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明 細 書

発明の名称 ：新規 D N A 切断酵素

技術分野

[0001 ] 本発明は試験管内 （インビ トロ）遺伝子試薬 と して有用な D N A 切断酵素

、遺伝子工学的手法を用いた該酵素の製造方法および該酵素を用いた遺伝子

操作方法に関する。

背景技術

[0002] 分子生物学の発展によって、種 々の目的によって遺伝子 （D N A ) 解析 を

行 う機会が急激 に増 している。そのため、試験管内で D N A 鎖や R N A 鎖 を

目的に応 じて細工する遺伝子操作技術では、様 々な活性 を有する種 々の酵素

が必要 とされている。そ して現在の遺伝子操作技術はこれ らの酵素抜 きに し

ては成 り立たない。

[0003] 遺伝子工学技術 には、 これまで様 々な D N A 関連酵素が利用されてきた。

D N A を切断する酵素には、塩基配列を特異的に認識 して切断する酵素 と立

体構造を認識 して切断する酵素が知 られている。なかでも塩基配列を特異的

に認識 して切断する酵素 と して頻繁 に用い られているのは制限酵素 と呼ばれ

るもので、一般的に二本鎖 D N A の特異的な塩基配列の 4 〜 8 塩基 を認識 し

て切断する。一方、一本鎖 D N A を特異的に切断する酵素 と しては、一本鎖

D N A や R N A に作用 してモ ノヌク レオチ ドに分解するェン ドヌク レア一ゼ

であるA e p e r g i l l u s o r y z a e 由来の S 1 ヌク レア一ゼ、 P

e n i c i I I i u m c i t r i n u m 由来の P 1 ヌク レア一セ、 A I t

e r o m o n a s e s p e j i a n a 由来の B a I 3 1 ヌク レア一ゼなど

が公知であ り、市販 されている。

また、 D N A 鎖 中に損傷塩基がある場合、それを認識 し、特異的に損傷塩

基の 3 ' 側 を切 る酵素 と して、ェン ドヌク レア一ゼ V [ E n d o n u c I e

a s e V ( E n d o V ) ] が知 られている （非特許文献 1 ) 。ェン ドヌ

ク レア一ゼ V については、例えば、大腸菌由来の E n d o V が遺伝子工学



用酵素として市販されている （N e w E n g l a n d B i o l a b s ,

I p s w i c h , M A , U S A ) 。また、 D N A 鎖中のデォキシリボースの

酸化的損傷で生 じる酸化的脱塩基損傷が知られており、その切断に関与する

酵素として大腸菌の E n d o I V や h u m a n の a b a s i c e n d o

n u c l e a s e ( A p e l ) が知 られている （非特許文献 2 ) 。

先行技術文献

非特許文献

[0004] 非特許文献1 ：C a o W . ( 2 0 1 2 ) E n d o n u c l e a s e V ：a

n u n u s u a l e n z y m e f o r r e p a i r o f D N A

d e a m i n a t i o n . C e l l M o I L i f e S c i . 0

1 2 D e c 2 0 .

非特許文献2 ：Y o n g — j i e X u ， E d y Y o n g K i m， a

n d B r u c e D e m p l e ( 1 9 9 8 ) J B i o l C h e m

. 1 9 9 8 O c t 3 0 ; 2 7 3 ( 4 4 ) ：2 8 8 3 7 — 4 4 .

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[0005] しか し、これらの酵素によるD N A 鎖切断にはM u t Mや D N A ポ リメラ

