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第1童 緒 論

第1節 研究の背景

都市ガスやプロパンガスなどの燃紀 として使用されているガス状飽和炭化水素

(パ ラフ ィン系)は 、 天然 ガ スや 液化石 油ガ ス(LPG)か ら、 製造 されて い る。

また、 合成樹 脂や 合成 ゴムの原料 として使用 されて い るエ チ レン,プ ロ ピ レン・ブ

タジエ ン,イ ソブ テンな どのガ ス状 不飽和 炭化水素(オ レフ ィ ン系)は 、 ナ フサ を

750◎ ～850℃ に 加 熱 、 分 解 し て 製 造 さ れ て い る(図1-1)(1)。
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図1-1・ 天然 ガスおよび石油 か らのガ ス状炭化水素生 産の流 れ

これ らガ ス状炭化 水素 の出発原料 であ る石油や 天然ガ スの地球 上で の埋 蔵量 には限

界があ る。

そこで、 筆者 らの研究 室では、 これ らのガ ス状 炭化水 素を再生 産可能 なバ イオ

マ スを出発原料 とし、 微生 物の機 能を利用 して 人工的 に作 り出 すこ とが で きれ ば、

化 石資 源の枯 渇 に対 す るあ る程度 の対応策 にな るので はな いか と考 え、 国内、 国外

の 菌株保存機 関か ら分類学 的性質 の明 らかで病 原性 のない 微生 物、 合計80属,
'

150種,178株 の分譲 を受 け、 昭和57年4月 か らガ ス状 炭化水 素生産 菌の ス

ク リーニ ング を開 始 した。
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第2節 既 往の研 究

ガ ス状 飽和 炭化水 素の 申で 化学構 造の もっ とも簡単な メタ ンは嫌気的な 条 件下

で微生物 に よって作 られ るこ とは 既に古 く.から知 られ てい た(2～4).現 在 で は生

物学的 排水処 理法の 一っ と して幅 広 く実用 化 され、 生 成す るメ タンをエ ネル ギ ー源

と して利用 し ている。 しか し、 メ タ ン発酵 には嫌気 性菌 を使 用す る ため、 生育が

非常 に遅 く、 その結 果 として所要 発酵 設備が 大 きくな る欠点が ある.ま た生成す

るメタ ンの燃 焼熱が 低 い という欠 点もあ る。

微 生物 の 生成 す るガス状不 飽和炭 化水素 の 中で 化学構 造の もっ とも簡単 なエ チ

レンは、植 物 ホルモ ン として位置 づけ られ、 植物 自身 が作 る(5～9)だ けでな く、 多

くの微 生物 も作 るこ とが1940年 代 か ら知 られて いた(10,11)。 しか し、メ タ ン以

外のガ ス状炭 化水素 で あるエタ ン,プ ロパ ン,ブ タ ン,ペ ンタ ン,さ らにエ チ レン

以外の ガ ス状 不飽和 炭化水 素で あ るプ ロ ピ レン,ブ テ ンな どの 微生物 生産 にっ いて

は、既 往の研 究報告 が ほ とん どなか った。 た だ嫌 気的な メタ ン発酵 の 副生 物 とし

て、極 微量 のエ タ ン,プ ロパ ン,プ ロ ピ レン,ブ タ ン,イ ソブ タンが 検 出され た と

の報告(12～15)、 あ る種のキ ノ コAgaricusbisporusが 微 量のエ タ ン,プ ロパ ン,

プ ロ ピ レン,n一 ブ タ ンを生 成 し たとの報 告(16)が あ る にす ぎない。

福 田は 当初は嫌 気条件 下で これ らガ ス状炭 化水 素 生産菌を ス ク リーニ ング した

が、 目的 とす る菌株 は全 く得 られず、好 気条件 下での ス ク リーニ ングに切替 えて、

は じめ て高頻 度で 目的生産 菌が得 られ る ようにな った(17,18)。 福 田等 は、 これ

らガス状炭 化水素 の微生物 生産 に関 して、既 に多数 の報告 を行 ってい る(19～23)。

本論文 は、 これ ら一連の研 究の 中 で、・主 と して イソブ テンの微生物 生産 に関す る研

究を ま とめ たもので ある。

第3節 本研 究の 目的 と研 究の進 め方

1.本 研究の 目的

農、 畜、 水産廃 棄物な どの再 生可能 なバ イオマ ス を出発原 料 と し、 微 生物 の機

能 を利用 して、 人 工的 にC4一 不飽 和炭 化水素、 とりわ けイソブ テンを生産す るこ と

を 目的.として研 究を行 った。

2.本 研 究の進 め方

本 研究 を進め る に当た って、 次の よ うな研 究のアプ ロ ーチ 方法 を計画立 案 した。

①菌株 保存機 関か ら分譲 され た菌 株の 中か ら、Cu一 ガ ス状不飽 和炭 化水素生 産菌、
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とりわ けイ ソブ テ ンを生産 する微 生物を ス クリ ーニ ングす る。

② スク リーニ ング され たC4一 不飽 和炭化水 素生 産菌株 の中か ら、 イソブ テン生産候

補株 を選択 し、 その生 理的 性質 お よび培 養特性 を調べ る。

③ 得 られ た知 見 をも とに、 イソブ テン生 産候補 株の 代謝制御技 術 によ る育種 改 良を

試 みる。

④ イソブ テ ン生産菌 の イソブテ ン生合成 経路 を解明 す る。

⑤ イ ソブ テ ン生産菌 の イソブテ ン生成酵 素 を抽 出、 分離、 精製 し、 その性質 を調べ

る。

⑥ イソブ テ ン生成 酵素 によ るイソブ テ ン生 成反 応 の機構 を解明 す る。

⑦得 られ た実験 的事実 を総 合 して イソブ テ ン生 産菌が イソブテ ンを生産 す る生理 的

意義を推 測、 考察 す る。
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第2章 イソブテン生産菌の選択

第1節 緒 言

C4一 ガ ス状炭化 水素 の生成 に関す る既往 の研究報 告は ほとん どな い、 ただキ ノ

コの一種、Agaricusbisporusがn一 ブ タ ンを生 成 した との報告(16)、 あ る種 のメ タ

ン生成菌が 嫌 気培養 条件 下でC4一 ガ ス状炭化 水素 を生成 した との報 告(12～15)な

どが あ る。 しか し、 いずれ も極微量 の生成 で あり、 ましてその生成 経路 まで考察

したものはな い。

そ こで、n一 ブ テ ン,イ ソブ テ ン,ト ラ ンス ー2一 ブ テ ン,シ ス ー2一 ブ テ ン

な どのCa一 炭 化水素 を好気 的に生 産す る菌 株を新 たに 見出す目 的で ス ク リーニ ング

を行 っ た。 その結果、Rhodotorula属 酵 母が比較 的 多量 のイ ソブ テ ンを生成 する

傾向が 認め られ たので、 この属の 供試菌株 の幅 を広げ て再 ス ク リーニ ング し、 イソ

ブ テン生成速 度の大 きい候 補菌株 の選択 を試み た。

第2節 実 験 材 料 お よ び 方 法

1.使 用 菌 株

財 団 法 人 発 酵 研 究 所(IFO),TheAmericanTypeCultureCollection(ATCC),

TheNorthernRegionalResearchLaboratory(NRRL)か ら80属,150種,178株 の 保

存 菌 株 の 分 与 を 受 け 、 実 験 に 使 用 し た 。

Rhodotorula属 菌 に っ い て は 、 新 た に 追 加 分 与 を 受 け た5種17株 も 実 験 に 使 用 し

た 。

2.培 地

糸 状 菌 、 酵 母 、 細 菌 、 放 線 菌 の 培 養 に は 通 常 表2-1に 示 し た 改 変NB培 地 を 、

ま た 糸 状 菌 に は 表2-2に 示 し た コ ー ン ス テ ィ ー プ リ カ ー(C.S.L.)培 地 も使 用 し た 。

3.培 養 方 法

糸 状 菌 に っ い て は 、 前 培 養 の 培 地 に は ペ レ ッ ト形 成 を 阻 止 す る た め 、3Xの

sodiuｮcarboxymethylcellulose(C.M.C.)を 加 え た 。 本 培 養 に は い ず れ の 菌 も

20～50皿1の 培 地 の 入 っ た100～500nl容 のErlenｮeyerflaskを 用 い た 。

他 の 条 件 に っ い て は 表2-3に 示 し た 通 り で 、 ロ ㌣ タ リ ー シ ェ イ カ ー は180rpm,

7cm振 幅 、 レ シ プ ロ カ ル シ ェ イ カ ー は 、.120rpm,11cｮ振 幅 で 培 養 し た 。
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表2-1改 変HB培 地

Glucose20-40g/1

Meatex.3g/1

Yeastex.2g/1

Polypepton5g/1

NaCI2g/1

pH6,0

表2-2C.S.L.培 地

Glucose40g/1

Cornsteep40g/1
1iquor

K2HPO40.5g/1

CaCO33.5g/1

MgSO4.7H200.25g/1

pH5.0

表2-3糸 状 菌、,酵母 、細菌、 放線 菌の培養 条件

Culturecondition Fungi Yeasts Bacteria Actinomycetes

Temperature(`C)

MediumpH

Shakingcondition

Pre-cultureperiod

(days)
Cultivationperiod

(days)

25

5.Oor6.O

Rotary

2

4～6

25

6.O

Rotary

4

1～3

30

7.O

Reciprocal

r

1～3

is

7.O

Rotary

●

4～7

*前 培養 は行わ なか った

4.生 成ガ ス状炭化 水素の 同定お よび 生成 速度 の測 定(シ ール培養 法)

本培養で 一定濃 度 に菌 を増殖 させ た後、'1-2mlの 培養 液 を直径18mm、 容量

34皿1の 滅菌 した試験 管 に入れ、 すみやか にゴ ムキ ャ ップ で密 封 した。 こ の試験

管 を一定時間 恒温水 槽 内で 往復振 とうして、 ガ スを生 成 させ た。 気相 部の空 気を

ガ スシ リンジで1m1採 取 し、 ガ ス クロマ トグ ラフ ィー法で分析 した。 なお シ ール

培養条 件は、 糸状菌、 酵母、 放線 菌で は25。C、 細菌 では30。C,約20時 間で

行 い、振 とうの条件 は、120rp皿 、5、5c皿 振幅で 行 った。

ガ スクロマ トグ ラフは、YanakoG-38・00(柳 本 製作所、.京都)を 使用 した。

ガ ラ スカ ラム、4000×5mmに 充填剤 として活性 アル ミナ(柳 本製 作所、 京都)、

Bond-GC/PIC(和 光純薬 株 式会社、 大阪)ま たは、Unibeads2S(ガ ス クロ工業株

式会社、 東京)を 用 い、150。Cま たは120。Cで 操作 した。 キ ャ リヤ ガ スと

一5一



して、 チ ッ索 を流速40nl/minで 流 した。 検 出器 はFIDを 使用 した。

ガ ス状炭 化水 素 の同定}ま、各 カラ ム充 填剤 での滞 留時間(RT)を 市 販の 標準ガ

スのRTと 比 較 す るこ とによって行 った。

ガ ス状炭 化水素 生成速 度(P)は 、 次式か ら求め た。

P=E(V-x)/xt(nl/mlculturebroth/hr)

E:サ ンプ リング した試 験管 の 気相 部1mlあ た り生成 したガ ス状 炭化 水素の 量(nl/

ml気 相 ガス);V:試 験 管 の全容量(ｮi》;x:試 験管 に入 れた被 験培 養液 量(皿1)

;t:シ ー ル培 養時 間(hr)

第3節 結果

1.C4一 ガ ス状炭化 水素生 産菌 の分布

表2-4はC.一 ガ ス状 炭化 水素生 産菌の 出現率 を示 してい る。 供試菌178

株の 中の約29%がn一 ブ タン,21%が イソブ テ ン,13%が イソブ タン,8%

が1一 ブ テ ン,4%が トラ ンス ー2一 プ テ ン,2%が シス ー2一 ブ テ ンの生 産菌で

あった。 また、 約43%、76株 が 少な くとも1種 類のC4'ガ ス状炭化水 素 を生

表2-4C.一 ガス状炭 化水素生 産菌 の分布

Appearanceofproductionstrains(%)

