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2H15−4SDS （Sodium 　Dodecyl 　Sulfate）存在下 にお け る タ

ン パ ク 質 の ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ トク ロ マ トグ ラ

フ イ
ー
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2H15−5Baciltus　subtilis 　CotA の ビ リル ビ ン オ キ シ ダ
ー
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は遮 　水 や 緩衝 液 な どに 対 して 不 溶性 の タ ン パ ク質 を 可溶化す るた め

に は 、尿 素 や塩 酸 グ ア ニ ジ ン 、各 種 の 界面 活 性 剤 な どが 用 い られ る．特に 、
塩 酸 グア ニ ジ ン や SDS （Sodium 　dode 〔yl　sulfate ）な どの イ オ ン 性の 界 画活

性 剤 は 、可 溶 化能 力 は 高 い が イ オ ン 交換ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で の 分離が 困

難 と され て い る。本研 究 で は 、陰イ オ ン 界面活性剤 で あ る SDS を用い て タ

ンパ ク質 を変 性 させ 、SDS −complex タ ン パ ク質 の ハ イ ド卩 キ シ アバ タイ ト

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーを 行い 、ハ イ ドロ キ シ アパ タ イ トカ ラム の 新 し い 有用

性 を 見出す こ と を 目的 と し た e 左 法　ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ ト ：粒子径

40 μ 1n （CHT ； PEN コtAX ） を ス テ ン レ ス 管 （4．O　I．D．× 100mm ：杉 山商

事）に 充填 した カ ラム を用 い た。サ ン プ ル は、各水溶性 タン パ ク 質 （5mg 〆

ml あるい は 10mglml ）を1％SDS 〔3．4ラmM ）に 変性、・∫溶 化し たもの を用

い た。ク ロ マ トグラフ ィ
ー

の 溶離条件は 、リン 酸緩衝液の 濃度勾配 で踏出

す る方法 とし た。リン 酸緩 衝液に SDS を添加 した場 合の 溶離パ ターン とも

比 較 した。

B．subtilis の 内胞子構成成 分 Go1A は ラッ カ ーゼ と して 報告 されて い るc 今

回、我 々 は GQtA が 高い ビ リル ビ ン オ キ シ ダ ーゼ 活性を もつ こ とを 見い だ し

た の で 報告す る。大腸菌で 発現 した ビ リル ビン オ キ シ ダ
ーゼ は S7 度、　pH

7．0に お け
．
る見か け の Km と Vmax が 、そ れ ぞ れ 8 μ M 、281t 　mo ］tmin〜mg で

あ っ た 。ま た 、65 度 1時間熱処理 して 金 く失活せ ず．こ れま で に 報告 され

て い る ビ リル ビ ン オキ シ ダ ーゼ に比 べ 、極 めて 高い 特異性 と高い 熱安定性

を有す るこ と が分 か っ た 。また 、本酵素を用い て 血 清 1「聡 ビ リル ビン 測定

試薬 を調整 し血 清検体70サ ン プ ル を測定 した とこ ろ、市販の 血 清中総 ビ リ

ル ビ ン 測定試薬 を用い た測定値 と高い 相関 を示 した。以上 より、本酵素は

診 断薬用酵 素と して高い 有用性が ある こ とが示 された。本報告は 、バ ク テ

リア 由来 ビ リル ビ ン オ キ シ ダ
ーゼ の 初めて の 報告で あ る。
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　 1％SDS に変性、可溶化 した タ ンパ ク質を 0、1％SDS を含む

リン 酸緩衝液 でア パ タ イ トク ロ マ トグラフ ィ
ーを行 っ た。結果、通 常の ア

パ タイ トク ロ マ トグラ フ ィ
ー

の 溶出パ ターン と異な り、分子量 に従 っ て保

持時間が 長く なり、分 子量 と保 持時間 との 間に 相関関係 が あ っ た。
SDS 系 ア パ タ イ トク ロ マ トグ ラフ ィ

ーで は 、タ ンパ ク質 を SDS 複 合体に す

る 二 とで 、分子量の 違い か ら分離で き る可 能性 が 示 唆され た。
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ーゼ
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　 ラ ッ カ ーゼ は フ ユ ノ
ー

