
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Soolety 　for 　Blosolenoe 　and 　Bloenglneerlng 厂　Japan

酵素工学　133

413 Corticium　ro1鯉 fとAspe  測 αs　awamor ゴvar ．　kawachiの

キメ ラグル コ ア ミ ラ
ーゼ の作製と諸性質の検討
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1目鰯 　　担子菌 Corticium　rolfsli 　AHU 　9627 株の分泌する グル コ ア ミ ラ
ーゼ は 、 生 デ ン

プ ン 分解性にお い て 既存の 酵素よ りも優れ て い る
。 我々 はこ れ まで に cDNA の単離1 お よ

び Aspergillus　oryzae にお ける発現 2 に成功して い る が 、 さらに こ の 酵素遺伝子の 有効利用

を 目的 と して 、 活性部位 と生 デ ン プ ン 吸着部位 を他菌株由来の グル コ ァ ミラーゼ と組換え

た キメ ラ酵素を作製 し検討を行 う。

籃方法及び結尉 　 キメ ラ酵素作製の 紊材と して グル コ ア ミ ラ
ーゼの 中で も生 デ ン プ ン分

解性が強 く、 解析の 進ん で い る Aspergt
’
tius　awarnori 　var ．　kawachiの グル コ ア ミラ　一一　tfを選

び 、 それぞれの 酵素遺伝子の ドメ イ ン を PCR に よ っ て増幅 したの ち連結 し、 キ メ ラ遺伝

子 を作製 した 。 Aspergrlltts　oryzae 　M −2・3 株を宿主 と して 用い 、プ ロ トプラス トーPEG 法に

よ っ て キ メ ラ遺伝子を導入 した結果、得 られた形質転換株の 培養上清 申にキメ ラ酵素の 分

泌が確認で きた 。 現在キ メ ラ酵素の精製お よび諸性質の 検討 を行 っ て い る 。
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（B 的） PCB 分解薗の ビフ ェ ニ ル ジオキシゲナ
ーゼ （BPDox ）は 4つ の サ ブユ ニ ッ ト

か ら構成 され るが、各 蠶 ンポーネ ン ト間で 高い 相圏性が飜 め られ る ， しか し 、 PCB を

は じめ ビフ ェ ニ ル 関連 化禽驪 に麟 す る分 解特 異性 には大 髫獄差異解 ある 。 今園 はPe

putida　KF715株の 鉄 ・銃黄タ ンパ 〃質 く1即 大サブユ ニ ッ ト）の 構造を明らかに し 、 既

知の P．　pseudoa’cafigerre5　KF707株および 8螂 紬 σ’deria　cepacia 　LB4 ◎O株のそれ と機

能比較を行 っ た 。

（方法と結果）は じめ に KF707 　BP　D◎x の 呂phAl を KF715
，
　LB4◎◎ の それ と炎換

した ハ イブ リッ ド BP　D◎x を構築 した 。　BphAl （LB400 ）A2A3A4 を発現する大騰菌は

広い PCB 分 解 ス ペ タ トル を示すが 、 4 − c 鰯 ◎r ◎bipheny9
，
4 − methyl 　bi　phenyl ，

Dipheny｛methane 　 に対 して は分解活性が弱か っ た ，

一方 、　BphAl （KF71S ）A2A3A4
発現大腸菌は PCB 分解が弱 いが 、 ±配化合物に対 して高 い分解澑性を 示 した 。 次に各

種 bphA　1間 において S   領域 （◎。7　kb）と3   領域 （甑 6kb ）を緡互 に交換 し 、 種 々 の

キメ ラ　BP　D◎x　を構築 した 。 その うち 、　BphAl （KF707＞／Al （L84◎◎）A2A3A4BC

（KF7Q7 ）及 び BphAl （KF71S ）／Al （L840 ◎）A2A3A4BC （KF7 ◎7）発現大腸鸛は 。

KF7 ◎7　BP 　D◎x 発現株と比べ て PCB に対 して広い 分解ス ペ ク トル を承 した 。
　 KF715

hphA　7の 塩基 配列を決定した結果、 予想 され るア ミ ノ酸配列は KF7 ◎7 欝phAl と 2 ア

ミノ酸残塞 （Ser−324 ，
　Va9−・325 −“Thr

，
Ne）の みが異な り、

　LB4◎◎の それ とは憾 ア ミ

ノ酸が相違 して い た 。 KF71SbphAf の 噬基配列は 971 〜 999 及び 1032 〜 1◎89
の領域 の 塩基配列が LB400 　bphA　1 と

一
敷 して い た 。
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