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【目的】Arthrobacter （plasm±dpOAD2 ）由来の 6．ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸オ リ ゴ マ
ー

加

水分解酵素 〔p2−NylC ） は 40 ℃ まで が安定化域で ある が 、　D36A 〆1D122G〆ll13eYi
E263Q 変異 に よ り耐熱性 が大幅 に 上昇する 。木研究で は 熱安定化効果 を 、各種

変異酵素の 円二 色性 （CDI 測定 及び X 線精 晶構造解析か ら検討 した 。【方 法 と

結果】変異酵素 を波長 220nm で 、温度 を25℃か ら 95℃ まで ！℃ ／分 で変 化 させ

て CD 測 定を行 っ た。その 結果、熱変性の Tm 値 は 、親型p2
−Nytcの 52 ℃ に対 し、

D122G 単独変異で 76 ℃、　 D 且22GH13eY 二 重変異で 81℃、D36AJD122GA −1130Yt
E263Q 四 重変異酵素で は 88 ℃で 、　 Tm 値 は 4 変異 で 36℃上 昇 した e 熱安 定化効

果を立体構造レ ベ ル で 解 析す る た め、D122G 変異、　D122Gff｛130Y 二 重 変異 、
D36Arf ）122G 用 130WE263Q 四重変異酵素の X 線結晶構造解析 を行 っ た、，その 結

果、熱安定化は 以下 の 加算的効 果に 起因する と推定 した。1）p2−NylC の Asp122

は 、隣接サ ブユ ニ ッ トの Glu115 に 近接 し、静電 的反 発に よ り不 安定化 し て い る

が 、Di22G 置換は 同要因を解消す る。2） p2
−NylC酵素 の Arg127・Ala135領域 の

電子 密度は 観察され ない が．H130Y 置換 は、
．
1yrBO−Glu126問 に水素結合 を形成

し、ル ープ を安定化す る。3）GluE26は、隣接サ ブユ ニ ッ トの Asp36と静電 的 に

反発 して い る が 、D36A 置換 は こ れ を解消す る。

【目的 】ナ イ ロ ン は強度、耐薬 品性 など の 特性が優 れ、繊維 ・プラ ス チ ッ ク と し

て広 く利用 され て い る 。こ の よ うな合成化学物 質に よ る環境 負荷低 減化 には 、
不要 ナ イ ロ ン の リサ イ ク ル 、すなわ ち原料 または他 の 有用 物 質へ の 変換 が、重

要な検 討課題で ある。本研究 で は、耐熱化 Ny ［C を用い て 、ナ イ ロ ン 6 の酵

素分 解 を検 討 した。
【方 法 ・結 果 】ナ イ ロ ン の 微粉 末 （SOmg ！rnD を リン 酸緩衝液 に懸濁 し、耐熱 化

NylC （O．1mglml ＞ を用い て、60 ℃ で 2 時 間反応 させ た。酵素反応 前後の ナ

イ ロ ン 6 の 分 子量 変化は 、ア ル ゴ ン ク ラ ス タ
ー

二 次 イオ ン 質景分析法 に よ り検

討 した。酵 素反応 前の ナ イ ロ ン 6 で は miz ＝loeoO −2soeo 程度で あ っ たピ ーク集

団が 、反 応 後 は SOOO・230eo に シ フ トした。また 、　m／z＝150e−3000 にお い て、酵

素反 応 後 に の み 明瞭 なピークが 示 され た 。さらに m ∫z＝isoe以下 の 領域で は、酵

素反 応 前は 3−7 量 体の ピークが 確 認され たが、反 応後 は 消失 した 。また 、反 応

後 の 可溶成 分 を
．
ILC で 分析 した とこ ろ 、酵素 の み 、ナ イロ ン 6 の み で は 、ニ ン

ヒ ドリ ン反 応 で ス ポ ッ トが確 認で きなかったが、酵素 反応後は 6・ア ミ ノ カプ ロ

ン酸 と同鎖状2 吊体の ス ポ ッ トが確認で きた。
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ホ タ ル ル シ フ ェラ ーゼ は発光 反応 を触媒するだけで な く、長鎖脂肪酸 に対 する

