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AbbreviatiollS 

A410 Absorbance at 410 nm 

Ampr Ampicillin resistant 

AQN， AQLN aqualysin 1 (protease) 

A TP Adenocin u'i-phosphate 

Boc- I-Butoxycarbonyl-

BPN subtilisin BPN' (protease) 

BSA Bovine serum albumin 

CAR， CARL sllbtilisin Carlsberg (protease) 

cDNA Complementary DNA 

Cmr Chloramphenicol resistant 

cmc criticalmicelle conceno'ation 

cr AB Cetyltrimethylall1monillm broll1ide 

DCC Dicyclohexylcarbodiill1ed巴

DFP Diisopropyl flllorophosphate 

DMF Dimethylfonnamide 

DMSO Dimethylsulfoxide 

DIT Dithiotlueitol 

e410 Molecular extinclion coefficient at 410 nm [M-lcll1-lj 

[EJ Conceno'alion of free enzyme 

[EOJ Concenu'alion of 10lal enzyme 

EDTA Ethylenediamin巴Teo'aaceticacid 

EGTA Ethylene glycol bis(s-amino巴thylether)ーN，N，N'，N'-tetraaceticacid 
EI Enzyme-Inhibitor complex 

EPPS N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'_3・propaneslllfonicacid ( Good's bllffer ) 
ES Enzyme-substl1ate cOl11plex 

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography 

GnHCI Guanidine hydrochloride 

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'ー2-ethaneslllfonicacid ( Good's buffer) 
HOBT 1十Iydroxybenzotriazolehydrate 

HOSlI N-Hydroxysuccinimide 

HPLC High PresslIre Liqllid Chrol11atography 

[IJ Concentration of free inhibitOI 

1101 Concentration of total inhibitOI 

IPA Isopropanol 

IPTG Isopropyl-s-D一帥-包引gμa山岬y川川i川削a出i附

Kcal Catalytic ra剖l巴co印nstant

K i Inhibition constant 

Tうd Dissocαl川 1Cω0印I附川fthe巴町ne賂附町1氾b削le-Il削削-寸引11帥 110印rc∞0印叫I

瓜̂d(坤a叩ppω) A勾pp問a副I悶削E引削n川ltK町
d 



K向d剖(伽川肌川川1) It川n川山11臼rins附s叫 K九d 

K M Michaelis constant 

K S Dissociation constant of the enzyme-subs口atecomplex 
KPB PotasiUlll phosphal巴buffel

かの Molecular Dynamics 

MM Moleculω・Mechanics

MES 2・(N-Morpholino)ethanesulfonicacid ( Good's buffer ) 
M， W， Molecular weight 

NaPB Sodiulll phosphat巴buffer

Nle Norleucine 

PCR PolyllleraSe chain reaclion 

PDB Protein Data Bank ( Brookheaven ) 

PEG Polyethyleneglycol 

Pj， Pj Peptide residue， according to the subsite : S;， S; 

PMSF PhenylmethylSIllfowl iIuol ldEH  

-pNA -p-nio'oanilide 

PRT， PRTK proteinase K (protease) 

[Sl Concent:ration of free substra[e 

[Sol Conceno'ation of to[al subsrate 

SDS Sodium Dodecyl Sulphate 

SDS-P郁 SDSPolya町 lam由 G巴1Eleco'ophoresis 

Sa，st Subslleof subsuaIE bindingsiIEOf the enzyme 
ssDNA Single stranded DNA 
SS! c ')Ireplomyces sub[ilisin inhibi[OI 

SllC- 3-Carboxypropionyl_ ( Succinyl-) 

TAE Tris-acetate EDTA bllffel 

TBE Tris-borate EDTA buffel 

TE Tris-EDTA buffel 

TFA Trit1uoroac巴ucacid 

THF Tetrahydrofurane 

TLCK Tosyl-Lysyl-chloromethylke[on巴

TPCK T，州 Phenylal州 ーchloromethyl附 ne-

1 ns Trislhydroxyme[hyl]aminom巴[hane( Good's bllffer ) 
U-DNA Uracil-colllaining DNA ノ

V Reaction velocity 

V nwx Maximum velocity (: [EOlkcal ) 

x-沼引gμ似a川l 子M仙b伽ro印n伽1

ιBenzyloxyca出rbony川l卜-(: Cbz-) 





序部

第I章

本研究の背景と本論文の目的

Aqualysin 1 (成熟体酵素の概略)

Aqualysin 1は高度好熱性細菌 Thermusaquaticus YT-1により生産され

る蘭体外分泌のアルカリ性セリン・プロテアーゼである。成熟体酵素は

281個のアミノ酸残基 (MW= 28.500)から成るモノマー酵素で、ペプチド

・タンパク質分子を「エンド(endo)J的に加水分解する活性をもち、カゼイ

ンを基質と した場合は、 80'C.pH 10を活性の至適条件とする。安定性は、

酵素の由来から期待される通りに高い耐熱性を示し、力nえて、 7itiRtにおい

て、尿素、塩酸グアニジン、 SDS等の変性斉IJに対ーしても高い安定性を示す。

Aqualysin 1の一次構造上の特徴は、活性中心残基 (Ser"'.His 70. ASp39) 

の並び順が、 subtilisin型商事素 (Bacillus属曲来の subtilisinBPN・ゃ真菌

Tritirachiul1l albul1l Limbel由来の proteinaseKなどが有名)と同一で、あり、

動物消化酵素に多い trypsin型醇素とは異なる。触媒残基を含む基質結合部

位周辺の一次構造において、本酵素はこれらの subtilisin型酵素と非常に高

い相向性を有している(一次構造全体としての相向性は、 proteinaseKで

43% 、 subtilisi 日で、37'~ 39%、thermitaseで34%である。 Fig-I-lに aqualysin



10 20 30 1140 50 

AQ ATQSPAPWGLDR1DQRDLPLSNSYTYTATGRGVNVYV工DTG1RTTHREF G GRAR 
PR -A-TN-----A--SSTSPGT-TY-YDESA-Q-SC-ーーーーーーーEAS-P-- E 一一 -QM
TH YTPNDPYFS- RQY-PQK-Q APQAW D1-E-S-AK1A1V---VQSN-PDLAGKVV-GWDF 
AM - -- V-Y-1SQ-K APALHSQGY--SN-K-A---S--DSS-PDL NVR-G-SF 
BP - -- V-Y-VSQ-K APALHSQGY--SN-K-A---S-ーDSS-PDL KVA-G-SM 
CA 目 ー -T V-Y-VPL-K ADKVQAQGFK-AN-K-A-L一一一一QAS-PDL NVV-G-SF 
DY 一一T V-Y-1PL-K ADKVQAQGYK-AN-K-G1-----AAS-TDL KVV-G-SF 

10 20 30 40 50 

60 1170 80 90 1∞ 110 

AQ VGYDALGGN GQDCNGHGTHVAGT1G GVTYGVAKAVNLYAVRVLDCNGSGSTSGV1AG 
PR -KTYYYSS R-G-ーーーーーC---V- S R-ーーーー -KTQ-FG-K---D----QY-T1--
TH -DN-ST P -NG------C--1AAAVTNNST-1 A-T-PKAS1L------NS---TWTA-AN 
AM -PSET -PY--GSS-ーーーーーーー -AAL NNS1-- L--SPSAS----K---ST---QY-W1-N-
BP ーPSET -PF--N-S-ーーーーーーーVAAL NNS1-- L---PSAS----K--GAD---QY-W1-N 
CA -AGE-Y T-G-ーーーーーーーーーVAAL DNTTー- L---PS-S----K--NSS----Y--1VS-
DY -SGESY T-G-ーーーーーーーーーVAAL DNTT-- L---PN-S---1K--NSS---TY-A1VS 

ω70  80 90 1∞ 110 

120 130 140 150 160 

AQ VDWV T RNHRRPA VANMSLGGGV-STALDNAVKNS1AAGVVYAVAAGNDNANACNYS P 
PR M-F-ASDK-N-NCPKGV--SL-ーーー -YS-SVNSA-A-RLQSS--MV一一一ーーーN--D-R-一一
TH 1TY AAD QGAK -1SL----T-GNSG-QQ--NYAWNK-S-VVA----AGNT-P--
AM 工E- A1S -NMD -1-ー一一ー -PTG----KTV-DKAVSS-1-V-A-ーー一EGSSGSTSTVGY-
BP 工E- A1A -NMD 工ー ーー PSG-A--KA--DKAV-S---VVA----EGTSGSSSTVGY
CA 工E- A-T -GMD -1-ーーーー -ASG---MKQ--D-AY-R---VVA----SGNSGSTNT工GY-
DY 1E- A-Q -GLD ー工一一一一一一PSG一一一 -KQ--DKAY-S-1-VVA一一一一SGSSGSQNT1GY-

120 130 140 150 1ω 

170 180 190 2∞ 210 220 11 230 

AQ ARVAEALTVGATTSSDARASFSNYGSCVDLFAPGAS1PSAWYTSDTATQTLNGTSMATPHVAGVA 
PR -SEPSVC----SDRY-R-S-------VL-1-G--T-1L-T-工GG S -RS工S-ーーー ーーーーL
TH -YYSN-1A-AS-DQN-NKS---T---V--VA---SW1Y-TYP-- - YAS-S 
AM -KYPST1A---VN--NQ-----SA--EL-VM---V-1Q-TLPGG - YGAY------------A 
BP GKYPSV1A---VD--NQ-----SV-PEL-VM一一 -V-1Q-TLPGN K YGAY-ーーーー -S-ーーー -A-
CA ・ -KYDSV1A---VD-NSN-----SV-AELEVM-ーーーGVY-TYPTN - YA-ーーーーーー -S-ーーー -A-
DY -KYDSV1A---VD-NKN-----SV-AELEVM---V-VY-TYPSN - YTS-------S-----A 

170 180 1¥泊 2∞ 210 220 

240 250 260 270 280 

AQ ALYLEQNPSATPAS VASA1LNGATT GRLSG1 GSGSPNRLLYSLLSSGSG 
PR -YLMTLGKTTA --ACR Y-ADT-NK -D--N- PF-TV-L-A-NNYQA 
TH G-LAS-GR一 一一N1RAー E-T-DK工SG T-TYWAK-RV- A-KAVQY 
AM --1-SKH-TW- NAQ-RDRLEST--YL-N -FYY -K-L1-VQA AAQ 
BP 一一工-SKH-NW- NTQ-R-SLE-TT-KL-D -FYY -K-L1-VQA AAQ 
CA : -ー工 -SKH-NLS --Q-RNRLSST--YL-S -FYY -K-L1-VEA AAQ 
DY --1-SKY-TLS --Q-RNRLSST--NL-D -FYY -K-L1-VEA AAQ 

240 250 260 270 

Fig・1・1.Primary structllres of serine proteases. “ 

"ー"represents for the same al11ino acid residlle to aqllalysin I ; "品" : th巴residuesof catalytic triad. 

AQ  : aqllalysin I (Kwon elα1. 1988); PR : proleinase K (GlInkel el al. 1989); 
TH : thell11itase (Meloun el al. 1985); AM  : SlIblilisin Amylosacchariticus (Stahl el al. 1984); 
BP: sllbtilisin BPN' (Vanantha el al. 1984); CA : sllbtilisin Carlsb口g(Sl11itl】elal. 1968); 
DY  : subtilisin DY (Nedkov el al. 1983) 

230 

The nllmbers above seqllences represent for residue nllmbers of aqllalysin I ; the nUl11bers below fOl 

subtilisin 



Iとsubtilisin型酵素の一次構造を比較して示した)0 Aqllalysin [の構造上

のもう lつの特徴は SS結合の存在である。 Subtilisin型酵素のうち

subtilisinと thermitaseはS-S結合をもたない。表中に示した酵素のうち、

S-S結合を有するのは proteinaseKとaqualysin[であり、 それぞれ 2対

の S-S結合を有する (proteinaseKの S-S結 合 は Cys"-Cys123， 

Cys 178_CYS249問に形成されている ICys73は遊離SHで、ある10aqualysin [では

Cys眠 Cys99，Cys 16'-CyS 19白1 聞に形成されており、 2 種の~~素の S - S 結合はそ

れぞれ異なる位置にある)0sllbtilisin型酵素の iつであるおccharomyces

cerel'IsIaeの proteinaseBは3つの Cys残基を有していて、 l残基は遊離

型であり、 aqualysin[の Cys16'， Cys 1剖に対応する Cys180， CYS211の2残基は

l対の SS結合を形成していると考えられる。

活性における aqllalysin[の特徴は、低分子性のセリンブロテアーゼ

・イ ンヒピタ-DF  P、PMSF、及び、タンパク性プロテアーゼ・イン

ヒピター SS[(Streptomyces subtilisin inhibitor)により活性が阻害さ れ、タ

ンパク性基質カゼイン、インシユリン B鎖、及び、ペプチド性のエラスタ

ーゼ基質 (e.g.suc'Ala-Ala'Ala-pNA)を切断する(Fig-[-2に aqualysin[によ

るインシユリン B鎖の切断部位を、他の酵素のものと比較して示した。

Table-[-lにはモノペプチド基質の相対的な反応性をア ミノ 酸ごとに比較し

て示した)。すなわち、他の sllbtilisin型酵素と同様に、 aqualysin[は

sllbtilisin型のセリ ン ・ブロテアーゼとして振舞い、 加えて、広い基質特異

性を示す。



Table-I-1. ESleraSe aClivily of aqualysin [loward benzyloxycarbonyl-amino p-nilrophenyl eSlerS 

Aminoacid Relalive aClivily [%J 

Ala 100 
Gly 54 
Trp 69 
Ph巴 64 
Tyl 50 
Leu 14 
Val 2 
Ile 。
Pro 。

Malsuzawa el. 01. (1988) Ellr. J. Biochem. 171，44ト447

IFig・1・2，Hydrolysis of oxidized insulin B-chain by various proleases 

1 5 10 15 20 25 30 

FVN~HLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA 

T 

T I I ↑I I ↑↑ T 

T↑I I ↑ T ↑T↑ I I I ↑T↑ 

↑ I i I I ↑ 

↑↑ T ↑I I ↑ 

↑ ↑ T ↑T I ↑ 

↑III  I II↑I I ↑I I I 

T T ↑ T I I I T 

T T I I T I I I I 

T T T T I I 

↑ I I I ↑T ↑↑  ↑↑ 

↑↑ ↑ 
T T↑T ↑ 
T ↑↑  ↑ 

cf C: Cys03H 
Refel倒的

aqualysin [ a) 

proleinase K b) 

SUblilisin BPN' c) 

SUblilisin C副 Isbergd) 

lhel1l1i lase e) 

Rl41 A proleinase t) 

neulral prolease from 

Aspergillls soj(/e g) 

A~pergilllS O/yzae h) 

Bocilllls SlIblilis i) 

lhiol proleas巴

papain j) 

aSpaI1ic prolease from 
Aspergi/us sojoe k) 

A:，pergilllS soiloi 1) 

PyclIOpOrtlS coccilleus m) 

a) Malsuzawa el 01. (1988)， b) Kraus el 01. (1976) ，c) Johansen el 01. (1968) 

d，h，i，j) lchishima el 01. (1983) ， e) Bromme el (/1. (1984) ， t) Peek el 01. (1992) 

g) Sekine el (/1. (1973) ， k) Kii~ura el (/1. (1979) ， 1) Tanaka el 01. (1977) 
m) Kumag出 el(/1. (1981) 



