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第 一章 緒 言

核 酸 は遺 伝 物 質 であり、生 命現 象 の根 幹 を成 す物 質 である。従 って、その構 成

要素 であるモノヌクレオチドの生 合成機 構 は現在 の生 物の発 生 初期 に形成 されたも

のと考 えられる。実際 、核 酸 生合成経 路 及びその調節機 構 の基本 は、多くの生物種

で保存 されており、生合成 酵素 のアミノ酸配 列 も高 度 に保 存 されている。一 方、特 に

サルベージ経 路と言 われる細 胞 内外 に既 に存 在する核 酸 骨格 を利用 する系 や、核

酸 相互 変換 系 では生物 種間 で差 異 が認 められる。サルベージ系、核酸 相互 変 換 系

は、核酸 濃度 の調節 に大きく関 与しているが、先述 のように核酸 生合成 経 路の基本

が共通 しており、その全貌 が明らかにされていることから、生物 間 の差異 に関 する研

究 は注 目されてこなかった。しかし、生物 進 化 の過程 で獲得 されたのであろうこの差

異 を理 解することは、核 酸 生合 成調 節 機 構 、進 化 、生物 の多様 性への更 なる理解

への一助となろう。

DNAやRNAの 構 成 成 分 であるヌクレオチドの 生 合 成 中間 体 であるイノシン5'-モ

ノリン酸(5'-IMP,イ ノシン酸)ナ トリウム 、グアノシン5'-モ ノリン酸(5'-GMP,グ アニ

ル酸)ナ トリウムは 、それ ぞれ 、鰹 節 のうま味 成 分(Kuninaka 1996)、 椎 茸 のうま味

成 分 として知 られ ている(Kuninaka 1996)。 これ らは、昆 布 のうま味 成 分 であるグ ル

タミン酸 ナ トリウム(Kuninaka 1996)と のうまみ の相 乗 効 果(Kuninaka 1996)が 知

られ てお り、核 酸 系 調 味 料 として、グ ルタミン酸 ナ トりウムと共 に広 く世 界 中 で利 用 さ

れ ている。近 年 、グルタミン酸 受 容 体 と考 えられ る分 子 がラット舌 において発 現 してい

ることが報 告 され(Chaudhari et al.2000)、 うま味 感 知 の 分 子 機 構 解 明 の 端 緒 が

開 か れた。核 酸 をうま味 として認 識 する分 子 機 構 やグルタミン酸 ナ トリウムと核 酸 との

相 乗 効 果 の分 子 機 構 解 明 の 手 がか りは得 られ ていないが 、タンパ ク質 源 であるアミノ

酸 の一 種 やDNAやRNA源 である核 酸 に対 して嗜 好 性 を示 す ことは生 存 にとって合

目 的 性 が あり、その 分 子 機 構 解 明 は大 変 興 味 深 い。



核 酸 系 調 味 料 の需 要 は拡 大 の 一 途 を辿 っており、今 後 も継 続 した需 要 増 が見 込

まれ ていることか ら、その製 造 方 法 についても更 なる改 善 が 求 め られ ている。イノシン

酸 の 工 業 的 生 産 法 としては、次 の2種 の 方 法 が 知 られ ている。それ は、(1)イ ノシン

酸 を直 接 発 酵 す る方 法(Teshiba et al.1984)、(2)発 酵 生 産 したイノシンをPOCl3

を用 いてリン酸 化 する方 法 である(Yoshikawa et al.1969)。 グアニル 酸 の 工 業 的

生 産 法 としては 、次 の2種 の方 法 が 知 られ ている。それ は 、(1)発 酵 生 産 したキサ ン

チル 酸 をグアニル酸 合 成 酵 素 によりアミノ化 する方 法(Fujio et al.1997)、(2)発 酵

生 産 したグア ノシンをPOCl3を 用 いてリン酸 化 す る方 法 である(Yoshikawa et al.

1969)。 数 量 面 で、現 在 主 流 となっている方 法 は、イノシン酸 の 製 造 においても、グア

ニル 酸 の 製 造 においても、発 酵 生 産 したヌクレオシドをPOCl3を 用 いてリン酸 化 する

方 法 である。これ は 、ヌクレオシド発 酵(Matsui et al.1982,Matsui et al.1979)

及 び ヌクレオシドのPOCl3を 用 いたリン酸 化 の 効 率 が高 いか らである。しか し、この方

法 は 、ヌクレオシ ド発 酵 用 の 培 養 槽 とリン酸 化 用 の 反 応 槽 が 必 要 であること、リン酸

化 のた めに発 酵 液 よりヌクレオシドを分 離 す る必 要 が あることなど、直 接 発 酵 す る方

法 や 、発 酵 生 産 したキサ ンチル酸 をグアニル酸 合 成 酵 素 によりアミノ化 する方 法 に比

較 し、工 程 が複 雑 であるという短 所 が 存 在 す る。新 製 法 開 発 の 第 一 段 階 として、直

接 発 酵 に比 較 し高 収 率 であるイノシン及 び グアノシン発 酵 の 利 点 を生 か し、リン酸 化

設 備 の 簡 略 化 が 期 待 できる酵 素 的 なイノシン及 び グアノシンのリン酸 化 法 の 開 発 が

望 まれ ている。

近 年 、サ ル ベ ー ジ 系 酵 素 の 一 種 であ るE.coli由 来 イノシ ン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ を

利 用 し、菌 体 の 持 つATP再 生 反 応 と共 役 させ て イノシ ンの リン酸 化 を行 うという新 し

い イノシン酸 製 造 方 法 が 報 告 され た(Mori et al.1997)。 イノシン-グ アノシンキ ナ ー

ゼ(ATP:guanosine 5'-phosphotranferase[EC2.7.1.73])は 、ATPの γ位 の リ

ン酸 基 をイノシ ン及 び グ アノシンの5'位 の 水 酸 基 に 転 移 す る反 応 を触 媒 し、5'モ ノヌク

レオ チ ド、す な わ ち 、 イノシン酸(5'-IMP)、 グア ニル 酸(5'-GMP)を 生 成 す る。



イノシン、グアノシン+ATP→GMP,IMP+ADP

真 核 細 胞 に は、通 常 、2種 の ヌクレオシドキナ ーゼ 、すなわち、アデノシン特 異 的 キナ

ーゼ 、ウ リジン及 び シチジン特 異 的 キナ ーゼ が存 在 す る。原 核 細 胞 につ いては報 告

例 が少 ないが 、真 核 細 胞 と同 様 と推 定 され ている。しかしなが ら、Escherichia coli

や Salmonella typhimurium にはアデノシンキ ナーゼは 存 在 せず、代 わ りにイノシン

-グ アノシンキナーゼ が存 在 し、この推 定 に 当 てはまらない。原 核 細 胞 において、プリ

ンヌクレオシドキナーゼ 活 性 についての報 告 が非 常 に限 定 され た種 に留 まっている理

由 のひとつ は、その 活 性 の検 出 が 困 難 であることと考 えられ る。生 物 におけるプリンヌ

クレオシド利 用 経 路 は2種 知 られている(イ ノシン及 びグアノシンの例 を図1に 示 した)。

一 方 は
、プリンヌクレオシドを加 リン酸 分 解 し、核 酸 塩 基 とリボ ース1-リ ン酸 を生 成 す

るプリンヌクレオシドフォスフォリラーゼ が関 与 する経 路 である(図1,経 路A)。 ここで

生 成 したリボース1-リ ン酸 は、フォスフォリボムターゼ によりリボ ース5-リ ン酸 に変 換

され た後 、リボ ースリン酸 ピロフォスフォキナーゼによって5-フ ォスフォリボ シル1-ピ ロ

リン酸 となり、フォスフォリボ シル トランスフェラーゼ により核 酸 塩 基 と結 合 し、プリン核

酸 が生 成 す る。もう一 方 の経 路 では 、プ リンヌクレオシ ドキナ ーゼ により、直 接 リン酸

基 が転 移 され 、プリンヌクレオチドが生 成 する(図1,経 路B)。 すなわち、同 一 基 質 よ

り同 一 生 成 物 を生 じる経 路 が2種 類 存 在 す る。しかも、同 一 細 胞 がこれ ら2経 路 の

活 性 を併 せ 持 つ例 が報 告 され ている。従 って、プリンヌクレオシ ドキナーゼ 活 性 検 出

の酵 素 源 として細 胞 や粗 酵 素 抽 出 液 などの混 合 系 を用 いた場 合 、いず れ の経 路 に

よってヌクレオチドが 生 成 したのかを判 別 す る必 要 が ある。また、イノシン-グ アノシン

キナーゼ活 性 は微 弱 であると考 えられており、感 度 の高 い検 出 系 が必 要 である。

本 研 究 では、これ らの背 景 を踏 まえ、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼを利

用 し菌 体 の持 つATP再 生 反 応 と共 役 させてイノシンの リン酸 化 を行 うという新 しいイ

ノシン酸 製 造 方 法(Mori et al.1997)の 実 用 性 を評 価 した。また、E.coli由 来 イノ

シンーグアノシンキナーゼの酵 素 学 的 諸 性 質 を明 らかにす ることにより、本 酵 素 を利



図12種 の イノシン(グ アノシン)利 用 経 路 とその周 辺 の代 謝 経 路

A:イ ノシン(グ アノシン)を 加 リン酸 分 解 し、核 酸 塩 基 とリボース1-リ ン酸 を生 成 す る

プリンヌクレオシドフォスフォリラーゼ が関 与 する経 路,B:イ ノシン(グ アノシン)に 直 接

リン酸 基 が転 移 され る経 路



用 したヌクレオシ ドリン酸 化 法 における課 題 を考 察 す ると共 に、E.coliに おける核 酸

代 謝 調 節 機 構 について新 たな知 見 を得 た。さらに、活 性 の検 出 が 困 難 であることか ら、

これまで報 告 が 少 なく、その存 在 が稀 とされ ていたイノシン-グ アノシンキ ナーゼ活 性 の

選 択 的 か つ高 感 度 な新 規 アッセイ系 を構 築 し、自 然 界 より新 規 な性 質 を有 す るイノ

シン-グ アノシンキ ナーゼを見 出 し、遺 伝 子 クローニングによる塩 基 配 列 、アミノ酸 配 列

解 析 並 びに発 現 解 析 、及 び近 縁 種 での 活 性 の 存 在 を検 討 し、イノシン-グ アノシンキ

ナーゼの 生 理 的意 義 、その進 化 について議 論 した。更 に、この新 規 な特 徴 を有 す るイ

ノシン-グ アノシンキナ ーゼを利 用 し、従 来 報 告 され ていなか ったグアノシンの リン酸 化

にも成 功 した。



第 二 章 、Escherichia coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼを用 いたATP再 生 反

応 と共 役 させ たイノシン及 びグアノシンの リン酸 化 と本 酵 素 の酵 素 学 的 解 析

2-1緒 言

第 一 章 で述 べ たように、核 酸 系 調 味 料 の需 要 は拡 大 の一 途 を辿 っており、今 後 も

継 続 した需 要 増 が見 込 まれ ていることか ら、その製 造 方 法 についても更 なる改 善 が

求 め られ ている。新 製 法 開 発 の第 一 段 階 として、直 接 発 酵 に比 較 し高 収 率 であるイ

ノシン発 酵 の 利 点 を生 かし、リン酸 化 設 備 の 簡 略 化 が期 待 できる酵 素 的 なイノシンリ

ン酸 化 法 の開 発 が望 まれ ていた。近 年 、サ ルベージ系 酵 素 の 一 種 であるE.coli由

来 イノシン-グ アノシンキナーゼを利 用 し、菌 体 の持 つATP再 生 反 応 と共 役 させてイ

ノシンの リン酸 化 を行 うという新 しいイノシン酸 製 造 方 法 が報 告 され た(Mori et al.

1997)。

イノシ ン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ(ATP:guanosine5'-phosphotranferase[E.C.

2.7.1.73])は 、ATPの γ位 の リン酸 基 をグア ノシ ン及 び イノシン の5'位 の 水 酸 基 に転

移 す る反 応 を触 媒 し、5'-モ ノヌクレオ チ ド、す なわ ち 、イノシン 酸(5'-IMP),グ アニ ル

酸(5'-GMP)を 生 成 す る。

イノシン、グアノシン+ATP→GMP,IMP+ADP

リン酸 基 供 与 体 として使 用 するATPを 試 薬ATPの 添 加 で行 う方 法 は、そのコスト

か ら工 業 的 製 造 法 としては成 立 しない。そこで、生 物 に備 わ っているADPか らATP

を再 生 す る反 応 と本 反 応 を共 役 させ ることが実 用 面 か らは重 要 となる。

このATP再 生 反 応 と共 役 させ たイノシン及 びグアノシンの リン酸 化 反 応 について検

討 を行 った結 果 、イノシンの リン酸 化 に は成 功 したが、グアノシンの リン酸 化 は認 め ら

れ なかった。そこで、この 原 因 が 酵 素 の 特 性 に起 因 す るの かにつ いて検 討 を行 った。

イノシン-グ アノシンキナー ゼ は 、これまで精 製 された例 がなく、詳 細 な解 析 はなされ



ていなか った。近 年 、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子(gsk)が クロー

ニングされ、E.coliに て大 量 発 現 させ た酵 素 を用 いてその性 質 の 一 部 については検

討 が行 われ た(Harlow et al.1995,Mori et al.1995)も の の充 分 な解 析 はなされ

ていなか った。また、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ は、その反 応 にお ける

末 端 最 終 生 成 物 であると考 えられ るGTPに より阻 害 を受 けることが 報 告 され た

(Peterson 1999)が 、精 製 酵 素 を用 いた詳 細 な解 析 はなされ ていなかった。

本 章 では、以 上 の背 景 に基 づいて行 った、E.coli由 来 イノシンーグアノシンキナー

ゼを利 用 し、菌 体 の持 つATP再 生 反 応 と共 役 させてイノシン及 びグアノシンのリン酸

化 を行 うという新 しい核 酸 系 調 味 料 の 製 造 方 法(Mori et al.1997)の 評 価 、及 び

Escherichia coli 由 来 グアノシン-イ ノシンキナーゼ の 大 量 発 現 と精 製 、及 び得 ら

れた精 製 酵 素 を用 いて行 った酵 素 の性 質 についての詳 細 な解 析 について述 べる。ま

た、その 結 果 明 らかとなった本 酵 素 活 性 の最 終 産 物 による調 節 と、反 応 速 度 実 験 か

ら得 られ た酵 素 反 応 機 構 につ いて論 じる。

2-2材 料 と方 法

材 料

[14C]guanosine、[14C]inosine及 び[14C]2'-deoxyguanosine は 、Moravec 社

(Brea,CA,USA)よ り購 入 し た 。

[γ-32P]ATPはAmersham社(Little Chalfont,Buchnghamshire,United

Kingdom)よ り 購 入 し た 。 そ の 他 の ヌ ク レ オ シ ド類 、ヌ ク レ オ チ ド類 及 び ア シ ク ロ ビ ル

(acyclovir;9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-guanine(ACV))はSigma社(St.

Louis,MO,USA)よ り 購 入 し た 。DEAE-Toyopearl及 びButyl-Toyopearlは 東

ソ ー 社 よ り、Superdex200pg及 びgel filtration calibration kitはPharmacia

社(Uppsala,Sweden)よ り 購 入 し た 。



菌 株 、培 地 及 びバ ッファー

イ ノシ ン-グ ア ノシ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 高 発 現 菌 と し て 、後 節 に 述 べ るE.coli株 を 使

用 し た 。ATP再 生 菌 と し て は 、 工 業 的 にATP再 生 菌 と し て 実 績 の あ る

Corynebacterium amoniagenes(Mori et al.1997,Furuya et al.1971,Fujio

et al.1997a,1997b,Nakayama et al.1973)よ りプ リン ヌ ク レ オ シ ド分 解 活 性 弱

化 株 と し て 誘 導 され たATCC21477株(Nakayama et al.1973)を 使 用 し た 。E.

coliの 培 養 に はLB培 地 を 使 用 し 、C.ammoniagenesの 通 常 の 培 養 に は 、CM2G

(Miwa et al.1985)培 地 を 使 用 し た 。 尚 、CM2G培 地 の 組 成 は 、5 g/l glucose,10

g/l polypeptone(第 五 栄 養),10 g/l yeast extract(Difco),5 g/l NaCl (pH

7.2)で あ る 。C.ammoniagenesをATP再 生 菌 と し て 用 い る 場 合 は 、前 培 養 培 地 と

して 、10 g/l polypeptone,5 g/l beef extract,5 g/l yeast extract,2.5g/l NaCl

(pH7.2)を 用 い 、本 培 養 培 地 と し て 、150 g/l glucose,5g/l MgSO4・7H2O,10 g/l

(NH4)2SO4,3 g/l K2HPO4,0.1 g/l casein hydrated,7 g/l yeast extract,10

μg/l biotin,10 mg/l adenine,10mg/l guanine(pH7.2)を 用 い た(Mori et al.

