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9. 研究実績の概要

大腸菌内で好熱菌cyt c552が多量化しているかを確認するため、好熱菌cyt c552を発現させた大腸菌から好熱菌cyt c552を抽出し、ゲ
ルろ過クロマトグラフィーで分析した。ゲルろ過クロマトグラフィー溶出曲線では、好熱菌cyt c552単量体の溶出ピークに加え、好熱
菌cyt c552多量体と思われる溶出ピークも観測された。SDS-PAGEより、多量体と思われる成分は、好熱菌cyt c552単量体が非共有結合
的相互作用により会合した多量体であることが示唆された。大腸菌の培養時間を区切って好熱菌cyt c552発現量と多量体形成量の関係
を調べると、発現量の増加に伴って多量体量も増加した。好熱菌cyt c552（野生型）と変異導入により安定性を下げた好熱菌cyt c552
（変異型）の発現系における発現量と多量体形成量を調べると、変異型は野生型より発現量は多かったが、多量体量は減少した。これ
らの結果より、タンパク質の量や安定性が大腸菌内での多量体形成に影響することが分かった。His-tagを導入した野生型および変異
型好熱菌cyt c552発現系を構築した。His-tag付野生型および変異型好熱菌cyt c552を大腸菌から抽出し、Niアフィニティーカラムで
分析すると、単量体と多量体が観測された。多量体の溶出位置におけるカラム溶出液のMALDI-TOFマススペクトルでは、野生型ではホ
ロ体に加えてアポ体の分子量と一致するピークが観測されたが、変異型ではホロ体の分子量ピークしか観測されなかった。これらの結
果より野生型の発現系では、大腸菌内においてホロ体とアポ体が複合体を形成している可能性が示唆された以上結果より、大腸菌のペ
リプラズムではアポ体とホロ体が複合体を形成し、このホロ－アポ複合体の安定性が高いと多くの多量体が形成されることが示唆され
た。

    （１／４）（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。
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（2）おおむね順調に進展している。

本研究により、タンパク質の安定性やタンパク質量、ホロ型タンパクとアポ型タンパクの相互作用など生体内におけるタンパク質多量
体形成において有意義な知見が得られたため、研究はおおむね順調に進行していると考えられる。

(1) (2) (3) (4)

(5) (6) (7) (8)ドメインスワッピング

二量体 多量体 シトクロムｃ552 安定性

キーワード10.

（理由）

（区分）

12.

11.現在までの達成度

今後の研究の推進方策

タンパク質の安定性が大腸菌内でのタンパク質多量体形成において重要であるか否かをより詳しく調べるため、シトクロムｃ以外のタ
ンパク質についても研究する予定である。

（今後の推進方策）

    （２／４）（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。
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