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論 文 内 容 要 旨

セ リン プ ロテ ア ー・ゼ のアル カ リ耐 性 機構

序論

現在までにスブチ リシンをよ り有用な酵素 として利用す るた めに酵素 の安

定性 を高 める試みが数多 く行なわれている。 しか しなが らその殆 どは、物理

的な架橋等に より直接的に分子構造の補強をする ものであ った。これ らの研

究は本質的な分子構造 の安定性 を付与す る要 因の決定 を研究の主眼 に置いて

はい ない。 さ らに特殊 な環境であるpH12と い った 高ア ルカ リ条 件で のタ

ンパ ク質の挙動についての研究は殆 どな され ていない。

そ こで本研 究で はアルカ リ耐性の異な るsubtilisinを 用い て、 アル カ リ耐

性機 構 を 系統 的に解明する.ことを目的 と して 、 まず構 造変 化に焦点 をあてて

研究 を進 め、subtilisinの アル カ リ耐性機 構 モデル を 構築 し、その証明 を行

なった。

第1章 subtilisinの ア ル カ リ耐 性 機 構 モ デ ル の 構 築

一 般 的 にsubtilisinは ア ル カ リ条 件 の み で 生 育 し 中性 条 件 で は 生 育 で き な

い好 ア ル カ リ性Bacfllus由 来 の ア ル カ リsubtilisinと 、 中性Bacf伽s由 来 の

中性subtilisinに 分 類 され る 。 本 研 究 室 で はTsuchida、Yamagataら に よ り

好 ア ル カ リ性Bacf∬usよ りsubtilisinSendai(Sendai)とsubtilisinALPI

(ALPI)の2種 のsubtilisinを 見 いだ して きた 。 し か し 一 次 構 造 上ALPIは

ア ル カ リsubtilisinと 中 性subtilisinの 両 グル ー プ に対 して60%前 後 の 相

同性 しか 示 さな い こ とか ら、subtilisinは ア ミ ノ酸 配 列 か ら もア ル カ リ

subtilisin、 中 性subtilisin、subtilisinALPIの3つ の グル ー プ に分 け られ る 。

ア ル カ リsubtilisinは ア ル カ リ耐 性 に 優れ る が 、 中性subtilisinとALPIは

ア ル カ リに対 して 感 受 性 で あ る(Fig.1)。 本 研 究 室 で 見 出 され たSendaiは
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アル カ リsubtilis加 に含 まれ 、pH12で12時 聞処 理 して も活性 を維 持す る

のに対 し、ALPIは2分 以内 に分 解 され失 活す る(Fig.2)。

ア ル カ リ条 件下 にお けるsubtilisinの 構 造変 化を 明 らか にす るた め に、

SendaiとALPI及 び コ ン トロー ル と して 本研 究室Kamataら に よって見 出

され た、 アル カ リ耐性 を持 たない中性subtilisinで あ るsubtilisinNAT

(NAT)(Fig.1)の3種 のsubtilisinを 用 い て研 究を 進め た。 まず 今後 の分光

学的実験 を行な うにあ た り、分解産物の生成 を抑 える必要があ るこ とか ら、

セ リンプ ロテアーゼの不可逆的阻害剤であるdiisopropylnuorophosphate

(DFP)で 修 飾 した不 活性 型酵 素 を調 製 した(DIP-Sendai、DIP-ALPI、

DIP-NAT)。 いず れ の 不活 性型 酵素 もア ルカ リ条件下で分解されなかったこ

とか ら、subtilisinが ア ル カ リ条件 下で 自己 消化 に よ って失活することを明

らか にした。

次 にアルカ リ耐性の差はアル カ リ条件下に曝 された時の構造変化 の違 いに

ある と考 え、分子全体 の高次構造の変化 を反 映す る円偏光二色性(CD)ス ペ

ク トル の解析 、分 子表 面 構 造 の変化 を反映す る分子内Trp蛍 光の 解析 を行

な6た 。CDス ペ ク トル を 測定 した 結果DIP-ALPIとDIP-Sendaiは アル

カ リ条件 下 に 曝 して もスペ ク トルに変化がみ られ なか った(Fig。3A,3B)。

しか しDIP-NATは ア ル カ リ条 件下 で経 時的 に光 学活性を失った(Fig.

3C)。 分 子内Trp蛍 光 の変 化 にお いて 、 蛍光強 度 の 減少 は分子表面を形成す

るア ミノ酸側鎖のイオ ン化 を、最大蛍光波長 の長波長側への移 行はTrp残

基 の溶媒 表 面 へ の移 行 を含 む構 造変化を表す。DIP-Sendaiに おい ては 経 時

的な 蛍光 強度 の変 化及び最大蛍光波長の長波長側 への移行は観察 されなか っ

た(Fig,4B)。DIP-ALPIはpH12.oに 曝す こ とで速 や か に蛍 光強 度が 減少

し、最大 蛍光波長 の長 波長側へ の移 行も観察 され た(Fig.4A)。DIP-NAT

にお い て は蛍 光強 度 の 減少 はみ られたが、最大蛍光波長の長波長側への移行

は観察 されなかった(Fig.4c)。

次 にALPI及 びNATの 中性条 件力・らア ル カ リ条 件へ の移 行に伴 う構造

変化が可逆的であるか ど うかを確認 した。そ の結 果、ALPIはCDス ペ ク

トル の変 化(Fig.5A)及 び分 子内Trp蛍 光 の変 化(Fig.6A)か ら可 逆 性が確

認 され た。 ま たア ル カ リ処理後 に中性処理 したDIP-ALPIの 活性 型ALPI
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による切断 も観察 されなか った ことから(Hg.7A)ア ルカ リ変 性 を受 け る前

