
第2章 発 現 ・精製 ・結 晶構造解析
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2-A序

第1章 に記述 したように、AkAbf54の 属 しているGH54の 酵素はまだ構造解析がな されて

お らず、あまり詳細な研究が進んでいない。そ こで、AkAbf54の 構造解析 を目的 として研

究を進めた。本章では、AkAbf54の 大量発現 、結晶化及び構造解析 について述べる。

2-B 目的 ・材 料 ・方法

2-B-1 AkAbf54の 大腸菌での発現系の構築、発現条件の検討

2-B-1-1 目 的

結晶化 には、通常結晶化条件のスクリーニングな どに10mg程 度の高純度のタンパ ク質

を必要 とする。元菌(こ の場合Aspergillus kawachii)か ら精製 して得 られるタンパク質は通

常少な く結晶化などには十分な量 とはいえない。本章ではAkAbf54を 結晶化 に十分な量得

るため、まず大腸菌を用 いて発現 させる ことに した。そ こで、まず、大腸菌での発現 系を

構築し、発現 しているかを確認 した。

2-B-1-2 材 料

試薬

本研究 に用いた試薬は、特に記さない限 り、和光純薬工業株式会社またはSIGMAの 特級

試薬 を用 いた。

発現ベクター及び菌株

酒類総合研究所の小関博士からAkAbf54のORFをT-ベ クターにサブクローニング したプ

ラスミ ドを頂き、以下の実験に使用 した。

AkABf54を 発現 させ る発現 ベ クター と してpET17bを 選択 した 。pET17bは 、 ア ンピ シ リ

ン耐性 遺 伝子 を持 って い る。N末 、C末 共 にHis-tagは 付 かな い。

発現 菌 株 としてBL21(DE3)CodonPlus RIL株(Stratagene)とAD494(DE3)株(Novagen)

を用 いた 。BL21(DE3)CodonPlus RIL株 は、大腸 菌以 外 の遺伝 子 にはマ イナ ー コ ドンが 多 く

含 まれ て いる場合 が多 いので、そ れ を相補 す るた めに、Arg,Ile,LeuのtRNAの 遺伝 子 を増

強 して いる。AD494は 、チオ レ ドキ シ ン リダ クターゼ(trxB)に 変 異が入 ってお り、 ジスル

フィ ド結 合の あ るタ ンパ ク質 を発現 させ る の に向 いて いる。

プ ラス ミ ド増殖 な ど遺伝 子実験 用 の菌株 と してXL10-Gold株(Stratagene)を 用 いた。Hte

表現 系で 形質 転換効 率 が 高 いの が特 徴で あ る。

培地

培地の調製を次のように行い、以下の実験に用いた。
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・LB培 地

2.5%LB(Difco)

培地はオー トクレープ滅菌 した。アンピシリン耐性遺伝子を持つpET17bを 発現ベクター

として用 いたため、以下 この発現ベクターを含む大腸菌の培養の際には、アンピシリンを

100μg/mlの 濃度で添加 した。振盪培養は、東京大学農学部2号 館地下の振盪培養室、およ

び水槽式インキュベーター(TAITEC)を 利用 した。

基質

活性測 定 用 の可 溶性基 質 と して、pNPAF(p-ニ トロフェニル α-L-ア ラビ ノフラ ノシ ド)を

用 いた。 これ は、合 成 基 質で あ り、パ ラニ トロ フェ ノー ル にア ラビ ノフ ラノー スが結 合 し

た もので あ る。 ア ラビ ノフ ラ ノシダー ゼ によ り、 ア ラビ ノー ス 部分 が切 断 され る と、パ ラ

ニ トロ フェ ノール が遊離 し、405nmの 吸光 を呈す る。

2-B-1-3方 法

発現 プラス ミ ドの構築

発現 系 を図2-1の よ うに構 築す る ことに した。プ ライ マー を図2-2の よ うに設計 した。制

限酵素 で切 断 でき るよ うN末 側 にNdeIサ イ トを、C末 側 にEcoRIサ イ トを作 った。第1章

に記 した よ うに、N末 端18残 基が シグナル ペ プチ ドであ る ことが予想 され てお り(図2-3)、

元 菌 の 発 現 の 際 には 実 際 に 切 られ て 発現 して いた 。 シ グナ ル ペ プ チ ドが 付 加 した 配 列

(Metl-Ser499)と 除 去 した配 列(Met-Gly19-Ser499)の2つ の配 列 を作 るため 、N末 端側 の プ

ライマ ー は2種 類 を設 計 した 。 これ らプ ライマ ー を北海道 システム サイ エ ンス(HSS)に 注

文 し、 入手 した 。

Template 0.5μl、Pfu Turbo(Stratagene)1μl、Pfu buffer 5μl、dNTP mixture 4μl、primer F 1μl

(2　pmol), primer R 1μl (2 pmol)を 混 合 し 、 滅 菌 水 を 加 え て50μlに し た 。

1 cycle(95℃ 30 sec)

30 cycle (95℃ 30 sec,50℃ 1min,72℃ 3min)

1 cycle (72℃ 7min)

の条件 でPCR Thermal Cycler PERSONAL(Takara)に よ りPCRを 行 った。

反応 液 を アガ ロー ス電 気 泳 動 し、 目的のバ ン ド(図2-4)を 切 り出 した 。

PCR産 物 及 びベ クターpET17bを そ れぞれNdeIとEcoRIで3時 間制 限酵素処 理 した。 エ

タ ノー ル沈殿 を行 い、滅 菌 水 に溶解 させ た。PCR産 物 とベ クター 量の 比 を10:1に し、Ligation

high(Toyobo)を 用 い15℃ で1時 間 ライ ゲー シ ョン反応 を行 った 。反応液 で 大腸菌XL10-Gold

株(Stratagene)を 形質 転換 した。LBプ レー トに出て きた コ ロニ ーの うち の3個 を取 って5ml

のLB培 地で 培養 した。 プ ラス ミ ド抽 出(QIAGEN Plasmid Miniprep Kit)を 行 い、得 られ た
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プラス ミ ドをアガロース電気泳動する ことによ り、イ ンサー トが挿入されているか確認 し

た 。

得 られたプ ラス ミ ドが正 しいものであるか どうかをDNAシ ークエンサーCEQ 2000XL

DNA Analysis System (Beckman Coulter)を 用 い て 、 塩 基 配 列 を 読 む こ と に よ り確 認 した 。

発現条件の検討

得 ら れ た プ ラ ス ミ ド(pET17b-AkAbf54)で 大 腸 菌BL21(DE3) CodonPlus RIL株 及 び

AD494(DE3)株 を形質 転換 した 。 出て きた コ ロニー の うち のひ とつ を取 って5mlのLB培

地で 一晩 前 培養 した。 この うち一 部 を と り、 グ リセ ロー ル ス トックを作 り保 存 した。 そ し

て、前 培養液 を試験 管 に入 った5mlのLB培 地 に50μl植 菌 し、28℃ また は37℃ で培養 した 。

IPTGを 加 え る場合 はODが0.5に な った と ころ(2時 間30分 ～5時 間)で0.5mMに な るよ

うに加 え 、発現 を誘導 した 。植菌 後 、37℃ の場 合 は8時 間、28℃ の場合 は一 晩培養 し、 得

られた 培養液 を遠心(10000×g,5min)し て菌体 を得た。 菌体 を100mM Sodium Acetate(pH

4.5)ま た は100mM HEPES-NaOH(pH7.0)250μlに 懸 濁 し て 、Bioruptor(COSMO BIO)に よ

り超音 波破砕 を行 った 。破砕 後 、遠心(10000×g,5min)し て 上清 と沈殿 に分 けた。 上清 の

活性 を調べ る ことで発現 して いるか 調べた 。 また、 上清 と沈殿 のSDS-PAGEを 行 い、発現

しているかどうかバ ン ドを見た。

活性測定法

(1) 2.5mMのpNPAF 1OOμl(100mM Sodium Acetate,pH4.0)を37℃ で5分 間 プ レ イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。

