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【目的】バ イオ マ ス をエ ネル ギ ー
源 と して 利用す る方法の

一゚
； と して 植物油

を エ ス テ ル 化 し て 用 い る バ イオデ ィ
ーゼ ル 燃料 〔BDF ｝が 注 口を 集め て い

る。BDF は硫黄分 をほ とん ど含 まない な と
．
軽油 と比 べ て ク リ

ー
ン な排 ガス

を排 出す る長所 を持 ち 合わ せ て い る．BDF 生産方法の 中で リパ
ーゼ 等の 酵

素触媒 を用い る手法 は、排 出物 が理 論 ヒゼ 卩 となる などの メ リ ッ トが ある。
しか し、酵 素触 媒は触媒コス トが ア ル カ リ触媒 に 比 べ 高 コ ス トと なる こ と、
リパ ーゼ が 原料で あ るア ル コ

ー
ル に 対 して 不安定で あ る こ とな どが短所 と

して あげ られ る。今回は リパ ーゼ の 固定化法の 改良 と乳 化 前処 埋 に よ り lt
記問題点 を改善 し、エ ス テ ル 化効率 を向上 させ る こ とを H 的 と して 検討を

行 っ た．
【方法 お よ び 結果 】ナ タ ネ 油 1．lmm 〔，1 と メ タ ノ ール ま た は エ タ ノ ール

2．2mmol を混合 し、ホ モ ジ ナ イ ザ （POLYTRON 　P］「10−E　s　KTNIiMAIIICA
仕製）で 5，0〔，Orpm 、　 m 秒 〜3分 聞 ホ モ ジナ イ ズ 後 、固定 化 リパ ーゼ に liる
エ ス テ ル 交換反応 を行った ．また 、同 時に 光散 乱 の測 定 〔ELS −8000、大 塚

電子 製）を 行い 、光 散乱 よ り算出 した エ マ ル ジ ョ ン 中 の メ タ ノ ー
ル 粒 径 と

酵素 によ る コ ：ス テ ル 交換率 との 関 係 を 比 較 した 、そ の 結 果 、フ ェニ ル 基 を

有す るシ ラン カ ッ プ リン グ剤を 結合 した シ リカ 担 体 を 用 い る こ とで リパ ー
ゼ の 安定性を 大幅に 向 ヒする こ とが で き た ，さ らに 乳 化 前 処理 を加 え る こ

とに よ りア ル コ
ー

ル の r ・ス テ ル 交 換反 応効 率 が 上 昇 し、特 に J ・タ ノ
ール の

反 応 効率が 最 も優 れ て い た。

【目的 】Ratstonia　Pickett・ii　DTP 〔〕602 株は 初発水酸化酵素 （HadA ，　HaclB ｝に よ

り 2，4，6．トリク ロ ロ フ ェ ノ
ー

ル （2，4，6−TCP ）の パ ラ位 に水酸基 を導 入す る．
HadA が基 質 の水 酸基 導入 に 関わ L）、HadB は HadA の 活性促 進作用が S，

　t）

電 子 伝 達 に 関わ っ て い る と予 想 され る。hadA，　ha・dS の 直上 流 には 2，4，6一トリ

ク 卩 卩 フ ェノキ シ酢 酸 分解に 関与 す る（ftCと有意な 相同性 の inる hadE が存

在 して お り、HadE は 分解 に 関与 して い る 可能 性 が あ る。今同 、　 HadE を高

発 現 させ IladEの精 製 とそ の 機能 解析 を行 っ た 。
【方 法 と結 果 】HadE を昂発 現 させ る た め 、　pET −20bに 挿入 した 場合 の hadE

の m −RNA の SD 配 列 及び 開始 コ ドン が複 雑な 2 次構 造を とらない 仁うに

DNA 配 歹1」を改変 した 。大 腸菌 中で 高発現 した HadE を各種ク ロ マ トグラ

フ ィ
ーに よ っ て 収率659c、精製倍率17倍 に精製 L 、電気泳動 的に 単

一
で あっ

た。本酵 素は NADH 存在 下で FAD 特有の 吸収 ス ペ ク トル が消失 し、　EM ）が

還兀 された ttこ の こ とか ら、　 HadE は FAD レ ダク タ
ーゼ で ある こ とが 明 ら

か に な った 。ま た 、至 適 pH は pH6 ．5で最 適温 度は 40℃だった。　IladAは
’2，4．6．TCP 分解に FADHg を必 要 と予想 される こ とか ら、こ の HadE に よ って

