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第 1章緒言



，、

1-1 硫酸還元凶の生物学

生物の ));( ')I~iì{ には、 0.1%から 1%程度イオウが有機化令物の )r~で、イdr: している すなわ

ち、例えば、メチォーニンやシステインといった合硫アミノ般やビオチンやバントテン般と

いった中rli醇素であるが、このようにイオウが生物に利j日されるためには、設ぷの場合と同

じく泣元状態になければならない。今日の地球上で、は、緑色捕物ヤ醇1:)なときもf疏I'IlJ認を泣

元して使う(同化1mこともできるが、少なくとも5位:午前までは、般化された形が支配

的であり、さらに、地球上にまだ司般支が少なかった27億年前には、絶対的I気性剥IIr~Îである

硫酸還元11jが硫般j盆を還元することにより(奥化IiQ)、イオウ術E誌の一端、すなわち硫酸

イオンを硫化物イオンに変える反応のすべてを担っていたと考えられているJ) (図1-1)。

硫円安逃元閣には、 iS2元するイオウの同位体を選択的に利JTlするという興味深い性質を狩

っている。イオウlよ、天然に32S と 3~ Sという同位体が帯在する。その存在比は、火成岩

や|抗石では22.21: 1である。ところが、このバクテリアは、 34Sよりも32Sの方を還元す

る速度が早いので、それを利mした年代測定が可能になるoつまり、32Sと34Sのよじが

22.2J : Jからずれていれば、それは、硫酸迷元菌の作JTJを受けたと判断される2)。最近、

東北大学の大本教授らのグループは、その方法で、 31低年前のi他府qlからl反り山された黄

鉄鉱中に含まれるイオウが、硫酸還元閣の作川を受けたものであることをIYJらかにし、そ

のころから、地球上には、現在の1/10程度の般素があったという仮説を発振していた3)。

もちろん酸素の存在は、部分的 ・地域的なものかもしれないが、新規な考え方である。生

命の誕生は35位イ1::前から401な年前といわれており4)、それ以降の地球環境を考える上で興

味深い情報である。硫酸還元閣はそのような太古のニ皆から地球上に存花していた生物であ

る。:yz夜の研究で、は、硫酸還元閣は、 35低年前には存在していなかったが、:-lOtQ:11:.前には

少ないながら存布し、 20億年前には、すでに現花とl司数松!支存花していたといわれている

地球上には、大規模なイオウ鉱が点在しており、例えば、ルイ ジアナリ1.1やテキサス州のイ

オウ鉱は、 二畳紀ないしジユラ紀1..:作られたといわれているが、これは、ノ1j('11の倣般イオ

ンを硫酸迷元闘が迷元し、発生した硫化水素を、 クロロピウムなどの紅色イオウ光合成和II

l請が!般化し、イオウ鉱を作ったと考えられる。その証拠に、リビアの!¥in-czふZaui ui/iJJでは、



側カlレシウム州n状態で制1:し、浅いところに比ゼラ門チン状の}沌肘E胎令成酬創利釧11伽l
ている o このシステムを使っ て、 7己点イオウを製造する iìn'~T も拠家されている 。

~U正でも、 1硫酸還元Th\jは、私たちの身のl叫りで見つけることができる。例えば、汚れて
ikLれのj[iい河川1 (いわゆる"どぶ")から鋭化水素のにおいがするのはこのバクテリアの

J主物のためであるし、地'1'にJ_fJ!めた鉄製パイプをおijびから守るためにアスフアルトやコン

クリートでZ買ってもそれが腐食するのは、このバクテリアにより泣冗された倣化水素がさ

らに空気のあるところまで拡散してイオウ酸化去llli1¥iにより酸化され生j去された硫酸によ っ

ていると言われている 。 これを l防ぐため、まわりに砂や砂利を敷き、 j通気を l~ くするとい

う方法が使われているが、沼地などではこの方法は使えず、このためパイ プにマグネシウ

ムを紡合させ、負に;:!jー電させておくという方法がとられている。また、稲作では、"-l:)IJ 

干し"とH乎ばれることカf行われる。これは、水口1に肥料として硫安などを大量に投入する

ために硫酸還元l却が発生する。水ml;t、水の流れがない硫酸述。元l却にとって絶好の場所て、

ある。これをそのままにしておくと、発生した硫化水素により稲が枯れる"秋洛ち"が起

こる。これには、 他から鉄分の多い二tを運んでくるか(客上)、ょをw:りかえすと良いの

だが、それを防ぐため水口]の水を-11&(19に抜き嫌気的環境をこわし(上川干し)、バクテ

リアの成長を|坊ぐというものである。

硫酸還元凶は、 f硫酸LEを最終電子受年半休とし、乳酸やヒルピン阪などの治機酸あるいは

水素を酸化してエネルギーを獲得しているバクテリアの一般であり、そのi'[子伝迷鎖 l呼

吸まJ~に関与すると考え られる d~シトクロム 、~'"ヘムナンパク賀、 フラピンタンパク質の
機能が切らかにされるに伴い、そのとlミ態がf余命にj鮮切されつつある。すなわち、このバク

テリアは、 2分子の乳酸からf'i1:絞まで間変化を行うに伴い、 ATP (アデノシン三リン酸)

を2分子合成する一方で、その合成されたATPを、l分子の硫酸イオンを硫化物イオンに

まで泣元するためにm~Jiする 。 il:: 1fに必~なエネルギーは、ぞれらの反応に共役した 1t子
伝達系により狼.fflしている。そのむ子伝達系は、ヒドログナーゼとシトクロム C3を伎と

した系により構成されている。これらの反応を図1-2に摸式的に表わした5)。また、その

細胞内の存在位置に若口して、 J英王~(~Jに表わしたのが図1 -3である 6) 。

fvfe闘を泣元閣は、電子顕微鋭で見ると、図]-'1のようである7、8)。笑l僚の臨休は、み・茶

色らしいが、3起主する硫化水素が}i'iJl')の金属イオン(多くの:場合、彰1(イオン)と反応して
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沈殿するため、よ，I~色にみえる 。 また、このü\ï休を、上自発する化学Rt地も前l製されており、

その組11えは 1~1 . 5のようである 。 1疏円安や鉄が、仙のバクテリアを府長する場合より多くな

っている o Wf~般還元I却には、以下に示す7殺の株がおもに研究にmいられているが、当然

のことながら、もっと多くの種類が、スクリーニングされている9)。

Desul[ovibrio vl/Ig[lris (Miyazaki F) 

Dc叩 I[ovibriovulgaris (lIi Idenborough) 

Desul {ovibrio vulgaris (Marburg) 

DCSl/I{ovibrio gigas 

Dcsul[ovibrio dcs川 {uricans (Norway 4) 

Desu I {ov i br i 0 白sI1/[uricans (EI Aghei la Z) 

Df.'SlJ} (ovルriosalexばens化1Agheila C) 

以下、 DCSl/1{ovibrioはDと略記する。本研究にmいたD. vulgais (Miyazaki F)は、その
名の通り、常|崎山崎H城の老桁化水口|より岩崎修一氏が、単離したものをルーツとし、その

後、北海道大学、静岡大学、 l床の点株式会社をへて、相浜国立大学工学部物質工学科阿久

津秀雄助教授(当時)のグループにより精義していただいたものを使JIJした。

1.2 硫酸i還元山政イヒ泣元タンパク質とタンパク質工学

この研究のもう 1つの柱となる技術考え方は、遺伝子操作とタンパク質工学である。

特に、近年の逃伝子工学の進歩には、日を見張るものがある。バイオテクノロジーという

言葉が使われ始めて、ほぽ151'joの成月が経つが、遺伝子操作は、そのrl'心技術と して、ま

さに完成しつつある。制限酵素の発見や、 DNA述結酵素の精製などプラスミ γドを使っ

た遺伝子主11換えは、特定の遺伝子のlji雌精製を可能にしたし、遺伝子の配列決定には、マ

クサム Fギルパート法10)、さらにサンガーのダイデオキシ法11)がIJf.J発されるにいたり、

非常に容易に行えるようになった。さらに、古lIf立特異的変異法やPC R (Polymerasc 

Chain lIcact ion)法12)は、 1993年度のノーベル化学賞受賞対象になったが、これらの技

術により、生体内に存在する、微量にしか存在しないにもかかわらず生体を動かしている

タンパク質の構造ー機能相関という、タンパク質工学の分lliJーに多大な影響を与えた。ある

タンパク質の1次椛i笠がわかったとしても、そのタンパク質がどういった活性をもっタン
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パク1'(であるかを特定することは、我キには悶正Ifである。逆に、 11和何"司I} らかのE広ZJ応ι を師静静宇宇.ヨ牙采~1反又幻}，0

として行いたいと考えたとき、そのような1活E引.t性l

うに発現させるカか、を設言訂|することは現H守点では不可能である。このギャッフ、をJlfl.める学IIU

がタンパク1'1て学だと考えている。それには、そのタンパク貿の立体構道をぷlべることも

大切であるし、生体内で、どのように作られるか、どのようにすれば効率良〈生産するこ

とができるか、も大切なテーマである。そういったrl'で、ねは、へムタンパク買およびフ

ラピンタンパク質に新日した。これらのタンパク質は、その生:01活悩・ともいうべき町長化逮

元反応(電子のやりとり)は、もっぱらその布n欠分子抜にf工せ、ペプチド部分はその枠組

みをしているだけのようにも見える。しかし、それならばペプチド部分は、再!日]の長物で

しかない。中iIi欠分チ族だけで生体反応を行えばよいことになる。やはり、そのベプチド部

分に何らかのill~な 71: 1来が隠されていると考えられる 。

!硫酸逃元l:fiの一-HUJ. vu Jgar is (M i yazak iド)株山ボのシトクロム C
3
は、 107アミノ般残

恭からなる 1j1.最休電子伝達タンハク買であり、生，*，1.' では電子をヒドロゲナーゼから ~I，へ

ムタンパク質であるフエレドキシンやフラピンタンパク質であるフラボドキシンへと受け

渡す役割を来たしている(図12、1.3参!!百)。また、 1分子あたり cll~へムを4例共オl結合

している多へム型シトクロムであって、その4つあるヘムの制Ii方lilJの配位子は両方向とも

ヒスチジン残基である、硫酸還元I閣に特荷のマーカータンパク質である。このタンパクT'1.

は、 X線名日l1柄 jj)，'l9lt庁やNMR による N~J生研先カ宣言Y'k: 1I 1 に行われており、このタンパク貨の

もつ構造一機能キlH刻、 すなわちへム周辺の澱:l$îが、 このタンパク~~の|般化法元電位に及ぼ

す影響、分子内分子Illjの電子移動述J交について解析する恭傑となっている。また、シトク

ロム c553は、このバクテリアが有機般を般化する|祭の最初の反応である乳酸のピルピン

般へ酸化、すなわち干し般デヒドログナーゼの屯了受容体となるアミノ自主79残1&からなる c

型シトクロムであり、このシトクロムにl倒含まれるへムの羽Ii方向の|町位子lよ、メチオニ

ンとヒスチジンであるが、このタイプの c到シトクロムは、 jよく生物界に存在している。

さらに、フラピンタンパク質は、このバクテリアの特徴である硫酸邸の還元反花、に附与し

ているという報告もあり、このバクテリアの生態を研究する上で、重姿となっている。

私は、 ';i~' 々;遺伝子は'!i'P);Uの!rJ'j'I~} ， ILであって 、 主lミ体内のダイづミズムは、すべてタンパク

~lがj足っていると考えてきた。 抜般が主要といっても、そのi也a立山ιイ1伝工広z吋;亡d附|

数多くの「酵i浮~~素!長:一のゴ力'J;ななくしては伝えられない(もちろん、その酵素の情報は、 DNAが保存
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しているのだが) 0 すなわち、羽代の生物においてltiも霊安な役'，1討を来たしうるのはタン

パク質であろと454えている o I!I:の'1'で、"冶伝"として人々 の考えの'1'でn‘付けられて多
たことは、保存されてきたDNAの情報に従い作られたタンハクtlの性質によるのではな

いだろうか。その微な考えに基づき、;fJ，、は、タンパク質の研究を行ってきたu

本研究では、硫酸還元 I~iのエネルギ一代謝系の分子機併を jfj!(IifJすることを l~終日限とし

て、硫般逮元幽玖 ¥'l1lgaris(Miyazaki F)株よりへムタンパク質としてシトクロム C3およ

びシトクロム c553、フラビンタンパク質としてFMN結合タンパクf[を取り上げ、その

泣伝子の構造をIYJらかにするとともに、その発現系の構築、さらに発現タンパク質の遺伝

子工学的 分子生物学的研究を行った結果である。
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Medium B 
KH~PO 2'~4 

NH4Cl 

caso4 

MgS04-7H2
0 

Sodium lactate 
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Ascorbic acid 

Thioglycollic acid 
FeSOA -7H~O 4-/U2 

Medium C 
KH~PO 2'~4 

NH4Cl 

Na~SO 2~~4 

caClr6H20 
MgS04-7H2

0 

Sodium lacta七e
Yeast ext工act

FeSOA-7H~O 4-'''2 

Sodium citrate-2H
2
0 

Medium D 
KH~PO 

0.5 

1 

2 

3.5 
1 

0.1 

0.1 

0.5 

0.5 

1 

4.5 

0.06 

0.06 

6 
l 

0.004 

0.3 

2'~4 
0.5 

NH4Cl l 

CaC12-2H20 0.1 

MgC12-6H20 1.6 

Yeast extract 1 

FeS04-7H20 0.004 

Sodium pyruvate or choline chloride 1 

図[-5 1沈殿逃元凶の崎養よ11化学総f:lt!!. (lii伎は、 g / e) 
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第2章 シトクロム c3 
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2-1 シトクロム C3の↑佐賀 ~本研究前にftff-IYJされていたこととタンバク質1:/戸~

シトクロム C3は、 1流階泣元閣'1'に存イ1:する、酸化還元タンパク1'1[であり、 195'1イド

I'oslgalcとJi/f>ょがそれぞ、れ独立に発見している13)、]4)。その自体内での牛坦I!析。門は、

ヒドログナーゼが水素から]fJlり 山した電子をフエレドキシンないしはフラボドキシンに受

け波すというものであり、ピルピン酸がアセチルリン酸へ酸化される際によl三じる電子を、

ピルビン酸デヒドログナーゼから、シトクロム c553を経て、フエレドキシンに受け渡す

が、これをヒドロゲナーゼに受け波すという活性もある(I~ll-3参11百)。このように、シ

トクロム C3は、このバクテリアのエネルギー循Z誌の中心的な役割を却している15)。現

在までに、 6つの株から単離され、その1次構造が決定されているが16)、17)、18)、19)、

20)、21)、22)
、その相向性は、限られた範聞でしか存在していない (図2-1)a 1分子

中に d\]!へムを4分子含み、*々ペプチド~l~ とチヰエーテル結合をしている 。 その名々の

d¥]!へムには問祈の酸化還元電伎が存在し、微妙に異なっているが、それぞれほぽ心 29V

であるおに そのへムの_~illl方向の配佼子はすべて両方向ともヒスチジンであって、この点
は、他の生物穏に合まれるシトクロム c類と大きく異なっている。

硫酸J還元l:ei及川Jga，-is (Miyazaki F)由来のシトクロム C3のl次構造は、 1980年

Shinkaiらによ って決定されており22)、その立イイE構造{立、値口らによ ってX線車iThill椛j笠fiJlf-

析により、 1.8Âでリファインされている 21) 。 その立体構造を、 1~1 2'2に示す24) 、 25 ) 。

また、 Fanらによって、 II1'NMIlにより 、4つのへムの酸化泣元ポテンシヤJレの全割当てがな

されている26)。それらの結，¥，kWf-.ffrの新栄カ、ら、各々 のヘムはほぼ垂l立にもli世し、そのへ

ム聞の距雌は、最も短いへム3宇411リで11.3λ、最も長いへム ]-311lJでも 18.1λ しかなく、 ~I，

7i?に近接していることがわかっている。そのため、ヘム同士が何らかの;flllI1乍ll1を してい

るか、または、何らかの役割分担をしつつ各へム111]を泡子が行き交うといったことが考え

られる。その仲介をしているのが、そのへムの!日jに位置した芳呑Z殺を側室lHこもっフエニJレ

アラニンでありチロシンであると考えられている。特に20;需のフエニルアラニンは、へム

3の配位子である22苓のヒスチジンとへム4の配位子である25番のヒスチジンの|切にイ{-{Eし、
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そのへム1mの%:fの"ジャンプ"をll)Jけているとされている(凶2-3参11な)。

このタンパク貨の泣伝子の↑11i械には、このMiyazakiド妹rJI米のものは、全くわかってい

なかった。そもそも、夜、がこの研究を始めたl時には、シトクロム C3にIlJ，lらず、この株111

米の遺伝子は何一つ決められておらず、 j最初Jになるはずであった。しかし、結来的には、

この株由来のヒドログナーゼ巡伝子に、先を越されてしまった27)。このパクテリア税に

ついて全く遺伝子の情報がなかったわけではない。 例えば、D. νul.c;ilris(lli Idenborough) 

株l-lJ来のタンパク11遺伝子がf誌もよく解明されており、シトクロムci8)以外にも、数
径のヒドログナーゼ29)、30)、31)、32)、ルプレドキシン33)、フラポドキシン34)、

35) などかなりの数にのぼり 、他の株 1:l3;)jミのタンパク質遺伝チにおいても各々数手~[類程度ー

発表されていた36)、37)、38)。つまり、この菌株のタンパク質についての研究におい

ては、ill伝子工学的な研究が、 最も遅れていたわけで‘ある。

2-2 実験方法

2-2-1 シトクロム C3泣伝子のクローニング

この泣伝子をクローニングするにあたって、まず、合成DNAプロープが必311であった。

その配列は、 Iおに塩基配列が発表されていた11i 1 dcnborought'A<LI.I来のシトクロム C3泣伝子

を参考にした。 すなわち、 1次~~IJ上、 Mi yazaki F株由来のシトクロム C3と

IIi Idenborough株巾来のシトクロム C3は、例外的に相向性がi匂く 、アミノ酸の長さも1百lじ

で、全体の90%にまで上る(図2・1)22)。そこで、全く 同じ配列をしているアミノ酸10

残基程度の鎖域で、その'1'にメチオニン残基または、トリプトファン成基を含むことを条

宇|ーに、 2箇所を選び出した。メチオニン残基およびトリブトファン夕立法は、 i喧伝子上必ず、

ATGおよびTGGであるからである。そして、その2箇所はアミノl唆配列がIf.Jじであれ

ば泣伝子の梅送配列も同じであろうと想像し、アミノ般番号1脊のアラニンから11番のメ

チオニンまでに対応するよう33査体(probeNo. 1)と55番のメチオニンからG5苓のチロシン



までで、に刈州州川L応J志芯するよう3お31J州「仰 N陶o

門配ie9"列lリlほをl図盈2-一4に示す。

-)J、硫聞を逮元mn.vuJgaris (MIyazaki 1')株から、ゲノムDNAをiill，'l'，した。これは
斎藤・ 三illlの方法39)により、この的体3.17gからゲノムDN A55mgをfUUIJできたG この

ゲノムDNA5問ずつを数花類の制限酵素で消化し、 0.8%アガロースゲル電気泳動を行

ぃ、分離した断片を、ナイロンフィルターにトランスファーした。 トランスファーバッフ

ァーとしては、 0_9M NaCI/O. 1M Tr i s・IICIω19.5)をj日いた。サザンハイプリダイゼーショ

ン法により、シトクロム C3泣伝子の位置を特定した。ハイブリダイゼーシ ョンのIJ'liU支は

で60'C で8 11'ij- IIJJ 以上、 6xsscrl~ で50'C30分のwash を2回行った。 その結*を医12-5 に;.~すが、

この紡来は、 probeNo・1を使ってもprobeNo_2を使っても同じ紡糸になったので、その後

は、 pJ一obeNo・1を使うことにした。この結果は、 probeNo_ Iおよび‘probcNO.2がハイプリ

ダイズする領j攻の問に、使mしたlj，1j限際素サイトカマ子在しないことを示している。さて、
これらの結来から、制IW階素5marによりYi'i化した断片が、 I誌も短く約:1.6kbp(キロtM器

対)校j立であったので、さらに、他の制限博素と二重消化を行うことにした。!古J4';1長の操作

の結果、 îlíljlrr~酵素Nsi [による消化産物が、 2kbp程度の断片ーとなることがわかった(図公o)。

そこで、ゲノムDNA100μgを5ma1により消化し、約3.6kl】pの位置のDNAを電気的に

指1111¥し、その断片をさらにNsirによりii'i化した。この混合物を、あらかじめ、 SmaJと

!'st rでNi化したpUC1Sに繋いだ。Nsi[とPslJ は、 iici化後同じコヘッシブエンドを生じる

ので‘述紡可能である。この述結した出令物で、大JMt有JM109株を形質'Ii互換し、選択するた

めLB/Amp，fPTG， X -ga 1プレートに播き、 -1ぬ培養した。IPTGは、 Isopropyl日一日

thiogalaclosidcであり、 X-galは、 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-s-D-ga[aclopyranoside 

である。白いコロニ-88イ聞から、コロニーハイプリダイゼーション法によりスクリーニン

グを行い、 1つのポジテイブコロニーを見つけた。この品Il換え体を椛必し、プラスミジド

をアルカリ ー SDS 法により ~IIUIlした(これらの}5法については、尖!段条{'I参}1m 。 その

後、このプラスミッドpKM-lのw入断片のj恒基配列を司Mべたところ、不ヰなことに、 Nsi[ 
サイトは、 ζの遺伝子のコーデイング領域にあったことがわかった。そこで、このタンパ

ク質のカJレボキシ末端に近い87訴のアラニンから96得のグルタミン目立までの10アミノ般残

基に対応するよう29丑休のprob巴 No・3を合成した。この領域ーは、 Miyazakif株山米のシト
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クロム C3と"i1 denborough株山来のシトクロム c:1のl次配列はほぼ一致しているが、領域

'1'にメチオニン残lb:トリプトファン残基は合んでいなかったので、‘11初Jの首li1hjから|除外し

ていた領域である。その配列も、 l剖2-11に示i-0 これを利川して、 j先u心位i主!のB邸81仰伽例/1，川，/の組f換央えイ付4
からスクリ一ニンクグ.したところ、 3つのポジテイプなシグすルを+9tIl'，した。このクローン

からプラスミッドを取り 山し、 pKM-2と名付・け、これも先程と|古lじようにj訟法配列を需品べ

た。 このようにして、，ìíf 'l~後半に分けてクローニングできたわけだが、元々あったNsi 1 

サイトは、 Ps[rサイトを介してpUC18に繁いだため、これらのクローンを使って、直後撚

ぎ11:.(すことはできない。そこで、 2つの方法を考えた。lつは、それぞれの元々的i1サイ

トがあった位置に、もう一度再Illil=特災的変興法をJIJいてN引 r-1)-イ卜を作るというもので

あり、もうlつは、 :PJ.l文別の門事案で、クローニングをやり直すというものである。私は、

f走者ーを選択した。すでに、アミノ末端側はi/i1J/mi'i宇奈サイトAal [1 が、カルボキ シ ~d;;J1WJ は 、
制限門事業サイト SphIがあることが、 pKMー]およひ、pKM-2の逃伝子構造からわかっていたか

らである。そこで、先程と同様ゲノム DNAJOOμgをSma1によりii'i化し、約3，6kbpの位

置のDNAを電気的にtIIJII.Iし、その断片をさらにAaL11およびゐh1で、消化し、あらかじ

めAal1 [およびSph1でii'i化したpUC18に述新した。 il#1限酵素サイトilal 1 [は、 pUC18のポ

リリンカ-'Í!i'!J或には平日E しないが、 pUC18IJ' に l 箇所作在する\Il11lH~両手索サイトである 。 これ

により、シトクロム C3冶伝r全長が合まれる"はず"であったpKM-3が作られた。H+ぷの

操作により、約300仰の白コロニーから、 1つのポジテイプコロニーを見つけた。

クローニングできてからげro半ほどして、もう l皮血基配列を決定したオートラジオグラ

フィーを見直して見たところ、 nl_267からnt.271のAが、 5つ救ぶところが、 pKM司3では、

4つしかないことに気付いた。そこで、 pKM-3を lmJm~酵素Aal JJとI'sl Iでii'i化し、ベクタ

-1!lU と姉入 I'trr片側に分け、 ll~入 I*rr片側をさらに、 1'11(/ [でNi化した。一方、pKM-lも、i/ilJIU1
隊素Aal j jとHindlTfでがi化し、何人断片をさ らに、 1'aq[で消化した。これらを紫ぎあ

わせ、 nl_2G7からnt. 27Jの位置にAが5つ並ぴ、正しくクローニングできたプラスミッド

pKM300をf持た。

2-2-2 アミノ酸配列分析

コーデイング領域中に、 l克発表のアミノ限配列とl箇所一致しない点が存在した。そこ
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で、このJ誌をゆ]らかbこするため、このiilli体からシトクロム C3を:lllJLl¥し、アミノ般レベル

で確認を行ワた。まず、シトクロム C3500flgをO.lMIICI/8M lIt巴arj'で、 IIgClzを90分作川

させ、システイン残恭に結合しているへムとの結令を切断除去した10)。これを、透析後、

凍結乾燥させ、 6Mク'アニジン忠商変/0.1M Tr is.IICI /lmM EDTA Gl1l8. 3) 'j'で、 ヨウ化問ミ円安ナ

トリウムを作mさせることにより、カルボキシメチル化した11)。これを、逆相系HPL

Cにより精製した。カラムは、 AsabipakC4P'50、0.46x15cmを使い、 O.I%TFA(ト リアル

オロm，酸)"，で、アセトニトリルの波皮勾配をかけ、流速は、 O.8ml /mi nであった。これ
により分J.T~したペプチド(アポシトクロム c3)は、凍結乾燥後、 1Murea/10mM Tris. 

