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細 菌 の 産 生 す る ポ リエ ス テ ル 、poly(3-hydroxybutyrate)(PHB)の 細 胞 内 生 分 解 に つ い

て は 不 明 な 点 が 多 い 。 そ こ で ①Ralstoniaeutrophaに お け る 細 胞 内3-

hydroxybutyrate-oligomerhydrolaseの 性 質 、 並 び に ②R.eutrophaに お け る 新 規 の 細 胞

内PHB分 解 酵 素 探 索 を 行 っ た 。

1.研 究成 果

①R.eutr(～ ρ加 に お け る細 胞 内3-hydroxybutyrate-oligomerhydrolase(PhaZ2)の 遺 伝

子 は既 に この プ ロ ジ ェ ク トで ク ロー ン ニ ン グ され て い る。 今 回 こ の酵 素 の 遺 伝 子

を含 む 大 腸 菌 か ら活 性 の あ る酵 素 を電 気 泳 動 的 に 均 一 に ま で 精 製 し、 そ の性 質 を

詳 細 に検 討 した(Table1)。 そ の 結 果 、PhaZ2は 最 初 に発 見 され た 細 胞 内PHB分 解

酵 素(PhaZ1)と 同 じ程 度 に ア モ ル フ ァスPHBを 分 解 す る こ とが分 か っ た 。PhaZIを

使 用 して ア モ ル フ ァスPHBを 分 解 す る とそ の 大 部 分 が オ リゴ マ ー で あ る の に 対 し

てPhaZ2を 使 用 した 場 合 には3HBモ ノマ ー しか 放 出 しなか っ た(Fig.1)。 この こ

とか らPhaZ1は エ ン ド型 の酵 素 で あ りPhaZ2は エ キ ソ型 の 酵 素 で あ る と考 え られ る。

しか し、PhaZ2は 環 状3HB-oligomerを 分 解 す る こ とか らエ ン ド型 、 エ キ ソ型 両 方 の

活 性 を持 っ て い るが 通 常 は エ キ ソ型 と して 働 い て い る と考 え られ る。 ま た 、 ア モ

ル フ ァスPHBを 分 解 す る とき にPhaZ1とPhaZ2を 特 定 の 割 合 で 反 応 液 中 に加 え る と

3HBモ ノマ ー の放 出量 はそ れ ぞ れ 単 独 で加 え た場 合 よ り も増 加 した(Fig.2)。PhaZ1

とPhaZ2の 細 胞 内局 在性 を調 べ た 結 果 、PhaZ1はPHBinclusionbody上 に だ け存 在 し

た の に対 し、PhaZ2はPHBinclusionbodyと 細胞 質 の 両 方 に 存 在 して い た 。phaZl欠

損 株 とphaZ2欠 損株 な らび に両 遺 伝 子 を共 に欠 く欠 損株 を 作 製 し、 色 々 な 条 件 で の

PHBの 蓄 積 量 を野 生株 と比べ る こ とに よ り、これ ら2つ の酵 素 の役 割 を考 察 した。

PhaZl欠 損 株(D1)とphaZ2欠 損 株(OHI)はsuicidevectorpJP5603(カ ナ マ イ シ ン耐 性)

を用 い て 作 製 した 。phaZlとphaZ2両 方 の 欠 損 株 はDr.Jendrossekよ り入 手 し たR.

eutrophaphaZl欠 損 株H16-SK1544とHF210-SK1542を 用 い てOHI-H16-SK1544と

OHI-HF210-SKI542を 得 た。4種 のR.eutrophaを400mlの 完 全 培 地 に フ ラ ク トー ス を

2%加 えて 培 養 し、 各 時 間 に集 菌 し菌 体 内 のPHB量 をガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に よ

り定 量 した。 乾燥 菌体 重 量 当た りのPHB蓄 積 量 の 経 過 変 化 をFig.3に 示 した。 全 て

の 株 でPHBの 蓄 積 量 は培 養 を 開 始 した 後 、 対 数 増 殖 期 で 増加 し定 常 期 前 期 にお い

て は減 少 した。 野生 株 で は培 養 後約50時 間 でPHB蓄 積 量 は 大 き く減 少 した がPhaZl

mutantとPhaZ2mutantで は そ の 減 少 は 緩 和 され た 。PhaZ1とPhaZ2の 両 方 を 欠 く

doublemutantで は 、 さ らにそ の減 少 幅 は小 さ くな った が 、全 く減 少 が抑 え られ た訳

で は 無 か っ た。 この こ と よ りPhaZ1とPhaZ2以 外 に さ らに 別 の 細 胞 内 分 解 酵 素 が 存

在 す る可 能性 が 示 され た。
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TALE1.PurificationofPhaZ2fromE.coliharboringphaZ2Rela
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②R.eutr(～ρ加 における新規 の細胞 内PHB分 解 酵素探索一 既 にPhaZl、PhaZ2の2種 類

の性 質の異 な る酵 素が 見つか ってい る。 しか し、 それ らの遺伝 子 の欠損株 で は、

いまだPHBの 分解 が見 られ る。 この結果 は既 に見 つか ってい る酵 素 以外 に もPHB
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分 解 酵 素 が 存 在 す る と い う こ と を 示 して い る と 考 え られ る 。Acidovoraxsp.strain

SA1の 細 胞 内3HBoligomerhydrolase,の ア ミ ノ 酸 配 列 を も と に ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行

っ た と こ ろRalstoniarnetalidurance(eutropha)、Ralstoniasolanacearumに 類 似 性 の

高 い 蛋 白質 が 見 つ か っ た 。
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