(2) 酵 素溶液 を1μl加 え、 反応 を開始 させ た。37℃ で10分 間、20分 間、30分 間イ ンキュ

ベ ー ト し た 。

(3) 1M炭 酸 ナ トリウム を40μl加 え、 反応 を停止 させ た。

(4) 生成物 で あ るp-ニ トロフ ェ ノール の遊 離量 を405nmの 吸光 を測定 した 。10分 間、20

分間、30分 間イ ンキュベー トしたサ ンプルをプロットし、傾きを出す ことで活性を計

算 した。

以下の章では、活性測定 はここに書いた方法で行った ものとする。

SDS-PAGE

SDS-PAGEは 、Laemmliの 方 法[2-1]に 従 った 。ゲル濃 度 は10%と し、電 気泳 動後 の タ ンパ

ク 質 の 検 出 に はQuick CBBに よ り 染 色 を 行 っ た 。 分 子 量 マ ー カ ー はLMW

ELECTROPHORESIS CALIBRATION KIT(Amersham)を 用 い た 。 以 下 の 章 で は 、SDS-PAGE

はここに書いた方法で行 ったものとする。
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2-B-2 AkAbf54の 大 腸 菌で の大 量発 現 、精 製

2-B-2-1目 的

2-B-1で 作成 した大腸菌での発現系を用いて、大量発現及び精製を行った。

2-B-2-2材 料

菌株 、培 地な どは、2-B-1-2に 示 した もの を用 いた。

2-B-2-3方 法

大量培養

2-B-1で 作 成 し た グ リ セ ロ ー ル ス ト ッ ク(大 腸 菌BL21(DE3)CodonPlus RIL株)か ら10

mlのLB培 地 で26℃ 一 晩前培 養 した。1.5LのLB培 地 を5Lの 三角 フラス コに入れた もの

を2つ 合計3L用 意 し、前培養液をそれぞれ5mlず つ植菌 した。26℃で一晩振盪培養 した。

精製

・破砕

得 られ た培 養液 を遠 心(5000×g,20min)し て 菌体3gを 得 た。 菌体 を100mM Sodium

Acetate(pH5.5)30mlに 懸 濁 し て 、Bioruptor(COSMO BIO)に よ り超 音 波 破 砕 を 行 っ た 。 破

砕 後 、 遠 心(10000×g,20min)し て 上 清 を 得 た 。

・熱処 理

熱処 理 は、55℃ で30分 間行 った。 遠心(10000×g,20min)を 行 い、 上清 の可溶 性画 分 を

MILLEX-GPO.22μm Filter Unitを 用 い て 微 粒 子 を 除 去 し た 。

・DEAE -Sepharose

流速 の調 節 は、FPLC(Amersham)を 用 いた。 また 、 タ ンパ ク質 は、280nmの 吸光 度 をモ

ニ タ ー し た 。

使 用 した バ ッフ ァー:

バ ッ フ ァ ーA:20mM Sodium Acetate(pH5.5)

バ ッ フ ァ ーB:1.0M NaCl,20mM Sodium Acetate(pH5 .5)

(1) DEAE-Sepharose Fast Flowの レ ジ ン(Amersham)20mlをC-16/20カ ラ ム(Amersham)に

詰 め、 バ ッフ ァーAで カ ラム を平衡 化 した 。

(2) サ ンプル をア プ ライ し、流速2ml/minで レジ ンに吸着 させ た。 そ して、バ ッフ ァーA

を流速2ml/minで 非吸着物質が出てこな くなるまで流 し続けた。

(3) バ ッ フ ァ ーAと バ ッ フ ァ ーBを 用 い てNaClの0Mか ら0.6Mま で のlinear gradientを 流
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速2ml/min、40分 間 で か け た 。

(4) 活性 測定 を行 い活 性 の ある画分 を混 合 した。20mM Sodium Acetate(pH5.5)に 透析 した 。

タ ンパク質の定量

タ ンパ ク 質の定 量 は、BCA法 によ り算 出 した 。BCA working reagent(PIERCE)と サ ンプル

を混 合 し、60℃ で15分 間incubateし た後 、562nmの 吸光 を測定 した。標 準 タ ンパ ク質 と し

て γ-グ ロ ブ リ ン ま た はBSAを 用 い 、0mg/ml、0.1mg/ml、0.2mg/ml、0.3mg/ml、0 .4mg/ml、

0.5mg/mlの 濃度で検 量線を測定 した。以下の章では、タンパク質の定量は ここに書いた方

法で行 ったものとする。

2-B-3 AkAbf54の 酵母 での 発現 と精 製

2-B-3-1目 的

酵母Pichia Pastorisを 用 いて、結 晶化 に十 分な 量 のAkABf54を 発現 させ る ことを 目的 と

して実験を行った。

2-B-3-2材 料

試薬

本研 究に用いた試薬は、特 に記 さな い限 り、和光純薬工業株式会社、SIGMAの 特級試薬

を用 いた。

発現ベクター及び菌株

酒 類 総 合 研 究 所 の 小 関 博 士 か らAkABf54のPichia pastorisの 発 現 プ ラ ス ミ ド

(pPICZαC-AkAbf54、 図2-5)を 頂 き 、 以 下 の 実 験 に 使 用 し た 。

pPICZαC-AkAbf54は 、pPICZαC(Invitrogen)の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 制 限 酵 素ClaI

及びXbaIで 切 り出されたAkAbf54遺 伝子(N末 端 に見 られるシグナル配列18残 基 を除き、代

わ りにMetを 導入 した)を 組み込んだ ものである。N末 側 にシグナルであるα-ファクターが

ついてお り、培地 中に分泌発現 され る。ゼオシン耐性遺伝子を持って いる。プロモーター

はメタ ノール存在下でのみ誘導されるAOX1で ある。sacI制 限酵素サイ トを持ち、相同組み

換えの際、sacIで 制限酵素処理す ることによ り直鎖状にする。直鎖状の方が、相同組み換え

の効率が良 くなるか らである。

プラス ミ ド保持用の菌株は、大腸菌XL10株 を用いた。

発 現 菌 株 は 、 メ タ ノ ー ル 資 化 性 酵 母Pichia pastoris GS115株(Invitrogen)を 用 い た 。GS115

株は、 ヒスチジ ン要求株であ り、培養する際 にヒスチジンを加える。
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培地

培地の調製を次のように行 い、以下の実験に用いた。LB培 地は大腸菌の培養に、他の培

地は酵母 の培養 に用 いた。YPD培 地はプレー ト培地に、BMGH培 地は酵母 の前培養液に、

BMMH培 地は酵母の本培養液 にそれぞれ用いた。BMGH培 地、BMMH培 地は制限培地で

あり、グ リセロールまたはメタノールを唯一の炭素源 とする。

・LB培 地

2.5%LB (Difco)

・YPD培 地

1%Yeast extract(Difco)、2%Glucose、2%Peptone(Difco)

・BMGH培 地

1%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、0.34%Yeast Nitrogen Base(Difco)、1%グ リ セ ロ ー ル 、4×10-3%

Histidine、4×10-5%Biotin、100mM Potassium phosphate (pH6 .0)

・BMMH培 地

1%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、0.34%Yeast Nitrogen Base(Difco)、0 .5%メ タ ノ ー ル 、4×10-3%

Histidine、4×10-5%Biotin、100mM Potassium phosphate(pH6.0)

