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光 合 成 細 菌 の 細 胞 内poly(3-hydroxybutyrate)分 解 酵 素
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1.緒 言

ポ リー3一ヒ ドロキ シ酪酸(PHB)は 種 々 の細 菌が 細胞 内 に炭 素/エ ネ ル ギー 源 と して貯

え るポ リエステ ル であ り、生 分解性 プラス チ ック と して知 られ て い る。 細菌 が細胞 外 に分

泌 す るPHBdepolymeraseに つい て は、 精製 な らび に遺伝 子 の ク ロー ニ ングが な され 、 そ

の性 質 が調 べ られ てき た。一 方 、細 胞 内PHBdepolymeraseに 関 して は、細胞 内で のPHB

代 謝 に重 要 な役 割 を果 た して い る と考 え られ て い るに も関 わ らず 、そ の研 究 は あま り進

ん で い な い 。 我 々 は これ ま で にRalstoniaeutrophaH16か ら2種 類 の 細 胞 内PHB

depolymerase遺 伝 子 の クロー ニ ン グを行 った(PhaZ1、PhaZ2)。 また 、大 腸 菌 での発 現 と

精製 を行 ない、 そ の性 質 を調べ た。,PhaZ1の ア ミノ酸 配列 はわず かにPHBsynthaseと 類

似 性 が 見 られ た が、 それ 以 外 には似 た配 列 を持 つ蛋 白質 は見 つ か らなか っ た。PhaZ2は

RalstonlaplkettlT1の 細胞 外 の3一 ヒ ドロキ シ酪 酸(3HB)-oligomrhydrolaseと 類 似 したア

ミノ酸配 列 を持 ち、 そ の性 質 も非 常 に似 てい た。1)

光 合成 細 菌 で あ るR.sphaeroidesとR.rubrumは 嫌 気 的条 件 下 で光 を あ る と細胞 内に

PHBを 蓄積 す る事 が知 られ てい る。R.-rubrumに つ い ては以 前 か ら細 胞 内可溶 性 画分 に

存在 す るPHBdepolymeraseと3HB-oligomerhydrolaseの 存 在 が知 られ て お り、最 近 に

な ってPHBdepolymeraseの 精 製 とクロー ニ ングが な され た。2)こ の2種 類 の光合 成細 菌

はゲ ノムの遺伝 子 配列 の解析 が進 行 中で あ る。 唖 一

今 回 、R.sphaeroidesとR.rubrumか ら細 胞 内でPHB分 解 に関与 してい る蛋 白質の遺

伝子 をク ロー ニ ン グ し、大腸 菌 で の発 現 と遺伝 子産 物 であ るPHBdepolymeraseな らび に

3HB-oligomerhydrolaseの 性 質 を調 べた。

2.実 験

R.eutrophaH16のPhaZ1、PhaZ2、 あ るい は細 胞 外 にPHBdepolymeraseを 分 泌 し、

細 胞 内 に3HB-oligomerhydrolaseを 持 つ細 菌 で あ るAcidovoraxsp.SA1の3HB-oligomer

hydrolaseの ア ミ ノ酸 配 列 を 元 にBLASTsearchを 行 っ た 。 これ らの 蛋 白質 の うち

R.sphaeroidesとR.rubrumに お い て類似 性 が認 め られ た 蛋 白質 の遺伝 子 ゐ塩 基配 列 か

らプ ライ マ ー を作成 し、PCRに よ り遺伝 子 の ク ロー ニ ング を行 な った。 ク ローニ ング し

た遺伝 子 はpETvectorに 繋 い だ後 、大 腸 菌 で発 現 させ 、 大腸 菌 の粗 抽 出液 に含 まれ る遺

伝子 産物 の酵 素活性 を測 定 した。酵 素活 性 は人工 アモル ファスPHBグ ラニ ュール 、3HB一
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oligomerを 基 質.として使 用 し、分 解 に よ り放 出 され る3HBを3HBデ ヒ ドロゲナ ーゼ を用

