接触 の良 くな い側鎖 の

コ ン フ ォ メー シ ョンを エ ネ ルギ ー最 小化 に よ り適 合 させ た 。現 在 の複 合体 モデ ル で

はDNA鎖 はC2'-endo-puckeredfuranose環 に 、RNA鎖 はC3'-endo-puckered

furanose環 に 、 それ ぞ れ な って い る 。 な お 、溶 液 の 状態 と塩 基配 列 に よっ て は 、

DNA鎖 もRNA鎖 も 、C3'-endo-packeredfuranose環 を とっ て い る と い う報 告

もあ る(Wangら 、1982)。 ま た 、ハ イ ブ リッ ド2重 鎖 と して 、A型DNAの 構 造 を

用 い て も複 合体 モデ ル を構 築 したが 、以 下 に述 べ る認 識 部 位 の詳 細 な特徴 は、 本質

的 には 変 わ らな い 。
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図25RNaseHとDNA/RNAハ イ ブ リッ ドの結 合を予想 した模式図。 核 酸の方向を

逆 に した場合 、2重 鎖 を大 きく歪 ませないとうまく ドッキ ングできない。NMRの

核 酸結合 の実験 か らは、この図 にみ られる接触面 に多 くの化学 シフ トが観測 された

(Nakamuraら 、1991b)。



幽RNaseHとDNA/RNAハ イ ブ リッド21-merと の 結合予想図 。この2っ の構造

の ドッキ ングの際 、RNaseHの 側 鎖は衝 突を避 けるようエネルギー的に最適化 され

ている(Nakamuraら 、1991b)。 活 性残基の側鎖は赤色で ・本文 中で議論 されている

側鎖 は燈色 で、その他の側鎖 は紫色で示 した。



この仮想的な複合体 モデル に基づ く核酸認識部位 の正 しさは、 最 近、'Nと15N

を用 いたNMRの 実験か ら裏付 け られた。この実験 は、RNaseH水 溶液中にDNA/

RNAハ イブ リッ ド(合 成 オ リゴマー)を 混合 させ 、化学 シフ トの変化 を調べ たもの

で(Nakamuraら 、1991b)、 化学 シフ トの大 きなア ミノ酸残基が、 この結合 モデル

の周 囲に集中 して観測 された 。 また、Yangら(1990)も 我 々 とは独立 に、この酵

素 と核酸の ドッキ ングモデルを発表 しているが、いずれの結合様式も本質的 には同

じである。

現 在の1.48A分 解能 で精密化 された立体構造で は、 酵素 とDNA/RNAハ イブ リッ

ッ ドとの結合 にっ いて、さ らに詳細 に考察す るこ とができる。まず 、Mgt+結 合部位

近傍 には、グ リシンに非常 に富 んだ領域がある。 この領域の アミノ鎖配 列は、G11-

S12-C13-L14-G15-N16-P17-G18-P19-G20-G21-Y22-G23で あ り、βAと βBと の間の

長 い、柔軟 なループを形成 している。 このルー プがDNA/RNAハ イブリッ ドとの結

合 に関与 しているこ とはNMRの 測定結果か ら裏付 け られている。現在の精密化 さ

れた立体構造 においては、 このループは、その内側 にあるCys13のS7HがGly

15とGly18の 主鎖 カルポニル酸 素 と 水素結合 を形成するこ とによって 、構造 が

安定化 されてい る。Kanayaら(1991b)は 、我々の立体構造 をもとにジスルフィ ド

の導 入可能 な残基を探索 し、Cys13近 傍 に存在 しているAsn44を システイン残

基に置換 した変異体をっ く り、その結果 、人工的 なジスルフ ィ ド結合 が導 入された 。

新 たなジスルフ ィ ド基の形成 により酵素活性 は大 きく減少 したが、これはこのルー

プの僅かなコンフォメーシ ョン変化 が起 きた り、あるいはこのループの柔軟性が失

われ たため、DNA/RNAハ イブ リッ ドとの結合 が妨害 されたもの と考 えられる。また 、

Walkerら(1982)は 多 くの核酸結合 蛋自質 にグ リシンの豊富な領域がある ことを見

いだ してお り、 この事実はRNaseHに も 適用 されるか もしれない。

複合体 モデルを構築す る際、まず、RNA鎖 骨格 の切断結合 をMgt+結 合部位 に固

定 した。RNA鎖 上で切断部位 か ら5'側 へ隣に ある リン酸 は、αIIのN末 端側 に
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あ るSer71とGln72の 主 鎖原 子 に接 近 して い る 。 またRNA鎖 上 で切 断部 位 か