—ゼ b e t a の リァ一ゼ活性が必要であり、また切断後に 1 ヌクレオチ ドギ

ヤップが生 じることが分かっている （非特許文献 2 ) 。すなわち、損傷塩基

を認識するエン ドヌクレア一ゼについては、損傷塩基の 5 ' 側のリン酸ジェ

ステル結合を直接切断する活性はこれまでに知られておらず、そのような活

性を有する酵素の存在は不明である。 しか し、そのような酵素があれば、損

傷塩基の 3 ' 側を切る酵素 （エン ドヌクレア一ゼV など）と併用することに

より、損傷塩基の両端を切って該塩基を除去することができるため、新規な

遺伝子工学技術開発のために大いに役立つことが期待される。

[0006] したがって、本発明の目的は、損傷塩基を含むD N A 鎖において、その損

傷塩基のすぐ5 ' 側を特異的に切断する活性を有する酵素を遺伝子操作用試



薬等として提供することにあり、さらに該酵素を用いて、 D N A 鎖から損傷

塩基を除去する方法を提供することにある。

課題を解決するための手段

[0007] 本発明者 らは、上記課題に鑑み、超好熱性ァーキア （古細菌）の一種であ

るピロコッカス . フリ才サス ( P y r o c o c c u s f u r i o s u s 、

以下 P . f u r i o s u s とも記載する。）の E n d o V に着目し、この

酵素が大腸菌や他生物由来の既知の E n d o V と同様に、 D N A 鎖中のァ

デニンが脱ァミノ化されて生 じた損傷塩基であるヒポキサンチンの存在する

位置の 3 ' 側のヌクレオチ ドのリン酸ジエステル結合を切断することを確認

した。

[0008] そ して、さらなる鋭意努力の結果、 P . f u r i o s u s の細胞抽出液に

は、 ヒポキサンチンの 5 ' 側が切断された産物を与える活性も含まれている

ことを見い出し、その活性のもとになるタンパク質の同定を行った。当該酵

素は、このようにヒポキサンチンを有するD N A 鎖を切断する酵素として同

定されたが、その後、損傷塩基であるゥラシルゃキサンチンを含むD N A 鎖

や、塩基欠損 （アベィシック）D N A 鎖なども切断する活性を有 しているこ

とが確認された。さらに本発明者 らは、当該タンパク質と相同性を有するタ

ンパク質を、近縁種のァ一キアであるサ一モコッカス コダカレンシス （T

h e r m o c o c c u s k o d a k a r e n s i s ) 力、ら得ることに¾ 功

し、本発明を完成するに至った。

[0009] すなわち、本発明は、下記 （1 ) から （1 9 ) に関する。

( 1 ) 損傷塩基を含むD N A 鎖において、該損傷塩基を有するデォキシリボ

ヌクレオチ ドと、前記デォキシリボヌクレオチ ドの 5 ' 側に隣接するデォキ

シリボヌクレオチ ドとのホスホジエステル結合を切断する活性を有する酵素

( 2 ) 配列番号 2 または4 に示すアミノ酸配列を含む （1 ) に記載の酵素。

( 3 ) 1 もしくは複数のアミノ酸が置換、欠失、挿入および/ または付加さ

れた配列番号 2 または4 に示すアミノ酸配列を含む （1 ) に記載の酵素。



( 4 ) 配列番号 2 または 4 に示すアミノ酸配列 と 9 5 % 以上の相 同性 を有す

るアミノ酸配列を含む （1 ) に記載の酵素。

( 5 ) 損傷塩基が ヒポキサ ンチンである （1 ) か ら （4 ) のいずれか一つに

記載の酵素。

( 6 ) 損傷塩基がキサ ンチンである （1 ) か ら （4 ) のいずれか一つに記載

の酵素。

( 7 ) 損傷塩基がゥラシルである （1 ) か ら （4 ) のいずれか一つに記載の

酵素。

( 8 ) 損傷塩基が脱塩基 （アベィシ ック）である （1 ) か ら （4 ) のいずれ

か一つに記載の酵素。

( 9 ) サ一モコカケアェ （T h e r m o c o c c a c e a e ) 科 由来である

( 1 ) か ら （8 ) のいずれか一つに記載の酵素。

( 1 0 ) ピロコッカス （P y r o c o c c u s ) 属 またはサ一モコッカス （

T h e r m o c o c c u s ) 属 由来である （9 ) に記載の酵素。

( 1 1 ) ピロコッカス フ リォサス （P y r o c o c c u s f u r i o s

u s ) またはサ一モコッカス コダカ レンシス （T h e r m o c o c c u s

k o d a k a r e n s i s ) 由来である （1 0 ) に記載の酵素。

( 1 2 ) ( 1 ) か ら （1 1 ) のいずれか一つに記載の酵素 をコー ドする D N

A 。

( 1 3 ) ( 1 2 ) に記載の D N A を含有する組換 え体べ クタ一。

( 1 4 ) ( 1 3 ) に記載の組換 え体べ クタ一を宿主細胞 に導入 して得 られる

形質転換体。

( 1 5 ) ( 1 4 ) に記載の形質転換体 を培地 に培養 し、培養物 中に （1 ) か

ら （1 1 ) のいずれか一つに記載の酵素 を生成蓄積 させ、培養物か ら該酵素

を採取することを含む、 （1 ) か ら （1 1 ) のいずれか一つに記載の酵素の

製造方法。

( 1 6 ) ( 1 ) か ら （1 1 ) のいずれか一つに記載の酵素 と、 E n d o V

とを使用 して損傷塩基 を除去する方法。



( 1 7 ) ( 1 ) か ら （1 1 ) の いずれか一つ に記載 の酵素 と、 フラ ップェ ン

ドヌク レア一ゼ とを使 用 して損傷塩基 を除去 す る方法。

( 1 8 ) 損傷 塩基 が、 ヒポ キサ ンチ ン、 キサ ンチ ン、 ゥラシル および脱塩基

( アベ ィシ ック）か らな る群 か ら選択 され る少な くとも 1 つであ る （1 6 )

また は （1 7 ) に記載 の方法。

( 1 9 ) ( 1 6 ) か ら （1 8 ) の いずれか一つ に記載 の方法 によ って損傷塩

基 を除去 した後、 D N A リガーゼ反応 によ つて再結合 す る遺伝 子操作方法。

発 明の効果

[001 0] 本発 明の酵素 は、 D N A の塩基 と糖 の間の グ リコシ ド結合 が切 れた アベ ィ

シ ックな D N A 鎖 や、 アデニ ン、 グァニ ン、 シ 卜シ ンがそれぞれ脱 ァ ミノさ

れた損傷塩基 であ る ヒポ キサ ンチ ン、 キサ ンチ ン、 ゥラシル を特異 的 に認識

して、 D N A 鎖 を切 断す る活性 を有 す る。詳細 には、本発 明の酵素 は、損傷

塩基 のす ぐ 5 ' 側 を切 断す る特異性 を示 す全 く新規 の ものであ るため、 その

性質 を利用 した新規遺伝 子工学技術 開発へ の応用が期待 され る。 さ らに本発

明の酵素 を用 いる ことで、損傷塩基 を D N A 鎖 か ら除去 す る方法 を提供 す る

ことがで きる。

図面 の簡単 な説 明

[001 1] [ 図 1] 図 1 は、 D N A 塩基 の脱 ア ミノ化 を説 明す る概 略図であ る。

[ 図2] 図 2 は、 ピロコ ッカス フ リオサスの細胞抽 出液 に含 まれ る ヒポ キサ ン

チ ン除去修復 に関与 す るタ ンパ ク質 のス ク リーニ ングの結果 を示 す電気泳動

図であ る。

[ 図3] 図 3 は、活性画分 の S D S _ ポ リアク リル ア ミ ドゲル 電気泳動 の結果 を

示 す図であ る。

[ 図4 ] 図 4 は、最終活性画分 の電気泳動 の結果 を示 す図であ り、 そ こに含 まれ

るタ ンパ ク質 を検 出 した図であ る。

[ 図5] 図 5 は、 P F 1 5 5 1 の活性測 定の結果 を示 す図であ る。

[ 図6] 図 6 は、 サ一モ コ ッカス コダカ レンシス由来 の P F 1 5 5 1 ホ モ ログ

( T K 0 8 8 7 ) の活性測 定の結果 を示 す電気泳動 図であ る。



[ 図7] 図 7 は、 E n d o Q の切断様式 を示す概 略図である。

[ 図8] 図 8 は、 E n d o Q の切断様式 を示す概 略図である。

[ 図9] 図 9 は、 E n d o Q による切断後、 T 4 リガ一ゼを用いた再結合 を示

す電気泳動 図である。

発明を実施するための形態

[001 2] 本 明細書 におけるアミノ酸配列な どの略号 による表示 は、 I U P A C — I

U B の規定 I U P A c - I U B c o m m u n i c a t i o n o n B

i o l o g i c a l N o m e n c l a t u r e , E u r . J . B i o c h

e m . ， 1 3 8 ; 9 ( 1 9 8 4 ) 〕、 「塩基配列又 はアミノ酸配列 を含む明

細書等の作製 のためのガイ ドライン」 （特許庁編）および 当該分野 における

慣用記号 に従 うもの とする。

[001 3] ( I ) 本発 明の D N A (遺伝子）

本発 明の遺伝子は、 ピロコッカス フ リオサス （P y r o c o c c u s

f u r i o s u s ) の遺伝子 P F 1 5 5 1 であ り、 D N A 中の損傷塩基 のす

ぐ5 ' 側 を切断する活性 を有 する D N A 切断酵素 （タンパ ク質） をコー ドす

る遺伝子およびそのホモ 口グである。

すなわち本発 明の遺伝子は、下記の （a ) 、 （b ) 、 ( c ) ( d ) 、 (

e ) 、 ( f ) または （g ) を含有 するポ リヌク レオチ ドである。

[0014] ( a ) 配列番号 1 に記載 の塩基配列か らなるポ リヌク レオチ ド ；

( b ) ( a ) に記載 のポ リヌク レオチ ドの塩基配列 と相補 的な塩基配列か ら

なるポ リヌク レオチ ドとス トリンジェン 卜な条件下でハ イプ リダイズ し、 か

つ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ5 ， 側 を切断する D N A 切断活性 を有 するタン

パ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ド ；

( c ) ( a ) に記載 のポ リヌク レオチ ドの塩基配列 において 1 も しくは複数

の塩基 が置換、欠失、揷入および / または付加 された塩基配列か らな り、 か

つ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ5 ， 側 を切断する D N A 分解活性 を有 するタン

パ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ド ；

( d ) ( a ) に記載 のポ リヌク レオチ ドの塩基配列 と少な くとも 8 0 % 以上



の同一性 を有 し、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ' 側 を切 断す る D N A 分

解活性 を有 す るタ ンパ ク質 コ一 ドす るポ リヌク レオチ ド ；

( e ) 配 列番号 2 に記載 の ア ミノ酸配列か らな るタ ンパ ク質 をコ一 ドす るポ

リヌク レオチ ド ；

( f ) ( e ) に記載 のタ ンパ ク質 の ア ミノ酸配列 において 1 も しくは複数 の

ァ ミノ酸 が置換、 欠失、揷 入 および / または付加 した ア ミノ酸配列か らな り

、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ' 側 を切 断す る D N A 分解活性 を有 す る

