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本論文では､以下の略号を使用した｡

ADP;adenosine5I-triphosphate
3'-AMP;adcnosinc3'一mon()ph()sphatc

5'-AMP;adenosine5'一monoph()sphate

BAP;Bacterialalkalineph()sphatasc
BSA;bovinescrumalbumin

CBB;C()()massiebrilliantblue

CM-;carboxymcthylated-

CTP;cytidine5'-triphosphate

DACM;ル ー(7-dimethylamin0-4-methyトC｡umarinyl)malcimidc

DEAE-;dicthylamin()cthyl-

DEPC;diethylpyrocarbonate

DFP;diisopropylfluorophosphate
DTT;dithi()threitoI

EDTA;cth)′lcnediaminctctraaccticacid

EGTA;cthyleneglycolbis(2-aminocthyl-ether)tctraaccticacid

FPLC;FastPr()tcinLiquidChf()matOgraphy
GST;glutathionc-S-transferase

GTP;guan｡sinc5'-triphosphate

Hcpes;N-2-hydr()xycthylpiperazine-N '-2-cthanesulfonicacid
HPLC;HighPerformanceLiquidChromatography

IPTG;is()propyト1-thio-ド-D-galact()side

MALDI-TOP;Matrix-AssisteduserDesorptlOnIonizationTime-of-Flight

MBP;myelinbasicpr()tcin

MRS;2-m()rph｡linoethanesulfonicacid
MIAA;mom()iod()aceticacid

MIAM;monoi()doacctamide

NEM;ルーcthylmaleimidc

PAGE;polyacrylamidegelclcctr｡ph()rcsis
PCMB;pIChlor｡mercuribenzoicacid

PCMPS;p-chl｡romercuriphenylsulfonicacid

PCR;p()lymcrascchainrcacti()∩

PKA;pr()tcinkinaseA

PMSF;phenylmethanesulfonylfluoride

PNP;p-nitrophenoI
PNPP:p-nitrophenylphosphate

polyEY;poly(Glu″,Tyrュ)
PTK;pr()tein-tyrosinc-kinasc

PTPasc;protein-tyrt)sin°-phosphatase

PVDF;polyvlnylidenefluoride

SDS;sodiumdodecylsulfate

SH;sulfydryト
TCA;tricuoroaceticacid
TFA:triflu()rOaceticacid



第 1章 序論

近年､タンパク質化学分野の研究対象は､ ｢構造と機能の相関性｣と ｢高次

構造の形成｣に集約されている｡ ｢構造と機能の相関性｣に関しては､さまざ

まな環境条件 (温度､pH､圧力､塩濃度等)下において機能するタンパク質か

対象となっている｡年封こ､中温域 (20-45℃)から高温域 (45℃以上)で機能

するタンパク質についての研究例は､数多く認められる｡ その中でも､高温域

で機能するタンパク質である耐熱酵素は､工業的利用価値の高さから研究者の

興味を喚起し､さまざまな研究が進められ､その構造と機能の相関性について

多くの知見が蓄積されている01991年に､Jaenickcらにより､耐熱酵素は､高温

による変性を防ぐために､その強固な立体構造を導 く構造的要因を有している

ことが報告されている 1)｡その要因として､α-ヘ リックス間やプロリンによる

ループ中における非共有結合的相互作用 (塩橋､疎水性相互作用､弱い極性相

互作用､水素結合等)と共有結合 (ジスルフィド結合)の単独､あるいは複数

の組み合わせが挙げられる｡

それに対して､低温域 (0-15℃)で機能する酵素タンパク質である低温酵素

は､常温域で不安定であることから単離が困難であり､その構造と機能の相関

性についての研究は､末だ立ち遅れているのか現状である｡ 低温酵素は､その

低温域での活性の高さと常温における熱不安定性から､多くの実験手法及び工

業的利用におけるツールとしての利用価値を秘めている｡例えば､実験手法に

は､低温での酵素反応後に常温において､速やかにその活性を消失したい場合､

また､工業的生産過程においては､低温条件下での効率のよい触媒反応が必要

な場合に､その有効利用が期待される｡したがって､低温酵素の構造と機能の

相関性を解明することは､耐熱酵素についての研究と同様に大きな意義を持つ

ものである｡

この低温酵素については､現在までにいくつかの遺伝子がクローニングされ､

組み換えタンパク質をEschcTl'chl'acollr等により発現させた後､それらの特性が調

べられているOその例として､好冷菌 Bacl'IIusTA41の低温ズプチリシン (EC



3.4.21.14)､PsychT()bacteI.血moboll'sBl()の低温 トリオースリン酸イソメラーゼ

(EC5.3.1.1)､M()mxcllaTA137の低温リパーゼ (EC3.1.1.3)等が挙げられる｡

これらの温度に対する酵素的性質を基にして､現在､低温酵素は､i)低温で高

い活性を示す､ii)反応最適温度が､対照酵素 (アミノ酸配列及び高次構造が類

似で同様の活性を示す酵素)のそれと比較して低温側にシフトしているといっ

た特性により定義づけられている2)｡このうち､低温ズプチリシンについての

知見から､低温酵素の構造は､熱変性に耐えられる強固な立体構造を有する耐

熱酵素とは異なり､柔軟性に富む立体構造を有し､それ故､低温条件において

も安定して機能を発揮できると推測されている3)0

しかし､低温酵素に関する研究例は､多く認められていないため､低温酵素

の特性を導き出す分子機構についての情報は､断片的なものとなり､普遍的基

盤としては不十分である｡そこで､全ての低温酵素に普遍的な分子機構を解明

するためには､低温酵素についてのより多くの知見を蓄積することが必要とな

る｡

本研究では､この低温酵素の構造と機能の相関性に関する有用な知見を､さ

らに蓄積するために､低温酵素の分子特性を詳細に解析することを目的とした｡

南極に生育する巻貝から単離した好冷菌 (Shewanellasp.)の生育温度は0-

15℃であるので､低温酵素の単離源として適していると考え､下記の理由から

好冷菌 (SlIewanellasp.)の有するフォスファクーゼに着目した｡

脱リン酸化酵素であるフォスファクーゼは､さまざまなリン酸化合物の脱リ

ン酸化能を通じて､細胞周期 4)､細胞内情報伝達 5)､糖代謝 6)､脂質代謝 7)､

リン酸の供給経路 8)等において重要な役割を担っている｡このことから､好冷

菌のフォスファクーゼもそのような役割を担っており､それ故に､この酵素が

低温環境に十分適応していると考えられる｡また､この酵素の活性測定法が簡

便であること､EscheTJ'chI'ac()11'のアルカリフォスファクーゼ9)をはじめ､プロテ

インフォスファクーゼ等多くの分子種について､その一次構造､立体構造に関

する情報が蓄積されており､好冷菌のもつフォスファクーゼについての知見と

比較検討することができるといった根拠から､本研究の遂行にあたり､適した
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酵素タンパク質であると判断できる｡

以下､第2葦では､低温フォスファクーゼの分離精製法の確立を､第3章で

精製酵素の酵素的性質､第4章で､フォスファクーゼⅠの理化学的性質について､

また､第5章では､フォスファクーゼⅠの遺伝子のクローニングとその塩基配列

の決定､及び大腸菌による組み換えタンパク質の発現について記述するととも

に､第6章に総括と総合的考察を加えた｡
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第 2章 低温フォスファクーゼの分離精製 10,ll)

第 1節 緒言

第 1章､序論においても述べたように､低温酵素は､非常に熱に対して不安

定である｡ そのため､好冷菌菌内からの分離精製法についてはあまり報告され

ておらず､専ら､その遺伝子クローニング及び大腸菌での大量発現による組み

換えタンパク質として低温酵素を得ているのか現状である｡

しかし､本研究においては､組み換えタンパク質としてではなく､実際に生

体内で機能している酵素を実験材料とすることで､低温酵素について､より正

確且つ有用な知見が得られるものと判断した｡故に､低温酵素を均一な標品と

して得ることが､本研究の遂行において､最初で且つ必須のステップとなる｡

そこで､本章においては､南極で生育する巻貝より単離 した好冷菌(shewanella

sp.)の培養法とフォスファクーゼ活性測定法を記述し､各種クロマ トグラフィ

ーを用いた低温フォスファクーゼの分離精製法の確立を試みた｡

第 2節 実験材料

好冷菌 (LWieWanellasp.)は､佐賀大学農学部応用生物科学科 渡辺啓一一･助教

授より御恵与頂いた｡本好冷菌の生育最適温度は､10-15℃でダブリングタイ

ムは､約 6時間である｡

Aquamarilleは､八洲薬品 (秩)より購入した｡ polypeptoncは日本製薬 (秩)

から､Bacto-yeastcxtract､ProteosepeptoneNo.3､Bacto-soytoneは､DifcoIAboratory

社より購入 した｡ Ir()n(ⅠⅠⅠ)citratc〝hydratc､sorbitolは､NacalaiTcsque社の一級

試薬を用いた｡フォスファクーゼの基質であるpNPPと検量線作成に用いたpNP､

銀染色キットは和光純薬工業 (秩)より購入した｡DEAE-Cellulo血cA-5()Om､

buty1-ccllult)fincs一mは､生化学工業 (秩)社製､hydroxylapatiteは､三井束圧化
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学社製のものを用い､HiTrap17dDesalting､Hiprep.SephacrylS-looHR16/6()､

Mono-QHR5/5カラムは､pharmaciaLKB社より購入 した｡遠心濃縮器は､Amic()∩

社のccntriconlO(1(),00()MW cut)を用いた｡その他の試薬については､特級試

薬を使用した｡

第 3節 好冷菌 (shewaneLlasp.)の培養

第 1項 培地組成

好冷菌の培養に際しては､Table2-1に示すような液体培地を調製 し､三角フ

ラスコ (500ml容)に 170m1分注した後､フラスコの口をアル ミホイルで蓋を

し､1.2気圧､120oCで 2()分間､オー トクレーブ滅菌を行った｡

Table2-1･Componentofculturemedium･

P()lypept()ne
Bactoyeastextract
Bact()pr()teoscpcptoncN｡.3
Bact｡S()yt()nc
Iron(Ill)citratenhydrate
Aquamarine

2,0g
l･Og
l･Og
l,()ど
O･1g

A(liquid):36.5g
:22.5ml

per1liter
pH7･5

第2項 培養法

(1)前培養

15%(W/V)の glyccrolを含む培地中で-80℃のフリーザーに保存しておいた菌体

溶液を､オー トクレーブ滅菌した爪楊枝を用いて､2()Oml容の三角フラスコ中

の新鮮な培地 9Omlに植菌し､7℃で4日間振藍培養 した｡
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(2)本培養

前培養によって得られた培養液 1.7mlをクリーンベンチ内で50()山容の三角

フラスコ中の新鮮な培地 17()mlに加えることによって植菌し､7℃で 3日間振

盤培養した｡なお､2回目以降の植え継ぎでは､菌体収穫後の三角フラスコに新

鮮な培地を 170ml加えることで植菌した｡

第 3項 菌体の収穫

培養液を回収し､1,000×gで5分間遠心分離し､沈澱として得られた菌体を

少量のAquamarinC溶液で2回洗浄し､液体窒素で凍結後､実験に供するまで､

-3()oCのフリーザー中で保存した｡

第 4節 フォスファクーゼの活性測定

分離精製過程におけるフォスファクーゼ活性は､以下の方法で測定した｡

活性の定量のために予め反応産物であるpNPの 410nmの吸収に基づき､検

量線を作成 した｡酵素反応系は､終濃度 25mMTris-HCl(pH7.8)､2.5mMMgC12､

0.5Msorbitol､1mMpNPP及び､適当量の酵素液からなる全容量 2()ulと設定 し

た｡反応は､25℃で 1分間プレインキュベー トしておいた反応液に酵素液を加

えることによって開始した｡さらに､同温度で 15分間インキュベ- トした後に､

O.1NNaOHを2()()LLl加えることにより反応を停止した｡停止 した反応液の 410

nmの吸収を測定し､反応産物を検量線より定量 した｡ここで､酵素液を加える

前に().1NNaOHを加え､同様に測定 したものをコントロールとし､フォスファ

クーゼ 1unitは､1分間に 1LLmOlのpNPを産生する量とした｡
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第 5節 低温フォスファタ-ゼの分離精製

本節以降では､特に記述しない限り全ての操作は､0-4℃で行った｡また､

下記の各種緩衝液を調製し､実験に供した｡

緩衝液A‥25mMTris-HCl(pH7.8)､5mMMgC12､1Msorbit('1､

2mg血lPepstatinA

緩衝液 B:25mMTris-HCl(pH7.8)､5mMMgC12､1Ms｡rbitol､

2mg/mlPcpstatinA､1mMPMSF

緩衝液 C:25mMTris-HCl(pH7.8)､5mMMgC12､1Ms｡rbitol

緩衝液D‥25mMsodiumphosphate(pH6.8)､5mMMgC12､1Msorbitol

緩衝液 E:30()mMsodiumphosphate(pH6.8)､5mMMgC12､1Msorbitol

以上の緩衝液中のMgCL2及びsorbitolは､それぞれ､2L5-5mM､()12-1･OM

の濃度で 4-25℃における低温酵素の安定化に関わるため､精製過程に使用する

緩衝液に共存させた｡

本節で記述する低温フォスファクーゼの精製過程についてのフローチャー ト

をFigure2-日こ示す｡
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Twokgofpsychrophile(Shewanellasp･)

l

Homogenizedwithaluminiumoxide

く ⇒ ± >
Supernatant

l

Fractionatedwith40･80%saturated(NH4)2SO4

l
DEAE-CeHulofineco一umn

PhosphataseI

I

ButyトCellulofineco山mn

l

SephacrylS-100column

l

Mono-Qcolumn

PhosphataseI/

l

ButyL-CeHutofinecolumn

l
HydroxyTapatitecolumn

l

SephacrylS･100column

l
Mono-Qco一umn

Figure2-1.Purificationprocedureofpsychrophilicphosphatases･

第 1項 好冷菌菌体からのタンパク質の摘出

-30℃で凍結保存しておいた菌体 2kg(湿重量)を2リットルの緩衝液Aに懸

濁し､菌体と同重量の酸化アル ミナを加えて乳鉢と乳棒で磨砕した｡その懸濁

物を 110×gで 川分間遠心分離し､酸化アル ミナを含む沈澱を除去し､さらに､

1,500×呂で 20分間遠心分離後､得られた上清をタンパク質抽出画分 (cnjdc←

extract)とした｡さらに､ここで得られた沈澱については､同様の操作で2回タ

ンパク質を抽出し､得られた上清をタンパク質抽出画分に加えた｡
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第 2項 硫安塩析による分画

前項で得 られたタンパク質抽出画分に､閲体の amm()niumsulfatcを 40%飽和

となるように加え､1,50()×gで 2()分間遠心分離することにより上清を得た｡こ

の上活に､8()%飽和となるように固体の ammoniumsulfatcをさらに加え､沈澱を

回収した｡

この沈澱物を少量の緩衝液 Bに懸濁させ､同緩衝液に対 して一晩透析するこ

とにより､ammoniumsu胞tcを取 り除いた｡

以上の操作により､得られた透析内液を 40-80%飽和硫安画分 [40-80%

(NH4)2SO4fraction]とした｡

第 3項 DEAE-Ccllul()fincカラムクロマ トグラフィー

前項で得 られた 40180%飽和硫安画分を予め緩衝液 Cで平衡化 しておいた

DEAE-Cellul()fincA-50()mカラム (め2.2×62cm)を用いたカラムクロマ トグラフ

ィーに供 した｡#吸着画分を同緩衝液で溶出した後､吸着 したタンパク質を ().05

M､().1M､0.2M､0.3M､0.5MNaClを含む緩衝液 Cを用いて段階的に溶出し､

溶出液を 17mlずつ分画した｡この分画した各溶出液の 280mmにおける吸光度

とフォスファクーゼ活性を､Figure2-2に示した｡

この DEAE一ccllul()fincカラムクロマ トグラフィーにより､フォスファクーゼ活

性は､().05MNaClを含む緩衝液 Cと0.1MNaClを含む緩衝液 Cによる溶出画

分に認められた｡それぞれの画分に含まれるフォスファクーゼを便宜上､フォ

スファクーゼ Ⅰとフォスファタ-ゼ ⅠⅠと命名 し､それぞれ独立 して精製を進め

た｡
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Fractionnumber(17ml/tube)
Fl'gure212･DEAE-Cellulofinecolumnchromatography･

Thecrudeenzymcpreparationwasappliedt()acolumn()fDEAE-
Cellul()fin°(¢2･2Ⅹ62cm),andthenadsorbedprotcinsWereeluted
stepwiselywithNaCl.TheflOwratewas1.5ml/min.
SolidlE'ne,abs｡rbanccprofileat280nm.Dottedline,phosphatase
activity.
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第4項 Buty1-Cellul()fineカラムクロマ トグラフィー

本項以降のクロマ トグラフィーにおいては､特に記述のない限り､試料の供

与及び溶出は､pharmaciaLKB社製のFPLCシステムを用いて行った｡溶出液の

28()nmにおける吸光度を日立 し400()型 Uv検出器を用いて測定 し､日本電気科

学社製の U228型記録計により記録した｡前節で得られたフォスファタ-ゼ Ⅰ及

びⅠⅠ活性画分のそれぞれの画分に､スターラーで撹拝しながら､終濃度 ().92M

となるように固体のammoniumsulfatcを加え､2,50〔)×gで 10分間遠心分離した｡

それぞれの上清を().92Mammoniumsulfateを含む緩衝液 Cで予め平衡化 した

buty1-ccllulofincs一mカラム (め1.5×46cm)を用いたクロマ トグラフィーに供与

した｡非吸着画分を同緩衝液で溶出させた後､｢吸着物を ammoniumsulfatc濃度

().92Mから()M までの直線濃度勾配法により溶出した｡その溶出パターンとフ

ォスファクーゼ活性を Figurc2-3に示した｡

その結果､フォスファクーゼ Ⅰの活性は､ammoniumsulfate濃度 O.35Mから

()Mの問に､フォスファクーゼ Hの活性は､0.46Mから().3Mの間に溶出され

た ｡

さらに､フォスファクーゼ Ⅰを含む活性画分はSephacrylS-10()HR16/6()を用

いたゲル波過に､フォスファクーゼ Hを含む活性画分は､Hydroxylapatitcカラム

クロマ トグラフィーに供した｡

ill
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Figure2-3･Buty1-ccllulofinecolumnchromatography.