Kindof

microorganism
Butane Butene

AtleastoneC,

Iso一,Normal 1一,Iso一,traps-2一,cis-2一

Fungi
Yeasts

Bacteria
Actinomycetes

6

16

21

11

35

31

26

20

6

io

18

0

33

31

6

0

6

0

6

9

z

3

0

0

48

49

44

23

Total 13 29 8 21 4 2 43
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産 した。

図2-1はC4一 ガ ス状 炭化水 素の生 成速度 の分布 を示 す。C4'ガ ス状 炭 化水

素生成速 度の 低い方 に大部分 の菌 が分布 して いた。

図2-1
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RateofC4-hydrocarbonproduction(nl/ml/hr)

C4ガ ス 状 炭 化 水 素 生 成 速 度 の 分 布

(a)イ ソ ブ タ ン;(b)n一 ブ タ ン;(c)1一 ブ テ ン;(d)イ ソ プ テ ン;

(e)ト ラ ン ス ー2一ブ テ ン;(f)シ ス ーz一ブ テ ン

2.代 表 的 なCa一 ガ ス 状 炭 化 水 素 生 産 菌

表2-5に 代 表 的 なC4一 ガ ス 状 炭 化 水 素 生 産 菌 を 示 し た 。 こ の 表 か ら 分 か る

よ う に 、C4一 ガ ス 状 炭 化 水 素 生 産 菌 の 中 でRhodatorulaminutaIFOO38?が 比 較 的

高 い イ ソ ブ テ ン 生 成 速 度 を 示 し た 。

そ こ で 新 た に5種17株 のRhodotorula属 酵 母 を 追 加 し て 、 イ ソ ブ テ ン 生 産 菌

を 再 ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 結 果 が 表2-6に 示 さ れ て い る 。 こ の 表 か ら も 分 か

る よ う に 、Rhodotorula属 菌18株 の う ち4株 を 除 く14株(80%)が イ ソ ブ テ

ン を 生 成 し、 し か もR.marinaとR.minutaの2種10株(56%)に 集 中 し て い た 。
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R.minutavar.

度 を 示 し た 。

texens.isIFO1102が1.6.4nl/ml/hrと い う高 い イ ソ ブ テ ン 生 成 速

表2-5 代表的なC4ガ ス状炭化水素生産菌

C4-Hydrocarbon Species Strain
Prod.rate
(n1/ml/hr)

n-Butane GユiocヱadiumavrevmIFO9055

Corynebac亡eriロmfasciansIFO12077

0.7

0.7

1-Butene Taphrinawiesneri IFO7776 0.5

iso-Butene Rhizopusjavanicus

Gユゴ0σユadiumdeユiquescens

Rhodo亡orロ ユamina亡a

IFO5441

1FO7062

1FOO387

0.5

0.6

1.7

C15-2-ButaneCryptococcusflavus IFOO407 0.7

表2-6 Rhodotorula酵 母 の イ ソ ブ テ ン生 成

Rhodotoruヱasp. Strain Prod.rate(nl/ml/hr)

Rh.9ヱutinis

9ユロ亡inis

9ヱutinis

9ヱU亡 」inis
じ コ

9「a皿zms
の

marユna
　 うrnarユna

㎡.ntita
り

minロta

minu亡a

min口taワaヱL.

π1ゴn口tavar.

m」£ηロ亡avaτ.

rniη ロ亡avar・

minロtavar.

π以 」薩u亡avaご ・

rnatnutavaど.

rubra

texensis

texensis

texensis

亡exensis

texensis

亡exensis

亡exensis

IFO
IFO

IFO
IFO

IFO

IFa
IFO

IFO
IFO

IFO
IFO

IFO
IFO
IFO

IFO

IFO
IFO

IFO

0389

0697
1501

1503
0190

0928
1421

0387
0920

1435
0879

0932
1006

1102
1434

1540
1541

000i

trace

O.3

願

一

trace
-

5.5

1.7

0.5

3.0

1.0

2.5

1.6

16.4

trace

O.3

1.3

一

一:イ ソシテ ンが検 出され なか った
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第4節 考察

前 掲の表2-4に 示す よ うにC4一 ガ ス状炭 化水 素 生産 菌が 糸状 菌、 酵母、 細菌、

放線菌 のかな り幅広 い範囲 に分布 して いる ことか ら、 この ようなガ ス状炭化水 素は、

ある特 定の微 生物 によ って 特異的 にっ くられ る ような 生産物で はな く、 幅広 い微生

物 の一般的な 代謝産物 では ないか と考 え られ る。 しか し、一 方、 イソブテ ン生産

菌の再 スク リーニ ング結果 を示す 前掲表2-6に よる と、 イソブテ ン生産菌 はなぜ

かRhodotorula属 酵 母 に多 く、 こ とにR.marinaとR.minutaの2種 に片寄 る傾向

が 認め られ た。 微生物 に よるイ ソブ テ ン生成 には種 特異性が ある と考 えられ る。

R.minutavar.texensisIFO1102は 、比 較的高 い イソブ テン生 成速度 を示 し、'

微生物 による イソブ テンの生成経 路、 生成機構 な どの 解明 には、 好適 の研 究材料で

あ ろうと考 え られ る。

第5節 要 約

菌 株 保 存 機 関(IFO,ATCC,NRRL)か ら 分 与 を 受 け た80属 、150種 、178

株 に つ い てC・ 一ガ ス 状 炭 化 水 素 生 産 菌 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 そ の 結 果 、

Ca一 ガ ス 状 炭 化 水 素 生 産 菌 株 は 幅 広 く 分 布 し 、Ca一 ガ ス 状 炭 化 水 素 の う ち の 少 な く

と も1種 類 を 生 成 す る 菌 株 は 、 供 試 菌 の 約43%に の ぼ る こ と が 判 明 し た 。

ス ク リ ー ニ ン グ さ れ たC4一 ガ ス 状 炭 化 水 素 生 産 菌 の 中 で 比 較 的 高 い 生 成 速 度 を

持 っ て い た の は イ ソ ブ テ ン を 生 成 し たRhodotorula皿inutaIFOO387で あ っ た 。

そ こ で 、 新 た にRhodotorula属5種 、17株 を 追 加 し て イ ソ ブ テ ン 生 産 菌 を 再 ス ク

リ ーニ ン グ し た 結 果16.4nl/ml/hrの 高 い 生 成 速 度 を 示 し たR.minutavar.

texensisIFO1102を 見 出 し た 。
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第3童Rhodotorulaminutaに よ る イ ソ ブ テ ン 生 成

第1節 緒言

イ ソブ テ ンの生成速度 の大 きいR.ｮinutaIFO1102を 候 補株 として選 定 し、

イソブ テン生成条 件を検討 した。 通常、R.minutaの 生育 に は、 、チ アミ ン とe一

アミノ安息香 酸の添 加が必 要 と言 われ て いる(24)。 そこで、 これ らビタ ミ ンを

添 加 した合成 培堆 の組成 にっ いて 実験 し、 イソブ テ ン生成 に及ぼ す諸 因 子の影 響を

調べ た。 その結果 、R.minutaIFO1102に よ るイ ソブ テ ンの生成 にはL一ロ イシ ン

とL一フ ェニ ル アラニ ンが重 要な 役割 を演 じてい るこ とを見出 した。

第2節 実 験 材 料 お よ び 方 法

1.使 用 菌 株

Rhodotorulaminutavar.texensisIFO1102を 実 験 に 用 い た 。

2.培 地

表2-1の 改変NB培 地 と表3-1に 示 す合成培地Cを 使 っ た。

表3-1合 成培地C

Glucose20g/1

(NH4)2SO459/1
KH2PO41g/1

MgSO47N200.5g/1

CaC122H200.1g/1

NaCIO.1g/1

Vitaminmixture10ml/1

01igoelementsoln.10ml/1

CaCO33g/1

PH5-6

Oligoelementsolution

Na-Citrate

MnC12.4H20

ZnC12

FeC13.6H20

CuSO4.5H20

CoC12.6H20

Na2MoO4.2H20

K2B40プxH20

5g/1

3g/1

2g/1

2g/1

0.2g/1

0.2g/1

0.1g/1

0.1g/1
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ただ し、 実験 に よって は種 々の有機 物、窒素 化合 物、各種 アミノ酸 を合 成 培地

Cに 添加 した。

3.培 養 方 法

100ml容Erlenmeyernaskに20m1の 培 地 を 入 れ 通 常 通 り 滅 菌 冷 却 し 、

1白 菌 耳 の 菌 を ス ラ ン トか ら植 菌 後 、25℃ 、2～3日 間 ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ ー(

180rpm,7cm振 幅)で 前 培 養 し た 。 本 培 養 はErlenmeyerflask(500

ml容)に 培 地 を100ml入 れ 、 滅 菌 後 、 上 記 前 培 養 液 を2%(v/v)移 植 し 、 前

培 養 と 同 じ 条 件 で2日 間 培 養 し た 。

4.休 止細胞 の調製 法

合成培地Cを 用 い2日 間培養 し、 その培養 液 を1000×g,10分 間遠心分 離 して

集 菌 し、2回 脱 イオ ン水 で洗浄 した。 この洗浄菌 体 を下記緩 衝液 の いずれか にけ

ん濁 した。0.2MNaaHPO4と0.1Mク ェ ン酸 で作製 したMcllvaine綴 衝液;

33mMS｢rensenリ ン酸 緩衝 液;33mMリ ン酸 カ リウ ム繹 衝液 なお、pHは

案験 によって適宜 変化 させ た。

5.イ ソブ テ ン生成速 度の 測定法

イ ソブ テ ンの生成 速度 は、第2章 第2節,4に 従 って シール培養 し、 その生成

ガ スをガス クロマ トグ ラフ法に したが って測定 した。

6.菌 体 濃 度 の 測 定

菌 体 濃 度 は660nmで のopticaldensityに よ っ て 測 定 し た 。

7.イ ソブ テ ンの同 定法

生成 した イソブ テ ンの 同定法 には、 ①ペ ーパ ークロマ トケ ラフお よび② ガ ス ク

ロマ トグラフ ー マ ススベ グ トロ メータ ーの2種 の方法 を使用 した。

① ペ ーパ ークロマ トグ ラフ による方法3改 変NB培 地で2日 間本培 養 し、 フラ

スコの綿栓 をゴ ムキ ャップ に取 り換 え25℃ 、1日 間 シ ール培養 し、 フラス コ内の

気相部 に生 成 したガ スを0.1M酢 酸 第二 水銀 一メタ ノ ール溶 液申 に通 し、ガ ス状

不飽和 炭化水 素 を選 択的 に吸収 させ たOこ の液 を ろ紙(東 洋 ろ紙,No.50)

に300μ1ス ポ ッ トし、1一 ブ タノ ール:95%エ タノール:28%ア ンモニ
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ア水8:1:3の 溶媒 を用 いて上昇法 で展開 した。 展開 済の ろ紙 を乾燥 後、

0.2%ジ フ ェニルカ ルバ ゾン ーエ タノ ール溶 液 を乾 燥 ろ紙 に噴霧 し、 ガス状 不飽

和炭化水素 に由来す るスポ ッ トを 発色 させ た。 スポ ッ トのR層f値 と標準 ガ スのRf

値を比較 す るこ とによって イソブ テ ンを同 定 した。

②ガ ス クロマ トグラ フ ーマ ススペ ク トロメ ータ ー(ガ スマ ス)に よる方 法:L

一ロイ シ ンとL一 フ ェニル アラニ ンを各19/1添 加 した合成 培地Cで 、2日 間本

培養 し、 その50mlを300ml容Erlenmeyerflaskに 移 し、 ゴム栓で 密栓 し

て、25℃,1日 間 シール培養 した。 気相部 に蓄 積 したガス をガ ス シ リン ジで採

取 し、 ガスマ ス(JMS-DX303,日 本電子 株式会社,東 京)に か けて分析 し

た。 なお、 この時 のガ ス クロマ トグ ラフ は、 ガラ スカラ ム(5mm×4m)に 活

性 アル ミナ(柳 本製 作所.京 都)を 充填 し、 カラム温度 を8℃/ｮinの 速度 で50

℃ ～250℃ に昇温 、キ ャ リアガ スには流速40ml/minの ヘ リウム を使用 し

て、 操作 した。 マ ススペ ク トロ メ ータ ーは、 イオ ン化電圧70eV,イ オ ン加速

電圧,3.OkV,イ オ ン化 電流300μAで 操 作 した.

