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【目的】Tris（2−chloroethyl ）phosphate （TCEP ）等の ハ ロ ア ル キル リン 系化合物 は 難

燃 剤等 として広 く利用 されて きた，しか しそれ らは ヒ トを含 む生物 に対 し種々

の 毒性 を示 し，本化合物の 微生物分解 に関する 報告 もなされて い なかった ．こ

れまで我 々 は，TCEP 分解能 を有す るSphingobium　sp．　TCM1 株の TCEP 初発 分解

酵 素 （ハ ロ ア ル キ ル リ ン 酸加水分解酵素，cHAD ）の 諸特性解析 を行 い ，本 酵素

が 既 知 の 有機 リ ン加水分解酵素 とは異 なる特性 を持つ 新規 の酵素で ある可 能性

を示 した ．本研 究で は．cHAD の さ らな る 特徴 を明 らか にする 事 を目的 と し，本

酵 素の 菌体 内に お け る 発現 条件 の 解析 とN 末端 ア ミノ 酸配 列 に 関 する 解析 を

行 っ た．
【方法 ・結果】 リ ン 源 の種類 や濃 度の 異なる 培地で 培養 したTCMI 株の TCEP 分

解活性 を測 定する こ とで cHAD の 発現条件 を検討 した．その 結 果、本酵 素は20

μM 　TCEP または無 機 リ ン を リ ン 源 とした場合 には活性 に差 は認め られず．且mM

無機 リ ン 存 在下 で 培養 した場合 にの み その 活性が揶制 され た．次 に，本酵 素の

N 末端配列解析 を行 っ た とこ ろ ，推定 ア ミ ノ 酸配列の N 末端 か ら88番 目の ア ミ

ノ 酸で 始 まる 配列 と
一

致 し．さらに，その 成熟酵素の N 末端 グル タ ミ ン 残 基は

ピ ロ グル タ ミ ル 化 して い る こ とが明 らかに なっ た．本酵素が TCMI 株 内で プ ロ

セ ッ シ ン グ を受 けて い る 可能性 が示唆 された こ とか ら，シ グナ ル ペ プチ ドの 推

定 を行 な っ た とこ ろ ，本酵素 は既知 の有機 リン 酸加 水分解酵 素 とは 異な り，Sec
経路 を経 由 してベ リプラ ズム に移行 して い る 可 能性が 示唆 され た．

【目的】Methytcitrate　synthase （MCS ）は メ チ ル ク エ ン酸 ld路 の 鍵酵素で あ り、真

菌に お け るプ ロ ピ オ ン酸代謝 に 必 須な 酵素で あ る 。MCS は プ ロ ピオ ニ ル ーCoA
と オ キ サ ロ 酢酸 の 縮合 に よ りメチ ル ク エ ン 酸 を生 成 する MCS 活性 を 示す

一
方

で 、ア セ チ ル ．CoA と オ キ サ ロ 酢 酸 の 縮合 に よ りク エ ン 酸 を 生 成 す る citrate

synthase 〔CS）活性 を示す 卩∫能性が ある。しか し、糸状菌A．　niger 由来 MCS の 機能

や その 遺伝 子に つ い て の 報告はなか っ た。本研 究で は、クエ ン 酸生産糸状 菌A，
niger 　WU −2223L［L2】に MCS を検出 し、　 MCS を コ

ー
ドする 遺伝子 をク ロ

ー
ニ ン

グ して 利用 する こ とに よ リプ ロ ピオ ン 酸代 謝へ の MCS の 寄与 を明 らか に した。
【方法および精果IA．　niger 　CBS　513．88由来の MCS ホモ ロ グ遺伝子（ANI＿1＿1226］34）
の 配列 を参 考に 、A．　niger 　WU −2223L由来 MCS ホ モ ロ グ遺伝子 （mesA ）をク ロ

ー
ニ ン グ し、大腸 菌で発現 させ た。精製 した組換 えMCS は27．6　Utmg の MCS 活性、
26．8Ufmg の CS活性 を示 し詔 、顔g♂厂 WU −2223L由来の 約 1．5　kbの mcEA がMCS を

コ
ー

ドして お り、当該 MCS がMCS 活性 だ けで な くCS 活性 も示すこ と を明 らか

に した。また、A．厘g 〃 に お ける MCS の 機 能検証 を 目的 と して 、　 A．　niger 　WU −
2223L 由 来 mcs ／霊破壊株（D4

−1）を作 製 した 。プ ロ ピ オ ン 酸を炭素源 とす る条件下

で 親株 WU −2223Lは 生育 したが、　D4−1 は生育 しなかった こ とか ら．A．　niger にお

い て はMCS がプロ ピオ ン 酸代 謝に 必須な酵素で ある こ とを明 らか に した。
［11YHonda ，　et　aL ，J、　Biosci．　Bioeng．，113，33S−342（2012）．
〔2】Y．Honda，　et　al．，　Biesci．　BiotechnoL　Biechem．｝75，］594−1596〔2011｝．
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【目的】ア コ ニ ッ ト酸 イ ソ メ ラーゼ （EC 　5．3．3．7＞は 、植 物 や Pseudomonas 属 等