Theactivefractions(0･()5M,0.1MNaCトCluates)onDEAE一ccllul｡finc
c()lumnchr｡matigraphy,containingPhosphataseIandII,rcspcctively,wcrc
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Ol92Mammor)iumsulfateinbufferCandthenadsorbedproteinswere
elutcdwithaninverselineargradientUfo.92Mto0Mammoniumsulfatc.
Thenowratewas0.5ml/min.S()lid,dashedanddottedLine,absorbance

profileat280nm,elutiongradientofammoniumsulfateandphosphatasc
activity,rCSpeCtivcly･A:Pわt)sphataseI,B:Ph()SphatascII.
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第 5項 Hydroxylapatiteカラムクロマ トグラフィー
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Figure2-4･Hydroxylapatitccolumnchromatography･

TheactivefractionsonButy1-ccllulofinccolumnchromatography,
C()ntalnlngPh()SphatascII,wereappliedtoacolumnofhydroxylapatitc

coluTn(¢l･()x10cm)equilibratedwithbufferDandadsorbed
protclnSwereelutedwithbufferE.Thenowratewas0.5ml/min.
Solidanddottedlinerepresentabsorbanceprofileat280nmand
phosphataseactivity,respectivcly･

前項で得られたフォスファクーゼ Hを含む活性画分を遠心濃縮器により､約

3mlまで濃縮し､7,000×gで 10分間遠心分離した｡得られた上清を緩衝液 DでA

予め平衡化 しておいた脱塩カラム (HiTrapTMDesaltingカラム､カラム体積 5ml)

に供与し､活性画分の緩衝液を CからDに交換した｡
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これにより得られた画分を緩衝液 Dで予め平衡化しておいた Hydr()Xylapatitc

カラム (¢1.0×10cm)に供与した｡非吸着画分を同緩衝液で溶出した後に､

吸着タンパク質を緩衝液 Eで溶出した｡その溶出像とフォスファクーゼ活性の

測定結果をFigurc2-4に示した｡フォスファクーゼ ⅠⅠの活性は､非吸着画分に検

出された｡次に､この活性画分をscphacrylS-1OOHR16/60カラムを用い たゲル

波過に供した｡

第 6項 sephacrylS-1()()HR16/60カラムによるゲル櫨過

前々項及び前項で得られたフォスファクーゼ Ⅰ及びHの活性画分をそれぞれ､

遠心濃縮器により､約 2mlまで濃縮し､2,5()()×呂で 10分間遠心分離した｡それ

ぞれの上清を予め緩衝液 Cで平衡化しておいたscphacrylS-1O()HR16/6()カラム

(め1.6×6Ocm)に供与した｡その溶出像とフォスファクーゼ活性測定の結果

をFigurc2-5に示した｡

フォスファクーゼ Ⅰの活性は､溶出時間およそ卯 分から12()分の間に検出さ

れ (パネル A)､フォスファクーゼ IIの活性は､95分から115分の間に検出さ

れた (パネル B)0

それぞれのフォスファクーゼをさらに精製を進めるために､M()n()-QHR5/5を

用いたカラムクロマ トグラフィーに供した｡
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第 7項 M()∩()-QHR5/5カラムクロマ トグラフィー

前節で得られた2種のフォスファクーゼ活性画分をそれぞれ､緩衝液 Cで予

め平衡化しておいたMon()-QHR5/5カラム (め().5×5cm)を用いたカラムクロ

マトグラフィーに供与した｡非吸着画分を同緩衝液で溶出し､ 吸着タンパク質

をNaCl濃度 oMから().3M までの直線濃度勾配法により溶出した｡

その溶出像とフォスファクーゼ Ⅰ及びⅠⅠの活性は､それぞれ､NaCl濃度().05M

から().()8Mの間(Figurc2-6)と().1Mから0.12Mの間に溶出された(Figurc2-7)｡

さらに､それぞれのフォスファクーゼ活性画分を緩衝液 Cで 4倍希釈して､再

びMono-QHR5/5カラムに供与 した｡そのリクロマ トグラフィーの結果をフォ

スファクーゼ Ⅰについては､Figure2-6の挿入部分､ⅠⅠについては､Figurc2-7B

に示した｡その結果､両フォスファクーゼは､単一のピークとして溶出されたo

以上のフォスファクーゼ Ⅰ､ⅠⅠの精製表を､それぞれ､Tablc2-2､2-3に示した｡
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TheactivefractionsonSephacrylSl100column,containingPhosphatascI,
WereappiledtoacolumnofMonoIQHR5/5(¢〔)･5x5cm)andthenadsorbed
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fracti()nsonMt)nO-QHR5/5column.
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Table2-2･Purificati(-nofphosphatascIfmmapsychrophilc･

Total Total SpecはC
Steps protein activtity activity Yield Purification

(mg) (units) (units/mg) (%) (fold)

Crudeextract 65,8OO 822 0.013 1OO i.OO

4〔)18O%(NH4)2SO4 16,400 393 0･024 47･8 1･92
DEAE-Cellulofine 208 36.1 0.174 4.39 13.9

Butyl-Cellulofil16 15.8 26.4 1.67 3.21 133

SephacrylS-10() 1.44 25.9 18.1 3.15 144()
Mono-0 0.260 15.1 58.0 1.83 4650

Table2-3･PurificationofphosphataseIIfromapsychrophile.

steps pT(?;ea壬n ｡cTt記Tilty Scpt?vcif;c Yield Purification
(mg) (units) (units/mg) (%) (ft)1d)

cmdecxtract 65,800

40-80%(NH4)2SO4 16,400
DEAE一ccllulofine 664

Buty1-ccllulofine 28･5

Hydroxylapatitc

SephacrylS-100
1stMono-0

2ndMonoIQ
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第8項 精製フォスファクーゼ Ⅰ及びⅠⅠの均一性の検討

前項までの精製ステップより得 られたフォスファクーゼ Ⅰ及び ⅠⅠの活性画分

を､SDS-PAGElZ)とpH8.8の分離ゲルを用いたNativc-PAGE13)に供することに

より､それぞれの精製フォスファクーゼの均一性を検討 した｡

その結果､Figure2-鋸こ示すように､ SDS-PAGE､Native-PAGEに供 し､銀染

色法 14)によりタンパク質を染色 したところ､フォスファクーゼ Ⅰ､ⅠⅠ共に､ 単

一なバンドとして得られた｡このことから､最終精製標品は､電気泳動的に均

一であることが示されたO特に､SDS-PAGEにおいては､フォスファクーゼ I

が38.4kD､フォスファクーゼ ⅠⅠが 41kDの分子量を有すること､また､還元剤

である2-mcrcaptoethan｡1の存在下､非存在下のどちらの条件においても､両フォ

スファクーゼの泳動パターンに変化はないことから (データ示さず)､両酵素

がモノマーであることが同時に示された｡
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A(Native-PAGE) B(SDS-PAGE)

Lane 1 2 3

+
Figul･C2･8･HomogcneltyOfpurifiedphosphatasesfromapsychrophilcI

PanelA,Native-PAGE(pH8.8).
Leftdisc:PhosphataseI(180ng),rightdisc:PhosphatascII(18Ong).

PanelB:SDSIPAGE.

Lane1:PhosphataseI(18〔)ng),Lane2,Phosphatascll(2OOng),
I-ane3:molecularwe]-ghtmarkerscontainingrabbitphosphorylaseb
(97,40()),bovineserumalbumin(66,3()O),rabbitaldolase(42,40()),
bovinccarbonicanhydrase(30,000),andsoybeantrypsininhibit()r
(20,100).
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第 6節 小括

本章においては､第 1節 緒論において述べたように､好冷菌に内在するフ

ォスファクーゼの分離精製を目的として実験を行った｡その結果､好冷菌菌体

を磨砕､硫安分画､さらにDEAE-Ccllul()fincカラムクロマ トグラフィーに供する

ことにより､フォスファクーゼ活性は､0.05MNaCl､0.1MNaClを含む溶出画

分に分画され､それぞれの画分に含まれるフォスファクーゼをフォスファクー

ゼⅠ､Hと命名 した｡次いで､さらに､精製を進めるために､それぞれの活性画

分をButy1-ccllulofinc､Hydroxylapatite､ScphacrylS-100､Mono-Qカラムを用いた

クロマ トグラフィーに順次供与した｡

Table2-2､2-3に要約 しているように､フォスファクーゼ Ⅰは､58units/mgの

比活性を示し､38.4kDの分子量を有するタンパク質として､活性収率 1.83%､

精製倍率 4650倍に精製され､フォスファクーゼ ⅠⅠは､1()4units/mgの比活性を

示し､41kDの分子量を示すタンパク質として､活性収率 13.1%､精製倍率

832O倍に分離精製された｡本実験において､フォスファクーゼの安定化のため

に､5mMMgC12､1Ms｡rbitolを含んだ緩衝液を精製過程に使用したことが､熱

に対して不安定である低温酵素の分離精製を可能にしたと考えられる｡

また､精製酵素の均一性の検討を行った際に､両フォスファクーゼ共に還元

剤の存在下､非存在下に関わらず､電気泳動において単一なバ ンドとして泳動

されたことから､両酵素とも､好冷菌菌体内においてモノマーとして機能して

いることが示唆された｡

以上､好冷菌 (shewanellasp.)より､各種クロマ トグラフィーを用いた2分

子種のフォスファクーゼの分離精製法を確立した｡
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第3章 フォスファクーゼ 1及び IIの酵素的性質 】oル 15)

第 1節 緒言

前章までに､低温酵素の分子特性の解明のための実験材料として､2種のフォ

スファクーゼを得た｡

現在までに､フォスファクーゼは､さまざまな生物種から分離精製されてお

り､その酵素的性質である反応至通pHから酸性フォスファクーゼ､アルか ノフ

ォスファクーゼという大きな二つのカテゴリーに分類され､特性化されている｡

本章では､これら2種のフォスファクーゼの機能を検討する上で重要である､

pH安定性､pH依存性､また､低温酵素として特徴的であると考えられる熱安

定性､温度依存性､さらに､金属要求性､基質特異性などの酵素的性質を検討

した｡また､フォスファクーゼⅠに対する各種阻害剤の影響及びこの酵素の活性

中心アミノ酸残基の決定を行った｡

第2節 実験材料

第 1項 試薬及び実験動物

フォスファクーゼ活性測定に用いたpNPP､pNP､PTKの部分精製に用いた

DEAE-CellulofincA-5OOmについては､第 2章 第 2節に記述 した｡0-phospho-

L-tyr()sinc､()-phosph()-L-serinc､0-phosph()-L-threonineとその他のリン酸化合物､

proteinkinaseAcatalyticsubunit (166units/mg)､PCMB､PCMPS､NEM､DEPC､

MIAMは､NacalaiTesque社より､ELdlerichiacoliC75由来のアルカリフォスファ

クーゼ (BAPC75､191units/mg)は､和光純薬工業より購入 した｡平均分子量

37kDのp｡lyEY､脱 リン酸化済casein､MBP､phosph()rylaseb､ph｡sph()rylasckinase
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(240units/mg)は､sigmaChemical社製のものを､bovinehistoncHlは､GIBCOBRL,

LifeTechTIOIogies社製のものを使用 したO[1-14C]MIAA(10mCi/mmol)は､American

Radi()labclcdChemicals杜､【γ-3Zp]ATP(4500Ci/mm()1)は､ICNBi()mcdicals社､ラ

ット(MalcWistarST､SPF､7週齢)は､日本 sLC社より購入 した｡シリカゲル

プレー ト (2()×20cm､250LLm厚)は､whatman社のものを使用 した｡その他の

試薬は､特級のものを使用 した｡

第 2項 タンパク質の定量

本節でのフォスファクーゼ Ⅰ及びⅠⅠの量は､それぞれの分子吸光係数 10,ll)か ら

算出した｡また､プロテインフォスファクーゼ活性測定の際に使用 した各タン

パク質の重量は､それぞれ精密天秤で精秤 した｡

第 3節 実験方法

第 1項 RatProtcinTyr()sineKinaseの調製

pTKは､Bmnatiらの方法 16)に基づき､次のように部分精製 した｡5匹のラッ

トから摘出した牌臓 (約 15g)を 70%ethan()1で消毒 したハサ ミで細か く切断し､

30mlの破砕用緩衝液 [50mMTris-HCl(pH7.5)､2mMMgCIz､1mMEDTA]中に

懸濁させた｡この懸濁物を､ヒスコ トロンホモジナイザー (こチオ ン理科器製

作所製)を用いて､1分間破砕 し､1,000×gで､10分間遠心分離 した｡この遠

心分離により､核画分と末破砕の細胞が沈澱として取 り除かれた｡さらに､そ

の上清を 30,0()O×gで 3()分間遠心分離 した｡得 られた沈澱を lOmlのタンパク

質抽出用緩衝液 [1()OmMTris-HCl(pH7.5)､10%(W/V)glyccrol､1mMEDTA､

1()mM2-mcrcaptocthanol､1%(V/V)NP-4O､0.1mMPMSF]に再懸濁 し､この懸濁物
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を､ヒスコ トロンホモジナイザーを用いて､1分間破砕 し､3(),00()×gで 30分間

遠心分離した｡これにより得られた上清を膜タンパク質抽出画分として､クロ

マ トグラフィー用緩衝液 〔25mMHepesINaOH(pH7.())､1O%(W/V)glyccrol､

().1%(V/V)NP-40､1mMEDTA､1()mM2-mercaptocthan()1､0.1mMPMSF]に対し

て一晩透析 した｡この透析内液を､予めクロマ トグラフィー用緩衝液で平衡化

しておいたDEAE-CellulofincA-5OOm(4)1.0×1()cm)カラムに供与 した｡非吸着

画分を溶出後､吸着タンパク質を0.1MNaCl､0.3MNaCl､().5MNaClを含む同

緩衝液で順次､溶出した｡

DEAE一ccllulofincカラムクロマ トグラフィーの溶出画分の pTKの活性は､以下

の方法 17)で測定した｡

5()mMTriS-HCl(pH7.8)､50mMMgC12､1()LLMvanadate､60.uMl7-32p]ATP(loo°

cpm/pmol)､1mMpolyEYと適当量の酵素を含む全容量 5()ulの反応系で､3OoC､

2()分間インキュベ- トした｡次いで､20mgmlのBSA溶液を 1()LLl､20%(W/V)

のTCAを 6Oul加えることにより反応を停止した｡この TCAにより生じた沈澱

を 1()%(W/V)TCAで 3回洗浄し､液体シンチレーションカウンターに供 した｡そ

の放射活性からp(11yEYに取り込まれたリン酸のモル数を定量 した｡

その結果､O.3MNaClを含むクロマ トグラフィー用緩衝液による溶出画分に

pTKの活性が認められた｡この活性画分には､pTKII及び ⅠHの2分子種の PTK

が含まれ 17)､pTPasc活性は認められなかった｡

この方法により､比活性 849units/mgの pTK部分精製標品を得ることができ､

以Tの実験に使用した｡
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第 2項 プロテインフォスファクーゼ活性測定に用いる基質の調製

p｡1yEY､MBPのチロシン残基のリン酸化は､次のように行った｡().4mgの

polyEYまたは､MBPと169unitsのPTKを〔).5mlの 50mMMgC12､1()mMsodium

vanadate､6OLIMATP､0.88nM[ツー32p]ATP(2.1×107cpm)を含む50mMTris-HCl

(pH7.8)中で30℃､2時間反応させた｡次いで､その反応液を､().1mMsl)dium

vanadatcを含む5()mMTris-HCl(pH7.5)､さらに､25mMMES-NaOH(pH6.())に

対して､順次透析した｡

hist｡neHl､Cascinのセリンまたは､スレオニン残基のリン酸化については､

0.3mgのb()vinchistoncHlあるいは､0.5mgの Cascinと1.3unitsの PKAca〔atytic

subunitを､().5mlの().1mMEGTA､1()%(V/V)glyccrol､0.1%(Ⅴ/V)2-mcrcapt()cthanol､

10mMmagnesiumacetatc､1()(叫MATP､1.46nM[7-32p]ATP(3.5×107cpm)を含む

50mMTris-HCl(pH7.0)中で30oC､16時間反応させた｡また､phosphorylaseaは､

0.5mgのphosph()rylascbを 1.2urlitsのphosphorylasck]-nとlSeと().5mlの 1('mM

magnesiumacctate､16mMCaC12､10()トLMATP､1.46nMly-32p]ATP(3･5×1()7cpm)

