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F寺三 言翁I

C型チトクロームはへム cを含有するヘムタンパク質であり、呼

吸鎖、電子伝達系のコンポーネン卜として幅広い生物種に見出され

る。その分子量は小さく、特殊な例を除いて単離精製が比較的容易

に行なえることから、多種多様な生物種由来の C型チトクロームの

アミノ酸配列が決定され、そのうち代表的なものについては X線結

晶解析により立体構造も決定されて いる(図 1) 0 C型チトクローム

はタンパク質の精造機能相関及び進化系統学的な観点から最も研究

の進んだタンパク質の Iつである。

昨今、タンパク質分子中のアミノ酸残基を部位特異的に他のアミ

ノ酸残基に置換して得られる変異型タンパク質の機能を調べるタン

パク質工学的研究が盛んに行なわれている。 C型チトクロームに関

しては多くの生物種由来のアミノ酸配列が決定されているにもかか

わらず、酵母、 Saccharomycescerevisia巴のiso-lーチトクローム c

を除き変異型チトクローム cの発現が困難なためタンパク質工学的

研究が不可能であると考えられていた。 C型チトクロームのポリペ

プチド鎖の N末端付近に位置する 2つの CySにへム cが共有結合し

なければならないことがその発現のネックとなっているのである。

しかし、近年、ヒト及びラットのチトクローム cが酵母でホロ型タ

ンパク質として発現し、酵母のチトクローム c欠損を相補すること

が報告され.2 ，、それらのタンパク質工学的研究が可能となった。

また!原級生物については lIhodobacLersphaeroidesのチトクローム

c :?及ひ。恒三iH1ssubLi lIsのチトクローム c-5 50が大)財産i;を宿主に

ITJいてホ口出として発現することが報告されている :¥• 1¥ J 



1)(1 I C Jf，'i-f トク U ームの系統制



タンパク質の工業的な応JTJには、そのタンパク'貨が持つ酵素活性

を保らながら可能な|限り安定な酵素を情築することが目肢となる。

数多くのタンパク質の安定性に関する研究がタンパク 1ft工学的な手

法を問いて行なわれている。そのうちタンパク質の安定性を上げた

例としてはジスル フィ ド結合を導入したズブチリシン F 及び αヘ リ

ックス倦造を安定化した sacillusstearoth巴rmophjlusの中性プロ

テアーゼ 引の他、表 Iに挙げたものがある 。

表 1 1よ状タンパク質で融wiiIJI.且が高くなったタンパク質の変化と凸 Tm
及び十時造安定性 6(6 G) 
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以上の背景のもと筆者はタンパク質の耐熱化機構に興味を持ち、

C型チ卜クロ ームを材料に斤jいた研究を行な った。 タンパク質の耐

熱化機椀を論じるのであれば、先ず好熱菌由来の♀型チトクローム

の構造に関する知見を得るととが有効であると考えた。好熱菌由来

のチトクローム cとしては本研究に先行してThermusthermophil us 

のチトクローム c-552のアミノ酸配列 7)及びその安定性 8)が研究さ

れているのみである。本論文においては C型チトクローム源として

先ずHydrogenobacterthermopilus TK-6株 (IAM12695)を選択した。

本菌は筆者の所属する東京大学農学部農芸化学科微生物利用学研究

室で精力的に研究が進められてきた細菌で、本菌の菌学的性質につ

いてはとれまでに表 1rに示す結果が得られている 9)。本菌は 700C

に生育至適温度を持ち、調べられたいかなる有機物を資化すること

ができない絶対独立栄養性の水素酸化細菌である。本菌の DNAの

GC含量、菌体構成脂肪酸及び新規イオウ含有キノンの存在等の化

学分類学的研究から本菌は既知のいかなる微生物群にも属していな

いと考えられた 。本菌のチトクローム c-552については既に精製さ

れており 10 )、筆者は先ずそのアミノ酸配列を決定するととから本

研究を開始した。次にその耐熱性を測定した後、他の C型チトクロ

ームも含めたタンパク質の耐熱化機構に関するタンパク質工学的研

究を行なった 。 またチトクローム c-552を将来電子素子として応用

することを目的としてその電気化学的性質についても検討した 。
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第 1章 り. thermopbilusのチトクローム_c_-552のアミ ノ酸配列

第 1節序

チトクローム cは様々な生物種に広く見出されるヘムタンパク質

であり、その化学構造や生理的な役割がよく分かっている。現在ま

でに、細菌からヒ卜に至るまで約 150種も のチトクローム cのアミ

ノ酸配列が解明されている。アミノ酸配列の比較から一致する残基

が50%を越える場合があり、あらゆる生物由来のものの比較におい

ても 20%程のアミノ酸残基は不変であり 、その折りたたみ構造はど

れもよく似ている。本主主では、 好熱菌 由来のチ トクローム cについ

ての知見を得ることを目的として、 70.Cに生育する高度好熱性水素

細菌H.thermophilusのチトクローム c-552のアミノ酸配列をタン

パク化学的な手法で決定した。さらに決定された配列を他生物由来

のチトクローム cと比較し、構造的な特徴を考察した。なお本主主の

内容は Journal of Bacterio1ogy (1989) 171. 65-69 に記載され

ている。

第 2節 使用菌株 ・菌の培養法

本研究には H. thermophi1us type strain TK-6 (IAM 12695)を用

いた。本菌の指養は全て液体培養で行なった。菌体の大量培養には

全容2Lあるいは 10Lのジャーファーメンターを用い述続培養を行な

った。表 1- 1に培養に用いる無機培地の組成を示す 。 4
0

Cで保存

されている液体情地中の保存菌 5mLをと り、 コルベン中の培地 50mL

に他的し、コルベン内のガスを 112・02:CO 2=75・J5 : 10に世換して、 70
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℃で約 10時間振弱培養した 。次に 前培養として培地 50mLを含むコル

ベンを 6本用意し、前述の操作で得られた培養液を 5mしずつ植菌し、

同燥にガス置換し、 70
0

Cで 12時間振渇培養した。本I音養(図 1- 1) 

は府地 1Lを含む全容 2Lの ジ ャ ー フ ァ ーメンター (LabotecCo.)に

前培養液約 300mLを他的し、 11と/0，;CO 2の混合カ、スを通気し、 700C、

lOOOrpmの償伴 で行なった。 pllはアンモ ニア水を用いて pH6. 9~ 7.0 

に調節した。 11，/0 jCO。の混合3びス通気量はサーマルマスフロメー

ター(卜島製作所)で制御した。 112とC02の宝比については 112=7CO，と

なるようにし、 ()eについては情養液中の溶伴般家総j立(D0)を浴存

般ぷ冠制i(1-iJlI'見作IV=r)を 川いて測定し、 o0 {u'iが O.5ppmlIij後となる

ようにlI，IIiJ11したれ I{;iの生fTは540nmのl以光度 (OD540nm)を追うこと
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によって測定した。 oD540nmが 1.6前後になった時にペリスターポ

ンプで借地をジャーファーメンターの中に流し入れ(150-200mL/h)、

またジャーファーメンター内の培養液を排気とともに流出させる乙

とにより連続培養を行なった。大容量の本培養は、培地 5L;を含む

全容 10Lのジャーファーメンター (KITCo.)を用い 2Lの場合と同様

にして行なった。なお、その際の前培養液としては 2L容のジャー

ファーメンターで得られたものを用いた。

第 3節 チトクローム c-552の精製

チトクローム c-552の精製は石井らの方法 10 )に従って行なっ た。

本チトクローム c-552は菌体をフレンチプレスで破砕して得られる

可溶性画分、および大量培養によって得た菌体の 50mMKH2PO，-NaOH 

(pI17.0)による菌体洗浄拍出液から精製されており、両者は同ーで

ある乙とが確かめられている。本研究では洗浄液から精製を行なっ

た。前節で得られた菌体の湿重量の約 10倍量の 50mMKH2PO，-NaOH 

(pI17.0)で菌休を洗浄し、その洗浄液の適当量を排除分子量1.000の

限外総過膜 (UI1-1、ゅ 6.2、東洋鴻紙K.K.)で限外泊過器 (UlIP-62、東

洋櫨紙K.K. )を用いて濃縮した。濃縮液を 10mMKH2PO，-NaOH (pH7.0) 

に対して透析し、同じ緩衝液で平衡化 したCM-TOYOPEARL650S、Dye

Matrex Green Aの各カラムクラマトグラフィーにかけた。溶出は

どちらのカラムも o~O. 5MのNaClの濃度勾配法によって行なった。

チトクローム三-552の検出はその α吸収帯の 552nmの吸光度の測定

によった。こうして得られたチトクローム c-552はSDS-PAGEで単ー

であった (daLanoL shown)。



チトクローム c-552のアミノ酸配列決定は関 j - 2に示す手)llJiで

行なった。以下その万法と結果を具体的に jfべる 。

Purified cytochrome c552 

Lysyl Endopeptidase digestion 

Amino acid sequencer 

C NBr cleavaqe 

Amino acid sequencer 

Carbox'ypeptidase Y diqestion 

Amino acid analyzer 

図 1-2 チトクローム♀-552アミノ駁配苦IJ決定のための戦略

第 4節 精製チトクローム c-552からのへム c除去、及びCySの s-

カルボキシメチル化

一般にチトクローム cはN末端付近に Cys-X-X-Cys-lIis-という

保存配列を持ち、その配列中の 2つの CySにへム cがチオエーテル

結合している。チトクローム cのアミノ酸配列を決定するには、先

ずヘム cを除去し、 Cysを安定な誘導体に変えなければならない。

脱へムの方法は Amble rとWynnの方法 11 に従った。前節

で得られた精製チトクローム c-552浴液を 7%酢自主にがIして透析し、

凍結乾燥した 。凍結乾燥試料 4mgを50mgのIlgCI 2を含む 2mLの8M尿

来、 O.IMIIClf8i伎に浴かし、 37n
Cで24時間阪市iした 固反応物をグル

滅迦Sephadcx (;-25のミ ニカラム(1ゅーj0カラム)にかり、 7%酢椴で

浴:Uし、タンパクrtI町分を fii!収してiw結乾燥した のこう して得られ



た試料はへムs;_の亦色が抜けて白 色であり、 アポ型タンパク質で あ

ることが俗認さ れ た 。 ~ J， f られたアポ型チトクローム c -5 52のCYSを

C r 0 s t f i e J dらの方法 t引を改変した方法によってカルボ

キシメチル化し た。 i造元tfiJとし て2メルカ プ トエ タノールを 用いる

ところを本研究 ではジチオスレイ トールを使用した(図 1- 3)。得

られた反応物 (CM-アボ型チ トクローム c-552)をC18VP-318カラム

クロマ トグラフィー (4.6φx250mm、センシュー科学)を用いた逆相

IIPLCにより精製 した。アセ トニ トリルーO.l%TFAの系で、アセ トニ

トリル濃度を 50分間で O~100% まで上げる濃度勾配法によ り溶出

した (図 1-4)。流速は 1.0mL/min、検出波長は 230nmで、ピーク を

分取しそのま ま凍結乾燥した後、 -800Cで保存し アミノ酸配列分析

試料と した。

勾"'9~po-cytochrome c
552 

(O.5Jjmol) 

←一一-2mlbuffer 
11. OM Tris-HCI (pH8.6) 
卜8.0MUrea 
ω.2% EDTA 

← 一一25IJmolDTT 

N 2 flush for 10min 

room temp. for 20min 

Sephadex G-25 

I elution; 7% acetate 

Protcin fraction 

adjust pH8‘6 

←一一-5いmolICH
2
COONa 

roorn tcmp. for 15min 

Scphadcx G-25 

トi…7%…te
Lyophilization 

CM-apo-cytochrome c 
552 

lヌ1J -:J アポコfトクロ ー ム <:_-552のカルボキシメチルイ1:
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第 5節 リジルエンドペプチダーゼによる分解

リジルエンドペプチダーゼはタンパク質分子中のLysの C末端側

を特異的に切断するペプチダーゼである。前節で得られた CM-アポ

型チトクローム_c_-552を リジルエンドぺプチダーゼ(和光純薬)で

分解し、そのペプチド断片の分取を試みた。凍結乾燥したCMーアポ

型チトクローム_c_-552 130μg(l7nmol)を200μLのlOmMTris-HCl 

(pH9.0)中、 2.55μg(85pmol)のリジルエンドペプチダーゼで 30.C、

7時間分解した。酵素反応は 5μLの酢酸を加えるととによって停

止した。分解物の分析および分取は、前節 と同じ逆相HPLCカラム、

同じ系で行なった。その溶出パターンを図 1-5に示す。各ピーク

の分取および保存も前節と問様に行なった。

第 6節 シアノグンブロマイドによる分解

シアノゲンブロマイド (CN B r)はMetの C末端側を特異的に切

断する化学試薬である。凍結乾燥したチトクローム三ー552のネイテ

ィブ試料 2mg (0. 25μmol)を 2mLの70%ギ酸中、 2.65mg(25μmol)

のCNBrで38.C、241時間分解した後、 18mLの水で希釈し凍結乾燥

した。これを水 100μLに溶かし、リジルエンドペプチダーゼ分解と

同じ方法で分解物の分取を行なった。その溶出パターンを図 1-6 

に示す。

~7îiÎi アミノ椴組成

第 4~ 6 ii7iで得られた CM-アポ型チトクローム c-552およびリジ

ルエンドペプチグーゼ、 CN B r分解による各ペプチド断片のアミ
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ノ際組成を調べた。各凍結乾燥試料 1nmol;を脱気した 400μLの 6N

HCJに溶かし、真空状態で JJ O .C 、 24~7 4時間酸加水分解し、目立社

製835型高速アミノ酸分析計に供した。その結果を表 1- 2に示す。

表中の Ll、 L2はリ ジルエン ドペプチダーゼ分解によ って、また C1は

C N s r分解によって得たペプチド断片であり、アミノ駿配列決定

のためにシークエンサーに供した。なおそれぞれのペプチド断片は

図 1-5、 1-6において矢印で示したピークを分取したものであ

る。

第 8節 N末端からの配列決定

第 4~6 節で得られた CM- アポ型チトクローム♀ -552及ぴペプチ

ド断片Ll、 L2、C1の凍結乾燥試料それぞれ 500pmolを30μLの水に溶

かし、気相式シークエンサー (AppliedBiosystems Model 470A)に

供し、オンラインで連結された HPLC(同 Model 120A PTH Analyzer) 

でPTIIアミノ酸を同定した。またネイティブなチトクローム_g_-552 

をマニュアルエドマン分解によって分解し、遊離した PTHアミノ酸

をNucleos.il5C-18カラム(センシュー科学)を用いた逆相HPLCによ

って 同定した。その浴出 は、アセトニトリルー37mM酢酸アンモニア

(p H4.6 ) の系で、アセトニトリル濃度を 40分間で 30~86% まで上げ

る濃度勾配法によった。カラム温度は 50.C、流速は 1.0mL/minで、あ

った。

配列結果を図 1- 7に示す。 CM-アポ型チトクロ ーム玉三一552のシ

ークエンシングでは 、 N末端から 53番目まで決定された。またマニ

ュアルエドマン分解によるシークエンシングでは N末端から 5番目

まで決定され、シークエンガーによる結果と一致していた。 LIは49



ぷ J- 2 デートク口ーム三 -552&びそのベプチド 断片の アミノ殴制i成

Jntact 
CM-protein" L 1 b L2

b C 1 b 

Residue No. 1-80 49-70 71-80 60-80 

Asp 7.6 
( 5) 

