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【要 旨】

う蝕原生連鎖球菌Cariogeneticstreptococciの 菌体 外酵 素 であ る グル コシル トラン

スフェラーゼ ー1(GTF)は 庶糖 を分解 し、生 じたグル コースをデキス トラン上に α一1,3

分岐鎖 と して転 移(付 加 ・伸長)し 不 溶性 グル カ ン を合成す る。GTFと 未修 飾 のデ キ

ス トラ ンの相互作用は様々な物理化学的手法を用いて定量的に解析することができるが、

ショ糖存在下では不溶性グル カンが合成されるため、それ らの相互作用 を解析すること

は容易ではない。そ こで、全反射蛍光顕微鏡を用いた1分 子 イ メー ジ ング法 によ りシ ョ

糖存在下でのGTF/デ キ ス トランの相 互作用 を解析 した(1)。

GTF分 子 を特異 的に化学 標識す る為 に遺伝子工学的に システイ ン残基 を導入 した。

GTFを コー ドす るプ ラス ミ ド(Abo,eta1.,1991)の マルチ ク ローニ ングサ イ トの一部を

制限酵素Xba-1で 消化 し、生 じた5'突 出末端 をS1ヌ ク レアーゼで削 り落 とし、平滑末

端 をT4リ ガ ーゼで連結 した。本処 理 で得た クロー ンの遺伝子産物GTF-Cysを 可視 化

す るため にtetramethyhrhodamine-5-rnaleimide(TMRM)で 蛍光標識(GTF-TMR)、

またガ ラス表面下 に固定 化す るためにビオチン化(GTF-BIO)し た。デキス トラン(T10

とT500)は 、 過 ヨ ウ 素 酸 酸 化 処 理 後 、2-acetamido-4-mercaptobutanoicacid

hydrazideを 用 い てSH基 の 導 入 を行 い 、 蛍 光 標 識 デ キ ス トラ ン(TIO-TMRと

T500-TMR)お よび ビオチ ン化デキス トラン(T500-BIO)を 得 た。 これ ら化 学修飾 を施

したGTFお よびデキス トランは基本的 な機能 を保持 していた。

GTF-TMR溶 液 で懸 濁 したSephadexビ ーズ(架 橋 性デキ ス トラ ン)は 蛍光 性 を示

したが、GTF-TMRと 非標識 デキス トランを用 いて合成した不溶性グルカンは蛍光性 を

示さなかった。 これはGTFは デキ ス トランには特 異的 に結合するが、 α一1,3側 鎖 で完

全 に修飾 され たデキス トラ ンには、結合 しないことを示 している。

全反射顕微鏡(Funatsu,eta1.,1995)を 用 いてGTF/デ キ ス トラ ンの相 互作用 を1分

子 レベル で観察 した。GTF-BIOを ガ ラス 表面下 に 固定化 しT500-TMRの1分 子観察

を行 った 。 シ ョ糖 非存在下 では、多 くの蛍光スポ ッ トが数分間(longdwellttme)観 察
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された。同時に数百 ミリ秒間点滅する(shortdwelltime)少 数のスポ ッ トも観察 された。

Longdwelltimeス ポ ッ トは、多 くのGTF分 子 と相互作 用 して い るデ キス トランを、

shortdwelltimeス ポ ッ トはよ り少 な いGTFと 相 互作用 し、 す ぐに解離 しているデキ

ス トランを反映していると思われる。ショ糖存在下では観察視野に認め られた蛍光スポッ

ト数は激減 した。特 にLongdwelltimeの スポ ッ ト数 は著 しく減少 し、代 わ りにshort

dweltimeの ス ポ ッ ト数の割 合が増 加 した 。 これ らの結果 は、不溶性グルカン合成初

期段階にお いてもシ ョ糖存在下ではGTFと デキス トラ ンの親 和 性が弱 まる ことを意味

している。

ショ糖存在下にお けるGTF/デ キ ス トラン親和性低下 の分子 機 構を調べるために、過

剰 の非修飾デキ ス トラン存在下 でshortdwelltimeの 蛍 光 ス ポ ッ トを解 析 した。

T500-TMRがGTFと 相互作用 して いる時間 を測 定 して得たヒス トグラムの1次 反応 プ

ロッ トよ り、デ キ ス トランの解離速度定数を求めた。ショ糖非存在下の3.0±0.5s"iに

対 して、 シ ョ糖存 在下 では5.3±1.Os-1と 解 離速度定 数 の増加が認 め られ た。従って 、

ショ糖存在下におけるGTF/デ キス トラン親 和性低下 の一部は、解離速度定数の増加 に

起因することが判明した。さ らに結合速度(観 察視野 内 に現れ るスポ ッ ト数)は 、シ ョ

糖 非存在下で814±68mm-2s-iで あ りた のに対 し、 シ ョ糖 存在下では578±50mm'2s'i

と減少 した。従 って 、シ ョ糖 は結合速度定数の低下 も誘起する。T500-BIOを ガ ラス表

面 にコー トし、大 過剰 の非修飾GTF存 在下でGTF-TMRの1分 子 観察 も行 った。 シ ョ

糖 非存 在 下 にお けるGTFの 解離 速 度定 数 は9.2±1.7s-1で あ り、シ ョ糖存 在 下で は

13.3±1.5s-1と 増加 した。結合速度 は シ ョ糖非存在下の2053±272mm'2s-1に 対 して、

ショ糖存 在下 で は、749±36mm'2s'iと 減少 した。1分 子観 察か ら不溶性 グルカ ン合成

の初期段階においても、解離速度定数の増加と結合速度定数の減少の両方 によ りGTF/

デキ ス トランの親和 性が低下 して いることが判明 した。

GTFは デキス トラ ン上 に多数 の α一1,3一分岐鎖 を形成す る(Fukui,eta1.,1982)の

で、本酵素 は何 らかの方法 で ある分岐サイ トか ら別の分岐サイ トに移動す ると考え られ

(6)



る。 本研 究 で 確 立 したGTFの1分 子 イ メー ジ ン グ法 を応 用 す れ ば 、GTFが デ キ ス トラ

ン上 を移 動 す る分 子 機 構 に 迫 る こ とが で き る。GTF/デ キ ス トラ ン相 互 作 用 の1分 子 解

析 系 の確 立 に よ りGTF研 究 だ けで な く糖 鎖 研 究 が 発 展 す る こと は必 至 で あ る 。 また 、

新 たな1分 子 バ イ オ シス テ ム の 開発 は 、 次 々 と新 しい知 見 を見 いだ して い る1分 子 酵 素

学 の発 展 につ なが る 。

(1)Kaseda,K.,Yokota,H.,Ishii,Y.,Yanagida,T.,Inoue,T.,Fukui,K.,andKodama,T.J.

Bacteriol.inpress.
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【学位論文概要】

う蝕発 生の重要な因子であるグル コシル トランスフェラーゼ(GTF)の 作用 を最先 端

の技術 を用 いて解 析 した本研究は、新たなGTFの 分子 機 構 を見 いだ したの みな らず歯

科医学界や糖鎖研究の発展に貢献 し得るものであ り多面的に意義深い。

第1章 で は、 まず研 究対 象 で あるGTF/デ キ ス トラン系(1-1節)と1分 子 観察 法

(1-2節)に つ いて解 説 した 。1-1節 で は、GTFと う蝕発 生のか かわ りを初め 、GTF

の構造、機能 につ いて説 明 した。1-2節 で は、現在 の1分 子解 析技術 とそ の意義等 を記

述 した。特に本研究で使ったエバネッセン ト場を利用 した全反射蛍光顕微鏡観察法にっ

いては、応用の具体例を示す と共に、糖鎖研究における利用の意義についても記載 した。

それ らをふまえて、1-3節 で研究 の 目的 を述べた。

第2章 の材料 と方法で は、研究 で使用 した材料の作成法を本論文を見た人が再現で き

るように詳細に記述 した。2-1節 では 、GTFの1次 構 造 上 の特 徴 や機 能上の 特性 を利

用 したGTF変 異体 の作 成 方法 やそ れ らの精 製 法等について説明 した。2-2節 で は、

GTFや デキス トランを可視化や 固定化するために行った化学修飾法について記述 した。

次に、これらの化学修 飾材料を使って行った実験の方法を概説 した。GTFの 酵 素活 性

を測定す る独特 な方法(2-3節)、 蛍光顕微鏡 を用 いたGTF/デ キ ス トランの多 分子 イ

メー ジ ング法(2-4節)や 全 反 射顕微鏡 を用 いた1分 子 イ メー ジングの試料作 成方法や

解析方法について解説 した(2-5節)。1分 子直視法 で得 られた結果 を支持するデータ

を与えたス トップ トフロー光散乱測定の実験方法は2-6節 に記載 した。

第3章 の原理 と装置で は、特 に1分 子イ メー ジン グに必須 のエバネ ッセン ト場(3-1

節)や 蛍光 色素(3-2節)に っ いて 、 また全反射顕 微鏡 のシステム(3-3節)に ついて

も解説 した。 ス トップ トフロー光散乱測定で得 られたデータの解析法(3-4節)に つ い

て の解説 も記載 した。

第4章 の結 果で は、 まずス トップ トフロー光 散乱法でGTFと デキス トランの相互 作

用 を解 析 したデータを記述 した(4-1節)。 次 いで、作成 したGTF-Cysが 化学修飾 に
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適しているか を評価 したデータや、実際 に蛍光 色素で修飾 したGTF-TMRに つ いて 標

識率等 の結果 を示 した(4-2節)。4-3節 では、化学 修飾材料 が機能 を保持しているこ

とを示すデータを記述 した。4-4節 で は、蛍光 修 飾 したGTFや デキ ス トラン を用 いた

GTF/デ キス トラ ン相互作用 の多 分子 レベルでの蛍光顕微鏡観察結果 を示 した。多分子

観察でGTFは α一1,3一グル カ ン鎖 で完全 に修飾 されたデキス トランには結合しなことが

示されたが、本法ではデキス トランの修飾初期段階に関す る情報や詳細な分子機構に関

する情報は得 られない。それ らを明確にす るために行 った1分 子 イメージ ングの結果 を

4-5節 に記 述 した。1分 子イ メ ー ジン グは、デ キス トランの観察お よびGTFの 観察 の

両方 向か ら行 い 、それ らの観察結果 をもとに速度論パラメー タを算 出し、GTF反 応 に

お けるシ ョ糖 の影響 を速度論 的に評価 した。

第5章 では、糖鎖/タ ンパ ク質相 互作用 研究 として本研 究で確立 した1分 子 システム

の意義やGTF研 究 にお ける意義 を記述 した。つ いで、一連の1分 子解析で得 られたデー

タを総合 的 に検討 して、 これまでに知 られている事実 を考え合わせてGTFの 作用機 構

を考察 した。 また、 シ ョ糖がGTF/デ キス トラ ン相互作用 の速 度 論パ ラメータに及ぼす

要因について も考察 した。現在研究が進んでいるその他 の1分 子技 術 を紹 介 し、 今後

GTFの1分 子酵素学研 究で 展 開され るべ き方向性を提案 し、その意義について記述 し

た。
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【略語一覧】

BIO:Biotin

DTNB:5,5Ldithiobis(2-nitrobenzoicacid)

DXB:Dextranbindingdomain

GS:Glucansucrase

GTF:Glucosyltransferase

T10:Dextran(MW,10,000)

T500:Dextran(MW,500,000)

TIRFM:Totalintemalreflectionfluorescencemicroscopy

TMR:Tetramethylrhodamine

TMRM:Tetramethylrhodamine-5-maleimide

WIG:Water-insolubleglucan
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【第1章 序 】

1-1背 景1● グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

1-1-1う 蝕 と ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌

う蝕 は歯 と い う人体 で最 も硬 い組 織 が 口腔 内 の連 鎖 球 菌 に よ っ て不 可逆 的 に破 壊 さ れ

る細 菌 感 染 症 で あ り、"単 糖 ・小 糖 類 や 多 糖 類 な どの炭 水 化 物 を基 質 と して 、 口腔 内 細

菌 が 産 生 した 有 機 酸 によ っ て 歯 が 脱 灰 され た状 態"と 規 定 され る。300種 を超 え る 口腔

細 菌 は 口腔 固 有 の もの が大 部 分 で(OfekandDoyle,1994)、 そ れ ら の ほ と ん どが 定

住 菌 で 唾液,舌 背,お よ び歯 肉 溝 に は,そ れ ぞ れ 異 な る細 菌 叢 が 形 成 され る。 いず れ の

う蝕 病 巣 で も 分 離 さ れ る の が ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 で あ る(Syed,eta1.,1975,

Halnada,1980)。

1924年 にClarkeに よ っ て最 初 に分 離 され た ミ ュー タ ン ス 連 鎖 球 菌 は、 抜 去 歯 に う 蝕

病 変 を生 じさせ る(Clark,1924)。 ミ ュー タ ンス 連 鎖 球 菌 に は 免疫 学 的 特 異 性 を異 にす る

菌 株(a～h)の 存 在 が 知 られ て お り(Masuda,1982,Loesche,1986)、S.mutansとS.

sobrinusの2種 が ヒ トの う蝕 発 症 に深 くか か わ って い る(deSoet,eta1.,1991,0kada,

etal.,1995,KohlerandBjarnason,1987,Hirose,etal.,1993)。

ミ ュー タ ン ス連 鎖 球 菌 が 他 の 口腔 内 常在 細 菌 と異 な る最 も大 き な 点 は 、 シ ョ糖 を基 質

と して 粘 着 性 不 溶 性 グ ル カ ン を産 生 す る こ とで あ る(Hamada,1984)。 歯 質脱 灰 の 臨 界

pH以 下 の 酸 性 環 境 下 や 飢 餓 環 境 下 に お い て も酸(主 に乳 酸)を 産 生す る 能 力 の 強 い こ

と も 特 徴 的 で あ る(Bender,eta1.,1986,Ymamashita,eta1.,1993,Harperand

Loesche,1984,McDermid,etal.,1986,BowdenandHamilton,1987,Iwami,et

a1.,1992,YamadaandCarlsson,1975,Spatafora,etaユ.,1995)。
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1-1-2う 蝕 の 発 生(図1)

ミ ュー タ ンス 連 鎖 球 菌 は シ ョ糖 非 存 在 下 で も歯 面 に定 着 す る が 、 う蝕 の 発 生 に は至 ら

な い 。 そ れ は シ ョ糖 非 存 在 下 で は 、 歯 面 の ペ リ ク ル(唾 液 中 の 有 機 成 分 か らな る

0.1-1umの 層,BennickandDawes,1985)と ミ ュー タ ンス 連鎖 球 菌 の 菌 体 表 層 成 分

を介 した弱 い 付 着(初 期 付 着)し か起 こ らな い た め で あ る(BusscherandWeerkamp,

1987)。 ペ リク ル に含 まれ ミ ュー タ ンス 連 鎖 球 菌 に 特 異 的 に吸 着 す る物 質 と して は,高

分 子 糖 タ ンパ ク 質(CarlenandOlsson,1995,Kishimoto,etal.,1989),プ ロ リン 高

含有 の酸 性 タ ンパ ク質(GibbousandHay,1989),リ ゾチ ーム(Roger,eta1.,1994),

分 泌 型IgA(Hajishengallis,etal.,1992),ラ ク トフ ェ リ ン(Soukka,eta1.,1994)

な どが あ る 。 ミ ュー タ ン ス連 鎖 球 菌 の 表 層 物 質 の 中で は 、 フ ィム ブ リエ 様 タ ンパ ク質 抗

原(Koga,eta1.,1990),レ ク チ ン様 物 質(Demuth,eta1.,1990)や リポ タイ コ酸(Rola,

eta1.,1980)な どが 初 期 付 着 に関 与 し て る。 これ らシ ョ糖 非依 存 性 因 子 の 付 着 作 用 は い

ず れ も弱 く、 この 種 の メ カ ニ ズ ム で 形 成 され た 菌 体 集 積 物 は 物 理 的 な 刺 激 によ り歯 面 か

ら容 易 に脱 離 す る(Koga,eta1.,1990,Gibbons,eta1.,1986)。

シ ョ糖 が 供給 され る と、細 菌 表 面 で 生 成 され る粘 着 性 不 溶 性 グル カ ン に よ って 細 菌 の

歯 面 へ の 吸着 は 強 化 さ れ 不 可逆 的 な 固 着 が 起 こる(KogaandInoue,1978)。 この グ ル

カ ンの合 成 は 、 ミ ュー タ ン ス 連 鎖 球 菌 が 菌体 外 お よび 菌 体 表 層 に産 生 す る複 数 の グル コ

シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ(Kuramitsu,1993,Mooser,1992,Robyte,1995,

