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オ キ シ ダ ー ゼ 遺伝子 の Pseudomonas に

お け る ク ロ ー ニ ン グ と発現
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　　Gene 　controUing 　hydroxylamine 　oxidase （HAO ）呈n 　N ．　 e［trePaea 　 were 　cloned 　and

expressed 　in　Pseudomentzs　Putida．　 EeoRI　fragments　 of 　Nitrosemonas　chromosomal 　DNA

were 　inserted　into　RSF 　1010vector　and 　introduced　into　P ．　putide．　 By　scrcening 　3，000
transforTnants ，　one 　clone 　expressing 　HAO 　acdv 三ty　was 　obtaincd ．

　　The 　 plas皿 id　pTT54 　 maintaincd 　 by　this　 clone 　is　 a　 13．6　kb　 plasmid　 containing

a4 ．7　kb 五nsert ．　 A 　clone 　containing 　pTT541 ，
　 a　plasmid　 reduced 　in　size 　bγ re 皿 oving

aLO 　kb　 fragment，　 also 　 expressed 　 HAO 　 activity ．　 Thc 　 clone 　 co 皿 talning 　pTT45 ，
　 a

derivative　 of 　pTT54 　conta 呈ning 　thc　4．7kb 　DNA 飴 gment 　in　the　 opposite 　 orientation

also 　produced　HAO ．　 Thus 　the　fragment　apparently 　possesses　the　promotor 　region 　as

well ．

　　 The 　activity 　of 　HAO 　produced 　by　pTT54 　was 　about 　IO％ of 　that　produGed　by

N ．eurepaea ．　 Thc 　 results 　 of 　the　prcsent　 study 　 suggest 　 the　possibility　that　 genes　 of

autotrophic 　bact¢ ria　such 　as 　N．　et‘ropuea 　ar ¢ expressed 　in　hcterotrophic　bacteria　 such 　 as

P．Putida．

　自然界で の 窒素循環系に お け る硝酸化成作用 は，独

立 栄養細菌で ある 亜硝酸菌お よ び 硝酸菌に よ っ て 行わ

れて い る．1）

　亜 硝酸菌 2Vitrosomonas　euroPaea は ア ン モ ニ ァ を 亜

硝酸に 酸化する ζ とに よ っ て エ ネ ル ギ ーを 獲得 して い

る．こ の 酸化 系の 中間体で あ る ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン か

ら，亜 硝酸へ の 酸化に 関与 す る ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン オ

キ シダ
ー

ゼ ［EC ユ、7．3．4］（HAO と略記す る）は ， す

で に 精製されて い る．2，

この酵素は ，
N ．　euroPaea の

ア ン モ ニ ア 酸化系に関与す る酵素群 の な か で ，単離 に

＊ 連 絡 先，Corresponding　author ・

成功 して い る数少ない もの の
一

つ で あ る．

　本報 で は，N ．　euroPaea の HAO 遺伝 子 の ク ロ ーニ

ン グを 目的として ，・Pseudemo 〃 as 菌を形質転換 させ，

発現株を取得 した ので 報告する．

　本実験に お い て 亜硝酸菌は，Nitrosomanas　eurePaea

ATCC 　25978 菌株 を使用 した．培地 は，硫 酸 ア ン モ

ニ ウム を 唯
一の 窒素源 と し， 高濃度 の リン 酸塩 で 緩衝

化 させ た Lewis ＆ Pramer ら
3）

に よ っ て 考案 され た

無機塩培地を用い た ．培養は既報
4 ，

どお り，30ml か

ら 2・21 まで の 段階的 に ス ケ
ー

ル ア ッ プ した前培養を

経た 後， そ の 10％量 を接種 し，111 の 通気本培養を

30℃ で 7 日間 行 っ た ．著者 らは 25978菌 株 が プ ラ ス
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ミ ドを保有 して い ない こ とをすで に認めて い る の で ，

