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論 文 内 容 要 旨

第1章 序論

多 環 芳 香 族 炭 化 水 素(PAHs)は 産 業 活 動 等 に よ る 化 石 燃 料 を 主 な 汚 染 源 と す

る 環 境 汚 染 物 質 で あ り、 環 境 中 に 放 出 さ れ たPAHsの 多 くは 微 生 物 に よ る 生 分

解 、 ま た 紫 外 線 等 に よ る化 学 分 解 を 受 け 除 去 さ れ る 。 よ っ て 微 生 物 のPAHs分

解 機 構 を 理 解 す る こ と は 、 環 境 汚 染 物 質 除 去 技 術 開 発 の た め の 基 礎 的 情 報 を 得

る た め に 重 要 で あ る 。

細 菌 に よ るPAHs分 解 は2環 のPAHで あ るnapht回eneを 用 い て 主 に 研 究 が 進

め られ た 。Naphthaleneはdng-hydroxylatingdioxygenaseお よ びdehydrogenaseに よ

り1,2-naphthalenedio1に 変 換 さ れ 、 そ の 後5段 階 の 酵 素 反 応 に よ っ て2-

hydroxybenzoate[salicylate](以 下salicylate)を 経 て1,2一 もenzenedio1【catechol】(以 下

cat㏄hol)に 変 換 さ れ る(Fig.1)。Naphthalene分 解 過 程 に 関 与 す る 酵 素 の 幾 つ か

は 精 製 さ れ そ の 生 化 学 的 特 性 が 明 らか に さ れ て お り、naphthalene分 解 遺 伝 子 群

はP∫ θ配40〃20鷹pπ 伽PpG7株 に 内 在 す る 約82kbのNAH7プ ラ ス ミ ドか ら 主 に

ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 詳 細 に 解 析 さ れ た 。

3環 のPAHで あ るphenanthreneの 細 菌 に よ る 分 解 は 、2種 の 分 解 経 路 が 提 唱 さ

れ て い る 。1つ はsalicylateを 経 て 分 解 さ れ る 経 路(Sal経 路)で あ り、 も う1つ

は1,2。benzenedicarboxylate【(距phthalate】(以 下o-P姦thalate)を 経 て 分 解 さ れ る経 路

(OPA経 路)で あ る(Fig.1)。 両 経 路 に お い てphen㎜threneは1-hydroxy-2-

naphthalenecarboxy】a重e【1-hydroxy-2-naphthoate】(以 下1-hydroxy-2-naphlho3te)に 変

換 さ れ る が ・1-hydroxy-2-naphthoate以 降 の 分 解 過 程 が 異 な る 。S記 経 路 で は .、1-

hydroxy-2-naphthoateは ユ,2-naphth舐enedio1、s訓icy】ate、catecholを 経 て 分 解 さ れ 、

OPA経 路 で は1-hydroxy・2-naphthoateはo-phthalate、3,4-dihydroxybenzoate

【protocatechuate](以 下protocatechuate)を 経 て 分 解 さ れ る 。Sa1経 路 の1,2-

naphthalenediol以 降 の 分 解 経 路 はnaphthaleneの1,2-naphthalenediol以 降 の 分 解 経

路 と 共 通 で あ る(Fig.1)。

Phenanthrene分 解 の 特 徴 で あ り、 興 味 深 い 点 の1つ は2種 の 経 路 に分 岐 す る
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1-hydroxy-2-naphthoate以 降 の分 解 過 程 で あ り、特 にOPA経 蕗 はnaphthalene分 解

経 路 と共 通 で あ るSa1経 路 と異 な り・ph・n・nth・ene分 解 に特徴 的 な分 解 経 路 で あ

る。 しか しこの経路 については殆 ど理解されてお らず、分解に関与する酵素 お

よび遺伝子、中間産物の化学構造など詳細は不明である。

本研究では細菌におけるphenanthreneのOPA経 路 分解 を理解 す ることを 目的

に、phenanthreneをOPA経 路 で分解 す る細 菌N・ α融 ・漉 ∫sp.KP7株 を分離 し、

本株 の1-hydroxy-2-naphthoateか らo-pht回ateに 至 る分 解 過 程 に関 与 す る酵 素 の

精 製 、 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ング を行 う と とも に、 本過 程 にお け る 中間産 物 の化 学

構 造 を 明 らか に した 。また、本 株 に お け るphenanthrene分 解 遺 伝 子 群 の 構 造 につ

いて も解 析 を行 っ た。

第2章

の解析

Phenanthrene分 解 菌1>oc磁 此p'4ε5sp.KP7の 分 離 、 同 定 お よ び 分 解 経 路

ク ウ ェー トの 海 浜 砂 を分 離 源 に0.1%(w/v)のphenanthreneを 唯 一 の 炭 素 源 と

して 添 加 し た 無 機 塩 培 地(BSM)で40。Cで1カ 月 間 集 積 培 養 を行 い 、

phen{mthrene分 解 菌KP7株 を分 離 した。 形 態 学 的 、 生 化 学 的お よび化 学 的分 類

手 法 に基 づ きKP7株 の 分 類 学 的 位 置 を検:討 し＼2Voα 記 ∫o昭θ5属 細 菌 と同定 した

(Table1)。 また 、本株 の16srDNA(1,483bp)をPCRで 増 幅後 ク ロー ニ シグ し、3

つ の ク ロー ンの解 析 か ら決 定 した16srDNA塩 基 配 列(Genbank:#D87974)を も

とに無 根 系統 樹 を作 成 し、本 株 が1》OCα履0漉 ∫属 の ク ラス ター に属 す る こ とを分

子 遺 伝 学 的 に も確 認 した(Fig.2)。

本株 のphenanthrene分 解 経 路 解 析 の た め、phenanthrene(0.1%w/v)を 添加 した

Marinebroth(MB;Difco)で 培 養 した菌 体 を集 菌 後 リン酸 緩 衝 液(pH7.5)に 分 散

し、 菌 分 散 液 に終 濃 度 が2mMに な る よ う1。hydroxy-2-naphthoateを 添加 し、 室

温 にて1分 ま た は3分 間 静 置 した 。そ の 後10NのHCIを100μ1添 加 し、遠 心 に

よ り上 清 を回 収 した。 回 収 した 上 清 か ら酢 酸 エ チ ル で 変 換 産 物 を抽 出後 皿,Cで'

分 析 した。 その 結 果 、 変 換 産 物 と して2-fomlylbenzoic田cdとo-phthalicacidが 検

一222一



Table1.Morphological,
KP7.

biochemicalandchemicalcharacteristicsofstrain

Character
欄

Morphology

Motility

Flagellum

Gram-staining

Sporeformation

Cytochromeoxidase

(ン寵alase.・

Majorisopreno}dquinone

Fattyacidcomposition

G+Ccontent

Coryneformrod

Motile'

Apolarflagellum

Positive

Non-sporeforming

Notproduce

Produce

MK-8

14-Methylpeniadecanoicacid(predominant)

H¢p重adecenoicacid(1esseramo叩t)

Heptadecanoicacid(lesseramount)

Octadecenoicacid(lesseramount)

63%a

CellsgrownonMBmediumwereusedintheseexperiments.

"8.'88f盈 ゴ4ρ88

麗8.8㎞ ρ'θ麗
Na.jansenil

僧0銘 κfわ産わ8 .3ρ・"CF830α5
"oα 暫djb盛ゴ988ρ,"CF∬3ロ07

"8、8肋 ∬8

KP7
Na.lufaus

ハf8.ρ虚画"意a配面 蓼

Proρ 知ρめθdσ膚m'制dθ π"必 ぬ酵

Na.reshica

Na.calcarea

Nabresilienais

ハ18.'a顧o動7㎞

Na.carnea

O.1

Fig.2.PhylogenetictreeofstrainKP7,relatedNocardioidesandother

strains.Thisunrootedtreebasedonthe16srDNAsequenceswasproduced

byusingthealgorithmof.PitchandMargoliashi.Ns:Nocardioides;Na:

蔽2cα7・4加..、.
,

「
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＼

出 さ れ た 。 よ ってKP7株 はphenanthreneをOPA経 路 で 分 解 す る と考 え られ た

(Fig.3)。 更 にOPA経 路 に特 徴 的 な酵 素 で あ る1-hydroxy・2-naphthoatedioxyge準ase

お よび2-fbrmylbenzoatedehydrogenase活 性 のphenan山reneに よ る誘 導性 を検 討 し

た結 果 、 そ れ ぞ れ9倍 お よ び4倍 に誘 導 さ れ たb以 上 よ り1》oα泥 励 謝sFKP7

株 はphenan{hreneをOPA経 路 で 分 解 す る と結 論 した。

第3章1-Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseの 生 化 学 的 特 性 お よ び 構 造 遺 伝 字

Phenanthreneを 含 むMBで 培 養 し たKP7株 のcellextractよ り陰 イ オ ン 交 換 カ ラ

ム(TSKDEAE-5PW)、 疎 水 カ ラ ム(TSKPheny1・5PW)、 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム(TSKgel