を含む66mMsodiumglycerophosphate(pH8.(I)中で 30oC､1()分間インキュベー ト

することにより調製 した｡これらの反応液は､リン酸化 p()lyEYの調製と同様に

透析した｡

この操作により､1molのpolyEY､MBP､histoneHl､及びph()sphorylaseaに､

それぞれ().44､0.37､0.61､1,Omol､さらに1mgのCaseinに 14.7nmolの[32p]

リン酸が取り込まれた｡
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第3項 フォスファクーゼ活性測定系

(1)フォスファクーゼのpH安定性､熱安定性を検討した際の残存活性は､次

のように測定した｡

フォスファクーゼⅠは､1mMpNPPと2.5mMMgClZを含む5°mMMES-NaOH

(pH6.())中で､2()oC､30分間インキュベ- トし､フォスファクーゼHは､

1mMpNPPと2.5mMMgC12を含む250mMethanolamine-HCl(pH9.8)中で､4()℃､

5分間､また､BAPは､1mMpNPPと2.5mMMgC12を含む 100mMTris-HCl(pH

8.0)中で､25℃､5分間インキュベ- トした｡それぞれ､().1NNaOHを加えるこ

とにより反応を停止し､生じたpNPの量を､予め作成しておいた検量線より算

出し､残存活性を定量した｡なお､この反応時間においては､フォスファクー

ゼⅠ､H､BAPの反応は､直線的に進んだ｡

(2)精製酵素の活性の至通 pHを検討する際には､2.5mMMgClZと1mMpNPP

を含む各pHの緩衝液中で､フォスファクーゼIに関しては､20℃で 6分間､フ

ォスファクーゼIIでは､25℃､5分間インキュベ- トし､0.1NNaOHを加える

ことによって反応を停止した｡

(3)活性の最適温度の検討の際には､フォスファクーゼ Iの場合､

2.5mMMgC12と1mMpNPPを含む50mMMES-NaOH(pH6.O)中で､各温度で 6

分間インキュベ- トし､フォスファクーゼII､BAPは､それぞれ､2.5mM MgC12

と1mMpNPPを含む5()mMethanolamine-HCl(pH9.8)､loomMTis-HCl(pH8.0)

中で､各温度で5分間インキュベ- トした｡反応は､0.1NNaOHを加えること

により停止し､検量線から生じたpNPのモル数を算出した｡

(4)精製酵素の活性に及ぼす金属の影響については､次の方法で調べた｡

酵素液に含まれる金属イオンを除去するために､EDTAを最終濃度 10mM に

なるように加えた後に､フォスファクーゼⅠでは､25mMTrisIHCl(pH7.5)に､

フォスファクーゼ IIでは､蒸留水に対して2日間､4℃で透析したOここで得ら

れた酵素溶液を用い､各々の金属イオンの存在下で､活性を測定した｡ここで

の反応条件は､フォスファクーゼⅠについては､25mMMESINaOH(pH6.0)中で､
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30℃､30分間､ⅠⅠでは､25mMTris-HCl(pH7.5)中で､25oC､1()分間とした｡

性を測定した｡

使用した緩衝液は､フォスファクーゼⅠでは､25mMMES-NaOH(pH('.O)､ⅠⅠ

では､5()mMTris-HCl(pH7.5)とした｡

6.OngのフォスファクーゼⅠあるいは､24.Ongのフォスファクーゼ Ilを､

2.5mMMgC12と最終濃度 4mM以下のさまざまなリン酸化合物を含む4().ulの各

緩衝液中において､フォスファクーゼⅠでは､3O℃､5分間､フォスファクーゼ

IIでは､25℃､1O分間インキュベ- トした｡8LLlの40%(W/V)TCAを加えること

により､酵素反応を停止し､Kimelbergらの方法 18)に基づき､産生された無機リ

ン酸のモル数を定量した｡

(6)フォスファクーゼⅠのプロテインフォスファクーゼ活性の測定は､Hiraga

らの方法 19)を改良して行った｡

6.Ong(().16pm('1)のフォスファクーゼ Ⅰと､本節､第2項で調製した各基質

タンパク質【22.5pm')lの32p-リン酸 (1.6×1()4cpm)を含む2.0LLgのリン酸化

p()1yEY､または､3°pmolの32p-リン酸 (2.1×104cprn)を含む､().9ugのリン酸

化MBP､2.()LLgのリン酸化 cascin､1.OLLgのリン酸化 histoncHl､2.9ugの

ph()sphorylasea]を､2mMMgC12と15LlgのBSAを含む 15Lllの25mMMES-NaOH

(pH6.O)中で30℃､0-60分間反応させた｡反応液に160LLlの 10%(W/V)TCAを

加えて､酵素反応を停止した後､15,000×gで2分間遠心分離した｡得られた上

清のうちの 15OLL=こ25LLlの5%(W/V)ammoniummolybdatc-4NH2SO4､15()LLlの

isobutylalchol-benzene(1V:1V)を加えた｡遠心分離後､上層のうち1()0LLlをLSC-51()()

形液体シンチレーションカウンター (juOka社製)に供し､産生された無機 リン

酸のモル数をその放射活性から算出した｡

(7)フォスファクーゼⅠへの各種阻害剤の影響を調べる際には､その残存活性

は､1mMpNPPと2mMMgC12を含む25mMMES-NaOH(pH6･O)中で､3()℃､5

分間インキュベ- トすることにより生じるPNPのモル数から算出した｡
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第4項 フォスファクーゼⅠのDEPCまたは､14C-MIAAによる修飾

フォスファクーゼⅠはDEPC､14C-MIAAにより次のように修飾した｡

(1)DEPCによる修飾 :7.7ng(O.2pmol)のフォスファクーゼ Ⅰを､各濃度

のDEPCと2mMMgCl2､2%(V/V)acetonitrileを含む10ulの25mMMES-NaOH(pH

6.O)中で､15℃､｡-1O分間インキュベ- トした｡1Oulの 10OmMhistidinc(pH7.0)

を加えた後､前項に記載した方法により残存活性を測定した｡

(2)14C-MLAAによる修飾 :3pg(80pmol)のフォスファクーゼⅠと第 10

節において決定した､フォスファクーゼIの500O倍モル量である400nmolの

14C-MIAAを､2mMMgC12と1Msorbitolを含む().5mlの25mMMES-NaOH

(pH6.0)中でN2gaS存在下､15℃､2時間､暗所でインキュベ～ トしたOその反

応液から未反応の14cIMnAを除去するために､5%(V/V)aceticacidに対して透析

した｡その透析内液を凍結乾燥し､14C-MIAAでラベルされたタンパク質を､

0.1%(V/V)phenolと0.25%(V/V)2-mcrcaptoethanolを含む6NHClに溶解し､ガラス

封管した試験管内で 110℃､25時間加水分解した｡

第5項 薄層電気泳動

前項 (2)で得られた加水分解物を減圧下で乾燥し､5(叫1の2()mM HClに溶

解した｡その溶解物を､等容量(25け1)ずつに分け､一方は､cM-aminoacidstandard

と共に､他方は単独で､silicagelplatc上にスポットした｡電気泳動は､p)′ridine-

aceticacid-water(100V:4v:900V)の緩衝液系 (pH6.5)を用い､15℃､2時間､6mA

の定電流で行った｡電気泳動後､ standardaminoacidを､ninhydrinにより発色さ

せた｡その後､プレー トは､イメージング解析を行うために､Bio-imaginganalyzer､

BAS-1()OO(FujiPhotoFilm社製)に供した.各 cM-histidine誘導体は､Kleanthous

らにより求められた20)､pH6.5における相対的な移動度より同定した｡
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第4節 フォスファタ-ゼ Ⅰの酵素的性質

第 1項 pH安定性

精製フォスファクーゼ ⅠのpH安定性を調べるために､以下のように酵素を処

理した｡

6.Ong(().16pmol)のフォスファクーゼⅠを､1()rAlの5mMMgCl2を含む各 pH

の緩衝液 [50mMsodiumacetate-acetate(pH4.O､5.())､50mMMES-NaOH(pH('.O､

7.())､50mMTris-HCl(pH8.0､9.0)]中､20℃で0-60分間インキュベ- トした｡

これらの処理による精製フォスファクーゼⅠの残存活性は､本章､第3節､第

3項に記載した方法で測定した｡

その結果､Figure3-1に示すように､フォスファクーゼIは ､pH('.()～8.()の間

で安定であった｡
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Figure3･1･pH-stabilityofPhosphataseL

Thebuffersolutionsusedweredescribedinthetext.Theenzymcwas
incubatedinindividualbuffersolutionscontaining5mMMgCl2forthe
indicatedperiodsoftimeat20℃,andtheremainingactivitywasassayedas
describedinthetext.

ThevalueoflOO%correspondstoO･675nmolPNP/min･
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第2項 活性の至適pH

フォスファクーゼI(6.Ong､()116pmol)を､2.5mMMgC12を含む各pHの緩

衝液 (前項に記載)中で､本章､第3節､第3項の方法に従い､活性を測定し

た｡

その結果､Figurc3-2に示すように､フォスファクーゼ Ⅰの反応至適 pHは､

pNPPを基質とした場合､pH6.0であり､中性付近で高い活性を示した｡

この反応至適 pHから判断すると､フォスファクーゼⅠは､酸性､アルカリフ

ォスファクーゼのどちらにも分類されなかった｡
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text.
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第3項 熱安定性

フォスファクーゼⅠの熱安定性を検討するために､精製酵素を次のように処理

した｡

6.Ong(0.1('pm()1)のフォスファクーゼIを､5mMMgCl2を含む 10LLlの5()mM

MES-NaOH(pH6.0)中､O-60oCの各温度で0-60分間インキュベ- トした｡

これらの処理による精製フォスファクーゼ Ⅰの残存活性は､本章､第3節､第

3項に記載した方法で測定した｡

その結果､フォスファクーゼⅠは､60分のインキュベ- トの間において 2OoC

までは安定であるが､それ以上の温度では､その残存活性は経時的に減少した
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Figure3-3.Thermo-stabilityofPhosphataseI･

Ph()SphataseIwasincubatedatindividualtemperaturesandpH6･O
f()rtheindicatedperiodsnftime,andthenthercmainlngactivity
wasdctermincdasdescribedinthetext.

Thevalueofloo瑞co汀eSPOndstoO･675nmolPNP/min°
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第4項 活性の至適温度

精製フォスファクーゼ Ⅰ(7.9ng､0.2pmol) について､本章､第 3節､第 3

項の方法に従い､各温度でのその活性を測定 した｡

その結果､フォスファクーゼ Ⅰの至適温度は､pNPPを基質とした場合､30℃

であり､低温域 (0-15℃)においても30℃での活性の27-38%の活性を示 し

た (Figurc3-4)0

この精製フォスファタ-ゼは､低温域においても高い活性を保持 しているこ

とが示された｡
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第5項 活性に及ぼす金属の影響

本章､第3節､第3項に記載した方法により､精製酵素を含む溶液中から､

EDTA処理､それに次 ぐ透析によって金属イオンを除去した後に､Table3-1に示

すような金属イオンの存在下でその活性を測定した｡

その結果､Tablc3-1に要約したように､フォスファクーゼ Ⅰの活性が､Mg十

イオン､CaZ+イオンにより6.1倍､7.1倍に上昇することを確認 した｡それに対

して､Zn2十イオンは､本酵素の活性を顕著に低下させた｡

Table3-1･EffectsofdivalentcationsonPhosphatascIactivity.

Activity Rclativc
(units/mg) activity(%)

none

2･5mM MgC12
2.5mM CaC12
2.5mMMnC12
2.5mMZIIC12
2.5mMC()C12

0
5
nU
′0
1
7

/hU
くり
3
3
つJ
RU

3
4
1

つん

nU
7
4
5
つ
〕
/hU

nU
nU
l
つん
5
7

1
/hU
7
つ
〕

4

34



第6項 基質特異性

リン酸化合物に対する精製酵素のカイネティックパラメーターをTablc3-2に

示した｡

フォスファクーゼⅠは､合成基質であるpNPPの他には､0-ph('sph('-L-tyrosinc

のみを脱 リン酸化した｡また､デ∵夕には示していないが､本酵素は､

0-phospho-L-serine､0 -phosphoIDL-threonineを脱 リン酸化しなかった｡このこと

から､フォスファクーゼⅠが､タンパク質中のリン酸化チロシン残基を脱 リン酸

化する可能性が認められた｡

Table312･SubstratespecificityofPhosphataseI･

Substrate
Km Vmax kcat kcat/Km

(mM) (nmoIPi/min) (S-1) (S-1/mM)

PNPP O･95 0.50 112 118
Phosph()tyrosine l･42 0.75 16.8 11,8

上記の結果において､フォスファクーゼⅠが､タンパク質中のリン酸化チロシ

ン残基を脱 リン酸化する可能性を示した｡本項では､その可能性を証明するた

めに､チロシン残基をpTKによってリン酸化したチロシンとグルタミン酸のラ

ンダムポリマーであるpolyEY､MBPと､セリンまたはスレオニン残基を､PKA

catalyticsubunitでリン酸化した histoneHl､Casein､また､phosphorylasckinasc

でリン酸化したphosph｡rylascaを基質として､フォスファクーゼ Ⅰの脱 リン酸化

能を検討した｡

その結果､Figure315に示すように､フォスファクーゼⅠは､チロシン残基を

リン酸化したpolyEY､MBPを脱 リン酸化した｡それに対して､本酵素は､その

他のリン酸化タンパク質を基質としなかった｡この結果により､フォスファク

ーゼⅠは､タンパク質中のリン酸化されたチロシン残基を脱 リン酸化するpTP｡S｡

活性を有することが示された｡
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第7項 フォスファクーゼ Ⅰに対する各種阻害剤の影響

前項において､フォスファクーゼ ⅠはpTPase活性を有することを示した｡本

酵素の PTPasc活性は､2-mcrcaptoetbanolや DTrなどの還元剤の影響を受けなか

った (データ示さず)｡しかし､これまでに報告されている全ての pTPaseは､

システイン残基を活性中心触媒アミノ酸とするsH酵素であり､活性の発現に還

元剤を必要とすることが知られている21)｡故に､フォスファクーゼ Ⅰの活性中心

触媒アミノ酸が､他の PTPaseとは異なるアミノ酸であると考えられる｡

そこで､フォスファクーゼ Ⅰの活性中心アミノ酸残基を決定するために､Table

3-3に示すような各種阻害剤を､適当な濃度でフォスファクーゼ Ⅰと15℃､1時

間､pH6･0で反応させた｡反応後､pNPPを基質として残存活性を測定 したとこ

ろ､5()uMDEPCで処理することにより､この酵素の活性は完全に消失した｡

また､MIAA､MAMで処理することでもその活性の低下が認められた.特に､

8.0卜MMIAAでは､フォスファクーゼ Ⅰの 83%が阻害を受けた｡

Table3-3･EffectsofinhibitorsonPhosphataseIactivity･

Inhibitors Concentration Remainingactivity(%)

none
PCMB
PCMPS

NEM

MIAA

MIAM
DEPC

1.0mM
1.OmM
4.0mM
1.OmM
4.0mM

810トlM
16.0LLM
1.OmM

10.OpM

50･OLLM
1.OmM

nU

つム
∠U
7
7
3
7
/LU
つん
nU
nU
nU

nU

R
U
Oノ
8
0ノ
00
1

1

日
日

PhosphataseI(6･Ong,()･16pmol)wasincubatedwithindicatedconcentrationsof
inhibitorsinlOトLlof25mMMES-NaOH,pH6･Ocontaining2mMMgC12at15oC
for6CImintTTleremalnlngactivitywasdeterminedasdescribedinthetext.
Thevalueof100%correspondstoO.45nmolPNPpermin･
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また､データは示していないが､同様の処理を行った本酵素は､リン酸化 polyEY

を基質とした場合でも同程度に阻害を受けることが認められた｡

対照的に､PCMB､PCMPS､NEMは､その濃度を上昇させても本酵素の活性

に対して顕著な効果は認められなかった｡

ここで､MIAAとMIAMは､システイン残基のSH基とヒスチジンのイ ミダゾ

ール基を修飾 し22)､DEPCは､ヒスチジン残基に対する特異的な修飾試薬で 23)､

有機水銀試薬であるpcMBとpcMPS､二価性試薬であるNEMは､sH基に特

異的に反応する24･25)0

これらの試薬の性質を考慮すると､このフォスファクーゼ Ⅰは､ヒスチジンの

修飾により活性が消失すると考えられ､本酵素の活性中心ア ミノ酸がヒスチジ

ン残基であることが示唆された｡

第8項 DEPCにより修飾されるアミノ酸数の算出

前節において､ヒスチジンの修飾試薬により､フォスファクーゼ Ⅰが､阻害を

受けることを示したが､この失活が活性中心以外の多数のヒスチジンの修飾に

起因した立体構造の変化によるものである可能性は否定できない｡そこで､こ

の節では､DEPCにより修飾されたア ミノ酸残基数をLevyらの方法 26)に基づい

て算出した｡

第3節､第 2項 (1)に記載 した方法により､DEPC処理 したフォスファクー

ゼⅠの残存活性を測定 し､0.2-2.0mM のDEPCによる残存活性の経時的変化を

Figurc3-6パネル Aに示 した｡この残存活性の変化は､2.0mMDEPC処理で､残

存活性が50%になる時間 (tl′2)を3.3分とする偽一次直線を示した｡ここで得

られた各濃度の DEPC処理によるtl′2の対数をDEPC濃度の対数との関数として

プロットした (Figurc3-6パネル B)｡その結果､その関数は､絶対値 1.()()7を

傾きとする直線として得られた｡この傾きは､DEPCによるフォスファクーゼ 1

の失活を伴う修飾反応の次数に相当する 26)｡従って､DEPCにより修飾され､

失活を伴うア ミノ酸残基数は 1個と算出された｡
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A:PhosphataseI(7･7ng,O.2pmol)wasincubatedwithdifferent

concentrati?nsofDEPC;0･2(closedtriangle),O･5(cl''sedsquare),
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foreachDEPCconcentration.

