
第4章 phofobacle/A)･LLmdamselcIJTO160株の生産するβ-ガラク トシ ドα2,6-シアル

酸転移酵素遺伝子のクローニング及びその組換え体蛋白質の発現

4.1.緒論

1987年に､精製酵素に対するポリクローナル抗体を用いてラッ ト肝臓 由来の

Galβ1-4GIcNAcα2,6-シアル酸転移酵素遺伝子が､weiJISLeillらによ りクローニ ン

グされ[47〕､さらに 1992年には GalPll3GalNAcα2,3-シアル酸転移酵素遺伝子及

び GalPl-3(4)GIcNAca2,3-シアル酸転移酵素遺伝子がクローニングされ[37,41〕､

現在までに 10種類以上の動物由来シアル酸転移酵素遺伝子がクローニングされ

ている[58]o これまでにクローニングされた動物由来のシアル酸転移酵素ファミ

リーの推定一次 アミノ酸配列の比較 ･解析か ら､これ ら酵素の触媒部位 と考 え

られる部分に45アミノ酸残基か らなる=シアリルモチーフ L｢41]､及び 23アミ

ノ酸残基か らなる=シアリルモチーフSH[109]と呼ばれる､高度に保存された領域

が存在することが明らかになっている (Fig.4-i)｡さらに､-シアリルモチーフ

L'闇 シアル酸転移酵素ファミリーの共通の糖供与体である CMP-シアル酸の結

合部位であることも明らかになっている〔110]｡また ､これまでにクローン化 さ

れたシアル酸転移酵素遺伝子か ら推定される一次構造か ら､動物由来のシアル

酸転移酵素は他の動物由来の糖転移酵素と同様に ⅠⅠ型の膜結合 トポロジーを有

し (Fig･4-2)､N末端の短い細胞質領域､膜結合領域､ゴルジ内腔幹領域と酵

素蛋白質の C末端部分か らなるゴルジ和田舌性領 域からなるものと考えられて
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Fig.4-1 シア リルモチーフのア ミノ酸配列

動物由来 シアル酸転移酵素の" シア リルモチーフL"､" ン
ア リルモチーフS"のアミノ酸配列 を示す｡ アミノ酸配列左

横の数字 は酵素 とその起源 を示 し､右横 はア ミノ酸残基数 を

示す｡以下､STはシアル酸転移酵素 を示す｡ 1;α2,3-ST,

マウス,2;α2,3-ST,マウス,3; α2,6-ST,ヒ ト,4;α2,8-ST,
ヒ ト (文献109より引用､一部改変)
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Fig.4-2 これまでにクローニングされた
動物由来シアル酸転移酵素の トポロジー

これまでにクローニングされた動物由来のシア

ル酸転移軒素の推定一次アミノ酸配列から､いず

れのシアル酸転移酵素も他の動物由来の糖転移酵

素 と同様にH型の膜結合 トポロジーを有 し､N末端

の短い細胞質領域､膜結合領域､j')レジ内腔i+̂領

域及び酵素蛋白質のC末端側に存在する活性領域

からなると推定 されている｡



いる[58,111]｡

これまでに､STascO160以外の細菌由来シアル酸転移酵素は精製さjlてはいな

いが､1991年にEsche'･('chl'ac()ll'K-1よりα2,8-シアル酸転移酵素をコー ドする遺

伝子が[33]､また 1996年にはNef'sseT･L'ameI7I''7･gl'tl'dl'S及びNeissel･ilIg("70日･hoe'Ieより

α2,3-シアル酸転移酵素をコー ドする遺伝子が[34]､それぞれクローニングされ

ている｡これらの推定一次アミノ酸配列と動物由来のシアル酸転移酵素ファミ

リーとの相同性解析の結果から､これらの間には相同性が認め られないことが

明らかにされている｡

近年の遺伝子工学の進展に伴い､有用な蛋白質をコー ドする遺伝子を発現プ

ラスミドに組込み､その発現プラスミドで大腸菌や酵母等の微生物を形質転換

し､目的とする蛋白質を大量に発現させることは､既に一般的な技術となって

いる｡さらに､この技術を用いて本来の酵素が持つ基質特異性 を改変した酵素

蛋白質の生産や､膜結合型酵素を可溶性酵素として生産する等のことも可能に

なっている｡STaseO16Oは､細菌より初めて精製さjlた β-ガラク トシドα2,6-

シアル酸転移酵素である｡第 2章及び第 3章で､その酵素化学的性質や糖受容

体基質特異性等を明らかにしてきたが､sTasc()160の一次構造及び高次構造に関

する知見はほとんど得られていない｡従って､STasc,()160をコー ドする遺伝子を

クローニングし､そのDNA塩基配列を決定することにより､本酵素の一次構造

や､酵素蛋白質分子の構造に関する知見が得られると期待される｡また､sTasc

O16Oをp.dan7.m,/lIJTO16Oの菌体より可溶化するために､界面活性剤の添加が必
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須であったことから､本酵素は膜結合型酵素と考えられた｡従って､STasc0160

の膜結合領域を明らかにして､その膜結合領域を欠損させた組換え体酵素を生

産することによ り､可溶性酵素の生産も可能になると考えられ る｡そこで､精

製した本酵素の部分アミノ酸配列を決定 し､そのアミノ酸配列 に基づいて､

STase()16Oをコー ドするDNA配列をもつオリゴヌクレオチ ドを合成 し､本酵素

をコー ドする遺伝子 (bst)のクローニングを試みた｡

本章では､STaseO160遺伝子のクローニング及び DNA塩基配列の決定､また､

その遺伝子や酵素蛋白質の構造､さらにこのクローニングした遺伝子の大腸菌

での発現と本酵素の可溶化について述べる｡
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4.2.実験材料及び方法

4.2.1.試薬

ギガパ ック IIパ ッケ-ジングイクス トラク ト､入DashluB((/77Hlベクターキッ

ト､Esche/･['hl',lCO/L'XL1BlLICMRA (P2)はス トラタジーン社 (か ｣フォル二ア､

米国)よ り､低融点アガロース (タカラEP;DNA断片の回収用)､E.co//･MV1184､

pUC19､Hl'ndIIIリンカー､xba･Iリンカーは宝酒造 (京都､日本)か ら購入 した｡

4･2･2.制限酵素と修飾酵素

制限酵素は､宝酒造 ･ベ- リンガ-マンハイム社 (インディアナポ リス､米

国) ･ニューイ ングラン ドバイオラブズ社 (マサチューセ ッツ､米国) ･日本

ジーン (東京､日本)の製品を使用 した.また､T4DNAリガーゼ ･アルか ｣フ

ォスフアタ-ゼ (E･co/I'C75由来) ･DNAポ リメラーゼ (クレノウフラグメン

ト)は宝酒造の製品を使用 したoこれ らの制限酵素や修飾酵素の使用方法は各

社の使用説明書に従った｡

4.2.3.菌株及び培養条件

遺伝子組換え操作では､EIC,,//･MVllW .'lJ･''△ (/M･-/,/･,,)LITJIAJ7ia,sod/"A/ZA

M15A (sr/-′･ccA)3()6‥‥Tl-10(TcLt);F':,/･,/D36/'/･('AB/'/C/し一Z A M15〕をプラスミド

DNAの宿主として用い､LB培地で培養 した｡培養温度は 3°℃､もしくは 37℃

で行った｡ただ し､必要に応 じて抗生物質 (アンピシリン)を最終濃度 1OOugJnll

となるように添加 したoなお､LB培地は､日)% (W〃)パク トトリプ トン (デ
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イフコ社､セン トルイス､米国)､o･5% (W〃)パク ト酵母エキス (ディフコ

礼)､()･5G7,,(WN)塩化ナ トリウムを混合し､pH 7,2に調整したものを使用 し

た｡EIC(,/,'MVl184のコンピテント細胞は Cohellらの方法で調製 したrl12].

