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【序論】

リパ ーゼ(E.C.3.1.1.3)と は、水溶液 中でモ ノ、 ジ、 トリグ リセ リ ド

を脂肪 酸 とアル コール に加 水分解 す る酵 素の ことで 、細 菌 か ら真核 生物 まで

様 々な生物 に普 遍的 に存在す る。 また有 機溶媒 中では、エ ステル化や アル コー

ル分解 な ど様 々な反応 を触 媒す る。更 に、 リパ ーゼの 中には、高 い位 置選択性

や光学選 択性 を有す る ものが あ り、純度 の高 い化 合物 の有機合 成な どに利用 さ

れて いる。近年、 リパ ーゼ を用 い るバイ オデ ィーゼル燃料 の生産 が注 目を集 め

て いる。地球温暖化 防止対策 の強 化が求 め られて いる中で、バイオマ ス由来 の

燃料 は、化石燃料 を使 用 しな い特 性 を持 った燃料 として 、その実用化 、普及 が

期待 されて いる。バ イオデ ィーゼ ル燃料 は軽油 を燃料 とす るデ ィーゼル エ ンジ

ンでそ のまま使 えるな どのメ リッ トが ある。現在、バ イオデ ィーゼ ル燃 料は化

学触 媒 を用 いてが生産 されて いる が、 この製法 には副 生成物 のグ リセ リンお よ

び生成物 の洗浄 に多額 のコス トを要す るな どの欠点 が ある。そ こで代替案 と し

て 、 リパ ーゼ を用 いてバイ オデ ィーゼル 燃料 を生産す る研 究が行 われて いる。

リパーゼ を用 いる場合 、バ ー ジンオイル だ けで な く、油脂 関連廃棄 物か らバイ

オデ ィーゼル燃料 を生産 でき る という利点が ある。

一般 に良 く用 い られ て いる リパ ーゼ のほ とん ど全 ては
、菌体外 に分泌

され る真菌 または細菌 由来 の リパーゼで ある(JeagerandReetz,1998)。 これ

らの リパ ーゼ は、大量 生産 や遺伝 子の取 り扱 いの簡便 さか ら、バイ オテク ノロ

ジー の分 野で幅広 く用 い られて いる。細 菌 由来 リパーゼ は、ア ミノ酸配列や 生

物学的 な特 性の違 いか ら8つ の フ シミ リー(FamilyI～VIII)に 分類 されてい

る(ArpignyandJeager,1999)。 これ らの フ ァ ミ リー の 中で 、FamilyIは 最 も

大 き な グ ルー プで 、更 に7つ のサ ブ フ ァミ リー に分 類 され る(Table1)。 そ の 中
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でFam丑yI.1、FamiyI.2そ ・し てFamilyI.3は グ ラム 陰 性 菌 由 来 真 正 リパ ー ゼ

(truelipase)と し て 知 られ て い る 。

Table1 ClassificationofbacteriallipasesconstitutingFamily 1

Similarity (%)
Family

,

Enzyme-producingstrain Accessionno.
Family Subfamil

1.1 Pseudomonasaeruginosa(LipA)* D50587 100

PseudomonasfluorescensC9 AFO31226 95

Vibriocholerae X16945 57

Pseudomonasaeruginosa(LipC) U75975 51

Acinetobactercalcoaceticus :!:11 43

Pseudomonasfragi X14033 40

Pseudomonaswisconsinensis "'1
39

Proteusvulgaris U33845 38

1.2 Burkholderiaglumae* X70354 35 100

Chromobacteriumviscosum QO5489 35 100

Burkholderiacepacia* M58494 33 78

Pseudomonasluteola AFO50153 33 77

1.3 Pseudomonassp.MIS38 ABO25596 9 100

丑 εκ40η露o砌5∬ 召orθβ6θ四θHU380 AB109033 9 95

Pseudomonasf7uorescensB52(LipB52) AY623009 9 92

PseudomonasfTuorescensB52 M86350 12 76

Pseudomonassp.KB700A ABO63391 13 75

Pseudomonasf7uorescensSIKW1 AFO83061 14 74

Pseudomonasf7uorescensLS107d2 M74125 14 72

SerratiamarcescensSr41 D13253 15 61

&ア 磁 跏 皿arcescensSM6 iJ11258 15 61

1.4 Bacillussubtilis(LipA)* M704010 16 100

Bacilluspumilus A34992 13 80

Bacilluslicheniformis U35855 13 80

Bacillussubtilis(LipB) C69652 17 74

1.5 GeobacillusstearothermophillusL1 U78785 15 100

Geobacillussteaアo漉 θr〃軍qρ乃∫〃usP1 AF237623 15 94

Geobacillusthermocatenulatus X95309 14 94

Geobacillusthermovolerans AF134840 14 92

1.6 Staphylococcusaeureus M12715 14 100

Staphylococcushaemolyticus AFO96928 15 45

Staphylococcusepidermidis AFO90142 13 44

Staphylococcushyicus XO2844
陵

15 36

Staphylococcusxylosus AF208229 14 36

Staphylococcuswarneri AF208033 12 36

1.7 Propionibacteriumacnes X99255 14 100

Streptomycescinnamoneus U80063 14 50
.

■

*:enzymeswithknown3Dstructure
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FamilyI.1リ パ ー ゼ とFamilyI.2リ パ ー ゼ は 、互 い に 比較 的 高 い ア ミ

ノ酸 配 列 の 相 同性(>30%)を 有 して お り、TypeII分 泌 シス テ ム(T2SS)に

よ り分 泌 され る。この 分 泌 シス テ ム はタ ンパ ク質 を2段 階 で 菌体 外 に分 泌 す る 。

まず は じめ に 、 タ ンパ ク質 は不 規 則 な 構 造 の ま まN末 端 に ある シグ ナ ル配 列 に

よ り、Secシ ス テ ム を介 してペ リプ ラズ ム 層 へ 分 泌 され る。そ の 際 分 泌 シ グナ

ル はapeIシ グ ナル ペ ブチ ダー ゼ に よ り切 断 され 、 タ ンパ ク質 は 不規 則 な 構造

を保 持 した 状 態 で ペ リプ ラズ ム 層 に蓄 積 す る。そ の後 、2種 類 の 分子 シ ャペ ロ ン

[Dsb(disulfidebondformation)タ ンパ ク 質 とLif(lipasefoldase)】 の働 き に よ り

タ ンパ ク 質 は 折 りた た まれ る(Liebetonetal.,2001;Urbanetal.,2001;

Frenkenetal.,1993;EIKhattabietal.,1999)。 そ して 最 後 に、外 膜 のsecreton

を介 して タ ンパ ク質 は構 造 を形 成 した ま ま で 、 菌体 外 へ 分 泌 され る 。

・FamilyI .3リ パ ー ゼ

FamilyI.3リ パ ー ゼ は、FamilyI.1リ パ ー ゼやFamilyI.2リ パ ー ゼ と

のア ミ ノ酸 配 列 相 同性 は低 く(<20%)、TアpeI分 泌 シ ステ ム(TISS)に よ り1

段 階 で 菌 体 内 か ら菌 体 外 へ 分 泌 され る 。FamilyI.3リ パ ー ゼ は 、FamilyI.1リ

パ ー ゼ やFamilyI.2リ パ ー ゼ と異 な りC末 端 付 近 に分 泌 シ グナ ル を有 して い る。

FamilyI.1リ パ ーゼ とFamilyI.2リ パ ー ゼ は 幅広 い細 菌 種 か ら見 つ か って い る

が 、FamiyI.3リ パ ー ゼ は、Pseudomonas属 とSerratia属 か ら しか 見 つ か っ

て い な い。 最 初 に単 離 精 製 さ れ 諸 特 性 解 析 され たFamilyI.3リ パ ー ゼ は、P.

fluorescensLS107d2(Johnsonetal.,1993),P,f7uorescensB52(Tan.and

Miller,1992),S.marcescensSr41(Akatsukaetal.,1994),P,fluorescensSIK

W1(Leeetal.,1993)、 お よ びS.marcescensSM6(Lietal.,1995)由 来 リパ

ー ゼ で あ る
。 そ の 後 、Pseudomonassp.MIS38(Amadaetal.,2000)、
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Pseudomonassp.KB700A(Rashidetal.,2001)、P.fluorescens且U380

(Kojimaetal.,2003)由 来 リパ ー ゼ も続 い て報 告 され た。

当研 究 室 で は 、Pseudomonassp.MIS38由 来 リパ ー ゼ(PML)を

FamilyI.3リ パ ー ゼ の 生 化 学 的知 見 を得 る た め の モ デ ル タ ンパ ク質 と して 用 い

て い る。Fig1に はPMLと 相 同性 の 高 いFamilyI.3リ パ ーゼ の ア ミ ノ酸 配 列 の

ア ライ メ ン トを示 して い る。

・TypeI分 泌 シス テ ム

TypeI分 泌 シス テ ム(TISS)は 、 タ ンパ ク質 を グ ラム 陰 性 細 菌 の菌

体 内 か ら菌 体 外 へ1段 階 で 分 泌 させ る シス テ ム で 、3種 類 のサ ブユ ニ ッ トか ら構

成 され て い る。そ れ は 、ATP結 合 モ チ ー フ を有 す るATP・bindingcassette(ABC)

一タ ンパ ク質
、membranefusion(MF)一 タ ンパ ク質 、 そ してoutermembrane

(OM)タ ンパ ク質 で 、これ らが細 胞 膜 上 で チ ャネ ル を構 成 す る こ と によ り分泌

シス テ ム と して機 能 す る 。 本研 究 で用 いて い るTISSは リパ ーゼ に特 異 的 なs

marcescensSM8000由 来Lipシ ス テ ム で あ る。 このLipシ ス テ ム にお いて は 、

LipBがABcタ ンパ ク質 に、LipCがMFタ ンパ ク質 に 、LippがoMタ ンパ ク

質 に対 応 す る。

TISSに よ り分 泌 され る タ ンパ ク質 は、FamilyI.3リ パ ー ゼ 以 外 に、

Escherichiacoli由 来hemolysin(Felmleeetal.,1987)、 、Pasteurella

haemolytica由 来Ieukotoxin(Loetal.,1987)、Bordetellapertussis由 来

cyclolysil1(Galseretal.,1988)、Rhizobiumleguninosarum由 来Ca2+結 合 タ

ンパ ク質(Economouetal.,1990)、smarcescens由 来 ヘ ム 獲 得 タ ンパ ク質

(HasA)(Letoffeθ6'a1,1994)、Erwiniachrysanthemi由 来proteaseB

(Delepelaireetal.,1989)、P,aeruginosa由 来 ア ル カ リプ ロテ ア ー ゼ(AprAPA)
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(Duongetal.,1992)、smarcescens由 来 メ タ ロ フ ロ゚ テ ア ー ゼ(PrtAsM)

(Braunageletal.,1990)な ど が あ る 。'



Fig1.AminoacidsequencesofrepresentativemembersofFamilyI.31ipase.Theamino

acidsequencesoflipasesfromPseudomonassp.MIS38(MIS38),S.marcescensSr41

(Sr41),P.fluorescensSIKWI(SIKWI),P.fluorescensB52(Lip52)(B52),P,fluorescens

LS107d2(LS107d2)arealignedusingtheprogramCLUSTALW(Thompsonetal.,

1994).TheconsensusGxSxGsequence,containingtheactivesiteserineresidue,is

boxedbybrokenline.Theaminoacidresiduesformingacatalytictriad,Ser,Asp,and

His,arehighlightedinblack.Therepetitivenineresiduesequencemotif,GgxGxDxux,

isboxedbysolidline.AputativeC-terminalsecretionsignal(R1-R6)isshaded(Omori

etal.,2001).Thecleavagesitewithlimitedchymotrypticdigestion(Amadaetal.,2000)

isshowninsolida皿owhead.Numbersrepresentthepositionsoftheaminoacid

residuesthatstartfromtheinitiatormethionineresidueforeachprotein.TheGenBank

accessionnumbersforthesesequencesaresummarizedinTable1

これ らの タ ンパ ク質 はN末 端 に分 泌 シ グナ ル を持 たず 、C末 端 か ら50～60残

基 内 に分 泌 シ グナ ル を有 して いる(Ghigoetal.,1994;Hessetal.,1990;Stanley

etal.,1991;Baumannetal.,1993;Miyajimaetal.,1998)。 このC末 端 分 泌 シ

グ ナ ル は 、N末 端 分 泌 シ グ ナル とは 異 な り分 泌 後 切 断 され な い。 更 に これ らの

タ ンパ ク質 には 、C末 端 分 泌 シ グナ ル の 上 流 にRTX(RepeatInToxin)モ チ ー フ

と呼 ばれ る9残 基GGxGxDxuxか らな る繰 り返 し配 列 モ チ ー フが あ る 。AprAPa

(Baumannetal.,1993;Miyatakeetal.,1995)とPrtAsM(Baumann,1994;

Ramadaθ ≠31,1996)の 結 晶構 造 が 決 定 され た こ とで 、 このRTX繰 り返 し配 列

は βロー ル構 造 を形 成 し、そ こに5～6個 のCa2+イ オ ンが 結 合 す る こ とが 明 ら

か にな った 。 この モ チ ー フは最 初 の6残 基 は ル ー プ を、 最 後 の3残 基 は β鎖 を

形 成 す る 。 そ して β鎖 ど う しは平 行 βシー トを 形 成 し、.Ca2+イ オ ン は らせ ん構

造 のル ー プ とル ー プ の間 に規則 正 し く結 合 す る(Fig2.)。
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Fig2.(A)Sideviewofaβ 一rollstructure.Theβ ・roUstructurefbrmedbyresidues333・379

(fiverepeatsofGGxGxDxux)ofPseudomonasaeruginosaalkalineprotease(PDBID

lAKL)isdrawnbytheprogramPyMol.Thefirstsixresidues(GGxGxD)formaloop

thatbindsCat+ionsandthelastthreeresidues(xux)formashort-strand.The

(3-strandsandinternallyboundCat+ionsarerepresentedbyarrowsandspheres,

respectively.Thesidechainsofaspartateandasparaginesresidues,eachofwhich

providestwoandoneside-chainoxygenatomsforCat+-coordination,respectively,are

shownbystickmodel.(B)Topviewofa-rollstructure.Thefirstturnofthe-roll

structureshownin(A)isshowninastickmodel

・Pseudomonassp .MIS38由 来 リパ ー ゼ(PMD

PMLは617個 の ア ミ ノ酸 残 基 か らな り、N末 端 触 媒 ドメイ ン(1～370

残 基 目)とC末 端 ドメイ ン(371～617残 基 目)で 構 成 され て い る(Amadatoal.,

2000)。PMLのC末 端 ドメイ ン に は13個 のRTX繰 り返 し配 列 が あ り、Ca2+

イ オ ン存 在 下 で βロー ル 構造 を形 成 す る(Amadaetal.,2001)。PMLとLipシ

ス テ ム を大 腸 菌 で 共 発 現 させ る と、PMLは 大 腸 菌 菌 体 外 に分 泌 され る(Kwonet

al.,2002)。PMLのRTX繰 り返 し配 列 は 、PMLの 分 泌 や酵 素活 性 に必 要 で あ

る が 、RTX繰 り返 し配 列 の数 はPMLの 分 泌能 や 酵 素活 性 を失 う こ とな し に、6

個 まで減 らす こ とが で きる 。 しか し、繰 り返 し配 列 が6個 未 満 にな る と、PML

の分 泌 量 と酵 素 活 性 は激減 す る(Kwonetal.,2002)。 実 際 、P.fluorescensSIK
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w1由 来 リパーゼな どは6個 の繰 り返 し配列 を有 している(Fig1.)。 従 って、

βロール構造 を安定 に形成 させ るた めには、最低6個 の繰 り返 し配列が必要で

ある と考 え られる。またPMLのC末 端か ら19残 基削 除され た変異体 は菌体外

に分泌 されず 、活 性 も示 さない。 さ らに この変異体 の菌体 内蓄積 は見 られ ない

(Kwonetal.,2002)。 この ことか ら、削除 された19残 基 の中にPMLの 安定性

や活性や構造形成 に関与す る部分が ある と考 え られて いる。

これ までFamilyI.3リ パーゼ の研 究 は、主 としてPML、 、fluorescens

由来 リパ ーゼ、およびS.mercescens由 来 リパーゼ の菌体外分泌や生化 学特性

の解 析 を中心 に行 われ てきた。 しか し、 これ らのFamilyI.3リ パーゼ の三次構

造が決定 されていな いた め、 これ らの生化学諸特性 の構 造的基盤 は明 らか にさ

れて いない。そのため に、例 えば以下 のよ うな疑 問が生 じる。(1)活 性 に必須

のCa2+イ オ ンはN末 端触 媒 ドメイ ンの どこに結合す るのか?(2)C末 端 ドメ

イ ンのRTX繰 り返 し配列は、どのよ うな構造 を形成す るのか?(3)1つ のPML

分子 に何個 のCa2+が 結合す るのか?(4)C末 端 ドメイ ンの構造 形成 は、N末 端

触 媒 ドメイ ンの構造形成 に影響す るのか?