の 自己消 化 を受 けない構造に戻 った ことが示 され た。 一方、NATの アル カ

リ処 理 に よる構造 変 化 には 可逆性がないことが分 光学 的解析に より確認 され

た(Fig.5B,6B)。 特 にCDス ペ ク トル よ りNATは 遠 紫外 領域 での 光学 活性

を完 全 に失い、二 次構 造までランダムに変化 している ことが示唆された。ま

た活性型NATに よ る切 断が観察 され た こ とか ら(Fig.7B)、NATは アル カ

リ変 性後pH:を 中性 に戻 す とNATと は全 く異 な った ラン ダム 構造 を持 つタ

ンパ ク質 として存 在 してい ることが示唆 され た。

本章で得 られた結果 より、以下の ようなsubtilisinの 構 造 上の 特徴 を明 ら

か に した(Fig.8)。

1)Sendaiは アル カ リ条件 下 におい て も高次 構造及び分子表面構造が変化 し

ない。

2)ALPIは アルカ リ条件下での可動性に富む分子表面構造を有 しているが、

アルカリ変性は高次構造までは及ぼない。よって分子表面領域における構造

変化に伴 う自己消化を受ける部位(領 域)の 露出がALPIに おける自己消化

の律速段階となる。

3)NATの 分子構造はアルカ リ条件下で分子表面領域、三次構造、二次構造

の順に変性 し、自己消化は構造変化の早い段階で起きている。

第2章 subtilisinALPIの 自 己 消 化 部 位 の 決 定

第1章 の結 果か ら、ALPIが 好 アル カ リ性Bacfllusの 生産 す るセ リンプ

ロテ ア ーゼ で あ るのに も関わ らず、アルカ リ条件下で速やかに失活するプロ

セスは、(1)分 子表 面領 域 の構造 変化 、(2)(1)の 変化 に よ り自己消 化を受 け

る部 位 が分子表面 に露 出す ることによって起 こる分解 の2ス テ ップに分 け

て考 え る こ とがで きる。そ こで第2章 で は直 接的 なア プ ローチ として、(2)
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のステ ップを抑え るこ とによるALPIの アル カ リ耐性 の変 化を を明 らか に

した。

アルカ リ条件下 での 自己消化断片の取得にあたって の問題点はALPIの

自己消化 反 応 が非 常に 速 く、 自己消化断片の蓄積がみ られ ない ことであ った

(Fig.9A)。 そ こ で様 々な 低温域 で 自己消化 反応 を行 ない、5℃ のア ル カ リ処

理 で高分 子 自 己消 化断片が蓄積 することが分かった(Fig.9B)。 次 に この 自

己消 化断 片の 精製 を試 み、26.7kDaと25.6kDaの 断 片の 取得 に成 功 した

(Fig.10)。 両断 片のN末 端ア ミノ酸配 列 を解析 した結 果、どち らもGln18

とGly19の 間で 切断 され てい た(Table!)。 また分子 量 か ら25.6kDaの 断 片

はC末 端 を含ん でい ない と考 え られ た。さ らに26.7kDaよ り も大 きな 断 片

が 無 い こ とか ら、ALPIの ア ルカ リ条 件下 での 自己 消化 はGln18とGly19の

間の切 断 か ら始 ま る とい うこ とが示唆 され、ALPIと 高 い相 同性 を持 つM-

proteaseを 基 に した 立体 構造 モデ ル か ら、切断部位 がALPIの 分 子表 面 に

存 在す るN末 端 の α一helixに続 くloop構 造 上 にあ るこ とを 明 らか に した

(Fig.11)0

次 に切 断点 に対 して 部位 特異 的変 異を導入 した。イ ンス リンB鎖 に対 す

る基 質特 異性 か ら(Fig.12)、P1位 にあ たるGln18をGlu、Gly、Ser、Ala

に置 換 した(Fig.13)。 各変 異体 は β.5曲 孟ゴ1f5KN2株 を宿 主 と して 菌体 外 に ・

発現 させ た(Fig.14)。 培養 上清 より全て の変 異体 酵素 を電気泳動的 に均 一

なバ ン ドが得 られ るまで精製 し(Fig.15)、 各 種 基 質 に対す る比活性 を測 定

した(Table2)。

全 て の変異 体 は アル カ リ耐性 を付与 されてはいなか ったが(Fig.16)、 各

変異 体 の 自己 消化 断 片 を取 得 し(Fig.17)、N末 端ア ミノ酸配 列を確 認 した

とこ ろ、 いずれの変異体の 自己消化断片 もALPIのN末 端 ア ミノ酸 配 列 と

一致 す る配 列 を有 していた(Table3) 。

以 上 の結果 と第1章 よ り、ALPIの ア ル カ リ条件 下 にお け るN末 端 及び

C末 端領 域 を含 む 分子 表面 の構 造変 化が 自己消化の要 因で ある と結 論づ けた。
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第3章 N末 端及びC末 端領域 とアルカ リ安定性の相関

