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ンパク質が制限酵素活性，修飾酵素活

-

緒 言

制限修飾系は，細 等において，ファージ等の外来DNA

の侵入に対して，異物である外来 DNAを制限酵素に分

解することにより防御する一方で，自己の DNAをメチ

ラーゼによるメチル化により修飾することにより，対応

する制限酵素による自己の DNAの分解を防いでいると

考えられている．また，近年では，制限修飾系が，水平

伝播し，自己保存的に働くことも示唆されている．

かかる制限修飾系は，酵素の反応形式，コファクター

の要求性に基づき， 型， 型， 型及び 型に分類さ

れている ．

型の制限修飾系は，DNA配列を認識するＳサブユニ

ット，制限酵素活性の発現に寄与するＲサブユニット，

メチラーゼ活性の発現に寄与するＭサブユニットからな

り，同じタ

ムからなる特定塩基配列を認

識し，そ

性，

ATPase活性を合わせ持つ酵素である． 型においては，

制限酵素活性の発現には，コファクターとして Mg ，

ATP，Ｓ-アデノシルメチオニン（SAM）が要求され，

ATP の分解を伴う．また，修飾酵素活性には SAM が

要求される．また， 型の酵素は，一応の認識配列を有

するものの，DNA鎖の切断は，認識配列から400～700塩

基離れた不特定な部位で起こるので，決まった大きさの

DNA 断片の生成は見られない．

型の制限修飾系は，二本鎖 DNA分子内の４～６個

の塩基配列のパリンドロー

，遺伝子工学に欠くことのでき

ない酵

の配列内の特定塩基間，あるいは認識配列から

一定塩基離れた所を５’末端型，３’末端型または平滑末

端型で切断する制限酵素と，認識配列の特定塩基をメチ

ル化する修飾酵素とからなる． 型制限酵素は，活性発

現にMg のみを必要とし

修飾酵素活性とを

合せ持っている．

素である．

型制限修飾系は， 型と 型の中間の性質を示し，

１つのタンパク質が，制限酵素活性と

はMg

と ATPが必要であるが，

型においては，制限酵素活性に

り A型と異な はのTP 分解

c A  is idocella facil
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伴わない．また，切断部位は認識部位から25～27塩基離

れており，ATP及び SAM の共存下では DNAの分解

とメチル化が同時に起こる．

当研究室では，今まで，pH 3.0-6.5という酸性条件下

に生育する好酸性従属栄養細 である Acidiphilium 属

細 （現在ではそのうちの一群をAcidocella属と呼ぶ．

Acidocella 属は Acidiphilium 属と異なり，Zn 含有バ

クテリオクロロフィルを産生しない．）において，種々の

制限酵素の存在を明らかにした （Table１）．

なかでも，同属同種であるAcidocella facilis22Ｍ及び

Acidocella facilis 16Ｒからは，CGATCG を認識し，Ｔ

とＣとの間を切断する制限酵素 PvuI（R.PvuI）のイソ

チゾマーである制限酵素 Afa22MI（R.Afa22MI）及び

Afa16RI（R.Afa16RI）が精製され，その諸性質が検討

されている ．R.Afa22MIと R.Afa16RIは，メチル化

による影響や反応至適条件等が互いに異なり，その構造

と反応メカニズムを解明することにより，巨大タンパク

質による分子認識機構，構造活性相 等の新たな知見を

得ることができるものと考えられる．そこで，本研究で

は A. facilis 22Ｍより Afa22MI 制限修飾系遺伝子をク

ローニングし，塩基配列の決定を行った．

材料と方法

使用 株，プラスミド及び培地

DNA 供与 として，Acidocella facilis 22Ｍを用い，

宿主として，メチル化の影響が生じにくいEscherichia coli
 

XL１-blue MRF’〔Δ（mcrA）183Δ（mcrCB-hsdSMR-

mrr）173endA１ supE44thi-１ recA1 gyrA96 relA1
 

lac［F’proAB lacl qZΔM15Tn10（Tet）］〕を用いた．

また，クローニングベクターには，R.Afa22MI の認識

配列 CGATCGを２つ有するpUC19を用いた．Acidodella
 

facilis22Ｍの培養は，HGYE培地｛（NH )SO 0.3 ，

K SO 0.01 ，K HPO 0.01 ，MgSO・７H O0.05

，glucose 0.4 ，Yeast Extract 0.05 ，pH 3.0｝

中，30℃で行った．また，大腸 の培養は，LB培地を用

い，37℃で行った．

Afa MI制限修飾系遺伝子のクローニング

Acidocella facilis22Ｍの DNAを制限酵素 Eco RVで

部分消化し，pUC19の SmaI部位に連結した．得られた

ハイブリッドプラスミドを用い，E.coli XL１-blue MRF’