タ ンパ ク質 をコ一 ドす るポ リヌク レオチ ド ；

( g ) ( e ) に記載 のタ ンパ ク質 の ア ミノ酸配列 と少な くとも 8 0 % 以上 の

同一性 を有 す るァ ミノ酸配列か らな り、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ，

側 を切 断す る D N A 分解活性 を有 す るタ ンパ ク質 をコ一 ドす るポ リヌク レオ

チ ド。

[001 5] また本発 明の遺伝 子 は、 P . f u r i o s u s の近縁種 の ァ一キア （古細

m ) であ るサ一モ コ ッカス ' コタカ レンシス ( T h e r m o c o c c u s

k o d a k a r e n s i s ) の遺伝 子 T K 0 8 8 7 であ り、 P F 1 5 5 1 の

コ一 ドす るタ ンパ ク質 と相 同性 を有 す るタ ンパ ク質 をコ一 ドす る遺伝 子 およ

び そのホ モ ログであ る。

すなわち本発 明の遺伝 子 は、 下記 の （h ) 、 （i ) 、 （j ) 、 （k ) 、 (

I ) 、 ( m ) また は （n ) を含有 す るポ リヌク レオチ ドであ る。

[001 6] ( h ) 配 列番号 3 に記載 の塩基配列か らな るポ リヌク レオチ ド ；

( i ) ( h ) に記載 のポ リヌク レオチ ドの塩基配列 と相補 的な塩基配列か ら

な るポ リヌク レオチ ドとス トリンジ ェン 卜な条件 下でハ イ プ リダイズ し、 か

つ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ， 側 を切 断す る D N A 切 断活性 を有 す るタ ン

パ ク質 をコ一 ドす るポ リヌク レオチ ド ；

( ) ( h ) に記載 のポ リヌク レオチ ドの塩基配列 において 1 も しくは複数

の塩基 が置換、 欠失、揷 入 および / または付加 された塩基配列か らな り、 か

つ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ， 側 を切 断す る D N A 分解活性 を有 す るタ ン

パ ク質 をコ一 ドす るポ リヌク レオチ ド ；



( k ) ( h ) に記載 のポ リヌク レオチ ドの塩基配列 と少な くとも 8 0 % 以上

の同一性 を有 し、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ' 側 を切 断す る D N A 分

解活性 を有 す るタ ンパ ク質 コ 一 ドす るポ リヌク レオチ ド ；

( I ) 配 列番号 4 に記載 の ア ミノ酸配列か らな るタ ンパ ク質 をコー ドす るポ

リヌク レオチ ド ；

( m ) ( I ) に記載 のタ ンパ ク質 の ア ミノ酸配列 において 1 も しくは複数 の

ァ ミノ酸 が置換、 欠失、揷 入 および / または付加 した ア ミノ酸配列か らな り

、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ' 側 を切 断す る D N A 分解活性 を有 す る

タ ンパ ク質 をコ一 ドす るポ リヌク レオチ ド ；

( n ) ( I ) に記載 のタ ンパ ク質 の ア ミノ酸配列 と少な くとも 8 0 % 以上 の

同一性 を有 す るァ ミ ノ酸配列か らな り、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ 5 ，

