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　　　　Lip◎aもe　aceもy1宅ra捻sferase（E2）　coml）risi㎎sixもy　s秘bun重ts韮s　one（）£も難eもhree　c◎lnp（通e飛も

enzymes　of　pyruvate　dehydrogenase　multaenzyarte　complex　from　the　thermophile，　BaciZ12es

stearothermophilus．　Gene　encoding　E2　of　the　B．　stearothermopuhitus　（NCA　1503）　sponta－

neous　mutant　was　eloned　and　sequenced．　The　amino　acid　sequence　of　E2　deduced　from　its

nucleotide　sequence　（1305　bp）　was　quite　similar　to　that　of　original　strain　（GenBank：　40038）．

The　gene　was　overexpressed　in　the　Escherichia　coli　BL21　（DE3）　pLysS　to　a　soluble　and　active

T7－tagged　E2（tE2）：E2　plus餓een　exteRsion　residues　fromハ1－terminus．　tE2　was　purt巨ed　to

hemegeneity　by　ammenium　sulfate　fractioBation，　gel　filtratlon，　and　heattreatmeRt．　The

sed滋e雍aもio難co¢簸cieRもof慮2　was　esも無a宅内31S，　sugges糠㎎繊aも癒2　also　c◎即rises　s磁y

sub戯書s．癒2照s　relaもive王y　s捻b王e；熱。穫ba£韮◎難aも60℃｛br　6◎癒R　affected　its　enzy贈acもiv童もy

insignificantly，　and　90e／o　of　original　activity　was　recovered　from　6　M　guanidine　hydrochloride．

tE2　was　capable　of　spontaneously　non－covalent　association　wlth　the　B．　stearothemaophiSzts　E3：

other　component　of　the　pyruvate　dehydrogenase．　Based　on　these　results，　tE2　was　suggested

useful　for　a　model　system　to　examine　the　stabihzing　mechanism　of　an　enzyme　complex．

INTRODUCTION
　　　The　BacilgzLs　stearothermophigzes　｝ipoate　acetyltraRsferase　［EC　2．3．1．12］　（E2）

comprises　sixty　identical　subunits　and　forms　a　core　of　pyruvate　dehydrogenase　complex

（PDC）　（Perham，　1996；　Domingo　et　al．，　1999；　Perham，　2000）．　Each　subunit　has　three

structural　domains：　catalytic　domain　（CD），　E　l／E　3　binding　domain　（BD），　and　lipoyl

domaln　（LD）　from　C　to　N　termmi．　CD　is　solely　responsible　for　a　non－covalent　aggregation

ef　sixty　subunits　besides　a　catalytic　function　of　E　2．　Through　a　BD，　either　tetramerie　pyru－

vate　decarbgxylase　｛EC　1．2．4．1］　（E　l）　er　dimeric　dihydrglipeamide　dehydregewase　fEC

L8ユ．41（E3）attaches　n◎n－c◎valenも1y　to　a　s嚢b瞬もso　thaもPDC捻畿搬u1もie員zyme　c◎瓢P粟ex

having　a　melecniar　size　of　nearly　ten　megadalton．　E　l，　E2，　altct　E3　participate　differently

in　the　overall　reaetion　catalyzed　by　PDC：　the　synthesis　of　acetyl　C　oA　from　pyruvate　and

CoA．　E　l　catalyzes　the　decarboxylative　transfer　of　an　acetyl　group　from　pyruvate　to　thi－

amine　diphosphate．　The　acetyl　group　is　then　transferred　to－a　lipoyl　group　covalently
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attached　to　a　lysine　re＄idue　in　LD：　the　centerresidue　of　a　DKA　inotif　（Dardel　et　nt．，　1993）．

The　final　acetyl　transfer　is　that　in　CD　from　the　lipoyl　group　to　CoA，　yielding　a　dihy－

dro｝ipoamide　grogp　aRct　acetyl　C’eA．　The　turRover　of　the　overal，1　reactigx　therefere

requires　the　E3－catalyzed　re－oxidation　of　the　dihydrolipoamide　group；　E3　is　a

fiavoprotein　actiir｛g　with　the　reductien　of　NAI）’im．　We　have　been　coneemed　with　the　stabi－

lizing　mechanism　of　a　huge　assembly　composed　of　many　pelypeptides　and　have　examined

how　PDC　is　disintegrated　by　several　factors　s　uch　as　heat　and　potassii．im　iodide　（H／iromasa

et　ag一．，　1994；　Hiromasa　fet　esg．，　1997；　Aso　et　ag，　1998）．　Sinee　results　frora　studies　oR　stability

of　a　component　enzyine　isolated　frorrt　PDC　are　different　．from　those　using　PDC，　only　based

eB　kxcwiedge　ef　properties　of　free　components，　it　is　diffieult　tc　give　an　explanatieR　of

ehanges　i．n　PDC；　these　changes　usually　accompany　the　dissociation　into　and　re－associ－

atieR　of　compoRents　（｝i｛iromasa　et　al．，　2000；　Jung　et　at．，　2002）．　lnter一　and　intra－protein