第2章 で 構 築 され た 自己 消 化 の メ カ ニ ズ ム を立 体 構 造 に あ て は め てみ る と、

分 子 表 面 に存 在 す るN末 端 とC末 端 の α一helix間 の 相 互 作 用 の有 無 が 、

subtilisin分 子 の 表 面 構 造 の可 動 性 を制 限 して い る と考 え られ た 。

そ こでSendaiとALPIの 両 末 端 領 域 を入 れ換 え た キ メ ラ 酵 素 を取 得 し、

各 々 の ア ル カ リ耐 性 を 確 認 した 。 入 れ 換 え る 領 域 はSendaiとALPIの 立 体

構 造 モ デ ル(Fig.19,20)を 考 慮 に 入 れ 、Fig.21の 様 に キ メ ラ 遺 伝 子 を 構 築

した 。 す べ て の キ メ ラ酵 素 はB.sロb亡f1ゴsKN2株 を宿 主 と して 菌 体 外 に 発 現

させ(Fig.22)、 培 養 上 清 中 よ り精 製 した(Fig.23,Table4)。

N末 端 を置 き換 え た キ メ ラ酵 素(Sendai-NAlp,ALPI-NSen)に つ い て ア

ル カ リ耐 性 を 確 認 した(Fig.24)。Sendai-NAIpはwtSendaiと は異 な りア

ル カ リ耐 性 を 失 っ て い た(Fig.24)。ALPLNSenはwtALPIと は 異 な りア

ル カ リ耐 性 が 付 与 され て い た(Fig.24)。 以 上 の結 果 か ら。 即 ちAsn1-Arg27

のN末 端 領 域 がSendaiの 持 つ ア ル カ リ耐 性 に重 要 な 領 域 で あ る こ とが 明 ら

か と な り、 こ の領 域 の 導 入 が 異 種 タ ンパ ク 質 へ の ア ル カ リ耐 性 の付 与 に 有 効

で あ る こ とが 示 唆 され た。

SendaiのC末 端2領 域 をALPIに 置 き 換 え た キ メ ラ酵 素(SSA、SAA、

SAS)に つ い て ア ル カ リ耐 性 を 確 認 した(Fig。25)。SSA、SAAはwtSendai

と異 な りア ル カ リ耐 性 が 失 わ れ てい た が 、SASはwtSendaiと ほ ぼ 同 等 の

ア ル カ リ耐 性 を有 して い た(Fig.25)。 即 ちVa1262-Arg269のC末 端 領 域 が

Sendaiの 持 つ ア ル カ リ耐 性 に重 要 な 領 域 で あ る こ とが 示 唆 され た 。
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考察

