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メ タ ゲ ノ ム 法は 環境 中か ら微生 物 の 単離を介 さず に 微生 物 出来の ゲ ノ ム DNA

を直接抽出 し遺伝子 資源 を解析す る手法 で あ り、従 来の 壬法 よ り効率 よ く新 規

酵素 を取 得で きる。吹 田帝万博 記念公園で は、剪定 した 樹木の 枝 葉を 集積 し 、
尿素の 添加や通気攪拌 に よ り発酵 させ る こ と に よ りコ ン ポ ス ト化 して い る 。こ

の コ ン ポス トは 多種多様 な好熱性微生 物 の 宝庫 と 考え られ る 。そ こ で こ の コ ン

ポス トか らメ タ ゲノ ム DNA を抽出 し、宿 卞大腸菌 とフ t ス ミ ドベ ク ターを用い

て 21，000個の ク ロ
ー

ン か らな るメ タ ゲ ノ ム DNA ラ イブ ラ リーを構 築 した 。次い

で エ ス テ ラ ーゼ活性検 出用培 地で ある トリブチ リン プ レ
ー

トを用 い て 、50 ℃ で

ハ ロ ーを形成す る ク ロ ーン を取 得 した。配列分析 の 結果、こ の ク ロ
ー

ン は 既存

の フ ァ ミリ ーに属 さ ない 新規 エ ス テ ラ ーゼ （LCED をコ
ー

ドする遺伝 子 を有 し

て い た。LCE1 は 485 残 基か ら 成 る 分泌 タ ン パ ク 質で S．　usitatus 由来 putative
esterase と 6且％ の相 同性 を示 す。　LCEI はN ドメ イ ン （Gln26−Phe283）とC ドメ イ

ン （Gln284−Lys510）か ら成 る。　C ドメ イ ン は 様々 なエ ス テ ラ
ーゼ と高い 相同性

を示 す こ とか ら触媒 ドメ イ ン と考え られ る 。一方、N ドメ イ ン が高い 相1司性 を

示 す の は S．usitatus 由来　putative　esterase だ けで 、そ の 構造 や機 能は未知 で ある。
そ こ で LCE1 とそ の 2 つ の ドメ イ ン の 諸特性 解析 や 搆造解析 を進 め る こ とに よ

り、本酵 素の 持 つ 機 能の解 明に 努め て い る c

［背 景
・目 的 】色 素依 存 性 D一乳 酸 脱 水 素 酵 素 〔Dye−DLDH ）は 、　FAD を補酵 素 と

し、2，6 ジ ク ロ ロ イ ン ドフ ェ ノール な どの 人 工 の 酸化還 元 色素を電子受 容体 とし

て ，D一乳 酸 の 酸 化 反応 を触媒 す る。本酵素は 、こ れ らの 酸化還元色素 を介 して 、
D．乳 酸 と電 極 との 電 子 授 受が 可 能で ある た め 、D 一乳酸 を電気化学的に 簡便に検

出 で きる バ イオ セ ンサ
ー

用 素子 として の 利珊が 期待 され る。しか し、こ れ らの

酵素の 多 く は、不安定 で あ り、搆造 解析 な どの 酵素化学的性質の 解析 も進ん で

い な い ．そ こで 、Dye −DLDH の詳細 な解析 を進め る ため に、新規 Dye−DLDH の

探索 と立 体構造解析 を行 うこ と を 目的 と して 研究 を行 っ た。
［方法

・
結果 1超 好熱菌の ゲ ノム情報 よ り Dye −DLDH を コ

ー
ドして い る と考 えら

れ る ORF を探索 した 。そ の 結果、超 好熱菌 アーキ アで あ る 7加 刑 叩 π 爬 硲 酬 α x の

ゲ ノム 上 に Dye −DLDH をコ
ードする と考え られ る ORF （TTX −0794、　TD （＿1317）

を見出す こ と に成功 した 。そ こで 、これ ら ORF に つ い て 大 腸 菌に よる タ ン パ ク

質発現系 の 構 築を 行 っ た 。rrx 　O794 の 発 現 タ ン パ ク質 を 用 い て 、ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動後、活性 染色 を行 っ た と こ ろ ．Dye −DLDH 活性の 検出 に

成功 した ．現在、本酵素の 詳細 な酵素化学 的 性質の 解析、結晶化条件の 検討 を

行 っ て い る。
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【目 的 】フ ラ ビ ン ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド依 存 型 グ ル コ
ー