Aqualysin 1を標的とした研究の歴史

Aqualysin 1を生産する菌体 Thermusaquaticus YT-1は温泉より単離さ

れた梓状でグラム陰性の高度好熱性紺]~ïである (Block and Freeze 1969)。

この菌体の生育至適条件はおよそ 70'C、 pH7.5~7.8 である。

T. aquaticus YT-1の生産するプロテアーゼには、培養溶液中に 2種のも

のが発見され、それぞれ aqualysin1， IIと命名された (Matsuzawaet al 

1983)。

2種の酵素の特徴をまとめると、

aqualysin 1 aq ual ysi n II 

生産|時JUJ 培養開始後 l日 培養4日以降

至適温度 70~80 'c 95 'c 

至適 pH アルカ 1)'t生 中性

阻害剤 DFP  DFP， EDTA  

となる。このうち、 aqualysinIIは精製が困難な酵素とみられ、この段階で

追求は断念された。しかしながら、 aqualysin1は単一のタンパクになるま

での精製法が雌立され、その性質が制べられている (Matsuzawa et al_ 

1988)。

Aqualysin 1は好熱菌由来の酵素であり、熱に対する安定性はかなり高

く、加えて、 7i11昆で種々の変性斉IJに対して安定である。しかしながら、 80

℃という高温度条件下では、 Ca'・イオンの非存在下において活性の低下がみ

られ、 Ca
21イオンが高渦での安定化因子として機能していることが示唆され

た。

その後、 aqualysin1をコードする遺伝子のクローニンク・が行われ (Kwon

et al. 1988)、逃伝子配列の!HlJから、aqualysin1の前駆体の構造が明らかに



されるとともに、大腸菌 (Escherichiacoli MV1184)や酵母(Terada et al 

1990)、そして Thermus属 (Touharaet al. 1991)での成熟体酵素の発現系

が構築された。 Aqualysin1はシグナル、 Nープロ、成熟体酵素、 C プロか

ら成る前駆体構造をとる。ブロテアーゼの前駆{材体造として、シグナル、

N.プロだけでなく、 C.プロ配列をもつのは aqual)引 n1と、最近明らかに

された Achromobacterprotease 1のみで、きわめて特殊な椛造であり、酵素

の成熟化におけるそれぞれの前駆体配列の意味と、宿主大腸菌での発現に

おけるタンパク質の局在化(iocal i zati 0日)の研究がなされている (Leeet al 

1991.1992)。

基質特異性(野生型酵素の特梨性、および、新たな特典性の椛築)に|却す

る研究は本論文の主題であり、第一II主主以降に記した。



未解決の問題

(構造)Aqualysin 1の構造で詳しく迎解されているのは、その一次構造だ

けである。立千材常造は現在のところ解き明かされていない。そのため、構

造に関連する多くの問題は不明瞭のままである。とは言え、若干の例外も

存在する。まず、活性中心の Ser222 と His70の2残基。この 2残基は、 一次

構造における類縁酵素との相向性から、 aqualysin1の活性中心を構成して

いると推定されていた。類縁酵素の sllbtilisi口では、 X線構造JrfHJf・化学修

飾・遺伝子操作技術等の手法によって対応する残基が既に活性中心である

ことが理解されている (Marklandet aJ. 1968、Shawet aJ. 1968、Polgaret 

aJ. 1967， 1969、Neetet aJ. 1968、Betzelet aJ. 1986)0 Aqllalysin 1の

Ser222

残基は遺伝子操作により、活性に必須であることが確認されている

(Lee et aJ. 1991)0 また、活性中心のみでなく、活性中心を含む基質結合

部位の立体」情造も、他の sllbtilisin型酵素とかなり相向性が高いと朋待でき

る。その理由は、本論文の第 H掌以降において明らかにされていくが、

aqllalysin 1と他の類縁酵素との基質特異性・反応性が似ている ことや(第

l!，lll掌)、aqllalysin1以外の sllbtilisin型酵素の立体構造をもとに組み立てた

モデル系がそのまま aqllalysin1上で、の基質特異性等に適応できることなど

からも裏付けることができる(第IV，V， VI章)0しかしながら、基質結合音1I

位以外の立イ~~構造においては、 sllb tili s in 型酵素聞での相向性も低く、加え

て、 一次構造も異なっているため、未知]の要素が多い。

(S.S結合)Aqllalysin 1は2対のSS結合を有する。同じく 2対のS'S結

合を有する類縁酵素の proteinaseKの立{材荷造をモデルにして考えると、



aqualysi口Iの s-s結合は基質結合音11位の近傍に位置していると推定される

(Fig-[-3参照。1，対は基質結合音111立の S1音fi位の近傍、もう l対は S2部位

のj5:傍に位置する)。従って、 aqualysin[のs-s結合には、構造の安定化要

因としての寄与と、基質特異性・反応性への寄与ーの 2つの寄与が考えられ

る。そこで、 s-s結合欠失型酵素の解析が試みられるが(第VII章)、 ss結

合欠失型酵素の「自己分解Jという新たな問題に直而し、この試みは中断

された。



Front: 

Side: 

Fig-I・3.Structure of prot巴inaseK司 andthe positions of disulfide bond. 

Blue : main-chain of whole structure， Magenta : substrate ( P2'-P5 sit巴)，

Yel10w : S-S bond of proteinase K司 Red: deduced position of S-S bonds of aqualysin 1 



Subtilisin型酵素の立体総造

Aqllalysin 1は sllbtilisin型酵素である。基質結合音11位周辺は、特に一次

情造上での相向性が高く、立体1，Yi造上の相同性も高いことが期待できる。

類縁の sllbtilisin型酵素のうち、 既に精製品が市販化されているものに、

proteinase K (Merck社)、 sllbtilisinCarlsberg (Sigma社)、 subtilisinBPN' (長

瀬産業)があり、 aqllalysin1との反応性・基質特異性の比較に使用できる 。

これらの酵素の立体構造は X線構造解析により高解像度で得られていて、

基質特異性と構造との対応を考える上でのモデルになる(これらの酵素の立

14'1地造は BrookheavenProtein Data Bankにおいて公開されている。

proteinase K IPDB IDコード :2PRK， 3PRKI、sllbtilisinCarlsberg 12SEC， 

1SBC， 1CSEI、sllbtilisinBPN' 11SBT， 1S01， lS02， 1SIC， 2ST1， 1ST2， 2SIC， 

3SIC， 5SICj、 subtilisinNovo 12SBT， 2SNI， 1SBNI、thermitase11 TEC， 2TEC， 

3TECI)0 (Wright et al. 1972、Robertllset al. 1972、POllloset al. 1976、

Bode et al. 1986， 1987、Betzelet al. 1986， 1988、Drenthet al. 1972、

Alden et al. 1972、Heinzet al. 1991、McPhalen et al. 1988、 Kossiakoffet 

al.1991、Groset al. 1991) 

Sllbtilisin型酵素分子は、数本の逆平行pシートと aヘリックスを酵素

分子の骨絡として、全体的にf;j(状構造をしている。基質結合部位は酵素分

子表面において「構Jを形成していて、基質主鎖に対して逆平行pシート

を形成して基質と結合する(Fig.I.4にsllbtilisinCarlsbergとeglinc複合体

の主鎖の図を示した)0Fig.I-5に proteinaseKとsllbtilisinCarlsbergの基質



結合部位と活性中心を示した。図中央付近に見える活性中心 (Serと His残

基は酵素分子骨格の上に来っている)からや11び出るように基質結合部位が存

夜している。基質分子はこの器質結合音11位の 2つのループと部分的な逆平

行pシートを形成する形で結合するが、基質分子の側鎖はいわゆる fsシ

ート J構造における側鎖とは異なった向きをとっている (Fig-[-6に

subti lisin Carlsbergと eglinc の P2'~P5部位を示す。 Fig- ['7 に Pl ~P3 部

位とSl~S3 部位の様式図を示す)。すなわち、 P 111111鎖と P21f!11鎖は酵素

表而に沿った「ポケットjに収まるようにやれびており、 P3側鎖は溶媒1nl1

へ露出し、 P4似Ij鎖は商事素分子の内側を向いている。これらsubtilisin型酵

素聞において、基質結合部位の 2つのループと S2部位周辺は、特に高い

立1~;:;構造の相向性を有していて、回転 ・ 平行移動によりほぼ重ね合わせる

ことができる (Siezenet aJ. 1991)。

一方、基質結合部位以外の部分、例えば、 N末端やC末端では、立体構

造上の相向性は低く、酵素ごとの違いが見えている。



Fig・1・4.Main-chain struCtl!1芭 ofsubtilisin C出 lsbergand eglin-c complex. 

Yellow : subtilisin Cωlsberg， Red: eglin c 



prolelll凶 eK: 

Fig-I-S. Calalylic triad and SUbSlrale binding Sile of sublilisin Carlsberg and proleinas巴K

Blue : main-chain of whol巴slruclUre，R巴d: calalyLic lriad (Ser22I ， His64噌 Asp32for subLilisin CωIsberg 

.SeI224， His69， Asp39 for proteinase K)， Cyan : substral巴bindingsit巴(SerI25-Leu126_Gly 127 -Gly 128， 

Glyl∞_SerI01_Gly!02 for subtilisin Carlsberg噌 Serl32-Leu1 33 _Gly l3~_Gly 135司 Gly101_Ser!02_Gly 103 

for proteinase K) 



Fig・1・6.SlIbslrale binding山leof SlIblilisin Carlsberg・はndP2'-PS sile of巴glinc. 

Blue: m辻川-chainof whole SlrllClure of山 blilisinCarlsberg. Cyan : subslrale binding sile， 

Red : Calalylic lriad. Yello¥V : P2'-PS日leof eglin c. 

Fig・1・7.D巴clllcedslIbsu.ute binding sile of aqualysin 1 and lh巴submale(PトP3)



subtilisin型酵素の基質特異性

subtilisin型酵 素の、 subtilisin BPN'， subtilisin Carlsbergそして

proteinase Kの基質特異性の解析の研究が、ペプチド基質やペプチド性イン

ヒピターを用いて、 P1特異性、およびペプチド長による反応性に|刻して、

既に行われている (Moriharaet al. 1970. 1973.1974 & 1975、Vidaleset 

al. 1979。データを Table'['3.4.5.6.7に転載した)。

3種いずれの酵素においても、基質のペプチド鎖が長くなるほどミカエ

リス定数K.，は小さくなる傾向を示しているのに対し、 k叩値はペプチド音11

のアミノ酸残基が 2もしくは 3残基で極大値(最大値)をとっており、これ

らの subtilisin型酵素の基質認識には、切断されるエステル結合より N末

端側においである程度 (2-3残基)のペプチド鎖長が必要とされているこ

とがわかる。 P1 . P 2特異性を比較すると、同じセリン ・プロテアーゼ

である trypsinや chymotrypsinとは異なって、 subtilisin型酵素の基質特異

性は低い。これらのセリン ・プロテアーゼは、ペプチド結合だけでなく、

アミノ酸を l残基しか含まないアミノアシルーtRNAのエステル結合をも加

水分解する。 Table'I'7にアミノアシルーtRNAを基質とした加水分解能のデ

ータを転載したいubtilisin型酵素のうち proteinaseKが用いられている)。

この基質のC末端側 (Pl'.P2' 音11位)は核酸であり、 ペプチド結合は存在

していないことから、 proteinase Kの Pl'， P2....音11伎での基質認識はゆる

く、基質分子の認識は主に P1.P2. P3・.音11位に対して行われていると推定

できる。 SubtilisinやproteinaseKにおける立体構造の研究か ら、百字素表面

における基質結合音11位は主に基質の Pl-P4音11位に対して逆平行 pシー

トを形成して基質と結合すると考えられているが、ペプチド基質を用いて



subtilisin BPN'等に対して行われた測定によっても、 Pl-P4音111立が基質

の認識において重要で、あることが示唆されている (GrOn et al. 1992)。



Table-I・3.Inactivation of subilisin BPN' and proteinase K of chlorom訓 hylketone dほrivatives

([E)=50μM， (1)=0.1 mM， 10% dioxane， pH 7.0， 400C) 

Inhibitor subtilisin BPN' [k， sec-1ja) protαnase K [k， sec-1]b) 

Z-Phe-CH、CI 1.0 x 10-5 6.7 x 10-5 

Z-Ala-Phe-CHFI 7.9 x 10-5 3.6 x 10-4 

Z-Ala-Gly-Phe-CH、CI 2.6 x 10-3 6.4 x 10-3 

a) Morihara et 01. (1970) Archives 01 Biochemis{ly alld Biophysics， 138， 526-531 

b) Morihara et ol. (1975) Agric. Biol. Chem.， 39，1489-1492 

Table-I・4.Kinetic parameters for hydrolysis of ester subsu-ates by SUblilisin BPN'， 

αchymotrypsin， trypsin， and elastase. pH 7.5， 30oC， containing 0.1 M KCI 

[A) Ac-(Ala)m-Ph巴ーOMe

subtilisin BPN' αchymoo'ypsin 

Substrate KM kca/KM KM kca/KM 
[n合1] [sec.1mM.l] [mM] [sec.1mM.1] 

Ac-Phe-OM巴 28 2.6 0.57 55 

Ac-Ala-Phe-OMe 1.1 230 0.05 330 

Ac-(Ala)2-Phe-OMe 0.32 930 0.03 2000 

[B]Zー(Ala)m-Lys-OM巴

subtilisin BPN' trypSIl1 

SubSlrate KM kcm/KM KM kca/KM 
[n合1] [sec・lmM-l] [mM] [s巴c-1mM-l]

Z-Lys-OMe 20 2.3 0.2 470 

Z-Ala-Lys-OMe 0.58 440 0.04 1700 

Z-(Ala)2-Lys-OMe 0.16 2800 0.07 1400 

[C] Ac-(Ala)m-Ala-OMe 

subtilisin BPN' 巴laslas巴

Substrate KM kca/KM KM kcm/K M 

[mM] ['sec-1mM-1] [mM] [sec.1mM-l] 

Ac-Ala-OMe 36 0.25 76 0.11 

Acー(Ala)2-0Me 5.8 53 9.2 0.48 

Ac-(Ala)3-0Me 0.45 570 0.28 60 

Dala from Morihara針。l.(1973) FEBS Lett. 33， 54-56 



Table-I・5.Kinetic pωameters for hydrolysis of ester substrates by subtilisin BPN'， Carlsberg 

pH 7.5， 30oC， containing 0.1 M KCI 

subtilisin BPN' subtilisin Carlsberg 

Substrate kCaI KM kcmlKM kcm KM kca/KM 

[sec-1j [mM] [sec.1mM.11 [sec.1j ImM] [sec-1mM.1j 

Ac-Ala-OMe 9.1 36.3 0.25 210 60 3.5 

Acー(Ala)2-0Me 305 5.8 52.5 2300 13 177 

Ac-(Ala)3-0Me 255 0.45 566 1046 0.83 1260 

Ac-(Ala)4-0Me 175 0.18 995 885 0.28 3053 
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Z-Lys-OMe 47 20 2.3 102 12 8.5 

Z-Ala-Lys-OMe 414 1.4 296 1000 0.8' 1250 

Z-(Ala)2-Lys-OMe 454 0.16 2790 1100 0.16 6875 

Z-Gly-Lys-OMe 414 10 41 1046 6.6 159 

Z-Ala-Lys-OMe 414 1.4 296 1000 0.8 1250 

Z-D-Ala-Lys-OMe 8.8 33 0.3 11.5 25 0.5 

Z-Leu-Lys-OMe 230 1.2 190 658 0.8 823 

Z-Phe-Lys-OMe 45.5 1.0 46 177 1.1 161 

Data frol11 Morihara el al. (1974) Archives ofBiochemislry alld Biophysics， 165，72-79 



Table-I・6.Kinetic parameters for hydrolysis of ester sllbstrates by proteinase K. 

pH 7.5， 30oC， containing 0.1 M KCI 

Substrate KMlmM] kca/KM [sec-tmM-I] 

Ac-Gly-OEt 670 0.003 

Ac-Ala-OMe 45 1.5 

Ac-Val-OMe 26 0.1 

Ac・Lell-OMe 30 4.5 

Ac-Phe-OEt 12 8.1 

Ac-Tyr-OEt 8.8 10.7 

Ac-Trp-OEt 5.6 33.4 

Z-Lys-OMe 21 1.3 

Bz-Arg-OEt 3.3 0.3 

Z-Lys-OMe 

Z-Ala-Lys-OMe 

Z-(Ala)2-Lys-OMe 

21 

3 

1.3 

57.3 

0.9 689 

Ac-(Ala)2-Phe-OMe 0.8 425 

Ac-(Ala)2-Ala-OMe 1.0 290 

Z-Gly-Lys-OMe 19 3.8 

Z-Ala-Lys-OMe 3 57.3 

Z-D-Ala-Lys-OMe 

Z-Leu-Lys-OMe 

Z-Phe-Lys-OMe 

n
u
nツ
今
3

今

4 0.1 

12.9 

5.7 

Data frol11 Marihara el 01. (1975) Agric. Biol. Chem.， 39， 1489-1492 

Table-I-7. Aminoacy卜tRNAhydrolase activity of several proteases (percent activity ， OOC ) 