IICI (p1l8. 0) 200fll'j'で、ペプチド分解酵素であるキモトリプシンをアポシトクロム C3の

モjレ比で1/40立一加え、 37"C4時間処迎する。処迎したサンプルは、さきほどと同じ条件で、

逆相系HPLCにより精製した。そのカラムパターンを|裂2-7に示すω その'j'で、矢印を

付けたフラクションについてアミノ酸配列分析を行った。アミ ノ酸配列分析には、アプラ

イドバイオシステムtjーのモデフレ~73AフロテインシークエンサーをよIJ いた。

2-2'3 シトクロム C3逃伝子の発現系の構築

シトクロム C3滋伝子がクローニングできたので、このirt伝子の大脱出iでの発J]l系を併

築した。まず、直J妥発現系として、プラスミツドpKM300を考えた。シトクロム c3.irt伝子

の司時N額以ーは、 2-3笑Jj~結果のJ)1で述べるが、 大腸菌のそれと !12Jjい相向性を示していたの

で、シトクロム C3遺伝子がクローニングされているプラスミッドpKM300によって形J.i'J111~

換された大JJ詰菌JM109株の発現タンパク質の分析を行った。分析には、 SDS-15%ポリ

アクリルアミドグル電気泳動法(以下、 SDS-PAGEと略記する)を月jいた。

また、大j助ll!iのtacフ。ロモーターの下流にこの遺伝子を紫ぎ、発想』誘導をかけられる発

現ベクタ ーを構築した。 まず、成熟体の汲初のアミノ般であるアラニンの了jtr に、 j~H始コド

ンに対応するようメチオニン残iJ，~をつけ、その目立がIにたo RJ-1)イトを導入するように;}jl位

特集的変具法を用いて、む伝子に変興を導入した。変異導入フ。ライマーとしては、

mUlalion primer Eを合成し、 Inouye法42)により、1}支に7.tl包盆変更することにした。こ
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の変異が導入されたプラスミッドをpKM300とした。このプラスミッドをEcor~l と Fsl [で

消化し、そのjíJí入断J\ を大脇 /.\(jのづ計~~ベクタ -pKK22;3 -3 をあらかじめ|日l じt'ì~J~でtì'í 1じした

ものと繁いだ (1刈28)。できあがったプラスミツドpTCKM800は、l/'TGにより、づVJ2が誘
導されるはずである。

また、大腸菌中で、融合タンパク質として発現させる系を確立した。大j助的jrj-'で、ブタ

アデニ Jレ酸リ ン酸化酵素 (ADK) を大i置に発現できるベクターpMKAK3を使い~ 3) 、 AD

Kのアミノ末端から30詐までと、 l(uil主凝回因子PaclorXaの総評品11イ立を介して、シトクロ

ムC;3の成熟体が辿なるという融合タンパク質としての発現系である。この発事」系を111い

れば、おそらく不溶住!となる門的ペプチドを可浴化した後、 PaclorXaまたは、シトクロ

ムC3rlJにアルギニンがないことを利用して、アルギニルエンドペプチダーゼにより ii'iイじ

することにより、シトクロム C3の成熟体を得ることができると考えた。まず、プラスミ

yドpKM3に変興を導入することにした。プレシトクロム C3のシグナルペプチドが切断さ

れるプロセツシングサイトをまたぐように制限酵素サイトI1pa[を導入すべく、 mulalion 

pr i mer Dを合成した。その配列は、 l豆12・4に示した通りであり、 2.lSt，;J&に変災をかける こ

の変異が鴇入されたプラスミッドをpKM32と、 名付けた。一方、日Jjに令成したリンカーD

NA、LinkerNo_ 1とLinker No.2を5' ，)ン酸化し、100.C5分熱したあと、徐冷しアニー

リングさせた 。 その.r;~ï悲配列も、図2-1 に示す。 このリンカーと、 pKM32を AjJa 1とPsl1で

消化した断片、およびpMKAK3をNco[とPst[でij'í化したベクタ-~!ijとを繋げる ( 1~12-9) 。

できあがったプラスミァド凶KCYによって形質転換されたJMI09株の全タンパク買を、 SD

S-PAGEにより分析した。

また、その他の発現系も検討した。すなわち、酵母、 J'&ff，)!lii、光合成制的、硫酸泣元11lj

をJTJいた発現系である。これらは、各々のパクテリアと大腸菌とのシャトルベクターを刑

いるか、広宿主域ベクターを用いて発:m系の構築を行った。
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2-3-1 シトクロム C3・遺伝子のクローニング

2-2-]の)j'fJ:.により、シトクロム C3泣伝子を含んだAallT -Sph J断片をpUC18のAalJ 1-

Sph Jサイトに連結することにより、 プラスミッドpKM300を待た。クローニングしたAal

II -Sph 11附十の五軍基配列決定の慨立さを凶2-10に、そのJ包~配列を l主12 - 11 に示すu ー 35/-10

領域は、 nl田 187からnt_192のTT G A C A/nl_ 210からnl_ 215のTACCATと与えられ

る。 SD配列 CShine-Dalgarno配列、 つまり、リポソームと結合しうる配列)は、 nl_ 218 

からnl_253のAGGAGGである。また、シトクロム C3遺伝子にはシグナルペプチドが

ついており、そのHfJ始コドンATGが、 nl_ 264に、終止コドンTAGが、 nl_651に存犯す

る。シグ7ルペプチドは、メチオニンに続いて胤」ι性アミノ酸であるリ ジンカ吃つ続き(こ
の位置ーのAが1つデイレーションしたのがpKM-3である)、途中のスレオニンを除さ、疎水

性アミノ酸が続いていた。

2-3-2 アミノ酸配列の確認

42番のアミノ般は、 l先発表のデータでは、アスパラギンであったが、泣{去f上は、その

位置はアスパラギン酸をコードしているコドンGACであったo そこで、アミノ般配列分

..jJj-を行った。その結」裂を、表2-Jに示す。これからもわかるように、このフラクシヨンは

26番目のリジンから43呑口のチロシンまでのベブチドであって、421号のアミノ般(表2-1

のサイクルでは、17番目)は、 1可jiかにアスパラギン酸であり、塩基配列と一致した。

2-3・3 シトクロム C3遺伝子の発現

シトクロム C3逃伝子の発現の，f!~子を図2-12に示す。 プラスミツドpKM300によって形質

転換された大腸菌JMI09株で、は、シグナルペプチドを含めたペプチドの位置(分子設がJ

13，600、晋11+上は、 13，644)にバンドが現われていた。 pTCKM800によ って形質転換された

刈j詰薗には特異なタンパク質の発現は見られなかった。 また、 pMKCYによって )I~質転換さ
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れた大腸菌は、 n的の大きさのタンパク質(分子益20，753) よりやや大きなタンパク貨を
発現していることが仰ι訟できた。

精製したフラクションのアミ ノ般配列分析の紡栄表2-1

Cycle 
No. 

Y工eld
(pmol) 

Amino 
acid 

Cyc1e 
No. Yie1d 

(pmol) 

18.9 
7.7 
7.2 
6.8 
10.1 
8.9 
N.Q. 
7.7 
3.9 

且mino
acid 

s
o
l
n
Y
S
U
P
E
 

-
-
z
a
s
l
y
-
s
Y
 

H
P
V
A
G
L
G
A
T
 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 

脅 17
18 

28.4 
81.4 
54.0 
32.8 
N.Q. 
29.0 
14.1 
N.Q. 
11.5 

s

s

 

V

J

V

4

 

s
a
l
s
c
y
p
c
s
 

y
l
a
y
m
l
E
m
--

L
且

V
L
C
G
A
C
H

1
2
3
4
5
6
7
8
9
 

N.Q. ; not quantified 
CmCys ; S-carboxymethylcysteine 

Positions 26-43 

考察2-4 

シトクロム C3逃伝子のクローニング2'4・1

この遺伝子のクローニングの技終段階において、 Aが5つ並ぶもの(pKM300)とAが4つ!IE

ぶもの(PKM-3)の2種類ができるが、問機の操作をしているにもかかわらず、 pKM300で

転換 したJMI09i株は 、 ~ I" i;~に成長が慾かった。 このことは 、 2-'1 ・ 3節て、触れるが、 この遺伝

チを、プロモーター領域から完全な]形で、クローニングすると、大J助I量刑jで発mしてI週休を
殺してしまい、普通に成長できるのは、遺伝-[-'-1

'に変異を起こしたものだけなのかもしれ

ないと考えた。私が得たプラスミツドpKM300は、成長半ばであるので、まだ、変Jもがかか

らないままだったのかもしれない。このことは、この泣伝子をゲノムDNAからクローニ

ングするH寺に、HiU1¥艮酵素SmaIとNSfJVを舟jいて行った|時にlつのポジテイプクローンを得
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たのだが ( このHiリ Irr~酵素の組み合わせでもシトクロム c3m伝子をクローニングできるこ

とは、医12-6の紡J長からIYJらかである)、そのクローンのみプレート!こでの成長がl尽く、

試験管庁f地中に生やすことができなかった。すなわち、シトクロム Cy立伝子を先全な形

で大j防隊1内で維持した場合、そのまま発現し、 E自体に怨影響を及ぼす。その品Jf果、シトク

ロム c3:遺伝チr!'に変興を起こしたものだけが、 卜分に成長することができる、と考えた。

言い換えれば、 pKM300を得るのに、pKM-l，2，3といった邦人断片ーを分断されたプラス ミッ

ドや一都欠失したプラスミツドが先に得られたのは、当然のことで、そのままでは成長が

惑く、スクリーニングの対・象にはならなかったであろうと考えられる。

シグナルペプチドについて、このシグナル配列の比較を図2-13に示した11)。

lIi Idenborough株LlJ来のそれとも ~I， 'm.によく似ているが、アミノ酸配子IJ は、 Mi yazak i p-l1( 

由来のもののブJが22残基と、 1残u長い。他の大腸菌由来j民透過型タンパク質のシグナJレ
ベプチドと比較すると、|言l織の傾向を示しているので、このタンパク質も、 J1.失を透過し、

ぺリプラズムに存在することを示唆した。

2イー2 アミノ酸配~IJの確認

私がクローニングした遺伝子の塩基配列を元にアミノ隊配列に翻訳したものでも、アミ

ノ酸配列分析の紡よfi:においても42番目のアミノ酸はアスパラギン際であった。しかし、既

発表のアミノ般配列決定の論文22)においては、 Staphylococcusaureus V8プロテアーゼ

により消化されており、それが、アスパラギンであることの根拠にもなっている。すなわ

ち、グルタミン|肢とアスパラギン般の1mのベフーチド紡合は、V8プロテアーゼによっては

分解されないので、他の結架から与えても、この位誼のアミノ酸は、アスハラギンである、

ということである。私は、おそらく Shikaiらの決定した的林と本が使っているI担保がtiう

のであろうと :[l (象している 。 しかし、この迷いは、その他のデー夕、例えば、 x*秘~jぷii{車

造泡j呼析や酸イ化じ逃元1電屯f位立なとど苧の車指耕結i1古1与iよ巣1佐4には、ほとんど影響しないであろうと考えている。おそ

らく 、もともとのその位置のm伝子の配列は、 AACであり、 llk初のAがGにi丘換され、
アスパラギン般になったのではないか、と考えた。しかし、この点変災は、クローニング

で主たクローンがたまたまそうだったわけではなく 、他のクローンにおいてもこの佐世の
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邸j左配列は GACであったので、結論的には、今~われているMi yazak i 1"株山米のシトク

ロム C3の42苓のアミノ酸はアスパラギン酸である、と結論した。

2-'J -3 シトクロム c3'i1't伝子のヨ&現

クローニングされたシトクロム C3泣伝子を発現させるには、 4つのポイントがある。ぞ

れは、 ( i )遺伝子が翻訳されるか、 (i i) )J克 (1川県)をi必過するか、 (i i i)シグ

ナルペプチドは切断されるか、 ( i v)へムが押入されるか、という点である。これらの

点を考慮に入れて、大腸i1tiの系について検討した。大腸菌は、治伝子一工学的な研究におい

て段も汎川されており、その有効性について今さらfj!J!れるまでもないが、シトクロム C3

遺伝子の発現系としてのメリットは、以下の様であろうと考えた。まず、扱いやすさであ

る。それは、宿主ーベクタ一系が姉jっていることもあるが、形質ilii;換の刀法も容易であり、

発現iliUf~jJの blいシステムも存症している。また、成長が早< (細胞分裂は、約20分に一l叫)、

また、大:ffi:9Wil.にもII可いている。しかし、この系で段も問題になるのは、翻訳後の修飾で

あって、翻訳後に c1a.'!へムカ'-jifi入された例がほとんどないということである。しかし、そ

の点も、全くないわけではなく、大腸菌にcmへムを押入する能力がないというわけで、は
ない、と考えた。例えば、 b型シトクロムのように、ペプチド鎖中にへムが配位するだけ

なら、単純な平衡によりjiji人がなされるであろうし、尖際にそういった例はたくさん存在

する45)。しかし、 C型!へムの挿入、すなわち、 C型へムとペプチドIIlJをチオエーテル紡

合を作るには、その反応に関与する静素の存在が示唆されている16)。よって、たとえ、

へムを作る能力をバクテリアが持っていようと、その布Il欠分子族を押入する能力(両手素)

がなければ、 dt!!シトクロムを作ることは不可能であろうし 、 その必 t~.特異性が~I :'l日に厳

密であればシトクロム c3は、そのへムの~~II方向の富山立子が他の c 型シトクロムと:巡って

いるという点からも、シトクロム c3の生産には向かないかもしれない。そういった点を

路まえ、大腸菌を使った発m系の僻築を行った。
lIi Idenborough株由来のシトクロム c3では、大J助l1i中で発現がみられるものの、〈ムは

i申入されなかったという報告があった47)が、プラスミッドpKM300によって形質転換され
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た大JJ時i'!\i JM109株においては、シグすルペプチドを合めたへフ。チドの ('l: ì丘 (分子 rLt~;~]

13，600、計算仁は、 13，6-111)にバンドが刻われていた。しかしこれは、へムを合んでいな

いと忠われた。その般拠は、 (i)ヘムの邦人は、シグナルペプチドの切|断の後に起こる

と考えられること、 (i i)ヘムを含んでいれば、バンドを形成せず、流れた般になる こ

と、からである。 (ii)の似拠は、例えば、ウマfll来シトクロム cでは、特に流れた般

になる保子はないが、硫酸還元凶山来のシトクロム C3では、必ず、流れた級になる Q こ

の迷いは、i件純にヘムの数の違いによると忠われるが、確かにはわからない。しかし、こ

のバンドは、棋j(~物質として同時に泳動したリゾチームよりも分子J:l;~Iめに大きく、リゾチ

ームの分子量はH，300であるから、へムの.ji1i入ないしは、システイン妓必に何らかの修飾

があった可能性も考えられる。ちなみに、へムの抑入が起これば、分子量は](i，1L1である。

この泣伝子産物は、このE遊休にとって、;tJ・君子であるらしく、 ~I" if\' に i泊の成長が良くなかっ

た。このことは、このi却を布/i.え継ぐといった操作を行い培養l明日lを長くすると、出!の成長

は通常の場合と問機な成長l加線を与えるが、-Iitli体の全タンパク'ftのSDS-PAGEを行

うと日的産物のバンドは消失している。その場令の遺伝子に、変化はないようではあるが、

おそらくどこかに何らかの変異を起こしているものと考えた。つまり、この発:m系は大j量

発現に向かないと結論づけた 。 51!:JJl! fli1J1卸カ~li(l1笑にできるプロモーターの下流にその泣伝子

を繋ぐことが必~だと考えた。

そこで、この泣伝子を大腸菌内で'1iMかに制御lで・きる 1acフ・ロモーターの下流に虫札、だ発

現ベクターでの発:g)lの椴子を司L~べた 。 この直後発現系で、は、シトクロム C3は、発現しな

かった。これは、プロモーターからの"もれ"による発羽と、それによる泣伝子の変与もが

あったのかもしれないし、遺伝子操作を行っている111]に変異を起こしたのかもしれなし、

しかし、この発現系でも、ヘムの押入は起こらないと忠われたo:FAlllは先と同じである。

大腸菌内での融合タンパク質としての発j)i.系でも、 (ifttかに目的のペプチドを得ることは

できるようであるが、この場合、得られた成熟体に、 Jn VJ 11'0でへムの姉入という繍訳後

修h'iJiが必袈である。つまり、硫般還元閣から酵素tilUL¥液(湘HrllIUi夜で'1i/i:わないのではない

か)と器質となる c型へムを混ぜれば、完全なシトクロム C3がで、きうると考えたωSD

S-PAGEの結果から、予定された大きさ(計算上の分子量20，753)よりやや大きい融

合タンパク質が発現していることが時認されたが、これは、 ADKの分子盆が21，500であ

~、それよりも大きな位置であるという級拠からである。この場合においても、何らかの
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修飾を~けている可能性がある 。 もし、へムの邦人があったなら、分戸fl.l:は23 ， 220である 。

しかし、まだ、ここから fll:1ゆタ ンパク質をとりだし、静素処:eJIするところまでは主ってい

ない。

その他の発現系として、自子母48)、49)、50)、5l)、52)、53)、放線1羽54)、55)、

光合成利l尚一56)、57)、58)、59)、60)、さらに、ホモな系としてf沈殿逃元凶の発現系

61) 、 62) 、 63) 、 G1) 、 65) 、巾桂j支好熱~ÎG6) を検討した。 それぞれの発m系には、

それぞれ有利な l!. ， 不利な点があるので表2-2に笑J~状況と共にまとめた。 結論から言え

ば、未だにギi効な発王Q系を構築するには至っていない。

2-1 シトクロム C3の遺伝子工学的研究の今後

遺伝子工学的には、発現系の構築が最重姿謀題となる。との段附が克服されないと、そ

の後の研究は何もできない。すなわち、タンパク質工学的な言I-ill日があって、その計闘を達

成するのに妓術的な問題がなくても、発現系がなければ、机上のさを論でしかない。なんと

か、へムを含んだ成熟型シトクロム C3の発現系を構築しなければならない。

その段階さえ克服できれば、 2-1節で述べた、フエニルアラニン20帯の改変体

だけでなく、例えば、取11方向の配位子については、シトクロム C3は、両方ともヒスチジ

ンであるが、これを普通のシトクロム c のように片方をメチオニンに変えたり 、 B誌が必~ー

なのであれば、チロシンやフエニルアラニンへの変災体を作り、その円安化巡一元従位を測定

してみるのも、このタンパク質の精進と機能の相|羽をまHる上で、重要なことだと忠われる。
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まえ2-2 シトクロム C3の発現系の比較

5印 a系 有利な点 不平IJな点 実験状況

ヒト rLi来シトクロム cの発
;遺伝子に変興をか

dtl晋i@ 現例あり コドン使用額皮が異なる
け、発明ベクター柿分泌系としての発現系が雌 発現量が少ない
築"1-'立している

シトクロム P-450の発
現例あり

放線菌
分泌系としての発現系が純 d\~シトクロムの発現伊j

発事」ベクター術築"11立している がない

コドン使用頻度が似ている

D. vulgaris 

(1-1 i I denborough)株由来の
発J)Iベクターは術祭

7色合成刻11菌 シトクロム C3の発現例あ Jr~質'1な換法が員I!
できた。

り 発現量が少ない
形'l'illiï; ~l奥系を術会~rl:J

形質転換法がいくつかある

調節領域、コドン使j日頗皮
j~三賀iliil奥系がなかったl疏費量還元菌 などが問題ない 検討'1

'側訳後修飾!も !UH~fできる 培養、選択、精製に員Il
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2
3
4
5
6
 

APKAPADGLKMD KTKQP 

APKAPADGLKME ATKQP 

VDVPADGAK工DF工AG GEKNL 

ADAPGDDYV工SAPE GMKAKPKGDKPGALQKT 

VDAPADMV工KAPAGAKVTKAP

VDAPADMVLKAPAGAKMTKAP 

26 

Heme 3 Heme 2 
21 

11 
1. VVFNHSTHKAVK CGDC HHPVNGKENYQK CATAGC 
2. VVFNHSTHKSVK CGDC HHPVNGKEDYRK CGTAGC 
3. VVFNHSTHKDVK CBBC HHZPGBKQ YAG CTTDGC 
4. VPFPHTKHATVE CVQC HHTLADGGAVKK CTTSGC 
5. VAFSHKGHASMD CKTC HHKWDGAGA工QP CQASGC 
6. VDFSHKGHAALD CTKCIHHKWDGKAEVKK CSAEGC 

61 
1. HDNMD KK DKS AKGYY HAMHDKGTKFK S 

2. HDSMD KK DKS AKGYY HVMHDKNTKFK S 

3. HN工LD KA DKS VNSWY KVVHDAKGGAKPT 
4. HDSLEFRDKANAKD工KLVESAFHTQ

5. HANTESKKGDDS FY MAFHER KSEK S 

6. HVBTS KKGKKS TPKFY SAFHS KSD工 S

Heme 4 Heme 1 
81 101 1. CVGC HLETAGADAAKKKE LTG CKGSKC HS 

2. CVGC HVEVAGADAAKKKD LTG CKKSKC HE 
3. CISC HKDKAGDDKELKKK LTG CKGSAC HPS 
4. C工DC HALKKKD KKPTGPTA C GKC HTTN 
5. CVGC HK SMKK GPTK C TEC HPKN 
6. CVGC H KALKKATGPTK C GDCI HPKKK 

1. D. vulgaris (Miyazaki F) 
2. D. vulgaris (Hildenborough) 
3. D. gigas 

~. ~ . desu~~uricans (Norway 4) 
5. D. desulfuricans (El AgheiIa Z) 
6. D. salexigens 

アミノ酸喬一号は、 D.¥rulgaris (Miyazaki r:)に付けた。

;，al加工ne;B，aspartlcacid ozaspamgue;c，cysteine;D，aspartic ac土d;
7glutamic acid;F，phenylalanln己;G， glycine; H， histidine;工，isoleucine; 
flmnE;L，leu山 e;凡 methion工ne;N.asp~ragine; P. proline; Q， 9工utam町1
Z〈:;z::丘:;iz芯:主:;:己JiJr;Fe;z;n;主iよmι::z;fアe叩O山 巴;v. valine; W. tryptophan;Y. tyro民間;

区]2苧l 今までに決定されたシトクロム C
3
の1次配列比較
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uへリッ Y ス{刻 'J r.~ ~(" 、

戸 ターン lよ1.1~~ 色のリ，/とンで、

ヘムlよt}J;色の11，'1がi!で、

27 

その他(よ、 ~:J~色のリボンでノJ; した
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( b l 

図2-3 20森フェニJレアラニンイ、f近の併j宣24)



probe No.l(33mer) 

5'-GCTCCCAAGGCCCCTGCCGACGGCCTGAAGATG-3' 

lA P K A P A D G L K M 

probe No.2(33mer) 

5'-ATGGACAAGAAGGAC且AGTCCGCG且AGGGCTAC-3'

55 
M D K K D K S A K G Y 

P工obeNo.3(29mer) 

5・ーGCCGGTGCCGATGCCGCCAAGAAGAAGG且-3'
87 
且 G 且 D A A K K K E 

mutation primer C(21mer) BSp BI site導入、 p問 350

(fit.1手簡をJ円いた発現系の俄築に川いたので本文仁l'には登場しない。)
Bsp HI 

5 ・ -GGT且.TTTCTG~CATGAAAAAG-3・
M K K 

mutation primer D(20m巴r) Apa 1 site導入、pKM32

Apa 1 

5'ーCCTTGCCG呈卑旦.CCGAAGG-3'

