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431 　 　 プ ロ 頻 キ ナー ゼの工 業的リフ オ
ー

ノげ イ ン グ法の検討

　　　　　　東 ソ
ー一

　（dV）東京谺究所

　　　　　　○半澤敏、 本問僧幸、 薪谷孝 司

熔 醐 大腸菌 を宿主とす る遺伝手発現系は騒的 蛋 白質が正 しい 高次構造を取 らず不溶

性物質となる欠点があるが 、 紐換えの しやすさや高生産性等に利点がある。 そ の工 業的

利用に は生産物の 効率的リブ ＊　
・一ル デ イ ン グ法の 確立が必要で ある。 特にリフ ＊　・一　IVデ

ィ ン グ を高い 蛋白質濃魔で奚施 で きれ ぱ生産設鮪の 小規模化、 排水の 削減等、 工業的メ

リ ッ トぱ大 きい 。 我々 は プロ ウ ロ キナ ーゼ （
一
本鎖 ウロ キナー ゼ型 プラス ミノ

ー
ゲ ン活

性化因子 、 scuPA ）を題材に リフ S 一ル デ ィ ン グの 高濃度化を検討 した。

1方法1 大腸菌K12KY1436 船UKO2 株を培養 した後、
　XPTG で s膿 PA 遣伝子 を発 現 させ 、

菌体破砕後遠心分離で その イ ン クル …ジ ョ ン ボデ ィ   を圓収して アル カ リで 溶解後、 申

和するこ とに よる リフ ォール デイン グを検討 した。
この 時H ・（W騒《CH2Cff2）n・rkrw2（n ＝ 3，

4）

の 式で表され る ア ミン の 5％水溶液で溶解す る と 、 プラ ス ミン処理 で 誘導され る ウ ロ キ

ナ
ーゼ基 質の分解活性 は もっ とも高か っ た 。 また 、 可溶化 の 際 に 2M の 尿素を共存 させ

る と活性回収率は増大 した 。 同方法は塩酸グ ア ニ ジ ン に よる方注と比べ て 、 活性回収率

に対す る  濃度 の 影響が少 なか っ た。 9M の グル コ ース を添加する と、 さ らにGゆ濃度の

影響は少な くな っ た。 本方法は大腸 菌を利 用 した蛋 白製造に おい て リフ rk・・一ル デ ン グ工

程 の 後の 圓収 ・精製工程 に おける硫安等の 削減や 設備 の小規模化 に有効 と期待 され る 。

Study　of 勸e 且ndustriai　ref ｝lding　methOd 　ofprourekinase

S脚 sh量跏 za 臓 N ◎buyuki　Honma ，
　Koji　Shinsani　CrOS◎H 　Comp．）

lKey　w 面 S置prourT）Sdnase，　refoldiiR9，　E．　coli、　i血C且usion 　bo［ly

432　　 Corynebacterium　sp ．　MY −1株由来の poly（a 　−L −guluronate）lyaseの

　　　　　　　　　　 グル urン酸オ リゴ マ
ー に対す る作用

　 （香川県発食試）○松原保仁 、 　（香川県食試）岩崎賢
一

、　（長崎大 ・水産）村松毅

【冒鰯 CIOryinebacterimu　sp．　aLY −1殊 由来の P◎1y（α　−L・guluronate）且yas。はポ リグル m ン酸

（平均重合度24）を分解 し、 冤かけ上重合度2
、
3

、
4の 不飽和オ リゴマ ーを生成す る 。 酵

素の 基質分解様式を明らか に し、 灣性部位の 知見を得 るた め 、 グル ロ ン酸オ リゴ マ
ー

に

対する本酵素の作用機作に つ いて逮度論的に検討した。

［方法及び結果】ξb卿 ¢ わac 編   sp ．　ALY4 株由来の poly（α　
−L−guluronate）！yaSeの精製は

既報 1）に基づ い て行 っ た。 グル ロ ン酸オ リゴマ ーはポ リグル ロ ン酸の 塩酸加水分解物

6iBio・Gel　P−6カラムを用 い て分取 して調製 した 。 本酵素は5糖以上 の グル ロ ン酸を速や

か に分解 したが 、
4糖の グル ロ ン酸の分解は露常に緩やかで あっ た 。 本酵素の分子活性

（k
． ，
）はグル ロ ン酸ヘ キサ マ

ー以上 の基質に おいて
一一reの 値 を示 した 。

つ ま り、 本酵素

の サブサイ トは グル ロ ン酸残基 6幗に相当す る もの と推定 され た 。 さ らに 、 グル ロ ン酸

オ リゴ マ
ーの酵素分解物の 解析か ら、 本酵素の 触媒部位 は グル ロ ン酸オ リゴマ ーの 葬還

元末端側か ら数えて 2番 目と3番 目の 間に葎在する もの と推定 された 。
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