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【目的 】グ ラム 陽性の 土壌 細菌で ある 枯草菌は様 々 な細胞壁溶解酵素 を牛 育
過程の 各段階で 発現 して い る．機能未知 の 蛋 白質で ある YcdD は他菌種 と

の 相同性 検索の 結果か ら、L ，D ・eiidopcptidase タ イ プ
．
の 細胞 壁 溶解酵素 で

あ るこ とが 示唆 された。こ れ まで に 報告 され た 1．，D −endopeptidasc タイ プ

の 細胞壁溶解酵素は 、胞子 形成 期に 発現 して い る YunA だ 1ナで あ る。そこ

で 、本研 究で は Y〔dD の 機能解析 を凵 的と して 夷験 を行な っ た ．
【方 法

・
結 果】ま ず、ycdD の 転 写時 期 と転写 量 を 調 べ る た め に 、　 LacZ

assay を行な っ た 。その 結果、　ycdD は対 数増殖期に極め て少 ない 転写 が あ

る こ とが 分か っ た。続い て 、Y⊂dD が 、細胞壁溶解酵素 で あ る事 を確認す
る た め 、YcdD を大陽菌 によ り大量発現 させ 精製 し、ザイ モ グラ フ を行 な っ

た。そ の 結果、YcdD は枯 草菌の 細胞壁 に対 して溶解活 性が あ る こ とが 明
らか に な っ た。次に、酵素反応 の 最適条件 を決定 し YcdD の細胞畦 に対す
る 切断部位 を 同定す るた め に、HPLG 分析 を行 なった。そ の 結果、　YcdD は

細胞壁 の ペ プ チ ドにおける L −A ］a とD−Gluの 間を 切 断する こ とが 分か っ た。
こ れ らの 結果か ら、Y〔dD は対数増殖期 に発現 して い るL，D・endopeptidasc
で ある こ とが 明 らか に なった。現在、YcdD 蛋 自質 が細胞質、膜、壁、外
の どこ に 存在 して い る か 、またycdD遺伝子 が どの シ グ マ 因子 に依存 して い

る か調 べ て い る。

［口的 ］ボ リー3一ヒ ド卩 キシ 酪酸 （PHB ）は種 々 の 細菌 が細胞 内に炭素厂エ ネ

ル ギ
ー
源 と して貯 えるポ リエス テル であ り、生分解性プ ラス チ ッ ク として

知 ら れ て い る。我 々 は こ れ まで に Ratstoni（t　eut
・
roPha 　HI6 と Rhodobactef・

5ρ編8吻 485か ら細胞 内 PH6 　dCPDIymerase遺伝 了
．
の ク ロ

ー
ニ ン グを行 っ

た．こ れらの 酵素 につ い て は大腸菌か ら精製 を行ない 、その 性質を調 べ て

い る。本研 究で は光合 成細菌 で ある IVtodesPiriilu’
m 　ru．btum か らPhttZJと

助 αZ3 をク ローニン グ し、その 遺伝子産物 の 性質 を調 べ た。
1方法 と結果］R ．evt 厂oPha の PhaZI、　PhaZE、　PhaZ3　a）ア ミ ノ酸配列 を元 に

BLAST 　search を行 っ た結果、　R、　rtzbtvim の ゲ ノ ム配列の デ
ー

タ ベ ー
ス か ら

PhaZl と PhaZ3 に似たア ミノ酸配列 を持 つ 遺伝チが 見つ か っ た。これ ら

の遺伝 子を PCR によ リク 1コーニン グ した後 に発現ベ クタ
ー

を構 築 し、大

腸菌 で 発現誘導 をお こ な っ た．大腸菌 の 粗抽 出液 の SDS −polyacrylamide
ge！electrophersis の 結果、　PhaZl では約 45 　kDa、　PhaZS で は約 31kDa の

位置 にバ ン ドが 見 られた。こ れ らの 分子質量はア ミ ノ酸配列か ら予測 され

る質 量 とほ ぼ 一
致 した．大腸 菌 か ら 精 製 した PhaZl と PhaZ3 ｝：　R 、

eTttroPha ．の 各酵素 と同様 に人 工非 晶状 PHB 顆粒 を分解 した。　 PhaZ3 の リ

パ ーゼ ボ ッ クス と考え られ る配列 中の llO 番 fiの セ リン を部位特異 的変

異に よ りア ラニン に置換 した結果、活性を失 っ た。この 事か ら110番 日の

セ リン が活性中心で ある と考 え られ る。
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［fi的 ］細 菌が細胞内 に合成す るポ リエ ス テル po1）
’hydrox｝

