
(57)【要約】
本発明は、以下の物理化学的性質：分子量１００，０００±１０，０００ Da（２個の相同
のサブユニットを含んでなる）または分子量１５０，０００±１５，０００ Da（３個の相
同のサブユニットを含んでなる）であって、各々のサブユニットは分子量５５，０００±
２，０００ Daを有する；Ｌ－ソルボソン、Ｄ－グルコソン、Ｄ－グルコースおよびＤ－キ
シロースに対して脱水素酵素活性；補助因子として、ピロロキノリンキノンを利用；Ｌ－
ソルボソンからの、ビタミンＣの製造に対して至適ｐＨ６．５～８．０および２－ケト－
Ｌ－グロン酸の製造に対して至適ｐＨ約９．０を有する；そしてＣｏ 2 +、Ｃｕ 2 +、Ｆｅ 3 +

、Ｎｉ 2 +、Ｚｎ 2 +、およびモノヨード酢酸により阻害される、を有し、グルコノバクター
（ Gluconobacter）属に属する微生物に由来する、新規アルデヒド脱水素酵素に関する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 ：
ａ ） 分 子 量 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Da（ ２ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） ま た
は 分 子 量 １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Da（ ３ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） で あ っ
て 、 各 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト は 分 子 量 ５ ５ ， ０ ０ ０ ± ２ ， ０ ０ ０ Daを 有 す る ；
ｂ ） 基 質 特 異 性 ： ア ル デ ヒ ド 化 合 物 に 対 し て 活 性 、
ｃ ） 補 助 因 子 ： ピ ロ ロ キ ノ リ ン キ ノ ン （ Ｐ Ｑ Ｑ ） 、
ｄ ） 至 適 ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て ） ま
た は 至 適 ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 の 製 造 に 対 し て ）
、
ｅ ） 阻 害 物 質 ： Ｃ ｏ 2 + 、 Ｃ ｕ 2 + 、 Ｆ ｅ 3 + 、 Ｎ ｉ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 お よ び モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 、
を 有 す る 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー （ Gluconobacter） 属
に 属 す る 微 生 物 に 由 来 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 。
【 請 求 項 ３ 】
　 微 生 物 が グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ．
４ ０ ２ ５ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 同 定 特 性 を も つ グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ
ン ス （ Gluconobacter oxydans） 、 そ の 継 代 培 養 株 ま た は 変 異 株 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の
ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 。
【 請 求 項 ４ 】
　 微 生 物 が グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ．
　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） 、 そ の 継 代 培 養 株 ま た は 変 異 株 で あ る 、 請 求 項
３ 記 載 の ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 。
【 請 求 項 ５ 】
　 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 ：
ａ ） 分 子 量 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Da（ ２ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） ま た
は 分 子 量 １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Da（ ３ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） で あ っ
て 、 各 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト は 分 子 量 ５ ５ ， ０ ０ ０ ± ２ ， ０ ０ ０ Daを 有 す る ；
ｂ ） 基 質 特 異 性 ： ア ル デ ヒ ド 化 合 物 に 対 し て 活 性 、
ｃ ） 補 助 因 子 ： ピ ロ ロ キ ノ リ ン キ ノ ン （ Ｐ Ｑ Ｑ ） 、
ｄ ） 至 適 ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て ） ま
た は 至 適 ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 の 製 造 に 対 し て ）
、
ｅ ） 阻 害 物 質 ： Ｃ ｏ 2 + 、 Ｃ ｕ 2 + 、 Ｆ ｅ 3 + 、 Ｎ ｉ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 お よ び モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 、
を 有 す る ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 好 気 性 条 件 下 、 水 性 栄 養 培 地 中 で 、
上 記 の 性 質 を 有 す る ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に
属 す る 微 生 物 を 培 養 し 、 そ の 微 生 物 の 細 胞 を 破 砕 し 、 そ し て そ の 微 生 物 の 破 砕 さ れ た 細 胞
の 無 細 胞 抽 出 物 か ら ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 単 離 精 製 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 反 応 が 、 ｐ Ｈ 約 ５ ． ５ ～ ９ ． ０ お よ び 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ ℃ で 行 わ れ る 、 請 求 項 ５ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 電 子 受 容 体 の 存 在 下 に 、 ア ル デ ヒ ド を 、 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 ：
ａ ） 分 子 量 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Da（ ２ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） ま た
は 分 子 量 １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Da（ ３ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） で あ っ
て 、 各 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト は 分 子 量 ５ ５ ， ０ ０ ０ ± ２ ， ０ ０ ０ Daを 有 す る ；
ｂ ） 基 質 特 異 性 ： ア ル デ ヒ ド 化 合 物 に 対 し て 活 性 、
ｃ ） 補 助 因 子 ： ピ ロ ロ キ ノ リ ン キ ノ ン （ Ｐ Ｑ Ｑ ） 、
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ｄ ） 至 適 ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て ） ま
た は 至 適 ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 の 製 造 に 対 し て ）
、
ｅ ） 阻 害 物 質 ： Ｃ ｏ 2 + 、 Ｃ ｕ 2 + 、 Ｆ ｅ 3 + 、 Ｎ ｉ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 お よ び モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 、
を 有 す る 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 ま た は 上 記 の 性 質 を 有 す る ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産
生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 か ら 調 製 さ れ た 無 細 胞 抽 出 物 と 接
触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ／ ま た は そ の ラ ク ト ン を そ の 対 応 す る ア ル
ド ー ス か ら 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 微 生 物 が グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ．
　 ４ ０ ２ ５ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 同 定 特 性 を も つ グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ
ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） 、 そ の 継 代 培 養 株 ま た は 変 異 株 で あ る 、 請 求 項 ５ ～ ７
の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 微 生 物 が グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ．
４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） 、 そ の 継 代 培 養 株 ま た は 変 異 株 で あ る 、 請 求 項 ８
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ラ ク ト ン が ビ タ ミ ン Ｃ で あ り 、 カ ル ボ ン 酸 が ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 で あ り 、 そ し て ア
