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自手索・吾t!'-J p~ 名の表示に{よ民{日1) として兵器i を用いた。

図、去、式l之、標題ならびに説明文を除き英語で記した.

蛋白52のアミノ絞残忍を一次構造上の{立日を示して去す坊作(二、

アミノ階以基を示し、つづいてアミノ芳、端からの位泣を示した.

WIJ; アミノ末端から 57 0悉自のヒスチジン政主ょ 一一 His579
酔芽;中の lつのアミノ敗政悲を月1)のアミノ舷技法にi:fikした39:呉型昨誌は、 )文字表

記によ「て世換する iiijのアミノ厳伐Jt、数二;Jによって{立i任. I文字表記によって配除

後のアミノ告を政基の願者?でiT~ した。
例 ; 579詐円のヒスチジン伐占ti(H) 

都紫一一-H 5 7 9 ;-: 

3文字5255により

( ;-¥ )に 1?ii失した変;・'!:~ f!~ ムー・ ー・・ ‘・ーを，スノ'7:::.rン

:-t: 

‘2・'.・

..!~ 
・.・

* 
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~~ T 主主 戸子言翁

- 1 はじめに

三孝奈の f定~.rrと設詫の招待!を明らかにすることは、 生化学の三 :zjy::312. で

あ る。全ての生命現象(士、個々の奈反応の担い手である辞去によって支え

られて いる といヮても過言ではない。 計.25分子(よー・公:こ蛋白 fそであ::、 ;:J1・

i星・常-E下で 高い設立ま活性と高い哀史特実生を党た応えている.またアョ

ステ lj ッ ク 許 認のように、生体戸、jの必要に j必じてその活性が I'.i~会:ニ会j fy日を

受 けている塁手 京 も 少 な く な い 。 生体機能京子である足手当ミジ}触は iiSと許jlJJl H~ 

の分子 ñ~J 説法を解明する ことは、巧妙な生命 ~1 ~~メ F11 ニス:ムグJ JL径を字.炉

する上で学問的に重要であるばかりでな〈.バイオテクノロジーの R反に

とっても Æ~~ である。

酵素や蛋白~の法近- f;..t~ 能相関の研究手段と I -:- /.. 、〆、.，、、 化学 fl主的j~j~ が古〈

から 用 いら れてきた。 1!1 :) 0年代にに蛋白質の会一;大慎 j主が;刀のて決定

され 、 そ の 徒ベ プヰ Fの分兵!i結 52.ぢ よび分所技術グ)rt:: J:と共:こ住民アミノ

般残基の!立[fJ~ を容易に同定できるようになった。 J n (i () 年代からは X主計

手5J!i倍 近貯 併の進歩にともなって、さ まさ'まな~ t-f 11: 
_.- _... .，一 一

思訟の立!と:f;; :i乏が

明 かになっ、情造と撲自主の相関を詫じる時代が至fJ~とした。 さらに京近でに

¥: ~r Rの進少:こ とも ない 、出 液状態のままで分子社政 Tiまでの告白宍・詐

京の法造決定や特定の技N_;;が果たす役目lを検討でさゐようになつつつある。

しかし間近幻祈法の逸品で!こともなって、 化学 iSRi!I 乙I!~ ~1) 問 題点 がmi;~ さ Z1 る

よう にな った 。 化学修防法!之、ある立{主主院を ~i :/)る io:r.'矢 ~t を導入十るの

-5 、. f(~ ftf~i によ「て機能の 1可決がもたら :さ ZLても、 穴:だ"f:);こに f;~ fifti炊，!，tがそ

(f) 役目色に illit.関与していることにはならない。 さらに化学 14MlitjJは、限ら

れた~.詑 213 しか対認とできず.対集となる JJJ 合にら、たいていの !iS !:H ~;t ~i 

( 二一つ以上の?兵器と反応してしまうことが多い。化学修 h信託に(にわる iL泡

一政 íi~ HI r!f.1のが析が;として口、ヨ円然ジ:Y4によって iiJ'，然 i;;られた:史民主計井':-:

をが折する方法が行-われていた。しかし、突然変災を;~択がj に L41 入するこ

とに 不訂 誌で あり .P2ブ:な可釘{の 35;民三!百三栄をーっー勺貯訴して. Rミ自主 ~n 

に詑安なアミノ伝子工不それ 7主する のは必ずしも容弘でなかった.

これらの!日Jl起点は、 i品;!J..W iLした古1)(立村 br，~ fl{ J致、弘法によってが ?1:!された。
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司?1.:'-‘::1; !!l ~~ ~ ~・::: /.1. h 
ロj;， il!.. "1マ宍れ久宍と1・山、 ク コーン fとされ三遺伝，・の翻訳読波中内長さの:: ;.". 

ンを、子め指定 L た~!!のコドンに笠設して;を兵主lill 伝子を市三?る万日・で

土()
C~ J I 、

『

~ I して得られた変異型遺伝子を発現すると、士、~ r.さずるアミ'長年長

き5が Ez!?交した夜呉 225手奈か一得られることになる。 しかし部位打民灼変兵法

を??うためには、 ど の ア ミ ノ 絞 残基を笠換するか子め決めなければなうな

い。出;大怯造が決定されていない多くの許奈の引合、私自主計jLjii芝である

と子;忠されるアミノ絞残基を特定するには、 fヒ主主;:(I~& tHi; i去による知えか・霊安

な役吉!I;を来・たすことになる。 さらにこれを揃うブj~j; としては、良部生物問

グ)~き宗の一次情遣を比較して保存されたアミノ民主沈訟を f宗宗する方法があ
Fヘ

る。 illi{と灼に 保存されたアミ ノ酸放さ与に、 侠能よTIl~5 て， .. ちることも多い a

本 研 究 ! 二、さまざまなエフェクターを有するアロステリシク祭主である

大腸自のホス ホエノールピルピン妓カ n.ポキシラーゼ (PEPC) [eC 4.1.1. 

31 J : i を材 料として、援能上重要と考えられる 2つのヒスチジン法廷の在 主

を 2ii{立特裂が):変呉法:こよ ワ行い、得ら zLた変 24型必ヨミを部 fir~.た。 !;l 下、

fヂ誌でに、本研究の基礎となる知見として、告fi(主将;:':R~j i交英訳とその適用

によ 司て 解析の行われた舷索、原子レベルでの ifi!1街Jtt: 協が!リ17う、となったア

ロステリック ð~ ;誌について概観し、 PEPCの研究払況について述べる。

1-2 部位特 異 的 変 異 法

( 1 )合成オリゴヌクレオチドを用いた部位特異的変去の1Jj.入方法

五日{立科誌がj変兵法で(士、望むような配列を :ff-Tゐ :j. I} コメクレニl'~ヂド;ア

!2132 である。 ~f; f.立特異的変呉を行った1'11f)}の災験日 Sm i t hらによって 19 

7 S :i f~ に 11: 告さ h ている 2\ 絞らに PCIY:lucleotidc i)hosphorylaseを :iiぃ

て短いえ・ 1)ゴヌクレオチト・を合成して φX1 7 ~フ γ ージの一本 ~n D~! A :こハイブ

I Jダ イ ズ さ ゼ て、 DNA pO]YlJeraseで 二五 日 DtiAに延長してから大脱出に導入

して ~!J~ 尖 Jt~' ファージを f♀;七。 その後、 {と年:許可!ニ:~リコ.ヌクレオチドを合 Jj~z

する!~ 1.{.f {よ筑 ~b~ がj に進歩して 3 ・・， :、現{[で(._;5 0 から 100メクシオチト'

の釘(長グ〕オリブヌクレオチドをほぼ'弘}ーに合成て:.;:::.るようにたーった。

f~'f) (立科誌がj変 j':S~~入訟は、 主と し て H 1 :3ブアージの・・ノド$;'( [J N Aをmいた

シングルアッイマ-?1..~5' を基本として己主良がなされてきたじ
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しかし.いずれの方法も変異 導 入部位の塩基対が 正しく対合していないヘ

テロな 二 本鎖 DNAのままで大腸菌内に導入するために、前体内の修復機摘が

働いて、得られる変異株は野生株の数%以下にとどまる場合が多かった。

したがづて変異株を J~回 線するためにはプラーク・ハイブリダイゼーション

なとのスクリーニングが通常必要である.変異効率の大 l嗣な向上に成功し

たのは Kunkelの )jd~ 1 0 )と Ecksteinの方法 11・1.2 )である o Kunkeli去では

deoxyurldine triphosphataseと uracil glycosy!aseの欠損株を宿主に用

いて、チミジンの代わりにウリジンを含んだ鋳型・本鎖 DNAを調製して in

vitroで ヘテロな 二本 鎖oNAを合成

し、形質.f¥Id慢後 in vivoで変異型の

DN Afl~ が選択的に伐るように工夫し
f'"ヘ

たJiij~ である。 Ecksteini.去の特徴

は変異 jyi入用のフライマーを用い

てて本鎖 DNAを合成する際に dCTP

の代わりに dCTPαs(図 1)を用

いることである。こうして合成し

た二本鎖 DNAのう ち、 チオ ール ヌク

レオチドのはいった DNA鎖 は 表 1

にポした 4 併の(lJIJ限酵素による切

断を受けない け}。 も う 一 方 の 鋳型

であ「た DNA~ì~ は、 点 1の制限酵素

による切断を受けて、ニックが入

ることになる。

H H 
、N..... 

V 目。
o 0 s 

I I .i 
0・ 0・ 0・

OH H 

図J (IC'TPαSの構造(文献 14より転載)

表 l チオールヌクレオチドを切断しない制限酵素

企日1， 且日11， Ban 11， Hi n昼11 ， 匙μ，PstI， PvuI 

Mut.川
oIlQOnUCleotide 

。/

o 

T市惜f信胃唱t町、

図2 Eckstein法(文献 14より改変)
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その徒、 exonuc1 ease mによっ て鈎型だった一本鎖 DN ，~ を分解 し、設いてチ

オ ール ヌクレオチドの入った DNA鎖を新しい認型として T4 0 ~~ A 1 i ~ ~ s e存

在下!こ DNA pO!YaJerase 1を用いて再び二本銭 DNAを合成すると )n じ土日で

変異型のホモ の二 本鎖 DNAが得られることになる(図 2参照)。 これら 2つ

の 方法 は伎作がやや独特:であるも の の 変 異 効 率 が 8 0 %以上と飛紹的に rt:l

上しておっ、一本鎖 oNAを鋳型とした部位特異的変異法は 一応の完成をみた

といえる。これに対して最近では、酎熱性 DNA polymeraseを HIいて逗 3史的

に特定の DN ，~断片を増幅する方法 (polymerase chain reaction、 PCRi:h)

が考案され部位特異的変;呉導入試・としても応用されはじめている 15.:4¥

( 2 )部位特異的変呉海入法による酵素の研究例

198  0年 代 に は い っ て か ら部位特異的変異母人法によって 13進 一 後 能

相関の研究が行われた自宇奈は主として、すでに全一次構造および X議 結 till

構造解析によって高次偽造が解明された醇素であった。このような解析 の

なされた酔禁を Gerlt!よ (i)触媒部位に近接して結合エネルギーに影習を

与えたり、基祭の特呉性に影響を与えているアミノ煎残基の前後例、(i i) 

一設員長・塩基触媒もしくは求該 性蝕伎として直終的な働きを行・うと考えら

れるアミノ酸妓基の置換例、と 2つの範 2去 に 分 け て そ の 成 果 を ぷ 細 に ま と

めている 17¥

r、 このなかでも (i )で~;べられている tyrosyl-tRHA synthetaseに関する

Feishtらの研究(之、達科;状態での中間体を安定化町ずる上て・1R~~:と考えられ

る 結 合 ユ ネル年ーを定長1:的に Hi雨iし、特定のアミノ散残基-1jt ~問の相互

作 用 を 巧 ・ 終した点で大変興味深い。 Tyrosyl-tRNA synthetase に tyrosine

と ATP， tRNAt 'J C から ア ミ ノ ア シル ーtRNAを形成する酔素である。 Fers!1tら

は l段 階 自の部分反応の、活性化された骸無水物である tyrosyト AHPと惇

素 結 合 体 の形成反応で、活性三liul:にイ{，(Eずる 1 ~J f[pj の技法を系統的に(~~:換

し 、 そ れ らの置換がもたらす向次間五への影響を .)J.;~の結合エネルギーと

速度定数との!日!に成り立つ EI úl エネルギーの直線性によって ~'F f罰した上で、

それぞれの政基が果たす役割;を検討している 1"・2~ I (去 2、ロI:3参照)。
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表2 Tyrosyl-tRNA synthetaseの側鎖と拡質

との相任作用エネルギー(文献 21より転載)

inlcraClion cncrgy or sidc ch剖 ns'in complcx Wllh 

residuc Tyr A TP (Tyr-A TPP PP， Tyr-AMP 

Tyrosinc Bind.ng Silc 
Tyト 34 + 。 + 。 + 
Asp-78 ++++ ++・ ++++ ++・ ++++ 
Tyr-169 ++++ 。 ++++ 。 ++++ 
Oln-l73 ++++ ++・ ++++ +・ ++++ 

Nuc1colide and Pyrophosphatc Site 
Cys-35 。 。 ++ 。 +++ 
Thr・40 。 。 ++++ ++++ 。
His-45 。 。 ++++ ++++ 。
His-48 。 。 +++ 。 +++ 
Thr・51 。 。 。 。
Lys・82 。 ++ ++++ ++++ 。
Arg・86 。 。 ++++ ++++ 
Asp-194 。 。 ++++ + +++ 
Lys・230 。 。 ++++ ++++ 。
Lys-233 。 ++++ ++++ ++++ 。r、

'八pparentstabiliz.alion cnergy rrom Ihc sidc chain in k句 l/mo1:0・
-0.5 10 +0.5; +ε0.5-1.0; ++ .. 1.0-1.5: +++圃 1.5-2.0;++++・
> 2.0: -，. ~.5 10 -1.0;・..cvidencc for some disruplion or prolcin 
slruclure onπlulallon. 
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Hae:Joglobinではりがンドの結 合 に よ っ て 三 次 捜 這 や へ ム の 出 境 が 微 視的

に変化することが明かとなっている。これらの変化はサブユニット問の相

互作用を介して他のサブユニッ トに伝達され、酸素結合能を変えている .

こ のと き四次偽造的には、サブユニット問での回転、を引き起こすことが知

られていた。サブユニット間での回転によるアロステリック転移の伝達枝

式(之、最近日~I らかになったいくつかのアロステリック酵素においてもみら

れる.

大腸習の aspartate transcarbamylaseは 2種類のサブユニットからなる

が、基賓が触媒サブユニットに結合して引き起こされるホモトロピツウな

協同性と CTP、 UTP、 ATPなどのエ フ ェ ク タ ー が 制 御 サ プ ユ ニ ッ ト に 結 合し

て引き起こされるヘテロトロピックな協同性を示すことが知られている。

最近、基貨に対する親和性の強 い R 状態と弱い T状態の X線結 t!iI偽造 解析

がなされ 2$・3J )、 haemoglobinの場合と同様にサブユニット間の回転による

四次構造の大 き な 変 化 が 起 き ていることが i引 か と な っ た ( 図 LI)。指 i三解

析か ら ホ モトロピックな協向性に重要と考えられた妓基間の相互作用を検

証するために 、 部 位 特 製 的 変 異 j去によって作製した多数の変呉担酵素が解

析され II)、図 5に示すような相互作用が戸!定された.このなかでも特に、

創!媒サプユニットの 2 3 0 - 2 "1 5 番目の政基周辺に ~G いだされるループ

構造(よ、 R と T状態、で非常に大きなコンブオメーション変化を起こし、そ

れそ'れのコンブオメーションの安定化に決定的な役 211を果たしていること

T 51310 

内引~ie

図 4 Aspartate transcarbamylaseのアロス

テリック転移を示す僕式図(文献 31ょっ転載)

T状態ににおけるサプユニット!日|の Glu239と

Lys164、Tyr165の相互作用を網目で、 240悉日

の政弘Ml辺のループを来線で示・す。制御サブ

ユニットは触媒サフ'ユニットを，.;f-す2つの梢

円を結んだ灰色の鋭で示す。

図 5 部位特異的変民法によっていl定された

aspartate transcarbamylaseのγロステリック

転移の際に重要な相互作用(文献 31より転紋)

簡潔「ポすため Clと C4-tj--/ユニットのみ示す。
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が 示 され た。制御サブユニットを介したヘテロトロピックな協同佳:こ問し

でも同 様 な解 析が進行しつつある 32-Ml. 細菌の phosphofructckinaseで

も、 2量体-2量体問で H と T状態の変化にともなって回転が起こり、こ

の回転軸に対 して垂直面にあるサブユニット間で形成される活性部位に位

置する Ar g残基の配向が、基質の親和性に決定的な役割;を来たしているこ

とカf明治、となっている 3S . 3 O ;。

Glycogen phosphorylaseでは不活性な b型から活性化されたれ型に移行

するときアミノ末端近傍の Ser14がりン酸化される。それぞれの型の R と

T型の結晶 構 造解析がなされた結果、 b ~~I ;から a型へ移行するとき、三次

構造 上ではリン厳化によって N末に新たな α ー ヘ リ ッ ク ス が 形 成 さ れ 、 サ

プユ ニ ッ ト 間の相互作用の新たな形成と破地が起きていた.四次偽造では

あまり大きな構造変化がみられなかったが、 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 対 称

面 で 僅 か な 回転が起きていた :3'7・ 4() )。

以上述べてきたように、アロステリック効果の発現において向次構造上

に現れる変化が、残基!日!の相互作 用 を 通 じ て 理 解 さ れ つ つ あ り 、 ア ロ ス テ

リック効果を説明する 2つの理論の妥当性が諮じられはじめている.

1 - 4 ホスホエノールピルピン 民主カルポキシラーゼ

( 1 )概 要

Phosphoenolpyruvate carboxylase [EC 4.1.1.31J (PEPC)~之、 M g2・存在

下でホスホエノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 (PEP)に炭酸水素イオンを匝!乏し、オキサ

ロ酢酸 (OAA)を 生 成 す る 反 応 を 触 妓する西本法である 1・.:I : 2) (式 1) 0 

CH2 

11 
C-O-P03

ト

COO- HC03 

PO 
M9

2
+ メ』

i ~ 

COO-

CH2 

C==o 

COO-

Phosphoenolpyruvate 
(P EP) 

Oxaloacetate 

式] PEPCが触媒する反応
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正 反応の込 G (2 5'T)は -30.1 kJ/Ciolと計算されておっ.:~ I、 本 質的

に不可逆である。

:i5:酵素は全ての高等詰物、 多くの原生動物および調菌類に存在する 44J .

本酵素 は主 として Krebsサイクル にオキサロ酢民主を供給することにより、

補充灼な (ana，:llerotlc) 役割を 果たすものとされているニち二宮¥またトウ

モロコ シ な どの高い光合成能を有する('~植物では PEPCのアイソザイムが

存在し、初期炭酸回定酵素として光合成の中心的役割を果たしている」 TB.

