
　　　　　　　　　窮3，章　酵素タンパク質の構造解析

緒言

　アルギン酸リアーゼの構造解析は、殆どが細菌由来のもので、遺伝子の塩基配列

より解析されている。真核生物としては1996年、Muramatsuα磁がサザエの中

腸腺由来PM　Lyase（SP1、SP2）の一次構造をリジルエンドペプチダーゼ、エンド

プロテイナーゼAsp－N、α一キモトリプシン、カルボキシペプチダーゼYを用いた

タンパク質化学的手法により決定している。

　アルギン酸リアーゼの基質特異性は、プロテアーゼなどと比較すると厳密である。

しかし、これまでに報告されているアルギン酸リアーゼの一次構造を生物種間で比

較しても相同性は極めて低い。PGとPMの両基質に作用するアルギン酸リアー

ゼは本酵素以外にもう一種について様々な性質や構造解析がなされている。

P5ε躍o読elo〃20nα5ε卿左ov∫∫IAM14594について2001年、Sawabeε惚乙は遺伝子

より一次構造を決定している64）。その結果が示すところによれば、P5ε躍oα1∫ε70〃20nα5

吻磁ov∫∫IAM14594由来アルギン酸リアーゼは234アミノ酸残基から構成されて

おり、酸性アミノ酸の含有率が多く、分子量25．4kである。第2章でN’o．272株

由来アルギン酸リアーゼのいくっかの性状を明らかとしてきたが、比較可能な性質

ではSawabeεr謡の報告と大きな違いはないように思われた。

　両酵素問にタンパク質化学的構造上の違いがあるかどうかを調べるため本研究で

は、第1節でタンパク輩化学的手法による一次構造解析結果を、第2節でPCR法

による全一次構造解析結果を示す。第3節で明らかとなった本酵素と他起源由来

アルギン酸リアーゼとの構造に関する比較を行う。第4節でCDによる二次構造

の推定を、また最後に、第5節でX線結晶構造解析に関する知見を記述する。
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第1節　タンパク質化学的手法による一次構造解析

実験材料

　タンパク質の酵素消化に用いた各種酵素は以下の通りであった。リジルエンドペ

プチダー一ゼ、エンドプロテイナーゼAsp－N、V8プロテアーゼともに和光純薬品社

製のものを用いた。尿素、モノヨード酢酸は、ナカライテスク社製を、トリフルオ

ロ酢酸、アセトニトリルは、和光純薬品社製を使用した。

実験方法

1．タンパク質の還元カルボキシメチル化（RCM化）

　精製したP5ε躍o読ε70〃20nαs　sp．由来アルギン酸リアーゼをCrestfieldらの方法

86）に従って還元カルボキシメチル化（RCM化）した。アルギン酸リアーゼを脱塩

し、凍結乾燥したタンパク質5mgに対して1．4Mトリス塩酸緩衝液（pH8．6）0．5

ml、5％EDTA50μ1、尿素0．6gを加え温浴中で溶解し、純水で1．25mlとした。

なお、この反応はキャップ付きスピッツ管で行った。この試料にβ一メルカプトエ

タノール17μ1を加え、一SH基の酸化を防ぐため高純度窒素ガスで置換し、37。Cで

1時問還元した。暗所でモノヨード酢酸45mgを含む1MNaOH150μ1を加え、

高純度窒素ガスで置換後、アルミ箔でスピッツ管を覆い、室温で30分問カルボキ

シメチル化した。その直後、0．2Mアンモニア水溶液で平衡化したSephadex－G50カ

ラム（1．5x45cm）に供し、RCM化タンパク質から過剰な試薬を除去した。得ら

れたRCM化タンパク質を凍結乾燥により得、以下の実験に用いた。

2．RCM化タンパク質のリジルエンドペプチダーゼ消化とペプチドの分離

　RCM化タンパク質1mgを50mMトリス塩酸緩衝液（pH9．0）250μ1に溶解し、

（タンパク質）／（酵素）＝（WIW）＝100になるようにリジルエンドペプチダーゼ23．3μ1

を加え、37。Cで1時間酵素消化した。このようにして得たペプチドを逆相高速液

体クロマトグラフィー（RP－HPLC）に供した。RP－HPLCは、625LC　system高速液

体クロマトグラフィー（Waters社製）に逆相カラムFinepak　SIL300C18T－7（4．6x

250mm、日本分光工業社製）を付したものを使用した。溶出溶液は、0．1％トリフ

ルオロ酢酸（TFA）水溶液を溶媒A、溶媒A／アセトニトリルニ（VIV）ニ2／3に調製
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したものを溶媒Bとして用いた。溶媒Aから溶媒Bへの直線的濃度勾配の条件