供給 されて い る と予想される ．現 在、HadE の さらなる機能解析 を行って

い る 。ま た ．電子伝達 に 関わる酵素HadB に つ い て の 機能 も検討中 であ る．
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3AIO−1 　炭酸 固定 反応 を触媒す る 4一ヒ ドロ キ シ安息香酸脱

　炭酸酵素 の 反応 特性 と
一

次構造解析
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〔岐 阜大 ・工 ・生 命 1：）

［目的 ］ フ タル 酸 ジ エ チ ル ヘキ シ ル 〔DEIIP＞を は じめ とす る フ タル 酸 エ ス

テ ル 類 は 内分泌撹乱 物質 と し て知 られ てい る．我 々 は す で に新規の DEHP
分解 菌で あるGordvntla　sp 、P8219株 を 分離 した 。　P8219 はDEHP に 吸着す る
こ と、フ タル 酸資化能が ない など特異な性 質が あ った 。そ こで 、細胞 内に

DEHP 加水分解酵素系 を持ってい る と 考え、これ を精製 し、そ の 性質 を調
べ る こ とを目的 とした。
1方法 ］ DEHP に よる誘導 を行った P8219 細胞か ら cell −free　extra ⊂しを調製
し、各種 ク ロ マ トグラ フ ィ

ー
に よって 酵素の 精製 を行った ．お もに フ タル

酸モ ノ エ ス テ ／レ （MEHP ）を基質 と し 、加水分解物で ある 7 タ ル 酸 を高速

液 体 ク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー

で 測定 し 、MEHP 加 水分解酵 素渚 性 を求 め た。
［結果 ］精製 した MEHP 加水分解酵 素は 、　 SDS −PAGE では 、分子 質量 30　kDa
付近 に単

一
の バ ン ドを与 えた ．ゲル 濾過カ ラム ク ロ マ トグラフ ィ

ー
で は 約

60kDa で あ っ た こ とか ら、　 P8219 株の 産出する MEHP 分解酵素は ホ モ 2量
体で あ る と考 え られた 。MEHP 加 水分 解酵 素の 反 応最適温 度は 、45 ℃ で 、
反応最適pH は、7．0〜8．0 で あった 。細 菌の 細胞 内にDEIIP 分解酵素系 が あ

る と の 報告は た く、また 、細菌由 来の MEHP 加水分解酵素 の 報告は な く、
本MEHP 加水分解酵素 は新規 の 酵 素 と考えられ る．

【日的】我 々 は炭酸固定反応 を触媒す る脱炭酸酵素を見 い だ し、そ の 特性解
明と、芳香族化合物の 位置選択的カル ポキシ ル 化への応 用を検討 して い る。
今回 は、幅広い 微生物種 に活性 を見い だ した 4・ヒ ド ロ キシ 安息香酸 脱 炭酸

酵素 に つ い て反 応特性 を検討 し、遺伝 子 ク 卩
一

ニ ン グと　
．
次搆造解析を

行 っ た．
【方法

・
結果 】強い 4一ヒ ド卩 キシ 安息香酸脱炭酸酵素活性が土壌か ら分離 し

た Entev
’
obacter 　cloacae 　P240 に認め られ、半製酵素 を用い て 反 応特性 を 検討

した 結果、KHCOs を〔：OE 源 とす る反応系で フ ェノ
ー

ル への 炭酸固 定反 応

を触 媒 した 〔モ ル 変換率 12％）。精製酵素 の N 塞端ア ミ ノ酸配 列お よび可 逆

的脱炭酸酵素で の 保存ア ミノ酸配列を活用 L、4一ヒ ドロ キシ 安息香酸脱炭

酸 酵素遺伝子 を ク ロ ーニン グした、Esciteric’ltiα coli、　 Satmonelia属細菌な ど

で 95％以上 の相同性を示す機能未同定タン パ ク質が認め られた。t
’
IJ一ル ー

2一カル ボ ン酸やイ ン ドール ー3一カ ル ボ ン 酸の 脱 炭酸酵素 と有意な相 同 性を

示 した が 、2．6．ジ ヒ ドロ キシ 安息香酸 との 相同領域は認め られず、可逆的

な 脱炭酸酵素群は
一

次構造が 異な る2 つ の グ ル
ー

プに 分類で きる こ とが判

明 した 。
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