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ICII−1 放線菌StrePtomvces　mobaraensis 由来長鎖お よび短

鎖 ア ミノ ア シ ラ
ーゼ の特性 解析 お よ びク ロ

ー
ニ ン

グ

○中谷 泰之，是石 　 真友子，今中 洋行，今忖維克，中西
一

弘

〔岡山 大院・自然科学研究科〕

放 線菌．S’trePtom）：ce，y　m．oba ・］’aev7isi．s　NBRGI3819 の培 養上 ？tiか ら 見出 した 長 項 お

よび短 鎖ア ミノ ア シ ラ
ー
ゼ に着 目 し．酵 素の精製、諸特件 解析お よび遺伝

子解析 を行 っ た。長 鎖 お よ び短 鎖 ア ミノ ア シ ラーゼ の反 応 年適 温 度 は ．そ

れ ぞ れ 50℃ と60℃、反 応全 適 pH は 共 に 8．D、　pH 安定性 は、　tl7℃、1時間 イ

ン キ ュ ベ ーシ ョ ン の 条 件 ドで、それ ぞ れ 9〜ID と i）”・8の 範 囲で あ っ た ．熱

安 定性 は 1時 闘 イ ン キ ュ ベ ・一シ ョ ン の条件 下 で そ れ ぞ れ 40℃ 、6〔〕℃ で あ っ

た 。量 質 特異 性 につ い て は 、長鎖 ア ミノ ア シ ラー一ゼ の場 合は N 一ア セ チ ル ーL．
ア ミノ 酸だ け で な く N 一ラ ウ ロ イル ーL一ア ミノ酸 に対 して も 葛い 活性が 認 め

られ た 。短 鎖 ア ミノ ア シ ラ ーゼ にお い て は 、N ．ア セ チ ル ーL．ア ミノ酸 に幅 広

い 基質 特異 性 を示 した，ま た、遺 伝子 解析 の結果、長頭 お よび ギ 鎖 ア ミノ

ア シ ラ ーゼ 全 ORF は、それ ぞ れ 1，S83　bp、3，ISO 　bpか ら構成 され る こ とが

わ か っ た。現在 、大 昂：発現 系を構築 し ．本酵素 の発現 を検 討し てい る u

T）M ．1〈Ot’eishi ，　et　t　i．：B210．ビゴ．Balotechnoi．Bi．ochem ．，69，　 tg　M −19　22，　200S ．

1C11−2　　放線菌 StrePtomJ・ces 　mebaraensis 由来 ペ ニ シ リン

　　　　　　　V ア シ ラ
ーゼの ア シ ル 基転移反応 を利用 した機能

　　　　　　　性化合物の 酵素 合成

　　　　　　○是石 H
’
友于，伊勢 雄

一，谷 和葉，今中 洋 行，今村 維 克，
　　　　　　　中西

一
弘

　　　　　　 （岡山 大
・⊥ ・生物ト幾1虍）

放 線菌 榊 ψ酬 り
lr
別 脚 ゐα耀 ，紘 由 米ペ ニ シ リ ン V ア シ ラ

ーゼは 当初、カ プサ

t シ ン加 水分 解酵素 と して 単離 され た が ．遺伝子 解析等の 結果、beta一ラ ク

タム ア シ ラ
ー

ゼ フ ァ ミ リ
ー

に属 す る こ とが 判 明 した （レ2）t．フ ェノ キ シ 酢酸

メチ ル お よび 6．ア ミノ ベ ニ シ ラ ン酸 を基質 と した ペ ニ ン リ ン V の 合成 を 行

い 、木酵素の 転移反応 活性 を評価 した 結 果 、高 い 変 換 効 率 で 転移反 応 を 触

媒す る こ とが 分 か っ た 、．さ らに 、種 々 の カ ル ボ ン酸 メチ ル エ ス テ ル お よ び

ア ミノ化 合 物 を用 い て 、bcta一ラ ク タ ム系 抗 生 物 質、カブサ イ シ ン 誘 導 体 ．
脂肪 ア シル ア ミノ酸お よび 脂 肪 ア シル ベ プチ ドな どの 誘 導 体 の 合成 を 行 っ

た と こ ろ、木 酵素 は幅広 い 基 質特 F 桂 と高 い 転 移 反 応 活 性 を有 す る こ とが

示 され た 〔3）。〔1｝M ．Koreishl 寵 α‘．．．1．．’lgnlc．　Hwd 　C／r．e’nt．，54，72−78〔2006）．（2）
D ・Zhang 　et　ttl・，ノ・Biotet／h・nol ・，128，788 ．800 （2｛〕〔〕7｝・（3） M ・Koreishi 　 et　al．，
Jliosci，・Biott／rhnnl ．1伽 罐 跚 ・，in　press・
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1C11−3　　 抗腫瘍性酵素 L一メチ オ ニ ン γ
一リア