本研究はアルカ リ耐性の異なるsubtilisinを 研 究 材料 とし、 そ のアル カ リ

耐性 機構 を明 らか にしようとしたものである。分光学的手法を用いて、

subtilisinの アル カ リ耐性 機 構 のモ デル を構 築 した。 その結果 、タンパ ク質

分子 にアルカ リ耐性を付与 しているのは、構造変化を含めたアルカ リ変性を

受けない分子表面領域の存在で あることが示唆された。

次にALPIの 自己消 化部 位 を決定 し、 被切 断点 に部位特 異的変異 を導 入

した。 しか し自己消化は抑 えられなかった。その原因 として、導入 した変異

がALPIの 構 造 上 の特 徴で ある分子 表面 構造 の可動性 を制限す るものでは

なか った ことが挙 げ られ、分子表面領域 の欠失 ・可動性 を抑えることがアル

カ リ耐性 の付与に有効であるこ とが示唆 され た。

次にALPIの 自己消 化 の初期 の切 断 はN末 端領 域 とC末 端 領域 で起 こる

とい うこ と、 また両領域を形成する α一helixが 互 い に隣…接 してい る こ とに 注

目し、 α一helix間 の 相互 作用 の有 無が 、subtilisin分 子 の表 面 構造 の可 動性

を制 限 してい る と仮定 した。そ こで本研究ではアルカ リ耐性の全 く異な る

SendaiとALPIの 間で 両末 端領 域 の キメ ラ酵 素 を作製 しアルカリ耐性 との

相関を明 らか に し、モデル上でSendaiとALPIのN末 端 及びC末 端 α一

helixを 含む 分子 表 面 構造 の比 較 を行な った(Fig.26)。 隣 接す る α一helix間

の位 置 関係 を比較 す る と、Sendafの 方が 両末端 α一helixの 接 合面 を形 成す

る疎 水性 ア ミノ酸 および溶媒表面を形成するア ミノ酸 の違 いに よりALPI

に比 べ て 近接 して い る。疎 水性 ア ミノ酸については両者で差はないが、

bulkyな ア ミノ酸がALPIで は多 く出現 す る 。即 ちSendaiで は分 子表 面 の

コンパ ク トな パ ッキ ングが可能 とな り、その結果 として水 酸化物イオンの分

子内部へ の浸透を妨げてい ると考え られ る。 また溶媒表面 を形成す るア ミノ

酸は、Sendaiよ りもALPIの 方 が親 永性 ア ミノ酸 が多 く存 在 し、溶媒 との

接触 を許 してお り、ALPIの 分子 表面構 造 が反 応性 に富 む の は、溶媒 との高

親和性に よる ものであ るといえる。

本研究の結 論 として、タンパ ク質分子に構造上のアルカ リ耐 性を付与する
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要因 として以下のモチーフを提唱す る。

(1)側 鎖の小さな疎水性アミノ酸同士の相互作用によって空間が充填され

た分子表面領域の存在。

(2)親 水性が低 く、溶媒 と分子内部を隔離する溶媒表面.の存在。
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11.8,and12.Oat30ｰCfor10minandsubsequentlysubjectedtoSDS-PAGE

(A):Al,subtilisinALPI;A2,subtilisinSendai;,A3,subtilisinNAT.ThepH

dependenceoftherelativeactivityandtherelativeproteinquantityisindicated

inB.Thevaluesshownarerelative,comparedwiththoseatpH7.0.Circles,

squares,andtrianglesrepresentdataforALPI,Sendai,andNAT,respectively.

Thesolidlinesandblack-filledsymbolsindicatetherelativeactivityatpH10.O

withSuc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA,conductedat30ｰC.Thedashedlinesandopen

symbolsindicatetherelativeproteinquantity,analyzedwithNTH-lmage1.62
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Fig.2StabilityofSubtilisins,ALPI,Sendaiand

NATat30'C,pH12:0

GelswererununderreducingconditionsandstainedwithCoomassiebrilliant

blueR-250.SubtilisinswereincubatedatpH12.Oat30ｰCforALPI;2,4,6,8

and10min,Sendai;2,4,6,8,10,20,30,60,90,120,180and360min,NAT;

10,20,30,40,50,60,90and120minandsubsequentlysubjectedtoSDS-PAGE

(A):AI,subtilisinALPI;A2,subtilisinSendai;A3,subtilisinNAT.Thetimed
ependβnceoftherela[iveactivityand山erelativeproteinquantityisindicated

inB.Thevalueswererelativelyshownascomparedwiththematinitialtime.

Circles,squares,andtrianglesrepresentdataforALPI,Sendai;andNAT,

respectively.Thesolidlinesandblack-filedsymbolsindicatetherelativeactivi-

tyatpH10.OwithSuc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA,conductedat30ｰC.Thedashed

linesandopensymbolsindicatetherelativeproteinquantity,analyzedwithNIH-

Image1.62soft.
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Theproteinconcentrationswerekeptat7.5ｵMforallexperiments. .Thecellpathlengthwaslmm.
TheDIP-subtilisinswereincubatedatpH7.Oand12.Oat30ｰCfor10min(DIP-NATwasincubated

for60min)andsubsequentlysubjectedtoCDmeasurements.PanelA,DIP-ALPI;panelB,DIP一
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Fig.41FluorescenceEmissionSp¢ctraofTryptophans.in`DIP・subtilisins=

DIP爾A】LPI,DIPiSendai,andDIP・NATatpll.7.Oand12.O

AIIexperi血entswereperformedWithaproteinconcβntrationofO.05mg/mLExcitationwaVelengthwas283nm.Fluorescencee面ssionwave-

lengもhwasscannedbetween300and400nm;cellpathlengthwas10mm.DIP-subtilisinwasincubatedatpH12.Oat30℃andsubsequently

su切 .⇔ctedtofluorescencemeasurements:panelA,DIP-ALPI;panelB,DIP-Sendai;panelC,DIP-NATatthepHslndicated.Curves2-7in.

panelArepresentthef正uorescenceemissionspectraoftheproteinincubatedfbrO,2,4,6,8,and10min,curves2-7inpanelBshowtheemis-

sion叩ectra.oftheproteinincubatedforO,10,20,30,.60,andl20min,andcurvqs2-7inpanelCaretheemissionspectraQfτheprote1ηincu-

batedforlO,2,4,6,8,and10min.Curvelrepresentsthef1Uorescencespectrao£proteinsincubatedatpH7.0.
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Fig.5DifferencesintheCDSpectraofNative,Alkaline-denatured,
andAlkaline-neutralizedDIP-ALPIandDIP-NAT

DIP-ALPIandDIP-NATconcentrationswerekeptat7.5ｵMforallexperiments.Thecellpathlengthwaslmm.Curves1,2,
and3representthespectraofnative(pH7.0),alkaline-denatured(pH12.0),andalkaline-neutralizedDIP-ALPIandDIP-NAT.
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AIIexperimentswereperformedwithaproteinconcentrationofO.05mg/ml.Excitationwavelengthwas283nm;emission
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Fig.7DegradationofAlkaline-neutralizedDIP-AL.PIandDIP-NAT

withactivesubtilisin

GelswererununderreducingconditionsandstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250.Bothalkaline-

neutralizedDIP-subtilisins,DIP-ALPIandDIP-NAT,wereincubatedatpH7.Oand30.ｰ.Cseveraltimeswith

activesubtilisinALPIandact重vesubtilisinNAT,respectively,andsubsequentlyan訓yzedby.SDS-PA(肥.

