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第 1章 序論

1 酵母溶解酵素について

(1)酵母細胞壁の構造

酵母細胞は､通常､細胞壁と呼ばれる機械的に強固な構造物によって

その形態を保っている1･2'｡細胞壁は細胞内外の浸透圧に耐え細胞内の環

境を保護 しているだけでなく､その中に種々の機能性タンパク質を含ん

でおり､細胞外の情報を内部に伝えるインターフェースや化学反応のコ

ンバー トメンテ-ションの場を提供 している｡分類学的に酵母は子嚢菌

糸酵母と担子菌系酵母に分けることができる3'｡両者は形態的には類似

していても､まったく異なる系統に属 しているものと考えられており､

細胞壁構造も大きく異なっている｡子嚢菌糸酵母のなかで最もよく知ら

れているSaccharomycescereyisJ'aeは､酒類及びバンの製造に広 く使われ

ている産業上重要な酵母であるほか､分子遺伝学的な取扱いが容易なこ

とから真核生物のモデルとして研究が進められている｡

S.ceTeVJ.SL･aeの細胞壁し2)は主としてグルカン､マンナンタンパク質､キ

チンからなっている｡グルカンはβ-1､6-結合の側鎖を持ったβ-

1,3-グルカンから構成されており､細胞壁に剛性を与えている｡マ

ンナンタンパク質はN結合糖鎖及び0結合糖鎖を持った糖タンパクであ

り､酵母の最外層を構成 している｡N結合糖鎖はアスパラギン残基に結

合したハイマンノース型のコア糖鎖に､他の高等真核生物には見られな

い外鎖と呼ばれるマンノース残基の繰 り返 し配列がつながった構造をし

ている｡その結果､N結合糖鎖のマンノース残基数は数百に及んでい

る｡0結合糖鎖はスレオニン､セリンに 1-4個のオリゴマンノースが

結合 したものである｡マンナンタンパクのタンパク部分については､ま

だ､不明な点が多い｡キチンは主として出芽痕にリング状に存在 してい
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るが､その生理的意義についてはいろいろの議論がある｡

(2)酵母溶解酵素の利用

S.cerevJSL'aeの細胞壁を溶解する酵素は､酵母から細胞壁を取 り除いた

プロトプラス トを調製するための手段として古 くから研究されてきた

45)｡現在では､プロトプラス トの作製は細胞融合や形質転換などのバイ

オテクノロジーの分野で広 く利用されている重要な技術である｡また､

強固な細胞壁を分解することは､酵母細胞内のタンパク質や核酸を温刺

な手段で分離調製する方法としても大変重要である｡酵母溶解酵素は

種々の生物から分離されている｡歴史的には､かたつむりの消化管の抽

出液が古 くから用いいられてきたが､その後､微生物､特に細菌由来の

酵素が多数報告されており､市販されているものも多い｡酵母溶解酵秦

は通常多 くの加水分解酵素の混合物であるが､多 くの場合､β-1,3

-グルカナーゼとプロテアーゼが溶菌に関与 していることが知られてい

る｡ある種のβ-1,3-グルカナーゼは単独で酵母を溶解することが

知られているが6･7)､他の多 くのβ-1,3-グルカナーゼは単独では酵

母を溶解せず､チオール化合物やプロテアーゼによる前処理が必要であ

る｡試薬としてよく用いられる酵母溶解酵素であるザイモリエースはβ

-1,3-グルカナーゼとプロテアーゼの混合物であり､それぞれ単独

では溶解活性を示さず､両者を併用 してはじめて酵母溶解活性を示す｡

一方､単独またはβ-1,3-グルカナーゼとの併用で酵母を溶解する

プロテアーゼが分離されており､特に､OerskovL'axanthjneolytjca由来の

プロテアーゼについて詳細な研究が行われている｡

(3)酵母溶解酵素に関する現在までの知見

酵母溶解酵素に関してはこれまでに多 くの研究があるが､その構造と

作用模作に関する研究はそれほど多 くないoObataら8･9)はoeTSkoviasp.の
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生産する酵母溶解酵素について検討し､酵母溶解には 1種類のプロテア

ーゼと2種類のp-1,3-グルカナーゼが関与 していることを明らか

にした｡このプロテアーゼは単独で酵母溶解活性を示 した｡また､セ

ファデックスゲルには吸着するがバイオゲルPには吸着 しないことから

糖へのアフィニティーを持っていることがわかった｡本酵素は自己消化

によってプロテアーゼ活性は変化 しないが､酵母溶解活性を失う｡自己

消化タンパク質はセファデックスへの吸着性を失っていることから､檎

類-の吸着性が酵母溶解活性の発現に関与 していることを考察 した｡こ

れは､プロテアーゼが酵母溶解に直接関与 していることが示さjtた最初

の例であり､他のプロテアーゼが酵母溶解活性を持たないことを考え令

わせると､酵母溶解プロテアーゼの特異性に興味が持たれることとなっ

た｡2種類のβ-1,3-グルカナーゼはいずれも単独では酵母溶解活

性を持たず､プロテアーゼと併用することで相乗的な酵母溶解活性を示

した｡これらの結果から､グルカン層の外側をマンナンタンパク質がお

おってお り､マンナンタンパク質の一部はグルカン層に達 していること

が示唆された｡

ザイモリエースはAh robacEerJuteusが生産する酵母溶解酵素で､当

初､β- 1,3-グルカナーゼのみからなると考えられていた10'oその

後再同定の結果､本菌はoerskov''axanthjneolylicaであることが明らかに

なったosco【tら.I)は溶菌酵素について再検討を加え､ 1種類のプロテア

ーゼと1種類のβ-1,3-グルカナーゼが溶菌に関与 していることを

示 した｡プロテアーゼはセファデックス吸着性があり､そのプロテアー

ゼ活性は酵母マンナンによって阻害された｡その後､市販ザイモリエー

ス中の酵母溶解酵素についても､KiLamura-2lI3'が検討 し､同様に､プロテ

アーゼとβ-1,3-グルカナーゼが関与 していることを示 した.現在

では､obataらの研究 した菌と､scollら､Kilamuraが研究した菌はきわめ

て近縁の菌であると考えられている｡
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単独で酵母を溶解するp-1,3-グルカナーゼとしてFIavobacten'um

domL'tatot･由来のものがよく研究されいる14-0本菌の3-1,3-グルカ

ナーゼには数種類あるが､そのうちの2種類に酵母溶解活性が認めら礼

ている｡2種類の酵素は､一方がグルコース､ラミナリビオース､ラミ

ナリトリオースなどの低級オリゴ糖を生成 し､一方はラミナリペンタオ

ース以上の高級オリゴ糖を生成することから､別の構造の酵素であると

考えられている｡これらの酵素をプロテアーゼ処理すると､酵母溶解宿

性は失われるが､グルカナーゼ活性は維持 される｡プロテアーゼ処理醍

素は基質である多糖類 との吸着性に変化がみられたことから､多糖類-

の吸着に関与する ドメインが酵母溶解活性にも重要な働 きをしているこ

とが示唆された｡

最近､遺伝子組換技術の進歩によってタンパク質の一次構造をDNA

から容易に決定できるようになってきた｡多 くの酵素の一次構造が決定

され､遺伝子の塩基配列を改変 しアミノ酸を変化 させることによってタ

ンパク質の機能部位についても検討することができるようになってき

たoshenら15)は､0.xanthjneo/ylicaのβ- 1,3-グルカナーゼ遺伝子を

クローニングし､その塩基配列を報告 している｡C末端側に特有の反復

配列が存在することから､その部分 と溶菌活性 との関係を検討 した｡こ

のC末端部分を欠失または改変 したタンパク質はグルカナーゼ活性は煤

持 しているが､酵母溶解活性を失っていることがわかった｡この結果は

F.domJ'tatorの結果とも類似 してお り､C末端部分が酵母への吸着に必要

であることを示唆 している｡酵母溶解プロテアーゼについてその一次構

造が明らかになった例はまだない｡

(4)本研究のねらい

以上述べたように酵母溶解プロテアーゼは酵母細胞壁の溶解に重大な

役割を果たしていると考えられるoまた､酵母溶解プロテアーゼは今ま
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でに知られているプロテアーゼとはいろいろな点で異なっている特異な

プロテアーゼであると考えられる｡プロテアーゼの作用を論じる場合に

は､基質特異性と一次構造がまず問題となる｡しかしながら､これまで

の研究では､酵母溶解プロテアーゼがきわめて特異なプロテアーゼであ

ることを示唆しながらも､具体的な基質特異性及び一次構造について請

じた報告はいままでなかった｡本研究では､われわれの研究室で分離さ

れた新規な酵母溶解酵素RarobacteTraeCjtabidusの酵母溶解酵素のうち特

に､酵母溶解プロテアーゼの作用模作と構造について考察を加えた｡

2新規な酵母溶解菌F7arobacterfaecilabI'dusについての現在までの知見

(1)廃水の酵母処理における酵母溶解菌の発見

吉沢.6)は清酒製造場などから排出される高濃度の有機物を含む廃水を

酵母によって一次処理した後､活性汚泥処理することで､高負荷に耐え

るとともに､付加変動に強い廃水処理法を開発した｡本処理法の一次処

理で増殖 した酵母が活性汚泥槽でどのように消長するのかを検討 した結

果､活性汚泥槽から酵母生菌体を含む軟寒天培地で溶菌斑を形成する醍

母溶解菌YLM-1が検出された17)｡YLM-1は通常の栄養培地に増殖せず､

酵母処理で使用されているFlansenulaanomaJa生菌体と活性汚泥抽出液を

含む液体培地では､酵母に付着 してこれを凝集した後､溶菌 して増殖 し

た｡その後､YLM-1と同様に通常の栄養培地に増殖せず､酵母菌体と凝

集しこれを溶解するYLM-1型菌が多数分離されている1㌔ 酵母処理と活

性汚泥処理を組み合わせた廃水処理システムのメリットのひとつに､余

剰汚泥が少ない点があげられている｡この廃水処理システムではYLM-I

が酵母を溶解 し､YLM11は活性汚泥中の原生動物等に補食されるO酵母

一酵母溶解菌一原生動物等の3段階の食物連鎖が組み合わされているた

め､通常の活性汚泥処理よりも余剰汚泥が少ないものと考えられた.9)0
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(2)YLM-1型酵母溶解菌の単独培養

YLM-1型酵母溶解菌は通常の栄養培地では生育 しないが､これに酵母

生菌体の抽出液を添加すると生育を示 した｡酵母生菌体抽出液をオー ト

クレーブ処理するとその活性は失われ､増殖促進活性は分子量10,000以

上の画分に存在することから､YLM-1の増殖促進物質は酵母由来のタン

パク質ではないかと推定された.種々の物質や酵素を栄登培地に添加 し

て､増殖促進活性を示す物質を検索 した結果､カタラーゼやペルオキシ

ダーゼの添加で栄養培地に生育するようになることがわかった20)0 YLM-

1型酵母溶解菌は酵母生菌体を溶解 して､酵母のカタラーゼ ･ペルオキ

シダーゼを利用するとともに栄養源としても利用 して生育するものと考

えられた｡

(3)YLM-1型酵母溶解菌の分類学的研究

YLM-1型酵母溶解菌の分類学的諸性質を検討 したところ､本菌はコリ

ネ型細菌に属 していることがわかったが､既報のいずれの属にも該当す

るものがなかった｡染色体DNAのハイブリダイゼーション実験の結果か

ら､既存の菌とは相同性を示さないが､お互い同上では高い相同性を示

すグループの存在が明かとな り､これらの菌に新属新種のRarobacteT

faecL'EabL'dusという学名が提唱された2))oR.FaecJ'tabidusはグラム陽性の樟

菌で周鞭毛を持ち運動性があ り､DNAのGC含量は65.7-66.1%である｡

細胞壁のジアミノ酸はL-オルニチンであ り､アシルタイプはアセチル

である｡細胞の主要な脂肪酸はアンテイソC15であ り､主要なイソプ

レノイ ドキノンはMK-9である｡現在では､RaJ･Obacterは上境中に広 く

分布 していることが知 られている｡

(4)Rarobaclerfaec/'tabI'dusの酵母凝集活性及び溶解活性

R.faecjtabjdusは子葉菌糸酵母であるSacchaTOmyCeS､PI'chJ'a､
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HansenuJa､Torulopsis､Candi血等に属する酵母生菌体を含む液体培地

で､酵母と凝集し､これを溶解 して増殖 した｡一万､7襲菌系酵母のう

ちSchizosacchaJDmyCeS､CandidatTOPicaJisはRa'obacterと凝集するが溶菌

されず､担子菌系酵母であるctyptococcusalbidus､Tn'chosporon

cuEaneum､RJN)dotorulapa/lida等の酵母はRaTObaclerによって凝集も溶菌も

されなかった17)0

R.FaecitabL'dusと酵母との接着 ･凝集は可逆的で､両者の菌液を混合す

ると1分以内に接着が平行状態になり､これを希釈すると約 1時間で樵

離が平衡状態になった.R.faect'tabl-dusと酵母の接着 ･凝集反応は､D-

マンノース､D-フラク トース､マンナン等によって阻害され､R.

fhec1-tabjdusはこれらの糖に共通な水酸基の配位を認識 しているものと推

定されたOまた､R.faecjLabidusの酵母との接着 ･凝集能は､R.

faecLIEabidus菌体をパパインで処理すると失われることから､R,

faecjEabjdusは菌体表面に酵母のマンナンを認識するレセプターの働きを

する構造を持っているものと推定された｡

R.Faecjtabidusは酵母軟寒天培地で溶菌斑を形成することから､酵母細

胞壁を溶解する酵素を分泌していると考えられる.R.faeciEabidusを生酵

母を含む液体培地で培暮 した後の遠心上清を限外ろ過膜で濃縮 したとこ

ろ､わずかに溶菌活性が検出され､溶菌活性はdi山iothreilolの添加で増強

された｡培養上清にはラミナリナーゼ活性とマンナナ-ゼ活性が検出さ

れたが､R.Faec)'tabidusの細胞壁画分にも両酵素活性が検出された.R.

faecJ'tabL'dusは酵母菌体と倭着 ･凝集 し最小限の溶菌酵素を分泌するか､

または､菌体表面上の溶菌酵素で酵母を溶解 しているのではないかと推

定された22)｡
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3本研究の概要

酵母生菌体を含む培地では精製するのに十分な量の酵母溶解酵素を得

ることができなかったが､カタラーゼ添加培地では多量の溶菌酵素を拷

地中に分泌 した.Ji.FaecjLabidusの生産する酵母溶解酵素を精製した結

果､1種類のβ-1,3-グルカナーゼと2種類のプロテアーゼが溶菌

に関連していることがわかった｡プロテアーゼはどちらも単独で酵母を

溶解したが､β-1,3-グルカナーゼは単独では溶菌活性は無 く､プ

ロテアーゼを共存させることで酵母を完全に潜解 した｡

酵母溶解プロテアーゼの作用模作を解明するために､主要な酵母溶樵

プロテアーゼであるRaJl0bacterproLeaSeI(RPr)の性質を調べた｡その結

果､本酵素はエラスターゼ類似の特異な基質特異性を持っており､さら

に､レクチン様のマンノース結合活性を持っていた｡プロテアーゼが酵

母溶解活性を持つためにはこれらの性質が必要であると推定された｡

RPIの構造と機能をさらに検討するために､構造遺伝子のクローニン

グを行い塩基配列を決定した｡推定されるアミノ酸配列の解析から､本

酵素は､プレプロ部分､ トリプシンーキモ トリプシン系に属するセリン

プロテアーゼ ドメイン､C末端側にマンノース結合 ドメインから成るこ

とが推察された.RPl遺伝子をE.coJJ'のβ-ガラクトシダーゼ遺伝子のプ

ロモーターの支配下で発現させ､その後部位指定突然変異によってC末

端側を欠失 した変異株を作成 したところ､変異酵素は､プロテアーゼ活

性は保持 しているものの､マンノース結合能及び酵母溶解活性を失って

いた｡このことは､RPlのC末端側が実際にマンノース結合と酵母溶解

活性に必要であることを示している｡本研究によって､レクチン様の糖

結合活性を持つ特異なプロテアーゼが酵母細胞壁の溶解に関与 している

ことがわかった｡RPIがプロテアーゼと糖結合タンパク質というまった

く異なる物質にアフィニティーを持つタンパク質のキメラであること

は､系統進化の観点から考えると興味深い｡
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第2章 Rarobacterfaec/'tabidusの酵母溶解酵素の精製

1 諸言

R.faecjtabL'dusは､生酵母を炭素源とする培地では酵素精製に十分な量

の酵母溶解酵素を生産 しなかったが1､カタラーゼ2 を添加 した栄養培

地で培養することで､多量の酵母溶解酵素を培地中に生産するように

なった.R.faecitabJ'dusの酵母溶解作用を解明するために､まず､酵母溶

解酵素の精製を試みた｡酵母の溶解には多 くの場合､プロテアーゼとβ-

1,3-g)ucanaseが関与 していることが知 られているOまた､予備的な実験

によって､PMSFなどのセリンプロテアーゼ阻害剤が酵母溶解活性を阻害

することがわかったので､プロテアーゼとp-1,3-gLucanaseに重点をおい

て酵母溶解酵素を検索 した｡

2 実験方法

(1)使用 した微生物 と培養条件

酵母溶解酵素の生産にはIb obacterfaecitabI'dusYLM-50を使用 した｡菌

体の培養及び保存にはTYMC培地 (培地 1リッ トルあたり､rrypticase

peptone(BBL)5g,yeastextlaCl(Difco)3g,mattextract(Dirco)3g,K,HPO.