ーゼの変 異 酵

　　　　　　　素 C49K の 作製及び 性質検討

　　　　　　○．1．：藤 大蔵
］，Ir「村 隆

匸，瀧本 明生
2，高 倉 知朗

2，稲 垣 賢二
］

　　　　　　 （
］

岡山天 院 ・自然科学，lt塩野義製薬 ・創薬 刷）

【ti的 】PseTtdomonzas　Put・ida由来 のL．メチ オ ニ ン γ
一リ アー・ゼ （EG．4、4．1．ll〕

は L一メ チ オ ニ ン の γ
一脱離反 応 を触媒す る ビ リ ドキサ ー・ル う

1一リン酸 関 ケ．酵
素 であ 臥 唖瘍細胞は 正常細胞 と比 較 して L．メチ オ ニ ン要求性が 高 く，木

酵 素で メ チ オ ニ ン飢餓状 態 に す る こ とで ア ポ トー一ン ス が 語 導さ れ る とい う

報告が な され てい るの で ，本 酵素は抗 腫瘍性 酵 素 とし て応 用 され つ つ あ る．
しか し、我 々 は本 酵 隶が 血 中 にお い て プ 冂 テ ア ーゼ 消 化 な どに よ っ て 失 栖

す る と い う結果 を 宛 出 した   本酵 素のGys49・Phe「〔｝が その タ ーゲ ッ ト とな

りう る こ とが 判 明 した こ とカ 」，C！s49 をLン〜に良 換し、そ の残 基 を PEG 化

す る こ と に よ ワ血 中安定 性 を得 る こ と を 目的 と して い る。今 回 ，変異 酵素

C49K を 作製 し諸 性 質 を検詞 した の で報 告 す る。【方 法 と結 果】 部 位 特 異 的

変異 導人 法 に よ り G49K を作製 し．大 腸 菌で 高 発現 させ ．野 生型 酵素 と と

もにDEAErTovopearlカ ラム ク ロ マ トグ ラフ t −、　 Sephnci．｝1カ ラ ム ク ロ マ

トグラ フ t一等 を馴 吏して それ ぞれ 情製 した 。（二49K は 野 生型 とほ ぼ同 等

の活性 を 有し て い た 。速度論解析 や他の 諸性質 に つ い て は 現在検討中で あ

る。
1｝工 藤 ら，LtoO4年 度 日五 農 芸化 学会 k 会講演要 旨集，　pl20

ICII−4　　 L 一グル タ ミン 酸 オ キシ ダーゼ の立体構造 と機能の

　　　　　　　相 関解析
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1
岡III県生科総研，2 二 菱化学バ イオ 研，S 岡山 k ・農，4エ ン

　 　　 　　 　　ザイムマ イクロ バ イオ セ ン サ 〕

　 放線菌が 生産す る L一グル タ ミン 酸オキ シ ダ
ーゼ 〔LGOx ） は、某質特異

性 が厳 格なた め、食品や 医療分野 へ の 応用に 期待される o 。また本酵 素は、
活性や 基質規 和性 に劣 る 2 量体の 前駆体 として 発現 し、プ ロ テア

ーゼ 消化

で ゼ量 体の 成 熟体 となる 〔2）。本研究で は、成熟体 LGOx の立体構造か ら墓

質認 識 機構 を 予 測 す る と共 に、前駆 体 の降造 了・測 を行 い 、性質 との 関係つ

い て 考察 した 、．
　 LGOx 分 千 表面 に は活性 部 位に つ なが る 長い トン ネ ルが 存在 し、基質取

ワ込 み の過 秤が 特異性 と直接関わ る と考えられ た。そ こ で f．GOx をレ セ プ

タ ー、Gln を リガ ン ドと して 酵素
一
基 質結合 を シ ミュレ ・一シ ョ ン した．そ

の 結 果 ．Glu と結 合 し得 る部 位を3箇听 冂定 で き、各占ll位 で の安定な某底状

態を 持つ 結合 モ デル を ．基 質取 リ込 み の 中間体 と想定 する こ とで、取 り込

ま れ る基質の 軌道が 予 測 で きた。ま た、他 の ア ミノ酸 で シ ミュレ
ー

シ ョ ン

す る と、結合 部位や リガン ドの 安定性 に差 が兄 られ、Glu へ の厳格な特 異

性を 裏付 ける結果 とな oStn 現在．ホ モ ロ ジ ー
モ デ リン グ で 得 られ る前駆

休LGOx の 予測 構造 と、性質 との関係 を検討 してい る。
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．ima　e 【aL （2D（）S）J．Biochem．134，8D5−812．
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