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Schizosaccharomyces pombeα-Glucosidaseの構造と機能に関する研究

奥山正幸



略語

Tris tris(hydroxylmethyl)aminomethane 

SDS sodium dodecylsulfate 

EDTA disodium ethylenediaminetetraacetate 

PEG polyethyleneglycoI 

dNTP deoxyribonuc1eoside triphosphate 

(dATP， dCTP， dGTPおよび、dTTPを含む)

cDNA complementary DNA 

TE 10 mM Tris-HCl (pH 8.0，5 mM EDTAを含む)

PVDF polyvinyIidene dif1uoride 

PCR polymerase chain reaction 

RT-PCR reverse transcription PCR 

UTR cDNA上の5'および、3'末端非翻訳領域

PMSF phenylmethyIsulfonyl f1uoride 

TAA Taka-amylase A 

CGTase cyc1omaltodextrin glucanotransferase 

GSDII glycogen storage disease type 11 

pNPX p-nitrophenylα河(lopyran<;>side

CBE conduritol B epoxide 

DEPC diethyl pyrocarbonate 

NBS N-bromosuccinimide 
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第 1章序論

第 1節 α-glucosidaseの分類

α-Glucosidase (EC 3ユ1.20)はα-glucoside結合をもっ基質の非還元末端から加水分解によ

ってa-glucoseを遊離するエキソ型の酵素である。また国際生化学連合酵素委員会の酵素分

類表に記載されている oligo-l，6・glucosidase(EC 3.2.1.10)やsucrase-isomaltase(EC 3ユ1.48/EC
3.2.1.10)もα-glucosidaseに含まれる。同じく基質の非還元末端から glucoseを遊離する酵素

にglucoamylase(EC 3.2.1.3)が挙げられるが、生成物がs-glucoseでありa-glucosidaseとは

明確に区別される。

佐Glucosidaseはこれまで微生物、植物、動物など様々な生物から分離精製されており、

その基質特異性から 3タイプに分類されている1¥Type 1はheterosideをよく加水分解する。
すなわち maltoseよりも arylα-glucosideや sucroseをよく加水分解する。 TypeIIは aryl

a-glucosideよりも maltoseのようなholosideをよく加水分解する。 TypeIIIはType11の基質

特異性に加えて starchや glycogenのような高分子の基質に対して作用する。しかし基質特

異性が広いのが特徴であるa-glucosidaseを基質特異性で分類するのは困難である。例えばミ

ツバチ由来のα-glucosidaseはheterosideである sucroseとholosideである maltoseをともによ

く加水分解するい)。

一方で近年、遺伝子クローニングにより数多くのα-glucosidaseの一次構造が明らかにされ

た。一次構造からはふたつのファミリ一、 α-glucosidasefamily I、α-glucosidasefamily 11に分

けられることが明らかになっている 4)。

α-Glucosidase family 1はいわゆるα-amyl部efamily酵素群がもっ4つの保存領域をもつがそ

れらと全アミノ酸配列の相向性はない。 α-amyl出eぬmiIyとはその構造の類似性、触媒機構

の共通性などをもとに提案された酵素群である 5)。α-amylasefamilyの定義は以下のように

まとめられている。 1)α-glucoside結合に作用する。 2)α・アノマーのグルコースあるいはマ

ルトオリゴ糖を生成する、もしくは糖転移反応により新たなα-glucoside結合を形成する。

3)一次構造上にそれぞれの酵素に共通の 4つの保存領域が存在する。そしてこの保存領域

内に触媒部位のすべてと基質結合部位の多くが存在する。4)触媒部位としてTaka剖 nylaseA 

(TAA)のAsp-206、Glu・230、Asp-297に対応する Asp、Glu、Asp残基をもっ。 α-glucosidase

のうちこれらの定義をみたす酵素はおcc加'romycescαrlsbergensis 6)、Bacilluscereus 7)、

Saccharomyces cerevisiae8)、Candidaalbicans9)、EscherichiacolilO)、ミツバチ 11)、yellow-fever

mosquitol2)由来のものなどにみられる。 α-Glucosidasefamily [では Bacillusce陀凶 oligo

1，6・glucosidaseにおいて3D構造が明らかにされている 13)。

α-Glucosidase family Ilはα-amylasefamily酵素群同様、 α-glucoside結合に作用し、 α・アノ

マーのグルコースを生成し、糖転移反応により新たなα-glucoside結合を形成するが、一次

構造上にそれぞれの酵素に共通の 4つの保存領域をもたない。一次構造をα-glu∞sid出e



family 1と比較しても全く相向性を示さない。このα.-glucosidaseぬmily1Iには晴乳類由来の

a.-glucosidase (ヒトリソソーム 14)、ラット sucrase-isomaltasecomplex (SI・complex)15)、ウサギ

SI-complexl6)、ヒト SI・complexl7))、植物(大麦 18，19)、テンサイ 20)、ホウレンソウ 21)、ソバ

22))由来α-glucosidase、糸状菌 <Aspel宮illusniger23， 24)、Aspergillωoη'zae25)、Mucorjavanic附26))

由来α-glucosidase、酵母 Schwanniomycesoccident，αlis glucoamylase27)、Candidiαtsukubaensis

α-glucosid部e28)、Cαndidaalbicans glucoamylase (accession number; SWISS-PROT，074254) 

などが含まれる。 S.occidentalis glucoamylaseは glucoamylaseとして登録されているが

α-glucosidaseであることを生成物のアノマー型から確認している 29)。これまでは

α-glucosidase family II は真核生物にのみ見つかっていたが、最近では Bacill間

的ermoαmylol勾uそ向ciens30)，Alicyclobacillus acidocaloariω31)， Sulfolobus solfat，αricω32)といった

細菌や始原菌からも見つかっている。

B. Henrissatはglycosidehydrolasesをそのアミノ酸配列の相向性から 83familyに分類して

いる 33，34)。この分類ではおmilyごとで活性中心、反応機構が保存されている。 glycoside

hydrolasesの反応機構は一般酸塩基触媒反応であるとされているが、この反応は生成物の Cl

炭素のアノマー型を保持する反応 (retaining;α→α，s→戸)と反転する反応(inverting;α→s，

P→α)に分けられる。これが Henrissatの分類する familyごとに保存されており、例えば

glycoside hydrolase family 1 (GH family 1)にはβglucosidase(EC 3ユ1.21);s-galactosidase (EC 
3ユ1.23); 6・phospho・s-galactosidase (EC 3ユ1.85); 6ゃhospho・s-glucosidase (EC 3ユ1.86);

lactase-phlorizin hydrolase (EC 3ユ1.62)，(EC 3.2.1.108);トmannosidase(EC 3ユ1.25);myrosinase 
(EC 3ユ3.1)が含まれるが、反応機構は retainingであり、触媒残基はふたつのグルタミン酸

残基 (Agrobacteriums-glucosidaseで触媒残基と推定された Glu・170、Glu同357)であるとされ

ている 33，78)。α-glucosidasefamily 1、HはそれぞれGHfamily 13、GHfamily 31に含まれる。

GH family 13にはα-glucosid出eの他にα-amyl邸e(EC 3.2.1.1)、 pullulanase(EC 3ユ1.41)、

cyclomaltodextrin glucanotransferase (EC 2.4.1.19)、cyclomaltodextrinase (EC 3ユ1.54)、

trehalose-6-phosphate hydrolase (EC 3.2.1.93)、maltogenicamylase (EC 3ユ1.133)、neopullulanase 

(EC 3ユ1.135)、maltotetraoseイorminga.-amyl蹴 (EC3ユ1.60)、isoamylase(EC 3ユ1.68)、

glucodextranase (EC 3.2.1.70)、maltohexaose-formingα-amylase (EC 3.2.1.9旬、 branchingenzyme 

(EC 2.4.1.18)、trehalosesynthase (EC 5.4.99.16)、4・α-glucanotransferase(EC 2.4.1.25)、

maltopentaose-formingα-amylase (EC 3ユ1.1)、 amylosucrase(EC 2.4.1.4)、 sucrosephosphorylase 

(EC 2.4.1.7)などが含まれる。

GH family 31にはα開glucosidase(EC 3ユ1.20)のほか、 α-xylosidase、α聞glucanIyase (EC 

4ユ2.13)が含まれる。いずれもα-glucoside結合に作用するがα-xylosidaseは基質の非還元末

端が xylose、α-glucanIyase は生成物が g
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体に局在する糖タンパク質である。付加されたN型糖鎖 mannoseコア糖鎖の非還元末端の

α・1，2圃glucoside結合に作用する。晴乳類43)、S.cerevisiae44)から精製されており、一部性質が

調べられている。分子量 83・95kDa、最適 pH6.7・6.8、基質特異性は非常に狭く

Glc3・Man9心JcNAc2のα・1，2glucoside結合に作用するが GJc2-Man9・GJcNA匂には作用しない。

ヒト脳海馬より cDNAがクローニングされているが、一次構造は上記のいずれの

α-glucosidaseの分類にも当てはまらない45)。最近では["glucosidase 1の生成物のアノマー型

がPである」という報告があり、この酵素はα四glucosid部eではなく glucoamylase型の酵素で
あることがわかった 46)。

glucosidase 11 は104kDaと58kDaの2つのサブユニットαヘトサフユニットからなる糖

タンパク質である 47-50)0N型結合糖鎖の非還元末端から 2、3番目のα・1，3gIucoside結合に作

用する。最適pHは6ル7.5で基質特異性についてはα・1，3、α-1，4gIucoside結合に対しては高

い特異性を示すがαー1，ト、 αー1，2・、a.-l，6開gIucoside、gIycogenに対しては特異性が低い51)。ま

たα・サブユニットに触媒活性部位を含み、アミノ酸配列から GH危mily31に含まれる。

第2節 Glycosidaseの触媒機構

α-gIucosidaseを含め gIycosylaseの反応機構は未確定の部分が多くその反応を統一的に説

明できる合理的なモデルは確立されていない。そこでここでは現在有力な2つの反応機構、

オキソカルベニウムイオン中間体反応機構と求核二重置換反応機構についてふれる。また

アノマーretaining酵素 (α→α，s→戸)についてのみ例を挙げる。

いずれの場合もふたつのカルボキシル基(四COO-とーCOOH)が反応に関わっている。

オキソカルボニウムイオン中間体反応機構を簡単に説明する (Fig.1・2)。切断される

glucoside結合の酸素原子にプロトンが付加され、非還元末端側glucoseのアノメリック炭素

から H-O-Rが遊離し、この glucoseはオキソカルボニウムイオンを生成する。これに求核種

である OH-が攻撃して(乙の求核置換反応はSNl反応である)加水分解が終了するというも

のである。

一方、求核二重置換反応機構ではアノメリック炭素に求核基 (COO-)が反応し、選移状

態のオキソカルボニウムイオン中間体を経て共有結合する。すなわちグルコシル圃酵素反応

中間体を生成する。次に水分子の OH-が求核種としてアノメリック炭素を攻撃し、加水分解

反応が終了する。このときの求核置換反応は SN2反応である。加水分解が終了するまでにワ

ルデン反転を伴った2回の置換反応がおきる (Fig.l・3)。

すなわち、これらふたつの反応機構の違いはグリコシル中間体が酵素と共有結合を作る

のか否かである。

オキソカルボニウムイオン中間体反応機構を支持する結果は、水分子の OH・の求核反応が

SNlで進行していることを示すα・第2次動力学同位体効果がα-glucosidaseで観察されたこと
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である 52)。また Bacillussubtilis a.-amyl田e(GH famiIy 13)の触媒残基変異酵素 E208Qの

maltopentaoseとの複合体の結晶構造的では活性中心の・COO'に対応するAsp-176とアノメリ

ック炭素の距離が3Aであり共有結合はとれないことを示している。

一方、求核二重置換反応機構を支持する結果としては、 TAAによる置換基効果 54)やブタ

陣臓α-amylaseにおいて反応中間体を NMRで観測したなどが挙げられるが、最近では基質

アナログを用いることでグリコシル.酵素複合体をとらえられていることを挙げることがで

きる。これらはアノメリック炭素によい脱離基であるフッ素を結合し、また 2位や 5位に

電気陰性度の大きいフッ素を配置することで、活性化エネルギーが高くなることを利用し、

わ過程より k1過程が速くなり中間体が貯まることを利用している。例えばα・amyl回efami1y 

酵素群のひとつである Baci/luscirculans 251起源の cyc10dextringlycosyltransferase (CGT:部e;

GH family 13)では基質として 4・.deoxymaltotriosylα-f1uorideを用いると、 Asp-229(TAA 

Asp-206に対応)がアノメリック炭素と共有結合を形成することが確認されている 56)0 s. 
cerevisiaeα-glucosidase (GH family 13)の求核残基Asp-214へのふ日uoro-a.・D-glucosylf1uoride 

やふfluoro・p心 idosylf1uorideの結合も求核二重置換反応機構を支持する結果の一つである 57)。

Bacillus circulans xylanase (GH family 11)では[O_13C]でGluをラベルし、 13C_NMRを用いて

xylanaseをpH滴定している 58)。その結果、求核残基Glu・78、酸塩基触媒残基Glu-l72のpKa

値はそれぞれ 4.6、 6.7 であるが、基質アナログ 2'，4にdinitrophenyI 

2-deoxy-2-fluoro-s-xylobiosideを反応させると滴定カーブはGlu・172のみで得られ、求核残基

Glu・78はglycoside結合を形成するため pHの変化により化学シフトの移動は起こらないと

いう報告もある。また同時に、基質アナログが結合した状態では酸塩基触媒残基Glu開172の

pKa値が約2.5減少し、 Glu・172が塩基としても働くことが示されており、 pιの状態は周辺

の環境により定められていることが示されている。

ただし共有結合したグリコシルー酵素複合体は基質アナログを用いたときに認められてい

るのであって、基質そのものと酵素の複合体を観察されているわけではない。

また最近、共有結合したグリコシル鯛酵素複合体を単離してX線解析したという報告があ

り、これも求核二重置換反応機構を支持する大きな結果である 59・61)。しかし「安定な単離

状態で共有結合が存在したからという理由からでは、真の反応中間体が共有結合型である

とは言い切れない。反応中間体に関しては、どちらとも言えない中間型ではないか」とい

う考え方もあり 62)、現在まででは最初にも述べたように反応機構は確立されたモデルが存

在しない状態である。

第3節 α-Glucosidaseの触媒残基について

触媒反応に関わる解離基は2つのカルボキシル基、解離型カルボキシレート ιCOO，)と

カルボキシル基 (-COOH)が関わっていることを多くのα-glucosidaseで示されている。そ
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してその触媒反応機構は一般酸塩基触媒であるとされている。

α-glucosidaseでは、 ConduritolB epoxide (CBE)や5-tluoroglycosyl tluorideを用いて活性

に必須なアミノ酸残基のうち求核残基が同定されている。

自殺基質である CBEは Fig.ト4のような反応模式で解離型カルボキレートに結合し

scyllo・inositolエステルを形成しているとされている。通常の酸触媒による開環反応では

かchillo四inositolが形成されることからこの反応が酵素反応由来であるとされている的。活性

部位に入ってきた CBEは酸塩基触媒残基によりそのエポキシ環の酸素原子がプロトン付加

を受ける。求電子状態となった CBEの2位の炭素原子が解離型カルボキシレートにより攻

撃され共有結合を作り酵素は失活するというものである。すなわち CBEにより修飾される

解離型カルボキシル基は触媒反応における求核残基であるとされている。 CBEと結合した

ペプチドは分離、解析されており、 CBEにより修飾されるカルボキシル基がアスパラギン

酸残基のものであることが明らかにされた。α-glucosidasefami1y 1ではミツバチα“glucosidase

IでAspが親和標識されている 64)。このAspはα-amylasefamiIy酵素群の region2に位置す

る保存されたAsp(TAAでAsp-206に相当)である。 α-glucosidasefamily 1Iではウサギ小腸

sucrase-isomaltase complex65，66)のAsp-505(isomaltase)， Asp-1394 (sucrase)、ヒトリソソーム

α-glucosidaseのAsp-51 867)、テンサイα-glucosidaseのAsp-46968)、Aspergillωnigerα圃glucosidase

P2サブユニットの Asp幽22469)でCBEによる親和標識および結合したペプチドの単離が行わ

れている。加えてヒトリソソームα圃glucosidaseでは CBEと結合する Asp-518を部位特異的

変異により Asn、Glu、Glyへの置換を行い、いずれも酵素活性が失われることが確認され

ている問。

CBE以外ではα四glucosidasefamiIy 1に含まれる S. cerevisiaeα-glucosidaseで

ふ日uoro-a-D-glucosyltluorideや 5-tluoro-s-L-idosylfluorideを自殺基質として用い、触媒反応

の求核残基を決定している 57)。反応は Scheme1で説明されており、阻害がおきるのはhよ

りも kcatの方が小さいために E-Iが蓄積するためであるとされている。 Eは遊離の酵素、トF

は5・fluoro・glycosylfluoride、Iは生成物を示す。 5-tluoroglycosyl tluorideにより不活性化され

たα-glucosidaseのペプチド断片を質量分析計で測定したところ分子量が 181だけ大きい化

学種が生成していることが認められ、 Asp-214が修飾されていると同定された。この残基は

前述した CBEで修飾されるミツバチα-glucosidase1 (α同glucosidasefamiIy J)の Aspに対応す

る。修飾の反応模式、またα-amylasefamiIy酵素群においてregion2に保存された残基であ

ることから、 S.cerevisiaeα-glucosidaseのAsp-214は触媒反応の求核残基であると同定され

ている。 5・tluoro・glycosyl tluorideは阻害剤として有用であり α-galactosid部 e70)、

α-mannosid田e71)、s-mannnosidase72)などでこれを用いて触媒求核残基が調べられている。
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Scheme 1 

E+I-F 

h 
F kc.t 

芋叫F4-ιI片 E+I
H20 

E， free enzyme; 1・F5-tluoro-glycosyl tluoride; 1， product released 

その他、酸塩基触媒残基などの触媒残基については、a.-glucosidase伽nily1はα-amyl出 e

白mily酵素群と一次構造上に共通した4つの領域 (Region1・4)の中に含まれるとされてい

る。例えばα-glucosid出efamily 1に含まれる Bacillussp. SAM1606α-glucosidaseの場合、

Asp-209がTAAのAsp-206に対応し、 Glu-271が酸塩基触媒残基 (TAA，Glu・230)、Asp四345

(TAA， Asp-297)が3番目の残基ということになる 73)。α僧amyl邸efamily酵素群には様々な

酵素が含まれるが触媒機構は統一的なものと考えられておりの、 T球a-amylaseAを例に簡単

に触媒機構を示すとそれぞれの残基の役割は以下のようになる。「基質が触媒部位に侵入す

るとそれまでプロトンを介して結合していたGlu・230とAsp-297のカルボキシル基からプロ

トンが離れglucoside結合の酸素分子を攻撃することで、 glucoside結合が切断される。生じ

たカルボニウムイオン中間体を Asp幽206の解離型カルボキシル基が支える様な形で安定化

させる。次に入ってきた水分子はGlu・230からプロトンを奪われできた OHーがカルボニウム

イオン中間体のアノメリック炭素を攻撃し反応終了する。」と説明されている。

一方、 α-amylasefamily酵素群とは全く異なるα-glucosidasefamily Ilでは酸塩基触媒残基

やその他の必須なアミノ酸残基は未だ知られていない。

ヒト酸性α-glucosidaseではその遺伝的欠損がglycogen-storagedisease type 1I (GSDII、糖原

病 II型)を引き起こすことは古くから知られており、多くの変異遺伝子が GSDII患者から

単離、解析されている。 GSDIIを引き起こす変異を invi仰で部位特異的に導入した cDNA

を一過性発現させ、その塩基置換(アミノ酸置換)による翻訳後修飾や細胞内輸送、残存

酵素活性の変化についての研究が行われている。これらの変異ヒト酸性α唱lucosidaseは多く

の場合、酵素活性を完全にもしくはそのほとんどを失うが、原因が翻訳後修飾や細胞内輸

送のような機能の欠損によるものなのか、酵素化学的に必須な機能を失うためなのかは明

らかでない。

触媒残基とは別に大麦high-pIα-glucosidaseでは水素結合による酵素ー基質相互作用を調べ

ている。遷移状態の安定エネルギーA企Gi:を様々 な deoxy誘導体 maltoseから計算し maltose

と酵素の結合を Fig.l・5のように示している。 19)
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第4節 回ycosidaseでの触媒残基の同定

glycosidaseの多くはふたつのカルボキシノレ基による一般酸塩基触媒反応であることが知

られている。これらのカノレボキシノレ基を提供する酸性アミノ酸残基 AspやGluの同定は前

項で述べたような自殺基質を用いた親和標識によるもの、また保存されたアミノ酸残基へ

の部位特異的変異の導入による活性の変化などで調べられている。基質と複合体を形成し

た酵素の X線結品解析でアミノ酸残基と基質の距離関係など、から触媒に関わっているであ

ろうアミノ酸残基を推定し部位特異的変異を導入し活性の変化を見ているものもある。

また最近では怯amylasefamily酵素群のPseudomonasstutzeri G4・アミラーゼ (GHfamily 

13)で活性残基の 5種の変異体とマノレトテトラオースの複合体の詳細な構造解析により触

媒残基の役割を調べた報告もある問。 α-amylasefamily酵素群ではregion4に位置する TAA

でのAsp-297(G4アミラーゼではAsp-294)は3番目の触媒残基として扱われるが、この役

割について調べられている。これによると Asp-294がアスパラギン酸のままであると、サプ

サイトー1位の糖残基が歪んだ構造をとって酵素に結合しているのが観測されるが、 Asn-294

変異体では歪みがとれて、ほぼ regul距 chair型の糖構造をとること、また Asn・294変具体と

の複合体では、マノレトテトラオースの結合が弱くなっていることを示唆する結果が得られ

たことから 3番目の触媒残基 Asp-294の役割は、・1位の糖の 0-2、0-3に強く水素結合す

ることにより、基質結合力を強め、かっ加水分解反応を誘引するように歪みを与えること

であると報告している。

s-glycosidaseでは求核残基や酸塩基触媒残基の決定を沼ideや formateといった外用求核

試薬を用いることで、行っている。すなわち求核残基もしくは酸塩基触媒残基の変異酵素で

失ったそれぞれの Bronsted塩基の役割を azideや formateのような求核試薬に行わせ活性を

回復させるというもので、ケミカルレスキューと呼ばれる手法である。この場合、基質に

は2，4-dinitrophenyls-D-glucosideなどよい脱離基をもった基質を使うことで反応を促進させ

ることが必要である。これらの反応模式はFig.1-6のように示される。例えば求核残基の変

異酵素を使用した場合、外用求核試薬として N叶もを使うと、求核残基の代わりに N泣もが

Clに求核攻撃し、またこのとき酸塩基触媒残基が glucoside結合の酸素原子にプロトン付加

し反応が進行する。生成物はアノマ}の反転したα-glucosylazideである。酸塩基触媒残基変

異酵素の場合では、求核残基が Clを攻撃した後、基質の 2，4-dinitropheno1はよい脱離基な

ので (pKa3.96)プロトン供与を必要としないで遊離し、生成したオキソカノレボニウムイオ

ン中間体にNゆらが求核種として Clを求核攻撃しs-glucosylazideを生成する。

このケミカルレスキューにより以下のようなs-glycosidaseで触媒残基が決定されている。

Celluomonusβoni exoglucanase/xylanase CCex; GH fami1y 10)の求核残基はGlル23374)、酸塩基

触媒残基は Glu・12775)、Sulfolobussolfataricus s-glycosidase (Sss幽gly;GH fami1y 1)の求核残

基は Glu-38776)、Baci/luscirculans xylanase (GH fami1y 11)の酸塩基触媒残基は Glu-I7277)、

Agrobacterium faecalis s-glucosidase (GH fami1y 1)の酸塩基触媒残基は Glu17078)、Bacillus

7 



licheniformis 1，3・1，4-s-glucan邸e(GH family 16)では求核残基はGIル134、酸塩基触媒残基は

Glu・13879)などである。

第5節 Schizosaccharomyces pombeα-glucosidaseに関する研究と本研究の概要

Schizosaccharomyces pombeα-glucosidaseは 1965年に、菌体内より部分精製され、その性

質、基質特異性、糖転移反応について調べられている 80，81)。要約すると最適pHは酸性側(pH

4.0・4.4)で、基質特異性は maltopentaoseまでの maltooligosaccharideに高い特異性を示し、

phenylα-glucosideに対しては特異性が低い。またmaItoseからの糖転移反応産物はisomaltose

が主な産物で微量の panose、isomaltotriose、nigerose、k吋ibiose、maltotrioseが生産される。

これらの性質は同じ酵母であるおccharomyces属α-glucosidaseとは異なるもので、糸状菌起

源のものと類似している 80，81)。

その後、菌体外分泌α-glucosidaseが確認されている。大量分泌条件、精製法、酵素化学的

性質、基質特異性とサブサイト構造が調べられており以下にまとめる問。

分泌条件

炭素源について調べられている。炭素源がglucose、maltoseの際には培養液にα幽glucosid邸 e

は分泌されず、 maltotriose、ー印刷ose、ーpen飽oseの場合に分泌される。また菌体量当たりの

分泌量はmaltopentaoseで最大となる。

酵素化学的性質

1)分子量は219，000(SDS・PAGE)

2)最適pHは4.5

3) pH安定域は3・8(4 oC， 24 h処理)

4)糖タンパク質であり mannoseを標準糖とし phenol-硫酸法により 78%の糖を含む。化学的

に糖鎖を除去したタンパク質の分子量はSDS同PAGEで 114，000である。

5)酵素的に糖鎖を除去した酵素は pHおよび、温度安定性には変化がないがプロテアーゼに

対して感受性を増す。

基質特異性およびサブサイト構造

maltopentaoseまでの maltooligosaccharideに対して高い特異性を示すが、 isomaltose、phenyl

α-glucoside、solublestarch に対する特異性は低い (ko/ Km: 56 sec-
J 

• mM-J for maltose， 5.9 sec-J • 

mM-1 for isomaltose， 5.9 sec-J ・mM-Jfor phenylα-glucoside、1.95sec-J・mM-Jfor soluble starch)。

サブサイト構造についてはサブサイト親和力んが 0、それ以降は負の値を示し、活性中心

はサブサイト l、2、3よりできていると推測される。

本研究はS.pombeα-glucosidaseの構造と機能の関係を明らかにすることを目的とした。

なかでも触媒活性に必須なアミノ酸残基を調べることを主目的とした。そのためにまず第2

章でS.pombeα-glucosidasecDNAのクローニングによりそのアミノ酸配列を推定した。また
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ゲノミック DNAのクローニングを行い、遺伝子上流領域配列のホモロジーから S.pombe 

α-glucosidaseの発現制御を推定した。第3章では構造と機能の関係をタンパク質工学的手法

により明らかにするための第一段階として、得られた cDNAの異種宿主発現を行った。そ

して第4章で、これまで相同性のあるα圃glucosidaseで保存された酸性アミノ酸残基に部位特

異的に変異を導入することで触媒活性に必須なアミノ酸残基の推定を行った。第5章では、

触媒活性に必須な酸性アミノ酸残基の近傍に位置する芳香族アミノ酸に変異を導入し基質

特異性の変化などを調べた。

9 



LA  
J/ 

。‘ミミ3〆

とへ/
τ〉
刊f¥H

「。¥3ro

や hA

Nu 

←人

向 J
α・D・Glucose

dkzムHO~ニペ Ó')9V~

5・1
・・・・・・圃酬・

、f¥ 
¥ 、

and (upper) ofα圃glucosidasemechanisms of reaction Prediction ト1.Fig. 

[Adapted from Shukun Yu et aI.， J3iochim， Biophys. 

n
u
 
y
i
 

αー1，4・glucanlyase (lower). 

Acta， 1443， 1・15(1999).] 



H-O司R

今ら

ど1
7戸

今ち

ス尋i;27
OH 

『司‘

H

l

i

o

h

r

 

/

F

/

 

C
l
l
h
/
/
，
 

、

少

/ι

o

h

/

/

 

Fig.1・2. Carbenium ion intennediate mechanism. 

[Adapted from Seiya. Chiba， Biosci. Biotechnol. 

Biochem.，61 1233-1239 (1997).] 

匂有シ

1~ 

ヰjζ
エ:
j 

HO 

Fig. 1-3. Nucleophilic double displacement mechanism. 

[Adapted企omJohn D. McCarter and Stephen G. Withers， J. Biol. 

Chem.， 271 6889・6894，(1996).] 



Nu 

コイ~~o
Nu 

HO 

~ 
、宇少、加除

HO 

O ¥、V0.C 

AlB 
Al8 

Fig. 1・4. Inactivation of anαぢlucosidasewith coduritol B epoxide. 

[Adapted from Torben P. Frandsen and Birte Svensson， Plant Mol. Biol.， 37， 

1・13(1998).] 

Charged ... ←一一 HO OH 

l
I
B
I
l
a
-
-

，
 

H
 

o
 ll
s
v剛陣、N
 

OH 

Neutral 

Fig.ト5. SchematIc representation of proposed charge or 

neutral hydrogen bonds from maltose to high-pI 

α-glucosidase. [Torben P. Frandsen et a1.， Plant Physiol.， 

123，275・286(2000).] 

12 



-w 

(a) 

H 

はH

HR4 
a-glucosyl azide 

、‘l
h
U
 

J
'
E

、

OH 

Hか守d n !OH 

hU~ HO_ ¥ ¥ n-R 

H 

q♂ 

3
 

心
、
一
倒

u

u

F

守、

o
-
F
 

-
o
 

v

H

 

o、
司
、
叫

H

F

守、

o
-
-

-
n
u
 

〉

H

H
 

-0 .0 、A/

Fig. 1-6. Restoration ofnuc1eophile (a) or acid/base catalyst (b) mutant activity by sodium azide. 

[Adapted企om(a) Marco Moracci et al.， Biochemistry， 37， 17262・17270(1998) and (b) Alasdair M. MacLeod et al.， Biochemistη，33， 

6371・6276(1994).] 



第2章 Schizosaccharomyces pombeα-glucosidase cDNAおよび、ゲノミツ

クDNAのクローニングとその発現

第1節 緒言

α-glucosidaseのアミノ酸配列について

これまで多くのα四glucosidaseの一次構造がその遺伝子のクローニングにより調べられて

いる。 Aspe.噌i/l;ωn恕erα-glu∞sid出eはその中で唯一化学的解析 (Edman分解)により調べ
られている 23)。α-glucosidaseは前述の通り、一次構造から大きく分けて二つのグループ

α-glucosidase family 1、11に分類できる。本研究ではS.pombeα圃glucosidaseの一次構造をcDNA

のクローニングにより推定する。

α-gIucosidaseゲノム遺伝子について

真核生物においてa-glucosidaseゲノム遺伝子のクローニングの例は少ない。酵母や真菌で

は、 Schwαnniomycesoccident，αlii3)、Candidatsukubaensii8， 84)、Aspergillusniger24)、Aspergillus

oryzae25)で行われている。 SaccharomycescerevisiaeではαぢIucosid出eをコードするMAL62遺

伝子の周りに perme出eとそれらの遺伝子のactivatorからなるMALlociとして構成されてい

るお o a-glucosidaseとperme出eの発現はmaltoseにより活性化されglucoseにより抑制され

ることがわかっているお)0 C. tsukubaensisα四glucosidaseでは自身のプロモーターが S

cerevisiaeでも働くこと、 glucoseの存在が発現に影響を与えないことを調べている 87)。一方

でS.occidentalisα-glucosidaseの場合S.cerevisiaeで自身のプロモーターは動かない 84)0 A. 

oryzaeα-glucosidaseではレポーター遺伝子によるプロモーター解析が行われており maltose

による誘導、高いレベルの発現に必須なプロモーター配列 (RegionII1， tcgggcatttatcggg)の

解析を行っている。またglucoseにより発現が抑制されることも調べている。

本研究ではα-glucosidaseのゲノム遺伝子のクローニングを行うことで 5'上流域のプロモ

ータ一様配列から発現制御機構を推測する。またあわせてglucoseによる遺伝子発現の抑制

を調べる。
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第2節実験材料および方法

(1)菌株

Schizosacchαromyces pombe (AHU3179)は北海道大学農学部生物機能化学科応用菌学講座

より恵与されたものを用いた。クローニングのために使用した大腸菌宿主にはJM1 09 [recA 1 

endA1 gyrA96 thi-l hsdR17 supE44 relA1 !l(lac-proAB) / F'[traD36 proAB+ lacf! lacZ!lM15]]を用

いた。大腸菌コンビテントセルを Hanahanの方法に従い調製した。プラスミドクローニン

グベクターにはpBluescriptII KS (STRATAGENE)を使用した。プラスミド DNAの調製をア

ルカリ/SDS法と PEG/トJaCI沈殿を組み合わせた方法により行った。

(2)試薬

制限酵素、修飾酵素、 SUPERSCRIPT™ Lambda System for cDNA Synthesis and λCloning、

SUPERSCRIPT Preampli日c副onSystemはLlFETECHNOLOGIES社製のものを用いた。

Gigapack Gold m Packaging Extract (STRATAGENE)、DNALigation Kit Ver. 2、BcaBEST

Labeling Kit (宝酒造)をそれぞれ市販のものを用いた。その他特に明記しない試薬について

も市販のものを使用した。

(3)酵素

S.pombeα-glucosidaseを既報の方法 82)に従い精製した。すなわち、 S.pombeを31のM5E2

合成培地で培養した培養上清を回収し、エタノール沈殿、 DEAE-SepharoseCL・6Bによる陰

イオン交換クロマトグラフィー、 Sepharose6Bによるゲル櫨過クロマトグラフィーを組み合

わせた方法により SDS-PAGEで単一になるまで精製を行ったものを酵素標品として使用し

た。

(4)アミノ酸配列の解析

(4)-1. S-ピリジルエチル化

脱塩水に対して透析した酵素溶液(2nmoI)を遠心濃縮した後、タンパク質を 10mMEDTA、

8M ureaを含む0.2M Tris羽CI(pH 9.0) 100 μlに溶解した。 2μlの2-mercaptoethanolを加え、

窒素置換した後、室温で 16時間以上放置した。その後3μlの4・vinylpyridineを加え、遮光

し窒素置換後、室温で振渥し反応させた。 4時間後、氷酢酸を加え pHを4以下にし、 20mM

sodium acetate buffer (pH 4.5)に対して透析した。その後20mM Tris-HCI (pH9.0)に対して

透析し、遠心濃縮機で試料を乾固させた。

(4)・2.Iysyl endopeptidase消化

ふピリジルエチル化し乾回したタンパク質に ureaを終濃度 8Mになるように加え、 O.2M

Tris-HCI (pH 9.0)に溶解した。37ocに2時間保持した後、0.2M Tris-HCI (pH 9.0)を等量加え、
町ea終濃度が 4Mとなるようにし、タンパク質に対し 11100(モル比)の割合で Lysyl

Endopeptidase (和光純薬)を加え、 37
0

Cで24時間消化した。

(4)-3.逆相 HPLC
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プロテアーゼ消化したペプチドの分離、回収を、逆相 HPLCにより行った。カラムには

Cosmosil 5C8-AR・300Packed Column (4.6mm x 150mm、Nacalaitesque)を用いた。流速

800μl/min、カラム温度50
0

Cで行った。溶出を 0.1%TFA-CH3CN溶媒系で行い、ペプチドの

検出を 216nmにおける吸光度を測定し行った。

(4)-4.アミノ酸配列の決定

Edman反応によるアミノ酸配列の分析を、 ABI477A protein sequencerl120A PTH analyzer 

systemを用いて行った。 HPLCで単離したペプチドを遠心濃縮機で乾回し 100%TFA 30μl 

に溶解しシーケンサーに供した。以下プロトコールに従い分析を行った。

(5)オリゴヌクレオチドの合成

reverse transcription-PCR (RT-PCR)のプライマーとして、得られたアミノ酸配列をもとに

P34 (sense; デ四CAGTATATIGAGTTIACIACIAATATGGT四3') と P32 (antisense; 

5'-AAGTCIGGGAAIGCIGIGAAICCIGGCCA-3')の inosineを含むオリゴヌクレオチドを作製

した。これらの合成にはABI380B DNA Synthesizerを使用した。合成試料をOPCカラム(ABI)

によって精製し、凍結乾燥により試料を乾固させた後に蒸留水で溶解して、 20mM溶液と

して保存した。なおオリゴヌクレオチドの濃度は、その 260nmでの吸光度が lのとき 33

ng/μlと仮定して計算した。

(6) S.pombe全悶ぜAの単離、 mRNAの調製およびcDNAの合成

S. pombeをM5E2培地で600nmの吸光度1.2まで培養し、Hotphenol法90)を用いて全RNA

を抽出した。(全貯.JA200陀より OligotexdT・30Super (宝酒造)を用いてpoly(AtRNAを

精製した。得られた poly(AtRNAより SUPERSCRIPTPreamplification Systemを使用して一

本鎖cDNAを合成した。この逆転写反応液より 0.1μlを鋳型として、 RT-PCRを行った。反

応の際の温度制御にはPerkinElmer社の GeneAmpSystem 2400を使用した。

(7) S.pombe cDNAライブラリーの作製

(6)の方法に従いS.pombeから全RNAを抽出し、poly(AtRNAを精製した。その後cDNA

ライブラリーの作製を SUPERSCRIPT™ Lambda System for cDNA Synthesis and λCloningを

用いて、添付のプロトコールに従って行った。

加vitroパッケージングをGigapackIII Gold pakaging Extractを用いて以下のように行った。

得られた cDNAライブラリー5μ1をGigapackIII Gold pakaging Extractに加え 22
0

C、90分間

保持し invitroパッケージング反応を行った。500μ1SM (50 mM Tris-HCI， pH 7ム0.1Ml、.JaCI、

7mMMgS04、0.01% gelatin)を加えることにより反応を停止し、さらに 20μlのクロロホル

ムを添加し、使用時まで4oCで保存した。

作製した組換え入ファージの大腸菌への感染を以下のように行った。まず宿主大腸菌

Y1090(r") [ L1lacU169 proA+ hsdRI 7(rk圃，mk+)d..lon araDI39 strA supF(trpC22::Tnlの]を調製した。

0.2% ma1tose、10mMMgClzを含む LB培地 (1% Bacto tryptone、0.5%Bacto yeast extract、0.5%
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NaCI)で00600が0.7・0.8になるまで培養し、集菌後 10mM  MgCI2を00600が0.5になるよ

うに加え懸濁した。この Y1090(f)溶液600μlをライブラリー溶液(100μJ)と混合し37
0

C

で 15分間保持し、ファージを大腸菌に感染させた。あらかじめ溶解し 55oCに保温してあ

るtopLB培地 (1%Bacto町rptone、0.5%Bacto yeast extract、0.5%NaCI、0.7%Bacto ag訂)約

9mlをこれに加え、 LB培地(I% Bacto tryptone、0.5%Bacto yeast extract、0.5%NaCI、1.4%

Bacto agar)上に重層し、一晩37"Cでプラークを形成させた。

(8) S. pombe cONAライブラリーのスクリーニング

(8)・1.プラークリフト

作製したプレートからナイロン膜 (HybondN+， Amersham)へのλファージ DNAの転写を

以下のように行った。なお l枚のプレートから 2枚のナイロン膜の写しを作製した。

ナイロン膜 (13cm x 9 cm)をプレート上に約 1分間 (2枚目の膜は約5分間)接触させ、

接触面を上に向けて櫨紙上で乾燥させた。同じく接触面を上にしてアルカリ変性液 (0.5N 

NaOH， 1.5 M NaCO、続いて中和液 (0.5M Tris/HCl (pH 8.0)， 1.5 M NaCJ)をそれぞれ染み込

ませた櫨紙上に7分間ならびに3分間ずつ放置した。 3分間の中和処理をもう一度行った後

に、膜を 2x SSC (0.3 M NaCl， 30 mMクエン酸ナトリウム)で洗い、櫨紙上で乾かした。

最後に ONA接触面を 3分間紫外線照射することで DNAを膜に固定させた。

(8)-2.プローブ、の作製

プライマ-P34、P32を用いて、 1st synthesis cDNAをテンプレートに RT-PCRを行い、そ

の増幅断片を QIAquickPCR Purification Kit (QIAGEN)を用いて精製した。BcaBESTLabeling 

Kitを用いたランダムプライミング法によってこの DNA断片の放射能標識を行った。 25ng 

のONA断片に対して1.85MBqの[α_32p]dCTPを使用し、添付のプロトコールに従って標識

反応を行った。

(8)・3.プラークハイブリダイゼーション、洗浄および検出

4枚のナイロン膜に対し 10mlのRapid-hybbuffer (Amersham)を用いて、 65
0

Cで90分間プ

レハイブリダイゼーションを行った後に、放射標識したプローブ断片全量をこれに加え、

65 oCで一晩ハイブリダイゼーションを行った。余剰プローブの洗浄を 2x SSC/O. ] % SOS、1

x SSC/0.1 % SDS、0.1x SSC/O.l % SDS溶液中で65oC、20分間、それぞれ2回、 2回、およ

び6回行った。洗浄後、 X線フィルムのオートラジオグラフィーを行い、得られた 16個の

独立したポジティブシグナルプラークを回収し SM中にファージを溶出させた。回収したフ

ァージを再び播種し、二次スクリーニングを行ったところ、 16個のポジティブクローンの

うち 14個について再びポジティブプラークが出現した。

得られた陽性クローンの inse対 DNA の鎖長確認をはt11プライマー(forward

(GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG)， reverse (TTGACACCAGACCAACTGGTAATG ))を用