Fukushima,eta1.,1982,Musaka,etal.,1986)の 協 同作 用 に よ って 起 こる。 粘 着 性 不

溶 性 グル カ ンは 、 本 菌 群 を初 め とす る酸 産 生細 菌 を歯 面 に 固 着 させ 、 う蝕 誘 発 性 の高 い

プ ラー ク を 形成 す る(Hamada,1984,Alaluusua,eta1.,1996)。 粘 着 性 不 溶 性 グル カ

ン は、 細 菌 の代 謝 によ り産 生 され た酸 の拡 散 を妨 ぎ、 酸 濃 度 を高 く保 つ こ とに よ って も

う蝕 誘 発 性 を 高 め て い る。
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1-1-3グ ル コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ(GTF)

S.sob血usは 、 プ ラ イ マ ー に 影 響 さ れ ず 高 分 子 の 水 溶 性 グ ル カ ン を合 成 す る

GTF-S2(Sはsolubleの 略)と 低 分 子 の 水 溶 性 グ ル カ ン を合 成 す るGTF-S3、 プ ラ イ

マ ー に よ り大 き く活 性 化 を受 け分 岐 の多 い水 溶 性 グ ル カ ン を合 成 す るGTF-S1と 不 溶 性

グル カ ン を合 成 す るGTF-1(1はinsolubleの 略)の4種 類 を産 生す る(Abo,eta1.,

1991,Ferretti,etaユ.,1987,Gilmore,eta1.,1990,Gilmore,eta1.,1993,Gilpin,et

a1.,1985,Hanada,eta1.,1991,RusseU,eta1.,1990,Russell,eta1.,1987,Fukui,et

a1.,1983,Fukui,etal.,1982)。

これ らグル コ シル トラ ンス フ ェ ラー ゼ は 分 子 量 が 約160kDaの シ ング ル ペ プ チ ドで あ

る。N末 端 には 、 菌体 外 分 泌 の た め の シ グ ナ ル ペ プ チ ドが あ る 。 そ れ に続 くア ミ ノ酸 約

200個 の領 域 は保 存 性 は 低 いが,次 の 約800個 の領 域 は保 存 性 が高 く、 シ ョ糖 分 解 お よ

び糖 転移 活 性 を持 つ 活 性 部 位 が 含 ま れ て い る 。 残 りのC末 端 の500個 は デ キ ス トラ ン

結 合 部位 と呼 ば れ 、 ア ミ ノ酸50-60個 が 単 位 の 相 同性 の 高 い繰 り返 し配 列 か らな る 領

域 で あ る(InoueandFukui,unpublished,Abo,etal.,1991,Ferretti,eta1.,1987,

Mooser,eta1.,1991,Gilmore,eta1.,1990,Giffard,etaユ.,1993,Giffardand

Jacques,1994)。 そ の 配 列 はS.mutansIngn'ttが 産 生 す る デ キ ス トラ ン結 合 性 の細 胞

外 タ ンパ ク 質(グ ル カ ン結 合 タ ンパ ク質)に 見 られ る 配 列Aリ ピー ト(Banas,eta1.,

1990)と 相 同性 が あ る 。

特 徴 的 な の は 、単 離 ・精 製 され た グル コ シ ル トラ ンス フ ェ ラ ーゼ が 個 々 に生 成 す る 主

に α一1,3一グル カ ン鎖 か ら成 る 不 溶 性 グル カ ン、 お よ び 、 主 に α一1,6一グル カ ンか ら成 る

水 溶 性 グル カ ンは 、単 独 で は 粘 着 性 が 弱 い こ とで あ る。 ミ ュー タ ン ス連 鎖 球 菌 の数 種 類

のGTFが 協 同的 に合 成 した 不 溶 性 多 糖 のみ が 強 い粘 着 生 を示 す 。
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1-1-4GTFの 機 能 領 域 』解 祈

本 研 究 で用 い たS.sobiinusの 菌 体 外 酵 素 で あ るGTF-1の 特 徴 を 以 下 に 示 す 。 本

GTF-1も 他 のGTFと1次 配 列 上 同 様 の 構 造 を 有 して い る(図2)。Aboら は 、S.

sobrinus6715の 染 色 体DNAを 制 限酵 素Sau3AIで 部 分 消 化 後 、 そ の3～5kbpの

DNA断 片 を プ ラス ミ ドpUC18のBamHI部 位 に 挿 入 し 、そ れ らの プ ラス ミ ドで 大 腸

菌JM109を 形 質 転 換 し、 発 現 し たGTF部 分 ペ プチ ドの解 析 を行 っ た(Abo,etaユ.,

1991)。 そ の結 果 、GTFのC末 領 域 が デ キ ス トラ ン結 合 に関 与 して い る こ とが 明 らか に

な っ た。 これ はMooserら が 種 々 の タ ンパ ク 質 加 水 分 解 酵 素 を 用 いてGTF-1お よ び

GTF-Sか ら得 た ポ リ ペ プ チ ドの 解 析 結 果(MooserandWong,1988,Wang,etal.,

1990)と 一 致 す る 。 更 に、GTF-1'(GTFの85-1329)を コー ドす る プ ラ ス ミ ドpAB2の

3'末端 を逐 次 に欠 損 す る変 異 体 の解 析 によ り、 デ キ ス トラ ン結 合 に はAリ ピー ト単 位 が

3つ 以 上 必 要 で あ る こ とが 示 さ れ た 。

シ ョ糖 分 解/酵 素 活 性 の 中心 配 列 はDSIR▽DAVDで あ る こ とが 化 学 的 に決 め られ た

(Mooser,eta1.,1991)。 この活 性 中 心 は シ ョ糖 分 解 領 域 の ほ ぼ 中心 に位 置 して い る(図

2)。Mooserら はS.sob血 αs6715のGTF-1、GTF-Sを 放 射 能 標 識 シ ョ糖 と混 合 後 、

急速 変 性 さ せ て グ リ コ シル 化 し たGTFを 作 成 ・解 析 し た。 そ の 結 果 、 グル コ シル 結 合

はカル ボ キ シル 基(GTF-1で は447番 、GTF-Sで は437番 のASP)へ の β一ア ノマ ー 結

合 で あ る こ とが 明 らか にな った(MooserandIwaoka,1989)。 また 、Funaneら は,

Leuconostocmesenteroidesの デ キ ス トラ ンス ク ラー ゼ を1一 エ チ ル ー3-[3-(ジ メ チ ル

ア ミ ノ)プ ロ ピル]カ ル ボ ジ イ ミ ドとN-(1一 ナ フチ ル)エ チ レン ジ ア ミ ン で修 飾 し,ス ク

ラー ゼ 分 解 活 性 に必 須 な も う一 っ の カ ル ボ キ シ ル 基 を 含 む ペ プ チ ドを 単 離 して い る

(Funane,etaL,1993)。 そ の ペ プチ ド断片 は,S.sobiinusGTF-1の406-417番 目 の

部 分 に相 当す る(407お よ び409番 のASPが 候 補 と して あ げ られ る)。Katoら は,S.

mutansGS5株 由 来 のGTF-1を 用 い て 、Mooserら が 決 定 したASPをASN,THR,

GLUに 変 え た と ころ 、 い ず れ の 変 異 酵 素 も完 全 に酵 素 活 性 を失 って い た(Kato,eta1.,
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1992)。D467,D567を 他 のア ミノ酸 に置換 した変異GTFの 活性 は大 き く減少す る も

のの、完 全 に失われることはなかった。 しか し、GTF活 性 のプ ライマ ー依存 性や合 成

産物の性 状に変化 が見 られた ことは、 これ らのASPの 近 傍が活性 中心 を形 成 して い る

ことを示唆している。

GTF-rは シ ョ糖単 独基 質で も不溶性 グル カンを合成す る(Konishi,eta1.,1999)。

デキス トラン結 合 ドメイ ンが欠 如 した欠損変異体(GS)で も不溶性 グ ルカ ンの合成 が

認め られ、デキス トランはその活性に影響 しない。以上の結果は、グルコシル転移 を触

媒する領域か ら構成されているGSペ プチ ドが α一1,3グ ルカ ン合成能 を持っ こと,お よ

びデキス トラン結合領 域 はデキス トランが結合すればGTF-1の α一1,3グ ル カ ン合成 活

性 を著 しく増加 す るが、デキス トランがなければこの活性 には関与 しないことを示 して

いる。

1-1-5シ ョ糟 分 解/糖 転 移 活 性 部 位 と デ キ ス ト ラ ン結 合部 位 の相 互 作用

GTF反 応 にお ける合成産物 の構造やプ ライマー依存性の決定機構の解明が行われた。

C末 端領域がデ キス トラン結 合 に関与 しているか ら、プライマー依存性は繰 り返し構造

を含む ドメイ ンが決 定 して いる と推測 された。S.mutansGS5由 来 のGTF-1と

GTF■Sの キ メ ラ酵 素 の解 析が 行 われ た結果、プライマーへの依存性 は必ず しもグルカ

ン結合領域のみに支配 されないし、合成されるグルカンの結合様式もN末 端側のみで は、

決 定 され な い こ とが報 告 された(NakanoandKuramitsu,1992)。 また 、GTF-1と

GTF-Sで 特徴 的な ア ミノ酸残 基 を置 換 した酵素の解析が行われたが、合成産物の性状

やプライマー による活性化の度合いに、 どのアミノ酸残基 がどのような役割を果たして

いるかを特定するには至っていない(Shimamura,eta1.,1994)。 全体 的な酵素 の立体

構造の 中で、2つ の ドメイ ン の微妙 な相 互作用で酵素の性質が決め られていると考え ら

れる。
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1-1-6GTFの 酵 素 反 応 速 度 論

GTF酵 素 反 応 の ス キ ー ム は 、PingPongBiBi機 構 で 表 す こ と が で き る(図3、

Konishi,eta1.,1999,Matsuno,1997)。GTF(E)は シ ョ糖(9-f)を 分 解 した後 グル コ

シル 化 酵 素(Eg)と な りデ キ ス トラ ン(D)と 結 合 す る 。 デ キ ス トラ ン上 に グ ル コー ス(9)

グル コー ス が転 移 さ たデ キ ス ト ラ ン(gD)はGTFか ら解 離 す る。GTF酵 素 反 応 の速 度

論 パ ラメー タ を以 下 に示 す 。 酵 素反 応 速 度(v)は 触 媒 中心 活 性(kcat)、 デ キ ス トラ ン に

対 す る ミカ エ リス 定 数(Km(D))、 シ ョ糖 に対 す る ミ カ エ リス定 数(Km(S))を 用 いて1

式 で 表 され る 。[E]。 は酵 素 全 濃 度 、[S]は シ ョ糖 濃 度 、[D]は デ キ ス トラ ン濃 度 を表 して

い る。kcat、Km(D)、Km(S)は 図3に 示す 速 度 定 数 を用 い て 、2～4式 の よ う に 表

され る。

v-kcat[E]。[s][D]/(Km(D)[s]一 トKrn(s)[D]+[s][D])(1)

kcat-k2k4/(k2+k?(2)

Km(D)=k2(k.3十k?/k3(k2十k?(3)

Km(S)=k4(k-1十k2)/k1(k2十k4)(4)

1-1-7GTFの 高 次 拷 造

GTF分 子 の立体 構造 は解かれ て いな い。急速凍結デ ィープエ ッチ ・レプリカ像の電

子顕微鏡法による観察か ら、GTF-1分 子 は全体 と して洋 な し型 を有 していることが明 ら

かになった(図4)。 また、 シ ョ糖 分解 ・糖転移 ドメインとデキス トラン結合 ドメイ ン

は独立 して存在する。デキス トラン存在下では、デキス トラン結合 ドメインの構造変化

が認 め られ る(Konishi,etal.,1999)。 立 体構 造 既 知 の タンパ ク質 との比較 によ り、

GTFの 中心 部分 は α/β バ レル 構 造 を有 して いる と予測 されている(MacGregor,et
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al.,1996,Monchois,1999)。 ま た 、 円 二 色 性 ス ペ ク トル 解 析 に よ り、 デ キ ス トラ ン結

合 ドメ イ ン は 、 主 に β構 造 と ラ ン ダ ム コ イ ル か ら成 る こ と が 推 定 され た(Baba,1999,

Monchois,etal.,1999)。

1-1-8GTF-1に 関 す る ク ロ ー ン

英保 ら(Abo,etal.,1991)は 、 イ ム ノブ ロ ッ ト ス ク リー ニ ン グ に よ り、5つ のGTF-1

変 異体 を得 た(AB1～AB5)。pAB1に は 、 全GTF-1遺 伝 子 が含 まれ(4,776bp)、 発 現 タ

ンパ ク質 はS.sob血us6715の 培 養 上 清 か ら単 離 、精 製 され たGTF-1酵 素 と 同様 の 活

性 を示す 。pAB2は 、GTF-1の85ASPか ら13291LEま で(GTF-1')を コー ドす る プ ラ

ス ミ ドで あ る。pAB1とpAB2を 用 い て 、 さ らにGS,DXB-4R,DXB-6Rを コー ドす る

プ ラス ミ ドが 作 成 され た(図2)。GSはC末 端 の デ キ ス トラ ン結 合 領 域 を欠 如 して お

り、DXB(4R)お よ びDXB(6R)は デ キ ス トラ ン結 合 の み か ら成 り、 前 者 はAリ ピー トの

4回 繰 り返 し、 後 者 は6回 繰 り返 し を有 す る。

これ らの 発 現 タ ンパ ク 質 は 、i)シ ス テ イ ン残 基 を1つ も含 ま な い(DXBの みpuc18

由来 の シス テ イ ン をN末 端 に含 む)li)熱 、 酸 、 ア ル カ リ、SDS、 グ アニ ジ ン 存 在 下 に

よる可 逆 的 変 性 を受 け る。iii)大 量発 現 が 可 能 で あ り、(500mi培 養 で30-50㎎ 回 収)

精 製 も容 易 で あ る 、 とい う特 徴 を持 っ 。i)は 、遺 伝 子 操 作 に よ り、 化 学 修 飾 の 標 的 と な

るシス テ イ ン残 基 を任 意 の場 所 に導 入 で き る こ とを意 味 す る。五),伍)は 、 タ ンパ ク質 の

取 り扱 いが 比 較 的 容 易 で 実 験 材 料 に適 して い る こ と を意 味 す る。
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1-1-9GTF-1が つ ぐ る グ ル カ ン の 拷 造

デ キ ス ト ラ ン 非 存 在 下 で 合 成 さ れ る グ ル カ ン の 結 合 様 式 が13C-NMRで 解 析 さ れ

(Konishi,eta1.,1999,COlson,etaユ.,1974,Fukui,eta1.,1982)、GTF-r,GSに よ っ

て合 成 され る不 溶 性 グ ル カ ン は α一1,3結 合 で あ る こ とが 知 られ て い る 。 デ キ ス トラ ン存

在 下 で 合 成 され た 不 溶 性 グル カ ン で は,α 一1,6の グル カ ン鎖(デ キ ス トラ ン)に α一1,3

鎖 の分 岐 が 形 成 され て る。

Fukui等 はs.sobrinusのGTF-1を 単 離 ・精 製 し、GTF-1が デ キ ス ト ラ ン存 在 下 で

っ くる不 溶 性 グル カ ン の化 学 構 造 の 解 析 を行 い、 α一1,6一結 合 で 繋 が っ た グ ル コ ー ス 鎖

を骨 格 と し 、平 均 で10残 基 の グ ル コ ー ス ご と に α一1,3,6分 岐 が 存 在 し、 そ こ か ら α

一1
,3グ ル カ ン鎖(平 均220残 基)が 伸 長 し て い る こ と を報 告 した(図5,Fukui,etal.,

1982)。

小川 等 のX線 回 折 法 に よ る報 告 に よ る と、 α一1,3グ ル カ ン鎖 は ほ とん ど完 全 に伸 び

た シー ト状 構 造 を 有 して い る(Ogawa,eta1.,1981)。 そ の 構 造 は 、 β一1,4一グ ル カ ン で

あるセ ル ロー ス と類 似 して お り、 これ らの シー ト状構 造 が 不 溶 化 す る原 因で あ る と考 え

られ る。
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1-2背 景2.1分 子 酵 素 学

1-2-11分 子 科 学 の 夜 明 け

近 年 、 生体 分 子 の特 徴 を1分 子 レベ ル で 解 析 す る 様 々 な 技 術 革 命 が起 こ り、 生体 反 応

の素 過 程 を直 接 解 析 で き る よ う にな っ た 。 蛍 光 標 識 分 子 の蛍 光 顕 微 鏡 観 察(Morikawa

andYanagida,1981,Yanagida,eta1.,1984,Kabata,etal.,1993)、 金 コ ロイ ド標 識 や

光 ピ ン セ ッ ト法 に よ る 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 の 運 動 解 析(SakoandKusumi,1994,