㎞teractions　must　be　responsible　for　cha㎎e漁PDC　and　becomeね蜘comphcated賦h
increasing　number　of　components．　ln　this　context，　we　have　been　in　need　of　construction

oξamid磁e－scale獄（）Cte｝：apr◎もe瓶。（）獄P王ex　s㎞Pler撫axx．：PDC，　b犠f畿r　la罫9erもha籍aco艶一

mon　oligomeric　protein．　The　gene　encoding　E2　is　cloned　and　sequenced　（GenBank：

40e38），　and　is　expresf　ed　in　Escherihin　cogi　（Borges　et　ctt．，　1990；　Lessard　et　ctl．，　1998）．

With　reference　to　these　results，　we　embarked　on　the　preparation　of　E2　from　the　B

stearothermophilzes　（NCA　1503）　spontaneous　mutant，　because　t，his　strain　has　been

maintained　iR　Kyushu　University　aRd　because　its　fresh　eells　have　beeR　availab｝e．　We

examined　the　sequence　of　E2　gene　from　the　mutant　and　constructed　its　overexpression

system　ilt　E．　oo乏感．　We　f麟hermore　p顧fied　res嘘i鍛g　T7一もagged　E2　and　exam．叢．Red　iもs

propertie＄；this　E2　is　abbreviated　as　tE2　i皿this　paper．

MATERIALS　AND　METHODS
Che搬並¢als，　P韮as澱id繁and　ge獲。蹴e　DNA

　　　AII　chemicals　used　were　of　the　highest　grade　commercially　available．　Sepharbse

CL－2B　and　Sephacry’1　S－40eHR　were　obtained　from　1’harmacia　LKB　Biotechmo｝ogy

（Tokyo）．　The　B　steaTothermophilzes　diaphorase　ll　（E3）　was　purchased　from　Unitika

（Kyoto）　and　used　without　further　purification．　KOD’　DNA　polyrnerase　and　DNA　ligation

kit　were　from　Takara　Shuzo．　G　exxeclean　kit　artd　Big　Dye　TermiRator　Cycle　Sequencing　kit

were　obtained　from　Bi，olOl　（USA）　and　PE　Appiied　Biosystems　（USA），　respectively．　The

ceHs（）f鎌eβ．　steg、rothθmaoメ）hilzes（醤CA　15◎3）sp◎RtaReO雛s搬uもar誌were　k蚕（澱y　do盤ated

from　Dr．　M．　Kimura　（Faculty　of　Agriculture，　Kyushu　University）．　Chromosomal　DNA　of

tke　cell　wa＄　principally　prepared　accordmg　to　the　rftethod　of　Barker　（Barker，　1989）．　The

E．　coli　BL21　（DE3）　pLyS　strain　and　the　pETIla　plasrnid　were　obtained　frorn　Stratagene

（La　Jolia，　C，；SA）．

Cloning　and　sequeneing　of　E2　gene

　　　E29畷愈was慕mp1澁ed　by油日step－d（）wn　polyrrierase　cha㎞reactio筑（PCR）acc◎r曲竃9

to　the　method　of　Heeker　and　Reux　（Hecker　and　Roux，　1996）．　The　reaction　mixture

eemprised，　70g　Rg　of　the　genorfie　DNA，　200　mM　dNTPs，　I　OO　pmol　of　sense　primer，　l　eO

pmol　antig．　ense　prtmer，　and　2．5units　of　KOD’　DNA　polymerasel　the　sense　artd　antisense

primers　were　5’一GTGGATCCGTGCTTTTGAATTTAAGCTG－3’　and　5’・・一GTGGATocCAAC一
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TACCATCGTTTTACGCC－3’，　respectively．　The　mixture　was　incubated　with　thirty－five

temperature　cycles　by　the　folloWing　（1）　and　（ll）　methods；　eaeh　cycle　in　both　the　methods

included　successive　three　incubations　at　different　temperatures　for　3　e　sec，　15　sec，　altd　15

sec，　respeetively．　First　fifteeR　eycles　were　’doRe　by　the　method　（1），　using　the　foliowing

five　temperature　series：　95℃一一74℃一72　eC；　950C－70“C－720C；　95“C－660C．72℃；

950C－62　eC－72　eC；　95℃一58“C－72℃．　Each　series　was　repea£ed　three　times．　Residual

twenty　cycles　were　dgRe　by　the　raethod　（g）；　every　cyc｝e　was　repeated，　using

95eC－540C－72“C　teraperature　sertes．　Resulimg　prgdnct　was　digested　by　BamRl．　The　E2

geRe　was　resolved　by　agarose　ge｝　electrophoresis，　purified　with　GeRecleaR　kit，　aRd　cloRed

inte　a　pUC　I　9　vector：　pUC／E2．　The　DNA　sequeRce　of　E2　geRe　in　pUCfE2　was　detemiried