耳nzyme/substrateraUo(alkaline-neutralizedDIP-subt晦in)wasllIOOO.

subtilisinSendaisubtilisinALPIsubtilisinNAT
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Fig.8Mod母lgftheA取ali聡e・st舞bilityMechaniβ 鵬gfS画tilisins
Blackandwhiteshellformsdepictthemorehydrophobicandhydrophilicsurfaceregions,respectively.Pillarsdepictthe

fo㎜ationofsecondarys血cture.Subtilisin、.Sendaihasmol信culars卸ctufals松bilityin血epHregion7.0-12.0,shownby

twoverticalbarsinthismodel.一Thisstabilityisduetothepresenceofthemorehydrophobicsurfaceregion.Subtilisin

ALPIhasanalkaline-stablemolecularcore,similartosubtilisinSendai,andaflexiblesurfaceregion.Itssurfaceregion

showsareversiblereactionbetweenneutralpHandalkalinepH,shownbypairedarrowsinthismodel.Thedirectcause

ofinactivationisexposureofthefragileregioninthepresenceofactivesubtilisinALPIduetopartialunfolding,which

islimitedtothemolecularsurface.SubtilisinNATdoesnothaveenzymaticstabilityandstructuralstabilityinanalkaline

environment.Ttsconformationalchangewithalkalinetreatmentisanirreversiblereaction,shownbytheone-waydown-

streamarrowinthismodel.Inanalkalineenvironment,theunfoldingprocessofsubtilisinNATisduetothedisintegra-

tionatsuccessivesurfaceregions,involvingbothtertiaryandsecondarystructures,whichoccurspazalleltotheautolysis.

Inaddition,theunfoldedsubtilisinNATdoesnotregainthenativesubtilisinNATconformation.
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Fig.9AutodigestionofPurifiedALPIunderAlkalfneCondition
GelswererununderreducingconditionsandstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250.PurifiedALPI
(0.1mgJml)wereincubatedinIOOmMborate-phosphatebroadrangebuffer,pH12.Oat30ｰC(Fig.9A)
and5ｰC(Fig.9B)forO,2,4,6,8,and10minandsubsequentlysubjectedtoSDS-PAGE.Thepositions
ofthemolecular-massmarkers(M)(NewEnglandBiolabs,Inc.)rangedfrom14,313to42,710Da.
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Fig.10SDS-PAGEAnalysesoftheAutodigestionProducts

fromAlkaline-treatedALPI

Gelwererununderreducingconditionanddetectedbysilver-staining.ThefragmentmixturewasappliedtopreparativeSDS-PAGE

column(15%polyacrylamidege1,φ9mm),elutedwithconstantcurrent(5mA)andbeenf士acdonatedfbreach3min.Thecharacter-

izationofeachfractionwascarvedbySDS-PAGEinaI5.0%polyacrylamideslabgel,detectedwithsilverstaining.PeptideIand

peptide2inthelowergelrepresent26.7kDapeptideand25.6kDapeptide,respectively.

5

TablelN-terminalaminoacidsequencesoftheautodigestion

productsofpurifiedALPIformeduponincubationat5ｰC,

pH12.Ofor10min
The實agment瞭t肛ewおapplicdtQp即e即tiveSDS-PAGEcolu㎜(15%polyac琢lamidegel,φ9mm),elutedwithcon-

stantcurrent(5mA)andbeenfractionatedforeach3min.ThecharacterizationofeachfractionwascarriedbySDS-PAGE

ina15.0%polyacrylamideslabgel,detectedwithsilverstaining.PeptidesamplesweresubjectedtoSDS-PAGEandtrans-

ferredtopolyvinylidinedifluoride(PVDF)membrane.CoomassieBrilliantBlueR-250stainedbandwascutfromthemem-

braveandsujectedtoN-terminalsequencedeterminationonanAppliedBiosystems473Aproteinsequencerwitha610A

dataanalysissystem.

Peptide /V-terminus

n量ALPl

(Maturesequence)

11020

QTVPWGIPYIYSDVVHRQGYFGNGVKVA一 一一

Peptide1(26.7kDa)

Peptide2(25.6kDa)

GYFGNGVKVA一 一一

GYFGNGVKVA一 一一
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Fig.11Putative3DStructureModelofALPI
Athree-dimentionalribbonmodelofALPIwasbuiltexploitingthesequencehomologywithM-protease,62.9%identity
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Aminoacidsareindicatedbysingleletters
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SpecificitiesofSubtilisinA】LPItow島rdOxidizedInsulinB・cllain
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,.,

Fig.13SelectionofReplacingAminoAcidResiduestowardPl-positionofALPI,Glnlg
ApproachtostabilizeALPItowardsautoluticdegradationischangingtheaminoacidsequenceneaztheinitialcleavagesiteofGln18-
Gly19.TakingintoaccounttheaffinityofsubstrateofALPI,themutagenigedresidueswerechoiced.AboutspecificitiesofALPI
towardoxidizedInsulinB-chain,ALPIpreferentiallycleaveattheC-terminalsideoflargeorhydrophobicresidues(PIresidue),such

asleucine,tyrosineandglutamine.Inviewofthesizeandhydrophobicityofaminoacidresidue,wechoicedGlu(negativecharged),
GlyandSer(smallersize)andAla(hydrophobicandsmallersize)asmutagenigedresiduesforGlnlg(PIresidue).

