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【目的】Phytochelatin （PC ）は 、高等植 物、藻類、酵母 な どに お い て 重 金

属無毒化 を担 っ て い る重金属抱合 ペ プ チ ドで あ る。我々 は 、これ 濠で に 原

核生物 で ある ラ ン 澡 翫 吻 osp ．　PCG 　7120 ｝二お い て PC 合成酵素置伝 子 と梱

同性 の 高い 配列 （atl
．0975）が存在t る こ とを確 認 し、本遺伝子 が コ

ー
ドす

る タン パ ク （NsPC ：S）がPG合成酵素活性を 有す る こ と を明 らか に した。今

口 は 、NsPCS の 機 能を真核生物 由来 の PC合成酵 素 と比 較、解析す る と と も

に 、PC．合成反応機構 に つ い て 考察 を行った ．
【方法 お よ び結果 】NsPGS を用 い て 、　 PC合成活性 を 調 べ た 結 果 、高 等植 物

の PC 合 成 酵 素 が 担 う第
一

段 階 目 の 反 応 で あ る GSH か ら の r−
glutamvlcysteine 〔，

・・EG〕 の 生 成 を強 く触 媒 す る が、第 r一段 階 円の 反 応 で

ある ？
．−EC 車合 に よる PC の 生 成に つ い て は 非 常 に 弱 い 活 性 しか認 め られ な

か っ た 。ま た 、NsPGS に存在 す るシ ス テ イ ン残 基 を セ リン 残 基に 置換 した

変異 体 を作 製 し、そ の 機 能 に つ い て 解析 を行 っ た．そ の 結 果、60 番 目の シ

ス テ イ ン 残 基 を 置換 した変 異体 にお い て 、P（： 合成活性 が 消失 した．、した

が っ て 、この シ ス テ イ ン 残 基 は 触 媒 反応 に 重 要な 役割を 果た して い る こ と

が 示 唆 され た ．

緒言 我 々 は こ れ ま で 、トラ ン ス グル タ ミナ
ー

ゼ の タ ン パ ク質 翻訳後 修飾磯

能を 利 用 した 対 象 タン パ ク 質 の N あ るい は C 末 端 特 異 的架 矯化 に っ い て検

討 を 進 め て きた ．本 研 究 で は 、ル
ー

プ領 域特 異的 な タ ン パ ク 質架 僑 化に つ

い て 報 告す る．
実験 微 生 物 由来 トラ ン ス グル タ ミナ ーゼ （MTG ） は味 の 素 （株 ） よ り提

供頂 い た もの を 、定 法 に従 い 精 製 して使 用 した 、馬 心筋 由来 の ミオ グ 卩 ビ

ン は Sigma社 よ り購入 し、2一ブ タ ノ ン 法 に よ りヘム を取 り除 く 二 と で ア ポ

ミオ グ ロ ビ ン を 調製 した。
結果 及 び 考察 モ デル タ ン パ ク 質と して 使用 した ミ オ グ 卩 ビ ン は 、天 然状態

で は MTG の 基質 に は な ら ない が．ヘム が 脱離 した ア ポ ミ オ グ ロ ビ ン は

MTG の 基 質 とtn　’O、主 生 成物 と して 二 量体 （ア ボ ミ オ グ ロ ビ ン ダイ マ
ー

）

を選 択的に 与え た．架橋化サイ トの 同定の ため 、MTG を利用 して ア ボ ミオ

グ 卩 ビ ン を 小分子プ ロ
ーブ に よ リラ ベ ル 化 し た。ラ ベ ル 化 ア ポ ミオ グ ロ ビ

ン の LC −．MSIMS による質 量分析 の 結果 か ら、そ の ル
ー

プ領域 に架橋 化サイ

トが 存在するこ とが 明 らか とな っ た。また、得 られ たア ポ ミオグ ロ ビ ン ダ

イマ
ー

はヘム 結合能 を保持 し て い たこ とか ら、MTG を利 用する こ とで 、対

象 タ ン パ ク 質の 基本性能 を維持 し た ル
ープ領域 特異 的な架橋化が 可能 なこ

とが 示唆 された．
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【目的 】我 々 の 研 究 室 で は フル ク トシル ア ミノ酸 オ キ シ ダーゼ 〔FAO 【〕）の