ら5'側 へ2ヌ ク レオ チ ド分 離 れ た リン酸 は 、Lys122の ア ミ ノ基 とAsn44の ア

ミ ド基 に近 い 。 さ らに3'側 で は 、切 断 部位 の3'側 の近 傍 にあ るRNA骨 格 は 、

グ リ シ ンの豊 富 な 柔軟 ルー プ(Gly11-Gly23)上 に存在 す る 、Ser12、Cys13 、

Leu14お よびGly15に 近 づ いて い る。

この複 合 体 モ デ ル にお いて は塩 基 性 の 突 出部 は 主 にRNA鎖 と相 互 作用 して い る 。

切 断 部位 か ら5'側 に10ヌ ク レオチ ド分 だ け離 れ たRNA鎖 の リ ン酸 は 、Asp94

主鎖 の イ ミ ノ基 に面 して い る 。 また 、い くつ かの 塩 基 性 の ア ミ ノ酸 側 鎖 は 、静電 的

にRNA骨 格 と作 用 で き得 る位 置 に存 在 す る。

一 方 、DNA鎖 の ほ うで あ る が 、 まず 切 断部 位 と塩 基対 をっ くっ て い る部 分 は 、

グ リ シ ン豊 富 な領 域 に あ るAsn16や 、 α1のAsn45、 お よび塩 基 性 の 突 出部 の

末端 部 のLys99に 近 づ い て い る 。 また 、 そ の さ らに3'側 で 、DNA鎖 は α 皿 と

α 皿の 間 の折 れ 曲 が り付 近 にあ るGln76、Gln80、 お よびTrp81の 側 鎖 と 相 互

作 用 して い る 。Lys122の 近傍 のHis124は 、主 溝 側 か らDNA骨 格 に近 づ き、

また αV上 のArg138は 、そ のHis124と 作 用 して い る リン酸 か ら5'側 へ2ヌ

ク レオ チ ド分 離 れ た リン酸 と作 用 して い る 。以 上 の様 に、ヘ リ ッ クス αVか ら塩 基

性 の 突 出部 まで の認 識 部位 を 完全 に カバ ー す る に は 、DNA/RNAハ イブ リッ ド2重 鎖

の 長 さは 、約2巻 き分 が 必 要 で あ る 。

Cys13、Asn16、Asn44、Asn45お よびGln72を 、そ れぞ れ ア ラニ ン に ア ミノ

酸 置 換 す る と、 基質 に対 す る親和 性 が低 下 して い る(Nakamuraら 、1991b)。 さ らに 、

Lys122をAsnに 、His124をAlaに 、Arg138をCysに ア ミ ノ酸 置 換 す る と 、

野 生 型 に対 す る比 活性 は 、 それ ぞ れ 、25%、2.5%、60%に 低 下 した(Kanayaら 、

未発 表)。 こ れ らの 実 験事 実 は 、 この複 合 体 モデ ル の正 当性 を裏 付 け て い る 。

我 々 は現 在 まで 、 さ ま ざ まの オ リゴヌ ク レオチ ドを用 いて 、浸 漬法 や 共 結 晶化法

を行 い 、差 フ ー リエ 図上 で 、直接 、結合 した基 質 の電子 密 度 を 求 め よ う と して きた 。

.・



しか しなが ら、現在の ところこれ らの実験 はうまく行かず、基質の確 実な電子密度

は同定 されてい ない。(d)の ところで述べ たように、Mgt+結 合部位が隣接分子の

塩 基性 の突出部 に埋 め られていることが、オ リゴヌクレオチ ドのMgt+部 位 に近づ く

のを妨 げている ようである。もう1つ の問題 として、導入 しようとしているオ リゴ

ヌク レオチ ドのRNaseHの 認識部位 に対する親和性は、 かな り小 さい ことが予想

され る。この予想は、溶液状態でオリゴヌク レオ チ ドの酵素に対す る親和性 が小さ

い ことを示すNMRの 実験結果 と一致す る。複合体の形成のためには、先述 したよ

うに かなり長いDNA/RNAハ イブ リッド2重 鎖が 必要なもの と思われる。
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結 論

1.大 腸菌 リボヌク レアーゼHの 立体構造 をX線 構造解析 により決定 し、1.48A分

解能 の精密 な立体構造 を得た。この構造決定は 、RNaseHの 機能お よび性質 を改

変 するための基礎的な知見を与えた 。

2.こ の酵素の触媒活性 に必須 なMgt+の 結合部位 を同定 した 。これによ り、触媒活

性 に関与する アミノ酸残基の位 置関係が明 らか にされた。また、 これ らの残基が

逆 転写酵 素RNaseH様 ドメインにおいて、1次 構造上 完全 に保存 されている生

物 学的意義が明 らか となった。

3.活 性 アミノ酸残基(Asp10、Glu48、Asp70)を 置換 した3種 類の変異体 につ

いて、それぞ れの立体構 造を決定 し、それ らの機能 と構造の関係 にっ いて論 じた 。
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実験の部

蠶
第1節RNaseHの 結 晶

大 腸 菌1tNaseHの 至適pHは8.0で

あ る が 、pH9.0以 上 で 溶 解度 が急 激 に

下 が る性 質 が あ り、 これ を利 用 して 結 晶

化 さ れ た(Kanayaら 、1989)。20℃ にお

い て 、pH9.0の トリス緩 衝 液 中 よ り生

じた微 結 晶 を連 続 的 にseedす る こ とに

よ り、大 き さが0.7×0.7×0.4㎜ の 正

方両 錐 形 の 結 晶 が 、比 較 的容 易 に得 られ

表7.大 腸 菌 則aseHの 結 晶学 的 デー タ

Spacegroup

Celldimensions

a(A)

b(A)

c(A)

v(ガ)

