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研究成果の概要（和文）：超好熱古細菌 Thermococcus kodakarensis 由来サチライシン、

Tk-subtilisin と Tk-SP の成熟化機構を解析した。その結果、いずれもＮ末端プロペプチドの

自己切断と分解により活性化（成熟化）すること、Tk-subtilisin の構造形成は Ca2+-結合ルー

プへの Ca2+イオンの結合により誘導されること、Tk-SP は Ca2+非存在下でも成熟化するが、その

高い安定性にはＣ末端βジェリーロールドメインが必要であることを明らかにした。また、

Tk-subtilisin が異常型プリオンタンパク質の分解に有効であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The maturation mechanisms of subtilisins, Tk-subtilisin and Tk-SP, 
from the hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakarensis were analyzed. The results 
indicate that both proteins are activated (matured) upon autoprocessing and degradation 
of N-terminal propeprides, folding of Tk-subtilisin is induced upon binding of the Ca2+ 
ions to the Ca2+-binding loop, Tk-SP is matured in the absence of the Ca2+ ions, Tk-SP 
requires C-terminal β-jelly roll domain for hyperstability. It was also shown that 
Tk-subtilisin is useful for degradation of abnormal prion proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
サチライシン（subtilisin）は、菌体外に分
泌されるアルカリ性セリンプロテアーゼで、
ペプチド結合の加水分解を触媒する。サチラ
イシンは、幅広い基質特異性を示すことから、
産業用酵素として洗剤、食品加工、皮革加工、
下水処理、機能性ペプチド生産などに広く利

用されている。しかし、医療器具などに付着
した異常型プリオン、アミロイドなどの感染
性タンパク質、食品に混入した強毒性アレル
ゲン、排水を妨げる髪の毛や羽毛、などの分
解に有効なサチライシンは当時開発されてい
なかった。これらのタンパク質を効率よく分
解するためには、高温、強アルカリ、変性剤
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存在下などの過酷な条件でも高い活性を示す
サチライシンを用いる必要があるが、このよ
うな超安定なサチライシンはまだ単離されて
いなかったか、単離されていたとしても、そ
の成熟化機構や耐熱化機構に関する研究はそ
れほど進んでいなかった。超好熱古細菌 T. 
kodakaraensis KOD1 のゲノムにはサチライシ
ンをコードする遺伝子が２つある。これらの
サチライシンは Tk-subtilisin、Tk-SP と命名
されている。いずれも分泌に必要と考えられ
ているシグナル配列、プロペプチド、成熟体
から成る。Tk-subtilisin に関しては、前駆
体と成熟体の結晶構造が決定されており、プ
ロペプチドの切断・分解により成熟化するこ
と、極めて高い耐熱性を示すこと、Ca2+の結
合により構造が形成されること、成熟体には
Ca2+が７個結合すること、その構造はプロペ
プチドの切断前に形成され、プロペプチドの
切断・分解によりほとんど変化しないこと、
などが明らかにされていた。しかし、成熟化
の最初のステップであるフォールディング
機構についてはまだ明らかにされていなか
った。また、異常型プリオンタンパク質やケ
ラチンなどの難分解性タンパク質の分解への
有効性についてもまだ検討されていなかっ
た。一方、Tk-SP に関しては、結晶構造も諸
特性も解析されておらず、その成熟化機構は
明らかにされていなかった。さらに、KOD1 の
ゲノムにはセリンプロテアーゼを特異的に
阻害する serpin（Tk-serpin）をコードする
遺伝子が１つあるが、その解析はされていな
かった。 
 
２．研究の目的 
（１）Tk-subtilisin のプロペプチド機能や
Ca2+結合ループの役割を解析することにより、
Tk-subtilisin のフォールディング機構を明
らかにする。 
（２）Tk-SP の成熟体の諸特性を明らかにす
る。また、結晶構造を決定することにより、
その成熟化機構を明らかにする。 
（３）Tk-serpin の諸特性を明らかにする。 
（４）Tk-subtilisin の難分解性タンパク質
分解除去剤としての新たな利用法を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）Tk-subtilisin のフォールディング機
構の解析 
①プロペプチドのシャペロン機能の解析 
プロペプチドおよびその変異体の存在、非存
在下における Tk-subtilisinのフォールディ
ング速度を解析することにより、プロペプチ
ドのシャペロン活性に必要な領域を同定し、
そのシャペロン機能を明らかにする。 
②Ca2+結合ループの役割の解析 
Tk-subtilisin に結合する７個の Ca2+イオン

