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2J　16−3　　Pseudomonas　sp．　61−3 の ポ リヒ ド囗 キ シ ア ル カ ン 酸

　　　　　　 顆粒結 合タ ン パ ク 質の 解析
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【目的】P．veudomonas 　sp．61−3は 2 種類の ポ リ ヒ ド ロ キシ ア ルカン 酸 （PHA ＞

を合成 し 、ポリー3・ヒ ドロ キ シブ タ ン酸 P （3HB ） と炭素数 4 〜12 の 3一ヒ

ドロ キ シ ア ル カ ン 酸 （3HA ）か らな る ラン ダ ム 共重 合ポ リエ ス テ ル P （3HB −
E”n −3HA ） と の ブ レ ン ド体を 別 々 の 顆 粒 と し て 蓄 積 す る．こ れ は 2 髄類 の

PHA 生合成系遺伝 r−（phb と phu ） を有す るた め で あ り、そ れ ぞ れ の PHA

顆粒表面 には特異的に 結
／
｝す る タ ン パ ク質 （GA18．　GA36 ．　 GA24 ） が 存在

す る。本研究で は 、そ 才
．
1それ の PHA 顆粒結 合タ 冫バ ク質 の PHA 組 成認識

に つ い て 検討 した、
【方法 と結果】P．seudomon α．r　sp ．6］−3 の 遺 伝 子組換 え 株を用 い て．3HB と 3HA
の 組成比が異なる 様々 な 共 重 食ポリエ ス テ ル を 合成 させ た n 次 いで ．菌体
破砕物か らPHA 顆粒を そ れぞ 才1璽離 し．顆粒結 合タン パ ク質の SDS −PAGF
分析と PHA の モ ノマ

ー一組 成 分析 を行 っ た 。そ の 結果 、　 GA18 お よび GA36
は 3HB 分 率 87md ％ 以

一
ドの ］

）tlA に は結 合 した が ．少な くと も 95mol ％ 以
1．の PHA への 結合は認め られ な か っ た。．．・

方，　G 八24は 3HB 分 塾 87mo1 ％

以 Eの PHA への 特 異的 な結 u が 見られ た ．また 、　 PHA 重合酵素に つ い て

も検 討 した 結 果、PHA 顆粒結 合タ ン パ ク質 は PHA の モ ノ マ
ー
組 成の み を

認 識 し て い る と 考えられた。

【目的】近年の 環境問 題 に 対 す る 国民の 関心の 高ま り．また 食品 リサ イ ケ ル

法施行に よ り牛物系 の 廃棄 物 を コ ン ポ ス ト化 しよ うと す る 動きが活発化 し
て い る 。こ の 際 問 題 とな る包 装 資材 へ の 生分解徃フ ラ ス チ ッ ク （生プ ラ ）
の 利 用が 期待 され て い る。これ ま で の

tL ノラ 分解菌に 関す る 報 告 の 多 くは 、
こ れ を 唯 一炭 素 源と し，資化する もの で あ るn 生 プ ラ の 容器や 袋を 含む 食
品 廃棄物 の コ ン ポ ス ト化を想定 し た 場今．栄 養が 豊冨 な環 境 ドにお い て も
プ ラ ス チ ッ ク を 分解す る こ とが 望まれ る。そ こ で木 研 究で は、有機物存在
ドにお い て も 良好 に 分解す る菌 の 探索 をti”’た 。ま た、乳 化処理 を行

．った

生プ ラ の 分解 に関 す る 報告 は 多い が．実際 には 固 体 や フ fル ム 状で 排出 さ
れ るた め、固体 生 プ ラ を分解す る 菌の 探索 を行 っ た 。
【方法及 び結 果】供試生プ ラ として ボ U プ チ レ ンサ ク シ ネート （PBS ）を 用
い た 。土 壌 、活 性 汚 泥、河川など の 環 境中よ り 採 取 し た 30 サ ン フ

．
ル を乳化

し た PBS を 唄層 し た N
’
uLrient 　 Bro1h （NH ）平板培地 に 塗 布 し．コ ロ ニ

ー
周

辺が 透明 に t，：　”’た もの を 分解菌と して 単離 した ．こ の うち 、特 に 大 きい ハ

ロ
ー

を形 成 した 菌 に つ い て は ．PBS フ ィル ム を添加 し た NB 液 体 培 地 に 接
種 し、フ f ル ム を 著し く分 解す る ［9 　4 洙 を 取得 した。こ れ ら 4 株を 用 い ．
様 々 な 1プ ラの ペ レ ッ ト分 解 試 験 を NB 液体培地 中で 行 っ た。こ の 結 果 ，
PBS 以外に も他の el’プラを 3H 〜5 ［