with　an　ABI　PRISM　377　DNA　sequencer　using　the　forward　and　reverse　M　l　3／pUC　sequenc－

ing　primers，　and　a　Big　Dye　Teritmator　Cycle　Sequencing　kit．

Overexpression　of　E　2　gene

　　　The　pUC／E2　was　digested　with　BamHI　and　resolved　by　agarose　gel　electrophoresis．

Resultng　E2　gene　was　pur血ed　ustng　Geneclean　kit　and　sub－cloned　into　a　pETllavector，

pETIE2　plasmid　thus　constructed　was　overexpressed　in　E．　coli　BL21　（DE3）pLysS；

operation　including　eultivation　in　LB－amp　medium　at　370C　for　5　h　after　induction　with

lmM　isopropyl－B－D－thiogalactopyranoside　（IPTG）　was　done　according　to　the　procedure

described　in　the　pET　System　Vectors　and　Hosts　instruction　manual　（Stratagene，　USA），

P皿ification　of　tE2

　　　A｝1　procedures　exeept　for　heat　treatment　were　done　at　40C．　Unless　otherwise　noteds

the　bu鐸er　used　for　pur雌cation　was　20mM　sod巨㎜phosphate　b雌er（pH　7）conta㎞g

2mM　EDTA　and　O．15mM　phenyimethanesulfonyl　fiuoride　（standard　buffer），　aRd　cek－

trifugation　was　done　for　30　mir｝　at　3，000－5，eOe　X　g．　A　protein　solutioft　was　conceRtrated

by　the　f〈）恥w：㎞9　meth（）d；proもe勲S　were　preC重piもaもed　by　iiicuba宅i◎n拠5◎％saもuraもi◎嚢of

（NH∂2Sαf（）r　l　h，　re－s殺spe貧ded　wiもh　a　s】〔資a簸a】餓（）㎜もof　staRdard　bu揮er，　and　ce嚢tr漁ged

もorem◎ve蟄sduble斑aももers．　The　overexpressi◎繋◎f　E2　ge嚢e　was　do潅e　by　the　meもh〈）d

described　above．　The　ceRs　coheeted　by　eektrifugatiok　were　re－suspeRded　in　a　staRdard

buffer　and　disrupted　ten　times　by　ultrasonic　treatmeiit：　3e　see　each．　Ceil　debris　was

remeved　by　ceRtrifugation．　Resultikg　supematant　was　brought　to　35C／e　saturatien　of

（N：H4）2SO4．　After　remova護of　precipitate　by　centr血gation，　supernatant　was　concentrated

and　submitted　to　the　gel　filtration　on　a　Sepharose　CL－2B　column　（2．5×110cm）；　the

column　was　pre－eq曲rated　and　developed輌th　a　standard　b曲r．　Active　fractions　were

comb血ed，　concentrated，・and　mtered　aga血through　the　same　col㎜．　Active　fractions

were　combined，　concentrated，　and　tncubated　at　70℃for　5　h．　After　centr血エgation，　result－

ing　supernatant　was　dispensed　and　stored　at　一300C．

Assay　of　enzyme　activity　and　analytical　ultracentrifugation

　　　Enzyme　activities　of　E2　and　E3　were　measured　at　300C　by　the　methods　reported

previously　（Hiromasa　et　at，　1993；　Hiromasa　et　al．，　1995）．　Analytical　ultracentrifugation

was　done　at　20，000rpm　and　200C　by　sedinrnentation　velocity　method，　using　a　Beckman

Optima　XL－A　ultracentrifuge　equipped　with　An－60　Ti　rotor　and　double　sector　cell

（12㎜）．Se血entation　pattem　was　m伽tored　at　280㎜and　analyzed輌th　a　Bec㎞an
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Sta嚢》鍛ity　ef　tE2

　　　Stability　of　tE2　at　various　temperatures　between　30　OC　and　95　OC　was　examned　by　the

folloWirig　raethod：　incubatiok　gf　tE2　soluticR　（staRdard　buffer）　for　6e　mlft，　coo｝ing　oR　ice

for　60　mi皿，　and　assay　of　enzyme　activity　at　30℃．　Stab血ty　of　tE2　to　guanid血le　hydrochlo－

ride　（GdnKC｝）　was　examined　by　the　fo｝lowing　method：　incubatioR　of　O．lmg／ml　tE2

（standard　buffer）at　4℃for　24h血the　presence　of　various　amou：nts　of　GdnHCI　and　assay

ef　enzyme　activity　at　3e　OC．　The　amownt　of　GdRHC｝　was　conhrmed　by　measuring　refrative

index　（Pace　et　al．，　1989）．　Effects　of　the　remQval　of　GdnHCI　on　tE2　were　exammed　by

measiti　lkg　enzyme　aetivity　at　3e“C　after　dia｝ysis　against　a　standard　buffer　at　4　eC　for　48　h．

