
　　　　　　　　　　　　　　　窮6章総括

　本研究は、これまでに研究例の殆どないPG、PM両基質に活性を有するアルギ

ン酸リアーゼの構造と機能発現に関する知見を得、それらの詳細を明らかにするた

めに行った。また、基質特異性と高比活性という点で優れている本酵素を用いて、

効率良く不飽和オリゴマーを得、アルギン酸酵素分解産物の生理活性を見出すこと

を目的として本研究を遂行した。

　第1章「序論」では、アルギン酸の構造、各種起源由来アルギン酸リアーゼの

これまでに報告されているものの研究例、アルギン酸リアーゼを用いて得られる不

飽和オリゴマーの利用について論じ、本研究の目的と意義について述べた。

　第2章「P5ε躍o雄ε70〃20nαssp．No．272株由来菌体外アルギン酸リアーゼの精製

と性状」では、菌の同定、精製法の確立、タンパク質化学的性質について明らかに

した。第1節　「菌同定と酵素の精製」では、菌の同定結果と精製法の検討を記し

た。長崎県大村湾の海底泥より単離した様々な海洋細菌のアルギン酸リアーゼのス

クリーニングを行ったところ、No．272株が最も生存性が高く、高活性の酵素を菌

体外に産生することがわかった。No．272株の同定を日本食品分析センターに依頼

したところ、種の確定には至らなかったものの、Psε躍oα1‘ε70〃30nαs　sp．であると同

定された。本菌をDavisの改良培地で大量培養し、培養上清に80％飽和になるよ

うに硫安を入れ、塩析により酵素タンパク質を回収した。次にカラムクロマトグラ

フを行いたかったが、試料が非常に強い粘性があったため、DEAE－CcllulofineA・500

によるバッチ法、同イオン交換体によるクロマトグラフ、Sephadex　G－75superfineに

よるゲル濾過で電気泳動的にも単一な精製標品を得ることができた。第2節「酵

素の一般的性状」では、精製酵素を用いて緒性質を明らかにした。分子量の推定を

行ったところ、SDS－PAGEでは33．9k、ゲル濾過では23k、アミノ酸組成分析で

は35kであった。等電点は3．8とかなりの酸性タンパク質であることが示唆さ

れた。本酵素の至適pHは6．5～8．0、5～11で安定であった。また、30分間の加
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熱で350Cまで安定であった。金属イオンの影響は特に受けず、本酵素を作用させ

る前後の基質のCDスペクトル変化からPG、PM両基質に活性を有することが

実験的に明らかとなった。

　第3章「酵素タンパク質の構造解析」では、一次構造から三次構造解析までに

ついて述べた。第1節rタンパク質化学的手法による一次構造解析」において、

RCM化本酵素をリジルエンドペプチダーゼ、プロテイナーゼAsp－N、V8プロテ

アーゼ消化により部分一次構造を決定した。しかし、完全に決定するには至らなか

った。そこで、第2節「PCR法による一次構造解析」を行った。ネイティブのタ

ンパク質を直接プロテインシーケンサーに供して得られたN末端アミノ酸配列と

Edman法により得られたC末端アミノ酸配列からミックスプライマーを依託合成

し、本菌ゲノムDNAを鋳型としてPCRを行った。その結果、約700bpのPCR

産物が得られ、サザンハイブリダイゼーションで目的の塩基配列を含んでいること

が分かった。DNAシーケンサーによる塩基配列決定後、第1節で求めた部分配

列を参考に、本酵素の全一次構造を決定した。本酵素は、233アミノ酸残基から構

成されており、分子量25549．5であった。トリプトファン残基は1分子中、1個

しか存在しない他、2個あるシステイン残基はS－S結合していることが過ギ酸酸

化、CM化本酵素のアミノ酸分析より分かった。第3節「他起源由来アルギン酸

リアーゼとの一次構造の比較」で、本酵素と既知のアルギン酸リアーゼとの一次構

造のホモロジー検索を解析ソフトDNASISを用いて行った。同じ基質特異性を示

すPsε躍o読ε10〃30nαs⑳ακov’∫IAM14594間では80．3％とかなり高い相同性を示

したが、他とは数％しか示さなかった。しかし、コンセンサスシーケンス（Y－F－K－

h－G一＋‘Y－Q）がC末端側に見い出された。各生物種から得られるアルギン酸リアー

ゼは一次構造上のホモロジーはなく、立体構造上の類似性をもっことが考えられた。

第4節「円偏光二色性（CD）による二次構造解析」で本酵素の二次構造を推定し

た。本酵素は、他の細菌由来同酵素と同様β一構造であり、芳香族アミノ酸の存在

環境は他と類似することはなかった。アミノ酸配列のみではなく、本酵素の立体構
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造を第5節「酵素タンパク質の結晶化による三次元構造解析」で求めた。各種塩

