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【口的】不 溶性 タ ン パ ク 質 で あ る ケ ラ チ ン は 、ジス ル フ ィ ド結合 な どの 架橋
構造 をとる ため 、非常に 硬 い 構造を も って お り、通常の プ ロ テ ア

ーゼ で は

分解 が 困難で あ る ： とが 知 られ て い る。しか し、ケ ラ チ ン 分解酵 素に 関す
る報告は 少な く、ケ ラ チ ン の 分 解機 構 は 未 だ解 明 され て い た い の が 現状 で

あ る。そ こで 、本研 究 で は 新 た に ケ ラ チ ン 分 解菌を ス ク リーニン グ し、産
生 されたケ ラチン 分解酵 素の 特性に つ い て調 べ た。
【方法お よび結果 】シ カ の 体 毛を含ん だ 土壌か ら、ケ ラ チ ン 分解活性 の 高い

D −1 株 を単離 し たuD −1 株 は 、16SrDNA の 解析 か ら 5伽 o’？砂勧 脚 π 配 ∫

nitn
’
tireducerLvと最 も 高い相 同 性 を示 し た。精 製 に よ っ て 得 られ た 酵素は 、

2 種 類の 新 規な 酵 素 で あ り、そ れ ぞ れ ジ ス ル フ ィ ドレ ダク ター・ゼ とプ ロ テ
ア
ーゼ で あった。これ ら の 酵素は 、単独 で は ケ ラ チ ン 分解活性 を示 さない

が 、混合 した際に 高い ケ ラ チ ン 分解活 性 を示 した。さ ら に 、得 られ た新規一
7 ロ テ ア ーゼ は 、ジ ス ル フ ィ ドレ ダク タ ーゼ 存在 下で 、ケ ラチ ン に 対 し て

Pro匸einase 　K の 2倍 の 活 性 を示 した．また 、ジ チオ ス レ イ ト
ー

ル の 存在 下

にお い て も 同様 の 結果 を示 した こ と か ら、還元 作用 を受 けたケ ラチ ン を分

解す る の に適 した酵 素で あ る こ とが わ か っ た ．一
方、ジ ス ル フ ．

イ ドレ ダク

ターゼは 、細菌 由来 で は報告 例 の な い 酵素で あ り、ケラ チン の よう なタ ン

パ ク 質か ら グル タ チ オ ン や シ ス チ ン とい っ た ペ プチ ドの ジ ス ル フ ィ ド結合
も切 断す る こ と か ら、広 い 基質特 異性 を示 し た。また、こ の 酵素が ケ ラチ

ン に 作用 し た際 に、他の プ ロテ ア
ーゼ にお い て も活 性の 上 昇 が 見 られ た こ

とか ら、ジ ス ル フ ィ ド レ ダ ク ターゼ もケ ラチ ン 分解 に適 した酵素で ある こ

とが 示 され た．した が っ て 、2 種類 の 酵素が 協 同的 な作用に よ りケ ラチ ン

を分解 して い る こ とが わ か っ た、

【目的 】．alicvclobacilLus．　sendainensis の 」三産す る プ ロ テ ア ーゼ （AS ⊂ P） は
コラ

ー
ゲン に 高い 特 異 性 を 持 ち ，好 熱 好 酸 性 を 示す コ ラー一ゲ ン 分解酵素 で

ある 、ASCP は 各種代 表的なプ
．
ロ テ ア

ーゼ 阻害剤 で 阻害 されず，既知の コ
ラ ゲナ

ーゼ の 基質 ペ プチ ドに対 して 分 解活 性 を示 さ ない な ど の ユニーク な

性 質を持ち，そ の 触媒機構 や 認 識 配 列 に つ い て は不 明で あ っ た ．そ こ で 本
酵 素遺伝子 を ク U 一ニ ン グ し，配 列 決 定 を行 っ て触 媒機構 を推測 した ．ま

たコラ
ー

ゲン の 内部配列 か ら設 計 した ペ プ チ ド基 質 を使用 して 基質特異性
解析 を行 い ，そ の 認 識配列 を推定 した．
【方法及び結果】配列解 析の 結果 ，木 酵 素 は N 末 端側 の 約 20kl〕a の prepro
領域 と 37kDa の 成熟体 領 域 で構 成 され ，成 熟 体配 列 を 用 い た 柑同性解析
に よ り，family　S53 に属 す る新 規 な セ リン

・カル ボ キ シ ル ブ ロ テ ア
ーゼ 群

と SO9 以 E の 配列 同
一

性 を持 っ こ とが 明 らか とな っ た ．ま た ，　family　S53

プ ロ テ ア
ーゼ の 保 存配 列 で あ る Glv−Xaa−Scr モ チーフ や ，触媒残基 と され

て い る Glu，　Asp，　Ser な ど も保 存 され て お り，八 SGP も同様の 触媒機 構を
持 っ と推測 され た 、
　木酵素 に よ る コ ラーゲ ン 消化産物の 配列解析か らコラ

