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学位論文内容の要旨

  p－ラクタマーゼは、ペニシリン系、セファロスポリン系などp‐ラク夕厶環抗生物

質を加水分解する酵素であり、加水分解によってその抗生物質の抗菌作用はなくなる。

声‐ラクタマーゼは、アミノ酸配列に基づいてA、B、C、Dの4つのクラスに分類

されている。クラスBは活性に必須なZ r-2゙ を含む金属酵素である。クラスA、C、D

はいずれも活性中心にセリン残基が存在し、反応中間体として、アシル化されたセリン

残基が介在する。しかレ、クラス間のアミノ酸配列には、ーSer－X―X－Lysー以外の相同

性は存在しない。ともにクラスAに属するRTEM-1とP、vulqarisのp－ラクタマーゼの

間でハイブリッド蛋白質を、組換えDNA技術によって作製し、その酵素活性の強度、

基質特異性の変化、その他蛋白質の諸性質を解析して、酵素の構造と機能に関する興味

ある知見を得ることができた。

  RTEMp―ラクタマーゼ遺伝子はグラム陰性菌のプラスミド上のトランスポーソン中に

存在しており、グラム陰性菌の耐性の原因の大部分を占めている。この遺伝子発現は構

成的である。RTEM-1p―ラクタマ冖ゼは基質としてぺニシリン系をよく加水分解する。

一方、P、vulqarisのp―ラクタマーゼ遺伝子は染色体上に存在しており、その発現は加

えたp-ラクタム環化合物によって誘導される。この酵素の基質特異性は他の酵素とは

著しく異なり、ペニシリン系、セファ口スポリン系を共によい基質とすると共に、多く

のp‐ラクタマーゼか分解できないセファロキシムをも加水分解することができるとい

う特徴がある。

  クラスAのp-ラクタマーゼに属するRTEM-1、Staphylococcus aureus PC1、

Streptomyces albusG、Bacillus licheniformis 749/Cの酵素については、X-線回折に



よる構造解析がなされており、酵素活性を詳細な高次構造レベルで検討が可能となって

いる。また、グラム陰性菌ではp‐ラクタマーゼは、細胞質で前駆体のポりペプチド鎖

が合成された後、内膜を通過するときN末端部分のシグナルペプチドが切断されて、内

膜と外膜との間のぺりプラズムに成熟酵素が蓄積される。このことは酵素の精製を容易

にしている。また、酵素は1本のポりペプチド鎖から成っておルサブュニット構造をと

らない。蛋白質変性剤による処理後も、ポりペプチド鎖の正常な折りたたみによて容易

に酵素活性の回復を観察することもできる。

ハイブリッド遺伝子の作製を次のように行った。成熟酵素で、RTEM-1酵素は263

アミノ酸残基、P、vulqarisの酵素は271アミノ酸残基からなり、37％の相同性を有

している。プラスミドベク夕一に、それぞれの遺伝子を挿入し、転写はLacプ口モタ

ーに依った。先ず、化学合成したプライマーを用いた変異作製法によって、両遺伝子に

共通する制限酵素切断点を7個所新たに挿入した。これらの制限酵素部位の1個所で組

換えてハイブリッド遺伝子をっくった。E、coliで発現させたが、すべてのハイブリッド

で薬剤耐性を全く示さなかった。例えば、N末端17残基部分の組換えの場合、相同な

アミノ酸残基は1個のみあるが、耐性は全くなかった。分子進化において、一般的に機

能にとって重要なアミノ酸残基ほど保存的であり、機能に関係しない残基は非保存的で

あると考えられている。p‐ラクタマーゼのN末端部で保存性が低いのは、この部分は

酵素活性に無関係であろうと推測できるが、実験の結果では活性は完全になくなってお

り、この部分も活性に重要な機能を有していることになる。次に制限酵素部位2個所で

の組換えで、アミノ酸20ー45残基置換したハイブリッド蛋白質を11個作製した。

この結果、6種類はやはり活性がなかったが、種々の活性を持つハイブリッド酵素が5

種類得られた。どの部分のハイブリッドが活性があるのかを、まだ統一的に説明できて

はいない。

