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［目的亅D一ア ミ ノ酸 は ，生体内 に 存在 す る 希 少 ア ミノ 酸 と 考え られ て きた が，
近 年 分析技術 の 発達 に伴 い ，ヒ トな どの哺 乳 動 物 の体 内 に遊 離 型 r〕・ア ミノ

酸 が存在 す る こ とが 明 らか に され ，その 由来や 生埋 的 機能 が 注 日 され て い

る。イ ネ の セ リン ラ セ マ ーゼ はセ リン の ラセ ミ化 と脱水反応 を触媒す る多

機能酵素 で あ る。木 研究 で は 本 酵素活 性 に 及 ぼす金 属イ オ ン の影響 を調 べ 、
本酵 素の二 つ の 酵素反応 の 制御機構 を解 明す る こ と を N的 と した ．t
［方法］イ ネの セ リン ラセ マ

ーゼ ホ モ ロ グ遺伝子 （C）s−serh ），を高発現ベ ク ター
に挿 入 し大腸 薗で発 現させ 、Ni −N コ

’
A カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ f

一
を用い て

精製後、デ ヒ ドラタ ーゼ活性 お よび ラセ マ
ーゼ 活性 に及 ぼす金属

．
イオ ン の

影響 を調 べ た 。デヒ ドラターゼ活性 はサ リチル ア ル デ ヒ ド法、ラセ マ
・一ゼ

活性 はIIPLG に よ り生成物 を定呈 し測定 した．
［結果及び考察」本酵素の デ ヒ ドラターゼ 活性はFe2 ＋、　 Als ＋、　Arp で 活性化

さ れ、Mg2 ＋、　Zn2 ＋ 、　Cu2 ＋
に よ リ阻害 された．またつ セ マ

ーゼ活性 はMg2 ＋、
Ca2 ＋

で 活性化され、　 Zn2 ＋ 、　 Cu2 ＋ 、　 AIIP に よ り阻害 され た．反応速！Eft的
解析 よ りMg2 ＋

の 添 加は本酵素 の ラセ マ
ー一ゼ 活性 の 触媒効率 を高 める こ と

が 明 らか となった。こ の こ とか ら Mg2 ＋
が本酵素 の 二 つ の 酵 素反応の 調節

に 関与 して い る 可能 性が示 唆 され た。

唯
．
の 付 着性 甲 殻 類 フ ジ ツ ボは、cement と呼ばれ る細 胞外蛋 白質 複合 体を

分 泌 して 、自己 の カ ル サ イ トを t とす る 殼底 と、合成 高分子 力 ら 余属、生

休表層に い た る あ らゆ る 外来薬質 とを 、水中で強 固 に接着 するttこれ ま で

の 演 者 らの 研 究 に よ り．LgkDaと20kDnの 2種 の 蛋 白 質 OA ド〔p
−19kお よび

cp −20k） が 接 着 基 質 表層 へ の 吸 着 に 関 ケ．す る こ とが 明 らか とな っ て い る。
い ずれ も翻訳後修飾を 受け て い な い 単純 蛋 白質 で あ る こ とが 確 認 され てお

り、大腸菌で の 可溶性組み 換え 蛋自質 の 調製 系 も確立 した ．QCM．D お よ

ぶ SPR に よ る解析か ら、前者は 合成高分f か ・酸化 金 属に い た る 様 々 な材
’Hft層 に単

．
分 丁

．
層相当量で 吸着す る

”
マ ル チプ ル 表層吸 着蛋白質

’
で あ

り、後者 は カル サ イ トお よび い くつ か の 金属 に の み 単　今 子層相 当景 吸着

す る
ト’
特異的表層吸着蛋 白質

1
で あ る こ と も明 らか とな って い る。本 研究

で は、生物 モ チ
ー

フ 配列の 固相化タ グ と して の 本蛋 白質の 利用を 目的 と し

た 。
イン テグリン 認識配列 （G −R．G −D −S・P−G ）の 両端 LC を付加 した 配列が 、そ

れ ぞれ の 水 中接着蛋 自負遣伝干の C 末端側に 融合する よ うに 、cl〕NA を 凋製

した ．組 み換 え蛋 白質 は Ni 固定化カ ラム お よ び イオ ン 交換 カ ラ ム に よ り精

製 した。精製挙動は それ ぞれの オ リジナル 蛋 白質の 精 製 とほ ぼ 同 じで あ っ
た 。精製蛋 自質の QGM −D の 挙動を調 べ た と ころ 、オ リジ ナ ル 蛋白質 とほ