Tomishige,eta1.,1998,SakoandKusumi,1995,Sako,eta1.,1998)、 相 関 蛍 光 法 に

よ る単 一 分子 の 大 き さや 形 の解 析(Rigler,etal.,1993)、 熱 レ ンズ 顕 微 鏡 に よ る分 子 の

定 量 や 分 布 測 定(Kitamoti,1998,Miwatari,eta1.,1998)、 走 査 トンネ ル 顕 微 鏡 に よ る

DNA1分 子 観 察(Kawai,1999)、 原 子 間 力 顕 微 鏡 に よ る フ ォー ル デ ィ ン グ(Wangand

Ikai,1999)や 分 子 間 力 計 測(Nakajia,eta1.,1997)、 電 子 顕 微 鏡 に よ る立 体 構 造 解 析

(Katayama,eta1.,1998,Katayama,1998)な ど が 報 告 さ れ て い る 。 これ ら の新 しい技

術 によ っ て 、 多 分 子 の平 均 を 解 析 す る溶 液 系 の 実 験 で は知 り得 な か った 事 実 が 次 々 に見

い出 され て い る。

1-2-2蛍 光 標 識 法 に よ る1分 子 イ メ ー ジ ン グ と 応 用

多 数 の蛍 光 色 素 で標 識 した1つ の生 体 分 子 の観 察 は 、 国 内 の研 究 者 に よ っ て 次 々 に 達

成 さ れ た 。 生 体 分 子 の1分 子 観 察 は 、 ま ずDNAで 成 功 し た(Morikawaand

Yanagida,1981)。 タ ン パ ク 質 で は ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 観 察(Yanagida,etaユ.,

1984)が 最 初 で あ り、 こ の 技術 は モ ー タ ー タ ンパ ク 質研 究 に大 き な発 展 を もた ら した 。

1分 子 のRNAポ リメ ラー ゼ がDNA鎖 上 を滑 る様 子 も直 接 観 察 され た(Kabata,eta1.,

1993)。

蛍 光 標 識 法 の 技 術 は発 展 を続 け、現 在 で は1個 の蛍 光 色 素 分 子 を"見 る"こ とが 可 能

とな った(Funatsu,eta1.,1995)。 これ によ り、 生 体 分 子 の 機 能 を ほ と ん ど損 な わ ず に

直接 観 察 す る ことが で き る よ う にな っ た 。 さ らに、 蛍 光標 識 した 単 一分 子 を"操 る","
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計る"技 術 も誕生 した(Funatsu,eta1.,1997,Harada,eta1.,1998)。

水溶液 中にお いて 生体 分子1個 が実 際 に機 能 して いる と ころ を直接イメージングす る

技術によって、i)蛍 光 を使 って生体 分子1個 をビデオ レー ト(ビ デオの速 さ;30画 像/

秒 の時間 分解能)で 見 る こ と、il)ATPの 結合 ・解 離な どの1分 子 イ メー ジ ング、iii)1

分子 の動 き のイ メー ジ ング、iv)1分 子 の補足 と操作、v)分 子 間 相互作用 に よ り1分 子

に働 く力の計測 、vi)ATP分 解 反応 と力発 生の同時計測等が実現 している。

1-2-31分 子 直 視 の 意 義

生化学 、分子 生物 学、ゲ ノムプロジェク ト等のめざましい進歩により、多 くの生体分

子の実在が明らかとなった。そ こには塩基配列か ら新 しく発見された分子をはじめとし

て機能未知の分子が多数存在する。また、構造生物学の発展によって、多 くの生体分子

の構造が原子 レベルで解明されて多 くの問題が解決 された。 しかし、微細構造が解かれ

ても、分子メカニズムが解 明されないケースが多々ある。例えば、筋肉の構成タンパ ク

質であるアクチン(Kabsch,eta1.,1990)、 ミオ シ ン(Raymant,etal.,1993)は 共 に分

子構造が解 かれて いるが、モーター機能は未だ明確 でない。1分 子技 術 の登場 は、分 子

モー ター タンパク質研究 に新展開をもた らしただけでなく、タンパク質化学界に新たな

知見を与え続けている(後 述)。1分 子技術 は生体分子 の 分子機能解明に直接的で強力

な証拠を提供する。それは、アクチンフィラメン ト1本 のイ メー ジング技術(Yanagida,

eta1.,1984)を 用 いてF1-ATP分 解酵 素の回転運動が直接証明 され(Noji,eta1.,1997)、

1997年 の ノーベル化学賞受 賞の重要な契機となった事例 に現れている。
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1-2-4長 所 と 短 所

1分 子 技術 はi)分 子 の履歴 が問題 とな る(滑 りや 回転運 動 を扱 う)場 合 、li)化学種の

定義や反応 式の基本 的枠 組みが明確でな く、観察か ら出発 しなければな らない場合に真

価を発揮す る。一方、1分 子 ダイナ ミクス は観察 の為 に化学修飾や固定化が必要であり、

生体分子の生物活性を損ねかねないという欠点を持つ。また、多数の測定を行い統計処

理が必須である。

1-2-5酵 素 反 応 の1分 子 イ メ ー ジ ン グ

1分 子酵 素反応 のイ メ ージ ング はミオ シン分子 によるATPの 加水 分解反応 で初め て

成功 した(Funatsu,etaユ.,1995,Tokunaga,eta1.,1997,Iwane,etal.,1997)。 イ メー

ジ ングは、以下 のよ うに して行われた。i)蛍 光ATPか らの蛍光 を シグナ ル とす る。li)

ブ ラウン運動 を味方 にす る。 つ ま り、酵素反応中はヌクレオチ ドがガラス表面下のミオ

シン分子上 に止まっているので蛍光ATPか らの蛍光 が 明瞭な輝 点 として見 えるが、反

応 していないときはブ ラウン運動をしているので蛍光ATP(ADP)の 蛍光 像 は観 察 され

ない。iii)エバネ ッセ ン ト照明(図6a)に よ る局所励起 によ りバ ック グラン ドを下げる。

こうした工夫 と明るく退色 しにくい蛍光色素であるCy3(Souyhwick,etal.,1990)で

標識 したATP(Cy3-ATP)を 用 いて酵 素反応 の1分 子イ メ ージ ングが成 功 した。 図6b

にミオシ ンモー ター ドメイ ン(S1)に よ るCy3-ATPの1分 子加 水分解 反応 の観察例 を

示す。ガラス表面上に蛍光色素Cy5で 標識 したS1分 子を吸着 させ てそ の位置 を確認 し、

その場所で点灯する蛍光(ヌ ク レオチ ド)が 観察 された。S1にCy3-ATPが 結合 して い

る間は蛍光 の点像が観察 されるが、Cy3-ATPがS1分 子上で加水分解 されてCy3-ADP

にな るとS1と の結 合 が弱 くな り直 ち に解離す るので蛍光は見えなくなる。つまり、S1

が存在す る場所 の点滅 はATPの 加 水分解 反応 を意 味 して いる。蛍光ATPが 結合 して い

る時 間(Dwelltime)は 減衰時 間9秒 の指数 関数 を 示 し、 水溶液 中での加水分解速度 と

よい一致を示す(図6c)。
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1-2-6エ バ ネ ッ セ ン ト場 を 用 い た1分 子 測 定 の 応 用 例

エ バ ネ ッセ ン ト場 を利 用 した1分 子 蛍 光 イ メー ジ ン グで は 、 ビデ オ レー トで 化 学 反 応

を計 測 す るこ とが で き る。 この技 術 を光 ピ ンセ ッ ト法 や ナ ノ計 測 技術 と組 み合 わ せ れ ば、

化 学 反応 と力 学 反 応 を 同時 に 計 測 す る こ と も可 能 で あ る(Ish茸 ㎞ 乱eta1.,1998)。 偏 光

した レー ザ ー に よ り形 成 し た エ バ ネ ッセ ン ト場 を用 いた1分 子 偏 光 イ メ ー ジ ン グ 法

(Kinoshita,1998)や1分 子 蛍光 ス ペ ク トル 法(Wazawa,1999)、1分 子 蛍 光 エ ネ ル ギ ー

移 動 法(Ha,eta1.,1999,Ishli,1999,Yokota)な ど、 タ ンパ ク質 の物 理 化 学 的 性 質 の 解

析 にエ バ ネ ッセ ン ト場 照 明 が広 く使 わ れ て い る 。

1分 子 イ メ ー ジ ン グ法 は 、主 に分 子 モ ー ター(ミ オ シ ン 、キ ネ シ ン)を 研 究 材 料 に 発

展 を遂 げ た 。 ミオ シ ン の研 究 で は 、 イ メー ジ ン グ と力 計測 の組 み 合 わ せ によ り、5.5

nm(ア ク チ ン モ ノ マ ー の 直 径 に 対 応)の 複 数 ス テ ッ プ を行 う こ と(Kitamura,etal.,

1999)や 、分 子 内 にエ ネ ル ギ ー を貯 蔵 で き る機 構 を有 す る(Ish茸 ㎞a,etal.,1998)こ と

が 報 告 さ れ た 。 キ ネ シ ン フ ァ ミ リ ー(NCDも 含 む)で は 、 微 小 管 上 の 滑 り速 度 や

Processiveな 運 動 や 運 動 の 方 向 性 に 関す る 一 連 の研 究(Case,eta1.,1997,Romberg,

etal.,1998,Vale,eta1.,1996)が な され 、詳 細 な 分子機 構 が検 討 され て い る。 さ ら に、

単頭 キ ネ シ ン の1種 で あ るKIF1(OkadaandHirokawa,1999)、 あ る種 の単 頭 の 内

腕 ダ イ ニ ン(Sakaldbara,eta1.,1999、Kikumoto,etal.,1999)、 ま た ミ オ シ ンV

(Sakamoto,eta1.,1999)のProcessiveな 運 動 の解 析 に も本 法 が利 用 され 、1分 子 イ

メー ジ ング 法 は モ ー ター タ ンパ ク 質 の研 究 分 野 に必 須 の 手技 とな って い る。

モ ー ター タ ンパ ク 質 以 外 の生 体 分 子 に も1分 子 技 術 は応 用 され て い る 。RNAポ リ メ

ラー ゼ のDNA鎖 に 沿 っ た 運 動 も直 接 観 察 さ れ 、 転 写 開始 の分 子 機 構解 析 が1分 子 レベ

ルで 行 われ た(Harada,eta1.,1999)。 特 に、 プ ロモ ー ター 領 域 との 相互 作 用が検 討 され 、

RNAポ リメ ラー ゼ との相 互 作 用 はDNAの 伸 展 状 態 に影 響 す る こ とが 明 らか に され た 。

ATP合 成 酵 素 で あ るFlATPaseの 回転 運 動 は、 γサ ブユ ニ ッ トに蛍光 標識 ア ク チ ン フィ

ラメ ン トを 付 け て観 察 す る こ とで 直 接 証 明 され た(こ れ は 、 エバ ネ ッセ ン ト場 を用 い て
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いない・N(ガi・eta1・,1997)が ・偏光 を用 いた1分 子偏 光 イメー ジ ング によ って も、詳

細な解析が行われている(Kinoshita,1998,Adachi,etal.,1999)。

更 に、1分 子 を2つ の異な る蛍光色 素で 標識 して行 う1分 子蛍 光 エネルギー移 動法 を

用 いて、1分 子 レベル で リガ ン ド結 合 に伴 うタンパ ク質の立体構造の変化や揺 らぎの解

析も行われている。本法により、細胞骨格タンパク質 コネクチンの天然/変 性 条件下 の

立体構造 の変化(Chu,1999)や シ トク ロムCで のモル テ ングロ ビュー ル状態 における

数百 ミリ秒 ～ 秒 オー ダー の 動 的構造 変 化(Nishida,eta1.,1999)、 ま た ア ク チ ン

(Yokota)や トロポ ニ ン(lshli,1999)の 秒 オ ー ダ ー の揺 らぎ が 見 いだ され て いる。

Staphylococca1ヌ ク レアー ゼ(Ha,eta1.,1999)で は 、 ミリ秒 オー ダー でDNAや イ ン

ヒビター結合 に伴 うタ ンパ ク質立体構造のダイナミックな性質の変化が調べ られた。

最近では、生きた細胞中の生体分子1分 子 イメージングも可能 となった。培養上皮細

胞上のEGFとEGFレ セ プ ター が1分 子 レベ ル で可視 化 され 、EGFレ セ プ ターの活 性

化機構や2量 体形成機 構が解析 されて いる(SakouandYanagida,1999)。 核 内で1分

子 のmRNAが ブ ラウ ン運動 して いる様子 も可視化された(Tadakuma,eta1.,1999)。

分子 シャペ ロンGroELとGroESの 相 互作用の様子 やGFPを 用 いた フォール ディ ン

グ過程の1分 子解 析 も成功 して いる(Ueno,eta1.,1999,Yamasaki,eta1.,1999)。

現在 まで に、タ ンパ ク質/糖 鎖 の相互作用 を1分 子 レベルで解析 した報告 はな い。

1-2-7糟 鎖 研 究 に お け る1分 子 イ メ ー ジ ン グ の 意 義

生体 情報伝達を担 う様々な生理活性や構 造安定性にかかわる糖鎖は、核酸、タンパク

質に続く第3の 鎖 として注 目 されて いる。糖 鎖結合タンパ ク質 との相互作用の仕組みを

解明することは生物学的に重 要であり、医学的応用性を秘めている。タンパク質の認識

部位が繰 り返 し存在す る糖鎖 にお いてはタ ンパク質/リ ガ ン ド相 互作用解 析 の特殊な系

と見なす ことができタンパク質化学的に興味深 い。そ ういった系には、GTF/デ キス ト

ランを初 め と して、デキ ス トラナーゼ/デ キ ス トラン(Barrett,eta1.,1987)、 フル ク ト
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シル ト ラ ンス フ ェ ラ ー ゼ/フ ル ク タ ン(RusseU,eta1.,1983)、 フル クタ ナ ー ゼ/フ ル ク

タ ン(Bume,etal.,1999)、 セ ル ラー ゼ/セ ル ロー ス(Linder,eta1.,1999)、 ア ミ ロ

ー(1
,4→1,6)一 トラ ンス グ ル コ シダー ゼ/グ リコ ーゲ ン(BastianiniandFruschelli,1966)、

ア ミ ラーゼ/デ ン プ ン(Fujimoto,eta1.,1998)、 シク ロア ミロー ス グル カ ノ トラ ンス フ ェ

ラーゼ/デ ン プ ン(Terada,eta1.,1997)、 キ チ ナ ーゼ/キ チ ン(Wiwat,eta1.,1999)、 ザ

イ ラ ナ ー ゼ/ザ イ ラ ン(Usui,etal.,1999)、 ム タ ナ ー ゼ/ム タ ン(Guggenhe㎞and

Haller,1972)、 ま た 一 連 の 糖 転 移 酵 素 系(ガ ラ ク トー ス 転移 酵 素 、 シ アル 酸 転 移 酵 素 な

ど(Mooser,1992))な どが 含 まれ る 。 い ず れ の 場 合 にお いて も 、 タ ンパ ク質 が 糖 鎖 を

修飾 し糖 鎖 の 構 造 や 性 質 が 変 化 す る た め 、そ れ らの相 互作 用 を通 常 の生 化 学 的 、 物 理 化

学 的 手 法 で 定 量 的 に解 析 す る こ とは 困難 で あ る 。1分 子 直 視 法 は こ う い った 系 にお い て

も真価 を発 揮 す る。

糖 鎖 には 、 す で に 医 学 的 重 要 性 が 見 い だ され て い る もの もあ り(菌 体 由来(1-3)一 β

一D一グ ル コ ピ ラナ ンの抗 腫 瘍 活 性
、 ニ ン ジ ン(1,6)一 α一D一グル コ ピ ラナ ン の血 糖 降 下 作

用 、N一 ア セ チ ル ーD一グ ル コ サ ミ ン(キ チ ン)の 免 疫 活 性 化 、創 傷 治 癒 効 果 な ど)、 今 後

の 臨床 応 用 が期 待 され て い る 。糖 鎖 コ ン ジ ュゲ ー トを ドラ ッグ デ リバ リー シス テ ム に 利

用す る基 礎研 究 も行わ れ て い る。 また 、細 胞 認 識 や生 体 防御 に は糖 鎖 が 重 要 な役割 を担 っ

て お り 、 そ れ ら の 分 子 機 構 の 解 明 が 盛 ん に 行 わ れ て い る(Iwase,eta1.,1994,

Hatanaka,etal.,1997)。

これ まで の糖 鎖 研 究 は主 に精 製,構 造 解 析 が行 わ れ 、 多 種 の 糖 鎖 の存 在 が 明 らか にな っ

て い る。 一 方 、 糖 鎖 修 飾 に関 わ る多 くの酵 素 も見 いだ され て い る 。 しか し、 そ れ らの 分

子 機構 の 詳 細 は ほ とん ど明 確 に され て い な い。今 後 、 遺 伝 子 工 学 の よ うに 、糖 鎖 の 分 解

タ ンパ ク質 、 合 成 タ ンパ ク 質 、 転 移 酵 素等 を用 い て糖 鎖 の 自 由設 計 が 可能 に な れ ば 、 糖

鎖 研 究 の発 展 や そ の広 い応 用 が 期 待 され る 。そ の た め に も 、 糖 鎖 と相 互 作 用 す る タ ン パ

ク質 の機 能 を十 分 に理 解 す る こ と は、 不 可 欠 で あ る 。
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1-3研 究 の 目 的