Preparatien　ef　tE2－E3　cemplex

　　　tE2　and　E　3　solutions　were　prepared　with　a　standard　buffer．　Mixing　ratio　between　tE2

aRd　E3　was　coRfirmed　based　cR　total　UV　absorbaRey　at　280nm　（A2so）　of　each　so｝utioft；

about　O．3mユof　the　mixture　contai血ng　tE2（total　A280＝0．6）and　E3（total　A280＝12）was

prepared．　The　mixture　was　incubated　fQr　30miR　at　room　temperature　and　subjeeted　to

the　ge旧tration　on　a　Sephacryl　S400HR（1．5×26　cm）col㎜at　room　temperature；the

colum　was　pre－eqnilibrated　and　deve｝oped　with　a　standard　buffer．

RESULTS　AND　DISCUSSION

Cloning，　sequencing，　and　overexpressioR　ef　gene

　　　The　E2　gene　of　the　B．　stearothermophilzes　（NCA　1503）　original　strain　has　an

l．3　kb－open　reading　frame　（GenBank：　40038）．　With　reference　te　the　sequenee　of　the　gene，

we　designed　the　sense　and　antisense　primers　for　amplification　of　the　E2　gene　from　the　B

stearothemaophiLzLs　（NCA　1503）　spoRtaneous　mutaRt；　both　the　sequences　were　further

designed　so　that　each　primer廿icluded　a　BαmHI　recog】rlition　site．　Us血g　these　prtmers，　the

geRe　was　successfnky　amplified　by　step－down　PCR．　Resulting　preducts　were　digested　by

BamHI，　and　the　E2　gene　（1．3　kb）　was　purified　by　agarosegel　electrophoresis．　As　shown　in

Fig．　1，　the　purified　gene　was　ligated　irtto　pUC　19　vector　（2．6　kb）　which　had　been　also　eut

with　BamHI，　and　eonstructed　a　pUC／E　2　plasmid　（3．9　kb）．　Both　the　strands　of　the　insert

DNA　in　pUC　19　were　eompletely　sequenced．　As　shown　in　Fig．　2，　the　gene　had　an　open

readmg　frame　cornposed　of　1305　bp　encoding　434　ainino　acids　（DDBJ　nucleotide　sequeRce

accessien　number：　ABO44388）．　The　gene　was　slightly　larger　than　that　of　the　original

strain二427　amino　acids　deduced（Borges　et　at．，1990；GenBan：k：40038）．　Comparison　of

deduced　am加。　acid　sequence　of　the　spontaneous　mutant　with　that　of　orig血al　strains　is．

illustrated　in　Fig．　3．　We　hereinafter　follow　the　numb　ering　of　amino　acid　residue　for　the　E　2

gene　from　the　original　strain　（Geni］ank：　40038）．　There　was　a　single　LD　（A－1　to　F－85）

including　a　DKA　motif　（41　to　43）　in　the　sequence　（Neve1ing　et　ag．，　1998），　suggestiRg

occurence　of　a　single　lipoyl　group．　Withn　the　region　（A－1　to　E－89）　including　this　LD，

there　was　no　difference　in　sequences　between　the　two　strains．　Oniy　oRe　replacemeRt

from　V－i57　to　1－i57　was　withn　the　region　（P－124　to　K－171）　including　BD　（V－128　to

A－170）．　Although　seven　residues　within　CD　（E－192　to　A－427）　were　different　from　those

of　original　strains，　a　sequence　around　a　catalytic　H－398　was　well　conserved．　Reiatively
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1acZ　．　B

Amp（R） pUC　19

BamHI　｛

CIAP

ori

PCR　product

Ligation

B＊

i　BamHI

B＊

lacZ B＊

Amp（R）

pUC／E2
E2

ori
B＊

Fig．　1．　Construction　scheme　of　pUCIE2．　Shadowed　portion　and　arrow　of

　　　　　　circular　arc　indicate　gene　and　its　orientation，　respectively．　CIAP，　calf

　　　　　　intestinal　alkaline　phosphatase；　B，　BamHI　site；　B＊，　BamHI　site

　　　　　　introduced；　ori，　origin　of　ColE　l　plasmid　replication；　LacZ，　gene

　　　　　　encoding　13－galactosidase；　Amp（R），ampicillin　resistance　gene．

large　difference　in　sequences　was　in　a　flexible　lmker　region　between　adjacent　domains；

gaps　were　also　in　the　region　between　BD　and　CD．　Based　on　these　results，　it　was　sug－

gested　that　drastic　mutations　are　never　induced　and　that　highly　conserved　sequences　in

the　region　corresponding　to　a　structural　domain　are　significant．

　　　As　shown　in　Fig．　4，　E2　gene　was　purified　from　BamHI　digestion　products　of　the

pUCIE2　plasmid　by　agarose　gel　electrophoresis　and　sub－cloned　into　a　pETIIa　vector