B:Adouble-logarithmicplotoftl/2againstDEPCconcentrati()n.
Theslope valueis1.()O7witharegressioncoefficientofO1999.
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第 9項 14C-MIAAにより修飾されたアミノ酸の同定と定量

前項までのTablc3-3､Figure3-6における実験結果から､フォスファクーゼ Ⅰ

の活性中心は､ヒスチジン残基であることが示唆された｡しかし､DEPCにより

修飾されたヒスチジン､即ち､carbethoxyhistidineは､pHが中性以外の範囲では

非常に不安定である23)ことから､アミノ酸分析等による実験方法では､その同

定が困難である｡故に､修飾された活性中心ア ミノ酸をヒスチジン残基である

とする直接的な証拠としては､不十分である｡

そこで､本節では､薄層電気泳動を用いて､14C-MIAA処理により修飾された

ア ミノ酸の同定と定量を行い､本酵素の活性中心ア ミノ酸がヒスチジン残基で

あることを直接的に証明した｡

その修飾反応において使用する14C-MIAAのモル量､その反応時間の設定を行

った ｡

(1)-4C-MIAAとフォスファクーゼ Ⅰのモル比の決定

2.2pm｡1のフォスファクーゼ Ⅰと1.0､5.()､12.0mm()1の 14C-MIAAを､

5mMMgC12と1Msorbit｡1を含む50mMMES-NaOH(pH6.0)中で 15℃､60分間

反応させ､その後､残存活性を測定した (Figurc3-7A)｡

(2)反応時間の決定

2.2pmolのフォスファクーゼ Ⅰと10nmolの 14C-M仏Aを､5mMMgC12と

1Msorbitolを含む 50mMMRS-NaOH(pH6.0)中で 15℃､0-120分間反応させ､

その後､残存活性を測定 した (Figurc3-Ⅷ )0
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以上の結果から､フォスファクーゼⅠは､その5000倍モル量の 14C-MIAAと2

時間反応することにより､90%以上の阻害を受けることが示された｡

そこで､第3節､第2項 (2)に記載した方法を決定し､8()pm()1のフォスフ

ァクーゼⅠを】4C-MIAAで修飾した｡修飾タンパク質を塩酸加水分解し､その分

解物を薄層電気泳動に供与した｡なお､この本実験においても､予備実験と同

様に､この修飾反応によりフォスファクーゼⅠは､90%の阻害を受けた｡

泳動後のプレー トのイメージング解析の結果､Figure3-8Bに示すように､修

飾されたフォスファクーゼⅠ中のCM一誘導体は､その泳動位置からi-CM-histidinc

と同定された｡また､その放射活性から､cM一誘導体のモル数を定量したところ､

1-CM-histidineは､70pmolと算出された｡従って､1molのフォスファクーゼⅠ

中の0.88m()1のヒスチジン残基が14C-MIAA処理によって修飾されたこととなり､

この修飾は､14C-MIAA処理によるこの酵素の阻害効果とよい相関性が得られた｡

また､Figures-8のパネルB､また､パネル Cにおいて､CM-cysteinの泳動位置

には､放射活性は認められなかった｡

以上の結果､フォスファクーゼⅠの活性中心は､ヒスチジン残基であり､他の

pTPascとは異なり､システイン残基は関与していないことが示された｡
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PhosphataseI(3LLg,80pmol)wastreatedwith400nmolof14C-MIAA,
andthenhydrolyzed･Thehalfportion(equivalentto40pmolt)fphosphatascI)
ofthehydrolyzatealone(Lane1),withCM-aminoacidsasstandard(Lane2)

andstandardalone(Lane3)WerFsubjectedtoathinllayerelectrophoresis･
A:StainingOfauthenticCM-amlnOaCidswithninhydrinonasilicagelplate･
ち:Autoradi()graphyoftheplatc･C:TheradioactlVltyOfsegmentofplatewith
617mm-widthonlane1inB.ArrowsindicatethepositionsofCMICyStein(CM-Cys),
1,3-diCM-histidinc(diCMIHis),3lCM-histidine(3-CM-His),
1-CM-histidine(llCM-His)onorigin(Ori),andhistidine(His)ontheelectrophoresis･
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第 5節 フォスファクーゼ ⅠⅠの酵素的性質

第 1項 pH安定性

精製フォスファクーゼ ⅠⅠの pH安定性を調べるために､以下のように酵素を処

理した｡

これらの処理によるフォスファクーゼの残存活性は､本章､第 3節､第3項

に記載 した方法で測定した｡

2.8ng(0･｡7pmol)のフォスファクーゼ ⅠⅠを､4Oulの51nMMgC12を含む各 pH

の緩衝液 [1()()mMsodiumacetate-acetate(pH5･())､1()0mMMESINaOH(pH(,10､7･())､

loomMTris-HCl(pHH.())､loomMethanolamincIHCl(pH9･()､10･())､10()mM

glycine-NaOH-NaCl(pH11･())]中､20oCで､0-60分間インキュベー トしたo

その結果､Figurc3-鋸こ示すように､フォスファクーゼ ⅠⅠは､pH6･()～11･()の

間で安定であった｡

0 10 20 30 40 50 60

Time(min)

F)'gure3-9.pH-stability()fPhosphataseII.

Thebuffers()luti()nsusedweredescribedinthetext.TheenzymeWas
incubatcdinindividualbuffersolutionscontaining5mMMgC12forthe
indicatedperiodsoftimeat20℃,andtheremainingactivitywasassayedas
describedinthetext.Thevalueofloo鞄co汀eSpOndsto18.4mm｡lPNP/min.
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第2項 活性の至適pH

フォスファクーゼⅠⅠ(4.5ng､0.llpmol)を､2.5mMMgC12を含む各 pHの緩

衝液 (前項に記載)中で､本章､第3節､第3節の方法に従い､活性を測定し

た｡

その結果､Figurc3-10に示すように､フォスファクーゼⅠⅠの反応至適 pHは､

pNPPを基質とした場合､pH9.8であり､アルカリ側において高い活性を示した｡

この結果から､フォスファクーゼⅠⅠは､アルカリ性に至適 pHを有するアルカ

リフォスファクーゼに分類された.そこで､この実験結果に基づき､フォスフ

ァクーゼHの対照酵素には､Eschericlu'acoliのアルカリフォスファクーゼ(BAP)

を設定した｡

5 6 7 8 9 10 ll 12 13

pH

Figure3-10･Depcndencc()∫activityofPhosphatascIIonpH.

ThereactionratesofPhosphataseIIwasdeterminedasdescribedinthe
text.
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第3項 熱安定性

フォスファクーゼⅠⅠ及びBAPの熱安定性を検討するために､それぞれの酵素

を次のように処理した｡

1().7ng(0.26pm()1)のフォスファクーゼⅠⅠあるいは､12mg(().14pm()1)のBAP

を5mMMgC12を含む4OLLlの5OmMcthanolamine-HCl(pH9.8)､あるいは､

100mMTriS-HCl(pH8.0)中､0-8O℃の各温度で0-6O分間インキュベ- トし

た｡

これらの処理による精製フォスファクーゼの残存活性は､本章､第3節､第3

項に記載した方法で測定した｡

その結果､Figure3-11に示すように､フォスファクーゼⅠⅠは､1()oC以下の温

度では､60分間のインキュベ- トにおいても比較的安定であるが､1〔)℃以上で

は､残存活性は､速やかに減少した (パネルA)｡それに対して､パネル Bに

示したように､フォスファクーゼⅠⅠの対照酵素として設定したBAPは､5()℃ま

で安定であり､80℃､60分間のインキュベ- ト後でも､約 600/Oの残存活性を示

した｡

これらの結果から､好冷菌より分離精製したフォスファクーゼHは､中温菌

の酵素､ここでは､E.coliの有する酵素が活性を十分に保持しているような中温

域においても速やかに失活することが示された｡
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第4項 活性の至適温度

精製フォスファクーゼ ⅠⅠ(12.Ong､0.29pmol)､BAP(80ng､O.93pmol)に

ついて､本章､第3節､第3項の方法に従い､各温度でのそれらの活性を測定

した｡

その結果､Figurc3-12に示すように､フォスファクーゼ ⅠⅠの至適温度は､40℃

であり､低温域においても40℃での活性の39-42%の活性を示した｡故に､こ

の精製フォスファクーゼHは､低温域においても高い活性を示し､また､フォ

スファクーゼ ⅠⅠの最適温度は､BAPの8O℃と比べて低温側に大きくシフトして

いることが明らかとなった｡
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Figure3･12･DependencesofactivitiesofPhosphatascIIandBAP

｡ntemperature･

Theactivityofrcspcctivephosphataseatindicatedtempcraturcswas
determinedasdescribedinthetext.Circle,PhosphataseII;square,BAP.
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第5項 活性に及ぼす金属の影響

本章､第3節､第3項に記載した方法により､精製酵素を含む溶液中から､

EDTA処理､それに次ぐ透析によって金属イオンを除去した後に､Tablc3-4に示

すような金属イオンの存在下でその活性を測定した｡

その結果､Table3-4に要約したように､フォスファクーゼ ⅠⅠの活性は､Me'

イオン､Mn2'イオン､Co2十イオンによりそれぞれ､10.1倍､5.4倍､4.8倍に上

昇した｡また､zn2'イオン､Cu2'イオンにより､92%以上の阻害効果が認められ

た｡

Table3･4.EffectsofdivalentcationsonPhosphataseIIactivity･

Activity Relative
(units/mg) activity(%)

none

2.5mMMgC12
2.5mMCaC12
2.5mMMnC12
2.5mMZnC12
2.5mMC()C12
2,5mMNiC12
2.5mMCdCl2
2.5mMCuSO4

nu
nu
5
1
00
/b
l
ハb
ハb

o
1
3
4

<
7
7

く
く

1
nU
1
5

4
1

1

第6項 基質特異性

リン酸化合物に対する精製酵素のカイネティックパラメーターをTable3-5に

示した｡

また､フォスファクーゼIIは､広い基質特異性をもち､本実験において用い

た全てのリン酸化合物を脱リン酸化した｡特に､この酵素は､ATP､GTP､CTP､

5'-AMPといったヌクレチ ドリン酸に対して高い親和性を示し､また､kcat/Km

値から判断すると､ATP､GTP､CTPの7-リン酸部位を効率よく脱 リン酸化でき

ると考えられた｡
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Table3･5.Substratcspecificity()fPhosphataseII.

Substrate
Km Vmax

(mM) (nmoIPi/min)

PNPP
β-glyceroph()sphatc
Pyr()phosphate
ATP
UTP
GTP
CTP
ADP
3--AMP
5㌧AMP

Phosphotyr()sine
Phosph()scrinc
Ph()sph()thrconinc

4

5

1
I
/O
2
4
3
0ノ
7
7
nU
3
2

5
つん
7
nU
3
1
1
つん
oO
O
∠U
5
5

1
nU
nU
nU
nU
nU
nU
1
nU
nU
nU
nU
0

5

nu
3
7
′0
8
nU
父U
亡U
つ〕
′D
0
l
∠U

5
3
1
1
つん
つん
l
′0
4
nU
7
つん
つん

7
nU
7
nU
7
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第 6節 小括

本章では､第 1節､緒言で述べたように精製フォスファクーゼ Ⅰ及び ⅠⅠの酵

素的諸性質を検討 した｡その結果､ (1)フォスファクーゼ Ⅰは､反応至通 pH

を､pH6.0にもち､pH6.0-8.0の間で安定であった｡この性質から､本酵素は

酸性フォスファクーゼ､アルカリフォスファクーゼのどちらにも分類されない

ものであることが示された｡また､Tablc3-2に示 したように､その基質特異性

について､本酵素は､合成基質であるpNPPの他には､ホスホチロシンと､Figurc

3-5に示したように､チロシン残基をリン酸化 した polyEY､MBPを脱 リン酸化

した｡ しかし､本酵素は､ホスホセリン､ホスホスレオニン､セ リンまたはス

レオニン残基を リン酸化 した cascin､histoncHl､phosphorylaseaを基質としなか

った｡

これらの結果から､好冷菌フォスファクーゼ Ⅰは､タンパク質中の リン酸化チ

ロシン残基を特異的に脱 リン酸化するpTPase活性を有 していた｡また､本酵素

の活性は､Mg2+､ca2十イオンにより顕著に上昇 した｡さらに､各種ア ミノ酸修飾

試薬を用い､複数のアプローチによって活性中心ア ミノ酸を決定 したところ､

フォスファクーゼ Ⅰは､ヒスチジン残基を活性中心ア ミノ酸としていることを示

した｡

(2)フォスファクーゼ Ilの反応至適 pHが 9,8であり､本酵素が､pH7.()～

ll.0の問で安定であるといった性質から､本酵素は､アルカリフォスファクー

ゼに分類された｡本酵素は､既に特性化されているE.C()liなどのアルカリフォス

ファクーゼと同様に､広い基質特異性を示 した｡また､本酵素の活性は､Mg2+､
Mn2十､ct)2十イオンにより上昇 し､zn2+､cu∑+イオンにより低下 した｡

精製フォスファクーゼ Ⅰ及びHの温度に対する影響について､これらの反応

至適温度は､それぞれ 30℃､4()℃と低 く､特にフォスファクーゼ ⅠⅠの至適温度

は､対照酵素としたBAPの 80℃よりも低温側に大きくシフ トしていた｡また､

低温域 (()～15℃)においても､フォスファクーゼ Ⅰは､至適温度での活性の 27

-38%､Hは､39-42%の活性を発揮することができ､低温域において効率よく
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反応を触媒することが示された｡さらに､それらの熱安定性について､フォス

ファクーゼⅠでは､20℃以上､ⅠⅠでは､10℃以上で､それらの活性は著しく低下

した｡

この温度に関する酵素的性質から､これらの精製フォスファクーゼは､i)檎

温域においても高い活性を示す､ii)反応至適温度が対照酵素のそれと比較して

低温側にシフトしているといった低温酵素の特性を備えていることが示された｡

以上､本章においては､精製フォスファクーゼの酵素的性質を検討した｡
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第4章 精製 フォスファタ-ゼ Ⅰの理化学的性質 10)

第 1節 緒言

前章において､好冷菌 (shewanellasp.)より､2種のフォスファクーゼ (フ

ォスファクーゼ Ⅰ､ⅠⅠ)を分離精製 し､フォスファクーゼ Ⅰについては､本酵素

が､ヒスチジンを活性中心触媒ア ミノ酸とするpTPaseであると結論づけた｡こ

の低温酵素の特性を解明する目的において､その構造特性を検討することは､

必須であり､また､本酵素が他の PTPaseとは､異なる活性中心ア ミノ酸を有 し

ていることからも大きな意義をもつと考えられる｡ 故に本章以降の実験におい

ては､フォスファクーゼ Ⅰに着目した｡

本酵素は､細胞内含量が低いため､この酵素の立体構造の解析には､大腸菌

などで大量発現 した組み換えタンパク質が必要となる｡そこで､本章では､フ

ォスファクーゼ Ⅰ遺伝子のクローニングのための情報として､これらのタンパク

質のアミノ酸組成､N末端領域のア ミノ酸配列及び内部ア ミノ酸部分配列を決

定することを試みた｡

第 2節 実験材料

生化学用の 2-mercaptoethanol､リジルエンドペプチダーゼ (Achromobacter

protcascI､Ecョ.4.21.5())､ア ミノ酸組成分析において使用 した標準ア ミノ酸は､

和光純薬工業より､ トリプ トファンとシステイン酸は､NacalaiTcsquc社より購

入した｡sH基の修飾試薬であるDACMは､テイカ製薬社製のものを使用 した｡

アミノ酸配列分析において使用 した pvDF膜は､Milliporc社製のimmobil(,n-Ps｡

を､ペプチ ド断片の分離の際に使用 した LLBONDASPHEREC183OOÅ 5トーカラム､

626型HPLCシステムは､waters社製のものを使用 した｡その他の試薬は､特級

のものを使用 した｡
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第 3節 実験方法

第 1項 アミノ酸組成分析

前章で得られた精製酵素を含む溶液をMillipore社製のMilliQIAboで作製した

超純水に対して3昼夜透析し､さらに､その透析内液を凍結乾燥した｡その乾

燥酵素標品を､O.1%(V/V)phenolと0.25%(V/V)2-mercaptoethanolを含む 80ulの

6NHCl中で､110℃で24､48､72時間､塩酸蒸気加水分解した｡

システインの定量は､次に示す方法に従い､システイン酸として定量した｡

凍結乾燥標品を25℃で1時間インキュベ- トしておいた5OLLlの過ギ酸溶液(3%

過酸化水素水を含む88.2%ギ酸溶液)に溶解した｡その溶液を､ooCで 16時間イ

ンキュベー トした後､1()()LLlの超純水を加え､凍結乾燥 し､さらに､ll()oC､

24時間､塩酸加水分解した｡

また､ トリプ トファンの定量においては､凍結乾燥標品を4Nmcthancsulf()nic

acid中で 110℃､24時間加水分解した｡

上述の方法により得られたそれぞれの加水分解物をし8500形アミノ酸分析機

(Hitachi社製)に供与した｡

第 2項 遊離のSH基の定量

精製酵素タンパク質中に含まれる遊離のSH基を､この官能基と結合して蛍光

を発するDACMを用い て､以下の方法に従い､定量 した｡

フォスファクーゼ1､1.87LLg(48.7pmol)と1OnmolのDACMを20mMEDTA､

2()mMEGTA､6Mguanidinchydrochlorideを含む0.2mlの2()0mMTris-HCl(pH8.5)

