
࠙⫼ᬒ࣭┠ⓗ  ࠚ
ࠋࡿ࠸࡚ࡋᏑᅾࡀ࡞ࣜࢸࢡࣂࠊẆ㢮⏥ࠊ⏥ࡢࡃከ࠺⾜ࢆⓎග≀⏕࡚ࡋࡵጞࢆࣝࢱ࣍ࡣ⏺↛⮬

Ⓨ࡚ࡗࡼࡇࡿࡍゐ፹ࢆ㓟ᛂࡢ࢙ࣥࣜࣇࢩࣝࡢᇶ㉁ࡀࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩࣝࡿ࠶㓝⣲࡛ࡶࢀࡎ࠸ࡣࡽࢀࡇ

ගྠࢀࡇࠋࡿ࠸࡚ࡗ⾜ࢆᵝࡢᇶ㉁ࢆ⏝ࢩ࢝ࠊ࡚ࡋࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩࣝࡿࡍ㢮ࡢGaussia princepsࡀᣢ

kDa 19.9ࡀศᏊ㔞ࡿࡍẚ㍑ࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩࣝࡢࡣࢀࡇࠊࡀࡿࢀࡽࡆᣲࡀ (GLuc) ࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩࣝࡘ

ᑠࠊࡃࡉⓎගᙉᗘᩘࡣⓒಸࠊᛂࡣATP㠀౫Ꮡⓗ࡛࠺࠸ࡿ࠶≉ᚩࡢ࡚ࡋࢡࣃࣥࢱ࣮ࢱ࣮࣏ࣞࡽά⏝

ࡿࡼࣥࢸࢫࢩࡢ10ಶࠊࡣᵓ㐀ࡢGLucࠊࡋࡋࠋࡿ࠸࡚ࢀࡉᮇᚅࡀ ࡿࡍ᭷ࢆྜ⤖ࢻࣇࣝࢫࢪࡢࡘ5

GLucࠊࡅྥᵓ㐀Ỵᐃࡣ࡛✲◊ᮏ࡛ࡇࡑࠋࡿ࠶࡛ࡲࡲࡢ᫂ࡔᮍࡣ࡚࠸ࡘヲ⣽ࡢ௨ୖࡇ࠺࠸ ኚࡢ

␗యࢆస〇ࠊࡋ⤖ᬗࡸNMRゎᯒࡾࡼ㐺ࢡࣃࣥࢱࡓࡋ㉁ᨵⰋྠࡿࡍ᭱ࡢࢀࡒࢀࡑࠊ㐺᮲௳

 ࠋࡓࡋⓗ┠ࢆࡇࡿࡍ᥈⣴ࢆ

࠙◊✲᪉ἲ  ࠚ
 ඛ⾜◊✲࡚Ⓨ⌧㔞ࡀከࠊࡃ⳦య◚○ࡢ㝿ୖΎ⏬ศࢡࣃࣥࢱ㉁ࡀከࡳ⤌ࡓࢀࡉࡿࢀ⌧ࡃ࠼GLuc

㸦pAED-GLuc C9Dࢢࢱࡁ㸧ᑐࣀ࣑ࠊࡋ㓟ṧᇶࢆᤄධࡿࡍ(Fig.1)࡚ࡗࡼࢀࡇࠋᚓࢻ࣑ࢫࣛࣉࡓࢀࡽ