5･8g,NtI4H,PO.1･】5g,MgSO .･7H200･264g,calalase(Sigma)0･12g)を使

用した｡寒天培地の場合には､2%の寒天を添加 した｡酵母溶解活性の測

定のための基質としては､sacchaJ･OmyCeSCereVisl'aelFO2043を使用 した｡

酵母の培養は､YpD培地 (1%yeastextract,2%Difcopeptonc,2%glucose)

に1白金耳の酵母を接種 し､30℃､24時間静置培養 した｡菌体は遠心 し

て集菌 した後､蒸留水で3回洗浄 し､0･05%NaN3に懸濁 したo
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(2)粗酵素液の調製

TYMC培地 (500m13角フラスコに250m】入れる)に2.5mlの2El培養

のYLM-50培養液を添加 し､30℃､100叩mで30時間振盟培養 した｡培養

液を4℃､10､000 g､10minの遠心で集菌 し､上清に終濃度0.1%の

polyethylenimineを添加 し､不溶物を4℃､10､000 g､10minの遠心で除い

た｡上清を60%飽和の硫安で塩析 し､析出 したタンパク質を4℃､10､000

g､10minの遠心で集めたO沈澱は50mMsodiumacelaleburrer,pH5･0,

10%glycerolに溶解 し､同 じ緩衝液に対 して透析 した｡

(3)酵母溶解活性の測定

1mlの反応液は50mMpotassiumphosphatebuffer,pH8.0,0.6M

sorbitol､酵素液及び酵母(660nmの吸光度が2.り を含む｡30℃で 1時間

反応 させた後に､蒸留水2mlを加えて浸透圧感受性の酵母を破壊 し､660

nmの吸光度を測定 した｡ 1単位の酵母溶解活性は､1時間に1吸光度減

少させる酵素量と定義 した｡

(4)プロテアーゼ活性の測定

0.5mlの反応液は250mMTris-HClbuffer,pH8.8,azocasein(S)gma)10

mg,0.05%NaN3と酵素液を含む.30℃で 6時間反応させた後に､氷冷 し

た10%trjchloroaceticacid0.5mlを加えて反応を停止 した.生 じた沈澱を

15,000回転 5分の遠心で除き､上清の吸光度を400nmで測定 した0 1単

位のプロテアーゼ活性は､1時間に吸光度を1増加させる酵素量 と定義

した｡

(5)β11,3-glucanase活性の測定

0.5mlの反応液は50mMsodiumphosphatebuffer,pH6.0,1aminarin2mg

(sigma)と酵素液を含む｡30℃で20分間反応させた後に､生 じた還元糖
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をsomogyi3 の方法で測定 した. 1単位の3-I,3-glucanase活性は､ 1分間

にブドウ糖として1/∠モルの還元糖を遊離させる酵素量と定義した｡

(6)ポリアクリルアミドゲル電気泳動

酵素の均一性は､未変性のポリアクリルアミドゲル電気泳動で検定 し

た｡プロテアーゼの電気泳動はReisfeld･の方法で､p-1,3-g)ucanaseの電

気泳動はDavissの方法で行った｡

(7)精製酵素の分子量の測定

精製酵素の分子量はLaemmli6)法のSDSポリアクリルアミドゲル電

気泳動によって推定 した｡用いた分子量マーカーは､phOSphOrylaseb

(94,000),bovineserumalbumin(67,000),ovalbumin(43,000),carbonic

arlhydrase(30,000),soybeanLrypsininhibitor(20,100),α一lactalbulTlin(14,400)

である｡

(8)タンパク質濃度の測定

タンパク質濃度の測定は､bovineserumalbuminを標準としてLowry法

7 で行った｡

(9)プロテアーゼとβ-1,3-glucanaseの酵母溶解に対する協奏効果

酵素処理後の酵母の総数は顕微鏡下で計数 した｡生細胞数はYpD寒天

培地(YpD培地に2%寒天を添加)上で30℃2日間培養後のコロニー形成

数で推定した｡

(10)走査電子昂頁微鏡写真

精製プロテアーゼまたはβ-1,3-gtucanaseで酵母を処理 した後､固定､

脱水､金蒸着 し､走査電子顕微鏡 (日立製作所52000)で観察した｡
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3 結果

(1)陽イオン交換クロマ トグラフィーによる分画

実験方法のように調製 した粗酵素液は､まず､陽イオン交換 クロマ ト

グラフィーによって分画 した (TSKgelSp-5PW 21.5mmi.d.x15cm.

Tosoh).カラムは50mMsodiumacetatebuffer,pH5.0,10%glycerol

(burferA)で平衡化 しておき､試料添加後同 じバッ77-で非吸着物質を

洗浄 したoFig.1に示 したように非吸着画分にはp-I,3-gLucanaseが含まれ

ていたが､単独ではほとんど酵母溶解活性を示さなかった｡活性フラク

ションを集めて濃縮 (TmmersibleCX-IO,MllHpore) し､p-I,31glucanase

の精製に使用 した｡吸着画分は､同じbuFrerで硫酸ナ トリウムの濃度をO

から0,5Mまで直線的に変化 させて潜出した｡図に示 したように酵母溶解

活性はふたつのピークに分離 し､そのどちらにもプロテアーゼ活性が重

なっていた｡高イオン強度で溶出する活性画分をproleaSeI､低イオン強

度で溶出する画分をproteasetlとして合併 し濃縮 した｡

(2)プロテアーゼの精製

プロテアーゼ活性を伴 うふたつの酵母溶解活性画分は､それぞれ､ゲ

ルろ過によって精製 した.辞母溶解活性画分をO.)Msodiumphosphate,

pH7.0,10%glycerol(bufrerC)で平衡化 したTSKgelG3000SW (2)15mmi･d･

x60cm,Tosoh)に添加 し､同じbufferで溶出した.Fig.2Aに示 したよう

に､proteaseI画分はカラム担体に吸着性を示 し､カラム容量の約 2倍の

溶出液ではじめて溶出された｡ここでも､酵母溶解活性画分にはプロチ

アーゼ活性が伴っていたoこの画分は単一のタンパク質を含んでいたの

で､濃縮 し､精製Proteaselとして凍結保存 した｡proteaselI画分について

も同様にゲルろ過を行ったところ､Fig.2Bに示 したようにプロテアーゼ

活性はふたつのピークに分離 し､遅れて溶出するピークに酵鋸容解活性
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があった｡この画分も単一だったので､濃縮 し､精製proleaSellとして冷

凍保存した｡酵母溶解活性を伴わないプロテアーゼはproleaselIJとし

た｡ふたつの酵母溶解プロテ7-ゼの精製結果の典型的な事例をTablel

にまとめたO酵母溶解活性は,proteasclにおいでは収率052%で28.8倍

に､proLeaSeuは0.27%の収率で34】倍に精製されたo精製proLeaseI及び

proleaSeTlはどちらも未変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で単一のバ

ンドを示 した(FIB.4,A,B)｡
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Fig.1CalionexchaTlgeChromato毛raPhJ'OrCrudeenzyme.

111ccrtldeenzyTTlearleTSa]tlngOutWasaPP)ledtDaTSKgelSp-5PW column FracLIOnS(6

ml)Werecollecledwlthanowrateor2m1/rnLn AgradlenleluLIOnWasStartedaLthepoint

lndlCatedbythea汀OW AandadenoLCprOLeaSellandHractl0nSreSPeCtlVely Symbols･
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actlVlty(口 ).
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(3)β-1.3-glucanaseの精製

陽イオン交換クロマ トグラフィーでの非吸着部分は､20mM Tns-HC).

pH75(butrerD)で透析 した後､同緩衝液で平衡化 した陰イオン交換カラ

A (SynChropakAX3CK),4.lnlmi.d.x25crn,SynChro.T･,lnc･)に添加 し

た｡カラムはburrerDで洗浄した後､同緩衝液における0から0.5Mの酢酸

ナ トリウムの直線グラジュン トで溶出した｡ド.A.3Aに示 したように､単

-のP11,3-glucanaseピークが検出されたが､この画分には酵母溶解析作

は認められなかった.活性画分を濃縮 して､burrerCで平衡化 した

TSKge)G30WSW (215mm..d.X60cm,Tosoh)に漆加 し､同じburrerで溶
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出したoFig.3Bに示 したように､3113-gJucanaseの単一ピークがえらjt

たのでこの画分を濃縮して精製3-13-glucanaseとした.精製の過程は

TableI]にまとめてある.収率は]0%で精製倍率は74.8倍であったO精製

ill,3-g]ucanaseは未変性ポリアクリルアミド電気泳動で単一のバンドを

示した (Fig.4C)0
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AIAnionexchangechIOmatOgraPhy･Theunadsorbedtract.OnFromthecalionexchange

chromalOgraPhywasapplied10aSynChropakAX300columnequiribraLedwithbufferDI

Fractions(4ml)werecollectedwithanowrateof2ml/mln･Agradientclulionwasstarted

fromfractionnumberone.

8･Gelrlltrationchroma10graPhy･ActivefracllOnSfromtheanionexchangechroma10graPhy
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TABLEIPurificationofyeast-】yticproteases

(A)Yeasト1ytlCaClivlty

Total Total SpecIFic

Step proleln act)Vlty aCllVlty PurlrLCal】On RecoveI'y

(mg) (unltS) (unltS/mg) (Told) (%)

Culturesupernata山 996.8 8520 8.5 】 100

Saltingout 100.9 4920 48.8 5.7 57.7

ProteaseI

TSKgelSPl5PW 3.18 194 61.0 7.1 2,28

TSKgelG3000SW 0.179 44,0 246 28.8 0.52

Proteasell

TSKgelSp-5PW 5.36 128 23,9 2.8 Ⅰ.50

TSKgelG3000SW 0.079 23.0 29) 34.) 0.27

(ち)Proteaseacuvlty

Tolal Total SpeciFic

Step proteln aCuVtty aCrivlty PunRcaLion Recovery

(mg) (un its) (unlls/mg) (fold) (%)

Culturesupernatanl 996.8 273 0.274 1 100

Salt-ngout 100.9 75.2 0.745 2.7 27.6

ProteaSeI

TSKgelSp-5PW 3.18 )3.3 4.19 15.3 4.89

TSKgelG3000SW 0.179 1.65 9.21 33.6 0,61

ProteaSeIT

TSKgeJSp-5PW 5.36 17.7 3.30 12.0 6.50

TSKgelG3000SW 0.079 1.56 19.7 71.9 0.57



TAIILEIIPurifieaILOnO川-I,31glucanase

ToLal ToLaJ STXClric

Step PrOteLn aCtlVtty aCtlVlty PurlflcatIOn Recovery
(mg) (unltS) (unLIs/mg) (fTold) (%)

CulturesupemaLaLlt 9968 756 076 1 LOO

SaIllngOut LOO_9 745 7.39 97 98･5

TSKgelSp-5PW 58.5 456 779 103 60-3

SynChTOpakAX3CO 31【垢 128 420 554 17･O

TSK色elG3000SW 1.36 773 568 748 102

Fig.4 PolyacrJ'lamidegeleLeelrophoresISOrPurlfledenl.yrTleS･

A,prDteaSeⅠ(13Pg) a,proLeaSeIl(lops)･C,bll.3-glucaJlaSe(lIpg)
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TABLETIJSynergisticeffectsorproleaseandβ-I,3-glucanase

________･.｣地 .･.___旦⊆1血幽

ProleaSeI ProleaSeH β-1,3-glLICanaSe A660a TotalceH･b viableceHc

0 0 0 100 100 100

0 0 5 98 100 t00

5 0 0 52 100 2

5 0 5 9 1 0
0 5 0 40 93 0
0 5 5 [0 2 0

a:turbldltyOfyeasISuSPenSlOnafterenZymeLrealment, b:apparentcellnumberundera

microscop)cobservation, C:vlableceHnumtxrasco一ony-formLngunil

(4)酵母溶解活性に対するプロテアーゼとβ-1,3-g山canaseの協奏作用

精製プロテアーゼは単独で酵母溶解活性を示すが､酵母の溶解は完全

ではなかった｡また､精製β-1,3-glucanaSeは単独では酵母溶解活性を示

さなかった｡しかし､両者を併用すると酵母は完全に潜解された｡Tab一e

mに示すように､β-1,3-glucanase単独では吸光度は減少せず､顕微鏡で

みた細胞数や生細胞数にも変化はない｡一万､2種類のプロテアーゼ

は､どちらも,単独で酵母懸濁液の吸光度を減少させることができる

が､その度合いは40-50%であり､酵母は完全には溶解されない｡しか

し､プロテアーゼ処理によって､顕微鏡でみた酵母数には変化はない

が､生酵母数は激減し､細胞が死滅することがわかった｡このことは､

プロテアーゼが細胞壁のタンパク質部分を分解することによって､酵母

細胞は致命的な損傷を受けることを示 している｡β-l,3-glucanaseとプロ

テアーゼを併用すると､酵母細胞は完全に洛解され､もはや､顕微鏡下

でも細胞は認められなくなった｡



(5)精製酵素の分子t

プロテアーゼはゲルろ過にかけると溶出が異常に遅れるため､この刀

法では分+量を測定できない｡精製醇,i-の分 F立は､Flg.5に示すように

sDSポリアクリルアミド電気泳動で測定した｡proleaSeⅠは単一のバンド

を示し､その分子量は35､(X泊と計算された｡同様に､proteaseltも単一の

バンドを示 しその分子量は33､∝X)であったoP113-glucaTlaSeの分子量は

82､(X泊であった｡
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Fig.5 EstimAtionorrnolecularweiglltbySOSpoll,aCr.Vlalllidege一eleclrophoresis･

