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制限酵素 を 「創る」 こ とは可能 か 〜

鳥取大学 工 学部生物応用工 学科　喜多恵子

　現在 ま で に ，約 10，000種 もの 細菌 に つ い て 制限 酵素活性 が ス ク リ ーニ ン グ さ れて い るが
， まだ 認識す る 酵素が

報告 され て い な い 配列 が 数多 く存在 して い る ，た とえ ぽ，AATT を 認識す る酵素は 発見され て い な い 上 に ， こ

の 配列を認識す る酵素を選択的 に ス ク リ
ー

ニ ン グす る方法 も今 の と こ ろ な い ．それ で は ，既 存の 制限酵素 の ア ミ

ノ 酸を修飾あ るい は置換す る こ とで 、新た な特 異 性 を もつ 酵素 を 「創 る 」 こ とは で きな い だ ろ うか ？　その た め
に は ，制限酵素 の 塩 基配列認識機構 を 理 解 して お く必要が あ る が，DNA 結合 タ ソ パ ク 質と して 興味深 い 対象で

あ る に もか か わ らず ， そ の 作用機構 は ほ とん ど知 られ て い ない ．し か し，約 60種 の 制 限 酵 素遺伝子 が す で に ク

ロ
ー

＝ ン グ され ，
い くつ か の 酵素 に つ い て は 結晶搆造解析 も進 ん で お り，認識 お よ び 切断に 関与す る ア ミ ノ 酸 残 基

が 徐 々 に 解明 され つ つ あ る．こ こ で は も っ と も詳細 に 研究 さ れ て い る EcoR．1に つ い て ，　DNA との 相互 作用 が ど

の 程 度 解明 され て い るか に つ い て 紹介 し，あわ せ て制限 酵素の 特異性の 改変は 可能か どうか に つ い て 述べ て み た い ．

　 Ec。RI は ，　DNA 上 の GAATTC 配列 を認識 し ，　 Mg2 ＋
存在下 で G と A の 間を 切断す る 酵素 で ，277個 の ア ミ

ノ 酸残基か ら成 る分 子 量 約 31kDa の サ ブ ユ ；
ッ

ト か ら構成され る二 量体と して 作用す る．そ の 遺伝子構造は ご

く早い 時期に 明 らか に され て お り，基質 DNA ・酵 素 複 合 体 の X 線結晶構造解析 の 結果，α
一ヘ リ ッ ク ス の N 末端

側 に 位置 す る Arg200 が 認 識 配 列 中 の G と，こ れ とは 別 の α
一ヘ リ

ッ
ク ス の N 末端側 に 位 置 す る Glu144 と

Arg145 が お の お の A と水 素結合を形成 して い る こ と が 明 らか に な っ た．i）Glu144 と Arg145 は 塩基 の 認識だけ で
は な くサ ブ ユ ユ

ッ ト間 の 相互作用 に も関与 して い る ．こ れ らの α 一ヘ リ
ッ

ク ス は ，多 くの リ プ レ
ッ サ ータ ン パ ク

質 で 報告 さ れ て い る よ うな ヘリ ッ ク ス ・タ ー
ン

tヘ リ ッ ク ス 構造 は と っ て い な い ．最 近 ，Ec・RI の DNA 結 合 ド

メ イ ン と ，c −myc タ ン パ ク 質 の DNA 結 合 ドメ イ ン の ア ミ ノ 酸配列 の 間に 相 同 性 が 存在す る こ と が報告 され た．2）
Arg200 を 19種 す べ て の ア ミ ノ 酸 に 置換 した変異酵素 の うち，　Lys置換体 は 親株 と同 等 の 活性 を ，　 Cys，Val，　Ser 置
換体 は G と水 素結 合 を 形 成 で きな い に もか か わ らず親株 と 同

一
の 配列を認識 した．PTe，　Trp 置換体 を 保持 す る

大腸菌 は EcoRI メ チ ラ ーゼ の 有無 に 関 わ らず 生育阻害を示 した こ とか ら， こ れ ら変異 酵素が 親株 とは 異 な る配
列を認識す る こ とが期待 さ れ た が，残 念 な が ら in　vitre で の 活性 は 検出されず，生育阻害 は 別 の 理 由 に よ る と考
え られ て い る．3）

　制限酵素 に よ る 反応 は ，  塩基配 列 の 認 識 と結合 ，そ れ に 伴 う構造変化，  Mg2 ÷
の 結合 に よ る構造変化 ，  

切断・の 順 に 起 こ る と され て い る・ラ ン ダ ム 変異 の 結 果 ，G 】y93，・Gl・ 96 カミM9 ・・ との 結合 に，　Gl。 111が 切断活
性 に 関与 して い る こ とが 示唆 さ れ た ．ウ シ 膵臓由来 の DNasel で は ，　Glu −His−H20 の プ ロ ト ソ リ レ ー

で 生 じた
OH 一

が P を 求核攻撃 し，　P−O −3
’
結合 が 切断 され る モ デ ル が 提 唱 さ れ て い る．弔］ しか し，　 Ec。RI で は His の 変異株

は 得られ て お らず，切断機構 の 詳細は 不 明 で あ る．EceRI と 同
一

配列 を 認識 し て 切断す る制 限 酵素 Rsrl で も，
以上 述 べ た よ うな活性 に 関与す る ア ミ ノ 酸残基は 非常 に よ く保存 され て い る が ，S〕切断機構に は 差が あ る こ とが
報告 され て い る ．6）

　
こ れ ら の 結果は ，制限酵素 が 塩 基 配 列を認識す る 際 ア ミ ノ 酸側鎖 と塩基間の 水素結合 の 形成 だ けで は な く，

塩基 配 列 に 依存す る DNA の 立 体構造 の 認識も必 要 で あ る こ とを 示 して お り， リ プ レ
ッ

サ ー
タ ン パ ク 質で報告さ

れ て い る よ うな， 1 個 の ア ミ ノ 酸置換 で 認 識 特 異 性 を 改変す る こ とは 困難で あ る こ とを 示 唆 し て い る．さ ら に ，
認識 特異性が 変化 した 制限 酵 素 が 変異 の 結果 生 じた と し て も，そ の 制限酵素 に よ る切断か ら保護す る メ チ ラ

ーゼ

が共存 して い な い 場合，宿主 の 染色体 DNA は 新た な特異 性 を持 つ 制限酵素で 切断 され る ため ，細菌は 死滅して

しま う．した が っ て ，特異性 が 変化 した 制限酵素 が ガπ ぬ o で 触媒活性 を 示 すた め に は ，メ チ ラ
ーゼ も変異 し なけ

れ ば な らず，新 た な 特異性を持つ 制限 酵 素 が 偶然 に 出現す る 確率 は 非常 に 低 い だ ろ う，し か し，メ チ ル 化の 制約
の も とで 新 た な特異性を付加す る こ とは ， 必ず し も不 可 能 で は な く，今後 さ らに 多 くの 制 限 修 飾酵素退伝子が ク
P 一ニ ン グ され ，結晶構造 に 関す る デ ー

タ が 蓄積 され れ ば，系統的 に 特異性 を 改変 した り，任意 の 配 列 を認識す
る 酵素を 「創 り出す 」 こ と も可 能 に な る と予想 して い る．
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