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膜結合性PQQ グル コ ー
ス 脱水素 酵素 の 膜結合領域へ の 部位特異的変異導入 と

酵素活性 へ の 影響　 （東京農工 大 ・工 ・生 命 工 ）

○鈴木久皇 、奥 田順子、吉田裕美、早出広司

【目的】

膜結合型 PQQGDH の 膜結合領域は 五本の 膜貫 通 ヘ リッ クス か ら構成 され 、 この領域 の

機能はア ンカ
ー

として 酵素を細胞膜 に固定 する こ とで ある とされて い る 。

一
般 に膜結 合

型 の 酵 素 は活 性 部位 と膜結合領域 が独立 の 機能を有 して い る と考 え られて い る 。 本研 究

で は膜結合領域 に部位特異 的に変異 を導入 した変異酵素 を構築 し膜結合領域の 酵素活 性

発現で の 役割 につ い て検討 した。

【方法及び結果】

膜結合領域の 三番 目 と四 番 目の ヘ リ ッ クス を つ な ぐル ープ上 に存在する残基 に対 して 部

位特異的に変異を導入 し変異酵素を構築 し た 。
こ の 変異導入が本酵素の 機能にお よぼす

影響 を検討 した。in　vfvO で は酸 素電極 を用 い て 呼吸活性を測定 し、　 in　vitro で は可溶化

した変異酵素の 酵素活性 を測定 した 。 そ の 結果 い く つ か の変異酵素が　fn 耀 vo
，
加 縦 ro

ともに酵 素活 性 を大幅に低下 させ た 。 この こ とか ら膜結合領域 にお けるル ープ上 の残基

は活性部位の 触媒機能 に大き く影響 を及 ぼす こ とが考 え られ た 。
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イ ソ プ ロ ピ ル リ ン ゴ 酸 脱水 素 酵 素 （BclPMDH ）の

150 〜 154 ル
ー

プ は fhermtiS　 thermophilas 　 IPMDHの ル
ー プ に 比 較 して 3 残

基 多 い 。 そ こ で 本研 究 で は 、 BclPMDH の 150 〜 154 ル
ー プ の ア ミ ノ 酸 を 3

残 基 欠 失 し た 4 種 類 の ル ー プ 変 異 体 を作 製 し 、 各 変異 体 の 発現 量 、 熱 安 定 性 な

ど を 比 較 、 検 討 し た 。

【方 法 お よ び 結 果 墨　 150−G ・P ・G ・E ・N− 154ル ー プ の 3 残基 を 欠 失 し た G ・P変
異 体 お よ び P ・A 、 GeG と G ・Sル ー プ 変 異体 を Kunkel 法 で 作 製 し 、 発 現 ベ ク タ ー

pTZIgU に 挿 入 し て 大腸 菌 内 で 発 現 さ せ た 。 　 P ・A 変異 酵 素 の 発 現 量 は 野 生 型 酵

素 の 約 14 ％ で あ っ た が 、 他 の 変異 酵 素 の 発 現 量 は 野 生 型 酵素 と 同 程 度 で あ っ

た 。 55 ℃ 、 10 分 間 熱 処 理 し た 後 の 残 存 活性 で 熱 安 定性 を 比 較 し た 結 果、 G ・

P と G ・S 変 異 酵 素 の 安定 性 は 向 上 し た 。 示 差 走 査 熱 量 計 （DSC ）で 測 定 し た

精 製 G ・S 変 異 酵 素 の 変 性 に 伴 う DSC 曲 線 の ピ
ー

ク 温 度 は 野 生 型 に 比 較 し て

1 ．7 ℃ 高 温 側 に シ フ ト し た 。
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