2.0 
(1) 

2.3 
(1) 

Asn ( 2) (1) (1) 

Thr 1.6 (1) 1.0 (1) 1.0 (1) 

Ser 3.2 ( 3) 2.0 ( 2) 1.1 (1) 1.1 (1) 

GJu ( 2) (1) (1) 

GJn 
7.3 

(5) 1.9 
(1) 

2.1 
( 2) 

叫.1
(3) 

Pro 4.6 [品} 3.0 ( 3) 2.3 ( 2) 

GJy 8.5 (8) 叫.3 ( 4) 

AJa 13.3 (12) 2.2 ( 2) 1.2 (1) 3.2 (3) 

Cys 2.6 ( 2) 

VaJ 5.叫d (6) 2.叫 (3) 1.3 (1) 

Met 1.1 ( 2) 0.9 (1) 

JJe 2.斗d (3) 1.3 (2) 1.0 ( 2) 

Leu 4.6 ( 5) 1.9 ( 2) 1.8 ( 2) 

Tyr 2.7 ( 3) 

Phe 

His 0.9 (1) 

Lys 11. 7 ( 13) 1.1 (1) 0.9 (1) 1.6 (2) 

Arg 1.2 (1) 

TrpC ( 2) (1) (1) (1) 

TotaJ 
80 22 10 21 γesidue 

" Average vaJue obtained from 24. 53， 7勾 hrhydroJysis wi th 6 M HCJ 

at 110 oC 

b Taken from 24 h，" hydroJysis 

C Trp was not determined in the present study 

d Take円 from74 hr hydroJysis 

Numbers in pa，"entheses are desidues found in sequcnce 
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~7 o番のペプチド断片で、その配列中の 49~ 53番の配列は CM-アポ

型チトクローム三一552のシークエン シング結果と 一致した。 L2は71

~8o番のペプチド 断片で、 6o~ 80番のペプチド断片山のうち配列決

定された 17残基の配列がペ プチ ド断片L1と L2の両方に重複していた。

第 9節 C末端からの配列決定

C末端からの配列決定法としては、 N末端からのエドマン分解に

よるような優れた化学的方法が少なく、本研究ではタンパク質の C

末端からアミノ酸残基をl順次遊離してゆくカルボキシペプチダーゼ

Y (c p Y)による酵素的方法によった。 188μg(25nmol)のCM-アポ

型チトクローム_Q_-552を200μLのピリジンー酢酸 (pH6.7)に溶かし、

83pmolの Cpyを含む 10μLの溶液を添加し、室温で反応した。乙

の反応系の基質と酵素のそル比は 300:1である 。反応時間 O、 1、

3、 5、10、15、20、30、60分において、反応系から 25μLづっ反

応液を回収し、そとに 10μLの酢酸を加えて反応を停止させた。そ

れぞれの試料を凍結乾燥し、遊離したアミノ酸残基の組成を第 7節

の方法と同様に分析した。その結果を図 1-8に示す。グラフから、

ます Lysが遊離し、つづいて順に Ile、Ser、Leuそして再び Ileが遊

離することが明らかである 。こ の結果からチトクローム c-552の C

末端配列は 、N末端fftlJよりー11巴ーLeu-S巴r-Ile-Lysと推定された。乙

の配列は前節で N末端からシークエンシングされたペプチド断片L2

の後半部分と一致した。また基質と酵素のモ ル比を 135:1として 60

分間反応させた反応物のアミノ駿分析によると、遊離したアミノ酸

残基組成の割合はG1n、Ser、A1日、L.ys、Trpが Iであるのに対して、

J lc、L.cuが 2であったのこのアミノ酸組成はペプチド断片山の後半
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Ile 
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-lle-Leu-Ser-lleーしys-OH

図 J-8 カルボキシベプチダーゼ Yによって遊雌するアミノ駿残滋



9個のアミノ酸組成と 一致し、先の結果と考え合せてペプチド断片

L2はチトクローム三一5520)C末端に位置することが示された 。なお

実験に使用した目立835型高速アミノ酸分析計では、 ThrとGln、及

びSerとAsnのピークが重なるため、それぞれどちらか同定できなか

ったが、ニンヒドリン発色によるペーパークロマト(展開溶媒ブタ

ノール:酢酸:水 =20:3:7)によってそれぞれを同定した (data not 

shown)。以上、第 8、 9節の結果からチトクローム c-552の全アミ

ノ酸配列を図 1- 7に示すように決定した。

第 10節 考察

チトクローム三-552の全アミノ酸残基数は 80で、ヘム部分を加え

た分子量は 7.599と計算され、この値は石井らがグル証書過法によっ

て求めた値 7.600と一致した。またアミノ酸配列結果と組成分析結

果も良く一致していた(表 1-2)。チトクローム c-552の全アミノ

酸配列中には Lysが 13個あ るが、 Lys48以降の配列中には Lys48を含

めて Lysが 3個しかなかった。従ってリジルエンドペプチダーセ.消

化によって Lys48以降は 2つのペプチド断片に分れること、さらに

そのどちらのペプチド断片にも Trpが含まれており、 IIPLCによる分

取の際にピークの検出が容易であったことが配列決定に幸いしてい

た。さらにエドマン分解の際、水酸基を持つSerまたはThrが N末端

にあると、反応が十分に進まず切れ残りが多くなる 。チトクローム

♀ -552のアミノ酸配列においては 51番目にはじめ てScrが現れたこ

とも配列決定が順調に進んだ理由のひとつである。

図 1-9に示すようにチトクローム ε-552は、数ある C型チトク

ロームのなかで PseudomonasJ寓が持つチトクローム c-551に最も類
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似しており、例えばf担 udom盟主主 aeruginosa由来のチトクローム c-

551と比較すると 56%ものアミノ駿残基が一致し、同じ性質を持つ

アミ ノ酸残基同志(例えば、酸性アミノ 酸のAspとGlu)の置換、すな

わち相同置換を考慮すると 70%の類似性があ った。 C型チ トクロー

ムに特有な -Cys-X-X-Cys-His-の配列はチト クローム c-552では 10

番目から見られ、さらにすべての豆型チ トクロームで保存されてお

りへム立の鉄原子に配位する Met(チ トクロ ームε-552では 59番目、

Met59)も見られた 。 このMet59の周辺に Proが密集しているとと、及

びC末端がLysであることなどは 、Pseudomonas属が持つチトクロー

ム三-551に特徴的に見られる構造で ある 。異なる点はチ トクローム

三-552は三 551に比べ N末端が 2残基短い ことである。

H. thermophilusはその細胞膜の脂質の存在形態および抗生物質

に対する感受性 13)等から、真正細菌であ るととに疑いはないもの

の、序論で述べたようにこれまでの分類学的研究からは微生物群に

おける本菌の特異性が示されたのみで、その位置付けは明らかにさ

れていない。 しかし本主主の結果か ら、 H. thermophilusのチトクロ

ーム三 552はPseudomonas属が持つチ トクローム♀-551と高い類似

性があることがl明らかにな り、 D i c k e r S 0 nが提H昌したチ ト

クローム阜の系統樹 l')においてはPseudomonas属と閉じ Sクラスに

属していた 。 また表 1- 3に示すように PseudomonasJmに水素資化

能を持つ菌種が多く存在すること 15 )は本章の結果との関連におい

て興味が持たれる 。

日. thermophi1usと生活!的に類似していると思われる細菌由来の

チトクローム阜のア ミノ殴配列がい くつか決定されているので、そ

れらを図 1- 1 0に示 した。本菌と向様に還元的 TC八回路によっ

て炭酸固定を行なう倣気性細菌、 Chlorobium thiosu1faLophilumチ

23 
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トクローム c-555'6)、好熱菌、 Thermusthermophilusチトクロー

ムc-552'ヘ チオ硫酸酸化菌、 Thiobacillusneopolitanusチトク

ローム三 554'71、 アンモニア酸化菌、 Nitrosomonase旦E旦旦豆主主チト

クローム♀ 552'8)、そして独立栄養性亜硝酸酸化菌、Nitrobacter 

winogradskmチトクローム三-550'9)が調べた限りでは挙げられる。

乙れらのうち N.旦旦主旦旦空豆旦のチトクローム_c_-552のみが Sクラスに

属しており、他のチトクローム cは他のクラスに分散している。乙

のごとから H. thermophilusのチトクローム c-552と図 1-1 0に

掲げた菌由来のチトクローム cとはチトクローム cによる系統樹上

では類縁性が遠いと恩われた。



第 2章 チトクローム cの熱安定性

第 1節 序

fiij章で H.th巴rmophi1uSのチトクローム三一552とP. aeruglnosaの

チトクローム三-551は56%のアミノ酸残基が一致し 70%の類似性

があることが示された。 Hydrogenobacter属と P. a巴ruginosaはその

生育温度がそれぞれ70
0

C及び37
0

Cで非常にかけ離れており、 菌の生

育温度から考えるとチトクローム c-552は三-551に比べて熱安定性

に優れていることが予想される。 もし両者の耐熱性が予想通り異な

っていれば、両者のアミノ酸配列は高い類似性を示しているので耐

熱性に関与するアミノ酸残基置換を推定するととが可能となる。 そ

こで本章ではチトクローム c-552を含めて、 各種チトクローム cの

耐熱性を C Dスペクトルによって測定し比較した 。

C D (circu1ar dichroism、円二色性)は左右円偏向に対する光学

活性物質の吸光度の差、 すなわち不斉構造を反映して測定されるも

のである。従ってタンパク質の主鎖の基本構造である αヘリックス、

。シート、 ランダムコイルは不斉性(右巻きと左巻き)をとるため、

らせん構造特有の CDスペク卜ルを示す。 αヘリックスの CDスベ

クトルでは n-π 遷移による吸収帯が 222nm'こ見られる。

なお本章の内容は Biochemistry (1989) 28. 9574-9578 に記載さ

れている。



第 2節 各獲チトクローム乏の調製

チトクローム c-552の熱安定性の比較対照として、ウマ心筋由来

のチトクローム♀と P. 担工旦忌日旦旦由来のチトクローム玉三 551;を用

いた。ウマチ卜クローム立は SignaType mの酸化型商分を用いた。

市販襟品を CM-TOYOPEARL650Sカラムクロマトグラフィーにかけ酸

化型画分を精製した。浴出条件等はチトクローム三-552の精製方法

と同様である。 P. aeruginasaのチトクローム c-551は市販標品が

ないので自ら精製した。 P. aeruginasa PAO 1161株を硝酸培地中、

37
0

Cで24時間静置培養する乙とによって菌体を得た。得られた菌体

をアセトン粉末にして破砕し、 60~90% の硫安塩析画分を DE 52、Q

Sepharoseの各カラムクロマトグラフィーによって SDS-PAGEで単ー

なまでに精製した。両カラムは lOmMTris-HCl(pH9.0)で平衡化し、

その溶出は O~O. 5MのNaClの濃度勾配法によった。

第一 3節 CDスペクトルの測定

チトクローム三-552、三 551及びウマチトクローム♀を 50μg/mL

となるように 10mMKH2PO.-NaOH(pH7.0)に溶かし、セル長 1cmの石

英セルで 210~250nmの CD スペクトルを 25 0C で測定した(図 2 -1、

曲線 A)。どの試料にも αヘリックス構造由来の 222nmの吸収帯が見

られた。本実験で CDスペクトル測定に使用した機種は日本分光

JASCO automatic recording spectropo1arimet巴rModel j-20で、

スペクトルの単位、モル楕円係数 [eJは

[ eト100x [スケール (dcg/cm)J x [チャ ートの読み (cm)J 

x 1/残基モル濃度 x1 /セル長

で与えられる。
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次に、 222nmのモル楕円係数をパラメーターとして界潟実験を行

なった。 ポリエチレングリコールを循環させるととができるセルホ

ルダーに試料溶液の入 ったセルを霞き、 Haak巴 bathを用い てポリエ

チレングリコールの温度を上昇させ試料溶液を 5oC /minで昇温した。

試料溶液にサーミスターにつないだ温度センサーを浸し、シリコン

ゴムでセルにふたをして試料溶液の蒸発を防ぎながら試料溶液の温

度を直接計測した。 ζ うしてサーミスターから発信される温度信号

をXYーレコーダーの X軸に、またj-20からの222nmにおける CDシ

グナルを Y輸に入力して、温度ーCDシグナル曲線を描いた(図 2-

2 )。未変性状態 (native sta te)と変性状態 (denaturedstate)の中

間点における温度を融解温度 (Tm)と定義すると、チトクローム C

551及びウマチトクローム立の Tmはそれぞれ850Cと85.50Cであっ

たのに対して、チトクロームε-552は1000Cまで昇混しでも未変性

状態のままであり、 Tmを求めることができなかった。そこで各チ

トクローム三溶液を 120
0

C、10分間のオートクレーブにかけ、ゆっ

くり室温に戻した後、 2 10~250nmの CD スペ クトルを測定した。図

2 -1の曲線 Bに示したようにチ トクロ ーム c-552は222nmの吸収

帯に変化が見られなかったが、チトクローム c-5 51及びウマチトク

ローム cは222nmの吸収帝が消失していた。

第 4節 変性斉lJ存在ドでの昇温実験

前節の昇潟実験では、チトクローム三-552の Tmを求めることが

できなかった。筆者の行った実験系では 1000C以上での測定が不可

能であったので、変性tiJJ、取酸グアニジン (Gdn-IIC1)存在下で同僚

の界混実験を行ない、各チトクローム cの Tm illiJ定を試みた 。 J.5M 

30 
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庖酸グア ニ ジン存夜下での界温実験の結果を図 2-3に示す。チト

クロー ム三-551とウマチトクロ ー ム乏の Tmはそれぞれ 56
0

Cと540C

で あ っ たが、チトクロ ー ム ~-552の Tmは900Cであ った。 また結果

は示 していないが、 1.0M.tA酸グ アニ ジン存在下では、チ トクローム

c -552はlOOOC近くで変性し始め、完全変性状態は lOOOC以上になる

と思われ、 Tmを求めることができな かった。さらに O.lMの塩酸グ

アニ ジン存在下で昇温しでもチトクローム♀-552は変性しなかった。

なお本節の実験では塩酸グア ニ ジンによるタンパク質の変性を平衡

化させるため、各チトクローム c溶液 に塩酸グアニジンを加 えた後、

40

Cで48時間以上置き、測定の前に 25
0

Cに 2時間以上放置し、それ

ぞれの測定に供した 。

第 5節 変性の自由 エネルギ一変化

第 3、 4節の昇潟実験か らチ トクローム c-552は他のチトクロー

ムcと比べて熱安定性が高い乙とが示された 。 さらにここではチト

クローム三 552の未変性状態と変性状態の自由エネルギー差を求め

る試みをした 。すなわち水中で規則正し い立体構造を持つチ トクロ

ーム三-552が変性状態に比べて、どれくらいの自由エネ ルギー差で

安定になっているかを調べた 。チトクローム c-552とウマチ トクロ

ーム cを25
0

Cで各濃度の塩酸グ アニ ジンに平衡化し、 CD 222nmに

おけるモル格円係数を 25
0

Cで測定 した(図 2- 4)。塩酸グアニジン

濃度を徐々に増加させてい くと、図 2-4に示すように、両者とも

ある濃度のとこ ろか ら急激に協同的に変性が始まり、さらに塩酸グ

アニジ ン濃度を上げ る と、 すべ てのチトクロ ーム c分子 は変性して

いた。変性の鈎1I 向I~ 点はウ マチ ト ク ロ ー ム 立が 2.5 Mであるのに対して
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チトクローム _c_-552は4.5Mであ った。このような変性過程の途中で