ファー ジの宿主 として､E･C('/iXL1BlueMRA (P2)[△ (mc/･A) L83 A

(mclCB-h･LdSMR-m 7･)･)173endAIL"Ll)E44I/"･11gy7･A967･e/AHacP21ysogcn]fr用い

たoなお､E･co/iXL1BlueMRA (P2)は､0･2% (Wry)マル トース､】OmM硫

酸マグネシウムを含む LB培地で培養 した｡培養後､遠心を行い､菌体を 1OmM

硫酸マグネシウムに懸濁 した後にファージの宿主とした｡

4･2･4･ シアル酸転移酵素の部分アミノ酸配列の決定

精製 した sTascU160(lL)ug)をシリコン処埋 した 115mi 容チューブに分放 し､

100% (WN) トリクロロ酢酸溶液 15叫 1を加えた｡これを､20分間氷上で放-近,･:

して酵素を沈殿 させ､遠心分離して沈殿を回収 した｡得 られた沈殿を冷アセ ト

ンで 2回洗浄して､これをスピ- ドバック (大洋科学=業社モデル VC-36､束,TJ･1.､

日本)で乾燥させたoこれに､8M尿素とO･4M重炭酸アンモニウム溶液をそれ

ぞれ 25u･11'っ添加 した｡更に45nlM ジチオスレイ ト ル溶液 2.5両 を加えて､

50℃で 15分間保温 して､蛋白質中のジスルフィド結合を切断した｡溶液を室温

に戻 し､100】mMヨー ドアセタミド溶液 2･5両 を加え､室温で 15分間放置 し切

断した sH基を修飾したoこれに純水 70両 と塩化カルシウムを最終濃度 51mM

となるように加 え､5Uの トリフ●シンを含む トリフシン溶液 1()ulを加えて 37て∴
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24時間放置 し､STaseO160の トリプシン消化を行った｡ トリプシン消化で生じ

た sTaseO160由来のペファ ドは､以下の方法で分取 した｡ペプチ ド分離システ

ムとして､スマー トシステム (フアルマシア社､ウプサラ､スウェ…デン)を､

ペプチ ド分離用カラムとして､LLRPCC,/C13 SC2.1/10 (フアルマシア社)を用

いたo溶液 A t｡･O6% (VN) トリフルオロ酢酸､2% (V/V)アセ トニ トリル )

で平衡化 したカラムに､STa5e･0160トリプシン消化溶液を添加後､溶液 A と溶

液 B (0･052% (V〃) トリフルオロ酢酸､100% アセ トニ トリル)を用いて､溶

液 A濃度 100%から開始 し､180分で最終的に溶液 Bが 50%となるように濃度勾

配をかけて､ペプチ ドを溶出し分取 した｡流速は 100ト此血 とした｡ペプチ ドは､

2201-1-n､28011m､215nmの吸収で検出した｡得 られたオリゴペプチ ドのアミノ

酸配列は､自動プロテインシークエンサー (パーキンエルマー社モデル 476A､

カリフォルニア､米国)を用いて､アミノ末端から順次決定 した｡

4･2･5･ オリゴヌクレオチ ドプローブとハイブリダイゼーション

得 られたアミノ酸配列のうち､対応するコ ドンの少ないアミノ酸配列を多 く

含む部分を選定 して､そのアミノ酸配列から推定されるオリゴヌクレオチ ドを

作成 した｡合成 したオリゴヌクレオチ ドは､ECL3,オ リゴラベリングキット(ア

マシャム社､バッキンガム､英国)を用いて 3,-末端を蛍光標識 し､プローブを

作成 したoまた､蛍光標識 したプローブを用いたハイブリダイゼーションは､

ECL3'オ リゴラベリング ･ディテクションキット (アマシャム社)を用いて行

った｡
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4･2･6･ j'･dC,mJ.ど/(Im )16()株のゲノム DNAの調製

p･dCImJ･elClJTO160株のゲノム DNAの抽出 ･単離は､saiLO-Miuraの方法[113]に従

って､以下のように行った｡

P･d'/mse/lIJTO160株をマリンブロス 2216-寒天培地に画線培養 し､生じたコロニ

ーから-白金耳の菌体を採取 して､2a/,,,(W/V)塩化 ナ トリウム濃度となるよう

に調製 した 11iLel･のニュー トリエン トブロス液体培地 (オキソイ ド社､シェフイ

ール ド､英国)に植菌 して､回転式振とう培養機で 30･C､16時間培養 した｡培

養終了後､培養液を遠心分離 し､培養上清を除去して､湿重 4gの菌体を得た｡

これを､セ-ラインEDTA溶液 (o･15M塩化ナ トリウム､(〕･1MEDTA､pHm )

に懸濁 して､リゾチームを加え､37〔C､15分間インキュベ- 上した｡その後､

この溶液を-20℃で 60分間凍結し､さらに､トリスーSDS緩衝液 (1001TM トリス

魔 酸､1% (WⅣ)SDS､100mM塩化ナ トリウム､pH 9.0)を加え､60℃､60

分間融解 したoこれに､ トリスーSDS緩衝液で飽和 したフェノールを加え､ユ5分

間撹拝 したoこの溶液を､遠心分離 して､遠心上清を得た｡この上清から､さ

らに蛋白質を除去するために､遠心分離を行い､水層を得た｡ この水屈に含 ま

れる粗抽出の DNAをエタノール沈殿させ､沈殿を遠心分離により回収した｡得

られた粗抽出の DNAを､トリスーEDTA緩衝液 (10mM トリス-塩酸､lmMEDTA､

pHH･()､以下 TEと略す)に溶解させ､これに RNとISCA､RNとISCTlを加え､37･‥C､

30分間インキュベ- 上したoその後､DNAをエタノール沈殿させ､沈殿を遠心

分離により回収し､精製 DNAを得た｡
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4.2.7.ゲノム DNAライブラリーの作成

得 られた精製ゲノム DNA(50Llg)を､sCILL3Alで部分消化 し､得 らjlた遺伝子

断片を人DASHIIの BC/′77H‖紺立に組込んだOこれを､ギガパックIIパ ッケージ

ングイクス トラク トを用いてパッケージングして､ゲノム DNAライブラリーを

調製 した[114]｡

調製 したゲノム DNAライブラリーを増幅するために､宿主として E.C,,//･XL,-1

BlLICMRA (P2)を用いて､LB培地で 37■-C､15()rpmで一晩培養 した｡培養終了

後､培養液を遠心分離 して培養上清を除去し､菌体を 10111M塩化マグネシウム

溶液で希釈 したoこの希釈液に調製 したゲノムDNAライブラリーを加えて､37℃､

15分間振とうしたoこれに予め 48℃に保温した LB斗 ップアガロースを加えて

撹拝 した後に､予め 37℃に保温した LB-プレー トに重層した｡これを室温で乾

燥させた後に､37℃で 8時間培養 した｡重層した LB-トップアガロース上の宿主

が完全に溶菌 した後に､SM緩衝液を加えて L5分間放置し､ トップアガロース

をSM緩衝液とともに回収した｡得 られた LB-トップアガロースを遠心分離 して､

その遠心上清を増幅ゲノム DNAライブラリーとした｡

4･2甘 アルか ｣溶菌法によるフラ スミドDNAの分離 ･調製

E･C,,/I'からのプラスミドの調製は Bi,･n柚 m の方法を基本として行った[115]｡

得 られたプラスミド溶液は､塩化 リチウムを用いて脱蛋白質 ･脱 RNAを行った

後に､遺伝子操作に用いた｡

コロニーーを LB培地に槌蘭 し､3()1°､もしくは 汀Cで 胴 寺問培養 した｡集歯
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後､140日1の溶液 Ⅰ[50mM グルコース､251nM トリス一塩酸 (pH8･0)､101T朗 EDTA〕

