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研究成果の概要（和文）： 
 ジスルフィド結合は，タンパク質が正しい構造を維持する上で重要な役割を果たす。大

腸菌は細胞壁ペプチドグリカンの外側にペリプラズム空間を持ち，そこに分泌されたタン

パク質に正しいジスルフィド架橋を形成する酸化還元系を持つ。その機能を担う DsbA は

活性中心に CPHC モチーフを持ち，チオレドキシンスーパーファミリーの中で最も酸化力の

高い酵素である。これらのホモログ蛋白質では Cys 残基に挟まれた 2つのアミノ酸残基が

酸化還元電位を決定する。本研究室では DsbA の Cys 間のアミノ酸配列をランダムに変異さ

せて野生型の約 40 倍活性の高い DsbA[CDIC]を発見した。本研究ではこの DsbA[CDIC]と同

じ酸化還元電位値を持つが活性は低い DsbA[CRIC]について生化学的諸性質を比較した。ま

た高度好熱菌のペリプラズムに分泌される DsbA ホモログの異種発現系を確立した。その触

媒機能を解析して高温条件下でのタンパク質のリフォールディング技術を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The present study assessed the contribution of sctive site sequence of Escherichia coli 
DsbA by screening a library of mutant dsbA genes with the genetically randomized active-site 
sequence CXXC. Alleles of 24 dsbA mutants gave significant variation in the cellular functions, 
and a mutant dsbA gene that encodes Cys-Asp-Ile-Cys sequence enhanced pahge sensitivity by 
40-fold more than the wild-type dsbA. The redox potential of DsbA [CDIC] was determined to 
be –171.8 mV, which suggested less oxidizing catalyst than the wild type DsbA (–125.9 mV) 
and the redox potential was close to that of yeast protein disulfide isomerase (175 mV). It was 
suggested that DsbA[CDIC] improved the net yield of the correctly folded periplasmic proteins 
through the disulfide isomerase catalysis. Thermostable homologs were also characterized for 
application of folding catalysis at high temperature. 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用生物化学 
キーワード：酵素化学 
 