ル ド ー ス が Ｌ － ソ ル ボ ソ ン で あ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 反 応 が 、 ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 の 製 造 に 対 し て 、 そ れ ぞ れ ｐ Ｈ 約 ５
． ５ ～ 約 ９ ． ０ お よ び 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ ℃ で 行 わ れ る 、 請 求 項 ７ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 反 応 が 、 ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て 、 ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ お よ び 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ４
０ ℃ で 、 そ し て 、 ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 の 製 造 に 対 し て 、 ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ お よ び 温 度 約 ２
０ ～ 約 ３ ０ ℃ で 行 わ れ る 、 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 電 子 受 容 体 の 存 在 下 に 、 ア ル デ ヒ ド を 、 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 ま た は ア ル デ ヒ ド 脱
水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 か ら 調 製 さ れ た 無 細
胞 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ／ ま た は そ の ラ ク ト ン を そ の
対 応 す る ア ル ド ー ス か ら 製 造 す る 方 法 に お け る 、 請 求 項 １ の 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 の
使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 酵 素 、 す な わ ち 、 中 性 ｐ Ｈ で の Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら Ｌ － ア ス コ ル ビ ン
酸 （ 以 下 、 ビ タ ミ ン Ｃ と 称 す る ） へ の 変 換 お よ び ア ル カ リ 性 ｐ Ｈ で の Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら
２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 （ 以 下 、 ２ － Ｋ Ｇ Ａ と 称 す る ） へ の 変 換 の 双 方 を 引 き 起 こ す 、 ア
ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 （ 以 下 、 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ と 称 す る ） に 関 す る 。 本 発 明 は 、 ま た 、 そ の
酵 素 の 製 造 方 法 お よ び そ の 酵 素 を 用 い る Ｌ － ソ ル ボ ソ ン な ど の ア ル ド ー ス か ら の 直 接 的 な
ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ／ ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ビ タ ミ ン Ｃ は 、 人 間 に と っ て 、 非 常 に 重 要 で 必 須 の 栄 養 因 子 の 一 つ で あ る 。 ビ タ ミ ン Ｃ
を 産 生 す る 代 謝 経 路 は 、 種 々 の 生 物 で 広 く 研 究 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ
ン の ビ タ ミ ン Ｃ へ の 直 接 変 換 に 関 す る 精 製 酵 素 に つ い て の 報 告 は な い 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 酵 素 は 、 ラ イ ヒ シ ュ タ イ ン 法 （ Helvetica Chimica Acta 17:311 (1934)） 等 の 現 在 の
方 法 に 代 わ る 、 新 規 な ビ タ ミ ン Ｃ 製 造 方 法 に 対 し て 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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　 本 発 明 は 、 以 下 の 物 理 化 学 的 性 質 ：
ａ ） 分 子 量 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Da（ ２ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） ま た
は 分 子 量 １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Da（ ３ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ） で あ っ
て 、 各 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト は 分 子 量 ５ ５ ， ０ ０ ０ ± ２ ， ０ ０ ０ Daを 有 す る ；
ｂ ） 基 質 特 異 性 ： ア ル デ ヒ ド 化 合 物 に 対 し て 活 性 、
ｃ ） 補 助 因 子 ： ピ ロ ロ キ ノ リ ン キ ノ ン （ Ｐ Ｑ Ｑ ） 、
ｄ ） 至 適 ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て ） ま
た は 至 適 ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ２ － ケ ト － Ｌ － グ ロ ン 酸 の 製 造 に 対 し て ）
、
ｅ ） 阻 害 物 質 ： Ｃ ｏ 2 + 、 Ｃ ｕ 2 + 、 Ｆ ｅ 3 + 、 Ｎ ｉ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + 、 お よ び モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 、
を 有 す る 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る 分 子 量 １ ０ ０ ， ０
０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Daの ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 の 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る 分 子 量 １ ５ ０ ，
０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Daの ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 源 は 重 要 な こ と で は な い 。 そ こ で 、 本 発 明 の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ は
、 例 え ば 、 グ ル コ ノ バ ク タ ー （ Gluconobacter） ま た は 上 記 の 性 質 を 有 す る 脱 水 素 酵 素 を
産 生 す る こ と が で き る 他 の 生 物 か ら 単 離 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き 、 あ る い は 遺
伝 子 組 換 え で ま た は 化 学 合 成 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 好 気 性 条 件 下 、 水 性 栄 養 培 地 中 で 、 上 記 の 性 質 を 有 す る ア ル デ ヒ
ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 を 培 養 し 、 そ の
微 生 物 の 細 胞 を 破 砕 し 、 そ し て そ の 微 生 物 の 破 砕 さ れ た 細 胞 の 無 細 胞 抽 出 物 か ら ア ル デ ヒ
ド 脱 水 素 酵 素 を 単 離 精 製 す る こ と を 含 ん で な る 、 上 記 の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 製 造 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 上 記 の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 製 造 方 法 は 、 上 記 の 性 質 を 有 す る ア
ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 を 培 養 す
る こ と に よ り 行 わ れ 、 こ こ で 、 反 応 を ｐ Ｈ 約 ５ ． ５ ～ 約 ９ ． ０ お よ び 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０
℃ 、 好 ま し く は 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ４ ０ ℃ 、 最 も 好 ま し く は 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ３ ０ ℃ で 行 う 。 こ
の よ う に 製 造 さ れ る Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ は 、 ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 双 方 の 製 造 に 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 電 子 受 容 体 の 存 在 下 に 、 ア ル デ ヒ ド を 、 上 記 の 性 質 を 有 す る
精 製 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ ま た は 上 記 の 性 質 を 有 す る ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で
き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 か ら 調 製 さ れ た 無 細 胞 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ と を