Gly;Polar,60.1A3

Ser・Po1合r89.oA年
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InoculatedextractEhlrichplate,containing1%skimmilkandgrewat37ｰCfor48hr:
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.AssayofMuta血t.SubtilisinALPIsbytheHaloFor脚tion
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carryingpNALP3-BacR-Q18S
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*;strainlacksextracellularproteaseactivities
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Fig.15SDS・PAGEAmlysisofPur宜fieαMutantALPIs

GelwasrununderreducingconditionandstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250.Stack-

inggelswere3%polyacrylamideandseparatinggelswere15%.Purifiedenzymeproteins

wereprecipitatedbyaddingequalamountsof100%TCA,thenthemixturewasleftonice

for2hr.Themixturewas .centrifuged18>500gat4ｰCfor20min,andtheprecipitateswere

dissolvedwithsDS-samplingbuffer(0.12MTris-HCIbuffer,pH8.$containing5%SDS,5

%2-mercaptoethanol,10%glycerolandO.05%BPB)andboiledforsmin.Sampleswere

subjectedtoSDS-PAGE.Thepositionsofthemoleculaz-massmarkers(NI)rangedfrom20.1
'to66

.4kDa:

Table2 SpecificActivitiesofPurifiedMutantSubtilisinALPIS

Substrate

MilkcaseinSuc-AAPF-MCASuc-LLVY-MCA

(x10'3katal/kg)(x10'3katal/kg).(x10'3katal/kg)

ntALPI 250 10.1 5.8

wtALPI 227 12.1 5.3

Q18E 188 12.0 6.7

Q18G

Q18S

Q18A

213

225

239

10.6

10.7

14.1

4.2

4.7

6.6

Suc-AAPFMCA,Suc-Ala-Ala・Pro・Phe-MCA

Suc・LLVY・.MCA,Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA
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underalkalinecondition

GelswererununderreducingconditionsandstainedwithCoomassiebrilliantblueR-250SubtilisinswereincubatedatpH12.Oat

30ｰCfor2,4,6,8and10minandsubsequentlysubjectedtoSDS-PAGE.(A).Thetimedependenceoftherelativeactivityandthe

relativeproteinquantityisindicatedinB.Thevalueswererelativelyshownascomparedwiththematinitialtime.Thesolidlines
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Tab童e3.1Vゐte㎜ina夏AlninoAcidSequences

oftheAutodigestionProductsfromalkaline-

treatedMutantALPIs,Q18E,G,SandA
PeptidesamplewassubjectedtoSDS-PAGEandtransferredtopolyvi-

nylidinedifluoride(PVDF)membrane.CoomassieBrilliantBlueRI

250stainedbandwascutfromthemembraneandsujectedtoN-

terminalsequencedeterminationonanAppliedBiosystems473Apro-

teinseq鵬ncerwitha610Adataanalysissystem.

untreated
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ntALPIQTVPWGIPYIYSDVVHRQGYF一 一一

蕪織鋤離欝鱒:癖鱒欝欝欝1繰鱗継麟:
U

U;undigestedprotein

Fig.17SDS-PAGEAnalysesoftheAutodigestion
Productsfromalkaline-treated
MutantALPIs,Q18E,G,SandA

Gelwererununderreducingconditionanddetectedbysilver-staining.Thefrag-

mentmixturewasappliedtopreparativeSDS-PAGEcolumn(IS%polyacryla-

midoge1,φ9皿m),elutedwithconstantcu∬ 今nt(5mA)andbeenfractionatedfQr

each3min.ThecharacterizationofeachfractionwascarriedbySDS-PAGEina

l5,0%pQlyacfylamideslabgeLdetectedwithsilver .s舩ining.Bands,whichwe爬

subjectedtoN-terminalsequenceanalysisareindicatedastrianglesshowningel,

respectively.
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Fig.18ModeloftheAutodigestionMechanismofALPI

畿 識t盆灘 認驚}謙 麗識 臨 も繍3・撫謡錦鶏詣1灘麟 窓、、,,
regionindicatetheexpectedprerequisitefissionpositionsforautolysis.WildtypeALPIhasaflexiblesurface

