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1B11−5 　Pretreatment　of　lipase　with 　organic 　solvents 　and

its　apPlicati ・ n 　in　reverse 　micellar 　systems
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The 　 effect 　 of 　the　 pre匸rea 匸men ［ of 　C：h・romobacteritcm 　 vzscosufra 　lipase　 wi ！ll
various 　 hydr｛｝phobic 　solvents 　 on 　its　 a⊂tLvity　in　AOTI

’
isooctanetwater

revers 巳 micelles 　and 　a　p ・ ssible 　 c・ n 「b・ma し孟・ nai 　［：hangじ was 　in・estigated ・
The 　 pretreatment 　 of 　lipase　led　 to　 a　 subsranrial 　 in〔rease 　 o 「 enzyma しic
activity 　in　AOT 　reverse 　mi 〔clles ．　Itwas　observed しhaL　higher　hydrQphDbic
solven しs　 with 　 shor しer 　agi しaしion しime　and 　 vice 　versa 　had　almosL 血 e　same

effect 　Dn 　 the　initial　ac しivit）
’of 　lipRse、　A 　kinetic　modcl 　 that　considers 　the

tVee　substratc 　in　equilibrium 　with 亡he　substra 亡e　adsorbcd 　on 　thc 　mi 匸ellar

sur 士註⊂e 　was 　suc ⊂essfi ユlly　used 　to　better　unders ！and 　dle　activi しy
enhan ⊂ement 　due　 to　 rhe 　 modification 　 of 　Tipase　 surface ．　 The 　 Michaells

［onstant 　and 由 e　substrate 　adsorplion 　e叩 1il｝brinm　con 〜lan！ were 　reduced

by　 the 　 pretreatmellt 　 et
’
lipasc　 with 　hexane，　 whcrcas 　 thc 　 changc 　 in　 thc

maximum 　reac しion　rate 　was 　insignilicant．　Thcse 　tindings 　suggested ［hat

preしreatlnent 　wi しh　orgariic 　solvellts 　enha 【iced 　the 　affinity 　Dfthc 　lipasc　with

subs しrate 　and 　 rcduccd 　 the 　intcractiens　with 　AOT 　head 　grDups ．
Fluorescencc 　spectra 　of 　lipasc　cncapsulu 亡ed 　in　RMs 　wcrc 　perfc〕rmed 　t〔〕
detect　possibtc　 contbrmatiollal 　 changcs 　 in　 the 　 enzyme 　 caused 　 by 　 the

prctrcatmcnt ．　A　corrclation 　between しhc 　maximum 且 uorescen ⊂e 　intensity

and 　the 　a⊂tivit）’Dftreated 　lipase　was 　found 　as 　a 　fUnctlon　ofagitation 　time ．

IB12−1 　機能性 分子 導 入 に よ る外部 刺激応 答性人 工 酵素 の

　創製

Q 鶴田 幸人，西 基宏，神 谷 典穂，後藤 雅 宏
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【目的】酵素の機 能を 担 う部 位に 何 らか の機 能性 分子 を導 入 し、外部 刺激応

答性 を付与す る こ とに よ っ て 、人 為的 な 活性の 制御が 可 能な 人 工 酵素の 開

発が 行 わ れ てい る。この よ うな 人 工 酵素 は 、外 部 刺激 を感 受 し酵素反 応 へ

と変換す る こ とが 可 能な の で 、高感度セ ン サ ーへ の 応用 が 期 待さ れ る ．そ

こで 本研究で は 、プ ロ テ ア ーゼの部 位特異 的 加 水 分解反 応 を引 き金 と し て、
活性が ス イ ッ チ ングす る よ うに 設 計 を施 した 人 1：酵素の創 製を試 み た 。
【方 法 ・結 果】遺伝 子工 学 的手 法 を用 い て 、SchiStvsum（t］

’
aPenic ’a 由 来 グル タ

チ オ ン・S一トラ ン ス フ ェ ラ ーゼ （GST ）の C末 端側 に プ ロ テ ア ーゼ （トロ ン ビン

）な らびに 微 生 物 由 来 トラ ン ス グル タ ミナ ーゼ （MTG ）が 認識 する 基質 ペ プ

チ ドを導入 した 。MTG の架橋反応 を利用 し て、　 G 末端 基質 ペ プ チ ドに 部位

特異 的に 阻 害剤 を導入 した 人 工 酵素を 調 製 した と こ ろ、そ の 活性は 大き く

減少 した n これ は、GST の 活性中心 に 近接する C 末端への 阻害剤導入に よ っ
て 、活 性サ イ ト付近 での 局所的 な濃度増加 を誘起 で きた た め と考 え られ る n

