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634 B“ rkholderia 属 細 菌の 産生す るア ル コ
ール 脱 水素酵

素 の諸 性 質

0儀 部公 安，若尾 紀夫 （滑 手 大 ・農生 ）

【目的】我々 は 好気 、嫌気 の 両環境 下 で 生 育可能 な 新 規 な超 好 熱始原 菌 R
cαiidTfontisを単離 し た。超好熱菌の 多 くは 絶対嫌気 性 菌で あ り、P ‘α媚 卿ア癖。

は超好熱菌 が どの よ うに好気環境に適応 して い っ た か を考え る上で よ い モ

デ ル 生 物 とな り得 る．超 好熱 菌 の 好 気 環境 適応 に 関す る知 見 を得 る た め に 、
本 菌内にお い て 活性酸 素除去 に 関与 す る酵 素 の 解析 を行 っ た 。
【方法及び 結果】好気条件下で培養 した Rcalidifo・ntts の 細 胞 破 砕 液 に super −
oxide 　dismutase （SOD ）お よび catalase 活性 が 認 め られ た 。そ こ で 活 性を 指

標 に両酵 素を精製 し、生化 学的解析 を行 っ た。Catalaseは （D 吸光 ス ペ ク

トル 、〔2〕阻害剤 の 影響、（3）含 有金 属、（4） ．一．
次構 造 か ら始 原 菌 で は 報

告例の ない 非ヘム 型 catalase （Mn 　ca ［alase ）で あ る こ とが 判 明 した 。一次 構

造を もとに相同性 検索を行 っ た が 、現在 ま で に 明 らか に な っ て い る始 原菌

（11株）の ゲ ノム 中に こ の 酵素 の Qrthok ｝guc は存在 しなか っ た。

【］的 】β揃 肋娩 吻 属の 細 菌が 産生す るア ル コ ール 脱水素酵素 の 諸性 質 に

つ い て 検 討 した、
【方法 】土壌 か ら分離 した 召 脚 舶 謝 纏 α 属 の 細 菌を 30°G で 3 日間培養 し、
得 られ た菌体 をマ ル チ ビ

ーズ シ ョ ッ カ ー
で 破 砕 して 粗酵素液 を調製 した c

酵素は 各種 ク ロ マ トグラ フ ィ
ー一

を用 い て 電気泳動 で 単
一バ ン ドに ま で精製

し （約 2〔｝OO 倍 ）、精 製酵 素を用い て諸性質 を検討 し たc 酵素活性 は 2一プ

卩 パ ノ
ー

ル を基質 として SO°C，　pH 　8、5 で NADH が生成 され る速度 を S40
nm で 測定 した．
【結 果 】本菌 株が 産生す る ア ル コ

ー
ル 脱水 素酵 素の 分子量 は 約 150，000

〔37，〔〕OOx4）で ．等電点は 5，3 付近で あ っ た。本酵素 は 1，3一プ ロ パ ン ジ オ ー
ル や 2一プ ロ パ ノ

ー
ル 、2一ブタ ノ

ー
ル 、2・ペ ン タ ノ

ー
ル な どの 第ニ ア ル コ ー

ル に良く作用 したが．1一ブ タ ノ
ー

ル な どの 第
．．

ア ル コール に 対する 相対速

度 は 2一プ ロ パ ノ
ー

ル の 約 10％ 以 下で あ り、第ニ ア ル コ ール に 対す る Km

値 は第
一アル コ ーヲ レに 対 す る値 よ りも小 さか っ た。還元 反応で は ア セ トン

に最 も良く作 用 し 、ヒ ド卩 キ シ アセ トンや 4一ヒ ド ロ キ シ
ー2一ブ タノ ン 、2一

ブ タ ノ ン に も良く作用 した 。従 っ て 、本酵素は 第ニ ア ル コ
ー

ル 脱水素酵素

に分類 される と考え られ た 。本酵素は S 体アル コ ール よ りも R 体ア ル コ
ー

ル に対 して親 和性 が高 く、ま た NAD ＋
に 特 異 的で あ り （Km ：0．15mM ）、

NADP
＋

で はほ とん ど活 性 を 示 さな か っ た。　 pll安定領 域は pH6 −9 付近で

あ 0、pH 　7．0 で 6e
°
（1，1 時 間加 熱 した場 合 、約 85％ の活 性が 残 存 し、最

適反応 温度は 70℃ 以上 で あ っ た．
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　我々 は 、数種類の 超好熱ア
ー