は以下の通りであった。

溶出時間（分）　　溶媒A（％）溶媒B（％）

初期

130

140

100

50

0

0
50

100

　流速は、1．Oml／minであった。

3．RCM化タンパク質のエンドプロテイナーゼAsp－N消化とペプチドの分離

　RCM化タンパク質1mgを50mMリン酸緩衝液（pH8．0）500μ1に溶解し、

（タンパク質）／（酵素）＝（WIW）＝250になるようにエンドプロテイナーゼAsp－N4

μ9を加え、370Cで2時間酵素消化した。このようにして得たペプチドをRP－

HPLCに供した。溶媒Aから溶媒Bへの直線的濃度勾配の溶出条件は以下の通

りであった。しかし、D15以降のピーク（Fig．23参照）が非常に接近していたた

め、この部分については勾配をより緩やかにして再クロマトグラフィーを行った。

溶出時間（分）　　溶媒A（％）溶媒B（％）

初期

130

140

100

30

0

0
70

100

D15以降の溶出条件は、以下の通りであった。

溶出時問（分）　　溶媒A（％）溶媒B（％）

初期

10

150

100

62

0

0
38

100

　流速は、1．Oml／minであった。

4．RCM化タンパク質のV8プロテアーゼ消化とペプチドの分離

　RCM化タンパク質0．5mgを50mMトリス塩酸緩衝液（pH8．5）250μ1に溶解

し・（タンパク質）／（酵素）＝（W／W）＝10になるようにV8プロテアーゼ50μ9を

加え、370Cで1時問酵素消化した。このようにして得たペプチドをRP．HPLCに
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供した。溶媒Aから溶媒Bへの直線的濃度勾配の溶出条件は以下の通りであっ

た。

溶出時間（分）　　溶媒A（％）溶媒B（％）

初期

60

90

100

100

50

20

0

　
　
　
0

　
0
0
0

0
5
8
1

　流速は、1．Oml／minであった。

5．酵素消化ペプチドの酸加水分解とアミノ酸組成分析

　RP－HPLCで分取後、VC－360遠心濃縮機（Taitec社製）で乾燥したペプチドを

RP－HPLCの際に用いた溶媒Bで溶解し、10μ1をそれぞれマイクロチューブ中で

減圧乾固した。酸加水分解、アミノ酸組成分析は、第2章第2節1．分子量の測定

法c）アミノ酸分析による分子量推定に従って行った。

6．酵素消化ペプチドのアミノ酸配列分析

　各ペプチドのアミノ酸配列分析は、プロテインシーシケンサー477AとPTHア

ナライザー120A（AppliedBiosystems社製）で行った。
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結果および考察　　　　　　　　　船

1．RCM化タンパク質のリジルエンドペプチダーゼペプチドマップおよび各ペプ

チドのアミノ酸配列

　RCM化タンパク質を前述した方法でリジルエンドペプチダーゼで酵素消化し、

RP－HPLCぞ溶串したペプチドマップをFig．10に示す。各ペプチドには溶出の早

い順にL1～L25まで番号をつけた。各ペプチドのアミノ酸配列をTable7に示す。
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Fig．10．　Separation　of　Lysylendopeptidase　Peptides　of　RCM－Alginate　Lyasc　from

P5εμ4・α1∫εぞ・解・nα5sp・StminNo・272．

RCM－protein（1mg）’was　dissolved　in　O．25ml　of50mM　Tris－HCl　buffer，pH9．0，and

digestedwithlysylend・peptidase（10μ9）at37・Cf・rlhLThepeptideswerεs呵ectedt・

RP－HPLC　and　eluted　with　linearly　increasing　concentration　of　acetonitorile，as　described　in

