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【序章】

「人類の歴史は感染症の歴史」とも愉えられるように、人類は有史以来、疫病すなわち感染

症に長い間苦しめられてきた。実際、感染症の治療手段がまったくなかった時代には、人々は教

会や寺社仏閣を訪れ、疫病を治してもらおうと真剣に祈りを捧げていた。そんな時代、病に対する

恐怖はきわめて大きかったものと容易に推察できる。現代に生きる私たちも、治療法が確立されて

いない病気やェマージングウイルス等による感染症の不安からは開放されてはいない。

19世紀になると、ドイツのコツホ(Robert Koch)とフランスのパスツール(Louis Pasteur)ら

の活躍が功を奏し、細菌学は大きく発展することとなる。コツホは、疾病は病原微生物によって引

き起こされるものであると考え、炭症病菌やコレラ菌を発見したのを切っかけに、 1882年には死の

病と恐れられていた結核の起因菌を明らかにした。一方、パスツールは病原菌の発見よりもワクチ

ンの開発研究に力を入れ、炭症病や狂犬病の予防接種法を確立した。二人の科学者の貢献によ

り、微生物との戦いは新たな局面を迎え、病気治しは祈りから科学-とその姿を変えていった。

20世紀の始め、ドイツのエールリッヒ(Paul Ehrlich)はサルバルサンを合成し、梅毒-の有

効性を実証した。これが世界初の化学療法剤である。この時、彼が主張した「標的にする病原微

生物だけを狙い撃ちする魔法の弾丸」という表現にもあるように、選択毒性を有する物質を合成し、

それを薬として服用することで感染症を治療することができると理解されるようになった。

1928年秋、ワクチンの研究をしていたイギリスの細菌学者フレミング(Alexander Fleming)

は、黄色ブドウ球菌を培養した古いシャーレに異変を発見した。彼が見たものは青カビが黄色ブド

ウ球菌のコロニーを溶解している姿であり、微生物が他の微生物を攻撃しているのを目の当たりに

した。のちにPenicillium notatumと同定された青カどの産生するこの物質がペニシリンGであり、

これが世界で最初に登場した抗生物質であった。

ペニシリンGが製薬会社で大量生産され始めたのを契機に、研究者たちは感染症治療薬と

しての新規抗生物質を求めて探索研究に乗り出し、ここに20世紀の化学療法の新しい歴史が始

まった。天然素材としての抗生物質のみならず、それをリード化合物とした化学修飾によって、より

強く、より広い抗菌活性を有するよう改良が重ねられ、現在では多種多様の抗生物質が登場して

いる。フレミングによる抗生物質の発見により、 20世紀の人類は、エールリッヒが措いた夢のごとく、

感染症に対する魔法の弾丸を、一瞬、手に入れたかに見えた。

ところで、なにゆえ微生物は抗生物質を生産するのであろうか。諸説が提唱されているが、納

得しやすい理由として、 「抗生物質生産菌自身もこの抗菌力を利用している」というものが挙げら

れよう。おもな抗生物質生産菌は、細菌や放線菌、カビといった微生物である。放線菌は、大腸菌

のような単細胞で生育するタイプとは異なり、栄養を求めて菌糸を伸ばして成長し、増殖するため、

運動性を持たない。従って、自身の生育に障害となる微生物が周辺にいる場合には、これらを取

り除くため、抗生物質を生産するという考え方である。

化学療法の進歩により、人類は長い間苦しめられていた病原菌に対し、革命を起こすことに



成功したが、 1940年代半ばには、ペニシリンに耐性を示す黄色ブドウ球菌(Staphylococcus

aureus)が初めて出現した.この薬剤耐性菌の出現により、抗生物質の地位は揺らぎ始めてゆくこ

とになる。

病原菌が抗生物質に対抗するための最大の戦略は、自らの突然変異による薬剤耐性の獲

得である。生物は一般的に10-6-10-7程度の割合で、環境変化に耐えられるように突然変異種を

生み出すと言われている。出現率は低くとも、増殖速度の極めて大きい細菌は、変異種の子孫を

非常に速い速度で増やすことが可能である。突然変異以外に、薬剤耐性の遺伝情報を菌同士で

伝達する巧妙なシステムがある。この場合に大きな役割を果たしているものとして、プラスミドDNA

が知られている。 「染色体DNAとは独立に存在し、かつ、自己複製能力を持つDNA」と定義され

る「プラスミド」は、接合の際に相手細胞にそのDNAを移入させることができる。プラスミド上に薬

剤耐性の遺伝情報が載っている場合には、受容細胞は薬剤耐性をそのまま獲得する。

このように、微生物は自分に害を及ぼす物質に対して耐性を獲得していくこと、すなわち、周

囲に生じた不利な環境に対してそれらを克服する能力を獲得することができ、これは生物が本来

備えている進化の能力である。安易な考えに基づく抗生物質の濫用が、この進化を加速している

のも事実であり、弱い菌を滅ぼし、強い菌を鍛えているのは我々自身に他ならないと言えよう。

薬剤耐性菌の中で、現在深刻な問題のひとつとなっているのがメチシリン耐性黄色ブドウ球

菌(MRSA; Methicillin-resistant S. aureus)の出現である。黄色ブドウ球菌は健康人の鼻腔や咽

頭、皮膚などに広く認められる細菌であるが、傷があるとそこに進入して化膿を引き起こす。基本

的にこの細菌は弱毒性のため、通常は病因となることは少ないが、老化や術後などで抵抗力の弱

った患者に感染すると病原性が現れる。 MRSAは、大きな病院で感染が拡大していく、いわゆる

院内感染の問題において重要な菌であり、その弱毒性ゆえに健常人での保菌者の数が増加して

いるのも事実である。

MRSAの出現については、 1961年にイギリスで最初に報告され、アメリカでは1970年代に、

わが国では1980年代になって報告された。 1980年代は、緑膿菌等のグラム陰性梓菌による感

染症が日本国内に蔓延し、その治療薬としてセフェム系抗生物質が使用されるようになった時期

である。腸内細菌に代表されるように、人は細菌と共存している。今や細菌叢は、その時代に使用

される抗生物質と共に変化していると言っても過言ではない。新たな抗菌薬が大量に用いられる

ようになると、その細菌叢もそれに呼応するかたちで変化していくのである。

薬剤耐性菌の出現メカニズムについては、最近ではさまざまな研究があり、実際には耐性菌

は-剤ずつ耐性を獲得するのではなく、一気に多剤耐性を獲得するケースが多い。近年、多剤

耐性MRSAが数多く検出されるようになったが、現在、その治療薬として活躍しているのが、 195

6年に開発されたハンコマイシンである。本抗生物質は、登場以来30年以上にも渡って耐性菌が

出現しなかったことから、 MRSA感染症に対する「最後の切り札」と呼ばれ、その地位を不動のも

のとしてきた。しかし、 1986年にパリでハンコマイシン耐性腸球菌(VRE; Vancomycin-resistant

enterococci)が出現して以来、瞬時に欧州に拡散してしまった。 VREは、 1998年には日本国内
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の臨床現場でその存在が確認されている。 2002年には、ついにハンコマイシン耐性黄色ブドウ

球菌(VRSA; Vancomycin-resistant S. aureus)が出現するに至り、 「最後の切り札ハンコマイシン」

もその力を失いつつある。

現在、多種多様な細菌が薬剤耐性を獲得している。人類は次々と感染症治療薬を開発して

きたが、細菌は新薬が登場するたびに薬剤耐性を身につけてきた。耐性菌が出現すれば、それ

に対処するための新しい薬を開発することは、創薬研究者にとって不可避なものとなっている。し

かしながら、このような「いたちごっこ」にも限界がある。私たちは、薬の濫用の結果として出現する

薬剤耐性菌の増加という現状を見つめ直すとともに、今後の医療のあり方を、根本的に見つめ直

さなければならないところまで追いつめられているのかもしれない。

かつては不治の病と言われた結核だが、コツホが証明したように、この病気はグラム陰性細菌

のひとつMycobacterium tuberculosisによって引き起こされる。抗生物質の誕生により、結核発病

患者数は年々減少し続けてきたが、最近は再び上昇傾向にあり、全世界では毎年300万人の死

亡者を数えるに至っている[1]。先進国での結核雁患率の上昇は、生活環境や食生活の変化に

よる免疫力の低下などがその理由として挙げられるが【2]、多剤耐性結核菌の出現もその一因と

なっている[3]。多くの結核患者の羅患率や死亡率は、今や多剤耐性結核菌の出現によってか

なり悪化しており、治療しにくい病気のひとつとなっている[4]。

ストレプトマイシンを始めとするアミノグリコシド系抗生物質以外の結核薬として、 Streptomyces

(S.) garyphalusやS. lavendulaeによって生産されるD-cycloserine (0-4-amin0-3-isoxazolidone;

DCS)が開発されている。 DCSは、 D-alanine (D-Ala)の単なる環状アナログであり(Fig. 1)、 S.

garyphalusにおいて、生合成経路やそれに関連した酵素群が推測されているものの[5, 6]、未だ

その生合成経路は証明されていない。 DCSの抗結核菌作用は優れているが、神経系に重篤な副

作用を与えるため、多剤併用療法にその使用が限られている[7]。この副作用は、 DCSがアゴニ

ストとして7V-.methyl-D-aspartate受容体に結合することによって引き起こされるものであるが、最近

ではこの副作用を逆手に取り、アルツハイマー病[8]やパーキンソン病[9]などの、精神疾患の

治療薬としての使用に注目が集まっている[10]c

H            H

"2三芋ご　HX了ご2
N 0
H H

DCS D-Ala

Fig.1. DCSとD-Alaの構造類似性

細菌細胞壁の主要な構成要素であるペプチドグリカン層は、細菌に対して浸透圧抵抗性を

もたらしている。ペプチドグリカン層の前駆体となるのがUDP-TV-acetylmuramylペンタペプチドで

あり、この前駆体形成、および隣接する前駆体同士のクロスリンクの際に、 D-Alaは架橋分子として
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重要な働きをしている(Fig. 2) [11]。 D-Alaを含め、 D-型アミノ酸は基本的に栄養源としては自然

界に存在しないため、細菌はalanine racemase (ALR)の触媒作用によって自身の細胞壁合成に

必要なD-Alaを供給している。本酵素は補酵素としてpyridoxal 5'-phosphate (PLP)を必要とし、

L_AlaとD-Alaとの間のラセミ化反応を触媒している。 ALRの働きによって生じたD-Alaは、

D-alanyl-D-alanine (D-Ala-D-Ala)を形成するための基質として利用される[12]。 D-Ala-D-Alaは、

ATP依存性酵素であるD-Ala-D-Ala ligase (DDL)によってつくられた後、 D-Ala-D-Ala adding

enzymeの働きでペプチドグリカン前駆体に取り込まれる(Fig. 3) [11]。 DCSは、細菌細胞壁のペ

プチドグリカン形成に必要なALRおよびDDLの両活性を阻害することで細胞壁合成を阻害し、

抗菌活性を示す。この両酵素は細菌特有のものであるため、新たな抗菌薬のターゲットとしての注

目を集めている[13]c

、ー一丁一、、
L-Ala

ui-
L-Ala

d-GIu m-DAP d-Glu m-DAP

I I　--　I I

m-DAP　　　蠎D-Ala w-DAP D-Ala

D-Ala D-Ala

Fig. 2.ペプチドグリカン前駆体同士のクロスリンク反応

PLP

1.　L-Ala　く　　　　>　D-Ala

ALR

ATP  ADP + P.

2. D-Ala+ D-Ala　＼　> D-Ala-D-Ala
DDL

3.　D-Ala-D-Ala
adding enzyme

L-Ala

l

D-Glu

E

7M-DAP

ATP ADP+Pj

+　UDP-TV-acetylmuramyl二＼一七UDP-Af-acetylmuramyl

m-DA D-Ala-D-Ala

Fig.3. D-Alaをとりまく3つの酵素
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抗生物質生産菌は、自らが生産する抗生物質による致死作用から、自らを守る生体防御機

構を備えている。これを自己耐性(self-resistance)と呼ぶ。前述のように、 ALRおよびDDLは

DCSの標的酵素であるが、 DCS生産菌は自身の生産するDCSによって生育を妨げられることは

ない。抗生物質生産菌におけるその標的酵素の自己耐性メカニズムを解明することは、臨床現場

で重篤な問題を与えている薬剤耐性菌の耐性メカニズムの起源を知り、かつ、今後その出現が加

速するであろう新規薬剤耐性菌の耐性機構を予測する上でも重要である。さらに言えば、薬剤耐

性菌にも有効な新規抗菌剤をデザインする上でも、きわめて有意義であると考えられる。

本研究では、 DCS生産菌S. lavendulae ATCC25233の染色体DNAから、 ALRおよびDDL

をコードする遺伝子ialrS, ddlS)をクローニングし、大腸菌ホスト・ベクター系による両遺伝子産物

(AlrS, DdlS)の大量発現系を確立後、それぞれ単一タンパク質として精製した。これら精製タン

パク質を用いた生化学的および酵素反応速度論的解析により、 AlrSおよびDdlSがDCS生産菌

における自己耐性因子として機能していることを明らかにするとともに、 AlrSについてはそのⅩ線

結晶構造解析を行い、 AlrSのDCSに対する耐性メカニズムを構造生物学的に明らかにした。

本学位論文では、この一連の研究の成果を2つの章に分けて執筆した。第-章はAlrSおよ

びDdlSのDCS自己耐性因子としての機能を生化学的に解析した成果、第二章ではAlrSのDCS

自己耐性メカニズムを構造生物学的に立証した成果を扱った。
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【第一章】

DCS生産菌由来alanine racemaseおよびD-Ala-D-Ala ligaseの生化学的解析

一生産菌におけるDCS標的酵素の酵素学的諸性質-

第一節　緒言

グラム陰性菌および陽性菌の両細菌グループにおいて、細菌細胞壁の構成成分であるペプ

チドグリカン層は、浸透圧に対する抵抗をもたらす主要な構造物である。ペプチドグリカン前駆体

同士のクロスリンクに必要な架橋分子がD-Alaであるが、このD-Alaの前駆体-の取り込みに関わ

る酵素は3つある。 1つはL-AlaをD-Alaに変換するALR、 2つ目はそのD-Ala二分子を連結させ

てD-Ala-D-Alaジペプチドを生成するDDL、 3つ目の酵素はそのD-Ala-D-Alaジペプチドを

UDP-iV-acetylmuramylトリペプチドに連結するD-Ala-D-Ala adding enzymeである(Fig. 3) [1 1]。

Escherichia {E.) coliとSalmonella typhimuriumは、それぞれ2種類のALR {air and dadX

in E. c。Ii, dal and dadB in S. typhimurium)を有しており[14-16]、同化代謝あるいは異化代謝を触

媒する働きをしている。例えばS. typhimuriumでは、 dalとdadBのアミノ酸レベルでの相同性はお

よそ40%程度である[17]。同化代謝ALRは、上述のように細胞壁合成に必要なD-Alaを供給す

るためのもので、細胞内で恒常的に発現している。一方、異化代謝ALRの発現は、生育環境中

のL-Ala量によって変化する。すなわち、 L-Alaが細胞内に過剰に存在する場合にはL-Alaを

D-Alaに変換する働きを担っており、その後変換されたD-AlaはD-amino acid oxydase、 Iactate

dehydrogenaseによる反応を経て、ピルビン酸まで代謝される。

E. coliでは、 DdlAおよびDdlBと呼ばれる2種類のDDLが見つかっているが[18]、 DdlAは

染色体の中心領域から完全に離れた位置に存在しているため、 E. coli iおけるDDL活性の本体

はDdlBによるものであると考えられている[19]。

DCSはその構造のD-Alaに対する類似性のため、 ALRおよびDDLを競合的に阻害すると

考えられてきたが[18, 20]、 ALRの阻害様式は、補酵素pLPに対するtime-dependent

mactivationメカニズムによるものであるとする報告が成された[21]。また、 DCSと同様にその光学

異性体であるL-cycloserine (LCS)も、 ALRを始めとするPLP依存性酵素を同様の機構で阻害す

るということもわかってきた【21-23]。

以前、本研究室において、 DCS生産菌のひとつであるS. garyphalusからショットガンクローニ

ングにより、 DCS耐性に寄与している遺伝子(or/B)を含む3.5-kbのDNA断片がクローニングさ

れた[24]。疎水プロット解析により、 orfBの塩基配列から推測される遺伝子産物(OrfB)は、 10

個の膜貫通ドメインを有する膜タンパク質であると予想され、このことからOrfBはDCSに対する薬

剤排出膜タンパク質として機能しているものと考えられた。また、クローニングしたこの遺伝子断片

上にあるorfBの上流には、 Pseudomonas aeruginosaのDDL [25]と52.6%の相同性を示す、 246
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bpの不完全なopen reading frame (ORF)が存在することがわかった。前述のごとく、 DDLはDCS

の標的酵素のひとつであり、この酵素をコードしている遺伝子がDCS耐性因子と隣接して存在し

ていることは非常におもしろい。また、 DDLと同様にALRもDCSの標的酵素のひとつであり、 DCS

生産菌におけるこれらの酵素がDCSに対して耐性を示すか否かということは、大変興味の引かれ

るところである。

本章ではまず、 DCS生産菌S. lavendulae ATCC25233の染色体DNAからMSおよびalrS

両遺伝子をクローニングし、両遺伝子産物の大量発現系と精製系の構築を行ったことについて述

べる。次いで、精製タンパク質を用いた生化学的解析を通じ、 DCS生産菌におけるDCS耐性に

ついて、 in vitroとin vivoの両面から論じる。

第二節S. lavendulae ATCC25233からのD-Ala-D-Ala ligase遺伝子のクローニング

DCS耐性因子としてS. garyphalusより発見されたorfB [24]は、 10個の膜貫通ドメインを有

することから、 DCSを細胞外-排出する働きを担っているものと推測された。 OrfBが他のDCS生

産菌においても保存されているか否かを調べるため、同じくDCS生産菌であるS. lavendulae

ATCC25233の染色体DNAに対し、 orfBをプローブとしたスクリーニングを行った。

まず、九ファージ誘導ベクターを用い、 10-20-kb程度の長さの断片からなるS. lavendulaeのゲ

ノムライブラリーを作製した。得られたライブラリーに対してorfBをプローブとしたプラークハイブリ

ダイゼ-ションを行い、 orfBを含むと思われる約14-kbのDNA断片を得た。この断片のうち、 orfB

の周辺領域を含む2,820 bpの塩基配列を決定し、 Frame plot解析[26]を行ったところ、 Fig. 4に

示すようにorfl, II, IIIの3つのORFの存在が明らかになった。決定した全塩基配列(DDBJ

accession number AB176675)をFig. 5に示す。

I

o rf I ( = d d lS ) o rf I I ( = o rf B ) 一 o rf l l l

r r -

I . . . . I . . . . 1 . . . . I ー

1 ,000　　　　　　　　　　2,000

Base numbers

Fig. 4. DdlS周辺領域のFrameplot
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CTCCCCGCGAACGGCCGGTCCGGCCCTGCTGCCGTCGCGTCCGTACTGGTGAGTTTCGGCCGGACGTCGTGTGCGGGAGG

GAGGGGCGCTTGCCGGCCAGGCCGGGACGACGGCAGCGCAGGCATGACCACTCAAAGCCGGCCTGCAGCACACGCCCTCC

dmS~J G E D V
GTACGGAAGAGGACACAATACGGGCATGCGAATCGTGATCTTGTGTGGTGGAGAAAGCCCGGAACGAGACGTCTCCCTGG

CATGCCTTCTCCTGTGTTATGCCCGTACGCTTAGCACTAGAACACACCACCTCTTTCGGGCCTTGCTCTGCAGAGGGACC

V A R A L E R G　王　　　　　　　　L V A A

CCTCGGGCAGCTCGGTGGCCCGCGCGCTGCTGGAGCGTGGACACGAGGTGCTGCTGGTCGACCCGGCGGCCGGGGAGCCC

GGAGCCCGTCGAGCCACCGGGCGCGCGACGACCTCGCACCTGTGCTCCACGACGACCAGCTGGGCCGCCGGCCCCTCGGG

V L A G D V V D K E H E

GTACTGGCGGGACCCCTGCACCCGGGCGACGTGGTGGACGGGTTCGAGGTCGGCAAGGAGCCGCCGGCCGGCCACGAACG

CATGACCGCCCTGGGGACGTGGGCCCGCTGCACCACCTGCCCAAGCTCCAGCCGTTCCTCGGCGGCCGGCCGGTGCTTGC

R Q R M A A A R D A D V F

GCACGGGCTGCGGCAGCGGATGGCGGCCGCCTTCGACGGCGGGGCCCTGCCGGCGCTCCTGCGCGACGCGGACCTGGTCT

CGTGCCCGACGCCGTCGCCTACCGCCGGCGGAAGCTGCCGCCCCGGGACGGCCGCGAGGACGCGCTGCGCCTGGACCAGA

T A H G G W G E D E A A V R

TCACCGCCCTCCACGGCGGCTGGGGCGAGGACGGCTGGGTGCAGGAGCGGCTGGAGGCGGCGGGCGTCCGCTTCACCGGC

AGTGGCGGGAGGTGCCGCCGACCCCGCTCCTGCCGACCCACGTCCTCGCCGACCTCCGCCGCCCGCAGGCGAAGTGGCCG

A C A W N K Q A V L A

GCCGGCAGCACGGCCTGCGCGGCGGCCTGGAACAAGGAGAGGGCGCAGGCCGTACTGGCGGCGGCGGGGGTGCCCGTCAC

CGGCCGTCGTGCCGGACGCGCCGCCGGACCTTGTTCCTCTCCCGCGTCCGGCATGACCGCCGCCGCCCCCACGGGCAGTG

R A A A D V R V V

CGAGCGCGCGCTGTGGCCGGCCGCCGCGGACGAGGTCCCGAAGGAGGTGCGGCCGCTGGTCGCGGCCGGACCGGTGGTGG

GCTCGCGCGCGACACCGGCCGGCGGCGCCTGCTCCAGGGCTTCCTCCACGCCGGCGACCAGCGCCGGCCTGGCCACCACC

V H R

CCAAGCCCGTCGCGGACGGATCGAGCGTGTCGGTGCACCGGGCCGACTCCCTCGCCGAACTGGAGCGCCTCGCACCGCAG

GGTTCGGGCAGCGCCTGCCTAGCTCGCACAGCCACGTGGCCCGGCTGAGGGAGCGGCTTGACCTCGCGGAGCGTGGCGTC

M R A D R E V G V V

ATGCGGGCCGACGGCGGCGATCTGCTGGTGGAGCCGTTCCTGTCGGGACGGGAGTTCACCGTGGGGGTGGTGGGCGGCCA

TACGCCCGGCTGCCGCCGCTAGACGACCACCTCGGCAAGGACAGCCCTGCCCTCAAGTGGCACCCCCACCACCCGCCGGT

A A K Y

GGTGCTCCCCGTGATCGAGATCGAGCTGAGTACGCCGCTGTTCGACTACGCGGCCAAGTACCAGCCGGGCGCGGTCAGCG

CCACGAGGGGCACTAGCTCTAGCTCGACTCATGCGGCGACAAGCTGATGCGCCGGTTCATGGTCGGCCCGCGCCAGTCGC

v C E E F A S R Q Q A L R A H E

AGGTGTGCCCGGCCCGGATCCCCGAGGAGTTCGCCTCCCGTCTCCAGCAGCTGGCCCTGCGCGCGCACGAGGCCCTGGGC

TCCACACGGGCCGGGCCTAGGGGCTCCTCAAGCGGAGGGCAGAGGTCGTCGACCGGGACGCGCGCGTGCTCCGGGACCCG

F G D A A P M V N

TTCGGCCCGCACACCTACTCGCGCGCCGACTTCCGCTGTGACGCGGCGGGCGAGCCCATGTGCCTGGAGGTCAACGCCCT

AAGCCGGGCGTGTGGATGAGCGCGCGGCTGAAGGCGACACTGCGCCGCCCGCTCGGGTACACGGACCTCCAGTTGCGGGA

p G L A G W T Y A D

CCCCGGCCTGACCGCCACCAGCCTGCTGCCGCTCGGGGCCTCCGGCGCCGGCTGGACCTACGCCGACCTGGCCGAGCGCA

GGGGCCGGACTGGCGGTGGTCGGACGACGGCGAGCCCCGGAGGCCGCGGCCGACCTGGATGCGGCTGGACCGGCTCGCGT

orfll-
TCGTGTCCCTCGCCACCCGCTGACCCACCGATCCGCTCTCAACCGATGTGGAAATCATGGATGCACAGCACAGCACGCTC

AGCACAGGGAGCGGTGGGCGACTGGGTGGCTAGGCGAGAGTTGGCTACACCTTTAGTACCTACGTGTCGTGTCGTGCGAG

S N G V A

ACACTGACACGAATATCGCCGTTATCGAACGGGACGTTCCTCGCCTCCCTCGGCGTCGCGACGTTCTCCTTCAGCTTCCC

TGTGACTGTGCTTATAGCGGCAATAGCTTGCCCTGCAAGGAGCGGAGGGAGCCGCAGCGCTGCAAGAGGAAGTCGAAGGG

T V W A L A A R G V A A

GGGCACAGTGTGGGCGCTCGACGGGTTCGGCCCGTGGAGCGCCGCGGGAGTCCGCGGGGTCCTGGCCGCCCTGATCGCGG

CCCGTGTCACACCCGCGAGCTGCCCAAGCCGGGCACCTCGCGGCGCCCTCAGGCGCCCCAGGACCGGCGGGACTAGCGCC

A A R A D W P A

CGGCGGCCCTGTTGTGGACCCGGGCACCGGCCCCGGGGCGCGCCGACTGGCCCGCGCTGCTGGTCGTCGCCGCCGGGTGC

GCCGCCGGGACAACACCTGGGCCCGTGGCCGGGGCCCCGCGCGGCTGACCGGGCGCGACGACCAGCAGCGGCGGCCCACG
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G I G F P L L T T L A L Q T S S T A H S A V V I G L L