1997)。 バ ッ フ ァ ー と し て は 、 以 下 の も の を 使 用 した 。BufferA:50 mM Tris-HCl

(pH8.0),1 mM DTT,Buffer B:50 mM Tris-HCl(pH7.8),1 mM DTT,100

mM KCl,20%(wlv)glycerol

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼ高 発 現 菌 株 の構 築 と培 養

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子(gsk)を 、E.coliW3110株 の 染

色 体DNAを 鋳 型 として以 下 の5'端 に制 限 酵 素 認 識 部 位 を付 加 したプライマーを用

いてPCRに より増 幅 した。使 用 したプライマー の配 列 は、

5'-GGCTGCAGCCATGAAATTTCCCGGTAAACG-3'

(下 線 部 は付 加 したPstI認 識 部 位)

5'-GGAAGCTTAACGATCCCAGTAAGACTCTTC-3'



(下 線 部 は付 加 したHindIII認 識 部 位)で ある。PCR産 物 をPsI及 びHindIIIに

て切 断 し、pUC18に 連 結 した。構 築 したプラスミドのBamHI認 識 部 位 とPstI認 識

部 位 間 に化 学 合 成 したE.coli trpオ ペ ロンプロモーターを挿 入 した。この挿 入 配 列

は 、プロモーター配 列 と共 にE.coli trpオ ペロンのShine-Dalgarno配 列 を有 する。

この ように構 築 したE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 発 現 プラスミド

をE.coli JM109に 導 入 した。得 られ た形 質転 換 体 を100μg/mlの アンピシリンを

含 有 する50mlのLB培 地 を用 い、37℃ にて12時 間 培 養 した。この 培 養 液 を100

μg/mlの アンピシリンを含 有 す る1lのLIB培 地 に移 し、pHを6.5に 維 持 しつつ37℃

にて8時 間 、Jar培 養 を行 った。

ATP再 生菌C.ammoniagenesの 培 養

保 存 プレートよりCM2Gプ レー トに植 菌 し、30℃ にて一 晩 培 養 後 、10mlの 前 培 養

培 地 に植 菌 し、30℃ にて30時 間 、試 験 管 培 養 を行 った。この 培 養 液5mlを50ml

の本 培 養 培 地 に加 え、30℃ にて24時 間 、坂 口 フラスコを用 いて培 養 した(Mori et

al.1997)。 得 られ た培 養 液 より遠 心 分 離 して得 られ た菌 体 をイノシンまたはグアノシ

ンの リン酸 化 反 応 に用 いた。

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の精 製

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼを大 量 発 現 させ た菌 体 より本 酵 素 の 精

製 を行 った。特 に記 述 しない限 り、操 作 は全 て4℃ にて行 った。湿 重 量50gの 凍 結 菌

体 を100 mM KClを 含 む Buffer Aに 懸 濁 し、bead-beater(Biospec社 、

Bartlesville,OK,USA)に て破 砕 した。破 砕 残 渣 の 除 去 を遠 心 分 離 により行 った

後 、50%飽 和 となるよう硫 安 を添 加 し、遠 心 分 離 後 、沈 殿 画 分 を回 収 した。得 られた

沈 殿 を100 mM KClを 含 む Buffer Aに 懸 濁 し、予 め 同 Buffer にて平 衡 化 した

DEAE-Toyopearlを 用 いたカラムクロマトグラフィー による分 画 を行 った。溶 出 は 、



KClの リニアグラジェント(100 mM→400 mM)に より行 った。活 性 画 分 に20%飽 和

となるよう硫 安 を添 加 し、遠 心 分 離 により沈 殿 画 分 を除 去 した。得 られ た上 清 を、予

め100 mM KCl及 び20%飽 和 硫 安 を含 む Buffer Aに より平 衡 化 され た Butyl-

Toyopearl を用 いたカラム クロマトグラフィーによる分 画 に供 した。硫 安 のリニアグラジ

エント(20%→0%)に より溶 出 を行 った。活 性 画 分 に50%飽 和 となるよう硫 安 を添 加

し、遠 心 分 離 により沈 殿 の 回 収 を行 った。得 られ た沈 殿 は、Buffer Bに 懸 濁 し、同

Bufferに 対 して透 析 を行 った。

ゲルろ過 カラムクロマトグラフィー

前 項 で得 られ た精 製 酵 素 溶 液200μl(タ ンパ ク質 濃 度12mg/ml)を 、予 め300

mM KClを 含 有 す る Buffer Aに て 平 衡 化 され たSuperdex 200pgを 用 い たカラム

ク ロマ トグ ラフィー に 供 し、同 Buffer に て 溶 出 を 行 った 。分 子 量 マ ー カ ー として 、

aldolase,albumin,ovalbumin,chymotripsin A,ribonuclease Aを 用 い た 。

試 薬ATPを リン酸 基 供 与 体 としたイノシンおよびグアノシンリン酸 化 反 応

20 mlの 次 の 組 成 の 反 応 液 にて 行 った 。報 告(Mori et al.1997)に 準 じ、菌 体 内

酵 素 と基 質(イ ノシン 、グア ノシ ン 、ATP、ADP)と の 接 触 を 促 進 させ ることを 目 的 とし

て 有 機 溶 媒(xylene)及 び 界 面 活 性 剤(Nymeen S-215(polyoxyethylene

stearylamine,Nippon Oil and Fats,Tokyo,Japan))を 添 加 した 。反 応 液 組 成

は 、100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4),5 g/l MgSO4・7H2O,10

ml/l xylene,4 g/l Nymeen S-215(polyoxyethylene stearylamine,Nippon

Oil and Fats,Tokyo,Japan),10 g/l phytic acid,20 g/l ATP及 び20 g湿 重

量/l E.coli イノシ ン-グ アノシンキ ナ ー ゼ 高 発 現 菌 であ る。30℃ に て撹 拌 しつ つ 反

応 を行 った 。反 応 開 始 後 一 定 時 間 毎 に 反 応 液pHの 測 定 を行 い 、4 M NaOHを 用

い て調 整 を行 った 。ま た 、一 定 時 間 毎 に サ ンプリング を行 い 、基 質 及 び 生 成 物 の 分 析



を行 った。消 費 され たATPの 補 充 は 、1 M ATP(pH 7.4)の 添 加 に より行 った 。

ATP再 生 反 応 と共 役 させ た イノシン 及 び グ アノシン リン酸 化 反 応

20 mlの 次 の 組 成 の 反 応 液 に て行 った。20 g/l KH2PO4,30 g/l glucose,5 g/l 

MgSO4・7H2O,10 ml/l xylene,4 g/l Nymeen S-215,10 g/l phytic acid,10 

mM AMP,20 g湿 重 量/l E.coli イノシン-グ アノシンキ ナ ー ゼ 高 発 現 菌 及 び200 

g湿 重 量/l ATP 再 生 菌 。反 応 は 、32℃ 、pH 7.2、170-175 rpmに て撹 絆 しつ つ

行 った 。反 応pHは 、4 M NaOHを 用 い 、適 宜 調 整 を行 った。ま た 、リン酸 の 定 量 を

フォスファB-テ ス トワ コ-(和 光 純 薬)を 用 い て行 い 、リン酸 化 に よ り消 費 され た リン

酸 基 の 補 充 をKH2PO4添 加 に より行 った(Mori et al.1997)。

イノシン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ 活 性 測 定 法

標 準 的 な 反 応 液 として は 以 下 の 組 成 の もの を用 い た 。100 mM Tris-HCl(pH 

7.4),300 mM KCl,10 mM MgSO4,5 mM ATP,0.02 mM[14C]guanosine また

は 、0.2 mM[14C]inosine 及 び 酵 素 溶 液 。反 応 液 中 の 精 製 酵 素 濃 度 は 、グア ノシン

を リン酸 基 受 容 体 とした 場 合 に は 、35.6 ng/l、 イノシン をリン酸 基 受 容 体 とした 場 合

に は 、3.56μg/lで ある。反 応 液 を30℃ に て2分 間 インキ ュベ ー トし、そ の2μlを シ リ

カ ゲ ル プ レ ー ト Art 5715(Merck,Whitehouse,NJ,USA)に ス ポ ットした 。1-

butanol-ethanol-water(2:1:1(容 量 比))に て展 開 し、風 乾 後 、標 識 化 合 物 の 検 出

と定 量 を富 士 写 真 フイル ム 社 製Bio-Image analyzer BAS2000に て行 った。リン酸

化 部 位 の 特 定 に は 、[γ-32P]ATP を リン酸 基 供 与 体 として 用 い 、反 応 液 を PEI-

cellulose plate(Merck Art 5725)に スポ ットした後 、0.5 M LiCl及 び1M formic 

acid よりな る溶 媒 に て展 開 した 。

SDS-ポ リアクリル アミドゲル電 気 泳動 、等電 点電気 泳動



SDS-ポ リアクリルア ミドゲ ル 電 気 泳 動 は 、Laemmli の 方 法(Laemmli 1970)に

基 づ き、4-20%の グラジェン トゲ ル を用 い て行 った 。等 電 点 電 気 泳 動 は 、非 変 性 条 件

に てpHレ ンジ3-10に て行 った 。等 電 点 マー カー として 、carbonic anhydrase II,

carbonic anhydrase I,lentillectin を 使 用 し た 。 電 気 泳 動 後 の ゲ ル は 、

coomassie brilliant blue ま た は 銀 染 色 に よ り染 色 を 行 った。

タンパ ク質 の 定 量

タン パ ク質 の 定 量 は 、Bio-Rad社(Hercules,CA,USA)の protein assay kit 

を用 い 、bovine serum albumin を標 準 タンパ ク質 として 行 った 。ヌクレオ チ ドを

核 酸 類 の 定 量

Asahipak GS-220カ ラム を用 い たHPLCに て核 酸 類 の 分 離 ・定 量 を行 った。溶 離

液 は 、0.2 M NaH2PO4(pH 4.0)を 使 用 し、カ ラム 温 度 は 、50℃ 、流 速 は 、1.5

ml/minに て分 離 を 行 い 、波 長254 nmのUV吸 収 に よ り検 出 を行 った 。IMPは

IMP・2Na・7.5H2O換 算 、GMPはGMP・2Na・6.5H2O換 算 で表 示 した。

ア ミノ末 端 ア ミノ酸 配 列 の 決 定

精 製 酵 素 の アミノ末 端 アミノ酸 配 列 の 決 定 は 、PE biosystems社(Foster City,

CA,USA)の 気 相 プロテ インシー ケ ンサ ー477Aを 用 いて 実 施 した。

2-3結 果

2-3-1試 薬ATPを リン酸 基 供 与 体 としたイノシン及 びグアノシンの リン酸 化

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ 高 発 現 菌 の 培 養 菌 体 を酵 素 源 とし、試 薬

ATPを リン酸 供 与 体 としたイノシンの リン酸 化 反 応 を行 い、そのリン酸 化 能 の評 価 を



行 った。反 応 は4連 で実 施 し、サンプリングによる反 応 液 の減 少 を避 ける 目的 で、4反

応 の うち2反 応 より2時 間 毎 にサンプリングを行 い、核 酸 類(基 質 イノシン及 びATP,

生 成 物 イノシン酸 及 びADP)の 定 量 を行 った。定 量 を行 った2反 応 のうち、一 つ につ

いて結 果 を図2-1に 示 す 。定 量 後 、測 定 した2反 応 の進 行 が ほ ぼ同 等 であることを

確 認 した上 で、残 り2反 応 の進 行 も同 等 であると仮 定 し、4反 応 全 てについて消 費 さ

れたATPの 補 充 を行 った。基 質 イノシンを消 費 した時 点(反 応 開 始 後20時 間)で 反

応 終 了とした。反 応 終 了 時 の 反 応 液 容 量 を測 定 し、ATP溶 液 添 加 による容 量 増 と

反 応 中 の蒸 発 等 に起 因 す る容 量 減 を考 慮 し、濃 度 補 正 を行 った。その結 果 、4.47

mmolの イノシンより4.37mmolの イノシン酸 の生 成 が確 認 され た(4反 応 平 均 値)。

この 時 のモル 変 換 率 は、約97%と いう非 常 に高 いもの であった。これ らの 結 果 か ら、

E.coli イノシン-グ アノシンキナーゼ高 発 現 菌 体 を用 いたイノシンの リン酸 化 が有 用

であると考 えられた。

イノシンリン酸 化 と同様 の 条 件 にて、試 薬ATPを リン酸 供 与 体 としたグアノシンの リ

ン酸 化 反 応 についても評 価 を行 った(反 応 は1連 で実 施)。 その 結 果 、1.41 mmolの

グアノシンより反 応4時 間 で1.40 mmolの グアニル酸 の生 成 が確 認 され た(モ ル 転

換 率99.3%)。

2-3-2 ATP再 生 反 応 と共 役 させ たイノシン及 びグアノシンの リン酸 化

前 節 にて E.coli イノシン-グ アノシンキナーゼ高 発 現 菌 体 を用 いたイノシン及 びグ

アノシンの リン酸 化 が 有 用 であったことか ら、ATP再 生 反 応 と共 役 させ たインシン及 び

グアノシンの リン酸 化 について検 討 を行 った。リン酸 基 供 与 体 として使 用 するATPを

試 薬ATPの 添 加 で行 う方 法 はそのコス トか ら工 業 的 製 造 法 としては成 立 しないため 、

ATP再 生 反 応 との 共 役 の 可 否 は工 業 的 製 造 法 としての評 価 には必 須 である。ATP

を必 要 とす る酵 素 反 応 において C.ammoniagenes をATP再 生 菌 として工 業 的 に

利 用 する方 法 が確 立 され ている(Mori et al.1997,Furuya et al.1971,Fujio



図2-1試 薬ATPを リン酸 基 供 与 体 とした E.coli 由 来 イノシン-グ アノシンキナ ー

ゼによるイノシンの リン酸 化 反 応 経 時 変 化

4連 の反 応 の 内 の一 つを代 表 例 として示 した。基 質 イノシン量 は、4.47 mmolで ある。

●,IMP;○,イ ノシン



et al.1997a,1997b)。 その概 略 は、菌 体 を適 度 な濃 度 の界 面 活 性 剤 や有 機 溶 媒

で処 理 することにより、グルコースを利 用 しADPか らATPを 生 成 す る能 力 を維 持 した

まま、ATP,ADPを 膜 透 過 可 能 にす るというもの である(Nara et al.1969,Furuya 

et al.1971)。C.ammoniagenes ATCC 21477は イノシン生 産 菌 として育 種 され て

い る た め 、転 換 反 応 の 基 質 であ る プ リン ヌクレオ シ ド分 解 能 が 弱 化 され てい る

(Nakayama et al.1973)。 そこで、この株 を本 実 験 におけるATP再 生 菌 として用 い

た。既 報 に準 じ材 料 と方 法 の項 に記 載 した方 法 にてイノシンまた はグアノシンの リン

酸 化 反 応 を行 ったところ、イノシンを基 質 とした場 合 には(図2-2)、1.86 mmol(反

応 液 中93 mmol/l(懸 濁 液))の イノシンより0.933 mmol(反 応 液 中46.7 mmol/l)

のイノシン酸 の 生 成 が認 められ た(モ ル転 換 率50.2%)が 、グアノシンを基 質 とした場

合 に は、グアニル酸 の生 成 は認 め られ なかった(デ ータ示 さず)。

2-3-3 E.coli 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼの 大 量 発 現 と精 製

材 料 と方 法 の 項 で記 述 した方 法 でイノシン-グ アノシンキ ナーゼを大 量 発 現 させた 

E.coli 菌 体 か らの E.coli 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の精 製 の概 要 を表2-

1に 示 した。50 gの 湿 菌 体 より300 mgの 精 製 酵 素 が得 られ た。精 製 酵 素 をSDS-

ポ リアクリル アミドゲル電 気 泳 動 及 び等 電 点 電 気 泳 動 に供 したところ、いずれ の泳 動

に おいても、単 一 バンドが得 られ 、本 酵 素 の精 製 が 電 気 泳 動 的 に確 認 され た(図2-

3 A,B)。SDS-ポ リアクリルアミドゲ ル電 気 泳 動 か ら算 出 され た本 酵 素 の 分 子 量 、

約45,000は 、塩 基 配 列 より推 定 され る分 子 量 、約48,400と よく一 致 した。一 方 、ゲ

ルろ過 カラム クロマトグラフィー より算 出 され た非 変 性 状 態 での分 子 量 は、約85,000

であった。従 って、本 酵 素 は、同 一 サ ブユニットか らなる二 量 体 であると考 えられ た。

等 電 点 電 気 泳 動 より算 出 され た本 酵 素 の等 電 点 は、6.0で あった。精 製 酵 素 のアミ

ノ末 端 の アミノ酸 配 列 の決 定 により、塩 基 配 列 より推 定 され るアミノ酸 配 列 と一 致 し

たMKFPGの 単 一 の配 列 が 得 られ たことか ら、正 常 に発 現 した酵 素 を均 一 に精 製



図2-2 ATP再 生 反 応 と共 役 させ たイノシンの リン酸 化 反 応

C.ammoniagenes ATCC 21477をATP再 生 菌 として、ATP再 生 反 応 と共 役 させ

たイノシンの リン酸 化 反 応 を行 った。基 質 イノシン量 は、1.86 mmol(反 応 液 中93 

mmol/l(懸 濁 液))で ある。



表2-1 E.coli 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の精 製



図2-3精 製 し た E.coli 由 来 イ ノシ ン-グ ア ノ シ ン キ ナ ー ゼ のSDS-PAGEとIEF

(A)精 製 し た E.coli 由 来 イ ノシ ン-グ ア ノシ ン キ ナ ー ゼ のSDS-PAGE

0.54μgの 精 製 酵 素 を4-20%グ ラ ジ エ ン トの ポ リ ア ク リ ル ア ミドゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し 、

銀 染 色 に よ る 染 色 を 行 っ た(レ ー ン2)。 分 子 量 マ ー カ ー(レ ー ン1)は 、myosin

(200k),β-galactosidase(116k),phosphorylase B(97.4k),bovine serum 

albumin(66.3k),glutamic dehydrogenase(55.4k),lactate dehydrogenase

(36.5k),carbonic anhydrase(31.0k),trypsin inhibitor(21.5k),lysozyme

(14.4k),aprotinin(6.0k)を 用 い た 。

(B)精 製 し た E.coli 由 来 イ ノシ ン-グ ア ノシ ン キ ナ ー ゼ のIEF

4.7μgの 精 製 酵 素 を 非 変 性 条 件 下 に てpHレ ン ジ3-10の 等 電 点 電 気 泳 動 に 供 し 、

Coomassie brilliant blue に よ る 染 色 を 行 っ た(レ ー ン1)。 等 電 点 マ ー カ ー(レ ー ン

2)は 、carbonic anhydrase II(5.9),carbonic anhydrase I(6.6),lentil lectin

(7.2,8.2,8.8)を 用 い た 。



し得 たことが確 認 され た。

2-3-4 E.coli 由来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼの性 質

得 られ た精 製 酵 素 を用 いて、反 応 初 速 度 解 析 を行 った。本 酵 素 は、ATPの γ位

の リン酸 基 をグアノシン及 びイノシンの5'位 の水 酸 基 に転 移 する反 応 を触 媒 する酵

素 である。図2-4に 示 したように、Mg-ATP濃 度 を一 定 にしグ アノシン濃 度 を変 化 さ

せ た場 合 も、その 逆 にグアノシン濃 度 を一 定 にし、Mg-ATP濃 度 を変 化 させ た場 合 も

平 行 線 パターンが得 られた。本 酵 素 の ような2基 質 を利 用 する酵 素 反 応 においては、

この ような平 行 線 パ ターン は、ping-pong 反 応 機 構 に特 有 の もの である(Fromm 

1979)。 しかしなが ら、後 の項 で記 述 す る生 成 物 による阻 害 パターンか らは、本 酵 素

の反 応 機 構 は、ping-pong 機 構 ではなく ordered Bi Bi 機 構 であることが 示 された。

また、反 応 初 速 度 解 析 か ら、本 酵 素 のグアノシン、イノシン、デオ キシグアノシン及 び

ATPに 対 するKm値 は、それ ぞれ 、7.8μM,1.5 mM,4.3 mM,0.49 mMと 算 出 さ

れた。

リン酸 基 供 与 体 特 異 性 の検 討 を行 ったところ、ATPに 加 え、デオキシアデノシン三

リン酸(dATP)、UTP、CTPは 基 質 となるが、GTP、ADP、AMP、 及 びp-ニ トロフェニ

ル リン酸(p-NPP)は 基 質 とならないことが判 明 した(表2-2)。[γ-32P]ATPを 用 い、

リン酸 基 受 容 特 異 性 の検 討 を行 ったところ、グアノシン、デオキシグアノシン、イノシン

に加 えて、キ サントシンが 基 質 となり得 ることが判 明 したが 、リン酸 化 効 率 は、イノシン

をリン酸 基 受 容 体 とした場 合 の約30%で あった。アデノシン、ウリジン、シチジン、及 び

デオキシチミジンは 、リン酸 基 受 容 体 とはな らなか った。さらに、グアニン部 分 を有 す る

ヌクレオシドアナ ログであるアシクロビルは リン酸 基 受 容 体 とはならなかった。

ATP濃 度 とMg2+濃 度 が本 酵 素 活 性 に与 える影 響 を検 討 した。Mg2+濃 度 が1 mM

の 場 合 、イノシンのリン酸 化 は認 められなか った。種 々のATP濃 度 とMg2+濃 度 が 本

酵 素 活 性 に与 える影 響 を検 討 したところ、図2-5に 示 す ように、[ATP]/[Mg2+]=



図2-4生 成 物 非 存 在 下 での 反 応 初 速 度 解 析

(A)種 々のMg-ATP濃 度 におけるグアノシン濃 度 変 化 の 反 応 初 速 度 に及 ぼす影 響

Mg-ATP濃 度:□,0.25mM;◆,0.5mM;●,1.0mM;▲,2.0mM

(B)種 々のグアノシン濃 度 におけるMg-ATP濃 度 変 化 の 反 応 初 速 度 に及 ぼす影 響

グアノシン濃 度:□,2μM;◇,5μM;○,10μM;△,20μM



表2-2リ ン酸 基 供 与 体 特 異 性a

ａ35 .6μgの 精 製 酵 素 を用 い、グアノシンをリン酸 基 受 容 体 とした場 合 のキナ ーゼ活

性 を、材 料 と方 法 に示 した方 法 で測 定 した。

b各 化 合 物 は終 濃 度5 mMと なるよう添加 した。



図2-5種 々のMg2+濃 度 においてATP濃 度 変 化 がE.coli由 来 イノシン-グ アノシ

ンキナーゼ 活 性 に及 ぼす影 響

リン酸 基 受 容 体 としてイノシンを用 いた。Mg2+濃 度:△,1mM;□,5mM;◇,10mM;