生理 学的役 割 を研 究 して い る．これ 圭 で にAsPergiltzag　onyvzae 　RIB4 （）株 にお い

て 2種 の F・XOI］ア イ ソ ザイ ム 遺 伝 子 〔E40Aol ，FAO ・lo2） を見 出 し、破壊株
の 作成及 び 表説 系 の 比較 、検 討 を行 ワ た そ の 結 果 、FAOAo2 はア マ ド リ化

合物 で あ る フ ル ク トシル バ リン （Fi’u −Val＞ の 代 謝 に 必 須で あ り、Fru −VaI
の 代 謝は ア ン モ ニ ウ ム リプ

．
レ ッ シ ョ ン を受 けず 、ま た Fru−Valに よ り亜 硝 酸

の 代 謝が抑 制 され る こ とが示 唆 され た
1）。そ こ で ｝「AOD と窒 素 代 謝 の 関連

を明 らか にす る た め 　本研 究 で はヨ．Ot］，Uie に お け る FAO ／1．o ／、搬 〔）．do2、お

よび 硝酸代 謝関連酵素遺伝子 の 発 現 解析 を行 った ．
【方法 ・結果 】 ノザン 解 析の 結果 ．A．　orvzae 　RIB40 株 に お い て グ ル コ ース 、
硝酸 か ら成る最少 培地 で 培養 した と こ ろ 、E40Aol 、　 FA　OA　02 の 発 現 は 見 ら

れ なか っ た．一方 Fru−Val、硝 酸か らなる最少 培 地 で はFAOAoJ と刪 0珈 2の

発現 は見 られた が硝酸 レ ダク タ
ーゼ 遺伝 子 （niaD ） の 発 現 は 抑 制 され る こ

とが 明 らか とな り、Fru−Val に よ る硝 酸代 謝 の 抑 制 が 示 唆 され た ．，さ ら に

bno．lol に っ い て 検討 した と こ ろ、廉 D
一
株 に お い て Fru−Val 存 在下 で は

FAOAol の 発 現 が 見 られ るの に 対 し、△．faoAo2株 で はそ の 発 現 は 見 られ な

か っ た，
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【目的】放線菌は，糸状菌の ような形態分化を示 し、か つ ，抗生物質 を始め

とす る 二 次代謝産物 を産生 す るこ とで 有名で あ る、近年 ，放線菌の 形態分

化 と二 次代謝産物産生 の 調節 に タン パ ク 質の リン 酸化が 関わって い る との

例 が い く つ か 報 告 さ れ る よ うに な って き た ．そ れ に 関 連 し て，
phosphotyr

’osine 　protclll　phosphatase （PTPase ）を コードす る 遺 伝 子

（PtPA） が S．　cnelicoiot ・AS （2）か ら ク ロ
ー・ニン グ された が ，その 生 理学的機 能

は 不 明 の ま まで あ る 本研 究 で は ，D −c｝・closerinc （DCS ）生産菌S．　lttve・ndulae
か らPIIPaseを コ ードす る遺伝子 を ク ロ

ーニン グ し，その 遺伝子産物の 機 能

解析 を 口的 と して い る。
【方法 及 び 結 果 IS、　coeiicolorit3 （2）の 仰 月 を ブ ロ ー一ブ と して 用 い ，　DcS 産生

株 ∫．tave・ndulae 　Ar 〔：C25233 の 染色 俸 DNA か らp卵 に 相補的な領 域 を含む

d、Okb の Pstl消化DNA 断 片 を得た ．シ
ー一ク エ ン ス の 結果，4、O　kb フ ラ グメ ン

トに は 504　bpか らな る FIIPase 遺伝子 iPtPBと命名）が 存在 し て い た．　Pt戸B 遺

伝 子 産 物 （PtpB ）の ア ミノ 酸配列 は，　 S、　coelif，oto厂の PtpA と72．9％の 相同性 を

示 した 。PtpB の 機能 を解 析す るた め ，　 PtPB を G 宋端 ヒ ス チ ジ ン タグ 付きタ

ン パ ク質 と して 大 腸菌に て 大吊 発規 させ た 後，単
．．．タン パ ク 賛まで 精製 し

た ．得 られ た P ［pB は ，　p−rliT．OvOI ）heu
）
’1　pbusphute を基 質 と し て 脱 リン 酸化

活 性 を示 す と と もに 、o −phosphot！，i・osine に対 して も活性 を示 した 。現在，
PtpB の 基 質 とな る タン パ ク質を 調査 して い る．
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