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2Fl　1−3　　ク ロ ロ フ コニノ
ー

ル 分 解菌 Ralst・ nia 　 pichettii
　　　　　　　DTPO602 株 の ク ロ ロ フ ェ ノ ール モ ノ オ キゲ ナ

ーゼ

　　　　　　　の発現 と性質

　　　　　　〇八 田 貴
且，岩本 麻理 i，長尾 恵 梨香

］，萱野 由記
且，滝澤 昇

2

　　　　　　 （
1
岡 山理 大 。

技科研，2 岡山理 六・工 ・応化）

2Fl1−4 脂質膜界面 を反 応場 とす る ア ミロ イ ドβ一金属錯体

の酸化 酵素様機能　〜コ レス テ ロ
ー

ル の 酸 化反応
〜

田崎 誠，○吉本 則ア ，島内 寿徳，馬越 大，久保 井 亮
一

〔阪大院 ・基一L）

［P 的】木材
．
の 防腐 剤 2，4，6一トリク ロ ロ フ ェノ ール （2，4，6．TCP ）分 解 菌

Ra．lseonila　Pickettii　DTPO602 株 由来の ク ロ ロ フ ェノール モ ノオ キシ ゲ ナーゼ

（HadA ）は、　 HadB ，　HadE タ ン パ クが 存在 した 場 合 ，2，4，6．TCP を効 率良 く6一
ク ロ ロ ヒ ドロ キ シ キ ノ

ー
ル へ 変換す る。これ ら タ ン パ クの 詳細な解析を行

な っ た。【方法及び 結果】 本酵 素の 基質特 異性 は広 く 4一ニ トロ フ ェノ
ー

ル ，
2，S一ジニ トロ フ ェノ

ー
ル ，シ リン ガ アル デ ヒ ド，S，5一ジ ブ ロ モ 4一ヒ ドロ キ シ

ベ ン ゾニ トリル 等、種 々 の フ ェノ ール 類 を基 質 と した 。最適pH は、それぞ

れの 基質の PKuよ り も約 U．5−L．0高か っ た 。　 IladB は FAD を補酵素 とする フ

ラボ プロ テ ．イン で あ るが 、HadE （フ ラ ビン レ ダ クタ …ゼ） に よ っ て 還元

された Had 町  H2 は FADH2 単独 に 比 較 し安定だった。本菌株 由 衷の ク

ロ ロ フ ェノール モ ノ オ キ シ ゲナ ーゼ は 、in　vitro で は HadA ，Ha （IB，HadE の

比率が 、1：4r（）．1（iの場 合 に活 性 が 最大 で あ る、　 in　vivo で の 発現量 を調 べ る

ため にhade，　hadB，　hridE−lacZの 各 融 合 遺 伝 子を 作成 し、　 LacZ 活性 を調 べ た

とこ ろ、比 率は LO．64；O．IJ「で あ っ た 。ク ロ ロ フ ェノ
ー一

ル を某質 とした場 合
は反応に HadB を 要 求 した が ，4一二 トロ フ ェノ ー

ル の 場合 はHadB が 不 要で

あ っ た 。こ の こ とは 、4一二 トロ フ ェノール分 解菌の 遺伝 了ク ラ ス タ ーに

had6 と相 1司性 の あ る 遣伝 子 が存 在し な い 事 と一致 して い た。

ア ミロ イ ド性タ ンパ ク 質は 構造異常に よ り不溶性線維性凝集物 （ア ミ ロ イ

ド）を形成 し、神経細胞 へ の毒性 を示 すこ とが知 られ てい る．特 に，ア ミ ロ

イ ドθタ ンパ ク 質（A β）は，アル ツハ イマ
ー
症 の 原因タン パ ク 質 として広 く

研究 さ れ て い る．しか し、その 生埋学 的意 義に 関 して は不 明 な点が 多い ．
最近，A β一金属錯体 は金 属酵素様活性 を発現す る こ とが 報告され てい る．
脂質膜 界面 を反応場 として用い た場 合、反応 基質一脂 質膜間の親和性．脂 質
膜界面の 脂肪酸 ドメ イン の 有無などが反応特性 の変化 に 大き く起困す る 可

能性 が ある、今回、我 々 は、コ レス テ ロ
ー一

ル の酸化反応を取 リ ヒげ，脂質

膜特 性が 反応特性 〔MichacLis
−Menten 定数 な ど）に 及 ぼす影響を検討 した、

そ の 結果、膜流勤性 や脂 質膜 の不均
一

性 が脂 質膜に配向 する コ レ ス テ ロ
ー

ル の 酸化反 応に影響 を ケえる こ とが示 唆 され た．
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2F11−5　　 Pseud。 menas 　sp ．61・3 由来 PHA 重合酵素 の基質特
　　　　　　　異性改変に よ る PHA 共重合組成制御