G3000SWk1)を 用 い て1-hydroxy-2」naphtho△tedioxygenaseを 精 製 した 。SDS-

PAGE上 の 分 子 質 量 は45kDa、 ゲ ル 濾 過 上 の 分 子 質 量 は270kDaで あ り、本 酵 素1

は45kDaの サ ブユ ニ ッ トか ら な る6量 体 と考 之 られ た 。1-Hydroxy-2-naphlhoate

に 対 す る κ〃1値 は10μM、 滝α証 値 は114"で あ っ た 。 本 酵 素 は1分 子 の1-

hydroxy-2-naphthoateに 対 し1分 子 の 酸 素 を消 費 し た 。 本 酵 素 は1サ ブ ユ ニ ッ ト

♪

1.0

遊9.5

0

0

0

0

0

0

000

つ2345678

Fig.3.TLCanalysisofmetabolitesof1-hydroxy-2-naphthoatetransformedby

strainKP7.Samplesweredevelopedwithasolventsystemofethylacetate/2-propanol

(2:1v/v).Lane1,1-hydroxy-2-naphthoicaicd;lane2,2-formylbenzoicacid:lane3,0-

phthalicacid;lane4,protocatechuicacid;lane5,salicylaldehyde;lane6,salicylicaicd;

lane7,degradationproductof1-hydroxy-2-naphthoateafterlminofincubation;lane

8,dittoafter3minofincubation.
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あ た り1分 子 のFe(II)を 有 して お り、Fe(II)キ レー タ ー で あ るo-phenanthrolineに

よ り失 活 し ア ス コ ル ビ ン 酸 存 在 下 でFe(II)と 反 応 さ せ る と 活 性 を 回 復 し た

(Table2;Table3)。 よ っ て 本 酵 素 の 活 性 に はFe(II)が 必 須 で あ る こ と が 明 らか とな

っ た 。 本 酵 素 はgentisate、3-hydroxyanthranilate、2-hydroxy-1-naphthoate、3.

hydroxy-2-naphthoate,salicylate,3-hydroxybenzoate,4-hydroxybenzoate,

protocatechuateを 基 質 と し な か つ た 。 ま た 、3-hydroxy-2-naphthoateは1-hydroxy-

2-naphthoatedioxygenase活 性 を 阻 害 し、、K∫値 は22μMで あ っ た 。

KP7株 のtotalDNAを テ ン プ レー トに 精 製 酵 素 のN末 ア ミノ 酸 配 列 か ら設 計

し た プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ た と こ ろ 、75bpのPCRproductが 得 られ た 。

本PCRproductを ク ロー ニ ン グ し塩 基 配 列 を解 析 し た 結 果 、プ ラ イ マ ー 設 計 領 域

の ア ミ ノ酸 配 列 と完 全 に 一 致 し た 。 そ こ でKP7株 のto屈DNAを5儂3AIで 部 分

消 化 しコ ス ミ ドベ ク タ ーpLAFR3の β卿HIサ イ トに 連 結 してEoo〃Sユ7-1株 に

構 築 した 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リー か ら75bpのPCRproductを プ ロー ブ に コ ロ ニ ー ハ

イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ りス ク リー ニ ン グ を 行 い 、7個 ρ 陽 性 ク ロ ー ン を 得

た(Fig.4)。 全 陽 性 ク ロー ン は3本 の 共 通 す るBα 〃!HI断 片(1.Okb,1.8kb,6.2kb)

を 有 して い た 。 こ れ ら βα〃2HI断 片 を 電 気 泳 動 で 分 離 後1テ ン プ レ ー トに して 先

述 の プ ラ イ マ ー を 用 い て そ れ ぞ れPCRを 行 っ た と こ ろ6.2kbのB〃 ηHI断 片 か

らの み75bpのPCRproductが 得 ら れ た 。 よ っ て6.2kbβ 傭HI断 片 に1-

hydroxy・2-naphthoatedioxygenaseのN末 端 部 分 が コ ー ドさ れ る こ と が 示 さ れ た 。

そ こ で6.2'kbβ 卿HI断 片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ユーhydroxy-2-naphthoate

dioxygenaseの;構 造 遺 伝 子 を決 定 し た(Fig.5)。 本 遺 伝 子 を 助41 ,(#henanthrene

degradation)と した 。助 〃 は ユ,161bpで 、推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と精 製 酵 素 のN末 配

列(55残 基)は 一 致 した 。 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 よ り計 算 さ れ る サ ブ ユ ニ ッ ト分 子

質 量(43.1kDa)はSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 とほ ぼ 一 致 し た 。 な お 、本 酵 素 の ア

ミ ノ酸 配 列 は こ れ ま で 知 ら れ て い る 環 開 裂 型dioxygenasesと は 相 同 性 が な か っ

た が 、 最 近 報 告 さ れ た5ρ 伽80吻o〃 偽sひRW5株 お よ びP∫8〃40襯o鷹sp.U2株 の

gentisate1,2-dioxygenaseと そ れ ぞ れ305%、28.4%の 相 同 性 を 示 した(Fig.6)。
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Table2.
activity.

Effectsofchelatingreagentsonthe1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenase

Chelater Concentration %Ad三vity

-DTA

EGTA

o-Phenanthroline

Control

1mM

10mM
100mM
lmM
10mM

10ｵM
100ｵM
lmM

95.2

90.8
71.4
94.2

100
21.0
0
0
100

Tab置e3.Reactiva雌onbyme¢alsofinadivaIed1・hydroxy・2・ ㎡aphIhoatedioxygenase.

Metal
*

%Ac証vity

シ

匝ti田 】-

[AfterbeinginactivatedbyO.1mMo-phenanthroline]

Feso4(o.1mM)・

ZnSOq(0.1

Mhq2(0.1mM)

C・(NO3)2(0・1mM)

Mgα2(0.1mM) .

100
2.5

85.Oa

6.2a

7.4a

6.9a

7.7a

5.2a

*A
ctivityafterincubationfor30minunderanaerobicconditioninthe.presenceofO.1mM
ascorbateandtherelevantmetal.
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一101102030405060

GGTCGAGGGEGACCAOOOATGAACTCGAGCAACACCGGAGCCCCTGAGGCGGCACAGGCCGCCACGCTCGAAGCTTTC

凹

708090100110120130140
GATAGACGCGCGGCCGAGCAATACCTGCGCGGCCAGTGGATCGCTGACGAGCACCTGATGCGCGCTATCGGGGGCCCGCG

150160170180190200210220

GCCCGCCGGCATTCCCTACCGGTGGGAGTGGAAAAGCGTCGAGGTGGCGCTCGACGAGGCTACGATCGCCCTTGGCCCGG

_1しr_1L__且__工__2__』 【__R■_一」唖__EL".竃SV.8VムLDB1し 「野1ALGPV

..230.2402502602フ0280290300

TCGACACGGCCCGTCGCCATCTGACCTTCGTCAACCCGGGGCTGATGGACCGCGGCAGCGCCACTACGCACACCATCTCA

D7ARRHL7FV四PGL.開DRGSム 】「 丁 日TIS

310320330340350360370380

GCGGGCTTCCAGCTCGTGAAGCCCGGAGAGGTGTGTTGGTCGCACCGACACACGATGAGCGCGGTGCGCTTCGTCACGAA

八GrQLV鼠P6E1 .VC.磁SHRHT胴SAVRFVTK

390400410420430940450.460

GGGCCACCCGGATGCCTTCACCGCTGTCGACGGCGAGCGCCTCCCGATGGAGGACTTCGACTTGCTCATCACCCCCCGAT

G .鷺P..D瓦r7ムVDG召RLP鱈 召D『'DLLI7PRF

47-0480990500510520530540

TCTCTTGGCACGACCACCACAATTCCGGAGATGCGGACGTGGTCTGGCTGGATGGCCTCGACATCGGCCTACTGCAAAGC
.S鷲.HDH .日 潤SGDム .D.VVW.LDβL .D1.G.工 墨LQ.S.