GTFが デキ ス トラン に特 異的 に結合す ることは古 くか ら知 られているが(Fukui,et

al.,1982,Abo,eta1.,1991,MooserandWang,1988,Wang,eta1.,1990,Katoand

Kuramitsu,1990,Kato,eta1.,1992)、 定量的 な解析は成功 していない。当研究室では、

様々な物理化学的手法を用いてGTF/デ キ ス トランの相 互作用 を定量的 に解析している。

その結果、ショ糖非存在下では～2×105M-1と い う結 合定 数で相互作用す る ことが判明

した(Kaseda,etal.,unpublished,Hirata,1998)。 シ ョ糖存在下 で は不溶 性 グルカ ン

が合成 される為、光散乱測定やカロリメ トリーなどの方法で定量的に解析することは非

常に困難であるばか りでなく、装置 の破損を招 く可能性 もある。本研 究では、1分 子 直

視法 によ りシ ョ糖存在下 でのGTF/デ キス トランの相互作用 を解 析 した。

GTF/デ キ ス トラ ン相互 作用 の1分 子 系がGTF研 究 に新 たな 発展 を もた らす ことは

必至である。GTFは デ キス トラ ン上 に多数 の α一1,3分 岐鎖 を合 成す る(図5、Fukui,

etal.,1982)。 これ は、GTF分 子 は何 らかの方 法で ある分 岐サイ トから別のサイ トに移

動することを意味 して いる。その方法には、GTFの 結合/解 離 の 繰 り返 しや、デキス ト

ラン鎖 に沿った滑りが考えられる。それを明確にする最善の方法は1分 子 直視法である。

デキス トラ ンの固定化 技術を駆使すれば、GTFの サイ ト間移行 問題 に迫る ことができ

る。また、GTFは 大 き く分 ける と2つ の ドメイ ンか ら成 ってお り、デキス トラン結合

に伴 うドメイ ン間の相対 的な構造変化が観察 されている(Konishi,eta1.,1999)。 リガ

ン ド結合 に伴 うタ ンパ ク質内 構造変化(タ ンパ ク質内情報 伝達)の 分子機構 に迫 る技 術

に1分 子蛍光 共 鳴エ ネル ギー移 動法が ある。今後 、これ らの解析を行 う為 にも、まず

GTFの1分 子 シス テ ムを構 築す る必要 があ る。GTF/デ キス トラン相互作用 の1分 子

系の確 立は、糖鎖研究 の先駆 けともなる。また、新たな1分 子バ イオシステム の開発は、

次 々 と新 しい知見 をもた らしている1分 子酵素学 の支 持、発展 につ ながる。
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【第2章 材料 と方法】

2-1タ ン パ ク 質 の 精 製 と 定 量

2-3-1GTF-Cys作 成

GTF-1を 蛍 光 色 素標 識(イ メー ジ ング用)お よ び ビオ チ ン化(固 定 化 用)す る為 に、

GTFに シ ス テ イ ン残 基 を 導 入 し た 。 ト リ プ シ ン 消 化 後 の 酵 素 活 性 測 定(Okamoto
,

1997)お よ びGTF欠 損 変 異 体 の解 析(Abo ,eta1.,1991)よ り、GTFのN末 端 お よ

びC末 端 に は機 能 に 直接 関 与 しな い領 域 が 存 在 す る こ とが 示 唆 さ れ た 。GTFのC末 端

に遺 伝 子 工 学 的(MolecularCloning,Currentprotocolsinmolecularbiology)に シ ス

テイ ン を導 入 した(図7)。 遺 伝 子 操 作 に用 いた プ ラス ミ ドDNAは 、 アル カ リーSDS

法 で精 製 した 。GTF-rを コ ー ドす る プ ラ ス ミ ドが 組 み 込 ま れ た 大 腸 菌(pAB2/JM109)

を ア ン ピ シ リ ン入 のLBプ レー トで 培 養 し、 形 成 した シ ン グ ル コ ロニ ー をLB培 地 に 植

菌 し一 晩 培 養 後 、遠 心(10,000g,5r血)で 集 菌 した 。菌 体 に氷 冷 したSTE溶 液(0.1M

NaC1,10mMTris-HCI(pH7.8),lmMEDTA,auto-clave121℃,20min)を 加 え 懸 濁

した 。SolutionI(50mMglucose,25mMTris-HC1(pH8.0),10mMEDTA,ろ 過 滅 菌)

を加 えて 良 く懸 濁 し5分 間 放 置 した 。SolutionII(0.2NNaOH,1%SDS)を 加 え溶 菌 し

た後 、SolutionIII(5M酢 酸 カ リ ウム(pH4.8),auto-claved)添 加 に よ り 、菌 体DNA

や タ ンパ ク質 を凝 集 させ 、 遠 心(10,0000g,10分,4℃)除 去 した 。 イ ソ プ ロパ ノー ル 処

理 後 の 遠 心 沈 殿 に70%エ タ ノ ー ル を加 え て 遠 心 し た 。 沈 殿 をDNASpeedVac

(DNA110,Savant)を 用 い て 乾 燥 させTE(10mMTris-HC1(pH7.4),1mMEDTA)を

加 え た。 アル カ リーSDS法 で 得 た プ ラ ス ミ ドDNAにRNase(Takara)を 加 え 、37℃ で1

時 間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した 。 フ ェ ノール ・ク ロロホル ム 液 を加 え遠心 後 、 上清 を得 た 。

ク ロ ロホ ル ム 液 を加 え遠 心 し(前 処 理 を合 わ せ て フ ェ ノー ル 処 理 とす る)、 そ の上 清 に

エ タ ノー ル/酢 酸 ナ トリ ウ ム を 加 え て 遠 心 した 。 沈 殿 に70%エ タ ノール を加 え(前 処 理

と合 わ せ て エ タ ノー ル 沈 殿 処 理 とす る)、 遠 心 後 の 沈 殿 を乾 燥 し、TEを 加 えて 精 製 プ

ラス ミ ドDNA(pAB2)と した 。DNAの 濃 度 は 、 吸光 度 測 定(260nm,280nm)で 算 出
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した 。

pAB2(4μ9)に 制 限 酵 素Xba-1(30unit,Takara)を 加 え 、0.01%BSA,0.1%Triton

X-100,10mMTris(pH7.5),10mMMgCl2,1mMDTT,50mMNaCl,37℃ 中 で2時 間

消化 した 。TEで 飽 和 した フ ェ ノー ル/ク ロ ロホ ル ム/イ ソ ア ミル ア ル コ ー ル を加 え 、 遠

心 によ りXba-1を 除去 し た。 遠 心 上 清 に ク ロ ロホ ル ム/イ ソ ア ミル ア ル コー ル を加 え 遠

心 した。 上 清 を エ タ ノー ル 沈 殿 後 乾 燥 し、滅 菌 蒸 留 水 を加 え た 。pAB2がXba-1で 適 切

に消化 され て い る こ と を ア ガ ロー ス(0.75%^)電 気 泳 動 で 確 認 した 。

Xba-1処 理 したpAB2(200ng)にS1ヌ ク レア ー ゼ(2.5unit,Takara)を 加 え 、30mM

酢 酸 カ リ ウム 、250mMNaCl,1mMZnSO4,5%glycero1,25℃ 中 で30分 処 理 した 。 ヌ

ク レア ー ゼ 反 応 を5mMEDTAお よ び 加 熱(70℃,10分)処 理 で 停 止 し、 エ タ ノー ル 沈

殿 で 回収 したDNAを 乾 燥 させTEを 加 え た 。

削 り込 み を行 っ た プ ラ ス ミ ドに0.2unitのT4リ ガ ー ゼ(Takara)を 加 え 、40mM

Tris-HC1(pH7.6),8mMMgCl2,0.8mMATP,4%PEG,O.8mMD「1'r,25℃ 中 で1時 間

反応 した 。 フ ェ ノー ル 処 理 に よ り除 タ ンパ ク 質 を行 っ た 後 に エ タ ノー ル 沈 殿 に よ り

DNAを 回収 した 。 遠 心 乾 燥 したDNA(pAB2-Cys)にTEを 加 え4℃ で 保 存 した 。

pAB2-Cysを エ レク ト ロポ レ ー シ ョ ン(GenePulserTM,BIO-RAD,1.8kV)に よ り、 大

腸 菌JM109に 組 み 込 ん だ 直 後 に 、37℃ で 予 温 し たSOC培 地(2%Bactotryptone,

0.5%Yeastextract,10mMNaCl,2.5mMKC1,10mMMgC12,10mMMgSO4,20mM

glucose,pH7.4,auto-claved)中 で1時 間培 養iした 。 ア ン ピシ リ ン入 りのLBプ レー ト

に植 菌 し、37℃ で一・晩 培 養 した 。約20ヶ の シ ン グル コ ロニ ー を拾 いLB培 地 で 培 養 後 、

アル カ リーSDS法 で プ ラ ス ミ ドを精 製 した 。 大 半 の プ ラス ミ ドはア ガ ロー ズ 電 気 泳 動 上

で は元 の プ ラス ミ ドpAB2と ほ ぼ 同 じ移 動 度 を 示 した が 、Xba-1に よ る制 限 切 断 を受 け

な か っ た(Datanotshown)。QIAprep8(Qiagen)で プ ラ ス ミ ド を精 製 し 、M13

primerM4とM13primerR▽(Takara)お よ びTem血atorReadyReactionMix

(PerkinElmer)を 用 いて サ イ ク ル シー ケ ン ス を行 った 後 で 、DNAシ ー ケ ンサ ー(ABI

PRISMTM377,Applied)でDNA配 列 を解 析 した(図7)。
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2-1-2GTF(GTF',GTF-Cys♪ 精 製(Konishi,etal.,1999)

GTF(GTF-1ま た はGTF-Cys)を コ ー ドす る プ ラス ミ ド(pAB2ま た はpAB2-Cys)

で大 腸 菌JM109を 形 質 転 換 した 。50μ9/mlア ン ピ シ リ ン を含 む250mlの2×YT培

地(70mg/mlBactoTryptone,22mg/mlYeastExtracto,11㎎/mlNacl,37℃)中 で

培養 し、 対 数 増 殖 終 了 時(OD660=1.0)にisopropyl一 β一thiogalactoside(IPTG)に よ

り誘導 を か け 、2.5時 間 後 に遠 心(7500×g,4℃ 、10min)で 集 菌 後 、 菌体 を氷 冷 下 で

超 音 波 処 理(100W,30sec×6)し た 。 遠 心(100,000×g,4℃ 、60r血)で 上 清 を回 収

し粗 抽 出 標 品 と し た 。 粗 抽 出 標 品 を 硫 安 分 画(30-50%)後 、10mMNa-phosphate

(pH6.8)に 対 して 透 析 し 、 同 緩 衝 液 で 平 衡 化 し たDEAEToyopearl650M(rosoh

corp)カ ラム に 吸着 させNaC1の 直 線 濃 度 勾 配(O-O.4M)で 溶 出 した 。 この 時 の 最 大 ピー

クフ ラ ク シ ョ ン の うち シ ョ糖 分 解 活 性 が 高 く、SDS-PAGE/ク マ シー ブ ル ー 染 色 で 純 度

が 高 い もの を プー ル して 精 製 分 画 と し、10mMNa-phosphate(pH6.8)に 透 析 し精 製酵

素 と した。 精 製 酵 素 は冷 凍 保 存(-80℃)し た 。

2-1-3DXBぐ4R♪ 精 製(Sawada,1997)

DXB(4R)を コー ドす る プ ラス ミ ドで 形 質 転 換 した 大 腸 菌 をGTF',GTF-Cysと 同 様

に培養 、誘 導 、集 菌 した後 に氷 冷 し、4MGnd-HCI存 在 下 で超 音 波処 理(100W,30sec

×6)し た 。 そ の 後 、 遠 心(7500×g,4℃ 、10rnin)上 清 を10mMNa-phosphate

(pH6.8)に 透 析 した 。 遠 心(7500×g,4℃ 、10min)上 清 と沈 殿 を再 度4MGnd-HCl

処 理 、 透 析 し た 後 の 遠 心 上 清 を 混 合 し粗 抽 出 標 品 と し た 。 粗 抽 出 標 品 を 硫 安 分 画

(0-50%)後 、10mMNa-phosphate(pH6.8)に 透 析 し 、 同 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た

SephadexG100樹 脂 に 吸 着 させ 、 ビー ズ を10mMNa-phosphate(pH6.8)、 引 き続 き

0.3MNaC1/10mMNa-phosphate(pH6.8)で 洗 浄 した 。 ビー ズ をカ ラム(1.5×60cm)

に詰 め 、0.3MNaC1/10mMNa-phosphate(pH6.8)で 洗 浄 した 後 で 、4MGnd-HCl

の 直 線 勾 配 で 溶 出 し た 。 精 製 分 画 をDrmrで 還 元 し た 後 に 、10mMNa-phosphate
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(pH6.8)に 透 析 した 。HPLC(TSKgelG2000SWXL,7.8×300㎜)に よ る ゲ ル ろ 過 を

行 い、 最 大 ピー ク フ ラ ク シ ョ ン の うち 、SDS-PAGE/ク マ シー ブ ル ー 染 色 で 単 一バ ン ド

とな る もの を精 製 分 画 と した 。 精 製 酵 素 は 、 デ ィー プ フ リー ザ ー(-80℃)に 保 存 した。

2一 ヱー4タ ン パ ク 質 の 定 量

そ れ ぞ れ の タ ン パ ク質 の 濃 度 は 、 ア ミ ノ 酸 組 成 か ら計 算 し た 分 子 吸 光 係 数(GTF,

2.01×105Mcm-1;GTF-Cys,2.01×105Mcm-1;DXB,0.47×105Mcm-1)を 用 い て 、

280nmの 吸光 度 か ら算 出 した。

2-1-5シ ス テ イ ン 含 存 量 定 量(Ellrnan,1959,R【ddles,etal.,1983)

精 製GrF-Cys標 品(純 度86%)を 更 に ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。1㎎/ml

GTF-Cysを10mMNa-phosphate(pH6.8),100mMNaCl,30%(v/v)Sephadex

G-100,25℃ で15分 イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ン した 後 に 、30分 静 置 してSephadexビ ー ズ の

沈殿 を 回収 し た 。 ビー ズ を10mMNa-phosphate(pH6。8),100mMNaCl(BufferA)

で3回 洗 浄 し た 後 で 、3㎎/mlデ キ ス ト ラ ンT10を 含 むBufferAでSephadex

G-100に 結 合 し たGTF-Cysを 洗 い 流 し、30分 放 置 後 の 上 清 を シス テ イ ン定 量 用 の

GTF-Cys(純 度96%)と した 。 タ ンパ ク 質 の 純 度 は 、 デ ンシ トメ トリー で 決 定 した 。

0.1MNa-phosphate(pH8.0)2mlに10mMDTNB(5,5Ldithiobis(2-nitrobenzoic

acid))0.1m1を 加 え 、 吸光 度(412nm)を 測 定 しODrefと し た 。既 知 量(2～6nmol)の

GTF-Cys(0.1ml)を 添 加 直 後 に 吸光 度 を測 定 し、ODsampleと した 。(ODsample-OD

ref*2.1/2.3)/14,150に よ り、 シス テ イ ン の濃 度 を算 出 し、GTF-Cysと の 濃度 比 か ら、

天 然 条件 下 で の シ ス テ イ ン含 有 率 を決 定 し た。 同様 の 測 定 を6MGnd-HCI存 在 下 で も

行 い変 性 条 件 下 で の シ ス テ イ ン含 有 量 を決 定 した 。 こ の場 合 の シ ス テ イ ン濃 度 は、(OD

sample-ODref*2.1/2.3)/13,700で 求 め た 。GTFLCys溶 液 中 に 含 ま れ るT10は 、

DTNBに よ る発 色 反応 に影 響 しなか っ た(Datanotshown)。
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2-2化 学 修 飾

2-2-1GTF-TMRとGTF-BJO(図8)

