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360 　　　 Acinetobactθ r　calcoaceticus 　F46 由来 3
，
4−dihydrocoumarin　hydrolase によ る

　　　　　 過酢酸の分 解

　　　　　 （京大院 ・農 ・応用生命）　○本田孝祐 、 片岡道彦、清水　昌

【目的】我 々 は これ まで に細菌 Acinetobacter・ca ／coaceticus ・F46 よ り芳香族ラ ク トン加水分

解活性 と過 酸化水 素の 存在下で 種々 の 有機化合物の ハ ロ ゲ ン化 を触媒する haloperoxidase
活性を持ち合わせ た 多機能酵素で ある 3

，
4−dihydrocoumarin　hydrolase（DHase ）を発見 して

い る 。 DHase に よ るハ ロゲ ン化 は反応系に酢酸等の有機 酸を必要 とする こ となどか ら、本

酵素によ っ て触媒 され る有 機酸 と過 酸化水素か らの過酸の 生成 と、生 じた過 酸の 酸化 力に

よ る非酵素的なハ ロ ゲ ン化による もの と考え られて い る 。 我 々 は本酵 素 の 生理 的意義が こ

の 逆反応で ある過 酸の 分解 にある ので はな い か と考え 、 今回 DHase 遺伝子 破壊株を用 い た

検討 な どを行 い 、本酵素の 生理的機能の解明を 試み た の で 報告する 。

【方法 と結果 】遺伝子導入法 として 電気穿孔法 を用い 、 相同組換えによ っ て F46株の DHase
遺伝子 を破壊 した 。 本遺伝子破壊株が親株 と比 べ 、過 酢酸存在下で 顕著な生育阻 害を 受け

た
一

方で 、 DHase を発現 させた 大腸菌で は過 酢酸に対する 耐性が 上昇 して いた こ とよ り本

酵素が in　vivo において 過酢 酸の 無毒化 に寄 与 して い る可能性が示唆され た 。 また 、 ノ ーザ
ン解析の 結果、DHase 遺伝子 は下流の catalase 遺伝子 とと もに 1 つ の ポリシス トロ ニ ッ ク
mRNA として 転写 され て お り、同一プロ モ

ー
タ

ー
によ る転写調節 を受 けて い る こ とが 明ら

か にな っ た 。 こ の こ とか ら DHase （過 酸 ＋ 水 → 有機 酸＋ 過酸化水素）と catalase （過 酸化
水素 → 水 ＋ 酸素 ）が 過 酸に 対する一連の防除機構を担 っ て い る可能性が示 され た 。
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【目的】絶対嫌気性光 合成独 立 栄養細菌 Chtor・bittm　limicolaは 、 その 炭酸固定反 応
に 還 元型 TCA 回路 を用 い る こ とが提唱 さ れ た最初の 細菌 で あ る 。 しか しなが ら現

在 ま で 、 Cliniicoia に 関 する還元 型 TCA 回 路の研 究 は 、 各酵素 の 精 製 や性質 の 検
討 、遺 伝 子 の 解 析 な ど十 分 に 行 わ れ て い ない 。 我 々 は 還元 型 TCA 回路の 炭酸 固定
酵 素の 一 つ 、イ ソ ク エ ン酸 脱水 素 酵素 （IDH ＞ に 着 目 し、当研究室 に て単離 さ れ た

C．linticota　M 　1 株 を用 い て本酵 素遺 伝子 を獲得 し、更に 大 腸菌内 で の 発現 を試 み た。

【方法 及 び結果 】C ．iimicola　M 　1 株 の 無細胞抽 出液 に本 酵素 活性 を検 出 した 。 近 縁
種 で あ る Cte ノ，idunz が モ ノ マ

ー iDH を持 つ こ とか ら、モ ノ マ
ー IDH に保 存 され

た 配 列 を基 に プラ イ マ
ー を作成 し、Ml 株 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ

ー
か ら IDH 遺伝子

を単離 した 。 IDH 遺伝子 は 、2，226　bp で 74］aa （80．465　 Da ）の タ ン パ ク をコ
ー ドし

て い た 。 こ の 遺伝子 を大腸菌 内 で大量発現 させ 、陰 イ オ ン交換 、ゲ ル 濾過 カ ラ ム に

よ り精 製 した 。 精 製 した IDH に つ い て脱炭酸 反応 、炭 酸 固定反応 の 両方の 諸性質
を検討 した 。 本 酵素 の 炭酸固 定反 応 が 、回路の 中間代 謝物 で あ る オ キサ ロ 酢酸 に よ

っ て強 く阻害 さ れる こ とか ら、還元 型 TCA 回路の 制御 に 関わ る と考 え られ た 。
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