550560570580 .59060.0610620
CTCGGCGGAGTGTTCTACGAGCCCTACGGCGATGACAGCCAGAATGTGCGCCCGTCCAGCAGTGAGGGGATCGGTACGCG

L.GGVFYEP1「 ..GDDSΩ 旧VRP.SSSEG.工G習R

」

ssosaosso'ssos70sao.sgogoo

CACCCACTGGCTCCGGCCCACTTCGGAGCGCGGCCGCGAGAGTAGGCTTCCGATCCGATACCCGTGGAAGGAGGTCAACG

SH耀LRP響 鷺R.RGRESRLPIR1「IP聡KBV.厨A

71072073074075076b770780
CGCGCCTTGACGTCTACCACCTCGATGCCGGCACCCCCTACGACGGGCTGGCCCTGCGCTACGCGAACCCTGTCACCGGC

RLDVYDLDAGTPYDGLALRYARPVT6

790800B10820830840850860

GGCCCCACGATGGCGACGATGGACTGCTGGGTGCAGCGCCTCGCCCCCGGGTTCGACGGAAAGTCGCACCGCCGCTCCTC

GP7凹.ム 讐H.DC鷲VΩRLAPGF .DGKSH.RRSS

870880890900910920970940

CAGCGCCATCACCTACGTGATCTCGGGCTCGGGAACCATGGTGACCGAAGACGAAACGATCACTTTCAACCGCGGCGACG

Sム1層 了V.ISGSGτ 凹V雪BDE71τF闘RGDV

.、

.「

9509609709BO990100010101020
雪C△7C聖CGτ 「『GCCGム ムC7GGACCAAC田TCCG肥11G6ハCC肱CGIL】!ΨC響CAAA7CGAGCCCG引!GCTGCτC7TCTCGムTGCAC

ISLP.潤 騨.1!罰FR闇 τ 翼D3B工B.PVLLアs麗 闘

1030.10401050-10601070108010901100

GACATTCCTGCGCTCGAGGCGTTCGGCTTCCTCTACGAGGAGCCCGAGGCAATCCTGAACGCGACACCGGCCCCTATCAA

D工PALBAFGF.LYB呂PBAII」.旧A.,P.ムPI貿

1110112A11301190115011601170

Tく=CCムCCCCCτCGC層CムAτCCGム τCτ1LCC〔}GGCGGOCGC管7TCTAeGAτC1㌧GGムCGムAC¶!A響G1㌧CGTCムC

9.τP5乃 旧 .PIY.RAGAFYD.ΩD罵L..禽

Fig.5.Nucleotidesequenceofthe

(phdl).Thededμ6edami耳oacid5equenceisalsopresented.

acidsequenceofthepurifiedenzymedeterminedbyEdman

The、p叫a{iveShine》Dalgamosequenceisalsoullderliped・

#ABOOO735)

1口hydroxy噸2のnaphthQaIe dioxygenasegene
Theamino-terminalamino
degradationisunderlined.
(GenBank:#D89987and
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PhdI

GtdA

贋aq工

PhdI

GtdA

四aqI

YhdI

GtdA

餌agI

PhdI

GtdA
NagI

1:NNSSNTGAPEAAQAATLEAFDRRAAEQYLRGQWIAEEALNRAIGGPRPAGIPYRWEWKSV60

1εM一 ΩpVL-AND一 ΩΩAΩLTA工 」Y_DEMRPAGLKPL宙BVLHA-LVI」AE-PASLARA}!HWHYGEV54.

1:H-SHEL-GR一 一LE-DLPQDYRDELKQLNLVPLWPSLRA-VLPPNVPTRQTQPTYWSYQTL59
★ ★ 費 禽 禽

613EVALDEA皿 工ALGPVDTARRHLTFV旧PGL麗DRGSA田THTISAGFΩLVKPGEVCWSHRHTMS120

553RDFLLRSGDL工SA9ΩA居RRVL工LB冠PGL据 一GSSA工TPβLYAGLΩL工LPGEVAPCHRH「 【ΩC113

55:KPLLLKAGELTPIEKAERRVLVLANPGHGLEKMQASAAIYLGMQLLLPGEWAPSHRHTPN114
会.★ ★ 曹 蜘禽鳶 ☆ ★脅 重嚢☆ 、 ☆★嚢嚢 、

121:AVRFVTRGHPDAFTAVDGERLPMEDFDLLITPRFSWHDHHNSGDADVVWLDGLDIGLLQS180

1143ALRFILEGE-6AYTAVDGEKAVMSPFDLV工 」TPGGΩWEDHGNGTDΩPM1田LDGLDIPTVRH172

115aAVRMIVEGE-GAYTTVDGEKCPMSRGDLILTPTGLWHEHGHDGNEPVVWLDVLDLPLVYY173
由 ★ 禽 ★ 禽 ★★糞禽 曹 禽糞 曹費 嚢禽 嚢.★ ★禽 禽★

181:LGGVFYEPYGDDSQNVRPSSSEGIGTRSHWL一 一RPTWERGR-ESRLPI-RYPWREVNARL236

173sFDASFAEKWPQAQHPEMAPPGDSLARYGHNLRPMRGTSADRRPTSQPLFHYPYKQWRPAL232

174:MEASYHID-GERQQVD-PGRGDC-AW-TRA-GVVPTPVFQRSDRRYPLLRYPWADTRAAL228

★ ★ ☆貞 ★

PhdI

GtdA

餌aqI

237:一DVYDLDAGTPYDGLALRYANPVTGGPTMATMDCWVQRLAPGFDGRSHRRSSSAITY-VI299

233:DHLASTAQVDPHLGHALEFTNPADGGPVMETISAHVRLIPRGME-TAPRRSTDGTIFVVV291

229sLSLA-ADQPEQECVQ-VTYVNPETGDDAENILGFYALMLRPGQTLRLPVRSP-AVVFHQI285
★★ 資 倉 ☆★

PhdI

GtdA

四agI

PhdI

Gtdム

恥q工

295:SGSGTMVTEDETITFNRGDVISLPNWTNFRWTNDSEIEPVLLFSMHDIPALEA-FGFLYE353

292sEGKGQVEIDGVSTRLSPRDVVVIPSWKRHRF-HAEDELIIFGF一 一SDKAC-QQKLG-LF-345

2863EGRSEAR工AES7FALREAD?CCAPGYTEV歴LK旧LSADΩPSFIF囎MADESPLH.RKLG欄VF噂342
★ ★ 嚢 鳶費 禽

354:EPEAILNATPAPINPTPSLNPIYRAGAFYDQDEL

346客 一REE耳L脚 鱒鞠一■一葡"一 騨一一一一一}一 一讐嘗一卿一一一r一 一

393:一ENRG一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

387

350

346

Fig..6.Alignmentofthededucedaminoacidsequencesofl-hydroxy-2-naphthoate
dioxygenase(Phdl)fromNocardioidessp.KP7,gentisate1,2-dioxygenasesfrom
Sphingomonassp.strainRWS(GtdA)andPseudomonassp.strainU2(Nagl).Common
residuesaremarkedwithasterisks.Dashesindicategapsintroducedtooptimizethealignment.

Fig.4に 示 したpMKT191か ら.1.6kbめ5∫ 〃1βpπ断 片 を切 り出 しpUC18の

∫加1伽 〃7HI.サイ トを用 いて構築 した 助 〃 を含むプラス ミドpMK:T290で 形 質転

換 し たEω 」εJM109の.cellextract申 に は1-hydroxy-2-naphtboatedi6xyg母h出e活 性

が 認 め られ 、 助 〃 が1。hydroxy-2-Oaphthoatedi6kygenaseを コ ー ド して い る こ と が

確認された。

・ 第4章 1-Hydroxy」2-naphthoatedioxygenase反 応 生 成 物 の 化 学 構 造

1-Hydroxy-2-naphthoa重edioxygenaseの 反 応 生 成 物 は300nmに 最 大 吸 光 を 示 し、

そ の 構 造 は(Z)一2r-carboxybenzalpyruva1eと 考 え られ て い た が 確 認 さ れ て い な か っ

た(Fig.1)。 本 章 で は.1-hydroxy-2-naph1hoatedioxygenaseの 反 応 生 成 物 の 化 学 構

造 を明らかに した。

第3章 で作 成 した助 〃 を有 す るpMKT290で 形 質 転換 したE.oo1'JM109のcel1
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extractよ り陰 イ オ ン交 換 カ ラ ム(TSKDEAE-5PW)、 疎 水 カ ラ ム(TSKPhenyl-

5PW)、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム(MonoQHR5/5)を 用 い て 組 換 え 体1-hydroxy-2-

naphthoatedioxygenaseを 精 製 し た 。精 製 酵 素 のSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 はnative

酵 素 と 同 じで あ っ た 。 組 換 え体 酵 素 を1-hydroxy-2-naphthoateを 含 む10mMTris-

H2SO4緩 衝 液(pH7.5)中 で 反 応 さ せ た 後 、10NHC1で 反 応 液 のpHを2.5に し た 。

そ の 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム と酢 酸 エ チ ル で 反 応 生 成 物 を 抽'出 し 乾 固 した 。 乾 固 物 を

0.1%(v/v)リ ン酸 を 含 む10%メ タ ノ ー ル に 溶 解 し、HPLC(ODS-C18カ ラ ム)で 反

応 生 成 物 を 精 製 し た 。 な お 、 本 精 製 物 は 乾 燥 後 、D20に 溶 解 し た 。 、

精 製 し た 反 応 生 成 物 は 且H-NMR、 ・℃ 一NMRお よ びFAB-MSで 解 析 した(Table4)。

pH2,5お よ びpHを7.5に 上 げ た 条 件 で の 解 析 の 結 果 、pH2.5で はIIお よ びIII

の2種 の 物 質 が 検 出 さ れ 、pH7.5で は1が 主 成 分 で あ り、IIも 含 ま れ て い た(Fig.

