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【目的｝フル ク トシ ル ア ミノ 酸オ キ シ ダ
ーゼ （FAOD ） は糖 尿 病臨 床 診 断

マ ーカーで あ る糖化 タ ン パ ク測定に 有用な酵素で あ る。糖 化ヘモ グ ロ ビ ン

は β鎖 N 末 端 バ リン が糖化 を受 けて い るが 、FAOD は フ ル ク トシ ル バ リ
ン に は効率 よ く作用す る もの の 、フ ル ク トシ ル バ リル ヒ ス チ ジ ン な ど鰆 化
ペ プ チ ドに対す る活性は極めて 低い 。今回 糖化 ヘ モ グ ロ ビ ンの モ デ ル とな
る糖化ペ プ チ ドに作用する EAOD の 検索を試 み た の で 報告 する，
【方 法お よび結果 】モ デル 糖化ペ プチ ドとして フ ル ク トシ ル バ リル ヒ ス チ ジ

ル ロ イ シ ン 〔F
−VHL ）を単

一
の 炭素源 お よび窒 素源 と した培 地を用 い 、大 学

構 内 の 畑土 壌サン プ ル か らF−VHL 資化 菌を 単離 した 。単離 され た 19．　ekの
F−VHL 資化菌 は い ずれ もカ ビ あるい は酵母 で あ り、内 8 株 の 無細胞抽 出液
に フ ル ク トシ ル バ リン を基 質 とす る FAOD 活 性 を検出す るこ とが で きたc
こ れ は真 菌に おい て 酷 OD が広 く分布 して い る こ とを改 め て 示す もの で あ
る。8 株 の 中で Fasariezm　sp ，　GL2 −1株 は基質特 異 性 の 異 な る 2 つ の FAOD
を 持ち 、その

一
方が F−VHL に 対 して も活 性 を示 した c

【目的】炭素 一炭素二 重結合の 不 斉還 元 は 、光 学活性 化 合物 を合成 する手法
と し て 注 目 され る 。Burhholde”’a 　sp 、　1’、，S は 、2一ク ロ ロ ア ク リル 酸 （2−CAA ）
の 炭素・炭 素二 重 結合 を不 斉 還 元 して レ 2一ク ロ ロ プ ロ ピオン 酸 〔L−2−C 　PA＞
を 生 成 し 、さらに加水 分解的脱 ハ 卩 ゲ ン 反応 に よ っ て D 一乳酸を生成する 。
炭 素 一炭素二 重結合の 不 斉還 元 を触 媒す る新規 酵素の 単離を 目的 として 、
2−CAM 代謝に 関 与 す る酵 素 群の 同定 を試 みた 。
【方法 ・結果 】2−GAA ま た は 乳酸 を炭素源 と して 生 育 した 菌体 を 2−CAA を

含 む反応液 に 添加 し、2−C．・t・t の 分解速度 を測定 した．2−GAA 生 育菌体 を用
い た場合、乳酸生 育菌体 を用 い た揚合 よ りも速やか に 2−CAA が減少 した．
また、還 元 型ベ ン ジル ビオ ロ ーゲ ン を 電子 供 与体 とした反 応系で 、2−GAA
生 育菌体 の 破砕液 に 2−CAA の 還 元活性 が認 め られ た。一方、乳酸生育菌体
の 破砕液 に は活 性 が認 め られ なか っ た．以 ヒの 結果、2−GAA 選 元 酵 素 が 2・
〔：AA に よ o て 誘導され る こ とが明 らか とな っ た、，2−GAA 生 育菌体 と乳 酸 生

育 菌体 の タ ンパ ク質 を二 次 元 電 気 泳動で 解析 した 結果、S つ の タ ン パ ク質
が 2−CAA で 誘 導 され る ： とが 明 らか とな っ た 、こ の 内の 1 つ は 分子 量 と

等電 点 か ら、L−2−GPA の 脱ハロ ゲ ン 反応 を触 媒する L−2一ハ ロ 酸 デ ハ ロ ゲ

ナ
ー

ゼ であ る と考え られた e残 りの 2 つ の ア ミ ノ酸配 列 と遺伝子 の 塩 基 配

列 を解析 した 結果、それぞれ フ マ ル 酸還元 酵素 とキ ノ ン酸化還 元酵素に 相
同 性 が 認 め られ た。ま た 、両 タン パ ク質を コ

ー
ドする 遺伝 子 が ク ラス タ

ー
を 形 成 して い る こ とが 明 らか とな り、こ れ らの 2−CAA 還 元反 応 への 関与 が

示 唆 され た 。

Screening　of　novel 　fructosy1・amino ・acid 　oxidase 　use 丘il 　for 　the 　mea ・
surement 　ef 　glアcated 　hemoglobin

　ONobu
ア
uki 　Y，）shida ，　Yuko 　Nakuzaw 叫 ］／ohoru 　K と乢しsuragi ，　Y（〕shiki ］］ani

　（Grad 、　Sch．　Biol．　Sci．，　NAIST ）

Identification　Df 　novel 　enz ア
mes 　catalyzing 　asymmetric 　reduction 　of

2−chloroacrylic 　acid

　QTa しsuo 　Kuriharal，A ［sushi 　Kuratal ，　Harumi 　Kama 匸hi2，　Nobuyoshi
E ・・ki1（

1
且・ ・t．　Ch ・m ．　R ・ ・．，　K ア・ t・ Uni ・．，2Sh ・w ・ D ・ ・k。〉

Key 　words 　fructosyl・aminD ・acid 　oxidase 、　 glycated　hemoglobin，　 diabe−
【es 　mellitus ，　 Amadori 　compound ，　 Fusarium

