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　 643　　　 ポ リウ レタ ン分解酵素遺伝子の 大腸菌に おける発現

　　　　　　　お よび発現酵素の 諸牲質

　　　　　　　 （筑波大 ・応生化 ）○圷ゆき枝 、 野村暢彦 、 中島 （神戸）敏明、 中原忠篤

【目的】 Comarnonas 　acielovorans 　
’rB−35株は 、

エ ス テル 系ポ リウ レタ ン （PUR ）を唯
一炭

素源 と して 資化する細 菌で ある 。 これまで に 、
TB −35株由来の PUR 分解酵素を精製 し、

その 諸性質を検討 した
1；）

。 またTB −35株の 全DNA よ り、 ポ リウ レタ ン分解酵素遺伝子

を大腸菌を宿主 として クロ
ーニ ン グ し、 その 全塩基配列を決定 した

（2 ）
。 そこ で 、 大腸

菌に おいて 発現 した酵素の 諸性質を検討 し、
TB −35株由来の 酵素と比較 した 。

【方法及び結果】大腸菌の 宿主ベ クター系を用 い て 、
PUR 分解酵素遺伝子を発現 させ 、

発現産物を硫安塩析 、 各種 クロ マ トグラフ ィ
ー

に よ り精製 した 。 その 結果 、 発現産物

は 、
SDS −PAGE 上で TB −35株由来の PUR 分解酵素 と同

一
の 泳動度を示 した 。 また 、 精製

酵素 に よ り固体PUR が分解 された 。 分解の 様子は 、　PUR 重量の 減少、電子顕微鏡に よる

表揃構造の 変化 、 PUR の ポ リエ ス テル 部位を構成す るジ エ チ レ ン グリコ ールの 検出な ど

で 確認 され た。 また 、 大腸 菌由来酵素の 酵素学的諸性質を 、
［［［B−35株 由来酵素 と比較 し

た 。
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644 固形状ポ リブチ レンサ クシ ネ
ー
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　ポ リブチ レ ンサ クシネー
ト （PBS ）は生 分解性プラス チ ッ クの

一
種で あ り、 その 優れ

た特性か ら将来性の 高い 素材 と して 注 目されて い る。
PBS は土壌中で 微生 物 に よ っ て分

解を受けるが 、 それ ら分解菌の もつ PBS分解酵素系に 関 して の 検討 はほとん ど行われて

い ない 。 我 々 はプラ ス チ ッ クの よ うな 固体合成高分子を分解す る微生物の 分解酵素に つ

い て生化学的、 遺 伝子工 学的検 討を行 っ て お り、 本報告で は PBS を強力 に分解する微生

物を 自然界 よ り分離 し 、 分解酵素系の 諸性質に つ い て 検討 を行 っ た 。

　ス ク リ
ー

ニ ン グに は P8S を界面活性薊 と ともに ミセ ル 化 した もの を 用 い た 。 各種土壌

サ ン プル を分離源 と して 、
P嬲 を唯

一炭素源 として ス ク リ
ー

ニ ングを行 っ た結果 、 5株

の 優良菌株を得た 。 こ の うち 、 最 も生育の 良か っ たBS−3株を以降の 検討に用 い た 。 本菌

株は 、 ミセ ル化 したPBSの みな らず固形 （直径約 2．7mm
、 長さ約4．lmm の ペ レ ッ ト状）

の PBS を も唯
一炭素源 として 利用可能で あ っ た 。 菌体の 生育 とともに PBS の 重量減少が

観察 され 、 同時に 培養液 中に 強い エ ス テ ラ
ーゼ活性が 認め られた 。 そ こ で 、培養上清を

硫 安沈澱 にて 粗分画 、 濃縮 した の ち、ゲル 濾過 に て エ ス テ ラ
ーゼの 部分精製 を行 っ た 。

得 られ た部分精製標品はPBS 分解能を有 して い た こ とか ら、 こ の エ ス テ ラーゼが PBS 分

解酵素で あるこ とが 強 く示唆 された 。
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