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ボス ホ トリエ ステ ラ ーゼに よ る有機 リン系農薬の 速度論的兜学分割

（東農工大 ・工 ・生禽工）○大内将密， 杉浦弘人， 中村博征， 早嬾広司

　 【目的1 ボ ス ホ トリエ ス テ ラ
ーゼ（iyrE）は幅広い 基質選択性を示す酵素で り， また リ ン

原子上に キ ラ リテ ィ
ー をもつ 基質の場合 ， その キラ リテ ィ

ーを識別 し立体特異的反応 を

行 うこ とが 知られて い る 。 本研究で は この ような特徴 をもつ PTE を利用 して
， 種々 の キ

ラル 中心 を もつ リン 酸エ ス テル 誘導体の 速度論的光学分 割に つ い て検討 した 。

　 紡 法及び結果】有機リン 系 の 農薬か らキ ラル 中心をもつ リン酸エ ス テル 誘導体と し

て ， Ethyl−4−nitropheny 弖phenylphesph◎nothioa ¢e （EPN ），　 Mothiofc）s ，　 Trichlo蛾 ）n （TRC ），

PhenthQate（PFM ），
　 Vamidothi◎n　IVAM＞，

　 Tetrachiorovinphos（TF8 ）を選択 し，
　 PTE の 加水分

解基質として 用い た。
こ れ らをGlycine−Na《）H ・buffer（pH　9．5）中で P

”
rE存在下 ，

　 hll水分解反

応 を行っ た 。 反応系 を光学分割用の Chiracel　OJ−R （ダイセ ル化学）カ ラム を用 い た HPLC で

分析 した 。 その 結果 ， EPN “PPr。thi  fosの ようなワン 原子上に キラル 中心 をもつ 基質の 場

合で は光学分割が可能で あ っ た もの の
，

TRC
，
　 PFM

，
　 VAM の リン原子以外に キ ラル 中心

をもつ 基質の場合 に は光学分割はで きなか っ た
。 さらに ，

ジ アス テ レオ 化合物であ る

ma の 場合 ，
　 PTE は妃体の み を識別 し加水分解す る こ とが 明か とな っ た 。
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ピ難 コキ ノ リン キ ノ ン グル コ 厂 ス 脱水素酵素の 凍結乾燥法の 検酎

（藁京農工 大
・工 ・生命工 〉　 禦 出　広 司 、 ○安武　鏨

　　綿 的】当研究室で は 、
ピロ ロ キ ノ リン キ ノ ン グ ル コ ース 脱水素酵素（PQQ 　GDff）を用

い た糖濃度を測定す るバ イオ サ ン サ ー
の 構築 につ い て研 究 を進め て い る 。

バ イ オ セ ン

サ ーと しての 実用化に は酵素試料 の 長期 保存安定姓が 要求され る 。 こ れ まで に溶液状態

で の 熱 安定性 が向上 したキ メ ラ酵 素 、 PQQGDH 　E97A3 （N 末端側 の 97％がE．coli由来 、　C
末端側 の 3％が A ．cal　coaceticeesEEI来で あ るPQQGDH ）につ い て報告 して きた。 そ こ で、本

研究で はE97A3 の 凍結乾燥状態に おけ る保存安定性 を検討す るこ とを目的 とした 。

　　1方法遷凍結乾燥法の 評価 に使用 した PQ 　QGDH は 、 茲 oo1曲 来の キ メ ラ酵素の 構造遺

伝子をPQQGDH 欠損株で 高発現させ
、

これ を精製 した 。 〜東結乾燥 は4℃ に おい て 30T  rr、

10時間行 っ た 。 酵素の 保存安定性は 、 種 々 の 温度 で保存後の GDH 残存活性 を測定するこ

とに よ り評価 した。

　　匿結剰 E97A3 を含むPQqGD 駁可溶化膜画分を用い て熱安定性 を検討 した とこ ろ溶液

状態で は 50℃ 60minの 処理で 完全に失活するの に対 し、 凍結乾燥標品は70℃ 6e　min 処理で

も7  ％以上 の 活性 を保持 して い た 。 また この 凍結乾燥標品 の 、 4℃ お よ び 20℃で の 保存

安定性 を検討 した とこ ろ 、 初めの 5 日問で 活性が 60−70％位 まで に低下す る もの の
、 その

活性はそ れ以降25B 間保持 された 。 現在凍結乾燥時の 賦 形剤 と して糖 類 、 タン パ ク質 を

添加する こ とに よ り保存安定性を向上 させ る こ とを検討 して い る 。
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