MoZeculaTWe)ghtorpurifiedenzymewasesllmalCdasrollowsbytl℃ 一mlhcKlofLaemmlL

proteaseI(35,(X恥 ProLeaLSelI(33.OCO).β-I,3-gLuCaTLaSe(82,000)･MoleeuLaTWeLght

standards(o)vICrCPhosphorylascb(94.000),tm incscruITlalbtlmln(67.OW),oyaJbuTrlin

(43.OW),caTtX)nlCanhydrase(30,(X氾).soytx:antrypslrLinhlb)tor(20.1(刀 ).anda-lactalbumm

(14.400)



(6)酵素活性に対するpHの影響

精製酵素の活性に対するpHの影響をFig.6に示した｡proleaSeL

proteasemま､どちらも､辞母溶解活性とプロテアーゼ活性の至適pHは

似ており､pH9というアルカリ側で最も活性が高かった｡～-1.3-

g)ucanaseの至適pHはラミナリンを基質としたとき5付近であった.これ

は､プロテアーゼと共同で酵母を溶解する他のp-I,31glucanaseと類似 し

ている｡
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(7)蘇葉の熱安定性

精製酵宗は､Flg7に示すように熱に対 して不安定であった｡proteasel

及びprotease]Iは50℃ 15分間の熱処理で､プロテアーゼ活性､酵母溶解泊

性が共に80%以上減少 し､70℃､15分間の処理で完全に失活 したOβ-

13-glucanaseの熱安定性 も同様であ り､60℃､ 15分間の熱処理で完全に

失活 した｡
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30 40 50 60 70

Temperature(oC)

FJg.7ThermalstabilityorenZymeS･

EachcnZynlCWasLnCubatedaltheLnd･catedLemFCralurCTorI5mln･Remaln･ngaCllVllywas

measuredbythestandardassaymeLJIOd･

A pTOleaSCl.yeast-1yllCaCllVit)I(o).proteascacllVlty(.)

a proLeaSCll:yeast-1yl)cactLYiLy(0),PrOLeaSeaCllVILy(｡)

C･p-13-glueaJlaSe(0)
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(8)プロテアーゼに対する阻害剤の効果

プロテアーゼのタイプを決めるために､各種の阻害剤を用いてprotease

I及びProteaseIIの酵母溶解活性及びプロテアーゼ活性に対する阻害効果

を調べた｡TableIVに示 したように､5mMのdiisopropylfluorophosphate

(DFP)及びphenylme山ylsulfony)fluoride (PMSF)はプロテアーゼ活性と

酵母溶解活性の両方を完全に阻害した｡このことは､精製Pro【easet及び

proteaseⅡの酵母溶解活性が実際にプロテアーゼによるものであることを

示すと共に､これらのプロテアーゼがセリンプロテアーゼであることち

示している｡

TABLEIV Err∝t50日nhibitorsonproteaSe

Residualactivity(%)

Tnhibi10r Concn･ Yeasl-1ytlCaCtivlty Proteaseactsvlly

(mM) ProteaseI ProteaseII ProleaSeI ProteaselI

None 100 100 100 100

DFPA 5 0 0 0 0

PMSP 5 0 0 0 0

1AAc 5 98 97 94 94

EDTAd 5 100 100 100 98

a:diisopropytnuorophosphate,b:Phenylmethylsulfonylfluoride,C:iodoacelamtde, d

:ethylenediamineteltaaceticacid





(9)精製酵母溶解酵素で処理 した酵母の走査電子墨頁微鏡による観察

精製酵母溶解酵素による酵母の溶解の過程を調べるため､酵素処理 し

た酵母を走査電子顕微鏡で観察 した｡未処理の酵母は､Fig.8Aの棟に表

面が平滑であ り､出芽痕が突出 して見 られる｡精製proleaseⅠで処理 した

酵母は､Fig.8C,Eに示すように表面が荒 くでこぼこした形状をしてい

る｡これは､プロテアーゼによって酵母表層のタンパク質が分解された

ためであると考えられる｡一方､β-1,3-gLucanaseで処理 した酵母は､

Fig.8D,Fの様にほとんど外見上の変化が認められない｡これは､Table

lIIの結果とも一致 してお り､p-I,3-glucanaseだけでは酵母は溶解されな

いことを示 している.p-I,3-glucanaseとproteaseIを併用 した場合は､酵

母の細胞壁は完全に分解 され､浸透圧保護剤の存在下ではFig.8Bの様な

球状のプロ トプラス トとなった｡
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4 考察

R.faecJ'LabL'dusの酵母溶解酵素を精製 し､2種類のプロテアーゼと1種

類のβ-1,3-g]ucanaseが協奏的に酵母の溶解に関与 していることを明らか

にした｡2種類のプロテアーゼが酵母の溶解に関与 していることは､以

下の事実から結論ずけられた. (1)種々のクロマ トグラフィーにおい

て､酵母溶解活性の溶出位置及びピークの形状がプロテアーゼ活性のそ

れと一致 した｡ (2)電気泳動的に単一なまでに精製された酵母溶解活

性画分はプロテアーゼ活性を含んでいた｡ (3)酵母溶解活性とプロテ

アーゼ活性のpHプロフィールはほとんど同じであった｡ (4)酵馴容解

活性の熱安定性はプロテアーゼのそれと同じであった｡ (5)酵馴容解

活性及びプロテアーゼ活性はセリンプロテアーゼの阻害剤であるDFP及

びpMSFで完全に阻害された｡

精製プロテアーゼがβ-1,3-glucanaseと共同して酵母を溶解する現象

は､obala8 らによってはじめて報告されている.それ以後､多数の酵

母溶解活性を持つプロテアーゼが様々な種類の微生物から精製されてい

る9-12)｡しかし､これらの研究では多 くの場合､酵母懸濁液の吸光度

の減少を酵母溶解活性の指標として使用しているため､酵母溶解の詳し

い作用機作については不明な点が多い｡本研究では､酵母細胞を酵素処

理した後に､吸光度の減少ばかりでなく､顕微鏡下での細胞数の計数及

びコロニー形成能を尺度とした生細胞数の測定を行った｡その結果Table

ulにまとめてあるように､2種の精製プロテアーゼは､どちらも､細胞

の見かけの数は変化させないものの､酵母細胞のviabilityに影響を与え､

細胞死を引き起こすことがわかった｡見かけの酵母数に変化がないのに

なぜ酵母懸濁液の吸光度が減少するのかは不明である｡ しかし､Fig.8に

示した走査電子顕微鏡を用いた観察によって､酵母の細胞表層が分解さ

れて粗面になっていることがわかった｡これは､酵母の細胞表層の電千
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密度の高い層がザイモリエースのプロテアーゼで分解されるという透過

電子顕微鏡での観察結果と一致している13 ｡従って､酵母細胞壁のタ

ンパク質層が分解されることによって､光の散乱が減少し､そのため辞

母懸濁液の濁度が減少したということも考えられる｡この場合､細胞壁

に剛性を与えていると考えられているグルカン層は分解されないため､

見かけの辞母数は減少 しないものと考えられるO-方､p-I,3-glucaJlaSe

は単独では酵母懸濁液の吸光度を減少もさせないし､酵母のviabilityを損

なうこともなかったo しかしながら､p-1,31gJucanaseは2種のプロテア

ーゼのうちのどちらかを併用することによって､酵母細胞を完全に溶解

することができた｡ したがって､R.raecJ'Labidusにおいてはプロテアーゼ

が酵母の溶解にきわめて重要な役割を担っているものと考えられる｡

AJlhrobaclerJuteusから調製された市販の酵母溶解酵素であるザイモリ

エースから精製されたプロテアーゼは､β-1,3-g)ucanaseと混合すると酵

母を完全に溶解するものの､単独では酵母をほとんど溶解しない11)0

zlotnikら13)も､また､ザイモリエースから精製したプロテアーゼは酵

母のviabi)ityにほとんど影響を与えないと述べている.zlolnikらはこれら

の結果から､Fig.9Aに示すような､グルカン層の外部をマンナンタンパ

ク質がおおっている酵母細胞壁のモデルを提唱している｡

これと対象的に､R.(aecJ'tabJ'dusの酵母溶解プロテアーゼは､β-I,3-

g)ucanaseの添加無しに酵母懸濁液の吸光度を減少させることができるo

これは､R.FaecL'tabL'dusの酵母溶解プロテアーゼの特異な性質ということ

ができる.この性質はobataらが報告 しているOerskoyiaのプロテアーゼ

と同様であり､Fig.9Bに示 した彼らの酵母細胞壁のモデルともよく一致

している14㌦ そのモデルでは､細胞壁内のグルカン網の間にまばらに

マンナンタンパク質がうめこまれている｡酵母溶解プロテアーゼは､こ

れらのタンパク質を分解することによって､グルカン網を分断し,酵母

細胞の死滅を引き起こすのであろう｡
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他の多くの微生物は1種類の酵母溶解プロテアーゼを分泌することが

知られているが､R.(aecJ-Fabidusは2種類の酵母溶解プロテアーゼを分泌

している｡見かけ上2種類のプロテアーゼが､同じ道伝子産物のプロチ

アーゼによる分解によって生 じるのか､または､実際に異なる遺伝子が

存在して2種のプロテアーゼが生 じるのかは不明である｡プロテアーゼ

によって引き起こされる酵母細胞壁の分解の反応機構についても､この

プロテアーゼの実際の基質がなんであるのか､そしてどのようにして細

胞壁を分解するのかの詳細は不明であるOこれらのプロテアーゼの基質

特異性と一次構造を検討することによって､酵母溶解プロテアーゼの作

用模作について新たな視点が開かれることとなるであろう｡
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5 要約

R.FaecL'Labjdusは酵母を用いた廃水処理システムから分離された酵母を

溶解するコリネフォルムの細菌である｡酵母溶解の作用機作を解明する

ために､まず､酵母溶解酵素の精製を行った結果､2種類のプロテアー

ゼと1種類のP11,3-glucanaseを精製 した｡sDSポリアクリルアミド電気

泳動による分子量はそれぞれ､35,000､33,000､82,000であった｡プロテ

アーゼは2種類ともセリンプロテアーゼであり､DFPやPMSFで阻害さ

れ､アルカリ側のpHで最も活性が高かった.どちらのプロテアーゼも

単独で酵母懸濁液の吸光度を減少させることができた｡この処理によっ

て､見かけの酵母数には変化がないが､酵母表層に損傷が認められ､コ

ロニー形成能は失われた｡β-1,31glucanaseはpH5で最も活性が高かった

が､この酵素単独では酵母懸濁液の吸光度は減少せず､コロニー形成舵

への影響へも見られなかった｡ しかし､β-1,3-glucanaseと2種類のプロ

テアーゼのうちのどちらかを併用すると､酵母細胞は完全に潜解 され

た｡
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第 3章 RarobacterfaecI'tab/'dusの酵母溶解

プロテアーゼの性質

1諸言

前章では､R.(aecL'tabidusの酵母溶解酵素が 2種類のプロテアーゼと1

種類のβ-1,3-glucanaseからなってお り､そのうちでもプロテアーゼが酵

母細胞壁の溶解に重要な役割をはたしていることを示 した｡プロテアー

ゼは酵母表層のタンパク質を分解 していると考えられるが､今までの研

究から､市販 されてお り実験によく用いられているプロテアーゼには醍

母溶解活性がないことが知 られている12)｡従って､酵母溶解プロテアー

ゼの基質特異性はきわめて特異なものであることが考えられるが､今ま

でにこのことについてついての報告は見あたらない0本章では､R.

raecitabidusの酵母溶解プロテア-ゼのうち量的に主要な酵素である

proteaseI(以下RPIとする)について､N末端アミノ酸配列､基質特異

性､糖結合性などについて検討 した｡その結果､本酵素は､構造的には

トリプシン ･キモ トリプシン族のプロテアーゼであること､基質特異性

はエラスターゼに類似 していること､マンノースに対するアフィニティ

ーを持っていることなどから､きわめて珍 しい性質のプロテアーゼであ

ることが判明 した｡

2 実験方法

(1)実験材料

RPI及びβ11,3-glucanaseはR.faecitabidusYLM-50の培溶液から前章に示

した方法で精製 し､均一性についてポリアクリルアミド電気泳動で検定

したものを実験に用いたO酵母としてはsacchaTOmyCeSCereVisiaelFO2043
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を使用した｡

(2)N末端アミノ酸配列

前記のRPfを逆相クロマ トグラフィーで脱塩 した｡すなわち､試料を

TSKgelPheny1-5PW (Tosoh)に注入 し､0.05%trinuoroaceLicacid存在下で

acetonitriJeの濃度をOから60%まで直線的に増加させて洛出したoRPlを含

む画分を集め､凍結乾燥 し､小屋の0.]%trmuoroaceticacidに潜解した.

N末端アミノ酸配列は､プロテインシーケンサー (AppliedBiosystems

477A)を用いて決定した｡

(3)酵素活性の測定

酵母溶解活性は生酵母を基質として､前章に記載の方法で測定 した｡

プロテアーゼのエステラーゼ活性は終濃度1mM benzyloxycarbonylamino

acidp-nitrophenylesler(Sigma)を基質として用いた｡反応混液lmHま0.1M

TrisIHClbuffer,pH8.0,25%aceLonilrile,5FLgの酵素及び基質を含む.石英

セル内で反応を開始 し､30℃で400nmの吸光度の増加をモニターした｡

アミダーゼ活性は､succinylpeplideまたはaminoacidp-niLroani)ide(PepLide

Institute)を基質として用いたO反応混液protease1mlは､特にことわらな

い限り､0.1MTris-HClbuffer,pH8.0,1%N-methy1-llPyrrO)idone,2mMの

基質及び酵素を含むO反応は石英セル内で30℃で行い､410nmの吸光度

をモニターした.RPI及びpancreaticelaslaseのプロテアーゼ活性はsucI

Ala-Pro-Ala-pNAを基質として用いたアミダーゼ活性を測定して定量し

た｡

(4)酸化インスリンB鎖の分解位置の決定

酸化インスリンB鎖のRPLによる分解は､基質対酵素の重量比100:I

で､50mMTris-HClbuFfer,pH8.0中で30℃で行った｡反応は終濃度0.1%
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のLTinuoroacebcacidを添加して停止し､生じたペプチ ドを逆相クロマ ト

グラフィーで分析 した｡カラムにはFLBondasphereC18100Å(Waters)を用

い､試料注入後､0.1%trifluoroacelicacid中でacetonilhleの濃度を5から

50%に直線的に増加させて溶出した｡溶出したペプチ ドは凍結乾燥 した

後､1%phenolを含む6M塩酸で日0℃､24時間､気相で加水分解した.