サボテンやベンケイソウなどの CAH代謝 (Crassulacean acid metabollsm) 

を行う借物で は、 夜! 日! の呼 吸に よって生じる CO.?を PEP Cによって ff絵訟の

形で菩えていることが知られている ac:~この他に PE?Cは制物において気

孔の開閉や、根 に お け る pHの調 整、果突においては京援般の蓄 iti~手の役吉1/

を果たしていることが知られているLl9 . :. ~)。

本酵素は一般 に分 子量 10万の /r1J程のサブユニット i窃からなる比較的

大きな酵素である。多くの PE?Cはアロステリック酵込であり、その活性 調

iin因 子は生物種によ 4 て多様性にお ん で い る 。 表 3は J9 i 2年の Utter

らの分認 t) に従って、現時点で知られている PEPCをヱフェクター(調節悶

子)の認知によって大別したものである.第 1はア七チルー CoA(CoASAc) 

にょっ活性化されるもの、 ~1 2 :土 (7d-ジカルポン厳またはY.rebsサイ クル

の中間体によって旺11:;されるもの、第 3はエブェクターをもたないもの、

'" ~1 4 はこれらいず れに も j認さないものである.本研究で対必とした大路 iYi

の PEPC~之、特に桜維な i!司自i を交ける酔ポであり、① C0 A S ̂  C~. I・ s~ j ①フル

クトース 1 ， 6 -ピスリン絞 (F8P)'5・弘.:)③ G TPまたはグアノシン 3'ー二 lj ン

酸 5'ーニリン政 (ppCpp) SS)③脂肪酸または脂肪般の CoA訪均体巴れによっ

て活性化を受 11、⑤アスパラギン足立またはリンゴ厳 H ・Sれによって阻害を

交ける。そのほかにジオ-キ寸j ンやエタノールなどの府民涜 82が非'1.f屯自~)な

活性化問子とな る こ と が 知 ら れ ている h-¥ 大 防 自 の P::PCは以上の .5t重~(( 0) 

エフェクターに対して ~~l 立な m1l f，:~1 ~Ií 位;をもち s () -弓 1;名エブエクターの払

合によって.t1:)(な高次桔造変 化を起こすことか示唆されている。 4¥ こ H に

対してラン奈 の ?EPCは、話.;1べられた!現りアロステリックなエブヱクターを

もたない酔素であった 651.cihd物の lつであるトウモロコシの ?E?C!二、



o 

ー10-

表3 PEPCの活性調節因子

Class Source Activators Inhibitors 

Escherichia coli CoASAc， FBP， GTP(ppGpp)， Asp (MA) 
FA [dioxane] 

Salmonella typhimurium CoASAc， FBP， GTP， Asp 
CDP， [dioxane] 

Brevibacterium flavum CoASAc， FBP Asp 
Streptococcus bovis CoASAc Asp 
Thiobacillus thiooxidans CoASAc 
Tetrahymena pyrif'ormis CoASAc 

2 Thiobacillus thioparus Asp (MA) 
Euglena gracilis Cit. OAA 
Acetobacter均Ilinum Suc， ADP 
Acetobacter suboxydans Asp 
Corynebacterium glutamicυm Asp 
Zymomonas mobilis αkg， Cit 
C4-plants 

monocotyledonous G6P， Gly MA (Asp) 
dicotyledonous G6P MA (Asp) 

CAM-plants G6P MA (Asp) 

3 C3-plants 
Anacystis nidulans 

4 Pseudomonas MA NADH 

横線(よ、該当するエフェクターが見いだされていないことを示す。()はその直前の

エフェクターと同一部位に作用すると考えられるものを示す。[]は非生理的なエフエ

クター化合物。略号 Asp，アスパラギン駿; Cit，クエン鮫 ;αkg，α"ケトグルタル椴

CoASAc，アセチルーCoA; FA，脂肪酸;FBP，フルクトース 1，トピスリン酸;Gly，グリ

シン ;G6P，グルコース トリン般 ;HA，リンゴ民主;OAA，オキサロ酢般; ppGpp，グア

ノシン 3'ーニリン酸 5'ーニリン酸 ;511C，コハク駿

グルコース 6-リン殿、グリシン、 リンゴ酸をエフェクターとしてもつ 1;.))。

そ のほかにト ウ モ ロ コ シ な ど の Cd他物1;7・69 )や CA ~r M.物 70-73)の 初 期 炭

酸 固定に関わ る PEPCの ア イ ソ ザイムにおいて、可逆 (t.Jリン 民主化によって活

性および制御能の詐，jfiijが行 われ ている 741。 fi1117者 らはこのリン 民主化機 例 を

知る手がかりとして、 トウモロコシ PEPC!こ ウ シ 心 脱 出 来 の cAH?依 存 性 ブ

ロテインキナーゼを作用させたと ころリン 民主 化 が 起 き る こ と を 凡 い 出 し 、

リン 階化 による PEPCの述瓜=論的性質の変化から、j_n y i v 0におけるリン般

化部{立が Ser15であることを推測した(参考詩文 3) '..) 0 その後、i1l

vivoにおける l} ン酸化部位も同じ であることが報告され 7e; )、同じ C~植物
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のモロごシにおけるリン 緑 化部{立も、担問な iEタIJ中の $erSであるこ とが 認

告され て いる「¥詰物の PEP Cをリン 設 化ナる protein kinaseに つ い ての

研究(之、詰物の protein kinaseに関する研究の立ち後れから、現在ょうや

〈はじまったところである-;~.;・リ~今後、情物の f否認{三違反伐のー請を町i

かにすべ〈 解 析が進むと子怨される。

PEPC~二日 CO :s を基突とする炭君主 [~l ;主酵素のなかでピメ・チンや P::P以外の

高エネルギー化合物を要求しない惇素である.化学的:こみて、 CO-，の よ うに

よい屯子受容体とはなり得ない HC 0-， -を回定する木都よの反応!二大変~:! u;i~ 

深い.しかし PEPCでは部分反応もしくは同位体交伐反応がい勺さい見いだ

('¥ 
されなかっ たために反応様様の研究ば非常に困難であった。 l fl G 日年に

Haruyamaらは [ 1 ~: 0 J H CO ~・の 1 :l 0が無機リン 般 に取り込まれることから協 会

約反応援常モデルs"~ • 3 l' (式:2)を提唱し、長らく支持さ iLてきた，

CH2 

やpoj-+ HCO:3 ~ 
COO-

HO， IP 

c-O-
t ¥ II

U 

H2C./ ~ .P-O
、，¥ rl ¥ 
C..!...O 0-

-02C 

式2 PEPCの協奏的反応援構モデル(文献 84ょっ転載)

圃圃噛』ー

ハU-

M
川

O
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o
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↑

+

プ

r

L

4

4
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F
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O

H

ベ
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その後、 l 98]年 に O'Learyらが、 トウモロコシから部分 tii!I'tした併

去を用いてい::C 1 H CO 3 ・が反応 iili 肢に及ぽナ向{立体労j 来 (k:~/kI3) を測定

し、ただ lつの律速 段 階 を仮定し た 協 奏反応 機 構 モデルとのェf'!{iを指摘し

たり '.198:2-i手には Hansenと Kno~l esが、小支の PEPCで恐主として

( ($)ー 11)0，け 01チオホスホユノールピルピン般を用いたときに、反応に伴 っ

てリン原子のまわりでの立 体 配託が反転ずることを凡いだし、 lAt与反応俄

titモデルを否定した 333. 両グル ープと・む、協安反応位 Wiモデルに代わる

よりもっ ともらしい後 情 "として、 段階的反応決十五モデル(穴:))を詑

叫した。これら 2つのグループとは独立に、 1 9 ;-:) .1 1;~ にヰ1jff ;れの研究五

の存fH(， ，夕、大 íi弘首の"~訴で PEPのホモログのホス:ドニノー J!〆ー α ー ケト

前民主カ( H CO.l ー に依存した加水分断ル受けることを明かにして.段階的反応
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PEPCの段階的反応援構モデル (文献 84より転載)式3

民fEflらはさらに段常的反応誌持モ

↑たm示ン 訟の掠捉を試みたが、デルの中間{本と して た! 定さ れる カルポキシリ

せなかっ た れ}。

決t，;を 5きく示唆する証拠を得てい る -J¥
(¥  

ン訟は trii認されていないかPEPCて・カ Jレボキシリ現在まで、

トウモロコシの醇紫でホスホエノーA n d r e 07Jf、Gonzalezと8 8年 に

う 一 つの巾!日!体と考え

た ~. :'・ 39ンの形成を示唆 L

、
~ :~し()中での加水分貯を行い、

ら れるピルピン般のエノール型アニズ・

ト酷民主のー ケ}vー α

PEPCに おける 化 学修 飾 に よる研究( 2 ) 

t -. 
'-' 1.. 

ι 
'-j'がかりノ 氏支校!!:を生!!るー~" ~ ， 、、必須"PEPCの"時1j古者の研究室では

ヒスチジン'パ'、イ ン~ t3 . ;:.'宮 J 、ン ス アP EPCの 化 学 (~ fihi を行っており、大腸菌

ン"ユノ-rルギニン.s 2 )およびリ

その時!HIンヂミ誌を f(~ r.?，iしたときにな 、特にシステ イレー fz，、.J-: I .J-. 
』てど.JL マ 九、~ ，-。勺 」

〈はその近Cys568が活性三li{立もし経過や ホス ホ乳母による保護効果から、

日' ー・r Jレユぞニ二ン、その他ヒスチジン、(去に{立;そするものと俳;主されている bE3. 

とも活性調節昭子に対する脱位打iが 起 こ る こリジン妓基の修飾によって、

とめた。PE PC の (ヒヤ (I~ ufliによる I113L を;~ 4 にま以上の大脱出主l!!)U てい る。

PEPCでも化学 fl~ fini PEPCや Cf¥ M t直!i郊のコンそのほか c~他物のトウモロ

アルギニir: ) ヒ ス チ ジ ン E・;)ンー9 】 、システイに よ るw究が行われており、

ノ椴 s:gとして f::合され て いゐ.，ジ ンJ ~ ， • . 、，， 

ンゴ Rtなどの;舌性誌!

これらの刻印 !日午:こ対する j凶

、ノ ~~ょう 11 
J 円 λγ ，6-リ

Hii [弓子による保認効果が似持されていゐが.

グルコースこれらの民主を flJ11Mずる|派、
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大筋菌 PEPCの蝕煤援能発現に必須なアミノ酸残基

Desensitization Chemical modifiers Inactivation 

表 4

Modified 
residues 

References 

86) 
87) 
88) 
61 ) 
62) 

L-Asp， FBP， GTP 
FBP， GTP， L-Asp， 
CoASAc 
L-Asp， FBP， (3TP 

+
+
+
+
+
 

N-ethylmaleimide 
2・bromopyruvate
DACM 
photooxidation 
2，3・butanedione

Cys 

His 
Arg 

~ 
2 ， 4 ， 6ートリ二トロ・γìt'~ìÁJ~ホン己主

+ 

DACIi: N-[7ー (γメデjげミ/)-4ーメテ!げマリこI~1マレイミト守 TN8S: 

L-Asp: L-nJl。ラヰV酸 FBP: 71げト-").， 1， 6-t "7.')ン椴

TNBS Lys 

L y s トウモロコシ酵素の最近、感作が起き て い る の か 否 か は 不明である。

酵紫活性の宍失をもたン酸によって修飾され、

らすことが報告されている M3.

ドキサール606がピリ
(' 

PEPCの構造的知見( 3 ) 

PEPCについての研究が行われており、ヰi詰者の研究室では:永年大腸菌の

立idulan~)( A_n Q_U ミ ti~ン?jj，-フU6.S<71 立.Qlユ)( 1 H h_e_r_.Lu.旦すでに大腸菌

しくはPEPCの偽造退伝子も， d a . t e t )のE豆_Y~ ) (互主主コシトウモロ1 S . 9 $ 1 、

こ数 年ー
、ーー以後、その全復基配タfJが決定された.ローニングされ、c DN Aカf ク

c ~槌t ~ <: . t ~ 2 ) ιlJ!.t a m li_U m ) (包rvn也ι t，._g_Li!l.!l1ン 敵 ne酔 iAi間でグルタ ミ

物の一つであるモロコシ C A [1，1植物のー積

C J植物のタバコ培養細胞

(主旦I.. !lLu OJ Y u 1_g_ a .!:J! ) 

~ .. I..Y...ll豆上斗num)

.lii.ll9_巳日1) 1 11 g )、 と-1D!お!の生物 fillからアイ

I ，..， ~ . t II 5 ) 

1 ;) 8 ) 10ι 

ソ-1)'イムを合む 7

PEPCが様々なグループによ っ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た .B!英nの

る だ け 一致PEPCの一次情迭をできコントウモロンe;:、日フ図 6は大腸菌、

大比較的相向性の向い制域(二、するように 配列して比較したものである。

9、。4 o -3 9 o つ5 2 4 6 4 3 3 l PEPCの帯号で、問問の

3番目-8 8 3 8 G 。3 門

- I 7 1 。6 5 7 戸、Jつ4 2 ，1 2 

ノ椴配タ11は最近までに刊行された 7つこれ らの 領域 のアミの領域である.

ン、システイ化学修的iの UJ裂から、PEPCにおいてもよ〈保存されている.の

アルギニン F兵器:が活性発現に必須と :η えられている

2悉白。.‘z 9者iU。.... 
I 5 3 8と(大脱出で Iヒスチジン互主主.1:は 2カ 所

ジン、ヒスチジン、

が、
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Till (; 大跡的 (E)、 トウモロコシ (2)、ラン謀 (A)の PEPじの マ欠陥』21 33{11・r'll: t.1 : J〆.，鮮

京と 一致するアミノ般残基を示す。 'Ytよ保存されているヒスチジン成品川11.し大脇l泊で-!l)己浩 li 
の妓基はグルタミン般発酵歯で保存されていな¥¥)、マは触版部{立近傍に{主日常すゐ と推測された人・

腸歯i酵素のシステ イン残基.

のヒス -1・ヲ ン fJi.!l:日付制予Jl(/) P E P C で{半({. されているもジ):!)..:. ~ ) ~ハ ク IL 夕、

シ階的併|手!山米 .1) PEPCでともに Tyrに ij'i.さ党 J) ，てい.f.，) '} :/ ;.. 叫ん':U. 

. ~カ l'片(人脇凶で 1 ;-) () 日 '1li. 7 7 九番 1'1、 ただし1-..i k fiI d 11 n $ ，'，か ~U ~~i 

したクIlタミン的問鮮i-f;irJ)両手会 lけい で(j l弓()ポ・11( m lí 寸ゐ代 Il~ (~ ^ 1、t

と詑!色されてしゐ)、アルギニン 92LLU1.2カJlJjf半((.~れていた。 人 n~J [!'I 

:1)帥 ACて・、 iヒ信 (1主的l による M'光かん触~: im (立に (;I.i目ず乙とぷ喰『れた

Cys568'も を合的て . シ ステイン タ~ & U. 1111 れも f~ がされて必らす . この伐 lL

の 帰!蝶 m:iiEへ の 11'1 ~主 ω|見1 Ij. ~j_与〈鋭い ， i " #ν  
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ドロパシーブPEPCの ハ インコトウモロ図 8l土ン漢の、-フ図 7l立大腸菌と

(点線こ れらの図から疎水位の比較的強い領域イ ル を示す 11a.111I.ロフ

が互いに入り交じって(点線ょっ下)と親水位の比較的強い領域より上)
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(文献 111より転載)大腸菌とラン藻の醇素のハイドロパシープロフイール
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図8 トウモロコシ醇京のハイドロパシーフ'ロフイールと子忽て次情進(文献 110より転載)

ロは αーヘリックス、 回はβーシート、又は βーターンの予測される部位。 nは3日.の群茶におい

てその配列がよく保作されている領域。
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大腸菌群紫の二次 fhi主の子浬'1ものと 予測される.とるうな f1i造をているよ

ととっているこト構造を交互に、ンnuF 
スとク、ソーへリ比較的 αて'.1+宮 7) 

."、

つ酵素の折り畳み構造のモチーフの]この観点から、が予測されている。

興っている可能性も考えられる。PEPCがとである α/β バレル構造 I12)を

PEPを 1t.:質 と するする、とに α/β バレル構造をもっ解糖系酵素のう味深いこ

共 通 の 祖 先 酵 素 か ら 進 化 し た と い う 説 がki nase~うf 、pyruvate enolaseと

提唱されて いる 11S2.

りもえfルポキシノ末端{111J半分よアミPEPCの問では、図 6で示した 3種 の

比岐の組合せをみるとアo %程度高かったが、ル末端倒半分の相向性が l

PE PCIHIの相向性に比べて、コシのトウモロツ ク酵素である大腸菌とロステ IJ 

図 9 はPEPCとの相向性が低かった。ン蕊のク酵素であるラツ非 アロステリ

ノ政配PEPCのアミ3磁のって、グ ラ ム に よ大井らによって開発されたプロ

ス法で示したものクツジー を求めた結果をマ列から三次待 造 の ホ モ ロ

ノ末端但11 の半分とえ1 ルポキシル末端担1I の半分の相 r~iJ 性にみーヲ ~ 
，、、であるが、

とからこれらのこ$ Ui者らの研究室では、られた違いがよ〈現れている。

カルポキシル末端側の半分がノ末端側の半分が制 御機 能に 、主としてアミ
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似国3600 '00 800 

.・

'00 I.()O 

ラン議 (A)醇索のマトリクス法による比較(2)、トウモロコシ大腸菌 (E) 、図9

新 た に 開 発 し た 正.St支払製法にる情報を i!i=るため、PEPCの高次梢造に関す

大阪大学工学部の甲安志先生とよって調製した大腸菌酔紫摂品を mいて、

. 
単{立

表 5) 

すでに 2極却の料 liiIが f'iられ、

。(樹I I ~ I (参考論文 2) 

共同で X線結・ till解析を進行中であ る.

格子と空間詳を決定している
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関 J0 結晶 i

表G PEPCの結晶サがJ1t-1>-プータ

CrystalI 
Hexagonal 

P6フ22or P6.i22 
-a= 131 A' 
c= 325 A 

Crystal system 
Space group 
Cell constant 

Molecule 
per unit cell 
per asymmetric unit 

Vm (A3/dalton) 
内

ζ
n
u

a
円守，，
I

・

4
.
4
E
内
J
』

一 月 本 研 究 の 背 民:と目 的

関 11 結晶 H

Crystal II 
Orthorhombic 

1222 
a= 119 A 
b= 252 A 
c= 83A 

2 
1/4 
3.1 

P F P r: ~}，・"，' '，'.~ -11' ~'1~ 叫 jぇ Ji~， t~ 桃とアロステリック ， ;Lフェクタ .-cJ> '):物科!-

.t ~I ち n 十I ())汁 1・.(1') J，~陀を l明らかにするに(;， jU， i大.，f，'j主を鮮日:Jjし触組元(;(え

や :b'J idll [:1) (占.に (;'.j1，'サる γ ミノ椴残 44を付注すゐ分 1・・拾が)Hi-Niが必吸である。

また ， Jl!~ f.'R J~! t花問題の!っとして最近、大 ~A 't'の CO2j，農l官の i骨加が探卵jな

!日!紅!として ~ ?~~ t:;!i〆れ ていゐが、 乙の llJJ:邸.を Hfj!とする lつ C'>H力fyjiUととし

， ~・"、-I 

7・ 遺伝子 HL('1 !: J って伐 1~ した PEPC を柄物に清人して}長前!羽~(.能を i曽~!li

ぜ { ・ ~ ' 1) T クターとして，f'JJlI寸るん<)~が y; .) られる内こうした

1・/'!_1 -- -1・ ~i.: :M，みふため !・!~ 、 PFPCの分子論的解析日必'}; i、JlJ 'J¥であゐ。

P F l'円:ハ('， (í~ I，W ι!・ド)I "1ゐ 121?りが f!，'11.'， ，1，'，'， 't ! t ，r:， L "、 fノ>'t 糸川 'j'fi_" ! t /Hi (;， 
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村現的?奇異 U~ !てより持々 の 向;f主に按 .'1~ を jJll え て 健能 の J!)、化を lで るこ.と に 1:

'). t:~ (ìl~ ;;11 f;: t，・~ 11)1 f. か!，"寸ゐこと~: 1" m l t・内付 nとして!!M. ~.; マ. Å~ J ~j' ).11 

見7"t <. p. (， ~J{ rマ， (f. Jに lfxt.具ぃ 、やすいた ij~1 I均の M3〈を11lいる こ とにした内

H~ ヤ 112Fill ・ゃ日刊 の pll ツロブ( ILか t，PEPC(IJ触明治 に ヒて "r， : ン叫.Jt'. .: C') 

問りが，r:時ベJt i.・いる。);:阿南 陣取ではヒスチ ジン 代 jみが， ，¥カ lilr({ (1γ 

みが 、 いずれの1.:7， -[・ツン 9~ ~~が伶I! 政機能に!日!りしているのか 171 七れて

l、"'1' "、" J!l {I J 'i・に:1:_. .'I: I島，J'ti (1)解 IIJIされた I (! Hi HI (J) P在PC(l)アミ ，帥配

五11'1'、7・1'，: {;ペハ た !: "・1・町・ 、
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， ~パ と九 ï !I点 11:ハ 2 プ~ /;Ij 

だ け で 点 り (1)(1 I :! ) い寸;llも PEPCにだけみられるよL ユーケケ配ヲ11rl' !.: 

ゑ〈、。そこて.1>'・ (IJf";i:で は IIis138を γ スペラ午 ン 代 N!に ji;，:f更したが県市内lF33

(" ， ~ t~ N )と His!1?~キアスハヲギンもし< (よツロリン 9t).1; (-ii'i 同し た

:9: 'LB R? 内在 4・~ ( 11 !， i ~ 1 へ 11九 7 !l " )を~Ii {，'( 1..，. '!~! (I~J 青山.~ iJ~ !: J.円てよL'I，~[ 

L その RFJ-:'v-がJt'l=町 Ii:，il¥lぺ た。 なお PEPCに 1¥.11して点目{主判 11:(J~ J 湾: 叫 i)~ に J

ふ(!Jf.~~ (! 111jJi れ~-.1:ゐ 1)(})か flJ~れてであゐの

lLcoli [96，97) 133 LVL'rA P'l'BITRR 145 574 BLTLI' R<JG8I<JRQOAP 591 

C. glutamicum ATCC13032 [102] 133 PVL'l' P'rBTRRR 145 607 lCLRLI' ltQGTVGRcJOOP 624 

C. glutamicum 1¥5019 [103J 133 PVL'l'A T'l'J!:'rRRR 145 607 NVRLI' RGGTVOl!.<JOGP 624 

A.nidulano [99，99) P'l'BIVRH 253 727 lCLR工l' RGG8V<JRGOOP 744 

Z. mayo [100，101) P'l'Q8ARR 194 634 lCLTLJ' ltQGTVGR<JGG P 651 

H. aryotallinum Ppc 1 [106，107) 176 LVP'T P'l'Q8VRR 198 629 lCLTMJ' 震QQTVQltGOGP646 

M.cryotallinum Ppc2 [109) 160 LVP''l'A P'l'Q8VRR 172 621 lCLTMI' RQGTV<JRGOGP 638 

S.vulgare C4・ヒype(104) 159 LVl''1' P'rQ8ARR 171 621 lCVTLJ' RGGTVGR<JVGP 638 

S， vulgare C3-type [105] 163 LVl''rA l>'1'Q8VRR 175 624 lCLTMJ' R<JGTV句集QOGP641 

N.tabacum [109) 167 LVL'l'A P'l'Q8VRR 179 629 lCLTMJ' 。!lGGTVG'R<JGGP645 

関 12 PEPCの2つの保存性ヒスチジン残務周辺のアミノ酸配列

J - G 本 論文の内容

( 1 ) His579が 触煤・ 制 御機 能 に お い て 果た す役割

)~腕前 PF P C (/ ) B i s 5 7 9 J.'，I ð のアミノ 醍配 列{よ、 PEPC に竹千i・て I~! f{: t'J:が j;l・:，

〈. PE F U}もち合:-I叶!iしγ いる叶 rmtrか与え 1'，h ていた内 そこ で このヒ九千

ジン 代 W(/) i'..t 'SIIを ja.，H "r' るため!~ Fckstelll iJ~ による部刊行収的資 'P を行い .