は未変性状態と変性状態のタンパク質分子だけが存在する場合がほ

とんどであ って、未変性と変性タンパク質の聞は平衡状態にある 。

乙のような変性過程を二状態転移と い う。 以下、 二状態転移に関す

る理論を記載する 20)。

変性過程の任意の点における y(本研究では 222nmにおける CD

スペクトルの観測値を用いる)は次のように表せる 。

Y=Y.+Fo (YD-YN) ( 1 ) 

こ乙で、 YN、Y0はそれぞれ未変性状態および変性状態の Y、 F0 

は変性タンパク質の割合である。

Fo= (Y-Y.) / (YD-YN) ( 2 ) 

未変性と変性の平衡定数 K0は次のようになる。

KD=FD/ (l-FD) = (Y，-Y) / (Y-YD) (3) 

さらにある変性剤濃度での変性の自由エネルギ一変化.6G 0は次の

ようになる 。

.6 G 0= - R T lnK 0 ( 4 ) 

さて、塩酸グアニジンによる変性平衡の実験からチトクローム立

の水中での安定性を求めるために、変性状態と未変性状態とで塩酸

グアニジンの結合量が異なるために変性が起こると考えて導かれた

次式を用いて解析した。

.6GD=.6G
O 

-.6nRT  ln (1 +ka:t) ( 5 ) 

ζ 乙で、 βG。は水中における未変性と変性の聞の自由 エネルギー

差、.6nは変性と未変性状態の結合部位の数の差 、kはこれらの結合

部位への変性斉lJの平均結合定数である。本実験では Nojimaら

が Thermusthermophi lusのチ トクローム c-552のふ G。測定の時

に問いた値 k=1.20M.'を丹jいた a) 0 a土は鹿酸グアニジン の平問



イオン活動度であり、出自主グアニジン濃度 cと次の関係にある。

logu =-O.5191+1.4839Iogc -O.2562(logc) '+O.5884(logc) 

( 6 ) 

パ(5 )で使う a:tの値は Noji maらの計算方法に従って式

( 6 )で得られた aの平方栂の値とした。

図 2-4の変性曲線と式 (4)を用いて、各塩酸グアニジン濃度

において δG0を求め、乙れを ln ( 1 + k a :t )に対してプロットし

最少二乗法によって直線を得(図 2- 5)、その直線から.6nと.6

G。を求めた。結果を表 2- 1に示す。

表 2-] 250C(pI17.0)における Gdn-IICl非存在下での/::， G 0 

dG。 dn 

Cytochrorne c (kca1/rno1) 

11. thermophilus 
a 

Z 1.9 35. 3 

T. thermophilus 
b 28. 5 36.5 

Candida krusei
c 

14.0 32.9 

C O¥.，c 15.4 30‘4 

horse 
. 15. 1 29.6 

horse 
c 1 Z. 7 26.4 

'ThiS work. DNojima et a1. (1978). 'Knap 品 Pace (1974). 
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第 6ii↑'j :i'] 察

以下にまとめる本軍の結果からチ卜クローム ♀-552はチトクロー

ムc-551及びウマチトクローム三より安定性が高いごとが明らかに

なった。

(1)チトクローム三 -552は1200C、10分間 の加熱処理後でもその構造

を保持している 。

(2)チトクローム_c_-552はlOOOCまでの昇温でも変性しないが他二者

は85
0

C付近に Tmが観察された。

(3)1.5M塩酸グアニジン存在下での Tmはチ卜クローム三-552の方

が他二者より約 35
0

C高い。

(4)チトクローム c-552の6.G。の値は他の常温生物由来のものよ

り高い。なお表 2- 1によると本研究で求めたウマチトクローム立

の6.G。は Kn a p p及び Pa c eが求めた値 21 )と多少異なって

いるが、これは変性状態を追跡する技術的な差によると思われる 。

本研究に先行して Thermusthermophilusのチ卜クロ ー ム c-552の

安定性が調べられていることは序論で述べた。 Hydrogenobact巴rの

チトクローム c-552と問様にThermusのチト クローム c-552は常温

生物由来のチ卜クローム cに比べ変性予測に対して安定であった(表

2 -1 )。日盟主型空チトクローム♀ー552の高い安定性は付加的な因子

によるのではなく、分子中のアミノ酸残基置換によ って獲得された

ものである乙とが考察されている 8)。そごでTh巴rmusのチトクロー

ム三一552のアミノ酸配列が決定され、その配列を他生物由来のもの

と比較したと ころ、類似性の高いチトクローム cが見出されず、い

かなるア ミノ 駿残基世換によ って耐熱性を獲得しているのか検討で

きなか った ，J。 しかし第 11;1に示したように本研究で材料として用

いた11. Lhermophilusのチトクロ ーム c-5 52は既に 立休術進が明ら



かとな っている空 包 E旦E止旦旦のチトクロームε-551と類似性が

高か った。それにもかかわらずそれらの安定性には大きな主が見ら

れたことから、両者の立体構造には何らかの違いがあると思われた。

タンパク質の構造安定化に寄与する相互作用については組々考察

されており、その例としてジス ルフィド結合、疎水的相互作用、水

素結合等が挙げられる 22)。チトクローム三-552及び三 551にはそ

のアミノ酸配列の結果からジスルフ ィド結合は見られない。そごで

両者の耐熱性の差を生みだす立体構造上の違いは何に由来するのか、

チ トクロ ーム c-552の立体構造を両者のアミノ酸配列を比較するこ

とによって予想してみる。チトクローム c-551は X線結品解析によ

って図 2-6に示すようにその立体構造が明らかになっている 23 )。

N末端付近の 2つのCysがへム♀と共有結合しており、 2番目のCys

につづくJlisの N原子と 61番のMet(チトクローム c-5 52ではM巴t59に

相当する)の S原子とがヘム鉄に配位結合している。ヘム cはタン

パク質のポリペプチド鎖の中央の疎水的環境にある。チトクローム

c-5510)全アミノ酸配列中、へム cに疎水的に接触している 12個の

疎水性アミノ酸残基が X線結晶解析から明らかになっている。この

12個のアミノ酸残基のうち 10個がチトクローム c-552においても保

存されており、他の 2残基は相同置換である(図 2- 7)。 ζ のごと

からチトクローム c-552とc-551とではそれぞれのヘム cを取りま

く疎水的環境にほとんど追いはないと思われた。また両者のハイド

ロパシープロフィールを比 t校したとごろ、全体的に一致しており(図

2 -8)、チトクローム c-552の熱安定性の高さは、全体的な疎水

的相互作用の強さによるものではないと考えられた。



|主I:l -o P. i.H'T'Ugi 1l0SilチトクてIー ム c-551の山一体仙iii
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以上、アミノ酸残基側$j'iの疎水性について考えてきたが、次に二

次俄造の一つである G ヘリックス構造について考えてみる。チトク

ローム三 551の αヘリックス領域は図 2-9に示すように全配列中

4箇所あるととがわか っている ，， )。 αヘ リックスはポリペ プチ ド

鎖の主鎖の様造であるが、構成アミノ厳残基の側鎖の影響を受ける。

環状イミノ酸である Pro、水駿基を持つ Ser、Thrの他に、 Arg、Cys、

Asn、Glyは αヘリックスを壊す傾向がある。乙れらの αヘリックス

崩壊性のアミノ酸残基をチトクロームε-552及び三 -551両者の配列

中に探してみると、その分布が両者で良く一致していることが分か

る(図 2-9)。すなわちチトクローム三一551における αヘリックス

領域に対応するチトクローム c-552のアミノ酸残基は αヘリックス

構造を形成しやすいものが多く、逆に αヘリックス領域外では αヘ

リックス崩壊性のアミノ酸残基が集中しているのである 。 このこと

から両者の αヘリックス領域はアミノ酸配列中ほぼ同じ位置にある

と恩われた。 Ch 0 U とFasmanは各ア ミノ酸残基について α

ヘリックス形成能の指標となる αヘリックス傾向性指数 24)を求め

ているが、之の αヘリックス傾向性指数を用いて両者の αヘリック

ス領域内の各アミノ酸残基について比較した(図 2- 9)。例えば、

N末端から 3番目の残基について、チトクローム c-552では G1n(α 

ヘリックス傾向性指数は1.11)、玉三 551では Val(同じく1.06)である

から、チトクローム♀ 552に 1ポイン卜というように、より αヘリ

ックスを形成しやすい方に禁を入れて加算した 。結果は J3: 7で、チ

トクローム c-552の方が αヘリックス内ではより αヘリックスを形

成しやすいアミノ椴残基を多く持つことがl明らかになった。特に N

末端から 1番目と 4番目の αヘリッ クスについてその傾向が兇られ

る。とごろが αヘリックス傾域外のアミノ般残基を II，J係に比 t絞した
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ところ、 7:Bで両者に追いはなかった。以上の考察から、 αヘリッ

クス精進を形成しやすいことがチトクローム三-552の熱安定性の高

い立体儲造を形成するための lつの理由であると考えられた 。

ヘリックス構造の安定化に関しては他に αヘ リックスの N末端付

近に見られる αヘリックスの双極子 (dipolemoment)の正電荷とア

ミノ酸残基側鎖の負電荷による電気的な相互作用がある 25 )。チト

クローム c-551において 2番目の αヘリックスの N末端付近に位置

する正電荷を持つ Lys2Bはこの電気的な相互作用を妨害していると

考えられる。一方、チトクローム三ー552ではこの Lys2Bに相当する

アミノ酸残基は電荷を持たないAla26である。また αヘリックスの

N末端とは反対に、 C末端では双極子は負電荷を持つ。チトクロー

ムc-552で 3番目の αヘ リックスの C末端付近に位置する Lys4Bは

チトクローム c-551においてそれに相当する Asn50に比べ、 αヘリ

ックスの双極子と相互作用を形成しやすいと思われる 。他にチトク

ローム c-552に有利な αヘリックスの双極子との相互作用は Asp37

(チトクローム c-551では Gly39)に見られる。以上挙げたチトクロ

ーム c-552のAla26、Asp37、Lys4Bは双極子との相互作用を形成し

やすいことに加えて、 3残基ともチ トクローム c-5 51でそれらに相

当するそれぞれLys28、Gly39、Asn50より αヘ リックス構造を形成

しやすくなっている 2，1 )。これらのアミノ酸残基のタンパク質全体

の耐熱性に対する影響に興味が持たれる。



第 3i:t ，fi'J混菌 Pseud旦旦旦旦空豆 hydrogenotbermophilaのチ トクロ ー

ム c-552の精製、部分配列及びその耐熱性

第 l節序

第 l章では H. thermophilusのチトクローム三-552のアミノ酸配

列が Pseudomonas属の持つ Sクラスのチ トクローム♀と類似して

いる乙と、さらに第 2章では生育至適温度が 70
0

C及び37
0

Cと異なる

それぞれH. thermophi1us及び P. aeruginosaのチトクローム cの

耐熱性の差が示された。本章では Sクラスのチトクローム c群に属

する可能性が高く、 H. thermophiluS とP. aeruglnosaの中間 的な

生育温度を持つ高温性水素細菌P. hydrogenothermophila 26 ) (生育

至適温度 52
0

C)由来のチトクローム c-552に関する知見を記載する。

第 2節 精製及び部分アミノ酸配列決定

P. hydrogenothermophilaの菌体は生育温度が 52
0Cである以外は

第 I章に示した H. thermophilusと同様の培養方法によって得た。

本菌のチトクローム c-552はCM-TOYOPEARL650S (10 mM KH2PO，、

pH7.0)及び DEAE-TOYOPEAHL650S (10 mM Tris、pH9.0)のどちらに

も吸着しなかったが、後者の非吸着画分 (10mM Tr is、p1l9.0で洗浄)

として回収したチトクローム c-552はSDS-PAGEで単ーなまでに精製

されており、 SDS-PAGEによる分子量は H. thermophilusのチトクロ

ーム c-552と同じであった (datanoL shown)。得ら れた DEAE非吸着

チトクローム c-552回分を凍結乾燥し、微量の水に浴解した試料を

第 Iなと向綴の方法で C4逆4日系カラムを用いた IIPLCに供したとこ
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ろ単一 ピークを示した。ごこで得られたチトクローム三 -55211!u分を

分取し、第 1章と同様の刀法で気相式アミノ酸シークエンサーで配

ヂIJを伏定した。 20番目までのアミノ酸配列を決定した結果を図 3-

1に示す。本章の実験ではチ トクロ ーム豆一552からへム立を除去し

ておらず、従って Cysti-).jルボキシメチル化していないため検出不

可能であったが、チトクローム cの保存性から図中検出不可能な残

基を Cysと表記した。

H. thermophilus 

P. hydrogenothermophila 

P. aeruginosa 

lQ___ 20 
Lys Gly Cys Met Ala Cys HislAsp Leu Ly5 Ala [L戸1Lys 
Lys Gly Cys Met Ala Cys His Ala 工leAsplLyslLyslLeu 

凶ユー l チトクロームエ~ 0) N 末端部分アミノ目立円~jilj比較



第 3節 耐 熱 性調1)定

精製した P.包旦!，ogc_nothermophiJaチトクローム三 -552m液につ

いての界温実験を第 2li:i:と同様の方法で行なった。本チトクローム

c -552はH.thermophilusのチトクローム c-552と同様に 1QQoCまで

の界漏では変性されなかったが、 1.5 Mの塩駿グアニジン存在下で

界混すると Tmが820Cに観察された(図 3-2)。

図 3-2 1.5M!日目立グアニジン惇在下での P

-552の倣 WIIIII似



第 4節考察

P. hydrogenothermo也斗豆のチトクローム三-552の部分アミノ酸

配列の結果から本チトクローム三 552は予想通 りSクラスに属して

いるごとが明らかになった。本チトクローム三一552は第 11;1で全構

造が解明された日 thermophi1uSのチ トクロームエユー552と同様、 S 

クラスのチトクローム主としては N末端が 2残基欠失していた。本

研究の結果は 20残基までの配列で、全体の 4分の lの情報からしか

考察できないが、本チ トクローム三 -552はH. thermophi1usのチト

クローム_c_-552及びP.aeruginosaのチ トクローム♀-551の両方に

類似している(図 3-1 )。具体的な数字を示すと、本チトクローム

c -552 20残基中、

11. thermophi1us c -552に一致する残基数 1 2 

P. aeruglnosa c -551に一致する残基数 1 3 

上記両者に一致する残基数 1 0 

どちらにも一致しないユニークな残基数 5 

となる。また本チトクローム c-552の20残基までのアミノ酸配列は

前半は H.thermophilusのチ 卜クローム三-552により類似し、さら

に後半は P.aeruglnosaのチ トクローム_c_-551により類似している

ことが分る。以上の結果から本チ トクローム三一552のアミノ酸配列

はH. thermophilus、及びP. aeruginosaのそれぞれのチトクローム

三の中間的な構造、より端的に言えばちょうど両者をつぎはぎした

ような構造を持つことが示唆された。

本チトクローム c-552の1.5M塩酸グアニジン存在下における Tm

は82
0

Cであった。結巣を第一 2誌の結果と合わせて表 3一 lに示す。

本チトクローム♀ー552の Tmは11. lh巴rmophilus、P.a旦E旦む nosaの

それの聞の他であり、 3つの制菌の生育至適温度 (37， 50、7OoC )の



-
W3-j 各 チ トクローム cの1. 5M n~ t\~ グ アニジン (i'{E 下での Tm

cytochrome c Tm(1 .5M Gdn-HC1) 
( OC) 