GGCATCGGGTTCCCGCTGCTCACCACCCTCGCCCTGCAGACCTCGTCCACGGCCCACTCGGCCGTCGTGATCGGCCTGCT

CCGTAGCCCAAGGGCGACGAGTGGTGGGAGCGGGACGTCTGGAGCAGGTGCCGGGTGAGCCGGCAGCACTAGCCGGACGA

P M A A A V F W

GCCGATGGCCACGGCGACGATCGCCGCCCTGCGCACCCGGCGCTCCCCCTCGGCCGTGTTCTGGGCGTCAGCCGGGACCG

CGGCTACCGGTGCCGCTGCTAGCGGCGGGACGCGTGGGCCGCGAGGGGGAGCCGGCACAAGACCCGCAGTCGGCCCTGGC

A L A V S Q N R A A

GCGCCCTCGCCGTGATCGTCTTCACCCTGTCCCAGAACCGGGGGCGTCCCACGGTCGCGGACCTCTACCTCTTCGCCGCC

CGCGGGAGCGGCACTAGCAGAAGTGGGACAGGGTCTTGGCCCCCGCAGGGTGCCAGCGCCTGGAGATGGAGAAGCGGCGG

Y A E H M G W R V I

CTCCTGATCTGCGCCGCCGGCTATGCCGAAGGGGGGCGGGTCTCCGCGCACATGCCGGGCTGGCGCGTGATCGCCTGGGG

GAGGACTAGACGCGGCGGCCGATACGGCTTCCCCCCGCCCAGAGGCGCGTGTACGGCCCGACCGCGCACTAGCGGACCCC

V V L V N A W P V H K A

GGTGGTGCTCGCCGCCCCGGTGAACCTGGCGGTGTCCGCGTGGGCGCTCCCGCACGAGCCCGTGCACCTCACGGCGAAGG

CCACCACGAGCGGCGGGGCCACTTGGACCGCCACAGGCGCACCCGCGAGGGCGTGCTCGGGCACGTGGAGTGCCGCTTCC

V V G M A Y I A A V S Q F G S F V L W Y Q G M G R I

CCGTGGTGGGCATGGCGTACATCGCCGCGGTCTCGCAGTTCGGCTCGTTCGTCCTCTGGTACCAGGGCATGGGCCGCATC

GGCACCACCCGTACCGCATGTAGCGGCGCCAGAGCGTCAAGCCGAGCAAGCAGGAGACCATGGTCCCGTACCCGGCGTAG

G V P R A S Q L Q L A Q P L L T L V W A V L L L G E H

GGGGTGCCCCGGGCGAGCCAGCTCCAGCTGGCGCAGCCGCTGCTGACGCTCGTCTGGGCCGTCCTCCTGCTCGGCGAACA

CCCCACGGGGCCCGCTCGGTCGAGGTCGACCGCGTCGGCGACGACTGCGAGCAGACCCGGCAGGAGGACGAGCCGCTTGT

L T V V V L A V V T Q R A R A

CCTTACGGCGGCCGCGCCGGTGACGCCCGTCGTCGTCCTCGCCTGCATCGTGGTCACGCAGCGGGCGCGGGCGTCGTGAC

GGAATGCCGCCGGCGCGGCCACTGCGGGCAGCAGCAGGAGCGGACGTAGCACCAGTGCGTCGCCCGCGCCCGCAGCACTG

GGACTACGCGGGTGGTGCGCCGAGCGGTGCGTCCCCGCCCCAGACGATCTCGAAGTACCTGACGCGCTCGTCCTGTCCGG

CCTGATGCGCCCACCACGCGGCTCGCCACGCAGGGGCGGGGTCTGCTAGAGCTTCATGGACTGCGCGAGCAGGACAGGCC

W V R V R E D Q G

CCGGCCGCATACCGGCGGCCGTCATGACGCGGTGGGACGCGAGGTTGTCGTGGTCGGCGTCGCCCCGGACGCGGGTGGCG

GGCCGGCGTATGGCCGCCGGCAGTACTGCGCCACCCTGCGCTCCAACAGCACCAGCCGCAGCGGGGCCTGCGCCCACCGC

R M G A A M V N D　王3　D A D G R V R T A

CCGTGCGCGCGGGCGAACCGCAGCAGTTCGCGCAGGGCCTCGGAGGCGTAGCCGCTGCCCCGGGCCGTGGGGACGAGGCC

GGCACGCGCGCCCGCTTGGCGTCGTCAAGCGCGTCCCGGAGCCTCCGCATCGGCGACGGGGCCCGGCACCCCTGCTCCGG

G H A R A F R L L E R L A E S A Y G S G R A T P V L G

GTAGCCGATGGTGACGCAGCCGTTCTCGTCCGCCGCTCCGTGGAAGCCCGCGCCGCCGATCGCGCGGCCGTCCTCGCGCA

CATCGGCTACCACTGCGTCGGCAAGAGCAGGCGGCGAGGCACCTTCGGGCGCGGCGGCTAGCGCGCCGGCAGGAGCGCGT

Y G I T V C G N E D A A G H F G A G G I A R G D E R

GGCGGATCTCGAAGTCGCCGAACGGGTGGGGGTCACCGGTCTCCGCGCGGGCGGCCAGGTAGCGCCGGGCGGCTAGCACG

CCGCCTAGAGCTTCAGCGGCTTGCCCACCCCCAGTGGCCAGAGGCGCGCCCGCCGGTCCATCGCGGCCCGCCGATCGTGC

L R A A L Y R R L V

TCCCCGTCGGTGGGGTACCCGGGCGCCCACCGGTCAGCGGCGTCCGGCGCGCCCGCCACGACGCGTTCGGCCTCCCGGGC

AGGGGCAGCCACCCCATGGGCCCGCGGGTGGCCAGTCGCCGCAGGCCGCGCGGGCGGTGCTGCGCAAGCCGGAGGGCCCG

D G D G A⊥orflll
GGTCAGCGGGTGCAGTACGAGCCGTGCGGTCACGAGATCCCCCATGACAGGAGGACTATCACGCGGGCGGACCCGGCCGC

CCAGTCGCCCACGTCATGCTCGGCACGCCAGTGCTCTAGGGGGTACTGTCCTCCTGATAGTGCGCCCGCCTGGGCCGGCG

ACGGGTATTTCGACCGGCCGGCCAGGCCTGGTCGGTGGCACCGTCCGTCCCCGATCACCGGGCCCGCTTGGCCGTGCGGG

TGCCCATAAAGCTGGCCGGCCGGTCCGGACCAGCCACCGTGGCAGGCAGGGGCTAGTGGCCCGGGCGAACCGGCACGCCC

CCGGACCGGACGGGCGGCCGGCAGGGCCGACGGGGCCGGGATGGACGGGCCGGACACCCCATGGACACCGGGTGGCCGTC

GGCCTGGCCTGCCCGCCGGCCGTCCCGGCTGCCCCGGCCCTACCTGCCCGGCCTGTGGGGTACCTGTGGCCCACCGGCAG

CGGTAGCCGTCAAGGTGATC　　　　　　　　　2 82 0

GCCATCGGCAGTTCCACTAG

Fig. 5. DdlS周辺額域(2,820 bp)の全塩基配列と推定されるORFのアミノ酸配列
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これらのORFのうち、中央に位置するorfll (903 bp)は、 300 aaからなる分子量約31 kDa

のタンパク質をコードしていた。塩基配列から予測されるタンパク質のアミノ酸配列は、 S・

garyphalus由来のorfBと98.8%の相同性を示したことから、このorfllもorfBと同じ機能を有して

いると言える。このように、 DCS生産性の両Streptomyces属放線菌では、 orfBが保存されているこ

とが分かった。 Orfllの下流に位置しているorflll(456 bp)は、 151 aaからなる分子量約16 kDa

のタンパク質をコードしていた。本遺伝子によってコードされるタンパク質は、 S. garyphalusにおい

てクローニングされたorfBを含む遺伝子断片上で、その下流側に存在しているorfCによってコー

ドされるタンパク質と89.0%の相同性を示した。 Orfllの上流側にあるor// (1,038 bp)によってコ

ードされる遺伝子産物は、 P. aeruginosa由来のDDL [25]と42.0%の相同性を示した。序論で述

べたように、 S. garyphalusよりクローニングされた遺伝子断片上のorfBの上流にも、 P. aeruginosa

のDDLと52.6%の相同性を示す246bpの不完全なORFが存在していたが、この不完全なoRF

の遺伝子産物のアミノ酸配列は、その配列が明らかになっている領域においては、 S. lavendulae

のorflと完全に一致していた。 Orf月こよってコードされるタンパク質(345 aa)の推定分子量は約

36 kDaで、先の節でも述べるように、精製された本遺伝子産物がDDL活性を示すことから、以後

のページではorf lをddlS、 DDL活性を有するその遺伝子産物をDdlSとそれぞれ呼ぶこととす

る。

DdlSと各種細菌のDDLとの間で、アミノ酸配列レベルのアライメント解析を行ったところ(Fig.

6)、 ∬Pおよび基質であるD-Alaの認識に重要であるとされる残基は[27]、 Leu320を除いて全て保

存されていた。このLeu320は、 E. coliやHaemophilus influenzaeのDdlBではLeu282に相当するも

のであるが、他のDDLではこのLeu残基はMet残基に置き換わっている。 DDLにおいて保存さ

れているコンセンサス配列であるco-loopの配列はSer (or Ala or Thr)-Lys-Tyr-Ile (or Met or Ser)

であるけれども[28]、 DdlSにおけるゥーIoopの配列はAla-Lys-Tyr-Glnであった。ゥーIoopにおける

Gln残基の存在は、ハンコマイシン耐性菌から発見された、 D-Ala-D-Ser ligase活性を有するVanC

に属するタイプのIigaseの特徴である【28, 29]。

第三節S. lavendulae ATCC25233からのalanine racemase遺伝子のクローニング

ALR遺伝子をクローニングするため、ゲノム解析プロジェクトにより全塩基配列が決定されて

いるS. coelicolor A3(2) M145 [30]のputative ALR遺伝子をプローブとして用い、 S. lavendulae

ゲノムDNAに対するサザン解析を行った。サザン解析の結果得られた2.8-kbのBamH I断片上

には、 S. coelicolorのputative ALR遺伝子に相同性を示す不完全なORFが存在していた。そこ

で、 chromosomal-walking法によってこの不完全なoRFの上流部分を取得してその塩基配列を

決定し、最終的に、 ALR遺伝子と相同性を示すORFを含む、 3,296 bpの塩基配列を決定するこ

とができた(DDBJ accession number AB176676) (Fig. 7)。
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SIa DDL
Eco DdlA

Sty DdlA
Eco DdlB
H⊥n DdlB

Eta

Eqa
Ehl

Sla DD工J　　　58

Eco DdlA　　62

Sty DdlA　　62
仁co DdlB　　43

Hin DdlB　　46

Efa　　　　　　　59

Ega　　　　　59
Eh土　　　　　　　59

Sla DD工　　121

Eco DdlA　125

Sty DdlA　125
Eco DdlB　　81

H⊥n DdlB　　84

Efa　　　　　116

Ega 109
Eh⊥　　　　　　116

SIa DDL　　180
Eco DdlA　185

Sty DdlA　185
Eco DdlB　144
Hin DdlB　144
Efa　　　　　　179

Ega　　　　172
Ehi　　　　　　179

SIa DDL　　　240
Eco DdlA　248

Sty DdlA　248
Eco DdlB　204
Hin DdlB　204

Efa　　　　　　242

:.　　tI:I-

SIa DDL　　302

Eco DdlA　309

Sty DdlA　309
Eco DdlB　264

H⊥n DdlB　264

Efa　　　　　　302

Ega　　　　295
Eh⊥　　　　　　302

D-AIal
l

-I-- -MRIVILCGGESPERDVSLASGSSVARALLE RGHEVLLVDPAAGEPVLAGPL HPG-DVV

-MEKLRVG IVFGGKSAEHEVSLQ SAKNIVDAI DKSRFDVVLLGI DKQGQWHVS DASNYLLNA

-MAKLRVG IVFGGKSAEHEVSLQ SAKNIVDAI DKTRFDVVLLGI DKAGQWHVNDAENYLQNA
MTDKIAVLLGGTSAEREVSLN SGAAVLAGLRE GGI DAYPVDP-

MNLKQEKIAVLLGGTSAEREVSLN SGKA.VLEALLKQGYNAHPIDP　　-

MKI I LLYGGRSEEHDVSVL SAYSVLNAIYYKYYQVQLVFI S KDGQWVKGPLLSERPQN
MKI I LLYGGRSAEHDVSLL SAFSWNAVYYNYYQVQLVMITRDGQWLKGSLLTEAPTS

--　　MKITLLYGGRSAEHDVSVL SAFSVLNAIYYTYYQVQLI FI S KEGQWVKGPLLTEKPTS
★★　　★　　★　　　★★　　　★

D-Alal
l

DGFE VGKE P PAGHE RHGLRQ RMAAAFDGGA L PALL RDADL VFTALH GGWGE DGWVQ ERLEAAG
DDPAHIALRPSATS LAQVPGKHEHQLI DAQNGQPL PTVDV I FPIVHGTLGE DGSLQGMLRVAN

DDPAHIALRPSAIS LAQVPGKHQHQLINAQNGQPL PTVDV IFPIVHGTLGE DGSLQGMLRVAN
- KEVDVTQLKS MG FQKVFIALHGRGGE DGTLQGMLELMG

- I-　　　　　　- KEYNVANLKKDG一一一一-FNRAFNILHGRGGE DGTMQGLLEQ IG

KEVLHLTWAQTPEETGEFSGKRIS PSEIYEEE-一一-AIVFPVLHGPNGEDGTIQGFMET IN

KEVLNLTDS AYQGTPIQPGEIKEED AIVFPLLHGPNGEDGTIQGFLET IG

KEDLHLTWDPSGKVTDGFTGRVIN PGEIKE EG T I VFPVLHGPNGE DGTIQ GFLETLN
l　　　　　　十　-*　　　　・+　・+　・+　-+　　　　*

ATP

I

VRFT GAGST ACAAAWNKERA QAVL AAAGVP VTERA LWPAAADEVPK - - -E VRPLVAAGPVVA
LPFVGSDVLASAACMDKDVT KRLLRDAGLN IAPFI TLTRANRHNI S FAEVESKLGLPL FV

LPFVGSDVL SSAACMDKDVAKRLLRDAGLN IAPFI TLTRTNRHAFS --FAEVESRLGLPL FV
LPYT GSGVMASALS MDKLRS KLLWQGAGLPVAPWALTRAEFEKGL SDKQLAEI SALGLPV IV
LPYT GCGVMASALTMDKMRT KMLWKAFGLPVADMKWTRE TFSELD P--QAWAKLGLPLMV
MPYVGAGVLASVNAMDKIMT KYLLQTVGIP QVPFV PVLRS DWKGNPKEVFE KCEGS LIYPVFV

MPYVGAGVLTSACGMDKIMT KYILQAAGIP QVPYVPVLKNYWKENPKKVFE QCEGS LLYPMFI

LPYVGAGVL TSACAMDKIMT KYILQAAGVP QVPYVPVLKN QWKENPKKIFDQCEGS LLYPMFV
+　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+　　　　　　　　　　　　　　　　　　-V　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　+

ATP D-Alal
I I

KPVADGSSVSVHRADSLAELERLAPQMRADGGDLLVEPFL SGREFTVGWGGQVLPVIE-
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Fig. 6. S. lavendulae由来DdlSと種々の細菌由来DDLとのアミノ酸配列におけるアライメント(ClustalW)

左端の表記はそれぞれE. coli (Eco DdlA, Eco DdB)、 S.如フhimurium (Sty DdlA)、 Haemophilus influenzae

(Hin ddlB)、 Enterococcus faecalis (Efa)、 E. gallinarum (Ega)、 E. hirae匹hi)由来DDLを示す。全アミノ酸

配列に共通して保存されている残基にはアスタリスク記号(i)を付けている。
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AGACGGCCTAGGGGTGTCCGGCGAGGTGGGGTGTCGCCCGCTGCCGTCGGGGGCGCCACCGGCCTCGGACGCCGCCGGGG

TCTGCCGGATCCCCACAGGCCGCTCCACCCCACAGCGGGCGACGGCAGCCCCCGCGGTGGCCGGAGCCTGCGGCGGCCCC

alrS~J N E P T R V Y A E D L D
CGGCAACCGGCACGGGTTCTGAGAGACTGTGGGCGATGAACGAGACACCGACGCGCGTGTACGCCGAGATCGATCTTGAC

GCCGTTGGCCGTGCCCAAGACTCTCTGACACCCGCTACTTGCTCTGTGGCTGCGCGCACATGCGGCTCTAGCTAGAACTG

A V R A N V R A L R A R A A L M A V V K S N A Y

GCGGTACGGGCGAACGTGCGCGCACTGCGCGCACGGGCGCCGCGGTCCGCGCTGATGGCCGTCGTCAAGTCGAACGCCTA

CGCCATGCCCGCTTGCACGCGCGTGACGCGCGTGCCCGCGGCGCCAGGCGCGACTACCGGCAGCAGTTCAGCTTGCGGAT

H G A V P C A R A A Q E A G A A W G T A T

CGGGCACGGGGCCGTCCCGTGTGCCCGCGCGGCCCAGGAGGCCGGGGCCGCCTGGCTGGGCACCGCCACCCCCGAGGAGG

GCCCGTGCCCCGGCAGGGCACACGGGCGCGCCGGGTCCTCCGGCCCCGGCGGACCGACCCGTGGCGGTGGGGGCTCCTCC

R A A G Q G R G G P W R E A

CGCTGGAGCTGCGCGCCGCCGGGATCCAGGGCCGGATCATGTGCTGGCTGTGGACCCCCGGCGGGCCCTGGCGGGAGGCC

GCGACCTCGACGCGCGGCGGCCCTAGGTCCCGGCCTAGTACACGACCGACACCTGGGGGCCGCCCGGGACCGCCCTCCGG

D I D V S V S G M W A L D E V R A A A R A A G R

ATCGAGACCGACATCGACGTCTCCGTCAGCGGGATGTGGGCGCTGGACGAGGTCCGCGCGGCCGCCCGCGCGGCCGGCCG

TAGCTCTGGCTGTAGCTGCAGAGGCAGTCGCCCTACACCCGCGACCTGCTCCAGGCGCGCCGGCGGGCGCGCCGGCCGGC

A R I Q G L G R N G C Q A D W A V G

TACCGCCCGGATCCAGCTCAAGGCCGACACCGGCCTCGGCCGCAACGGCTGCCAGCCCGCCGACTGGGCCGAGCTCGTCG

ATGGCGGGCCTAGGTCGAGTTCCGGCTGTGGCCGGAGCCGGCGTTGCCGACGGTCGGGCGGCTGACCCGGCTCGAGCAGC

A A V A A Q A E G T V Q V V W

GCGCGGCCGTCGCCGCGCAGGCCGAGGGCACCGTCCAGGTCACCGGCGTTTGGTCGCACTTCGCCTGCGCCGACGAGCCG

CGCGCCGGCAGCGGCGCGTCCGGCTCCCGTGGCAGGTCCAGTGGCCGCAAACCAGCGTGAAGCGGACGCGGCTGCTCGGC

R L Q D A F R D M L A A E K P E

GGCCACCCCTCCATCCGGCTCCAGCTCGACGCCTTCCGCGACATGCTGGCCTACGCGGAGAAGGAGGGCGTCGACCCCGA

CCGGTGGGGAGGTAGGCCGAGGTCGAGCTGCGGAAGGCGCTGTACGACCGGATGCGCCTCT TCCTCCCGCAGCTGGGGCT

V R H I A N P A T L P E D L V R G L A V

GGTCCGGCACATCGCCAACTCGCCCGCGACCCTCACCCTCCCCGAGACCCACTTCGACCTCGTCCGCACCGGCCTGGCCG

CCAGGCCGTGTAGCGGTTGAGCGGGCGCTGGGAGTGGGAGGGGCTCTGGGTGAAGCTGGAGCAGGCGTGGCCGGACCGGC

L G T P A Q L G L R A M T

TCTACGGCGTCTCGCCGTCCCCCGAGCTCGGCACCCCCGCCCAGCTGGGCCTGCGGCCCGCGATGACCCTCAGGGCCTCC

AGATGCCGCAGAGCGGCAGGGGGCTCGAGCCGTGGGGGCGGGTCGACCCGGACGCCGGGCGCTACTGGGAGTCCCGGAGG

v K V P A G H G V G H H Y V T H L

CTCGCGCTGGTCAAGACCGTCCCCGCCGGCCACGGCGTGAGCTACGGCCACCACTACGTCACCGAGTCCGAGACGCACCT

GAGCGCGACCAGTTCTGGCAGGGGCGGCCGGTGCCGCACTCGATGCCGGTGGTGATGCAGTGGCTCAGGCTCTGCGTGGA

A L V P A G Y A D G I P R N A P V L V A G K

CGCGCTCGTGCCCGCCGGCTACGCCGACGGCATCCCGCGCAACGCCTCCGGCCGCGGGCCCGTGCTCGTCGCCGGGAAGA

GCGCGAGCACGGGCGGCCGATGCGGCTGCCGTAGGGCGCGTTGCGGAGGCCGGCGCCCGGGCACGAGCAGCGGCCCTTCT

R A A G R I A M D

TCCGGCGGGCCGCCGGGCGGATCGCCATGGACCAGTTCGTCGTGGACCTCGGCGAGGACCTCGCCGAGGCGGGCGACGAG

AGGCCGCCCGGCGGCCCGCCTAGCGGTACCTGGTCAAGCAGCACCTGGAGCCGCTCCTGGAGCGGCTCCGCCCGCTGCTC

A V L G D A E R G E A E W A A A H T A Y E

GCCGTCATCCTCGGTGACGCCGAGCGCGGCGAGCCCACCGCCGAGGACTGGGCTCAAGCGGCGCACACGATCGCGTATGA

CGGCAGTAGGAGCCACTGCGGCTCGCGCCGCTCGGGTGGCGGCTCCTGACCCGAGTTCGCCGCGTGTGCTAGCGCATACT

V T R I G G R V P R V L G

GATCGTCACCCGTATCGGAGGTCGGGTGCCCCGGGTCTACCTCGGCGGCTGAGCTGAGTGAGGACGGCGACGTCGTGAGC

CTAGCAGTGGGCATAGCCTCCAGCCCACGGGGCCCAGATGGAGCCGCCGACTCGACTCACTCCTGCCGCTGCAGCACTCG

Orf2-yTS E N W R K A G W A G A A I A A G A A
GGGAACGGGTCGTGAGCGAGAACTGGCGCAAGGCCGGCTGGGCCGGCGCCGCCATCGGCGTCATAGCGGCGGGCGCCGCG