分解物のアミノ酸組成はpheny)isothiocyanate誘導体としてHPLCで分析し

た31.求めたアミノ酸組成と酸化インスリンB鎖のアミノ酸配列を比較

して､分解されたペプチ ド結合の位置を推定 した｡

(5)プロテアーゼの酵母細胞への吸着

5FLgのRPIまたはpancreaticelastase(Sigma)を乾燥重量20mgの酵母細胞

またはe)astin(Sigma)とlmlの0.1MTris-HClburfer,pH8.0中で25℃､5分

間反応させた｡遠心して酵母細胞を除いた後､上清に残存するプロテア

ーゼ活性をsuc-A)a-ProIA)a-pNAを基質として測定 したo

(6)Mannose-agaroseカラムへのプロテアーゼの吸着

プロテアーゼを含む試料をlmLのmannose-agarose(Sigma)を充填 したカ

ラムに添加 し､カラムを50mMTris-HClbuffer,pH8.0で洗浄した後に､1

Mの各種の糖を含む同緩衝液で溶出した｡それぞれの画分について､プ

ロテアーゼ活性をsuc-A)a-Pro-A)a-pNAを基質として測定した｡

(7)RPlの酵母溶解活性の各種の単糖による阻害

1mlの反応混液には0.1MTris-HCIburfer,pH8.0､0.8M各種単糖類､

乾燥重量2mgの酵母菌体及び酵素が含まれる｡30℃､1時間反応させた

後､2mlの水を加えて､浸透圧感受性の細胞を破壊 し､懸濁液の660nm

の吸光度を測定し､溶菌の目安とした｡



3 結果

(1)N末端アミノ酸配列

RPTがどの様なプロテアーゼであるのかを知るために､まず､そのN

末端アミノ酸配列を決定し､他のセリンプロテアーゼと比較 した｡その

結果､Fig･1に示したように､RPlはLysobacte'enzymogenesのαllytic

proteaseや4)slTePEOmyCeSgTl'seusのproteaseA及びB5)と特にHis27付近で相同

性があることがわかった｡i.enzymogenesのα-lyricproleaseやSt.grL'seus

のproteaseA及びBは､セリンプロテアーゼの中でもトリプシン･キモ ト

リプシン族のプロテアーゼの一員であることが知られている6).RPIのN

末端配列にはsubtilisinBPNl及びcarlsberg7)と相同性のある部分はなかっ

た｡これらの結果は､RPlが トリプシン ･キモ トリプシン属のプロテア

ーゼであることを示 している｡

1 5
RPI RDYWG
α-LP (10)SINNA
sGPA (7)(TTGG
SGPB m fYSST

10 15 20 25 ･ 30 35
LAドPVYG
VTRGATK

GFLTAGH

VSVNGVAHA
FLTAGH

AVEGKGHJ
CGTVNATAR
CTNISASWS
CTDGATTWW

Fig.1.N-lerminaJaminoacidsequenceofRarobocte,proteaseT(RPl)comparedWith

i.enzymogenesα-1yticprotease(α･LP)andS･gn'seusproteaseA(SGPA)andprolease

a(SGPB).

IdenticalaminoacidsaletX)Xed.AminoacidsofRarobacterproleaSe]alenumberedatx)ve

thesequences.Numbersintheparenthesest光rOre山esequencesaretheresiduenumbersof

themostN-terminalsidesoFtheotherproteasesshownlntheFIgure.Theasleriskdenotesthe

active-siteHjsresidue.BlanksindicateunidenLinedaTninoacidsinthesequence.

(2)アミノ酸エステルに対する特異性

RPIの基質特異性を見る手始めとして､まず､各種アミノ酸のパラニ

トロフェニルエステルに対する特異性を調べた｡これはプロテアーゼの

基質特異性としては､plサイ トの特異性を見ることになる｡結果はTable
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Ⅰに示 したように､RPIはアラニンのエステルを優先的に分解 した｡その

ほか､ロイシン､バリンに対 しても比較的高い活性を示 した｡フェニル

アラニン､ トリプ トファン､チロシンなどの芳香族アミノ酸のエステル

はほとんど分解 しなかった｡こうしたpl基質特異性は細菌のプロテアー

ゼにはあまり見られないが､エラスターゼや α-1yticproleaSeが同様な基

質特異性を持つことが知られている819)｡

TABLEI EsteraseactivityofRPIwithbenzyloxycarbonylaminoacidp-nitrophenyl

estersassubStrateS.

OnemlHiliterofreactionmLXtureCOntained0,1MTris-HClbuffer(pH7),25%acetotlltl'LLe,

0.1mMsubstrateand5什gOfenzyme.

Re)atIVeaCtNlty(%)

100

3

0

43

4

0

2

4

】0

AmlnOaCld

Ala

Gly

Iie

Leu

Phe

Pro

Trp

Tyr

Val

(3)RPlのエラスターゼ活性

エステラーゼ活性から見た基質特異性は､エラスターゼのそれと類似

していたので､エラスターゼ特異的な基質である】0)succinylAla-Ala-Ala

p-nitroanH1de(Sue-A]a-Ala-Ala-PNA)及びsuc-Ala-ProIAla-pNAを用いてその

活性を検討 した｡Tablenに示 したように､RPTはsuc-Ala-Pro-Ala-pNAに

きわめて特異的であり､この基質をKcat/Kmで3.48S一一mM -■という高い値

で分解 した｡この値は､BacJ']lussp.alkalineelastase川の1.4 S~tmM~は りも

高かった｡一方､suc-Ala-Ala-Ala-pNAに対するKcat/KrnはO.)3S-1mM-)で



あり､BacJ/]ussp.alkallneelastaseの2.5S-ImM -1よりも低かった｡RPIは

suc-Ala-Ala-pNA及びsuc-Ala-pNAを分解しなかったので､この酵素は少

なくとも4つのサブサイ トがあるものと考えられる｡RPIは実際にエラ

スチンから紫外線吸収性の物質を可溶性画分に潜出してくる活性があっ

た(datanotshown)｡

TABLETT KineticparametersorRPTforsuccLnylpeptidep-nitroanilideaSSubstrates･

Onemi1111iterreactionmlXtureCOntaLned0.1MTns-HClbuffer(pH8),)0%

d一methylsulfoxlde,substrateandlトLgOFenzyme.

Kma KcaLa Kcat/Knl

(mM) (S~)) (slmM~l)

Sue-Ala-Ala-Ala-pNA 20.2 2.7 0I3

Suc-Ala-Pro-Ala-pNA 5.7 19.8 3.48

aThecorre)ationcoeFficlentOftheI)nearregressLOn10Calculateenzymalicparameterswas

morethan0.99.

(4)酸化インスリンB鎖の加水分解パターン

より大きなペプチ ドに対する特異性を調べるため､酸化インスリンB

鎖のRPIによる分解を検討 した｡分解産物を経時的に採取 して､そのア

ミノ酸組成を分析 し､酸化インスリンB鎖のアミノ酸配列と比較 して､

どの部分のペプチ ド結合が分解されているのかを推定 した｡Fig.2に示し

たように､反応 1時間後には2個のペプチ ドが生じ､アミノ酸分析の結

果からFig.3に示 した1,2のペプチ ドと同定された｡RPIは反応の初期で

は､ほとんどval18-cysteicacid19(cya19)のペプチ ド結合のみを分解 し､

pheトVal18及びcya19-Ala30のペプチ ドを生じることがわかった｡引き続

き反応を続けることによって他のVal12-Glu13､Ala14-Leu15､Leu151

Tyr16も分解され始めるが､それらのペプチ ド結合の分解は8時間後で

も完全ではなかった｡cya19-Ala30のペプチ ドは8時間後でも全 く分解さ

れなかった｡酸化インスリンA鎖は同じ条件ではRPIによって全 く分解
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Fig･2･ElutionprofilesofhydrolysateoroxidizedinstJlinIトchainonreversephase

cbromatography.

RPlaJldoxldizedinsuHnち-chain(1:100,byweight)wereincubateda130oCin50nlMTris-

HClburfer(pH8.0).AflerO,land8h,thereacLIOnWasStopped,andthehydrolysalewas

FracL10natedbyHPLC･Numberedpeaksinthefigurewerecollecledandanalyzedas

describedlnEXPERIMENTA⊥ PROCEDURES.



されなかった (datanotshown)oVal]8-Cya19を分解するプロテアーゼと

しては､Fig･3に示 したようにa-1yticprotease及びpaJICrealicelaslaSe即 が

知られているが､val18-Cya19以外のペプチ ド結合も比較的よく分解する

ことを考えると､RPTの基質特異性はきわめてきびしいといえる｡

5 10 15 20 25 30

FV NQH LCG SH LVEAL Y LVCG ERGFドYT PKA

" H 4

l▲-1▲T▲ー

▲ーl▲Tl▲
T

l
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▲1
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ーl
"

▲
ー

l▲
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Fig.3 CIeavagesitesi一l0Xidi王edinsulinB-chainbyRPTcomparedwilれL･etJZymOgeneS

ot･】ytieprotease(α-LP)andpancreaticelaslase(EL)･Largerarrowsindicatemajor

cleavagesites･andsmalleraTTOWSminoronesINumtXrsofpepliderragmenlswithinthe

aTTOWSCOTTeSPOndtothenumtxrsinFigl2･CindicatescysLeicacld.



(5)RPlの酵母細胞に対する吸着

RPIの基質特異性はエラスタ-ゼのそれと合成基質､酸化インスリン

B鎖の両方で類似 していることから､エラスターゼが酵母を溶解するこ

とができるかどうかを検討したoTableuIに示 したようにエラスタ-ゼ

は､β11,31glucanaseの添加の有無に関わらず､酵母を溶解することがで

きなかった｡このことは酵母溶解酵素にはサブサイ トの特異性以外の基

質との相互作用があることを示唆 している｡エラスターゼによるエラス

チンの分解に際しては､酵素が不溶性の基質であるエラスチンに吸着す

ることが必要であるとされている.4).そこでRPIも同じように不溶性の基

質である酵母細胞に対するアフィニティーを持っているのかどうかを檎

討した｡結果はTablelVに示 したとおり､酵母懸濁液に添加 したRPlは遠

心上清にはほとんど回収されないことから､RPIはほとんど酵Q.･細胞に

吸着されたものと考えられる｡一方､RPTはエラスチンに吸着 しない

し､エラスターゼはエラスチンには吸着するものの､酵母には吸着 しな

かった｡これらの結果は､RPlが酵母溶解活性を示すためには､酵母に

吸着することが必要であることを示唆している｡

TABLEHI EfTectofeJastaseonlystsoryeast･

Theyeast-lyticactivityofRPTandpancreatlCelaslaSeWithorwithoutβ-13-gLucanase was

measuredbytheslandaTdassaymethod･Thely一ICaCtivltylSrepresentedbythedecreasein

turbidityOrthereactionmixtureat660nm･

proleaSe (Pg) β-).3-glucanase(pg) LyticacLiviLy(%)

RPI 0 0 0

O 5 3

5 0 48

5 5 87

Elastase 5 0 3

5 5 7



TABLEtV AdsorptionofRarobacterpro(ease1(RPI)toyeastcellsorelastin.

EnzymewasIncubatedwithyeastceHsorelasrlnat25oCfor3min.

Aftercentrlfugation,proteaseaclivl(yofthesupematantwasassayedwllhSue-AIa-ProIAla-

pNAassubstrale･

Enzyme Addl110n ResidtlalacllVlty(%)

(6)RPLのmannose-agaroseに対するアフィニティー

酵母S.cerevJ'sL'aeの表層はマンナンタンパク質でおおわれていることを

考えると15)､RPIがマンナンタンパク質にアフィニティーを持っていると

いうことは十分に考えられる｡そこでまず､RPIにマンノース結合能が

ないかどうかをmannose-agaroseカラムを用いて検討 した｡結果はFig.4に

示したように､RPIは完全にmannose-agaroseカラムに吸着 し､素通 り画

分であるフラクション2には全 くプロテアーゼ活性は検出されなかっ

たoそして､吸着 されたRPIはIM α-D-methylrnannoside､D-mannose､

D-glucoseによって溶出された｡これらの糖はC-3､C-4の水酸基の立体配

座が同じである｡回収率は90%以上であった｡一方､C-3､C-4の水酸基

の立体配座が異なるD-fucose､D-galactose､L-rharnnoseによっては､プロ

テアーゼ活性は溶出されなかった｡これらの実験は､RPIが レクチン様

の糖特異的な方法でmannose-agal10Seに結合 していることを示 している｡

D-glucoseによる溶出のパターンが α-D-methylmannoside及びD一mamoseに

比べてブロー ドなことから､RPIはマンノース結合タンパク質であると

いえる｡pancreaticelastaseはmannose-agaroseカラムには全 く結合 しな

かった(datanotshown)｡
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nose-agarosechromalographyorRarobacterproteaseI.

RaIObacterproteaselwasloadedontoacolumncontainlnglmlofD-mannose-agarose.

Thecolumnwaswashedfourtimeswithlmlor50mMTris-HCIburrer(pH8.0)andelute

withLhesamebuFferconLainⅠnglMvariousmonosacchahdesaFLerLherractionsindicaled

thearrows.MM,α一melhylrnaJlnOSide, Man,D-mannose,GIu,D-glucose,Fuc.L-

fucose,Gal,D-galactose,Rha,L-rhamnose(7)単糖によるRPlの酵母溶解活性の阻害

RPⅠのマンノースに対する結合が酵母溶解活性を示すために必要であ

るとすれば､酵母細胞とともにマンノ-スなどの単糖を反応液に加え7:

場合は､R_Plの酵母溶解活性は阻害されるものと考えられるoTableVー

示した結果は､実際に､酵母溶解活性がα-D-methylmannoside､D-

mannose､D-glucoseなどの添加によって阻害されることを示 している○

これらの糖はmannose-agaroseからRPは 溶出させることのできる糖であ

る.一方､溶出力のない糖であるD-Fucose､D一galactose､L-rhamnoseに
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阻害効果は認められなかった｡suc-Ala-Pro-A)a-pNAを用いたプロテアー

ゼ活性はこれらの糖の存在によって阻害されなかった(dalanotshown)o

これらの結果から､酵母の溶解にはRPlがマンノース特異的な方法で酵

母表層に結合することが必要であることがわかった｡

TABLEV lnhibilionoryeastlysisbymonosaccharide･

Reactionmixture(1mI)containing0.IMTris-HCIbuffer(pH8.0).0.8MmonosacchaTide.

yeastcellsandenzym eswasincubatedat300CToronehour.Alteradditionor2mlorwaler

10disruptosmotICSenSltivecells,theLurbidilyOrtheyeastsuspensionwasmeasuredat660

nm･LyllCaCtivltylSrepresentedbythedecreaseinLurbidlty･

Rclalivelyticactivity(%)

Monosacchande RPI RPI+β｣,3-glLICanaSe

α-D-methylmannosLde 24

D-mannose 16

D-glucose 】3

L-rucose 6I

D-galactose 69

L-rhamnose 54
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4 考察

RPIが含まれているセリンプロテアーゼは､一次構造上の特徴からト

リプシン ･キモ トリプシン族とサチライシン族に分類されている｡この

ふたつの族の間には､アミノ酸配列上のホモロジーは全 くないが､立体

構造､特に活性中心付近の構造は類似 していることが知られている16,.

RPIのN末端アミノ酸配列を決定 し､他のセリンプロテアーゼのそれと

比較 したところ､RPIは トリプシン ･キモ トリプシン族の一員であるこ

とがわかった｡ トリプシン ･キモ トリプシン族のプロテアーゼは細菌の

菌体外酵素としては比較的めずらしい｡

tl●ypSln､Chymotryps)n､pepsln､PrOnaSeEl)､subtilisin､V8pI･Olease､

proteinaseK､therTTIOlysin2)などのプロテアーゼにはいずれも酵母溶解活

性がないことが報告 されている｡従って､酵母溶解プロテアーゼの基質

特異性は他のプロテアーゼとかなり異なっていることが考えられる.

