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629　　　Alcaligenes）es細菌A −6株の N一
ア シ ル ・D ・

ア スパ ラギン 酸ア ミ ドヒ ドロ ラーゼ

　　　　　の活性発現、に関与するア ミノ 酸残基の 検索

　　　　　　（大分大 ・工 ・応化）○若山 守、 山崎勇二 、 白水 輝 、 酒井謙二
、 森口 充瞭

旧 的】 Alcaligefles　xyjosoxydans 　＄ubsp 。　xyiesox γdans　A −6は 、 基質特異性の 異 なる 3種類

の N 一ア シ ルつ 一ア ミノ酸ア ミ ドヒ ドロ ラーゼを誘導生産する 。 今回は 、 D 一ア ス パ ラギ ン

酸の N 一ア シル体 に作用するN一ア シ ル ーD・アス パ ラ ギン酸ア ミ ドヒ ドロ ラーゼ に つ い て 、

3 種類の 酵素 聞で 保存 されて い る ヒ スチ ジ ン、グ リシ ン 、セ リン残基の 役割を検討 した 。

〔方法 と結果 13 種類 の酵素の ア ミノ酸配列中に保存 されて い るHis72−X −His74の 72番 圏の

His72をAsn に置換 したi変異酵素 、 及 びGlyigo−＞c−ser192−x −Glyの Gly19eとser192をAsnに量換 し

た変異酵素を 、 pET ・23d（＋）をベ ク ター として錯現 させ た 。 変異酵素H72N 、
　G190A 、

S192A は 、 すべ て野生酵素の 1％以下 の活性 しか示 さなか っ た 。 次に 、 活性の極度に低下

あるい は消失 した変異酵素を迅速かつ 簡便に取得す るために、本酵素遣伝子をグル タチ

オ ン S一トラ ンス フ ェ ラ ーゼ（GST）遣伝子 の 下流 に連結 した融合 タンパ ク質発現 プラス ミ ド

を構築 した 。 現在 、 融合タ ン パ ク質と して 登現 した野生及 び各変異酵素の 諸性質につ い

て 検討 して い る 。
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【目的憩　 ピュ
・一

ロ マ イ シ ン（PM ）生産vaStreptomyces　albonigereass けるPM 不活化機構

は、アセ チル 化酵素に よる ひ メチル チ U シ ン残基中の ア ミノ基の アセ チル 化で ある こ

とが知られて い る 。 と ころが 、最近、我々 はブ ラス チ シジン S生産菌S．　morookaensis
JCM4673 株が、　 PM の ア ミノ ヌ ク レ オシ ドと 0 メチ ル チ ロ シ ン 闇の ア ミ ド結合を 切 断

する酵素 を産生する こ とを明らか に した。 今回は 、 JCM4673 株の 無細胞紬出液 よ り本

酵素を精製 し 、 その 諸性質 を検討 した 。

【方法及 び結 果】　 本薦 株の 無細胞抽 出液につ い て、硫安沈殿、イオ ン交換ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー、疎 水性 ク ロ マ トグラ フ ィ

ー、ゲル ろ過な どを行 い 、電気泳動的に単一
の

酵素標 品を得た 。 精 製酵素は、SDS・PAGE 及びゲ ル ろ過法 に よ り分子 量約70
，
000の モ

ノ ・7 　
一一で 、等電点は6。4で あ っ た 。 反応 の 至適温 度は55℃ 、 至 適pH は7．5 −8。0で あり 、

pH 　6，5−8．0で 比較的安 定で あ っ た 。 本酵素は 、　DTT に よ り活性化されるが 、

　Zn2＋
、

Fe2＋
、　Fe3＋

、　Cu2＋
、　 N 」bromosu  謡 mi　deなどで強く阻害され た 。 本酵素が ア ミ ド結

合を切断 するこ とか ら、 当初プ ロ テア
ーゼ として の 可能性が考 えられた が 、 カゼ イ ン 、

BSA 、 ヘ モ グ ロ ビン 等の タン パ クに 対する分解活性は認め られなか っ た。
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