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【目的1 卵殻膜の 有効利用 を図 るため 、こ れ まで に Rae厂uginosa 　ME −4 の 生産す

る卵殻膜分解酵 素 （金属 プ ロ テ ア
ーゼ ） の 精 製および 性質 と同酵素 に よる卵殻

膜の 分解 ・可溶化 に つ い て 報告 して きた t．本 報で は、同遺伝 子の ク ロ
ー

ニ ン グ

と大腸 菌で の 発現お よ び卵 殻膜 分解物 の 分画 に つ い て 述べ る 。
【方法お よ び結 果】同酵素の N 末端 ア ミ ノ 酸 配 列 （15 ア ミ ノ 酸残基）は ．ρ

ae 厂uginosa 由来金属プ ロ テ ア ーゼ と高い 類似性を示 し た。同遺伝子を ク ロ ーニ

ン グ し、塩基配列か ら推定 され る ア ミノ 酸配 列に つ い て 既報の 類縁酵素遺伝子
を参考に解析 した結果、プ レプ ロ 配列を コ ードす る領域 を 含む 1，494 　bp か ら成
る ORF を見 出 した。相同性検索の 結果、　R　aeruginosa 　一来金属プ ロ テ ア

ーゼ 〔耐

有機溶媒性エ ラ ス ターゼ ） と高い 類似性 が 見 られ た。同遺伝子 をpETIIa ベ ク

ターに 導入 し、大腸 菌BL21 （DE3 ｝を使 っ て 発 現実験 を行 っ た 。細 胞抽出液は ほ

とん ど 活性 を示 さなか っ た が、同抽 出液を有機溶媒処理 した と こ ろ 、活性体 を

得る こ とが で きた。また ．同時に 宿 主 由来 タ ン パ ク 質を変性 沈殿 させ る こ とが

で き、酵素精製 の ス テ ッ プ を簡略化で きた。親株お よび 形質転換 株由来精製酵

素の 特性を比 較 した と こ ろ ．卵 殻膜や エ ラ ス チ ン に 対する 活性や耐有機溶媒性

等、類似 して い た。現在、組み 換え酵素を用 い た 卵殻膜分解に 字え る因子の 影

響や生 じた 可溶性 ペ プチ ドの 分画条件 を検討 して い る 。なお、本研 究の
一

部は 、
財団法 人旗 影会平成 24 年度研究助成 に よ り行った。文献 ； Cheng 　et　al．，　J．Biosci．
Bioeng ．且07 ：373 −378 （2009 ）；Takenaka 　e 【al．，Biotechnol．　Lett．34 ：949−9S5 （2012 ）．

【目的】発酵食品の 製造は 塩存在下で 行わ れ る こ とが 多 く、製造の 過程 で塩 濃度

が変化 して い くため 、低塩濃 度から中等 度の 塩濃度 に お い て 構造 を維持 し、同

程度 の 活性 を維持す る酵 素は産業用酵 素と して 有用で あ ると言 える 。さらに 、
菌体外酵素 の 耐塩性機構や 要因が明 らか に なれば、遺伝子改変 に よ る耐塩性 の

付 与や 耐塩性酵素の 産業利 用に繋が る と期待 される 。当研究室で は こ れ まで に 、
Bacilluh’　subtiiis 　FP −133 由来耐塩性菌体外 プ ロ テ ア

ーゼ に つ い て 、一次構造か ら

推定 され る 高次構造 か ら の 耐塩性機構に つ い て 報告 した．1）
本研 究で は、B．

subtilis 　FP −133 由来耐塩性菌体外ア ミ ラーゼ 1お よび TIを精製 し、そ の 特性 を明

らか に した の で 結果 を報告する．t
【方法】2．5％ 可 溶性デ ン プ ン 、5．0％ NaCl を含む培地で 培養後、培養上清 を脱

塩 して か ら DE52 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに 供し、精製酵素を得た。酵素活

性 は 可溶性 デ ン プ ン を 基質と し 3，5−DNS 法で 還 元 糖を定量する こ とで 測定 し

た。
【結果】FP−B3 株 は 2 種類 の ア ミラ

ーゼ 1お よび IIを生合成 してお り、耐塩性 を

調 べ た と こ ろ、ア ミラ ーゼ 1が H よ りも優れ た耐塩性を有 して い る こ とが 明らか

とな っ た。培養期 間が 短 い ほ ど ア ミラ
ーゼ ］1の 総活性が 多く、逆 に培養期 間が

長 くなる と ア ミ ラ
ーゼ 1の 総活性が 多くな っ た 。 両酵素の N 末端ア ミノ 酸配列

且5残 基を解析 した とこ ろ 、完全に
…
致し、既報の Baeillus属由来 α一ア ミラ

ー
ゼ

の N 末端 ア ミ ノ酸配列 と高 い 類似性 を示 した。そ れ ぞ れ の ア ミラ ーゼ の 分子 質

景 は 、SDS −PへGE に よ りS6kDa ！ア ミラーゼ D、65　kDa （ア ミ ラーゼ 1正）で あ っ

たワ1）Takenakaet 　al．Biosci　Biotech．　Biochem ．75 ：且48−5且 （201D
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2CallSphingomonas　sp ．　TDK 且株ハ ロ ア ル キ ル リン酸 トリエ ス テ

ル 加水分解 酵素 の 機能解析
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【は じめに】酢酸菌は強 い 酸化能力 を持 ち，ビ タ ミ ン C 生 産の 要で あ る ソ ル ビ

