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2H17−2　　 葉面生息酵 母は 生分解性プ ラ ス チ ッ クを 効率 よ く

　　　　　　　分解する
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2H17−3　　 Arthrobacter　nieotinovorans が生産す るカ ドミ ウム

　　　　　　　キ レ
ー

トタ ン パ ク質 分解プ ロ テ ア ーゼ 遺 伝子の ク

　　　　　　　ロ
ー

ニ ン グ と発現
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　廃棄物 のバ イ オ リサ ．イクル に よ る環境 負 荷 低 滅 を 目的 に 、生 分 解 性 ア ラ

ス チ ッ ク （生ア ラ）の 導人 が 図 られ て い る、．生 プ ラ製 品 に は．使 用 中は 分

解 しない 強度 を持 ち、使 哨後 は速 や か な 分解が 求 め られ るが 、その 制御 が 、
生 プラ普及上の 問題で ある．
　ボ リブ チレ ン サ ク シ ネ

ー
ト （PBS ）、ポ リブ チ レ ン サ ク シ ネ

ート／ ア ジ

ペ
ー

ト（PBSA ）、ポ リカプ ロ ラク トン （PCL ）等．生プ ラの 多 くは 、長鎖脂肪

酸 エ ス テル 結合 の 構造 を持 つ 。一方、自然界で は植物や 動物の 体表面 を覆

うワ ッ クス が、長鎖 脂肪酸エス テル 結 合の 構造 を持つ 。我 々 は 植物表面 に

接 着する常 在菌 が、接 看す るた め に、ワ ッ ク ス を分解す る能力 を持つ と考

えた。こ れ らの 菌 が、生ブ
．
ラ も分解する ・」

．
能性 を検 討した 。

　
一

般的な葉面常 在酵 母で ある 君照do乙照 α属酵母の 機 関保 存株 10 侏の う

ち、4 株が、PBS お よびPBSA の エ マ ル ジ 卍ン と膜 を効率 よ く分解 した 。油

を炭素源に 用L た時に 、特 異的に生 フ ラ分解酵素が 生産 さ れ、糖 を炭素源

に 用 い る と、生 産が抑制された。生ブ ラ 分解哮 素は、舶物 病原 菌等が生産

するク チナ
ー

ゼ と同 様に強 陽 イオン 交換体 に 結合 し、精製 するこ とがで き

た 。精製 した酵素 ば、PBS、　 PBSA 、　 PGI ．だ けで な く、1分 解が 困難 なバ イ

オ マ ス プ ラス チ ッ クで ある ポ リ乳酸 〔PLA ）も分 解 した。さ らに 、植物バ イ

オ マ ス か ら生プラ ノ〉解能力を 持つ 酵母を 探索した結 果、効率よ く分解菌 が

分離され、多 くがRanta ・i’ctica で あ っ た 。

【目的】ホ タ テ ガイの 加工 で 生ず る 廃棄物．中腸腺 （ウ ロ ） に は カ ド ミウ ム

が 蓄積 して ts　，p，その 処理 が問題に なって い る ．カ ド ミウ ム を 除去 で き れ

ばタ ン パ ク 質源 として ウ ロ を有効利 用で きる．カ ドミウム は 中腸腺 内で メ

タ ロ チ オネ イ ン様タ ン パ ク 質 と結合 して い る ため、イオ ン 化 ・遊離 する に

は 結 合 タ ンパ ク質 を分 解す る必 要が あ る、当研 究室 の ス ク リ
ー

ニ ン グの 結

果 、土 壌 よ り単離 しtr　A ？
．
throbactet

・
n・icoti．rLei ．／fpran．s　29．−0−ll が、ウロ か らカ ド

ミウム を特zalVJに 解 離 させ るフ ロ テア
ーゼ を生産する こ とが明 らかに なっ

た ．本 研 究 で は 詳細 な 解析 と大量 生産 の ため に プ ロ テ ア
ー一ゼ 遺伝子 の ク

ロ ーニ ン グと大 腸 菌 を 用 い た 大 肚発現 を行 っ た．
【方法 と結 果 ］A．痂ω 厩 Or丿oア砿 r　2S−0−11の培養．ヒ清か ら精製 した酵素の N 末