CCCTTGCCCAGCACTCGCTCTTGACCGCGTTCCGGCCGACCCGGCCGCGGCGGTAGCCGCAGTATCGCCGCCCGCGGCGC

12
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A G V A V E R V G R G R R K A R L A L A A G D

GCCGGTGTCGCCGTCGAACGGATCACCGTGGGCCGGGGCATCCGCCGCAAGGCCCGCCTCGCGCTGGACGCCGCCGGGGA

CGGCCACAGCGGCAGCTTGCCTAGTGGCACCCGGCCCCGTAGGCGGCGTTCCGGGCGGAGCGCGACCTGCGGCGGCCCCT

L R G T E G T C R A E D G T E L Y E V D D L D

CTACGGCTCCCTGCGCGGCACCGAGGGCACCTGCCGGGCCGAGGACGGCACCGAGCTCTACTACGAGGTCGACGACCTCG

GATGCCGAGGGACGCGCCGTGGCTCCCGTGGACGGCCCGGCTCCTGCCGTGGCTCGAGATGATGCTCCAGCTGCTGGAGC

S P S G K R R P R R K G P A P A T V V F C H G Y

ACCCGCCCTCCCCGAGCGGCAAGCGCAGGCCGCGCCGCAAGGGCCCCGCCCCGGCCACCGTCGTCTTCTGCCACGGCTAC

TGGGCGGGAGGGGCTCGCCGTTCGCGTCCGGCGCGGCGTTCCCGGGGCGGGGCCGGTGGCAGCAGAAGACGGTGCCGATG

Q D S W H F Q R A A L R G V R V Y W D Q R

TGCCTCAGCCAGGACTCCTGGCACTTCCAGCGCGCGGCCCTGCGCGGAGTCGTCCGCTCCGTCTACTGGGACCAGCGCAG

ACGGAGTCGGTCCTGAGGACCGTGAAGGTCGCGCGCCGGGACGCGCCTCAGCAGGCGAGGCAGATGACCCTGGTCGCGTC

H G R S A R G L A Q A D G P V T D Q L G R L K A

CCACGGCCGCAGCGCCCGGGGCCTGGCCCAGGCCGACGGCGAGCCCGTCACCATCGACCAGCTCGGCCGCGACCTCAAGG

GGTGCCGGCGTCGCGGGCCCCGGACCGGGTCCGGCTGCCGCTCGGGCAGTGGTAGCTGGTCGAGCCGGCGCTGGAGTTCC

D A A A P E P L V L V G H S M G G M T V M A L

CCGTCATCGACGCCGCCGCGCCCGAGGGCCCGCTCGTCCTCGTCGGCCACTCCATGGGCGGCATGACCGTCATGGCCCTC

GGCAGTAGCTGCGGCGGCGCGGGCTCCCGGGCGAGCAGGAGCAGCCGGTGAGGTACCCGCCGTACTGGCAGTACCGGGAG

A E Q F P E L V R E R V L G V A L V G T G R L D E

GCCGAGCAGTTCCCGGAGCTGGTGCGCGAGCGCGTGCTCGGGGTGGCCCTGGTCGGCACGTCCAGCGGGCGGCTCGACGA

CGGCTCGTCAAGGGCCTCGACCACGCGCTCGCGCACGAGCCCCACCGGGACCAGCCGTGCAGGTCGCCCGCCGAGCTGCT

G Q G A V R R V L K A L G S Q

GGTCACGTACGGGCTGCCGTCCATCGGTCAGGGCGCAGTGCGCCGCCTGCTGCCGGGCGTGCTCAAGGCCCTCGGCTCCC

CCAGTGCATGCCCGACGGCAGGTAGCCAGTCCCGCGTCACGCGGCGGACGACGGCCCGCACGAGTTCCGGGAGCCGAGGG

V E L V E R G R R A T A D L F A G M I K L F G

AGGTGGAGCTGGTGGAGAGGGGCCGTCGGGCCACCGCCGACCTCTTCGCCGGCATGATCAAGCTCTACTCGTTCGGCTCC

TCCACCTCGACCACCTCTCCCCGGCAGCCCGGTGGCGGCTGGAGAAGCGGCCGTACTAGTTCGAGATGAGCAAGCCGAGG

R E V D P G V A R F A E R E A T P D V V A E F Y

CGCGAAGTGGACCCGGGCGTCGCGCGCTTCGCCGAGCGGCTGATCGAGGCCACCCCGATCGACGTGGTCGCCGAGTTCTA

GCGCTTCACCTGGGCCCGCAGCGCGCGAAGCGGCTCGCCGACTAGCTCCGGTGGGGCTAGCTGCACCAGCGGCTCAAGAT

A F Q T H D K S A A L Q R F A E L P V T V V A G D R

CCCGGCCTTCCAGACCCACGACAAGAGCGCCGCCCTCCAGCGGTTCGCGGAGCTGCCGGTCACCGTCGTCGCCGGGGACC

GGGCCGGAAGGTCTGGGTGCTGTTCTCGCGGCGGGAGGTCGCCAAGCGCCTCGACGGCCAGTGGCAGCAGCGGCCCCTGG

D M I T P A A H S V A K E E L P A A E L V V L E E

GGGACATGATCACCCCGGCCGCCCACAGCGTGGCGATCAAGGAGGAGCTCCCGGCCGCCGAGCTGGTGGTCCTGGAGGAG

CCCTGTACTAGTGGGGCCGGCGGGTGTCGCACCGCTAGTTCCTCCTCGAGGGCCGGCGGCTCGACCACCAGGACCTCCTC

G H L M M P E I V T G L L T G L L A R A G A V

ACCGGGCACCTGATGATGCTGGAGCGCCCCGAGATCGTGACGGGGCTGCTCACCGGCCTGCTGGCCCGCGCCGGAGCCGT

TGGCCCGTGGACTACTACGACCTCGCGGGGCTCTAGCACTGCCCCGACGAGTGGCCGGACGACCGGGCGCGGCCTCGGCA

P A P T N V G A H G R R T A G S A A Q P G R

CCCCGCACCGACTAACGTTGGGGCGCATGGAAGACGTACAGCGGGAAGCGCCGCGCAGCCCGGCCGCTGAGGCCCTGGCC

GGGGCGTGGCTGATTGCAACCCCGCGTACCTTCTGCATGTCGCCCTTCGCGGCGCGTCGGGCCGGCGACTCCGGGACCGG

or/3　才Q E L G R R I A G L L
GAGGCCGCCGCCGAGACCCTGATCACCGTCGACTCGCCCGCCTCCATGCAGGAGCTGGGCCGCCGGATCGCCGGACTGCT

CTCCGGCGGCGGCTCTGGGACTAGTGGCAGCTGAGCGGGCGGAGGTACGTCCTCGACCCGGCGGCCTAGCGGCCTGACGA

R P G D L V L L T G E L G A G K T T L T R G L G E G L

GCGCCCCGGCGACCTGGTCCTGCTGACGGGTGAGCTCGGCGCGGGCAAGACCACCCTGACCCGGGGGCTGGGGGAGGGGC

CGCGGGGCCGCTGGACCAGGACGACTGCCCACTCGAGCCGCGCCCGTTCTGGTGGGACTGGGCCCCCGACCCCCTCCCCG

V R G A V T P T F V A R V H P S L G D G P P L

TGGGCGTGCGCGGGGCCGTGACCTCGCCGACCTTCGTGATCGCCCGGGTGCACCCGTCCCTGGGCGACGGGCCGCCGCTG

ACCCGCACGCGCCCCGGCACTGGAGCGGCTGGAAGCACTAGCGGGCCCACGTGGGCAGGGACCCGCTGCCCGGCGGCGAC
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V H V D A R L G G D E M E D D V S L P E

GTGCACGTGGACGCGTACCGGCTCGGCGGCGGGCTGGACGAGATGGAGGACCTGGACCTCGACGTCTCGCTGCCCGAGTC

CACGTGCACCTGCGCATGGCCGAGCCGCCGCCCGACCTGCTCTACCTCCTGGACCTGGAGCTGCAGAGCGACGGGCTCAG

V V V V E W G D G K V E E L S D D R L H V V G R A V

CGTCGTCGTCGTGGAGTGGGGCGACGGCAAGGTGGAGGAGCTCTCCGACGACCGGCTGCACGTGGTCATCGGCCGGGCCG

GCAGCAGCAGCACCTCACCCCGCTGCCGTTCCACCTCCTCGAGAGGCTGCTGGCCGACGTGCACCAGTAGCCGGCCCGGC

H E D V R V A L R V G A R W A Q A G

TCGGCCACGAGGAGGTCCTGGACGACGTCCGCGAGGTCGCGCTGCGCGGCGTCGGCGCGCGGTGGGCGCAGGCCGGGCCG

AGCCGGTGCTCCTCCAGGACCTGCTGCAGGCGCTCCAGCGCGACGCGCCGCAGCCGCGCGCCACCCGCGTCCGGCCCGGC

E L A R L S A G A

GAGCTGGCACGGCTGTCCGCGGGCGCGTAACGGCCGCGGGCGCGTCACGGCGGCGGGCGCGTCACGGCCGCGGCGCGGGG

CTCGACCGTGCCGACAGGCGCCCGCGCATTGCCGGCGCCCGCGCAGTGCCGCCGCCCGCGCAGTGCCGGCGCCGCGCCCC

CCGGTCCGGCCGCCACGAGGTACCGACAACTCGTCGGGAAACCGTTGCGCCGGTGCGGGCCCGCGTGATGACATGGTACC

GGCCAGGCCGGCGGTGCTCCATGGCTGTTGAGCAGCCCTTTGGCAACGCGGCCACGCCCGGGCGCACTACTGTACCATGG

GAGCGCTGGTTAGGTGTGCCTAAGTTCGGCGTCCCGGGGTCTCAGGAGGCAGCCATGTCGGCAGCAGGAGCAGAGCGAGC

CTCGCGACCAATCCACACGGATTCAAGCCGCAGGGCCCCAGAGTCCTCCGTCGGTACAGCCGTCGTCCTCGTCTCGCTCG

GCCCGTCGTGTCCATGCGGGCCCTGCTCGCGGCCGGCGTGGCCGCCACCGCGGTGTCCACACCGCCCGTACGTTCGGAGC

CGGGCAGCACAGGTACGCCCGGGACGAGCGCCGGCCGCACCGGCGGTGGCGCCACAGGTGTGGCGGGCATGCAAGCCTCG

CCGGCCCGCGGGATCC

GGCCGGGCGCCCTAGG

3296

Fig. 7. AlrS周辺領域(3,296 bp)の全塩基配列と推定されるORFのアミノ酸配列

Fig. 8. AlrS周辺嶺域のFrameplot
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3040

3120

3200

3280

Frame plot解析[26]の結果、この塩基配列上にはorfl, 2, 3の、 3つのORFが存在するこ

とがわかった(Fig. 8)。 Orfl (1,134 bp)は、 378 aaからなる分子量約39.9 kDaのタンパク質をコ

ードしているが、塩基配列から予測されるorf lの遺伝子産物Orf lは、プローブとして用いたS

coelicolorのputative ALRと74.9%の相同性を示した。従って、以後、このorflをalrS、その遺伝

子産物をAlrSと呼ぶことにした。 AlrSと、種々の細菌由来のALRとの間でアミノ酸配列レベルの

アライメント解析を行ったところ(Fig. 9)、補酵素であるPLP結合領域と、その領域内にあってPLP
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が結合するとされるLys残基[31, 32] (LysJS)、およびアラニンのラセミ化にとって必要不可欠とさ

れるTyr残基[33] (Tyr270)が、いずれも保存されていたDCSに対して強い感受性を示す

mycobacteria [34]のALRに対しても、 AlrSはかなり高い相同性を示した[35, 36]。また、前述の

ように、 E. coliおよびS.りjphimuriumでは2種類のALRのアイソザイムが存在するが[14-16]、 S.

lavendulaeゲノムのサザン解析の結果、ハイブリダイズするバンドはひとつしか確認されなかったこ

とから、 S. lavendulaeにはただ1種類のALR Lか存在しないものと結論した。
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Fig. 9. S. lavendulae由来AlrSと種々の細菌由来ALRとのアミノ酸配列におけるアライメント(ClustalW)

左端の表記はそれぞれBacillus subtilis ALR (Ba_sub) 、 Streptocossus faecalis ALR (St_fae) 、

Mycobacterium smegmatis ALR (Ma_sme)、 Salmonella typhimurium ALR (Sa_alr)、 E. coli ALR (Ec_alr)、

S. typhimurium DadB (Sa_dad)、 E. coli DadX (Ec dad)、 B. stearothermiphilus ALR (Ba_ste)を示すOアミノ

酸配列にある程度の共通性がある部分は、その残基の部分に色付けをしている。

15



Orf2 (1,176 bp)によってコードされる392 aaからなるタンパク質は、 S. coelicolorのputative

lipase [30]と、そして、その下流にあるorf 3 (462 bp)によってコードされるタンパク質(154 aa)

は、 S. coelicolorのputative ATP/GTP-binding protein [30]と、かなり高い相同性を示した(それ

ぞれ71.8%, 79.0%)。また、 alrSに続くこれら3つのORFの並び方は、 S. coelicolor染色体上で

putative alanine racemaseが存在する領域においても同じであった。

第四節　DdlSの大量発現系ならびに精製系の構築

決定した1,038 bpのMS遺伝子の塩基配列を基にプライマー(Fig. 10)を設計し、 ddlS構造

遺伝子を増幅後、 T7プロモーターを有する発現ベクターpET-21a(+)-挿入することで、キメラプラ

スミドpET-ddlSを作製した(Fig. ll)。続いて、 PET-ddlSをT7 RNAポリメラーゼ活性を有するホス

ト株、 E. coli BL21(DE3)-pLysS -導入し、 E coliホスト・ベクター系によるDdlS大量発現株、 E.

coli BL21 (DE3)-pLysS [pET-ddlS]を得た。発現株の可溶性画分を調製後、硫酸アンモニウム分

画、 DEAE-Sepharoseカラム、 Octyl-Sepharoseカラム、 DEAE-Sepharoseカラム(ATP存在下)によ

る精製を順次行うことで、 Fie. 12に示すようにDdlSを均一なタンパク質として精製することができ

た。

Nde l

sense primer 5- -CACCATATGCGAATCGTGATCTTGTGTGGTGGAGAAGC-3-
st rt codon

Xho l

antisense primer　'-CACCTCGAGTCAGCGGGTGGCGAGGGACAC-3'
stop codon

ddlS

Fig. 10. DdlS構造遺伝子増幅のためのプライマー配列

SDS-PAGE上でのDdlSの分子量は約38 kDaで(Fig. 12)、そのアミノ酸配列から推定される

分子量(約36 kDa)とほぼ同じであった。 Sephacryl S-300 HRカラムを用いたゲル櫨過クロマトグ

ラフィーの結果から推測された、非変性状態でのDdlSの分子量は約67 kDaであったことから、

DdlSはE. coliのDdlBと同じく二量体タンパク質であることが示唆された[18]。
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Fig. ll. DdlS発現用プラスミドpET-ddlS

第五節　AlrSの大量発現系ならびに精製系の構築

Fig. 12.精製DdlSのSDS-PAGE写真

1,分子量マーカー;2,DdlS

1,134 bpのalrS遺伝子の塩基配列を基にプライマー(Fig. 13)を設計し、 alrS構造遺伝子を

増幅後、 T7プロモーターを有する発現ベクター、 PET-21a(+)-組み込むことでpET-alrSを作製し

た(Fig. 14A)。また、 DCS耐性試験におけるコントロールとして、 E. coli K12 W3110由来のALR

をコードする遺伝子(KUalr)も同様にPCRで増幅させ(Fig. 15)、 PET-21a(+)に組み込むことで

PET-K12a/rを作製した(Fig. 14B)。なお、この両発現ベクターを構築する際、発現タンパク質の

精製が容易になるよう、 C一末側にHis6タグが付加されるようにした。続いて、 PET-alrS, PET-K12a/r

の両ベクターをE. coli BL21(DE3)-pLysS -導入し、 AlrSおよびK12Alrの大量発現株をそれぞ

れ得た。

Nde l

sense primer 5 - -CACCATATGAACGAGACACCGACGCGCGTG-3 I
m rt codon

Xho l

alrS

antisense primer　5'-TATCTCGAGGCCGCCGAGGTAGACCCGGG-3'

Fig. 13. AlrS構造遺伝子増幅のためのプライマー塩基配列
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<B)

Fig. 14. AIrS発現用プラスミドpET-a/rS (A)とK12Alr発現用プラスミドpET-K12a/r (B)

Nde l

sense primer 5'-CACCATATGCAAGCGGCAACTGTTGTGATT-3'

stl竺竺n　- KUalr

Xho l

antisense primer　'-TATCTCGAGATCCACGTATTTCATCGCGAC-3-

YA lalr

Fig. 15. KUalr構造遺伝子増幅のためのプライマー塩基配列

各発現株から可溶性画分を調製し、 AlrSにおいて

は、硫酸アンモニウム分画、 Ni(II)-chelated His-bind

resinカラム、 Sephadex G-100 super fineカラムによる精

製を順次行った。またK12Alrにおいては、硫酸アンモ

ニウム分画、 Ni(II)-chelated His-bind resinカラム、

DEAE-Sepharoseカラムによる精製を順次行うことで、

Fig. 16に示すようにAlrSおよびK12Alrを均一なタンパ

ク質として精製した。 AlrSおよびK12AlrのSDS-PAGE

上での分子量は、それぞれ約42 kDaおよび40 kDaで

あり(Fig. 16)、そのアミノ酸配列から推定される分子量

(約40kDa, 39 kDa)とほぼ同じであった。細菌のALR

18

[kDa] 1 2

Fig. 16.精製各ALRのSDS-PAGE写真

1,分子量マーカー; 2, AlrS; 3, K12Alr



は、一般的に一畳体もしくは二量体構造をとるが[37]、 Sephacryl S-200 HRカラムを用いたゲル

櫨過クロマトグラフィーの結果から推測された、非変性状態でのAlrSの分子量は80 kDaであり、

このことからS. lavendulaeのAlrSは二量体を形成していると示唆される。

第六節　DdlSの生化学的ならびに速度論的解析

E. coli由来のDdlBは、中性付近(pH 6.0-7.5)

よりもアルカリ領域bH 9.2)で、より高い触媒活性を

示す[38]。従って、 DdlS活性を測定する際に、種々

のpH条件下でDDL活性の比較を行った(Fig. 17)0

その結果、 DdlS活性はpHの上昇とともに増大し、 pH

7.0におけるDdlSの活性は15 |aM-min" 、 pH 10.0で

の活性は57 pM-min"であった。

第二節でも述べたように、 DdlSのco-loopは

Ala-Lys-Tyr-Gln配列より成っており、 DdlSがVanCタ　　Fig. 17. DdlS活性のpH profile

イブのIigase [28, 29]と同様に、 D-Ala-D-Ser活性を有

するのではないかとの考えが浮かんだ。しかしながら、 TLCによるアッセイ[39]の結果からは、

DdlSにはD-Ala-D-Ser ligase活性もD-Ala-D-Lac ligase活性も認められなかった。後者の観察結果

は、 D-Ala-D-Lac ligase活性を有する、ハンコマイシン耐性菌のVanA [40, 41]やVanB [42, 43]タ

イプのIigaseにおいて報告されているゥーIoopのコンセンサス配列がpro-Glu-Lys-Glyであること

[28]、そしてLactobacillus confusus, L. salivarius, L. plantarumなどの乳酸菌由来のD-Ala-D-Lac

ligaseにおけるco-loopのコンセシサス配列がAsn-(Lys/Met)-Phe-Valであること[28]と一致してい

た。

DdlS活性の測定にはcontinuous ADP release-coupled assay [44]を用い、 S.り?phimwiumの

DdlA、 E. coliのDdlAおよびDdlB、そしてEnterococcusfaeciumのVanAとその活性を比較した

[18, 41] (Table 1)。 Table lにおいて、 DdlSの変換効率を示すkat値は、両DdlAやDdlB、 VanA

と比較すると3-10倍程度低く、これらの中ではVanAの値と一番近い値を示した。酵素に認識され

る二番目のD-Ala基質に対するKm値(Ki)は、 VanAと比較すると20倍近い差が見られたが、

両DdlAやDdlBとは比較的似たような値を示した。 ATPに対する‰値は、他のものがDdlSと比

較して3倍ほど小さな値を示しているのに対し、 VanAではほぼ同じ値を示していた。 DDLにより生

成したD-Ala-D-Alaは、正反応に対する可逆的な阻害剤として作用することが知られている。 DdlS

のD-Ala-D-Alaに対するKi値は60 ^Mであり、主たる生成物が異なるVanAの値(2,300 pM)と

は大きく異なっていたが、他のDDLの値とは非常に近い値を示し、生成物の違いによる阻害度の

差が明らかに表れていると言える。しかしながら、 D-Ala-D-AlaによるDdlSの阻害様式は、
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StreptococcusfaecalisのDDL [45]と同じく競合阻害によるものであるが、両DdlAおよびDdlBで

