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α
・サ イク ロ デキ ス トリン（α

一CD ）に よ る 甘藷 β
一ア ミラ

ー
ゼ （4量体）の

不 安定環境 か らの 保護

（大阪市大 ・理 ・生物） q 安達　剛 、飯塚 　勝 、 安　龍恨 、 南 浦能至

【目的｝　 植物 、 微生物由来の殆 どすべ て の β一ア ミラ
ーゼ が単 量体酵素 であるの に対 し、督藷β一ア

ミラ
ーゼ は単一

サブユ ニ ッ トか らなる4量体酵素で あ る 。 本酵素は、高度希釈、ア ル カ リ処理 に よ り モ ノ

マ
ー

に解離する と同時に失活する。我 々 は、あ る種糖鎖の化学修飾 で調製 した活性 モ ノ マ ーが 、 本酵

素 の拮抗阻 害剤で ある α
一CD で安定化 され るこ と を明 らか に した

1）
。 今回 は、糖鎖未修飾の活性モ ノ

マ
ーを調製する 囲的で、本酵素の 安定性に及 ぼすサイク ロ デ キ ス トリン 、特に α

一CD の影響を検討 し

た 。

【方法お よび結果】　 実験に は 、 既報の 方法
x

に より精製した比活性3、000units／mg の顰気泳動的に単
一酵素標晶を用 い た 。 酵素 の 安定化に供 した種 々 の サイ クロ デキ ス ト リ ン の うち 、 a −CDが本酵素 の 熱

安定化（pH4 ．8，25min＞及びpH 安定化（370C ，
4hrs）に最 も有効であ っ た 。 また、酵素活性 をほ

’
ぼ完全に 阻

轡す る a ・CD2 ％濃度 で 、 その 効果 は 大 で あ っ た 。 酵素の 金属 イオ ン による不安定化に 対す る cr・CD
の 影 響を調べ た と こ ろ、H92

°
お よ び Cu2＋の 阻害作用 をほ ぼtOO ％抑制 した 。 しか し、　Sn2“

、　 Fe2“

及 び

Fe航 こ よる阻審作用の 抑制はみ られ な か っ た 。 ま た 、 本酵素の 超音波処理 による変性抑制に も α
一CD

が有効であ っ た Q
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海 洋 細 菌 由 来 キ ノ ブ 囗テ イ ン グ ル コ

ー
ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ

ー
ゼ の 耐 塩 性 機 構 の 解 ，

析

〔 東 京 農 工 大 ・工 ・物 質 生 物 工 ） 早 幽 広 司 ・O 田 中 光 治

［目 的 コ　1 演 者 ら は す で に 膜 結 合 性 の キ ノ プ ロ テ イ ン グ ル コ
ー

ス デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （PQQC

DH 〕 を 含 有 す る 海 洋 細 禳 を 単 離 し 、昨 年 度 本 大 会 に お い て 本 酵 業 の 活 性 に 塩 濃 度 依 存 性 が

あ る こ と 、 お よ び 陸 よ 細 菌 由 来 の PQQCDH に 比 較 し て 耐 塩 柱 を 有 し て い る こ と を 示 し た 。本

発 裘 で は こ の 耐 塩 性 の 機 構 を PQQ と 酵 素 と の 結 合 様 式 に 積 目 し て 検 討 し た 結 果 を 報 告 す る 。

［方 法 ］ 　i 海 洋 細 菌 N11 お よ び 比 較 対 象 と し て 用 い た 　Pse μdoeen
’
” s 　 eerugivaosn （IFO 　 344

5）の PQQGDH は 菌 体 膜 画 分 よ り IM　 TritonX −10e を 含 む 10mN リ ン 酸 緩 衝 液 で 可 溶 化 さ せ 、0 ．6p

．虹
．
PQQ ，　 D，75mM 　 UgCl2 を 加 え て ホ ロ 型 酵 素 と し τ 調 製 し た 。

［結 果 ］ 　INI1 由 来 の PQQGDH は pQQ と と も に ポ ロ 化 さ せ た の ち 、 ゲ ル 櫨 過 カ ラ ム に よ り 脱

塩 す る こ と に よ り 容 易 に PQQ と 解 離 し ア ポ 酵 索 と な っ て し ま う e こ れ に 対 し て O．2−D．5H の

NaC1 存 在 下 で は ホ ロ 化 状 態 が 保 持 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な った 。 こ の こ と か ら 本 酵 素

は 比 絞 的 高 い 塩 濃 度 に お い て PQQ と 酵 素 と の 結 合 が 安 足 で あ る と 推 察 さ れ た 。本 酵 素 の 高

嵬 濃 度 に お け る 失 活 の パ タ ー
ン を 解 析 し た 。NaC 玉無 添 加 時 に 検 出 さ れ た 酵 素 活 性 を エOOS と

す る と 、 NaCl 　 e ．9M 存 在 下 に お い て 比 活 性 約 　3 脇 が 認 め ら れ た 。 こ れ に 対 し F ．nervgfno4e

の pQQGDH ぽ O ．9M 　 NaCl 穿 在 下 で 酵 素 活 性 は 全 く 測 定 さ れ ず 見 か け 上 失 活 し た e こ れ ら を 脱

塩 お よ び 再 度 PQQ に よ る ポ ロ 化 操 作 を 行 った と こ ろ 、 い ず れ の PQQGbH も 初 期 活 性 の 約 50 −

60X ．程 度 ま で の 活 性 の 回 復 が 見 ら れ た 。 以 上 の 様 に 高 塩 濃 壌
「
に よ る PQQGDH の 可 逆 的 な 失 活

の 程 度 が Nl1 と Aeexugffiosa 由 来 PQQGDH の 耐 境 性 の 違 い に 反 映 し て お り 、 こ れ は PQQ と 酵

素 と が ポ ロ 化 状 態 を 安 定 に 形 成 で き る 条 件 の 差 に 依 存 し て い る と 考 え ら れ た 。
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