チ オエ ス テ ル 化反応 も触媒す る こ とが出来る 。特 に基 質が2一ア リ
ー

ル プ ロ パ ン

酸の 場合 に は立体選択的 な反応が 進行するこ とを我 々 は 見出 して い る。しか し

こ れ まで の 検討か らすべ ての ホ タ ル ル シ フ ェラ
ーゼが 2一ア リ

ー一
）レプ ロ パ ン酸 に

対する立体選択的な反応 を触媒で きるわけで はない こ とが わ か っ て きた。例 え

ば ヒ メボ タ ル 由来ル シ フ ェ ラ
ーゼ は本能 力を有 しない 。我 々 は こ の違い が ど こ

か ら来る の か を明 らか にす るた め に、既知の ル シ フ J一ラ ー
ゼ 構造 を基 に、基 質

周辺の ア ミ ノ 酸残基 を比較する こ と と した。基質か ら5A 以内 に位置す る残基
に 有意な差は見出せ なか っ た

一
方、5−ieA の 問に 位置す る残基 に活性の 有無 と

相 関が ある と考 えられ る 違 い を見出す こ とが 出来た 。そ こ で 、それ らの 部位 に

ア ミノ 酸 置換 を施 した変異体 を作製 し、チ オ エ ス テ ル 化活性 へ の 影響 を確認 し

た。そ の 結果、2一ア リール プ ロ パ ン 酸 に対す る基 質認識 を変化 させ る こ と に成
功 した。ま た こ れ らの ア ミ ノ 酸残基が基質認識 に お い て どの よ うな役割を果た
して い る の か を速 度論解 析に よ り分析 した。

β
一
galactosidase（GAL ）と β

一glucur。 nidase 〔GUS ）は 、共 にホ モ 4量体 を形 成 し て初

め て 活性 を発 現す る酵素 で あ り、レ ポ ー
タ
ー

蛋 白質 として 広 く使 わ れ て い る。
一

方 で、両酵 素の 4景 体形成過程 に関 して は、ほ とん ど知 られ て い な い 。そ こ

で 我 々 は 、転写
・
翻訳反応 と カ ッ プ ル させ た ときの GAL とGUS の 会合反 応 の速

度論解析 を行 い 、細胞内 に 近 い 環境で 、
．
：つ の レ ポ

ー
タ
ー

蛋 自質 の違い を 明 ら

か にす る こ と を H 指 した ．具体的 に は、無細胞翻訳系 を用 い 、GAL とGUS の 合

成 反 応 を行い 、活性酵素の 生 成、会合状態の 時聞変化 を測 定 し、会合反 応 の 速

度 定数 を求 め た。そ の 結果 か ら 、GAL の 場合、変性状態か ら の 会合速 度 と比 べ 、
転 写 ・翻 訳反 応 とカ ッ プ ル させ た ほ うが50倍 も速 く反応が 進 むこ とが わ か っ た。
また 、速 度 定 数 の 比 較か ら、GAL は GuS と比べ て 1000倍近 く会合速度 が 速 い

こ とが わ か っ た 。GAL で は 会合 反 応 が 反応律速段 階に な っ て い な い の に 対 し

て 、GUS で は、単 量 体 か ら 2 量 体、2量 体か ら 4 量体 形成過程が 共に 反応 律速 に

な っ て い た 。これ らの 結 果 か ら、レポ ータ ーと して GAL と GUS の 違 い が 明 らか

に な っ た 。GAL は 単 量 体 の 発 現量 が 2 倍増加する と 4 量体 も2倍増加 する の に 対

し、GuS 単量 体発 現 景 が 2 倍増加する と 4 景体は 16（
−24）倍増加 する 。発 現 量 の

定量 的な測 定に は GAL が 、発 現量 変化の 高感度検出 に は GUS が適 してい る こ と

が 示唆 さ れ る 。
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