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AbstractThegenesoftwopoly(3-hydroxybutyrate)inclusionbodybindingproteins(GAPl

andGAP2)wereclonedfromRaltsonlametalliduransCH34,andtheirgeneproductswere

purified.ThemolecularmassesofGAPIandGAP2were24kDaand18kDa,respectively.

GAPlcomprisedthemajorpartofproteinsinthePHBinclusionbodyofR.metallidurans

anditsaminoacidsequencewasquitesimilartothatofPhasinofR,eutrophaH16.These

resultsindicatethatGAPIprobablyplaytheroleofthemajorprotectiveproteinofthe

inclusionbody.ThecontentofGAP2inthePHBinclusionbodyofR.metalliduranswasvery

small.AlthoughGAP2acceleratedthedegradationofthePHBinclusionbodyinasimilar

mannertoApdfromRhodospirillumrubrum,thephysiologicalroleofGAP2wasnotclear.
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序 論

生分 解性 ポ リエス テル で あるポ リー3一ヒ ドロキシ酪

酸(PHB)の 細胞 内での合成 と分解 の機 作 を解明す

る基礎的知見 を得 るために、PHB封 入 体に結合す る

蛋 白質 の性質 とそ の役割 に付いて検討 した。

細 胞 内に蓄積 され るPHBは 封入 体 と して存在

し、その周 りを数種類 の蛋 白質 が覆 ってい る。PhaP

は最 もよ く研究 されてい る蛋 白質でR.eutrophaで

はPHB封 入体蛋 白質 の90%以 上 を占め、その発現

量 が封入体 の大 き さと数 に影 響 を及ぼ してい る。R.

rubrumで はApdAと 呼 ばれ るPHB分 解の活1生を

促進す る因子が知 られ ていたが1),2)、最近 にな って

PHB封 入 体上 に存在 してお りPhaPと 同様の役割

を果 た して いるのではないか と報 告 されてい る3)。

RalstoniametalliduransはPHB蓄 積菌のモデル

生物 であるR.eutrophaの 近縁種で あ り、現在 ゲノ

ムプロジェク トに よ り全塩 基配列 の決 定が行われ て

いる。BLAST検 索 の結果 、 これ までに解析 され て

い るR.metalliduransの 塩 基 配 列 中 に はR,

eutrophaで 見つか ってい るPHB代 謝 系の蛋 白質が

見つか り、更 にR.rubrumのApdAの ア ミノ酸配列

と類似性 を示す蛋 白質 も見つ かった。ApdAの 細胞

内での働 きは未だ不明 な点 が多 く、活 性促進 作用が

報告 され てい る事 か らPHB分 解 の調 節 に関 わ っ

てい るので はないか と考 え られ る。本研 究で は 丑.

eutrophaのPhaP、R.rubrumのApdAとi類 似 の ア

ミノ酸配列 を持つ ものをそれ ぞれGAP1、GAP2と

し、遺伝 子の クローニ ングを行 った後 に大腸 菌で発

現 させた蛋 白質 を精製 してその性 質を検討 した。 ま

た、 これ らの遺伝子 の大量発現株 を作成 してPHB

の蓄積 量 と形 態 に及ぼす影 響 を調べた。

材 料 と 方 法

RalstoniametalliduransCH34はAmericanType

CultureCollection(ATCC)よ り購i入 し た 。GAP1と

GAP2の 遺 伝 子 は ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トの 塩 基 配 列 を

基 に ク ロ ー ニ ン グ した 。 ク ロー ニ ン グ した 両 遺 伝 子
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が発現する蛋白質のカルポキシル末端にヒスチジン

標識を付けて大腸菌で発現 させ、発現蛋白質をニッ

ケルカラムで精製 した。

結 果 と討 論

GAP1、GAP2と もR.metalliduransの 細胞内 で発

現 してお り、 その量 はGAP1が 全封入体 蛋 白質 の

70%以 上 を占めてい るのに対 してGAP2は ご くわず

かであった。GAP1とGAP2の 分子質量 はそれ ぞれ

24kDaと18kDaで あった。GAP2はApdAと 同様

に活性促進 作用 を示 したがGAP1は 阻害作用 を示 し

た。活性促進 作用が どのよ うに して起 こるかを調 べ

る為 に抽 出 したPHB封 入体(nativePHB)を 含 む

反応液 にGAP2を 加 えた時に、元々PHB上 に存在

す るGAP1及 び添加 したPHB分 解酵 素が どの よ う

な挙動 を示すか を調べ た。GPA2を 加 える とGAP1

はPHB封 入体上 か ら外れ る事 が分かった。 また、

PHB分 解 酵素 はGAP2を 加 えない場合 にはPHB封

入体上 に結合 してい るがGAP2を 添加 した後では結

合 を阻害 され る とい う事がわかった。表面上 をPHB

結合蛋 白質 で覆 われ ていない人工PHB穎 粒 を基質

とした場合 にはGAP2に よる活性 促進 作用 は見 られ

なかった。以上 の結果 か らGAP2に よる活性促進作

用 はPHB分 解酵 素 に作用 して起 こるので はな く、

GAP2に よってnativePHBの 構造変化 が引き起 こ

され て分解 されや す くな るので はないか と考 え られ

る。

GAP1お よびGAP2の 大量発現株 は野生株 と比較

す る とPHBを 蓄積 してい る状態で は細胞内 のPHB

含有率 に大 きな変化 はなか った。蓄積 したPHBを

分解す る条件 で培養 す る とGAP1大 量発現株 では野

生株 と違 いが見 られなか ったが、GAP2大 量発現株

では野 生株 よ りも分解 速度が遅 く、最終的 に細胞 内

に残 ったPHBの 含 有率 も高かった。

nativePHBを 基質 とした試験管 内で の活性促進

作用 とは反対 の阻害的な効果が細胞 内で は見 られ た。

GAP1、2大 量発現株 にお けるPHB蓄 積 時のPHB

の形態 はPhaPを 大量発現 させ た とき と同様 に多

数 の小 さな穎粒状 になっていた。以 上の結果 か らR.

metalliduransに お いてGAP1はPhaPに 相 当す る

ものであ ると考 えられ る。GAP2はPhaPと 同様の

機能 も持 ってい ると考 え られ るが、発現量の少な さ

か ら考 えるとPhaPと して働いてい るので はない と

考 えられ る。また、GAP2に よる活性促進作用が細

胞内で起 こってい る可能性 は少 な くGAP2が 常 に発

現 してお り、大量発現株 ではPHB分 解時 に阻害的

に働 く事 を考 え る とGAP2の 細 胞 内 で の役 割 は

PHB分 解時 に誘導 され るPHB分 解酵 素の発現 量の

調節 を行 ってい るので はないか と予測 され る。
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