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2CIO−5PHB バ イ オ ポ リエ ス テル 合 成 調節 タ ン パ ク質

　PhaR の 定量 的機能解析
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2Cll−1Pseudomonas　sp ．61・3 由来 PHA 重合酵素の 3HB

ユ ニ ッ ト取 り込 み 能力 の増 強
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（背景）生 分解性プラ ス チ ッ クで あ る PHB （polyhydroxybutylate）は 、微
生 物細胞 内 で 蓄積 され る際、PHB 表 面．ヒに大量 の phaSinタ ン パ ク 質（PhaP ）
が 結合 し．覆 うこ とに よ っ て 品質管理 され る．我 々 は、メ タ ノール 資化性

細菌Pa・racoc （／zas　denitnficans由 来 の 調節タ ン パ ク質PhaR に 着目 して い る。通

常PhaR は、　 PhaR 遺伝子 fi身お よび PhaP 遺伝子発現 の リプ レ ッ サ ーと して

機 能 して い るが ．PHB が 蓄積 され始め る と、PHB に PhaR が結合し、遺伝

子発現の 抑制を解 除す るcPhaRを介す るPHB 生 合成調節モ デル の 検証 を

目的 とし、今回、DNA 結合 はSPR （表面プ ラズ モ ン 共鳴）解析 を、　 PHB 結

合は QCM 〔水晶発振子 マ イ ク ロ バ ラ ン ス ）解析 を行 ない 、　 PhaR と両 タ
ー

ゲ ッ ト分子 との 相互 作用を個別 に 解析 し た．（方法
・
結果）ま ず、PhaR タ

ン パ ク 質 の 大量 発 現
・
精製系 を構 築 した。DNA との 結合 は、タ

ー
ゲ ッ ト

DNA をセ ン サ
ー

チ ッ プに 固定 し、精製PhaR を注入 し て 、　 SPR 解析 を した c
そ の 結果 、解離定数＝1．82x10 ’7　M と算 出され、　DNA との 結合性 は緩や か

で ある とい う特徴がみ られ た。また、数種の DNA 結合能低 下変異体 で も1司
様の 解析 を行な っ た と こ ろ 、PhaR の N 末端保存領 域中の DNA 結合 に 関与す

るア ミ ノ酸残基の 寄与の 差異が見
1土隠 れた。次 に、PHB との 結合は、水 晶

発 振子 上 にP（SHB ）の 溶融結 晶化フ ィ ル ム を作製 し、精製PhaR を注入 して 、
QCM 解析 を した．そ の 結果、　PHB に 対 する 吸着は 、非 常に速 く、拡散律

速で あ り、見 か け 上不 可 逆な反 応で あ る とい うこ とがわか っ た。

〔目的 ）Pseudemenas　sp ．　6】−3由来の PHA 重合酵素 は、短鎖長 の S一ヒ ドu キシ

ブ タ ン酸 （SHB ） と、中鎖 長の 3一ヒ ドロ キシ アル カン 酸 もモ ノ マーユニ
ッ

トとして 取 り込む こ との で きるユ ニ
ー

クな酵素で ある。しか し 、SHB の 取

り込 み 能力 は微弱なため、こ の 能力 を増強 し、多様なPHA を創 製す るこ と

を目的 とす る tt これまで の 研究か ら、本酵素q1の 4つ の 部位 〔ElSO、　 SS25、
s477、　Q48D が基質特異性 やPHA 重合活性に関与 して い るこ とがわか っ

た ．さ らに 、各部位で の 総ア ミノ酸置 旗や、優良変異 の 組合 せに よ っ て 、
多くの 進化酵素が獲得され つ つ あ る．本研究 で は 、触 媒残基 （H479 ＞近

傍 に位置す るS477 とQ481に お ける ア ミノ酸 置換の効果を、　E］．seとS325に

お け る 優良変 異 と の 関係 性か ら解析 した v （方法 お よび結 果）野 生型、
EISOD 、　SS25C 、　 SS25T の 4種類を ベ ー

ス と し、　 S477 とQ481に 全て の ア ミ

ノ 酸置 換が 同時に 発生 す る 部位指定飽和変異を、PCR 法 に よ っ て導入 し

た 。優 良変異体 は 、P（3HB ）の 合成量 の 高さを指標 に し た．まず、プ レ
ー

ト

上 で ポ リマ
ー染色用色素 を利用 して 候補体を選 別 し、次い で 定量HPLC を

用 い て ハイス ル
ープ ッ ト的に 優良変異体を取得 し、塩 基配 列 を解析 したe

そ の 結果、べ 一ス の 各変異 よ り高い 3HB 取 り込 み 能力 を示 す もの が異な る

パ ターン で 多く出現 し 、最 高で 野生 型 に比 べ r）OO倍 を示 す変異体が創出 さ

れ たe 現在、2重変異 （F．ISODfs32sG 、　 El30D ／S325T ＞をべ 一
ス とした絹．

合せ か らもさ らに合成能 力の 高い 変異体が 得られ て い る．また、これ らの

進化酵 素を用い て 、PHA を作製し、そ の 生産量 やモ ノ マ ー組成比 の 測定 も

検討 し て い る．
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［fi的 IPVautersin　metatlidut
’afks （：HS4 は 、　poly〔tS−h｝’droxybutyrate｝ （PIIB〕