１．研究開始当初の背景 
 遺伝子組換え技術によって，天然に

は極微量しか存在しない蛋白質や分子

設計を施された変異酵素の効率的な生

産が可能になると期待されてきた。し

かし現実には，発現産物が正しい立体

構造をとることができず，可溶性画分

に回収できない場合が少なくない。不

溶性になった発現産物は，超遠心分離

法などを使えば大スケールでも簡便に

精製可能であることから，これを正し

く巻き戻すことが出来れば製造コスト

や採算の面からもメリットが期待され

る。このような背景のもと，蛋白質の

フォールディング機構が詳細に研究さ

れてきた。 
本来，蛋白質の誤った構造を解きほ

ぐし，正しい構造に巻き戻すには，そ

れなりのエネルギーが必要と考えるの

が妥当と思われるし，「化学反応の促進

→加熱」という連想は誰もが抱くとこ

ろである。しかし，蛋白質に熱を加え

ること即ち変性という定説もあって蛋

白質のフォールディングに加熱はタブ

ーとされている。本研究では，蛋白質

のリフォールディングをあえて適度な

熱を加えながら行なうという新発想か

ら始まった。そのために，高温条件下

で蛋白質のリフォールディングを触媒

するジスルフィド形成(または修復)酵
素を開発することに思い至った。蛋白

質のフォールディング過程をジスルフ

ィド結合やチオール基の消長を手かが

りにして化学的に解析することは有効

なアプローチといえる。誤った S-S 架

橋を持ったままのポリペプチド鎖は正

しいフォールディングに辿り着けない

こともジスルフィド形成/修復がフォ

ールディング過程の本質的な段階を支

配することを示唆している。 

２．研究の目的 
 本研究は「1.新たなジスルフィド触媒の

開発」「2.それらの機能解析」「3.ジスルフィ

ド触媒による効率的なリフォールディング

技術の確立」のステップによる三年計画で

実施した。大腸菌DsbA蛋白質の活性中心配

列[Cys-Pro-His-Cys]の下線部配列にラン

ダム変異を導入し，リフォールディング効

率を飛躍的に向上させる新規配列を探索し

た。同時に，2)高度好熱菌Thermus 
thermophilus HB8の機能未同定のDsbAホ

モログ，TthA0610とTthA1422の発現系を

構築して，その諸性質および変性RNaseの
巻き戻しに関わる速度論解析に基づくフォ

ールディング触媒としての機能解析を行な

った。また耐熱性触媒の組み合わせによる

効率的なタンパク質リフォールディング触

媒システムを構築した。そして23年度は，

DsbAの機能発現にはチオール基の酸化触

媒だけでなくジスルフィドイソメラーゼ活

性やシャペロニン活性が重要であることを

明らかにした。従来よりDsbAの生理機能と

は高い酸化還元電位によるジスルフィド架

橋形成能に依ると理解されてきたが，ジス

ルフィド架橋の異性化やペプチド主鎖のフ

ォールディング介助能も大きな要因として

機能することが解明された。 
 
３．研究の方法 
 (1) バクテリオファージ M13 を利用した

DsbA[CXXC]変異ライブラリの構築とスクリ

ーニング 

 DsbA は，活性中心配列 Cys-Pro-His-Cys

の Pro-His 配列によって高い酸化還元電位

が付与されている。該当塩基配列の上流と

下流にそれぞれXhoI, SpeIサイトを導入し，

ランダム 6塩基配列を含む二本鎖 DNA 断片

と交換した DsbA[CxxC]ライブラリを構築

した。E. coli JCB472 株[dsbA 欠損,F’]

に変異 DsbA[CXXC]を発現させて，200 pfu
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の感染力価の M13 ファージ粒子を感染

させる。M13 ファージは，大腸菌に感

染する際に F ピリを必要とするので，

DsbAが機能していない大腸菌はこの侵

入者に対して耐性である。逆に，変異

DsbA がよく機能すれば有意に 200 pfu

以上の感染力価を示す。プラーク数を

カウントすることにより，宿主をファ

ージ高感受性にする dsbA や非感受性

に変える dsbA を選抜した。選抜された

dsbA[CXXC]遺伝子について高発現ベク

ターによる大量発現を行い，これを精

製して，酸化還元電位を測定した。高

発現ベクターは市販のpET39bを利用し

た。pET39b にはすでに dsbA 遺伝子がコ

ードされており，融合蛋白質の DsbA タグ

として使える。PinA-SalI の DNA 断片の

交換によりライブラリープラスミドから

pET39b に活性中心配列を移植した。 

 