を形質転換し，形質転換体を，アンピシリン含有液体LB

培地で培養して，組換え体を含む培養液を得た．ついで，

培養液中の組換え体から，プラスミドを抽出し，R.Afa22

MI で切断し，アルカリホスファターゼ処理又は Bal31

ヌクレアーゼ処理を行った．処理後のプラスミドを用い

て，再度，E.coli XL１-blue MRF’を形質転換した．な

お，メチラーゼM.Afa22MI遺伝子を含まない組換え体

を極力減らすため，これらの一連の操作を繰り返した．

その後，プラスミドを R.Afa22MIで処理し，アルカリ

ホスファターゼ処理又は Bal31ヌクレアーゼ処理したも

のを，アガロースゲルで電気泳動した．未処理のプラス

ミドと同じサイズの産物（M.Afa22MI遺伝子を含む可

能性がある断片）をゲルカットし，それを用いて，E.coli
 

XL１-blue MRF’を形質転換した．形質転換体を，固体

LB培地で培養し，生じたコロニーのそれぞれからプラス

ミドを単離し，R.Afa22MIにより切断されるか否か（in
 

vivoメチラーゼ活性）を調べた．また，R.Afa22MIに

対する耐性を示したポジティブクローンについて，超音

波破砕（12,000Ｗ，10min）して，無細胞抽出液を調製し

た．この無細胞抽出液を以下の活性測定に用いた．

in vitroメチラーゼ活性の測定

１μg の λDNA を含む反応用緩衝液｛100mM Tris-

HCl(pH 8.0)，10mM EDTA，１mM Dithiothreitol｝

に S-Adenosyl-L-methionineを終濃度80μM になるよ
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Table 1  Properties of Restriction Endonucleases from the Genus Acidiphilium

AfaI  Aor 13HI  Aor 51HI  Afa16RI  Afa22MI  Asp35HI  AcpI  AcpII
 

Sourse  A.facilis28H  A.organovorum13H  A.organovorum51H A.facilis16R A.facilis22M Acidiphiliumsp.35H  A.cryptum25H
 

Production (U/g cell) 60,000  30,000  50,000  1,000  8,000 ― ― ―

Molecular weight  30,000  64,000 ― ― ― ― 62,000  66,000
 

Subunit  Monomer  2 identical

(32,000)

― ― ― ― 2 indentical

(31,000)

Monomer

 

Isoschizomer  RsaI  BspMII  Eco47III  PvuI  PvuI  BsmI  AsuII  PfI MI
 

Recognition& cleavage site  GT↓AC  T↓CCGGA  AGC↓GCT  CGAT↓CG  CGAT↓CG  GAATGC N↓

CTTACG↓N
 

TT↓CGAA CCANNNN↓

NTGG
 

Optimum temperature  50℃ 55℃ 37℃ 25℃ 37℃ 37℃ 50℃ 30℃

Optimum pH  8.0  7.5  8.0  8.5  8.0  8.0  7.5-9.0  8.5
 

Optimum salt conc.

NaCI (mM) 30-50  100-150  60-70  0-40  0-30  60-100  0-50  100
 

KCI (mM) 30-50  100  40-70  0-50  0-25  80-140  0-50  100-150
 

Optimum Mg conc.(mM) 5-10  7.5-10  7.0  5-10  5-10  7.5-10  5.0  10.0
 

Substitution for Mg Mn ,Co

Pb ,Ni

Mn ― Mn Mn ,Co

Pb ,Ca

Mn None  None

 

Purification  Homogeneous  Homogeneous  Partial  Partial  Partial  Partial  Partial  Partial
 

Reference  Biochim.Biophys.Acta

,83(1989)

Biosci.Biotechnol.Biochem.

,1716(1993)

Nucl.Acids Res.

,365(1992)

J.Ferment.Bioeng.

,60(1990)

Nucleic.Acids Res.

,6155(1990)

Nucleic.Acids Res.