これ らの疑問 を解 決するために、本研究 ではPMLの 結晶構 造 を決定す

る ことを 目的 とした。 また、得 られた結晶構造 に基づき、N末 端触 媒 ドメイ ン

のCa2+イ オ ン結合サイ トの役割やC末 端配列 モチー フの役割 を解 析す る ことを

目的 とした 。

第1章 で は、以前得 られたPMLの 生化 学的な解析結果が、どのよ うな

構造基盤 に基づいているのかを明 らかにす るた めに・PMLの 結 晶構造 を1・5A

の分解能でclose構 造 として決定 した。そ の結果、PMLはN末 端触媒 ドメイ ン

とC末 端 ドメイ ンか ら成 る ことを明 らか にした。また、C末 端 ドメイ ンの13個,
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のRTX繰 り返 し配列が βロールサ ン ドイ ッチ構造 を形成す る ことを明 らか にし

た。 βロールサ ン ドイ ッチ構造 は2つ の βロールモチー フ構 造か ら成 り、5個

のRTX繰 り返 し配列が1つ 目の、8個 のRTX繰 り返 し配列 が2つ 目の βロー

ル モチー フ構造 を形 成す る。1つ 目と2つ 目の βロール モチー フ構造 にはそれ

ぞれ3個 と6個 のCa2+イ オンが結合 して いる。一方 、同時期 にS.mercescens

SM6由 来 リパーゼ(SML)の 結 晶構造がopen構 造 として決定 され た。そ こで

PMLとSMLの 構造 を比較 した ところ、他 の リパーゼ に見 られる典 型的なlid1

の他 にlid2が 存在す る ことを発見 した。 いずれ のlidも 、close構 造 では活性部

位 を覆 うよ うに、opel1構 造では活性部位 を溶媒 に露 出させ るよ うに、そ の構造

や位 置が大 き く変化 していた。また、N末 端触媒 ドメイ ンには、open構 造で の

み形成 されるCa2・ イオ ン結合サイ ト(Ca1)の 他 に、2つ のCa2・ イオ ン結合サ

イ ト(Ca2とCa3)が 存在す る ことを明 らかに した。Ca2サ イ トはPMLとSML

に保存 されているの に対 して、Ca3サ イ トはPMLの みに存在す る。Ca1サ イ

トのCa2+イ オ ンはlid1に 結合す る ことによ りopen構 造 を安定化す ると考 え ら

れた。

第2章 で は、第1章 で発見 したCa1～Ca3サ イ トの役割 を解 析するだ

め に、変異体D157A・ 、D275A-、D337A-PMLを 構築 した。D157A-、D275A・ 、

D337A-PMLは 、それぞれCa1、Ca2、Ca3サ イ トが除去 される よ うに設計 し

たが、Ca3サ イ トの除去 に関 して は、D337A-PMLの 結晶構造 を解 析す る こと

によ り確認 した。Dl57A-PMLの 結晶構造 も決定 したが、close構 造で あったた

めCa1サ イ トの除去 は確認で きなか った 。 しか し、変 異 によ りPMLの 構造が

ほとん ど変化 しな い ことは確認 した。Ca2サ イ トの除去 も確 認 して いな いが、

D275A-PMLのCDス ペ ク トルか ら変異 によ りPMLの 構造 はほ とん ど変化 しな
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い と考え られ る。それぞれの変異体 の活 性 を調 べた ところD157A-PMLは 微弱

なエステ ラーゼ活性 を示す ものの、リパーゼ活 性は示 さなか った。D275A-PML

はPMLよ り低いエステ ラーゼ活性 とリパーゼ活性 を示 した。またD337A-PML

はエステ ラーゼ活性 もリパーゼ活性 もPMLと 同等 の活性を示 した。熱安 定性は、

CDを 用 いてタ ンパク質の50%が 変性す る温度 を測 定す る ことによ り解 析 した

が、D157A-PML,の 安 定性 はPMLと 同 じであ ったの に対 して、D275A-PMLと

D337A・PMI.の 安 定 性 は 、 いず れ もPMLよ り5℃ 低 下 して い た 。 また

D157A-PMLの 安定性 はtritonX・100存 在下で はPMI、 よ り1℃ 低か った。これ

らの結果か ら、Ca1サ イ トはlid1を 固定 して活性部位 を完全 に開けるのに必要

であ り、Ca2とCa3サ イ トはPMLの 安定化 に寄与す る ことを明 らか に した。

さ らにCa2サ イ トはPMLの 活性 中心 の構造 を最適化す るた めに必要 で ある こ

とを提案 した。

第3章 では、TISSに よ り分泌 される酵素 に比較的 よ く保存 されて いる

C末 端 モチーフ と、そ の上流 にある5残 基配列モチー フの機能 につ いて解析 し

た。なお 、PMLに お いては、C末 端 モチー フはDGIVIA、5残 基配列モチー フ

はVTWGと して保存 されて いる。 これ らのモチー フの機能 を調べ るた めに4

種類の変 異体(PML△5、PML△10、2A-PML、 そ して3A-PML)を 構築 した。

ここで、PML△5とPML△10は 、それぞ れC末 端 か ら5残 基、10残 基 削除 さ

れた変異体で あ り、3A・PMLはC末 端モチー フに三重変異 を、2A-PML、 は5残

基配 列モ チー フに二重 変異 を導 入 した変 異体 で あ る。 これ らの変異 体 の うち

PML△10の 結晶構造 を決定 した ところ、そ の構造 はPMLと ほぼ同じで あった。

従 って 、C末 端の削除 によ りPMLの 構造は、ほとん ど変化 しな いことを明 らか

に した。2A-PMLと3A・PMLの 短波長CDス ペ ク トル も長波長CDス ペク トル
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もPMLと ほぼ同じで あった ことか ら、PMLの 構造は変異 によって大 き く変化

しない と考 え られ る。 これ らの変異体 のLipシ ステム による分泌 レベル を解析

した ところ、2A-PMLの 分泌 レベル はPMLよ り劇 的 に減 少 したが、3A-PML、

の分泌 レベル はPMLと 同等で あった。 この ことか ら、PMLの 分泌 に必要なの

はC末 端 モチー フではな く、5残 基配列モチー フで ある ことを明 らか にした。

しか しどの変 異体 も野 生化 型PMLと 同 じ活性 を示 した。また安定性 にお いて は、

3A・PML、PML△5、 そ してPML△10は 野生型PMLよ り不安定化 して いた。

この結果か ら、PMLのC末 端モチー フは安定性 に重要 である ことを明 らか に し

た。
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【第1章 】

Pseudomonassp.MIS38由 来FamilyI.3リ パ ー ゼ の結 晶構 造解 析

1・1.は じめ に

序 論 で も述 べ た よ う に 、FamilyI.3リ パ ー ゼ はFamilyI.1ま た は

Familyl.2リ パ ーゼ との ア ミ ノ酸 配 列 の相 同性 が 極 めて 低 い(<20%)(Arpigny

&Jaeger,1999;Angkawidjaja&Kanaya,2006)。 また 、FamilyI.3リ パ ーゼ は 、

他 の フ ァ ミ リー の リパ ーゼ とは異 な り、apeI分 泌 シス テ ム(TISS)に よ り1

段 階 で 直 接 、細 胞 質 か ら菌 体 外 へ と分 泌 され る(Hollandetal.,2005)。 こ の分 泌

タ ンパ ク質 が 酵 素 で あ る場 合 は 、 分 泌 タ ンパ ク質 は通 常N末 端 触 媒 ドメイ ン と

C末 端 ドメ イ ンの2つ の ドメイ ンか ら成 る。C末 端 ドメ イ ンは そ のC末 端 付 近

に分泌 に必 要 な シグ ナル モ チー フ を有 して い る(Delepelaire,2004)。 ま た 、そ の

上 流(N末 端 側)にGGxGxDxux(uは 、か さ高 い疎 水 性 ア ミ ノ酸 残 基 を指 す)

の繰 り返 し配 列 を有 して い る。 この繰 り返 し配 列 はRTX(RepeatlnToxin)と

称 さ れ 、Ca2+イ オ ン存 在 下 で 、 β ロー ル モ チ ー フ構 造 を 形 成 す る こ とが 知 られ

て い る(Baumannetal.,1993;Baumanl1,1994;Hege&Baumann,2001;

Aghajarietal.,2003)O

PMLも 、N末 端触 媒 ドメイ ン とC末 端 ドメイ ンか ら成 る(A_madaetal,,

2000)。 しか し、PMLは 、そ の構 造 形 成 だ けで な く酵 素 活 性 に もCa2+を 必 要 とす

る(Amadaetal.,2001)。 また 、C末 端 ドメ イ ンの構 造 が形 成 され な い と、N末 端

触 媒 ドメイ ンの構 造 も不 活 性 型 か ら活 性 型 に変 化 せ ず 、 プ ロテ アー ゼ 耐 性 に も

な らな い(Kwonetal.,2002;Angkawidjajaetal.,2005)。 しか し、PMLお よび

'
そ のホモ ログの結晶構造が決定 されていないため、活性 に必要 なCa2+イ オ ンはN

末端触媒 ドメインのどこに結合するのか、C末端 ドメインのRTX繰 り返 し配列は

どのような構造を形成するのか、C末 端 ドメインの構造形成がどうしてN末 端触

12



媒 ドメイ ンの構造形成 に影響を与えるのか等まだ明 らかにされていない。そこ

で本章では、PMLの 結晶構造を決定する ことを目的 とした。
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1・2.実 験 材 料 お よ び方 法

1・2・1.菌体 、 プ ラス ミ ド

分 泌 の宿 主 と して 用 い る大 腸 菌D且5[F-,hsdR17(rk-,mk+),recA1,

endA1,deoR,thi-1,supE44,gyrA96,relA1]はToyobo社 か ら購 入 した 。S.

marcescensSM8000由 来Lipシ ス テ ム(lip、8ω 遺 伝 子)が ベ ク ターpAcYc184

に導 入 され た プ ラス ミ ドpYBCD20は 田辺 三 菱 製 薬 の 大 森 謙 二 様 か ら頂 いた

(Kawaietal.,1998)。PMLをLipシ ス テ ム と共 発 現 させ 、大 量 分 泌 させ るた め

の プ ラス ミ ドpUC-PMLは 当研 究 室 で 以 前 に構 築 さ れ た(Kwonetal.,2002)。

1・2・2.分 泌 に よ る大 量 生産 と精 製

大 腸 菌DH5を プ ラ ス ミ ドpYBCD20で 予 め形 質 転 換 し、更 にpUC・PML

を用 いて 形 質 転 換 す る こ と によ り、Lipシ ス テ ム とPMLを 共 発 現 させ る 形 質転 換

体 を作 成 した 。 この形 質 転 換 体 を50mg/Lの ア ン ピ シ リン と1u,の ク ロ ラム

フ ェニ コー ル を含 むLB培 地(1%バ ク ト トリプ トン、0,5%バ ク ト酵 母 エ キ ス 、

0.5%塩 化 ナ トリウム)中 で30℃ 、24時 間振 と う培 養 した 。 培 養 終 了後 、 培 養 液

を4℃ で 、10,000gで30分 間遠 心 し、菌体 と培養 上精 に分 離 した 。 この培 養 上 精

を回 収 し、 これ に1120(vlv)の2MTris・HCI(p且8.0)を 添 加 して均 一 にな る

よ う に攪 拌 し、 更 に終濃 度80%相 当量 の硫 酸 ア ンモ ニ ウム を添 加 した 。 この 溶

液 を更 に10,000gで30分 間遠 心 分 離 し、沈 殿 物 を5%グ リセ ロー ル 、10mM塩 化

カル シ ウム を含 む50mMTris・ 且Cl(p且8.0)緩 衝 液 で溶 か し、 この溶 液 を上 記

緩 衝 液 に対 して 一 晩 透 析 した 。 こ の透 析 物 を25,000gで30分 遠 心 して 、 沈 殿 と

上精 に分 離 し、 この上 精 をHiTrapQHPカ ラム(GEHealthcare)に 供 し、 フ

ロー ス ル ー を 回 収 した。 こ の溶 液 をCentriplusYM・50(Millipore)を 用 いて 限
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外 ろ過 して 濃縮 した 。この濃 縮 液 を5mM塩 化 カ ル シ ウ ム を含 む5mMTris-HCl

(pH8.0)の 緩 衝 液 で 平 衡 化 させ た且iLoad16/60Superdex200ゲ ル ろ 過 カ ラ ム

(GEHealthcare)に 供 した 。PMLを 含 む 画 分 を回 収 し、CentriplusYIVI・50を

用 いて 、 タ ンパ ク質 濃 度 が 約10mg/mLに な る まで 濃 縮 し、Ultrafree-MC

(Millipore)に よ りろ過 し た。 タ ンパ ク質 濃 度 は 、28011mに お け るTyrとTrpの

ε値1490M-1cm'1、5500M-lcm'1を 用 いて 算 出 した 吸光 係 数A2soo.i%=1.14を

用 いて 決 定 した(Paceetal.,1995)。 精 製 タ ンパ ク 質 の 純 度 の検 定 は15%

SDS・PAGEを 用 い て 、 クマ シー ブ ル ー 染 色 にて 行 な っ た。

1-2・3.結 晶 化 条 件 の探 索

まず 、HamptonResearch社 のcrystallizationkit(CrystalScreensI,

II)とEmeraldBiostructures社 のcrystallizationkit(WizardI,II)を 用 いて

結 晶化 条 件 の探 索 を行 な っ た。結 晶化 条 件 の 探 索 は4℃ 、10℃ 、20℃ の温 度 条 件

下 、96-wellCorningCrystalEXMicroplates(且amptonResearch)を 用 いて 、

シ ッテ ィ ン グ ドロ ッ プ蒸 気 拡 散 法 に よ り行 な っ た。結 晶化 ドロ ップ は1μLの タ

ンパ ク質 溶 液 と、結 晶化 リザ ー バ ー溶 液1μLを 混 合 して 調 製 し、100μ 上の リ

ザ ー バ ー 溶 液 に対 して 蒸 気 拡 散 平 衡 化 させ た 。1週 間後 、4℃ の 条件 の下 、Wizard

IのNo.7(0.1MMESp且6.0,10%PEG8000,0.2M酢 酸 亜 鉛)に 小 さ な針 状

の結 晶が 得 られ た。 そ こで 、4℃ で 緩 衝 液 のpHや 金 属 イ オ ンの 濃 度 や 種類 を変

え て最 適 化 を行 な っ た と こ ろ、2μ 上の タ ンパ ク質 溶 液 と1μLの 最 適 化 され た

ク リス タ ラ ン ト溶 液(0.1MMESp且6.0,10%PEG20000,0.2M酢 酸 カル シ ウ

ム,5mM酢 酸 亜 鉛)を 混合 して 調 製 し、300μLの リザ ー バ ー 溶 液(0.1MMES

pH6.0,5%PEG20000,0.2M酢 酸 カ ル シ ウ ム,5mM酢 酸亜 鉛)に 対 して ハ

ンギ ング ドロ ップ 蒸気 拡 散 法 によ りX線 回 折 デ ー タ 収 集 に適 した 結 晶が 得 られ
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た。

1-2-4.X線 回折データの収集

x線 回折 データの収集 は、SPring-8の ビーム ライ ン..の シンクロ

トロン放射光で行な った。デー タ収集 の前 に、結晶 をCryoLoop(Hampton

Research)に マ ウン トし、20%エ チ レング リコール を含む ク リスタラン ト溶液

に浸 した後 、・173℃の窒 素ガスを吹き付 けた状態で、0.gAの 波長でデー タ収集

を行 な った。得 られ たDiffractionデ ー タはHKL・2000を 用 いて ま とめ、スケー リ

ングを行 な った。

1・2・5.PML変 異体構築 と重原子誘導体化

もし目的タ ンパ ク質 のX線 結 晶構造解析 を行 な う前 に、 目的 タ ンパ ク

質 と相 同性 の高い別 の タンパ ク質 の構造が決定 されていれ ば、 目的タ ンパ ク質

の位相決定 は、決定 され たタ ンパ ク質 の構造 を鋳 型に分子置換法 によ り決定す

る ことがで きる。しか し本研究 で用 いたPMLの ホモ ログの結 晶構造 は まだ決定

されて いな いので、PMLの 結晶構造 を決定す るためには重原 子同型置換 法 を用

いる必 要が ある。 この方 法で は、 ネイティブの結晶の他 に重 原子 を組 み込 んだ

同型置換体結 晶を調製す る。つ いで、両方 の結晶 に同じ波長のX線 を当て、重

原子 を組み込 む ことによる回折強度 変化 を利用 して重原子 の位置 を決め、それ

をも とにタ ンパ ク質 の構造 を決 める。'しか し重原子 を含 む溶液 にネイテ ィブの

結 晶を浸す 方法で は、重原子 を組 み込ん だ同型置換体 結晶 は得 られなか った。

なぜな らPMLの 結 晶は重原子 と特異的 に結合せず 、時 には重 原子溶液 に結晶 を

浸 して放置す る と、結晶ヵ轅 れて しまったか らである。そ こでPMLに 重原子結

合サ イ トを導入す るために、 システイ ン変 異法 を採用 した。以前、セ リンをシ

ステイ ンに置換す る ことによ り高 い効率 で重原子 をタ ンパ ク質 に結合 させ る こ
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とが で き る こ とが報 告 され て い る(Dao・Pinet .al.,1987)。 しか し、PMLに は

45個 のセ リン残 基 が あ るた め 、どの 位 置 の置 換 が 誘 導 体 化 に適 して い るか を、1

っ つ つ シス テ イ ン に置 換 した変 異体 を構 築 す る こ と に よ り解 析 す る こ とは 大 変

困 難 と思 わ れ た 。 そ こで12個 のセ リ ン残 基(Ser95,Ser144,Ser220,Ser242,

Ser270,Ser312,Ser335,Ser384,Ser445,Ser472,Ser538,Ser608)を ラ ン ダ ム

に選 択 し、これ ら12個 の セ リ ン残 基 をそ れ ぞ れQuickChange皿site・Directed

MutagenesisKit(AgilentTechnologies)を 用 い て 部 位 特 異 的 にシ ス テ イ ン残

基 に 置 換 し た 。 そ れ ぞ れ の 変 異 体 の 塩 基 配 列 はABIPRISM310Genetic

Analyzer(AppliedBiosystems)に よ り確 認 した 。 また 変 異 体 の 精 製 、 結 晶化

法 は野 生 型PMLと 同様 に行 な った 。

シ ス テイ ン変 異体 の結 晶 を、FluK2PtC14を 含 む ク リス タ ラ ン ト溶

液 に1週 間 ソー キ ン グ し、Ptに よ る 誘 導 体 化 を行 な っ た。 ソー キ ング終 了 後 は

結 晶 を、20%エ チ レ ング リコー ル を含 む ク リス タ ラ ン ト溶 液 に浸 した。12個 の

シス テ イ ン変 異体 の 中で 、S445Cだ け が 特 異 的 にPtで 誘 導体 化 されて い る こ と

が パ ター ソ ンマ ッ プか ら分 か った 。 重 原 子 誘 導 体 の デ ー タ 収 集 は ネ イ テ ィ ブ の

結 晶 と同様 に行 な った 。

1・2・6.構 造 解 析

まずS445C・PMLの 結 晶 のPt誘 導 体 の構 造 を 、単 一 重 原 子 同型 置 換 法

(SIRAS)に よ りHKL2MAP(Papeetal.,2004;Sheldricketal..1997)を 用

いて 決 定 した。そ してArpWarp(Perrakisetal..1999)を 用 いて モ デ ル を 自動

的 に作 成 した 。モ デ ル の精 密化 はCCP4(Collaborativeetal.,1994)のREFMAC

を用 い て行 い 、更 にCOOT(Emsleyetal.,.2004)を 用 いて 修 正 し、完 了 した 。

デ ー タ収 集 お よび 精 密 化 の 統 計 値 はTablel-1に 示 す 。 タ ンパ ク質 構 造 の 図 は
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PyMo1を 用 い て 作 成 し た 。

Table1-1.Statisticsondataprocessingandstructuredetermination

Nativewild-typePt-derivativeS445C

SpacegroupP21P21

Unitcella=49.972,b=84.300,c=a=49.879,b=84.404,c=

86.84987.012

Wavelength(A)0.91.071784

Resolutionrange(A)50.00-1.48(1.53-1.48)50.0-1.80(1.86-1.80)

Uniquereflections118,69565,946

Redundancy7.2(5.8)7.2(6.3)

Completeness96.9(79,.3)95.9(82.5)

1/638.3(3.8)26.9(3.4)

Rmergea(%)5.5(33.3)7.4(29.8)

Refinementstatistics

Resolutionrange(A)37.08-1.48

No.ofreflections107,798

CutoffNone

R-value(%).17.7

FreeR-valueb(%)19.4

No.ofproteinatoms4553

No.ofsolventatoms769

Rmsdeviationsfromidealvalues

Bondlengths(A)0.008

Bondangles(o)1.175

Ramachandranplotstatistics.Percentageofresiduesinregions

Mostfavored91.8

Additionallyallowed7.4

GenerouslyallowedO.8
1

DisallowedO.O

aRmerge=Σ1血1-(五 闔)11Σ 五」d..

bFreeR-valuewascalculatedusing5%ofreflectionsomittedfromtherefinement.

Numbersinparenthesesareforthehighestresolutionshell.
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1-2-7.ProteinDataBankaccessionnumber

解 析 し たPMLの 構 造 座 標 お よ び 構 造 因 子 はProteinDataBankに 登 録

した 。(PDBcode:2Z8X)

rs



1・3.実 験結果および考察

1・3・1.精製 およびPMLの 結晶化

以 前の研究で、Lipシ ステム を導入 した大腸 菌を用 いて培養液1Lあ た り

25mgのPMLを 、菌体外 に大量 に分泌 させ る ことに成功 して いる。そ こで 、培

養上精 を硫安沈殿 した後、沈殿物 を再溶解 させて一晩透析 した。 この透析 され

た溶液 を陰イオ ン交換カ ラム に供 した ところ、ほ とん どの培地成分は このカ ラ

ム に吸着 したが、PMLは 吸着 されなか った。ゲル ろ過カ ラムに、 この フロース

ルー画分 を供 して、PMLの フラクシ ョンを回収 し、SDS・PAGEに よ りタンパク

質溶液の純度 を見積 もった ところ95%以 上の純度でPM】Jを 得る ことができた

(Fig .1-1)o

 Fig1-1. SDS-PAGE of PML. Sample were subjected to 

electrophoresis on 12% polyacrylamide gel in the 

presence of SDS. After electrophoresis, the gel was 

stained with Coomassie Brilliant Blue. Lane 1, 

 low-molecular-weight marker kit (GE Healthcare); lane 

2, purified PML. Numbers along the gel represent the 

molecular weights in  kDa of the standard proteins.

