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Micγocyctus 　sp．の 2一オキ ソ チ ア ゾ リジ ンー4一カ ル ボ ン酸 ラセ マ ーゼの 精製
とその 性質

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（工技院 ・
微工 研）　 ○望月

一
哉

1．目的　演 者 らは 、 昨年度の本大会におい て Microcyctus　sp ，　B−1株の生産ずる2−1 キ ソ

チア ゾ リジ ンーを カル ボ ン酸 （以下、 OTCと略記する。〉ラ セ マ
ー

ゼ の部分精製に つ い て 、
報告 した 。 今回 、 本酵素を電気泳動的に単一に精製 したの で 、 本酵素の精製および幾っ か
の性 質を以下報告する。

2、方法 ・結果　 OTCラセ マ
ー

ゼ活性は 、   一〇TC を基質として旋光度の経時変化で測定 し
た。 Microcyctus　sp ．　 B−1株 を O．5 ％の （醴 ）−OTCを含 む培地で培養し、 得られた菌体を ガ
ラ ス ビ

ー
ズ 法で 破砕 し 、 粗抽出物を得た 。 粗抽出物に硫安を60 ％飽和となるように加え、

沈澱 した画 分を 、 Butyト丁oyopear ］650Mを用い た疎水ク O マ トグラ フ ィ
ー

、
　Fractoge1 

END　DEAE　650（S＞お よびDEAE　MemSepTM1000を用し、たこ 回のイ オ ン交換ク〔〕マ トグラフ ィ
ー

、

HydrQxyapa士ite輔 〕

を用 し、た吸着 gロ マ トグラフ ィ
ー

で順次分画 し 、
　SDS− PAGEに お い て分

子量 32kD の 一
本の バ ン ドを与える精製酵素標品を得た 。 この

一
運 の精製操作の活性収率

は約 5 ％で 、 精製倍率は約 240倍 であ っ た 。 GFCで推定 した本酵素の 非変成状態で の分子
量は160kDであ り、本酵素は五量体の 四 次構造 を取ると推測される。本酵素の至適温度は
47℃付近であり、室適 酬は pH　8であ っ た。本酵素は 、40℃迄の温度で は安定であ っ たが、
それ以上の温度では不安定であ り 、 60℃に ユ0分間晒す と完全に失活 した 。 また 、 本酵素は
pH　5．5付近で最も安定であ っ た。　HgCl2．　 AgNO3，　 PCMB

，
ヨ ー

ドアセ トアミ ドとい っ たSH限
害剤は 、 本酵素を著 しく阻窖 した 。 こ れ らの阻害剤の他に 、 CuSO、．　 FeSO、 にも阻害効果が
見られた 。 その他の 特徴は ．

’
現在検討中であ る 。

　　　　　 filrification　of 　2
−
o）toChiazoltdine −・兵一carba ）4rlic　acid 　racenvese 　im 　M｛crocyclus 　sp．

　 　 　 　 　 ○  ya　N  h跏 ki
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ビ フ ィ ズ ス 菌の Fructikinaseの 精製 とそ の諸性 質につ い て

（岐 大　農　生 物 資源 利用 ）堀 津浩章　0村山晃一
　北 川 裕久　河合啓一　高見澤

一一
裕 鈴木徹

（日本 メ ナ
ー

ド化粧 品）　　 川合芳文　小 西宏明

｛目 的 ） 演 者 ら は、先 に Glucose を 炭 素 源 と し て 培 養 し た Bifidobacterium 属 菌 体 内 に Fructokinase （FK ）

が 存 在 す る こ と を 認 め 、糖 代 謝 経 路 に お け る そ の 役 割 に つ い て 報 告 し t： 1）
。 今 回 は 本 FK の 精 製 と諸 性 質 に

つ い て 報告 す る 。

〔方 法 ） B ．ado ’escentis を2．O％FrUCtoseを 含 む 培 地 で 20時 間静 置 培 養 後、得 られ た菌 体 を超 音波 破砕 して

粗 酵 素 液 を 得 た 。 精 製 は 硫 安 分 画 、DE −32 お よ び Butyl −Toyopcarl カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

の 後、分 取 型

ポ リァ ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 装 置 に よ る 分 離 を 行 っ た 。酵 素活 性 は、共役 酵 素 系 を矯 い NADPH の 増 加

に 伴 う340nm に お け る 吸 光 度 の 上 昇 に よ り測定 し た。

（結 果 ） Butyl −Toyopearl カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り、FK は FK1 及 び FK2 に 分 離 し、2種 の ア イ ソ ザ

イ ム が 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 この 両 FK を そ れ ぞ れ 分 取 型 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動 装 置

に 供 した と こ ろ 電 気 泳 動 的 に 単
一

の タ ン パ ク 質 バ ン ドを 示 す 酵 素標 品 を得 る こ と が で きた 。 SDS −PAGE お よ

び HPLC ゲ ル ろ 過 か ら 、FKI は 分 子 量 38，000 の 単量 体、　 FK2 は 分 子 量 35．OOO の 2量 体 で あ る こ とが 推定 さ れ

た 。 温 度 お よ びpH 安 定 性 に つ い て は FKI と FK2 に 差 異 は 見 ら れ な か っ た 。し か し 、FrUCtose に 対す るKm は

そ れ ぞ れ 0．6mM と 0．3rnM 、　 ATP に 対 す る Km は O．6mM とO ．SmM で あり、FK2 の ほ うが と もに 幾分 低 い Km 値

を 示 し た 。 ま た N 一末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に もFKI と FK2 で 差異 が 見 ら れ た 。

1）堀 津 ら ；昭 和 63 年 度 日 本 醗 酵 工 学 会大 会 要 旨集 　p．199
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