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　depolymerasesの分 類
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［背景］pdyhydroxybu 匸yrate （PHB ）は、様 々 な細菌が 蓄積す る細 胞 内貯

蔵物質 で ある。蓄積 したPHB は、細胞 内の分 解酵 素に よ っ て 加 水 分 解 され

る。代表的 なPHA 生産菌RatStonia　eutroPintは ．ゲノ ムプ ロ ジ ェ ク トが 完 了

し、9 つ もの PHB 分 解酵素 を持 っ て い る こ とが 明 らか とな っ た 。これ らの

酵素 の生埋学的 な重要性 に つ い て検討 した 。
：方法］漕性測定は 、〔1）in　vivo お よび（2）　in　vitro で 行 っ た 。（1）　PHB を蓄積

したE．cotllま たは 、　R ．　eutroPha の 細胞 を 緩衝液 に移 し、3−h｝’droxybuL）’ratC
〔311B｝の 分 泌 量 を分 光光度 計で 定 量 した。〔2）PHA を蓄積 し た細胞か ら、密

度勾配 遠心 法 に よ っ て 調 製 した natix ，e　PHB を緩衝液 に懸濁 した の ち 、遠心

ヒ清 の SHB を定 量 した ．加 硫 黄 分 解 は 、　 natlve 　PHB に GeA を加 えた の ち、
遠心 上清の 3HB ・CoA をHPLC で 定 量 した v

［結果 と考 察］PhaZa1は 、　 in　vlvo で SIIBの 分泌に 影響が あ り、　 ln　vi 匸ro で 加

水分 解で は な く、加 硫 黄分 解 を行 っ た 。PhaZb の ア ミノ酸配列は、シ グ
．
ナ

ル ペ プチ ドを 含 む と 予測 さ れた た め 、細胞内に は存在 しない と思われ るu
PhaZ ⊂ は、　in　vivo で SHB の分泌 に 影響 を もた なか った た め、主に 3HB −
〔｝11gorne且v）分解 に 関 ケ．して い る と思 わ れ る．　 PhaZdl は、　 hl　vitro で は加水

分 解反 応 を 示 した が 、Ln　vivo で 3HB の 分泌に 影響がなか ったため 、通常の

細胞 内 で は 活 性 が 無 い と思 わ れ る．これ らの こ と は、細胞 内PHB の 分解に

関 して 生 理 学的に 重 要なの は 、PhaZitl 型の 酵素で あ ワ、そ の 反応 は 主に 加

硫黄分解で あ る こ とを示 して い る．
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Ro 〔〕m しempcrature 　ionic　llcluids（II．s）1mvc　rccently 　been　verypopuLar 　as

grccn　solvents 　due 　［o 　thcir　uniquc 　physicochemical　propcrtics　of

ncgligibLe 　vapor 　prc〜surc，　 non 一丘lammabiiity，　excellcn し thcrmal 　stability

and 　a　srrong　abihty　to　dissolvc　a　wide 　range 　oll　organi し and 　inorganic
mmpou 冂ds、　They　also 　have　great　potentia且as 　reaction 　 media 　or 　co ．
s・ 1・e・・t　tbr　cnz γrna 匸ic肛eacli ・ n・Thcir　usc ⊂an 　imPT’・ve 　a〔 しM しy，　seLectivi ［y，
and 　sLabili［y 〔，f　enz ｝

・me ．　In　 Lhis　presentatic）n，　the　apPli ⊂ation （，f　ILs　in

bioca匸aLysis 　and 　rhcir　rccover ｝
・wiH 　be　ad 〔lressed．　First、匸hc 　 use 　 of 　ILs　 i【l

bk〕ca ［alysis 　will 　be　presc【L［ed ．止br 　the 　hpase−ca しal
｝
’乙cd 　kinct比 resolution 　D 『

phenylethanc ｝1　 derlvativcs，　 cnhan 〔ed 　enzyrne 　activitics 跏d　匸helmal

stabilirles 　weleobtaincd 　in 正Ls．　Higher 　enz
＞
．てnc 　activities 　were 　observed 　in

［Ednlim］［Tf2N ］und ［PPmim ］［Tf2N ］amDng 　ILs 　tcstcd ．τ he 　 a〔匸ivities　o 正
．

hpase　in　II．s　were 　als 〔，　w’ell　 maintai 冂 ed 　evcrl 　u 正ter　24　hrs　incubaLion 　a し

80°G・　In　Ii［）asc −catalyzed 　biodiesel　producdon 　fr〔，m 　so ｝
’bean　oi且，

produ〔巨on 　yield　irl　ILs 　was 　8　times 　higher　tharl 　the 　c〔mven しional　sok ・ent
free・syslem ・It　was 　aroulld 　I5％ higher　than 　thc 　I；ArvlEs　produ α ion　s）