，alknoate （PHA ｝
は熱可塑性 の 高分子 で あ り、環境低負荷型の プ ラ ス チ ッ ク と して 注 日され

て い る。細 菌 Rai“’tonia　eutrePha 　 HH6 は PHA の
一

種 で あ る pol）
’
（S
−

hydrexybutyrate）〔PHB ）を炭素源、エ ネル ギー源 と して 細胞内に 蓄積 し、
ある環境 下で は PHB を分解 して利用 する。　 R ．　eutroPha 　Hl6 で は PhaZl 、
PhaZ2、　PhaZS の S 種類の 細胞 内 PHB 分解酵 素の 存在が今 まで に確 認 さ

れて い る。本研 究で は 、4 番 口の PHB 分解酵素の 遺伝子 と推測 され る遺

伝子の ク ロ
ー

ニ ング を行い 、そ の 遺伝子 産物 の 性 質を調 べ た．
［方法 と結果 ］R．autroPha 　H16 の 近 縁種 で あ る Rat．stonia 　metatt ・idurams、
尺α心勧 zα 翩 呻 α々 JMPI34等 に お い て、　 Ra／stania 　Picketti　Tl や Paucirrtonas

Z齠 oな瀚 の 細胞 外 PHB 分解酵素 に類似 した 配列 が見つ か っ た、こ れ らは

新規の 細胞内 PHB 分解酵素遺伝子 で あ る と予 測 され 、同様の 遺伝 子が R、
eutroPha 　HI6 に も存在 して い る と考え られ た。　 R．　metallitlttrar 」，s　er　O 配 列を

もとに probe を作成 し、　Southern　hγbridizationを用 い て 目的遺伝子 の ク

ロ
ー

ニ ン グを行 っ た．塩基配列 を決 定 した結果、細胞外 PHB 分解酵 素に

類似 した 1，089　bp の 〔〕RF が認 め られ た tehaZ4）．　PhaZ4を含む プ ラ ス ミ

ドで Escherichin　coli を形質転換 し、遺伝子 の大量 発 現 を 試み た．こ の 五．磁
の 細胞粗抽出液は 人工 amorphous 　PHB 　granulcsを効率 良く分解し た。

［目的 J ボ リー3一ヒ ドロ キ シ酪酸 （PHB ）は炭 素源及 び ＝ ネル ギ
ー

源 と して

様々 な微 生物が 利用する 物質の
．
つ で ある。PIIB 分 解菌 Ralstonia　Pickettii

Tl は 細胞 外の PHB を細胞外 PHB 分解 酵素及 び 3HB 　ohgomer 分 解酵 素

を分泌 し て 3HB を炭素源及 び ユ ネル ギ
ー

源 と して利用 で き る グラ ム 陰性

細菌で あるn 二 つ の 酵素は既 に ク ロ
ー

二ニン グされ 、性 質 も調 ぺ られ て い る

が 、発現調節及 び分泌機 構は 殆 ど調 べ られ て ない。本研 究で は 、R ．Pickettii
Tl の 細胞 外 PHB 分解酵 素分泌 機構 に っ い て調 べ た 。
［方法 ］　 トラ ン ス ポゾン 〔Tn5 ）を用い て PHB の 分 解 に変異 の あ る株 を

PHB を含む寒天 培地で の ス ク リ
ー

ニ ン グで得 た ．そ の 中か ら PHB 分 解酵

素の 遺伝子 は 亅E常で PHB 分解が野 生株 に比 べ て遅 い 変異 株 を得 た 。　Tn5
をプ n 一ブ とし、変異株 の 染色体 か ら Tn5 の 周辺 領 域 を ク ロ

ー
ニ ン グ して

Tn5 の 挿入 領域 の 塩某配列 決定を行 っ た．
「結果］ こ の 変異株は 、炭素源 が Pi1B の み の 培 地 で 培養 する と、野 生 株に

比 べ て PHB の 分解 が5〜7 日遅 くな っ た、抗 Tl　PEIB 分 解酵素血清 を用 い

た 実験 よ り、PHB 分解酵 素が野生株 に比 べ て 菌体外で 少 なく菌体 内で 多 く

見られ るこ とか ら、変異株 は分泌系遺伝子 の 欠損株 と考 えたc 更 に、この

変異株 の 染色体 に 挿 入 し た Tn5 周辺 領域 の 塩 基配列 を調 べ た結果、1h5
に よ り機 能 を失 っ た と考 え られ る遺伝子 は tP

’
pe　II型 分泌 系 の 遺伝子 に似

て い た、，
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