培 地 はオ ー トク レー プ滅 菌 また は フィル ター 滅 菌 した もの を用 いた 。抗 生物 質 は、 ゼオ

シン(Invitrogen)を 用 いた 。 発現 に使 用 した プ ラス ミ ドpPICZαC-AkAbf54に はゼ オ シ ン耐

性遺伝 子 が含 まれ て い る。 大腸 菌 の培養 の際 にはゼオ シ ンを25μg/mlの 濃度 で 、酵母 の培

養 の際 にはゼ オ シ ンを100μg/mlの 濃度 で添 加 した。振盪 培養 は 、東京 大学 農学部2号 館 地

下 の振 盪 培養 室 、お よび水 槽式 イ ンキ ュベ ーター(TAITEC)を 利用 した。

2-B-3-3方 法

形質転換

頂 いた プラス ミ ドで大腸 菌XL10-Gold株 を形 質転 換 した。 コ ロニー を100mlのLB培 地

に 植 菌 し 、 一 晩 培 養 し た 。 集 菌 し た 後 、 プ ラ ス ミ ド抽 出(NUCLEOBOND AX ,

MACHEREY-NAGEL)を 行 った。100mlのLB培 地 で培 養 したの は、酵母 の形質 転換 に大 量

の プ ラス ミ ドを必 要 とす るた め で ある。 得 られ た プ ラス ミ ド溶 液 をエ タ ノール 沈殿 によ り

30μl程 度 に濃縮 し、以 下の形 質 転換 に用 いた。

得 られ た プ ラス ミ ドを37℃ で一 晩SacI制 限酵 素処理 を行 い、 直鎖状 に した。制 限酵 素処

理後 の溶液 をエ タ ノー ル沈 殿 によ り3μl程 度 に濃 縮 し、そ の全 てを形質 転換 に用 いた 。酵

母Pichia pastoris GS115株 を ヒー トシ ョック法 によ り形質 転換 を行 った。YPDプ レー ト培 地

に撒 き、26℃ で3日 間 イ ンキ ュベー トした。

発現の確認
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AkAbf54が 酵母できちん と発現するか どうかを確認するため、スモールスケールでの発現

を行った。

まず、 形質 転換 で 出て きた コ ロニ ー をーつ選 び 、10mlのBMGH培 地 に植菌 し、28℃ で一

晩前 培養 した。 この うち 、前培 養 液 を一 部 と り集 菌 した 後 、YPD培 地 に懸濁 し、 グ リセ ロ

ール ス トック を作 成 した
。残 りの 前培養 液 を遠 心(3000×g,1min)し て集 菌 した。菌体 を50

mlのBMMH培 地 に懸濁 して、28℃ で42時 間振盪 培養 した。3時 間後 、16時 間後 、22時 間後 、

41時 間後 に100μl程 度サ ンプ リング した。 サ ンプ リング した もの の活性測 定及 びSDS-PAGE

を行 い、 発現 状 態 を確認 した 。23時 間後 に0.5%に な るよ う にメタ ノール を加 えた。

大量培養

グ リセ ロール ス トックか ら5mlのBMGH培 地 に植 菌 し、26℃ 一晩 前培養 した 。前 培養液

を遠 心(3000×g,1min)し て集 菌 した 。菌体 を1LのBMMH培 地 に懸 濁 して 、26℃ で振盪

培養 した。24時 間毎 に5mlず つ メ タ ノー ル を加 えた。

91時 間後 に得 られた培 養液 を遠 心(5,000×g,10min)し て上 清 を得た。 上清培 地成 分 を

MILLEX-GP0.22μm Filter Unitを 用 いて微粒 子 を除去 した。

精製

・DEAE-Sepharose

流速 の調節 は 、ペ リス タポ ンプ とFPLC(Amersham)を 用 いた。また、タ ンパ ク質 は、280

nmの 吸 光度 をモニ ター した 。

使 用 した バ ッフ ァー:

バ ッ フ ァ ーA:20mM Sodium Acetate(pH5.5)

バ ッ フ ァ ーB:1.0M NaCl, 20mM Sodium Acetate(pH5 .5)

(1) 塩濃 度が 高 くそ の ままで は レジ ンに吸着 しな いので 、バ ッフ ァーAを2L加 え、3倍 に

希釈 した 。

(2) DEAE-Sepharose Fast Flowの レ ジ ン20mlをC-16/20カ ラ ム に 詰 め 、 ペ リ ス タ を 用 い て

バ ッ フ ァ ーAで カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。

(3) (1)の溶液3Lを 、ペ リス タ を用 いて 流速5ml/minで レジ ンに吸着 させた 。そ して 、バ

ッフ ァーAを 流速5ml/minで10分 間流 した 。

(5) FPLCを 用 い て バ ッ フ ァ ーAと バ ッ フ ァ ーBを 用 い て0Mか ら0.5Mま でNaC1のlinear

gradientを 流 速2.5ml/min、30分 間 で か け 、 そ の 後 、 バ ッ フ ァ ーBを 流 速2.5ml/minで

20分 間 流 し た 。

(6) 活 性 測 定 を 行 い 活 性 の あ る 画 分 を 混 合 し た 。10mM Sodium Acetate(pH5.5)に 透 析 し た 。

Amicon Utlra(Millipore)で 濃 縮 し 、20mg/mlの タ ン パ ク 質 濃 度 に し た 。
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2-B-4酵 母で発現 させたAkAbf54と 大腸菌で発現 させたAkAbf54の 性質の比較

2-B-4-1目 的

酵母Pichia Pastorisで 発現 させ たAkAbf54と 大腸 菌で 発現 させたAkAbf54と の性 質 の比

較 を行 った。

2-B-4-2材 料

菌株 や 培地 な どは 、2-B-3-2で 述 べた ものを用 いた。

2-B-4-3方 法

ゲル ろ過 クロマ トグラフィーによる分子量測定

流 速 の 調 節 は 、FPLCを 用 い た 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 は 、280nmの 吸 光 度 を モ ニ タ ー し た 。

カ ラ ム は 、Superdex200HR10/30カ ラ ム(Amersham)を 用 い た 。

使 用 したバ ッフ ァー:

バ ッ フ ァ ーC:0.15M NaC1, 20mM Sodium Acetate(pH5 .5)

(1)Superdex 200カ ラ ム を バ ッ フ ァ ーCで 平 衡 化 さ せ た 。

(2)標 準 タ ン パ ク 質 と し て 、Blue Dextran(2000kDa)、Thyrogloblin(669kDa) 、Apoferritin(443

kDa)、 β-amylase(200kDa)、Albumin(66kDa)、Carbonic Anhydrase(29kDa)を 混 合 し て

流 速0.7m1/minで 流 し 、 保 持 時 間(溶 出 体 積)と 分 子 量 の 関 係 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 し

た 。

(3)精 製AkAbf54を 流 速0.7ml/minで 流 し 、AkAbf54の 保 持 時 間 か ら 分 子 量 を 計 算 し た 。

PAS染 色[2-2]

酵母は真核生物であるため、発現 させたタンパ ク質に糖鎖が付加 している可能性がある。

そこで、PAS染 色 を行 い、糖鎖 を染色す ることによ り、糖鎖が付加 しているかを確認 した。

(1)大 腸菌で発現 させたサ ンプル と酵母で発現 させたサ ンプルをSDS-PAGEで 泳動 した。

(2)泳 動後のゲル を12.5%ト リクロロ酢酸で30分 振盪 し、水で リンスしたあと1%過 ヨウ素

酸/3%酢 酸で50分 間振盪 した。

(3)水 で2時 間振盪 し、洗浄 した。水は適宜交換 した。

(4)シ ッフ試薬で1時 間光が当た らないように振盪 した。

(5)0.5%二 亜硫酸ナ トリウムで30分 間振盪行った。10分 ごとに溶液 を新 しいものに交換 し

た。

(6)バ ックグラン ドが消えるまで水で振盪 した。

熱安定性の測定
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大腸 菌 で発現 させ たAkABf54と 酵母 で 発現 させ たAkABf54と の 間で 、熱安 定性 の差 が見

