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Ⅰ研究の成果(1000字 程度)

(図表 も含めて分か りやす く記入の こと)

ホタルルシフェラーゼは基質ルシフェリンとATPを 用いた生物発光を触媒する酵素であり、

特にレポーター遺伝子 として生物学分野に広 く用いられている。ルシフェラーゼは基質添加後

1秒 以内に発光量が最大に達 した後速やかに減衰する(フラッシュ発光)が、そのカイネティク

スは複雑であ り完全には解明していない。この酵素はN末 端 ドメイン(以下Nド メイン)および

C末 端 ドメイン(以下Cド メイン)より構成 されるが、結晶構造より活性中心を構成する残基の

大部分はNド メイン由来 と推定されている。申請者らは近年Nド メイン単体でも発光活性があ

ることを見出 ‚µ (Zako, T., Ayabe, K., et al., BBA, 1649, 183-189 (2003)) 、このNド メイ ン酵素が フ

ラッシュ発光を持たず、数分から数十分かけて発光量が緩やかに上昇する新 しい発光プロファ

イルを示すことを報告 した。 これはCド メインがフラッシュ発光に重要な役割を果たすことを

示唆するもので、本研究ではこの緩やかな活性上昇の機構について詳細な解析を行った。

申請者はNド メインを用いて発光反応を数分間行っ

た後の反応液か ら酵素をフィル ター除去 し、この濾液

に再度Nド メインを加えると反応開始時から強い発光

を起 こすことを見出し、この濾液に基質 とは異なる低

分子の反応 中間物質が蓄積 していることを示 した。ま

た この中間体 は酵素反応の前半に生成す る luciferyl-

AMP(LH2-AMP )であるこ とを、合成 した LH2-AMP を

用いた実験より示 した。またNド メイン酵素より生成する LH2-AMP の大部分は続く反応を起

こす前に酵素から遊離 して溶液中に蓄積すること、Nド メインの発光量は溶液中の LH2-AMP

の蓄積にほぼ比例 して上昇することも明らかにした (Fg.1) 。

この知見から、野生型や他の変異体においても反応後の濾液とNド メインを混合 し初期発光

量 を測定するだけでLH2-AMP濃 度 を測定することが可能になった。野生型ルシフェラーゼを

用いた類似の方法が既に報告されているが、Nド メインを用いたこの系ではS/N比 が100倍 以

上改善 し、mMオ ーダーの高濃度の基質が存在していてもnMオ ーダーのLH2-AMPの 濃度変化

を追跡できた。前述の通 りルシフェラーゼ反応は非常に複雑なカイネティクスを持ち、その機

構には不明な点も多い。例えばCド メインの Lys529 をAlaに 改変 した K529A 変異体はフラッ

シュ発 光を持たな い ことが報告 され てい るが 、反応初期 にお けるLH2-AMP濃 度 の推移 が野生

型 とど う異 なるのか興味深 い。K529Aは またNド メインの発光プ ロファイル とも明 らかに異な

ってお り、Lys529お よびCド メインの役割につ いても新たな知見 が得 られ ると期待 している。
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Ⅱ(1)学 術雑誌等 に発表 した論文A(掲 載を決定されたものを含む.)

共著 の場合、申請者の役割 を記載す ること.

(著者、題名、 掲載誌名、年月、巻号、頁を記入)

1) Zako T., Ayabe K., and Ueda H. 

"Luminescent and substrate binding aciti vities of firefly luciferase N-terminal domain" 

 Biochimica et Biophysica Acta 1649 (2003) 183-189

Nド メインに関する活性測定および発光スペク トルの測定
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Ⅱ(2)学 会において申請者が口頭発表 もしくはポスター発表した論文

(共同研究者(全 員の氏名)、題名、発表 した学会名、場所、年月を記載)

1) Ayabe K., Zako T.,and Ueda H "Emission Profile Analysis of Firefly Luciferase N-terminal Domain"

21世 紀COE「 化学を基盤 とす るヒューマ ンマテ リアル創製 」国際 シンポ ジウム

東京大学弥生講堂、2003.8.27-28、 ポスター発表