第3節 結 果

1.生 成 イ ソブ テ ンの 同定

第2章 で は、ガ ス クロ マ トグ ラフの カラム充填 剤 を数 種類変 え、 サ ンプ ルの滞

留 時間(RT)と 標準 サ ンプ ルのRTを 比 較す るこ とで、R.巴inutaの 生成 イソブ

テ ンを同定 し たが、 こ こで は、ペ ーパ ーク ロマ トグラ フ とガス クロマ ドグラ フ ーマ

ス スペ ク トロメ ータ ーを用 いて生 成 イソブ テンの同定 確認 を試 みた0

表3-2に 標 準不 飽和 炭化水 素お よびR.oinutaIFO1102の 生成 した不飽 和

炭化水 素サ ンプルのペ ーパ ークロマ トグ ラ フィ ーに よるRf値 及び そ れぞれの文 献

値が示 され てい る。 こ'の表のRf値 か らR.minutaIFollo2の 生成 不飽和 炭化

水索 はエチ レンとイ ソブ テ ンで あ ると同 定 され た。

図3-1に 、R.ｮinutaIFO1102の 生成 した炭化 水素 のマ ススペ ク トラムが示

されて いる。 ガ ス クロマ トグ ラムで827秒 の滞 留時 間を示す 炭化水素 をマ ス

スペ ク トロメ ータ ーにかけ た結果 で ある。 図3-1か ら、 この炭化 水素の 分子量

は56で あ り、 標準物 質の マススペ ク トラムの チャ ー トと対比 して、 この炭 化水素

はイ ソブ テ ンである と同定 され た。

ペ ーパ ー クロマ トグラ ムでエ チ レンが 認め られ たの は、 改変NB培 地 の成分 中

にエチ レン生 成に有効 な成 分が 含 まれて いる もの と思 われ る。 いずれの方 法 によ
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っ て も、R.ｮinutaIFO1102の 生 成 す る ガ ス#k炭 化 水 索 は イ ソ ブ テ ン で あ る と 同 定

さ れ た.

表3-2R.minutaIFO1102の 生 成 す る ガ ス 状 炭 化 水 素 のRf値

Compound RfvalueRef.*

Ethylene

Propylene

1-Butene

cis-2-Butene

traps-2-Butene

Isobutene

SamplefromRh.minutaIFO1102

0.220.23

0.280.28

0.420.41

0.43-

0.40-

0.35-

0.22,0.35

展 開 溶 媒 はi一 ブ タ ノ ー ル:95Xエ タ ノ ー ル:28Zア ン モ ニ ア=8:1:3を 使 っ た 。

*参 考 文 献(25)参 照
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図3-lR.minutaIFO1102の 生 成 ガ ス 状 炭 化 水 素(R.T.:827秒

フ ラ ク シ ョ ン)の マ ス ス ペ ク トラ ム
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2.イ ソブ テ ン生成 に及 ぼす ア ミノ酸 の添加効 果

R.minutaIFO1102を 改変NB培 地 と合成 培地Cで 培養 す る と、 菌 の増 殖 には

それほ どの差 は認め られな いが、 合成培地Cで イソブ テ ンの生 成活 性 は改変NB培

地 の約1/10に す ぎなか った。 改変NB培 地 に含 まれ ている有機物 質 の中 にイソ

ブ テ ンの生 成 を促 進す る よ うな 因子が 存在 する ので はな いか と考 え られ た。 そ こ

で、合 成培地Cに 核酸混 合物や 有 機窒 素源 を添 加 して、 それぞ れの添加 効果 を調べ

た。 結果が 図3-2に 示 され てい る。

こ の図 か ら、 バ ク トトリブ トン,ポ リペ プ トン,イ ース トエ キス トラ ク トな どの

有機窒 素源 の添加 効果 の大 きい こ とが 分か った。

Specificrateofisobuteneproduction

(nl/ml・OD/hr)

0.20.40.60.8

NoneIO

(Nucleicacidmix.10

Casaminoacid

MeatextractIO

Polypepton

Yeastextract

……………≒0
●07C.S.L.

瀬O.05Soy-beanprotein

o.oiC.S.F.

rypticasepeptone]0.OE

altextractO

Bacto-tryptone

0.49

図3-2イ ソブテ ン生成 に及ぼす有機窒素 源の添加 効果

旦.minutepro1102を 合成培地Cに 各種有機窒素源をそれぞれ1g/1ず っ添加して

培養した。C.S.L:コ ーンスティープリカー、C.S.F:綿実粕扮

有 機窒素源 の構成 成分 であ る アミノ酸 が イソブ テ ンの生成 を促進 す る物 質で は

な いか と考 え、 培養細 胞 と休止細 胞懸濁 液 に、20種 のア ミノ酸を それぞれ19/

1に な るよう に単独添 加 して、 その 影響を調べ た。 結果が図3-3に 示 され てい

る。

培 養細胞、 休止細 胞 いずれ の場合 に も、L-Qイ シンに添 加効果が 認め られ、

L一 フェニル アラニ ンとL一 チ ロ シンに もわず かな添 加効果が 認め られ た。 そこ

で、休 止細胞 懸濁液 に、 それぞ れ1g/1ず っ のL一 ロイシ ン,L一 フ ェニ ル アラ
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ニ ン,L一 チ ロ シ ン,お よ びL一 ト リブ トフ ァ ン も 加 え た4種 の ア ミ ノ 酸 を2種 ず っ

同 時 添 加 し 、 複 合 添 加 効 果 を 調 べ た 。 結 果 が 図3 .一4に 示 さ れ て い る 。

L一 ロ イ シ ン とL一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン,L一 ロ イ シ ン とL一 チ ロ シ ン,L一 ロ イ

シ ン とL一 ト リプ トフ ァ ン の 同 時 添 加 が 、 イ ソ ブ テ ン の 生 成 を 相 乗 的 に 増 加 さ せ た 。

Specificrateofisobuteneproduction(nl/ml・001hr)

o.os o.oa 0

L-Ala

L-Val

L一 しeu

L-lle

L-Pra

L-Phe

し一Trp

レMet

Gly

L-Ser

トThr

レCys

レTyr

L-Asn

L-Gln

L-Asp

L-Glu

L一 しys

レArg

L-His

0

a)Growingcell

0。01・ 轍・

0.01「 ち≧与』

0.04 o.os 0.12
1`,1量

b)Restingcell,
■

9

≧繍 轡獺 ・購撫 露麟 蔑轟購 磁灘 欝建講翔0.11

:鰍 騨ヨ0
.02

麹0.01

.一
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1111畳

図3」3イ ソ ブ テ ン の 生 成 に 及 ぼ すL一 ア ミ ノ 酸 の 単 独 添 加 効 果

a)R.minutaIFO1102の 増 殖 細 胞;b)同 休 止 細 胞:そ れ ぞ れ の 細 胞 を33nM

Sφrensenリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液,pll6.0に 懸 濁 し、そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 を1g/1ず

っ 単 独 添 加 し た 。

Specificrat,。fi,。b、tenep・ 。ducti。 ・(・1・1-1・D'1h-1)

00.51.⑪1ら52.0

Leu+Phe

しeu+Tyr

Leu+Trp

Phe+Tyr

Phe+Trp

Tyr+Trp

Leu

Phe

Tyr

Trp

None

図3-4イ ソ ブ テ ン の 生 成 に 及 ぼ すL一 ア ミ ノ 酸 の 同 時 添 加 効 果

R.minutaIFO1102の 休 止 細 胞 を33mMSφrensenリ ン酸 カ リ ウム 緩 衝 液.pH6.0に

懸 濁 し、それ ぞ れ のL一ア ミ ノ酸 をlg/1ず っ 添 加 した。

一15一



3.イ ソブ テ ン生成 に及ぼ す酸素 の影響

R.minutaIFOiioaをL一 ロイ シン19/1添 加 した合成培地Cで38時 間培

養 し、 その1mlを18φ 、34ml容 試 験管 に採 取 し、 試験管 内の空 気を窒素ガ

スで置 換後、 ゴムキ ャ ップ で密栓 してシ ール培養 した。 別途、試 験管 内の空 気を

窒素置 換 しない、従 来通 りの シ ール培養 を行 ってコ ン トロ ール とした.結 果が図

3-5に 示 されて い る。

空 気を窒 素で置 換す る と、 イ ソブ テ ンを全 く生成 せず、R.ｮinutaの イ ソブ テ

ン生成 には酸 素が必 須 と考 えられ た。

さ らに酸 素の 効果 を確 か め るため にシ ール培養 の際 に試験 管内 に入れ る培養液

量 を種 々変 え て、酸 素の効 果 を調 べ た。 結果 が図3-6に 示 され てい る。

少量の 培養液 を シ ールす るほ どイ ソブ テ ンの生 成 は長 時間持続 したが、 シ ール

培養 の単位 液量 当 りの イソブ テ ン生成初期速度(0-2時 間)は 、 シ ール培 養液量

に無関 係にほ とん ど一定で あ った(図3-6,挿 入 図)。 シ ール培養液量 の多い

ほど、 イソブ テ ン生成が 早 く停止 したの は、酸 素不 足 による ものと考 え られ る。
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6

図3-5イ ソブテ ン生成 に及ぼす酸素 の影響

O好 気的条件,● 嫌気的条件
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図3-6イ ソブテ ンの生成経 時変化 に及ぼす シール培養液量 の影響

旦.minutaIFO1102の 合成 培地C培 養液を シール培養 に使用 した。

4.イ ソブ テ ン生成の 最適pHと 最適 温 度

P,.皿inutaIFO1102の 合成培 地C培 養液か ら調製 した休止 細胞 を用 い、 シール

培養時の イ ソブ テ ン生成 に及ぼ すpHと 温度 の影響 を調べ た結果が 図3-7に 示 さ

れてい る。 この図か ら、最適pHは6.0,最 適温 度は25● ～27℃ で あ った。

休止細 胞の代 わ りに、 増殖細 胞を 使っ た実 験で もほ とん ど同 じ結 果が 得 られ た。
し レ
=ミa》 ミb)

z三4
>5>c=

馨4繕3
s-L

じ ニ
ロ む
.e3・,一

ぢ82
コ コ
rur口
oo
L2L
ロ　 ロ　

221

313コ コ
昌 ・

23,5.678詔022263。

pHTemperature(OC)

図3-7イ ソ ブ テ ン 生 威 速 度 とpH,温 度 の 関 係

。)休 止 細 胞 を0.M・llvai・ePttti液 ・ロ ・リ ・ 酸 カ リ ウ ム 緩 鰍 ・△ ・sip「ensen

リ.酸 緩 衝 液 に そ れ ぞ れ 懸 濁 し シ ー ル 反 応 し た ・b)休 止 細 胞 を リ ン酸 カ リ ウ ム

緩 衝 液,pll6.OIC懸 濁 し各 温 度 で シ ー ル 反 応 し た 。
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第4節 考察'