られ るか どうか を調べた 。それぞ れ 各温度50℃ 、55℃ 、60℃ 、65℃ で30分 間イ ンキュベ ー

トし、 そ の後 活 性測 定 を行 った。

2-B-5酵 母 で発現 させたAkAbf54の 結 晶化

2-B-5-1目 的

目的は、AkAbf54の 反応機構や フォール ドを解明するため、原子 レベルでの構造的基盤

をX線 結晶構造解析 により得ることである。X線 結晶構造解析を行 うためにまず高分解能

の反射を回折する結晶を得 る必要がある。そ こで、酵母で発現 させたAkAbf54を 用いて結

晶化を試みた。

2-B-5-2材 料

結 晶化 用 のサ ンプル と して 、濃縮サ ンプル をmiliQで 適 当な タ ンパ ク濃 度(15mg/mlな ど)

に希釈 し、MILLEX-GP 0.22μm Filter Unitに よ り微 粒 子 を除去 した もの を用 いた。

試薬

本研究に用いた試薬は、特 に記 さな い限 り、和光純薬工業株式会社 またはSIGMAの 特級

試薬を用いた。

複合体 構 造 を得 るた め 、 ア ラビ ノー ス 、キ シ ロース、 キ シ ロオ リゴ糖(<5%キ シ ロース+

50～70%キ シ ロ ビオー ス+20～40%キ シ ロ トリオ ー ス+1～20%キ シ ロテ トラオー ス 及 びそ れ

よ り長 いキ シロオ リゴ糖)と いった糖 を用意 した。

2-B-5-3方 法

結晶化条件のスク リーニ ング

結 晶化 条 件 のス ク リー ニ ング には、 小ス ケール で行 うた め にCrystal Clear Plate(Hampton

Research)を 用 い 、 シ ッ テ ィ ン グ ド ロ ッ プ 法 で 行 っ た(図2-6)。

(1)Crystal Clear Plateに 、 リザ ー バー溶液 を80μl入 れ る。 リザ ーバー 溶液 はCrystal Screen

I、IIの リザ ー バー のセ ッ ト(Hampton Research)を 利用 した 。

(2)Crystal Clear Plateの ウ ェル に酵素液(15mg/ml)を2μl、 リザ ーバ ー溶液 を2μl入 れ混

合 した 。

(3)ド ロッ プ作 成 直後 に ドロップ を観察 し白濁 して い る もの につ いて は 、 リザ ー バー 溶液

をmiliQ水 で適 当 に希釈 して や り直 した。

(4)密 閉の た め に ク リアテ ー プで シール す る。25℃ の イ ンキ ュベ ー ター 内 に静置 した 。数
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日に一回顕微鏡で ドロップの様子を観察 した。

結晶化条件の精密化

ス クリーニ ングで結晶が得 られた条件 を初期条件として、よ り大き く質の良い結晶を得

るため、沈殿剤や塩濃度、pHな どについて条件の精密化 を行 った。シッティング ドロップ

法で、小スケールで行った。 リザーバー溶液は、 自分で作成 した。

シ ッテ ィング ドロップ法 は、上記 の方 法で行 った。た だ し、Crystal Clear Plateの ウ ェル に

酵素液 を入れ る量 を1～3μlと 変 えて行 った 。

結晶の収穫

ドロップ内の結晶を、 ピペ ッ トを用いて リザーバー溶液よ り少 し沈殿剤濃度の高い溶液

に移 した。結 晶に抗凍結剤をしみ込ませる為、抗凍結剤濃度 を目的の濃度までの間で数段

階に刻んだ(沈 殿剤濃度のみ少 し高めに し、あ とは リザーバー溶液 と全く同 じ組成の溶液)

を用意 し抗凍結剤濃度の低い方か ら順 に2分 程度浸 して次に移す というステップワイズ法

で行った。

反 応 物 で あ る ア ラ ビ ノー スや キ シ ロ ー ス や キ シ ロ オ リゴ糖 との複 合 体 を得 るた め 、

soakingも 行 った 。 ステ ップワイ ズ法 によ り抗凍 結剤 を しみ込 ませ た結 晶を 、 ピペ ッ トを用

いて、50mM L-ア ラ ビ ノー ス また は120mM D-キ シ ロー ス または5%キ シ ロオ リゴ糖 を含 む

溶液 に移 し、2時 間程 度浸 透 した。

X線 回折強度データの収集

回 折 強 度 デ ー タ の収 集 は 、実 験 室 放 射 光 室Raxis IV++や 高エ ネ ル ギ ー加 速 器研 究機 構

PF-ARの 実験 ス テー シ ョンNW12やSPring-8の 実験 ステ ー シ ョンBL38B1で 行 った。

結 晶 を、抗 凍 結剤(25%PEG400)を 含 む溶液 に浸 透 させた後 、ク ライオル ー プ(Hampton

Research)を 用 いてす くい取 り、100Kの ク ライ オス トリーム 中 にお いて 瞬間 的 に冷却 して

測 定 した 。 キ ャ ピラ リー の場 合 は室 温 で行 った。

波 長 は、 通常 は1.0000Aで 行 った 。

回折強度データの処理

得 られ た デー タは 、HKL2000プ ログ ラム パ ッケー ジ を用 いて処 理 した。 処理 に用 いた ス

ク リプ トは、HKL2000プ ログ ラム パ ッケー ジ[2-3]の マ ニ ュアル に従 った。

2-B-6AkAbf54の 構造 解析

2-B-6-1目 的

通常、タ ンパク質のX線 結晶構造解析を行 うには、位相情報1)を 求める必要がある。そ
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のタンパ ク質と似たアミノ酸配列を持つタ ンパク質(通 常アミノ酸配列の相同性が30%以

上)で 構造が明 らかになって いる場合には、その構造をモデル として用いて分子置換法2)

という方法で位相情報 を求める ことができる。 しか し、似た既知構造がない場合には、重

原子を用 いたMAD法[2-4]3)か 、MIR法[2-5]4)か により位相情報 を求めてや る必要が生 じる。

MAD法3)は 、波長を変えて重原子 同型置換体中の重原子の異常分散 を測定することによ

り位相 を解 く方法である。普通は、メチオニ ン要求株(大 腸菌ではB834株)を 用いて、タ

ンパク質中のメチオニ ンをセ レノメチオニン(メ チオニ ン中の硫黄原子がセ レン原子にな

った もの)に 置換 したセ レノメチオニ ン置換体 を用いる。この場合、メチオニンがほぼ100%

の割合でセ レノメチオニ ンに置換 される。 しか し、酵母 にはメチオニ ン要求株が得 られて

いな いため、 この方法は使 うことができない。ただ、酵母を培養する際の培地 にセ レノメ

チオニンを加えておくと40%～65%程 の置換率でセ レノメチオニンになるという報告がある

[2-6～8]。しか し、置換 率の問題か ら位相決定は難 しい。

MIR法4)で 位相 を解 く場合は、よい重原子同型置換体を2つ か ら3つ 程見つける必要があ

る。よい重原子同型置換体 というのは、重原子が結晶中のタンパク質に特異的に比較的高

い占有率で結合 してお り、かつ結 晶の同型性が変化 していない結晶の ことを指す。本研究

では、このMIR法 によ り位相を決定 し、構造決定を行った。重原子同型置換体 を得るため、

数十種類の重原子試薬をスク リーニ ングした。

2-B-6-2材 料

試薬

本研究に用いた試薬は、特 に記さない限 り、和光純薬工業株式会社、SIGMAの 特級試薬

を用いた。表2-7に 示 したような重原子試薬を用 いた。

構造解析関連ツール

構 造 解 析 の 際 の デ ー タ処 理 や電 子 密度 マ ッ プ表示 や 精 密化 計算 は、OSと してRedHat

Linuxを イ ンス トー ル したPC上 にて行 った。 プ ログ ラム ・構造 解析 に関す る用語 の説 明を

(p165～p168の1)～20))の 項 目に記 した 。

2-B-6-3方 法

重原子置換体の調製

・重原子の種類について

重原子の種類は、大きく以下の3つ に分類され る。

(1)ソ フ トイオ ン:PtやHgやAuな ど。システイ ン、メチ オ ニ ン、ヒスチ ジ ン残基 にcovalent

に結 合 す る ことが多 い。PtやAuな どは、結 合す る と結 晶に色が つ くため 、あ る程度 目
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安 とな る。この中で 成功例 の多 いのはK2PtCl4、KAu(CN)2、HgCl2、PCMBな どで ある。

