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【緒 言1環境 調 和 型 ポ リ エ ス テ ル と して 利 用 可 能 な ポ リ ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン 酸

（PHA ）は 、多 くの 微 生 物 細 胞 内にお い て 生体内高分子 として 蓄積 され る。　PHA
の 重 合反 応 を担 う重 合 酵 素は サ プ ユ ニ ッ トの構成 や 基質特 異性 に応 じて 4 つ の

ク ラ ス に 分類 され て い る 。こ れ まで の研 究か ら、ク ラ ス N に 分類 さ れ る Bacillus
cereus 　YB −4 由来重合酵素（PhaRCYB4 ）は 、他 の 多くの 重合酵素 とは 異な りPHA 分

子量低 下能 を有する こ とが 示唆 され て い る 。本研究 で は、同 じ く ク ラ ス 酬 こ分

類 される B．megaterium 　ta来重合酵素（PhaRCBm ）が PHA 分解能 を 有す る可 能性 に

つ い て 検討 した 。また 、得 られ た 結果か ら分子量 低下 能 発 現 の 要 因 に つ い て考

察 した 。
【方法】PhaRCBm の 活性中心 で あ る シ ス テ イ ン残基 を セ リ ン に置 換 した 車 合不

活性酵素 と他の 活性型重合酵素 を共発現す る大 腸菌 株 を構築 し 、グ ル コ
ー

ス を

炭 素源 と して 蓄 積 され た PHA の 含 有率 お よ び 分 子 量 を 測 定 し た。ま た 、
PhaRCyB4 また は PhaRCu ，，を発現す る遺伝子組 換 え大 腸 菌株 の重 合酵 素活性 を比

較 した 。
【結果

・
考察】分子量測定の 結果、重合酵素 を共 発 現 させ た 大腸 菌株 が 蓄積 する

PHA の 分子量は 、培養時 間の 経過 に 伴い 低 下する こ とが 確認 され た 。同 様な 分

子量低下は PhaRCYB4の 変 異型 酵素に おい て確 認 され て い る が 、ク ラ ス 1重 合酵

素で あ る Ratstonia　eutropha 由 来重 合酵素の 変異型 酵素で は確認 されなか っ た 。
一
方で ．PhaRCYB4 で み られ たPHA 分子景低下能 をPhaRCBm も有する こ とが 示唆

され 、分 子 景 低下 能 は ク ラ ス W 重 合酵 素共通で ある可 能性 が考 え られた 。

【諸言1ポリヒ ドロ キ シ ア ル カ ン酸 （PHA ＞は糖 や 植物 油 と い っ た バ イ オ マ ス 資源

か ら微 生物 合成可能 な生分解性 プ ラ ス チ ッ ク で あ り、低環 境負荷 な 高分子材料

と して 注目を集 め て い る。この PHA の 生 合 成 に お い て最 も重要 な役割 を果たす

の が PHA 重合酵 素〔PhaC ）で ある。　PhaC 以外 に も PHA 生 合成 に 関す る タ ンパ ク

質は多数知 られて お り、例 と して 生 体内で 生 成 され る PHA 顆粒 に結合 し、顆粒

サ イズ 制御に 関与 して い る と考え られ る PHA 顆粒結合性 タ ンパ ク質で ある フ ェ
イ シ ン （PhaP）な どが挙 げ られ る。本研究 で は ア フ ィ ニ テ ィ

ーク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

に よ り精 製 したAervmonas　eaviae 由来PhaC お よ び Phap と、化 学 合成に よ

り調製 したモ ノ マ
ー

か ら成るin　vitro 反応系 を用 い て 重 合活性 の 評価 を行 っ た。
【方法お よ び結果1遺伝子組換 え大腸菌 を用 い て 発現後、ア フ ィ ニ テ ィ

ー
ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ー

に よ り精 製 した Aeromonas ・caviae 由来 PhaC の 重 合 活 性 を 同 A．
caviae 由来の 精製PhaP 存在 下で 測定 した と こ ろ 、PhaP 濃 度 に依存 して PhaCに よ

る 重合 反応が活性化 される こ とを見出 した 。ま た 、この 現象の 更 な る解 析 とし

て 異なる 微生物 で あるRatstonia　eutropha 由来の 精製PhaC を 用 い た 解析 も行 っ た

とこ ろ 、PhaPに よ る活性化 は確 認 されず、逆 に PhaP 濃 度 依存的な 重合阻 害効果

を示 した。A、　cα viae 由来 PhaC とR．　eutropha 由来PhaC は 同 様の Class　1型の PhaC

に 分類 され て お り、その ア ミ ノ 酸配列 も類似 して い る （ldentity：42 ％ ．　SimiLarity
二78 ％ 1に も関 わ らず、PhaPに よ る活性化効果 は共 通で は ない こ とが 分か っ た。
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【目的】微生物が エ ネル ギー貯蔵物 質として 生合成 する ポ リヒ ドロ キ シ ァ ル カ ン

