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【背景】我々は，好熱菌 Geobacillus kaustophilus HTA426細胞内の DNA変
異を利用した，酵素耐熱化指向性の酵素遺伝子分子進化を研究している．これ
までにクロラムフェニコール（Cm）耐性遺伝子（SAcat）などを実験対象と
し，高温で機能する Cm耐性プラスミド pGKE75-SAcatE1および pGKE75-
SAcatE1’を創出した．本研究では，これらプラスミドの特性評価を行った．
【実験と結果】pGKE75-SAcatE1には SAcat遺伝子内に変異が見出された．本
遺伝子 SAcatE1の発現産物は野生型の SAcat発現産物よりも熱安定であっ
たが，比活性はほとんど変わらなかった．pGKE75-SAcatE1を有する G. 
kaustophilus細胞は，pGKE75- SAcatを有する細胞よりも効率よい Cm耐性を
示した．ただし 65°Cではいずれも機能しなかった．pGKE75-SAcatE1’を有
する細胞は 65°Cでも効率よい Cm耐性を示し，その全塩基配列を決定したと
ころ，SAcatE1遺伝子内やプロモーター領域に変異は見出されず，大腸菌用の
複製レプリコン（pUCレプリコン）に 2ヶ所の変異が見出された．pGKE75-
SAcatE1’が G. kaustophilusに高温 Cm耐性を付与する理由として，プラスミ
ドの細胞内コピー数もしくは安定性が変化した可能性が考えられ，現在，それ
らの詳細な解析を行っている．
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【背景と目的】酵素は触媒パワーの大きさ、高い基質特異性と反応特異性、環
境への低負荷等、産業利用上の多くの利点がある。好熱菌酵素は優れた耐熱性
を有するが、常温ではほとんど活性を示さない場合が多い。我々は好熱菌酵素
の高い耐熱性を損ねずに、低温での活性を向上させる効率的な方法の開発を進
めている。
【方法】好熱菌 Thermus thermophilusと大腸菌由来イソプロピルリンゴ酸脱水
素酵素（IPMDH）のアミノ酸配列を比較すると、176部位で同じアミノ酸が
保存され、169部位では異なっている。また、大腸菌 IPMDHには計 18アミ
ノ酸残基の挿入がある。そこで、大腸菌 IPMDHと比較してアミノ酸が異なるT. 
thermophilus IPMDHの部位に、大腸菌型のアミノ酸を導入した。その際、1）
立体構造上近い部位のアミノ酸置換は複数個同時に導入した、2）活性中心か
ら 8Å以内の部位についてのみアミノ酸置換を導入した、3）大腸菌 IPMDH
に見られる挿入アミノ酸を挿入した変異体も作製した。変異型酵素を精製し、
低温活性を野生型酵素と比較した。
【結果と考察】T. thermophilus IPMDHの 25℃における触媒活性を約 10倍向
上させるアミノ酸置換の組み合わせを 2通り同定した。好熱菌酵素と常温生物
由来相同酵素のアミノ酸配列を比較して、両者で異なるアミノ酸の多くは、進
化の過程で活性とは無関係にランダムに蓄積した、種系統分化に起因するもの
であると予想される。本実験で用いた方法は、両者で異なるアミノ酸の中から
活性の違いに関わるアミノ酸を効率的に探索できる方法と言える。
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【背景と目的】セルラーゼによるリグノセルロースの加水分解過程は一般に反
応時間が長く、多量な酵素が必要とされる。そこで耐熱性酵素を用いた高温反
応により加水分解速度を上昇させ、反応時間の短縮及び酵素量の削減等が可能
かどうかを検証する目的で高温温泉土壌より各種セルラーゼ遺伝子の単離を試
みた。本研究では至適温度 80℃以上の新規エンドグルカナーゼの単離とその
特性解析を目的とした。
【方法】メタゲノム解析により既知エンドグルカナーゼ酵素（EG）と類似し
たアミノ酸配列を持つ ORFを同定し PCRにより候補遺伝子配列を単離した。
大腸菌により候補タンパク質を発現させ高温での CMC分解活性測定によるス
クリーニングを行なった。
【結果と考察】スクリーニングにより新規の塩基配列を持つ超耐熱性 EG、
AR19M-113-4が単離された。この酵素はアーキア Thermofilum pendens Hrk 
5由来の GHファミリー 12に属する EG（Accession NO. YP_921079）と最
も高い相同性があり（41％）、β-グルカン（大麦由来）および Lichenanに対
し高い加水分解活性を示し、CMC、PSA、PNPCにも加水分解活性を示した。
至適温度は基質により異なり β-グルカンでは 100℃、PNPCでは 110℃であっ
た。酵素の熱安定性は半減期（活性が無処理区の 50％に低下するプリインキュ
ベーション時間）が 80-90℃で 24時間以上、95℃および 99℃ではそれぞれ約
40時間および 12-13時間であり、GH12に属する EGとしては世界最高レベ
ルの至適温度、耐熱性の超耐熱性 EGであることが明らかとなった。
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色素依存性 D-アミノ酸脱水素酵素（Dye-DADH）は人工の酸化還元色素を電
子受容体として D-アミノ酸の酸化反応を触媒する酵素である。我々の研究室
では、好熱性細菌 Rhodothermus marinusから Dye-DADHを見出し、その詳
細な酵素化学的性質の解析に成功した。本酵素は D-フェニルアラニンを最も
良好な基質とするが D-プロリン、D-ヒドロキシプロリンなど多くの D-アミ
ノ酸にも反応性を示し広い基質特性を有していることが明らかとなっている。
これまで、広い基質特異性を有する Dye-DADHは大腸菌や緑膿菌に見出され
ており、これら酵素をコードしている遺伝子は L-アラニンラセマーゼをコー
ドする遺伝子とオペロンを形成していることが明らかとなっている。このオペ
ロンは L-アラニンによって転写が誘導されることから、Dye-DADHは L-ア
ラニン代謝に関与していることが明らかとなっている。そこで R. marinas由
来 Dye-DADHについても本酵素をコードしている遺伝子周辺を詳細に解析し
た。その結果、ヒドロキシプロリンエピメラーゼ（HypE）をコードしている
と考えられる遺伝子が Dye-DADHの上流に存在していた。このことから R. 
marinas由来 Dye-DADHは L-ヒドロキシプロリンの代謝に関与しているの
ではないかと予測された。そこで、本研究では R. marinas由来 Dye-DADH、
HypEの詳細な機能解析を行い、これら酵素群の生理機能の解析を行うことを
目的として研究を行った。
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