側 を切 断す る D N A 分解活性 を有 す るタ ンパ ク質 をコ一 ドす るポ リヌク レオ

チ ド。

[001 7] 本 明細書 でタ ンパ ク質 または酵素 の性質 に関 し、 「D N A 中の損傷塩基 の

す ぐ 5 ' 側 を切 断す る D N A 切 断活性 を有 す る」 とは、特別 な場合 を除 き、

D N A 中の少な くとも 1 つの損傷塩基 を特異 的 に認識 し、該損傷塩基 を有 す

るデォ キシ リボ ヌク レオチ ドと、前記デォ キシ リボ ヌク レオチ ドの 5 ' 側 に

隣接 す るデォ キシ リボ ヌク レオチ ドとのホスホ ジエステル結合 を切 断す る活

性 を有 す る ことをい う。切 断後 には 5 ' 側 に リン酸基、 3 ' 側 に水酸基 が残

る型 の切 断様 式 を と り、 D N A リガーゼ による再結合 が可能 であ る。

[001 8] 「損傷塩基 」 とは、 D N A が変異原 に曝露 され る ことな どによ り損傷 を受

けた塩基 をいい、特 に本 明細書 では、例 えば高温、 U V ，電離放射線、亜硝

酸 な どの変異原 によ り、 D N A の塩基 と糖 の間の グ リコシ ド結合 が切 れた ァ

ペ イシ ックな D N A 鎖 や、 ァ ミノ基 が失われ酸素 が結合 す る ことによ って脱

ァ ミ ノ 化 された塩基 をい う （図 1 ) 。脱 ァ ミ ノ 化 によ り、 アデ ニ ン は ヒポ キ

サ ンチ ンに、 グァニ ンはキサ ンチ ンに、 シ 卜シ ンは ゥラシル に変化 す る。

脱 ァ ミノ化 による損傷塩基 を修復 しないでお くと、例 えば、 ヒポ キサ ンチ

ン （H x ) につ いてはシ 卜シ ン （C ) と対 を作 るので、 その後 の D N A の複



製 転写 によって塩基対 は、 （A ：T → ) Η X ：Τ → Η X ：C とな り、 もう

—度複製 が行われると Η χ ：C → G ：C となる。 このように して、 A ：丁が

G ：C に点変異 する。

[001 9] 「ス トリンジェン 卜な条件」 とは、特別 な場合 を除 き、 6 M尿素、 0 . 4

% S D S 、 0 . 5 X S S C の条件 または これ と同等のハ イプ リダイゼ一シ ョ

ン条件 を指 し、 さ らに必要 に応 じ、本発 明では、 よ リス トリンジエ ンシ ー の

高い条件、例 えば、 6 M尿素、 0 . 4 % S D S 、 0 . 1 X S S C または これ

と同等のハ イプ リダイゼ一シ ヨン条件 を適用することがで きる。 それぞれの

条件 において、温度 は約 4 0 °C 以上 とすることがで き、 よ リス トリンジェン

シ一の高い条件 が必要であれば、例 えば約 5 0 °C、 さ らに約 6 5 °C と して も

よい。

[0020] 本 明細書 で 「1 も しくは複数 の塩基 が置換、欠失、挿入および / または付

加 された塩基配列」 とい う場合、置換等 されるヌク レオチ ドの個数 は、 その

塩基配列か らなるポ リヌク レオチ ドが コ一 ドするタンパ ク質が所望 の機能 を

有 する限 り特 に限定 されないが、 1 〜 9 個 または 1 〜 4 個程度 であるか、 同

— または性質の似 たアミノ酸配列 をコ一 ドするような置換等であれば、 さ ら

に多 くの個数 の置換等があ りうる。

また、本明細書 で 「1 も しくは複数 のアミノ酸 が置換、欠失、揷入および

/ または付加 されたアミノ酸配列」 とい う場合、置換等 されるアミノ酸 の個

数 は、 そのアミノ酸配列 を有 するタンパ ク質が所望 の機能 を有 する限 り特 に

限定 されないが、 1 〜 9 個 または 1 〜 4 個程度 であるか、 同一 または性質の

似 たタンパ ク質 を構成 するような置換等であれば、 さ らに多 くの個数 の置換

等があ りうる。 このような塩基配列 またはァミノ酸配列 に係 るポ リヌク レオ

チ ドを調製 するための手段 は、 当業者 には周知である。

[0021 ] 本発 明の遺伝子 には、配列番号 1 または 3 に記載 の塩基配列 と高い同一性

を有 する塩基配列か らな り、 かつ D N A 中の損傷塩基 のす ぐ5 ' 側 を切断す

る D N A 切断活性 を有 するタンパ ク質 をコ一 ドするポ リヌク レオチ ドが含 ま

れる。



塩基配列に関 し、高い同一性とは、少なくとも5 0 %以上、好ましくは 7

0 %以上、より好ましくは8 0 %以上、さらに好ましくは 9 0 %以上、最も

好ましくは 9 5 %以上の配列の同一性を指す。また、本発明に係る遺伝子に

は、配列番号 2 または4 に記載のァミノ酸配列の全部または少なくともシグ

ナル配列を除いた部分を含む一部と高い同一性を有するアミノ酸配列からな

り、かつD N A 分解活性を有するタンパク質をコ一 ドするポ リヌクレオチ ド

が含まれる。アミノ酸配列に関 し、高い同一性とは、少なくとも5 0 %以上

、好ましくは 7 0 %以上、より好ましくは8 0 %以上、さらに好ましくは 9

0 %以上、最も好ましくは 9 5 %以上の配列の同一性を指す。

[0022] ポ リヌクレオチ ド配列またはァミノ酸配列の同一性 （相同性ということも

ある）に関する検索 解析は、当業者には周知のアルゴリズムまたはプログ

ラム （例えば、 D N A S I S ソフ トウェア、 B L A S T 、 C L U S T A L

Wおよび J A L V I E W等を用いる。）により行うことができる。プログラ

厶を用いる場合のパラメータ一は、当業者であれば適切に設定することがで

き、また各プログラムのデフォル トパラメータ一を用いてもよい。これらの

解析方法の具体的な手法もまた、当業者には周知である。

[0023] 本発明に係るポ リヌクレオチ ドは、天然物からハイプリダイゼ一ション技

術、ポ リメラ一ゼ連鎖反応 （P C R ) 技術等を利用 して得ることができる。

具体的には、好ましくは、サ一モコッシ （T h e r m o c o c c i ) 綱、サ

—モコッカレス ににh e r m o c o c c a I e s ) 目、サ一モコカケアェ に

T h e r m o c o c c a c e a e ) 科の囷、より好ましくは、 ピロコッカス

( P y r o c o c c u s ) 属、またはサ一モコッカス ( T h e r m o c o c

c u s ) 属の菌 ；さらに好ましくは、 ピロコッカス . フリオサス （P y r o

c o c c u s f u r i o s u s ) またはサ一モコッカス コタカレンシス

( T h e r m o c o c c u s k o d a k a r e n s i s ) に)h する細囷 ；

特に好ましくは、 ピロコッカス フリオサスから、ゲノムD N A ( g D N A

) を調製 し、あるいは同細菌体から全 R N A を調製 して逆転写によりc D N

A を合成する。 g D N A または c D N A から、本発明のD N A 分解の適切な



部分塩基配列をプロ一プまたはプライマ一として設計 利用 して、全長の本

発明のポ リヌクレオチ ドを得ることができる。

[0024] 本発明に係るポ リヌクレオチ ドには、 D N A および R N A が含まれ、 D N

A には、ゲノムD N A 、 c D N A および化学合成 D N A が含まれる。 D N A

は、一本鎖 D N A および二本鎖 D N A でありうる。本発明に係るポ リヌクレ

ォチ ドは、 ピロコッカス属、またはサ一モコッカス属に属する細菌 ；好まし

くは、 ピロコッカス フリオサスまたはサ一モコッカス コダカレンシスに

属する細菌 ；より好ましくは、 ピロコッカス フリオサス由来でありうる。

配列表の配列番号 1 にピロコッカス フリオサス、配列番号 3 にサ一モコ

ッカス コダカ レンシスに由来する塩基配列を示す。

[0025] 本発明はまた、本発明に係るポ リヌクレオチ ド （本発明のD N A およびそ

のホモログ）を含む組換えべクタ一、その組換えべクタ一により形質転換さ

れた、形質転換体も提供する。本発明はさらに、本発明に係るポ リヌクレオ

チ ドを用いて宿主 （菌もしくは細菌、動物細胞、または植物細胞。例えば、

大腸菌）を形質転換する工程を含む、形質転換方法も提供する。

[0026] 本発明に係るポ リヌクレオチ ドが揷入されるべクタ一は、宿主内で揷入物

を発現させることが可能なものであれば特に制限はなく、ベクタ一は、通常

、プロモータ一配列、ターミネータ一配列、外的な刺激により誘導的に揷入

物を発現させるための配列、目的遺伝子を揷入するための制限酵素により認

識される配列、および形質転換体を選択するためのマ一力一をコ一 ドする配

列を有する。組換えべクタ一の作製、組換えべクタ一による形質転換方法は

、当業者に周知の方法を適用することができる。

