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　Bacillus　subtils 由 来 リパ ーゼ の結 晶 学的 研 究
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は 高度な耐ア ル カ リ性を有 し，現在 知られて い る細 菌由来 リパ
ーゼ と

L て は 分 ｝
’・
　htが最小 〔19，期 》） で あ る．また．他の リ パ ーゼ とは 異な

i’）反応速度が 反応液 il ・の ミ セ ル 形成に flVs
．
しな い とい う際だった特徴

が あ る ，産 業酵 素と して も 有望 な こ と か ら構造 の 解明が 待た れ て い

るが ，現 在 まで の と こ ろ結 晶化 の 報 告は あるが 構造解析に は 至 っ て い

ない ．既 に P．5U ・i（川t・lm ．u　．／Jl・lltlttf の 歯f紳 トリ ハ ーゼ ：分 ゴ
．
最 ：ISIS、〔）〔川

の 構 遺は決定されて い るが ，分 ∫量 とミセ ル 形成依伊1生の 灌 い な どか

ら そ の 知 見 を も とに B．菖 厂鯢 伽 の リパ ーゼ の 構 篭を 類推す る こ とは 困

難で ある ．我 々 は β StlhtJs リ パ …ゼ a〕構造解 析を行 うた め に ，結 晶

化 とデ
ー

タ 収 集を行な ttた ．
辛，【化 に 用 い た 試 料 は ク ロ

・．
ン 化 した 遺 伝 f・を B 、Jt．　n ．g　lr」，’，、iatt，r’titT“／

に て 分 泌 発 現 ！せ ．硫安 沈殿 と イオ ン 交 換 ク ロ マ トグ ラ フ f・一に よ っ

て 精製 し，5．［）lrig ，iib］1まで 濃縮 し た．条 ill化は 沈殿剤 と して PECts ［〕“t）

を含んだ溶 液で 行い ，【）．4mln × け．4TTHIL　X　lmln 程度 の k き さの 結 晶

を得 た ．空 間 群は P21212［，俗 ゴ
・
定数 は “＝3S、2、’，＝58ハ，・

．＝呂2、3 オ ン

ゲ ス ト ロ ーム で あ i），非 対称単位 に 1 つ の 分 r・を 含む ．この 結晶は 今

まで に 報 告 され て い る もの と は 別の 品系 に 属 して い る ．Natix・【．結 晶

と Xv 誘 導体結晶をJFiい て 7t トン フ ァ 7 ト
’
；
− BL〔遠 に て L4 オ ン

グ ス 1・ロ
．一

ム 分 解 能 の lult！iデ ．一
ウ を 1「itasした ．現 在 Xe の サ イ トの 特

定 ヒ他 の 重原 ∫
．誘 羣体結 1｝1の 探索 を 行な っ て い る 、

HKoiLdo．　K ．KIIwHsHki　HLHt 　MSum ］hi．〔
’
【
．，x．s ！t川（）gl．：iphic ・

団 11d 、．｛川li・
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　放線菌由来 ボ ス フ ォ リ パ