・stcl ”

usin8 　tert−bu［an 〔〕I　as 　an 　additis ・e、　 Fur 　Lipase一匸atalyzed 　direcL　estcri 丘icatien
of9 且ucose 　h1　Pure　ILs，　w 【：havc　dcveloped 　a 　new 　pr【）cedurc 　rcferred ［o 　as」
wa ［er−rnedi とLted 　supersaLuratk エn ．　t｛｝prepare 　a　high　cDncentration 　of

rugars 　in　ILs．　 The 　glucose 　conCerl しratLons 　 in　the　supenaturatcd

［Emim 】［TIO ］and 　LBI皿im ］［TfO 】were 　19and 　lOdlncs　higher，　respectively ，
than 　 the 　 g．　ohubMt

｝
・Qf 　glu⊂ose 　in　the 　 II．s　 at　25

°
C 、　 Higher 　dissc，1ved

concentratiDn 　of 　glucose　in しhe　supersaturat ．ed 　so1 ロ tion　ledしo　all　in匸rease
in　 the 　 rcaction 　 rate 　 and 　 ce 　lvcrsion ．　 Next，1he　 use 〔，r　 lLs　 wnl 　be
demonstratcd 　 as 　stabilizers 工br　 enzy 【nc ．　ILs　 were 　used 　as 　 additives 　 to

protcct 　the 　inactivaLien　DrcTlzYIIICs 　b｝
「shrinking ‘｝fgel　during　the 　sol−gel

Lnlmobihzati 【）n 　 p【’ocess ．　 Tht　 lipascs匸oimmobi ］ized　 with 　 ILs　 showed

highcracdvi こyan （l　sしabilit ｝
・
［hunthoseimmobilized　withoutJLs ．Lasd ｝

・，　Ihe
rc 匸・ very ・f　II．s　will 　uls ・be　dis匸uss 巳d．　 Thc 匸ζLagnctic 　resp ・ nse 　Df 　the

lmixture 　of ［BmiIIL］［FcCl4 」and 　warer 　was 　investigatcd「The ［Bmim ］［FeGl4］
rich 　phase　ln　rhe 　mlxturc 　fc）rnling 　rwo 　phases　was 　easiLy 　scparated 　u 肛lder

とmextern 詛 magnetic 　ticld．　Under 　a 　gr且dual ［y　varicd 　magnedc 　field，　the
〔Qn ⊂en こration 　of 　the 　rrlixture 　varied 　as 　a ［Unctbn 　of 　thc　magnettc ［ield
strength ．　U1 しrasonic 　at 〔｝1皿ization　was 　also 　applied 　to　recover 　ILs　rrom　ILs！
wa1er 　mixturc ．［BnlLm ］［BF 斗l　wa5 　succcssfully 　reco 、

．ered 　with 　morc 匸han
95％ recovery 丘 om 　 50 ％ ［Bmirn ］［BF4］uclueous 　 sohlrion 　 af ：．er 　 ultrasmiic

訊 omi 　 ation 　ollthe 　mix 【ure ．

【目的】大豆 油山来ガ ム 質か ら単離 した 111 温性 の BaciUus　sp ．　IIII−（）1は 食用
汕 分解 活 性 を示す。食用 油分解酵素 と して 、こ れまで に 中温性 のBac・iti・u．sma
では サ ブ フ ァ ミ リー1．4 に属す る数種の リパ ーゼ が知 られて い る 。本研究

では HH −Ol 株が 保有す る食用油分解酵素の 諸性質を解明 す る こ とを 目的
と した 。
【方 法 と結 果J サ ブ フ ァ ミ リー1．4に 属す る食用油分解酵素の活件 中心 付近

の ア ミノ 酸 配 列 は保 存 性 が 高い ．この 部分をPGR に よって 増幅 し、得 られ

た 塩 基 配 列 を 基 に イ ン バ ー
ス PCR を 行い 、　 ORF の 5

「
、S1 両 末端 の 塩基配

列 を 明 らか に した 。この 両k 端の 配列か ら新た に ブライ マ ーを設 計 し、ゲ

ノム DNA を 鋳型 と して PCR に よ りORF 全長をク ロ
ー

ニ ン グ した。pET シ ス

テ ム によ り大 腸 菌 で 推定シ グ ナ ル 配列を除い た 酵素を発現 させ 、M ア フ ィ

ニ テ ィ
ーク ロ マ トグ ラフ ィ

ーに よ り精 製 し、諸性質 を解析 した 。その 結果、
本酵 素 は サ ブ フ ァ ミ リー1．4 に属す る B．subtitis 　LipA と8？％ の ア ミノ酸 配列

相 同 性 を 示 した。E 適 温度
・
pH お よび 温度 ・

pH 安定 性、基質特異性、分
子 量 を解 析 した と ころ 、概ね サ ブ フ ァ ミ リ

ー1．4の 既知の 酵素 と
一

致 した 。
以 上 よ ワ、本 酵 素 は サ ブ フ ァ ミ リー1．4 に属す こ とがわかった。た だ し、本

酵 素の 至 適温 度 に つ い て ぽ約 30℃ で あ り、B．　subtitis 　LipA と比較 して 約 ］0
℃低 い こ とが 明 らか に な っ た。

Anovel 　subfamil ア 1．4　lipase　from　Bacillus　sp ．　HH −Ol
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