[0027] ( I I ) 本発明の酵素 （タンパク質）

本発明の酵素は、本発明のD N A であるP F 1 5 5 1 によってコ一 ドされ

るタンパク質またはそのホモログである。

すなわち本発明の酵素は、下記の （e ' ：) 、 ( ) または （g ' ) を含

有するタンパク質である。

( e ' ) 配列番号 2 に記載のアミノ酸配列からなるタンパク質 ；



( f ' ) ( e ' ) に記載のタンパク質のアミノ酸配列において 1 もしくは複

数のアミノ酸が置換、欠失、揷入および/ または付加 したアミノ酸配列から

なり、かつD N A 中の損傷塩基のすぐ5 ' 側を切断するD N A 切断活性を有

するタンパク質 ；

( g ' ) ( e ' ) に記載のタンパク質のアミノ酸配列と少なくとも8 0 %以

上の同一性を有するアミノ酸配列からなり、かつD N A 中の損傷塩基のすぐ

5 ' 側を切断するD N A 切断活性を有するタンパク質。

[0028] さらに、 P F 1 5 5 1 のコー ドするタンパク質と相同性を有するタンパク

質が、 P . f u r i o s u s の近縁種のァ一キア （古細菌）であるサ一モコ

ッカス コダカレンシス ( T h e r m o c o c c u s k o d a k a r e n

s i s ) の遺伝子T K 0 8 8 7 にも認められた。

したがって、また本発明の酵素は、 T K 0 8 8 7 のコー ドするタンパク質

と相同性を有するタンパク質をコー ドする遺伝子およびそのホモログである

すなわち本発明の酵素は、下記の （に ）、 ( m' ) または （η ' ) を含

有するタンパク質である。

[0029] ( に ：）配列番号 4 に記載のアミノ酸配列からなるタンパク質 ；

( m' ) ( に ）に記載のタンパク質のアミノ酸配列において 1 もしくは複

数のアミノ酸が置換、欠失、揷入および/ または付加 したアミノ酸配列から

なり、かつD N A 中の損傷塩基のすぐ5 ' 側を切断するD N A 切断活性を有

するタンパク質 ；

( η ' ) ( に ）に記載のタンパク質のアミノ酸配列と少なくとも8 0 %以

上の同一性を有するアミノ酸配列からなり、かつD Ν Α 中の損傷塩基のすぐ

5 ' 側を切断するD N A 切断活性を有するタンパク質。

[0030] 本発明の酵素の精製および同定は、以下のように行われた。

まず、 ピロコッカス - フリオサス ( P y r o c o c c u s f u r i o s

u s ) の細胞抽出液に、 D N A 鎖中のアデニンが脱ァミノ化されて生 じた損

傷塩基であるヒポキサンチン含有 D N A を切断する活性が存在することを確



かめた。 ピロコッカス フ リオサスの細胞抽出液 を陽イオン交換カラムクロ

マ トグラフィ一で分画 し、その各 フラクシ ョンを用いて、 ヒポキサンチン含

有の化学合成 D N A 鎖 を基質 と した切断反応を行なった結果、図 2 に示すよ

うに、サンプル番号 1 〜 4 において、 2 4 m e r の位置にバ ン ドが検 出され

る画分を得た。一方、精製 された 「エン ドヌク レア一ゼソ」のみで処理 され

たサンプルにおいては、 2 6 m e r の位置にバ ン ドが検 出されている。ェン

ドヌク レア一ゼ V による切断反応では、 ヒポキサンチンの 3 ' 側の 1 ヌク レ

ォチ ド下流で切断されることが分かっているので、 2 4 m e r が現れるとい

うことは ヒポキサンチンの 5 ' 側で切断されていることを示 している。 した

がって、 2 4 m e r の位置にバ ン ドが現れたサンプル番号 1 〜 4 の画分にお

いては、 5 ' 側 に切断活性が起 きたことを示 している。

[0031 ] なお、サンプル番号 1 〜 4 の画分にエン ドヌク レア一ゼ V も含 まれること

をウェスタン解析で確認されているので、ェン ドヌク レア一ゼ V による切断

反応 も同時に起 きていることが予想 される。 D N A の標識は 5 ' 末端 にされ

ているので、同時に切断反応が起 きても、検 出されるのはより短い 2 4 m e

r だけである。

[0032] P . f u r i o s u s 細胞抽出液 を原理の異なる 5 種類のクロマ 卜グラフ

ィ一で丁寧 に分画 していき、 目的の活性 を濃縮 した。その画分を S D S — P

A G E に供 し、銀染色を行なうと、図 4 に示すようなタンパク質を検 出 し

た。矢印に示す 8 つのバ ン ドを切 り出 し （実施例 2 及び図 4 ) 、高感度質量

分析 に供 し、そこに含 まれるタンパク質のアミノ酸配列を求めた。その結果

、 目的の活性 を与えるタンパク質の候補 と して、 2 0 種のタンパク質が リス

卜アツプされた。

[0033] それ らのタンパク質をコー ドする遺伝子を P . f u r i o s u s のゲノム

D N A よ リクローニング し、大腸菌で発現 させた。得 られた組換え大腸菌の

細胞抽出液 を用いて、損傷塩基 を含む D N A を基質 と したヌク レア一ゼアツ

セィを行 ったところ、候補タンパク質のうちの一つか ら、 P . f u r i o s

u s の細胞中か ら検 出された活性 と同様の、 ヒポキサンチン塩基の存在する



位置の 5 ' 側が切断された産物を与える活性が検出された。従って、この活

性を有するタンパク質は、 P . f u r i o s u s の遺伝子番号 P F 1 5 5 1

の産物であることが分かった （図 5 ) 。

[0034] この遺伝子産物は、データベース上で、 H y p o t h e t i c a l p r

0 t e i n としてァノーテ一 卜されており、機能未知のタンパク質である。

本発明では、この機能未知のタンパク質が、 ヒポキサンチン塩基を含むD N

A の鎖の 5 ，側を切断するという新規の活性を有する酵素であるこ とを確定

した。すなわち、遺伝子配列を翻訳 して得 られるアミノ酸配列は、既知のタ

ンパク質との相同性を示さず、このような損傷塩基特異的なヌクレア一ゼ活

性を有するタンパク質であることは、データベース上の配列からは全 く予想

できるものではない。

[0035] また本発明の酵素は、サ一モコッカス . コダカレンシス （T h e r m o c

o c c u s k o d a k a r e n s i s ) こも言忍められ、その遺i 子 T K 0

8 8 7 をクロ一ニングして、組換え大腸菌を作製 して、当該遺伝子を発現さ

せた。その遺伝子産物に同様の切断活性があるのかどうかを調べた結果、図

6 に示すように、その細胞抽出液からもP F 1 5 5 1 の場合と同様の切断産

物を与える活性が検出された。この切断活性はヒポキサンチン （H x ) のと

ころがGになっているG _ T ミスマッチを含むD N A 基質では検出されなか

つた （レーンG ) 。また、 T K 0 8 8 7 遺伝子を組み込んでいない大腸菌で

は基質にH X が含まれていても切断は起こらなかった （レーン " E . c o l

1 " ) o

[0036] 本発明の新規 D N A 切断酵素 （配列番号 2 の4 2 4 アミノ酸からなる分子

量 4 7 ，6 5 3 のタンパク質）は、 E n d o n u c l e a s e Q ( E n d

o Q ) と命名された。この酵素はヒポキサンチンを有するD N A 鎖を切断

する酵素として上記のように同定されたが、その基質特異性がどの程度厳密

なものかを調べるために、他の損傷塩基として、その後の研究により、 ヒポ

キサンチンを有するD N A 鎖を切断するだけではなく、ゥラシル、キサンチ

ンを含むD N A 鎖や、塩基欠損 （アベィシック）D N A 鎖、ミスマッチ塩基



対を含むD N A についても切断反応を行なったところ、ゥラシル、キサンチ

ン、アベィシック部位を有するD N A 鎖を同様の効率で切断することが示さ

れた。

[0037] 図 7 に、 ヒポキサンチンを含むD N A 基質の場合とゥラシルを含むD N A

基質の場合を示す。図 7 中、* l 、 * U、 * A は、それぞれヒポキサンチン、ゥ

ラシル、アデニン （通常のD N A 塩基）を含む標識 した 1本鎖 D N A 基質を

示 し、* I / 丁、 * U G、 * A 丁、とは、それぞれヒポキサンチン、ゥラシ

ル、アデニン、がチミンまたはグァニンと向いあう部位を有する二本鎖 D N

A 基質を表 し、 ヒポキサンチン、ゥラシル、アデニンを含む鎖が標識されて

いることを示す。また、 I * T はヒポキサンチンとチミンが向かい合う部位

を有する二本鎖のチミンを含むほうの鎖が標識されたD Ν Α 基質を示す。ま

た、図 8 に、アベィシック部位、G T ミスマッチ、キサンチンをそれぞれ有

するD N A 鎖を基質に用いた場合を示す。アベィシック部位、キサンチンを

