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159 A．cinetobacter 　sp ．　YAA の ア ニ リン分解遺伝子群 の 制御 機 構

（姫路 工 大 ・エ ・応化 ）○糸井雅史 、 伊藤晃子 、 武尾正弘 、 根来誠 司

【目的蘯　 Acinetobactersp．　YAA 株はア ニ リ ン をカテ コ ール へ 酸化 し 、 そ の 後 、 メ タ開裂
経 路 で分解す る こ とが で き る。我 々は こ の 経路の 全遺伝子 を既に ク ロ

ー
ン 化 し、そ の 塩基

配列 を明 らか に し た罰
。 こ の 遺伝子群 に は マ ル チ コ ン ポーネン トの ア ニ リン 酸化酵素遺伝

子緒 幽 Z譌 5）と そ の 下流 に LysR タ イ プ の 転写調節 因子を コ ー ドする と推定され る遺 伝子

韓 潔 ）が存在 する 。 こ こ で は、 こ の 分解系 の 制御機 構 を明ら か にす る た め に 、 P．　putidOを
宿主 と し て、遺 伝子相 補実験に よ batdO　i−A5 の 発 現に お け る ntdieの 役 割を 明らか にする

こ とに した 。

【方法及び結果】　 PCR によ り増幅 した傷 幽 アーA．5 及び UtcMの各遺伝子領域を そ れ ぞれ広宿主域
ベ クターpBBRIMCS −2及び pl〈1230へ 挿入 し、組換え プ ラス ミドpTBOI 、　pKIIRII を構築 し

た 。 こ れ らの 組換 えプラ ス ミ ドをゑ p 厩 廊   440 へ 導入 し 、 KM440 （p［fBO1 ）及び 繖 440

（p［IIBO　1，pKIR11 ）の 2種類の組換え株を構築 した 。 次 に、 これ らの組換え株を栄養培地で培養、

集菌 し、 10mM リ ン酸緩衝液（p肌 0）で洗浄した後、1mM ア ニ リンを含む 同緩衝液 にO ．　D ．。 、・＝

1．0になる よう懸濁 し、 30 ℃ で振盪培養 し て ア ニ リ ン分解試験を実施 した 。 そ の結果、K 〕M440
株 で cOtci

・11−A5 が良好 に発現し、両組換え株 によ りア ニ リ ンは完全 に分解されたが、その 分解は

組 2440 （pTBO 　1）に比べ て、　wn440 （p
’
fBO　1，p｝CI］R11）はかな り速 く、 ω繊 の 導入によっ て ア ニ

リ ンの 分解が｛足進され る こ とがわか っ た。 こ の こ とよ り、ば 齪 は こ の 分解系の 正 の制御遺伝子

である可能性が示された 。
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【目的〕　 こ れ まで 、 ジベ ン ゾチ オ フ ェ ン（DBT ）類脱硫系 に つ い て は 、酵素 、 遺伝子 の 両

面か ら詳細な検討がな されて い る が、ベ ン ゾチ オフ ェ ン（B翁 脱硫菌に 関す る報告は ほ とん

どな い 。 本報で は 、 BT 脱硫 酵 素系 に 関 す る 基礎 的知 見 を得 る た め、　 DBT 脱硫菌よ り取得

した フ ラ ビ ン レダクターゼ 遺伝子 dsz　D を BT 脱硫菌 Rhod   ooc 聡 sp ，TO9 内で 発現 し

た場合の 影響 を検討 した。

〔方法及 び結果】当研 究室で 分離した DBT 脱硫 菌 £ efy 亡hroρ01fsKA2 − 5−1 の ゲノ ム よ り

取得 した，プ ロ モ
ータ部分 を含む フ ラ ビ ン レ ダクタ

ー
ゼ遺伝子 （dszD）を E ．cofi との シ ャ ト

ルベ クタ
ー

に挿 入 した 組み 換え プラス ミ ドpRKBE を用 い て 、 電 気パ ル ス 法 によ りTO9
株 に形質転換 した 。得 られ た形 質転換体 TO9 ／pRKBE の BT 生育 菌体 を用 い て BT 分解速

度 は約 3 倍 に増加 した こ とか ら、 BT 分解 に は フ ラビ ン レダ クタ
ー

ゼが関 与 して お り、

TO9 株の レダ クターゼが dszD で 代替 で き る こ とが示唆 され た。　 Dsz　D 抗体 を用 い たウ

エ ス タ ン解 析で は 、TO9 野生株 には positive　band は認め られ なか っ た 。 尚、本研 究は

資源エ ネル ギ
ー

庁の 補助研 究事業 として 行われ た。

Effect　of 　dsz　D 　gene　expression 　on 　BenzothioPhene 　Degradation　of 　Rhodococctrs

sp 。　Stratn　TO9 ．
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