Methods，at　a　flow　rate　of1．O　ml／min．Peptides　were　numbered　in　ordered　of　elution　with

the　prefix　to　L．
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Table7．AminoAcid　Sequence　ofLysylendopeptidase　Peptides　by　Protein　Sequencer

Pe　tide ㎞ino　acid　se　uence

　
　
　
　
　
　
　
　
　
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5

VK
TVK
XNTSGNEE
NTSGNEEK
VEMSGGK
XGEAGNXNX－

XGEAGNXNXFK
MTNVSYTXETN
MTNVSYTRETN

TI工SQHHASDTGTISK
VTMTNVSYTRETN
QH工TPXXNG
GNYLQSQDPYTLDK
X
VAMTQTYEVFEAT
FA工』GTMTSGETFNL
SFG工PV：EDGSΩSYFK

VYVSDTDESGFNDSVANXG工
X
VYVSDTDESGFNDXVA－
X
VVNNYGDVEXTAFGNSFGI
X

ESLRVAMTΩXYEVFXAX
X

一40一



2．RCM化タンパク質のエンドプロンデイナーゼAsp－Nペプチドマップおよび各ペ

プチドのアミノ酸配列

　RCM化タンパク質を前述した方法でエンドプロテイナーゼAsp－Nで酵素消化

し、RP－HPLCで溶出したペプチドマップをFig．11に示す。各ペプチドには溶出

の早い順にD1～D29まで番号をつけた。各ペプチドのアミノ酸配列をTable8に

示す。

0．i

O
O
N
d
＜

「o』し

　　0

　
　
　
　
　
　
　
　
製
（

　
　
　
　
＝
O

　
　
　
　
　
O
一
（
q
l
ー
ー
1

卜
O
　
　
　
　
　
ユ

　
　
　
　
　
o
o
O

i
司
茎
雷
、

ー
皇
1
「
！
…

　
　
〕
．
．
t
，

｝
i
［ 一

（
咽

引

［
d00 Ω

o

三
〇

｝

チ
11

！End・pr・teinaseAsp．N

4 80 120

0．4

　
つ
4α

O
蟄
＜

〕（

　　至　　　Rechromatography
　　コ
　　　睦
　　　1・　笥　　　窃
　　　ド　　　　ハ　　　　　　　　ヘ
　　　ドニ　　　リ　　　　　　　コ

‘140

O　　　　　l　O　　　　20　　　　30　　　　40

　　Retentiontime‘min）

Fig・11・　Separation　of　Endoproteinase　Asp－N　Peptides　of　RCM－Alginate　Lyase　from

P5ε麗40雄ε70〃20nαssp．StrainNo．272．

RCM－protein（1mg）was　dissolved　in　O5ml　of50mM　phosphate　buffer，pH8．0，and

digested　with　endoproteinaseAsp－N（4μg）at370C　for2hr．Others　were　same　as　described

in　Fig．10．
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Table8．　Amino　Acid　Sequencc　of　Endoproteinase　Asp－N　Peptides　by　Protein　SequenceI

Pe　tide

　
　
　
　
　
　
　
　
　
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

ND
ND
D：LEG

DESGFN
DTDESGFN
TNVSYTRETN
DGGKT工工SQHHAS

MTNVSYTRETN
DNPNP：LV

DTGT工SKVYVS
DPYT：L

DKXGEAGNXNXFKNXFE

DSVANXG工
D：LGITESKVTMT－

DLG工TESKVTMTNVSYT
I）LG工XESK

ETFN：LXVVNNYG
DGSQSYFKFG
DGSΩSYFKFGNY工・QSΩ

AFGNSFGIPVE
NGST工PSS工TXG

DVYVX：LXNTSGNEEKFA：LGX－

DVYVXLX－
DDST：LVFVPLEAQH－

DXST：LVFVPLEAQHITP

DVEVTAFG
DXSTLVFVP：LEAQH工TPX

DVEVTAFGNSFG工PVE
DXSTLVFVPLEAQH工TP

Amino　acid　se　uence
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3．RCM化タンパク質のV8プロデナーゼペプチドマップおよび各ペプチドのア