含 ん で な る 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ／ ま た は そ の ラ ク ト ン を そ の 対 応 す る ア ル ド ー ス か ら 製 造
す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る ア ル ド ー ス は 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン 、 Ｄ － グ ル コ ソ ン 、 Ｄ － グ ル コ ー ス 、
お よ び Ｄ － キ シ ロ ー ス を 含 む が 、 た だ し そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 ま し い ラ ク ト ン は ビ タ ミ ン Ｃ で あ り 、 好 ま し い カ ル ボ ン 酸 は ２ － Ｋ Ｇ Ａ で あ り 、 そ し
て 好 ま し い ア ル ド ー ス は Ｌ － ソ ル ボ ソ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ／ ま た は そ の ラ ク ト ン を そ の 対 応 す る ア ル
ド ー ス か ら 製 造 す る 方 法 は 、 ア ル デ ヒ ド を 、 上 記 の 性 質 を 有 す る 精 製 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ ま た
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は 上 記 の グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 か ら 調 製 さ れ た 無 細 胞 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ
と を 含 ん で な り 、 こ こ で Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 分 子 量 は １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Daで あ
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ／ ま た は そ の ラ ク ト ン を そ の 対 応 す る ア ル
ド ー ス か ら 製 造 す る 方 法 は 、 ア ル デ ヒ ド を 、 上 記 の 性 質 を 有 す る 精 製 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ ま た
は 上 記 の グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生 物 か ら 調 製 さ れ た 無 細 胞 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ
と を 含 ん で な り 、 こ こ で Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 分 子 量 は １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Daで あ
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ア ル デ ヒ ド を 、 上 記 の 性 質 を 有 す る 精 製 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ ま
た は 上 記 の 性 質 を 有 す る ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー
属 に 属 す る 微 生 物 か ら 調 製 さ れ た 無 細 胞 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 、 カ ル ボ ン
酸 お よ び ／ ま た は そ の ラ ク ト ン を そ の 対 応 す る ア ル ド ー ス か ら 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 反
応 を ｐ Ｈ 約 ５ ． ５ ～ 約 ９ ． ０ お よ び 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ ℃ 、 好 ま し く は 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ４
０ ℃ 、 最 も 好 ま し く は 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ３ ０ ℃ で 行 う 方 法 に 関 す る 。 ビ タ ミ ン Ｃ を 製 造 す る
場 合 に は 、 反 応 は 、 好 ま し く は ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ お よ び 温 度 約 ２ ０ ～ 約 ４ ０ ℃ で 行
わ れ る 。 ２ － Ｋ Ｇ Ａ を 製 造 す る 場 合 に は 、 反 応 は 、 好 ま し く は ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ お よ び 温 度 約
２ ０ ～ 約 ３ ０ ℃ で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 電 子 受 容 体 の 存 在 下 に 、 ア ル デ ヒ ド を 、 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 ま た
は 上 記 の ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と が で き る グ ル コ ノ バ ク タ ー 属 に 属 す る 微 生
物 か ら 調 製 さ れ た 無 細 胞 抽 出 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で な る 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び ／ ま た
は そ の ラ ク ト ン を そ の 対 応 す る ア ル ド ー ス か ら 製 造 す る 方 法 に お け る 、 上 記 の 性 質 を 有 す
る 精 製 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 下 に 記 載 の 実 施 例 に し た が っ て 調 製 さ れ る Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 精 製 試 料 の 物 理 化 学 的 性
質 は 、 次 の と お り で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
１ ） 酵 素 活 性
　 本 発 明 の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ は 、 電 子 受 容 体 の 存 在 下 に 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン の ビ タ ミ ン Ｃ お よ
び ／ ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ へ の 酸 化 を 、 以 下 の 反 応 式 に し た が っ て 触 媒 す る ：
　 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン ＋ 電 子 受 容 体 　 → 　 ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ／ ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ ＋ 還 元 さ れ た
電 子 受 容 体
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 酵 素 は 、 電 子 受 容 体 と し て の 酸 素 と は 作 用 し な い 。 こ の こ と は 、 こ の 酵 素 が 、 酸 素
を 可 能 な 電 子 受 容 体 と し て 用 い た と き 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン の ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ／ ま た は ２ －
Ｋ Ｇ Ａ へ の 変 換 を 行 わ な い こ と に よ り 、 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 溶 存 酸 素 プ ロ ー ブ で の 検 出
で 、 反 応 混 合 物 中 で の 酸 素 の 消 費 は 検 出 さ れ な か っ た 。 そ の 上 、 Ｎ Ａ Ｄ お よ び Ｎ Ａ Ｄ Ｐ は
適 切 な 電 子 受 容 体 で は な い 。 し か し な が ら 、 他 の 従 来 の 電 子 受 容 体 は 、 本 発 明 の 酵 素 と 一
緒 に 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 電 子 受 容 体 は 、 フ ェ ナ ジ ン 　 メ ト サ ル フ ァ ー ト （ Ｐ Ｍ
Ｓ ） 、 ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル イ ン ド フ ェ ノ ー ル （ Ｄ Ｃ Ｉ Ｐ ） 、 フ ェ リ シ ア ニ ド 、 お
よ び チ ト ク ロ ー ム ｃ で あ る 。 少 な く と も い く ら か の ア ル デ ヒ ド 基 質 が そ の 対 応 す る 酸 に 変
換 さ れ る た め に 存 在 す べ き 電 子 受 容 体 の 最 小 量 は な い 。 し か し な が ら 、 酸 化 す る こ と が で
き る 基 質 の 量 は 、 特 定 の 電 子 受 容 体 の 量 お よ び そ の 電 子 受 容 特 性 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 酵 素 ア ッ セ イ は 以 下 の よ う に 行 っ た ：
【 ０ ０ ２ ０ 】
ａ ） Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の 各 々 の 生 成 物 、 ビ タ ミ ン Ｃ ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ へ の 変 換 に 対 す る
酵 素 活 性 を 決 定 す る ア ッ セ イ
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　 反 応 混 合 物 は 、 最 終 容 量 が 水 １ ０ ０ μ lで 、 １ ． ０ mM　 Ｐ Ｍ Ｓ 、 ２ ５ mM　 リ ン 酸 カ リ ウ
ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 、 １ ． ０ μ M　 Ｐ Ｑ Ｑ 、 １ ． ０ mM　 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 、 ５ ０ mMＬ － ソ ル ボ