活性のないハイブリッド遺伝子を持っプラスミドを、高温では突然変異をおこす頻度

が高いE、coli dnaQ変異株に入れて、1個のアミノ酸置換によって活性の回復レた変

異株を得ることができたハイブリッドがあった。このうちでP、vulqarisのp－ラクタマ

ーゼの残基番号146ー184の38残基をRTEM―1p‐ラクタマーゼの対応する部分

で置換したハイブリッドの場合について特に興味ある結果が得られた。アンピシリンに

対する耐性が野生株の25％（200从q／ml）に回復した置換変異が3種類得られたが、

それ以上の変異株は得られず、活性を回復する置換は、L148V、M182T、Y247H

の3種類に限定されるとの結論に達した。148V、182Tは組換えた領域に含まれてお

り、クラスAのコンセンサスアミノ酸残基への変換であった。247HはクラスAに属

する酵素では例のナょいアミノ酸残基である。1っの置換を持つ変異体を再びE、C〇〃



dnaQ株にもどレて選択したり、組換えDNAによって、2つの置換を持つ変異体3移

を作製したが、そのアンピシリン耐性はいずれも500)iq/mlであった。3っの置換を持

つ変異体は1 500/q/mlの耐性を示し、両親株よりも耐性が高くなった。即ち、3残基

での変異はそれぞれが、酵素活性に対してほぼ等しい相乗効果を示した。これらの酵素

のセファロリジンに対するKm値を求めると、親のP、vulqarisのP-ラクタマーゼが

60丿M、RTEM-1が43リMであるのに対して、ハイブリッド酵素は活性の強さ

は様々であるがKm値はいずれも10少Mという低い値を示した。また、セフ口キシム

の加水分解の時間経過を見ると、これらのハイブリッド酵素では、初速度よりも、10

ー40分後に、最大の加水分解速度を示すことがわかった。これは基質に合わせて、酵

素が高次構造を変化させることによると考えられる。

組換えDNAにより、E、coliで蛋白質を大量産生させると、本来可溶性の蛋白質も不

溶性の凝集体を形成する場合があることが知られている。野生株では全く凝集体が形成

されないが、ハイブリッド蛋白質の多くは可溶性部分も存在するが、凝集体形成が認め

られた。凝集レた蛋白質の分子量は、成熟蛋白質の分子量に等しいので、シグナル配列

は有しておらず、ペリプラズムでの凝集体形成であった。勿論、いずれの場合も可溶画

分が存在するので、不活性を凝集体形成のためとすることはできない。しかし、凝集体

形成の程度は、酵素活性の有無と対応関係が見られる。これは、活性のある酵素はポり

ペプチド鎖の折りたたみが正常に進み、凝集体形成に至らず、折りたたみの遅い蛋白質

は凝集体を形成しやすいとの考えに合っている。

  酵素反応は、E十S；ミE．S→ E-A→E十P  （E：酵素、S：基質、E-A：

アシル化酵素中間体、P：産物）のように進む。14C－ペニシリンを用いてアシル化酵

素中間体の検出を試みた。野生型酵素では脱アシル化反応が速く進行するのでこの中間

体は検出できないが、全く活性のないハイブリッド蛋白質や弱い活性を示すハイブリッ

ド酵素には、アシル中間体が検出できるものが存在する。これは、アシル化反応は進行

するが、脱アシル化反応が起こらない蛋白質や、アシル化反応よりも脱アシル化反応が

相対的に遅い酵素が存在することよる。

  このような様々な現象をどのよに説明することができるのだろうか。クラスAに属す

る酵素は、基質と直接相互作用（主に水素結合）するアミノ酸残基はよく保存されてお

り、したがって、RTEM-1とP、vul．qa冖sの酵素由来のいずれのハイブリッド蛋白質や、

それに置換が加わった変異体も、これらの残基は共通に有している。現在、活性の有無

や強弱は、基質と酵素のアミノ酸残基の側鎖との相互作用の適合性、特に水素結合に関

与する原子の配置の直線性に依存しているのではないかという仮説に従って検討を進め

ている。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Studies on Hybrid Proteins Constructed from