○,20mM



0.5の 時 、最 大 活 性 を示 す ことが観 察 された。また、この結 果 より、過 剰 のMg2+は 本

酵 素 活 性 を阻 害 しないが 、フリー のATPは 本 酵 素 活 性 を阻 害 す ることが判 明 した。

種 々のヌクレオチドが本 酵 素 活 性 に与 える影 響 の検 討 を行 った。表2-3に 示 したよ

うに僅 かではあるものの、CMP、UMP、dTMPな どの ピリミジン系 モノヌクレオチドによ

って本 酵 素 は活 性 化 され た。プリン系 ヌクレオチドに関 しては 、AMPは 実 施 した条 件

では本 酵 素 活 性 に影 響 を及 ぼさなかったが、ADPは 本 酵 素 活 性 を阻 害 し、グアニン

ヌクレオチド類 は強 力な阻 害 効 果 を有 することが 明 らかとなった。

2-3-5 E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼの 生 成 物 による阻 害

反 応 生 成 物 存 在 下 、次 の4条 件 での 反 応 速 度 論 的 解 析 を行 った。すな わち 、

(1)GMP存 在 下 、グアノシン濃 度 一 定 の 時Mg-ATP濃 度 変 化 が 反 応 初 速 度 に及

ぼす影 響 、(2)GMP存 在 下 、Mg-ATP濃 度 一 定 の 時 グアノシン濃 度 が反 応 初 速 度

に及 ぼす 影 響 、(3)ADP存 在 下 、グアノシン濃 度 一 定 の時Mg-ATP濃 度 変 化 が反

応 初 速 度 に及 ぼす 影 響 、(4)ADP存 在 下Mg-ATP濃 度 一 定 の時 グアノシン濃 度 が

反 応 初 速 度 に及 ぼす影 響 を観 測 した。その 結 果 、上 記(1)、(3)、(4)の 場 合 、混 合

型 の 阻 害 様 式 を、(2)の 場 合 、拮 抗 型 阻 害 様 式 を示 した。これ らの結 果 は、本 酵 素

の反 応 機 構 がping-pong機 構 ではなく、グアノシンが酵 素 に最 初 に結 合 し、GMPが

最 後 に解 離 するordered Bi Bi機 構 であることを示 している(図2-6)。 これ らの結

果 を表2-4に 阻 害 定 数 と共 にまとめて示 した。

2-3-6 E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼの最 終 産 物 による調 節

本 酵 素 反 応 の生 成 物 であるGMPは 、生 体 内 ではGDPやGTPへ と変 換 され核 酸

やタンパ ク質 の生 合 成 に利 用 され る。この末 端 最 終 生 成 物 であるGDPやGTPが 本

酵 素 活 性 を強 力 に阻 害 することが2-3-4節 で明 らか となった 。そこで、GDPや

GTPに よる阻 害 の程 度 を明 らか にす る目的 で、これ らの濃 度 変 化 が酵 素 活 性 に



表2-3種 々のヌクレオチドがE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼ活 性 に及 ぼ

す 影 響

各 ヌクレオチドは終 濃 度2 mMと なるよう添 加 した。基 質 として5 mMイ ノシン、5 mM

ATPを 用 いた。また、10 mM MgCl2添 加 にて実 施 した。



表2-4 E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼの生 成 物 阻 害

グアノシン濃 度 を変 化 させた場 合 のMg-ATP濃 度 は0.5 mM、Mg-ATP濃 度 を変 化

させ た場 合 の グアノシン濃 度 は5μMと した。



図2-6 E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の反 応 機 構



及 ぼす影 響 を検 討 した。その結 果 、図2-7に 示 すように、GDPはGTPに 比 し、より

強 力 な阻 害 効 果 を有 す ることが 明 らか となった。GDPは 生 体 内 では、GTP、 デオキシ

グアノシンニ リン酸(dGDP)、 デオキシグアノシン三 リン酸(dGTP)の 前 駆 体 であるこ

とか ら、グアニンヌクレオチド生 合 成 において、GDPが 末 端 最 終 生 成 物 としてその調

節 に関 与 している可 能 性 は合 理 的 であると考 えられ る。反 応 速 度 論 的 解 析 からは 、

GDPに よる阻 害 様 式 は、グアノシン非 飽 和 条 件 下 においてMg-ATPに 対 し非 拮 抗

型 であった(data not shown)。 これ に対 し、GTPに よる阻 害 様 式 は、グアノシン非 飽

和 条 件 下 においてMg-ATPに 対 し拮 抗 型 であった(デ ータ示 さず)。

2-4 考 察

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼを利 用 し、菌 体 の 持 つATP再 生 反 応 と

共 役 させ てイノシンの リン酸 化 を行 う新 しいイノシン酸 製 造 方 法 は 、工 業 生 産 的 観 点

か らも有 用 であることが確 認 され た。一 方 、同 一 条 件 での グアノシンの リン酸 化 は認

め られず 、本 法 によるグアニル酸 の製 造 には大 きな課 題 が存 在 す ることが 明 らかとな

った。この原 因 が酵 素 特 性 に起 因す る可 能 性 を検 討 する目 的 で、精 製 標 品 を用 いて

酵 素 の性 質 を詳 細 に解 析 した。その結 果 、本 酵 素 は、反 応 生 成 物 であるグアニル 酸

の他 、GDPやGTPに よって強 く阻 害 を受 けることが 明 らか となり、このことがグアノシ

ンの リン酸 化 が認 められ なかった原 因 の ひ とつと推 定 され た。この 課 題 の 解 決 には、

副 生GDP,GTPの 低 減 、または これ らによって阻 害 を受 けない酵 素 の創 製 または探

索 が考 えられ た。

イノシンの リン酸 化 には成 功 したが、今 回 用 いた条 件 では転 換 収 率 は約50%に 留

まった(図2-2)。 反 応 停 止 時 点 におい ても、反 応 系 内 に は基 質 イノシン及 び イノシ

ン-グ アノシンキナーゼ活 性 は 共 に残 存 していることか ら、ATP再 生 に問 題 が あるも

のと考 えられ た。今 回 、ATP再 生 菌 体 の培 養 をフラスコで行 い培 養 時 のpH調 整 を



図2-7 E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼの最 終 産 物 による阻 害

36μMの グアノシンをリン酸 基 受 容 体 とし、最 終 産 物 無 添 加 での 活 性 を100%と し

た場 合 の相 対 活 性 を示 した。●,GTP;○,GDP



行 わ なか ったため に培 養 終 了 時 の培 養 液pHが5程 度 まで低 下 しており、この ことが

ATP再 生 活 性 に影 響 を及 ぼした可 能 性 が考 えられた。今 後 、pE制 御 培 養 を行 った

菌 体 を用 いることによって収 率 向 上 が 期 待 される。

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼの リン酸 基 受 容 体 に対 す るKm値 は、イ

ノシンに対 しては1.5 mM、 グアノシンに対 しては7.8μMで あり、生 体 内 での 本 酵 素

の基 質 はグアノシンであると考 えられ る。従 って、工 業 的 生 産 の 見 地 か らはイノシンの

リン酸 化 のみ 報 告 され ているもの の(Mori et al.1997)、 本 法 はグアノシンの リン酸

化 にも適 用 可 能 なもの と考 えられ た。実 際 、E.coliイ ノシン-グ アノシンキナー ゼ高

発 現 菌 体 を酵 素 源 とした試 薬ATPを リン酸 基 供 与 体 としたグアノシンリン酸 化 反 応

は速 やか に進 行 した。しか しなが ら、ATP再 生 反 応 と共 役 させたグアノシンの リン酸

化 反 応 は進 行 せ ず 、本 法 によってグアニル酸 の 製 造 を行 うため に は大 きな改 善 が 必

要 であることが 判 明 した。この原 因 としては 、ATP再 生 反 応 との 共 役 反 応 の場 合 、反

応 液 中 にATP再 生 菌 として用 いた大 量 の 菌体(菌 体 由来 酵 素 群)とATPと が存 在

することか ら、生 成 したグアニル酸 が さらにリン酸 化 され、GDPやGTPが 生 成 し、これ

らがE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼを阻 害 している可 能 性 が考 えられ た。

これ に対 し、イノシンの リン酸 化 の場 合 は、生 成 したイノシン酸 の代 謝 にはATP再 生

反 応 系 では 供 給 され ない基 質 や補 酵 素(ア デニンヌクレオチド方 向 へ はアスパ ラギ ン

酸 とGTP、 グアニンヌクレオチド方 向へ はNAD+)を 必 要 とすることか ら、生 成 イノシン

酸 の 代 謝 は ほとんど進 行 せず 、この 目 的 産 物 を著 量 蓄 積 することが可 能 なの であろ

う。今 回 用 いた分 析 系 では 、GDPやGTPと 近 接 したリテンションタイム を持 つ 多数 の

ピークの 中 か らGDP、GTPの ピー クを同 定 するには至 らず、この仮 説 の検 証 は今 後

の課 題 である。GDP、GTPに よるE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の調 節 は、

核 酸 代 謝 調 節 観 点 か らは 合 目 的 性 が あり、非 常 に興 味 深 い機 構 であるが 、本 法 の

グアニル酸 製 造 へ の適 用 には大 きな障 壁 となる。

本 法 の グアニル酸 製 造 へ の 適 用 には、グアニル酸 のGDPへ の変 換 経 路 の 弱 化



が有 効 と考 えられるが 、この経 路 はGDP生 成 の 唯 一 の経 路 であり生 育 に必 須 であ

ること、また、培 地 中ヌクレオチドは菌 体 外 フォスファターゼまたはヌクレオチダーゼ に

よって脱 リン酸 化 され ヌクレオシ ドとして菌 体 内 に取 り込 まれ ることか ら、この経 路 の

完 全 欠 失 株 を取 得 す ること、及 び栄 養 要 求 変 異 株 として取 得 す ることは不 可 能 であ

る。そ こで、温 度 感 受 性 変 異 株 の ような条 件 致 死 変 異 株 としての 取 得 と利 用 が考 え

られ るが 、併 せ て、GDP、GTP等 による阻 害 を受 けないイノシン-グ アノシンキナーゼ

の 探 索 あるいは改 変 も有 効 と考 えられ る。

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼをE.coliに て大 量 生 産 させ ることによっ

て、50 gの 湿 菌 体 より300 mgの 酵 素 を精 製 することが できた。精 製 過 程 での 活 性

回 収 率 が約20%、 タンパ ク質 回収 率 が約6.5%で あることか ら、本 酵 素 の発 現 量 は、

菌 体 総 タンパ ク質 の約30%に 達 したもの と考 えられ た。精 製 した酵 素 標 品 は、SDS

－ポリアクリルアミドゲ ル電 気 泳 動 及 び 等 電 点 電 気 泳 動 にて単 一 バ ンドを形 成 した こ

と、及 びアミノ末 端 アミノ酸 配 列 決 定 において単 一 の配 列 を示 したことか ら、単 一 タン

パ ク質 か らなるもの と考 えられ た。SDS-ポ リアクリルアミドゲル 電 気 泳 動 により算 出 さ

れ た分 子 量(約45,000)及 びゲル ろ過 カラムクロマトグラフィーにより算 出 され た分 子

量(約85,000)よ り、本 酵 素 は同 一 サブユニットよりなる二 量 体 であると考 えられた。

グアノシン、デオキシグアノシン、イノシン、及 びキサ ントシンは リン酸 基 受 容 体 とな

るが 、アデノシン、シチジン、ウ リジン、デオキシチミジンは リン酸 基 受 容 体 とならないこ

とか ら、プリン塩 基 の6位 の水 酸 基 が本 酵 素 の基 質 認 識 に必 須 であると考 えられ た。

また、グアノシン、デオキシグアノシン、イノシンに対 するKm値 が大 きく異 なることより、

リボース部 分 の2'位 の 水 酸 基 、及 び 、プリン塩 基 の2位 のアミノ基 が本 酵 素 と相 互 作

用 しているものと考 えられ た。さらに、グアニン残 基 構 造 を有 す るヌクレオシドアナ ログ

であるアシクロビル は リン酸 基 受 容 体 とならないことか らも、ヌクレオシドのリボース部

分 が 活 性 発 現 に重 要 な要 素 であることが 示 された。以 上 の ことか ら、イノシン-グ アノ

シンキナー ゼの 加in vivoで の基 質 は、グアノシンであると考 えられ た。



ATP濃 度 とMg2+濃 度 が 本 酵 素 活 性 に与 える影 響 を検 討 したところ、Mg2+濃 度

が1mMの 場 合 、イノシンの リン酸 化 は認 め られなかった。種 々のATP濃 度 とMg2+

濃 度 が本 酵 素 活 性 に与 える影 響 を検 討 したところ、[ATP]/[Mg2+]=0.5の 時 、最 大

活 性 を示 すことが観 察 され た。この 時 、ATPとMg2+の 解 離 定 数 より、ほとん ど全 ての

ATPはMg2+と 複 合 体 を形 成 しているもの と考 えられ るが 、ATP濃 度 一 定 の 下 、

Mg2+濃 度 を増 加 させ た場 合 、ATPと 複 合 体 を形 成 しない過 剰 のMg2+は 、酵 素 活 性

を阻 害 しなかった。このことは、過 剰 のMg2+に よって阻 害 を受 けることが報 告 され てい

る植 物 ミトコンドリア由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ(Combes et al.1989)や 複 数

のアデノシンキナーゼ(Palella et al.1980,Chang et al.1983,Rotllan et al.

1985,Andres et al.1979)と は 対 照 的 である。この 相 違 の原 因 は明 らかではないが、

本 研 究 に より得 られ た結 果 は 、E.coli 由 来 イノシン-グ アノシンキ ナー ゼが 、Mg-

ATP複 合 体 を基 質 とすること、及 びATPと の複 合 体 形 成 以 外 にMg2+を 活 性 発 現 に

必 要 とすることを示 している。

CMP、UMP、dTMPな どのピリミジン系ノヌクレオチドによって本 酵 素 は活 性 化 さ

れ た。プリン系 ヌクレオチドに関 しては 、AMPは 実 施 した条 件 では本 酵 素 活 性 に影 響

を及 ぼさなかったが 、ADPは 本 酵 素 活 性 を阻 害 し、特 に本 酵 素 反 応 における末 端 最

終 生 成 物 であるグアニンヌクレオ チドは強 力 な阻 害 効 果 を有 す ることが 明 らか となっ

た。従 って、本 酵 素 は、菌 体 内 ヌクレオチドプー ルによってその 活 性 が 調 節 され 、菌 体

内 ヌクレオチドプール の調 節 に関 与 していることが 示 唆 され た。

反 応 生 成 物 非 存 在 下 での反 応 初 速 度 解 析 か らは 、本 酵 素 の 反 応 機 構 は、ping-

pong機 構 であることが示 唆 され た(Fromm1979)が 、反 応 生 成 物 存 在 下 での 反 応

初 速 度 解 析 か らは、本 酵 素 の反 応 機 構 は、ordered Bi Bi機 構 であ ることが 示 され

た。この ような現 象 は、反 応 速 度 式 か らも説 明 可 能 である。すなわち、ordered Bi Bi

反 応 式 におい て最 初 に結 合 する基 質 の解 離 定 数 が他 の 定 数 に比 し非 常 に小 さく無

視 できる場 合 、見 かけ上ping-pong機 構 の反 応 式 となる(Fromm et al.1968)。



実 際 、過 去 に もこの ような例 は 複 数 報 告 され て いる(Fromm et al.1962,Smith et

al.1969,Mannervik 1973,Minouni et al.1994)。 本 酵 素 の 場 合 、反 応 生 成 物

存 在 下 での 反 応 初 速 度 解 析 結 果 は 、明 確 にordered Bi Bi機 構 を示 した こと、最 初

に 酵 素 と結 合 す る基 質 で あるグ ア ノシン のKm値 がμMオ ー ダ ー と他 の 基 質 の そ れ と

比 較 して非 常 に 小 さく、従 って、反 応 速 度 式 もこの 現 象 を表 してい ることか ら、本 酵 素

の 反 応 機 構 は 、ordered Bi Bi機 構 であ ると考 え られ る。

本 酵 素 の反 応 機 構 は 、ordered Bi Bi機 構 であることか ら、本 酵 素 は、リン酸 基 受

容 体 結 合 部 位 とリン酸 基 供 与 体 結 合 部 位 の2つ の 基 質 結 合 部 位 を持 つものと考 え

られ た。反 応 生 成 物 存 在 条 件 下 での反 応 初 速 度 解 析 結 果 は、4種 実 験 条 件 の 内 、

3種 の条 件 で混 合 型 の 阻 害 様 式 を示 したが 、本 酵 素 の 基 質 及 び生 成 物 は、その 構

造 が類 似 しているため、それぞれ が本 来 の 結 合 部 位 とは異 なる結 合 部 位 に結 合 する

ことが考 えられ、その結 果 、このような実 験 結 果 が 得 られ たものと考 えられた。

プ リン ヌクレオ シ ドキ ナ ー ゼ の 反 応 機 構 に つ い て は 、由 来 の 異 な る 酵 素 を 用 い て

ping-pong機 構(Chang et al.1983,Miller et al.1991)、ordered Bi Bi機 構

(Rotllanetal.1985,Minounietal.1994,Hawkinsetal.1987,Bhauniket

al.1988,Hendersonetal.1972,Ikedaetal.1986)、randomBiBi機 構

(Park et al.1995,Ikeda et al.1986)と 様 々 な報 告 が な され て お り、酵 素 進 化 の

観 点 か らも興 味 深 い 。しか しなが ら、先 に 述 べ た ように 、本 酵 素 の2つ の 基 質 と2つ の

生 成 物 は 互 い に 類 似 の 構 造 を有 す る ことか ら、反 応 速 度 実 験 の 解 析 に は 困 難 な 面

が あ り、そ の ことが 多 くの 異 なる報 告 の 原 因 となって い る可 能 性 も否 定 できな い 。

イノシン-グ アノシンキナーゼ は、アミノ酸 配 列 の相 同性 解 析 か ら、リボキナ ーゼフ

ァミリーのメンバーであることが提 唱 され ている(Bork et al.1993)。 近 年 、E.coli由

来 リボ キナーゼのX線 結 晶 構 造 解 析 結 果 が報 告 され た(Sigrell et al.1998)。 この

結 果 、リボキナー ゼは、リン酸 基 受 容 体 であるリボー ス結 合 部 位 とリン酸 基 供 与 体 で

あるATP結 合 部 位 の2つ の基 質 結 合 部 位 を有 することが明 らかとなった。さらに、最



近 、ヒト由 来 アデノシンキナーゼのX線 結 晶 構 造 解 析 結 果 が報 告 された(Mathews

et al.1998)。 ヒト由 来 アデノシンキナーゼ は、E.coli由 来 リボ キナ ーゼとのアミノ酸

配 列 上 の相 同 性 は22%と 低 いものの 、その立 体 構 造 はE.coli由 来 リボキナー ゼと

非 常 に類 似 しており、リン酸 基 受 容 体 結 合 部 位 とリン酸 基 供 与 体 結 合 部 位 の2つ の

基 質 結 合 部 位 を有 することが 明 らか となった。これ までに報 告 され ている全 てのアデノ

シンキナーゼ、リボキナーゼ、フルクトキナーゼ、デオキシグルコキナーゼ 、グアノシンキ

ナーゼ(E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキ ナーゼを含 む)に は、共 通 に存 在 す る配 列 、