Moriharaによれば8)細菌のセリンプロテアーゼは､合成基質及び酸化イン

スリンB鎖に対する特異性から大 きく4種類に分類することができる0

塩基性アミノ酸に特異的な トリプシン型､芳香族または疎水性アミノ酸

に特異的なアルカリプロテアーゼ､アラニンの様な小 さな脂肪族アミノ

酸に特異的な a-lyricprotease､酸性アミノ酸特異的なstaphy)ococcalV8

proteaseである｡これらはサブサイ トのうち切断点のすぐN末端側のアミ

ノ酸に対する特異性 (Pl特異性)に対応 している｡

RPIの基質特異性をまずアミノ酸のパラニ トロフェニルエステルで検

討 した結果､脂肪族アミノ酸､特にアラニンのエステルをよく分解する

ことがわかった｡この基質特異性は α-1yticproteaseやエラスターゼに類

似 している8)｡また､RPIはエラスターゼに特異的な基質であるSuc-Ala-

proIAIa-pNA及びsuc-ALa-Ala-A)a-pNAをよく分解 した｡これらの合成基

質に対する特異性は､酸化インスリンB鎖に対する基質特異性によく皮
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映されている.RPHま反応の初期段階でもっぱらvaI18-Cya19のペプチ ド

結合を分解し､2個のペプチ ドを生じた｡バリンはRPlが分解しやすい

アミノ酸のひとつであり､また､バリンのN末端側にはさらに疎水性の

アミノ酸が3個連続 している｡この部位を分解するプロテアーゼとして

は､やはり､ α-1yticprolease.ユ収 びエラスターゼ 3が知られている.合成

基質及び酸化インスリンB鎖を使用した実験から､RPlの基質特異性は

エラスターゼに類似 していることがわかった｡

基質特異性がRPlと類似 しているpancreaticelastaseには酵母溶解活性は

なかったoこのことは､pancrcaLicelastaseが酵母に結合しないことに

よって説明できる｡一方､RPlは酵馴 こ結合することが示された｡酵母

の表層はマンナンタンパク質でおおわれていることを考えると､RPlは

マンナンタンパク質のマンナン部分に結合することが推定できる｡他の

酵母溶解プロテアーゼにおいて､セファデックスカラムにおける溶出の

遅れ1)､あるいはマンナンによるプロテアーゼ活性の阻害17･)8)から､これ

らのプロテアーゼが酵母マンナンにアフィニティーを持つことが示唆さ

れている.本研究では､mannose-agaroseカラムを用いたアフィニティー

クロマ トグラフイーによって､RPlが実際に糖特異的なマンノース結合

活性を持っていることを示したoこのことは､RPlがプロテアーゼであ

るとともに､マンノース結合タンパク質､または広い意味でのレクチン

としての性質を持っていることを示している｡糖結合タンパク質あるい

はレクチンはその単糖に対する特異性によって､いくつかの種類に分類

されている19)0 mannose-agaroseカラムでの溶出実験は､RPIがD-mannose,

D-glucoseのC-3､C-4の水酸基の立体配座に特異的であることを示 してい

る.RPlのこのような単糖に対する特異性はconcanavalinAに類似 してい

る20)｡concanavallnAは酵Et表層のマンナンタンパク質に結合することが

知られているので2])､RPIも同様に酵母表層に結合することが考えられ

る｡
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以上をまとめると､RPlはエラスターゼ類似の基質特異性とマンノー

ス結合能を持っていることがわかった｡これらの性質は､フロテ7-ゼ

が酵母細胞壁を分解するために必要な性質に違いない｡RPlはマンナン

タンパク質の糖鎖部分に結合し､その近傍にあるペプチ ド結合を分解し

ているのであろう｡このマンナンタンパク質の構造は不明であるが､タ

ンパク質部分には､RPH二分解されやすいペプチ ド結合が存在 してお

り､RPlの基質特異性は､その本来の基質の一次構造を反映しているも

のと考えられる｡また､そのペプチ ド結合は､プロテアーゼによるア

タックを受けるわけであるから､タンパク質の中に畳み込まれているの

ではなく､環境中に露出しているものと考えられる｡一方､不溶性の塞

質に対する酵素のアフィニティーは､セルラーゼ22㌧ グルコアミラーゼ

23)の様な糖質分解酵素でよく知られている｡ しかし､これらの酵素が基

質である糖質に結合するのと比較 して､RPHまプロテアーゼでありなが

ら糖質に結合するという点できわめて特異な存在である｡RPlの構造が

どの様になっているのか､また､それがどの様な進化の過程の中から坐

じてきたものか興味がもたれる｡
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5 要約

酵母溶解性のセリンプロテアーゼであるRuobacteTfaecitabl'dusプロテ

アーゼ Ⅰの性質を調べた｡N末端アミノ酸配列には､i.ysobacEer

enzymogenesのaJ )ティツクプロテアーゼ並びにSLTePtOmyCeSgriseusプ

ロテアーゼA及びBと活性中心のヒスチジン付近で相同であった この

ことは､このプロテアーゼが トリプシンーキモ トリプシン族のプロテア

ーゼであることを示 している｡アミノ酸パラニ トロフェニルエステルを

基質とした場合､RarobacLerプロテアーゼ Ⅰはアラニンのエステルをもっ

とも速 く分解 した｡この基質特異性はエラスターゼのそれと類似 してい

る｡エラスターゼ特異的な合成基質であるsuc-Ala-p-･O-Ala-pNAに対する

Km及びKcatはそれぞれ､5.7mM及び19.8S-】であった.Rarobaclerプロテ

アーゼ Ⅰはまた､酸化インスリンB鎖に対 して特異的な分解パターンを

示 した｡本酵素は反応の初期段階において､18番目のバリンと19番

目のシステイン酸間のペプチ ド結合のみを分解 し､その結果2つのペプ

チ ドを生 じたoRarobacterプロテアーゼ Ⅰは酵母菌体に吸着するが､エラ

スターゼは吸着 しない｡このことは､エラスターゼが類似する基質特輿

性を持っているにも関わらず酵母を溶解 しない原因と考えられる｡

RarobacLerプロテア-ゼIはマンノースアガロースカラムに吸着 し､D-

マンノースやD-グルコ-スによって特異的に溶出されたoさらに､本

酵素の酵母溶解活性は､これらの糖類によって阻害された｡これらの結

果は､プロテアーゼ Ⅰがマンノース結合能を持ったプロテアーゼである

ことを示 している｡エラスターゼ類似の基質特異性とマンノース結合舵

は酵母溶解活性の発現にとっての必要条件であると考えられる｡
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第 4章 RPlの一次構造と機能

1 諸言

前章までに､R.FaecL'tabidusの酵母溶解には1種類の3-1.3-A)ucanaseと

2種類のプロテアーゼが必要であり､そのうちのプロテアーゼは単独で

も酵母溶解作用を持つことを示した｡β1,3-glucanaSeはプロテアーゼの

作用がないと酵母を溶解できないことから､プロテアーゼは酵母の溶解

に重要な働きをしているものと考えられる｡R.Faecitabidusの主要なプロ

テアーゼであるproleasel(RPI)の性質を検討 した結果､基質特異性ではエ

ラスターゼと類似 しているものの､レクチン様のマンノース結合活性を

持つきわめて特異なプロテアーゼであることがわかった｡本章では､こ

のユニークな性質を持ったプロテア-ゼであるRPlの構造と機能につい

てさらに検討を加えるために､遺伝子をクローニングし､その塩基配列

を解析 した｡また､マンノース結合 ドメインの存在と酵母溶解活性との

関係について､部位指定突然変異によって検討 した｡

2 実験方法

(1)材料とDNAの取扱い

R.FaecL'tabidusYLM-50のゲノムDNAは文献1)の方法で調製した｡DNA

の操作は特に断らない限り､文献2)及び3)にしたがって行った｡クロー

ニング及び塩基配列の決定､遺伝子の発現に使用したプラスミドは､そ

れぞれ､pUcl18及びpUcl194'､pTVl18N5)であり､宝酒造から購入し

た｡



(2)遺伝子のクローニング

RPIのN末端アミノ酸配列6)のうち､2番目から8番目のアミノ酸配列

(DYWGGDA)に基づいて､5●-GCGTC(G/C)CC(G/C)CCCCAGTAGTC-3-

という配列の混合プローブを作成 したoR.faecitabL'dusのゲノムDNAのG

C含量は66.1%と高いので1㌧ コドンの3番目の塩基はGまたはCに固定

したCプローブは32pで標識 し､R.faecilabidusのゲノムDNAの制限酵素分

解物とサザンハイブリダイゼーションを行った.ハイブリダイゼーショ

ンの条件は､6xSSC,5xDenhardl'sso)utionandO.Img/m)sonicaLedsalmon

spem DNA,65℃で行った｡サザン解析で同定 した断片をクローニングす

るために､ゲノムDNAを制限酵素分解 し､ 1%アガロースゲルで分離 し

た｡サザン解析の結果に対応する部分を切 りとり､電気泳動で溶出し､

フェノール抽出 .エタノール沈澱で精製 し､pUcl18につなぎこんだ｡こ

れを大腸菌HBIOlに形質転換 した後､形質転換体をサザン解析に用いた

のと同じプローブを用いたコロニーハイブリダイゼーションによってス

クリーニングした

(3)塩基配列の決定

クローニングしたpRP201の2.7kbのEcoRI/HindIII断片をpUcl19の

EcoRI/HL'j7dln部位にライグーションし､pRP211とした｡pRP20)と

pRP211はヘルパーファージを感染させた場合､反対の方向の 1本鎖DNA

を生成する｡シーケンスのためのいろいろなサブクローンは､制限酵秦

による分解 とそれに続 くライゲ-ション､または､exonucleasemと

mungbeannucJeaseによる段階的デリーション7)によって作成 した0 1本

鎖DNAはM13KO了をヘ ルパーファージとして用いて取得 した4)｡塩基配

列の決定は､基本的にはダイデオキシ法8)に基づき､蛍光ユニバーサル

プライマーを用いてDNA自動シーケンサー (AppliedBiosyslems370A)

によって行った｡
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(4)発現プラスミドの作成

pTVl18Nのβ-ガラクトシダーゼ遺伝子のプロモーター及びリボソー

ム結合部位を用いて､RPl遺伝子を発現させたOベクター側の開始コド

ンであるATGの直後にRPIの第2コドンがくるようにするために､primer

repair法を用いた9)｡合成オリゴヌクレオチ ド5'一AAGTGTAAGAAGCCCA

GCGCGl3せ リン酸化 した後､pRP211から調製 した 1本鎖DNAとアニー

ルさせた｡クレノウ酵素を用いてプライマーの伸長反応を行った後､

mungbeannucleaseで 1本鎖部分を分解 したo生 じた2本鎖DNAをNruIで

処理 して3-側に平滑末端を作 り､Ncol及びクレノウ酵素で処理 して平滑

末端を作成 したpTV118Nにライゲ-ションした｡生成物で大腸菌JM109

を形質転換 し､得 られた形質転換佃 ま､合成オリゴヌクレオチ ド5■-AAA

CAGACCATGAAGTGTAAGAAGC-3せ プローブとしたコロニーハイブリ

ダイゼーションによってスクリーニングした｡ポジティブクローンにつ

いては､合成オリゴヌクレオチ ド5■TGTGGAATTGTGAGCGG-3-をプライ

マーとして塩基配列を決定して､ベクター側のATCとインサー ト側の

AAGが正 しく結合されているかどうかを確認 した｡

(5)部位指定突然変異によるC末端領域欠失変異株の作成

Ecksteinら10)の方法で発現プラスミドpTV-RPIにTyr404を停止コドンに

変える変異 (TAGからTAA)を導入 した.PTV-RPlから調製 した 1本鎖

DNAと変異を含むオリゴヌクレオチ ド5■-ACGACCTCCTAAGTTCAGGG

cl31をアニールさせた後､Amershamの試薬キットに添付のプロトコルに

従って反応を行った｡大腸菌JMI09を反応産物で形質転換 した後､ミニ

プレップしたプラスミドの制限酵素断片を調べることによって､変異秩

の候補を選んだ｡候補株については､変異が導入されている部分の塩基

-53-



配列を合成オリゴヌクレオチ ド5--AACTACGGCAACGGCCACA_3･をプラ

イマーとして塩基配列を決定 し､変異が導入されていることを確認 し

た｡

(6)大腸菌で発現 したRPlの精製

発現プラスミドpTV-RPlを持つ大腸菌JM109の一夜培養の前培養液を

loollg/mlampicilHn及びlmMisopropyllhiogaJactosideを含む3%nulrienl

bro山(Nissui)に3%接種 し､30℃で24時間培養 した｡プロテアーゼは菌体

の溶菌を伴いながら､培地中に分泌された.培地中の酵馴容解プロテア

ーゼは基本的に第2章で述べた方法によって精製 した｡簡単にその概要

を述べると､培養液の遠心上清を80%飽和の硫安で塩析 し､生 じた沈澱

を集めた後､20mMsodiumacetaleburre一･,pH5.0,)0%glycerolに潜解 し､

同じ緩衝液で透析 した｡生 じた沈澱を遠心で除いた後､TSKgelSP-5PW

陽イオン交換カラムで分離 した.吸着 したタンパク質は､Oから0.5Mの

塩化ナ トリウムの直線的グラジュントで洛出した｡活性のある画分 (0.I

からo･2Mの塩化ナ トリウム濃度)については､濃縮 してから､TSKge)

G3000SWのゲルろ過カラムにかけ､0.1MsodiumphosphaLeburrer,pH7.0,

10%glycerolで溶出したoこの分離条件でRPIは200から300m)の溶離液で

溶出される｡精製された活性画分は､濃縮 した後､使用するまで-20℃で

保存 した｡精製酵素のN末端配列は､自動エ ドマン分解によるプロテイ

ンシーケンサー (ShimadzuPSQ-2)を用いて決定 した｡

(7)酵素活性の測定

RPlの示すプロテアーゼ活性は､RPIに特異的な基質であるSuc-AJa-

pro-Ala-pNAを用いて､第 3章に示 した方法で測定 したO酵噺 容解活性

は,saccharomycescerevisiaelFO2043を基質として､第2章に示 した方法

で測定 した｡酸化インスリンB鎖の分解パターン解析及びmannosc一
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agaroseクロマ トグラフィーは､第3章に示した方法で行った0