有するD N A 基質は同様の効率で切断するが、通常の二本鎖、G T ミスマツ

チを含むD N A 基質は全 く切断されない。図 8 中、* A P、 * A 、 * X はアベィ

シック、アデニン、キサンチンを含む標識 した 1本鎖 D N A 基質、* A P Z T

、 * G / T * A / T * X G とは、アベィシック、グァニン、アデニン、キ

サンチンがチミンまたはグァニンと向かい合う部位を有する二本鎖DNAのそれ

ぞれアベィシック、グァニン、アデニン、キサンチンを含む鎖に標識をした

二本鎖 D N A 基質を示す。

[0038] なお、損傷塩基の種類によって切断産物のバン ドの位置がヒポキサンチン

の場合と異なるのは、基質 D N A の塩基配列の都合で、損傷塩基の位置がH

X の位置と異なることに起因 しており、切断位置がすぐ隣りの 5 ' 側である

ことは変わらない。また、図 7 の右側のパネルは、 ヒポキサンチンを含むD

N A 基質の場合で、標識するD N A 鎖を変えて実験 した結果、 ヒポキサンチ

ンを含む側の鎖のみが切断を受け、含まない方のD N A 鎖は切断されないこ

とを示す。

[0039] さらに、本発明の酵素 （E n d o Q ) により切断されたD N A は、前述



のように、 5 ' 側 に リン酸基、 3 ' 側 に水酸基 を有する形 に切断することは

、図 9 に示 した実験で、 T 4 リガ一ゼを用いることで切断産物が再結合する

ことで証明される。

[0040] なお、 P . f u r i o s u s ( D S M 3 6 3 8 ) は、 D e u t s c h e

a m m I u n g v o n M i k r o o r g a n ι s m e n u n d

Z e I I k u l t u r e n G m b H ( I n h o f f e n s t r a s s e

7 B 3 8 1 4 B r a u n s c h w e i g G E R M A N Y ) よ り入

手 し、 T . k o d a k a r e n s i s を京都大学 大学院 工学研究科 合

成 · 生物化学専攻 生物化学工学分野の研究室 （京都市西京区京都大学桂）

よ り入手 し、本発明のタンパ ク質 を得た。 また T . k o d a k a r e n s i

s ( J C M 1 2 3 8 0 ) は、 J a p a n C o l l e c t i o n o f

M i c r o o r g a n i s m s (茨城県つ くば巿高野台 3 _ 1 _ 1 独立行

政法人 理化学研究所 バ イオ リソー ス セ ンタ 一 微生物材料開発室）よ り

入手することも可能である。

[0041 ] 本発明の酵素 （E n d o Q ) を製造する方法は以下の工程 に分 け られる

( 1 ) 配列番号 2 または 4 に示すアミノ酸配列を有する酵素 をコ一 ドする塩

基配列を調製 する工程。

当該タンパ ク質 をコ一 ドする遺伝子をゲノム配列のデータベースか ら抽 出

し、 コーデ ィング領域の両端の遺伝子配列を基 に、 P C R 用のプライマ 一 を

設計 し、化学合成する。例 えば、 P F 1 5 5 1 — F ( 5 ' - G G G C C

A T G G T A G T T G A T G G C G A T C T G C A C A

― 3 , t h e r e s t r i c t i o n s i t e o f N c o l

i s u n d e r l i n e d ) a n d t h e r e v e r s e p r i

m e r P F 1 5 5 1 — R ( 5 ' - G G G G C G G C C G C T

T A A T T T A C C T C T T T A T T T T T A A T A T A

T T G A A G C _ 3 ' 、 t h e r e s t r i c t i o n s i t

e o f N o t I i s u n d e r l i n e d ) のようなものが考 え ら



れる。 このプライマ一セ ッ トを用いて、一般的な P C R 条件 （5 0 L の反

応溶液 ：2 0 m M T r i s _ H C I 、 p H 8 . 0 、 2 m M M g C I 2、 1

O m M K C I 、 1 0 m M ( N H 4 ) 2 S 〇4、 0 . 1 % T r i t o n X - 1

0 0 、 0 . 1 m g m I B S A 中に 8 0 n g の P . f u r i o s u s ゲ ノ

厶 D N A 、 4 0 0 n M 各 プライマ一、 2 0 0 _ M o f 各 d N T P s 、

2 . 5 u n i t s P f u D N A p o l y m e r a s e を含む）によ り目

的の遺伝子を試験管 内で増幅する。

( 2 ) 塩基配列を発現べ クタ一に挿入 し、組換 えべ クタ一を得 る工程

例 えば、大腸菌用の発現べ クタ一である p E T 2 1 d ( + ) を用いる場合

、上記 プライマ一の配列中にそれぞれ、制限酵素 N c o l , N o t I 認識配

列を含めてお くと、 P C R増幅遺伝子を両酵素で処理すると、それぞれの認

識配列が両末端 に現れる。従 って、 p E T 2 1 d ( + ) を同 じくN c o I 、

N o t I で切断 し、その位置 に当該遺伝子を揷入 し、組換 えべ クタ一を得 る

ことが可能 になる。

( 3 ) ベ クターで宿主細胞 を形質転換 し、形質転換体 を得 る工程

例 えば、大腸菌 を宿主に用いる場合、その形質転換法は確立 されてお り、

最 も簡便 には、大腸菌細胞 を塩化カルシウム溶液 に浸 して氷 中で静置するこ

とによって、外来 D N A を細胞 内に取 り込み易 くなる。試験管 内で作成 した

組換 え D N A 溶液 をこの細胞液 に加 えると宿主細胞 は、その D N A によって

形質転換 され、形質転換体が得 られる。ベ クタ一 と して p E T 2 1 d ( + )

を用いる場合、宿主細胞 は、 E . c o l i B L 1 C o d o n P l u s

( D E 3 ) - R I L 株 が適 している。

( 4 ) 形質転換体 を培養する工程

当該遺伝子を導入 した E . c o l i B L 1 C o d o n P l u s ( D

E 3 ) - R I L 株 を培養する場合、 アンピシ リン 5 O I m I 、 クロラム

フエニコ一ル 3 4 I m I を含む L B 培地で 3 7 °C の振 とう培養 を行い、

波長 6 0 0 n m で測定 した濁度 〇 D 6 0 0が 0 . 6 程度 まで増殖 した時に、 イソ

プロピル S — D チォガラク 卜ビラノシ ド （I P T G ) を 1 m M になるように



添加 して、当該遺伝子発現の誘導をかけ、さらに3 7 °Cで4 時間振とう培養

を続けると目的タンパク質が効率良く産生される。

( 5 ) 培養液から酵素を採取する工程

上記のように培養 した大腸菌を遠心分離 （5 分、 5 0 0 0 X g 、 4 °C ) に

よって集菌 し、超音波破砕機で細胞を潰 して細胞抽出液を得る。目的タンパ

ク質は耐熱性であるが、宿主大腸菌は常温生物であり、そのタンパク質には

耐熱性がない。従って、細胞抽出液を熱処理 （例えば8 0 °C、 2 0 分）する

と、宿主の大部分のタンパク質は変性 して不溶化するので、遠心分離 （1 0

分、 1 5 0 0 0 X g 、 4 °C ) によって取 り除ける。その後、さらに原理の異

なるクロマ 卜グラフィ一を続けることによって、高純度に精製された目的タ

ンパク質を調製することができる。

[0042] ( I I I ) 本発明の損傷塩基を除去する方法

本発明の損傷塩基を除去する方法は、本発明の酵素 （エン ドヌクレアーゼ

Q ) と、損傷塩基の 3 ' 側のヌクレオチ ドのリン酸ジエステル結合を切断す

るE n d o V またはフラップェン ドヌクレア一ゼを組み合せることにより

、損傷塩基を切 り出して除去することができる方法である。

損傷塩基を除去 した後は、切断後の界面をD N A リガーゼ反応によって再

結合することができる。

実施例

[0043] 本発明のタンパク質は、以下に記載する実施例に記載 した方法のほか、本

願明細書に開示される配列情報に基づいて、当該分野で公知の方法を使用 し

て、当業者によって容易に作製することができる。また、本願明細書に開示

される配列を改変 した配列を含むタンパク質についても、当該分野で公知の

方法を使用 して、当業者によって容易に作製することができる。

また本発明はこれらの実施例によって何 ら制限を受けるものではない。

[0044] [ 実施例 1 ]