端及 び 内部 ア ミノ酸 配 列 を 決 定 し、縮重 プラ イマ
ー

を用 い たPCR を行って

・160 　bp の 部 分塩 某 配 列 を得 た．部分 塩基配列 をプロ
ー

ブ とした Southern

hybridizatieiiとlnverse　PGR を行 い 、　 ORF 全長 〔990　bp〕 と近傍の 塩基配

列 を決定 した 、こ の酵 素 は U1 残 基 の Prepro配列を持 っ て お り，既知プロ

テ アー・ゼ との ア ミノ酸配列 での 相 1司性 は30−40％ で あ っ た．Prepro配列を含

む ORF 全長 を発現 ベ ク ターpDEST14 に挿入 し，大腸 菌を宿主 とした大量

発現 を行 った．組換 え酵素 は脱脂
・
粉末 化 した ホタ テ ガイ の ウ ロ か らカ ド

ミウム を遊離 させ る活性 を示 した ．

Tlle　epiph アロc　yeasts　degrade　bio−degradab ］e　plastics

器譜麟 讎 跚
1

翻 飛麟 1瓢珊欟購 織 In
・，

　To 　s．　hiaki　NAK へ卩M．・t．KAM β E
呂

　〔
1NIAS ，2AIST ，　sUnivcrsit ）

’
〔，f
「
ISukuba ）

C 且・ ning 　and 　exp ・essi ・ n ・f　pr・ tease　gen ・ fr・ m 　Arthr・bacter　nic・ti−
n ・ w ・ ・側 5 恥 rpmte ・呈ysis・f　cadmium 　chelati 皿9　Pr・ tein

　 （⊃Yumik 〈⊃ HARAGUCHI ，　Michik‘）TANAKA ，
「
reruo　SONE ，

　 Kouzou 　ASANO
　 （Lab ．Appl ．　MicrDbioL ，　G 江

．
ad ．　Sch．　Agric．，Hukk ヒ虹ido　Univ．〉

Key 　words 　biodcgrad己blc　pIλ sl産，］
・efisl Keア words 　serine 　proteasc，〜d〃ん川 わ輒 齢 蜿 ro ’觀 o匸torans ．　cadmium ・

丘lshcrv　W 乳st．e

2H17−4　　 SPhingobium 　sp ．TCMI 株 に よ る リン 酸 トリス 2一ク
　　　　　　　ロ ロ エ チ ル の 分解特性
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3HO9−1SPhingomon αs　sp ．　TDKI 株 1こよ る リン 酸 ト リ ス

　（1，
3・ジ ク ロ ロ ー2一プ ロ ピル ）分解に 影 響を 及 ぼす諸

　因子 に つ い て

⊂）盛野 淳，徐 紅徳，小沼 功，高橋 祥司，解良 芳夫

（長 岡技科大）

［目的］

リン 酸 トリス 2．クロ ロ エ チル 〔ICEPI 等の 含塩 素
Jri
機 リン 酸 トリエ ス テ ル

は、可塑剤や難燃剤 と して 幅広 く利用さ れて い る n し か し そ の
・
方 で ．高

い 化学的安定性かつ 難分解 性か ら、様 々 な環境 中で検 出 されて お り、特に

廃棄物埋 立て 処分場浸呂 水 に お い て 高濃度に 検 出さ れ て い るc ま た 近 年、
神経毒性や発癌性な どの 毒 性が 報告さ れ た こ とか ら ヒ トや 生態 系に与 え る