イ ソブ テ ンの 生成 にア ミノ酸 の添 加が有効 で ある と分 かっ た。 アミノ酸 の単

独 添加で はL一 ロイ シ ンが もっ とも効果が あ り、L一 フェニル アラニ ン,L一 チロ

シ ンも効果 が あっ た。 ア ミノ酸 の複合添 加で はL一 ロイシ ン とL一 フェニ ルアラ

ニ ン,L一 ロ イシ ンとL一 チロ シ ン,L-Dイ シ ンとL一 トリプ トフ ァンが イ ソブ

テ ンの 生成 速 度を相乗 的 に増 加 させ た。L一 フェニ ルアラニ ンとL一 チロ シ ン,

L一 フ ェニル アラニ ンとL一 トリプ トフ ァン,L一 チ ロシ ンとL一 トリプ トフ ァン

の複合 添加で はほ とん ど効 果が なか った ことか ら、L一 ロ イシ ンが イ ソブ テ ンの生

成 にまず必要 で、L一 フェニル ア ラニ ン,L一 チ ロシ ン,L一 トリブ トフ ァンが

L一 ロ イシン によるイ ソブ テン生成 を相 乗的 に増加 させ るもの と思 われ る。

イ ソブ テ ン生成 に酸素 が必須 なの は、R.minutaの 好 気性 菌 と しての生 育 に必

要 なのか、 それ とも、 この菌 のイ ソブ テ ン生成 反応 自体 に必 要なの か は不明 で ある

が、 シ ール培 養時 に空 気を窒素 に置換 す る とイ ソブ テ ン生 成が急激 に停止 す る事 実

か ら、酸素 が イソブ テ ン生成反 応 に直接関 係 している よ うに思 われ る。

イ ソブ テ ンの生成 反応 にお け るL一 ロイシ ン,L一 フ ェニ ルアラ ニ ンお よび酸

素 の役割 にっ いては、 この菌 のinvitroイ ソブ テ ン生 成系 の構 築、 お よび、 この菌

のイ ソブテ ン生成酵素 を抽 出、単 離、「精製 した後に詳 しい研究 をす る必 要が あ る。

第5節 要約

R.minutaIFO1102が イ'ソブ テンを生成す ることを、ガ ス クロマ トグラ フ ィー

による方法以 外 に、 ペ ーパ ークロマ トグ ラフ ィー法や ガ スクロマ トグ ラフ ーマ スス

ペ ク トロメ ーターを使 った方法 によって も確認 した。

R.minutaの イ ソブ テ ン生 成 には、.L一 ロ イシ ンの添 加が 必要 で あ り、L一 フ

ェニル アラニ ンをL一 ロイ シン と共 に添加 する とイ ソブ テ ンの生成 速度 は相乗 的 に

増 加 した。 他 にL一 チロ シ ン,L一 トリプ トファ ンにも若干 の相 乗作 用が 認 め ら

れ た。 酸 素が イ ソブ テ ン生成 に必須な因 子で ある こ とが 判明 した。

イ ソブ テ ン生成 の最適pHは6.0、 最 適温度 は25● ～27℃ で あ った。
し
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第4章Rhodotorulaminutaの イ ソ ブ テ ン 生 成 に 及 ぼ すL。 ロ イ シ ン,L・ ・一フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン の 役 割

第1節 緒言

R.minutaIFO1102の イ ソブ テ ン生 成 には、L一 ロイシ ンの添 加が 必須で あ り、

L一 フ ェニ ル アラニ ンはこのL一 ロイシ ンか らの イソプ テ ン生成 を相乗 的に増加 さ

せ る効果が あ った。 これ ら2種 の アミノ酸が どの様 に して、 イソブ テ ン生 成 を増

加 させ てい るのか、 生合成 経路上 の役 割 は どうなのか 全 く分か って いな い。 そ

こで、L一 ロ イ シンとL一 フェニ ルアラニ ンの イソブ テ ン生成 に及ぼ す効果 を、 再9

度詳 しく調べ、L一 ロイ シ ンの代謝 中間体 や、L一 フェニル ア ラニ ン関連化 台物の

イソブ テ ン生 成へ の影 響を調べ た。 さ らに、 タ ンパ ク質合成 限害剤 を使 って、L

一フェニル アラニ ンの持っ 効果が あ る種 の タンパ ク質 のdenovo合 成 との関 わ りを

検討 し た。 これ らの結果 をも と に、 イ ソブ テ ン生合 成経路 を推定 し、L一 ロイシ

ンとL一 フェニ ルアラニ ンの役割 をイソブ テ ン生合成 経路 との 関連 で考 察 した。

第2節 実験 材料 お よび方 法

1.培 地

培 養中のpH変 動 を少 な くす るため に合成 培地C(表3-1)を 緩 衝能 を もた

せ た表4-1の 合 成培地CDに 改 良 し、以 下の 実験 に使用 した。 実験 によって は

19/1のL一 ロ イシ ンやL一 フ ェニ ルア ラニ ンを培 地 に添加 した。

表4-1合 成培 地CDの 組 成

Glucose

(NH4)2504

KHZPO4

Na2HPO4

MgSO4.7H20

CaCl2●ZH20

NaCI

丁hiamine・HC1

20g/1

5g/1

5.74g/1

9.26g/1

1.Og/1

0.1g/1

0.1g/1

0.5mg/1

p-AminobenzoicacidO.5mg/1

01igoelementsoln.10ml/1

pH7.0

Oligoelementsolution

Na-Citrate

MnC12.4H20

ZnC12

FeC13.6H20

CuSO4.5H20

CoC12.6H20

Na2MoO4.2H20

K2B40プxH20

5g/1

3g/1

2g/1

2g/1

0.2g/1

0.2g/1

0.1g/1

0.1g/1
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2.培 養 方 法

500ml容Erlenmeyerflaskと2.61容 ジ ャ ー フ ァ メ ン タ ー(い わ し や 生

物 科 学(株),モ デ ルMB-W甑1)を 培 養 に 使 用 し た 。Erlenmeyerflaskに よ

る'振 と う 培 養 法 は 第3童,第2節,3.の 方 法 に 従 っ た 。 ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー培

養 の 場 合 に は 、11の 培 地 を ジ ャ ー フ ァ メ ン タ ー に 入 れ て 滅 菌 冷 却 後 、2%の 前 培

養 液 を 植 菌 し、25℃,撹 梓 速 度300rpm、 通 気 速 度0.5vvmで 培 養 を 行

っ た 。

3.休 止 細 胞 の 調 製 法

Erlenｮeyerflaskで60～70時 間 培 養 し た 培 養 液100mlを1000×g,5

分 間 遠 心 分 離 し て 集 菌 し た 。 こ の 菌 体 を2回 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、33mM

Sφrensenリ ン 酸 緩 衝 液,pH6.0ま た は50mMリ ン酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液,pH

6.0に 懸 濁 し た 。

4.イ ソブ テ ン生 成速度 の測定 法

培養液 や休止 細胞懸濁 液 のイ ソブ テ ン生成 速度(inVIVO)は 、 第2章,第2

.節,4.の シ ール培養 法に したが っ た。

ジ ャーフ ァメ ンタ ーによ る培 養で は、 ジ ャ ーフ ァメ ンタ ーの排 気ガ ス申 のイソ

ブテ ンをガ ス クロマ トグラ フ ィーで測定 し、そ の生 成速度 を次 式に よって求 め た。

P=(CxF)x60/V

P:イ ソ ブ テ ン 生 成 速 度(nl/ml-culturebroth/hr);C:排 気 ガ ス 中 の イ

ソ ブ テ ン濃 度(n1/皿1);F:通 気 速 度(ml/min);V:ジ ャ ー フ ァ メ ン タ ー 中 の

培 養 液 量(皿1).

5.培 養 液 中 の ア ミ ノ 酸 濃 度 の 測 定

培 養 液 中 の ア ミ ノ 酸 濃 度 は 、 蛍 光 検 出 器 を 装 着 し た 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ

(HPLC)(WatersAssociates,Milfold,Massachusetts,USA)を 使 用 し て 測 定

し た 。

培 養 液 試 料 を1000×g,5分 間 遠 沈 し、 上 澄 液 に 同 量 の0.1N塩 酸 を 加 え 、
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4.5μmの ボ ア サ イ ズ の メ ン ブ レ ン(エ キ ク ロ デ ィ ス ク3,ジ ャ ー マ ン サ イ エ

ン ス ジ ャ パ シ 株 式 会 社,東 京)で 濾 過 し、 こ の 濾 液50μ1をHPLCに 注 入 し

た 。

ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 用 の 純 度 の 高 い 試 薬 を 用 い 、 調 製 し た 全 て の 溶 液 は0.45

μmHAフ ィ ル タ ー(MilliporeCorp.,Bedfold,Massachusetts,USA)で 濾

過 し た 。pH勾 配 に よ る 分 析 の た め に 、 下 記2種 類 の 緩 衝 液 を 使 用 し た 。

①11の 脱 イ オ ン 水 中 に19.6gの ク エ ン 酸 ソ ー ダ とLOgの フ ェ ノ ー ル を 含

有 し 、 硝 酸 でp.Hを3.05に 調 節 し た 液 。 ②11の 脱 イ オ ン 水 中 に1.59の

ホ ウ.酸 と219の 硝 酸 ソ ー ダ を 含 有 し 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム でpH9.60に 調 節 し

た 液 。

6.タ ンパ ク質濃度 の測定

タ ンパ ク質濃度 は、 あ らか じめ試 料を1Mの 水酸 化 ナ トリウムで煮沸、 抽 出 し

牛 アルブ ミンを標準物 質 とするLowryら の方法(26)に したが って測 定Lた 。

7.グ ル コ ー ス 濃 度 の 測 定 、

培 養 液 を1000×g,5分 間 遠 心 分 離 し た 上 澄 液 に っ い て 、 グ ル コ ス タ ッ ト

(WorthingtonBiochemicalCo.,Freehold,NJ.USA)法 に 従 っ て 測 定 し た 。

8.菌 体 濃 度 の 測 定

菌 体 の 乾 燥 重 量 あ る い は 菌 体 の タ ン パ ク質 量 を 測 定 し、gdrycellwt./1あ る

い はmgprotein/iで 表 示 し た 。

第3節 結果

1.L一 ロイ シ ンとL一 フ ェニ ルアラニ ンの添 加効果'

合 成培地CDにL一 ロイシ ン とL一 フ ェニ ルア ラニ ンを各1g/ユ 添加 した培

地 で約70時 間培養 し、 その培養 液 を3時 間 シ ール培 養 しガ ス クロマ トグ ラフ にか

けた結 果を図4-1に 示 し た。

滞 留時間(RT)の 短 い2っ の ピー クは空 気申 に含 まれ てい るメタ ンとプ ロパ

ンであ り、RT684秒 の ピークが イソブ テ ンに相 当す る。 合成培地CDで 培養

した場 合、イ ソブ テ ン以外 の炭化 水素ガ スの生 成はな か った。
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メ タン

684秒

プ ロパ ン

図4-1A..minutaIFO1102の 生 成 す る ガ ス 状 炭 化 水 素 の ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム

・島津 ガス クロマ トグラフGC-8A .カ ラムサ イズ5●ロ×2馳;キ ャ リア ガス;チ ッ素

;流 速:50・1/.ia;カ ラム温 度:80℃;カ ラム充て ん剤:活 性 アル ミナ
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図4-2R.minutaIFO1102の ジ ャ ー フ ァ ー メ ン タ ー 培 養 経 時 変 化

a)L一 ロイシン(lg!1)を 添加 培養b)L-0イ シ ンとL嚇 フ ェルニ ア ラニ ン

(各18.!1)同 時添加培養
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19/1のL一 ロ イシ ン単独 添加、 お よびL一 ロ イシ ンとL一 フ ェニル アラニ