本願発明の切断酵素の同定

< P . f u r i o s u s の培養>



B a c t o T r y p t o n ( B D ) 2 0 g B a c t o Y e a s t

E x t r a c t ( B D ) : 5 g 、塩化ナ トリウム ：2 3 . 9 g 、塩化マグネ

シゥ厶六水和物 ：1 0 . 8 g 、硫酸ナ トリウム ：4 g 、 S o l u b l e S

t a r c h : 1 0 g ( D I F C 〇）、 1 0 m l の 1 0 0 X T r a c e e l

e m e n t ( 3 0 % M g S 〇4、1 0 % N a C I 、 1 % F e S 〇4 7 H 2 〇、

1 % Z n S 〇4、 1% C u S 〇4 7 H 2 〇、 1 % C o S 〇4 5 H 2 〇、 0 . 1

% C u S 〇4 5 H 2 〇、 0 . 1 % K A I ( S 〇4 ) 2、 0 . 1 % H 3 B 〇2、 N

a 2M o 〇4 2 H 2 〇、 0 . 2 5 % N i C I 2 6 H 2 0 , p H 7 . 0 ) を含む

培地 1 0 0 0 m l をォ一 卜クレープ後、内温が 1 0 0 °C まで低下したところ

で培地瓶を取り出し、 2 m l の P . f u r i o s u s の菌種を添加 した。そ

の後、 9 8 °Cで静置培養を行った。〇D 6 0 0が0 . 6 になったところでインキ

ュべ—タ—から取り出し、培養液を 1 0 分間水で冷却 した。その後、培養液

を遠心 （6 2 6 8 X g 、 1 0 分間、4 °C ) することによリ集菌 した。培地中

の菌体数は血球計算盤を用いて計算 した。

[0045] < 細胞抽出液の調製とカラムクロマ トグラフィーによる分画>

集菌 した菌体をプロテア一ゼ阻害剤であるc o m p I e t e 、M i n i

E D T A - f r e e ( R o c h e ) を溶解 した 1 5 m l の溶液A ( 5 0 mM

T r i s _ H C I 、 p H 8 . 0 、 0 . 5 mM D T T 、 0 . 1 mM E D

T A 、 1 0 %グリセロール）に懸濁 し、氷上で超音波破砕 （5 秒間、 o n /

1 0 秒間、 o f f で計 1 0 分間）を行った。超音波破砕液を遠心 （2 3 7 0

8 X g 、 1 0 分間、4 °C ) して得られた上清を細胞抽出液とした。細胞抽出

液を0 . 1 M塩化ナ トリウムを含む溶液 B ( 1 0 mM p o t a s s i u m

p h o s p h a t e , p H 7 . 4 ) で透析 した （4 °C、 1 4 時間）。同じ

溶液で平衡化 した p h o s p h o c e l l u l o s e ( P 1 1 ) カラムに供

し、 0 . 1 _ 1 M N a C I の直線濃度勾配により、結合 したタンパク質を

分画 した。目的の活性は0 . 2 0 —0 . 3 7 M N a C I で溶出した。

[0046] この画分を0 . 1 M N a C I を含む溶液A で透析 し、 1 m l H i T r

a p S P H P カラム （G E H e a l t h c a r e ) に供 した。 0 . 1



- M N a C I の直線濃度勾配で結合タンパク質を溶出したところ、目的

の活性は0 . 2 1 —0 . 4 1 M N a C I の位置に溶出した。

[0047] この画分を溶液 A で希釈 し、 〜 〇 1濃度を0 . 1 M以下に下げた。そ し

て、 1 m l H i T r a p H e p a r i n H P カラム （G E H e a l

t h c a r e ) に供 し、 0 . 1 — 1 M N a C I 濃度勾配で結合タンパク質

を分画 した。目的の活性は0 . 2 7 —0 . 4 6 M N a C I で溶出した。

[0048] この画分を溶液 B で透析 し、 1 m l H y d r o x y a p a t i t e カラ

厶 （E C O N O P A C K C H T — I I ；B i o —R a d ) に供 した。結合

タンパク質を0 . 0 1 —0 . 5 M リン酸カリウム濃度勾配 （溶液 B 中）で溶

出し、目的の活性を0 . 2 3 —0 . 2 6 M リン酸カリウムの位置に得た。

[0049] その画分をさらに、 1 m l M o n o S H R 5 5 カラム （P h a r m

a c i a ) に供 した。 0 _ 0 . 3 M a C I (溶液 A 中）の直線濃度勾配

で結合タンパク質を溶出した結果、図 3 に示すように、目的の切断活性を有

する画分を得る事ができ、 0 . 2 3 M N a C I で溶出される画分において

、最も高い活性を示 した。

[0050] 図 3 によると、 レーン6 、 7 の画分に、目的の活性が最も多 く含まれてい

ると予想されたので、 レーン6 の画分をS D S —ポ リアクリルアミ ドゲル電

気泳動に供 し、銀染色によって、この画分に含まれる含有タンパク質を検出

した。その結果、図4 に示すように、まだ多 くの種類のタンパク質がこの画

分に含まれていることが分かった。このうちはっきり見える8 本のバン ド （

図4 に矢印で示すバン ド）を切 り出し、それぞれを高感度質量分析に供 した

結果、目的の活性を与えるタンパク質の候補として、活性の強度とバン ド強

度の連動性、活性と関連すると予想される ドメインの有無、ァ一キア間にお

ける保存の有無、ァノテ一シヨンの有無等の観点から、 2 0 種の候補タンパ

ク質をリス トアップした。すなわち、他の画分についても電気泳動 して、銀

染色によるタンパク質検出を行い、バン ドの濃さと、図 3 に示 した活性の強

さ （切断産物のバン ド強度）の相対関係を調べたり、 D N A と同語作用する

タンパク質と予想されるような構造 （配列）を有 していないか、そのタンパ



ク質がァ一キア間でどの程度保存されているのか （重要な分子であれば保存

度が高い）、データベース上で既 に機能が予想 されてァノーテ一シ ヨンされ

ているものは、その名称 （" D N A 結合タンパク質" など）を リス トアップ

する、などの作業 を行なって、候補タンパク質を絞 り込んだ。

[0051 ] 2 0 種の候補タンパク質をコー ドする遺伝子を、 P . f u r i o s u s の

ゲノム D N A よリクローニング し、大腸菌内でそれぞれの遺伝子を発現 させ

た。細胞質中に産生されたそれぞれの遺伝子産物の活性 を調べるために、組

換え大腸菌細胞 を培養 して、集菌 した後、超音波細胞破砕機 （M i s o n i

x 社 a s t r a s o n u l t r a s o n i c p r o c e s s o r ) で

大腸菌細胞 を破砕 し、遠心分離 （1 5 0 0 0 X g 、 1 0 分、 4 °C ) して、細

胞抽出液 を遠心上清 に得た。 さらに、それを湯浴槽 中で、 8 0 °C、 2 0 分の

処理 を行い、宿主大腸菌由来のタンパク質を変性 させ、遠心分離 （1 5 0 0

0 X g 、 1 0 分、 4 °C ) によって除去 して目的の分画サンプルを得た。

[0052] < ェ ン ドヌク レア一ゼ活性測定>

5 ' 末端 をC y 5 で蛍光標識 した、 ヒポキサンチン （5 ' 末端か ら2 5 η

t 目の位置）含む 4 5 鎖長のオ リゴヌク レオチ ド （C y 5 _ 4 5 N _ d I 2

5 ) と非標識の相補的配列を有する4 5 鎖長のオ リゴヌク レオチ ド （t e m

p 4 5 N - n o r m a I ) を用いて、 T A M緩衝液 （4 0 m M T r i s -

a c e t a t e ( p H 7 . 8 ) 、 0 . 5 m M酢酸マグネシウム） 3 0 I 中

でそれぞれ終濃度 5 0 0 n M、 7 5 0 n M となるように混合 し、 9 8 °C か ら

3 0 °C まで段階的に除冷 し （P C R装置を用いた）、 ヒポキサ ンチ ンを含む

二本鎖 D N A 基質 （Η χ — d s D N A ) を調製 した。

[0053] また、損傷塩基 を含 まない D N A 基質の調製のために、 ヒポキサンチンの

部位がアデニンになっているノーマルな D N A 鎖 （4 5 N ) を t e m p 4 5

N - n o r m a I と同様の条件でアニー リング して調製 した。用いたオ リゴ

ヌク レオチ ドの塩基配列を以下に示す。

[0054] C y 5 — 4 5 N — d I 2 5 ：5 ' — c g a a c t g c c t g g a a t c c t

g a c g a c i t g t a g c g a a c g a t c a c c t c a 3 (酉己歹番



号 5 )

t e m p 4 5 N — n o r m a I ：5 ' — t g a g g t g a t c g t t c g c

t a c a t g t c g t c a g g a t t c c a g g c a g t t c g 3 ' (酉己

列番号 6 )

4 5 N ：5 ' — c g a a c t g c c t g g a a t c c t g a c g a c a t g

t a g c g a a c g a t c a c c t c a 3 (酉己歹番号 7 )

[0055] 反応液 2 0 斗 I ( 1 0 n M H x _ d s D N A 、 5 0 mM T r i s - H

C I ( p H 8 . 0 ) 、 1 mM D T T 、 0 . 1 % T w e e n 2 0 、 1 mM

M g C I 2、および分画サンプル 2 斗 I ) を調製 し、 6 0 °Cで 1 時間反応させ

た。反応後、反応停止液 （9 8 %ホルムアミ ド、 1 0 mM E D T A 、 0 .