に懸濁 した05分間室温に放置後､28()ulの溶液 HL｡.2N水酸化ナ トリウム､1a/,,

(WⅣ)SDS]を加えて混合 した後に､氷中で 5分間放置 した｡次に､210両の溶

液 ⅠⅠⅠ[5M酢酸カ リウム (pH4･8)]を加えて混合 ･中和 して､水中で 5分間放置

したo さ らに､水和 した フェノール とク ロロホル ム-イソア ミルアル コール

(24二1)を等量混合 した溶液を50叫 1加えて混合 した｡5分間室温で放置 し､遠

心 したoその上層 (水層)をエ ッペン ドルフチ ューブに移 し､等量のイソプ ロ

ピルアルコールを加えて 5分間室温に放置後､遠心 して沈殿 を回収 した｡得 ら

れた沈殿 を乾燥後､30ulの TE緩衝液[10mM トリス塊 酸 (pH7･5)､1mM EDTA]

に溶解 したo これに等量のリチウム溶液[5M塩化 リチウム､5()l｡MMOPS一水酸

化ナ トリウム (pH 8･｡)]を加えて混合後､水中で 5分間放置 した｡ これを遠心

し､上清をエ ッペン ドルフチューブに移 し､エ タノール沈殿 を行い､プラス ミ

ドDNAを匝川又した｡得 られたプラスミ ドDNAを 7O% エタノーールで洗浄 し､こ

の沈殿を乾燥 した後に適当量の Ⅷ 緩衝液に溶解 し､遺伝子操作に用 いた｡

4.2.9. DNA断片のアガロースゲルか らの回収

アガロースゲルか らの DNA 断片の回収は､Pe血 1らの方 法に従 って行った

[116]oO･8% (W/V)低融点アガロースゲルを使用 し､TAE緩衝液[4()mM トリス

ー酢酸､jI-1MEDTA(pH7.5)]で DNA断片の電気泳動を行った後に､臭化工チジ

ウムで DNA を染色 し､剛 勺の断 片を切 り出 した｡得 られ たアガロース断片 を

7(.)l'-Cで 15分聞加 温 して融解 した後に､倍量の TE緩種-i液 を加え､さらに 5分問
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加熱融解を行ったo最終液と等量の水和フェノールを加え混合 した後に､室tluEl･L

で 15分間放送した04℃で遠心分離後上層を回収し､等量のクロロホルムイ ソ

アミルアルコール (24‥1)混合液で処理し､これをエタノール沈殿 LDNAを回

収した｡

4･2･1(〕･ ライゲ-ション及び形質転換

回収した DNAを pUC系のプラスミドに挿入する際には､Birllboim の方法に

従ってライゲ-ションを行った[114]oプラスミドDNAによる大腸菌の形質転換

は､塩化カルシウム/塩化ルビジウム法で行った[117〕｡

4･2･11･ ハイブリダイゼーションレプリカの調製

サザンハイブ リダイゼーション用のアガ ロースゲルの レプリカは以下の方法

で調製 した[118]o制限酵素で消化 した DNAをTAE緩衝液を用いた 0.8%(W〃)

アガロースゲルで電気泳動した｡泳動後､アガロースゲルを変性溶液 (0.5M水

酸化ナ トリウム､1･5M塩化ナ トリウム)中 に 15分間浸 し､ゲル中の DNAをア

ルカリ変性させた｡次に､このゲルを中和溶液 (o･5M トリス魔 酸 (pH7.5)､

1･5M塩化ナ トリウム)に5分間浸 し､アルカリを中和 した｡このゲル中の DNA

をHybol-dN. (アマシャム社)に転写させて､レプリカを調製 した.

コロニー及びプラークハイブリダイゼー ション用のレプリカは以下 の方法で

調製 した=19]｡

プレー トと同じ大きさに調製 した Hyb()1-dN十を用いて､コロニー又はプラーク
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のレプリカを調製 した｡なお､マスタープレー トは4℃で保存 した｡レプリカを

変性溶液に浸 した涯紙上に 5分間放置して､コロニー又はプラークをアルか ｣

変性させた｡次に､アルカリ変性させたレプリカを､中和溶液 に浸 した泌紙上

に 3分間放置 して､中和 した｡

調製 したレプリカを2xSSC緩衝液で洗浄し､泌紙上､室温で乾燥させた｡乾

燥終了後､レプリカを 80℃で 2時間ベーキングした｡

4.2.12. ファージDNAの精製

ファージDNAの精製は､)LフレップDNA精製キット (プロメガ社､ウィスコ

ンシン､米国)を用いて行った｡

4.2.13.DNA塩基配列の決定

DNA塩基配列の決定は､プラスミドDNAの場合にはオー トリー ドシークエン

シングキッ ト (フアルマシア社)を用い=20｣､ファージDNAの場合にはオー ト

サイクルシークエンシングキット (フアルマシア社)を用い[12廿 ALFl･edDNA

シークエンサー (フアルマシア社)を用いて行った｡電気泳動用ゲルには､0.51mm

ロングレンジヤーゲルをノ射 ､た｡DNA塩基配列の解析は DNASIS(日立ソフ ト

エンジニアリング社､描浜､日本)を用いて行った｡また､DNA及びアミノ酸

配列の相同性検索は､Gc11ba止 及びEMBLのデータベースで行った｡

4.2.14.酵素活性測定法
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酵素活性は､2･2･2･に記 した方法で測定 した02･2･2･の条件で､1分間に IUmol

のシアル酸をラク トースに転移させる酵素量を 1単位 (U) とした｡

4.2.15. 組換え体酵素の発現と精製

発現プラスミドpEBSTシリーズで形質転換 した E.co/I･MVl184を､0.02mM

IPTG､アンピシリンを含む LB培地で培養した｡培養は 30℃で 8時間行った｡

その後､培養液を遠心分離 し､得 られた菌体をカコジレー ト緩衝液に懸濁 し､

超音波処理を行い菌体を破砕 した｡この菌体破砕液を超遠心分離 して遠心上清

を集め､この画分を可溶性蛋白質画分とし､それぞれの菌体破砕液と可溶性蛋

白質画分の酵素活性を測定した｡

また､発現プラスミドpEBSTA 178で形質転換 した E.C,'/''MVl184の生産 した

組換え体酵素は､上記の可溶性蛋白質画分から､2.2.6.の方法で精製 した｡

4.2.16. 酵素反応生成物の同定

酵素反応生成物の同定は､2.2.12.の方法で行った｡糖受容体基質としてピリジ

ルアミノ化ラク トース (宝酒造)を用いて酵素反応を行い､反応生成物を HPLC

で分析 した｡
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4.3. 結果

4.3.1･ シアル酸転移酵素の部分アミノ酸配列

4･2･4･の方法に従い､ トリプシンで STaseU16し)を加水分解 し､生じたペプチ

ドを高速液体クロマ トグラフィーによって分離 して STase016()の部分アミノ酸

配列 (7種類)を決定したo得られたアミノ酸配列と第 2章で決定した N末端

アミノ酸配列をTable4→に示すo得られた部分アミノ酸配列 N0.3のアミノ酸配

列よ りオ リゴヌク レオチ ド HTYOll5,-ccIAAm m GCIGGIACIIIICCIGAIGC_

ICCIAA-3']を作製 し､ハイブリダイゼーションプローブとして用いた｡

4･3･2･ ゲノム DNAのサザンハイブリダイゼーション

HI'/7dIIIで消化した j'･a""7Lu,/'lJT()160のゲノム DNAを､蛍光標識したオリゴヌ

クレオチ ドプローブ HTY()ユを用いて､サザンハイブリダイゼーションを行った

結果､約 2･8kbp付近に強いシグナルが検出された｡そこで､ゲノム DNAをHl.ndlLI

で消化 し､アガロースゲル電気泳動を行い､2.8kbpのDNA断片を含むゲル断片

を切り出し､ゲルからDNAを抽出したO抽出した DNAを､HI･n.dIIIで消化後､

バクテリアルアルカリフォスフアタ-ゼ (BAP)処理で肌 リン酸化 した pUc19

に組込んだ｡次に､得られたプラスミドで E.C''//'MVll銅 を形質転換した｡生じ

た約 3,000のコロニーを用いてコロニーハイブリダイゼーションを行ったが､

HTY()lとハイブリダイズするプラスミドが組込まれたコロニーは得 られなかっ

た｡
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4･3･3･bst遺伝子断片を含むと推定されるファージの単離

