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2DaO6 　改変型 ボ ス ホ リパ ー
ゼ D を 用 い た 環 状二 級 ア ル

　コ ール に対す る リン 脂質化
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「目的］ホス フ ァ チジル イ ノシ ト
ー

ル （PI）は、細胞内シ グナル伝 達に お い て

重要 な役割 を果たす こ とや、様 々 な生理活性を持つ こ とか ら近 年注 円され

て い る。当研 究 室で は 蛋 白工 学 的 に 改変 さ れ た改 変型 ホ ス ホ リ バ ーゼ

D （PLD ）を用 い る こ とで 、これ まで 困 難 とさ れ て きたホ ス フ ァ チジル コ リン

とmyo 一イノ シ ト
ー

ル か らの Pl合 成 に 成 功 し鵡 myo 一イ ノ シ ト
ー

ル の 6個 の

水酸基 は化学的 に非等価 であ るた め 、改変PLD に合 成 さ れ るPIに は 原理 的

に6種類 の 立体異 性体（1−PIか ら6．PI｝が 存在 し うる 。順 相 HPLC に よ る 直接

分 析 で は PI異性 体を 1〔3）・PI、？・PI、4（6）−PI、5・PIの 4 っ の ピ
．一

ク に 分 離で

き る。しか し、L・PIとS−PIお よび斗
・PIと6・PIは イ ノシ ト

ー
ル 環 に対 す る対

称性 の た め、区 別 が で きな い とい う問題が あ っ た。本研究で は PI特 異 的 ホ

ス ホ リパ ーゼ C（PI−PLG ）を用 い た 選 択 的 加 水 分解を 利用 す る こ とで 、1−PI1
3−PI存 在 比 を 推定 す る 方法 を確 立 する こ と を 目的 と した 。
［方法 お よび 結 果 】放 線 菌 由来 PI．PLG を化 学 合成 した 1−PI、3．PIに 作 用 させ

た と ころ、1−PI は 分解 さ れ るが 、　 t3−PI は分解 され な い こ と を確認 した 。ま

た PI−PL（：処理 前後で の 1（3｝−PI の減 少 串：を HPLC で 測定 する事 で PI異性体

混 合物中の 1−Plt3−PI比を 推定 で き る こ とが わ か っ た。この 方法 を用い て 改

変型 PLD に よ り合成さ れ た PI 異性体の 分析 を 行 っ た と ころ 、変異 内容の 違

い に よ り、1．PIIS−Pi生成比が 大き く変化する 事を 見い だ した。

【目的】放線菌 由来ホ ス ホ リバ ーゼ D 〔PLD ）は、優れ た ホ ス フ ァ チ ジル 基転

移活性 を有 して お り、様 々 な リン 脂質合成 に利用 可能で あ る。野性型PLD

はイノ シ ］
・　一一ル 等 の 嵩 高い 化 合物 に対す る転移活性 を持た な い 。最近 ／k．，

は、放 線菌PLI ）を蛋白工 学的 に 改変す る事 で、．イ ノ シ トール に 対す る転移

活性 を獲得 した改 変型PLD の 作出に成 功 した，本 研究 で は、作出した 改変

型 PLD の 応用 範囲を拡 大す べ く、各種 の 環状二 級 アル コ ール 類 を受容 体と

した ホ ス フ ァ チジ ル 基転移反 応を検討 した。

【方法 と結果】mJO 一イ ノシ i・一ル に 対 する位置特異 性の 異な る 3 種の 改 変型

PLD 、お よび野 性型 PLD を 用 い 、ホ ス フ ァ チジ ル コ リン と環状二 級 アル

コ ール 類 との 転移 反応 を検 討 した。受 容体 として は、イノ シ ト
ー

ル 異 性体

類 （m ）
le−，　atto−，∫OIμ〔〕

一，　m．vce −，　D−f．’hiro−，　L・む鰰 o−，ゆ 一イ ノ シ ト
ー

ル ）、ク エ ル シ

ト
ー

ル 類 （vibo ・，　ePi−，Proto一ク エ ル ン ト
ー

ル ：l　t．イノ ソ
ー

ス 、お よび デオキ シ

糖 類 〔フ コ ース、ラ ム ノ
ー

ス 〕 を用 い た ．反応 産物 をTLC お よびLC ・MS に

よ り分析 した と ころ 、改変型 1｝LD で は 用 い た全 て の受 容体 に対応す る リン

脂質 の 生 成 が 確 認 さ れ た。　・
方 、野性 型PLD で は 転移 反 応は ほ とん ど 進行

しな か っ た 。また 、受 容 体に よ っ て は 転移 反応 産物に 複数 の位 置異性 体の

生 成が 確認 され 、その 生成 比 は 用 い た 改 変 PLI〕 の種 類 に よ り異 な っ て い

た 。さ ら に、オオ ム ギ等の 植物 に存 在 が 確認 され て い る ホ ス フ ァ チ ジ ル ー
∫O痂 一イ ノ シ トール （P 瑯 郵o −lns）に 着 目 し、そ の 合 成 条 件 を 最適化す る こ と

