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補酵素 A （CoA ）は 生体 内で ア シル 基の 担体 として 機能 し、　 TCA 回路や脂肪酸の

合成 ・分解 な ど 様々 な細胞 内代謝 に 関与する 。CQA は細 胞内に おい て 9 段階の

酵 素 反応 に よ っ て合成 さ れ る こ とが 知 られて い る が、細菌
・
真核生物 で pantoate

か ら 4｝−phosphopantothenateへ の 変換 を担 う2 つ の 酵 素 pantothenate　synthetase

〔PS）、pantothenate　kinase（P肌 K）の 相同遺伝 ？が多 くの ア
ーキ ア ゲ ノム 上 に存

在 し な い ．我々 は 今 まで に超好熱性 ア
ー

キア の
一

種 7hermoceceus 　kodaka 厂ensis に

お い て 既 存 の PS／PanK 経路 に 代 わる 2 つ の 新 規酵 素 pantoat巳 kinase （PoK ） 、
phosphopantethenate　synthetase 〔PPS ）を同定 し、ア

ー
キア に お ける pantoateか ら

4
’−phosphopantothenateへ の 変換経路 を明 らか に した。
本 研 究 で は 新規 酵素PoK、　 PPS に加 え、　 ketopantoateか らpantoateへ の 変換 を担

う ketopantoate　reductase （KPR ）の 酵素 学的諸特 性の 解 明 を目的 と し た。　 PPS 、
KPR は 大 腸 菌 内で 、　PoK は T　kOdakOrensis内で 大量発現 し、各々 の 組換 え型 タ ン

パ ク 質 を 精 製 し た。い ず れ の 酵素 も厳 密 な基 質特 異性 を示 した が、PoK の

nuc ］eotide 特 異性 の み例 外的 に 広 い もの で あ っ た 。速 度論 的解析 の 結 果、　 PoK は

pantoate、　 PPS は 4−phosphopantoateお よび ATI ）に よ る基質 阻害 を受 ける こ とを見

出 した 。また PoK は 4−phosphopantoateに よる 生成物 阻害 を受 ける こ と も判明 し

た 。KPR は NAD 田 NADPH の い ずれ も電子供与体 として 利用 した が、　 NADH に

依 存 し た活 性 の 方 が 高 い k。。，iκm
値 を示 した。　CoA、　acetyl −CQA 添加 に よ る 各酵

素の 活 性 へ の 影響 も検討 し たの で 報告す る。

［背景ILon　proteaseは Archaea、　Bacteria、　Eukaya に広 く存在す るプ ロ テ ア
ーゼ で

あ り、主 に細胞内 にお い て ミス フ ォ
ー

ル ドし たタ ン パ ク質 を分解す る役割 を担

う。また 、6−7 個 の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 る オ リ ゴ マ
ー

を形成 し、各サ ブユ ニ ッ

トは ATPase ドメ イ ン と PrOteaseドメ イン を含 むこ とが知 られ て い る。今 回、我 々

は超 好 熱 占細 菌 〔始 原菌 ）Thermococeus　kodakarensisか ら、　 Lon 　proteaseと類似

した 配 列 を持 つ 菌体外 プ ロ テ ア
ーゼ （Tk2 且68）を単離 した 。　Tk2168 は N 末端 シ

グナ ルペ プチ ド、Lon と相 同性 の 高 い Proteaseドメ イン 、構造
・
機能 ともに未知

の C 末端 ドメ イ ンで構成 さ れ て い る。その
・
方で 、Tk216gは 、　 ATPase ドメ イ ン

を持 た な い 点 、菌 体 外で 作用 す る点で Lon　protease とは異な っ て お り、独 自の 酵

素特 性、お よ び 生 理 的 役 割 を保持 して い る こ とが推 測 され る。本研 究 で は

Tk2168 の 諸 特性 解 析を 通 じて 、本酵 素の 酵素特性 およ び 生理 的機能 に つ い て 明

らか にす る こ と を 日 的 と した c

［結果 ］シ グナ ルペ プチ ドを除 い た Tk2且68を、大腸菌内で 発現 し、組換 え Tk216S

を調 製 した。カ ゼ イ ンを 用 い た活性 測定に よ り、Tk2168は leo℃ に お い て 最大

の 活 性 を示す な ど 1．分 な 酵 素 活性 を も っ た耐熱性酵素 で あ る こ と を 確認 し た。
さ ら に C 末端 ドメ イ ン を 欠損 させ た 変異体を作製 し、熱安定性、ペ プ チ ダーゼ