DT(A,S,P)T(N,I)G(A)AGDが 見 出 され ており、立 体 構 造 が 明 らかとなった2つ の

糖 キナ ーゼに おいてもこの配 列 は保 存 され ている。従 って、本 研 究 の対 象 であるE.

coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼも、ヒト由 来 アデノシンキナーゼ、E. coli由 来 リ

ボキナーゼ と類 似 した立 体 構 造 をとり、リン酸 基 受 容 体 結 合 部 位 とリン酸 基 供 与 体

結 合 部 位 の2つ の基 質 結 合 部 位 を有 している可 能 性 が高 い。この ことは、本 研 究 で

の 反 応 速 度 論 解 析 か ら示 された、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ が、リン

酸 基 受 容 体 結 合 部 位 、リン酸 基 供 与 体 結 合 部 位 の2つ の結 合 部 位 を有 し、反 応 過

程 で酵 素 ・リン酸 基 受 容 体 ・リン酸 基 供 与 体 より成 る複 合 体 を形 成 することとよく一

致 している。

植 物 ミトコンドリア由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼ(Combes et al.1989)、 哺 乳

類 ミトコンドリア 由 来 デ オキ シグアノシンキ ナ ー ゼ(Park et al.1995)、Bacillus

subtilis由 来 デオキシアデノシンキナーゼ(Mφllgaard 1980)は 、それ ぞれ 対 応 す

る最 終 生 成 物 であるヌクレオチド三 リン酸 によって阻 害 を受 けることが報 告 され ている。

ごく最 近 、粗 酵 素 抽 出 液 を用 いE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ がGTPに

よって阻 害 を受 けることが示 され た(Peterson 1999)。 本 研 究 では、精 製 酵 素 を用 い

てE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ がGTPに より阻 害 を受 けることを証 明 し

た。また、GDPがGTPよ りも強 力 な阻 害 効 果 を示 す ことを明 らかにした。GDPは 生

体 内 では 、GTP、 デオキ シグアノシン二 リン酸(dGDP)、 デオキ シグアノシン三 リン酸



(dGTP)の 前 駆 体 であることか ら、グアニンヌクレオチ ド生 合 成 において、GDPが 末

端 最 終 生 成 物 としてその 調 節 に関 与 している可 能 性 は合 理 的 であると考 えられる。1

mM GDP存 在 下 では、本 酵 素 活 性 は、非 存 在 下 での約14%に 低 下 する。この1

mMと いうGDP濃 度 は 、E.coli内 で生 理 的 に充 分 あり得 る濃 度 である(Bochner

et al.1982)こ とか らも、本 酵 素 がE.coli内 で調 節 を受 け、菌 体 内 ヌクレオチドプー

ル の制 御 に関 与 している可 能 性 は 充 分 にあるものと考 えられる。



第 三章 新 規イノシンキナーゼ探索 法の開発 とその探 索

3-1 緒 言

第 二 章 で述 べ たようにE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼを利 用 しATP再

生 反 応 と共 役 させた イノシンの リン酸 化 によるイノシン酸 の製 造 方 法 は工 業 的 観 点

か らも有 用 と考 えられ たが、グアノシンを基 質 とした場 合 には リン酸 化 が認 められ なか

った。この 原 因 として反 応 副 生 物 による酵 素 の 阻 害 が考 えられ た。この課 題 の解 決

策 として、酵 素 特 性 の改 善 と反 応 副 生 物 の低 減 が考 えられ る。しかしながら、第 二 章

の考 察 で述 べ たように、反 応 副 生 物 の低 減 は困 難 と考 えられ たため、酵 素 特 性 の改

善 により課 題 の解 決 を図 ることとした。酵 素 特 性 の 改 善 策 としては、既 存 酵 素 の変 異

による改 良 と目的 の特 性 を持 つ新 規 酵 素 の探 索 が考 えられ るが、ここでは新 規 酵 素

の 探 索 による課 題 解 決 を図 ることとした。その 理 由 は 、第 一 章 で述 べたように、原 核

生 物 におけるプリンヌクレオシドキナ ー ゼ に関す る報 告 は 非 常 に限 定 された種 に留 ま

っているため 、その 生 理 機 能 や 種 による存 在 分 布 につ いての 知 見 が 充 分 でないこと

か ら、新 規 酵 素 の探 索 を行 うことによって、核 酸 製 造 に有 用 な酵 素 を得 るばか りでな

く、これ らについての新 たな知 見 が得 られ ると考 えたか らである。

プ リンヌクレオ シ ドキ ナ ー ゼ 活 性 は 、真 核 細 胞 に は 広 く認 め られ て い る。ア デ ノシ ン

キ ナ ー ゼ は 、哺 乳 類 に は 豊 富 に存 在 し(Anderson 1973,Caputto 1951)、 一 部 の

カビや 植 物 にお い てもそ の 活 性 が 検 出 され て いる(Magill et al.1982,Chen et al.

1977,Schwartzenberg et al.1998)。 デ オ キ シグ アノシンキ ナ ー ゼ は 、ミトコン ドリア

に その 存 在 が 報 告 され てい る(Meyers et al.1976,Wang et al.1996)。 しか し、原

核 細 胞 に お ける プリンヌクレオ シ ドキ ナ ー ゼ の 存 在 に 関 す る報 告 は 以 下 に 述 べ る よう

に 限 定 され た 範 囲 に留 ま って い るの が 現 状 で ある。イノシ ン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ 活 性

が 、Escherichia coli(Tomisek et al.1965,Jochimsen et al.1975,Harlow et



al.1995,Hove-Jensen et al.1989,Mori et al.1995),Salmonella

typhimurium(Zimmerman et al.1964),Streptococcus faecalis(Brockman

1963),Spirulina platensis(Ipata et al.1995)に 認 め ら れ て お り 、ア デ ノ シ ン キ ナ

ー ゼ 活 性 が
、Bacillus cereus に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る(Ipata et al.

1985)。 デ オ キ シ ア デ ノ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 が 、Bacillus subtilis,Bacillus

megaterium,及 びBacillus acidophilusに 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ て お り、デ オ キ

シ グ ア ノシ ン キ ナ ー ゼ 活 性 がBacillus megaterium,及 びBacillus acidophilus

に 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る(Mφllgaard 1980,Wachsman et al.1971,

Durham et al.1971)。

原 核 生 物 に おいて、プリンヌクレオシドキナーゼ活 性 についての報 告 が限 定 され た

種 に留 まっている理 由 の ひとつ は、その活 性 を検 出す ることが 困 難 であるため と考 え

られ る(Anderson 1973)。 活 性 検 出 を困 難 にしている原 因 は、第 一 章 でも述 べた通

り、プリンヌクレオシド利 用 経 路 が2種 存 在 し、同 一 細 胞 が両 経 路 を併 せ 持 つ場 合 が

あること(Mφllgaard 1980,Hammer-Jespersen et al.1971,Jensen 1978)及

び プ リンヌクレオシ ドキ ナ ー ゼ 活 性 が 微 弱 で あることで ある(Hove-Jensen et al.

1989)。2種 存 在 す るプリンヌクレオシド利 用 経 路 の一 方 は、プリンヌクレオシドを加 リ

ン酸 分 解 し、対 応 する核 酸 塩 基 とリボース 1-リン酸 を生 成 するプリンヌクレオシ ドフォ

スフォリラーゼ が関 与 する経 路 である。ここで生 成 したリボース 1-リン酸 は、フォスフォ

リボムターゼ によりリボース 5-リン酸 に変 換 され た後 、リボースリン酸 ピロフォスフォキ

ナ ーゼ によって 5-フ ォスフォリボシル 1-ピ ロリン酸 となり、フォスフォリボシル トランスフ

ェラーゼ により核 酸 塩 基 と結 合 し、プリン核 酸 が 生 成 す る。もう一 方 の経 路 では 、プリ

ンヌクレオシドキナーゼ により、直 接 リン酸 基 が転 移 され 、プリンヌクレオチ ドが生 成 す

る。従 来 の 活 性 測 定 法 は 、ラベル され たヌクレオシドのヌクレオチ ドへ の取 り込 み を測

定 す るもの であ り、経 路 の判 別 の ために は、酵 素 を部 分 精 製 するか、一 方 の 活 性 が

欠 失 した変 異 株 を使 用 する必 要 があった(Anderson 1973)。



本 章 では 、上 記 のプリンヌクレオシ ドキナ ーゼ活 性 を検 出 す る際 の課 題 を克 服 し、

細 胞 や粗 酵 素 抽 出 液 などの混 合 系 を用 いた場 合 でも微 弱 な活 性 を簡 便 に判 定す る

ことが可 能 なプリンヌクレオシ ドキナー ゼ活 性 の スクリーニング方 法 について述 べ る。

また、この方 法 を用 いて、実 際 にイノシンキナーゼ 活 性 の スクリーニングを行 い、その

活 性 を検 出 したことを報 告 する。さらに、活 性 を検 出 した菌 株 の 類 縁 菌 株 についても

活 性 の有 無 を検 討 し、その分 布 につ いて論 じる。

3-2 材 料 と方 法

材 料

[14C]inosineは 、Moravec社(Brea,CA,USA)よ り購 入 した 。ATP及 びAMP

はSigma社(St.Louis,MO,USA)よ り購 入 し た 。

菌株及 び培地

イ ノ シ ン キ ナ ー ゼ の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、表3-1に 記 載 し た 菌 株 を 用 い た 。

Bacillus megateriumとBacillus alcalophiusの 培 養 に は 、そ れ ぞ れ 、Nutrient

broth (pH 6.8)、Nutrient broth (pH8.0)を 使 用 し た 。Bacillus pasteuriiの

培 養 に は 、NE4-YE培 地(ATCC medium number 1376,20 g/l yeast extract,

10 g/l (NH4)2SO4 in Tris-HCl (pH 9.0))を 用 い た 。そ の 他 の 菌 株 の 培 養 に は 、

CM2G(Miwa et al.1985)培 地(10 g/l yeast extract,10 g/l polypeptone,5

g/l NaCl,5g/l glucose)を 使 用 し た 。 但 し 、 好 ア ル カ リ 菌 の 培 養 の 際 は 、1%

Na2CO3を 添 加 し た。

粗酵 素抽 出液 の調製 法

各 菌株を上記組 成の寒 天培 地にて30℃ にて24時 間 培養 した後 、同一組 成の



表3-1 イノシンキナーゼ 活 性 のスクリーングに用 いた菌 株



寒 天 培 地 に 塗 布 し、30℃ に て24時 間 培 養 した。1/4プ レー トの 菌 体 を掻 き取 り、

0.9%(w/v)NaClに て2度 洗 浄 を行 った 。菌 体 を2 mlのbuffer(100 mM Tris-

HCl(pH 8.0),100 mM KCl,20%(w/v)glycerol,5 mM 2-mercaptoethanol)

に懸 濁 し、超 音 波 に より破 砕 を行 った。破 砕 残 渣 を遠 心 分 離 に より除 去 した 後 、PD-

10ゲ ル ろ過 カラム(Pharmacia 社 、Uppsala,Sweden)を 用 い 、低 分 子 物 質 の 除

去 を行 ったもの を粗 酵 素 抽 出 液 として使 用 した。

酵素 活性測 定法

反 応 容 量 は50μlで 行 い 、以 下 の 組 成 の 反 応 液 を用 い た 。100 mM Tris-HCl

(pH 8.0),300 mM KCl,10 mM MgSO4,1 mM ATP,0.2mM[8-14C]inosine

及 び5μl粗 酵 素 抽 出 液 。必 要 に応 じ、2mMま た は4mMの ヒポ キ サ ンチ ンを 添 加

した。反 応 液 を30℃ に て10分 間 インキ ュベー トし、そ の2μlを シ リカゲ ル プ レー トArt

5715(Merck,Whitehouse,NJ,USA)に スポ ットした。1-butanol-ethanol-water

(2:1:1(容 量 比))に て 展 開 し、風 乾 後 、標 識 化 合 物 の 検 出 と定 量 を富 士 写 真 フイル

ム 社 製Bio-Image analyzer BAS2000に て行 った 。リン酸 化 部 位 の 特 定 の 際 に は 、

展 開 溶 媒 として1-propanol-NR4OH-water(20:15:3(容 量 比))を 用 いた 。

3-3 結 果

3-3-1 新 規 イノシンキナーゼ探 索 法 の開 発

本 章 緒 言 で述 べ たように、プリンヌクレオシドの利 用 経 路 は2種 類 存 在 し(図3-

1)、 同 一 細 胞 が そ の 両 方 を併 せ 持 つ 例 も報 告 され てい る(Mφllgaard 1980,

Hammer-Jespersen et al.1971,Jensen 1978)。 従 って、細 胞 や粗 酵 素 抽 出 液

などの 混 合 系 を用 いた場 合 、いず れ の経 路 を経 由 してヌクレオ チドが 生 成 したの かを

判 別 する必 要 が生 じる。また、イノシン-グ アノシンキナーゼ 活 性 は微 弱 であると



図3-1 プリンヌクレオシドキナーゼ特 異 的 スクリーニング系 の 概 略

A:ヌ クレオシドの直 接 リン酸 化 によらないヌクレオチドの 生 成

B:ヌ クレオシドの 直 接 リン酸 化 によるヌクレオチドの生 成

ヌクレオシドの 直 接 リン酸 化 を検 出す るために、核 酸 塩 基 のみ がラベル され たヌクレオ

シドをリン酸 基 受 容 体 として用 いる。直 接 リン酸 化 によらない経 路 でヌクレオ チドが 生

成 した場 合 、ラベル され ていない塩 基 の 添 加 に よって、ラベ ルされ たヌクレオ チドは希

釈 され るが(A)、 直 接 リン酸 化 に よりヌクレオ チ ドが 生 成 した 場 合 、希 釈 され な い

(B)。

*は ラベルされ た原 子 を示 す。



考 えられ ており(Hove-Jensen et al.1989)、 感 度 の 高 い検 出 系 が 必 要 である。これ

らの 課 題 を解 決 し、スクリーニングにも供 し得 る簡 便 な方 法 として以 下 に述 べる方 法

を考 案 した。微 弱 と考 えられ る活 性 の検 出 を可 能 とす る手 段 として、ラジオアイソトー

プラベルされ たイノシンを使 用 し、2経 路 の判 別 の 手 段 として、塩 基 の みが ラベ ルされ

たイノシンを用 いてラベルされ ていないヒポキサ ンチン添 加 によるラベル され たイノシン

酸 の 減 少 を測 定 するというもの である。本 章 の 目 的 は、緒 言 に述 べた ようにGDP、

GTP存 在 下 でもグアノシンの リン酸 化 が可 能 なヌクレオシドキナーゼを得 ることである

が 、本 方 法 で添 加 の 必 要 が あるグアニンは非 常 に溶 解 度 が低 いため スクリーニング

の 実 施 は困 難 である。そこで、グアニンに比 し溶 解 度 の高 いヒポキサ ンチンを添 加 す

る核 酸 塩 基 とし、リン酸 化 基 質 としてはヒポキ サンチン残 基 を持 つイノシンを用 いるこ

ととした。本 方 法 の概 要 を図3-1に 示 した。すなわ ち、イノシン酸 がイノシンの 直 接 の

リン酸 化 によらず 生 成 した場 合(図3-1A)、 ラベル され ていないヒポキサ ンチン添 加

によりラベル され たイノシン酸 は減 少す る。一 方 、イノシン酸 が 直 接 リン酸 化 され て生

成 した場 合(図3-1B)、 ラベ ルされていないヒポキサ ンチン添 加 によってもラベ ルされ

たイノシン酸 は減 少 しない。この原 理 が機 能 すれ ば、イノシンを直 接 リン酸 化 す る活 性

の検 出 は可 能 であると考 えられたが 、さらに、直 接 の リン酸 化 によらない経 路 の反 応

を抑 制 する 目 的 で、粗 酵 素 抽 出 液 の ゲル ろ過 により、この経 路 での 反 応 に必 要 とさ

れるリン酸 等 低 分 子 物 質 の 除 去 を行 い、反 応 にはTrisバ ッファーを使 用 することとし

た。

先 ず 始 め に、ここで考 案 した方 法 が有 効 に機 能 することを検 証 した。検 証 の材 料

と して 、直 接 リン 酸 化 に よ らな い 経 路 が 強 力 で あ る こ と が 知 られ て い る

Corynebacterium ammoniagenes(Furuya et al.1970)及 び、直 接 リン酸 化 す

る経 路 と直 接 リン酸 化 によらない経 路 の両 者 を併 せ持 つことが 知 られている E.coli

(Hammer-Jespersen et al.1971)を 用 い た 。表3-2に 示 す よ う に 、

Corynebacterium ammoniagenesよ り調 製 した粗 酵 素 抽 出 液 を用 いた場 合 に は



表3-2 ヌクレオシド直 接 リン酸 化 活 性 の選 択 的 検 出



生 成 す るラベル され たイノシン酸 は、ラベルされ ていないヒポキ サンチンの濃 度 に応 じ

て減 少 した。一 方 、E.coliよ り調 製 した粗 酵 素 抽 出 液 を用 いた場 合 には、ラベル され

たイノシンに対 して20倍 濃 度 のラベルされ ていないヒポ キサンチンが 共 存 した場 合 も、

ヒポキサンチン非 共 存 区 の78%の ラベルされ たイノシン酸 が検 出 され た。従 って、ここ

で考 案 した方 法 は、粗 酵 素 抽 出 液 を酵 素 源 としたイノシンを直 接 リン酸 化 する活 性

の検 出 に効 果 があるものと判 断 された。

3-3-2 新 規 イノシンキナー ゼの探 索

考 案 したイノシン直 接 リン酸 化 活 性 特 異 的 検 出 法 の有 効 性 が確 認 されたことか ら、

表4-1に 示 した菌 株 についてその活 性 検 出 を試 み た。菌 株 の選 定 に 当たっては、核

酸 系 化 合 物 の 発 酵 工 業 生 産 に用 いられ てい ることを考 慮 し、Bacillus属 細 菌 、

Brevibacterium属 細 菌 、及 びCorynebacterium属 細 菌 を対 象 とした。検 討 の結

果 、表4-1に 挙 げた70株 のうち、2株 、Brevibacterium acetylicum ATCC 953

(最 近 、Exiguobacterium 属 に 再 分 類 され た(Farrow et al.1994)。)、

Corynebacterium flaccumfaciens ATCC 6887に イノシンの 直 接 リン酸 化 活 性 が

認 め られ た 。粗 酵 素 抽 出 液 中 の イ ノシ ン 直 接 リン 酸 化 の 比 活 性 は 、

Brevibacterium acetylicum ATCC 953が 、1.2 nmol/min/(mg protein)、

Corynebacterium flaccumfaciens ATCC 6887が 、1.4 nmol/min/(mg protein)