「勺 -y-_.，! I け IJ ンド ;;q悼 t t- 変'~ '~'J M .. V (11九 7 <) r--~ I [日 7 q 1') 

舟 is:た内 .... - ~ I l'， :.' ") (/)引'1'，;I{I~ M ;{.~ をえ/;分刊号!! し て その.1主政治的什; 問を ~~l

戸 ， -1. ~ - .~~ 、I ， い 1・!1 スγ '1ッウ lir.1"1: {仁川子 で ムゐr:0 A S A (' (( (1 卜.で 、 IjIf'1・11リ
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言手素のえかけの品 x速度を 100% とすると H579~(ま 2 9 %、

H :) 7 9 Pは 5.4%であった。② PEPの半飽手1Iim度!よ包投によって約 4 0 

倍 増加していたが、もう一つの基質(H CO2・ ) や コ フ ? ク タ ー (N32・)の

半飽和;豆 l支の増加は、それそ・れ 2 倍と 4i告にナぎなか っ た. ③ ~ t長短のア

ロスチリック活性化因子と人工的な活性化国チであるジオキサンの半飽和

;震度!よ様々に変化していたが、むかでも Co.~SAc では:2 S倍と著しい増加が

み られた。③アロステリック座主因子であるアスパラギン絞り惑受性!こば

:本安的な変 化はみられなかった。

さらに、 H 57!) ;-¥については的 ー-持裂を itい、 id大 述 111を三日:こ求め

たところ、野 生型酔素の() !) %であった。

以上の知見 により、 His579のイミダゾー lレ廷は触媒民間に不可欠ではな

いが、魁媒・ 1Mi到i機構に ZR要な役割を果たしているとぷ誌さ ::tた.

(2) His138が触媒機構において果たす役割

もう一方の保存性とスチジン決 込である日is138の役三I!を改討すみために 、

P C R (polyrnerase chain reaction) を用いた部位特史的変異訟によリア

スノfラキ.ンにまii免した変呉型静禁 (H138!'J)を作て、 そのだJ_'ね裂を

行った. Hj 38NIよ活性を完全に lt~ 失していたが、日CO .:- と M 雪・に依存

した ~lt~ 災 PEP の ljt リン絞化活性を訂していた。この脱 i) ン般化前十!: の最大 id:

度を Co.4SAc存在下で求めたところ、 1.4μmol ' min-:・mgぺであった。

H l :38Nの脱リン厳化活性(之、 Pfゴ:型 5fヨ，'_の正法の反応(オキサロfH:r.を

の生成反応) の-'1極類のアロス テ リ ッ ク 活 性 化 因 子 、 ジ オ キ サ ン 、 ア ロ ス

テ リック阻害因子に対して出 52牲 を示した。 PEPCの Et慨がj反応p.~ f~t' モデル

によると一段階自の部分 l反応で 2つの中間休、ズ，Iレポキシリン訟とピルピ

ン肢のユノール Elアニオンがこと i戎し、二段附!jの部分以応であるル lレボキ

シル誌の転お反応 が 失 わ れ た こ とを怠 o，iょする. したがって 、 日i s 13 Sは二円

防自の部分反応、に不可欠な奴 J[で あると結論された。

さらに、本数千の伊出迎枝子氏 、亦 jJJ.- ，~/先生との}'，: fnJ 研究として、

大 j沿 [~J P EPCの IH-NHRによる解析 を試みてお r) .現在まで i:}らiLたl.nJLも

加えて総合的にぢ疾を 1rう.
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貸与江主主 キオ茅斗と コぞデま去

II - 1 試 薬 類

PEPCの活性測定に用いた PEPは Clarkと Kirbyの方 法 11 S 1に従 っ て本研

究 室 で 合 成され、シクロヘキシルアンモニウム塩としてデシケーター中、

室温で保存 されたものを用い、必要に応じてシクロヘキシルアンモ ニ ウム

をイオン交換樹脂 (Dowex 50W-X8) によって除去し、カリウム塩に変えて

使用した。 PEPの定量は pyruvate kinaseと lactate dehydrogenaseを共 役

さ せ た 酵 素的方法で行った。 CoASAcは Simonと Sheminの方法 11 S 1に従って

CoASHと無水酢酸から合成し Tubbsと Garlandの方法 11 7 )に従って定量した。

f、CoASH、硫酸ストレプトマイシン、 NADHは協和醗酵工業より、 FBP、 GTP、ジ

チオトレイトール、蛋白質定量用の標準蛋白質である結晶ウシ血清アルブ

ミンは Sigma社より購入した。ジオキサンは同仁化学研究所闘の核酸合成

用を用いた。 PEPCの活性測定や PEPの定量に用いたプタ心厳 malate

dehydrogenase、プタ心臓 lactate dehydrogenaSe、 pyruvate kinaseは

Boehringer Mannheim社より購入した。 リン酸イオンの標準液は和光純薬 工

業社のイオンクロマトグラフ用を用いた。

酵素の精良 に 用 い た DEAE-Toyopearl 650Sと Butyl-Toyopearl 650S、 分

子量の検定に用いた HP L C用 04000SWカラムは東暫側社製のものを用い、

Q-Sepharose FF anion exchanger、 Superose 12 prep grade、 Sephadex

G-50 (DNA grade)は Pharmacia LKB Biotechnology社製のものを用いた。

HPLCシス テ ム は 目 立 製 作 所製(L-6210型)のものを、 F P L C システ

ムは Pharmacia LKB Biotechnology社製のものを使用した。

1'113 シ ークエンシングキット、 7-DEAZA シー クエンシングキット、キロ

シークエンスデレーションキットは宝酒造より、 Sequenase ver. 2.0は

US Biochemicals社より|購入した。 Oligonucleotide-directed in vitro 

mutagenesisキ ット と [α-32PldCTPは Amersham社から購入した。 PCRは

Perkin Elmer Cetus社の Gene Amp kitと Atto社 の ZymoreactorDNA 噌 幅

換を用いて行 っ た 。 制 限 酵 素 と DNA修飾酵素は 宝 酒 造 、 ニ ッポンジー-ン、

束洋紡、 New England Biolab社から購入した。

Eckstein法による部位:特異的変異の際に用いた合成オリゴヌクレオチド
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のうち、 15ヌクレオチドのものは安部商事に、 32ヌクレオチドのものは住

友化学工業側 宝塚総合研究所の薮崎義康博士に合成して頂いた。 PCRを

用いた部位特 異的変異に用いた 4本の合成オリゴヌクレオチドは Applied

8iosystems社の 381A型 DNA合成機で合成した後、向社の OPCT "精製用カ

ートリッジを用いて精製した。

電気泳動用アガロースは分析用には同仁化学研究所の type 2を、 1 kb以

上の DNAの回収用には 8ethesda Research Laboratories社の低融点アガロ

ースを、 1kb以 下 の DNAの回収にはポリアクリルアミドゲルまたは FMC社

の NuSieveアガロースと SeaKemアガロースを 3:1の割合で混合して用い、

n 8io 101社の Gene clean kitで精慰した。

ウエスタン・プロッテイングの際に用いたメンプレンは liillipore社 の

Durapore 0.22 GVHP フィルターを用い、メンブレンのプロッキング用の

ゼラチン(E 1 Aグレード)は 8io-Rad社より購入した。 f. .CJUjの PEPC

に対するウサ ギ抗体は村田卓也氏が本研究室で調製したものを用い、二次

抗体 と し て Peroxidase標識抗ウサギ IgGヤ ギ 抗 体 (8ethesda Research 

Laboratories社)を用いた。

その他の試薬は半弁化学薬品工業 もし〈は和光純薬工業より購入した。

II - 2 大 腸 菌 の 菌 株 とプラスミ ド

本研究で用い た大 腸菌 K-12株を表 6に ま と め た 。 こ の う ち PEPCの遺伝

子 E旦阜の欠失株である F 1 5株は、 M N 4 2λ ー株 11 8 )を ζ主主A欠損株にし

たもので、 Glansdorff博士 (Vrije Universiteit 8russel， Belgium) より

表6 本研究で用いた大腸菌(Escherichiauii)の菌株

Strains 皇旦旦盟主 References 

PCR1 F-， p，ρc2， recA 1， arg， leu， thr， thi， rpsL 96 

F15 Hfr， recA 1， met， b.(ppc-argECBH)， Tn10(tetr) personal 
com打lUnlcatlon

DH1 F-，入-， thi-1， recA1， endA1， gyrA96， su
1
ρE44， hsdR17(rk-， mk +) 119 

JM101 supE， thi， il(/ac-proAi9)， P[traD36， proAB， lacfClZtlM15] 120 

JM109 supE44， thi， recA1， endA1， hsdR17， gyrA96， relA1，企(lac-proAB)， 121 
P(traD36， proAB，町内Zω115]

TG1 supE， thi， b.(lac-ρroAI9) ， hsdil5， F'[traD36， proAB， lacfClZtlM151 14 
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供与して頂 いた. F 1 5株 のもつ、これら 2つの 遺 伝 子型は PEPCの変異型

酵素を発現させて、 PEPCの 構 造一機能相関を研究する上で望ましい 122)。

本研究で使用 し た 大 腸 菌 PEPCの遺伝子をもっプラスミドは pS2である 913υ

変異を 導入したプラスミド pSH138N、 pSH579N、 pSH579Pは、本研究で構築

した . H 13ファージは Kessingらによって 一本 鎖 DNA(ssDNA)調製用クローニ

ング・ベクターとして開発された M13mp系ベクタ_12日・ 121)のうち

l03mp18、 mp19の 槙 製 型を Pharmacia社から購入して用いた。

II - 3 大 腸菌 の培 養

大腸菌の 培養に用いた:液体培 地の組成は表 7に 示 す 通 り で あ る . 富 栄 養

培地としては、通常 LB培 地を 用いた.栄養要求性について の 選択培地は 最

少培地である E培地 I23 )に、安楽の金属箆溶液 12 A )、グルコース、要求ア

ミノ 酸、抗生物質を加えたものを用いた 。

変異型酵素の調製を目的とし た大量栴養は 3段階に分けて行った。まず、

前培養として、 5 011の tB培地(50μg/m1 の ア ン ピ シ リ ン を 含 む ) に 大 腸

表7 大腸菌の培養に用いた培地

50xE-medium Anraku's metal solution (per liter) 

To 670 ml of H20， add: FeCI3・6H20 480 mg 

しBmedium (per liter) 

Yeast extract 5 9 
Polypeptone 10 9 
NaCI 5 9 

MgS04.7H20 10 9 MnCI2・4H20 280 mg 
CaCI2 270 mg 

D-glucose 1 9 
Citric acid. H20 100 9 

ZnCI2 2000 mg 
K2HP04 500 9 

H3B03 290 mg Adjust the pH to 7.2 
with 1 N NaOH. 

NaNH4HP04・4H20 175 9 
C0804 130 mg 

After dilution， adjust the pH to 
7.2 with 1 N NaOH. 

Glu-medium for PCR1 (per liter) Glu-medium for F15 (per liter) 

To 945 ml of sterile deionizE~d H20， add: To 917 ml of sterile deionized H20， add: 

50xE-medium :20 ml 50xE-medium . 20 ml 
1 % L-Ieucine '10 ml 1 % L-methionine 10 ml 
5 % L-threonine 2 ml 10 % L-arginine.HCI 2 ml 
10 % しarginine.HCI 1 ml Anraku's metal solution 1 ml 
0.3 % thiamine.HCI 1 ml 20 % 0・glucose 50 ml 
Anraku's metal solution 1 ml 
20 % D-glucose :20 ml 
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菌の P C R 1もし〈は F Jl 5の 変異型プラスミド保持菌を接種し、 37 oC 

で一晩、優遇 培 養 し た . 二 次 培 養として PC R 1用もしくは F 1 5用の最

少培地 200mlに 、 前 培 養 し た 菌体の懸濁液 21111を接種した. 一晩復 漫 培

養した後、本培養として1.3 1の最少培地を入れた容量 5 1の三角フラスコ

を 8本用意し、二次培養した菌体 の懸濁液を各 13 1111接種し、 3 0 oCで優

漫 培養した.菌体の成長については、内径 18 mmの試験管に培養液の一部

をとり、 660nmの 吸 光 度 を 測 定 することにより追跡した。

P C R 1のプラスミド保持菌の 培養の際、最少培地中に加えたグルコー

スは o.4%であるが、 PEPCの発現量が少なかった F 1 5のプラスミド保持

菌の時には発 現量を増すために 1%にした.大腸菌 W 株を用いた笑験によ

ると、炭素源として加えたグルコース濃度に比例して PEPCの生合成レベル

も 上昇することが知られている 125υ 活性のない変典型酵素を発現させる

際には、 1g/lのグルタミン酸ナトリウムを最少培地に加えた.

日-4 基本的な 遺 伝子操作

DNAの制限酵素による切断、連結反応、フェノ ール抽出、エタノール沈 澱

による DNAの回収、 2-ブタノール による DNAの浪縮、アガロースゲルまた

はポリアクリルアミドゲルによる電気泳動、ゲルからの DNAの伊!収、 DNA

の定量 等の 基本的な遺伝子操作は 文 献 126に従って行った。大腸菌の形質

f、転 換は主として文献 127に従った。

塩基配列 の 確認はジデオキシ法によ っておこなった 3283. 実際には 103

シ ークエンシ ン グ キ ッ ト ま た は 7-DEAZAシークエンシングキット等のキッ

トを用いて行っており添付の説明許に従って行った。

7-DEAZAシークエンシングキットは、 dGTPの代わりに 2'ーデオキシー7-デ

アザグアノシン三リン 般を用いてシ ー ク エ ン ス 反 応 を 行 う 方 法 で あ り 、 グ

アニン やシ トシンの多い配列でもゲル 1抵抗泳動時におけるバンドの解像力

が 優れている.ジデオキシ法における鋳型一本鎖 DNAは、川 3mp18または

H13mp19のマル チクロ ーニング部位に、シークエンシングを行う傾域を組み

込んで調 製 した。
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His579の置換Eckstein法による日-5 

レ オ チ ドの調製合成 オリゴヌク( 1 ) 

ライマフHis579を部位特異的変異により註侠する際、PEPCの大腸菌の

の構造HP579) ( HN579とレオチドーとして用 いた 2種 類の 合成 オリゴヌク

日1s579をチドからなりレ;.f15ヌク4
4明

リ

川

ふ

事

1

1

e

 

司，・

n
H
J
V

F

、JV

巧''

Mn
・

F
h
d

H
D
a
 

Hn 

プライマー3に示す。

Asnに置 換する時に用いた.

を図 l

Proにまi.換レ オ チ ド か ら な り32ヌク

HN579は lつのミスマッチをHis579近傍の塩基配列に対し、する際用いた。

Gly5S0のミスLeu575とHP579のHP579は 3つのミスマッチをもっ。もち、

野生型と同一のアミノ続法基をコマッチ 2つによって導入される変異は、

制限.酵素 2旦E1の認識部位をそれそ'れ新たに生じる 。S a c 1とードしており、

/戸、}

コ適当な合成オリ2つの制限両手素認識部位の問の塩基配タ11を、して、こフ

ドンに 容ノ酸政基のコHis579を他のアミるだ けでレオチド と入 れ換 えヌク

る。とができおに変換するこ

メ入、 μ:-~ 
CI t./.t、、-01'1 ，~合成後にょっ同相合成法による向到これらのプライマーは、

リチル造1;がついておトトキシ5 'ー末端にはジメレオチドのゴ ヌクオリれ、

ソブチリル基が保認基とし

レオチドの精製過程をf，fl.91に述べる。

ノ基にはベンゾイル基やイ

合 成 オ リ ゴヌク以下、

塩基部分のアミ

てついていた。

り

585 

-Ala Gly lle Glu Leu Thr Leu PhelHislGly Arg Gly Gly Ser lle -

-GCG GGT ATT GAG CTG ACG TTG TTCICACIGGT CGC GGC GGT TCC ATT -

579 571 

Wild-type 

Asn 

5'-CG TTG TTCIAACIGGT C-3' 
t 

IlN579 
15 nucleotide 

Sacl 

5' -ATT叫 4ACG川

ProlSmal HP579 
32 nucleoiide 

Sm_2. 1の認識

日is579近傍と音IS{立特民的変災にJfIいたブライマーの出込

~1:生型とミスマッチする塩基は大で示す。下線(ま HP579によづて導入される Sa.c 1と
部位であり、それらの切断部{立を 4で示した。

iき113 
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合成オリゴヌクレオチドのアン モニア溶液 1. 5 m 1 !こ、 2m 1の:?8 %アン

モニア溶液を加え、 5 5 ocの水浴中で 5時間加熱して塩基部分のアミノ基

を脱保護し、 室温でアンモニアを留去、減圧濃議した。その後、 naters社

の μーBondapakC1と
(φ 8)(250m:n)カラムを用いて HP L C で 精到した。

0.1 H トリエチルアンモニウムアセテート (pH 7.0) を合むアセトニトリ

ル 溶液でアセトニトリル濃度を 5%から 40%に前線的に噌力[Jさせて、ジ

メトキシトリチル体のオリゴヌクレオチドを分取した。この試料を、 i威圧

下で濃縮乾回した後、 8 (l %酢裁を加え 31iLiで 2 0分間Itz応させてジメト

キシトリチル基の脱保護を行った.反応徒、直ちに減 圧下で濃縮乾回して

fヘ 酢民主 を 除 き、水に訴かしてから酢敗エチ jレで 2回抽出し、水層をほ圧 j主総

し た 。 こ の 試料を HP L C'で精製して、全ての保託基の除かれた戸~:j ~屯及、の

合成オリゴヌクレオ・チドが得られた。精製した合成オリゴヌクレオチド(之、

5 'ー末端がーOHなので T4 polynucleotide kinase を用いてリン際化した。

( 2 )部位特異的変異の導入

本研究では変異注入の際 Amersham社 の Oligonucleotide-direciedi旦

II上L旦 mutagenesis system キットを用いた。このキットは原報 1:! Iに比べる

と、チオールヌクレオ-チドの入った二本鎖 DNAを合成後、ふ反応、の 51j型一本

鎖 DトIAをニトロセルロースメンブレンで除いて、 95%以上の変呉効率を iさ

成し て い る .