Z

Vm(A3/dalton)

P2i2i2i

44.06

86。85

35.47

135,730

4

1.94

る。4軸 型 回折計CAD4(Enraf-Nonius)に よ り決定 した結 晶学的デー タを表7

に示す 。 またMatthews(1968)の 式に より得 られるVmは1.94で あ り、蛋 白質

結晶 に含 まれる溶媒水 の割合 は37%で 、また非対称単位 に1分 子をふ くむ。この

結晶 は1.5A分 解能を越 える範囲 までX線 を回折 し、高分解能 の解析に適 した結晶

であった。

なお、第2章 でも触 れるが、Yangら(1990)が 解析 に用 いたRNaseHの 結晶 は、

我 々が解析 に用 いたものよ りa軸 の格子定数 が、約2a短 いものであった(表14)。

彼 らの結晶化条件 は我々 と異な り、結 晶化の際の沈澱剤 と して硫酸 アンモニウムを

用 いたため 、非 同型の結 晶が得 られ たもの と考 え られる。また、我々の条件 でも、

重原 子置換体の探索の際や 、変異体の結晶化 の際 には彼 らの格子定数 と同型の結晶

が得 られてい る。 結 局、大腸菌RNaseHの 安定 な結 晶形 は、2種 類 ある ことがわ
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かったが、彼 らの結 晶が1.7A分 解能 まで しか観 測されなかったことや 、彼 らの と

同形 な結晶は高分解能側で 回折 デー タが少なかっ たことか ら、我 々の結 晶の方が規

則性 が よく、分解能が高 い、より精密な構造決定ができたもの と考 える。

第2節X線 回折強度データの測定

RNaseH結 晶の 回折強度デー タの測定には、以下の2っ の装置を用いた。

まず 、native結 晶 お よび重原子誘導体結晶の測定 のため には、4軸 型 回折計

CAD4(Enraf-Nonius)を 使用 し、回折強度デー タの処理お よび補正計算 には低

分子解析 プログラムSDP(StructureDeterminationPackage,Enraf-Nonius)を

用い た。

この際用 いたX線 源は封 入管式のCu管 球で出力は50kV,40mA、 またグ ラフ ァ

イ トモノクロメータにより、単色化 した。回折強度 はω一scan法 で測定 し、走 査速

度 は1-3°/分 であった。結晶 と検 出器の間の距離 は368mm、 測定温度 は15℃

であった。結晶のX線 損傷 による強度の減衰補正 を行 うため1.5時 間おきに、各軸

方向の標準反射 を測定 した。強度減衰の許容値は 、強度値で測定開始時 の約20%

まで と した。1個 の結 晶に対 しx線 照射時間は35か ら45時 間であった。North

ら(1968)の 方法 で吸収補正 を行 うため 、回転軸 方向の5個 の反射 についてそれぞ

れψ角 を10° ず っ変 えた反射 を測定 し、360°にわたる補間曲線 を求めた。図27に 吸

収補正 曲線の一例を示す。それぞれの結 晶間のスケー リングは構造解析用 プログラ

ムPROTEIN(Steigemann,1974)を 用いて行った。この ためのデー タと して

各分解能の境界 付近の 約300個 の反射 を重複 して測定 したほか、比較的強度の大

きな4.1-3.8A分 解能 内の 約300個 の反射を共通 に測定 した。

native結 晶 に対 しては 精密化を行 うことを考慮 して、なるべ く良質 の強度デー

タを得 るよう努 力 した。すなわち、1.48A分 解能 までの反射 を6個 の結 晶を用 いて

強度測定 を した 。これ らをスケーリング した際の、結晶間の回折データのRm。rse
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は 、5.76%で あ っ た 。1.48λ 分解 能 で は 、測定 反 射 数 の理 論 値(23,254個)に た い