キア に 、DCIP な どの 人 L 色素を電子 受容

体 とす る 新規 色 素依 存 性 L一プ ロ リ ン 脱 水 素酵 素 〔dye−L −proDH ，　EC
l．5．99．8） を見 出 し、そ の 内 1

’
ht／・rmococcus 　Prefl‘ndus 由来の 酵素に つ い て 遺

伝 子 の ク ロ
ー

；コン グ に成功 し、一次 構 造 を 明 らか に した 結果、本酵素は α 、
β、r、δの 4 種類の サブ ユ ニ ッ トか らなるヘテ ロ テ トラ マ

ー
構造 を とる こ と

が判 明 した．一方我 々 は 、近縁 の 尸 勧 廨 ∬ 漉 にお い て 、電気泳 動的に 異な

る 、2種 類 の dye−L−proDH 〔PDHI 及 び PDH2 ）が存在す る こ とを見出 し

た c そ こ で ．Hhorikoshiiか らこ の 2 種類 の 酵素 を緒製 し、遺伝子 の 1司定、
一
次構造 の解 明を試み た。　 各種 ク ロ マ トグラフ ィ

ー
を用い て 、両酵素 と

も 高度に精製 し た。精製酵素 の SDS −？AGE 解析 と各サブ ユ ニ
ッ トの N 末

端 ア ミノ 酸配 列 解析 か ら、PDH2 は TPrefUtidzas の 酵素遺伝子 と類似 した

遺伝 子 群に よ っ て コ
ー

ドお り、同 様 に 4 種類の サブ ユ ニ ッ トの ヘテ ロ テ ト

ラ マ
ー
構 造を示 すの に対 して 、PDHI は 2種類の サブ ユニ

ッ トか らな るこ

とが 明 らか に な っ た。

1．目的 我 々 は フ ユ・ネチ ル ア ミ ン含有培 地で 培養 した 溺 ．κ吻 ∫漉 跏 耶 の 菌

体破砕液 に芳 香族 ア ミン 脱水 素酵 素 活 性 を 見 出 し、本破砕液 を用い た ヒ ス

タ ミン セ ン サ を 試 作 した
1〕

e 今 回 、本 菌 よ り芳香 族 ア ミ ン 脱水 素 酵素

CAMI〕ll）を精製 し、特性 を検 討 した．
2．方 法 及 び 結 果 　At．謬10∫o繍 αη 5 の 菌体破砕液 か ら．硫安分画及 び各種 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ りAADH を精製 した 。SDS −PAGE 及 び ゲル ろ過FPLC

よ り、本酵素は 分子 量 42．300（a ）と 15，200〔fDの 2種 類 の サ ブユ ニ ソ トか

らな る分子 景 95，1）oe の タ ン パ ク質と考 えられた。　 SDS −PAGE 後 の タン パ

ク質を ブ 卩 ッ ト膜に 転写 し、redox 　cycling 　quinone　s ［aining を行った とこ

ろ、βサ ブ ＝ ・：＝ ッ トに キ ノ ン が 存在す る こ とが示 され た。ヒ ス タ ミン （基

質） 及 び フ ェ ナ ジ ン メ トス ル フ ァ
ー

ト 〔電子 受容体）に対 する Km 値 は そ

れ ぞ れ D．17hnM と O、0481mM で あ っ た。本 酵素 の 至適 pH は 8．e で あ っ

た 。pH4 ．0− 10、5 で 30°G、24 時間放 置 し た とこ ろ、　 pH5 、0 未満 で 大 き く

活 性 が 低 下 した 。本酵素は 70℃ まで 安定で あった ．
1）近 藤 ら ： 日本農 芸化 学 会 2001 年度 大会講演要 旨集 p、S22 （20eD
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