A P K 

mutation primer E(30mer) Eco R工 site、開始コドン導入、 pKM800

Eco R工

5 '-GCCATGCCCGC盤主哩♀Cl~GGCCCCGAAG- 3'

M A P K 

Linker No.l(22mer) 

5'ーCATGGTG且TCGAGGGCCGGGCC-3'

M V 工 E G R A 

Linker No・2(14mer) 

5'ーCGGCCCTCGATCA-3・

図2 - ~ 本章の研究で使用 した合成DNAの犠基配列

29 



orl 
-一羽』

23.1-
9.4-
6.6-
4.4一一
2.3_ 
2.0一一

(kbp) 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

lane 1. DNA / Eco R1 
2. / Bam H1 
3. / Hill d工11
4. / Pst 1 
5. / Kpn工
6. / Xba工
7. / Bgl II 
8. / Sac工
9. / Sma 1 
10. / Sal 1 

図2-5 サ 1]ごンハイプリダイゼーシヨンの結果 (1 ) 

竺- 123456789101112131415

23.1-
9.4-
6.6- _.・
4.4- i 
2.3一-
2.0一一

(kbp) 

lan巴1. DNA / Cla 1 
2. / Cla 1+Sma工
3. / Xho 1 
4. / Xho 1+Sma 1 
5. / Nsi 1 
6. / Nsi工+Sma工
7. / Spe 1 
8. / Spe工+Sma1 
9. / Nsp V 
10. / NSp V+Sma工
11. / Sma 1 
12. / Apa工
13. / Sna B工
14. / Stu工
15. / Sca工

図2-6 サザンハイブリダイゼーションの結果 (2) 
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Cyt田 hromec 3 gene 
32 

Aat 11 
Sphl 

じ二;:
Proc国srngsHe 

I A{a Met Pm Aln. Iρ1I .dln ;1/，. AI_ n I ...-..... ，'V  
"

凶 ιcu}¥同 A師 A佃 rro Lvs 
I 5'-GCCAT

、
GCCC∞GCCαC口ごコ1γ'TGCC∞沼CCGCCCCGAA山G-3

mutation I ↓ 

Aat 11 

I . ... Mel Ala Pro l.ys 

+ 
5'.GCCA附 CCG色竺叫TGGCCCCGAAG-3

Ec(}IUsitc 

P訂 l

じこ
加川PstlL 

一「
Cytochrome c

3 gene 

2;:;穴___f、〈也c

bMでd

r町〉グ/ヘヤc

l pKK223・3)
~mpr Tet~ン

lEml&Pstl 
Digest 

:12・8
大腸菌を用いた直接発現を目的とした発現ベクタ ーのコンストラクシヨン
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10 20 30 40 50 60 
GACGTCCAATGGCGCAGGAATCCGCAGAAATCCGTCCTGTGGCCAGTACCCCGCCACATTTGCCGCC且AT
Aat II 

nv 

C
3
‘，， 
内

J

80 90 100 110 120 130 140 
GCGCATTCTAATGGACATCCGCGCCACCTTGTGCGGCACGGCACACGCGGCGGCTTCGGA且TGAGGCAAC

150 160 170 180 190 200 210 
GTTTACCCCTAACCCACCAGAGTTCGCCGCATTTTCCCGGCCCGTCTTGACACCGCGA且CGCGACCTACT

-3子主苛ion -

220 230 240 250 260 270 280 
主旦盟国CGCTTGGGAAATCCTTAACATGCCTTGTG砧些些2TATTTC'I'GCGATGA且AAAGATGTTCCT
-10 region 5D sequence M K K M F L 

290 300 310 320 330 340 350 
CACCGGTGTGCTCGCGCTGGCCGTTGCCATCGCCATGCCCGCCCTTGCCGCCGCCCCGAAGGCCCCTGCC 

T G V L 且 L A V A 工 A M P A L A A A P K A P 且

360 370 380 390 400 + 410 420 
GACGGTCTGAAGATGGACAAGACCAAGCAGeccGTGGTCTTCAACCACTCGACCCACAAGGCCGTGAAGT 
D G L K M D K T K Q F V V F N HST  H KA  V K C 

430 440 450 460 470 480 490 
GTGGCGACTGTCACCACCCGGTCAACGGCAAGGAAGACTACCAG且AGTGCGCCACCGCCGGTTGCCACGA

G 0 C H H P V N G K E③ Y Q K C 且 T A G C H D 

500 510 520 530 540 550 560 
CA且CATGG且CAAGAAGGACAAGTCCGCCAAGGGCTACTACCACGCCATGCATGACAAGGGCACCAAGTTC

N M D K K D K S A K G Y Y H A M H D K G T K F 

Nsi工

570580590600610620630  
AAGAGCTGCGTGGGCTGCCACCTTG且AACCGCCGGCGCCGACGCCGCCAAGAAA且AGGAACTGACGGGCT

K S C V G C H L E T A GAD  A A K K K E L T G C 

640 650 660 670 680 690 700 
GCAAGGGCTCCAAGTGCCATAGCTAGGCACTGCCGTCATTTTCCCGGCTTTCTGGGCCGTCCCTTCGGGG 
KGSKCHS*  

710720730740750760770  
CGCCTTTGCGTTTCCGGGCCGAATCAGGCCGGACCGAACTGGACCGGATeGAACTGGACCGGACCGAGeG 

7B0790800810820830840  
~GCCGGGCCGTACCGAGTCGGGCCGCGCCGG且CATTCCATACCAGGCGGGCCAGCCGGACGGCGCGTTT

850 860 870 
C~AGCGGGAGGGGTACGCGCCATGTGGéATGC 

Sph 1 

|週2-1] クローニングしたAat11 -Sph 1断片の塩基配列

プロセシングサイトは矢印で、 42需の位置は、九r:pで示した。
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1 2 3 4 5 
or1__" 

lane 1; ma工ke工 protein BPTI(Bovine Panc工巴aticTrypsエnInhibitor， tlw==6 ，500) 
Lysoz拘引frornegg white， MW=14，300) 

2幻;p戸KM30∞o I J品訓川M削1Jlf芯;rA(B加ov円工n問es臼邑E四uma叫工lbl以加u肌1刀I
3; pTCKM800 I JMI09 
4; pMKCY I JMI09 
5; pHKAK3 I JMI09 (The main band is且DK，Mw==21，500・)

図2-12 SDS-15%PAGEによるシトクロム c3の発現任認
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++ 
Cyt c3 (Miyazaki F) 

Cyt c3 (Hildenborough) 
++ 
MRKLFFCGVLALAVAFALPVVAAP 

Omp F 

Bla 

Lam B 

医]2-13 シグナル配列の比較

++ I 

B倒 KRNlLAVIVPALLVAGTANAA

+ 
MS工QHFRVAL工PFFAAFCLPVFAH

++十
刷工TLR………

↑ 

上2s-tは、税椴還元1釘[jJ*、下3段は、大腸r!fJ山*のJJ英透過型タンパク質
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第3章 シトクロム c
し 553
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3-1 シトクロム c553 タンパク質としての性質

シトクロム c553は、 f硫酸逮元I泊中に合まれる c 型シトクロムの lつである 。 その~三11J1活

性は、ギ般デヒドログナーゼおよぴ乳酸デヒドロゲナーゼからの屯子を受容するというも

のであるといわれている67)。すなわち、乳酸を炭素またはエネルギ-1))，[としてJIIいてこ

のバクテリアを生育させた時、その代Mtの放~)Jの反応に関与しているタンパク質であると

いえるかもしれない。受け取った電子をシトクロム C3へ運ぶ(図1-2)が、この反応のIn

vitroでの活性は非?れこ低く 67)、他の何らかの因子治マf-:tEするのか、もしくは、本来の

生体内での活性とは呉なるのか、といった疑問がもたれた68)。そもそも、このタンパク

質を精製するには、そのう，h¥'i学的な性質のみに着目すればよいので、生体内での正しい止|ミ

活!活性を示唆している必嬰はないので、ある。一方、そのfi'~j査は、他の多く生物種から単離

されているミトコンドリア型シトクロム~lと相同性があり、その1:り，+I~j詮は、 1983ゴl三

Nakanoらによって決定されている69) (図3・1)。やや負の般化遺元電位 (-0.2GV)を持

ち、]分子 rl' に c 型へムを1分子含んでいるが、その期111HÍíJの配位子は、メチオニン残~，!$と

ヒスチジン残恭である。ペプチド部分は、アミノ厳79残基からできており、比較的小さい

安ンパク質分子である。これらの点、から、長も原始的なc型シトクロムの1つであるとい

われている。また、 c型シトクロムは、多くの生物磁に共通に存在しているので、その観

点による分類も行われている70)。シトクロム c553は、分子量(分τ(-の大きさ)から、

3・classに分類されるが、この中には、 Pseudomonasacruginosa出来のシトクロム c551や、

AzotobacLer vineJandi i由来のシトクロム C5も含まれる。しかし、そのX級車111泉t構造jff(O

析の紡呆71)は、それらは必ずしも同織の構造をしていないことを示唆した72)。また、

近年NMRによる構造解析が、 "iI denborough株山来のシトクロム c553についておこなわ
れた73)。

そこで私は、このバクテリアから、シトクロム c553遺伝子をクローニングして、その

タンパク質の存在位世(ペリプラズムなのか、サイトプラズムなのか、)を確定すること

により生互11活性に対する傍証を与えるとともに、その泣伝子の下流などに他のタンパク'f.[
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遺伝子治f存在し、それが、シトクロム c553と相互作mをするといった、オベロンの形成
の可能聞を考え、この似f先に若手した。すなわち、 in vitroで、の折性が)1:常 lこ 1[~いのは、

そういった米同定のタンパク別清イ1:していて、そのタンパク賀が、的性化を行うかない

しは中1/1]電子伝達タンパク質として働くのではないかという仮説をたて、実!殺を行った。

シトクロム C3の場合で、も触れたが、もちろん c~シトクロムのタンパク賀工学的研究は

例が少なく、このタンパク質もそのH~ì:を機能相|却の好材料になると考えた。

3-2 実験方法

3-2・1 シトクロム c553遺伝子のクローニング

クローニングの手法は、シトクロム C3の場合と同級に行った。ゲノムDNAのfllill¥は、

シトクロム C3の11寺のサンプJレを使った。プロープは、図3-)に示した1次配列rl'で、シト

クロム C3の1I}fと同じく、メチオニンまたは卜リプトファン残基を含む10残恭程度の部分

を選ぶこととした。また、その逃伝l暗号は、この菌体で、よく使われているものを使うこ

とにした。 そこで、 69*のメチオニンから76番目のメチオニンまでのB残l，~ によれ志するよ

う24量体のDNAを合成した。その配列は、図3-2に示すとおりであった。これをJrJ¥'、て、

前章と同機にサ 1}"ンハイプリダイゼーションを行った。ハイプリグイゼーションのil"lJ交は

52'C、 washは37'Cで行い、検出には、官土フィルム社製バイオイメージングアづライザ-

BAS1000をmいた。その結果を図3-31こ示した。これにより、 G.9kbp税皮ではあったが、
Eco 111でNi化したものが最ーも短い位慣にシグナルを与えた。そこで、 Eco111で消化したも

のをさらに他の制限静素で消化したところ、 Xbarで消化したものが段も短く、 3.5kbpfl

度に、シグナルを与えた (図3-1)。そこで、ゲノムDN AlOOμgをEco111およひ:'Xba1て、

消化し、 0.8%アガロースゲル電気泳動により分離し、 3.5kbp税皮の断片ーを電気的に.[11111'，

した。これを、クロ」ニングベクタ -pUC18を同じ酵素で消化したものに繋いだ。この悦

合物で、大JJ易菌JMJ09を形質転換し、 LB/Amp，IPTG，X-galプレートに撒いた白白いコロニー

11倒から、プラスミツドを取り出し、先程のプロープとハイブリダイズするものをスクリ

ーニングしたところ、 1つに、シグナルカfあった。そこで、そのプラスミッドをpEX3000と
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した。

3-2-2 翻訳産物の布lji'iJタンパク質のR片付庁

クローニングした断片の塩基配1"1)を決定したところ、シトクロム c553巡伝子の下iAE領

域に3つのオープンリーデインフレーム (ORF)が存在していた。このj立伝子のi般i訳産

物は硫酸還元首から今までに1:jl雌精製されているタンパク質とは異なっていたので、他の

生物種を含め、有l同なタンパク質を検索した。データベースとしては、国立泣伝学研究所

のデータを似YFJした。

3-3 実験結果

3-3・] シトクロム c553遺伝子のクローニングと坂基配列の決定

目的の約3.5kbpのEcoIII -Xb<l 1のゲノムDNA断片をpUC18
'ドにクローニングすること

ができた。 !;g)3'5にこの挿入断片のシークエンスの概|栴を、 l罰3.6にその塩iJi配列を示i-0 

クローニングした断片のJ:jlには、最初のORFのよ流に、 35/ー10領域と以われる領域は

存在しなかった。このXiJaトEco1(1断片には、 4つのORFカf存在していた。ここで、 O

RFは、そのそれぞれの読み枠に対して独自の SD配列を持つものと定義した。それぞれ

のSD配列や読み枠の大きさなどをまとめたのが表3・1である。

表3-1 Xba r -Eco Il Jフラグメント中に含まれる ORF

SD配列の
SD配列

開始コドンの ORFの大きさ
位tili:(nl.) 位置 (nl. ) (アミノ限残基数)

ORF-l 62-67 AGGAGA 7~ ]02 
ORF-2 381-385 AGGAG 393 191 
ORF-3 1146 '1151 AGCAGA 1166 157 
ORF-4 1709-1714 AGGAGA 1722 5111 
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nt. 74のATGを開始コドンとし、 nl.380のTAGを終止コドンとするORF-lが、

シトクロム c553をコードしている遺伝子であった。コーデイング領域は、 L光発表のアミ

ノ般配列と、完全に一致していた69)。シ トクロム c553遺伝子のSD配列は、 nt.62のA

GGAGAであると忠われる。IlH始コドンにあtいて、 23残基からなるシグナルペプチド泣

伝子が存在した。この配列は、シトクロム C3の場合と同じく、f5H始コドンに対応したメ

チオニンに統き、 i策基性アミノ酸であるリジンとアJレギニン残基地f存在し、 2つのセリン

残j去をl徐いて政ぱ('t!:アミノ般ヵマ充いていた。プロセシングサイトは、アラニンとアラニン

の問であって、これもシトクロム C3の場令と同じである。

3-3-2 シトクロム c553遺伝子より下流の逃伝子構造

さらに、シトクロム c553遺伝子の終11::コドンに重なるように、次のORFのSD配列

が有在しており、そのSD配列はnt. 381からnl.385のAGGAGである。その後B塩基あ

いて、開始コドンと足、われるATGカf存在し、 nl. 966のTGAが終止コドンとなる191ア

ミノ般残恭からなるORFである。このORF-2にコードされているタンパク質は、 i況

にアミノ酸配列が決定されている硫酸還元商[1"のタンパク質とは奥なっていたので、さら

にデータベースから、この遺伝子産物と相!同性のあるタンパク質を訓べた。しかし、分子

量や由来などの点を考慮すると、適当なタンパク買は見いだせなかった。

さらに下流に、 ORF-3カf存在していた。ORF-3のSD配列は川 1116から

nl.1151の AGCAGAである 。 その後14J~::;;Uあいて、開始コドンと忠われる ATG が存

症し、nl.1637のTAGが終J.I:コドンとなる157アミノ酸残基からなるORFである。この

OR F-3にコードされているタンパク質もORF-2と同様、硫酸還元j;gqlに存在して、

既にアミノ隊配列が決定されているタンパクtIとは終なっており、さらにデータベースか

らもこの産物と相向性のあるタンパク質は見いだせなかった。

3'3'3 0 R F -4の{Y):討

ORF-4のSD配列はnl.1709からnt.1714のAGGAGAであると考えられる。その
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後7'>箆基あいて、開始コドンと忠われるATGカマHEし、 nl.3315のTGAが終J!二コドンと

なる5Hアミノ酸残基からなる読み枠が存在している。このORF-4にコードされてい

るタンパク質も ORF-2と同様、硫酸還元関'iJに存在して、既にアミノ酸配列が決定さ

れているタンパク貿とは災なっていた。そこでさらに、データベースからこの産物と相同

性のあるタンパクy'lを4会紫したところ、いろいろな利i由来のシトクロム cオキシダーゼサ

プユニット Iと、タ ンパク質の大きさやその配列という飢点からも相同牲があった。 Mも

相同性が高かったのは、 トウモロコシミトコンドリア由来のシトクロム cオキシダーゼサ

プユニット 1
74
)で、そのアミノ酸配列との比!肢を図3-7に示した。その他、イネ ミトコ

ンドリア75)、マウスミトコンドリア76)、ウシミトコンドリア77)、ヒトミトコシドリ

ア78)ショウジヨウパエミトコンドリア79)、際母ミトコンドリア80)、大豆ミトコンド

リア81)、サクラソツミトコンドリア82)、アカバンカ ピノてエミトコンドリア83)、アフ

リカツメガエルミトコンドリア84)、などミトコ ンドリア由来のシトクロム cオキシダー

ゼサプユニット Iと相向性があった。また、ミトコンドリアを持たない原被生物で、その配

列が決められており、データベース上初同性が高いと判断された、根粒車111閣の一種

Bradyrh i zobi um japon i cum85)との相向性を図3-8に、上記12瀬のシトクロム cオキシダ

」ゼと ORF-4の産物(以下、シトクロム cオキシダーゼ綴タンパク賞、Cylochromcc 

Dxidasc Like I'rol巴In、COL P)との相同性の比較を行ったのが、図3-9である。

3-4 考祭

目的としたの約3.5klゅのEcoRI-Xba IのゲノムDNA問(rJ'(をpUC18r!，にクローニングす

ることができた。このクローニングした断片'1・1に確かにシトクロム c553・遺伝子が存主し

た。シトクロム c553のシグナル配列は、すでにクローニングされていたl.IiIdcnborough株

由来のシトクロム c553のそれと非常によく似ており、また、 Miyazakir株Lll来のシトク

ロム C3とも相同性があった86) (図3・10)。

コドンの使川頻度を次章表4-6にまとめたが、特にコ)"ン3文字日についてGまたはCの
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場合が多〈、この位i丘における G、Cの1'1¥現頻度は、シトクロム C3遺伝て!こおよび次需で

触れるFMN結合タンパク質では88%、 [N iF巴]ヒドログナーゼ遺伝子では90%、シトク

ロム c553遺伝子で、は87%であった。

プロモーター領域は、シトクロム c553泣伝子のさらに上流に存症しているのかもしれ

ないが、その領域とシトクロム c553遺伝子の聞に、日IJのORFカf存在しているのかもし

れない。もしそれが、 ORFであれば、その終止コドンはnl. 4]のTAAかnl.3のTAG

であろうと忠われる。また、下流にはnt.998からのTATTATという配列があり 10領

域のように見えるが、それと対になりうるお領域カf存在していないように見える。札l同

性からこの断片巾のプロモーター領域を検索した。しかし、先の領域よりも プロモーター

として働きうる領域が、いくつか存在していたが、そのうちのどれかが機能しているのか

は疑問であった。実際、プロモーター領域の検索を行った紡来、そのうちの一つは、シト

クロム c553遺伝子'1"に存在している。もちろんシトクロム c553逃伝子中に存在している

ことがプロモーター領域ではない根拠とはならないが、クローニングしたXhaI -Eco 111断

片qJに含まれる泣伝子群の調節領域を確定するためには、 mRNAを訓べる必姿がある。

しかし、今のところこれらの遺伝子群がORF-]よりもさらに上流に存在するプロモー

タ」領域によ って、全て調節されているのではないかと考えている。

転写の終結領域については、 11i 1 dcnborough株の場合、シトクロム c553遺伝子の下流に

l月かなステムーループ構造が存在レ伝写の終結を示唆しているが86)、Miyazakiド株の場

合もnl. 493からnl. 521の領域で、 2塚基のはみ山しを許せば、ステムの部分が9mJb対、ル

』プの部分が6.1]置基のステムール}ブ併進をと ることができる。実際に、この領域でil反写

が終結しているか今のところ全くわかっていないが、この点についても紺|脳内からmRN

Aをtl!1出して調べればわかると考えている。さらに下流のCOLP治伝子のことを考え合

わせると、定常状態では先のステムJレーフ"fl/fi宣カ苛!反2長の終結を行い、酸素の刺激があった

場合さらに転写が続き COLPまで転写されるのではないだろうか。

CuLPについては、その存在意義について考堅持したい。シトクロム cオキシダーゼは、

ミトコンドリアに存在し、その逃伝子はミトコンドリア内にコードされている。また、こ

の酵素は、関3-llに表したようにH乎!汲鎖の末端に存在するJJ英タンパク質であって、中IIi欠分

子伎として、 2分子のへム a(ポlレフイリンA)、2分子の銅イオンを含んでおり、真核出111
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胞ではが)71!ilj、原核生物では2から3倒のサブ、ユニットからなり、それぞれの分I--:1lは5.000

から42.000である。シ トクロム cから受けJf'Zった泡子を酸素に波すが、同支紫は、 J.KfAイオ

ンと反応しオりこ変わる。また、そのアミノ酸配列を比較したところ、シトクロム cオキシ

グーゼ'1'に合まれる構造的な特徴、すなわちヘム aおよび釧イオンに西日位するヒスチジン

残基地{G倒完全に保存され、また、 12個のj民lT通領j袋をもっている。これらの特徴を CO

LP と比較してみると、今までにその醇葉市性から lp 自I~された、図3 ・ 9に示した 12例のシ

トクロム cオキシダーゼのうち、そのアミノ酸配列と COLPのアミノ酸i'IG:yIJが共通で、あ

ったのは、5Hアミノ酸残恭中、先lほまとどeの6側のヒスチジン伐1五基k長tを含むJ3却Oアミノ椴残J

のlぽ主る o さらに、 12例のシトクロム c オキシダーゼうち g~，\j以上のシトクロム c オそシダ

ーゼのアミノ酸と COLPのアミノ酸が一致しているものを加えると202アミノ酸残必と

なり、全体の37%にまでのぼる。しかし、一方で、 12側のシトクロム cオキシダーゼのア

ミノ般に共通に存イfするにもかかわらず、 COLPにおいて異なったアミノ般であったも

のは、 59残基と11%にまで・のぼった。図3-9中』こ、保存されているヒスチジン残訟のよに

は!で、 12個のシトクロム cオキシダーゼのうち、そのアミノ般配列と COLPのアミノ

酸配列が共通であったのものを *で、 12似のシトクロム cオキシダーゼうち9個以上のシ

トクロム cオキシダ」ゼのアミノ酸と COLPのアミノ般が一致しているものを#で、 12

1聞のシトクロム cオキシダーゼのアミノ般に共通に存在するにもかかわらず、 COLPに

おいて異なったアミノ般であったものを+で示した。また、 J淡を1笠通すると予想される領

域に下線をつけた。これらの比較から、 COLPもこれらの酵素とほぼ!日l稔の構造をして

いると考えられる。一般に、この両手素mーの多様性はj肢から外にでている傾城にあるといわ
れているが、COLPの場合、 IJJi:'-1"の管!J或にも一致しないアミノ酸残法治f存在している。

ところで、このCOLPがl次締迭のみならず2次桃造上もシトクロム cオキシグーゼ

と相同であるとして、その活性については2つの可能性が考えられる。 lつは、i般素に弁j

する酵素であるという仮説。であ易。つまり、好気tHlIJliiゃ一斉11の嫌気tl細菌からムii離され

ているスーパオキシドジムスターゼのような、駁*にt-Jする一羽lの防御タンパク j~である

という仮説である。硫酸還元菌ーは絶対倣気仙二*[11閣であって 、 生活する ~~lJZ下ド酸素は存在
せず、有毒である。そこで、生前環境下に殴素が:mれた11与、酸素を水素イオンとシトクロ
ムC
553からの電子によって述やかに水に変えてしまうストレスタンパク質として存在す

る、というものである。この仮説であれば、遺伝子の構造もカ!E裂なく説明できる。

もう 1つは、あくまで硫際還元系ないし一般代謝にl刻与しているとするものである。そ
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の級拠は、阪素から水へのR変化還元電伎はかなり高い CEo'=+81 GmY，が17.o. 30'C) 87) 

事である。そこで、おそらく他の分子(硫般温から還元されていく経路に存犯する分子)

