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表1-2 T.thermophilus A4β-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ(A4-β-Gal)と

E.coliβ-ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ(EC-β-Gal)の 諸 性 質 の 比 較

* 大津 らの報告 では単 量体[8]。
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好熱菌

Thermophilic anaerobe NA10

Thermotoga maritima

Thermotoga neapolitana

Thermus brockianus

Thermus thermophilus A4

Thermus sp.T2

好塩菌
Haloferax alicantei

低温菌

Arthrobacter sp.(strain B7)
Bifidobacterium infantis

Carnobacterium piscicola BA
Yersinia pestis

胞子形成

Bacillus circulans G1
Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis
Clostridium perfringens

その他

Caldicellulosiruptor sp.14B

Geobacillus stearothermophilus

Leuconostoc lactis

Planococcus sp.SOS Orange

Sinorhizobium meliloti

Streptomyces coelicolor A3

表1-3 GH-42に 分 類 され るβ-ガラ ク トシ ダ ー ゼ を保 持 す る生 物
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(NH4)2SO4 1.0g

KH2PO4 4.5g

K2HPO4 10.5g

Na citrate・2H2O 0.5g

1M MgSO4・7H2O 1.0ml

80%(v/v) Glycerol 6.25ml

ア ミ ノ 酸 各 種(メ チ オ ニ ン を 除 く)そ れ ぞ れ40mg

Adenine, Guanosine, Thimine, Uracilそ れ ぞ れ0.5g

セ レ ノ メ チ オ ニ ン 25mg

チ ア ミ ン 2mg

表1-4A培 地 の 組 成(1 liter)

グ リセ ロー ル 、 セ レ ノ メチ オ ニ ン を除 き オ ー トク レー プ 滅 菌 後 、別 途 オ ー トク

レー プ滅 菌 した グ リセ ロー ル 、 滅 菌 フ ィル ターMILLEX-GP O .22μm Filter Unit

(MILLIPORE)を 用 い て滅 菌 した セ レノ メ チ オ ニ ン溶 液 を 添 加
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表1-5 プ ロ グ ラ ムSOLVEの 入 力 ス ク リプ ト

各波長 にお けるf'、f"の 値 は プ ログ ラムcrossec(CCP4)を 用い て計算 した
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表1-6 A4-β-Galの 大 量 発 現(1liter培 養)と 精 製 結 果
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括弧内の数字は最高分解能範囲の値

表 1-7 セ レノメチオ ニ ン置換 体 、Native、 お よ び ガ ラ ク トース複合体結晶のX線 回折 デー タ測定結果
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表1-8 Nativeお よび ガ ラ ク トー ス 複 合 体 の 精 密 化 結 果
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表1-11 ガ ラ ク トー ス の認 識 残 基
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表 1-12 A4-β-Gal、 BCBとClan GH-A酵 素 の構 造 比 較

RMSDとZ-scoresは 、A4-β-Gal(残 基 番 号1-389)とBCB(残 基 番 号1-417)のTIM

バ レル フ ォ ー ル ド ドメイ ンに つ い て 、Daliサ ー バ ー の 類 似 構 造 検 索 結 果 を示 し

た 。
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表1-13 ランダム変異 に よる変 異導入位 置 と活性 の変化

(相対比 活性 は野生型 を100と した)

P317Sお よびH323Yに 着 目して解 析 を行 った
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表1-14 変 異 体A4-β-Galの 動 力 学 的 パ ラメ ー ター
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括弧内の数字は最高分解能範囲の値

表1-15変 異体A4-β-Gal結 晶 のX線 回折デー タ測 定 と精密化結 果
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図1-2 A4-β-GalのONP-Galに 対す る

加 水 分 解 活 性 の 温 度 依 存性[8]

70℃ にお け る活 性 を100%と してい る
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図1-4 A4-β-Gal発 現 ベ ク タ ーpEXM9の 構 築

(株)よ つ葉 乳業 ・大津氏 に よ り作成 され た
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図1-5 tRNA AGG発 現 用ベ ク ターpArgW2の 構 築[17]

本 研 究 室 の今 村 に よ り構 築 され た
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ハ ンギング ドロ ップ蒸気拡散法

シ ッテ ィング ドロ ップ蒸 気拡散法

オイル バ ッチ法

図1-6 結 晶化 の概 念 図
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波 は一般式Acosα+iAsinα で表 され る。_
一般 にX線 の回折 では、反 対 の位 相角 を持つF(hkl)、F(hkl)は 等 しい(バ イ フ ッ ト対)。

X線 の回折像 として求 め られ るデー タか らは、位相 角 αに関す る情 報 を決 定 で きない

た め、F(hkl)を 求 め ることは できない。

異常分散効果 のない(小 さい)波 長 を用いた時、バイ フッ ト対 の関係 は

一方
、異常分散効果の大きい波長で測 定 した時、バイ フッ ト対 の関係は

図1-7 アル ガ ン ド図 を用 いた異常分散効果 の表 し方
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図1-8 A4-β-Gal結 晶
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図1-9 セ レ ノ メ チ オ ニ ンA4-β-Gal溶 液(10mg/ml)のXAFS測 定 結 果
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図1-10 ラ ンダ ム変 異 導 入 方 法
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図1-11 A4-β-Galの 精 製 結 果(SDS-PAGE:ゲ ル 濃 度8%)

1.マ ー カ ー(上 か ら94、67、43kDa)

2.菌 体 破 砕 液 上 清

3.熱 処 理 上 清

4.DEAE Sepharoseカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 後

5-6.MonoQ

7.マ ー カ ー

8.ゲ ル 濾 過 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 後
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図1-12 ゲル 濾 過 カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る

分 子 サ イ ズ測 定結 果

(a)分 子 量 マ ー カ ーThyroglobulin(669kDa)、

Apoferritin(443kDa)、

β-Amylase(200kDa)、

Bovine Serum Albumin(66kDa)、

Carbonic Anhydrase(29kDa)

(b)A4-β-Gal
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図1-13 ゲル 濾 過 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー

保 持 時 間 の対 数 プ ロ ッ ト

この プ ロ ッ トか ら、A4-β-Galの 分 子 量 は

約170kDa(保 持 時 間28.6分)

と見 積 も られ る
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図1-14 [S]0/v～[S]0線 形 プ ロ ッ ト

基 質ONP-Galに 対 す る 測 定 結 果

Km=5.88mM、Kcat=2.8×104min-1(70℃)
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図1-15a 吸収 ス ペ ク トル

図1-15b 各濃度における極大吸光度
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図1-16 ICP法 に よ る金 属 定 量 結 果

A4-β-Gal1分 子 あ た り0.57個 のZn原 子 と

0.16個 のFe原 子 が 検 出 され た

Mg、Mo、Cu、Ni、Coは 検 出 され な か っ た
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洋液 中 フ リー なFe3+のESR

上 下対象 の ピー クが検 出 され る

鉄硫黄クラスターを形成す る鉄のESR

ルブ レ ドキシン型 はg=4 .3で 、上下非対称 なピー クが検出され る

図1-17(b) 鉄 の 各 存 在 条 件 下 に お け るESR
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図1-18 1HNMRに よ るONP-Gal加 水 分 解 生 成 物 の

ア ノマ ー 分 析 結 果

(最 上 段:ガ ラ ク トー ス溶 液 のNMRパ タ ー ン)

ONP-GalのD2O溶 液 とA4-β-Galを 混 合 し経 時 的 に 測 定 した
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