活性 に つ い て 野 生型 と比 較 した とこ ろ ，高温に おける 活性、お よ び 熱安定性が

低 下 す る こ とが 示 され た 。こ れ らの 結 果か ら、機能不明な C 末端 ドメ イ ンが 、
高温 条 件 下 で の Tk2168 の 活性維持 に重要な ドメ イン で ある こ とが 示唆 され た 。
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【目的】
FKBP は cyclophilin 、　parvu］in と共に PPIase に 分類 され る。PPIase は フ t

一
ル デ ィ

ン グ反応の 律速 段 階 で あ る シ ス ートラ ン ス 異性化反応 を触媒 して い る。さらに

PPTase は タ ン パ ク 質の 凝 集 を防 ぐこ と か ら シ ャ ペ ロ ン の よ うな 機能 も備 えて い

る こ とが明 らか に さ れ て い る。しか しこ の 二 つ 目の機 能は複数の ドメ イン を持

つ FKBP の みで しか観察 されてい なv   これ らの ドメ イ ンは 部分的に 折 りたた

まれた タ ンパ ク 質の結 合部位として 働 くこ とに よ りFKBP に シ ャ ペ ロ ン の よ う

な機能 を与えて い る。
超 好 熱 古細 菌 （始原 菌）rhermococcus　kodakOrensisは 、［ong −type と short −lype の 2

つ の FKBP を持 つ とい う特徴 を有 し、こ れ ら の タ ン パ ク 質は Tk−FKBP3 ＆ Tk−
FKBP17 と呼ば れ て い る 。好熱菌や 超好熱菌が こ れ ら 2つ の FKBP を 持つ こ との

意義や 、役割 につ い て は 明 らか に され て い な い 。そ こ で 本研究 で は 、Tk−FKBP38
と Tk−FKBP 且7 に つ い て構造 的、機 能的解析 を行 い 、こ れ らの タ ン パ ク 質の 役割

を解明 する こ とを 目的 とす る。
1結果】
精 製した タン パ ク質を用い て PPIase活性 を測 定 した と こ ろ Tk−FKBP17 の活性 は

Tk −FKBP38 の 活性 よ り高か っ た。しか し、シ ャ ペ ロ ン 活性 はTk−FKBP 且7 よ りも

Tk−FKBP38 の ほ うが 高い 活 性 を示 す こ とが わ か った。こ の 活 性 の 違 い は 猟 一
FKBPI7 と Tk −FKBP38 の 役割の 違 い に よ る もの と考えられる。
現 在は 、皿 一FKBP17 や Tk−FKBP38 の 役割 を明 らか にす るた め に、　Tk−FKBP38 の

PPIase 活 性 や会 合 状 態 に 強 い 影響 を与 える と考 え られ る C −terminal 　d。 main を 欠

損 させ た FKBP38 ∠ CTD 変 異体 を構築し、そ の 諸特 性解析 を進めて い る。

【目的 1
グ リセ ロ

ー
ル代 謝 で 重 要 な 役割 を果たす と考え られ る 酵素の 且つ に glycerophos

−

phodlester　phosphodiesterase 〔GPDP ）が 挙げ られ る 。こ の 酵 素は glycerophospho
−

diester（G3POR ）を glycerol　3−phosphate （G3P ｝とア ル コ
ー

ル に 加水分解する 働きが

あ り T 　kodakarensis で は tk1397、　tk1398とい うORF に コ
ードされ て い る と推定 さ

れ て い る．真核 生 物や 真正 細菌 の 場合、膜 をG3POR が構 成して い る た め 、この

酵 素 に よ っ て 膜が 分解 され て い る。一方、古細菌 で は G3POR で は な く、その 鏡

像 異 性 体で ある GIPOR が 膜を構成 して い る。そ の た め 、　 tk1397、　 tk1398 が コ
ー

ドす る タ ン パ ク質 （Tk−GPDPI 、　 Tk−GPDP2 ）が GPDP 活性 もつ の か、また、な

ぜ 同 じ働 きを持つ と思わ れ る タ ン パ ク 質が 隣接 した 2 つ の ORF に よ っ て コ
ー

ド

され て い るの か 興味が持たれ る。本研究で は、これ らの タ ンパ ク質 の特性解析

を行 い 、T　kodaharensisに おける働 きを推 定する こ とを目的 と した。
防 法

・
結果】

培養 し た KODI の RNA を抽出 し、逆転写 して 得られ た cDNA を鋳型 に PCR を

行 っ た結 果 、菌体内で の Tk−GPDP1 、猟 一GPDP2 の 発現 を確認 した。また、tk1397
と tk1398 は オペ ロ ン を形成 して い るこ とも明 らかに な っ た 。

Tk −GPDPI に つ い て は 大腸菌で 発現、精製 し、その 後特性解析を行 っ た。また、
類縁酵素 との よ り詳細 な比 較を行 うため、X 線結晶構 造解析を行い 、分解能 2、O
A を示 す結 晶か ら 分子 置換 法に よ り構 造を 決定した e
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