であった。

イノシンを直 接 リン酸 化 す る活 性 として、キ ナ ー ゼ 以 外 に もヌクレオ シ ドフォス フォト

ランスフェラー ゼ 活 性 が 知 られ てい る。この 活 性 は 、AMPの リン酸 基 を転 移 し、Mg2+

非 依 存 的 で ある ことが 知 られ て い る(Brunngraber et al.1967,Brunngraber et

al.1973,Chao 1976)。 そ こで 、得 られ た 活 性 が 、イノシンキ ナ ー ゼ 活 性 であ る可 能

性 をよ り確 か なもの に す るた め に、得 られ た 活 性 のMg2+依 存 性 及 びATP依 存 性 に

つ い て検 討 を行 った 。表3-3に 示 す ように、いず れ の 活 性 もMg2+依 存 性 及 びATP



表3-3 イノシン直 接 リン酸 化 活 性 の性 質

材 料 と方 法 の項 で記 述 した標 準 反 応 条 件 で得 られた活 性 に対 す る相 対 活 性 で示 し

た。E.acetylicum由 来 無 細 胞 抽 出 液 を酵 素 源 とした場 合 の100%の 活 性 は 、1.2

nmol/min/mg proteinを 、C.flaccumfaciens由 来 無 細 胞 抽 出 液 を酵 素 源 とした

場 合 の100%の 活 性 は、1.4 nmol/min/mg proteinを 表 している。Mg2+濃 度 を変

化 させた場 合 は、ATP濃 度 は1 mM、ATP濃 度 を変 化 させた場 合 は 、Mg2+濃 度 を

10mMと した。N.D.:検 出され ず。



依 存 性 を示 した。次 に、生 成 したイノシン酸 の リン酸 化 部 位 に ついて検 討 を行 った。

図3-2に 示 すように、Brevibacterium acetylicum ATCC 953に 存 在 する活 性 に

より生 成 したイノシン酸 も、Corynebacterium flaccumfaciens ATCC 6887に 存 在

する活 性 によって生 成 したイノシン酸 も、いずれ も、5'位 が リン酸 化 され ていることが 明

らかとなった。

以 上 より、得 られ たイノシンを直 接 リン酸 化 する活 性 は 、イノシンキ ナーゼ活 性 であ

る可 能 性 が高 いものと考 えられ た。

3-3-3 Exiguobacterium acetylicum類 縁 菌 におけるイノシンキナーゼの存 在

分 布

前 節 で も述 べ た ように 、近 年、Brevibacterium acetylicumは 、16S rRNA解 析 に

基 づ き、Exiguobacterium acetylicumへ と再 分 類 され た(Farrow et al.1994)。

このExiguobacterium属 は 、E.acetylicumとE.aurantiacumの2種 より構 成

され る。また 、同 じく16SrRNA解 析 より、Exiguobacterium属 は 、Kurthia属 と近

縁 で あ り、また 、Bacillus spaericus,Bacillus pasteuriiら 球 状 胞 子 を形 成 す る

bacilli、Sporosarcina ureae及 びplanococciよ りな る一 群 との 境 界 領 域 に 位 置 し

て い ることが 報 告 され てい る(Farrow et al.1994)。 そ こで 、これ ら

Exiguobacterium属 と近 縁 の 菌 株 に お け る 、イ ノシ ン キ ナ ー ゼ(イ ノシ ン 直 接 リ ン 酸

化 活 性)の 有 無 に つ き 検 討 を 行 っ た 。そ の 結 果、E.aurantiacum ATCC 35652,

Kurthia gibsonni ATCC 43195,Kurthia zopfii ATCC 33403に は 、イ ノ シ ン キ

ナ ー ゼ 活 性 が 認 め られ た(比 活 性 は そ れ ぞ れ 、5.8 n mol/min/(mg protein)、0.45

n mol/min/(mg protein)、0.24 n mol/min/(mg protein))。 し か しな が ら 、

Bacillus spaericus ATCC 14577,Bacillus pasteurii ATCC 11895,

Sporosarcina ureae ATCC 6473,Planococcus citreus ATCC 14404,

Planococcus kocurii JCM 2569 (JCM:Japan Collection of



図3-2見 出 した イノシン直 接 リン酸 化 活 性 に よるリン酸 基 転 移 位 置 の 特 定

レー ン1:C.flaccumfaciens,由 来 無 細 胞 抽 出 液 を酵 素 源 とした場 合,レ ー ン2:

E.acetylicum 由 来 無 細 胞 抽 出 液 を酵 素 源 とした場 合 。スタンダ ー ドの 位 置 を矢 印

で 示 した 。



Microorganisms)に は 今 回 実 施 した 条 件 で は イノシンキ ナ ー ゼ 活 性 は 検 出 され な か

った。

3-4考 察

従 来 、細 胞 や粗 酵 素 抽 出 液 などの 混 合 系 を酵 素 源 とした場 合 、2種 類 存 在 する

プリンヌクレオシドの利 用 経 路 を判 別 す るアッセイ系 は報 告 され ていなか った。従 って、

経 路 の判 別 のため には、酵 素 を部 分 精 製 す るか 、一 方 の 活 性 が 欠 失 した変 異 株 を

使 用 する必 要 が あった。本 章 において、2種 類 存 在 す るプリンヌクレオシ ドの 利 用 経

路 を、同 一 細 胞 が その 両 方 を併 せ 持 つ 場 合 においても判 別 することが可 能 な簡 便 な

アッセイ系 を構 築 した。本 章 では 、プリンヌクレオシ ドとしてイノシンを用 いた場 合 につ

いての み 、その 有 効 性 を実 証 したにすぎないが、ここで用 いた原 理 は、他 のプリンヌク

レオシ ドの場 合 にも適 用 可 能 と考 えられ る。

直 接 の リン酸 化 によらない経 路 の 反 応 を抑 制 す る目的 で、粗 酵 素 抽 出 液 のゲル ろ

過 により、この 経 路 での反 応 に必 要 とされ るリン酸 等 の 低 分 子 物 質 の 除 去 を行 い 、

反 応 にはTrisバ ッファーを使 用 することとしたが、C.ammoniagenes より調 製 した粗

酵 素 抽 出 液 を用 いた場 合 に は、ラベ ルされ ていないヒポキサ ンチンの 添 加 に応 じたラ

ベ ル され た イノシ ン酸 の 減 少 が 認 め られ た(表3-2)。 この 理 由 として は 、C.

ammoniagenesは イノシンを加 リン酸 分 解 ではなく加 水 分 解 す る活 性 を有 す るため

反 応 液 中 の リン酸 基 の 除 去 を行 った場 合 でも、イノシンキナ ーゼ非 依 存 的 経 路 に よ

ってイノシン酸 が生 成 したことが考 えられ た。イノシンの加リ ン酸 分 解 活 性 の存 在 が 知

られ ている E.coli より調 製 した粗 酵 素 抽 出 液 を用 いた場 合 に は、粗 酵 素 抽 出 液 の ゲ

ルろ過 処 理 を施 さなかった場 合 、あるい はゲル ろ過 処 理 を施 した場 合 でも反 応 にリン

酸 バッファーを使 用 した際 は 、ラベ ルされ ていないヒポキ サンチンの 添 加 に応 じたラベ

ルされ たイノシン酸 の 希 釈 が認 め られ たことか ら、粗 酵 素 抽 出 液 の ゲ ル ろ過 処 理 と



Trisバ ッファーの使 用 は効 果 があるもの と考 えられ た(デ ータ示 さず)。

本 章 では、この新 たなアッセイ系を用 いて、核 酸 系 化 合 物 の発 酵 工 業 生 産 に用 い

ら れ て お り、そ の 核 酸 代 謝 機 構 に 興 味 が 持 た れ る Bacillus 属 細 菌 、

Brevibacterium 属 細 菌 、及 び Corynebacterium 属 細 菌 、計70株 におけるイノシ

ンキ ナ ー ゼ 活 性 の 存 在 に つ い て 検 討 を 行 った 。そ の 結 果 、Brevibacterium 

acetylicum ATCC 953(最 近 、Exiguobacterium 属 に再 分 類 され た(Farrow et 

al.1994)。)、Corynebacterium flaccumfaciens ATCC 6887の2株 にの み活 性

が 検 出 され た。従 って、イノシンキナー ゼ 活 性(イ ノシン直 接 リン酸 化 活 性)は 、従 来

報 告 されていた通 り、特 定 の 菌 株 にのみ 存 在 するもの と推 定 され た。

16S rRNA解 析 か らは、Exiguobacterium 属 と Kurthia 属 とは近 縁 であるとい

う系 統 樹 とや や 遠 縁 で あ るという系 統 樹 の2種 類 の 系 統 樹 が 報 告 され て い る

(Farrow et al.1994)。 今 回 の得 られ たイノシンキナー ゼ活 性(イ ノシン直 接 リン酸

化 活 性)の 分 布 結 果 は 、前 者 の 系 統 樹 、す な わ ち 、Exiguobacterium 属 と 

Kurthia 属 とは近 縁 であることを支 持 している。

今 後 、本 章 にて開 発 したアッセイ系を用 い、より広 範 な菌 株 におけるプリンヌクレオ

シド直 接 リン酸 化 活 性 の存 在 分 布 の検 討 を行 うことは、新 規 活 性 の発 見 、本 酵 素 の

生 理 的 役 割 の解 明 、本 酵 素 の進 化 についての 理 解 に繋 がるもの と期 待 され る。

尚 、本 章 で得 られ た活 性 が、緒 言 で述 べ た 目的 の活 性 であるか否 かについては 次

章 で検 証 を行 う。



第 四 章 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の精 製 と

性 質

4-1緒 言

第 三 章 で、これまでイノシンを直 接 リン酸 化 す る活 性 が報 告 されていなかった菌 株

にその活 性 を検 出 したことを述 べ たが、得 られ た活 性 が イノシンキナーゼ活 性 であるこ

との証 明 には至 っていなかった。また、得 られ た活 性 がGDP、GTPな どのグアニンヌ

クレオチドで阻 害 を受 けないという目 的 の 性 質 を持 つか否 かの 検 証 を行 う必 要 があっ

た。そこで、この 新 たに見 出 された活 性 の 詳 細 を検 討 す る目的 で、この活 性 の精 製 を

行 うこととした。

これまで完 全 に精 製 され たイノシンキ ナーゼを用 いた酵 素 諸 性 質 についての 報 告

は、本 研 究 を除 けば、E.coli 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の性 質 の 一 部 につい

て報 告 が あるのみ である(Mori et al.1995)。 従 って、仮 にこの新 たに見 出 され た活

性 がイノシンキ ナーゼ活 性 であれ ば、得 られ た精 製 酵 素 を用 いた酵 素 諸 性 質 につい

ての検 討 は、グアノシンの リン酸 化 という実 用 面 ば かりでなく、生 理 的 役 割 の解 明 とい

った学 術 面 にも大 きな役 割 を果 たすものと考 えられ る。

4-2材 料 と方 法

材料

[14C]guanosine、[14C]inosine 及 び[14C]2'-deoxyguanosine は 、Moravec 社

(Brea,CA,USA)よ り 購 入 した 。そ の 他 の ヌ ク レ オ シ ド類 、ヌ ク レ オ チ ド類 は Sigma 

社(St.Louis,MO,USA)よ り購 入 し た 。DEAE-Toyopearl、Butyl-Toyopearl 及

び TSKgel HA-1000は 東 ソ ー 社 よ り、MonoQ FPLC,Superdex 200HR 及 び gel



filtration calibration kit は Pharmacia 社(Uppsala,Sweden)よ り購 入 し た 。

菌 株 、培 地 、及 び バ ッファー

本 章 で は 、Exiguobacterium acetylicum 野 生 株 ATCC 953を 使 用 し た 。本 菌

株 の 培 養 に は 、CM2G(Miwa et al.1985)培 地(10 g/l yeast extract,10 g/l 

polypeptone,5 g/l NaCl,5 g/l glucose)を 使 用 した 。バ ッフ ァ ー は 以 下 の も の を 使

用 し た 。Buffer C:50 mM Tris-HCl(pH 7.5),1 mM DTT;Buffer D:10 mM 

potassium phosphate(pH 7.5),1 mM DTT,20%(w/v)glycerol;Buffer E:25 

mM Tris-HCl(pH 7.5),1 mM DTT,20%(w/v)glycerol

酵素 活性 測定法

標 準 的 な 反 応 液 として は 以 下 の 組 成 の もの を用 い 、反 応 容 量50μlに て反 応 を行

った 。100 mM Tris-HCl(pH 7.4),100 mM KCl,5 mM MgSO4,5 mM ATP,

0.04 mM[14C]guanosine,0.16 mM guanosine 及 び 酵 素 溶 液 。精 製 酵 素 を用 い

る場 合 には 、変 換 率 が 約10%と な る程 度 に Buffer C にて 希 釈 して使 用 した。また 、

酵 素 安 定 化 の ため10 mg/ml bovine serum albumin 存 在 下 に て反 応 を行 った 。

反 応 液 を30℃ に て10分 間 インキ ュベー トし、そ の2μlを シ リカゲ ル プレー ト Art 5715

(Merck,Whitehouse,NJ,USA)に ス ポ ッ トした 。1-butanol-ethanol-water

(2:1:1(容 量 比))に て展 開 し、風 乾 後 、標 識 化 合 物 の 検 出 と定 量 を 富 士 写 真 フィル

ム 社 製 Bio-Image analyzer BAS2000に て行 った 。

Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の精 製

特 に記 述 しない限 り、操 作 は全 て4℃ にて行 った。100 mlのCM2G培 地 にて30℃ 、

24時 間 培 養 した E.acetylicum を11のCM2G培 地 に接 種 し、30℃ にて24時 間

培 養 した。この培 養 液 を20 lのCM2G培 地 に移 し、30℃ にて6時 間 、pHを7.0に



維 持 しつ つ ジャー 培 養 を行 った 。菌 体 を遠 心 分 離 に よ り回 収 し、0.9%NaClに て2度

洗 浄 を行 った。菌 体 を100 mM KClを 含 む90 mlの Buffer C に 懸 濁 し、bead-

beater(Biospec 社 、Bartlesville,OK,USA)を 用 い て 破 砕 した。破 砕 残 渣 の 除

去 を遠 心 分 離 に より行 った 後 、100 mM KClを 含 む Buffer A に対 して透 析 を行 った 。

透 析 後 、遠 心 分 離 を行 い 、上 清 を回 収 した。得 られ た 上 清 を 、予 め100 mM KClを

含 む Buffer A に て平 衡 化 され た DEAE-Toyopearl を用 い たカラム クロマ トグ ラフィ

ー に よる分 画 に 供 した 。溶 出 は 、200 mM KClに より行 った 。得 られ た活 性 画 分 に

30%飽 和 となるよう硫 安 を 添 加 し、遠 心 分 離 に より沈 殿 画 分 を除 去 した。得 られ た 上

清 を 、予 め100 mM KCl及 び30%飽 和 硫 安 を含 む Buffer C に より平 衡 化 され た 

Butyl-Toyopearl を用 い た カラム クロマ トグラフィー に よる分 画 に 供 した 。硫 安 の リニ

ア グラジェン ト(30%→15%)に より溶 出 を行 った。活 性 画 分 に 終 濃 度20%(w/v)と な

るよう glycerol を 添 加 した。活 性 画 分 を Buffer D に 対 して透 析 を行 った後 、遠 心 分

離 を 行 い 沈 殿 を 除 去 した 。得 られ た 上 清 を 、予 め Buffer D に て 平 衡 化 され た

TSKgel HA-1000を 用 い た カラム クロマトグ ラフィー に供 した 。溶 出 は 、potassium 

phosphate の リニ アグ ラジ ェン ト(10 mM→200 mM)に より行 った。活 性 画 分 を100 

mM KClを 含 む Buffer C に 対 し透 析 を行 い 、これ を 、予 め100 mM KClを 含 む 

Buffer E に より平 衡 化 され た MonoQ FPLC カラム ク ロマ トグラフィー に よる分 画 に

供 した。溶 出 は 、KClの リニ ア グラジェン ト(100 mM→300 mM)に より行 った 。

ゲ ル ろ過 カラム クロマ トグ ラフィー

前 項 で 得 られ た 精 製 酵 素 の さらな る精 製 及 び 非 変 性 状 態 で の 分 子 量 算 出 を 目

的 として 、ゲ ル ろ過 カラム クロマ トグ ラフィー を実 施 した 。前 項 で 得 られ た 精 製 酵 素 溶

液 を 、予 め Buffer E にて 平 衡 化 され た Superdex 200HR を用 い た カラム クロマ トグ

ラフィー に 供 し、同 Buffer に て 溶 出 を 行 った 。分 子 量 マ ー カ ー として 、aldolase,

albumin,ovalbumin,chymotripsin A,ribonuclease A を 用 い た 。



タンパク質 の定 量

タ ン パ ク 質 の 定 量 は 、Bio-Rad 社(Hercules,CA,USA)の protein assay kit 

を 用 い 、bovine serum albumin を 標 準 タ ン パ ク 質 と し て 行 っ た 。

4-3結 果

4-3-1 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシ ン-グ アノシンキ ナ ー ゼ の

精製

前 章 にて Exiguobacterium acetylicum に検 出 され たイノシンを直 接 リン酸 化 す

る活 性 の 精 製 を 行 った 。材 料 と方 法 の 項 で述 べ た ように 、DEAE-Toyopearl、

Butyl-Toyopearl、TSKgel HA-1000、MonoQ FPLC、Superdex 200HR を用 い

たカラム クロマトグラフィー により精 製 した。精 製 酵 素 溶 液 をSDS-ポ リアクリルアミドゲ

ル電 気 泳 動 により分 析 したところ、分 子 量 約36000の 単 一 なバ ンドが検 出 され 、本

酵 素 の 精 製 が電 気 泳 動 的 に確 認 され た(図4-1)。 ゲル ろ過 カラム クロマトグ ラフィ

ーより算 出 され た非 変 性 状 態 での分 子 量 は
、約71,000で あることか ら、本 酵 素 は 、

同 一 サブユニットか らなる二 量 体 であると考 えられた。湿 重 量92gの 菌 体 より18μg

の酵 素 が 得 られ た。精 製 の概 要 を表4-1に 示 す。

4-3-2 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシ ン-グ ア ノシ ンキ ナ ー ゼ の

性質

4-3-2-1基 質 特 異 性

精 製 酵 素 を用 い、[γ-32P]ATPを リン酸 基 供 与 体 として、リン酸 基 受 容 特 異 性 の 検

討 を行 った。リン酸 基 受 容 体 として検 討 したヌクレオシドは、グアノシン、イノシン、デ オ

キ シグアノシン、キサ ントシン、アデノシン、デオキシアデ ノシン、シチジン、



図4-1精 製 した E.acetylicum 由 来 イノシ ン-グ ア ノシン キ ナ ー ゼ の SDS-

PAGE

0.04μgの 精 製 酵 素 を4-20%グ ラ ジ エ ン トの ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に 供 し 、