Ac-Phe Phe Ac・Leu Leu Ac-Leu Leu 

巴nzyme -tRNA -tRNA -tRNA tRNA -ACCAC(U) -ACCAC(U) 

prot巴inaseK 45 3 90 9 71 10 

protease S.griseus 19 6 45 6 27 4 

papalll 9 11 32 46 32 11 

elastase 。 3 2 13 7 

trypslI1 91 94 79 76 82 69 

α-chymotrypsin 91 93 80 90 78 39 

control 5 7 。 7 。 2 

Data from Vidales el 01. (1979) Biochemis/l'Y， 18， 4155・4158



SSIの概略

SSI (Streptomyces subtilisin inhibitor)は放線菌 (Streptomyces 

albogriseolus)が生産する プロテアーゼ・インヒピターで (Satoet al.1973)、

細菌性のアルカリ性セリ ン ・プロテアーゼを強く阻害する。 SSIは安定な ダ

イマーとして存在する。 lつのサブユニットは113個のアミノ酸残基からな

る一本鎖のタンパク質 (MW= 11，500)であり (lkanakaet al. 1974)、分子

内に 2対の S.S結合を有する。 SSIとsubtilisinBPN'との複合体の X線結

品構造解析の研究結果から、 SSIとsubtilisinBPN'の結合様式が明 らかにさ

れている (Mitsuiet al. 1979、Fig.I.8参照)。それによると、 SSI の P1~

P4部位 (M巴t73Pro72.Cys 71.Meeo)は Asn99'Glu剛 一Cys101のポ リペプチ ド鎖と

逆平行pシートを形成し、水素結合を有していると推定されている(にCysぷ71

と Cys山 lはま S'S結合を7形「彰三j成克している )μ。SS釘Iのその他の残1基左 Arg"6'Yal円6曲9

Ya1
74
'Ty卯rベSe引rベCy戸sピ♂1凶山0削1などが更に s印ub凶tilis凶SI川nBPN'と接角削触d虫!していて、酵素

との結合において結合を強める働きをしていると考え られている(Fig'I'9に

subtilisi口と プロテアーゼ ・イ ンヒピターの接触残基を比較して示した。 SSI

および eglincはともにほぼ同じ部位で酵素と接触している)。

SSIをコードする遺伝子は、 三浦らによりクローニングさ れて (Obataet 

al. 1989)、放線菌 (Streptolllyceslividans 66iでのタンパク質の発現に成功

し、音[1位指定変異によって反応部位の P 1 およびP4部位のア ミノ 酸をさ

まざまに換えた変異型 SS 1が得られている (1くojimaet al. 1991)。



Fig:-I・8・αーCarbonchain of the SSI.subtilisin complex as found in crystals. Two molecules of subtilisin 

(thin bonds， smallcr characters) are bound to dimeric SSI inhibitor (bold bonds) which目 inlhe center 
The (crystallographic)dlad relating the two suburutsof SSI ts tilted from the normal of thc paper by 300 
Scissile peptide bonds'between Met 73' and Val 74' are marked守byarrowheads 



Fig・1・9.Inlermolecular Conlacls less lhan 0.4 nm in lhe prolease-prolease inhibilor complex 

P6 P5 P4 P3 P2 PI PI' P2・

巴glinc Y35 L37 G40 S41 P42 V43 T44 L45 D46し47 R48 R53 

SSI R66 E67 D68 V69 M70 C71 P72 M73 V74 Y75 S98 CIOI 

prolease 

No. Ca川、~ovoBPN

33 T S S 

62 N N N 

63 G S S 

64 H H H 

96 L L L 

99 S D D 3l2/-

1/0/ー

9/11/ー1/1/・ 5/2/2

1/1/-

100 G G G ー/ー/1 3/3/1 6β/ー

10 1 S S S 1/3/ー ー イー/13/2/1 1/1/ー

102 G G G ー -4/6/ー

103 S Q Q ー ー/ハイイl

104 Y Y Y -/-/4 3/0/1 -/-/3 1/6/3 

107 I I 1 ーー - 2/2/2 

125 S S S ーー 1/1/11/1/1 

126 L L L ー ーーー/ー/1 3/3/1 - 3/3/-

127 G G G ー- 3/4/1 6/6/1 - 2β/2 

128 G G G ー 2/0/ー 1/0/- -ーー 0/0/ー

129 A P P -/ーρ- 4/0/ー

130 S S S - -/-/1 6/0/ー

152 A A A ー ー ー ー ー - 2/1/1 

154 G G G 一ー一一ーー 2l2/1

8/5/-

0/1/ 

2/0/ー

155 N N N ーー ー- 6/6/2 3/3/3 -/-/1 -/-/3 

156 S E E 一ーーー一一一一ーー/ー/1

189 F F F ーー・・・ - 3/1/-

209 Y L L ー ー ・ ・ - 3/0/ー

217 L Y Y 

218 N N N 

219 G G G 

220 T T T 

221 S S S 

222 M M M 

Conlacls : Carlsberg-eglin c / Novo-eglin c / BPN'-SSI 

Refi印刷ces.

1/1/-

3/3/ー 4/4/13/イ

2/2ハ 0/1件ー/ー/3

3/2/1 

11/9/1 2/3/ー

0/1/ー

Carlsberg-eglin c : Bode et al.，(1987)，Novo-eglin c: (1991) Grueller et al.， 

BPN-SSI : Milsui 針 。/.(1979)

1/4/2 

3/3/1 



Aqualysin 1の安定性

Aqualysin 1は高度好熱性紺II笥由来のプロテアーゼである 。 その由来か

ら期待できるように、 このタンパクは高い熱安定性・変性剤耐性を有して

u、る (Matsuzawaet al. 1988)。

Aqualysin 1は subtilisin型酵素である。 Subtilisin型酵素は球状構造を

したモノマータンパク質で、これらの酵素も高い安定性を有することが知

られている (Hilzet al. 1975、Zakset al. 1988、Russellet al. 1988)。そこ

で、 aql1alysin1の安定性を 2つの sllbtilisin型酵素sllbtilisinCarlsberg、

proteinase Kとの比較において検証した(田中 修士論文より転戦)。

(熱安定性) カゼイン (1%Casein. EPPS 50 mM. CaCl， 1 mM.pH 8.5室温

にて調整)を基質とした、活性の温度依存性と 70 't処理での酵素の残存活

性を Fig.[-10に示した。活性の瓶度依存性からは、 65't以下においては

j毘度上昇と共に活性の上昇が3種全ての隣素において見られたが、 80 't 

以上においては他の 2酵素の活性は低下し、 aql1alysin[の活性がきわだつ

た。

また、 70 't処理における銭存活性でも aqllalysin1の活性が保持され

ており sl1btilisin型醇素の巾において aqualysin[の熱安定性カ可愛れている

ことが理解できる。

(変性剤耐性) 3 0 'tにて 4種の変性剤共存下で処理した醇素の残存活性

を Fig-I-llに示した。 Tween2012.5 %1、尿素 14MIに対してはいずれの酵

素も安定であったが、 Jj，，[般グアニジン 14MIに対する安定性には差が表れて



、-

いた。 Aqualysin[が 60分間の処理に対しでほぼ全活性を保持していたの

に対して、 proteinaseKでは20%程度活性が低下し subtilisinCarlsbergで

は完全に失活した(活性の消失は、最終的には酵素の自己分解によるもので

あった)。活性の温度依存性で、は、 subtilisinのほうが proteinaseKよりも高

い熱安定性を有していたことと比べると、塩酸グアニジンに対する安定性

には酵素分子内の s-s結合が寄与していることも考えられる。 SDS11 %1処

理では、醇素の自己分解速度が速く、 30分以内に活性は消失した。

これらのことから、 subtilisin型酵素の安定性は全般的に高いことが

わかったが、高温度、変性剤(塩酸グアニジン)耐性において aqualysin[が

他の subtilisin型酵素よりも優れていることがわかった。
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Aqualysin 1の基質特異性

Aqualysin 1はタンパク質、ペプチド分子を基質としてエンド (endo)的

に加水分解する。インシュリンB鎖を基質とした場合には複数の切断部位

を有しており、ペプチドの切断特異性が広いことがうかがえるが、

subtilisin型酵素以外のプロテアーゼによるインシュリンB鎖の切断部位と

あわせて比較すると、 aqualysin1が subtilisin型酵素とかなり共通した基質

特異性を有していることがわかる (Fig-I-2)。

また、 elastase基質(sllccinyl-peptide-pNA : peptide = Ala， Ala-Ala， 

Ala-Ala-Ala)を用いた測定により、 aqllalysin1はペプチド鎖が長いほどミ

カエリス定数 K"が小さく、 かつ、 k叫値が大きくなる傾向があり、他の

subtilisin型酵素と同様に aqllalysin1の基質認識も主に P1，P2， P3部位に

対して行われていることが示唆された (Matsllzawaet al_ 1988)。



本論文の目的

本論文は以下に示す 3 つを目的 と し て い る 。

( 1 )プロテアーゼaqualysin[の基質特異性そのものを明らかにすること

(2 ) Subtilisin型酵素との比較により、 subtilisin型酵素としての

aqualysin 1の反応における特異性の差異・共通性を明らかにすること

( 3 ) Subtilisin型酵素との反応における共通性をもとに aqualysin[の立

科尚北造を推定し、 aqualysin[における基質結合部位を解析するとともに、

基質特異性の改変を主とする新しい反応性を企画 ・導入すること

である。

以上のことを念頭に置き、合成ペプチド基質の特異性、タンパク性プロ

テアーゼ・インヒピターの阻害能等の活性測定を手段として用いて

aqualysin [の subtilisin型酔素における特性(共通性や差異)を解析し、比

較に用いた酵素の立体構造との相関から aqualysin[における立イ材花造とい

うものを反応論の立場から考察してゆくことになる。

これらの測定を通じて aqualysin1の反応時における立付E構造が、他の

subtilisin型酵素と極めて似たものであることが明かになってゆくが、その

ことにより、立体構造が未知であった aqualysin[においてタンパク質工学

的手法が構造既知lのタンパクと同様な意味において有効となる。

本論文では 、タ ンパク質工学手法の対象は aqualysin[に限定されてい

るが、ここで用いられる手法 ・戦略は subtilisin型酵素全体に共通した性質

に関するものであるため、他の subtilisin型酵素に対しでも適応可能であ

る。





第 l部

野生型醇素 aqualysin1の基質特典性の解析



第II章

合成ペプチド基質による基質特異性の解析

本章の目的は 2つある。ブロテアーゼ aqualysin1の器質特異性そのも

のを明らかにすることと、 subtilisin型酵素において aqualysin1の位置付け

をおこなうことである。

既に第 I章でみたように、 aqllalysin1は広い基質特異性を示す。インシ

ユリンB鎖に対する切断部位は複数あるが、これらは他の sllbtilisin型酵素

によく似ており、 aqualysin1の器質特異性は他の sllbtilisin型酵素に類似

していることが期待できる。加えて、 aqllalysin1の恭質認識も他の

sllbtilisin型酵素と同線に、切断部位よりも N末端側の Pl，P2， P3部位を強

く認識することが示唆されており、これらの背景からペプチドのC末端に

発色基を結合したトリペプチド基質 (succin'y l-tripeptide-p-ni troanili de) を

基質として用いることにした。また、 sllbtilisin型酵素における aqllalysin1 

の特徴を明らかにするために、 sllbtilisi口型醇素のうちで、市販品が入手でき

かっ、立体1九造が既に決定されている 3つの酵素 proteinase1く、 subtilisin

Carlsberg、subtilisinBPN をあわせて同一条件にて測定し、 aqualysin1の

特異性と比較するこ・とにした。



材料と方法

基質

6種のペプチド基質 suc-Ala-Ala-Ala-pNA， suc-Ala-Ala-Val-pNA， 

suc-Ala-Pro-Ala-pNA， suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (Sigma Chemical Co.，よりJ!持

入)、 suc-Ala-Ala-Phe-pNA，suc-Gly-Gly-Phe-pNA (Nova Biochem Co.，より

購入)は市販品を購入した。 5種のペプチド基質 suc-Ile-Val-A la-pNA、

suc-Gly-s Ala-Ala-pNA， suc-Phe-s Ala-Ala-pNA， suc-Leu-s Ala-Ala-pNA， 

suc-Ile-s Ala-Ala-pNAは浅野克彦博士らの好一意によりキリンビール(株)

医薬開発研よりいただいた。 6稜のペプチド基質 suc-Phe-Val-Ala-pNA， 

suc-Phe-Nle-Ala-pNA， suc-Phe-Leu-Ala-pNA， suc-Phe-Ala-Ala-pNA， 

suc-Phe-Val一Leu-pNA，suc-Phe-Val-Phe-pNAは当研究室において液相法によ

り合成した(田中修士論文参照)。

これらの基質は、 測定の直前に HEPES緩衝液 (HEPES100 111M， CaCl， 

1 111M， pH 7.5 at 40'C)に過剰量加えて溶解させた後、不溶画分を il~j的

(022μm milipore filter)により除去して得られた溶液を恭質溶液とし

て測定に用いた。調製した基質用液の濃度は、少量分lfli.した基質浴液に高

濃度の酵素浴液を力11えて得られる遊出IEのp-nitroanilineの濃度から実験的に求

めた (p-nitroani 1 i neのモル |放光係数は、 笑験的に求めた値 E 410 = 8680 

M 'cm'を使用した)。



酵素

Proteinase K (Merck社より購入。社製ロット番号710E609668) 

subtilisin Carlberg (Sig01a Che01ical Co，より購入."Subtilisin Carlsberg 

Subtilopeptidase A type vm"社製ロット番号 18F-0005) 、 subtilisin 

BPN' (Nagase Bioche01icals L TD.，より購入。 "BacterialA 1-Proteinase 

Nagarse"社製ロット番号 6928013) は市販品を購入した。

これらの酵素は、リン酸緩衝液 (Naphosphate 10 O1M， CaCl， 1 O1M， pH 

6.0) に溶解させた後、イオン交換カラム (01onoScolu01n :FPLC syste01， 

Phar01acia) に吸着させ、 I、laClで塩濃度勾配をかけて溶出させた後、得ら

れた溶出画分のうちからタンパク分解活性の高い画分を選んで精製機品と

し、 SDS-PAGEで純度を確認した後 (Lae01liet al. 1970) 、Lowryらの方

法により B SAを標準タンパクとしてタンパク濃度を測定した (Lowryet

al.1951)。

Aqualysin 1は Thermusaquaticus YT-1より分泌され硫安沈澱として保

存されていたものを出発点として、イオン交換カラム等 (DEAE-cellulose

CM-cellulose，01onoS) を月jいて精製し (Matsuzawaetal. 1988参!!現)、他

の静素と同じく SDS-PAGEで純度を検定 ・確認した後、 Lowry1:去によりタ

ンパク質濃度を定量した。

酵素溶液の希釈には、基質と同じHEPES緩衝液 (HEPES100 111M， CaCl， 

101M， pH 7.5 at 40'(:) を用いた。



測定方法

活性測定は 40'C、 pH7.5にて行 った (HEPES100 mM， CaCl2 1 mM， 

pH 7.5 at 40'C)。反応速度は p-nitroanilineの遊離による 410nmにおけ

る吸光度の変化の測定により求めた。

基質分子は、 succinyl基、ペプチド、 p-nitroanilideから成る。この状態

において基質は発色しないが、加水分解により 410nm付近に吸収極大を

もっpφnitroanilineが遊離することにより、基質の分解を分光学的に測定す

ることができる(Fig-I!-1に模式図を示した。 B図に示したように、反応は

ミカエ リス複合体の形成、アシル化、脱アシル化を経由して基質を加水分

解する)。ペプチドの p 音11位が異なる基質を用いることにより、得られた

反応述j支定数を比較すれば両手素の p特異性が明らかになる。反応形式は測

定したすべての基質、 酵素の組合せにおいて、単純なミカエリス・メンテ

ン型 (Fig-I!-2，Scheme-1参照)に従っており、すべてこの型における反応

速度定数KM • V
1IloU (または V，山/ K，，) を実測値か ら求め、 3つの反応速度

定数 k"" K"， k "，/ K"の他をまUL¥した。測定点は lつの酵素・基質の組合

せに対して、 1 2 ~ 2 4点と った。 測定に用いた基質の濃度は、基質の溶

解度が K"値よりも大きい場合を除いて、基質濃度はすべて K"値の 3倍

程度を上限とし、 6段階もしくは 8段階の基質濃度を調製して、 2述以上

で測定した。 笑測値からの反応速度の計算ーには、 Newtoni去による非線形最

小白釆1去を斤JI，、たアルゴリズムを作製し、|人j挿的・回帰的に算出した。

Lineweaver-surkプロットや Eadie-Hoftseeプロットなどの、測定値の逆数

をj刊いた直線回帰計算ーでは回帰計算に持ち込まれる誤差が大きいため、これ

らの方法は用いていない。
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結果と考察

4種の酵素におけるトリペプチド基質に対する反応速度定数を

Table-II-lに、テトラペプチ ド器質 suc-Ala-Ala争 Pro-Phe-pN A に対する反応

速度定数を Table-lI-2に示した。

トリペプチド基質に対する反応伯

4種の酵素の示した反応性は、類似していた。反応性の高い基質の場

合で、 1秒間当たりの k"，1i直は 2桁、 K"値は lμMIの単位で 2桁を示し、

k醐 /K"値で 10 5 Isec 'M '1の値を示した。

高い反応性を示す基質は、 4酵素で類似しており、 4種酵素の基質特異

性や反応性が類似していることが示された。

テトラペプチドに対する反応性

求めた反応速度定数の大きさから aqualysin1がこのテトラペプチド基

質を他のトリペプチド基質と同程度に分解することがわかった。類縁酵素

と比較すると aqualysin[のこの基質に対する反応性は低く、 K"1直は他の

3 酵素のものよりも 3~4 倍大きく、また、 k同値は 1 ~ 3桁ノl、さかった

(subtilisinよりも l桁、 proteinaseKよりも 3桁小さい)。いずれの酵素の

場合でも、 k
ca，値の大きさはいずれのトリペプチド基質の場合よりも大き

く、 4酵素においてともに、基質のペプチド長が反応性に関与しているこ

とカfわかった。



Table-s-l. Kinetic parameters for the hydrolysis of sllc-tripeptide-pNA 

Assays were pelformed at 40oC， pH 7.5 (HEPES 100 mM， CaCI2 1 mM) 