で結晶化をマイクロバッチ法で行い、位相決定は、K2PtCl4を用いて重原子同形置

換法にて行った。その結果、40Cにて0．1Mクエン酸ナトリウム、17．5％トレハ

ロース、30％PEG8000、0．1MMgSO4、pH5．5において六方晶系（hexagonal）の単

結晶が得られた。格子定数は、α訪＝46．2A　c＝387．2A　α＝β・900声1200、空問群

はP6122非対称単位中に本酵素分子が1分子であった。プログラムCNSを用い

て位相決定及び精密化を解析したところ、分解能2AでR－factor＝19．4％　Rf，。。一

factor＝24．8％であった。本酵素を構成する233アミノ酸残基のうち、ゆらぎに基

づくN末端の5残基を除くアミノ酸に関して立体配位を構築できた。また、硫

酸イオン1つとカルシウムイオン1つ、水分子約300が見られた。二次構造は

3、。一helixが4つ、α一helixが1つ、β一strandが14本から構成されており、二次

構造を構成しているアミノ酸の87％がβ構造であった。このβ一構造は2層から

成り、活性クレフトを形成していた。

　第4章「酵素の活性中心に関する知見」では、PG、PM両基質に活性を有する

本酵素の活性発現に関わる実験を行った。第1節「タンパク質の化学修飾」では、

各種化学修飾試薬を用いて本酵素を修飾し、活性の変化から活性に関与するアミノ

酸残基を検討した。本酵素は、NBSによる酸化で活性が100％低下した。よって、

酵素分子中1つしか存在しないトリプトファン残基が活性に深く関わっているこ

とが強く示唆された。これは、これまでに実験報告のある他起源由来アルギン酸リ

アーゼと同様の結果であった。X線結晶構造解析の結果からこの唯一のトリプト

ファン残基は活性部位を形成すると考えられるクレフト内にあり、活性発現に関わ

っていることを示唆している。しかし、このトリプトファン残基の側鎖は直接クレ

フトに面しているのではなくクレフト面に対して外側に配向しているが、基質の接

近により配向がシフトするかもしれない。詳細は本酵素と基質の結合状態における

X線結晶構造解析を待たねばならない。この他、TNBS、TNM、CMC、BDでも

程度の差はあるものの活性の低下が認められたことから、リジン残基、チロシン残
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基、アスパラギン酸残基若しくはグルタミン酸残基、アルギニン残基の活性への関