を炭素源、エ ネル ギー源 と して蓄積、利用 して い る細 菌で ある ．肋 醜 γ∫7：a

eutroPha 　H16 で は J
「

種 類 の PHB 結 合 蛋 白 質 （PhaP ）が あ る が 、欧

metatttaurans で は 調 べ ら れ て い な い 。本 研 究 で は 、　 Vt！ metaUutu ．rans か ら

PHB 結合蛋 自質 と考え られ 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 】曜 翩 脚 肱 の PhaP と Rhodo．spiriltum
mbrzam の PHB 分 解 酵 素 活 ・陸 化 因 子 （ApdA ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に

BLAST 　search を 行 っ た ．そ の 結 果、　 PU　metallidurans か ら PhaP と ApdA
に 類似 した ア ミノ 酸 配 列 を持 つ 二 つ の 遺伝 子 を 見 い だ し、そ れ ぞ れ を gαPf
お よび ．gaP2 と名づ け た。　GAPl の ア ミノ 酸配 列 は 、　GAP2 のア ミノ酸 配 列

と 27％ の identit．
）
・を示 し、　 PhaPl と 92％ の identityを示 した 。　GAP2 の

ア ミ ノ 酸 配 列 は 、ApdA と 34 ％ の identi匸y を 示 し、　 PhaP4 と 22％ の

identity を示 した。両遺伝子 を PCR に よ りク ロ ーニ ン グ した後 に大 腸 菌 で

発現 させ て 精製 した。GAPI の 分子 質量 は約 24　kDa で あ り、GAP2 の 分子

質量は約 18kDa で あ っ た u　 GAP2 は 、　 native 　PHB 　granuleを基 質 と した

時に R ．rzebru ”m の PHB 分解 酵素を 活性 化 した が 、GAPl は 活性 化 しな か っ

た 。抗 GAP2 抗 体を用 い た 免疫 染色 の 結 果、　 GAP2 は 可 溶性 画分 よ り も

PHB 　inclusiDn 　body の 画分 に 多 く認 め られた 。

【R 的】ボ リ ヒ ド ロ キ シ アル カ ン 酸 〔PHA ） は 、多 くの 微生物が 炭素源 お

よび エ ネル ギ ー源 と して 茵体内に 蓄積 する バ イ オボ リ エ ス テル で あ り、生

分 解 性 プ ラ ス チ ッ ク と して の 利用が期待 されて い る。PHA 重合酵素 には、
短 鎖長 （Cts−−s）の モ ノ マ ーを重合す る タイ プ 1酵素 と、中鎖長 （C6 〜14）

の モ ノ マ
ー

を重合する タイ プ Ilre素が存在す る。以前の 研 究に おい て 、タ

イ プ 1とタ イ プ II　PHA 重合酵素で は 、活性 ヒ ス チジ ン 残基の 2残基 F流に

あ る ア ミノ酸が基質認識 に関与 して い るこ とが 明 らか に された 、，そ こ で 本

研 究 で は 、タイ プ 1 とタイ プ II の 両方の 性質 を示す AerOVtonas　caviae 由 来

PHA 重合酵素 （PhaCAc）に つ い て 、同 じ位置 に ある505 位 の ア ラ ニ ン （ASO5 〕

に対 して飽和 変異導入 を行い 、そ の 基質 特異性 の 変化 を調 べ るこ と に した 。
【方法 ・結果 】PhaCAcの A505 に対 して 飽和変異導入 した 酵素を発現す るプ

ラ ス ミ ドを作 成 し、PIIA蓄積欠 損株 Ra．kstonia　e2‘lroPha 　PHB
．
4 に 導入 した 。

組 換 え株 を フ ル ク トース お よ び大 L抽 を炭素源 とし て 培養 し、PIIA 分子

量 、PHA 含率 の 測 定、　PIIA 組成分析 を行 っ た．大豆油を炭素源 と した 場

合、す べ て の変 異酵 素が野生型 よ りも高 い 組成比で （〕4モ ノマ
ー

をPHA 中に

取 り込 ん だ．ま た 、PHA 分 子 量を 測定 した結 果．塩基性ア ミ ノ 酸お よび 疎

水 性 ア ミノ酸 に置 換 した 変異酵素 が、野 生型に 比 べ て 若干 高い PHA 分子量

を示 した。
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