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629 　　　 金 属結合能 を増強 した ヒ トメ タ ロ チオネイ ン
ー2 の 創製
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【目的】金属 は、タ ン パ ク質の 構 造や 多くの 酵 素 の 活性 に重 要 で あ る 。 本研 究で は 、

金 属含有量の 高い ヒ トメ タ ロ チ オ ネイ ン ー2（hMT2 ）を用 い 、 タ ン パ ク質工学的 手法

に よ りこの タ ン パ クに 新た な金属 結合部位を付加す る こ とに よ り、金属結合能を増

強 した hMT ・2 を作成す る こ とを 目的 とした 。

【方法及 び結 果 1ホ モ U ジー モ デ リン グ に よ り、新 たな金 属結合部位 を作 り出せ る

の で は ない か と推測 され る ア ミ ノ 酸残基 を探 索 した 。 タン パ ク質工 学的手 法に よ り、

こ の ア ミ ノ 酸残基を置換 し、Cd 及 び Zn と結合 した 変異 hMT −2 を精製 した 。
　 pH

滴定 に よ り金 属の 解離度 を、UV 吸収 を指標 と した hMT2 と金属 の 比及 び 原 子吸 光

法に よ り金属結合数を求め た 。 こ の 結果、変異 hMT2 で は 、
　 pH 安 定性が 向上 し 、

金属 結合数 も増加 した こ とが確認で きた 。
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【目的 】超 好熱始源菌 Thermococcus　kodakaraensis　KOD1 由来06−methylguanin −

DNA 　methyitransferase （MGMT ）は α
一
ヘ リッ ク ス 上に イオ ンペ アが非常 に多い。

こ れ らの イオ ン ペ ァが 、 MGMT の 耐熱化や 安定化 に寄 与 して い るか を調べ るた め、イ

オ ンペ ア 欠損変異体の熱 力学的解析を広 い温 度範 囲で 行 うこ とを目的 と した。

【結果 と考察】変異導入は、ヘ リッ クス 間や ヘ リッ クス 内だ けで な く、 ドメ イ ン間や

内部、外 部な ど異な っ た 特徴 をも っ た 部位 に し、六種 類 の 変異体MGMT を調製 した。

変異体の △ Gを 10 ℃か ら70 °

C で 求めた。E93A は全て の 温 度範 囲で 4　kJ／mol 程度低

下 し、他は 1kJ ／mol 程度低下 した 。 さ らに 、 タンパ ク質表面 に位置する ヘ リッ クス

内イオ ンペ アその もの の安定性を二 重変異サ イ クル法 によ っ て 算出 した が 、10℃ か

ら70℃ で 1kJ ／mol 程度の 寄 与 しかな か っ た 。
　 E93は、 ヘ リ ッ クス を結 ぶだ けで な く 、

内部 にあ り 、 ネ ッ トワ
ー

ク を形成 し、 ドメイ ン間を結ぶ 、とい う特徴があ っ た。 内部
に ある イオ ン ペ アで も安定性 と耐熱性 に寄与 しな い もの もあ っ た こ とか ら、イオ ンペ

ア の耐 熱性 へ の 寄 与は 、露 出表面積だ けで な く 、 位置 が 大切 なの で はな か ろ うか 。

Elec1rostatic　Role　of　Ion−pairs　fbr　Thennal 　Stab 且litン of 　a　I　Iypcr山 ennophilic 　Pr（）tcin．
Ke ・t・… Shi・de 　

1
，　Shi・g・ Ni・  k・ri・

’

．・Shi　nsuk ・ F ・lji・・（va1 ．Mtusalコi・・ T・k・gi
ユ

，・and 　T ・岬 垣

Imat・akas・
ID

・pt．　Bi・ t・c1皿 ・1．，0 ・aka−U 血べ S・h・・1・f　M ・t副 S・i．，JAIST ，
　

」

D ・pt　Sy・d・

Cheln．＆ Biol．　Cllcm ．，　Kyoto −UI盛v ．．JST −CREST ．

【Key 　Words 】 Proleill　Fo】djng，　Tllenllal　Stability，　Thenllodyn こunics ，Ion−pair，　Archaca

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　