中で､20℃､6()分間反応させた｡次いで､O,8mlの超純水を加え､励起波長

4()Onm､蛍光波長 470nmにおける蛍光強度をト2500形蛍光光度計 (Hitachi社

製)で測定した｡sH基のモル数は､予め作成しておいた2-mercaptocthanolを用

いた検量線より算出した｡
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第 3項 質量分析

本酵素タンパク質の分子量の測定には､MALDトTOF質量分析計 (pcrseptivc

Biosysytems社製)を使用した｡マ トリックスとして､シナピン酸 (3,5-dimc-

thoxyl4-hydr()xycinnamicacid)を､分子量の標準物質としては､BSA(MW66,431)､

α-chymotrypsinogcn(MW25,635)を使用した｡

第4項 精製タンパク質のリジルエンドペプチダーゼ消化

精製酵素タンパク質 (凍結乾燥標品､30ug､0,8nmol)を､4Mureaを含む

looulの50mMTrisIHCl(pH9.())に溶解 し､精製タンパク質重量の 1/1()0倍のリ

ジルエンドペプチダーゼを加え､30℃で､4時間インキュベ- トした｡その後､

同じく1/10()倍重量をさらに加え､12時間インキュベ- トした｡これにより､

精製タンパク質に対 して､1/50倍重量のペプチダーゼで処理したことになる｡

反応は､極少量のTFAを添加し､反応液のpHを酸性にすることにより停止 し

た｡

第 5項 逆相 HPLC

前項で得られたリジルエンドペプチダーゼ消化物を､予め｡.1%(V/V)TFAを含

む超純水で平衡化しておいた LLBONDASPHEREC18300Å 5トーカラム (i,2.1×

15()mm)に供与した｡非吸着画分を溶出後､acetonitrile濃度を 6()%(V/V)まで上昇

させる直線濃度勾配法により､各ペプチ ド断片を溶出した｡なお､溶出された

ペプチ ド断片は､その22()nmにおける吸光度により検出した｡分離されたペプ

チ ド断片を含む溶液は､直ちに遠心濃縮により溶液中のacctonitrileを除去 し､凍

55



結乾燥した後に､乾燥ペプチ ド標品として､-30℃のフリーザー内で保存した｡

第 6項 アミノ酸配列の決定

精製酵素タンパク質の凍結乾燥標品あるいは､-3()oCで保存しておいたペプチ

ド断片の凍結乾燥標品を 10両の0.2%(V/V)TFAに溶解した｡この溶解物をpvDF

膜にスポットし､得られた膜をppsQ-10形自動アミノ酸配列分析機 (shimとIdzu

社製)に供した｡pvDF膜は､前処理として､1()0%mcthanol､5O%(V/V)methan()1､

超純水に順次､30秒間ずつ浸したものを使用した｡
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第 4節 精製フォスファクーゼ Ⅰのア ミノ酸組成

Table4-1.Amin()acidc()mpositi()nofpsychrophilicPhosphatascI･
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T()tatrcsidues 335

Totalmass 38,299

aDeterminedbyextrap｡lati()ntozero-hydroLysistime･

bobtainedat72hours-hydrolysISI

cMeasuredascysteillicacidafteroxidationby

perfumicacid-treatment.

dHydr()1yzedwith4Nmethanesulfonicacid･

eTTlenumbersofAlares]rdueswereassumedtobc15.

フォスファクーゼ Ⅰのアミノ酸組成をTable4-1に示した｡このタンパク質中

のアラニン残基を 15個と仮定すると､このタンパク質は､335残基のアミノ酸

から構成され､分子量は､38,299であり､MALDI-TOF質量分析により決定した

分子量､38,3('6と近い値を示した｡この構成アミノ酸組成から判断すると､フ

ォスファクーゼ Ⅰ中にシステイン残基は､1個しか含まれていないため､ジスル
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フイド結合がこの酵素タンパク質中には､存在しないこと､また､プロリン残

基が6個しか含まれていないことが特徴的であった｡システイン残基が 1佃し

か含まれていないことは､本章､第3節､第2項に記載した方法で､遊離のSH

基を定量することで確認した｡

このタンパク質の280mmにおける吸光度と､アミノ酸分析により得られた構

成アミノ酸の総重量から､1()mg/mlのタンパク質溶液の28Onmにおける吸光度

を､2().Zと算出し､さらに､その値と分子量から､280m11における分子吸光係

数を､7.75×104cm~1･M-1と算出した｡

第 5節 N末端領域及び内部ア ミノ酸部分配列の決定

第 1項 N末端領域のアミノ酸配列の決定

本章､第3台1㌦ 第6項に記載した方法よりフォスファクーゼのN末端領域の

配列を決定した (Figurc4-1) 0 10()pmolのフォスファクーゼ Ⅰを配列決定に供

したところ､第 1残基目のアスパラギンが､収率 4()%で得られた｡同様の操作

を､マッコウクジラの骨格筋由来の ミオグロビンについて行い､同程度の収率

でN末端アミノ酸が検出されたことから､フォスファクーゼⅠは､モノマーで

あることが裏付けられた｡

また､インターネット上のBLASTSearchプログラム 27)を用いて､このフォ

スファクーゼ lのN末端領域の配列とホモロジーを示すタンパク質を検索した

が､フォスファクーゼ活性を示すタンパク質は認められなかった｡

Asn-Thr-Ala-Thr-Glu-Phe-Asp-Gly-Pro-Tyr-
Val一工1e-Thr-Pro-Iie-Ser-Gly-Gュn-Ser-Thr

Figure4-1･N-terminalrcglOnaminoacidsequencesofPhosphataseI一
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第2項 内部アミノ酸部分配列の決定
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Figure4-2･Separationoflysylendopeptidasc-digestedpeptidesof

PhosphataseIbyareversedHPLC.

PreparationofPhosphatase1treatedwithlysylendopeptidasewcrc

appliedtoacolumnofUBONDAPPHEREC18A5LL(¢2･1x15()mm)
cquilibratcdwithO･1%TFA･Theadsorbedpeptidcswereclutcdwith
a24-mllineargradientof()to6O%acetonitrile.
Theflowratewas()･4ml/min･Solidanddottedlinerepresentabsorbance
pr()fileat220nmandeluti｡ngradientwithacet()nitrilc,repcctively.
lndicatedpeptidcs(I-number)Weresubjectedtoaminoacidsequcnnce
analysIS.

本章､第3節､第4項から第6項に記載した方法で､フォスファクーゼ Ⅰのペ

プチ ド断片への消化を行い､逆相 HPLCにより､それらのペプチ ドを分離した｡

この分離したペプチ ドのうち､いくつかについてそのアミノ酸配列の決定を行

った｡

その分断されたペプチ ドの溶出像を､Figurc4-2に示し､決定された部分アミ

ノ酸配列をFigure4-3に示した｡

この決定されたアミノ酸配列を基に､インターネット上のBLASTSearchプロ
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グラムを用いて､ホモロジーを示すタンパク質を検索した｡その結果､フォス

ファクーゼ Ⅰの部分配列に対してホモロジーを示すフォスファクーゼは､認めら

れなかった｡

I-12 : N-terminal region Sequence

I-13 : (Lys)-Leu-Tyr-Gly-Ala-Asp-Thr-Glu一工Ie-

Gly-Gュn-

I-22 : (lps)一工Ie一工Ie-Asp-Gly-Asn-Asn-Ala-Phe-
Gly-Glu-Gly-Iie-Met-Va1-Met-

Figure4-3･Aminoacidsequencesoflysylendopeptidase-digcstedpeptidcs.
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第 6節 小括

本章においては､第 1節 緒言において述べたように､精製フォスフ7クー

ゼ Ⅰの理化学的性質として､そのア ミノ酸組成､N末端領域ア ミノ酸配列及び内

部アミノ酸部分配列の決定を試みた｡

それぞれの構成ア ミノ酸の組成に着目すると､フォスファクーゼ Ⅰは､335残

基のア ミノ酸から成り､それらの構成ア ミノ酸のうち､プロリン残基が分子内

に6佃しか含まれていないこと､また､システイン残基が 1個であり､ジスル

フィド架橋を形成できないことといった特徴が認められた｡

フォスファクーゼ IのN末端領域のア ミノ酸配列と､ リジルエンドペプチダ

ーゼ消化により得られたペプチ ドの配列の決定により､その全ア ミノ酸残基

(335残基)の 13.4%にあたる45残基の配列を明らかとした｡

この得 られた配列に対 して､それぞれ､ホモロジーを示すタンパク質を検索

したところ､フォスファクーゼ Ⅰ中の配列と相同性を示すフォスファクーゼは認

められなかった｡この結果から､フォスファクーゼ Ⅰが､新規のフォスファクー

ゼであることが示唆された｡

ここで得られたフォスファクーゼ Ⅰのア ミノ酸部分配列についての情報は､次

章のフォスファクーゼ Ⅰ遺伝子のクローニングに対 して有用なものである｡

以上､本章においては､精製フォスファクーゼ Ⅰの理化学的諸性質を明らかと

した｡
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第 5章 フォスファタ-ゼ Ⅰ遺伝子のクローニ ング及びその塩基配列の

決定 と大腸菌による組み換えタンパ ク質の発現

第 1節 緒言

前章までの実験により､好冷菌フォスファクーゼ Ⅰは､pTPase活性を有し､

ヒスチジンを活性中心触媒アミノ酸とする新規の酵素であると結論づけた｡ し

かし､本酵素の構造と機能の相関性の解明において､その細胞内含量の低さ故

に精製酵素を用いた構造解析は困難であると考えられる｡ 本酵素を大量に得る

ためには､本酵素タンパク質をコー ドする遺伝子のクローニング及び大腸菌な

どによるその組み換えタンパク質の発現､精製が必要である｡

そこで､本章では､第4章において決定されたフォスファクーゼ Ⅰの N末端

領域及び内部部分ア ミノ酸配列を基に､オ リゴヌクレオチ ドプライマーを合成

し､好冷菌ゲノムDNAを鋳型としたpcR､inversePCR法によりフォスファク

ーゼ Ⅰ遺伝子をクローニングする｡さらに､決定された塩基配列の情報を基に､

フォスファクーゼ Ⅰを GSTとの融合タンパク質として大腸菌 DH5(ユで発現 し､

その融合タンパク質を glutathione-S-Sepharoseカラムを用いて分離精製 したこと

について述べる｡

第 2節 実験材料及び試薬

各種制限酵素と専用の反応バ ッファーは､NewEnglandBiolab社製のものを使

用した｡ Tablc5-1に示したようなオ リゴヌクレオチ ドの合成をサワディーテク

ノロジー社に委託し､ pcRに用いるプライマーとして使用した｡なお､このオ

リゴヌクレオチ ドのうち､sense-13､ANT-N-2､C-3､ANT-N-3､CTの5'末端側

には､制限酵素EcoRIの認識配列を､NTの5'末端には､BamHIの認識配列を付
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加した｡アガロースゲルからの DNA断片の回収には､BIORAD社製の DNA

Purificationkitを使用した｡コンビテントセルEschericIu.ac('liDH5(又､Takaraligation

kit､T4DNAligase､AfnPliTaqGOLDDNApolymcrase､glutathione-S-SepharosC4B

は､NacalaiTcsquc社より購入 した｡ナイロンメンブレンHybondT"-N､

proteinaseK､RN之lSeA､lcll32p]dCTPは､Am ersham社製のものを使用 した｡塩基

配列の決定に使用した sequiThcrmEXCELTMLong-ReadT"DNAScquencingKiトLC､

IRD411nfrarcdDyeLlbcledPrimerは､AIoka社より購入 した｡また､X線フィル

ムは､FujiPh｡t()Film杜のものを使用した｡その他の試薬は､特級のものを使用

した｡

Table5-1.Synthetic()1igonuclcotidcprlmCrS.

DegeneratedoligonucleotideprlmerS
N11 : 5r-AAY-A(Ⅰ-GCIIACⅠ-CAR-TTY-GAY-GG-3'

(ForvJCLrd) N T A T E F D G

ANT-13 : 5'-TG-YTG-I((-IAT-YTC-IGT-RT仁一XGC-3'
(Reverse) W? Q G I E T D A

OtherprlmerS
ForlstIPCR

[

Sense-13:5'IGGAATTCCTACGGCGACGACACCGAGAT-3I
(Forwclrd)
ANT-N-Z:5'IGGAATTCCTCCAGTAAGCCGTGCTTTGA-3'
(Reverse)

ForZndIPCR

[

(-3 :5'-GGAATTCCTTACTGGAAAATAACCGGCTTA-3■
(ForwcLrd)
ANT-N13:5'IGGAATTCCACATTACCCACGGTGACAG-3I
(Reverse)

ForConstruCtionof
expression-vector

NT :5--6GATCCAATACTGCAACTGAGTTTGAT-3I
(For.wclrd)
CT :5㌧GGAATTCCTTGCTTACTAT(TAGCTTA-3I

(Reverse)

I,Y,R,andXinoligonuclcotidescquencesindicateinosinc,C/T,A/G,and
anynuclc()tide,rcspcctivcly.
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第 3節 実験方法

第 1項 プライマーの作製

第4茸で得られたフォスファクーゼ ⅠのN末端領域及び内部部分ア ミノ酸配

列を基に､N-1プライマーとANT-13プライマーを合成 した (Tablc5-1) ｡

第 2項 好冷菌ゲノムDNAの調製

第 2章､第 3節に記載 した方法で培養した好冷菌 (LWleWanellasp.)(),2g(温

重量)を5mlの TEGバッファー[25mMTrisIHCl(pH8.0)､10mMEDTA､5()mM

glucosc]に懸濁し､50ugのproteinaseKを加え､65℃で 1時間インキュベ- トし

た｡反応液に5mlのphcn()1-chl()roform-is｡amylalcht)1(25V:24V:1V)を加え､穏やか

に撹排した｡次いで､5()()×gで遠心分離し､得られた上層 (水屑)を新 しいチ

ューブに移した｡この上層に対して､再度 phenol-chlor()fom-ist)amy1alch｡1処理を

行った後､遠心分離より得られた上層に5()OLLlの 3Msodiumacetate(pH5.2)､

10mi の水冷 ethanolを加え､-8()oCで 15分間静置した｡これを 1(),OOO Xgで

10分間遠心分離し､得られた沈澱を､10mlの水冷 70%(V/V)cthan｡1で洗浄した

後､真空乾燥し､1OOLLlのTEバ ッファーに溶解した｡この溶液に､5OLLgの

RNaseAを加え､37℃で 16時間インキュベー トしたOこの反応液について

phcn()1-cわlt)r()∫()rm-is()amylalch()1処理､ethan()1処理､真空乾燥を行うことにより､

得られた沈澱を､1OOplのTEバ ッファー[1()mMTris-HCl(pH8.0)､1mMEDTA]

に溶解 した｡

これにより得られたゲノムDNAを含む溶液の一部を､0.8%(W/V)アガロースゲ

ル電気泳動に供 し､高分子のDNAが得られたことを確認 した後に､260nmにお

ける吸光度よりDNA濃度を測定し､以降の実験に供した｡

64



第 3項 ゲノムDNAを鋳型としたpcR

pcRは､Table5-1に示したN11とANT-13オリゴヌクレオチ ドをプライマー､

lOngのゲノムDNAを鋳型として､1unitのAmpliTaqGOLDDNAp()lymeraseと

プログラムインキュベーターMiniCyclerT"(MJRESEARCH社製)を用いて行っ

た｡そのプログラムは､94℃で 10分間インキュベ- トし､鋳型 DNAを一本鎖

にした後､94℃､55℃､72℃で 1分間のインキュベ- トを30サイクルとしたO

反応終了後､反応液を 1%(W/V)アガロースゲル電気泳動に供し､増幅したDNA

断片を確認した｡この増幅断片をBIORADDNApurificationkitを用いてゲルから

抽出し､Takaraligationkitを用いて､このDNA断片をpBlucscriptSK~-T-ベクター

に挿入し､そのライゲ-ション産物でコンビテントセルE.C()liDH5(ユを形質転換

した｡

第 4項 塩基配列の決定

形質転換株を､10()LLg/mlのampicillinを含むLB培地[Luria-Bertanis'broth:

1%(W/V)tryptonc､0.5%(W/V)yeastextract､1%(W/V)NaCl]中､37℃で一晩培養 した｡

遠心分離により菌体を回収した後､プラスミドDNAをsambr｡okらの方法28)に

基づいて精製した｡シークエンシング反応は､sequiThcrmEXCELTMu)ng-ReadlM

DNASequencingKiトLCを用いたサイクルシークエンス法により行った｡電気泳

動及び塩基配列の決定は､4()()OL形 DNAscquencer(LトCOR社製)により行った｡

第 5項 サザンハイブリダイゼーション

(1)プローブの調製
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サザン-イブリダイゼ-ションに用いるプローブには､第 3項において回収

したpcR士馴扇断片をRandomPrimeDNAhbelingkit(MEGAPRIME､Amcrsham社

製)により､la-32p]dCTPで標識したものを用いた｡

(2)各種制限酵素によるゲノムDNAの消化とサザントランスファー

好冷菌ゲノムDNAを制限酵素BmnHI､Ec()RI､Ec()RV､HindIII､PstIを単独､

あるいは2種組み合わせることにより消化した｡この制限酵素の反応は､伸 g

のゲノムDNAと2()unitsの各制限酵素を20LLlの制限酵素用反応バッファ1

1OmMTris-HCl(pH7･9)､5()mMNとlCl､1OmMMgC12､1mMDrITr]中､37℃で 18

時間とした｡反応液を､1%(W/v)アガロースゲル電気泳動に供した後､ゲルを

2()Omlの変性液 ro,5NNaOH-1.5MNaCl]に浸漬し､室温で 15分間､さらに変性

液を交換し､30分間､穏やかに振蓋し､ゲルに含まれるDNAをアルカリ変性さ

せた｡ゲルを中和液 [0.5MTris-HCl(pH7.5)-3MNaC印こ浸漬し､室温で 15分｢臥

さらに中和液を交換した後､30分間穏やかに振漫することにより中和した｡以

上の処理により､得られたゲルから､sambro()kらの方法 28)に基づいてDNAを

Hybond-Nナイロンメンブレンに転写し､メンブレンを風乾した｡さらに､DNA

の固定化のためにメンブレンをUv トランスイル ミネ-クーを用いて3分間紫

外線照射を行った｡

(3)ハイブリダイゼーション

乾燥したナイロンメンブレンをTablc5-2に示した-イブリダイゼ-ション溶

液に浸漬し､55℃で 1時間インキュベ- トした後､ (1)で調製した32p-標識プ

ローブ (1× 107cpm)をハイブリダイゼーション溶液に添加し､さらに1('時

間インキュベ- トした｡メンブレンを洗浄後､風乾し､X線フィルムに-8()℃で

16時間感光させた｡
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Table5-2.Component｡fllybridization-buffer.