ー
ゼ D の 結晶構造

　o 鈴木 淳い：
1．角野 広 沽

1、所 藤 玲 r・1、賓崎 雄 吾
2、111根

　
．
「fi　k 　

L，、［II根 隆
［ 11 名 ノ＜院

・1：．2
名 六院 ・生 命

nt／
勃

く は じめ に 〉 フ t ス フ 寸 リ パ ー一．
ビ D 〔PLD ｝は ．リ ン脂 質の リ ン 酸 基 よ

；1先の 壓竹
．
グ ル

ー
プ を加水分解 に よ iJ切 り離す 酵素で ある ．PLD は 、

真核細胞で は、．請株 伝達酵 素として 知られ るが ，原 狩生 物で も 見つ か っ

て お り細胞外毒素と 考え られ て い る ．真核
・
原核両山 来 ヴ）pLD 間で

配列相岡性 は 低い が 、共通の 部分配列が見つ かって お り、融 媒残基や

反応機構は 共通で ある と推測 されて い る．、本研究で は 、Sr「epr ｛川 yces

tLntihi “tii．Ul　 l十亅癌の PLD の 結晶 構遺解 析を 行った 　く 実験 〉 蒸 気拡

散法に
．
〔 6 種類の 紬｝11型を彳iiた tt こ の う ち 、1］［）℃ に て 結品化 再現性

の 良い 1、
．
型結 晶を 1售び 、ITIU 法 で 解析 を進め た．［LI亅折デ

・．
タ 収 塵

は mOK で 行い ，Au 誘導 体の み Pl・
．
の 13L−｛iA1で 、他は R−AXIS 　I、

「

＋ RL −3〔〕〔〕の 組 み 舎わ せ で 行った 、位相の ；言1算は NILPIIARE を 用 い ，
D ．M で 位 相 改 良をi亅

」
つ た ，モ デ ル 構 築後 2．5A 分解 能で 害自轡 化 を行 つ

たが 、R ＝D．201．Rfr 〔・e ＝〔｝．2〔爲 とな・冫た 時点で も斐ξ而ル
．一．

ノ 、こ属す る

計 4U 残居が現 れなか ・⊃た．そ こ で 、より低温の 1S℃ で 得 ら1した li型

結 晶を明 い て 解析 を1霆め た、Sl’rir］g
−8の BL−ltXU で デ

ーy収集を行

い 、2．2A 分 解能 で 精密化 し た糺 果，　 N 末端 3 残 基 と c．£ 端 5 残 基を

除 く 5旧 残 基 の 分 ∫
・
モ デ ル を得 る こ とが で きた ．＜ 結呆＞ PLD は 、

2 つ の 相同な ド メ イン が分 1
气
内の 疑似 2 回軸で 関係づ け られ た構 造を

と・っ て い る ．、．各ド メ インは 、δ 本 ス トラ ン ドの
β
一

シ
ー

トを 核 と し 、
そ の 片面 に 1 本の も う 11irk］L．11｛参の α

一ヘ リ y ク ス を 持 っ て い る 、．2
つ の ド メ イン は 、．］．一シ ・ト片嘶の 約 半う｝を使って 坏 い に 梓 して い

る、．活性 韻位は．2 つ の ド メ イン が接 する部分の 分 ∫
L
内疑fL⊥　2 同軸 上二

に ある 　各 ド メ イン ヒにあ る 活性残基の His、　AsI｝、．Xs．　LL．　L｝r は ，2 ［1［［

対称で 閨係 づ け られ る 位畳 に 配 債 され るが ．そ の 側 鎮 の 構 造 は 、対 応

する 残幕間 で 若
．
卜曝な っ て い る ／t現 伍、変異体酵 素を 使い 、基 質と の

複 f  体の 糸、1”hEli解析 を進め て い る。
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　大腸菌サ イ ク ロ フ ィ リ ン B に 認識 され た シ ス 型 プ ロ

　 リン と歪 んだ トラ ン ス 型プ ロ リン （△ ω ＝60
°
〉異性

　体の ペ プ チ ド

　 ○奥平 香代 f・L、佐野 Ix　t・亅、川 1．1 洋．ヂ 、山岸 陽 f’］、伏

　 信 進 矢
2 、松 沢 洋

2 、今 野 美智 fコ ・二；
｛

1
お 茶 大・院 人間 文化 ・

　 物 質 科
幽
7：、tt

束 大 ・院 農 ・生 命科 学 、：｝
お 茶 大 ・理 学 ・化 学 ｝

サ イク ロ 7 イ リ ン 　C 、B は 細胞質型 C 、
・PA と膜結 合型 C ∫PB に 大別

され 、こ れ まで に 調べ られ た全て の 細胞 に 存在す1 ，ir“　、・iltr・r）に お い

．
〔、プ ロ リ ン 残 基を含む ボ リ ヘ ノチ ドの シ ス か ら トラ ン スへ の 異性 化

反応 を酵素的に 助 ける 〔PPIaSl ・濤性 1、出 芽酵 母に おい て 、8種類 の

すべ
．
（の ¢ P メ ン バ ・・

が
’
／く損 した変 異体 も生存する こ とか ら f‘｝1di1L9

へ の 関   は ない 「しか L 、生体 内で の 働 きは 未だ分って い な い 。当研

究τ
『弘

既に 解析 し た 大腸菌由来 細胞質 Jゴt．．C．’“・PA の レセ ソ テ で ン グサ

イ トと 比較 L 、その 違い か ら 牛体「
ttj

で の リガ ン ドを r測す る た め 、大

腸 菌由来膜詰合 型 Er．（1、　PB の 構造 を決定 した。
万ビ
．（’，v・1，T3に お い て は 、ペ プ

．
チ ド L しSm ・−A］et−Pr＋］

−Ala−pNA ．空 間

君1・P3， ．’ir解 能 1．7　A．　 R＝IS．SIンf．　 Rfl・E・u＝22．8腎 ｝　、ペ フ
F ド 2

1／Ac −ALぞい A 』1−PrI脚一Ala −AM 〔
1、空間 群 P こ3t，，分 解能 1、8　A ．　 R − lti．〔i男．

Rfree＿23．2ノ〕，ペ プ チ ド 3 ：Sllc．〔Ol　k・1−Ah 」
−Ala−Pt．u−、

『
ed．AMC ，空

聞群 i）321L］，分解 能 ／1．［）A．R＝281泊 との 複含体の 構造を決定し／J、
Et．CvPB は ．8 本 の 逆 並 行の β ス トラ ン ドが 3 バ ーレ ル 構造を 形 成