P.dl"77Se/llJT()160のゲノム DNA ライブラリーを対象 として､蛍光標識 した

HTYOlを用いて､プラークハイブリダイゼーションを行った結果､加 遺伝子断

片を含むと推定されるファージ 7株が得 られた｡これ らのファージをそれぞれ

増幅 してファージDNAを調製 し､Hl'ndIIIで消化 したファージDNAを､HTYOl

を用いてサザンハイブリダイゼーションを行った結果､すべてのファージにつ

いて 1.6kbpに強いシグナルがみられた｡

4.3.4. サブクローニング

4･3･3･で得 られた 7株のファージから 1株 ()L-7)を選定 し､そのファージ DNA

5p･gをH/'ndIIIで消化 して､アガロレスゲル電気泳動を行った｡電気泳動後､ア

ガロースゲル中の約 1･6kbpのDNA断片を含むゲル断片を切 り出し､ゲルから

DNAを抽出した｡抽出した DNA断片を､HiI7dIIIで消化後､BAP処理 した pUc19

に組込み､得 られたプラスミドで E.co/['MV1184を形質転換 したO生じたコロニ

ーについてコロニーハイブリダイゼーションを行った結果､HTYO]とハイブリ

ダイズするプラスミドが組込まれた 3コロニーを得た.この 3コロニーをそれ

ぞれ寒天培地から釣菌 して､LB-7ンピシリン液体培地に植菌 して 37℃､16時

間振 とう培養 し､増殖させた｡培養後､培養液から菌体を回収 し､菌体か らプ

ラスミドDNAの調製を行った｡得 られたプラスミドDNAを仙7dIIIで消化後､

アガロースゲル電気泳動を行った結果､いずれの菌株から粗製 されたプラスミ

ドDNAにも 1･6kbpの DNA断片が挿入されていることが確認できた｡また､
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HTYOlを用いて､この電気泳動したゲルについてサザンハイブリダイゼーショ

ンを行った結果､この 1.6kBpの DNA断片に強いシグナルがみられた｡以上の

結果から､これらのプラスミドに挿入された 1.6kbpの DNA断片にSTase｡160

をコー ドする遺伝子断片が含まれていると考えられた｡

4･3･5･ 1.6kbp遺伝子断片のDNA塩基配列

上記のプラスミドに挿入されていた約 J.6kbpの DNA断片について､その塩基

配列からアミノ酸配列を推定 したところ､DNAの 5,末端の 396番目以降の ATC

(メチオニン残基)から始まり､3'末端のHT_'′7dIII部位まで続く塩基配列部分が､

414個のアミノ酸をコー ドすることが推定された｡この塩基配列部分から推定さ

れるアミノ酸配列と 4.3･1.で得られた sTaseOi6O由来のアミノ酸配列を比較 し

たところ､N 末端アミノ酸配列を含む全てのアミノ酸配列を確認することがで

きた｡以上の結果から､この塩基配列部分が sTaseO160の N末端側をコー ドす

る遺伝子を含んでいると考えられ､このプラスミドをpBSTNと命名した｡しか

し､この塩基配列中に停止コ ドンと推定される部位が存在 しなかったこと､STasc

016(l)の分子量は 61kDとlであったことから､b.､イ遺伝子の構造遺伝子に存在する C

末端側アミノ酸配列をコー ドす る遺伝子部分をクローニングす る必宴があると

考えられた｡

4･3･6:･ シアル酸転移酵素の C末端側アミノ酸配列をコ- ドする

遺伝子断片の単離
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pBSTNに挿入されたsTaseO160のN末端側アミノ酸配列をコー ドするDNA断

片の塩基配列を基に､塩基配列解析用オ リゴヌクレオチ ド sTYOjを合成 した

(Table4-2)oこの STYOlを用いて､413･31で得 られた b.u遺伝子を含むと考え

られたファージ DNAの塩基配列をシークエンスしたoその結果､pBSTNの 3,

末端のH/'ndIII部位下流の 15Obpの塩基配列を決定することができた｡得 られた

塩基配列を基にオリゴヌクレオチ ドHTY02を作製 した (Table4-2)｡ 次に､入

-7より精製 したファージ DNAをHindIIIで消化 し､アガロースゲル電気泳動を

行い､蛍光標識 した HTY()2を用いてサザンハイブリダイゼーションを行った結

果､約 11kbp付近に強いシグナルが検出された｡そこで､入-7由来のファージ

DNA5LigをHL'ndIIIで消化 し､アガロースゲル電気泳動を行い､泳動終了後､ア

ガロースゲル中の約 1･1kbpの DNA断片を含む部分を切 り出し､ゲルか らDNA

を抽出した｡柚出した DNAを､Hl･ndIIIで消化後､BAP処理 した pUcIL)に組込

み､得 られたプラスミドで E･C('/I'MV1184を形則 雄 皇した｡HTY()2を用いて､コ

ロニーハイブリダイゼーションを行った結果､HTYL)2とハイブリダイズするフ

ラスミドが組込まれた 5コロニーを得た｡得 られたコロニーをそれぞれ寒天培

地から釣薗 して､LB-7ンピシリン液体培地に植画 して 37.-°､16時間振とう培

養 したo培養後､培養液から菌体を遠心分離によって馴 文し､菌体からプラス

ミドDNAを精製 した｡得られたプラスミドDNAをHl'ndIIIで消化後､アガロー

スゲル電気泳動を行った結果､いずれの菌株から精製されたプラスミドDNAに

も約 1･lkbpの DNA断片が挿入されていることが確認できた｡また､HTY()2を

用いて､この電気泳動 したゲルを対象にサザンハイプリダイゼ-ションを行っ
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た結果､この 日 kbpの DNA断片にシグナルが検出された｡

4･3･7･ シアル酸転移酵素の C末端側アミノ酸配列をコー ドする遺伝子断片の

DNA塩基配列の解析

413･6･で得 られた 1･1kbpの DNA断片の塩基配列を解析 し､その結果を推定さ

れるアミノ酸配列に翻訳 したところ､5'側のH/'′7dIII部位から262個のアミノ酸

残基 をコー ドす る塩基配列部分が存在 し､停止 コ ドンと推定 され るコ ドン

(TAA)も存在 したoなお､この塩基配列部分の 3,下流側には 8bpからなるス

テム部分と 12bpからなるループ部分で構成されるステムアン ドループ構造が存

在 していたo以上の結果か ら､ この遺伝子断片中 に存在 した塩基配列部分 は

STAぶE()16〔)の C末端側をコー ドする遺伝子を含んでいると考えられ､このプラ

スミ ドを pBSTCと名付けたoここまでのクローニングの概略を Fig･4-3､Fig.4-4

に示す｡

4･3･臼･ bJ･T遺伝子の DNA塩基配列及び推定アミノ酸配列の解析

pBSTNとpBSTCの塩基配列より推定 した bL､･f遺伝子 (2.蝕bp)の制限酵素地図

を Fig･4-5に､全長の DNA塩基配列と推定される STaseO160のアミノ酸配列を

Fig･416に示す｡2,743bpの DNA断片中に､5'末端側のHindHI部位から396番

目に存在する開始コ ドン (ATG)から始まり､5'末端側の 加 dHI部位から2423

番目に存在する停止コ ドン (TAA)で終了する､(175佃のアミノ酸をコ一一一ドする

と推定される 2,028bpのヌクレオチ ドからなるオーフンリーディングフレーム
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Fig.4-6 bst遺伝子の塩基配列 とシアル酸転移酵素の推定アミノ酸配列

