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【目的】

タ ン パ ク質に 新規機能を導入する方法 と して、他の 機能 ドメ イン の 融合 が
一

般的 に用い られ る。しか し、機能 ドメイン を 目的タン パ ク質に融 合 させ

る こ とに よ り構造変化が起 こ り、元 来の 機能を失って しま う場合が あ る。
特 に酵素 にお い て は活性 の大幅な低下が懸念 され る。そこで、新規 多機 能

分子 の開発方法 として、アクセ サ リ
ータン パ ク質に 新規機能 ドメ イン を融

合 させ ることで、酵素の活性 を保持 しつ つ 、新規機能 を導入する方法 を提

案す るn 本研究では、緑膿 菌1
．i】来 リパ ーゼ （LipA ）特異的なア クセ サ リ

ータ

ン パ ク質 であるLipBに蛍光 タン パ ク質GFP を融合 し、多機能酵素の 開発を

行 っ た。
【方法 ・結果】

LipAお よびGFP 融合LipBの 発現 ベ クタ ー
を構築 し、大腸菌で 組換 え発現 さ

せ た結果、LipAは封入体 を形成 し、　GFP 融 合LipB は水溶性 タン パ ク質 とし

て 発現 したuLipAを可溶化 し、　GFP 融 合1．；pB によるリフ ォ
ール デ ィ ン グを

試 み た結果、GFP 融合LlpBはLipB と同程度 の シ ャ ペ ロ ン 機能 を有 して い る

こ とが示 された．また、LipA リフ ォ
ー

ル デ ィ ン グ後 におい て もGFP 融合

LipB と会合体 を形成 して お り、リパ ー
ゼ活性 とGFP の 蛍光 を示 した。アク

セ サ リ
ー

タ ン パ ク 質で ある1」pB にGFP を融合させ る こ とで、　LipAの活性 を

失 うこ とな く、GFP の 導入に 成功 し、新規多機能酵素の 開発法に 成功 した。

ウシ海 綿状脳症（BSE ）や ヒ 1・の Creutzfelt−Jakob病 〔GJD ）な どの プ リオ ン 病

は異常 プ リオ ン タ ンパ ク （PrpR勢 に よ っ て 引 き起 こ され る と考え られて

い る。これ らプ リオ ン病は PrpResが 正常プリオン タン パ グ （PrpC ）をPrpRes

に 変換 蓄積する事 に よ っ て発病す る と考 え られて い る。PrpRes は βシ
ー

ト

構 造に 富みproteaseに よ る 分解を受けに くく、通 常の 病原体な らば病原性

を 失 う熱処 埋 や化 学処 理 に対 して安定 で ある。現 在、ヒ トの 医療分野 にお

ける 高額検査機器 な どの洗 浄に 対して応用 が可能 なPrpRes の 不活化法 の 確

立 が 求め られ て お り、安全か つ 簡便な不 活化法 へ の 応用の た め に 、PrpRcs

分解活性を もつ 酵素の 検索が 行われて い る。こ れまで に 我 々 は自色腐朽 菌

〔溜 功o磁 ‘αc87 覦 M ∠−340が PrpRcsを分解 ・不活 化する こ と が可能 で あ る こ

と を示 し、ま た 、C．妣 8溜 α M ∠−340お よび Pha・ne・rocha ．ete 　chDlsosPoti2 ‘m の 産

生す る マ ンガ ンペ ル オ キ シダーゼ（MnP ）が PrPRcsをW ξstern 　Bk｝tt〔）ng 分析

検 出限界以下 まで 分解可能で ある こ とを 確認した。
そこで 本研究で は 、MllPよ りPrpResを よ り高度に か つ 短時間で 分解 させ る

た めに、H202 供給の た めの グル コ ース オ キ シダーゼお よ び グル コ
ー

ス 添

加量、M ・SO4 添加灘 等 のM ・1P 処埋条件の樋 化を行 っ tteまた、　P・pRe〜

のモ デル として 、リコ ン ビ ナン トブ リオ ン タ ン パ ク （recPrP ） を用い て 、
MnP に よるPrPR

ヒs
の 分解 メ カ ニ ズム を検討し て る t．
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【円的】

