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【目的】Pmmc ・ccus 　denit4ficansは嫌気条件下で顕著な脱窒活性を示 す。 この 脱窒過程は

亜硝酸 →
一

酸化窒素→ 亜酸化窒素 → 窒素 とい う 3 段 階の反 応を経て進行 するが 、我 々 は

こ れまで に第 1の ス テ ッ プを 担 う亜硝 酸還 元 酵素 の 遺 伝子 （nirS ）を ク ロ
ー

ン化 し、 そ

の 大腸 菌で の 発現 に 成功 して い る。 また 、第 2 の ス テ ッ プを 担 う酸 化窒 素還 元酵 素

（norCB ）およ び機能 末知の ORF 　1、2 を nirS の 上 流に見 出 して い る 。
　 ORF 　1は 亜酸化

窒素還元酵素遺伝子の 制御遺伝子 nosR と相同性が あ り 、
　 nor 、

　 nir の 発現を制御する レギ

ュ レータ ーと して の可 能性が示 唆 され た 。 今 回は 、これ らの 遺伝 子群の 発現につ い て ノ

ーザ ンハ イ ブリダイゼーシ ョ ン を中心 と して 検討 した の で 報告する 。

【方法及 び結果 】　 酸索 およ び硝酸塩 が脱窒 系遺伝子 の 発現に及ぼす影響を調べ るた め、

培養条件 を変化 させた 際の nir 、nor 、
　 ORFI およ び ORF2 の 発現 の 違い につ い て検討 し

た。そ の結果 tS どの 場合 も嫌気条件か つ 硝酸塩存在下にお いて 顕著な発現が見 られた 。

nir に おい て は niri　ECFD に相 当する 4．8kb と nirSE に相当する 2，7　kb のバ ン ドが見 られ、

ま た nor に関 して も nor 　CBGDEF に相当する 5．4　kb と nor ・CB に相当する 2．O　kb の長 さの

異な る mRNA の 発現が 検出された 。 また、　 ORFI と ORF2 に 関 しては 3．Okb の バ ン ドが

見 られ 、 〈）RF1 と ORF2 がオペ ロ ンを形成 して い る こ とが確認 され た 。
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【目的】歯己融解酵素 （夐utdysi ゆiま微生物の伸長分裂に重要な酵素で あり、 枯草菌では通常

と異なる転写系で制御されて いる。
e／ostriditwn 　scaofuerceoerbutyiacetonfatm の 自己融解酵

素は、代謝が有機酸か らソル ベ ン トに転換する対数増殖期か ら定常期にかけて、菌体外 に顕

著な活性の蓄積が認め られた。 代謝転換能に欠陥を有する菌株 （退化株）で は活性の増大は認

められず、本酵素の活性発現と代謝転換の関連性力書示 されたため、 その遺伝子取得を試みた。

【方法 ・結果】目的遺伝子取得のため、 D［vameelui 。se を用い て精製を行 っ た。 本酵素は IM

klaCIを含む 10C％ e ±hy　g　ene 　g　e　yooI 存在下で溶出し、
　 DEAE 基 へ の強固な結合が示唆された。

糖製酵素の N末端及び肉部ア ミノ酸配列に基づい てオ リゴヌク レオチ ドプライマ ーを合成 し、

染色体 DNA を鋳型として 購 を行 っ た。 さらに 、 染色体   ライブラ リ
ーを用い 、 増幅断片

をプロー ブと したプラ
ー クハ イ ブリダイ ゼーシ ョ ン を行い 、 目的遺伝子の完全長を含むク

囗
一

ン を得た 。 塩基配列決定の結果 、 その orf 　rs　1，116　bp で あり、　 N 末端領域は他菌株の 自

己融解酵素との 相同性を示 した。 また、C 末端領域はコ リン結合タンパ クと高い相同性を示 し

DE，
eE　Ptへ の結合領域の存在力軈 められた 。
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