50μMGTF-Cysを20mMNa-phosphate(pH7.5)中 で150μMTMR-

maleimide(図9)と 室 温(25℃)で2時 間反 応 させ 、10mMDrlTで 修 飾 反 応 を 停 止

し た(MolecularProbes,Productimformationsheet)。20mMNa-phosphate(pH

6.8)で 平 衡 化 し たToyopearlHW40-F(TosohCorp.)に よ る ゲ ル ろ 過 に よ り、 未 反 応

のTMR-maleimideを 取 り除 い た。 蛍光 標 識 さ れ たGTF画 分 を 回 収 し、 遠 心(10,000

×g,15分,4℃)後 の 上 清 をGTF-TMRと して 用 い た 。TMRの ラベ ル 率 は、GTF-Cys

を ス タ ン ダ ー ド と し て 、BIO-RADPROTEINASSAYを 用 い た タ ン パ ク 質 定 量

(Bradford,M.1976)と 、TMRの 分 子 吸 光 係 数(9.7×104cm-1M-1at542nm,

MolecularProbes)を 用 いた 分 光 測 定 よ り決 定 した(70%標 識)。

同 様 にBiotin-PEAC,-maleimide(D()jido)に よ るGTF-Cysの 標 識 を 行 い

GTF-BIOを 作 成 した 。

2-2-2Dextran-TMRとDextran-BIOの 作 成(図10,11)

100㎎/miデ キ ス トラ ンT10(Wr,10,000,AmershamPharmacia)を120mMメ タ

過 ヨウ 素 酸(Wako)で 処 理(4℃ 、6時 間)し た。T10鎖 中の 開 裂 した グル コー ス 量 を分

光 学 的(メ タ 過 ヨ ウ 素 酸 の モ ル 吸光 係 数 ε3、o㎜,81M-1cm-1)に 定 量 し、5～10ヶ に1

つ の グル コ ー ス 残 基 が 開裂 して い る こ と を確 か め た 。3%亜 硫 酸 水 素 ナ トリウム(Wako)

を添 加 した(ま ず 、 デ キ ス ト ラ ン溶 液 が 褐 色 に な り 、透 明 化 す る まで 加 え た)後 で 、

M皿Qに 対 し て 透 析 しT10一 ジ ア ル デ ヒ ド(18㎎/ml)を 得 た(Glick,etal.,1962,

James,etal.,1954)。

8㎎/mlTIO一 ジ ア ル デ ヒ ド を100mMNa-acetate(pH5.6)中 で 、100mM

2-acetamide-4-mercaptobutanoicacidhydrazide(AMBH,MolecularProbes)と25

℃ で4時 間 反 応 後 、M皿Q水 に 対 し て 透 析 し てAMBH化T10(4.4mg/ml
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TIO-AMBH)を 得 た(HeitzmannandRichards,1974,Tam,eta1.,1976 ,Taylorand

Wu,1980)。

3.5㎎/miTIO-AMBHを20mMNa-phosphate(pH7.5)中 で3mMの

TMR-maleimideと 混 合 し 、 室 温(22℃)で5時 間 放 置 した 後 で 、10mMDTrで 反 応

を 停 止 し た 。 透 析 とToyoper1HW40-Fを 用 い た ゲ ル ろ 過 に よ り 、 未 反 応 の

TMR-maleimideを 除 去 した 。

Tloに 導 入 され たTMRの 量 を、 フ ェ ノー ル硫 酸 法(Dubois1956)に よ るデ キ ス トラ

ン定 量 とTMRの 分 光 学 的定 量 よ り求 め た結 果 、TMR標 識 率 は54%だ った 。

デ キ ス ト ラ ンT500(Wr,500,000,AmershamPharmacia)を 用 い て 同 様 に

T500-TMR(標 識 率400%)を 作 成 した 。 ま た 、T500をBiotin-PEAC5-maleimideで 化

学 修飾 しT500-BIOを 得 た 。

TMRは 、 少 な く と も 測 定 し た 溶 液 に 存 在 す る 濃 度 で は 、 発 色 反 応(BIO-RAD

PROTEINASSAYお よび,フ ェ ノー ル 硫酸 反 応)に 影響 しな か った(DatanotshOwn)。

2-2-3BiothynilatedBSA

3㎎/mlBSA(Sigma),100mMNaHCO,(pH8.5)にDMFに 溶 解 し たOSu(AC,)2

(Dq}indo)を20当 量加 え、 室 温(23℃)で90分 放置 した。 氷 中で4mMGIycineを 加 え、

反応 を停 止 し10mMK-phosphate(pH6.8)中 で 透 析 してBiothynilatedBSAを 得 た 。
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2-3酵 素 活 性 測 定(Konishi,etal.,1999,Hanamoto,1gg6)

冷 凍(-80℃)保 存 して お い たGTF(GTF',GTF-Cys,GTF-TMR)を 解 凍 後 、 遠 心

(10,800×9,20分,4℃)し 、 そ の 上 清 を 用 い た。 デ キ ス ト ラ ン有 り無 しで 反応 溶 液

(20nMGTF,10mMMOPS,100mMNaCl,pH7.0)を 作 成 し、25℃ で10分 間 イ ンキ ュ

ベー シ ョ ン した後 に 、 終 濃 度100mMの シ ョ糖 を添 加 して酵 素 反応 を開 始 した 。4分 後

に5%SDS/0.8MNa2CO3(pH10)を 加 え て 反 応 を停 止 した 。 反 応 溶 液500μ1に 対 して

40μ1の 飽 和KCIを 添 加 後 、遠 心(16,000×g,15分,4℃)に よ り、GTFをSDS複 合

体 と して沈 殿 さ せ た。 遠 心 上 清300μ1に500μ1のM皿[Q水 と200μ1のATP溶 液

(24mMATP(Boehringer),68mMNADP(Wako),48mMMgCl2,80mMEPPS,

pH10.0)を 加 え 、 吸 光 度(340nm)を 測 定 した(ODbuf)。HK/G6PDH溶 液(68u/ml

ヘキ ソキ ナ ー ゼ(Boehhnger)、34u/m1グ ル コ ース6リ ン酸 脱 水素 酵 素(Boehringer)、

10mMMOPS,pH7.0)を15μ1添 加10分 後 にOD340を 測 定 し(ODglu)、ODgluと

ODbufの 差 と生成 したNADPHの モ ル 吸光 係 数(6220M-1cm-1)よ り、遊 離 の グル コ ー

ス量 を求 め た 。更 に、PGI溶 液(470u/m1イ ソ メ ラ ー ゼ,Boehringer)を15u1加 えて

15分 後 にOD340を 測 定 しODfruと した 。ODfruとODgluの 差 か ら、遊 離 の フル ク

トー ス 量 を求 め た 。 遊 離 の フル ク トー ス量 か ら、GTFの シ ョ糖 分 解 活 性 を 、 ま た遊 離

の フル ク トー ス と グル コー ス の差 か ら、 グ ル コ シル 基 転 移 活 性 を算 出 した。
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2-4多 分 子 イ メ ー ジ ン グ

2-4-1GTF/デ1:ス ト ラ ン 相 互 作 用 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察

SephadexG-100(Cross一 ㎞keddextran,AmershamPharrnacia)をGTF-TMRと

BufferA中25℃ で15分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ビ ー ズ に 結 合 し て い な い

GTF-TMRをBufferAで 洗 浄 除 去 した 。 ピー ス を蛍 光 顕 微 鏡(01ympusBH2-RFL;励

起 フィル タ ー,G;ダ イ ク ロイ ック ミ ラー,G;吸 収 フ ィル タ ー,0570;対 物 レ ンズ,×10;

接 眼 レ ン ズ,×15)下 で 透 過 光 像 ま た は 蛍 光 像 と し て 観 察 し 、 画 像 をCCDカ メ ラ

(Hamamatsu)を 通 して パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ に 取 り込 ん だ 。

2-4-2GTF/WIG相 互 作 用 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察

WIGをGTF-TMR(2μM)/T10(2μM)/シ ョ 糖(100mM,Wako)、 ま た は 、

GTF-Cys(0.3μM)/T10(2μM)/シ ョ糖(100mM)を 用 い てBufferA中 で2時 間 反

応 させ て 作 成 後 、蛍 光 顕 微 鏡 観 察 した。

2-51分 子 イ メ ー ジ ン グ

2-5-1試 料 の 調 製 と 観 察

TMRで 蛍光 標 識 したGTFお よび デ キ ス トラ ン の1分 子 観 察 を 全 反 射 蛍 光 顕 微 鏡

(Totalinternalreflectionfluorescencemicroscopy,TIRFM)を 用 いて行 った 。

イ メー ジ ング に用 いた 石英 ス ライ ドグ ラス とカ バ ー グ ラス は 、0.1NKOHと エ タ ノー

ル 中で 超 音 波 処 理 した 後 にM皿iQ水 で 洗 浄 し た(Harada,1995)。 試 料 の ス ライ ドグ

ラスへ の滴 下 は 、 ほ こ りの 付 着 を避 け る た め ク リー ンベ ンチ で行 った 。

T500-TMRの1分 子 観 察 の試 料 は以 下 の よ うに作 成 した 。 ス ライ ドグ ラス に ビニ ー

ル の切 れ 端 を置 き 、 そ の上 にカ バ ー グ ラス を乗 せ て フ ロー チ ャ ンバ ー と した(図12)・

1.5㎎/mlのBiothynilatedBSA(15μ1)を フ ロー チ ャ ンバ ー に加 え2分 放 置 した 後 ・

BufferA(50μ1)で2回 洗 浄 した 。2.5㎎/mlス トレプ トア ビ ジ ン(10μ1)を 加 えて5
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分後 にBufferA(50μ1)で3回 洗 浄 した(Itakura,etaユ.,1993)。1μMGTF-BIO(10

μ1)を 添 加 し5分 後 に 、BufferA(50μ1)で2回 洗 浄 後 、0.3nMT500-TMR(15μ1)

を添 加 し、5分 後 にBufferA(50ul)で4回 洗 浄 した。 退 色 防 止 剤(4.5㎎/miグ ル コ ー

ス,216μ9/m1グ ル コー ス オ キ シ ダ ー ゼ,36μ9/mlカ タ ラーゼ 、0.5%β 一メ ル カ プ ト

ェ タ ノ ー ル,Harada,eta1.,1990)を 含 むBufferAま た はBufferA/100mMシ ョ糖

(50μ1)を 添 加 した(図13a)。 同 様 の反 応 溶 液 を 、最 後 に40nMT500存 在 下 で作 成

した。 また 、GTF-BIOの 代 わ りに4R-BIOを 用 いた 試 料 も作 成 した。

GTF-TMR1分 子 観 察 に は 、 フ ロ ー チ ャ ン バ ー を ビオ チ ン/ア ビジ ン系 で コ ー トした

後 に、0.5μMT500-BIO(10μ1)を 添 加 し、 洗 浄 後 に1nMGTF-TMR(10μ1)を 加

えた(図13b)。 退 色 防止 剤 を含 むBufferAま た はBufferA/100mMシ ョ糖 を添 加 し

た。 最 後 に、57μMGTF'(2μ1)を 加 え た 試料 も作 成 した 。

アセ トンで 希 釈 した 市 販 の マ ニ キ ュ ア で カバ ー グ ラス の 周 辺 を接 着 し、 ア ッセ イ チ ャ

ンバ ー を蛍光 顕 微 鏡 シス テ ム(図14,Yokota,eta1.,1998)に セ ッ トした。

FrequencyNd:YA.Glaser(wa▽elength,532nm)か ら得 た4.4mWの ビー ム を200

μm×200μmの 試 料 面(ス ライ ドグ ラス 表 面)に 照 射 し全 反 射 させ た。 蛍 光 色 素1

分子 が発 す る蛍 光 を対 物 レン ズ/sn'カ メ ラ/イ メー ジイ ン テ ン シ フ ァイ アー で検 出 し、

テ レ ビモニ ター に イ メ ー ジ ン グす る と 同時 に ビデ オ 録 画 した。

2-5-2蛍 光 強 度 の 経 時 変 化

ス ライ ドグ ラス 上 に 直 接 固 定 化 したGTF-TMRお よ びT500-TMRの 退 色 過 程 をモ ニ

タ ー し た 。 記 録 し た ビ デ オ 画 像 中 の ス ポ ッ トの 蛍 光 強 度 を 、computer㎞age

processor(AvioExcel,NipponAvionics,Tokyo,Japan)を 用 い て ビ デ オ レ ー ト

(1/30sec-1)で 経 時変 化 を 記 録 した(Funatsu,eta1.,1995)。 選 択 した 蛍 光 ス ポ ッ トの

近 傍 の蛍 光 強 度 を背 景光 と して 差 し引 いた 。
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2-5-3解 離 速 度 定 数 の 決 定

記録 した ビデ オ画 像 を コマ 送 り観 察 し、 蛍 光 スポ ッ トの 点 滅 して い る コマ 数 を数 え 、

蛍 光 色 素1分 子(GTF-TMRお よ びT500-TMR)が ス ライ ドグ ラス 表 面 に滞 在 して い る

時間(dwelltime)を 測 定 した 。DweUtimeの ヒス トグ ラム を 作 成 し、そ の1次 プ ロ ッ

トよ り解 離 速 度 定 数 を求 め た(図6c,Funatsu,etal.,1995)。

2-6ス ト ッ プ ト フ ロ ー 光 散 乱 測 定(WhiteandTaylor,1976,Criddle,etal.,

1985)

微 量 ス トッ プ トフ ロー解 析 シス テ ムSx.18MV(ApPliedPhotophysics)を 用 いて 光

散乱測 定 を行 った 。光 源 に は150Wキ セ ノン ラ ンプ を用 いた 。1シ ョ ッ トは 、50μ1で 、

デ ッ ドタ イ ム は 、850μsで あ る。 デ ー タ 解 析 に は 、Marquardtア ル ゴ リズ ム を使 用

した 。

BufferAで 装 置 の 試 料 通 路 を よ く 洗 浄 し た 後 に 、1μMGTF',10mM

Na-phosphate(pH6.8),100mMNaCl(1m1)と2.5～20μg/m1の デ キ ス トラ ン

T500溶 液(1m1)を リザ ーバ シ リ ン ジ に 注 入 した。GTF'と デ キ ス トラ ン の 混 合 直 後 に光

散乱(330nm)を 検 出 し た(図15)。1回 の サ ンプ ル 注 入 で 、5～6ヶ の経 時 変 化 が 得

られ 、 そ れ らの 平 均 デ ー タ を 各 試 料 の デ ー タ と した。 一 連 の デ キ ス トラ ン濃 度 の 実 験 を

3回 繰 り返 した 。光 散 乱 の経 時 変 化 を1次 指 数 関数 で フ ィ ッテ ィ ン グ して 、 見 か けの 反

応 速度 定 数(Kobs)を 決 め 、 そ れ をGTF'の 結 合 部 位 濃 度([S])に 対 して プ ロ ッ トした。
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【第3章 原 理 と装 置】

3-1エ バ ネ ッ セ ン ト場

光 を利用 した顕微 鏡の分解能には限界があり(ア ッベの 限界)、 油浸法を使 って も波

長の半分程度 という固定観念があった。 しか し、 これは近接した2つ の分子 を見分 け る

際の分解能 であ り、1分 子 を見 るだ けで あれ ば、単 一分子か ら発する光をその波長程度

の大きさを持っ光点として とらえることは可能である。その光点の動きを追うことにす

れば、数十nmの 分解 能で分子運 動 を追跡す る ことが可能である。

単一分子の可視化 を光学顕微鏡で達成 しようとする試みの一つがエバネッセント光学

(Synge,1928)を 利用 した 顕微鏡 で ある。 エバネ ッセ ン ト場というのは、波動である光

が屈折率の異なる2つ の媒質 の界面で反射 す る際 に界面か ら外側に漏れ出す場であり、

指数関数的に減衰する。入射光の波長よ りも小さい領域 を局所励起できるという特徴が

ある。代表的な例 は、高屈折率の媒質(ガ ラス)か ら低屈 折率の媒質(水 溶液)に 臨界

角以上で光 を入射 した 場合 に起 こる全反射 という現象である(Axelrod,1989)。 この と

き、低 屈折率 の媒質 の界面 近傍 にエバネ ッセン ト場(図6a)が 形成 される(Funatsu,

eta1.,1995,Funatsu,etal.,1998,Harada,etal.,1997,Sase,eta1.,1995)。

エバ ネ ッセ ン ト場 の 待 徴

(1)エ バ ネ ッセ ン ト場 は、界面か ら離 れる方向に指数関数的に減衰する局所場である。

界面か らの距離をz、 そ こで の強度 を1(z)と す ると、(1)式 で表 わす ことができる。

1(z)=1(0)e}z/d(5)

d=λo/(4π 」(n2sin2θ 一m2)

λ0は 真 空 中の波長 、mは 溶液 の屈折 率 、nは ガ ラスの屈折率 ・ θは入射角である・
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全反射角以上の入射角では・nsinθ>mで あ る。侵入長dは 緑色 の可 視光線の場合 、