の微 生物に 存在 し、eis一ア コ ニ ッ ト酸 と trans一ア コ ニ ッ ト酸の 異 性化 反応 を 触媒

する酵 素で ある 。trans一ア コ ニ ッ ト酸 は機 能性 高分子 原料 として の利 用 が 期待 さ

れる 有機酸で 、バ イオ プロ セ ス に よ る 生産が 期待 され る 。本研究で は、Pseudo−
monas ．sp．　WU −070且由来 ア コ ニ ッ ト酸 イ ソ メ ラ ーゼ の 遺伝子 ク ロ ーニ ン グ お よ

び大腸 菌に おけ る異種発現 を行 っ た。
1方法お よ び 結果 コクエ ン 酸 を唯

一
の 炭 素源 として利 用可 能な細 菌と して 土壌 よ

り単離 した Pseudomonas 　sp ．　WU −070 置の 細胞 内 にア コ ニ ッ ト酸 イソ メ ラ
ーゼ 活

性 を検 出 した 円。当該細菌の 無細胞抽 出液 からア コ ニ ッ ト酸イソ メ ラ
ーゼ を比

活性 と して 305 倍に 精製 した 。精製酵素 はゲ ル 濾過 と SDS −PAGE で 分子 量約 25

kDa で あ り、単量体の 酵素 と推 定された。さらに 、精製酵素の N 末端 ア ミ ノ 酸

配列 に 基づ い て ア コ ニ ッ ト酸 イ ソ メ ラ
ーゼ をコ

ー
ドす る 786bp の 遺伝子 をク

ロ
ー

ニ ン グ した。当該遺伝子 を大腸菌 で高発現 させ、組換 え酵素 を活性 の ある

可溶性 タ ン パ ク 質 として 取得 した。組換 え酵素に つ い て は、cis一ア コ ニ ッ ト酸

を基 質 とする in　vitu ）反応に より、最適 pH　6．0、最 適反応温 度 37℃ と決定 され、
精製酵 素と 同

一
の 酵素的性質を示 した。

［1］米原．他，2012 年度 日本農芸化学会大会講演要 旨集，講演 番号 3C23aO9（2012），

【目的 】Acidithiobacillusferrooxidansは、二価 鉄 お よ び 還 元 型 無 機硫 黄化合 物 を

唯
一

の エ ネ ル ギ ー源 と して 生 育す る 好 酸 性 の 化 学 合 成 独 立 栄 養 細 菌 で あ る。本

菌は 、低品 位の 硫化鉱 石 か ら銅 な どの 金属 イ オ ン を溶 出 させ る技 術 で あ るバ ク

テ リア リーチ ン グ にお い て 重要 な役割 を演 じ る。硫化鉱 石 の硫 黄成分 は 、チ オ

硫酸を介 して 硫酸 へ 酸化 さ れ る と考え られ て い る 。こ れ ま で に 、Sox シ ス テ ム

や チ オ 硫酸 ： キ ノ ン 酸化還元 酵素 （TQO ＞が 関 与す る経路 な どが 、チ オ硫酸代謝

経路 として 報告 されて い る が、こ れ らの チ オ硫酸代謝系で キ
ー

となる酵素の 遺

伝 子は 、本菌の ゲ ノ ム 中に は 存在 しない 。そ こ で 本研究で は、テ トラチ オ ン酸

を反応生成物 として 生 じる チ オ硫酸デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ （TSD ）の 解析 を行 っ た。

【方法 ・結果】TSD 活性 は、フ ェリシ ア ナ イ ドを電 子受容体に 用い て測 定 した。
テ トラ チ オ ン 酸で生 育 した細胞の 可溶性画分か ら、酵 素をほ ぼ均

一
に精 製 した。

無細胞 抽出液の 酵素は、その 活性発現 に硫酸 イオ ン を要求 した が 、精製酵素で

は硫 酸 イオ ン 要求性 が低
．
ドして い た。精製酵素 の N一末端 ア ミ ノ 酸配列か ら同 定

された遺伝 子 〔tsd）は、その
．
ド流に 硫酸結合 タ ン パ ク質、　 TQO ホモ ロ グ、ロ ダ

ネ
ー

ス 様 タ ンパ ク 質をそれぞれ コ ードする 遺伝子 を持 っ て お り、TSD は 本菌の

チ オ硫 酸代 謝に 密接 に 関連 して い る 酵素で ある こ とが 示唆 され た。大腸菌で 発

現 させ たtsd遺伝 子産物 は、　TSD 活性 を示 した。
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