7)。 生 体 内 のpH域 よ り、pH7.5で の 構 造(1:(恥 一4一(2-carboxylatopheny1)一2-oxo-3一,

butenoate[◎ommonname:¢)一2'一carboxybenz副pyruvate])が1-hydroxy-2-naphthoate

dioxygenaseの 反 応 生 成 物 と考 え られ た 。

しか し、先 述 の 構 造 は 抽 出 操 作 の 過 程 でpHを 変 動 さ せ た 試 料 の 結 果 で あ っ た

た め 、pH変 動 を 伴 わ な い 条 件 で の 構 造 を 解 析 す る た め 組 換 え 体1-hydroxy-2-

naphthoaledioxygenaseに よ る 変 換 反 応 時 に お け る1-hydroxy-2-naphthoateの 構 造

変 化 を1H-NMRで モ ニ タ ー しな が ら解 析 を 行 っ た 。 反 応 開 始 か ら ユ80minま で

の1H-NMRの チ ャ ー トをFig.8に 示 した 。 そ の 結 果 、1-hydroxy-2-naphlhoateの

シ グ ナ ～レ(Ordin)の 減 少 に 伴 い 、(E)一4一(2-carboxy】atophenyl)一2-oxo-3-butenoate(180

mih;【(E)一2'一carboxybenzalpyru∀ate】)の シ グ ナ ル が 増 大 し、 そ の シ グ ナ ル に 収 束 し

た 。

以 上 よ り1-hydroxy-2-naphlhoateは ユーhydroxy-2-naph1hoatedioxygenaseに よ り

(E)一4一(2-ca・b・xy】・t・ph・nyl)一2一・x・一3-b・t・n・・1・[(E)一2'一ca・b・xyb・n刎py・uv・t・}に 変 換

さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
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Fig.8.Timecourseofthe1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenasereaction

monitoredbyIH-NIVIRatpH7.5in50mMdeuteratedpotassiumphosphate
buffer.
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第5章 ¢)一2・一Carboxyb6nzalpyruv鷹hydratase-aldolaseの 生 化 学 的 特 性 お よび 構

造 遺 伝 子

KP7株 のce1】extract中 の ¢)一2'一carboxybenzalpynlvalehydratase-aldolaseの 比 活 性

はphenanthreneに よ っ て10倍 に 誘 導 さ れ た 。

Phenanthreneを 含 むMBで 培 養 したKP7株 のce11extτactよ り陰 イ オ ン 交 換 カ ラ

ム(TSKDEAE-5PW)、 疎 水 カ ラ ム(TSKPheny1-5PW)、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム'

(MonoQHR5/5)を 用 い て の 一2'一carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseを 精 製 し

た 。 本 酵 素 のSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 は38kDa、 ゲ ル 濾 過 上 の 分 子 質 量 は113

kDaで あ り、 本 酵 素 は38kDaの サ ブユ ニ ヅ トか ら な る3量 体 と考 え られ た 。 本

酵 素 の(粉 一2'・carboxybenzalpyruvateに 対 す る1ζ〃2値 は50μM、 κα諺値 は13唱 で あ

っ た 。 本 酵 素 は1モ ル の の 一2'一carb魔ybenzalpyruvateを1モ ル の2-fbrmylbenzoate

と1モ ル のpyruvateに 変 換 し た 。、な お 、 本 酵 素 は 但)・2'一hydroxychlnamate、

benzalpyruvate、(の 一2'一methoxybenzaゆyruvateを 基 質 と し な か っ た 。

本 酵 素 の 構 造 遺 伝 子 は 助 〃 に連 続 して 存 在 し、全 長 は996bpで あ っ た(Fig.9)。

な お 、 本 遺 伝 子 を 助 み と した 。 本 配 列 か ら得 られ た 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 は 精 製 酵'

素 のN末 配 列 と一 致 し(24残 基)、 計 算 さ れ る サ ブ ユ ニ ッ ト分 子 質 量(34.5kDa)

はSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 と ほ ぼ 一 致 し た 。 本 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 は

naphthalenρ 分 解 菌Rp磁4αPpG7株 の(E)一2'一hydroxyben刎pyruvatehydratase-

aldolase(NahE)お よ びdibcnzothiophene分 解 菌P∫ 例40〃70鷹sp.C18株 の(粉 一2'一

hydroxybenzalpyruvate.hydratase-aldolase(DoxI)と そ れ ぞ れ 約40%の 相 同性 を 示 し

た(Fig.10)。 ま た 、naphthaleneshlfonate分 解 菌Rソ ε∫た珈 廊BN6株 の(粉 一2'一

hydroxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseのN末 配 列(24残 基)と も29.2%の 相 同

性 を 示 し、BN6株 の(E)一2'一hydrGxybenzalpyruvatehydratase-aldQlaseサ ブユ ニ ッ ト

分 子 質 量38.5kDa、 活 性 酵 素 分 子 質 量120kDaと も類 似 して い た 。KP7株 め

@>2'一carboxybenzalpyruvatekydra!as(卜aldolaseと 他(ρaldqlasesと は ア ミ ノ酸 配 列

上 の 相 同 性 は 低 く、(E)一2'一carboxybenzalpyruvatehydratas6-aldolaseと(E)一2'一
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鴨80-70剛 ●60 .一50-40-30-20

AACGCGACACCGGCCCCTATCAATCCCACCCCCTCGCTCAATCCGATCTACCGGGCGGGCGCTT

NATPAPINPTPSLNPIYRAGAF

一1011020 .304050

TC7ACGATC△ 且卿GAAC,ATGAqGTCACCCGCCG7GACA!fCCGCCGACATTACAGGGCIPCGTTGGCA㌘

論★
Ml
J
L

Jdh
嗣
E

P【

DΩD
,
Ψ
西

60708090100110120

CGTGCCGACGCCCTCGAAGCCGGGCTCGGAAGCGCCGGACGCTGTAGACACCGTCGACCTCGACGAGACC

VP.甲P.SK.P(ISヨAPD桑LVDTVDLDE『 【.ム

130140150160170180190

GCGCGCATGGTCGAACTCATCGTCGCTTCCGGTGTTGACGTGCTGCTGACCAATGGCACCTTCGGCGAAG

RMVELIVASGVDVLLTNGTFGEV

200210220230240250260
TCGCTACTCTCACTTATGAAGAACTACTGGCGTTCAACGACACGGTCATCCGTACGGTCGCTAATCGCAT

ATLTYEELLAFNDTVIRTVANRI

270280290300310 .320330

ACCCGTCTTCTGCGGGGCCTCGACGCTGAACACCCGCGACACGATCGCCCGCAGGCTCGCCCTAATGGGG

PVFCGASTLNTRDTIARRLALMG

340350.3603703BO390400

CTCGGTGCGAACGGTC「[CTTCG口CGGGCGACCAATα 『GGCTACe1!CTCGACGACGAGCAGCTGGTqTCCT

LGANGLFVGRPNWLPLDDEQLVSY

410420430440450460 .470
ACTACGCGGCCGTGTGCGATGCCGTTCCGGTTGCCGCTGTCGTCGTCTACGACAACACTGGAGTGTTCAA
YAAVCDAVPVAAVVVYDNTGVFR

480490500510520530540

GGGCAAAATCTCCTCCGCCGCGTACGCGGCGCTGGCCGAGATCCCGCAGATCGTGGCATCGAAGCATCTG

GKISSAAYAALAEIPQIVASRHL

550560570580590600610

GGCGTACTCTCGGGCAGCGATGCCTATGCGAGCGACCTGGCCGCTGTAAAAGGCCGCTTTCCTCTGTTGC

GVLSGSDAYASDLAAVRGRFPLLP

620630690650660670680

CCACCGCGGACAATTGGCTCCCCTCACTCGAGGCATTCCCCGGCGAAGTGCCGGCGGCTTGGAGCGGTGA

TADNWLPSLEAFPGEVPAAWSGD

690700710720730740750

TGTGGCCTGCGGCCCCGAACCCGTGATGGCGCTCCGCCGCGCGATCGCGGAGGGACTCTGGGACGACGCC

Vハ 」CGPEPVMム 五KRAIAEGLW、DD乱

760.770760790800810820

CG歪GCCG雪!GCA雪!GAAGハLCATCGCハL緊GGGCCACGGハLGCCCC「 響G「『TCCCGGGCGGCGATハLT孔AGT瓦 ムGl2型Cム

RAVHEDコ:AW△ 雪EPLFPGGP工SKFM.