いて PCRにより行った。プレートから回収したλファージフラークを水 20μlに懸濁させ、
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室温で30分間放置した後に 90oc、10分間の熱処理を行いこれをテンプレートとした。PCR

を94
0

C，1 min / 55
0

C， 2 min / 72
0

C， 3 min、25サイクルで行った。

(9)口λファージDNAの調製

一種の組換え体につき5枚の角形プレートにλファージを全面溶菌になるように播種し(l

枚あたり 50，000プラーク)、そのプレート中に 10mlのA.-diluent(Io mM  Tris-HCI， pH 7.5、
10mMMgS04)を加え、室温で3時間緩やかに振渥したoA.-diluentを回収し、QIAGENLambda 

Midi Kit (QIAGEN)を用いて添付のプロトコールに従いファージ ONAを精製した。インサ

ート DNAをλgt22AのアダプターのおH、NotI制限酵素サイトで切り出し、常法に従い

Bluescript IIにサブクローニングした。

(10)塩基配列の解析

塩基配列の決定をジデオキシ法により行った。種々の制限酵素断片を BluescriptIIのマル

チクローニングサイトにサブクローニングし、得られた二本鎖DNAを塩基配列決定のため

の鋳型とし、シーケンス反応を ThermoSequenase (Amersham)を用いて添付のプロトコー

ルに従い行った。プライマーには蛍光標識されたM13・21ならびに M13リバースプライマ

ー (ABI，Perkin Elmer)を用いた。解析にはABI373ADNA Sequencer (ABI， Perkin Elmer) 

を使用した。

(11) S. pombe全DNAの単離

YPD (1 % Bacto yeast extract、2%polypeptone、2%glucose)で一晩培養したS.pombe菌体

から Moreno，S.らの方法 91)を参考に行った。すなわち遠心分離(3，800xg、5min、4OC)に

より集めた菌体を 5x 107 cell/500μlになるようにソルビトール溶液(IM sorbitol、100mM

EDTA (7.5))に懸濁し、 20μlの50mg/ml Zymolyase 20-T (生化学工業)を加え 37oCで4

時間保持した。遠心分離(1，500x g、30sec、4
0

C)で菌体を回収し Tris溶液 (50mM  Tris / 

HCI，pH7ふ 20mM  EDT A) 500μlに懸濁した後、 10%SOSを50μlを加え良く混合し 65
0
C

に30分間保持した。次に 5M酢酸カリウム 200μlを加えた後、氷中に 1時間放置した。遠

心分離(12，000xg、5min、40C)で上清を回収しイソフロパノール沈殿により DNAを回収

した。その後ribonucleaseAにより RNAを分解し、フェノール/クロロフォルム抽出により

タンパク質の除去を行い、 DNAの精製を行った。最終的に 5X 107 cellから 7.2陪の全ONA

を調製することができた。

(12)サザンハイブリダイゼーション

3.6μgの全DNAを種々の制限酵素 (Sal!、BamHI、幼01、EcoRI、Pstl.SacI、ApaLl(宝

酒造))で完全消化した後、 0.5x TBE緩衝液 (0.5x TBE; 0.045 M Tris-borate、0.001M EOTA) 

中で0.8%アガロース (SeaKemGTG Agarose; BMA社)ゲル電気泳動(ゲルサイズ;10 x 11 

cm)を50V定電圧で行った。電気泳動漕には Mupid-2(コスモバイオ社)を用いた。泳動
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終了後、定法に従いナイロン膜 (HybondN+)にDNAを転写した。プローブには本節 (8)

で示したcDNAのPCR増幅断片34・32CPを用いた。プローブのラベル、ハイブリダイゼー

ション、検出にはAlkPhosDirect Geneimages™ (Amersham)を用い添付のプロトコールに

従って行った。ハイブリダイゼーションを 65ocで行った。また検出の際の発光基質には
CDP-Star detection reagent (Amersham)を用いた。

(13) Inverse PCRの鋳型の調製

S. pombeゲノム DNA0.5同を制限酵素 (5'未知領域増幅にはEcoRI、3'未知領域増幅に

はBgnI)で完全に消化しエタノール沈殿後、 DNAを10μlの水に溶解させた。 DNALigation 

Kit Ver. 2を10μ1加え 16ocで30分間セルフライゲーション反応を行った。70ocに 10分間
保持することで反応を停止させエタノール沈殿後、そのまま InversePCRの鋳型とした。

(14)ノザンハイブリダイゼーション

本節 (6)の方法に従いS.pombeから全RNAを抽出した後、全RNA20開を 0.66Mホル

ムアルデヒドを含む 1.2%アガロースゲルを用いて MOPS緩衝液 (20mM MOPS、5mM酢

酸ナトリウム、 1mMEDTA)中で電気泳動しナイロン膜 (HybondN、Amersham)にプロッ

ティングした。プロッティング前のゲルの前処理を以下のように行った。泳動終了後のゲ

ルを水洗し、 50mMNaOHで45分、 0.1M Tris幽HCI(pH7.4)で45分、 20x SSC (3M NaCI、

0.3 M クエン酸)で 1時間振とうした後に常法にしたがいブロッティングを行った。プロー

プには本節句)で示した cDNAの PCR増幅断片 34同32CPを用い、プローブのラベル、ハ

イブリダイゼーション、検出にはAlkPhosDirect Geneimages ™を用い添付のプロトコールに

従い行った。ハイブリダイゼーションを 50"cで行った。また検出の際の発光基質には

CDP-Star detection reagentを用いた。

(15)活性の測定および酵素単位

α-Glucosidase活性測定を以下の 500μlの反応系とした。

200μ1 ofO.l M sodium acetate buffer (pH4.5) 

100μ1 of enzyme solution 

200μ1 ofO.5% maltose 

氷浴中に冷却しておいた試験管に緩衝液と酵素液を加え、 35
0

Cで 3分間保持した後、基

質添加により反応を開始した。酵素の希釈には 0.05%Triton X圃100を含む 50mM  sodium 

acetate bu苛er(pH4.5)により行った。一定時間反応させた後 1mlの2MTris幽HCl(pH7.0)を

加えることにより反応を停止した。遊離したglucose量をTris-glucoseoxidase-peroxidase法(グ

ルコース AR-ll、和光純薬工業)により定量した。すなわち、酵素反応を停止させた反応系

にGlucostat試薬を 200μl加え、 1時間、 35
0

Cで保持し発色させた後、 505nmの吸光度を測

定し検量線と比較することにより定量した。

酵素単位は 1分間に lμmolの基質を加水分解する酵素活性を 1unitとして計算した。
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第3節実験結果

第1項 Schizosacchα:romycespombeα-glucosidase cDNAのクローニング

1.丘pombeα-glucosidaseのアミノ酸配列の解析

α-glucosidaseのアミノ末端と、その LysylEndopeptidase消化ペプチドを逆相 HPLCにより

分離、回収したペプチドのアミノ酸配列の結果を Table2-1に示した (SP29、SP32、SP34、

SPN)。これらのペプチドのアミノ酸配列はα-glucosidasefamily n、glucosidehydrolases family 

31に属する酵素と相向性を示した。 A.nigerα-glucosidaseと比較すると、 SP29はP2subunit 

の 125-145番目のアミノ酸配列、 SP32はP2subunitの 176・199番目のアミノ酸配列、 SP34

はPlsubunitの157・176番目のアミノ酸配列と相同であった。

2.プローブの調製

プローブの調製をPCR法により行った。これまでに一次構造が決定しているu-glucosidase

との相向性の比較から Lysylendopeptidase消化ペプチド SP34、SP32の位置関係を予測し、

このアミノ酸配列からオ1)ゴヌクレオチド P34、P32を作製し、 RT帽PCRを行った。鋳型に

は既報のM5E2合成培地で培養したS.pombeから調製したcDNAを用いた。プライマーP34、

P32を用いて 94
0

C，30秒/550C， 30秒/72
0

C， 30秒を 25サイクル行った。その結果、約800

bpの DNA断片(34同32C)が増幅した。 PCR産物を pBluescriptIIにサブクローニングし

(34-32C/KS)、塩基配列を解析した。

34・32Cの塩基配列から推定されるアミノ酸配列は Lysylendopeptidase消化ペプチドのア

ミノ酸配列を含み、またA.niger、テンサイ、ヒトリソソ一ム α怯.胴帽.剖.

配列と相同性を示した。このことからこの PCR増幅断片はS.pombe u-glucosidaseのcDNA

の一部であると判断し、これを 34同32CPプローブと命名し cDNAライブラリーのスクリー

ニングに利用した。

3.α-glucosidase cDNAの単離

S.pombeより作製した cDNAライブラリー約 12，000P和を、 32pでラベルした 34-32CPプ

ロープでスクリーニングした。一次スクリーニングの結果 16個の陽性クローンを得た。こ

れらについて二次スクリーニングを行った結果、 14クローンが陽性であった。

得られた陽性クローンについてインサート DNAの鎖長を確認するためにはt11プライマ

ーを用いて PCRを行った。その結果、約4，000旬、 3，500旬、 2，500bpのDNA断片が増幅

した。インサート DNAが約2，500bpのクローンについては本酵素のオープンリーディング

フレーム (ORF)が約 3，000bpであることをその相向性から予想できていたので 5'領域が

欠落しているものと判断した。約4，000旬、3，500bpのPCR産物について5'末端から約 1，000

bpと3'末端から約300bpのシーケンスを行った (Fig.2・])。その結果、この2クローンの

鎖長の相違は5'UTRの大きさの違いであることがわかり、その他の配列については共通で
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あることがわかったので約4，000bpのクローンについてファージDNAを調製した。その挿

入断片をλ，gt22AのSalI部位と NotI部位を利用し BluescriptIIにサブクローニングした後、塩

基配列を Fig.2-3の方法に従って解析した。

4. a.-glucosidase cDNAの構造

塩基配列の解析の結果、 cDNAは全長4，176bpであった (Fig.2-3)。開始コドンATGか

らORFが2，910bp存在し、 969アミノ酸をコードしていた。このアミノ酸配列から推定さ

れる分子量は 108，648.3であった。翻訳領域の GC含量は41.9%、コドンの 3番目の GC含

量は37.7%であった。その上流には5'-uTRが 1，037bp存在し、下流は 157bpの3'ーUTRと

72 bpのpolyAからなっていた。 5'-UTRにORFは見つからなかった。 polyA開始シグナル

(AAUAAA)をpolyA開始点より上流 17、21、46bpに見つけることができた。またスク

リーニングに用いた34・32CPプローブの塩基配列はS.pombeα-glucosidasecDNAと完全に一

致した。

ORFから推定されるアミノ酸配列には精製酵素のN末端および、Lysylendopeptidase消化

ペプチド断片のアミノ酸配列が含まれていた。精製酵素の N末端アミノ酸配列は開始 Met

より 25残基自の Asnから始まっていたことから 24アミノ酸配列はシグナル配列であるこ

とを予想できた。またN型結合糖鎖付加モチーフ (N幽X-T/S)は27カ所にあった。アミノ

酸配列から見積もった分子量は 106，139.04(シグナル配列を含まない)であるが、精製酵素

の分子量はSDS-PAGEで約219kDaであるので、翻訳後の糖鎖の付加を予想できた。

推定されるアミノ酸配列を Fasta検索すると、 α-glucosidasefami1y 11に含まれる酵素と相

向性を示した (Table2・2)。なかでも糸状菌、酵母起源のα幽gIucosidaseとは高い相向性を示

し、 Aspregillωnidulansα-glucosidaseと47.6%、A.nigerα-gIucosidaseと46.6%、S.occidentalis 

α-glucosidase (glucoamylase)と45.1%、A.oryzaeα-gIucosidaseと44.7%の相向性を示した。

植物起源との相向性は Arabidopsisthalianaα-glucosidase (36.6%)、大麦 CIgrj) high pl 

a.-glucosidase (35.9%)が高く、ほかにはヒトリソソームα四glucosidaseと 34.7%、Contarnix

japonica(ニホンウズラ)酸性マルターゼと 35.4%、 Pacificwhite shrimp a.-glucosidaseと33%の

相向性を示した。α-gIucosidaseのほかにもArabidopsisthaliana、Tropaeplummajusα司xylosidase

とそれぞれ33.4%、 34.5%の相向性を示した。また小胞体に局在する糖鎖のglucoseトリミン

グ酵素である gIucosidase11α幽subunit(晴乳類起源)とも約 27%の相同性を示した。

Gracilariopsis lemaneiformisα幽1，4・gIucanlyaseとは23%の相向性を示した。以上のことから

S. pombeα-gIucosidaseがglucosidehydrolases famiIy 31に含まれること、またα-glucosidase

fami1y IIに属することがわかった。

第2項 Schizosaccharomycespombeα聞glucosidase遺伝子のクローニングおよび発現

1.ゲノミックサザンハイブリダイゼーション

S. pombeα-glucosidase遺伝子の単離に先立つて、前項で単離したS.pombe a.-glucosidase 
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cDNAに対応する遺伝子の存在の確認、並びにそのコピー数の推定をサザン解析により、行

った。

34幽32CPをプローブに用い、 AlkPhosDirect Geneimages™により 650Cでハイブリダイゼー

ションを行った。その結果、すべての制限酵素で単一なバンドが検出された (Fig.2-4)。ま

たこの際、S.pombe全DNA3.6問中(一倍体ゲノムサイズを ]4Mbとする)に占める 800bp 

の目標配列量 (205pg)を含むコントロール試料収pombeα-glucosidasecDNA全長を含ん

だBluescriptII KS， 1.8 ng)を共に電気泳動し、得られたオートラジオグラムでのバンドの濃

淡を比較した。この結果、このコントロール試料とほかの全DNAで検出されたバンドの強

度はほぼ一致した。

以上のことから、 α古lucosidase遺伝子が単一コピーで存在していることを予想できた。

またα-glucosidaseコード領域周辺の制限酵素地図を Fig.2-4のように作製した。

2.α-glucosidase遺伝子の単離

α-glucosidase遺伝子の単離を PCR法により行った (Fig.2・5)。まずcDNAをコードして

いる領域からそれに続く 5'上流およびY下流未知領域の増幅をinversePCR法により行った。

次に inversePCR産物の末端の配列決定を行い、それぞれの末端配列から新たなプライマー

を合成し、ゲノム DNAを鋳型として通常の PCRを行った。

2・])Inverse PCR 

inverse PCR反応を以下のように行った。

5'上流未知領域の増幅にはゲノム DNAをEcoRIで消化し、セルフライゲーションしたも

のを鋳型に用いた。cDNAの塩基配列をもとに作製したp355(5'手踊.tcaata仕agacc踊泊gg聞か3';

Nos. 2085-2111 nt， antisense)、p676(5' -ggtattcccatggtaggagctaatgtttgtg・-3';Nos. 2042-2072 nt， 

sense)をプライマーに、 50μlの反応液で94
0

C 30 sec、50
0

C 2 sec、740C 3 minを30サイク

ル行った。耐熱性DNAポリメラーゼにはKODDash (TOYOBO)を用いた。アガロースゲル

電気泳動で反応産物を確認したところ、約3，900bpと約]，000bpにバンドが得られた。そ

こでこの反応産物の 1110μlを鋳型として、ププpライマ一には同じく cDNAの配列を元に作製

し た p戸7]日] (5夕'-圃4引a刻甜t枕tt飽ac∞ca砲ga瓜tctca，飢.ca拙ac伺agcc∞ct旬ac-ゲ.
(σ5'-宮gggg伊ct旬ag野ct恥tにca副t抗ta幻釧t悦ta砲gcc∞ca卸aa踊agg-帽3';Nos. 1675-1703 nt， antisense)を用いてnestedPCRを行った。
50μlの反応液で 94

0

C 30 sec、55"C2 s旬、 74
0

C 3 minを25サイクル行った。耐熱性DNA

ポリメラーゼにはKODDashを用いた。アガロースゲル電気泳動で反応産物の長さを確認し

たところ予想される約3，400bpの産物が得られた。これを BluescriptII SKにサブクローニ

ングし末端の配列解析を行った結果、反応産物は既知領域の EcoRI下流に未知領域が続い

ていた。配列解析の結果を基に未知領域の 5'末端から 28merのオリゴヌクレオチドプライ

マー (5'-g佃悦枕ttcc昭cata仕ctcctct-3')を合成しこれを agd-fと命名した。

3'下流未知領域の増幅にはゲノム DNAをBgnIで消化し、セルフライゲーションしたも

のを鋳型に用いた。 cDNAの塩基配列をもとに作製した pCLA(5' -taatcgatctcgcttcacccgat -

3'; Nos. 3945-3967 nt， sense)、p355をプライマーに、 50μlの反応液で94oC 30 sec、50oC 2 
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sec、74'C3 minを25サイクル行った。耐熱性DNAポリメラーゼにはKODDashを用いた。

反応産物の確認をアガロースゲル電気泳動で行ったところ、バンドが数本現れたため、

nested PCRを行うことにした。反応産物の 1/10μlを鋳型として、プライマーには pCLA、

p218を用いた。50μlの反応液で98'C15 s旬、550C 2 sec、740C 3 minを25サイクル行った。

耐熱性DNAポリメラーゼにはKODDNA polymer部 e(TOYOBO)を用いた。アガロースゲル

電気泳動で反応産物の鎖長を確認したところ予想される約3，000bpの産物が得られたので、

これを pBluescriptII SKにサブクローニングし末端の配列解析を行った結果、既知領域の

BglII上流に未知領域が続いていた。未知領域の3'末端から 28merのアンチセンスのオリゴ

ヌクレオチドプライマー (5'ーtctagca聞はC仕組ggtcagat個 a-3')を合成しこれを agd-rと命名

した。

2-2) Long PCR 

新たにゲノム DNA200 ngを鋳型として、 agd-f、agd・rをプライマーとして用いて、 PCR

を行った。 50μlの反応液で 94oC 30 sec、70oC 7 minを25サイクル行った。耐熱性DNA

ポリメラーゼにはKODDashを用いた。アガロースゲル電気泳動で反応産物の大きさを確認

したところ予想される約7，000bpの産物が得られた。そこでこの反応産物をNhel、X乃01で

消化し得られた 3つの DNA断片をそれぞれBluescriptIISKにサブクローニングした。また

Nhel、X及。I制限酵素サイトを含むそれぞれの領域をサブクローニングするために反応産物

をBglIIとS伊I、PvuIIとEcoRIでそれぞれ消化し得られた断片を BluescriptIISKにサブク口

一ニングした。これらの塩基配列を Fig.2-6の方法に従って解析した。

3.α-glucosidase遺伝子を含む DNA断片の構造

塩基配列の解析の結果、 PCR反応産物の全長は 7，431bpであった (Fig.2-7)。この中に

α-glucosidase遺伝子が含まれていた。この配列はcDNAの塩基配列と完全に一致していたこ

とから、本遺伝子はイントロンを含んでいない。

本遺伝子3'下流の塩基配列の BLAST検索(blastx)を行うと、 s.pombe brefeldin A resistance 

protein、Emericellanidulans azole fungicides resistance protein、s.cerevisiae Snq2といった

ATP-binding cassette (ABC) superfamiIy transport proteinsと相同性のあるタンパク質をコード

する配列の一部 (ORF2)を見つけることができた。しかしこれのプロモーター様配列は見

つからなかった。これらの ABCsuperfamily transport proteinsとORF2のアラインメントを作

製した (Fig.2・8)0ORF2にはATP結合タンパク質が高度に保存しているアミノ酸配列モチ

ーフ WalkerAとWalkerB91)が見つかった。

次にα-glucosidase遺伝子 5'上流域におけるプロモーターの推定を相向性から行った。本

遺伝子の転写開始点は未同定であるので、ここではcDNAの開始点を+1とした。真核生物

RNA Polymerase IIプロモーター配列とのホモロジーからコアプロモーターを予測すると、

づ0から・42に存在する 5'-TTATAAAAG-3'配列がTATAboxと推定できた。また6から lに

存在する 5'-TTATTCA-3'はイニシエター配列(lnr;YYANWYY)と推定できた。 CAAT配列

は6カ所見つかった。これら以外では-360から同355にGC・box様配列 (CCGGGG)が見つ
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かった。 GC-boxはA.nidulans、A.nigerではCreAタンパク質結合部位92)、S.cerevisiaeで

はMig1タンパク質結合部位 93)であり、これらのタンパク質はカーボンカタボライトリプレ

ッション調節タンパク質として知られている。他にはA.oryze amyB94)、glaA95)、α'gdA88)遺伝

子において高レベル発現に関与している Region1類似配列が-876から-869(TCACCGCT) 

に、また基本転写に関与している Region11類似配列が町193から・186(GGCGGAAT)に位置

していた。これらの遺伝子がそれぞ、れa-amy1部 e、glucoamylase、α-glucosidaseをそれぞれコ

ードしており glucose存在下では遺伝子は発現されないことが明らかにされている。よって

これらの上流プロモーターエレメント様配列の存在により S.pombe a-glucosidase遺伝子の

発現はglucoseにより抑制されていることを予想できた。

4. glucose によるα圃glucosidaseの発現制御

ここまででS.pombeα-glucosidase遺伝子はglucoseにより発現が抑制されていることをそ

の5'上流域のホモロジーから予想できた。そこで培地中の glucose濃度とa-glucosidaseの発

現の関係を見ることにした。 S.pombeをglucose飢餓の状態にした際にα圃glucosidaseは誘導

されるのか、またα-glu∞sid出eを分泌している状態のS.pombeにglucoseを加えた際にその

発現が停止するのか、を観察した。

まずS.pombeをglucose飢餓の状態にしたときのα欄glucosidaseの発現を以下のように観察

した。 9%glucoseを炭素源とした EMM2最小培地 100mlで広pombeを00600=1まで生育さ

せた。この培養上清にはmaltase活'性を検出できなかった。しかし菌体懸濁液には 0.08U / 

00600のmaltase活性を検出できた。遠心分離 (3，800x g、5min、4OC)により集菌後、 0.1%

glucoseを加えた EMM2最少培地 (0.1%glucose / EMM2) 100 mlで菌体を洗浄した後、新し

い0.1% glucose / EMM2 100 mlに植え継いだ。これにより glucose飢餓状態を作りだし、培

養上清maltase活性を経時的に観察した結果がFig.2・9である。各時間に培養液 1m1を遠心

分離 (3，800xg、5min、4OC)し培養上清の maltase活性を測定した。 O時間にはoU/m1培
養液だった maltase活性は 10時間後に 0.22U/ml培養液、 24時間後には0.53U/ml培養液ま

で上昇した。さらに低濃度glucoseに移した O時間後、 10時間後の菌体より全RNAを単離

しノザン解析を行った (Fig.2-9) 0 34幽32CPをプローブに用い、 50
0

Cでハイブリダイゼーシ

ヨンを行い、 AlkPhosOirectにより検出した。その結果、 α圃glucosidasemRNAはO時間では

検出されなかったが、低濃度 glucose条件としてから 10時間のものに発現を認められた。

この結果はglucose高濃度の培地から低濃度の培地へ菌体を移したとき、すなわちS.pombe 

をglucose飢餓状態にしたときにα-glucosidaseが転写レベルで誘導されることを示す。

次にa-glucosidaseを培養上清に分泌している S.pombe培養液にglucoseを加えたときの分

泌の変化を以下のように観察した。 3%g1ycero1を炭素源とした EMM290 m1でS.pombeを

培養した。この条件でS.pombeはα-glucosidaseを効率的に分泌する。 00600=1のとき、培養

液にそれぞれ終濃度が0%、3%、6%、9%になるようにそれぞれ 10倍濃度の glucoseをlOml

加えた。このときの培養上清maltase活性は0.9U/ml培養液であった。その後の各時間での

菌体あたりの (00600あたりの)maltase活性を観察した結果が Fig.2・10である。いずれの

24 



濃度でも glucoseを加えた直後から菌体あたりの maltase活性が減少した。すなわち

α-glucosidaseの発現が抑制された。また glucose添加後 10時間の菌体より全RNAを単離し

ノザン解析を行った (Fig.2・10)0 34・32CPをプローブに用い、 50
0
Cでハイブリダイゼーショ

ンを行い、 AlkPhosDirectにより検出した。その結果、濃度をとわず glucoseを加えた培養

液の菌体ではα-glucosid出 emRNAは検出されなかったが、 glucoseを加えない場合には発現

が認められた。この結果から S.pombe a.-glucosidaseの発現は培養液に glucoseを添加するこ

とに応答し転写レベルでその発現が抑制されることがわかった。

以上の結果からα-glucosidaseは培養液中の glucoseの濃度によりその発現が制御されてい

ることがわかった。

第4節 考察

第 1項 Schizosaccharomycespombe a.-glucosidase cDNAのクローニング

得られたり76bpのα-glucosidasecDNAにはし037bp からなる長し~.5'-UTR が含まれてい

た。ノザン解析の際に (Fig.2-10) rRNA (25S、18S)の電気泳動距離から見積もった S.pombe

a.-glucosidase mRNAのサイズが約4.2kbだったことから、この大きい5'-UTRを含む4，176bp 

のcDNAは間違いなく mRNA由来だと言える。 S.cerevisiaeではアミノ酸合成系遺伝子の正

の発現制御転写因子である GCN4のmRNAが上流に長い 5'非翻訳領域をもっ(約 600bp) 

96，97) 05'非翻訳領域には4つの短いORFがあり、これらの相互作用により翻訳レベルでGCN4

が発現制御されていると考えられている問。またHIS4遺伝子転写産物の非翻訳リーダー領

域はヘアピン構造をとり強く翻訳が阻害されると報告されている。しかしα同glucosidase

cDNA 5' UTRにはORFは含まれておらず、また二次構造予測を行ったが特別な構造は見つ

からなかった。この長いア非翻訳領域がどのような機能を持つかは不明であるが考えるこ

とができるのはmRNAの安定性に関与しそれによる翻訳レベルの制御である。

970コドンの ORFは開始 ATGが2つ並んだ ATGATGで始まっていたが、翻訳開始領域

内に ATGが複数ある場合、ほとんど例外なく 5'側の ATGから翻訳が開始される事が S

cerevisiaeで調べられており 99)、S.pombeでも翻訳はおそらく最初のATGから始まっている

であろうと予想できる。 970コドンとその 3番目の GC含量は(それぞれ41.9%、37.7%)、

これまで解っている S.pombe塩基配列の 562CDS (2652176コドン)の GC含量 (39.8%、3

番目のコドン 33.15%)と比較して平均的であることがわかる。 S.pombeα-glucosidaseのN

末端アミノ酸配列は25番目の Asnから始まっており、開始 Metから 24番目の Glyまでは

本酵素のシグナルペプチドである。またアミノ酸配列中には、 27カ所のN型糖鎖付加シグ

ナル配列(NXT/S)が含まれていたが、本酵素は78%の糖を含んでいることをわかっている。

すなわち、菌体外酵素であるα-glucosidaseは前駆体タンパク質がシグナルペプチドにより小

胞体へ運ばれ N型糖鎖付加シグナルへの糖鎖付加、シグナルペプチドの除去が行われ、ゴ

ルジ体に運ばれた後に更なる糖の付加が行われ、細胞表層まで輸送されていると予想でき

る。
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比較的相向性の高い 17種類のα-glucosidasefamily II CAspergillus niger、Aspergillus0η'zae、

Schwanniomyces occidentalis、 Candid，αtsukubaensis、 Mucor javanic郎、 大麦 (Morex)、テ

ンサイ、ソパ、ホウレンソウ由来の各α-glucosidase、ヒト酸性 α-glucosidase、ラット isomaltase、

ラット sucr出e、ウサギ isomaltase、ウサギ sucrase、ヒト isomaltase、ヒト sucrase)と配列

比較した結果 (Fig.2-11)、相同性の特に高い領域はS.pombeα-glucosidaseのアミノ酸残基

で312・368、476-488、599・705、732・741の範囲であった。 N末端から約 150残基、 C末端か

ら約90残基は相向性が低い。また微生物(カビ、酵母)由来のα-glucosidase特有の配列が

S. pombe a.-glucosidaseで489幽567に存在した。植物、晴乳類起源のα-glucosidaseにはない配

列である。この配列がドメイン聞をつなくリンカー配列のようなものであり、高等生物へ

の進化の過程で除去されたと予想、できる。 A.niger glucoamylaseでは2つのドメイン間(触

媒ドメイン、デンプン吸着ドメイン)をつなぐりンカーと同じような Ser、Thrの豊富な配

列がありそれらが0・glycosylationされていることが知られている 100-102)。本酵素においてこ

の領域は Ser、Thr、Proがそれぞれ 13、5、6残基と領域内の 30%を占め、また同じくこの

領域を持つA.nigerα同glucosid部eではこの領域の豊富なおr、Thrが0・glycosylationされてい

ることがわかっている 23)。このことはこのリンカ一様配列がドメイン間をつなぐリンカー

のようなものであることの可能性を高めている。そしてα圃glucosidasefamily IIがN末端側ド

メイン、 C末端側ドメインから構成されているのではないかということを予想させる。

glucosyl hydrolase family 31には始原菌 Sulfolobωsolfataricusα-glucosidaseが含まれ S.

pombeα-glucosidaseとは22.7%の相同性を示した。この酵素のアミノ酸配列から計算される

分子量80.5kDa (693アミノ酸)はこれまでα-glucosidasefami1y 1Iで報告されているものの

なかでもっとも小さいものである。 S.solfataricusα-glucosidaseと本酵素をClustalW により

配列比較すると (Fig.2-12)、本酵素のアミノ酸配列で 172-270、501・555、853・887に相当す

る部分が大きく欠落している。この領域は触媒活性には必要がないということになる。糖

鎖のトリミングに関わる glucosidaseIlα-subunitと相向性を示した (Fig.2-13) 0 N型糖鎖

mannoseコア糖鎖の非還元末端の 2、3番目の glucoseのα・1，3開glucoside結合に作用する。

glucosidase IIのmannoseコア糖鎖は 11mannose残基が枝分かれしており、それに glucose

が2残基結合したものであり比較的嵩が大きい。 glucosidase11は他のα-glucosidase白mi1y11 

の酵素より活性中心が広いことを予想できる。またフ夕、ヒト、マウス由来の glucosidase11 

問のアミノ酸配列の相同性は90%を越える。これは0.-1，3・glucoside結合に作用する高い基質

特異性を進化の過程で維持と想像できる。最近 Bacillusthermoαmyloliquそ舟ciensから細菌で

ははじめてglucosidehydrolase family 31に属するα-glucosidaseが報告された 30)。この報告で

はglucosidehydrolase fami1y 31のα-glucosidaseはその二次構造予測から3つの領域(RegionN、

RegionA、RegionC)に分割されると報告されている。 RegionNは14s-strandsから、 Region

Aは8α-helices、4s-抑制ds、RegionCは14s-strandsから構成されると推測されている。そ

こでS.pombeα-glucosidaseで二次構造の予測を行った (Fig.2-14)。報告と同じように二次

構造の構成から 3部分に分割できた。 N 末端側(1-268，アミノ酸残基;Region N)が 16

s-s仕組dsとlルhelixから、アミノ酸残基269幽742の範囲(RegionA)は9α-helices，5 s-strands 
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から、 C末端側 (743-945，アミノ酸残基;Region C)は14s-sheetsをとると予側された。保

存性に高い領域はα・helix、やs仕andが混合した形を取っている RegionAであり、これらの中

に触媒部位を含むのであろう。

Arabi，中山 thalianα、Tropaeplummajωα-xylosidaseと比較的高い相同性を示した(それぞ

れ 33.4%、 34.5%) が、このほかに Su~メòlobussolfataricusα-xylosidaseが 18%の相同性を示すo

a.-xylosidaseに関する報告はあまり多くはないがいくつかの微生物、植物にこの酵素が存在

することを知られており基質特異性から 3タイプに分類されている 103，104)。

Type A p-nitrophenylα-xylopyranoside (pNPX)、isopremeverose、xyloglucanoligosaccharide 

を加水分解できる。

TypeB pNPX、isopremeveroseを加水分解できず、 xyloglucanoligosaccharideのみを加水

分解できる。

TypeC pNPXを加水分解し、 isopremeveroseを少し加水分解するが xyloglucan

oligosaccharideを加水分解できない。

本酵素と高い相同性を示すキンレンカ (Tropaeolummajω L.)発芽種子由来a.-xylosidase

はTypeBの基質特異性を示す 105)。すなわち pNPXを加水分解できない。一方で A.niger 

α-gl ucosidaseはpNPXを加水分解でき、 isoprimeveroseを比較的高い反応効率で分解できる

ことが知られている 106)。同じα-glucosidasefamily IIに属する s.pombe、ソバα-gIucosidase

はpNPXを加水分解できない。またs.so~白taricωα-xylosidase は、 α開xylosidase 活性に加え

てmaltoseなどmaltooligosaccharideを加水分解できる 107)。しかしa.-glucosidaseのα-xylosidase

活性、またその逆は調べられていないものがほとんどである。このほかにも

maltooligosaccharideを加水分解できるα-xylosidaseや、 pNPX、isopremeverose、xyloglucan

oligosaccharideを加水分解できるα四gIucosidaseが存在することを予想できる。この基質特異

性を調べることによりα-xylosidaseを含めたa.-glucosidasefamiIy II、すなわち gIucoside

hydrolase fami1y 31内でのグループ分けの再編成ができそうである。そしてこれらを再検討

することは基質の非還元末端glucose残基の認識、特に6位炭素の認識の機構を知る手がか

りになるであろう。

本酵素を含めたglucosidehydrolase family 31には全体としての相向性は低いが局所的に相

同性を示す紅藻、真菌由来のα-1，4-glucanlyaseが含まれる 35)0 a.-l，4-g1ucan lyaseはデンプン

やグリコーゲンの非還元末端からリアーゼ反応により 1，5-anhydro-D寸uctoseを遊離する酵

素である。 α-glucosidasefami1y II聞で良く保存された領域がα-1，4・glucanlyaseでも保存され

ており、似たタンパク質構造、触媒反応機構をとることが推測されている (Fig.1・1)35)。

すなわちα・1，4・glucanlyaseの反応機構は酸塩基触媒残基が塩基として働くときに水からで

はなく遊離する glucose残基の2位炭素からプロトンを引き抜くものと考えられている。し

かし有機化学的に考えればこれはオキソカルベニウムイオンに対して酸塩基触媒残基によ

り脱プロトン化された OH・が求核種として働くのか塩基として働くのか、すなわち置換反応

なのか脱離反応なのかと考える方が妥当であろう。言い換えれば、 OHーが l番炭素に求核攻
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撃すれば加水分解反応 (α-glucosid出e)であるし、 2番炭素からプロトンを引き抜けば脱離

反応 (α・1，4・glucanlyase)という考え方である (Scheme1)。これらは活性部位の環境の違い

で起きるのであろう。例えばa-glucosidaseならオキソカルボニウムイオン中間体はOH-が 1

番炭素に求核攻撃しやすいように配置される活性部位構造、 α・1，4・glucanlyaseなら二重結合

が安定化するような構造が存在するのだろう。タンパク質工学的手法によりα-glucosidase

のa-1，4・glucanlyaseへの変換が可能であると考えられ、もしこれが成功すればα同glucosidase

および、αー1，4glucan lyaseの触媒反応機構を知る上で重要な知見となるであろう。
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最後にα-glucosidasefamily 1とfamilyIIについてだが、これらの酵素はそれぞれglycoside

hydrolase family 13、family31に含まれる。すなわちアミノ酸配列は全く相向性を示さない。

立体構造についてはα-glucosidasefamily Ilでまだその構造が解析されていないので比較は

できない。反応に関してはα-glucosidasefamily I、Hともにα-glucoside結合をもっ基質の非

還元末端からα-glucoseを遊離する酵素であるが、基質特異性に関しては familyIの酵素は

heterosideに高い特異性を持つものが多く (Type1)、 familyIIの酵素はholosideに作用する

タイプ (TypeII or IIOが多い。またこれまでの報告ではD-glucalを水和できるのはf加liIyII 

の酵素ばかりである 108)。反応機構は両者とも求核残基と酸塩基触媒残基が働く一般酸塩基

触媒であるが、活性部位の環境や基質の認識などの違いが基質特異性の相違に反映される

と考えられる。

第2項Schizosaccharomycespombeα-glucosidase遺伝子の構造および発現

1.α-glucosidase遺伝子の構造

サザン解析の結果から、本遺伝子が単一コピーで存在することを示した。しかし塩基配

列のデータベースにはSchizosaccharomycespombe由来の putativeglucoside hydrolase family 

31 proteinが登録されておりアミノ酸レベルで本研究α-glucosi daseと62%の相向性を示す。

サザン解析によりこの遺伝子が検出されなかったのはプローブの塩基配列が68%と比較的

ホモロジーが低いことと、ハイブリダイゼーションの温度を 65ocと高めに設定したためと
思われる。

PCR法によりα-glucosidase遺伝子を含むゲノム DNA断片を単離した。 PCR法の場合、耐
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熱性DNApo1ymeraseを使用するためその変異頻度が問題となる。しかし本研究では既知の

cDNA部分と比較して一つの変異も現れなかった。本研究で用いた KODDashがα型酵素と

PolI型酵素の混合した普通の混合型とは違い KODDNA polymeraseの単一系酵素のため伸

長性、増幅効率、正確性が有効に作用したものと思われる。

α-glucosidase遺伝子は cDNAの塩基配列と完全に一致したことからイントロンを含まな

い。 α-glucosidasefami1y 11ではいくつかのゲノム遺伝子がクローニングされているが

Schwanniomyces occident，αlis由来的、 Candidatsukubaensis由来 28，84)などの酵母由来の遺伝子

にはイントロンが含まれていない。しかしながらd伊el宮illusoryzae25)、d.nLger24)α四glucosidase

遺伝子では3カ所イントロンを含む。 Arabidopsisthalianaα-glucosidase遺伝子は6エキソン

5イントロンから 109)、ヒト酸性α-glucosidaseは20エキソン 19イントロンから構成されて

いる 110)。従ってα-glucosidaseefamily IIでは種を越えてのイントロンの数が保存されていな

いことがわかる。これらのイントロンの位置を比較してみるとA.oryzae遺伝子の第 1イン

トロン、第2イントロンはそれぞれヒト酸性α-glucosidase遺伝子の第4、第7イントロンと

同じような位置に存在する。一方Arabidopsisa-glucosidase遺伝子の第 1、第2、第五第5

イントロンはそれぞれ同じくヒト酸'1生α同glucosidase遺伝子の第2、第6、第8、第 17イント

ロンと同じような位置に存在する。以上のことは進化によりイントロンが挿入されていっ

たことを想像させる。

本遺伝子3'下流にはATP-bindingcassette (ABC) superfamiIy transpo目proteinsと相同性のあ

るタンパク質をコードする配列の一部を見つけることができた。 ABCsuperfamiIy transport 

proteinの多くはい00アミノ酸程度であるので 111)その一部であると考えられる。しかしそ

の 5'上流にプロモーター様配列を見つけることはできなかった。この遺伝子が発現してい

ることを確認するにはノザン解析などが必要である。もし maltooIigosaccharide代謝酵素群

コードする遺伝子がα-gIucosidaseの近くに存在するならばABCsuperfamily transpo託proteins

が糖の輸送に関わっている可能性がある。細菌では maltoseの輸送に ATP依存性の輸送体

MaIFGK2が関与する。しかしながら酵母での糖の輸送はS.cerevisiaeでHxtタンパク質によ

る促進拡散が良く知られている。これは MFS(major facilitator superfamiIy)輸送体として知

られるものであり、細菌から晴乳類まで広く単糖類の輸送に寄与している。広 pombeでも

Hxt類似タンパク質であるGhtタンパク質が促進拡散により糖の輸送を行っていると考えら

れている 112)。しかしながらこの MFS、ABCトランスポーターが密接にそれぞれの発現を

コントロールしているという報告もあり 113)、本遺伝子下流で見つかった ABCsuperfamily 

transport proteinsが糖輸送に関わっていることを予想できる。

2. Glucoseよる仕gIucosidaseの発現制御

a-glucosidase遺伝子 5'上流域における相同性の検索から・360から・355にGC-box様配列

(CCGGGG)が見つかった。 GC・boxはA.nidulans、A.nigerではCreAタンパク質結合部位

92)、S.cerevisiaeではMiglタンパク質結合部位93)であり、これらの CreA、Mig1はカーボン
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カタボライトリプレッション調節タンパク質として知られている。よってこの cisエレメン

ト様配列のよりα-glucosidase遺伝子の発現はglucoseにより抑制されていることを予想でき

たため培地中の glucose濃度とα-glucosidaseの発現の関係を見た。その結果、高濃度glucose

培地から低濃度 glucose培地へと菌体を移すとα.-glucosidaseの発現が増加すること、

α-glucosidaseを発現している菌体に glucoseを加えるとその発現は減少すること、またこれ

らの減少は転写レベルで制御されていることを明らかにした。すなわちα-glucosidaseの発現

はカタボライトリプレッションにより制御されていることがわかった。

S. pombeの場合、 gIucoseに対して応答する遺伝子の制御には2種類の制御が考えられて

いる。合uctose-l，6・bisphosphataseをコードするfbp1+遺伝子などはglucoseの存在によりその

転写、発現が完全に停止すると報告されている 114，115¥ fbp1+ではその発現が cAMPシグナ

ル伝達経路により厳密に制御されている 116)。一方invertaseをコードする inv1+遺伝子は、発

現がcAMP非依存性であること、遺伝子ア上流にはGC・boxが存在することが確認されてい

る 117)。また GC-box結合タンパク質であり glucose抑制に関わる因子として Aspel宮i/lusや

おccharomycesで同定されている CREAやMiglと相向性のあるタンパク質をコードする遺

伝子 scr1+が同定されており、これは inv1+を制御するがfbp1+を制御しないことがわかって

いる 117)。すなわち inv1+遺伝子はcAMPシグナル伝達経路と別経路でGC・box結合タンパク

質を介して glucoseに対し応答していると解釈されている。そしてこの場合 glucose高濃度

の条件でも invertaseを菌体表層に確認できる 118)。本酵素の場合、後者の制御をうけている

と予想できる。すなわち cAMP依存性の発現をする遺伝子とは違い、穏やかなglucose制御

をうけていると予想できる。菌体がgIucose高濃度にさらされている際でもα-glucosidase活

性消失せず、 0.08U / OD600のmaltase活性が検出できたのもこのためであろう。α-gIucosidase

やinvertaseは細胞が maltoseや sucroseを利用する際に早い段階でそれらに作用し、 glucose

やfructoseを生成する酵素である。S.cerevisiaeではgalactose、sucrose、maltoseの分解に関

わる GAL、SUC、MAL遺伝子は似た制御をうけることが知られており¥19)、S.pombeでも同

様にα-glucosidaseとinvertaseが同じ制御をうけていることを予想できる。また菌体表層まで

分泌されるα-glucosidaseやinvertaseはS.cerevisiae invertaseがそうであるように細胞壁構成

成分の一つであることも予想できる 120)。すなわち構成的な発現も必要なのかもしれない。

30 



第5節 要約

1. S. pombe a-glucosidaseのcDNAをそのライブラリーからスクリーニングした。スクリー

ニングにはアミノ酸配列から合成したオリゴヌクレオチドプライマーでの RT四PCR産物を

用いた。

2. cDNAは全長4，176旬、 970コドンの ORFを含んでいた。 5'UTRが1，037bpと大きか

った。 ORFは969アミノ酸がコードされていた。その配列はα圃glucosid邸e伽nilyII酵素と相

同性のあるものだった。

3. S. pombe仕 glucosid出e遺伝子を PCRにより単離した。遺伝子にはイントロンが含まれ

なかった。 3'下流にはABCsuperfamily transpo巾 r様タンパク質がコードされていた。

4. S.pombeα-gl ucosidase遺伝子は培地中のglucoseの濃度で転写制御されていた。すなわ

ちglucose高濃度で発現は抑制されたが、おそらくその制御はcAMP非依存性であることを

考察した。
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Table 2司1.