100～200nmで あ る。

(2)エ バ ネ ッセ ン ト場のエ ネル ギーの 流れを表 すポインティングベク トルの方向は、

入射面 とガラス面の境界線の方向を向く。

(3)エ バ ネ ッセ ン ト場の偏光方 向を制御することが容易である。 この性質を利用 して、

個々の分子の向きを検出することも可能である。

(4)電 場が指数 関数 的 に減 衰す るので、波長よりも短 い領域 を照明することができる。

(5)エ バネ ッセ ン ト場 も伝 播光 の よ うに、物体による散乱を受けたり蛍光色素を励起

することが可能である。散乱光や蛍光のみを伝播光 として検出できるので、背景光が極

めて小さく、蛍光色素1分 子 の観察が可能 であ る。

3-21分 子 イ メ ー ジ ン グ の た め の 蛍 光 色 素

1分 子蛍光観察 を行 う為 にタ ンパ ク質の蛍光標識 を行 う必要がある。使用する蛍光色

素には以下のような特徴が要求される。

(1)分 子 吸光係数 が大 きい

(2)蛍 光量子収率が高 い

(3)安 定性が良 い

(4)蛍 光寿命 が長 い

(5)溶 解度 が高い

(6)励 起/蛍 光 の波長 が可視 領域で ある

(7)分 子 サイズが できるだ け小 さい

これ らの条件を満た し、現在主 に用 いられている試薬に、Cy3,Cy5,Tetramathyl

rhodamine,Alexa,Texasredが あ る。本研 究で は これ らの 内、比較的安価で、システ
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イ ン を 直 接 標 識 で き る よ う に マ レ イ ミ ド化 さ れ て い る 、Tetramethyhhodamine-5-

maleimide(TMRM)を 用 いた(図9)。

3-3全 反 射 蛍 光 顕 微 鏡(TIRFM)シ ス テ ム

1分 子 の蛍 光 色 素 か ら放 出 さ れ る光 子 数 は 、 理 論 上 市 販 の 高 感 度 カ メ ラで 可 視化 す る

の に十 分 で あ る(Harada,etal.,1988)。 しか し、水 分子 か らの ラマ ン散 乱 、 水 溶 液 中 の

微 粒子 か らのル ミ ネ ッセ ン ス 、 また 散 乱 光 な どは 背 景 光 とな り、1分 子 可 視 化 の 妨 げ と

な る。 これ ら背 景光 は 、i)全 反 射 顕 微 鏡 を 用 い て 照 射 範 囲 を最 小 にす る こ と、li)精 巧 な

光 学 プ ロー ブ の使 用 、iii)慎 重 に 選 ん だ光 学 フ ィ ル タ ー を用 い る こ とで 激 減 す る。 一 連

の工 夫 によ っ て 背 景 光 は従 来 の2,000分 の1と な っ た 。 プ リズ ム 型 全 反 射 蛍 光 顕 微 鏡

シ ス テ ム の 模 式 図 を 示 す(図14,Ref.Yokota,eta1.,1998)。 落 射 型 蛍 光 顕 微 鏡

(TMD300,Nikon,Japan)を 用 い て 装 置 は 組 ま れ て い る 。TMRの 励 起 に は 、

frequency-doubledNd:YAGlaser(YAGlaser,model140-0532-100,LightWave

Electronics,wavelength-532nm)を 用 い た 。 平 行 化 し た レ ー ザ ー 光 は 、

hemicylndricalquartzprismを 通 して 石 英 製 の ス ライ ドグ ラス に入 射 す る。 ス ライ ド

グラス とプ リズム の 隙 間 は、indexmachingoilで 満 た した。 入 射 角 度 は、 ミ ラー に よ っ

て変 え る こ とがで き る。 対 物 レ ンズ(NCFPIanApo×100;numericalaperture=1.4;

Nikon,Japan)を 用 いて 集 光 した 蛍光 は 、barrierfilter(BF;580DF30,0megaOptica1,

USA)を 通 し 、 背 景 光 を カ ッ ト し た 。 そ の 後 、 イ メ ー ジ イ ン テ ン シ フ ァ イ ア ー

(VS4-1845,Videoscope,USA)を 備 え たSITカ メ ラ(C2400-08,Hamamatsu

Photonics,Japan)で イ メー ジ ン グ した 。
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3-4ス ト ッ プ ト フ ロ ー 光 散 乱 測 定 の 解 析

E+s2Es(正 反応,kon;逆 反応,koff)で 表 され る1段 階反応 で は、緩 和 時 間 τ

(kobsの 逆 数)はEとsの 平衡 濃度 の和(c,+c,)を 用 いて(6)式 で表 される。

1/τ 一k・n(c。+cg+k・ff(6)

大過剰 の リガ ン ド存在下で は、見 かけの一次反応速度定数kobsは 単純 に[s]の 関数 と

して表す ことができ る。光散乱の経時変化か ら求めた見かけの反応速度定数(kobs)を

GTFの 結合部位 濃度([S])に 対 してプ ロッ トす ると両者 は直線関係 を示す(式7)。 直線

回帰式 の傾 きか ら酵 素/基 質相互作用 の結合速度 定数(kon)、Y切 片 か ら解 離速度定 数

(kofDを 求め る ことが で き る。 ま た、両 者の比(kon/koff,式8)か ら、結 合 定数

(Kb)が与えられる。

kobs-kon[s]+koff(7)

Kb=kon/koff(8)
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【第4章 結果】

4-1GTF/デ キ ス ト ラ ン 相 互 作 用 の 速 度 定 数 の 決 定(多 分 子 系 解 析)

GTFが デキ ス トランに結合す る と、i)GTF分 子 同士が接 近 す るクラス ター効果 とli)

GTF分 子 の熱運動が抑制 され るため に光散乱の上昇が見 られる(図16)。GTF'と デ キ

ス トランT500の 相互作 用 をス トップ トフ ロー光散乱測定で測定 し、結合速度定数と解

離速度定数を決定 した。図17にGTF'お よびデキス トラン溶液 を混 合 した直後の光散乱

の経時変化 を示す。高い濃度のT500で は、 よ り早 い光 散乱 の立 ち上が りと、よ り大 き

な変化量を示 した。一連のデキス トラン濃度で得 られた光散乱の経時変化を1次 指数 関

数でカー ブフィ ッ トし、見かけの1次 反応 速度定 数(k・bs)を 決 定 した。k・bSをGTF'の

結合部位 濃度 に対 して プ ロ ッ トした(図18)。 結合部位 の濃度 は、GTFの 結合 ユニ ッ

トを15グ ル コース 残基(デ キス トラ ンの種類 と濃 度 を変 えて行 った光散 乱測定結果

(Kaseda,etaL,unpublished)お よ び滴 定 カ ロ リメ トリー の解 析 結果(Hirata,

1998))と して 求 めた。式(7)に よ り、グ ラ フの傾 きか ら結合速 度定数k・n-6.9×105

M-1s-1、Y切 片か ら解離速度定 数k・ff-3.8s-1を 得 た。 また、k・n/k・ffよ り、結合定数1.8

×105M-1が 得 ら れ 、 こ の 値 は 光 散 乱 実 験(1.6-1.9×105M-1,Kaseda,eta1.,

unpublished)や カ ロ リメ トリー(1.5-1.8×105M-1,Hirata,1998)か ら求 め られ た結 合

定数 と良い一致 を示 した。シ ョ糖存在下では、不溶性グルカンが合成されるため、定量

的な解析が困難であるばか りでなく、測定セルの破損を招 くので測定は行わなかった。

4-2GTF-CysとGTF-TMR作 成

GTF'に シス テイ ン残基 を導入す れば、マレイミ ド化された蛍光色素で特異的に化学修

飾することができる。GTF'を コー ドす るプ ラス ミ ドpAB2のXbalサ イ トを消化 し、 生

じた5'突 出末端 をS1ス ク レアーゼ で削 り落 とし、平滑末端 をT4リ ガーゼで繋 ぎ合わ

せた。本処理 でGTF'のC末 端 に フレーム シ フ トが起 こり、GTF'と は無関係 のア ミノ酸

残基(17残 基)が 加わ るが 、そ の中 にシステイ ン残基が出現する。pAB2に システイ ン

(40)



をコー ドす る遺伝子 コ ドンが入っていることをDNAシ ー ケ ンス に よって確 認 した。

GTF'C末 端 のDNA塩 基配 列 とそれか ら推測 され るア ミノ酸配列を図7に 示す。以後 、

システイ ン残基 を導入 したGTF'をGTF-Cysと 呼ぶ 。

GTF'お よびGTF-Cysを 精製 し、還元/非 還元 条件でSDS-PAGEを 行 った(図19)。

GTF-Cysの 非 還 元 条 件 の み に 高 分 子 量 の バ ン ドが 認 め られた 。 このバ ン ドは

GTF-Cys同 士が ジスル フイ ド結合によって 生じたGTFダ イ マー によるものと思われ る。

GTFの デ キス トラン結合 領 域 は、 タ ンパク質加 水分解酵素による消化 を受けやすい

(Mukasa,1986)。 精製 したGTF-CysのC末 端 が消 化 され る と、導入 した システイ ン

残基の欠落を生 じる。そ こで、精製 したGTF-Cys中 に存在す るシ ステイ ンの含有量 を

定量 した(表1)。96%ま で精 製 したGTF-Cysの システ イ ン量 をチ オール検 出試薬

DTNBで 定量 した(Elman,1959,Riddles,etal.,1983)。 未変性条 件下での84%に

対 し、変性 条件 下(グ アニ ジ ン塩酸塩 存在下)で は90%だ った。 これ よ り、GTF-Cys

の システ イ ン含有 量 は94%、 そ の反応性 は93%で あ り、GTF-Cysは 蛍光 色 素標識 に

適 して いる ことを確認した。

GTF-CysをTMR-maleimideで 化学標識 して得 たGTF-TMRの 吸収 スペク トル を 図

20に 示す。GTF-TMRに は、GTF-Cysに は見 られな い可視領域 にTMR由 来 の ピー ク

が認め られ た。 可視 領域の ピー クは、はっきりと2つ に割れ てお り、確 か にTMRが

GTF-Cysを 標識 して いる ことを指示 して いる。BradfOrd試 薬 によるタンパ ク質定量 と

分子 吸光係数を用 いたTMR定 量 によ り、TMRラ ベル 率は70%で ある ことが分 かった。

4-3化 学 修 飾GTF'お よ び デ キ ス ト ラ ン の 機 能

化学修飾 を施 したGTFの 酵素活性お よびデキス トラ ンのアクセプター能を解糖系酵

素 を用 いた共役反応 で調 べた(表2、Konishi,etal.,1999,Hanamoto,1996)。

GTF-Cysは 、デキ ス トランT500に よる活性化 を含 めてGTF'と 全 く同様 の酵素活性 を

有 して いた(～2.Os-1(一 デ キ ス トラ ン)お よび～24s-1(+デ キ ス トラン))。GTF-Cysを
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修飾 したGTF-TMR,GTF-BIOの そ れ 自体 の酵 素 活性(1.Os-1お よび1.7s-1)は 、

GTF',GTF-Cysの そ れ に比べ て若干 の低下が 見 られたが、依然 として、デキス トラン

T500に よる活性化 が 認 め られ(11.8s-1お よ び20.1s"i)、 基本的な 酵素機能 を保持 して

いる と言える。化学修飾デキス トランも程度は落ち るがGTFの グル コシル 転移 を活 性

化 し(T500-TMRに よ るGTF-Cys(12.5s-1)とGTF-BIO(8.6s-1)の 活 性 化 お よ び

T500-BIOに よるGTF-Cys(16.Os"1)とGTF-TMR(5.8s-1)の 活性化)、GTF酵 素反

応のアクセ プター とな る ことが判明した。同様の結果は、 ショ糖分解活性や光散乱測定

によるWIG合 成活 性で も得 られ た(Datanotshown)。 また、修飾 した材料が元 の材 料

と同様の酵素反応 を遂行す ることは、以下のイメージングにお いてWIG合 成が認 め ら

れた ことか らも確認 された。

4-4多 分 子 イ メ ー ジ ン グ

GTFが デ キ ス ト ラ ン(SephadexG-100)に 特 異 的 に 強 く結 合 す る こ と を

GTF-TMRを 用 いて直接観 察 した(図21)。GTF-TMRとSephadexビ ーズ を混合後、

蛍光顕微鏡観 察 を行った。明視野像におけるビーズと同じ位置に蛍光像ではTMRに よ

る蛍光 が観 察 され た。観 察 され た蛍光の強さは添加したGTF-TMRの 濃度 に依存 して

いた(Datanotshown)。GTF-TMR処 理後 にビーズ を可溶性 のデキス トラン(T10)で

洗浄す る と、 ビーズ は蛍光 性 を示 さなかった。 これ らの結果 は、GTFは デキ ス トラ ン

に特異的 に相 互作用することを意味する。また、GTFの デキス トラン相互作用 のイ メー

ジングに多分子 レベルで成功 した と言える。

蛍光標識 したGTFや デキス トラ ンを用 い て合成 した 不溶性グルカンの蛍光顕微鏡観

察を行った(図22)。GTF-TMRと 非標識 デキス トランを用 いて合 成 した不溶性グル

カン溶液 は、溶液全体が赤色で顕微鏡観察 にお いてWIGは 蛍 光性 を示 さなか った ・

GTF-TMRがWIGに デ キ ス トラ ン と同程度 の親 和 性(～2×105M-1)で 結 合す る ので あ

れ ば、 図22の 左 下のWIGと 同程度 の蛍光 性 を示 す。図22下 段 は非標識GTFと 蛍光
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標識デキス トラン(T10-TMR)を 用 いて合成 した不 溶性 グル カ ンを観察 した結果を示 し

ている・図22上 段 にお いてGTFがWIGと デ キス トランに同等の親和性 を持つ場合 に

WIG中 にあるTMR量 が 同程度 にな るよ うに蛍光標識 したT10-TMR(50%標 識)を 用 い

た。 この溶液 は赤 いWIGが 沈殿 し、顕微鏡観察で は明視野像および蛍光像は同じパター

ンを示 した。従って、GTFは デキ ス トラン には強 く結合す るが、 α一1,3側 鎖 で完全 に

修飾 されたデキ ス トラ ン(WIG)に は、結合 しな い ことを示 して いる。WIGにGTFが 結

合 しな いことは、GTFとWIGの 共沈 実験で も示 された(Datanotshown)。

4-51分 子 イ メ ー ジ ン グ

TIRFMを 用 い てGTFお よ びデ キス トラ ンの1分 子 観察 を行 った 。 まず、 蛍光 色素

TMRの 退 色過程 を調 べた。GTF-TMRお よびT500-TMRを ス ライ ドグラス に直接吸着

させ1分 子観 察 を行 い、蛍光 スポ ッ ト強度の経時変化 を調べた。図23(a,b)に 示す よ う

にGTF-TMR由 来 の蛍 光スポ ッ トが観察 され た。矢印で示すスポットの退色 過程を解

析した(図23c,d)結 果、GTF-TMRの 退色 は1ス テ ップで起 こり、観察 して いる蛍光

スポットが確か に1分 子 のGTF-TMRで ある こ とを確認 した(Funatsu,etal.,1995,

Iwane,eta1.,1997,Tokunaga,etaユ.,1997)。 一方 、T500-TMRの 退色過程 は3ス テ ッ

プで起 こ り、T500が 数個(平 均4個)のTMRで 標識 されて いる こと と矛盾 しない。

従って、T500-TMRの1分 子観 察 にも成功 した と言 える。 次に、蛍光色素の退色の速

度を解析 した。GTF-TMRとT500-TMR由 来の蛍光 スポ ッ トが 点灯 して い る時間を測

定 し、退色時間の ヒス トグラムを作成 した(図24)。 ヒス トグラム の1次 反 応 プロ ッ

トよ り、退 色の時定数37.5sec(GTF-TMR)、 および4.6min(T500-TMR)を 得た。 下

記 に示す よ う に、GTF/デ キ ス トランの1分 子相互 作用の時間(数 百 ミ リ秒)は これ ら

の時 間よ り十分 短 いので、TMRの 退色 の影響 は無視 でき る。

GTF/デ キス トランの相 互作 用 を1分 子 レベ ルで観 察 した。GTF-BIO固 定化 チ ャン

バー を用 いてT500-TMRの1分 子観 察 を行 いGTF/デ キス トラン相 互作用 を解 析 した
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(図13a)・ シ ョ糖 非存在下(図25a)で は、多 くの蛍光 スポ ッ トが 数分間に渡 り連続