アミノ酸番号はイタリックで､ヌクレオチ ド番号は通常の字体で示す｡

シアル酸転移酵素 をコー ドする塩基配列を1番 目として表示 している｡

プロモーター配列 仁35､-10領域)､SD配列､停止配列はそれぞれ示 している｡
また､図中の二重下線は､精製酵素のアミノ酸配列解析の結果､決定 された

アミノ酸配列である｡
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(ORF)が存在 した｡また､この ORFより推定されるアミノ酸配列の中に存在す

る 17番 目か らのアミノ酸配列と､sTaseO160の N末端アミノ酸配列の 2番目の

Asn残基か ら始まるアミノ酸配列 は完全に一致 していた｡また､KyLe-DooliLLIcの

疎水度分布法を用いて､STase()16()の推定アミノ酸配列を解析 した結果を Fig.

4-7に示す[122]oメチオニンから始まる最初の 15残基のアミノ酸部分は疎 水性

が高く､さらにメチオニンの下流に 2個の+チャージを持つ､リジンが存在 した.

STaseO16Oの推定一次アミノ酸配列と動物由来のシアル酸転移酵素問の粕同

性を解析 したが､sTaseO160には動物由来のシアル酸転移酵素に保存されている

シア リルモチー フは存在 しなかったoまた､Ne/･sLk血In7e′7[･ng/lI･dl･S､N血 ･e/･iC/

go/7("I/'hoe,/e由来のシアル酸転移酵素間の相同性を解析 したが､高い相同性は認

められなかった｡ しかし､本酵素の推定一一次アミノ酸配列の C末端側には､大

腸菌のリン酸輸送システム制御蛋白質 (phoU蛋白質)口23]と非常に相剛 王の高

い部分が存在 した (Figl418)oさらにこの相剛 生の高い部分の 2次構造を解析

したところ､この部分は α-ヘリックス構造を形成することが､さらに､疎 水 性

アミノ酸が一方向に配列 されていることが推定された(Fig.4-9)0

4･3･')･ 発現プラスミド (pEBSTシリーズ)の描賃

bL～イ遺伝子のクローニングを行った際に､サザンハイブリダイゼーションで本遺

伝子を含むと推定された 2･8kbpの Hil7dIII断片がフラ スミ ドpUcIL)Cこ挿入でき

ず､1･6kbpと 1･lkbpの 2つのHI･,7dIII断片としてクロー～二ングされたことから､

本遺伝子が大腸菌にとって致死遺伝子である可能性が示唆されたCそこで､2つ
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に分けてクローニングされている bsl遺伝子の連結を､挿入 した構造遺伝子の発

現を制御可能な tacプロモーターの制御下で行うこととした｡

発現プラスミドとして､pAQNを用いた[124].本プラスミドは､lacプロモータ

ーの直後の Ec,,RI部位と/･r/7BTJT2ダーーミネ一夕-の直前の H/･ndilH附i･tの=肌こ､

ThermLLLM qLL'It/lcLlLt.YT-I由来のセ リンプロテアーゼであるアクアライシンIをコー

ドす る遺伝子(aquI)を持ち､aquI遺伝子 中には制限酵素部位が EcoRI部位 と

HL･.ndIII部位を含めて 1O箇所存在し､遺伝子操作を行う際に有利である｡また､

本プラスミ ドは､tACプロモータ-を制御する/〟cr･をプラスミ ド中に持ち､此 プ

ロモーターをコン トロール可能であることから､b.Ytの発現フラ スミドを構築す

るために有利であると考えられる｡

bsT遺伝子発現プラスミド (pEBSTシリーズ)の構築は､pBSTNとpBSTCに含

まれる遺伝子断片がい ずれもH/'77dIII断片であることから､方向性を持たせてこ

れらの断片を pAQNの Lacプロモーターの下流に挿入する必要があったため､以

下の方法で行ったoなお､この際にbLu遺伝子の持つ本来のプロモータ-は最 で

に削除 した｡

まず､pAQNの改良を行った｡pAQNの制限酵素鮒 封まLacプロモーター闘 麦か

ら順にEc,,RI部位､Bg/II部位､xb,凋 脆 ､HI･,7dIII部位と並んでいる (Fig.4-1し))

日45]oこれをEcC,RI部位､HIL/7dIH部位､xb,I川 場 の順に改良した.次に､PBSTC

に含まれる塩基配列部分の下流に存在する H/''(Ⅰ狛 illIを xb,II醐 立に改変 し､

STLISCO16OのC末端部分をコー ドする塩基配列を改良した pAQNにxbllI-Hi/,dill

断片で挿入 した｡最後に､pBSTNに含まれる塩基配列 叫 こ存在する､ST｡sc()16()
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pAQN ＼

pAQN△XH

芦!S i

PAQN-EHX

Fig.4-10発現 プラスミ ドpAQNの改変

ThermusaquaticusYT一丁由来のセリンプロテアーゼ

(アクアライシン1)の発現プラスミド､pAONの制限

酵素部位改変の概略を示 している｡
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のN末端部分のメチオニンをコー ドする塩基配列部分の上流にEc,,RI部位を挿入

し､STa5C｡160の N末端部分をコー ドする塩基配列を､sTとlS｡0160の C末端部

分をコー ドする塩基配列部分を挿入 した pAQNにEc,'Rl-Hl･ndIII断片で挿入 し､

発現プラスミドpEBSTを構築 したoなお､C末端部分を欠損させた変異株も併

せて作製 した｡

(1)pAQNの改良

まず､pAQNをHl',7dIIIとxbclIで切断し､クレノウフラグメン トで処#J,:(平滑

化)し､そのままライゲ-ションしたoこの操作により､pAQNよりHindllI部

位が消失 し､XbC,I部位が再生した (pAQNAXH､Fig･4-ll)o引き続き､PAQN

AXHをBg/Ilで切断し､クレノウフラグメン ト処理 (平滑化)した後に､HindITI

リンカーを加 えてライゲ-ションを行ったOこの処理により､Bg/II部位をH/･ndIIl

部位に置き換えた (PAQN-EHX､Fig.4-10)｡

(2)pBSTCの改変とpAQN-EHXへの挿入

pBSTCに挿入されているSTascO160のC末端側をコー ドする 日kbpの仙 7dlll

断片をプラスミドM13mp18のクローニング部位に挿入 した (Fig.4-12).この

際に､STasc()16()のC末端側がクローニング部位のEc('Rl(Xbl,I)部位に位置す

るものを選択 した (pMBSTC､Fig･4-12)o次に､pMBSTCをH/''IIで切断し､

クレノウフラグメント処理 (iJ-I-･附化)した後に､X/'''lリンカーを加えてライゲ

-ションを行った｡この処粟国こより､H/)'II部位が xL''/1部イ狛こ置き換えた
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TCTAGA
AGATCT