当研究 室で は糖尿 病診 断指標 の
一

つ で ある糖化 ヘ モ グロ ビ ン （HbA 】c）の簡

便かつ 迅速な測定法の 開発を 目指 して い る．その 測定法 の
一

つ に フル ク ト

シ ル ア ミン 酸化酵素（fructos｝
・1　amime 　oxidase ；　FAOD ）を 用い た酵素法 が あ

る 。これまで に グラ ム 陽性細 菌Arth・robacter 　FVl −1株よ e、α
一フル ク トシル

ア ミノ 酸（α
一fA ）に 特異的なFAOD を 見山 し、クロ

ー一ニ ン グと nbAl 匸測定 へ

の 応用 を示 した 。本研究で は 新規FAOD の 探索を 目的として 、ゲノ ム デー
タベ

ー
ス を用い た 新規FAOD の探索tsよ びク ロ ーニ ン グを 行い、特性 検討

を行 っ た。
【方法 お よび結果】

原核生物由来 FAOD の ア ミノ酸配列 を基に BLAST デ
ー

タベ
ー

ス検 索を

行 っ た 。上位に 挙が っ た タ ン パ ク質の 中か ら．ア マ ドリ化合物ある い はオ

バ イ ン 代謝 能が 報告 されて い な い グラム 陽性細菌 由米 の酵 素 を選択 したc

同酵素 を ク ロ ーニ ン グした後、発現ペ クタ
ー

を構 築 し、．大腸菌に て組 換え

発現 したc 得．られた タン パ ク質 は水溶性画分 として回収 された t．同酵 素 を

調製 した後、α
一FAを基質 として POD 且 ODB14AA 法 を用い tt　FAOD 活性測

定 を行 っ た。その 結果、同酵素は α
一FAに特 異的な新規FAOD である こ とが

示 され たe

【目的1チ ュ
ー

リッ プ組織 内には、著量 （生重 量で数％） の抗菌性配糖体、
チ ュ

ーリ ッ ポシ ド（Pos）waが存在 する事が知 られ てい る．演者 らは、本化合

物の 抗 菌活 性の 作用 メ カ ニ ズ ム と耐病性 との 関係につ い て検討す る 過程

で、チ ュ
ーリッ ア組織中 に、Pos を分子 内エス テル転位反応に よ り、よ り

強い 抗菌活 性を示す チューリッ パ リン （Pa ）
へと変換 する酵素活性が あ る こ

とを見出 した．本酵素 と基質 である PDS 類の 組織 内局在性 と、病原菌の 感

染や組織 の 破壊によ り両者が 出会い Pa を生成す る生理作用 は大い に 興味

が持 たれる 。今回は、チューリップ組織 中か ら本酵 素を精製 し、若 fの 諸

性質 につ い て検 討した。
　【方法 ・結果】酵 索活 性は、Pos を基質 と して pll6．5の リン酸緩衝液中で

酵素 反応 を行い 、生成 したPa をEIPLC 分析 にて 定量 する こ と に よ り測定 し

た。「紫水品」 球根の 凍結乾燥サ ン フ ル を リン 酸 緩衝液 〔pH6 ．0〕 中で 破砕

して得た無細胞抽出液よ り、DEAE −To）
・opearl 、　Bu 〔）

’1−Toyopearl、　Gigapite、
Mono ．Q の 各種ク ロ マ トグ ラフ ィ

ーに て 、本酵素 を 高度 に精製した 。本酵

素は Ll・性“
．
近に 至適pH を もつ サ ブ ユ ニ

ッ ト分子量約35，000の酵素で 、エ ス

テ ラ
ー・ゼ や フ ォ ス フ ァ タ ーゼ の 阻害剤 で あ る重 金属や NaF、　 PMSF に よ v）

強 く阻害さ れた ．Pos−Aに 対す るKm は約9　mM 、　Vmax は 約1x　10°　U〜mg で

あ っ た。
一
紫 水晶」の 他の 組織 か らの 本酵素精製 を行 っ た 結果 に つ い て も あ

わせ て 報告する 。
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