精製 されたPMLの 収量 は、培養液1Lか ら約51ngで あった。 またPMLの 分子量

はSDS・PAGEお よびゲル ろ過 によ る算出 によ り、65kDaと 見積 も られた。

最初 のPMLの 結晶化ス ク リーニ ングでは、セ ッ トしてか ら7か ら10日
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後 に針状の結 晶が得 られたが、X線 回折 には適 して いなか った。そ こで結晶化条

件 を再検 討 し、最適条件 を探索 した ところ、良い結 晶がセ ッ トしてか ら数週 間

後 に出現 し、1ヵ月後 には0.3×0.2×0.05mmの 大 きさまで成長 した(Fig.1・2)。

Fig 1-2 Crystal of PML grown by the 

hanging-drop  vapor diffusion method. The 

approximate dimensions of the crystal are 

 0.3  X  0.2X  0.05 mm

1・3・2.PMLのPt誘 導体化

PMLのSer445をCysに 置換 した変異体S445C-PMLの 結 晶を、40mM

K2PtCl4を 含む ク リス タラン ト溶液 に1週 間 ソーキ ング し、Ptに よる誘導体化 を

行な った。する と結 晶は薄 い黄色 に変色 した。 これ はPtが 結 晶中に存在 して い

る ことを示 している。そ こで、X線 回折 を行 な う前 に、誘導体 の結晶を20%エ チ

レング リコールを含 むク リスタラン ト溶液 に30分 間浸 した。そ して、その結晶

に・173℃の窒素ガス を吹き付 けた状態で、多波長X線 を照射す る と同時 に、蛍光

でX線 の重原子 の 自由電子 による散乱波長 を観察 、測定す る ことによ り、結 晶中

でS445C・PMLがPtに よ り誘導体化 されて いる ことを確認 した。
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1-3・3.X線 回折

ネ イ テ ィ ブ の結 晶 を用 いて 、1.5A分 解 能 のX線 回 折 デ ー タ を取 得 した 。

Measuredreflectionsは553,967点 あ り、 そ の うちUniquereflectionsは118,6g5

点 、Rm、rgeは5.5%で あ っ た。空 間群 はP21に 属 し、格 子 定 数 は 、.・.972、b=84.300、

c=86.849で あ っ た 。 分子 量 と空 間群 に基 づ き、 結 晶 は非 対 称 単位 中 に一 分 子 の

タ ンパ ク質 を含 んで い る と仮 定 で き、VM値 は2.73A3Da1、 溶 媒含 量 は55%と

計 算 され た 。

S445C-PMLのPt誘 導体 に 関 して は、1.7Aの 分 解 能 で 回折 し、1.8Aの

分 解 能 で ス ケ ー リ ン グ を行 な っ た 。 この結 晶 の空 間 群 や 各 パ ラ メー タ は ネイ テ

ィ ブ の結 晶 の結 果 と似 て いた が 、これ はS445C-PMLの 分 子 のパ ッキ ン グや 配 向

性 が ネイ テ ィ ブ の結 晶 と 同 じで あ る こ と を示 して い る。

1・3・4.全 体 構 造

システイ ン変 異体 のPt誘 導体 を用いたSIRAS法 によ り、PMLの 糸吉晶構

造 を1.5Aの 分解能 で決定 した。N末 端 のメチオニ ン残基 を除き、PMLの 全て の

アミノ酸残基の電子密度を観察 できた。PMLは αヘ リックスが多 いN末 端 ドメ

イ ンと、β構造 が多 いc末 端 ドメイ ンか ら構成 されて いた(Figl-3A)。 一方 、同

時期 に、PMLと 同 じサ ブフ ァミリー属す るS.lnarcescens由 来 リパーゼ(SML)

の結 晶構造が決定 された(Meieretal.,2007)。PMLとSMLの アミノ酸配列 の

相 同性 は61%で 、SMLもPMLと 同様 にN末 端触 媒 ドメイ ンとC末 端RTXド メイ

ンか ら構成 されて いる。SM五 の触媒 ドメイ ンのhaはop鐙 構造 を形成 してお り、

1個 のCa2+イ オ ン(Ca1)に よ り固定 されて いる。一方、PMLの 結 晶構造 はclose

構 造 として決定 された。PMLとSMLのlidが それぞれclose構 造 とopen構 造 を形

成 した理 由は、PMLとSMLの 結 晶構造 がtriton-X100非 存在、存在下で決定 され
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たた めで ある。 これ ら2つ の結晶構造 を比較す る ことによ り、PMLもSMLも リ

パーゼ に通常存在す るlid(lid1)以 外 に、 も う1つ のlid(lid2)を 有 していた。

また、close構 造では、 これ らの1idの 位 置や構 造が活 性 中心 を覆 うことがで きる

よ うに大 き く変化 して いた。PMLの 構造 はclose構 造で決定 されたためCa1サ イ

トは見 られなか った。しか し、SMLの 構造 はlid構 造 を除 くとPMLの 構造 とよ く

似てお り(Fig1-3B)、 両者 の α炭素のRMSD値 は、分子 全体 ではo.°7A、活性 中

心で は0.15Aで あった。 またPML分 子 の他 に、10個 のCa2+、2個 のZn2+、 そ し

て769個 の水分 子の電子密度 が観察 された。ZI12+イオ ンはタ ンパ ク質分子 の接合

部分 に位置 し、そ れぞ れが2個 のタ ンパ ク質分子 に配 位 して いる。つ ま りこれ ら

のZn2+イ オ ンは結 晶形成 に必要 である ことを示 して いる。

1-3・5.N末 端触媒 ドメイ ンのCa2+イ オン結合サイ ト

PML4)N末 端触媒 ドメイ ンには、SML同 様 に2個 のCa2+イ オ ン結合サ

イ トが ある。そ の1つ はCa2と してSMLに 保存 されて いるが、 もう1つ のサイ ト

は保存 されて いな い。SMLのopen構 造 の保持 に必要なCa2・イオ ン結合サ イ ト

(Ca1)はPMLに も存在す る妹ず で あるが、今 回決定 したPMLの 結晶構造 は

close構 造 で あ る た め 、 このCa1サ イ トは形 成 さ れ て い な い と考 え られ る 。 よ っ

てPMLのclose構 造 に あ る2つ のCa2+イ オ ン結 合 サ イ トを、 そ れぞ れCa2、Ca3

サ イ トと命 名 した 。Ca3サ イ トで はCa2+イ オ ンが 、Asp283、Asp337の 側鎖 の0

原 子 、Lys278、Ala281の 主鎖 の0原 子 そ して2個 の水 分 子 と7座 配 位 して い る。

しか し、SMLにCa3サ イ トが 存 在 しな い の は 、 この サ イ トを構 成 す る ア ミ ノ酸

銭基があまり良く保存されていないため と思われる。
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1-3・6.lid構 造

PMLとSMLの 構 造 を比 較 す る と、ヘ リ ックス α6構 造(lid1)と ヘ リ ッ

クス α3を 含 む領 域 は大 き く異 な って い る 。1id1(PMLで は、146～167残 基 目)

は、 リパ ー ゼ に通 常 存 在 す るlidに 対 応 す る 。lid1はPMLの 構 造 で は ヘ リ ックス

の途 中で 鋭 く折 れ 曲が って い る。一方 、1id1はSML、 の構 造 で はCa1サ イ トに結 合

したCa2・ イ オ ン に よ り固 定 され て い る。 このCa2+イ オ ンは タ ンパ ク質 分 子 中 に

埋 もれ て お り、Asp153、Asp157、Gln120の 側 鎖 の酸 素原 子 、 そ してThr118、

Ser144の 主 鎖 の酸 素原 子 と配 位 結 合 して い る。Ca1サ イ トがclose構 造 で は形 成

され な い の は 、ヘ リ ック ス α6に あ るAsp153とAsp157の 位 置 がopen構 造 で の位

置 と比 較 す る と大 き く変 化 して い る か らで あ る。以 前 の研 究 でPMLの 活 性 に は1

個 のCa2+イ オ ンが 必 要 と され て い る(Arvadaetal.,2001)。Ca1サ イ トがopen

構 造 に だ け形 成 され 、 活 性 中心 の構 造 がlidの 構 造 に関 係 な く変 化 しな い とい う

こ とは 、 この触 媒 に必 要 なCa2+イ オ ンはCa1サ イ トに結 合 し、lid1のopen構 造

を安 定 化 させ て い る こ とを示 唆 して い る。 しか しCa2+イ オ ン非 存 在 下 で はlid1

の埋 もれ た荷 電 性 残 基 が 反 発 して 、lidのopen構 造 は不 安 定 にな る と考 え られ る。

lid2(PMLで は 、46～74残 基 目)は 、SMLのopen構 造 で は、 ヘ リック

ス α3が ヘ リ ック ス α2と/Y・ ヘ リッ クス ヘ ア ピ ン構 造 を作 り、活 性 中心 を露 出 さ

せ て い る。 一 方 、PMLのclose構 造 で は 、lid2の ヘ リ ック ス α3は ヘ リッ ク ス α2

とヘ ア ピ ン構 造 を形 成 せず 活 性 中心 を覆 う。他 の リパ ー ゼ にお い て は 、2番 目の

lid(lid2)が あ る こ とは これ まで報 告 され て い な い。 したが ってFamilyI.3リ パ

ー ゼ は 、 このlid2が あ る こ と によ って 他 の リパ ー ゼ と区別 され る。 ま た 、iidi、

lid2両 方 の疎 水 性 側 鎖 はclose構 造 で は活 性 中心 の方 へ 向 いて い る が 、open構 造

に な る と溶 媒 側 へ と露 出す る。PMLとSMLの 結 晶構 造 は 、そ れ ぞ れ 界 面 活 性 剤

(tritonX-100)非 存在 下 、存 在 下 で決 定 され た た め、 溶 媒 側 に露 出 したSML
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の疎水性側鎖は界面活性剤により安定化されると思われる。
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Fig.1・3.ωStereoviewofthecartoonmodelofPMLstructure,coloredbasedon

secondarystructures.Cat+andZn'+ionsareshowninyellowandbluespheres,

respectively.TvvoCat+-bindingsites(Ca2andCa3)intheN-terminallipasedomainand

thefirstandsecond-rollmotifsareindicated.Lidlandlid2arecoloredorangeand

blue,respectively.Threeactivesiteresidues(Ser207,Asp255,andHis313)areindicated

bystickmodels.NandCrepresenttheN-andC-termini.(B)Superpositionofthe

structuresofPMLandSML(PDBID:2QuB),whicharecoloredgreenandgray,

respectively.Lidlandlid20fPMLarecoloredorangeandblue,whilethoseofSMLare

coloredyellowandlightblue,respectively.Cat+ionsinthePMLandSMLstructuresare

showninyellowanddark-grayspheres,respectively.Zn2+ionsareshowninblue

spheres.Threeactivesiteresidues(Ser207,Asp255,andHis313)areindicatedbystick

models.(C)Stereoviewof七helipasedomain.Thestrut七uresofthelipasedomainsof

PMLandSMLaresuperimposed.ThestructuresshowninFig.1Bareviewedfromthe

top.TheCat+ionboundtotheCalsiteisshownindarkgraysphere.Thesidechainsof

AspX53,Asp157,andGln120,whichcoordinatewiththisCat+ioninanopen

conformation,areindicatedbystickmodels,inadditiontothoseofthreeactivesite

residues.ThesidechainsofAsp153andAsp157inaclosedconformationarealso

indicated.

1・3・7.βロールモチー フ構 造

PMLのC末 端 ドメイ ンの13個 のRTX繰 り返 し配列 は、2つの βロールモ

チー フ構造 が互い に横 に並ぶ形の、いわゆる βロールサ ン ドイ ッチ構造 を形成

く
して いる(Fig1・4)。SMLも 同様 である。1つ 目の βロールモチー フ構造(1stβ

ロール)は373～417残 基 目か ら成 り、5個 のRTX繰 り返 し配列 に3個 のCa2+イ オ

ンが結合 して形 成 されて いる。駐つ 目の βロール モチー フ構造(2ndβ ロール)

は493～568残 基 目か ら成 り、8個 のRTX繰 り返 し.配列 に5個 のCa2+イ オンが結合

して形 成 されて いる。それぞれCa2+イ オ ンはRTXモ チー フによ り形成 され るル 圏

一プ とループの間に挟 まれ るように結合す る。従 って1つ 目と2つ 目の βロール

モチー フ構造 にはCa2+イ オ ンが最大で、それぞ れ3個 と6個 結合できるはず であ
琴

る。実際、PMLとSMLの1つ 目の βロール モチー フ構 造 には3個 のCat+イ オ ンが
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結合 している。 しか しPMLとSMLの2つ 目の βロールモチー フ構造 には、それ

ぞれ5個 と3個 のCa2+イ オンしか結合 して いない。PMLの2つ 目の βロール モチ

ー フ構造では9残 基か らなるRTXモ チー フの6番 目にあるアスパ ラギ ン酸が 全て

のモチー フに保存されている。それ にも関わ らず 、PMLの 場合 、2番 目と5番 目

のRTXモ チー フのループの隙間 に、Cat+イ オンの代わ りに水分子が入 って いた。

SMLの 場合、2つ目の βロールモチー フ構造 の2番 目、4番目、そ して6番 目のRTX

モチー フで は、 アスパ ラギン酸がそ れぞれAla、Asnそ してAsnに 置 き換わ って

いる。そ のた め、βロールモチー フ構造 の片側だ けに3個 のCa2・イオ ンが結 合す

る。

Fig 1-4. The cartoon model of SML structure.  Ca2+ ion is shown in  yellow.  .  Lidl and  hd2 

are colored red and cyan, respectively.

以前、C末 端 ドメイ ンの一部 を除去 して も最低6個 の機能的なRTX繰 り

返 し配列が あれ ば、PMLの 酵素活 性や プロテ アーゼ耐性 はそれ ほ ど低下 しない

ことが報告 されて いる(Kwonetal.,2002)。 実 際、FamilyI.3リ パーゼ 中には、
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6個 のRTX繰 り返 し配列 しか有 していない ものが、幾 つか存在す る(Angkawid

jajaetal.,2006)し か し、繰 り返 し配列 の数が5個 以下 にな るまでC末 端 ドメイ

ンの一部 を除去 した り、Ca2・イオ ンが結合で きないよ うに繰 り返 し配列 に変異

を入れ た りす ると、C末 端 ドメイ ンは βロール モチー フ構造 を形成できな くな り、

分泌効率、プロテアーゼ耐性、酵素活 性が激減す る(Angkawidj.ajaetal.,2005;

Kwonetal..2002)。 これ らの結果 よ り、 βロールモチー フ構造 は、N末 端触 媒

ドメイ ンの構造形成 に必要で ある ことが示 唆 されて いる(Angkawidjajaetal.,

2006;Meieretal,,2007)。1つ 目の βロー ルモチー フ構造が作 る平行 βシー トは、

触 媒 ドメイ ンの3個 の βシー ト(β6～ β8)と 連な って 、長 い平行 βシー ト形成

して いる(Fig1-3A)。 そ のた め1つ 目の βロール モチー フ構造 の形成は、おそ

らく、N末 端触媒 ドメイ ンの構造形成 に必 要 と考え られ る。 しか し、1つ 目の β

ロール モチー フ構造 は、5個 のRTX繰 り返 し配列 しか有 していな いため、単独で

は βロール モチー フ構造 を形成 できない と考 え られ る。従 って、 βロールサ ン

ドイ ッチ構造 の形成 は、1つ 目の βロールモチー フ構造 を安定化 させ るために必

要 なのか もしれな い。
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1・4.要 約

本章 では、PMLへ のCa2+イ オンの結合状態 と、C末 端 ドメイ ンがN末 端

触 媒 ドメイ ンの構造 形成 に直接的 または間接的 に影響 しているか どうか を調べ

るため に、PMLの 結晶化お よびX線 結 晶構造解析 を行 なった。しか しこれ まで、

本 リパーゼ のホモ ログの結 晶構造 は決定 されて いな いため、PMLの 結 晶構造を

重原子 同型置換法 によ り決定す る ことに した。そ のために、まず セ リン残基 を1

っず つ システイ ンに置換 した変異体 を12個 作成 し、PMLと 同様 の方法で精製、

結晶化 を行 い、Ptに よる誘 導体化 を行 った。その結果S445C-PMLの 結晶 だけPt

によ り誘導体化 され る ことがパター ソンマ ップによ り確 認できた。 この

S445C・PMLの 構造 をモデル として用 いる ことによ り、ネイテ ィブのPMLの 構造

をclose構 造 として決定 した。一方、ほぼ同時期 に、PMLと 同 じサ ブ ファミリー

に属す るS.marcescens由 来 リパーゼ(SML)の 結 晶構造がopen構 造 として決定

された。PMLとSMI、 の構造はlid構 造 を除 くと非常 によ く似てお り、RMSD値

は分子全体では0.7A、 活性 中心では0.15Aで あった。PMLとSMLの 結晶構造か

ら、Ca1サ イ トはopen構 造 にだけ形成 され 、活性 申心残基 の構造 はlidの 構造 に

関係 な く変化 しない ことが示唆 され た。

また、PMLとSMLの 構造 を比較す る ことによ り、FamilyI.3リ パーゼ

には2個 のlid(lid1、lid2)が 存在す る ことが分か った。lid1は 他 の リパ ーゼに

も存在す るが、lid2はFamilyI.3リ パーゼ にしか存在 しない。lid1は 、close構 造

で は途 中で鋭 く折れ 曲が り活性部位 を塞いで いるが、open構 造では真直 ぐにな

りCa1サ イ トに結合 したCa2+イ オ ンによ り活 性部位 か ら離れた位 置で安 定 に固

定 される。一方lid2は 、SMLのopen構 造で は、ヘ リックス α3が ヘ リ'ックス α2

と α・ヘ リックスヘ ア ピンを作 る ことによ り活性 中心 を露 出させ る。しか しPML
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のclose構 造 では、ヘ リックス α3は ヘ リックス α2と ヘア ピン構造 を形成せず 、