ンを各1g/1同 時添加 した合成 培地CDで のR.minutaIFO1102の ジャ ーフ ァー

メ ンタ ー培 養経 時変化 を図4-2に 示 す。L一 ロイ シン単独添 加培養 では、.グ ル

コ ース濃 度が ほ とん ど0ま で消 費 され、 菌 の増殖が 停止 した頃 か ら、L一 ロイ シン

の消費が 始 ま り、それ に伴 ってイ ソブ テ ンの生成が 始 まり、L一 ロイシ ンの 消失 と

ともにイ ソブ テ ン生成速 度 も減 少 した。

L一 ロ イシ ンとL一 フ ェニルア ラニ ンの同時 添加培 養の経時 変化 もL一 ロ イシン

単 独添 加の場 合 とほ とん ど同 じで あった。 しか し、L一 ロイ シン とL一 フ ェニル

アラニ ンの同 時添加 では、b)図 に示す ように、 イソブ テ ン生成速 度 はL一 ロイシ

ン単独添加 時の約20倍 まで増加 した。

L一 ロ イシ ンとL一 フ ェニ ル アラニ ンのイ ソブ テ ン生 成 に及ぼす効果 を さらに

詳 しく調べ る目的 で、 下記3種 類 の培 養菌 体を それぞ れ33mMのSφrensenリ ン

酸緩衝液 に懸濁 した休止 細胞 を調製 し、25℃,10時 間 シール培養 して イ ソブ テ

ンの生 成速度 を調 べ・た。 結果 が 図4-3に 示'され てい る。 それ ぞれの菌 体 は以

下 の通 りで あ る。

①L一 ロイ シ ン単独 添加培 養 した菌体 ②L一 フ ェニ ルア ラニ ン単 独添加培 養 した

菌 体及び ③ アミノ酸無添 加で培 養 した菌体。

Additionof
theaminoacids

L-leucine

L-phenylalanine

t-leucine

十

L-phenylalanine

none

'・辮 ・ 、f`涜"溺 撒'・'"・

:灘ii灘
_癌'き'歪 冥 ・ ・.…

・ ・叢灘 麟'縷 襲 鑑

020405080

1sobuteneproductionrate(nl/ml/hr)

図4-3イ ソ ブ テ ン 生 成 に 及 ぼ すL一 ロ イ シ ン,L一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の

噛 添 加 効 果

口 合成 培 地CDで 培 養 した 菌 薗 合成 培 地CD+L一 ロ イ シ ン(lg/1)で 培 養 し

た菌 鰯 合 成培 地CD+L一 フ ェニ ル ア ラニ ン(1g/Dで 培 養 した菌

菌 体 濃度:12.68dryWt.!1
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あ らか じめ 合成 培地CD(L一 フ ェニルア ラニ ン無添加:ロ)、 お よびL一 ロ

イシ ン添加培 地(L一 フェニル ア ラニ ン無添加:團)で 培養 した菌体 で は、 シ ール

培養時 にL一 ロイシ ンだけ を添 加す る と低 いイ ソブ テ ン生成速 度で あるが、L一 ロ

イシ ン とL一 フェニル アラ ニンを 同時 添加 する と相乗 的 に生成 速度 は増 大 した。

あ らか じめL一 フェニ ルアラ ニン添加培 地(圏)で 培 養 した菌体 で は、 シール

培養時 にL一 ロイ シ ンだ け添加 お よび、.L一 ロ イシ ン とL一 フ ェニル アラニ ンを同

時 添加す る と高 い イソブ テ ン生成 速度を示 した。 どの よ うな培地 で培養 した菌体

で も、 シール 培養時 にL一 ロイ シ ンを添 加、 お よびL一 ロ イシ ンとL一 フ ェニ ルア

ラニ ンを同時 添加す る とイ ソブテ ンを生 成す るが、 シ ール培養時 にL一 フ ェニルア

ラニ ンだ け、 お よび 全 く無 添加、 っ ま りシ ール 培養時 にL一 ロ イシン無 添加 では、

イ ソブ テ ンをほ とん ど生成 しなか った。

以上の 実験結 果か ら、 次の よ うな 推論が得 られ た。

①L一 ロイシ ンの 添加 はイ ソブ テ ンの生 成 には必須 で ある。L一 ロイ シンを あ ら

か じめ菌 の増殖培 養時 に添加 す る と、 他の 代謝 に利 用 され るため か無効で あ り、 シ

ール培養 時 に添加 す るこ とが必 要 であ る。 この こ とか ら、L一 ロイ シ ンは イソブ

テ ンの前 駆物 質で あろ うと考え られ る。

②L一 フェニ ルア ラニ ンの 添加は、 強 いイ ソブ テ ンの 生成 には必 要で あ る。 しか

し、L一 ロ イ シンと異な って、 あ らか じめ増殖 時に添 加培養 して も、 あ るいは、 シ

ール培 養時 に添加 して も有 効で あ る。 この こ とか ら、L一 フ ェニル アラニ ンはイ

ソブ テ ン生成 酵素 の誘導物 質で はな いか と考 え られ る。

2,L一 ロイ シン代謝 中間 体 とL一 フェニ ルアラニ ンの添加効 果

L一 ロイ シ ンが イ ソブ テ ンの.前駆物 質 であ るこ とを明 らか にし、 イソブ テ ンの

生 合成経路 を推定 す るため、L一 ロイ シンの代謝中 間体の 添加実験 を行 った。 ま

たL一 フェニ ルアラ ニ ンとこれ ら代謝中間 体 との相 乗効果 にっ いて も調 べた。 結

果 が図4-4に 示 され てい る。

ア ミノ酸 無添加 で培養 した菌 体 にL一 ロイシ ンお よびL一 ロイ シ ンめ 代 謝中間

体(各7.6mM)を 単 独 に添 加 した。L一 ロイ シ ン,L一 フェニ ルアラ ニ ン無

添加で あらか じめ培 養 した菌体 にL一 ロイ シン または、.そ の 代謝産物 と考 え られ る

α一ケ トイソ カプ ロ ン酸,イ ソ吉 草酸 をそれぞ れ添加 して シール培養 す るとL一 ロ

イシ ン と同 様 にイソブ テ ンを生 成 した(図4-4,a)目)。 しか しβ 一メチ ルー

クロ トン酸 の添加 では イソブ テ ンを生成 しなか った。 図4-4a)の オ ープ ンシ
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、

ンポル(ロ)か ら、L一 ロイシ ンの代謝 中間体 とL一 フ ェニル アラニ ンの同 時添加

に よる相乗効 果がL-pイ シンとL一 フ ェニル ア ラニ ンの同時 添加 の場合 と比べ て

劣 って はいるが、認 め られ た。

これは有機酸 とL一 フ ェニ ル アラニ ンの間 で、細 胞へ の取 り込 みの拮抗 が あ り、

イ ソブ テ ンの前駆 体が 十分 には取 り込 めな いためで はな いか と考 え た。 そ こで あ

らか じめ、L一 フ ェニ ルア ラニ ン添加合成 培地CDで 培養 した菌体 にL一 ロ イシ ン

または、 その 代謝中間 体を単独 に添加 してシ ール培 養 した(図4-4,b))。

その結果、L一 ロイ シ ン,α 一ケ トイ ソカブ ロ ン酸 お よび イ ソ吉草 酸 に高 い イ

ソブ テ ン生成 があ り、 なか で もイ ソ吉草 酸 に最 も高 いイ ソブ テ ン生成が 認め られ た。

し一Leucine

a)b)
Specificrateofproductionofisobutene

(nl/mgprotein/hr)

0510

a-Keto-

isocaproicacid

Isovalericacid

S-Flethyl-
crotonicacid

None

0 5 丁0 15 zo 25
1 1 1

i

● 1

i

i

- 巳

J

-ー

」層

図4-4L一 ロイ シン代謝 申間体添加 の イソブテ ン生成 に及ぼす効果

a)合 成培地CDで 培 養 した菌を用 いた。 目.L一 フ ェニル ア ラニ ン無添 加;口,

L一 フェニル アラニ ン(1g/1)を 各化合 物(各7.6mM)と 同 時添加 した。b)L一

フェニル アラニ ン(1g/i)を 含 む合 成培地qDで 培 養 した菌を用 い た。
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3.L一 フ ェニル アラニ ンの代替 物質

L一 フ ェニ ルアラニ ン以外 にイ ソブ テ ン生成 に有 効な化合 物が あるか を調べ た。

台 成培 地CDで 培養 した菌 体か ら休止細胞 を調製 し、 これ にL一 ロ イシ ン(19/

ユ)と 共 に種 々の 化合物を それぞ れ同時 添加 した。 結果 が図4-5に 示 され てい

る。 各 化合 物単独添 加で はイ ソブテ ン生成速 度は0.67nl/mgprotein/hrを

超 えなか ったが、図4-5に 示す ようにL-DOPAとP一 フ ロロ フ ェニ ルア ラニ

ンを除 く、芳香族 カルボ ン酸 と芳 香族 アミ ノ酸 はL一 ロイ シン との共 存下で イ ソブ

テ ンの 生成 を相乗的 に増加 させ た。 、

None

L-Phenylalanine

Protocatechuate

PHydroxybenzoate

Plandelate

Benzoate

レTyrosine

L-Tryptophan

DL-a-Phertylglyclne

a-Hydroxyphenyl

glycine

pAminobenzoate

レDOPA

1?一Fluorophenyl-
alaninQ

0 51015
Specificrateofproductionofisobutene

(n1/mgprotein/hr)

図4-5L一 フェニ ル アラニ ンおよび芳香族化 合物添 加の イ ソブテ ン生成 に対す

る効果

0.6mHの 安 息 香 酸 とL-DOPA以 外 の 化 合 物 は6 .OmHず つ 添 加 し た 。 こ れ ら の 化 合

物 はL一 ロ イ シ ン(1g/1)と 同 時 添 加 し た 。L-DOPA:3-Hydroxy-L-Tyrosine

一zs一



4.L一 フ ェニルア ラニ ンの作 用機 作

仮.にL一 フェニル アラ ニ ンが"イ ソブ テ ン生成 酵 素"を 誘 導 してい るな ら、 タ

ンパ ク質合 成 阻害 剤で、L一 フ ェニル アラニ ンの作用 はな くな るの ではない か と考

えた。 合成 培地CDで 培 養 した菌 と、 合成培 地CDにL一 フ ェニル アラニ ン(1

g/1)を 添 加 して培 養 した菌の2種 類 の休止 細胞 を調製 して実験 に使 った。 タ

ンパ ク質合成 阻害剤 と して最終濃 度0.1mMの シ クロヘキ シミ ドを用 いた.

実験結果 を図4-6に 示 した。 台 成培地CDで あ らか じめ培 養 した菌 体(図

4-6a))で は、L一 ロ イシ ン とL一 フェニ ルアラ ニ ンを同 時添加 す るこ とによ

って、短 いラ グの後 にイ ソブ テ ンの生成量 は増加 した。 しか し、同 時 にシ クロヘ

キ シミ ドを添 加す る とイソプ テ ン生成量の増 加 を完全 に阻害 し、L一 ロ イシ ン単独

添 加時 とほぼ同 じレベ ルに とど まっ た。
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で0.2
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Time(hr)
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5 10 15