（5．6kb）．　Resulting　pET／E2　plasmid　（6．9kb）　was　expressed　in　the　E．　coti　BL21　（DE3）

pLysS　stra㎞．　The　addition　of　IPTG　to　a　cUlture　medium血duced　the　expression　of　E2　as

a　soluble　and　active　enzyme　efficiently．　E2　thus　overexpressed　was　a　T7－tagged　E2：　tE2．

As　shown　in　Fig．　5，　at　a　N－terminus，　amino　acid　sequence　of　tE2　was　deduced　fifteen

residues　larger　than　that　deduced　from　E2　gene　（Fig．　3）．　Our　several　trials　to　prepare　an

E2　without　the　T7　tag　or　with　other　tag　were　unsuccessful　and，　so　far，　an　efficient　expres－

sion　of　the　gene　is　only　performed　with　the　pETIE2．　We　used　the　pETIla　vector　to　ampli－

fy　the　whole　E2　gene．　On　the　other　hand，　the　genes　of　original　strain　encoding　theハ仁and

C－terminal　regions　of　E2　are　separately　amplified　by　splice　overlap　extension　PCR
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　　　　　1G’1”〈］GCT　rrr　GAA’lopi“T　AAG　C：TG　CCG　GAC　Arr　CrGC　GAA　GGC　ATC“．　CAC　GAA　GGT　GAA　A”GTC　60

　　　　　韮　戴　　　A　　　罫腎　　E　　　響　　　K　　　乱　　　？　　　群　　　猛　　G　　　籔　　　G　　　蒙　　縫　　　£　　　G　　　£　　　…　　V　　　　2◎

　　　　61　AAA　TGG　ur　GTG　AAA　CCG　esGC　GAT　GAA　GTG　AAC　GAA　GAC　GAT　GTA　1’rG　TGC　GAA　GTG　（L－AA　｝20

　　　　2韮　糞《　　W　　F　　V　　K　　P　　（；　　B　　£　　V　　N　　露　　D　　蓋）　　V　　L　　C　　E　　V　　Q　　　40

　　　121　AAC　GAC　AAA　GCG　ewC　GTC　aAG　ATC　C’CA　TC’r　CCT　GTC　AAG　GGG　AAA　GTG　CIV1’　eAG　Alrr　CK’　180

　　　！81　GTC　CCG　GAA　GGA　ACG　G’1’a　ocG　ACe　GTC　GGG　CAA　ACth　e’TC　A’IVI’　ACG　CTC　GA’1’　ecG　CCG　Goc　24e

　　　24！　TAT　GM　AAC　ATG　ACG　pt　AAA　GGA　CAA　GAA　CAC　GM　GAA　GVa　AAA　AAA　GAG　GAA　AAA　GCG　3ge

　　　3e！　GAA　ACG　GTG　TCG　AAA　AAG　GAA　ATG　G‘1’r　GAG　ACC　en　GCT　CC（｝　AGC　GCA　CCG　GCG　GCC　G，wt　36e

　　　361　G（：GGA，fiL　GC　C　GAC　CCCs　AAC　Cec　CGC　GTC　ATC　GCG　ATG　CCG　T（　’1”　GTG　Ces〈）　AAA　TAT　GCG　CGT　420

　　　42i　GAA　A，wh　G・GC　GTC　GAT　ATC　CGC　CTC　esTC　CAA　C，GC　ACG　GGG　AAA　AAC　GeC　CGC　A’rr　11’G　AAA　480

　　　14襲総KGVD塁飛LVQGTGKNG裂韮L糞《韮6◎　　　481　3M　3AT　A’TT　GAT　ncC　1’ITC　CTC　’J’CC　3GC　3’GC　’：CG　aLAA　GCC　’J’CG　GCT　r，Aa　：CG　KCG　：CG　：“M　540

　　　垂6嚢　　E　　 D　　　肇　　9　　 A　　　F　　　韮，　　A　　 G　　 G　　 《L　　蓑《　　A　　 A　　 A　　 E　　　…駆　　璽唾　　P　　 《～　　　…8◎

　　　541　eCG　GC6　GAA　GAG　AAG　GCA　GCG　CCG　CAA　GCa　CCA　GCG　GCG　AAA　CCG　Grr　GTG　CCG　GAA　GGC　600

　　　18韮　A　　A　　総　　E　　K　　直　　轟　　P　　Q　　A　　P　　A　　《　　藝（　　p　　v　　》　　萎》　　ε　　《：；　　2｛沁

　　　601　GAA　IVI’C　CCG　GAA　ACG　CGC　esAG　AAA　ATG　AGC　CtGC　ATC　CGT　C6G　GCG　ATC“．　GCC　AAG　GCC　ATG　660

　　　2｛｝出島Fや£7獄£K湖ESG韮山獄．A董《董《AM【22◎
　　　661　GTG　CAT　TCG　AAA　CAT　ACG　（3CC　CCG　CAC　GT（｝　ACG　CTG　ATG　GAct　GAA　GCC　GAT　Grr“G　ACG　AA．G　720