活性 中心 を覆 う。

PMLのC末 端 ドメイ ンはSMLと 同様 に、2つの βロールモチー フ構造 が

互 いに横 に並ぶ形 の、いわゆる βロールサ ン ドイ ッチ構 造 を形成 している。1つ

目の βロールモチー フ構造 は、5個 のRTX繰 り返 し配列 に3個 のCa2+イ オ ンが結

合 して形成 されて いる。2つ 目の βロールモチー フ構造 は、8個 のRTX繰 り返 し

配列 に5個 のCa2+イ オ ンが結合 して形成されて いる。以前 、6個 の機 能的なRTX

繰 り返 し配列が あれ ば、PMLの 分泌効率 、活 性、安定性 は、ほぼ完全 に保 たれ

て いる ことが報告 された 。 しか し繰 り返 し配列 の数が5個 以下 になるまでC末 端

ドメイ ンを欠損 させ た り、繰 り返 し配列 に変異 を入れた りす る と、C末 端 ドメイ

ンが βロール を形成 できな くな り、分泌効率 、プ ロテ アーゼ耐性 、そ して酵素

活性が激減す る ことが分 か っている。 この ことか らβロールモチー フ構 造 は

PMLの 品質保持 に重要で ある ことが示唆 され る。1つ 目の βロールモチー フ構造

が作 る平行 βシー トは、触 媒 ドメイ ンの3個 の βシー ト(β6～ β8)と 連な って、

長 い平行 βシー ト形成 している(Fig1・3A)。 そ のため1つ 目の βロール モチー

フ構造 の形成 は、おそ らく、触 媒 ドメイ ンの構造 形成 に必要 と考え られ る。 し

か し、1つ 目の βロール モチー フ構造 は、5個 のRTX繰 り返 し配列 しか有 してい

ないため、単独 では βロールモチー フ構造 を形成で きな い と考 え られ る。従 っ

て 、 βロールサ ン ドイ ッチ の形成 は、1つ 目の βロール モチー フ構造 を安定化 さ

せ るため に必 要なのか もしれない。
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【第2章 】

N末 端 触 媒 ドメ イ ン のCa2+イ オ ン の役 割

2・1.は じめ に

第1章 で 述 べ た よ うに、PML(Angkawidjajaetal.,2007b)とSML

(Meieretal.,2007)の 結 晶 構 造 は、 そ れ ぞ れclose構 造 とopen構 造 と して決

定 され た 。 これ らの構 造 は 、N末 端 触 媒 ドメイ ン とC末 端 βロー ルサ ン ドイ ッ

チ ドメイ ンか ら構 成 され て お り、2つ のlidを 除 け ば互 い に よ く似 て い る 。 これ

らの構 造 に よ る と、PMLのN末 端 触 媒 ドメイ ン はCa2、Ca3サ イ トを有 して

お り、SMLのN末 端 触 媒 ドメ イ ンはCa1、Ca2サ イ トを有 して い る。な おSML

に はCa3サ イ トは存 在 しな い。PMLの 構 造 で はCa1サ イ トは見 られ な いが 、

そ れ は1id1がclose構 造 を形 成 した た め と考 え られ る 。SMLの 構 造 で は、lid1

の2つ の ア スパ ラギ ン酸 残 基(Asp153、Asp157)がCa1サ イ トでCa2+イ オ ン

と配 位 結 合 して い る 。 これ らの結 果 を も とに 、Ca2+イ オ ン はlid1を 固定 す る こ

と に よ って 、Iid1のopen構 造 を安 定 にす る の に必 要 で あ り、さ らに活 性 に も必

要 で あ る こ とが 示 唆 さ れ て い る(Meieretal.,2007;Angkawidjajaetal.,

2007b)。 しか し、Ca1サ イ トが 除 か れ る と、 これ らの リパ ー ゼ は活 性 を示 さな

くな る のか ど うか まだ 調 べ られ て いな い 。 さ らに、他 のCa2÷ イ オ ン結 合 サ イ ト

(Ca2とCa3サ イ ト)の 役 割 も明 らか に され て いな い。

本 章 で はPMLのCa1～Ca3サ イ トの役 割 を明 らか にす る 目的 で、 こ

れ らの サ イ トの うち 、1つ だ けが 除去 され る よ うに設 計 した3種 類 のPML変 異

体 を構 築 し、活 性 や 安 定 性 を解 析 した。 また これ ら3種 類 の うちGつ の変 異 体

の 結 晶 構 造 を決定 した 。これ らの結 果 を も とに 、Ca1～Ca3サ イ トの役 割 を考 察

す る。
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2-2.実 験 材 料 お よ び 方 法

2-2-1.菌 体 、 プ ラス ミ ド

分 泌 の宿 主 と して 用 い る大 腸 菌D且5[F1,hsdR17(rk-,mk+),recAl,

endA1,deoR,thi-1,supE44,顔 コrA96,relA1]はToyobo社 か ら購 入 した 。S .

marcescensSM8000由 来Lipシ ス テ ム(lipBCD遺 伝 子)が ベ ク タ ーpAcYc184

に導 入 され た プ ラス ミ ドpYBCD20は 田 辺 三 菱 製 薬 の大 森 謙 二 様 か ら頂 い た

(Kawaietal.,1998)。pUC18はToyobo社 か ら購 入 した 。PCRの プ ライ マ ー

と して 用 い たDNAオ リゴ マー の合 成 は 北 海 道 シ ス テ ムサ イ エ ンス 社 に依頼 し ら

た 。

2-2-2.プ ラス ミ ド構 築

変 異 体 タ ンパ ク質D157A・ 、D275A-、 そ してD337A-PMLを コー ドす

る 遺 伝 子 は、PCRを 用 いてoverlapextension法(且Ortonetal.,1990)に よ り

構 築 した 。な お 、変 異 導 入 用 プ ライ マ ー は 、Asp157(GAC)、Asp275(GAC)、

Asp337(GAC)を コー ドす る コ ドンが 、そ れ ぞ れAlaを コー ドす るGCA、GCC、

GCCに 変 換 され る よ う に設 計 した 。こ こでPCRの 鋳 型 と して 、以 前 にPMLの

分 泌 用 に構 築 され たpUC-PML(Kwonetal.,2002)を 用 い た。PCRに よ り増

幅 され たDNA断 片 は、pUC18のXbal・Hindlllサ イ トに挿 入 した 。
.DNAの 塩

基 配 列 はABIPrism310DNAsequencer(ApPliedBiosystems)を 用 いて 決 定

した 。

2・2・3.分 泌確 認 お よ び 大 量 精 製

大 腸 菌DH5を プ ラス ミ ドpYBCD20で 予 め形 質 転 換 し、更 にpUC18

誘 導 体 を用 いて 形 質 転 換 す る こ とに よ り、Lipシ ス テ ム とPMLの 変 異 体 を共 発
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現 させ る 形質 転 換 体 を作 成 した 。 この 形質 転 換 体 を50mg1Lの ア ン ピ シ リン と

30mg1Lの ク ロ ラム フェ ニ コ ール を含 むLB培 地 中で30℃ 、24時 間 振 と う培 養

した 。 培 養 終 了後 、培 養 液 を4℃ 、17,000gで10分 間 遠 心 して 菌 体 と培 養 上清

を分 離 した。 この 培養 上 清 を12%・SDS-PAGE(Laemmli,1970)に 供 して 、変

異体 の分 泌 の有 無 お よ び分 泌 レベ ル を確 認 した。

分 泌 され たPMLの 変 異 体 は 、 野 生 型PMLと 同 じ方 法 で 精 製 した

(Angkawidjajaetal.,2007a)後 、 塩化 カル シ ウ ム を含 ま な い緩 衝 液(25mM

Tris-HCI(pH7.5))に 透 析 した 。第1章 で 述 べ た よ う に、PMLのC末 端 の β

サ ン ドイ ッチ 構 造 に は8個 のCa2+イ オ ンが 結 合 して い る(Fig1・1A)。 これ らの

Ca2+イ オ ンは βロー ル サ ン ドイ ッチ モ チ ー フ の 内 部 に埋 もれ て い る た め透 析 で

は 除去 で き な い(Amadaetal.,2000;Kwonetal.,2002)。 しか し、Ca2とCa3

サ イ トに結 合 して い るCa2+イ オ ンは 比 較 的溶 媒 に露 出 して い る た め透 析 に よ り

容 易 に 除去 され る と考 え られ る。 従 って 透 析 によ りC末 端 の βロー ル サ ン ドイ

ッチ構 造 に はCa2+イ オ ンが結 合 して い る が 、N末 端 触 媒 ドメイ ンに はCa2+イ オ

ンが結 合 して い な い タ ンパ ク質 が 得 られ る と考 え られ る。各PML変 異 体 の タ ン

パ ク質 濃 度 は、280nmに お け るTyrとTrpの ε値1490M'1cm'1、5500M'1cm-1

を用 い て 算 出 した 吸 光 係 数A2800.1%=1.14を 用 い て 決 定 した(Paceetal.,

1995)0

2-2-4.CDス ペ ク トル

短 波長CDス ペ ク トル(200～260nm)と 長 波 長CDス ペ ク トル(250

～320nm)は25℃ の下 で 、日本 分 光 のJ-725spectropolarimeterに よ り測 定 し

た 。 測 定 用 バ ッ フ ァー は 、10mM塩 化 カ ル シ ウム を含 むTris一 且Cl(pH7.5)

を用 いた 。 短 波 長CDス ペ ク トル の測 定 に は 、 タ ンパ ク質 濃 度0.1mg/mLの サ
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ン プル 、2mm光 路 長 のセ ル を用 い 、長 波 長CDス ペ ク トル には 、タ ンパ ク質 濃

度0.5mg/mLの サ ンプ ル 、1cm光 路 長 のセ ル を用 い た。平 均 残 基 分 子 楕 円率[θ]

(degcm2dmol-1)は ア ミ ノ酸 の平 均 分 子 量110を 用 いて 計 算 した 。

2-2・5.酵 素活 性

リパ ー ゼ 活 性 は オ リー ブ オ イ ル を基 質 に し て 測 定 した(Derewenda,

1993)。10mM塩 化 カ ル シ ウ ム と55μLの オ リー ブ オ イ ル を含 む25mM

Tris・且Cl(pH7.5)1.5mL中 、30℃ で30分 間反 応 した後 、5mLの アセ トン

ーエ タ ノー ル(1:1
,vlv)を 加 え 、氷 につ けて 冷 や す こ と によ り反 応 を停 止 した 。

これ に1%フ ェ ノー ル フ タ レイ ン液 を数 滴 加 え 、0.01Nの 水 酸化 ナ トリウ ム水

溶 液 で 滴 定 す る こ とに よ り、 酵 素 反 応 に よ り生 成 した 脂 肪 酸 を 定 量 した 。 エ ス

テ ラー ゼ 活性 は 、ア・nitrophenyllaurate(C12)を 基 質 に して 測 定 した(Amada

etal.,2000)。10mM塩 化 カ ル シ ウム 、10%ア セ トニ トリル 、お よび0.5mM

P-nitrophenyllaurateを 含 む25mMTris-HCI(pH7.5)100μ 五 中30℃ で

10分 間 反 応 した 後 、最 終 濃 度0.2%に な る よ う にSDSを 加 え、反 応 を停 止 した 。

反 応 に伴 い遊 離 す るp-nitrophenolを 波 長412nmに お け る 吸光 度 を測 定 す る こ

と に よ り定 量 した(モ ル 吸 光 係 数 は14,200M'lCml)。1unitは30℃ で1分 間

に1μmolのp-nitrophenolま た は脂 肪 酸 を生 成 す る酵 素 量 と した 。 比活 性 は

タ ンパ ク質1mgあ た りの 酵 素活 性 とす る 。

2-2-6.熱 安定 性

熱 変 性 曲線 は温 度 変 化 に伴 う波 長220㎜ のCD値 を追 跡 す る こ とで

測 定 した 。 タ ンパ ク質 溶 液 は25mMTris・ 且Cl(pH7.5)ま た は10mM塩 化 カ

ル シ ウ ム を含 む25mMTris・ 且Cl(pH7.5)に 溶 か した 。測 定 は タ ンパ ク質 濃 度
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0.u:u、 光 路 長2mm、 昇 温 速度1.0℃1minの 条 件 で 行 な っ た。 な お 、 この

条 件 下 で は 、野 生型 や 変 異 体PMLの 熱 変 性 は 不 可 逆 で あっ た 。従 っ て タ ンパ ク

質 の50%が 変性 した温 度 をTii2と した 。

2-2-7.結 晶化 、X線 回 折 デ ー タ 収集 、 お よ び構 造 解 析

D157A-PML,D337A-PMLをultrafiltrationsystemMicroconYM-10

(Millipore)を 用 い て 、 タ ンパ ク 質 濃 度 が10mg/mLに な る まで 濃 縮 し、 野 生

型PMLと 同 じ方 法(Angkawidjajaetal.,2007a)で 、 ハ ンギ ン グ ドロ ップ蒸

気 拡 散 法 に よ り結 晶化 させ た。D157A-PMLとD337A-PMLの 結 晶 のX線 回折

デ ー タ の 収集 は 、SPring-8の ビー ム ライ ン:Cの シ ンク ロ トロ ン放 射 光 、

ADSCQuantum4RC-CDdetectorを 用 い て行 な った 。デ ー タ 収集 の 前 に、結 晶

をCryoL、oop(HamptonResearch)に マ ウ ン トし、Cryo-buffer(20%エ チ レ

ン グ リコー ル お よび10%PEG20,000、0.2M酢 酸 カ ル シウ ム 、5mM酢 酸 亜

鉛 を含 む0.1MMES(p且6.0))に 浸 した 。 そ の後 結 晶 に ・173℃ の窒 素 ガ ス を

吹 き付 け た状 態 で 、1.oAの 波 長 で デ ー タ収 集 を行 った 。デ ー タ処 理 は、HKL2000

(OtwinowskiandMinor,1997)を 用 いて行 な った 。 計算 さ れ た電 子 密 度 図 か

ら、第1章 で 決 定 したPMLの 構 造 を鋳 型 に、MOLREP(Vaginand颱plyako罵

1997)に よ る分 子 置 換 法 に よ り初 期 分 子 モ デ ル を構 築 した 。COOT(Emsleyalld

Cowtan,2004)お よびREFMAC(Murshudovetal.,1997)を 用 い て構 造 精 密

化 を行 い 、Rfa,t。,また はPROCHECK(Laskowskietal.,1993)を 用 いて 計 算

され る立体 化 学 的パ ラメー ター を用 いて 、 そ のつ ど評価 した 。PROCHECKを

用 いて 作 製 した ラマ チ ャ ン ドラ ンプ ロ ッ トに よ り、構 築 した 分 子 モ デ ル の全 て

の 残 基 はmostfavoredregionま た はallowedregionに 入 って い る こ とを確 か め

た 。・デ ー タ収 集 お よび精 密化 の統 計値 はTable2-1に 示 す 。タ ンパ ク質 の立 体 構
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造 はPyMo1を 用 い て 作 製 し た

2-2-8.Proteindatabankaccessionnumbers

解 析 し たD157A-PMLとD337A-PMLの 構 造 座 標 お よ び 構 造 因 子 は 、

ProteinDataBankに 登 録 し た 。(PDBcode:D157A-PML、2ZJ7;D337A・PML、

2ZJ6)

37



2-3.実 験 結 果

2-3・1.変 異体 タ ンパ ク質 の 作 製

PMLのN末 端 触 媒 ドメイ ン のCa2+イ オ ン結 合 サ イ ト(Ca1～Ca3)の

役 割 を解 析 す る た め に、3つ の1ア ミ ノ酸 置 換 変 異 タ ンパ ク質D157A-PML、

D275A・PML、 お よ びD337A・PMLを 構 築 した。Ca1、Ca2、 お よびCa3サ イ

トで は 、Asp157、Asp275、 お よびAsp337が そ れ ぞ れCa2+イ オ ン と2座 で配

位 結合 して い る。 これ らの ア ス パ ラギ ン酸 残 基 は様 々 なFamilyI.3リ パ ー ゼ に

良 く保 存 され て い る。従 って 、 これ らの変 異 に よ りCa1～Ca3サ イ トはCa2・ イ

オ ン結 合 能 を失 う こ とが 期 待 され る。

これ ら3つ の 変 異 体 タ ンパ ク質 をLipシ ス テ ム との共 発 現 に よ り大腸

菌DH5か ら菌体 外 へ分 泌 さ せ た 。そ の後 、培養 上 精 か らこれ らの タ ンパ ク質 を

精 製 した 。そ れ ぞ れ の変 異体 タ ンパ ク質 の分 泌 レベ ル は培 養 液1Lあ た り15mg

か ら30mgで あ っ た。1Lの 培 養 液 か ら精 製 され た タ ンパ ク質 の 量 は2mgか ら

8mgで あ っ た。これ らの値 は、野 生型 タ ンパ ク質 の値 と匹敵 す る(Angkawidjaja

etal.,2007a)a

2-3-2.CDス ペ ク トル

PMLと そ の変 異体 タ ンパ ク質 の短 波 長 お よ び長 波 長CDス ペ ク トル は、

25℃ で 、10mMCaCl2を 含 むTris-HCI(pH7.5)を 用 いて測 定 した 。変 異 体 タ

ンパ ク質 の短 波 長CDス ペ ク トル は、 いず れ も野 生 型 タ ンパ ク質 のス ペ ク トル

とほ ぼ一 致 した(Fig2・1A)。 一 方 、D275A・PMLの 長 波 長cDス ペ ク トル は 、

PMLの ス ペ ク トル と明 らか に 異 な っ て い た が 、D157A-PMLとD337A・PMLの

ス ペ ク トル は 、PMLの スペ ク トル と類 似 して い た(Fig2・1B)。 これ らの結果
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は、Asp275をAlaに 置換す る ことによ り、部分 的な構造変化 が起 きる ことを示

唆 して いる。

Fig 2-1 CD spectra. The  far-UV (A)  near-UV (B) CD spectra of PML (black line), 

 D157A-PML (green line), D275A-PML (blue line) and D337A-PML (red line) were 

measured at 25t in 25 mM  Tris—HC1(pH7.5) containing 10 mM CaC12

2・3-3.D157A-PMLお よびD337A・PMLの 結 晶構 造

PMLと 同 じ結 晶化 条 件 にお い て 、D157A-PMLお よびD337A・PMLの

結 晶 が 得 られ た。 一 方 、 同 様 の 条 件でD275A-PMLの 結 晶 は得 られ な か った 。

そ こで 、D157A-PMLとD337A-PMLの 結 晶 構 造 をclose構 造 と して そ れ ぞ れ

2.2Aと2.3Aの 分解 能 で決 定 した。D157A・PMLお よ びD337A・PMLの 全 体 構

造 はPMLと 同 じで あ った(Fig2・2A)。 な お 、PMLとD157A・PMLま た は

D337A・PMLの 全て の α炭 素原 子 のRMSD値 の平 均 値 は 、そ れ ぞ れ0.39Aと

0.21Aで あ った 。 またD157A-PMLとD337A・PMLの 変 異 導 入部 位 周 辺 の構 造

もAsp157とAsp337の カル ボ キ シル 基 が 除 去 され た 以 外 は、基 本 的 にPMLと

同 じで あ った。 しか し、D157A・PMLに はPMLと 同様 に2個 のCa2+イ オ ンが

Ca2とCa3サ イ トに結 合 して いる の に対 して 、D337A-PMLに はCa2+イ オ ンが

1個 だ けCa2サ イ トに結 合 して いた 。PMLとD337A-PMLのCa3サ イ トあ る
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いは、そ れに対応す る部位周辺 の電子密度図(2∫b・乃 マ ップ)をFig2・2DとE

にそれぞれ示 した。これ らの結果 は、Asp337をAlaに 置換す ることによ りCa3

サイ トを除去 して も、PMLのclose構 造 はほ とん ど変化 しな い ことを示 してい

る。またCa1サ イ トはopen構 造 だ けに形成 され るので、Asp157をAlaに 置換

す る ことによ り、Ca1サ イ トが除去 されたか どうか は明 らか にす る ことはで き

なかったが 、少な くともこの変異 によ りPMLの 構造 はほとん ど変化 しな い こと

を明 らかに した。
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Table2-1Datacollectionandrefinementstatistics

D157A-PMLD337A-PML

BeamlineBL38BlBL38Bl

Wavelength(A)1.01.O

Resolution87.0-2.20(2.28-2.20)86.4-2.25(2.33-2.25)

Uniquereflections3533333670

Redundancy5.2(4.1)5.2(3.4)

Completeness(%)94.7(82.6)95.1(72.4)

Rmerge(%)a8.6(13.4)6.2(11.8)

Average170(丿)17.4(3.2)26.7(7.1)

Refinement

Resolutionrange(A)40.2-2.20..39.7-2.25

SpacegroupP2iP2i

Cellunit(A)a=48.63,b=84.63,c=a=49.60,b=84.32,c=

む む
87.52,R=96.8886.90,b=96.28

No.ofreflections3340932009

CutoffNoneNone

No.ofproteinatoms45504550

No.ofwater366501

No.ofmetalions(Ca2+1Zn2+)10129/2'

R-factor(%)23.120.8

R-free(%)b27.824.3

RMSD

Bondlength(A)0.0260.018

Bondangles(°)2.2541.573

Ramachandranplotstatistics.Percentageofresiduesinregions

Mostfavored95.6'97.6

Generouslyallowed4.42.4

DisallowedO.00.O

aRmerge=Σ1血1-<五 衄.>1Σ 舳,where血listheintensitymeasurementfor

reflectionwithindiceshkland<lhkDisthemeanintensityformultiplyrecorded

reflections.'

bRfreeWa .Scalculatedusing5%ofthetotalreflectionschosenrandomlyandomittedfrom

refinement.
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(D) (E)

Fig 2-2 Comparison of the crystal structures of PML and its mutants. (A) Stereo view of 
the ribbon diagrams of superimposed structures of PML (gray), D157A-PML (green) and 

 D337A-PML (cyan). The  Ca2+ ions bound to PML, D157A-PML and  D337A-PML are 
shown as gray, green and cyan spheres, 
respectively. The side chains of the amino acid residues forming catalytic triad (Ser207, 
Asp255 and  His313),  Asp157 and Asp337 of PML are shown in stick model. The 

positions of lid  1N, lid 1C, Ca2 site, Ca3 site, 13-roll sandwich consisting of the first and 
second  (3-roll motifs are also indicated. (B) The main chain fold around residue 157 of 
PML (gray) and  D157A-PML (green) superimposed. The side chains of Asp 157 and 

 Ala157 are shown in stick model. The positions of lid  1N and lid 1C are indicated. (C) 
The main chain fold around residue 337 of PML (gray) and  D337A-PML (cyan) 
superimposed. The side chains of Asp337 and  A1a337 are shown in stick model. The 

 Ca2+ ions bound to PML and D337A-PML are shown as gray and cyan spheres, 
respectively. (D) Electron density around the Ca3 site of PML. The 2Fo-Fc maps 
contoured at the  2.0o and  8.0o levels are shown in cyan and magenta, respectively. The 
coordinate bonds for the  Ca2+ ion are represented by broken lines. (E) Electron density 
around residue 337 of D337A-PML. The 2Fo-Fc map contoured at the  2.0o level is 
shown.