吉fS{立特契約変兵の導入(よ、次の 7つの段階からなる。

① m:型一本鎖 DNAの調 製 ①鋭型一本鎖 DNAと変多，1~よ入間プヲイマーのアニ

ーリング ③ 二 本 ;;10 N Aの 今 成 ③宋反応の鋳型-)""鎖 DトIAの分説

⑤ニックの形成 ⑤ exonu.clease UI による(+)鎖の分解 ⑦ 一 本 鎖 DHAの

再合成(図 2参照!)。

以下の操作を図 J4に限式的に示す。

m型一本鎖 DNAfflのベクターには、 H13mp18フ γ ージをJfIいた。一般に、

H13プアージのマルチクローニング部位に挿入でさる外来 DNA (之、 1k b fJ皮

であるので、大腸 i副 PEPCの翻訳領域 (2643 bp) を全て手Jlみ込むことはで

き ない。そこで His579付近の翻訳領 域 444 bp を制限酵紫~?y' I と Sn~B !で
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55:; 1 (2435) 

SmaI 

ヤー------- ----ー___.....、5nαB1(2879) 

--一一ー、
directed 

mutagenes 1 S 

I I 総r-Eco T221 

(7693 bt) 

¥."-. ~逗 320bp 

1 i gonuc 1 eoti rle 、、、 __.v"、 5acII

mutant 
ZcoT221 (2555) 

3ac:l 1 (2873) 

図 1-4 His579を近換した紫31型プラスミドの抗策

変異型プラスミド詳J~の隙に pS2て' {11m した fhlJ~RìWヨ沼lí位の帯号(よ、大ß~) [ff PEPC退伝子 (pp-~)
の 5'ー末端にある註11部{立を lとしたHキの位置を示す。斜線で彩をつけた部分(士、変異を議入し
た訟~~型フ T ージ DNAに由来する領域である。
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切っ出し、 川 3:::p18のマルチクロ ーニング部{立の 2旦aii部位にまEみ込んだ。

このとき用いた制限酵素は平滑末端を生じるため 、 一本鎖 ONAを調裂したと

き PEPC の塩基配列部分がアンチ七ンス鎖か七ンス鎖倒の 2 種 ~Jt が得られ

る。そこで単一プラークから常 法に従って ssDNAを調裂し、話人した DNAの

塩基配 列 を廷認してどちらかを決定した。変災導入用のブライマーは七ン

ス鎖倒の旦旦阜の塩基配タ11の一部をもつので、アンチセンス鎖倒の塩基配列

をもつものを 鋳 型 一 本 談 DNA H13Tlとした。 H13Tlは吃献 14のブjttJに従って、

大腸菌 TGlを宿主として大量に調書1し、以下の笑験に斤Jpた。

ただしプライマーとして HP579を用いたときは、プライマー内に目玉LL155 

o 議部位が存在するため、合成され た(一)鎖も切断を受ける。そのため且，cj1 

の 代 わ り に と日 Iを用いてニツク を形成した.

( 3 )変異株の確認

変呉導入反応で待られた反応泌を用いて大脇菌 T G 1株の形宍紅換を 1j' 

い ssDNAと dsDNAを調製した。 2種類のプライマーのうち、日P 579 {二 2つ の

新たな制限酵素認議部位を導入するので、ジデオキシ訟による塩ぷ配列の

確認を行う前 に 18値の独立なクロ ー ン を 制 限 酔 素 で 消 化 し て ア ヌ ゲ ロ ー ス

電気泳動で解析した。 このうち 1:3 f回がこれら 2つの制限醇宗によって切

断を受 Itたことから、 HP'579を 用 いたときの変災効率(よ 76%と計算できる。

その後塩基配列 の 確 認 を 行 っ て 、詩人した変呉以外の交 jF;が{c{.([しないこ

と を硲;認した。一方プライマーとして HN579を 用 い た と き は 、 5似の独 主.

なクローンの塩基配列を!iif~したところ、 1) ffrlのクローンに子正した変 ;34

が正しく導入されていた。

( 4 )変異 DNA断 片のもとのプラスミドへの 導 入

正しく変異 の議 入さ れた クロ ーンの dsDHAから主立_C_1 1 と~Ç_Qi 2 2 1で完全

消化した後、ポリアクリルアミドゲル屯釘 ~k 動により変異領域を含む 320

bpの DNfI断片を Ir!]1以した。

続いてプラスミド pS{~から 320 bpの相当傾城を除いた DNA断 )'1・ を ~J !裂し

た。 pS2は kqT221認識 ;;f;位 を 2カ所もつため、はじめに E♀_QT221に よ る部
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iカ所でのみ切断低融点アガロースゲル屯気泳動により分消化を行って、

主主♀ i!て・完ONAをこの直鎖状その後、ONA断片を分離し抽出した。された

.J".品
、こ c:~;.: H' 

ン院次 n:、，phosphataseによって脱リallkaline bacterial 全消化し、

DHl抹に形 52転決した。ONA断片と連結反応をおこない、りの320 に得た

それらの制限ドを iZて、OHl株から複数 の独立なプラスミ形質転 換 した

ON A断片が封入されたプラスミbpの320 正し〈酵素切断パタ ー ン か ら 、

と同様H13Tlを調製したときローンの塩 基配 列をこれらのクを選択した。

の t'(1ib p) ( 441:¥ ~na.8I- 主主主 1 rlfr H. H13ブアージにサプクローニングして、1-，、-、

スミドするプラPEPCをコー政ミ川汗'1
~{ ;;旨且5 ) (図 l認を両方向に ついて行い

pSH579Pとして以後の 笑教に用いた.pSH579N、(¥ 

pSH579P 

---

Wild-type 
A C G T 

pSH579N 
A C G T 

¥

引

/

〈
¥

pSH579Nと pSH579Pの広基配列の確認

図は変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動後の、 His579コドン周辺のオートラジオグラムを示す。

六は変異を導入した塩基を示す。

間 15 
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His138の置換PCR法による6 rr 

extensicn法!れにOverlao PCRを用いたAsnに置換する際、His138を

よる部位特 異的 変異 を行 った 預域 を模 式的 に去 しPCRによ 4 て行った 。

-> ・・ー、イBは部位特異的変呉の導入用のプラ6 図 lA である。6 たのが図

{マ-c フラh
リ>--;J _ー:.11 ~TI 自の PCR はプライの tA造を示している。

この 2つのC D を r!~ た。ι 、.DNA断片 ABと dの 2つの組合せで別々に行い、

イマーを取り込んでいるので野生堂!の塩辛配列{土台必 ずプ ラDNA断片は、

を伺いと dイマ -aプラDNA断片を ~)i ~立に、つづ いてこ の 2つ のまない。

DN Mlfr片 ADを待た.て PC Rに よる融合増幅反応を行い、

00 

A 

ー--- "，;，~グ"Æ';;;;~þ';~;þ';Æ;LÆL~f;;Ff..tl:d
__.・-

『司r
b/c 

H 
AD 

800 bp H 

CD 

382 bp 

AB 

Ei38 bp 

133 138 142 

Leu Val Leu Thr Al a Hi s Pro Thr Gl u 工le

5・-CTG GTC CTC ACG GCT CAC CCA ACC GAA ATT -3・
Wild-tY:De 

B 

---Asu -ー・

合会

5' -TC ACG GCC AAC CCA ACC GAA・3'

3' -AG GλG TGC CGG TTG GGT TGG・5・
会合

c 
b 

H138N 

:Drimer 

:Drimer 

His138のPCRによる部位特呉的変災の校式図

(A)大脱出 PEPCilR伝子(P.PC)に対するプライマー (a，b，c，d)の{注目と pcnによって生成
した DNAUfr片付B，CD，AD)の長さを示す. (B)変民を導入するために川いた中央のプライマー

(b ，C)の配タI1を示す。融合 DNA断片的けl 位旦!と Rsr:11でjyj化して、 EP_cを担うプラスミド pS2の

相当部位と位決した。

図 16 



-30-

PCRによる増幅反応は o. 1μgの鋳型 DNA (pS2) 、 50 阻M KCl、 10 11M 

Tris-HCl (pH 8.3)、1.5 mH HgC12、 O.Ol%(w/v) gelatin、 O.2州各 dNTP 

(dATP， dCTP， dGTP， dTTP)、 2.5 unitsの工5旦 polymerase、 lμM 各プライ

マー の 反 応 溶液 O.1 m 1中で行った.反応溶液の蒸発による浪縞を避けるた

めに O.1 m 1のミネラル・オイル (Sigma社、1'1-3516) を電層し、変性(1分

間、 9 4 OC) →アニーリング(2分間、 5 0 OC) →伸長(3分間、 72 OC) 

反応サイクル を 30回 o~I A増幅機で行った。反応生成物は、 3% NuSieve 

アがロースと 1% SeaKeDlア万ロースを混合したアガロースゲルを用いて電

気泳動し、 Gene Clean ki.tによって精製した。

(¥変異を 導 入した DNA断片 ADは制限酵素 Rs r 1 1と企_y_a1によって完全消化

し、プラスミド pS2の相当領域と置 換 し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン か ら 独 立 な

プ ラ ス ミ ド を調製し、それらの制限 酵 素切断パターンから正しく 800 bpの

DHA断片が挿入されたプラスミドを選択した.これらのクローンから PCR

で合成した領域を含む約 1 kbの塩基配列を1'113にサブクローンして、塩基

配列の確認を両方向について行った(図 17 )。このとき、鋳型 DNAはキ

ロシークエン ス用デリーションキットを用いて調慰した。こうして得た変

異 型 PEPCをコードするフラスミドを pSH138Nとして、以後の笑験に用いた.

--

A
C
C
A
G
G
A
G
T
G
C
C
G
G
T
T
G
G
G
T
T
G
G
C
T
T
 

↓
↓
 

A
G
 

pSH1 :38N 

図 17 pSH13BNの民基配タIJの慌認

図は変性ポリアクリルアミドゲル色気泳副j後

の、日is138コドン周辺のオートラジオグラムを

示す.六(士変J}t!を訴人した塩基を示す.



唱・4
内
《
叫

II - 7 蛋 白賓 の 定 量 およ び分 光学的方法に よ る 酵 素 活性の 測 定

蛋白 質 の定量は BradfClrd法 1291 を原理とする Bio-Rad社の蛋白質定量用

キットを用い、 標準 蛋白質としては結晶ウシ血清アルブミンを用いた。

PEPC の活 性 は、 malate dehydrogenaseとの共役反応系を用いて、分光学

的に測定した 130)。活性測定用標準反応混液(全容 1.0 mlもしくは O.1 

ml) は 5 mK PEP (カリウム塩)、 10 mH KHC03、 10 mH 酢酸マグネシウム、

0.1 mM NADH、 0.1 K Tris-酢酸 (pH 8.5)、 1.5 IU malate dehydrogenase 

と酵 素溶液 を含む.本 酵 素は、アクチベータ』非存在下では極めて低い活

性しか示さないので、必要に応じて反応混液には非生理的活性化閃子であ

るジ オ キ サ ンを加えた. 酵 素溶液を除〈反応混液を 30 OCでプレインキュ

ベーションした後、 酵 素溶液を添加して反応を開始させ、 NADHの酸化に伴

う 340n mの吸 光 度 の 減 少 速 度 を 測定した o N ADHの 340 nmにおける吸光係

数は ε3<113= 6220 K-I cm・1 とした。このとき 1分間に lμmolの NADHを酸

化する活性を l単位とし、蛋白 質 1mg当りの活性を比活性と定義した。

PEPの脱リン 酸 化活性を測定する際に は 、 上 記 の 標 準 反 応 混 波 中 の malate

dehydrogenaseの代わりに 7.5 IU lactate dehydrogenaseを共役酵素とし

て用い、 PEPの脱リン 般 化の結果生じるピルビン 酸 の生成述度を阿梅に測定

した。

II - 8 リン酸 遊 厳 活 性 のリンモ リブデン 酸 法によ る測 定

PEPを基 質 としたリン 般 遊 献 活性の測定は、遊縦した無機リン 酸 をリンモ

リブデン 酸 法 131・けれによって定 量 して行った。 酵 素反応のための反応混

液(全容 4 ml) は 5 DlM PEP (カリウム塩)、 10 mM KHC03、 10 mM 酢 酸 マ

グネシウム、 0.1H Tris-'酢 酸 (pH 8.5) 、 1.17 H ジオキサンと 酵 素溶液

を合む。 酵 素溶液を除〈反応混被を 30 OCで、 2分 間 プレインキュベーシ

ヨンした後、 酵 素溶液の添加によって反応を開始した。経時的に反応液の

一 部 (0.5 ml) を取り出し、 7 0 %過塩紫 般 0.25 mlを加えて k応 を 停 止

した.さらに 40.5 mM モリブデン 般 アンモニウム 1 m 1および 酢酸 プチル

2.5 m 1を加えてよく混合し、室温で 5分 !日!放躍し、再びよく混合してから

低速遠心分 離 を行い 酢 般 ブチル中に抽出されたりンモリブデン 械 を回収し、
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310 nllにおけ る 眼 光度を測定した.結果は単位時間における反応液 1m 1あ

たりの無 機 リン 酸 の遊能量 (mol/ml) として表示した。標準試料としては

リン 厳 イオン 標準 液 (0.25-5μgリン原子)を用いた.

II - 9 HC03・を 含まない試薬類 の 調 製

酵素 反応の HC03・の依存性を調べる笑験では、外部からの炭 酸 えfスの混

入を防ぐため に、以下のようにして調製した試薬類を用いた . Tris-H2S04 

緩衝液の調製には、まず必要量の 75%lrl:の Tris塩訟をホに溶解し、あら

かじめ算出しておいた 量 の 3 M H2S04を加えて約 pH 2とした.ソーダライ

n ムのカラムを通して 精 製 した室紫式fスを約 20分 間通 気した後、 Tris塩 基

の残量を一度に加えて目的とする pHとした。醇素溶液は使用直前に、上記

のようにして調 製 した 緩衝液で平衡化 した Sephadex G-50のカラムを用い、

スパンカラム法によってゲル 議 過 したものを用いた.これらとは別に、蒸

留水に終 濃度が O.1 mMとなるように硫酸を加え(約 pH 4) て 20分間煮

沸させたのち、 KOH管をつけて冷却したものを用意して、その他の固体試 薬

の溶 解 、お よび 緩衝 液 の 希 釈に 使 用した.使用に 際 して pHの再調製は特に

必要なかった. 酵素 反応は、 気相 を窒素置 換 したセル中で行った.

日-1 0 PEPCの 精 鍛

操作はすべて o-4 oc ~こおいて行った。

( 1 )野生型 酵素 の 料 製

大 腸 菌 PCRl/pS2からの野生型 酵 素 の 粕 製 は中鯖者らの開発した Butyl-

Toyopearl カ ラムクロマトグラフイ ー に よ る 方 法 11 <1 )で行った。 この方法は

従 来、申 請 者らの研究室で PEPCの 精製故 終段附において行われていた

hexyト Sepharoseカラムクロマ トグ ラ フ イ ー 133・けりを置き換えたものであ

る。 Butyl目 Toyopearlカラムクロマトグラフイーではアスパフギン 酸 の添加

による特異的 な溶出法により、比活 性約 120 units/mgの均 一 酵 業法品を

70%程 度の収率で得ることができた。
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( 2 )変異型酵 素 の 精 製

変異型酵素 PEPCの鋼製は、菌体(約 15 g湿重量)をほぽ等容量の緩衝

液 A (0. 1 K T r i s -H2 SO 4 (p H 7. 4 )、 20%(v/v) グリセロール、 20 !11Mアスパ

ラギン 酸 ナトリウム、 1Dl Hフエニルメチルスルホニルフルオリド、 1mM 

ジチオトレイ卜ール)に懸濁し、 フレンチプレス(大岳製作所製 5501型)

で 10 0 0 -14 00 kg / cm 2 に加圧した懸濁液を大気圧下に放出することにより、

菌体を破砕した。つづいて遠心分 厳して上消をとり、沈澱は少量の緩衝液

A に再び 懸濁して遠心 分蹴し、その上滑を先の上清とあわせて粗酵素液と

した.その後、ストレプトマイシン 処 理 に よ る 除 核 酸 、 硫 般 ア ン モ ニ ウ ム

o 分画 (38-55%飽和硫 酸ア ンモニウム)を行った.活性の検出きれな

かった変異型 酵 素は、 SD Sーポリアクリルアミドゲル電気泳動もしくは

必要に応じて野生型酵素に対するウサギ抗体を用いたウエスタン・プロテ

イングによって検出した.

H 5 7 9 N とH579JPの部 分精製標品は DEAE-Toyopearlイオン交換ク

ロマトグラフイーを一度行って調 製 した。 H 1 3 8 N とH 5 7 9 Nの均一

精製は、まず Q-Sepharoseイオン 交換クロマトグラフイーを行い硫酸アン

モニウム 濃 度 勾配による Butyl-Toyopearl疎水性カラムクロマトグラフイ

ーを行った。 H 5 7 9 Nについては、 さらに Superose 12ゲル海過クロマ

ト グラフイーによって均一精製を達成した。

日 57 9 NとH5 7 9 J?の部分 料 製 は、 まず硫 酸 ア ン 壬 ニ ウ ム 分 画 に よ

って得られた 沈 澱 を少量の緩 衝 液 B (50 mH Tris-HCl (pll 7.4)、 10 mH 

アスパラギン 酸 ナトリウム、 1 mH ジチオトレイトール)に溶解し、 80-

100倍 容の緩 衝液 Bに対して一晩透析した.透析後、分 l泊!被を緩 衝溶液

Bで平 衡化した DEAE-Toy'opearlイオ ン交換カラム (φ1.6x10 cm) に加

えた。涜速は 10 ml/hr. c: m 2 とし、ベッド答 jtI~の約 6 倍容 ]i の緩 衝液 B でカ

ラ ムの洗浄を行った。 PEPC の分 蹴 溶 出 は 、 緩 衝液 B を消しながら、 oH か

ら 0.5 M まで NaClの 直 線 温 度 勾配をかけて行った.カラム{よ、この後、

1 H NaClを合む緩衝液 Bで洗浄した o PEPCを合む直l分{之、硫政アンモニウ

ムを加えて 60% 飽和滋液とし沈澱を~めた。得られた沈澱は少量の保存

溶液 (6 0 %飽和硫椴アンモニウム、 0.1 M Tris-H2SO" (pH 7.4)、 10 mH 



明 34-

アスパラギン 駿 ナトリウム)に 懸 濁して 4ocで保存した.

H 1 3 8 N と H 5 7 9 N の均 一 精 製の場合は、硫酸アンモニウム分画の

沈 猿 を少量の 5% (v/v)グリセロールを合む緩 衝 液 Bに溶解し、一晩透析し

た可溶性蛋白 質 を、同じ緩衝液で平 衡 化した Q-Sepharoseカラム (φ 1.6

x60 cm) に加え、 DEAE-Tclyopear1クロマトグラフイーの時と同様に oHか

ら 0.5 Mまでの NaC1直 線濃 度 勾 配 によって溶出した.ただしこのときの涜

速は 50 m1 / h r . c m2で行った。 PEPCを合む画分を 6 0 % 飽 和 硫 酸 アンモニウ

ムとし、遠心分 離 で 沈 澱 を 集 めた。この沈 澱 を緩 衝 溶液 C (50 mM Tris-

H2S04 (pH 7.4)、 0.8 M 硫 駿 アンモニウム、 5% (v/v) グリセロール、 10

mM アスパラギン 駿 ナトリウム、 1 mH ジチオトレイトール)に溶かして、

緩衝 溶液 Cで平 衡 化した Buty1-Toyopearlカラム (φ2.6x21 cm) に加え

たo PEPCの溶 出は 0.8 Mから oMまで の硫 駿 アンモニウムの直 線濃度勾 配

により行った o P EPCを 含 む 画 分 は、硫 酸 アンモニウム沈 澱 として回収し、

保存溶液に懸濁して保存した o H 5 7 9 N はさらに緩衝溶液 D (0. 1 Ii 1) 

ン酸 カリウム緩 衝 液 (pH 7.4)、 5% (v/v) グリセロール、 10 mM ア ス パ ラ

ギン 酸 ナトリウム、 1mM ジチオトレイトール)に溶かし、緩衝液 Dで平衡

{七した Superose 12カラム (φ 1.6x50 cm) に加えて、 F P L Cシ ス テ ム

を用いたゲル埠過を行った。

野生型 幣 ~も変異型 酵 素も、 保 存溶液中で少な〈とも 3 カ月 間 、活 性 を

失わなかった 。保存した 酔 素 を 笑 験 に用いる場合には、以下の処理を行っ

た。 酵 素の 懸濁 液を少量の 50 mM Tris-H?S04 (pH 7.4)に溶 解 し、最終 濃

度が 1mH になるようにジチオトレイトールを加え、。 OCで 1時間放置し

た。その後、 50 mM Tris-H2S0~ (pH 7.4)で平 衡 化した Sephadex G-50を

用いたスパン ・え1ラム法 126)によって脱塩した.