(8)RPl及び変異RPlのイムノブロット解析

抗RPI抗体の作成は以下の様にして行った.R.FaecitabidusYLM-50の培

重液から精製 した200鵬のRPLをFreund'scompJeleadjuvanlと混合してウ

サギに注射 した｡その後､4回にわたって100LLgのRPIをFreund.s

incompleteadjuvantと混合 したものをbooslerとして注射 した｡抗RPI抗体

の力価を確認 した後､血清を骨法通 りに採取 し､非特異的な結合を除く

ために､pTV118Nを持った大腸菌JM109の抽出液で吸収操作をI')行っ

た｡イムノブロットに供するタンパク質はLaemli.2,の方法でSDS-PAGEを

行ってから､25mMTris,192mMglycine,20%methanol,0.05%SDSを含む

緩衝液を用いてニ トロセルロース膜へ電気泳動的にブロッティングを

行った13)｡プロットは､1%牛血清アルブミンをふ くむTBS (10mMTris-

HCl,PHS.0,150mM NaCl)で30分間ブロッキングを行った後､TBST

(0.05%Tween20を含むTBS)で 200倍に希釈 した抗RPl血清で30分間

インキュベー トした｡プロット中のRPlの検出はアルカリフォスフアタ

ーゼ標識抗ウサギIgG抗体 (protoBlol,Promega)を用いて行ったO



3 結果

(1)RPl遺伝子のクローニング

すでに決定されているRPIタンパク質のN末端アミノ酸配列から6㌧

RPI遺伝子のアンチセンス鎖と一致するオリゴヌクレオチ ドプローブを

実験方法に示 した様に作成 したoこのプローブを使用 してR.raecL'tabidus

YLM-50ゲノムDNAのサザン解析を行ったところ､プローブは1.9kbの

BamHl断片及び】.7kbのPstl断片 と強 くハイブリダイズ した｡そこでま

ず､この1.9kbのBamHl断片をアガロースゲルから抽出してプラスミド

ベクターpUc118につなぎこみ､大腸菌を形質転換 した後､同 じプローブ

を用いてコロニーハイブリダイゼーションによってスクリーニングを

行った｡その結果､1種類のポジティブクローンpRPlll%得た(Fig.1)｡

このpRPlllの挿入断片の塩基配列を部分的に解析 した結果､RPlのN末

端アミノ酸配列に対応する配列が存在 していたので､正 しいクローンが

取得されていることが確認された｡ しか し､この断片にはRPlのC末端

部分が欠けていることもわかったので､pRPlllの0.8kbPstl/BamHT断片

をプローブとして､R.FaecJ'tabidusrノムの1.7kbPstl断片をpUcl)8にク

ローニングし､pRP121とした(Fig.I)｡予想されるように､pRP121の挿入

断片は前記のオリゴヌクレオチ ドとハイブリダイズ し､また､pRPl日と

もハイブリダイズしたので､Fig.1に示 したように､pRPlllとpRP121は

0.8kbPsEI/BamfT部分で重複 していると考えられたOそこで､PRP)2)の

1.7kbPsd断片 と､pRPlllをpsLTで消化 したものをライゲーションするこ

とによって､完全長のRPl遺伝子を含むと考えられるプラスミドpRP201

を作成 したopRP201を持つ大腸菌JM)09は生酵母を含むLB寒天培地で長

時間放置するとうすいハロを形成することから､RPl遺伝子は大腸菌の

中でもわずかに発現 しているものと考えられた｡ しか し､培地中にはプ

ロテアーゼ活性自体は検出されなかった｡
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FlGl1 Constructionorplasmidsandsequencingstrategy.

TheplaslllLdspRPl11andpRP12)contalnedL.9kbBamHlandl･7kbp.†JIrragmenL

respectlVely,orR.faecLtabldLLSChromosomaIDNA.ThetwoplasmidsweredigestedwLlh

Psl1andligated,resullingJnthepRP201,asdescribedLnthetext･Thelargearrow

representstheopenreadingframeorlheRPIgene･ThesmaHarrowsdenotetheextentand

directionohhereg10nSSequenCed.Theresu-ictionenzymesusedinthesemapsareBamHl

(B),Salt(S),PvuI(Pv),PslJ(P)andNrul(N).

(2)RP】遺伝子の塩基配列

pRP201の中でRPI遺伝子を含んでいる2kbのPvul/Psd吾持分についてダイ

デオキシ法により､Fig.1に示したス トラテジーに従って､ 2本鎖の両方

向について塩基配列を決定した｡決定した塩基配列及びそれから推定さ

れるアミノ酸配列をFig.2に示した｡この配列には525のアミノ酸からな

る1575塩基のオープンリーディングフレーム (ORヂ)が存在 し､その中

央付近 (塩基番号634から732) にRPIのN末端のアミノ酸配列と完全に

一致する配列が存在 した(Fig.2枠線部分)｡このORFではGTGが開始コ

ドンとして使われておりt4)､この開始コドンの9塩基上流にはリボソーム

結合部位と考えられる配列 (AAGG､塩基番号-12から-9)●5)が存在 し

た｡ここで開始コドンとしたGTG以外にも5箇所のフレームの合うGTG
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｣18 CGATCGGTCAGTCAGTGTGGACTGTCCGAGTCCGGAAAGGTTCATCCC

1GTGAAGTGTAAGAAGCCCAGCGCGCTGTrCAGTGCGCTCGCCCTCGTCGGTGCCCTCGGTGCCGC仙GCGTTCTCGGTGCCGCCAGCGCC

1uKCKKPSALFSALALVGALGAASVLGAASA

91AACAGTGCCTCACCAGTGGCCGCCGCTACAGTCCAGGCATCAAGCGGTTCCGCCAAGACATCCGTAGCTGCCACCTCAAAGTCGCAGGAC
31～SASPVAAATV0ASSGSAKTSVAATSKS0D

18IGGCGATGTCCTGGCGGCGATAGTGCGAGATCTCAAGATCACGAAGACACAGGCGAAGAAACGCATCAAGCTC… ∝∝C仙
61GDVLAA lVRDLK IT KTQAKK∩ IKLEEKAR0

271CTCGAACCGCGCCTGCAGAAGAAACTCGGCAAGAAATTCGCCGGCCTCTGGATCTCGAAGAACGGCAAGMGATCGTCGITGGCGTGACC
91LEPRL0KKLGKKFAGLYJISK～GKK IVVGVT

36lACGAAGAM GGTCAAGAAAGCGGGCGCGACGCCCAAGATCGTCAAGTCGAACCTGACCm GAAGAAGCGCGCCACG
121 T K K A A K V V K K A G A T P K I V K S ～LTTLKKRAT

451AAGATCTCGA〟血… TCAAGAATGTCAAITCCTGGTGGGTCGATCCCGCGACCAACAAGGTGGTCATCGAGGCCAGG

161 K l S K N A P S D I K N V N S Yr～ V D P A T N K V V I E A R

5JH TCGAAGAAGGCCGCAAAGGCTGCCGCCACGGCCGCAGGCCTTACCGCAGGCACGTATGAGATCACGGTCAGCGACGACGTCATCGTGCCC

19l S K K A A K A A A T A A G L T A G T Y E I T V S D D V I V P

631GTCCGTGACTACTGGGGCGGCGATGCACTGTCGGGATGCACGCTCGCGITCCCGGTCTACGGCGGTITCCTGACGGCCGGGCACTGCGCG

211 VIR D Y ～ G G D A L S GIc T L A F P V Y G G F L T A G H C[司

721GITGAGGGCAAGGGGCACATCCTGAAGACGGAGATGACCGGCGGCCAGATCGGAACGGTCGAAGCCTCTCAGTTCGGCGACGGCAITGAC

241lv E G KIG H I L K T E u T G G 0 I G T V E A S 0 F G D G I D

811GCCGCGTGGGCCAAGAACTACGGCGAITGGAATGGACGCGGCCGCGTCACGCACTGGAACGGTGGCGGCGGCGTCGACATCAAGGGCTCG

271 A A ～ A K N Y G D W ～ G R G R V T H 〟 N G G G G V D 1 K G S

901AACGAGGCGGCCGTCGGGGCGCATATGTGCAAGTCGGGACGCACGACGAAGTGGACCTGCGGTTACCTGCTGCGCAAGGACGTGAGCGTC

301 N E A A V G A H AAC K S G R T T K ～ T C G Y L L R K D V S V

991AACTACGGCAACGGCCACATCGTGACGTTGAATGAGACCTCGGCTTGCGCGCTCGGTGGCGATTCTGGGGGCGCGTACGTGTGGAACGAT
331 ～ Y G N G H 1 V T L ～ E T S A C A L G G D S G G A Y V W～D

1081CAGGCCCAGGGCATCACGTCCGGATCCAACATGGACACGAACAACTGCCGCTCGTTCTATCAGCCCGTGAACACGGTGCTGAACAAGTGG
361 0 A 0 G I T S G S N LI D T N N C ∩ S F Y 0 P V NTVLNK～

l17I… CTGTCGCTCGTGACCTCGACCGACGTGACGACCTCCTACGTTCAGGGCTACCAGAACAACTGCATCGACGTGCCGAACTCGGACTTC
391 K L S L V T S T D V T T S Y V 0 G Y 0 N ～CIDVPNSDF

l26IACCGACGGCAAGCAGTTGCAGGTCTGGAmGCAACGGAACCAACGCGCAGAAGGTGTCCITCCACCCCGACGGGACCCTGCGCATCAAT
421TDGK0L0VVINCNGTNA0KVSFHPDGTLRIN

I351GGCAAGTGCCTCGATGCCCGCTGGGCCTGGACGCACAACGGGACCGAGGTCCAGCTCATGAACTGCAm TCGCCCAGAAGTTC
451 G K C L D A R YIA ～ T H N G TEV0LuNCNGHIA0KF

I44lACGCTTAATGGTGCGGGCGATCTCGTCAACGTACACGCCAACAAGTGCGTTGACGTGAAGGACTGGGGCGGCCAGGGAGGCAAACTACAA
481 T L N G A G D L V N V 【 ANKCVDVKDWGG0GGKL0

1531CTGTGGGAGTGCAGCGGAGGAGCCAACCAGAAATGGTGGCGTAGGTAACCACCTCCCCTGACGGTGGGACTAGCCGCCGAGCATCGACCA
511 L VI E C S G G A N 0 K～～RR

162lCCCGAGCCGGGGTGCTGATCGGACACCTGTGCCGATCAGCACCCCGGCTCGCTGCTATGGCGTGGGTTGAGGGGCGGGGCGCGGATTCTG
> く

171IGCAGCATCCAGGm TCGCGGCACGGCAACGAGGACGATGGCTCACCTCGAAGGCGCCGCGCGAATATCCGATTGATG

1801AGTAGCATGGTCGAATGCGATCAATCGTGAGGGGCGTTGCCTGGGCGTTGATTCTTGGCGGTATCGTCGGTCAATTGTGGGGACCGGACG

189lACCTGACGTTCGTCCCCCATCTGCTGATCGGCATCGCGCTGGTGTTCGCAGCGGCGAACCGCCGGCGTCGCGAGGAAM ACACCG
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1981CCGTCATGCTGCAG

FJG･2 NLJCleotidesequenceanddeducedaminoacidsequenceorlheAptgene.

Thenucleo一idesequenceor2042bpPl･IIl/Pst]rragTnenlisshownwtththecorresponding

aminoacidsequence･ThesequencesarenumberedfromtheN-teminaIortheprepro-

enzyme･TheboxedaminoacidswereidentirledbytheN-1erminatsequenclngOrlhenative

RPlFromR･̂aecLtabL-dtLS.Thearrowsindicateainvertedrepeatinthe3●nankingregion･

が存在するが (塩基番号105,202,355,379,523)､これらのGTGには後

述するようなシグナル配列が続いていないので､分泌タンパクである

RPlの開始コドンとしては適当でないと考えた｡oRFの3'側には40塩基

中30塩基がGまたはCという非常にGC含量の高い20塩基対のインヴァ

-テイッドリピー トが停止コドンTAAの下流に存在 しており (塩基番号

1623から1671)､これがステムループ構造をとって転写停止にはたらい

ていることも考えられる16)o

oRFのGC含量は62.0%であり､この値は報告されているR.raecjtabL'dus

のゲノムのGC含量 (65.7から66.)%)t)と類似 している｡ORF内の各コド

ンの中での塩基の位置によるGC含量を比較すると､第 1塩基では

54.9%､第 2塩基では47.8%､第3塩基では83.4%となっていた｡第 1､

第2塩基と比べて第3塩基のGC含量がきわめて高いが､これはMu10and

osawat7)によって指摘されているように､ゲノムのGC含量の高い細菌で

一般的に認められている現象である｡

(3)RPl前駆体のアミノ酸配列

RPl遺伝子のORFは525アミノ酸からなっており､そのアミノ酸配列か

ら計算 した分子量は55､651であった｡これは､SDS-PAGEで実測したRPI

の分子量 (35,000) に比べてかなり大きかった｡アミノ酸配列のN末端

部分には､分泌タンパク質に一般的に認められるシグナル配列と考えら
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れる配列 18)が存在 した｡すなわち､開始コドンの直後に正に荷電したア

ミノ酸が存在 し (Lys2,4,5)､それに続いて疎水性のアミノ酸が連続 し

ていた (特にAla12からAla22)｡成熟型RPIのN末端アミノ酸配列と一

致するアミノ酸配列はArg212からであるので､Mellからva1211までの

2日アミノ酸は､細菌のセリンプロテアーゼに一般的に見られる.91プレプ

ロ配列であると考えられる｡プレプロ配列としては､2日アミノ酸とい

うのはかなり長いほうである｡成熟型RPlに相当するArg212からArg525

までの314アミノ酸からなるタンパク質の分子量は33,855と計算され､実

測値とほほ等 しかった｡このことからRPIには､ある種のセリンプロテ

アーゼに存在することが知られているC末端プロ配列20･2りは存在 しない

ことが示唆された｡また､プロ配列の最後のアミノ酸はvalであり､こ

れはRPIが好むアミノ酸のひとつである6)ことを考えると､プロ配列と成

熟型アミノ酸の間のプロセシングは､他のセリンプロテアーゼで知られ

ているように19)､RPI自身で行っていることも考えられる｡

(4)他のタンパク質とのアミノ酸配列のホモロジー

塩基配列から決定されたRPlのアミノ酸配列をNalionaIBio)ogical

ResearchFoundation/ProteinldenLjrlCalionResource(NBRF/PIR)及びprotein/

peptideSequenceDataBase(PRF/SEQDB)に登殺 してあるアミノ酸配列デ

ータベースとホモロジーサーチを行った｡その結果､RPlのN末端側と

相同性のあるタンパク質､C末端側と相同性のあるタンパク質の両者が

存在することがわかった｡

まず､RPlのN末端側は､Fig.3に示 したように､細菌のセリンプロテ

アーゼである､LysobacLerenzymogenesa-lyticproLeasc22)及びsulePtOmJ′CeS

grjseusproteaseA及びB23)とホモロジーがあった｡Fig.3に示 したように､

プレプロRPIのArg212からser397にわたる186アミノ酸のうち38.1%のア

ミノ酸がα11ytlCPrOteaSeと同一であったoとりわけ､ α-Jylicproteaseの活
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RPl (212)RDYWGGDALSGCTt̂FPV- YGGFLTAG雛AVEGKGHILKTEMTGGQJGIVE

* = 柵…針 ★ ★ 柵

ALP (6)GIEYSINNASLCSVGFSVTRGATKGFVTA健一-JIVNAITARIGGAWGTFA

RPI ASQFGDGlgAAWAKNYGDWNGRGRVT柵NGGGGVDIKGSNEAAVGAHMCKSGRT

**★ 萎 鞘 耕 耕 ★ 耕 榊 書手 ★榊→←★

ALP ARVF-PG噸RAWVSLTSAOTLLPRVA-NGSSFVIVRGSTEAAVGAAVCRSGRT

RPI TKWTCGYLLRKDVSVNYGNGHIVTLNETSACALGGD雛GAYW MmAOGITSG

★ i" = 耕 * ★ 柵 や軒 榊 i"

ALP TGY∝GTlTAKNVTANYAEGAVRGLTOGNACMGRGDyX;SWITSAGOAOGVMSG

RPI SNMDT--NNC1- -RSFYOPVNTVLNKWKLSLVTS(397)
+ :== + + ==:==

ALP GNVQSNGNNCGIPASQRSSLFERLQPfLSQYGLSLVTG(198)

FIG.3. SeqLJenCeCOmparisonofthematureenzymesorRPTwithLysobocter

eIJZymOgelleSα-Iyticprotease.