す る割 合 は84.1%(F>1σ(F)),78.0%(F>2σ(F)),70.6%(F>36(F))で あ った 。

良 好 な重 原子 誘 導体 を探 索 す るため に、native結 晶 とのisomorphousdifference

{Σ(lFnatil-lFderi1)/ΣlFnatiI}の 大 きい も の に着 目 し、試験 的

に6A分 解能 で の差 のパ ター ソ ン図 を描 くこ とに よ り、主 要 な重 原子 位 置 を決定 し

た 。 その 中 か ら良好 な もの と して選 ば れ た重原 子 誘導 体 結 晶 に対 し、2.5A分 解 能

の 回折 デ ー タを 測定 した 。

また1.8A分 解 能 で の精 密 化用 のデ ー タ と して 、2次 元検 出器FAST(Enraf-

Nonius)を 用 い て測定 した 回折 強度 デ ー タも用 い た 。X線 源 と して はEliott社 の

回転 対 陰極 型X線 発 生 装置GX21を 用 い、45kV、65mAの 線 源 で測 定 を 行 っ た 。 さ

らに 、FASTの 制 御 とデ ー タ処理 に は 、プ ロ グ ラ ムMADNES(Messerschmidt

&Pflugrath、1987)を 用 い た 。 この 装 置 の機 構 の 上 か らは、1.8Aが 測定 で きる分

解 能 の限界 で あ っ た 。結 晶 と検 出器 の あ いだ の距 離 は45㎜ で 、検 出器 は入 射X線 の

方 向 に対 して45° 傾 斜 させ て測 定 した 。走 査 時 の 回転 軸 は1っ のみ で あ り、 また 当

時 はautoindexの プ ログ ラ ムは無 か っ たた め 、blindregionを 補 う必 要 が あ り、

そ れ ぞ れa*軸 とb*軸 とを立 て た2っ の結 晶の デ ー タを測 定 し、 そ れ らを併 合 した も

の を解 析 に用 い た 。 この時 のRm。.g。 は6.33%で あ っ た。走 査速 度 は 、1回 の走 査

に対 し0.2° を75secで 行 い 、走 査 した角度 範 囲 は 、1個 目が100° 、2個 目が70° で あ

っ た 。1.8A分 解 能 まで の測 定 した 反射 数 は 、総 数 で30,561個 、独 立 な反 射 に して

10,018個 で あ り、理 論 値 に 対 し75.1%の 回折 デ ー タが観 測 され た 。な お 、 その後

の解 析 で用 い たCAD4に よるデ ー タで は、 お な じ分 解能 で87.4%の 回折 デ ー タが

観 測 さ れて い る 。

第3節 重 原子 同 型 置換 法 に よる位相 決 定

RNaseHの 初 期 構造 を得 るた め の位相 は 、 重 原 子 多 重 同型 置換 法(MIR;
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MultipleIsomorphousReplacement)に よ り決定 した 。

RNaseHに 重 原 子 を導 入 す る場 合 、大部 分 の 水 銀化 合 物 や 白金化 合 物 が 結 晶 を変

成 させ た り、格 子 定 数 を大 き く変 化 させ 、 良好 な重 原 子置 換体 を得 る こ と は容 易で

は な か っ た 。そ こで 、水銀 化合 物 に対 し適 当量 の2一 メル カプ トエ タ ノー ルを加 え

る こ とに よ り、重 原 子 が特 別 強 く反 応 す る一SH基 に だけ結 合 す る よう に制 御 し、 こ

の 問題 を克 服 した 。図28に 良好 な例 と して 、5一 ク ロロ マー キ ュ リウ リジ ン誘 導 体

のnative結 晶 との 差 の パ ター ソ ン図 と、 異常 分 散効 果 に よるF+,F一 間 の差 のパ

ター ソ ン 図 を示 した 。 これ らの差 パ ター ソ ン図 の ハー カ ー面 上 に は明 瞭 な ピー クが

見 られ 、異 常分 散 に よ る ピー ク とよ く一 致 して い た 。約100種 類 の誘 導体 を探 索 し、

そ れ らの 中 か ら良好 な誘導 体 と して 、EMTS(ethylmercurythiosalicylate) 、

HgC12、 お よび5一 ク ロ ロマ ー キ ュ リウ リジ ンを選 定 した 。 これ らの重 原 子 誘 導 体

結 晶 のデ ー タ につ いて は表8に 示 す 。

重 原 子 位 置 は 、差 の パ タ ー ソ ン図 の ハ ー カー面 か ら拾 い、 さ らに ク ロス ・ベ ク ト

ル の存 在 も確認 した 。そ れ らを も と に、 プ ロ グ ラムPROTEIN(Steigemann、

1974)を 用 いて 初 期 位相 を精 密 化 した 。重 原 子 の 副 サ イ トを求 め る ため に ク ロス の

差 の フ ー リエ 図 も併 用 した 。 この 手 順 を繰 り返 す こ とに よ り、解 析 の 進度 の指 標 で

あ るfigureofmeritが0.57に な っ た 。 さ ら に、異 常分 散 デ ー タお よびBaC12

誘 導 体 を加 え て 精 密 化 を続 け た結 果 、figureofmeritの 最 終 値 は0.71に な っ た 。

この時 の 重 原 子 パ ラ メ ー タ を表9に 示 す 。 また 、各分 解 能 ご とのphasingpower

(位 相 決 定 力;重 原 子 の構 造 因子 と1ackofclosureerrorと の比,ΣfH/ΣE)

とfigureofmeritの 分 布 を 図29に 示 す 。

最 初 の電 子 密 度 図 は 、 これ らの誘導 体 の2.5A分 解 能 の反 射 デ ー タ を用 いて計 算

した 。 さ らにBaC12誘 導体 の3.5aデ ー タ 、お よびHgC12誘 導 体 と5一 ク ロ ロマ ー

キ ュ リウ リジ ン誘 導 体 の異 常分 散 効果 を と りい れ た解 析 に よ り、 このMIRマ ップ

は さ らに改 善 さ れ た 。 こ とに 、重原 子 サ イ ト近 傍 で あ るN末 端 付 近 のMet1か ら
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Val4ま でを明瞭 に認識す ることができた。このマ ップでは、分子領域 と溶媒領域