A) aqualysin 1 

P3 P2 PI kcat KM kcat/KM 

[sec-'] {μM] [sec-'M-l] 

Phe Ala Ala 11 44 2.5 x 105 

Phe Nle Ala 8.8 36 2.5 x 105 

Phe Leu Ala 3.3 71 4.6 x 104 

Phe VaJ Ala 4.7 39 1.2 x 105 

Phe VaJ Leu 0.09 340 2.5 x 102 

Ile V叫Ala 5.0 64 7.8 x 104 

Ala Ala VaJ 0.04 900 5.0 x 10' 

Ala Ala Ala 1.2 1050 1.2 x 103 

Ala Pro Ala 0.5 790 6.2 x 102 

Ala Ala Phe 2.5 910 2.8 x 103 

Gly Gly Phe 0.15 1600 9.5 x 10' 

B) proteinase K 

P3 P2 Pl kcat KM kcat/KM 

[sec-'] [μM] [secー'M-']

Phe Ala Ala 12 55 2.1 x 105 

Phe Nle Ala 8.8 80 I.Ix105 

Phe Lell Ala 3.7 140 2.6 x 104 

Phe VaJ Ala 20 760 2.7 x 104 

Phe VaJ Leu 0.6 350 1.7 x 103 

Ile V叫 Ala 7.3 340 2.2)( 104 

Ala Ala Val 0.006 180 3.3 x 10' 

Ala Ala Ala 2.7 200 1.4 x 104 



Table-II-l， ( continued ) 

C) subtilisin Carlsberg 

P3 P2 PI kcat KM kcat/KM 
[sec-I] [μMj [sec-'M-'j 

Phe A1a Ala 2.3 160 1.4 x 104 

Phe Nle A1a 28 24 1.2 x 106 

Phe Leu A1a 20 270 7.4 x 104 

Phe Yal Ala 12 79 1.5 x 105 

Phe Yal Leu 4.5 110 4.1 x 104 

J1e Yal A1a 40 540 7.5 x 104 

A1a Ala Yal 0.16 1450 1.1 x 102 

A1a Ala A1a 5.5 770 7.2 x 103 

D) subtilisin BPN' 

P3 P2 PI ĉat KM kcat/KM 
[s巴c-I] [μMj [sec-'M-'j 

Phe A1a Ala 18 55 3.5 x 105 

Phe Nle A1a 5.2 10 4.9 x 105 

Phe Leu A1a 3.2 250 1.2 x 104 

Phe Yal A1a 3.7 160 2.4 x 104 

Phe Yal Leu 0.8 70 1.1 x 104 

Ala Ala Yal 0.02 2420 8.3 

AJa Ala A1a 2.2 3200 6.7 x 102 

The parameters for suc-Phe-Yal-Phe-pNA were not detennined， because of low 
solubility of the substrate. 

Table-II・2.Kinetic p白 al11e_t~rs for the hydrolysis of suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 
Assays were perforl11ed at400C， pH 7.5 (HEPES 100 111M， CaCI2 1 111M) 

kC3I K M kcat/K M 

[sec-tj [mM] [sec-'M-1l 

aqualysin 1 3.3 x 101 1.22 2.8 x 104 

proteinase K 1.1 x 104 0.34 3.2 x 107 

subtilisin Carlsberg 3.0 x 102 0.29 1.0 x 106 

subulisin BPN' 4.8 x 102 0.29 1.7 x 106 



P 1特異性

種々の基質の反応速度定数のうちから P1 特異性を表すものを

Table-JJ-3にまとめた。

(aqualysin !の P 1特異性) 3種のトリペプチド基質

suc-Ala-Ala-X-pNA (X = Ala， Val， Phe) の反応速度定数値を比較すると、

ミカエ リス定数 (K，，)の値には差がなく、 k，，，{直に反応性の差が表れてい

た (k凶値は Phe>Ala) Valの順に 大きかった) 0 2種のペプチド基質

suc-Phe-Val-X-pNA (X = Ala，Leu) の比較においても、 P1残基の違いは

主に k'"値に反映されていたが (Ala) Leu)、前に述べた基質の場合とは

奥なり、ミカエ リス定数値にも差が表れていた (Ala残基の場合の K"値

の方が 1桁小さい)。いずれのタイプの基質においても Ala残基の反応性は

高くなっており、第 I章でみたモノペプチド基質 (Table-!-l) に対する反

応性と共通して Leu，Val残基は切られにくくなっていた。これらから

aqualysin !の S1音11位がP1残基として Ala残基を、 分岐型の Leu.Val残

基よりも好むことがわかった。基質 suc-Ala-Ala-X-pNA (X = Ala ， Phe， 

Val)で、の測定で、は、芳香I殺を側鎖に有する Phe残基が分l岐型のVal残基よ

りも高い反応性を与え、 aqualysin!の P1特異性が単に P1アミノ般残基

似IljJ'iの「大きさJゃ「疎水性」によ って規定されているわけではないこと

カfう治、カfえる。

Fig-II-3に aqualysin!の反応飽和山総を示した。実|療に測定した基質濃

度は基質のミカエリス定数を反映して異なっており、また、笑測値をグラ

フに載せると見にぐくなることから、図には笑iJ!U値を載せていない。同様



の理由により、特別な場合を除いては、以下に示す反応飽和 IUI線のグラフ

には実測値を載せずに示す。他の 3酵素の飽和山線も aqualysin1と同じ傾

向を示していた。

( s山 ti1 isi n型酵素との P 1特典性の比較) 3種の酵素

proteinase K， subtilisin Carlsberg， subtilisin BPN'の4種のトリペプチド基質

suc-Phe-Val-X-pNA (X=Ala， Leu) suc-Ala-Ala-X-pNA (X = Ala， Val) に

対する P1特異性を比較すると、 P1残基の異なるいずれの基質の組合せ

においてもミカエリス定数値の差は小さく、特異性は k"，値に現われていた

(Ala) Leu，Val) 。いずれの惇素においても Ala残基に対して高い反応性

を示していた点は aqualysin1と共通していた。

これらの比1絞か らわかる aqllalysin1のP1 特異性の特徴をまとめると、

( 1) aqualysin 1のS 1 古 1\位は Ala 残基II~好性を示し、 Leu ， Val残基

をあまり好まなかった。この Ala残基JI嘗好性は、他の酵素と共通していた。

(2) P 1部位のアミノ酸の違いは、主に k叫値に反映されていた。こ

の傾向は 4種の subtilisin型商事素全体に共通していた。

Aqllalysin 1のP1 特異性は、比較に用いた 3種の subtilisin型酵素、

proteinase K， subtilisin BPN'， subtilisin 'Carlsbergとよく似ていた。 一次構

造を比較すると、 aqualysin1とproteinase1くは subtilisinのS1 部位(['ポ

ケットJを形成している)の「天井Jに当たるVal'65-Gly'日 Tyr山部分の 3

残基を欠いている(Fïg- 1l - 4 に subtilisin 型酵素の残基番号 160 ~ 170 付近



のアミノ酸配列を比較して示した)。このため、 2酵素 aqualysin1と

proteinase KのS1部位の立体構造は subtilisinと異なると推定されるが、

笑|燦の野生型酵素における P1特異性には、この 3残基の存在は大きな影

響を与えていなかった。 subtilisinBPN'における実験では、 S1音11位の天井

を構成する残基の lつGly】伍を種々のアミノ酸に置換して S1ポケットの体

積を変え、 P1 特異性を改変することに成功しており (Estellet al. 1986) 

Gly'66残基は側鎖を導入することにより P1 特異性に対して積極的に関与す

ることが知られているが、今回の測定の結果から推定すると subtilisinBPN' 

の Gly'66残基はGly残基の状態において P1特異性への寄与は小さいと考

えられる。



Table-II・3.Compωison of PI-specificity. 

A) aqualysin I 

P1 

Phe-Val- Ala 

Val 

Ala-Ala- Ala 

Val 

Phe 

kC31 KM 

[sec-I] [μM] 

4.7 39 

0.09 340 

1.2 1050 

0.04 900 

2.5 910 

kcat/KM 

[sec-1M-I) 

1.2 x 105 

2.5 x 102 

1.2 x 103 

5.0 x 101 

2.8 x 103 

B) proteinase K. subtilisin Carlsberg and subtilisin BPN' 

proteinase K subtilisin Carlsberg 

kC31 KM kcat/KM kcm K M kcat/K M 

subtilisin BPN' 

kC31 KM kcat/KM 
PI [sec-I] [μM] [sec-1Mー1] [sec-I] [J.lM] [sec-1M-I] [sec-I] [μM] [s巴c-1MーIJ

Phe-Val-Ala 20 760 2.7 x 104 12 79 1.5 x 105 3.7 160 2.4 x 104 
Leu 0.6 350 1.7 x 103 4.5 1104.1x104 0.8 70 1.1 X 104 

Ala-Ala-Ala 2.7 200 1.4 x 104 5.5 770 7.2 x 103 2.2 3200 6.7 x 102 

Val 0.006 180 3.3 x 101 0.16 1450 1.1 x 102 0.02 2420 8.3 

Data from Table-II-I 
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169 170 Residue No. of aqualysin 1 

AQ : ANACNYS PARVAEA 
PR : -D-R--- --SEPSV 
TH : NT-P-- --YYSN-
AM : SSGSTSTVGY--KYPST 
BP : TSGSSSTVGY-GKYPSV 
CA : NSGSTNTIGY--KYDSV 
DY : SSGSQNTIGY--KYDSV 

凶o 170 Residue No. of subtilisin 

行

Gly166 

Fig・11・4.Comparison of amino acid residlles around r芭sidll巴number166 
0・"represents for the sall1e amino acid residue to aqua1ysin 1 ; "ι" : the residues of cata1ylic triad 
AQ: aqllalysin 1 (Kwon el a/. 1988); PR : prot引 naseK (GlInke1 el a/. 1989); 
TH : thell11itase (Melolln el a/. 1985); AM : sllbtilisin All1ylosacchariticlls (Stahl el a/. 1984); 
BP: sllbtilisin BPN' (Vanantha elα/. 1984); CA : SUbli1isin C出 Isberg(Sll1ith elα/. 1968); 
DY : subtilisin DY (Nedkov el a/. 1983) 
The numbers above sequences represent for residlle numbers of aqua1ysin 1 ; the numbers below fot 
sllbtilisin 



P 2特異性

Table' II.lより P2特異性を表す suc'Phe.X.Ala-pNA (X = Ala， Nle， 

Leu， Val) に対する反応速度定数を Table-[[-4にまとめた。

(aqualysin 1の P2特異性)41亜の基質でのミカエリス定数 (K，，)

の値はほぼ同じ大きさを示しており、 P2特異性は k叫値に表れていた (Ala

) Nle) Val) Leuの順に大きい) 0 P 2残基の側鎖に関してまとめると、

aqualysin 1の S2部位は非分岐型の Ala，Nle残基を好み、分岐型の Val，

Lell残基を余り好まなかった。

また、 P2音1I位に sAlaを有する4l1f[の基質に対して活性は見られなか

った。 αアミノ酸に比べて、 sAla残基ではペフ@チド結合から次のペプチド

結合までの距離がメチレン基 lつ分長くなっており、酵素の基質結合音1¥位

と基質分子との逆平行pシート形成が妨げられていたと考えられる。

(slIbtilisin型酵素との P2特異性の比較) Aqllalysin 1において

はP2残基の違いによらずほぼ一定のミカエリス定数値をとっていたのに

対し、他3程の酵素ではこの傾向は見られなかった。ミカエリス定数に|刻

して、 4種の酵素に共通して Nle残基を P2部位に有する基質において K.

他は小さかった。最も高い反応性を与えた P2残基は酵素によって奥ーなる

が (aqualysin1では Ala残基、 proteinase[くでは Val残基、 slIbtilisin

Carlsbergでは Nle残基、 sllbtilisinBPN' では Ala残基であった)

aqllalysin 1を含む 3酵素 (proteinase Kと sllbtilisinBPN') においては

Ala残基に対する反応性が高いことが共通していた (sllbtilisinCarlsbergの



み Ala残基に対する反応性は低く、他の 3酵素と異なっていた) 0 P 2特

異性の比較を容易にするために、 4種基質の反応速度の飽和由l線を酵素ご

とに比較して Fig-II-5に示した。 SubtilisinCarlsbergを除く 3酵素において

P 2晴好性は Ala>Nle> Leuであり、 1ft1J鎖の小さいもの、非分岐のものが

好まれる傾向にあった。



Table-II・4.CompaI15011ofPlm2--XSP-ECIficlNIyA ol f four ploleases 
Kinetic parameters for sllc-Phe-X-Ala-pNA (X = Ala， Nle， Lell， Val ) 

aqllalysin 1 proteinase K 

kCaI KM kcat/KM kcm KM kcat/KM 
P2 [sec-I] [μM] [sec-1M-I] [sec-I] [μM] [sec-1M-1] 

Ala 11 44 2.5 x 105 12 55 2.1 x 105 

Nle 8.8 36 2.5 x 105 8.8 80 1.1 x 105 

Lell 3.3 71 4.6 x 104 3.7 140 2.6 x 104 

Val 4.7 39 1.2 x 105 20 760 2.7 x 104 

subtilisin Carlsberg subtilisin BPN・
kCal KM kcat/KM kCal KM kcat/K M 

P2 [sec-I] [μM] Isec-1M・1] [sec-I] [IlM] [sec-1M-I] 

Ala 2.3 160 1.4 x 104 18 55 3.5 x 105 

Nle 28 24 1.2 x 106 5.2 10 4.9 x 104 

Lell 20 270 7.4 x 104 3.2 250 1.2 X 104 

Val 12 79 1.5 x 105 3.7 160 2.4 X 104 

Data from Table-I1-1 
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P3特異性

Table - II - l における基質の反応~皮のうちか ら、 P 3特異性を表すも

のを選び出して Table-II-5にまとめた。

( aqualysin 1の P 3特異性) 2穫のペプチド基質

suc-X-Ala-Ala-pNA (X = Ala， Phe) の比較では、 P3残基の違いは反応、速

度定数 k叫、 K"の両方の他に影響を及ぼしていた (k叫では Phe>Ala， 

K"では Phe(Ala)。この 2種の基質の比較では、 aqualysin[の S3音1¥位

はP3残基として Ala残基よりも Phe残基を好むことがわかった。また、

2種の基質 suc-X-Val-Ala-pNA (X= Phe， lle)の比較では、反応速度定数の

差は小さく、アミノ酸残基の違いは P3特異性に反映されていなかった。

これら 4種の基質に対する反応性をあわせて考えると、 aqualysin[の S3 

音111立はある程度疎水性の高く体積の大きい残基 (Pheやlle残基)を P3残

基として好むことがわかった。

( subtilisin型酵素との P 3特製性の比較) Fig-[J-6に基質

suc-X-Ala-Ala-pNA (X = Ala， Phe) に対する反応速度の飽和 rUI線を、

Fig-II-7に基質 suc-X-Val-Ala-pNA (X = phe， Ile) に対する反応述!支の飽和

IUI線を示した。 2酵素 proteinaseK， sllbtilisin BPN'においては aqllalysin[ 

と同織に疎水性が高くて体積の大きいアミノ酸残基 (Phe) に対して高い反

応性を示した。基質suc-X-Ala-Ala-pNAに対しては、 k~" K.，{i直の大きさにお

いて aqllalysi日!と同校皮を示し、これらの類縁酵素の S3古1¥1立が同じ機備

によって P3アミノ酸残基を認識していることが示唆された。 SlIbtilisin



Carlsbergにおいては P2特異性の場合と同様に、他の 3酵素と異なる P3

特異性を示した。

Sl1btilisin Carlsbergの基質結合部位 (S2ポケットの構成残基、 および

S 3 青1\ 位の構成残基)の立イ'~;:構造は proteinase Kのものと類似した立体構

造を有しているので、 sl1btilisinCarlsbergが示した P3特異性の違いは、

情迭の差異によるものではなく、溶液中での基質反応l時の動的構造の違い

か、疎水環境の違いがあると考えられる。



Table-II・5.Comparison of P3・specificityof four proteases 

A) aqualysin 1 

P3 

Phe -Ala-Ala 

Ala 

Phe -Yal-Ala 

lIe 

B) proteinase K 

P3 

Phe .Ala.Ala 

Ala 

Phe .Yal.Ala 

lIe 

C) subtilisin Carlsberg 

P3 

Phe .Ala.Ala 

Ala 

kCaI 

[sec-1] 