AsterisksbetweenSequencesindlCateidentlCalarmnoacids･TheaJmnOacidnumbering

relativetotheN-termlnalamlnOaCldlSPresentedintheparentheses./IarobacLer.PrOteaSeI

(RPl),i.e/7ZymOgeneSα-1ytlCPrOteaSe(ALP).ThepuLaLivecaLaLylicaminoacidresidues

(His,AspandSer)areShadowed.

性中心を構成 しているアミノ酸残基 (His238,As p270,Ser352､RPlのアミ

ノ酸番号で表示)の付近及び､3箇所のジスルフィド結合を構成 してい

る6個のシステイン残基 (cys223,239,310,320,346,376)はよく保存さ

れていた｡これらのプロテアーゼは一次構造上からトリプシン族のセリ

ンプロテアーゼであることがわかっている24)ので､RPTも一次構造的には

トリプシン型のセリンプロテアーゼであるということができる｡ α-Iytic

proteaseはRPIと基質特異性が類似 していることを考えると､この両者の

ホモロジーは興味深い｡



GLC (422)GTGALRIGSTLCLDVPWADPTDTNOVQLATCSG-NAAOOW-TRGTDGTVRALGK
* ★-井★ ★ ★★ 書 斗 ★★ ★★ ★一汁★I ★■-

RPI (401)TTSYVOGYONNCIDVPNSDFT【氾KOLOVWNCNG-TNAQKV-SFHP【氾TLRINGK
書 兼 書★ *★ ★書* *★★ ★★★芸買X

RCB (313)lVRlVG-RNGLCVDVRDGRFHNGNAIQLWPCKSNTDANOLWTLKRDNTIRSNGK

GLC GLDVARSGTADGTAVWIY-TCNGTGAOKWTYDSATKALRNPQSGK¢LDA(芯GAP

如洋 書 ★★ ★ 軒 洋 書- ★ * 書 書 棚 ★枚 頚

RPI CLDARWAWTHNGTEVQUJ-NCNGHIAOKFTLNGAG-DLVNVHANKCVDVKDWGG
♯★ * * Je*

RCB CLTT-YGYSp-GVYV-MJYDCNTAATDATRWQIWDNGTHNPRSSLVLuTS-G

GLC LRDGOKVOL叩 NQTEAORWTL (548)

書 ★ … 象 斗★
弟〉

RPl -QGGKLQLWEPSGGANQKWWRR (525)

★ ★

RCB NSGITLIV-OTNJYAVSOGW (434)

FIG.4. SequencecomparisonsortheC-terminalregionorRPlwithOerskovL'a

xanthi〝eolyLicLZβ-1,31glucanaseandricina-chain.

AstensksbetweensequencesmdlCaleldentlCalaminoaclds･TheaTmnOaCLdnumberLng

relal)vetOtheN-1ermlnalamlnOacidispTeSenledintheparentheses. 0..てanlhlneOLyllcaβ-

1,3-gJucanase(GLC)RarobacEerPrOteaSeI(RPl),rieinB-chain(RCB)･Conserved

cysteinresiduesareshadowed･

つぎに､RPIのC末端側部分は､oerskovL'axanlhineo/yEL'caのp-1,3-

glucanase25)のC末端側部分及び､ヒマ種子の細胞毒性 レクチンであるリ

シンB鎖26)のN末端側部分 と相同性があった｡Fig.4に示 したように､p-

1,31glucanaseに対 しては､プレプロRPIのCys412からArg525にわたる114

アミノ酸の部分で41.2%のアミノ酸が一致 していた｡また､リシンB鎖

に対 しては､cys412からAs n473の62アミノ酸の中で37.1%が一致 してい

た｡ とりわけ､この領域に存在する6個のシステインの位置 (Cys4Ⅰ2,



431,453,472,496,514)はよく保存されていた｡これらのシステインの

うち4個 (cys412143l,453-472)はリシンB鎖でジスルフィド結合を形成

していることが知られているので27)､これらのシステインはRPIにおいて

もss結合を形成 していて､立体構造の構築に重要な役割を果たしている

可能性がある｡RPlにマンノース結合活性があることを考えると､RPlの

C末端部分にレクチンとのホモロジーがあることは､この部分がマンノ

ースとの結合に寄与 していることを示唆するものである｡

(5)大腸菌でのRPJ遺伝子の発現

クローニングした遺伝子を大腸菌内で発現させることは､タンパク質

の構造と機能の関係を調べるためにきわめて有効な方法であるが､RPl

遺伝子は､それ自身のプロモーターを使った場合には大腸菌でほとんど

発現 しなかったOそこで､大腸菌のp-ガラクトシダーゼのプロモーター

及びリポソーム結合部位を用いてRPIを発現させた｡RPl遺伝子の第2コ

ドンからNTuIサイ トまでのDNA断片を実験方法に示 した方法で作成 し､

発現ベクターpTVl18NのNcoIサイ トを平滑末端にしたものにつなぎ込ん

だ｡これによって､βガ ラクトシダーゼの開始コドンの直後にRPIの第2

コドンがくるようになった (Fig.5)｡作成 した発現プラスミドpTV-RPl

で大腸菌JM109を形質転換 し､生じた形質転換体を､IPTGを加えた培地

で培養すると､培地中にプロテアーゼ活性が誘導された｡一方､IPTGを

添加 しない場合は､培地中にプテア-ゼ活性は全 く検出されなかった｡

1夜培養の前培養液をIPTGを含む新鮮培地に5%添加 し､30℃､ 24時

間培養すると､培地中のプロテア-ゼ活性は0.030unit/mIに達 した.この

値は､精製RPIの比活性から計算するとRPI2mg/1に相当するoIJyTGで

RPIの発現を誘導した大腸菌の増殖は遅くなり､培養後期では溶菌する

傾向があった｡
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FIG.6.Sl)S-PAGEandimmunobLotanalysesofRPlheterologous]yexpressedinE.colt.

Proleinswereelec【rophoresedingradient(101020%)Sf)S-PAGEandstainedwith

CoomassieBrHlianlBlueR-250(A),orblottedonLOnitorocellulosemembraneandimmunoI

stainedwithaantiseTumagalnlthenativeRPl.

LaneI,culturebrothore.colL'haboringpTVIRPl.Lane2,thepurirledRPlrromculLure

brothofE.colLhatx)ringPTV-RPl.Lane3.tilenativeRPIpreparedFromR･/aecilabid〟S･

LaneM,markerproleinsformlecularweighl･Thenumbersrefertomotecuhrwegiht･

(6)大腸菌で発現 したRPlの解析

大腸菌で発現させた組換型RPlを実験方法に示 した方法で精製 し､そ

の性質を調べ､R.Faec)'tabidusのRPl(以下naLiveRPIとする)と比較 し

た｡まず､組換型RPIのN末端アミノ酸配列を決定 したところ､

Rl)YWGGDALSGXTLAFPVYGGFLTであり､nativeRPlのN末端配列と

全 く同じであることがわかった｡組換大腸菌の培養液をsDS-PAGEにか

けイムノブロットで解析すると､Fig.6に示 したように､培養液中に抗

RPI抗体と反応する分子量35,000のタンパク質が存在 していた (B,Jane

I)｡大腸菌から精製 した組換RPIはnativeRPTとほとんど同じ電気泳動移



動度を示 し､どちらの分子量も35,000と計算された くA,lane2,3)｡ま

た､精製 した組換RPlも､培養液のタンパク質と同様に抗RPl抗体と反応

した (B,lane2)｡これらの結果は､大腸菌で生産された組換RPIのプレ

プロ体が成熟型のRPl-正常にプロセシングされ､naliveRPIと同じN末

端､分子量､抗体との反応性を持っていることを示している｡組換RPr

のプロテアーゼ活性は､RPI特異的な基質であるSuc-Ala-PI･0-Ala-pNAを

基質とした比活性で】3.0units/mgと測定され､17.Ounils/mgのnaLiveRPIと

それほど差はなかった｡

次に､酸化インスリンB鎖を用いて組換RPIとnativeRPIの基質特異性

の差異を検討 した｡基質である酸化インスリンB鎖を酵素で分解 した

後､生 じたペプチ ドを逆相クロマ トグラフィーの溶出パターンで比較 し

た｡NativeRPIは反応の初期段階で､酸化インスリンB鎖のVa118-Cya)9

の結合を特異的に分解 し､Fig.7Bに示 したように2個のピークを生 じ

る.Fig.7Cのように､組換RPlもnativeRPlと全く同様の溶出パターンを

示 したので､組換RPIの基質特異性はnaLiveRPTのそれと変わらないこと

がわかった｡

さらに､RPIの大きな特徴であるマンノース結合活性についても､

nativeRPlと姐換RPIで差がないことが示された｡Fig.9A,Cに示 したよう

に､組換RPIはmarInose-agaroseカラムに結合し､IMのα-melhyト

mannosideで溶出されたO各フラクションのイムノブロットの結果は､カ

ラムに結合 したタンパク質が確かにRPIであることを示している｡ま

た､組換RPIには後述するように実際に酵母溶解活性があった(Fig.10)0

以上の結果は､大腸菌で発現させた組換RPIが､構造上も機能の点でも

nativeRPIとほとんど差がないことを示している｡また､NativeRPlとほ

とんど差のない組換RPlができたことは､N末端の疎水性配列が実際に

シグナル配列として働いており､ここで示 したoRFの決定が正しかった

ことも示 している｡
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(7)C末端 ドメインの機能の解析

アミノ酸配列のホモロジー解析の結果から､C末端 ドメインが酵母溶

解活性に必要なマンノース結合部位として働いている可能性が示唆さ礼

たので､これを確かめるために､この部分を欠失 した変異RPIを作成し

て､その性質を調べた｡Fig.8Aに示 したように､プロテアーゼ ドメイン

の直後にあるTyr403のコドンTACを部位指定突然変異によってTAAに変

えて停止コドンを導入 して､それ以後のC末端部分のないプロテアーゼ

を作成したO変異RPIで形質転換 した大腸菌のプロテアーゼ活性のFE産

はIPTGで誘導した場合でも野生型組換RPIの約10分の1の100トg/Iにとど

まった｡ しかし､Fig.8Bに示 したように､培養液のSDS-PAGE後のイム

ノブロットによって､アミノ酸配列から計算 される分子是20,225とほぼ

等 しい分子量22,00のバンドが認められ､予想される変異RPlが生成され

ていることがわかった｡そこで､この変異RPlのマンノース結合活性及

び酵母溶解活性を調べた｡その結果､Fig.9C,Dに示 したように､変異

RPIはmannose-agaroseカラムに全 く結合せず､すべて素通 り画分に溶出

された｡また､このバンドは抗RPI抗体と反応 したことから､このプロ

テアーゼ活性が変異RPlによるものであることが確認された｡変異RPlの

酵母溶解活性を野生型組換RPIと比較すると､Fig.10に示 したように､プ

ロテアーゼ活性として同じ量を添加 した場合､野生型組換RPlは生酵母

を分解するが､変異RPIには全く酵母溶解活性がないことがわかった｡

これらの結果は､RPlのC末端 ドメインが実際にマンノース結合活性に

必要であり､またそれが酵母溶解活性に必要であることを示 している0
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4 考察

RPIのN末端アミノ酸配列に対応するオリゴヌクレオチ ドプローブを

用いて､RaTObacteTfaeciLabJ'dusのライブラリーをスクリーニングするこ

とによって､I.9kbBamHT断片及び1.7kbPsd断片をクローニングした｡

これらの断片は互いに重複 していることがわかったので､これらをつな

ぎ合わせることによって､RPI遺伝子の全体を含むプラスミドpRP201を

作成 した｡塩基配列を決定 した結果､RPI遺伝子は525個のアミノ酸から

なる1575塩基のORFを含んでいることがわかった｡このORFが実際に

RPTの構造遺伝子をコー ドしていることは､以下にあげたような実験事

実から明かとなったo 1)naliveRPlのN末端アミノ酸配列 と一致するア

ミノ酸配列がこのORF内に含まれていた｡ 2)このORFを大腸菌で発現

させると､RPlとほとんど差のないプロテアーゼが生産された0 3)RPT

は分泌タンパクであるが､このORF内には分泌のシグナル配列 と考えら

れる配列が存在 した｡4)RPnまセリンプロテアーゼであるが､実際に

セリンプロテアーゼのコンセンサス配列が存在 した｡

グラム陽性細菌から分泌されるセリンプロテアーゼの多 くは､そのN

末端にシグナル配列とプロ配列を持っている.9).シグナル配列は分泌タ

ンパク質が細胞質膜を通過するのに重要な役割を果たしてお り､プロ配

列はタンパク質が適正に折 り畳まれることに関与 していると考えられて

いる｡予想されるように､プレプロRPIのN末端にはシグナル配列と考

えられる疎水性アミノ酸のかたまりがあ り､それに続いて､成熟型酵秦

では分解 されていて兄いだすことのできないプロ配列が存在 していた0

プロプロテアーゼから成熟型プロテアーゼへのプロセシングは､

subtilisin28)や α-Iyticprotease29)では､自己消化によって行われていること

が知 られている｡RPIの場合も切断点の直前がバ リンであり､これはRPI

が好むpl部位のアミノ酸の一つであることから､自己消化によってブロ
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セシングが行われていることが考えられる｡

RPI遺伝子自身のプロモーターを使用した場合､大腸菌では解析でき

るだけの量のプロテアーゼが分泌されなかったので､大腸菌のβ-ガラ

ク トシダーゼ遺伝子のプロモーターを用いてRPI遺伝子の大腸菌内での

発現を試みた｡大腸菌では､多くの分泌タンパクがペリプラズムに保持

されており､培地中には放出されないことが知られているが､IPTGで誘

導 して発現させたRPlは培地中に検出された｡大腸菌における培地への

プロテアーゼの生産は､基質特異性の類似したプロテアーゼであるα一

Iylicproteaseの発現の場合にも認められている29)｡この場合､ペリプラズ

ム内の他の酵素も遊離してくることから､このプロテアーゼは､膜の描

傷などによって外膜を非特異的に通過 してくるのであろうと考察されて

いる｡RPlの場合は､培養後期には培養の吸光度が減少 してくることか

ら考えて､RPIによって大腸菌の溶菌が生 じ､それにともなってプロテ

アーゼが進離 してくるものと考えられるO大腸菌で生産した組換RPI

は､N末端アミノ酸配列､電気泳動移動度､抗体との反応性､酸化イン

スリンB鎖の分解パターン､mannose-aga∫oseカラムへの吸着､酵母溶解

活性のいづれの点でもnativeRPlと差は認められなかった｡

塩基配列から決定されたアミノ酸配列をデータベースでホモロジー樵

索 した結果､RPlはN末端側のセリンプロテアーゼ ドメインとC末端側

のマンノース結合 ドメインから構成されているという､非常にユニーク

な構造のプロテアーゼであることが明らかになった｡まず､RPlのN末

端側は､LysobacLeTenZymOgeneSのa-lyticproteaseと相同であった｡この

プロテアーゼは､ トリプシン ･キモ トリプシン族のセリンプロテアーゼ

であることが知られており､分子量が比較的小さく立体構造も明らかに

なっていることから､タンパク質工学のモデルタンパク質として詳しく

研究されている30)0 RPIのアミノ酸配列にこのグループのプロテアーゼに

特有の活性中心付近のアミノ酸モチーフ (TAGHC及びGDSGG)24)が
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H238及びS352で認められた｡さらにα-1yticproteaseで3個のジスルフィ

