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ATP 誘導体の 合成と各種グル コ キ ナー ゼに対す る基質活性

　　　　　（関東学院大 ・ 工 ・工化）　 O鈴木　篤 、 古城周久、 冨田耕右

【目的】　ATP誘導体は、
　 ATP関連酵素反応 を行う場合 の 固定化 ATPの前駆体や特

異的吸着体の リガン ドな どと して重要で あ る 。 本研究で は ATPの N−6位に ア ミノ

基を導入した N；6aminohoxy　i　carhamoyl 　ATP を合成し、 我々 の 各種 グル コ キ ナ
『
一ゼにつ い て の 研究の

一 環 と して 、 本誘導体の 各種 グル コ キ ナーゼに対する基 質

活性の 変動を観察し、 我 々 が昨年報告したN−6succinyl　ATPとの 比 較を行 っ た e

　【方法及び結果1N−6　ain　i　pohoxy　1　carhamoy 　l　ATPの 合成は ATPとhexamethylone
di，isocyanate（HMDI）との 反応 に よるが 、　H翻 が水に不安定であるこ と を考慮 し 、

我々
’

の 方法に従い、 非水系で 行っ た 。 即ち 、 LiClを含有 したdimcthyl　 sulfox ’−

id6が ATPを溶解す る こ とか ら 、
こ の 熔媒系に ATPを溶解 し、

　HMDIを添加 し、

30℃ で匪O時間反応させ た 。 生成物 をHaO（pH2）に投 じ 4℃ で 一晩放置した後、　Dow−

ex　1−X8 カラ ムに吸着させLiCl水溶液で溶出させ て 精製した 。 グル コ キナ ーゼ と

して は好1菌dacilius　stcarothcrmoph 　i　Jus（BS）由来と嫌気性菌ZylnomOnas　n｝obi1 −

is（ZM）由衆の もめを用い た 。 これ らの 酵素に対す る本 ATP誘導体の 動力学的パ ラ

メー ターを測定した とこ ろ 、 BS由来、
　ZM由来の い ずれにっ い ても 、　 ATPと比べ て

Km値は若干増大す るがV。 n 、値 は殆 ど変化な く 、 昨年報告 したN−6　succinyl 　ATPと

は異な り 、 グル コ キナ ーゼ の 起源に よ らず類似の 挙動を示す こ と が分か つ た 。
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【目的】昨年度本大会にお い て．N、演者 らは 、 高度不飽和脂肪酸生産繭で あるMortierella

hygt⊃philaopミ クロ ソ ーム よ りcytOGhrome 　bsを精製 したこ とを報告 した
1｝

。 その 後め研究 に

よ り、 分子量 が異なる 2種類の cytochrome 　bsが存在す る こ とがわか っ た 。 各々 を精製 し、

諸性質を検討 したの で 報告する 。

｛方法 ・結果】Mord
’
erella　hygrophilaの菌体破砕物か ら超遠心分離に よ っ て 調製した ミ ク

ロ ソ ーム 画分を15 ％ TriIon　X −100で 可溶化 した 。 こ の 可溶化酵素液を亜ニ チ オ ン 酸ナ ト

リウム で 還元 し、 ．還乖型一酸化型差ス ペ ク トル を調べ た ところ 、 cytochrQrne 　bsに 由来する

と思われ る555　nm 、
　S26　nm 、 423 繭 付近に 極大の あ る ス ベ ク トルが 得 られた 。

これ を手

がか りとして 、 DEAE −toyopearl、　SePhadex　G−75、　 Mono 　Qの 各カラム クロ マ トグ ラフ ィ
ー

を試みた とこ ろ 、 最終段階の Mono 　Qカラ ム にお い て 、 活性が 2 つ に分かれ 、 しか も、 両

者 とも電気泳動 的に均一
で あ っ た 。 SDS−PAGE に よる分子量 は 、 各々 16kDa （bS，）、 19・Ma

（bsu）と推定された。 両者の N 末端は 、 保護されてい たの で 、 リジル エ ン ドベ プチ ダーゼ

に よる消化後 、 内蔀ベ ブチ ドの ア ミ ノ 酸配列を決定 した とこ ろ 、 bSTに つ い て は 、 ホ乳動

物の cytochrOme 　bsと高い 相同性を示す断片 を得た 。
　 b5nに っ い ては現在検討 中で あ る 。

1）河島ら、 工 993 年度 日本生物工学会講演 要旨集　p．95 　　 C サ ン トリー 佐医研）

Purification　a岡 characterizado ロ of　cytochrome 　bs鰍 ）m 　arachidonic　acid　prOducing　Mortierella釦ngi

ONorihiko　Kozaki，　Hiroshi　Kawashima 、　and　Sakayu　Shimizu（Dept ．　Agric．　Chem ．　Kyoto　Univ．）

【Key　WoIds】Mortierella　fungi。cytochr ◎me 　bs

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　