銀 染 色 に よ る 染 色 を 行 っ た(レ ー ン2)。 レ ー ン1は 、6.5μgの 無 細 胞 抽 出 液 。 分 子

量 マ ー カ ー(レ ー ンM)は 、myosin(200k),β-galactosidase(116k) ,

phosphorylase B(97k),bovine serum albumin(66k),ovalbumin(45k),

carbonic anhydrase(31.5k),trypsin inhibitor(21.5k),lysozyme(14.4k)を

用 い た 。



表4-1 E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼの精 製

a1 unitは 、1分 間 当 り1μmolのGMPま たはIMPの 生 成 を表 す。bグ アノシンを

基 質 とした場 合 の 値 を上 段 に、イノシンを基 質 とした場 合 の値 を下 段 に示 す。



デオキシシチジン、ウリジン、デオキシチミジンである。その結 果 、グアノシン、イノシン、

デオキ シグアノシンは リン酸 基 受 容 体 となるが 、アデ ノシン、デオキ シアデノシン、シチ

ジン、デオキシシチジン、ウ リジン、デオキシチミジンは リン酸 基 受 容 体 とはならないこと

が判 明 した。リン酸 基 受 容 体 となったグアノシン、イノシン、デオ キシグアノシンにつ い

て反 応 速 度 定 数 を求 めた結 果 を表4-2に 示 す。グアノシンに対 するKm値 は 、イノシ

ンやデオキ シグアノシンに対 するKm値 に比 し非 常 に低 く、in vivo での 基 質 はグアノ

シンであると推 定 された。2mMグ アノシンをリン酸 基 受 容 体 とした場 合 、Mg-ATPに

対 するKm値 は、0.54±0.14で あり、Vmaxは 、267±67units/mgで あった。

次 に、リン酸 基 供 与 体 の基 質 特 異 性 について検 討 を行 った。表4-3に 示 す ように、

ATPに 加 え、dATP,GTP,dGTPは よい基 質 となることが 判 明 した。ITP,dTTPも 基

質 とはなり得 たが、XTPは 基 質 とはならなかった。また、キナーゼ ではなくAMP等 をリ

ン 酸 供 与 体 とす る ヌ ク レオ シ ドへ の リン 酸 基 転 移 酵 素 が 知 られ て い る が

(Brunngraber et al.1967,Brunngraber et al.1973,Chao 1976)、 本 酵 素 に

対 しては、AMPは 基 質 とならなかった。

また、種 々のATP濃 度 とMg2+濃 度 が 本 酵 素 活 性 に与 える影 響 を検 討 したところ、

[ATP]/[Mg2+]=1の 時 、最 大 活 性 を示 し、Mg2+と 複 合 体 を形 成 しない過 剰 のATP

及 び過 剰 のMg2+は 本 酵 素 活 性 を阻 害 することが観 察 され た。

以 上 の結 果 より、Exiguobacterium acetylicum 由 来 のイノシンを直 接 リン酸 化

する活 性 は、イノシン-グ アノシンキナー ゼであると考 えられ た。

4-3-2-2金 属 イオ ン要 求 性

本 酵 素 活 性 は2価 カチオンに依 存 し、マンガン、コバ ル トは 、マグネシウムを用 いた

場 合 に比 し反 応 速 度 は低 下 したもの の 、その 代 替 となり得 たが 、カルシ ウム 、ニッケ

ル、亜 鉛 は代 替 とならなかった。



表4-2 E.acetykicum由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼの反 応 速 度 定 数

Mg2+濃 度,ATP濃 度 は 共 に5mMと した。



表4-3 E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼの リン酸 基 供 与 体 特 異

性

a各 化 合 物 は 、終 濃 度5mMと なるよう添 加 した。



4-3-2-3 反 応pHの 活 性 に及 ぼす影 響

本 酵 素 活 性 はpH7.5-9.8の 弱 アル カリ領 域 で活 性 が高 く、至 適pHは 、8.3周

辺 であった。

4-3-2-4 共 存 ヌクレオチ ドが 活 性 に与 える影 響

第 二 章 で述 べ た通 り、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキ ナーゼ は、グアニンヌク

レオチドにより阻 害 を受 け、ピリミジン系 ヌクレオチドにより活 性 化 されることか ら、菌 体

内 ヌク レオ チ ドプ ー ル の 制 御 に 関 与 して い る もの と考 え られ た 。そ こで 、E.

acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼ活 性 が種 々のヌクレオチドにより受 け

る影 響 について検 討 を行 った。表4-4に 示 す ように、本 酵 素 活 性 は検 討 した条 件 に

おいてはGDP、GTPに よる阻 害 は認 められ ず、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ

ーゼとは異 なる性 質 を示 した
。また、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ 同 様 、

ピリミジンヌクレオチドによる活 性 化 が 認 め られ た。特 に、CMPやCTPは 活 性 化 効 果

が高 く、それ らが 存 在 す ることによって、本 酵 素 活 性 は 、ピリミジンヌクレオチ ド非 存 在

条 件 の約2-3倍 に活 性 化 され た。

4-4 考 察

前 章 にてExiguobacterium acetylicumに 検 出 され たイノシンを直 接 リン酸 化 す

る活 性 の 精 製 を行 い、その 酵 素 の 諸 性 質 を明 らか にすることで、その 活 性 が イノシン

-グ アノシンキナー ゼ活 性 であることを証 明 した
。このことか ら、前 章 で提 案 、実 施 した

イノシンを直 接 リン酸 化 する活 性 の検 出 系 は、当初 の 目 的 通 り機 能 することが確 認 さ

れ た。

また、本 酵 素 はE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼとは異 なりGDP、GTPに よ

る阻 害 を受 けない ことが判 明 し、ATP再 生 反 応 と共 役 させ たグアノシンのリン酸 化 に



表4-4 種 々の ヌクレオチドがE.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ活

性 に及 ぼす影 響

a各 ヌクレオ チ ドは 、終 濃 度0.1mMま た は 、1mMと な るよう添 加 した。基 質 は として

は 、0.2mMグ ア ノシン、5mM ATPを 用 いた 。



適 した性 質 を有 する目的 の酵 素 が得 られ たもの と考 えられ た。

精 製 した酵 素 標 品 は、SDS-ポ リアクリルアミドゲル電 気 泳 動 にて単 一 バンドを形

成 したこと、及 び 次 章 で述 べるようにアミノ末 端 アミノ酸 配 列 決 定 に おいて単 一 の 配

列 を示 したことから、得 られ た酵 素 標 品 は、単 一 タンパク質 か らなるものと考 えられ た。

SDS-ポ リアクリルアミドゲル電 気 泳 動 により算 出 され た分 子 量(約36,000)及 び ゲル

ろ過 カラム クロマトグラフィー により算 出 された分 子 量(約71,000)よ り、本 酵 素 は 同

一 サ ブユニットよりなるダイマーであると考 えられた
。

本 酵 素 は、リン酸 基 受 容 体 として、グアノシン、イノシン、デオキ シグアノシンを基 質

とし、これ は、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼと類 似 していた。リン酸 基 供

与 体 としては、ATPに 加 え、dATP,GTP,dGTPが よい基 質 となった。また、1 mM

GDPの 共 存 及 び1 mM GTPの 共 存 は 、酵 素 活 性 に ほとんど影 響 を与 えなかった。

これ らのことは、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ においては、グアニンヌクレ

オチドは、リン酸 基 供 与 体 として全 く機 能 しなかったばか りか、GDP,GTPが 強 力 に酵

素 活 性 を阻 害 したことと極 めて対 照 的 であった。一 方 、Bacillus subtilisの デオキシ

アデノシン/デオ キシシチジンキナーゼにおいては、GTPが 最 良 の リン酸 基 供 与 体 であ

ることが報 告 され ている(Mφllgaard 1980)。16S rRNA解 析 に基 づ く系 統 樹 にお

いては、Exiguobacterium属 とBacillus属 は、遠 縁 なが らも類 縁 であることが 示 さ

れ ており(Farrow et al.1994)、 リン酸 基 供 与 体 特 異 性 は、この 類 縁 性 の 反 映 と考

えられ た。

本 酵 素 は 、過 剰 のMg2+及 びATPに よって 阻 害 を 受 け た。この 現 象 は 、植 物 ミトコン

ドリア 由 来 イノシン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ(Combes et al.1989)、 及 び 複 数 の ア デ ノシ

ンキ ナ ー ゼ に おい て も観 察 され て いる(Datta et al.1987,Meyskens et al.1971,

Miller et al.1979)。ATPに よる阻 害 は 、E.coli由 来 イノシン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ

に お い ても観 察 され てい る。この 原 因 は 、第 二 章 でも述 べ た よ うに 、Mg2+と 複 合 体 を

形 成 して い ない 過 剰 のATPが 、本 来 の 基 質 で あ るMg-ATP複 合 体 結 合 部 位 に結



合 し、Mg-ATP複 合 体 の結 合 を妨 げることであると考 えられ る。

本 酵 素 活 性 は、0.1 mMの ピリミジンヌクレオ チ ドによって活 性 化 され た。特 に、

CMPやCTPは 活 性 化 効 果 が高 く、それ らが存 在 することによって、本 酵 素 活 性 は、

ピリミジンヌクレオチド非 存 在 条 件 の約2-3倍 に活 性 化 された。従 って、本 酵 素 が 、

E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼと同 様 に、in vivoに て菌 体 内 ヌクレオチド

プール の制 御 に関 与 している可 能 性 が 考 えられた。1mMの ピリミジンヌクレオチド存

在 条 件 での酵 素 活 性 化 度 は、0.1mMピ リミジンヌクレオチ ド存 在 条 件 より低 か った。

この 原 因 として、1mMの ピリミジンヌクレオチド存 在 下 では、ピリミジンヌクレオチドが、

リン酸 基 供 与 体 であるATPと 拮 抗 している可 能 性 が考 えられ た。第 二 章 で述 べたE.

coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ のピリミジンヌクレオ チドによる活 性 化 度 は、本

章 で述 べたE.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキ ナーゼの 活 性 化 度 に比 して

低 いものであったが 、この 原 因 として、第 二 章 の 実 験 においては、高 濃 度 のピリミジン

ヌクレオチ ド(2mM)を 使 用 したことが考 えられた。



第 五 章 Exiguobacterium acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子

の クローニングとその解 析

5-1 緒 言

第 四 章 で述 べたようにE.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ は、リン

酸 基 受 容 体 特 異 性 においてはE.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼと極 め て類

似 しているにもかかわ らず 、その他 の性 質 においては 、E.coli由 来 イノシン-グ アノシ

ンキナーゼとの間 に明 瞭 な差 異 が存 在 することが 明 らか となった。特 に、GDPやGTP

といったグアニンヌクレオチドに よる阻 害 を受 けないことか ら、ATP再 生 反 応 との 共 役

によるグアノシンの リン酸 化 に適 した性 質 を持 つものと考 えられ た。実 用 的 なリン酸 化

反 応 に用 いるために は活 性 を増 強 した菌 体 を用 いることが 望 ましく、そのため には遺

伝 子 工 学 技 術 を用 いる方 法 が有 効 である。そこで、E.acetylicum由 来 イノシン-

グアノシンキナーゼ遺 伝 子 のクローニングを行 った。

5-2 材 料 と方 法

材料

[14C]guanosine、 及 び[14C]inosineは 、Moravec社(Brea,CA,USA)よ り購 入

し た 。[γ-32P]ATPはAmersham社(Little Chalfont,Buckinghamshire,

United Kingdom)よ り購 入 し た 。

菌株 、プラスミド及 び培 地

本 章 で は 、Exiguobacterium acetylicum野 生 株ATCC 953を 使 用 した。本 菌

株 の 培 養 は 、CM2G(Miwa et al.1985)培 地(10 g/l yeast extract,10 g/l



polypeptone,5g/l NaCl,5g/l glucose)を 使 用 し、30℃ に て 行 った。遺 伝 子 クロー

ニン グ 、塩 基 配 列 決 定 実 験 に は、E.coli JM109を 使 用 した 。E.coliの 培 養 はLB

培 地 を 用 い 、37℃ に て 行 っ た 。遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 、塩 基 配 列 決 定 に は 、

pACYC184由 来pSTV28(宝 酒 造)、pSC101由 来pMW218(和 光 純 薬)、pUC18

及 び その 誘 導 体pHSG298、pHSG398の 各 プラス ミドを使 用 した 。

アミノ末 端 アミノ酸 配 列 の決 定

約2μgの 精 製E,acetylicum由 来 イノシン-グ ア ノシン キ ナ ー ゼ をセ ントリコンー

10(Amicon社 、Beverly,MA,USA)を 用 い 濃 縮 した 後 、PE biosystems社

(Foster City,CA,USA)のProSpinを 用 いて 、PVDLF(polyvinylidene fluoride)

膜 にブ ロットした。PE biosystems社(Foster City,CA,USA)の 気 相 プ ロテ イン シ

ー ケンサ ー477Aを 用 い てアミノ末 端 アミノ酸 配 列 の 決 定 を行 った
。

DNAハ イブリダイゼーション

ア ミノ末 端 ア ミノ酸 配 列 に 対 応 す る83塩 基 対 よ りな るDNA断 片 を 、E.

acetylicum染 色 体DNAを 鋳 型 としてPCRに よって取 得 した 。得 られ た 断 片 をT4

ポ リヌクレオ チ ドキ ナ ー ゼ を用 い、[γ-32P]ATPに よって標 識 を行 い 、サ ザ ンハ イブ リダ

イゼ ー ションの プ ロー ブとして用 いた。 制 限 酵 素 処 理 を行 った 、E.acetylicum染 色 体

DNAを0.8%ア ガ ロー ス ゲ ル にて 分 離 した 後 、GeneScreen Plus膜(Dupont社 、

Boston,MA,USA)に ブ ロットした。E.coliを 用 い た コロニ ー ハ イブ リダ イゼ ー ション

の 実 施 に際 して は、E.coliコ ロニ ー をHybond-N膜 に トランス ファー した 。ブ ロッティ

ン グ 、ハ イブ リダ イゼ ー シ ョン 、及 び 洗 浄 の 方 法 は、Molecular Cloning第2版

(Sambrook et al.1989)に 準 じた。



DNA塩 基 配 列 の 決 定

DNA塩 基 配 列 の 決 定 は 、dideoxy chain termination法(Sanger et al.

1977)に 基 きDye Deoxy Terminator Cycle Sequencing kit(PE biosystems

社Foster City,CA,USA)及 びPE biosystems社DNAシ ー ケンサ ーmodel

373Sを 用 い て 行 った 。

尚 、本 章 に て報 告 した 、E.acetylicum由 来 イノシン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ 遺 伝 子 は 、

DDBJ、EMBL、 及 びGenBankに 登 録 され て お り、そ のaccession numberは 、

AB005149で ある。

酵 素 活性測 定法

E.acetylicumま たはE.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 発

現 プラスミドにより形 質 転 換 され たE.coliを50 mlの 培 地 にて培 養 を行 った後 、菌

体 を遠 心 分 離 により回収 した。0.9%(w/v)NaClに て2度 洗 浄 を行 った後 、菌 体 を2

mlのBuffer F(50mM Tris-HCl(pH7.5),100mM KCl,1mM DTT)に 懸 濁

し、超 音 波 により破 砕 を行 った。破 砕 残 渣 を遠 心 分 離 により除 去 した後 、PD-10ゲ ル

ろ過 力ラム(Pharmacia社 、Uppsala,Sweden)を 用 い、低 分 子 物 質 の除 去 を行 っ

たものを粗 酵 素 抽 出液 として使 用 した。

イノシ ン-グ ア ノシ ンキ ナ ー ゼ 活 性 測 定 に は 、以 下 の 組 成 の 反 応 液 を 用 い 、反 応

容 量50μlに て 反 応 を行 った 。100mM Tris-HCl(pH7.5),100mM KCl,5mM

MgSO4,5mM ATP,0.02mM[14C]guanosineま た は 、0.2mM[14C]inosine及

び 粗 酵 素 抽 出 液 。反 応 液 を30℃ に て10分 間 インキ ュベ ー トし、その2μlを シ リカゲ

ル プレー トArt 5715(Merck,Whitehouse,NJ,USA)に ス ポ ットした。1-butanol-

ethanol-water(2:1:1(容 量 比))に て展 開 し、風 乾 後 、標 識 化 合 物 の 検 出 と定 量 を

富 士 写 真 フィル ム 社 製Bio-Image analyzer BAS2000に て 行 った 。

グ アノシ ンフォスフォリラー ゼ 活 性 測 定 に は 、以 下 の 組 成 の 反 応 液 を 用 い 、反 応 容



量50μlに て反 応 を行 った。100 mM potassium phosphate buffer(pH 7.5),

100mM KCl,0.04mM[8-14C]guanosine,0.16mM guanosine及 び 粗 酵 素 抽

出 液 。反 応 液 を30℃ に て10分 間 インキ ュベ ー トし、そ の2μlを シ リカゲ ル プ レー ト

Art 5715(Merck,Whitehouse,NJ,USA)に スポ ットした。2-propanol-NH4OH-

water(7:2:1(容 量 比))に て 展 開 し、風 乾 後 、標 識 化 合 物 の 検 出 と定 量 を富 士 写 真

フイル ム 社 製Bio-Image analyzer BAS2000に て 行 った 。タンパ ク質 の 定 量 は 、

Bio-Rad社(Hercules,CA,USA)のprotein assay kitを 用 い 、bovine serum

albuminを 標 準 タンパ ク質 として行 った 。

5-3 結 果

5-3-1 Exiguobacterium acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼ遺 伝

子 の取 得

第 四 章 にて精 製 され たExiguobacterium acetylicum由 来 イノシン-グ アノシン

キナー ゼのアミノ末 端 アミノ酸 配 列 の決 定 を行 ったことろ、

Met-Asn-Lys-Ile-Ala-Val-Ile-Gly-Lys-Val-Phe-Val-Asp-Ile-Lys-Gly-Thr-

Xaa-Phe-Ala-Pro-Leu-His-Lys-Asp-Ala-Lys-Asnの 配 列 が 得 られた(18番 目の

アミノ酸 残 基 は決 定 できなか った。)。このアミノ酸 配 列 の 両 端 の アミノ酸 配 列 に対 応

す るPCR用 の 混 合 プライマーを作 製 し、上 記 アミノ末 端 アミノ酸 配 列 に対 応 する83

塩 基 対 よりなるDNA断 片を、E.acetylicum染 色 体DNAを 鋳 型 としてPCRに よ

って取 得 した。得 られ たDNA断 片 の塩 基 配 列 は、上 記 アミノ末 端 アミノ酸 配 列 と完

全 に対 応 していた。DNA断 片 の 塩 基 配 列 から、アミノ末 端 アミノ酸 配 列 決 定 の際 に

決 定 できなか った18番 目の アミノ酸 残 基 は 、Serで あることが明 らか となった。この83

塩 基 対 よりなるDNA断 片 をプ ロー ブとして、制 限 酵 素 に より完 全 分 解 したE.

acetylicum染 色 体DNAの サ ザンブロット解 析 を行 ったところ、約3.6kbのEcoRI



切 断 断 片 、及 び5.9 kbのBamHI切 断 断 片 がハ イブリダイズした。そこで、これ らの

断 片 のE.coliを 用 いたコロニーハ イブリダイゼーションによる回 収 を試 みたが 、プロー

ブとハ イブリダイズするDNA断 片 を有 するコロニー は得 られなかった。この ことか ら、こ

れ ら断 片 のE.coliで の増 幅 が 、E.coliの 生 育 に悪 影 響 を及 ぼす可 能 性 が考 えられ

たため、カセットPCR法 による遺 伝 子 の取 得 を検 討 した。その 結 果 、アミノ末 端 領 域

より上 流 約2.2 kb及 びアミノ末 端 領 域 より下 流 約1.2 kbのDNA断 片 を増 幅 する

ことが できた。得 られ たDNA断 片 のうち、アミノ末 端 領 域 より下 流 の 約1.2 kbの

DNA断 片 はpUC18に 連 結 することができたが 、アミノ末 端 領 域 より上 流 の 約2.2

kbのDNA断 片 は、低 コピー数 ベクターにも連 結 することはできなかった。約2.2 kb

上 流 のDNA断 片 中 には、アミノ末 端 領 域 より上 流 約0.6 kbの 位 置 にKpnI認 識

部 位 が存 在 し、この0.6 kbのDNA断 片 はベクター に連 結 可 能 であった。従 って、こ

のKpnI認 識 部 位 よりさらに上 流 にE.coliの 生 育 に悪 影 響 を及 ぼす領 域 が存 在 す

るものと考 えられ た。そこで、KpnI及 びEcoRIに より完 全 分 解 したE.acetylicum

染 色 体DNAよ り回 収 した約1.8 kbのDNA断 片 をpSTV28プ ラスミドに連 結 、E.