ト
ール か らの ソ ル ボ ース発酵 など に利用 され る。細胞の 外側で この 反応 を触媒

する FAD 依 存の 膜結合型 ヘ テ ロ 三 量体の ソ ル ビ トール脱水素酵素 （SLDH ）は ，
フ ラ ボ プ ロ テ イン脱水素酵素で ある StdL （L ）．チ トク ロ ム c の SldC （C），小 サ

ブ ユ ニ ッ トSldS （S）か ら構 成 される 。　 Yamaoka らは Burkholderia 　cepacia 由来の

膜結 合型 ヘ テロ 三 量体 フ ラボプロ テイン ・グ ル コ ース脱水素酵素 〔BcGDH ）を

用い ，Sが L の 安定化 と輸送の 両 方の 役割 を持つ こ と を示 した。また，　 Sの 輸送

シグナル 配列を欠い ただけ の 変異体で もLが形成 され なか っ たの で，S の 輸送シ

グナル 配列 もL の 成熟化 な どに関わ るこ とを示唆す る。【結果 と考察】私 たち

は．Giucθ nobacte 厂frateurii　THID32株 か らsidSLC 遺f云子 をクロ
ーニ ン グ し，　 SldS

とSldL　 SIdLの み，　 S且dL に SldSの シ グナル 配列を融合 させ た変異体SldLの み ，
輸送 シ グナル 配列 を欠い た S】dS と野生型 SldL （△SS−SldS〆SldL），こ れ らを発 現

する 4種の プラ ス ミ ドを構 築 した 。大腸 菌で の 発現 を試み た と ころ ，SldStStdL

と△ SS −SldSISIdL の 2 種が 活性 を示 した 。すな わ ち．細胞 質で 機能を 持 つ と考え

られ る SldSISIdLを発現 させ る こ とが で きた 。こ の結果 は，　 SldSとSldLが 細胞質
で の 成熟化を経た 後に外側 に輸送 され る と い う分子構築過程を支持する 。

【目的】Tris（1，3−dichloro−2−propyl）phosphate（TDCPP ）等の 含塩 素有機 リ ン 酸 トリ

エ ス テ ル 類 は難燃剤等 と して 広 く利用 され て きた ．一方で ，物理 化学的に 安定

で ある こ と や種々 の毒性を示すこ とか ら，環境 中に浸 出 したTDCPP の 生態系 へ

の影響が 懸念さ れ て い る ．これ まで 我々 は ，TDCPP 分解 能を有す る Sphingomo−
nas 　sp ．　TDK 且株を単離 し，そ の初発分解酵素の 特徴解析 ・ク ロ

ー
ニ ン グを行 っ

て きた ．本酵素は これ ま で 分解報告の な い ハ ロ ア ル キ ル 系有機リ ン 化合物 へ の

基質特 異性 を示 した こ とか ら、我々 は ハ ロ ア ル キ ル 有機リ ン 酸 トリ エ ス テ ル 加

水分 解酵素（dHAD ）と 名付 けた．本研究で は ，　TDKI 株に お け る TDCPP 分解機構
の さらなる詳細 を明 らか にす る ため ，dHAD の 発現 条件 と細胞内局在性に 関す

る検 討 を行なった．
【方法 及び結 果】種 々 の

iJ
ン源 及び リ ン 濃度で 培養し た 菌体の TDCPP 分解活性

を測定する こ とで ，dHAD の誘導発現条件 に つ い て の検討を行な っ た ．そ の 結

果．本酵素活性 は 高濃度無機 リ ン 酸の 存在下 に お い て 抑制 され ，リ ン 源の 枯渇

と同 時 にそ の 活性が 増 加す る こ とが 明 らか に なった ．次に ，dHAD 中の シ グナ

ル ペ プチ ドの 存在 を確認 する ため、精製酵素の N 末端ア ミ ノ 酸配列解析 を行っ
た ．そ の 結果，本酵 素は 切断 を受け，切断後の N 末端グ ル タ ミ ン 残基が ピ ロ グ

ル タ ミル 化され て い る こ とが明 らかに なっ た．更に ，シ グナル ペ プ チ ドの 推定

を行な っ た とこ ろ 、dHAD は こ れ まで の 有機 リ ン 酸加水分解酵素 とは異 な りSec

経路 を経由して ，ペ リプ ラ ズム に移行する 可 能性が 示 され た．

Role　of 　the　smal1 　subunit 　SldS　in　molecu 且ar　maturation 　process　of 　the

membrane ・bound　heterotrimeric　 sorbitol 　dehアdrogenase　 of　Glucono−
bacter　sp ・
OT 。shiharu 　 Yakushi1，　Mayumi 　Aritsunei，　Wichai　So¢ mphot2 ，　Hirohide　Toyama3，

　Kazunobu 　Matsushitai

　（
iFac ，Agr．，　Yamaguchi 　Univ．，2Khon 　Kaen　Univ．，3Fa じ、　Agr．，　Univ．　Ryukyus ）

FUnctional　ana 旦ysis　of 　halea且kアlphosphorus　hアdrolase　from　Sphingomon α s

sp ．　TDKl
　OToyokazu　Kobayashi，　Kazunobu　Kawakami ，　Katsumasa 　Abe，　Shouji　Tal（ahashi，
　 Yoshio　Kera
　〔Nagaoka 　Univ．　Tech．｝

Key　words 　acetic 　acid 　bacteria，　twin　Arg　translocation，　flavoprotein，　molecular
chaperone

Key　words 　 organophosphate ，　tris（1，3−dichloro−2−propyl）phosphate，
organophosphorus 　hydro］ase ，　Sphingomonas

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