ミノ酸配列

　RCM化タンパク質1mgを前述した方法でV8プロテアーゼで酵素消化し、

RP－HPLCで溶出したペプチドマップをFig．12に示す。各ペプチドには溶出の早

い順にV1一↓V34まで番号をつけた。各ペプチドのアミノ酸配列をTable9に示す。
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Fig．12．　Separafion　of　V8　Protease　Peptides　of　RCM－Alginate　Lyase　from

P5εμ伽1∫εro〃30nα5sp．StrainNo．272．

RCM－protein（05mg）was　dissolved　in　O・25ml　of50mM　Tris－HCI　buffer，pH8．5，and

digested　w墨th　V8protease（50μ9）at370C　for’1hr．Others　were　same　as　described　in

Fig．10．
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Tab璽e9．AminoAcid　Sequence　ofV8Peptides　by　Protein　Sequencer

Pe　tide Amino　acid　se　uence

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

1
2

1
2
　
　
1
2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
一
　
　
　
　
　
　
　
　
一
り

一
一
　
　
畳
一
　
　
　
　
　
〇
1
2
3
4
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4

1
1
2
3
4
4
5
6
7
8
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3

V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V

YKVKE
ATVKVE
VFE
MTNVSYTRE
MSDGGKTI工一

VTAFGN
n．d．

AQHITPNGN
D：LG工TE

SKVTMTNVSYTRE
TGTISKVYVSDTDE
n．d．

n．d．

n．d．

n．d．

AGNSNSFKNXFE
S：LXVAMTQTYE

MSDGGKT工工SQHHASD
KFALGTMTSGE
n．d．

SGFNDSVAN
SGFNDSVANX
TFNLRVVNNYGDVE
TFNLRVVNNYGDVE
MSDGG－

SQSYFKFGNY：L－

DESGFX
STLVFVPLE

DNSXGX工OX
GGXTI工S－

SGFNDSVAN－

NSFG工PVED

VTAFGNSFG工PVE

GDNPNPLVDXXTLVFVP：LE
VTAFGNSFG工一
n．d．

VTAFGNSFGI－
n．d．
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4．Edman法による一次構造解析