20XSSC*
5()xDcnhardt.S**

1()%(W/V)SDS
1()mg/mlSalmonspermslnglcstrandDNA ()･1ml
H20 4.3ml/10ml

*20XSSCsolution:3MNaCl,0.3Mtri-sodiumcitratedihydrate
**50ⅩDcnhaldts'S()1uti()∩:1%(W/V)BSA,1%(W/V)Ficol1400,

1%(W/V)p()1yvinylpyrrolid()ncK-30

第 6項 inverscPCR

本節第 1項から第5項に記載 した方法により決定されたフォスファクーゼ 1

遺伝子の部分塩基配列とサザン-イブリダイゼ-ションの結果から作成した制

限酵素地図 (第4節参照)を基にして､未決定領域の塩基配列を決定するため

にinvcrsePCR29)を行った｡この反応の概略図をFigure5-1に示している｡

(1)ゲノム DNAの制限酵素処理

1ugの好冷菌ゲノムDNAを2Ounitsの制限酵素pstI､あるいはHindIIIと

200LLl中の制限酵素用反応バッファー中､37℃で 16時間インキュベ- トした｡

これにより切断されたDNAをphenol-chloroform-isoamylalchol(25V:24V=1V)処理､

ethanol処理を行うことにより精製 し､10LLlのTEバ ッファーに溶解 した｡

(2)切断したゲノムDNAの自己環状化

制限酵素処理したゲノムDNAを1OunitsのT4DNAligaseを用いて5OOLLlの50
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mMTris-HCl(pH8.())-1()mMMgC12-1()mMDrIll中で 15℃､16時間インキュベ-

トすることにより自己環状化させた.この反応液をphenol-chl｡r''form-

isoamylalch()1処理､ethan()1処理を行うことにより､DNAを精製 し､1()LLlのTE

バッファーに溶解した｡

I
Cleavageby

restrictionenzyme
PrimerA

JI-『llli__ l

,,蕊,B

SelHigation

PrimerB

Ligationintoptasmidvector

十
Sequencing I:,ce'se.a,Tea.R.ensfnezbJme■■:Knownsequence

⊂コ :unknownsequence

Figure5-1.Illustrati()∩()finversePCR.
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(3)PCR

自己環状化したゲノムDNAを鋳型､Table5-1に示したinverscPCR用に合成

したオリゴヌクレオチ ドをプライマーとし､5unitsのAmpliTaqGOLDDNA

p()lymcraseを用いてpCRを行った｡この反応に用いたプログラムは､95℃で 1()

分間インキュベー トした後に､94oCで 1分間､55℃で2分間､72℃で2分間の

インキュベ- 卜を3Oサイクル行い､さらに､72℃で 1O分間インキュベ～ トす

るように設定した｡反応終了後､反応液を 1%(W/V)アガロースゲル電気泳動に供

し､増幅断片の確認を行い､このDNA断片を､DNAPurificationkitを用いてゲ

ルから抽出した｡抽出したDNA断片をEcoRI処理 し､Takaraligati()nkitをf肌､て､

予めEcoRI処理しておいたpBluescriptSK-に挿入し､そのライゲ-ション産物で

コンビテントセルE.C()liDH5(1を形質転換した｡

次いで､第4項に記載した方法に従って､そのインサー ト部分の塩基配列を

決定した｡

第7項 GST-フォスファクーゼⅠ融合タンパク質の大腸菌での発現

(1)発現ベクターの構築

ここでは､フォスファクーゼ ⅠをGSTとの融合タンパク質として発現させる

ために､発現ベクターとして､プラスミドpGEX-6p-2を用いた.

Tablc5-1に示した合成オリゴヌクレオチ ド (NT､CT)をプライマーとし､好

冷菌ゲノムDNAを鋳型として､フォスファクーゼ Ⅰをコー ドする全長のDNA

をpcR法により増幅した｡反応は､1unitのAmpliTaqGOLDDNApolymeraseを

用い､94℃で 10分間インキュベ- トした後に､94℃で 1分間､53℃で 1分間､

72℃で2分間のインキュベ- トを30サイクル行ったO反応終了後､反応液を

1%(W/V)アガロースゲル電気泳動に供した｡増幅断片を確認した後､この DNA

断片をDNAPurificationkitを用いてゲルから回収し､制限酵素BamHI､Ec()RIに
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より消化した｡ Takaraligationkitを用いてそのDNA断片をBafnHI､Ec')RIで消

化しておいたpBluescriptSKベ クターに挿入し､そのライゲ-ション産物でコン

ビテントセルE.coliDH5(1を形質転換した｡このベクター中のインサー ト部分に

ついて本節第4項に従い､その塩基配列を決定し､インサー トDNA が､フォス

ファクーゼ Ⅰ遺伝子であることを確認した｡

このフォスファクーゼ Ⅰ遺伝子を含んでいるpBluescriptSKベ クターから､

BamHI､EcoRIにより消化､ゲルからの抽出を行うことによりインサー トDNA

を得､そのDNAを Takaraligationkitを用いて､BamHI､EcoRIで消化しておいた

PGEX-6p-2ベクターに挿入し､そのライゲ-ション産物でコンビテントセル

E.coliDH5αを形質転換した｡

(2)GST-フォスファクーゼⅠ融合タンパク質の発現及び精製

形質転換したE.coliDH5α株を 100LLg/mlのampicillinを含む LB培地 1リット

ル中で､OD｡｡｡-0.5まで培養した後､終濃度 ()･ZmM となるようにIPTGを加え､

25℃で48時間培養することによってGST-フォスファクーゼI融合タンパク質の

発現を誘導 した｡遠心分離によって回収した菌体 (3.4g)をZOmlの緩衝液 F

[25mMTris-HCl(pH7.8)､5mMMgC12､1mMDFP､1Msorbito印こ懸濁し､6mg

のlyst)zymcを加え､1時間氷上に静置した｡次いで､この懸濁液に3.4gの酸化

アル ミナを加え､菌体を乳鉢､乳棒を用いて磨砕した後に､10,000×gで 3()分

間遠心分離した｡得られた沈澱については､再び酸化アル ミナを用いて磨砕し

た｡この2回の摘出操作により得られた上清は､さらに､90,000×gで 60分間

遠心分離した｡上清を､予め精製用バッファーで平衡化しておいたglutathi｡nc-

S-ScpharosC4Bカラム (¢1.() × 2.0cm)に供与した｡非吸着画分を溶出後､吸

着タンパク質を5mMglutathioneを含む精製用バッファ-で溶出した｡溶出画分

のフォスファクーゼ活性は､第2章､第4節に記載した方法に従って測定した｡

また､GST-フォスファクーゼⅠ融合タンパク質の重量は､Bradford法 30)により､

BSAを検量線として定量した｡
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第4節 制限酵素地図の作成

本章､第3節､第 1項から第4項に記載した方法に従い､フォスファクーゼ Ⅰ

のN末端領域及び内部部分アミノ酸配列を基にして合成したオ リゴヌクレオチ

ド､Nll､ANT-13(Table5-1)をプライマー､好冷菌ゲノムDNAを鋳型として

pcRを行い､その増幅断片の塩基配列を決定した｡さらに､その増幅断片をプ

ローブとして､サザン-イブリダイゼ-ションを行い､その結果と第4章で決

定したフォスファクーゼⅠの構成アミノ酸残基数から､フォスファクーゼ Ⅰ遺伝

子近傍の制限酵素地図を作成した｡

その結果､Figure5-2に示すように､フォスファクーゼ Ⅰ遺伝子の近傍には､

HindIII､PstI､BamHI､その遺伝子中に､Ec()RVによる切断部位の存在が考えら

れた｡

HI'ndHl PstIBamHlEcoRV PstLHI'ndllL

くコANT-N-3

/- _ /iN-1こう
くコANT-13

亡コANT･N12
Sense･13⊂⇒

Figure5-2･Rcstricti()Ilmap()∫thegeneencodingPh()sphataseL

BlackboxandarrowsindicatethecodirlgreglOnOfPhosphataseiand
thep()Sitionshybridizedwithindicatedprimers,rcspcctively･
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第 5節 inyersePCR法を用いたフォスファクーゼ Ⅰ遺伝子の

クローニ ング及びその塩基配列の決定

前節において決定された部分塩基配列を基にして合成したオリゴヌクレオチ

ド､sense-13､ANT-N-2(Tablc5-1)をプライマー､制限酵素pstIで切断､t=j己

環状化したゲノムDNAを鋳型として､invcrsePCRを行った (1stIPCR)｡これ

により､約 1.2kbpの増幅断片が認められた｡その DNA断片の塩基配列を決定

したところ､既に決定した領域の5'側上流の約 8()Obpと下流の約 40Obpの塩基

配列を決定することができた｡

ここで決定した塩基配列を基にして､オリゴヌクレオチ ド､C-3､ANT-N-3を

合成した (Table5-1)｡このオリゴヌクレオチ ドをプライマー､制限酵素〃f〃dIII

で切断､自己環状化したゲノムDNAを鋳型として､invcrsePCRを行った (2nd

lPCR)｡これにより得られた約 1.3kbpの増幅断片をHindIIIで消化し､得られ

た約 2()ObpのDNA断片の塩基配列を決定した｡

以上により､フォスファクーゼⅠ遺伝子とその近傍の塩基配列を決定すること

ができた (Figurc5-3)0
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⊂TGCAGAGGCTG(AAGCTGTATGT(ATCACGGGCGTACATTAACCGCCTACTGGTATATTCAAATGGGT

ATGATG(TTTTTGC(CTGTCA((GTGGGTAATGTACTTAATAAAAAAACAA(ACGTCATGTATTGららCT

GTTG(GCTGCTTGCTATTGCCGTCATGGTGCATCGGC(AATTTC(AACCTTAATGCTATTCAATCCTTA

GTTTACTTTCTCCCGGTGTATTTACTGGGGGTGTGGGGAT(AGCACATCGCGATAAGCTGTTCCCGTTT

ATTGATAAGTACTGGAT((CTATGTTTATTTCAGCAATTGCATTGら(ATTGGTTCAAGCGCAATTTTTT

GGTGCTGGCGTGCTTAATAAAT(((⊂ATTTGAAATGAC(GTGCCCGATCTAATGCTA(CGCAAAAACTG

CTACTGACATTAGTGATCTTGGCCATTTTGAACAAATTTGAACATATCACAATCGCGC(ACTG(AAAAG

TTAG(GGAGGTGAGTTTTGCCATTTACTTTATCCACCCGTGG(TCACTACGCCTTGGTGGATGAT(TA(

GATAGCCCAGACTTGTTCGGCCTAG(AGGTAAAGGCAACATCTTCAC(ACGTTAATTGTCACGCTTATT

GTGGTCGCCATTTCGTATATGATCGCCGTGTTGATCAAAAAATTATTAAGTAAACGCAGCCGATACCT(

AT(GGTTGGTAGTCATTTGTTCAAAAAGAATAAGAAGTAGAAAATGAATAAAATTTATTGCCTTGCAGT
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K Q I M P D T Y L G I K K V V A L S D V H G Q 80

6TATGACGTTCTGCTGACTCTGCTTAAAAAGCAAAAGATTATTGATAGTGATGGAAATTGGGCCTTCGG 371

Y D V L L T L L K K q K I I D ～ D G N W A ド G l03

CGAGGGGCATATGGTGATGACGGGGGATATCTTTGACCGCGGCCATCAAGTCAATGAAGTGCTGTGGTT 440

E G H M V M T G D I ド D R G H q V N E V L 州 F IZ6
TATGTATCAGCTCGA(CAACAAGCACGAGACGCTGGCGGCATGGTACATCTATTAATGGG(AATCATGA 589

日 Y q L D q Q A R D A G G M V H L L M G N H E 149
ACAGATGGTACTCGGCGGTGACTTGCG(TATGTACACCAG⊂GTTATGATATAG(⊂ACAACCCTCATTAA 578

q M V L G G D L R Y V H q R Y D I A T T L I N 172

ccGCCCCTATAACAAGCTCTACGGCGCAGATACTGAAATAGGTCAGTGGTTAAGAAGTAAGAACACCAT 647

R P Y N K L Y G A D T E I G 0 W L R S K N T I 195

TATCAAGATCAACGATGTGCTGTATATG(ATGGTGGGATCAGCAGCGAATGGATCAGTCGAGAGCTAAC 716

I K I N D V L Y M H ら G I S S E W I S R E L T Z18

CTTAGACAAAGCGAATGCACTGTATCGAGCTAATGTGGATGCGTCGAAAAAATCACTAAAGGCGGATGA 785

L D K A N A L Y R A N V D A S K K ～ L K A D D Z41

(TTACTCAATTTCCTTTTTm GGAAA(GGA((AA(TTGGTATC.GAGGCTACTTTT(AGAAA(ATTTAC 854

L L N ド L ド ド ら N G P T W Y R G Y F S E T ド T Z64

CGAAGCTGAACTGGATACCATTTTA(AACACm AACGTTAATCATATCGTGGT(GGA(ACACCTCCCA 923

E A E L D T I L q H ド N V N H I V V G H T ～ q Z87
AGAACGGGTCTTAGGTCTATTCCACAACAAAGTCATTGCCGTCGATAGCAGCATAAAAGTCGGTAAATC 992

E R V L G L F H N K V I A V D S S I K V G K S 310

AGGTGAACTGCTATTACTGGAAAATAACCGG(TTATACGCGGGTTATATGACGGAA(A(GTGAAACACT l861

G E L L L L E N N R L I R G L Y D ら T R E T L 333

G(AGGAAAATAGCCTTAAT(AATAAAAAGTCCCTAAGCTAGATAGTAAGCAAAGCAGAATGGTGGCAGT 1130
Q E N S L N Q ' 340
(AATAAGTGACAGCCACCTAATTCAm GGATTGGTTCTCTAACCACTATTCAm AACA⊂ACTCTGTC1199
AGT(AGTGCGCTTATCT GCG(TTCATTACTCAATAAAA(TAACTTACAGCGCGACAAATGATACGCAAGIZ68
CTT IZ71

Figure513･Nucleotide-anddeducedamirlOacid-sequenceofPhosphatascL

Theaminoacidsequenceisshownintheone-letterrepresentationbelow therespective

codons(anastcriskindicatesastopcodon).Theunderlinedregionsrepresentsequences

whichmatchthepartialpcptidesequenceslistedinFigure4-3:AsnLThr20,thcN-

terminus;Ile931M etlO9,peptideI-22:Le u178lGln187,pe ptideI-13･
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第 6節 GST-フォスファタ-ゼ Ⅰ融合タンパク質の発現 と精製

前節で決定したフォスファクーゼⅠ遺伝子の塩基配列を基に､前節､第7項

に記載した方法に従い､GST-フォスファクーゼⅠ融合タンパク質を大腸菌 DH5(1

中で発現させ､タンパク質粗摘出画分から､GST-フォスファクーゼⅠ融合タン

パク質をglutathi()nc-S-SCPharoscカラムに供することにより分離精製した｡その

溶出像と溶出画分のフォスファクーゼ活性を､Figurc5-4に示した｡

その結果､5mMglutathioncを含む精製用バッファーにより溶出された画分中

にフォスファクーゼ活性が認められた｡この溶出画分をsDS-PAGEIZ)に供 し､

cBB染色法によりタンパク質を検出したところ､GST-フォスファクーゼ Ⅰ融合

タンパク質は､約 60kDのタンパク質として､均一に分離精製されていることが

示された (Figure5-5)0
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Figure5-4･Glutathionc-ScpharosC4Bcolumncbromatography･

Thecrudeenzymcpreparationwasappliedt()ac()1umn()fglutatbi()nc-
SepharosC4Bc()lumn(¢1･U冗Z･Ocm),andthenadsorbcdpr()tcinswcrc
clutedwithbufferFcontaining5mMglutathionc･
Thenowratewas0.5ml/min.Solidline,absorbanceat280nm.