HAO 遺伝子 は染色体 DNA 上 に存在する と考え た．

そ こ で HAO 遺伝子の ク ロ ーニ ン グに あた っ て は ， 大

腸菌を形質転換 し， 発現 させ る ζ とを試みた ．しか し ，

大腸 菌 は ア ン モ ニ ア 酸化系 の 逆で ある還 元系を司る亜

硝酸還元酵素を ， かな り安定 に保有 して い るた め不可

能で あ っ た．今回は ，
こ の 還元系酵紫を元来有 して い

な い Pseudamonas 属 菌を受容菌として 使用 した．

Pseudomonasは従属栄養細菌 の なかで は ， そ の 分類学

的諸性質 は 硝酸化成細菌 と最 も類似 して い るバ クテ リ

ア で ある
5，

こ とか ら，HAO 遣伝子を発現す る可能性

が期待される 菌種で ある，そ こ で ，
P ．　Putida　ATCC

12633 菌株 を受容菌 と し，
RSF 　10106，

を ベ クタ
ーに用

いて シ ョ ッ トガ ン ク ロ
ーニ ン グを試みた・P ・Putida用

の培地は，
BY 培地 （肉エ キ ス 0．5％ ，

ポ リペ プ トン

1．O ％ ， 酵母 エ キ ス 0．1％ ， 塩化ナ ト リウ ム O．2％ ，

pH 　7．2），あるい はア ミノ酸要求物質 （40μ9／m1 ）を加

え た M9 培地
7｝

を使用した．培養 は通 常 ，培地 100m1

入 の 300　ml 容三 角 フ ラス コ を 用 い
，

ロ ータ リ
ー

シ ェ

ーカー
（150　rpm ）に よ り 30℃ で一晩行 っ た．なお ，

培地，緩衝液，反応液等に 用い た 試薬は ， 和 光純薬工

業  製を ， また DNA
， 制限酵素類 ， 修飾酵素類 は

宝酒造  製を ，
ス トレ プ トマ イ シ ン塩酸塩 は Sigma

Chemical　 Co．，　 Ltd，製 を そ れ ぞ れ使 用 した．　 N ・

e ＃ roPaea か らの 全 DNA の 分離 は ，
　Marmur 法

8，

に

よ り行 っ た．ベ クタ
ー

プ ラス ミ ドや形質転換株の プ ラ

ス ミ ドの 分離 は，Marko ら
e ♪

に よ る ア ル カ リ抽出一グ

ラス パ ウダー吸着処理法 に 準処 した．ま た，ア ガ ロ ー

ス ゲル 上 の DNA 断片 は ，
　 Charlesらの 方法

lo，
に よ

っ て 抽出精製 した・N ・etcroPaea の 染色 体 DNA と

RSF 　1010 は，とも1ζ制限酵素 EceRI で 分解処理 し

た．RSF1010 はあ らか じめ ア ル カ リホ ス フ ァ タ
ーゼ

処理を施 し，付着宋端 の リン 酸基を 除去 した ．こ れ ら

DNA は ア ニ ーリン グ後，　 T4DNA リガーゼ に よ り連

結処理を施し， 組換え プ ラス ミ ドを作製した ，な お ，

プ ラ ス ミ ド DNA の 制限酵素に よる分解 お よび連結

法は ，
Maniatisらユ1，

によ る ALaboratory　Manual に準

じた， こ の プ ラ ス ミ ドを Molh。ltら
12 ，

の 方法に より

P ．Putidaへ 導入 した．第
一

次 ス ク リ
ーニ ン グ に お け

る形質転換株の 取得は ，
RSF 　1010 の 薬剤耐性マ

ー
カ

ーで ある ス トレ プ トマ イ シ ン （Sm ）を 150μg／ml 濃度

で 用い て行 っ た．その 結果， 約3，000株の Sm 艮 株が得

られた．これ ら全 て の菌株に つ い て，第二 次ス ク リ
ー

ニ ン グを 行 っ た ．す な わ ち，組織 培養用 の マ ル チ プ レ

一
トの 各 ウ ェ ル に 50 μ1 の 20mM 　リン 酸緩衝液 ，

pH 　8．0 を入れ，滅菌 ヨ
ージで ピ ッ ク ァ ッ プ した 平板

培養上の コ ロ ニ
ー

を懸濁 させ た ．次 に ，100 μg／m1 濃

度の ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を 50μ1 加え ，
30℃ で 30分間

反応させ た．反 応後，Rider ら
13 ）

の 方法に よ っ て 亜硝

酸発 色用 試薬を加 え ， 1分以 内に赤色 に発色 した菌体

懸濁液を HAO 活性を発現する ク ロ
ーン と して取得 し

た．そ の 結果，1 っ の ク ロ
ー

ン を得 る こ とに 成功 した．

そ こ で ，
こ の 形質転換株の プ ラス ミ ド検出を 0．7％ア

ガ ロ ース ゲ ル 電気泳動
二｛ 冫

に よ っ て 行 っ た。泳動上 の パ

タ
ー

ン か ら，RSF 　1010 よ りも分子量 の 大きい プ ラス

ミ ドの バ ン ドが 認 め られた．こ の プ ラス ミ ドを pTT54

と呼称 した．精 製 した pTT54 の EceRI 処理 に よ り，

pTT 　54 は 13．6kb で あり， 挿 入 DNA は 4．7kb
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Fig．1．　Agarose　gel　electrophoresis 　of　pTT 　54　and

