
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

156　 1 目 凵 G 会場

1G11−5　　 放線菌 由来 isochorismatase　supe 「family（ls） 酵

　　　　　　　素 に お け る ラ ク タム 加水分 解活 性 の評 価
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IG12−1 　抗菌性ポ リア ミノ 酸 epsilon ・Po1
ア
・L ・lysine（epsilon ・

　PL ）生 合成酵素 の 精製 及び 酵 素学的 諸性質 と in

vitro 合成
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【目的】最近、我々 は放線菌 ∫‘砂 齢嬲 麟 α伽 齢 か ら ST の新規耐 性 遺伝 子

幡 〃 ）を見出し、本遺伝 子産物 （SttH〕は 、　SI
．
の ス トレ ブ 1・リジ ン ラク

タム を加水分解 する酵素で あ る こ とを明 らか に した eSttHは、機能 未 知 の

IS酵素群に属 して お り、この familyに属す る 酵 素 は 、大 腸 菌 を含 め 、ほ と

んど全て の 原核生物 に存在す る こ とが 知 られ て い る。しか しな が らそ の 触

媒機能 は不 明 の ま ま であ り、S［tH はIS酵索 群に お い て 唯 ・．．基 質 と触 媒 機 能

を同 定で きた酵素 とい え る。興 味 深 い こ とに 、大 腸 菌に お け る IS 酵素

〔YcaC ）は 、　 ST の加 水分 解活性 を示 さな い 。そ こで 、　 SLtH以 外 の ラ ク タム

加水分 解活性 を有す るIS酵素の 探索 を試 み た 。
【方法 と結果】ST耐 性機構 と し

一
〔、一般 的 にSTの ア セ チ ル 化 が知 られ て い

る。そ こで PCR に よ っ て ．　 ST の ア セチ ル 化酵素 遺 伝 子 を有 して い な い ST
耐 性放 線菌 を探 索 した と こ ろ、StrePtont）

ice ∫ nour ．vei．を．見 出す こ とが で き た。
また 本 菌株は 、S．α伽 跏∫ と 同様、　 ST との 菌体反応 にお い て 、　 ST 加水分解

活 性 を有 して い る こ とが 判明 した 。そ こで 、5、noursei が 有する ST 加水分解

酵素が 、IS酵 素 に属す る酵 素 か 合か 検証する た め に 、本 菌株の ゲ ノ ム ラ．イ
ブラ リーを作製 し、異種放線菌∫trePtom ）

／ces　tiitidan∫を宿王 と したシ ョ ッ トガ

ン ク ロ ーニ ン グ に よ っ て、ST 加 水分解酵素遺伝子 の 取得 を現在試 み て い

る。

放 線 di　StTePtom｝，ces　albu ．1・u ∫ に よ っ て 生産 され る epsilon −PL は、　 L一リジ ン の

cpsilon 一ア ミノ基 と alpha 一カ ルボ キ シル 基 が ペ プ チ ド結合で つ な が った 25
〜35残基 か らな る 直鎖状 の ア ミノ酸 ホ モ ポ リマ

ーで ある 。cpstlon −PL に お

ける L・リジ ン の イソ ペ プ チ ド結合は cpsilon −PL の 抗菌活性 に 極め て重 要で

あ り、そ れ を 搆築す る 生合成酵 素 に お い て は 、L一リジン の 「cpsilon 一と一
alpha −…位の 認識 機溝、構成 ア ミノ酸 の 基質特異性、ペ プ チ ド鎖 長の 決定

機構の 3点が 特に 興味深 い 。そ こ で epsiLon ・PL の 生合成 機構 の 解明を N的に

生 合成酵素の 精製 を 行った 。【方法 と結果】 cpsilOll −PL 合成活性 を指標 に 、
S．α伽 Z榔 の 膜「

由i分よ り各種ク ロ マ トグ ラフ ィ
ーに よ って、epsil 〔m −PL 生合

成醒素を 電気泳動的に 単
一に 締製 した。本酵素 は 分子量270kDa の ホ モ ダイ

マ
ーで あ 0 、単

．一
酵素の みで L一リジ ン か らAIIP 依存的に 著量の epsi ］o【1・

PL （10
〜20mcr）を生成 した。また、　 L一リジ ン 特異的なア デ ニ ル化活性 も認

め られた こ とか ら、本酵素はチオテン プ レ
ー

ト型の非 リボソ ーム ペ プチ ド

合成酵素 （NRPS ）で あ る と強 く示 唆 された。本研究は、単
一
酵素の触媒

作用で ア ミ ノ 酸ホ モ ポ リマ
ー．をin　vitre 合成 で きた唯

一
の例 で あ る。そ の他

の 酵素学的諸性質 に つ い て も併せ て報告する 。
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【目的】放線菌StrePto7n）ces 　albvtk ．is よ りepsilon・PL生合成 酵素 を精製 し、種 々