Hg系 は特 に試 薬 の種類 が多 い。PCMBとEMTSの 化 学構 造 を図2-8に 示 した。

(2)ハ ー ドイ オ ン:SmやPbな ど.ア ス パ ラギ ン酸 、 グル タ ミン酸残基 な どとイ オ ン的 に

結 合 す る。

(3)希 ガス:XeやKr。 疎 水ポ ケ ッ トに入 り込 ん で結合 す る。

重原子同型置換体 の探索には、結晶の数が必要なので、結晶を大量に用意 した。

次に、いろいろな重原子溶液 を作製 した。重原子 の濃度は、20mMま たは100%飽 和溶液

をまず作成 した。溶解度が低 く20mMも 溶 けない場合は、100%飽 和溶液を作製 した。重原

子溶液のpHを チェック して変化 して いないことを確認 した。数時間か ら数 日ほど作成 した

重原子溶液 に結晶を浸 し、重原子置換体を調製 した。結晶に亀裂が入 る、または、結晶の

同型性が損なわれた(重 原子が結合 した ことによ り構造変化が起きて しまった)場 合には、

濃度を下げた。また、Xenon Chamber (Hampton)を 用 いて、キセ ノン置換体を作製 した。結

晶を一時間ほど0.12MPaの キセ ノン気体 内に置き、圧 力をかけて結晶内にキセ ノン原子を

導入 した。置換体作製を試みた重原子の種類 を表2-7に 示す。

X線 回折データの収集

結晶の収穫、回折データの収集、データの処理は同様 に行った。

MIR法4)は 、重原子がタンパ ク質 に特異的に結合することによる反射強度の変化を測定す

ることにより位相1)を 決定するが、同型性が下がると位相情報を正確 に引き出す ことができ

な くなる。同型性が損なわれていないか どうかは格子定数 を見て、判断 した。native結 晶の

格子定数と比較して1%以 内の差に収まっている場合は、同型性があると見な した。一方、

1%以 上の差が見 られ る場合には、同型性が崩れていると判断 した。

位相決定の試み

パ タ ー ソ ンマ ップを描 いて 、重原子 の ピー クを探 した。 これ らはCCP4[2-9]の プ ログ ラム

を用 いて行 った。

(1)重 原 子 置 換 体 の 回 折 デ ー タ 処 理 後 の フ ァ イ ル(output.scaやScalAverage .refな ど)をmtz

fileに 変 更 し た 。

(2)プ ロ グラムcadに よ り、native結 晶 のデー タ とひ とつ に まとめた。

(3)プ ロ グ ラ ムscaleitに よ り 、scalingを 行 っ た(表2-9).Scaleの 値 が 大 き く1か ら は ず れ

ていないことを確認 した。分解能は、SCALEの 値が1に 収 まっているところまでを信

頼できる値 として、その分解能を最大分解能 とした。反射強度の差 をあ らわすRFAC

の値が10%～30%に 収 まっている ことを確認 した。RFACが10%以 下な ら重原子が結合

してお らず、30%以 上な ら同型性が崩れている可能性が高い。

(4)差 パ ター ソ ンマ ップ5)を 描 いた 。重原子 が 高 い占有率 で結合 して いるな ら、差 パ ター ソ
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ンマップ上に強いピークが現れる。

(5)強 い ピー クが得 られ た 場合 、差 パ タ ー ソ ンマ ップか ら重 原子 サ イ トの座標 を予測 し、

プ ログ ラムMLPHARE[2-10]に よ り、重原 子 の座標、 占有 率な どを精 密化 した 。

(6)重 原子 が低い占有率で結合 している場合は、差パ ターソンマップ上にピークが現れな

い。そ こで、低 い占有率で重原子が結合 しているマイナーサイ トを探すため、MLPHARE

によ り精密化 した重原子座標を位相情報として用いて差 フー リエマ ップ6)を描いた。こ

こで見つかったマイナーサイ トもMLPHAREで 精密化 した。

(7) (4)～(6)によ り、重原 子置換 体 の評価 を行 った。そ の 中で優秀 で ある と思 われ る重 原子置

換体 のデー タ を用 いて プ ログ ラムSOLVE[2-11]7)に よ り位相 決定 を試 みた 。そ の後 、 プ

ロ グ ラ ムRESOLVE[2-12]8)に よ りdensity modification9)を 行 い 、 位 相 を 改 善 した 。

RESOLVEの 出 力 した ポ リア ラニ ンモデ ル を以下 の精 密化 に用 いた 。

精密化

以下 に示す方法を組み合わせて、構造の精密化を行った。

・ARP/wARP[2-13]10)

プログラムARP/wARPに よるモデル 自動構築 を試みた。

(1)RESOLVE8)の 出力 した ポ リア ラニ ンモデ ル またそ の後 修 正 を行 った モデ ル を利用 し、

プ ログ ラムARP/wARPに よ り主鎖構 築 を試 みた 。ARP/wARPはRfree値 を無視 して精 密化

を行 うFASTモ ー ドで行 った 。

(2)プ ログ ラムARP/wARPのside dock.shで 側 鎖 を構 築 した 。

・CNS[2-14]11)に よ る 構 造 の 精 密 化

(1)プ ロ グ ラ ムCNSの 中 のgererate.inpを 用 い 、 得 られ たpdb fileか らmtf fileを 作 成 し た 。

(2)プ ログ ラムCNSの 中のrigid.inpを 用 いて 、剛体 近 似精 密化12)を 行 い、マ ップとモデ ル

の ずれ を修 正 した 。なお 、 この作 業 を行 うの は、最初 だ けで ある。

(3)プ ロ グ ラ ムCNSの 中 のminimization.inpを 用 い て エ ネ ル ギ ー の 最 小 化13)を 行 っ た 。

(4)温 度 因 子14)の 精 密 化 を プ ロ グ ラ ムCNSの 中 のb _individual.inpを 用 い て 行 っ た 。

(5)十 分 に精 密 化 され てきた 時 、プ ログ ラムCNSの 中のwater_pickup.inpを 用 いて結 晶 中に

含 まれ て いる水 分 子 を拾 った。

・電 子 密度 マ ップ の作成 とXtalView/Xfit[2 -15]に よ るモデ ル構築 及 び修正

(1)プ ロ グ ラ ムCNSの 中 のmodelmap.inpと プ ロ グ ラ ムcns2fsfourを 用 い て2Fo-Fcマ ッ プ15)、

Eo-Fcマ ッ プ16)を 作 成 した 。

(2)プ ログ ラムXtalView/Xfitを 用 いて 、2Fo-Fcマ ップ とモデル を見 比べ た。電 子 密度マ ッ

プに合 うよ うに、 モデル を修 正 ・構 築 した 。

(3)精 密化の最終段階でこのモデルが信頼できるものか どうか、Fo-Fcマ ップを見て確認 し
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た 。

