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活性汚 泥か ら単 離 されたポ リ(3一 ヒ ドロキシ酪酸)(PHB)分 解菌A1はPHB分 解 にお ける基質特異性 など

A.faecalisTlと 良 く似た性質 を持つ。 そ こでA.faecalisTlの 細胞外PHB分 解酵素 の構 造遺伝子 とホモ ロジーを持

つ2.8KbのDNAを クローニ ング し、大腸菌 で発現 させ た ところ組換菌は強い3一 ヒ ドロキシ酪酸(3HB)

ダイマーエ ステ ラーゼ活性 を示 した。 また この発現 した蛋 白質はA1よ り精製 した細胞外 ダイマーエステラ

ーゼ と電気泳動 で類似 した分子量 を示 し、 クロー ニ ング した遺伝 子はダ イマーエ ステラーゼの構造遺伝子 であ

るこ とが予想 された。本研 究では遺伝 子 配列 の決定 な どこの遺伝 子の解析 につい て検 討 した。

[方法】

1)遺 伝 子のク ローニ ング

染色体DNAの 精製、制 限酵素処理 、ア ガロー ス電気泳動 、 メンブレンへ の トラ ンス ファー、32Pを 用いたサ

ザ ンハ イブリダイゼーシ ョンを行い 目的のDNAの 組 み換 え体 を単離 した。 また 目的の酵素のDNAで あ るこ

との確 認 は3HBダ イマーエステラーゼ活性測定 によ り行 った。

2)DNA配 列決定 、.

ジデオキシ法 に基づ いてM13を 用 い フ ァルマ シアの 自動DNA配 列決定装置 で行 った。

3)PHB分 解菌A1か らの ダイマーエ ステ ラー ゼの精製

A1は0.15%のPHBを 含 むStinsonMerrickの 培地 にて30℃ で2日 間振 とう培養 し、上清 を遠心 分離 した

後培溶 液 に(NH4)2SO4(0.3M)を 加 え・0・3Mの(NH4)2SO4を 含む10mMの 燐酸バ ツフ アー(PH7・5)に て平衡化 したブ

チル トヨパール カラム(2.5x6cm)に チ ャー ジさせ 、硫安 を含 まない同バ ッファーにて溶出 させ た。溶出後同バ ッ

ファー にて透析 濃縮 した試料 を精製酵 素 とした。

【結果】

1)A1遺 伝子 め クローニ ング

A1染 色体DNAを 制限酵素BamHI,EcoRI,Hindlllで 消化 し,アガロースゲルで電気泳動 を行 い、泳動 したDNA

をナイロ ンメ ンブ レンに移 した。A1のN末 ア ミノ酸配列 はA.faecalisTlの 細胞外PHB分 解酵素の構造 遺伝子(2

Kb)の それ と良 く似ていたので、 この遺伝 子 を32Pで ラベル した もの をプロー ブ として用 いてサザ ンハイブ リ

ダイゼー シ ョンを行い、放射活性の強 いHindlll消 化 の8-13Kbの バ ン ドを抽 出 した。このDNAをCharomid

9.36に ライゲー シ ョンし、大腸菌DH5に トランス フォメー シ ョンして コロニー をナイ ロンメンブ レンに移 し同

じプロー ブを使 ってコロニーハイブ リダイゼ ーシ ョンを行 った。11個 の放射活 性の強い コロニ ーを拾い この

粗抽出液 につい て、 イマーエステラーゼ活性 を測 定 した ところ、1個 の コロニー は非常 に強い活性 を示 した。

この コロニーにつ いて外 来遺伝 子約10KbをEcoRIで 消化 し、約1Kb、2.5Kb、6.2Kbの 断片 に してPUC

19に ライゲーシ ョンして大腸菌JM109に トラ ンス フオメーシ ョンをて再び3一 ヒ ドロキシ酪酸 ダイマー

エス テラーゼ活性 を測定 した。約6Kbの 断片 を組 み込 んだ大腸菌 に強 い活性が見 られ、この外来遺伝子約6Kb

につ いての制限酵 素地図は図1の 様 に示 された。 この制 限酵素地図に もとずい て上記 の ような操作 を繰 り返 し

た ところSmal,Kpnl断 片(2.8Kb)に 活性 が見 られたため、この断片 についてDNAシ ー クエ ンス を行 った・

シークエ ンスの結 果 クローニ ング したDNAの コー ドしてい る蛋 白質の分子量 は約72900で あ りA.

faecalisT1の構造 遺伝子 とのホモロジーは47%で あ った。2)A1菌 体外 ダイマーエステ ラーゼの精製は図2

の ように なった。第1の ピー クがダイマーエス テ ラーゼであ り第2の ピー クがPHBデ ポ リメラーゼである。

3)ク ローニ ング した6KbのDNAを 組み込 んだPUC19を14C一 メチオニ ンを使 ってinvitroで 発現 さ

せた蛋 白 とA!よ り精製 した蛋 白とをSDSポ リアク リルア ミド電気泳動 を した ところ図3の ように両蛋 白質

の分子量 はほぼ一致 した。
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