SP-29 

SP-32 

SP-34 

SPN 

Partial Amino Acid Sequences of SPGase. 

色盟盟竺

XDMQTFFSDLVSNHQVYVP工工

XXNGS工Y工GAVWPGFTAFPDFTNPD

XVFEDQY工E工JTTNMVENYNL

NVYQTLNV工GDR

SP圃29，SP-32， and SP-34 are the inner sequences， and SP-N is 
the N-terminal sequence analyzed in accordance with 
Materials and Methods. Letter X indicates unidentified 
residue. 
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T'able 2-2 Sequence Homology Analysis by FASTA program 

lengtha overlapb identities" 

A. oryzae 985 961 

A. nidulans 992 946 

A. niger 985 935 

Dictyostelium discoideum 943 682 

Mjavanicus 864 816 

S. occidentalis 958 971 

C. tsukubaensis 1070 1084 

Bar1ey (Igri) 879 910 

Barley (Morex) 877 910 

Spinach 903 932 

Sugar beet 913 947 

Arabidopsis thaliana 902 858 

Solanum tuberosum 928 933 

Mus musculus lysosomal 953 934 

human lysosomal 952 930 

Bos taurus 937 929 

Conturnixjaponica 874 900 

Penaeus vannamei 920 901 

Tetra伽nenapyriformis Iysosomal 923 700 

Alicyclobacillus acidocaloarius 728 731 

Tropaeolum majus (α-xylosidase) 935 934 

Arabidopsis thaliana (α-xylosidase) 915 937 

Mus musculus (glucosidase 11) 966 835 

Homo sapiens (glucosidase Il) 943 836 

Gracilariopsis lemane仲間~ 1092 613 

(α・1，4圃glucanlyase Isozyme 4) 

Gracilariopsis lemaneiformis 

(α-1，4闘glucanlyase Iso勾引le2) 

1091 877 

Morchella costata (α-1，4・glucanlyase) 1066 727 

Sulfolobus so抑制cus 693 713 

44.7 

47.6 

46.6 

30.4 

38 

45.1 

35 

35.9 

35.6 

35.4 

33.5 

36.6 

34.6 

34.5 

34.7 

35.2 

33.6 

33 

32 

28 

34.5 

33.4 

27.3 

27.6 

23 

22.5 

22.7 

22.7 

accessiond 

045179-1 

AF208225-2 

045356-1 

U72236-1 

067034-1 

M60207司l

X56024-1 

AFIl8226-1 

U22450-1 

D86624-1 

089615・l

AL163814・11

AJ277244-1 

U49351-1 

X55079同l

AFI71665幽l

AB000967-1 

AJ250828-1 

000906 

AJ252101・6

AJI31520・l

AF087483-1 

U92793同l

AJ000332・1

Y18740 

YI8738 

YI8800 

AF042494 

a Length of aligned sequence. b Number of residues aligned. C Percentage of pairwise 

sequence identity. d Genbank， EMBL， or DOBJ accession number 
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913 

4.2 CCTCTTTAAACCGCCCTTCTATTGCCAAATTGCCTATTTGGTTAATCTTTτ・CCATTCTTT 960 
3.5 --ーーーー問ー----GCCCTTCTATTGCCAAATTGCCTA'τ'TTGGTTAATCTTTTCCATTCTTT 48 

*************************************安**********

4.2τ'TCTCTACGATTCTTTTTAGτ'TGGTACτ'TTGATTTTTCTTAAAACTTTTTGATCTCTTτ'T 工020

3.5 TTCTCTACGATTCTTTτ'TAGTTGGTACTTTGATTTTTCTTAAAACTTTTTGATCTCTTTT 108 
*********************合**安***********安******合****************

4.2 TTGTTτ'T'I・TTTTTAACGATGATGATTTCTACTGCCTACCAATCTCT~τ'TTTTAACTGCTC 1080 

3.5 TTGTTTTTTTTTTAACGATGATGATTTCTACTGCCTACCAATCTCTATTTTTAACTGCTC 168 
*****************合会**********************安*************女****'

4.2 TGTTTTCAGCAATCTCGATTGCTGTCGGTAACGTCTACCAAACτ'TTAAATGTCATTGGTG 1140 

3.5 TGTTTTCAGCAATCTCGATTGCTGTCGGTAACGTCTACCAAACTTTAAATGTCAτ'TGGTG 228 
******************会***************************安**女**合*安安****

4.2 ATCGCAATGTCACTATCCCTACCAATGGTATCCCTCAACGCTTATCCGTA'I・'ATGACCCAT 1200 

3.5 ATCGCAATGTCACTATCCCTACCAATGGTATCCCTCAACGCTTATCCGTATATGACCCAT 288 
*****合*************************************会*********安******

4.2 ATCGCGGTGTAAATTGTCAAGGATATC 1227.........;........ ...3756 TA 

3.5 ATCGCGGTGTAAATTGTCAAGGATATC 315.................. .•• •.. ..TA 
***************************ー

4.2 CGAAGTTAGCCAACCCTTGGCCAACGTAACGATCCTTGGTCTCACTGAATCCCCTAGτ'TC 38工7

3.5 CGAAGTTAGCCAACCCTTGGCCAACGTAACGATCCTTGGTCTCACTGAATCCCCTAGTTC 
******************************合************安******安*********

4.2 AATCACCTTGAATGGACAAAACGTCTCCTCCTTCCAGTACTCTAACGATACTGAGGAATT 3877 

3.5 AATCACCTTGAATGGACAAAACGTCTCCTCCTTCCAGTACTCTAACGATACTGAGGAATT 
*****************安**安************安安***************合*********

4.2 GCTAATTACCGGTCTACAGAACATTACTTCCTCTGGTGCATTTGCCAACAGCTGGAATCT 3937 

3.5 GCTAATTACCGGTCTACAGAACATTACTTCCTCTGGTGCATTTGCCAACAGCTGGAATCT 
*安**********女************安**********************************

4.2 TACTTTGTAGTCGCTCTCGCTTCACCCGATTTTTCACCGGCAATCCAGGAACCGAGCACT 3997 

3.5 TACTTTGTAGTCGCTCTCGCτ'TCACCCGATτ'TTTCACCGGCAATCCAGGAACCGAGCACT 
***************女*******会******会*安安***安******安**安************

4.2 AATTAACAGTCTAGTTTGTTGCATCTAGCAACTCTCGAGATGCTTGTAGTATATGGAATA 4057 

3.5 AATTAACAGTCTAGTTTGTTGCATCTAGCAACTCTCGAGATGCτ'TGTAGTATATGGAATA 
*安*********安***安**************会*****************************

4.2 AACTTACAGTCAτ'TGτ'TAGTCAATTCAATAAATAAACTACTTTTTCTAAAAAAAAAAAAA 4117 

3.5 AACTTACAGTCATTGTTAGTCAATTCAATAAATAAACTACTTTTTCTAAAAAAAAAAAAA 
**********ま******************女******会***********************

4.2 4176 

3.5 A-ーー-----ーーーーー--ーーーーーーーーーーーーーーー山--ーー同ーーーーーーーーーーーーーー--ーーーーーー

* 
Fig.2・1. Partial sequences of DNAs amplified仕omtwo positive plaques. 

Part of the DNA sequences amplified仕ompositive plaques using PCR with λgtll 
primers were aligned. 4.2， approximately 4，000 bp DNA 企agment; 3.5， 
approximately 3，500 bp DNA fragment. Numbers are corresponding to those of the 
cloned cDNA. ldentical nucleotides were marked with asterisks (*) 
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180 

270 町民阻む文丈11α部品a阻むヨ江口コA.'lT百℃国民コ

360 

450 

540 

630 

720 

810 

900 G<XTCITrAAA(想定問rrcrATI'G弐~

990 ITI'l'lTAAC立;:cr

明、_.!'1.…工、内5…T__..h____.'L___Q..e_..J:，__R_.__~_…1'.___A____ 14 
1080 cmrrrrc到:n￥江町~

工 S 工 A V G N V Y Q T L N V I G D R N V T 工 P T N G 44 

1170 

工 P Q R L S V Y D P Y R G V N C Q G Y Q A V N I S E S Q N G 74 

1260 

V T A Y L A L L G E P C Y A Y G T D Y P L L F L Y E E 104 

1350 Gα::GAC主沼間rrc叉2む:A.TCAAτ'CJ!l:lTsT..αxヨM

A D R v H 工 S 工 K D A N N T Q F Q F T S R K D L W D A P -L Y 134 

1440 収支文1IA.T白rrro:込町rrnまおITACAα玄Eもl3AG(X;町田T

S P S Y N N T N L L Y N F S Y N A N P F E F W V T R K S D G 164 

1530 GA.硲mTI盟TIGAτ'ACA!ままた阻CÞ!]J込町:rm:rrrrc玄孫~τ℃rorA.TA.TTGAGI'IMCI1ICrTA'IffiI'IGAAAA'ITATAAτcrr

E V L F D T R G Q K L v F E D.掴 .. _.・国園周圃圃圃圃岨・s・.~"'.i・ E N Y N L 194 

1620 'm aGAAGCTI正英文氏m:o::翠幻

Y G L A E T 工 H G L R L G N N L T R D E A S P V D 224 

1710 αもAAAα江~主℃阻ロコA.~配:rA'I'I'TIζlÞ.AC陥AGA~ま丈æA:

Q N M Y G S H P Y Y L E Q R Y K A D G 工 N S T L N E T T Y T 254 

1800 Zロヨ紅白'I'CI'ITIGmα主主主~TI町'CITCAGTI立てGAAτGA.'Íロ沼田:TI

S S S H G V L M L T A N G M D V L L R Q D Y L Q Y R M 工 G G 284 

ユ890 江G

V 工 D L F V Y S G S T E S P K E T V K Q F V Q S 工 G K P A M 314 

1980 ，'IGSA.(沼rrて工主'CTAf.lT.{ITJ辺町TG町

H Q Y W T L G Y H S C R W G Y T E 工 M D V R Q N Y 工 D 344 

2070 

A D 工 P V E T F W S D 工 D Y M E K Y R D F T V D P V S Y S K 374 

2160 TCAGA.TA:τGCJ!.AllI:.町rrrτ'CAGIGA.TI'JU3I1I阻C1I町℃担℃別立:::A.TrA国了I'CCAATC町 IGAτOCIGα3A.'I'l:':mτGαヌrTJ!.ACC悶

s D M ♀ T F F s D L v s N E ♀ H Y v P 工 工 D A A 工 Y A A N P 404 

2250 ITA.CTI紅GCぽおαまrIGAMAG3A.C1ITTITCI'宮山AA阻rO:TA.担じ氾ANmむ'CIAC沼T

Y N H T D D S Y Y P Y Y A G V E K D z F L K N P N G s z Y 工 434 

2340 

G A v ・咽・祖国同園田園圃-~-.圃盟国_t.圃圃 T N P D V v D Y W K D C L z N L T 464 

2430 

Y A F G S N G T V P F S G 工 W T D M N E P S S F C V G S C G 494 

2520 

S A M 工 D L N P A E P L V G 工 S K Q Y S 工 P E G F N V S N V 524 
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2970 

3060 

3150 

3240 

3330 

3420 

3510 

Fig.2・3.

A 554 T E A S 

日 584 

S Q Y S S Y S A S L S N Y A T T S v 工 v P T 

Y 614 

A Y F 

{ITAACAAτロ~τ'CA:τ'GATATIGα::'AAτ'CAC

.TIro 

W 644 

T G L H 

G 674 

Y N Q P L K P D Y N 工 N W P P A 工 N E G N D 工 A N 

N 704 

S 734 

工 S E 

764 

Q 794 

G Q D v P N A T T 日 D T R Y 工 F N M Y G Y G T K V S 

L 824 

R 854 

A A S 日

L 884 

S S F L T Q 工 P N E R P F 工 L R T L G S G V Y G A 

TIほお国民B山立'CAττ'CI'CTI江GGI'CrAおコ悶GI'I'CI'I'CI'CXま訊K 取ままE正支車九

A 914 

L G S V 

，TACI' 

944 

969 

Numbers on the right designate amino acids 1・969in the ORF， and numbering ofnucleotide 

The signal 

S D N H S L W S N M F 工 G M 工 V F F N M M G 工 P M 

A D G S Y R L C R W A G F V C F L G D S D E E M M A F S P 

，TI'CXTI'r.?むτ'CI'

Q， I 

TTACI'CC."CI':笠間E阻'CI沼田~収丈'.ClWJl!{

H N R Y Y S Q P T W S S V A E A S R A N 工 E Y R M Y 工

L P Q V G P L W T 工 M A K S D T A R A F E F P Np  L Y Y A L 

α::::CACICI7正英~主K刃I'IGAα文TIて:AA'ITCA:: .T.Aiα:TITCAA 
P L D Y V S L D D R Q F M G L V T P V L P V E T A V V E N 

N S T -v 

噛α:;C:rO::TI'砲弾自由江田国mu記盟
G G E N V T W D W N H T 担 工 R Q Y v F P D Y Y V N 

Y G E S V P E 工 v 工 G S L P M Q Q P S L T T Y A L H N A R 

3600 Jα::TI'GAτ盟国:mrr.r:rc:定町IGAGCrA~ 

Q G G L G S 工 E N P N L L v A L D R D S A T E Y L D D V F 

3690 

L S S E G v S V T G S V S Q P L F T F S D L A P Y V 

3780 

工 L S Y G Q N V S Q S N D T S p S 工 T L N S F L G T E 

3870 

E 工 S * S G A S N L T L G Q N 工 T F A N W E L L T L 

3960 江GCI'I'GTAGI'1主r

4050 þ:lな五在mAA.CI'I1\CA(主~

4176 4140 

Nucleotides and Amino Acids Sequences of S. pombe佐 glucosidase.

sequence is on the left with 1，037 representing the first base ofthe initial methionine. 

sequence and the polyadenylatioII signal AA T AAA are wave-and double司underlined，respectively. 

The N-terminal and inner sequences of native S. pombeα-glucosidase that were determined by Edman 
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The potential N嗣glycosylationsites (Asn-X-Thr， Ser) are underlined. 

The amino acid sequences for making primer A and B indicate black 
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(kb) 

23一時-
9.4 --
6.6一同一
4.3一一一

2.3ー由一

2.0一一一
1.4一一一
1.1一時一
む.9一一一

1 kb 

C S B Sc X 

A E 

A E P 

怒騒騒鞠

probe 34-32C 
隠総務総絡線総務総総務

Fig.2-4. Southern Blot Analysis of S. pombe Genomic DNA. 

唾-cDNA

Upper; Approximately 3.6μg of genomic DNA was digested with several 

enzymes， separated on a 0.8% agarose gel， and transferred on 

Hybond N+ membrane. Sa月(S)，BamHI (B)， SacI (Sc)，XhoI (X)， ApαLI 

(A)， EcoRl (E)， PstI (P)， cDNA (C). The blot was hybridized with the 803 

bp DNA probe (1575 to 2377 nt of cDNA， 34-32C) derived from PCR 

fragment， which was labeled using AlkPhos direct gene image system 

(A由ersham).

Lower; The restriction map of DNA fragment containing α-glucosidase 

gene. The location ofthe 34・32Cis also shown in diagram. 

38 



EcoRI 
? 
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ぷ時
蹄争

EcoR I 
魁

agd-f 

known sequenω(cDNA-一一一一一一) 1111日11111111111111111111出

Bg!lIP~ .255 
噌曜僻

剛山Z附加11111111111111111111111111 側111111

↓ [{C，加川山c山ωcoRχ川減oR戊R
↓トSclf I igation 

P問dictedin甘印1site 
EcoR 1 p廿m
曹 踊争

鴇争時
p673 p711 

jupCM山 dp673 prim出PCR 2¥ Nested PCR with p218血ldp711 primers 

醤彊継

So司uence5' teγminus and 
synthsizcd agd" [ pri Illcr 

β'glll 

111111間1111師側11111111111111111111111111111111111111111111111111111111

otnn 
輔鰍鰍

Sequcncc 3・ter・llllOUおand
ぉynthsizcdagc卜rpnmcr 

EcoRI 
T 

Bglll 

3' unknown scqu巴ncc

1 Bg!lI仰向
いIflaigation 

p218 

↓ 1， PCR wi山山W肌削州i比川t口山山叩np口
PCR2i Semine田stほedwith p218 剖加1吋dp似tnη
pnmers 

争慌

agd-r 

p218 

Bg/lI 

駒瞬間

Using thc agd-f and agd・rprimers， and intact gemomic DNA， the long PCR was carried out. 

(8) 
1 2 

... 7 kb 

Fig.2-5. lsolation of DNA f泊gmentcontaining the gene for α-
glucosidase of S. pombe 
(A) Schematic representation of inverse PCR and long PCR. 
(8) Lane 1， DNA size marker. Lane 2， product of PCR using agd-f and 
agd-r primer. 
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Fig.2-6. Structure and sequencing strategy ofthe DNA企agmentcontai凶nggene for α-glucosidase of S. pombe. 

The direction and extent of each sequencing run is indicated by arrow drown below the diagram， and the positions of restriction enzyme 

sites used in subcloning fragments for sequencing are shown. 
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gaattcttttccttgcatattctcctc七tgtcttgtccattc七ccatttcgcactcc七七c -1076 

gcacaccacattcgatcgctactgccta七agcacatatttgcttactactcgcaaaattc -1016 

cctacaacgaaaagaatggtccacgtaagtcacgcaagcgaccaaataatccgtttggac -956 

ca七七agttaatgggtcaggagagcttacgtt七七七七aaccaggcgaaaatggggtagacat -896 

tatggcacctgatgtgcgcTCACCGCTacaaagtggtgtgtatgtgtgtattttattttg -836 
Region 工 (-876)

ggcctttc七七tgttgaaaaaataaaacaaaaaaaaggag七cgaaaaagcacttttgca七9 -776 

atgagataatgtatctacatagttaca七gaacaaagaaactcgtaattgaacaaatgata -716 

agaattaacttgt七atacaacgtacatatggttttttattcgtcgtctatgccatctact -656 

actacactatgaaacaagaaccgttcta七七七acttgcc七cgacatatt七ttagcctgggt -596 

att七七tgttcg七七七ct七七cttacagc七cctctaattttaatattg♀主主与gca七ccgtttc -536 

catcgtta七七七七七catc七七七♀主主主七tcattacacagccgtta七七gct七tgtgaaaagaag -476 

ctttacctaccctgagaaatgcaaa♀主主，taataattg七七gggctatctaaacc七aaagca -416 

cacttaaactccgaaatcccgaat己主与tttttacggcgtaggaaagcgcaaagtl醤臨調 -356 

GC-box (-360) 
国七七cagatga七込119七ttttggacgcttaaaatagcca七gttagtggtggatgctaaag -296 

gttaagatttgtctaagagttatcatatcata七aaacatctgacac七tgt七t七tcccttg -236 

acacta七七ct七ccccacagtg七gaacttgcatcatttcggttGGCGGAATttga七aaaac -176 
Region 工工 (-193) 

cgtaacgg♀主主主tatcgaatgatgggagat七ttgatctgacccgaatttcgctttcccca -116 

cccttacgtcgaaaa七gacaacatgaagggtaagagtgatatttgtgaagag七gaaattt -56 

l 

tgtag1:TATAAAAg，aaagcg七七cgctcgcacttt七七ttaatcga七七cgt1:エムエエ♀.d，taag 5 
TATA-box (-50) initiaヒor

七caagtgaa七acctcgcgcct七tttgg七七C七aagttttcatcaacttttttga七ccgaaa 65 

tcttccagtgtctgtactctatcggtaacacagttgggtataactcaatag七七七七catac 125 

tgttttctcctgtgattacaccactccc七七七attaaaaccaagcaa七atctgttccacta 工85

gaacagaagtgc七C七caaaccttccacacctt七aat七七attttgttaagttt七ga七七ctt 245 

tgctacttgtttttttgtcctccccccacatccgccttagtaagtctccccacattgcaa 305 

aagaaacgagtcgattga七七ccatccccacgagaaaatcgatcca七七七tccaacctatcg 365 

ccctac七七tttttacaaaaaagttac七aaacgttgggtttgattatcttt七七ヒtttgct七 425 

ttagattga七tcgattcgac七tggctttcaaaggctttacccatcaaatcaattaatcaa 485 

ggc七七七七cgcttcctcctcg七七C七七tgcaccttcaagcgaacatacac七七cg七七七tgcaa 545 

aaagtgctaagtaacacaagctacaaaagtttc七cccccacttttataaggttcgcttag 605 

ccgctcttaattacgtcg七七七tggac七tgattggttaatcctacctcttacctt七七七t七9 665 

ggt七七cgc七cctt七ttaaaacgcgcgtttaaacaaaccctttcaagcttttcgtgaaaga 725 

gcttttctttcctaac七七actatatatatacatacacacacacatatata七atatataac 785 

tttttat七tatattgaaaaaaaaaac七tggacaagaaagtctacaattc七attgttg七ag 845 
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ttcttgcttaatttt七七gtctgtctcttaaaaccctccttt七ctttacgatttcgcctct 905 

ttaaaccgcccttcta七tgccaaattgcctatttggttaatcttttccattct七七七tctc 965 

tacgattctttttagtヒggtac七七tgatttttc七七aaaac七七七ttgatctctt七七七tg七七 1025 

ttttt七七taacgatgatgatttctactgcctaccaatctcta七ttttaactgctctgttt 1085 
M M 工 S T A Y Q S L F L T A L F 

七cagcaatctcgattgctgtcggtaacgtc七accaaac七七七aaatgtcattggtgatcgc 1工45
S A 工 S I A V G N V Y Q T L N V 工 G D R 
aatgtcacta七ccctaccaatggtatccctcaacgcttatccgta七atgacccatatcgc 1205 
N V T 工 P T N G 工 P Q R L S V Y D P Y R 
ggtgtaaattgtcaaggatatcaagctgttaacatatctgag七cacaaaatggcgttact 1265 
G V N C Q G Y Q A V N I S E S Q N G V T 
gcctatctcgcactac七cggcgagcc七七gctatgcctatggtactgattacccattgttg 1325 
A Y L A L L G E P C Y A Y G T D Y P L L 

七七cctcaacgtcacatatgaggaagccgaccgagttcatatatcaatcaaagacgctaat 1385 
F L N V T Y E E A D R V H 工 S I K D A N 

aacactcaa七七ccaat七七accagtaggaaagatcttヒgggatgctccctta七a七七cacct 1445 
N T Q F Q F T S R K D L W D A P L Y S P 
七C七tacaataacacaaaccttctgtacaacttttcgtacaatgccaatcctttcgaattt 1505 
S Y N N T N L L Y N F S Y N A N P F E F 

tggg七七acacgtaagagcgatggtgaagttt七atttgatacacgcggacagaaa七七ggtt 1565 
W V T R K S D G E V L F D T R G Q K L V 
七七cgaagatcagtatattgagttaactactaatatggttgaaaattataatc七七七atggt 1625 
F E D Q Y 工 E L T T N M V E N Y N L Y G 
ctcgctgaaaccatccatggtttacgtctgggaaataacttaacccgtaccttttgggct 1685 
L A E T 工 H G L R L G N N L T R T F W A 

aatgatgaagctagccccgtggaccaaaaca七gtacggaagtcatccatactaヒ七tagaa 1745 
N D E A S P V D Q N M Y G S H P Y Y L E 
caaaga七acaaggcggatggtataaattcaactttgaacgaaaccacttatac七七cttct 1805 
Q R Y K A D G 工 N S T L N E T T Y T S S 
tctcatggtgttcttatgc七tacagctaatggaatggatg七七C七七ttgcgccaaga七七at 1865 
S H G V L M L T A N G M D V L L R Q D Y 
cttcagtatcgaatgatcgg七gg七gttatcgacctttttgta七acagtggtagcactgag 1925 
L Q Y R M 工 G G V 工 D L F V Y S G S T E 

agtcccaaggagactg七caagcaattcg七七caa七ccattggaaagcc七gctatgcatcaa 1985 
S P K E T V K Q F V Q S 工 G K P A M H Q 

七a七七ggacattgggttaccac七catgtcgttggggttacacaaatatcacagaaatcatg 2045 
Y W T L G Y H S C R W G Y T N I T E 工 M

gacg七七cgtcaaaattacattgatgcagacattccagtggaaacc七tttggtctgatatt 2105 
D V R Q N Y 工 D A D 工 P V E T F W S D 工

gattacatggagaaatatagagattttaccgttgaccctgtttc七七attcaaag七cagat 2165 
D Y M E K Y R D F T V D P V S Y S K S D 

atgcaaacatttttcagtga七七七ggtaagcaatcatcagcattacgttccaatcattgat 2225 
M Q T F F S D L V S N H Q H Y V P 工工 D

gc七gcgattta七gccgcaaacccctacaatcacactgacgactc七七attatcca七ac七a七 2285 
A A 工 Y A A N PY  N H T D D S Y Y P Y Y 

gcaggcgttgaaaaggaca七七七七ct七aaaaaatcctaatggaagtatctaca七tggtgcg 2345 
A G V E K D 工 F L K N P N G S 工 Y 工 G A 

g七七tggccagga七tcactgc七七七ccctga七七七caccaa七cccgatgtggttgac七attgg 2405 
V W P G F T A F P D F T N P D V V D Y W 

aaagactgtcttatcaaccttactta七gctt七tggatcgaatggtactgttcca七七cagt 2465 
K D C L I N L T Y A F G S N G T V P F S 
ggaat七七ggactgatatgaacgaaccctcttcgttc
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ggaaatcatgatat七gccaatcacattgtaagccccaatgcgaccactcatgatggaacc 2825 
G N H D I A N H 工 v S P N A T T H D G T 
caacgttacgatat七七七caacatgtatggttatggtgagacaaaggtctcatacgcagc七 2885 
Q R Y D I F N M Y G Y G E T K V S Y A A 
ctaacccaaa七七tc七cctaatgaacgaccctttatcttgagtcgttctaccttct七ggga 2945 
L T Q I S P N E R P F 工 L S R S T F L G 
tctggagtctatgg七gcacattggttgggtgataa七ca七七ctctatggヒctaacatgttc 3005 
S G V Y G A H W L G D N H S L W S N M F 

七七ctcca七七七ctggaatgatcgtttttaacatga七gggtattccaatggtaggagctgat 3065 
F S 工 S G M 工 V F N M M G 工 P M V G A D 

gtttgtggtttccttggtgattcagatgaagaac七七tgctctcgttggatggctatgggt 3125 
V C G F L G D S D E E L C S R W M A M G 

gctttttcgccat七C七atagaaatcataacaacatttaccaaatctcacaagagccctac 3工85
A F S P F Y R N H N N I Y Q 工 S Q E P Y 

acatggtc七七ctgttgctgaggcctcacgtcgtgctatgtaca七tcg七tattc七七七actc 3245 
T W S S V A E A S R R A M Y I R Y S L L 

ccttactggtatactatcatggctaaggcatcccaagatggcacacctgccctacg七gct 3305 
P Y W Y T 工 M A K A S Q D G T P A L R A 
七七gttcgttgaattccccaacgatcctactctagcagacgttgaccgtcaattcatggta 3365 
L F V E F P N D P T L A D V D R Q F M V 
ggcgactctctattggtgacacctgtc七tggagcctaatgttgaatacg七七caaggtgtt 3425 
G D S L L V T P V L E P N V E Y V Q G V 
七七ccc七ggtgacaacagcac七gta七gg七atgac七ggtacaaccacactgaaattgttcgt 3485 
F P G D N S T V W Y D W Y N H T E 工 V R 

caatacaacgaaaatgttactc七gtacgctcc七七tggaacacatcaatgtcgctattcgt 3545 
Q Y N E N V T L Y A P L E H I N V A 工 R
ggtggtagtgt七C七七cccatgcaacaacc七tcgctcactacttatgaaagtcgtcaaaat 3605 
G G S V L P M Q Q P S L T T Y E S R Q N 

ccattcaacc七cc七cgtcgctttggatagagatggttctgctactggtgagc七七七acctt 3665 
P F N L L V A L D R D G S A T G E L Y L 

gatgatgg七gtttccattgagc七aaacgctacac七七七ccg七七agctヒcacatttagtgat 3725 
D D G V S I E L N A T" L S V S F T F S D 

ggtgtt七七gagtgccgttccaactggcagctacgaagttagccaaccc七七ggccaacgta 3785 
G V L S A V P T G S Y E V S Q P L A N V 
acgatccttggtc七cactgaatcccctag七七caatcacc七tgaatggacaaaacgtctcc 3845 
T I L G L T E S P S S 工 T L N G Q N V S 
七cc七七ccagtactctaacga七actgaggaat七gctaattaccggtctacagaacattac七 3905 
S F Q Y S N D T E E L L I T G L Q N 工 T

七cctctggtgcatttgccaacagctggaatcttactttgtagtcgc七ctcgcttcacccg 3965 
S S G A F A N S W N L T L * 
a七ttttcaccggcaatccaggaaccgagcactaattaacagtctagtttg七tgcatctag 4025 

caac七C七cgagatgcttgtagtatatggaataaacttacagtcattg七七agtcaat七caa 4085 

taaataaactacttヒ七七ctacacaacccatcagatagcaccgc七gcataaagatggatg七 4工45

ttatg七a七七七aacgtaaaatttaccgttgatc七七tcaaacgcattaaacaaatttacaca 4205 

七actattaaacctgct七cgtcgccgttaaatctgtatagcgataaaatt七七七tgtcgtcc 4265 

gaattcgctaatta七C七七aaaagtagtatgatgtggtgcaaaccatatttactagcgaaa 4325 

gcttgaagatgtaaaagcaaaggtattaatcaggaatccttgaag七aaggtaaaac t aaa 4385 

gtatcヒ七cacaa七七七七七c七tgtaaacaaggaac七七gcataatggattcc七七cagc七七atc 4445 

caattatcgaatgcaagaaa七七gctgtattgatataaccaggtgacaaactacgatc七ac 4505 

gcaacaaatagtataagggcaaacccgag七七agcaacg七cacgatcgattgtct七七aaaa 4565 

aatt七七七gctttcttcatactacttatggctaccattgaaggttgtaattagaaggat七七 4625 

aaaggtttaacactcttttgaaacacatacaattgtttgcactgtggcacgagtgaacaa 4685 

gaaaaagggaaaggtgatttggatgatcctaacagcaaaaacaccaagtgtcctgataag 4745 
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tttgagcagaaagttgaagaatacttagaagtcctcaatgaactgcacttgacaggtcgg 4805 

acatcaggattttgcatgcgaaa七七七caccgtcgaaggtgccttcaacccgaaatttcaa 4865 
M R N F T V E G A F N P K F Q 15 

attcgatcattctttgcgcaattactacacccca七caatat tata t t tcgaacgggtcct 4925 
工 R S F F A Q L L H P I N 工工 F R T G P 35 

aaacgcgacatcatccctttggttaaagga七七tgatggtta七ctgcagcccgg七tcatca 4985 
K R D 工工 P L V K G F D G Y L Q P G S S 55 

ttactggtgttgggccatgaaggatccggtgggtccacactgctaaaggctttgtgtggt 5045 
L L V L G H E G S G G S T L L K A L C G 75 

attgtagaatcaaatgagaggttgaatggatcgcttcattacgacggtttagattacaaa 5105 
工 V E S N E R L N G S L H Y D G L D Y K 85 

atagcgcattctcaatttaaagctgac七七gagttattgtggtgaaggtca七七ccaaagta 5165 
工 A H S Q F K A D L S Y C G E G H S K V 105 

gctacta七cacggtccgacatttattagagtttgtttgctcctgtcgac七七cctgca七ca 5225 
A T I T V R H L L E F V C S C R L P A S 125 

aaatatgatcacccgagaagtcattatatccgtcgcatttgcgaaatcattcgcga七gca 5285 
K Y D H P R S H Y I R R 工 C E 工 I R D A 185 

七七七gatttgggagacttttacaaccatcgaa七七cttcgcgtc七七七aactccggcgatcag 5345 
F D L G D F Y N H R I L R V F N S G D Q 245 

a七七aaggtcgatgttgctcagaccatgtgtgcacgacccctaatacaatgctgggataac 5405 
工 K V D V A Q T M C A R P L 工 Q C W D N 305 

aacatgcgtgat七ttgactccatatccgttattgacatcct七七cgcatatcaaagtgct七 5465 

N M R D F D S I S V I D 工 L S H I K V L 365 

tcacataagc七aggtactacactggtagcca七七gttagtcaagcttctgatagaa七七七七t 5525 
S H K L G T T L V A 工 V S Q A S D R 工 F 385 

catatgttcgacatggtcactttga七gtatgaaggtgaacaaatattc七atgggcctacg 5585 
H M F D M V T L M Y E G E Q 工 F Y G P T 405 

agccgtttaaagccata七七七cttggatcttggtttca七七ccagcaaaacatagcac七act 5645 
S R L K P Y F L D L G F I P A K H S T T 425 

gttgaat七tgtcacctctttgacatacccagaaatgagta七七ataaataaaaagcatcag 5705 
V E F V T S L T Y P E M S I I N K K H Q 485 

ggattta七七ccttcgac七cctgccgaatttagagaatgc七ggc七七cgaagcgaagattat 5765 
G F I P S T P A E F R E C W L R S E D Y 505 

gccaaactaatcaagtttatggatcgatatgaggaaaatcatagtgatatccacgcctt七 5825

A K L I K F M D R Y E E N H S D 工 H A F 525 

aaagatgccaaa七七七gatcaaacacgtttacaaaaattcttaagatggcttaattccaat 5885 
K D A K F D Q T R L Q K F L R W L N S N 585 

ccatgcctta七七ccctatagacttcaggtatttgctaccgctaaggtgactttttttcaa 5945 
P C L I P Y R L Q V F A T A K V T F F Q 605 

七acc七七catgattactcgtatattgctac七七七cgttt七cacttatgtttttcaggcactt 6005 
Y L H D Y S Y 工 A T F V F T Y V F Q A L 625 

a七gcttggc七c七C七七七七ttataatttaagaaacgagtcaagtgaattgtactcacgcggc 6065 
M L G S L F Y N L R N E S S E L Y S R G 645 

agtgtgttg七cgaatgctattgt七tttgcagccattcagacaatgtctgaagtggacatc 6125 
S V L S N A 工 V F A A I Q T M S E V D 工 665

atttttttgaaaaaatcgctgtttaaggagcatcgtgtccaa七ctttata七catccgtct 6185 
工 F L K K S L F K E H R V Q S L Y H P S 685 

gcagcattgatgggttccaatctcg七tgagtttcctatgcgtattgtggttgtca

Fig.2圃7. Nucleotide sequence of DNA fragment containing the gene forα幽glucosidaseof S. pombe， 

and deduced amino acid sequence. 