に電子を渡すというものである。泣伝子の構造からシトクロム c553と班援ないし手l:o'ii¥'に

近い関係で反応するのであるから、シトクロム c553が乳酸デヒドログナーゼから得た電

子は、シトクロム C3へ渡るのではなく、 COLPに渡り、さらに釧JJ包質1).すに存花する分

子にI度る ~Jになる 。

もちろん、この泣伝子が硫際還元Oli内でタンパク質として翻訳されているかどうかは、

全くわかっていないし、遺伝子上だけ存花しているのかもしれない。11li休にはそれなりの

"備え"があったのであって、それが使われるかどうかは別であるという考えもある。し

かし、シトクロム c553はミトコンドリア却のシトクロムであって、それに対!之、するよう

にその下流にまたミトコンドリア'IJに合まれるシトクロム cオキシダーゼによく似たタン

パク貿の遺伝子が存在するという事実は、 ~I" ii\ に示唆的であって分子illi化の上からも 、非

常に興味深い紡主任だと考えてしゅ。つまり、地lJRょがまだ嫌気的雰間気であった|時には十

分に使われなかったCOLPは、深類などにより地球_1:1こ酸素が.I(I/)JIIし、この遺伝子を受

け継いだ生物が隊素呼吸を行うようになったH寺、このタンパク質を積極的に使ったのでは

ないだろうか。さらにそれがミトコンドリアに受け継がれたのではないか。到拍ーのシトク

ロム cオキシダーゼの祖先は、 Js1きさに関与すゐ.IlE1ii"!酸辺元両手素であるといわれている1)

が、このCOLPの可能性も否定できないと考えている。

3'5 シトク ロム c553の遺伝子工学的研究の今後

シトクロム c553巡伝子およびその下流領域の遺伝子情迭を決定し、さらにCOLP遺

伝子を見いだした。このことは、当初のn的であった、シトクロム c553のin¥r;voの本来

の貯|生に対する示唆を与えたと考えている。しかし、COL P:i遺伝子が実際に1硫酸迭元閣

内で発現しているか、その電子供与体は何かなどの疑問点は存在している。これらの疑問

点は、 例えば、 D. vuJgaris (Miyazaki F)株からmRNAを:tiJliJ¥して分析することにより、

転写段階における調節の証明になるであろう。また、大腸菌はへム aを令成することがで
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きないと言われているが88)、現在COLPill伝Fの大腸菌内での発現を研究'1'である。

その死.lJlタンパク1'[を精製し、その性質をIYJらか』こすると共に、それを抗原としたJ/c14'を

作りイムノプロット法により菌体内の存泊:{@認がで、きると忠う。もちろんiA!1イドl付からCO

LPを精製すれば、さらに昨接的な説明になるだろう。

また一万で、シトクロム c553泣伝子を大腸孫Iの系で発現させる試みもシトクロム C3遺

伝子の場合と同本f(:I並行'i'である。しかし、未だ発現タンパク買は伴られていないが、さら

に発現系の検討をさ らに続けていく予定である。
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1Ala-ASp-GlY-Ala-Ala-Leu-Tyr-Lys-ser-cys-val-Gly_CYS_HiS-Gly-

16 
Ala-ASp-Gly-ser-Lys-Gln-Ala-Met-Gly-val-Gly_His_且la-Val-Lys-

31 
Gly-Gln-Lys-A工a-ASp-Glu-Leu-Phe-Lys-Lys-Leu-Lys-Gly-Tyr_Ala_

46 
Asp-Gly-Ser-Tyr-Gly-Gly-GlU-LyS-LYS-Ala-Val-Met_Thr_ASn-Leu-

61 
val-Lys-A工g-Tyr-Se工-Asp-GIU-Glu-Met-LYS-Ala-Met-Ala-Asp-Tyr_

76 Met-Se工-Lys-Leu

図3・1 シトクロム c553の1次配列
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1 234  5 6 7 B 9 10 11 

lane 1. DNA I Sac 1 
2. ISmaI 
3. I Sca 1 
4. I Sal 1 
5. I Kpn 1 
6. I Bam HI 
7. I Apa 1 
B. IXbaI 
9. I Pst 1 
10. I Hin dlrr 
11. I Eco R工

Ikbp) 

図3.3 サザンハイプリダイゼーションの結集(1)
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10203040506O  
TC主主豆丞CCGATCCGGCGGGTGCGCCCCGCGCGTTATCGGGTAAACCCG且C且TCACCAGAA
Xba 1 

70 80 90 100 110 120 
C担宣主主ACTCGCATGAAACGCATTCTTGTGGTC些些GCATCTGTGCCGCCCTTGCCTT
5D M K R 1 L V V M S 工 C A A L A F 

BSp H工

130140  150160170180  
TGGCGTTTCCGCCGCCATG豆CCGCCGATGGTGCGGCCCTGTACAAGTCGTGCGTGGGCTG
G V S A AIF1A AAD  G A A L Y K S C V G C 

Nco 1 且

190200210220230240  
CCACGGGGCCGACGGCTCCAAGCAGGCC泣 GGGCGTGGGCCACGCCGTAAAGGGCCAGAA
H G 且 D G S K Q A M G V GHA  V K G Q K 

Nco 1 

250260270280290300  
GGCCGACGAACTGTTCAAGAAGCTG且AGGGCTACGCCGACGGCAGCT且CGGCGGCGAGAA
A 0 E L F K K L K G Y 且 o G S Y G G E K 

310320330340350360  
GAAGGCCG盟主主旦CCλACCTCGTCAAGCGCTACTCCGACGAGGAA且TGAAGGCCATGGC
K A V M T N L V K R Y S D E E M E Aーす一五

Bsp HI NCO I 

370380390400410420  
CGACTACATGTCCA且GTTGTs豆§主豆CAGGGCGATGCGCGTGCGCTTTCATTCCGCGACGG
D Y M S K L* SD M R V R F H S ZK T V 

430440450460470480  
TTGCCGGTGTACGCGCGTTCGTCGCC且CAGCCTTGCTGACTTGTCTGTTTGGCATGTGCG
A G V R A F V A T 且 L L T C L F G M C A 

490500510520530540  
CCACGTGGGGCAGGGCGGCGGTTTCGACCGCCGTTCCGCCCCACGTTTTGTCTCCCGTTC 
T W G R A A V S T A V P P H V L S F V L 

550560570580590600  
TGCTGGCCGCCGCCGATGGTGCGCCGTCCGCCACGGCCCCTGCCGGGTATGCTACGGCCA 
L A A A D G A P S A T A P A G Y A T A 工

|習3-6. 1 3， 468bpのXbaj-Eco IIT断片の板基配列
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610 620 630 640 650 660 
TTGACGGGC且TGGCGGGCACGGCAGTCCCGCCATGCCCCAGGCTCTGGCGGCCCAGG且CG

D G H G G H G S P A M P Q A L A A Q D G 

670 680 690 700 710 720 
GAGGCGCGGGACACGCGGGGCACCCCCCGGCGGATGCCGCCCCGGCGCAGGATTCCCATG 

G A G H A G H P P A 0 且且 P A Q 0 S H 且

730 740 750 760 770 780 
CCGGCCACGGCGCCGCAGAAACCGCCC且GCCCCCGGCGGAGACGTGCACCCGGTGCCCCC

G H G A A E T A Q P P A E T C T R C P R 

790 800 810 820 830 840 
GCCCACCACGGGCAAGCTGGGGCAACCCGGTCAGCCG且TTCAGGCGATTCAGCCGGGGCA

P P R A S W G N P V S R F R R FSR  G R 

850860870B80  890900  
GGGCGCTTCCGGCGATeCATCAGeccAGACTCCCCTTGCAGGCGTTG1LCGAGeGTCTCGG 

A L P A 工 H Q P R L P L Q A L T S V S A 

910920930940950960  
CG且CATeATCCCCGAGGGCATTCTGCTGCGCGACGAGTCGGGCAGeCCCATeGACCCGCG

T S S P R A F C C A T S R 且 A P S T R A 

970980990100010101020  
CAre7GATG砧 CGTTCCGGTG日 CATCGCGCCCATCTATTA町 CCTGCCCCACCGTGTG

103010401050106010701080  
CAACATGCTGCAAAGCTCGCTGGCGCGGGTGTTGCCGCAGGTTTCGCTGCAACCCGGCAA 

109011001110112011301  140 
GGACTACCGGGTGCTGTCCGTGAGCTTTGACGAGACGG且CACTCCGCAACTGGCAGCGCG

1150 1160 1170 1180 1190 1200 
AAAGA主GC主§丞ACTATTTCGCGGCC且TGAATTTTGCCTATCCGGAAGACGGCTGGCGCTT

SD M N F A Y P E 0 G W R F 

図3-6-2 3，468bpのXbaI-Eco Rl 断片のl74基配列
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121012201230124012501260  
CCTGTCCGGCG且CCTCGCATCCATCA且CAGGTTC且TGGACGCC且TCGGGTTCCGGTTC且C
L S G D L A S I N R F M D A 工 G F R F T 

127012B01290130013101320  
CCGGC且GGGGCGCGACTTC且TCC且TCCCGTGGTGCTGGTGGTCACCGCGCCGGGCGGCAA
R Q G R D F 工 H P V V L V V T 且 P G G K 

133013401350136013701380  
GGTGGTGCGCTACCTGTACGGCC且GAACTTCATGCCCTTCGACCTG且CC且TGGCCGTCAC
V V R E L Y G Q N F M P F D L T MAV  T 

139014001410142014301440  
GGA且GCCTCGCACGGC且CCATeGGCCTGTCGGTGAAGCGCGTGCTGTCGTACTGCTTCAC
E A S H G T 工 G L S V K R V L S Y C F T 

1450146014701480 14901500  
CTACGACCCGGAAGGGCGGCGCTATGTGTTCG且CTTCATGCGCATAGCGGGA且TGATCAT

Y D P E G R R Y V F D F M RIA  G Mーτ-τ
Bcl I 

151015201530154015501560  
CCTGTTCGGCGCGGCGGTGCTGCTGTTCGTGCTGTTGCGGGGCGGCCCGCGCAGGAAGGA 
L F G A A V L L F V L L R G G P R R K E 

157015801590160016101620  
ACGCAAGGGGGCCGA盟52gGCCATeGTCCMGGCGCCGCCGACCGACCCGCCACCGCC
R K GAE  G P P S5K  A P P T D p p p p 

Apa 1 

163016401650166016701680  
AGGTTCATeGCAGGGATAGeeGCCGTTCCGGCGTGCGCGCCCCGTCCCGTTC且TCGTCCA
G S S Q G 

l6901700 1710l72017301740  
TTCGTCGTCCACTGCCCGC且CCAGACAC丞豆豆丞豆丞CC且TCGCATGAGCGCAGACGCGCACG

5D M S A D A H D 

17501760177017B017901BDD  
ACCACCCGAACTTCTTCCAGecGTTGCCCGGCACGAAGGGCGGGATTGCC守CGTGGATTT
H P N F F Q P L P G T K G GIA  S W 工 F

図3-6-3 3，468bpのXbl1 トEcoRI断片の:復基配列

53 



l B1018201830184018501B60  
TCAGCACCGACCACAAGCGCATCG盟主主旦TGTACCTGTACTGCATCGTCGCCATGTTCC
S T D H K R 工 G M L Y L Y C 1 V A M F L 

Sph 1 

lB7018B01890190019101920  
TGGTGGGGCTGACACTCGGCTTCCTGATCCGGCTGGA且CTCATCGCGCCGGGCCGCACCA
V G L T L G F L 工 R L E L 1 A P G R T 1 

193019401950196019701980  
TCATGGGGCAGCAGACCTACAACGCGCTGTTCACCCTGC且CGGGGTGGTGATGATCTTCC
M G Q Q T Y N A L F T LHG  V V M 工 F L 

199020002010202020302040  
TGGTGGTCATecccAGCATTCCCGCCGCGTTCGGCAACATeTTCCTGCCC且TCCAGATCG
v V 工 P S 工 P A A F G N 1 F L P 工 Q 工 G

205020602070208020902100  
GGGCGGAGGACGTGTCCTTTCCCCGGCTG且ACATCTTTTCGTGGTGGCTGTACGTCACCG
A E D V S F P R L N 工 F S W W L Y V T G 

211021202130214021502160  
GCGCGGTGCTGGCCGTGGTCTCGCTGGTCACCGGCAAGGGCGCGCCCGACACCGGCTGGA 
A V L A V V S L V T G K G A P D T G W T 

217021802190220022102220  
CCTTCTACGTGCCCTTCAGCGCGGTGACCACCACCA且CGTGGACGTGGCCGTCGTTGCCG
F Y V P F S A V T T T N V D V A V V A V 

223022402250226022702280  
TGTTCATecTGGGCTTTTCGTCCATTCTCACCGGGCTGAACTTCATeACC且CCCTGCACC
F 1 L G F S S 工 L T G L N F 1 T T L H R 

229023002310232023302340  
GGCTGCGCGCCCCCGGCATGACCTGGACGCGCCTGCCGCTGTTCTGCTGGTCGCTGTACG 
L R A P G M T W T R L P L F C W S L I A 

235023602370238023902400  
CCACCGGATGGATTCAGGTGCTGGCCACGCCGG型GCTGGGCATC且CCGTGCTGCTCATCT
T G W 1 Q V L A T P V L G 工 T V L L 工 F

1~]3 -6 -4 3， 468bpのXlJaI -Eco III I断片の坂基配列
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2410 2420 2430 2440 2450 2460 
TCGTCGAGCGCGTGCTGGGCGTGGGCCTGTTCGATCCCTCGCGCGGGGGCGACCCC且TCC
V E R V L G V G L F 0 P S R G G 0 P 工 L

2470 2480 2490 2500 2510 2520 
TGTACCAGCACCTGTTCTGGATCTATTCGCACCCGGCGGTGTACATCA~GATCCTGCCCG 
Y Q H L F W 工 Y S H P A V Y I MτL  P A 

Bsp HI 

2530 2540 2550 2560 2570 2580 
CC主主皇室GCGTTATCTCCGAGATTCTGCCGGTGTTCGCGCGCAAGCCCATCTTCGGCTACA
M G V I S E I L P V F A R K P 工 F G Y K 
Nco工

2590 2600 2610 2620 2630 2640 
AGATGATCGCCTTCTCCAGCCTTGCCATCGCCTTCGCCGGGTCGCTGGTGTGGGCGCACC 
M I A F S S L A 工 A F A G S L V W A B H 

2650 2660 2670 2680 2690 2700 
ACATGTTCGTCAGCGGCATGAGCGAC且CGGCGGTGATGGTCTTTTCGTTCCTGACCTTCG
M F V S G M S 0 T A V M V F S F L T F V 

2710 2720 2730 2740 2750 2760 
TGGTTGCCATTCCGTCGGCCATC且AGGTCTTCA且CTGGGTGTCCACGCTGTACAAGGGGT
V A 1 P S A 工 K V F N W V S T L Y K G S 

2770 27日o 2790 2800 2810 2820 
CCATecGGGTGGAACCGCCCCTGTGGTACGCGCTGGCGTTCATeTTCCTGTTCTCCATCG 
I R V E P P L W Y A L A F 工 F L F S 工 G

2830 2840 2850 2860 2870 2880 
GCGGGCTGACGGGCCTTGTGCTGGGCGCGGCGGGCACCGACGTGCACGTGCACGACACCT 
G L T G L V L G A A G T D V B V H D T Y 

2890 2900 2910 2920 2930 2940 
ACTTCGTGGTGGCGCATTTCCACTACGTGATCTTCGGCGGGCTGGGCTTCGGGCTGTTCG 
F V V A H F H Y V I F G G L G F G L F G 

2950 2960 2970 29日o 2990 3000 
GGGCCATGCACTACTGGTTCCCCAAGGTCTACGGGCGCATGTACGACAAGCGCATeGCCA 
A M B Y W F P K V Y G R M Y D K R I A N 

区13-6-5 3，468bpのXbaj-Eco RI 断片のj惚~~庁~:Ýリ
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3010 3020 3030 3040 3050 3060 
ACTGGTCGTGCCTGGTCGCCTTCGTGGGCTTCAACATCCTGT且CTTTCCCATGTTCATTC

w S C L V A F V G F N 工 L Y F P M F 1 L 

307030803090310031  10 3120 
TGGGG旦旦些G盟主TGCCGCGCCGCTACTACGACT且CCTGCCCAAGTATGCCGAGGGGC
G L Q G M P R R Y Y D Y L P K Y 且 E G H 
Pst 1 Sph 1 

3130 3140 3150 3160 3170 3180 
ACTTCATCTCCA旦旦豆豆GCTCGTGGGTGCTGGCGACGGGGCTACTGCTGATGTTCTGGA
F 工 S T FIG S W V LAT  G L L L M F W N 

Nco 1 

319032003210322032303240  
ATCTCTGGCGGGGCATecGCCACGGCAAGeecGTGGGCCGCAACCCGTGGGGCGCGGCCA 

L W R G 1 R H G K P V G R N P W G 且 A T 

325032603270328032903300  
CCCTGGAGTGGACGGTGCCTTCGCCGCCCCCGCACC且CAACTTCGAGGCCGAGCCCGTGG

L E W T V P S F P P H H N F E A E P V V 

331033203330334033503360  
TCACC_主主主GGTCCCTACGACTAC且CGGGGGTGA且GCCCG且TGCATGAGCACCGCG且CTAT
T H G P Y D Y T G V K P D A * 
Nco工

3370 3380 3390 3400 3410 3420 
GAAGGCGCCAAGATeGGCATGTGGCTCTTCCTGTTCACGGAAGTGCTGCTGTTCGGCGGG 

3430 3440 3450 3460 
CTGTTCCTGCTCTATGCCGTGTACCTGCACCGCTACCCGGCGGAATTC 

Eco RI 

区13・6-6 3 ， ~68bpのXba [-Eco RI断片の様基配列
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第4章 FMN結合タンパク質
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4-1 フラピンタンパク質 -FMN紡合タンパク質発見の経緯~
64 

f!iÍé~をi還元 j!.li内には、イìIJ{j[類かの FMN (フラビンモノヌクレオチド)を合むタンハク伎

が合まれていることが予測されているが、実際にそのアミノ酸配列が決3とされているもの

は、 III~- フラポドキシンだけであった89) 。 フラボドキシンは、プエレドキシンと同じく

シトクロム C3をや11介としてヒドロゲナーゼから泡子を受け取る電子受平河本タンパク't1で

あって、ネill欠分子族としてFMNをポリペプチド]分子あたりl分子含んで、いる90)D .lj~:地

中lこ鉄が不足している状態では、フエレドキシンよりもフラポドキシンが多く発現してい

るという報告ーもある91)が、必ずしもそうではないらしい92)。ほかの多くの生物殺から

フラボドキシンが精製され93)、そのl次構造が決定されたり94.)、 95)、96)、97)、

98 ) 、 99) 、 100) 、立イ4':i1'~J査が決められたりしている ]01) 、 102) 、 103) 、 104 ) が、

それらにはある程度の共通性が見られる。特に、硫酸還元商rlJ来のフラポドキシンにおい

ては、すでに5種の株からその]:9，構造が決定されている89)、105)、106)、107)が

それらは、 5種すべてに共通するアミノ酸が全体の28%にまでのぼり、その相向性は非常

に高い (図4-1)。

また、硫酸遊元I岩山米の他のフラピンタンパク'taが、そのバクテリアの性質の本体とも
いえる硫酸泣元の経路に存在している可能性が、八木らによって示唆されている108)。

このタンパク質の111i欠分子肢は、 FiVINではないらしいが、少なくとも、電子伝達系や銃

殺還元系を形成するタンパク'n中には、数側のフラピンタンパク買を含んでいると想像さ

れている。

当初、私は、フエレドキシン逃伝子のクローニングを試みた。及川tlgaris (Miyar.aki 

F)株からは、今まで2種類!のフエレドキシンが単離され、その]次構造が決められている

1ω)、110) z 
。その各々の遺伝子に対応した、 2つの合成オリゴヌクレオチドを川意した。

すなわち、フエレドキシン I遺伝子に対しては、 21脊昨目の卜リプ卜フアンから1ロ2干喬存[口lのス

11 ~どケj子ニンまでに対応するよう 3犯2虫帥休(この合
γ一ン日逃伝子に対しては、 21番目のシステインから同日のメチオニンまでに対応する
よっ21盆体 (この令成DNAをrer-[1と名付けた)である。その配タIjを図4・2に、各々の
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合成DNAをmいたサザンハイブリダイゼーションのがr来を医11-31ニポす。Fcr-1について
は、ハイプリグイゼーションのjilt皮を60'Cと し、 F('r-IIについては、 50'Cとした。また、

washは、各々50'C、 37'Cとした。この結果から、フエレドキシン I選伝 fは、約700bpの

Eco 111 -Sma Iフラグメント '11に、 フエレドキシン 日遺伝子は、約L1kl】pのKplI [-Sma [フ

ラグメント巾に合まれるものと指定した (表4-1)。そこでこれらの断)'iをシトクロム C3

の場合と同級に同じ酵素で消化したクローニングベクター pUC18fこ述紡し、 1~J られたプラ
スミツドを45-々 pFEl-lおよび、pFZl・7と名付けた。

表小l 予想したフエレドキシン遺伝子のマッピング(1)i1れまup)

Ferredoxin I gene Ferrcdoxin 1I gcne 
DNA / Sma 1 8020 3330 
DNA / Eco 111 1090 11000 
DNA / Kpn 1 13400 13100 
DNA / Sma [十Eco111 730 3330 
DNA / Sma 1 + Kpn J 8020 1380 
DNA / Eco 111十KpnJ 1090 1370 

まず、 pFEl-lについてI/saT、TaqJ、Alu1を川いてサブクローニングすると同l時に、

Exo nuclease III、Mungscan NucleaseをJlJいた欠失変災体を作成し、その逃伝子構造を

決定したが、予怨された4伝送配列、すなわちフエレドキシン逃伝子は存在しなかった。図

1-1に決定した原器配列の一斉I1と、おそらく合成DNAがハイプリダイズしたであろう叙

域を示す。このタンパク質逃伝子については、この章末に、初期的なデータではあるが

その遺伝子の構造を決定したので、参考に付け加える。

次に、 prZ1-7については、予測した約L1kbpのKpll1 -Sma 1フラグメントがクローニン

グされているのではなく 、約2_0kbpのSmaJ -Sm8 1フラグメントが、 pUC18のお山 lサイト

lこ掃入されたものであったので、まず、このプラスミッドをKpn1で消化して再ぴ、 KIJIl 1 

1'ri'i1ヒしたpUC18に述給したところ、いくつかのクローンが舶を笠色しており、何よか
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のタンパクnが発現しているか、ないしは、この黄色の物質を作るタンパク質が発刻して
いるものと考えて、このクローンについて、研究を行う ιととした。

'1-2 笑JI.免方法

4 -2・1 FMN結合タンパク'['{遺伝子のクロ}ニングと坂基配列の決定

得られたプラスミッドpドZl - 7の折~入断片 (約2.0kbpの5mB 1-5ma 1フラグメント)の権

基配列を決定した。 このフラグメントを 、 pFEl - lの場合と同じく 4邸Å~認識のíllll1g~酵素Rsa

l、5au3AI、Alu1をj日いて-1}プクローニングし、また一方で'Exonuc 1巴asc[11、Mung

Bean Nuc 1 caseをmいて作成した欠失変異体により取基配列を決定した。

1-2-2 FMN結合タンパク質の精製

まず、精製するときの日印にするため、細胞破砕液の可視紫外吸収スペクト jレを測定し

た。これは、アルカリ ーSD St去によるプラスミ ッドの111111"11与に行う操作の途'IJ段階であ

る、 SoluJJIを加え氷冷後沈殿物を遠心除去したよij与をサンプルとしたもので、その結扶

を図1[-5に示す。とれにより、 410nm付近に吸収極大を持つことがわかった。

これを利用して、カラムによる精製を試みた。まず、この物質を大祉に得るため、

pFZK -2で JMI09を形質転換し、これを30m l のLJl /Amp培地(アンピシリン般皮は、 50~

lOO~tg/m 1)に植え、これをLs/AmpJ:奇地1eに植え継ぎ (500mlずつ2木の2eの三角フラス

コを使った。)、 -1民37'Cで折一気的に嶋養した。凶体を4'C、 6000rpmで10分遠心すること

により集菌後約70mlのTE緩衝液に!':'i!¥i濁した。これを、趨二音波紋砕した。これには、即日OTA

社製Model201Mソニケーターを則い、 200Wで10分処理した。これを、 I['C、1O，000rpmで20

分遠心することによりk:IIIJJ包残さ (debri)を沈殿させた。この上清を、さ らに、 I['C、

45，OOOrpmで21時間遠心することによりリボソームを取り除いた。これを、 50mMTr i s一

IICI (Pll 8.0) に対して4 'Cでー Ij){~透析した。 透析 したサンプルは 、 陰イオン交換カラム DE -

52 (Whalman社製、ジエチルアミノエチルセルロース、 2.2x18cm)により精製した。このカ

ラムは、 SOmMTris-IICI (pll 8.0)で平衡化しであり、サンプルを吸着させた後、同 じ緩術

液200m1で洗った。その後、 50mMTris-IICI (Pll 8.0)から200mMNaC I/SOmM Tr i s -IIC 1 (pll 
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8 . 0) への200101 ずつの直線i制度勾l配をかけた。 各フラクションの2801110 と ~'IO川nの I以丸1Stを

iJlIjJi::し、そのiじが、 15より小さい[1可分を集め、凍結乾燥した。これを、少(止の50mM'1・rlS>

IICI (pll 8.0)に溶かし、ゲルろ過カラムにより精製した。樹脂として、セフアクリル日

200 (2. 6x60cm)を、システムは、ファルマシア社製FPLCシステムを)IJ1，、た。緩秘il夜は、

ZOOmM NaC 1 /50mM Tr i s IIC 1 (Pll 8.0)である。また、この精製タンパク質の可悦紫外吸収ス

ペクト jレを医14.6に示した。

また、 FMN が新千干した状態での分子f置を測定するために、ゲJレろ j~ カラム、セフアデ

ブクスG-75(lx35cm)をJIJいた測定を行った。桜準物質として、 8S A (so、incScrum 
Albumi n， Mr=69，000)、STr、8PTIを則い、緩衝液として、 500mMNaC 1 /100mM 