ソ ン お よ び 酵 素 溶 液 か ら な り 、 こ の 反 応 混 合 物 は ア ッ セ イ の 直 前 に 調 製 し た 。 他 に 特 記 し
な い 限 り 、 反 応 は ３ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 行 っ た 。 酵 素 活 性 の 指 標 と な る ビ タ ミ ン Ｃ の 量 は 、 高
速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ り 、 ２ ６ ４ nmで 測 定 し た が 、 そ の シ
ス テ ム は 、 Ｕ Ｖ 検 出 器 （ 東 ソ ー Ｕ Ｖ ８ ０ ０ ０ ； 東 ソ ー 株 式 会 社 、 東 京 都 中 央 区 京 橋 ３ － ２
－ ４ 、 日 本 ） 、 ジ ュ ア ル ポ ン プ （ 東 ソ ー Ｃ Ｃ Ｐ Ｅ ； 東 ソ ー 株 式 会 社 ） 、 積 分 器 （ 島 津 Ｃ －
Ｒ ６ Ａ ； 島 津 製 作 所 、 京 都 市 中 京 区 西 ノ 京 桑 原 町 １ 、 日 本 ） お よ び カ ラ ム （ Ｙ Ｍ Ｃ － Ｐ ａ
ｃ ｋ ポ リ ア ミ ン Ｉ Ｉ ； Ｙ Ｍ Ｃ 社 、 3233 Burnt Mill Drive Wilimington, NC28403, USA）
よ り な る 。 酵 素 活 性 の 他 の 指 標 で あ る 、 製 造 さ れ た ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 量 は 、 上 記 の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に
よ り 測 定 さ れ た 。 各 々 の 製 造 に 対 す る 酵 素 活 性 の １ 単 位 は 、 反 応 混 合 物 中 に 、 ビ タ ミ ン Ｃ
お よ び ２ － Ｋ Ｇ Ａ を そ れ ぞ れ １ mg製 造 す る 酵 素 の 量 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
ｂ ） Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 光 度 測 定 ア ッ セ イ
　 反 応 混 合 物 は 、 最 終 容 量 が 水 １ ０ ０ μ lで 、 ０ ． １ mM　 Ｄ Ｃ Ｉ Ｐ 、 １ ． ０ mM　 Ｐ Ｍ Ｓ 、
５ ０ mM　 リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 、 １ ． ０ μ M　 Ｐ Ｑ Ｑ 、 ２ ～ １ ０ ０ mM　 基
質 （ Ｌ － ソ ル ボ ソ ン 、 Ｄ － グ ル コ ソ ン 、 Ｄ － グ ル コ ー ス 、 な ど ） お よ び 酵 素 溶 液 か ら な り
、 こ の 反 応 混 合 物 は ア ッ セ イ の 直 前 に 調 製 し た 。 反 応 は ２ ５ ℃ で Ｌ － ソ ル ボ ソ ン と 共 に 開
始 し 、 酵 素 活 性 は 、 ６ ０ ０ nmで の Ｄ Ｃ Ｉ Ｐ の 初 期 還 元 速 度 と し て 測 定 し た 。 酵 素 活 性 の １
単 位 は 、 １ 分 間 あ た り １ μ molの Ｄ Ｃ Ｉ Ｐ の 還 元 を 触 媒 す る 酵 素 の 量 と し て 定 義 し た 。 Ｄ
Ｃ Ｉ Ｐ の 吸 光 係 数 は Ｐ Ｈ ７ ． ０ で １ ４ ． ２ mM - 1 で あ っ た 。 対 照 キ ュ ベ ッ ト は 、 Ｌ － ソ ル ボ
ソ ン を 除 く 全 て の 上 記 の 成 分 を 含 ん で い た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ Ｃ Ｂ Ｂ 溶 液 （ 半 井 テ ス ク 社 、 京 都 、 日 本 ） を 用
い て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
２ ） 基 質 特 異 性
　 酵 素 の 基 質 特 異 性 は 、 １ ０ ０ mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ま た は １ ０ ０ mMト リ ス －
Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） を 緩 衝 液 と し て 用 い た 以 外 は 、 上 記 １ ｂ ） に 記 載 し た の と 同 じ 酵 素
ア ッ セ イ 法 を 用 い て 測 定 し た 。 ｐ Ｈ ７ ． ５ お よ び ９ ． ０ の 双 方 に お い て 、 Ｄ － グ ル コ ソ ン
（ ２ mM） 、 Ｄ － グ ル コ ー ス （ １ ０ ０ mM） 、 お よ び Ｄ － キ シ ロ ー ス （ １ ０ ０ mM） に 対 す る Ｓ
Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 相 対 活 性 は 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン （ ２ mM） に 対 す る そ れ よ り 高 か っ た 。 し か し
な が ら 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ お よ び ９ ． ０ の 双 方 に お い て 、 Ｌ － ソ ル ボ ー ス （ １ ０ ０ mM） 、 Ｄ － ソ
ル ビ ト ー ル （ １ ０ ０ mM） 、 お よ び Ｌ － グ ロ ノ － γ － ラ ク ト ン （ １ ０ ０ mM） に 対 す る 相 対 活
性 は 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン に 対 す る 活 性 の １ ％ よ り 低 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 を 表 １ Ａ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ５ 】
ｂ ） 表 １ Ａ で 示 さ れ た 基 質 の 酸 化 の 推 定 生 成 物 を 、 下 記 の 表 １ Ｂ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
３ ） 至 適 ｐ Ｈ
　 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 反 応 速 度 と 反 応 混 合 液 の ｐ Ｈ 値 と の 間 の 相 関 関 係 を 、 種 々 の ｐ Ｈ 値 お
よ び １ ０ ０ mM濃 度 の 緩 衝 液 を 用 い た 以 外 は 、 上 記 １ ａ ） に 記 載 し た の と 同 じ ア ッ セ イ 方 法
に よ り 測 定 し た 。
　 こ の 酵 素 は 、 ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て 、 ｐ Ｈ 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ で 比 較 的 高 い 活 性 を
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示 し 、 そ し て ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 に 対 し て 、 ｐ Ｈ 約 ９ ． ０ で 、 高 い 活 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
４ ） 温 度 の 影 響
　 酵 素 反 応 に 対 す る 温 度 の 影 響 を 、 種 々 の 温 度 を 用 い た 以 外 は 、 上 記 １ ａ ） に 記 載 し た の
と 同 じ ア ッ セ イ 方 法 に よ り 試 験 し た 。 ビ タ ミ ン Ｃ と ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 双 方 の 製 造 に お い て 、 酵
素 反 応 は 、 少 な く と も ４ ０ ℃ ま で 安 定 に 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
５ ） 金 属 イ オ ン と 阻 害 剤 の 影 響
　 こ の 酵 素 の Ｌ － ソ ル ボ ソ ン 脱 水 素 酵 素 活 性 に 対 す る 金 属 イ オ ン と 阻 害 剤 の 影 響 は 、 上 記
１ ｂ ） に 記 載 し た の と 同 じ ア ッ セ イ 方 法 を 用 い て 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 調 べ た 。 各 化
合 物 の 溶 液 を 、 基 本 と な る 反 応 混 合 物 に 撹 拌 し て 入 れ 、 反 応 を 酵 素 の 添 加 に よ り 開 始 し た
。 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 各 々 の 化 合 物 は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 Ｎ ａ Ｎ 3 お よ び モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 の 濃 度 が ５ ． ０ mMで あ る こ
と を 除 い て 、 １ ． ０ mMの 濃 度 で 反 応 混 合 物 に 加 え た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 表 ２ に 示 さ れ た よ う に 、 Ｃ ｏ 2 + 、 Ｃ ｕ 2 + 、 Ｆ ｅ 3 + 、 Ｎ ｉ 2 + 、 お よ び Ｚ ｎ 2 + は 酵 素 活 性 を
阻 害 し た 。 ５ ． ０ mMモ ノ ヨ ー ド 酢 酸 の 添 加 は 、 酵 素 活 性 を 強 く 阻 害 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
６ ） 分 子 量
　 酵 素 の 分 子 量 は 、 サ イ ズ 排 除 ゲ ル カ ラ ム （ Ｔ Ｓ Ｋ － ゲ ル Ｇ ３ ０ ０ ０ 　 Ｓ Ｗ Ｘ Ｌ ； 東 ソ ー

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-503551 A 2006.2.2



株 式 会 社 、 東 京 都 港 区 赤 坂 １ － ７ － ７ 、 日 本 ） で 測 定 し た 。 酵 素 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
で 見 か け の 分 子 量 が 約 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０ ， ０ ０ ０ Daお よ び 約 １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ，
０ ０ ０ に 相 当 す る ２ つ の ピ ー ク を 示 し た 。 こ の 酵 素 を Ｃ Ｂ Ｂ で 染 色 し た １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 析 す る こ と に よ り 、 精 製 酵 素 が 、 各 々 分 子 量 約 ５
５ ， ０ ０ ０ ± ２ ， ０ ０ ０ Daの ２ ～ ３ 個 の 均 一 な サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る こ と が 示 さ れ た 。 こ