2-C.結 果 と考察

2-C-1酵 母及び大腸菌での発現

大腸菌での発現について

シグナル配列 を除かない と不溶性画分 にも可溶性画分 にも発現 しなかった。 シグナル配

列を除いて、大腸菌の培養温度を37℃ に した場合は、不溶性画分 に大量に封入体 として発

現 した(図2-10)。37℃ で培養 した場合はタ ンパク質の発現のス ピー ドが速す ぎて、その折

りたたみが追いつかな いため、正 しい構造をとる ことができず不溶性のタンパク質 として

発現 して しまうのだろう。可溶性画分には活性測定 を行って も、全く活性を認めることが

できなかった。培養温度を28℃ に下げた場合、可溶性画分に発現が認め られた。 しか し、

発現量はあま り多 くなかった。IPTGの 添加量や培地な どの発現条件をいろいろと検討 して

みたが、発現量は特 に上昇 しなかった(図2-11)。 また、破砕の際の懸濁溶液 も変えてみた

が、特 に可溶性 に得 られ る量は変化 しなかった(図2-12)。

発現量が少な い原因としては、以下の ことが考えられ る。大腸菌ではうまくタンパク質

を折 りたたむ機構が発達 していな い。そのため正 しいフォール ドとる ことができず不溶化

して しまうのだろう。また、AkAbf54に はアミノ酸配列 中に保存 されたシステイ ン残基が8

個存在 しジスル フィ ド結合を形成 している可能性が示唆され る。大腸菌体内は還元的でジ

スルフィ ド結合が うまく形成 されない場合が多 い。このため、AkAbf54中 のジスル フィ ド

結合がうまく形成 されず、ミスフォール ドして しまう可能性が考えられ る。菌体内が比較

的酸化的な状態であるAD494株 も発現の際に試 したが、とくに発現量が上昇すると言 うよ

うな ことはなかった。

大腸菌での大量発現と精製について

大 量発現 を行 い、熱処 理及 びDEAE-Sepharoseカ ラム を通 し精製 を行 った(図2-13)。37kDa

の と ころに余分 な バ ン ドが見 られ る もの の ほぼ単 一バ ン ドにな るまで精 製 した(図2-14)。

しか し、AkAbf54は3L培 養 で0.3mgし か得 られ ず、結 晶化 を行 うには不十 分な 量で あっ

た(表2-15)。

酵母での発現について

一方
、酵 母 で あるP.pastorisを 発現 ホ ス トと して用 いた場 合、大腸菌 と比 較 して明 らか に

発現 量が 増加 した 。

培地 を3時 間後 、16時 間後 、22時 間後 、41時 間後 にサ ンプ リ ング して、活性 を測 定 した。

培 養 時間 を長 くす るほ ど、活性 が 高 くな った ことか ら、じわ じわ発現 して いる といえ る(図

2-16)。 サ ンプ リング した 培地 をそ の ま まSDS-PAGEに 流す と、バ ン ドが確 認で きる ほ ど発
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現 して いた(図2-17)。

AkAbf54は 真核生物であるカビ由来であるため、発現ホス トとして原核生物である大腸

菌を用いるのではなく、同じ真核生物である酵母p.pastorisを 用いると発現がうまくいくの

か もしれな い。真核 生物のほうが タンパ ク質の折 りたたみを助ける機構が発達 している。

また、AkAbf54は 、もともと菌体外 に分泌される酵素であるが、酵母 において分泌発現 さ

せたのがよかったのか もしれない。

酵母大腸菌での大 量発現 と精 製について

大 量発 現 を行 った。 培 地 上清 とバ ッ フ ァー を混 合 し、DEAE-Sepharoseカ ラム を通 し(図

2-18)、単 一バ ン ドに精 製 した(図2-19)。AkAbf54は1L培 養 で20mg程 度得 る ことが で き、

結晶化 を行 うには十 分な 量 であ った。

大腸菌で発現 させたAkAbf54と 酵母で発現 させたAkAbf54の 性質

・分子 量

酵母 で発 現 させたAkAbf54は63kDa程 度 、大腸 菌で 発現 させたAkAbf54は58kDa程 度

と、SDS-PAGE上 で分 子 量 に5kDa程 差 が見 られた(図2-19)。 この原因 と して 糖鎖 の付加

な どが考 え られ る。

ゲル ろ過 を行 って 見積 も られ る分子 量 は77kDa程 度 であ り(図2-20)、AkAbf54が モ ノマ

ーの状態 で存 在 す る ことが示 唆 され た
。

・熱安定性

大腸菌で発現 させたAkAbf54と 酵母で発現 させたAkAbf54と の間で熱安定性 を調べた。

両サ ンプル とも60℃ で30分 間イ ンキュベー トして もほ とん ど活性を失わない。65℃ では、

ほとん ど活性がなくな った。ただ、活性の減少度がやや異なった(図2-21)。 大腸菌で発現

させた方は残存活性が13.1%だ ったが、酵母で発現させた方は残存活性が37.4%で あった。

糖鎖の付加が、熱安定性には少 し影響 しているのかもしれない。

・活性測定

大腸菌で発現 させたAkAbf54と 酵母で発現 させたAkAbf54と の間で活性を比較 した。大

腸菌で発現させたAkAbf54の 比活性は18.7U/mg、 酵母で発現 させたAkAbf54の 比活性 は

29.3U/mgと な り、大腸菌の方が、比活性はやや低い値 を示 した。

大腸菌で発現 させたAkAbf54は 精製が不十分なため、比活性が低 くなったのだろう。他

に、大腸菌で発現 させたAkAbf54に は糖鎖が付加 して いな いが、そのことが活性 に影響を

与えている可能性 もある。

・糖鎖
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AkAbf54は 、N型 糖 鎖 が付加 す る可能 性 のあ るN-X-(S/T)配 列 が2つ 見 受 け られ る(Asn83

とAsn202)。 共 同研 究者 で ある小 関博士 によ り元 菌A.kawachiiで 発現 され たAkAbf54に は

糖鎖が付加 していることが明 らか になっている。そこで酵母で発現 させたAkAbf54と 大腸

菌で発現 させたAkAbf54と でPAS染 色を行い糖鎖が付加 しているか どうかを調べた。PAS

染色の結果、酵母で発現 させたAkAbf54の みバ ンドが赤 く染色 され糖鎖が付加 しているこ

とが示 唆 され た(図2-22)。

小関 博士 は、この糖 鎖 が付 く可能 性 のあ る2っ の アスパ ラギ ン(Asn83とAsn202)を グル

タ ミンに変化 させ た変 異体 を作 成 しそ の性 質 を調 べた[unpublished data]。 そ の結果 、N83Q、

N202Q共 にバ ン ドの移 動 度が 下 に変化 した(図2-23)。 この ことか ら、Asn83及 びAsn202

共に糖鎖が付加 していると思われる。N83Q変 異体は熱安定性が変化 しなかったが、N202Q

は熱安定 性 が低 下 した(表2-24)。 この ことか ら、Asn202に 付加 して いる糖 鎖 は、安定化 に

寄与していると考 えられる。 この ことについては、第3章 でも考察する。

小関博 士 によ る と元菌Aspergillus kawachiiで 発現 す るnative enzymeで も糖 鎖 は結 合 して

いる こ とがわ か って い る。た だ し、A.kawachiiで 発現 す る酵 素 と酵母 で発現 す る レコ ンビナ

ント酵素で全く同じように糖鎖が結合 しているか については不明である。

2-C-2結 晶化

スクリーニ ングで得 られた結晶化 条件

結 晶 化 条 件 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、Crystal Screen I、 II(Hampton Research)の リザ ー バ ー