['ris-IICI 刷17.5)、流速は0.7ml/minである。一方で与、SDS-PAGEによる分子f置を

測定した。分離ゲルの波)jtは、 18.8%である。標準物質として、 ST1 ~oybean Trypsin 

Jnhibi tor， Mr=20，lOO)、CY t c (Cytochrome c， Mr=12，500)、BP T 1 (Bovine 

Pancrealic Trypsin lnhibitor， Mr=6，500)を用いた。

4-2.3 布Ii欠分子族の同定

図4.6の377nmおよび'，j~8nmに可祝部の吸収極大をもっ可tn然外吸収スペクトルから、こ

の黄色い物質は、"フラピンないしその誘導体"であることが示唆されたので、ジチオナ

イトによる迷元笑11免を行った。フラピンないしその誘導体は、ジチオナイトにより可視音11

の吸収がなくなり 11与!日lが経過すると、空気により再R変化され、再び'iiJfJL部の吸収が戻る

111)、112)。これは、 i'it素溶液1'1'に、粉末のジチオサイトを加え、 iiJ悦紫外l吸収スペク

トルの変化を測定することにより行った。

さらに、この中Ili欠分子放が、どのようなフラピンであるかを決定するため、 HPL C (高

速液体クロマトグラフィー)を利川して分析を行った。カラムは、 C18(M&S P̂K C-18、

O.16x25cm)を)Tiい、浴媒系は、 O.l%TF̂ (トリフJレオロ酢酸) I~' で、アセトニトリルに

よる直線波j交勾配、流jiliはO.8m I/mi nで、あり、検11¥は280nmの紫外l吸収により行った。まず、

市販のFMN (フラピンモノヌクレオチド)と FAD(フラピンアデニンジヌクレオチド)

の混合溶液を作り、先の条件で流した。次いで、 i司じ条件でサンプルをt_E入すると、般性

条件下では、フラピンを配位紡合しているフラヒンタンパク質は、:iiliやかにペプチド音11)]、
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とフラピン部分に別れるので、裕/1¥されてきたフラピンのリテンションタイムにより、同

定した。

加えて、軽微な修剣!の可能性を杏定するため、 LC/MS (液体クロマトグラフ ィー

/質量分析)による干Ili欠分子抜の分析を行った。先ほどのHPLCによる分析により浴山

されてきたサンプルを減j王下で乾燥させ、 LC/MS (Hitachi社製M-1000)による分析

を行った。

4.2・4 ペプチド部分のアミノ酸配列決定

ペプチド1jl¥分のl次俗迭を決定した。1次構造を決定するには、ゲルろ過後のサンプルで

は精製が不十分であったので、逆布|系HPLCによりさらに精製した。カラムは、 プチル

基を修制Iしたカラム (Asahj pak C4.P.50、0.lI6x15cm)をJFJい、溶媒系は、 0.1%'1'''1¥'1'で、

アセ卜ニトリルによる直線濃度勾配、流迷1;l:0.8ml/minであり、検出は280nmおよび215nm

の吸収により行った。この操作により、 SDS-PAGEにおいて、単一のバンドを与え

るまで精製できた(図1.7)。

精製したペプチドをmいて、アミノ酸組成分析を行った。約30pgのアボタンパク買を
5.7N HC 1で241時IUJ11O'Cで完全に加水分解した。アミノ般車11成分析には、 Ililach i社製し

8500アミノ酸自動組成分析機をmいた。

また、アミノ般配列分析によりアミノ末端から25残基の配YUを決めた。アミノ般配列分

析は、アプライドバイオシステム社のmodeltl731¥1主動分析機を)IJいた。

さらに精製したペプチドをトリプシンにより消化断片化し車i'lm:!した。約50μgのアボタ

ンパク質を2M尿素/10mMTris-IICl (Pll 8.0)/1mM CaCI2ctでlflgのトリ プシンと37'C61時IIJJ

反応させ、そのサンプJレを先ほどの精製に用いたのと同じ条件で精製した。そのフラクシ

ヨンの配列分析も先ほどと同線に行った。

4.2・5 FMN結合タンパク質の in vitroでの活性

このタンパク質の活性は、全くわかっていなかった。通常・の場合、まず、何らかの活性

を指標として細胞からタンパク11を精製し、そのI次;構造を決定してから泣伝子構造がわ
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かるものである。ところが、このタンパク買は、まず.il1f去-f-が{F(Cし、づE瓜が(i{J;認された

という絞純であるから、 f肘止に対する刻l見は、皆無であった。

まず、今まで発見されているすべてのタンパク質のデータベースを利川し、アミノ殿内t

ij lJ の布1向性か ら、 tíjセtの検討を行った。 これらの中でrLJ来、分子量の/.~でイT致すると JLLわ

れたのは、フラポドキシン以外にはなかった。そこで、フラボドキシン情性を訓べる II (I(J 

で、 この菌体山来のヒドロゲナーゼ、 シトクロム C3を使い、 リンR殻空緩?術f野f刊i内液I夜主制『け巾lドJでで‘、J)水Kく」必tに

よる逮元の4様:栄長子を可机l吸汲収のi減成少を指;標際としてiJ訓洲11山川1ド111定した。フラボドキシンで、あれば、 この

反応系で還元されるはずである ο 次に、何らかの有機酸の般化活性の可能'['1を考え、干し陵、

ピルビン酸、エタノーJレ、アセトアJレデヒドとの反応を、同様に可制吸収の減少を指僚と

して測定した。 リン 1般唆緩f街術f舟ii液夜 r巾~Iのタンパクf質'l i溶特樹i液!政k に、 それぞ

ては、ナトリウム担の形で、その他はそのまま数i階部j下し、官「悦l吸収スベクトJレ変化を観

察した。

一方で、このタンパク買は、有11欠分子族としてFMNをもつことがわかっているので、

電気化学的な測定を行い、その酸化還元'i'l1位を invilroの活性として、 iJIIJJEすることにし

た。電位に吸着した形での酸化迷元電位測定、ポテンシヤルモジユレーテツドUV/VI

Sリフラクタンス分光分析を行うため、サンプルは30mMリン酸緩衝液'1'、 150flMタンパク

質浴液とし、電極1;):4種類、すなわち2種類のパイロリティックグラファイト電位、 HMD

E Olanging Mercury Drop Elcclrod巴)およびグラッシ-jJーホ‘ン電位をj日いた。ペイサル

プレーンパイロリティックグラファイト (BP G)電極の表而に吸着したFMN紡合タン

パク質は、l吸着しなかったサンプルを取り除いた後、 @ilitサイクリックボルタモグラムを

+0.8Vから O.6¥1の範聞で、pll7.1で測定した。デイファレンシヤルパルス電位測定には、ポ

テンシオスタツ ト (rusomode 1 312) を使った。 参!!\1m，~互には、 KCIi'ifir主で、飽和させた

Ag!AgC I i'匡艇を使い、白金をカウンター1l1l:釦こmいた。 測定は25'Cで、行い、 1[{立は、標準

水素電極に対する他として得た1U)。

4'2'6 FMN結合タンパク質の存在維認

このタンパク質が、硫酸還元閣D. vulgaris (Miyazaki r)株内に実際に存在することを

確かめたoこのことは、遺伝子上存在し大腸菌rl'lでは発現しでも、尖際の菌休l勾で、は、 1ミ
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t!されていないタンパク質であるという可能性を杏定するためである。まず、人;腕IY-il人jで・

発現したFMN紡介タ ンパク質をイオン交換クロマトグラヲイーお上びゲルろj也カラ人Y

ロマトグラフイーをも~っ て和製したサンプJレを川沿ー した。 これを、ウサギに定!V1 的にý[:_~，J

することにより抗FMN紡令タンパク質抗体を含む抗l[nI1'fを何たG この操作は、 'ii:il当i古株

式会社バイオ研究所カスタムサービスセンターに委託した。i白7b-の栴J血で生やしたD

vulgaris (Miyazaki F)株および‘鉄を1/10に減らした埼地で生やしたJJ， vulgaris 

(M i yazak i F)株について、イムノプロット法を)11いて、この抗FMN結合タンパク11抗体

に反応するバンドの検出により、 9~:mを確認した。

4-2-7 FMN結合タンパク質のl出発事l系の構築

このタンパク1'1:は、クローニングした状態で十分な発現が見られたが、これをさらに尚

発現させるべく、 LacプロモーターをもっpKK223-3およびそのコピー数を上封させた、

43) 
pMK2 に、この逃伝子を繋ぐことにした。

pFZK-2から ORF-3以外の不安な部分を取り除くため、まず、 3'末Yr'ldfl!l1をEx口

nucleasc JIIおよひ~U"g sean Nucleaseを使って削除した。この操作は、この逃伝子の配

列を決定するために作った火失変異14，の'1'から、最も終」上コドンの近くまで削除できてい

た、 pFZKDL - 5 を選んだ。 この欠失変具体は、図4 - 10に示したJ~M_~主配列仁では、 nl. 627から

n1.l279の押入断片を含んでいる。さらに、 5'末端1l!1jf;t、開始コドン{¥TGの上流:if，)，l，!，!;の位

置にEcoRJサイトを導入するために、音111立特異的変異法をmいた。mulalion primcrとし

てF-proMullを合成した。その西日列は、図4-2に示す通りである。この変異によって作成

したプラスミツドprZKDL-M5をEcoIUにより消イ七し、セルフライゲーションすることによ

り、プラスミツ'"psT -100をれ}1..: o このプラスミ ッドは、結~~として、 nl. 861からnl. 1279 
を姉入断片として含んでいる。このプラスミッドをEcoIHと11i n d 111によりri'i化 して、挿

入断片を取り LBした。この断片を、発事1ベクターpKK223・3およびpM胞を同じ隣素で消化し

たものに繋いだ。できょがったプラスミッドをそれぞれpKKsT-lOO、および‘pMKsT-IOOと名

づけた。また、 prZKDし5を同級に繁いだものも作成し、各々pKKDL-5、pMKDL-5と名付けた。

とれらのプラスミッドの作成スキームを図1-8に、まとめた表を表1-2に示す。
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表11.2 *献で作製した FMN結合タンハク't'll泌述のフラスミッド

プラスミッド 併j丘・作製法など

pFZJ-7 ぷJ?.lkbpのめ11(/1一品川 lゲノムDNAIIJfJfがpUCI8のSl/IiI 1 ，\11位に JI~人 された
ブPラスミッド

pFZK-J pFZI-7をKpllI rì~ 化後、自 己述紡させたプラスミッド。 pFZJ -7のが~0.7kbp
のSI/Ial-Kpllr即日十がpUCJ8のSmaI-KpIlJ古H位に何人されたプラスミッド。

pFZK-2 
pFZI-7をKpllJ消化して待られた約l.4kbpのKpllI-Kpll JI#fl-¥-をpUCI8の

Kp川部f立に邦人したプラスミッドのうち FMN結合タンパク伎のiil伝子
のブ'JI白]とpUC18のlacプロモーターが同一万向のもの。

pFZK-3 pFZK-2とほとんど同じであるが、押入ブ'11肯jが逆のもの。

pFZK-?のBal/lHI:&ひ‘PslJ帝111.立を平1j)11して作製 した欠失変災休のうち FiVl
pFZKDL-5 N結合タンパク't'l遺伝子の終止コドン直後まで、削除できたプラスミッド。

J市入l断片は、 ORF-2とORF-3を含む約650bp。

pFZf∞しM5 pFZKDL-5'~1のORF-3の開始コドンの直前にEco 問古11(立を自I\f:立!トりも (J()変災
法により導入したプラスミッド。

pBT-IOO pFZKDL-M5をt_e:oRlにより ri'i化し、自己述結させたプフスミッ!九 州入

断Jtは、 0町 -3のみを含むがJ400bpo

pKKDL-5 pFZKDL-5をβヒoRIとfJindIJIにより ii'i化して得られた約IIOObpの邦人|仰'i

を発mベクタ -pKK223-3の[:_(:oRI-Hill d III ;~11位に抑一人したプラスミッド。

p附くDL-5 pFZKDL与をEco R.l と HilldlJI (こより fì~化して l!Þ られたがJ400bpの jifi入 WrJ'，
を発事~ベクタ -pMK2のEco RJ-Hin dIII部位に何人したプラスミ γ ド。

pKKB下 100 pBT-lOOを1.(;0RIとHilldlJIによりif'i化して伴られたれJ400b[)のJoTi入Wfハーを

発:rJlベクタ -pKK223-3のEc・0則-HilldIII部位に押入したプラスミッ ド。

pMKB下100 pBT-l00をEcoRIとHilldJITによりii'i化して何られたが1400bpの抑人断片ーを

発現ベクタ ーpMK2のEcoRJ-Hill dlIIM¥位に挿入したプラスミッド。



4-3 笑!験結果
72 

<13-] FMN結合タンパク f'l:ift伝子のクローニングとt1ï.~~配列の伏先

図~ - 9に、このがn.Okbpの5ma ト 5ma It~r)干の筑基配列決定の概|栴を、|豆I~-10に、その上高

基配列を示す。まず、 35/ー10領波と忠われるf;JlJ或は、他の生物純との1111可fbi'らnl.219 

からnl. 224のTTGCGA/n1.242から日l.247の GATGCTであると if(~JË された 。 しか

し、 nl.301からnl. 306のTTTACA/nl.325からnt.330のTCTAATの可能性も存在

する。また、この両方が使われているのかもしれないと考えた。

次に、 ORFは、 SD配列および、その下流にIJfJ始コドンと終止コドンが問ーフレーム

に存在することを条何一に検索すると、図1-10の峰三島配列を(十)鎖とする4つのORFカマ子

在した。それらを、前から、 ORF-l、ORF-2、ORF-3、ORF-4と名イ寸け

た。各々をまとめると、 Tの表4・3のようになる。このうちORF-lは、プラスミッ1-'

pFZK' 2[1' に含まれないので、直後11~t色を呈する物質と|提i係はないと考えられた。

また、このFMN結合タンパク19:とは結果的に関係なかったが、プロープ、F巴r-11とハイ

プリダイズしたのは、 nt.1527からnl・1547の5'-G C C C C G G A A G C C T T C G C G 

GTT-3' であり、 5' 末端の3.tÆ\.悲と 3' 末端の2~短恭は、初判Iì鎖を作らないが、残り lG~血
~!ま、完全に一致していた。

表~-3 5ma r. 5ma 1フラグメント中に含まれる ORF

SD舵列の位i笠 SD配y"IJ アミノ般残必数
ORF-l 378-383 ACGTGG 55 
ORF-2 695・699 AAGGG 4 
ORF-3 853守856 AGCA 122 
ORF-4 1568-1573 AGAAGG 68 
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4・3-2 FMN結合タンパク質の精製

陰イオン交換カラムのカラムパターンを図1-111こ示す。また、グJレろj0¥カラムのカラム

パターンを図1[-12に示す。

また、分子量測定のためのゲJレろ過カラムクロマトグラフイ」の浴U:¥II寺rmと分子量の関

係を、|羽4-13に示す。この結果からは、分子量は、 17，500と見積もられた。

SDS-PAGEによる分子量の測定の紡*"を図4-7に示す。この結果からは、分子量

は、 11，500と見積もられた。

4-3-3 有Ii欠分子族の同定

ジチオナイトによる還元笑験の新来を図4-14に示す。空気による再般化の過恕で、セミ

キノン状態のスベクトルは観測されなかった。

フラピン誘導体とこの布Ii欠分子族の浴出"守!日]を比較したHPLCチャートを図1[-15に示

す。これにより、ゆ]らかに、この補欠分子族は、 FMNであることがわかった。

LC/MSの紡娘、質量数456に親ピーク古匂Zわれ、このサンプJレが、未修釘fiのFMN

であること古河i在認された ( '~4 ・ 16) 。

4-3-4 ペプチド部分のアミノ酸配列決定

逆キ[1系HPLCによる精製パターンを図4-17に示す。またこの精製J糸約により、宇IIi欠分

子族であるFMNは、ペプチドから脱離した。

アミノ酸k1V戊分析の結果を、表4-4に示す。また、 トリプシン消化物のカラムパターン

を '~14-J 8に、そのフラクションおよびアミノ末端のアミノ酸配列分析の結果を表1-5に示
す。ピーク4は、 2つのペプチドの混合物であり、ピーク9は、カjレボキシ末端ペプチドで

あった。

これらの結果から、このタンパク質はORF-3の乱J:J訳産物であることが係官官、された。

ま た、 hE初のアミノ般はメチオニンであり、タンパク政令成開始後、 m~離していなかった 0
7ミノ駿レベルでの確認は、 122残基'1'76残2却こおよび、全体の62%まで確認した。
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表，l - ~ アポFMN紡合タンパク'e[のアミ ノ酸キlLJ九分析

アミノ敵 protein ana1ysis DN且 sequence
Asn+Asp 10.0 10(6+4) 
Thr 8.0 9 
Ser 3.2 4 
G1u+G1n 10.3 10(8+2) 
pro 4.9 5 
G1y 14.1 14 
A1a 13.0 13 
Cys not determined 。
Va1 13.5 14 
Met 2.3 3 
工1e 4.6 4 
Leu 10.3 10 
Tyr 0.8 2 
Phe 5.8 6 
Lys 4.8 5 
His 2.1 2 
且rg 8.6 9 
T工p not deterrnined 2 
Tota1 122 
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1-3-5 FMN結合タンパク質の in vitroでの活性
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データベースをmいた相同性の検討は、何も有効な情報を与えなかった。すなわち、相

同性が高いと'1リAされたタンパク質は、 FMNを宇ill欠分子伎としてもっていなかったし、

1'-'来は高等動物のものであった。そこで， FMNを補欠う泊三族としてもっているタンパク

質をデータベースから1111111し比較検討をした。しかし、 FMNを布li欠分子族としてもって

いるタンパク質は、な外に少なく、以下の5つに分類できることがわかったo

(i)ルシフエラーゼおよびそのサプユニット114)、115)、ll6)、117)

(i i)同H寺にヘムを持つもの(シトクロム b2 118)、1ω またはP-450知120)、

121)、122)、123)) 

(i i i) 2-lIydroxy-acid oxidase類121)

( i v)プラボドキシン89)、91)、95)、96)、97)、98)、99)、100)、105)、

106)、107)

(v)その他OOihyrdoorOlalcoxidas巴125)Glyccrol-3-phosphalcdehydrogenase126)、

Sulfile recJuclase127) ) 

このrl]では、 111来やタンパクf'iの大きさからもフラポドキシン以外には、ヰIJ同であると

判IUfできなかったので、フラボドキシン前性をiJ!lJzをしたが、結呆fゅには可机l吸収に変化は
なかったりさらにイ子機酸の酸化の笑!投においても、百J叫吸収に変化はなかった。

一方、ベイサルプレーンパイロリティックグラファイ ト (BP G)電梅の表而に吸着し

たFMN結合タンパク質の直流サイクリックボルタモグラムのピ」クから、ー326mVと計算

された。さらに、ポテンシヤルモジユレーテツドUV/VISリフラクタンス分光分析の

精娘、 -324mVに最大応答を示し、これは、フリーのFMNより85mV_l;¥!で、あることが示され

た。ただし、フリーのFMNの1i立は、市復に吸着した状態であって、溶液状態の酸化迷元

電位とは災なる128)。これらの結果から、 BPG電極にl吸着したFMN結合タンパク質

の般化泣元?E位は-325mVと求められた。

アイファレンシヘ'ルパルスfG:jlL:iJIIJ)"とでは、BPG電極の場合、メイ ンピークの!山に

-240mVにもノj、さな府のピークが凡られ、エッジプレ」ングラファイト (EP G)電極の場
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合では、明らかな2つのピークが現われた(岡小19)が、これはタンパク質から脱出mし吸

着したフリーのF'MN由来であると忠われた。メインピ」クから;:Jとめた酸イじB!元't'Ii位は、

324mVであった(阪14.20)。

4-3-6 FMN結令タンパク買の存在確認

イムノブブ、ロテインクグ.の紡架を、 図1[-2Hにこ示す。i通ill'，;出目t-の持格l与fυj地山で

(肺M附1行i)'aza凶aωkiυi r);株和例株~およひび.鉄を 1/10fにこ H減占らした主椛緋計存fJ地血でで、f生kやしたD玖 v山uJg.伊'a引ri 5 (例Miy之azはzaki r)株

においてもほぽ同本ね様!長:の紡呆が担何仰J:られた。ρ及 v山u/ほgaris(lli Idenborough)株においては、 さ

らに高分子設のところにバンドが現れた。

4・3.7 FMN結令タンパク11の高発現系の構築

作製したプラスミッドにより ~r~'[c![ ïlほ換されたJMI09の発現訟をよヒl絞した図を、図1[ -22に

示す。この定量は、車111胞破砕i!主の、4-10nmの11&光度ーから計算した。また、その先i苛性は、

SDS-PAGEにより確認した(図小23)。

4・4 考察

H'l FMN紡合タンパク'['{遺伝子のクローニングとl(軍基配列の決定

Sma J -Sma [フラグメントは、表4-1によれば、約3.3kbpであって、クローニングしたl却f

j十は、約2.0kbpで、あった。このJ.llirlJについては、もともとクローニングしようとした断片

ではないか、または、物:gj!_lj甘にないしは制限隣家ーのスタ」活性により切れた断片が、クロ

ーニングされたものと考えた。しかし、次節で、述べるが、 J";li/車問問IJ上Liぽ一致する領J戒が

存従するので、先の可能性は低くおそらく後者であると 旬、われる。その場合、両末端の

Smil 1サイトのうちどち らかは、;(I-iEしていないと忠われる。

f:1，~節U[J或を1Tめ (ー) 111について言一及しないのは、以下の:eIl1.1Jによる。すなわち、 pFZl-

?のめIl1m化した後、セルフライゲーションさせたもので、 4・3-1節で、述べたブロモータ

』領域を合むフ'ラスミツドをpFZK-1、押入断片をあらかじめKpll [で計刊七したpUC18に辿結
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し、Ji'[色の呈色をよょせたものを pFZK-2、!.I!~色であったものを pFZK-.1とれ付けた。これによ

り、 pFZK-l~こは、|主I~-10におけるnl. 1からnl.632の断片自1¥う〉を伶むフラスミッドとたり、

また、シークエンスの紡糸、 pFZK-2は、pUC18のlacプロモ ターのド流に1'61'1-10のI1l.G~7 

から11l.2053の断片を正)JI Í1j に、 pFZK-3は、逆)JI"'j に jí~入したプラスミッドとなっている

ことがわかった。すなわち、黄色を呈しているクローンがもっプラスミッドpfo'ZK-2は、そ

の押入断片l 自身にはプロモーター領減を持たず、また、 pFZK-31こより、 Jr~tl(転換された大

勝彦TJM109では、 flt色を呈しないことから、 pUC18のlacプロモータ」と同方的lの遺伝子に

より、この黄色い物質の生成を誘導したと考えられる。したがって、 (ー)鎖には、この

現象に関与する逃伝子は存在しないと考えた。

また、この論文を術一成している3つの遺伝子および、 4-]11追記のフエレドキシン l泣伝

子および~ [NiFel ヒドログナーゼ泣伝子27) のコドン使JTJ鎖反ーを表にしたのが、表~ 6であ

る。コドン3文字日はGまたはCが多いことは、他でも述べたが、例えば、ロイシンに対

してTTA、イソロイシンに対してATA、セリンに対してTCA、プロリンに対してC

CAは、今のところ使われた例がない。また、 11i I uenborough株巾米のJit伝子を含めグル

タミン般のコドンだけは、 GAAがGAGよりも高指Uitに使mされているのが通例であっ
たが、 FMN結合タンパク質においては逆転していた。このことも、この泣伝子の発3;Q調