τegionandinitia1行ssio晦sitesneaゆe赫te㎞inalandOtem並.n訓.InALPI,山eearlyau【opr6【eolysisat酸eminal
andσteminalbeわreロnfbldingpr㏄essesarenotcomplete,fb】lowedby山eexposureofaprerequisiteHssion

positionstowardactiveenzymethatleadstoautolysis.MutantALPIs(QISE,G,SandA)haveaflexiblesurface

regionbutlackthe1鴇t6minalfissionsiteJn山ese皿utants,aprerequisitefissionpositionsfbrautoly母sare

exposedby由ecoゆlmaUon訓chan琴eofsu㎡aceregioncontaining赫termlnalandthelackofσ 忙emlnalregion.
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Fig.19.Putative .31)Struc加re.ModelofSen"aiandALPI.
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Lys26)contai血gα 一heiixs㎞cture.Greenribbonsindicate血eC-te㎜in田regioncontainingα 一he聴x

structure.Spacefilledresiduesindicatethecatalytictriad.
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Fig.2UPutative3DStructureModelofSendaiandALPI

確 艦 識藷、翻 環,澱慧盤,灘瓢 黙 智灘 鎧ぎ蔑盤
V・ 亘262-A・g269ご ・nt・i・i・gα一h・li・・πucture)㎝d乱PI(y・11・w;Gly255-L・ ・2(叫,・ed;

Va1265_Gln272containinga-helixstructure).GreenribbonsindicatetheN-terminalregion

containinga-helixstructure.Spacefilledresiduesindicatethecatalytictriad.

一416一



酌々1 肋31 Slni s僻 鍵

/N-terminal
砲 卜一一一～尋.ξ)...) σ・terφi .rlai

'Sendai

ALPI

S俘ndai口NAIP`一
ALPI-NSen

SSA

SAA一 ■■圏圏■■■■■■■
SAS

AAS■ ■■■■圏■■■■■ ■■■■ ■■■■■ ■■■■ ■ 圃
ASS團 ■■圏 圏■ ■ ■ ■■ ■ ■■圏■■一
ASA■ ■■■ ■■ ■■ 圏■■ ■■■■ ■■■猛 】■■■■■■

Fig.21StructureofGhimericSubtilisins
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Sendai,Ala嚇1噛G!n艮,Leu30層As自31,Leu254-Gly255andLeu264-Val265.inALPI.1弛 ρ1,X乃 α1,8加Iand5レ θIareindi曽

catedtherestrictionsitesused三nconstructionofchimedcgenesbeしweenSenda重cDNA(aprS)andALPIcDNA(6prΩ).
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Table4 Sp,・i貴cAc鯨噂es・fPu雌 φ.Chi卑 ・h・Sub眺 血s

.forMilkCaseinandMCA-substrates

Subst蘭

(kDa)

ss.a

55.6

42.7

36.5

Milkcasein

(xlO圏3kataりk9)

Suc-Leu-Leu-Val-TyrIMCASuc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA

(x10●3kata励{9ン...(x10'3kataVkg)

wtSendai

wtALPI

5

7

お

飽

160

5.3

24.3

12.1

ALPトNSen 224 5.6 11.6

26.6

20.1

SSA

SAA

SAS

367

376

579

220

165

276

31.1

26.0

49.3

14.3

Fig.23SDS-PAGEAnalysisofPurified

ChimericsubtilisinSendais

Gelwasrun㎜d¢rreducingconditiona皿dst証nedw仙Coomassiebdlliant

bluelt-250.Stackinggelswere3%polyacrylamideandseparatinggels

were15%.Purifiedenzymeproteinswereprecipitatedbyaddingequal
amountsof100%TCA,thenthemixturewasleftonicefor2hr.Themix一

血rewascen面 鮎ged18,500gat4℃for20min,…md血eprecip辻ates.were=

dissolvedwi山SDS-sampli駆g .bu飽r(0ユ2MTds-HCIbuf琵r,pH8.8con-
raining5%SDS,5%2-mercaptoethanol,10%glycerolandO.05%BPB)

andboiledforsmin.SamplesweresubjectedtoSDS-PAGE.Thepositions

ofthemolecular-massmarkers(M)rangedfrom14.3to66.4kDa.
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Fig.24

GelswererununderreducingconditionsandstainedwithCoomassiebrilliant
blueR-250.SubtilisinswereincubatedatpH12.Oat30ｰCfor2,4,6,8and10
minandsubsequentlysubjectedtoSDS-PAGE(A):At,wtSendai;A2,wtALPI;
A3,ALPI-NSen.Thetimedependenceoftherelativeactivityandtherelative
proteinquantityisindicatedinB.Thevalueswererelativelyshownascompared
withthematinitialtime.Circles,squares,trianglesandreversetrianglesrepresent
dataforwtSendai,wtALPI,Sendai-NAIpandALPI-NSen,respectively.The
solidlinesandblack-filledsymbolsindicatetherelativeactivityatpH10.Owith
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA,conductedat30ｰC.Thedashedlinesandopensym-
bolsindicatetherelativeproteinquantity,analyzedwithMH-lmage1.62soft.
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Fig..25.SmbilityofChime士icSubti蚕isinSendais,

