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Pseudomonas　sp ，由来の 新規夢ペ ラ呼 翁ル ァ ミノベ ブチ ダ
ーゼ

○小笠原　渉 、 岡田　宏文 、 森用　康　 （長岡技科大 ・生物う

　ジペ プチ ジル ア ミノ ベ ブチ ダーゼ （DAP ）はN末端側か らジペ プチ ド単位で 切断する プ

卩テ アー一
ぎで ある。 哺乳類 におい て DAP ト rvの 4種の 1）AP の 存在が知 られて い るが 、 微

．生物におい て はDAP 　IVの存在が 明確 に されて い るのみで ある 。 しか し、 我々 は以前に

Pseud’am 。nas 　sp ．WO24 由来の GlyArgrpNA に特異的なDAP （DAP 　BI）
1｝お よび GlyPhe・pNA

・に特異的なDAP （DAP 　BI正）
2）の 精製 と性質の検討を行い 、 微生物 におい てDAP 【V 以外の

DAP が存在する こ とを明らか に した 。 岑研究にお い て Pseudomonas　sp ．WO24 宙来の もう

1種の DAP （DAP 　BIH）の精製 と性質の 検討を行い
、　DAP 　BIお よびDAP 　BI［と比較 した 。

　精製 したDAP 　BII【は至適pH をアル カ リ側に有する分子量69kDa （SDS−PAGE ｝の 酵素で

あり、 DFP で強 く阻害されNEM 、
　 IAAで 限害を受けない ことか らセ リン プ ロ テ アーゼ と

推定 された 。 本酵素 はDAP 　Blrと同様に GlyPhe・pNA に特異性 を示 したが、　 DAP 　Bftが
・LysAla・　MCA ，　AlaAla・pNA お よびイン シ ュ リ ンB鎖を切断する こ とが可能で ある の に対 し

本酵素は切断 しなか っ た 。 本酵素はDAP 　BIお よびDAP　BI【とは基質特異性お よび分子量

が 明らかに異なるため新規DAP で ある と判断された 。
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【目的】

媒耐性や酵素の 有機溶媒安定性が問題 となる 。 我 々 は 、 先に有機溶媒存在下で生

育で き 、 プロ テ ア
ーゼを分泌する Pseudomonas　aeru 　i　os　 PST・Oi 株 を単麒 し

た
1）

。 今回、 この 微生物が分 泌 す る プロ テア ーゼを精製し、有機溶媒 存在下 で の

安定性を検討 した 。 、

【方法お よび結果］　 PST −Ol 株 を 30 ℃ で 30 時間通 気培養 した 。 培養上清を

60 ％ 飽和 濃 度の 硫安で 塩 析 レ、ButyトToYoPEARL 　650c を用 い た疎水的 クロ

マ トグラフ ィ
ー によ り、 PST −Ol 株が分泌する プロテア

ーゼを精製した 。 プロテ

アーゼ活性は 、 カゼ イ ン分解能 を測定す るこ とによ り求めた。 精 製 した酵素を

SDS ・PAGE で 分析 したとこ ろ 、 分子fi　38 ，
000 の 単一バ ン ドとして検出された 。

精製酵素の反応至適 pH は 8．6 、 反応 至適温度は 55 ℃ で あっ た。 精製酵素溶液』
に種々 の 有機溶媒 を添加 し、 酵素の安定性 におよ ぼす有機溶媒の 影響を調べ たと

ころ 、 精製酵素は 多くの 有機溶媒に対 して安定で あるこ とがわか っ た 。

1）荻野 ら；平成 5 年度日本生物工 学会大会講演要旨集 ， p．
．
167 （1993），
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有機溶媒存在下で 生育する Pseudomonas 幽 PST −Ol

株が生産 する有機溶媒 に 安定なプロ テ ア
ー ゼの 精製
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