の 酵 素 の 二 量 体 型 お よ び 三 量 体 型 の 双 方 が 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
７ ） 補 欠 分 子 族
　 １ ０ ０ mM Ｎ ａ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ 約 １ ． ０ ） ５ ０ μ l中 の 精 製 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ （ ０
． １ mg） を 等 容 量 の メ タ ノ ー ル で 添 加 し 、 よ く 混 合 し た 。 試 料 を 遠 心 分 離 し て 、 析 出 物 を
除 去 し た 。 得 ら れ た 上 清 を 、 補 欠 分 子 族 の 分 析 に 使 用 し た 。 抽 出 物 の 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、
Ｐ Ｑ Ｑ （ 三 菱 ガ ス 化 学 、 日 本 ） の 標 準 試 料 と ほ と ん ど 同 一 で あ っ た 。 そ の 吸 収 ピ ー ク は 、
２ ５ １ お よ び ３ ４ ８ nmに 見 出 さ れ た 。 さ ら に 、 逆 相 カ ラ ム （ Ｙ Ｍ Ｃ － Ｐ ａ ｃ ｋ 　 Ｐ ｒ ｏ 　
Ｃ １ ８ 　 Ａ Ｓ － ３ １ ２ ； Ｙ Ｍ Ｃ 株 式 会 社 ） を 用 い る ３ １ ３ nmの 波 長 で の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ
り 、 メ タ ノ ー ル で の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ 抽 出 物 は 、 標 準 Ｐ Ｑ Ｑ の そ れ と 同 じ 保 持 時 間 を 示 し た
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 精 製 酵 素 の ヘ ム ｃ の 検 出 は 、 Ｕ Ｖ － Ｖ Ｉ Ｓ 記 録 分 光 光 度 計 （ 島 津 　 Ｕ Ｖ － ２ ２ ０ ０ ； 島
津 製 作 所 ） に よ っ て 得 ら れ た 、 酸 化 ・ 還 元 差 ス ペ ク ト ル に よ り 試 み ら れ た 。 酵 素 を ５ ０ mM
　 リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） 中 に ５ ０ μ g／ mlの 濃 度 で 懸 濁 し 、 そ し て 亜 ジ チ
オ ン 酸 塩 で 還 元 し た 形 態 の 酵 素 お よ び 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 酸 化 し た 形 態 の 酵 素 を 調 製 し
て 、 差 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 し か し な が ら 、 得 ら れ た ス ペ ク ト ル は 、 ４ ５ ０ と ６ ５ ０ nm
の 間 の 波 長 で 、 明 白 な ピ ー ク を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の 酵 素 は Ｐ Ｑ Ｑ を 有 す る が 、 ヘ ム ｃ を 補 欠 分 子 族 と し て 有 し な い こ
と を 強 く 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
８ ） 基 質 濃 度 の 影 響
　 １ mM～ ８ mMま で の 種 々 の 濃 度 の Ｌ － ソ ル ボ ソ ン で の 酸 化 反 応 の 速 度 を 測 定 し て 、 Ｌ － ソ
ル ボ ソ ン の Ｋ ｍ 値 を 決 定 し た 。 ミ カ エ リ ス 定 数 は 、 Ｄ Ｃ Ｉ Ｐ を 反 応 の 電 子 受 容 体 と し て 用
い た 場 合 の 反 応 速 度 に 基 づ く ラ イ ン ウ ィ ー バ ー ・ バ ー ク （ Lineweaver-Burk） プ ロ ッ ト か
ら 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ お よ び ９ ． ０ で 、 そ れ ぞ れ １ ４ ． ７ mMお よ び ２ ０ ． ０ mMで あ る と 計 算 さ れ
た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
９ ） 精 製 方 法
　 酵 素 の 精 製 は 、 公 知 の 精 製 法 の 任 意 の 組 み 合 わ せ 、 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 塩 析 お よ び 透 析 に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 酵 素 は 、 適 切 な 微 生 物 を 水 性 栄 養 培 地 中 、 好 気 性 条 件 下 で 培 養
し 、 そ の 微 生 物 の 細 胞 を 破 砕 し 、 そ し て そ の 微 生 物 の 破 砕 さ れ た 細 胞 の 無 細 胞 抽 出 物 か ら
脱 水 素 酵 素 を 単 離 精 製 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い ら れ る 微 生 物 は 、 上 記 の 脱 水 素 酵 素 を 産 生 す る こ と の で き る グ ル コ
ノ バ ク タ ー （ Gluconobacter） 属 に 属 す る 微 生 物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い 株 は グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） で あ る 。 本
発 明 に お い て 用 い ら れ る 最 も 好 ま し い 株 は 、 グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　
４ ０ ２ ５ で あ り 、 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen in Gottingen（ ド イ ツ 国 ） に
、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 基 づ い て 、 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． ４ ０ ２ ５ で １ ９ ８ ７ 年 ３ 月 １ ７ 日 に
寄 託 さ れ た 。 寄 託 者 は The Oriental Scientific Instruments Import and Export Corpor
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ation for Institute of Microbiology, Academia Sinica, 52 San-Li-He Rd., Beijing,
 Peoples Republic of Chinaで あ っ た 。 事 実 上 の 寄 託 者 は 該 機 関 で あ り 、 そ の 完 全 な ア ド
レ ス は 、 The Institute of Microbiology, Academy of Sciences of China, Haidian, Zh
ongguancun, Beijing 100080, People's Republic of Chinaで あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 こ の 株 の 継 代 培 養 物 も ま た 、 産 業 技 術 総 合 研 究 所 （ Ａ Ｉ Ｓ Ｔ ） に ブ ダ ペ ス ト 条 約
の 規 定 に 基 づ い て 、 受 託 番 号 グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２
５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） で １ ９ ９ ２ 年 ３ 月 ３ ０ 日 に 寄 託 さ れ た 。 寄 託 者 は 、 日 本
ロ シ ュ 株 式 会 社 （ 東 京 都 港 区 芝 ２ 丁 目 ６ － １ 、 日 本 ） で あ っ た 。 こ の 継 代 培 養 物 も ま た 本
発 明 に 最 も 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ こ で 、 グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ．
　 ４ ０ ２ ５ 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 同 定 性 質 を も つ グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ
ダ ン ス （ Gluconobacter oxydans） 、 そ の 継 代 培 養 株 ま た は 変 異 株 に 由 来 す る 、 上 記 の ア
ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 を 提 供 す る こ と は 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｇ ． 　 ｏ ｘ ｙ ｄ ａ ｎ ｓ 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） ま た は グ ル コ
ノ バ ク タ ー （ Gluconobacter） 属 に 属 し 、 Ｇ ． 　 ｏ ｘ ｙ ｄ ａ ｎ ｓ 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ
Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 同 定 性 質 を も つ 微 生 物 の 変 異 株 は 、 例 え ば 、 紫 外 線 も し く は
Ｘ 線 照 射 、 ま た は ナ イ ト ロ ジ ェ ン ・ マ ス タ ー ド も し く は Ｎ － メ チ ル － ｎ ′ － ニ ト ロ － Ｎ －
ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン 等 の 化 学 的 突 然 変 異 原 で 細 胞 を 処 理 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 全 て の タ イ プ の 微 生 物 、 例 え ば 、 静 止 細 胞 、 ア セ ト ン 処 理 細 胞 、 凍 結 乾 燥 細 胞 、 固 定 化
細 胞 な ど が 、 基 質 に 直 接 作 用 す る た め に 用 い ら れ る 。 微 生 物 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 法 に 関
連 す る 方 法 と し て そ れ 自 体 公 知 の す べ て の 手 段 が 、 エ ア レ ー シ ョ ン の 使 用 を 通 し て 採 用 さ
れ 、 そ し て 、 攪 拌 式 液 中 発 酵 槽 が 特 に 好 ま し い 。 反 応 を 行 う た め の 好 ま し い 細 胞 濃 度 範 囲
は 、 １ mlあ た り の 湿 潤 細 胞 重 量 で 、 約 ０ ． ０ １ ｇ ～ ０ ． ７ ｇ 、 好 ま し く は １ mlあ た り の 湿
