
昨年度、申請者の研究室では、図、に示す反応を行うことができる種類の酵素
GP型とGP型を世界で初めて発見した。

図GPC型酵素の酵素反応

図GPE型酵素の酵素反応

本年度奨励的研究資金の提供を受け、これら酵素の触媒反応メカニズムを解明するため
に、両酵素の組換え大量発現、酵素の結晶化条件の検討、酵素反応阻害剤や結合金属イオ
ンの種類と数、酵素の物理化学的解析などを実施した。
まず、両酵素を遺伝子組換え技術で大量に合成し、簡便に純度の高い酵素を調製する方

法を確立することに成功した。具体的には、GP型酵素については放線菌大腸菌シャト
ルベクターを利用して構成型プロモーターであるPLDプロモーターの下流に本酵素の
系分泌シグナル、本酵素遺伝子を連結し、その下流にPLDターミネーターを配置した組換
え発現ベクターを作製した。これを用いて、放線菌を形質転換させることにより、著量の
GP型酵素を分泌生産させることに成功した。これにより、これまで工程必要であった
精製工程を工程まで短縮することができた。一方、GP型酵素については誘導型プロモ
ーターを持つ大腸菌用発現ベクターのマルチクローニングサイトに自身の 系分泌シグ
ナルを含む本酵素遺伝子を挿入することで組換え発現ベクターを作製した。これを用いて、
大腸菌を形質転換させることにより、著量のGP型酵素を菌体内生産させること成功し
た。これにより、これまで工程必要であった精製工程を工程まで短縮することができ
た。
次に、コンピューターを用いて酵素分子の形状立体構造を予測した。その結果、

GP型酵素およびGP型酵素の立体構造は、野兎病菌 Francisella tularensis 由来酸性ホス
ファターゼAAの構造に類似していることがわかった図。一方、触媒作用が行
われると予想される酵素の活性中心を構成するアミノ酸残基は、者間で極めて良く似て
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いることがわかった。唯一明らかに異なる点は、AAでは番目のセリンが触媒作用を
担っているのに対して、GP型酵素およびGP型酵素ではセリンに良く似たスレオニンに
置換されている点であった。これら者は、互いに作用する反応物基質が全く異なる。
この違いが何に起因するのか解明するためには、GP型酵素およびGP型酵素のX線結晶
構造解析とともに今後詳細な研究を進める必要がある。そこでX線結晶構造解析をするた
めに両酵素の結晶化条件を調べた。その結果、それぞれ良質な結晶が形成される可能性が
ある条件を見い出した。

AcpA GPC型酵素 GPE型酵素

図GPC型酵素およびGPE型酵素の立体構造予測の結果
注酸性ホスファターゼAcpAの立体構造をテンプレートとして用いて構造予測した。

AAA BGP型酵素

GP型酵素

図GPC型酵素およびGPE型酵素の触媒中心の構造予測

PM分析した結果、GP型酵素は分子中につのカルシウムイオンを保持してい
ることがわかった。GP型酵素は類似化合物であるコリン、カルバミコリンによって競争
阻害を受けることが明らかになった。この結果より、酵素基質類似化合物複合体の共結
晶を作成できる可能性があることがわかった。共結晶を構造解析できれば、基質と酵素分
子の結合の様子を高精度で推定可能になる。
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GP型酵素に関して物理化学的解析を行った結果、酵素と基質分子の結合のしやすさ
K値はMで、特段親和性が高いというわけではなかった。また、ターンオーバ
ー数は酵素分子が秒間に分子の基質分子を分解であり、加水分解酵素とし
ては処理能力が低い部類であることが明らかになった。今後さらに、基質認識メカニズム
の解明を行い、触媒機序解明を目指す予定である。
なお本研究によって、以下の成果を得た。
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