2・3・4.酵 素活 性

野 生 型 タ ンパ ク質 と変 異体 タ ンパ ク 質 の エ ス テ ラー ゼ お よ び リパ ー ゼ

活 性 を、 そ れぞ れp-nitrophenyllaurateお よび オ リー ブ オイ ル を基質 と して 用

いて 、30℃ で 、10mM塩 化 カ ル シ ウ ム存 在 下 、非 存 在 下 で 測 定 した 。得 られ た

結 果 をTable2・2に ま とめ た 。Ca2+イ オ ン存 在 下 で は、D337A-PMLは 、PML

と 同程 度 の エ ス テ ラーゼ 活 性 と リパ ー ゼ 活 性 を示 した 。一方 、D157A・PMI.は 、

PMLよ り非 常 に低 いエ ス テ ラーゼ 活 性 を示 した。 ま た リパ ー ゼ活 性 を ほ とん ど
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示 さ な か っ た 。D157A・PMLの エ ス テ ラ ー ゼ 活 性(比 活 性)は 、PMLの0.7%

で あ っ た 。 ま た 、D275A・PMLの エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 と リパ ー ゼ 活 性 も 、 そ れ ぞ

れPMLの3.4%、25%に 低 下 し て い た 。 し か し 、Ca2+イ オ ン 非 存 在 下 で は 、 野

生 型 タ ン パ ク 質 も 変 異 体 タ ン パ ク 質 も 微 弱 な エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 しか 示 さ ず 、 リ

パ ー ゼ 活 性 を ほ と ん ど 示 さ な か っ た 。Ca2+イ オ ン 非 存 在 下 に お け る 野 生 型 タ ン

パ ク 質 と変 異 体 タ ンパ ク 質 の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 は い ず れ もCa2+イ オ ン存 在 下 に

お け るPMLの 活 性 の0.4%～0.9%で あ っ た 。 こ れ らの 結 果 は 、Ca2+イ オ ン非 存

在 下 で は い ず れ の 変 異 もPMLの エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 に 、そ れ ほ ど大 き な 影 響 を 及

ぼ さ な い こ と を示 し て い る 。 従 っ て 、D157A・PMLとD275A・PMLの エ ス テ ラ

ー ゼ 活 性 や リパ ー ゼ 活 性 がPMLと 比 べ て 大 き く低 下 し た の は 、Ca1とCa2サ

イ トに そ れ ぞ れCa2+イ オ ン が 結 合 で き な くな っ た た め で あ る と考 え られ る 。

Table2-2EnzymaticactivitiesofPMLanditsmutants

EsteraseaLipasea

Protein[CaCl2]SpecificRelativeSpecificRelative

(mM)activityactivityactivityactivity

(Ulmg)(%)(Ulmg)(%)

PML10441002800100

(wildtype)00.40.9<10<0.4

D157A-PML100.30.7<10<0.4

00.20.4<10<0.4

D275A-PML101.53.471025

00.30.7<10<0.4

D337A-PML1049110250089

00.40.9<10<0.4

aTheesteraseandlipaseactivitiesweredeterminedat30°Cin25mMTris‐HCI(pH

7.5)inthepresenceorabsenceof10mMCaC12usingp-nitrophenyllaurateandoliveoil

asasubstrate,respectively.Theexperimentwascarriedoutatleasttwiceanderrors

fromtheaveragevalueswerewithingand7%ofthevaluesreportedforesteraseand

lipaseactivities,respectively.
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2-3・5.熱 安定性

変 異導入 の効果 がPMLの 安 定性 に どのよ うに影響す るのか を検討す

るため に、野生型 タ ンパ ク質お よび変異体 タンパ ク質 の熱安定性 を、温度上昇

に伴 う220nmのCD値 の変化 を追跡す る ことによ り解 析 した。 これ らのタ ン

パ ク質 の熱安定性 は い くつかの条件で解 析 したが、 どの条件で も不 加逆で あっ

た。野生型 タ ンパ ク質 と変 異体 タ ンパ ク質 の熱変性 曲線 は、10mM塩 化 カル

シウム存在 下で解 析 した(Fig2・3A)。 またPMLとD275A-PMLに 関 しては、

Ca2+イ オ ン非存在下 で も熱変性 曲線 を解 析 した(Fig2・3A)。 これ らの熱変性 曲

線 の変性 中点温度(Tii2)を 、Table2・3に まとめた。

Ca2÷イオ ン存在 下では、D157A・PMLはPMLと 同様 の安定性 を示 した

が、D275A-PMLとD337A・PMLはPMLよ り不安定で、そのTii2は いずれ も

PM】 ユのTii2よ り約5℃ 低下 して いた。 しか し、Ca2÷ イオ ン非存 在下 で は、

D275A・PMLはPMLと 同様の安定性 を示 した。D337A-PMLも 同様 の安定性 を

示す と考え られたので測 定 しなか った。この ことは、Ca2+イ オ ン非存 在下では、

Asp275をAlaに 置換 して もPML、 の安定性 はそ れほ ど大 き く変化 しな い ことを

示 唆 して いる。Ca2+イ オ ン存在 下、非存 在下で のTii2を 比較す る と、Ca2・イオ

ン非存在下 にお けるPMLとD275A-PMLの 安定性はCa2+イ オ ン存 在下 にお け

る場合 と比べ て、そ れぞれ10℃ 、5℃ 低 下 して いる。従 って、Ca2+イ オ ン存在

下 ではPMLのCa2とCa3サ イ トに2個 のCa2+イ オ ンが、D275A・PMLのCa3

サ イ トには1個 のCa2+イ オ ンが結合 して お り、透析 によ りこれ らのCa2+イ オ ン

が除去 された と考 え られ る。

Ca2+イ オ ン非存 在下での野生型PMLの 長波長CDス ペク トルは、Ca2+

イ オ ン存在 下の とき のスペ ク トル と全 く同 じで あった(datanotshown)。 この

ことは、PMLのCa2とCa3サ イ トか らCa2+イ オ ンを除いて も構造 はほ とん ど
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変 化 しな い こと を示 唆 して い る。

Ca1サ イ トにCa2+イ オ ンが 結 合 す る の はPMLがopen構 造 を形 成 す る

時 だ けな ので 、PMLとD157A-PMLのopen構 造 の安 定 性 を比 較 す る 目的 で 、

PMLとD157A-PMLの 熱 安 定性 を0.015%(w!v)(約0.23mM)tritonX-100

存 在 下 、10mM塩 化 カ ル シ ウム 存在 下 また は 非存 在 下 で解 析 した。 これ らの タ

ンパ ク質 の 熱 変 性 曲線 をFig2・3に 示 した。 また 、 得 られ た 変性 中点 温 度Tii2

をTable2-3に ま とめ た 。第1章 で 述 べ た よ うに、SMLは0.2%(wlv)tritonX-100

存 在 下 で 、open構 造 を形 成 す る(Meieretal.,2007)。 この こ とか ら、PMLも

これ と同 じ条 件 でopen構 造 を形 成 す る と予 測 され る。 しか し、tritonX-100を

加 え る と、CDシ グナ ル の ノイ ズ が 増 加 す るた め 、0.2%tritonX・100存 在 下 で

は 熱 変 性 曲 線 を測 定 す る こ とが で き な か った 。 そ こでtritonX・100の 濃 度 を

0.015%ま で 減 らして解 析 牽行 な った 。以 然 と してCDシ グ ナル の ノイ ズ は 高 い

が 、 この条 件 で 熱 変 性 曲線 を測 定 す る ことが で き た(Fig2・3B)。

Ca2+イ オ ン存在 下 でtrironX-100存 在 下 と非存 在 下 のT1/2を 比 べ る と、

PMLの 安 定 性 もD157A-PMLの 安 定性 もtritonX-100存 在 下 で は、 いず れ も

約2℃ 低 下 す る(Table2-3)。PMLの 安 定 性 をCa2+イ オ ン非 存 在 下 で 解 析 した

場 合 も同 様 で ある(Talale-3)。 そ の理 由 と して お そ らく、tritpnx・100を 加 え

る こ と に よ り、lid1とlid2のclose構 造 を安定 化 す る 疎水 性 相 互 作 用 が低 下 し、

これ らの1idの 柔軟 性 が増 加 す る た め と考 え られ る。Ca2+イ オ ン存 在 下 でPML

とD157A-PMLのTii2を 比 べ る と、tritonX・100非 存 在 下 で は 、両 者 の安 定 性

}」}-rT-71,に=雷T"昿 ミ壷 ワ!T丶}弓 卩_風7-7-」 ・」criAAf一 り≒-丁 凸燃,斗 丁 噌r尸7△TTTTi,-7-rdva
(二!v(二1円 レ 匸 のQV/L刈 レ し 、Lritionム'⊥UU{チ1工1'LVd1丿10イ ハ ーt'1VILYd

PMLよ り1.0℃ 不 安 定 化 す る(Table2・3)。Ca2+イ オ ン非 存 在 下 で は 、triton

X・100存 在 下 で もD157A-PMLの 安 定 性 はPMLと 変 わ らな い。 これ らの結 果

は 、Ca2+イ オ ンはopen構 造 が形 成 され る時 だ けCa1サ イ トに結 合 す る こ と、
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Ca1サ イ トにCa2+イ オンが結合す る と安定性が1.0℃ 高 くなる ことを示 唆 して

い る 。

   50 60 70 50 60 70 
           Temperature  (°C) Temperature (°C) 

Fig 2-3 Thermal denaturation curves. (A) The thermal denaturation curves of 

D157A-PML (green), D275A-PML (blue) and D337A-PML (red) measured in the absence 

of Triton X-100 and presence of 10 mM  CaC12, and PML (cyan) and D275A-PML (yellow) 

measured in the absence of Triton  X-100 and  Ca2+ ions are compared with that of PML 

measured in the absence of Triton  X-100 and presence of 10 mM  CaC12 (black). (B) The 

thermal denaturation curves of PML (black) and D157A-PML (green) measured in the 

presence of 0.015%  (w/v) Triton X-100 and 10 mM CaC12, and PML (red) and 

D157A-PML (blue) measured in the presence of 0.015%  (w/v) Triton X-100 and absence 

of  Ca2+ ions are shown. The measurements were done at pH 7.5 by monitoring the 

change in CD values at 220 nm as described in Material and Methods.
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2・4.考 察

FamilyI.1リ パ ー ゼ(Nardinietal.,2000)とFamilyI.2リ パ ーゼ

(Nobleetal.,1993;Kimetal.,1997;Schragetal.,1997)の 結 晶構 造 によ る

と、これ らの リパ ー ゼ は活 性 中心 の 近 く に1個 のCa2+イ オ ン結合 サ イ トを持 つ 。

生 化 学 的 研 究 か ら、 この サ イ トは 、 安 定 性(Tanakaetal.,2003)と 活 性

(Svendsenetal.,1995;Yangetal.,2000)に 必 要 で あ る ことが示 唆 され て い

る 。FamilyI.5のStaphylococcalリ パ ー ゼ も活 性 中心 の近 くに1個 のCa2・ イ オ

ン を有 して お り、 この サ イ トに結 合す るCa2+イ オ ン も構 造 の安 定 性 と活 性 に必

要 で あ る こ とが 示 され て い る(Talonetal.,1995;Simonsetal.,1996;Ohetal.,

1999)。 これ らのCa2+イ オ ン結 合 サ イ トは いず れ もFamilyI.3リ パ ーゼ には 、

保 存 され て い な い。 す なわ ち 、FamilyI.3リ パ ーゼ のN末 端 触 媒 ドメ イ ン に あ

る3つ のCa2+イ オ ン結 合 サ イ ト(Ca1～Ca3)は 、FamilyI.3リ パ ー ゼ に しか

存 在 しな い こ とが 分 か る 。 そ こでPMLの これ らのCa2+イ オ ン結 合 サ イ トの役

割 を以 下 で 考 察 す る。

2・4-1.Ca1サ イ ト

SMLのopen構 造 に よ る と(Meieretal.,2007)、Ca1サ イ トはopen

構 造 の 時 に形 成 され る。 この 時長 いlid1と 称 さ れ る ヘ リ ックス 構 造 がCa2+イ オ

ン に よ り固 定 され る 。 こめCa2+イ オ ンはGln210、Asp153(1座 配 位)、 お よび

Asp157(2座 配位)の 側鎖 と、Thr118とSer144の 主鎖 の酸 素原 子 とで6座 配

位 して い る。 これ ら全 て の ア ミ ノ酸 残 基 は、DARTllYILにも葆存 され て い る 。 こmこ

と か ら、Ca1サ イ トはPMLで もSMLと 同 様 にopen構 造 の時 に形 成 され る と

考 え られ る。 な お 安 定性 に関 して は 、Asp157をAlaに 置 換 して も、close構 造

で はPMLの 安 定 性 に影 響 しな か った 。 しか し、PMLは この変 異 に よ り酵 素活
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性 をほとん ど失 った。 このこ とか ら、 この変異 はCa1サ イ トの形成 を妨 げてい

る ことが示唆 され る。これ は、open構 造が誘導 され る条件(tritonX-100とCa2+

イオ ン存在下)でPMLは 安定化 されるが、D157A・PMLはPMLほ どには安定

化 されな い という結果か ら分か る(Fig2-3BとTable2・3)。close構 造で は、lid1

はヘ リックス の途 中で鋭 く折れ 曲が り、ヘ リックス ーター ンーヘ リックス構造

を形成 して いる(Fig2-2A)。 ここで1id1のN末 端側 、c末 端側 をそれぞ れlid1N

と1idlcと 称す 。Asp157は1idlcのN末 端側 に位 置 し溶媒 に露出 している。

ミセル基質 との相互作用 によ り、lid1Nとlid1Cは 大 き く移動 して1本 の長いヘ

リックス とな る。 このヘ リックス の軸 はFig2-2Aの 平面 に対 して大体垂 直 にな

る。 この構造変化 によって、Asp157は 左 側へ約15A移 動 し、Ca1サ イ トを形

成す る。 もしCa2+イ オ ンがCa1サ イ トに結合 しなければ、open構 造 はおそ ら

く不 安定 にな ると思われ る。なぜ な らCa2÷イ オ ンと配位す るAsp153とAsp157

の間 に強 い静電的反発 が生 じるた めで ある。従 ってCa1サ イ トはopen構 造 を

安定 にし、酵素活 性 を生み出すた めに必要 である ことが示 唆 される。
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Table2-3StabilitiesofPMLanditsmutants

-TritonX-100+TritonX-100

Protein(CaC121(mM)7'1/2a(℃)△Tii2b(℃)Tl/2a(℃))△ 須12c(℃)

PML1064.3-62.7-

(wildtype)053.7-10.65Y.9‐

D157A-PML1064.1-0.261.7-1.0

0ND51.8-0.1

D275A-PML1058.9-5.4ND

O53.9-10.4ND

D337A-PML1058.9-5.4ND

ONDND

ND,notdetermined.

aThermaldenaturationoftheproteinwasanalyzedatthesameconditionforassayin

thepresenceorabsenceofO.015%TritonX-100bymonitoringthechangeinCDvalues

at220nm.7五 ノ2represents'七hemidpoin七 〇fthetransitionofthethermaldenaturation

curve.Theexperimentwascarriedoutatleasttwiceandtheerrorsfromtheaverage

valueswere±0.1°C.

bOTii2=Tii2(examined)-64 .3(TheTii2valueofthewildtypeproteindeterminedinthe

presenceof10mMCaCla).

c△Tii2=Ti/2valueofD157A・PMレTii2valueofthewild-typeprotein .