図4-6シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドに よ る イ ソ ブ テ ン 生 成 の 阻 害

a)合 成 培 地CDで 培 養 した菌 体 を用 い たb)合 成 培 地CDにL一 フ ェニ ル ア ラ

ニ ン(18/1)を 添加 した培 地 で培 養 した菌 体を 用 い た 口,□:L一 ロ イ シ ン と

L一 フ ェニ ル ア ラニ ンを 反 応 開 始 時 に 同 時 添 加 した。 ○,●:L-Qイ シ ンを反

応 開 始 時 に 単 独 添 加 した 。 ▽:ア ミノ 酸 は 添 加 しな か った。 .■,●:シ ク ロヘ キ

シ ミ ド0.1mH添 加 口.0:シ ク ロヘ キ シ ミ ド無 添 加 ・
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L一 フ ェニルア ラニ ン添加合 成培地CDで あらか じめ培養 した菌 体(図4-6

b))で は、L一 ロイシ ン単独 添 加で もか な り早 い速度で イソブ テ ンが生 成 されシ

ク ロヘ キシ ミ ド添 加 によ るイソブ テ ン生成 阻害 はほ とんど生 じな か った。

これ らの 事実 は、L一 フ ェニ ルア ラニ ンが ある種 のタ ンパ ク質(多 分 イ ソブテ

ン生成 酵素)合 成 の引金 にな る:.と 、L一 フェニルア ラニ ンで培 養 した菌 で は培養

終 了時 には既 にこのタ ンパ ク質が 合成 され てい るこ とを意味 してい る。

第4節 考察

L一 ロイ シ ンの代謝 中 間体 で、最 も代謝 の下流 に あり、 イ ソブ テ ン生成 を促進

す る物 質 は、 イソ吉草酸 で あっ た。 この こ とか ら、 イソ吉草 酸 はイ ソブ テ ンの最

も近い前駆 物 質で ある と考 え られ る。

L一 フ ェニルア ラニ ン とイソ吉草酸が 相乗 的に イ ソブ テ ン生成 を高 め る こと、

お よび シ クロヘキ シミ ドを用い た実験の結 果 とあわせ て考 える と、L一 フ ェニルア

ラニ ンは イソ吉草酸 とイソブ テ ンの間 の反 応 を触媒 す る"イ ソブテ ン生成酵 素"を

誘導 してい る もの と思 われ る。 図4-7に イ ソブ テン生成 経路 と、L一 ロイシ

ン,L一 フェ ニルア ラニ ンの役 割 を推測 して表 レた。

L-Leucine

<一一F-s-Methyl

crotonyl-CoA

a-Ketoisocaproic
acid

F-Isovaleryl-CoA

02

NADPH

H3C
＼ ●

H3ぴC匹CH織COO

こ:〉一2qO・ ・じ

L-Phenylalanine

H3C＼

CH-CH2-CO-CoA

H3♂

巨・duc呵

Isobutene

H3CC
=CH2

H3C'

Isobutene-formingl
enzymJe

図4-7イ ソ ブ テ ン 生 成 経 路 とL一 ロ イ シ ン,L一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 役 割
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L一 ロイ シンは、 α一ケ トイ ソカプ ロ ン酸 か らイ ソ吉 草酸 を経 由 してアセチ ル

CoAな どへ 代謝 され て行 くが 、 中間代謝 化合 物 イ ソバ レリールCoAか らイソブ

テ ンが 生成す る。 この反 応を触 媒す るイ ソブ テ ン生成酵 素をL一 フ ェニル アラニ

ンが誘 導 している。

図4-6b)で シ ール 培養時 間 にrっ てイ ソブ テ ン生成速 度は徐 々 に減少 した.

これは"イ ソブテ ン生成酵 素"の 不安定 性 によ るもの であ ろう。 この図 よ りこの

酵 素の半減期 は4.5時 間 と推定 され た。

L一 フェニル アラニ ン以外 の様 々な芳香族 化合物 や一般 に代謝系 の中間 体 とし

て は存在 しな いよ うな、 合成の フ ェニルグ リシ ンや ヒ ドロキシ フェニルグ リシンも

L一 ロイシ ン との 同時添 加で イソブ テ ンの 生成 を相乗 的 に増加 させ る作用が あった。

L一 フ ェニル アラニ ンの代替物 質 として、 ベ ンゼ ン環 とカルボ ン酸 をもっ た多 くの

化台物が 、 この酵 素 の誘導剤 とな り得 るこ とが判 明 した。 なぜ 、 この ように広い

範 囲の化合物 が"イ ソブ テ ン生成 酵素"の 誘導 剤 としZ働 くの か、現 在の と ころ不

明 であ る。

第5節 要約

L一 ロイ シ ンとL一 フ ェニ ル アラ三 ンのイ ソブ テ ン生 成にお け る役割 にっ いて

調 べ た。L一 ロイ シ ンは イソブ テ ンの前 駆体で あ り、L一 ロ イシ ン代謝 中間体 の

イソ吉草酸 は イソブ テ ンの よ り近 い前駆体 であ るこ とが判 明 した。L一 フ ェニル

ア ラニ ンは"イ ソブ テ ン生成酵 素"の 誘導 物質 として働 くようであ った。L一 フ

ェニルアラニ ン以外 にベ ンゼ ン環 とカル ボ ン酸 をも っ た多 くの 化合物が、L一 ロイ

シ ンか らの イ ソブ テ ン生成 を相 乗 的 に増加 させ た。
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第5章Rhodotorulaminuteの ア ミ ノ 酸 ア チ ロ グ 耐 性 変 異 株 に よ る イ ソ ブ テ ン 生 成

第1節 緒 言

前 章 まで の知 見か らRhodotorula皿inutaIFO1102に よる イソブ テ ンの生成 に

は、 その培養 培地 にア ミノ酸(L一 ロイシ ンとL一 フ ェニ ルアラニ ン)を 添 加す る

こ とが 、必要 で あっ た。 この こ とは、 イソブ テ ンの生成 を律 速 してい るの は、L

一ロイ シン とL一 フ ェニル アラニ ンの生合 成で ある こ とを示 してい る。 そ こでL

一ロイ シ ンとL-7エ ニル アラニ ンの外部 か らの添加 な しで も、 イ ソブ テ ンを生成

す るよ うな変異 改良株 の分離 を試 み るこ とにした。 具体的 には、 ロイシ ンアナロ

グ とフェニル アラニ ンア ナ ログの 両耐性 変異株 を誘導 分離す る ことに した。

R.minutaIFO1102一
Leuanalogueresistantmutants

(Leuproductionmutants)

Pheanaogueresistantmutants

(Pheproductionmutants)

!
Pheanalogueresistantmutants

(Leuandpheproductionmutants)

Leuanalogueresistantmutants

(Leuandpheproductionmutants)

ロィ シ ン、 フ ェニル ァラニ ン両 アナログ耐性株 の分 離手順

ア ミノ酸 アナ ログ耐性 変異株 は、従来 か ら各種 ア ミノ酸発 酵 におい て数 多 く利

用 されて、 リジン,イ ソロ ィシ ン,ト リプ トフ ァンな どの工業 的生 産 用菌株 として

使 われ てきた(27)。 ア ミノ酸 アナログ耐性 株の 中 にはその アミノ酸 生合 成 の調

節が 解除 され、 その ア ミノ酸 を多 量に生産 す る変異 株 の得 られ る確 率が 高 くな るこ

とが あ る。 ここで い うア ナログ とは、 その分子構 造が 天然の アミノ酸 に類 似 し、

かっ微 生物 に対 して生育阻 害作用 を有 し、 その 作用が 対応す るア ミノ酸 によ り花抗

され る ような アナ ログ を指 す。 実際 にR.ainutaIFO1102に 適用 で きる よ うな

L一 ロイ シン アナ ログやL一 フェニル アラニ ン アナ ログ には、 どの よ うなものが あ

るかを検討 した結果 、従 来 か ら他 の菌 株で使 用 され た 実績 のあ る化 合物 の中 か ら上

記 の基準 に合 致 した化合物 としてL一 ロ イシ ンアナロ グには4一 アザ ーDL一 ロイ
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シ ンを、L一 フェニル アラニ ンア ナログ にはP一 フロ ロフ ェニ ルア ラニ ンを選 定 し

た。 そ こで 上図 に示す よ うに、R.minutaの4一 アザ ーDL-Aイ シ ン,Q一 フ

ロ ロフェニル アラニ ン耐 性変異 株 を誘導分 離 し、L一 ロイ シ ンやL一 フ ェニル アラ

ニ ン無 添加で もイ ソブ テ ンを生成 で きる生 産菌へ の育 種改良の 実験 を行 った。

第2節 実験 材料及び 方法

1.使 用菌株

R.minutaIFO1102お よび こ の菌 株か ら新 たに分離 し たア ミノ酸 アナ ログ耐性

株 を使 った。

2.培 地

表3-1の 合 成培 地Cの 窒 素源(硫 酸 ア ンモニウ ム)を ア スパ ラギ ン(1g/1ン に

置 き換 えた液 体合成培 地CL、 この培地CLに2%寒 天を加 え た寒 天合成培 地CA、

お よび 窒素源 をポ リペ プ トンに置 き換 えた液体 合成培 地Dを 用.いた。・ イソブ テ ン

生成能 の測定 用には表4-1の 合 成培地CDを 使 った。

3.イ ソブ テ ン生成速 度測 定法

菌 の培養 法や、 シ ール 培養法、 イソブ テンの生成 速度 の測定法 な どは第2章 の

方 法に従 った。 イ ソブ テンの蓄積量 は イソブ テ ン生成 速度 にシ ール培 養 時間を

乗 じた値の総 和 と して求め た。

4.菌 体 濃 度

660nmで のopticaldensityを 測 定 し て 求 め た 。

、

5.ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 耐 性 変 異 株 の 分 離 法

5.1.NTG処 理

ス ラ ン ト か ら100ml容Erlenmeyerflask中 の20ml液 体 合 成 培 地Dに1

白 菌 耳 の 菌 を 植 菌 し 、25℃ ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ ー で 培 養 し た 。 培 養 し た 菌 を

0.05Mマ レ イ ン 酸 緩 衝 液,pH6.0で2回 洗 浄 し 、 一 定 量 の 同 じ マ レ イ ン 酸 緩

衝 液 に 懸 濁 し た 。N一 メ チ ル ーN'一 ニ ト ロ ーN一 ニ トロ ソ グ ア ニ ジ.ン(NT

G)を300μg/mlに な る よ う に 菌 懸 濁 液 に 添 加 し 、30℃,30分 間 イ ン キ
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ユベ ー トした。 その後、 菌 を滅菌水で 洗浄後 、再び液 体合成培 地Dに 植 菌 し、

1～2日 間25℃,ロ ータ リーシ ェーカ ーで培 養 した。

5.2.ア ザ ロ イシ ン耐性 変異株 の分離

NTG処 理 した菌 を滅 菌水 で洗浄 後、4一 アザ ーDL一 ロ イシ ン(ア ザ ロイシ

ン)を 入れ た寒 天合成培地CAに プ レーテ ィングし、25℃ 恒 温室 で6日 間 培養 を

行 った。 増殖 して きたコ ロニ ーを同 じ濃 度の アザ ロイシ ンを含むプ レー トにス ト

リーク して純 化 した。 得 られ たコロニ ーをアザ ロ イシ ン耐性株 と して分離 した。

5.3.P一 フロロ フェニ ルアラ ニ ン耐性変異 株 の分 離

アザ ロイ シン耐 性株 と同 じ方 法で アザ ロイ シンをp一 フロ ロフ ェニルア ラニ ン

(Pfp)に 置 き換 えるこ とで、Pfp耐 性株 を得 た。 また、 これ以外 の方法

として、 寒 天合成 培地CAにNTG処 理 した菌 をプ レーテ ィング し、 その 中央部 に

PfPの 粉 末 を置 き、 この粉 末周辺 で増殖 する コロニ ーか ら、Pfp耐 性株 と して

分離す る方 法 も用い た。

6.各 種酵 素 活性の測 定法

6.1.菌 体破 砕法及 び無細 胞抽 出液の調 製

親 株(野 性株)ま たは変異株 を合 成培地CDで20時 間培 養 して 得 られ た培養

液 か ら菌 を集 菌 し、50mMト リス塩 酸緩衝液,pH7.5で2回 洗浄 し、同 綬衝液

に懸濁 した。 この懸 濁液 をフ レンチプ レッシ ャー(1500kg/c皿2)に か け菌 体 を破

砕 した。 菌 体 の破砕 液 に適 当量 のアル ミナを加 えて20000×g,20分 間遠 心 分離

し、 上 澄液 を 無細胞抽 出液 として調製 した。

6.2.α 一 イ ソ プ ロ ピ ル リ ン ゴ 酸 シ ン タ ー ゼ 活 性 測 定 法(28)

1Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液,,0.4MKCl,4mMア セ チ ルCoA,20mM

α 一 ケ ト イ ソ バ レ リ ッ ク 酸 と 無 細 胞 抽 出 液 各0.05mlを 混 合 し 、30℃ 、10

分 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、0.75mlの エ タ ノ ー ル と0.5mlの1mMdi-

thiobis-2-nitrobenzoicacidを 含 む20mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 を 添 加 し 、 α 一 ケ