で、収率約1e ％ で P−sovllo−lns を調製 する事 が で きた。
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2DaO9 Lumbricus 　rubellus に 見 出され た 多糖 分 解 酵 素 の 解

析
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結核 の ：次 選択薬 として 使用 され る D一サイ ク ロ セ リン （DcS ）は，L一セ リン

を 出 発物質 とし ，幾つ か の 酵素反応 を経て 作 られ るが ，その 生合成経 路は

未だ証 明 され て は い ない 。最近，私た ち の 研究ダル ープは ，DGS を産生する

St・rePto，n
，
vces　ta．uendutae 　ATGC 　］．　1924か ら，DCS 生台 成 に 関 与す る と推定 され

る遺伝子 ク ラ ス タ ーをク ロ ーニ ン グした。その ク ラス ター内 には ，ホ モ セ

リン 0一アセ チル トラ ン ス フ ェラーゼ （HAT ）に対 して 相同 性 を示 すタ ン パ ク

質の 遺伝 子が 見出 さ れた 。他の グル
ー

プか ら提案 され て い る DCS の 生合成

経路 か ら考える と，HAT に 対 して相 同性 を示 すタン パ ク質 は，セ リン θ一ア
セ チル トラン ス フ ェ ラ

ーゼ〔SAI「〕で あろ うと推定 される 。実際，大腸菌 を宿

主 として 発現 させ たタ ン パ ク質 は SAT の 触媒活性 を示 した。本研究で は ，
SL −s．t’r と命名 した，ATCCII924 株由米 SAr の x 線結 晶構造解析 を目的 と

して い る。
大腸 菌 を宿主 として 得たSL −SAI ーを精製 後，結晶化 し，SPring −8 　BL26B2 に

て ，その 回折 強度 を測定 しtr。　 HAT をス タ ー
トモ デル と した 分 子置換法 に

よ り，そ の 三 次元構造 を決定 し た結果，SL −SA 丁 は，既知の SA
’
1
’
と は構造学的

に 異な り，HAr と類似 した 講造 を示 した 。今後は ．SL −SAT が HA
’
1
ー
と類似 し

た 構造 を示すに も関わ らず ，　S．SC［「 と して の 触煤活性 を示す理 由を構造学的

に 明 らか に した い 。
なお 、SL ．SAT の 回折実験に 御協力 卜

．
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生物学研究 グル
ープ の 皆様 に心 より感謝 申 し上げます。

【目的】 ミ ミズ は地龍 と も言わ れ，古 くか ら解 熱，鎮痛 に効 く漢 方 と し て親

しまれて い る．また，ゴ ミの 量を低減 さ せ る た め に ミ ミズ を用 い た生 ゴ ミ

の コ ン ポス ト化は広 く行わ れて お リ，ミ ミズ に は セ ル ラ ーゼ が存 在 す る事

が示 峻されて きた．しか しなが ら，ミ ミズ 由来セ ル ラ ーゼ の 生 化 学 的 な解

析は こ れ まで ほ とん ど行われて い ない ，そ こ で，我々 は ア カ ミ ミズ で あ る

Lumbt ’ic・as　ni．betius粗酵素抽出液中に含 まれ る 多糖 分解酵素 に つ い て検 討 し

た．
【方法 ・結 果】L．nzabetitas　；M結乾燥粉末に 緩衝液を 加 え

一
晩 放 置後、遠 心分

離 し ト清 を粗酵素溶液 と した ．この粗 酵素 溶液 を 用 い て 各種 プレ ートア ッ

セ イ を行い 、粗酵素中に 含 まれ る多糖 分解酵素 に っ い て検 討 しtr．張 た こ

の 粗酵素溶液 を硫安分画 、透析後．各 種カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ fi
一

に 供 し

CMCuse の 精 製を試み た，そ の結 果，至適 温 度 が 40℃ で あ る 事 等 が 明 らか

とな っ た ．
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