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【目的】枯草 菌由米の胞 子結 合型 ラ ッ カ
ーゼ（GotA）は 、分 子状酸素 を電子受

容体 として種 々 の フ ェノ ール 類 を酸化す る酵素で あ り、本 酵素の 胞子 との

結合 が熱や振盪 に対 する 安定性 に寄 ケし てい る こ と を既 に明 らか に して い

る。よ り高活性 の 胞子結合型 ラッ カ
ー
ゼ を得る こ とを最終 目的 として 、枯

草菌の胞 了形 成 お よび発芽途中の ラ ッ カ
ー

ゼ 活性 を経時的に 調べ たc【方法

お よび結果】枯草 菌β漉 1妬 ∫肱6励 ly　NBRCI6449 のfiter一をYP 液体培地に 接
種 した 後に 9．7℃で イン キュベ ー

トして、経 時 的 に サ ン プ リン グ した
一．
都 の

試料か ら胞 子お よび菌体 を回 収 して ラ ッ カ ーゼ 活 性を測定 した．接種 か ら

6 時間 後迄の 発芽の 過程で 活性は 上昇 した が 、そ の 後急激 に低下 した。培

養上清中の プ ロ テア
ーゼ 活性を同 時に 測定 し た と ころ 、接種後 6 時問 目以

降の 著し い 活性の 上昇 が確認さ れ たc 胞 子結 合型 ラ ッ カ ーゼ は、胞子 の発

芽後に 栄養細胞が生産する 菌体外 プ ロ テ ア ーゼ に よ る 分解 を受 けて い る こ

とカf
示 口菱さ 才した。

酸化 ス トレ スは 不可避の ス トレ ス で あ り、Alzheimer 症 を始め とす る 各種
疾病 に関 与す る 事が 知 られ て い る．Superoxide　Dismutase（SOD ＞など，抗
酸 化 酵 素の 活性中心 をモ デル 化 した各種 の 人 工 酵 素が報告 さ れて い る．こ

れ ま で ，Porphyrin 誘導体を修飾 した リボ ソ ーム を用 い て原 核細胞 に 見 ら
れ る Mn −SOD 様活性の あ る人 工 酵素 リボ ソーム につ い て 報告され てい る，
本 研究 で は ，真核細胞 に 多 く見 られ るCu ，Zn−SOD を対象 と して ，　 Cu ，Znな
ど複核金 属錯 体を形 成する 人 工 SOD リボ ソ ーム を設計す る手法 に つ い て

検 討 した ．Dode ⊂ano
）
’1・Histidiiユe （Dndec−His）修 飾 リボ ソ ーム を調製 し，　Gu

な ら び に Zn 吸着挙動を解析 した ，リボ ソーム 膜の 相状態に よ り、吸着挙動
が制 御さ れ る事 を示 した．L記の 吸 着挙動 に基 づ い て ，単核金属型な らび
に複核金 属型 の DOdec −His修飾 リボ ソーム を調製 し，　SOD 活 性を解析 した ．
後 者（複核型｝が前者 （単核型 ）と比 較 して 2倍 以 上 の SOD 活性 を示 す こ とが

分か っ た ．
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　OJun　H 里RosE ，　Rika　ARIMA ，　Satoshi　IuRAKAWA ，　Har 漁 iko　YOKoI
　（Dcpt．　AppL 　Chcm ．，　Fa〔．　Eng 、，　Miyazaki　Univ．〕

Evaluation　of 　SOD ・like　activit ア of 　artificia 旦 enzymatice 旦iposome
modified 　with　multi ・nuclear 　metaI

　Y 呻 OHAMA ，　Le　Quo〔 TUAN ，］Feshinori　SHIMANOUCH 正，
　Olliroshi　UMAKOSHI ，　Ryoichi　KUB （，1

　〔Grad．　SclL．　Eng．　Sci．，　Osaka　Uni の

Key
　words 　laccase，　Baciti・us 　subtili．s，spore ，prOteus．c Ke ア words 　Membrane 　S 匸ress 　Bk ，te匚hnolo 邸 Liposonle，　SOD ，　ligand