的に(longdweltime)観 察 され た。 そ れ とは別 に、数百 ミリ秒間点滅し、す ぐに視野

か ら消える(shortdwelltime)少 数 のスポ ッ トも観察 され た。 あ る瞬間に観察された蛍

光スポッ トの内 、～90%がlongdwelltimeの スポ ッ トであ った。Longdwelltimeス

ポッ トは 、多 くのGTF分 子 と相 互作用 して いるデ キ ス トラ ンに起 因すると思われる

(図26a)。 実 際 、デ キ ス トラ ン上 のGTF結 合単 位 は、 ～15グ ル コ シル 残 基 で あ る

(Kaseda,etaL,unpublished)の で、デ キス トランT5001分 子 には、約200分 子 の

GTF分 子 が相 互作 用 し得 る。一方 、shortdwelltimeを 持つ スポ ッ トは、ガ ラス表 面

のよ り少ないGTFと 相 互作用 し、す ぐに解離す るT500-TMRを 反映 して いる と思われ

る(図26b)。 従 って 、基 本的 にGTFと デキ ス トラン(の1つ の結 合部位)は 結合 ・解

離 を繰 り返 して いる と思われ る。ショ糖存在下で同様の実験を行 い、不溶性グルカン合

成の初期過程 をイメージング した(図25b)。 シ ョ糖 非存 在下 とは劇的 に異な り、観察

視野に認められた蛍光スポッ ト数は激減 した(表3)。Longdwelltineの スポ ッ ト数

は減少 し、代 わ りにshortdwelltimeの スポ ッ トの割合 は増加 して いた。1画 面 に認 め

られた蛍光 スポ ッ トの数か ら明 らかなように、WIG合 成初期段 階において もシ ョ糖存在

下ではGTFと デキス トランの親 和性が弱 まる ことが判明した。

ショ糖存在下 にお けるGTF/デ キ ス トラン親和性 低下 の分 子機 構 を調べるために、

shortdwellttmeの 蛍光 スポ ッ トの解 析 を行 った。 しか し、 ショ糖非存在下ではshort

dwelltimeの ス ポ ッ ト数が少 な く解 析が困 難であった。 この問題は、非修飾 のデキス

トランを用 いることで解決できた(図27)。 過剰 の 非修飾 デキ ス トラン存在 下では、

それ らが蛍光 標識 したデキス トランとガ ラス表 面のGTF分 子 を競 い合 うた めlong

dwelltlmeの 蛍光 ス ポ ッ ト数 は激 減 し、観 察視 野 に認め られるスポ ッ トは減少 した

(図28a、 表3)。 そ の代 わ りに次 々にshortdwelltimeの スポ ッ トが観察視野 に現 れ

た。 同 じ条件のショ糖存在下では、観察視野に大きな変化は認め られなかった(図28b)

が、注意深 く観察 す る と、観 察視 野内に認め られるスポッ ト数がやや減少 していた。 ま

た、shortdwelltimeのT500-TMRが 点灯 して いる時 間が やや短 いように見えた。そ
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こで非修飾デキス トラン存在下で・TsOO-TMRが ガ ラス表面 に滞在す る時間(つ ま り、

GTFと 相互 作用 して いる時 間)を ビデ オ のコマ 送 りで 測定 し、 ヒス トグラム を作成 し

た(図29)・ シ ョ糖存在下 では非 存在下 よ りも分布 が短時 間側にシフ トした。ヒス ト

グラムの1次 反応 プロ ッ トよ り、デキ ス トランの解離速度定数を求めた。ショ糖非存在

下の3.0±0.5s-1に 対 して 、 ショ糖 存 在下で は5.3±1.Os-1と 速 度定数 の増 加が認め ら

れた。 シ ョ糖非存在下の解離速度定数は、ス トップ トフロー光散乱測定で求めた速度定

数(図18)と 良 い一 致 を示 した。 この よ うに1分 子 系で は、個 々の分子は個 々の振 る

舞いをするが、統計的に解析すると多分子系の平均の振 る舞いと同じに見える(エ ル ゴー

ド性が成立す る)。 同様 の解析を非修 飾デキス トランなしで行 った結果(上 述のよ うに、

ショ糖非存在 下では非常に困難であった)、 非修飾デ キス トラン有 りの場合と有意差の

ない解離速度定数(シ ョ糖 な しで3.7±0.6s-1、 シ ョ糖有 りで6.4±0.6s'1)が 得 られ た

(図30、 表3)。 従 って、 シ ョ糖存在 下 にお けるGTF/デ キス トラン親和性低下 の一 部

は、解離速度定数の増加に起 因することが判明 した。さらに、単位面積、単位時間当た

りにガラス表面に現れるT500-TMR数 を測 定 した(表3)。 これは結 合速度 定数 を反

映す るパ ラ メータであ り、ここで は結合醸(mm"2s-1)と 呼ぶ。 非修飾 デキ ス トラン存

在下で噺 した結合巌 は、ショ糖非存在下で814±68mm'2s-1で ありたのに対 し、 ショ

糖存在 下で は578±50mm'2s-1と 有意 に減少 した。従 りて、 シ ョ糖は鱗 速齪 数の増

加だけでな く、結合速度定数の低下も誘起することが明 らかになった。

T500-TMR観 察 にお いて、 ショ糖 添加30-60分 後 に顕微 鏡 の焦点 をカ バー グラス表

面に合わせると、沈殿 した蛍光性の凝集体が観察され た(Datanotshown)。 これは 、

1分 子観察 において も実際 にWIGが 合 成 された ことを意 味 して いる。

最後に、T500-BIOを ス ライ ドグ ラス表 面 にコー トしGTF-TMRの1分 子観察 を行 っ

た(図13b、 図31、 表4)。 デキ ス トランの観察 とは異な り、ショ糖非存在下において

もほとんどのGTFは 視 野内 に出た り入 った りしてお り、蛍光スポットが点灯 している

時間はデ キス トラン観察 の場合よ りもやや短 く感 じられた。Dwelltimeの ヒス トグ ラ

ム(図32)か ら、 シ ョ糖非存在下でのGTFの 解 離速度 定数 は6.7±0.8s-1で あ り、 ショ
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糖 存 在 下 で は8.7±0.9s-1と 増 加 す る こ とが 分 か っ た 。 結 合速 度 の解 析 も行 い 、 シ ョ糖

非存 在 下 の1774±108mm'2s-ilこ 対 して 、 シ ョ糖 存 在 下 で は 、1262±138mm'2s"と

減 少 した 。 大 過 剰 の 非 修 飾GTF存 在 下 で も 同様 の解 析 を行 った 。 そ の結 果 、 シ ョ糖 存

在下 で 解 離 速 度 定 数 の 増 加(シ ョ糖 な しの9.2±1.7s-1に 対 して シ ョ糖 有 りで13.3±

1.5s-i)と 結 合 搬 の 減 少(シ ョ糖 な しの2053±272mm'2s"'に 対 し て シ ョ 糖有 りで

749±36㎜ 一2s-1)が 認 め られ て た(図33、 表4)。

以 上 の デ ー タか ら、 不 溶 性 グル カ ン合 成 の初 期 段 階 に お い て も、 シ ョ糖 存 在 下 にお い

てGTF/デ キ ス トラ ンの 親 和 性 が 低 下 し、そ れ は解 離 速 度 定 数 の 増加 と結 合 速 度 定 数 の

減 少 の両 方 に起 因 す る こ とが 判 明 した。
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【第5章 考察 】

本研究はタンパク質 と糖鎖の相互作用を1分 子 レベルで解 析 した最初 の報告である。

GTFと デキ ス トラ ンの相 互作用 に はい くつかの興味深 い問題が含まれ 、その問題への

挑戦は糖鎖研究の発展 につながる。特に、繰 り返 し構造を持つ多糖は、タンパク質結合

単位が繰 り返 し存在 し、そ こでのタンパク質の振る舞いを明確 にすることはタンパク質

の機能解明に重要である。糖鎖が修飾を受けない条件でタ ンパク質 と糖鎖の相互作用 を

定量的に解析することは様々な物理化学的手法で可能である。 しかし、糖鎖が修飾され、

その影響(粘 度 な どの物理的 要 因や濁度 な どの光学的要因 による)が 大 きい場合、定 量

的な解析 は非常に困難である(図34)。 場合 によって は、 装置の破損 を招 く可能性もあ

り、そ ういった系での解析はほとんど行われていない。相互作用が起きている現場を直

視する1分 子イ メー ジ ング法 はそれ らの解析に有効であり、その基盤 を築いた本研究は、

タンパク質/糖 鎖相互作 用研究 の先駆 けである。

GTFが デキス トランに特異的 に結合す ることは以前か ら知 られている(Fukui,etal.,

1982,Abo,eta1.,1991,MooserandWang,1988,Wang,etal.,1990,Katoand

Kuramitsu,1990,Kato,eta1.,1992)が 、 その相 互作 用 の解 析 は定 量 的 に行われて い

なかった。本研究室では、GTFと デ キス トラ ン(未 修飾)の 相互 作用 を様 々な手法で解

析 し結合定数を導いた(Mori,1997,Hirata,1998,Kaseda,eta1.,unpublished)。 し

か しなが ら、 シ ョ糖存在 下で は前述の理由か ら解析が不可能であった。本研究ではこの

問題に1分 子イ メー ジ ング法 を用 いて挑戦 し、不溶性グルカ ン合成過程におけるGTF/

デキス トラン相互作用 の解 析 に成功 した。

GTFが α一1,3鎖 で完全 に修 飾 され たデキス トランに結合 しない ことは以前から知 ら

れてお り(正 式な 報告 はな い)、 本研 究で も多分子 イ メー ジ ング(図22)や 共 沈実験

(datanotshown)で 確認 した 。今回 、1分 子 観察 に よ って初 めて、 不溶性グルカン合

成反応を始めたばか りの条件下 においても、GTFの デ キス トラ ンに対 す る親 和性が低

下することが示 された(表3,4)。1分 子解 析 の信 頼性 は、以下の事 実から明らかであ
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る・1分 子 のデキ ス トラ ンの解 離 速度定数 をガラス表面にGTF分 子 を敷 かず に解析 し

た結果(非 特異相互作用 の解 析)・13.8± ±0.9s-1と いう大きな値 を得 た。GTF分 子 を

敷いた系では有意 に小 さな速度定数(表3)を 示 し、非特 異相互作用 の影響 は無視で き

ると思われる。さ らに、1分 子 観察 で決定 した シ ョ糖非存在下での解離速度定数は、ス

トップ トフロー光散乱測定で決定 したそれ とオーダー内で一致 していた。

測定 した全ての条件 において、 ショ糖存在 下では解離速度定数の増加が認め られた

(表3,4)。T500-TMR観 察 よ りもGTF-TMR観 察 で得 られ た解離速度の 方が大きな

値を示 したのは、前述のようにT500-TMRは 、ガ ラス表面 の複数のGTF分 子 と相互作

用 して いる可能性が 考 えられる。また、GTF観 察 にお いて大過 剰の非修飾GTF存 在 下

ではその非存在 下 よりも、 ショ糖の存在に関わ らず大きな解離速度定数を得た。これは、

非修飾GTF非 存在下 にお いては、その存在下 よりもデキス トラン上の多くのGTF結 合

部位 と相互 作用 して いるため であると思われる(図35;1分 子 は、 直径約1μmの 蛍

光スポ ッ トとして観察 さ れるので、GTF分 子 の近 接 した サイ トへの移行 は検出できな

い)。従 って、非修 飾GTF存 在 下で行 ったGTF-TMR観 察 が、最 も良 く1分 子 のGTF

とデキス トラン上の1つ の結合部位 の相互作 用 を反映 していると思われる。GTF-TMR

のグル コシル基転移 活性 の速度定 数(23s-1、Kobayashi,1998)を 考慮す る と、GTFは

1度 デキス トラ ンに 結合 して いる間に約2分 子(23/13.3)の グル コース残基 を転移 して

いる計算 になる。福井等はデキス トラン上に転移 ・伸長された α一1,3一グル カ ン鎖の分

子量 をゲル ろ過法 で決定し、平均で220残 基 のグル コースか らな ることを報告 している。

本研究の条件で も同様であるかどうかは検討の余地があるが、 もしそ うであるな ら、

GTFは デキ ス トラ ン上 の 同 じ分岐 サイ トに何度 も結合 し、分岐鎖の伸長 をしていると

考えられる。

スライ ドグ ラス表面にGTF-BIOの 代 わ りに4R-BIOを コー トして 、T500-TMR観

察 を行 った 結果 、 シ ョ糖存 在下 、 非存在下 の両方で多 くの蛍光スポ ット(longdwel

time)が 認 め られ た(Datanotshown)。 つ ま り、 シ ョ糖 による親和性 の低下は、GTF

のシ ョ糖 分解/糖 転移 ドメイ ンを介 して起 こる。ショ糖存在下において、親和性が低下
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す る要 因 と して ・修 飾 され た デ キ ス トラ ン 自身 がGTFと の 相 互 作 用 に不 都 合 で あ る 可

能 性 が考 え られ る・ 上 述 の よ う にGTFは デ キ ス トラ ン に結 合 して いる 間 に 、数 個 の グ

ル コシル 基 を転 移 して い る と思 わ れ ・そ の側 鎖 がGTF/デ キ ス トラ ン相 互 作 用 を弱 め て

い るのか も しれ な い。 別 の 可能 性 と し て ・GTF酵 素反 応 サ イ ク ル 中 の あ る状 態 が デ キ

ス トラ ン と低 い親 和 性 を持 つ こ と も否 定 で き な い。 前 者 を 支 持 す るデ ー タ と して 、大 過

剰 の 非修 飾GTF存 在 下 で 行 っ たGTF-TMRの1分 子 解 析 の結 果 が あ げ られ る。 この 条

件 で は ・ ガ ラス表 面 の デ キ ス トラ ンが 過 度(少 な く と も非 修 飾 デ キ ス トラ ンな しの場 合

よ り も多 く)に 修 飾 さ れ て い る はず で あ る 。 シ ョ糖 に よ る結 合 速 度 へ の 影 響 の 程 度

(749/2053)は 、 非 修 飾GTFの 非 存 在 下 の 場 合(1262/1774)よ りも大 き い。 従 って 、

α一1,3一グル カ ン鎖 が 直 接GTFの 接 近 を妨 げて い る可 能 性 が 高 い。 しか しな が ら、 シ ョ

糖添 加 直 後 か らお よそ1時 間 に渡 り、解 離 速 度 定 数 や 結 合 速 度 に時 間依 存 性 が 認 め られ

な か った(Datanotshown)こ とか ら後 者 の 可 能 性 も無 視 で き な い。 これ につ い て は 、

更 に長 い時 間 領 域 で 解 析 す る こ とや シ ョ糖 の ア ナ ロ グ を用 い た検 討 が 必 要 で あ る 。 ま た

GTFのWIG合 成 過 程 は3段 階(遅 滞 期 、加 速 期 、 減 速 期)で 起 こ るの で 、 これ らの状

態 を1分 子 系 で検 出 す る方 法 を確 立 す れ ば 、更 に詳細 な 分 子 機 構 解 析 が 可能 に な る。

現在 、 生体 高 分子1分 子 を観 察 す るだ けで な く、 直 接 操 作 す る技 術 が多 方 面 で用 い ら

れ て い る。 分 子1個 を操 作 す る方 法 に は 、 探 針(微 小 ガ ラ ス や 原子 間 力顕 微 鏡 のカ ン チ

レバ ー)で 分 子 を捕 ま え る方 法 と レー ザ ー トラ ッ プ(Ash㎞,etal.,1986)を 使 って 、

分 子 が 結 合 した ビー ズ を操 作 す る方 法 が あ る 。 探 針 を使 っ た例 で は 、 ミ オ シ ン分子 が 発

す る 力 の 測 定(Kitamura,etaユ.,1999,Kitamura,eta1.,1998)や 糖 鎖 の 構 造 解 析

(Marszalek,etal.,1998,Rief,etal.,1997)や タ ンパ ク質 の フ ォ ー ル デ ィ ング の解 析

(WangandIkai,1999)等 が あ る 。 レー ザ ー トラ ッ プ で は 、 キ ネ シ ン や ダ イ ニ ン,RNA

ポ リメ ラー ゼ の 力 学 測 定(Shingyouji,eta1.,1998,Wang,eta1.,1998,K(ガima,eta1.,

1997)や ス ペ ク トリ ンの4量 体 形 成 の 相 互 作 用解 析(Tomisige,eta1.,1999)、 また ア

クチ ン フ ィ ラ メ ン ト(Tsuda,etal.,1996,Arai,eta1.,1999)やDNA(Haneda,etaユ.,

1999,Arai,etal.,1999)の 軸 方 向 ね じれ 弾 性 解 析 等 が 報 告 さ れ て い る 。 さ らに、 ミオ シ
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ン/ア クチ ン系ではATP加 水分解 反応 と力学 測定 の同 時計測 も行 われ(lshij㎞a,etaユ.,

1998)、 タ ンパ ク質分子 内 にエネルギ ー を貯め るという新 しい分子機構(メ モ リー現象)

