
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

210　酵素 ・酵素工 学

719
α o 繭 g， ＄eq 睡en 漁 g　and 　expressi ◎n ◎f　xylamase 　A　gene　grom
αρε惚 鋤摺 1｛争鎧 ’

《Fac．欝め糟 s◎驪 ¢ es ，

1C
電r．糊◎し8醸 ．Ge 黼．　Mle　Un蕃v．

，

2鋼畿goya　Seir謹ku　C◎。

髄d）OJ ．X ，融 n軽，
旺．　F明in◎卩

丁．　F岬n◎
2

，　S．融 醜a   丁 臨  ra，　K．　S議k瞼 ，

and 　K．◎賢翻 ya，

19n置rodu 覦i◎nl　 F陪 m 《冫 ノ◎皰 ’， 繊 鵜 臆ul◎9ytic， 翻rl《刻y 鶲 鑢 げ◎b沁 ba《瀚 riu鵬 ， 幅 v軌露 a

ce 掘 ◎some
，
　mu 睡i−en 謬yme ◎9囎 甌 葺◎纏 c磯 1驪 鬱e 聡 s 総 糟 cl◎nec9．・Thre鱒 糠 鱒

we 綿 伽 s篋ered 　a胸d　me 論 erS ◎漁 e   il鵬 S◎me ．　H◎W 欝v麟 he麟 ＄　SIO　rep ◎船 鶴 xyla 瞭se

9驪 舘 ◎m 鵬 SO 醐 給 鵬 Str廱 S。 龝応 翻 s　w ◎舳 xyganase 　9繍 龝 is漁 祕 from囃 謬

bac篭e『ium ξ到n纈 seque ぬ◎祕 。

lMe伽 ds　an 飜 es 囃 IA 窪e艙 輛 c　lib慰 y ◎葦（；．ノ卿 ’waS 鯲 s撫 cte引 n 臆 田 一控

V  C晝O『 and 　SC 『ee 騎ed 晉0 『 xyl 暴『1ase　呂C量lvi豊y　w 醜h　C◎ng ◎“『駐謡　aSS 訟y・丁軸ずe鬱　舞Eaques

exp ガessing 　xyla 昌ase 　a《蹟  蹟》were ；S◎匯齲ed 籖nd 　their　iys舗 罍s 瞼ad ◎ne　s畠r騰鬱 enzyme 　w 麓恥

賄 1相5kDa　on 　zym ◎g麟 齢 s．鼬 S量r贓 ◎n　m 融ppiag　ar｝d　D麗《 hyb癜 12a肋 腕 S眠躡 燈姻電醜鍵 鰤ey

c◎n竃ained 　a ◎◎獅 m ◎n　6蔦 蝓 鯰 騨髄 輪窪．7he 織 9縦 贈 had鑞 ◎飛F ◎冒3
，
鯔 O 恥 e   ◎dl  綾

pr◎tein◎費 1
，
050 哉鵬 i溌O 蠶cid＄ wl朧 細門 憾 、5麟 ［》霞，

勸arn3d 　xynA 幽e鯰 ・鱒◎  IO墾y
。ompa   n・sh。ws 匙憾 the　pr。繍 ，勘 A ， 融 阻 嚥 一d◎h自跏 軅 購 e　c◎懐 s鯒範鱒 。骨鶲

雛 kn◎w 論domain，
　a 冒毳醸 y 癬 ｛許》oa鯵 騨 C 鬯om 翻n 、 農 紬鵬 饑y　IX   臆ulose　inin《量lng蜘 隅舗n

顳 das 聴m 創 ayer 隔◎m ◎1◎≦跨孀 do剛 繍簣．脆輸 s 騰o　re総 r3量6d 豊eq 嬲鬱轟  s　i瀬 i儻 勸 轡慧蝓 漁

師 g鱸 n α associate 　wi 電k　oe 闢ul◎s◎覦 e ・This麕ene ◎谿 鼬ighly　expregS 腋 》m 　i駐s　own

pr◎m ◎駐er　in齶．　cρ’i．　The 　peak　ac 匙繍 y　w 毳s　r醸 ch ¢ d　a艶 r 鱒 h郵◎響鰹ow 甑 蜘 幡 e 懲r飆 隷恥 購

o 看量he　enzym ¢ ◎ccured ξ毫縦ar　6 齢『：

醸ey 　Word ＄1
「
α os 敢 馳 〃ゆ su ’，細 anage ，

　farniEy　l　O （F）　xylanase ・　expression

720 ア ル カ リプロ テア
ーゼの 結晶構造 と高pH 耐性の 分子構造的要因
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【目的］Bacillus　 sp ．　KSM −K16 の 産生するア ル カ リプ v テア
ーゼ （M ・protease）は 、 酵

素活性の 至適 pHが極めて高い Subtilisinthの セ リンプロ テア
ーゼ で ある。　M −proteaseの

高アル カ リ性へ の 適応メカ ニ ズム を研究するために X 線結晶構造解析を行 っ た 。

【方法及び結剰 M −proteaseは 、 同
一

の結晶化条件で 2種類の 結晶 （夏、　II型）が得 られ

る 。
II型の 携造は 2．4A 分解能で R ＝ O．189まで 精密化 され てい る 。 よ り高分解能 の デー

タを一与え る 1 型は 、 斜方晶系に属 し空 間群 はP212121、　a ＝ 62・3・ b藹 755・
c ＝ 47．2A

・
Z ＝ 4

で あ る。 現在の モ デ ル は M −proteaseの 全 269残基 、
129個の 水分子 、 1個の C酔 イオ ン

を含み 、
8．0　一　1．5A 分解能の 27846反射に 対 しR ＝ 0．172 まで精密化 されてい る 。

　Subtiiis　in族 に は M −prot（vase の よ う｝；pH12程度に 至適pH を持つ もの の 他 に 、　pH10 程

度 に至適 pH を持っ もの が含 まれ る。 これ らの
一次構造 の比較 か ら、 極 めて アル カ リ

耐 性の 高い 酵素 に特有 で 、 低 pH 域に至適 性を持つ もの に は見 られな い 部位 の立体 配

置 を 、 解明 した結 驫構造 に 基づ 羞検討 した。 解析結果 からは 、 カル ボキ シル 末端 側

の領域 におけ る荷電ア ミノ酸の置換と、 それに よっ て 形成され る静電相互 作用が 重

要な役割を果 た して い る事が示 唆された 。
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