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【目的 】　 サ リチ ル酸 は ア ス ピ リ ンの 中間 体をは じ め と して 種 々 の 用 途 が あ

るが 、微 生 物 変 換 に よ る生 産 法 は知 られ て い な い c 本 研究 で は 、フ ェノ
ー

ル に 対 す る 位 置 選 択 的 な カ ル ボ キ シ ル 化 を 可 能 とす る微 生 物 の 探索 を 行

レ丶 微生 物変 換 に よ る サ リチ ル酸 の選 択 的 合 成 に つ い て検 討 し鵡 【方 法お

よび 結 果】 約 SOOO個 の土 壌 試 料 に つ い て、サ リチル 酸 を唯
一

の 炭 素源 と

した 培 地 を使 用 して 集 積 系 を取得 し た。さ ら に、各 集積系 か ら微生 物 を単

離 し、休 ii
．．歯体反 応 に よ リ フ ェノ ールか らサ リ チル 酸の 合成能力 を示す候

補株 WU −0401 を取得 した 。　 WU −D401 株 を用 い た カル ボ キ シル 化 反 応 は

フ ェ ノ ー一ル の2位 に位 置選択的な 反応 であ り、生 成物が 1種類の み で あ る こ

とを HPL 〔：に よ L）確 認した 。さ ら に、　 ISC
］−NMR と

IH −NMR に よ り構造決定

を行 い 、生成物 をサ リチル 酸と 1司定 した ．サ リチル 酸 を含む 培地 で 前培養

したWU ・040 工株の 休 rl：菌体 を使用 して 、　SO℃、24 時間の 反応に よ り20　mM

の フ ェ ノ
ール か ら 16％の 収 率で サ リチル 酸 を選択的 に 合成す る こ と に成功

した。

【目的 】 演 者 らは 、フ ェノ
ー

ル か らサ リチ ル 酸 を合 成 可 能な 微生物 と して

WU −040i株 を取得 した 。そ こ で 、本研 究 で は、新 規な 可
．
逆的サ リチル 酸脱

炭 酸 酵 素 をWU −e401株か ら精製 し、遺伝子 ク ロ
ー一

ニ ン グ と大 腸菌 にお け る

発 現 に つ い て 検 討 した 。【方法 お よび結果】 WU ・0401株 に よ る フ ェノ
ー

ル

か らサ リチ ル 酸 へ の 変 換 は 1種 類 の 可 逆 的 サ リチ ル酸 脱 炭 酸酵 素 （Sdc）に

よ り行 わ れ てい る こ と を明 らか に した 。そ こ で、Sdcを 4段階の ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ーに よ りSDS −？AGE （

一
単
．．』

のバ ン ド （40　kDa ）とな る ま で精製 した 。
さ ら に、Sdc を コ ードす る遺 伝子 （sdc ）を ク ロ

ー
ニ ン グ し、塩基 配列 を 決

定 した ．sdc の ORF はS49個の ア ミ ノ酸 残 基 か ら成 る 39、7　kDa の タ ンパ ク 質

を コ ー一ドし てお り、AsPergillu．f　oo ，zae 　de来 の E．S一ジ ヒ ドロ キ シ 安息香酸 脱 炭

酸酵素 と 50 ％ 、R ’己勧 醸 翩 rα4妨 α‘研 WU −DlO8由 来の γ一レゾル シ ン 酸 脱 炭

酸酵素
1）と 39％ の相 1司性 を示 した 。また 、sdc を 大腸菌で 発現さ せ る こ とに

成功 し、可逆的なサ リチル 酸脱炭酸活性 を確認 した 。
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【目的】ISacillus　thetmoProteot）tic
・u．s 由来好熱性 中性金 属プ ロ テ ア ーゼ で あ る

サ ー
モ ライ シ ン （TLN ）の 活性 はpKu が 5．O−5．6，7．5−8．3 の ベ ル 型の pH 依存

性 を示す。今回、活性部位に 存在す るASnl12 を荷電性ア ミ ノ酸残某 に 変異

さ せ、pH 依 存性 の 改変 を試 み た。【方法 と結 果】変異型 TLN （Nll2A ，
Nl12D ，Nll2E ，Nll2H ，Nl12K ，Nl12R ）遺 伝 子を部位 特異的変 異導入法