　　　22韮　V　　　擁　　　S　　　K　　　鰭　　　T　　　A　　　P　　　蚤｛　　V　　　T　　　L　　酬　　　”　　　£　　　A　　　D　　　V　　　T　　　K　　　240

　　　721　C’IT　G’M’　GCT　CAC　CGA　AAA　AAA　’IV1’C　AAG　GCC　A’IVF　GCCA　GCG　GM　AAA　GGC　ATC　M（｝　CTG　A（：．G　7ge

　　　241LV　lt　HRKKFKAIAAEKGIKL　1’　260　　　78｛　’rTC　’rl’G　C（）G　’；AT　CVrC　GTC　AAA　GCG　：TA　6i；Vr　TCC　G〈　G　CTG　CGT　GAuat　TAT　CCG　G’1－G　CTG　AAT　g4e

　　　841《ぐく］TCG　A’ぎC　GAC（｝AT　GCG　ACC　GA（｝《｝んへA雀T　A’lvf　CAY　A《G　CA等TAC「ヂA（；AAC　A“ぎ℃GGC　ATC　　～鴫の

　　　281TS魔D蒙）ATEE匠lHKHYYN夏G翼
300

　　　eel　GCC　｛｝CT　GAT　ACG　GA’T　CGA　GGG　1’1’C　（”1’C　GTG　CCG　GTC　AIIVI’　AM　CAT　GCC　GAC　CGG　AA6　CCG　960

　　　30且　　A　　　A　　　夏）　　　T　　　o　　　R　　　G　　　L　　　L　　　V　　　P　　　V　　　　匪　　　K　　　屡｛　　　A　　　D　　　駄　　　K　　　P　　　　320

　　　961　ATr　IVT’C　GCG　CTG　GCG　AAG　GAA　ATC　AAC　GAA　CTC　Ger　GAA　AAA　GCG　CGC　GAA　GGC　AAA　CrFI”G　1020

　　　32聖；FALAK慰IN£しA巴KA獄E（）K瓢34◎
　　　1021　AT6　CCA　AAC　GAA　ATG　AAA　GGC　GCA　TCG　TGC　ACG　ATC　ACG　AAcr　ATC　GGC　TCA　GCC　GGC　6GG　1080

　　　34至MP鰻£MKGASCT塁丁製蓑《；SAG《｝3｛i〈｝
　　　1081　CM　TGG　rw　ACG　CCG　GTC　ATC　AAC　CAT　CC6　GAA　GTG　GCG　Arr　en　GCiC　ATC　GaC　CGC　A”r“r　1140

　　　36蓋　　《｝　　W　　　ぎ　　　丁　　　罪）　　　V　　　嚢　　　鞍　　　遷｛　　　P　　　£　　　V　　　《　　　 霧　　　も　　　《葺　　　嚢　　　《3　　　飛　　　韮　　　　380

　　　1141　GCC　GAA　AM　CCG　AT’C　GTC　CGC　GAC　esGT　GAA　Alrl’　GTC　GCT　GCC　CCG　ATG　CTG　GCG　CTC　TCG　1200

　　　38韮　　A　　　韮二　　　K　　　誓》　　　韮　　　》　　　峯1　　　蓋｝　　　G　　　】El　　　葉　　　V　　　AL　　　A　　　韮》　　　轟穫　　　L　　　A　　　L　　　S　　　　400

　　　1201　CTC　AGC　M　GAC　CAT　CGG　ATG　ATC　C，AC　GGG　GCG　ACA　GCG　CAA　AAA　GCG　CTC　AAC　CA’f　ATC　126e

　　　4◎韮薮，SFD｝葦飛M蓋DGATAQKALNH置　420
　　　！261　AAC，　CAG　C“rG　TrA　AGC　GAT　CCA　GAA　TVA　IV！’A　’IVIhA　ATG・　GAG　GCG　TA．A　13e5

Fig．　2．　Nucleotide　sequence　of　E2　gene　and　its　arrtino　acid　sequence　dedue．　ed．

　　　　　　　　Termmation　codon　is　indicate，　d　by　as’terisk

me’thed，　and　theft，　ax｝　expression　pla＄mid　is　constructed　by　connecting　the　two　genes

（Lessard　et　ag．，　1998）．

Purification　and　characterization　of　E2　・
　　　　We　purified　tE2　by　a　fractionation　between　3．　50fo　and　50“／o　saturation　of　ammonium

s磁翫e，tw◎c（）nsec磁ve　chr（）艶就（）graphies磁＄ing　Sepharose　Cレ2B，　and　a　heatもreatment

at　70℃for　5h．　By　t短s　procedure，130㎎ofもE2（162頗ts／咽w薦pur漁曲。搬1800認
of　a　culture　mediuni．　Limited　proteolysis　o／f　PDC　by　V8　protease　y．　ields　E2　ix’mer　core
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F韮9．3．C◎mparis◎n◎f　dをduced　a瀬勲。　ac童d　seq切口e◎f・E2　fr◎m　the・B．ε蜘rother一