　RCM化タンパク質をリジルエンドペプチダーゼ、エンドプロテイナーゼAsp－N、

V8ペプチダーゼで消化して得られた各ペプチドのオーバーラップを見たところ、

4つの部分配列を得ることが出来たが、全体を連結することはできなかった（Fig．

14参照）。特に、N末端側のアミノ酸配列を求めることが困難であった。ネイテ

ィブなタンパク質を直接プロテインシーケンサーに供することで本酵素タンパク質

のN末端アミノ酸配列がD－N－S－N－G－S』r－LP－S－S・であることが分かった。この配

列は、V8プロテアーゼ消化により得られたV25とも一致した。また、リジルエ

ンドペプチダーゼ消化により得られたピークのうち、L11が有意義にリジン残基

で終わっていないことが分かった。よって、現段階において、L11の配列が本酵

素のc末端アミノ酸配列（』wrM・T－Nv－sゼ｛r－R－E｛r－N）であると考えられた。

これらのN末端、C末端のアミノ酸配列を基に、P5ε副o読ε70〃多o朋ssp．No．272株

の染色体DNAを鋳型とし、PCR（複製連鎖反応）法により本酵素の全一次構造解

析を行った。
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第2節　PCR法による一次構造解析

実験材料

　PremixTaqは宝酒造製を、TACloningKit（INVαFE　coJiを含む）はInvitrogen社

製を用いた。GFXTMpCRDNAandGelBandPurificationKitとGFXTMMicroPlasmid

Prep碕tはPhamacia社製を用いた。ジゴキシゲニンー11－dUTP（DIG）とアルカリ

ホスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体は、Roche社製を用いた。5一ブロモー4一

クロロー3一インドールーβ一D一ガラクトシド（X－Gal）とEcoRIはニッポンジーン社製

を使用した。

実験方法

1．オリゴヌクレオチド（プライマー、プローブ）のデザイン

　未処理のPsε屈o読ε10〃20nαs　sp．No．272株由来アルギン酸リアーゼをプロテイン

シーケンサーに供して明らかとなったN末端アミノ酸配列とリジルエンドペプチ

ダーゼにより得られた有意にリジンで終わっていないペプチドをC末端アミノ酸

配列としてこれらからプライマーのデザインを行った。プライマー、プローブの合

成はPharmacia社に委託した。

　本酵素のN末端から1～9残基：D・N’一s－N－G－s‘r－1・Pの配列をセンス側DNA配

列に読み替え、27merのN末端側プライマーPriN－Mixとした。アンチセンス側

DNA配列はC末端から9～1残基：N」V－S」Y－R－E｛r－Nの配列から読み替え、27mer

のC末端側プライマーAAL－CP1とした。そして、第1節で行った3種類の酵

素消化で得られたペプチドのオーバーラップ（L18、V9・V18、D5・D13）が認

められた部分アミノ酸配列一D・T－D－E－S－G－F－N－D－Sへ1－A一から読み替え、36merのミ

ックスプローブAAL－pro2とした。

PriN－Mix

AAレCPl

AAレro2

5’一GAYAAYWSNAAYGGNWSNACNATHCCN－3’
51－AATGTTACTTATACTAGTGAAACAAAC－3ダ
5’一GATACTGATGAATCGGGCTTTAATGATAGCGTAGCG－3’

2．オリゴヌクレオチド（プローブ）の31末端ラベル

　プローブとして目的断片の検出に用いるため、ジゴキシゲニン．11．dUTPで36

merのAAL－Pro2の3’突出末端をラベルした。
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　ラベリングシステムを用いプロトコールに従って、ジゴキシゲニン．11．dUTP

（DIG）をプローブにラベリングした。純エタノール、4MLiCl2を加え、一800Cで20

分間インキュベートし、18，800x　gで15分間遠心した後、ペレットを70％エタ

ノールでリンスし、同条件で遠心後、15分問ドライアップし、20μ1の滅菌高純

度蒸留水にピペッテイングによって溶解させ、これをプローブとしてサザンハイブ

リダイゼーションの際に用いた。

3．PCR法による目的断片の増幅

　・Psε屈oα1∫ε70〃20nαssp．No．272株の染色体DNA抽出は、SaitoandMiuraの方法88）

に従った。調製した染色体DNAをテンプレートとし、以下の組成でPCR用チュ

ーブに調製し、PCR反応（変性、940Cで1分間；アニーリング、450Cで1分間；

伸長反応、720Cで1分間）を40サイクル行った。

　　　　　　　H20　　　　　　　　　　　　　23．0μl

　　　　　　　Primer　Pri－NMix　　　　　O5μl

　　　　　　　PrimerAAレCP1　　　0．5μ1・
　　　　　　　dNrp－Mix　　　　　　　　25．0μl

　　　　　　　Tem　late　DNA　　　　　　　　1．0μl

　　　　　　　Tota1　　　　　　　　　　　　　50，0μ1

4．サザンハイブリダイゼーションによる目的DNA断片の検出

　PCRプロダクトを1％アガロースゲル電気泳動に供し、アルカリ変性、中和処

理後、ナイロンメンブレン（Hybond－N＋、Phamacia社製）に転写し、1200Cで30分

間べ一クすることで塩基をメンブレンに固定した。2．オリゴヌクレオチド（プロrr

ブ）の31末端ラベルの方法でラベルしたプローブ8μ1を標準ハイブリダイゼーシ

ョン溶液8mlに加え、この溶液と固定したメンブレンをバッグに入れ、530Cで90

分間ハイブリダイズした。メンブレンの洗浄、ブロッキングを行いプローブを固定

した。これに抗体を加え、洗浄を行ってから基質（100倍希釈CSPD）500μ1にメ

ンブレンを浸し、遮光して5分間発光させた。発光させたメンブレンをハイブリ

ダイゼーションバッグに入れ、気泡が入らないようにポリシーラーでシールし、37

0Cで10分間インキュベートした後、X線フィルムに10分間感光させた。
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5．目的断片の回収