のうち４個（Ca2～Ca5）が結合するループ
（Ca2+結合ループ）に着目し、４個のうちど
れか１個が結合できなくなるような変異体
を各種構築し、これらの変異体のフォールデ
ィング速度や安定性を解析することにより、
Ca2+結合ループの役割を明らかにする。 
（２）Tk-SP の成熟化機構の解析 
①Tk-SP の諸特性の解析 
Tk-SP のプロ体（Pro-Tk-SP）をコードする遺
伝子を PCR により増幅し、pET ベクターに導
入することにより、発現ベクターを構築する。
発現誘導後、大腸菌内に可溶性あるいは不溶
性タンパク質として蓄積することを確認し
た後、精製する。ついで、成熟化を検討し、
成熟体を同定する。さらに、成熟体の活性、
安定性、基質特異性などの諸特性を明らかに
する。 
②Tk-SP の結晶構造解析 
Pro-Tk-SP の活性中心変異体の結晶構造を決
定する。また、プロペプチドや C末端ドメイ
ンを欠失した活性中心変異体を各種構築し、
その諸特性を解析することにより、これらの
役割を明らかにする。このようにして、Tk-SP
の成熟化機構を明らかにする。 
（３）Tk-Serpin の諸特性の解析 
Tk-Serpin をコードする遺伝子を PCR により
増幅し、pET ベクターに導入することにより、
発現ベクターを構築する。発現誘導後、大腸
菌内に可溶性あるいは不溶性タンパク質と
して蓄積することを確認した後、精製する。
ついで、Tk-Serpin が Tk-subtilisin や Tk-SP
の活性を阻害するか解析する。 
（４）Tk-subtilisin の新たな利用法の開発 
Tk-subtilisin はいずれも耐熱性が高いだけ
でなく、10% SDS、8 M 尿素、5% Triton X-100
等で処理してもほとんど活性を失わず、広い
pH 範囲で安定である。2% SDS 存在下煮沸し
ても活性を示す。これらのサチライシンの新
たな利用法を開発するために、通常のプロテ
アーゼでは分解されにくい異常型プリオン
タンパク質の分解を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）Tk-subtilisin のフォールディング機
構の解明 
①プロペプチドによる Tk-subtilisinのフォ
ールディング促進機構を明らかにする目的
で、プロペプチド変異体を各種構築し、その
フォールディング促進能を解析した。その結
果、Tk-subtilisin のコア領域（αβαサブ
構造）と相互作用するループ領域が、プロペ
プチドによるフォールディングの開始に必
要であることを明らかにした（図１）。この
結果は、Tk-subtilisin がフォールディング
のための高いエネルギー障壁を２つの異な
る方法（Ca2+の結合とプロペプチドとの相互
作用）で下げていることを示唆しており興味



 

 

深い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② Ca2+ 結 合 ル ー プ を 削 除 す る と
Tk-subtilisin は Ca2+存在下でもフォールデ
ィングしなくなることを明らかにした。また、
Ca2+結合ループに結合する４つの Ca2+イオン
のうち Ca2 が結合しなくても Ca3 が結合しな
くても Tk-subtilisinのフォールディング速
度は大きく低下することを明らかにした。い
ずれの場合も Tk-subtilisinの安定性に変化
はなかった。以上の結果、Ca2+結合ループに
Ca2+イオンが結合すると、Tk-subtilisin のコ
ア領域（αβαサブ構造）の構造形成が誘導
されることを明らかにした（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）Tk-SP の成熟化機構の解析 
①Tk-SP のプロ体（Pro-Tk-SP）を大腸菌で発
現させると、Pro-Tk-SP は菌体内に可溶性タ
ンパク質として蓄積し、一部は成熟化するこ
とを明らかにした。精製中も成熟化は進行す
るが、最終的に熱処理により N末端プロペプ
チドと C 末端ドメインの両方が切断された
Tk-SP*を精製することに成功した。Tk-SP*は
100℃で最も高い活性を示し（図３）、
Tk-subtilisin 同様、極めて熱、変性剤、界
面活性剤に対して安定であることを明らか
にした。 
②C 末端ドメインを欠失した Pro-Tk-SP 変異
体（ProN-Tk-SP）の結晶構造を決定すること
に成功した。その結果、ProN-Tk-SP は N 末端
プロペプチド、サチライシンドメイン、Ｃ末
端βジェリーロールドメインから成ること、
その構造はβジェリーロールドメインを除
くと Tk-subtilisinや細菌由来サチライシン 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
のプロ体の構造と良く似ていることを明ら
かにした（図４）。また、βジェリーロール
ドメインは Tk-SPの耐熱化に大きく寄与する
ことを明らかにした。この結果は、βジェリ
ーロールドメインの付加により Tk-SPが高温
環境に適応したことを示唆しており興味深
い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③Ｃ末端ドメインを欠失した TK-SP 変異体
（Tk-SPΔC）とＣ末端ドメイン（Ｃドメイン）
をそれぞれ発現、精製し、諸特性を解析する
ことにより、Ｃ末端ドメインは Ca2+イオン存
在下で Tk-SPの安定化に寄与することを明ら
かにした。 
（３）Tk-Serpin の諸特性の解析 
Tk-Serpin の大量発現、精製を行い、
Tk-subtilisin および Tk-SP の阻害活性を解
析した。その結果、Tk-Serpin はこれらのプ
ロテーゼの活性を阻害することを明らかにし
た。また、この阻害活性は高温になるほど強
くなることを明らかにした。高温になるほど
強く阻害する Serpin の報告はこれまでない
ので、本結果は大変興味深い。 
（４）Tk-subtilisin の新たな利用法の開発 
Tk-サチライシンが、プリオン病に感染した
マウスの脳ホモジネート中の異常プリオン
を分解することを明らかにした（図５）。ま
た、分解条件を検討することにより、Tk－サ



 

 

チライシンは、3％SDS 存在下、100℃の条件
であれば 5分程度の短時間で異常プリオンを
分解できることを確認した。さらに、Tk-サ
チライシンは既存のプリオン分解酵素であ
る Prionzymeより非常に高いプリオン分解活
性を有することを明らかにした。 
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