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635 Surkhoideriaρickettii　 PT　PO602 株に よる2 ，4，6一トリク ロ ロ フ ェ ノール 分

解に関与するヒ ドU キシキノ ール1，2一ジオキシゲナ ーゼの精製と諸性質
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【目的］我 々 は 、 木材 の 防腐剤 2
，
4

，
6 一

トリク ロ ロ フ ェ ノ r ル ｛2 ，
4　

，
6 −TCP ）分解菌

鍵嬲墾鎌齶嬲繹飄黜 鼎嬲 莠鸚櫞 爆鬻客窯で紳 。

今圄は 、
2

，
4 ，6−TCP 分解の 代謝中間体と考え られる ヒ ドロ キ シキ ノール の 環開裂 に関与

する酵素（HadC ）の 精製とその諸性質を検討 した 。

【方法及 び結果】クロ
ー

ニ ングされfuhadCを高発現ベ クターpTT（）18に連結 し 、 これ
を保持する大腸菌を1阿 Gで誘導発現させ た。 フ レ ンチ プレス で破砕の 後、超遠心 分離

撫讐蟹響セ搬銘鱗蕩龍篤纛誰濯繍き轡飄肇鰲讐
Toy ◎peari　650M 、

　 Mono 　Q、
＄uperCtex 　2qG の 各カラム ク v マ

鹽
トグラフ ィ

〜
に よ り電

気泳動的 に 単
一

に した 。 精製酵 素の 分 子 量は ゲル ろ過 法 に よ り68kDa で 、 分子 量
35kDa の サブユ ニ ッ トの二 量体か ら成るこ とがSDS 　PAGE の 結果か ら示され た。

　 N末端

ア ミノ酸配列 を決定 したとこ ろ 、 塩基配列か ら推定されたア ミノ酸配列と一致 した。 本
酵素は 214

，
昏 トリク ロ ロ フ ェ ノ ールの 代謝 中間体と予想 される 6一クロ ロ ヒ ドロ キ シキ

ノ
ール および ヒ ドロ キ シキ ノ

ール に 対 し高い オル ト 開裂活性 を示 し、
3一

メチル カテ コ

ール に 対 して メ タ
ー開裂活性を示 した 。 現在 、 基質特異性と開裂様式を調 べ て い る。
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トリク ロ ロ エ チ レ ン 分解細菌群 とそ れ らの オ キ シ ゲナ ーゼ 遺伝 子
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旧 的雲土壌細菌 P ∫召μ跏 溜 o 欄 ∫ 属の 中に は芳香族炭化水素を分解で きる株が数多 く発

見 され て お り 、 そ の うちい くつ か は 、 トリク m ロ エ チ レ ン （TCE ）も分解で きる こ と

が 報 告 され て い る 。 新た に 自然界 よ り得 られ た トル エ ン 、 お よ び TC 鷺 分解性

PseZtcSomoncrs属細菌群か らこ れ らの 分 解系を担 う複数の オ キ シ ゲナ ーゼ 遺伝 子 の 取

得 を 目的 とした 。

［方法及び結果1 コ ス ミ ドpWE 　15 を用い て 、 トル エ ン 分解性 P38瑁 b溺 oη郡 属細 菌 17

株の 内、8株 の 遺伝子 ライ ブ ラ リー を E．　cofi　XLi −Biue　MR に作製 した。第
一

次ス ク リ

ー
ニ ン グ として トル エ ン を供給 した栄養寒天培地上 で 、

3 株 の ライブ ラ リー よ りカ テ

コ ー ル 蓄積組換 え体 を得た。獲得 した組 換 え体 （約 40kbp ）を発 現ベ ク ター
pUC 　t　g　8

を用 い て 、 イ ン デ ィ ゴブ ル ー生産 をマ
ー カー に サブ クロ

ー
ニ ン グし、オ キシ ゲナ ーゼ

遺伝子 を 6．2kbp の 断片上 に特 定した 。 オ キ シ ゲナーゼ 遺伝子 を導入 した E．　coli 　JM1  9

の 組換 え体 に よる TCE 分解能 も併せ て 報告す る 。
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