11. thermophi 1 us 90 

P. hydrogenothermophila 82 

P. aeruginosa 56 

growth temp. 
(OC) 

70 

52 

37 

順にそれぞれの Tmが高くなっている。すなわち、生育至適温度と

チトクローム cの Tmは相関関係にあり、その関係は先に考察した

ように三者のアミノ酸配列の関係を反映している 。

本研究に先行して相同タンパク質の構造比較から耐熱性を論じた

例がフェレドキシンに見られる ド}。 アミノ酸配列は良く似ている

が耐熱性の異なる 4種類のフェレドキシンの構造を比較したところ、

いずれのタンパク質においても織成アミノ酸の側鎖の疎水性には顕

著な差はなく、塩架橋や水素結合の数が多いものほど安定性が高い

ことが示されている。第 2章でH. thermophi1usとP. aeruginosaの

チトクローム cは立体構造が類似していると考察したが、本主主で記

述した P. hydrogenothermophi1aのチトクローム c-552もその部分

アミノ駁配列から前二者と似た立体楠造を持っと思われる 。 しかし

二者の耐熱性には差が見られたことから、わずかな立体構造上の違

いがあると思われる 。第 2T.fではその原因となるアミノ酸残基置換

をり LhcrmophilusとP. al江旦豆注旦三aの 2つのチトクロ ーム仁三のアミ

ノ酸配列から考察したが、巳 h.t_d~_O gcnol h ermophi1aのチトクロー

ムc-552の全アミノ酸配列が iり|らかになれば、上:i&した フ工 レドキ

シンの例のように耐熱性の追を段階的に考察できると忠われる 。



，回-

第4章 s. lher皿ophilusチトクローム_c_-552遺伝子のクローニン

グと発現

第 1節序

本研究で生育至適温度が異なる 3種類の細菌、 H. thermophilus、

P. hydrogenothermophila、P. aeruginosa由来のそれぞれ類似性の

高いチトクローム立の耐熱性はその生育温度と相関することを見出

し、全配列が決定されている H. th巴rmophilusとP. aeruginosaの

チトクローム阜のアミノ酸配列の比較から耐熱性に関与すると恩わ

れるアミノ酸残基を推定した。

昨今、タンパク質の構造機能相聞を調べる目的でタンパク質分子

中のアミノ酸残基を部位特異的に他のアミノ厳残基に置換して得ら

れる変異型タンパク質の性質を調べるタンパク質工学的研究が盛ん

に行なわれている 。本研究においても現在得られている 3種類のチ

トクローム立についてタンパク質工学的手法を用いて解析すれば、

タンパク質の耐熱化機構を単にアミノ酸配列の比較によってではな

く、実験的に解明できると思われた。

本章ではチトクローム立を用いたタンパク質工学的研究を目的と

して H. thermophilusのチトクローム三-552遺伝子のクローニング

を行ない、その発現について記載した。次章では、 P. aeruginosa 

のチトクローム c-551遺伝子のクローニングと発現、及び耐熱性チ

トクローム阜の機造のバリエーションを知る目的で 70.Cに生育する

日 thermophilus6株の中でも菌学的に他の 5株とは異なる性質を

持つTK-G株由来のチトクロ ーム三 -552遺伝子のクローニ ングも行な

った。また 11. thermophilusとP. a巴ruginosaのチトクローム cの中



-ー
間的な耐熱性を示す全構造未知の巳 hydrogenothermQ_phi 1.2のチト

クローム三 552遺伝子のクローニングの試みについても次なで述べ

る。

第 2節 プロープ D N Aの合成

第 i章で決定されたH. thermophilusのチトクローム三 -552のア

ミノ駿配列から推定される場基配列に基づき合成したオリゴ ヌク レ

オチドをプロープに用いてチトクローム c-552遺伝子をクローニン

グする乙とを試みた。図 4- 1に示す 2本の 17塩基のオリゴ ヌクレ

オチド、 probe1、probe2をBeckmanDNA Synthesizer System-1に

より合成した。合成後、反応カラムを減圧下で 30分間乾燥させ、キ

ャップ付10mLパイアルにオリゴヌクレオチドの付いた シ リカポート

を入れ、 28%アンモニア水を加え室温で 2時間放置した 。さらにア

ンモニア水を加え、 550

Cで24時間反応させた後、蒸発乾回した 。乾

回した試料を 250μLの 10:1TE buffer(10mM Tris-HCl、1mMEDTA 

pH8.0)に溶かし遠心した後、 20%ポリアクリルア ミドゲルにて 300V

で電気泳動を行った。ゲルを 0.5μg/mLのエチジウムブロマイド浴

液中に 45分間浸した後、メインバンドを切出し、切り出したグルを

テルモ 5mLシリンジに入れピストンを上から押えつけて破砕した 。

破砕したゲルを Eppentubeに入れ、溶出液 (0.5MCH ，COONII ，)を加え

300

Cで一晩溶出した。Eppentubeの底に熱した針で穴をあけ、溶出

液を回収し、 1mL程度に濃縮した 。さ らにエタノール沈殿した後、

100μLのTEbufferに浴かし て料製合成 DNA溶液とした。
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第 3節 り LhermophiluSゲノム DNAの精製

H. thermophilu5ゲノム D N Aを図 4- 2に示す方法で抽出、精

製した 。 ジャー培養によって得た湿瑳i休約 2gをリゾチ ーム、 SD

Sで浴菌し、 proteinascKでタンパク質を分解した後、フェノール

・クロロホルム処理を 3回行い不溶物を除去した。上清をエタノー

ル沈殿し、沈殿物を真空乾燥した後、 T Eに溶かし RNase処理をし

た。さらに TEに対して一晩透析し、精製ゲノム DNA溶液として

4.Cで保存した。

第 4節 サザンハイブリダイゼーション

前節で得られたH. thermophillmゲノム D NAを各種制限酵素で

完全分解し、 0.8%のアガロースグルで電気泳動した後、常法に従

ってサザントランスファーした 28)。フィルターはナイロンメンブ

レン Hybond-N(Amersham社)を使用した。室温で 12~18時間 D N A

をフィルターに移行させた後、 2x S S C (0. 3M NaCl、0.03Mクエ

ン酸ナト リウム)で 30分間洗浄した 。風乾後、 uv光線を 5分間照

射して DNAをフィルターに固定した。フィルターを密閉容認中、

50μg/mLのsalmonsperm DNAを含むハ イブリダイゼーションバッフ

ァー (0.01% Polyvinylpyrolidone、0.01% Ficoll、0.01% BSA、

6 x SSC)で67.C、 3時間振還した。続いて同じく 50μg/mLのsalmon

sperm DNAを含む同様の緩衝液中で 5・末端を [γ _'2p]ATPで襟言語し

た30pmolのプロープとフィルターを 34.Cで15時間振湿した。その後

同僚の緩衝液でフィルターを 4回洗浄し、 6x S S Cで 1回、 2x 

s s Cで 3回、 34.Cでそれぞれ30分間振虚してフィル クーを洗浄し

た。サザンハイブリグイゼーションしたフィルターを -80.Cに一晩

54 



置いてオートラジオグラフィーをとった。図 4-3の結果から 2.2

Kb H j nd IU断片及び 6.3-Kb PslI断片が probe1、 probe2のIlfIj方に

ハイブリダイゼイーションすることが明らかになった。

ceflpellet (2mg) 

supend in 20 ml of STE 

add 80 mg Iysozyme powder 
37 "c x 10 min 
add proteinase K final conc. 50)Jg/ml 
37 "c x 30 min 
add 10毛SOS final coc. 0.5も

add proteinase K final conc. 100μg/ml 
37 "c x 30 min 
add 10 % SOS final conc. 2 % 
50 "c x 60 min 

x 3 
add 1 vol. phenol/chloroform ( 1: 1. saturated with 10; 1 TE ) 
mix by gently inverting for 10 min 

10000 x g. 10 min at 0句:
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図 4- 2 D._thcrmophilus染色体 DN八の剥製プ)it 
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凶 4- :i 各縄市1)限酵素処出した 11.Lh空包旦phil旦s染色体 DNAのサザンプロット 。

八&.ひ B、それぞれ probel放び probe2を川いて 34.Cでハイブリダイゼーシ J ンし た.

C‘ 780-bυPs主I-Sph1 1新)~，- をプロ プにlrJいて 6S.Cでハイブリグイゼ ーシ ヨン した。

レーン l‘ Ilj_rJd111 : レーン 2. PsL 1 :レ ー ン 3、 E互主J+ Sph I 



第5節 コロニーハイブ リダイゼーション

2.2-KbのlIindm断片のバンドを含むアガロースグル部分を切り出

し、少量の泳動バッファーを含む透析チューブに入れ 100Vで30分間

電気泳部jした。 uvランプで D N Aが完全にグルから溶出したとと

を確認した後、透析チューブの11.英表面にこびりついた DNAをはが

すために、逆方向に 20秒間通電した。 D N Aの溶出液に対してフェ

ノール ・クロロホルム処理、クロロホルム処理、エーテル処理をそ

れぞれ 2回づっ行い、エタノール沈殿し乾燥させた。その後適当量

のTEに溶かし供与体 DNA溶液として 4
0

Cで保存した。ベクター

プラスミドとしてはpUC19を用いた。 pUC19をHindIIIで分解し、常法

に従い BA P (Bacterial Alkaline Phosphatas巴)処理を 65
0C、 1時

間行った後、十分にフェノール・クロロホルム抽出した。供与体 D

N A (2. 2-KbHind皿断片)と BAP処理したベクタープラスミドを混

合しライゲーションを行い、得られたライゲーション混合物を大腸

菌JM109に導入し、 0.5mMのisopropyl-s -D-thiogalactoside (IPTG)、

40μg/mLの5-bromo-4-chloro-3-s-D-galactopyranoside(X-gal)を

含むアンピシリンプレートに塗布した。得られた白色コロニーにつ

いて、前述のprobe1、probe2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。 157個の白色コロニーから 1個

のポジティブクローンが得られた。

第 6節 制限酵素解析

前釘iで得られたポジティブコロニーを 2mlの系で液体培養し、菌

体からアルカリ溶菌法によって組換えプラスミド DNAを抽出し、

各極制限酵素で処理し、制限地図を作成した(図 4-4 ) 0 probc 1、



probc 2を川いてサザンハイブリダイゼーションを行った結果、 780

bpのPsLJ-SphJ断片がl両プロープにハイブリダイゼーションした 。

[α -'"P]dCTPで襟識した 780-bpの邑μ-Sph1断片を プ ロープ に用い

てゲノム DNAのサザンハイブリダイゼーショ ンを行なっ たと ころ

780-bpのPsLl-註h1のバンドに加えて、 2.2-Kb巴旦dllI断片及び6.3-

Kb P三LlIlfr片ともハイブリダイゼーションした(図 4-3)。

I/indlll PSll 

L一一」
由 工ccl

4一一一一一一--j

S口clAval 
L__[  

0.5 kb 

I!indlll 

凶4-4 ゾートクローム c-55l冶伝子を合む DN八lり1片のil，IJJ民地1:-'<1&び配列決定のため

の戦略。 !Hi:i'.り/111分 '1チトク[}ーム三 -552jjJ伝子 を. 矢印 は DNI¥l'ic列i)nどした部分 を

示す.

第一 7節 塩基配列決定

前節で得られた 780-bpのE旦ト包h1断片及びその断片を包旦3AIで

分解することによって得られる断片を M13mp18及びmpl9にクローン

化し、 Scqu巴nas巴 version2.0を用いたダイデオキシ法でその一本

鎖 DNAの滋基配列を決定した 。その結果チトクローム c-552の全

アミノ駿配列をコ ー ドする DNA配列が780-bpのP旦トSphl断片中

に見出された(図 4- 5)。さらに成熟型チトクローム c-552の N末

端のAsnの 5・fWJには細菌に典型的に見られる 18アミノ 酸残基のシグ

ナル配ジIJが存在し、この乙とからチトクローム c-5 52はinvivoで

は前駆体として合成され、ペリ プラズム に輸送 される 段階で N末端

の 18残 J~ が切断されることが示唆された。 J見紅までにクローニング

された組IlA1iのチトクローム c遺伝子にはどれも シグナル配列がコ ー



GGATACATCCCCTTCATAGGGC山TGGTGAA~GAGGTGGACATAG^^GGT山A州TCAi;

126 
G TA T C TG A C A TG C T T T CAGAAA T C T A C C C G T G A A C T TT C A T C T T T G T T T CATA AAA C TG T T TG 

_r:-::-ーでーっ 183 
TA丁目工AATATTGCAAACACTTTAAA*GAGGTI4GAGGC _UG AAG AAG TTT CTG -i- T~ 
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ドされており、細菌チトクローム乏のペリプラズムへの輸送は一般

また典型的な SD配列がチトクロームfド]な現象であると思われた。

さらにそc -552f荷造遺伝子の開始コドンの 7鹿基 |二流に見られた。

の上流には他の細菌に見られるコンセンサスなプロモーター配列が

またオープンリーデイングフレームの下流には反復配列が見られ、

またアミ ノ酸これが転写終結のシグナルであると恩われた。あり、

残基数 100足らずの情報ではあるが、今後の研究の参考のためコ ド

ン利用頻度の表をとこに掲げておく(表 4- 1 )。

日.L hcrmophilusチトクローム三一552遺伝子のコドン利Rl頻度表;&4-J 
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第8節 チトクローム 三一552遺伝子の大腸菌における発現