溶液 を利用 した。このリザーバー溶液の種類計98通 りを用いて、温度は25℃ で条件検討 し

た 。

結晶が得 られた リザーバー溶液は、以下の5種 類の条件であった。

(1) Crystal Screen I#20: 0.2M Ammonium Sulfate,25%PEG 4000,0.1M Sodium Acetate pH4.6

(2) Crystal Screen I#30: 0.2M Ammonium Sulfate,30%PEG 4000

(3) Crystal Screen I#31: 0.2M Ammonium Sulfate,30%PEG 8000

(4) Crystal Screen II#13: 0.2M Ammonium Sulfate,30%PEGMME 2000,0.1M Sodium Acetate

pH4.6

(5) Crystal Screen II#26: 0.2M Ammonium Sulfate,30%PEGMME 5000,0.1M MES pH6.5

(1)と(4)の結 晶の 写真 を図2-25に 示す。 針状 の結 晶が得 られ た 。

結晶化条件の精密化

次 に、(1)～(5)を初 期 条件 と して、結 晶化 の条件 を精 密化す るた め、pH、 タ ンパ ク濃 度、沈

殿剤濃度、沈殿剤であるPEGの 種類な どを変えて、細か く条件検討 した。その結果、硫安

を除き、PEG6000を 沈殿剤 として用いた条件(6)で良質の板状結晶が得 られることが分かっ

た(図2-26)。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、15mg/mlで あ る 。
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(6)30%PEG 6000,0.1M MES-NaOH pH6.0

回折強度データの処理

測 定 し た デ ー タ は 、空 間 群 はOrthorhombicなP212121に 属 し て い た(表2-27)。 格 子 定 数 は 、

a=39Å 、b=98Å 、c=144Å 程度 で あった。非 対称 単位17)に 一分 子入 っ て いる と仮定 した 場合

のVM(Matthews coefficient [2-16])は2.77、 溶 媒 含 量 は55.6%で あ り 妥 当 な 値 を 示 し た 。 こ の

ことか ら非対称単位に一分子入っていると思われる。

2-C-3AkAbf54の 構造 解析

重原子置換体のスク リrニ ングとその評価

重 原子 試薬(11種 類)を 試 した 結 果 を表2-7に 示す。

キ セ ノ ン(Xe)と 白金(K2PtCl4)の2つ の重 原子 置換体 の差 パ ター ソ ンマ ップ5)で 重 原子

の ピー クがは っ き りと確 認 でき た(図2-28)。 また 、水 銀(HgCl2)の 重原 子置換 体 のデー タ

で差 フー リエ マ ップ6)を 描 いた ところ ピー クが 確 認で きた。キセ ノン、白金 、水銀 のデ ー タ

収集 を表2-29に 示す 。

これ ら3つ の重原子置換体のデータを用いてプログラムSOLVE7)に よ り初期位相 を決定

し た と こ ろ 、Figure of Merit18)の 値 は0.38で あ っ た(図2-30)。RESOLVE8)を 用 い た 位 相 改 善

に よ り 、Figure of Merit値 は0.61に 向 上 した 。

RESOLVEの 出力 した ポ リア ラニ ンモデル(図2-31-(1))を 見た と ころ、ヘ リックスや ベー

タシー トが確認できたので、きちん と位相が付いていると判断 して、次の精密化のステ ッ

プへ進 んだ 。

モデルの構築と構造の精密化

RESOLVE8)で 得 られ た モデ ル は、非対 称 単位17)中 に1分 子 入 って いた 。最 初 に、RESOLVE

で得 られたポ リアラニ ンを初期モデル としてARP/wARP10)を 用いてモデルの自動構築を試

みたが成功 しなかった。

そ こで、2Fo-Fcマ ップ15)を 作 成 し、自分 の 手でモ デル構 築 を進 めた。プ ログ ラムXtalview

で2Fo-Fcマ ップ をみ て 、 ア ラニ ンか ら本 来の ア ミノ酸へ の置換 、 主鎖 トレー スの修 正、構

築を行 って い った。CNS11)に よ る精 密化 を行 った 。以後 、CNSに よる精 密化 とXtalviewに

よるモデルの構築というステップを数サイクル くり返 した。全482ア ミノ酸残基中131残

基 の主鎖 及 び側 鎖構造 を決定 し、Rfactor19)が45.3%ま で下 が った モデ ル を得 た(図2-31-(2))。

ある程度 モデ ル構 築 が進 んだ ので 、ARP/wARPに よ る 自動構 築 を試 み た結果(図2-32)、482

残基 中476残 基の主鎖および側鎖構造が決定 した。

そ の後 、再 びCNSに よ る精 密化 とXtalviewに よ るモ デル の修正 を行 った 。精 密化 を行 っ

ていくと、詳 しくは第3章 で述べるが、アスパ ラギン残基の先にN-ア セチルグルコサ ミン
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と思われる電子密度が見 られた。 これ らの分子の構造 をPDBか ら入手 し、束縛条件である

パ ラメー タ フ ァイ ル と トポ ロジー フ ァイル を プ ログラムxplo2dで 作成 した 。

最 終 的 に はR factor19)が19.1%、Rfreeが20.9%(分 解 能20.0～1.75Å)ま で 精 密 化 さ れ た デ ー

タ を得 た(表2-27).完 成 した モデル 分子(図2-31-(3))をPDBに 登 録 した(PDBcode:1WD3)。

ラマチ ャ ン ドラ ンプ ロ ッ トを図2-33に 示 す。

L-ア ラ ビ ノー ス との複合 体 のデー タ も同様 に精 密化 を行 った。ア ラ ビノフ ラノース(フ ラ

ノース 型 ア ラビ ノース)に 相 当す る電 子 密度が見 られ た ので 、L-ア ラ ビノ フラ ノース を いれ

て精密化を行 った。分子 の構造 を同様 に入手 し、パラメータファイル と トポ ロジーファイ

ル も同様 に作 成 した 。 同様 に完 成 した モデ ル分子 を、PDBに 登 録 した(PDBcode:1WD4)。

D-キ シ ロース、キ シ ロオ リゴ糖 の複 合体 のデ ー タ も処 理 し、精密化 を行 った 。 しか し、相

当する電子密度は確認できなかった。

57



図表

図2-1大 腸菌での発現 プラスミ ドの構築

primer

F1 5'cca tcc acc cat ATG TTC TCT CGC CGA AAC 3'(Ndel)
F2 5' gec acc gtc cat atg  GGC CCC TGT GAC ATC 3'(Ndel)
R 5' cc cct aat gAa ttC  TCA CGA AGC AAA CGC C 3'(EcoRl)

図2-2ブ ライ マ ーの 設計

F1-Rは 全長(abfl)、F2-Rは シグナル ペ プチ ドが除 かれ た配列(abf2)。

図2-3シ グナル配列の予測

SignalP(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) によ り作成 した。
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図2-4目 的産 物 のPCRに よ る増幅

矢印で 示 した約1.5kbpの 部分 を切 り出 し、以 下の実験 に用 いた 。
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図2-5酵 母発現 プ ラス ミ ド

右 が ベク タ-pPICZaCで あ り、左 が その ベ クター にAkAbf54を 挿入 した 発現 用 プラス ミ ド

pPICZaC-AkAbf54で あ る。
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図2-6シ ッテ ィ ング ドロ ップ法の 方法 と原 理
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表2-7 試 した重原子試薬とその結果

pH 4.5:0.1 M Sodium Acetate buffer,pH 6.0:0.1 M MES-Na buffer

・白金 系 の試 薬(1
,2)

1-2の 条件で行 ったところ、結晶に茶色い色が付き、重原子が結合 していることが予想で

きた。データを取 り、パターソンマ ップを描 いたところ確かに結合 していることが分 かっ

た。

・水銀 系 の試 薬(3～7)