潤 細 胞 重 量 で 、 ０ ． ０ ３ ｇ ～ ０ ． ５ ｇ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 微 生 物 「 グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス 」 は ま た 、 原 核 生 物 命 名 の 国 際 コ ー ド に よ り
定 義 さ れ る 、 同 じ 物 理 化 学 的 性 質 を 有 す る そ の よ う な 種 の 異 名 物 ま た は バ ソ ニ ム を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｇ ． 　 ｏ ｘ ｙ ｄ ａ ｎ ｓ 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 性
質 は 、 以 下 の と お り で あ る ：
ａ ） ソ ル ボ ー ス か ら ２ － Ｋ Ｇ Ａ を 産 生 、
ｂ ） エ タ ノ ー ル は 酢 酸 に 酸 化 さ れ る 、
ｃ ） Ｄ － グ ル コ ー ス は Ｄ － グ ル コ ン 酸 と ２ － ケ ト － Ｄ － グ ル コ ン 酸 に 酸 化 さ れ る 、
ｄ ） ポ リ ア ル コ ー ル の ケ ト ン 体 生 成 能 、
ｅ ） ｐ Ｈ ４ お よ び ５ の マ ン ニ ト ー ル 培 養 液 （ ２ ４ 時 間 培 養 ） 中 で 外 皮 お よ び 環 生 長 、 お よ
び ｐ Ｈ ４ ． ５ の グ ル コ ー ス 培 養 液 中 で 外 皮 生 長 、
ｆ ） グ リ セ リ ン は 実 質 的 に は ジ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン に 酸 化 さ れ な い 、
ｇ ） ソ ル ビ ト ー ル お よ び グ ル カ ル 酸 か ら ２ － ケ ト － Ｄ － グ ル カ ル 酸 を 産 生 、 た だ し 、 グ ル
コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 グ ル コ ン 酸 、 マ ン ニ ト ー ル ま た は ２ － ケ ト － Ｄ － グ ル コ ン 酸 か ら
は 非 産 生 、
ｈ ） 多 形 、 外 見 上 、 鞭 毛 な し 、
ｉ ） 褐 色 色 素 が フ ル ク ト ー ス か ら 産 生 さ れ る 、
ｊ ） バ チ ル ス 　 メ ガ テ リ ウ ム （ Bacillus megaterium） ま た は そ の 細 胞 抽 出 物 の 存 在 下 に
共 培 養 す る と 、 良 好 に 生 長 、
ｋ ） ス ト レ プ ト マ イ シ ン 感 受 性 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 微 生 物 は 、 適 切 な 栄 養 を 補 充 し た 水 性 培 地 中 、 好 気 性 条 件 下 で 培 養 し う る 。 培 養 は
、 約 ｐ Ｈ ４ ． ０ ～ 約 ９ ． ０ 、 好 ま し く は 約 ６ ． ０ ～ 約 ８ ． ０ で 行 い う る 。 培 養 期 間 は 、 用
い ら れ る ｐ Ｈ 、 温 度 お よ び 栄 養 培 地 に 応 じ て 変 化 し 、 好 ま し く は 約 １ ～ ５ 日 で あ る 。 培 養
を 行 う の に 好 ま し い 温 度 範 囲 は 、 約 １ ３ ℃ ～ 約 ３ ６ ℃ 、 よ り 好 ま し く は １ ８ ℃ ～ ３ ３ ℃ で
あ る 。 約 ５ ０ ℃ ま で の 温 度 が 、 同 様 に 、 そ の 微 生 物 の 培 養 に 好 適 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 培 養 培 地 は 、 同 化 で き る 炭 素 源 、 例 え ば 、 グ リ セ リ ン 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 、 Ｄ － ソ ル ビ
ト ー ル 、 エ リ ス リ ト ー ル 、 リ ビ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、 ア ラ ビ ト ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル 、 ズ
ル シ ト ー ル 、 Ｄ － リ ボ ー ス 、 Ｄ － フ ル ク ト ー ス 、 Ｄ － グ ル コ ー ス お よ び ス ク ロ ー ス 、 好 ま
し く は Ｄ － ソ ル ビ ト ー ル 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル お よ び グ リ セ リ ン ； お よ び 有 機 物 質 の よ う な
消 化 で き る 窒 素 源 、 例 え ば 、 ペ プ ト ン 、 酵 母 エ キ ス 、 パ ン 酵 母 、 尿 素 、 ア ミ ノ 酸 、 コ ー ン
ス テ ィ ー プ リ カ ー の よ う な 栄 養 物 を 含 有 す る こ と が 、 通 常 必 要 と さ れ る 。 種 々 の 無 機 物 、
例 え ば 、 硝 酸 塩 お よ び ア ン モ ニ ウ ム 塩 も ま た 窒 素 源 と し て 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、
培 養 培 地 は 、 通 常 、 無 機 塩 、 例 え ば 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム お よ び 炭 酸 カ ル
シ ウ ム を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 培 養 後 の 微 生 物 か ら の Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 単 離 お よ び 精 製 の 実 施 態 様 を 、 以 下 に 簡 単 に 記
載 す る 。
（ １ ） 細 胞 を 液 体 培 養 液 か ら 遠 心 分 離 ま た は 濾 過 に よ り 採 取 す る 。
（ ２ ） 採 取 し た 細 胞 を 水 、 生 理 食 塩 水 ま た は 適 切 な ｐ Ｈ の 緩 衝 溶 液 で 洗 浄 す る 。
（ ３ ） 洗 浄 し た 細 胞 を 緩 衝 溶 液 に 懸 濁 し 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー 、 ソ ニ ケ ー タ ー 、 ま た は フ レ ン
チ プ レ ス に よ り 、 あ る い は リ ゾ チ ー ム な ど で の 処 理 に よ り 破 砕 し て 、 破 砕 し た 細 胞 の 溶 液
を 得 る 。
（ ４ ） 破 砕 細 胞 の 無 細 胞 抽 出 物 か ら 、 好 ま し く は 微 生 物 の 可 溶 性 画 分 か ら 、 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ
Ｉ を 単 離 し て 精 製 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 無 細 胞 抽 出 物 は 、 遠 心 分 離 を 含 む が そ れ に 限 定 さ れ な い 任 意 の 従 来 法 に よ り 、 破 砕 細 胞
か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ は 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ／
ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 の た め の 触 媒 と し て 有 用 で あ る 。 反 応 は 、 ビ タ ミ ン Ｃ お よ び ２ －
Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 に 対 し て 約 ５ ． ５ ～ 約 ９ ． ０ の ｐ Ｈ で 、 電 子 受 容 体 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｃ Ｉ Ｐ 、 Ｐ
Ｍ Ｓ な ど ） の 存 在 下 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 な ど の よ う な 溶 媒 中 で 行 う こ と が で き
る 。 ビ タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 対 し て は 、 ｐ Ｈ が 約 ６ ． ５ ～ 約 ８ ． ０ そ し て 温 度 が 約 ２ ０ ～ 約 ４
０ ℃ に 設 定 さ れ る 場 合 、 通 常 、 最 良 の 結 果 が 達 成 さ れ る 。 ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 に 対 し て は 、
ｐ Ｈ が 約 ９ ． ０ そ し て 温 度 が 約 ２ ０ ～ 約 ３ ０ ℃ に 設 定 さ れ る 場 合 、 通 常 、 最 良 の 結 果 が 達
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 反 応 混 合 物 中 の Ｌ － ソ ル ボ ソ ン の 濃 度 は 、 他 の 反 応 条 件 に 応 じ て 変 化 し う る が 、 一 般 に
、 約 ０ ． ５ ～ 約 ５ ０ ｇ ／ ｌ 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ～ 約 ３ ０ ｇ ／ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ の 反 応 で 、 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ は ま た 、 適 切 な 担 体 に 、 固 定 状 態 で 用 い る こ と も で き る 。
当 該 分 野 で 一 般 に 公 知 の 酵 素 を 固 定 す る 任 意 の 手 段 の い ず れ を 用 い て よ い 。 例 え ば 、 酵 素
を 、 １ 以 上 の 官 能 基 を 有 す る 樹 脂 の 膜 、 ま た は 粒 状 物 な ど に 直 接 結 合 さ せ る か 、 ま た は １
以 上 の 官 能 基 を 有 す る 架 橋 性 化 合 物 、 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 介 し て 樹 脂 に 結 合 さ せ
て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 に 加 え て 、 培 養 細 胞 は ま た 、 そ れ ら の 対 応 す る ア ル ド ー ス か ら の カ ル ボ ン 酸 お よ び
／ ま た は そ の ラ ク ト ン の 製 造 、 特 に 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ２ － Ｋ Ｇ Ａ お よ び ／ ま た は ビ
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タ ミ ン Ｃ の 製 造 に 有 用 で あ る 。 そ れ ら の 対 応 す る ア ル ド ー ス か ら の 他 の カ ル ボ ン 酸 お よ び
／ ま た は そ の ラ ク ト ン の 製 造 は 、 上 記 の Ｌ － ソ ル ボ ソ ン の ２ － Ｋ Ｇ Ａ お よ び ／ ま た は ビ タ
