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ー

　　　　　　　ル 酸化酵素の 機能解析
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【目的】　 RHAI 株は ビフ ェニ ル 代謝酵系系に よ 1り PGB を分解する 。　 RHAl

株で は各ビ フ ェニ ル 代 謝過 程に 複数 の アイソザ イム が関与 してお F）、安 息、
香酸 とペ ン タ ジ エ ン 酸を生 じる 上流代謝 系に か か わ る ア イ ソザ イ ム が解 明

されて い る 。本研究 で はベ ン タ ジ エ ン 酸 の 代 謝をに なう下流代謝 系酵素 群

2・Dxopenl −4−e 【loate 　hydratase （BphE ）、　4．hydroxy −2−oxovaLeratc 　aLdolasc

（BphF ）、　 aceta ］dehyde　deh＞
・drogenase 〔Bph （｝）に お ける ア イソザ イム を解

明する こ とを R 的 とした。
【方法 お よび結 果】 RHA1 株 の ゲノ ム 配列か らBphE で 8つ 、　 BphF で 7 つ 、
BphG で 7っ の ア イソザ．イム を見出 した。ビフ ェニ ル で生 育 した菌体 か ら調

製した RNA を 用い て DNA ア レ イ解析をお こな っ た とこ ろ、　 bphEIFiGl、
bPhE4F4の構成的発現 と、　bphE21，

’
2、　bPhE3F3C3、　JJPhC・fの転写誘導が示 唆

された 。ビ フ ェニ ル 生育時 に発現 する これ らの 遺伝子群を破壊す るた め、
破壊用ベ ク ターに ts　bPhEFの部分配 列を挿入した プラ ス ミ ドを RHAI 株に

導入 した。現在、破壊株の 代謝活性 を調 べ て い る 。

【E的】 有機 リン 酸 系農 薬 の ⊥ 壌 で の 分 解 代謝 物 と して 知 られ る 4一ニ ト ロ

フ ェ ノール （4
・NP ）は、生 物 に対 して 強 い 毒 性 を示 す た め、そ の生分 解性 に

強 い 関心 が よせ られ て い る ．我 々 は、4・NP の生 分 解 機構を 解 明す るた め

に 、Rhodococcus 　sp ．　PNI 株か ら・1．M を4・ニ ト ロ カ テ コ ール に 変換する 2種

頁の 二 成分系4−NP 酸化 酵素 の遣 伝子 〔npit ．al，塑 網 2及び nPsAl ，nPsA2 ＞の ク

ロ
ー

ン 化L 成功 し、前 吝
．
に つ い て は、既 に純化 タ ン パ ク を用 い た機能 の解

析 で ・
定の 敗果 を得 て い る 。そ こで 、こ こで は 、後 者 の4・NP 酸 化酵 素の機

能を解析する た め、本酵素を構成 する 2種 類 の タ ン パ ク を精製 し、そ の機

能の 解析を試みた の で 報告 する ．【方法及び 結 果】既 に PNI 株 か らク ロ ーン

化 した4−NP 酸化 酵素遺伝 子吻M1 ，nψsA2 ）を含む 6kb の DNA 断片
．
を鋳型 に

個 々 の 遺伝子を P〔：R 法で 増幅 し．ベ クタ
・−

pQE80L （Qiagen）に挿人 した 。
得られ た プ ラ ス ミ ドを大腸 困 、こ 導入 し、IPTG 誘導条件 下で培 養し て 目的

タ ン パ クをIIis−tagged タン パ ク として発現 させ た。次に 、細胞 抽出液 を調

製し、ア フ ィ ニ テ ィ
ーク ロ マ トグ ラフ ィ

ー
で 目的タン パ クを精 製 した。両

遺伝子産物 は 大量 発現 した が不 溶 化したため、8M 尿素 で変性 させ た後 リ

フ ォ
ー一ル デ．t ン グ して 精製 を試み た。そ の 結果、精製 したHis−NpsA2 はrAD

の 存在 ドで NADII を酸 化する 活性を示 し、その 機能 をHis−N1）sAl へ電子を

供給す る電 子伝達 タ ン パ ク と推定 した。一
方、酸化酵素成分 と推定さ れる

His−NpsAl は 、変性 剤濃度が 低下 した条件で 再不溶化 して 沈澱す る た め、
環在、可 溶化条件を検討 して い る 。

Characterizati・n ・f　the　enzymes 　f（｝r　d・wnstream 　biphenyl　 meta ・
bolic　pathway　in　a 　P （：B　degrader　Rhodococcus　sp ．　RHAl

　ONaoko　KURODA ，　Touju　IINO，　Eiji　MASAI ，MasaD　FUKUDA

　（Dept ．　Bi 〔，eng ．，　Naga 〔，ka　UnL 丶ぺ 1℃しhn〔）1．）

Functional 　a 皿 alysis　of 　the 　second 　4
．nitrophenol 　hydroxylase ，of

Rhodocvcc・us 　sp ・PN1
　．O．Kcnta　YAMAMOTO ，　Mullehh．D 　NISHIMURA ，　Dai −ichire　KATO ，
　 Masahiro 　IAKEO ，　Selji　NEGORO

　 （Grad．Sch．F．ng ’．Univ．H ｝
，og （，）

Ke アwords 　PCB ，biphenyL　Rhodococcus，　isozynle Key　words 　4−11itrophcnel ，　Rltodoeofrtts，　h）
・drox