11 

1.2 

4.7 

5.0 

kCaI 

[sec-1] 

12 

2.7 

KM kcat/KM 

[μM] [sec-1M-l] 

44 2.5 x 105 

1050 1.2 x 103 

39 1.2 x 105 

64 7.8 x 104 

KM kcat/KM 

IμM] [sec.1M.l] 

55 2.1 x 105 

200 1.4 x 104 

20 760 2.7 x 104 

7.3 340 2.2 x 104 

kCa1 KM kcat/KM 

[sec'lJ [μM] [sec-1M.IJ 

2.3 160 1.4 x 104 

5.5 770 7.2 x 103 

Phe .y証I.Ala 12 79 1.5 x 105 

lIe 40 540 7.5 x 104 

D) subtilisin BPN' 

kCa1 KM kcaJKM 

P3 [s巴c-1] [μM] [sec.1M.ll 

Phe .Ala.Ala 18 55 3.5 x 105 

Ala 2.2 3200 6.7 x 102 

Data from Table.J1.1 
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基質特異性に対して有機浴媒が与える影響

Table-Jl-1に示した反応速度定数はすべて、有機浴媒を含ま ない浴ta

系で測定した。基質である ペプチドはペプチド鎖が長くなると、水溶媒系

に対する溶解度が低下する傾向があり、基質の溶解l交を上昇させる目的で

しばしば有機溶媒が添加されることがある。 添加される有機溶媒としては

両親媒性で酵素活性に対する問答能が低いものが選ばれるが、こうして添

加される有機浴媒が基質特異性に与える影響についてはあまり考慮されて

いなし、。有機溶媒の添加は基質の一般酸・塩基触媒機構による非酵素的分

解を促進する傾向が観測されるため本論文において通常の測定方法として

は採用していないが、この有機溶媒の添加が酵素の基質特異性を変化させ

る現象が観測された。

有機浴媒として Dimethylslllfoxide (0 M S 0、10%) を含む条件下で

得られた反応速度定数を Table-lJ-1の反応速度定数と比較し、 Table-1l-6に

まとめた。

有機溶媒の添加により、いずれの酵素、基質においてもミカエリス定数

(K.，j値の増大が起きた。

反応性に対する影響は基質により異なっていて、有機浴媒の添加で k副

値が上昇するもの (sllc-Ile-Yal-Ala-pNA.sue-Phe-Yal-Ala-pNA等)もあれ

ば低下するもの (suc-Phe-Ala-Ala-pNA等)もあった。

有機浴!lUの添加は、主に P2特異性に対して影響を及ぼした。反応速度

定数が変化したものの中で、特に基質 suc-Phe-A la-Ala-pNAにおいて反応

速度定 数 の 変 化が大き く、 k薗値は 2桁低下した。 3種 の 基 質

suc-Phe-X-Ala-pNA '(X=Ala. Leu. Yal) に対する反応速度定数を比較すると



有機溶媒を含まない系では k剛値は Ala)Val) Leuの順に大きかったが、

DMSO(lO%)の添加により k出値は Val)Leu) Alaの)llflとなり、 Ala

残主主に対する反応性は低下した。この時の aqualysinIのP2特異性は、有

機溶媒非存在下におけるsubtilisi nCarlsbergのP2特典性と類似していた。

このように、有機浴媒 DMSOの添加1は aqualysinIの基質特異性を変化さ

せた。

この結架から、有機溶媒DMSOが aqualysinIのP2特異性を変化さ

せる「スイッチJとして働くことが示唆された。



Table-II・6.Effect of organic solvent (dimethylsulfoxide) on kinetic parameters 
for the hydrolysis of suc-tripeptide-pNA by three bacterial proteases 
Assays were pelfOlmed with/without 10 % DMSO， at 40oC， pH 7.5 
(HEPES 100 mM， CaCI2 1 111M) 

A) aqualysin 1 

P3 P2 P1 

lle Val A1a 

Phe Val A1a 

Phe Lell Ala 

Phe AJa A1a 

AJa A1a A1a 

B) proteinase K 

P3 P2 P1 

lle Val Ala 

Phe Val刈a

A1a Ala AJa 

C) SUblilisin Car1sberg 

P3 P2 P1 

lle Val A1a 

Phe Val A1a 

A1a Ala Ala 

without DMSO a) 

kC31 KM kcat/KM 

[sec-II IμM] [sec-I M-'l 

5.0 64 7.8 x 104 

4.7 39 1.2 x 105 

3.3 71 4.6 x 104 

11 44 2.5 x 105 

1.2 1050 1.2 x 103 

witholll DMSO a) 

kC3I KM kcat/KM 

ls巴c-I]IflMI [sec-1M-I] 

7.3 340 2.2 x 104 

20 760 2.7 x 104 

2.7 200 1.4 x 104 

Withoul DMSO a) 

kC川 KM kcallKM 

Isec-II IμM] [sec-1M-11 

40 540 7.5 x 104 

12 79 1.5 x 105 

5.5 770 7.2 x 103 

a) Data from Tab1巴ー1I-1

with 10% DMSO b) 

kCal KM kcallKM 

Isec-I] [μM] [sec-1M-I] 

8.1 1050 7.8 x 103 

9.2 440 2.1 x 104 

0.43 3070 1.4 x 102 

0.18 2200 8.0 x 101 

>2000 1.2 x 102 

with 10% DMSO b) 

kCaI K M kcatlK M 

[sec-I] [μM] [s巴c-1Mー1]

>2000 6.0 x 102 

>>104 3.4 x 103 

4.9 1100 4.4 x 103 

wilh 10% DMSO b) 

kCal KM kcallKM 

[sec-1] [ドM] [sec-1M-I] 

1.2 1000 1.1 x 103 

>2000 5.8 x 103 

>2000 1.5 x 103 

b) Data from Tanaka，T.， gradllolioll lhesis， IIllillersir)' ofTokyo， 1987. 



subtilisin Carlsbergの基質特異性の考察

subtilisin Carlsbergの P2 ・P3特異性は、他の subtilisin型の 3酵

素と異な っていた。この酵素の S2部位の Ala残基l噂好性は低く、 S3部

位のPhe残基l噂好性も低かった。

subtilisin Carlsbergは、 subtilisin型両手素において他のものよりも高い

反応性を示すことが報告されている(今回の測定においてもそのことは雌

認された)。この反応性の差異は、 S2部位の構成残基の違いによるとい

う報告もあり (Takagiet al. 1988) 、こうした S2部位の構成残基の違い

に起因する疎水環境の違いが、 P2特異性の遠いをもたらしていると推定

することが山来る。この推論の根拠の lつは、上述した有機溶媒の添加に

よる aqualyisin1の P2特異性の変化である (aqllalysin1の P2特異性は

DMSOの添加により slIbtilisinCarlsbergと同じ傾向を示した)。

また、第V掌で述べることであるが、 S2部位の銭基 GlylOlを Ala残基

に置換した変異型酵素も、 sllbtilisinCarlsbergと同じ P2.P3特異性を

示し、 S2部位の環境の違いが、 P2 . P 3特異性の双方に影響を及ぼす

ことがわかった。

これらのことから推定して、 subtilisinCarlsbergの基質結合部位の立体

構造は、他の sllbtilisin型酵素と同じであり、特異性の追いは反応i時におけ

る動的構造の違いによる影響よりも、むしろ、サブサイトのあ!i水環境の違

いによるものであると考えられる。



基質特異性のまとめ

以上みてきた Pl~P3 特異性の比較により、 aqualysin [は一次構造

だけでなく反応性においても、他の subtilisin型醇紫と類似していることが

わかった。特に、 P2・P3特異性においては aqualysin[は sllbtilisin

BPN'や protei nase Kと似ており、立体構造や反応|時における構造の変化ま

でも似ていることが示唆された。

これらの解析から、 S 2・S3部位を中心とした基質結合音1I位におけ

る aqllalysin[の立1~~緋造は、他の sllbtilisin 型酵素とほぼ同じであると推

定することができる。

トリペプチド基質における aqllalysin[の疎水性残基に対する特異性を

まとめると、 S1部位は Alaまたは Phe残基11誓好型、 S2部位は Ala残基

|噌好型であり、 S3音1st立は Phe残基l啓好型である。 P1 . P 2残基として

は、 側鎖の小さい疎水性残基 Alaが好まれたため、その意味においてこの

部位の特異性は「エラスターゼj的であるが、 S3音1I位は反対に Phe残基

11骨好型であるために「エラスターゼ」性は低い。したがって、 aqllalysin[ 

を含む subtilisin型酵素を「エラスターゼ」に改変するには、 S3部位を楳

的とすればよいことがわかった。また、 「エラスターゼJ的に改変するの

とは反対に、 Phe残基のような疎水的で1*1資が大きいアミノ酸に対する lIE

好性をもたせるには、 S2音lif立を様的にすればよいことになる。 口





第川 章

P 1変典型 SS 1を用いた P1 4守輿性の解析

第III章で述べたように、 SS 1 (Streptomyces subtilisin inhibitor) は

タンパク性のプロテアーゼ・インヒピターである。 113個のアミノ酸残基

からなる (MW= 11.500) サブユニット 2個から構成され、等モル的に

subtilisinと結合して酵素の活性を失わせる。このタンパク質の性質・立体

桃造は詳細に調べられ、既に成筈としてまとめられているが、遺伝子組換

えJ支術により P1部位 (Metηに当たる)を種々のアミノ酸に世換した P1 

変典型SS 1が得られており、 subtilisinBPN'との結合における P1特異性

の I~.，..析に成果をおさめている。

P 1変典型 SS 1を用いることの長所は 2つある。 lつは、合成ペプチ

ド基質を用いた測定には、基質の化学合成における収率の問題から使月]で

きる P1残基の種類に制限があるが、遺伝子操作による P1変典型 SS 1 

の場合には使mでき1 るP1残基の種類が多いこと。もう lつは、合成ペプ



チド基質に対する P1特異性は KM値のみならず k>< ~直に大きな影響を与

えるため、 k，・， 1i直が小さい場合には測定上の困難(酵素を多量に消費する)

が増すが、 SS 1との反応においては k剖値に|拘わらず低濃度醇素をmい

て測定できること、である。

本章の目的は 2つある。

(1) SS 1との反応を利用して aqualysin[の基質結合部位周辺の情

報をえること

(2) Aqualysin [の P1 特異性を解析し、他の subtilisin型酵素と比較

することである。

これらの目的から、 第II輩のペプチド基質を用いた測定と同様に、 3

種の subtilisin型酵素 proteinaseK， subtilisin Carlsberg， subtilisin BPN'を

対照に用いて、 P1 部位の異なる 6種の SS 1において阻害定数 (K)の

測定をおこなった。



材料と方法

酵素

Aqualysin [と 3種の subtilisin型酵素 proteinaseK (Merck社より J!待

入)、 subtilisin BPN' (Nagase Biochemicals L TD.，より購入)， subtilisin 

Carlsberg (Sigma Biochem. Co.，より購入)を使用した(第 H章参照)。

恭質

2つの恭質 suc'Phe'Nle'A la'pN A (液相法により合成したもの。第

[[章参照)，suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (Sigma Chemical Co.，より購入)を使

用した。基質は HEPES緩衝液 (HEPES100 mM. CaCl， 1 mM、pH7.5 at 

40't:)に浴解させ、基質濃度は、分取した一部を酵素分解させた後、分光

学的に定量した(e 410 = 8680 M 'cm ')。

P l変異型 SS 1 

精製した野生型 SS 1は村尾教授の好意により譲り受けたものを使

刑した。 5種の P1変典型 SS 1は三浦教J受の好意により譲り受けたもの

を使用した。 SS 1のタンパク質濃度は、吸光度(野生型 SS 1はε'80

18660 M 'cm')および Lowry法 (BSAを標準タンパク質とした)により

定量し、SDS-PAGEにより純度を確認した。

¥ 



阻害定数 (K) の測定原型

S S 1は subtilisinの基質結合部位に対して、基質と競争的に結ー合

する。したがって、 SS 1と酵素との結合の強さは基質と酵素との結合に

対する阻害定数(競争阻害としてのK.)の値として評価することができる 。

Scheme-1にミカエリス・メンテン型反応形式における競争阻害の様式を示

した。ミカエリス定数 (K，，) と阻害定数 (K，)がほぼ同じ大きさであると

き、みかけの反応速度 v は Equation-1に示すようにみかけのミカエリス

定数を増大させる。このミカエリス定数のみかけの値の変化を剥べること

により (Dixonplot等の方法を用いる)、阻害定数の値は決定で、きるはずで

ある。 しかし、実際には SS 1と醇素との結合は強く (つまり SS 1・酵

素聞の解離定数がK"よりも小さい)、また平衡状態に到達する速さが基質

とSS 1の場合で異なること、及び、それぞれの結合の大きさを測定する

のに適した酵素濃度が異なることなどから、 Scheme-1に基ずく測定法にお

いては、 SS 1は基質に対して不可逆的な競争阻害斉IJとして振舞い、平衡

論的な阻害定数の測定ができない。

そこで、ここでは「強い結合をするJI阻害剤 (tight守 boundinhibiωr) 

の阻害定数を測定する方法を採用した (Hendersonet al. 1972， Ku日 mochi

et al. 1979， Tyagi 1991， Leatherbarrow et al♂ 1991) 0 S S 1と酵素の解

向性定数(阻害定数 Kiと使宜的に同じであるとする)は非常に小さく、

Schemc-2に示した SS 1 .酵素問の平衡状態の到達に多少|時間がかかる。

平衡状態においては Equation - 2~4 に示した条件から Equati on -5 に示すよ

うに全酵素に対する遊離酵素の濃度比を αとおくとき、 Equation-6，7に示し

たSS 1 濃度11Iと遊離酵素の相対濃1度比 αの値との関係式が得られる。 し



たがって、 一定濃度の酵素に対して、阻害剤 SS 1の濃度[1 ]に対する

αの値を求めれば阻害定数 (K)の値が決定できる。反応論における阻筈

定数を測定する場合には、 基質を用いて遊離酵素の相対濃度比 αを求め

る。基質を分解できるのは遊離の酵素のみであるため、この濃度比 aは基

質に対する反応速度比(阻害斉IJの非存在|時の反応速度を lとする)と同じ

になる (Equation-5)。しかし、見かけの阻害定数K，(酬は、基質が阻害斉IJ

に対してもたらす競争効果により大きく評価されるため、 Equation-8に示

した操作により補正し、真の値 K川を伴る。実際の反応、においては、 SSI

はダイマーとして挙動する。そのため反応係式は Scheme-3に示す形式に従

い、 2段階の解離 ・会合をおこなうと考えられるが、それぞれの段階にお

ける解離定数 (K)の値の差異は報告されておらず、正または負の協同性

も観測されていないため、モデルおよび計算を単純化するために Scheme-2

の反応形式に従うと仮定して解析を行った。

また、 Equation-6 (Henderson plotに対応する。 Henderson，1972) 

に従う方法では両逆数プロットを使用するために、 αの値が O付近と l付

近の両方において計算誤差を大きくしてしまうため、阻害定数 (K.) の測

定にはすべて Equation-7に従う方法を保則した。
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阻害定数 (K.) の測定方法

測定は40'C、 pH7.5 (HEPES lOO mM， CaCl， 1 mM， pH 7.5 at 40'C) 

においておこなった。酵素、基質、 および SSIはすべて HEPES 緩衝液

(HEPES 100 mM， CaCI2 1 mM， pH 7.5 at 40'C)を川いて希釈し濃度を調

整した。

S S 1 (濃度可変。 100μ1) と酵素(濃度一定。 100μ 1)とを混合し

て40'Cで保温 (10 ~3 0分間)して平衡状態に到達させたのち、浴液から

140μlを分取し、あらかじめ40'Cで保温しておいた基質浴液 200μlと混

合して基質の分解活性を410n日1で=追跡した。得られた反応速度の値から、

SSI非存在|時の反応速度を lとしてSSI濃度に対する相対残存活性 (α) を

求め、 1m害定数 Kj(al酬を求めた。得られた|泊客定数の値をもとに、酵素濃伎と

SSI 濃度を再訪i製し(ともに阻害定数 K;値付近の濃度に剥製する)、 阻害

定数 K;(叩凶を求めた。得られた K;(叫 の値から、使用した恭質の濃度とミカ

エリス定数 K"の値を用いて (Table'111-1にまとめた。第"掌参照)

