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【目的】Rhodotoruta　rubra 由 来3一キ ヌ ク リジ ノ ン還 元 酵 素 （RTQR ） は、　 NADPH

を補酵素 として 3一キ ヌ ク リ ジ ノ ン を （R）−3・キ ヌ ク リ ジ ノ ール へ 立 体 選 択 的 に 変

換 する 酵素で ある。我 々 は これ まで に RrQR の立 体構 造 と補 酵 素 との 結 合 様 式

を基に 補酵素特異 性の 変換を 試 み 、NADH 要 求 性 変 異 酵 素 を創 出す る こ とに 成

功 した 。しか しなが ら得 られ た変 異酵素の NADH 依存性 キ ヌ ク リ ジ ノ ン還 元 活

性 は 、野生 型 酵素の NADPH 依 存的還 元 活性 と比 較 して 数 ％ 程度 に低 下 して い

た 。そ こ で 本研究で は、NADH 依存型 RrQR 変異酵素遺伝子 に ラ ン ダ ム変異 を

導 入 する こ とに よ り、酵素活性の 上 昇 した 変異酵素の 取得 を試み た。
【方法

・
結 果】 本酵 素遺伝子 に Error−prone　PCR を利用 して ラ ン ダム 変異 を導 入

し、大 腸菌 内で発現 させ 、酵素活性の 上 昇 した 変異酵素の ス ク リーニ ン グ を 行っ
た 。そ の 結果、反応性が 上 昇 し た変 異酵素 を 且種取得す る こ と に 成功 した 。変

異 酵素遺 伝子の 配 列 を解析 した と こ ろ、ア ミノ酸置換は N1731 の 1か所 で確 認 さ

れ た 。変異酵素は 親酵素 に比 べ て 熱安定性 に優れ てお り、活性の 上 昇 は酵 素の

安 定性 の 上 昇 に 起因す る こ とが 示 唆 され た。ま た ．得 ら れ た 変異点 を 野生 型

（NADPH 要求型 ）RiQR に導 入 した と こ ろ 、　 NADH 要求型 変異酵素 と 同様 に 活

性 の 上 昇が 観察 され 、この 且73 番 目の Asn 残基が酵素活性／安 定性 に 大 きな影響

を与える 残基で ある こ とが確認 され た。

嫌 気 性 ア ンモ ニ ア 酸化 〔anammox 〕 とは ア ンモ ニ ア を 電 子 供 与 体 と して 亜 硝 酸

イ オ ンが 還 元 され 、窒 素ガ ス を生 ず る 反 応 で あ る 。そ の 反 応 過 程 に お い て は ヒ

ドラ ジ ンが 中 間 体 とな る こ とが 明 らか とな っ て い るが 、anammox 反 応 機構の 全

容解 明 に は 至 っ て い な い 。
こ れ まで の 研 究で 、我 々 は anammox 菌 KSU −1株 よ り、マ ルチ ヘ ム タ ンパ ク 質で

ある ヒ ドロ キ シ ルア ミ ン 酸化酵素 （HAO ）、ヒ ドラ ジ ン酸化酵素 〔HZO ） を精

製 し、それ らの 性 質を報 告 して きた 。両酵 素は 互 い に 約40％ の 相 同性 を有する

酵 素で あ り、anammox 反応過程の 最終段階に おい て ヒ ドラ ジ ン を酸化 し、窒素

分子 を生 成する と考え られ て い る 。しか し、HAO は ヒ ドラ ジ ン、ヒ ドロ キ シル

ア ミ ン を 基質 と して 酸 化する が 、HZO は ヒ ドラ ジ ン の み を基 質と し、ヒ ドロ キ

シル ア ミ ン を 酸化 しない 。我 々 は 機能の 相違 を生 じる 構造的要因を 明 らか とす

る た め 、両酵 素の X 線 結晶構 造解析 を進め て きた 。本発表で は 、最近 明 らか と

した HAO の 立 体構造 につ い て報告す る。
HAO は anammox 菌KSU −1株か ら精製 し、蒸気拡 散法 に よ り結晶化 を 行った。単

