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327 　　　　　　 3ao 〃’嬾 緬θrmo ’eovorans 　B23 由来新規 ア ル コ
ール脱水素酵素の

　　　　　　　　　　　　　　遺伝子 ク ［コーニ ン グとそ の 解析

　　　　　　　　　　　 （阪大 院 ・工 ・物生、
1
京大院 ・

エ
・生化）

　　　　　　　　　　加藤智久 、 O 宮永明 日華 、春木　満、森川正章、

　　　　　　　　　　　　　　　　今中忠行
1
、金谷茂則

　 B ．f舵 ’箔 o 〜80 レ併 偲 3 は．ア ノレカ ン 分解能を 有す る高度好熱菌で あ b60〜70 ℃ の 高温

で 石油成分を分解 す る こ と が で き る。深度 1700 〜2000m の 地下油 田よ り単離 した B ．

thermoteovorans 　B23 は中長鎖長 ア ル カ ン の 分解能 を有 して い る 。 本研究で は 、 ア ル カ

ン 分解 に 関わる酵 素遺伝 子の 取得 を目的と し、シ ョ ヅ トガ ン ク ロ
ー

ニ ン グ法 による ア ル

コ ー
ル脱水素酵素遺伝子の 取得を試み た。

　 B23 株 染色体 DNA の EcoRI 消化物を pUC19 の 同制限酵素切 断部位に挿入 し、大腸

菌 DH5 α を形質転換 して ラ イ ブ ラ リーを作製 した。こ の ラ イ ブ ラ リーを用 い て ア ル コ
ー

ル 脱水素酵素 （ADH ）の シ ョ ッ 5ガ ン ク ロ
ーニ ン グを試み た。ア ッ セ イ用 プ レー

トとし

て 、
Sch 钁 試薬 （ア ル デ ヒ ドに よ り赤紫色に 呈 色する）と 1一テ トラデ カ ノ

ー
ル を L 培地

に 加 え た もの を用 い た 。 得 られた 1 株の ポ ジテ ィ ブク ロ
ー

ン が有す る挿入 断片の 塩基 配

列 を決定 し た結果 、 ADH 遺伝子 の
一部と

L
思われる領域を取得する こ とがで きた 。 更に 、

サザ ン ハ イ ブ リダイゼーシ ョ ン 、 イ ン バ ー
ス PCR 法に より遺伝子全長をク ロ ーニ ン グ し 、

そ の 塩基 配列 を決 定 した 。 本酵素は 249 ア ミノ 酸 残基 （推定分子量 53 ．7kDa ）か ら成 り、

グル
ープ II　NAD （P）依存性 ADH （short 　chai 鳳 ADH ）に属する こ とが分か っ た 。 現在 、

本酵素遺伝子を大腸菌内 で 大量発現 させ 、 諸性質に つ い て 検討中で ある 。
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328　　　　 AMP 長鎖 ア ルキル誘導体 の Mg2
＋
依存性殺酵母作罵 における acyl −CoA 　synthetase

　　　　　　　阻害の 意義

　　　　　　 （大阪市大 院 ・理 ）○田 中俊雄 ， 中山敬司 ， 豊 田新
一一

， 谷 口誠

【目的】AMP の長鎖ア ル キ ル 誘導体の 1 つ で あ る adenosine 　5 ’−hexadecylphosphate（AMPC16 ）は高

濃度の Mg2 “
の 存 在下 で 殺酵 母作用を発揮す る 。

t｝
本研究で は酵 母の acyl −CoA 　synthetase で ある fatty

acid 　activation 　protein（Faap＞に対する AMPC16 の 作用を通 し て 細 胞膜脂質代謝にお ける本酵素の

役割および細胞外 Mg2
＋
の 意義を明 らか に しよ うとした。

　【方法 及び結果 】AMPC16 は 10　mM の MgSO4 の 存在下で 出芽酵母 S．　cerevisiae の 生 菌数 を急激 に

低下させ る と同時に細胞か らの K の 漏出を促進 した 。 しか し 、 人工 膜で あ る リボ ソ ーム に対 して は

Mg2＋非依存的かつ 微弱 な活 性 しか示さな か っ た 。　 AMPC16 処理細 胞 におい て は 、 ［
t4C

］acetic 　acid

の 脂質画分へ 取 り込 み は何 ら阻害されなか っ たこ とか ら fatty　acidsynthetase 　（FAS ）に よ る acyl −CoA

の de　novo 　A 成は 正常 に機能 し て い る こ とが判 っ た。次い で ［
3eq

　palmisic　acid の脂質 画分 へ の取 り

込み を測定 したとこ ろ 、 AMPC16 が Mgz ＋

非依存的に Faap を阻害 しうる こ とが明 らか にな っ た 。 ま

た、AMPC16 は Mg2 “
の 共存下で 脂質画分か らの脂肪酸の遊離を著 し く促進 した 。　 Mg 『まおそ ら く

phospholipase の 活性化 など に よ っ て 細胞膜 脂 質 リ モ デ リ ン グを促 進すぺ く作 用 し 、　AMpc16 が

Faap の 阻害 を介 して 細胞膜へ の acy9 −CoA の 供給を遮断する条件 で は細胞膜の 構造お よび機能に障

害が 生 じるも の と み なされ た 。 1）Tanaka 　et 　al ．， Microbiology ，　9　46
，
　377 （2000 ）．
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