coli JM109に 導 入 し、アミノ末 端 領 域 より下 流 のEcoRI認 識 部 位 までの約1.2kb

のDNA断 片 とハ イブリダイズするコロニーを選 択 することにより、目 的 遺 伝 子 の 取 得

を行 った。さらに、同 様 の手 法 により、KpnI-BamHI断 片 を取 得 した。

5-3-2 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼ遺 伝

子(gsk)の 塩 基 配 列 の決 定 とその解 析

前 節 にて得 られ たKpnI-BamHI断 片 の塩 基 配 列 を図5-1に 示 す 。ORFと し

て、塩 基 番 号522-1454、543-1454、1483-1911が 存 在 したが 、E.acetylicum由

来 イノシン-グ アノシンキナーゼのアミノ末 端 アミノ酸 配 列 より、塩 基 番 号543-1454

のORFが 本 酵 素 遺 伝 子 であると考 えられ た。塩 基 配 列 か ら、本 酵 素 は303ア ミノ酸

残 基 よりなる分 子 量32,536の タンパク質 と推 定 され た。この推 定 分 子 量 は 、精 製



図5-1 E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼ遺 伝 子 を含 む

2833-bp KpnI-BamHI断 片 の 塩 基 配 列

E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼと機 能 未 知ORFの 推 定 されるアミ

ノ酸 配 列 を示 した。推 定 され るプロモーター配 列 と及 び りボソーム結 合 配 列 を下 線 で

示 した。決 定 した精 製 酵 素 のN末 端 アミノ酸 配 列 部 分 を下 線 で示 した。



酵 素 のSDS-ポ リアクリルアミドゲル 電 気 泳 動 より算 出 され た値 、約36,000と よく一

致 した。リボソーム結 合 部 位 と考 えられ る配 列(GAGGT)が 、開 始 コドンの約9塩 基

上 流 に存 在 した。

コ ドン 使 用 頻 度 は 、他 の グ ラム 陽 性 細 菌Brevibacterium lactofermentum

(Malumbres et al.1993)や 、Bacillus subtilis(Shields et al.1987)で の 報 告

と相 違 が 見 られ 、Glnに 対 して はCAAが 、Asnに 対 してはAAUが 、Aspに 対 して は

GAUが 、Cysに 対 してはUGUが 使 用 頻 度 が 高 か った。

取 得 した遺 伝 子 が イノシン-グ アノシンキナーゼ 遺 伝 子 であることを確 認 する 目的

で、この 遺 伝 子 をE coliに て発 現 させ 、その粗 酵 素 抽 出 液 中の イノシン-グ アノシン

キナー ゼ活 性 につ いて検 討 を行 った。E coliで の 発 現 は、前 節 で述 べた 、KpnI-

EcoRI断 片 をpSTV28に 連 結 したpKE1.8、 及 び 、KpnI-BamHI断 片 を

pMW218に 連 結 したpKB2.8をE.coli JM109に 導 入す ることで行 った。表5-1

に示 す ように、いずれ の発 現 プラスミドを導 入 した場 合 でも、イノシン-グ アノシンキナ

ーゼ 活 性 の顕 著 な増 大 が認 められ 、取 得 した遺 伝 子 が イノシン-グ アノシンキナ ーゼ

遺 伝 子 であることが確 認 され た。

得 られ た塩 基 配 列 より推 定 されるアミノ酸 配 列 につ いての解 析 を行 った。ホモロジー

検 索 の 結 果(Altschul et al.1990)、E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナ

ーゼ は、リボキナーゼ 、ケトヘキソキナーゼ、2-デ ヒドロ-3-デ オキシグルコノキナー ゼな

どの 糖 キナーゼ と相 同 性 をもつことが判 明 した。これ ら糖 キナーゼは、リボキナー ゼフ

ァミリーに属 し、3種 の保 存 領 域 が知 られ ているが(Bork et al.1993)、E.

acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ には、これ らのうち、2種 が存 在 した

(図5-2)。 これ らは、E.coliリ ボキナーゼ(Sigrell et al.1998)及 びヒト アデノシ

ンキ ナーゼ(Mathews et al.1998)の 立 体 構 造 解 析 結 果 から、それ ぞれ リン酸 基 受

容 体 結 合 とリン酸 基 供 与 体(Mg-ATP)結 合 に関 与 する領 域 が考 えられ る。図5-2

に示 す ように、E.coliリ ボキナーゼとは、アミノ末 端 、カルボキシ末 端 を除 くタンパク質



表5-1E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 のE.coliで の 発

現

a1Uは 、1分 間 あたり1μmolのGMPま たはIMPを 生 成 する活 性 を表 す。基 質 と

しては 、0.2 mMグ ア ノシンま た は イノシン、及 び5 mM ATPを 用 い た 。



図5-2E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ(E.acet.Gsk)とE.coli

リボキナーゼ(E.coli RbsK)の アミノ酸 配 列 の 比 較

アステリスクは同 一 アミノ酸 残 基 を、ドットは 類 似 のアミノ酸 残 基 を示 す 。リボキナ ーゼ

ファミリーで保 存 されている領 域 を四 角 で囲 った。



全 体 にわ たって相 同 性 が あ り、この249ア ミノ酸 残 基 よりなる領 域 で の相 同 性 は

21.7%で あった。本 酵 素 が 、リボキナー ゼ と低 いなが らも相 同 性 を示 した ことか ら、リ

ボキナー ゼ活 性 を保 持 しているか どうか検 討 を行 ったが 、リボ キナーゼ 活 性 は検 出 さ

れ ず 、本 酵 素 が 、グアノシン及 び イノシン特 異 的 なキ ナー ゼであることが 確 認 され た

(デ ータ示 さず)。 本 酵 素 は、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ 等 他 のヌクレオ

シドキ ナーゼ とは低 い相 同 性 または 、部 分 的 な相 同 性 を示 した のみ であった。また、

Lactobacillus acidophilus デオキシグアノシンキナーゼ(Ma et al.1995)や ヒトミト

コンドリア 由 来 デオ キ シグア ノシンキ ナ ー ゼ(Wang et al.1996)に 存 在 している

Walker型ATP結 合 モチーフは 、本 酵 素 には見 出 されなかった。

5-3-3 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシ ン-グ ア ノシ ン キ ナ ー ゼ の

growth phase依 存 的 発 現

Exiguobacterium acetylicum にはキナーゼ非 依 存 経 路 の存 在 が既 に知 られ

ており(Shiraeetal.1991)、 本 研 究 によりキ ナーゼ経 路 が見 出 され たことか らE

coliと 同 様 、2種 のプリンヌクレオシド利 用 経 路 の 両 方 を併 せ持 つことが 明 らかとなっ

たが 、この生 理 的 意 義 は不 明 である。そこで、2種 の プリンヌクレオシド利 用 経 路 の 活

性 とgrowth phaseと の関 係 について検 討 を行 った。2種 のプリンヌクレオシド利 用 経

路 のうち、一 方 を担 うイノシン-グ アノシンキナーゼ活 性 と、もう一 方 の経 路 を代 表 す

る活 性 として、グアノシンフォスフォリラーゼ活 性 のgrowth phaseと の 関 係 を調 べる

こととした。その 結 果 、図5-3に 示 す ように、これ ら2つ の活 性 とgrowth phaseと の

関 係 は、対 照 的 であった。すなわち、イノシン-グ アノシンキナーゼ活 性 は、対 数 増 殖

期 初 期 に増 大 するの に対 し、グアノシンフォスフオリラーゼ活 性 はこの 時 期 に減 少 した。

比 活 性 の比 較 においては、活 性 減 少 時 の グアノシンフオスフオリラーゼ活 性 は、活 性

増 大 時 のイノシン-グ アノシンキナー ゼ活 性 より高 いレベルであるが、

Exiguobacterium acetylicum ATCC 953の プリンヌクレオシ ドブォスフォリラーゼ の



図5-3各 生 育 段 階 におけるE.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキ ナーゼ活

性 及 びグアノシンフォスフォリラーゼ活 性

Aは 生 育 を、Bは イノシン-グ アノシンキナーゼ 活 性 を、Cは グアノシンフォスフォリラー

ゼ活 性 を示 す。



グアノシンに対 するKm値 は 、2.4 mMで あること(Shirae et al.1991)、 イノシン-グ

アノシンキナーゼのグアノシンに対 す るKm値 は 、0.022 mMで あることを考 慮 すると、

in vivo でのグアノシン利 用 経 路 には、ここで観 察 された活 性 の増 減 が反 映 されてい

る可 能 性 が考 えられ た。

5-4考 察

Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 のクロ

ーニングとその 解 析 を行 った。塩 基 配 列 か ら推 定 され る本 酵 素 アミノ酸 配 列 は、リボ

キナー ゼを始 め とす る、リボキ ナー ゼファミリーに属 す る糖 キ ナー ゼと相 同 性 を示 し、

本 酵 素 自 身 、リボキナーゼファミリーに属 するものと考 えられた。E.coli由 来 イノシン

-グ アノシンキ ナーゼとは塩 基 配 列 レベル においてもアミノ酸 配 列 レベル においても高

い相 同 性 は示 さなかったが、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼもリボキナーゼ

ファミリーに属 す ことか ら、両 イノシン-グ アノシンキナーゼ は、祖 先 を同 一 にすると考 え

られ 、進 化 の過 程 での異 なる調 節 機 構 獲 得 の経 緯 は、核 酸 代 謝 調 節 機 構 全 体 の

進 化 という観 点 からも非 常 に興 味 深 い。今 後 、酵 素 立 体 構 造 解 析 などを通 じ、さらに

理 解 が 深 まることを期 待 す る。

E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 発 現 プラスミドを導 入 し

たE.coliの 生 育 速 度 は大 幅 に低 下 した。これ は、E.coliに てE.coli自 身 のイノシ

ン-グ アノシンキ ナー ゼ遺 伝 子 を発 現 させ た場 合 と対 照 的 であった。これ は、これ ら由

来 の異 なる2種 のイノシン-グ アノシンキナーゼの 性 質 の 差 異 に起 因す るもの と考 え

られ た。既 に述 べた通 り、E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキ ナーゼは、グア

ニンヌクレオチドにより阻 害 を受 けないが 、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ

は強 力 な阻 害 を受 ける。従 って、両 菌 株 間 では、異 なる核 酸 代 謝 調 節 機 構 が 機 能 し

ているもの と考 えられる。核 酸 代 謝 は、生 物 の 営 み にとって極 めて重 要 な事 項 である



ため、その調 節 は非 常 に厳 密 になされ ているもの と推 定 され る。グアニンヌクレオ チド

により阻 害 を受 けないE.acetykicum由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ の存 在 によ

って、E.coliの 核 酸 代 謝 系 に混 乱 が生 じ、生 育 速 度 低 下 をもた らされ たものと考 えら

れ る。実 際 、E.coliに おいては、グアニンヌクレオ チドによる阻 害 を受 けなくなった変

異 型E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキ ナーゼ の導 入 による生 育 阻 害 が報 告 され て

いる(Peterson 1999)。

本 論 文 では 述 べ ない が 、転 写 解 析 実 験 に より、本 遺 伝 子 の 転 写 開 始 点 は 、塩 基

番 号481番 のAで あ ることが 明 らか となった 。この 転 写 開 始 点 直 近 に は 、E.coliσ

70(Rosenberg et al .1979)及 びB.subtilisσA(Moran et al.1982)認 識 配 列

と相 同 性 の 高 い配 列 、TTGTCA(-35)並 び にTATAAT(-10)が 存 在 した 。これ は 、

本 遺 伝 子 がE.coliに て高 発 現 した ことと合 致 す る。

Exiguobacterium acetylicum ATCC 953は 、E.coliと 同 様 、2種 のプリンヌ

クレオシド利 用 経 路 の両 方 を併 せ持 つことが 明 らか となった。2種 のプリンヌクレオシド

利 用 経 路 の活 性 とgrowth phaseと の 関 係 について検 討 を行 ったところ、2種 の経

路 はgrowth phaseに よって使 い分 けられ ていることが 示 唆 され た。すなわち、イノシ

ン-グ アノシンキナーゼ による経 路 は、増 殖 期 に、もう一 方 の経 路 は、定 常 期 に利 用 さ

れ ている可 能 性 が考 えられ た。イノシン-グ アノシンキナーゼ による経 路 は、一 分 子 の

ヌクレオシドー リン酸 生 成 に一 分 子 のATPを 消 費 す る。これ に対 し、もう一 方 の経 路

では、一 分 子 のヌクレオシ ドー リン酸 生 成 に二 分 子 のATPを 消 費 する。従 って、増 殖

期 において、エネルギ ー効 率 の 高 いキナー ゼ経 路 を利 用 す ることは合 理 的 である。定

常 期 においては 、もう一 方 のヌクレオシド利 用 系 は、ヌクレオチ ドの生 成 ばか りでなく、

その 第 一 段 階 にてヌクレオシ ドより生 成 するリボ ースをエネ ルギー源 として利 用 するた

め にも機 能 しているものと考 えられる。



第 六 章 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼを用 いた

イノシン及 びグアノシンの リン酸 化

6-1緒 言

本 研 究 に て 見 出 され た グ ア ニ ン ヌ ク レオ チ ドに よ っ て 阻 害 を 受 け な い

Exiguobacterium acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼを用 いることによ

って、グアノシンの リン酸 化 が 進 行 する可 能 性 が考 えられた。そ こで、この酵 素 を用 い

たATP再 生 反 応 と共 役 させたヌクレオシドの リン酸 化 について検 討 を行 った。

6-2材 料 と方 法

材料

[14C]guanosine、 及 び[14C]inosineは 、Moravec社(Brea,CA,USA)よ り購 入

し た 。

菌 株 、プラスミド及 び培 地

ATP再 生 菌 として野 生 株Corynebacterium amoniagenes ATCC 6872株 よ り

イ ノシ ン 生 産 菌(イ ノシ ン 分 解 弱 化 菌)と し て 誘 導 され た Corynebacterium

amoniagenes ATCC 21477株 を使 用 した。Corynebacterium glutamicumは 、

野 生 株ATCC 13869株 よ り 誘 導 さ れ た AJ 12036株 を 使 用 し た 。

Corynebacterium glutamicum及 びCorynebacterium ammoniagenesで の

Exiguobacterium acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 に

は 、pHSG299とpAM330(Miwa et al.1984,Yamaguchi et al.1986)よ り構 築

され たE.coliと の シャ トル ベ クター で あ るpVK7(杉 本 ら、未 発 表)を 用 い た 。C.



glutamicum及 び C.ammoniagenesの 通 常 の 培 養 に は 、CM2G(Miwa et al.

1985)培 地 を 使 用 し た 。 尚 、CM2G培 地 の 組 成 は 、5 g/l glucose,10 g/l

polypeptone(第 五 栄 養),10 g/l yeast extract(Difco),5 g/l NaCl (pH 7.2)

であ る。

Corynebacterium glutamicum及 びCorynebacterium ammoniagenesの 形 質

転 換

既 報(Stuible et al.1996)に 基 き 、エ レクトロポ レー ション法 に よ り行 った 。

酵 素 活 性 測 定 法

Corynebacterium glutamicumに て 発 現 させ た イノシン-グ ア ノシンキ ナ ー ゼ 活 性

測 定 は 、以 下 に 述 べ る方 法 に て 行 った。形 質 転 換 体 を、50mlの20 g/l glucose,

0.5g/l MgSO4・7H2O,5g/l(NH4)2SO4,2g/l urea,1g/l KH2PO4,0.01 g/l

FeSO4・7H2O, 8.4mg/l MnSO4・4-6H2O,2 mg/l thiamine-HCl,10 mg/l biotin,

0.1 g/l DL-methionine,40mg/ml カナ マイシ ンよ り成 る培 地 を用 い 、32℃ に て 培

養 した。 菌 体 を遠 心 分 離 に より回 収 し、0.9%(w/v)NaClに て2度 洗 浄 を 行 った

後 、2 mlのBuffer F(50 mM Tris-HCl (pH 7.5),100 mM KCl,1 mM DTT)

に懸 濁 した。超 音 波 によ り破 砕 を行 い 、破 砕 残 渣 を遠 心 分 離 に より除 去 した 後 、PD-

10ゲ ル ろ過 カラム(Pharmacia 社 、Uppsala, Sweden)を 用 い て低 分 子 物 質 の 除

去 を行 ったもの を粗 酵 素 抽 出 液 とした 。イノシン-グ アノシンキ ナ ー ゼ 活 性 測 定 は 、以

下 の 組 成 の 反 応 液 を 用 い 、反 応 容 量50μlに て 反 応 を行 った 。100 mM Tris-HCl

(pH7.5),100 mM KCl,5 mM MgSO4,5 mM ATP,0.04mM[14C]guanosine,

0.16 mM guanosine及 び5μl粗 酵 素 抽 出 液 。反 応 液 を30℃ に てインキ ュベー トし、

そ の2μlを シ リカゲ ル プ レー ト Art 5715(Merck,Whitehouse,NJ,USA)に スポ ッ

トした 。1-butanol-ethanol-water(2:1:1(容 量 比))に て展 開 し、風 乾 後 、標 識 化 合



物 の 検 出 と定 量 を富 士 写 真 フイル ム 社 製Bio-Image analyzer BAS2000に て行 っ

た。

Corynebacterium ammoniagenes に て 発 現 さ せ た イ ノシ ン-グ ア ノシ ン キ ナ ー ゼ

活 性 測 定 は 、 以 下 に 述 べ る 方 法 に て 行 っ た 。 形 質 転 換 体 を 、50mlの50 g/l

glucose,1g/l MgSO4・7H2O,5g/l(NH4)2SO4,5g/l urea,1 g/l KH2PO4,3g/l

K2HPO4,0.01 g/l FeSO4・7H2O,0.001g/l ZnSO4・7H2O ,0.004g/l MnSO4・4-

6H2O,0.1g/l CaCl2・2H2O,5mg/l thiamine-HCl,0.01g/l Ca-D-pantothenic

acid,30μg/l biotin,0.02g/l L-Cys-HCl,10g/l polypepton,10 g/l yeast

extract,0.3 g/lア デ ニ ン,40μg/mlカ ナ マ イ シ ン よ り 成 る 培 地(Kotani et al.