2GO9−5Manihot 　esculenta 由来 （S）−hydroxrnitrile　lyase の

　Lys 残基へ の 変異 導入 に よ る 発現量上昇

山崎 瑞恵，O浅 野 泰 久

（富山 県大工 ・生 ］／研 セ 〕

2GIO−1 　シ トク ロ ム c3 をクロ ス リン ク した光合成反応 中心

　か ら ヒ ドロ ゲナ
ー

ゼ へ の 直接的電子 移動に よ る光
　水素生産

○伊原 正喜
1，仲本 準

2．大倉
一・

郎
S，蒲池 利 章

S，前 田 瑞夫
1

（
1
理研，2埼玉 大学

・
埋学部，／1

東τ 大院 ・生命埋 τ）

【目的】我 々 は 酵素法 に よ る 光学活性 シ ア ノ ヒ ドリン の 合成 を 目的 と し て

（D、M 謬欄 ‘翩 α 由 来 （S＞・HNL （MeHNL ＞遺伝子 の 大 腸菌内で の大 量 発 現 を

検 討 して来 た．これ ま で に コ ドン を大腸爾 用に 最適化 し、転写 効 率 向上 に

成 功 した（2）。しか しなが ら、McHNL は まだ 多 くが封入 体 と して 不 溶 性 画

分 に 発現する。ま た 、基質の benzaldeh｝・deは反応阻害剤 として も作 用 す る

た め、発現 レ ベ ル と ：ldchyde耐性 の 向 Lを目指 し、　 aldehyde が 作用 す る と

思 われ る Lys残基 に着 目 し変異導入を検討 した。【方法 と結果 】MeHNI ．に
含 まれ る 1．

〉
・s20 残基か ら他 の （∫）−HNL と相 同性 の ある残基、β一シ ート上 に

位置す る残基な ど、立 体構造や 基質特異性に 影響を 字え る と予想 さ れ る 6

残基 を選出 した 。各 残 基 に sa ［Uration 　nlu 腺 genesisを 導入 し、ハ イ ス ル ー
プ ッ トス ク リ

ー一
ニ ン グ を行 っ た 結果、可溶性画分に 得 られ る 渚性 型 酵 素量

が上昇する Lysを 3残 基 見 出 した e これ ら Lys／S残 基は 全て Proに置 換 さ れ て

い る こ とを確認 した 。aldehyde 耐性 向上 は認め られなか っ た が 、この Pro

胃換 は変異点を掛け 合 わ せ る と更 に 効果 を上 昇させ 、3残基 へ の Pro置換 に

よ り発詭レ ベ ル が約 7倍 に改 善 さ れ た．こ の よ うな進化 分子 工 学 の 手 法 に

よ り変異型酵素が取 得で き、従 来大 腸 菌 で は活性型 としての 発現 が 困 難 で

あ っ た植物 酵素 McHNL を 容 易 に 調製する こ とが可能に な っ た （a．）。〔DY
Asano ，　et　aT，　ISBB，69，2349 （2005）、（2）2004 年 度 日本農芸化学会大 会 、〔t3＞
2005 年度 日本農芸化学 会 大 会

藍藻や藻類 を利用 した 太陽光 に よる水素生産は、環境負荷が 少な くコ ス ト
的 に も優れた 次 世代エ ネル ギ

ー
生産シ ス テム で ある。しか し実用化に は、

光変換効率 に問題が あ る こ とが知 られてい る．その 原因 の 一
つ は 、光化学

シ ス テ ム 1 （PSI）か らプ ロ トン 還元馨素で ある ヒ ドロ ゲナ ーゼ へ の 電子伝
達頻度が 低い こ とで あ る。そこで今回は、PSI に ヒ ドロ ゲナ ーゼ の 電子伝
達パ ートナ ーで あ るシ トク ロ ム C．1（cytc3 ）を化学的に 速結 し、　PSI −．FCytC3 →
ヒ ド囗 ゲナ ーゼ と続 く人 1：的電子移動経 路の モ デル 系の 構築 を 目指 した，
c
｝
・tcS とPSIの連結体 （cア匸c3 ．PSI ）の 作製で は、まず、　 CvLC3 と PSI の サブ ユ

ニ ッ トで あ るPsaEの変異体 を調製 し、ヘ テ ロ ク ロ ス リン カーに よ っ て連結
した ク ロ ス リン ク休 （⊂yLcg．・PsaE）調製 した。次 に 、　 c）

・tcS ・PsaE はPsaE 欠損
PSIと自発的に結 合し、cytcS −PSIを形成す る こ とを 確認 した 。ヒ ドロ ゲナ

ー
ゼ とcytc3 −PSIに よ る光 水素発生速度 は、cy しcS が 連結され て い ない 場合の 約
拑 倍で あ っ た．これらの結果は、設計通 りに PSIか ら ヒ ドロ ゲ ナ

ーゼ へ と
続 く人 Fl的電子移勤経路が構築 された ことを示 して い る。
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