ド結合を形成 している6個のアミノ酸の位置もよく保存されていた｡RPI

と｡-1yticproteaseの基質特異性が類似していることを考えると､プロテ

アーゼとしての基質結合部位､触媒部位などの立体構造は両者の間で類

似 している可能性がある｡RPIのN末端側はα-1yticproleaSeと類似の構造

のプロテアーゼ ドメインを形成しているものと考えられる｡

一方､RPIのC末端側はプロテアーゼとは系統的に考えて全く無関係

のタンパク質とホモロジーがあったo一つはoeTSkoyiaXanthineolytI'caの

酵母溶解酵素であるβ-1,31glucanaseであり､もう一つはRicinuscommunis

のリシンB鎖である｡これらのタンパク質には特徴的なアミノ酸モチー

フは認められなかったが､0.xanthL'neolylL'caのβ-1,3-glucanaseにおける6

個のシステイン､リシンB鎖における4個のシステインの位置は保存さ

れていた.shenらは､ 25)0 .xantht'neo/yLJ'caのβ-I,3-glucanaseのC末端領域

にヒマ種子のアグルチニンとホモロジーのある部分があり､それらがこ

の酵素の酵母溶解活性に必要であることを報告 している｡しかし､彼ら

は酵母溶解活性とレクチンとの関係については特に考察しておらず､グ

ルカンへの吸着への関与を示唆している｡一方､RPIはマンノース結合

タンパクであることがわかっていたので､レクチンとのホモロジーは直

接この領域が糖への結合に関与 していることを示唆 している｡部位指定

突然変異によってC末端 ドメインを欠失させた変異RPlは､マンノース

結合活性だけでなく酵母溶解活性も失った｡以上の結果から､このC莱

端部分をマンノース結合 ドメインと呼ぶことができるであろう｡

以上述べてきたように､RPIはN末端側のセリンプロテアーゼ ドメイ

ンとC末端側のマンノース結合 ドメインからなっていることがわかっ

た｡また､マンノース結合 ドメインの存在は､マンノースへの結合のみ

ならず酵母の溶解にも必要であった｡このようなレクチン様の糖結合活

性を持ったプロテアーゼについての報告はきわめて少なく､わづかにカ
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ブ トガ二の体液凝固因子factorC3.)について報告されているのみであるo

このfactorCはリボポリサッカライドに結合することによって活性化さ

れ､体液凝固にいたる一連のカスケー ド反応の最初の引き金となるプロ

テアーゼである｡しかし､構造的には､RPIと全 く異なり､C末端に

プロテアーゼ ドメインを持つという血液凝固 .線溶系プロテアーゼに特

徴的な構造を持っている32)oまた､レクチン ドメインの一次構造はほ乳

動物のレクチンの1種であるC型レクチンに類似 している｡従って､

RPIは､N末端側にプロテアーゼ ドメインを持ち､植物レクチンに類似

のレクチンドメインを持つ､ユニークなプロテアーゼであるといえる0

RPIに類似 した活性を持つ0.xanLhL'neolytJcaのプロテアーゼは､自己消

化によって､プロテアーゼ活性には変化がないものの､セファデックス

への吸着性及び酵母溶解活性を失うことが知られている33134)0RPlにはC

末端側にマンノース結合 ドメインがあることを考えると､0.

xaJ7thJ'neolytjcaのプロテアーゼにもプロテアーゼ ドメインとマンノース結

合 ドメインが存在 し､この二つの ドメイン間のスペーサー部分が自己潤

化によって分解されることが示唆される｡その結果､プロテアーゼはマ

ンノース結合 ドメインを失い､従って酵母溶解活性も失うものと考えら

れる｡RPIの場合は酵母溶解活性を失ったプロテアーゼは検出されない

ことから､両 ドメイン間のスペーサー部分に自身で分解することのでき

るペプチ ド結合がないのであろう｡

RPIにプロテアーゼ活性とマンノース結合活性の両者が存在すること

から､RPIの本来の基質となっているのは酵母細胞壁のマンナンタンパ

ク質であることが推察される｡酵母の細胞壁には多種類のマンナンタン

パク質が含まれているが､それらは大きくsDS可溶性のものとグルカナ

ーゼ可溶性のものに分けることができる35)｡RPIの本来の基質は現在のと

ころ不明である｡しかし､それが分解されることによって細胞が死滅し

てしまうことを考えると､細胞壁の構築に大きな役割を果たしているこ
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とは明かであるoRPIの本来の基質を探索することによって､今後､酵

母細胞壁の構造と機能に関する新 しい知見が得られるであろうO



5 要旨

RFaecitabL'dusproleaseIは生酵母に対 して溶解作用を示すセリンプロテ

アーゼである.RPIの基質特異性はエラスターゼに類似 している｡ま

た､特徴的な性質として､RPlはマンノースに対 してレクチン棟のア

フィニティーを持っている｡RPlの構造と機能について検討を加えるた

めに､その遺伝子をクローニングし､その解析を行った｡塩基配列を決

定 したところ､525アミノ酸からなるオープンリーディングフレーム

が存在することがわかった｡ホモロジー解析の結果､プレプロRPlは以

下の3つの ドメインからなることがわかった｡1)成熟RPlには認められれ

ないN末端のプレプロ ドメイン､2)トリプシン族のセリンプロテアーゼ

と相同なプロテアーゼ ドメイン､3)OeTSkovL.aXaJ7lht'ne/ytI'caのグルカナー

ゼのC末端部分及びヒマ種子のレクチンであるリシンB鎖と相同性のあ

るC末端 ドメインである｡RPI遺伝子はそのままでは大腸菌内でほとん

ど発現 しなかったが､大腸菌のlacプロモーターの制御下でIPTGによって

誘導され､活性のあるRPTが培地中から回収された.そこで､RPlのC末

端部分の機能を調べる目的で､部位指定突然変異によってこの部分を欠

失 した変異RPIを作成したところ､変異酵素はプロテアーゼ活性は保持

していたが､マンノース結合活性と酵母溶解活性の両方を失っていた0

このことは､C末端 ドメインが実際にマンノース結合活性に関与 してお

り､マンノース結合活性が酵母溶解活性に必要であることを示 してい

る｡
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論文の要旨

RaJl0bacteTFaecilabL'dusは酵母を用いた廃水処理システムから分乾され

たヘム化合物要求性のコリネ型細菌であり､酵母に吸着した後､細胞壁

を溶解し､辞母菌体を栄養源として増殖する｡本菌の分類学的地位につ

いては山本の詳細な研究があるが､酵母溶解の機構については不明で

あった｡また､他の微生物の生産する酵母溶解酵素についても､主とし

てβ11,3-グルカナーゼとプロテアーゼが関与 していることが知られてい

るが､数種のβ-1,3-グルカナーゼがクローニングされているのみで､プ

ロテアーゼの構造についての知見はほとんどない｡本研究では､A

FaecjLabidusの生産する酵母溶解酵素のうちプロテアーゼⅠ(RPI)の

構造と機能について検討 し､本酵素がN末端側にプロテアーゼ ドメイ

ン､C末端側に糖結合 ドメインを持つ特異な構造を持つプロテアーゼで

あることを明かにした｡

1 R.raecitabidusの酵母溶解酵素の精製

R.raec)'tabL'dusの培養ろ液から､2種類のセリンプロテアーゼ (RP

I､RPII)と1種類のβ-1,3-グルカナーゼを精製 した｡それらのS

DSポリアクリルアミドゲル電気泳動による分子量は､それぞれ､

35,000､33,000､82,000であった｡どちらのプロテアーゼも単独で酵母を

溶解 したが､β-I,3-グルカナーゼは単独では酵母溶解活性を示さなかっ



た｡ しかし､β-I,3-グルカナーゼと2種類のプロテアーゼのどちらかを

併用すると､これらの酵素は相乗的に作用し､酵母細胞は完全に溶解さ

れた｡

2 R.Faecitabidusの酵母溶解プロテアーゼ Ⅰの性質

R.faecitabjdusの主要な酵母溶解性プロテアーゼであるプロテアーゼ Ⅰ

(RPI)の酵素学的性質を調べた｡N末端アミノ酸配列は､

LysobacEerenzymogenesa-リティツタプロテアーゼ並びにSLTeptomyces

gn'seusプロテアーゼA及びBと活性中心のヒスチジン付近で相同であっ

た｡各種アミノ酸のパラニ トロフェニルエステルを基質とした場合､ア

ラニン､ロイシン､バリンなどの脂肪族アミノ酸のエステルをもっとち

速く分解 し､エラスターゼと類似 していた.実際に､エラスターゼ特異

的な合成基質であるSuc-AIa-Pro-A)a-pNAをよく分解 し､そのKm及び

Kcatはそれぞれ､5.7mM及び19.8S-■であった｡酸化インスリンB鎖を基

質とした場合も､反応の初期段階において､18番目のバリンと19番

目のシステイン酸間のペプチ ド結合のみを分解するという特異的な分解

パターンを示した｡

また､RPIは酵母菌体に吸着するのに対 し､エラスターゼは吸着し

なかった｡酵母表層の主成分はマンナンタンパクであるので､RPIの

マンノースに対するアフィニティーを検討 したところ､RPIはマンノ

ースアガロースカラムに吸着 し､D-マンノースやD-グルコースに
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よって特異的に溶出された｡また､本酵素の酵母溶解活性は､これらの

糖類によって阻害された｡これらの結果は､RPIがレクチン様のマン

ノース結合能を持ったプロテアーゼであることを示 している｡

3 酵母溶解プロテアーゼⅠ(RPI)の構造と機能

(1)RPI遺伝子のクローニング

RPIのN末端アミノ酸配列からオリゴヌクレオチ ドプローブを合成

し､コロニーハイブリダイゼーションによって1.9kbBamHl断片をクロ

ーニングした｡部分シーケンスの結果､この断片はRPIのN末端部分

を含んでいた｡C末端部分を取得するため､この断片とハイブリダイズ

する1.7kbPsd断片をクローニングした01.9kbBamHl断片とl.7kbPstI

断片はオーバーラップしていたので､ライゲ-ションすることによっ

て､RPI遺伝子の全長をカバーするプラスミドpRP201を作成 し

た｡

(2)RPIの一次構造

塩基配列の解析の結果､RPIをコー ドしていると考えられる157

5塩基､525アミノ酸からなるORFが存在 していた｡開始コドンは

GTGで､開始コドンのすぐ下流にはシグナル配列と考えられる疎水性

アミノ酸が連続 していた｡成熟タンパクのN末端アミノ酸配列と一致す

る配列の位置から､211アミノ酸のプレプロ部分が存在することがわ

かった｡プレプロ部分の切断点はバリンであり､RPIの分解 しやすい
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アミノ酸になっていた｡成熟タンパクはアルギニンから始まる314ア

ミノ酸からなってお り､アミノ酸配列から推定される分子量は33,855

で､SDS-PAGEによる測定値35,000とよく一致 したo終始コ ドンの3′

側には､ターミネーターと考えられる大 きなインバーテイ ド･リピー ト

が存在 した｡

各種データベースとアミノ酸配列のホモロジー検索を行った結果､R

PIのN末端側はL.enzymogenesの a-リティツタプロテアーゼとホモ

ロジーを示 した｡活性中心付近の配列は特にホモロジーが高 く､RPI

が トリプシン ･キモ トリプシン属のセリンプロテアーゼであることが確

認された｡RPIのN末端側 186個のアミノ酸で α-リティツクプロ

テアーゼに類似 した構造のプロテアーゼ ドメインを形成 していると考え

られた｡

一方､RPIのC末端側は､oe'skoviaxanth''neolyljcaのp-1,3-グルカ

ナーゼのC末端側及びリシンB鎖のN末端側 とホモロジーを有 してい

た｡0.xaJ7thJ'neoJytJ'caのPl1,3-グ)i,カナ-ゼのC末端側は本酵素の酵母

溶解活性の発現に必要であることが報告 されているが､その生化学的機

能は不明である.一方､リシンはヒマ(RjcJ'nuscommunL-S)種子に存在する

細胞毒性 レクチンであ り､B鎖は2個のラク トース結合 ドメインが直列

につながった構造をしている｡RPIとのホモロジーはそれほど高 くな

いが､ジスルフィド結合に関与する4個のシステインは保存 されてお

り､RPIがマンノース結合能をもっていることと考えあわせると､R
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PIのC末端側は糖結合 ドメインを形成 していることが考えられる｡

(3)RPI遺伝子の大腸菌での発現とその性質

RPI遺伝子の全長を含むプラスミドpRP201を持つ大腸菌の培

養液からはプロテアーゼ活性を検出できなかった｡そこで､～-ガラク

トシダーゼ遺伝子のプロモーター及びSD配列を利用してRPIを発現

させたところ､IPTGによる誘導によってプロテアーゼ活性が培地中

に生産された｡大腸菌で生産されたRPIは､SDS-PAGE及びイ

ムノブロットではRPIと区別できず､酸化インスリンB鎖の分解パタ

ーンにも差が見られないことから､本来のものと構造及び機能の点で同

等であると考えられた｡

(4)RPIのC末端側 ドメインの機能

RPIのC末端側 ドメインの機能を調べるために､部位指定突然変異

によってRPIの404番目のTyr (TAC)をス トップコドン (T

AA)に変異させて､C末端側 ドメインが欠失 した変異RPIを作成

し､その性質を調べた｡末変異RPIはマンノース ･アガロースに吸着

し､ a-メチルマンノシドで溶出されたが､変異RPIは全 くマンノー

ス ･アガロースに吸着 しなかった｡このプロテアーゼ活性が実際にRP

Iに由来することは､抗RPI血清を用いたイムノブロッティングに

よって確認 した｡

プロテアーゼ活性として同じ量の酵素を添加 してRPI及び変異RP

Iの酵母溶解活性を比較すると､変異RPIには全 く酵母溶解活性が認
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められなかった｡以上の結果は､C末端領域が実際にマンノース結合 ド

メインとして機能しており､この ドメインの存在が酵母溶解活性の発現

に必須であることを示 している｡

4 結論

酵母溶解プロテアーゼであるプロテアーゼ Ⅰ (RPI)の性質を検討

し､N末端アミノ酸配列から本酵素が トリプシン型のセリンプロテアー

ゼであること､エラスターゼ類似の基質特異性及びマンノース結合活性

を持っていることを明かにした｡さらに､RPI遺伝子をクローニング

し､塩基配列から推定されるアミノ酸配列を解析 した結果､N末端側に

セリンプロテアーゼ ドメインが存在 し,C末端側に糖結合 ドメインが存

在することが推定された｡部位指定突然変異によってC末端 ドメインを

欠失させたRPIは､プロテアーゼ活性に変化はないが､マンノース結

合活性および酵母溶解活性を失っていた｡以上の結果から､RPIは､

エラスターゼ類似の基質特異性を持つプロテアーゼ ドメインとマンノー

ス結合 ドメインから構成されていることが判明した｡マンノース結合 ド

メインの存在が酵母溶解活性の発現に必須であることから､本酵素は塞

質であるマンナンタンパクの糖鎖部分に結合 し､近傍にあるペプチ ド結

合を分解するものと考えられる｡今後､本酵素のマンナンタンパクに対

するアフィニティーを利用することによって､酵母細胞壁のマンナンタ

ンパクの構造が解明されることが期待される｡
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