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旧 的】我 々 は こ れ まで リ ガ
ー

ゼ 酵素 を用い たオ リ ゴペ プチ ドの 効率的合成法の

開発研 究 を展開 して きたが、ポリ ア ミ ノ 酸 を合成す る新撹酵素の 取得 に は至っ
て い ない 。ポ リア ミ ノ 酸は 1〜2種 類の ア ミ ノ 酸の 繰 り返 しで 構成 され、吸水性

や 抗菌活性な ど多様 な機能性 を有す る ため 、新 たなポリ ア ミノ 酸や その 効率的

合成法の 開発が求め られて い る。本研究で は、ポ リ ア ミ ノ 酸合成活性 を有す る

酵 素の 候補 として Escherichia　coti 　K−　12　th来の リボ ソ
ー

ム S6タ ン パ ク質 （RpsFl
の 修飾酵素で ある RimK に 着 目した。　RimK はRpsF の C 末端 グル タ ミン 酸 〔Glu）
残基に 1〜4分子 の遊離 Gluを付加す る修飾活性 を有 してい る こ とが報告 されて

い る 。今回 ．Gluを単独 基質に Arp の 加水 分解反応 と共役 して ポ リーα一グ ル タ ミ

ン 酸を合成す る新規活性 をRimK に 見出 したの で 報告 する 。
【方法

・
結 果】大腸菌 を用い て 組換 えRimK を調 製 し、タ ン パ ク質構 成性 20種の

ア ミ ノ 酸 を単独基質 と して 検討 を行った。AIP の 加水分解日寺に副生す る リ ン 酸

量か らGluに 対する リガ ーゼ 活性の 存在が示唆 され、質量分析 に よ って Gluの ホ

モ ポ リマ
ー

を検出 した 。さらに、反応生成物 をエ タ ノ
ー

ル 沈殿 に よ っ て 箇易的

に 精製 し NMR 分析 を行った結 果、本ポ リマ
ーが a一位 で の 結合 を有す る こ とが

明 らかに なっ た 。また ．RimK に よ って 合成 され る ポ リー〔1一グル タ ミ ン 酸の 鎖長

は pH に よ っ て 変化 し、　pH　9．0 に て 最長の 46 量体 となった ．こ れ まで に γ
一「立で の

結 合を有する ポ リーγ一グル タ ミ ン 酸合成酵素は 多数cafF．J一され て い る が、α一位で の

結合 を有する ポ リーα一グル タ ミ ン 酸 を合成す る酵 素は 初め て の 発 見と なる ．

［H的】ポ リ乳酸〔PIA ）は 、植物由来の セ ル ロ
ー

ス や デ ン プ ン を原料 に発酵で 得

られ る乳酸 を重合 させ た 高 ノ〉于化合物で 、生分解性 プラス チ ッ クの 材料 と して

用 い られて い る。自然界に おい て PI．A は微生物 に よ り乳酸 に分解 され るが、PLA
分解酵素の 性質の 詳細 は不明で あ砲 本報告 で はPLA 分解酵素の 生化学的性質

の 解明 を9的 と し、Actinomadura 　sp，　TT6−4株か らPLA 分解酵素 を精製 し、その

譖 1傾 を検討 した，【方法】PLA 分解活性は、乳化PLA の 1蜀度（660  ）の 減少か

ら求め、酵素 単位は 1分 間に 乳化PLA の 濁 度を L  減少 させる 酵素量 とした。乳

化 PLA は 1％PLA 溶液 （ジ ク ロ ロ メ タ ン ）に 10倍景 の
’
Fris−HC ！緩衝 液（20　mM 、　 pH

9．0）を加え、超音波処理〔400W 、15分 間〉を行い 調製 した。本酵素の 精製 は硫安

沈殿、CM −「1
．
OYOPEARL 　650M を用い て 行 っ た。【結 果お よ び考 察］　Actinomadura

sp、　T16−4株 は BM 培地中で PLA 分解酵素 を生産（2．）
’
　UiTnl）し た．培 養液か ら本酵

素 をSDS −PAGE で 単
．
なバ ン ドを示す まで に精製 （17e　U／mg 、収 率26％ ）した。

本酵索 はPLA 、　 PCL およ び
ρ
一NPes亡ers（特 にρ

一NP　butyrate）を分解 し、さ らにゼ ラ

チ ン に も作用 した 、，本酵素 の 比活性 は既報の PLA 分解酵素の 中で 最 も高い 値 を

示 した 。本酵素は エ ス テ ラ
ーゼ で ある が、プ ロ テ ア

ーゼ 活性 も示 し、セ リ ン プ

ロ テ ア
ーゼ 阻書剤 PMSF に 阻害 され た。本酵素 の 至 適温度及び 熱安定性は ．そ

れ ぞれ 70℃ お よ び SO℃ で あ to　，至適 pH及 び pH 安定性 はそれぞれpH 　9、0及び pH
6．O〜9．0で あった。　 PLA 分解 反応物 の TLC 及び IjpLC 分析か ら、本 酵素 は PLA
を末端か ら認 識 し切断する エ キソ 型 の 酵素で ある 可能性が 示唆 された。現在．
本酵 素の さらなる 機 能解析 を行 うた め に 遺伝 子の 取得を試み て い る 。
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Trichoderma 　rz由来の セル ラ
ーゼ剤 （Celluclast〕は セ ル ロ ー