Dottedline,phosphataseactivity･

74



(kD)

ー■-66.3

+45.0

+25.6

-■ - 14.3

Figure5-5･HomogeneltyOfpurifiedGST-PhosphataseIfusionprotein･

hne1:GST-PhosphatascIfusionprotein(4.()LLg),lane2:molecularweight
markerscontainingbovineserumalbumin(66,300),chickeneggovalbumin
(45,OOO),bovinepancreasα-chymotrypsinogen(25,635),andchickenegg
lysozymc(14,3()0).

第 7節 融合タンパ ク質が有するフォスファクーゼ活性の温度依存性

第3葦､第3節､第3項に記載した方法に従い､GST-フォスファクーゼⅠ融

合タンパク質が有するフォスファクーゼ活性の温度依存性を検討した｡

その結果､Figure5-6に示すように､この融合タンパク質のフォスファクーゼ

活性の反応至適温度は､40℃であり､低温域 (()～15℃)においても､4()℃にお

ける活性の 18.1-41.3%の活性を示した｡
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FigureS･6･DependenceofphosphatascactivityofGST-Ph()SphatascI
fusionproteinontcmpcrature･

ThephosphatascactivityofGST-Phosphataseifusionpr()tcin(211･8mg)
atindicatedtemperatureswasdeterminedinthetext.
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第 8節 小括

本章では､好冷菌 (L%ewanellasp.)ゲノムDNAから､フォスファクーゼ I遺

伝子を含む DNA断片を､pcR法､inversePCR法により､クローニングし､そ

の塩基配列 (1,836bp)を決定した｡その塩基配列から推測されるアミノ酸配列

中に､第4葦で示した本酵素のN末端領域及び内部部分アミノ酸配列と完全に

一致する配列が認められ､この遺伝子をフォスファクーゼⅠ遺伝子であると判断

した｡Figure513に示したように､フォスファクーゼⅠは､340残基のアミノ酸

から成り､そのN末端アミノ酸であるアスパラギン残基の上流に､21残基のア

ミノ酸からなるシグナルペプチ ド様の配列が認められたoこのフォスファクー

ゼⅠの推定アミノ酸配列について､ホモロジー検索を行ったところ､bacteriophilgC

九のプロテインフォスファクーゼ 九pp､saccharomycescereviLW'aeのホスホプロテ

インフォスファクーゼ pp-zl､Zeamaysのホスホプロテインフォスファクーゼ

ppl中の配列と11残基のアミノ酸について相同性が認められた (Figurc5-7)0

73 83

p-Ⅰ VALSDVHGqYD
tPP WVVGDLHGCYT

PPZ KIVGDVHGqYG
PPl lくⅠ(GDVHGqYS

* **

97 106 143 152

MVMTGDIFDR LLMGNHEqMV

LISVGDLYDR AVRGNHEqMM
YLFLGDYVDR LLRGl≠1ECAN
YLFLGDYVDR LLRGNHECAS

**** ****

1

Figure5-7･Sequcnccalignmentofconservedproteinphosphatascd()maim

Eachaminoacidisshownintheone-letterrepresentationThenumbers｡n
thetopofthisalignmentcorrespondtotheaminoacidnumbersfromN-terminus.
Asteriskandarrowindicateidenticalaminoacidbetweenfourproteinsand
catalyticam]'noacidresiduein入PP,respectively･
lPP,bacteriophage九pr()tein-phosphatase;PPZ,S,cerevisiaephosphoprotein
phosphatasePp-Zl;PPl,Z･maysphosphoproteinphosphatasePPl･
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図中の*印で示した､この4分子種のフォスファクーゼで同一のアミノ酸は､

タイプ 1のプロテインーセリン/スレオニン フォスファクーゼ中にみられる活性

中心アミノ酸であるヒスチジン (図中の矢印)を含む保存領域であることが知

られている31)｡また､フォスファクーゼ Iのアミノ酸配列中には､現在までに

知られているpTPaseと相同性を示す配列は認められなかった｡この事実は､前

章までの実験により得られた､フォスファクーゼ Ⅰが新規のPTPascであるとい

った結論を裏付けるものであった｡

さらに､本章では､決定した塩基配列を基に､フォスファクーゼ Ⅰを GSTと

の融合タンパク質として大腸菌 DH5(1中で発現させ､融合タンパク質を分離精

製することを試みた｡即ち､IPTGによる発現の誘導の後､菌体の破砕､さらに

得られたタンパク質粗抽出画分をglutathionc-S-Sephar()scカラムに供した｡これ

により､約 6()kDのGST-フォスファクーゼⅠ融合タンパク質を均一に分離精製

した (Figure5-5)｡この融合タンパク質が有するフォスファクーゼ活性の温度

依存性を検討したところ､Figurc5-6に示すように､この融合タンパク質は､低

温域 (0-15℃)においても､精製フォスファクーゼ Ⅰと同様に高い活性を示し

た｡しかし､反応至適温度は40℃であり､第3章で記述した精製フォスファク

ーゼ Ⅰの反応至適温度 (So℃)よりも高く､4()oC以上の活性についても精製フォ

スファクーゼ Ⅰよりも高いことが示された｡この相違は､フォスファクーゼ lの

N末端側に融合されているGSTタンパク質の存在により､フォスファクーゼ I

の立体構造が何らかの干渉を受け､本酵素の安定化に影響を及ぼしていること

が推測される｡

以上､本章では､フォスファクーゼ Ⅰ遺伝子のクローニング及びその組み換え

タンパク質の発現と分離精製に成功したことを述べた｡ここで得られた組み換

えタンパク質は､この酵素の立体構造を解明するにあたりよい実験材料となる

と考えられる｡
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第 6草 庵括及び考察

本論文においては､低温酵素の構造と機能の相関性の研究に関連した有用な

知見を提供､蓄積することを目的として､好冷菌 (LShew anel/asp.)のフォスフ

ァクーゼを分離精製する方法を確立し､その分子特性を明らかとした｡第 1章､

序論において述べたように､低温酵素は､熱に対して不安定であることから､

その単離は困難であることが予想された｡この間題を克服するために､分離精

製過程に使用する全ての緩衝液に､低温酵素の安定性を向上させるMピ十イオン

とS｡rbitolを共存させた｡その結果として､第2葦に記載したように､2kgの菌

体より､分子量 38.4kDのフォスファクーゼⅠ(0.26mg)と41.OkDのフォスフ

ァクーゼ II(1.04mg)を均一なタンパク質として分離精製することができた｡

2種のフォスファクーゼの酵素的性質を検討したところ､フォスファクーゼ Ⅰ

の反応至適温度は､30℃であり､低温域 (()～15℃)における活性は､30℃での

活性の27-38%を保持していた｡また､フォスファクーゼⅠは､中性付近に高い

活性を示し､酸性フォスファクーゼあるいはアルカリフォスファクーゼのどち

らにも分類されなかった｡これまでに､両フォスファクーゼに分類されている

酵素は､広い基質特異性を示すことが知られている32,33)｡しかし､フォスファク

ーゼ Ⅰは､基質として合成基質であるpNPPの他にはホスホチロシンだけを脱 リ

ン酸化した (Tablc3-2)｡この結果から､本酵素がタンパク質中のホスホチロシ

ンを脱 リン酸化する可能性が考えられた｡この可能性を検討するために､第3

章､第7節､第2項に記載したように､チロシン残基あるいは､セリン残基と

スレオニン残基をリン酸化したポリペプチ ドを調製し､それらに対するこの酵

素の脱 リン酸化活性を測定した｡その結果､チロシン残基をリン酸化したp()lyEY､

MBPを基質とした時に､この酵素の脱リン酸化活性が認められた｡これらの基

質チロシンリン酸化タンパク質は､現在までに知られているpTPascの基質とし

て頻繁に用いられているものである 19)0

他方､フォスファクーゼ ⅠⅠの反応至適温度は､40℃であり､低温域における

活性は､40℃での活性の39-42%を保持していた｡また､フォスファクーゼ II
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は､pH9.8に至適pHを示したことから､アルカリフォスファクーゼに分類され

た｡現在までに報告されているアルカリフォスファクーゼと同様に本酵素は､

広い基質特異性を示し､特に､ATP､GTP､CTP､AMP､β-glycerophosphatcをよ

い基質とした｡故に､フォスファクーゼⅠⅠは､好冷菌生体内において､さまざ

まなリン酸化合物の脱リン酸化を通して､無機 リン酸の供給経路において機能

していることが推測される｡また､この広い基質特異性と熱に対する不安定さ

を考慮すると､本酵素は､さまざまな実験技術において､新しいツールとして

利用できる可能性を有している｡例えば､タンパク質やDNA等の選択的なリン

酸化に際し､前処理として､本酵素で脱リン酸化すること等への応用が考えら

れる｡フォスファクーゼⅠⅠの触媒反応に及ぼす二価カチオンの影響を検討した

ところ､この酵素の活性は､Mg2+､MnZ十､C｡2十イオンにより上昇 し､znZ十､cdZ+

イオンによりほとんど消失した｡これに対して､対照酵素であるE.C()liのアルカ

リフォスファクーゼでは､その活性の発現に､zn2'とMg2'の両イオンが必須で

ある34)｡この金属要求性の違いは､フォスファクーゼⅠⅠに､対照酵素とは異な

る､二価カチオンを介した触媒反応機構が存在することを示唆するものであっ

た｡

以上の酵素的性質のうち､両フォスファクーゼの温度に対する特性について､

両酵素は､i)低温において高い活性を示すこと､ii)反応最適温度が対照酵素の

それと比較して低温側にシフトしているとする低温酵素の特性を備えていた｡

また､好冷菌フォスファクーゼⅠがpTPasc活性を有していること､フォスフ

ァクーゼIIがアルカリフォスファクーゼに分類されることを明らかとした｡

現在､いくつかの分子樺のPTPascが､晒乳動物､昆虫､酵母等から単離され

ている｡pTPascが､タンパク質中のホスホチロシン残基の脱リン酸化により紬

胞周期､情報伝達などの生理的に重要なプロセスに関与していることが示唆さ

れている2り｡しかしながら､好冷菌を含む原核生物においては､"two-component

systcm''と呼ばれるタンパク質のヒスチジン残基とアスパラギン酸残基のリン酸

化は存在することが知られている35)ものの､セリン残基､スレオニン残基､チ

ロシン残基のような水酸基を含むアミノ酸のリン酸化と脱リン酸化の例は稀で
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ある｡ところが､E.coliにおいて熱ショックタンパク質であるDnaKがそれ自身

のスレオニン残基を自己リン酸化する活性を有していること36)､シアノバクテ

リアのゲノムDNA中にプロテインーセリン/スレオニン-キナーゼとプロテイン

セリン/スレオニ>-フォスファクーゼをコー ドする遺伝子が兄い出されている

こと37)､さらに最近､シアノバクテ 'NostoccommuneUTEX584のゲノム中

にPTPascをコー ドする遺伝子 (iphP)が兄い出されており､E.coliにおいて発

現させたその組み換えタンパク質の特性が調べられている38)｡このIphPPTPasc

は､タンパク質中のホスホチロシン残基とホスホセリン残基を脱リン酸化する

ことが示され､シアノバクテリア内において鉄原子の保持と輸送に関わると推

測されている｡

精製したフォスファクーゼ Iの生体内における機能とその基質は明らかでは

ないが､好冷菌自身の産生するホスホチロシンを含むタンパク質の脱 リン酸化､

あるいは菌体の生育における栄養源として摂取した外因性のペプチ ドもしくは､

その分解物に含まれるホスホチロシンの脱リン酸化を通して生理的に重要なプ

ロセスに関与していることが推測される｡

また､第3章において､このフォスファクーゼⅠの活性中心アミノ酸がヒスチ

ジン残基であり､分子中にただ一つ含まれているシステインは関与していない

ことを明示したが､前述したIphPタンパク質を含め､現在までに報告されてい

るpTPascの活性中心アミノ酸残基がシステインであること21)とは異なってい

た｡また､このフォスファクーゼⅠのN末端領域のアミノ酸配列､及びリジル

エンドペプチダーゼ処理により得られたペプチ ド断片のアミノ酸配列に対する

ホモロジー検索の結果､相同性を示す他のフォスファクーゼが認められなかっ

たことから､この好冷菌フォスファクーゼⅠがpTPasc様活性を有し､ヒスチジ

ン残基を活性中心構成触媒残基とする新規のフォスファクーゼであることを明

らかとした｡

最近､pTPascの構造と機能の相関性についての研究が進展し､全てのPTPasc

は､pTPasc触媒 ドメインと呼ばれる約250アミノ酸残基からなる保存領域を有

しており､この ドメイン中には､固有のモチーフ (HisICys-Xaa-Ala-Gly-Xaa-Arg､
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xaaは任意のアミノ酸)が存在していることが明らかにされている33)｡また､

部位特異的変異や化学修飾の実験から､このモチーフ中のシステイン残基か､

酵素活性に必須な活性中心アミノ酸残基であり､リン酸一酵素の中間体を形成す

ること39)､アルギニン残基が､基質の認識と遷移状態の安定化に関与している

こと40)が知られている｡

タンパク質のリン酸化セリン残基あるいはリン酸化スレオニン残基を脱 リン

酸化するプロテインーセリン/スレオニンーフォスファクーゼもまた､pTPaseと同

様に､合成基質であるpNPPを脱 リン酸化する｡このフォスファクーゼの活性中

心の触媒残基はヒスチジン残基であり､水素結合により相互作用するアスパラ

ギン酸残基と共役して脱リン酸化反応を触媒する31)｡

これらの事実から､次に挙げる仮説が成立する｡即ち､フォスファクーゼ Ⅰ

の活性中心の触媒部位について､本酵素は､i)他のPTPasc中の固有のモチーフ

におけるシステイン残基が､ヒスチジン残基に置換している構造を､あるいは､

ii)プロテインーセリン/スレオニン-フォスファクーゼの触媒部位と類似した構造

を有している｡また､基質結合部位については､pTPasc様の活性を有すること

から､iii)他のPTPascおいて共通してみられる基質結合部位と同様の構造を保

持している､あるいは､iv)新規の基質結合モチーフが存在する｡

この仮説を証明するためには､フォスファクーゼ Ⅰの全アミノ酸配列の決定が

必要となる｡そこで､第5章に記述 したように､フォスファタ-ゼⅠの部分アミ

ノ酸配列を基づいて､オリゴヌクレオチ ドプライマーを合成し､好冷菌ゲノム

DNAからフォスファタ一一ゼⅠ遺伝子をクローニングした後､その塩基配列を決

定した｡その配列から推測されるアミノ酸配列について､ホモロジー検索を行

ったところ､bacteriophage入､S.cerevisiae､Z.maysのホスホプロテインフォスフ

ァクーゼに相同性を示す配列が認められた｡この配列は､プロテイン-セリン/

スレオニンーフォスファクーゼ (タイプ1)に保存されている､活性中心アミノ

酸であるヒスチジン残基 (Figurc5-7､矢印で示した)を含む触媒 ドメインの構

造であることが知られている31)｡また､pTPaseとの相同性は認められなかった

ことから､フォスファクーゼ Ⅰの触媒部位について､先に述べた仮説 ii)が成立

82



することが示唆された｡しかしながら､このフォスファクーゼⅠは､セリンある

いはスレオニンをリン酸化した基質に対しては脱リン酸化活性を示さないこと

から､基質結合部位については､プロテインーセリン/スレオニンーフォスファクー

ゼとは異なる構造を有していることが考えられる｡

また､フォスファクーゼⅠの推定アミノ酸配列をみると､この酵素は､340残

基のアミノ酸から構成され､分子中に2つのシステインが存在することが示さ

れた｡この結果と第4章のアミノ酸組成分析により得られた結果の相違から､

フォスファクーゼⅠのC末端領域のプロセシングとシステイン残基が何らかの

修飾を受けている可能性が考えられた｡

以上､好冷菌より精製したフォスファクーゼⅠが､新規のpTPase様酵素であ

ることを示し､その一次構造を明らかとしたが､上記の活性中心の構造に対す

る仮説をさらに証明するためには､このフォスファクーゼⅠの触媒部位と基質結

合部位を形成しているアミノ酸配列の決定が､今後の課題として挙げられる｡

低温酵素の温度に対する特性を考慮すると､フォスファクーゼⅠは､低温域で

高い活性を示す点で､ユニークな構造を有していると考えられる｡ そこで､そ

の埋化学的性質を検討した｡第3葦のTable311に示したフォスファクーゼⅠの

アミノ酸組成をみると､分子r函こ含まれるプロリン残基のモル%が､1.8%であ

り､BAPC75の4.7% 9)とヒトpTPIBの6.9% 41)等に比べ低い値を示した｡ま

た､本酵素は､システイン残基をただ一つしか含んでいないことから､分子内

にジスルフィド架橋は存在しないことを示した｡

タンパク質分子中のプロリン残基は､unf()1ding状態のエントロピーを減少さ

せることにより､folding状態の構造を安定化させることが知られており42)､耐

熱酵素においては､ヘリックスのN-cap部位に頻繁に存在することが知られてい

る43)｡同様に､ジスルフィド結合はタンパク質の二次構造間に架橋することに

より立体構造を安定化させる44)｡このようなタンパク質の立体構造を安定化さ

せる要因の欠如が､フォスファクーゼⅠの高次構造に柔軟性を付与し､このこと

が低温で酵素活性を発現する矧生に寄与していると推察される｡
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これまでに､いくつかの分子種の低温酵素が､低温環境において生育する生