　　RSF1010 　digested　with 　E ‘ oRI ，

　　Laロ es 　l　and 　6
，
λphage　DNA −Hind 　III；2，　pTT 　54

　　μ ‘oRI ； 3，
　pTT 　54；4，

　RSF1010／E ‘oRI ； 5
，
　RSF

　 　 1010。　 Lanes 　l　and 　6　 were 　used 　as 　molecular

　　weight 　standards ．　 The　sizes 　ef 　the 　fragrnents　are

　　（from　the　top　in　kb＞23ユ ，
9．8

，
6．6

，
4．4

，
2．5and

　　2．2．Electropheresis　was 　done　on 　o．7％ agarose

　　gel　in　 89　mM 　 Tris・23　mM 　phosphate　 buf‘eτ，
　　pH 　8．3

，
ユ00mA 　fbr　lh ．
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の 断片で あ る こ とが 明らか とな っ た．こ れらの 電気泳

動パ ターン を Fig・1 に示した．

　次 に，pTT54 中の 揮入 DNA 断片 の 由来を明 らかに

す る た め，Southe【 n ハ ィ ブ リダ イゼ ーシ ョ ン を行 っ

た。RSF 　1010を プ ロ ーブ とす るた め，ニ ッ ク ト ラ ン

ス レ
ー

シ ョ ン
15⊃

に よ り
32P

標識を行 っ て 調製 した．一

方，pTT 　54の EcaRI 分解物を ニ トロ セ ル ロ
ー

ス フ ィ

ル ターに プ ロ ッ テ ィ ン グ
16）した．プ ロ

ーブ DNA と

フ ィ ル タ
ー

上の DNA 断片 との ハ イブ リダ イ ゼ
ーシ

ョ ン は，Bernardi7
⊃ICよ る Laboratory　Manual に 準拠

して 行 っ た．そ の 結果，Fig・21C 示した通 り，8．9kb に

相当する DNA 断片に ハ イ ブリッ ドが認 め られた．

さらに ，
N ・eurePaea の DNA を EcoRI 分解 した分

解物の フ ィ ル ターに 対 して は ， pTT54 プ ロ ーブ が 4．7

kb の 断片に 強 くハ イ ブリッ ドする の が認め られた ，
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tt ヌきtt　9tt　プげ’

蝋 唾鉢 1・i・酷 べ
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Fig．2．　Southem　blot　hybridi2ation　of 　pTT 　54　and

　　／V．eurOpaea 　 chromosomal 　 DNA 　digested　with
　 　 E ‘oRI ．

　　Electr。pheresis　was 　d。ne　 as 　in　 Fig・LLane

　　land 　 5 （λ phage　 DNA ／∬ 吻 d　III），
2 （pTT

　　54／LEeeRI）。，　6　（IVitrosemenas　DNA ／E ‘ρRI），
　　Ethidium 　b【omide 　staining ； Lanes　3

，
4　and 　7，

　　Southern　blot　hybridization　with 　s2P ・甚abe 蓋ed 　pTT
　　54（3，7）or　 RSF1010 （4），　Pla8mid 　 pTT 　54（A ）