結 晶を 用い て SPring−8で 回折デ ータ収集 を行い 、　Fe−SAD 法に て 立 体構 造を 決定

した 。HAO は 8個 の e 型 ヘ ム を結合 した モ ノマ
ー

に よ る ホモ 3量体を形成 し、合

計 24個の ヘ ム が環状 に 配 置された 特徴的 な4 次構造 を有 する こ とが 明らか と

な っ た。また．8個の e 型ヘ ム の うち、活性中心ヘ ム P460に は チ ロ シ ン との 共有

結合 が確認された。現 在、詳細な解析 を進め て い る。
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【目的】 コ ン ピ テ ン トな枯草 菌は，生体内 に近い DNA で あれば，30分 で 全ゲ ノ

ム （4215kb）を取 り込むの で ，　DNA 取 り込み 速度 は 140　kb／分以上 と推定 で きる。
一

方，精製DNA の 取 り込み 速 度は、単分子解析 や 同時形 質転換解析か ら．約 5
kb程 度で ある と報告 されて い る。こ れ らの 違い を解析す るために 、キネテ ィ ッ

クス と細胞内 に取 り込 まれたひ とつ の DNA 断片に よる 且回および2回の 組 み 換

えか ら取 り込み 速度 を評価す る こ とを目的と した。
【方法お よ び結果】 コ ン ピテ ン トな枯草菌 とDNA か らなる 混合溶 液の 経時的な

サ ン プ リ ン グ ・培地 へ の 塗抹操作 で 転換体 を得 た。37℃ で 1晩培 養後に 出現す

る 転換体 は、時 間とともに増 加 した。転換体の 非選択マ
ー

カ
ー

出現割合 は 2 分

接 触で ，34kb離れ た距離 に S．5％ の 連鎖が見 られた 。156　kb 離れ た距離 で は 約2

％ ．671kb で は約 1％ の 頻度で 二 重転換体が 得 られ た。一方 1662　kb 離れ た 距離

で は ，ほ とん ど
．
r．重転換体は 得 られ なか っ た。従 っ て ，2分で は 67i−1662　kb の

取 り込み が 行 わ れ る と推定で き た 。ま た ，5分接触 で は 1662kb 離れ た 距離の 二

重転換体 は確実 に見 られ たの で，2−5分 間に 且662kb は 取 り込 まれ る と推定で き

た 。

【目的】バ イオ燃料や 物質生 産の た め の 微生 物培 養は 、一般 に 目的 とする 微生 物

の 純粋培 養を前提 と して お り、コ ン タ ミ ネ
ーシ ョ ン を防 ぐた め に 培地や機器の

滅 菌処理、抗 生物 質の 利用が必要で ある。しか しなが ら、培養の ス ケ ー
ル が 大

きくなるほ ど、投 入エ ネル ギ
ー

や薬品調達 の コ ス トが 高 くな り、さら に抗生 物

質を含む廃液は耐 性菌 な どの 出現 を助長する 可能性が あ るた め 、その 処理は 厳

重 に 管理 されなければ な らない 。そ こ で 、安価で 安全 に 目的株 の み を 増殖 させ

る こ とがで きる選択マ
ーカーを確立 する こ とが で きれ ば 、微生 物大量培養 にお

ける 物質生 産の コ ス ト削減に 貢献で きる と考 え られ る 。本研究で は 亜 リ ン 酸デ

ヒ ドロ ゲ ナ
ーゼ （PtxD ）の 選択マ

ーカーと し ての 有効性 を検討 し た。
【方法

・
結果lPtxDは亜 リ ン酸 （H3PO3 ） を酸化 して リ ン 酸 （H3PO4 ） に変換 す

る 酵素で ある 。リ ン は 生 育に 必 須の 元 素で あ る た め 、亜 リ ン酸 を 利 用 で き ない

バ ク テ リア に piXl）を 導入 す る こ とで 、亜 リ ン酸を リ ン源 と した 最 少 培地 に お い

て 選 択 的 に増 殖 させ る こ とが で き る と考 え られ る 。Ralstenia　sp、　4506株お よ び

KiebsieUa 　sp．4507 株か ら亜 リ ン酸 トラ ンス ポータ ー遺伝子 〔pmABC ）お よびpatD

を取得 し、亜 リ ン 酸 を利用で きな い 大 腸菌に お い て 異 種発 現 させ 、亜 リ ン 酸 を

リ ン 源 と した MOPS 合 成 培地 で増 殖 を調 べ た。そ の 結 果 、0．5　mM 亜 リ ン酸存在

下で ptxABCD 発現大 腸菌 の み が 増 殖 を示 し、　piXABCI ）が 選 択 マ
ー

カ
ー

と して 機

能 す る こ とが 明 らか とな っ た 。
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