Eqllation-8に従い、真の|迫害定数K川の他を得た。 SSI濃度[I ]と残存

活性 (α)からの K，の算出は、 Eqllation-7に従い、非線形の最小自乗法に

よるアルゴリズムを作製して、回帰的に求めた。



結果と考察

反応形式の検証

Aqllalysin 1に対する野生型 SSIの阻害l曲線を Fig-III-lに示した。図

中の点は実際の測定値を、波紋は Eqllation-7にもとづいて得られた Ko値か

ら計算 した値を表す。解析に用いた反応形式(Scheme-2，Eqllation - 2~8) は

aqllalysin 1において実測値とよ く一致していた。また、図には示していな

いが、他の 3酵素においても aqllalysin1の場合と同様にこの反応形式と実

測値の一致を確認した。

野生型 SSIの阻害定数

野生型および5極のPl変異型 SSIの阻害定数をTable-III-2にまと めた。

野生型 SSI (p 1部位は Met残基)の阻害定数は、 4種の酵素いずれの場

合も非常-に小さく ( 10 9~ lO"M ) 、 SS I はこれらの酵素と強く結合した。

阻害定数の大きさを酵素間で比較すると sllbtilisinCarlsberg (sllbtilisin 

BPN' (aqllalysin 1 (proteinase Kの順に大きくなり、 2つの sllbtilisinに対

して特に強い阻害能を示した。
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Table-IIl-I. Michaelis constants of proteases for p巴ptidesllbstrates 

KM 

suc-Phe-Nle-Ala-pNA suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 

enzyme [μM] [mM] 

aqualysin 1 36 1.22 

proteinase K 80 0.34 

subtilisin BPN' 10 0.29 

sllbtilisin Carlsberg 24 0.29 

Assays were p巴rfonnedal pH 7.5，400 C (HEPES 100 mM， CaCI2 1 111M) 

Table-IlI-2. Inhibition constants of P 1 site l11utant of SS! toward proteases 

PI aqualysin I proteinase K C出 Isberg BPN' 

Met(wt) 3.0xlO-10 1.5xlO-9 7.6xlO-11 9.6xlO-11 

AIa 3.8xlO-tO 2.2xlO・9 4.2xI0-12 6.0xI0-11 

Phe 3.6x!O-IO 1.8xlO-9 6.4xlO-1 I 7 .2xlO-1 I 

Leu 5.9xlO-tO 2.6xI0-9 1. 9x 10' I I 8.2xlO-11 

Asp 1.7xlO-IO 1.0xlO・8 5.0xI0-9 4.0x10.9 

Arg 8.1xlO-1 I I.IxlO・9 1.3x10-tO 6.6xlO-11 

Assays were perfonned at pH 7.5. 400C (HEPES 100 111M， CaCI2 1 111M) 



P l 特異性の比較

野生型を含む 6種の P1 変典型 SSIの阻害定数を酵素ごとに比較し、

Fig-IlI-2に示した。

(疎水性 P 1残基の比較) 4つの疎水性残基 Ala， Met， Phe， LeuをP 1 

部位にもつ SS 1の阻害定数を比較した。 SubtilisinCarlsbergを除く 3醇

素においては、野生型 (Met) と他の残基 (Ala，Phe， Leu) において差はほ

とんど見られなかった。この 3酵素において観iJIIJされたl唯一の違いは、

subtilisin BPN'において、変異型 (Leu) S S 1に対する反応が他のものよ

りも遅く(平衡状態に到達する速度が小さい)、他のものが 10分間の反

応でほぼ平衡状態に到迷したのに対して、 (Leu) S S 1と subtilisinBPN' 

の組合せにおいては 30分間程度の時間を必要としたことである。これら

3昨素での P1特異性は、第 II掌で制べたペプチド基質に対する P1 特典

性と比較すると、 P1特異性がミカエリス定数(凡J値にほとんど反映さ

れていなかった点において、この結果とよく 一致した。

一方、 subtilisinCarlsbergではペプチド基質で見られた P 1特異性と

は梨なり、 SS 1のP1銭基の違いが阻害:定数に大きく反映された (1山筈

定数 K，は Ala< Leu < Phe， Met の J~fiに大きくな っていた)。

(電荷をもっ P 1残基の比較) 電荷をもっ 2租の残基 Asp，ArgをPl

部位にもつ SS 1の|狙答定数を比較すると 、4酵素に共通して Arg残基に

おいて阻害定数は小さな値を示し、Asp残基で、は大きな値を示した。

野生型 (Met)， S S 1の場合と比較すると、 3酵素 protei nase K， 



subtilisin BPN'， subtilisin Carlsbergにおいては、 (Arg)SSIは (Met)SSIと同

程度の値を示し、 (Asp)SSIでは大きな値を示した。このように 4酵素に共

通してプラス電荷をもっ Arg残基がS1 部位に好まれた。

subtilisin BPN・における「電荷Jに対する P 1特異性は、 S 1部位の

一部を構成している GIUl56 との静電的相互作用に起因すると考えられてい

るが (WellsetaJ. 1987) 、 2両手素 proteinaseK， subtilisin Carlsbergにお

いてはこの部位に対応する電荷は奥なっており (subtilisinCarlsbergではSer

残基、 protei nase Kで、はAs口残基、 aqualysin1で、はAsp残基になっている)、

少なくとも SSIとの反応においては GIUl56以外の残基の寄与があると推定

できる。

また、 P1音11位に電1¥lfをもっ 2つの (Asp'，Arg-)SSIに対する aqualyisin1 

の反応性は、他の 3酵素と異なって(Asp)SSIの阻害定数が野生型 SSIの場

合よりも大きく、 S1音11位における静電的環境の違いを示唆した。

subtilisin BPN'とP 1 変典型 SSIとを用いた解析の結果は、異なる条

例下で既に得られている結果 (Kojimaet aJ. 1991) と一致していた。

1 
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まとめ

以上をまとめると、 SS 1の結合の械式・強さから、 aqualysin1の恭

質結合部位周辺の立体構造は、比較に用いた他の subtilisin型酵素と大体似

ていることがわかった。疎水性残基における P 1特異性は、 subtilisin 

BPN'や proteinaseKと同じで差はなく、また、塩基性残基を好むことがわ

かった。

酸性アミノ酸残基に対する反応性では、 aqualysin1のSHfl¥位は他の

酵素と多少異なる反応性を示唆した。また、基質結合音1¥位の立体構造が

subtilisin BPN'や proteinaseKと似ていると期待される subtiliisin

Carlsbergは、W1t水性残基における Pl特異性は、他の酵素と異なっていた。



第 l部(第 II、III詰)のまとめ

Aqualysin Iは少なくとも 3つのサブサイト (Sl、S2、S3部位)を有

することが、 トリペプチド基質を用いての測定により明らかになった。基

質特異性はそれぞれのサブサイトごとに奥なっていて、しかも広い。 Sl部

伎は Alaや Ph巴残基を好み、分岐il!lJ鎖をもっ Lell，Val残基を好まないとい

う特徴を示した。 S2音11伎は、 Alaや Nle残基の非分岐側鎖を有するアミノ

酸を好み、 S3音11位は、 Phe残基のような疎水性の高いアミノ酸を好んだ。

これらのサブサイ トごとの特徴は、 subtilisinBPN'や proteinaseKと類似

しており、 aqllalysin Iの基質結合音11位の立{材jVi;I査が、これらの類縁酵素と

似ていることをjglf守させる。更に、構造を有する基質であるタンパク性プ

ロテアーゼ・インヒピタ-SSIとの反応においても aqualysin[はこ れらの

類縁酵素との類似性を示し、sllbtilisin型酵素としての共通性を示した。

比較に用いた酵素のうち sllbtilisinCarlsbergは、仙の酵素と異なる反応

性を示したが、 aqllalysinIの P2特異性が有機溶媒 (DMS 0)の添加に

よりsubtilisinCarlsberg型に変化することを考え合わせると、この酵素の

基質認識機構は、見かけの反応性の差ほどには異なっていないと推定され

る。

， 
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第 2部

基質特異性の改変

Aqualysin 1は subtilisin型のプロテアーゼである。 subtilisin型のプロ

テアーゼは総じて、広い基質特異性を示す。 Aqllalysin1が他の類縁酵素と

異なるところは、その高い熱安定性にある。

もし、特異性の高い酵素や、もっと反応性の高い酵素が、 aqllalysin1の

ような高い熱安定性をもっていれば、産業而・研究而で有用である。 し

かし、熱安定性の改変 ・向上はタンパク質分子の構造全体を含む問題が絡

み、困難も付随する。

そこで、視点をかえて、既に高い熱安定性をもっ酵素 aqllalysin1の特

異性 ・反応性を改変することにより、野生型のセリン ・プロテアーゼとは

異なる特異性をもっ酵素を創り山すことを試みた。



第I章でみたように、 subtilisin型のプロテアーゼは、基質分子において

被切断音11位よりも N末端側の部分 (Pl~P3 音11位)を主として認識するこ

とが知られており、特異性の議論をする|僚には、 P1 ' P 2・P3の3つ

の部位に対する特異性が重要である。 P1 特異性を標的とした研究は、既

に subtilisinBPN'を材料として行われており、成果を収めている (Estellet 

aJ. 1986)。

そこで、この第 2部では、 subtilisin型酵素において未知である P2 ・

P3特異性に標的を絞り、 subtilisin型酵素に共通した広い基質特異性を、

より狭く、アミノ酸限定的な、高い特異性をもっ酵素に改変することを目

的とした。

変異型酵素の構築に先立って、問題が一つあった。それは aqualysin1 

の立イi;:才能造が不明で‘あるということである。しかし、 3つの状況証拠

1 ，一次構造の相向性一一基質結合音11位付近では、更に相向性が高い

2， subtilisin型酵素附 (aqualysin1は除く)における基質結合部位周辺

の立併む構造の相向性

3，ペプチド恭質、プロテアーゼ・インヒピター SS 1との反応性の類似

性(第II、III掌参照)

をもとに、基質結合音11位近傍の aqualysin1の立件三十品造は他のセリン・プロ

テアーゼと纏めてよく似ていると仮定し、類縁酵素の立1*構造を aqualysin

Iのものの代わりに用いることにした。



特異性の改変は、 3種の類縁酵素 subtilisinBPN'， subtilisin Carlsberg、

proteinase Kの立体構造を用い、コンピューター・グラフイクス上において

1.各サブサイト (Si部佼)の検索

2， Pi音111立に種々の残基を導入した基質と、 Si音I1位との相互作用のシ

ミュレーション

を行って、実測によって得られた基質特異性との閑辿を考え、更に、

3. Si音11位と想定される残基に対して残基置換を行い、恭質の Pi音I1位

との相互作用のシミュレーション

をするという手順をふんで、、 「変典型酵素jの基質特異性のモデリングを

し、それをもとに実際の変異型酵素の構築をした。

従って、これから行う基質特異性の改変は aqualysin1のみでなく、

他の類縁隣索全体にも共通する戦略である。



、

第IV章

P3特異性の改変



目的

野生型酵素 aqualysin1の基質特異性は概して広u、
合成トリペプチド基質に対する野生型酵素 aqualysin1のP3特異性は、

体積カf小さく疎水性が低いアミノ酸 (Ala)に比べて、体積が大きく疎水性が

高いアミノ酸 (Phe)に対して高い反応性(小さな KM'大きな k，，，)を示し、

P3特異性は Phe~嘗好型である。

このP3特異性の Phe11普好型を Ala11普好型に改変することを企画した。

第II章でみたように aqualysin1のP1 . P 2特異性はともに Ala残基に

対して高い反応性を示す Ala11普好型である 。従って 、P3特異性がもし

Ala I噌好型に転じたならば、基質結合部位の主要認識音11位である P 1 -P 3 

部位においてすべて Ala晴好型となり、 aqualysin1は「エラスターゼ」的

特異性を獲得する(ここでは Ala，Gly残基を基質として好むプロテアーゼ

の代表という意味において "elastase的"という言葉を使った。正確には、

elastaseは Ala残基ばかりでなく他の残基も広く基質として認識するため、

elastaseとの構造相関は今回のモデルとして採用しない。 Kasafirek et al. 

1976， Thomson et al. 1979， Dimicoli et al. 1979， 1980， Davril et al. 1984) 



S3部位の検索とモデリング

3秘の subtilisin型醇素 s山 tilisinCarlsberg IPDB lDコード :2SECj、

subtilisin BPN' IPDB IDコード。 lSBT1、proteinaseK 1 PDB lDコード

2PRK Iの立f材待造に共通して基質結合部位周辺は、主に Gly，SeJ等の残基

から構成され、 l唯一大 きな1nrJ~Jí をもっ Lell (proteinase Kでは Lell133
)の側

鎖は醇素内部を向いており、浴媒側には、 Ser残基の側訟，!1が山ているだけで

ある (FigIV-lに proteinaseKの基質結合部位を示した。基質結合音111立を黄

色、活性中心を赤、醇素の主鎖、を青で示しである)。この基質結合部位の残

基は酵素1111で非常によく保存されており(Fig-IV-2)、加えて、立イ材部造も主

鎖を重ね合わせられる程度に一致している (Siezenet aJ_ 1991)。 基質分子

は、この基質結合部位主主J'iと局所的な逆平i$!rsシートを形成して結合する

が (Fig-IV-3に sllbtilisinCarlsbergの基質結合部位と eglincの反応部位

P2・~阿部位を示した。酵素主鎖を育、活性中心を赤、基質結合部位を水

色、基質を黄色で示した)、このとき基質の P3残基側鎖は酵素官IIJではなく

溶媒に向かつて突き山ている (Fig-IV・4に器質結合部位と P3残基側鎖の模

式図を示した。ただし、残基番号はすべて aqllalysin1のものである)。この

立付斗精進をもとにして、コンビューター・グラフイクス上において、 P3 

残基をいろいろなアミノ酸に置換してみてもこの傾向は変わらず、 P3残

基1ftlJ鎖はいずれも浴媒側に銭出していて酵素表面とあまり筏触・相互作)fj

しなかった。つまり、基質の P3残基11t1J~j'íは「クレフト J や「ポケット」

には収ま っていない状態で酵素表面に存在していると推定された。ペプチ

ド基質に対する P3特異性(第II章参!!百)において aqllalyisin1は sllbtilisin

BPN'や pruteinaseKと同級に疎水性の高いアミノ酸に対して高い反応性を



示したが、この P3残恭の構造の状態からは考えにくく、実際の水溶液中

においては、 P3 残基1nrJÆj~ はあ1、水性の高いhF素表而と大きな(跡、水性)相互

作用をしていると想像できた。

こうしたことから考えて、 P3特異性を Phe1啓好型から疎水性の低い

Ala 11訓子型に改変するには、基質結合時の酵素表面において、 P3残基tll雌i

を取り巻く(疎水的)環境をつくりかえる必要がある。それには、 P3残基

側鎖と相互作月]しうる位置(酵素表而)に、新たに適当な1H1J鎖を「生やしJ

てやるのが妥当である。 P3残基111雌iは溶媒側に向いているので、導入す

る tjlJ~員に対して、次の 2 つの条件を設けた。

条件1.導入する側鎖は溶媒官IIJを向いていること

条件 2.導入する1H1J鎖は P3残恭世!附iとキIJ互作mできる距離にある こと

以上の 2条件に従い、基質結合音JI位周辺 (P3残基側鎖の Csから 1

nm以内)に存在するすべてのアミノ酸残基に対して、コンピューター ・グ

ラフイクス上において残基置換、および、世換導入した側鎖に対して MM

や MDのシ ミュ レーション を行って P3残基側鎖と相互作用する残基を検

索したところ、適当な候補として Ser'02と Gly'3J(subtilisin Carlsbergでは

Se r
'ooと Gly'28に当たる )の 2残基が見つかった。F'ig-IV -5にsubtilisin

Carlsbergを用いて P3残基と Ser'OOとGly'28残基の位世関係を示した(ここ

では、 P3残基を Phe残基に世換して示した)0Ser残基のCβ から Phe残

基1I11J鎖までの距離は約 0.4nm、Gly残基の Cα からは約 0.6nm程度であ

り、 SerやGlyの代わりに1*-積 ・長さのある似IJ主演をもっアミノ酸がくれば、

P 3 側鎖と卜分に相互作用することが期待できる。F'ig-IV - 6 に Ser '02 •

Gly'3Jに導入した側鎖と P3残基 1f11J~j1 との位世附係を模式図として示した(た



だし、残基番号は aqualysin1のもので示した)。グラフイクスの写真ではか

えってわかりにくいので模式図で表したが、 Ser102とGlyl31 に導入された側

鎖は図のように、 P3残基と隣接し、かっ、溶媒側を向くと推定された。

これら 2残基 (SerlO'， Gly131)に対して、それぞれ「併ζ積Jr長さ」の

あるアミノ酸の側鎖を与えて P3特異性を改変することにした。



Fig-IV-1. Substrate binding site of proteinase K 

Blue: main-chain structure， Yellow: substrale binding site. Red : catalytic u"iad 

101 104 127 132 ( No. of aqualysin 1) 

AQ GSGS MSLGGGV 

PR GSGQ LSLGGGV 

TH GSGT LSLGGGT 

Aル1 GSGQ MSLGGGP 

BP GSGQ MSLGGGP 

CA GSGS MSLGGGA 

DY GSGT MSLGGGP 

100 103 124 129 (No. of subtilisin ) 

AQ， aqualysin 1 ; PR， proteinase K ; TH， thelmilase ; AM， sub口lisinAmy!osschariricus 

BP， subtilisin BPN'; CA， subtilisin Carlsberg ; DY， subtilisin DY 

Fig・IV-2.Comparison of amino acid residues in the subsu'ate binding sile. 