酸は生 分 解性パ イ オ マ ス プラ スチ ッ ク と して の 実用化が期待 され て い る。本研

究 で は ポ リ （〔R］−3一ヒ ドロ キ シブ タ ン 酸 ）〔P（3HB 月生産菌 として 知 られ る水 素細

菌 R．eutrepha に つ い て 、補充経路改変が増殖お よ びP（3HB ）生合成 能に 与える影

響 の 検討 を行 っ た 。
【方法お よ び結果 コR．eutropha 　H16株 に おい て補充経路 へ の 関与が 推定 され る ホ

ス ホ エ ノール ビ ン 酸 カ ル ボキシ ラ
ーゼ 〔Ppc ）、ホ ス ホ エ ノ ー

ル ビ ン酸 カ ル ボ キ

シキ ナ
ー

ゼ （Pck）、ピ ル ビ ン 酸 カル ボ キ シ ラーゼ （Pyc ）の 単独 遺 伝子 破壊 株 お

よび二 重 ・三 重破壊株 を作製 し、フ ル ク ト
ー

ス を 炭素源 と した 窒 素源 制 限 無機

塩培地 にお け る増殖 につ い て 検討 した 。その 結果、pckお よ び IOA の破 壊 に よる

影響は見 られ なか っ たが、ppc の 破壊 に よ っ て 増殖速 度が 低下 した 。さ らに ppa
・

ppe の二 重破壊 に よ っ て 増殖速度が大 きく低下 し、本菌に お い て Ppc が 主要 、　Pyc
が 補助的 な補 充酵素 として 機 能す る こ とが 示 され た 。興味深 い こ とに Appc株は

窒素源十 分条件で も P（3HB ）を高度 に蓄積 」 窒素 源濃 度に よ る P（3HB ）生 合 成

の 制御が 解除 され て い た。また4ppe株 は酵 母エ キス な どの 栄養源を 少量 添加す

る こ とで 野 生株 と同等の 生育 能を示 し、P（3HB ｝蓄積率が野生 株 と比 べ て約 10％

増加 した 。こ れ らの こ とか ら、フル ク ト
ー

ス 生育時 に は Ppc に よ る 主 要補充 経

路 を遮断する こ とで ア セ チル ーCoA か らP（3HB ｝
へ の 代謝 フ ラ ッ ク スが 向上 す る

こ とが 考 えら れた。

【目的 】3一ヒ ドロ キ シブ タ ン 酸 〔3HB ）は、光学 活性 を有する ヒ ドロ キ シ酸で あ

り、抗生 物 質や生 理 活性物 質な どの キ ラ ル 合成 の 出発材料 と して 有用 な化合物

で あ る 。微生 物 発 酵 に よ る 3HB 生産は 、キラ ル 選択性 の 高い 酵 素反応 を利用す

る た め 光学 純度 の 高い 3EtBを合成 で きる利点 を持 つ 。グル コ
ー

ス を 炭素源と し

た 3HB 生 産 は 、代 謝過 程で 生 じる ア セ チ ル CoA 〔Ac−CoA ）か ら、ポ リ ヒ ドロ キ

シ ブ タ ン酸 ［P（3HB ）］生合 成経 路で生 じる モ ノ マ
ー

（3HB −CoA ）を 重合 した ボ

リ マ
ー

［P〔3HB ）〕を加水分解す る方法、3HB ・CoA を加水分解する 方法な どが 知

られ て い る。高エ ネル ギ
ー

化合物 で ある 3HB −CoA か ら エ ネル ギ
ー

損失 な しに

Ac−CoA を生成出来れば、副 製した Ac −CoA は 3HB 生産系に 向か い 効率的な 3HB

生 産利用で きる と考 えられる。本研究 で は 、新しい 3HB 生産 シ ステ ム と して、
プロ ピオ ニ ル CoA 転移酵素 （PCT ）を利用 した Ac −CoA 副製系を用 い た効率的な

生産法に つ い て 検討 した。

【方 法 と結果 】P〔3HB ）生合成遺伝子 e7haA，phaB ）お よ び PCT 遺伝子 を導入 した

組 換 え大腸菌 を、グ ル コ
ー

ス を含むLB培 地を用い て 培養した 。 培養上清の 3HB

は HPLC に よ り定量 した、グ ル コ
ー

ス の み を炭素源 と した場合、3HB は Ig 乢 生

産 され た が 、グル コ
ー

ス と酢酸 を培地 に 添加 した 場合、3HB 生産は最 大で 5、291
L まで 上昇 した。

Effects・ f　modification ・f　an 叩 且erotic　p飢hway 　on 　gmwt 臨 皿 d 　p・置yhy・
dmxyalkan ・ ate 　bi・ synthesis 　in　Ht−・xidiZing 　hacterium 　RalS醜 la　e” ttv−

P加

　 ORie　Shimiev，【zumi 　Ori臥 Satoshi　Nakamura ，　Ibshiaki　Fukui
　 （Dep．　Bioen．，　T（）kyo　Insし Techo1．1

Product｛on 　ofS ・hydroxybutyric　acid 　using （：oA 　transferase
OToshihiko　Ooi，ken「ichiro　Matsumoto，　Takehiro　Ohkei，　Inori　Honma ，

　Seiichi　Taguchi

　｛Div．　Biotech．　Macromol ．　Chem．，　Gard．　Sch．　Eng．，　Hokkaido　Univ．）

Key 　words 　biodegradable　plastic，　potyhydrexyalkanoate ，　anap 且erotic 　pathways Key 　wordsaCid （R｝
−3−hydroxybutyria　acid，　CoA 　transferase ，　Chiral　compound ，　Acetic

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


