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［目的］ガ ラ ク トキナ ーゼはガ ラク トース とArp を基質として ガラ ク トース 1一リ
ン酸お よ びADP を生成する酵素で あ り．ガ ラ ク トース 代謝の 初発酵素、ガ ラ ク

トース 血 症の 原因酵素と して 古くか ら研究され て い る 。一方、ガ ラ ク トース の

5位 ヒ ドロ キ シ メチ ル 基が 欠如 した L一ア ラ ビ ノース を基質と し、L一ア ラ ビ ノー
ス 1 リ ン 酸を生成する L一ア ラ ビノ キ ナ ーゼ も報告され て い る が 、その 起源 は植
物で あ り、分子量 も大 き く、微生物を用い た 異種宿主発現は 困難で ある 。糖 1一
リ ン酸 は糖 ヌ ク レ オチ ドを合 成する糖 転移酵素の 基質で あ り、糖鎖を酵素合成

す る上 で も重要な化 合物 で あ る が、試薬 として 非常 に 高価 で あ る。その ため、
様 々 な糖 1 リン 酸の 酵素合成が容易 に なれ ば、糖鎖研 究の 進展 に 大 きく貢献で

きるだ ろう。そこ で我 々 はガラ ク トキナ
ー

ゼに 着 目し、その 基質特 異性を変換

す るこ とで L一ア ラ ビ ノ キナ
ー

ゼの作 出を試みた。［方法お よび結果1ア ミ ノ酸配

列が公開 され てい るシ ロ イヌ ナズナ由来L一ア ラ ビノ キナーゼお よび ビフ ィ ズス

菌由来ガ ラ ク トキ ナーゼはア ミノ 酸配列 レベ ル で 24 ％ の 同
一
性 がある 。ただ し、

ガ ラ ク トキナ ーゼ に おい て ガ ラ ク トース の 6 位の 水酸 基 と水素結合し て い る

Glu46が L一ア ラ ビノ キ ナ ーゼ で は Gly に 、また、Gtu46 と水素結合 して い る Asn42

が Asp とい う違い が 見 られ た。そ こ で こ れ らの 置換 を導入 した ガ ラク トキ ナ ー
ゼ変異体 をそれ ぞれ 作製 し、そ れ らの 酵素活性 を調べ た。そ の 結果 、ガ ラ ク トー
ス に 対す る活性は大幅 に低下 した もの の、E46G 変異酵素に お い て L一ア ラ ビノー
ス を基質 としたときに新た な生成物が 認め られ た。NMR 解析の 結果、本生成物
はL一ア ラ ビノ ピラ ノ ース 1一リ ン酸 で ある こ とが確認され た。現在、変異酵素の

速 度論解析 を行 っ て い る。

【目的】不飽和化酵素 フ ァ ミリ
ー

は高度不飽和脂肪酸 など構造及 び機能 的に 多様

な脂肪酸分子の 生合成 を司 る重要な酵素群で あ る。しか し、そ れ らの 多くは小

胞体膜に局在して お り、活性型酵素の 精製が 困難で あっ た こ とか ら、反応機構
や 基質特異性、修飾位置選択性を規定する 構造基盤は解明 され てい ない 。こ れ

まで に 、互 い に相同性は高い が 、厳格に排他的な基 質特異性を示 すラ ッ ト肝△ 6

及び△ 5不 飽和化酵素 （D6d 及びD5d ＞をモ デ ル と して 、野生型 D6d に 対 して 部

位特異的 に Dsd 型の ア ミ ノ酸残基 に変異させ 、そ の基 質変換能を解析する こ と

で 基質識別に 関 与する 複数の ア ミ ノ酸残基 を特定 した 。そ の 構造基盤 を明 らか

に する ため、本研究で は まず、D6d の 精製法を確立する こ とを目的 と した。
【方法 ・結果】D6d 遺伝 丁

一
に ア フ ィ ニ テ ィ タ グ遺伝子 を付加 して 発現ベ ク タ ーに

組み 込み 、メ タノ
ー

ル 資化酵母 Pichiapastoris へ 導入 した結 果、リ ノール酸 をγ
一

リ ノ レ ン酸に 変換する 活性型D6d の 発現が認め られた。小胞体膜に 局在する D6d

を溶離するため 、D6d 発現細胞の破砕液を超遠 心分離して 沈殿 に得ら れ た ミク

ロ ソ
ーム 画分に各種界面活性剤を種々 の 濃度とな る よ うに加えて 再度超遠心分

離を行っ た 。上 清に 得られ た 可 溶化 D6d 画分をア フ ィ ニ テ ィ タ グ を介 した精製
に 供した とこ ろ、CBB 染色に お い て D6d が ほ ぼ単

一
の バ ン ドと して 認め られ 、

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト解析で も陽 性で あ っ た 。現在、D6d 結晶化に 向け た更 なる