ぼ同 等の 吸 膚性 を保持 して い た。こ れ らK 自質の 細胞 接着に 及ぼす影 響に

つ い て も報告す る、，
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グル タチオ ン ー∫一トラン ス フ ェ ラ ーゼ 〔GST 〕融合タ ン パ ク質 は大腸菌 に よ

る発現 シ ス テム に お い て 目的タ ン パ ク質が活性型 で得 られ やすい こ と、グ

ル タチ オ ン 固定カ ラ ム に よ り簡単に 粨製で きる こ とか ら 、タ ン ハ ク質取得

の 方法 と して よ く用い られ る。通常、GST 融 合タ ン パ ク質は 觀 祕 m の 解析

に用い られ るが 、もし GST 融 合タン パ ク 質を簡便 に 細胞内に 導入 し、細胞

内で の 解析が で きれ ば 、in 謝 γ励 ぼ 認 で の 機能の 比較な どが 可能 に な り、よ

り便利で あ る。そ こで 我々 は GST と グル タチオ ン の 相互 作用に 着 目し、カ

チ オ ン 性ポ リマ
ーで あ る ポ リエ チ レ ン イミン 〔PF．J）に グ ル タ チオ ン を 連結

した GST 融 合タ ン パ ク質の 細胞 内導入 キ ャ リ アー（PEI 一グ ル タ チ オ ン キ ャ

リア
ー

〕の 合成 を行 っ た。こ の 合成の 過程で 1つ の PEI に 複数の グ ル タ チオ

ン を連結 した もの が GST 融合 タン パ ク質を細胞内に 導 入で きる こ とを見

出した。また タ ン パ ク質導入法で は 主に エ ン ドサ イ ト
ー

シ ス 隊の 経路 で タ

ン パ ク質が 細胞 内に 取 り込 まれて お り、エ ン ドソーム か ら細胞質 へ の 放出

ガ重要 な課題で あ っ た 。そ こ で 様 々 な化学修 飾を施 した PEI・グ ル タ チオ ン

キャ リアー誘導体 を合成 し、エ ン ドソーム を不安 定化す る もの を検索 した

と こ ろ、1，S一ブ タジ エ ン をPFI の 末端に 付加する こ とで GST 融合タ ン パ ク tt
を細胞質 に効率 良 く放出す る こ とが で き た 。

目的】 ヒ ト由来 の 糖 タ ン パ ク質 の 構造解析に 用い る試料 は、真 核生 物で 生

産 した タ ン パ ク質 を使用す る方 が好 ま し い 。そ こで 宿 卞 と して タ ン パ ク質

の 発現 量 が 比較 的多 く、翻訳後修飾が 起 こ る昆 虫 細 胞 を遠 択 した n また 精

製 を 容易に する た め に His タ グ を 利用 し、さ らに 目的 タ ン パ ク 質 を GFP 融

含タ ン パ ク 質と して発現 させ た場 合につ い て 、培 養上 清 か らの 精製 方 法 を

検討 した ．
【方法及び 結果】発現用 の 細月自ド は 、ヒ トβ1，S・N ア セチ ル グル コ サ ミニ ル

トラ ン ス フ ェ ラ ー一ゼ 2 （β3Gn
广
1 〕 を GFP 融 合 タ ン パ ク 質 と して 発現 す る

Tn ．5 細鞄 白来の 形 質転換 株を 衝 用 した ．これ を無 血 清 培 地 で 浮 遊 培 養 し て

得た L清を精製 法の検 ，
・J
一
に使 用 した 。まず精製 に 使用 す る緩衝液 の pH お よ

び 4℃ に お ける培養 E清 の安定性 を確認 した 後、NiSephar 〔〕sc を利用 した

ア フ ィ ニ テ f一ク ロ マ 】・に よ る絎製 を行 っ た 。イ ミダ ゾ ール で溶 出し ，．画
分を 回 収 し て透析 した サ ン フ ル は ．糖鎖 解 析 に 利用 で き る純 度 で あ っ た。
さ らに 立 体構造 解忻用サ ン プ ル とするた め に、融 合 タ ン 」 ノ質 の 切 断 の検

副を 行 っ た ．
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