節に何らかの影響を与えているのかもしれない。

4-4-2 FMN結合タンパク質の精製

ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量の測定他は、計tj:値よりもかなり大きくなっ

た。この理[LJははっきりしないが、 BPTIが、かなり!jIく浴tl¥されているのかもしれず、

または、このタンパク質が、球形ではない可能性もある。 SDS-PAGEによる分子量

の測定については、電気泳動巾FMNは脱出IEしているかもしれないが、少し小さくJ.'.杭も

っているかもしれないと考えられる。

このタンパク貨の分子丑は、遺伝子配列より翻訳したアミノ酸配列より、ベプチドmi分
は、 l3.200と計算された。FMNの分子量は、約500であり、ペプチド1分子あたり FMN

l分子が結合していることは、可視紫外吸収スベクトルから決められている。合わせて、

このタンパク質の分子lliーは、13，700と計算される。



T
T
T
 

T
 
T
T
C
 

T
T
A
 

T
T
G
 

C
T
T
 

C
 
C
T
C
 

C
T
A
 

C
T
G
 

A
T
T
 

G
 
A
T
C
 

A
T
A
 

且
T
G

G
T
T
 

A
 
G
T
C
 

G
T
A
 

G
T
G
 

宣言
4
-
6
帝
悲
酸
i笠
元
首
J)
e
s
u
l
f
o
v
i
o
r
i
o
v
u
l
g
a
r
i
s
 
(M
iy
az
ak
i 
F
)
株
由
来
の
タ
ン
パ
ク
質
遺
伝
子
の
コ
ド
ン
使
用
頻
度

T
 

C
 

a
 
b
 
c
 
d
 
e
 

a
 
b
 
c
 
d
 
e
 

i
 

i
 

T
C
T
 

l
 
l
 

F
 

3
 
5
 
3
8
 
l
 

T
C
C
 
2
 

9
 
4
 
l
 

T
C
A
 

s
 

l
 
L
 
T
C
G
 
l
 
1
 
1
2
 
1
 

2
 

6
 
2
 

C
C
T
 
1
 

2
 
l
 
日
1
 

C
C
C
 
2
 
1
 
3
0
 

2
 

L
 

P
 

l
 

C
C
A
 

3
 
9
 
4
6
 
3
 
2
 

C
C
G
 
2
 
4
 
2
8
 

3
 
l
 

且
.
C
T

1
 

2
 

l
 
4
 
1
5
 
l
 
1
 
r
 I
 
A
C
C
 
6
 
6
 
4
4
 
l
 
3
 

A
C
A
 

l
 

T
 

6
 
3
 
1
7
 
自
1
 
M
 
A
C
G
 
l
 
1
 
1
0
 

1
 
l
 
5
 
1
 
4
 

G
C
T
 

2
 

l
 

2
 
2
 
1
5
 
3
 
3
 

G
C
C
 
1
日
8
 
6
4
 
1
6
 
l
 

v
 

且
l
 

G
C
A
 

3
 

4
 
1
1
 
5
1
 
3
 
4
 

G
C
G
 
l
 
5
 
2
7
 
l
 
l
 

a
 

T
A
T
 

T
A
C
 
3
 

T
A
A
 

T
且
G
l
 

巴
A
T
2
 

C
A
C
 
7
 

C
A
A
 

C
A
G
 
2
 

A
A
T
 

A
A
C
 
3
 

A
A
A
 
2
 

A
A
G
 
2
0
 

G
A
T
 

G
A
C
 
9
 

G
A
A
 
3
 

G
A
G
 

G
 

A
 

b
 
c
 
d
 
e
 

a
 
b
 
c
 
d
 

2
 

T
G
T
 
2
 

2
 
l
 

r
 

2
 
3
0
 
5
 
l
 
T
G
C
 
6
 

1
9
 
2
 

1
 

T
G
A
 

1
 

1
 

1
 
1
 
*
 
T
G
G
 

2
 
1
1
 

1
 
3
 

日
C
G
T
 

l
 

1
 
2
7
 
2
 

C
G
C
 

6
 
3
2
 
2
 

1
 

C
G
A
 

l
 

2
 
2
4
 
2
 
l
 
Q
 
C
G
G
 

2
 
4
 

2
 

N
 
A
G
T
 

1
 
1
 

6
 
3
3
 
l
 
2
 

A
G
C
 
2
 
1
 
1
0
 
2
 

1
 
2
 

A
G
A
 

1
 

5
 
5
0
 
1
1
 
2
 
K
 
A
G
G
 

l
 

1
 
6
 

3
 
3
7
 

3
 
3
6
 

5
 
1
4
 

l
 
l
 
D
 
G
G
T
 
3
 
2
 
5
 
l
 

5
 
4
 

G
G
C
 
8
 
7
 
6
2
 
1
0
 

2
 
9
 

G
G
A
 

l
 
l
 

2
 
2
 
E
 
G
G
G
 

4
 
5
 
l
 

a;
 
c
y
t
o
c
h
r
o
m
e
 
c
3
 g
e
n
e
 

b;
 
F
M
N
-
b
i
n
d
i
n
g
 p
r
o
t
邑
i
n
g
e
n
e
 

c
;
 [
N
i
F
e
]
h
y
d
r
o
g
e
n
a
s
e
 g
e
n
e
 

d;
 
c
y
t
o
c
h
r
o
m
e
 
C
S
S
3
 
g
e
n
e
 

e
;
 f
e
r
r
e
d
o
x
i
n
 
r
-
g
e
n
e
 

e
 

2
 

5
 

1
 

1
 

5
 、J 、c

C
 

*
 
W
 

R
 

s
 

R
 

G
 



『マ--

80 
いずれにしても、このFMN結合タンパク質は、事l花までに発見されている FMNを紡

合しているタンパク質のなかで、 fdも小さい分子であることがゆjらかになった。

H-3 宇di火分子族の同定

可i-JI紫外l吸収スベクトルおよびジチオナイトによる還元反応から、この宇iIi欠分子族がフ

ラピンないしその誘導体であることがわかった。しかし、この泣元反応が、瞬時に起こる

2段階反応であるか、 2電子反応であるかはわからなかった。

HPLCおよびLC/MSによる分析により この補欠分子族は未修飾のFMNであるこ

とが切らかになった。

中小'1 ペプチド部分のアミノ酸配列決定

ORF-3の捌訳産物は、シグナルペプチ ドらしい配列をも っておらず、また、水に可

溶性であったので、細胞質に存在していることが示唆された。ただし、 C18カラムからペ

プチド部分は、アセトニトリル濃度を80%まで上げても裕山きれなかったので、多少疎水

性が強く、内膜への)l!i!結合性があるのかもしれない。

H ・5 FMN結合タンパク質の in vitroでの活性

このFMN結合タ ンパク質にフラボドキシン活仰 を見いだすことはできなかった。しか

し、フラポドキシン、特に硫駿還元前白米のフラポドキシンは、非常に中111百moが向く ([61
4-1)、 Miyazaki17.fjj，山来のフラボドキシンは、ヰi離されていないとはいえ、この株山来

のプラボ ドキシンだけ相向性が低いとは考えに くかった。しかし、可制i吸収に変化がない

ことは、反}，i'.、系に|問題があるのかもしれず (さらなる補図子が必裂なのか、 円僚の活性が

十分で、あったか、治手子厳禁なとeのJst気が不十分だ‘ったのではなど)、このタンパクY質{がフ
ラボドキシンi活i舌舌別雪?引t性l

笑験の結占持来!長Eにも、同様のことが言える と思う。

電気化学的測定においては、グラファイ卜電極に吸着したFMN結合タンパク質の酸化

遼元電位はー 325mVであるこ とがわかった。 HMDE電極とグラ ツシ -'jJ ーボン~'[，I重を凡]い
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て、電極表而にl汲来したFMN結合タンパク11の1夜半1Iで、の?日夜反応は、応1キが刻われず観

察できなかった。 これらの実験により 、儲かに FMN結合タンパク貨が、間変化i泣)cJx:.J，i:.~ を
行うことができることが証明された。

4-4-6 FMN結合タンパク質の存在確認

この結果から、明らかにFMN結合タンパク質がこの00体内において発現し、府地の鉄

の含f止にかかわらず、一定の働きをしていることを示している。また、及川19ari s 

(Hi Idcnborough )株の場合も I~] らかなバンドが現われたが、このバンドは分子量的にかな

り大きな位置であり、向じタンパク質であるのか不明であるが、少なくとも、抗FMN結

合タンパク質抗体に反応するタンパク質が、 D_ vulgaris (Ili Idenborough)株にも存在す

ることが示唆された。

4-4-7 FMN結合タンパク質の高発現系のi構築

もともと FMN結合タンパク質の発現が確認できたプラスミッドpfZK - 2により Jr~質J!ti換
されたクロ」ンを1とすると、 pfZKDL-5では、 0.89とほとんど変わらない値を示したのに

対して、 p日T-I00では、 0.81とやや少量であった。これは、 pFZK-2やがZKDI.-5においては、

これらのプラスミッドの持つプロモーターである lacプロモーターからメッセンジャーR

NAが合成きれ、 lacZとFMN結合タンパク質の直iirlまでの配列にしたがった融合タンハ

ク質遺伝子 (lacZ::X1 gcne とする ) とその下流の FMN結合タンパク~![:ifl:伝子を同時に転

写するが、発現段階においては、 lacZ::X1geneを制訳していた同じリボソームが翻訳し、

加えて、 FMN結合タンパク質遺伝子の翻訳にはその泣伝子由来のSD配列を認識した 1)

*"ソームが翻訳しているのに対して、 psT-IOOでは、 lacZ・:X
2逃伝子の翻訳が終わらない

前に、 FMN結合タンパク質遺伝子がIJf.l始しており、さらに、 FMN結合タンパク質遺伝

子白米のSD配列が存在しないことが原因であると考えた。発現ペクターに繁いだpKKIlT-

100および‘pMKsT-IOOは、ともに、高発現を示し、 pFZK-2の場合の3.3~3. 4借絞Jjtとなった。

これは、プロモーターが強力であることによるものであると考えた。プラスミツドのコピ

』数の刻b，*は、恭子しか現われなかった。また、 pKKDL-5、pMKDL-5の場合でも、 pKKsT-



82 
100およひ‘pMKsT-IOOの場合には及ばないにしても高発現を示しており、 s'末端を取り|徐

いた効果は、この発wベクタ}に繁いだ場合、 H%桂J交のじ芥でしかなく、 pFZK-2の1).，]イ干
の2.91音松j立であった。

この高発m系のH~築においては、高発現プロモ」ターへの組換えが、 ~t~ も効果的であっ
たことを示した。

4-4-8 FMN結合タンパク't'l.の精進的知見

FMN結合タンパク11の1次構造を決定したので、 Chouおよびflasmanlこよる2次構造予測

法129)に、このタンパク質を当てはめた。その結果を図4-24に示す 。他のFMNを結合

しているタンパク質において、 1次構造上はそれほど相同性は高くなくても、JfjII-かれた;匂

次構造解析の新採においては、 日ーα-sα-sといった十j'IJ-j査をしていることがわかっている

が130)、131)、この結架からは、このタンパク質もs-a-sーロ-sといった、典型的なF

MN を結合しているタンパク質の2次構造と同様の.fl~造をしていることを示唆した。 しか

し、 1次構造においては、このタンパクftは全く新規であることも同時に示している。ま

た、次節で触れるが、妓初のs-シートを形成している中に、 Thr'Trp-Asnという配列が存

在しており、この配列に注目している。

4 -5現在進行しているFMN総合タンパク質の研究

まず、このタンパク質の給品情造解析が進んでいる。このタンパク貨は、 JJiI.fiulf麦、高濃

度にして低i~t (4'C)にしておくだけで、結31が得られることがわかり、このタンパク11J
のX線結品回折により、その3次元構造の解明を検討している。

さらに、このタンパク質が、今まで得られているFMNを結合しているタンパク到の'1'

で、肢も小さい分守であることから、タンパク貨がFMNを結合するためのli?uJ、単位は何

なのか、というタンパク質工学的研究を行っている。具体的には、 FMNを結合している

タンパク質であるフラボドキシンのうち、いくつかは、 Thr-Trp-Asnという配列が存在し

ており(図1[-25)、また、結晶鱗造が提出されているフラボドキシンでは、この配列IjJの

トリプトファン残基が、 FMNのリピチlレ基付近と相互作mしているようにJALわれる (図
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4 -26)。このFMN結合タンパク質でもその配亨IJが存イt:しているので、この位置に部位特

~'~的変占もをかけ、 FMN と の結合の変化を解析する とともに、 その円変化)i;{Ji己 í'[i(立の変化を

調べるという笑!殺を行っている。さらに、 FMNのイソアロキサジン111と相互作JIJをする

残基 (おそ ら くは 、 101 需のチロシンY~il!iだと忠われる)が特定できれば、その残2at も|百j

i様な変異をかけ、その効果を訓べる予定である。

そもそも、このタンパク質には、システイン残基カマF在していない。このことは、タン

パク質五日ーとしては、弱くなりがちである。しかし、それだけに、非常に単純なタンパク

質であるといえる。つまり、酸化逮元というタンパク質としての役割はその配位子に任せ、

ペプチド部分はその枠組みをし、配位子を安定化しているだけに見える。それだけ、この

タンパク質が、JF、始的なタンパク質であるといえるかもしれない。タンパク質工学的な考

え方をすれば、適当な位置にジスルフイド結合を導入することにより、このタンパク質を

さらに安定化することができるかもしれない。

また、このタンパク質は、平'iIi欠分子族をもち大量発現させることができる。この有Ii火分

子族は、ヒ卜の日で見てわかる"焚色"という色がついている。この特徴をいかして、例

えば、この遺伝子中にポリリンカーをつけ、何らかの泣伝子の打fi入があれば、 I基l体の色を

見ればわかるといった現在遺伝子工学で汎j刊されている青白選択法に似たものができない

かと考えている。また融合タンパク質のホストとしても、その可制u政光という単純なiJIIJ1E
で精製できうる有効な発現系であると考えている。

4 -6追記

このFMN結合タンパク質を発見するにあたり、真にク ローニングしたかったのは、フ

エレドキシン遺伝子である。これについて、少し触れておきたい。

まず、フエレドキシン I遺伝子は、図4-2に示したプロープでは、クローニングできな

かった。そこで、さらに、 47*のシステインから53需のアラニンまでに対-r.c:;するように[0'-

1-1プロープを、55番のアラニンから61番のアスパラギンおよひ、終止コドンに対応するよ

7にF-卜2プロープを合成した。それらの配列を、図4-2に示す。これらも、それまでにわ

かっていた、このi!iイ'*の使j日するコドンのうちI誌も多く用いられたコドンをIIJいた。しか

し結'*的には、これらのプロープでは、良好なハイプリダイゼーシヨンの条件を見つける

ことはできなかった。そこで、さらに、[0'-1 - 1 と 同 じ剖15}に対応し 、1' - 1 - 1 とはヰ1]宇I Iì(j(J なî''-~
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列のプロープ(F-j-lli)を合成した。この配列も、 l剖4-2に示すロしかし、これII身をフロ

ープとしてJT1いても、良好なハイプリダイゼーションの条('1二をJ，.!.つけるこ とはできなかっ

た。そこで、 PC R (Polymcrase chain reacl ion)法のプライマーとして、 Fer1とF-I-1R

を mいることにした。 プライマーとのアニーリングnÆl~は37 'C、反J.i':、は G5 'C で、 25 -1)- イク

Jレ行った。これにより、フエレドキシン遺伝子の内部の情報がわかったのでその配列を元

にさ らに、プロープを合成し、 NewPer-[と名付けた。その配列も図1-2に示す。これをm
いて、フェレドキシン 1:I.立伝子を決定した。その塩基配列を図'1-27に示す。この結果は、

本論文を構成するこ主要なテーマではないので、詳細な検討は省間作するが、 Fcr-rブロ}ブ

は、 全長32merのうち6箇所一致していなかったことがわかった(表4-7)。アミノ末端に

近い部分は、全体的にJよると、マイナーなコドンを使用していることが多いようで、この

機備が、この治伝子の発事~を前節しているのだろう 。 なお、版発表のアミノ般配夢IJ と、 1

箇所一致しない点が存在していた。なお、フエレドキシン遺伝子のクローニングは、硫酸

泣元I自由来では、 2番目の例である132)。

表1-7 フェレドキシン I遺伝子と合成プロープのミスマッチ

Per-Jは、 pPZl-7r:!Jで、ミスマッチは5カ所であった。

プロープ名 }J~長 (mer) ミスマァチ数
Fer-工 32 6 
F-I-l 23 (3カ所、2稜のミクスチュア) 1 (1/8) 
F-I-2 20 (4 jJ所、 2粧のミクスチコア) o (1/16) 
F-工ーlR 23 3 
NewFer-工 33 。

結来的にFMN結合タンパク質;遺伝子をクローニングしたが、フエレドキシンJ1遺伝子

については、まだクローニングがなされていないので、残念ながら、今のところま ったく

情報がない。今後、この遺伝子もクローニングする予定である。
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1 

1. lWlP~AJL工VY@~ T~@l閣官j}YT1，-，E T工ARELADAGYEVDSRDAAS 
2. ~'4lS~SL工VY@~ T~@悶~j}T~ YVAEAFENKE 工DVELKNVTD
3. JWlS~VfGJ工VP~~ Sr:ir@~~j} S 工1，-，Q KLEEL工AAGGHEVTLLNAAD 
4. ~'-áIPID\L工VY@~ T~@国~j}GVJU: A工AKTLNSEGMETTVVNVAD 
5. R41GID¥L WF@~ T~@国~~TV~ VVAKVLEESG MAVDLKNATK 

41 

1. VEAGGLFE@F ~LVLL@~~T~ @DDS工 1&，iL~D li)) 1~'工 PJLFDSLEE
2. VSVADLGN@Y )i)) 工VLF@~~T~ @EEE工 ll$lL~DlQ) F工PLYDSLEN
3.ASAENLADGY DAVLFGCSAW GMEDLEMQDD FLSLFEEFNR 
4. VTAPGJr，AE@Y Jþ)WLL@~~T~ @DDE 工~L~EJþ) FVPLYEDLDR 
5・VKAAGLAE@Y )i))LWF@~~T~ @DDE工~L~E)i)) F工PJLYDDLGA

81 

し TGAQGR東VAC FGC@Jþ)SS~EY W~~VDA工EE KLKNL@1.illIV 
2. ADLKGK~VSV WGC@lQ)SD~TY F~~VDA工EE KLEKM@~VV工
3・ IGLAG~AA ~AS@lQ)QE~EH F~~VPA工EE RAKEL@~T工工
4・AGLKDK罵VGVFGCGDSSYTYFCGAVDVIEK KAEELGATLV 
5.AGLGGR551FAV FGCGDSSYTH FCGAVDA工AE KAASL@~V工

121 

1. QDGLRID@DP RAARDD工VGWAHDVRGAI 
2. GDSLK工D@DP--ERDE工VGWGSG工ADK工
3.AEGLKMEGDA SNDPEAVASF AEDVLKNL 
4. ASSLK工D@EP--DSAEVLDW AREVLARV 
5. DLPLK工D@AP--DTAEARDW AKEVLRSAA 

1.D.vulgafis Efildeぬ orough
2. D. salexigens 
3.D.d?sufuricans [Essex 61 
4.D.g4gas(ATCC19364) 
5. D. gigas (ATCC29494) 

図4-1 硫酸還元前げ，*のフラボドキシンのl次構造比il変

アウトラインは、 5つの株で完全に一致していることを表わす。



Fer-I( 32me工}

5・-TGGACCGTGACCGTGGACACCGACAAGTGCAC_3・
2W T V T V D T D K C T 

Fer-I工(21mer)
5・-TGCCCCGAAGCCTTCCGGATG_3'
21 
C P E A F R M 

F-pro Mut1 (23m巴r) Eco RI site導入、pBT-IOO

Eco RI 
S' -GCACGGAG~主盆T~C且AAATGCTG-3 ・

M L 

F-I-l (2 3mer) 

5・ーGCCATCACCGTGG且AGAAAACTA-3'
C G G 

SS 
A 1 T V E E N * 

F-I-2(20mer) 
5・-TGCGTGGAAGTGTGCGAAGC_3'

C G C G 
47 
C V E V C E A 

F-I-1R( 23mer) F-I-1の(ー)鎖である

5・ーTAGTTTTCTTCCACGGTGATGGC_3'

合 N E E V T 1 ASS 

NewFer-I (33mer) 

5・-GACGGCGAATGCGTGGACGTGTGCCCCGTCGA且-3・
14 
D G E C V D V C P V E 

l量1t1-2 木主主の研究でf釘Ilした合成DNAの続器配列
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Fer-I 

4 3 2 

唱唱

1 
ori--

23.1_  

9.4一一-
6.6_τ.4 

~ : ö二
1.4一一一

0.7-一一

1. DN且 /Sma I 
2. DNA / Eco R工
3. DNA / Kpn工

4. DNA / Sma工 + Eco RI 
5. DNA / Sma工+Kpn I 
6. DNA / Eco RI + Kpn工
7. DNA / Sma I 
8. DNA / Eco RI 
9. DNA / Kpn 工

10. DNA / Sma I + Eco R工
11. DNA / Sma I + Kpn I 
12. DNA / Eco R工+Kpn工

1ane 

(kbp) 

Fer-工およぴ、F巴r-工工プロープをJnいたサザンハイプリダイゼーションの紡'*図4-3



lO2030405060  
CGAACGCAGGAGTCCCTGGGGGGTGGGAGGATGCGGGAAACGGGGCGAATAGGGGAGeGG 

70 80 90 100 110 120 
GGGACGGTGCGCGCTATTCCTCGCCCAGeAGGTTGGCCTACGTCGTCGGGGTCCACGGGC 

3 ・ーCACGTQ弘At!隔世~CAC醐銑[~<CCAI(ll

130140150160170180  
ACGGCCAGC且TCAGCAGCAGGCCGTCCGGTTCGCGCCGCACGTGCAGC且GGCAGCTCAGG
E匂aA<C;GT-5・

190200210220230240  
TCGCGGGCCAGeTTGTAGCTGACGGCCAGeGGCTGCGGTCCCTGCTGGTCGCCGAAGGCA 

250260270280290300  
TCAGeGAAAGTTCCGTGTCGTGGGCCAGGGCGATTCGTGCGCAGeAGCACCTCCACCAAC 

310 320 
TGGCC且CGGCCCGCGTCCCGGCAGCGC

図1-4 Fer'[とハイプリダイズしたEcorn -Sma [フラグメ ントの血基配列の一部

アウトラインをつけた領域でハイブイダイズしたと考えられる。
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orl 一一ーー炉

ST工 (MW=20 ， 100) 一一一~

Cyt C(Mw=12，500)一一---
BPT工(Mw=6，500)一一--

1 2 

lane 1. marker protein 
2. FMN-binding protein 

図4-7 SDS-PAGEによる精製確認と分子量の測定
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10 20 30 40 50 60 70 
~TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACACCTCACGGCACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCAC 
Sma工

日o 90 100 110 120 130 140 
CTGTCTCGGGATTCTCCGA且G且GCACCCCTCCTTTTCGGGAGGGTTTCCCGGATGTCAAGCCTGGGTλAG

150 160 170 180 190 200 210 
GTTCTTCGCGTTGCATCGA且TTAAACCACATACTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTTCTTTGAG

220 230 240 250 260 270 280 
TTTCAGCCTTGCG主CCGTACTCCCCAGGCGG旦TGCTTAACGCGTT且GCTGCGGCACCGAAGCTCAGGCC
-35 region(l) 日 10region(l) 

290 300 310 320 330 340 350 
CCG且CACCTAGCATCCATCG主主主主主主GCGTGGACT.且CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCCACGCT

-35 region(2) ー10region(2) 