 RTEM-1 and Proteus vulgaris ,B -Lactamases

（RTEM－1及びProteusぴひlgarisのp．―ラクタマーゼから作製した

ハイブリッド蛋白質に関する研究）

  組換えDNAの技術は、酵素のアミノ酸配列を変換することのよって、その構造と機能との

関係を解明する有カナょ手段となっている。しかし、その多くは酵素の活性中心となるアミノ酸

残基の置換に伴う活性への影響を調べることによっている。それは、数百のアミノ酸残基のう

ち、いずれのアミノ酸残基を置換することによって、活性変化が現れるかの予測は不可能であ

り、 また全 ての残基 の置換は 、その組 合せが厖 大となっ てしまうか らである 。

  本論文では、同じクラスAに属し、アミノ酸配列の相同性が37％であるRTEM‐1及び

P.vulgarisのpラクタマ―ゼの遺伝子間で極めて多数の組換え体を作製した。それを大腸菌で発

現させて、ハイブリッド酵素を得た。遺伝子内の7個所の制限酵素切断部位のうち1個所で組

換えた場合には、全てにおいて蛋白質は存在するが酵素活性は全く検出されなっかた。アミノ

末端とカルボキシル末端の近傍では相同性が低く、アミノ酸の置換は活性に影響することは少

ないと予想されていたが、この予想に反して活性は全くなくなっていた。即ち、保存性の低い

アミノ酸残基の配列も活性に重要な役割を担っているという発見があった。続いて制限酵素部

位の2個所で組換えて、20―45残基のアミノ酸残基を置換した場合には、約半数でやはり

全く不活性であったが、強弱はあったか活性が認められるハイブリッド酵素も得られた。比較

的相同性が高い部分の組換え体が活性を有しているが、活性の有無がどの部分によるかを明確

に 説 明 で き て い な い が 、 今 後 の 構 造 解 析 の た め の 大 き な 課 題 を 与 え た 。

  E co〃の‘加〇温度感受性株が、高温で突然変異を起こす頻度が高くなることを利用して、

活性のないハイブリッド蛋白質を産生する遺伝子に1つの塩基置換を起こさせて、活性のある

酵素に変換するようなアミノ酸置換変異を分離することができた。アミノ酸残基番号146－

184のハイブリッドからは、3っの残基に限定した活性のある変異体を得て、詳しく解析し

た。そのうちのY274H変異は、クラスAに属する酵素では例のないアミノ酸残基への置換であ

り、この変異で活性が回復するとは全く予測することがせぎず、d鰡〇株の利用の有用性を示し

た結果といえる。3つのハイプリッド酵素は基質であるセファ口リジンに対して、両親のB－ラ

クタマ―ゼより極めて低いKm値を示し、基質に対して親和性を増レていると考えられる。こ

の3つの変異を同時に2っ、あるいは3っ有する変異酵素を作製すると、相乗効果を与えて酵
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素活性が強カになるという極めて興味ある結果を得ている。

  さらに、E coliで蛋白質を産生させたとき、不溶性の凝集体を形成するが、ハイブリッドに

よってその程度に差があり、蛋白質の構造との関係を示唆している。また、反応中間体である

アシル化酵素の存在などについても、それぞれのハイブリッド酵素について解析している。

  以上の結果は、B－ラクタマーゼを用いて、酵素の構造と活性との相関について、新しい方法

論と重要な新知見を与えたものである。

  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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