.，....-

Fig-IV・3.Substrate binding sit巴ofsubtilisin Carlsberg. and the substrate巴glinc 

Red : catalytic口iad，Cyan : slIbsu川ebinding sit巴，Y巴lIow: eglin c (P2'-P5) 

P3 / S3 site 

Pl 

Fig-IV・4.Diagram of Sllbstrat巴 bindingsite. and the side-chain of P3 amino acid 



yr-

Fig-IV-S_ P3(Phe) side chain and th巴 po出 tionof SerlOO and Glyl28 

(subtilisin Carlsberg) 



可.-----

A) Ino-oduclion of sid巴chainlo Gly131 

B) Introduction of side-chain to Serl02 

C) Relative position of introduced side-chain 

Fig-IV・6.Diagram of introduced side chain at Serl02， Gly131 

(Residue numbers : aqualysin 1) 

、



材料と方法

変異型鮮素

S 3部位として予惣された 2つの残基 SerlO'とGlyl31をそれぞれ 3種の

アミノ般に置換した (Ser
102→ His.Lys. Glu :Gly131→ His. Lys. Asp)、言，-6 

種の変典型酵素を調製した。導入するアミノ酸残基の選定は、導入した残

基側鎖が醇素表面において溶媒に露出した状態で存在するように、解離基

をもっァミノ般として Lys残基や His残恭を選んだ。この 2残基は共に邸

1毒性残1きであるが、 Lys残基は直鎖状の側鎖を有する残基であり、 His残基

はイミダゾール環を有する (Csに結合している)残基である。 2残基にお

ける側鎖の泣いは、 1[11J鎖の十n互作JiJを及ぼす範囲の違いや、この側鎖に立

体障害が生じた場合において、その衝突の解消しやすさの違いとして現れ

ることがJ明待できる。 Lys残基側鎖は直鎖状であるため、回転可能な炭素

一炭素附の結合の数は多く、側鎖の「自由度Jは大きい。そのため、 1f11J鎖

に立体障害が生じた場合において、容易に立体障害を解消できると考えら

れ、その意味において Lys残基は"柔らかい"残基である。 His残基の1H1J鎖は

環状であり、回転可能な炭素ー炭素1mの結合はCα ーCsとCs-C yの2つ

で、 Lys残基の側鎖に比べて側鎖の「自由度」小さい。そのため、 Lys残基

よりも側鎖において生じた立体障害を解消しにくいと考えられ、{似仰側H山則IJ服s鎖貞の..硬
い

ために、 Lys.Hisとは逆の電荷をもっ Aspまたは Glu残基をあわせて導入

した。

1 



6種の変異型酵素の名称 (略号)を次のように定めた。

略号 変異

AQN (Sl02H) Serl02→ His 

AQN (Sl02K) Serl02→ Lys 

AQN (Sl02E) Serl02→ Glu 

AQN (G131H) Gly'3!→ His 

AQN (G131K) Gly山→ Lys

AQN (G131D) Gly'3!→ Asp 

1. 変異の導入と発現ベクターの調製(手J~買を Fig- IV - 7 に示した)

Aqualysin 1の全構成遺伝子を含むプラスミド pAQNより変異導入の対

象となる部分を含む BamHI-XbaI断片を、ファージ oN A (M13 mp19 RF 

DNA)に組み込んで得た U-ssDNAを調製して鋳型とし、 Table-IV-lに示す

変異導入プライマーを用いて変異を導入した(方法は Bio-Radのマニュアル

にしたがった)。変異導入の有無は DNAシークエンシングにより直接確認

した。変異導入が確認されたファージ DNAより切り山した BamHI-AccI

断片を、 2つのベクター pAQN(aqualysin 1の全構成遺伝子を含む)と

pAQNムC(pAQNより aqualysin1の前駆休のc-プロ領域を欠失させたも

の)に組み込んで、発現ベクターを待た。

2.変異型酵素の生産・発現

大腸菌 (E.coliMVl184)を宿主として、全ての発現ベクター を形質転



Table-IV -1. Oligonllcl印刷巴 seqllencesfor mlltag聞に pnmers

Mutation Res.enz. Oligonllcleotide seqlle目白S

SI02 Wild C叩 GACTGC AAC GGT TCC GGC TCC ACC TCT GGG 

SI02 H NcoI CTG GAC TGC AAC GG!: A旦 GGCTCC ACC TCT GGG 

SI02 E 

SI02 K 

GI31 Wild 

cτ'G GACτ'GC AAC GGT QAA GGC TCC ACC TCT GGG 

cτ'G GACτロC AAC GGT dsA GGC TCC ACC TCT GGG 

AACAτロ AGCτ~A GGA GGC GGA GTC TCC ACT GCC 

G 131 H NcoI AAC ATG AGC TTA GG!: CAT GGA GTC TCC ACT GCC 

GI31 D -- AAC A1ロAGCTTA GGT GAC GGA GTC TCC ACT GCC 

G131 K -- AAC A叩 AGCTTA GGT AAA GGA GTC TCC ACT GCC 
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Fig-IV・7.Strategyfor construction 
of mutant aqualysin 1. 

IllUlant Aqualysin 1 



換した。菌は 37 t:、アンピシリン存在下 (100μg/ml)において LB

(Bacto tryptone l.0 %. Yeast extract 0.5 %. NaCl 0.5 %. Glucose 0.2 %)培地

で培養し、菌体・培地の吸光度 A660が 0.9に達したのち、 IPTG を最終濃

度 0.701Mになるように加えてタンパク質合成を誘導後、 2時間地養して

から迷心 (5k rpm. 10 O1in)により集菌した。菌の生育・タンパク生産量の

兼ね合いから、変異型醇素の lつ AQN(S102H)は発現ベクター として

pAQNを、他の 5つの変異型静素は発現ベクター pAQNムC を用いて、最

終的なタンパク発現を行わせた。

3.変異型酵素の精製

得られた培養菌体を熱処理溶液 (EPPS50 O1M. CaCl， 10 O1M. NaCl 1 %. 

pH 8.5)に懸濁して超音波破砕したのち、プロテアーゼ活性が現れるまで70

℃で熱処理(l0 ~ 50 I時nl1)をした。プロテアーゼ活性が現れた溶液は、遠

心により E自体由来の不浴性画分を取り|徐き、更に、泌過(フィルター 0.45

μm径)したのち、硫酸アンモニウム(最終濃度 25%)を加えて、予め 25% 

f流酸アンモニウム溶液 ((NH，)，SO，25 %. Na phosphate 20 mM. CaCl， 101M. 

pH 6.0)で平衡化しておいた Butyl.toyopearl650カラムに吸着させた。

Buty l.toyopearlカラムからの浴LlJは、 10%硫酸アンモニウム浴液、0%

硫酸アンモニウム溶液、イソプロパノール浴液 (Isopropanol20%， NaCl 2.5 

M)の順に行い、これらの画分のうちプロテアーゼ活性をもっ画分を選んで

透析した。透析した画分は、予めリン酸緩衝液 (Naphosphate 10 01， pH 

6.0)で平衡化しておいたO1ono.Sカラム(FPLCsystem : Phar01acia)に吸着

させ、 NaClで塩濃度勾配をかけて浴11¥させた。得られた浴出薗分のうち、



プロテアーゼ活性の高いものを選んで、精製襟品とし、 SDS-PAGEで分子量

と純度を確認した後、 BCAキット (Pierce社)を用いてタンパク濃度を定

量した。

反応速度定数の測定

精製した 6種の変異型酵素 AQN(Sl02H， Sl02K， Sl02E， G131H， 

G131K， G131D)の反応性を、 P3特典性の解析のためのトリペプチド基質、

及び、反応性の襟準基質としてのテトラペプチド基質を用いて測定し、導

入した変異がペプチド基質のP3特異性をどのように変化させたのかを調査

した。 一部の変異型酵素 AQN(Sl02H，G131H)に対しては、構造をもっ基

質であるタンパク性ブロテアーゼ・インヒピタ-SSI (野生型)を用いて阻

筈定数 (K;)を測定し、導入した変興がもたらす影響を制ベた。また、 S3部

位に導入した変異がP2特典性に対して及ぼす影響も考え、 P2部位の異なる

合成 トリ ペプチ ド基質を用いて、 一音1¥の変異型商事素 AQN(Sl02K，G131K) 

のP2特典性を調べた。

1， P 3特異性の測定(1 ) 

P 3部位の異なる 2つの基質 slIc-Phe-Ala-Ala-pNA(Boc-アミノ酸から液

相法で合成したもの。第II:挙参照)と suc-Ala-Ala-Ala-pNA(Sigma社より購

入)を朋u、て、 40'C、 pH7.5 (HEPES 100 mM， CaCl， 1 mM)における反応

速度定数を求め、変異型酵素の阿部位のアミノ酸l瞥好性を制べた。反応は

すべてミカエリス・メンテン型に従っており、反応速度定数は観測IJされた



反応、迷度 vと調製した基質濃度 [S1をもとに、 V
rD
3.Xと K"とを変数とし

て、非線形の最小自乗i去を用いて計算した。

2， P 3特異性の測定 (2) 

仰IJ~J~の更に小さなア ミノ 酸 (Gly ， Ala)における P3特異性を調べるため

に、変異型酵素の一つ AQN(S102H) に対して、 P2・P3部位が同時に異な

る2つの基質 suc'Ala'Ala'Phe'pNA，suc'Gly'Gly'Phe'pNA (Nova Biochem担

より購入)を用いて 40'C、 pH7.5における反応速度定数を求め、野生型酵

素と 比較した。

3.テトラペプチド基質に対する反応速度定数の社!IJ定

2つの部位 Ser
l02とGly山とに導入した側鎖が基質分子において相互作

用している純闘を調べるために、 トリ ペプチ ド基質とは長さの異なるテト

ラペプチド基質 suc.Ala' Ala' Pro'Phe'pNAを使用して、その反応速度定数を

求めた。トリペプチド基質は P4部位に、テトラペプチド基質は P 5部位

に、それぞれマイナス電荷をもっ SUC基を有しているので、酵素に導入し

た側鎖の電荷との静電的相互作用による影響も知ることができるはずであ

る。

4. タンパク性プロテアーゼ・インヒピター SSIの阻害定数の測定

2磁の変異型両手素 AQN(S102H.G131H)を用いて、 40'C、 pH7.5にお

いて野生型 SSI(Streptomyces subtilisi口 inhibitor)の阻害定数 (K，)を測定に

より求めた。 野生型 aqualysin1の場合と同様、 SSIの阻害定数 (K，):が十



分小さな値をとっていたため、通常の競争阻害様式としてではなく、 SSI

濃度に対してペプチド基質 suc守Ala'Ala'Pro'Phe'pNAに対する残存活性を測

定して阻害定数値を求めた(第III掌参H自)。

5. P 2特異性の測定

Ser
102及び Glyl31は S3音11位の残基であると推定したが、 S3音11位の変

異導入がP3特異伯以外にも寄与している可能性がある。そこで、 2つの

変典型酵素 AQN(Sl02K，G131K)に対して、 P2部位を体系的に換えた 4

種の合成トリペプチド基質 suc'Phe'X'Ala'pNA(X = Ala， Leu， Nle， Val)， 

(Bocアミノ 酸から液相法で合成したもの。第II章参H引を用いて40'C、 pH

7.5における反応速度定数を求めて、これら変異型酵素の P2特異性を剥べ

た。



結巣と考察

P3特異性

2種の基質 suc-X-Ala-Ala-pNA(X = Ala， Phe)に対する変異型酵素の反

応速度定数を野生型酵素のものとともに Tabl-IY-2に示した。

6種変異型酵素全てに共通して、変異の導入により 、基質の KM{直が崎

大し、かつ、 Phe残基をP3音11位:に有する基質の k
ca，値が低下した。また、

4砲の変異型酵素 AQN(S102H，S102K， G131H， G131K)では Ala残基に対

する kCil値の増大がみられ、変異の導入により Ala残基に対する11訓子|生が

高くなった。

6種の変異型酵素が示した P3特異性は、以下に示す 3つの型に分類

できる。

型ー 1.(Ala残基l格好型:2種の変典型酵素 S1021-1と G131 H) 

全ての基質濃度において Ala残基を P3音11位にもつ基質の反応性の方が

高くなった。 P3特異性は、野生型酵素と完全に逆転し、 Ala残基11普好型で

あった。比較のため、基質濃度 ISIに対する反応速度 vの飽和IUI線を

Fig-IY-8 (匡IA野生型酵素、図B:変異型酵素S102H)に示した。

型一 2. (混合型:3種の変典型酵素 S102K，S102E， G131K) 

基質i濃度が低いときには Phe残基を P3部伎にもつ基質の反応性の方が



高いが、基質濃度がある値 (S102Kでは ISI=5.1 111M、S102Eでは ISI=

0.64 111M、G131Kでは ISI=1.2 111M)を超えると、逆に、 Ala残基を P3音11

位にもつ基質の反応性の方が高くなった。型としては、野生型酵素と型1

に示した変異型酵素との混合型で、 P3特異性は変異の導入によって低くな

っていたが、これは、 Phe残基を P3音11位に有する基質の K"値が小さく、

かつ、 Ala残基を P 3部位に有する基質の k叫値が大きいことによる。変

異型酵素AQN(G131K)の飽和|曲線を Fig.IY'8図C に示した。

型-3. (Phe残基11普好型:変典型酵素 G131D)

全ての基質濃度において Phe残基を P3音11位に有する基質の反応性の方

が高く、町'生型酵素と同じで、Phe残基11告白子型で、あったが、この変異型酵素で

はPhe残基を P3音11位に有する基質の K"値が増大した。

これらの変典型酵素のうち、 2種の変異型酵素 AQN(S102H)と

AQN(G131H)のP3特異性は Ala11告好型に改変された。この 2両手素の Ala

残恭に対する反応性は、野生型酵素とほぼ同ーであったのに対し、 Phe残

基に対する反応性は大きく低下した。この Ala1犠好性を詳しく解析するた

め、変異型静素の lつ AQN(Sl02H)を用いて、Ala残基と Gly残基の反応性

を比較した (Table'IY-3)。基質は P3音11位だけでなく P2部位においても同

時に置換されているが、 2つの両手素的jで 2秘の基質に対する反応性に大き

な差はなく、 この変典型酵素AQN(Sl02H)において導入された変異は、

Glyや Ala残基に対する反応性にはほとんど影響を与えていないことがわ

かった(Fig-IY'9に反応速度の飽和 1J11線を比較して示した)。つまり、この



2種の変異型酵素における His残基の導入は、 P3部位の Phe残基に対し

て排斥的に作用していたことを示す。

2磁の変異型酵素 AQN(Sl02K，G131K)では、見かけ上、 P3特異性が

低くなった。これらの変異型酵素では、他の変異型酵素に比べてミカエリ

ス定数の増大が大きく、かっ、 k叫値も大きな値をとった。この 2種の変異

型酔素では、上述した 2酵素 AQN(Sl02H，G131H)に比べて Phe残基に対

する反応性の低下は小さく、 Ala11普好性の上昇ーという現象は Ala残基に対

する k叫値のi旬大による。



Table-IV-2. Kinetic p白 ametersfor the hydrolysis of suc-X-Ala-Ala-pNA (X=Ala， Phe) 

by wild/ll1utant aqualysin I's. (Coll1parison of P3-sμcificity) 

Suc-Ala-Ala-Ala-pNA suc-Phe-Ala-Ala-pNA 

Enzyme kca， K M kca/K M kca， K M kca/K M 

[sec-1j 1m附 lsec-tmM-lj [sec-1j 1m川 Isec-1mM-1J

Wild 1.2 I
 

l
 

l
 

- 11 0.044 250 
-・・・・・・ーーー・・曲 4 ・・・ーー一ー一ー一一一ー一一一ーー一ー一--・・ーーーー一ー一ー一ー一一一一ー一ーー一ー一 -----白骨・・・ーー一ー一ー一』一ー『一一ー一ーー一ー一ー--ーー一ー一ー一ー一一一一一一ーー一ー一ーiー，・ーーーー一ー一ー一ー一一一，一ーー一ー一ー一，・・・ーーー一ー一ー一ー一一一一ーー一ー一ー一『・・ーー

SI02H 1.6 2.1 0.76 0.11 0.243 0.453 
S102K 8.5 10.3 0.83 2.9 0.146 20 
S102E 0.50 3.8 0.13 0.11 0.335 0.33 

-・・・ーー一ー一ー一ー一ー一一一一ーー一ー一ー一『・・・ーーー一ー一ー一一一一ー一ーー一ー一ーーーーーーー一ー一ー一ー一ー一一ー一ー一ーー一ーー・・・'ー・・ー・ー一-一 E一E一4一h一『一ー一ー一ーー・・ー一-一 B一』一一一一一ー一ー一ー一ー----ーーi ー一ー一-一4一一ーー一ー一ー一ー---ーーー一ー一ー一ー一一一一ー一ーー一ー一ーー・.