(2) 高度好熱菌のホモログ TthA0610, 

TthA1422 の発現系構築と機能解析 

 高度好熱菌T. thermophilus HB8のゲ

ノム解析により TthA0610, TthA1422
の両遺伝子はそれぞれ DsbA, チオレド

キシンとアノテーションされていた。し

かし両遺伝子は大腸菌での発現ができず

機能解析が進んでいなかった。

TthA0610, TthA1422のN末端にはそれ

ぞれ 19残基,17残基の細胞外移行シグナ

ル配列の存在が予測された。E. coli 
DsbA のアミノ基末端にも 19 残基のシ

グナル配列が存在し，ペリプラズムへ移

行する際にそれが切断されることが知ら

れている。そこで TthA0610, Tth1422
のシグナル配列をコードする領域を E. 
coli DsbA のシグナル配列と交換して発

現させた。 
 
(3)酸化還元電位測定 

 これらのジスルフィド触媒の酸化

還元電位測定は，シスチン/システイ

ン酸化還元緩衝液で蛋白質を平衡化

させて行った。還元型 DsbA をチオー

ル基修飾剤 AMS(分子量 500)でふた

つの Cys 残基を化学修飾して，電気泳

動法により(非修飾の)酸化型 DsbA と分

離して定量して平衡定数を求めた。ここ

からネルンストの式により

DsbA[CXXC]の酸化還元電位を算出し

た。TthA0610 や TthA1422 も同様にし

て測定した。高度好熱菌由来の DsbA ホ

モログである TthA0610, TthA1422 の

活性中心配列はともに CPYC である。

分子量がそれぞれ 30kDa, 16kDa と大

きさが異なっているが酸化還元電位が

近い。その役割分担を解明するためにこ

れらのタンパク質を発現させて精製し

ての酸化還元電位を測定し，触媒機能を

比較した。 
 
(4)大腸菌 DsbA[CXXC],高度好熱菌 TthA 

0610, TthA1422 の速度解析 

 リフォールディングの速度論解析には変

性 RNase A を基質とするリフォールディ

ング反応を用いた。グルタチオン還元酵素

と共役させて NADPH の消光を指標とす

る簡便な方法を採用した。活性中心配列を

ランダム変異を導入した大腸菌 DsbA 
[CXXC]酵素群から有用な新規触媒を探索

した。高度好熱菌 TthA0610, TthA1422 が担

う機能分担を解明するために混合した状態

で協調的な効果を検討した。このリフォー

ルディング触媒の基質としては，最もリフ

ォールディングが容易な蛋白質の一つであ

る RNaseA を持ちいて詳細に検討した。

RNaseA の活性回復の経過を直接モニター

する非酵素的アッセイ法としてメチレンブ

ルー発色法が報告されているので，その条

件検討をおこなって解析方法を検討した。 
 大腸菌 DsbA の変異酵素について，

RNase のリフォールディング速度解析と

インシュリン還元反応，ジスルフィド結合

を持たないグリセルアルデヒド-3-リン酸

脱水素酵素のリフォールディング活性の評

価はシャペロン活性として用いた。 
 

４．研究成果 

(1) バクテリオファージ M13 を利用した

DsbA[CXXC]変異ライブラリの構築とスクリ

ーニング 

 DsbA[CXXC]のコンビナトリアル変異ライ
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ブラリを構築して 26 種類の変異遺伝子

が得られた。これを dsbA 遺伝子欠損株

E. coli JCB472(F’, dsbA)に形質転換し，

力価 200 pfu の M13 ファージ粒子を感染

させてプラーク形成能を評価した。プラ

ーク形成を野生型 DsbA よりも 40 倍程度

高くする新規な配列をもつ DsbA[CDIC]

を同定した。酸化還元バッファとチオー

ル修飾剤を用いて酸化還元電位を測定し

た結果，予想に反して DsbA[CDIC]の標準

酸化還元電位は-172 mV であり，野生型

DsbA(-122mV)よりも酸化力の低い変異型

酵素であった。残りの変異 DsbA もすべて

個別に大腸菌で発現させて精製し，その

標準酸化還元電位を測定した。これらの

酸化還元電位と M13 ファージ感染力には

直線的な相関性はなかった。M13 ファー

ジ感染を示さなかった変異酵素のグルー

プ(KT,GL,HL,II,AG,HI)は-153〜-159 mV

の狭い範囲に酸化還元電位が集中した。

従来，DsbA の作用は，チオレドキシンフ

ァミリーの中で高い酸化力(=高い酸化還

元電位)に因ると考えられてきたが，この

定説に反して酸化還元電位と DsbA 作用

には直線的な関係がないことが本研究に

より初めて示された。 

 

(2) リフォールディング活性評価 

 一般に，化学反応は「平衡支配」ある

いは「速度論支配」のいずれかで進行す

ると考えられている。酸化還元電位は平

衡定数に由来する。DsbA の細胞機能を解

読する手がかりとして速度論的性質に活

路を求めることにした。DsbA[CDIC]の酸

化還元電位が PDI(タンパク質ジスルフ

ィドイソメラーゼ)の電位に近い値を示

したので，変性 RNase-SG を基質とするリ

フォールディング過程の速度解析を行っ

た結果，DsbA[CDIC]は野生型 DsbA よりも

100 倍以上の高いジスルフィドイソメラ

ーゼ活性を示した。DsbA[CDIC]は正しい

ジスルフィドの架替え活性を獲得した結

果，細胞内での高い触媒作用を示したと

考えられる。 

 