1 % 〇 r a n g e G ) 4 0 I を反応液中に加えて反応を停止させ、 9 8

°Cで 3 分間熱処理 し、急冷 した。この反応液 1 . 5 l を8 M 尿素— 1 2

%ポ リアクリルアミ ドゲルに供 し、 i X T r i s — b o r a t e E D T A

( T B E ) ( 8 9 mM T r i s 、 8 9 mMホウ酸、および 2 mM E D T

A ) 中で、 2 OWで 5 0 分間の電気泳動を行った。電気泳動終了後、 T y p

h o o n T r i o + ( G E H e a l t h c a r e イメージアナライザ一

を用いて反応液中のD N A を可視化 した。

[0056] 質量分析によって得 られた候補タンパク質遺伝子について、それぞれクロ

—ニングして組換え大腸菌を作成 し、その活性を調べることによって、候補

遺伝子のうちの遺伝子番号 P F 1 5 5 1 を有する組換え大腸菌から、 P . f

u r i o s u s の細胞中から検出された活性と同様のヒポキサンチン塩基の

存在する位置の 5 ' 側が切断された産物を与える活性が検出された。従って

、この活性を有するタンパク質は、 P . f u r i o s u s の遺伝子番号 P F

1 5 5 1 の産物であることが分かった （図 5 ) 。

[0057] [ 実施例 2 ]

本発明の酵素 （E n d o Q ) により切断されたD N A の末端がD N A 鎖

の連結酵素であるD N A リガーゼで再結合できるかどうかを確かめるために

、デォキシイノシンを含む D N A (配列番号 5 ) 及びそのすぐ5 ' 側のC



がU に変わったD N A 基質を配列番号 6 のD N A 鎖とァニール して二本鎖を

形成させた。 5 0 mM T r i s —H C I 、 p H 8 . 0 、 1 mM D T T 、

1 mM M g C I 2、 0 . 0 1 % T w e e n 2 0 を含む反応液中でT k o E

n d o Q ( 1 0 n M ) と7 5 °C、 2 0 分間反応させ、 9 8 °C、 1 0 分間静

置 して酵素を失活させた。その後、 9 8 °Cから2 5 °C まで 2 時間かけて下げ

ていくことによって、 D N A を二本鎖に戻 し、Q u i c k L i g a t i o

n K i t ( e w E n g l a n d B i o l a b s 社製）を用いて、室

温で 3 0 分間ライゲ一ション反応を行なった。 9 8 °Cで 5 分間置いた後、す

ぐに氷中に移 して急冷 した。そのサンプルを8 M 尿素を含む 1 2 % P A

G E に供 し、その電気泳動イメージを蛍光イメージアナライザ一 （T y p h

o o n T r i o + 、 G E H e a l t h c a r e 社製）により可視化 した

(図 9 ) 。切断産物である2 3 m e r ( U の場合）、および 2 4 m e r ( I

の場合）が、 D N A リガ一ゼを加えることによって、元の長さ （4 5 m e r

) に戻ることが示された。

その結果、本発明の酵素 （E n d o Q ) により、切断されたD N A は、

T 4 リガ一ゼを用いることで再結合することが確認された （図 9 ) 。

[0058] 本発明を特定の態様を用いて詳細に説明 したが、本発明の意図と範囲を離

れることなく様々な変更および変形が可能であることは、当業者にとって明

らかである。なお本出願は、 2 0 1 3 年 5 月 1 0 日付で出願された米国仮出

願 （6 1 / 8 2 1 ， 8 6 6 ) に基づいており、その全体が引用により援用さ

れる。

産業上の利用可能性

[0059] 本発明の酵素は、例えば、細胞中のD N A が様々な外的要因、内的要因に

よってどのくらいの頻度で損傷を受けるかという検出キッ卜の開発や、損傷

を受けたD N A だけを切断することで P C Rの錶型から除去 し、損傷が原因

で生 じるP C R時の変異率を下げる技術などに応用することが可能である。

さらに本発明の酵素は、超好熱菌由来であるため、超好熱性であり、極めて

熱安定性に優れているため、操作性に優れ、種々の遺伝子工学技術で使用さ



れる遺伝子工学用酵素 と して新たな技術開発への応用が期待 される。



請求の範囲

[ 請求項 1 ] 損傷塩基 を含む D N A 鎖 において、該損傷塩基 を有するデォキシ リ

ボ ヌク レオチ ドと、前記デォキシ リボ ヌク レオチ ドの 5 ' 側 に隣接す

るデォキシ リボ ヌク レオチ ドとのホスホジエステル結合 を切断する活

性 を有する酵素。

請求項 2 ] 配列番号 2 または 4 に示すアミノ酸配列を含む請求項 1 に記載の酵

請求項 3 ] 1 も しくは複数のアミノ酸が置換、欠失、揷入および / または付加

された配列番号 2 または 4 に示すアミノ酸配列を含む請求項 1 に記載

の酵素。

請求項 4 ] 配列番号 2 または 4 に示すアミノ酸配列 と 9 5 % 以上の相 同性 を有

するアミノ酸配列を含む請求項 1 に記載の酵素。

：請求項 5 ] 損傷塩基が ヒポキサ ンチンである請求項 1 か ら4 のいずれか一項 に

記載の酵素。

：請求項 6 ] 損傷塩基がキサ ンチンである請求項 1 か ら4 のいずれか一項 に記載

の酵素。

：請求項 7 ] 損傷塩基がゥラシルである請求項 1 か ら4 のいずれか一項 に記載の

酵素。

：請求項 8 ] 損傷塩基が脱塩基 （アベィシ ック）である請求項 1 か ら4 のいずれ

か一項 に記載の酵素。

：請求項 9 ] サ一モコカケアェ ( T h e r m o c o c c a c e a e ) 科 由来であ

る請求項 1 か ら8 のいずれか一項 に記載の酵素。

：請求項 10 ] ピロコッカス （P y r o c o c c u s ) 属 またはサ一モコッカス （

T h e r m o c o c c u s ) 属 由来である請求項 9 に記載の酵素。

：請求項 1 1 ] ピロコッカス . フ リ才サス ( P y r o c o c c u s f u r i o s

u s ) またはサ一モコッカス コダカ レンシス （T h e r m o c o c

c u s k o d a k a r e n s i s ) 由来である請求項 1 0 に言己載の

酵素。



[ 請求項 12 ] 請求項 1 か ら 1 1 のいずれか一項 に記載の酵素 をコ一 ドする D N A

請求項 1 2 に記載の D N A を含有する組換 え体べ クタ一。

請求項 1 3 に記載の組換 え体ベ クターを宿主細胞 に導入 して得 られ

る形質転換体。

請求項 1 4 に記載の形質転換体 を培地 に培養 し、培養物 中に請求項

1 か ら 1 1 のいずれか一項 に記載の酵素 を生成蓄積 させ、培養物か ら

該酵素 を採取することを含む、請求項 1 か ら 1 1 のいずれか一項 に記

載の酵素の製造方法。

請求項 1 か ら 1 1 のいずれか一項 に記載の酵素 と、 E n d o V と

を使用 して損傷塩基 を除去する方法。

請求項 1 か ら 1 1 のいずれか一項 に記載の酵素 と、 フラップェン ド

ヌク レア一ゼ とを使用 して損傷塩基 を除去する方法。

損傷塩基が、 ヒポキサ ンチン、 キサ ンチン、 ゥラシルおよび脱塩基

(アベィシ ック）か らなる群か ら選択 される少な くとも 1 つである請

求項 1 6 または 1 7 に記載の方法。

請求項 1 6 か ら 1 8 のいずれか一項 に記載の方法 によって損傷塩基

を除去 した後、 D N A リガーゼ反応 によつて再結合する遺伝子操作方

法。
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