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　超好熱古細菌イ ン トロ ン の 水平伝播を司 る鍵酵素 1−Apell の 機能 と構造

　　 　　　 　　 　　 　　 さ　こ　 よ しひ こ　 もりなが　 やよい 　　のむら　　の りみち

　　　　　　　　　　○左 子 　芳 彦 ， 森 永　弥 生 ， 野 村　紀 通

　　　　　　　　　　　　（京大院 ・農学研究科 ・応用生物科学専攻）

【目的】

　ある種の イン トロ ン は 「可動 1生遺伝因子 」 の 性質を有して お り， 出芽酵母 ， 単細胞繍藻，
バ クテ リ

オフ ァ
ージ等の い くつ か の微生物ゲノム 上には可動駐イ ン トロ ン の存在が確認されて い る．我 々 はこ

れまでに古細菌 rRNA 遺伝子構造の 包括的な比較解析か ら以下の こ とを解明した
D→ ）．

　（a ） Crenarchaeota門に属する種 の rDNA には可動性イ ン トロ ンが散在する．

　（b）イン トロ ン の挿入が頻発するホ ッ トス ポ ッ トは rDNA 領域の 19箇所に限定され る．

　（c）可動陛イ ン トロ ン の 内部にはホ
ー

ミン グエ ン ドヌ ク レ アーゼ遺伝子がある．
以上の 知見は ， 天然の 古細菌群集にお い て ホーミン ク機 構に よ り可動 生イン トロ ン の 水平伝播現 象が

起 こっ て い ることを強く示唆するもの で ある．可動bkイン トロ ン が い か にして転移標的を選択するの

か とい う問題 を検討するために ， 我々 は現在， ホ
ー

ミン グエ ン ドヌ クレ ア ーゼ （HEase）の DNA塩基配列
認謝 幾構 と立体構造に焦点を絞 っ て研究を進めて い る．本研究で は

， 超好熱古細菌か ら新規に見い 出
された LAGLIDAI）G フ ァ ミリーHEase，1−Apellの機能と構造につ い て報告する．

【方法】

　超好熱古細tS　AeroprrLmi　pernii 　Kl の 23S　rRNA 遺伝子に存在する可動性イン トロ ン ApeK1．　L1927
の 内部 ORFを大腸菌 T7系を用い て高発現 させ ， そ の ORF産物を精製して生化学的解析に用いた．エ ン

ドヌク レ ア
ーゼ活性の測定温度は 90℃ （1−Aρell）および 25℃ （1一胴 ）とした．

【結果 ・考察】
　イン トロ ン ApeKl．　L1927の 内部 ORF の産物が 90℃ で部位特異的エ ン ドヌ クレ ア

ーゼ活性を有するこ

とを確認 し， 1−AρelI と名づ けた。1−AρelI の ア ミノ酸配列 （167残基）は LAGLIDADGモ チー
フを 1つ

の み含んで い た．1−AρelI は分子量 38　kDa の ホ モ ダイ マ ー酵素であり， 古細菌細胞内で も発現 して い

る こ とが示 され た．工一Apellは 22　bpの偽回文 DM 配列 （5
’
　
−CrGA（］T〔rl）C

＾
T
”
lrAA＊GGTAGCCAA； ＊および

＾

はそれぞれ top　 strand
，
　 bottom　strand の 切断音阡立を示 す）を認識 ・切断 した．切断剖 立は， イン ト

ロ ン ApeK1．　L1927付近であっ た．

　1辺ρdl の 認識配列同定の 結果 ， この 酵素が粘菌 Ph7saruapolycephalua由来の His−Cys　box型 HEase，
1一制 のイソ シ ゾマ ー

で ある事が判明した （1−bol は group 　Iセ ル フ ス プライシ ン グイン トロ ン に コ

ー ドされ ，
至適活性温度 25− 30℃である）．両者の ア ミノ酸配列の

一
致度は 11．　6％で あ り， 立体構造が

フ ォ
ール ドレベ ル で異なると予測 された．それ ぞれの塩 顱 己列認謝幾構を明らかにするため，認識配

列の全て の座位に
一塩 基置換や多重塩基置換を導入 した約 120種類の変異基質群に対す る切断効率を

体系的に測定 した．その 結果 ，
い ずれの HEase とも多くの塩基置換 パ ターン に寛容で あっ た こ とか ら，

HEase は長い 塩基配列 を低い厳密性で認識するこ とに よ り， 高い基質特異性と基質多選択性 を両立 さ
せ て い る と考えられた．しか しながら， 基質認識にお い て特に重要な塩基の配置が両者の 間で 部分的
に異なっ た こ とか ら，それぞれ独 自の 様式で同

一
の 塩基配列を認 識す る と考えられ た．こ の 二 つ の 酵

素遺伝子間に進化的類縁性は認められない ため ， 同一の DNA配列に対す る相互作用 （適応）を独立に

進化 させ た結果 ， 機能的収斂が生 じたもの と考えられ る．本報告は ， 同
一

の DNA配列 に対する異なる

複数の分子認識様式の 存在を見出 した最初の例であ り， 今後構造生物学的な側面か らHEase ／DNA 相互

作用を探究する上で重要なモデル とな り得 る．
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