ー
ゲ ン 分子 中の 切

断 部位 を推 定 して 基質ベ プ チ ドを設計 し，ASGP の 速度論 解析を行った．
さ らに 最 も 高 い 分 解活 性 を 示 した Met −Gly−Pro。Ah −＊Gly−Phe −Pro −Gly −Ser
〔i：切 断 部位 〕を 基 に 切断部位周辺の ア ミ ノ 酸を置換 し た ペ プチ ドを作製
し詳 細 な特異性 解析を 行 っ た ，
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【目的 】超好 熱始原 菌 17ie・rmococcus 　kedaharaensts’KODI 株 出来 サ チ ライ シ ン

（Tk
−subtilisin）は、422 ア ミ ノ酸 か らな る．バ ク テ リア 由 来 サ チ ライ シ ン

韈鵬囓誰慌ぢ蝋纐譲鍍、呈1嚢灘 携 宴費跨
想 される。しか し、Pro 配 列 が切 断され て活 性 型 に な るバ クテ リア 由来サ

チラ イ シ ン と異 な り、Tk−subti ］isinは Pro 配 列 を保 持 した ま まで 活性 を示

すこ とが 明 らかに なって い る、よ って 、本研 究で は こ の Tk−subtilisin の Pro

配列 の 役割 を解析す る こ とを 目的 と した 。
【方法 と結果］　 1

’
h−s．ubtilisin の Pro 体 （Gly

］−Gly3gs）お よび 成 熟 体 （Na8S−
Glyngs ）と予想 され る蛋 白質 を 大腸 菌 にお い て 生 産 させ た と ころ 、い ずれ も
イ ン クル

ージ ョ ン ボデ ィ
ー

と なった 。そ こで 蛋 白質 変 性 剤に よる 可 溶化 と

透 析 に よ る再構成 を試み た結果、Pro 体、成熟体 と もに 活 性 を示 した 。し

か し、成熟体の 活性 は Pro 体 の 活性 より大き く低下 して い た。現 在、　 Pro
配列 の 役割 を調 べ るた め に、こ の 二 つ の 蛋 白質の 精製お よび 酵 素 学 的 諸 性

質の 解析 を進 め て い る。また、TA −subtilisinが KODI 株 か ら Pro 体 と して

分泌 され るの か 成熟体 として 分泌 され るの かを調 べ るた めに 、抗体の 作製
を行 っ て い る。

【口的】リボ ヌ ク レア
ーゼ H （Rnase　H ）は DMIRNA ハ イ ブ リ ッ ドの RNA

鎖の み を分解す る酵素で ある．エ イ ズ の 原 因 ウィ ル ス で あ る 、HIV ．1 の 増
殖に は Rnase　H が 必要 で あ り、そ の 触 媒機構の 理 解 は エ イ ズ治療薬設計に

役立 つ と期待 されて い るtt大腸 菌 Rnase 　HI は滑 性 に Mn
？＋

ま た は M ず
＋

イオ ン を必要 とし、これ まで の 研 究か ら、本 酵 素 の Mn2 ＋

存在 下に お け る

触媒機構 ほ Mg2 ＋
存在 下 に お げ る もの と は異 な る こ と が示 唆 され て い る。

しか し、これ ま で活 性 部 位 変 異俸 の 活 帽 は ほ とん ど Mg2
÷

存在
．
ドで の み解

析 されて い る。そこ で本研 究で は 、これ ら活性 部位変異体の Mn2
＋

存在下
で の 活性 を調 べ る と共に 、こ れ らの 変異体の Mn2 ＋

の 結合 様式を解析 す る
こ と を目的 とし た．
【結 果】活性 に 不 可 欠 と考 え られ て き た AsplO 、　Glu48．　Asp7〔） の うち、
Glu48 の 変異体 （E48A、　E48Q ）だ け が Mn2 モ．

存 在 下 で も活 性 を 示 すこ とを

見い 出 した 。こ の 変異体や野 生型酵素 に よ る Mn2 ＋
及 び Mg2

＋

存在下で の

基質切断部位 を比 較 し た とこ ろ 、ほ とん ど変化 が なか った。カ ロ リーメ ト

リー．・測定 や原子吸光分析 を行 う こ とに よ り、Dl〔〕A に は Mn2 ＋
が 結合 しな

い が 、E48A に は Mn2
＋

が
．
原 子 結 合 して い る こ と を 明 らか に した 。
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