Numbering is from the cDNA starting point. The six putative CAAT sequences， TATA七ox，and 

initiator are underlined. The putative GC・boxis indicated by black-background. Bold and capital 

letters show the elements， region 1 and region U， identified as associated with high expression (region I) 

and basal expression (region 1I) ofthe amyB and the glaA and the agdA in Aspergillus 0η'zae. 
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Fig.2-8. Alignment ofthe ORF 2 and N-terminus ofother fungal ABC superfamily protein. 
The multiple alignments were done by clustal w. The black-background letters show residues 

618 

604 

597 

460 

688 

674 

667 

492 

conserved among more than three sequences. Walker A and B motifs， shared by ATP binding proteins， 
were underlined. Abbreviations: BFRl， brefecerin A resistance protein from Schizosaccharomycespombe 
(AB003671); ATRE， ABC transporter protein from Emericella nidulans (AJ276241); SNQ2， SNQ2 protein 
from Saccharomyces cerevisiae (X66732); ORF2， open reading frame at downstream of a.-glucosidase 
from S. pombe (this work). 
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Fig.2-9. Glucose Depletion Triggers Secretion ofα幽Glucosidase.
S. pombe were grown in minimum medium containing 9% glucose. When the culture 
density reached an A600 of 1.0， the culture cells were collected， washed and resuspend in 

the medium containing 0.1 % glucose. The inset shows the Northern bJot analysis. Total 
RNA was extracted from S. pombe by the hot phenol method. ApproximateJy 20 ttg of 
total RNA， iso!ated from 0 1トcultured(Iane 1)， and 10 h-cultured (lane 2) cells from 
transfer to low glucose medium， were separated on a formaldehyde司agarosegeJ. Panel 1 
was stained by ethidium bromide. Panel 11 was northem blot analysis. RNA were blotted 
onto Hybond圃Nmembranes， and the blot was 
developed by an alkaline phosphatase labeled cDNA probe (803 bp， at 1575 to 2377 nt of 
cDNA， 34-32C) prepared using the AlkPhos direct gene image system. Hybridization was 
done at 50 0(. 
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Fig.2・10. Secret.ion ofα-GJucosidase was Inactivated by Addition ofGlucose. 
Cells were grown in minimum medium with 3% glycerol as a carbon source. After 24 h， the 
indicated concentrations (final concentrations; 0， 9%;暢，6%;ム， 3%;.A.， 0%) of gJucose were 
added. 

The inset shows northem blot analysis after 10 h from adding glucose. Experimental 

conditions ofnorthern analysis were the same as Fig. 3. Approximately 20μg oftotal RNA 
isolated from the cells cuJtivated with individual gIucose concentration (Ianes 1 and 5， 9%; lanes 
2 and 

6ヲ6%;lanes 3 and 7， 3%; lanes 4 and 8ヲ0%).Panell was stained by ethidium bromide. Panelll 
was the result ofnorthem blot analysis. 
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CTG 工園TEARRGSDG-ーーー『ー---ー----ーーーー自由

ANG F園LDTRYYKGDRQNGSY工PVKS

AOG F冨LDTRYYKVGGQNKSHT工VKS
MJG Y図QEVRDG-ーーーー『由也ー司ー閑--------ーー回目白ー

GAA F図LALEDG-ーーーーーーーー『ー司自国ーー司自ーーーーーー

RIM FF・MG工GDTS-------ーーーーーーーーーーーーー司ー-
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HSU Y圃MALEEEー-----ーー四---ー『回目ーーーーーーーー
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SPG ーーー ---KQYS工PEGFNVSNVTEYSSAYSASLSNYYATATSSVFQ工VSPTATPLGLKP-DYN

SOG ーーーー四SKATSYPVGFDVSNASEWKS工QSS工SATAKTSSTSSVSSSSS

CTG SYTYQQGPVQNNDGSKQRRSLLLSRDEDVLVQRD工NVNGGNGDKF円百

ANG ーーー -GD工工YDYPEAFN工TNATEAASASAGASSQAAATATTTS--ー

AOG ----GNVVYDYPEGFNITNATEAASASAGAASQSAAASSTT-ー四回

MJG ーーーーーーー---ーーーーーーー伺由NQPYRWTYTEEEQAAN目叩HTR-ー--WE

GAA ーーーーーー--ー『ーーー司自ーーーー四『四ー目白ーーー『四ーーーーーーーーー----ーーー回目ーーーー四戸

RIM ー『ー同ーーーーーーーーー四四回ーーー司『問問叩ーーーー回目 ------Lー『四--ーー『戸向田 -KGVLLIVLN-再開

RSU ー戸『田町国ーーーーーー----ーーーーー閉山国ーーーーー問問ーーー ----K--ーーー明--自由ーー

RB工 : ーーーー----ーーー『ー司自問ー回ーーーーー同ーーーーーー情畑町ーーー『ー『ーーーーー四ー戸『目白 -KGCNDNTLN-目白

RBS ー司ー一一ーーー句--町四ーーー----ーーーー『ー開閉ーーーー『ー『ー --N-ーーー『ーーーーー司ーVCRNTE-問ーー

HIM ーーーーーーー ω ーーーー『ーーーーーーーーーーーーーー同『ー由自由ーーーーーーーーーーーー『ー情ー -KGCNVNKLN---

HSU ーーーーー四四ー白ーーーーー-------ー----ーーー同『山町田ーーー -N------ー『戸自由 -QCRNDE-ーー『

BAG ー】回目司ーー--均一ーーーーーー『目白ーーー『ーー四回ーーーーー『回目目的---司『四回目ーー-----ーー

SBG ーーーー相自ー』ーーーー--ーーーーーーー【ーーー『ー ---Aー『ーーーーーー【ーーー『明白--ー--回目ーー

BWG ー司司ーーーーーー『四回ーーーーーー四ー----ーー同ー同町P-ーー『ー-ーーーーー『ーー個目白ーーーーー【噌P工PDS

SNG 回目白ー曲目『四----ーーー『南関白』司ーーーー -----P-四回目白ーーーーーー司自』ーーー四 ------P工PGS
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SPG 

SOG 

CTG 

ANG 

AOG 

MJG 

GAA 

R工M

RSU 

RB工

RBS 

H工M

HSU 

BAG 

SBG 

BWG 

SNG 

* 1080 * * 1120 

* 1140 * 工160 * 1180 * 
VSIELNATLSVSFTFSDGVLSAVPT-ー岡田----ー同情ーGSYEVSQPLANVT工工.IILTESPSS工TLNGQNVSS

ESLVVDSSLLVSFSVSDNTLSASPS-司自ー司四個目ー『ー -GDYKADQPLANVT工工趨VGHKPKSVKFENANVDF

MTPAPTPNSTLTVSAGNNSVNGS工EG同町ーーーーーーーーー -EYKAQQNLTYVVVLDVKQKPTQVMMGGNKTEF

ESIYPNATLHVDFTASRSSLRSSAQ-----ーーーーー『戸GRWKERNPLANVTV工圏VNKEPSAVTLNGQAVFP

ESVYPEDTLSVDFLASRSTLRASAR--司自ーーー -----GTWKEANPLANVTVI圏VTEKPSSVTLNGETLSS

ESLEVKSSSGYHFHLQEWSPQGFWQVWLQ-再開園町ー町田 -EGRKDWLHf召lYWQARQQVAKGSRWQEDYQ工DP

ESLEVLERGAYTQV工FLARNNT工VNELVR回目で目白司同VTSEGAGLQLQKVTVI圏 ~TAPQQVLSNGVPVSN

ESKDS工EKKMY工LYTFSVSNNELVLNCTHSS-ーーーー -YAEGTSLAFKT工KVLI圏寸:'REDVRS工TVGENDQQ

ESIDTYERGQYTSIQFNLNQτ'TLTSTVLANG- 回明ーー -YKNKQEMRLGSIH工~KGTLRISNANLVYGGRK

ETKDTVQNDNYILYTFAVSNNNLNITCTHEL---国『同YSEGTTLAFQTIK工LI-VTETVTQVTVAENNQS

DT工DTYERDLYLSVQFNLNKTTLTSTLLKTG-ーー ---YINKTE工RLGYVHVW圏工GNTL工NEVNLMYNEIN

ETKDT工QNGNY工LYTFSVSNNTLDIVCTHSS-ーー---YQEGTTLAFQTVK工LI-LTDSVTEVRVAENNQP

ES工DTYERDLYLSVQFNLNQTTLTST工LKRG-司自ーー -YINKSETRLGSLHVW園KGTTPVNAVTLTYNGNK

DSPEYGRRSDWSMVRFNYKIPNNKGA工KVKSEVVHNSYAQSRTLV工SKVVLMIHRSPAAPKKLTVHVNSA

工EMDIGGPGGKWTLVRFFAESG工NN四 LT工SSEVVNRGYAMSQRWVMDK工T工圏LKRRVKIKEYTVQKDAG

VD工EMGDDGGRWSLVTFSAGLVGNNKVTITSSVVNGRFALSQGWK工SKVT工圏LSRGSQVKGYTMLS工GR

VEVTMGVNRGKWTFVKFIAASAKQT-CI工TSDVVSGEFAVSQKWV工DKVTIl圏LRKGTKINGYTVRTGAV

g 

1200 * 1220 * 
SPG FQYSN-ーーーーーーー -DTEELL工TGLQN工TSSGAFANSWNLTL-ーーーーー 969 

SOG TYKKS-ーー--ーーーー ---TVFVTGLDKYTKDGAFSKDFT工TW-白骨ー幽ー 958 

CTG SWDQQK-ー『四叩 -----TLLNVTGLNADLNGSGRFRGLRLELSLLCED 1070 

ANG GSVTYNS---ー---TSQVLFVGGLQNLTKGGAWAENWVLEW--ー 985

AOG DSVKYNA---ーー --TSHVLHVGGLQKflTADGAWAKDWVLKW-ーーー 985

MJG WQE-ー司ー四ーーーー--均ーーーー--ーー司--ー『司四ーーーー---ー『ーーーーーーーー 864 

GAA FTYSP田ーーーーー司山田ーーーーーーDTKVLD工CVSLLMGEQFLVSWC値ーーー 952

R工M MATHTN-ーー幽ーー --FTFDSANK工LSITALNFNLAGSF工VRWC-ーーー同 938 

RSU HQPPF'I・-ーーーー ---QEEAKETL工FDLKNMNVTLDEPIQ工TWS---ーー 903 

RB工 MSTHSN-ー目ーーーー -FTYDPSNQVLLIENLNFNLGRNFRVQW----ーー 931 

RBS YPL工FN-ー四ーー『ー -QTQAQE工LN工DLTAHEVTLDDP工EISWS-ー司回目 896 

HIM MNAHSN-ー『聞ーーー -FTYDASNQVLL工ADLK工.NLGRNFSVQW-ーーーー 931

HSU NSLPFN--ー由自ーー司EDTTNM工LRIDLTTHNVT工AEP工EINWS四ーーーー 896 

BAG EVEASSSAGTRYQNAGGLGGVAH工GGLSLVVGEEFELKVAMSY--ーー 877 

SBG AIKVKGLGRRTSSHNQGGFFVSVISDLRQLVGQAFKLELEFEGATR- 913 

BWG VVTTSAKGARKCSKGTGKFDVVE工PNLSLLVGRNFKLDIQITNC--- 90工

SNG TRKGDKSKLKSTPDRKGEF工VAE工SGLNLLLGREFKLVLH--ー 903

Fig.2・11. Multiple Sequence Alignments of a-Glucosidase Family 11 Enzymes. 
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The multiple alignment was done by Clustal W. The black-background letters show the residues conserved 
among more than the 14 sequences. 

Abbreviations: SPG， S. pombeα-glucosidase; SOG，丘 occidentalisglucoamylase; CTG， C. tsukubaensis 
α-glucosidase; ANG， A. nigerα-glucosidase; AOG， A. oryzaeαぢlucosidase;MJG， M juvanicusα-glucosidase; 
GAA， human Iysosomal α-glucosidase; RIM， rat SI isomaltase domain; RSU， rat Sl sucrase domain; RBI， rabbit 
sucrase-isomaltase complex (SI) isomaltase domain; RBS， rabbit SI sucrase domain; HIM， human SI isomaltase 
domain; HSU， human SI sucrase domain; 
BAG， barley high pIα-glucosidase (Morex); SBG， sugar beet α-glucosidase; BWG， buckwheat α-glucosidase; 
SNG， spinachα-glucosidase. 
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Fig.2・12. Alignment of Sulforobus solfataricωand S.pombeα-gl ucosidase. 
The characters with black background are showing identical residues. The gaps over 10 amino acids are 

indicated by wavy underline. Abbreviations: SSG， S. solfataricusα-glucosidase; SPG， S. pombe 
α-glucosidase. 
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o * 840 * 860 * 880 

SusII F冨A盟AHLDTGRR圃IWLLPTQYQDMI!ID園LGQ圏_F冨圏直LFYQlHREIV圃VM困AIWIH吉田QlVTTFS工DDEFL工橿圃A圃 752 

Homo工工 F'¥iAIIIAX王LDTGRR圏IWLLPSQI国 DI工国到盟LGQ函圏置E圃咽函圃LLYQlHRE工圃VM圃P圃W圃QYIIQ圃VTTFN工DDQYL工墨画A園 752 

Mus工工 :咽A圏AHLDTGR~LLASQYQDA工 D盟LFQ圏直盟国咽圃LF河野iKEIIFIIVM園P!!W園QY 〓MSTFSIEDQFM工圃A圃 774

SPG Y図NIIlNN工YQIS~TWS-SVAEAS置R圏MYI'1IWd1lWY冨盤面lMAK恩回QD置耳IA.工掴A\lF薗EF宙関箇PTLADVDRQFMV奮 S圃 780 
R A RYSLLP WYT A G P R L V P D GD L 
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Homo工工
MusII 
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HomoII 

Mus工工
SPG 

PV 

L VAL 

* 900 

VQ PG VWYD L 

* 980 * 1000 

G A GEL LDDG F FS 

* 1060 * 
SusI工 SPE圏RLSFQHDP園TSVL工園RKPGVN--VIlSDIVlS工HI!R 944 
日omoI工 SPE圏RLSFQHDP圃TSVLV圃RKPG工N--VIlSDlVlsn竜!R 944 
Mus工工 SPE冨!RLSFQHDP圃TSVL工圃RKPGVS--V圏日D国SIH!!R 966 
SPG NVS圏FQYSNDTE園LL工TGIIQN工TSSGAFmNSIINLT冨ー 969 

S E L A W L 

* 

L I V 

* 

G 

Fig. 2~ 13. Alignment of glusosidase 1l1ocalized in endoplasmic reticulum. 
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TVVLQTKG 909 

.VVLQTKG 909 

931 

PSSITLNGQ 933 

The characters with black background show identical residue. Abbreviations: SusII， S附 scro..舟(pig)glucosidase Il; 
HomoII， Homo sapiens (human) glucosidase 11; Mus II， Mus mωculz必 (housemouse) glucosidase II， SPG、S.pombe
α-glucosidase. 
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..，... .1....，... .2....，... .3....，... .4....，... .5....，....6 
AA I NVYQTLNVIGDRNVTIPTNG工PQRLSVYDPYRGVNCQGYQAVNISESQNGVTAYLALLGEI
PHD 1 忍沼E E DD怒E EEEEE 
SUB ILLLLL... ..LL... .LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL.EEEE... .LLL.EEEE..LLLI 

Ns Ns Nsl 

• • • • ， • • • .7. . . . ， • • • .8. • . . ， • • • .9. . . • ， • • • .10. • . ， • . • .11. . . ， • • . .12 
AA IPCYAYGTDYPLLFLNVTYEEADRVH工S工KDANNTQFQFTSRKDLWDAPLYSPSYNNTNLLI
PHD I EEEEEEEEEE EEEEEEE EEE 
SUB ILLLL......忍EE忍おEEE.....E毘詔EE.. LLLL. . E. • LLLLLLLLLLLLLLLLLLLL. I 

Ns2 Ns2' 

，... .13...，... .14...，... .15...，... .16...，... .17....，... .18 
AA IYNFSYNANPFEFWVTRKSDGEVLFDTRGQKLVFEDQY工ELTTNMVENYNLYGLAET工HGLI
PHD IEE忍EE EEE忍EEE EEEE EEEEEEお抗日HHH Eおお EI 
SUB IEEEE. .LLL.EEEEEE.LLL. .E沼ELLLL.EEEE. . . . • . . . . LLLL. . . E. . . . • . • . . 1 
Ns3 Ns4 Ns5 Ns6 N，αNs8  

• • • . ， • • • .19. . . ， • • • .20. . • ， • . . .21. . . ， • • • .22. . . ， • • • .23. . . ， • • . .24 
AA IRLGNNLTRTFWANDEASPVDQNMYGSHPYYLEQRYKADGINSTLNETTYTSSSHGVLMLTI 
PHD 1 EEE EEEEEE EEEEEEEE 1 
SUB 1.. ..LL.... ..LLLLLLLLLL. ...L..お忍EE.LLLLLLLLLLLLLLL.....おおおEEEI

Ns9 Ns10 Nsll 

....，... .25...，... .26...，.. .1.27...，... .28...，... .29...，... .30 
AA I ANGMDVLLRQDYLQYRM工GGVIDLFVY勾GSTESPKETVKQFVQS工GKPAMHQYWTLGYHSI
PHD 1 EE忍E EEE窓EE EEEEE羽目HHHHHHHHHHH
SUB ILLL.EEEE.L.E五;忍EEELLL.. . EEEE .ILLLLL. HHHHHHHHHH. . LLLLLL. . . . L. . . 1 

Ns12 Ns13 Nsl叫 aα1

.，... .31...，... .32...，... .33...，... .34...，... .35...，... .36 
AA ICRWGYTN工TE工MDVRQNYIDADIPVETFWSD工DYMEKYRDFTVDPVSYSKSDMQTFFSDLI
PHD 1 E HHHHHHHHHHHHH EEE HHH注目HH HHHHHHHH 1 
SUB 1.. .L...H抗H.トiHHHHHHHH.LLLL. . . . . . . . . . . . . H. . LLLLLLLLLLL. . HHHHHHH I 

Aα2 Aα3 Aα3' 

....，... .37...，... .38...，... .39...，... .40...，... .41...，... .42 
AA I VSNHQHYVP工工DAAIYAANPYNHTDDSYYPYYAGVEKD工FLKNPNGS工YIGAVWPGFTAFI
PHD IHH E話EEE忍 EEE日E EEEEEE E 1 
SUB IH. .LL.恕EEEE.L.LLLLLLLLLLLLLLL...LLL. ..EEEELLLLLEEEEEE.LLL... 1 

~l ~2 ~3 

.，... .43...，... .44...，... .45...，... .46...，... .47...，... .48 
AA IPDFτ'NPDVVDYWKDCL工NLTYAFGSNGTVPFSG工WTDMNEPSSFCVGSCGSAM工DLNPAEI
PHD 1 HH廷HtiHHHHHHHHHH E E忍EE EE 
SUB 1. LLLLL. . HHH詰祝日目耳目祝日目HH.LLLLL...L.. .E..LLL... ...LLLLLLLLLLLLLI 

みα4 As4 

.，... .49...，... .50...，... .51...，... .52...，... .53...，... .54 
AA IPLVG工SKQYS工PEGFNVSNVTEYSSAYSASLSNYYATATSSVFQIVSPTATPLGLKPDYNI
PHD I 
SUB ILLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL...... ... ...LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLI 

..，... .55...，... .56...，... .57.. .，... .58...，... .59...，... .60 
AA 工NWPPYAINNEQGNHD工ANH工VSPNATTHDGTQRYDIFNMYGYGETKVSYAALTQISPNEI
PHD 1 おおお 忍EE HHHHHHHHHHHHHHH 
SUB ILLLLLL.. .LLLLL........ .•.... .LLL.. ... .... ..HHHHHHHHHHHHH.LLLI 

Aα5 

.，... .61...，... .62...，... .63...，... .64...，... .65...，... .66 
AA I RPFILSRSTFLGSGVYGAHWLGDNHSLWSNMFFS工SGM工VFNMMGIPMVGADVCGFLGDSI
PHD 1 EEEEE HHEHHHHHHHHHHHHHH狂芯 l 

SUB IL.EEEE忍.L.L.LLL.....LLLL..HHHHHHHHHHHHHH.... ....... ... . LLLLL 1 
As5 Aα6 

.，... .67...，... .68...，... .69...，... .70...，... .71...，... .72 
AA IDEELCSRWMAMGAFSPFYRNHNN工YQ工SQEPYTWSSVAEASRRAMY工RYSLLPYWYT工MAI
PHD IHH区間:fHHHHHH EE HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 1 
SUB 1. HHHHHH刃HH.. LLL. . . LLLLLLLLLLLLL. . HHHHHHHH祝日子:fHHhtiHH.. HHHHHほおお|

~7 Aα8 Aα9 
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• • . • ， • • • .73. . . ， • • • .74.1. . ， • • • .75. . . ， . . • .76. . . ， . • • .77. . . ， • • . .78 
AA IKASQDGTPALRALFVEFPNDP~VDRQFMVGDSLLVTPVLEPNVEYVQGVFPGDNSTVI 
PHD 1m田 E E E EEEEE EEEEEEE EEEEEEE EE I 
SUB IHHH.LLL. .........LLLLLLL. ...EEE... .EEEE. .LLLLL. ..EEEE.LLL..EI 

Csl Cs2 Cs3 

. • ， • • . .79. . . ， • • • .80. . . ， • • • .81. . . ， • • • .82. . . ， • • • .83. . . ， • • . .84 
AA I WYDWYNHTE工VRQYNENVTLYAPLEHINVAIRGGSVLPMQQPSLTTYESRQNPFNLLVALI
PHD IEE忍E EEE 日E沼恋息 詰EE忍認 忍EEE Eおおお忍EI
SUB IEEEE. .L... ..LLLL.EおEELLLLL.芯EEE.LL.....LLLLLLLL.. ..LL..EおEEEI
Cs4 Cs4' Cs5 Cs6 Cs7 Cs8 

. • ， • • • .85. . . ， • • • .86. . . ， • • • .87. . . ， • • • .88. . . ， • . • .89. . . ， • • . .90 
AA IDRDGSATGELYLDDGVSIELNATLSVSFTFSDGVLSAVPTGSYEVSQPLANVTILGLTESI 
PHD I EEEEEE E EEEEEEEEE EEEE恕E EE EE忍EEEEEE
SUB 1. LLLL. . .E忍EE.LL.....L.EEEEEEEEE.LL.EE沼E..........翠EEEEEEE.LLI

Cs9 CsIO Csll Cs12 

. • . . ， • • • .91. . . ， • • • .92. . . ， . . • .93. . . ， • • • .94. . . ， • 
AA IPSSITLNGQNVSSFQYSNDTEELL工TGLQN工TSSGAFANSWNLTLI
PHD I おE官記 恕官忍EE E認E忍怒沼恕思 認忍EEEEEE
SUB IL.忍EEE..LL.. .EE... ..E訟EEE.......LLL...おEE...LI 

Cs13 Cs13' Cs13" Cs14 

Fig. 2-14. Predicted secondary structure of S. pombeα欄glucosidase.

The predicition of secondary structure was done by PHD， predicting one-dimensional protein 

structure by profile based neural networks. (http://cubic.bioc.columbia.eduJpredictprotein) The 

boundaries were Ser 268 at the C-end of Region N and Gly 269 at the N-end of Region A， and Thr 

742 at the C-end ofRegion A and Leu 743 at the N-end of Region C. 

Abbreviations， H=Helix， E=Extended (sheet)， blank=rest (loop)， L=loop， AA=amino acid sequence， 

PHD=Profile network prediction HeiDelberg， SUB=a subset of the prediction， for all residues with 

an expected accuracy> 82%， "." means that no prediction is made for this residue. 
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第3章 Schizosaccharomyces pombeα-glucosidaseの異種宿主での発現

第1節緒言

本章では前章で得た cDNAを用いてSchizosacchαromycespombeα-glucosidaseの異種宿主

での発現を行った。丘pombeα-glucosidaseの機能と構造の相関関係知るためにはタンパク質

工学的な手法が必要になる。その第一段階として発現系の構築が必要である。

これまでかglucosidaseぬmilyIIに属する酵素ではいくつかの酵素で異種宿主発現が行わ

れている。 Schwanniomycesoccidentalisα-glucosidase (glucoamyl出e)83)、Candidatsukubαensis 

α-glucosidaseがおcchammycescerevisiae2837)、大麦α-glucosidaseがPichiapastrぉ121，122)で、

Mucor javanicusα-glucosid出e26)が大腸菌で発現されている。またヒト酸性α-glucosidaseは

COS細胞や繊維芽細胞での一過性発現が行われている。 S.occidentalisα-glucosidase 

(glucoamylase)は遺伝子のクローニング後、 GAL1プロモーター下でS.cerevisiaeで発現が行

われており、組み換え酵素は培養液中に分泌されている。その性質の一部が決められてい

る83)。翻訳後の糖鎖による修飾の違いから S.cerevisiaeでの組み換え酵素の方の分子量が小

さいほかはS.occidentalisから精製された酵素とほぼ同じ性質を示している。

C. tsukubaensisα同glucosidaseでは遺伝子のクローニングを S.cerevisiaeの形質転換体で行

っている 28)0 C. tsukubaensisゲノミックライブラリーをS.cerevisiaeで作製し dextrinやデン

プンを資化できる形質転換体を選択した。その結果、得られた遺伝子がα-glucosidaseであり、

また仁 tsukubaensisα-glucosidaseのプロモーターがS.cerevisiaeで動くことをわかっている

87)。この組み換え酵素も培養液中に分泌される。

大麦α-glucosidaseの発現はPichiapastrisの発現系で行われている。 α-glucosidasefamily II 

の酵素で最初で唯一のP.pastrisでの発現である 121)0 S. cerevisiae a-factorの分泌ペプチドと

融合タンパク質を作ることで菌体外への分泌に成功している。また培養をフラスコ?ではな

くファーメンターを使うことで分泌量を 13倍までに増加させている 122)。

Mjavanicusα幽glucosidaseの大腸菌での発現はその発現量が非常に低く、 maltose、soluble

starchを基質にそれぞれ0.014、0.019U/mg粗抽出液と非常に微量な発現しか得られていな

い26)。

ヒト酸'性α圃・glucosidaseではその遺伝的欠損症であるGlycogenstorage disease 11 (GSDII)の

研究によりα-glucosidaseぬmily11のなかで最も研究の進んでいる酵素である。遺伝的変異に

より生じたアミノ酸置換を実際に invitroで生じさせCOS細胞、繊維芽細胞をもちいて一過

性の発現を行っている。その発現、細胞内輸送などを調べている例がいくつかあるが、酵

素化学的な報告は見つからない。

S. cerevisiaeはその遺伝学的、生理学的背景が良く知られており異種タンパク質生産の格

好の宿主の lつである。酵母は高等真核生物と同様の特質を備えているうえに細菌と同様

に培養が容易である。真核生物である酵母は細菌にはないグルコシル化のようなタンパク
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質の翻訳後修飾を行うことができる。また酵母形質転換や遺伝子操作の技術が確立してい

ること、遺伝子制御に関する知見が豊富であること、人体には無害であるということも異

種タンパク質生産に利用されるための有利な要因である。

しかしS.cerevisiaeでの異種宿主発現の場合、異種タンパク質は実際よりも過度のグリコ

シル化をうけてしまう。 P.pasotrisを宿主とした異種タンパク質は、 S.cerevisiaeのそれと比

べて過度のグリコシル化を受けないことが特徴である 123，124)0 S. cerevisiaeの糖タンパク質

によく見られるN型糖鎖ではおよそ50-150のmannose残基からなる糖鎖を含むのに対して、

P. pasotrisのそれは平均 8・14、長くても約 30の mannose残基の糖鎖である。最近では R

pasotrisを用いた異種タンパク質の高発現系の報告が数多くある 124)。この菌の特徴は炭素源

をメタノールに切り替えるとメタノールを資化する代謝系が強力に誘導されることである。

例えばAlcoholoxidase (AOX1)プロモーターを用いると強力な異種タンパク質の誘導発現が

なされる。また高密度培養ができることもこの菌の異種タンパク質の発現に有利な材料で

ある。

S.pombeα-gl ucosidaseの異種宿主発現をS.cerevisiae、P.pasotrisを用いて行う。また発現

した組み換え酵素を精製し、その酵素化学的性質、基質特異性について検討する。

第2節 実験材料および方法

(1)試薬

制限酵素、修飾酵素にはUFETECHNOLOGIES社製のものを用いた。 glucose、ma1tose、

p-nitrophenyl maltoside (ナカライテスク)、 maltotriose(和光純薬)、 nigerose、maltotetraose、

maltopentaose (日本食品加工)、 isomaltose、phenylα-glucoside(Sigma)をそれぞれ市販のも

のを使用した。 maltoseについては市販品(ナカライテスク)を再結晶を数回繰り返したも

のを使用した。 kojibioseにはソパα-glucosidaseの糖転移反応を利用して調製したものを使用

した。各種遺伝子工学用試薬は第 2章に示した。その他特に明記のないものは市販品を使

用した。

(2)培地

YPD 1 % yeast extract (Difco)、2%polypeptone (日本製薬)、 2%glucose 

SC-ura 2% Ra侃nose、0.67%Bacto yeast nitrogenbase (Difco)、0.002%adenine、0.001%Met、

0.002%Arg、0.002%His、0.003%Tyr、0.004%Lys、0.004%Trp、0.005%Thr、0.006%

I1e、0.006%Leu、0.006%Phe 

BMGY 1 % yeast extract、2%Bactopeptone (Difco)、100mM potassium phosphate buffer (pH6.0)、

1.34% Bacto yeast nitrogen base、4x 10・5%biotin、1%glycerol 

BMMY 1 % yeast extract、2%Bactopeptone (Difco)、100mM potassium phosphate bu町er(pH6.0)、
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1.34% Bacto yeast nitrogen base、4x 10・5%biotin、0.5%methanol 

(3)オリゴヌクレオチドの合成

オリゴヌクレオチドの合成を北海道システムサイエンスに外注した。乾固しであるもの

を蒸留水で溶解して、 20μM溶液として保存した。

(4) S. cerevisiaeでの発現

(4)・1.発現ベクターの構築 (Fig.3・1)

S. cerevisiaeでの発現ベクターの構築の概要を Fig.3・・1に示した。 DNA操作に関しては常法

に従った。第2章で得られた cDNAのターUTR、3'-UTRの一部(各6、84bp) とORFをS.

cerevisiae発現ベクターpYES2(lnvitrogen)のGAL1promoter下流に挿入した。まずタ圃UTR上

にHindIIl認識部位を導入するためにHindlII認識配列を含んだミスマッチプライマーMHd3

(sense; 5'・TTT主主GC工工AACGATGATGATTTCTACT-3'，position企om1，024 to 1，051 nt in the 

cDNA) を用いて PCRを行った。アンチセンスプライマーには第 2章で用いた P32

(5'-AAGTCIGGGAAIGCIGIGAAICCIGGCCA-3'， position from 2，349 to 2，377 nt in the cDNA) 

を用いた。得られた増幅断片をHindIII、BglII、で消化し、 Fragment1 (386 bp)とした。この

Fragment 1のシーケンスを行い、鋳型DNAと同一であることを確認した。次にcDNAのBglll

からX及。Iまでを切り出しこれを Fragment2 (2，616 bp)とした。 Fragment1とFragment2を

pYES2のマルチクローニングサイトの HindIIlとX及。Iの聞に挿入した。この発現プラスミ

ドベクターを SPG/pYESと名付けた。

(4)・2.S. cerevisiaeの形質転換と組換えタンパク質の誘導

S. cerevisiaeの形質転換をリチウム法 125)の変法 126)により行った。選択をウラシル要求性

により行った。組み換えタンパク質の誘導を以下のように行った。 SC-ura培地に形質転換

体を接種し振塗培養を行った後、 600nmの吸光度が 1-1.5になったところで galactoseを終

濃度2%になるように加え、組換えタンパク質の誘導を行った。

(4)・3.菌体の破砕

酵母菌体の破砕にはガラスビーズを用いた。菌体を概ね3倍容量の抽出用緩衝;液夜 (pH4.5 

50 mM  sodium acetate bu町er，巳，pH4.5、5mMEDTA、2mM PMSF，、 1μgダImlpe叩ps針ta副t討ineA、1μg/ml

leupeptine)に懸濁後、等容量のガラスビーズ (425四600tnicrons， Sigma)を加え低温室内で

vortexミキサーを用いて激しく撹持した。 1分撹枠後、 1分氷上で冷やすという操作を 15・20

回繰り返し破砕を行った。未破砕菌体、細胞壁などの不溶性画分を遠心分離(15，000x g、

20min、4OC)により除き、上清を粗抽出液とした。

(5) P. pasかおでの発現

(5)・l発現ベクターの構築

構築の概要を Fig.3-2に示した。
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-8. cerevisiaeでの発現に用いた発現プラスミド SPG/pYESの挿入断片をHindIII、X及。 1サ

イトで消化後回収し、 pPICZAのEcoRI、.ThoI部位を利用して挿入した。まずベクターを調

製した。ベクターpPICZAをEcoRI消化し平滑末端処理後X及。I消化、エタノール沈殿で精

製した。次に挿入断片を調製した。 SPG/pYESをHindIIIで消化し平滑末端処理したものを

X及。Iで消化したものをアガロースゲル電気泳動により精製しこれを挿入断片とした。平滑

末端処理には、 E.co/i DNA polymerase 1 large fragment (Klenow， LIFETECHNOLOGY)を用い

た。ベクターと挿入断片を連結しこれを SPG/pPICZAとした。

(5)-2. P. pastorisの形質転換と組み換えタンパク質の誘導

P. pastorisの形質転換をPichiaExpression Kit Onvitrogen)のプロトコールに準じて電気穿

孔法により行った。発現ベクター約20問をぬclにより消化し直鎖状にして形質転換に用

いた。選択を抗生物質 Zeocin耐性により行った。，PCRにより形質転換の確認を行った。そ

のための鋳型DNAを以下のように調製した。パッチより菌体を少量かき取り 200μlの抽出

用緩衝液 (10mM  Tris (pH 8)、1mMEDTA、100mMNaCI、0.1%SDS)に懸濁した。等量の

ガラズビーズを加え 1分間 vortexにより激しく撹枠した。そこへフェノール/クロロフォル

ムを 200μl加え、 1分間vo巾 xにより激しく撹枠し遠心分離により水相を回収した。それを

再びフェノール/クロロフォルム処理、エタノール沈殿してこれを鋳型とした。 5'AOXプラ

イマー(タ田gactggttccaa仕gac泊 gc同γ ) と cDNA 内部のプライマー

(5' -ggggctagcttcattattagcccaaaagg幽3';Nos. 1675-1703 nt in the cDNA， antisense)にて PCR

(94 oC， 30 s旬、 52oC， 30 s旬、 72oC， 1 min; 25 cycle)をして、増幅断片を確認した。

組み換えタンパク質の誘導は以下のように行った。 BMGY培地に形質転換体を接種し、

30
0
Cで振塗培養を行い、菌体濃度が目的の濁度に達した後、遠心分離(1，500xg、25t、5min) 

により菌体を回収し培地をBMMY培地に換えて培養を続けることで組み換えタンパク質の

誘導を行った。 methanolを24時間ごとに 0.5%になるように添加した。

(6)カラムクロマトグラフィー

DEAE-Separose CL・6B、 Sepharose 6B (Pharmacia)、Bio-GelP-200 (BIO-孔生D)を定法に

より再生し、所定の緩衝液による平衡化を行った後に使用した。

(7)活性測定および酵素単位

α-Glucosidase活性測定を以下の 500μlの反応系とした。

200μ1 ofO.l M sodium acetate bu百er(pH4.5) 

100μlofen可mesolution 

200μ1 ofO.5% maltose 

氷浴中に冷却しておいた試験管に緩衝液と酵素液を加え、 35
0

Cで 3分間保持した後、基

質添加により反応を開始した。酵素の希釈には 0.05%Triton X圃100を含む 50mM  sodium 

acetate buffer (pH4.5)により行った。一定時間反応させた後 1ri:11の2MTris-HCI (pH7.0)を
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加えることにより反応を停止した。遊離したglucose量をTris-glucoseoxidase-peroxidase法(グ

ルコース AR-II、和光純薬工業)により定量した。すなわち、酵素反応を停止した反応系に

Glucosぬt試薬を 200μl加え、 1時間、 35'Cで保持し発色させた後、 505nmの吸光度を測定

し検量線と比較することにより定量した。

1分間に 1μmolの基質を加水分解する酵素量を 1unitの酵素単位とした。

(8)タンパク質の定量

タンパク質の定量を、Bradford法 127)もしくはUV法で行った。Brad和rd法ではbovineserum 

albuminをスタンダードとし算出した。 UV法では280nmの吸光度を測定し比吸光係数Elなn
を10と仮定して算出した。精製酵素標品については比吸光係数をその乾燥重量から求めた。

(9) SOS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

SOS・ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SOS-PAGE)をLaemmliの方法 128)に従い行った。

試料に試料用緩衝液 (4%SOS、0.02% BPB、20% glycerol、10% 2-mercaptoethanol、125mM

Tris・HCl，pH6.8)を等量加え 95'cで 5分間処理し、これを泳動用試料とした。泳動を

Mini-Protean 11もしくはMini-ProteanIII (BIO長AO)を用いて、ゲル 1枚あたり 15mA (濃縮

ゲル中)、 25mA(分離ゲル中)の定電流でおこなった。泳動後のタンパク染色を RapidCBB

KANTO (関東化学)を用いて行い、脱色には 10%acetic acid、15%methanol溶液を用いた。

(10)N末端アミノ酸配列の解析

S. cerevisiae組み換え酵素の PVOF膜 (Problott;ABI， Perkin Elmer)へのタンパク質の転写

を以下のように行った。 (9)に従い SOS-PAGEを行った後のゲルを超純水で 5分間洗浄し、

転写バッファー (30mM Tris、17mM boric acid、0.055%SOS、20%methanol)で平衡化した。

PVOF膜を methanolで活性化させた後、転写バッファーで平衡化した。転写装置にはセミ

ドライ型トランスブロッティング装置(マリソル社)を用い、陰極側から転写バッファー

に浸したろ紙 (chromatographypaper 17chr; Whatman) 4枚、ゲル、 PVOF膜、ろ紙4枚を重

ね、25mA/ゲ、ル(40cm2)の条件で90分間転写した。転写後のPVOF膜を超純水、50mMNaCI、

超純水の順で洗浄後、 CBBG・250で染色し、 50%methanolで脱色した。 PVOF膜上で染色さ

れた目的のバンドを切り出し、 50mMNaClで 1回、超純水で3回洗浄後、風乾した。

P. pastrお組み換え酵素はProSorb(PE-バイオシステムズ)を用いて、タンパク質を PVOF

膜に吸着させた。操作は添付のプロトコールに従った。

両組み換え酵素の膜転写物を用いた N 末端アミノ酸配列の解析を ABl477 A protein 

sequenser/l20A PHT analyzer system (pιバイオシステムズ)を使用して行った。

(11)全糖量の測定

酵素の糖含量を phenol-硫酸法 129)により mannoseを標準糖として測定した。反応液の総量
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「

を1.4mlとした。すなわち 200μlの試料溶液 (8・19問のタンパク質を含む)に対し 200μl

の5%phenolを加え混合後、 1mlの濃硫酸を加えることで反応させた。酵素溶液をあらかじ

め脱塩水に対して十分に透析し、測定に使用した。

(12)脱糖鎖処理

1 mgの糖タンパク質に対し、 EndoglycosidaseF (N-g1ycosidase F-free， Boeringer Mannheim) 

を2unit加え、 50mM sodium acetate bu能r，pH 4.5中で37ocに一晩保持し脱糖鎖処理を行っ
た。
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第3節実験結果

第 1項 Sαccharomyces cerevisiaeでのS.pombeα聞glucosidaseの発現

1.丘 cerevisiaeの形質転換と組み換え酵素の誘導

まずFig.3-1の手順により S.cerevisiae GALJプロモーター下流にS.pombe a-glucosidase 

cONA ORFを挿入し発現プラスミド SPG/pYESを作製した。これをリチウム法により S.

cerevisiaeに導入し、 uracil要求性により形質転換体を選択した。次に組換えタンパク質の誘

導を行った。まず前培養を行った。 2%raffinoseを炭素源として用いた SC-ura培地 (SC-ura)

20m1で一晩30"cで振渥培養を行い、これを前培養液とした。次に新しい SC-ura100 mlに

対し 00600が 0.2になるようにこの前培養液を植え継ぎ、本培養を開始した。 30ocで振渥
培養を行い、約6時間後に 00600が約 lになったところでga1actoseを終濃度2%になるよう

に添加し、この後48時間 30ocで振渥培養を続けることで誘導を行った。 48時間後の培養
液の 00600は4.8であった。遠心分離により(3，800x g， 5 min， 4 OC)により集菌を行った。

氷冷水により菌体を一度洗った後に、抽出用緩衝液 (50mM  sodium acetate buffer， pH4.5， 5 

mMEOTA、2mMPMSF、1μg!mlpepstatine A、lμg/mlleupeptine)に懸濁し、ガラスビーズ

により菌体の破砕を行った。組抽出液には比活性4.33U/mgのmaltase活性を検出した。こ

のときのタンパク質の定量を Bradford法により行った。培養上清にはmaltase活性は検出さ

れなかった。また同条件 (SC+ura)で培養、破砕を行った発現プラスミドをもたないs.

cerevisiaeには菌体内外ともに maltase活4性は検出されなかった。よってS.cerevisiaeが組み

換えS.pombeα-glucosidaseを発現できるものと判断した。しかしこのとき上記条件での培

養では培養上清の pHが2近くまで低下していた。そこで仮に組換え酵素が培地上滑に分泌

されていても失活していることが予想できた。

次に SC・uraにMEふNaOH(pH 6)を終濃度0.1M加えることでpHの低下を防止した。

この培地で培養、組換え酵素の誘導を行い、 maltase活性を培地上清、菌体抽出液、および

菌体を直接用いてそれぞれ測定した。菌体、菌体抽出液を次のように調製した。遠心分離

(3，800 xg、5min、4
0

C)により集菌した菌体を氷冷水で洗浄後、抽出用緩衝液に懸濁し、

これを 2等分した。一方を懸濁液のまま maltase活性測定を行い、これを菌体そのものの

maltase活性とした。もう一方をガラスビーズで破砕し、菌体抽出液とした。培養液の 00600=1

あたりの各画分の ma1tase活性を Table3・lにまとめた。培地上清にはpHの調整にもかかわ

らず(培養終了時、 pH5) maltase活性を検出できなかった。このことから maltase活性が培

1地中に検出できないのはpHの低下によるものではないことがわかった。一方、菌体そのも

のにmaltase活性を検出したことから組換え酵素は菌体表層へ分泌されていることがわかっ

た。粗抽出液の SOS-PAGEを行った。組換え体では分子量200kDa付近に幅の広いバンド
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が得られた (Fig.3・3)。以上のことから S.pombeα-glucosidase cDNAをS.cerevisiaeを宿主

とし異種宿主発現できることがわかった。また発現した組換え酵素はペリプラズムに分泌

されていると予想できた。

2. S. cerevisiae組み換え酵素の精製

S. pombe a-glucosidase組換え酵素をS.cerevisiae形質転換体より精製した。

まず前培養を行った。 SC-ura培地50mlに対して形質転換体一白金耳を植菌し30
0

Cで一

晩振渥培養した。次に SC-ura(pH 6)培地 100mlに対し前培養液を 5mlずつ植え継ぎ本培

養を開始した。本培養を 500ml (坂口フラスコ x5本)で行った。 12時間、 30
0
Cで振渥培

養を行った後、 galactoseを終濃度2%加え、 30
0
Cで振墾培養を続け、組換え酵素の誘導を行

った。 58時間後に培養を終了し、遠心分離 (3，800x g、5min、40C)により集菌した。こ

のときのOD6ooは7.35であった。氷冷水により菌体を一度洗った後に、抽出用緩衝液(50mM

sodium acetate buffer， pH4.5， 5 mM EDTA、2mM PMSF、lμg/mlpepstatine A、1μg/ml

leupeptine)に懸濁し、フレンチプレスにより菌体を破砕した。その後、遠心分離 (18，000x 

g、30min、4OC)により上清30mlを回収し、これを粗抽出液とした。

次に陰イオン交換カラムクロマトグラフィーを行った。 50mM sodium acetate buffer (pH 

4.5)で平衡化したDEAE-SepharoseCL-6Bカラム (φ1.6x 18 cm， 36m])に粗抽出液を直接

吸着させた。溶出を、 0-1M NaCl直線濃度勾配により行った (Fig.3・4)。活性画分 (Fraction

Nos. 137-146、18mI)を回収し、コロジオンバッグを用いて50mMNaClを含む50mMsodium 

acetate buffer (pH4.5)に対して透析をし、約 lmlまで濃縮した。

これを、あらかじめ 50mMNaClを含む50mM sodium acetate buffer (pH4.5)で平衡化し

たSepharose6Bカラム (φ1.8x 36 cm， 92 m])に供しゲル漉過クロマトグラフィーを行った

(Fig.3・5)。このゲル櫨過により得られた活性画分 (FractionNos. 47圃58、14ml)を回収し、

コロジオンバッグを用いて0.2M NaCIを含む 10mM sodium acetate buffer (pH 4.5)に対し

て透析をし、約 1mlまで濃縮した。

これを、 0.2MNaClを含む 10mMsodium acetate buffer (pH 4.5)で平衡化された Bio-Gel

P-200カラム(φ1.5x 26 cm， 46 m])に供しゲル櫨過クロマトグラフィーを行った(Fig.3・6)。

得られた活性画分 (FractionNos. 28帽38、5.6mJ)を回収し、コロジオンバッグを用いて20mM

sodium acetate buffer (pH 4.5)に対して透析をした。

次にこれを 20mM sodium acetate buffer (pH 4.5)で平衡化されたDEAE-SepharoseCL-6B 

カラム (φ1.4x 9 cm， 14 m])に吸着させ、陰イオンカラムクロマトグラフィーを行った (Fig.