,6335(1991)
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うに加え総量20μlの反応系中，37℃で１時間反応させた．

65℃で15分間の 失活処理後，10倍濃度の制限酵素反応

用緩衝液｛100mM Tris-HCl(pH8.0)，100mM MgCl，

10mM Dithiothreitol｝を加え，37℃で１時間制限酵素処

理を行った．R.Afa22MIに対する耐性の度合いは，0.7

アガロースゲル電気泳動により調べた．１Ｕは１μgの

λDNA を完全にメチル化する酵素量とした．

制限酵素活性測定

１μgのλDNAを含む制限酵素反応用緩衝液｛10mM
 

Tris-HCl (pH 8.0)，７mM MgCl，0.01 BSA｝を

用いた反応系20μl中，37℃で，１時間反応させた後，0.7

アガロースゲル電気泳動によりその切断の度合いを調

べた．本反応系で１μg の λDNA を完全に分解する酵

素量を１Ｕと定義した．

結果と考

R.Afa22MI に耐性なハイブリッドプラスミドを有す

る組換え体をスクリーニングした結果，3.9kbのEco RV

断片含むハイブリッドプラスミドが，R.Afa22MI に対

して耐性を示した（data not shown）．また，このプラ

スミドは，市販の R.PvuIに対しても耐性であった．し
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Fig.1  Restriction map of DNA fragment containing M.

Afa22MI gene.

＋＋shows the resistance of M. Afa22MI-treated
 

lambda DNA to digestion with R. Afa22MI.＋/－

shows complete digestion with R.Afa22MI.The dotted
 

arrow indicates the orientation of M.Afa22MI gene.

Fig.2  Nucleotide sequence of gene encoding Afa22MI vsr-

like protein and deduced amino acid sequenc.

The gene encoding Afa22MI vsr-like protein is local
 

ized upstream of M.Afa22MI gene.Asterisk indicates
 

stop codon of the gene encoding Afa22MI vsr like
 

protein.

-

Fig.3  Comparison of deduced amino acid sequence of Afa22MI vsr-like protein with other vsr or vsr-like proteins.

The residue number is based on the number of amino acid residue in the Afa22MI vsr-like protein.The sequences are
 

aligned by BLAST algorism.1,vsr-like protein from Acidocela facilis 22M;2,vsr homolog from Xanthomonas oryzae pv.

oryzae;3,Escherichia coli vsr;4,Haemophilis aphrophilus vsr.
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たがって，この3.9kb断片中に少なくともM.Afa22MI

遺伝子が存在することが推定された．また，制限酵素活

性について調べたが，活性は確認できなかった．

そこで，3.9kb断片について，デレーションクローン

を作成して，in vivoメチラーゼ活性を調べた（Fig.１）．

その結果，M.Afa22MI遺伝子は，Fig.１の右向きの矢

印の位置及び方向に局在することが示された．また，シ

ークエンスを行ったところ，Fig.１の右向きの矢印の位

置及び方向に局在するM.Afa22MI遺伝子とは逆向きに，

vsr 様タンパク質と相同性がある ORF の一部が存在す

ることが示唆された．さらに，3.9kb断片の上流及び下

流をクローニングし，シークエンスを行った．

M.Afa22MI遺伝子の上流に局在する vsr（very short
 

patch repair）endonucleaseの塩基配列と推定アミノ酸

配列をFig.２に示す．vsr endonuclease（Afa22MI vsr）

遺伝子のコード領域は，462bpであり，154アミノ酸から

なるタンパク質をコードすることが示唆された．Afa22MI
 

vsr の推定アミノ酸配列を基に，BLAST Searchにより

ホモロジー検索を行ったところ，C５-シトシンメチラー

ゼに付随する種々の vsrと高い配列類似性を示した（Fig.

３）．特に，M.Afa22MI と同様に CGATCG を認識す

るC５-シトシンメチラーゼである Xanthomonas oryzae
 

pv.oryzae由来M.Xor II に付随する Xor II vsr とは，

約66 という高い配列類似性を示した．

Xor IIメチラーゼ遺伝子は，Xanthomonas oryzae pv.

oryzaeのいくつかの株には見出されないことが報告され

ており，Xor IIメチラーゼ遺伝子が，水平伝播により獲

得されたものである可能性が示唆されている ．同属同種

である Acidocella facilis 22Ｍ及び Acidocella facilis 16

Ｒに見出されている Afa22MI 及び Afa16RI について

も，共通の祖先から，同じ制限修飾系遺伝子を獲得し，

その後，変異により異なる性質を獲得した可能性も考え

られる．

Afa22MI vsrは，他の生物種において見出されている

vsr と同様に，C５-メチルシトシンに起因するＴ：Ｇミ

スマッチ塩基対をＣ：Ｇ塩基対に正す役割があることが

Fig.4  Nucleotide sequences of M.Afa22MI and R.Afa22MI,and deduced amino acid sequence.

