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研究分野：応用微生物 
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１．研究計画の概要 

（１）異常プリオン分解酵素の特異性改変 

①タンパク質工学的手法を用いた異常プリオ
ン分解酵素の特異性向上 

 NAPaseの立体構造をもとに、活性部位お
よび異常プリオン結合部位を中心にアミノ
酸残基を置換し、異常プリオン特異性の改変
を図る。 

②進化分子工学的手法を用いた異常プリオ
ン分解酵素の特異性改変 

 進化分子工学の手法として DNA shuffling

が用いられている。先に行った random 

Priming in vitro recombination 技術を用いて、
E77 および NAPase に適応させ、これら酵素
の異常プリオン特異性の改変を図る。 

（２）PSP 分解能を指標とした新規異常プリ
オン分解酵素の探索 

 我々がこれまでに発見した異常プリオン
分解酵素はいずれも放線菌由来である。そこ
で、プロテアーゼ産生能の高い Bacillus 属細
菌に焦点を絞り、新規かつ最強の異常プリオ
ン分解酵素の探索を行う。 

 

２．研究の進捗状況 

（１）化学修飾体の特異性解析により NAPase

の Arg 残基が異常プリオンの分解能に関与す
る可能性が示唆されたため、部位特異的変異
法により Ala 変異体を作成し、異常プリオン
モデルタンパク質であるPSPを用いて特異性
を検討した。Arg117 および Arg133 以外の Arg

残基は特異性に変化が無く、両残基は NAPase

の活性部の周辺領域に並んで存在すること
より、Arg117 および Arg133 が異常プリオン
分解能に寄与すると推定した。放線菌を宿主
とした発現系により両残基の変異体の取得
を試みたが、活性型の取得には至らなかった

ため、大腸菌を用いた活性型変異体の取得を
行った結果、リフォールディング条件を変化
することにより活性型変異体を取得するこ
とが明らかとなった。現在この発現・リフォ
ールディング系を用いて様々な変異体の取
得および特異性解析を進めている。一方、ラ
ンダム変異体法による異常プリオンに対す
る特異性向上変異酵素のスクリーニング系
を構築し、スクリーニングを進めている。 

（２）異常プリオン分解能を有する新規酵素
のスクリーニングを行った結果、土壌由来の
好アルカリ性グラム陰性細菌の産生するア
ルカリセリンプロテアーゼが、NAPase およ
びE77と同等かそれ以上の分解能を有するこ
とが明らかになった。現在本酵素の精製およ
び構造解析を進めている。 

 

３．現在までの達成度 

③やや遅れている 

異常プリオン分解酵素の分解能発現に必
須と推定している領域の活性型変異体の取
得条件の構築が困難であった。また、特異性
向上変異酵素の効率的なスクリーニングが
困難で、数多くの変異体を作成しなければな
らなかった。一方、新規酵素の取得において
は、NAPase 産生株である好アルカリ性放線
菌に絞って研究を進めたため、有望酵素産生
菌の単離に時間を要してしまった。 

 

４．今後の研究の推進方策 

（１）Arg117 および Arg133 の種々変異体の
特異性の解析により、異常プリオン分解能発
現領域の特定さらには作用機序の解明を行
う。さらに、大量のランダム変異体を作成し、
特異性向上株のスクリーニングを行う。 

（２）新規酵素の精製を完了し、異常プリオ
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ン分解特性を既知酵素と比較検討を行う。有
用性が明らかになれば構造解析を行い、新規
酵素をコードする遺伝子のクローニングを
行う。 

 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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