の阻害様式は非競合阻害であるとされている【18]。これらの酵素間における阻害様式の違いが

何によって生じているのか、未だ明らかにはされていない。

Tablel.　各種DDLの速度論的パラメータの比較

S. typhimurium.　E. coli E. coli

Substrate/inhib itor D dlA"　　　D dlA"　　DdlB-　　　VanA*　　　D dl S

D-alanine　　　　　&cat (min')

Ki (MM)

K2 (mM)

ATP Km (iM)

D-Ala-D-Ala K{ (uM)

D-cycloserme K¥ (yM)

644　　　　　　444　　　　1018

1.9　　　　　　　5.7　　　　　3.3

0.54　　　　　　0.55　　　　1.2

38　　　　　　　38　　　　　　40

295　　　　　　100

3,400　　　　　ND

38　　　　　　　2.0

116　　　　　　120

61 (NC)　　49 (NC)　70 (NC)　2,300 (NC)　　60 (C)

14 (C)　　　8.9 (C)　　27 (C)　　730 (C)　　920 (C)

a[18]より抜粋,-[41]より抜粋

NC, noncompetitive; C, competitive; ND, not determined

DCSは、 S. typhimuriumのDdlA、 E. coliのDdlAおよびDdlBを9-27ドMの濃度範囲で競

合的に阻害する。 DdlSもDCSによって競合阻害を受けるが、そのKi値は920 nMと、両DdlAや

DdlBの値と比較して著しく大きかった(Table 1)。このKi値から考えると、 DdlSはDCS生産菌S・

lavendulaeにおける自己耐性因子のひとつとして機能していると言える。また、 VanAにおける

DCSのKi値はDdlSと比較的同じ値を示した。各酵素のパラメータを比較した場合、二番目の

D-Alaに対するKm値(K2)およびD-Ala-D-Alaに対するKi値は、 DdlSと両DdlAおよびDdlBと

の間で、また"蝣cat値、 ATPに対するKm値、 DCSに対するKi値においては、 DdlSとVanAで、それ

ぞれ部分的に類似していた。 DCSに対する親和性の差と合わせ、これらの結果から、 DDLにおけ

る基質結合部位の構造は、各酵素間で比較した場合にある程度の共通性を残しながらも、耐性

や活性の強さに関連する部分でそれぞれ微妙な変化を遂げて行ったものであると推測される。現

在、この興味ある疑問に対して回答を見出すべく、 S. lavendulae由来DdlSのⅩ線結晶構造解析

をめざし、本タンパク質の結晶化を試みている。近い将来、本研究室においてDdlSの結晶構造

が明らかにされるであろう。

第七節　円偏光二色性(circular dichroism; CD)スペクトルを用いたALR活性測定法の構築

現在、 ALRを含めたラセミ化酵素の活性測定法として、 enzyme-coupled assay法が広く用い
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られている[14, 15,23, 33, 37,46-49]。

本研究においてALRの活性を測定す

る際に、まずこのenzyme-coupled assay

法を用いて解析を行った。 AlrSおよび

K12Alrの速度論的パラメータの解析

結果をTable 2に示す。 Haldaneの式

(kcat/Km for D-Ala) / (kcat!'Km for L-Ala)

[50]によって定義される平衡定数

(Keq)の値をそれぞれ算出したところ、

AlrSおよびK12Alrに対する値はそれ

ぞれ0.12および0.22となり、この値は

理論値である1.0から著しく離れていた。

2

1.5

>　　　l
liコさ1

0.5

0

0　　　1　　　2　　　　3　　　　4　　　　5　　　　6

1/[S】

Fig. 18. Enzyme-coupled assay法によって得られたAlrsの

活性に対するLineweaver-Burk plot (D-Ala - L-Ala反応)

○,OmMDCS; #,0.5mM; △ 1.5mM; ▲,3.0mM

この異常なKeq値はおそらく、吸光度の変化から推測される理論上のNADH反応量と、カップリン

グ反応でAlaのラセミ化に伴って実際に反応しているNADH量との問の不一致によって引き起こ

されているのではないかと考えた。言い換えれば、 NADHの増加あるいは減少量が、ラセミ化する

Ala量と完全に一致していないのではないかということである。また、 Fig. 18にはDCSの濃度を変

化させた場合のD-Ala - L-Ala反応におけるdouble-reciprocal plotを示しているが、 L-Ala -

D-Ala反応においては、 enzyme-coupled assay法で用いられているD-amino acid oxydaseの活性

がDCSによって阻害を受けてしまうため[51]、 DCSによる反応阻害解析は行うことができなかった。

以上のような理由により、 ALR活性を測定するための、新たなアッセイ系を構築する必要があっ

た。

Table2.　酵素共役法によって決定した両ALRの速度論的パラメータ

D→L direction　　　　　　　　　　　　　　　　→D direction

Enzyme source　　　^ (mM)　　」cat (min"')　　　　Km (mM)　　　&cat (min"1)

S. lavendulae 0.37 (土0.01)　6.8 (士0.7) × 1Oz 0.30 (士0.01)　4.4 (士0.2) × 103

E. coli 0.44 (ア0.02)　1.8 (士0.1) × 102　　　0.66 (士0.08)　1.2 (:士0.2) × 103

基質と生成物との間のCDシグナルの運いに基づいた、 triosephosphate isomerase [52]や

mandelate racemase [53]の活性測定法は既に考案されている。まず、 1 mMのd- Ala,あるいは

レAlaのそれぞれの溶液と、両異性体の混合溶液のCDスペクトルを測定したところ(Fig. 19)、

D-AlaのCDスペクトルは横軸(wavelength軸)を対称軸として、 L-AlaのCDスペクトルと線対称

の軌跡を描いた。また、両異性体の混合液は用いたbufferと同様のシグナルを示し、 Alaに基づく

シグナルが見かけ上消失していることが観察されたI mMのレAla溶液のCDスペクトルをALR

反応の前後で測定した場合、シグナル強度の減少が観察されたが(Fig. 20)、このことは反応によ
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って減少したL-Ala量に比例したシグナル強度の減少と、生成したと思われるD-Ala量に由来する

L-Alaシグナルの相殺作用の結果であると考えられる。従って、 ALRによって触媒されるD-Alaと

L-Alaとの間のラセミ化率は、その反応溶液のCDスペクトルを測定することで決定することができ

ると考えた。

30
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O

召　o
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く0　-10

_20

-30

195　　　　200　　　　205　　　　210　　　　215　　　　220

wavelength (nm)

Fig. 19. 1 mM D-AIa, L-Alaおよび両エナン

チオマ-の等量混合液のCDスペクトル
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Fig. 21.種々の濃度におけるL-Ala (A),D-Ala

(B)溶液のCDスペクトル
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Fig. 20. ALR反応前後における1 mM L-Ala
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Alaの定量にあたり、種々濃度のD-およびL-Ala溶液のCDスペクトルを測定した(Fig. 21)。

より信頼性の高い検量線を作成するため、測定したCDスペクトルの205-215 nm間における0の

値を0.1 nmごとに全て積算し、その値(∑0)をAla濃度に対してプロットした(Fig. 22)。その結果、

検量線は非常に良好な相関係数を示し、従って∑βはAla濃度に対してEq. 1に示すように、直線

的に比例していることがわかった。 Eq. 1において、 Pは比例定数(2,200 mdeg-mM"1)であり、

[D-Ala]および[L-Ala]はそれぞれd-, L-Alaの濃度(mM)を指している。

」6> - P{[D-Ala] - [L-Ala]} (Eq. 1)

第八節　AlrSおよびK12Alrの速度論的解析

前節で作成した検量線をもとにして反応液中のd-, L-Ala濃度を決定し、最小二乗法を用い

た数値解析によりAlrSおよびK12Alrの速度論的パラメータを決定した(Table 3)。この結果をもと

にして導かれるKeq値は、 AlrSが1.15、 K12Alrが1.19であり、ラセミ化反応の理想値とされる1.0

に比較的近い値を示したことから、 CDスペクトルを用いたこの解析法は、従来のラセミ化反応のア

ッセイ法と比較しても充分適用できるものであると考えた。両ALRの‰値には大きな違いは見ら

れなかったが、 AlrSのteat値はK12Alrの値と比べて2倍大きかった。

Table3. CDスペクトルassay法によって決定した両ALRの速度論的パラメータ

D→L direction　　　　　　　　　　　　　　　　　　→D direction

Enzyme source Km (mM)　　　」cat (miri )　　　　4 (mM)　　　　^ (min"1)

S. l那endulae 0.4 (土0.2)　　3.8 (ア0.4) × 10J 0.4 (:土0.1)　　　3.3 (士0.2) × 10J

E. coli 0.25 (± 0.07)　1.7 (士0.1) × 10J 0.29 (:士0.07)　1.66 (士0.03) × 103

DCSに対する感受性解析を行うため、種々濃度のDCSを添加した状態でAlrSの速度論的

解析を繰り返した。これまで、 DCSによるALRの阻害様式に関しては色々な説が唱えられていた

ため[23]、得られたデータを競合阻害モデル、非競合阻害モデルの両方に当てはめて解析を行

い、それぞれの場合での速度論的パラメータを決定した(Table 4)。競合阻害、非競合阻害モデ

ルに対する平衡定数Keqの値は、それぞれ1.27および1.12であり、理論値1.0に近い値となって

いた。しかしながら、それぞれの解析結果における相関係数の値は、競合阻害モデルで0.977、

非競合阻害モデルで0.978となった。また、 Km値がDCS非存在下での値と2倍近く異なっており、

AlrSのDCSによる阻害は、どちらの様式が相応しいのか決定することはできなかった。
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Table 4.競合阻害モデルおよび非競合阻害モデルで解析を行った場合のAlrSの速度論的パラメータ

Competitive model (c c.- 0.977)

D-⇒L direction　　　　-D direction

Non-competitive model (c c.- 0.978)

D→L direction　　　　-D direction

0.7 (土0.2)　　　0.7 (士0.1)　　　1.1 (:士0.2)　　　0.9 (士0.1)

4.2(土0.4)×w　3.3(士0.2)×w　　5.2(土0.4)×10j　3.8(士0.3)×103

0.09 (土0.02)

Km (mM)

ftcat (min')

K{ (mM) 0.14 (士0.03)　　　　0.24 (ア0.03) 0.6(士0.1)

第九節DCSおよびLCSによるALRのtime-dependent inactivation

前節での結果から、 DCSによるAlrSの阻害様式を競合モデル、非競合モデルの両方ともに

決定することができなかったため、最近報告のあった、 ALRのDCSによるtime-dependent

mactivati。nメカニズム[21]に基づいて阻害の解析を行うことにした。この阻害メカニズムは、

ALR (E)の補酵素であるPLPとDCSが反応し、 PLP非結合型のALR (E')と3-hydroxyisoxazole

pyridoxamine 5--phosphate誘導体(X)を形成するという反応様式に基づいている[21, 22]

(Scheme 1)。

h

E+I亭主E・I等=± E'x
k_7

Ki

(Scheme 1)

ALRの残存活性に対する、 DCSとの不活化誘導体形成によるPLPの消失が与える影響を

調べるため、 DCSと一定時間反応させたALRの残存活性を、反応溶液の205 nmにおけるCD

シグナルの変化を経時的に観察することで解析した(Fig. 23)。近似曲線の傾きをALR活性の指

標とし、それぞれ一定時間反応させた後の活性を、コントロールと比較することで残存活性を評価

した。解析結果をFig. 23およびTable 5に示す。

Table 5. DCSおよびLCSによるALRのTime-dependent inactivationにおける速度論的パラメータ

Ki (mM) k2 × 10- (mM-s-I) 」i (mM)　　　× 10" ! (mM-s'1)

S. lavendulae 0.87 (ア0.08)　　　3.9 (士0.5)　　　　　　ND ND

E. coli 1.2 (土0.1 ll (士2)　　　　　　8.2 (士0.7) 3.9 (土0.7)

ND, not determined
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(B)
wave length (nm)　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　wave length (nm)

1 00　　　　200　　　　300　　　　400　　　　　　　　　　　　　1 00　　　　　200　　　　　300　　　　　400

S. lavendulae ALR

0　　　0,　　　　　　　1.5　　　　　　　　2.5

1/[I]

S lのendulae ALR

E. coli ALR

Fig.23. DCSのPLP不活化作用によるALR残存活性に対する影響

205 nmでのサンプル溶液におけるシグナル強度の経時的変化(A, AlrS; B, K12Alr)

C,それぞれの酵素での二重逆数プロット

Table 5に示すように、 AlrSとK12Alrに対するDCSのKI値は似たような値を示したが、 k2値

においてはAlrSの方がK12Alrと比べてより小さな値を示した。つまり、 AlrSのDCSによる不活

化速度は、 K12Alrと比較して明らかに小さい。従ってこの結果から考えると、 AlrSはDdlS同様、

DCS生産菌S. lavendulaeにおける自己耐性因子のひとつとして機能していると思われる。

Aminotransferaseのように、 PLPを補酵素として持つタンパク質は、 DCSと同じくその光学異

性体であるLCSによっても阻害を受ける[54]。例えば、 Bacillus stearothermophilusのALRは、

DCSと比較するとその度合いは弱いが、 LCSによっても阻害を受ける[21]。そこで、 AlrSと

K12Alrに対し、 LCSにおいてもDCSと同様の解析を試みた(Table 5)0 DCSによる阻害では、

AlrSにおけるWKiの値(4.5 × 10"3 s-1)はK12Alrの値(9.2 × 10-3 s-1)と比べて小さく、このこと

からもAlrSのDCSに対する感受性の低さがわかる。また、 LCSに対するK12Alrのh/Ki値は0.48

× 10-3 s-1であり、 DCSと比較すると非常に低い。しかしながら、測定した条件の範囲内では、 LCS
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によるAlrSの阻害は観察されなかった。従って、 LCSによるALRの阻害はDCSと比べると著しく

弱いと考えられる。なお、 AlrSのcycloserine耐性に関する構造生物学的な解析は、第二章で述

べる。

第十節　DCS耐性付与因子としてのDdlSとAlrS

DdlSおよびAlrSの酵素反応速度論的解析により、両酵素はDCS生産菌S. lavendulaeに

おける自己耐性にとって重要な役割を果たしている可能性を、 Zn vitro実験系で示すことができた。

そこで、 in vivoにおいてもこの仮説があてはまるか否か実証するため、 DdlSおよびAlrSを発現さ

せたE. coliのDCSに対する耐性度を調べてみた。既に構築したpET-alrS, PET-ddlS, pET-

yAlalrに加え、 E. coli由来ddlAおよびMBをpET-21a(+)に組み込んだベクターbET-ddlA,

PET-ddlB)を構築し(Fig. 24, 25A, B)、 」 co// BL21 (DE3)-pLysSに導入して発現株を作製したO

それぞれの発現株を、様々な濃度のDCSを添加したM9 agar培地中で包埋培養した際の生存率

を4600nmの値より求め、グラフに示したのがFig. 26である。

(A)

B)

sense primer

Nde l

5 -TATCATATGGAAAAACTGCGGGTAGGAATC-3 '
rt codon

Hind III

antisense primer　5- -CCCAAGCTTTTACATTGTGGTTTTCAATGC-3'
stopcodon
lddlA

Nde l

sense primer 5'-CACCATATGACTGATAAAATCGCGGTCCTG-3 I
rt codon

antisense primer　5- -CACAAGCTTTTAGTCCGCCAGTTCCAGAAT-3'

Fig. 24. E. coliddlA (A)およびddlB (B)構造遺伝子増幅のためのプライマー塩基配列
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PET-K 1 2alr-ddlA

PET-alrS-ddlS

日.)

(B)

(D)

Hind III

jl origin

PKT-ddlB

Xho l

aii
VET-K 1 2alr-ddlB ddlB

<違メグ

Fig. 25. E. coli由来DDL発現用ベクター

およびALR-DDL共発現用ベクター

A, E. coli DdlA発現用pET-ddlA

B, E. coli DdlB発現用pET-ddlB

C, K1 2Alr-DdlA共発現用pET-KUalr-ddlA

D, K12Alr-DdlB共発現用pET-K¥2alr-ddlB

E, AlrS-DdlS共発現用pET-alrS-ddlS

Fig. 26Aにあるように、 PET-K12a/r導入株は、コントロール株として用いたpET-21a(+)を導入

したホスト株と比べ、若干のDCS耐性を獲得しているが、これはALRの絶対量の増加によるみか

けのDCS耐性の上昇によるものである[37, 55]。しかしながら、 PET-alrSを有する株は、より高い
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DCS濃度の倍地中でも生育が可能であった。 D-Ala-D-Ala ligaseについても、その発現量の上昇

によってDCS耐性が上昇することが報告されている[55]。本研究において観察されたpET-ddlA

およびpET-ddlB発現株の耐性上昇もこの現象に起因するものであると考えられるが、 PET-alrS発

現株と同様にpET-ddlS発現株も、より高いDCS濃度下での生育が可能であった(Fig. 27B)。

60

DCS (ng/ml)

20　　　　　　40　　　　　　60　　　　　　80　　　　　100

DCS (ng/ml)

60

DCS (ng/ml)

Fig. 26. ARL, DDLを発現しているE. coli

ホスト株におけるDCS耐性

A, ALR発現株

▲, PET-K12a/r; △, PET-alrS;

>, PET-2 1 a(+)

B, DDL発現株

書, PET-ddlA; ◆, PET-ddlB;口, PET-ddlS

>, PET-2 1 a(+)

C, ALR-DDL共発現株

I , PET-KUalr-ddlA;詛, PET-K1 2alr-ddlB;

◇, pET'-alrS-ddlS;・, PET-2 1 a(+)

Fig. 27は、それぞれのプラスミドを導入したE. coliホスト株を、致死的な影響を及ぼさない程

度のDCS存在下で培養した際の、各発現株から調整した可溶性画分をSDS-PAGEによって確認

したものである。ゲル写真から明らかなように、 PET-K12a/r, PET-ddlA, PET-ddlB導入株の可溶性

画分には、大量のALRおよびDDLが発現している様子が観察されたが、対照的にS. lavendulae

由来の各酵素を発現させたE. coliでは、その発現レベルは著しく低かった。この結果から、ある程

度の濃度までは、これまでに報告されているように、 ALRまたはDDLの絶対量の上昇によりDCS

に対して抵抗することができるが【55]、 S. lavendulae由来AlrSおよびDdlSの発現株では、その

発現レベルの違いを見れば明らかなように、酵素自身の耐性度の違いにより、ホスト株にDCS耐

性を付与していることが明らかとなった。
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[kDa]  1 2　3　4　5　6　7　　9 1

Fig. 27.それぞれの発現ベクターを有するE.

coliホスト株におけるタンパク質の発現レベル

1,分子量マーカー; 2, PET-21a(+)導入株;

3, PET-alrS; 4, PET-ddlS; 5, PET-alrS-ddlS;

6, PET-K12a/;-; 7, PET-ddlA; 8, PET-ddlB;

9, PET-K12alr-ddlA; 10, PET-K¥2alr-ddlB

AlrSおよびddlSを共発現するように構築したpET-alrS-ddlS (Fig. 25E)を有するホスト株は、

それぞれを単独で発現している株よりもかなり高いDCS耐性を示した(Fig. 26C)。また、 Fig. 27か

らもわかるように、確かに共発現株においては、それぞれのタンパク質の発現レベルが低下してお

り、相乗効果の存在が示唆された。 ALRとDDLの共発現によるDCS耐性度-の影響がどの程度

であるかを確認するため、 PET-K12alr-ddlAおよびpET-K12alr-ddlBを構築し(Fig. 25C, D)、そ

れぞれの導入株の生存率を同様に評価した。その結果として、共発現の相乗効果による耐性度

の上昇が認められたが、 PET-alrS-ddlS導入株と比較するとその耐性度の差は明らかであり、共発

現株におけるDCS耐性の飛躍的な上昇は、 AlrSとDdlSの相乗効果によるものだけではないと推

測される。

第十一節　総括

本章では、 DCS生産菌S. lavendulae ATCC25233由来のddlSおよびalrS両遺伝子をクロー

ニングし、両遺伝子産物の大量発現系・精製系の構築、精製タンパク質を用いた速度論的解析を

行ったこと、そして、両酵素のin vivoにおけるDCS耐性-の寄与について論じた。

AlrSとDdlSの共発現株においては著しいDCS耐性の上昇が認められたが、 DCS生産菌の

中ではこれらの酵素は共存していることから考えても、この相乗効果に酵素の持つ耐性上昇が加

わることで、更なる高い耐性を獲得しているものと思われる。実際、 PET-alrS-ddlSを導入したE.

coliホスト株は、栄養豊富な培地であるLB培地で培養した際には、 1,600トig/mLの濃度のDCS

存在下でも生存できる。さらに、 S. lavendulaeにはDCS排出膜タンパク質をコードしていると推測

されるorfBも存在しており、 3つ目の要素が加わった場合には、きわめて高い耐性上昇が予想さ

れるであろう。現在、本研究室においてはOrfBの研究が進行中であり、 AlrS、 DdlSそしてOrfBと

いう3つの因子が、 DCS生産菌S. lavendulaeの自己耐性メカニズムの本体であるという現在の予

想が証明されることが期待される。

また、 ALR活性の解析にあたり、 CDスペクトルを利用したアッセイ法を新たに確立した。従来
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の共役酵素によるアッセイ系とは異なり、反応基質および生成物そのものの変化を直接測定して

いるため、酵素本来の反応をより正確に捉えることが可能である。

これまで、真核生物には無用のものと思われていたD-アミノ酸であるが、比較的単純な真核

生物をはじめ[4, 56-59]、晴乳類[60-63]やヒトにおいても、 D-アミノ酸の存在が確認されている

[67]。また、アルツハイマー病におけるD-Serの関わりが報告されるに至り[64, 65]、 serme

racemaseの脳内分布と発症が関係しているという報告も登場した[66]。これらのことから考えても、

生体内で重要な働きを担うとされるD-アミノ酸の研究が進んで行くことは明らかであり、 senne

racemaseをはじめとする酵素の機能解析に、本アッセイ法が役立つことを期待する。
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【第二章】