チトクロ ーム c-552遺伝子を大腸菌で発現させるためのベクタ ー

として pKK223-3(ファルマシア)を選択した。本ベクターの tacプロ

モタ ーの直後のマルチクローニングサイトにチトクローム c-552泊

伝子を導入するため、先ず前節で得られたチトクローム c-552遺伝

子の 5'及び 3・側にそれぞれEcoRI及びSalIサイトを持つ 2種類の

遺伝子を sitedirected mutagen巴SlSの手法を用いて構築した。 1

つはチトクローム c-552のシグナル配列を含むもので、開始コドン

の直前に EcoRIサイトを、さらに終止コドンの直後に SalIサイトを

導入しである (CHl1、図 4- 6)。もう lつは成熟型チトクローム c-

552の N末端アミノ酸残基をコードするコドンの直前に EcoRIサイト

とそれに続けて ATGを、さらに終止コドンの直後には SalIサイトを

導入した (CH12、図 4- 6). Site directed mutagenesisの手法は

前節で得られた 780-bpのPstI-SphI断片を M13mp19に挿入し、図 4-

7に示す変異導入間合成 DNAを用いた K u n k e 1の方法に従っ

た 29)。邑QRI及びE邑 Iで切り出されるそれぞれ 303-旬、 252-bpのチ

トクローム ε-552遺伝子を pKK223-3のマルチクローニングサイト上

のEcoRI及 び包11サイトに挿入した。得られた組換えプラスミドの

うちシグナル配列を含む方を pKHC11、含まない方を pKlIC12と命名し

た(図 4-8)。

表 4- 2に示す底地をメディウム瓶に満たすととによって硝酸境

存在下娘気的にそれぞれの組換えプラスミドが導入された大腸菌 JM

109を指餐した 。IPTG添加、1m添加でのそれぞれのプラスミドを持

つ大腸菌の集菌菌体の色は、 0.5mM IPTG添加で pKIIC12を持つものの

みがピンク色を呈し、他 3通りについては大腸菌JM109本来の白色

であ った。こ の結果からチトクロ ーム c-552遺伝子がそのシグナル
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CH11 CH 12 

EcoRI SαI1 ιcoRI 5α11 

:〉((; l
EcoRI Soll 

/~ 
pKHC11 pKHC12 

同 4- 6 大空白内発現用に作製したチトクローム_c_-552逃伝子。 CIIIIの斜線部分はシ
グナル配列を不官。
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防14ー 7 変異導入間の合成 DNA。星印は変異または挿入した I信基

SQI; 

pKHC12 

1><14-8 pKIICI2の情築 。

.':1.¥ r-Jlり部分はシグサル円C:911:を除去したチトクローム_c_-552治伝 F
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配列を除去した場代に大腸菌内で pKK223-3の回Eプロモーターの制

御下で発現し、その産物にはへム qが結合していることが示唆され

た。

表 4-2 大腸菌倣気I音設問の沼地

0.5も Bact-pepton 50mM NaHC0
3 

1も glucose 1ug/ml thiamine 

0.08も NaN03 1uM ammonium molybdate 

0.01も MgS047H20 1μM selenous acid 

0.7も K2HP04 12uM ferric citrate 

0.3も KH2P04 pH 7.0 

0.05も Na3citrate3H20

0.1も (NH4)2S04
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第 9節 大腸菌で合成されたチトクローム c-552の精製及びその

特徴

嫌気的に培養した大腸菌 (pKHC12)の無細胞抽出液 (CF E) より

第 1主主に示したチ 卜クローム_g_-552の精製方法に従ってチトクロー

ムc-552を精製した。その精製過程を表 4-3に示す。表中ヘム含

量はH. therrnophilusの菌体から精製したチトクローム c-552の552-

540 nrnの酸化還元差スベクトルより求めた ε(モル吸光係数)=16.5 

rnM' lcrn' 1を用いて定量した。なおチ トクローム cの酸化剤!とし てフ

ェリシアン化カリウムを、還元剤としてはジチオナイトをそれぞれ

用いた。またタンパク質濃度はウマチトクローム cを標準タンパク

質として BioHadのキットを用いて求めた 。大腸菌 CFEからの最

終調製物は 30%の収率で 243倍に精製され、結果は示していないが

SDS-PAGEで単一バンドであった。またチトクローム c-552の比ヘム

含量は 141.1 nrnol herne c/rng proteinであり、チトクローム c白 552

の分子量 7.600か ら、ヘム含量は 1.07rnol hern巴 c/rnolproteinと計

算され、乙の値からヘム cが精製された全タンパク質分子に 1: 1 

の割合で結合している乙とが示された。さらに大腸菌から精製した

チトクローム c-552の還元型吸収スペクトルは H. therrnophilusよ

り精製したチトクローム♀ー552のそれと一致していた(図 4-9)。

また N末端から 10残基のアミノ厳配列はMet-Asn-Glu-G1n-Leu-Ala-

Lys-Gln-Lys-Glyと決定され、 N末端のMetは切断されていなかった。

2番目からのアミノ酸配列は H.th巴rrnophilusより精製したチトク

ローム c-552と一致していた。 N末端のMetが切断されない理由と

しては 2番目のアミノ酸残基Asnの回転半径が比較的大きく宿主で

ある大J1~菌のメチオ ニ ンアミノペプチダーゼ ， 0 )がチトクロ ーム c-

552の N末端部分に対して不活性であることが考えられる 。以下、



表4-3 大腸菌嫌気I音縫的体からのチトクローム玉三 552の精製工程及び大腸菌好気I音

益的体中のチトクローム c-552合呈

Fraction Total Expressed cytochrome三一552

protein total heme specific yield purificat工on

cont巴nt heme conte 口七

mg nmol nmol/mg も -fold 

anaerobic 

CFE 896 521 0.58 100 1.0 

CM 5.5 210 38.4 40 66 

Green A 1.1 156 1 41 .1 30 243 

aerobic 

CFE 1715 328 0.19 

CFE， cell-free extract; CM， CM-Toyopearl 650S; Green A， Dye 

同atrex Green A. 
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ずトクローム c-552: s、11.Lhermophjlusで合成されたチトクローム c_-552 
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本論文では大腸菌で合成されたチトクローム三 552をその N末端に

Metが付加していることから Mーチ卜クローム♀ー552と呼ぶことに

する。

チトクローム cはそのペプチド鎖の 2つの CYSにヘムグループが

共有結合しており、とれが他のチトクローム類には見られない特徴

である。今のととろ酵母等真核生物のチトクローム立に関する知見

しか得られていないが、ヘム cのペプチド鎖への共有結合はへムリ

アーゼの触媒によることが明らかになっている 3 1 )。チ トクローム

c -552遺伝子の大腸菌での発現に関して、当初アポチトクローム乏

552ペプチド鎖へのヘム立の共有結合が最大の難点であると考えて

いたが、 Mーチトクローム c-552のへムグループが酸性メチルエチ

ルケトン処理で抽出されず、ペプチド鎖に結合したままであったこ

と、及びM ーチトクローム_c_-552のSDS-PAGE上におけるへム染色で

ペプチド鎖のバンドが染色されたとと(図 4- 1 0)からへム三のペ

プチド鎖への共有結合が確認された。なお、酸性メチルエチルケト

ン処理、及びヘム染色はそれぞれ Te a l e32
)及び Thomas

ら33)の方法に従った。
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2 3 

4・・【

図 4- 1 0 SDS-PAGE後のへム染色。レーン I、ウシへミン (SigmnTypeI) : 

レーン 2、大腸菌 (pKHC12)で合成されたチトクローム c-552 : 

レーン 3、H.thermophilusで合成されたチトクローム c-552 

矢印はチトクローム ε-552のバンドを示す.
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第 10節 大腸菌における Mーチトクローム三一552の生産条件

大腸菌JM109 (pKIIC12)を硝酸庖存在下嫌気的または硝酸復非存在

下好気的に培養し、それぞれの Mーチトクローム♀ 552含量を比較

した。結果は前述の表 4-3に示した。比ヘム含量の比較から嫌気

的条件下で生育させた方がよりホロ型 M ーチトクローム♀ -552を生

産しているととが明らかになった。次に各培養条件で得られた大腸

菌の CFEに対して抗体を用いた実験を行なった。抗チトクローム

c -552抗体はH.thermophilusより精製したチトクローム c-552を

抗原に用いてウサギで作成した((株)免疫生物研究所に依頼)。

タンパク質量約 20μgの各 CFEをSDS-PAGEに供した後、 ATTO ホラ

イズプロット AE-6670型を用いてゲルからタンパク質をニトロセル

ロースメンブレン (Am巴rsham)に転写した。転写用緩衝液には O.1M 

Tris、O.192M Glycine、20%(v/v) methanol を用いて 170mAの定電

流で 20分間通電した。メンプレン上でのタンパク質と抗体との反応

及びその検出はstreptavidin-biotinylatedalkaline phosphatase 

を用いたアマシャム社製のプロッティング検出キット (RPN. 66)を

用いた 。図 4- 1 1の結果は嫌気及び好気両培養条件下、 IPTG存在

下ではチトクローム c-552に相当するバンドの濃さががほぼ同じで

あることから 、等量の M ーチトクローム c-552ペプチド鎖が生産さ

れていることを示している。しかし、表 4-3に示した結果はホロ

型Mーチトクロームε-552の発現量には両培養条件下で差が見られ

ることを示している。以上の結果は大腸菌では好気条件下でヘム c

の生合成過程またはアポ型Mーチトクローム c-552へのへム cの共

有結合過程に限界があり、ホロ型 M ーチトクローム c-552の発現量

が抑えられているためと考えられた。本研究の実験系では大!湯閣自

身が持つ C型チトクローム類が検出されなかったが、好気条件下で
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図4- I 1 大腸墜jC f Eに)')する抗チトクローム三 -552抗体を用いたウエスタンブロ

ト.レーン l 、 M~D . t，hermophil usチトクローム三-55 2 : レーン 2、大腸凶非組換

え1本CF E ・ レーン 3、11'TG向性添加の大脳出i(p削lC12)CFE(好気): レーン 4、11'

TG添加の大脇凶 (pKllCI2)C F E (好気): レーン 5、 IPTG無添加の大lω凶 (pKllG12)C F 

E(嫌気): レーン G、 lPTG添加の大腸凶 (pKIIC12)C F E (嫌気).矢印はチトクローム

c -5 52 のバンドを示す。

は大腸菌内でヘム乏の供給が低下するという本研究の示唆的な実験

結果は、本研究に先行する大腸菌由来のチトクローム立の生産量が

嫌気条件下で増加する ~ -1 )という結果と 一致している 。 また pKHC12

のtacプロモータ一、チトクローム三 -552遺伝子、及ひいTrrnBを含む

BamHJ-Scal断片を pKK223-3よりコピー数が高い発現ベクター pUCl18

のBamHl、HincTIサイトに導入し、その組換えプラスミド (pUK812)

を持つ大腸菌を pKHC12と同様に硝酸指存在下嫌気的に培養した。得

られた菌休のホロ型 M ーチ トクローム玉三 -552含量はプラスミ ドの コ

ピー数が高いにもかかわらず、 pKHC12の場合と等量であった。乙れ

はアポ型タンパク質の霊は増加したがホロ型の量は変化がないこと

を示唆している 。 乙のことから大腸菌においては嫌気条件下におい

てもへム cの供給が1浪速となってホロ型 M ーチトクローム三 -552の

生成量が抑えられていると思われた 。

外米のチトクロ ーム cとしては本研究の他に恒心よ1J.!2~些斗ιE

チトクロ ーム c-550"'，及び Hho_i並立三tcr ~凶l担E旦且三s チトクロ

ーム C '2'\) が大 Jl易虚j でホロ 21 として発 JJJ している。~. ~pha e roid cs 



チトクローム C 2遺伝子は大腸菌内において好気条件下では全く発

現されないと報告されており、大腸菌におけるへム三の供給も含め

たホロ型チトクローム阜の生合成に興味が持たれる。

第 8節においてシグナル配列存在型の組換えプラスミド pKllCllが

導入された大腸菌の集菌菌体の色は大腸菌 (pKHC12)のMーチトクロ

ーム C-552生産条件下でもピンク色にならな いと述べた 。そ ζ で大

腸菌 (pKHCll)の CFE中のチトクローム C-552ペプチドを先程と同

篠に抗体で検出したと乙ろ、チ卜クローム C -552に相当するバンド

は見られなかった (datanot shown)。乙の現象の詳細については分

っていないが、シグナル配列存在型のチ トクローム C -552のポリペ

プチドは大腸菌内でへム cが結合すること なく消化されてしまうと

考えられた。

第 11節 Mーチトクローム C-552の大腸菌内における局在性

T a iとKa p 1 a nの方法 ，5 )を改良した方法で大腸菌 (pKHC12)

のペリプラズム画分及びサイ トプラズム画分を分画した 。分画方法

を図 4-1 2に示す。マーカー酵素として malatedehydrogenase 

(サイ トプラズムに局在)、及び s-lactamase (ペリプラズムに局在)

の活性を常法に従って 測定した 36. 3 7 )。 それぞれの画分の M ーチト

クローム C -552含量を定量した結果を表 4-4に示す。マーカー酵

素の 回収パターンから本分商法が適切であり、 M ーチトクローム C

552はサイトプラズムに局在することが示さ れた 。現在のところ細

菌の C型チ トクロームの生合成に関する知見はほとんど得 られてい

ないが、酵母ミトコンドリアにおけるチ トクロ ーム cの生合成に関

する知見 '1)、及びクローニングされた細菌チトクローム cにはど
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図 4- 1 2 大腸自主の細胞分画方法

れもシグナル配列が見られることから、細菌の C型チトクロームは

そのペプチド鎖の翻訳後、ペリプラズムに輸送されシグナルペプチ

ドが切断し、その後ヘム乏が醇素的に付加され最終的な立体構造が

形成されると考えられている。前節で述べた B. subtilis チトク

でそのシグナルペプチドが正しく切断され、ぺリプラズムに局在し

ていることから大腸菌においてもへム立はぺリプラズムで結合する

と考えられる 。 しかし、本節の結果から M チトクローム c-552は

サイトプラズムに局在していることが明らかになり、大腸菌はサイ

トプラ ズムにおいてもへム _cを結合する能力を持つことが示された。
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表 4-4 大l財iおで発現したチトクローム -'<--ii 5 2の!日i在住

Fraction Cytochrorne三-552 日ーLactarnase Malate 

dehydrogenase 

nmol units/mL units/mL 

periplasm 30.9 ( 7も) 59.2 (96も) 156 (16も)

cytoplasm 390.3 (93も) 2.4 ( 4も) 793 (84も)

第 12節 チ 卜クローム♀ 552遺伝子の酵母による発現の試み

本章において乙れまでにチトクローム♀ 552遺伝子が大腸菌サイ

トプラズム内でホロ型タンパク質として発現することを記述した が、

大腸菌においてはへム乏の供給が律速となっているためホロ型 Mー

チ トクローム c-552の生成量が抑 えられていると思われた。そこで

生産性の高い発現系をl確立する目的でチ トクローム♀ -552遺伝子を

へム cの供給が豊富であると思われる酵母で発現させることを試み

た。第 8節で作製したシグナル存在型 (CHl1)、及び非存在型 (CH12)

の 2つのチトクロ ー ム♀ -552遺伝 子、 主QRI-包 11断片をト リプ トフ

ァンを栄養要求性マーカーとする大腸菌 ー酵母のシャト ルベクター

pYGA22691 ) (図 4 ー 13)のglyceraldehyde-3-phosphaLedehydro-

genase (GAP)プロモー ター直後の EcoRI及び包11サイトに導入した。

得られたプ ラスミド pYIITCll(シグナル存在型)及びpYII刊 12(シグナ

ル非存在型)を jso-l-チト クロー ム乏が火却した酵母包ccl盟主旦盟主主主

cer巴visiae XS-3 0 - 2 日 ( M旦」豆、且豆、巴必、担旦2 、 Lι~ )6 CY C 1 1 )



に導入し、 トリプ卜ファン非存在下に生育可能な組換え体を 2%カザ

ミノ酸、グルコースを含むバークホルダー (Burkho1der)

の培地で好気的に培養した。得られた菌体約 5gを 5mLの 1M NaCl 

及び2.5mLの酢酸エチルに懸濁し、 18時間ゆっくりと振溺すること

によって溶菌した。得られた酢酪エチル抽出物を第 10節の方法に

従って SDシPAGEに供し、 チトクローム三ー552の抗体を用いたウエ

スタンプロッティングによってチ トクローム c-552の発現の有無を

調べた。その結果を図 4- 1 4に示す 。大腸菌による発現と同様、

チトクローム c-552のポリペプチドはシグナル配列非存在型の場合

のみにしか検 出されなか った。

lRP1 
H-

4-13 MD50Jlベクク-pYGA226日

2 3 4 5 

，.._ 

関 4- 1 4 酵母 Cド [0に対するウエ λクンブロッ

レーン 1. 精製 11. thermophilusチトクローム c-55 

レーン 2、E干母 XS-30-211のCドE:

レーン 3. 俳句 XS-30-2ll6CYCIのじFE:

レーン 4‘ pYIlTCII: レーン 5、 pYWIじ120

矢印はチトクロームじう52のバンドを示す.