の存在が発見 された。本研究 でGTF1分 子酵素学 の基盤 を構築 したので、今後様々な技

術を駆使すればさらに詳細なGTFの 分子機 構が 明確 にな る と思 われる。特に、GTFは

単 に結合 ・解 離 を繰 り返 して いるか、それ ともショ糖のエ ネルギーの一部を使ってデキ

ス トラン鎖上を滑っているのかを明確にすることは分子モーター研究の立場か ら興味深

い(図36,37)。 また、デキス トラン とは どれほ どの力で相互作用 してお り、ショ糖 は

その力にいかに影響 しているのかや、GTFが 結 合 した デキ ス トランの柔軟度 は変化 し

ているのかな どの問題点 も1分 子 計測で な い と解 決 しな い。蛍光標識 したショ糖を合成

しショ糖分解反応 とデキス トランとの相互作用の同時観察を行 うことや、1分 子蛍光 共

鳴エネルギー移動解析 によ り、昨今1分 子 解 析で見 いだ され た新 たな知見(メ モ リー現

象や秒オー ダー の揺 らぎ)がGTFに も当て は まる現象 で あるか どうかを知 ることがで

きる。多 くの問題点 と発展性を秘めているGTF/デ キス トラ ンの1分 子酵素学 システ ム

を構築 し、それは糖鎖研究や1分 子研究 の発展 につなが る とい う意味で本研究は意義深

い。
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岩和弘先生の ご指導、ご協力 のもとで行いました。小島寛明研究員には、貴重な ご意見

とご指導を賜 りました。

慶応義塾大学 理工学部 物理学科の 原田慶 恵講師には、蛍光色素の取 り扱 い等につい

ての貴重な ご意見 を頂きました。

通産省 工業技術院 産業技術 融合領域研究所の広瀬恵子主任研究官、上田太郎主任研

究官を初め とするバイオモ レキュラー グループ(分 子 モーター)の 皆様 には、論文作成

において ご意見、ご配慮、激励 を頂きました。
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本論文には記載 していませんが、電子顕微鏡によるGTFの 最初の観察を九州大学 医

学部 臨床薬理学教室の大槻磐男教授のご指導のもとで行いました。 また、岡山大学 歯

学部 口腔病理学講座 の赤木巧(元)教 務員にもご指導頂きました。

本論文を作成するに当たり、当教室の宮本茂昭教授、米谷快男児教授、小谷享助教授、

制御システム工学科の八木哲也助教授にはご指導、ご助言を頂きました。

最後に、日々激励と多岐に渡るご支援を下さった両親に心より感謝します。
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表1導 入システインの反応性

GTF-cys純 度a960/o

Cys含 有 率84%(lntactb)

↓go%(DenatutedC)

Cys保 持 率94%

反 応 性930/o

チ オ ー ル 検 出 試 薬(5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoicacid))

を 用 い て 、GTF-Cysに 含 まれ る シ ス テ イ ン残 基 の 保 持 率 と

反 応 性 を 評 価 した 。aSephadexG-100ビ ー ズ を 用 い た ア

フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 で 得 たGTF-CysをSDS-PAGE/CBB染 色 に か

け た 後 で デ ン シ トメ ー タ ー で 定 量 した 。

bO .1MNa-phosphate(pH8.0)中 で 測 定 した 。

c6MGnd-HCI/0 .1MNa-phosphate(pH8.0)中 で 測 定 した 。
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①ペリクル形成 ②細菌初期付着

ξ・第

・
⊥二写 辱!愚 評 ・..詰 』 ズ β 〆

丈 →

③細菌固着 ④脱灰

図1う 蝕の発生機構

①唾液中の成分が歯面に吸着 しペ リクル層ができる。②ミュータンス

連鎖球菌がペ リクルを介 して付着する。③ミュータンス菌が産生する

グルコシル トランスフェラーゼが合成する粘着性 不溶性グルカンによ

って、細菌の固着が起こる。④細菌の代謝で生 じた酸(主 に乳酸)に

よって脱灰が起 こる。不溶性グルカンは酸の拡散バ リアーとしても

う蝕誘発生を高めている。
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φ/E

＼[9-f]
Eg・DE・g-f

眠/
E=GTF

9-f:シ ョ糖

9=グ ル コース

f=フ ラク トース

D:デ キス トラン

図3GTFの 酵 素 反応 ス キ ー ム

1分 子 イ メ ー ジ ング にお いて 、 シ ョ糖 存在 下で観 察 され

る の は、 グル コ シル 化 され たGTF(Eg)に デ キス トラ ン

(D)が 結 合 し、 グル コシル 基 転 移 反応後 に修 飾 され たデ

キ ス トラ ン(gD)が 解 離 して い くステ ップで ある。



難
200nm

図4GTF'の 電子顕微鏡像

GTF1分 子は全体 として洋ナシ型をしている。矢印で示

した分子は2つ の ドメインか ら成ることが良く分かる。

(東京大学 医科学研究所 片山栄作先生のご提供)
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一 一 ・ α一1
,6一グ ル カ ン 鎖(デ キ ス トラ ン)

一一　 α一1
,3一グ ル カ ン 鎖

⑥ グルコース

㊥ フルク トース

⑥ ㊦ ショ糖

図5GTF-1の 作用模式図

GTFは シ ョ糖を加水分解 し、生 じたグル コースをデキ

ス トラン鎖上 にα一1,3一グルカン鎖 として付加 ・伸長す

る。側鎖は平均でグル コース10残 基毎に合成 される。
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畷 ド ェバ藁ッセ≧賜 ☆ 惑..

☆ ↓
☆
カバーガラス対物 レンズ

図61分 子酵素反応 のイメージング

(a)1分 子蛍光イメージングのためのプ リズム型エバネ ッセン ト照明

(Funatsu,T.,etal.1997,Harada,Y.,etal1998)。 対物 レンズの

辺縁部 に レーザ ー光を入射すると、ガラス/水 溶液界面で全反射 し、表

面近傍100～200nmの 深 さに光が しみ出す。 この光の場 をエバネ ッセ

ン ト場 とい う。エバネ ッセ ン ト場を蛍光照明 に使 うと背景光を著 しく減

少 させ ることがで き、 コン トラス トの高 い蛍光1分 子の像が得 られる。

(b)ATP加 水分解反応 の1分 子イメージングの測定例(Funatsu,T・,etal・

1995よ り改図)。 オ レンジ色の蛍光色素Cy3で 標識 したATPを 用いる・

酵素反応 中は、基質である蛍光ATPは 止まって いるので点像 として蛍光

像を与えるが、反応 していな いときはブランウン運動で激 しく動いてい

るので蛍光像を与えな い。 つま り、酵素反応が蛍光のON-OFFと して可視

化 され る。(c)Cy3-ATPが 点滅 している時間の ヒス トグラム。一次反応

プロ ッ トよ り得 られた速度 は、多分子系の結果 と一致する。
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Xba-1
5L"9びa鱒ag8talcgびa碧9暑ta竿9若9暑ta背alcc阿a呈t

lnsert-一 一一一レ

CgaCCtgCaggCatgCaagCttg9CaCtg9CCgtCgttttaCaaCgtCg

RPAGMqAWHWPSFYNV

↓
SINuclease

T4Ligase

5'一 ・ ・gtcaag99agatatcgtcaag99tactgatggtaagatcctgcaggca

VKGDIvKGTDGKILQA

tgCaagCttg9CaCtg9CCgtCgttttaCaaCgtCgtgaCtg99aaaaCCC

◎KLGTGRRFTTS★LGKP

図7シ ステイ ン残基の導入

GTFを コー ドするプラス ミ ドpAB2を 制限酵素処理後 に削 り

込み とライゲーシ ョンを行 った。得 られたクローンは、シス

テイ ンを コー ドす るコ ドンを含んでいる。大腸菌JM109を 形

質転換 して得 られた遺伝子産物 を硫安分画 と陰イオ ン交換ク

ロマ トグ ラフィーで精製 し、GTF-Cysと した。



TMRM

or

GTF-CysBiotin-PEAC5-maleimide

Gel-filtration←
(ToyopearlHW40-F)

GTF-TMRorGTF-Biotin

図8GTF-Cysの 化 学修 飾

チオ ール基 とマ レイ ミ ド基 の特異 的反応 によ り、

GTFにTMRと ビオチ ンを導入 した。

TMR標 識率=70%forGTF-TMR



(CH3)2N

e・ ♂(CH3)2

(〉一 言o

N

図9Tetramethylrhodamine-5-maleimide(TMRM)の 化 学 構 造

蛍 光 色 素TMRは 、 分 子 吸光 係 数 と蛍 光 量 子収 率が 大 き く、 安 定性 も

良 いの で 、1分 子 イ メ ー ジ ング に適 して い る。MW,482;

Abs,541rlm;Em,567nm;ε541,91,000M-1・cm-1
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デ キ ス トラ ンーSH,,Nl

l
C=00
111

図10デ キ ス トラ ンへ のSH基 導 入(iH--NH-C-CH3

デ キ ス トラ ン(TIO,T500)を 過9H・

ヨウ素酸酸化 した後で、AMBH化CH2 1
を行い、SH基 を導入 した。SH



TMRM

or

Dextran-SHBiotin-PEAC5-maleimide

←Dialysis

←Gel-filtration

(ToyopearlHW40-F)

Dextran-TMR,Dextran-Biotin

図11デ キ ス トラ ンの 化 学 修 飾

チ オ ール 基 と マ レイ ミ ド基 の 特 異 的反 応 によ り、

デ キ ス トラ ン にTMRと ビオ チ ンを 導 入 した 。

TMR標 識 率=500/oforTlO-TMR,and4000/oforT500-TMR



カバ ーガラス ピペ ッ トマン

濾紙 〆

ビニール
〆

、
石英製スライ ドグラス

図121分 子イメージングのフローチャンバー

石英製のスライ ドグラスに2枚 の ビニールをのせ、

その上 にカバーガラスをおきフローチャンバーとした。

チャンバーの片側から試料を流 し入れ、他方か ら濾紙で

溶液を吸った。全ての試料添加後にカバーガラスの縁を

市販のマニキュアで接着 し、試料の乾燥を防いだ。
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禽 什零
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b
讐 ＼

T500-biotin

紐

図131分 子観察 フローチ ャンバ ー内の模 式図

蛍光標識 したGTFお よびデキス トラン分子を全反射蛍光顕微鏡

を用 いて観察 した。デキス トランー・TMRの1分 子観察 には、スラ

イ ドグラス表面 に ビオチ ン化 したGTFを 固定化 し(a)、GTF-TMR

の観察 には、 ビオチ ン化 したデキス トランを固定化 した(b)。
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図16GTF/デ キス トラン相互作用による光散乱の増加

GTFが デキス トランに結合すると、GTF分 子同士が近接

するクラスター効果とGTF分 子のブラウン運動の抑制に

より、光散乱の増加が起 こる。
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図17GTF/デ キ ス トラン相互作用のス トップ トフロー

光散乱測定
一連のデキス トラン濃度で測定 した光散乱(330nm)

の経 時変化か ら、見かけの反応速度を求めた。

a,10nMT500;b,40nMT500



一konロ10
6.9×105M-Is-1

珍8一 吋 ◆8

婁6
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0

0246810

SiteμM

図18ス トップ トフロー光散乱測定による速度定数の決定

図17の ように求めた見かけの反応速度をGTFの 結合部位濃度に

対 してプロットした。GTF1分 子は、15グ ルコースユニットを

認識するとして結合部位濃度を決定した。直線回帰の傾きは結

合速度定数、切片は解離速度定数を与える。



分子 量

マ_カ_1234

伽一 く ■
204噸 嚇鞍

鷹 卿 卿 鷺 鞘

66聯 鱗襲

騨C灘 響 蟹 藷 撫 元(lane1,3)および
非還元(2,4)条 件でSDS-PAGE後 にゲル をクマ シーブ リリア ン ト

ブル ーで染色 した.GTF-Cysの 非還元状態 にのみGTF-Cys同 士が

ジスル フ ィ ド結合 したダ イマーが認 め られ る(矢 印)。
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図20蛍 光 標 識GTFの 吸 収 ス ペ ク トル

GTF-cysお よ びGTF-TMRの 吸 収 ス ペ ク トル を 示 す 。

GTF-TMRの ス ペ ク トル に は 、GTF-Cysに は 見 られ な い

可 視 領 域 にTMR由 来 の ピ ー ク が 認 め られ る 。
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図21GTF/デ キス トラ ン相互作用の多分子系観察

上段;GTF-TMRをSephadexG-100ビ ーズ と混合 し25℃ で15分 イ ン

キュベー シ ョン した。 ビーズをBufferAで 洗浄 した後で、蛍光顕微鏡

観察(OiympusBH2-RFL)を 行 った。透過光像で見 られ る ビーズ と同

じ位置 にTMR由 来の蛍光像が認め られ る。TMR由 来の蛍光強度は・添

加 したGTF-TMRの 濃度 に依存 した(Datanotshown)・

下段;ビ ーズ をGTF-TMRと 混合後、3mg/mlT10(可 溶性のデキス

トラ ン)を 含むBufferAで 洗 浄 した。GTF-TMRがT10で 洗 い流 され

たため、 ビーズ は蛍光性を示 さい。(励 起 フィルター,G;ダ イクロ

イ ツクミラー,G;吸 収 フィルター,0570)



透過光像 蛍光像
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図22GTF-1/WIG相 互 作 用 の 多 分子 系 観察

上段;GTF-TMR(2μM)をTIO(2μM)、 シ ョ糖(100mM)と 混 合

後 、2時 間放 置 して 得 たWIGの 蛍光 顕微 鏡観 察 を行 った。GTF-TMR

とWIGの 局 在 は一 致 しな か った 。

下 段;WIGをGTF(0.3μM)とTIO-TMR(2μM)か ら合 成 した 。

シ ョ糖 添 加5分 後 に、小 さな赤 色 のWIGが 見 え初 め(Datanot

shown)、 それ らが 集 ま って大 きなWIGと な った(右)・
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図231分 子GTF-TMRお よびT500-TMRの 退色過程

GTF.TMR(a)お よびT500-TMR(b)を ガラス表面下 に固定化 し・1分 子

蛍光メ ージ ングを行 った。試料溶液 には・退色防止系(グ ル コース・グ

ル コ_ス オキ シダーゼ、カタラーゼ・ β一メルカプ トエタ ノール)が 含

まれて いる。スポ ッ ト(白矢印)の 蛍光強度 をComputerimagepr巴

cess。r(Avi。Excel,NipP・nAvi・nics,T・ky・,Japan)を 用 い て ビ7オ

レ_ト で 解 析 した(c,d)。GTF-TMRは ・1ス テ ップ で ・T500-TMRは ・

3ス テ ッ プ で 退 色 が 起 こ っ た(矢 頭)。
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図24退 色過程の 時定数決定

GTF-TMR(a)お よびT500-TMR(b)の 蛍光スポ ッ トが点灯 している

時間を測定 しヒス トグラム とした。1次 反応プロッ トよ り、退色過程

の時定数(τ)を 決定 した。退色が起 こる時間は、GTF/デ キス トラン

相互作用(～ 百 ミ リ秒)よ りも十分長い。
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図25デ キ ス トラ ンの1分 子イ メー ジング

GTFを 固定 化 した チ ャ ンバ ー にT500-TMRを 加えた(図13a)・ 蛍光

スポ ッ トには、長 時 間(～ 分)点 灯 して いる もの と・短 時間(～ 百 ミ

リ秒)点 灯 して いる ものが あ った。 シ ョ糖非存在下で は・長時 間点灯

するス ポ ッ トが大 半 を 占めて いたの に対 し・シ ョ糖存在 下では・短

時間点灯 す るスポ ッ トが 大半で あ った。
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図26デ キス トラン1分 子イメージングの解釈

長時間(～ 分)連 続的に観察される蛍光スポ ッ トは、ガラス表面下

の多くのGTFと 相互作用 しているデキス トランを反映 し(a)・ 短時間

(～百ミ リ秒)点 灯するスポッ トはよ り少ないGTFと 相互作用 して

いるものを反映 していると思われる(b)。
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図28非 修飾デキス トラン存在下におけるT500-TMR

イメージング

T500-TMRの 観察を過剰の非修飾デキス トラン存在下で行 った。

シ ョ糖非存在下(a)に おいても長時間点灯するスポッ ト数は減少

し、短時間相互作用するスポ ッ トが増加 した。ショ糖存在下(b)

では、スポ ッ トの滞在時間が短 くなってるように見えた。
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図31GTFの1分 子イメージング

デキス トランを固定化 したチャンバーにGTF-TMRを 加えた(図

13b)。 シ ョ糖の有無に関わ らず、大半のスポ ッ トは短い時間

点灯 した。 シ ョ糖存在下では、1視 野に観察されるスポ ッ ト数

は減少 した。
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図34様 々な糖鎖反応

糖鎖が修飾される酵素反応の定量的な解析は困難である。

GTF/デ キス トラン系で開発した1分 子システムは、これらの

糖鎖関連反応に応用できる。
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図35非 修飾GTFの 効果

非修飾GTF存 在下で は、デキス トラン上の近接 した結合部位への

移動の割合が減少するために、GTFの 解離速度が大きくなる。
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