DCS生産菌由来alanine racemaseの構造生物学的研究

-Ⅹ線結晶構造解析によるDCS耐性メカニズムの解明-

第一節　緒言

DCSの標的酵素ALRは、 fold type IIIに属し、補酵素としてPLPを必要とする。本酵素は

D-AlaとL-Alaの問の可逆的変換を触媒している。 DCS　に対して感受性を示すBacillus

stearothermophilusのALR [21]は、 1.9Å分解能で、そのⅩ線結晶構造が決定されている【31]。

また、このBacillus属ALRについては、基質アナログや阻害剤との複合体タンパク質の結晶構

造が決定されている[21, 67-69]cそれらを通じ、 ALRの触媒メカニズムに留まらず、 DCSを始めと

する種々の阻害剤によるその阻害様式も構造生物学的に明らかにされ始めている[11, 21, 23]。

現在提唱されているDCSによるALRの阻害メカニズムは、 PLPとの安定な不浩化誘導体を形成

することによって起こるとされるが[21]、この推測は、同じくPLPを補酵素とするaminotransferase

のDCSによる不活化機構と類似している[70]。

DCS生産菌は、自身の生産する抗生物質による毒性から生体を守る必要がある。前章では、

DCS生産菌S. lavendulae ATCC25233のALR (AlrS)およびDDL (DdlS)の機能解析を行い、

両酵素が生産菌の自己耐性因子として機能していることを明らかにした。この結果は、 DCS耐性

は標的酵素の過剰発現によるものであるとするDCS耐性Mycobacterhimにおいて提唱された仮

説と異なるものである[35, 55]。本章では、 AlrSのⅩ線結晶構造解析を通じて、 DCS生産菌にお

ける自己耐性機構を構造生物学的に論じる。

第二節　AlrSの結晶化

精製したAlrSを含む溶液を10 mg/mLとなるまで濃縮し、

蒸気拡散法[71] (sitting-drop)にてAlrSの結晶化を行った

(Fig. 28)。本結晶は空間群C2に属し、格子パラメータa -

84.6Å 6-63.4Å c-86.0Å,β-120.1-を有する単斜晶系

であり、非対称単位あたりAlrS単量体-分子が含まれてい

た0本結晶を用いて得られたX線回折データをもとに、 AlrS

の結晶構造を決定した。その結晶学的パラメータをTable 6　Fig.28.　AlrS結晶写真

に示す。
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Table6.　各種結晶の結晶学的パラメータ

Data collection AlrS DCS-AlrS LCS-AlrS

Space group

Unit cell

α (A)

b (A)

(A)

‰ (Å3/Da)

Resolusion range (A)

Unique reflections

・"-merge '

Completeness (%)

Re dundancy

tfwork (%

#free (%)

Residues / Waters

C2 P2x

83.98　　　　　　82.96

63.38　　　　　　　63.55

85.95　　　　　　　84.62

2.5　　　　　　　　2.5

24-2.0　　　　　48- 1.9

24,889　　　　　60,894

ll.1

94.0

2.9

19.7

25.2

12.8

99.7

3.6

20.9

26.5

384/74　　　　　767/ 158

Fix

83.77

63.54

85.32

2.5

49-2.3

34,960

12.0

98.7

tm

19.7

28.7

78/118

AlrS結晶に対しDCSをソ-キングすることにより、 DCS結合型AlrSの結晶を調製後、そのⅩ

線結晶構造を解析した。本結晶は空間群p21に属し、格子パラメータa- 83.0 A b - 63.6 A, C-

84.6 A, β - 118.6-を有する単斜晶系で、非対称単位あたりAlrS二量体-分子を含んでいた。

DCS結合型AlrSの格子パラメータは非結合型のものとほぼ同じ値を示したが、 h + kの値が奇数

の際は、より良好なsignal-to-noise ratio (S/N比)が観察された。このことから、結晶学的な二回軸

と完全には一致していない、 2つのサブユニットに関する部分的な二回軸が存在すること推定され

る。すなわち、空間群が完全にP21に移行しているわけではなく、 C2に属するタンパク質分子が部

分的に残っていることが示唆される。この現象はサブユニット同士が非常に似た構造を取っている

場合に観察される傾向があり、 DCS結合型AlrSの結晶の特徴を表していると言える。同様に、

LCS結合型AlrSの結晶も調製し、 Ⅹ線結晶構造解析を行った。本結晶は空間群p21に属し、格

子パラメータa-83.8Å 6-63.5Å c-85.3Å,β-118.0-を有する単斜晶系であり、非対称単位

あたりAlrS二量体-分子が含まれていた。両結晶の結晶学的パラメータも同様にTable 6に示

す。

第三節AlrS結晶構造の全体的な特徴
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AlrS単量体構造には、そのN-末

ドメインに8個のストランドよりなる、

α/βバレル構造が観察された。こ

の構造はリン酸結合部位を有する

タンパク質に特徴的なものである

(Fig. 29)。 AlrSは、同一の単量体

同士によるホモ二量体構造を取っ

ているが、その構造は一方のサブ

ユニットのN-未ドメインが、もう一

方のサブユニットのC-末ドメインを

パートナーとすることによって生ず

る。 AlrSのC一末ドメインはねじれ

たバレル構造をとっており、その領

域にはGreek-keyモチーフがある。

サブユニット同士の関係で言えば、

C-末ドメインはそのパートナーの

N一末およびC-末の両ドメインと相

互作用しているのに対し、 N-末ド

メインはC一末ドメインとしか相互作

用しておらず、両サブユニットの

N-末ドメイン同士が接することはな

い　AlrS　のアミノ酸配列は、B.

stearothermophilusのALR [21, 3 1,

67-69]に対して34%の相同性し

か示さないが、両タンパク質はほと

んど同じ立体構造を取っている

(Fig. 30)cしかしながら、 Bacillus

ALRにおいて認められるC一末の

β-strandはAlrSでは認められなか

った　Fig. 30Aは、両Bacillus

ALRとAlrSの二量体構造を重ね

書きした様子を示す。この場合、

Fig.29. AlrS二量体結晶構造(Rテレオビュー)

補酵素pLPを緑色、それぞれのサブユニットを赤色および青色

で示している。

Fig.30. AlrSとBadll〟sALRとの重ね書き(ステレオビュー)

A,二量体構造同士; ち,サブユニット同士

AlrSを赤色、 Bacillus ALRを青色で示す.

二つのALR間における位置関係のr皿S.偏差(平均二乗誤差)は、二量体で1.95 A、一畳体で

1.75 Åであった。注目すべきは、 C-末ドメインとN一末ドメインとの間の位置関係が二種のALRの

間でずれていることであり、 N一未ドメイン同士を重ね合わせた場合には、 C一末ドメイン同士は重な
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らない(Fig. 30B)。

残された両ALRのC一束ドメイン間でのr.m.s.偏差は3.32 Åであった。これらの観察結果は、

AlrS単量体におけるN一末ドメインおよびC-末ドメインの重心間の距離が、 Bacillus ALRと比較し

て約1 Å程小さいことからもわかるように、 AlrS単量体の構造がβαciJJ∽ALRに比べて、若干折り

曲がった構造をとっていることに起因すると考えられる.事実、 AlrSではBacillus ALRと比較した

場合にそのサブユニット間での相補性が低く、 AlrSにおけるサブユニット同士の接触面積はおよ

そ2,800 Åであるが、 Bacillus ALRでは3,200 Åである。従って、 Bacillus ALRではサブユニット

間での空隙を埋めるように、両分子がしっかりと組み合わさっているように見える(Fig. 31)0

Fig.31. AlrS (A)およびBacillusALR(B)のSpace fillingモデル

それぞれのサブユニットを赤色と青色で区別して示す。

第四節　AlrSの活性部位周辺構造

二量体形成によって生ずるAlrSの二箇所の触媒活性部位は、 PLPとその結合残基である

Lys,38、そしてPLPの周りを囲んでいる周辺残基によって構成されている。 BacillusALRにも見られ

るような、種々のALRにも保存されているPLP周辺残基は(Fig. 9)、ほぼ全て保存されていた。と

りわけ、 pLPのリン酸基と相互作用している残基と、 pLP周辺の水素結合ネットワークを形成してい

る残基の保存性が高い。

二箇所の活性部位にあるそれぞれのPLPは、 α/βバレルの中心に近い場所にあり、もう一方

のサブユニットのC一末ドメイン側に接している。 Bacillus ALRにおけるLys39と同じように、 PLPは

Lys 38と共有結合して存在している(Fig. 32)。 AlrS中におけるPLPのリン酸基は、 Tyr42, Tyr361,

Ser.209の側鎖、 Ser209, Gly226, Leu:227の主鎖と、それぞれ水素結合を形成しているが、これらの残基

はBacillus ALRにおいても完全に保存されている(Tyr43, Tyr354, Ser204, Gly221, Ile222)。
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(B)

Fig. 32. AlrS (A)およびBacillusALR (B)における活性部位周辺構造の比較

それぞれのサブユニットに由来する残基はオレンジ色、水色で区別している。また、 Bacillus

ALR,の構造中に含まれている酢酸分子は紫色で示す。

pLPのピリジン環は、自身のN-1原子とArg.224のNe原子との間の水素結合によって固定さ

れている。また、このArg.224のグアニジウム部分は、 Arg136, Tyr270', His168, Arg224, His205, Gin127,

AspiUl, Arg125と続く、長大な水素結合ネットワークの一部を形成している。これらの残基のうち、 5

残基はBacillus ALRにおいても保存されている(Arg'^ Tyr265', His166, Arg219, His200)。しかしなが

ら、 AlrSのGin127に相当するBacillus ALRのHis127は、 His200とGin161の側鎖と水素結合ネット

ワークを形成している。また、 AlrSのArg.224はSer167とも水素結合を形成しているが、 BacillusALR

ではThr165がこの残基に置き換わっている。

Arg136側鎖部分のNri-2原子は、 PLPのフェノール性水酸基と弱いながらも相互作用してい

ると推測される。というのも、 AlrSにおけるこの二原子間の距離は水素結合を形成しうるには長す

ぎるが、 Bacillus ALRにおいてもArg136として保存されているこの残基は、明らかにPLPのフェノ

ール性酸素原子と水素結合を形成しているためである。このArg136はまた、 KCX129 (Lysine
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NG-carboxylate)のカルポキシル基との間に形成される二つの水素結合によって安定化されてい

る。PLPのフェノール性水酸基は、水-分子を介することによって、旬S38のアミン部分、Trp84の

Ne-1原子、Asp319-のカルポキシル基と水素結合ネットワークを形成しており、更にAsp319'のカルポ

キシル基からGin320'の側鎖部分-と繋がっている。これらの残基のうち、BacillusALRにおいては

Trp84だけは疎水性であるLeu85に置き換わっていたが、残りの残基は保存されている(Asp313'

Gin314-)。pLPとLys38を繋いでいる共有二重結合は、AlrSにおいてはtrans型であるが、一方

BacillusALRにおいてはcis型となっている。AlrSにおいてはこのtrans型配置により、Lys38の側

鎖が水素結合ネットワークに参加できるようになり、またPLPのフェノール性水酸基とAsp319'との間

の水素結合を仲介できるような場所に、水分子が位置することができている。

BacillusALRの結晶化には、沈澱剤として酢酸の存在が必要であると報告されているが、こ

れは酢酸分子がAla分子と似たような方法で活性部位に入り込むためであると考えられる。

BacillusALRにおいて、酢酸分子はArg136とTyr2':65の側鎖と、そしてMet.312'の側鎖とそれぞれ水

素結合を形成している。これらの残基はAlrSにおいても保存されているが(Arg136,Tyr270-,

Met-318-)、このうちArg136とTyr270-は直接水素結合を形成しており、またMet-318'の主鎖も、ひとつの

水分子と弱いながらも水素結合を形成している。

BacillusALRにおいては、PLPピリジン環の非極性部分を安定化させるために、いくつかの

残基が寄与していることがわかっている(Val37,Ala63,Ala65,Leu83,Leu85,Tyr164)。AlrSでは、これ

らの残基はそれぞれVaP,Glyo/,Ala04,Met8Z,Trpo*,Trp-166に相当するものである。両ALRにおい

て、PLP周辺にあって水素結合ネットワークを形成するような極性残基は高度に保存されているが、

pLP環自身の周辺にある疎水性残基の保存性はあまり高くはない。AlrSにおける、Trp'84から

Pro91までの主鎖の原子は、BacillusALRにおいて相当する領域であるLeu85からAsp92までの部

分とは重なり合わない。特に、BacillusALRにおけるLeu185に相当するTrp84の主鎖のCα原子は、

pLP環からおよそ1Åも遠ざかっている。しかしながら、この残基における部分的な大きなシフトは、

Trp'84自身の持つ大きな側鎖によって埋め合わせられており、結果的にはAlrSにおいても、PLP

環との疎水性相互作用そのものは保存されている。

分子表面から活性部位に至るまでの基質に対するチャネルは、酵素サブユニット自身のN一

末ドメインおよびC-末ドメイン、そしてもう一方のサブユニットのC一末ドメインによって形成されてい

る。チャネル入り口近辺の残基は極性を持つものが多く、逆に活性部位に近い方では疎水性残

基が主であった。チャネルを形成するこれらの残基(Asp173(171),Glu174(172),pro234(229),Ser235(230),

pro236(231)jle359(352)T361(354)^Tyr270'(265'}Gly271'(2661)Tyr289'(284'},Arg:295-(290'iArg-^j.Q内は

BacillusALRにおけるナンバリング)は、AlrSとBacillusALRとの間のみならず、Fig.9に示すよ

うに全てのALRにおいて保存されており、このチャネルが基質のアクセスにとって重要な働きをし

ていることがわかる。
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第五節DCSおよびLCS結合型AlrSにおける活性部位とpLP誘導体の構造

AlrSおよびDCS, LCS結合型のAlrSの結晶構造を、それぞれ2.0, 1-9, 2.3 Åの分解能で決

定した。 Cycloserine結合型AlrSの空間群は結合型のものとは異なっていたが、全体的な構造は

視覚的にはほぼ同じであり、三つの構造間における主鎖原子に対するr皿S.偏差は0.30, 0.43,

0.45 A、側鎖原子に対する値は0.62, 0.56, 0.73 Åである。

DCSおよびLCS結合型AlrSの活

性部位における最終的な電子密度を

観察すると、 pLPのC-4原子とLys38の

アミノ基との間の結合が消失し、その代

わりにPLPのC-4-がcycloserine環のア

ミノ基と新たな結合を形成していること

がわかる(Fig. 33)。 DCSとpLPが結合

することによって生じるPLP誘導体に

由来すると思われる電子密度は、

cycloserine環平面と、そこからpLPの

Cl4-原子-伸びる飽和結合部分から

成っており、この結果からpLPが3-

Fig. 33. AlrSの活性部位中に観察されるDCS結合型pLP

醜導体のFn-Fc電子密度マップ

二箇所の活性部位において、それぞれ観察される誘導体の構

造をA、 Bに示す。

hydroxyisoxazole pyridoxamine 5--phosphate (PMP) -と変換されたことがわかる。一方LCS結合

型AlrSにおいては、その分解能が若干低かったこともあるが、この部分の電子密度図がはっきり

せず、この情報だけでLCS結合型pLPがpMP誘導体に変換されていると結論づけることはでき

ない。

DCSの活性部位-の結合により、 AlrSとの間に新しく3つの水素結合が形成される(Fig.

34A, B)。 Cycloserine環の酸素原子と窒素原子は、それぞれTyr289の水酸基、 Met318'の主鎖アミド

とそれぞれ水素結合を形成しており、イソキサゾ-ル環の水酸基はArg136のグアニジウム部分と

作用している。これらの新たな水素結合の形成はBacillus ALRにおいても見られ、そこではDCS、

LCS結合型共にPMP誘導体を形成していることがわかっており、ここで述べた血m, Tyr289',

Met318 tt、 Bacillus ALRではArg136, Tyr284', Met312'にそれぞれ相当する。

おもしろいことに、 DCS結合型AlrSの二箇所の活性部位では、 PMP部分とイソキサゾ-ル環

はほぼ同じ位置を占めているにも関わらず、空間群からもわかるように、サブユニット同士は非対

称構造をとっている(Fig. 34A, B)。これはPMPとイソキサゾ-ル環を繋ぐ3つの結合のねじれ角

の違いに由来するものであり、その結果、誘導体におけるイソキサゾ-ル環のCα原子は、一方の

活性部位ではTyr270のフェノール性水酸基の近くに(Site-A)、もう一方の活性部位ではLys38の

NG原子の近くにそれぞれ位置している(Site-B)。この観察結果は、 DCSが例えばラセミ化反応を

含むような異なった経路を経て、最終誘導体に変換されたことを示している。このDCSの最終不
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活化体-の変換の違いがAlrSにおけるDCS耐性と深く関わっている部分であり、その詳細につ

いては次節で述べる。さらに言えば、 Site-AとSite-Bでその水素結合の様式は異なっており、

Site-AにおいてはTyr270'の水酸基と水素結合を形成しているのはPMPのアミン部分であるが、

Site-Bではイソキサゾ-ル環の水酸基である。

Fig. 34. DCSおよびLCS結合型AlrSにおける活性部位周辺の構造

それぞれ、 DCS結合型AlrSのSite-A (A), Site-B (B)、 LCS結合型AlrSのSite-A(C), Site-B (D)を示すo

それぞれのサブユニットに由来する残基は異なる色で示している(オレンジ色青色)0

また、 SCPと名付けたcycloserine-PLP誘導体は紫色で示す。

LCS結合型AlrSの活性部位における電子密度から判断すると、 AlrSに対するLCSの結合

性は、 DCSによるものよりも弱いことが考えられるOこの結果は、前章で行ったin vitroの実験でも

明らかになったように、 AlrSに対するLCSの阻害速度がDCSと比べて著しく低いこととも一致して

いるLCSの結合により、タンパク質とPMP誘導体の間に新たに形成される水素結合は~つのみ

である(Fig. 34C, D)。 Site-Aにおいてはイソキサゾ-ル環の窒素原子とMet-318'の主鎖のアミドとの

間に、一方、 Site-Bではイソキサゾ-ル環の酸素原子とMet318'の主鎖アミドとの間に、それぞれ水

素結合が形成されるDCS結合型pLPと比較した場合、 C-4原子とアミンの窒素原子との間のね

じれ角が変化しており、イソキサゾ-ル環が全体的に沈み込んでいる。この変化により、 PMPとイ

ソキサゾ-ル環の2つのフェノール性水酸基の間における分子内水素結合が可能となっている。

以上の内容を総括すれば、 DCSおよびLCSのcycloserine環は、その構造の僅かな違いにより、
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LCSと比べてDCSがより強固に結合できるという、わずかに異なった様式で活性部位にまず取り

込まれる。しかしながら、両異性体のアミノ基がPLPのC-4原子と反応することができるため、結果

としてアミノ基転移反応が生ずるものであると考えられる。

DCS結合型AlrSの構造において観察されたように、 LCSと結合したPLP誘導体もタンパク

質二量体それぞれの活性部位に存在しており、非対称構造を形成している(Fig. 34C, D)。 LCS

結合型誘導体のイソキサゾ-ル部分のCα原子は、 Site-AにおいてはTyr,270'のフェノール性水酸

基の近くに、 Site-BではLys38のNG原子の近くに位置していた。この観察結果は、 DCS, LCS共に、

ラセミ化反応を伴うようなある程度の段階を経て、最終不活化体を形成するものであるということを

示すものである。

第六節DCS耐性の構造生物学的考察

Bacillus ALRでは、その反応中間体アナログである7V-(5--phosphopyridoxyl)-L-Ala (PLP-

L-Ala)およびJV-(5・-phosphopyridoxyl)-D-Ala (PLP-D-Ala)との複合体の結晶構造が明らかにされ

ており、 PLP-L-AlaのAla部分のα一水素はTyr.265'の近くに、一方PLP-D-Alaでのα-水素はLys39

の近くにあることがわかっている[69]。これらの観察結果は、 Tyr.265およびLys39がそれぞれL-Ala

およびD-Alaから触媒塩基としてα-水素を引き抜くという報告にも合致するものである【33]。基質

から引き抜かれたα-zk素がLys39とTyr.265'の間で移送されるという、この二塩基触媒メカニズムは重

要であり、さもないとALRによる酵素反応は一回のラセミ化反応で終了してしまう。

Bacillus ALRにおいては、酵素反応速度論的解析と構造学的研究を通じ、 cycloserineによ

るALRの不活化メカニズムが提唱されている[21]。このメカニズムによれば、 cycloserineはアミノ

基転移反応から不可逆的な互変異性反応を経由することでALRを阻害する。 DCSおよびLCSと

結合したBacillus ALRの結晶構造解析結果は、両cycloserineに由来するPMP誘導体は全く同

一のものであることを示している。またAlrSとは対照的に、 DCSおよびLCSとの反応に由来する

最終不活化体のコンフォメ-ションも同じものである。さらに、 ALR二量体中の二箇所の活性部位

に存在する誘導体も似たような構造を取っており、このことからBacillus ALRにおいては、途中の

ァルジミン中間体構造のラセミ化反応よりも、ケチミン形成の方が優先して起こっていると考えられ

る。

前章において、 AlrSのDCSによるtime-dependent inactivationの速度は、他のDCS感受性

ALRと比べで緩やかであることを明らかにした。 AlrSで観察されたこの結果は、非競合的に酵素

活性を阻害するDCSの最終不活化体-の変換速度が明らかに遅く、結果としてAlrSがDCS耐

性を獲得していることを示している。 DCS結合型AlrSの結晶構造におけるDCS最終不活化体の

Cα原子は、 Site-Aでは乃r270'の水酸基の近く、 Site-BではLys38のアミノ基の近くにそれぞれ位置

している。 Site-AおよびSite-Bにおけるこの位置関係は、 PLP-L-AlaおよびPLP-D-Ala結合型の
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Bacillus ALRにおいて観察された位置関係と同じ様な関係を持つ○更に、 LCS結合型AlrSの結

晶構造においても似たような結果が観察されている。

以上の現象を総合的に考えると、活性部位に結合したDCSおよびLCSのうち、およそ半分

がそのまま最終不活化体-反応し、残りの半分は、以下に続くイミン転移反応、互変異性化反応

に移行する前にラセミ化を受け、他方の立体配置に変化するものであると思われる(Fig. 35)。 Fig.