物種からクローニングされた遺伝子をE.coliでの大量発現することにより､組み

換えタンパク質として得られ､その分子特性が検討されている2)｡しかし､そ

れらの構造と機能の相関性に関する普遍的な知見は得られていない｡

低温酵素の構造と機能の相関性､つまりは低温酵素の分子機能特性を決めて

いる構造的要因を解明するためには､この酵素タンパク質の立体構造､あるい

は触媒 ドメインの構造の温度依存的変動の解析が主要な命題となる｡ 今後､本

研究の主要な研究課題として､フォスファクーゼ Iの組み換えタンパク質につい

ての高次構造の解析等が挙げられる｡

以上､低温酵素として､好冷菌 (shewanellasp.)から､2分子種のフォスファ

クーゼを分離精製し､特に､新規のPTPascであるフォスファクーゼ Ⅰについて､

その分子特性を詳細に検討した｡得られた多くの知見は､低温酵素の構造と機

能の相関性を理解する上で有用であることが認められた｡
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第 7章 要約

1)2kgの好冷菌 (L%ewanellasp.)より､低温酵素である2種のフォスファクー

ゼ (フォスファクーゼ Ⅰ､ⅠⅠ)を､順次､DEAE-Cellufinc､Butyl-Cellulofinc､

Hydroxylapatitc､SepllaCr)′1S-100､Mono-0カラムに供し､分離精製した｡そ

の結果､フォスファクーゼⅠは､58units/mgの比活性を有する38,4()Oの分子

量､フォスファクーゼ ⅠⅠは､1O4un]'ts/mgの比活性を有する41,()()()の分子量

2)フォスファクーゼIの至適pHは､6.0であり､この酵素は､pH6.0-8.()の

間で安定であった｡その活性は､Mg2+イオンにより上昇 し､zn2+イオンによ

り低下した｡また､本酵素が､タンパク質中のホスホチロシン残基を特異的

に脱リン酸化する活性を有すること､各樺阻害剤を用いた実験により､この

フォスファクーゼの活性中心アミノ酸がヒスチジン残基であることを示し

た｡これらの結果から､本酵素が､新規のPTPasc様フォスファクーゼであ

ることを明示 した｡

3)フォスファクーゼ ⅠⅠの至適 pHが､9.8であることから､このフォスファク

ーゼがアルカリフォスファクーゼに分類されること､この酵素が､広い基質

特異性を有することを示した｡また､この酵素の活性の発現には､Mg2+イオ

ンか要求され､一方､Z,n2十イオンは､その活性を阻害することを明らかとし

た ｡

4)両フォスファクーゼの温度に対する影響を調べたところ､両酵素とも低温域

における活性は高く､それぞれの反応最適温度は､30℃ (フォスファクーゼ

I)､4()oC(フォスファクーゼ ⅠⅠ)であった｡特に､フォスファクーゼ IIの最

適温度は､対照酵素であるBAPのそれ (so℃)と比較して低温側にシフトし

ていた｡この結果から､両酵素が､低温酵素の特性を備えていることを示し

た｡

5)精製フォスファクーゼ Ⅰのアミノ酸組成を調べたところ､本酵素は､335残

基のアミノ酸から構成されており､そのアミノ酸中のプロリン残基のモル%
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が低いこと､また､システイン残基がただ一つしか含まれておらず､故に､

フォスファクーゼⅠの分子内にジスルフィド結合が存在しないことか示され

た｡また､この酵素タンパク質のN末端領域と内部部分配列を決定し､得ら

れた配列に対するホモロジー検索の結果､これらの配列と相同性を示す配列

を有するフォスファクーゼは認められず､このフォスファクーゼ Ⅰが､新規

の酵素であることを示唆した｡

())決定されたフォスファクーゼⅠのN末端領域と内部部分アミノ酸配列を基に､

フォスファクーゼⅠ遺伝子を含むDNA断片を､pcR法､inversePCR法によ

りクローニングし､その塩基配列 (1,826bp)を決定した｡さらに､決定し

た塩基配列を基にフォスファクーゼIをGSTとの融合タンパク質として大腸

菌 DH5m中で発現させ､その発現タンパク質をglutathione-S-Sepharoseカラム

により均一-･なタンパク質として分離精製することに成功した｡この融合タン

パク質の有するフォスファクーゼ活性は､好冷菌より精製したフォスファク

ーゼ Ⅰの活性と同様に低温域においても高い活性を示した｡

86



参考文献

1)Jacnicke,R.(1991)Proteinstabilityandmolecularadaptationtoextremeconditions･

Eur.J.Biochem.,202,715-728

2)Feller,G"Narinx,E.,Arpigny,J･L･,Aittaleb,M.,Baise,E･,Genicot,S"ancI

Gerday,Ch･(1989)Enzymesfrompsychr()philicorganism･FEMSMicr()7"'ol()gy

Reviews,18,1891202

3)Davail,S･,Feller,G.,Narinx,E.,andGerday,Ch.(1994)Coldadaptationof

protcins.J.Biol.Chem"269,17448-17453

4)Guam,K.L andButch,E.(1995)Isolationandcharacterizationofanoveldual

spccificph()sphatasc,HVH2,whichsclcctivelydcphosphorylatesthemitogcn

activatedprotcinkinasc.J.Biol.Chem.,270,7197-7203

5)Shiozaki,K･,Akhavcn-Niaki,H･,andMcGowan,H･C.(1994)Proteinphosphatasc

2C,encodedbyptcl十,isimportantintheheatsh()ckresponseofLSJu'Z()saccharomyceLY

pombc.Mol.Cell.Biol"14,3742-3751

6)Amores,M･V･,Hortelano,P.,Garcia,S･L.,andLupianez,J.A.(1994)Metabolic

adaptationofrenalcarbohydratemetabolism.V.Invitroresponseofratrenal-tubule

gluconeogencsistodifferentdisuretis,Mol,Cell.Biochem.,137,117-125

7)Ycaman,SIJ.,Smith,G.M.,Jcpson,C･A"Wood,S･L.,andEmmison,N.(1994)

Thcmultifunctionalr()leofh()rmone-Sensitivelipaseinlipidmetabolism.

Adv.Enzyme.Regul.,34,355-370

8)Sharfstein,SLT.andKeasling,J･D.(1994)PolyphosphatemetabolisminEscherichia

colt'.Ann.N.Y.Acad.Sci.,745,77-91

9)Wyckhoff,H･W.,Handschumacher,M.,Murthy,H･M.K.,Sowadski,J.M.

(1983)ThethreedimcnsionalstructurcofalkalinephosphatascfromE･C()LEI.Adv.

Enzym()I.Relat.AreasM()I.Bi()I.,55,453-48()

87



1())Tsuruta,H.,Tsuneta,S.T.,Ishida,Y.,Watanabe,K･,Uno,T"andAizono,Y･

(1998)Purificationandsomecharacteristicsofphosphataseofapsychrophilc･

J.Bi()chem.,123,219-225

ll)Ishida,Y･,Tsuruta,H･,Tsuneta,S･T･,Uno,T･,Watanabe,KリandAizono,Y･

(1998)Characteristicsofpsychrophilicalkalinephosphatase･Bi()sci･Biotechn()l･

Biochem.,62,2246-2250

12)IACmmli,U･K.(1970)CIcavageofstructuralprotcinsduringtheassemblyofthe

headofbacteriophagcT4･Nature,227,68O-685

13)Davis,BIJ.(1964)Diskelectrophoresis･H･Methodandapplicationtohumanscrum

protcins･Ann.N･Y･Acad･Sci･,121,321-326

14)Morriscy,J.H･(1981)Silvcrstainforproteinsinpolyacrylamidegel:A

modificationprocedurewithenhanceduniformscnsivity･

Anal.Biochem.,117,307-310

15)Tsuruta,H.andAizono,Y.(1999)Enzymaticalpropertiesofpsychrophilic

phosphatascI.J.Bi()chem.,125,inprint.

16)Brunai,A･M･andPinna,LA･(1988)Characterizationoffourtyrosineprotein

kinasesfromtheparticulatefractionofratspleen,Eur･J･Biochem･,172,4511457

17)Brunai,A.M.,Marchi()ri,F.andPinna,L.A.(1985)Isolati()nandpartial

characterizationofdistinctformsoftyrosineproteinkinasefromratspleen.

FEBSlett.,188,321-325

18)Kimclberg,H･K･andPapahadjopoulos,D･(1972)Phospholipidrcquircmcntsfor

(Na++K+)-ATPaseactivity:headgroupspecificityandfattyacidfluidity.

Bioclu'm.Biophys.Acta,228,277-292

19)Hiraga,A･,Munakata,H.,Hata,K.,Suzuki,Y.,andTsuiki,S.(1992)Purification

andcharacterizationofratliverprote]'ntyrosinephosphatasewithsequencesimilarlty

tosrc-homologyrcg]on2.Eur.J.Biochern"209,195-206

88



2())KIcan山ous,C.,Cullis,P.M.,andShaw,W.V.(1985)3-(Bromoacctyl)-

chl()ramphcnyc()1,anactivesitedirectedinhibit｡rf()∫chloramphcnyc()ト

acetyltransfcrasc.Biochemistry,24,53()7-5313

21)Walton,KIM･andDix()n,J･E.(199())Proteintyrosinephosphatases･

Annu.Rev.Bi()chem.,62,lO1-12O

22)Gurd,F.R.N.(1972)Calboxymethyltion･Methods･Enzymol.,25,4241438

23)Miles,E･W.(1977)Modificationofhistidylresiduesinpr()tcinsby

diethylpyrocarbonate,Methods.Enzymol.,47,431-442

24)Robinson,G･W .,Bradshaw,R.A.,Kanarek,L"andHill,R･L,(1967)Thctiol

groupsoffumarase･J･BioLChem,,242,270912718

25)Nishida,E･andKobayashi,T･(1977)RelationshipbetweentubulinSHgr()upsand

boundguaninenucleotidcs.J.Biochem.,81,343-347

26)Levy,H･MリLeber,P･D･,andRyan,E･M.(1963)hactivation()fmyosinby2,41

dinitr()phcnolandprotectionbyadennosinetriphosphateandL 1hosphate

compounds.J･Bi()I.Chem.,238,3654-3659

27)http://www.ncbi･nlrn･nih.gov/Cgi-bin/BLAST/mph-newblast?Jform-

28)Sambrook,J.,Fritsch,E.F.,andManiatis,T.(1989)M()lecularcl()ning:A

lab()rat()Tymanual2ndEds.

29)Trigrlia,T･Petcrson,M･G･,andKemp,D･J･(1988)Aproccdureforinvitr()

amplificati｡nt)fDNAsegmentsthatlieoutsidetheb()undariesofknownscqucnces.

NucIL,icAcidsRes.,16,8186

30)Bradford,M.M･(1976)Arapidandsensitivemcth()df()rthequantitati()∩()i

miCrogramquantitiesofproteinutilizingtheprmcipleofprotein-dyebinding.

Anal.Biochem.,72,248-254

31)Zhuo,S･,Clemcns,J･C･,Stone,RIL･,andDix()n,J･E.(1994)MutationalanaLysis

ofaser/thrphosphatasc.J･Bi()/･Chem.,269,26234126238

89



32)vonTigcrstrom ,R･G.(1984)Pr()ductionoftwoph()sphatasesbyLysobacter

enzym()genesandpurificationandcharacterizationoftheextraccllularenzyme.

Appl.Environ.Microbiol"47,693-698

33)OIzak,M.,Watorek,W.,andMorawiccka,B.(1997)Purificationand

characterizationofacidpjosphatasefromyellowlupin(Lupinusluteus)sccdsI

Biochim.Biophys.Acta,1341,14-25

3L4)PIocke,D.J.,Levinthal,C.,andVallee,B.L.,(1962)Alkalinephosphataseof

Escherichiacoli:Azincmetalloenzyme.Biochemistry,I,373-378

35)BourretR･B･,Borkovich,K.A.,Simon,M.I.(1991)Signaltransductionpathways

inv()lvingproteinphosphorylati()ninprokary()tcs.

Annu.Rev.Biochem.,60,4()1-441

36)Zylicz,M･,LeBowitz,J.H･,MacMcken,R･,andGeorgopoulos,C･(1983)

ThcdnaKproteinofEscherichiacolipossessesanATPaseandautophosphoryLatlng

actlVltyandisesscntialinaninvtltroDNAreplicati()nsysytem･

Pr()C.Natl.Acad.Sci.ULu.80,6431-6435

37)Zhang,C･-C･,Gonzalez,L,andPhalip,V･(1998)Survey,analysisandgenetic

()rganizati()∩()fgenescnc()dingcukaryotic-likesignalingpr()teinsonacyan)bacterial

genome,NucleicAcidsRes.,26,3619-3625

38)Putts,M･,Sun,H.,Mockaitis,氏.,Kcnnelly,P.∫.,Reed,D,,andTonks,N.K.

(1993)Aprotein-tyrosinC/Serincphosphataseencodedbythegcnomeofthe

cyanobactcriumN()st()ccommuneUTEX584,J,Biol.Chem.,268,7632-7635

39)Guam,K･andDixon,J.E･(1991)Evidenceofprotcin-tyrosine-phosphatasecatalysis

procccdingviaacystein-phosphateintermediate.J,Biol.Chem.,266,17()2()-17030

4O)Zhang,Z.-Y.,Wang,Y.,Wu,L.,Fauman,E.B.,Stuckcy,J.A.,Schubert,H.L.,

Sapcr,M･A･,andDix()n,J･E･(1994)TheCys(Ⅹ)5Argcatalyticm｡tifin

phosphocsterhydrolysis･Biochemistry,33,15266-1527O

90



41)Pallen,C,J.,Lai,D.S.Y.,Chza,H.P.,Boulct,L,andTong,P.H.(1991)

Purificationandcharacterizationofhigh一moleculaトmaSSformofprotein

phosphotyrosinephosphatasc(PTPIB)fromphcentalmembrancI

BiochemicalJ.,276,3151323

42)Matthews,B.W.,Nicholson,H.,andBeckel, .J.(1987)Enhanccdprotcin

thcrmostabilityfromsite-directedmutationsthatdecreasetheentropyofunfolding.

Proc.Natl.Acad.Sci.USA.,84,6663-6667

43)Rentier-DclruC,F･,Mandc,SIC･,Moyens,S･,Tcrpstra,P.,Mainfroid,V･,

G()rai,K.,Li()n,M.,Hol,W.G.∫.,andMartial,∫.A.(1993)C1oningand

()vcrcxpressi｡n()fthetri()scis()merasegenesfrompsychr()philcandtherm()philic

bacteria.J.Mol.Biol.,229,85-93

44)Vihincn,M･(1987)Relationship()fpr()teinflexibilityt()themostability.

Pr()t.Eng.,I,477-48()

91



謝辞

本研究をまとめるにあたり､終始ご懇篤な御鞭樋を頂きました､神戸大学農

学部､相薗 泰生 教授に篤く御礼申し上げます｡また､終始適切なご指導を賜

わりました神戸大学農学部､山形 裕士 助教授､宇野 知秀 助手に深謝い たし

ます｡

本論文を御校閲くださいました神戸大学農学部､大川 秀郎 教授及び岸原 土

郎 教授､神戸大学発達科学部､上地 真一 教授に深謝申し上げます｡

また､実験材料である好冷菌をご恵与いただきました､佐賀大学農学部､渡

辺 啓一 助教授に篤く御礼申し上げます｡

最後に､本研究を行うにあたり惜しみないご協力をくださいました､常田 ソ

フィア 輝子嬢､石田 良博氏並びに神戸大学農学部生物化学講座の皆様に感謝

いたします｡

92


	Image 0001
	Image 0002
	Image 0003
	Image 0004
	Image 0005
	Image 0006
	Image 0007
	Image 0008
	Image 0009
	Image 0010
	Image 0011
	Image 0012
	Image 0013
	Image 0014
	Image 0015
	Image 0016
	Image 0017
	Image 0018
	Image 0019
	Image 0020
	Image 0021
	Image 0022
	Image 0023
	Image 0024
	Image 0025
	Image 0026
	Image 0027
	Image 0028
	Image 0029
	Image 0030
	Image 0031
	Image 0032
	Image 0033
	Image 0034
	Image 0035
	Image 0036
	Image 0037
	Image 0038
	Image 0039
	Image 0040
	Image 0041
	Image 0042
	Image 0043
	Image 0044
	Image 0045
	Image 0046
	Image 0047
	Image 0048
	Image 0049
	Image 0050
	Image 0051
	Image 0052
	Image 0053
	Image 0054
	Image 0055
	Image 0056
	Image 0057
	Image 0058
	Image 0059
	Image 0060
	Image 0061
	Image 0062
	Image 0063
	Image 0064
	Image 0065
	Image 0066
	Image 0067
	Image 0068
	Image 0069
	Image 0070
	Image 0071
	Image 0072
	Image 0073
	Image 0074
	Image 0075
	Image 0076
	Image 0077
	Image 0078
	Image 0079
	Image 0080
	Image 0081
	Image 0082
	Image 0083
	Image 0084
	Image 0085
	Image 0086
	Image 0087
	Image 0088
	Image 0089
	Image 0090
	Image 0091
	Image 0092
	Image 0093
	Image 0094
	Image 0095
	Image 0096