影響 が懸念 され て い る 。我 々 は 既 に TGEP 分解菌の 単離 に 成功 し、16S

rRNA 遺伝子配列解析に よ ワ8μ己珈goゐ加 1属 に 属す る こ と を確認 し、　 T （：Ml

株 と名づ けた．そ こ で 本報 告で は、TCMI 株 に よ る TCEP 分解 の 諸特 性つ

い て 述べ る。
［方 法 と結果］

TCM1 株は 、20 μ M のTGEP を唯
一

の リン 源 と した最小培地 で培養 し た時．
7時間で TGEP を完全消失させ た。　GC ／MS 分析に よ ゆ、2．グ ロ ロ エ タ ノ ール

（2−CE）が 分解産物 として生 成する こ とが明らか と な 臥 72 時問後に 化学量

論的 に
．．一

致す る 6（」μ M の 2−CE の 生成が確認さ れた 。一方、2−GE の ♪解は

確認 で きなか っ た。従 っ て 、
．
11GM1 株は

「
rCEP 分解能 を有する が 、2−CE 分

解能 を有 して い な い こ とが 明らか とな っ た。また 、無機 リン 酸存在 ドにお

ける TCEP 分解速度 に つ い て解析 した と こ ろ、2mM の 無機 リ ン 酸の 添加 は

分解 速度 に 影響 を与 え なか っ たが 、20mM の 無機 リン 酸は 分解速 度 を 若 1」

低下 させ た。また 、1℃ Ml 株 は 、リン 源 とし て TGEP を利用す る こ とが で

きる が、炭素源 として TCEP を利 用で きない こ とが 明らか とな っ た 。

含塩 素 有 機 リン酸 ト リエ ス テ ルで ある リン 酸 トリス 〔1，3一ジ ク ロ ロ ．2一フ
：
ロ

ピル ）crDCPP）は、物理 化学 的 に安定で あ る こ とか ら、難燃剤な ど と して

幅 広 く使 用 さ れて い るe しか し、近年毒性 を有す る こ とが報告 され 、様 々

な環境 中 に検 出 され た こ とか ら、生態系への 悪影響が懸念 されて い る c こ

れ ま で に 我 lt　！’s“、　TDCPP を唯
一

の リン 源 とした集積培蛬 に よ 1り、TDCPP

分 解 能 を 有す るSPhingo・mO7va ．s　sp 、TDKI 株の 単離 に 成功 し、その 粗紬 出液の

分 解 特 性 に つ い て解析 し て きた。今回 は、丁 DKI 株お よび粗抽 出液を用 い

て 、TDGPP 分 解 に影 響 を 及 ぼす ・」
．
能性 のあ る諸 因子 に つ い て 解析 した の で

報告 する 。
TDKl 株 ば TDCPP を唯

一
の リン 源 とした場 合に 分解 する こ とは 示され て

い た が 、よ り利 用 しや す い リン源 の 共 存下で の 分解は明 らかで はなか っ た ．
そ こ で 、20 μMTDCPP を 含 む 最 少 培 地 に 最大 2mM の 無 機 リン

（NaII2pop を添 加 し、　TDCPP 分 解へ及ぼす影響 を解析 した。その 結果、
2mM 　NaH2PO4 を添 加 した場 合、「rDCPP 完全消失に 要する 時闘が約 S倍 に

延 び た こ とか ら．TDKI 株は 利 用 しやすい リン 源を優 先的 に 用 い る 可能性

が 考 え られ た 。また、既知の 有機 リン 化合物 分解酵素 の 多 くが 金 属酵 素で

あ る こ とか ら、本 酵素に っ い て そ の 可能性 を検討 した。酵 素反応 系に 終濃

度 50 μM の 2価金属塩 を添 加して 活性 を測定 し た結果、CeC ：Leに よ り活性

は約 1．8倍に増加 し、EDTA の 添加 に ．よウ活性が 減少 した 。従 っ て 、　TDCPP
分 解酵素 は金属酵素で あ る可能性が示唆さ れた 。
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