35に示すように、緩やかに進行するケチミン形成反応よりもアルジミン中間体のラセミ化反応が優

先して起こるとするこの仮定としてのメカニズムは、 Bacillus ALRにおいて得られた結果と相反す

る。アルジミン中間体の寿命が延長されることで、本来の基質との反応による阻害剤の解離と、そ

れに伴う本来の反応を生じるチャンスが増える。この考え方に基づけば、ラセミ化反応を阻害する

DCS-PLP最終不活化体-の反応速度の遅延が、 AlrSにおけるDCS耐性の本体であると結論す

ることができる。

SB

N-0

A/瑠DCS
opcy-

ヽ

Tyr"<"-OH

ansaminati on

N-0

transimmation

OPO,2'

///ー1 H示
Tyr^ '-0-
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tauto men zati on

Ly♂

HjN^-Lys38

N-0

ジ襲LCS

OPO,2-

stable aromatic adduct

(3 -hydroxyisoxazole PMP)

Fig.35. DCSおよびLCSによるALR不活化メカニズムの仮説モデル

図中の残基はAlrSにおける残基番号を例として表記している。

AlrSにおいて、 DCSが最終不活化体に変換されてしまう手前で、ラセミ化反応を受けること
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ができる理由は、その活性部位周辺の構造によるものであると思われる。第三節でも述べたように、

AlrSはそのサブユニットの形状により、 Bacillus ALRと比較して二量体形成時のサブユニット間の

相互作用が弱いと考えられる。二量体接触表面の相補性の低下は、サブユニット同士の結合によ

って形成される活性部位空間の拡張を引き起こす。このことは、 Arg136のグアニジウム部分とPLP

分子のフェノール性酸素との間の水素結合が、 AlrSにおいては消失していることからもわかる

(Fig. 32)。 AlrSにおける活性部位空間の拡張が、 DCS誘導体のラセミ化を可能にしているように

思われる。

第七節　総括

本章では、まずDCS生産菌S. lavendulae ATCC25233由来AlrSの結晶化を行い、そのⅩ線

結晶構造を明らかにした。続いてDCSおよびLCS結合型AlrSの結晶構造も同様に解析し、 B.

stearothermophilus ALRのそれぞれの構造と比較することで、前章で論じたAlrSのDCSに対す

る自己耐性-の寄与を、構造生物学的に証明した。 AlrSの活性部位は広い空間を維持しており、

その特徴によって、 DCS反応中間体のラセミ化が促進され、また最終不活化体形成速度が減少

している。これがAlrSのDCSに対する耐性メカニズムの本体であると結論づけられる。

前節で述べた以外に、 DCS耐性に関与していると思われるもうひとつの理由として、 DCSに

よる活性部位の安定化の違いが挙げられる。非結合型AlrSとDCS結合型AlrSにおける、 Tyr.270'

を含んだtum領域の平均温度因子の値は、それぞれ33.6, 24.1 Åであった。これらの値は、それ

ぞれの構造において算出したタンパク質全体の温度因子の値と似通っており、 DCSの結合による

安定化効果を見出すのは困難であった。一方、 Bacillus ALRでのDCS非結合型および結合型

の構造において、一致する領域の平均温度因子の値はそれぞれ41.1および27.4 Åであった。非

結合型におけるこの値は、タンパク質全体での値(29.7 A)と比べてかなり大きく、この領域がフ

レキシブルであることがわかる。しかしながら、 DCSと結合した場合には、全体での平均温度因子

の値(25.7 A)と比べ、その差が著しく小さくなっている。 Bacillus ALRで観察されたこの現象は、

タンパク質-のDCSの結合による安定化効果がかなり大きいということを示している。

コンビナトリアルケミストリーに代表されるように、近年の新薬開発技術は目覚ましい発展を遂

げた。それでも加工ベースとなる化合物の構造を決定する際には、天然資源からのスクリーニング

に長らく頼っていたが、最近ではコンピュータの発達に伴い、タンパク質の立体構造をもとにして、

活性に必要な部位を特異的に阻害するような化合物を、かなり精密なレベルで予測できるように

なった【72, 73]。わずか-種類ではあるが、薬剤耐性菌においてその抗生物質耐性に寄与して

いる酵素の構造を明らかにしたことで、新たな抗菌薬をデザインする際に用いるデータベースに

対し、貴重な情報を提供できたと考える。本研究の成果が、新薬開発の際に役立つこと、ひいて

はその薬剤が臨床の場で活躍することを期待する。
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【実験の部】

1.使用菌株

(1)大腸菌

TGl

JMIO9

supE, hsdA5, thi, Mlac-proAB)IF [traD36, proAB , lac f,

bcZ△M1 5]

recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdRMfa mK ), e14" (mcrA~), supEAA,

relA l , A(lac-proAB)IF [traD36, proAST, lac P, lacZAM1 5]

XLl-Blue MRA (P2) hsdRll, supEAA, recAl, endAl, gyrA46, thi, relAl, lacIF ¥proAB , lac

P, lacZ^M¥ 5・^ TnlO(tet)-¥

BL21(DE3)　　　F, ompT, hsdSB(rB~　mB"), gal(Xc1 857, indl, Saml, nin5,

lacUV5-T7genel), dcm(DE3) (B棟由来)

K12 W3110　　　　F,九', IN (rrnD-rrnE)

(2)放線菌

Streptomyces coelicolor A3(2) M 1 45

Streptomyces lavendulae ATCC2523 3

2.使用プラスミド

Lambda DASH II Vector

pUC18

pUC19

pET-2 1 a(+)

3.使用培地

【LB培地]

p o lyp eptone

yeast extract

NaCl

1.0 (w/v) %

0.5 (w./v) %

1.0 (w/v) %

蒸留水に溶解後、 NaOHにてpH 7.0に調整し、オートクレーブして用いた。

寒天培地として使用する際はagarをfinal 1.5 (w/v) %となるように加えた。
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[GMP培地]

glucose

meat extract

po lyp eptone

yeast extract

NaC

MgSO4-7H20

1.0 (w,/v) %

0.2 (w,/v) %

0.4 (w,/v) %

0.2 (w!Ⅴ) %

0.5 (w!Ⅴ) %

0.025 (w/v) %

蒸留水に溶解後、 NaOHでpH 7.0に調整し、オートクレーブした。

[YEME培地]

glucose

po lyp eptone

yeast extract

meat extract

MgCl2 - 6H20

1.0 (w,/v) %

0.5 (w/v) %

0.3 (w/v) %

0.3 (w./v) %

0.04 (w/v) %

蒸留水に溶解後、 NaOHでpH 7.0に調整し、オートクレーブした。

[FB培地]

丘蝣ucto se

p o lypeptone

yeast extract

meat extract

微量金属溶液

1.0 (w/v) %

0.2 (w/v) %

0.1 (w!Ⅴ) %

0.1 (w/v) %

1.0 (v/v) %

蒸留水に溶解後、 NaOHでpH7.0に調整し、オートクレーブした。

寒天培地として使用する際にはagarを最終濃度2.0 (w/v) %となるよう加えた。

[微量金属溶液] (100 mL中の含量)

FeSO4-7H2O

MnCl2-4H2O

ZnSO4- 7H2O

CuSO4-5H2O

H3BO3

CoCl2-6H20

100 mg

lOOmg

lOOmg

50 mg

5mg

10mg

[(NH4)6 Mo7024] -4H20　　　　　0.2 mg

cone. H2SO4　　　　　　　　　1 drop
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蒸留水に溶解後、フィルター滅菌した。

[NZYM培地]

NZ amine

NaC

yeast extract

MgSO2-7H20

1.0 (w/v) %

0.5 (w,/v) %

0.5 (w./v) %

0.2 (w,/v) %

蒸留水に溶解後、 NaOHでpH7.0に調整し、オートクレーブした。

[preSOB培地]

p o lypeptone

yeast extract

NaCI

KCl

2.0 (w/v) %

0.5 (w./v) %

10mM

2.5 mM

蒸留水に溶解後、 KOHでpH7.0に調整し、オートクレーブした。

【SOC培地] (1 mL)

preSOB培地

2M Mg/+ Soln.

2M glucose Soln.

使用する直線に、無菌的に混合した。

[2M Mgz+ Soln.]

MgCl2　　　　　　　　　　　1 M

MgSO2　　　　　　　　　　1 M

蒸留水に溶解後、フィルター滅菌した。

[2M glucose Soln.]

glucose　　　　　　　　　　　2M

蒸留水に溶解後、フィルター滅菌した。

[M9培地3 (1 L)

M9培地A液　　　　　　　　980mL

M9培地B液　　　　　　　　　20mL

使用する直前に無菌的に混合した。
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[M9培地A液] (980 mL)

Na2HPO2

KH2P O4

NaC

蒸留水に溶解後、オートクレーブした。

[M9培地B液] (20 mL)

NH4Cl

glucose

thi amme

MgSO2-7H2O

CaCl2

1g

2g

10mg

246 mg

14.7 mg

蒸留水に溶解後、フィルター滅菌した。

4.一般的操作

(1)放線菌からの染色体DNA抽出

YEME培地50 mLにて28-C, 48 h振塗培養した放線菌の培養液から、 3,000 × g, 4-C,

20 minの遠心により菌体を回収した。菌体を適量のglucose-EDTA Soln.に懸濁させ、再び

3,000 × g, 4-C, 20 minの遠心により菌体洗浄を行なった。その菌体を9 mLの

glucose-EDTA Soln.に懸濁後、 20 mgのIysozymeを添加し、 37-Cで30 minインキュベ-

下した。続いてl mLの10 (w/v) % SDS Soln.を加え、穏やかに撹拝した。溶菌後、 2.5 mL

の5M sodium perchlorate Soln.を加え、穏やかに混和した。 12.5 mLのchloroform-

isoamylalcohol (24:1) Soln.を加えて室温にて20 min穏やかに撹拝した後、 20,000 × g,

15-C, 20minの遠心を行い、上清を回収した。その上清に2倍量の100%coldEtOHを加

え、ガラス棒で穏やかに撹拝することで、析出したDNAを巻き取った。 70 (v./v) % cold

EtOHでDNAをリンスした後、風乾し、適量のTE Soln.に溶解後、 4oCにて保存した。

[glucose-EDTA Soln.]

glucose

Tris-HCl (pH 8.0)

EDTA-Na2

50 mM

25 mM

IOmM

蒸留水に溶解後、オートクレーブし、 RNase (Roche, Germany)を最終濃度100ドg/mLと

なるよう加えた。
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[TE Soln.]

Tris-HCl (pH 8.0)　　　　　10 mM

EDTA-Na2　　　　　　　　　　1 mM

蒸留水に溶解後、オートクレーブした。

(2)大腸菌からの染色体DNA抽出

LB培地150 mLにて37-C, 16 h振塗培養した大腸菌の培養液から、 3,000 × g, 4-C,

20 minの遠心により菌体を回収した。菌体を適量のcell resuspension Soln.に懸濁し、再び

3,000 × g, 4-C, 20 minの遠心によって菌体を洗浄した。その菌体を9 mLのcell

resuspension Soln.に懸濁後、 1 mLの10 (w/V) % SDS Soln.を加え、穏やかに撹拝した。溶

菌後、 2.5 mLの5M sodium perchlorate Soln.を加え、穏やかに混和した。続いて、 12.5 mL

のchloro丘)rm-isoamylalcohol (24:1) Soln.を加えて室温で20 min撹拝した後、 20,000 × g,

15-C, 20 minの遠心を行い、上清を回収した。その上清に2.5倍量の100% coldEtOH、お

よび1/10倍量の3M AcONa Soln.を加えて撹拝した後、 -80-Cで30 min静置した。 20,000

・ g, 4-C, 20 minの遠心により回収したDNAの沈澱を適量の70 (v/v) % cold EtOHでリン

ス後、減圧乾燥し、適量のTE Soln.に溶解後、 4oCにて保存した。

[cell resuspension Soln.j

Tris-HCl (pH 7.5)　　　　　　50 mM

EDTA-Na2　　　　　　　　　　10 mM

蒸留水に溶解後、オートクレーブし、 RNaseを最終濃度100 |ag/mLとなるよう加えた。

(3)大腸菌からのプラスミドDNA大量調製

プラスミドDNAを保有する大腸菌を、適当な抗生物質を含む150 mLのLB培地で

37-C, 8 h振塗培養した。培養液を3,000 × g, 4-C, 20 minの遠心により菌体を回収した後、

10 mLのglucose-EDTA Soln.に懸濁し、再度3,000 × g, 4-C, 20 minで遠心することによっ

て菌体を洗浄した。その菌体を5 mLのglucose-EDTA Soln.に再懸濁させた後、 5 mgの

Iysozymeを加えて穏やかに撹拝した。続いて10 mLのcell lysis Soln.を加えて穏やかに混

和し、氷上で10 min静置した。 7.5 mLのneutralization Soln.を加えて軽く撹拝し、 15,000 ×

g, 4-C, 10 minの遠心により上清を回収した。上清に対し0・6倍量のisopropanolを加えて

よく撹拝し、室温でIO min静置した。 5,000 × g, 15-C, 20minの遠心により得られた沈殿物

を、適量の70 (v/v) % cold EtOHでリンスした後、減圧乾燥し、その乾燥物を8 mLのTE

Soln.に溶解した。この溶液に8 gのCsCl、 800 mLのEtBr Soln. (10 mg/mL)を順次加え
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て、よく混和した後、超遠心用のチューブに移し、 200,000 ×g, 15-C, 24 h遠心した。遠心終

了後、 EtBr染色されたプラスミドDNAのバンドを注射器により回収した。回収した溶液と等

量の5M NaCl飽和isopropanolを加えてよく混和し、 EtBrの移行した上層(isopropanol

層)を取り除いた。水屑が透明になるまでこの操作を繰り返した後、得られたプラスミド

DNA溶液に2倍量のTE Soln.を加えて混和した。全容量の2.5倍量の100% cold EtOH

を加えてよく混和した後、 -80-Cで1 h静置した。 5,000 × g, 4-C, 20 minの遠心により得られ

たDNAを適量の70 (v/v) % cold EtOHでリンスし、減圧乾燥後、適量のTE Soln.に溶解し

て4oCにて保存した。

[cell lysis Som.]

NaOH

SDS

0.2M

1 (W/v) %

蒸留水に溶解後、オートクレーブして用いた。

【neutralization Soln.]

AcOK 1.32 M

蒸留水に溶解後、 CH3COOHにてpH 4.8に調整し、オートクレーブした。

[5 M NaCl飽和isopropanol] (50 mL)

5M NaCI Soln.　　　　　　　　　　25 mL

isopropanol　　　　　　　　　　25 mL

よく混和して静置し、上層を用いた。

[5 MNaCI Soln.]

Tris-HCl (pH 8.0)

NaCI

EDTA -N a2

蒸留水に溶解して調製した。

10mM

5M

1 mM

(4)大腸菌からのプラスミドDNAの少量調製法

Wizard Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, USA)を用いて行った。

プラスミドDNAを保有する大腸菌を、適当な抗生物質を含む4 mLのLB培地で37-C, 16

h振畳培養した。培養液を13,000 × g, 4-C, 30 secの遠心によって菌体を回収した後、 200

LILのcell resuspension Soln.に懸濁させ、再度13,000 × g, 4-C, 30 secにて遠心することに
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よって菌体を洗浄した。その菌体を200 hLのcell resuspension Soln.に再懸濁させた後、

200 nLのcell lysis Soln.を加えて穏やかに混和した。溶菌液に200 nLのneutralization

Soln.を加えて軽く混和し、 13,000 × g, 4-C, 10 minの遠心を行い、上清を回収した。 5 mL

容量のシリンジに移した上清にl mLのWizard Minipreps DNA Purification Resinを加え

てよく混和することで、 ResinにプラスミドDNAを吸着させた。シリンジの先にWizard

Mini-columnをつけ、押し出すことでResinをカラムに吸着させた後、同様にして2 mLの

column wash Soln.を通過させ、カラムを洗浄した。 13,000 × g, 4-C, 2 minの遠心によって

カラムに残った余計な水分を取り除き、残ったResinに適量のTE Soln.を加えて1 min静

置した後、 13,000 × g, 4-C, 2 minの遠心によってプラスミドDNA溶液を回収した。

[column wash Soln.J

AcOK

Tris-HCl (pH 7.5)

EDTA-Na2

80 mM

8.3 mM

40トIM

蒸留水に溶解後、オートクレーブし、使用直前に最終濃度55 (v/v) % EtOH溶液にして用

いた。

(5)PCR反応

pcR反応は、 KOD polymerase (TOYOBO, Japan)およびBlend Taq (TOYOBO)

を用いて行った。各反応液を100 pL容チューブに調製し、各サンプルの反応条件に合わ

せ、サーマルサイクラ- (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, USA)にて反

応を行った。

[KOD polymerase反応液の組成]

template DNA

IO x KOD buffer

dNTP mix (2 mM each)

MgSO4 (25 mM)

sense primer (1 0トLM)

anti-sense primer (10トLM)

DMSO

KOD polymerase (1 U小L)

100-500 ng

5.0トLL

4.0トLL

2.0トLL

1.5トIL

1.5トLL

2.5トIL

0.5ト止

dH20により、最終容量50 |aLに調製した。

48



[Blend Taq反応液組成]

template DNA

IO x Blend Taq buffer

dNTP mix (2 mM each)

sense primer (10トLM)

antisense primer (10トLM)

DMSO

Blend Taq (2.5 U/yL)

100-500 ng

5.0¥iL

4.0ト止

1.5トLL

1.5 nL

2.5ドL

0.5トLL

dH20により、最終容量50トLLに調整した。

(6)アガロースゲル電気泳動法

1 × TAE bufferに最終濃度が0.8-1.5 (w/v) %となるようにagarose (LO3 TaKaRa,

Japan)を加え、電子レンジで加熱溶解した後、最終濃度が0.5 p.g/mLなるようEtBr Soln.

(10 mg/mL)を加えた。ゲル作製用プレートにagaroseを注ぎ、コ-ムをセットした後、室温

で固化するまで静置した。ゲルを泳動槽にセットし、色素溶液(XC, BPB, OG)を1/6倍量

加えたDNA溶液をウェルにアプライした。 100 Vで電気泳動した後、 312 nmのUV照射

によりDNAのバンドを検出した。

[50 × TAE buffer]

Tns

EDTA-Na2

2M

0.1M

蒸留水に溶解後、 AcOHでpH 8.0に調整した。

使用時に蒸留水で1 ×に希釈して用いた。

[色素溶液]

glyc ero l

xylene cyanole FF (XC)

bromophenol blue (BPB)

orange G (OG)

40 (v/v) %

0.1 (w./v) %

0.1 (w/v) %

0.1 (w/v) %

蒸留水に溶解後、 13,000 × g, 4-C, lO minの遠心操作を行い、その上清を用いた。

49



[九/純nd lllマーカー]

九DNA

IO x Mbuffer

Hind III

dH20にて最終容量200 (J.Lに調製し、 37-C, 5 h反応させ、 55-C, lOminの加熱処理の後

に色素溶液を加えて用いた。

(7)アガロースゲルからのDNA断片の回収

GENECLEAN II KIT (BIO 101, USA)を用いて行った。泳動後のアガロースゲルか

ら目的のDNA断片を含む部分を切り出し、チューブに移した。ゲル重量の3倍量のNaI

を加え、 55-Cの温浴上でゲルが完全に溶解するまで加温した。 5 mLのGLASSMILKを

加えた後、時折混和しながら氷上で15 min静置した。 13,000 × g, 4-C, 15 secの遠心操作

・で得られた沈澱に、 500ドLのNEW Wash Soln.を加え、よく撹拝した後に13,000 × g, 4-C,

15 secで遠心した。この操作を3回繰り返した後、得られたGLASSMILKの沈澱を減圧乾

燥させた。適当量のTE Soln.を加えて懸濁させた後、 55-Cの温浴上で2 min加温し、

13,000 × g, 25-C, 5 minの遠心によって得られた上清を回収し、 DNA溶液として保存した。

(8)ベクターのalkaline phosphatase処理

Bacterial alkaline phosphatase (E. coli Cラ3 BAP; TaKaRa)により行った。調製した反

応液を65-C, 30 min反応させ、等量のPhe/Chi Soln.を加えてボルテックスにより撹拝した

後に13,000 × g, 4-C, 5 minの遠心を行ない、上清を回収した。この操作をもう一度繰り返

し、得られた上清に対し等量のchloroformを加えてボルテックスにより撹拝した後、 13,000

・ g, 4-C, 5 minめ遠心を行った○得られた上清に対し、 215倍量の100% coldEtOHおよび

1/10倍量の3M AcOK Soln.を加えて混和した後、 -80-Cで30 min静置した。 13,000 × g,

4-C, 15 minの遠心によって得られた沈澱を適量の70 (v/V) % cold EtOHでリンスした後、

減圧乾燥し、適量のTEに溶解させ、 4oCで保存した。

[BAP処理反応液組成]

ベクターDNA

IO x BAP buffer

BAP

l-2 pmo1

15uT.

1-2 units

dH20により、最終容量150ドLに調製した。
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[Phe/CM Soln.] (200 mL)

飽和フェノール

chl oro form

isoamylalcohol

100 mL

96 mL

4mL

激しく混合した後、 4oCで一晩静置して得られた下層を用いる。

【飽和フェノール] (100 mL)

pheno l

dH2O

IM Tris-HCl (pH 8.0)

8-quinolinol

50mL

50mL

4mL

O.1g

激しく混合した後、 4oCで一晩静置して得られた下層を用いる。

(9)ライゲ-ション反応

DNA Ligation Kit Ver.2 (TaKaRa)を用いて行った。ベクターおよび挿入遺伝子断片

の溶液を混合し、その全液量と等量のSol山ion Iを加え、 16-Cの水浴中で反応させた。反

応時間は、基本的に、粘着末端の場合1h、平滑末端の場合は一晩とした。

(10)大腸菌コンビテントセルの調製

大腸菌を4 mLのLB培地で37-C, 8-12 h培養した。この培養液のうちの100 jaLと、

500 nLの2MMg2 Soln.を50mLのpreSOB培地に加え、 ^6。。nm-0.4となるまで37-Cで

振塗培養した。続いて、予め冷却しておいた遠心チューブに培養液を移し、氷上で15

min静置した。 4,000 × g, 4-C, 5 minの遠心により集めた菌体を20 mLのTBに穏やかに

懸濁させ、氷上で15 min静置した。 4,000 × g, 4-C, 5 minの遠心によって再び集菌し、菌

体を2 mLのTBに穏やかに懸濁させた後、 140ドLのDMSOを加えて穏やかに撹拝し、 5

min静置した。その後、 1.5 mL容遠心チューブに100ドLずつ分注し、 -80-Cで保存した。

[TB]

PIPES

CaCl2-2H2O

KC

MnCl2 -4H20

10mM

15mM

250 mM

55 mM

蒸留水に溶解後、 KOHでpH 6.7に調製し、フィルター滅菌した。
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(ll)大腸菌の形質転換

大腸菌コンビテントセルを氷上で融解させた後、ライゲ-ション反応液、もしくはプラス

ミドDNA溶液を適量(コンビテントセル100 m-Lに対し最大20 |aL)加え、穏やかに混和し

た後、氷上で30 min静置した。 42-C, 45 secのheat shockをかけ、氷上で2 min静置した

後、予め37-Cに加温しておいたSOC培地を全量l mLとなるように加え、 37-C, 1 h振塗

培養した。培養液の一部、および3,000 × g, 5 minの遠心により集めた菌体を少量のSOC

培地に再懸濁したものを、適当な抗生物質を含むLB寒天培地上に塗布し、 37-Cで一晩

静置培養した。

(12)シークエンス解析

シークエンス用DNAサンプルの調製はBig Dye Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit ver.2およびver.3 (Applied Biosystems)を用いて行った。調製した反

応液をサーマルサイクラ- (GeneAmp PCR System 9700)によって反応させ、サンプルを

SigmaSpin Post-Reaction Clean-Up Columns (SIGMA, USA)によって精製した。精製サン

プルをキヤピラリー電気泳動装置(ABI PRIZM 310 Genetic Analyzer; Applied

Biosystems)にかけ、シークエンスデータの解析を行った。データの処理は

GENETYX-Mac software (GENETYX, Japan)を用いて行い、相同性検索はFASTA

programによって行った。

[反応液組成]

template DNA

IO x Ex taq buffer

DMSO

primer (1 mM)

pre mix.