XbaI部位

+

TCTAG
AGATC

切断 ･平滑化

AAGCTT
TTCGAA

HindIII部位

I
AGCTT
TCGAA

＼ ＼ ｢ 壬

TCTAGAGCTT
AGATCTCGAA

xbaI部位

ヨン

Fig.4-llXbaJ部位の再生

制限酵素Xbaは H/'nd川で切断 して､この部分 を平滑化 した後

に､ライゲーションすることにより､Xba/部位が再生するこ
とを示 している｡
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pB.STC PMBSTC

pMBSTC一XH

qualyslnIGene

pMBSTC△XH

声望i

PEBSTCseries

Fig.4-12 プラスミドpEBSTCシリーズの構築

プラスミドpBSTCから､プラスミドpEBSTCシリーズ を
構築 した流れを示す｡
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(PMBSTC-HX､Fig･4-12)o次に､pMBSTCIHXをxbaIで切断し､これをその

ままライゲ-ションした｡この処理により､内冨田こH/･n肌‖那位を含む xb,I=断

片を削除した (pMBSTC』X､Fig.4-12)｡

引き続き､腰結合領域と推定される領域及び phoU蛋白質と勅 剛 壁の高い鰍 或

の機能解析のために､これらの領域を欠損させた改変 sTLISC｡160の作製を行っ

たO具体的には､pMBSTCAXの ORF中の 539番目のロイシンを MTYOlを描

いて､また 498番 目のアスパラギン酸をMTY02を用いて (Tabl｡4-2)､それぞ

れ部位特異的変異法[125〕により､終止コ ドンに改変 した (PMBSTC ∠ C137,

pMBSTCA C178)oこの際に､完全に翻訳を終止させるために､3種類の終止

コ ドンを挿入 したopMBSTCAX､pMBSTCAC137及び pMBSTCA C178をそ

れぞれ HI'ndHIとxbaIで切断して､それぞれのHin･dIll-Xba口腔 ｢を pAQN-EHX

のHi77dIII-XbClI部位に挿入 して､プラスミドpEBSTCシリーズ(pEBSTC､pEBSTC

Aユ37､pEBSTCA178)を作製 した (Fig.4112)O

(3)pBSTNの改変と発現フ●ラスミド (pEBSTシリ､-ズ)の構築

pBSTNに挿入されているSTascO160のN末端側をコー ドする l･6kbpのHI･I,dm

断片をプラスミドM13mp19のクローニング部位に存在する HI･n.dlH部位に挿入

した (Fig14-L3)｡この際に､STasc｡16()の N末端側がクローニング部位の Ec,,Rl

部位側に位造するものを選択 した (pMBSTN､Fig.4-13)｡ 次に､MTY()3(T｡blc

4-2)を用いて部位特異的変矧 125]を行い､pMBSTNの ORFのメチオニン戒基

の上流に Ec,,RI部位を挿入 した｡この際､MTY03を使用 して Ec(,R用 胞 とメチ
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オニン残基をコー ドする開始コ ドン (ATG)との間を obpとした (PMBSTN-E､

Fig･4-13)o続いて､PMBSTN-EをEcoRIで切断し､これらをそのままライゲ-

ションした｡この処理によりH/'ndIII部位を含む Ec('RI断片を pMBSTNIEか ら削

除 した (PMBSTN-EAE､Fig.4-13)0 pMBSTNIEAEを Ec,'RIとHI･ndIIIで切断

し､pMBSTN-EAEのEc(,R1-H/']7dIII断片を pEBSTC､pEBSTCA137及びpEBSTC

A178の EcoRI-HI-ndIII部位に挿入 し､3種類の発現プラスミド､pEBSTシリーー

ズ (pEBST､pEBSTA137及びpEBSTA178)を構築 した (Fig.4-13)｡これ ら

の発現プラスミドを用いて､4･2･1°･の方法に従いE.co/iMVl184を形質転換 し､

形質転換体を得た｡なお､.いずれの形質転換体 も培養液をグリセロールス トッ

ク (最終グリセロール演度 40%)にして､-8O'-･Cで保存 した.

4.3.10. 組換え体酵素の発現

今回構築 した 3種類の発現プラスミドpEBST シリーズで形質転換 した E.C(,/I

MVll84をそれぞれ培養 し､培養液から歯体を遠心分離によって集薗 した｡得 ら

れた菌体を､それぞれ 201-1Mカコジレー ト緩衝液 (pH 5.())に懸濁 し､超音披

処理を行い菌体 を破砕 した｡ この菌体破砕液を酵素漁として､4.2.14.の方法で

シアル酸転移活性を測定 した結果､いずれの菌体破砕液中にもシアル酸転移活

性が認められたことから (Tilblc4-3)､今回クローニングした遺伝子はシアル酸

転移酵素の遺伝子と判断した｡

これら3種類の形質転換体由来の菌体破砕液を､超遠心分離 して可溶性蛋白質

画分のシアル酸転移活性を測定した｡その結果､pEBSTで形質転換 した E.C(,//･
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MVl184の可溶性蛋白質画分には､シアル酸転移活性は認められなか ったが

(Table4-3)､PEBSTA137及び pEBSTA178で形質転換 した酬 く破砕液の可溶

性蛋白質画分には､シアル酸転移活性が認められた (Tablc4-3)ことから､発現

プラスミ ドpEBSTA137及び､pEBSTA178で生産される組換え休 sTaSC()16(J

は､可溶性蛋白質となっているとが推定された｡

また､pEBST､PEBSTA137及び､PEBSTA178で形質転換 した E.co//･MVl184

をそれぞれ培養 したところ､いずれの場合も誘導時間の後に菌体の増殖が認め

られたが､誘導時間の長さは大幅に異なり､pEBST>pEBSTA137>pEBSTA178

の順であった (データは示さない｡).

4･3.ll.組換え体酵素の精製

発現プラスミドpEBSTA m で形質転換 した E.co//.MV1184を､IPTG､アンピ

シリンを含む LB培地 (11iLcl･)で培養 したo培養後､菌体をカコジL,-一卜緩衝

液に胴 BL超音波処理を行い菌体を破砕 したo菌体破砕液を超遠心 (1()し),5()()xg､

1時間)して粗酵素液を調製 し､組換え体 sTaseL)16Oを精製 した.親酵素液か ら

シアル酸転移酵素を各種カラムクロマ トグラフィーを用いて､SDS-PAGEで単

一-なバン ドにまで精製 した｡組換え体酵素の分子量は 54kDaであった｡粗酵素

液からの収率は 315G7,,で､酵素の比活性は 7･()U/mgであった｡粗製 した組換え休

STaseL)16()の SDS-PAGEをFiLe.4-14に示す.



~~
l一】､

■･｢I七~JtTtl't_･一･一 ++I:;!･+.-

lJ)iI

lH5 E,A Jヒエ=ニ;･
.qヱ■一･･ 一

Jり 一････

33-

2(q - ･･

1 2

Fig.4-14 C末端領域欠損組換え体酵素標品のSDS -PAGE

10% ポ リアクリルアミ ドケル を用いて,電気泳動 を行 った｡ 蛋 白質の染色には､

クマジブ リリアン トブルーR250を用いた｡

1,分子量マーカー ‡ホスホ リラーゼB(105kDa)､牛血清アル ブミン (82
kDa)､オブアルブミン (49kDa)､カルポニ ックアンハイ ドラ-ゼ (33.3

Da)､大豆 トリプシンインヒビター (28,6kDa)i ､

2,C末端領域欠損組換 え体 シアル酸転移酵素精製標品 (pEBST△178由来)
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4.3.12. 酵素反応生成物の同定

4.2.16.に記 した方法で､反応生成物 を分析 した｡その結果､発現プラスミ ド

PEBSTA 178で形質転換 したE.C()/iMVl184由来の組換え体酵素を用いた場合の

反応生成物の保持時間は5.6分で､STasc()16()を用いた場合の反応生成物の保持

時間と一致 した ことから､組換え体酵素もラク ト-スのガラク トーース銭基の 6

位にシアル酸を転移させていることが明らかとなった (Fig.4-15)0
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4.4.考察