S.D.indicates Shine-Dalgano sequence.－35 and－10 indicate putative－35 and－10 regions,respectively.
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推定される．近年，ヒトゲノム DNAの少なくとも約35

がレトロトランスポゾン由来であり，それらはメチル

化され，不活化の状態にあることが示されている．一方，

癌細胞においては，メチル化レベルが著しく低いことも

Fig.5  Sequence alignment of M.Afa22MI and M.XorII.

The items I-X indicate the highly conserved domains of C5-cytosine methyltransferases. Asterisks indicate identical
 

residues.

Fig.6  Comparison of amino acid sequence of C5-cytosine methyltransferases.

The highly conserved regions are indicated by numbers,I-X.The open characters indicate the highly conserved residues.
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報告されていが，その原因として，５-メチルシトシンの

脱アミノ化を経由するチミン塩基への置換変異が考えら

れている．C５-シトシンメチラーゼをもつ細 に，自己

に致命的になりうる変異を正す機構として，vsr が存在

することは興味深い．

ついで，M.Afa22MI遺伝子とその下流の ORFの塩

基配列と推定アミノ酸配列を Fig.４に示す．M.Afa22

MI の ORF は，GTG（Val）を開始コドンとする1329

bpからなり，433アミノ酸からなるタンパク質をコード

することが示唆された．開始コドンの上流には，リボソ

ーム結合部位領域 SD：GAAAAGAG，プロモーター領

域（－10領域：TGCATTA，－35領域：TCCGAT）が存

在することが確認された．また，M.Afa22MIの推定分

子量は，48,153Daであった．

M. Afa22MI の推定アミノ酸配列を基に，BLAST
 

Searchによりホモロジー検索を行ったところ，シトシン

特異的メチラーゼと高い配列類似性があり，なかでも，

M.Afa22MI と同様に CGATCG を認識するC５-シト

シンメチラーゼであるM.Xor IIと約63 の高い配列類似

性を示した（Fig.５）．

C５-シトシンメチラーゼは，決まった順番で局在する

10箇所の保存領域Ｉ～Ｘを有する．保存領域 ， と保

存領域Ｘは，SAM を DNAに受け渡す SAM 結合ポケ

ットを形成していると考えられ，保存領域 と は，DNA

との結合に 与すると考えられている．M.Afa22MIに

おいても，これらの保存領域は，よく保存されていた（Fig.

６）．また，C５-シトシンメチラーゼの配列認識特異性に

与すると考えられている，いわゆる variable regionに

相当する部分のアミノ酸配列は，M.Xor IIと約53 の配

列類似性をもっていた．このように，M.Afa22MIとM.

Xor IIの間の配列類似性が高いため，この M.Afa22MI

の variable regionを，M.Xor IIと入れ替えた場合，メ

チラーゼ活性を発現するかという点も興味深く，構造活

性相 の研究モデルとして有望である．

II型の制限修飾系においては，制限酵素遺伝子とメチ

ラーゼ遺伝子とは，互いに 接して存在していることが

知られている．したがって，M.Afa22MI遺伝子の下流

の ORF は，R.Afa22MI 遺伝子であることが推定され

た．そこで，Fig.７に示す発現ベクターを構築し，制限

酵素活性を調べたが，in vitro での活性は，確認するこ

とができなかった（data not shown）．これは，宿主と

して用いた大腸 により認識されるプロモーターが存在

しないことが原因ではないかと思われる．今後，制限酵

素遺伝子である推定される ORF 部分を，ランナウェイ

プラスミド等に導入して，大腸 に認識されるプロモー

ターの支配下に発現させ，確認する必要がある．

要 約

CGATCG を認識する Afa22MI 制限修飾系遺伝子を

好酸性細 Acidocella facilis22Ｍより，クローニングし，

塩基配列を決定した．その結果，C５-シトシンメチラー

ゼに特徴的なモチーフが保存されたM.Afa22MI遺伝子，

その上流に，M.Afa22MI遺伝子とは逆方向に，very short
 

patch repair endonuclease様タンパク質遺伝子（Afa22

MI vsr），M.Afa22MI遺伝子の下流に M.Afa22MI遺

伝子と同方向に，制限酵素（R.Afa22MI）遺伝子と推定

されるオープンリーディングフレームが見出された．M.

Afa22MIの推定アミノ酸配列は，Xanthomonas oryzae
 

pv.oryzae由来 M.Xor IIの配列と全体で約63 ，vari-

able region内で約53 の高い配列類似性を示した．また，

Afa22MI vsr の推定アミノ酸配列も，M.Xor II に付随

するXor II vsrの配列と約66 の高い類似性を示した．
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