の境界が明瞭に現れてお り、電子密度の断面を透 明なプラスチ ックシー ト上 に描 き 、

1A分 ご とに重 ねて作成 したミニマ ップでは、す べての αヘ リックス とβシー トを

容易 に同定する事ができた 。また、ほとん どの側 鎖、 とくに芳香環を側鎖 として持

っものにっいては、明瞭 に認識 することができた 。揺動 しやす い1っ の領域(His

124近 辺の ルー プ)を 除 き、主鎖の途切 れるところは まった くな く、迷 うこ とな く

主鎖 の トレースができた。N末 端やC末 端の数残基を除き、すべ てのア ミノ酸残基

はミニマ ップ上の電子密度 にうまくあて はめるこ とができた。なお、初期 モデルを

構築(次 節)し た結果、占有率の特 に大 きな2個 の重原子サ イ トは、主サ イ トが、

Cys63やN末 端近傍 に、また 副サ イ トがCys13近 傍 に存在 していることがわか

った。

第4節 分子 モデルの構築 と精密化

グラフィックス上で電子 密度 に適合するRNaseHの 分子モデルを構築 した。 こ

の際 、装置 と しては三次元デ ィスプ レイPS390(Evans&Sutherland)を 使用 し、

対話 型のコンピュー タプログラムFRODO(Jones、1978)を 用 いて、モデルを電

子密度 に適合 させた 。最初のモデルは重原子 同型置換法 より得 たfigureofmerit

が0.71の2.5a分 解能の電子密度 図を用いて、それ に適合 させるように して構築

した 。さらにFRODOの 最適化ルーチ ンを用 いて逐次、モデルの改良を した。こ

の操作 を何度 も繰 り返す ことで 、初期のR因 子 として、10-2.5a分 解能 で39%

の値 を得た。

さ らに、 束縛 条件下の最小2乗 法プログラムPROLSQ(Hendrickson&

Konnert、1980)を 用 いて 構造 の精密化 を行 った 。表10に 、精密化計算の全過程の

うち主な部分 を まとめた。また、 この表のそれぞ れのサイクルにおけるR因 子の収

束す る様子 を図30に グ ラフで示 した。精密化計算の際には、富士通のスー パーコン
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10精 密 化の プロセスの要所のみを示す。。PROLSQの 各 段階の最終パラメ

ータを示す。また、構造の修正を行 うため に作成 した電子密度図の番号 を、2段 目

のD-mapNo.に 示 した。D-mapNo.33ま で はFASTデ ー タを用 いて精密化 を行 っ

た。#印 はFoの 絶 対値 が15以 下の ものを弱 い反射 と して計算 の際 に除 いたことを

示す 。これ以外 はFoの 絶対値が5以 下の もののみを除いている。 またStage1か

ら14ま で は反射 データの処理 の際 に、等価な反射 どうしの平均 よりかけ離 れている

反射((工 一く 工〉)/〈 工〉≧0.3)を 除 いたが、$で 示 されるstage15と16

で は これ も含め た。stage16と17の 間 で本文 に記されたように分解能 を順次上

げて いったがこの表 では省略 した。 またD-mapNo.34以 降 はCAD4デ ー タを用

いた。 したがっ て、*印 を付 したstage17と18の<iFob-lFcl>の 値 は

他 のもの と尺度が異なる。
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図30精 密化計算の進行とR因 子の変化。△Fは 最小二乗法の計算後、差フーリエ

図を描いて構造の修正を行ったことを示す。O内 の数字は表10に おけるStageNo.

を示す。また、その右下にBの 添え字のあるものは、原子パラメータに温度因子を

加えて計算したことを示す。
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ピュー タVP400Eを 用 いた 。精密化の初期 にはFASTで 測定 した1.SA分 解

