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1201　　　 4一ニ トロ フ ェ ノ
ー

ル 分9eeeRhOdococcus　sp ．PNI 株 の

　　　　　　　分解代 謝物蓄積株 の 分離

　　　　　　　 （姫路工大 ・工 e応 化）○阿部由克 、 森口博 司 、 武尾 正弘、

　　　　　　　根来誠 司

【目的】　 我 々 は 、 生 物毒性 の 強 い ニ トロ フ ェ ノ ー
ル の 分解機構 を解 明す る た め

に、活性汚泥中 よ り単離 した 、 4一ニ トロ フ ェ ノ ー ル （4 −NP ）分解菌RhodOCOCCus　sp ．

PNlesの 4−NP 分解経路 の 解析 を行 な っ て きた 。 微 量生成 する 中間代謝物の 分析 と

酸素吸収実験 か ら、 本 菌株が 二 種類 の 4−NP 分 解経路 を有す る こ とを推察 した 。 こ

こ で は 更 に分解経路 の 解析 を進 め る た め に 、 中間代 謝物 を蓄積す る変異株 の 取得
を試み た 。

【方法及 び結果】　 変 異株 を取得 す る た め 、定
』
法 に従い NTG を用 い て PNI 株 の 突

然変異実験 を行 な っ た とこ ろ、 4−NP を含む寒天培地 に レ プリ カ した5000株の う
ち 、 明 らか に野生株 と異 な る オ レ ン ジ色の 呈色 を示す変異株が 12株得 られ た。 そ
こ で 、 変異株を用 い て 4−NP 分解試験 を行な っ た とこ ろ 、

　 HPLC 分析で こ の 呈色物
質が化学量論的 に蓄積 され る こ とが分 か っ た 。 この 物質 を同定する た め に 、

GC ／MS 分析 を行 な っ た結果 、 本物質が 4一ニ トロ カ テ コ
ー

ル（4−NC ）で あ る こ と を確
認 した 。 従 っ て 、 本 菌株 が 4−NP を4−NC を経 由 して 分解す る経 路 を有する こ と

が 、 まず証明 され た 。
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　【目的！　 化石燃料中の 窒素化合物の 除去は、環境保全の 観点か ら重要な課題 の
一

つ で ある 。 当
研 究室で は こ聾まで にキ ノ リ ン を窒素化合物の モ デ ル と し、こ れを微好気 条件下で資化 で きる微
生物の 探索 を行い 、優良なキ ノリ ン 分解株と して 、Arthrobacter　sp ，　T59 −47−1株を取得 した 。 そ
の キ ノ リ ン代謝に関す る知見 を深めるため 、 キ ノ リン代謝の 初段階酵素であるキ ノ リン ．2一オキシ

ドレ ダ クタ
ー

ゼ の精製、諸性質を検討 し、本酵素は L，M ，Sの 3つ の サ ブユ ニ ッ トか ら構成 されて い

る こ とを明 らか に した   今回は、本酵素の 各サ ブ ユ ニ ッ トの N末端ア ミ ノ酸配列を決定 し、それ
を基 に 、 キ ノ リン．2一オキシ ドレ ダク タ

ー
ゼ 遺伝子（qor 遺伝子）の ク ロ

ー
ニ ン グと解析 を行 っ た 。

【方 法及 び結果】　　　　　　　　　 キ ノ リンー2・オキシ ドレダク タ
ー

ゼ の各サプユ ニ ッ トの N末端ア ミ ノ 酸配列
をもとに ブ ラ イマ

ー
を作製 しゲ ノ ム DNA を鋳型 として PCR を行っ た結果、 約900bp の M サブユ

ニ ッ ト遺伝子 、 約500bp の Sサ プユ ニ ッ 5遣伝子と思わ れ．る断片が増幅され 、 各サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝
子が 隣接 して い る こ とが 分か っ た 。 また、得 られた PCR 断片をブ ロ ー一一ブと し、　T59．47・1株の 全
DNA の パ ル ス フ ィ

ー
ル ドゲル 電気泳動後の サザ ン ハ イプ リダイゼ ーシ ョ ン の 結果 、

　 T59 ・47 −1株 は
ゲ ノ ム DNA の 他に 、2つ の プラス ミ ドを有 して お り、　q・r遺伝子は 、 直鎖に して 約 200kb　P の プラ

獄 魂蹴灘 巍 謝 1監鵠搬龠化瀦騰 購 諺烈 瀟 撃
で そ

pBluescript　U　KS （
一
）にク ロ

ー
ニ ン グ した 。 こ の うちqor，遺伝子周辺 の 塩基配列 を決定 し、 各サ ブ ユ

ニ ッ トの ア ミ ノ 酸配列の ホ モ ロ ジー
検索を行っ た結果 、 各サプユ ニ ッ トともキサ ン チ ン オキ シゲ

ナ
ーゼ フ ァ ミリ

ー
の 酵素が上位 を占め 、 特に Pseudom 　onas 　pu 　tida　86 の キノ リ ンー2一オ キシ ドレダク

タ
ー

ゼ 、 Ar £h
聖 bacεeMfco ε加 ovora ロ s の ニ コ チ ン デ ヒ ドロ ゲ ナ

ー
ゼ と、ア ミ ノ 酸で そ れぞれ 30％前

後の 相 同性 を不 した 。 現在、取得 して い る qo樋 伝子周辺 約15kb　p の DNA 断片の 解析を進め 、 キ
ノ リ ン 分解遺伝子群 の取得を試み て い る 。
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