II - 1 2 ウエスタン ・フfロッティング

ウエスタン ・ブロテイングは村田 阜 也 氏 の ) ; 払 s!) )に従って行った。一次

抗体は大 脱 出 PEPCに 対 す る ウ サ ギ血 消 を、二次抗体(よ pcroxidase模様抗

ウサギ 19Gヤギ 血 清 を用いた。ブロッキングには ge)atinを用いた。
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田一 l 変異 型 酵 素 の 発 現

His579を Asnもし〈は Proに置換した 2種類の変異型酵素 (H 5 7 9 N、

H579P) およ び His138を Asnに置 換 した変異型酵素 (H138N) を

得るためにプラスミド pSH579Nと pSH579P、 pSH138Nを用 いて 、大 腸菌 の

旦li欠損変異株 PCRlと旦E.，C_欠失株 F15を形質転換した. これら 2つ の宿 主

は PEPC を欠いており、 Krebsサイクルに C~- ジカルポ ン 酸 であるオキサロ

酢酸を 供 給で きない ため に、発育にグルタミン 酸 を要求する。したがって、

変異型酵素がこれら 2つの宿主の発育を支えるだけ の活性を有するか否か

f、 を調べるために、グルタミン酸を合まない最少培地における形質転換体の

成長の 有無を 検 討 し た。

まず、 His579を 置 換 した 2つの変異型 酵 菜について調べたところ、いず

れの場合もグルタミン酸に対する宿主菌の栄養要求性を相補する ことが確

認された。そこで PCR1株 の 形 質 転換菌から粗酵素液を調製し、 それ ぞれの

変 異型酵素の比活性を求めた(表 8)。このときの比活性は野生型 酵 素 の

形 質転換菌 (PCR1/pS2) に対して、 H 5 7 9 Nが 約 117、 H 5 7 9 Pが 約

1/130で あ った。変異型酵素にみられた比活性の低下の 一因として、大 腸

菌 内での発現量の低下が考えられる.そこで変異型 醇 来の硫 酸 アンモニウ

ム分画 (38-55%飽和)後の 標品を用いてウエスタン・プロッティン

グを行った(図 18 )。その 結果 変典 型 酵 素も野生型 静 紫もともに同じ位

置 にほぽ同じ温さのバンドが 観察 され、発現 骨lに大きな差は認められなか

表8 大腸菌 PCR1株形質転換体の粗酵諜械の比i~11 

活性測定は株単反応iiti夜の PEPを 2mHに変更し、

1.17 Hジオキ・り ンをアクチベーターとして加えた。

T ransformants 

PCR1J'pS2 

PCR11'pSH579N 

PCR1lpSH579P 

Activity 

(units.mg-1 protein) 

10.9 

1.51 

0.085 
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図 18 ウニスタン・ブヨッテイングによる

His579量投体の検出

各 13.5μz蛋tJ'ti.tの硫酸アン毛ニウム分画後

の摂品を SDS-?AGEによって分終徒メンブレン

へ転写し、抗大腸白 ?EPC抗体によって投出し

た. レーン l、野生型辞去;レーン 2、

H579:¥";レーン3、H579Po

った.また変異型 酵 素と野生型 酵 素 の サ ブ ユ ニ ッ ト 当 り の 分 子 量 が 電 気 泳

動 的 に 区 別 で きないことを考えると、変異型酵菜は 完全 な長さ の ペ プ チ ド

である こと を示している.

つぎに、 His138を Asnに置 換 し た変異型 酵 素 (H138N) の活性の有

無を 検討 するために、 F15と PCR1株の形質転換体を調製したと ころ、 これ

ら 2つ の 宿 主のグルタミン 酸 要求 性を相補できず、活性を失っているかも

し 〈は 極 め て低い活性し功、もたないことが示唆された。 PCRl株は re c A-で

あるものの、点突然変異による旦旦♀欠損株であり、 RecA非依存的な組 換 え

や、不完全な 遺 伝子翻訳産物による相補 I2 2 )が考えつるために、活性がほ

とんどないと考えられる H 1 3 8 Nの発 現は F15株を宿主として行った。

このとき培 養 は最少培 地 にグルタミン 般 を添加して行った。 F15株を宿主と

したときの粗 酵 素液中の H 1 3 8 Nと H5 7 9 Nの比活性を表 9に示す。

粗 酵 素液中の H 1 3 8 Nは 、 形 質 転換していない F15株の粗醇京液と同じ

く 活性 が全 くみられなかった。 H 1 3 8 Nが大 腸 菌内で発現していること

をウエスタン ・プロッテイングで確認したところ(伊:1 1 9 )、 野生型 酵 素

とほぽ閉じ濃さのバンドが同じ位置に観察され、発現量と分子 制 が確認さ

れた。



表 9 大腸菌 F15t行形質転換体の祖酵素液の比活性
内，t
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活性測定は標準反応混液 (5:nH PEP)にジオキサ

ン(l.17H)をアクチベーターとして加えた.

Transformants Activity 

(units.mg-1 protein) 

F15 く0.01

F15/pS2 3.0 

F15/pSH 138N く0.01

F15/pSH579N 1.2 

kDa 

Ori -
2 3 

116・

97・ 司副，

図 19 ウエスタン ・プロッテイングによる

H 138 N発現の確認

66・
各 20μgの粗静栄液を SDS-PAGEによって

分離後メンプレンへ転写し、抗大ß~邑 PEPC
抗体によって検出した。

レーン 1、F15/pSH138N;レーン 2、F15/pS2; 
レーン3、F15

48・

各宿主を野生型 喜平安のプラスミ ド (pS 2) で形質転換すると、 PCR 1株の形

質 転 換体 の JJが F15 ~朱のときよりも約 3 f告発現景が多かった(;}~ 8、 9 )。

こ の原因は不明であるが、宿主ごと の特性!"よるものと巧'えられる.

tll M'ヨミ液 '1'で H579Niよ針 生 咋I酔 紫の‘I0 %の比活 十iを 訂 していた。

PCRl 株を形 質転換したとき(表 8)ょっも向い比活性を示すのは、野生虫

酔ぷがジユ4・キサンイ[.;在下、 2mH 以 J二の PEP濃度 で飽 fffしているの γ対して、

H 5 7 9 Nが飽 和 し て い な い こ と によると掠・測される。



回 一 2 H 5 7 9 N とH 5 7 9 Pの部分 精 製

H 5 '7 9 N、 H 5 7 9 P の 精 製の結果を表 1 0、 1 1に示す。表に示す

内

M
M

n《
U

ように H 5 7 9 N は収率 55%で比活性 5 .7 uni tS/lllg、 H 5 7 9 P は収

率 7 1 % で 比活性 0 .5 B units/mgの 標 品 が 得 ら れ た 。 こ の と き の 活 性 測

定 粂件は 野生型 酵 素の至適粂件を参考にして設乏したので、変 25・型酵素の

至 .遜 粂件ではない 。 これら 2 つの標品の SDS-PAGEを 行っ たと ころ 、約 5 0 

%程度の純度を有していることが わかった。 。 得 られた部分精製援品は

N ，~ D H oxidase等の妨害酵素を含ま ないことが確認されたので 、 以後速度話

的な解析に 使 用 した。

各変異型 酵 素 を DEAE-Toyopearlイ オン交換えlラムクロマトグラブイーに

よっ て精 製し た 時 、 各 変 兵 型 酵 素 は 野生型酵素と同じく 0.20 H NaCIで溶

出し た。 このことは His5?9の置 換に よっても 酵 素の全体的表面電荷がほと

ん ど変 化し なかったこと を示 唆 するものである。

表 10 H579Nの部分精製

Total Total Specific 

Procedure Volume protem actlvrty actlvrty 

~ ~ (units) (units/mg) 

Crude extracta 54.0 1，260 1，120 0.89 

Streptomycin treatment 67.0 1，210 1，070 0.94 

Ammonium sulfate fractionation 27.0 502 645 1.33 
(38-55% saturation) 

d

FO

G
 

-創

Mm

一
0

5

8

w
f
叩

9

5

DEAE-Toyopearl chromatography 15.0 108 612 5.67 54.6 

8浪重量:14.2 gの菌体より調製した。 活性測定は標準反応混液の PEP浪皮を 2mH(こ変史し、

1.17 Hジオキサンを加えて行 った。

表 11 H 579Pの部分精1\~

Total Total Specific 
Procedure Volume protem aαIvrty activity 

~ I!I!9I (units) (units/mg) 

Crude extracta 59.0 1，290 88.6 0.069 

Streptomycin treatment 63.0 1，140 92.5 0.081 

Ammonium sulfate fractionation 26.0 655 76.1 0.111 
(38・55%saturation) 

Yield 

幽

100 

104 

82.7 

DEAE・Toyopearlchromatoqraphy 20.0 110 63.4 0.576 71.5 

ゐ湿重量 16.4 g の菌体より詩ij~ した 。 活性測定粂件は表 1 0と同じ。
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9 1¥の均一精製7 5 8 N と H3 l H 3 回一

N の均一村1I ~!f を行った。9 H 5 38;¥と1 F15株で発現させた H大腸菌

;>~ ~主3 。3 ( :) 硫民主アンモニウム分間( 0. ) 組酵素;政治‘ら均一精製は、

Sutyl-
、
J ( c イトグラフ，~ rl  
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9 ~にH ;) 段階で行った.ーの 3イグラ フ勺P トn -ラムクToyopearl~芙水 jJ

>ー
り;、"

キ
品
、ラムを聞いた FP L Cによって 、1 2ゲル議過カSuperose ついては

活性の測定は2:ニポす。9 ;.!の村 51去を表 1勺，コこのときの HM52した。

を I自して Ii-っ、，
J

U
N
H
 

m削( 5 PEP濃 度ジオキサン渓 j立と、
'u 0の測定条件ょっ表 l

各将:}~段階における蛋白笠の8 N (よ、スl 活性の検出されなかった H-r~ 
''-。

、J3 8 1¥の検出は大腕菌酵実に対する抗体も1 H • 3 ) (表 jみを示した

ドを mt去に Iyった。0万 の パ ンれる 分子 l!t約 1って検・出さSDS-PAGEに よ< ~二

H578Nのたjー粘製

Total 
protetn 

但fl1

Specific 
actlvrty 

包出豆~

Total 
actlvrty 

担虫~

表 12 

Yield 

m 
Volume 

但2
Procedure 

100 247 5，680 2，300 86.7 Crude extracta 

109 

114 

278 

5.29 

6.220 

6，460 

2，230 

1，220 

91.0 

34.0 

Streptomycin treatment 

Ammonium sulfate tractionation 
(38・55%saturation) 

87.8 39.3 4，990 127 20.5 Q-Sepharose chromatography 

65.0 
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75.4 3，690 

Superose 12 FPLC 8.0 20.4 1，590 

ぺ昆重量 35.4gのE自体から部j製した。活性?WJiむよ探準反応混液に、

力11えて行った。

49.0 9.8 Butyl-Toyopearl chromatograptly 

日 138Nの各判事!段附における蛋白批表 13 

Total 
protelll 

但92
Volume 

但2
Procedure 

2，250 100 Crude extracta 

2，270 

822 

103 

31 0 

Streptomycin treatment 

Ammonium sulfate fractionatlon 
(38-55% saturation) 

119 

30.7 

22.0 

9.3 
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図 20は H 1 3 8 N と H 5 7 9 Nの Q-Sepharoseイ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ

ラムを示す。各変異型酵素はと もに 0.24 Mの NaClで溶出した。

Q-Sepharoseと同じ性状のイオン交換体である MonoQカ ラ ム を FP L Cで用

いた予備笑験から、野生型酵素 も各変異型酵素と同じ NaCl温度で溶出する

ことが示された。 したがって H 1 3 8 N と H 5 7 9 N の全体的表面電荷は、

野生型酵素と 変 わ ら な い も の と 思われた。

野生型酵素は、 Butyl-Toyopearlに O.67 Mの硫酸アンモニウム存在下で

吸 着 す る が、さらにアスパラギン酸を添加すると特異的に溶離する性質が

あり、この 性質を利用した一段階のクロマトグラフイーによって野生型酵

素は均一に精製できる 1 1 4 • 1 33・134  )。 しかし変異型酵素の場合、この方法

はさほど有効でないことが予備的検討により明かになっていたので、

Q-Sepharose カラムクロマトグラフイー後の各変異型酵素の精製は、次の よ

うな Butyl-Toyopearl疎水クロマトグラフィーによって行った(図 21 )。

各変異型酵素 は 0.8 M硫 酸 ア ンモニウムで吸着させて、硫酸アンモニウム

の濃度を直線的に下げる方法で溶出した。このとき用いた緩衝液中には、

はじめからアスパラギン酸を添加しておいた。野生型酵素はこの条件で

0.73 Mの硫酸アンモニウム濃度で溶出するが 11川、 H 1 3 8 N も 同 じ 濃 度

で溶出した。 H 5 7 9 N は野生 型酵素や H 1 3 8 N と異なり、 0.57 Hで 溶

出した。得られた酵素標品の純度を検討するために SOS-PAGEを行った。

H 1 3 8 Nの Butyl-Toyopearlカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー 後 の 標 品 は

PEPC以外のバンドが全〈検出されず、的ーに精製されていた。これに対し

て H 5 7 9 Nの標品は PEPCのバ ンドの他にいくつかの薄いバンドが明かに

観察された。これらの混荘蛋白 質は H P L Cを用いたゲル;経過の笑験(後

述)から、非変性条件下で主に分 子 量 14万以下と考えられたので、

Superose 12ゲル祷過カラムを用いた FP L Cに よ っ て 、 さ ら に 料 製 を 行っ

た(図 22 ) 0 PEPCの回収率はがJ5 0 %になったが、混在蛋白質を除くた

めに分子量:2 0万以下の画分を除 いた。

各最終精製標品の純度の検定は、比較的多量の楳品(5μ g) を用いた

SOS-PAGEにより行い、それぞタれの楳品は 95 %以上の純度を有することが

確認された( 図 23 ) 
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図 20 Q-Sepha roseイオン交換え1ラムクロマトグラフイー

(八)，よH1 38 Nの、 (B)はH579Nのクロマトグラムをノ示す。カラムサイズは φ1.5x 

50 cm、涜辿!よ 75ml/hr'cm:!である。ト/aClの波茂を o1的、らがJ0.5 Hまで直線的に上昇させて湾出

を行った。カラムの平{街化および活出液の緩術汲としては 5%グリ七ロールを合む緩衝液Bを用い

た。 rif出後、 2H NaCl 溶液て'カラムの洗浄を行った。 t言l 中*;l~の材、はw:めた PEPC函分を示す。



わ

-42-

A 
0.08トーーーー一一ヘ、 0.8 

.... 幽‘、
三、、_，
.回，
C 
cl) 

1 ¥ 

、、 w て3、、
CM 、白コ、 ro' 、、

0.4 ~ σヲ. 、、

てT。
c/) 
〈可

， 
一~ 〕ー」ーか)芯 J1。

--町、
てT

r-目、}ノ 工
z 。 0.4 0.8 1.2 

Elution volume (り

B 
0.08什一一ーーーーーへ、 0.8 : 、、、、

--句、

"'" A 三

ヱ E 、、.
今d

1/) c .同.

fぺ¥¥ w 

11 

cl) 

u c、白、コ 0.4 -g 
.... 〉、 ()) 

噌.... 

〉 てr

- 。。 c/) 

プ、おや)47ユjしー|。
《 f、J

---、
て?

OL→一一町二二Z二二戸ミニー~M 。工

o 0.4 0.8 1.2 Z 

Elution volume (り

図:21 Butyl-Toyopearl~水カラムクロマトグラブイー

(A)はH138Nの、 (B)はH579Nのクロマトグラムt.-ilミす.カラムサイズはφ2.6x
21 C::I、決jiliは 17. 9 ml /h r . C rn(!てJうる。硫酸アンモニウムのj民1えを 0.8Hから約 0.1Hまで直線的

に下附させて溶出を行った。カラムの平衡化およびお出みの緩術~l支 L しては怒街波C を用いた。沼
山後、 50mH Tris-H2SOJ (pH 7.4)と40%エタノールお;皮でカノムを:先行}した.凶中水平の拘(2.
214めた PEPCU百l分を示す.
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( A)はH579Nのクロマトグラムを示す。カラムサイズは φ1.6x50cm、洗:iAi之
60 ml/hr.cm2て・ある。試料は 40mg (2 ml)を緩衝液Dに溶かしカラムに力[Jえた，カラムの平侍i化
および溶出液としては緩衝液Dを用いた。図中水平の持は集めた PEPC倖i分を示す. (B)は絞正

直l訟を示す。 H579Nの溶出位置は野生型酵素のものと一致しており、問中白丸 (0)で示した。

用いた標準蛋白質とその分子量を以下に記す。

1. thyroglobin (669 kDa); 2. feriitin (450 kDa); 3.野生をIPEPC (396 kDa); 
4.β-amylase (200 kDa); 5. alcohol dehydrogenase (158 kDa， tetramer); 
6. hexokinase (104 kDa); 7. alcohol dehydrogenase (79 kDa， dimer) 

kDa H138N H579N MW WT 

Ori ・

205 ・

116 ・

97 ・

66 

45 

29 ・白・ー
関 2:3 各変異型醇ぷの最終tl'ì~~原品の SDS-PAGE

野生型酵素 (WT) とIZJ中i::示した各変災担両手来のM終付加限品(各 5μg)を Laemmliの方法

による SDS-PAGEI3:"')に供した o [¥.lW!三分手責.マーカーである.日iいた校単蛋白質とその分チ却に

以下に記す。

1. myosin， rabbit muscle (205 r.Da); 2. β-galactosidase (116 kOa); 3. phosphorylase b， 

rabbit ouscle (97.4 kDa); 4. albumin， bcvine plasma (66 kDa); 5. ovalbumir. (45 kDa); 
5. carbonic anhydrase (29 kDa) 
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皿 -4 変異型 酵 素の分子的性質

H 5 7 9 N と H 5 7 9 I?の熱安定住を詞べるため、各部分精製諒品ふ

5 5 ~C で保温後、その残存活性を測定した(図:2 4 )。この温度で 50%

失活するのに要する時間は野生型酵紫が 3 . 0分、 H 5 7 9 ~は:2 • 0分

H 5 I 9 Pは o. 3分であった。 H57!) ~は野生 21 酵素に比べてやや熱安

定住に欠けているものの、それほど大さな違いはない沿のと忠 htLる。こ

れに 対 し て H 5 i 9 Pの熱安定性(よ若しく減少していた。

H ] 3 8 N と H 5 7 9 Nの精製 摂品を温度を変えて 5分間加泌し、 Fえ存

活性を詞べたのが図 25である。九分 WJの加担で 50 %失活ずるのに妄す

る湿度!二野生生I酵素と H ] 3 8 i~ カ f 汚 4 oC、 H 5 7 9 Nが 5 3 "cであった.

活性のなか勺 た H 1 3 8 Nは部分 k応の触媒活性を測定した(後述)。

各変呉型酵素は野生型酵素と呉なり、 Butyl-Toyopearlカラム tでアスパ

ラギン酸の添加lによる特呉的諮出が不可能であった.各変異型都会と妻子 JJi

型酵素の Butyl-Toyopearlゲルへの吸 ;ti性の相違点を、アスパラギン慌の

共存 、 非 共 存下で詳し〈淵べるために、室温(2 5 ~C ) で FP L Cシステ

ムを 用い た笑験 を 行 っ た . 野 生 型 酵京!二、アスパラギン酸非有:古下で

o .32 Hの硫民主アンモニウム濃度で総出したが、 10 C1Hのアスパラギン様存在

100 

..--旬、
¥、Jr¥ 3 

、、_，

〉、
吻_.

-一〉。ー'
ι2 

.--企-----..
・¥ 大 ¥廻

c'o 10 

c'o 

コ
てコ
(J) 

乱〉

庄

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 

Time (rnin) 

図 24 H579j¥ (II!)、 H5 7 9 P (..t..) 