50-350 ng

1.0トIL

2.0トLL

3.2トLL

4.0トLL

dH20により、最終容量20 pLに調製した。

[反応条件] (Ml3 primerを用いる場合)

1 cycle　　　　　2-30 cycles

98-C 5 min　　->　　96-C 1 mm

69-C 4 min　　　　　60-C 4 mm

使用するprimerのTm値に応じ、 anealing温度は適宜変更して行った。
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(13)ハイブリダイゼ-ション反応

Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System (Amersham Biosciences,

UK)を用いて行った。ブロッテイングしたメンブレン(Hybond-N+; Amersham Biosciences)

をハイブリバッグ(Cosmo-Bio, Japan)に入れ、予め加温しておいた15 mLの

Hybridization mix凌加えてシールした後、温浴で1 hのpre-ハイブリダイゼ-ション反応を

行った。反応後、メンブレンを新たなハイブリバッグに移し、プローブ溶液を加えた15 mL

の新たなHybridization mix.を加えてシールした後、温浴で12-16 hのハイブリダイゼ-ショ

ン反応を行った。反応の終了したメンブレンを、予め加温しておいたprimary wash buffer

を注いだタッパーウェアに移し、ハイブリダイゼ-ション反応させた時と同じ温度で15 min

ゆっくりと振塗洗浄した。この操作をもう一度繰り返した後、 secondary wash bufferで室温に

て5 min洗浄し、 bufferを交換してこの操作をもう二度繰り返した。洗浄後のメンブレンから

余計な水分を取り除いた後、ビニールラップの上にDNA面を上にして置き、 CDP-Star

detection reagentを0.05 mL/cm3となるように滴下し、ビニールラップで上から覆って室温で

5 min静置した。反応後、余計な水分を取り除き、メンブレンを新たなビニールラップで覆

い直して、暗室でX線フイルム(FUJI MEDICAL X-RAY FILM RX-U; FUJIFILM, Japan)

にl h感光させ、現像した。

[Hybridization mix.] (30 mL)

hybridization buffer

NaCl

blocking reagent

穏やかに撹拝して調製した。

[primary wash buffer] (500 mL)

urea

SDS

O.5 M Na-phosphate

NaC

I MMgCl2

blocking reagent

30 mL

0.5M

1.2g

占og

0.5g

50 mL

4.35 g

5mL

lg

蒸留水に溶解後、最終容量500 mLに調整して用いた。

[0.5 M Na-phosphate]

NaH2PO4

Na2HPO4

0.5M

0.5M

53



蒸留水に溶解して両溶液を調製し、 pH 7.0となるように混ぜ合わせた。

[secondary wash buffer] (500 mL)

20 × stock Soln.　　　　　　　　25 mL

IM MgCl2 Soln.　　　　　　l mL

蒸留水に溶解後、最終容量500 mLに調整して用いた。

[20 × stock Soln.]

Tris-HCl (pH 10.0)

NaCl

蒸留水に溶解して調製した。

[プローブ調製]

プローブDNA溶液(100ng/ 10 |aL)を沸騰水浴上で5 min加温し、氷上で5min静

置した。軽く遠心した後に、 10トLLのReaction buffer、 2 ¥iLのLabeling reagent、 10トLLの

Cross linker working Soln. (Cross linker 2ドL + dH20 8 nL)を順次、よく混和しながら加え、

37-Cで30 min反応させた。反応後のプローブ溶液は使用時まで氷上で保存し、 2 h以内

に用いた。

(14)大腸菌からの可溶性画分の調製

大腸菌培養液から4,000 × g, 4-C, 5 minの遠心によって集菌し、菌体に対し、発現さ

せるタンパク質にそれぞれ適したbufferを適量加え、低温に保ちながら菌体を懸濁した。

再び4,000 × g,4-C, 5 minの遠心によって洗浄菌体を回収した後、菌体湿重量1 gに対し

て10 mLとなるようにbufferを加えて懸濁させた。菌体懸濁液を、氷上で冷却しながら

30-40 min程度の超音波破砕器にかけた後、 20,000× g, 4-C, 20minの遠心を二回繰り返

すことで得られた上清を可溶性画分として保存した。

(15)タンパク質定量

protein Assay Kit (Bio-Rad, USA)により行った。試料タンパク質を200-1400 |agにな

るように希釈し、その溶液100 ^Lに対して5倍希釈したDyereagentを5 mL加え、よく撹

拝して室温で5 min静置した。 595 nmの吸光度を測定することで、予め標準タンパク質

(BSA)により作成しておいた検量線より、資料タンパク質の濃度を算出した。
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(16) SDS-PAGE

可溶性画分、およびカラム精製タンパク質画分に2 × Sample bufferを等量加えてよく

混和した後、沸騰水浴上で5 min加熱し、これを泳動サンプルとした。泳動板を組み立て、

分離用ゲル溶液を注ぎ、蒸留水を適量上層させて室温でl h静置することによりゲルを固

化させた。完全に固化させた後、上層した蒸留水を取り除き、濃縮用ゲル溶液を注いでコ

-ムを差し込み、蒸留水を適量上層させて室温で1 h静置することでゲルを固化させた。

ウェルに泳動サンプルを20-25 nLアプライし、泳動を開始した。色素のバンドが濃縮ゲル

中を進んでいる間は定電流20 mA、分離ゲル中に移行してからは40 mAで泳動した。色

素のバンドがゲル下端より0.5-1.0 cm程度まで進んだら泳動を終え、ゲルを染色液で2 h

以上染色した後、脱色液でバックグラウンドの染色を取り除いた。より小さな分子量のバン

ドを見たい時にはTris-tricine SDS-PAGE、それ以外はTris-glycine SDS-PAGEを行った。

[10 (w./v) % 取is-glycine SDS-PAGE分離用ゲル溶液] (15 mL;ゲル二枚分相当量)

30 (w,/v) % gel stock　　　　　　5 mL

dH20　　　　　　　　　　　　　　2.3 mL

O.75 M Tris-HCl (pH 8.8)　　　7.5 mL

10 (w/v) % SDS Soln.

TEMED

APS

【30 (w/v) % gel stock]

acryl ami de

Bis-scrylamide

蒸留水に溶解して調製した。

30 (w/v) %

0.8 (w/v) %

[Tris-glycine SDS-PAGE濃縮用ゲル溶液] (7.4 mL;ゲル二枚分相当量)

30 (w/v) % gel stock 0.75 mL

dH20　　　　　　　　　　　　　　2.3 mL

O.25 M Tris-HCl (pH 6.8)　　　3.75 mL

10 (w!v) % SDS Soln.

TEMED

APS
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[10 (w/v) % Tris-tricine SDS-PAGE分離用ゲル溶液] (8 mL;ゲル一枚分相当量)

30 (w/v) % gel stock

gel buffer

20 (v/v) % glycerol

TEMED

APS

2.67 mL

2mL

3.33 mL

5トtL

適量

[Tris-tricine SDS-PAGE濃縮用ゲル溶液] (3 mL;ゲル一枚分相当量)

30 (w/v) % gel stock

gel buffer

dH2O

TEMED

APS

[2 × Sample buffer]

Tris-HCl (pH 6.8)

SDS

glycerol

2 -merc apto ethano l

bromophenol blue

0.4 mL

0.8 mL

1.8mL

2トIL

適量

50 mM

4 (W/v) %

12 (v/v) %

2 (Ⅴ/v) %

0.02 (w,/v) %

蒸留水に溶解して調製した。また、蒸留水で1 ×に希釈したものを1 × Samplebufferとして

用いた。

[10 × Tris-glycine SDS-PAGE泳動buffer]

Tris　　　　　　　　　　　　　　　　250 mM

glycine 1.92 M

SDS 1 (w,/v) %

蒸留水に溶解して調製後、使用時に1 ×に希釈して用いた。

[Tris-tricine SDS-PAGE泳動buffer]

Tris-HCl (pH 8.9)

蒸留水に溶解して調製した。

0.2M

56



[Tris-tricine SDS-PAGE泳動buffer]

Tris-HCl (pH 8.25)

tricine

SDS

蒸留水に溶解して調製した。

[SDS-PAGE standardマーカー]

Bio-Rad protein standard

l x Sample buffer

0.1M

0.1M

0.1 (w/v) %

10トLL

200トIL

調製後、沸騰水浴上で5 min加熱して用いた。

[染色液] (1 L)

CBB R-250

EtOH

AcOH

dH2 0

[脱色液] (3 L)

EtOH

AcOH

dH2 0

2.5g

450 mL

100 mL

450 mL

750 mL

240 mL

2010 mL。

5.第一章の実験

(1)ファージライブラリーの作製

a)S. lavendulae ATCC25233染色体DNAの10-20-kb断片の精製

染色体DNA500 ngを6UのBamHIによって37-Cにて1 h消化後、 EtOH沈澱によ

って精製し、 500トILのTE Soln.に溶解した。超遠心用チューブに10-40%のショ糖密度勾

配を作製し、これに精製DNA溶液を乗せて60,000 × g, 20-C, 24 h遠心後、 1.5 mLずつ

の画分をチューブの底から回収した。各画分を0.4 (w/v) %アガロースゲル電気泳動にか

け、 10-20-kb付近のDNA断片を取得した。この画分に2.5倍量のTE Soln.と9倍量の

100%EtOHを加て軽く混和した後、 -80-Cにて2 h静置した。続いて、 50,000 × g, 4-C, 2 h

の遠心により得られた沈澱に0.4 mLのTE Soln.を加えて懸濁した。さらに、 20 nLの3M

AcONa Soln.および1 mLの冷100% EtOHを加えて軽く混和した後、 -20-Cで30 min静置

した。 15,000 × g, 4-C, lO minの遠心により得られた沈澱を70 (v/v) % cold EtOHでリンスし
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た後に減圧乾燥し、 10 pLのTE Soln.に溶解した。このサンプルをBAP処理後、最終的に

10ドLのTE Soln.に溶解した。

b)In vitroパッケージング

Lambda DASH II / BamH I Vector Kit (STRATAGENE, USA)を用いて得られた

DNA断片をファージベクター-挿入する実験を行なった。パッケージングにはGigapack

Ill Gold Packaging Extract (STRATAGENE)を用いた。融解したGigapack III Gold

packaging Extractに、前述のファージベクター反応液のうち2 pLを加えて混合し、室温で

2 h以上放置した。これに500 pLのSMbufferおよび20 nLのchloroformを加え、 15,000
t

x g, 4-C, 5 min遠心した後、 chloroformを1滴加えて使用時まで4oCにて保存したo

C)ホストセルの調製

E. coliXL1-Blue MRA (P2)を、 10 mLの0.2 (w/v) % maltoseおよび10 mMMgS04

を含むLB培地で37-CにてA600nm - 0.3程度まで培養後、さらに28-Cで一晩培養を続

けた。 4,000 × g, 4-C, 10 minの遠心により得られた菌体を、 10 mM MgSO4 Soln.に^6001

- 0.5となるように懸濁した後、 1.5 mL容チューブに200 ¥¥Lずつ分注し、使用時まで4oC

で保存した。

a)ファージの増殖

ホストセルに、 b)でパッケージングしたファージライブラリーのうち1トLLを加え、 37-C,

15 minインキュベ-上した。反応後のホストセルを1.2 (w/v) % agaroseを含む3 mLの

NZYM培地に加えて、予め作製しておいたNZYM寒天培地上に重層し、 37-Cで一晩培

y<∴た

(2)DcttS遺伝子のクローニング

a)プラークブロッテイング

プラークが出現したプレートを4oCで1 h静置した後、ナイロンメンブレン(Hybond-

N+)を静かにプレート上に乗せ、 30 sec静置した。剥がしたメンブレンのプラーク付着面を

上にしてDenature Soln.に浸した櫨紙の上に乗せ、 7 min静置した。続いてNeutralization

Soln.で浸した櫨紙の上に移し、 3 mi云静置した。この中和工程をもう一度繰り返した後、メ

ンブレンを2 × SSC Soln.で洗浄し、渡紙上で風乾させた。乾燥させたメンブレンをビニー

ルラップに包み、プラーク側を下にしてUVイルミネ一夕-上に置き、 5 min UV照射するこ

とでメンブレン上にDNAを固定した。そのメンブレンに対し、 pCSPC由来の1.2-kb DNA

断片[24]をプローブとしたサザンハイプリダーゼ-ション反応を65-Cにて行い、目的のク

ローンを得た。
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[Denature Soln.]

NaC1　　　　　　　　　　　　　　　1.5 M

NaOH 0.5 M

蒸留水に溶解後、オートクレーブして用いた。

[Neutralization Soln.]

NaC

Tris-HCl (pH 7.2)

EDTA-Na2

蒸留水に溶解後、オートクレーブした。

[20 × SSC Soln.]

NaC　　　　　　　　　　　　　　　　　3 M

Na3 citrate 0.3 M

蒸留水に溶解後、 HClでpH 7.0に調整し、オートクレーブして用いた。

必要に応じ適宜蒸留水で希釈して使用した。

b)塩基配列の決定

14-kbDNA断片を含むファージDNAをBamH Iで消化し、その消化断片(およそ1.2,

2.0, 2.9, 8.0-kb)をpUC18およびpUC19にサブクローニングした。目的遺伝子を持つキメ

ラプラスミドのシークエンスを行い、 14-kbのDNA断片のうちddlS遺伝子を含む2,820 bp

について塩基配列を決定した。

(3)AlrS遺伝子のクローニング

a)サザンブロッテイング

S. lavendulae ATCC25233染色体DNAをBamH Iで消化し、 0.8 (w/v) %アガロース

ゲル電気泳動を行った。そのゲルをタッパーウェアに入れ、 Denature Soln.に浸して室温で

1 hゆっくりと振塗させた。 Denature Soln.を捨て、蒸留水でゲルを軽く洗浄した後、

Neutralization Soln.をグルが浸るように加え、室温で20 minゆっくりと振塗させた。

Neutralization Soln.による中和を三回繰り返した後、ゲルを蒸留水で軽く洗浄し、毛細管

現象を利用したブロッテイング装置を組み立て、室温で12 h以上静置することによりDNA

をナイロンメンブレン(Hybond-N+)に転写した。ここでは、ブロッテイングbufferに20 ×

SSC Soln.を用いた。ブロッテイング後のメンブレンを、 DNAの転写された面を下にして、 50

mM NaOHで浸した濾紙の上に乗せて5 min静置した。その後、大過剰の2 × SSC Soln.
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でメンブレンを1 min洗浄し、櫨紙に挟んで80-Cにて2hべ-キングした。得られたメンブ

レンに対し、 S. coelicolor A3(2)の染色体DNAよりPCRによって増幅させたputative

alanine racemase遺伝子をプローブとして用い、 74-Cにてサザンハイブリダイゼ-ション反

応を行った。

[putative alanine racemaseプローブ用PCR条件]

1 cycle　　　　　　2-25 cycles

96-C 5 min　　-　　　96-C 1 min　　→　　　72-C 3 mm

70-C 3 min　　　　　　70-C 3 mm

primerの塩基配列は以下の通りである。

sense primer　　　(5 I-ATGAGCGAGACAACTGCTCGGCGGGACGCG-3 I)

anti-sense primer　　(5 I-TCATTCGTTGACGTAGACGCGCGGGACCCGG3 ')

b)コロニーハイブリダイゼ-ション

プローブDNAとハイブリダイズした遺伝子断片を含む約3.0-kbのBamH I消化断片

をアガロースゲル電気泳動により回収した後、 BamH I消化したpUC19に挿入し、 E. coli

に形質転換した。コロニーが出現したプレート上にナイロンメンブレン(Hybond-N+)を静

かに乗せ、 1 min静置した。剥がしたメンブレンのコロニー付着面を上にしてDenature Soln.

に浸した漉紙の上に乗せ、 7 min静置した。続いてNeutralization Soln.で浸した渡紙の上

に移し、 3 min静置した。この中和工程をさらに二回繰り返した後、メンブレンを2 × SSC

Soln.で1 min洗浄し、渡紙上で風乾させた。乾燥させたメンブレンを、コロニー側を上にし

て0.4,MNaOHで浸した櫨紙の上に乗せて20 min静置した後、 2 × SSC Soln.で1 min洗

浄し、櫨紙上で風乾させた。作製したメンブレンを櫨紙に挟んで80-Cにて2 h熱処理する

ことによりDNAをメンブレンに固定した。得られたメンブレンに対し、同様にサザン解析を

行うことによって目的のクローンを得た。

C)塩基配列の決定

得られたDNA断片を適当な制限酵素サイトでpUC19にサブクローニングしたのち、

2,808 bpの全長塩基配列を決定した。この断片上にはS. coelicolorのゲノム解析の成果

としてputative alanine racemaseとされる遺伝子と相同性を示すORFが見出された。しかし

ながら、そのORFは不完全なものであったことから、 2,808 bpの塩基配列をもとに約200 bp

のBamH I / Sal I断片をプローブとして、 chromsomal-walking法により完全長のORFのク

ローニングを試みた。新たにクローニングした約1-kbのDNA断片は不完全oRFの5'上

流をカバーしており、その塩基配列を部分的に決定し、先に得られていたシークエンス結
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異と統合することで、最終的にalrSの全長を含む3,296 bpの塩基配列を決定した。

(4)DdlS大量発現系・精製系の構築

ODdlS大量発現系の構築

Fig. 10に示すように、 1,038 bpのMS遺伝子を基にPCRプライマーを設計した。この

際、発現ベクターpET-21a(+)-の挿入を考慮に入れ、増幅DNA断片の5個にNde lサイ

ト、 3個にXho Iサイトを持つようにプライマーを設計した。 PCR反応によって増幅された

MS遺伝子断片をアガロースゲルから回収し、 Nde I / Xho Iにより二重消化した。その消

化断片をアガロースゲルから回収し、 PET-21a(+)のNde l / Xho lサイト-挿入することで、

pET-ddlSを得た。 PET-ddlSを」co// BL21 (DE3)-pLysS -導入することで、 DdlS大量発現

株E. coli BL21 (DE3)-pLysS [pET-<MS]を得た。

[ddlS構造遺伝子増幅用PCR条件]

1 cycle　　　　　　2-30 cycles

96-C 5 min　　　　　　96-C 1 min

55-C 1 min　　→　　　55-C 1 min　　→　　　72-C 3 min

72-C 2 mm　　　　　　　72-C 2 mm

b)DdlS精製系の構築

pET-ddlSを保有するE. coliを6 LのLB培地にて、ジャーファーメンターを用いて

28-Cで-4600 nm - 0.5程度まで培養した後、最終濃度1 mMのIPTG (isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside)を加え、 MS遺伝子の発現を誘導させた。引き続き、 28-Cにて8 h

培養し、得られた菌体を4,000 × g, 4-C, 10 minの遠心により回収した。以後、 DdlS精製ス

テップはすべて4oCにて行った。菌体をBuffer Iに懸濁させ、無細胞抽出液から可溶性画

分を調製した。可溶性画分に対し20%飽和となるように乳鉢で予め磨り潰しておいた硫酸

アンモニウムを撹拝しながら徐々に加え、 15,000 × g, 4-C, 20 minの遠心にかけ、上清を回

収した。上清に対し50%飽和となるように硫酸アンモニウムを撹拝しながら徐々に加えた。

生じた沈殿は、 15,000 × g, 4-C, 20 minの遠心により回収した。沈澱は少量のBuffer Iに溶

解され、同bufferに対して透析を行った。透析済みタンパク質溶液を、予めBuffer Iで平

衡化しておいたDEAE-Sepharose (Amersham Biosciences) column (2.5 × 10 cm)にアプラ

イし、まず、同bufferでカラムを洗浄した。目的タンパク質の溶出は同buffer中に含まれる

0-500 mMのKCl直線濃度勾配により行なった。 DdlSの活性画分を集め、 Buffer IIに対し

て透析し、予めBuffer IIで平衡化しておいたOctyl-Sepharose column (1.5 × 15 cm,

Amersham Biosciences)にかけた。この時、 DdlSはカラムに吸着しなかったので、素通りし
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た画分を回収した。ここでDdlSがカラムを素通りしたのは、 Buffer III中にはATPが存在す

るため、 ATPに対する結合能を持つ本タンパク質の性質(特にpI値)が変化し、カラムに

吸着しにくくなったことが原因であると考えられる。最後に、この素通り画分をBuffer IIIに

対して透析し、予めBuffer IIIで平衡化しておいたDEAE-Sepharose column (1 × 15 cm)

にかけた。以上のようなステップにより、 DdlSを単一タンパク質まで精製後、 Amicon Ultra

(Millipore, USA)を用いた限外渡過によって濃縮し、使用時まで4oCで保存した。

[Buffer I]

Na-phosphate (pH 7.5)

MgCl2

DTT

EDTA-Na2

蒸留水に溶解して調製した。

[Buffer II]

Tns-HCl (pH 7.5)

KCl

ArP

MgCl2

2 -merc apto ethano l

蒸留水に溶解して調製した。

[Buffer III]

Na-phosphate (pH 7.5)

MgCl2

DTT

EDTA-Na2

ATP -Na2

蒸留水に溶解して調製した。

50 mM

IOmM

2mM

1 niM

20 mM

2.5M

lmM

IOmM

1 mM

50 mM

IOmM

2mM

lmM

0.2 mM

(5)AlrS大量発現系・精製系の構築

a) AlrS大量発現系の構築

Fig. 13に示すように、決定した1,134 bpからなるalrS遺伝子を基にPCRプライマーを

設計した。この際、 PET-21a(+)-の挿入を考慮に入れ、増幅断片の5'側にNde lサイト、 3'
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側にXho lサイトができるようにプライマーを設計した。 PCR増幅したalrS遺伝子断片をア

ガロースゲルから回収後、 Nde l / Xho lにより二重消化した。その断片をアガロースゲルか

ら回収後、 PET-21a(+)のNde I / Xho Iサイト-挿入し、 PET-alrSを得た。構築したpET-

alrSをE.coli BL21 (DE3)-pLysS -導入することで、 AlrS大量発現株としてのE. coli BL21

(DE3)-pLysS [pET-alrS]を取得した。

[alrS構造遺伝子増幅用pcR条件]

1 cycle　　　　　　2-25 cycles

96-C 5 min　　-⇒　　　96-C 1 min　　-　　　72-C 3 min

70-C 3 min　　　　　　　70-C 3 min

b)AlrS精製系の構築

pET-alrSを保有するE. coliを3 LのLB培地を含むジャーファーメンターを用いて

28-Cにて^600nm - 0.6程度まで培養した後、 IPTGを最終濃度1 mMとなるよう加え、 alrS

遺伝子の発現を誘導させた。引き続き、 28-Cで4.5 h培養し、 4,000 × g, 4-C, 10 minの遠

心により菌体を回収した。以後、 AlrSの精製操作はすべて4oCにて行った。菌体をbinding

bufferに懸濁し、可溶性画分を調製した。その画分に対し、 65%飽和となるように硫酸アン

モニウムを撹拝しながら徐々に加え、 15,000 × g, 4-C, 20 minの遠心にかけて沈殿を回収

したO沈澱は少量のbinding bufferに溶解され、同bufferに対して透析した。透析後のタン

パク質溶液を、予め5 bed volumesのcharge buf短rによりNi2+をキレートさせ、 binding

bufferにて平衡化しておいたNi(II)-chelated His-bind resin (Novagen, Germany) column

(1.0 × 30 cm)に吸着させた後、 wash bufferにてカラムを洗浄した。吸着したタンパク質の

溶出は同buffer中に含まれる60-350 mM imidazoleの直線濃度勾配法により行なった。

AlrSを含む画分をAmicon Ultraによって濃縮し、予め50 mMのNaClを含むTris-HCl

buffer (pH 8.5)で平衡化させておいたSephadex G-100 super fine (Amersham

Biosciences) column (1.5 × 120 cm)によってゲル波過クロマトグラフィーを行った。精製

AlrSを含む画分を集め、 Amicon Ultraによって濃縮し、使用時まで4oCで保存した。

[8 × binding buffer]

lmidazole

NaC

Tris-HCl (pH7.9)

40mM

4M

160 mM

蒸留水に溶解して調製後、使用時に1 ×に希釈した。
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[8 x charge buffer]

NiSO4-6H20　　　　　　　　　　400 mM

蒸留水に溶解して調製後、使用時に1 ×に希釈して用いた。

[8 × wash buffer]

imidazole

NaCI

Tris-HCl (pH 7.9)