ORF-l 

360 370 380 390 400 410 420 
TTCGCACCTCAGCGTCAGTATCGGTCC主GGTGGCCGCCTTCGCCACTGATGTTCCTCCAGATATCTACGG

SD sequence H F L Q 工 S T 0 

430 440 450 460 470 480 490 
ATTTCACTCCTACACCTGGAATTCCGCCACCCTCTCCCGAACTCAAGTCCAGCAGTATCAAGGCAATTCC 
F T P T P G I P P P S P E L K S S S I K A I P 

500 510 520 530 540 550 560 
GCGGTTG且GCCGCGGGATTTCACCCCTGACTTACCAAACAGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTGATTCC
RL  S R G I S P L T Y Q T A Y V R F T P S 0 S 

570 580 590 600 610 620 630 
~AT!AACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTÃGCCGGTGCTTëCTTTGA盟主主
υ*  

Kpn工

640 650 660 670 680 690 700 
~GGGCATCTGCCCCCGCCGGATTTTCGGiA且CTGCACCTGTTCCGTCTTTCGTTTTCCCGTACAAGGGT

so sequence 

関4-10・1 2053bpのSmil]-Sma 1断片の抱基配列
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ORF-2 

710 720 730 740 750 760 770 
AGGCATG且CAGTCGGATTGGCGGCGAACCCGCAGGCAAATCCGCCTGACAGGCACGCCCGATACGCCCGT
M T V G L A A N P Q A N P P D R H A R Y A R 

780 790 800 810 820 830 840 
CTGGC且GACCCGGCTGGCCCCGCCAGCCGGAGTCTTCCGCCGGACTGGCCGGGCCGCGCCGCGTG且CGCA
L A D P A G P A S R S L P P D W P G R A A 会

ORF-3 

850 860 870 880 890 900 910 
C且CACCGC且CGG主皇GATAGCAA且ATGCTGCCGGGTACATTTTTCGAAGTGCTGAAGAACGAAGGGGTCGT

50 sequence M L P G T F F E V L K N E G V V 

920 930 940 950 960 970 980 
GGCCATCGCCACCCAGGGCG且GGACGGACCGCATCTCGTCAACACCTGGAACAGCTACCTGAAGGTGCTG
A 1 A T Q G E D G P H L V N T W N S Y L K V L 

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 
GACGGC且ACCGCATCGTGGTGCCCGTGGGGGGCATGC且CAAG且CCG且GGCCAACGTTGCCCGCGACGAAC
D G N R 工 V V P V G G M H K T E 且 N V A R D E R 

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 
GGGTGCTGATGACTCTGGGCAGTCGCAAGGTGGCGGGTCGCAACGGGCCGGGCACGGGCTTCCTGATCCG 
V L M T L G S R K V A G R N G P G T G F L 1 R 

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 
GGGCTCTGCGGCGTTCCGC且CCGATGGGCCGGAGTTCGAGGCCTACGCCCGTTTCAAGTGGGCCCGCGCG
G S A A F R T D G P E F E A Y A R F K W A R A 

1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 
GCCCTGGTGATCACCGTGGTGTCGGCGGAGCAGACCCTGTAGGCGGGCCGCGTCTGCCTGAAGGGCCGAC 
ALVITVVS 且 E Q T L * 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 
TGGACTGATTGGGACCTGCACGAGGCGCTTGTCCCGGTCGGGCGGCGAGCCCGGACAGATGATTATTCCG 

1340 1350 1360 1370 13日o 1390 1400 
GTGGGGCCGGGCGTGCATCGCCCGGCCCCGTGCCGTTTCATCGGGCGCGGGGAAAGCAGGCGCGGTGC且G

図4-10-2 2053bpのSma[-Sma 1断片の塩基配列
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1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 
TTGCGCC且CGCCCTGTTCCAGTTCGTCGGGGGGCATGCCGCCGAAGCCGAGCAGCAGCAGGGGGCCGTCA

14日o 1490 1500 1510 1520 1530 1540 
TTGGAAGTGTTTCCGTATCCGTGGGGAGCGCTGGC且GGAGGACTGGCAGGTGGGCCGCCCCGGAAGGCTT

ORF-4 
1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 

CGGGGTTGTCCGTCAGCCGGGTTTCGG~♀AAG皇GCAGCAGGCGGATGCCCGCGCGCCGCCGCAGGGCCAG
SD sequence M P A R R R R A S 

1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 
TTCCCGCTCGTCGCATCCGTGCCGTGC且GTCGGACCACCACGTGCAGCCCCGCCCCCTGTCCGATCACGG

S R S S B P C R A V G P P R A A P P P V R S R 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 
TGGCCCGCCCGCCGAAGTGGGTGTCGATGGCGCGCCAGATGGCGTCGTGGCGCTGCCGGTATACCGTGCG 

W P A R R S G C R W R A R W R R G A A G 工 P C A 

1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820 
CATGCGCCGCACGTGGCGGTCCCAGTGCCCGCGCGCCATGAACCGGGCCAGCACCCGCTGCTCCAGCAGG 
C 且 A R G G P S A R A P 台

1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 
GGGACCATGGCGTGGTGGTGGCGGTGGCGTTGCCGGTAGACCTGAAGCAGCGCGGCGGCAGCACCATGTA 

1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 
GCTCATGCGCAGGGCCGGGGAG且GGATCTTGGAAA且GGTGCCGTGT且GACCACGGCCCCGTCCAGTCCGT

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 
C且GGACTGTCTTGTCCGTTTGGCTTGTCTGATCCGGCTGGCCCGGCTGGCCCGGCTGGGTTGTCAGGTCC

2040 2050 
GGCCTGCCTGCCCGCGTCCCGGG 

Sma 1 

図4・10-3 2053bpのSma[-Sma T断片の庖基配列
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Flavodoxin 104) 

Cbondrus crispus 8TSTGNT. • • • .5 4pTWNTG. • • • .9 2LGDAEGYPDNFC 

Anacystis nidulans 9TQTGVT. • • • .5 5pTWNVG. • • • .88且GDQVGYSDNFQ

babaena PCC 7120 10TnTn~T 55nm_uT~ 88 TQTGKT... ..JJpTWNIG.... .ooTGDQIGYADNFQ 

Synechococcus PCC 7942 

Azotobacter vinelandii 

Klebsiella pneumoniae 

Escheri chia coli 

9TQTGVT・・・..55pTWNVG・....88AGDQVGYSDNFQ 

9SNTGKT・....55pTLGEG・....96LGDQVGYPENYL 

10TnTnKT 55nmT~n~ 96 TDTGKT.... .JJpTLGDG.... .~oLGDQRGYPDNFV 

9SDTGNT・....54pTWYYG・....87CGDQEDYAEYEC 

Desulfovibrio vulgaris 1 OSTTGNT. • • • .5 8STWGDD. • • • .9 3CGDSS-Y-EYFC 

~sulfovibrio salexigens 10STTGNT. ....58STWGEE.... .93CGDSD-Y_TYFC 

Clostridium MP 

Megasphaera elsdenii 

7SGTGNT・・・..54SAMGDE・....87SYG---WGDGKW 

8SGTGNT・....55pAMGSE・....86SYG-_-WGSGEW 

-binding protein 

20TonFnn 30umuuav 97 TQGEDG.... .JUNTWNSY.... .~/EFEA--Y-ARFK 

図4-25 FMNを結合するタンパク質の 1:次構造比較
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[~111 - 2G C. crisJHlS山来の[1山 odυxlnにおける FMNとペプチドJlJ1の結合の正佐子J04) 



102030405060  
GAATTCCCGCGTCTCGCAACGA'rGAGAATTTGCGTCAAAGC，!:盟主主CCCCGGTTGCCGA

-35工egion

7080901001  10120  
CAGCTATCTG主主主主TTCGATGGTAAGCCGTCAA且CCCTGTGGTGACGCGGTTTTTTCGCA
-10 region 

130 140 150 160 170 180 
ATCACGACAGGGAATTGTTCCCAAAAAGCCG且CTACGTCGTCGGCTGAAAAACACGCCTG

l90200210220230240  
G主皇§丞TGAC且TGGGTTGGACTGTTACTGTTGACACCGAT且AGTGTACCGGCGACGGCGAA
SD M G W T V T V D T D K C T G D G E 

250 260 270 280 290 300 
TGCGTGGACGTGTGCCCCGTCGAAGTTTACGAGeTGCAGGACGGCAAGGCTGTTCCCGTG 
C V D V C P V E V Y E L Q D G K A V P V 

310 320 330 340 350 360 
AACG且AG且AGAATGCCTGGGCTGTGAATCCTGCGTGGAAGTCTGCGAAGCCGGCGCGATC
N E E E C L G C E S C V E V C E A G A 工

370 380 
ACCGTCGAAGAGAACTAG 
T V E E N 女

図4-27 フエレドキシン I遺伝子の塩基配列
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5-1 硫酸還元首ーからのゲノムDNAの十111出
113 

硫酸迷元菌D_ vulgaris (Miyazaki f)株から、ゲノムDNAを1111;11したみ71について、

述べる。基本的には、斎藤、 三浦の方法を汀jいた39)。ゲノムDNAのJllui'rには、長いゲ

ノムDNAを傷つけずにl1IJIJ¥する一方で、大量に得るという相反する目的がある。この方

法は、リゾチームと SDSを月]い凍結融解して裕菌させ、タンパク質はフエノーjレにより

変性させ、 RNAはRNA分解酵素により切断、除去するという方法で、』正いゲノムDN

Aを比較的多量にtllllUできる点で、 ;fJ，、の目的に合致していた。

80'C rlコで凍結していたD. v11lgaris (Miyazaki F)株3.17gを迎22154のO.15MNaCI I 

O.lM印rAでJ限必jし、最終的に、 lGmgLysozymeを含む8meの裕液とした。この熔泌を、 37

'c 20分程度加泊した。大腸菌の場合、この操作により十分に浴l't¥Tするが、硫l般還元liTで、

は、菌体内外に存在する金属硫化物コロイドのためか、 j民情i宣がjj1J!いのか、完全にはi刑罰

しなかった。そこで、さらに適当量のLysozymcを加え弱〈振揺をしながら、さらに20分反応

させた。まだ、裕也IしていないI量i体が任認できたが、これを、ドライアイス/エタノー

ルで凍結させた。これに1%SOS I O.lM Tris-IICI (が19.0)I O.1M NaCIを16meJJIJえ懸濁後、

65'Cで数分加視した。i容菌が不十分だったので、再び凍結させrJ}浴した。これを、 11ITJ繰

返したのち、浴i1Tしている溶液を分注し、等霊のよ記待1夜で、飽和したPhenolを加えた。こ

れを、 4'Cで10分振fttした後、 6，000rpm4.C 10分遠心し、 3層に分離したο J~庖の水層を

ピペットで取った。このとき、 'I'WJ層の変性タンパク質肢を取らないよう注意した。この

操作を、変性タンパク質がll'，なくなるまで行った。私は、このJ菜作も4回行った。SOSli、

層の分離を悪くすることに加え、 4.Cで紡品してしまうので、 PhenolはSOSを除いた溶液で

飽和させれば良いかもしれない。少し含まれているPhenolや変性タンパク伎を除くため、

水層を12，000rpm4'C 10分遠心した。このDNAが含まれている水溶液に滅菌したプfラス

擦を入れ、 i'll川、にそして徐々 にー20'Cに冷やしたElhanolを体積比で2倍益力fIえていき、ガ

ラス俸に巻きとっていった。これを、室温で減圧にすることなく風乾した。 卜分に乾いた

ら、 10meの0.1XSSCに浸し、 4'Cにーiぬ放笹することにより、徐々に裕jfj[f.させた。このi溶

液にlmeのJOXSSCを加えた後、 10mg/meのribonucleaseAを10fllとO.5uni tslμlの

ribonucl巴aseT1を20μlを加え、 37'Cで40分処理IIした。等量のlXSSCで飽和したPhenolを

加えて懸iID)後、 6，000rpm室温 10う行童心して、水層を分注した。この溶液を、前と問機に
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i令Ethanolを徐々に加えてガラス様に巻き取り、 5meのTE緩衝液にj熔W!した。!iOI古希釈した

託手液の350nffiから 200nmの吸収スベクト Jレを測定し、 2GOnmの IY.Æ)も泣から j乙の治液のil;~)i を

求めた。結来的に、 5.5mgのゲノムDNAを抽出することができた。

5-2 制限醇素によるDNAの切断

市IJ限酵素の反応条件は、 T. Mani以内らの緩衝液133) を基本的にはJl1い、 ~i;:i阿造株式会

社J34)および東洋紡株式会社135)、株式会社ニッポンジーン136)の条件を参考にした。

その緩衝ilHll成を表5-].に示す。笑l燃は、この10倍の淡j交のlOXDigcslion)刊緩衝械をm.¥ま
し、反応系の1/10畳一を加えてj日いた(嘗き忘れている酵素は、文献の条件に従った)。

(L)をJTJいた酵素

Acc工，Alロ工，Apa工，Kpn工，Nsp V， Sac 1 

(M)を用いた酵素

Cla 1， Eco R工，Hin d工工工，Rsa 工，Sna B工，Xba 工

(H)を用いた酵素

Bam H工，Bgl工1，Mbo工(Sau3AI)， Nco 1， Nsi I(ECO T22 1)， Pst 1， 

Sca 1， Spe工，Sph 1， Stu工，Tag工(TthHB8 1)， Xho 1 

(8)を月]いた酵素 (K)を別いた醇素 (A)を月Jいた両手紫

Sal 1 Sma工 Aat 11 

表5-] 制限酵素の反応条例ニ

----、----
NaCl KCl Tris-HCl(pR7.5) }lgC12 Dithiothreitol 

Low (L) o Il岱f OmM 10 mTl 10 mTl 1 [11M 
Hedium (M) 印刷 o mTl 10 町削 10 mM 1 mM 
High (H) 100 mM OmM 50 rnM 10 m11 1 m1.1 
Sal 1用 (8) 150 mM OrnM 50 rnM 10 mM 1 mT! 
Sma 工用 (K) OmM 20 rnM 10 rnM 10 mM 1mM 
Aat 11月~ (且} 。百削 60 mM 10 四削 10 m11 1 rnM 
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5-3 サザンハイプリダイゼーション・コロニーハイブリグイゼ}ション

サザンハイプリダイゼーションは、 DNAとDNAをキfHl形成させ、何らかの)ji法で検

出する方法である。その点で、コロニーハイブリダイゼーションは、ザザンハイプリダイ

ゼーションの一種と考えられる。

まず、ゲノムDNAr!Jの目的遺伝子の検出のために行った方法について述べる。まず、

ゲノムDNA5μgを適当な制限醇素により、全土立を10または15μlですj'i化した。この操作は、

完全消化しなければ正しい結果が得られないので、酵素量をiill';官のλーDNAで示される

ユニット数の2から3倍長の酵素を使mした。また、 昨素反応を 卜分に行うため、 -1%行う
ことをJJ1UIlJとした。反応溶液のJ/5量の6X Dye So 1 u l i onと混ぜて反応を停止させ、 0.8も

アガロースゲJレにより分離した。マーカーにはλーDNAをlI;ndll1でijlj化したものをJTJ

いた。このゲJレを一旦Rlhidiumsromidci浴液に浸して染色し、紫外光を照射することによ

り発色させながら、写真にとった。このゲルをO.9M NaC 1 / O. 5M NaOl1溶液に浸し、緩や

かに15分振鼓した。これを2度行った後、この溶液を捨て、次に、 0_9M NaCI / O. 1M 

Tris-IICI GlH9. 5)に浸し30分綴滋した。その後、このゲルからナイロンj換に移した。これ

は、図5・1のようなピラミツドを作ることにより、膜に吸着させる137)が、このfI寺グルの

天地を逆にし、ゲJレと下の泌紙との聞に空気が入らないように注意した。移動m緩衝液は、
0.9M NaCI / O.lM Tris-HCI (pIJ9. 5)をJlJいた。このトランスファーは、-1ぬ8f1寺!lil以上行

った。移動が完全に行われたかは、再びゲ1レをElhi d i um srom i de(，1!llにより染色し、紫外

光を照射することにより発色させて篠宮思した。大低の場合、 λ-DNA/11;n dllfの

23.lkbpのバンドは、十分には移動しなかった。さて、ナイロン映は、紫外光を3から5分

!照射し、完全にJe誌に結合させた。これを、熱でf'liめることができる袋に入れ、 0.1協 SDSを

JJIlえたlJybri d i za l i on So 1 u l i on約20meに浸し、 37'C11時間温浴した (ブレハイブリダイゼ

ーション)。その後、 -/ltllybr i d i za l i on So 1 u l i onは捨て、持び0.1唱SDSを加えた

I~bridization Solulion約20meを加え、プロープDNA5から7.5μlを加え、適当な温度ー

でーl脱力11淑した。プロープDNAは、 lpmolc/μlの合成DNA4μlとJ0 X k i na l i on用緩衝

液 3μl、11206μl、[y_32pĴ  TP (1851、3q/mmo1) 1μl、Ttjpolynucleol ide kinase 1μlを混

ぜ、 37'Cで1.5時間以上反応させて放射能襟識したものを、精製せずによnいた。ハイプリ
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ダイゼーションを行った温度より 10'C程度低い温度で洗いを行った。洗いには6XSSCを)TJ

い30分加61 したが、これを2Jk行った。 )1il-~吃の後、油紙に張 IJ イJ け、オートラジオグラフ

ィーにより十余山した。シ トクロム c553の場合は、検IIHこ)~イオイメー ジングアナライザ

ーを用いた。

コロニーハイプリダイゼーションの場合は、まず形質il伝換体をグリッドの付いたニトロ

セルロースフィルターで綴ったLs/ Ampフ・レート2枚に柏えJ臭え、-1民生やした。これら

は、 1枚は以下の実験に、 1*.文は笑lt~の結果シグナJレのあったクローンを生やすために)IJい

た。ニトロセルロースフィ Jレターをプレートから事Ijがした後、10事SDSを染み込ませた泌

紙上に3分飽いた。続いて、 O.5M NaOIl / l. 5M NaC 1を浸した泌紙上に移し、 5分放世した。

さらに、l.5M NaC 1 / 0.5M Tr i s IIC 1 (P1l8.0)を浸した油紙上に移し、 5分放世した後、 2X

SSPEを浸した油紙上に移し5分放置した。)R乾の後、パキュームオーブンrlJで真空下80'C2

11寺1111放置することにより、 j撲にDNAを結合させた。これを、 0.1%SDSを含む6XSSCの溶

液20meに浸し、 65'Cで30分放置した。刷毛を使って、i1J体のかす(dcbri)を除いた後、 6X

SSCで2[[1洗った。この後は、サザンハイプリダイゼーションと同様で、プレハイプリダイ

ゼーションから同様の操作を行った。

5-~ 大腸菌の形'e{i阪狭

大腸菌の形質転換は、 Ca2+法138)が一般的であるが、この研究の初期lには、lIanahanの

方法139)をmいていた。しかし、手)110の容易きや効率の点で、夜、は、 Chu昭らの方法140)
をmいたので、これについて述べる。

まず、宿主となる~体をプレートから 1 コロニーとり、 Lß培地でーI!免37 'C で培養した。

このうち1meを100meのLIl暗.lt!!.に梢え継ぎ211寺!日]ほど培養した。GOOnmの12}.光度がO目3程度に
迷したら、 10分Il1l氷冷した後、 6，000rpm4.'C 10分遠心して集l泊した。崎地を捨て、府地

の1/]0量の'1・SS溶液で、懸濁した(コンピテントセルの完成)。出来上がったコンピテント

セルの泌液は、 200μlずつ分注した。コンビテントセルの保存は、 ドライアイス/エタ

ノール中か、液体窒素中で凍結させ-80'Cで保存すれば、 2ヶ月程度十分な効率を保った。

このコンピテントセルの溶液に、プラスミッドの浴液を最大20μl入れた。氷'-1"に5分i路盤

し、適当な抗生物質を含んだプレートに蒔いた。このプレートを37'Cで一晩培養した。こ
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の方法では、効率は1~lgの pUC18あたり 106後半から 107校j立であったが、 JI ，\"々 1 0Jl!U立のと

きもあり、凍結したものは、やはりf余々に効Z判ま下がって行った。

この方法では、使用する的体は、プレート上に生やしてから!l1Jもないものさらに、I'EG

の溶液は、新しいものを使うことが)1+姿であった。また、氷中に置く H開IJは-適当て、良〈、

その後のヒートショックヤキユアリングなとeの操作は、必要なかった。効療を少しでもあ

げたい場合は、氷rl'40分の後、 tl2'Cに90秒つけ、ff.び氷'l'5分の後、Lll府j也800，11を加え、
37'CでlJl#!lI1静かに崎長した後、 6，000rpm室日;Wl5分遠心して集凶ー し、上ÌJ'fを~差く捨てたあ

と、成りの培地で}ぜ;濁してその裕i夜をプレーテイングした。

5-5 大腸菌からのプラスミツドDNAのJrtl出

この操作は、遺伝子操作の中で、最も多く使う操作であり、多くの変法があるし111)、

自動化されたものもあるが、簡単かつ純度よく加えて安官Iliで、あるのは、アルカリ-sos法
133) 
であったので、これについて述べる。

1.7meのLB培地rl'で-n免生やした改変やj，をサンプルチュープに培地ごと移し、 J2，000'-pm

室嵐 5分iit心することにより、菌体と培地を分けた。培地を完全にI!.J;き、100μlのSolu1 

で懸濁した。完全に懸濁した後、 200μlのSolu11を入れて混ぜ、氷'-1]で5分以Igすると、

幽体は、完全に i谷1~;1-した 。 さ らに 、 ] 50μ! の冷So1 u 111を人れゲノ ムDNAを沈澱させた。

10分氷rl'で放置した後、 12，000rpm-10'C 10分遠心し、溶液のみをピペットで吸い取った。

これと、等霊のTEで、飽和したPheno1 / Ch I oro f orm (1: 1， v /v)と5分校j交混ぜ、タンパク1'I

を変性させた。12，000rpm室温 5分遠心し、 Jニ}習をさらに、等量のChloroform/ 

Isoamylalcohol (21 :1， v/v)と5分程度混ぜ、余分なPhenolを完全に除去した。]2，000rpm

室組 5分遠心し、上層にElhanolをlmeimえ、 20'Cに10分静置して、プラスミッドDNA

をおt澱させた。12，000rpm-10'C 10分迷心した後、上層を捨て、 500μlから1meの70四

Elhano Iでリ ンスし、 flIび迷心した。溶液を除いた後、 15分減圧にして完全に乾燥させた。

これに、 50μlの'印緩衝液を加えて熔解させ、 0.5mg/mlのribonucleaseAを]μ11mえ混ぜた

後、 37'Cで40分反応させた。反応後、 20唱PEG6000/ 2.5M NaCI 術皮を31μl加えよく混ぜ

7]('1'11時間jjJ(世した。一10'C12，000 rpm 10分遠心した後、上胞を ピペットで吸い取り、
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200μlの70唱Elhano1でリンスし、 Tヰび遠心したoi制夜を除いた後、 15分減JI:にして完全

に乾燥させた。これに、iJOμlのTE緩衝i伎を加えて溶解させ、サンプル (プラスミγ卜き溶

液)とした。

利|かな改良点や注?よi: ，1.'，~は書き 111せばきりがないので省的するが、 i容的させる J~~ に、

LysozymeをスモーJレスクールの11寺は使}IJしない点が、既幸抵の文献と災なっている。また、

ラ」ジスケールでは、 Chlofo[orm/ Isoamy1a1cohol処理の後O.6倍挫のIsopropylalcobol

を加えDNAを沈澱させ、さらに等霊の5ML iC 1 / TEにより RNAを比澱させた。使mし
た試楽の量ーもミニスケールの場合と少し変えた。

5-6 欠失変呉イ本の作成

塩基配列を決定するためには、臼的の断片をさらに制限酵素などで創11分化するか、 Exo

nuclease 111を)f.Jv、て、欠失変異体を作らなければならない。なぜなら、半IJ読できるI益基

配列は、プライマ」からRIを用いたマニュアル法で200base、自動シークエンサーで

350base程度であって、 pFZl-7の場合の約2kbpや、 pEX3000の約3.Gkbpは、一度には判読で

きない。目的のIVf片をさらに4)臨基認識のfl;IJI!_N形紫などで*111分化する方法は、いわゆる"