Key
　
word5 　2．chleroacrylic 　acid ，　 L−2−chloroprop 玉onic　acid，　 reductas ．e，

asymme しric 　synthcsis ，　 Burkholderia，　 dehalogenase

607Ancylobacter αguaticus　KNK607M 株 由来の 蟻酸脱水
素 酵素 の諸性 質と遺伝 子 ク ロ

ー
ニ ン グ

0 高岡康子 ，難波 弘憲 ，長 谷 川 淳 三 （鐘 化精密化研〕

608 Candida 　macedeniensi ・s の old 　yellow　enzyme 遺 伝 子

の ク ロ
ー

ニ ン グ

○ 小 高敦史
1，片 岡道彦

1，櫻谷英治
1，和 田　大

2，吉住あ ゆ
み 2，中 森 　茂

2，清水 　昌
1

（
1
京大院 ・農 ・応用 生 命，2

福
井 県 大 ・生 物資源）

【目的 】蟻 酸 と NAD か ら反応後容易 に除去 しやす い （：02 と NADH を生 産

す る蟻 酸 脱 水 素酵素 （FDH ｝は 、還 元酵素 を用 い る物 質 生 産 に お い て補 酵 素

再 生 に有用で あ る．本研究で は 、高估 性な FDH の 取 得 、及 び 、遺伝 子の

ク ロ ーニ ン グに つ い て 検討 した ．
【方 法 お よ び結 果 】土 壌よ り FDH 高活性菌！】批 蜘 5破 87

・
aguatims 　KNK607M

株 を 得 て、FDH を 純粋 に 精 製 した とこ ろ 、本酵 素 は 比 活 性 9、5　u ！mg −
prOtein．至 適 pH6 ．3、安定 pH7 付近 で 、分 子 量 4．4kDa の サ ブ ユ ニ

ッ

ト 2個か らなるこ とが 明 らか となった．当該酵索 の N 末配 列 お よび FDH
の 相 同性 配列 情報を もとに PCR 、　 inverse　PCR に よ り遺伝子 を ク ロ ーニン

グ した結 果、本遺伝子 は 1206bp の ORF か らな り、分 子 量 43，895Da の タ

ン パ ク質 を コ ードする と推定 され たc さ らに 、本 遺 伝 子 を発 現用 ベ ク ター
に挿入 して 大 腸菌を形質転換 した とこ ろ 、FDH の 高 発 現 が 確認 で きた 。

【目的】Ketoisophorone （2，6，6・tT・imethyl−2−cyclohexen −1，4．dione；KIP）の
二 重 結合を立 体選択 的に 還 元 して 6R−lcvodioneに 変換す る菌株 として 見 出
し た Candida　macedoniensis 　AKU4Jr　S8 よ り、KIP 還 元 酵素 とし て old　｝

’cllow
enzyme （OYE ）を単離 し、そ の 諸 性 質 の 解 明を行 っ た （H 本農芸化学会 2〔｝02
年度 大会 講演要 旨集 ，p．197 ）、今回こ の OYE 遺伝子 の ク ロ

ーニン グ等 を

行 っ たの で 報告 する．
【方法 ・結果 】精 製酵 素 の 内部 ア ミノ 酸配 列 を も とに作成 した プ ライ マ ーを

用い ．PGR にて 本 酵 素 遺 伝 子 の 部分断片 を ク ロ
ー

ン 化 した。そ の 塩基配 列

をも とに インバ
ー

ス PCR 法 を用 い て 、　 OYE 遺伝子 の 全塩基配 列 を決 定 し
た．OYE 遺伝 子 は 403 ア ミ ノ酸残基 か らな る分子量 45，890　Da の タンパ

ク質 を コ
ー

ドす る と推定 され た。こ の 結果は 精製酵素の サブ ユ ニ ・y ト分 子

量 とほ ぼ
一

致 した 。タ ン パ ク 質デ ータ ベ ー
ス 検 索の 結 果、Ktu．Tveromyces

tactis由来の OYE （KYEI ） と 80．4％ ．　 Saccharom ｝
，ces 　cerevisiae由来の OYE

ア イソ ザイ ム （OYEI 、OYE2 、　OYE3 ＞と 7（，％ 前後 の 高 い 相 同性 を示 し た。

Puri行ca匝・n 　and 　characteri 痴 ・ n ・f　f・ rmate 　dehyd ・・genas面 ・ m

Anaylobacter　aguaticus 　Strain　KNK607M 　and 　Glon｛ng 　of 止 e　Gene

　O 　Yasuko 　Takaoka ，　Hirokazu 　Nunba ，junzo　Haseg と亀wa （Fhle　Cllem ．Res．
　 Lab 、，　Kancna 　G 。．｝

Cloning　of 　old ア
ellow 　enz アme 　gene　fナo 皿 Candida　macedoniensis

賺 翻 臨 潔耀 。畿鐫｝諷 黜 鑑 。
昏
｛

as／：
　AppL 　Life　Sd．，　Grad 、　Sch．　Agt ，　K）

・oしo　Uni、 ，2Dep1 ．　Biosci，，　Fukui 　Pre £

　Uniり

Keア words 　Anc
ア
lobacter　aquaticus ，丘brmate　deh）

・drogenase Key
　
word5

　Gandida　macedoniensis ，01d アeUow 　cnz アnle ，　 ketoisophor−
one

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