　　and 　chmmosomal 　DNA 　of ／V．　ezcropaea （B）di・

　　gested　With　E ‘・Rl 　were な an5 艶珊 d　to　a 傭 ocel・

　　hlose　filter　afte 【　elect ：opho τesis・

E ； E ‘ oR 工　51 ：Sec 工　 Bt： βamHI 　p1：P摺口

く：σヱ4 工　　S2：Sa1 工　　el：eg ユロ　　P2：P3 亡工

K ：repnI　　S3；SmeI

Fig，3．　Restriction鵬 ap 　 of 　pTT 　54．

　　Open 　bar （口）represe 皿ts　N ．　eurePaea 　DNA 　and

　　珊 ed 　baT（■）representS 　RSF 　1010　DNA ．　 H レ：

　　HaP　I

こ の こ と は 8．9kb 断片が RSF1010 で あり，
4・7kb 断

片が 以 卿 ψ σ 昭 由来 の 挿入 DNA 断片で あ る こ とを

示唆して い た．

　pTT 　54 の制限酵素切断地図の 作成 と HAO 遺伝子

座位を明 らか にす る た め，次の 通 り行 っ た・pTT54 に

お ける N ．eurePaea の 4．7kb 挿入 DNA 断片の 切断

点地 図 を作成 し，Fig・3 に 示した．図から明らか な よ

う1こ，Sac　l
，
　Sal　l

，
　Bam 　HI

，
　B8111 ，　Cla　l，　Sma 　l に二よ

っ て そ れ ぞ れ 1ケ 所 ，
Pvu 口 で 2 ケ所，　Pst　1，

　KPn 　I

で 3ケ 所切断される こ とが 判明 した．次に ，
HAO 遺

伝子 の発現に必要な最小領域を明らか にするため
， 遺

伝子座位を調べ た．まず ， そ れぞ れ の 切 断部位をもつ

2種類の 制限酵素 tcよ っ て pTT54 を切断した．そ し

て そ れぞ れ の 付着末端を Mung 　Bean　Nudease且8， によ

っ て処理 した後 ，
T4 リガーゼ に よ っ て セ ル フ ラ イ ゲ

ー
シ ョ ン を行 っ た．そ して 2 つ の 切断部位間を欠失さ

せ た種 々 の 小型化プ ラ ス ミ ドを構築した．Fig．3 に示

した 切断点地図に お い て
，
RSF 　1010 の EceRI 切 断点

よ り 0．1　kb 手前の HaP 　I と挿入断片中の Sall間の

1．Okb 断片を欠失さ せた pTT541 を作製 した ．また

挿入断片中の Bgtll と Smal 間の 1．　4kb 断片を欠失

させ た pTT542 を作製した．さらに ， 挿入 DNA 断

片中の プ ロ モ ータ
ー
部位を推定するた め ，

こ の 4．7kb

挿入 DNA 断片を逆向きに 連結させ た pTT 　45を作製

した．

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

106 徳山　龍明 ・富田　祐介 ・高橋　令二 醸酵工 学　第66巷

Table　L 　Expression　of 　hydroxyjamine 　oxidas 　e

　　 activity 　of　N ．　euroPaea 　in　transfbrmants 　of

　　 P ．Pwtida．

Strain HAO 　activity
＊

〔％）

以．ezarOl ）aea 　ATCC25978

P ・P〃 ida／pTT 　54
1｝，メ）π’ida／pTT 　541

尸LPutit 〜α／pTT 　542
P ．Putida／pTT 　45

1．9　 （100）

0．145　　　（7。6）
0．226　　（12‘O）
0，012　　（O．6）
0．ユ58　　　（8．3）

＊
： HAO （Hydroxylamine 　oxidase ）activity ，

　 NO2・N （pg！ml ）produced

　以上 の 通 り作製 した 組換 え プ ラ ス ミ ド保有 の 各 ク

ロ
ー

ン が示す HAO 活性 を測定 した ．そ の 結果 を

Table　1 に示 した．なお
，
　HAO 活性の 測定に あた っ て ，

ノV・euroPaea は 7 日間，
’
沌

’
Putida の 形質転換株 は一晩

そ れぞ れ培養 した ．培養液 は，7，000　rphi ，5分 遠心 分

離 し，菌体を 0．02M リン酸緩衝液 ，
　pH 　8・O で 2 回洗

浄 した．洗浄菌体か ら同緩衝液 を用 い て Klett値 60

CKIett　Summerson 分光 光 度 計 に よ る ） を示す菌体懸

濁液を調製 した，こ の 懸濁液 1．9ml に 1，000 μg／m1

濃度 の ヒ ドロ キ シ ル ァ ミ ン 溶液を O．1ml 加え ，
30℃

で30分間 反 応 させ た．反 応 液 に 亜 硝酸定量用試薬（A ），

