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天然ゴムを筆頭にステロイドやテルペン類を構成するイソプレノイドの酵素を
利用する有用生体物質生産を考える上で、プレニルトランスフェラーゼの機能
を解明することは不可欠である。これらの酵素は、厳密な鎖長決定機構により
様々な鎖長のポリプレニル二リン酸を合成するが、生成物の制御を自由に設定
することができれば、物質生産を思い通りに行うことが可能になる。様々な
Key化合物の前駆体であるファルネシル二リン酸 (FPP)を合成する耐熱性ファ
ルネシル二リン酸合成酵素 (FPPs)は工業的応用が期待されており、有機合成
への利用を考える上で、基質認識機能を解明することは大変重要である。
我々は部位特異的変異を加えた 3つの変異酵素の不斉基質アナログに対する
反応性の検討を行い、3,7-ジメチル -8-ヒドロキシドデカ -2E,6E-ジエニル二
リン酸 (基質アナログ )において、S体を優先的に取り込むことを明らかにし
た。この結果に基づき、SWISS-MODELを利用して大腸菌由来 FPPsの結晶
構造を鋳型としたホモロジーモデリングにて、変異体 FPPs酵素モデルを作成
しドッキングシミュレーションを行った。シミュレーションによる予測に従い、
アルキル鎖長を変えた基質アナログを数種類合成し、酵素 (FPPs)による触媒
活性の検証を行った。
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【研究目的】 Tris(1,3-dichloro-2-propyl)phosphate (TDCPP)等の含塩素系有機
リン酸トリエステル類は繊維製品の難燃剤等として広く利用されてきた．その
一方で，物理化学的に安定であることや発ガン性などの毒性を有することから，
環境中に浸出した TDCPPが生態系へ与える影響が懸念されている．これまで
我々は，野外試料中から TDCPP分解菌 Sphingomonas sp. TDK1株を単離し，
その初発分解酵素であるハロアルキル有機リン酸トリエステル加水分解酵素の
諸特性解析・クローニングを行ってきた．本研究では，過去の研究で明らかに
なった本酵素シグナルペプチドに関する知見を基に，本酵素の局在，および，
シグナルペプチド欠損が酵素活性に与える影響を検討した．
【方法と結果】 本酵素のシグナル配列欠損発現系を構築し，大腸菌組換え体の
無細胞抽出液を用いて TDCPP分解活性測定を行った結果，シグナル配列を欠
損させた発現系では完全に活性が認められなくなった．以上の結果より，本酵
素はサイトゾル内においてフォールディングされない Sec 経路依存的にペリ
プラズム間隙へ分泌されている可能性が示唆された．次に，組換え酵素発現大
腸菌における本酵素の局在について酵素活性測定とウエスタンブロットで解析
を行なった．その結果，本酵素はサイトゾルとペリプラズムの両画分でほぼ等
量存在することが明らかになった．本結果について，大腸菌での過剰発現がそ
の局在に大きな影響を与えた可能性も考えられるため，現在，発現量の調節可
能な発現系を構築し，再度局在に関する検討を行なっている．
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【緒言】
ベンゼンで汚染された土壌や地下水の浄化に、微生物のベンゼン生分解系を利
用したバイオレメディエーションが期待されている。微生物によるベンゼン分
解の律速段階は、ベンゼンモノオキシゲナーゼ (BeMO) によるベンゼンのカ
テコールへの変換である。BeMOは、I型と II型に分類され、それぞれアル
ケン /アレンモノオキシゲナーゼとフェノールヒドロキシラーゼと類縁酵素で
ある。いずれも α、β、γサブユニットから構成されるヘテロ 6量体酵素である。
NADH由来の電子を伝達するレダクターゼ、レダクターゼから電子を受けとっ
てオキシゲナーゼに伝達するフェレドキシンと BeMOシステムを構成してい
る。本研究では、BeMOの機能・構造解析を行い、微生物のベンゼン分解機
構を解明することを目的とした。
【方法・結果】
ベンゼン分解能を示す Comamonas属細菌から抽出したゲノム DNAを鋳
型とし、BeMOのユニバーサルプライマーを用いた PCRを行ったところ、
Comamonas属細菌が II型 BeMOを保有していることが明らかになった。獲
得した II型 BeMO部分配列と相同性の高いフェノールヒドロキシラーゼ遺伝
子配列を参考にプライマーを作製し PCRを行った結果、BeMOシステムの全
構成因子の遺伝子の獲得に成功した。さらに、大腸菌組換え体において、オキ
シゲナーゼ α、β、γサブユニット、レダクターゼ、フェレドキシンの発現に成
功した。
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【目的】 脱石油依存社会を可能にする新規なエチレン製造法を確立するため、
我々は二酸化炭素から光合成的にエチレンを生産するシアノバクテリアを構築
した。すなわち、植物由来のエチレン生合成に関わる 1-アミノシクロプロパ
ン -l-カルボン酸 (ACC)合成酵素 (ACS)および ACC酸化酵素 (ACO)を、セ
ルロソームエンジニアリングで複合体化させ、合成生物学の手法によりシアノ
バクテリアへ導入した。結果、本細菌はバイオエチレンを 3.4 nl/ml/O.D.730/h
の効率で生産した (Jindou et al., ACS Synthetic Biology, 2014)。産業利用を目
的に、さらにその生産効率を高めるため、本酵素複合体の酵素モル比改良を
行った。
【方法と結果】 2種のキメラ酵素サブユニット (ACS-Ctdocおよび ACO-
Acdoc)の複合体内モル比が 1：2、2：1となるよう、これに対応するキ
メラ骨格タンパク質を構築した。具体的には、すでに構築済の Cip2Aへ
Acetivibrio cellulolyticus、Clostridium thermocellum由来コヘシンを連結さ
せ、それぞれ Cip3Aと Cip3Bを構築した。得られた各酵素複合体をコードす
る遺伝子群を Synechococcus elongatus PCC 7942 (R2-PC)株に導入し、バイ
オエチレン合成活性をガスクロマトグラフィーで比較した。この結果、ACS-
Ctdoc：ACO-Acdoc=1：2のモル比となる酵素複合体を持つ組換え体が、有意
に高いバイオエチレン合成活性を示したので、これを報告する。
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