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【目的】 cis, cis-ムコン酸 (ccMA) は、ポリエステルやポリアミド等の合成原料と
なる基幹化合物である。これまでにバイオマスを原料とした ccMA 生産におい
ては Protocatechuate decarboxylase (Pdc) 反応がボトルネックであったが、我々は
4-hydroxybenzoate decarboxylase subunit B である KpdB の発現により解消できる
ことを見出した。Pdc のアミノ酸配列は KpdBCD から成る 4-hydroxybenzoate
decarboxylase の subunit C (KpdC, 28%) に加え、VdcBCD から成る vanillate
decarboxylase の subunit C (VdcC, 28%) などと相同性を示したので、Pdc-KpdB 複
合体の形成など直接的な相互作用により Pdc 反応が促進されたと考えられた。
そこで本研究では、Pdc と KpdB 間の相互作用について解析を進めた。

【結果】 KpdB を共発現させた組換え大腸菌由来の粗酵素液は約 20 倍に比活性
が向上した。KpdB の共発現の有無による最適温度、最適 pH に違いはなく、
DEAE-イオン交換クロマトグラフィーでは Pdc と KpdB は異なる画分に溶出さ
れた。Pdc が溶出された画分の比活性は粗酵素液よりも低く、KpdB が溶出され
た画分と混合しても比活性は回復しなかった。また、透析した粗酵素液は著し
い比活性の低下を示した。これらの結果から、Pdc と KpdB が複合体を形成す
ることで Pdc 活性が向上した可能性は低く、Pdc 活性の向上に寄与する低分子
の補因子の存在が示唆された。
本研究の一部は野田産研研究助成、科研費の支援を受けて実施した。
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【目的】ビフェニルジオキシゲナーゼ(BDO)は、芳香環に位置特異的かつ立体選
択 的 に 水 酸 基 を 導 入 す る 酵 素 で あ る 。 2 種 の 異 な る 細 菌 Pseudomonas
pseudoalcaligenes KF707 と Burkholderia xenovorans LB400 由来の BDO をコード
する遺伝子をランダムに組換えて得られたキメラ型 BDO は、ビフェニル及び
ベンゼン誘導体に対して野生型 BDO とは異なる基質特異性を示すことが明ら
かにされている。植物由来フラボノイドの一種であるフラボンに複数の野生型
およびキメラ型 BDO を作用させた場合の変換効率ならびに変換効率に影響を
及ぼす BDO のアミノ酸残基について調べた。

【方法および結果】上記の野生型またはキメラ型 BDO を発現している大腸菌の
休止菌体を基質フラボンと 4 h 反応した後の生成物を HPLC、MS および NMR
で分析した。フラボンからの反応生成物として、同化合物の dihydrodiol 体が検
出された。BDO と基質の変換効率は野生型 BDO ならびに各種キメラ型 BDO
間で異なっており、キメラ型の BDO(2003)はより効率よくフラボンを変換し
た。導入される水酸基の数と位置は、野生型 BDO とキメラ型 BDO 間で相違は
無かった。また、 野生型または種々の変異型 BDO の α サブユニットの分子モ
デルを構築した結果、BDO の α サブユニットの基質ポケットの入り口付近のア
ミノ酸残基が変換効率に影響していることが示唆された。
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生分解性プラスチック製農業用品の効率的分解は、農業の環境負荷および従事
者負担を軽減するための重要な課題の一つとなっている。細菌が産生するエス
テラーゼは、一般的に動植物が産生する酵素より安定性が高く、生分解性プラ
スチックの分解への利用が期待できる。我々は、これまでに、高いエステラー
ゼ活性を示す Stenotrophomonas maltophilia 4A 株を環境中より単離している。4A
株は、フィルム状にした PBS（ポリブチレンサクシネート）系生分解性プラス
チックを 3 週間程度で完全に分解した。
そこで、4A 株が産生するエステラーゼの酵素特性を調べた。菌体から分泌され
るエステラーゼは、25℃、Nutrient Broth で培養すると最も効率良く誘導され
た。基質特異性を調べた結果、C10 基質（pNP-decanoate）を最も効率的に加水
分解することが分かった。一方、この酵素は pH6 付近に活性のピークが見ら
れ、25～37℃で同程度の活性を示した。この酵素は 60℃で 10 分間処理した後
でも 90％の活性が残存し、熱安定性が比較的高いことが分かった。これらのこ
とは、農業で使用される生分解性プラスチックの分解利用に有用であることを
示す。現在、エステラーゼ遺伝子の単離を試みているので、エステラーゼの発
現調節機構および組換え酵素を用いた機能向上についても報告したい。
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【目的】不飽和化酵素ファミリーは高度不飽和脂肪酸をはじめ、様々な構造と機
能の脂肪酸の生合成を司る重要な酵素群である。その多くは膜結合型であるた
めに精製が困難であり、立体構造は明らかになっておらず、本酵素群の多様な
反応特異性を規定する構造基盤は未解明である。本酵素群の基質選択機構に関
する知見を得るため、高い相同性を示すが異なる基質特異性を有するラット由
来 Δ6 及び Δ5 不飽和化酵素（D6d 及び D5d）をモデルとして、ドメイン交換及
び部位特異的変異導入により両酵素の基質特異性の違いを規定するアミノ酸残
基の特定を目指した。

【方法及び結果】D6d 及び D5d の N 末端側親水領域をそれぞれ交換したキメラ
酵素を酵母で発現させ、各々の基質存在下で培養して脂肪酸組成を解析したと
ころ、当領域は基質選択に関与しないことがわかった。そこで中間及び C 末端
側親水領域の D6d-D5d 間で異なる 67 アミノ酸について、D6d 中の残基を個別
又は複数の組み合わせで D5d 型に置換したキメラ酵素の活性を解析した結果、
D6d 活性を消失させて D5d 活性を発現させる 8 つの部位を特定した。一方、
D6d 及び D5d に加えてゼブラフィッシュ由来 Δ5/6 二機能性不飽和化酵素（Δ5/6
Des）との配列比較により、Δ5/6 Des で D5d 型となっている 25 アミノ酸につい
て、D6d 中の該当残基を D5d 型に置換したキメラ酵素を作製して活性を解析
し、基質識別に重要な部位を解明した。
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