ト イ ソ バ レ リ ッ ク 酸 と ア セ チ ルCoAと の 反 応 に よ っ て 遊 離 す るCoAを412

nmで 測 定 し た 。
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6.3.α 一ア セ トヒ ドロキ シ酸 シ ンタ ーゼ活性 測定 法(29)

次 の試 薬 を含 む混 合液[40mMビ ル ビ ン酸 ナ トリウム,0.05mMフ

ラ ビンアデニ ンジヌ ク レオ チ ド(FAD),0.2mMチ ア ミンビロ リン酸(T

PP),10mM塩 化マ グネ シウム,100mMリ ン酸 カ リウ ム緩衝液,pH

8.0]、1mlを あ らか じめ37℃ で予熱 し、次 に無細 胞抽 出液 を0.1ml添 加

した。37℃,15分 間 反応 を行 った後、50%硫 酸を0.1m1加 え反 応 を停

止 させ た。 ピル ビ ン酸 とTPPの 反応 によって生 成 したアセ ト乳酸 を37℃,

30分 間保温 して アセ トイ ンに転 換 した。 この液 に、0.5%ク レアチ ン と5%

ナフ トール を含む2.5Nの 水酸 化ナ トリウム溶液 を0.2ml加 え、1時 間 室温で

静置 後 アセ トインを540nmで 測定 した。

6.4.3。deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate(DAHP)シ ン タ ー ゼ 活 性

測 定 法(30)

エ リ ス ロ ー ス ー4一 リ ン 酸 と ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン酸 の 反 応 に よ っ て 生 成 す

るDAHPを 測 定 し た 。

2mMエ リ ス ロ ー ス ー4一 リ ン 酸 と2mMホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 お よ

び 適 当 量 の 無 細 胞 抽 出 液 を 含 む25mMリ ン 酸 緩 衝 液,pH7。0の 反 応 液 を37

℃,10分 間 酵 素 反 応 さ せ た 。 そ の 後20%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 を40μ1加 え 遠

心 分 離(1000×g,5「 分 間)後 、 上 澄 液100μ1に 対 し て25mMの 過 よ う 素 酸

100μ1を 加 え 再 び37℃,30分 間 反 応 さ 甘 た 。 こ の 液 に 、 塩 酸 に 溶 解 し

た 亜 ヒ 酸 ナ ト リ ウ ム200μ1と0.3%の チ オ バ ル ビ ツ ー ル 酸800μ1を 加 え 、

100℃,10分 間 反 応 さ せ 、549nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。』

6.5.コ リズ ミン酸 ム ターゼ活性 測定法

40mMリ ン酸 緩衝液,pH7.0中 に1mMコ リ・ズ ミ ン酸 と無 細胞抽 出液 の

適 当量 を含む 反応液250μ1を 調製 し、37℃,10分 間反応 させ た。'生

成 したブ レフ ェン酸 を ホスホェ ノ ール ピル ビ ン酸 に変換 させ るために、1N塩 酸 を

250μ1反 応液 に加 え、 再び37℃,10分 間反 応 させ た。 この液 に1N水 酸

化 ナ トリウム を1.5皿1加 えて320nmの 吸光 度を測定 した。

6.6.プ レフ ェ ン 酸 デ ヒ ド ラ タ ー ゼ'

40mMリ ン 酸 緩 衝 液,pH7.0中 に1mMプ レ フ ェ ン 酸 と適 当 量 の 無 細 胞
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抽 出液 を含む500μ1の 反応液 を調製 し、37℃,10分 間 反応 させ、1Nの 水

酸 化ナ トーリウ ムを加 えてか ら320nmの 吸 光度 を測 定 した。

第3節 結 果

1.ア ザ ロイ シ ン耐性 変異株 の分離

アザ ロイ シ ン5mMを 含 む寒 天合 成培地CAで 増 殖 したコ ロニ ーを純 化 し、 ア

ザ ロイ シン耐 性株 を分離 した。 その中か ら、4株 を選 んでロ ータ リーシェ ーカ ー

で、培 養 し、 イソブ テ ンの生成 量 を測 定 した。 結果 が図5-1に 示 されて いる。

Strain

R.minuta

IFO1102

KAZ-4

KAZ-5

KAZ-6

KAZ-23

羅i灘:`:`蓑:;:;:ヨ

i

i

i

1
畳

0 50 100150200
1sobuteneproduced(nl/ml)

250

図5-1ア ザ ロイ シン耐性変 異株の イ ソブテ ン生成 量

R.minutaIFO1102:親 株;KAZ-4,一5,一6,一23ア ザ ロ イ シ ン 耐 性 株,合 成 培 地CD

を 用 い た 。

この図 に示す よ うに、 ア ミノ酸無添 加で親 株の5倍 の イソブテ ンを生成 す るK

AZ-5株 が 取得 で きた。KAZ-5株 に、L一 フ ェニ ルア ラニ ン(・19/1)

のみを 添加 し た場 合 には、 親株(野 性株)が130nユ/mlの イ ソブ テン生成量

で あっ たの に対 して、KAZ-5株 で は1528nユ/mlと 親株 の約10倍 を超

え るイ ソブ テ ンを生 成 した。 図5-2に この 時の培 養経 時変 化を示 した。
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親 株(野 性 株)と ア ザ ロ イ シ ン耐 性 株(xez-5)の 培 養 経 時 変 化

合 成 培 地CDにL一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン(is/1)を 含 む 培 地 を 使 っ た 。 ○.イ ソ ブ テ

ン 生 成 速 度(nl/ml/hr);●,イ ソ ブ テ ン 生 成 量(nt/mlculturebroth);△,

菌 体 濃 度(OD86。)

2.ア ザ ロイシ ン耐 性変異 株(KAZ-5)の 生理 的性質

2.1.KAZ-5株 の アザ ロイシ ン耐性 度

液 体合成 培地CL(窒 素 源 と してア スパラ ギ ンを含 む)を 使用 し、 ア ザ ロイ

シ ンを それぞれ本 培養培 地 に0,5,50,100mM添 加 した。 親株 とK:A

Z-5株 を前 培養 液か ら本培養 液 に2%植 菌 し、25℃ での菌 の増殖 を調べ た。

図5-3に 示 され てい るよ うに、 親株 で は5mMの ア ザロ イシ ンで増 殖が抑 え られ

ているの に対 し、KAZ-5株 で は100mMで も正常 に増殖 した。 したが って、

KAZ-5株 は少 な くとも アザ ロ イシ ン100血Mま での耐性 度 を付 与 され ていた。
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図5-3親 株 とKAZ-5株 の ア ザ ロ イ シ ン 存 在 下 で の 増 殖.

ア ザ ロ イ シ ン 濃 度:O.OmM;●.5mM;▲,100nM;□,200mM

2.2.KAZ-5株 の 変 異 点

驚鐸 藩…毒 〔鷺司
Q一ケ トイ ソ吉草酸 シンターゼ α。イソプロピル リンゴ酸 イソメラーゼ ジノチ ルシ トラコン酸

冨 島o瀞彩ll,

竃榮鑑繋 騰甑
図5-4ロ イ シンの生合成経路

一般 にL一 ロイ シ ンは 図5-4の 経路 を経 由 して生合 成 され る と言 われ ている。

この経路 の中 で α一ケ トイ ソイ ソ吉草 酸か らα一イ ソプ ロ ピル リンゴ酸へ の反応 を
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触媒す る酵 素で あ るα 一イ ソプ ロ ピル リンゴ酸 シン5一 ゼ がL一 ロイ シ ンによって

フィー ドバ ッ ク阻害 を受 け るこ とが知 られてい る(31)。 そ こで親株 とKAZ-

5株 の α一イ ソプ ロピル リ ンゴ酸 シ ンタ ーゼ活性 を比較 したと ころ、.「図5-5に 示

す結果 を得 た。

α一イソプ ロピル リン ゴ酸 シ ンタ ーゼ活性 測定用 反応混液 に0か ら5mMま で

L一 ロ イシ ン添加量 を逐時 増加す ると、 親株で は酵素 活性が急 激 に低 下 し、2mM

以上で は無 添加 に対 して10%以 下の活 性 とな った。 これは α一イ ソプ ロ ビル リ

ンゴ酸 がL一 ロイシ ンによ ってフ ィー ドバ ッ ク阻害 を受 けるため と思 われる。
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図5-5L一 ロ イ シ ン に よ る α 一 イ ソ プ ロ ピ ル リ ン ゴ 酸 シ ン タ ー ゼ の 阻 害

L一 ロ イ シ ン無 添 加 の 活 性:親 株 は0.027umo)/mgprotein/min.KAZ-5株 は0.038

umol/mgprotein/min

こ れ に 対 し てK:AZ-5株 で はL一 ロ イ シ ン に よ る 阻 害 は ほ と ん ど 受 け な か っ

た 。 し た が っ て 、KAZ-5株 で はL一 ロ イ シ ン か ら イ ソ プ ロ ピ ル リ ン ゴ 酸 シ ン

タ ーゼ へ の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻 害 の 解 除 さ れ た 株 で あ る と 考 え ら れ る 。

な お 、 図5.一6に 示 し たL一 ロ イ シ ン 生 合 成 経 路 の 上 流 側 に あ る ア セ ト ヒ ド ロ

キ シ 酸 シ ン タ ー ゼ も 調 節 を 受 け る 可 能 性 が あ っ た の で 、 培 地 中 にL一 ロ イ シ ン,

L一 バ リ ン,L一 イ ソ ロ イ シ ン を 添 加 し て 培 養 し た が 、 親 株 、 変 異 株 と も に こ の 酵

素 活 性 に は 差 が 認 め ら れ な か っ た 。
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3.P一 フー-pフ ェニ ルア ラニ ン耐性 変異株 の分離 .ヤ

寒 天合 成培地CAの プ レー ト上 にp一 フロ ロフ ェニル アラニ ンの粉末 を置 く方

法 で耐性株 を分離 した。 得 られ た耐性株 をL一 ロ イシ ン1g/1添 加合成 培地C

Dで 培 養 した結果 が 図5-7に 示 され てい る。

Strain

R.minuta一 了F『IT

oz

KPF-1

Y,PF-2

KPf-3

KFF-4

KPF-5

KPF-6

KPF-7

KPF-8

1

暦

1

1

1

i

iu
噛

]
コ

i_,

010002000

1sobuteneproduced(nl/ml)

図5-7P一 フ ロ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 耐 性 変 異 株 の イ ソ ブ テ ン生 成 量

培 地 は合 成 培 地CDに ロ イ シ ン(1g/1)添 加 した。(本 培 養 約90～110hr)
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これ らの耐性 株の 中でKPF-3は 親 株の12倍 のイ ソブ テ ン生 成量 を示 した。

この よ うに して、 アザ ロィ シ ン,P一 ラロ ロフ ェニル アラ ニ ン(Pfp)そ れぞれ

の耐性 変異株 のな かに、 イ ソブ テ ン生成量 の増 加 した変異 改良株の 取得 で きるこ と

が分か った。 しか し、 ア ザロ イ シン耐 性株 には、L一 フェニ ルアラニ ンの添 加が、

Pfp耐 性株 にはL一 ロイ シンの添加が 多量 の イソブ テン生成 のため に必要 であ っ

た。

4.ア ザ ロ イシ ン,P一 フ ロロ フェニル アラニ ン 両耐性 変異 株 の分離

アザロ イシ ン耐性 のKAZ-5株 と、Pfp耐 性 のKPF-3株 を親株 に して

両 アナログの 二重耐 性株の 分離 を試み た。 それぞ れの親株 をNTG処 理 した後、

寒 天合 成培地CAに プ レーテ ィ ング し、KAZ-5株 の場 合 には、 中央 にPfp粉

末 を、KPF-3株 の場合 たはアザ ロ イシ ン粉末 を置 き、 これ ら粉末 の周縁 部 に生

育 して くるそれ ぞれ の耐性 株 を分離 した。

それぞ れの親株 か ら分 離 し たアザ ロイシ ン,P一 フロ ロフ ェニ ルアラニ ン両耐

性 株KIAP-3,MPA-2に っ いて、 イ ソブ テ ンの 生成量 お よび各 ア ミノ酸 アナ

ログに対す る耐性度 を親株 と比較 した結 果が表5-1で ある。

表5-i親 株 とアザ ロイシ ン,P一 フ ロロフェニ ルア ラニ ン耐性株 の比 較

Strain
Minimumconcn.ofAzlorPfp

causingthegrowthinhibition

Azl(崩) Pfp(uM)

