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625 Pseudomonas　 syringae 　 pv．phaseolicoEa 　 PX−2 の エ チ レ ン 生成酵素 の 精製

（熊 工 大 、応微 工 ）○ 長 浜一弘 、小 川隆 平 、藤 彡1：隆夫 、福 田 秀 雄

L 目的 墨鰻 49鮑 璽 § szZi一迎鯉 pv ．愛Lq鍍 位壌 gl．9− PK−2”
は Peniciilium 　 digitatum”

と同様 に a一ケ トグ ル タ
ー

ノV
，酸 （π引 の を 経 l！l亅し て エ チ レ ン ン を 生産す る 。 演者 らは 、 本閑 の

錘 vi い 9 エ チ レ ン 生成系 に つ い て す で に 報 告 した が 、

3 ♪

今 回 は本 菌 の エ チ レ ン 生 成酵素
を 精 製 し、そ の 酵素 化学 的性 質 を 明 らか に す る こ とを 目的 と した 。

2．方 法　Ps．syrSngae 　pv ．　phaseolicola 　PK−2 を 0．5％ グ ル コ ー
ス 含有 NII培地 、 3漉 ロ ー

タ リ ー．シ ェ
ーカ ー

で 約 16時 間培 養 し、集 菌 ， 洗 浄後 、 超音波破砕
．
し 、 遠心 分離 に よ り得 ら

れ た 」三消 を Cell −free　 extract と した 。
エ チ レ ン tj三成酵素 の 活性 は 、 酵素溶 液 O．　lmlに 200

mMUEPES 　Buf『er 　plt　8．0　（0，2ml），　20mM　DTT（0，1ml），　0，75mM　FeSO‘

齟
　？踞tO （0．　im1），　2．5

mMa −KG （O．　iml）， 100mM　lrhistidine （O．1ml）， 5mM　L−arginine （0．1雨）， 脱 イオ ン 水 （O．　2

ml ）を加 え た 1．Omi の 反応 液を 15φ （13ml容）試 験管 に 入 れ常 法 通 り 25℃で 10分 間 シ ー ル 反

応後 、生 成 エ チ レ ン 量 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーで 定 量 した 。

3．結 果 　Cell− free　 extract
’
lul％ streptomycin を 加 え 、 そ の 上澄 液 に 3碗硫 安 を添 加後 、

Buty
．
1−ToyoPearl 　650M ，　DEAE 　SePharose 　CL−6B ，　Bio −Gel　il．　T．，　Sephadex　G −−100，　TSK −

9el　 G−3000　 Sl，　 TSK−gel　 DllAE　 5P胃 column を 1：llい て 精製 した 。 得 られ た 精製 酵素 の 諸性

質 に つ い て も言 及す る 。
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P ・ tiftcati 。貫 ・f　 en 　 e にhyleneイ 。 r 隅1ng　 enzyme 　 pr ・duced 　by　Pseud ・ m ・ n 旦 8 旦腱
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　 　　 　シ ュ
ー ド モ ナ ス 属 綿 菌 に お け る ハ ロ ペ

．
ル オ キ シ ダ ー ゼ の 多

．
様 性 と モ の 反 応
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　 　 　 　 （福 井 大 ・工 ・生 化 ）　 伊 藤 伸 哉、　o 森 永 直 樹

1 ．　目 的 　 現 在、　い く つ か の 抗 蕗 嫁 ハ ロ ゲ ン 化 含
．
物 が、．微 生 物 に よ っ て 生 産 さ 扎 る こ と が

鞭 告 さ れ て い る． 　そ の 一
つ で あ る ピ ロ ー

ル ニ ト リ ン 生 産 菌 贐 幽 』 よ立撫 8−1且6を 娘

め 穫 々
‘
の シ ュ

ー
ド モ ナ ス 壤 綱 苜 に、　性 質 の 異 な る 臭 累 化 醇 緊 （bromopcroxidase ）重 ・2 ｝

が 存

．
在 し て い る こ と 遊 見 い 出 し、　こ れ ら の 酵 素 に よ る ハ ロ ゲ ン 化 反 応 に つ い て 検 射 を 加 え 凝．

2 ．　方 法 　 喧 株 に は、　ピ ロ ール ニ ト リ ン 生 産 斷 （糠 沢 薬 晶 工 業 鰰 よ り 洪 与 ） 及 び 種 々 の タ

イ ブ カ ル チ y 一を 使 用 し た ． 　培 養 は ビ ロ ール ニ b リ ン 生 産 培 娘
el

を 用 い て 、　30
°
C で 49ZZ 闘

壇 義 し 鳧．　薗 体 を 破 砕 し 得 ら れ 彪 粗 醇 絮 液 を、　OE4E ・Sepharose 及 び CellUleflne に よ っ

て 分 薫 し、　種 々 の ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ 画 分 を 褐 た。　こ れ ら の 酵 素 を 用 い、　ア ニ リ ン 等 を 基 質

と し て 30
°
CT18 時 閥 辰 応 後、　生 成 物 を TLC 、GC 、UP しC 、GC −nsre よ り 分 折 同 定 し 遊．

3 ． 紬 果 　 種 々 の シ ュ
ー

ド モ ナ ス 胤 纏 蘭 に 裏 素 化 酵 素 の 存 在 が 認 め ら れ た．　こ れ ら の 酵 紫

の 移 在 は ヒ ロ ール ニ ト リ ン 生 蔑 性 と は
一

致 し な か っ た。　ま た 躯 　 　 ro 　i　 rica と 　Ps ．

p．SLti．d．aの 跡 素 で は、　 DEAE −Sepharose ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー等 の 渚 出 バ タ ー ン に 明 か な 差 異 が

認 め ら れ 距． 　2憲 ．』一 Lの 酵 蹴 は、　ア ニ リ ン か ら 裏 素 化 物 聖 生 成 す る 雌 け で な く．

ア ゾ ベ ン ゼ ン、　ア ゾ キ シ
．
ベ ン ゼ ン、　ニ ト ロ ペ ン ゼ ン を 生 戒 し 距 ． 　こ の 反 応 は へ

．
ム ク ン パ ク

の 阻 害 剤 で あ る Ns一の 存 在 下 で も 進 行 す る こ と か ら 、　こ の 真 業 化 酵 緊 が 非 ヘ ム の 酵 累 で あ

り、　ま た 臭 飜 化 反 応 以 外 に も ア ミ ン 頬 の ニ ト ロ 化 反 応 を 触 媒 す る こ と が 明 ら か に な っ た。
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