G131H 5.4 2.3 2.4 1.1 0.518 2.1 
G131K 7.3 7.1 1.0 1.5 0.506 3.0 
GI3lD 0.44 1.9 0.23 >4 >1 13.4 

Assays were perforll1巴dat40
0
C， pH 7.5.(HEPES 100 111M， CaC12 1 111M， E410 = 8680 M-1cl11-l) 
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Table-IV・3.Kinetic p出 ametersfor the hydrolysis of suc-X-X-Phe-pNA (X=Gly， Ala) 

by wild type aqualysin I and AQN(S 102H) 

Wild 

suc-Ala-Ala-Phe-pNA 

kc.. K M kca.lK M 

[sc:c.11 [mM) [sec-1M.l) 

2.5 0.91 2.8 xl03 
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Assays were performed a140oC， pH 7.5 (HEPES 100 mM， CaCI2 1 111M， E410 = 8680 M-lcm.I). 



Fig・IV・9. S~~Jr~~~J: ，~~J~V_~ ~or suc-X-X-Phe-pNA (X= Ala， Gly) 
A) wild type， B) AQN(S I02H) 



反応速度定数の値を最も単純なミカエリス・メンテン型 (scheme-l)に示

した反応様式に従い、ギブス・エネルギーに対応させて考えると(Fig-IY-IO

図A参照)、ミカエリス定数K"は酵素と基質が遊離の状態 ("E+S"に対応)

と酵素・基質複合体 ("ES"に対応)とのギブス・エネルギー差ムG
sに対応

し、代謝回転数 k聞は "ES"状態と選移状態 "ES*"とのギブス・エネル

ギー差6G*に、 k"，/K"は "E+S"と遜移状態 "ES*"とのギブス・エネ

ルギー差ムGJに対応する。

His残基を導入した変異型酵素 AQN(Sl02H，G131H)の場合では、 Phe

、残基を P3残基とするとき、 酵素・基質の結合エネルギームG
sを少し上

昇させていたが、それだけでなく活性化エネルギームびをそれ以上に上昇

させ、野生型酵素の場合よりも選移状態 ES*が不安定化されていることを示

した。 Ala残基を P3残基に有する基質の;場合では、反応速度定数の変化は

ほとんどなく、各ギブス・エネルギーの変化はほとんどなくて野生型酵素

の場合と同じであることを示した(図C参照)。

また、 Lys残基を導入した変興型酵素 AQN(Sl02K，G131K) の場合で

は、 Ala残基に対する反応においてはムGsだけが野生型酵素よりも上昇し、

選移状態のギブス・エネルギ-r:， G*の値は野生型酵素と同程度に保たれて

いて、 k"，11直の上昇はK"値を代{貨にしておこっていることに対応する(図

D参照。このとき、反応迷度定数k，，，/K"の値は変化しないで k
Cill
の値は

大きくなり、反応速度の飽和j!J1*filは野生型酵素よりも高い反応性を示す)。

Phe残基に対する反応性は、上述の変異型酵素 AQN(Sl02H，G131H)と問

機に低下していて、この残基を P3音1¥1立に有するときの:i!移状態は野生型

酵素の場合に比べて不安定化されていることを示した。
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D) in case of AQN(SI02K) 



導入した残基が Hisの場合と Lys残基の場合とでは導入した音1¥位に関係

なく、 P3特異性への寄与の仕方は同じであったが、これは前述したように

2種のアミノ酸残基の立体特異性の違いによると考えられる。 コンビュー

ター・グラフィクスにおけるアミノ酸残基置換のシミュレーションと併せ

て導入したアミノ酸残基側鎖の違いに対し、次のようなモデルを考えた。

イミダゾール環を有する His残基は、 1H1J鎖の自由度が小さく、側鎖に生

じた立体障害において、 P3残基1UlJ鎖を排斥する作用の強い"硬い"アミノ酸

残基として振舞うことが期待できる。このHis残基側鎖は、 P3部位の

Phe残基と大きな立体的衝突をして (Fig-IY-ll参照)、 Phe残基に対する反

応性を低下させる。この"硬い"1JIIJ鎖は、 P3音1¥位の Ala残基とは側鎖同志

の立体障害が小さいために相互作川するには至らず、 Ala残基に対する反応

性は野生型酵素と変わらない。

直鎖状の1H1J鎖を有する Lys残基は側鎖の自由!支が大きく、 P3音1¥位の

Phe残基、 Ala残基の両方に対して、1JliJ鎖問の立体障害において"柔らかい"

アミノ酸として振舞うとWJ待できる。 Phe残基に対する立体障害は、野生

型商事素に比べて反応性を低下させるものの、 Lys残基の1f!1J鎖の自由度が大

きいために His残基の場合よりは小さく作用する。 Ala残基に対しては、

His残基や Lys残基いずれの残恭を導入した場合においても、 1HI財i附の立

体I~~答はほとんど生じないと推定される。従って、似IJ鎖の白山度が大きい

Lys残基のほうが、 P3古1¥位の Ala残基と正の相互作用をして、反応性を

上昇させると推定した。



A 

B 

P3 = Ala 

C 

P3 = Phe 

Fig.-IV・11. Schematic representation of P3-S3 interraction 
A: S3 sit巴withiIlU"oduced His. B: S3 site and the Ala-slIbstrat巴(P3= Ala) 
C : S3 site and the Phe-sllbstrate (P3 = Phe). 



基質の加水分解反応において、このような特異性の変化がとごの段階で起

きているのか、 His、Lys残基を導入した 4種の酵素の場合について推定し

てみた。

subtilisin型のセリン ・プロテアーゼの反応様式は、 trypsin型酵素の場

合と同様に、ミカエリス複合体と呼ばれる酵素・基質複合体形成の後、活

性 Ser残基による基質のアシル化、浴媒から持ち込まれた水分子によるエス

テル結合の加水分解による脱アシル化、の反応を経て基質分子の一連の加

水分解反応が終結する(反応様式を scheme-2に示した。 Fig-Il-]参!!官)。脱

アシル化反応が律速段階であれば (k，) k ，)、ミカエリス定数は実際の酵素

・基質のj野島It定数よりも大きく評価され、かっ、 k叩は近似的に k，と同じ

になる。アシル化反応が律速段階であれば (k，(k，)、ミカエリス定数は近

似的にWI-雌定数と同じになり、 k叫は k，と同じになる。

実際の反応速度の測定は、定常状態における反応初速度を求めているた

め、得I迷段階の反応がアシル化反応であるか脱アシル化反応であるかとい

う情報は得られていないが、 P3特異性の変化がどのようにして生じてい

るか、 3つの反応速度定数K"、kca，、k叩/K"から推定してみた。

scheme-2に従うと、律速段階がそれぞれ、アシル化反応・脱アシル化

反応の場合で2つの反応迷皮定数 k川、 K"は異なる形をとる (k"，/K"は

同じ)0上述したシミュレーションからの推定から、 S3音1¥位の変異の導入

により酵素・基質のI~刊It定数 Ks は野生型酵素の場合よりも大きくなると仮

定し、社淑測!IJリj定により得られた反応i速宝引l度支定数の盟野T生型西酵F素の4場易合に対する変化

を組み合わせて考えると、アシル化反j応芯がf符律1柱土i速直段階の場合 (k，( k，戸。 k仁c目a

= k2)には、 4種の変典型酵素全てにおいて、 P3 =Alaの場合には k
2の



上昇、 P3 = Pheの場合には k，の低下がおき (k
3の値の変化は無関係で

ある)、脱アシル化反応が律速段階の場合 (k，) k 30 k聞 =k
3
) には、 k，

が上昇 (P3残基に関係なく)していでかつ、 P3 =Alaの場合には k3の

上昇、 P3 =Pheの場合には k3の低下、が起きていると推定される。 い

ずれの場合においても、律速段階となる反応の反応速度定数が、 P3 =Ala 

の場合には上昇・し、 P3 =Pheの場合には低下するのが共通している。しか

し、先ほどのシミュレーションから推定して、 P3音111立の Phe残基と S3 

部位の His残基のlf11JiJlfl月の相互作用は強い立体障害のためにエネルギー的

に不利であると考えられ、脱アシル化反応が律速段階である;場合 (P3 = 

Phe)のk，の上昇は起きにくいと抗定される。従って、 P3 =Pheの場合に

は律速段階はアシル化反応であると推定できる (P3 =Alaの場合にはアシ

ル化・ JJ5tアシル化反応のいずれが律速段階でも矛盾しない)。



テトラペプチド基質に対する反応性

6種の変異型酵素、及び、野生型酵素のテトラ ペプ チド恭質

suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNAに対する反応迷l安定数を Table-IY-4に示した。

また、基質濃度に対する反応速度の飽和l曲線を FigIY-12に示した。

3種の変異型酵素 AQN(Sl02H，Sl02K， SI 02E)は共通して、野生型酵

素と同等かそれ以上の反応性を示したのに対し、他の 3種の変典型酵素

AQN(G131H，G131K， G131D)はいずれも、野生型酵素よりも低い反応性を

示した。 この基質の P3部位は Ala残基であるが Ser】02の置換において

は、トリペプチド基質の場合と同じようにしys残基の導入において kC"1値

の増大が大きく表れていたのに対して、 Gly'31の置換ではこの現象はみられ

なか った。 Ser'OOの置換では電荷の影響は僅かながら見られていた。

AQN(Sl02E)において k"，値が少し低くなっていて、 Ser'02部位に導入 し

た側鎖の静電的影響が基質のP4・P5部位まで及んでいることがうかがえた

が、 全体を通じて電荷の影響は小さく、むしろ、変異を導入した部位の泣

いの影響の方が大きく表れていた。このことから、 N末端の suc基の電荷

はP3特異性に大きな影響は与えていないことがわかったが、加えて、基

質ペプチドの長さが反応性に関与することが示唆された。類縁酵素の構造

におけるシミュレーションから、 Gly山に導入した側鎖はP4・P5音11位主鎖

と相互作用していると推定された。



by wild/ll1utant aqualysin l's 

Table-IV・4.Kinetic parall1eters for the hydrolysis of suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 

Enzyme kca.lKM 

suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 

kca， 
[sec.11 Isec.1mM.II 

Wild 33 

S102H 

S102K 

S102E 

54 

145 

25 

G131H 

G131K 

G131D 
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Assays were perf0l111ed at 40oC， pH 7.5.(HEPES 100 111M， CaC12 1 mM， 

E410 = 8680 M-1cm-l) 



r 

70 

60 

_ 50 
口

巴
云40
1 

〉、

g 30 

<1) 

〉
20 

10 

。
。。 0.5 1.0 1.5 2.0 

Substrate concentration [mM] 

Fig-IV・12. COl1lparison of reactivily toward suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 
by wild and six mUlant aqualysin 1. 



プロテアーゼ・インヒピター SS!の阻害定数

野生型 SS!の、基質 s山 一Ala-Ala-Pro-Phe-pN A に対する阻害定数を

Table-!V-5に示した。 2つの変異型酵素はともに、野生型酵素と同様に、

小さな阻害定数値を示し、 S3部位における変異の導入が SS!との結合に

おいてあまり大きな影響は及ぼしていないことがわかった。 2つの変異型

酵素を比べると AQN(G131H)の方が結合性が低くなっており、テトラペプ

チド基質の場合と向じように Gly'31に導入した側鎖は基質に対して掛他的

に作用していることを示唆した。



Table-IV-S. Inhibition constant of SSI IOward wild/mutant aqualysin I's. 

Enzyme 

Wild 

SI02H 

GI31H 

Kj[MI 

3.0 x 10.10 

5.8 x 10-10 

1.3 x 10-9 

Assays wel巴 perfonnedat 40oC， pH 7.5 (HEPES 100 mM， CaCI2 1 111M) 



P2特巽性

2つの変異型酵素 AQN(Sl02K.G1311<)の、 4程のトリペプチド基質

suc'Phe'X'Ala'pNA (X = Ala， Nle. Yal， Leu) に対する反応速度定数を

Table.IY.6に示した。基質濃度に対する反応速度の飽和]ulJ線を酵素ごとに

まとめ、 Fig.IY'13 (図 A:野生型酵素、図 B: AQN(Sl021<)、図 C:

AQN(G1311<) )に示した。

1. AQN(Sl02K)のP2特異性

4種の基質に対する KM1直はほぼ同じ値を示し、この点において野生型

酵素と同じ傾向を示した(但し、 P3特梨性の変化の影響で全体の K"値

は野生型酵素よりも大きくなっていた)。 飽和曲線を見ると、 野生型酵素

(図A)が非分岐型アミノ酸 Ala，Nleに対して高い反応性を示していたのと

同様に、変異型酵素(図B)も非分岐型のアミノ酸 Ala.Nle対して高い反応

性を示した(但し、反応性の順番は、 Ala>Nle> Leu> Yalであり、分岐型

仰l鎖を有する Yalと Lell残基との順が入れ替わっていた)。 全体として

は、変典型酵素 AQN(Sl02K)のP2特異性はあまり変化していなかった。

2. AQN(G131K)のP2特異性

この変典型酵素においては、 4種の基質の KM値は様々な値をと ってお

り、 P2特異性は野生型酵素と少し呉なっていた。反応性は Ala>Lell> 

Nle> Yalの順であり、 Ala残基に対して高い反応性を示したこと、及び、

分l岐型アミノ酸 Val.Leuに対する反応性が低いことなどは野生型酵素と同

じであったが、非分岐アミノ酸Nleに対する反応性が低下していて、 P2特



異性は変化していた。

これらから、 S3部位の変異はP3特異性だけでなく P2特異性にも影響を

及ぼすことがわかった。しかし、 P2特異性はいずれの場合も非分岐アミノ

酸の Ala残基l曙好型であり、かつ、分岐アミノ酸の Val.Leu残基に対して

低い反応性を示したことなど、大きなP2特異性の変化は 1!!~かった。
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Fig-IV・13. Comparison of P2-specificity by saturation ClIlV巴S

of wiltVmlltant aqllalysin I obeying Michaelis-Menten kinetics 
SlIbstrate: sllc-Phe-X-Ala-pNA (X= Ala， Nle， Lell， Val)， [Ej=l 
A) aqu川ysin1 (wild type)， B) AQN(S I02K)， C) AQN(G 131 K) 



まとめ

類縁の subtilisin型酵素の立体構造をモデルとして選定した 2つの残基

Ser
102 とGlyl31とはともに aqualysin1において、側鎖の導入によってS3部

位として機能し、 aqualysin1のP3特異性を改変した。

Lys残基の置換導入は Phe残基に対する選移状態を不安定化させる一方

で、 Ala残基に対するミカエリス複合体をも不安定化させ、 AlaI瞥好性を

Phe JI訓子性と同程度に上昇させることにより、みかけのP3特異性を低下さ

せた。

一方、 His残基の置換導入は、 Phe残基に対する選移状態を不安定化さ

せることにより PheI啓好性を低下させ、結果として P3特異性を AlaI瞥好

型へと改変させ、 aqualysin1に「エラスターゼ」活性をもたせることに成

功した。

これらの変異導入部位のうち、 Ser】0'は主にP3特異性に寄与していると

言えるが、 Gly山ではP3音11位以外の部位にも相互作用していることが示唆

された。

今回導入した変興はすべて電荷を有するアミノ酸への世換であり、従っ

て、電荷を有する基質に対する P3 ~古典性も改変されているはずで、 ある。

また、導入したアミノ酸側鎖の解脱t基の状態による P3特製性への影響

(pH依存による特異性の変化はあるか否か)や、疎水性アミノ般を導入した

場合でのP3特異性の変化、などを含め、溶液中におけるこれら残基と P311llJ

鎖の笑際の挙動の追跡など、を行うことにより更に詳細!な解析がJ切符され

るところである。