い て酵 素 的 に定量す る こ どで測 定 した。PHB・ グラ ニ ュール を基 質 と して使 用 した ときの

活性 は反 応後 に3HBオ リゴマ ーハ イ ド'ロラー ゼ で処理 し、反応 液 中 の3HBオ リゴマ ーr

を完 全 にモ ノマ「・に分解 した後 に3HB量 を測 定 した。」 皆

3.結 果 と考 察.,

BLASTsearch結 果 ぐR.sphaeroidesとRrubrumの 既 に決 定 され て い る遺伝 子 配列 中に1ま

R.eutrophaのPhaZ1と 類 似性 の高い ア ミノ酸 配列 を持 つ 蛋 白質 は見 っ か ったが 、PhaZ2

に似 た配 列 は見 つ か らなか っ た。Acidovoraxsp.SA1の 細 胞 内3HB-oligomerhydrolase

と類 似性 の あ るア ミノ酸配列 を持 つ蛋 白質(PhaZ3)は 両細菌 か ら見つ かっ た(Tablel)。

TablelExistenceofsimilarroteinstoPHBdeolmeraseand3HB-oliomerhdrolase

Enzymes Rhodobactersnhaeroides Rhodosnirillumricbrum

R.eutrophaH16

PhaZl 十 十

PhaZ2

Acidovoraxsp.SA1

3HB-oligomerhvdrolase 十 十

両細茜のphaZl、phaZ3の 遺伝子配列を元にPCRを 行ろた結果、予想 され る大 きさの

DNA断 片が増幅 され た。 これ らのDNA .断片をpETvectorに 繋いでプラス ミドを作成

し、大腸菌BLR(DE3)pLysSを 形質転換 した。IPTGに よる発現誘導後の大腸菌 の粗抽 出

液 中にPhaZ1、 ・PhaZ3が 認 め られ た。 これ らの粗抽 出液 を使 って基質 特異性 を調 べた

(Table2)O

Table2SubstratesecificitofthePhaZIandPhaZ3fromhotosntheticbacterium

Enzymes Rhodobactersnhaeroides Rhodosnirillumrubrum

PhaZl

PhaZ3

ArtificialamorphousPHBgranules

3HB-tetramer;pentamer

3HB-dimer,trimer,tetramer,nentamer

ArtificialamorphousPHBgranules

3HB-tetramer,pentamer

3HB-dimer.trimer.tetramer.nentamer

そ の結 果 、丸sphaeroidesとR.rubrumの どち らのPhaZ1もR.eutrophaのPhaZ1と 向

様 の基質 特異 性 を示 した』PhaZ3は3HB-oligomerの み を分解 し、人 工アモ ル フ ァスPHB

グ ラニ ュール は分解 しな か った。R.eutrophaのPhaZ2は3HB-oligomerを 非 常 に効 率

良 く分 解 す るが 同 時 にPHBも 分解 す る事 が報 告 され て い る。3)今 回 調べ た92種 類 の光

合成 細 菌 は、PhaZ2を 持 た ない替 わ りに3HB-oligomerの み を分解 す るPhaZ3を 持 って

い た。 この点 はR.eutrophaの 細 胞 内 で のPHB分 解 系 とは 異 な る。 また 、Acidovoraxsp.

SA1の 細 胞 内 ・3HB-oligomerhydrolaseは3HB-dimer,trimerの み を分 解す るの に対 して、
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PhaZ3は 広 い基 質特 異性 を持 って いた。 この性 質 はR.eutrophaのPhaZ2と 類 似 した性

質 で あ る と考 え られ る。R.rubrumか らは今 回 ク ロー ニ ン グ した酵 素 とは異 な るPHB

depolymeraseが 精製 、 クロー 午 ング され てい るが2)、.未 だ 細 胞 内 のPHB分 解 系 に は不 明

な点 が多 い。今 後 、 これ らの酵 素 の精 製 を行 い、 これ ちの酵 素 の細胞 内局在性 、'発現 の時

期等 に加 えて さ らに詳 細 な性 質 の検討 を行 う予 定 で あ る。
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