次に組換え体酵母、~. ~erevisiae XS-30-2B6 CYCl (pYHTC12)を

非発酵性の基質、乳酸を 1%含有する最小培地 (YNEL; 0.67% yeast 

nitrogen base without amino acids、0.05%y巴astextract、and

口巴cessarysupplements)で好気的に培養した 。同様の iso-1チト

クローム三欠損株に同僚の発現ベクターによって iso-1ーチトクロー

ム三 (CYC1)遺伝子を導入した組換え体はチトクローム三欠損を相補

し、好気条件下YNEL培地で生育可能であるが、 pYHTC12を持つ組換

え体は YNEL培地で生育することができず(図 4- 1 5) pYHTC12によ

って酵母のチトクローム三欠損が相補されないととが示された 。さ

らに酵母 (pYHC12)の酢酸エチル抽出物のスペクトルを測定したとこ

ろ、チトクローム三-552のピークは見られず、乙のごとと考え合わ

せて、酵母においてはチトクローム三 -552ペプチド鎖は合成される

が、へム立が結合しないアポ型のままであることが示された。序論

でも述べたように現在までに酵母を宿主としてヒト及びラット由来

のチトクローム立がホロ型として発現し酵母のチトクローム三欠損

を相補することが報告されている 1. 2 )。ヒト及びラットのチトクロ

ーム立は Di c k e r S 0 nの分類によれば酵母由来のものと同じ

Mクラスに属している。第 1主主で述べたようにチトクローム c-552 

は Sクラスであり(図 4- 1 6)、酵母でのチトクローム cの生合成

過程において、アポ型からホロ型の形成段階に種特異性があること

が示唆された。さらに、本研究に先行して酵母s.cerevisiaeのヘ

ムリアーゼは iso-1-及びiso-2-チトクローム cに対しては活性があ

るがチトクローム乏 sに対しては不活性であることが示されており、

ヘムリアーゼの基質特異性は高いと考えられている 38)。 また 、本

主主でチトクロームs;;_-5 52は大腸菌iでホロ型として発現した乙とを:iA

べたが、逆にヒ トのチトクローム♀は大腸菌内では アポ型のままで



サントリー田中良羽1)ことから大腸菌においてもホロあった(私信、

型チトクローム乏の生合成系における鍾特異性の存在が示唆された。

pYCYCl 

一一一一一一一-d

ア〉λ

一______...
三 ジメネゴヨCl

6.0 

4.0 

2.0 

E

C

O

U

U

 

ω
内一〈

120 80 40 
。。

、，.，Jh
 

，，at
、

YNEL培地 での各種組み換え休酔母の生育

Time 

凶 4- J 5 



10
 

20
 

3
0
 

~
_m
o
p
h
i
l
u
s
 

r
 e
 t

 

h
u
m
d
n
 

5
c
e
r
e
v
l
S
l
e
e
 

T
 E

 F
 

4
0
 

5
0
 

6
0
 

K
 -

一
ー

ー

図
4

-
1

 6
 

各
将

♀
型

チ
ト

ク
ロ

ー
ム

の
配

列
比

較



第 5主主 各種チトクロ ーム玉三遺伝子のクローニングと発現

第 1節序

前章に引き続きタンパク質工学的研究を目的に各種チトクローム

三造伝子をクローニングしその発現を試みた。なお第 2節の実験は

主に新井博之氏によって行なわれたもので、その前半の内容はFEBS

Letters (1990) 261. 195-198に掲載されている。

第 2節 P. aeruginosaチトクローム三-551遺伝子のクローニング

と発現

2 - 1 クローニング

基本的には前章で述べた H. thermophi1uSチトクローム c-552造

伝子のクローニング方法と同様の方法でクローニングした。クロー

ニングに 用いた合成 D N A、得られた D N A断片の制限酵素地図及

びチ卜クローム♀-551遺伝子の DNA配列をそれぞれ図 5- 1、 5

-2及び 5-3に示す。 D N A配列から推定されるアミノ酸配列は

既に報告のあるタンパク質化学的に決定された配列と 一致しており、

22アミノ酸残基から成るシグナル配列が存在することが明らかにな

った。



7 8 9 10 11 12 13 
Amino acid sequence -Phe-Lys-Asn-Lys-Gly-Cys-Val 

possible anticodons AAR TTY TTR TTY CCN ACR CAN 

probe PA-1 3・AAG TTC TTG TTC CCG ACG CA 5' 

45 46 47 48 49 50 51 
Amino acid sequence -Ala-Gln-Arg-Ile-Lys-Asn-Gly-

possible anticodons CGN GTY KCN TAZ TTY TTR CCN 

probe PA-2 3' CGN GTC GCN TAG TTC TTG CC 5' 

N=A/C/G/T R=A/G Y=C/T K=G/T Z=A/G/T 

図 5- 1 チトクロ ム c-551遺伝子クローニングのための合成 DNA
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2 -2 発現

図 5-4に示した変異導入用合成 D N A、PA-4、PA-5及び合成 D

NA、PA-6、PAー7を用いて前立と同J様、シグナ ル配列存在型及び非

存任型の 2つのチトクローム三ー551遺伝子のE旦RI-包))断片を作製

した。得られたチ トクローム三ー551D N A断片を大腸菌発現ベクタ

-pKK223-3と広宿主域ベクタ -pMFY40'9)とから構築した発現ベク

ターpHA10の主主プロモーターの直後に挿入し(図 5- 5)、ヘルパー

ファー ジ pRK2013を用いた三親接合法 40 )によって P. aeruginosa 

PAOl161に導入した。得られたそれぞれの組換え体の CFEを分光

的に分析したと乙ろ、シグナルペプチド存在型のチトクローム c-

551遺伝子が導入された菌休は好気及び嫌気どちらの条件下におい

て も非組換え体に比べてチトクローム..Q_-551の発現量が増加してい

た。またチトクローム♀一551が高発現している菌体か ら精製したチ

トクローム三 551のアミノ酸配列を決定したところ、シグナル配列

は正しく切断されていることが明らかになった。

第 3節 Hydrogenobacter thermophilus TK-G株のチトクロ ーム c-

552遺伝子のクロ ーニング

本節でクローニングしようとしているチトクローム ε-552は前章

でク ローニングしたTK-6株由来のものと高い類似性を持つと思われ

たため前章で作製したチト クローム三 552遺伝子、 CHI2をプロープ

に用いて前章と同様の手順でクローニングした。なお CHI2はニッポ

ンジーン社製の D NAラベリングキットを用いて [α -'2PldCTPで傑

識した。 TK-G株ゲノム DNAよりサザンハイブ リダイゼーション、

コロニーハイブリダイゼーションによって TK-6株と 全く同伎の 780

83 
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bp巨主I一包hI断片を得た 。本断片の配列を決定したところシグナル

配列を含めて TK-6株由来のチトクローム c-552と全く同様の配列が

見出された。さらに乙こで得られた 780-bpPstI-SphI断片の全 DN

A配列は、前章で得 られた TK-6株由来の同様の断片と完全に一致し

ていた 。本節の実験目的は耐熱性のあると恩われるチトクローム c

の構造のバリエーションを得るごとであっ たが、既知である TK-6株

由来のチトクローム♀ー552の構造と同じであったので、目的は達成

できなかった。今後、耐熱性チトクローム cの構造のバリエーショ

ンを知るために、ソ連で単離され70.Cに生育し H. thermophilusと

似た性質を持つ水素細菌 Calderobacteriumhydrogenophilurr14 1
)及

び好庖好熱性水素細菌 Hydrogenobacterhalophilus' 2 )のチトクロ

ーム c遺伝子をクローニングする予定である。

第 4節 P. hydrogenoth巴rmophilaのチト クローム c-552遺伝子の

クローニング

第 3章でfI. thermophilusとP. aeruginosaのチトクローム cの中

チトクローム c-552造伝子を前二者のチトクローム c遺伝子をプロ

ープに用 いて現在クローニングしているところである。



第 6章 アミノ 駿誼換 によるチ トクローム互の耐熱性の変化

第 l節 序

第 4、 5J'主で アミノ酸配列 は類似 して いるが耐熱性が大きく異な

るH.lhermophilus及びP.aeruginosaのチ トクロ ー ム三遺伝子をク

ローニングし、その発現系を確立した。第 2章では 2つのチトクロ

ーム乏における耐熱性の差を αヘ リックスの安定性の差に帰着した。

本主主では耐熱性に関与すると思われ るアミ ノ酸残基を 2つのチトク

ローム三相互の配列 を参考に置換 し、得ら れた変異型チ トクローム

立の耐熱性を測定した 。

第 2節 Mーチトクロ ーム c-552の耐熱性

第 4輩では大腸菌が生産する H.thermophiluSのチトクローム c

552をその N末端に Metが付加 していることから M チトクローム c-

552と命名した。本節では Mーチ トクローム三ー552の耐熱性を第 2

章と同様に CD 222nmをパラメーターに 用い て測定した。 1000Cまで

の昇溢では H. thermophiluS由来の野性型 と同様 にM ーチ トクロー

ム c-552は変性しなかった が、1. 5M塩酸グアニジン存在下で同様の

界混実験を行なったところ Tmは野性型よ り50C低い 850Cであった

(図 6- 1 )。昇温実験に用いた Mーチトクローム三ー552及び野性型

のチトクロ ーム三ー552は共に酸化型であり 、それらの吸収スペク ト

ルは紫外部に至 るまで完全に一致して いた (図 6-2)。 さらに 400

~ 600 nmの還元型l吸収スペク トル も第 4章 に記載したように完全に

一致している 。また 2 1 0~ 250 nmの CDスペク トルにも泣いは見ら
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れず(医16- 3) 、 I.I~ 者の分光光学的な性質は同じであることが示さ

れた 。 r.可占の違いといえば、

(1) Mーチトクローム c-552は N木端に MeLが付加されている、 及び

(2) Mーチトクロ ーム c-552は3rcで折りたたみ構造を形成してい

るが、野性型はそれが 70
0

Cで行なわれる

ことが考えられる。 M チトクローム c-552を1.5M塩殴グアニジン

存在下で 100
0

C5分間、続いて 70
0

C2時間加熱処理し、 25
0

Cにゆっ

くりと冷やした後昇温実験に供したが、 Tmに変化は見られず野性

型への再生は不可能であった。 今のところ M ーチトクローム c-552 

の Tmの低下の原因は不明であり、以下に記載する変異型 Mーチト

クローム_c_-552に関する界温笑験 はM ーチトクローム三 -552の T m

が野性型より 50C低い系で行なったものである。

o 

、
5 5 

250 

wavclcngth (nrn) 

凶 G-:J CDスペクトル.八、チトクローム c-5S2 ; 

13. M --1トクロームじー55l



第 3i!ii 変異型チトクローム cの調製

り LhermophiJusチトクローム _c-552においてAJa26に相当する P

む立旦皇担些空チトクローム♀ 55Jのアミノ酸残基は Lys28である 。Ala

の方がLysより αヘリックス情造を形成しやすいこと、及びチ トク

ローム♀-551において 2番目の αヘリックスの N末端付近に位置す

るLys28は αヘリックスの双極子相互作用を不安定化していること

を考え、チトクローム c-552の耐熱性低下を目的 にAla26→ Lysの置

換を施し、逆にチトクローム~-551については耐熱性上昇を目的に

Lys28→ Alaの置換を施した。また同様の目 的でチトクローム c-552 

で αヘリックス構造及び双極子相互作用を安定化していると考えら

れる Asp37から αヘリックス崩壊性のアミノ酸残基G1yへの置換、チ

トクローム三-551ではその逆、 G1y39→ Aspの置換を施した 。さらに、

チトクローム三 552につては Lys30→ A1a、及びA1a26→ Lys、Lys30

→ Alaの二重変異型も作成し、チ トクローム c-55JにつてはA1a32→

Lysの置換も行なった(図 6-4)。なお以下得られた変異型タンパ

ク質を、仔'1 えば M ー チ卜クローム~-552のA1a26→ Lysの変異型なら

ばMーチトクローム三一552(A26K)と略して表記する。

第 4、 5主主で作製した大腸菌及び緑膿菌で発現可能なそれぞれチ

ト クローム三 -552及び~-551遺伝子、 E旦 RI-Sall断片 をMJ3mp18の

匙oHI、包lJガ イ 卜に挿入し、その一本鎖 DNAについて図 6- 5 

に示した合成 DN Aを用い、 Zo11er及び Sm i t hの方法") 

によって部位特異的変異を導入した。変異した組換え M13ファージ

はそれぞれ標識した同じ合成 DNAによるプラークハイブリダイゼ

ーション法によって検出し、その DNA配列 を決定することによっ

て変異を縦認した。変異が導入された EcoHJ 包11断片をそれぞれ発

現可能なベクターに仲人し、それぞれの宿主を附いてチトクローム
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cytochrome c-552 

CGT TTC *大*

Ala26 - Lys 3' GACGAATGTTCCTACATCG 5・

TTC CGA 安安世

Lys30 - Ala 3' TACATCGACGATTCATACG 5' 

CTA CCA * 
ASp37 - Gly 3' TCTTTCCCACGACAA 5' 

cytochrome c-551 

TTC CGG *** 
Lys28 - Ala 3' GCCGGATGCGGCTGCAGCG 5' 

CGG TTC **オ

Ala32 - Lys 3' TGCAGCGGTTCTTCAAGCG 5' 

CCG CTG * 
Gly39 - Asp 3' CGGTCCGGCTGCGGCTTCG 5' 

図 6-5 変呉羽入に用いた合成 oN A.翠印は変具した境基.

c を生産した。変異型 Mーチトクローム c -552につては第 1章の方

法に従って精製した。チトクローム c -551についてはその組換え遺

伝子が自己クローニングであるため P. acruglnosaゲノム DNA上

の野性型チトクローム c -551遺伝子の発現産物が混入すると考えら

れたが、変異型は電荷の変化を伴うアミノ酸置換であるため、両者

はFPLCによる Mono-Qカラムクロマトグラフィーにより分離すること

ができた。図 6-6はP. aeruginosaC F Eから Q-S巴pharos巴によっ

てチトクローム c -551 画分を得、その l凶分をさらに Mono-Qに供した

ときの浴 tUパターンであるが、変異担チトクローム c -551 (K28A)辺

元型画分には野性型チトクローム c -551は似入していタいごとが不

されているのさらに変WJ~' i チトクロ ー ム c -551 (k28A) I凶分には何十1:
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型チトクローム主主 551の駿化型ピークが見られなかった。 これは発