SSA,SAA劉ndSASat30℃,pH12.0

GelswererununderreducingconditionsandstainedwithCoomassiebrilliant
blueR-250.SubtilisinswereincubatedatpH12.Oat30ｰCforIO,20,30,60,90,
L2Q180,240and360minandsubsequentlysubjectedtoSDS-PAGE(A):Al,
SSS(wtSendai);A2,SSA;A3,SAA;A4,SAS.Thetimedependenceoftherela-
tiveactivityandtherelativeproteinquantityisindicatedinB.Thevalueswere
relativelyshownascomparedwiththematinitialtime.Circles,squares,triangles
andreversetrianglesrepresentdataforSSS,SSA,SAAandSAS,respectively.
Thesolidlinesandblack-filledsymbolsindicatetherelativeactivityatpH10.O
withSuc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA,conductedat30ｰC.Thedashedlinesandopen
symbolsindicatetherelativeproteinquantity,analyzedwithNIH-lmage1.62soft.
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Fig.26Partial3DStructureModelofSendaiandALPI

intheVicinityofN-terminalandC-terminal
ThesepartialstructuremodelsofSendaiandALPIwerebuiltexploitingthesequencehomologywith.Savinase""t
andM-protease,respectively.ModelbuildingweredoneusingtheprogramSwiss-PdbViewer.Uppermodels
ahdlowermodelsindicatethefrontviewandunderviewoftheexchangedregionsinthisstudy.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

枯草菌(BαC`π 配88μ6～%あS)由 来のセ リンプ ロテアーゼ(ス ブチ リシン〉、は,洗 剤酵 素 として世界 中

でひろ く使 われてい る有用 な酵素 の代表格 といえる。洗剤酵素スブチ リシンに期待 されている有用 な性

質は,ア ルカ リお よび界 面活性剤 に対す る耐性 である。現在 まで に,ス ブチ リシンの安定化 に関する研

究 は,主 と して物理的な架橋 に より,酵 素 タンパ ク質の分子構 造 を直接 的に補強す るものであ った。こ

の ような研究 は,タ ンパ クの分子構造 の安定性 をもた らす要因 を探 る ことを主眼 とするのではな く,あ

くまで も実質的 な応用研 究であった。 さらに,高 アルカリ条件 での酵 素 タンパ ク質の挙動 についての研

究 は現在 まで ほとん どお こなわれていない。

本研 究は,ア ルカリ耐性 を もつ スブチ リシ ン(subtilisinSendai)と アルカ リに対 して耐性 を示 さな

いスブチ リシ ン(subtilisinALPI)を 材料 として選択 し,両 者 のアルカ リに対する挙動の違い を,分

光学的な手法 で酵素 タンパ ク質の立体構造の変化 として とらえ ること,ま た遺伝子工学的手法で,タ ン

パ ク質の一次構造 の面か ら,ア ル カリ耐性 の機構 を明 らか にす るこ とを 目的 とした。

まず,分 光学的手法 を用 いた タンパ クの立体構造 の二次構造,三 次構 造の解析か ら,酵 素分子へのア

ルカリ耐性 の付与は,構 造変化 を含め たアル カリ変性 を受 けない分子 表面領域 の存在 に起 因す ることを

明 らか に した。

さらに,タ ンパ ク工学 的方法 を用いて,ア ルカ リ耐性 を示 さないスブチ リシンALPIの 自己消化機構

を明 らかに してゆ く過程 で,自 己消化の引 き金 となる酵素 タンパ クの初期 の切断は,N末 端領域 とC末 端

領域で起 こること,ま た両領域 を形成す る α一ヘ リックス間の相互作用の有無 が,ス ブチ リシン分子の表

面構造の可動 性 を制 限 している ことを明 らかに した。

次 に,ス ブチ リシ ンSendaiと スブチ リシンALPIの キメラ酵素 を作 り,各 種変異酵素のアルカリに対

す る挙動 の解析か ら,前 述 した,N末 端領 域 とC末 端領域 に存在す る両 α一ヘ リックス間の位置関係が重

要で,ア ルカ リ耐性 をもつため には,両 α一ヘ リックスが接 近 している こと,し か も,α 一ヘ リックスの

接合面 を形成す る疎水性 ア ミノ酸の側鎖が小 さ く,コ ンパ ク トな充填 が可能 であ ることが あげ られる。

一方
,ア ルカ リ耐性 を示 さない,ス ブチ リシ ンALPIは,溶 媒表面 を形成するア ミノ酸が,親 水性の も

のが比較的多いため溶媒 の影響 を受けやす いこ とが示 された。

本研究の結果,タ ンパ ク分子 に構造上のアルカリ耐性 を付与す る要因 として,(1)側 鎖の小 さな疎水

性 アミノ酸同士の相互作用 によって空間が充填 された分子表面が存在する こと,(2)親 水性が低 く,溶

媒 と分子内部 を隔離 す る溶媒 表面 が存在す る こと,の 二つが あげ られ る。

以上の結果 は,産 業用酵素 スブチ リシンの アルカ リ耐性の分子機構 を世界 に先駆けて明 らか に した も

のであ り,今 後有用酵素 を分子設計す る上での,基 本的 な理論 を構築 した点 で,審 査員一同は候補者 を

博士(農 学)の 学位 を授与 される十分 の資格が有 る もの と認定 した。
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