大腸菌の SD配列の一般的な配列 (コンセンサス配列)は､AGGAGGTである

と報告されている[126]｡その機能は､以下のような ものであると考えられてい

るo蛋白質合成の際にリボソームが SD配列に結合することにより､SD配列の

すぐ下流の ATGを開始コドンとして認識し､蛋白質の合成が開始される｡この

SD配列の機能は数種類の細菌の 16SrRNAの 3'末端領域の塩基配列から明らか

にされている｡その 16Sl･RNAの 3'末端領域には AUUCCUCCA という配列が存

在しており､この配列が SD配列と塩基対合することにより結合すると考えられ

ている｡STaseO160の構造遺伝子の上流には大腸菌の SD配列のコンセンサス配

列とかなり相同性の高い ATGAGG という配列が存在 しており､この配列が 山/

遺伝子の SD配列であると推定される｡

また､大腸菌の一般的なプロモーター領域を構成 している-i()領域､135値域の

配列は､TATAAT 仁10領域)及びm GACA (-35領域)である日27,128]｡ これ

らの配列は転写反応の最初の段階においてRNAポリメラーゼが結合する領域で

あると考えられている｡転写反応開始時にRNAポリメラーゼが特定の DNA配

列を認識し､適切な構造をとって結合し転写されるべき塩基に近づけるように

DNA2本鎖を部分的に開裂させ､最終的にRNA合成を開始すると考えられてい

るoこの際に､RNAポリメラーゼが認識するDNA配列がプロモーター領域であ

るobLYf遺伝子の場合､SD配列の上流約 8Obpに大腸菌の-10領域に対 応すると

推定されるGATAT という配列が存在しており､またさらにその上流 25bpに大

腸菌の-35傾城に対応すると推定される ATGACA という配列 が存在していた.
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これ ら 2つの配列は大腸菌のコンセンサス配列と比校 してその配列問の距離は

若干異なるものの､塩基配列はよく一致 してお り､これ らの配列を含む領域が

bsT遺伝子のプロモーター領域であると推定される｡またこの領域の上流には約

30bpに渡って(A+T)含量のさらに高い領域が存在 していた｡A-Tの塩基対は G-C

と比較 して結合力が弱いことから､ (A+T)含量の高い徹域ではDNAの 2本鎖

が部分的に開裂 しやすく､従って RNAポリメラーゼが結合する頻度が高く､遺

伝子の転写効率も高いと考えられている[129,13O]｡この場合も同様にこの領域

において RNAポリメラーゼが結合するものと推定される｡

RNA合成の終結を起こすターミネーター領域の構造には､自己終結する単純な

ターミネーターと､補助的な因子 (Rho因子)を必要とするターミネーターの 2

つのタイプがあるといわれている｡一般に細菌の単純なターミネータ-は以下

に示す 3つの特徴を持っている｡ (1)中心に非反復配列を含む逆向き反復配列

が存在 し､その RNA転写産物はステムアンドループ構造を作る｡ (2)そのス

テム構造のループ側に隣接した部位に (G+C)含量の高い値域がある｡ (3) こ

の配列の後ろに一連の A/T塩基対が存在するし131｣｡ /n/遺伝子の終始コ ドンの

下流に 12bpの非反復配列をはさむ 的pからなるステム構造を形成すると考えら

れる塩基は (G+C)含量が高く､かなり安定な構造を取ると推定される｡この

ステム構造の直後にはTが 7つ連続で存在 しており､これ らの領域が bsf遺伝子

のターミネーターであると推定される｡

オリゴヌクレオチ ドプローブ HTY()1を用いて､HI'/7dHIで消化 した J,.a(〃･nL化/rl

JT()160棟のゲノム DNAについてサザンハイブリダイゼーションを行った結果､
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約 218kbp付近に強いシグナルが検出された｡この大きさはHL･ndIII断片としてそ

れぞれ pBSTN と pBSTCに挿入された遺伝子断片を合わせたものの大きさにほ

ぼ等しかった｡このことは STaseO16Oの構造遺伝子中にHI･ndIII部位があるにも

関わらず､ゲノム DNAでは H/'ndIIIで切断されなかったことを意味してお り､

P･a,lmLYL,/,/JT(〕16()株の歯体内でゲノムDNAがメチル化などの修飾を受けHl･ndIII

で切断できなかったものと推定された.bsf遺伝子中に存在するHL･n,dIIIの外側の

塩基配列は GGAAGCTTCCであり､パリンドローム構造をもっていることが明

らかになった｡一般に､制限酵素部位やメチル化酵素部位の配列はそのほとん

どがパ リンドローム構造をとっていることが知られており､このGGAAGCTTCC

という 10bpの塩基配列はP･dC〝77LrekIJTO160株の持つ DNAメチル化酵素の認識

配列の可能性があるoなお､pBSTNとpBSTCに挿入された遺伝子断片の両端に

存在するHin･dIIIの外側の塩基配列は AAGCTTA (5'上流側)と AAAGCTT (3,

下流側)であり､上述の配列ではないためにこれらの部位はメチル化されず､

H/')7dllIで切断されたと考えられる｡遺伝子工学的研究を行う際に制限酵素を用

いることは必須であり､現在多くの 6bpの配列を認識する制限酵素が使用され

ているo特に最近は高等動物の遺伝子を扱うことが多くなっているため､8bp以

上の配列を認識する制限酵素が要望されている｡しかし現在のところ､市販さ

れて いる 8bp以上の配列を認識する制限酵素はそれほど多くはない｡一方､多

くの細菌が生体防御の機構 として同じ塩基配列を認識するDNAメチル化酵素と

制限酵素を合わせ持つことが知 られている｡上述のとおり､今回クローニング

した bsl遺伝子のORF中に存在するHI'ndHI部位の塩基配列は､GGAAGCTTCC
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という 10bpからなるパリンドローム構造をとっており､この塩基配列部分が p.

damse/(IJTO160株の持つDNAメチル化酵素の認識配列の可能性が考えられた｡

さらに､P･a,ImSe/,IJT〔)160株が l()bpの塩基配列を認識するDNAメチル化酵素を

持つことが考えられることから､この配列を切断する制限酵素 (pd,,I)が存在す

ることが推定される｡今後､この制限酵素に関する知見を得ることも有益と考

えられる｡

現在までに動物由来の 10種類以上のシアル酸転移酵素遺伝子がクローニング

されている[58〕｡これらクローニングされた動物由来のシアル酸転移酵素ファミ

リーの推定一次アミノ酸配列の比較 ･解析結果から､これら酵素閲には高度 に

保存された領域が存在することが明らかにされている[41,109]｡また､1991年に

Esche77'chl'ac('/I-K-1よりα2耳シアル酸転移酵素をコー ドする遺伝子が[33]､1996

年にNeI'ssL"･I',I,,ne′"')7g]'ll'dl'S及びNeI'sseJ･['CIg("7,("･/･h('eC'Cよりa2,3-シアル酸転移酵素

をコー ドする遺伝子がクローニングされている[34].今回､明らかになった sT｡SC

O160の推定一次アミノ酸配列中には､動物由来のシァル酎 転移酵素に普遍的に

保存されているシアリルモチーフが存在しなかった｡また､sTascO160と

NeI'sse/'I''ImL"7('ng/'ll'dl'S､N血 ("･I,IgO/W/I/･h･(,e'/e由来 の シアル酸転移酵 素及 び

EL化herI'chI-aC,,//'K-1由来 α2,8-シアル酸転移酵素間の相同性解析の結果､これらの

問には高い相同性が認められなかったことから､STaseO16Oはこれまでに知 られ

ている動物及び微生物由来のシアル酸転移酵素とも進化的に全 く炎なる酵素で

あることが強く示唆され､本酵素は新規なシアル酸転移酵素であると考えられ
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上述のとお り､STaseO160の推定アミノ酸配列は､これまでに知 られているシ