3・7)。このクロマトグラフィーでの活性画分を集め、次に SDS-PAGEを行った (Fig.3・3)。

その結果、組換え体からの精製酵素は幅の広いバンドを与えた (Fig.3-3 B， lane 1)。一方、

これをEndoglycosidaseF (Endo F)を用いて脱糖鎖処理したものでは分子量約 11万付近に

バンドが認められた (Fig.3-3 B， lane 2)。この結果から組換えタンパク質が糖タンパク質で
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あることが予想できた。このときEndoF処理により主バンドの他に、唯一分子量5万付近

にもバンドが出現した。 EndoF処理をしないものにはみられなかったバンドなのでこれが

爽雑タンパクなのか否かを調べるためにバンドをエレクトロブロッティングにより PVDF

膜へ転写しN末端のアミノ酸配列を解析した。この結果、約5万のバンドのN末端アミノ

酸配列が組換え酵素のN末端 VGNVY...であることがわかり、何らかの原因により EndoF 

処理中に酵素が断片化されたと推察した。これらの判断から精製が完了したと判断し、

DEAιSepharose CL-6Bカラムクロマトグラフィー活性画分 (FractionNos. 54・60)を回収し

て以降の実験に用いた。全活性72U、組酵素液から約25倍に精製された。全過程におけ

る回収率は20%であった。以上の精製過程について得られた結果をTable3-2にまとめて示

した。

3瓦cerevisiae組み換え酵素の諸性質

3・(1)比吸光係数

タンパク質を mi11iQ水に対して十分透析した後、凍結乾燥した。凍結乾燥標品を秤量し

た後、 0.1M sodium aむetatebu民r(pH 4.5)で溶解し280nmでの吸光度を測定し比吸光係数

を算出した。比吸光係数はEJニ==6.58であった。
子(2)糖含量の測定

組み換え酵素が糖タンパク質であることが予想、できたので、糖含量を phenol-硫酸法によ

り測定した。その結果、 mannose換算で55%の糖が含まれていた。

3・(3)N末端アミノ酸配列の解析

まず EndoFにより脱糖鎖処理した精製酵素を SDS-PAGEにより分離しこれをゲルから

PVDF膜へプロッティングし、 N末端アミノ酸配列を解析した。その結果S.cerevisiaeでの

組換え酵素は、 S.pombe培養上清より精製した酵素 (Native酵素)より 2アミノ酸残基N

末端側でプロセッシングされていた (Fig.3・8)。すなわち VGNVYQTLNVIGDRNVTIPが解

析された。

5・(4)pH活性曲線

pH活性曲線を、種々のpH(pH 2.5-7.5)での酵素活性を測定し求めた (Pig.3・9)。広域緩

衝液にはMcIlvaine緩衝液を用いた。最適pHは4.5で、 Native酵素と同じ値を示した。

3・(5)pH安定性

pH安定性を Britton-Robinson緩衝液 (pH2・12)を用いて調べた。まず、酵素溶液20μl

と各pHのBritton-Robinson緩衝液80μlを混合し24時間、 4ocに放置した。その後、 1M
sodium acetate bu首er(pH4.5)を300μl加え、pHを4.5に戻し、残存活性を測定した(Fig3-9)。

その結果、 pH4-8での安定性が確認できた。 Native酵素は同じ条件でpH3・8の範囲で安定

である。

テ(6)温度安定性

温度安定性を以下のように調べた。
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まず0.1M sodium acetate buffer (pH 4.5) 280μlをあらかじめ各温度 (25、30、33、34、35、

37、38、42、45、および50
0
C)で3分間保持した。これに酵素溶液20μlを加え、そのまま

15分間その温度で保持した後、氷上へ移し 30分間放置した。

その後、残存活性を測定したところ、 37oCまで安定であることがわかった (Fig.3-10)。以

上の結果はNative酵素と同じである。しかし組換え酵素が45
0

C、15分間で完全に失活した

のに対し Native酵素は同条件で40%の残存活性を有している。

3・(7)基質特異性

s. cerevisiae組換え酵素の各種基質に対するKm、yの速度論量を測定した。それぞれの基

質について基質濃度を変化させ初速度を測定した。 Km'Vの速度論量を 1Is・1ルプロットお

よび、s-slvプロットにより求めた。 maltoseに対する速度パラメーターを求めたプロットを

Fig.3-11に示す。各種基質に対するKm、koをTable3-3にまとめた。これから組換え酵素は

maltoseなどの ma1tooligosaccharideに対して特異性が高いことがわかった。またα-1，2-、α-1，3-、

αー1，6四結合に対しても作用する。この基質特異性の傾向はNative酵素と同じである。しかし

Native酵素より Kmは大きい値、 yは小さい値を示したものが多い。

第2項 目chiapαstrisでの広pombeα-glucosidaseの発現

1 . P. pastrisの形質転換と組み換え酵素の誘導

発現ベクターに pPICZAを用いて cONAの翻訳領域すべてを挿入した (SPG/pPICZ)0 S. 

cervisiaeでのα開glucosidaseの発現に使用した発現プラスミド、 pYES/SPGのインサート部分

を利用した。宿主にはP.pastoris GS 115を用い遺伝子導入を電気穿孔法により行った。形質

転換体のスクリーニングは抗生物質Zeocin耐性を用いた。 MOHプレート上に作製した形質

転換体を無作為に 10個選択した。開始時の 00600をおよそ 8として BMMY2 mlで培養を

48時間行った。その結果、最大 (SPG/pPICZ21によるもの)で、培養上清0.76U1ml培養

液、菌体懸濁液で2.4U/ml培養液の maltase活性を検出した。次に 50mlのBMMY(200 ml 

容三角フラスコを使用)を用い誘導培養を行った。誘導72時間目において、 maltase活性は

培養上清および菌体懸濁液にそれぞれ約 1U/ml培養液および2.5U/ml培養液であった。菌

体懸濁液および、無細胞抽出液の maltase活性について調べた。同様に誘導 72時間後の培養

液から遠心分離 (5，500xg、40C、5min)により回収した菌体(使用時まで-80'Cで保存)を

氷冷水により一度洗い、抽出用緩衝液に懸濁した。この一部をガラスビーズにて破砕した。

不溶性画分を遠心分離(15，000x g、20min、4OC)により除き、無細胞抽出液とした。菌

体懸濁液および無細胞抽出液の maltase活性を測定した。菌体懸濁液 1mlあたりの maltase

活性は、菌体懸濁液および無細胞抽出液でそれぞれ42.8U/ml懸濁液、 45.1U/ml懸濁液であ

り、ほぼ同程度であった。これは発現した組み換え酵素がほとんど細胞表層まで輸送され

ていることを示す。

69 



また、培養上清および無細胞抽出液を SOS-PAGEにより解析した (Fig.3・12)。その結果、

培養上清および無細胞抽出液いずれにも組換え酵素と思われる約 180kDa程度の分子量を

示す幅の広いバンドが検出された。

以上より、 s.pombeα-glucosidaseはP.pasωrおを宿主として発現し、その約30%は培養

液に分泌されることがわかった。

2. P. pastris組み換え酵素の精製

S. pombe a.-glucosidase組換え酵素をP.pastrお形質転換体 (SPG/pPICZ21)培養上清より

精製した。

まず種培養を行った。形質転換体を 2mlのBMGY培地に植菌し、 30
0

Cで、 20時間振渥

培養した。これを、 200μlずつ 200mlのBMGY培地に植菌した。培養には坂口フラスコを

4本用い、計 800mlのBMGY培地で培養を行った。 30
0
Cで24時間振渥培養し、 00600が8.8

になったところで遠心分離 (1，500xg、250C、5min)により集菌しその一部を BMMY誘導

培地に移し、組換え酵素の誘導を行った。このとき坂口フラスコ 5本を用い、計]1で組換

えタンパク質の誘導を行った。BMMY誘導培地に植え換えた直後の00600は3.5であった。

24時間ごとに 0.5%になるよう培地に methanolを添加した。 102時間後に培養を終了し、遠

心分離 (5，500xg、4
0

C、5min)により培養上清を回収した。このときの00600は ]5.8、培

養上清のmaltase活性は、全活性900U、比活性 11.8U I mgであった。なお、タンパク質の

定量を Bradford法によって行った。

回収した培養上清 (925mI)に、あらかじめ・20
0
Cに冷やしておいた 2倍量の ethanolを撹

枠しながら徐々に加え、エタノール沈殿を行った。この操作は岨20
0

Cの低温実験室で行った。

沈殿を遠心分離(15，000xg， 30 min， 40C )により回収した。得られた沈殿に約 100mlの溶

解用緩衝液 (500mM sodium acetate buffer， pH 4.5)を加え、一晩撹枠し沈殿を溶解したのち、

遠心分離 (15，000xg， 30 min， 40C )により上清を回収した。このときの沈殿に再度溶解用

緩衝液約30ml加え、撹枠し、遠心分離 (15，000x g， 30 min， 4
0

C )により上清を回収した。

この得られた2つのエタノール沈殿溶解液をそれぞれ20mM sodium acetate buffer (pH 4.5) 

に対して透析した。はじめに回収した溶解液に 361U、再度沈殿を溶解した溶解液に 199U、

計560Uのmaltase活性を回収した。このときの、比活性は53.8U/mgであった。タンパク

質の定量を Bradford法により行った。

陰イオン交換カラムクロマトグラフィーを行った。 20mM sodium acetate bu能r(pH 4.5)で

平衡化した OEAE-SepharoseCL-6Bカラム (O1.8 x 30 cm， 76 ml)に供し、吸着させた。 0-1M 

のNaCl直線濃度勾配により溶出を行った (Fig.3-13)。以下すべてのクロマトグラフィー操

作ではUV法によりタンパク質を定量した。活性画分 (FractionNo. 11ト117，21 ml )を回

収しコロジオンバッグを使って 2ml にまで濃縮し、50mMl、~aCI を含む 50 mM sodium acetate 

bu能 r(pH 4.5)に対して透析した。

次に、ゲル櫨過カラムクロマトグラフィーを行った。 50mM ì、~aCI を含む 50 mM  sodium 
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acetate bu百er(pH 4.5)で平衡化した Sepharose6Bカラム (O1.6 x 102 cm， 204 mI)に濃縮・透

析した酵素溶液を供した (Fig.3・14)。得られた活性画分 (FractionNo.64・73、20ml)を回収

し、 20mM  sodium acetate buffer (pH 4.5)に対して透析した。

再び、陰イオン交換カラムクロマトグラフィー (2回目)を行った。透析した酵素溶液を

20 mM sodium acetate bu能r(pH4.5)で平衡化した DEAE-SepharoseCL-6Bカラム (O口104'x9 

cm， 14 ml)に吸着させた。ふ0.6MのNaCI直線濃度勾配により溶出を行った (Fig.3-15)。

このとき、タンパク質の溶出パターンは連続した二つのピークとして得られた。活性画分

は lつめのピークに含まれ、後半のピークは爽雑タンパクを含むことを SDS-PAGEにより

確認した。後半のピーク由来の爽雑タンパクを除くため、活性画分の頂点から前半を比活

性を指標に回収した (FractionNos.98・103、3mI)。この精製酵素画分の比活性は 104U/mg 

であった。各精製過程について Table3-4にまとめた。

この精製酵素画分を SDS-PAGEに供した (Fig.3・16)。精製酵素のバンドは分子量 17.3万

付近に幅が広いバンドとして確認された。これ以外にタンパク質バンドは認められなかっ

た。精製酵素を EndoglycosidaseFを用いて脱糖鎖処理すると、分子量約 11.7万付近にバン

ドが確認された。この分子量の減少は糖鎖除去によるものだといえる。このことから組換

えタンパク質が糖タンパク質であることが予想できる。またここで示された SDふPAGEに

よる解析において分子量約 5.5万を示すバンドは、 s.pombeからの精製酵素標品および、丘

cerevisiaeでの組換え酵素精製標品においても観察されている。 S.cerevisiaeでの組換え酵素

では、この約 5.5万ペプチドの N末端アミノ酸解析が行われている。組換え酵素と同じ N

末端配列を持つことが確認され、脱糖鎖処理中の酵素の断片化と推測されている。p.p仰向的

培養上清からの本精製標品においては、爽雑タンパク質、酵素の断片化との確認はしなか

ったが、同様の理由により酵素タンパク質が脱糖鎖処理中に断片化したものと判断した。

以上より、本精製標品は電気泳動的に単一であり、これを酵素標品として以下の実験に用

いた。

3. P. pωtrお組換え酵素の諸性質

ト(l)N末端アミノ酸配列の解析

PVDF膜への吸着を ProSorb(PE-バイオシステムズ)を用いて行い、組換え酵素の N末

端アミノ酸配列を解析した。その結果、 Native酵素の N 末端配列と閉じアミノ酸配列

NVYQTLNVIGDRNVTIPが解析された。すなわち Native酵素と同じ位置(第 24残基一第

25残基問)でシグナル配列が除去されていることがわかった (Fig.3・8)。

3・(2)比吸光係数

タンパク質を milliQ水に対して十分透析した後、凍結乾燥した。凍結乾燥標品を秤量し

た後、 0.1M sodium acetate buffer (pH 4.5)で溶解し 280nmでの吸光度を測定し比吸光係数

を算出した。比吸光係数は E/r~=2.46 であった。
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み(3)糖含量の測定

組み換え酵素が糖タンパク質であることが予想できたので、糖含量を phenol-硫酸法によ

り測定した。その結果、 18.7同の酵素にmannose換算で 13.8陪の糖が含まれていた。組み

換え酵素の糖含量は74%であることがわかった。

子(4)pH活性曲線

種々のpHにおけるmaltase活'性を測定した。広域緩衝液には、McI1vaine緩衝液を用いた。

その結果、最適pHは4.5であった (Pig.3・17)。これはNative酵素とs.cerevisiae組換え酵

素の値と一致する。

み(5)pH安定性

組換え酵素のpHに対する安定性を調べた。広域緩衝液には、 Britton-Robinson緩衝液 (pH

2.5-12)を用いた。酵素溶液 (0.60U/ml， 0.05% Triton X四100を含む)20μlと各 pHの

B ritton-Robinson bu能r80μlとを合わせ40Cに静置した。24時間後、1M sodium acetate bu妊er

(pH 4.5)を200μl加え、 pHを4.5に戻し、それぞれの残存活性を測定した (Pig.3・17)。

その結果、 pH3ふ8の範囲で安定であった。同様の条件でNative酵素はpH3・8、S.cerevisiae 

組換え酵素はpH4-8で安定である。

3・(6)温度安定性

種々の温度で処理することで、組換え酵素の温度に対する安定性を調べた。まず、 20μl

の酵素溶液 (0.60U/mI)と 280μlの0.1M sodium acetate buffer (pH 4.5)を混合し、各温度

に保持した。 15分後、直ちに氷上に移し 30分間静置した。その後、残存活性を測定した。

その結果、 370Cまで活'性の低下がみられなかった (Pig.3・18)。同様の条件でNative酵素、

S. cerevisiae組換え酵素は370Cまで安定である。ただし、450Cにおいて、Native酵素は40%、

S. cerevisiae組換え酵素は完全に失活したのに対して、本酵素は 18%の残存活性を有した。

3-(7)基質特異性

Ppωtrお組換え酵素の各種基質に対する Km'Vの速度論量を測定した。それぞれの基質

について基質濃度を変化させ初速度を測定した。 Km'Vの速度論量を1/s・l/vプロットおよ

びトs/vプロットにより求めた。maltoseに対する速度パラメーターを求めたプロットをPig.

3・19に示す。各種基質に対する Km、むをTable3-3にまとめた。これから組換え酵素はmaltose

などのmaltooligosaccharideに対して特異性が高いことがわかった。またα・1，2・、α・1，子、α聞1，6・

結合に対しても作用する。この基質特異性の傾向はNative酵素と同じである。
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第4節考察

第 l項 S. cerevisiaeでの発現

cDNA5'非翻訳領域に HindIII制限酵素サイトを新たに設け、これと 3'非翻訳領域のX及。I

制限酵素サイトで発現ベクタ-pYES2のクローニングサイトへ挿入した。 HindIIIサイトの

導入を PCRを用いて行ったが、プライマーを設計する際にはATG上流がGCrichにならな

いようにまたATGより上流・3位をKozakコンセンサス配列 130，131)に則り Aになるようにし

た。

構築した発現プラスミド PYES / SPGaseでS.cerevisiaeを形質転換し、培養、組換え酵素

の誘導を行ったところ粗抽出液中に 4.33U /mgのmaltase活性が得られた。これは培養液 1

mlあたり 0.69Uに相当する。 S.pombeで培養を行うと培養液 1mlあたり約0.6Uの酵素が

得られるので 82)s.cerevisiaeでの発現系でも培養液1mlあたりでほぼ同等の酵素量が得られ
ることになる。

本酵素はS.pombeでは培地に分泌されるがS.cerevisiaeでの発現では培地中には分泌され

なかった。それでは組換え酵素はどこに局在しているのであろうか。酵母では新規に生合

成された分泌タンパク質は、まず小胞体膜を通過し、ここで N結合型コア糖鎖が転移され

る。組換え酵素のN末端アミノ酸配列は VGNVY...で、 S.pombeで分泌される酵素よりも 2

残基前の 22番目の Alaと23番目の Valのあいだでフロセッシングされていた (Fig.3-8)が

酵母はシグナルペプチドを認識し輸送経路に組み換えタンパク質を乗せているようである。

真核生物のシグナルペプチダーゼの認識部位や反応効率はそのプロペプチド一次構造、二

次構造に依存するとされている 132，133)。例えばシグナルペプチド切断点から 5-6残基上流に

はトターン構造をとることが一般的らしい。プロペプチドの膜通過を阻害しシグナルが除去

されるようにペプチドを留めるらしい。一次構造は特異性を決定するとされており、真核

生物の場合、シグナルペプチド切断点から上流J 位と・1位は側鎖が中性で嵩の小さいアミ

ノ酸残基 (Ala，Gly， Ser， Thr， Cys) となる。これはシグナルペプチダーゼ、がふたつの小さい

側鎖を認識するためとされている 134)。これをシグナルぺプチドの“吋(副3工斗lり)ru川u叫leピ"という。

Native酵素の場合合-3

位にはSe臥rれ.¥、.寸l位にはAlaが位置することになる。いずれの場合も小さい側鎖のアミノ酸残

基が位置する。またシグナルペプチドの切断効率と正確さは・l位のアミノ酸残基の種類で

決まるとされている 135)。例えば幽l位のアミノ酸残基の種類によっては通常の切断部位の他

に切断箇所が増えるととも報告されている。Native酵素と組み換え酵素でシグナル切断点に

違いが認められたことはS.cerevisiaeのシグナルペプチダーゼが・1位のアミノ酸残基として

Glyより Alaと高い親和性を示すことを示唆する。

小胞体を通過したタンパク質はゴルジ体を経由して細胞表層や液胞へ移行する。この過

程で細胞表層へ移行するタンパク質(inv副都eやacidphosphatase)は50以上の mannose残
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基からなる外部糖鎖が付加される。一方液胞へ移行するタンパク質のコア糖鎖はら13個ほ

どの大きさにしかならない。従って例外 136)を除けば、糖タンパク質に付加される糖の大き

さで酵素の局在性がわかるはずである。今回の組換えa-glucosidaseの場合、 SDS-PAGEの結

果からコア糖鎖の外側に不均一な mannose鎖のクラスターが付加されていることは明らか

である。このことは酵素がゴルジ体を経由していることを意味する。次に N結合型糖鎖の

サイズについて考察する。糖鎖によりバンドが不鮮明ではあるが SDS-PAGEから見積もっ

た組換え酵素の分子量は約220kDaである。一方、アミノ酸配列から計算するとタンパク質

部分の分子量は 10，6139.04であるから糖鎖部分の分子量は約 114ωaになる。糖 l残基の分

子量を 162とすると糖鎖を構成する糖の数は約 700個になる。一般的に N-グリコル化サイ

トの約2/3はグリコシル化酵素が接近できないためにグルコシル化されないといわれる 137)。

本酵素ではアミノ酸配列中に品グリコシル化モチーフが27カ所見つかったが、1/3の9カ

所に糖鎖が付加しているとするとN結合型糖鎖1つあたり約78個の糖残基からなっている

計算になる。またもしすべての付加サイトがグルコシル化していたとしてもN結合型糖鎖 l

つあたり約26個の糖残基から構成されていると計算できる。このことから組換え酵素は細

胞表層へ分泌されていると推測できる。さらに菌体慮、濁液に maltase活性を検出することが

できる (Table3-1)ことも細胞表層へ組換え酵素が分泌されていることを支持する。しかし

ながら S.occidentalis、c.tsukubaensisα-glucosidaseではS.cerevisiaeでの組み換え体におい

ても培養液中に分泌される 83，87)。これに対し本酵素は細胞表層まで分泌されているにも関

わらず、培地に分泌されないのはなぜだろうか。分子量が大きいためと考えられる。仁

tsukubaensis a-glucosidaseでは組み換え酵素の分子量についての報告はないがS.occidentalis 

α-gIucosidase (glucoamyl回e)の場合、分子量は 138-145kDaである 83)。本研究におけるs.

cerevisiae発現組み換え酵素は200kDaを越える大きさである。S.cerevisiaeではinvertaseが

分子量が大きい (650kDaのオクタマー)ために細胞壁でとどまっている。また発現量が低

いことも培地へ分泌しない理由に挙げられる。本発現系はGAL1プロモーターにより制御し

ているがその特徴は発現を調節できることである。プロモーター自身はさほど強力なもの

ではない。発現量が増えれば培養上清まで分泌されることを期待できる。

組換え酵素を陰イオン交換、ゲル櫨過クロマトグラフィーを用いて精製したところ

SDS-PAGEで糖タンパク質特有の幅広いバンドながら単ーになるまで精製された。

SDS-PAGEでバンドが幅広くなるのはすでに述べたようにコア糖鎖の外側に付加する不均

一な mannoseクラスター鎖のためである。精製酵素を EndoF処理し SDS♂TAGEを行うとメ

インの約 110kDaのバンドに収束するほかに約50kDaにもバンドが現れた。この 50kDaの

バンドは N末端アミノ酸配列の結果、爽雑タンパクではないことはわかったのだが、なぜ

EndoF処理により 50ゆ aに組換え酵素のN末端配列をもっバンドが出現したかは不明であ

る。泳動用試料の処理を穏和な条件 (4
0
C、一晩)で行っても結果に変化はなかったので煮

沸による試料の断片化ではない。同様にS.pombeから精製した酵素を EndoF処理した場合

にもメインバンドのほかに同様の低分子バンドが現れる。 prote部eの混入を考慮し prote田e
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inhibitorを加え EndoF処理を行ったが結果は同じであった問。

組換え酵素の各種基質に対する KmはNative酵素のそれとほぼ同じである。 nigeroseなど

いくつかの基質で広nに差があるのは試薬の違いから生じるものであると考えている。反応

速度は組み換え酵素が 2倍程度大きい。この違いはタンパク質の定量や分子量測定の不正

確さに起因するのではないだろうか。Native酵素と組み換え酵素を比較すると比吸光係数が

大きく違う (Native酵素1.74;組み換え酵素 6.58)。アミノ酸配列から予想する比吸光係数

はEJニ=18である 138)。これに糖鎖付加などの翻訳後修飾により成熟タンパク質が生産さ

れるが本酵素は全体の 50%を越える糖鎖付加が付加される。また宿主によって糖鎖の付加

の量、質ともに違う。その差によって比吸光係数に違いが出るのだろう。また本酵素の分

子量を SDS-PAGEにより見積もっているが、不均一な糖鎖構造をもっ本酵素はそのバンド

が幅広い。例えば組み換え酵素のSDS-PAGEでのバンドは幅9mmにも広がる(ゲル6cm)。

これでは正確な分子量の測定は困難である。従って単純に組み換え酵素と Native酵素の V.

hの比較はできないと考える。

一般的諸性質では酵素の糖含量にNative酵素と比較して差異があった(Native酵素が78%

に対して組換え酵素が55%)。これは糖鎖の構成糖の違いや不均一な mannoseクラスター鎖

の大きさの違いによるものである。S.cerevisiaeeではs.pombeと違い、糖鎖に galactoseを

含まないので phenol-硫酸法の発色率が異なる。その他の pH、温度に関する性質は Native

酵素と比較してほぼ同等であった (Table3-5)。

今後この発現系を用い、機能改変などの機能と構造の解析が可能である。

第2項 P. pastrおでの発現

S. pombeα-gIucosidaseのS.cerevisiaeでの発現系が構築されたことでP.pastorおの発現系

においても S.pombe a-glucosidaseが発現できると期待した。またこの際、 P.pastorおにおけ

る発現系で S.cerevisiaeでの組換え酵素の問題点を解消できることを期待した。すなわち、

菌体外培養液中への酵素の分泌、生産量の増加、または酵素の糖鎖含量の低下などである。

その結果、 maltase活性を有する形質転換体を得ることができ、誘導培養によって、培養上

清および菌体表層にS.pombeα-gIucosid出 eを分泌することがわかった。 11の培養液より、

菌体表層で約 2，500U、約25mg、培養上清で約 1，000U、約 10mgの組換えタンパク質が得

られ、精製過程での損失を考えても 1mg以上の組換え酵素が数百 mIの培養液から容易に

得られると考えた。 S.cerevisiae組換え酵素は培養液 1mlあたりの無細胞抽出液より 0.6U 

の酵素が得られるのに対し、P.pastoris組換え酵素は培養液1mlあたり培養上清から1.0U、

無細胞抽出液から 2.5Uの酵素が得られる。無細胞抽出液を比較して4倍以上の活性がある。

また、培養上清にも全発現量の 30%程度の活性がある。従って、培養上清からあるいは無
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細胞抽出液から、いずれからも広 cerevisiaeよりも多くの組換え酵素が得られる。しかしな

がら培養条件の検討は、組換え酵素の精製の操作における容易さに大きく影響するため重

要である。また、酵素の局在性についても改善されるかもしれない。酵素の局在性につい

て考察する。組換え酵素のN末端アミノ酸の配列がS.pombeの培養液から精製された酵素

と同じ残基(G1y咽24とAsn-25の間)でプロセッシングされることからゴルジ体経由の分泌

系にのっているはずである。菌体の懸濁液と無細胞抽出液がほぼ同程度の活性を示したこ

とからほぼ全ての酵素活性は細胞表層にあると考えてよい。しかし培養上清に酵素が分泌

されていたが、培養上清より菌体懸濁液に多くの maltase活性を検出した。以上のことから

細胞表層まで分泌され、細胞壁にとどまり、一部が培養上清まで分泌されることが示唆さ

れた。

P. pasotrおを宿主として発現したα-glucosidaseはmaltase活性により培養上清より無細胞

抽出液に 2倍以上多くあることを示されたが、精製の容易さを考慮して、組換え酵素を R

pasotris形質転換体の培養上清から精製した。すでに確立された丘pombe培養上清からの手

法をもとに、陰イオン交換クロマトグラフィ一、ゲル櫨過クロマトグラフィーにより精製

を行った。精製の結果、比活性26U/mgを与える酵素標品が得られた。一般にP.pas臼ris培

養上清から酵素を回収した場合、 P.pωotrお自身の分泌するタンパク質は非常に少ない。組

換えタンパク質以外の爽雑タンパク質が、培養上清の SDS四PAGEから予測できた。しかし、

実際の精製過程では回収率が23%と低いものとなった。一回目の陰イオン交換の結果から、

Fraction Nos. 150幽164付近に、アフライしたタンパク質量に比べて過剰の A280が認められた

が、これらの画分では波長260nmの吸光度がA280の 1.6倍ほどあった。試料がエタノール

沈殿画分であること、陰イオン交換に吸着することと併せて、これらが核酸であることが

予想できた。これらの核酸画分は培地成分である Yeastextract由来のものであると考えられ

培地成分の検討も必要であろう。またこの核酸を簡単に除くことができれば精製操作も容

易になるだろう。またアフィニティークロマトグラフィーも有効である。ブタ肝臓

glucosidase 11では N-5-carboxypentyl-l・deoxynojirimyceirトAH-Sepharoseを使ったアフィニテ

ィークロマトグラフィーが行われている。また SephacrylS-200やSephadexG・200でのアフ

イニティークロマトグラフィーの報告もある。今後この発現系を用いて X線結晶解析など

を行う場合、効率よい組み換え酵素の分泌とその精製が必要になる。その際にはアフィニ

ティークロマトグラフィーが有効な手段となる。加えて精製を容易にするためには、先に

も述べたが培養条件の検討が必要である。培養上清の不純物が少なく、なお早い誘導で酵

素を回収できるような培地、培養条件を検討する必要がある。今回の精製には誘導培養を

100時間以上行った培養上清を用いたが、誘導培養の早い時間で回収した場合、爽雑タンパ

ク質、培養上清の不純物が少ない可能性がある。また、菌体表層にとどまっていると思わ

れる組換え酵素についても精製を行い、精製の簡便性や酵素の性質を検討し培養上清から

の酵素と比較する必要があるだろう。

精製酵素標品は SDS-PAGE・CBB染色で幅が広いが単一のバンドとして検出された。こ
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の幅の広いバンドは、 S.pombe培養上清より精製された酵素標品 (Native酵素)、 S.cerevisiae 

組換え酵素でも認められている。バンド巾の中心をその移動度と仮定し、分子量を 173kDa 

と見積もった。これは、 S.cerevisiae組換え酵素よりも、およそ 30kDaほど小さい。精製酵

素を Endo四Fにより脱糖鎖処理することにより、このバンドは 117kDaにメインのバンドに

収束した。一般に、 P.pasotrisを宿主とした糖タンパク質では、 S.cerevisiaeの糖タンパク質

より付加するN型糖鎖の大きさが小さい。 S.cerevisiaeの糖タンパク質に典型的に見られる

N型糖鎖ではおよそ 50-150のmannose残基からなる糖鎖を含む 139)のに対して、 P.pasotrお

のそれは平均 8-14、長くても約30のmannose残基の糖鎖である 123，124)。また、 N型糖鎖の

構造に関しでも違いがみられ、 S.cerevisiaeの糖タンパク質が 1，3-Man結合を持つのに対し

て、 P.pasotrisは1，3・mannosyl・transferase活性がないため、 1，3・Man結合を持たない 140)。脱

糖鎖処理によりバンドのシフトした約56kDaの差を糖鎖部分の分子量とすると、単糖残基

1分子の分子量 162として、 330ほどの hexoseがついている計算になる。S.pombe 

a-glucosidaseには27個のN型糖鎖付加サイトがあり、そのすべてに糖鎖がついているとす

ると、 l糖鎖あたり 12個、 3分の lに糖鎖がついているとして、 l糖鎖あたり 36個の糖残

基からなっていると推測できる。これは、S.cerevisiaeの糖タンパク質がもっ糖鎖より小さ

い。これらの結果より、本組換え酵素は糖タンパク質であり、 S.cerevisiae組換え酵素より

少ない糖鎖付加を受ける酵素であると考えれる。精製した組換え酵素は比活性 26U/mgで

あり、 Native酵素21U/mgと比べてほぼ同じである。 pH安定性、温度安定性も Native酵素

とほぼかわりない (Table3・5)。そして、糖鎖の付加が比較的少ない。発現量、触媒能、糖

鎖の量の点からP.pasotrおでの組換えS.pombeα-glucosidaseはタンパク質工学への利用によ

り適していると判断できる。
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第5節要約

1. Schizosαccharomyces pombeα-gIucosidaseをS.cerevisiaeで発現させることに成功した。

培養液 1mIあたり無細胞抽出液から 0.6Uの組み換え酵素を得られた。組み換え酵素

は細胞表層まで移行していることを予想できたが培養液中には分泌されなかった。

2. S. cerevisiae組み換え酵素はDEAE-SepharoseCL・6B陰イオン交換カラムクロマトグ

ラフィ一、 Sepharose6Bゲル櫨過クロマトグラフィーにより比活性45U/mg、25倍まで

精製された。性質はS.pombeから精製された酵素 (Native酵素)とほぼ同じ性質を示

した。

3. S. pombe怯 glucosidaseをP.pasrかで発現させることに成功した。培養液 1mIあたり

培養上清から1.0U、無細胞抽出液から 2.5Uの酵素が得られた。

4. P. pasris組み換え酵素はDEAE-SepharoseCL 6B陰イオン交換カラムクロマトグラフ

ィ一、 Sepharose6Bゲル櫨過クロマトグラフィーにより比活性26U/mg、20倍まで精製

された。性質はNative酵素とほぼ同じ性質を示した。大きな違いは分子量であり、Native

酵素210kDaに対してP.pasris組み換え酵素は 173kDaであった。これはP.pastrぉでの

発現系は丘 pombe、S.cerevisiaeよりも過度の糖付加をうけないために起きたと考えら

れる。
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附d3SPG蹴 cDNA(4.2 kb) 
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I Digested with Hind[]] and BgIH 
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Fig. 3-1. Construction of SPGI p YES expression plasmid. 
An ORF containing 6 bp of 5'加 d84 bp of 3' untranslated regions of S 
pombeα-glucosidase cDNA was inserted into p YES2 for expression in S 
cerevlszae. 
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Fig. 3-2. Construction of SPG/pPICZA expression plasmid. 
An ORF containing 6 bp of 5' and 84 bp of 3' untranslated regions of S. 
pombeα-glucosidase cDNA was inserted into pPICZA for expression in P. 
pastris. Underline is 5' atiachment site with vector. 
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Fig.3-3. SDS-Polyacrylamide electrophoresis ofrecombinat a田glucosidaseproduced in S. cerevisiae. 
(A)ラCrudeextract ofthe S. cerevisiae transformants carrying pYES/SPGase (lane 1) and control without plasmid (lane 2). 

(B)， Purified recombinant α-glucosidase before (lane 1) and after (lane 2) treatment with Endo F. 
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Fig. 3-4. DEAE-Sepharose CL-6B column chromatography of 

recombinant α-glucosidase produced in S. cerevisiae. 

Sample volume， 30 ml; column size，中3x 30 cm (36 ml); flow rate， 14 

ml / h， 7 cm / hr; buffer A， 50 mM  sodium acね tebuf島r(pH4.5); 
buffer B， buffer A with 1 M NaCl; gradient，か100%of buffer B; 

企actionvolume， 2 ml; 0， A280;・，maltaseactivi旬(U/ml);口NaCl
concentration (M). 
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Fig. 3・5. Sepharose 6B column chromatography of 

recombinant α-glucosidase produced in S. cerevisiae. 

Sample volume， 1 ml; column size，中1.8x 36 cm ( 92 ml ); f10w  rate， 8.1 
ml / h， 2.3 cm / hr; buffer， 50 mM  sodium acetate buffer containing 50 

mM sodium chrolide (pH4.5);企actionvolume， 1 ml; 0， A280;・，
maltase activity (U/ml) . 
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Fig.3-6. Bio-Gel P-200 column chromatography ofrecombinant 

α-glucosidase produced in S. cerevisiae. 