　　　　　　ηzoμ認鴛5　NCA15◎3（A）w誌h　that　from　its　sp◎nta欝ous　m竃勲n．も（B）．　Iden乞lc段玉

　　　　　　amino　acid　residue　is　higltlighted　on　a　black　backgroimd．　A　gap　is　indicated　by

　　　　　　an　equal　sign．　Lines　above　a　vertical　pair　of　residues　indicate　the　three　ctomains：

　　　　　　LE｝　（A－1　to　F－85），　BD　（V一・一・128　to　A・…170），　anci　CD　（E・一192　to　A一・一一427）．

（E2ie）　that　is　an　assembly　of　sixty　CD　polypeptides　（Perham　and　Wilkie，　1980）．

Previously　we　examined　the　GdRHCI－induced　denaturation　ef　E2i¢　and　fouRd　that　a

pre－incubation　of　E2ic　at　70　CC　and　cooling　oR　iee　affect　its　enzyme　activity　and　ther－

mostability　jnsignificantly，　but　improve　the　recovery　of　the　aetivity　from　GdnHCI－induced

deRaturati◎簸（H重r（）艶asa　etαど1998・As〈）8君臨　2◎01　　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　掌辱）．　Weもheref◎re　adopted撫¢heat

treatment　in　the　punfication　procedures　of　CE2，　although　a　stabilizi．ng　mechanism　of　E2ie

is　st．i11　under　investigation．　’Vhis　treatment　might　be　useful　for　inactivation　of　E．　coli　origi－

Ral　enzymes　inc｝udag　proteins　shewing　affuity　fer　tE2　overexpressed．　We　eeRfuvaed　the

purity　of　tE2　by　SDS　PAGE，　comparing　with　the　elect’rophoreti，c　mobility　of　an　E2

ceraponent　o£　PDC　＄eparate｝y　puri，fied　from　the　B．　steesrothe？uaopuhZgores　cells　（data，　Rot

shown）．　［Fhe　sedimentatioft　coefficient　（S“2e，w）　of　tE2　was　estimated　31S．　The　sedimeR－

tation　coefficient　of　E2ic　iso］，ated　from　PDC　is　30S－27S　（Paekman　et　al，　1984；　Hiromasa　et

al，　19，　98）．　：｛］he　rao｝ecular　size　gf　tE2　is　estimated　larger　thEm　E2ic，　but　contributicx　of　LD

and　BD　to　sedimentation　velocity　might　be　less　than　that　of　CD，　beeause　these　domains

are　cormected　with　flexible　／region　and　protruded　from　the　core　portion　correspondmg　to

E2ic．　k　was　therefore　s“ggested　that　the　vaiue　of　the　se｛utmeRtatioR　coeffieieRt　of　tE2　is

simiiar　to　that　of　E2ic　and　that　tE2　also　comprises　sixty　subunits．　Sinee　the　overex－

pression　of　tE2　was　riever　deRe　uRder　aRy　lipoylatien　ceRdi，tioRs　such　as　a　use　of　culture

medi黛m　supPlemented　wiもh　hpoic散cid，　t団was　s鷺PPosed鍍poyレde鎧。藍磁t　CWallis　and
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Fig．　4．　ConstructioR　sehefRe　o£　pET／E2．　Shadowed　portieR　aRd　arrow　of　circu｝ar　arc

　　　　　　indicate　gene　and　its　orientation，　respectively，　CIAP，　calf　intestinai　alkaline

　　　　　　phosphatase；B，βα窺田site；B＊，　BαmH夏site量磁oduced；◎ri，　or孟帥of　ColE　l

　　　　　　plasmid　repiication；　lacl，　gene　encoding　tac　repressor；　T7；　T7　promoter；

　　　　　　Arnp（R），　arapicillin　resistance　gene．

　　　1　MASMTGGQQM

　　4韮G蒙》EVNEI｝9V£

　　81　A’rVGQTLITL

　　121　EMVETAAPSA

　　嚢6韮RLV◎GTG藝《XG

　　201　APQAPAAKPV

　　241　APHVTLMDEA

　　281K：《LVSAも飛£Y

　　321　GLLVPVIKHA

　　361GASCT套TN輩G

　　4gl　RDGEIVAAPM

　　441　PELLLMEA

Fig．　5．
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Deduced　aryiiRo　acid　sequence　of　tE2．　A　bar　indicates　N－terrninal
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Fig．　6．　Temperature一　or　GdnHCI－indueed　changes　in　enzyme　activity　of　tE2　and　complex　forma－

　　　　　　tion　between　tE2　and　E3．　Panel　A：　temperature－indueed　inactivation　of　tE2．　Residual

　　　　　　activities　（A）　after　incubation　at　various　temperatures　are　plotted　as　values　relative　to　the

　　　　　　activity　without㎞cubation．　Panel　B：GdnHC1－1皿duced　changes　in　actiVity　of　tE2；E2　actiVity

　　　　　　after　incubation　with　GcinHCI　（e）；　E2　activity　after　the　imeubation　and　subsequent　removal

　　　　　　of　GdnHCI　by　dialysis　（O）．　Activities　are　plotted　as　values　relative　to　the　activity　in　the

　　　　　　absence　of　GdnHCI．　Panel　C－E：　gel－filtration　profiles　of　tE2　（C；　A，　E2　aetivity），　E3　（D；　e，