ス 分解活性 に 優 れ て

い るが 、天 然基質 の 分解 に おい て は い くつ か の 弱点 が存在 する。そ こ で 本研究

で は、Cel且uclast と 併用 する こ とで その 弱点を補 い ．天然基 質 （稲わ 嚇 に 対 し

相乗的 な分解作用 を示す酵素 を生 産す る放線箇 を探索 し、相乗 作用 を示す酵素

の 同定を試み た 。ま ず、ア ル カ リ処理 稲わ ら を単
一

炭素源 とする培 地 を用 い て 、
十 壌か ら 500 株の 放線菌を 分離 し た。続 い て、分 離 した株の 培養 ヒ清 と Cellu−
clast を用 い 、ア ル カ リ処理 稲わ らの 目視に よ る分解 の 比 較や牛成還 元糖 の 定量

を行 っ た結果、最 も安 定的に相 乗作用 を示 した Streptθ m γces 　sp．　No ．465 株を用 い

て 、こ の 相乗作用 に 関与す る酵素の 単離 を試み る こ とに した eCelluclasl との 相
乗作 用 を指標に 部分精製 を行 い 、各種基質 を用 い た分解活性 を測定 し、培養上

清の それ らと比較 した とこ ろ、キ シ ラ ン 分解恬性の み 力 高収率で 回 収 され て い

る こ とが明 らか となっ た。そこ で 、今度 はキ シ ラ ン 分解活性 を指標に 精製 を行 っ

た。培養 ヒ清を各 種ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に 供 し、得 られた活性 画分を SDS −PAGE
で 確 認 した とこ ろ 、分

．
ア量約 23000の 単

．
なバ ン ドが検 1

「［｝され たの で 、こ れ を

精製 キ シラ ナ
ーゼ と して 相乗作用の 評価 を行 っ た。培 養上清 が Celluclastと相乗

作用 を示 した と きの キ シラ ナ
ーゼ 活性 と同量の 活性 を示す精製キシ ラナ ーゼ を

用 い て CelluclaStとの 相乗作用 に つ い て 検 討した と こ ろ 、精製キ シ ラナ
ーゼ の み

で CellucaaStと相乗作用 を示す こ とが 確 認で きた。現在 こ の 酵素 に つ い て 性質検

討を行って い る 。

我 々 は 、こ れ まで に 二L壌 よ り新規セ ル ラ
ーゼ 生産細菌J’aenibaeilius 　cookii 　SS−24

を分離 し、本菌株が 生 産す るセ ル ラ
ーゼ の 精製 と性質、遺fA　r一ク ロ

ーニ ン グ に

つ い て 研究 を行 っ て きた 。本酵素 はセ ル ロ ース 、キ トサ ン 、リケ ナ ン に対 して

分解活性 を有 し て お り、キ トサ ン オ リ ゴ 糖牛 産や 糸状菌の 細胞壁の 分析、セ ル

ロ ース 系バ イ オ マ ス の 前処理 へ の 応用が 期待で きる．しか し本酵素の 応用 に は

耐熱性や ff利用が 出 来な い 点で 問題が あ る。従 っ て 本研究で は本酵素 を固定化

し、得 られ た 固定化酵素の 性質を評価 した 。先ず本酵 素を 大腸菌で 発現 させ、
硫安塩 析 （80％ 飽 和）、DEAE −TOYOPEARL 陰イ オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
で

精製 し、電 気泳動的に均
．
な標品 を調製 した c 次い で 1361J〔キ トサナ

ーゼ 活性 ）
の 精 製酵素をlml の CNBr −aetivated 　SepharQse　4B に共有結合で 固定化 し、　L7U 〆ml

ゲ ル の 1占1定化酵素を 得た 。遊 離酵素は 至 適反 応条件
．
ド〔pH4．3、70°C）で 1時間処

理 を行うと失活する が 、固定化酵 素を 同条件で 処 理する と 28％ の 活性 が残存 し

て い た。本酵素をキ トサ ン に 対して pH4．3、30℃ で 24 時間反応 させ た 分解確物

をTLC で 分析 した とこ ろ、主 に キ トサ ン ダ イ マ ー、トリマ
ー、テ トラマ

ー
が生

成 して い る こ とが 分か っ た ，固定化酵素は遊 離酵 素 と比較 し耐熱性が向上 して

お り、キ トサ ン に 対して は遊 離酵素と回様の 分解 様式で あ っ た ，、現在、固定化

条件 の 検 討や 得られ た 固定化酵素を 使用 した キ トサ ン オ リゴ 糖 牛 産に つ い て の

検討を行 っ て い る 。
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