480 mM

4M

160 mM

蒸留水に溶解して調製後、使用時に1 ×に希釈して用いた。

(6)K12Alr大量発現系・精製系の構築

a) K12Alr大量発現系の構築

Fig. 15に示すように、 E. coli K12 W3UOのkUalr遺伝子の塩基配列を基にPCRプ

ライマーを設計した。この際、 PET-21a(+)-の挿入を考慮に入れ、増幅断片の5'側にNde

Iサイト、 3'側にXho lサイトができるよう設計した。 PCR増幅されたkUalr遺伝子をアガロ

ースゲルから回収後、 Nde l !Xho lにより二重消化した。その断片をアガロースゲルから回

収後、 PET-21a(+)のNde I / Xho Iサイト-挿入し、 PET-kl2a/rを得た。 PET-kl2a/rをE・

coli BL21 (DE3)-pLysS -導入することで、 AlrS大量発現株E. coli BL21 (DE3)-pLysS

[pET-kl2a/r]を構築した。

[kUalr構造遺伝子増幅用PCR条件]

1 cycle　　　　　　2-30 cycles

96-C 5 min　　-　　　95-C 1 min　　→　　　72-C 4 min

60-C 4 min　　　　　　60-C 4 mm

b)K12Alr精製系の構築

pET-kl2a/rを保有するE. coliを3 LのLB培地を含むジャーファーメンターを用いて

28-Cにて^600nm- 0.6程度まで培養後、 IPTGを最終濃度1 mMとなるように加え、 k¥2alr

遺伝子の発現を誘導した。引き続き、 28-Cで4.5 h培養し、得られた菌体を4,000 × g, 4-C,

10 minの遠心により回収した。以後、 K12AlrS精製操作はすべて4oCにて行った。菌体を

binding bufferに懸濁させ、可溶性画分を調製した。その画分に対し、 65%飽和となるよう

に硫酸アンモニウムを撹拝しながら徐々に加え、 15,000 × g, 4-C, 20 minの遠心により得ら

れた沈殿を回収した。沈澱を少量のbinding bufferに溶解し、同bufferに対して透析を行

った。透析後のタンパク質溶液を、予めbinding bufferで平衡化しておいたNi(II)-chelated
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His-bind resin column (1.0 × 30 cm)に吸着させた後、 wash bufferでカラムを洗浄した。吸

着されたタンパク質は500 mMのimidazoleを含むbinding bufferで溶出させ、 Amicon

Ultraにより濃縮した。 50 mMのNaClを含む50 mM ammonium-phosphate buffer (pH 8.2)

に対して透析し、同bufferで予め平衡化させておいたDEAE-Sepharose column (1.0 × 30

cm)にかけた。素通りしたK12Alrを含むフラクションを集めてAmicon Ultraにより濃縮後、

使用時まで4oCで保存した。

(7) DdlSの酵素反応速度論的解析

a) Continuous ADP release-coupled assay法

DdlS活性の測定は、 continuous ADP release-coupled assay [44]法によった。本法は、

DDLの反応生成物であるADPを基質として、酵素の共役連鎖によりDDL活性を間接的

に測定する方法であり、 NADHの持つ340 nmの吸光度の変化を37-Cにて観察すること

で行った。

DDLはその結合部位において二分子のD-Alaを結合させることでD-Ala-D-Alaを形成

するため、その定常状態に達した場合の反応は、二つのKm値(Ki, first D-Ala; K2, second

D-Ala)を導入したEq. 2によって表される。 Eq. 2での反応速度式はEq. 3のように導かれ、

両辺の逆数をとることにより放物線状のLineweaver-Burk plotsの式(Eq. 4)が得られる。

Vrr　値は、 Eq. 4のy切片から求めることができる。 Eq.4はEq. 5のように変形することが可

能であり、この式において、 1/[S]に対して[S](l/v - 1/Fmax)をプロットすると直線が得ら

れ、そのy切片はKl/Vmaxを、傾きはKxK2/Vm　を示し、これをもとにKlおよびK2を算出

することができる。

K,2　　*cat

E.S昌ES+S FとESS→E+P　(Eq.2)

v-
*WS]2

KxK2　蝣*2[S]+[S]'

+一旦_⊥+互生⊥11

vvvrsivrsi2
rmaxmaxL^JrmaxL^J

・S]-2-

v-註莞+豊吉
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これらの式において、 ∬1の値は非常に小さいため[18]、基質濃度[S]が充分大きい

場合には無視でき、 Eq. 3およびEq.4はそれぞれEq. 6およびEq. 7と近似できる。この式

に基づき、 K2値のみを決定した。

IIE
^maxtS]

K2+ [S]

+且⊥1　　1

vma,　vmax[S]

(Eq. 6)

(Eq. 7)

b)速度論的パラメータの測定

下記のようにそれぞれの反応液を調製し、 37-Cにおける340 nmの吸光度の変化を経

時的に観察することで、それぞれのパラメータを算出した。

【反応液組成]

Tris-HCl (pH 7.8)

KCI

MgCl2

PEP

NAD H

last

100 mM

IOmM

IOmM

2.5 mM

0.3 mM

46.8 U/mL

LDH　　　　　　　　　　　　　　　21.4 U/mL

以上の組成を基本とし、 D-Alaに対するパラメータ測定時には5 mM ATP, 20-0.313 mM

d-Ala, 4.18 |ag/mL DdlSを、 ATPに対するパラメータ測定時には20 mM D-Ala, 0.4-0.025 mM

ATP, 22 |^g/mL DdlSを、 DCSによる阻害パラメータ測定時には5 mM ATP, 20-0.313 mM

D-Ala, 4-0.5 mM DCS, 5.35 ng/mL DdlSを、 D-Ala-D-Alaによる阻害パラメータ測定時には5

mM ATP, 20-0.313 mM D-Ala, 80-2.5 ¥M d-Ala-D-Ala, 5.35 (ag/mL DdlSを、それぞれ添加し

て反応液とした。

;)DdlSの触媒活性に及ぼすpHの影響

DdlSの触媒活性に及ぼすpHの影響を検討するため、 100 mM Tris, 100 mM glycine,

loo mM MESの3つの溶液のうち2つを混ぜ合わせることでpH 6.0-10.0の反応液を調製し

た。活性測定には37-Cにおける340nmの吸光度の経時変化を観察することで、 vm　値を

算出し、触媒活性を比較した。
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[反応液組成]

pH analysis buffer

KCI

MgCl2

PEP

NADH

PK

LDH

ATP

D-Ala

DdlS

100 mM

IOmM

IOmM

2.5 mM

0.3 mM

46.8 U/mL

21.4 U./mL

5mM

20 mM

4.18 ng/mL

(8)酵素共役法によるAlrSの速度論解析の試み

Enzyme-coupled assay法[73]によって行った。本法は、 ALRによって一方のエナン

チオマ-のみが存在する状態で生成される、対となるエナンチオマ-を基質とした酵素の

共役連鎖反応による、 NADHの持つ340 nmの吸光度の変化を観察することで、 ALR活

性を間接的に測定する方法である。反応液を調製し、 ALRを添加することによって反応を

開始した。 37-C, lO minで反応させた後、沸騰水浴中で5 min加温することにより酵素を失

活させ、 340 nmの吸光度を測定した。また、 37-Cでの反応を行わないサンプルをコントロ

ールとして用いた。

[enzyme-coupled assay反応液組成D-Ala - L-Ala反応]

Tricine-NaOH (pH 9. 1)

LADH

NAD

D-Ala

DCS

ALR

100 mM

0.15U

IOmM

2-0.1 mM

3-0 mM

適量

ALR濃度は、 AlrSでは345 ng/mL、 K12Alrでは1,070 ng/mLとなるように加えた。

[enzyme-coupled assay反応液組成L-Ala - D-Ala反応]

Tricine-NaOH (pH 9.1)

DAAO

LDH

NADH

100 mM

1 U

llOU

0.12mM
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L-Ala　　　　　　　　　　　　　　2-0.25 mM

ALR　　　　　　　　　　　　　適量

ALR濃度は、 AlrSでは34.5 ng/mL、 K12Alrでは170 ng!mLとなるよう加えた。

(9) CDスペクトルを用いたAlrSの速度論的解析

a) CDスペクトルの速度論解析-の適用

種々の濃度のD-Ala,あるいはL-Ala溶液のCDスペクトルを測定した後(Fig. 21)、各

データの205-215 nm間における0の値を0.1 nmごとに全て積算し、その値(∑0)をAla

濃度に対してプロットすることでD-,レAla濃度に対する検量線を作成した(Fig. 22)。この

検量線では、 ∑βとAla濃度はEq. 1のように比例定数pを持つ直線的な比例関係を示す。

10 - P{[D-Ala] - [L-Ala]}　　　　　(Eq. 1)

各サンプルの測定値からの速度論的パラメータの算出は、以下に示すように行った。

まず、それぞれのサンプルのCDスペクトルから∑βの値を求め、 IO minの反応前後での値

と比較することにより△∑0の値を算出した。 Eq. 1に基づき、 △∑Oから△[D-Ala] (- -A [L-Ala])

を求めた。 1 minあたりの△【D-Ala]を、反応速度v [mM/min]とした場合、その値はEq. 8の

ように表される。

Ⅴ - △[D-Ala]/10 - △∑β /20P (Eq. 8)

また、ラセミ化反応における反応速度式は、次のようにも表される(Eq. 9)。

Fmax l - [D-Ala]　Kmax2- [L-Ala]

K,m l K,m2

1+
[D-Ala] [L-Ala]

K,m l K.m2

(Eq. 9)

Eq. 9において、 PmaxlおよびKmlはD-Ala - L-Ala反応、 vmax2およびKm2はL-Ala -

D-Ala反応におけるパラメータを示している。速度論解析を行うにあたり、 0-2 mM間におけ

る様々な濃度のd-, L-Alaを共に含む反応液を調製した(64通り以上)。測定した△∑βに基

づいてVの実測値を求め、その値を基に反応中間点でのD-, L-Alaの濃度を決定し、 Eq. 9

における値とした。最小二乗法を用いた数値解析により、各パラメータの値を算出した。

また、ラセミ化反応において、阻害剤が競合阻害、非競合阻害として振舞う場合の速
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度式は、それぞれEq. 10,Eq. 11のように表される。

Fmax l - [D-Ala]　F-max2 - [L-Ala]

Zml( l+[I]/」n)　Km2( l +[l]/Ka)

[D-Ala]　　[L-Ala]

Km](i+[i]/Kt])　Km2(i+[i¥/KQ)

Ⅴ=

TLd [D-Ala]　脚珂
Kml(n[l]/K13)　K^l+WKJ

1+[D-Alaj/A.-+[L-Ala]/*;
ml^Jm2

(Eq. 10)

(Eq. ll)

Eq. 10とEq. 11において、 KilおよびKi3はD-Ala- L-Ala反応での阻害定数、 Ki2お

よびKi4はL-Ala- D-Ala反応での阻害定数、 [I]は阻害剤(DCS)の濃度を示している。

DCSの濃度を変えて測定を繰り返し、阻害剤非存在下の時と同様にして、各パラメータの

算出を行った。

b)サンプル調製

アッセイに使う酵素ストックは、予め、タンパク質と等濃度のPLPを含む100 mM

ammonium phosphate buffer (pH 8.2)に対して透析をしておいた。下記のように調製した

反応液を4oCで1 h静置した後、 ALRを添加し37-Cで10 min反応させた。沸騰水浴中

で5 min加熱することによって酵素を失活させた後に、 1 mLの30 mM phosphateを加え、

サンプル溶液のCDスペクトル(wavelength 205-215 nm)をJU-720 Spectropolarimeter

(JASCO, Japan)によって測定した。また、 37-Cでの反応をさせないサンプルをコントロー

ルとして用いた。

[CDスペクトルアッセイ反応液組成]

NH4-phosphate (pH 8.2)　　　30 mM

L-Ala

D-Ala

DCS

ALR

2-0 mM

2-0 mM

0.5-0 mM

適量

AlaおよびDCSの濃度を様々に組み合わせてサンプルを調製した。

酵素濃度は、 AlrSが170 ng/mL、 K12Alrが225 ng/mLとなるよう加えた。
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(10) DCSおよびLCSによるALRのtime-dependent inactivationに基づく阻害

a ) Time-dependent inactivation

この阻害メカニズムは、 ALR (E)の補酵素であるPLPとDCSが反応し、 PLP非結合

型のALR (El)と3-hydroxyisoxazole pyridoxamine 5'-phosphate誘導体(x)を形成すると

いう反応様式に基づいている[21, 22] (Scheme 1)。

h

E+I亭主E・I亭主E'X
k-2

Ar

(Scheme 1)

DCSと一定時間反応させたAlrS酵素液を反応液に添加することで反応を開始し、反

応液の205 nmにおけるCDシグナルの変化を経時的に観察した。近似曲線の傾きを反応

速度Ⅴとし、一定時間反応させた後の速度vtと、コントロールの速度γ。との関係は、 Eq. 12

のように表される。

vt/v。 - exp(-km-t) (Eq. 12)

ここで, kappは見かけの速度定数である。反応開始直後では、 [E-・X]≒0とみなせるた

め、 Scheme lにおける逆反応(k.2)は無視できる。阻害定数をK, - [E]-[I]/[E-I] - ([E]0 -

【E廿[E-X])・[I]/[E-I]と定義すると、 DCS誘導体の生成速度はEq・ 13のように表される。

d[E'-X]/dt - 」2-[E-I]

Mi]
Kx + [I]

([E]0- [E'Ⅹ])

(Eq. 13)

ここで[E]。は酵素総濃度である。 Eq. 13において、反応初期段階ではIappはkr[lV(Ki

+ [I])とみなせるため、これらの式を用いた二重逆数プロットよりKlおよびk2の値を算出し

た。

b)サンプル調製

反応は全て25-Cにて行った。 AlrS 12.5トig/mLを含む30 mM ammonium phosphate

buffer匝H 8.2)に対し、様々な濃度のDCSおよびLCSを加えることで、不活化反応を開

始した。このうちの20 jiLを任意の時間で回収し、 4 mMD-Alaを含む3 mLの同bufferに

添加することでALR反応を開始した後、 205 nmにおけるCDスペクトルの変化を経時的に

記録した。
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(ll)各発現株におけるDCS耐性のin vivoアッセイ

a)DdlAおよびDdlB大量発現株の構築

Fig. 24に示すように、 E. co/i K12 W3110のddlA遺伝子およびddlBの塩基配列を基

にPCR用のプライマーを設計した。この際、発現ベクターであるPET-21a(+)-の挿入を考

慮に入れ、増幅断片の5'側にNde lサイト、 3'側にHindIIIサイトができるようにした。 PCR

増幅した両遺伝子断片をアガロースゲルから回収後、 Nde l / Hind IIIにより二重消化した。

その断片をアガロースゲルから回収後、 PET-21a(+)のNde I / Hind IIIサイト-挿入し、そ

れぞれpET-ddlAおよびpET-ddlBを得た(Fig. 25A, B)。構築した両プラスミドをE.coli

BL21 (DE3)-pLysS -導入することで、大量発現株E. coli BL21 (DE3)-pLysS [pET-ddlA]

および且coli BL21 (DE3)-pLysS [pET-ddlB]を構築した。

[ddlAおよびddlB構造遺伝子増幅用PCR条件]

1 cycle　　　　　　2-30 cycles

96-C 5 min　　　　　　　96-C 1 min

60-C 1 min　　-⇒　　　60-C 1 mm　　-⇒　　　72-C 4 min

72-C 1 min　　　　　　　72-C 1 min

b) AlrS-DdlS共発現株の構築

pET-ddlSをBgl II / Xho Iによって二重消化し、 T7プロモーター領域を含むようにddlS

構造遺伝子部分を切り出した後、断片の両末端をDNA blunting Kit (TaKaRa)によって

平滑化した。続いて、 PET-alrSをSph Iで消化し、同様に末端平滑化、およびBAP処理を

行った。両遺伝子断片によるライゲ-ション反応を行い、 AlrS-DdlS共発現ベクター

pET-alrS-MSを構築した(Fig. 25C)。構築したプラスミドをE.coli ELH (DE3)-pLysS -導

入することで、大量発現株E. co/i BL21 (DE3)-pLysS [pET-airS-ddlS]を構築した。

[制限酵素消化断片の末端平滑化]

DNA blunting Kit (TaKaRa)によって行った。 l-2 pmolのDNA断片を含む溶液に1 ju-Lの

10 × bufferおよび滅菌水を加え、総量9トLLとなるように反応液を調製した。末端アニーリング

反応を防止するために一度70-C水浴で5 min加温し、その後, 37-C水浴-移した。 1トLLの

T4 DNA polymerase (1 U/1 mL)を加えて穏やかに混和した後、 37-Cで5 min反応させた。

反応後、 DNA濃度が1 |ag /50ドLとなるようにDNA Dilution bufferを加え、激しくボルテック

スすることによって酵素を失活させた。この溶液をPhe/Chl処理した後、 EtOH沈澱により精製

し、ライゲ-ション反応に用いた。
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c) K12Alr-DdlAおよびK12Alr-DdlB共発現株の構築

pET-ddlAおよびpET-ddlBを鋳型として、 T7プロモーター領域を含むようにddlAおよ

びddlBの構造遺伝子部分を下記のprimerを用いてPCRにより増幅させた後、各増幅断

片をSph Iにて消化した。続いてpET-K12a/rをSph Iで消化し、末端平滑化およびBAP

処理を行った。 Sph I消化したpET-K12a/rこ、それぞれSph I消化したddlAもしくはddlB

を含む断片を挿入することで、 K12Alr-DdlAおよびK12Alr-DdlB共発現ベクター、

pET-K12alr-ddlAおよびpET-K12alr-ddlBを構築した(Fig. 25C, D)。構築したプラスミドを

E.coli BL21 (DE3)-pLysS -導入することで、大量発現株E. coli BL21 (DE3)-pLysS

[pET-K12alr-ddlA]およびE. coli BL21 (DE3)-pLysS [vET-K12alr-ddlB]を構築した。

[ddlAおよびMB部分増幅用PCR条件]

1 cycle　　　　　　2-30 cycles

96-C 5 min　　　　　　96-C 1 mm

59-C 1 min　　-　　　59-C 1 min　　→　　　72-C 4 mm

72-C 1 min　　　　　　72-C 1 mm

primerの塩基配列は以下の通りである(下線部はSph Iサイト)。

sense primer　　　(5 I-CACGCATGCGAAATTAATACGACTCAC-3 ')

anti-sense primer　(5 '-TATGCATGCCAAAAAACCCCTCAAGAC3 ')

d) DCS耐性試験

M9培地(4 mL)で37-C, 10 h培養した際の培養液400ドLを、 55-Cに保温した1

(w/v) % agarを含むM9寒天培地に加え、軽く撹拝した。予め各ウェルに20 jiLの100-0

|ag/mLのDCS溶液を入れておいた、 96穴プレートにこの菌体包埋培地180 nLを加えて

軽くピペッティングし、培地の固化後に37-Cで14 h静置培養した。培養後、各ウェルの

^600　を測定することで菌体の濁度を決定し、 DCS非存在下での生存率を100%として各

発現株の生存率を求めた。

6.第二章の実験

(l)AlrSの結晶化

精製したAlrSを50 mM NaClおよび0.5 mM PLPを含む30 mM Tris-HCl buffer

bH8.5)に対して透析した後、 Amicon Ultraによって10 mg/mLの濃度となるまで濃締した。

沈澱剤として1.5 M ammonium sulfateを含む0.1 M Tris-HCl buffer (pH 9.5)を用いた蒸

気拡散法(sitting-drop)により、 25-Cで一週間静置させることでAlrSの結晶を得た。
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(2)DCSおよびLCSを含むAlrS結晶の作製

AlrSの結晶を、 50 mMのDCSあるいはLCSを含むreservoir Soln.に室温で12 h置

くことによって調製した。

[reservoir Soln.J

Tris-HCl (pH 9.5)

ammonium sulfate

蒸留水に溶解して調製した。

0.1M

1.8M

(3) AlrS結晶のⅩ線構造解析

Ⅹ線回折データの収集は、 Rigaku FR-E SuperBrightおよびRigaku R-AXIS VII

imaging plate detectorを用いて行った。結晶-detector間の距離を120 mm、画像~枚あた

りの露光時間を回転角度loあたり1 minとして、 180-までの範囲でデータを収集した。収

集データの処理はCrystalClear program [74]によって行った。

構造の決定はCCP4のAmore program [75]を用い、分子置換法によった。 AlrSのア

ミノ酸配列とBacillus ALRのそれは34%の相同性しかなかったが、 Bacillus ALR二量体構

造(protein Data Bank code lSFT) [31]のうち片側サブユニットをスタートモデルとした。分

子置換法を行うにあたり、両アミノ酸配列で異なっている残基を一度Alaに置換し、また配

列が挿入や欠失によってずれている部分はスタートモデルから取り除いた。

分子置換法によって得られたモデルの精密化は、 X-PLOR program 【76]のsimulated

annealing法[77]およびconventional restrained refinement法【78]によって、分子モ

デリングはXtalview [79]のXfitprogramによってそれぞれ行った。解析にはまず3・5 Aま

での分解能のデータを用い、最終的には2.0 Aまでの分解能データを用いた㊥rotein

Data Bank code lVFH)O

(4) DCS一結合型AlrS結晶のⅩ線構造解析

Ⅹ線回折データの収集は、 Rigaku FR-E SuperBrightおよびRigaku R-AXIS VII

imaging plate detectorを用いて行った。結晶-detector間の距離を120 mm、画像一枚あた

りの露光時間を回転角度loあたり1 minとして、 180-までの範囲でデータを収集した。収

集データの処理はCrystalClear program [74]によって行った。

構造決定は、 CCP4のAmore program [75]を用い、先に決定したAlrSの構造から結

晶学的対称性に基づいて生成したAlrS二量体構造をスタートモデルとした分子置換法に

よって行った。

分子置換法によって得られたモデルの精密化は、 X-PLOR program [76]のsimulated
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annealing法【77]およびconventional restrained refinement法[78]によって、分子モ

デリングはXtalview [79]のXfitprogramによってそれぞれ行った。解析にはまず3・0 Åま

での分解能のデータを用い、最終的には1.9 Aまでの分解能データを用いた㊥rotem

Data Bank code lVFS)。

(5) LCS一結合型AlrS結晶のⅩ線構造解析

Ⅹ線回折データの収集は、 Rigaku FR-E SuperBrightおよびRigaku R-AXIS VII

imaging plate detectorを用いて行った。結晶-detector間の距離を130 mm、画像一枚あた

りの露光時間を回転角度loあたり2minとして、 180-までの範囲でデータを収集した。収

集データの処理はCrystalClear program [74]によって行った。

構造の決定は、 CCP4のAmore program [75]を用い、先に決定したDCS一結合型

AlrSの構造をスタートモデルとした分子置換法によった。

分子置換法によって得られたモデルの精密化は、 X-PLOR program [76]のsimulated

annealing法[77]およびconventional restrained refinement法[78]によって、分子モ

デリングはXtalview [79]のXfitprogramによってそれぞれ行った。解析にはまず3・0 Åま

での分解能のデータを用い、最終的には2.3 Åまでの分解能データを用いたbrotem

Data Bank code lVFT)。
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