Sample volume， 1 ml; column size，中1.5x 36 cm ( 46 ml); flow rate， 5.3 
ml / h， 3 cm / hr; buffer， 10 mM  sodium acetate buffer containing 200 
mM sodium chrolide (pH4.5); 自~actionvolume， 0.5 ml; 0， A280;・，

maltase activi守(U/ml).
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Fig.3・7. DEAE圃SepharoseCL・.6Bcolumn chromatography ( 2nd) 

of recombinantα圃glucosidaseproduced in S. cerevisiae. 

Sample volume， 30 ml; column size，中1.4x 9 cm ( 14 ml); flow rate， 7 ml / 
h， 5.8 cm / hr; buffer A， 20 mM  sodium acetate buffer (pH4.5); buffer B， 
buffer A with 0.7 M NaCl; gradient，。圃100%ofbuffer B;企actionvolumeヲ
1 ml; 0， A280;・，maltase activity (U/ml);・，NaCl concentration (M). 
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Fig.3-8. N-termInal amino acid sequences ofnative and recombinant α-glucosidases. 

The sequence of pro-en勾rmeis deduced企omcDNA for α-glucosidase of S. pombe. 
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Fig.3-9. pH activity and stability curves ofrecombinant 

S.pombeα-glucosidase. 

pH activity curve: The reaction mixture containing 50μlof 

en勾rme，250μ1 of McIlvaine buffer and 200μ1 ofO.5% maltose 
was incubated at 35 oC. 

pH stability curve: After the mix加recontaining 20μlofenzyme 

and 80μlofBrittorトRobisonbuffer had been kept剖4t for24 
hr，200μ1 of 1 M sodium acetate buffer (pH 4.5) and 200μlof 

0.5% maltose were added， and the reaction mixture was incubated 
at 35 oC. 

87 



25 

100 

75 
(ヌ
)
h
w
τ
冒
0
6
-
6
3
沼田
ω出

50 

。
25 30 35 40 45 50 

Temperature ('C) 

Fig. 3-10. Temperature stability curve of recombinant S. 

pombeα四glucosidase.

After the mixture consisting of 20μ1 of enzyme and 280μlofO.1M 

sodium acetate buffer (pH 4.5 ) had kept at various tempera印resfor 

15 min， it was put on ice. To heat圃treateden可me，200μlofO.5%

maltose was added， and the reaction mixture was incubated剖 35
0

C

88 



へ
戸
¥
円

会 l

0.75 

0.5 
Km=8.3mM 

0.25 
Vmax=19 mg glucose企omnon-reducing end 

side / mg protein / min 

A
U
 

A
U
 
0.25 0.5 0.75 1.25 

l/s 

2 

1.5 

Km=8.3mM 

Vmax=19 mg glucose from non-reducing end 

side / mg protein / min 
0.5 

A
U
 

ハU

5 10 15 

S 

Fig.3・11. li.s'・lIvandト s/vplots for hydrolysis of ma1tose by recombinant 

S. pombeα-glucosidase produced in S. cerevisiαe. 

The reaction mixture containing 50μ1 of enzyme， 200μ1 of 0.1 M sodium 

acetate buffer (pH 4.5 ) and 250μ1 substrate was incubated at 35 'C. 

s， mM; v， mg glucose企omnon-reducing end side / mg protein / min. 

89 



a) 、sg
/

L
U
 2 M 2 M 

一惨
200 kDa 

一種惨 鞠綴帯骨-200 kDa 

116 kDa 3畿内報 ←116 kDa 

45kDa 

Fig.3-12. SDS-polyacrylamide gel electrophoretic analysis of 

recombinant a幽glucosidaseproduced in P. pastirs. 

SDS予olyacrylamidegel (7.5 %) was stained with Rapid CBB KANTO. 

Mラmolecularweight size markers. 

a) Lane 1， induced recombinant protein in culture medium of P. pωtori旨

transformed with SPG/pPICZ; lane 2ラculturemedium of P. pαstoris 

transformed with pPICZA (control ). 

b) Lane 1， induced recombinant protein in cell free extruct of P. pastoris 

transformed with SPG/pPICZ; lane 2， culture medium of P. pastoris 
transformed with pPI CZA ( control ). 
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Fig.3-13. DEAE-sepharose CL 6B column chromatography of 

recombinant α圃glucosidaseproduced in P. pαstris. 

Sample volume， 270 ml; column size，中1.8x 30 cm (76 ml); flow 
rate， 24 mll h， 9.4 cm I hr; buffer A， 20 mM  sodium acetate buffer 
(pH4.5); buffer B， buffer A wi由1M N aCl; gradient， 0-100% of 

buffer B; fraction volume， 3 ml; 0， A280;・，maltase activity (U/ml); 
ム，NaCl concentration (M). 
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Fig.3-14. Sepharose 6B column column chromatography 

of recombinant a-glucosidase produced in P. pastris. 

Sample volume， 1 ml; column size，中1.6x 102 cm (204 

ml ); flow rate， 8.4 ml / h， 4.2 cm / hr; buffer， 50 mM  

sodium acetate buffer containing 50 mM  sodium 

chrolide (pH4.5);企actionvolume， 1 ml; 0， A280;・，
maltase activity (U/ml). 
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Fig.3・15.DEA匹sepharoseCL 6B column chromatography (2nd) of 

recombinant α回glucosidaseproduced in P. pastris. 

Sample volume， 22 ml; column size，中1.4x 9 cm ( 14 ml ); flow rate， 8 

ml/ h， 4 cm / hr; buffer A， 20 mM  sodium acetate buffer (pH4.5); buffer 

B， buffer A with 0.6 M NaCl; gradient， 0-100% ofbuffer B; fraction 

volume， 0.5 ml; 0， A280;・，maltase activity (U/ml); …;~NaCl 

concen仕ation(M). 
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Fig.3-16. SDS-polyacrylamide gel electrophoreisis analysis ofrecombinantα-glucosidase produced 

in P. pastris. 

a ) Lane 1; Purified recombinantα-glucosidase. Lane 2; Deglycosylated recombinantα-glucosidase. SDS司
polyacrylamide gel (7.5 %) was stained with Rapid CBB KANTO. 

b ) Estimation of molecular weight of recombinantα-glucosidase. Molecular weight of recombinantα回glucosidase

was estimated to be 173 kDa and that of deglycosylated protein was estimated to be 117 kDa. 1， myosin， 200 kDa; 2， 

s-galactosidase， 116 kDa; 3ラphosphorylaseB， 97 kDa; 4， bovine serum albumin， 66 kDa; 5， ovalbumin， 45 kDa. 
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pH activity curve: The reaction mixture containing 50μ1 of enzyme diluted by 50 mM  

sodium acetate bu偽 r∞ntaining 0.05 % Triton X-l 00 (pH 4.5)， 250μI of McIlvaine 
buffer and 200μ1 ofO.5 % maltose was incubated at 35 oC. 
pH stability curve: The mixture containing 20μ1 of enzyme diluted by 20 mM  sodium 

acetate buffer containing 0.05 % Triton X-I00 (pH 4.5) and 80μlof BrittorトRobinson

bufferhad b閃 nkept at 4 oC. After 24 hour， added 1 M sodium acetate buffer (pH 4.5) and 

200μ1 ofO.5 % mal加se，then the reaction mixture was incubated at 35 oC. 
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Fig.3・12.Temperature stability curve ofrecombinant S. 

pombeα-glucosidase produced in P. pastris. 

The mixture containing 20μ1 of enzyme diluted by 50 mM  sodium 

acetate buffer containing 0.05 % Triton X・100(pH 4.5) had kept at 

various tempra加refor 15 min， and then put on ice immediately. The 
reaction mixture containing the heat圃treatedenzyme and 200μlof 0.5 

% maltose was incubated at 35 oc. 
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recombinant S. pombeα-glucosidase. 

The reaction mixture containing 100μ1 of enzyme， 200μlof 0.1 M 

sodium acetate buffer (pH 4.5) and 200μ1 subs仕atewas incubated at 

35 oC. 
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Table 3-1 Maltase activity in S. cerevisiae transformants 

Plasmid Maltase ( U / OD600 = 1 ) in 

(SPGase / p YES ) Cell surface* Cel1 free extract* medium 

N.D.申キ 0.0008 N.D.林

+ 0.598 0.349 N.D.料

本Formaltase assays， the cells were grown in SC media (plasmid -，supplemented with 

uracil; plasmid +， without uracil ) and washed with ice cold water. After resuspension in 

ex甘actionbuffer ( described in “Materials and Methods" )， the cell suspension was split into 

two fractions of the same volume. The maltase activity of one half was assayed directly 

(cell surface)， and the other halfwas disrupted by glass beads and the activity in the obtained 

soluble fraction was assayed (cell free extract). 

** Not detectable 

Table 3-2 Summary of the purification of Schizosαccharomyces pombe 

α-glucosidase produced in Saccharomyces cerevisiae 

TotalO Total Specific Purification Recovery 
protein (mg) activity (U) activity (U / mg) (-fold) (%) 

Cell合eeextract 130 356 2.8 100 

DEAE-Sepharose CL-6B 9.5 283 30 11 80 

Sepharose 6B 5.1 246 48 18 69 

Bio開GelP-200 2.8 136 50 18 39 

DEAE-Sepharose CL-6B 1.1 72 69 25 20 

oProtein co悶附ationwas caluc山 tedunder the as削削ionthat E:~m at the 280 nm was 10. 
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Table 3-3 Kinetic Parameters ofNative and Recombinant α-Glucosidases for Hydrolysis ofvarious substrates 

S. cerevisi，αe P.pastris S.pombe 

Substrate ん/Km
(s-N i-mKMm-. ) 0

・んA -/mkMm・1)ko(s・1) Km(mM) (S-1 ・m1rl) ko(s・1) 一 Km(mM) ko(s・1) Km(mM) 

maltose 352 8.3 42 104 6.2 17 155 6.2 25 

maltotriose 248 5.6 44 127 5.1 25 165 6.6 25 

maltotetraose 191 9.2 21 125 7.2 17 137 7.3 19 

maltopentaose 163 17 9.5 101 10 10 137 13 11 

kojibiose 110 21 5.2 64 17 3.9 76 19 4.0 
3 

mgerose 132 25 5.3 80 25 3.2 174 64 2.7 

isomaltose 56 13 4.3 24 15 1.6 38 14 2.7 

phenylα-glucoside 24 12 2.0 8 9.9 0.81 26 9.7 2.7 

phenyl α圃maltoside N.D. N.D. 101 4.8 21 

p-nitrophenylα-maltoside 284 3.2 89 136 3.5 39 N.D. 

soluble starch 135 39 3.5 79 30 2.6 47 34 1.4 

N.D.， not de加nined.



Table 3-4 Summary of purification for S. pombeα-glucosidase produced in P. pastoris 

Procedure TotaI TotaI Specific Recovery Purification 

protein activity activity 

[ mg] [U] [ U/mg] [% ] [ -fold] 

Culture supema旬nt 76.0* 900 11.8 100 

EthanoI precipitation 10.4キ 560 53.8 62 4.6 

-‘ 
Cc D 

DEAE-Sepharose CL・6B 30.5** 488 16.0 54 1.4 

Sepharose 6B 7.70** 440 57.1 49 4.8 

DEAE-Sepharose CL-6B 1.97** 204 104 23 8.9 

事Proteinconcentration was measured by Bradford method. 

事*p則 einCOI間耐a伽 1wasmeas悶 dby UV method， calculated under the as捌 I1ptionthatEJZ，280nm W出 10.0.
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Table 3-5 Properties ofNative and Recombinant α-Glucosidases 

Recombinant in S. cerevisiae Recoombinant in P. pastris 

Amount of expressed enzyme 0.7 U/ml culture 3.5 U/ml culture 

Specific activity 45 U/mg protein a 26 U/mg protein b 

OptimumpH 4.5 4.5 

pH stability 4・8 3.6-8 

Temperature stability 孟37
0

C 三五37
0

C

Sugar contentぉ mannose 55% 74% 

N-terminal sequence (23) d VGNVYQTLNVI (25) d NVYQTLNVI 

。Pro蜘 co悶 nt捌 onwas calculated with the assumption that E: ~_ 280 nm W出 6.58.
rdo/. 

b Protein concentration was calculated on the basis of result that E}.?'~ "M ._... w出1.74.
日 1cm， 280 
lo/c 

c Protein conce附 ationwas calculated with the assur削 ionthat E {ー抑制 W出 2.46.
d The numbers show positions ofthe residues on the prec町sorprotein. 

Native 

0.6 U/ml culture 

21 U/mg protein C 

4.5 

3・8

2五37
0

C

78% 

(25) d NVYQTLNVI 

Optimum pH was determined at 10 pH values (pH 2.5-7.5 in McIlvain buffer). To examine pH stabili臥theenzymewas incubated at various pH 

values (pH 2・12in Britton-Robinson buffer)白r24 h at 5
0

C， and the remaining activities were assayed at pH 4.5. To examine the temperature stabili弘the

enzyme was incubated at various temperatures (25・50
0

C)for 15 min， and immediately cooled， the remaining activities were assayed at 350C. The ranges 

of pH or temperature stability were determined over 95% activity remaining. Sugar content was measured by phenol-sulfuric acid method. 



第4章 Schizosaccharomycespombeα-glucosidaseの触媒活性に直接関与するアミ
ノ酸残基の決定

第l節緒言

本章ではSchizosaccharomycespombeα-glucosidaseの活性に必須なアミノ酸残基の推定を
行う。まず、反応速度のpHの影響を調べ活性解離基の同定を行う。そこからアミノ酸残基
の種類をアスパラギン酸、および、グルタミン酸と同定しa-glucosidasefamily JIで完全に保存
されているこれらの残基に部位特異的変異を導入し、変異酵素をS.cerevisiaeで発現させる。
その活性の変化から、触媒残基の推定を行う。また CBEによる化学修飾の失活の速度論的
解析を行い、触媒活性の求核残基を推定する。次に活性に必須なアミノ酸残基の変異酵素
がD-glucalを水和できるか否かを調べる。

いくつかのglycosidaseはglycalを水和することができる 108，141)oexo_α-glucan部eはD圃glucal
から、 2-deoxys-D-glucoseを生成し、またp同amyl邸eはmaltalを水和することができる。ま
たsweetalmond s-glucosidaseはかglucalから、 2・deoxys-D-glucoseを生成する。 α-glucosidase
ではA.niger、ソバ、イネアイソザイム H、テンサイ、ブタ血清α唱lucosid部eはD-glucalを
水和し、 2・deoxyα心-glucoseを生成する。ビール酵母α-glucosidaseII、ミツバチα-glucosidase
は作用を示さない。 α-glucosidaseの水和反応はtrans付加であることがわかっており、生成
物のアノマー型が酵素反応での生成物と同じアノマー型をとることが特徴である。また
glucalはその構造がオキソカルボニウムイオンに似ていることから、触媒反応はオキソカル
ボニウムイオン中間体経由で進行していることが推定されている。
D-glucalがオキソカルボニウムイオン反応中間体に構造が似ていることから、酸塩基触媒
残基のみで酵素反応が進むことを期待して変異酵素での水和反応を試みた。まずS.pombe 
α-glucosidaseがD-glucalを水和できることを確認した。次に活性に必須な残基の変異酵素で
D-glucalの水和を試みた。

またいくつかのs-glycosidaseでは求核残基、酸塩基触媒残基の変異酵素にアジ化ナトリウ
ムなどの求核試薬を加えることで活性が復活することが知られている。そこで s.pombe 
α-glucosidaseでもケミカルレスキューにより、これらの残基を決定できることを期待して求
核試薬NaN3、HCOONaが、活性に必須な残基の変異酵素に対し、活性を回復させることが
できるかどうかを調べる。

第2節 実験材料および方法

(1)試薬、菌株

Methanol (HPLC grade、関東化学)、 2・deoxyglucose，grade III、dieth)匂yrocarbonate(Sigma)、
histidine、sodiumazide、sodiumformate、p-nitrophenylα占-glucopyranoside(ナカライテスク)、
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Conduritol B epoxide (Biomol Reserch Laboratories)についてはそれぞれ市販のものを用いた。

Kunkel法でのdUTPaseとウラシルDNAグリコシラーゼ、欠損株大腸菌(du(、ung-)にはCJ236、

ung+、mutS株大腸菌にはBMH71・18mutS、通常の unど株大腸菌にはMV1184を用いた。そ

の他各種菌株、各種基質、各種遺伝子工学用試薬やそれらの扱い方は第 2章、第 3章で述

べた。その他特に明記しないものは市販のものを用いた。

(2)酵素

野生型酵素には第3章で精製した S.cerevisiae組み換え酵素を用いた。また CBEによる

親和標識の速度論的実験には忍pombe培養上清より精製した酵素を用いた。

(3)オリゴヌクレオチド

オリゴヌクレオチドを北海道システムサイエンスに依頼合成させた。乾固しであるもの

を蒸留水で溶解させ、 20μM溶液として保存した。

(4)部位特異的変異の導入

部位特異的変異の導入を Kunkel法 142)、megaprimerPCRI43)もしくはプライマーにミスマ

ッチ塩基を導入した通常の PCRで行った。また可能な限り、変異導入の確認のために制限

酵素認識部位を設け、制限酵素感受性により変異導入を確かめた。またいずれの変異も配

列解析により確認、を行った。操作は定法に従い行った。変異導入に使用したプライマーを

Table 4・1に示した。

(4)・1Kunkel法 142)による変異導入

Kunkel法 142)でのウラシルを含むssDNAの調製を以下のように行った。

まず変異導入の目標となる DNA断片を BluescriptIIにサブクローニングし、大腸菌CJ236

へ導入した。形質転換体を2xYT/Amp150 (1.6% Bacto trypton、1% Bacto yeast extract、0.5%

NaCl， ampicillin 150陪 ImI)で培養し、 M13K07を感染させた。 37
0

Cで30分間振塗培養後、

kanamycinを終濃度70問 Iml加え、そのまま 37
0

Cで振渥培養を行った。 20時間後、遠心分

離で上清を集め、常法に従い、 PEGlNaCI沈殿、 phenol抽出により ssDNAを調製した。

Kunkel法での形質転換を以下のように行った。

Kunkel法に従い相補鎖合成したDNA溶液 10μ1を大腸菌BMH71・18mutSコンビテントセ

ル 100μ!と混合し、 OOCで30分間、 42
0
Cで90秒間、。OCで2分間静置した。 SOC培地 (2%

Bacto trypton、0.5%Bacto yeast extract、0.05%NaCl、2.5mM KCl、10mM MgCl2、20mM 

glucose) 890μlを加え、 37
0

Cで 1時間振渥した。 30μlのM13K07を加え、 37"Cで30分間

振渥した後、この培養液を2xYT/Amp150/Km 70培地 (2xYT，Amp 150 j.lglml， kanamycin 70 

μglmJ) 1 ml に300μl接種し、 37
0

Cで20時間、振塗培養を行った。遠心分離により上清を

回収しこれを 2xTY培地で 106希釈したもの 20凶を、あらかじめ M9培地で培養した大腸

菌MV1l8480μlと混合し、 37oCで 10分間静置した。このうち 50μlをLB/Ampl00プレー
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トに塗布し、37'Cで培養した。形成したコロニーから常法ピ従いプラスミドDNAを調製し、

シーケンスを行って、変異導入を確認した。

(4)-2 megaprimer PCR143) 

megaprimer PCRによる部位特異的変異の導入を定法に従って行った。耐熱性 DNA

polymeraseにはKODDNA polymerase (TOYOBO)を用いた。 1stPCRの増幅断片、すなわち

megaprimerの精製を QIAOENPCR Purification Kit (QJAOEN)を用いた。また 2ndPCRでは最

終生成物の収率を上げるために通常のmegaprimerPCRの前にmegaprimerのみを用いてアシ

ンメトリックに 5サイクルPCRを行った。

(5)部位特異的変異酵素発現ベクターの構築

D4810、D6470を除く変異酵素の発現を S.cerevisiaeで行った。 D4810、D6470変異酵素

の発現をP.pastrおで行った。

(5)・1D218N (Fig.4・1)

通常のPCRにより変異を導入した。変異を挿入したミスマッチプライマーD218NとMHd3

(第3章参照)を用いてS.pombeα-glucosidase cDNAを鋳型に PCRを行った。得られた増

幅断片、すなわち変異の導入された DNA断片を Bluescript11 SKにサブクローニングし、さ

らにこのクローンをNhelとEcoRIで消化し、そこへcDNAから切り出したN為eI-EcoRI断片

を挿入した。得られたクローンのHindIII-EcoRI断片を SPO/pYESのそれと入れ替えた。こ

れを D218N発現ベクターとした。

(5)困2D28ηィ、 D355N、D481N、E484Q(Fig.ふ2)

これらの変異導入にはKunkel法を用いた。Kunkel法の鋳型にはcDNAのEcoRVからPstI

のDNA断片を Bluescript11 KSにサブクローニングしたものを用いた。次に変異の導入され

たDNA断片を酵母発現ベクターへの挿入法を説明する。変異の導入された DNA断片が挿

入されているBluescriptIl KSをPstlとXbalで消化し、そこへ SPO/pYESから切り出した

PstI-Xbal断片を挿入した。得られたクローンのBglII-.劫 01断片を SPO/pYESのそれと入れ替

えた。これらを D287N、D355N、D481N、E484Q発現ベクターとした。

(5)圃3D647N、 D676N、E714Q(Fig.4-3) 

これらの変異導入にはKunkel法を用いた。 Kunkel法の鋳型にはcDNAのPstJから EcoRI

のDNA断片を BluescriptII KSにサブクローニングしたものを用いた。次に変異の導入され

たDNA断片を酵母発現ベクターへの挿入法を説明する。変異の導入された DNA断片が挿

入されている BluescriptII KSをPstJとSmaJで消化し、そこへ SPO/pYESから切り出した

EcoRV聞Pstl断片を挿入した。得られたクローンのBglII-EcoRI断片を SPO/pYESのそれと入

れ替えた。これらを D647N、D676N、E714Q発現ベクターとした。

(5)-4. D877N (Fig. 4-4) 

Megaprimer PCRにより変異を導入した。鋳型には全長cDNAをおIJとNotIでBluescriptII 

KS挿入したもの(第2章参照)を用いた。 1stPCRのプライマーには標的変異の含まれる
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D887Nともう一方にはE714Qを用いた。 2ndPCRのプライマーにはmegaprimerとM13-20

ユニバーサルプライマーを用いた。増幅 DNA断片を EcoRIとXhoIで消化し SPG/pYESの

それと入れ替えた。これを D877N発現ベクターとした。

(5)-4.D481A、D481E、E484A、E484D、E484A、E504V、H579S、D580N(Fig. 4-6) 

これらの変異導入に先立つてS.pombeα-glucosidase cDNAにおmHI認識部位を導入した

(Fig.4-5)。

変異酵素発現ベクター構築の際、変異の導入された DNA断片を SPG/pYESへ挿入する操

作が煩雑である。そこでこれらの作業を簡便に進めるためにS.pombeα-glucosidasecDNAの

2444番目の塩基をグアニンからシトシンに変換することでBa閣HI認識部位を設けた。この

変異はアミノ酸置換の起こらないサイレント変異 (469SerTCG今TCC)である。変異導入

をmegaprimerPCRにより行った。鋳型にはcDNAのEcoRVからPstIのDNA断片をBluescript

II KSにサブク口ーニングしたものを用いた。 1stPCRのプライマーにはBam、M13reverse 

ユニバーサルプライマーを用いた。 2ndPCRのプライマーにはmegaprimer、Ml3・20ユニバ

ーサルプライマーを用いた。変異の導入された増幅DNA断片をEcoRVとPstIでBluescript

II KSにサブクローエングした。次に変異の導入された DNA断片を酵母発現ベクターにど

のように挿入したかを説明する。変異の導入された DNA断片が挿入されている BluescriptII 

KSをPstlとあαIで消化し、そこへSPG/pYESから切り出したPstI-Xbal断片を挿入した。

得られたクローンの BglIl-XhoI断片を SPG/pYESのそれと入れ替えた。これを SPG

(G2444C)/pYESとした。サイレント変異による発現への影響のないことを粗抽出液の

malt部e活性で確認し (SPG/pYES形質転換体 2.6U/mg、SPG(G2444C)/pYES形質転換体 2.5

U/mg)、以降の実験にこれを用いた。

次に D481A、D481E、 E484A、E484D、E484A、E504V、H579S、D580Nの変異導入につ

いて説明する。これらの変異導入を megaprimerPCRにより行った。まずSPG(G2444C)/pYES 

からBamHI-EcoRI断片を切り出しBluescript1Iにサフクローニングした。これを鋳型とした。

1st PCRのプライマーには標的変異を含むプライマーと恥113reverseユニバーサルプライマ

ーを用いた。 2ndPCRのプライマーにはmegaprimerとM13・20ユニバーサルプライマーを

用いた。変異を含む増幅断片をBamHIとEcoRIで消化しSPG(G2444C)/p YESのBamHI・EcoRI

部位と入れ替えた。これらをそれぞれ D481A、D481E、 E484A、E484D、E484A、E504V、

H579S、D580N発現ベクターとした。

(5)・5.D647A、D647E(Fig.4-7) 

これらの変異導入を megaprimerPCRにより行った。 SPG(G2444C)/p YESから

BamHI閉EcoRI断片を切り出し BluescriptIIにサブクローニングしたものを鋳型とした。 1st

PCRのプライマーには標的変異を含むプライマーと M13・20ユニバーサルプライマーを用

いた。 2ndPCRのプライマーにはmegaprimerとM13reverseユニバーサルプライマーを用い

た。変異を含む増幅断片を BamHIとEcoRIで消化し SPG(G2444C)/p YESのBamHI-EcoRI

部分と入れ替えた。これらをそれぞれD647A、D647E発現ベクターとした。
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(5)・6.H388N (Fig.4・8)

これらの変異導入を megaprimerPCRにより行った。 SPG(G2444C)/pYESから

EcoRV -BamHI断片を切り出しBluescript11にサブク口一ニングしたものを鋳型とした。 1st

PCRのプライマーには標的変異を含むプライマーと M13reverseユニバーサルプライマーを

用いた。 2ndPCRのプライマーにはmegaprimerとM13圃20ユニバーサルプライマーを用い

た。変異を含む増幅断片を BgllIとBamHIで消化し SPG(G2444C)/pYESのBglfl-BamHI部

分と入れ替えた。これを H388N発現ベクターとした。

(5)-7. D481G (Fig.4-9) 

D481G変異酵素の発現をP.pasかかで行った。

変異導入を megaprimerPCRで行った。鋳型には SPG(G2444C)/pYESから BamHI占'coRI

断片を切り出し BluescriptIIにサブクローニングしたものを用いた。 1stPCRのプライマー

には標的変異を含むプライマーと M13reverseユニバーサルプライマーを用いた。 2ndPCR 

のプライマーにはmegaprimerとM13圃20ユニバーサルプライマーを用いた。次に変異の導

入された DNA断片をP.pastrお発現ベクターにどのように挿入したかを説明する。変異を含

む増幅断片をBamHIとEcoRIで消化し、まずSPG(G2444C)/pYESのBamHI-EcoRI部分と

入れ替えた。次に得られたクローンをNhelとEcoRIで消化し SPG/pPICZA(第3章参照)

のNhelから EcoRI部分と入れ替えた。これを 0481G発現ベクターとした。

(5)・8.0647G(Fig.4・10)

D647G変異酵素の発現をP.pωかかで行った。

変異導入を megaprimerPCRで行った。鋳型には SPG(G2444C)/pYESから BamHI-EcoRI

断片を切り出し BluescriptIIにサブクローニングしたものを用いた。 1stPCRのプライマー

には標的変異を含むプライマーと M13・20ユニバーサルフライマーを用いた。 2ndPCRのプ

ライマーにはmegaprimerと恥113reverseユニバーサルプライマーを用いた。次に変異の導入

された DNA断片をP.pasfl・u発現ベクターにどのように挿入したかを説明する。変異を含む

増幅断片を BamHIとEcoRIで消化し、まず SPG(G2444C)伊YESのおmHI-EcoRI部分と入

れ替えた。次に得られたクローンをNhelとEcoRIで消化し SPG/pPICZAのNhelから EcoRI

部分と入れ替えた。これを D481G発現ベクターとした。

(6)変異酵素の発現誘導と精製

S. cerevisiae、P.pastrisいずれの組み換えタンパク質の場合も発現の誘導、精製法を第 3

章の野生型酵素のそれに従った。 (Fig.4-11)

(7).生化学的実験手法

活性測定、タンパク質の定量、 SDS-PAGEなど特に明記しない生化学的実験手法は第 3

章のそれと等しい。また変異酵素の活性は大幅に減少しているため活性測定の反応時間を

長くした。
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(8)CDスペクトルの測定

CDスペクトルの測定をJascospectropolarimeter J-720 (JASCO)を用いて200同250nm'の範囲

で行った。 10mM  sodium phosphate bu偽r(pH 5.8)中でタンパク質濃度を 32-160μglmlに設定

し、 25tで測定した。

(9) D幽glucalの調製

D-glucal の調製を既報の方法 108)に従い行った。すなわち 5mmol の 3，4， 

6・M・O-acetyl幽D-glucal(Aldrich Chemical Company Inc.)を25mMナトリウムメトキシド(和

光純薬)の methanol溶液40mlに溶解した。室温で6時間放置した後、 3gのSilicagel60 (ナ

カライテスク)を加え減圧下で乾燥させ、これを Silicagel60カラム(中 2.1x36cm)に供し

分画した。カラムクロマトグラフィーの溶媒には ethylacetate/ethanol 混合液

(ethylacetate/ethanol::::5/1)を用いた。任glucal画分を薄層クロマトグラフィー (MerckSilica 

gel60 plate、展開溶媒，2-propanol:l-propanol : water:::: 12: 3 : 4)により確認し、溶出画分を

回収し減圧下で濃縮した。濃縮液に ethanolを加え減圧下に放置し、次に benzeneを加え減

圧、乾燥することで結晶 D-glucalが得られた。得られた結晶はDrierite⑧， 8 mesh (Aldrich) 

とともに減圧下で 1日開放置した。その後、結晶を秤量し、 1M溶液として methanolに溶

かし使用時まで_20
0

Cに保存した。使用時には methanolを蒸発させた後、脱塩水に溶かし

MilIex-GV⑧ (0.22μm， Millipore)を通して使用した。

(9) 2・deoxyglucoseの定量

2・deoxyglucoseの定量を Tris-glucose oxidase-peroxidase法(グルコース AR-II、和光純薬工

業)により行った。すなわち反応液に Glucostat試薬を 200μl加え、 2時間、 35
0
Cで保持し

発色させた後、 505nmの吸光度を測定し検量線と比較することにより定量した。
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第3節 実験結果

第l項 活性解離基の推定

活性解離基の種類を同定する目的で酵素反応の速度に対する pHの影響を調べた。

まずpι値を求めた。基質には1.7mM maltopentaoseを用いた。各pHにおける V/Kmの比

を直接求めるため基質濃度を maltopentaoseの広nの 1/10に設定した。広域緩衝液には

McIlvaine bufferを用いた。35
0

Cでのpι値はそれぞれpKel=3.9、pKe2=5.6であった(Fig.4・12)。

次に活性解離基の解離熱をpιの温度変化から van'tHoffの式により求めた。まず基質に

1. 7 mM maltopentaoseを用い、各温度(10、15、20、25、30
0

C)での pKeを求めた。これを

van't Hoffの式に当てはめ解離熱を求めた。それぞ、れ.L1Hel=-3ふL1He2=2.9であった(Fig.4-13)。

次にメタノールを加えることにより誘電率を低くした溶媒での pι の変化を見た。 Fig.

4-14に1.7mM maltopentaoseの加水分解反応の相対活性幽pH曲線に対する 20%(v/v)メタノ

ールの効果を示した。解離基1に対して0.1pH単位、解離基2に対して0.1pH単位それぞ

れアルカリ側に移動している (Fig.4-14)。

これらの結果から解離基 lはカルボキシル基であることを推定できた。解離基 2はカル

ボキシル基と推定できるが、そのpK値、解離熱からイミダゾール基である可能性もあった。

そこでDEPC(diethylpyrocarbonate)で酵素を化学修飾し、その失活を見ることにした。60mM

sodium phoshate buffer (pH 6)中で0.24μMS.pombeα-glucosidaseを終濃度9mMもしくは37

mMのDEPCを用いて20
0

Cで修飾した。修飾反応開始より 0、3、6、9、12、15分に反応液

の一部をとり終濃度86mMになるようにhistidineを加えることで修飾反応を停止させ、残

存maltase活性を測定した。その結果、終濃度37mMのDEPCで 15分間修飾を行っても活

性は 80%残存していた。またこのとき防御修飾を行う目的で修飾反応液中に ~n の 10 倍で

ある 56mMの maltotrioseを加えた修飾反応を行ったが修飾が防御されることはなかった

(Fig.4-15)。以上の結果から解離基2もカルボキシル基であると判断した。

これら結果から活性解離基は二つのカルボキシル基(嗣COO-と・COOH)であると推定した。

第2項 部位特異的変異導入による活性に必須なアミノ酸残基の推定

前項で活性解離基が 2個のカルボキシル基であることがわかった。そこでこれらの解離

基を有するアミノ酸残基を推定する目的で部位特異的変異酵素を作製した。

1.α-glucosidase family IIで保存されたカルボキシル基への変異導入

a-glucosidase family IIで完全に保存されたアスパラギン酸 (Asp)、グルタミン酸 (Olu)

残基をアスパラギン (Asn)、グルタミン (Oln)残基に置換し活性を失うものを探した。

まずα-glucosidasefamily IIで完全に保存されたカルボキシル基を検索する目的で
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α-glucosidase family IIに含まれる 17種類のα-glucosidase(A. n恕er、A.oryzae、s.occidentalis、

仁 tsukubaensis、 Mjavanic附、 大麦 (Morex)、テンサイ、ソパ、ホウレンソウ、ヒト酸性

α-glucosidase、ラット isoma1tase、ラット sucr出e、ウサギ isomaltase、ウサギ sucrase、ヒト

isomaltase、ヒト sucr酪 e)の配列比較を clustalwにより作製した。その結果、 α-glucosidase

伽ni1y11では8カ所 (Asp-218、Asp-287、Asp-355、Asp-481、Glu-484、Asp-647、Glu・714、

Asp-877)でカルボキシル基が保存されていた。 (Fig.2-11)。

次にこれら 8個のAsp残基、 Glu残基をそれぞれ部位特異的にAsn残基、 Gln残基に置換

するよう変異を導入したS.cerevisiae発現プラスミドベクターを作製し S.cerevisiaeを形質

転換した。 uracil要求性により選択した形質転換体をそれぞれ SC-ura培地で一晩培養した。

またこの時対照として野生型酵素を SC引 ra培地で、プラスミドを保持しない S.cerevisiae 

を SC+ura培地で培養した。終濃度 2%で galactoseを加えることにより組み換え変異酵素

(D218N、 D287N、 D355N、 D481N、 E484Q、 D647N、 E714Q、 D87η~) を発現させた。誘

導48時間後、菌体を回収し、ガラスビーズで破砕し組抽出液を得た。得られた組抽出液の

ma1tase活性を測定した結果を Table4・2にまとめた。この際のタンパク質の定量を Bradford

法で行った。組抽出液のmaltase活性から変異酵素を 3つのグループに分類することができ

た。

(1)効果的な活性の減少が見られなかったもの D287N、 E714Q

(2)大幅に活性の減少が見られるが明らかに活性を示すもの D218N、D355N、D877N

(3)ほぼ完全に活性を失うもの。すなわち対照と同じ、もしくはそれ以下の活性しか示さ

ないもの D481N、E484Q、D647N

次にグループ(3)に属するものについて変異酵素の精製を行いその maltase活性を調べた

(Table 4-3)。精製の手順を第3章で示した野生型酵素のそれにしたがった (Fig.4・11)。そ

の結果D481N、E484Q、D647Nは野生型と比較してmaltase活性でそれぞれ0.009%、0.001%、

0.001 %とほぼ完全に活性を失った。またこの 3つのアミノ酸残基をAla残基に置換した部

位特異的変異酵素をS.cerevisiaeで発現させ精製し (Fig.4-11)、その maItase活性を測定し

た。 D481A、E484A、D647Aのmaltase活性は野生型の 0.001%、 0.002%、 0.0002%とほぼ

完全に活'性を失った。またこれらについて CDスペクトルを測定した。， 200・250nmの波長

でモル楕円率を測定したところ野生型酵素とほぼ一致した。以上のことよりこれらの部位

特異的変異 D481A、E484A、D647Aによって大きな二次構造の変化が起きていないことが

わかった。

グループ(2)に属する D218N、D355N、D887Nも同様に精製し maltase活性を測定したと

ころ、野生型と比較してそれぞれ0.06%、0.1%、 0.2%と大きく活性は減少していたが明ら

かに活性は残存していた (Table4・3)。またグループ(2)のなかでも maltase活性の減少の大

きい D218Nについてp-nitrophenylα-glucopyranoside分解活性を調べた。 3.9mMpNPGを用

い野生型酵素と比較したところ 10%の残存活性を有していた(野生型酵素;3.57μmol 
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p-nitorophenol/minlmg protein、D218N;0.35μmol p-nitorophenol/minlmg protein)。

これらの結果からこの3つのアミノ酸残基Asp-481、Glu-484、Asp-647が活性に必須であ

ると判断した。

次に、ここまでで活性に必須なアミノ酸残基であると判断した Asp-481、Glu・484、Asp-647

についてそれぞれカルボキシル基を残す変異を導入したときの活性の変化を見た。すなわ

ちD481E、 E484D、D647E変異酵素を S.cerevisiaeで発現させその粗抽出液の maltase活性

を調べた。その結果を Table4-2に示す。 D481E、D647Eでは活性を失うがE484Dでは野生

型に対して9%のma1tase活性が残存した。これにより触媒反応においてGlu・484の位置に

カルボキシル基が必要であることがわかった。

2. a-amyl部 e伽nily保存領域様配列への変異導入

α-amylase白血i1yでは活性中心として高度に保存されている 4つの保存領域類似配列の存

在を知られている。これらの領域内には基質結合残基 (TAA:His-122、His-296)、触媒残基

(TAA; Asp-206、G1u-230、Asp欄297)が存在する。 S.pombeα桐glucosidaseアミノ酸配列中に

にこのα-amylぉe保存領域様配列が見つかった。すなわち 377・MQTFFSDLVSNH・388が

Region 1に、 476-SGIWTDMNEP-485が Region2に、 504・EPLV司507が Region3に、

572同仏別EQGNHD-580がRegion4に類似している (Table4-4)。そこでこれらの領域中で触

媒や基質結合に関わっているアミノ酸残基と相同な His-388(TAA; His-122)、Glu・504(TAA; 

Glu・230)、His-579(TAA; His-296)、Asp-580(TAA; Asp同297)の部位特異的変異酵素を作製

した。置換後のアミノ酸残基を S.occidentalisα-glucosidaseと配列比較したときに相当する

アミノ酸残基にした。すなわち H388今N、E504今Y、H579今S、D580今N変異酵素を作製し、

その活性の変化を調べた。また Asp-481もTAA;Asp-206に相当する残基だがこのアミノ酸

残基はα-glucosidasefamily IIで保存されたアミノ酸残基なので fl.α-glucosidasefami1y 11で

保存されたカルボキシル基への変異導入」で変異酵素を作製し、活性の変化を既に調べた。

部位特異的の導入にはmegaprimerPCR法を用いた。変異を導入したS.cerevisiae発現プラ

スミドベクターを作製し S.cerevisiaeを形質転換した。 uracil要求性により選択した形質転

換体をそれぞれ SC-ura培地で一晩培養した。終濃度 2%のgalactoseを加えることにより組

み換え変異酵素H388N、E504V、H579S、D580Nを発現させた。誘導48時間後、菌体を回

収し、ガラスビーズで破砕し粗抽出液を得た。得られた組抽出液の maltase活性を結果を

Table 4・5にまとめた。野生型酵素と比較してそれぞれ69%、182%、12%、167%の活性が残

存した。したがってこれらの残基が活性には必須ではないことがわかった。

3. Asp-676への変異導入

Glycogen storage disease type II (GSDII)患者酸性α-glucosidaseの解析の結果から Asp-645が

活性に必須であるプロトンドナーである可能性が示されているの。そこで S.pombe 

α-glucosidaseでこれに対応する Asp-676をAsnに置換した変異酵素をS.cerevisiaeで発現さ
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せた。部位特異的の導入にはKunkel法を用いた。変異を導入したS.cerevisiae発現プラスミ

ドベクターを作製し S.cerevisiaeを形質転換した。 uraciI要求性により選択した形質転換体

をそれぞれ SC-ura培地で一晩培養した。終濃度 2%の galactoseを加えることにより組み換

え変異酵素を誘導した。誘導48時間後、菌体を回収し、ガラスビーズで破砕し粗抽出液を

得た。得られた粗抽出液の maltase活性を測定した結果、野生型酵素の 2%にあたる 0.004

U/mgの活性を有していた (Table4-2)。よってこの残基がプロトンドナーではないことがわ

かった。

第3項 Conduritol B epoxide (CBE)による失活の速度論

本酵素の CBEによる親和標識の失活の速度論的解析を行った。

1.34μMの酵素を 40mM sodium acetate bu町er(pH4.5)中、 35
0

Cで0、0.475、0.95、1.9、3.8、

7.6mMのCBEと20分間反応させた。修飾反応の停止を 5卸OmMsodium acetate b加uf能rおer(pH 4.5 

0.0ω5% Triton X-lOOを含む)で5卸O倍に希釈することで行い、修飾された酵素の残存活性を測

定した。それぞれの CBE濃度で、時間に対する残存活性の対数プロットが直線関係を示し

た (Pig.4-16)。このことから失活反応は擬一次的に進んでいることをいえる。見かけの一

次反応速度定数(k，伽)を (2)より求めた。

v=-dε/dt=kobsε (1) 

kobs=1/t 2.303 log (εdε)ο) 

(ε，残存する活'性を失っていない酵素濃度 v，不活'性化速度; ε0，酵素初濃度)

各 CBE濃度での見かけの一次反応速度定数を求めプロットをしたところ飽和曲線が得ら

れた(Fig.4-16)。このことから、酵素と CBEが酵素と基質との酵素反応と同様に、

Michaelis-Menten型の中間体を形成後、失活しているといえる。

KR k 
E+CBE土手 E*CBE一→E・CBE

(E，酵素 E・CBE，CBEの修飾により不活性化を受けた酵素)

またlIkobs対 1/[CBE]フロット(Fig.4・16)に、直線関係(3)が得られその直線の 1Ik.伽切片

および傾きから酵素・CBE複合体 (E*CBE)の解離定数ぬと E*CBE複合体不活性化の一次速

度定数kを求めた。

1/kobs=(KR/k)(1/[CBE])+ 1/k (3) 

KR=4.4mM、k=4.9x 10-
3 
S・1であった。

次に logkobsをlog[CBE]に対してプロットをしたところ直線を与えその勾配は0.81であっ

た (Pig.4・16)。従って化学量論的に酵素 1分子に対し 1分子の CBEが結合することにより

1
 

4
E
E
A
 --



失活していることがわかる 69，144)。

次にα-glucosidaseの拾抗阻害剤である Trisによる防御修飾を行った。

100 mM  Trisの存在下、もしくは非存在下で 3.8mM CBEによる修飾反応を行った(Fig.