ミ ン Ｃ へ の 変 換 と 、 基 質 濃 度 を 含 め て 、 同 じ 条 件 下 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を さ ら に 例 示 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 １
Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ の 調 製
　 す べ て の 操 作 は ８ ℃ で 行 い 、 他 に 明 記 し な い 限 り 、 緩 衝 液 は ０ ． ０ ５ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム
（ ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で あ っ た 。
（ １ ） グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
３ ８ １ ２ ） の 培 養
　 グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８
１ ２ ） を 、 ５ ． ０ ％ Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 、 ０ ． ２ ５ ％ Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 、 １ ． ７ ５ ％ コ
ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー 、 ５ ． ０ ％ パ ン 酵 母 、 ０ ． ５ ％ 尿 素 、 ０ ． ５ ％ Ｃ ａ Ｃ Ｏ ３ お よ び ２
． ０ ％ 寒 天 を 含 有 す る 寒 天 プ レ ー ト 上 で ２ ７ ℃ 、 ４ 日 間 成 育 さ せ た 。 一 白 金 耳 の 細 胞 を 、
２ ％ Ｌ － ソ ル ボ ー ス 、 ０ ． ２ ％ 酵 母 エ キ ス 、 ０ ． ０ ５ ％ グ リ セ リ ン 、 ０ ． ２ ５ ％ Ｍ ｇ Ｓ Ｏ

４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 、 １ ． ７ ５ ％ コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー 、 ０ ． ５ ％ 尿 素 お よ び １ ． ５ ％ Ｃ ａ Ｃ
Ｏ ３ を 含 有 す る 、 ５ ０ ０ mlの 三 角 フ ラ ス コ 中 の ５ ０ mlの 種 母 培 養 培 地 に 接 種 し 、 ３ ０ ℃ で
１ ８ ０ rpmで １ 日 、 回 転 振 盪 器 で 培 養 し た 。 こ の よ う に し て 調 製 し た 種 母 培 養 物 を ２ Ｌ の
培 地 に 接 種 す る た め に 用 い た が 、 こ の 培 地 は ３ Ｌ の ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー 中 で 、 ８ ． ０ ％
Ｌ － ソ ル ボ ー ス 、 ０ ． ０ ５ ％ グ リ セ リ ン 、 ０ ． ２ ５ ％ Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 、 ３ ． ０ ％ コ
ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー 、 ０ ． ４ ％ 酵 母 エ キ ス お よ び ０ ． １ ５ ％ 消 泡 剤 を 含 ん で い た 。 発 酵
パ ラ メ ー タ ー は 、 撹 拌 速 度 ８ ０ ０ rpmお よ び ３ ０ ℃ の 温 度 で 通 気 量 ０ ． ５ vvm（ 空 気 の 容 量
／ 培 地 の 容 量 ／ 分 ） で あ っ た 。 ｐ Ｈ は 、 発 酵 の 間 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で ７ ． ０ に 維 持 し た
。 ３ セ ッ ト の フ ァ ー メ ン タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 培 養 ４ ８ 時 間 後 、 グ ル コ ノ バ ク タ ー 　
オ キ シ ダ ン ス 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２ ５ 　 株 （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 細 胞 を 含
む 培 養 液 ６ Ｌ を 、 連 続 遠 心 分 離 に よ り 採 取 し た 。 細 胞 を 含 む ペ レ ッ ト を 回 収 し 、 適 当 量 の
食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 懸 濁 液 を ２ ， ５ ０ ０ rpm（ １ ， ０ ０ ０ × ｇ ） で 遠 心 分 離 し た 後 、 わ ず
か に 赤 味 が か っ た 細 胞 を 含 む 上 清 を 回 収 し て 、 培 地 の 成 分 で あ っ た コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ
ー お よ び 酵 母 エ キ ス 由 来 の 不 溶 物 質 を 除 去 し た 。 次 い で 、 上 清 を ８ ， ０ ０ ０ rpm（ １ ０ ，
０ ０ ０ × ｇ ） で 遠 心 分 離 し て 細 胞 ペ レ ッ ト を 得 た 。 そ の 結 果 、 湿 潤 重 量 ３ ８ ． ４ ｇ の グ ル
コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の
細 胞 を ６ Ｌ の 培 養 液 か ら 得 た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ ２ ） 細 胞 質 ゾ ル 画 分 の 調 製
　 細 胞 ペ ー ス ト の 一 部 （ １ ９ ． ２ ｇ ） を １ ０ ０ mlの 緩 衝 液 で 懸 濁 し 、 フ レ ン チ 加 圧 細 胞 プ
レ ス を 通 し た 。 損 傷 し て い な い 菌 体 を 除 去 す る た め に 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 無 細 胞 抽 出
物 と し 、 こ の 無 細 胞 抽 出 物 を １ ０ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で ６ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 得 ら れ た 上 清
（ １ １ ２ ml） を グ ル コ ノ バ ク タ ー 　 オ キ シ ダ ン ス 　 Ｄ Ｓ Ｍ 　 Ｎ ｏ ． 　 ４ ０ ２ ５ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ
　 Ｂ Ｐ － ３ ８ １ ２ ） の 可 溶 性 画 分 と し た 。 こ の 画 分 を 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 後 、 Ｌ － ソ
ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ 製 造 に 対 す る 比 活 性 が ０ ． １ ７ ２ 単 位 ／ mgタ ン パ ク 質 で あ る 透
析 画 分 １ １ ２ mlを 次 の 精 製 工 程 に 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ ３ ） ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ） － セ ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 透 析 物 （ １ １ ２ ml） を 、 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ ル ロ ー ス の カ ラ ム （ WhatmanD
E-52,3× 50cm;Whatman BioSystems Ltd., Springfield MIII, James Whatman Way, Maids
tone, Kent, U.K.） に の せ 、 緩 衝 液 で 洗 浄 し て 副 次 的 な タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 次 い で
、 緩 衝 液 中 ０ ． ２ ８ ～ ０ ． ５ ８ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ に よ る 直 線 勾 配 溶 出 を 行 っ た 。 主 た る 酵 素 活
性 は 、 ０ ． ３ ６ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ で 溶 出 し た 。 活 性 画 分 （ ９ ７ ． ５ ml） を 集 め た 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
（ ４ ） Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 前 の 工 程 か ら の 透 析 活 性 画 分 の 一 部 （ ９ ７ ml） を 、 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ
ァ ロ ー ス Ｃ Ｌ － ６ Ｂ の カ ラ ム （ Pharmacia、 ３ ． ０ × ２ ５ cm） に の せ た 。 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ
Ｃ ｌ を 含 む 緩 衝 液 で カ ラ ム を 洗 浄 し た 後 、 ０ ． ３ ～ ０ ． ４ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 を 緩
衝 液 に 加 え た 。 活 性 画 分 は 、 ０ ． ４ ４ ～ ０ ． ４ ７ Ｍ の 範 囲 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 で 溶 出 し た 。 活
性 画 分 （ ４ ０ ml） を 集 め 、 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
（ ５ ） Ｑ － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 第 一 段 階 ）
　 透 析 し た 活 性 画 分 （ ４ ０ ml） を 、 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｑ － セ フ ァ ロ ー ス （ Pharmacia，
１ ． ５ × ２ ５ cm） の カ ラ ム に の せ た 。 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む 緩 衝 液 で カ ラ ム を 洗 浄 し
た 後 、 ０ ． ３ ～ ０ ． ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 を 緩 衝 液 に 加 え た 。 活 性 画 分 は 、 ０ ． ４ ４
～ ０ ． ４ ６ Ｍ の 範 囲 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ６ ） Ｑ － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 第 二 段 階 ）