ス 脱 水 素 酵 素

（FADGDH ，　EC　l．1．99．10） は、　 FAD を補酵素 として グ ル コ
ー

ス か らD一グル コ ノー
L．5一ラ ク トン へ の 酸化反 応を触媒する 酵素で あ り、、Aspergiltus　or）tzae やAspergillus

terreusと い っ た常温 性 糸状 菌か ら発見 され て い る ．本研究で は常温性糸状菌由

来 FADGDH よ り も耐熱性 に優 れ た FADGDH の 取得 を目的 として 、好熱性糸状

菌 か ら の FADGDH 遺伝 子 の ス ク リーニ ン グ とク ロ ーニ ン グ を行 な っ た。
【方法 と結 果 】（独 ）製 品 評 価 技 術 基 盤機構パ イ オ テ ク ノ ロ ジーセ ン タ

ー
（NBRC ）

か ら 且7 種 の 好 熱性 糸状菌 を購 入 し、ス ク リ
ー

ニ ン グ対 象種 と した。既 報の

FADGDH の
一

次構 造 に基づ い て 設計 した縮重プ ラ イマ
ー

を用 い て 好熱性糸状

菌ゲ ノ ム DNA を鋳 型 とす る縮 重 PCR を試み た と こ ろ 、　 Taiarvmyces 　emersonii

NBRC3 且2ユ2 とrhermoascus　crustaeeus 　NBRC9 且29 の 2 種 の 好 熱性 糸状 菌 か ら

Asρergittzar 属糸状 菌由来FADGDH 遺伝子 と高い 相 同性 を有 する遺伝子断 片の 増

幅が 確 認 さ れ た．こ の こ とか ら、Ta．　 emersonii と 踊 ．　crustaceus の ゲ ノ ム に

FADGDH 遺伝子が 存在す る こ とが示唆 された。次 に、増幅 され た遺伝子 断片を

ブ ロ ーブ として Ta．　emersonii とTh．　crustaeeus の そ れぞれからFADGDH 全 領域を

包括する ゲ ノ ム DNA 断片の ク ロ ー＝ ン グ を行 な っ た。塩基配列解析の 結果、い

ず れ の FADGDH 遺伝子 も4 つ の エ キ ソ ン か ら構 成 され る こ と が明 らか と な っ

た 。

［目的 ］色素依存性脱水素酵素 （Dye −DH 〕は 2，6一ジ ク ロ ロ イ ン ドフ ェノ
ー

ル など

の 人丁 の 酸化還 元 色 素 を電 子 受容 体 と しア ミ ノ酸、有機酸，糖 などの 酸化反応

を触媒 する 酵素で あ る 。Dye −DH は この 人 工 酸化還 元色 素を介 して 基質の 電 子

を電極 へ 導入す る こ とが 叮能で あ り、電 気 化 学 的バ イ オ セ ン サ の ため の 素子や

バ イオマ ス 等の 生 体物 質を起 電力 とす るバ イ オ 電池用 素子 とし ての 利用が期待

されて い る。しか し、従来か ら研究 され て きた 常温 生物由来の Dye−DH は総 じ

て 不安 定で あ り機能性素 r一と し ての 応 用 例 は ほ と ん ど な い 。近 年、好熱菌か ら

安 定性 の 高い Dye −DH が 見 出 さ れ 、酵 素 機 能電 極 用 素子 として 注 目を集 め て い

る。し か し、現 在 ま で に好 熱菌 由来 酵 素 の 報告例 は 少な く、本酵素 の 応用利用

の律 速 とな っ て い る。そ こ で 、本研 究で は明らかと な っ て い る好熱 菌ゲ ノ ム情

報 よ り Dye −DH を コ
ー

ドする ORF を検索 し、機 能解析 を行 うこ とに よ っ て新規

反 応 を 触 媒 す る Dye −DH を見 出す こ とを目的 として 研究 を行 っ た 。
［実験 方法 及 び 結 果 1好熱菌 Py厂・baculum　catidifontis 、　Thermoproteus　tenar 、　Rhodo −
thermus 　marinas の 3 菌株の ゲ ノ ム 情報 か ら Dye−DH 補酵素 であ るFAD 結合モ チ ー
フ を持 つ ORF を検 索 し Dye −DH 候 補 を抽出 した。抽 出 したDye−DH 候 補の ク ロ

ー
ニ ン グ を 行い 大 腸菌 に よ り発 現 させ 酵素 活性 の 測定、結 晶構 造解析 を行 うこ と

に よ っ て 酵素の 機能解 析 を 行 っ た 。そ の 結果 、3種類の 新規反応 を触媒す るDye −
DH を 見出す こ と に成 功 した 。
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