　1％アガロース電気泳動に供したPCR産物からサザンハイブリダイゼーション

で確認された位置のバンドをカッターで切り出し、GFXTM　PCR、DNA　and　Gel　Band

PurificationKitを用いて抽出した。

6．プラスミドベクターへのライゲーションと形質転換

　TA　Cloning　Kitを用い、プロトコールに従いプラスミドベクター（pCRTM2．1）へ

のライゲーションを行った。ライゲーションのライゲーション反応液の組成は以下

の通りであった。

PCR　products

pCRTM2．1

10x　buffer

T4DNAligase

H20

1．0μ1

15μ1
1．0μ1

1．0μ1

55μ1
Total 10．0μ1

　この反応液を140Cで一晩インキュベートした。目的断片をライゲーションした

プラスミドをOne　ShotTMコンピテントセル（IWαF’）のプロトコールに従って形

質転換した。X－Galによるカラーセレクションを行い、ホワイトコロニー4株（ブ

ルーコロニーは57株）を得た。得られたホワイトコロニーが少なかったため、コ

ロニーハイブリダイゼーションを行わず、それらの形質転換体からプラスミドを抽

出し、サザンハイブリダイゼーションを行った。

7．目的断片を含むプラスミドの抽出とサザンハイブリダイゼーション

　プラスミドの抽出にはGFXmicroPlasmidPrep　Kitを用いた。トランスフォーメ

ーションにより得られたホワイトコロニー4株についてプラスミドを抽出し、

EcoRIで消化し、アガロース電気泳動後4．サザンハイブリダイゼーションによる

目的DNA断片の検出と同様にして目的断片の確認を行った。

8．DNAのシーケンシング

　DNAのシーケンシングはDNAシーケンサーABl　PRISM377（Applied

Biosystems社製）を用いてダイターミネーター法で行った。DNAのシーケンシン
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グに供する試料は以下の組成で混合し、PCR反応を行った。

Template　DNA
Premix

Primer

H20

3．0μ1

4，0μ1

4．0μ1

9．0μ1

Total 20，0μ1

　これらをプライマーのForwardとReverseで1試料につき2種類ずつ調製し、

PCR反応（変性、96。Cで10秒；アニーリング、500Cで5秒；伸長反応、600Cで

4分問）は25サイクル行った。このようにして得たPCR産物をDNAシーケン

サーに供した。
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結果および考察

1．Fて）R増幅断片の解析

　Psε昭oα1’ε70〃30nα5sp．N’o．272株から抽出した染色体DNAを鋳型とし、プライ

マーPriN－MixとAAL－cP1を用いてPcRによる増幅を行い、得られたPcR増

幅断片を1％アガロースゲル電気泳動に供した。アルカリ処理を行ってできた1

本鎖DNAをナイロンメンブレンに転写し、プローブAAL－pro2を用いてサザン

ハイブリダイゼーションを行った。それらの結果をFig．13（A、B）に示す。得ら

れたPCR増幅断片のサイズは、約700bpと推定された。また、サザンハイブリ

ダイゼーションの結果からこのPCR産物には、P5ε屈o読ε70“20nα5sp．No．272株

由来アルギン酸リアーゼの遺伝子の一部が含まれていると推定された。次に、TA

Cloning　Kitを用いてこのPCR増幅断片（700bp）をプラスミドベクターpCR2．1

に挿入し、目的断片を含んだプラスミドをOneShotTMコンピテントセル（INVαF）

に形質転換し、クローニングを行った。同時に、形質転換体のスクリーニングを行

うためにX－Galによるカラーセレクションを行い、ブルーコロニーを57株、ホ

ワイトコロニー（プラスミドベクター中にある種の遺伝子が取り込まれた菌株）を

4株得た。

　得られた形質転換体が4株と少なかったので、コロニーハイブリダイゼーショ

ンを行わず、菌体よりプラスミドDNAを抽出し、制限酵素EcoRlで消化し、ゲ

ル電気泳動に供し、先程と同様にサザンハイブリダイゼーションを行った。それら

の結果をFig．13（c、D）に示す。ベクターの位置にも発光が見られたが、4株の

ホワイトコロニーから得たPCR断片全てにアルギン酸リアーゼをコードする遺伝

子が一部含まれていることが明らかとなった。
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