与が推察された。これらのアミノ酸残基は酵素分子中に複数存在することから活性

に関与するその数を反応速度論的に求めたところ、リジン残基、チロシン残基がそ

れぞれ1個活性に関与する結果が得られた。これらの結果から、酵素と基質との

一結合にトリプトファン残基が、触媒反応にチロシン残基やリジン残基が関与するの

ではないかと現段階では推測している。第3章第2節Fig．14の全アミノ酸配

列中にみられるコンセンサスシーケンスYFKhG＋Y－Q（残基数180－188）中には

Tyr180とLys182が存在し、しかも第3章第5節で示した本酵素の立体構造

解析結果でもTyr180とLys182の側鎖がクレフト側を向いていることが分かっ

た。更なる詳細な検討は、酵素一基質複合体のX線結晶構造解析により解明して

いきたい。基質の保護効果を活性の低下したもので行ったところ、チロシン残基を

修飾するTNMのみ効果が見られた。この効果にGとM問で差はなかった。第2

節「反応動力学的研究」では、本酵素の活性部位（サブサイト構造）に関する知見

を明らかにした。PG、PMの両基質に活性を有するアルギン酸リアーゼの反応動

力学的研究を詳細に行ったのは本実験が初めてである。まず始めに、低分子基質で

ある直鎖飽和オリゴマーを調製した。市販アルギン酸から塩酸加水分解により、PG、

PMを得、各ポリマー体を塩酸加水分解し、Bio－Gel　P－6によるゲル濾過により重

合度3～10の飽和オリゴマーを得た。高分子アルギン酸に本酵素を作用させると

溶液の急激な粘度低下が見られ、同時に還元糖が反応時問に対して直線的に遊離さ

れた。このことから本酵素はエンド型のアルギン酸リアーゼであることが明らかと

なった。次に、低分子であるアルギン酸オリゴマーに対する重合度依存性を調べた

ところ、本酵素は見かけ上GよりもMに対しての方が活性が強く、重合度5以

上を速やかに分解した。しかし、重合度4に対しても非常に弱いが活性を示した。

詳細な知見を得るために短鎖の基質を用いた反応速度論的解析を行った。

Michaelis－Menten型曲線からLine－weaver　Burkプロットを得、この式から各種定

数を求めた。その結果、本酵素のKmはGの方が小さく、kcatはMの方が大

きかった。ゆえに反応効率を示すkcat／KmはGの方が大きかった。分子活性
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（kcat＝Vmax／Eo）は重合度6以上で一定の値を示した。よって本酵素のサブサイト

数は6であると示唆された。なお、分解産物のHPLCによる解析結果から触媒

部位は、サブサイトの中央に位置すると考えられた。第3節「酵素の活性中心構

造」で本酵素とPG、PM両基質との相互作用に関する実験を行った。活性中心の

数の推定を基質のCDスペクトルより楕円率の時間的変化で求めた。その結果、

一つの活性中心で二つの基質を分解するのではないかと考えられた。つぎに、アル

ギン酸リアーゼ反応には、基質のカルボキシル基が必要であるかどうかを調べる実

験を市販アルギン酸プロピレングリコールを精製して行った。その結果、活性が全

く見られなかった。またHPLCによる酵素一基質複合体の解析を行ったところ、結

合そのものが起こっていなかった。よって、酵素が基質に結合する際にはカルボキ

シル基が必須であることが示唆された。最後に、本酵素分子中に1っしか存在し

ないトリプトファン残基の固有の蛍光に基づく酵素と基質の相互作用について

Stem－Volmerの関係式より求めた。その結果、G、Mオリゴマーには若干の差は

あるものの、基質の重合度が増すにつれて酪vが減少したが、その差は小さかっ

た。よって、活性に深く関わると考えられるトリプトファン残基の側鎖は、基質オ

リゴマーに大きくマスクされることはなく、消光剤であるアクリルアミドとの接触

を許すような位置にあることが推察された。このことは、第3章の立体構造解析

からトリプトファン残基がクレフトのβ一strandにあるものの、側鎖は外側に配向

しており、溶媒とは部分的に接触可能な位置にあることからもわかる。

　第5章「アルギン酸酵素分解産物の生理活性について」では、本酵素を用いて

得られる不飽和アルギン酸オリゴマーの生理活性について検討した。第1節「ア

ルギン酸オリゴマーの高等植物幼根の成長促進作用」でニンジンとイネを用いて実

験を行った。その結果、PG、PMでは全く促進効果は認められなかったが、酵素

消化によりオリゴマーにすることで、効果が認められた。特に、Mオリゴマーよ

りもGオリゴマーの方がその効果は明らかで、0．75mg／mlで最大の効果を示した。

また重合度依存性を調べたところ、G5を頂点としたBell－shapeを示した。第2節
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「アルギン酸オリゴマーの癌細胞増殖抑制効果」で免疫賦活作用を調べた。アルギ

ン酸オリゴマーをヒト末梢血から得た白血球に作用させ、ある種のサイトカイン放

出を誘導させた。そのサイトカインを含んだ溶液をヒト骨髄性白血球由来U937細

胞に作用させ、癌細胞増殖抑制効果について調べた。その結果、PG、PMでは全

く効果が認められなかったが、酵素消化で得られたG、Mオリゴマーでは抑制効

果が認められた。この効果はGオリゴマーの方がMオリゴマーよりも強く、濃

度依存的であった。また核がアポトーシス様形態変化をし、caspase－3様活性も認

められた。直接U937にオリゴマーを作用させても毒性を示さなかった。透析、

熱処理よりタンパク質性のリンフォカインであることが示唆された。白血球をさら

に精製し、単球で同様の実験を行ったところ毒性を示した。単球から放出されるサ

イトカインはTNF一αである可能性が高い。そこで、抗TNF一α抗体を用いて毒性

の中和実験を行ったところ、毒性が中和されたことよりアルギン酸オリゴマーの作

用によってヒト白血球からTNF一αが放出されたと考えられた。

　これらの研究成果は、PG、PM両基質に活性を有する新規なアルギン酸リアー

ゼの構造と機能等の関係を初めて詳細に明らかにしたもので、さらに酵素の応用利

用について研究を進めたものである。これらの知見は、海洋の生物の生化学的研究

分野に大きく貢献できるものと考える。
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