し て お 1
．
），そ の 表面 に溝が あ る ．こ の 溝 に は 疎水

・
匹の ア ミ ノ 酸残 基

1：Phe77，　 Met78，　 Ph｛・12S，］“，1］且37，
．
1
．
s
．【l！〔」｝で 囲 ま才した ボ ケ ノ トカ｛

あ ト，、こ れ らの ア ミ ノ 酸残 基は E −C 〜
．1’A ，　E （

．一（’vPB 〔二おい て 保存 さ

れ て い る 、、ベ ブチ ド 1 及び ピで は ，こ の ポ ケ ッ トに ．Ua−P 川 の （
’一・0

基の ωが 60
’．
ずれ た 歪〆レf一トラ ン ス 型 で 挿 入 され る．．他丿ハ ベ ブ チ

ド 3で は シ ス 境哩で 、Ef．−C 、
．PA に 付 い たペ プチ ド 1 と同 じ シ ス 型で あ

る　こ れ ら の べ プ チ ドを 命して 分
’f’が 接触す る 、、二 t らの ヘ プ チ ドは

リガ ン ド と L て 付
．
い て い る こ とを 示す 、

K ．Okudaim ．Y、Sとulu ．Y．Kawagut．h〔、Y ．Ytしma 即 shi 、S．FuslLmりbl⊥，H 、I　IHt，，t巳zawa
乱：Ld 　 M ．K｛，nnD 　　P乏・［〕［．idE・s ｛〕f　 r

．
窮一prc− iI，匠・is【レml ・r 川 Ttl　dit　tけrt．〔vt 　tlTllt．S −

L，r監）li且LEト　iS｛レ【IL軋脚1．　ζ　L，tt
．＝60，，〕　rt’〔．Cレ旦【1HLZt圏〔［　t〕，V．　E＿〔．V ‘‘　〔．．V〔．【，〉］，1［iliIL　B

2C1415
　MSI （Met−AMP ア ナ ロ グ）の Met の側鎖の 疎水的

　相互作用に よ り 固定されて い る メ チ オニ ル tRNA 合

　成酵素 と MSI の 複合体

　 ノ1団藤　@・y−　’誓　］　、　i需オ1　 理
Lt
、　窄黄「「i　）fE 之@

　Lt，　c）今
里i’　箕雫7　f− 　b　　I：　1　才5

蕁 　ノく・ f瞿学
・
f匕’F−

、 　2 東プ｛・ 移己理・月己f

： 1 ア ミ ノア シル rRNA 合 成酵 素 は ． ア ミ ノア シル 化 反 応 におい

ATPLMA2 ト イ オン を必要 とする、　ClhlRS と tRNAと QSI〔Gin

AMP ア ナログ1 と の複合体 では QSI の アデニル環 が 水素結合に

り 固 定 さ れ て いる こ とが報告 さ れた、 ， し かし 、な ぜ AMP が 外れ

か 説明で き な い tt こ
れ
と の比 較

に
おい 一 〔 ATI 》 及び ア ミ ノ アシ ル

P が 酵 素にと のよ うな機構 で 付くかを 明らかにす るため ．高 度 好

凶 由k メチ オニ ルヒ RNA合成酵素rM 〔・ttis 〕と Ms ［との複合体 の

  h晶 構造 解析を 2．2A分解能 で行 い、 ”i　f 置
換

法で角糖、 ll 囲 亅   2

． 2 協 と な っ だ ， メチ オニ ル に よって 1
蜀定さ れたMSI 分」「．が 2 個存

する 、，1 つは，反 応 が 行 われ ると 考えら れ ているR酬sma ．m 山， lrl内
領 ｝ 戊 にあ る、 ，も う 1 つは IX応か ら遠く離 れ分チの丿 i 面 にイ∫ 窪
る 　 興 味 の ある 前者 は、 メチオ ニル の 側鎖が t つ の配 向 を 持⊃ て

水 的ボケ ッ トに挿 人さ
れ
て お り 、その骨格 のNH ， ，基、 　C ＝〔 ｝基

酵素 との 水 素 結 合は見出 さ れ な い ．アデニ レで ト 環の配 向 は ほぼ

じ 確率で2 つ あ り触 媒 ド メ イ ン の大 きな溝の 表而 に つい てい る， 糖

対1 心 す る部 分 は． 電 子 密度 が 低 く 構 造が特定で kな L こ れ ら の こ

か ら X ｛11 はメチオ ．ニ ルの側 鎖 が 疎 水 的 な ア ミ ノ酸 残 基の側鎖

構 成
さ
れてい るボケv ト に 入1） 込み 疎 水’1 生相 「 爵乍用 によ b 固 疋さ

て いる と 摎 え ら れ る．も う 1 つの MSr においては アデニ1 し 環 の 配向

1 つ であり 、 疎 水 的 翻 IJ：作用に よ り 酵 素の 表 面 に付いて い る ，．

P がアデ ニル環ある い は P 、 ．で固 定さ れ る とすると．AMP ある い

ADP も 同 じ 機構で 1 占［走されるはず
で
あ り

、AMPもATp と「「11右霞に f’1 いて は 一9「
矛

ﾈ い
tt 　l 疋・ ．♪ て ， 　 ATP は

，　P ∫ と P，で固 定され る

ず であ り 、 M げ卞 イ才 ン の配

も考えてATPの 配向のモデ ルを構築した．，N［、1 ｛ato ．　 N． Osm 【111 ．　S ．Y 〔，koyautLii きmd 　M．　
en1 川，： C匚，1n1｝1ex ζ”f 丶ll寸一 亡RNA　wnth〔・ 亡…tse〜IMPt 　NlSI〔M，． t−AMP
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