能のデー タの うち、5-2.5A分 解能 のデータのみを用 い、個々の原子の 温度 因子は

15.OA2に 固定 して精密化 した。 構造が収束す ることにその最終座標 をもとに、

(lFoI-lFcl)exp(la。)と 、(lFoI-lFcI)exp(ia。)を 係数 とする差フー リ

エ図 を計算 し、FRODOを 用 いて三次 元グラフ ィックス上でモデルの修 正を行っ

た。 また、電子密度の明瞭 でない部分 に関 しては、必要 に応 じオ ミッ トマ ップも計

算 した。これらの操作を繰 り返 し行い、 さらに用 い る回折デー タの数を、2.2、2.0、

1.8A分 解能 へ と、逐次増や していった。R因 子 が28%に なったところで、水素

原子 を除 いた全原子の個 々の温度因子 をパラメー タに加 えて、精密化を続 行 した。

1.8A分 解能 のFASTデ ータによる精密化では、最終のR因 子 は17.6%に 収束 し

た。さ らにこの構造 を初期値 として、高分解能の精密化 をするため、CAD4デ ー

タに よる1.,・ 分解能のデー タを用いた精密化を続行 した。分解能 は、2.5、2.2、

2.0、1.8、1.7、1.6、1.,・ と、逐次ふや してい った。精密化の最終段階 において 、

モデル に水分子 を加 えたが 、温度 因子が70A2よ り大 きくなるものはモデ ルより取

り除 いた 。精密 化終 了後のR因 子 は、6-1.48A分 解能 に分布す る16,851個 の回折

強度デー タに対 し19.6%と なった。このように して得た最終構造のデー タを表11

に示 した 。また 、精密化 に用 いた初期構造 と、得 られた最終構造 を重ね合 わせたも

のを図31にCaモ デルで示 した。 さらに、各分解能領域 における解 析の統計 を表12

に示す 。なお この際 、F<16(F)の 弱 い回折 データはノイズ とみな し、精密化

の計算 には用 いなかった。

また解析 で用 いた精密化 プログラムは、低分子 で用 い られる完全マ トリ ックス型

のものではないため、精密化 の際の束縛 条件 と して用 いた重みのバランス 、お よび

得 られた最終構造 の、理想モデルか らの平均2乗 変位(r.m.s.d.)に っ いて は、表13

に示 す 。また、原子 パラメー タの個 々の標準偏差 もこのプログ ラムでは得 られない

ため、Luzzati(1952)の 方法に より原子 座標の平均標準偏差を求めた(図32)。 各
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Numberofatoms1,23$

Numberofsolventatoms225

Numberofparameters5,853

Resolutionrangeforrefinement(A)6.0-1.48

FinaloverallaverageBvalue(AZ)23.8

Totalnumberofcrystalsfordatacollection6

Numberofobservedreflections(oo-1.48A》17
,254

Datausedforrefinement(6-1.48A)16,851

Reflecti°ncutoffcriterionF

o>1a(Fo)

<IF
。一 聖1>24・63

R-factory(final)0.196

†R匍fact。 ・ 謡 Σ 暁 一 死i/Σ1穐 ト

・11精 密化計算の際のパラメータ
。

図31大 腸菌RNaseHの 、 精密化前の初期構造(細 線)と 精密化終了後の最終構

造(太 線)をC。 モデルで示 したもの。残基番号はN末 端から10番 ごとに付 した。
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X12各 分解能における測定された反射データの割合、

終構造の各分解能におけるR因 子の分布。

重みのかけかた、および最
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表13精 密化計算の際の、 ジオメ トリー ごとの重 みのかけか た(† 印)と 、最終構

造 の各 ジオメ トリーごとの理想モデルに対する最 小2乗 偏差(‡ 印)。
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図32Luzzatiplot(1952)に よ る大腸菌BNaseH最 終 構造の精度の評価 。



分 解 能 の殻(shell)ご とに求 め たR因 子 は 、平均 誤 差(dr)が0 .14,Eと0.19Aの 理

論 曲線 の間 に分 布 して い る こ とか ら、全 体 的 には 原 子 の標 準偏 差 は約0 .16Aと 見積

も られ る 。

精 密化 後 の最 終 構 造 を も とに(21FoliFcI)を 係 数 と して計算 した電子 密 度

図 の 一部 を 、 図33に 示 す 。図 に示 さ れ る よ うに 、得 られた 電子 密度 は鮮 明 で あ り、

個 々 の原 子 が分 離 して 現 れ る とい う 、1.5A分 解 能 レベ ル の解 析 の条 件 を良 く満 た

した質 の高 い も ので あ る 。

第5節Mgt+結 合部 位 の 同定

RNaseH活 性 に必須 とさ れ るMgt+結 合 部位 を 同定 す る ため
、RNaseH結 晶 を200

mMのTris-HC1(pH9・0)・15%ポ リエ チ レン グ リ コー ル
、お よび 結 合 す る と予 想

さ れ る金 属 イ オ ン(Mg2㌔Cat+Bat+Mn2+、Co2つ とを様 々 の濃 度 で 混ぜ た溶 液

に浸 漬(soaking)し た 。 た だ し、Mn2+を 含 む溶 液 は ア ルカ リ側 で か な りの量 の 沈

澱 が 生 じる ため 、浸漬 はMn2+の 飽和 溶 液 を用 い て 行 っ た 。

重 原 子 同 型置 換法 で得 た位 相 を も とに 、金属 無 しの結 晶 と金 属 を含 む結 晶 との差

フー リエ 図({iFmet。 ユ1-lF'freel}exp{ノ αMIR})を 計算 した 。そ の結 果 、Mg2+、

Cat+・Ba2+の ア ル カ リ土 類 金 属 イ オ ンで は 、共 通 の位 置 に単 一 の 明 瞭 な ピー クを得

た 。 この うちMgt+の 場 合 につ い て は 、 さ らに精 密 化 後 の 金属 な しの結 晶 に よる モデ

ル よ り計 算 した オ ミ ッ トマ ップ を計 算 した 。 この マ ップ で も 、前者 の差 の フ ー リエ

図 で得 た位 置 と同 じ位 置 に明 瞭 な ピー クを確 認 で きた 。Mn2+ 、Co2+の 遷移 金 属 イオ

ンで は 明瞭 な ピ ー ク は得 られ な か った 。
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33最 終構造 に基づ いて 計算 された2F。-Fcを 係 数 とする電子密度 図。電子