ル の 酸化的 重 合反応 を触媒す る マ ル チ銅 オキシ

ダ
ーゼ の

一
種 で あ り、広 い 基質特異性か ら産業上 さま ざまな場面 で の 利 用

が期待 されて い る。従 来ラッ カ
ーゼ はカ ビ を由来 とした酵素の 研究が 中心

で あ っ た が 、近年、原核生物 に もその 存在が指摘 され、大腸菌 CucO 、枯

草菌CotA など、ラ ッ カーゼ 様酵素 の 報告が 相次い で お り、カ ビ 由来酵素 と

は異な っ た 酵素学的性 質を有す る こ とが わか っ て きて い る。　 発 表者 は 、
高度好熱 菌

．
1
．
hermus 　thcrmephilus 　HB27 の ゲ ノ ム 配列に ラ ッ カ

ーゼ 様酵

素の 配列 を見 出 した。そこ で 、銅 を含 ん だ 培地で 好 熱菌を培養 し た結果、
菌 体内に ラ ッ カーゼ様酵素 の 活性 を検 出 した．カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ に

よ り部分 精製 し た 蛋 白質 の Mass 　Fit　Fingerp1・indng に よ り、本 酵素 が

TTC 爲 70で あ る こ とが 判明 した 。また 同時 に本酵素が 分泌蛋 自質で あ る こ

とが判 明 した、次に 該遺伝子 の 成熟蛋 自質領域 をコードす る遺伝子をPCR

に よ り増幅し、増幅断片をpET ベ ク ターに匣結 し 発現 プ ラス ミ ドを構築 し

た ．定法に従 い 酵 素遺伝子 を発現 し、粗酵素抽 出液 よ り加熱処理、カ ラム

ク ロ マ トグ ラフ ィ に よ り電気 泳動的 に均
一

な標 晶を得た．組換 え酵 素は

ラッ カ ーゼ に 特有 の 青 色を呈 し、銅イ オ ン の 存在 下で ABTs 、シ リン ガル

ダジ ン 、グア イア コール 、2，6一ジ メ トキ シ フ t［ノ
ー

ル 等の 基質を高温条件

で 効率的に酸化 した．酵素活性 の 至適温度は90℃ 以上、SO℃で の 酵素活性

失活の
’
卜減期は14時 間以上 で あ り、従 來に ない 非 常に耐熱性の 高い 酵素で

あ っ た e

【目的 】生体内で は 血糖 で ある グル コ
ー

ス と血液 中の 蛋 白質 の ア ミ ノ基 との

メ イ ラ
ー

ド反 応に よ っ て糖 化蛋 自質が生成す る。血液 中の 蛋 白質の 糖化の

割合は 過去の 血糖 値を反 映す るため、糖尿病患者の 血糖 コ ン トロ
ー

ル 指標

とされて い る 。人 間に 限 らずイ ヌ 、ネ コ で も血 清中の 糖化 蛋 白質の 総称で

ある フ ル ク トサ ミン が糖尿 病の 血糖 コ ン ト卩
一

ル 指標 とされて い るが 魚類

に お ける糖化 蛋 白質に 開す る知見 は なく、測 定法に 関 して も報告 は ない 。
こ れ まで に我々 は 、養 殖魚 の 血中に糖化蛋 白質 が存在す る こ とを確認 して

い る。そ こ で 本研 究で は 、養殖 fkの 血 中に お ける糟化 蚤 白質 の 新規 なセ ン

シ ン グシ ス テ ム の 開発 を 目的 とした．【方法】養殖 ハ マ チ血清 に対 しff臼質

濃度は Lowry ’法、フ ル ク トサ ミ ン 濃度は ア ル カ リNBT 法に それ ぞれ 基づ き

測定 を行 っ た ．また、血清 をボ ロ ン 酸 ア フ ィ ニ テ ィクロ マ トグ ラフ ィ
ー

を

用い て 分画 し、蛋 白質全 量に 対するフ ル ク トサ ミ ン の 量を求め た。
【結 果】ハマ チ血 清 中の 蛋 自質 当た りの フ ル ク トサ ミ ン は平均 3、3 μ moYg

で あ り、健常な ヒ トと同 レ ベ ル だ っ た。ま た 、魚血 清 の ボ ロ ン 酸 ア フ ィ ニ

テ ィ ク ロ マ トグラフ ィ
ー

吸着画分における蛋 自質当た りの フ ル ク トサ ミン

値は 、非吸着画分の 約 3 倍 高値 で あ っ た．こ れ らの こ とか らハ マ チ血 清 中

に は 糖化蛋 白質が 存在す る と考え られた．本結 果は 養殖魚 の 健康管埋 に糖

化蛋 白質 を新たな指標 とで き るこ とを示 して い る。酵 素を用い た新規 な糖

化蛋 白質セ ン シ ン グシ ス テ ム に つ い て もあわせ て報告 する。
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