現ベクターが多コピーで あるためゲノム DNAとの平衡関係から発

現ベクター由来の遺伝子産物にヘム立の結合が集中し、組換え休は

発現ベクター由来のチトクローム♀-551遺伝子産物をホロ型タンパ

ク質として主に生産しているためと考えられた。本研究では Mono-Q

による還元型画分について第 2章の方法に従って耐熱性を測定した。

第 4節 変異型チトクローム cの耐熱性

1. 5M場酸グアニジン存在下での Mーチトクローム c-552 (A26K)の

Tmは変異が導入されていない M ーチトクローム c-552と閉じ Tm

であり(図 6- 1 )、 H. thermophilusより得られる野性型のものよ

り5
0

C低い 85
0

Cであった。すなわち Mーチトクローム c-552の Tm

自体野性型に比べ 5
0

C低下しているが、 Ala26→ Lysの置換によって

Tmの変化は見られなか った。従って Ala26はM ーチトクローム c-

552の熱安定な構造に関与していないと考えられた 。さらに K3 0 

A及び A 2 6 K、 K30Aの変異型の Tmにも変化は見られなかっ

た(図 6-1 )。結果的にチトクローム ε-552の第 2番目の αヘリッ

クス領域をチトクローム c-551のそれにまとめて置換した変異型を

作製したととになるが、この変異型の耐熱性実験からチトクローム

♀-552の 2番目の αヘリックスは全体的なタンパク質の耐熱性に影

響を持たないと思われた。またチトクローム c-551では A 3 2 Kの

変異型の Tmは野性型と同じであったが、チトクローム c-552との

配列比較から耐熱性上昇を目的に作成した K2 8 Aの変異型の Tm

は予想に反して 13
n

Cも低下していた(図 6一 7)0 Lys28及びA1a32は

他の常潟性白宣旦止旦旦旦旦旦s山釆のチトクロ ーム三 -551においても保存
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されており、それがチトクローム c-552ではそれぞれAla及びLysに

世換されていること(図 6-4)から、それらのアミノ酸残基が両者

の耐熱性に影響を持っと予想したが、 Lys2Bはその予想に反してチ

トクローム c-551の熱安定化のマイナス要因ではなく、プラスの効

果を持っと思われた。また 1.5 M ~箆駿グアニジン存在下での M ーチト

クローム♀ -552(D37G)の TmはMーチトクローム三一552(A26K)と同

様に置換を導入していない Mーチトクローム c-552と同じであった

(図 6-1 )。さらにチ卜クローム c-551 (G39D)の Tmは野性型チト

クローム c-551と同じであった。

第 5節考察

本主きでは変異型Mーチトクローム c-552及び c-5 51の Tmを測定

した。その結果を表 6- 1にまとめる 。

αヘリックスの安定化に関する研究は第 2章でもその知見によっ

て考察したのだが Ch 0 U とFasmanの統計的な研究 2')に続

き、現在では比較的短い合成ペプチドについて αヘリックスの形成

能及び安定性に関する 研究が Baldwinのグループ等によって

精力的に行なわれている" )。 その結果、定性的ではあるが αヘ リ

ックスの双極子と電荷アミノ酸の相互作用、芳香族環の影響、水素

結合及び疎水的相互作用等が αヘリックスの安定化に関与するとと

が明らかになっている 。本研究ではこれらの知見に基づいて、チト

クローム c-552については耐熱性低下を、チ トクローム c-551につ

いては耐熱性上昇を目的にそれぞれ相当するアミノ酸残基置換を施

したが、目的の結果は得られなかった。その理由としては、

(1 )これまでの αヘリックスの安定性に関する知見は短いペプチド



.&Gー l 行純ZEY151チトク口ーム cの Trn

Tm Tm(1.5M Gdn-HCl) 
( OC) ( OC) 

cytochrome c-552 90 

M-cytochrome c-552 85 

A26K 85 

K30A 85 

A26K， K30A 85 

D37G 85 

cytochrome c-551 85 56 

K28A 72 

A32K 85 

G39D 85 

についてのもので、それがタンパク質全体の安定性まで影響を持た

ないこと、

(2)本研究において着目したアミノ酸残基がチトクローム c -551の

Lys28を除き全体的なタンパク質の耐熱性に影響を持たないこと

が考えられる。

本研究のようにア ミノ 酸残基置換を施した変異型タンパク質を用

いてタンパク質の安定性を評価する方法も前述の合成ペプチドに閲

する研究と並んで有力視されている。仔IJえば Matth cwsのグ

ループは変災担 r4 リソチ ームの X線結品Wf析によ って G ヘ リック

スの安定性を評{illiしている .，:-') また Shcrm anのグループは

防f:}:i so-1-チ トクロ ーム c の短い αヘ リックス内の ŝn57を 11eに l
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アミノ酸置換しただけで Tmを170Cも上昇させるという画期的なデ

ータを発表している， 6 )。しかし、実際問題として変異型タンパク

質による評価では αヘ リック ス構造がタンパク質分子内で種々の相

互作用、例えば水素結合、ファンデルワールス力及び静電的な作用

等を受けるため、 αヘリックス内の置換アミノ酸とそれらの相互作

用の関係を明らかにするととは困難である。 Sherman自身

r 170

CもTmを上げたがその理由を評価することは難しい」と私信

で述べている。しかし、近年コンビューターグラフィックス (CG) 

によってアミノ酸残基を置換したタンパク質の部分的な構造変化を

タンパク質分子内の種々の相E作用を加味してシュミレーションす

ることが可能となった。チトクローム三一551の第 3及び 4番目の α

ヘリックス内に位置するそれぞれAla42及びGln72はその立体構造上

Cα 聞の距離は 6.88λ と近い位置にある。チトクローム c-552では

それらに相当するアミノ霞はそれぞれAsp及びLysであり、イオン対

の形成が示唆された。そこでチトクローム c-551において Ala42→

Asp及びGln72→ Lysの置換を導入した変異型タンパク質の立体構造

を CGでシュミレーションしたとごろ、側鎖の-C 00-の 0及び

- N H 3・の N原子聞の距離は 2.6Aと計算され充分イオン対の形成

が可能であると思われた(図 6-8)。以上の考察から変異型チトク

ローム♀-551(A42D、Q72K)の耐熱性に興味が持たれた 。

今後、タンパク質の構造安定化機構に関する研究はアミノ酸残基

の側鎖の物理化学的な性質を考慮して構築した αヘリックスペプチ

ドを評価するアプローチと本研究のように変異型タンパク質の安定

性を評価するアプローチとを組合せた形で発展することが望まれる。



図 6-8 コンビューターグラフィックスでシュミレーションした

変典型チトクローム三 -55J(A42D、Q72K)



第 7章 チトクローム c-552の性質

第 l節序

本章ではfl. thermophilusのチトクローム c-552の等電点及び酸

化還元電位を測定した 。 またチトクローム C 守 552を将来電子素子等

に利用することを考慮してその電気化学的特性として電流一電位曲

線を測定した 。

第 2節等電点測定

等電点電気泳動によって各チトクローム cの等電点を求めた。ゲ

ルは LKBより市販されている等電点電気泳動用のゲル、 Ampholine

PAGplate (pH レンジ 3.5-9.5) を用いた。 PAGplate (11 x 12 cm) 

を多用途電気泳動装置 (ATTOCo.) にのせサンプルをチャージし、

陰電極、陽電極にはそれぞれ 1MNaCl、1MH，PO，に浸した電極滅

紙を用い、 0~2 0C で 90分間、 15Wの定電力で泳動を行った。 plマー

カーにはオリエンタル酵母 (K.K) のウマ心筋のチトクローム cを

アセチル化したものを用いた。各サンプルのバンドはチトクローム

cの赤色を目印に検出した(図 7-1)oP.a巴ruginosaのチトクロ

ーム c-5 51は文献通り p14.7であった '7)。チトクローム c-552につ

いてはその plがグルの pH レンジを越えたため正確な値は得られな

かったが、 i永窃j結梁を写真で見る限り pl1O. 6のマーカーより上にあ

るので、その plは10.6以上であると思われた。



( 1) (2) (3) (勾)

_;JO.6 

-9.7 

.........8.3 

/〆6.4

-4.9 

/ 

図 7- 1 チトクローム cの等111点沼気iikfi1J。レーン l、 4、pTマーカー.

レーン 2、ずトクローム c-552 ; レーン 3、チトクローム c-551 

第 3節 E変化逮元電位1M定

般化還元電位測定用の白金及び飽和塩化銀の複合電極、 PTS-5011

c (東亜電波工業)を pHメーターに接続し、タンパク質濃度約 100μg

/mLの溶液に浸すことによって酸化還元電位を測定した。緩衝液に

は10mMKH，PO.-NaOH(pH7.0)を用いた 。空気の影響を最小限に抑える

ために、各試料溶液は笑験直前に!悦気し、 25.Cに温度コントロール

された嫌気グロ ープボッ クス内で測定を行った。酸化還元電位測定

には pll測定のような標準溶液がないので、酸化還元電位既知のウ

マチトクローム玉三 (Eh +251mV)をmいて測定系の Ehを+25JmVに補正

し、チ トクロームε-5520)N変化還元電位を測定した。 illiJ定浴液を少

々動かすだけでもメーターの指針がぶれるためilliJ定には刊を折った

が、十ili正とチトクローム♀-552の自変化還元電位ifliJ定を何回か)1阪訴に
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繰り返し、ウマチトクローム♀の酸化還元電位が +251mVを安定し

てボす状態のとき、チトクローム_c_-552の酸化還元電位は +279mV

を不していた。

第 4節 チトクローム三 -552の電気化学的性質

5 mg/mLのチトクローム三 552溶液に白金電極を浸し、 4.4・ービピ

リジンをプロモーター(図 7-2)に用 いて電流 一電位曲線(ボルタ

モグラム)を測定した。図 7- 3は電位を経時的に変化させ、ある

一定の電位に達したときに電流が流れることを示している。既に P.

aeruginosaのチトクローム♀ -551のボル タモグラムについては報

告があるが '8)、本研究によってチトクローム三-552も同様に自身

の酸化選元に伴う電極との電子の授受が見られた 。
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第 5節考察

本竜の実験結果を表 7- 1にまとめる。

H. thermophi1usのチトクローム c-552のplは10.6以上で、境基

性のタンパク質であ った。 細菌由来の堀基性のチ トクロ ーム cとし

ては、 他に Thermus thermoplilusとChlorobium thiosu1faLophi1um 

のチトクローム立があるのみである。 11. thermophi1usのチトクロ

ーム三 552の高い復基性は 80アミノ酸残基中13個もの Lysが見出さ

れることによると思われる。チトクローム c-552が原核生物由来の

チトクローム立としては特異な等電点を持っととの生理的意義は不

明である。

チトクローム三-552の酸化還元電位は +279mV で、細菌由来のチ

トクローム乏によく見られる値であった。

表 7-1 チトクローム cの性質
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cvtochroπle c / --_... _...--551 

molcculur 
weight 

7600 8100 

pl above 10.6 4.7 

redox 
potential 

279mV 286mV 

チトクローム立は生体内でチトクロームオキシダーゼ、レダクタ

ーゼなどの間変化遺正直孝素と速やかに電子の授受を行な って いる 。こ
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の電子の授受はへム鉄の酸化還元反応に基づいている。最近、チト