D157A-PMLは リパ ー ゼ 活 性 を 示 さ な か っ た が 、 弱 い エ ス テ ラ ー ゼ 活

性 を 示 し た(Table2-2)。 こ の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 はPMLの 活 性 の0.7%で あ る 。

こ の 値 は と て も 低 い が 、 以 前 に 報 告 さ れ た 活 性 部 位 変 異 体 の 値(<0.06%)

(Arvadaetal.,2000;Kwonetal.,2000)よ りは 明 らか に 高 い 。PMLもCa2・

イ オ ン 非 存 在 下 で は リ パ ー ゼ 活 性 を 示 さ ず 、 微 弱 な エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 示 す

(Table2・2)。 ま たD157A・PMI.の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 は 、tritonX・100の よ う な

非 イ オ ン 系 界 面 活 性 剤 存 在 下 で は 、約10倍 に な る 。 これ ら の 結 果 は 、Ca1サ イ

トは エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 に は 必 須 で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。 基 質 ま た は 非 イ

オ ン 系 界 面 活 性 剤 存 在 下 で は 、 お そ ら くlid1とlid2が 活 性 部 位 か ら解 離 す る 。

しか し活 性 部 位 が 完 全 に 開 く の 信lid1がCa2+イ オ ン に 固 定 さ れ た と き だ け で あ
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る。 リパーゼ の基質 は大 きな ミセル構造 を形成す るので、1id1とIid2が 完全 に

開いた ときだけ活性 部位 に接触 できる と考 え られ る。一方 、エステ ラーゼ の小

さな基質 は これ らのlidが 部分的 に開 いた時 で も活 性部位 と接触す る ことがで

きる と考 え られる。この ことか ら、Ca2+イ オ ン非存在下で、PMLやD157A・PML

が リパーゼ活性 を示 さず 、弱いエステ ラーゼ活性 を示 したのは、lid1やlid2が

完全 に開いたためではな く、小さなエステ ラーゼ基質 との相互作用 によ りIidが

部分 的 に開いた ことによる と考 え られ る。

2・4-2.Ca2サ イ ト

Ca2サ イ トのCat+イ オ ンは、Gln253(1座 配位)、Asp275(2座 配位)、

およびAsn284の 側鎖 とAsp283の 主鎖 の酸素原子お よび2つ の水分子 と7座

配位結合 して いる。Ca2サ イ トはAsp257をAlaに 置換す る ことによってCa2・

イ オ ン結合能 を失 うと思 われ る。なぜな ら、Ca2・イ オ ン存 在下でのPMLの 安定

性 と比較す る とD275A・PMLの 安定性 は大幅 に低下 して いるが、Ca2÷イオ ン非

存 在 下 で のPMLとD275A・PMLの 安 定性 は 同 じだか らで あ る。PMLと

D275A-PMLの 短波 長および長波長CDス ペク トルの結果よ り、Ca2サ イ トか

らCa2+イ オンを透析で除去 して もPMLの 構造 は変化 しなか ったが、 この変異

によ りD275A-PMLの 構造わず かに変化 した ことが示 唆 される。Asp275の 側

鎖は、Ca2+イ オンの リガ ン ドだけでな く、Arg259の 側鎖 およびGlu363の 主鎖

の窒 素原子 と水 素結合 を形成 して いる。D275A-PMLは 、 これ らの水 素結合 を

形成 できない ので部分 的な構 造変化 を引 き起 こしてい る と推測 され る。 しか し

短波長CDス ペ ク トル の結果 か ら分か る様 に、 この構造変化 は ごくわず かであ

る。なぜな らCa2+イ オ ン非存在下でのPMLの 安定性 はAsp275をAlaに 置換

して も、大 き く変化 しな いか らで ある(Table2-2)。
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Ca2サ イ トのCa2+イ オ ンと配位結合 して いる全て のアミノ酸残基 は、

β7鎖(Leu249～Va1251)と β8鎖(lle285～Phe288)の 問の長 いルー プの中

に位置 して いる。活 性 中心残基の1つ で あるAsp255も このルー プの中に ある。

Ca2サ イ トでの変異 によってPMLの 酵素活性が大き く減 少 したのは、おそ らく

このルー プの構造が変化 し、それ によってAsp255が 最適 な位置 か ら動 いて しま

ったため と考 え られ る。この構造変化 はおそ らく、CDス ペ ク トルでは観 測でき

ないほ ど小 さい と思われ る。従 って、Ca2サ イ トのCa2+イ オ ンはおそ らく活性

中心の構造 を最適化す るために必 要 と考 え られ る。

2-4・3.Ca3サ イ ト

Ca3サ イ トでは、Ca2+イ オンがAsp283(1座 配位)お よびAsp337(2

座配位)の 側鎖、Lys278お よびAla281の 主鎖 の酸 素原子そ して2個 の水分子

とで7座 配位結合 している。 これ らのアミノ酸残基 はFamilyI.3リ パーゼ には

完全 には保存 されて いな い。 この ことか ら、Ca3サ イ トはFamilyI.3リ パーゼ

に保存 されていない ことが示唆 され る。実際、このサイ トはSMLの 構造 には見

られな い。SMLで はLys283とAsp283が それぞ れ 且is(且is279)とAsn

(Asn284)に 置 き換 え られて いる。D337A-PMLはPMLと 同 じ活性 を示 した

が、PMLよ り約5℃ 不安定 で ある。 この ことか ら、Ca3サ イ トはPMLの 安定

化 に寄与す ることが示唆される。(2-4-2.)で 述べ たよ うにCa2サ イ トもPML

の安定化 に寄与する。Ca3サ イ トのCa2+イ オ ンはCa2サ イ トのCa2+イ オ ンか

ら約8.4Aし か離れていない。そ れに も関わ らず、両サイ トは相加的 にPMLの

安定化 に寄与す る。PMLを は じめ、い くつかのFamilyI.3リ パーゼ は安定性 を

向上 させ るためにCa3サ イ トを獲得 したのか もしれ ない。
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2・5.要 約

PMLはN末 端 触 媒 ドメイ ンに3つ のCa2+イ オ ン結合 サ イ トを有 して

い る(Ca1～Ca3)。 この うち 、Ca1サ イ トはPMLがope11構 造 を 形成 した時 に

だ け 形 成 され る。これ ら3つ のCa2+イ オ ン結 合 サ イ トの役 割 を解 析す る た め に 、

3つ の1ア ミ ノ酸 置 換 変 異 タ ンパ ク質D157A-PML、D275A-PML、 お よび

D337A-PMLを 構 築 した 。 これ らの うち 、D157A-PMLとD337A・PMLの 結 晶

構 造 をclose構 造 と して 決 定 した 。D337A・PMLの 構 造 でCa3サ イ トのCa2+イ

オ ンが 見 られ な か った こ とを除 いて 、両 タ ンパ ク質 の構 造 はPMLのclose構 造

とよ く似 て い た 。そ してD157A・PMLはPMLと ほ ぼ 同程 度 の安 定 性 を示 した。

一 方
、Ca2+イ オ ン存 在 下 でPMLとD157A-PMLのTii2を 比 べ る と、triton.X-100

非 存 在 下 で は 、両 者 の 安 定 性 は ほ とん ど 同 じで あ る の に対 して 、tritonX-100

存 在 下 で はD157A-PMLはPMLよ り1.0℃ 不 安 定 化 した 。Ca2+イ オ ン非存 在 下

で は 、tritonx・100存 在 下 で もD157A-PMLの 安 定 性 はPMLと 変 わ らな か っ

た 。D157A-PMLは 、 ほ とん ど酵 素 活 性 を示 さな か った 。D275A-PMLの 安 定

性 はPMLよ り約5℃ 低 か った 。そ してD275A・PMLはPMLよ り低 い リパ ー ゼ

活 性 とエ ス テ ラーゼ 活 性 を示 した。一 方 、D337A・PMLの 安 定 性 もPMLよ り約

5℃ 低 か っ た。 しか しD337A-PMLは リパ ーゼ 活 性 もエ ス テ ラー ゼ活 性 もPML

と同等 の活 性 を示 した 。 これ らの 結 果 か ら、Ca1サ イ トのCa2+イ オ ンはlid1を

固定 して活 性 部 位 を完 全 に 開 け る の に必 要 で あ り、Ca2とCa3サ イ トのCa2+

イ オ ン はPMLの 安 定 化 に寄 与 し、 さ らにCa2サ イ トのCa2+イ オ ン はPMLの

活 性 中心 の構 造 を最 適 化 す る た め に必 要 と考 え られ る。
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【第3章 】

C末 端 保 存 配 列 モ チ ー フの役 割

3・1.は じめ に

PML、 とSMLの 結 晶構 造 か ら示 され る よ う に、13個 のRTX繰 り返 し

配 列 は βロー ル サ ン ドイ ッチ 構 造 を形 成 す る。 この構 造 にお い て は2つ の β ロ

ー ル モ チ ー フは βロー ル の 中心 軸 が ほ ぼ平 行 にな る よ うに並 ん で い る
。Ca2+イ

オ ンは βロー ル モ チ ー フ構 造 の構 造 形 成 に必 要 で あ り、Ca2+イ オ ン非 存 在 下 で

は 、PMLのC末 端 ドメイ ンは 不 規 則 な 構 造 を とる と推 測 され て い る(Amadaet

al.,2001;Angkawidjajaetal.,2006)。Bordetellapertussis由 来adenylate

cyclase(Chenaletal.,2009;SotomayorPerezetal.,2010)に 対 して 示 唆 され

て い る よ う に、TISSに よ り分 泌 され るタ ンパ ク質 は 、 そ のRTX繰 り返 し配 列

の 構 造 をCa2+イ オ ン の結 合 に よ り不 規 則 構 造 か ら規則 的 な構 造 へ と変 化 させ る

こ とに よ り、 効 率 よ く分 泌 され る もの と思 わ れ る。 細 菌 の細 胞 質 内 の カ ル シ ウ

ム 濃 度 は 非 常 に低 い た め 、 βロー ル モ チ ー フ構 造 が 菌 体 内 で 形 成 さ れ る とは考

え に くい。実 際、大 腸 菌 菌体 内 のCa2+イ オ ン濃 度 は0.6μMと 報 告 さ れ て お り

(Jonesetal.,2002)、 これ は βロー ル モ チ ー フ構 造 を形 成 させ る の に必 要 な

Ca2+イ オ ン濃 度(Ostolazaetal.,1995;Roseetal.,1995;Arvadaetal.,2001)

よ り2～3桁 低 い。一 方 、菌体 外 の カ ル シウ ム濃 度 は β ロー ル モチ ー フ 構 造 の 形

成 を促 す に は十 分 な く らい高 い 。従 っ て 、RTX繰 り返 し配 列 は 、菌 体 内 で は 不

規 則 な 構 造 を形 成 して お り、 そ の た め タ ンパ ク質 はTISSに よ り効 率 よ く分 泌

され るが 、分泌 後 はCa2・ イ オ ン の結 合 に よ りRTX繰 り返 し配 列 は βロー ル モ チ

ー フ構 造 を形 成 す る と考 え られ る
。

酸 性 ア ミ ノ酸 残 基 の後 に幾 つ か(た い て い3ま た は4個)の か さ高 い

疎 水 性 残 基 が並 ぶC末 端 モ チ ー フは 、TISSに よ って 分 泌 され る タ ンパ ク質 に
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よ く保 存 され て い る。Erwiniachrysanthemi由 来metalloproteasePrtGで は 、

C末 端 モ チ ー フ(DVIV)はTISSに よ る タ ンパ ク質 分 泌 に必 要 で あ る ことが 示

唆 され て い る(GhigoandWandersman,1994)。 しか し、S.marcescens由 来

ヘ ム獲 得 タ ンパ ク質 且asAで は、C末 端 モ チ ー フ(ELLAA)は 分 泌 に は必 須 で

な い こ とが示 唆 され て い る(Omorietal.,2001)。 ま たSMLに 関 してC末 端 モ

チ ー フ の 上流 に あ る疎 水 性 の5残 基 配 列 モ チ ー フ(VTLIG)がTISSの タ ンパ

ク質 分 泌 に必 要 だ とい う こ とが示 唆 され て い る(Omorietal.,2001)。 これ まで

の研 究 で 、5残 基 配 列 モ チ ー フ とC末 端 モ チ ー フ を含 むC末 端 の19残 基 を削 除

す る と、PMLが 分 泌 され な くな る だ けで な く、PMLの 酵 素 活 性 や 安 定 性 が 著

し く低 下 す る こ とが 明 らか に され て い る(Kwonetal.,2002)。 また大 腸 菌 由来

hemolysin(FelmleeandWelch,1988)の よ う に、PMLは β ロー ル モ チ ー フ構

造 が 形 成 され た時 だ け酵 素活 性 を示 す こ とが 明 らか に され て い る(Kwonetal.,

2002;Angkawidjajaetal.,2005)。 従 っ て 、5残 基 配 列 モ チ ー フ とC末 端 モ チ

ー フ の どち らがPMLの 分 泌 に必 要 な の か
、また 、これ らのモ チ ー フ の どち らが

PMLの 酵 素活 性 や 安 定性 に重要 な の か 調 べ る必 要 が あ る。

本 章 で は、C末 端 モチ ー フ を切 除 した り、5残 基 配 列 モ チ ー フやC末

端 モ チ ー フ に変 異 を入 れ た りす る こ とに よ り4種 類 のPML変 異 体 を構 築 し、こ

れ らの 変 異 体 の分 泌 、 酵 素 活 性 、 お よ び 安 定 性 を調 べ た 。 これ らの結 果 を も と

に、5残 基 配 列 モ チ ー フ とC・ 末 端 モ チ ー フの 役 割 につ いて 考 察 す る。
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3-2.実 験 材 料 お よ び方 法

3・2・1.菌 体 、 プ ラス ミ ド

PML変 異体 の大 量 生産 の た め に、宿 主 と して用 い た 大 腸 菌HMS174

(DE3)pLysS[F',recAl,hsdR(rk12mk12+),RifR(DE3),pLysS(CTIIr)】 は

Novagen社 よ り購 入 した 。プ ラス ミ ドpET25b(+)もNovagen社 よ り購 入 した 。

また 、PML変 異 体 の 菌体 外 分 泌 に用 い た菌 体 お よび プ ラ ス ミ ドは 、(2・2・1)と

同 じで あ る。PCRの プ ライ マ ー と して 用 いたDNAオ リ ゴマ ー の合 成 は 北海 道

シス テ ム サ イ エ ンス 社 に依 頼 した 。

3-2-2.変 異 導 入

PML△5とPML△10を 大 量 生 産 す る た め に、 これ らを コー ドす る遺

伝 子 をPCRに よ っ て増 幅 した。得 られ たPCR断 片 をpET25b(+)のXbaI-Hind

IIIサ イ トに挿 入 した 。 な おPCRの 鋳 型 と して は 、pET-PML(Amadaetal.,

2000)を 用 い た 。PCRに 用 いた プ ライ マ ー は 、PML△5の 場 合 で は 、 プ ライ マ

ー1(5'-GGGGCCCCTCTAGAA
.ATAATTTTGTTTAAC-3')と プ ラ イ マ ー2

(5'・CCTTTAAGCTTTCAATCGGCACTGAGGC-3')、PML△10の 場 合 で は プ

ラ イ マ ー1と プ ラ イ マ ー3(5℃CTTTAAGCTTTCAATTCAGCGCC

ACCCC・3')で あ る 。 これ らの 配 列 の ア ンダ ー ライ ン部 分 は プ ライ マ ー1で は

XbaIサ イ ト、 プ ライ マ ー2と3で はHindIIIサ イ トを示 して いる 。2A-PML

や3A-PMLを コー ドす る遺 伝 子 が導 入 され たpET25b(+)誘 導 体 は、そ れぞ れ

QuickChangeIIsite-directedmutagenesiskit(AgilentTechnologies)お よ び

KOD-plus-mutagenesiskit(Toyobo)を 用 い て 構 築 し た 。 この変 異 導 入 で も

pET・PMLを 鋳 型 として用 いた 。変 異 導 入 用 プ ライ マ ー の 配 列 は 、2A・PMLの 場

合 は、Va1599(GTG)とLeu615(GTG)の コ ドンが 、 そ れぞ れAlaを コー ド
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す る コ ドン(GCG)に 変 化 す る よ うに 、3A・PMLの 場 合 で はIle614(ATT)、

Va1615(GTG)、 お よびIle616(ATC)の コ ドンが 、 そ れ ぞ れAlaを コー ドす

る コ ドンGCT、GCG、 お よ びGCCに 変 化 す る よ うに設 計 した 。

PML変 異体 を分 泌 させ る 際 に用 い るpUC18誘 導 体 は 、上 述 のpET25b

(+)誘 導 体 を 制 限酵 素 のXbaIとHindIIIで 処 理 してPML変 異体 の遺 伝 子 を

含 むDNA断 片 を取 得 し、そ れ をpUC18のXbaI-」MindIIIサ イ トに挿入 す る こ

と に よ り構 築 し た 。DNAの 塩 基 配 列 はABIPrism3100DNAsequencer

(AppliedBiosystems)で 確 認 した 。

3・2-3.大 量 生 産 お よ び精 製

PMLお よびPML変 異 体 の大 量 生産 は 、pET25b(+)誘 導体 で形 質 転

換 し た 大 腸 菌HMS174(DE3)pLysSを 用 い て 行 な っ た 。 精 製 は従 来 の 方 法

(Arvadaetal.,2000)に 従 って 行 な っ た。最終 精製 物 の純 度 は12%SDS-PAGE

(Laemmli,1970)を 用 いて 確 認 した 。各 変 異 体PMLのA2800・1%は(1-1・2.)と

同様 に算 出 し、PML、2A・PML、 そ して3A-PMLの 値 を1.14、PML△5の 値 を

1.15、 そ してPML△10の 値 を1.16と した 。

3-2-4.菌 体外 分 泌

PML変 異体 の 分 泌 確 認 は 、(2-2・2.)と 同様 の 方 法 で 行 な っ た。 なお タ

ンパ ク質 の 菌体 外 分 泌 量 お よ び菌 体 内蓄 積 量 は 、SDS-PAGEゲ ル をCBB染 色

して 可 視 化 した もの を 、ScionImageプ ログ ラム を用 い て 推 定 した。

3・2-5.CDス ペ ク トル

PMLお よ びPML変 異 体 の 短 波 長 お よび 長 波 長CDス ペ ク トル は
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(2-2・3.)と 同様 の方法で測定 した。

3-2-6.PML△10の 結 晶化お よびX線 回折デー タ収集 、構造解析

PML△10の 結晶化およびX線 回折データ収集 、構造解 析は、(2・2-6.)

と同様 の方法で行 い、PML△10の 結晶構造 を決定 した。

3-2-7.酵 素活性

PMLお よびPML変 異体 の酵素活 性 は(2-2・4.)と 同様 の方法 で測定 し

た。

3・2・8.熱 安定性

PML変 異体 の熱変性 曲線か ら得 られ るTi/2は 、(2・2・5.)と同様 の方法

で測定 した。

3-2-9.尿 素変性

尿 素 による変性 曲線 は、25℃ で様 々な尿素存在下 にお ける波長220nm

のCD値 を追跡す る ことで測定 した。タンパ ク質は10mM塩 化 カルシ ウムおよ

び様々な濃度の尿素 を含 む25mMTris-HCI(p且7.5)に 溶 か し、測定前 に1週

間、25℃ でイ ンキュベー トした。タ ンパ ク質濃度 は～0.15mg/mLで 、光路長2

mmで 測定 を行 なった。PMLお よび変異体PMLは 尿素変性 に対 して可逆性 を

示す。 これ らのタ ンパ ク質 の平衡 論的な変性 は二 状態変性 であ る と仮定 し、転

移領域 前後 のベース ライ ンを直線 に近似 し、天然状態 と変性 状態 の 自由エネル

ギー差(△G)お よび、水 中での変性 に伴 う自由エ ネル ギー変化(△6《 且20))

をPaceに よ り提案 された以下の式 によ り算 出 した(Pace,1990)。
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fu=(毎+an[D]一 丿う1(あ+an[D]一 わu-au[D])(eq1)

K=fu1(1-fU)(eq2)

△(廴 一RTIn・ κ(θ9・3)

△6辷 △θ(且20)一 加[D](θg・4)

OGCH20)=m・Gn(eq5)

fu=11(1+exp{△G(H20)!RT-1η[D]/R7})(eq6)

こ こでfuは 変 性 状 態 の割 合 を 、yは あ る濃 度[D】 の尿 素 存 在 下 にお け るCD値 を

意 味 して い る 。洗 、洗 は天 然 状 態 、 ある い は変 性 状 態 のCD値 を、a、 、a、 は転

移 状 態 前後 の ベ ー ス ライ ンの 傾 き をそ れ ぞ れ 表 して い る。Kは 変 性 過 程 にお け

る平 衡 定 数 を、 △Gは 変 性 過 程 に お け る ギ ブ ス の 自由 エ ネ ル ギ ー 変化 を表 して

い る。 ま た 、迎 値 は △Gと 尿 素 濃 度[D]と の相 関 に見 られ る直 線 の 傾 きで あ る。

亀 は △Gが0(Zero)の とき の尿 素 濃度 で ある 。示 した値 はSigmaPlot(Jandel

Scientific)を 用 いて 、 上記 の式 か ら直接 外 挿 す る こ とで 算 出 した 。
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3・3.実 験結果 および考察

3・3-1.変 異体設計

PMLとPML変 異体 のc末 端 のアミノ酸配列 をFig3-1に 示す 。5残

基配列モチー フ とC末 端モチー フは、そ れぞれVTLVG(599残 基 目～603残 基

目)、DGIVIA(612残 基 目～617残 基 目)と してPMLに 保存 されて いる。

ユ　 ユ　 ユフ 　　 ユ　 ユる ユヨ ユ　 ユユ 　　 　 　 フ 　 　 る ヨ 　 ユ

PML-IVTLVGIVALNSLSADGIV工A-COOH
σ鹽o司NM呼 の 丶◎ 卜goσ 丶OHNCり 寸r】 りn
◎丶OOOOOOOOOOF咽 尸1-H層 ■iF17司d
N丶 Ωooo丶 ◎ooooooo丶 ◎ 覧◎ 丶◎oり0

2A-PML一 囚 丁囚VGV'朏NSLSADGエV・A-C・ ・H

3A-PML-VTLVGVALNSLSADG▲ ▲ ▲A-COOH

PML△5-VTLVGVALNSLSAD-COOH

PML△10-VTLVGVALN-COOH

Fig3-1.TheaminoacidsequencesoftheC-terminalregionsofPMLanditsmutant

proteins.NumbersbelowandabovethesequenceofPMLrepresentthepositionsofthe

aminoacidresiduesstar七ingfromtheN・andC一 七erminiofPML,respec七ively.The

mutatedresiduesaredenotedwithwhitelettersandblackbackground.Afive-residue

sequencemotifisboxedandanextremeC-terminalmotifisunderlinedforthePML

sequence.