　　 　 　　 　O 佐 々 木 雄 大，大井 俊彦，田 口 精
一

　　　　　　 （北 大 院 ・：〔 ・生 物機能 高分子）

2F12−1Pseudomenas 　Putida　IFO12996 由来低基質特異性

　ア ミノ酸 ラ セ マ ー
ゼ IleSS4、　Tyr396 残基変異体の

解析

0 米 山 万 里 子 ，佐藤 大 ，桐村 光太郎，木野 邦器

（早 人 ・理．「：・応 化 ）

（H的）　Rseudomonas　sp．61．3由来の PHA 重合酵素は 、短 鎖長の 3．ヒ ドロ キ シ

ブタ ン 酸 （EHB ） と、・1・鎖長の ．a一ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン 酸 （311A ） を基質 と
して 、P（SHB

−co・SHA ）を合成で きる ユ ＝
一

ク な 酵素で ある c しか し、　 PHA

の硬 さを規定 するSHB の 取 り込み 能 力は微弱で あ る e これ まで の 進化ユ：学

的研 究か ら、本酵 素中 の 4 つ の 部位 （E］a．　0、S325、　 S477 、　 Q481＞が基質

特異 性や PIIA 合成能 の 向上に大 き く関与 して い る こ とが わ か っ た 。本研究
で は 、El30 部位 と S325 部位 にお ける優良変異 を固 定 した 形で 、触 媒残基

（H479 〕近傍に 位置す る477 部位 と481部位を同 時 に総ア ミノ酸置換 す る こ

と に よ っ て さらに SHB 取 り込み能力 を増強 し、多様な 3HB 組成比の PHA 共

重合体の 創製 を目指 した。（方法お よび結果〕EISO部位 とSS25 部位 に お ける

優 良変異遺伝 子をべ 一
ス に、477部位 と481部位に 飽和 変異を導 入 し、変 異

体 ライブ ラリ
ー

を作製 した。基 質と して3HB の みが 供給 され る 系で PHB 合

成量 を指標 とし、PHB 染色色素を利用 したプ レートア ッ セ イや定量 HPLC

を用 い て3HB 取 e込み 能力の 増強 した 変異体を選抜 し た。獲得 した 変異体
の 塩基配列を解析 した結果、ア ミノ酸 青換 として特 に 477 部位 に はグ リシ

ン あ るい はアル ギ ニ ン が重 要で ある傾 向が 見 られた 。現在、こ れ らの変異

酵素 を用い て、棊質 として 3HB と3HA が 供給 さ れ る系 で PIIA 共重合体 を合

成 し、その モ ノマ
ー

組成比 を測定中で あ るが 、3HB の モ ル 分率が野生型で

は 20％程度で あ っ たの に対 し、変異酵素匣）中に は 70％ を示す もの も創出 さ
れ て い る。

【目的 】医薬 ・
農薬 合成 の重 要 な中聞体 で ある D一トリプ トフ ァ ン の 効 率的

な 合 成 プ ロ セ ス 開発 を 目的に 、広い 基質特 異性 を有 するPseu．demonasPut・ida
IFO　I　2996由来 ア ミノ 酸 ラセ マ

ーゼ （BAR ） に 着 目 した 。これ まで に BAR
へ の ラ ン ダム 変 異 導入 よ り取得 した 改変酵 素の 解析か ら、　ile／384とTl．rS96 で

の 変異 が トリプ トフ ァ ン ラセ ミ化活性 向上に影 響を及ぼす残基 で ある こ と

を明 らか に して きた
1）。そ こで 、各変異部位 の ア ミ ノ 酸置換 と活性 の 変化

の 関係を 明 らか に す る た め 部位特 異的 変異の 導 入 と解析 を行 っ た。【結 果 】

BAR か ら取得 した ラ ン ダ ム変異株の 中で 、多 くの ア ミ ノ酸 に対 して 活 性 が

向 ⊥ した IB84M と ト リ プ トフ ァ ン に 対 して 特異 的 に 活 性が 向 上 した

YS96G に着 目 し、両残基 へ の 部位特異的変異導入を実施 した ．そ の 結 果 、
IleS84に お ける 変異で は 、　 IS84M が 最 も高 い トリブ トフ ァ ン ラセ ミ化 活 性
を 示 し、他 の ア ミノ 酸 に 対 して も顕 著な活性 向 Eを示 す こ とが 明 らか に

な っ た 。一
方、T！

’rS96 にお ける変異で は、トリプ トフ ァ ン に対 し特異的な

活 件 向上 を示 した の は Y396C の み で あ り、TyrS96置pt体で 最 も高 い 1・リブ

トフ ァ ン ラ セ ミ化活性 を示 したYS96S は、他の ア ミノ酸に S・1して も活性向
上 を示 し た。部位特異的な単独変異導入株の 中で トリブ トフ ァ ン に 対 し最
も高 い 活 性 を示 した IS84M は24 時間で 1．一ト リ7 トフ ァ ン か らの 完全 な ラ

セ ミ化 を 可能 に した ．
1）米 山h 里子 ら、口 本生 物丁 学会2005 年度大会、講演要 旨集pll2
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