クローム cを中心とした金属タンパク質について、ごうした電子移

動反応を応用的に発展させる 研究が始 まっている。その将来的な展

望は生物の素材、素子を真似た新素材、すなわちバイオチップの開

発である。従来の半導体素子では得られなかった、生物学的な新し

い機能が期待されているのであるが、当面の研究目標としては、

1 )生体内での電子伝達のメカニズムの研究に簡便で迅速な電子

化学的方法の利用

2)生体分子間のモデルの提供

3 )生体分子機能を有する触媒電極の作成

等がある。現時点では、溶液中でプロモーターを介してチ トクロー

ムcと金属電極表面との電子移動を行う研究が行なわれている 49~
プロモーターとは電極に吸着ーするサイトと溶媒側にのびてチ トクロ

ーム cとの相互作用できるサイ トを持つ化合物である。チトクロー

ム cと電極との相互作用のモデルは前述の図 7- 2のように考えら

れている。チ卜クローム cのヘム近傍の正電荷を有する Lysと電極

上のプロモーターとの静電的な相互作用によってチトクローム立が

電極に対して電子移動に適した配向をとり、電極とチトクローム♀

閣の速い電子移動が可能になるというのである。事実、 Lysを一部

変更したと乙ろ、電極反応が不活性となった報告もある 50 )。チト

クローム c-552はアミノ酸配列の結果から Lysを多く含み、さらに

特異的に等電点が高いととから、それらの Lysの多くは分子表面に

分布していると思われる。本研究の予備的な実験からチトクローム

c -552が溶液中で白金電極と電子の授受を行なうことが確認された。

今後、チトクロームε-552の高い熱安定性及びLysが多いという特

微を生かした電気化学的特性に |剥する研究に興味が持たれる。



糸念ナ舌と厚要 三塁

主型チ トクロームは電子伝達系のコンポーネン トであり、精製が

容易なためタンパク質の構造と機能の関係を調べる格好の研究材料

である。現在までに、約150種類もの C型チトクロ ームのアミノ酸

配列が決定されており 、そのうち代表的なものについては X線結晶

解析により立体構造も決定されている。またタンパク質工学的手法

を用 いて一部の生物由来のチトクローム cにアミノ酸置換を施し 、

得られた変異型チ トクローム立について構造と機能の関係が調べら

れている。

筆者は主に好熱菌 H.thermophiluSのチトクローム c-552及び常

温菌 P. aeruglnosaのチトクローム三ー551を材料としてタンパク質

の耐熱化機構に関する研究を行ない、その成果を一論文としてここ

にま とめた。その内容を以下章を追って概説 し、総括としてしめく

くると共に今後の課題及び展望を提言する。

第 1章においてH. th巴rmophilusのチトクローム c-552のアミノ

酸配列を報告した 。70
0

C、水素ガス下で指養した H. thermophilus 

TK-6株の菌体よりチトクローム三 552を抽出、精製し、へム cを除

去し た後、 Cysを S カルボキシメチル化した。得られた試料をリ

ジルエン ドペプチダーゼまたは CNBrで処理することによって断

片化し、自動アミノ酸シークエンサーによってチトクローム c-552 

の全アミノ厳配列を決定した 。チ トクロ ーム c-552は80アミノ駿残

基から成り 、立体柿造既知のP. aeruginosa由来のチトクローム c-

551と全アミノ酸配列中 56%の残基が一致し、 相同鐙換を含めた類



似性は 70%と高かった。また両者のハイドロパシープロフィールは

ほぼ一致し、さらに二次構造を推定したと乙ろ αヘリックス構造も

同じ領域にあると考えられたことから、両者 はアミノ酸配列のみな

らず立体構造も類似して いると思われた 。

第 2章においては、 CDスペクトルによりチトクローム c-552、

c -551及びウマチトクローム cの耐熱性 を測定し、比較検討した 。

222 nmのモル楕円係数をパラメータとして各チトクローム c溶液を

100
0

Cまで界温したところチ トクローム c-552の変性は見られなか

ったが、チトクローム c-551は85
0

Cで変性した。さらに同様の実験

を1.5M!i:i酸グアニジン存在下で行なったと ζ ろチトクローム c-551 

の融解点 (Tm)は56
0

Cであったのに対してチトクローム c-552は90

℃であった。またウマチトク ローム cの塩酸グアニジンによる変性

過程における融解点は 2.5Mであったのに対してチトクローム c-552 

は4.5Mであり、チトクローム c-552は変性の自由エネルギ一変化を

増大させることによって常温生物由来のチトクローム cより安定な

構造を保持していることが明らかになった。チトクローム c-552と

c -551の構造は類似しているにもかかわらず、それらの安定性には

大きな差が見られ、とれは両者の立体構造上の何らかの違いによる

ものと思われた。そこでチトクローム c-552及び c-551のアミノ酸

配列を比較することによって、チトクローム_c_-552における構造安

定化機械の要因を推定した 。 Ch 0 U とFasmanによって求め

られた αヘ リックス傾向性指数を両者間で比較したところ、チトク

ローム♀-552はその αヘリックス領域内ではより安定に αヘリック

ス構造を形成していると考えられた。また別の要因としては、チト

クローム c-552には αヘリックスの双極子相互作用を安定化するア



ミノ酸置換が見られることが挙げられた。

第 3章においては、高温菌 P. hydrogenothermophila由来のチト

クローム c-552の部分アミノ駿配列を決定し、その T mを測定した。

本菌の生育至適温度 (520C)は旦 thermophilus及びP. aerUglnOSaの

生育至適温度(それぞれ70
0

C及び 37
0

C)の中間であり、そのチトクロ

ーム c-552の Tmも中間的な値であったととから、それぞれの細菌

の生育至適温度とそのチトクローム♀の耐熱性が相関関係にある

とj思われた。また N末端から 20番目のアミノ酸配列は後二者の両方

に類似しており、三者の耐熱性の差がそれらのアミノ酸配列と関連

付けられる乙とが示唆された。本チトクローム c-552の全配列が決

定されれば、構造は極めて似ているが耐熱性が大きく異なる 3種類

のチトクローム cのアミノ酸配列を比較することによって耐熱化に

関与するアミノ酸残基をより的確に推定できると思われる。

第 4章においては、 C型チトクロームのタンパク質工学的研究を

目的として H. thermophilusのチトクローム c-552遺伝子をクロー

ニングし、該遺伝子を大腸菌においてホロ型タンパク質として発現

させるごとに成功した。先ず、チトクローム c-552のアミノ酸配列

より推定される境基配列に基づき合成した 2本のオリゴヌクレオチ

ドをプロープに用いてゲノム DNAよりチトクローム c-552遺伝子

をクローニングした。 DNAifn基配列を決定したととろ、チトクロ

ーム c-552には 18アミノ酸残基から成るシグナル配列が存在するこ

とが明らかになった。このシグナル配列を除去したチトクローム c-

552i宣伝子を大腸菌を宿主に用いてへム cが共有結合したホロ型タ

ンパク質として発現させるととに成功した。またその発現産物はサ



イトプラズムに局在していた 。大腸菌で合成されたチトクローム c-

552遺伝子産物には N末端に MeLが付加されていたことから本論文で

はM ーチトクローム c-552と命名した。さらに本章では大腸菌にお

いてはへム cの生合成またはヘム cのアポ型チトクローム c-552へ

の共有結合過程が酸素または硝酸によって制御されているという示

唆的な結果を得た。またチトクローム三-552遺伝子を酵母で発現さ

せる試みをしたが、得られた発現産物はヘム cの結合がないアポ型

タンパク質であった。原核生物由来の C型チトクロームはぺリプラ

ズムでヘム♀が結合し、最終的な折りたたみ構造を形成すると考え

られているが、 M ーチトクローム c-552は大腸菌サイトプラズムに

局在する乙と、及び酵母においてはアポ型チトクローム c-552にヘ

ム立が結合せず、酵母のチトクローム♀生合成系には種特異性があ

るらしいごとからチトクローム cの生合成過程に興味が持たれた。

第 5章においては、第 4章と同様の目的で P. aeruginosaのチト

クローム c-551遺伝子のクローニング及びその発現について報告し

た。第 4章の方法と同様に P. a巴ruglnOSaグノム DNAよりチ トク

ローム三-551遺伝子をクローニ ングした。シグナル配列存在型のチ

トクローム三 551遺伝子を広宿主域発現ベクターに導入し、自己ク

ローニングすることによってチ卜クローム c-551遺伝子産物を高発

現させることに成功した。また本章では耐熱性チトクローム cの構

造のバ リエーションに関する知見を得るため、 H. thermophilus6 

株のうち他の 5株とは異なる歯学的性質を持つTK-G株からチトクロ

ームc遺伝子のクロ ーニ ングを試みた 。 しかし、得られた遺伝子の

配列は既にクローニ ングしたチトクロ ー ム c-552遺伝子と全く同様

の配列であった。
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第 6章においては、チトクローム c-552及び c-551についてそれ

ぞれアミノ厳残基を相補的に置換した変異型タンパク質の耐熱性に

ついて報告した。先ず、大腸菌で合成された Mーチトクローム c-5 

52の耐熱性 を測定したと乙 ろ、1.5M塩酸グア ニジン存在下での Tm

はH. thermophiluS由来のチトクローム c-552より 5
0

C低くなって

いた。乙 れは M チトクローム c-552の N末に付加されている Met

の影響であるのか、仮に Metが付加されていなくとも両者の折りた

たみ構造が異 なることによるのか不明である。

第 2章でチトクローム c-552において耐熱性に関与するアミノ酸

残基を推定した。そのうちAla26及びAsp37に着目し、 M ーチトクロ

ーム c-552の耐熱性低下を目的にとれらの残基をチトクローム c

551においてそれぞれに相当する Lys(チトクローム c-551では 28番)

及びGly(同じく 39番)に置換した変異型 Mーチトクローム c-552を

作製した。それらの変異型の Tmは置換を導入していないものと同

じであった。逆にチ 卜クローム c-551の耐熱性上昇を目的に Lys28

→ Ala及びGly39→Aspの置換を施したが、後者の変異型の Tmは野

性型と同じ であり、 前者については Tmが13
0

C低下した 。以上の結

果から Ala26及びAsp37はチトクローム_c_-552の耐熱性に関与してい

ないと思われた。

第 7章においては、 H. thermophilus由来のチトクロ ーム c-552 

の等電点、酸化還元電位及び電気化学的性質を7J!IJ定した。酸化還元

電位は C型チ トクロ ーム としては普通に見られ る値であ った が、 等

電点は極めて塩基性の高い値であった。またサイクリックボルタモ

グラムの結果から本チトクローム c-552は浴液状態で白 金電極と電

1
 

1
 

1
 



子の授受を行なうことが確認された。本章の電気化学特性に関する

研究は今後チトクローム c-552の高 い熱安定性を生か したバイオエ

レクトロニクスの素材として応用的な研究へ発展することが望まれ

る。

以上概説した通り、本論文では第 7主主を除いて主に構造は類似し

ているが耐熱性が大きく異なるチトクローム三-552及び三-551を材

料に用いた研究成果を記載した。第 2章で 2つのチトクローム cの

アミノ酸配列を比較するごとによって耐熱性の差を生みだすアミノ

酸置換を推定した。そして第 6章でそのアミノ酸残基の一部を置換

した変異型タンパク質の耐熱性を測定したところ、置換したアミノ

酸残基は全体的な耐熱性に関与していないことが明らかになった。

今後の課題としては耐熱性に関与するアミノ酸残基の解明が挙げら

れる 。本研究ではアミノ酸配列という 一次元での比較しか行なって

ないが、今後三次元での比較が必須である と思われる 。チトクロー

ム_c_-551については既に立体構造が決定されProteinData Bankに

その情報が登録されているので、コンビューターグラフィックス及

び分子模型によってその立体構造に関する理解を深める必要がある。

一方、チトクローム♀ 552についてはその立体構造決定が望まれる。

既に大阪大学理学部との共同研究でエタノールを決殿剤として用い

た蒸気拡散法によってチトクローム c-552の結晶化に成功している。

得られた結晶は斜方(直方)品系で予備的な X線解析によると空間群

P 2，2，2、 a= 93. 4λ、 b= 32.4λ 、 c= 52.9λ 、 α=β=

γ=  90。であった 。ま た近年、 Wuthrichにより 2次元 NM

Rを用いたタンパク質の立体構造決定の方法論が確立した感がある

が、本チトクローム三-552についてもブルッカ一社AM-600を則いて



I次元の 'H-NMRを測定したところ、 2次元 NMRによって充

分プロトンの化学シフトの帰属が行なえることが確認された。今後、

チトクローム c-552の NMRによる立体構造決定に関しては大阪大

学蛋白研究所との共同研究で進めて行く予定である。 X線解析 23 ) 

及び NM R51
)とも既に発表されているチトクローム c-551につて

の情報を参考にすればチトクローム c-552についての解析が容易に

行なえると思われる。アミノ酸配列の類似性が70%と高い両者の立

体構造上のどのような違いによって大きな耐熱性の差が生じるのか

興味が持たれる。

C型チトクロームの生体内における役割については第 7章の考察

で述べた。近年、種々 C型チトクローム遺伝子近傍の DNA配列か

ら明らかになったことであるが、チ卜クローム c遺伝子の近くには

生体内で電子の授受を行なう相手方の遺伝子がコードされている場

合が多い。 Paracoccusdenitrificansのチトクローム _c_-550遺伝

子の下流にはチトクローム aa，サプユニット lに相同的な遺伝子

がコードされていることが報告されている 52 )。ま た本研究を遂行

するにあたってP.aeruginosaのチトクローム c-551遺伝子の上流

にはその電子受容体である nitritereductaseの遺伝子がコードさ

れていることが明らかになった。さらに nitriter巴ductaseとチト

クローム c-551はオペロンを形成し、その転写は酸素によって制御

されていることが当研究室の新井によって明らかにされている。一

方、 H. thermophilusのチトクローム c-552の生理的な役割につい

ては、インタクトな的体を 70
0

C、水素ガス下に置くとチトクローム

c -552の辺元が観旅され、続いて酸素ガス下に置くとチトクローム

c -552が般化されるという予備的な実験結果から、チトクローム c-

552は水素からのエネルギ一代謝系の構成成分であると思われる。



またその遺伝子の上流にはコドン利用頻度の偏りがチトクローム c-

552と極めて類似しているオープンリーディングフレームが存在し、

その C末端配列はチトクローム P-450の酸化還元酵素と相同的であ

り、 11. thermophilusのチトクローム c-552遺伝子の上流にその相

手方の造伝子がコードされている可能性が示唆された 。以上のよ う

なエネルギ一代謝という生物に必要不可欠な現象における C型チ卜

クロームの役割にも興味が持たれ、タンパク質の耐熱化機機を解明

する材料としての研究と合わせて乙れからの発展に期待する。



Studies on Thermostability of ~-Type Cytochromes 

Abstract of this thesis 

~-type cytochrome is a heme ~-co nt aining protein and 

functions as an essential component of the energy-conserving 

electron transfer system. It is a small protein， and can be 

easily isolated. Amino acid sequences of 三-type cytochromes are 

known for scores of species， and the tertiary structures of some 

of them have been determined by X-ray crystallography. ~-type 

cytochrome 工5 one of the best known proteins with regard to 

structure-function and evolutionary relationships. 

工n th工5 thesis， the complete amino acid sequence of 

cytochrome 三ー 552 from an extremely thermophilic hydrogen 

bacterium， Hvdroqenobacter thermophェlu5， was determ工ned. 工t is a 

single polypeptide chain of 80 residues， and i ts molecular 

weight，工ncluding heme， was calculated to be 7，599. The sequence 

closely resembles that of cytochrome ~-551 from ~ seudomonas 

a eruqinos~ . Moreover， the tertiary structure of these cytochromes 

are suggested to be similar to with each other. 

The denaturation of the cytochromes ~-5 52 and三ー551 by heat 

and guanidine hydrochloride (Gdn-HCl) was studied by measuring 

the changes in circular dichroic spectra. The melting temperature 

(Tm) of cytochrome ~-552 in the presence of 1.5 M Gdn-HCl was 34 

Oc higher than that of the cytochrome ~- 551 . B vdroqenobacter 

cytochrome ~-552 is a much more stable protein than cytochrome ~一

551 of the mesophilic ~ ~ eruq l. nos~ ， even though their amino acid 

sequences are 56も identical and they have numerous other 
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similarities. However， notwithstanding these similarities between 

the suquences of the cytochromes 三ー552 and _g_-551 that were 

compared，ェt is very likely that these differences in stability 

could be due to some so far undefined differences in their 

tertiary structures. It has been suggested thatα-helix structure 

and electrostatic interaction could be the source of the stable 

tertiary structure of cytochrome _g_-552. 

A moderately thermophile， !'seudomonas hvdroqenotherπlophila 

cytochrome 三-552 was also part工ally sequenced and i ts Tm value 

was measured. The amino acid sequenc巴 up to 20th residue were 

similar to those of Hvdroqenobacter and P. a eruq工nosa，and the Tm 

was between them. Three cytochromes 三 from !!ニ thermophilu~ ， !'_二

hvdroqenothermophil!!_， and !'_二 aeruql.nos!!_ are thought to be most 

appropriate materials for examining the structure-thermostability 

relationship of proteins because they have a high degree of 

similarity 工n sequences but differ in thermostability， and the 

tertiary structure of cytochrome 三ー551 from 旦.aeruql.nosa has 

been already determined by X-ray analysis. 

For protein engineering stud工es to investigate protein 

thermostability， the cytochrome三 genes from !!二 thermophilus and 

P. aeruql.nosa were cloned by using oligonucleotide probes， which 

had been synthesized based on the known amino acid sequences. The 

cytochrome三 genes from旦.thermophilu ~ and !'_ニ aeruqinosa could 

been functionally expressed in E主主h全主主主b.主主 主2ll and !'_二

a eruqinos~ ， respectively. Mutant proteins of both cytochromes _g_ 

were constructed by s i te d工rected mutagenesis and produced by 

each expression system. The thermostability of the resulting 

mutant proteins were measured as previously. Ala26 and Asp37 in 
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cytochrome 三ー 552，which correspond to Lys28 and Gly39 

respectively in cytochrome ~-551 ， are better α-helix formers than 

corresponding residues a 口d thought to stabilize electrostatic 

interactions between charged side chains and a-helix dipole 

moments. However， Tm value of the mutant cytochromes ~-552 (A26K) 

and (D37G) were not changed comparing with the wild type protein. 

工n contrast， Tm of cytochrome c-551 (G39D) was same as the wild 

type and that of K28A was decreased as much as 130C comparing 

with the wild type. Thus， Ala26 and Asp37 were concluded not to 

be important residues with regard to the thermostability of 

cytochrome三-552.
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