
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

「80　生 化学

338　　　 超好熱始原mp　p．i・凹 か‘ごα ‘11例 c‘〃雌 1〃鵡 VA 　I株 由来 エ ス テ ラ
ーゼ の 解析

　 　　 　　 　 　　 （京大院工 ・合成生化、CREST 今中 ブ仁 ジ ェ ク ト〉

　 　　 　　 　 　　○堀 田裕 司、江崎 聡 、跡見 晴幸 、今中忠行

【目的 】　我 々 は 、当研究 室 で単 離 され た超 好熱始 原菌 P｝ア〔めθα 擁 摺 cafidi
’bntis由来 の エ

ス テ ラ
ー

ゼ に 着 目 し、太 酵素の 有機合成 プ ロ セ ス に お け る 応用 を視野 に入 れ た 特性解析

を行 っ て い る 。

1方法お よび結果］　P ．cratid ，Sfbntis   A 　l 秩の 粗 酵素 液 中に エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性 を検出 した
。

そ こ で 、耐熱性 エ ス テ ラ
ー

ゼ 活 性 を指標 に した シ ョ ッ トガ ン 法に よ り、 Pc−est 遺 伝子 を

取得 した，， その 塩基配列 を解析 した とこ ろ 、Fc−EST は 3B ア ミノ酸残基 か らな る分子量

34kDa の タ ン パ ク質 と予想 され 、ヒ ト由 来の ホ ル モ ン 感受性 1丿パ …ゼ と 29％の 相司性 を

示す こ とが判明 した 。
本 遺 伝子 を発 現 べ 7 ターに 挿 入 し、大腸 菌 を宿 主 と した遺伝 子 の

発現 、及び発現産物 ρr −EST の 精製 を行 っ た 。 本酵素の 生化学的特性解析 を行 っ た結果 、

最適温度 は 90℃ 、最適 pB は 70 で あ っ た 。 また、本酵素 を IOO℃ で 2 時 間熱保持 しても

活性 の 減 少 は ほ とん ど屍 られ ず、本酵素 は非常 に 高 い 耐熱性 を有 す る こ と が判明 した ．

こ の こ とか ら、”‘
・EST の様 々 なバ 〆 オ ブ q セ ス へ の 応 帰 が 期待で きる 。
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低温 菌 （演  磁 gα sp ．　KUO ・1 由来 ア ス パ ル タ …ゼ ：反応 速度論的

解析 と ク ロ
ー

ニ ン グ

○ 増 』 畜紀 ，福井 結 子， 老月

〔関西 大 ・生 物 工 〕

1 典夫， 左右 田 健次

〔目的 】 ア ス パ ル タ
ーゼ は 要ゴ ア ス パ ラ ギ ン 酸か ら非 酸化 的 お よ び 非 加水分解

的 に ア ン モ ニ ア を 脱離 し フ マ ル 酸 を生 成す る 反応 を可逆的 に触媒す る 。常温 菌、

好 熱 菌 の 本 酵 素 は 詳 し く研 究 さ れ て い る 。 わ れ わ れ は 、 単 離 し た 低 温 菌

CytoPhaga　 sp ．　 KUC −1 が 、 15 ℃ を 最適 生 育温度 とす る に も関 わ らず耐 熱性 ア

ス パ ル タ
ー

ゼ を著景 、生 産 す る こ と を 見い だ し た 。 本研 究 で は 本 酵 素 の 精 製 と

酵 素 科 学 的性 質 の 解 明及 びそ の 遣 伝 r の ク ロ
…一

ニ ン グ を 口的 とす る 。

〔方 法
・
結果 】本菌 を 超音 波 破砕 し得 ら れ た粗酵 素 を各 種 ク ロ マ トグ ラ フ t　

’一

に よ っ て 116 倍 n 比 活 性 301 　U ！mg に精 製 した 。 本 酵素は そ の 分 子量 が 約

192
，
00elで あ り、同

一 の サ ブ ユ ニ ッ ト （分 芦量 約 ：50
，
00e ）尋 儕 か ら構成 さ れ る

ホ モ テ トラ マ
ー

で あ っ た 、酵素科 学的性 質 を 調 べ た と こ ろ 、本 酵 素は低 温 菌 由

来 に も か か わ らず 熱 に 対 して 高 い 安 定 性 を示 した。 さ ら に反 応 速度論 的解析 に

よ り本酵 素が ア ロ ス テ リ ッ ク酵 素 で あ り、 pH に 依 存 し て そ の 脇 同性 が 変 化す

る こ と が明 らか に な っ た 。 ま た 、本酵 素の 内部 配列 を明 らか に した 。
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