
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

10　 標的分子 デザ イ ン

1SO6

［H 的〕

　 超好熱始原菌 由来の 耐熱性酵素にお ける分子認識
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超好 熱始原菌 由 来酵 素は従 来の 酵 素 と比較し て 、   耐熱性が 高 い 、  基

質特異性 が低 い 、な ど とい う特徴 を有 して い る 。 こ の 理 由を酵 素の 生化学的性質 ・

、

tTl

体構造 に 基づ い て 解 明す る こ と を本研 究 の 目的 と した 。我 々 は鹿児島県 小宝 島よ

り超好熱 始原 菌 7
’
herrnococcets　kodakaraensis　I〈OD 　I 株 を分離 して お り、既 に 80 種類

以 」二の タ ン パ ク質 に対 して 生化 学的解析 を行 っ て きた 。 こ こ で は特 に興味深 い 性質

を有す る KOD1 株 由来 の   aspartyt 　tRNA 　synthetase （AspRS ）．  Rubi・g，・co 、  DNA 　ligase

お よび   DNA 　p・ ［．ymcraseに つ い て 生化学的
・構造化学的研究成果を紹 介す る。

1方法お よび結果】　   Aspartyl一じRNA 　synthetas ．　e ： KOD 　l 株の AspRS は N 末端側

領域 が細 菌型 酵素 と 、 中央 お よ び C 末端 側領域 は 真核 生 物 型 の もの と 類似 して お

り、キ メ ラ構造を と っ て い た 。 組換え 型 酵 素 AspRS の 結晶化 ・X 線解析 を行 い 、　 i．9

A の 分 解能で AspRS の 立 体構 造 を決定 した c 結晶 に基 質 を ソ
ー

キ ン グす る こ と に

よ り、Asp −tRNA の 合 成過程 を 追跡 す る こ とが で き た 。 ま た 、生化学 的 に示 され て

い た 始原菌酵 素の ア ン チ コ ドン 認識特異性の 低さ （Asp と Asn を活性化 で きる こ と）

の 理 由 を構 造 的 に 証 明で きた 。   Rubisco ： Rubisco は植 物や 多 数 の 光 合成細 菌 の

Calvin−Benson　cycle の 鍵酵素で ある 。 我 々 は KOD 且株 の ゲ ノム に Rubisco 遺伝
．
yが

存 在 す る こ とを 発見 し 、 そ の 発現 産物 （T ，k−Rubisco ） の 解析を進 め た 。 11　）（．Rublsco

は ．一
次構造的 に既 存 の 酵素 と 異な る 新型 Rubiscoで あ り，また spinach の Rubisco の

呈o 倍 以上 の 高い 活 性 を有 し て い た 。 さ らに 、従来の Rubisco よ りも carbGxylase 特

異的で ある こ とも判明 した 。；　k−Rubisco の 結晶化
・ X 線解析 を行 っ た 結果、本酵 素

は新規な 7il角 形構造 を有 して い る こ とが判 nE した 。   DNA 　ligase：DNA 　ligase は 2

つ の DNA 断 片の 末端 を結合 させ る とい う遺伝
．
畳組換 え伎術の 中で 不可欠 な酵 素で

あ る 。KOD1 株 由来酵 素は 30℃ か ら 10｛｝℃ まで高 い DNA 　Iigase活 性を有 し 、 また 、

ATP 依存型酵素 と して は初 めて NAD ＋を 補因子 として 活 性を示 した 。 また DNA 　nick

の r」　
’一末端 側 の 塩 基対 形 成 に 対 して 厳 密な 基 質特 異 啌 を示 したが 、 5L末端 に対 して

は 特異性が 低い こ とが判 明 した 。   DNA 　p鳴 mlcrase ：本酵 素は長 い DNA 断片 を 速

く、正 確 に 複製する こ とが で き る と い う特徴 を有 して い る 。 立体 構 造 を決定す る こ

と に よ り これ らの 諸特性を 説明す る こ とが で き た。例 え ば、 fimgers　subdomnin に は

塩基性 ア ミ ノ酸残基が多 く、基質で ある dNTP が 静電 相互 作用 に よ り取 り込み が 促

進 さ れる 。 さ らに 、tbrked−poillflに は多くの Arg 残基が 存在す る た め ，高温で も安

定 に 複製中の DNA を保 持す る こ とが で き る 。
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