࡛BL21 (DE3) ࢆᙧ㉁㌿ࡋᇵ㣴ᚋࠊ᭦ IPTG࡛ࢡࣃࣥࢱ㉁Ⓨ⌧ࢆㄏᑟ25ࡋΥ࡛4㛫ᇵ㣴ࠋࡿࡍᚓࡽ

ࠋࡿࡍࢆ⢭〇࡚࠸ࡕࡶࢆ࣒ࣛ࢝㏫┦HPLCࠊ࣒࣮ࣛ࢝ࢸࢽࣇHisࢆ㉁ࢡࣃࣥࢱࠊᚋ○◚ࢆయ⳦ࡓࢀ

ࡿ࠶࡛ࢮ࣮ࢸࣟࣉࢆ㉁ࢡࣃࣥࢱ⢭〇ࠊᚋࡢࡑ Factor Xa࡚ฎ⌮࡚ࡋGLucࡢ୧➃ᒓࡿࡍHisࠊࢢࢱ

C9Dࢆࢢࢱษ᩿ࡋᵓ㐀ゎᯒ࡞⬟ྍࡀ≧ែࡓࡲࠋࡿࡍNMRゎᯒ⏝ࡢࡑኚ␗య᭱ࠊ࠸⏝ࢆᑠᇵᆅ࡛ࣛ࣋

 ࠋ࠺⾜ࢆタᐃࡢ௳ᐃ᮲ స〇ࡢGLucࡓࡋࢢࣥࣜ

  Fig.1㸸ኚ␗ࢆᤄධࡓࡋ㒊 

࠙⤖ᯝࡧࡼ࠾⪃ᐹ  ࠚ
 HisࢢࢱGLucࡢ㛫ࡢࣥࢽ࢜ࢳ࣓ࠊࣥࢪࢳࢫࣄṧᇶࢆᤄධ࡛ࡲࢀࡇࠊࢁࡇࡓࡋษ᩿ྍ⬟࡛࠶

ྍࡀࡇࡿࡳヨࢆᵓ㐀ゎᯒࡢ࡛ࡳࡢGLuc㒊ࠊࡾ࡞⬟ྍ⌮ฎࡶࢢࢱHisࠊࡃ࡞ࡣ࡛ࡅࡔࢢࢱC9Dࡓࡗ

ࠊࢆṧᇶࡿࡍᤄධ࡛ࡇࡑࠋࡓࡗࡲࡋ࡚ࡋῶᑡ⣙40%ࡢ࡛ࡲࢀࡇࡣ㔞ࡢ㉁ࢡࣃࣥࢱࠊࡋࡋࠋࡓࡗ࡞⬟

ṧᇶᤄࡣ㔞ࡢ㉁ࢡࣃࣥࢱࠊୖ࡞⬟ྍ⌮ฎࡀࢢࢱ୧ࠊࢁࡇࡓࡋኚ᭦ṧᇶࡢࣥࢩࣜࢢࠊࣥࢽ࢜ࣞࢺ

ධ๓ẚ㍑ࢇ࡚ࡋῶᑡࡣぢࡓࡗ࡞ࢀࡽ (Fig.2)ࠊࡓࡲࠋNMRゎᯒ࡛ࡾࡼࡣ㧗⃰ᗘࢆࣝࣉࣥࢧࡢ⏝
ࡋ⏝ࢆኚ␗యࡢࡇࡣᚋࠋࡓࡗࢃࡀࡇࡿ࠶ࡀᚲせࡿࡍタᐃࡃపࡾࡼࢆpH࡚ࡋษ᩿ࢆࢢࢱࡢࡑࠊ࠸
࡚⢭ᗘࡢ㧗࠸NMRゎᯒࡸ⤖ᬗᵓ㐀ゎᯒࠊ࡞᭦ࡿ࡞GLucࡢᵓ㐀ゎᯒࢆ㐍ࡃ࠸࡚ࡵணᐃ࡛ࠋࡿ࠶

 
Fig.2㸸ᤄධ๓ᚋࡢHPLCࢺ࣮ࣕࢳ      Fig.3㸸 ᐃࡓࡋ㸯ḟඖNMRࢺࢡ࣌ࢫ  ࣝ

ṇࡢࢮ࣮࢙ࣛࣇࢩࣝࢩ࢘࢞ࡓࡋࢢࣥࢹ࣮࢛ࣝࣇࡃࡋⓎ⌧࣭⢭〇ཬࡧNMRゎᯒ⏝ࡢࣝࣉࣥࢧస〇 
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