密度の中心を示 すため 、2種 類 の等高線で示 し、それぞ れ青が1σ 、水色 が3σ の

高 さであ る。破線 は水素結 合を意味する 。この図に示されるように、各原子が明瞭

に分 離 してお り、1.5A分 解能 の レベルを満た した解析であ ることがわか る。
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一

大 腸 菌RNaseHの3っ の活 性 部 位 変 異体D10N、E48Q、D70Nは 、野 生 型 の酵 素

とほ ぼ伺 じ条 件 で結 晶化 され た 。得 られ た結 晶 は い ず れ も 空 間群 がP21212gの 斜

方 晶系 に属 し、 野 生型 の もの と同 じで あ る。 また 格子 定 数 に っ い ては 、D10Nと 、

E48Qに っ い て は 、野 生型 と同一 で あ る が 、D70Nに っ いて は 、a軸 が約2Aだ け小

さい 。興 味深 い こ とに 、 このD70Nの 格 子 定 数 は 、Yangら(1990)が 解 析 した大

腸 菌RNaseHの そ れ に近 い が 、 こ れ にっ い ては 第2章 第3節 で 、 も う少 し詳 しく

述 べ る 。 これ らの 変 異体 結 晶 の結 晶学 的 デ ー タ、 回折 強度 デ ー タの測 定 範 囲 、お よ

び最 終 のR因 子 を表14に 示 す 。

変 異体D10Nに っ いて は 、4軸 型 回折 計CAD4(EnrafNonius)に よ り、10-

2.02a分 解 能 の 反 射7,130個 を測 定 した 。 構 造 解 析 の ため に 、野 生 型 のRNaseH

の 構 造 を初 期 座 標 と して用 い た 。 この際 まず 、rigidbodyrefinementの 計算 を行

っ たが 、 この計 算 に は野 生 型 の座標 を も とに、 プ ログ ラムTRAREF(Huber&

Schneider、1985)を 適 用 した 。 この 、rigidbodyrefinementは 、蛋 白質 分子 全

体 を1つ の 剛体 と して 、微 小 な角 度 の 回転 や 微小 量 の並 進 を行 い 、回折 強 度 に最 も

うま く適合 す る モ デ ルの位 置 を 、結 晶学 的精 密化 を行 う前 の時 点で 決 め る もの で あ

る 。特 に、格 子 定 数 の変化 が 、非 同 型 と まで は行 か な い1%以 下 の僅 か な場 合 な ど

に は 、次 の精 密 化 を うま く進 め る上 で有 効 であ る 。っ いで プ ロ グ ラムPROLSQ

(Hendrickson&Konnert、1980)を 用 い て束 縛 条 件 下の 最 小2乗 法 に よる精 密化 を

行 っ た結 果 、最 終 のR因 子 は19.9%に 収 束 した 。 また 、野 生型 の立 体構 造 と比較 す

るた め に 、主鎖 原 子 ど う しが 平均 的 に最 も よ く重 な る場 合 の最 小2乗 変位r.m.s.d.

{Σ(rl-r,)2}i/2は0.30,a、 ま た全原 子(水 素原 子 を除 く)で 重 ね合 わせ る

と0.46Aと 小 さ な値 で あ っ た 。 一

変 異 体D70Nに っ いて は 、4軸 型 回折 計CAD4(EnrafNonius)に よ り、10-

-92一



各変異体の比較

a(A) b(A) c(A)ResolutionR-factor

wild-type

mutantD10N

E48Ω §

D70N

44.06

44.ユ7

44.0

42.01

:.

87.23

86.5

86.42

35.47
35.27

35.8

35.95

6-1.48A

10-2.02ム

10-1.9A

10-2.OA

19.6$

19.9亀

21.0審

27.5亀 ¶

l

c°

w

I

wild-type

(Yangetal.)

41.79 86.34 36.31 10-2.OA 19。8亀

§北 大 ・理(田 中 研 究 室)と の共 同研 究 ¶温 度 因子 は まだ 精 密 化 して い な い 。

14こ の研 究で用 いた3つ の大腸菌RNaseH活 性 部位変異体 の、格子定数の比

較 。D70N変 異 体 はYangら(1990)が 解析 に用 いた結晶 と同型 である。さ らに、そ

れぞれについて解析 に使用 した反射データの分解 能 と現 時点での最終のR因 子を示

した。



2.0°A分 解 能 の 反 射5,972個 を測 定 した。 この 分 解 能 にお け る野 生型 とD70N変

異 体 とのisomorphousdifference(Σ1Fnatil-IFD7。NI/ΣIFnatil)