また 、得 られた 人工 酵素 に トロ ン ビン を作用 させ た と ころ、酵素活性 の 回

復が 確認 され た 。以 上 の こ とか ら、当初の 設計指針に 基づ き、プ ロ テ ア ー
ゼ の 加水分解反応に 応答 して 活性が ス イ ッ チン グ す る人工 酵素を得る こ と

に成功 した 。
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2BO9−1 　タ ン パ ク質工 学的手 法に よ る超 好熱性 L 一ス レオ ニ

　ン 脱水素酵素の 触媒機 構解析
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【目的】分子 内に6つ の S−S結合 を もつ ウ シ bリプ シ ン は リ フ ォ
ー

ル デ ィ ング

出発物質 とな る 全還元体調製の 際、グア ニ ジ ン 塩酸塩等の 変性剤中で も活

性 を示 し、自己 消化反応が 起 きるた め 出発物質の 確保が 困 難 とな る。そ こ

で 、出発物質調製の ための 様 々 な条件の 検討 を行ない 、活性回 復率の 向上

を図 る．
【方法」還元反応 中の 自己消化反応 に よ っ て 生 じる ベ プチ ド断片 と全還元 体

本体 を分離す るた め、還元反応終了後の トリプ シ ン 溶液の ゲル ろ 過を行な

い 、タ ン パ ク質分画 を得、凍結乾燥 した もの を出発物質 として リフ ォ
ー

ル

ディ ン グを行な っ た 。リブ a
・一

ル ディ ン グは、活性同復 した トリプシ ン に

よ る 自己消化反応 を抑制す る 目的で 、トリプ シ ン に 対 して 阻害効果の ある

p−arninobellzamidinetd ’
固定 化 した ゲル を用 い 、グル タチオ ン 系の 酸化還元

剤を含む IMdiethanelamine （pI
．18 ．2）で 48 時間、室温で 行な っ た。

【結 果 と考察】通常の ゲル ろ過 に よ っ て 得 られたタ ン パ ク質分画を出発物質

と して リフ ォ
ー

ル ディ ン グを行な っ たが、イン ヒ ビタ
ー

固定化ゲル 非共存

系で 5％、共存系 で 1う％ 程度の 活性 回復率で あ っ た．より分離能の 良い ゲ

ル ろ過に よれば、タ ン パ ク質分 画中に 様 々 な タン パ クの 分布が見 られ た。
そ こ で各分画部分 を出発物質 として リフ ォ

ー
ル デ ィ ン グ を行ない 、それぞ

れの 活性回復率 の 比較検 討を行な っ た。

【目的 】L一ス レ オ ニ ン脱 水 素酵素 （TDH ）は ，ス レオ ニ ン代 謝 系に お け る

NAD 依 存性 の 酸 化還 元 酵 素 で あ る．我 々 は 既 に，超 好 熱 菌 PJrococ’cus ，
禽or齢 馳 の TDH 遺伝子 の 大腸 菌を 用 い た組 換え 体酵 素 を取 得 し TDH 活 性

を有する こ とを示 した 、本 研 究 で は，反 応の 律速 段階 で あ る プ ロ トン 転 移

と関連残基が 形成 する 活性環境に 着 目 し，反 応速度論 的 見地 よ り反 応機溝

の 検討を行 っ た。
【実験 方法 お よび結果】立体構造情帳 を基 に、触媒 部位 の ア ミノ酸 残基 に タ

ン パ ク質工 学的手法で 部位特異 的変異 を導入 し，数種 の変 異 体酵 素を 作製

した．得 られた変異体酵 素を反応速度論 的に検 討した と こ ろ，44番 目の ス

レ オニン お よび 152 番 目グル タ ミン 酸残 基が 触媒機構 に重要 な役 割を担 っ

て い る こ とが 確認 さ れた．こ れ らの残 基は ア ル コ
ー

ル脱水 素酵素 （ADII）に

お い て 保存 されて い る。しか し、152 番 目グル タ ミン 酸残基 は、亜鉛 リガ

ン ドに 直接関与 して い な こ とが わ か っ た。さ ら に数種 のADII の触媒活性 中

心 モ デル を参考にTDH の触媒機構解析 を考察 した。また酵 素反応 時の構造

変化に つ い て 熱力学的解析を 試み たロ
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