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a 正 omonassp ・の ecteine 生 成 ・ectoine 　 synthase に つ い て

一

O 山 本 美 穂 子 　 沢 田 和 久 　 小 野 比 佐 貯 　 新 名 惇 彦 　 高 野 光 男 　（大阪大学 ・こE ・ 応 生 ）

【目 的 ⊃　 0 ．3−21X の 塩 濃 度 で 生 育 可 能 な 耐 塩 性 細 菌 Halomenas 　 s ρ．を タ イ の 塩 土 よ り 分 離

し た 。 本 菌 は、 漫 透 圧 ス ト レ ス に よ っ て 菌 体 内 に 補 償 溶 質 と し て 主 に 環 状 ア ミ ノ 酸 ecto
−

ine を 合 成 、 蓄 積 す る 。
　 ectoine は、　 aspartate 一

β
一semialdehyde （ASA ｝か ら分 岐 し て 3段 階

の 反 応 で 生 合 成 さ れ る と 推 測 さ れ て い る。

　 演 者 らは、 本 菌 の 耐 塩 性 獲 得 機 構 を 明 ら か に す る こ と を 営 的 と し て ま ず こ の 生 合 成 系 各

酵 素 の 精 製 を 進 め て い る 。 そ の 中 で 、 ect 。 ine生 合 成 経 路 の 最 終 段 階 を 触 媒 す る ect 。ine

synthase は、 粗 酵 素 液 で 調 べ た 結 果、 耐 塩 性 酵 素 で あ り、 0 ℃ で も 反 応 す る と い う 性 質 を

見 い だ し て お り、 酵 素 化 学 的 に も 応 用 面 に お い て も 興 味
「
深 い 。 そ こ で 今 回、 本 酵 素 の 精 製

を 試 み そ の 性 質 に つ い て 得 ら れ た 結 果 を 報 告 す る 。

【方 法 お よ び 結 粟 】 Halomonas 　 KS−3の 食 塩 2．56M を 含 む 合 成 培 地 で の 培 養 菌 体 を Lysozyme

処 理 後、 French　 press で 破 砕 し、 遠 心 分 離 し た 上 清 を 粗 酵 素 液 と し た 。 酵 素 活 性 は、 2 ，4−

diaminobutyric 　 acid （214 −DABA ） よ り 合 成 し た 7 − N−ace しyl 一
α ，7 −diam1nebutyric 　 acid

（ADABA ） を 基 質 と し、 反 痣 生 成 物 と し て 生 じ る ectoine 量 を HPLC で 定 量 し て 求 め た。 糂 酵

素 液 を 硫 安 分 画 後 Sepharose 　 CL −6B、　 Hydroxyapatite に よ る カ ラ ム ク ロ マ ト で 最 終 的 に 比

活 性、 約 150 加 gprotein （1U・毎 分 1μ mole 　 ectoine 生 成 ） ま で 精 製 し、　 SDS − PAGE で 単 一

バ ン ド で あ る こ と を 確 認 し た。 そ の 結 果、 分 子 量 約 19 ，  00 ， 至 適 pH8 ．5−9．0 で あ る こ と が

分 か っ た。 現 在、 精 製 し た 酵 素 の そ の 他 の 諸 性 質 に つ い て は、 検 討 中 で あ る。

Ectolne　synthesis 　of 　H邑1emonas 　sp▼　−　Purificatfion　己nd 　characteriz 邑tion 　of 　 ectoi 鴎e 　synthase 　＿
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Ii　trobacter　agifis に お け る オ キサ ロ 酢酸代謝 関連 酵素 の 分離 と性 質
一

リ ン ゴ酸 脱 水 素 酵素 と ク エ ン 酸 合 成酵 素 一

（日大 ・農獣 医 ・農化 ＞　 O 臼井
一

仁 、 高橋 令二 、櫻庭
1
隆、徳 山龍 明

1） 冒的　 化学独 立栄 養 姓亜 硝 酸 酸 化 菌 Ni　trobacter　agi ！is に お ける TCA回 路の 役割 に

つ い て は 未解明 の 部分 が多 い 。 今 回 本 菌 の オキ サ ロ 酢 酸代 謝 関連 酵 素で あ る リ ン ゴ酸脱

水 素 酵素 （MDH）、 及 び TCA回路 の 律速 酵素で もあ る ク エ ン酸合成酵素（CS）を部分精 製 し、

そ の 諸性 質 に っ い て 明 らか に した 。 さ ら に 演者 らの グル
ー プが す で に 報 告 した 、

荊
’
trosamonas 　 europa θa 由来 の 両酵素 と比 較 した 結果 に っ い て 述 べ る 。

2 ） 方 法　 Ni　trobactθr 　agi ／is　ATCC14123株 をBE一無 機 塩培 地 で 培養 した 。　 French　press
に よる破 砕菌 体 の 可 溶性 画分 （140，000xg，　sup 、）を硫 安 分 画、　 DEAE　Sepharose　CL−6B カ ラ

ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り分画 し 、 MDH及 び CSの 部分 精製酵素 を調 製 した 。
　 MDH活 性 は 、

オ キ サ ロ 酢酸還 元 1こ伴 うNADHの 酸化 に よ る 340nmの 吸光度の 減少 に よ り、CS活性は DTNB存

在 下 、 HS−CoAメ ル カ プチ ドの 生成 を 412nm の 吸光度増加 に よ っ て そ れ ぞ れ 測 定 した 。

3 ）結 果　 （1）MDH：可 溶性画 分 に お ける活性は 、 オ キサ ロ 酢酸還元 活 性 を示 し リン ゴ 酸 酸

化 活 性 は 認 め られな か っ た 。 また NA）Hを補 酵素 と し、　 NADPHで は 活性 は ほ とん ど検 出 され

な か っ た 。 至 適反応 pHは 7．5−8．0で あ り、　 pH安定 性は 、
　 pH　 8− 10 の 間で 4℃ 、 24時間処理

に お け る残存活性 は 50％で あ っ た 。 lmMの SDSの 添 加 で 強 い 活性 阻害を受 け た 。 （2）CS；反 応

の 至 適 pHは 8 付近で 、 至 適 温度は 35℃ で あ っ た 。 熱安定性は 55℃ まで 残存活性 100％を示

し60℃ で 3096で あ っ た 。 また 0．imMの CuSO4とHgCl2、　 lmM　SDSの 添 加 で 強 い 活牲 阻害 を受

けた 。 （3）以上 の性質 を Meuropaea 　ATCC25978株 よ り分離 した両酵素 の 性質 と比較 した 。
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