830840850860870880890

TGCCATACAGCATCCAGATCGACCGGGCCGAGTTCGAGGCCGCCGGTTACATCGTGCCCGGCCCCAGCCG

PYSIQIDRAEFEAAGYIVPGPSR

900910920930940950960

GCATCCCTACGGCACCGCCCCAGCCGCCTACCTCGAAGGGGGCGCCGAGGTCGGCCGCCGTTGGGCGGGC

APYGTAPAAYLEGGAEVGRRWAG

970980.9901000101010201030

全TTIGC;AG養AG婁 響C賃 ρA含rTΣエC賃撃AICA雪 盈GqAgqCGACgAC鯉CGC搾 ρC解 『CGC^GTみ.

1040105010601070108010901100

CAGCCGCGACTGCCTCAGCTGGGGCATCATCGAAGGAGCCTGCCGCCACCTGGTCGCCGACCGGATGGAC

Fig.9.Nucleotidesequenceofthe(E)一2'一carboxybenzalpyruvatehydratase-

aldo憂asegene(ρ ゐ4ノ)・Thededucedamih6acidsequenceisalsopr6sentgd,andtheputative

Shine-Dalgarnosequenceisunderlined.plnll,1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenasegene;plydl,

(E)一2'一carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolasegene.Theamino-terminalaminoacid
enzymedeterminedbyEdmandegradationisalsounderlined.sequenceofthepurified

(GenBank:#D89988and#ABOOO735)
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Fig.10.Alignmentofthededucedaminoacidsequences'of(E)一2'一

carboxy恥enz紐 婁P立ruVatehyd貰 葦t血～e。aldo畳aseand.(E)・2㌔hydroxybenza璽py士u▼atehydratase・

aldolases.PhdJ,(E}2'一carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolasefromstrainKP7;NahE,(E)一2'一

hydroxybenzalpymvatehydratase。aldolasefromnaphthalenecaねbolic.plasmidNAH7inRp躍 観4

PpG7;DoxI,(E)一2'一hydroxybenzalpyruvatehydratase-aldolasefromPseudomonassp.C18.Conserved

aminoacidsareshownbyasterisks.Dashesindicategapsintroducedtooptimizethealignment.

hydroxyben刎pyruvate.煙dratase.aldolase .1まa】solasesの 中 で 新 し い フ ァ ミ リrを 形

成 していると考えられた。

助 み をpET-22b(+). .に ク ロー ニ ン グ した.プラ ス ミ ドpMKT31Qで 形 質 転 換 した

Eoo距BL21(DE3)の ㏄11extract中 の ¢)一2'一carboxybenzalpyruvatehydr題tase-aldolase

活性を測定 したところ、.IPTG誘 導でのみ活性 が認 め られた。'よって ρ配1がKP7

株 の(恥 一2'一carbokyb6n刎pyruvatehydratase一 記dolase..を コ ー ドして.い る こ と が 確 認

.され た。

第6章 2-For血 【ylben20atedehydr6genaseの 生 化 学 的 特 性 お よ.ぴ構 造 遺 伝 子

Phenanthreneを 含 むMBで 培 養 したkP7株 のce11extractよ り陰 イ ォ ン交 換 カ ラ

ム ,(TsKDEA耳 一5pW)ぐ 疎 水 カ ラ ム(Tsi(Phenyl-5Pw)・ ア フ ィニ テ ィー カ.ラム

(TSKBlue-5pW)牽 用1い.て2一 ぎbrmylbenzoate.4ehydrggenaseを 精 製 した ・ 精 製 酵 素

のSDS-PAGE上 の分 子 質 量 は53kDa、 ゲ ル 濾過 上 の 分 子 質 量 は205kDaで あ り、
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本 酵 素 は53kDaの サ ブ ユ ニ ッ トか ら な る4量 体 と考 え ら れ た 。 本 酵 素 の2-

formylbenzoateに 対 す る1ζ〃 値 は100μM、 κα彦値 は39・ で あ り、NAD・ に 対 す る

κ〃2値 は83F基M、 ゐα諺値 は32.sで あ っ た 。 本 酵 素 は2-formylben⑳ateの 他 に2-

nitrobenzaldehydeを 基 質 と し、K〃!値 は2.8mM、 πcα∫値 は48唱 で あ っ た 。な お 、

3-formylbenzoate4-formylbenzoatebenzaldehydesalicylaldehyde2-

methylbenzaldehyde2-chlorobenzaldehyde2-fluorobenzaldehyde2-

formylbenzenesulfonate,2-methoxybenzaldehyde,1-hydroxy-2-naphtaldehyde,n-

hexylaldehydeを 基 質 と し な か っ た 。

第3章 で 得 られ た7個 のp乃41陽 性 ク ロー ン(Fig.4)を テ ン プ レ ー トに 、 精 製

酵 素 のN末 ア ミ ノ 酸 配 列 よ り設 計 した プ ラ イ マ ー でPCRを 行 っ た と こ ろ 、5ク

ロ ー ン(pMKTユ76,177,184,185,186)か ら71bpのPCR断 片 が 得 られ た 。 こ の

断 片 を ク ロー ニ ン グ し塩 基 配 列 を 決 定 した と こ ろ プ ラ イ マ ー 設 計 領 域 の ア ミ ノ

酸 配 列 と完 全 に 一 致 した 。よ っ て2-fb㎜ylbenzoatedehydrogenase遺 伝 子 の5'領 域

はpMKT184の3'末 領 域 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。そ こ でFig.4のpMKT186

の10.4kbHη εdlll断 片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後(pMKT260)、2-fb㎜ylbenzoate

dehydrogenase遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し塩 基 配 列 を 決 定 し た(Fig.11)。 な お 、 本

遺 伝 子 をp裾K遺 伝 子 と し た 。p屈 κ は 全 長1,455kbで 、 本 配 列 か ら得 られ る推

定ア ミノ酸配列よ り計算され るペ プチ ド分子 質量(51.SkDa)は 精 製酵 素 の

SDS-PAGE上 の 分 子 質 量 と ほ ぼ 一 致 した 。 ま た 、 精 製 酵 素 の 決 定N末 ア ミ ノ 酸

配 列(29残 基)と も 一 致 した 。助41(の 推 定 デ ミ ノ酸 配 列 と相 同 性 の あ る 配 列 を

デ ー タ ベ ー ス 上 で 検 索 した と こ ろ、toluene/xylene分 解 菌Rp〃 磁 αmt-2株 に 内 在

す るTOLプ ラ ス ミ ドpWWO上 に コ ー ドさ れ るbenzaldehydedehydogenase(Xy1C)

お よ び2-hydroxymuconicsemia】dehydedehydrogenase(XylG)と そ れ ぞ れ33.4%、

32.5%の 相 同 性 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。KP7株 の2-formy】benzoa塾e

dehydrogenaseの227番 か ら234番 の ア ミ ノ 酸 配 列 はa】dehydedehydrogenaseス ー

パ ー フ ァ ミ リー の 共 通 配 列 で あ る(F/Y)(班)G(SIE)(T/P)XX(G/F)を 有 し て い た

(Fig.12)a
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CGAACハ ハC雪TTTC測LGCA孔CAハG?α 瓦CGAC轟CC肥CGCA瓦G望 層7qACGAG7ACハGGTGGAハCG7GC要GGTCGA

凹

60708090100110120130

CGGAGTCCCTCTCAATGTTGAGTCGAGATACCCCATTAGCGATCCGTCGACCGGGCGGTATCTCACTCAAGTTCCGGACT

_q__工 乙■■_1L__工L一_圏L_」 巴__E_一 一S__R_一 」し__罷L_工__S.DPS7G.R讐L7Ωvpod

140150160170180190200210
GC6CGOAGGCCGATGTCGACCGTGCCGTCCAGGCGTCACGGCAGGCGCAGGCTGAGTGGGGCGCTCTCCCGCCGCGCGCC

AEAOVD薮AVΩ ハSROハ ΩAヨWGAユPPRA

220230240250260270280290
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RAAKLRBL1¶!LLRE日R露BFム"LDA工OG

300310330330340350360370
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OF.P工S鰐 凹 箕 旧DVDハ ムLB1」 麗OIFAD聴 為LD

380390400410420430440450
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LGG翼71・PΨS口 四LHF7『H罵 セrGVVJLR工

460470480490500510520530
GGCGCG777ハACCACCC7T「1℃ 讐讐?曹TCGCGGCC口CCAAGG7GGCGGCGceτC堅C盈 『GGCGGG71LハC!11CGG口GAτCC口G瓦A

G1しF闘 日PFFP.ハ ハs翼vAハPL凶AG闘s.Ψ=L翼

590550560570SBO590600610

GGCGCCCGACCAGACGCCGCTCTCGTCGTTGCGACTCGCGGAGGTCGCGGCGGAAGTGCTACCGCA6AACCTTCTCATTA

APDO腰,LSSLR二.A.2VAABVLIP.q闘Lエ エ7

620630640650660670680690

CG1し 讐C為GCGO『CσCGGハ ハGAG㌘GGCGGGTCGGGCG轟 丁田GτGCGGCハ τCCGC1しG2L「 野C瓦轟ムCGGAτCGσC曽 引!Cハ駅CGGCτCG

lSO.哀G只VAGRAIV只HP.Ω 工 翼R工G7工GS

笥

700710720730740750.760770

ハCλG孔CACGGGACOG1『CGA岱 誓CAGCGCG為 要G(:要GCOGAGG層CGCGGTC轟 瓦GCムC互TC誓CGCTGG孔GCTCGGCGGハ ハムG瓦瓦
讐D響GRSIΩRD.A真EV3しVXE工S1」9LGG・K四