4・16)040 mM  sodium acetate bu能r(pH4.5)で50倍に希釈して反応を止め酵素の残存活性を測

定した。なお、この残存活性の測定は2mMTrisの存在下で行った。この防御修飾の結果か

ら桔抗阻害剤Trisの存在下ではCBEによる失活が防御されていることがわかる。すなわち

CBEにより修飾されるアミノ酸残基は活性中心に位置すると考えられる。

次に部分修飾した酵素と修飾していない酵素の ma1toseに対する Km'Vを求めた。酵素を

1.9mMのCBEとO分、5分、 10分、 15分の各時間35
0
Cで反応させ、残存活性 100%、66.3%、

47.6%、26.7%までそれぞれ部分修飾した。部分修飾酵素の maltoseに対するLinweaver-Burk

プロットより、部分修飾により Yは減少したが Kmは変化していないことがわかった(Fig.

4-17)。この結果から酵素の失活がaIlor noneタイプのものであることがわかる。

以上の結果から酵素 1分子に対し 1分子の CBEが活性に重要なアミノ酸残基に結合する

ことにより失活していることがわかる。

第4項 0481A/0、0647A/0に対する NaN3、HCOONaの効果

前項まで Asp-481、Asp-647を触媒残基と推定した。これらのアミノ酸残基の変異酵素

0481A、04810、0647A、06470に対する NaN3もしくは HCOONaの効果をみた。すなわ

ち一般的求核試薬であるNaN3やHCOONaを酵素反応の外用求核試薬として用いたときに、

これらの変異酵素の活性が回復するか否かを見た。

まず0481Aを用いて NaN3、HCOONaの酵素反応に与える影響をみた。酵素活性測定反

応系に NaN3を 0""2M 加え、 7.4mM p・-nitrophenylα-glucosideを基質に用い遊離する

p-nitrophenoIの量を測定した。この際、緩衝液には280mM sodium acetete buffer (pH 4.5)を用

いたが、 Na1'もを2M加えると pH5.5まで上昇した。反応を 35
0
Cで行った。しかしいずれ

の濃度においても活性の回復は見られなかった。同様に 04810に対する NaN3、HCOONa

の影響も調べたが活性の回復は見られなかった。ただしこの場合、野生型酵素活性も 2M

NaN3も阻害をうけた。

次に 0647A、06470での NaN3、HCOONaの酵素反応に与える影響をみた。 0481Aと同

様に反応系にNaN3やHCOONaを0""2M加え、 p-nitrophenyIα-glucosideを基質に用い遊離

するp-nitrophenolの量を測定した。しかしいずれの濃度においても活性の回復は見られなか

った。

以上の結果を Table4-6にまとめた。

112 



これらの結果からトglucan部e、s-glycosidaseで報告のあるようなNめらやHCOONaといっ

た求核試薬が酵素反応の求核種として反応が進行するケミカルレスキューが丘 pombe

怯 glucosidase変異酵素では生じないことがわかった。

第5項 D-GlucaIの水和反応

1.野生型酵素での D-glucalの水和

広pombeα陶glucosidaseの野生型酵素を使用して D-glucalの水和反応を行った。 D-glucal濃

度を変化させ初速度を測定した。 D-glucal濃度と初速度をプロットしたところ飽和曲線が得

られた。 Km、Yの速度論量を 1/s圃1/vプロットにより求めた (Fig.4-18)0Km==82 mM、V==IOO

μg2・deoxyglucose/min/mgproteinであった。従ってS.pombeα-glucosidaseがD-glucaIを水和

できることがわかった。

2. D481A、D647A、E484A変異酵素でのかglucalの水和

D481Aを用いてD-glucalの水和反応の有無を調べた。 40mM sodium acetate bu除r(pH 4.5) 

中で50mM D-glucalとD48IA59μgを35
0
Cで反応させた。生成2・deoxyglucoseの生成速度

は0.012μg2-deoxyglucose/minlmg proteinであった。これは同様の条件での野生型酵素を用

いた場合の2・deoxyglucose生成速度、 41μg2・deoxygIucose/min/mg proteinの0.03%の水和反

応率である。

同条件でD647A48凶を用いてD四glucalの水和を行ったところ 2・deoxyglucose生成速度は

0.025μg2・deoxyglucose/minlmgproteinであった。野生型酵素の 0.06%の値である。

これらの結果から D481A、D647Aがmaltase活性同様、 D-glucaI水和反応も失っているこ

とがわかる。

一方、活性中心でもう一つ必須な役割を果たしている Glu-484の変異酵素 E484A18開を

用いて D-glucaIの水和反応を行ったところ、 2μg2-deoxyglucose/minlmg proteinであった。こ

れは野生型酵素の4.9%の水和活性である。maltase活性の場合0.002%まで活性が減少してい

るのと比較して D-glucal水和活性の減少率は低いことがわかった。また E484Aの D-glucaI

水和反応の ~n、 Yの速度論量をLineweaver-Burkplotにより求めた。 Km==1，540mM、V=42.9

μg2・deoxyglucose/minlmgproteinであった。
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第4節考察

1.広pombeα-glucosidaseの活性解離基の推定

S.pombeα-glucosidaseの活性解離基の同定を目的として酵素反応の速度に対する pHの影

響を調べた。通常、遊離の酵素における pK値(pKe1、pKe2)をV/KmのpH依存性から求め

るが、本研究ではこれの簡便法として基質をKmの1110濃度に設定しそのpH依存性からpKe1、

pKe2を求めた。その結果から 2つのカルボキシル基が活性解離基であることを同定できた。

解離熱の値からアルカリ側の解離基がイミダゾール基であることも予想できたが DEPCで

酵素を修飾しても活性の減少がほとんど見られなかったことから、イミダゾール基が活性

には関わっていないことが判明した。 α-glucosidasefamily IIではこれまでテンサイ 145)、A.

nなer146)α-glucosidaseなどでその活性解離基が調べられているがいずれも 2つのカルボキシ

ル基である。

2. Asp-481を触媒反応の求核残基であると推定した

Asp-481は触媒反応における求核残基であると予想できる。以下それについて考察する。

本酵素のCBEによる失活の速度論的解析の結果からは「活性中心に位置する触媒反応に

重要なアミノ酸残基にCBEが結合することで酵素が失活している。また酵素1分子に対し

1分子のCBEが結合することで失活している」ことがわかった。自殺基質CBEは触媒反応

における求核残基のカルボキシル基に特異的に結合するとされている。その親和標識反応

はFig.1-4のように進行していると考えられている。すなわち CBEのエポキシ環の酸素原

子とα-glucoside結合の酸素分子は立体的に同じような位置にあるため活性中心に侵入した

CBEは酸塩基触媒基によりプロトン付加を受け、開環する。それにより生成したオキソニ

ウムイオンは求核残基の攻撃を受けて結合するというものである。これまでいくつかの

a.-glucosidaseでCBEにより修飾されるアミノ酸残基、すなわち求核残基が同定されている。

ウサギ小腸 sucrase-isomaltasecomplexの Asp四505と Asp-139465，66)、ヒトリソソーム

αぢlucosidaseではAsp_51867)、テンサイα-glucosidaseではAsp-46968)、A.nigerα-glucosidase 

ではP2subunitのAsp_23569)がCBEに親和標識される。従ってこれらのAsp残基はこれらの

a.-glucosidaseの求核残基であるとされている。この Asp残基はすべてのα-glucosidasefamily 

IIの酵素で保存されており、丘pombeα.-glucosidaseではAsp-481に相当する (Table4・7)。本

研究で部位特異的変異酵素 D481N、D481Aの maltase活性が野生型と比較してそれぞれ

0.009%、0.001%まで活性を失うことがわかった。

以上を併せて考えると S.pombeα-glucosidaseの失活はCBEにより Asp-481が修飾される

ことで起きており、そしてAsp-481は触媒反応の求核残基であると推定した。

3.触媒反応における 01u-484の役割について
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Glu・484は求核残基と推定したAsp-481の近傍にある残基である。その Gln、Ala変異酵素

E484Q、E484Aは活性をそれぞれ 0.001%、0.002%まで活性を失うことからこの残基が触媒

活性に必須であることは予想がつく。しかしカルボキシル基を残した変異酵素 E484Dはそ

の活性を野生型と比較して9%維持する。

似たような現象がヒトリソソームα-glucosidaseで報告されている 147)0Glu・484に対応する

Glu・521今Lys、Gln、Asp変異酵素を COS細胞で発現させると E521Qが活性を完全に失い、

E521Kでは成熟タンパク質の合成すらできないのに対して、 E521Dは約 10%活性が残存す

る、というものである。本研究の結果とこのヒトリソソーム怯glucosidaseの結果と併せて考

えると、加水分解反応において必須なのはGlu-484の位置でのカルボキシル基であることが

わかる。 TAAでの酸塩基触媒残基変異酵素の例をあげると、酸塩基触媒残基Glu帽230をAsp

に変えた場合、活性を完全に失う 148)。酸塩基触媒残基の場合それがカルボキシル基を残す

変異であっても活性を失うのことになる。また E484Aでは D-glucal水和反応の減少が他の

D481A、D647Aに比べて小さい。 D-glucalの水和反応は酸塩基触媒残基によって活性化され

たOHーがC刷1炭素を攻撃して終了する。すなわち Glu-484は酸塩基触媒残基ではないといえ

るのではないだろうか。

Glu・484の触媒反応での役割は何であろうか?以下それについて E484A変異酵素は

maltase活性をほぼ失うのに対しかglucalを水和できるという事実から考察したい。

まず一次構造に相向性は全くないが同じくα-glucoside結合に作用し、その反応機構は似

たものであると予想される酵素群α-amylasefamilyの一つであるPseudomonasstutzeriマルト

テトラオース生成α・アミラーゼ (G4・アミラーゼ)を例に挙げたい 62)0 G4-アミラーゼでは

求核残基、酸塩基触媒残基に続く第 3のカルボキシル基である Asp294(TAAでは Asp297)

の役割を「サブサイト・1位に結合する gIucosyI残基の0・2、。司3に強く水素結合することに

より、基質結合力を強め、かつ加水分解反応を誘引するように歪みを与えることである。

すなわち fixerとして働いている」と説明している。基質に歪みが与えられたときサブサイ

ト・1位上の gIucosyI残基は半いす形の構造をとり、 l番炭素 (cI)はほとんど Sp2混成軌道

に近い電子状態をる。

D-glucaIはl番炭素 (cI)と 2番炭素 (C2)が二重結合でつながっている基質でClはSp2

混成軌道である。すなわち通常の基質にすでに歪みが与えられた状態と同じである。一方

maltoseは非還元末端glucosyI残基 (glc-l)の ClはSp3混成軌道である(本来の加水分解を

Scheme 4・1に示す)0E484Aはmaltase活性を失うが D-glucalを水和できる。すなわち基質

に歪みがあれば反応を進行できることになる。 E484Aは基質に歪みを与えることができな

くなっているので、すでに歪みが与えられている基質 D-glucaIなら反応を進行できるが

(Scheme 4・3)、歪みを与える必要のある maltoseを加水分解することになる (Scheme4-2)。

すなわち Glu・484の役割は基質に歪みを与えることと推論できる。

Glu-484が「基質にひずみを与える役割」を担っていると仮定するとα-gIucosidaseと

α・1，4・glucanIyaseの反応の違いを以下のように考察できる。 α-glucosidaseと相同性を持つ

115 



α-1，4・glucanlyaseは本研究で活性に必須であるとした3つのアミノ酸残基のうちGlu-484を

保存していない 35)0 Glu-484が基質にひずみを与えると g1c-lのClはSp2混成軌道に近い電

子状態をとることになるだろう。すなわちここでは結合角を 109028'から 1200に広げること

がGlu-484の役割だと仮定している。このことで酸塩基触媒残基にプロトンを奪われ水分子

から生成した OH"がClに攻撃しやすい立体配置になっている。しかし Glu・484を保存して

いないαー1，4・glucanlyaseは基質に十分な査みを与えられないために ClはSp3混合軌道のま

まで、噌OHは立体障害のため Clを求核攻撃できない。そのため C2からプロトンを奪う脱

離反応に傾くのではないだろうか。

また、全く違う Glu・484の役割としては酸塩基触媒残基と水素結合を形成し酸塩基触媒残

基がまずは酸として働くことをサポートしている、という考えもある。すなわちα-amyl出e

ぬmily酵素群における TAAのAsp-297の役割と同様に基質結合前に酸塩基触媒残基の pKa

を押し上げることに寄与しているという考えである。

4. Asp-647を酸塩基触媒残基であると推定した

Asp-647変異酵素 D647N、D647Aは野生型酵素の 0.001%、0.0002%とほぼ完全に活性を

失う。活性に必須であると判断した 3残基のうち Asp-481が求核残基、 Glu-484がfixerとし

て働いていると予想できた。よってこの残基が酸塩基触媒残基であることを予想できる。

以上をまとめて加水分解反応への 3残基の関わりを示す反応模式を以下のように予想した

(Fig.4・19)。まず、基質が酵素活'性部位へ進入してくる。進入してきた基質の g1c-lはGlu・484

により歪められ半いす形をとる。それと同時に Asp-647が酸として働き glucoside結合の酸

素原子にプロトンを供与することで加水分解が始まる。 glucoside結合は切断されアグリコ

ンが遊離し、カルボニウムイオン中間体を生じる。 Asp-647が塩基として働き水からプロト

ンを奪い生じた OH-がカルボニウムイオン中間体の Clを攻撃し反応が終了する。ここでカ

ルボニウムイオン中間体がAsp-481と共有結合を形成するか、もしくはAsp-48Iがカルボニ

ウムイオン中間体の安定化にのみ寄与しているかが議論となるがここでは安定化にのみ寄

与していると考えた。

またAsp-481とGlu・484、Asp圃647とその周辺をα-glucosidasefamily Uでアラインメントし

てみた (Table4・7)0 Asp-481とGlu司484を含む領域を RegionAとし、 Asp-647を含む領域を

Region Bとした。これらの領域をα-glucosidasefamily IIの触媒に必須なアミノ酸残基を含む

保存領域として提唱したい。それぞれの領域はとてもよくアミノ酸残基が保存された領域

であることがわかる。 Asp-481、Glu・484、Asp同647のほかに、 Gly・477、Trp-479、Met・482、

Phe・488、 T中-644、 Gly・646、 T中-652が完全に保存されている。またMjavanicω 由来 (Ser~Ala)

を除き Ser-486、大麦 (Morex)由来 (His-シTyr)を除き His-643、ヒト酸性リソソーム由来

(Asn今VaI)を除き Asn-648が保存されている。また芳香族アミノ酸残基が多い。一般的に

基質結合に関わるアミノ酸領域にはよく芳香族アミノ酸が配置されている。本酵素でも芳

香族アミノ酸は糖の疎水面とスタッキング相互作用により基質結合に関わっている可能性
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がある。これについては次章で考察する。

一般的に酵素の触媒部位は疎水性であり、決められた水分子しか進入してこないと考え

られる。 Asp-647の直後にはN型糖鎖付加モチーフ 648・NHS-650が存在する。糖鎖付加部

位が同定されているA.nigerα古IucosidaseではこれがP2subunitの41ふNYS-417に対応する

が、このAsnには糖鎖が付加されていないことがわかっている 150)。すなわちこの事実は糖

鎖が付加しないことにより、活性中心における糖鎖による立体障害を回避し、かつ疎水的

環境を維持していることを示唆している。

最後にこの酸塩基触媒残基Asp-647をはじめ、求核残基Asp-481、第3残基Glu開484変異

酵素がなぜ完全に活性を失わないのか?ということについて考察する。例えばAsp司647変異

酵素について考える。上述で推測した反応機構に従えば、活性部位に進入してきた基質分

子はGlu・484により歪められることにより余分なエネルギーを内蔵することになる。すなわ

ち原系 (E+S)での基底状態のエネルギーが高くなるわけで活性化エネルギーが小さくても

反応が進むようになる。よって触媒残基の変異酵素であっても自発的な反応より加水分解

が速く進行するのではないだろうか。

5. D-glucaIの水和反応について

a.-glucosidaseはD-glucalを水和し2・deoxygIucoseを生成することは古くから知られている。

maltase活性を失った変異酵素 (D481A、E484A、D647A)でかglucalの水和反応を調べたと

ころ E484Aは野生型の約 5%水和活性を残存していたのに対して D481A、D647Aは水和活

性も失った。これらの結果からは D-glucalの水和も通常の加水分解反応と同様に進行してい

ることが予想できる。すなわち活性部位に侵入してきた D-glucaIの 2位に酸塩基触媒残基

Asp-647がプロトンを供与し、 D-glucaIはカルボカチオン中間体を形成する。 Asp-481は活

性部位で解離型をとり、カルボカチオン中間体の安定化に寄与していることになる。もし

二重置換反応をとるなら中間体と共有結合を形成する。その後プロトンを失った Asp“647

にプロトンを奪われた水分子のOHーがCl炭素を攻撃して2-deoxygIucoseを生成する。D647A

はプロトンを付加することも水を活性化することもできないため水和反応は進行しないし、

D481Aは反応中間体を安定化することができないので水和反応は生じないのだろう。一方

E484Aは前節でも考察したように基質分子に査みを与える fixerの役割であるから、元来歪

みの与えられている D-glucalに対して酸塩基触媒残基、求核残基が残存していれば水和活性

を示すのではないだろうか。

5.その他の部位特異的変異酵素について

保存されたカルボキシル基に部位特異的変異を導入すると触媒反応に必須な残基以外で

あっても Asp-218、Asp-355、Asp-877のAsnへの変異酵素が活性を大幅に失っている。この

ことはこれらの残基が酵素の機能において重要な働きをしていることを示す。進化の過程

において保存されており、これらのアミノ酸残基は触媒残基以外の重要な機能を備えてい
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る可能性は高い。例えば基質認識、また活性中心構造の維持などを予想できる。その中で

Asp-218のp-nitrophenylα-glucoside分解活性と maltose分解活性とを比較したとき、 maltase

活性の減少が大きい。このことはAsp閉218がサブサイト 2での glucose残基の認、識に関わっ

ていることを予想させる。

6. a-amylase family酵素群保存領域様配列について

S. pombeα-glucosidaseアミノ酸配列中にはα-amylasefamily酵素群で高度に保存された領

域 (Region1・4)と似た配列が見いだされた (Table4-4)。これらの領域にはα-amyl邸 efami1y 

酵素群では触媒残基Asp四206、Glu-230、Asp-297(TAAでのアミノ酸番号。それぞれRegion

2、Region3、Region4に位置する)が含まれる。またRegion1とRegion4とで保存されて

いるHis残基 (TAAHis-122、His-296)は基質と水素結合を介して相互作用しており、遷移

状態の安定化に寄与していると考えられている 151，152)。そこでこれらに相当するS.pombe 

α-glucosidaseのアミノ酸残基His司388、His-579、Glu・504、Asp-580が活性に関わっていない

ことを確認するために変異を導入した。 Asp四206に相当する残基はS.pombeα田glucosidaseで

はAsp-481で活性に必須であることをすでに示しである。もし S.pombeα-glucosidaseにおい

てα-amyl出 efamilyと同様に他の 3領域も活性中心を形成しているならば、基質結合部位

(TAA His-122、His-296)に相当する His-388、His-579や、触媒アミノ酸残基 (TAAGlu・230、

Asp-297)に相当する Glu・504、Asp-580に部位特異的変異を導入した酵素は活性をほぼ完全

に失うはずである。しかし変異酵素 H388N、E504Y、H579S、D580Nはそれぞれ組抽出液

で野生型酵素の 69%、182%、12%、167%の活性を示した。変異酵素E504Y、D580Nの活

性が増加したのは培養条件の微妙な違いなどの理由で組み換えタンパク質の発現量が多か

ったためと考えられる。したがって変異酵素の活性から考えて丘 pombeαぢlucosidaseの

a-amyl邸efami1y保存領域様配列のうち、 Region1、3、4は単なる一次構造の類似であり、

活性中心を形成するものではないと結論できる。

α-glucosidase family 1とfami1yIIとの一次構造上の相向性は低い。しかし反応はα-glucoside

結合に作用し、 α・アノマーの生成、 α-glucoside結合の形成に関して同じである。おそらく

反応機構は同一であると推測できる。比較的下等な生物である S.pombe にα-amylasefamily 

酵素群に共通な配列が見つかったことでα-glucosidasefamily 1と伽nily11が共通な祖先から

派生したものかもしれないという見方もある 153)。しかしそのような分岐進化の中でも触媒

残基を含む保存領域配列が淘汰されるとは考えにくく、このふたつのα-glucosidase血milyは

異なる起源のものが次第に同じ性質をもつようになった収数進化であろう。また Candida

albicansではα司glucosidaseがふたつ報告されており、それぞれα-glucosdiasefamily 1、向milyIl 

に属する。これも収数進化を後押しする事実ではないだろうか。

7. Asp-676について

Asp圃676はヒトリソソームα-glucosidaseでは Asp-645に相当する。ヒトリソソーム
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α砕-剖.

起こすことから、 α-glucosidasefamily IIのなかでも研究の進んでいる酵素の一つである。

Pompe病患者から得られた遺伝子から様々な欠損部位が見つかっており、またそれらの変

異を初vitromutagenesisにより新たにcDNAに導入し、COS細胞や繊維芽細胞などで発現し、

その細胞内輸送などが調べられている (http://www.eur.n1/FGG/CHl/pompe/mutation.htm)。

Asp-645の変異はその一つであり Asp聞645今His、Glu、Asnへの置換が見つかっている 154・156)。

これらの変異を新たに cDNAに導入し COS細胞に導入すると活'性をほぼ完全に失ってしま

うこと、またこのAsp-645周辺のアミノ酸残基が非常に良く保存された領域であったことか

らこの Asp-645が触媒反応のプロトンドナーとして報告された 4)。しかし本研究でこの

Asp幽645と相同であるS.pombe a-glucosidaseのAsp-676今Asn変異酵素が活性を野生型の2%

を残存していたことからこれがプロトンドナーであることを否定した。またヒトリソソー

ムルglucosidaseのAsp-645においても Glu変異酵素を COS細胞ではなく繊維芽細胞で発現

した場合には、野生型の 33%の活性を残すという報告 157)もありこれがプロトンドナーでは

ないことがわかる。 Asp同645の変異による Pompe病は、酵素の細胞内輸送、リン酸化などの

翻訳後修飾ができなくなるために引き起こされる、というのが有力である。

今回、 Asp-645が触媒反応のプロトンドナーではないことがわかったが、遺伝変異とそれ

らが活性を失うことが数多く報告されているヒトリソソームα官lucosidaseの遺伝的欠損に

よるアミノ酸残基置換のデータはα-glucosidasefamily J[の酵素化学的研究を進める上でも

参考になると思う。これまで報告されている Pompe病のうちエキソンの変異によりアミノ

酸残基置換、欠損のものをまとめた。 (Table4・8)

8. Asp-481、Asp-647変異酵素がNaN3，HCOONaにより活性を復帰しないことについて

いくつかのs-glycosidaseではその求核残基、酸塩基触媒残基に変異を導入し活'性を失った

酵素の反応液にNaN3などの求核試薬を加えることでそれを求核剤として反応が進行するこ

とが報告されている。Celluomonusfumi exoglucanase/xylanase (Cex) 74， 75)、Sulfolobωsolfataricus

s-glycosidase ( Sss古ly) 76) 、Agrobacterium faecalis s・・glucosidase78)、Bacillus licheniformis 

1，3・1，4-s-glucan出e79)などで報告があるが、例えばCexでは2MNaN3を加えるとその酸塩基

触媒残基変異酵素 E127Aは約 200倍の kcatの値をとるようになる。そ乙でS.pombe 

a-gl ucosidase求核残基変異酵素、酸塩基触媒残基変異酵素で求核試薬による活性の復帰、す

なわちケミカルレスキューが起きることを期待したが、結果はNaN3、HCOONaの添加によ

る活性の復帰は見られなかった。すなわち外用の求核試薬を用いて求核残基、酸塩基触媒

残基を決定することはできなかった。なぜケミカルレスキューが起きなかったのかについ

て考察する。まず、求核試薬が所定の位置、基質 glc・1のClの近くに侵入できないことを

予想できる。すなわち Asp-481やAsp-647は溶媒と接し難い位置にあるという考えである。

s. pombeα-glucosidaseでは立体構造が未知であるため、活性部位の構造やglc-lのCl付近

の状態を知ることはできない。そこで同じα-glucoside結合に作用する酵素群α-amylase
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おmilyのTAAを例にする。これまでα-amyl部eでは変異酵素でのケミカルレスキューの報告

はない。 TAAの場合、求核残基Asp-206は活性クレフトの最底部に位置し gIc-lと近接して

いることが知られている。 S.pombeα-glucosidaseにおいてもこれに対応する Asp-481が活性

部位の底に位置するために求核試薬が進入していけないことが考えられる。また Asp四647

については疎水環境に位置することを先に考察した。これが正しければAsp-647の位置まで

求核試薬が進入していけない可能性がある。これまでト結合に作用する酵素では触媒残基変

異酵素でのケミカルレスキューの報告が数多くあるのに対しα幽結合に作用する酵素ではそ

の報告が見つからない。 α・結合に作用する酵素、 s-結合に作用する酵素で反応機構に違いが

あるだろうか。おそらく反応機構には違いはないであろう。一般酸塩基触媒により進行し

ている。しかし、 α-glucosideはgIc-lアノマー炭素の-OH基がaxial、s-glucosideはgIc-lア

ノマー炭素の・OH基がequatorialに結合している。それぞれの glycosidaseがα・結合もしくは

ト結合に対してそれぞれ特異性をもつのは基質の結合様式と触媒残基の位置関係によるも

のと考えられる。その位置関係がα"結合とや結合に作用する酵素で違うため、 α・結合に作用

する酵素では求核試薬が近づきにくくなっているのではないだろうか。

また今回、基質にはp-nitrophenylα圃glucosideを使った。 Sss古Iyでのケミカルレスキュー

では、基質に 2・もしくは4-nitorophenyls-glucosideを使うよりも 2，4-dinitrophenyls-glucoside 

を使ったほうがより活性の復帰が大きい。 2，4-dinitrophenyl基は 4・nitrophenylにくらべて非

常に良い脱離基なので反応は進行しやすくなっているのである。また酸塩基触媒残基変異

酵素の場合は基質がよりよい脱離基をもっていなければケミカルレスキューは不可能であ

る。

また sodiumazideによる酵素反応の阻害が大きいことも要因となる。例えばSsb・.glyでは

sodium azideによりほとんど阻害を受けない 76)が、 S.pombeα圃glucosidase野生型酵素は 10%

以下まで阻害を受けた。
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第5節要約

1.酵素反応の pHによる影響から S.pombeα幽glucosidaseの活性解離基は2つのカルボキシ

ル基であることがわかった。

2.αぢlucosidasefamiIy IIに含まれる 17種の酵素で完全に保存されたカルボキシル基に部位

特異的変異を導入し、広 cerevisiaeで発現させたところ Asp-481、Glu“484、Asp-647が活性に

必須であることがわかった。

3. Asp-481はS.pombeα-glucosidaseが自殺基質CBEが 1対 1で結合することで失活するこ

と、またその相同性から触媒反応の求核残基であることを予想できた。

4. Glu-484はGln、Alaへの変異では maltase活性を失うのに対し、カルボキシル基を残す変

異E484Dではmaltase活性を野生型の 10%示した。活性中心のこの位置でのカルボキシル基

が加水分解反応に必須であることがわかった。 E484Aはmaltoseを加水分解することはでき

ないが、より遷移状態に近い構造をもっ o-glucalを水和できることから Glu・484は基質に歪

みを与える役割を果たしていると予想した。

5.3つの必須な残基のうち残るAsp-647が触媒活性の酸塩基触媒残基の最有力候補であるこ

とがはじめて明らかにされた。
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Table 4・1

D218N 

D287N 

D355N 

D355E 

D481E 

D481N 

D481A 

E484Q 

E484D 

E484A 

D647N 

D647E 

D647A 

D676N 

E714Q 

D87升ぜ

Oligonucleotides Used for Mutation in Amino Acid 

Sequence of oligonucleotides primer a Restriction site inserted or deleted 

5' -GGGGCTAGCTTCATl‘'ATTAGCCCAAAAGG-3 ' 

T・GTATACAAAAAGATTTAATAACACCACCG・.3'

5'-GTAATCAATT ATTAGACCAAAAGGTTTC-3' 

デーCATGTAATTCGATTTCAGACCAAAAG-3' 

5' -TTCGTTCATTTCAGTCCAAATTC-3' 

デーGTTCATATTAGTCCAAATTC-3'

5'-TTCGTTCATAGCAGTCCAAAT-3' 

5' -AAGAGGGTTGGTTCATATC-3' 

5'-ACGAAGAGGGATCGTTCATATC-3' 

T・CGAAGAGGGTGCGTTCATATC-3'

タ-TATGGマTGCTCATTGGTTGGGTAATAATCATTC-3' 

5'-TGGTTGGGTGAAAATCATTCT-3' 

5' -TGGTTGGGTGC工AATCATTCT-3'

アーGGTATTCCTCATGGTAGGAGCTAATGTTTGTG-3'

5'-ATTTACCA TGATCTCACAACAGCCCTAC-3' 

ア-CACCATCATTAAGGTAGAGCTTCACCAG-3'

Vspl inserted 

S伊1ins剖 ed

Clal inserted 

ApaLI deleted 

Nヒ01inserted 

BglII inserted 

SαCI inserted 

a The substituted nuc1eotides are indicated as bold letters. Mutant codons are underlined. The symbols (T and ¥7) 
show the restriction sites inserted and deleted， respectively. 



Table 4-2 Ma1tase Activity of SPGase Mutant in the Cell-企eeExtract 

Ma1tase activity 

Position and type of mutation (U / mg protein) a (%)b 
一一一一一一一一一

Wi1ld-type 0.20 100 

Control (S.cerevisiae) C 0.00026 0.13 

218 D→N 0.0012 0.60 

287 D→N 0.14 70 

355 D→N 0.00060 0.30 

355 D→E 0.00060 0.30 

481 D→N 0.00040 0.20 

481 D→E 0.00020 0.10 

481 D→A 0.00032 0.16 

484 E→Q 0.00026 0.13 

484 E→D 0.018 9.0 

484 E→A 0.00040 0.20 

647 D→N 0.00026 0.13 

647 D→E 0.00020 0.10 

647 D→A 0.00016 0.08 

676 D→N 0.0040 2.0 

714 E→Q 0.052 26 

877 D→N 0.00080 0.40 

a The protein concentration was measured by the Bradford method. 
b The activities were compared with the wild-type. 
C S. cerevisiae not carrying SPGase / p YES. 
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Table 4-4 Conserved Amino Acid Sequences in α・Amylase，Related En司rmes，and αーGlucosidasesContaining Regions Deduced as Catalytic Sites. 

En司fme* Region 1 Region 2 Region 3 Region4 

α.-amylase family 

A司perigillusoryzae AMY 工工7-DVVANH 202-GLR工DTVKH 230-EVLD 292-FVENHD 

Bacillus stearothermophilus NPL 242-DAVFNH 324-GWRLDVANH 357-E工WH 4工9-LLGSHD

Pseudomonas amyloderamosa IAM 291-DVVYNH 370-GFRFDLASV 454-EWSV 502-FIDVHD 

Klebsiella aerogenes PUL 600-DVVYNH 67工-GFRFDLMGY 704-EGWD 827-YVSKHD 

Baci/lus stearothermophil;ωCGT 13工-DFAPNH 221-G工RMDAVKH 253-EWFL 319-F工DNHD

炉・・晶 EscherichiαcoliBE 335-DWVPNH 40工-ALRVDAVAS 426-EFGG 521-LPLSHD 
t4J 与

α-glucosidase Family 1 

Sacchromyces cerevisiae AG 106-DLV工NH 210-GFR工DTAGL 276-EVAH 344-YIENHD 

Bacillωcereus AG 98-DVVVNH 工95-GFRMDV工NF 255-EMPG 324-YWNNHD 

Mosquito AG 工14-DFVPNH 215-GFR工DAVPY 290-EGYT 351-VLGNHD 

α-glucosidase Family 11 

Schizosacchromyces pombe AG 383一DLVSNH 477-G工WTDMSEV 504-EPLV 575-EQGNHD 

AMY，α-amylase; NPL， neopulIulanase; IAM， isoamylase; PUL， pulIulanase; CGT， cyclomaltodextrin glucanotransferase; BE， 1，4-a・glucanbranching 

en勾rme;AG，α-glucosidase. 



Table4・3 Ma1tase Activity of Purified SPGase Mutant 

Maltase activiザ
Position of mutation (U / mg protein)a (%)b 

Wild-type 45 100 

218 D→N 2.9 X 10-2 0.06 

355 D→N 4.8 x 10・2 0.1 

877 D→N 7.0 x 10・2 0.2 

481 D→N 4.1 x 10・3 0.009 

D→A 4.4 X 10-4 0.001 

484 E→Q 6.4 X 10-4 0.001 

E→A 8.2 x 10-4 0.002 

647 D→N 6.4 X 10-4 0.001 

D→A 7.3 x 10づ 0.0002

a The protein concentration was calculated with assumption that E九 at280 nm 
was 6.58. 
b The specific activities were compared with the wild-type. 

Table 4幽5 Maltase activity of SPGase Mutant in the Cellイ附Extract

Ma1tase activity 
Position of mutation (U / mg proteint 

Wild type 0.51 
H388N 0.35 
E504Y 0.93 
H579S 0.06 
D580N 0.85 

a The protein concentration was measured by the Bradford method. 
b The activities were compared with the wild-type. 
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Table 4-6 Effects of Sodium Azide or Sodium Formate on the Specific Acitivity of Wild・typeand Mu旬ntS. pombe 

α-glucosidase 

Concentration of external nucleophile (M) 

Nucleophile Enzyme 2 0.5 。
NaN3 D481A 0.00038 0.00145 0.0029 0.0039 

D481G 0.00002 0.00044 N.D. 0.00024 

D647A 0.00048 N.D. N.D. 0.0010 

D647G 0.00011 N.D. 0.00011 0.00029 

Wild-type 0.032 0.098 0.12 1.4 

HCOONa D481A 0.0014 0.0016 N.D. 0.0031 

D481G 0.000059 N.D. 0.00032 0.00024 

D647A 0.00067 N.D. N.D. 0.0010 

D647G 0.00034 N.D. 0.0004 0.0003 

Wild-type 1.4 1.63 N.D. 1.4 

Values are shown邸 μmolp-nitrophenol librated per min per mg protein at 35
0

C 企om7.4 mM  p-nitrophenyl 

α-glucoside. N.D. means ‘not determined'. 



Table 4-7 Multiple Alignments of Two Conservative Regions， Region A and B， Including Essential Residues of SPGase. 

Origin RegionA RegionB 

丘pombe 476 SG工WTDMNEPSSF 488 641 GAHWLGDNHSLW 652 

A. niger (P2 subunit) 219 DGVWYDMSEVSSF 231 408 AGHWGGDNYSKW 419 

A. oryzae 487 DGVWYDMAEVSSF 499 654 AGHWGGDNFSKW 665 

C. tsukubaensis 521 SG工WLDMNEPSSF 533 724 TGHWLGDNYALW 735 

Mjavanicω 425 DGLW工DMNEPASF 437 561 VGHWTGDNHSFW 572 

s. occidentalis 465 DG工WADMNEVSSF 477 632 TGHWGGDNTADW 643 

Sugar beet 464 DG工W工DMNEASNF 476 562 TAHWTGDNAATW 573 

Barley 432 DGLW工DMNE工SNF 444 528 TAYWTGDNAATW 539 

Spinach 460 DGLW工DMNE工SNF 472 558 TAHWTGDNAATW 569 
ー~ Human 513 DGMW工DMNEPSNF 525 610 AGHWTGDVWSSW 621 
、ト」』

Rabbit (sucrase) 工389 DGLW工DMNEPSSF 1401 1494 AGHWLGDNYARW 1505 

Rabbit (isomaltase) 500 DGLW工DMNEVSSF 5工2 598 AAHWLGDNTATW 609 

Human(sucr出e) 1389 DGLW工DMNEPSSF 1401 1494 GGHWLGDNYARW 工505

Human (isomaltase) 500 DGLWIDMNEVSSF 512 598 AAHWLGDNTASW 609 

Rat (sucrase) 工394 DGLW工DMNEVSSF 1406 1506 GGHWLGDNYTTW 1517 

Rat (isomaltase) 509 DGLW工DMNEVSSF 521 609 ANHWLGDNTASW 620 

Consensus
a dG W DM E s F hW GDn W 

a Amino acid residues which are identical to all or the majority ofthe sequences are indicated by capitals and lower-case letters， respectively. 
Asp identified to be labeled by CBE is underlined. Bold Asp and Glu are interpreted as critical residues for catalysis. The 

N-glycosylated rnotif， NXS (or T)， is double-underlined. The nurnbers are arnino acid residues企ornthe N-terrninus of deduced 
arnino acid sequence for each protein except A. nigerα-glucosidase. In the case of A. nigerα-glucosidase， the nurnber correspond to 
the sequence of P2 subunit. 