　　　　　　E3　activity），　and　their　mixture　（E；　A，　E2　activity；　e，　E3　aetivity）．

Perham，　1994；　Lessard　et　al．，　1998）．

　　　We　examined　the　thermostability　of　tE’2　by　incubating　at　varieus　temperatures，

coolmg，　and　measuring’residual　activity．　As　shown　in　Fig．　6A，　tE2　lost　about　250／o　of　its

original　activity　by　incubation　at　80　eC　for　60min．　Only　based　on　these　results，　there

might　be　no　drastic　difference　in　thermostability　between　tE2　and　E　2ic，　and　tE2　was　high－

ly　resistant　to　heat　（Aso　et　al．，　2001）．　We　also　examed　the　effects　of　GdnHCI　on　tE2．

After　incubation　at　4　eC　for　24h　in　the　presence　of　GdnHCI，　an　enzyme　activity　was　mea－

sured．　Although　GdnHCI　at　concentrations　less　than　1．0　M　had　a　tendency　to　improve　the

activity，　as　shown　in　Ng．　6B，　tE2　lost　almost　all　its　activity　in　1．5M　GdnHCI．　Gradual

removal　of　GdnE［Cl　by　dialysis　restored　at　least　800／o　of　its　original　activity　even　after　incu－

batiQn　in　6　M　GdnHCI．　Since　the　assay　of　enzyme　activity　cMutes　GdnHCI　rapidly，　our

obseivations　might　include　changes　induced　by　rapid　dilution．　lt　was　therefore　implied

that　the　rapid　dilution　and　the　gradual　removal　induce　irreversible　and　reversible　changes
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in　tE2，　respectively．　We　also　monitored　the　intensity　of　light　scattering　（at　540　nm）　of　tE2

in　the　presence　of　Gdn｝・ICI　and　found　that　the　intensity　decreases　with　increasing　amount

of　GdnHCl　and撫at　G（i㎞HC隻at　c◎ncentrat主or慧s　above王。5　M（糞eRchesもhe　scaもteriR暮（daもa。

not　shown）．　Based　on　these　results，　tE2　was　suggested　completely　dissoe，iated　in　1．5　M．

E2ie　of　original　straiR　is　expressed　ift　E．　cogi　and　punfied　as　aR　active　sixty－mer；　this　E　2ie

comprises　residues　from　173　to　427　（Allen　et　al．，　1997）．　The　E2ie　dissociated　into

monomers　in　the　presence　of　6　M　GdnHCI　is　reassociated　into　fully　active　species　by　dialy一一

s三saga隷sもaphosphate　b嚢ffer．wi撫s艶pwise　decrease泌G（撫Bαc（）ntent．　In　our　expe麺一

ments，　GdnHCI　was　never　removed　by　such　a　carefully　designed　method．　lrreversib1e　loss

in　activity　of　tE2，　thererore，　might　occur　partially．

　　　Fina｝ly　we　examin，ed　whether　di　2　is　capable　of　binding　RoR・一eovaleRtly　te　the　B．

stearotPbermophilzLs　E　3．　tE2，　E　3，　and　their　mixture　were　analyzed　by　gel　rutration．　The

peaks　of　E2　and　E3　activities　were　detected　atelution　volumes　of　24　mi　and　37　mi，　respec一

綴vely（Fig。6C＆6D）；iR　bo撫cases，　aR　e至uもi◎捻pro飢奪of　acもivity　wa＄overlapped　Wi撫嶽at

of　protein　（data　not　shown）．　When　the　mixture　of　tE2　wtth　E　3　was　prepared　in　the　total

A？so　ratio　tE2：E3＝1：2　and　aRalyzed，　eaeh　of　E　2　aftd　E3　activities　was　elnted　as　a　siRg｝e

peak　at　23　mi　（1？ig．　6E）；　proteins　were　also　e｝uted　as　a　single　peak　at　the　same　vo｝ume

（data　not　shown）．　This　volume　was　at，　the　exclusion　limit　of　the　Sephacryl　column　and

smaRer　thaRもhaも◎f　tE2．　Up（）繋m主x血慕短もhe　t◎もal　A脚rat孟。　tB2：猛3＝1：5，　E　2　acもiv董もy　was

also　peaked　at　23　rnl，　but　E3　activity　was　split　into　the　two　peaks　at　23　ml　and　37　mi　（data

not　shown）．　Based　on　these　results，　tE2　was　strongly　suggested　to　form　a　complex　with

ranitip｝e　cepies　ef　E　3　molecg｝es．
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