は平 均 で 、50.1%も あ り、 さ らに、前 述 した よう にa軸 方 向 の格 子 が2A(約5%

分)短 い ため 、野 生 型 とは 明 らか に非 同型 の結 晶 で あ る と判 断 さ れ、野 生 型 の 座標

はそ の ま まで は解 析 の初 期 構 造 に適 用 す る こ とが 不 可能 で あ っ た 。そ こ で まず 、分

子 置 換法 を用 い て初 期構 造 の決 定 を 行 っ た 。なお 、 この 過程 の詳 細 にっ い て は図34

に示 した。

この 際 、 回転 関数 の計 算 に は プ ログ ラ ムPROTEIN(Steigemann、1974)を 、

ま た並 進 関数 の 計算 には 、Crowther&Blow(1967)の 理 論 を計算 す るE.Lattmann

の プ ロ グ ラム を そ れぞ れ用 い た 。

野 生 型 の構 造 を モ デ ル と して 、そ れを 、:1×80A×80Aの 空 間群P1の 仮 想 格

子 中 に置 き、RNaseH1分 子 を構 成 す る1,238原 子 の座 標 か ら分子 の重 心 を 求 め 、

そ れ を 回転 の 中 心 と して 回 転 関数 を計 算 した 。そ の 結果 、Huberの 定 義 に よ る回転

角 で(ψ 、 θ 、 φ)=(1.9° 、5.4° 、-3.8°)の と こ ろに 、顕 著 な第1の ピー ク

(図35)を 得 た 。 この 回転 角 を採用 して 、 さ らに並 進 関数 を計 算 した 。そ の 結果 を

図36に 示す が 、X,Y,Zの 各 方 向 の並 進 関数 とも そ れぞ れハ ーカ ー面 上 に 、第2

ピー ク(ハ ー カ ー面 以外 に あ る一般 の ピ ー クも含 む)よ り2倍 以 上高 い第1ピ ー ク

を得 た 。 この時 点 で 、結 晶 の パ ッキ ング を見 た と ころ衝 突 は な く、 また電 子 密度 マ

ップ を計算 した とこ ろ、 ほ とん どの ア ミノ酸 残基 の モデ ルが電 子 密度 に う ま くフ ィ

ッ トしたた め 、 この よ うに して得 られ た 回転 ・並 進 関数 の解 を正 解 と した 。 しか し、

これ らの 解 は 、 パ タ ー ソ ン関数 を も とに計 算 した もの で 、解 の精 度 が 、 回転 関数 で

0.2°程 度 まで に限 定 さ れ る ため 、 さ らに 、 プ ロ グラ ムTRAREF(Huber&

Schneider、1985)を 用 い て 、rigidbodyrefinementを 行 い 、解 を さ ら に精 度 良

い もの に した 。 その の ち モデ ルの 電子 密 度 へ の フ ィ ッ テ ィ ング とプ ロ グラ ムPRO

LSQに よる束 縛 条 件 下の 最 小2乗 法 を繰 り返 し、R因 子 を27.5%ま で 収 束 させ

.,
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図34変 異体結晶の構造解析の流れ図。
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図35二 ⊥ 回転 関数 の結果(1)。 ψ 、θ、 φを5° 刻 みでサーチ した ときの各 φ

層 にお ける回転 関数 の最大値 をプロッ トしたもの 。なお、この計算 で全体の回転関

数 の平均値 は4.7で あ った.
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図35-2回 転 関数の結果(2)。 最終 の0.2°刻 みでの計算で得た回転関数の最 大

値の φ角 一3.8°に対 し、 ψ、 θを変えた ときの回転関数の分布 を示 したもの 。図35

-1と あ わせ、 トップの ピークが顕著なものであ ることを示す 。なお、等高線の間

隔は任意である 。ただ し、 この層の平均 の高さを0と して太線 で示 し、それ以上の

高 さの もののみを示 した。 -96一
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"36並 進 関数 の結果
。上段 は各並進 操作 にお け る並進 関数の 最大 値 とその位 置 。

比 較 の ため 第2ピ ー クも示 した 。A,B,C各 操 作 にお ける並進 関数の ハ ーカ ー面

を下段 に示 した。等高線 は26お きに引 いて ある 。各 操作 にお いて、2つ の対称操

作 の差 のベ ク トル とピー ク位 置 を比 較す る こ とに よ り、並進 ベ ク トルの 解 と して、

(x,y,z)=(-0.093,0.173,-0.195)を 得 る 。
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た。なお、 まだ個々の原子 の温度 因子はパラメー タに加 えていない。また、野生型

の立体構造 と比 較 した結果 、主鎖原子 どうしで重 ね合わせた場合r.m.s.d.は0.61A、

側鎖原子を含 め ると1.33Aで 、DIONよ りやや大 きな値であった。これは、野生型

と非 同型な結 晶 なので、分子表面の残基がパ ッキ ングの影響を受けたためr.m.s.d.

が大 き くなった と考 え られる。なお この際 には、電子密度が認識 しにくかったN末

端 のMet1か らArg3、C末 端のVal153か らVal155、 お よび野生型 とループ

構造 の異 なるVal121か らGlu129ま での計15残 基分(約1割 程度)を 重ね合わ

せの計算 か ら省 いた。

変異体E48Qの 結晶構造 解析 は、北大の 田中 勲 助教授 との共同研 究であ り、デ

ー タ測定 と解析計算 は、田中助教授の研究室でお こなわれた。現在の解析状 況は、

1.9eA分 解能でR因 子が21%で ある。本論文では 、構造の比較 に必要なため、第2

章 ・第2節 ではその解析結 果 を引用 した 。
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