解析した とこ ろ 、本酵 素はチオ テン プレ
ー

ト型の 非 リボソ
ー

ムペ プチ ド合

成 酵素 （NRPS ）で あ る と予想 された。そこ で 、本酵素遺伝子 の 取得 を行
い 、cpsilon −PL 生合成機構の さ らなる 解析 を試 み た c

【方法 と結果】精製 した epsilon −PL 生 合成酵 素の 内部 ア ミノ酸配 列 を 決定

し、その 配列 を基 に P〔：R プライマ
ー

を設 計 した．S．　atbultLS の ゲノ ム DNA
を鋳 型 と して PCR を行っ た とこ ろ 、特異的に増 讎す るDNA 断片 を取得 す る

こ とがで きた。得 られた増 幅断片をプロ
ー

プ として用 い 、S．　albitkts の ゲノ

ム ライブラ リ
ー

よ り、epsilon −PL 生合成 酵素遺伝 子 の 全長 を 含む 遺 伝 子 断

片 を取得 した．塩基配列の 決定お よび相 同 検索 を行 っ た と ころ、予想 通 り、
本遺伝子産物 の N 末領域 は、NRPS の L一リジン ・ア デ ニ ル 化 ドメ イ ン と 高

い 相 同性を示 したe しか しながら、興味深 い こ とに、その 他領 域 に お い て

は 、NRPS で 通常認 め られ る G −domain （ペ プチ ド合成触媒 ドメ イ ン ） と

TE −domain （チオ エ ス テ ラ
ーゼ ドメイン ）に 相 同性 を示 す ドメイ ン は存在

して お ら ず、本酵素 は新 規の ペ プチ ド合成機構 を有す る NRPS で ある こ と

が 判 明 し た．

【緒 言 】近 年 、自然 界 の物 質循 環 に適 合 す る生 分解 性 プ ラ スチ ッ ク の ニ ーズ

が 高 くな っ て い る。また 最 近 は、化 石 資源 に 替わ っ て 、再生可能 なバ イオ

マ ス か ら 微生物や 酵 素 を利 用 して 、乳酸 や 3一ヒ ドロ キ ン酪酸．コ ハ ク酸な

ど の生分 解性 プラ ス チ ッ ク の原料 を生 産す る こ とが 期待 され てい る．今回、
藍 染 め に利用 され て い る イ ン ジ ゴ染料の 還元能 を有す る好 アル カ リ性細菌

Aihaiibacteri
’
um 　Ps）’cht

’
otote・ra・zag に よ る乳酸 の生産 につ い て 検討 した の で 報告

す る。
【方 法 J好 ア ル カ リ性細菌4．Psrvehrotolei

’
anh
’
の 培養 は、5 リッ トル 容の ジ ャ

ー一
フ ァ

ー
メ ン タ を用 い て、pH を 10 に維 持し なが ら 30 ℃で 行 っ た 。培養液中

の乳 酸 と グル コ …ス は、高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーと酵素 キッ トに より

定 量 した 。
【結 果 】 3％ の グ ル コ ース を 含 む 基 本 培 地 に 好 ア ル カ リ 性 細 菌 A、
p．g）lchrotoleransの 前 培 養 液 を シードして 培養 を行 っ た と こ ろ、菌の 増殖は 、培

養 8時 間後か ら活 発 にな り 24時 間 で 最 大 に達 した 。培養液中の グ ル コ
ー

ス

の減少 に と もな っ て 、乳 酸 が 徐 々 に 蓄 積 した。48 時間 培養 した 結果、消費

グル コ
ー

ス 当た V88 ％ の 収 率 で濃 度21g／ L の 乳 酸 が 得 られ た 。
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