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【目的】 土壌 か ら分 離 した BaciSfus　circuians 　lipT298は 、 グ リコ サ ミノ

グ リカ ン の ヘ パ リン とヘ パ ラ ン 硫酸 を ともに分 解する熱安定性 の 高いヘ パ

リチ ナ ー ゼrgV を生産する 。 本研究は 、 本酵素の 遺伝子をク ロ ー ニ ング し 、

大 腸 菌 で 発 現 させ た こ と に つ い て 報告する 。

【方法 お よび結果 翼精製酵素（113KDa ）ペ プチ ド断片の ア ミノ酸配 列 か らプ

ラ イマ ー を合成 し 、 PCR増幅と λZA 醐 を 用い た プラ ー クハ イブリダイジ x
一 シ ョ ン に よ っ て 本酵素遺 伝 子 を ク ロ

ー ニ ン グ した 。 本遺 伝子 の ORFは
3150bp （ア ミノ酸残基 は 1050 ）で 、 推定分子 量 は 116KDa で あ っ た 。

こ の

ORF に32 ア ミノ酸残基の シ グナル ペ プチ ドを見 い 出 し 、 成熟酵素の 推定分

子 量 は精製酵素の 分 子 量 と一
致する ＃ 　3KDaで あ っ た 。

　 Navohacterium
heρarjnuma の ヘ パ リチ ナ ー ゼ遺伝 子 との 間 で の 類似性 は ほ とん ど見 られ

な か っ た 。 本遺伝子 をpETI　X−c に挿 入 し、 本遺伝子 を保持する大腸菌BL21
の 菌体 内で 本酵素が 大量発 現 して い る こ とをSDS −PAGE で 確認 し、 菌体破

壊液 にヘ パ リチ ナ … ゼT − ivの 酵素活性を検出 した 。
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【目的 薹　MyXOCOCCUS κ anthu ・
e
・ はグ ラ ム 陰 性 の 桿 菌で ，、 菌体 内 に大 量 の

pogyphOSPhate［p卿 （P｝］ を蓄積す る こ とが知 られて いる 。 こ の M ．xanthus が持っ

poiy（P）−AMP 　phGs麟   匙ransferase （PPAP ）活性 と po］yphosphate　kinase（PPK ）活性を

組み合わ せる こ とで 。PO1y  を利用する ATP 再生 系を構築する こ とを闘的 と した 。

藍方法 及 び結 果黎 財 禰 寵船 s か ら粗精製 した FPAP 澑性 と精製 した PPK を緯み合わ

せ て ATP 再生 系 を購築 t． AMP とpdy   を出発 物質 と して 反応 を行 っ た と こ ろ ． ATP
が合成 され るの が 確認 された 。 こ の 反癖系に お い て ．反応系 に加 え るAMP 蠱 、

　poly（P）
量 、 PPAP 活 性を含 む ex 惚 ct量を 変化 させ ． 再鑑 される ATP 量 へ の 影 響を調 べ た 。

また 、 ATP を利用 する酵素 acetyj−CoA 　syn 漁 ase の 反 海 に 、 こ の ATP 再生 系 を利用

した とこ ろ、AMP か らATP へ の 再 生が実際に進行 して い る こ とが確認 で きた 。 ま た 、

ATP 再 生系 に用 い る poiy（P）の 鎖長依存性 につ い て も調 べ た。
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