（B ）
1s｝

をそ れぞ れ 1m1 添加 し，30℃ ，30分間保温 し， 安

定化させ た．こ の 発色液を O．　02　pm の ミ リポ ア
ー

フ

ィ ル タ
ー

を通 し，そ の 除菌液の 吸光度を 測定 した．以

上 の 条件下 で 生成 した 亜硝酸 量 （NO2 −NFgfrnl） を

HAO 活牲値として 表示 した．pTT54 の ク ロ
ーン は活

性値0．145，pTT541 の ク ロ
ー

ン は0．226で あり，
こ れ

らの 値は N ．eurePaea の 示す 活 性値の そ れ ぞ れ 7．　6％，

お よ び12％ で あ っ た、一
方，pTT542 の ク ロ

ーン に よ る

HAO 活性は ほ とん ど認 め られ な か っ た．　pTT542 の

活性は pTT54 の 10％ 程 度残存 して い るが ，
こ れ は

Pseudomenas 単独 の 活性値 に 等 しか っ た ．そ して

Sall と EcoRI 間 3．8kb の DNA 上 ，
　Sall−KPn 　l 間

の 欠失，Clal−Sma 　I 間の 欠失で 完全失 活が認 め られ

た．こ の こ とか ら，
HAO 遺伝子 は ， ほ ぼ こ の 3・8kb

の DNA 断片上 に 情報化されて い る
・
もの と推定され

た．次 に ， pTT45 の ク ロ
ーン に お い て，　HAO 活性 の

欠失 は 認め られなか っ た こ とか ら， こ の 挿入 DNA

断片上 に お ける プ ロ モ ー
タ
ーの 存在 が推 察 され た．な

お，RSF 　1010 の EcoRI 部位 に DNA 断片を挿入 し

た こ と に よ っ て ，Sm 耐性 の 測定 し得 る 低下 は認め ら

れな か っ た．

　HAO はそ の 分子中に 10分子の ヘ ム ‘ を含む分子量

が175，000〜180，QOOの 酵素タ ン パ クで ある こ とが すで

に，Yamanaka らに よ り明らか に されて い る．19）また，

近年 こ の 酵素 は分子量220，000，α，βの サ ブ ユ ニ
ッ ト各

3ケ からな り， また ？−460 を含ん で い るこ とが 報告 さ

れ て い る。2ω

前述 の 結果から，小型化 した pTT541 に

お ける 3．7kb の 挿入 DNA 断片で も発現可能 で あ っ

た ，理論的 に は，この 遺伝子は ， 約 1，230ケ の ア ミノ

酸 の コ ド ン に な り得 る。ア ミノ 酸 の 平均分子 量を 135

とす る と ， 約 166，000の 分子量 か らな る タ ン パ ク 質の

情報を有す こ とに なる．こ の 値は 報告されて い る上 述

の HA σ の 分子 量 よ り小 さ い が，チ トク ロ ム c 等の

電子受容体の一部の 遺伝子の みが S 一
ド され て い る こ

とを推定する と，活性の 低 い 酵素が 産生 され る可能性

が 考え られ る．一
方 ，

Yamanaka ら
2t｝

は ，
助 吻 70 で の

HAO 活性 の 発現の た め に は ， 最初の 電 子受容体 で あ

るチ トク ロ ム c−554が 必要で ある こ とを明らかに して

い る， した が っ て ，
HAO 遺 伝 子 の 十分 な 発現 の た

め に は，所要量の チ トク ロ ム ‘
−554 の 合成遣伝 子 が

DNA 断片上 に コ ードされて い る こ とが必須で あると

考え られ る．一方，
Pseudomonas で 10％程度の 発現が

認 め られ た の は ，
f’
seudomo ？ias に Nitrasomonas の チ

トク ロ ム 　c−554 の 機能を補うもの が存在する可能性

も推 察 され る．い ずれ に して もこ れまで 著者らは，独

立栄養細菌で ある Nitr ・ S ・ menas の 遺伝子 を 従属栄

養細菌で ある Pseudam・ nas で 発現 さ せ る こ とは ， 菌

種間の 多様な生理的相違か らか な り困難で あ る こ とを

予想 して い た， しか しな が ら，本実験 の 結果か ら，

少なくとも発現の 可能性があ多こ とを 認 めた ．今後は ，

HAO 遺 伝 子 の 塩基配列 の 解析，効率の よい プ ロ モ ー

タ
ーか らな る 組 換 え 体の 構築等 につ い て 検討 して い く

予定で ある．

終 りに ，本研究に あた り，P ．　Pntida菌の分与，並 びに ベ ク ター
RSF 　IOIO を提供された 三菱 化成生命科学研究所 長張健二 博士に

厚 く御礼 を 申 し上げます，
　本報告の概要は ，日本農芸 化学会62年度大 会 （東京）に お いて 発

表 した ．
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