(3) PDI 型 DsbA 酵素の速度論解析 

 変異ライブラリには DsbA[CDIC]と同じ

酸化還元電位を持ちながら in vivo 活性は

野生型 DsbA と同程度の DsbA[CRIC]が含ま

れていた。そこで DsbA[CDIC]の高い機能を

解明するために両酵素の比較を変性 RNase

のリフォールディング速度，シャペロン活

性(ジスルフィド結合を持たないグリセル

アルデヒド 3 リン酸脱水素酵素の巻き戻し

活性)，およびインスリン還元活性を比較し

た。 

 変性 RNase リフォールディングの速度解

析では，DsbA[CDIC]が DsbA[CRIC]よりも高

い触媒能を示した. DsbA[CDIC]の触媒活性

は高くウシ PDI と同程度の活性回復を達成

した。ジスルフィド結合を持たない GAPDH

を巻き戻すシャペロニン活性においても

DsbA[CDIC]は DsbA[CRIC]よりも高い触媒

能を示した。しかし，インシュリン還元反

応は単純なジスルフィド還元反応なので，

同じ酸化還元電位を持つ DsbA[CDIC]と

DsbA[CRIC]は同程度の活性を示した。 

 以上の結果より DsbA[CDIC]は，DsbA 

[CRIC]に対して優れたジスルフィドイソメ

ラーゼ活性とシャペロン活性を持つために，

DsbA[CRIC]よりも高い細胞内機能を発現す

ることが示唆された。本研究により DsbA

の機能は酸化還元電位だけでなくイソメラ

ーゼ活性やシャペロニン活性など速度論的

性質にも触媒作用に重要な役割を果たすこ

とが示された.   

 
(4) 高度好熱菌の DsbA ホモログの発現系

構築 

 高度好熱菌 T. thermophilus HB8 の

TthA0610, TthA1422 の両遺伝子は，その

ORF を大腸菌で発現させることができな

かった。そこで TthA0610 のシグナル配列

を DsbA のシグナル配列に置換して発現さ

せる異種発現法を開発した。大腸菌のシグ

ナル配列が切断された成熟型 TthA0610が

E. coli のペリプラズムに発現した。この成

熟酵素は浸透圧ショック法により大腸菌ペ

リプラズム空間から精製した。TthA1422 も

同様にシグナル融合蛋白質として発現させ

たが，こちらは N末端に Ala-Ala 残基が余

分に残った。 
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(5) 変性 RNaseA を用いたリフォールデ

ィング反応アッセイ系の確立 

RNaseA は分子内にジスルフィド結合

を 4つ有している。これを 100 mM ジチ

オスレイトール，６M グアニジン塩酸塩

で還元的に変性させ，2 mM H2O2，50 μM 

CuSO4でミスフォールドさせてリフォー

ルディング基質とした。メチレンブルー

を用いた RNase アッセイにより，ウシ肝

PDI は 131 ng/min,TthA0610 は 40 

ng/min,TthA1422 は 72 ng/min の RNaseA

活性を再生した。この結果から，リフォ

ールディング触媒能は，PDI > TthA1422 > 

TthA0610 であった。 

α鎖とβ鎖が2つのジスルフィド結合

で連結されているインスリン分子は還元

されると不溶性となって白濁する。この

インスリン還元反応を指標としてジスル

フィド還元反応を比較した。濁度 OD650
の増加速度は，PDI > TthA0610 > TthA1422

であった。還元反応の開始に要する time 

lag も PDI < TthA0610  < TthA1422 とな

ったのでやはりThA0610はTthA1422より

も活性型が高い。 

  両蛋白質の機能比較よりミスフォール

ド RNase のリフォールディング反応では

TthA1422 が TthA0610 より 1.8 倍反応速

度が高く，インスリン還元反応では

TthA0610がTthA1422よりも優れていた。

本研究の結果から TthA0610 は誤ったジ

スルフィドの還元に優れ TthA1422 はポ

リペプチド鎖の巻き戻しに有利と考えら

れるが，両蛋白質は競合するよりもむし

ろ協調して蛋白質の正しい構造の維持に

機能する可能性が高いと考えられる。つ

まり高温条件下で好気的に生育する T. 

thermophilus では DsbA などのジチオー

ル酸化触媒の必要性が低く，自然酸化に

より生じる誤ったジスルフィド架橋の異

性化を TthA0610/1422 がともに担うと考

えられる。 
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