PMLの 結 晶構 造 よ り、5残 基 配 列 モ チ ー フ内 のVa1599～Leu601は β34鎖 のC

末 端 部 分 を 、C末 端 モ チ ー フ内 のIle614～Ile616は β35鎖 を形 成 して い る(Fig

3・2A)。 両 β鎖 は 、そ れ ぞ れ が2つ 目の β ロー ル モ チ ー フ構 造 中 の βシー トと平

行 βシー トを形 成 して お り、結 果 的 に この βロー ル モ チ ー フ構 造 を1回 転 分 伸

ば して い る 。
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C末 端か ら5残 基 または10残 基が削除 されたPML△5お よびPML△10

は、C末 端モチー フがPMLの 分泌 、酵素活性、お よび安定性 に必要か どうか確

かめるために構築 した。ここで、PML△5はC末 端 モチー フのほ とん どを、PML

△10はc末 端 モチー フ全体 を欠損 している(Fig3・1)。

B
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Fig 3-2.  (A) A stereo view of the three-dimensional structure of PML. The crystal 

structure of PML in the closed conformation (PDB ID 2Z8X) is shown. The amino acid 

residues that  are mutated to Ala in this study are indicated by stick models, which are 

colored magenta and dark blue for those located in  334- and  335-strands, respectively. 

Ten  Ca2+ ions are shown in yellow spheres. Three active site residues (Ser207, Asp255, 

and His313) are indicated by stick models, in which the oxygen and nitrogen atoms are 

colored red and blue, respectively.  1331-strand, which forms parallel 13-sheet with 

1335-strand, is also shown. (B, C) Stereo views of the three-dimensional structure models 

of PMLA5 (B) and  PMLA10 (C). Only the structures of the C-terminal regions (residues 

489-617) are shown. The  Ca2+ ions are shown in yellow spheres.

PML△5お よびPML△10の 構造 モデルか ら、PML△5は β35鎖 を欠損 して い

るが、 β35鎖 とβ34鎖 の間のルー プを有 して いる(Fig3-2B)。 一方 、PML△

10は β35鎖 とβ34鎖 の間のループの ほとん どを欠損 して いる(Fig3・2c)。 更

に、・PMLの 二重変異タ ンパク質(2A・PML)は 、5残 基配列 モチー フの強 い疎

水性 がPMLの 分泌 だけでな く活 性や安定性 に必要か どうか確 かめるた めに構

築 した。 このモチー フは3つ のかさ高い疎水性残基 を有 して いる。上記3つ の
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アミノ酸残基 の うち、Va1599とLeu601を それぞれAlaに 置換 した。 なぜ な ら

これ らのアミノ酸残基 はSMLに 保存 されてお り、以前、これ らをAlaに 置換す

る とSMLの 分泌 効 率 が 非常 に減 少 す る こ とが 報 告 され て い るか らで ある

(Omorietal.,2001)。 更 にまた、PMLIの 三重変異体 タ ンパク質(3A-PML)

は、C末 端 モチー フの強 い疎水性がPMLの 分泌、酵素活性お よび安定 性 に必要

か どうか確 か めるため に構築 され た。 これ ら3つ の ア ミノ酸 残基(11e614,、

Va1615そ してIle616)は 、C末 端 モチー フで唯一 のか さ高いアミノ酸残基 なの

で、変異サイ トとして選んだ。なお いずれの残基 もAlaに 置換 した。なぜ な ら、

これ らのア ミノ酸残基 は疎水性 ポケ ッ トの中に位置 して いるので、疎 水性で側

鎖 の小 さなAlaに 置換 した場合、変異導入 に伴 う大 きな構造変化 は生 じない と

考 え られ たか らで ある。

3・3・2.PMLとPML変 異体 の菌体外分泌

TISSに よ るPMLと そ の 変 異 体 タ ンパ ク質 の菌 体 外 分 泌 は 、S.

marcescens由 来Lipシ ステムを導入 した大腸菌HD5を 用 いて解析 した。.培地

中に分泌 され たタ ンパ ク質 と、菌体内 に蓄 積 したタ ンパ ク質 はSDS・PAGEに よ

り検 出 した。そ の結果 はFig3・3に 示 した。培養液 皿1あ た りの菌体外分泌量 は

CBB染 色によるバ ン ドの濃 さか ら、PMLで は68mg、3A-PMLで は60mg、

PML△5で は16mg、PML△10で は8mg、 そ して2A-PMLで は1.6mgと 見

積 も られた(Fig3・3B)。 これ らの値 をTable3・1に ま とめている。 同様 に、培

養液1Lあ た りのタ ンパ ク質 の菌体 内蓄積量 は、PMLで は57mg、3A-PMLで

は42mgそ してPML△5、PML△10、2A-PMLで は110mgと 見積 も られ た(Fig

3-3A)a
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Fig 3-3. SDS-PAGE analysis of proteins  secreted into the external medium and 

accumulated intracellularly. Recombinant E.  call DH5 cells were cultivated and the 

culture supernatant and whole cell extract were prepared as described in Materials and 

methods. The whole cell extract (A) and culture supernatant (B) were applied to 

SDS-PAGE using a 12% polyacrylamide gel. The gels were stained with CBB. M, low 

molecular weight marker kit (GE Healthcare); lanes 1-5, E.  call DH5 cells carrying 

plasmids  pYBCD20 and pUC18 derivative for secretion of PML (lane 1), 3A-PML (lane 

2), PMLA5 (lane 3),  PMLA10 (lane  4), or 2A-PML (lane 5); lane 6, E.  coli DH5 cells 

carrying plasmids  pYBCD20 and  pUC18; lane 7, purified PML (5  [Lg). The amount of the 

sample loaded was 30  µl culture equivalent for whole cell extract and 100 (lanes 1-2) or 

400  pi (lanes 3-6) culture equivalent for culture supernatant.

これ ら全てのタ ンパ ク質 は菌体 内にinclusionbodyと して蓄積 されていた(data

notshown)。 菌体外分泌量 と菌体 内蓄積 量はそれぞれの変 異体 タ ンパ ク質 にお

いて大きく異なっていた。しかし培養液1Lあ た りの菌体外分泌量 と菌体内蓄積

量 の合計 は全 ての変異体 タンパ ク質 にお いて、100A-130mgと ほ とん ど差 はな

か った。 この ことは、変異体 タ ンパ ク質 の合成量 と菌体 内にお ける安 定性 は野

生型タ ンパ ク質 とそれ ほ ど違わな い ことを示唆 して いる。2A-PMLの 菌体外分
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泌 量はPMLの 約1140で あったのに対 し、2A-PMLの 菌体 内蓄積量 はPMLの

約2倍 であった。 この ことは、5残 基配列 モチー フの強 い疎水性 はPMLの 分泌

に必 要で ある ことを示 唆 して いる。一方、3A・PMLの 分泌量 および菌体 内蓄積

量は ともにPMLと 同様で あった。この ことは、C末 端 モチー フの強い疎水性 は

PMLの 分泌 に必要で はな い ことを示 して いる。 しか し、C末 端 モチー フとその

上流域 は補助 的に分泌 に関わ っている可能性 は排 除で きな い。なぜ な ら、PML

の分泌 レベル はd末 端モチー フ とその上流 のルー プ部分 を切除す る と大き く減

少す るか らで ある(Table3・1)。2A-PMLの 分泌量 はPMLと 比べて大 きく減少

した一方で、3A・PMLの 分泌 量はPMLと 同様 であった ことは、C末 端 に位置す

るDGIVIAの 配列で はな く、C末 端か ら15～19残 基 目に位 置するVTLVGの

配列 が、PMLの 分泌 シグナル として機能 して いる ことを示唆 して いる。以前、

TISSの 分泌タ ンパク質 の分泌 シグナル はTISSの 一部 のATP・bindingcassette

(ABC)タ ンパ ク質(Lipシ ステムで はLipB)に よ り認識 され る ことが示唆 され

て いる(Omorietal.,2001)。 しか し、分泌 シグナル を含 むPMLのC末 端領域

は、菌体 内では不規則な構造 を形成す る と考 え られ る。従 って、LipBが どのよ

うな機構 で分泌 シグナル を認識 するのか大 変興味深 い。
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Table3-1.Secretioncompetencies,andenzymaticactivitiesofPMLanditsmutantproteins

SecretioncompetencyaEnzymaticactivityb

AmountofRelativeamountofSpecificRelativeSpecificRelative

Proteinexternalproteinexternalproteinesteraseactivityesteraseactivitylipaseactivitylipaseactivity

(mg)(%)(U/mg)(%)(U/mg)(%)

PML68100701002800100

2A-PML1.62.3751072900104

霧3A-PML60.8864912800100

PMLOS1624711012800100

PMLO1081268972900104

aTheamountoftheproteinsecretedtotheexternalmedium(externalprotein)wasestimatedfromtheintensityofthebandvisualized

withCBBstainingfollowingSDS-PAGE.Relativeamountofexternalproteiniscalculatedbydividingtheamountofthemutantprotein

secretedtotheexternalmediumbythatofPML.

bThespecificesteraseandlipaseactivitiesweredeterminedat30°Cin25mMTris・HCI(pH7.5)containing10mMCaClzusing

p-nitrophenyllaurateandoliveoilasasubstrate,respectively.Relativeactivityiscalculatedbydividingthespecificactivityofthe

mutantproteinbythatofPML.Theexperimentwascarriedoutatleasttwiceanderrorsfromtheaveragevalueswerewithin3and4

0fthevaluesreportedforrelativeesteraseandlipaseactivities,respectively.



3・3・3.PMLお よびPML変 異体 の大量生産 と精製

PMLと 変 異 体 タ ン パ ク 質 は 、pETシ ス テ ム を 用 い て 大 腸 菌

且MS174(DE3)pLysSでinclusionbodyと して大量 生産 した。 このinclusion

bodyを8M尿 素存在下で可溶化 し、精製 した。 この精 製物 を尿素 を含 まない

緩衝液 に対 して透析 して尿素を取 り除 くことによ り、タ ンパク質 を再構成 させ、

生化学 的解 析 に用 いた。菌体外 に分泌 され た変 異体 タ ンパ ク質 を精 製す る こと

も可能 で あったが 、本研究 では再構成 させ たタ ンパ ク質 を用 いた。以 前の研究

で、再構成 され たタ ンパ ク質は菌体外 に分 泌 された タ ンパ ク質 と同等 の活性 を

示す ことが明 らか にされて いる(Kwonetal.,2002)。 全て の変異体 タンパ ク質

の生産 レベルはPMLと 同等 であった(～100mg/L-culture)。1Lの 培地 か ら精

製 されたタ ンパク質 の収量 は約50mgで あった。

変異体 タ ンパ ク質 の短波長 お よび長波 長CDス ペ ク トル は いず れ も

PMLと 類似 していた(Fig3・4)。 、この ことか ら、PMLの 構造はc末 端 を削除

して も、C末 端領域 に変異 を入れて も、大 き く変化 しな い ことが示唆 された。

しか し、PML△5とPML△10に お いて は、そ の短波長CDス ペ ク トル は220nm

周辺でPMLや 他 の変異体タ ンパク質 と少 し異なつて いた。その理 由 としては、

β35鎖 を除去 した ことによ り、相対的にヘ リックス含 量が増えたため と考え ら

れる。 同様 に、PML△5とPML△10の 短波長CDス ペク トル は265～285nm

でPMLや 他 の変異体 タ ンパ ク質 と少 し異 な って いた。そ の理 由 として は、

Tyr404、Phe559、Phe567、Phe579、Phe594な ど幾つかの芳香族ア ミノ酸

残基 がC末 端領域 に位 置 してお り、 これ らの構造や周 囲の環境がC末 端領域の

除去 によ り少 し変化 したため と考えられる。
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Fig 3-4. CD spectra. The  far-UV (A) and  near-UV (B) CD spectra of PML (black line), 

2A-PML (green line), 3A-PML (cyan line), PMLA5 (red line), and  PML010 (blue line) 

were measured at 25°C in 25 mM  Tris—HC1  (pH 7.5) containing 10 mM  CaC12.

3・3・4.PML△10の 結 晶 構 造
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Fig 3-5. (A) A stereo view of superposition of the structures of PML and  PMLA10, which 

are colored gray and green, respectively. The  Ca2+ ions in the PML and  PMLA10 

structures are shown in gray and yellow spheres, respevtively. (B) A stereo view of the 

structure of  PMLA10. Only the structures of the C-terminal regions (residues  489-616) 

are shown. The  Ca2+ ions are shown in yellow spheres.

C末 端の欠損 によ りPMLの 構造がそれ ほ ど変化 しない ことを確認す るために

PML△10の 結晶化 を行 い、X線 結 晶構造解 析によ りPML△10の 結 晶構 造 を2.1

Aの 分解能で決定 した(Fig3・5A)。PML△10の 結 晶構造 は、c末 端 の10残 基

が 削除されている以外 、PMLのclose構 造 と同 じであった。なおPMLとPML

△10の 全ての α炭 素原子 のRMSD値 の平 均値は、0.47Aで あった。以上 の結果、

C末 端か ら10残 基削除 して も、PMLの 構 造は ほとん ど変化 しない ことを明 ら

かに した(Fig3・5B)。 この ことか ら、他 の変異体 の構造 もPMLと ほ とん ど同

じと考 え られる。

3-3・5.PMLお よびPML変 異体 の酵素活 性 ・

C末 端領域 の削除 あるいは変異がPML、 の酵 素活性 に及 ぼす影響 を調 べ

るために、PMLと 変異体 タンパ ク質のエステ ラーゼ活性 および リパーゼ活性 を、
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それぞれp-nitrophenyllaurateお よびオ リーブオイル を基質 として用 いて 、

30℃ で10mM塩 化カル シウム存在下で測定 した。そ の結果 をTable3・1に 示す 。

両基質 に対す る全て の変異体 タンパ ク質の比活性 はPMLと 同等で あった。これ

らの結果 か ら、C末 端 を削除 して も、C末 端領域 に変 異を入 れて も、PMLの 酵

素活性 はそ れほ ど大 き く変化 しな い ことが示唆 され る。

以前、C末 端 か ら19残 基削除する とPMLの エステ ラーゼお よび リパ

ーゼ活性は約90%低 下す る ことが報告 されている(Kwonetal .,2002)。 この変

異体 にお いて は、C末 端か らβ34鎖 の中央付近 まで削除されている。β34鎖 は

長 い βシー トの真 中に位置 して いる(Fig3・2A)た め、 β34鎖 の除去 によ り、

βロールモチー フ構造が大 き く変化 し、そのため にとN末 端触 媒 ドメイ ンの構

造 も変化 したのか もしれな い。以前 、 βロールモチー フ構造 の構造形成 が不完

全だ とPMLの 酵素活 性は大き く低 下す る ことが報告 されて いる(Kwonetal.,

2002Angkawidjajaetal.,2005)0

3・3・6.PMLお よびPML変 異体 の熱安定性 、

C末 端領域 の削除お よび変異がPMLの 熱安定性 に及 ぼす影響 を調べ る

ために、PMLと そ の変異体 タンパ ク質 の安定性 を、温度上昇 に伴 う220nmで

のCD値 の変化 を追跡す る ことによ り解析 した。 これ らのタ ンパ ク質 の熱変性

はい くつかの条件で解析 したが、 どの条件で も不加逆 的で あった。10mM塩 化

カルシウム存在下 、p且7.5で 測定 したPMLと 変異体タ ンパ ク質の熱変性 曲線 を

Fig3・5に 示す 。 また熱変性 曲線 の変性 中点温度(Ti!2)をTable3・2に 示す 。

2A・PML、 のTi/2はPMLと 同等で あったが、3A-PML、PML△5、 そ してPML

△10のTi/2はPMLよ りそれぞれ、2.1、7.6、 そ して7.6℃ 低か った。
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Fig 3-6. Thermal denaturation curves. The thermal denaturation curves of PML (black 

line), 2A-PML (green line), 3A-PML (cyan line), PMLA5 (red line), and  PMLA10 (blue 

line) were measured in 25 mM Tris—HC1 (pH 7.5) containing 10 mM CaC12 by 

monitoring the change in CD values at 220 nm as described in Materials and methods.

3・3・7.PMLお よびPML変 異体 の尿 素変 性に対す る安定性

C末 端領域 の削除お よび変異が、PMLの 構造的安定性 に及 ぼす影 響 を

調べ るため に、PMLお よびそ の変異体タ ンパ ク質の安定性 を、尿素濃度の上昇

に伴 う220nmで のCD値 の変化 を追跡す る ことによ り解析 した。pH7.5、25℃

で は、 これ らのタンパ ク質の尿素変性 はいずれ も可逆的で あった。PMLと 変 異

体タ ンパ ク質の尿 素変性 曲線 をFig3-6に 示す。また、尿素変性 の熱力学的パ ラ

メー タをTable3・2に 示す。2A-PMLの △(XH20)とCmは 、PMLと ほぼ同じで
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あ っ た 。 この こ とは 、2A-PMI、 の 構 造 安 定 性 は 、 熱安 定性 の解 析 結 果 同様 に、

PMLと ほ ぼ 同 じで ある こ と を示 唆 して い る 。一 方 、3A-PML、PML△5、 お よ

びPML△10の △G(H20)は 、PMLよ りそ れ ぞ れ5.0、21.3、 お よび17.9kJlmol

低 か った 。更 に、3A-PML,PML△5、 お よびPML△10の 尿 素変 性 曲線 の 変性

中点 濃 度(硫)は 、PMLよ りそ れ ぞ れ0.36、0.56、 お よ び0.47M低 か った。

・従 っ て 、 これ ら変 異 体 タ ンパ ク 質 の構 造 安 定 性 を解 析 して 得 られ た 結 果 は 、 熱

安 定 性 の解 析 結 果 とほ ぼ一 致 す る。

り
Fig3-7.Urea-induceddenaturationcurves.Theurea-induceddenaturationcurvesof

PMI、(丘11edtriangle),2A・PML(opellcircle),3酒 ドPML(丘ledcircle),PMT△5(fUled

square),andPMLO10(opentriangle)wereobtainedatpH7.5and25°Cinthepresence

of10mMCaC12bymonitoringthechangeinCDvaluesat220nmasdescribedin

Materialsandmethods.