精製方法の 検討を行な っ て い る 。
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医農薬合成の原料で ある 2，6一ジ ヒ ドロ キ シ 安息香酸 （26DHBA ）を化学的 に合成

する場合、構造異性体が副産物 と して 生 じる こ とか ら、26DHBA デ カ ル ボ キシ

ラ ーゼ の 逆 反応 を利 用 した 選 択 的 26DHBA 生 産系の 確 立 が 望 まれて い る 。
Rhodococcusjostii 　RHAI 株は、26DHBA を 唯

一
の 炭素源

・エ ネル ギ
ー

源 と して 生

育する が ．その 代謝系は 明 らか に され て い ない 。本研究で は 、26DHBA 生産 へ

の 26DHBA デ カ ル ボ キ シ ラ
ーゼ の 利用を 目指 し、　 RHA 且株の 26DHBA 代謝酵素

遺伝子群の 機能解析を行うこ とを 目的 と した 。
RHA 且株の ゲ ノ ム 配列を解析 した 結果、26DHBA 代 謝 に関与する と考え られる

26DHBA デ カ ル ボ キ シ ラ
ーゼ （TsdA ）、レ ゾ ル シ ノ ー

ル 4一ヒ ドロ キ シ ラ
ーゼ

（TsdB ）、ヒ ドロ キ シ キ ノール 1，2一ジ オ キ シ ゲ ナ ーゼ （TsdC ）、マ レ イ ル 酢酸レ ダ

ク ターゼ （TsdD ）、　 Ic［R 型 転写制御因子 （TsdR ）、　 MFS トラ ン ス ポ ータ ー
（TsdT ）、

お よび推定の ヒ ド ロ ラ ーゼ （TsdX ）を コ ードする tsd 遺伝子 群が 見出され た 。逆

転写PCR 解析 か ら、本遺伝子群 は 26DHBA 生育時に 転写誘導され る tsdBADC お

よびtsdTX オペ ロ ン とtsdR の 3 つ の 転写単位で構成され る こ とが 示 され た 。遺伝
子破 壊株の 解析か ら、tsde、　 tsalB、お よび tsdT は それ ぞ れ 26DHBA 生 育に 必 須で

ある こ と、tsd遺伝子群 の 転写は TsdR に よ り負に制御さ れ る こ とが 明 らか とな っ

た。また大腸菌組換え体粗酵素の 解析から 、tsdi は 26DHBA デ カ ル ボ キ シ ラー
ゼを コ ードし、tsdCお よ び tsdl ）はそれ ぞれ 26DHBA 代謝 中間体 で ある ヒ ドロ キ

シ キ ノ ール か ら β
一ケ トア ジ ビ ン 酸へ の 変換に 関与す る こ とが示 された 。

ヒ 素に よ る環境汚染は地球規模で 大 きな環境問題 に な っ て い る。本研究室で は 、
微生物 を利用 した生物学的 なヒ 素汚染浄化技術の 開発 を目的と して研究 を進 め

て い る。Rhodocoeeus　eryhropoiis 　IAM1399 は、当研 究室で Rhodocoecus属細菌 の

宿主 と して 用い て い る細菌で あ り、同 じRhodOCOCCUS属 で ある Rhodecoceusjostii
RHAI と比べ て 非常に 高い ヒ 素耐性能 を示す。また、　IAMI399 は既 知の ヒ 素耐

性遺伝子群 と相同性 をもつ 領域 を2種類 （ars 且、　 ars2 領域 ）もつ こ とが こ れ ま で

の 研 究で 明 らか に なっ て い る 。本研究で はIAM1399 の ヒ 素耐性機構 を解 明す る

た め に 、まず相同組換 えを用い て IAM1399 の ars 且領域 を欠失 させ た。複数の 候

補株 を得た 後、それ らの ars 　l領域が 欠失 され たこ とをPCR 及 びサ ザ ン 解析で 確

認 し、得 られた 株 を△ ars1株 とした．　IAM1399 株 または△ars 且株の ヒ 素存在下 で

の 生育 を調 べ た結果、△ars且株 はヒ 素耐性能 を失わ なか っ た。こ の こ とか ら arsl

領域 が ヒ 素耐性に 関与 して い ない 可能性、及び ars1 領域 と ars2 領域が 共 に ヒ 素

耐性 に 関与 して お り、どち らか
一

方が存在 して い れ ば十分で あ る可能性が考 え

られ た 。また 、△ars 且株 に ars1領域を導入 した株 を作製 しその ヒ 素耐性 を調べ た

と こ ろ 、ヒ 素耐性 は 野生株 で ある IAM1399 よ り高 くな っ た。以上の 事 か ら、ars 且、
ars2 領域 は共 に IAMB99 中で ヒ 素耐性 に 闃与 して い る事が示唆 され た。
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