および野生担両手系 (8)の熱安定性

各変、呉型肝dtの部分特製故 [~i， (1.0 mg/ml)を

0.1 Hリン椴ルリウム緩衝泌 (pl!7.4)中で 550C 
で保温し、去示した11存間に妓作活性を測定した.
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I文1% ;， 1I I :~ R I¥J (0) H;， 7QN ( ・ )および肝~I:明醇素<.)の州安定刊;

各空?刊'j酵素の抑制照.';，'， (0.5 mg/ml) を 0.1H IJン幣カリウム緩衝械 (pH7.4)小、表示した

?I.¥ l\rで円分HIJ 加 il~ l .内{d月十|を測定した。 ITI:1RN(よPEPの脱リン械化l，r，tlを測定した。

ドでは 0.54 Mで桃 山した。これに対してfT l;~RN が市，'1'. ・ j る悦幣アン℃

ヱウ/、 i~ J史U. O. 4 i H 1， O. 5 ~ Mて・あり 、 アスパラギン椴 jl:{( {I ドでの前.'1¥

i~ ['Jが j骨太していたφrr:1 7 R N は ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 有 無 に か か わ ら ず

O.~? Hでお，'1'.l 1:・(j;<1父 (i ) 0 ~キ変 Y4 別 M~誌は野'1:型 商事~に Jt べると、 ア

スパラキン併の添加がB:lItyl-Toyopearlゲル への吸 有性に及は'す 効果は小

『か円た。このごとが存資処型 肝 ぷ(/)t，'1 ~に野生型 M~ と Ilil L )j?去を j直川

てさすかったJj;tfJ~ 1- 与えんれる。しかしなカf 九fJ J:1RNと H;， 7 0 Nカf

fi: :1¥すゐ崎被ア ン.t;ニウム 1"=J賓の純同 iよ、 'f~t 叩 i惇ぷの純恒l にあり、 ).:さ

す{荷造的変化がナス パラ キンへの罰検にJ"....，てもたらされたとは与えがた

い。-般ド、 ?/JJ(fが以/!"'1'ると 政ノ1<(1')ねIT， 作用が弱まることが虫11られてい

る。 PEPCの sutyl-Toyop'earlゲルへの吸打(上、 hexyl-Sepharoseゲル I ~ ) )と

"11 rn I・1:ド fw11< ({'J m f， 什 mによるものと与えられている 1111)0 n 'L司1!静 J長、

Jf I:~XN ならびにfI九 7 !) N (上、三~ i品 (2 () "c )で溶 tHしたとさよりも、

'1守、で村製し t-If‘?の )jが ?1i:れする硫椴ア ンモニ ウム i~ 肢が îf:j くすっていた e

待望号7l:If~ ~手 lJ が n '1: Ift'j ~~ ~をと向 じ〈ぺ爪体情 j宣をとっているかどうか調

べるため 1: r;I)OOOSHゲJl 鴻過カヲムを川いて llJ>J. C'を 11った(r:叫 2 7 )。
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H!)7RNの Butyl-ToyopearlカラムクロマトとH I :~ 8 N、tJcJ 2 O 野中ぞI~~茶 (\V r・)
ゲラフイー

Butyl-Toynpparl 6505カラム (ifl1.0x6.3cm)をmいて、アスバラギン両者(10mK)の存丘、

j~ fr: {J 下、千点て FP I ('を行った.流速は 19.1ml/hr・cmて・ある.試料 <0.2-0.5mg)は緩衝

IIい-γ 千{中Ifl:lア・カノノ、γ加え、 0.8-0Mの硫椴アンモニウ/，(/)I(i線的濃度勾配により沼出した.

PEPCの怜n'"t 280 nmの帆光停を測定することにより行司た. [(，線，1:アスパラギン階非存在;ドのク

リ γ! グラノ、。 !.'!J\~(J 10 mMアスパラギン階{{-.{I・ドのクロマ トグラ /.. -点鎖線lよ硫階アンモニウ

ノ、ir¥Jえをぷす。
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(八) (土ff'J:.型肝糸、 (H) UH  1 ~8N 、 ( (‘)はI!;l79Nのクロマトクラ J、を示す。

日九 7!l¥!1よ Ruty 1-Toyop('ar 1 '/.)ソノ、クロ γ トクラソイー伐の標品をJI]~、ているために 4t[体に

川、lirゐゾインヒークの他γ、分 子吊fJ1 4万の汚mfli:抗に小さな日が現れている.カラムサイス

1.!φ0.75xfiO cm、流j虫U 0.5 ml/minである。試nUf.J 50μg (0.1 ml)をJflいて 0.1Mリン椴カ

) "7 J、緩{利減 (pH7.4) でmm をおこなった。(fl)は純正曲線を示す。各変異r.~，，~ょの溶出位宵
( : 'l'f'l: ~~JM午;のものと ・fJ{l .でお り、問中rJ九 (0)でiIミした。用いた際司，{1m('] nとその分子凧を
以下に，1eす。

1. 1hyroglobin (661) kDil); 7. ~~f'I:~'~ PEPC (396 kDa); 3.β-amy}ase (700 kDa); 
4. alcohoJ dehydrotr.nase (158 kDa， tetramer); 5. hexokinase (104 kDa); 
6. al~ohol drhydrogrnasR (79 kDa， djmer) 
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野生型酵素、 H138.t¥ならびに H5 7 9 Nは 4量停の分子量に相当する

溶 出位 置に 大きなピークとして観 察された。野生型酵素、 H 1 3 8 N はこ

れ以外の溶出位 置 に ピ ー ク は 全 〈みられなかったが、 H 5 7 9 Nは

Butyl-Toyopearlカラムクロマトグラフイー後の標品を用いたために、 4量・

体に相当する ピ ー ク の 他 に 、 分 子量約 14万の 湾 出 位 置 に 小 さ な 肩 が 現 れ

た。しかしながらこの溶出位置に 相当する PEPCのオリゴマーは考えに< <、

活 性は見いだきれなかったので、単なる混在蛋白質であると思われた。

H 5 7 9 Pの部分精製標品を用いた笑験でも、 4主{体に相当する溶出位置

以外に活性がみられなかった。 したがって各変其 El幣 紫 は 野 生 型 酵 素 と 同

じく 4i主体構造をとっていると確認された。

回一 5 His579置換体の 酵 素学的性質

His579ai換体の酵素学的性質の変化を調べるために、主に各変異型酵素

の部分粘!製 標 品 を 用 い て 、 以 下 の笑験を行った.また H579l¥について

は均一精製標品を用いて、最大速度 を 決 定 し た 。

( 1 )速度論的性 質

ま ず 野 生 型酵素と H5 ? 9 N、日 57 9 Pの部分村民摂品を用いて PEP

に対する半飽和濃度 ~e . 5を求めた。 PEPCは活性化閃 -j:'~I; 1r・.?'f下では活性が

弱いので、活性化閃子として CoASAcを標準反応出液に添加した。図 28は

2 mH CoASAc存在下における PEPの飽和曲線を示す。野生型酔京の半飽和

濃度(~o .5) は野生型酵素が 0.16mMであるのに対して、日 57 9 Nは

3.7 mM、 H5 7 9 Pでは 3.5mMと 24倍程度変わっていた。野生型酵素の

精製摂品の品大速度Y...0 X が 154 units/mgであるのに対して、変異型酵素

の部分粕~標品の見かけの最大速度 y .， OX.oo 。は 11 5 7 9 Nが

45 units/mg protein， H 5 7 9 Pは 8.3 uni ts/rng protci nであった。

さらに H5 7 9 Nの均一精製摂品については、 M大 jil肢の絶対{直を求め

た (~J2 9)。このとき、野生型酔紫と共に C0 AS A c ~I; 存 ;{E 下での PEPの飽

和山総も求めた。 H 5 7 9 Nは 2mH CoASAc存 4 下 で 、 仏 大 述 皮 は 106

units/mgと野生型 酵 素 (154 uni ts/mg) の 7 0 %に迷した。 これに対して
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2 80 
c F 0.8 コ、、..;

H〉、 40~ 1 0，4 

〉
-ー
e・4・
υ ，. 。 20 40 60 
〈主

25 。。 5 1 0 1 5 20 25 
[PEP] (mM) 

I司2q 'f'l: '~'IM点( .1¥) l~ r) ;1 7 q N (H) の PEPの飽~lI 1I!J線

t"J . Ui ~il~ 1でよJt奇川いてilf，判化IJ.Ii jl.イ(..(， 1- (0)、2mH CoASAc{t.(j f (.)での飽手111111線をぷ
_ t. ~ il~' 11.測定 l よ Iff ìや反応l'L((i; 1; JlI'. 、て行叶た. (挿人間)活付化問子4~存./1. 1 ・でるの飽和曲線を ;I~ め
た内名 ~j cl)M.:.l・i~; l' i')-J0Ji/:~ 0.の PEPを'l'1 ゐ t'， th 、 全 jえ!必前 j(~*' 100μ!とし 、H映なミクロ y(::'f:
・4ごnをJlI'，、て測:主した。
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CoAヌAcjl・1f(1 ト.て・!， ~ H ロi n Nの品大 j主J([ (1. 2 4 u n 1 t s / m g )は野生!?!

M.，f (r1 3 . 3 11 n i t !'> / m.e:) t'): ¥ % ~: j品5なか叶た。話代化 i刈}二のないときの

PEPに村寸る、Y飽fIIiJl"; 1江 $.-， . 1. I土、'1f~I~ ~'J M素が 16.0 mli JI口 i !) Nが

3S.3 mMであ fj、 ~日前の遣いてあった.

;たにもうーバク))，~ 'f!{である HCO、 に nすゐ T飽 flli農民 S引 ι を、 詐部分付

事，~ I~/~ M. ?t-J司L、てよ}:-め t.0 1:;cI:' 0 !こ 2mH PEP、 2m M C 0 A S A c (r， (1:ドにおけゐ

H CO ，の飽和 1111線をぷ寸。なおJ:J，ド(/)飽和 1111線を不 Lた|元1で (J、 fキ酔.，f;につ

いての品)~ i~ 1"1 f.: 1 () 0 %として相対 M.で示した。 HCO， 0本 骨子 誹=の J}.， 質(/)

・ぺであ i)、 本来 ~t 1'. ([ HCO， ~匂添加1 (/) tJ.~介に ì，~刊: (よ() I ・ t~' ゐべ 3 だが、

J!i. L白浜 j向rl'Iてm作サ・之、 HCO) によ「て fi在的 j万件:をりえた. この濃度を袖

列!・ j ーマ.*/J O. 3 ml1 ，1 ~I~ fi'tると HCO" (/)平飽干11t~ J(f Sい・‘、 11、 'f'1:叩情家

で 0.15ml1.11 行 i !) N と H !') i !1 P はともにその 2 f詩作 J([-C j，った。

rl.l : ~ 1け.、とIワ・J・4'ターて;tr)ゐ H~ '. のfìí.~. {II 1111線を 11ミ-rの PF.Pと CoASAccn

ir'r )~ U H C 0， -，- ~，I する、1" fii.t! fll i農 j交をよR め t. と 3 と同じ~- f'lであゐ。 Hg • cJ) 

‘1" p~! f 11 it:'， J江 St・8lよ、 Tf '1 Ift'~ ~字本で 0.4 mH、 1I :) i !) l¥;と 11 ;1 7 !) Pでは

11， ，てぞの 11141!日たさくな っていた。

( 

*-
':" 75 
〉、
』

〉

』

υ 。50
@ 

〉

ー。
-J 

~ 25 包こ

。。
2 4 6 

[HC03] (mM) 

r~1 ~ \ () HCO . -(11 f;'I， fIt 1111紺

• Wild-type 

・H579N
". H579P 

8 10 

(~'1， '，7， ~" iW .，f; ( t /lIjサr占拠!景品を10'.、た。 i市 t'l:測定{土 ffi1ts反応iH.液中の PEPì~J吃を'2 mHに変更し、
P門Mノ) CoASAc -'!-}Jffえた内
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泳

三75

〉

υ 。50
@ 
〉

主25
• Wild-type ・H579N

• H579P 

。。 5 10 
{Mg2勺 (mM)

15 

l司:~ I Hg の的f111111綜

11-'AJ: ~l・'，:. ~'IM 井、 U t.lí 分w拠隠品を川いた。 rz J，t.\条件(よ閃:~ 0にlii]じ.

以上述べて 3た His!i79の 夜 換 体の述 J夏 論 的 仕 質 を 、 よ J '1にまとめた。

日開か RF14i丹十l に I~ Lrした影響!よ、 HCO や Kg ・に対するむ らの II責よりも

PEPにふ!する SI' ... (/)帥に、より顕:可に現れていた。

長 II !J'("I: J~~ M謀、 HS7D N および11 !) 7 r) pの述j支論的性質

Enzyme Vmax Hill coe行icient SO.5 (mM) 
(units/mg) n PEP HC03- Mg2+ 

Without activator 

Wild-type 4:3.3 1.5 16.0 ND ND 

H579N 1.24 1.0 39.3 ND ND 

With 2 mM CoASAc 

Wild-type 154 1.0 0.16 0.15 0.20 

H579N 1016 1.5 3.7 0.50 2.7 

H579pa L生~ ND 3.5 0.30 1.5 

。， 部分布製樗品を HJ いたn~の(1([0 N n (よホ;ふ
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pH依存性( 2 )酵素活性の

""'Il.{ 
幽 H

つ
‘・、

3

・
F4R』D

a
 

:n ~i 10 活性測定を、p rJ依存性を示す。各塁手烹・のっ 1.~ 
・4 ・;，.、図 3

ール
， pHフロフp ~.つ9 

，... 
f と H 5 、9 

_ 
， 
e ち日CoASAc存在下で行ったところ、

8.5-9.0て'あっpHはいずれも三~ 1@ は 野生型酵素のものとほぼ'同じであっ、

た.

エフェク ターに対する感受性ックアロステリ( 3 ) 

ク タ ー に 対エつェノ2
ノ

、ンステリアロHis579 を置換した変呉~t!酵素では、

.，~
'' 

均

/

なお以 ・ドの失敗では吉;)

エフュ~ずる感受性に どの授な変化が見ら れるのか検討十るために、

1u. :-を求めた。くはA メ 1
!} ~ . S.‘υ 、Jに対する半飽和議反

分精製原品を用いた.

;:l下 の 失敗CoASAcの飽和 lti!;設を示す。3はお 1の活性化!調子である~~l 3 

括性化[-!-I子グ)一市;、.，:， 1.ふ
、目~ l.・ 3、、H g.? • i.震度を 2倍にした。では探準反応 i昆j夜中の

H Z2'の{!.して、レートHg:?'をキナクタ ーであるyうf コブGiPな ど)( F 81'や

A ~ .ろ(よ、CoASAcの半飽和法及効 濃度の鉱下 を き た す の を 防 ぐ ためである。

Pでに共にその
。、J;) H R l¥、3 H mHであ「たが、o . 05 野 生型 塁手 素で

2 0 l'音以とであった。

( F 8 P) ン R21，5-ピス 1) 卜ース4!二 ~1 2の i活性化悶子である フル ク~I 3 

r::Hであ「0， 5 1ff 1:: !II d手Jfで~~ .弓{之、F 8Pの半飽和濃度の飽和曲線を示ナ。

。pで 5f告であった。7 コH Nでその 8倍以上、9 7 H ;) たが、

c. A、C iP ".つGTPの i!0.~If LI!I訟を示す。お 3の活性化凶子であるス 1~ 、..J 1~、、関 3

P;共にその 3。'7 H 5 N F句

/ II 5 mNであったが、1 . 2 野生1J'.lF.孝 素では、

倍 以 tであった。

T.. 主
" 0-ン般の兇手[1IHI ~~を示 T 。ヨ~ .;1の 活 性 化 悶 子 であるラウ 1} 6 !之、関 3

g!f !t !ゐ‘，、、Bu ン RをグJラウリGiPの時と;尽な f) 、F.BP、CoASAc、で述べてきた

であった。mH 0.03 努;!J~ J_ff.J高年ヨミゴkい
九ノ、.=...:.. ~ l 1 川 、ハ~生~~ Of索、

って!万lエ タ ノ ー ル な ど の 石 般 的 岐 に よH fi Jえのジオキサン、本酵素 lt

とが知られて t、る.ミまな活性化を交 (1るきわめて珍しい性信ふもっこ

キサン干fイ日下で員千

ジオキサンこれは笈:性による失活と思われる。

j'....j i.民j交のジオジオ・キサン 0) f~ fll liU線をポす。

京 li~ 性は減少しているが、

7 ~よ図 3



-53-

6.0 ア.0 8.0 9.0 
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。 Pipes Tris Taps 
ー・・・・・岨・・司-・

6.0 7.0 8.0 9.0 

pH 

同 ~~ 2 r 1九7n N (八) 、H汚 7!J p (日)、Jf'l.引併京 (C)の pHプロフィール

門小'JM_{qt 1m分抑制限tlls 売 JII いた。 i ，~tt ìfHI~と{よ r.，FV JJl.. ~b aii(r;小の PEPを 10mKは=更し、
CoASAc そ~ 2 mH}jllえた。 111いた将H，ii校は、 pH6.5-7.0(1 0.111 Plpes-KOH (企)、 pH7.0-8.5は
0.1 H Tri s nl前(.) pH lL ~j -9. 0'よo.1 11 Ta ps-KOII (・)。
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|司令:~ H口7n N (・) • IT九 7q p (...)および野生卑!骨子呆(.)の CoASAcにjJ-;'る
附1111111*京

作乳児烈酵京{よ部分料製摂品をm~、た。~';終反応HU夜中(" I1g::!・のn '1. n;"M J.; 11 t~J '{'，~ .'11'，を
i};'~ J主{よ 20 ml'W~、更した。
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11 !) 7 rl N ( ・ )、1I ~)7ql) ( 企)およひ~~H/I: ~~I ~~~.; (.)の FBP(-Hする飽和I"J~

n'I-.叩酔主(~t~J . t票品を、各~:7号明醇素 l上部分材製標品を用いた.反応、条什{土、図九九に!日l じ.
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?号変異引醇素は部分精製技品をmいた.反応朱(1(1. 凶:~ :1に同じ。
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I~I ， ~G r 1 ;) I ! 1 N (・ ) • rr九7!lP (A ) およひff'l:'f~rn.~ (.)のヲウリン般に対する

MlIlllIlW 

肝'1:If，・1月r.4-; U I{'J .作品き '1れ'i);.]空売リ酔k;(よ丹lí分付加{票品を川い子。 Jx.J伝来 ('1・ U: 、同九九!こ，，~じ。
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[Dioxane] (M) 

。。、周回，.，

fl日 iq]' (.&)およびn'j:_~~~千葉(.)のジ オキ" ，ン におj する(翻 }ロI:~ i T I日iDN
r;，J_ l!IIII'新!

中i''1:刑問.:{~(.j J~'J ・ 1哲 JIJl イモ . 1宇常川町!RF35{上部分打'1~'!~，景品を川いた。庶 ittlJx )1i5iJl ì(~ 11'て測定した。

~ 1 f'でH ;) 7 "、1.4 !) Nで/ FJ f) M O. 18 t.t野 JitTl jW主でA.司グ}

ン椴などの長 ~ì~ 脂肪勲とこれまでラウ 1)IJ守ン {土、十キ.. 、Mてあったの0.53 

しかしながら 、与えんれてきた.[ril内約作川によって ilr，十i化をもたらすと

とは、~-':): 77-. ~'J M点て..l~lt~ な「た手動をポしたこキ，I}'ンかヮウリ ン同ちと?・ ・4

1:で非常に興日本深い知凡である。イJ'l~~ ?存 4V.の作川伐 ('1;(-: ，処lずる研究を進める

PEP、mM 2 Iill };' "' {ー であるアスパラギン階の~Il ~.!;= IJlJ 線をF4(土、1;<1 : ~ 

九() %岡容を引乃起 、ニす γ 要するドでよじめたものである。C 0 A S A c {{ (1 mH 

事与f~ξ悶x-であ吋たカf、1.5 野 ~l: ~'!両手本で lI!日 .R11、Yスパラ ヲギ 〉階 的 i県!な

阿古!日l線の形 (1W，なり、Lかしながら、ぞ!，，~. J.~ でもは U: 11，1 f'，'; )Ú~ であ吋た。

を示2. 7 ) n-係数i
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{{ ，(r:ドでは強い協 fril1tCoASAc !J!f '1'. ~~J M玄・で(l

1 . 9とH i 1 J係教はそれぞれn ドグ)7 N およひ、Tl!) 
，司
/ 戸川'，i・ぴ)!-対して

〈なっ て いた，1 . 6と小き

7で ぶ したように 、1 一:¥:; 九|文I~~ と言、す二句ご土1.J. 1: ~J) 長J，雫 ft JJ1 

'1f '1:ぞ!

J:J， .1:. ぴ}尖験では名変 'l，~ J~~! M .j，.ミの丹1>分

ゐrJ)(ニ 、奇 異 則 前 去を活性化 1

む，::，い g~ )~J~ が必古・てあっ介.