に よ 1，作成 し、大腸 宦酊 MIO9 株を 宿主 と して 発現 させ た。　 Nll2D と Nl12E

の み培養上 清中 に活性型 と して 分泌 され た の で 、これ らを精製 し、酵素活

性 を測 定 した と こ ろ、野生型TLN （WT ）と比 べ 以 トの差 が みられ た ．（1）中

性基 質 であ る N −Furylacryleyl −Gly −L −Leu ．amide （FAGL
，V の 加水 分解活 性

に おい て、NII2D の 酸性側 の1）1（cl が 5．3か ら 5．7に 変化 した。（2）酸 性 基 質で

あ る N −Garbobenzoxy −L−Asp −L．Phe ．Meth ｝
’L　es 匸er （ZDFM ）の 加水 分解活 性

に おい て、Nll2D と Nll2E は ベ ル 型 のpII依 存性 を示 さ ず、　pIIが増 加 す る

に つ れ k匸at／K，」’a減 少 した 。　 Nll2D と Nll2E の k
⊂aV
’
KfiTは、　 WT と比 べ て pII

7．0で は D．23．O．53 ％、　 pH 　5．5で は 4．5．13％で あ っ た 。【考察 】FAGLA の 加 水

分解 に おい て Nll2D の pK。Lが ア ル カ リ性側に シ フ トした。これ は 導入 さ れ

た 負電荷が 酸性側 の活性解離基 の プ ロ トン 化を 安定化 した た め と考え られ

る。Nl12D と Nt12F ．は ZDFM の 加 水分解 にお い て UT と異な る 酵素活性を

示した こ とにつ い て は、導入 された 負電荷 と ZDFM の 間の 反発に よ る と考

え られ る。

【背景
・目的】　サ ーモ ライ シ ン （TLN ） は伽 配 偏 ‘加 ，跏 炉廨 吻臨 硲 が 産生

す る 耐
．
熱性 中性 プ ロ テ ア ーゼ で あ り、そ の耐 熱 性 に は 自己分 解が 密 接 に関

与 して い る u これ ま で に
「
1
．
LN の 自己 分解 点 の 一

つ を 改 変す る こ とに よ り、
耐熱性 が 向上 した変異型 TLN （L155A 、　 F、　 G 、　 S） を取 得 し た、、しか しな

が らこ れ ら変異 型 TLN は い ずれ も 11cl56で新 た に 自 己分 解 され てい た 。本

研究で は、Ile願 を種 々 の ア ミノ酸 に置 換 す る こ と に よ り更な る耐 熱 性 の

向 上 を 目指 し、酵 素 活 性 の 低 下 を伴 わ な い 変異 型TI．N を取 得 する こ とを 目

的 と しtt”
【方 法

・結 果 】

　最 も耐 熱 性 が 向 上 して お り酵素括 性 は WT と1司様 の Ll55A と、最 も酵素

活 性 が 向 ヒし耐 熱性 もWT／「よ り も向 上 して い た Ll55S を基 に し、新た に現

れ た 自己 分 解点 で あ る Ile156をAla、　Asn、　Valに 置喚 した 〔Ll55A ．1156A、
N、V 、及 び U55S −IL56N、　 V）。　 Ll55A−ll56A、　 N 、　 V は耐 熱性 は 向上し

て い た が 酵 素 活 性 は 低 下 して い た こ とか ら、自己分 解点 改変 に よ る影響 及

び 酵素 活 性の 低 下 に よ る影 響 が 考 え られ た。一方、LlsSS−1156N、　 V は酵

素 活 性 の 低 下 を伴 わ ず耐 懃性 が 向 上 して お り、自己 分解が 抑 え られ た こ と

に よ り耐熱性 が 向 上 した と考え られ た。自己 分 解 点 改 変変異 型TLN の二 次

的に 現 れ た 自己 分解 点 11elfiGを改 変す る こ と に よ り、更に TLN を安定 化 さ

せ る こ とが 可 能で あ っ た。
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