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【目的】か つ て農薬として 使用 された hexachlorocyclohexane（HCH ）の 工 業原体には主に4種

の 立体異性体 （α
一，β一，γ5 δ一体）が含まれ、 この うちβ

一HCH は最 も難分解性で 現在で も環境

汚染が深刻で ある。我々 は これ まで に13−HCH 分解細菌 Sphingobium　sp ．　MI　1205を分離 し、本

菌株 の有す る13−HCH 分解酵素 LinB （LinB−MI）を取得 してい る 。 本酵素はβ一HCH を
一

段階の

み脱塩素化す る Sphingobium　japonicum　UT26 由来の LinB（LinB−UT ）と 296 ア ミノ酸残基中わ

ずか 7 ア ミノ酸残基の み異なる （98 ％ identical）もの で あるが、　LinB−UT と異な り13−HCH を

基質として二段階の 脱塩素反応 を触媒す る。 これ ら 2 種の LinB の 反応特陸の 違い の 要因 と

その生理 的意義は非常に興味深い
。 そ こで本研究ではそれ らの 問で異なっ て い るア ミノ酸残

基に着 目 し、2 種の LinB の 中間型変異酵素を作製して反応特性の 比較検討を行 っ た。

【方法】変異酵素は PCR 法を利用 した鮒 立指定変異導入 に よ り作製した 。 各酵素には 6x　His

を付与 し、 大腸菌中で 大量発現 させ て精製 した。HCH お よびその 分解産物の 定量は 5ppm

の 基質 を含むバ ッ フ ァ
ー中に精製酵素を添加 して反応 させ

、 反応液 の酢酸 エ チ ル 抽出物 を

GC （ECD ）分析す るこ とに よ り行っ た 。

【結果 と考察】LinB−MI と LinB−Ur とで異な っ てい る 7 ア ミノ酸残基の うち、活 陸剖 立に

存在する 134番目と 247 番 目の 2 つ の ア ミノ酸残基が反応特 1生の 違い に関与 してい ると考え

られた ため 、 これ ら 2 ア ミノ酸残基につ い て 双方の LinB に置換を導入 して 計 6 種類の 変異

酵素を作製した 。 これ らと 2 種の 野性型 LinB の 計 8 種類に つ い て13−HCH の脱塩素能を検

討した結果、
LinB −MI の 2 ア ミノ酸残基は二 段階の 脱塩素能を向上 させ る こ とが示 された が、

それ ら以外の 5 つ の ア ミノ酸残基 も少なか らず反応特 駐の 違い に関与 して い る こ とが判明 し

た 。 2 種の tinB間の 塩基置換は 全て非同義置換で あ り、この こ とか らそれ ぞれ の ア ミノ酸置

換が反応特性の変化に 関与 し 、 何 らかの 環境条件で有利 に働い て 共通の祖先型酵素か ら分岐

したと考え られるが 、 酵素活性の 検討結果は こ の 仮説を支持 した。 LinB は13−HCH の 初発分

解酵素で ある とともに、7−HCH の 分解代謝経路における二 番目の 分解酵素で あるこ とか ら、

それ ぞれ の LinB の γ
一HCH 分解代謝にお ける機能につ い て も現在検討を行 っ てい る。
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