）
lase

3HIO−5Rhodocoecus 　sp ．PNI 株 の 4一ニ トロ フ ェ ノ
ー

ル モ ノ

　オ キ シゲ ナ
ー

ゼ （NphAl ） の X 線結晶 構造解 析

⊂）西村 崇弘
1，柴田 直樹

Lt，［．LI本 健 太
1，樋 1．「万樹

2，
　加藤 太

一
郎

1，武尾 正 弘
1，根来 誠司

1

（
1
兵庫県大 1筅 ・L ・物質，2 兵庫県大院

・生命理 ）

3Hl1−1 　CO2 依存性 生 育 を示 す Rodococcus 　 ei：ythroPolis
NgT ・4 株 の ア ル デ ヒ ド脱水 素酵 素遺伝子 の 破壊

O 大畑 奈緒子
1

吉H 信行
且，桂樹 徹

t，谷 吉樹
2，高木 博 史

【

（
1
奈 良先端大 ・バ イオ，2京都学園大 ・バ イオ環境）

【H 的】4一二 トロ フ ェノ
ー

ル （4−NP 〕は有機 リン 酸 系殺 虫剤の代謝物 とし

て 土壌 か ら検出 さ れる 環魔 汚染 物質
．
で ある。我 々 は、4−NP の 分解機構 を解

明 す る た め 、これ ま で に Rhodecof／cus　sp．PNI 株 か ら4−NP を 4一ニ トロ カテ

コ
ー

ル （4−NC ） に 変換する
．
：成 分 系4−NP モ ノ オキ シ ゲナ

ーゼ の 遺 伝 了を

ク ロ
ー

ン 化 し、解析 して きた。本研 究で は こ の酵 素の触媒 機構 を解 明する

た め に 直接基質の 酸化に 関わ る 酸化酵素コ ン ポ ネン ト 〔NplLA1 ） の X 線構

造解析を 行 っ た n 【方法 と結果】NphA1 を大腸 菌で 高発現させ 、ク ロ マ ］
・

グ ラ フ ィ
ー

で 精製 した．沈殿 剤 1．25M 硫 酸 ア ン モ ニ ウム 及び 緩 衝 液

100mM 　MES （pH6 ．5〕の 条件 で薄 い ひ し形の 結 晶が得 られた。　 SPring −8
お よび高 エ ネル ギ

ー
加速器研究機構 L て 、ネイ テ r ヴ精晶で は分解能 Lg

A 、水銀誘導体で は3、oA の 回折デ
ー

タを取得 し、位相を決定後、初 期モ デ

ル の 構築 を行 っ た。NphAl は、α ヘ リッ クス とβシ
ー一

トで 購成さ れた N 末

端 ドメ イ ン と長い α ヘ リッ クス の みで構 成されたC 末端 ドメイン よ り成る

モ ノマ
ー

が4 量体を形成 し、C 末端の 長い α ヘ リッ クス が別の モ ノマ
ーに接

触 し、ダイマ
ー

単位で 講造 を補強 して い る こ とがわ か っ た ．DALI プ ロ グ

ラム で 構造類似性 を示 すタ ン パ ク質 を検索 した とこ ろ、4．hydr 〔，xybutyryl ．
GoA 　dehydraしase （PDB ：IU8V ）が 高い 相 1司性 を示 し、そ の フ ォ

ー
ル ドも

類似 して い た。

【H的】原油か ら単離さ れt：Rhotlococczac　enythroPokls 　N9
「
L4 株 は炭 素源 を含 ま

な い 無 機塩 最少寒 天培地 上 で 良好 に生 育す るが 、CO2 制 限 下 で は 生 育 せ ず、
本菌は CO2 依存的な低栄養件生育を 示す．プ ロ テ オ ー一ム 解析の 結 果 か ら、
現 在 まで に 無機塩培 地 y．で 生 育さ せ た 時 に 誘導 さ れ る タ ン パ ク 質 を 同 定

し、その うち の
一

つ 、アル デ ヒ ド脱水素酵素 （ALDII 〕は NAD を補 酵 素 と

し、ホ ル ム アル デ ヒ ドに活性 を示す こ と を明 らか に して い る。今 回 はALDH

遺 伝チ （α衂 破壊株 を作製 し、機能解 忻を行 っ た 。
【方法 お よび 結 果】各種培地 で N9

．
1L4 株 を 培 養 し 、そ の 無 細胞 抽 出 液 の

ALDH 活性を測定 した と ころ、栄 養 畿富な 充全 培地 で は活 性 が低 く、炭 素

源無添加の 無機塩 培地 で最 も活 性が 高 か っ た こ とか ら AI．DH は低 栄養
ノ1育

に 関与 して い る こ とが 示唆 さ れ た 。さ らに カ ナ マ イ シ ン耐 性遺 伝子 を挿 人

した ald 破壊用 カ セ ッ トを 用 い て、エ レク トロ ポ レ
ー

シ ョ ン に よ りN9
．
1二4株

を 形質転換 した 。その 結 果 、4株の aid 破壊 株が 得 られ 、こ れ らの株 は 無機

塩 最少寒天 培地 で は 生 育 で きな か っ た こ とか ら、AI．DH が GO2 依存 的 な 生

育に 関与す る こ とが 示唆 され た 。
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