~\・，'J・ン !よ.ジ 才r; T P 
、
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CoASAc. 
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[AspartateJ (mM) 

。。
[)(l . ~ :-~ I r ;) i ~ j N ( ・ )、 11 日 ï~JP( Â ) およひ野'1' ~"両手素( . >のアスパラギン械に判ずる
1111 '，;;，111*京

f1111tFjK1.biUJ.波小ぴ)rEP(J)iL'WUl ? mHに変更し、 1mH CoASAcを力11えて測定した。

Wf'l:咋!府系と HS7fJN、 H!i7DPのアロステリックな竹哲表 J!i 

H579P 

日一川町

4

A
m
-
-

H579N 

レ品川

Wildωtype 

AO.5 

但盟
0.05 

山品川

Allosteric 
effectors 

CoASAc 

2.7 

6.5 

0.03 

530 

0.71 

1.9 

0.79 

3.7 

6.0 

6.0 

0.03 

8.5 

2.1 

33 

0.50 

1.2 

0.03 

180 

100 

100 

FBP 

GTP 

100 Laurate 

1400 

ω凶
日

ω凶
日

10.5 
但M)

2.5 

100 Dioxane 

丹1;す付税t景品を111いたfハで、 }UJミしたよ 7:r.クターが無限大{仰をの日、1に;r:JI~ され
当る相対的な li~ ).: J'l' Jなか、 n'j:.~~~fヨミグ>l，i 人 jき度を 100% として示した.ヱフエ
クターによ人jパj...I~， Iなの j付 JJII分とエブ九クタ -(~Jえの 11可道教ソロットカ，列仰するこ
とによ 4 てMをi'}t:。

Aspartate 
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7..可
〆y
~、

ー.、I.J.、-、、..，.、.. ・-ー，
乞ホした.( V. ) 結~諜品を用いているため相対的:な忠大迭度

(すなわち活性化異型酵素では活性化問子非存在下での活性が非常に低〈

活せ:{ヒ因子非存会.下の活なっていた)回子に対する 依 存 性 が 非 常 に 強 〈

なる〈告を基準として阿倍活性化されたの か 表 示 す る に は 誤 差 が 大 変 大 き

雪75三型 群 3F5

これに対して

CcASAcと ジオ キサ ンに よる9 ~ (1) H 5 ためである令

G T P、
、

R

・0
『

h
dFr 

のそれぞ'れ:29 %と 3:3 %であり品も高かった.

故大述 l主にもまIt史によ。%以下であっ、~. {二野生型 I~手紫の lン震をのラウ 1]

ι:土全て野生空間三-iの9 1コグ〉I H 5 る影 響が及んで い る も の と 忠 わ れ る。

Ac _ 5 が里子生 ~1 醇 ~i ~/) :2 8 活性化因子の半飽和濃度-5 %であった.0.7 

GTPのときはそ uそ'れろF'BPとCcASAcであり、{きと最も増大していたのは

" 
Au.sとアスパラギンきそのン畿のラウ 1)

はほとんど変わっていなかった。

=土~
品~、

つ(..e:-;--~ --!;.. ......"ナ
】 12 ι. t1ヲて1 7ニ。l iきと

トによる変異型軒家の失 j舌ジエチルピロカーボネー( 4 ) 

日is 5 7 9以外られるヒスチジン校進が号え化学{名前jによる笑験から:必須と

His579を芯役した変呉 !J:_!~~ ;誌をに も存在するの か 否 か を 後 討 す る ために、

戸 :1 :z:'::.ム.，1- ;~ 

!J:.j n孔 1J:.，f、ト!之、一般 に ジエチルピロカーポネー用いて化学修制j:を行った。

件下でヒスチジン残基を特史的に {J.~ 飴i することが知られている i ;. S 

のジユチルピロカ ー ポ ネ ーmトiHis579 を遊技した名変 ~';1 ~'! r，~訟とで

尚一次反応がjリウム緩筒抜 (pH6.0)中で反応させたところ、酢酸ナトM o . 1 

l

i

t

s
-
j
1・

n ~L 可1 ñ~ ヨミょっも siL くうた

図39 ジエチルピロ カーボネー トによる野生型

酵素 (・)、 H57 9 N (・)、 II5 7 9 P (A) 

の失活

このとき変災型肝京は、D ) ([21 :3 に失 汚 し た

100 
門

¥、
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弘
之
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日

ω伺
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の
コ
万
一
的
。
江

各変鼻:型酵素の部分粕製i芸品 (80μg) を 1mH 

のジエチルピロカーボネートと 0.1H酢取すトリ

ウム緩衝液 (pH6.0)中 300Cでk応させた。

反応はジエチルピロカーポネートの添加により

Iltl始 し、経時的に反応液の一部を取り出し、

50酬のアセチルヒスチジンで反応、を停止して、

話-性を7Jl1]之した。

¥気10 

1 0 6 8 
(min) 

2 4 
Time 

。
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日is579をもたないにもかかわらずしたがって各変異豆酵素ピ;孟していた.

スチジン段差が活性部位もヒ
、.
~ の残基以外にー」n とにな失活したこ

シ 酵素 のジ エチ ルピコトウモロと考えられる.はその近傍:こ存在している

2!思のヒスチジ ン

はその近 { 去 に 存 在 す る も の と 法 制 さ れ て い る ;J 

n ， ~ 
=1 トサプユニツトによる修飾実験では、

活性部位もしく

ロカーポネ ー

残基が、

His138置換体の酵素学的性質6 日Iー

ピルビン 酸 生成活l 性の検 出( 1 ) 

、
、ー/.J F15誌の発白を支え大目易自3 8 ~ l二、1 た HAsnに宣投・しHlS138を

この原因を明らかにする精製酵素も全〈活性を失っていた。レ .;.，{ -，.・古島 -'" 
7)' l ご 3

l干拾で述べたよ考察してみた。PEPCの反応機構をを得るために、手がかり

段階的反応故情モデ Jt-本 -:が最も可能性がしては、PEPCの反応援措とうに、

かの古ISちのどちら2段階の部分反応のうと、この反応モデルに従う戸1い。

I rハ，v _" t.<. 、
‘工1.:，) . レになキサロ 酢般を生成できないこ1・分反応が失われても、

ン酸のエノール型アピ Jレピン民主とカルポキシリ階自 の部分反応によって、

2つの中間停は二段階自の部 分反応が失われていれば、ンが生成し、ニオ

非酵素的な水分子による分解を交けて然5手ぷの活性中心から鰐奴;した後、

これに対して、

。r
( 1 ) 

、，，nり

o I 
11 I 
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』
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PEPCの段階的反応棋倒モデル

一校時甘の部分反応で生成した 2 つの中!日l体が加水分併を受けると、 1~~機リン椛とピルピン肢を
与えることを示す (2 • ) 0 

図工10 
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一段階自の部分反応、が失わ札て いれば 2つの中間体は生成しないこととな

り、 無機 リン酸とピルピン肢も生成しない。ただし、この場合には二設荷

自の部分反応の有無を調べる方法がないので、一段階自の部分反応だけが

失われたのか 2つの部分反応とも失われたのかは区別できないことになる。

まず H 1 3 8 i¥の均一精製標品を用いて、 H 1 3 8 Nがニ十キサロ酢酸を

生成する触媒活性を完全に失っ ていることを確認した(長 16 )。このと

.き PEPの酵素への親和性を高めるために CoASAc (2 mH) を ア ク チ ベ ー ター

として伎準反応混液に加えた。さらに、??生 ~'t r.~裂の活性測定で丹i いゐ通

常の酵素量ょっも約 10 0倍量(終濃広 33μg/ml) に 増 や し て H 1 3 O ::¥ 

の活性測定を行った.しかしながら、この場合も訂広な都京活性(よ検出さ

れなかった (<1.9xlO-3 units/mg) 。野生型解禁がこの活性測定粂件下で

146 units/mgの比活性を有するのに対して、 H 1 3 8 Nの Jt活性は、たか

だか 1.3xlO 5に過ぎず、測定誤 差と考えられた。 したがって H 1 3 8ては

完 全に 醇素活性を失っていたことになる.

そこで H 1 3 8 Nが一段階自の部分反応を触媒できるか否かを確かめる

ために、標準反応混液中の malate dehydrogenaseの代わりに lactate

dehydrogenaseを共役醇紫として向いて、分光学的にピルビン酸生成の有 無

を侯討した( 茨 16 )。すると H 1 3 8 N !よ 2 mH CoASAc存在下で O.・17

uni ts/mgのピルピン般生成活性を 有 し て い る こ と が 鋭 察 さ れ た ( 茨 1G ) 

PEPCの 正 規の反応(オキサロ酢酸生成触媒活性)で活性化問子として出〈

表 16 H138Nが示すピルピン絞~成活性の検出

H138Nの均一州製摂品 (33μg)を用いて、様相反応j足j夜中(全容 1ml)で活性測定を1Jった。

CoASAcを加えるときは 2mH~添加した。

Assayed activities 

Oxaloacetate forming 
actlvlty 

Pyruvate forming 
activity 

CoASAc Activity 

added (nmol.min-1.mg・')

+ く1.9

く1.7

+ 470 

2.3 
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CoASAcを反応混液から除〈と、 H138:'¥の ピ 1レピン霞生成活性!二

2.3xlO・3 uni ts/mgと著し〈減少した. したがって H138¥.のピルピン忌

生成反応は 、 野 生 型 酵 素のオキサロ酢 妓 生成反応と同拭に CoASAcによって

活 性 化 さ 孔 ているものと考えら札た。安に公示さなかったが、詳よ詩品を

9 5 ocで 5分間加熱処理するとピルピン主主生成活性は全くみられず、この

反応が酵素的なものであることが示された。 PEPからピルビン厳ヨ伎を触 媒

する酵素としては解持系の pyruvate klnaseがよ〈知られている e しかし

ながら、ここ で 用 い た 醇 諜 椋 品 は包会1b}~ ~jJ 的に均ーであり、 ?yruvaie

kinaseの反応には.~0 Pを 要 求 す るので、この酵素の混在による可能性己完

全 に否定される。 もう一つの可能性としては混在する phos?hataseによゐ

PEPの分解が考えられるが、ピル ピン般の生成触媒反応が CoASAcによって

活性化されたことを説明するのは図録である。ピルピン訟の生成反応がこ

れらの混在醇素によるものではな〈、 II 1 :3 8 N 自身の触技作用であるこ

と を、さ らに硲かめるために HCO，3ーと Hg2 .の依存性を F111べた。

表 17に示 す よ う に 、 活 性 測 定 iE波から HC03酬を除くと H 1 3 8 Nのピ

ルピン 民主 生成 活性 lt若し〈抑えら れた. したがって、 H 1 3 8 Nの ピ ル ビ

ン塁走 生成触媒反応は HC03・に依存 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 KHC03を加えな

い場合にも、わずかながらピルピン訟の生成活性がみられたが、これに 11

表 17 1・11 38 Nのノ示すピlレビンf校生成活性の所虫囚子

完全反応混j伎は 5mH PEP、50mH T ris-H~SOJ (?H 8.0)、10mH KHCOj、10mH !ig$OJ、0.1r.:H 

NADH、7.5IU lactate dehydrogenase、1.17 Mジオ・キサンおよび酵紫を合む。

Conditions 
Pyruvate forming activity 

(nmol.min-1・mg-1)

430 。
。

く5，6

0 

Complete 

-Enzymea 

-PEP 

-KHC03 

一MgS04
a 熱失l~!i酵素
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料と方法(rr -9 )に記したよ うな注意を払っても、外部からの 日CO: .. 0つ

混 入 を 完 全 には防ぎきれなかったためと恩われる。反応 i足液から H Z2・を除

いたときには、 まった〈ピルビン厳生成活性はみられなかった。したがっ

て H138 ì\~之、一段階自の部分反応によ「て 2 つの中間体を生成するも

の の、 二段階自の部分反応が失われているためにオキサロ酢椴を生成でき

ず、 2つの中間体の加水分解によってピルピン主主とだ訣 1) ン慌を生成して

いるものと諮 議 さ れ た .

さらに、 H 1 3 8 Nの 示 し た 反応において、ピルピン取と無機リン般の

生成との間に化学長誌が成立するか否かを確認するため、酵み反 122i夜から

器時的にサンプ 1) ングを ITい、 ピルピン王立と手苦渋リン訟の乏旬を行った.

このとき、ジオキ→ナンをアクチ ベーターとして用いた e 包14 j に示すよう

に、 そ れ ぞe れの反応時間Iにおいても遊品ました紫様リン酸のモル数は、生成

したピルビン 酸 の そ ル 散 に 等 し かった。

0.5 
，ー、---、

E E 
三三 0.4
E E 
ユ二L
--..._， 0.3 
刀刀
Q) Q) 

E E 
~ i: 0.2 
o 0 

~ n: 0.1 
ro 
〉

コ
、ー・

0.0 〉、

0... 。 2 4 6 8 1 0 

Time (min) 

図41 H138Nによって PEP'から遊絞した然保リン阪と生成したピルピン慌の量

反応i昆液(全容 4ml)は、 5mH PEP、0.1H Tris-fH:氏支 (pfl8.5) 10 mH酢民主マグネシウム、

10 rnH KHC仏、1.17 Hジオキサンおよび 50μg/m l の H138N~合む。 3 OOCで反応をhい、よ-示

したliキ!日lに反応液から 0.5rnlを取っ:Hし、 70%過塩京信 0.25ml を加えて反Lc-を停JI'し、汽絞

リン椴 (0)の定f訟を行った.ピルビン酸 (.)の定主(之、 J....示した時間lに 50μlを取リ出して、

lactate dehydrogenaseを用いた分光学的方法によって行った.
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速 度 論 的性質( 2 ) 

8 0:が示したピルビン酸生成反応、の :i:sl支論的性質を詳!べるため、
.、
之、l H 

2 ) (図 4C: o ，4S ，~c 存在下および非存在下で求めたPEPに対する位和曲線を

トはともに直線住を示してそれぞ'れの抱~:[1曲裂の丙逆数ブロツこのとき、

unl tS/rugであっ、2.8x!O- ~ リ::.・a!二活性化因子のないときの最大速度いた.

‘'、.
を刀日えたと

CoT，SAcによっK，(二

C 0 ，~ S A c "1/. :{r下のこれらの i単位詩的ノ〈ラメ

( 2 r;: H ) 

mHと、

CoASAc 

11 . 4 

←.._ー ι

rr; ~ -(.'~めった。

PEPに対する

36.0 V IJ. 
~"n ‘，.. 

units/mg、

て若 し く 活 性化されていた。

PEPに対する半飽和 j農民

1. 43 きの

mH 2 

1: Iふ
よ"' I、.ぁ

したカf って、o 1告に I首大していた.

二段階自の部分反応を失わせただけではな〈、

と比較すると、(茨]野 生型醇ヨミの正規の反応のもの

Eロ(土約 7%であり、野生型 sg素の約 l

h
M吋」

み
/

Asnへの宙技!よ、

PEPに 対す る見かけの親和性にも大きな影響を与えているものと考えられる。

His138の

も100
マー-

X 
80 
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40 

向。
ε
¥的立
C

コ)
k
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H
一
〉
一
戸

O
《
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0 

H138Nの Pl:.Pの飽和曲線

活性虫IJ定は lactatedehydrogenaseを共投昨紫とし t-{京市反応、測定悦治It1で、活性化悶子非存

主下 (0) もしくは 2mH CoASAc存在下 (e)で行・ったo U手入図)i吉村.化凶子非存在下 (0)に

おける飽和出!設の拡大位10

~I '1 2 
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( 3 )アロステリック ・エフ ェクターに対する 感 受 性

表: 8 1士、野生型酵素の正規 の反応におけるエフェクタ一存在 τ での、

H138:¥の示すピルビン 君主生 成活性を調べたものである。日 1:3 8 ~の

活性は Co A SI~ c とジオキサンによって著しく活性化されていた。そのほか、

FBP 、 GTP、ラウ lj ン殺によっても活性化がみられた。 COI~SI~C による活性化

は アス パラ ギ ン 髭 の 添 加 に よ っ て打ち消されておっ、 H 1 381¥つど Jシピ

ン鼓 生 成活 性 でもアスハラギン取は 限延，.[羽子として働いていると f与えられ

た。したがって 、 H 1ス8 Nの炭般水系イオンに依存したピルビン酸生成

反応!之、野生型 酵 素の疋規の反 応と同じように、これらのエフェクターに

よって制御されることを示している.

表 18 1-I138Nのピルピン絞1:氏活性のエフェクターに対する感::i性

標準反応混液 (lactatedehydrogenaseを合む)に、表に示した濃度のエアエクターを加えて

活性測定を行った。

Additions 

None 

CoASAc (2 mM) 

CoASAc (1 mM)+Aspartate (2 mM) 

Dioxane (1.17 M) 

FBP (10 mM) 

GTP (10 mM) 

Laurate (0.2 mM) 

Pyruvate forming activity 

(nmol・min-1.mg-1)

2.3 

470 

2.7 

910 

17 

19 

34 
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気事 IV 主主 :去さ7空手毛

本論文では、 PEPC~，つ触低能および詰IJ i却能において iE更な千宣言!jを去ってい

る と考えられるヒスチジン残基の 同 乏 を 目 指 し て 、 2つの保存位ヒスチジ

ン残基を他のアミノ援投恭に置換し た変呉!?!塁手索を得て、以下のことを示

した。

( 1 )大腸萄 PEPCの保存性ヒスチタン残基の lつである日 is579 を.~ S :tも

し〈は Pro;こ置換した変良型酵素 を詞裂して. 速度詩的肝折を行い、 日i s 

579が 触 媒 機能に不可欠ではないが丑妥であることをぷした。

( :2 )もう 1つの保存性ヒスチジン妓基 His138を Asnに置 j乏した変異室長

主与 I・L
;;rミミ .~ 、 完全に触媒主主捻を!自失するが、 炭言受*:1..~イオンに依存した PEP の

加えjt分解反応を行うことを示した。

これらの結果を主に、 2つの保存性ヒスチジン残 JJ;が来たす役言IJについ

て考察を行う。

さらに伊島理伐子氏と赤坂一之 先生(京大 ・迎)との共同 研究で、大防

菌群京の IH-N"I¥[Rによる解析を行ったところ 2つの保存在ヒスチジン校

基と : 岳 災 アナログとの直接的な相互作用が示唆された(参考論文 1)け¥

こ のことは本研究で 2つのヒスチジン残基の役割を考察する上で主 35な矢n

見と考えら札るので、参 :号のために考察の最後にデータの ーー去iiを i!¥ しなが

、、"ー
ら~べ心。

rv -1 His579の役割

大問匝j PEPCの His579N，Jillの配タIJ/止、 1 0 l.n刃!の PEPCを泌じて保存性が

非常に尚< (図 12 )、 PEPCに特徴的な配タIJで あ っ た . こ の 官 !Jd，i !土 Gly-

Arg-Gly-Glyという配列が 2回絞っ返して現れており、柔軟性におんだグリ

シン妓誌と、 1) ン酸基と結合でき る邸主i性のアルギニン妓悲やヒスチジン

波乱か {:j 在している 1 』 12. 一般にヌクレオチドのリン~j: ~t の結合部{立は柔

軟で出lがり易いループ緋迭であることが報告されているがけれ 、 PEPCにみ

られる総ワ返し!日列の二次間近もランダムコイルと β ーターンと ，{~ぶされ

ることから ~;- 1、 PEPの結合部位で ある と tC.測されていた 1113. また ili柱部

位近(去に位置すると考えられるの s568も 、 こ の ZAiり返し配ヲ!!に泣い υ¥
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こうした推測をもとに、 P E Pの結 合における His579の役割を検討するため

2つの変異型酵素 H 5 7 9 1¥と H 5 7 9 Pを調製し、その性質を調べてき

た。

置換による高次情追への影響を考 察 し て み る と 、 H5i9¥:iよアス，ぺラ

ギン残基の窒素原子がイミダゾー lレ弱々]泣の窒素原子と相関な笠置にあ

るために :391、 お や か な 置 換 で あることが矧待された(図，j 3参照)。

。了¥His γヘ Asn

n 
図43 ヒスチツン残基とアスパラギン成準の側鎖の比較

実際に H5 7 9 Nの熱安定性は野生生I酔紫に匹敵していた(~J 2 '-l、 2 5 

参 照)。これに対して、 H 5 7 9 Pは、プロリン残基が α ーヘ リックスな

どを破壊することが多いために高 次情造に 22響を与えると子忽され、熱安

定住も量子生 型 酵 素 に 比 べ る と 著 しく低下していた(図 2-1参照) 0 2つの

変異型群奈は、置換による高次機 造 へ の み 警 が 異 な る も の の 、 共 に 4量件

情迭を保持しておっ、イオン交換クロマトグラフイーでの常勤から表面定

荷に違いはなく、大さな向次構造の変化(土生じていないものと巧えられた。

2つの変呉型酵紫の告IS分精製探 品を JTIいた実験では、 1・!5 7 9 ¥iの最大

速度が野生型君子;5誌の 29 %であり、 H 5 7 9 Pが 5. -4 %であった。 このこ

とより PEPCの触媒能において、 His579は不可欠でないことが!lflらかになっ

た。 H 5 7 9 Nの均一根品を用いると、拡大活性が野生型都紫の 5 9 %で

あり、託換によって剤!桜反応の 活性化エネルギーが 8.7 kJ/molT;1加 し た こ

とになる。 21;質とコファクターなどのリカ'ンドの半飽和桜 JJtのうちで、肝

生 ff，ni~ 菜と変呉型 ð~:: 誤で特に大きな逃いがみられたのは PEP!- 対する半飽

和濃度である。 I H -N tvI Rからも His579と本質問!の直接的制JH.作 用が 示

唆さ れ て い る(後述) 0 したがって、 His579は PEPの話会に部分的に寄与

して い る も のと考えられる。

H 5 7 9 N と H 57fJ Pの pHプロフィル(よ野生主!酔誌と本質的に同じで

あった。本研究室では His579を G1 uもしく!よ Ly s :こ遊技した変異型酔宗を
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も調裂して、その世宗を検討して い る e この 2つ心変呉空詳宗;H5i9E

と H 5 i 9 Kは至適 pHが野生型君主ぷと呉なり、 H 5 7 9 Eが慢性側に、

H 5 7 9 Kが塩基性側にシフトしていた(参考論文 1) 1;;..)。通常、活性

中心 の残基の者fLS状態に;診響を与えるような政基は、 ょっ厳性の技基:二位

換されると、プロトン化した活性中心残基を 安 定 { と す る こ と が 知 ら れ て い

る。すると活性中心政基の p!(a(，近は J営大することとなり、至 iftj pHが塩~性

担!lにシフトす る . 逆 に 、 よ り 塩 基 ， ttの 残 基 に 沼 換 さ れ る と pKa簡を減少さ

ぜて至述 pHを民主性問!Jにシフ卜させることになる。 こうした置換による宅Ji主

fヘ
pHのシフト(之、実験的にも subtilisin 1nl や trypsinl~l) で佐かめられ

ている。 しかし H 5 7 9 E と H 5 7 0 E . は 、 こ れ と ち ょ う ど 反 対 の 主 連

pHのシフトを引き起こしたことになる。 57 n客自に{立 trrする技法がプラ

スマイナス何札を!日jわず、電荷をもたない方が都合のよいように忍われる.