780790800810820830840B50

CGCCC}LG為,CG蟹 「G「『T口GCCGACGCCGACC響CGハAC3しGgCGGC6CTGGOCgCGG「 『GハACGGGA響G}しAC望 「7CハCC7GG瓦CCα

真OIVFA 、.oADL.60ハALGAV四G凹 闘F薯 騨7A

860870880890900910920930

CTGGCCAGAGCTGTGGCTCGACGAGTAGGCTCCTCGTTCACGAGTCCGTCGCCOACCAAGTGATCGCCCGGGTGGTTGAG

GΩSCGS7SRL工VH思S・VハDOV工ARV▽ 呂

94095096097098099010001010
CTGGTGTCCGCCATCGCTGTTGGCCCTCCGCTGGACGAGAACGCCCAGATGGGCCCCCTGGTCTCGCAGGCGCAGTACGA
LVSAIAV6PPLD8BAQNaPLVSQAQYD

10201030104010501060107010801090
CAAGTCGGTACACGCGATTGGGGAGGGTATCCGGOAGGGGGCAAAGGTCGTCGCAGGCGGTGGCAGGCCTGAGGGAGTGG

塞SV日AIG耳GIRB,GA罵VVムGGGRPEGVG

110011101120113011401150'11601工70

GハOAAGGGGGC¶ 『GG「『ACα 『CGCGCCCACτG聖C7饗GGCGGハCGτCごGgCCCGG層 層CGT7Cハ7TGAGCAGハ λCGゑG為7密 口肥C

BGG.w.7LAP讐VL礼o.VRPGS .FIEO短E工F

11801190120012101220123012401250

GGCC(1CG7GCτC7C3LG7Gハ ㌘?孔肥C響7CGCG3LCCGハCGACGAみGCGG㌘GGC3し 為雪CGCCAλ 野GG7GτCGハG7ハCGGGC関!CAC

GPVLS.v.エ エF3㌧ 「冒DD.BPLv3L工 瓦 田G.v累 】「G工 墜 聖

12601270128012901300131013201330
CGCCAGCGTTTGGACGAGCGACATCACACGGGCGCACCTGATCGQTCGAC66GTCGA66CTGGCTACGTGCTCGTCAACG

ASVWTSDITRARLIARRV8AOYVLVNd

1340135013601370138013901400_1410
GCGGGハGCCGCC為C71し 曽?GGGGCCTCCCG口1『CGGCGGCGTC1L瓦GτCG暫CみGGGG聖 ムGGΨAGTG為GGハA¶ 『Cハ鮎田GGハGGAG

GSRgYWGLPPGGVRSSGVG'SEBSNEE

14201430144014501460147014801490

CTGATTTCCTACACGGAGACCAAGACCACCACCGTCGTTCTCGGTTGAGTGCCAAGGTCGGGGCTTTCCAACCTCGCGGG

L工SyτB馴 『K層7TVVLG禽,

15001510152015301540155015601570

AGCCTGACCAGCACTTGCGACAGCGGCCGGCCAGGCTGCTTTAGTTCAGGTCRCGACTAGCCTCCATCCGTGTTGCGTCC

Fig.11.Nucleotidesequenceofthe2-formylbenzoatedehydrogenasegene(phdK).
Thededucedaminoaicdsequenceisalsopresented.Amino-terminalaminoacidsequenceof
thepurifiedenzymedetermiedbyEdmandegradationisunderlined.TheputativeShine-
Dalgarnonucleotidesequenceisalsounderlined.(GenBank:#D89989and#ABOOO735)

.ρ
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Fig。12・Alig皿me凪oftbe己educe己am血 監oaci己"e{罷 魅encesof2・f6rmylbe旗zoa豊e己ehy己rogenas¢

fromstrainKP7,benzaldehydedehydrogenaseencodedbythexylConTOLplasmidpWWO,and

2-hydroxymuconicsemialdehydedehydrogenaseencodedbythexy1GgeneonTOLplasmid

pWWO.PhdK,2-formylbenzoatedehydrogenase;Xy1C,benzaldehydedehydrogenase;XylG,?一hydroxymuconic

semialdehydedehydrogenase.Theconsensussequenceofaldehydedehydrogenasesuperfamilyisunderlined.

Asteriskindicateidenticalaminoacids,anddashesindicategapsintroducedtooptimizethealignment.

p配KをpE㍗22b(+)に ク ロー ニ ン グ した プラ ス ミ ドpMKT314で 形 質転 換 した

瓦 ω 〃耳L21(DE3)のc明e紺act中 の2-fbrmylben20atedehyd止6genase活 性 を 測 定 し

た とこ ろ、IPTG.誘 導 で.のみ活 性 が認 め られ た 。 よ っ て.P乃4Kが2-fbmlylb酵nzoate

dehydrogenaseを コ ー ド して い る こ と が 確 認 さ れ た 。

・

第7章 漏o(η纏o∫4ε∫sp.KP7のphenanth甲he分 解 遺 伝 子 群 の 構 造.

本章では第3章 で得 られた7個 のコス ミ ドク ロ「 ンの制限酵素地図からクロ.

一 ン作製時 に組換 えが起 きていないことが確認されている16
,775bp領 域(Fig.

4),め 全 塩 基 配 列 を決 定 し、Noαr4`o耐 ε∫sp..KP7株 の 画enanthrene分 解 遺 伝子 群
'

の構造を解析 した。

塩基 配 列 よ り本 領域(16,775bp)に は7つ の オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム

(orf)が 存在 した(Fig.13)。 うち3つ は 助 班,助41,助41ζ で あ る 。 また、助41の
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闘….噌 一.■.一㎝ 一_一_ 欄 ㎜ ■;:;:;:i凋㎜i
　 　　　　　　　レ 　 　　　レ 　

ρぬ』 助 のorf¶ ρめdκorf20rf4
コ コ 　

iiし 。面 』 ■」　 サ
lilkb
　

Regionofセh●probefor

Southernblotar協lysig

Inchap量er7

団9.13.Organ董zat置onofPゐdl,P苑41,」 ρ鳳ando重heror飴ona16,775bp』ongDNA㎞91m直n吐ofハbご ⑳r4`o`鹿5sp.KP7.

ρん41,the1●hydroxy-2-naph1血oa陀dioxygenI鶉segene;Pん41,(E)一2璽 一carboxybenza玉pyτuvaI£hydratase-a星dolasegene;Pみd職2噸

わrmylbenzoated¢hydrogenasegene.Locadons:、 ρん凄,6,724b7,887;」 ρん4ノ,7,884重08,882;orf1,9,369to10,790;、 ρん躍11,4

83to12,940;orfZ,13,6871014,457;orf3,13,224象014,457(complementaryst旧nd);orf4,14,653to15,846(comp1ementary

stm駐d).Abbreviadons:Bg,β81∬;Bm,β 伽HI;V,五 ヒoRV;H,」 研 πdlll;M,躍 麗L(GenBa紬k:尭ABOOO735)

5'上 流 域(6,723bp)に は 機 能 タ ン パ ク と思 わ れ るorfSは 見 い 出 さ れ な か っ た 。

助 み とp屈 κ の 間 に は1,419bpのorf1が あ り、 本 配 列 か ら得 ら れ る 推 定 ア ミ ノ

酸 配 列 はRP戚 伽 珊S2000株 の4-hydroxybenzoatetransp飢protein(PcaK)と27%

の 相 同 性 を 示 し た(Fig・14)。P乃 認(の3'下 流 域(3,834bp)に は 助 蔽 の 順 方 向

にorf2(768bp)が 、 ま たorf2を 含 む 同 じ領 域 に 助4κ と は 逆 方 向 にorf3(1,191

bp)が 存 在 した(ぞig.13)。orf2お よ びorf3と も に デ ー タ ベ ー ス(Swlss-Protお よ

びGenbank)上 に は 相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 お よ びDNA配 列 は 見 い 出 さ れ な

か っ た .。orf2の3'下 流 に は 助 罎(と 逆 方 向 にorf4(1,248bp)が 存 在 し、本 配 列 か

ら得 られ る 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 はbactedalcytochromeP450タ ン パ ク と相 同性 を 示

した 。orf4の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 を 示 し た タ ン パ ク は 、 、48πわ㏄彪吻 〃2