1978)を 用 い 、32℃ に て 培 養 した 。以 後 の 操 作 は 、上 記C.glutamicumを 用 い た 場

合 と 同 様 に 行 っ た 。

ヌクレオシドリン酸 化 反 応

形 質 転 換 体 を0.1 g/lア デ ニ ン及 び40μg/mlカ ナ マ イシ ンを含 むCM2G寒 天

培 地 を用 い て32℃ に て24時 間 培 養 した。1/6プ レー トの 菌 体 を、50 mlの 酵 素 活 性

測 定 法 の 項 で述 べ た 培 地 を用 い て32℃ にて24時 間 培 養 し、得 られ た菌 体 を用 いて

ヌク レオ シ ドリン 酸 化 反 応 を行 った 。リン 酸 化 反 応 は 、20 mlの 次 の 組 成 の 反 応 液

(Mori et al.1997)に て 行 った 。50 g/l inosine また は25 g/l guanosine,20 g/l

KH2PO4,30g/l glucose,5 g/l MgSO4・7H2O,10 ml/l xylene,4g/l Nymeen

S-215(polyoxyethylene stearylamine,Nippon Oil and Fats,Tokyo,Japan),

10 g/l phytic acid,及 び200 g湿 重 量/l形 質 転 換 体 。反 応 は 、32℃ 、pH7.2、

700 rpmに て攪拌 しつつ 行 った 。反 応pHは 、4M NaOHを 用 い 、適 宜 調 整 を 行 っ

た。また 、リン酸 の 定 量 をフォス ファB-テ ス トワコー(和 光 純 薬)を 用 い て行 い 、リン酸

化 に より消 費 され た リン酸 基 の 補 充 をKH2PO4添 加 に より行 った 。



核 酸類 の定量

Asahipak GS-220カ ラム を用 いたHPLCに て核 酸 類 の 分 離 ・定 量 を行 った 。溶 離

液 は 、0.2 M NaH2PO4 (pH 4.0)を 使 用 し、カ ラ ム 温 度 は 、50℃ 、流 速 は 、1.5

ml/minに て分 離 を行 い 、波 長254 nmのUV吸 収 に より検 出 を行 った。

6-3 結 果

6-3-1 Exiguobacterium acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ 遺 伝

子 発 現 プラスミドの構 築

Corynebacterium ammoniagenesに おける遺 伝 子 発 現 に関 す る報 告 は数 例 し

かないことか ら、Exiguobacterium acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼ

遺 伝 子 発 現 にあたって、表6-1に 挙 げた4種 類 のプロモーターをその リボソーム 結 合

配 列 と共 に用 い、その発 現 量 の検 討 を行 った。検 討 に使 用 した4種 類 のプロモー ター

は、C.glutamicumに て機 能 することが報 告 され ているE.coli tacプ ロモーター、E.

coli trpプ ロモーター、C.glutamicum にて高 発 現 す ることが 報 告 され ている C.

glutamicum 2-オ キ ソグ ル タル酸 デヒドロゲナ ーゼ遺 伝 子(odhA)プ ロモー ター、及

び 、E.coliσ70認 識 配 列(Rosenberg et al.,1979)と 高 い相 同 性 を有 す る E.

acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼ遺 伝 子 自 身 の プロモーター である。E.

coli tacプ ロモーター は 、市 販 の 発 現 プラスミド pDR540(Amersham-Pharmacia

社)の 、Pst I及 びBam HI切 断 により得 られた断 片 を利 用 した。E.coli trpプ ロモ

ーター は、次 のプライマー 、

5′-GGCTGCAGCAAATATTCTGAAATGAGCT-3′(下 線 部PstI認 識 部 位)及 び

5′-CCGGATCCACCCTTTTTACGTGAACTTG-3′(下 線 部BamHI認 識 部 位)を

用 い 、PCRに より増 幅 した 。

C.glutamicum odhA遺 伝 子 プ ロモ ー ター は 、次 の プライマー 、

5′-GGCTGCAGCGAAGCCGTTATCCTCAACG-3′(下 線 部PstI認 識 部 位)



表6-1 本 研 究 で使 用 したプロモーター配 列 とリボ ソーム結 合 配 列



及 び 、

5′-CCGGATCCACAGTTCTCCTAAAAATAAC-3′(下 線 部 BamHI 認 識 部 位)を

用 い、PCRに より増 幅 した。

E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナー ゼ構 造 遺 伝 子 は、次 のプライマー、

5′-CCGGATCCAAATGAATAAAATCGCGGTA-3′(下 線 部 BamHI 認 識 部 位)

及 び、5′-CCGGTACCACCTCCCTTTTATCATTTCT-3′(下 線 部 KpnI 認 識 部

位)を 用 い、PCRに より増 幅 した。

得 られ たそれ ぞれ の プロモーター及 び E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナ

ーゼ構 造 遺 伝 子 を制 限 酵 素 で切 断 した後
、pVK7に 連 結 し、発 現 ベクターを構 築 し

た。構 築 した発 現 プラスミドを、それ ぞれ 、pVKPtacgsk、pVKPtrpgsk、pVKPodhgsk

と呼 ぶ こととす る。プロモーター領 域 を含 む E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシン

キナーゼ遺 伝 子 としては、第 五 章 で述 べた E.acetylicum 染 色 体 より得 た KpnI-

EcoRI断 片 を用 いた。しか し、この断 片 をpVK7に 連 結 した発 現 ベクターを構 築 す る

ことはできなか った。

構 築 した発 現 プラスミドを、エレクトロポ レー ション法 により C.glutamicum AJ 

12036株 に導 入 した。得 られ た形 質 転 換 体 より粗 酵 素 抽 出 液 を調 製 し、イノシン-グ

アノシンキナ ーゼ活 性 の 測 定 を行 った。その結 果 を表6-2に 示 す。いずれ のプロモー

ターを用 いた場 合 にも、イノシン-グ アノシンキナー ゼ活 性 が検 出 され 、従 来 報 告 され

ていた通 り、これ らのプロモーターが C.glutamicum において機 能 することが確 認 さ

れ た。従 って、発 現 プラスミドは 目 的 通 り構 築 され ているもの と考 えられ た。今 回 の 実

験 の範 囲 では、E.coli trp プロモーターを利 用 したpVKPtrpgskを 導 入 した場 合 に

最 も高 い発 現 が認 め られ た。

そ こで 、次 に 、得 られ た 発 現 プラス ミドをエ レク トロポ レー シ ョン法 に より C.

ammoniagenes ATCC 21477株 に導 入 した。得 られた形 質 転 換 体 より粗 酵 素 抽 出

液 を調 製 し、イノシン-グ アノシンキナーゼ活 性 の 測 定 を行 った。その結 果 を表6-3に



表6-2 E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 の C.

glutamicum での発 現



表6-3 E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 の C.

ammoniagenes での発 現



示 す 。C.glutamicum に導 入 した場 合 と同 様 、いずれ のプロモーターを用 いた場 合

に も、イノシン-グ アノシンキ ナ ー ゼ 活 性 が 検 出 され 、これ らの プ ロモー ター が C.

ammoniagenes において機 能 す ることが確 認 された。C.ammoniagenes を宿 主 と

した場 合 においても、今 回 の 実 験 の範 囲 では、E.coli trp プロモーターを利 用 した

pVKPtrpgskを 導 入 した場 合 に最 も高 い発 現 が認 められ た

6-3-2 ATP再 生 反 応 と共 役 させたイノシン及 びグアノシンの リン酸 化

前 節 にて述 べた通 り、ATP再 生 菌 C.ammoniagenesで の E.acetylicum 由

来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 の発 現 を検 討 した結 果 、E.coli trp プロモー

ターを利 用 したpVKPtrpgskを 導 入 した場 合 に最 も高 い発 現 が 認 め られ たことから、

この株 を用 いて、ヌクレオシドの リン酸 化 反 応 を行 った。結 果 を表6-4に 示 す。

イノシンリン酸 化 反 応 に おいては、図6-1に 示 したように、反 応 は速 やか に進 行 し、

30時 間 の反 応 で、186 mmol/lイ ノシンより152 mmol/lの イノシン酸 が 生 成 し

た。この時 のモル転 換 率 は、82%で あり、イノシンの リン酸 化 法 としても有 効 であるこ

とが 明 らかとなった。グアノシンのリン酸 化 反 応 においては、88.3 mmol/lグ アノシン

より14 mmol/lの グアニル酸 の生 成 を確 認 す ることが できた。イノシンリン酸 化 によ

るイノシン酸 生 成 に比 し、グアノシンリン酸 化 よるグアニル酸 生 成 の転 換 率 は、蓄 積 し

たグアニル酸 より算 出 した場 合 、低 い値 となるが、これ は、反 応 液 中 に多数 の菌 体 と、

ATPが 存 在 す ることにより、生 成 したグアニル酸 が、さらにリン酸 化 を受 け、GDPや

GTPへ と変 換 されるためであると推 定 された。実 際 、反 応24時 間 後 には基 質 グアノ

シンの残 存 は認 め られず 、また 、グアニ ル酸 の 生 成 に伴 い反 応 液 中 にGDP及 び

GTPが 生 成 することが 認 め られ た(図6-2)。



表6-4 E.acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 を発 現 させ た 

C.ammoniagenes を用 いたATP再 生 反 応 との 共 役 によるイノシン及 び グアノシンの

リン酸 化

186 mmol/lの イノシン 、88.3 mmol/lの グ アノシンを基 質 として用 いた 。

n.d.:検 出 さ れ ず 。



図6-1 E.acetylicum 由来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 を発 現 させ た

C.ammoniagenes を用 いたATP再 生 反 応 との共 役 によるイノシンのリン酸 化

○ はベクター のみ 導 入 した C.ammoniagenes を使 用 した場 合 、● は、E.

acetylicum 由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 を発 現 させた C .

ammoniagenes を使 用 した場 合 を示 す。



図6-2 グアノシンリン酸 化 反 応 時 に生 成 する5'-GDP及 び5'-GTP

○ はグアニル 酸 、● はGDP、 △はGTPを 示 す。



6-4 考 察

グ アニ ンヌクレオ チ ドで阻 害 を 受 け ないE.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシ ンキ

ナ ー ゼ を利 用 す る ことに より、これ まで 報 告 の 無 か った イノシン-グ ア ノシ ンキ ナ ー ゼ を

用 い たATP再 生 反 応 との 共 役 に よるグ ア ノシン の リン酸 化 に 成 功 した。しか しなが ら、

生 成 した グア ニ ル 酸 は 速 や か に消 失 す ることか ら、実 用 に は 改 善 の 必 要 が あ る。この

グ アニ ル 酸 消 失 の 主 原 因 は 、グ アニ ル 酸 のGDP、GTPへ の 変 換 と考 え られ た。

本 章 で はATP再 生 菌 として工 業 的 に 使 用 され て い るC.ammoniagenesで の

E.acetylicum由 来 イノシン-グ アノシンキ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を行 った。実 際 の 検

討 に 使 用 した 既 存 の3種 類 の プ ロモ ー ター(そ れ 自 身 の リボ ソー ム 結 合 配 列 と共 に 用

い た)の うち、E.coli trpプ ロモー ター を 用 い た 場 合 に最 も高 い発 現 が 認 め られ た 。本

菌 株 は 、イノシン 、イノシン酸 、キ サ ンチ ル 酸 、ATP等 の 核 酸 類 の 製 造(Kotani et al.

1978,Teshiba et al.1984,Misawa et al.1969,Fujio et al.1983,Fujio et al.

1985)や イノシ ン酸 、グア ニ ル 酸 、CDPコ リン等 の 製 造 に お けるATPの 再 生 反 応

(Mori et al.1997,Furuya et al.1971,Fujio et al.1997a,Fujio et al.

1997b)な どに お い て 工 業 利 用 され て い る菌 株 で あ る ことか ら、本 菌 株 で の 遺 伝 子 発

現 に 関 す る知 見 は 、利 用 価 値 が 高 い と考 えられ る。

最 も高 い発 現 が認 め られ たE.coli trpプ ロモーターを利 用 したE.acetylicum由

来 イノシン-グ アノシンキナ ーゼ遺 伝 子 発 現 プラスミドを導 入 した株 を用 いて、ヌクレ

オシ ドの リン酸 化 反 応 を実 施 した。イノシンリン酸 化 反 応 は速 や か に進 行 し、モル転

換 率82%を 得 たことか ら、イノシンの リン酸 化 法 としても有 効 と考 えられ た。これまで

報 告 の 無 かったイノシン-グ アノシンキナー ゼを用 いたグアノシンの リン酸 化 について

も、グアニル 酸 の 生 成 を確 認 することが 出 来 た。しかしなが ら、モル転 換 率 は16%と イ

ノシンの イノシン酸 へ の転 換 率 と比 較 した場 合 、低 いもの であった。この低 収 率 の 主

原 因 は、反 応 液 中 に多 数 の 菌 体(菌 体 由来 酵 素 群)と 、ATPが 存 在 することにより、



生 成 したグアニル酸 が、さらにリン酸 化 を受 け、GDPやGTPへ と変 換 されるためであ

ると推 定 され 、実 際 、グアニル酸 の生 成 に伴 い、反 応 液 中 にGDP及 びGTPが 生 成

す ることが認 め られた。図6-2に おいて、生 成 グアニンヌクレオチドの 総 和(グ アニル

酸+GDP+GTP)は 文添加 した基 質 の総 和 に満 たないが 、反 応24時 間 後 には基 質

グアノシンが 既 に検 出 されないことか ら、この原 因 として、GDP、GTPが さらにリン酸

化 されppGpp等 が 生 成 した可 能 性、 グアノシンが 分 解 され 基 質 が 一 部 消 失 した可

能 性 が 考 えられ た。第 二 章 で述 べ たように、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナ ー

ゼを用 いATP再 生 系 と共 役 させた方 法 では、グアノシンの リン酸 化 は確 認 され なかっ

た。これ は、この酵 素 が 、微 量 のGDP、GTPで 強 力 に阻 害 を受 けること、この 反 応 液

中 には大 量 の 菌 体(菌 体 由 来 酵 素 群)とATPが 存 在 し、生 成 したグアニル酸 がさら

にリン酸 化 を受 け、GDPやGTPへ と変 換 され ると考 えられることか ら、これ ら反 応 副

生 物 が 、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼを阻 害 しているため と考 えられ る。

第 四 章 で述 べたように、本 研 究 で新 たに見 出 したE.acetylicum由 来 イノシン-グ ア

ノシンキナーゼ は、GDP、GTPで 阻 害 を受 けないことか ら、これ ら反 応 副 生 物 存 在 条

件 下 においてもグアノシンの リン酸 化 に成 功 したものと考 えられ る。

本 章 ではATP再 生 菌C.ammoniagenesで イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子

の 発 現 を行 うことにより1種 類 の 菌 株 で反 応 を行 っている。この 方 法 は 、第 二 章 で述

べ たイノシン-グ アノシンキナ ーゼ遺 伝 子 高 発 現 菌 体 を別 途 添 加 し2種 の菌 株 で 反

応 を行 う方 法 に比 較 し有 利 な 点 が 存 在 す る。そのひ とつ は、一種 類 の 菌 株 を用 い る

ことか ら、基 質 や生 成 物 の 分 解 を抑 制 す るため の 菌 株 の育 種 が 容 易 であることで あ

る。本 論 文 では データを示 していないが 、2種 菌 株 反 応 では、加 えたイノシン-グ アノ

シンキナ ーゼ遺 伝 子 高 発 現 菌 株(E.coli)に 由 来 する基 質 分 解 活 性 のため、添 加 基

質 に対 す る生 成 物 収 率 が1種 菌 株 反 応 に比 較 して低 い。もう一 つ は 、反 応 プ ロセ ス

の 簡 略 化 である。2種 類 の菌 株 を用 いる方 法 では 、イノシン-グ アノシンキナ ー ゼ 遺

伝 子 高 発 現 菌 株 を別途 培 養 す る必 要 が ある。この ことは、実 用 的 観 点 か らは、反 応



工 程 と培 養 設 備 の 両 面 か ら負 担 とな る 。従 って 、今 後 、ATP再 生 菌C.

ammoniagenesで の発 現 量 制 御 や発 現 時 期 制 御 など遺 伝 子 発 現 技 術 を高 度 化 さ

せ ることによって、本 プロセスをより効 率 的 なものへ と改 善 してい くことが 可 能 と考 えら

れ る。



第七章 総合考察

核 酸 系調 味料 であるイノシン酸、グアニル酸の世 界 的規模 での需 要増 に対応 した

増産 体制 構築 のため、抜本 的新 製法 の開 発の基 盤を検 討 した。

現 行 の核 酸 系調 味料 の工 業生産 方法 の中で直 接 発酵 に比 較 し高収 率 であるイ

ノシン及びグアノシン発 酵の優 位 性を生 かし、リン酸 化設 備の簡略 化 が期待 できる酵

素 的なイノシン及びグアノシンのリン酸 化法 を、核酸 系調 味 料 需 要増 に早期 に対応

可 能かつ競争 力ある方法として選択 し、その開発を行った。

その基 盤 を開 発 することには成 功 したものの 、イノシンのイノシン酸 へ のモル転 換 率

及 びグアノシンのグアニル酸 へ の モル転 換 率 はそれぞれ 、82%、16%と 工 業 化 観 点

か らは充 分 とは言 えず 、改 善 の必 要 がある。イノシンの イノシン酸 への 転 換 率 向 上 に

は、第 二 章 の考 察 で述 べ たように、ATP再 生 菌 の培 養 方 法 変 更 が有 効 と考 えられる。

グアノシンの グアニル酸 への 転 換 率 向 上 には、第 六 章 の考 察 で述 べ たように、GDP、

GTPの 副 生 を抑 制 することが有 効 と考 えられる。

また、ATP再 生 菌C.ammoniagenesで イノシン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 の発

現 を行 う1菌 株 法 を採 用 した。これ は 、従 来 報 告 され ている2菌 株 法 に比 し、反 応 収

率 向 上 や反 応 工 程 および 反 応 設 備 簡 略 化 といった点 で有 利 と考 えられる。

さらに、本 研 究 は以 下 の ように学 術 的 にも興 味 深 い知 見 を見 出 した。

第 一 に、E.coli由 来 イノシン-グ アノシンキナーゼがグアニンヌクレオチドでフィードバ

ック阻 害 を受 け、ピリミジンヌクレオ チドで活 性 化 され ることを見 出 し、本 酵 素 が 菌 体

内ヌクレオチ ドプールを制 御 している可 能 性 を示 した。

第 二 に、これ までその存 在 が稀 とされ ていたイノシン-グ アノシンキナーゼ 活 性 を特 異

的 に検 出す る方 法 を確 立 し、新 規 なイノシン-グ アノシンキナーゼ を見 出 した。

第 三 に、精 製 した新 規 イノシン-グ アノシンキナーゼ の性 質 を検 討 し、E.coli由 来 イ

ノシン-グ アノシンキナーゼ とは異 な り、グアニンヌクレオチ ドで阻 害 され ない ことを見



出 した。

第 四 に、新 規 イノシン-グ アノシンキ ナーゼ 遺 伝 子 の クローニングを行 い、その 塩 基

配 列 が 、これまでに報 告 されている糖 キナー ゼと相 同 性 を持 つが 、E.coli由 来 イノシ

ン-グ アノシンキナーゼ遺 伝 子 とは高 い相 同 性 は 持 たない ことを見 出 した。

第 五 に、イノシン-グ アノシンキナーゼ活 性 は対 数 増 殖 期 初 期 に高 く、その 後 減 少 し、

他 のプリンヌクレオシド利 用 経 路 の活 性 と対 照 的 であることを見 出 した。

本 研 究 は、核 酸 系 調味 料 の新 製造 法 開 発を主 眼 とした研 究 であるが 、別 の観 点

からは、従 来 の化学 反応プロセスの酵素 反応 プロセスへの置 換 研究 ということができ

る。近 年 、環 境 問題 の顕 在 化から、従 来 の化 学 反応 プロセスの生 物反 応プロセスへ

の置 換といった環境 調和 型プロセスや、生物 反応を活用 した環 境修 復 が重要 視 され

てきている。一 方 、有 用微 生 物探 索研 究 の進 展 、培 養 が困難 な微 生 物 からの遺 伝

子取 得 技術 の開 発 、ゲノム配 列 解読 研 究 の急 速 な進展 による新規 遺 伝 子 の発 見

など有用遺 伝子 資源 の充 実と、酵素 立体構 造 に基づく酵素 改変技 術 、進 化分 子工

学、代謝 工学 など酵素創 製 技術 や育種 技術 の高度 化 が相俟 って、目 的 に応 じた生

物 プロセス構 築 の基 盤が整備 されつつある。今 後 、これらを駆使 し、微 生 物や酵素 の

探 索 と改 変 によって有 用微 生 物 や有 用 酵素 を創 製 することを通 じて社 会 の要 請 に

応 え、貢献 していきたい。
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