この現蒜を単純なモデ lレで説明することは、現時点では困難であるが

れ s579の役割を考える上で興味深い知見とエ与えられる.

アロステリック・エフェクターに対する感受性も、安:呉 1fJ詳采(土野生型

酵素と大き〈 呉 な っ て い た . な かでも CoASAcに対する、1::飽 和 iRl交が最も明

大していた。 これに対して長鎖脂 肪 般 の ラ ウ リ ン 殺 の す ・ 飽 和 滋 fiJ.. _I¥c.弓が、

量投・によって、 まった〈影響を受 けていなかった。活性化模慌が同じと考・

えられていた長 $J(脂肪般(ラウリン献)とイi能活煤(ジオキサン)の感受

性が、変異型詳詩?で異なってい たことも興味深い。これら之つの活性化因

子 の作用機作は 、 必 ず し も ! 日 ! じではないことが示された。 さらに、活性化

因子の浪度が無限大の時に達成さ れる品大 i:!!.l広が、 Cot¥SAcペJ ジオ咽キサンに

比べて、 F8P、 GTP、 ラウリン民主で計:し〈低下していた。 ~r 生型肝誌でに

CoASAcなどの活世化因子によるアロステリック効果・が、:iとして PEPに対

する凡かけの親手[J牲を j行力11;させることによ「て ~r~ ~兄されており、 ø 大述 lit

の増 加は 数倍程度であることを考えると I• 2 ，、興味 i突い }.II見であると思わ

れる。

His579 の泣投が触~;能と 1M VjJ能の両方!こ i:5切 を ワ え た iji!山はりp与点では

不明であるが、 ]つの可能性として、 His579が PEPの結合に問 JJ-しておっ、

触媒部{立においてエツフヱククーからの 1M{J1l t!'i殺を 伝込 1る役 {;iJを来たし
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ているのかもしれない。 ~II の可能性として Hl s579の置換がアロ 『へ リック

な平衡をシフトさせて、 ょっ不活佳な T~犬~へと導いている可能性が τ- ぇ

J・・.・，
~.:> Zしo• 

rv -2 His138の 役 割

n 

P:;PCの保存性 His138を Asnに置換するだけで、 PE Pからオキサロ昨己主を

生成できな く な る こ と が 示 さ れた。変異型酵素は PEPの分解を行ってピル

ビン酸および無機リン猷を生成す る こ と が 明 か と な っ た 。 こ の 反 応 に は 、

野 生 生l醇茶と同様、 HS3・および HCO" が必須であった。 この矢口兄!土、 PEPC

の触媒する反応、は正規の基質である PEPを用いたときに勺、カルボキシリ

ン較の生成反応、とえ1ルポキシル 基 の 転 移 反 応 の 2つの部分反応から戚;り，'(

ち、 2つの部分反応を切り離し 得ることを示すものである。また、 PEPCの

触媒能において必須と守れてきたヒスチジン F兵器Fをはじめて問乏したこと

となり、 His138が二段階目の部 分 反 応 に 必 須 で あ る こ と を 明 ら か に 示 し た

ものである。

PEPCの触媒する反応が少なくとも 2段階の部分反応から成り立つことは、

以 前 、 本 研究室の藤田らが PEPのホモログであるホスホエノールー α ーケ

ト 酷 酸 の 分が反応からほ日目した s・12. 成田らの長[J比とは独立に [13CJHCO~

の同位体効果 82)や反応、に伴うりン原子のまわっの立体配置の反転:>.> Iから

('， も、段階的反応援情が"もっともらしい機話"として提略されている。

段階的反応援棋では 2つの中間体としてカルボキシリン肢とピ J>ピン 前

のエノール担アニオ・ンの形成が忽之されていた。ホスホエノールー α ーケ

ト酷 般の 脱リン敵化反応では、少なくとも αーケト猷訟のユノール型ア ニ

オ ン が 活 字 奈の活性中心から脱政していることが /1ミされていゐことから 3引、

PEP を U~ 賓としたときにもピルピン般のエノール型アニオンが形成している

ことは印.，たである。 PEF'のアナログや;1;モログ!よ、おもに大腸 fflnf.京 1・¥l) と

ト ウモ ロコシの酵系 I ~ ! I を中心 に般 j、).されてきた。このなかでも特に C~ (立

の水 蒸原 子を ハロゲンに佐役したホモログピ、 iぷ級品I;主反応とJiQlJン設 化

反応、の両方を受けていることが、 トウモロコシの許宗で報告されている。

( 2)ー3-フルオロホスホエノールピルピン員を 14 ~ iと (2)-3-クロロホスホエ ノ
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ールピルビン酸:パで(士、 3-ハロピルピン肢と 3-ハロオキサロ酢駐を

4 : 1もしくは 3: 1の'Srj合で生成することが示されている。 さらにトァム7モ ロ コ

シの酵素では、 PEPを基質とした反 応 で も 数 % が 脱 1Jン酸化を受けてピルピ

ン長老を生成していると報告されている:.! :. )。 これらのホモログの偽造を誌

合して考えると、 PEPの CJ {立にメチル基もしくはハロゲン原子が詩入され

ることにより、 ?E?の 2段階目の部分[2..rI5が陥 41.に喪失されることになる。

反応性に富む 2つの中間体を、活性中心で安定に形成するためにに、 2F2 

隣自の部分反応が起きる去I~ {立は疎水的なポケットであることが張関??さミLる，

0， 
メ チル基やハロゲン原ザ・が、この部{立を物型的に占めることにより、 2Fそ

階自の吉!i分反応を災失させたり拐なわせたつしているものと法制されてい

7. Z J • t ~ .: ) 、 ，。

H 1 3 8 N が 2 段階自の部分反応を 1!~ 失していた理由の ーっとしては 、

Asnへ置換したことによって活性中心の疎水的な環境が破壊された可能性が

考えられる。 これは、 His138を疎水 的 な γ ミノ酸残基に位向した変兵型政

誌がオキサロ 酢君主を生成できるか検討することによっ明かとなるであろう。

しかしながら、 H 1 3 8 X の熱安定住:!土野 ~I.: ~!醇素と本質的!こ変わらなか

っ たことから、政水炉Jな環境を破壊している可能性はきわめて浮い。むし

ろ、 His138が二段黙 IIの部分反応であるカルボキシル基の転移反応の蝕楳

機桃で何等かの決定的な役割!を果たしていると巧・えるのが1'1然である。こ

れに問迭して、計 iii21 酔ヨミで ì~ スホエノールー α ーケト ~1 慌の分前の時に

み られた t8 0の無能リン霞へ多重取り込み (lsotope scraobling) 現存、が、

H138i¥でもみられるか検討することり興味深い。

PEPCの反応ではりン般 ~f のまわりの立体配Õ')'の反転が起こることから、

P EPの I} ン隊基の述{立から炭椴水素イオンが攻むしていることが知iられてい

る83¥ したがって、カルボキシリン 般 七 し く は 活 性 化 さ れ た カ ル ボ キ シ ル

必は、ピルビン般のエノール型アニオンの C){立へと向き多かえなければな

らない。このとき、 His138lよカルボキシ 1) ン厳からカルボキシル本を一時

がjに預かつて、 ピ ルピ ン R誌のエノール別アニオンの jJルボ キシ ル化 を可 能

にしていると考えられる。または His138が一段塩基として、ズ1ルボキシル

誌の転移反応、でカルポキシ 1J ン員去のリン目安 H:を引きつけて、反応を円出に
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進 めさ せて いる可能性も考えられる.

カルポキシリン酸が反応中間体として想定されている醇素は PEPC以外に

carbamoyl phosphate sY l1 thetase!~;') とピオチンを橋忠子とするいくつか

の carboxy!aseいれがある(図-'-1 4 ) . カ ル ポ キ シ リ ン 援 が 支 際 に 反 応 中 間

体であることを証明する:最も直接的な方法は、反応中間!体を fdi認すること

である。カルポキシリン!設は、中性の水浴;&中でのヰ'以閉が 70 ロsecと兄

誤 られており!<: ~ )、実際:;こ carbamoy! phosphate synthetaseの反応でジア

ゾメタンによ「てトリメチルエステルもし<!ま KB H~ による辺元でギ酸とし

て 捕捉されている 153.13lJ. しかし、ジアゾメタンによるカルボキシリン

酸の掠if足は PEPCI:ハ、ピオチン酵 素の pyruvate carboxylaSel5Z1と

acetyl-CoA carboxylase1S3Jで試み ら れ た が す べ て 失 敗 し て い る . こ の 理

由 としては、カルボキシリン室長 が崎成したとしても、ジアゾメタンと反応

しえない状態に あ る か 、 そのまま の 形 で 活 性 中 心 に 安 定 に と ど ま ら ず に た

だちに分解されるか、他の中間{みに交換されるのではないかとだ!保される.

PEPCでは:s 0の多重取り込みの現匁を説明する lつの仮殺として、生成し

(1) PEPC r 1 

PEP I C) 0 ^ I 
1 ム」 |11 1l f l ーふ_ I .C:、 _p、 + 'CH1-C: I 

/(;、、 IHQ' 、0'I、0・ 、rfV、l
同 0・ I 0・ V~ I 

Bicar抑制 』 camywmwte tfZロ;;ァ ∞
 

O
グ

¥
C

O
N
e
 

内

u

h
4

4
 

Oxaloac81alO 

(2) Carbamoyl phosphate synthetase 

，..， ATP Aopl 0 0 NH、 p， n IATP AOP 0 <> 

J、。ムム|同人ふ。ムム よiムムJJ¥O
I'~ V o・ H，N '0'1 ..，.. v o・

BicarbonalO Gar加 xy凶田pllalO Carbamal8 Ca制 moylphOs凶alo

(3) 8iotin-dependent ca伽 xylases(class工)f n;;:248110n。f
ATP r 0 0 1 blotln P， .o....c、f bt。tllnい，附州仇A

日 、1 n ~ 1"-. ノ f「 -L hceW1・印A
一一~ー I _.""......".，.、 I I NH国明-ミ

同人0・~ ~ I 同"'.-.....0/や0・| ィ 人γ い・岡山内剛yl.COA
L 0・ J ¥ ~ I I gerany1.CoA 

BlcarbOnalo Ca伽 xyPI、。s凶al。件Icart>Ox向iOI，" ¥urea 

図tI.:.1 HCO・をJ1lいる酔誌で沌!l日されている反応段仰の類似性
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たカルポキシリン酸からリン酸基もし〈はカルボキシル基が転移して、酵

素の活性中心のイミダゾール基などに可逆的に結合する過程が考えられて

いる 1い勺 His138がもしもこのよう な イ ミ ダ ゾ ー ル 基 で あ る と す れ ば 、

一段階自の部分反応だけを行う H 1 3 8 N は、活性中心においてカルボキ

シリン酸が安定に存在できることとなり、この中間体を捕捉できる可能性

が高いものと期待される.

IV-3 'H-NMRによる PEPCの解析の試み

本教室のグループ(伊島理枝子氏と赤坂 一 之先生、京大 ・理)との共同

研究であるが、本研究にとって重要な知見であるので、実験データを示し

ながらその結果をここに記す。 lH-NMRは近年、超伝導磁石の導入によ

ってその性能が飛躍的に向上したが、 PEPCは分子量が約 10万のサブユニ

ット 4っ からなる大きな 酵 素である た め に ス ベ ク ト ル の 分 離 は 期 待 で き ず 、

多 〈の成分が重な り合 った ブロ ードなシグナルが予想された。 しかし、 ヒ

スチジン残基のイミダゾール環の C2 - Hプロトンだけは、ピークとして鋭

察されるものと期待された。実際に、野生型酵素の 一 次元スペクトルを注

意深くみてみると、 7.7 ppmと 7.9 ppm付近に 2つ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 の C2 

プロトンが比較的鋭いピークとして観察された(図 4 5 W T、 a と bのピ

ーク) 0 p Hを変化させてこれら 2つのピークの挙動を調べてみたが、この

領域周辺のシグナルはさまざまな pし値のヒスチジン残基の C2プロトンか

ら成リ立っていることが|明かとなり、 pKafI立を決定できなかった.大腸琵j酵

素にはヒスチジン残基が 13カ所存在しているが、一次元スベクトルで観

察された 2 つのピークがどの残基に対応しているか手がかりを ~!f るために、

H 1 3 8 N とH 5 7 9 Nの ス ペ クトルをとって野生型酵素のものと比較し

てみた(図 45 )。すると、日 57 9 Nでは低磁場側の aと示したピーク

が消失しており、 H 1 3 8 Nでは高磁場側1Iの bと示したピークが低減して

た。したがって、 His579:が aのピークに、 His138が bのピークに対応して

い る も の と 考えられた。大腸菌酵 来 の 13カ所のヒスチジン妓訟の中でも、

これら 2つの保石性ヒスチジン政 弘 1M辺の子む!ー二 次情造は柔軟性に;苛む領

域と巧えられるが、 lH-.NMRスベクトル上で比較的;鋭いピークを与えた
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間 4:) 野生型 (W1')、変1M型 PEPCの芳呑絞争責械の 400ート!HzI H -j¥! i¥.! Hスベクトル

測定は各変異型鮮系 (4-10mg/ml)を合む 10mHリン鮫カリウム/5%(v/v) 1，4-ジオキサ

ン-fh/と札o(pH 8.2)小、 35"Cで行った@ピークな (7.9ppm)は His579の、ピーク b (7.7 
ppm)は His138のC:?プロトンである。1mp.不純物。試料は以下のようにIIIJ処理を行った。各骨子ぷ

位:品 (2-5mg)を 020{こ滋かし、 Centricon30!設計濃縮装置を用いて 3[iil 020{こ潟媒交換 した。

その後さらに上記の裂計百をmいて 10mHリン椴j)リウム緩{商法/020(pH 7.5)に2間交換して、

全綜を約 0.5mlとした。試料をNMR用のサンプル伝-に移して D、SO"もし<!よ NaODで pH を~J5J~
した。 IH -Nl¥fRスベクトル(よJEOL行仰の 400-HHzの GX400スベク卜ロメーターでm乏
し、全ての化学シブトは内部部準として試科中に加えた 3-(トリメチルシリル)ブロピオネー，.

-2.2.3.3-~Hd (TSP)からの ppmで表した。図のヌベクトル(土、詑dt2抄rmのo0 ・のパJ~， ス波を
500-2000回加えてmられた・むのである。
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ことはこの子怒と符合寸る。

;大に PEPのアナログの 3，3-ジクロロー2ーヒドロキシウオ λ フイノイ }L.メ

チルー 2-ブロベノエート(0 C D P、図<4 6参照)が、野生主I醇去の:¥ ~.! Rスベ

H〉戸=くが :ベ。;
DCDP 

図 46 3，3-ジクロロートジヒドロキシブオスブイノイルメチルサーブロベノユート (OCDP)

と PEPの情造

クトルにどのような影響を及!とす か佼 Jした。 DCDPl土卜ウモロコシ辞京の

;さ抗題害舟!としてみいだされたが I吾r，)、大腸菌醇紫でも PEPの 半 飽 和 ifd主;

とほ ぼ同 じ阻害定数を有して諸抗!盟主ずることを昨認している。ほj.!1 -;は

DCDP非存立下の~ Ivf R スベクトルから、 DCDPを添加したときのスベクトル

を差し引いた差スペクトルを示している。 さきに fliJAされた 2つ の 保 存 性

ヒスチジン残基に対応する位置 (8.0 ~pm と 7.8 ppm、 図 4 5 と去なるのは

pH 7.4で実験を行っているためにシフトしているものと考えられる) :こ、

アナログ濃度に比例して差スベクトル上でピークとして明股:こ観察された.

このことは DCDPの結合にともなって、 2つのピークがブロードニングして

いることを意味する。 7.1 ppmと 7.2 ppm付近にれのピークが OCDPの返 l慌

に比 例 し て 鋭察されるが、 これば 2つ の 保 存 1tヒスチジン政・悲のピークが

シフ トし てい る こ と を だ 昧 す る のかもしれない.これら 4 つのピークピ半

飽和濃 度が 0.5-1.3 mli の範囲で飽和する傾向がみられ、盟ミ!;:~験によっ

求 め た 阻 71定数 (ι=0.5 mH) とよ〈一致していた。 したがって、 2つの

ヒスチジン放ささ(二 PEPと紅接的な和五 {'I:1fIを行・っている Uのと詐却された.

この推理1]の是非!之、変 22.型酵素をf f I い た 同 校 の 矢 吸 で 明 か と な る む の と 考

、、札.・，
JζEっzι {J。
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[DCDP] (mM) 

0.5 ~拘1-

1.0 ~、附v

3.0 ~ 
7.0 ~ 

E~ 7 

Chemical Shift (ppm) 

図 47 3，トジクロロートジヒドロキシフオスツイノイルメチルートプロベノエート (DCDP)による
PEPCの滴定

DCDP非存在下のスペクトルから凶の左目11に示した DCDPi民及でのスベクトルをざし rJlいた差スベ

クトルを示す.測定は野生~~手京(14.7 mg)を合む 20mHリン砂jJ1) ウム緩(~i被/4% (v/v) 

1，4-ジオキサン-d'3/5mH HgSO.1/2H20 (pH 7.4) に DCDPを加えて 25 '"'Cで行った。試料の市i処巧!
と誤IJ定条件は凶42と同じである。 DCDPは住友化学 ・玄塚総合研究所の宮本純之仰士、金丸111111Fょ
に御供与I頁いた。
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大腸菌 F15株を御供与下さいました Vr i j e大学の NicolasGlansdorff同士、

3 ，3-ジクロロー2ージ ヒド ロキ シフォスブイノイルメチルー2-ブロペノエート

rヘ ( DCDP) の合成を快〈引き受けて下さった住友化学宝ほ総合研究所の宮本

純之博士、金丸侍博士に御礼申し上げます o E c k s t e i 11 i}~ による部位特異的

変異の導入に関して有益な街I助言をTJiきました大阪大ザ:i主 主 科 学 研 究 所 の

二井将光教授、 能 見 ft・人博士、並びに変災将人用オリゴヌクレオチドの合

成をして頂きました住友化学生命工学研究所の大川秀郎同士、厳椅義!友|専

士に深〈感謝致します。 PCR法で用いた 4本のオリゴヌクレオチドの合

成 にあたっ御協力を下さった京都大学長学部の山田康之教夜、佐藤文彦 i専

士に御礼申し上げます.最後に、いろいろと御助言、街!協力下さいました.

湯元 昇 博 土 ならびに河田康志博士、その他、研究室の守僚に深〈感謝致し

ます。

r、
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