．
1間で 約 15［）mg 〜300mg 分解 した ．
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【目的1西洋ワ サ ビ 　（Armoracia　rusticana ） ペル オ キシ ダ ー
ゼ 〔PRX ） の 液

胞局在性 ア イソ ザ イム C　（HRPCla ） は N 末端．　 C 末端に プ ロ ペ プ于 ド

（NTPP 、　 CTPP） を 持 ち．そ れ ぞ れ 小 胞体．液胞 へ の 輸送 シ グナ ル と して

機能 す る 。フ ェ ノ
ー

ル 系化 合物 の 酸 化 重 合活 性を 有す る HRPCIa は ．環 境

浄i匕植物 の 作出 に 利用で き る と考 え られ る。本研究で は ．HRPCIu を 植物

体表層の アボ プ ラ ス ト領域 へ 高 レベ ルに 分 泌 牛 産 す る タバ コ の 作製を 葺式み

た．、
【方法及び結果 1qPP を 欠 失 させ た 分泌 型 HRPClu △ C を 生 成 す る 形質
転換 ダバ コ の 葉か ら タ ン パ クR を畑出 し、等電点

’
tE　t｛泳 動 後に PRX 活性染

色 お よび SDS −PAGE 後に 抗 HRpc 抗体を 用 い た ウエ スタ ン解 析を f】：一丿た
結果、HRPCra が ア ポ ノ ラ ス トに 高蓄積 され る こ とが 分 か っ た．さ ら に ．
BY2 細胞 に お い て 分 泌 量 が 多 い と va　ttされ て い る 酵 素の 前 駆 体 が 持 つ

NTPP が 、　 HRPCIa の 高効 率分 泌 に 寄 与す る か ど う か を 調 べ た．各 候 補

NIIPPを 付加 した HRP　Cla を コ
ー

ドする 融 合遺伝 fを CaMV35S プ ロ モ
ー一

タ ーに よ っ て 発現す る BY2 細胞 を作 製し．細 胞内お よ び液体培地 中の タ ン
パ ク 質 を 調 ぺ た 結 果、38kDa 　PRX と β一D −guleHncxsehydorase の NTPP が

E｛RP　Cla の 高効 率分泌に 有用
．
L あ る こ とが わか り た。

【目的】揮発性有機塩素化合物 （VOCs ） の ひ とつ で あるテ トラ ク ロ ロ エ チ

レ ン （PCE 〕は 、全国 各地 の 士壌 ・地 ド水中から検 出 され ．そ の 刔策が求
め られ て い る．VOCs は 11物 に よ る 分解や再変換が 可能 で あ る こ と か ら、
低環境負荷 と される 牛物学 的 な 浄 化 が 有効と され て い る が 、植物に よ る 効
果 的 な PCE 分 解 に 関 す る 報 告 は な い。そ こ で ．　 PCE 分 解 菌 で あ る

C／tosiridium　hifet’mentan ，s’DPH −1よ り PCE 分解 に 関 与す る 酵素 （PCE デ ハ ロ

ゲ ナ ーゼ ） の 遺 伝子 （pce〔
’
） を 単離 し．植 物 及 び 培 養 細胞に 導入 す る こ と

で ．】・CE 分 解 酵 素 の 植物工 場 と して の 利用 ．あ る い は PCE 分解能を利 用 し

た フ ァ イ ト レ X ブ T エ
ー

シ 、」 ン をめ ざ して研 究を 開始 した．
【方法 及 び結果 】形 質転換に は、タ ベ こコ植物 （NiL’otiana 　taba 〔w ηc、．、　Samsun
NN ） 及 び タパ ：1培 養 細胞 （BY −2） を 用 い ，　 Pt

．eC を組 み 込 ん だ ベ ク タ …
を

ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 に よ り植物へ導 入 し たv マ ーカー・遺 伝 fを利 用 し た

選抜と導 入遺伝 rを タ ーゲ ッ トと した PCR 法に よ り 、植物及 び培 養細 胞 に

お い て導 入遺伝
．f’の 存在 を確 認 した ．こ れ ら形質転換値物及 び培 養 細 胞 は 、

R
．
V−PCR 法 に kl’］ mRNA へ の 転 写 を確 認 し た ．引 き続 き SDS−PAGE ．抗

P〔ト デ ハ ロ ゲ ナ ー
セ 抗体に よ る ウ エ ス ダン プ ロ

．
ノ テ f ン ゲと ．こ れ ら形 質

転 換 殖物 及び 培養細胞に よる PCヒ 分 解活 性 に つ い て 検 討す る。
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