72



PMLと3A・PMLの 問 の △(X且20)の 差(△ △(H20))は 、PMLとPML

△5の 問 の △ △(XH20)の114で あ り、 この結 果 はTi/2値 の 差 と類似 して い る。

一 方
、PMLと3A-PMLの 間 の 硫 値 の差 は、PMLとPML△5の 硫 の差 の213

で あ る 。 づ ま り、3A・PMLの △G(H20)や7五12値 は どち らか と い う と、PML△5

よ りPMLに 類 似 して い る の に対 して 、3A・PMLの 衄 値 はPMLよ りPML△5

に類 似 して い る。この 不 一 致 はPMLとPML△5のm値 の違 い に起 因す る。PML

△5のm値 はPMLと 比較 す る とか な り低 いが 、3A-PMLのm値 はPMLと 同等

だ か らで ある 。 この こ とは 、尿 素 に よ って 誘 導 され るPML△5・ の変 性 の共 同性

がPMLや3A・PMLよ り低 い こ と を示 唆 して い る。
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Table 3-2. Stabilities  of  PML and its mutant proteins 

              Thermal  stability' Parameters characterizing urea-induced  denaturationd 

Protein T112  AT1/2  m Cm  AC.  AG(H20)  AAG(H20) 

 (°C)  (°C) (kJ/mol/M) (M) (M) (kJ/mol) (kJ/mol) 

 PML  64.3  -  12.9±1.14  3.68±0.1  -  47.5±4.23  -

2A-PML  63.3  -1.0  13.9±1.01  3.68±0.1  0.0  51.1±3.72  +3.6 

3A-PML 62.2 -2.1 12.8±0.75  3.32±0.1 -0.36 42.5±2.56 -5.0 

PMLA5 56.7 -7.6 8.41±0.69 3.12±0.1 -0.56 26.2±2.28 -21.3 

 PMLA10 56.7 -7.6 9.23±0.81 3.21±0.1 -0.47 29.6±2.6 -17.6 
 c Thermal denaturation of the protein was analyzed at the same condition for assay by monitoring the change in CD values at 220 nm. 

71/2 represents the midpoint of the transition of the thermal denaturation curve.  A/1/2  =  71/2(mutant) —  Tv2(PML). The experiment was 

carried out at least twice and the errors from the average values were ±0.1°C. 
d Urea-induced  denaturation curves of the proteins were measured at pH 7.5 containing 10 mM CaC12 and 25°C: Urea-induced 

denaturation of these proteins was reversible under this condition. The midpoint of the urea-induced denaturation curve  (Cm), the 

measurement of the dependence of  AG on the urea concentration  (m), and the free energy change of unfolding in  H2O  [A6(1-120)] were 

calculated from the urea-induced denaturation curves shown in Fig 3-6. The differences in  AG(H2O)  [AAG(H2o)] and C'm  (A  emi) between 

the wild-type  and mutant proteins were calculated by the equations  AA  G(H20)  =A  aH20)(mutant) —  A  G(H20)(PML) and  A6 = 

 cvmutant) -  Cm(PML), respectively. The experiment was carried out at least twice and the errors from the average values are indicate.



3・3・8.C末 端モチー フの役割

2A-PMLの 酵 素活性や安定性 はPMI、 とほぼ同 じで ある。この ことは、

β34鎖 の強 い疎水1生はPMLの 活性 や安定 性に必要でない ことを示唆 している。

また、3A-PML、PML△5、 そ してPML△10の 酵素活 性 はPMLと 同等 である。

この ことは、β35鎖 はPMLの 構造形成や活性 に必要で はな い ことを示 してい

る。も しβ35鎖 がPMLの 構造形成 に必要な らば、PML△5とPML△10は 正

し く折 りたた まれず 、酵素活 性を示さない と考 え られる。 しか し、PML△5は

PMLよ りもTii2で7.6℃ 、△(X且20)で21.3kJlmol不 安定 である。この ことは、

β35鎖 はPMLの 安定性 に重要で ある ことを示 して いる。β35鎖 は水素結合 と

疎水性相互作用 を介 して コア領 域 に固定 されて いる。 ここで、 β35鎖 と β31

鎖 との間で3つ の水素結合が形成 され(Fig3・8A)、Ile614、Va1615,そ して

Ile616の 側鎖 がC末 端 ドメイ ンのコア領域 と疎水性相互 作用 を形成 して いる

(Fig3-8B)。c末 端 の5残 基 を削 除す る と、これ らの水 素結合や疎水結合 は取

り除かれ る。一方、Ile614～Ile616の 三重変異では、水 素結合は取 り除かれな

いが、疎水性相互作用が大 幅 に減 少す る。PMLIが 三重変異 よ りもC末 端 を削

除され る ことで、大幅 に不安定 になった ことは、主 として水素結合がPMLの

安定化 に寄与す る ことを示唆 している。
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Fig 3-8. A close-up structure around the extreme C-terminal region. The structure is 

shown as a stick model, in which nitrogen and oxygen atoms are colored blue and red, 

respectively. The extreme C-terminal region is colored cyan and the other regions are 

colored green. (A) Three hydrogen bonds formed between  835- and  831-strands are 

shown with broken lines together with the distances. (B) The side chains of 

hydrophobic amino acid residues that make hydrophobic interactions with the extreme 

C-terminal region are shown.

三 重 変 異 が タ ンパ ク質 の安 定 性 に ほ とん ど影 響 しな か っ た の は 、お そ ら くAla

が立 体 的 な衝 突 を起 こさず 、穏 や か な 疎 水 性 を有 して い る た め だ と考 え られ る。

以 前、C末 端 テ ール が 固定 され る と、 タ ンパ ク質 は 安 定化 され る こ とが 報 告 さ

れ て い る(Youetal.,2007)。 β35鎖 は 、SML(PDBID2QUA)(Meieretal.,

2007)、S.marcescens由 来 メ タ ロ ブ ロテ アー ゼ(PDBIDISAT)(Baumann,

1994)、 そ してP,seudomonasaerugino$a由 来 ア ル カ リプ ロテ ァー ゼ(PDBID

lAKL)(Baumannetal.,1993)に 良 く保 存 され て いる た め 、お そ ら く これ ら

の β鎖 も、 これ らの タ ンパ ク質 の安 定 化 に寄 与 して い る と思 わ れ る。
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3-4.要 約

PMLのC末 端 か ら15～19残 基 の ところ に位 置 している5残 基配列

モチー フ(VTL▽G)とC末 端 モチーフ(DGIVIA)『 は、TISSに よ り分泌 され

るタ ンパ ク質 に比較的 よ く保存 されて いる。 これ らのモチー フの役割 を解 析す

るため に、4種 類のPML変 異体 タンパ ク質(PML△5、PML△10、2A-PML 、

そ して3A-PML)を 構築 した。PML△5とPML△10は 、それぞれC末 端か ら

5残 基、10残 基削除 された変 異体 で ある。 また3A・PMLはC末 端 モチー フに

三重変 異 を、2A-PMLは5残 基配列 モチー フに二重変 異 を有 している。これ ら

のタ ンパ ク質の分泌 を、Lipシ ステム を導入 した大腸菌D且5を 用 いて解 析 した。

そ の結果、2A・PMLの 分泌 レベル をPMLと 比較す る と劇 的 に減 少 したが、

3A・PMLの 分泌 レベルはPMLと 同等で あった。 この ことは、C末 端 モチー フ

で はな く、5残 基配列モ チー フがPMLの 分泌 に必要 である ことを示 唆 してい

る。また、C末 端領域 に変異 を入れて も、C末 端領域 を削除 して も、PMLの 酵

素活性 はそれ ほ ど変化 しなか った。しか し、3A-PML、PML△5、 そ してPML

△10の 安定性 はPMLと 比べて、1乃2で それぞ れ2 .1、7.6、 そ して7.6℃ 、 △

G(H20)で それぞれ5.0、21.3、 そ して17 .9kJ!mol不 安定化 して いた。 これ ら

の結果 か ら、PMLのC末 端モチー フは安定性 に重要 で あることが示 唆 され る。

C末 端 領域の削除 による不安定化が大 きな構造変化 による ものでない ことは、

PML△10の 結 晶構造 を決定す る ことによ り確認 した。
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【総括】

微生物が生産す る リパーゼ は入手が容 易で ある こと、安定で ある こと

等 の理 由か ら、バイ オテ ク ノロジー分野 において様 々な利用法 が開発 されて お

り、油脂 の分解、脂肪酸や石鹸 の製造 、食 品加工 、食 品添加物や 医薬 品(p製 造 、

臨床検査薬 、洗剤 な ど多様 な産業分野 で使用 されている。 中で も真正 リパーゼ

(truelipase)の グ ラム陰性細菌 由来FamilyI.1リ パーゼお よびFalnilyI.2リ パ

ーゼはよ く利用 されている。 これ らの リパーゼ に関 しては、三次構造 も決定 さ

れ、構造機能相 関が詳細 に解析 されて いる。 しか しもう1つ の真正 リパーゼで

あるFamilyI.3リ パーゼ に関 して は、大量調製が容易で、構造形成 にシャペ ロ

ン等 のcofactorを 必要 としな い ことか ら産業酵 素 として の大 きな可能性 を秘 め

て いる ものの、 これ まで実..に 産業利用 され た例 は少な い。そ の理 由 として、

生化学 的諸特性 はか な り明 らか にされて いる ものの、三次構造 がまだ決定 され

ていないため、構造情報 に基づ く知見 が十分 に得 られて いない ことがあげ られ

る。そ こで本研究で は、FamilyI.3リ パ ーゼ の産業利用 を視野 に入れて 、PML

の結晶構造 を決定 しPMLの 構造機能 相関 に関 して新 たな知見 を得 る ことを目

的 として以下のよ うな研究 を行 った。

第1章 で は、FamilyI.3リ パ ーゼ のCa2+イ オンの結合状態や、C末 端

ドメイ ンの βロールモチー フ構造 とN末 端触媒 ドメイ ンの関係な どを立体構

造 の観点 か ら理解す る ことを 目的 として、PMLの 結 晶化お よびX線 結 晶構造

解 析を行 い、PMLの 結晶構造 をclose構 造 として1.5Aの 分解能で決定 した。

そ の結果 、PMLはN末 端触媒 ドメイ ンとC末 端RTXド メイ ンか ら成 る こと

を明 らかに した。一方、同時期 にSMLの 結 晶構造がopel1構 造 として決定 され
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た。そ こで2つ の構造 を比較 した ところ、PMLとSMLに は通常 の リパーゼ に

見 られ るlid(lid1)の 他 に、もう1つ のlid(1id2)の 存在す る ことを見 いだ し

、 た。 いずれ のlidもclose構 造 では漕 性部位 を覆 っているの に対 して、open構

造で は活性部位 を溶媒 に露 出させ るよ うにそ の構造や位置が大 き く変化 してい

る。PMLのclose構 造 はtritollX・100非 存在下で決定 された のに対 して 、SML

のopen構 造 はtritonX・100存 在下で決定 され ている。従 って基 質非存在下で

はlid1とlid2はclose構 造 を形成 して活 性部位 を覆 い、ミセル状 の基 質存在 下

で は、 これ らのlidはopen構 造 を形成す ると考 え られ る。

興味深 い ことに、lid1はopen構 造 を形成す る時だ けCa2+イ オ ンによ

り固定 されて いた。 このCa2+イ オ ンが結合す るサ イ ト(Ca1サ イ ト)はclose

構 造で は形成 されな い。なぜな ら、close構 造 ではIid1は 途 中で折れ曲が り、

Ca1サ イ トを構成す るア ミノ酸残基 は互 い に離れ溶媒 に露 出す るか らで ある。

open構 造 のSMLに はCa1サ イ トの他 にも う1つ のCa2+イ オ ン結合サイ ト

(Ca2)が 存在す る。 このサイ トはclose構 造 のPMLに も存在す る。PMLに

は更 にも う1つ のCa2+イ オ ン結合サイ ト(Ca3)が 存在す る。SMLにCa3サ

イ トが存在 しな いのは、 このサイ トを構成す るア ミノ酸残基 があ ま り良 く保存

されて いな いため と思われ る。一方 、Ca1サ イ トとCa2サ イ トを構成す るアミ

ノ酸残基 は様 々なFamilyI.3リ パーゼ の間で 良 く保存 されて いる。

lid1とlid2の 構造 が大 き く変化す る ことと、Ca1サ イ トがopen構 造

でのみ形成 される ことを除 いて、close構 造 のPMLとopen構 造 のSMLの 構

造 に大 きな違 いはな い。いずれのC末 端 ドメイ ンも2つ の βロールモチー フ構

造 が互 いに横 に並 ぶ βロールサ ン ドイ ッチ モチ ー フ構造 を形成す る。C末 端 ド

メイ ンには13個 のRTX繰 り返 し配列 が あるが、最初 の5個 が1つ 目の βロー

ル モチ ー フ構造 を、最後 の8個 が2つ 目の βロール モチー フ構造 を形成する。
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この βロールサ ン ドイ ッチ構造 にはCa2+イ オ ンがルー プ とルー プの間 に挟 ま

れ るよ うに結合 して いるが、そ の数 はPMLで は8個 、SMLで は6個 と違 いが

見 られ た。以上、PMLの 結 晶構造 をclose構 造 と して決定す ることによ り、N

末端触 媒 ドメイ ンにはIid1とlid2の2つ のlidが 存在す る ことを明 らか にした。

また、N末 端触媒 ドメイ ンにはCa1サ イ ト以外 に2つ のCat+イ オ ン結 合サイ

ト(Ca2とCa3)が 存在す る ことを明 らか にした。更 に13個 のRTX繰 り返 し

配列 は βロールサ ン ドイ ッチ構造 を形成す る こと、 この βロールサ ン ドイ ッチ

構造 には8個 のCat+イ オ ンが結合する ことを明 らか にした。

第2章 では、第1章 で 同定 した3個 のCa2÷ イオ ン結合サイ ト(Ca1

～Ca3)の 役割 を解 析す るため に、3種類の1ア ミ ノ酸置換変異体D157A・PML、

D275A-PML、 お よびD337A・PMLを 構築 した。 これ ら3つ の変 異体 の うち

Ca2+イ オ ン存在下でD157A-PMLとD337A-PMLの 結晶構造 をclose構 造 で決

定 した。 これ らの構造 の うちD337A・PML、 はCa3サ イ トにCa2+イ オ ンが結合

していなか った ことを除けば、両 タ ンパク質 ともにそ の構造 はPMLと よ く似

て いた。酵素活性や熱安定性 を解析 した ところD337A-PMLはPMLと 同じ活

性 を示 した。D157A-PMLは リパーゼ活性 を示 さず、そ のエステ ラーゼ 活性 も

著 し く低下 して いた。D275A-PMLはD157A・PMLよ りは高 いがPMLよ りも

低 い活性 を示 した。熱安定性 に関 して は、D157A-PMLはCa2+イ オ ン存在下で

はPMLと 同 じ安定性 を示 したが、tritonX-100存 在下で はそ の安定性 はPML

よ り1℃ 低 かった。またD275A-PMLとD337A・PML、 の安定性 はPMI.よ り5℃

低か った。以上の結果、活 性 に必須 のCa2+イ オ ンはCa1サ イ トに結合 して1id1

のopen構 造 を固定(安 定化)す るのに必要で ある ことを明 らか にした。また、

Ca2サ イ トは安定性 に寄与 し、更 に活性残基 を最適な位置 に維持す るため に必

要で ある ことを明 らか にした。更 にCa3サ イ トはFamilyI.3リ パーゼの一部
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に しか保存 されていないが、 これ らの リパ ーゼ の安定化 に寄与 して いる ことを

提案 した。

第3章 では、FamilyI.3リ パーゼ に保存 され ているC末 端モ チー フ と

5残 基配列 モチー フの役割 を解 析す る ことを 目的 と して 、C末 端モチー フを切

除 した り、5残 基配列モチー フやC末 端 モチー フに変異 を入れた りす る ことに

よ り、4種 類 のPML変 異体 、PML△5、PML△10、2A-PML、3A-PMLを 構

築 した。 これ らの変異体 の諸特性解析 を行 な う前 にC末 端の削除がPMLの 構

造 に影響 を及 ぼす か どうか調 べ るために結 晶化 およびX線 結晶構造解析 を行 い、

PML△10の 結晶構造 を決定 した。そ の結果 、C末 端 の10残 基 を削 除 して も

PMLの 全体構造 はそれ ほ ど変化 しない ことが分 か った。そ こで4種 類 の変異

体 の分泌 、酵 素活性 、お よび安 定性 を調べ た。Lipシ ス テムを用 いて各種変異

体 の菌体外分泌 を解析 した ところ、2A-PIVILの 分泌 レベル はPMLよ り劇的 に

減少 したが、3A-PMLの 分泌 レベル はPMLと 同等で あった。 また、σ末端領

域 に変異 を入 れて も、C末 端領域 を削除 して も、PMLの 酵素活 性 はそれ ほど変

化 しなか った。 しか し、3A-PML,、PML△5、 そ してPML△10の 安定性 に関

しては、熱変性で も尿素変性で もPMLと 比べて安 定性が低下 して いた。特 に

PML△5とPML△10で は大き く安定性が低下 して いた。以上 の結果 、5残 基

配 列モチー フはPMLの 分泌 シグナル として働 くこと、C末 端 モチー フはPML、

の安 定性 に重要で ある ことを明 らか に した。 ここでC末 端 モチー フはFamily

I.3リ パーゼ だけでな く、T15Sに よ り分泌 され る他 のタ ンパ ク質 にも保存 され

ている。従 って、C末 端モチー フは これ らのタンパ ク質 の安定化 に寄 与する と

考 え られ る。

本研 究 の後で、PMLのopen構 造が 、Ca2+イ オ ンとtritonX-100存 在

下で2.1Aの 分解 能で決定 された。PMLのopen構 造 はSMLのopen構 造 とほ
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ぼ同 じであった。PMLのopen構 造 とclose構 造 を比較す ると、open構 造では、

Iid1とlid2はclose構 造 の位置か ら大 き く動 き、lid1はCa1サ イ トでCa2・ イ

オ ンによ り固定されていた。一方、結晶化 の前に、Ca2+イ オ ンを含 まずtriton

X・100の み含む緩衝液 に対 してPMLを 透析 して も、 このタ ンパク質の結晶構

造 は上述のopen構 造 とほ とん ど変わ らなかった。 この ことか ら、 ミセル基質

を除かない限 り、PMLのopen構 造はかな り安定 である ことが示 唆 された。ま

た ミセル基 質非存在下 で、PMLのopen構 造 をMDシ ミュ レー シ ョンした とこ

ろ、は じめにlid2が 閉 じ、lid1は 開 いた ままであった。更 にCa2÷ イ オ ン非存

在 下、オクタ ンまたは トリラウ リンミセル存在下でPMLのclose構 造 をMD

シ ミュ レーシ ョン した ところlid1は 開いたが 、1id2は 閉 じた ままで あった。こ

れ らの結果 か らCa1サ イ トのCa2+イ オ ンは、 は じめ にlid1のopen構 造 を固

定 して安定化 させ 、そ の後lid2の 開 口を誘導す る機能 を有 して いる ことが示唆

された。

今後 の展望 として 、本研究 で同定 したLipシ ステム の分泌 シグナル(5

残基配列 モチー フ)とLipシ ステムのABCタ ンパ ク質が どの ように相互作用

し、分泌 タンパ ク質 を菌体外へ輸送す るのか を明 らか にする ことは非常 に興味

深 い。 また、PMLを 産業 の場で利用 させ るた めにタンパ ク質工 学的 に酵素活

性 、安定性、位置選択性、光学選択性な どを改変 した変 異体 を構 築する ことは

興 味深 い。PMLは 他 のFamilyの リパーゼ とは異な り2つ のIidを 有 して いる。

このためopen構 造 を形成す ると活性部位 周辺は大 き く開き、 ミセル基 質 と接

触す る ことがで き、非常 に高 い リパーゼ活性 を示す 。 この高い酵 素活性 を活 か

して、疎水性相互作用で形成 して いる βロールサ ン ドイ ッチ構造 を化学 的 また

は、 タンパ ク質工学的 に改良 して、有機溶媒 中で も安定 に形成す る変異体 を構

築で きれ ば産業の分野で も活 躍する と期待 できる。
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