アル酸転移酵素とは高い相同性は認められなかったが､その C末端側には､大

腸菌のリン酸輸送システム制御蛋白質 (phoU蛋白質)と非常に相同性の高い部

分が存在 した｡ この相同性の高いアミノ酸配列部分の二次構造 の解析から､ こ

の部分が α-ヘリックス構造を形成する可能性の高いこと､さらに疎水性アミノ

酸が一方向に配列される可能性の高いことが推定された.sTasc0160を､歯体か

ら柚出するために界面活性剤の添加が必須であったことから､ これまでに知 ら

れている動物由来のシアル酸転移酵素と同様に本酵素は膜結合性蛋白JLg1-と考え

られる｡そこで､STaSeO160の C末端側に存在する α-ヘリックス構造の機能を

解析するため､すなわち､酵素蛋白質の膜結合 にこのアミノ酸配列部分が閲与

していることを確かめるために､α-ヘリックス構造を形成すると推定さ才1るア

ミノ酸配列を含む発現プラスミド (PEBST)及び､α-ヘリックス構造を形成する

アミノ酸配列の上流に停止コ ドンを挿入した 2種類の発現プラスミ ド (PEBST

』137及び pEBST∠178)を構築 し､それ らを大腸菌で発現させて､それぞれの

菌体破砕液と可溶性蛋白質画分の酵素活性を測定 した｡その結果､いずれの発

現プラスミドで形尉 転換 した大腸菌の菌体破砕液中にもシアル酸転移活性が認

められた0-万､発現プラスミドpEBSTで形質転換 した大腸歯の可溶性蛋白質

画分にはシアル酸転移活性は認めらjlなかったが､C末端側の ct-ヘリックス構

造を形成す るアミノ酸配列 の上流に停止 コ ドンを挿入 した発現プラス ミ ド
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(PEBSTA137及び pEBSTA178)で形質転換 した大腸菌の可溶性蛋白質画分に

は､培養液 Hitel･あたり37U (pEBST』137)及び 121U (pEBST』178)のシ

アル酸転移活性が認められたことから､これらの組換え体酵素は可溶性蛋白質

として生産されていることが推定された｡さらに､C末端側に形成される α-ヘ

リックス構造が STase0160の膜結合領域である可能性が示唆された.また､組

換え体酵素の比活性は STase()16Oのそれと比校 してほぼ同程度であった｡動物

由来の Galβ1,4-GIcNAcα2,6-シアル酸転移酵素遺伝子を大腸菌で発現させると､

不溶性蛋白質として蓄積され､これを可溶性蛋 白質にするために蛋白質を変件

させる必要があったが[132〕､今回構築 した発現プラスミドではその必要がない

ことから､本発現プラスミドは Galβ1,4lGIcNAcα2,6-シアル酸転移酵素を生産す

るために非′凱 こ有効と考えられる｡

これまでにクローン化された動物 由来のシアル酸転移酵素の推定一次構造か

ら､シアル酸転移酵素は他の動物由来の糖転移酵素と同様に ⅠⅠ型の膜結合 トポ

ロジーを有 し､N 末端の短い細胞質碩域､膜結合領域､ゴルジ内腔幹領域と酵

素蛋白質の C末端部分からなるゴルジ内腔活性領域からなるものと考えられて

いる[58,11日｡今回､STとlSCL)16()の腰結合領域と推定された C末端部分に存在す

る α-ヘリックス構造部分を削除した組換え体 sTase()160が可溶性蛋白質になっ

たと推定さ81ることから､大腸菌から精製されているピルビン酸酸化酵素と同

様に (1)本酵素は C末端部分に存在するα-ヘリックス構造を介して膜に結合し

ているL133]､ (2)sTasc()16()の活性領域は､酵素蛋白Jjr-3-の上記 cL-ヘリックス描
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造よりも N末側に存在する､と考えられた｡動物由来のシアル酸転移酵素は､

他の糖転移酵素と蛋白質分子の構造的に類似性が認められているが､本酵素は､

これまでに知られている糖酸転移酵素と蛋白質分子の構造的にも全く異なり､

新規なものであることが明 らかとなった｡今回得 られた結果か ら推定される

STaseO160の蛋白質分子の構造と動物由来のシアル酸転移酵素の推定構造の模

式図をFig.4-16に示す｡

bsI遺伝子の一次転写産物は 675アミノ酸残基からなり､その推定分子量は

76･5kDaと見積もられたop･d,(/]7j･e/,IJTO160株から精製された STaseO160の N末

端アミノ酸配列は､bsT遺伝子の一次転写産物の 17番目から29番目のアミノ酸

配列と完全に一致していた｡また､bsF遺伝子の一次転写産物のN末端側に疎水

性の領域が存在し､また oRFの始めのメチオニン残基の直後には､+チャージ

をもつリジン残基が 2残基存在していたことから､このメチオニン残基から 16

番目のシステイン残基の前までの 15アミノ酸からなるアミノ酸配列が､sT｡5｡

0160のシグナル配列であると考えられた｡それゆえ､成熟 した sTO16Oは､推定

分子マス 74･8kDaで 660個のアミノ酸残基からなると考えられるが､p.dC〝mL,/,/

JTO16O株から精製された sTaseO160は､SDS-PAGEで 61kDa､ゲルろ過で 64kD｡

の分子マスを示すことから､成熟酵素は C末端部分及び N末端部分でプロセッ

シングを受けた後に形成されるものと考えられる｡今後､sTase(_)16°の C末端

アミノ酸配列の解析を行い､この点について明 らかにする必要がある｡また､

bLYl遺伝子の一次転写産物にはシグナルペプチ ドと考えられる部位が存在するこ

とから､成熟 した酵素は細胞質側から分泌され､ペリプラズム空間に存在する
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ものと推定される｡

発現プラスミドpEBSTA 178で形質転換した大腸菌内で､組換え体酵素は可溶

性酵素として生産されると考え られるものの､その回収率は非常に低く､酵素

の大量供給のためには改善すべき問題である｡ この問題を解決するために､今

後組換え体酵素を歯体外へ分泌させる生産系の構築が必要と考 えられる｡ 微生

物による有用な異種蛋白質の大量生産を考えた際に､生産 した異種蛋白質を歯

体外に分泌させることができれば､その連続生産が可能となり､さらにその精

製が容易になると考えられるo しかし､大腸菌はコリシン､ヘモリシン等若干

の例を除き歯体外へ分泌する蛋白質はないことから､大腸菌における蛋白質の

菌体外分泌機構はないと考えられている｡これまでに大腸菌を宿主として捌 口

蛋白質を薗体外に分泌する例も報告されているが､これは生産 された蛋白質 自

身の性質による分泌の可能性が高く､汎用性のある分泌生産系ではないと考え

られていることから､将来的には酵母を宿主細胞として α因子 リーダー配列を

用いる組換え体酵素の分泌生産系等を構築することにより､可溶性酵素の大最

供給が可能になると期待 される｡

本章では､原核生物の生産するシアル酸転移酵素として最初に精製 された､

P･dC"77Se/cIJTO160株由来のSTaseO160をコー ドする遺伝子 (bJ･/遺伝子)をクロ

ーニングし､大腸菌において活性な酵素蛋白質 として発現させ ることに成功 し

たoさらに､STと-SC()16()の膜結合領域や酵素蛋白質分子の構造に関する知見が得

られ､組換え体酵素を可溶性蛋白寛として発現 させることに成功した｡今後､

今回得 られた知見をもとに､可溶性 sTase016()の更なる高,生産系が構築できる
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と考えられる｡
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