　 前 工 程 か ら の プ ー ル し た 活 性 画 分 （ １ ７ ml） を 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。 透 析 試 料 （ １
７ ml） を 、 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Ｑ － セ フ ァ ロ ー ス の カ ラ ム （ Pharmacia、 １ ． ５ × ２ ５ cm
） に の せ た 。 こ の カ ラ ム を ０ ． ３ ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 ０ ． ３ ３ ～
０ ． ４ ８ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 を 緩 衝 液 に 加 え た 。 活 性 画 分 は 、 ０ ． ４ ５ ～ ０ ． ４ ８ Ｍ
の 範 囲 の Ｎ ａ Ｃ ｌ 濃 度 で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
（ ７ ） 疎 水 性 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 前 工 程 か ら の 活 性 画 分 を 、 限 外 濾 過 装 置 （ Centriprep-10） で 濾 過 し て 、 脱 塩 お よ び 濃
縮 し た 。 脱 塩 お よ び 濃 縮 試 料 （ ７ ８ ０ μ l） の 一 部 （ ７ ５ ０ μ l） を 、 ３ Ｍ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム （ 最 終 濃 度 ： １ ． ５ Ｍ ） を 含 む 等 量 （ ７ ５ ０ μ l） の 緩 衝 液 に 加 え た 。 試 料 を 遠 心 分 離
（ １ ５ ， ０ ０ ０ × ｇ ） し た 後 、 上 清 を 、 １ ． ５ Ｍ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 緩 衝 液 で 平 衡 化
し た 疎 水 性 カ ラ ム Ｒ Ｅ Ｓ Ｏ Ｕ Ｒ Ｃ Ｅ 　 Ｉ Ｓ Ｏ （ Pharmacia、 ベ ッ ド 容 量 ： １ ． ０ ml） に の
せ た 。 カ ラ ム を 、 １ ． ５ Ｍ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 タ ン パ ク 質 を 、
１ ． ５ ～ ０ ． ７ ５ Ｍ の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム の 直 線 勾 配 を 含 む 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　
Ｉ Ｉ に 相 当 す る 活 性 は 、 １ ． ０ ４ ～ １ ． ０ ０ Ｍ の 範 囲 の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 濃 度 で 溶 出 し た
。 活 性 画 分 を 、 透 析 カ ッ プ （ 透 析 カ ッ プ Ｍ Ｗ Ｃ Ｏ 　 ８ ０ ０ ０ 、 第 一 純 薬 、 東 京 都 中 央 区 日
本 橋 ３ － １ ３ － ５ 、 日 本 ） を 用 い て 、 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。 そ の 後 、 画 分 を 集 め 、 －
２ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 酵 素 の 精 製 工 程 の 要 約 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
酵 素 の １ 単 位 ＊ は 、 １ ａ ） に 記 載 さ れ た 反 応 混 合 物 中 に １ 時 間 あ た り ビ タ ミ ン Ｃ １ mgを 産
生 す る 酵 素 の 量 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ ８ ） 単 離 し た 酵 素 の 純 度
　 ビ タ ミ ン Ｃ に 対 す る 比 活 性 ４ ８ ． ９ 単 位 ／ mgタ ン パ ク 質 お よ び ２ － Ｋ Ｇ Ａ に 対 す る 比 活
性 １ ２ ． ３ 単 位 ／ mgタ ン パ ク 質 の 精 製 酵 素 （ ０ ． ０ ３ ９ mg／ ml） を 以 下 の 分 析 に 用 い た ：
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 未 変 性 酵 素 の 分 子 量 を 、 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ０ ． １ Ｍ の リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （
ｐ Ｈ ７ ． ０ ） で 平 衡 化 し た サ イ ズ 排 除 ゲ ル カ ラ ム （ Ｔ Ｓ Ｋ ゲ ル Ｇ ３ ０ ０ ０ 　 Ｓ Ｗ Ｘ Ｌ カ ラ
ム 、 ７ ． ８ × ３ ０ ０ mm） を 用 い る 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 ２ ８ ０ nmで 流 速 １
． ５ ml／ 分 で 測 定 し た 。 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン （ １ ． ３ ５ kDa） 、 ミ オ グ ロ ビ ン （ １ ７ kDa） 、
オ ボ ア ル ブ ミ ン （ ４ ４ kDa） 、 γ － グ ロ ブ リ ン （ １ ５ ８ kDa） お よ び チ ロ グ ロ ブ リ ン （ ６ ７
０ kDa） を 分 子 量 標 準 と し て 用 い た 。 精 製 酵 素 は 、 そ れ ぞ れ 分 子 量 １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ０
， ０ ０ ０ Daと １ ５ ０ ， ０ ０ ０ ± １ ５ ， ０ ０ ０ Daを 有 す る ２ つ の ピ ー ク を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） よ り 、
こ の 酵 素 は 分 子 量 ５ ５ ， ０ ０ ０ ± ２ ， ０ ０ ０ Daの サ ブ ユ ニ ッ ト を 示 し た 。 し た が っ て 、 精
製 酵 素 は ２ ま た は ３ 個 の 相 同 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る と 推 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ ９ ） 反 応 生 成 物 の 同 定
　 精 製 酵 素 （ ０ ． ３ ９ μ g） 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン （ ５ ０ mM） 、 Ｐ Ｍ Ｓ （ １ mM） 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２

（ １ mM） お よ び Ｐ Ｑ Ｑ （ １ μ M） を 含 む 反 応 混 合 液 を 緩 衝 液 １ ０ ０ μ ｌ 中 で 、 １ 時 間 、 ３
０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応 生 成 物 を 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ シ リ カ ゲ ル ６ ０
Ｆ 2 5 4 ， Ｍ Ｅ Ｒ Ｃ Ｋ ， ６ ４ ２ ７ １ 　 Ｄ ａ ｒ ｍ ｓ ｔ ａ ｄ ｔ ， ド イ ツ ） お よ び Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析
し た 。 ２ 種 類 の 生 成 物 、 ビ タ ミ ン Ｃ と ２ － Ｋ Ｇ Ａ が 酵 素 反 応 か ら 得 ら れ た 。 ビ タ ミ ン Ｃ に
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つ い て は 、 試 料 を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ ム で 、 ア ミ ノ － カ ラ ム （ Ｙ Ｍ Ｃ パ ッ ク 　 ポ リ ア ミ ン －
Ｉ Ｉ 、 Ｙ Ｍ Ｃ 社 ） に よ り ア ッ セ イ し た 。 ２ － Ｋ Ｇ Ａ に つ い て は 、 試 料 を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ シ ス テ
ム で 、 Ｃ － １ ８ カ ラ ム （ Ｙ Ｍ Ｃ パ ッ ク 　 Ｐ ｒ ｏ 　 Ｃ １ ８ 、 Ｙ Ｍ Ｃ 社 ） に よ り ア ッ セ イ し た
。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ２
Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ に よ る Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 に 対 す る
ｐ Ｈ の 影 響
　 酵 素 反 応 に 対 す る ｐ Ｈ の 影 響 を 試 験 し た 。 緩 衝 液 （ １ ０ ０ mM） １ ０ ０ μ ｌ 中 の 精 製 酵 素
（ ２ ７ ３ ng） 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン （ ５ ０ mM） 、 Ｐ Ｍ Ｓ （ １ mM） 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 （ １ mM） お よ び
Ｐ Ｑ Ｑ （ １ μ M） を 含 む 反 応 混 合 液 を 、 １ 時 間 、 ３ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応
生 成 物 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析 し た 。 結 果 を 表 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 ３
Ｓ Ｎ Ｄ Ｈ 　 Ｉ Ｉ に よ る Ｌ － ソ ル ボ ソ ン か ら の ビ タ ミ ン Ｃ ま た は ２ － Ｋ Ｇ Ａ の 製 造 に 対 す る
温 度 の 影 響
　 酵 素 活 性 に 対 す る 温 度 の 影 響 を 試 験 し た 。 ２ ５ mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ０ ）
１ ０ ０ μ ｌ 中 の 精 製 酵 素 （ ３ ９ ０ ng） 、 Ｌ － ソ ル ボ ソ ン （ ５ ０ mM） 、 Ｐ Ｍ Ｓ （ １ mM） 、 Ｃ
ａ Ｃ ｌ 2 （ １ mM） お よ び Ｐ Ｑ Ｑ （ １ μ M） を 含 む 反 応 混 合 液 を 、 １ 時 間 、 種 々 の 温 度 （ ２ ０
～ ６ ０ ℃ ） で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応 生 成 物 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 析 し た 。 結 果 を 表 ５ に
示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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