あ ま り調 子 がよ くな か った。3-2の デ ー タが位相 改善 に寄 与 した。PCMBとEMTSの 化 学

構 造 を次ペ ー ジの 図2-8で 示す 。

・金試 薬(8)

結晶に色が付いたものの、データを取 りパターソンマ ップを描 いて もピーク らしきもの

は見 られなかった。

・サ マ リ ウ ム や 鉛(9
,10)

結晶の同型性が大きく低下 し、データをとることができなかった。

・キ セ ノ ン(11)

データをとり、パターソンマップを描 いてみた ところ、非常 に明瞭な ピークが一つ現れ、

キセ ノン原子が一原子高い占有率で結合 している ことが予想できた。
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図2-8 PCMB(左)とEMTS(右)の 化学構 造

表2-9 キ セ ノ ン のscalingデ ー タ

見 るべ き点は、SCALEの 値 が1で 収束 して い るか とRFACが10～30%の 間 の値 を示 してい

るかで ある。
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図2-10 封 入体 の形成

図2-11 発現 条件 の検 討

シグナル配列 を除き、温度 を28度 に した時のみ可溶性に発現 した。

図2-12 破砕 の 際の バ ッ フ ァーの検 討
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図2-13 大 腸 菌 で 発 現 さ せ たAkAbf54のDEAE-Sepharoseで の 精 製 チ ャ ー ト

図2-14 各精 製段階 で のSDS-PAGE

表2-15 精 製 表
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図2-16 酵母での発現-各 培養時間での培地上清の活性

41時 間 の 活 性(U/ml)を100%と した 。

図2-17 酵母 での発 現-各 培養 時間 での培 地 上清 のSDS -PAGE

サ ンプ リング した培 地 上清10μlをSDS-PAGEにloadし た
。 バン ドが見えるほど発現 して

いる こ とがわ か る。
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図2-18酵 母 で 発 現 さ せ たAkAbf54のDEAE-Sepharoseで の 精 製 チ ャ ー ト

図2-19大 腸 菌 で 発現 させたAkAbf54と 酵 母で 発現 させたAkAbf54のSDS-PAGE
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図2-20ゲ ル ろ過 カ ラム を用 いた分 子量測 定(対 数グ ラ フ)

分 子量マ ーカー

Blue dextran 7.249(2000k)

Thyroglobin 8.019(669k)

Apoferritin 9.280(443k)

β-amylase10.571(200k)

Albumin 12.624(66k)

Carbonic anhydrase 15.176(29k)

AkAbf54 12.748(77.6k)

保持時間 と分 子量を示 した。
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熱安定性

図2-21AkAbf54の 熱安 定 性の 比較

・大腸 菌で発現 させたAkAbf54(●:藍 色)

60℃ イ ンキュ ベー ト残 存活 性110 .7%

65℃ イ ンキュ ベー ト残存 活性13 .1%

・酵 母 で発現 させたAkAb64(■:ピ ン ク)

60℃ インキ ュベ ー ト残 存活 性104 .4%

65℃ イ ンキ ュベー ト残 存活性37 .4%

それ ぞれ 、イ ンキ ュベ ー トしな かった サ ンプル の活性 を100と した 。
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図2-22 PAS染 色

左は 、SDS-PAGE後 のゲ ル をPAS染 色 した もの

右は 、左 のPAS染 色 後 のゲル をCBB染 色 した もの

1.Phytase(糖 鎖 の 付 い た コ ン ト ロ ー ル タ ン パ ク 質)

2.Phenylalanine ammonia lyase(糖 鎖 の 付 い て い な い コ ン ト ロ ー ル タ ン パ ク 質)

M.Marker

3.大 腸 菌 で 発 現 さ せ たAkAbf54

4.酵 母 で 発 現 さ せ たAkAbf54

大腸 菌で発現 させたAkAbf54に は糖鎖が結合 していな いが、酵母で発現 させたAkAbf54に

は糖鎖が結合 している ことが分かる。
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図2-23 AkAbf54野 生 型 と 糖 鎖 関 速 変 異 体 のSDS-PAGE

1.Marker、2.wild-type、3.N83Q、4.N202Q、5.N83Q/N202Q

表2-24 AkAbf54の 野 生型 と変 異体 の熱安 定性 の比 較

△T50 is the change in T50 value of the mutant enzymes relative to the wild-type .Values are means

of two independent determinations±standard deviations.

図2-23と 表2-24は 、 小関博 士未発 表デー タによ る
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図2-25 ス ク リーニ ングの段 階で 出た 結晶

図2-26 精密化条件で出た結晶
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表2-27  Statistics of data collection and refinement for AkAbf54 complex structures

nd: not determined、np: not picked

キ シ ロース 複 合体 、 キ シ ロオ リゴ糖 複 合体 のデ ー タ につ いて は、 リガ ン ドの結 合 が認 め ら

れ な か ったた め、 途 中で精 密化 を止 めた 。
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図2-28 ハ ー カーセ ク シ ョンの差 パ ター ソ ンマ ップ
5)

(上)キ セ ノン置換体

(下)白 金置換体

キセ ノ ンの デ ー タは しっか りと した ピー クが一 つ ずつ見 えて い る。 白金 もい くつか の ピー

クが見 えて いる。
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表2-29 各重原子置換体のデータ

Phasing power:そ の重原 子 の位相 決定 へ の寄与 を示す 値。大 き くな るほ ど良 く、1以 上 にな

るの が望 ま しい。

Rcullis:重 原子 の精 密化 が 良好 に行わ れ たか を示す 値。 小 さ くな るほ ど良 く、0.9以 下 にな る

のが望 ま しい。

Nativeの デ ー タは 、分解能1.75Aの ものが とられ て いるが 、格 子 定数 が他 の もの と若干 異

な って いた。そ こで、新 た にデ ー タを取 り直 し、分 解能1.82Aの デー タ を得 た と ころ、格

子 定数 も他 の もの とほ ぼ 同 じで あ ったた め、 このデ ー タをMIR4)に 用 いた。
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SOLVE STATUS  4-nov-03 01:01:20

TlME ELAPSED: 2HR

CURRENT RESOLUTION:2.3A.FlNAL RESOLUTlON:2.3 A.

図2-30 SOLVE7)の 出 力 フ ァ イ ル

Deriv1:Xe置 換 体

Deriv2:K2PtC14置 換 体

Deriv3:HgC12置 換 体

Deriv4:K2PtC14置 換 体

<m>はFigure of merit 18)を 、scoreはZ-scoreを 示 す 。

XYZは 重原子が結合 している位置であ り、OCCUPは 占有率を示す。

Bは 温度 因子14)、HEIGHT/SIGMAは ピー クの 強 さを示す 。

例えば、キセ ノ ンのデー タは、キセ ノン原子が一つ、約 半分の 占有率で結合 してお り、

HEIGHT/SIGMAの 値 も高 い こ とか らいいデー タ であ る といえる。
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図2-31 精密化の各過程でのモデルの構築度

(1) RESOLVE8)後 の ポ リア ラニ ンモデ ル

(2) RESOLVE後 のモ デル を修 正 ・構築 した もの 、ARP/wARP10)前

(3) 完成モデル

(1)の緑 の球 はXeを 、 青の球 はPtを 、黒 の球 はHgを 示す。

77



図2-32ARP/wARP10)の ロ グ

476残 基/482,Connectivity Indexが0 .98と ほ ぼ ペ プ チ ド鎖 が つ な が っ た 状 態 ま で 構 築 で き た 。
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In most favoured regions: 85.7%
In additional allowed regions: 13.3%
In generously allowed regions: 0 .7%
In disallowed regions: 0.2%

図2-33ラ マ チ ャ ン ド ラ ン プ ロ ッ ト

disallowed regionに は 一残 基 し か 当 て は ま ら な か っ た 。
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