Table 4-8 Register ofMutations in Human Acid α・Glucosidase

GAA (AA-change) E能ct Correspond to SPG 

del Met 1今日is952 miId Met 1 ~His 109 
Arg 199 His polymorfism Leu 128 
His 223 Arg polymorfism Thr 159 
Leu299 Arg severe Leu 235 
Gly 309 Arg severe Gly259 
Met 318 Thr severe Met268 
Trp402 Arg severe Trp 352 
Gly478 Arg severe Gly435 
Met519 Val severe Met482 
Met519 Thr severe 
Glu 521 Lys severe Glu 484 
Ser 529 Val mild Ala 542 
Pro 545 Leu miId Ile 572 
Ser 566 Pro severe His 593 
Gly 576 Ser mild Gly 606 
Gly638 Trp unknown Gly 669 
Gly 643 Arg severe Gly 674 
Asp 645 His severe Asp 676 
Asp 645 Asn severe 
Asp 645 Glu severe 
Cys 647 T中 severe Cys 678 
Gly 648 Ser severe Gly 679 
A培672Trp Iess severe Arg 703 
Arg 672 Gln Iess severe 
Glu 689 Lys polymorfism Glu 714 
Arg 725 T中 less severe Arg 755 
del Glu 730今Cys952 severe Glu 730今Leu969 
T中 746Termination severe VaI776 
T中 746Cys polymorfism 
Pro 768 Arg severe Pro 798 
I1e 780 VaI polymorfism Tyr 806 
VaI 816 I1e polymorfism Val833 
deI Gly 828今Asn882 severe Gln 845うLeu884 
Arg 854 Termination severe Thr 871 
del Lys 903今Cys952 severe Asn 915今Leu969 
Thr 927 Ile polymorfism Gln 939 
Va1949 Asp severe Asn 963 
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Fig. 4閏1.Construction of SPG (D218N) / p YES expression vecter. 
D218N mutation was introduced by primer-template mismatch PCR. The 
mutation was confirmed by DNA sequencing. The newly introduced mutation 
was shown by X 
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SPGase cDNA (4.2 kb) 

一一時翻戦欄翻欄・
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Fig. 4-2. ConstructIon of SPG (D287Nラ D355N，D481N， or E484Q) /pYES ) / 
P YES expression vecter. 
These mutatIons were introduced by Kunkel method. The mutation was 
confirmed by DNA sequencing.τhe newly generated mutation was shown by 
× 
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Fig. 4・3.Construction of SPG (D64別， D676N， or E714Q) IpYES ) I pYES 
expreSSlOn vecter. 
These mutations were introduced by Kunkel出ethod. The mutation was 
confirmed by DNA sequencing. The newly generated mutation was shown by 
× 
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Fig. 4-4. Construction of SPG (D887N) I p YES expression vecter-
官lesemutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA se弓uencing. The newly generated mutation was shown 
by x 
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Fig. 4・・.5.Construction of SPG (G2444C) I pYES expression vecter-
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Fig. 4-6. Construction of SPG (D481A， D481E， E484A， E484D， E484Aラ E504V，
H579S， or D580N) / pYES expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA sequencing. The newly generated mutation was shown 
by x 
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Fig. 4・7.Construction of SPG (D647Aラ D647E)/ P YES expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA sequencing. The newly generated mutation was shown 
by x 
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Fig.牛8.Construction of SPG (H388N) / p YES expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA se弓uencing. The newly generated mutation was shown 
by x 
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Fig. 4-9. Construction of SPG (D481G) / pPICZA expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA se弓uencing. The newly generated mutation was shown 
by x 

134 
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Fig.牛10.Construction of SPG (D647G) / pPICZA expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA sequencing. The newly generated mutation was shown 
by x 
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Fig. 4-11. SDS四PAGEof S. pombeα-glucosidase rnutants. 

panel A: lane 1， deglycosylated D481N; lane 2 D481N; lane 3， E484Q; lane 4， 
deglycosylated E484Q; lane 5， D647N; lane 6 deglycosylated D64行-J.
panel B: lane 1， deglycosylated D64 7 A; lane 2 D647N; lane 3ヲ deglycosylated
E484A; lane 4ヲ E484A;lane 5ラ D481A;lane 6 deglycosylated D481A 
panel Cラ lane1， D218N; lane 2， D355N; lane 3， D877N. 
panel D， lane 1ヲ deglycosylatedD481G; lane 2， D481G. 
panel Eラ lane1， deglycosylated D647Gラ lane2ラ D647G.
The lane M is size rnarkers. 
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Fig. 4-14. Effects ofmethanol on hydrolysis of 
ma1topentaose at various pHs. 

The reaction mixture containing 0.1 ml of 8.5 mM G5， 
0.2 ml ofMcIlvain bu妊er，100μ1of methanol or water 
and 0.1 ml of 26μglml enzyme solution was incubated 

at 35
0
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Fig.4-15. Modification of S. pombeα圃Glucosidasewith DEPC. 

The enzyme (0.24μM) was incubated with 0， 9， or 37 mM of 
DEPC in 60 mM sodium phosphate buffer (pH 6)剖 20

o
C. At 

the indicated time， a1iquot of reaction mixture was removed and 
added to 86 mM histidine， and the residua1 activity for 0.2 % 
ma1tose was measured in 40 mM sodium a∞tate buffer (pH 4.5) 
at 35 oC.・，0 mM DEPC; .， 3 mM DEPC;口，37mM
DEPC; 0， 37 mM DEPC + 56 mM ma1totriose. 
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Fig.4-16. Inactivation of S. pombeα-glucosidase by CBE. 

A:S.pombeα-glucosidase (134 nM) was incubated with various concentrations of 

CBE at 35
0

C in 40 mM sodiumacetate buffer， pH 4.5. At indicated time， an a1iquot of 

the mixture was taken， and then residua1 activity was measured using 0.2% ma1tose出
substrate at 35

0
C and pH 4.5. Curve 1， 0α由，fCBE; 2，0.475 mM CBE; 3， 0.95 mM 

CBE; 4， 1.9 mM CBE; 5， 3.8 mM CBE; 6， 7.6 mM CBE. Tris of 100 mM was added to 

mixture of S. pombeα-glucosidase and 3.8 mM CBE under the same conditions出 A，
and residua1 actvity was shown by curve a. B， C， and D: The kobs va1ues were 
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百lemodification mixture consisting of 6x 1 0・4mMenzyme and 
1.9mM CBE in 40mM sodium acetate buffer (pH4.5) was 

incubated at 35 oC. At Omin，5min，lOmin and 15min，100μlof 
the reaction mixture was taken out and diluted 30-fold with 
ice-cold 50mM sodium acetate buffer containing 0.05% Triton 

X-lOO (pH4.5) to stop the reaction. The Km and VvaIue of 

modified enzymes were determined by Lineweaver-Burk plots. 
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Fig.4・18. D-Glucal hydration. 

A， Initial rate of D-glucal hydration catalyzed by S. pombeα-glucosidase， plotted as a function of substrate concentration. 
reaction mixture containing 40 mM  sodium acetate buffer (pH 4.5)， 16μg of enzyme， and various concentration of substrate was 
incubated at 35

0

C. B， Double reciprocal plots of determined A. 
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第5章 Schizosaccharomycespombeα-glucosidase活性中心の芳香族アミノ酸残基
の役割

第1節緒言

前章で推定した触媒残基を含む領域RegionAおよびRegionBにはα-glucosidasefamily Il 
でいくつかのアミノ酸残基が保存されている。そのなかでも芳香族アミノ酸残基が 4つ保
存されている。 T中関479、Phe圃488、T中間644、T中・652であるが本章ではこのうち T叩残基に
注目する。

Trp残基はかさばったインドール環の疎水面に基づ、く相互作用によりタンパク質の高次
構造維持に貢献しているものと考えられている。また触媒残基としてプロトンの授受に関
与する機能は知られていないが、基質結合部位にあって、基質との結合に重要な役割を果
たしているものがある。例えば、卵白リゾチーム T中・6i58，159)をはじめ、 Pseudomonas
fluorescens xylanase Aはサフサイト・1を3個のT叩残基が取り囲み、そのうち Trp同313の疎
水面が glucoseとスタックしていることがその立体構造から明らかにされている 160)o
a-glucosidaseと同様にα-glucoside結合をもっ基質の非還元末端から加水分解するd平ergillus
awamori glucoamylaseではサブサイト 2、4にそれぞれTrp-178、Trp-120が配置されており、
それらが基質酵素複合体遺移状態の安定'性に関わっていると考えられている 161，162)。加水分
解酵素以外でも maltodextrin-bindingproteinは4つの Trpがmaltose、maltodextrinを捕捉する

一方、 Phe残基もフェニル基の疎水面が基質結合に関わっている報告がいくつかある。例
えば、 exo・p開(l，3)-gIucanaseはパラレルに並んだ2つの Phe残基がサブサイト lのglucoseを
挟むかたちで押さえ込んでいることがその立体構造から明らかにされている 164)。また s.
cerevisiaeの glucose transporter Hxt2は Phe-431をTyrに変換すると gIucoseのみではなく
galactoseも輸送するようになることが示されている 165)。すなわち、 Phe残基が糖のエピマ
ーを認識している。

α-glucosidase family 11ではSch14仰 niomycesoccidentalis glucoamylase (α-glucosid蹴)で活'性
中心のTrp-468のAlaへの置換はα"し4結合よりもα-1，6結合により影響を与えることが示さ
れている 166)。このT中残基は丘pombeα-glucosidaseではTrp-479に相当する。
本章では触媒残基を含む保存領域RegionAおよびRegionBに保存されたT中残基のAla
変異酵素を作製し、その Km'Vを求める。本酵素は立体構造が明らかではないので、野生
型酵素とのKm、Yの比較から予想できる T叩の役割を考察する。
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第2節 実験材料および方法

(1)試薬、菌株

Nゐromosuccinimide、tryptophan(ナカライテスク)には市販のものを用いた。各種菌株、

各種基質、各種遺伝子工学用試薬は第 2章、第 3章で述べた。その他特に明記しないもの

は市販のものを用いた。

ο)オリゴヌクレオチド
オリゴヌクレオチドを北海道システムサイエンスに依頼合成させた。乾固しであるもの

を蒸留水で溶解させて、 20μM溶液として保存した。

(3)部位特異的変異の導入

部位特異的変異の導入を megaprimerPCRで行った。また変異導入の確認のために可能な

限り制限酵素認識部位を設け、制限酵素感受性により変異導入を確かめた。変異導入に使

用したプライマーを Table5・1に示した。またいずれの変異もシーケンスにより変異導入の

確認、を行った。 DNA操作は定法に従って行った。

megaprimer PCRによる部位特異的変異の導入を定法に従って行った。耐熱性 DNA

polymeraseにはKODDNA polymeraseを用いた。 1stPCRの増幅断片、すなわち megaprimer

の精製を QIAGENPCR Purification Kit (QIAGEN)を用いた。また2ndPCRは最終生成物の収

率を上げるために通常のmegaprimerPCRの前にmegaprimerのみを用いてアシンメトリック

に5サイクルPCRを行った。

(4)部位特異的変異酵素発現ベクターの構築

変異酵素の発現を丘 cerevisiaeで行った。

(4)ー1W479A (Fig.5・1)

変異導入を megaprimerPCRにより行った。まずSPG(G2444C)/p YESから BamHI・EcoRI

断片を切り出しBluescriptII SKにサブクローニングした。これを鋳型とした。 lstPCRのプ

ライマーには標的変異を含むプライマーと M13reverseユニバーサルプライマーを用いた。

2nd PCRのプライマーにはmegaprimerとM13・20ユニバーサルプライマーを用いた。変異

を含む増幅断片を BamHIとEcoRIで消化し SPG(G2444C)/pYESのBamHl・EcoRI部位と入

れ替えた。これを W479A発現ベクターとした。

(4)圃2.W644A、W652A(Fig.5-2) 

変異導入を megapr加 erPCRにより行った。 SPG(G2444C)/p YESから BamHI-EcoRI断片を

切り出しBluescriptIIにサブクローニングしたものを鋳型とした。 1stPCRのプライマーに

は標的変異を含むプライマーと M13・20ユニバーサルプライマーを用いた。2ndPCRのプラ

イマーにはmegaprimerとM13reverseユニバーサルフライマーを用いた。変異を含む増幅断
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片をBamHIとEcoRIで消化し SPG(G2444C)/p YESのBamHI-EcoRI部分と入れ替えた。こ

れらをそれぞれW644A、W652A発現ベクターとした。

(5)変異酵素の発現誘導と精製

s. cer，仰おiae、P.pωtrかいずれの組み換えタンパク質の場合も発現の誘導、精製法を第 3

章の野生型酵素のそれに従った。 (Fig.5-3)

(6)比吸光係数

T叩変異酵素のため比吸光係数をそれぞれの変異酵素で求めた。タンパク質を miIIiQ水に

対して十分透析した後、凍結乾燥した。凍結乾燥標品を秤量した後、 0.1M酢酸緩衝液 (pH

4.5)で溶解し 280nmでの吸光度を測定し比吸光係数を算出した。比吸光係数はW479Aが

E\~m= 5.87、W644AがE1%=5.81、W652AがE11%=5.90であった。
1lI 1 cm 

(7)pH活性曲線

W479A、W644A、W652AのpH活性曲線を各pHでmaltase活性を測定し求めた。広域緩

衝液にはMcI1vainebufferを用いた。

(8) N-bromosuccinimide (NBS)による Trp残基の分光的定量

40 mM  sodium acetate bu能r(pH 4.5)中の2.92μMタンパク質溶液500μlを分光用セルに入

れ、 280nmでの吸光度を記録した。 10μ1の2mMNBSを加え、混合し、室温で 1分間放置

後280nmでの吸光度を記録した。 NBS添加の作業を 280nmでの吸光度が減少しなくなる

まで続け、最小となった 280nmでの吸光度を記録した。タンパク質 1molあたりの酸化ト

リプトファンの mol数nを

44xI.31xMWxV 
n= 
Wx 5500 

(W=タンパク質の mg、作タンパク質溶液量ml、M=NBS酸化に伴う 280nmでの吸光度

の減少値、 MW=分子量)

により求めた。

(9)生化学的実験手法

活性測定、タンパク質の定量、 SDS司PAGEなど特に明記しない生化学的実験手法は第 3

章のそれと等しい。
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第3節 実験結果および、考察

第1項 活性中心に保存されたトリプトファン残基変異酵素の基質特異性

前章までで推定したα-glucosidasefamily IIの活性部位に保存されている T中-479、T中間644、

T中-652(いずれもS.pombeα-glucosidaseのアミノ酸番号)についてそのAla変異酵素(W479A、

W644A、W652A)をS.cerevisiaeで発現させ精製した後、基質特異性の変化を調べた。発現

と精製の方法は第3章の野生型酵素のそれに従った。

それぞれの変異酵素の各種基質に対する Km、yの速度論量を測定した。緩衝液には 40

mMsodium acetate buffer (pH 4.5)を用い、反応を 35
0

Cで行った。それぞれの基質について基

質濃度を変化させ初速度を測定した。 Km'Vの速度論量を 1Is・1Ivプロットおよび S寸 Ivプ

ロットにより求めた。各種基質に対する Km、yを野生型と併せてTable5・1，2，3，4にまとめ

た。

W479A、W644A、W652Aともにんが大きく減少している。しかしいずれの変異酵素でも

完全に活性を失ったものはなく、これらのT叩残基は触媒活性に必須ではないが重要な役割

を果たしていることがわかった。例えばこれら T叩残基変異酵素はKmの変化が大きいこと

からこれらの残基が基質結合に関わっていることを予想できる。また結合とともに基質と

酵素の複合体を基底状態から遷移状態へ構造を変化させる役割を果たしていることも考え

られる。そのために遷移状態を作りにくい変異酵素ではんが大きく減少している。また選

移状態の安定性への関与も想定できる。例えばW479Aの変異による maltotriose(03)に対す

る遷移状態の自由エネルギーの変化 167)を~(ふ0)= -Rl1n[(kolK;n)mu/C koIKm)wt]]jlら計算すると

野生型酵素と比較して 19kJ/molも増加する。それだけ遷移状態を形成しにくくなっている

こと、遷移状態が不安定であることを予想できる。

W479Aのko、Kmおよび、kolKmの二糖類に対する減少の割合から T中-479はサブサイト 2

に関与しているのではないかと考えられた。 koはmaltoseを除く二糖類と phenyla.-glucoside 

(ゆG)に対する減少が大きい (1%未満)0Kmはすべての基質に対して野生型酵素と比較して

増加しているが、特に二糖類maltose(02)に対して 11倍、 isomaltose(IG2)に対して5倍と大

きい。 kolKmはサブサイト l、2を占めるこ糖類とやGでその減少の割合が大きく、そのなか

でも G2よりも lG2、kojibiose、中Gでの減少の割合が大きい。これはサブサイト 2の構造変

化を想像させる。また nigeroseに対してのK;nの変化が小さいのは野生型酵素において元来

親和力が弱いためと思われる。一方、K;nは G3に対して 46倍、 p-nitrophenyla.-maltoside 

(pNPG2)に対して6倍の増加が見られたので、サブサイト 3への関与も予想できる。野生型

酵素の場合 pNPG2に対する KmはG3に対するそれよりも小さい。このことはpNPG2がよ

りサブサイト 3との関係が強いことを示しており、もし Trp聞479がサブサイト 3に関わって

いるならその変異酵素は G3よりも pNPG2に対してその親和力変化が大きくなるはずであ
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る。しかし W479Aで03とpNP02のKmを比較すると 03の方が減少の割合が大きい。こ

のことはT叩・479がサブサイト3よりむしろサブサイト2に位置していることを示している。

従ってT中-479はサブサイト 2に位置していると予想した。またサブサイト 2の基質との結

合はサプサイト 3での結合に強く影響していることを示唆している。またん/Kmを比較する

とW479Aは02よりも ma1totetraose(04)、ma1topentaose(05)を良く切断するように基質特

異性が変化していることがわかる。 α-glucosidasefamily IIに含まれる Schwanniomyces

occidentalis glucoamylase (α-glucosid出e)ではT叩・479と相同なTrp-468の部位特異的変異酵素

の研究が行われている。その結果はma1toseよりも isomaltoseに対して影響が大きいという

ものである。本研究では maltoseへの影響も大きかったので違う結果である。ただし S.

occident，αlis glucoamylaseでの maltase活性測定での基質濃度の違い、また基質高濃度で野生

型酵素より W468A変異酵素が基質阻害を受けなくなったという報告をみると maltoseとの

親和力にも影響を及ぼしているようにみえる。

W644Aのんは野生型酵素と比較してすべての基質に対して 5%以下に減少した。野生型

酵素と比較して Kmの上昇が見られるのは 102，03， 04、pNP02に対してのみである。サ

ブサイト3を占める基質が多く、よってT中・644はサブサイト3に関与していると予想した。

もしそうであれば 102の結合にはサブサイト 3が関与していることを予想できる。 phenyl

α-glucosideに対しては52%までKmが減少している。これは野生型酵素ではサブサイト 3に

おいてpheny1基とT中田644に強いスタッキング効果があるために非生産的結合が増えるのに

対し、 W644Aはそれが壊れるために生産的結合が増えるためではないかと予想できる。実

際、野生型酵素はサブサイト 3をp-nitrophenolが占める形の pNP02が最適な基質である。

これはp-nitropheiJolがT中-644とのスタッキング効果により強く結合するためであろう。ま

た05に対する Kmが野生型と同様まで回復している。これはサフサイト 5付近にも基質を

押さえる構造があることを示唆する。

W652Aのhは野生型酵素と比較してすべての基質に対して 12%以下に減少した。野生型

酵素と比較して 102、kojibiose、03、04に対してKmの上昇が見られるが際だ、った変化は観

られない。また W479Aや W644Aと比べて芳香環を有した基質ゆGとpNP02に対する Km

の変化がみられないことから T中のインドール環と基質のスタッキング効果による結合に

関与している可能性は低いかもしれない。一方 W479A、W644A、W652AのpH活性曲線を

求めると W479A、W644Aの最適pHは4.5で野生型酵素と同じであるのに対して W652Aは

pH4.8とアルカリ側にシフトした (Fig.ふ4)。このことから T中・652が他のT叩・644、Trp・497

よりももっと活性中心に近い場所に位置することを予想できる。活性中心に基質が入り込

んでくると新たに水素結合や疎水相互作用で酵素司基質複合体を形成し、そのときの静電的

相互作用の変化でプロトンドナー残基からプロトンがはずれ、加水分解反応が開始すると

考えられる。もしそのとき Trp・652が疎水相互作用によってその一端を担うと考えると、

W652Aでは安定な酵素.基質複合体を形成することができなくなるはずである。そうすると

プロトンを放出しづらくなり pH活性曲線がアルカリ側にシフトすることも予想できる。
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T中・652は基質結合に関わっているであろう T中・497、T叩・644とは違う働きをしているかも

しれない。

その他に糖質関連酵素での芳香族アミノ酸残基はその空間的配置から基質のエピマー特

異性を決定している可能性があると報告がある 149，165)。そこで W497A、W644A、W652A変

異酵素がglucoseのエピマーを加水分解できるかどうかを調べた。すなわち基質のエピマー

の決定をこれらのT中残基が行っていることを期待した。 2mM p-nitrophenylα-galactoside、

p-nitrophenylα・mannosideを基質に用いp-nitrophenolの遊離量を定量した。変異酵素はそれ

ぞれ5.2陀用い、反応を 35"Cで行った。しかしこれらの基質を加水分解することはなかっ

た。また同様の条件でp-nitrophenyls-glucosideを基質に用いたが加水分解されなかった。従

ってこれらの T中残基のみにより基質のエピマー型の認識をしていることはないことがわ

かった。

第2項 N-bromosuccinimide (NBS)による化学修飾

前項までで基質結合に関わる Trp残基がサブサイト 2、3に位置することを予想できた。

そこでT中の修飾試薬である NBSを用いて化学修飾を行うことにした。例えばサブサイト

3で基質結合に関わっている Trp残基があるとする。 03存在下と非存在下でNBSの修飾を

行った場合、失活に差が出ることを期待して行った。

野生型酵素 146pmolを40mM sodium acetate bu偽r(pH 4.5)中で0・2mMのNBSと1O"Cで

1分間反応させた。修飾反応停止を過剰の tryptophanを加えることで行った。残存 maltase

活性を測定し、 NBSの酵素に対する mol比例BS/酵素)に対してプロットした (Fig.5・5)。

mol比が51のとき酵素は完全に失活している。このとき NBSによるペプチド結合の化学的

切断の起きていないことを SOS平TAOEにより確認した。また NBSで酸化された tryptophan

が280nmの吸光度が減少することを利用してTrp残基数を計算した。 280nmの吸光度を測

定しその減少値から理論上の修飾された T叩残基数を計算し NBSの酵素に対する mol比

例BS/酵素)に対してプロットした。完全に失活するときには T叩残基が 6個修飾されて

いることがわかった。次に修飾反応を 76mM 03、04存在下で行った。すなわち基質存在

下で修飾による失活を防ぐことができるかどうかを見た。しかし 03および04で修飾によ

る失活は防ぐことはできず、野生型酵素と同じ形の失活曲線を描いた (Fig.5・6)。すなわち

この結果からは活性中心やその近傍以外の T叩残基が修飾されて失活していることがわか

る。 T叩残基はかさばったインドール環に基づく相互作用によりタンパク質の高次構造維持

に貢献しているものと考えられている。 NBSはtryptophanを酸化し oxytryptophanを生成す

るが、これはtlγptophanに比べると遥かに親水性である。この変換に伴いタンパク質の局所

的環境の変化は大きいものと予想でき、高次構造が維持できなくなるために失活を起こす

のであろう。
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また前項までで酵素活性に重要な働きをしているであろうと予想した T中・479、T叩・644、

T中・652がNBSにより修飾され失活を起こしているのかどうかも不明になった。本来これら

の残基が03、04により修飾を防がれているのに活性中心以外のT中残基の修飾による失活

のためにそれが観察できないことも予想できた。また本来 Trp・479、T叩・644、T叩・652が活

性中心以外、すなわち基質防御を受けない場所に位置しアミノ酸置換による触媒能の変化

を起こしていることも予想できた。

そこで次に野生型酵素と同様に変異酵素 W479A、W644A、W652AをNBSで化学修飾し

た。残存 maltase活性を測定し、 NBSの酵素に対する moI比例BS/酵素)に対してプロッ

トした結果を Fig.5・7に示す。いずれの変異酵素も NBSでの失活曲線は野生型酵素のそれ

と同じ曲線を描いた。よってこれらの T中・479、T中間644、T中・652以外に修飾されると失活

が起きるT中残基が存在することを予想できた。実際、先の実験でT叩残基6個が修飾され

て失活を起こしているので候補はこれら以外に3残基あるはずである。

以上をまとめると部位特異的変異酵素 W479A、W644A、W652Aの速度論的解析の結果

から T中閉479、T叩・644、T中・652が活性発現に重要な働きをしていることを予想、できた。そ

のうち T中・479、T中-644は基質結合に関わっているのではないか、と予想できた。またNBS

による化学修飾の結果からは Trp-479、Trp-644、Trp・652以外に酵素活性に重要な働きをし

ている Trp残基の存在を予想できた。
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第4節要約

1.活性中心近傍に保存された T中残基、 T中・479、T叩-644、T中-652それぞれのAla変

異酵素を作製し、その各種基質に対する速度パラメーターを求めたところ、すべての

変異酵素でんが大幅に減少した。よってこれらの残基が触媒活性には必須ではないが

重要であることがわかった。

2. T叩変異酵素の Kmの変化から、 T叩-479はサブサイト 2、T叩・644がサブサイト 3に

貢献していると考察した。また Trp・652はその Ala変異酵素で pH活性曲線がアルカ

リ側にシフトしたことから、他のTrp-479、T中-644よりももっと活性中心に近い位置

で触媒活性に貢献していることを考察した。

3. NBSによる化学修飾の結果、 T叩-479、T中岡644、T中-652以外にも活性発現に関与す

るT叩残基が存在することがわかった。それは活性中心以外でTrp残基特有の大きい

芳香環による相互作用で高次構造に貢献している残基と考察した。
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Table 5-1 Oligonuc1eotides Used for Mutation in Amino Acid 

W479A 

W644A 

W652A 

Sequence of oligonuc1eotide primera 

れtcatatca鮎巴CTa抗ccactga-3'

5' -ggtgcacat盟主抗gggtgat-3'

5'-gat踊tcattcGT cta'包 Gtct銅.catg-3'

Restriction site inserted 

AluI 

NsiI 

NheI 

a The substituted nuc1eotides are indicated as capitalletters. Mutant codons are underlined. 
The symbols (T) show the cleavage point in the inserted restriction sites. 
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Table 5-2 Kinetic Parameters of WiId typeα司Glucosidasefor Hydrolysis ofVarious 

Subs仕'ates

kma) vb) relative V むの kr/Kmの

maltose 8.3 19 100 352 42 

maltotriose 5.6 13 177 249 44 

maltotetraose 9.2 10 136 190 21 

maltopentaose 17 8.7 116 162 9.6 

isomaltose 13 3.0 40 56 4.3 

kojibiose 21 5.9 78 110 5.1 

mgerose 25 7.1 94 132 ' 5.2 

phenylα四glucoside 12 0.50 7 9 0.8 

p-nitrophenylα-maltoside 3.2 15 203 284 89 

a)mM. 

b) mg glucose librated仕omnon-reducing terminal / mg of protein / min. 

c)sec d 

のsec・1. mM・

Table 5・3 Kinetic Parameters ofW479Aα-Glucosidase for Hydrolysis ofVarious 

Substrates 

kma) Vb) relative V んの kr/Kmの

maltose 90 1.3 100 23 0.26 

maltotriose 257 0.37 29. 6.9 0.03 

maltotetraose 41 0.54 43 10 0.24 

maltopentaose 58 1.2 90 21 0.37 

isomaltose 66 0.025 2 0.47 0.01 

kojibiose 83 0.053 4 0.98 0.01 

mgerose 28 0.054 4 1.0 0.04 

phenyl α-glucoside 32 0.005 0.3 0.09 0.003 

pィlitrophenylα-maltoside 20 0.91 72 17 0.84 

a)m長1.

b) mg glucose librated from norトreducingterminal / mg of protein / min. 

c) sec ・1

の sec-1 • mM  

155 



Table 5-4 Kinetic Parameters ofW644A a.-Glucosidase for Hydrolysis ofVarious 
Substrates 

kma) vb) relative V ko c) koIKmの

maltose 8.9 0.57 100 11 1.2 
maltotriose 21 0.68 119 13 0.59 
maltotetraose 14 0.47 82 8.7 0.62 
maltopentaose 16 0.41 71 7.5 0.49 
isomaltose 20 0.01 1.7 0.18 0.009 
kojibiose 16 0.081 14 1.5 0.092 
mgerose 21 0.016 2.7 0.29 0.014 
phenyl α-glucoside 6.4 0.005 0.91 0.097 0.015 
p-nitrophenylαーmaltoside 5.4 0.66 115 12 2.3 
a)mM. 

b) ing glucose librated from non-reducing terminal / mg ofprotein / min. 
c)sec -I 

のsec"I- ロ1M

Table 5-5 Kinetic Parameters ofW652Aα-Glucosidase for Hydrolysis ofVarious 
Substrates 

kma) Vb) relative V ko c) krlKmの

maltose 6.2 1.1 100 19 3.1 
maltotriose 9.3 1.1 101 20 2.1 
maltotetraose 14 1.2 111 22 1.6 
maltopentaose 14 0.59 56 11 0.80 
isomaltose 25 0.15 14 2.8 0.11 
kojibiose 34 0.40 38 7.5 0.22 
mgerose 24 0.21 18 3.9 0.16 
phenyl α-glucoside 12 0.021 2 0.39 0.03 
p-nitrophenylα-maltoside 2.8 0.83 79 15 5.5 
。)mM.

b)mg glucose librated from non-reducing terminal / mg ofprotein / min. 
c) sec ・I

のsec-I. mM・
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B醐部I-EcoRII pBlllescript n SK 

MJ3 RV ptimer M13-20 

→b ぐー ぐー

Digested with BamHI田 d
EcoRI 
Subcloned into pBluescript II 
K 

GAL 1 

一一一降針ー一一一 SPG (G2444C) /pYES 

BamHl EcoRI 

Mutation was introduced by 

m略apromerPCR 一一-¥
D沼田t吋 withEcoRI and BamHI ¥¥  & Digested with BamHI and EcoRI 

GAL 1 

Ligation 

ιcoRI 

BglII Xhol 

SPG (W479A); (G2444C) I 
pYES 

Fig. 5-1. Construction of SPG (明1479A)/ pYES expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutation 
was confirmed by DNA se司uencing. The newly generated mutation was shown 
by X 

BamHI-EcoRI I pBlllescript n SK 
mutagenesis 

MI3 RV ptimer M13-20 

→』 →』 ぐー

一自由ーー間十一町一
B回"Hl E，凶RI

Mutation was introduced by 

。沼田tedwith BamHI and 

EcoRI 

Subcloned into pBluescript II 

K 

megapromer PCR 一----¥

GAL 1 

X加I

SPG (G2444C) /pYES 

Digested開 thl':coRI and BamHI ¥¥"..<1 Digested with BamHI and F..coRI 

GAL 1 

Ligation 

↓BamHl EcoRI 

BglIl XhoI 

SPG (羽1644A，明1652A);

(G2444C) /p YES 

Fig. 5-2. Construction of SPG (W644A， W652A) / p YES expression vecter. 
These mutations were introduced by megaprimer PCR method. The mutatIon 
was confirτned by DNA sequencing.τhe newly generated mutation was shown 
by X 
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Fig. 5-3. W479A， W644A， and W652A mutants of S. pombe 

α-glucosidase purified from cell-free extract. 

S. pombeα-glucosidase mutants W479A， W644A， and W652A were 

purified basically in the same way as the purification of wild-type enzyme. 

lane 1， W479A; lane 2ヲW644A;lane 3ラW652A.M， molecular size markers. 
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Fig.5-4. pH activity profile ofwi1d-type and 
Trp mutants of S. pombeα-glu∞sidぉe.
The reaction mixture containing 50μlofenzyme， 
250μ1 of M cIlvaine buffer and 200μlofO.5% 

ma1tose was incubated at 35
0
C.圃，Wild type; 

e， W479A;口，W644A; 0， W652A. 
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Fig.5・5. Inactivation of s. pombeα-glucosidase by NBS. 
The reaction mixture containing 2.9μM enzyme and various concentration (0 -2 mM) of 

NBS was incubated剖 10
0

C for 1 min in 40 mM  sodium acetate bu汀er(pH 4.5). The 

number of tryptophan residue modified by NBS (0) was caluculated企omthe decrease in 

the absorption副 280nm. 百leremaining activity of enzyme towards 0.2% maltose (e) 

was shown. 
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Fig.ι6. Inactivation of S. pombeα-glucosidase by NBS in the presence or absence of 

substrate.。

The reaction mixtures containing 2.9μM enzyme and various concentration (0 -2 mM) of 

NBS in the presence of 76 mM ma1totriose (e) or maltotetraose (.A.)， or in the absence of 

substrate (0) was incubated瓜 10
0

C for 1 min in 40 mM  sodium acetate buffer (pH 4.5). 

The remaining activity of enzyme towards 0.2% maltose was shown. 
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Fig.5・7. Inactivation ofTrp mutants and wild-type S. pombeα-glucosidase by NBS. 

The reaction mixtures containing 2.9μM enzyme and various concentration (0 -2 mM) of 

NBS was incubated剖 10"Cfor 1 min in 40 mM  sodium acetate buffer (pH 4.5). The 

remaining activity of W479A (・)， W644A (e)， W652A (A)， and wild type (0) towards 

0.2% maltose was shown. 
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第6章 総括

本研究はS.pombeα-glucosidaseの構造と機能の関係を明らかにすることを目的として行

った。まず構造を知るために第 2章では cDNAのクローニングを行い、その一次構造を明

らかにした。 S.pombeαぢ1ucosidaseはα-glucosidasefamily Ilに属することがわかった。 family

11には晴乳類、植物、カビ、酵母由来のα圃glucosidaseが含まれるが、それぞれ基質特異性な

どの性質は異なる。例えばテンサイ由来α-glucosidaseなどは maltoseよりも starchのような

高分子の基質に高い特異性を示すし 168)、ソパ種子由来のα包lucosidaseはその糖転移産物と

してk吋ibiose、nigeroseをよく生産するという性質を示す 169)。いずれもS.pombeα-glucosidase

にはない性質であるが、タンパク質工学的な手法によりこれらの形質を S.pombe 

α-glucosidaseに導入することは可能と考えられる。

ふたつの familyに分類できるα-glucos i daseのうち familyIの酵素は、その触媒アミノ酸残

基や基質結合アミノ酸残基がα-amylasefamily酵素群に共通の保存領域に保存されているが、

白mily11では触媒残基は自殺基質CBEの化学修飾によって同定されている求核残基のみで

あった。そこで本研究では丘 pombeα-glucosidaseを用いて触媒活性に必須なアミノ酸残基

の探索を行った。そのためには部位特異的変異の導入が必要となる。そこで第 3章ではタ

ンパク質工学的解析を自由に行えるように異種宿主発現系の構築を行った。丘 cerevisiae、

P. pastrおを宿主にした場合ともに、効率よく組み換えタンパク質生産を行うことができた。

S. cerevisiaeでは培養液 1mlあたり粗抽出液中に 0.6U、P.pastrぉでは培養液 1mlあたり培

養上清に lU、粗抽出液中に 2.5Uの活性を得られた。ただし、いずれの場合も 50%を越え

るglycosylationを受ける。これは今後タンパク質工学的研究を進めていく上では不利な材料

である。 Signalsequenceに変異を導入することでコア糖鎖のみのタンパク質の生産に成功し

ている例もあるが、タンパク質は細胞内に蓄積するため、精製の段階を考えると不都合で

ある。

第 4章では得られた発現系を用いて部位特異的変異の導入により触媒残基の同定を行っ

た。 S.pombeα-glucosidaseの活性解離基を反応速度の pH影響から調べるとふたつのカルボ

キシル基であるとわかった。そこで触媒残基に必須な残基の推定を行うにあたり、 17種類

のa-glucosidasefamily IIに含まれる酵素を配列比較すると、 8カ所のカルボキシル基を提供

する Asp、Glu残基 (Asp四218、Asp-287、Asp-355、Asp-481、Glu・484、Asp圃647、Glu・714、

Asp-877)の保存が確認され、これらを標的とすることとした。これらを Asn、Glnに変換

する変異を導入したところ Asp-481、Glu・484、Asp-647が活性に必須なアミノ酸残基である

ことがわかった。

Asp-481はこれまでfamilyIIで自殺基質CBEの修飾により同定されている Asp残基と相

同な残基であることと、 S.pombeα帽glucosidaseもまたCBEと1対 lで結合することで失活

することから、 Asp-481が触媒反応の求核残基であると推定した。

Asp-481の近傍にある Glu・484もGln、Alaの変異を導入すると活性を失うことから活性発
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現には必須な残基である。しかしカルボキシル基を残した変異酵素 E484Dはその活性は野

生型と比較して 9%まで回復する。似たような現象がヒトリソソームα-glucosidaseで報告さ

れており、 Glu-484に対応する Glu・521今Lys、Gln、Asp変異酵素の場合、 E521Dのみが野

生型の約 100/011舌性をもっ 147)。よって加水分解反応において必須なのはGlu・484の位置での

カルボキシル基であることがわかった。また役割として E484AはD-glucal水和反応の減少

が他のD481A、D647Aに比べて小さいことから基質に歪みを与えることであると予想した。

活性に必須であると判断した3残基のうち Asp-481が求核残基、Glu-484がfixerとして働

いていると予想できた。 Asp-647変異酵素D647N、D647Aは野生型酵素の 0.001%、0.0002%

とほぼ完全に活性を失う。従ってこの残基が酸塩基触媒残基であることを予想した。第 2

章で行った二次構造予測の結果では Asp-481はs-sheetの終端、 Glu・484がp・sheetとs-sheet

の間の loop、Asp-647はα-helixが始まる前の loopに位置する。

これらのAsp-481、Glu-484、Asp-647を含むアミノ酸配列領域はα圃glucosidasefamily Ilで

非常によく保存さている。なかでも芳香族アミノ酸残基が顕著であり、 T中残基が3つ保存

されていた。そこでこれら T叩圃479、T中・644、Trp-652に変異を Alaに置換した酵素を作製

し、その基質特異性の変化からそれぞれのT中残基の役割を予想した。いずれの変異酵素の

場合もんの値が大きく減少したことから、触媒活性において必須ではないが重要な働きを

果していることを予想できた。また基質特異性の変化から Trp-479がサブサイト 2、T中園644

がサブサイト 3に関わっていることを予想した。

以上これらのAsp、Glu、T中残基の活性部位で位置関係の予想を Fig.6にまとめた。しか

しこれらはいずれも想像であり、立体構造の解析をしてみなければ解明できない。 1次構造

から得られる情報(相同性)と機能(触媒残基)の関係の解明を本研究で行った。次は立

体構造と機能の関係の解明が必要である。立体構造の解明が急務である。
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Fig. 6. Schematic drawing of predicted active site ofα-glucosidase 
企omS. pombe in complex with maltotoriose. 
By the site direct mutagenesis， Asp-481， Glu-484， and Asp-647 
residues were confirmed to be essential in the catalytic reaction. 百le
carboxylate group (-COO-) of the Asp-481 residue was assumed to be 
the catalytic nucleophile by the chemical modification wi由 conduritol
B epoxide， and the role of the Glu-484 residue was expected to 
induce the ring distortion of substrate. The carbo勾1group (-COOH) 
of the Asp聞647residue was a candidate for the proton donor. Trp同
479， and Trp同644were presumed to be located in subsite 2 and 3， 
respectively. 
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