`〃燃 吻dε πcεのcylochromeP-450-pinf1(26%)、51㏄ 凶 σopo卵 ραη σ痂ψ膨 αの6-

deoxyerythronolideBhydroxylase(31%)、P∫ επ40襯oη ∬sp.のcytochromeP-450-terp

(29%)、 βαcf〃〃∫ 甜 わ∫∫1なのcytochromeP-450-109(29%)、R乃040cocc〃5加c吻75の,

cytochromeP-450fas1(26%)で あ っ た 。orf4はcytgchromeP-450の 保 存 配 列

FGXGXHXCXGを 有 して い た 。 今 回 解 析 し た16,775bpの 連 続 し たDNA上 に

は .phenanthrene分 解 に 明 らか に 必 要 と思 わ れ ζ 遺 伝 子 は 助 〃 、ρ雇1、 .助 〃(で あ

り、他 のphenan{hrene分 解 に 関 与 し得 る 遺 伝 子 は こ れ らの 近 傍 に 隣 接 して 存 在 し

な か っ た 。
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297師H一 一EΩAAFIG脚 ΩFGGVLSAVGVG甑 麗DRY旧PHKVエGエFYL鵬VF瓦yAVGΩ 一SL← 一膣1

358.PGYFτ 五LF1し エG】」SLPA㌘AムAHΩSV㌘71」AYEEEFRA㌘GHGS△GF1LGRLG?L.1「YG亙LGGτLI

μ 。.☆ ・・6・ 一 ・禽禽。窒… 鳶 ・・ 禽曹禽禽・・..禽 嚢r亨 ・・..曹 ・鯉 。
353駒 腰VLム7LVLエ ハG凹CV旧GAΩSみ 躍PSIL△ARFY1哩 ΩGRA讐GVS田MLGIGRFGAlLG為 四SGハ,LL

418.GAG曜 一FG工 警TVSLVLAAP襲 孔VSIGLVFSLRA二SRR孔61APEP亘 Ω工TPG四BVDDムHVS7
★ 禽, ....禽...禽.禽 曹..曹..

413開GLG騨 潤FEΩVI」 肥互LLVPAALハ ーTV6VIV区GLVS8AD為 丁

Fig.14.Alignmentofthededucedaminoacidsequenceoftheorflproductwiththatof
PcaKfromP.putidaPRS2000.Orfl,deducedaminoacidsequenceoftheorflproduct;PcaK,
deducedaminoacidsequenceofthepcaKgene.Asterisksindicateidenticalaminoacids,periods
indicatesimilaraminoaicdsbetweentwosequences,anddashesindicategapsintroducedtomaximize
thealignment.Theconsensussequencesforthesuperfamilyoftransporter,(R/K)XXX(R/K)and

(N/D)(R/K)XGR(R/K);areunderlined.

芳香族分解系遺伝子群はプラス ミド上にコー ドされてい る場合が多い。そ こ

で、KP7株 のphenanlhrene分 解 遺伝子群が プラス ミ ドコ」 ドか染色体3一 ドか

をパルス フィール ドゲル電気泳動とサザ ンプロヅト法を用いて解析 した。プロ

「ブには助〃 と助み を含む約25kbの 茄 ηdlll∠8α励HI断 片 を用6た(Fig,13)。

なお・助 〃;助 〃・助4Kを 含むDNA鎖 は約50ゆ にわた り連続 してい ることが明

らかになっている(斉 藤 私信)。 τbtalDNAを 制限酵素消イヒしない場合、プ ロ』

ブは電気泳動でワ午ルから殆ど移動しない乳2QOkb以 ‡郷 分にハイブ1ノダイ

ズ した。またエチジウムブロマイ ド染色像上ぞは50kb弱 か ら2,200kb強 の範囲.

には プラス ミ ドは確認 さ.れなかつた。Xわdお よびH'ηdlllで 消化 した場合 はそれ

ぞれ約430kbお よび約146kbの 部位 にハ.イブ リダィズ した。以上 よ りlKP7株

のphenan重hren樗分解遺伝子群 は染色体DNA上 にコー ドされ る可能性 が高 い と考

え られた。
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第8章 総合考察

1-Hydroxy-2-naphthoateか らo-phthalateに 至 る 変 換 反 応 は3段 階 の 酵 素 反 応 に

よ っ て 行 わ れ て い た(Fig.15)。1-Hydroxy-2-naphthoateは1-hydroxy-2-naphthoate

dioxygenaseに よ り02分 子 の 添 加 と ベ ン ゼ ン 環'の 開 裂 を 受 け(β)一2'一

carboxybenzalpyruvateに 変 換 さ れ た 。 こ れ まで 知 ら れ て い る 環 開 裂 型dioxygenase

は 、全 て ベ ン ゼ ン環 の2カ 所 がo肋oま た は 卿 の 位 置 に水 酸 化 さ れ て い る 芳 香

族 化 合 物 を 基 質 と す る の に 対 し、1-hydroxy-2-naphthoatediokygenaseは ベ ン ゼ ン

環 の1ガ 所 の み が 水 酸 化 さ れ た ベ ンゼ ン環 の 開 裂 を 触 媒 す る新 し い 型 の 環 開 裂

dioxygenaseで あ っ た 。 ま た 、 検 討 し た8種 の1-hydroxy・2-naphthoate類 縁 体 を基

質 と せ ず 、基 質 特 異 性 も 高 か っ た 。環 開 裂 型dioxygenaseは 開 裂 様 式 か らextradid

型 とjntradjd型 に 分 類 さ れ る が 、前 者 はFe(II)を 、後 者 はFe(III)を 補 因 子 と す る。

ユーHydroxy-2-naphthoatedioxygenaseはFe(II)を 補 因 子 と す る こ と か らextradiol型

に 類 似 して い た 。 ア ミ ノ酸 配 列 は 両 型 と相 同 性 を 示 さ ず 、 類 似 の 環 開 裂 様 式 を

示 すgentisate1,2-dioxygenaseに 相 同 性 を 示 し、 環 開 裂 型dioxygenaseの 中 で 新 た

な フ ァ ミ リー を 形 成 す る と思 わ れ た 。

1-Hydroxy-2-naph{hoatedioxygenaseの 反 応 生 成 物 の 化 学 構 造 は(恥 一2'一

carboxybenzalpyruvateと 同 定 さ れ た 。1-Hydroxy-2-napbthoatedioxygenaseの 反 応 初

期 生 成 物1ま(Z>2'一carboxyben刎pyruvateと 推 測 さ れ る が 、 反 応 過 程 中 に{Z>2'一

carboxybenza丑pyruvateの3位 と4位 の 炭 素 原 子 間 の2重 結 合 が 一 時 的 に 切 断 し、

再 度2重 結 合 が 形 成 さ れ る過 程 の 存 在 が 示 唆 さ れ 、 そ の 際 に(Z)一体 か らの 一体 に

変 換 さ れ る と考 え られ た 。

1-Hydroxy-2-naphoatedioxygenaseに よ っ て1-hydroxy-2-naphthoa1eか ら生 成 した

(E)一2'一carboxybenzalpyruvateは 、 ひ き 続 き(E)一2'一car』oxybenzalpyruvatehydratase-

aldolaseに よ っ て2-formylbenzoateとpyruva1eに 変 換 さ れ た6(E")一2'一

Carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseはnaphthalene分 解 お よ びdibenzothiophene

分 解 の 酵 素 で あ る(粉 一2'一hydroxybenza】pyruvatehydratase-a】do工ase(NahE,DoxI)の
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ア ミノ酸 配 列 と相 同性 を示 し、 更 に サ ブユ ニ ッ トの分 子 質 量 お よび3量 体 を形

