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環境 中で分解 される プラスチ ックと して生 分解性ポ リエステルが知 られ て いる。生分解

性ポ リエステル には種 々の細 菌が細胞 内に炭 素/エ ネル ギー源 と して貯蔵 するポ リー3一ヒ

ドロキ シ酪酸(PHB)や ポ リー3一ヒ ドロキ シオ クタ ン酸(PHO)、 また石油 を原 料 とする

脂肪族 ポ リエス テル のポ リカプ ロラク トン(PCL)や ビオ ノー レな どが あ り、 これ らのポ

リエステル は環 境中 に存在 する細 菌 によ り分解 され る。PHBやPHOの 分解 酵素(デ ポ リ

メラーゼ)は 細 胞内、外か ら見つか ってお り、PCLな どの直鎖脂肪 族ポ リエステル は リ

パーゼ によって分解 され る ことが分か って いる。

われわれ はPHBデ ポ リメラーゼ、 リパ0ゼ の両方 によ って分解 され る生分 解性ポ リエ

ステルで あるポ リプ ロ ピオ ラク トン(PPL)に つ いて分解 酵素の精製 とそ の遺伝子 の クロ

0ニ ング を行 った。

最初 にPPL分 解 菌の単離 を行 った。 まずPPLを 唯一 の炭 素源 とした最少塩 類液体培地

を作 り、 これ に池や川 、土の懸濁液の上清 を加え約1週 間培養後 、同 じ組成の寒天培地 に

培養液を希釈 して まきク リアゾー ンを 形成する 菌を単 離 した。約15種 類単離 した 中で培

養上清 にPPL分 解活性 が最 も強 く見 られ る菌 の1つ で あるKSP1に つ いてPPLデ ポ リメ

ラーゼの精製 を行 った。

PPLデ ボ リメラ ーゼ は培養液 の遠心 上清 を透 析後 、CM-Toyopearl、mono-Q、

mono-Sの カ ラムを使 って精 製 した 。 この精製 酵素 はSDS一 ポ リアク リル アミ ドゲ ル電

気泳 動(PAGE)上 で単一 のバ ン ドを形成 し分子量 が約50,000で ある ことが分 か った。

また最適pHは8.5で あ りN末 端 の ア ミノ酸配 列 はA-V-N-L-P-A。L-K-1-D-K-T-Q-

T-T-V-S-G-L-S-Gで あ った 。

次 にこの酵素の遺伝子 の クローニ ングを行 った。KSP1か ら染 色体DNAを 精 製 し制限

酵素Sau3Aiを 用 いて部分 消化 した。 この約2～6KbpのDNA断 片 をク ローニ ングベ

ク ターpUC19の マルチ ク ローニ ングサ イ ト上 にあるBamHlサ イ トに挿 入 した。 この プ

ラス ミ ドを用 いて形質 転換 した大腸 菌JM109をPPLを 含ん だ寒天培地 上 にまき30℃

で2～7日 間イ ンキ ュベー トした。 この方法で ク リアゾー ンを形成 する コロニ ーが見つ

か り・そ の大腸 藤の プラス ミ ドに約4KbpのDNA断 片が挿入 され て いる ことが分か っ
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た。 さらにサブクローニ ングを行 い約2KbpのDNA断 片中にPPLデ ポ リメラーゼの構

造遺伝子が含まれていることが分か り、その部分の塩基配列決定を行 った。その結果、

KSP1の 培養上清から精製された酵素のN末 端のアミノ酸配列と同じ配列に相当する塩

基配列が見つかった。 この配列を含んだオープンリーディングフ レーム(ORF)に よる蛋

白質の分子量は48,575で あった。

形質転換 した大腸菌JM109か ら得 られた精製酵素の分子量は約50,000で あった。

SDS-PAGE上 におけるエステラーゼ反応、イムノブロッテ ィングによる抗体反応におい

ても同一分子量のバ ン ドが見 られた。これ らの結果により今回クローニングされた遺伝子

はKSP1のPPLデ ポ リメラーゼである ことを確認 した。

今回精製 されたKSP1のPPLデ ポ リメラーゼについて性質を調べ私達の研究室で今 ま

でに精製 されたPHBデ ポ リメラーゼと比較 した。まずこの酵素のPHB分 解活性 について

調べた ところ既知のPHBデ ポ リメラーゼとほぼ同じ程度の分解活性が見 られた。一方 リ

パーゼ活性 はほとん どなかった。また見つかっている全てのPHBデ ポ リメラーゼが阻害

を受ける活性セ リンの修飾剤ジイソプロピルフルオ ロフォスフェイ トによってこの酵素も

阻害を受けた。次にPHBデ ポ リメラーゼ数種類 について界面活性剤の影響を調べた とこ

ろ強 く阻害されるものと阻害の程度の低いものの2種 類 に分けることができた。PPLデ

ポ リメラーゼについても同様 に調べたところあま り阻害されないものに属することが分

か った。これ らのことより今回精製 されたPPLデ ポ リメラーゼはPHBデ ポ リメラーゼの

一種であることが分かった。

今後は活性中心 と思われるセ リンの部位特異的変異による活性の変化な らびに最初 にク

ローニ ングされた4KbpのDNA断 片中に含 まれるPPLデ ポ リメラーゼの構造遺伝子の

後 に続 くORFの 塩基配列決定を行 う予定である。
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