切って貼る"操作であって特別に変わった操作はないのでここで・は触れず、欠失変異体の

作成法について述べる。

pFZK-2のj劫令を例にとると、まず、 100同のpFZK - 2 を GJ~il:"'~認識の ij;IJ IU'~昨;Jg1l1J/IJ 111とPs/

Iで、完全に消化した。これらの昨紫は同じ反応条件で切断できるが、切れ残ったプラス

ミッドがあるとその後の反応の阻害が起こるので別々に反応を行い、また、切断が完全で

あることを0.8%アガロースゲJレ屯気泳動法によりイ確認した。このi心e，;tMa200μlのうち

10μlは別に保存しておき、残りの190μlを、 Phenol/ Chloro[orm (1:1， 1'/1')処理および

Chloro[orm / lsoamylalcohol (24・1，1'/1')処理rrした後、 一旦2倍量のElhnnolとl八0誌の

3M NaOAcを混ぜ沈澱させた。12，OOOrpm-10'C 10分で遠心することにより沈i肢を集めさ ら

に、 70幅Elhanolでリンスしてから減圧下で15分乾燥後、 95μlのH
2
0に託子解した。このう

ち15μlを以下の反応に使った(つまり、 lJ.文で6四分のサンプルを作ることになる。これ

は、反応条件が微妙なため、 試行錯誤する必~があるためである) 。 このサンプルに
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7.5μlの10XExo1 [llD緩衝液と250uni t slμlのExonuclcasc IIIを1.5μl、 lL~O を 51μl加え

て、 23'Cで反応させた。ililJr1R酵素BilmIl[とん11は、 pf'ZK-2'i'に単一のサイトであり 、Ibm

IIT は5'突;JJli'iPs1 1 は3'_::;~ILm~の切 LJ を作る陣表である 。 Exo 円 uclcas 巴 11Iは、 5'末端が

失出している (3'末端が'1'に入っている)方の末端の3'末端から)11([次削る静素であるので、

Bam 111側から挿入断片ーの方へ削って行くことになる。全量75μlを1;']-ごとに5fdずつ分取

し、 5分ごとに1つのサンプルチューブにまとめた。サンプJレチュープには、 5XMung sean 

Nuc 1 ease)D緩衝液 20μ!と[12051[μlを入れて氷中におき、分注すると反応が止まるよ うに

した。 15分後、 3つのサンフ勺レチュープすべてを65'Cで5分処恕することにより、酵素を完

全に失活させた。そこへ、 66unitslμlのMungscan Nuclease 1μlを加え、 37'Cで30分反

応させた。MungseaD Nucleaseは、DNAのpf;::鎖部分を切断する幣素である。全設

100μ!のうち5μl1[l(って、先に分注しておいたサンプルのうち5μlおよび、ベクターのみ

(pUC18)を適当な酵素でlカットいれたものと一緒に0.8唱アガロースゲル電気泳動法に

より長さを確認した。このとき階段状のバンドが見られなければ、 h主主!Jからやり直した。

残り95μlは、 PhenolI Chloroform (1:1， vlv)処理およびChloroformI i5oamylalcohol 

(24 :1， v/v)処理した後、 2倍長のElhanolと1/10盆の3MNaOI¥cを混ぜii:澱させた。

12，OOOrpm -10'C 10分で遠心することにより沈澱を集めさらに、 70唱Ethanolでリンスし

てから減圧下で15分乾燥後、 19.5μ!の"20に浴解した。これに10XDigcstionJlJ緩衝液(11)

を4μl、5mMdNTPsを4μl、印刷1ATPを印刷lえ混ぜた後、 2unit51μlのDNArlO 1 yme，-asc 

large fra伊 ent(Klenow fragment) 2.51.d混ぜl分ほど室温U次世した後、 TI)DNA Ligase 

を2μl加え、 16'Cで一晩辿紡反応させた。この後は、 j形mli;換、プラスミッドのtlllL!¥を行
い、舟人l析片の長さを訓べて、適当なものを次節のダイデオキシ法による塩1M~5iIJiMi:Ut 
により、塩基配列を決定した。

なお、 Exonuclease 111やMungsean Nuclcaselま、その製遊会社、ロ ットによりかなり

のばらつきがあったので、各々の場合について条件を検討する必袈があるとJぶった。また、

この反応では、いわゆる"削りやすい領j或"と.. ì~ 1J り刻Eい領域" があるようである 。
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5・7 ダイデオキシ法による塩基配列決定法

j~t.~配列の決定は、当初、 DNA分チを4磁のJ;:V.!i特イIの切断反応を行うことドより伏

定するMaxam -G i 1 be r l法g)により決められていたが、現在は、 DNAポリメラーゼをJIlい

たSanger法10)が、試*'百，1裂や反応手順の容易きから汎加されている。もちろん、 Maxam

Gi Ibcrl法は、直接DNA分子から配列を決定するというW.!.<:'.(から捨て難い利点があるこ

とは確かであるし、両方法ともポリアクリルアミドゲルによる取基長と泳動j交の迷いを利

用している}，I~でJ立、同じといえるかもしれない。 しかし、少なくとも現在使われている最

も一般的な方法はSangerのダイデオキシ法による血基配列決定法であり、これについて述

ぺる。

まず、ミニスケールで培養した大腸菌から取り山し40ltlのTE緩衝液に溶解したフラス

ミッド溶液のうち、 38μlをこの反応に使った。この鋳型となるDNAの純度とlitカ')1.i.J左

配列決定には最も霊25なフアクターである。これに2NNaOIlを2μI}JIIえ、主主j足で5分j次世し、

DNA分子を 1 本主J~に変性した。 その後、 5M CII
3
COONII
1を8μl力
fIえ仁l'平日し、 150μlの冷

Elhanolを加え-80'Cに20分放置した後、 12，000rpm-10t: 10分で迷心して沈澱させた。

70もElhano1でリンスした後、減圧下で15分乾燥させた。ここに、10μlの11
2
0と1.5ftlの10

XKlenowHl緩衝液と1pmo1 e/:μlのブライマー裕液0.5111を悦ぜて完全にDNAを涜j鮮させ

た。これを、 60t:で20分から40分保獄し、プライマーとDNAが十分にハイプリダイズさ

せた。さらに、室温で20分l次世した後、 '20'Cでーl免保存した。この12μlのサンプJレに

]μlのK1 enow f ral..'lIlen tと[α.S35J dCTPまたは、 [a.p32JdCTP(15Tsq/mmol)を1μl混ぜた。

一方で、サンプjレチュープに各々のジデオキシ体を適当盆含んだ‘dNTPの治H~ を4種各々

2μlずつ分注しておき、これらに3.2μ1ずつ分注していった。ただし、"C mix"は、 151音

希釈してmいた。これを、 12t:で20分インキユベーシヨンし、さらに、 lmMdNTPの溶液で

あるChaseSolutionを各1μlずつ加えさらに12t:で20分インキコベーションした。Klenow

f ragmen lの最適温度は37t:であるが、及川IgarIsの遺伝子はG+C合誌が多いのでそれより

高い温度で反応させるととにより、コンブレツションができるだけ起こらないようにした。

その後、 StopSolul ionを6μlずつ加えて反応を停止させ、 100'Cで5分煮沸し、すばやく



121 
氷rl'に5分入れることにより再び一本鎖化した。これらを、 7MUrca 7弘ホ・1)アクリルアミ

ドグルにロ}ドすることにより分離した。泳動後、 10唱CI1
3
COOll/ 10% Melhanl1l骨子械にμ

けることにより、 Ureaを除きIE必させた。このゲルを、協和L上にi泣き、熱をかけながら減

圧にして乾燥し、この泌紙をオートラジオグラフィーを行うことにより、バンドを検出し

て、西日列を決定した。原則的には、 Toyobo社のシークエンシングキットを汀lいて行った。

また、シトクロム c553の場合は、ファルマシア社製のオートリードシークエンサーを

用い、プライマーは蛍光標識したものを、酵素はT7DNA polymeraseを使った。反応は、

.i7"Cで5分反応を行った。その他もかなりの点で変更したが、原則的にこの場合は、フ 7

jレマシアのマニュアルにt'tった。 蛍光をj日いた自動シークエンサーには、いく つも利点が

ある。例えば、爽幸fE物の1I日害を気にしなくてよい点である。つまり、プラスミツドの溶液

中に処理しきれなかったRNA分子や断片化したDNAが、 RIを使った場合プライマーと

して反応しパックグラウンドとなるが、蛍光をI円いた自動シークエンサ」では、蛍光標識

されているのは加えたプライマーだけであるから、それらの物質はパックグラウンドとは

ならない(しかし、 一方で試薬中に含まれる蛍光物質がパックグラウンドとして現れるた

め純度の良い試薬を使う必要があり、誌来は割高になった)。また、配列決定においてゲ

ルの ffjJf.像度が霊~なポイントになるが、常に十分な長さを泳動した同 .l~での検rL\であ る

からマニュアル法よりも、より長〈判読できる。もちろんこの方法もさらに逃ぷしている、

発展途上の方法であることも確かである。

5-8 部位特異的変異法

発事lベクターにi過当な位世で組み込むために、開始コドン付近や、プロセシングサイト

付近に部位特異的変異法により、制限酵素サイトを導入した。部位特典的変製法には、さ

まざまな方法があるが、私は、 Inouye法15)をJllいた。この方法は手Illlがかかるが、操作

自体は単純で、安価にできるという特徴を持つ。

pFZKDし5に、音Ilf立特異的変異法により、開始コドンの直前にEco111 サイトを導入したら~

験を例にとる 。 まず、 5~lgずつのpFZKDL-5を Sca 1とEcoRIで完全にri'i化した。ScaIは、

アンピシリンに耐性を持つs-ラクタマ」ゼ遺伝子の中にある単一のサイトであり、 Eco

111は、変災を起こさせたい部位の約300J1.l基上流に存在する。完全に消化されたことをア
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Cαh汁lω0ωroω10削，-争羽rn/ 1 s叩。叫a剖削m町nyザyl凶alcu山ho1 (α21: 1， vげ/vけ)処互羽迎11した後、 ー斗21作品のEthallol と 1/10~!:の

3M NaOAcを出ぜ沈澱させた。12，OOOrpm-lO'C 10分で遠心することにより沈澱を集めさら

に、 70もEthanolでリンスしてから減圧下で15分乾燥後、 50μlの11
2
0にj制作した。このう

ち、 4μlは保存しておき、サンプル46μlに18μIの5X sa 131m緩衝液と21μlの11
2
0を加えて

混ぜ、1.5unilsのsal31の裕被5μlを加え、 Scar処理した方は16'Cで、 Eco111処理した

方は30'Cで、 20分処理した。これらを、 Phenol/ Chloro(orm (1:1， v/v)処理!および

Chloro(orm / Isoamylalcohol a1:1， v/v)処理11した後、 一旦21荷量のElhanolと1/10誌の

3M NaOAcを混ぜ沈澱させたo12，OOOrpm -lO'C 10分で迷心することにより沈澱を集めさ‘

に、 70協Elhanolでリンスしてから減圧下で15分乾燥後、 10μ!の11
2
01こ栴Wfoした p それぞ

れサンプルSとサンプルEとする。これらをアガロースケ・ル電気泳動法により、 Sca1処

理した方はほんの少し、 EcoRl処理した方は600bp程度短くなっていることを線認した。

一方で、合成した変異導入プライマー250pmole分に5μlの10XkinaLionrrJ緩衝液と5μlの

lmM ATP、T1polynucleolidc kinaseを2μ1}J11え、 "20を適当iIl:)JI1えて全量25μ!として、 37

℃で1.51時 !日j反応させた。 O.lpmol 巴分のサンプル S と-lJ ンプJレE 、 6 ~Ll の 10XD i gcsl ionlH 

緩衝液(11)、リン商変化した変異導入フ・ライマーを5fLlに、 11
2
0を迎当ili:)JIIえて全量3'1.8fll 

として、 100'Cで5分煮沸した。室組で30分置いた後、 30'Cで10分保組し、さらに1'Cで30

分世いた。この浴液23.2μlに、日20を5.8μl、5mMdNTPsを4μl、lOmMATPを4μ1)J11え、 -ι

途心して混ぜた。5uni ls分のKlcnowfragmenl lfLlを加えて遠心した後、室温でl分_f!i:)皮

してから、T4DNA Ligase を 2μ11J11えて逮心し、 1G 'Cで述結反応を行った。 )I~質 11副.5!!-し、

普jillは、コロニーハイプリダイゼーションの後、そのスクリーニング(一次スクリーニン

グ)で、陽性の信号があったものから、プラスミッドを]限り だし、 Ilfぴ形質転換として、

コロニーハイブリダイゼーションを行った。そのスクリーニング(二次スクリーニング)

により陽性の信号があったものを、変異体とした。この場合、 pf.ZKDL-M5である。

この変異導入では、スクリーニングにコロニーハイプリダイゼーションをmいず、直接
プラスミッドを取り出して制限隊紫 (EcoRl)で消化するという方法を行った。また、 二

次スクリーニングには、コロニー6個程度を調べれば十分であった。また、この方法では、
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5-9 SDS-PAGEとイムノプロテイング法

~s:現したタンパク't{の分析およびタンパク質の精製j支の附=訟には、 SDS - PAGE

Jt12)とイムノブロテイング法を川いた。

まず、大腸mの総タンパク'[1をSDS-PAGEにより分析する場合のサンプlレ調製法
について述べる。大腸菌を生やした府地200μlを12，000rpm室漏出子で、遠心することによ

り集00 した 。 完全に毎年地を取り除いた後、 145μ l の 11201こ J~湖し、さ ら に、 2XSDS-PAGE

Samplem緩衝液 150 ~t1 、 ß - MercapLoel hanol 5μlを加え混合した。これを、洗浄mのiW-，守
波発生探で15分処理し、細胞をf抜粋した。さらに、100'Cで3から5分煮沸し、 10μlから

20μlを電気泳動にfIJいた。ゲルは、検出したいタンパク質の大きさにより 、15協から20唱

まで適当に使い分けたが、バンドの位置こそ多少変わったが、分雌の!交令は、それほど変

わらなかった。また、 D_ vuJgarisの場合は、 j酎梓遊か明いためか、阿じ3条剣長削j!何'!f一でで、は

刺制)J胞l抱包カ勾E波~1砕可玲-されなかつたので、 200Wの強力超音波破砕f，ffを)fJいた 。 泳動後は、ゲル染色裕

液に1/時間授し、!st染溶液により徐々に色を抜いて、パンドを確認した。

また、イムノプロットを行う場合には、泳動したグルを、ニトロセルロースJJ史に電気的

に移した。このl撲をまず、 10mlの3%sSA(Bovine Serum Albumin)を合むlVesternbloll ing 

m緩衝液 Aで30分仮設してタンパク質のI!!fiい部分を減った。この浴液を完全に除いた後、
10m IのWesLernbloLLing}TJ緩衝液 Aで10分振滋した。これを3回線返した後、¥Veslern

bloll i ngllJ緩衝液 Aで1，000併に希釈したポリクローナル抗体を含む抗/uli;'flOmlを入れ、

30分J反望ました。再び、この溶液をJ舎で、 10mlのlVeslernblotl ing)-11緩衝液 Aで'31到洗かし

た。さらに、 goalant i -rabbi l [gGをcon]ugaLeしたアルカリフォスフ 7ターゼ1μlを含

む10mlのWeslcrnblotlingm緩衝ilxAを加え、 30分振ittした。このj等法を捨て、 10m/の

Weslcrn bloLLingll1緩衝液 Aで21IT1洗浄した。続いて、 10皿lのAlkaline phosphalasclD緩

衝液を入れ振滋した後、その熔液を捨て、 10 ~ιl ずつのn i troblue lelrazol iumと5-bromo-

4-chloro-3-indoyl phosphateをふくむ5mlのAI ka I i ne phospha l aseJ:rJ緩強行aをIJrIえ仮設し
て、バンドの111mさせた。適当な濃さになったところで、 11

2
0により洗浄し風乾した。ニ
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トロセルロース朕は、退色を防ぐため、アルミホイルに包んで保有ーした。

5-10 試薬・溶液

試薬は、原則的に手n光純業平J:またはナカライテスクネ1:の特級または生化学川、 fE気i泳動

j日を使mした。また、酵素は、宝酒造、東洋紡、ニッポンジーン、ベーリンガーマンハイ

ム、バイオラボ、シグマなどから購入した。RadioIsolopeは、アマシヤムから購入した。

溶液は、組成を本文'iCJに甚j;かなかったもののみ、以下に述べた。在jき落としている溶液

もあるかもしれないが、原則的にMolccularCloning133)に従った。

1) TE緩衝液

10rnM Tris-HCl (pH8.0) 

1rnM EDTA 

2) 10 X kinationJI~緩衝液

500rnM Tris-HCl (pH7.6) 

100rnM MgC12 

50rnM dithiothreitol 

1rnM EDTA 

3) lXSSC 

150rnM NaCl 

15m1-1 クエン酸ナトリウム

(O.lXSSC、10XSSCは、それぞれlXsSCの1/10、10惜の波j支の後il;:である)

4) 10 X ligation汗l緩衝液

667m1-1 Tris-HC工 (pH7.6)

50rnM MgC12 

50mM dithiothreitol 

10mM且TP
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5) 10 XExo 1工工川緩衝液

667ml-l Tris-HCl (pH8.0) 

50mM MgC12 

100mM dithiothreitol 

770mM NaC1 

6) 5 XMung Bean Nucleas巴用緩衝液

150ml-1 CH3COONa (PH4.8) 

500mM NaCl 

10mM znC12 

50も G1ycerol 

7) E緩衝液(TAE緩衝液)

40mM Tris-Acetate 

1mM EDTA(pH8.0) 

自) Solu 1 

50ml-l G1ucose 

10mM EDTA 

25mM Tris-HCl (pH8.0) 

9) Solu 工工

200ml-1 NaOH 

lも SDS 

10) Solu 工工工

5M CH
3
COO-

3M K+ 

11) LB培F地

lも Bactot工yptone

0.5主 Yeast extract 

lも NaCl(pH7.0) 
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12) Hybridization Solution 

900mM NaCl 

90mTl クエン酸ナトリウム

0.1主 Ficoll 

0.1も Polyviny1py工rolidone

0.1% BSA(Bovin巴 SerumA1ubumin) 

13) TSS溶液

1% Bactotryptone 

0.5% Yeast extract 

lも NaCl(pH7.0) 

10主 PEG4000 

50mM MgC12 

5宅 Dimethyl sulfoxide 

14) 10 XKlenow)f]緩衝液

500mM Tris-HCl (PH7.6) 

100mM MgC12 

50mM dithiothreito工

1mM EDTA 

15) 5XBal 31用緩衝液

3M NaC1 

60mTl caC12 

60mM MgCl2 

100mM Tris-HCl (pH8.0) 

1mM EDTA 

16) 2 X SDS-PAGE SampleJfJ緩衝液

100mM Tris-HC1 (pH7.0) 

200mM Dithiothreitol 

4も SDS 

0.2も Bromopheno1 blue 

20も Glycerol 
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17) 6 X Dye Solution 

0.25も Bromophenol blue 

0.25も Xylen邑 cyanolFF 

30苦 Glycerol 

18) Western blotting汀j緩衝iiUA 

10mM Tris-HCl (pH8.0) 

1501111>1 NaCl 

0.5苦 Tween20 

19) 且1kalinephosphateJH緩衝液

100町凶 Tris-HCl (pH9.5) 

5mM MgC12 

20) 2XSSPE 

360mM NaCl 

20mM NaH2Po4 

20mM EDTA(pH7.4) 

21) TBE緩衝液

90mM Tris-Borate 

2mM EDTA 



o 2.0 .， -kg 
M匂19'11

図5.1 サザンプロテイングのためのトランスファーピラミッド137)

私は、ニトロセルロースではなくナイロンメンブレンを、

128 

20XSSCではなくO.9MNaC I / O. 1M Tr i s .IIC I GJH9. 5)をfl1いた。
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f!Jfé酸還元断は、絶対嫌気性<<.jlll拘で・あり、硫間差H千 l汲という、日~j凶の*1111自にはない"1"政系によ
り、エネJレギーの変換を行っている。しかしながら、この硫般呼吸に関わる昨点、タンハ

ク質窓[で、 invjvoにおける確かな活性とともに、その存在1ii:i丘、 jメ応機情、hYf造などに

わたって研究された例は皆無て、あった。このような呼吸系、エネルギ一変換系の研究は、

さらに遺伝子工学の分型fで汎)11されている灯気的な*111幽(例えば、大j助i!liや1M削岩など)

においても、まだまだ解明されていない点が多い。もちろん、ヒトの場合でも例外ではな

い 。 本論文の第l草で、この剣11閣の代謝経路について図示したが、この経路が完全な Jr~で

解明されているわけではない。笑際のところ、 精製され性格付けされているタンパク質は、

ごく一部でしかない。こういった経路の研究に、遺伝子工学的・分子生物学的な研究手法

は、非常に布効である。遺伝子の構造からl肢を透過するか細胞質にとどまるか示唆される

し、その造伝子を欠損させ相有liできる物質を与えることで、そのタンパク買の活性をIYJか

にできるからである。

本研究は、硫酸還元商D. vlJJgaris (Miyazaki F)株における酸化還元タンパク質(本研

究では、広義の電子伝達系、エネルギー変換系タンパク質と言つでもよいかもしれないが)

の最初Jの本絡的な遺伝子工学的・分子生物学的研究が行えたものと考えている。シトクロ

ム C3は、この車IlIl省に特徴的なタンパク質であって、電子伝達系において，，~心的な役割を

来たしている。第2掌において、私はその遺伝子の構造を決めることにより、このタンパ

ク質カ~ÏlÎJ駆体の Jr~で発現することおよび、 flJt発表のアミノ酸配列と一致しないJ設を見いだ

した。さらに、このことを幽イ本からシトクロム C3を:tllI11¥し、アミノ酸配列を総花、した。

これらの結果により、このタンパク貨の構造と機能相関といったタンハク賀工学的な側究

を行うための基礎fゅな情報を手に入れることができた。発現系の構築によりさらなる発展

的な研究、例えば、へムまわりのアミノ般↑宜供による酸化還元反応の解析なと功利可能とな

るだろう。第31詳のシトクロム c553は乳l般テ・ヒドロゲナーゼなどから受けとった'fTI:子を第

2章で触れたシトクロム C3に渡す電子伝達タンパク質であるが、その泣伝子の併i丘を決め

ることにより、このタンパク質が古iiJ駆体の形で発現することを見いだした。このことは

他のグラム陰性菌のシグナルペプチドとの比較により、シトクロム C3およびシトクロム

c 553のどちらの場合も、ベリプラズムに輸送されることが示唆された。さらに、下流の

隣接した領域に COLPill伝子を発見した。 この遺伝子治{~確かに硫酸巡元閣内で~6JJl機能
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しているかをゆl らかにする，問があるが、硫制元l~lのエネルギ一変換系における新川

~素の存在を示唆するものであった。 さらに、 COLP がいかなる i!i 't!1ー を持つ タンパク貯

なのか、どのような形で発現しているかを研究していくことにより、硫殿逃元IfIの代却に

ついて新規な考えが提11¥できると考えている。第4主主のFMN車1I合タンパク'11[については、

発見の新規性にjJllえ、そのタンパク質の性質について十分に議論した。まず、その和Ii欠分

子族がFMNであって、ペプチド~j~l分子あたり 1分子結合していることを証明した。 また、

そのペプチド部分がクローニングした断片rJ'のORF-3の産物であることを、断片のl征

41L配列を決定することおよび精製したペプチドのアミノ酸配列分析により証明した。さら

に、高発現系を憐築し、発現タンパク貨が間変化迷元反応、に翁・.!'J-・し得ることを言iEIYJした。ま

た、このタンパク質が、実際に菌体内に存在することを抗原抗体反応により証明した。こ

のタンパク質は、今までにlii離されているタンパク質と1次構造よの相向性が低いため、

その生理的なi;1ぞhはわからないが、逆に言えば、ごくl浪られた生物にしか存在しないため、

今までによj1離されているタンパク質と1次憐造上の相同性が低いのかもしれない。つまり、

硫酸還元という特殊な反応系に関与している可能性がある。また、フラピンタンパク11に

必要な最小単位、つまり、 FMNを結合するために必要な構造は何かといった研究は、ま

だほとんとε行われていない。また、 FMNとペプチド鎖の相互作用についてもまだほとん

ど情報がない。そういった、タンパク質工学的研究の良いモテールとなりうると考えている。

さらに私は、このタンパク質の結品をすでに得ており、その3次構造を X線結J111梢j主jq!~{，斤
法により決定するという研究の途上である。

この研究が発展し、さらに硫般呼吸の新たな代謝過程を提Uiすることができれば、この

バクテリアの生理をさらに迎UfJif.できるであろうし、一方で、へムタンパク質やフラピンタ

ンパク質といった酸化還元タンパク質のタンパク質工学的研究の礎となれば卒いである。
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