成 す る点 も類似 して い た 。PAH分 解 にお い てbenzalpyruvate類 縁 体 の変 換 には

hydrationとaldolationの 両 活 性 を有 す る酵 素 が用 い られ て い る と思 わ れ た 。

¢)一2'一Carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseに よ り ¢)一2'一

carboxybenzalpyruvateか ら生 成 す る2・formylbenmateは 引 き続 き2-formylbenzoate

dehydrogenaseに よ っ て 〇一phthalateに 変 換 さ れ た 。KP7株 の2一 飴rmylbenzoate

dehydrogenaseは 既 に 精 製 さ れ て い るphen㎝threneをOPA経 路 で 分 解 す る

溺c磁8ε ηε5加 α漉5AFK2株 の2-fbrmylbenzoatedehydrogenaseと サ ブユ ニ ッ ト分子

質 量、 基 質 特異 性 も異 な り、 別 の 分 子 で あ る こ とが示 唆 さ れ た 。KP7株 の2一

£ormylben20atedehydrogenaseは サ ブユ ニ ッ ト分 子 質 量 お よ び ア ミ ノ酸 配列 か ら

aldehydedehydrogenaseス ー パ ー フ ァ ミ リー に属 す る酵 素 と考 え られ、AFK2株 の

2-formylbenzoatedehydrogenaseは サ ブユ ニ ヅ ト分 子質 量 か ら同 ス ーパ ー フ ナ ミ リ

ー には属 さな い こ とが示 唆 さ れ た
。

既 に知 られ て い る 芳 香 族 化 合 物 の分 解 遺 伝 子 群 の 多 くは 一連 の遺 伝 子 が ク ラ

ス タ ー を形 成 して い る。KP7株 で は 助 班 と助 み が連 続 して い た が、助 み とp履 κ

との 聞 に はorf1が 挿 入 さ れ て い た 。orf1産 物 はEpπ 廊σPRS2000株 の4-

hydroxybenzoatetransporter(PcaK)と 相 同性 を示 した。1-Hydroxy-2-naphthoateと

4-hydroxyben20ateは 部 分 的 に構 造 が似 て い る こ とか ら、orf1産 物 が1-hydroxy-2-

naphthoatetransborterで あ る可能 性 が 考 え られ た 。助 亦(の3'末 下 流域 にはP-450

類似 配 列(orf4)が 存 在 した 。P-450は カ ビな どでPAH分 解 に 関 与 して い るが、

orf4産 物 のphenanthrene分 解 へ の 関 与 は不 明 で あ る。助 班 の5'末 上 流 域(約6.7

kb)お よび 助4κ の3'末 下 流 域(約3.8kb)に はKP7株 のphenanthrene分 解 に明

らか に 関 与 して い る と思 われ る遺 伝 子 は な く、本株 のphenanthrene分 解 遺伝 子 群

は、 他 の 芳 香 族 化 合 物 の 分解 遺 伝 子 群 の構 造 と異 な りゲ ノ ム上 で ク ラス ター を

形 成 して い な か った 。KP7株 のphenanthrene分 解 で は 、1-hydroxy-2-naphthoateよ

り上 流 お よびo-phthalateよ り下 流 の 分 解 経 路 に関 与 す る遺 伝 子 は 助41、p侃1、

p配Kと は離 れ た 場 所 に存 在 す る と考 え られ た 。 また 、助 班、助 み、p雇Kは 染色
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体DNA上 に コー ドされ て い る と思 われ た 。

KP7株 はphenanthrehe分 解 にお い て 、 他 のPAH分 解 と類 似 して い る物 質 を分

解する場合は進化的に類似の酵素を用い、新規な物質を分解する際には進花的

に も新 規 な 酵 素 を用 いて 分 解 して い る と思 わ れ た 。OPA経 路 の1-hydroxy-2-

naphthoateか らo-phthalateま で の 過 程 はphenanthrene分 解 に特 徴 的 な経 路 で あ り、

KP7株 の 場合 は これ に対 応 す る遺 伝 子 も1-hydroxy-2-naphthoateよ り上 流 、 お よ

びo-phthalateよ り下 流 の 遺 伝 子 群 とは独 立 して 獲 得 した 可 能 性 も考 え られ た。
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要約

(1)PhenanthreneをOPA経 路 で 分 解 す る1>∂cα纏o漉 ∫sp.KP7株 を 分 離 した 。'

(2)1-Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseを 精 製 しそ の 生 化 学 的 特 性 を 明 ら か に す

る と と も に 、 同遺 伝 子(ρ 乃`の を ク ロ ー ニ ン グ した 。本 酵 素 は薪 し い タ イ プ の 環

開 裂dioxygenaseで あ り、す で に 知 ら れ て い る 環 開 裂dioxyge取aseと は 進 化 上 異 な

り、、gentisate1,2-dioxygenaseと 新 た な フ ァ ミ リー を 形 成 す る と考 え ら れ た 。

(3)1-Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseに よ っ て 生 成 す る ヱーhydroxy-2-naphthoate

の 環 開 裂 物 質 を(粉 一4一(2-carboxylatophenyl)一2-oxo-3-butenoate[commonname:(局 一2'一

carboxybcnzalpyruvate】 と 同 定 した 。

(4)但)一2'一Carboxybenzalpyruvatehydratas樗 一aldolaseを 精 製 しそ の 生 化 学 的 特 性 を 明

ら か に す る と と も に 、 同 遺 伝 子(ρ んガ)を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 本 酵 素 は

naphth田ene分 解 系 酵 素 の(E)一2'一hydroxyもenzalpyruvatehydra幡eddolaseと 類 似 し

て い た 。,

(5)2-Formy1ゆenzoatedehydrogenaseを 精 製 しそ の 生 化 学 的 特 性 を 明 らか に す る と'

と も に 、同 遺 伝 子(助4K)を ク ロ ー ニ ン グ した 。本 酵 素 はaldehydedehydrogenase

ス ー パ ー フ ァ ミ リー に 属 す る 酵 素 で あ っ た 。

(6)ノ>oα 閉4∫o漉 ∫sp.KP7株 のphenan出rene分 解 遺 伝 子 群 は 他 の 芳 香 族 分 解 遺 伝 子

群 と は 異 な り、 ゲ ノ ム 上 で ク ラ ス タ ー を 形 成 して い な か っ た 。

(7)1>oc〃 ゼ∫o漉5sp.KP7株 のphen㎝threne分 解 遺 伝 子(助 礁 助 み,p妃 κ)は 染 色

体.DNA上 に コ ー ドさ れ る と考 え られ た 。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

多環芳香族炭化水素(PAH)は 産業活動等 により化石燃料か ら生 じる環境汚染物質であ り,環 境 中に

放出 されたPAHの 多 くは微生物 による生分解 または紫外線等 による化学分解 を受 けて除去 される。 よっ

て微 生物のPAH分 解機構 を理解す るこ とは,環 境汚染物質除去技術 開発 のための基礎的情報 を得 るた

め に重要である。本研究では3環 のPAHで あるフェナ ン トレン(phenanthrene)の 細菌 による分解経

路,分 解 に関与す る酵素,中 間産物 の化学構造 な どを明 らかにするこ とを目的 とした。

クウェー トの海浜砂か ら集積培 養 によ りphenan七hrene分 解菌K:P7株 を分離 し,形 態学的,生 化学

的,化 学的分類手法 に16SrDNAの 塩基配列分析 を加 えてNocαrdεo`dθs属 の一菌株であると同定 した。

本菌株 のphenanthrene分 解中 間体 に2-fbrmylbenzoicacidとo-phthalicacid(OPA)が 検 出された

こと,phenanthreneに よ り1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseお よび2-fbrmylbenzoatedehydro-

genaseの 酵素活性が誘導的 に発現 する ことか ら,本 菌 はphenanthreneをOPA経 路 で分解す るもの と

考 え られた。

次 にphenanthreneを 含 む培地 で培養 したKP7株 の細胞抽 出液 か ら3段 階の カラム クロマ トグラ

フィーによ り1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseを 精製 し,45kDaの サ ブユニ ッ トか らなる6量

体 を形成す る と推定 した。本酵素 は1分 子の1-hydrQxy-2-naphthoateに 対 し1分 子の酸素 を消費 し,'

1サ ブユニ ッ トあ た り1分 子 の{Fe(H)の 結 合が活性 に必須 であった。精製酵素 のN末 配列 を基 に

PCR法 でDNAプ ロー ブを作 り,KP7株 のゲノムDNAコ ス ミ ドライブラリー をス クリーニ ングす る

こ とによ り,本 酵素の構造遺伝子 を含む クローンを得 て,1161bpか らなる遺伝子配列 を決定 し,本 遺

伝子 をp1厄1と 名づけた。 この遺伝子 を大腸菌 中で発現 させ,組 変え体酵素 を精製 した。この酵素 を上記

基質 と反応 させ,反 応生成物 を分離精製 し,1H-NMR,13C-NMRお よびFAB-MSで 解析,そ の構造 を

(E)一4一(2-carboxylatophenyl)一2-oxo-3-butenoateと 決定 した。

次に,上 記と同様の細胞抽出液から3段階のカラムクロマ トグラフィーにより(E)一2Lcarboxybenzalpyruvate

hydratase-aldolaseを 精製 し,・分子質量 と酵素化学的性質を明 らかに した。 また,本 酵素の構造遺伝子

がゲ ノムDNA上 でpんd1に 連続 して存在 し,塩 基配列決定か ら全長996bpで あ ることを示 し,本 遺伝

子 をPんdJと 名づ けた。 また,同 様 に2-fbrmylbenzoatedehydrogenaseを 精製 し,分 子 質量 と酵素化

学的性質 を明 らかに した うえ,遺 伝子 クローニングを行い,PんdJ'の 下流域に存在す る1455bpのP裾K

遺伝子 を明 らか に した。そ して,約16.8kbの ゲ ノムDNA上 に これ までにクローニ ング した3種 の遺伝

子 と,そ の他の4種 め遺伝子様配列 が どの ように分布 しているかを明 らか に した。

以上の ように,本 研究 において著者はphenan七hreneのOPA経 路 に よる分解過程 を酵素化学 的 に明

らか に し,さ らにそれぞれの酵素の遺伝子構造 とゲノム上の相互位 置関係 を明 らかに し,細 菌 による3

環PAHの 分解系に新知見 を加 えた ことか ら,審 査員一同著者は博士(農 学)の 学位 を授与 される に充

分の資格 を有す ると判簿 した。
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