IsobuteneSource
produced

(nl/ml)

R.minutaIFO11025 82 51

KAZ-5(Azlr)200

KAP-3(Azl「 ・Pfp「)200

NT*

275

261

490

R.minutaIFO1102

KAZ-5

KPF-3(Pfpr)NT*

MPA-2(Pfp「 。Az1「)200

>275

>275

230

554

R.minutaIFO1102

KPF-3

NT*:nottested,Azl:DL-4-Azaleucine,Pfp:p-Fluorophenylalanine

R.minuteIFO1102(野 性 株)は.ア ザ ロ イ シ ン,Pfpの そ れ ぞ れ5mMと

82μMで 増 殖 阻 害 さ れ 、 ま た ア ミ ノ 酸 無 添 加 で51n1/mlculturebroth

の イ ソ ブ テ ン を 生 成 し た 。 二 重 耐 性 変 異 株 のKAP-3やMPA-2株 で は ア ザ
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ロ イシ ンの耐性 度は約200mMと 親 株の40倍 、Pfpの 耐 性度 は約275μM

と親株 の3倍 以上で あっ た。 ま た二 重耐性変 異株KAP-3株 の イ ソブ テ ン生成

量 は490n1/mlculturebroth、MPA-2株 で は554nl/mlに 増大

した。 これ らの結 果か ら、 ロ イ シンアナ ログ、 フ ェニルアラ ニ ンア ナログ耐性 付

与 の順 序 に係 わりな く、 イ ソブ テ ン生成 量の増 大 した株が得 られ た。

KAP-3株 を用 いて、Pfp耐 性 度 をさ らに高 め た両耐性 変異株 の分離 を試

み た。NTGに よる変異 処理 をせず に270μMPfp寒 天合成培地CAの プ レ

ー ト上 に、 生育 して くるコ ロニ ーを耐 性株 として分離 した。 この ように して得 ら

れ た耐性 増強株MAP-5,一8,一15の イ ソブ テ ン生 成量 が図5-8に 示 され

て いる。 またKAP-3株 を 再度NTG変 異 処理 し、270μMのPfpを 含

む寒天合 成培 地CA上 で生育 した耐性増強 株MNAP-3,一15,一16.一

17の イ ソブ テン生成量 も図5-8に 示 した。 縛 られ た両耐 性株MNAP」1

5株 を親株 に して、 さらにNTG処 理 し、550μMのPfpを 含む寒 天合 成培地

CAで 増殖 した耐性 増強株MNAP-34,一41,一42の イ ソブ テ ン生 成量 も

図5-8の 中 に記載 した。 これ らの ア ミノ酸 耐性変 異株の 中で、MNAP-34

が ア ミノ酸 無添 加で2000n1ん1culturebrothの イ ソブ テ ン生 成量 を示 した。

Strain
0

Isobuteneproduced(nl/ml)
ioOO 2000

lR.minutaIFO1102 望50
暫 1_

1554

囮
MPA-2

岡PA-16

D268

1
1

Il278

囮
KAP-3

麟AP騎5

MAP-8

t1AP-T5

MNAP-3

MNAP-15

MNAP-16

剛AP-17

附AP-34

MNAP-41

剛AP-42

コ105

491

11120

1100

11150

11140

11610

11460

rAsia

1

1

置2000

11770

11860

図5-8ア ザ ロイ シン,P一 フロ ロフェニル アラニ ン両耐性 株の イソブテ ン生成量
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5.ア ミノ酸 ア ナログ両耐性 変 異株(MNAP-34)の 生理 的性質

5.1..MNAP-34株 の アザ ロ イシ ンおよびPfP耐 性 度

MNAP-34株 の増 殖 を阻害す るアザ ロ イシ ン濃度 は200mMで 、 親株 に

あたるKAZ-5株 と同様 にアザ ロイ シ ン100mMま では増 殖 に全 く影響 を及ぼ

さなか った。Pfpの 耐 性度 にっ いては、1090μMのPfpで も増殖 阻害 さ

れなか った。 な おMNAP-34株 の ビタミ ン要求 性 をチェ ック し、 チ ア ミンと

p一 ア ミノ安息 香酸 の要求 性の維 持 されてい る ことを確認 した。

5.2.MNAP-34と 親株(野 性株)の 無細胞 系 イソプ テン生 成酵素 活性 の比較

本章,第2節,6.1.の 方法 に したが って、培養 菌体 か ら無細 胞抽 出液を調 製 し、

次 章に記載す る無細 胞系 に よる、 イソブ テ ン生 成酵素 活性 を測 定 した。 酵 素反応

の基質 として充分量 の イソ吉葦酸 を反応 混液 に添加 した。 結 果が 図5-9に 示 さ

れてい る。

元 の親 株R.皿inutaIFO1102(野 性株)に っ い ては、培地 にL一 フェニ ルアラ

ニ ン(19/1)を 加 えて培養 したもの と、無 添 加で 培養 した ものの2種 類 の菌体

か ら無細 胞抽 出液 を調 製 し、 それ ぞれの イ ソブ テン生 成酵素活 性を測定 した。L

一フェニル アラニ ンを添加 して培 養 した菌 体の み にイ ソプ テ ン生成酵 素活性 が認め

られ、 ア ミノ酸無添加 培養 の菌体 では全 く酵素 活性 は認め られなか っ た。

ところが、 ア ミノ酸無 添加 で培養 した両 ア ナログ耐性 株MNAP-34株 で は

か な り強い イ ソブ テ ン生成 酵素活 性が認 め られ た。

Parent

MNAP-34

、

0

X10.5

鎌灘灘羅翼購 灘 羅 灘鐙羅騨翻 欄9・5

●

0510

Specificisobutene-formingrate(nl/mgprotein/hr)

図5-9親 株とMNAP-39株 のイ・ブテン生成醸 活性の比較

口:L一 フ ェニ ル ア ラ ニ ンな しで培 養 した菌,■:L一 フ ェニ ル ア ラニ ン(ユgハ)

を含む培地で培獲した菌,培 華時間 約60時 間
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5.3.MNAP-34株 のL一 フ ェニ ル アラニ ン隼合 成系路上 の変異 点

冨》 轡 堤 て鴇圃
1・DAHP・ynth・ ・e・II・Ch・ri・m…mutase・III:P「ephenatedehydratese

図5-10芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 生 合 成 経 路

E-4-P:エ リス ロ ー ス ー4一 リ ン酸,PEP:ホ ス ホ エ ノ ー ル,ビ ル ビ ン酸,ciin:コ リ ズ

ミ ン酸,PPA:プ レ フ ェ ン 酸,TRP:ト リ プ トフ ァ ン,PILE:フ ェ ニ ル ア ラ ≧ ン 。TYR:

チ ロ シ ン,DAHP:3-DeoxY-7-arabinoheptulosonate-7-phosphate

図5-10に 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 生 合 成 経 路 を 示 し た 。1,II,mの 各 酵 素 は

一 般 に
、L一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン(Phe),L一 チ ロ シ ン(Tyr),L一 ト リ プ

ト フ ァ ン(Trp)に よ っ て 単 独 、.ま た は 、 複 合 的 に フ ィ ー ドバ ッ ク 阻 害 を 受 け る

(32>。 そ こ でPhe,Tyr,Trp各1mMを 単 独 ま た は 全 部 一 緒 に 酵 素 反

応 混 液 に 添 加 し て 、 こ れ ら3種 の 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 結 果 が 図5-11に 示 さ

れ て い る 。

1)DAHPsynthaseII)ChorismatemutaseIII)Prephenatedehydratase
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三50
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毎
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囲Parent

〔]MNAP-34
噂

醸1

旨

鰻
耀 畿

響 蝿
」

謬i

,識

100

.v'.

騨

501@.

醸

t

藁

霧

100

50

PheTrpTyrMixPheτrpTyrMixPheTrpTyr門ix

Effector

図5-11L一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 生 合 成 経 路 上 の 各 種 酵 素 活 性 の 阻 害 度

Phc:L一 フ ェ ニル ア ラニ ン,Trp:ト リブ トフ ァ ン,Tyr:チnシ ン,MIX:Phe{Trpf

Tyr.各 ア ミノ酸 を 酵 素 反 応 液 申 に1mM単 独 添 加 あ る い は複 合 的 に 各1mM添 加

1)のDAHPシ ン タ ー ゼ は 親 株 、 変 異 株 と も にPhe,Tyr,Trpの 複 合

添 加 時 に は ほ と ん ど 完 全 に.阻害 さ れ た が 、TrpとPheの 単 独 添 加 時 に は 、
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MNAP-34株 では親株 よ りも阻害 がか な り軽減 された。II)の コ リズメ ー トム

ターゼ はMNAP-34株 で は親株 よ りも約50%近 くまでPheに よる阻 害が軽

減 され た。

皿)の プ レフ ェ ン酸脱 水酵 素 はいず れの場 合 も、 ほ とんど阻害 を受 けな か った。

以上 の ことか らMNAP-34はPheに よるフ ィ ー ドバ ック阻害 の軽減 した株 で

あ ると思 われ る。

第4節 考察

ア ミノ酸発酵 で利 用 されてい る方法 をイ ソブ テ ン生産菌R.minutaIFO1102

(野 性 株)に 適用 して、 菌 株の育 種改良 を試み た。 すな わち、L一 ロ イシ ンとL

一フェニル アラニ ンのア ナ ログの 耐性変 異株 を分離 した。

親 株(野 性株)に よる、 イソブ テ ンの生成 には、 培地へ のL一 ロ イシ ン とL一

フ ェニル アラニ ンの添加が 必要で あるの に対 して、 得 られ た変異 株MNAP-34

(ア ザ ロイシ ン,P一 フ ロ ロフ ェニル アラニ ン両耐 性株)で は 培 養液 に これ らのア

ミノ酸無添 加で もイ ソブ テ ンを生 成 した。 この変異 改良株は、L一 ロ イシ ン,L

あフェニルア ラニ ンの生 合 成経 路 上の酵素が 、 フ ィー ドバ ック阻害 のかか るの を解

除 あるいは軽 減され た菌 株 であ り、L一 ロ イシ ンとL一 フ ェニ ルア ラニ ンを 自己供

給 で きるよう にな った株で あると思われ る。MNAP-34株 でL一 ロ イシ ン,

L一 フ ェニル アラニ ンの細 胞外へ の漏 出蓄 積 を調べ たがほ とん ど検 出不能 で あ り、

細 胞内での蓄 積 も検 出で きなか っ た。 こ れは細胞破 砕 によっ て、 細胞 内成分が か

な り希釈 され るために検 出が 困難 とな るの ではな いだ ろうか。 あ るいは、 サ ンプ

ル調製時 に生 成 され たア ミ ノ酸が ター ンノ ーバ ーして測定 にはかか らな かっ たのか

も知れな い。L一 フ ェニ ルアラニ ンが"イ ソブ テ ン生成 酵素"を 誘導 す るのであ

れば、L一 フ ェニ ルア ラニ ンを自 己供給 で きるように なった変 異株 で は、 細 胞内 に

生成蓄積 したであろ うL一 フ ェニ ルア ラニ ンが"イ ソブ テ ン生 成酵 素"を 誘 導 した

はずで ある。 図5-9に 示 す よ うに、MNAP-34株 の菌 体内 には、培 養時 に

L一 フェニル アラニ ンを添 加 していな いに もか かわ らず、かな り強 いイ ソブ テ ン生

成酵素 活性 が 検出 された。

イ ソブ テ ン生産菌 の育 種改 良法 と してL一 ロイシ ンとL一 フェニル アラニ ンの

ア ナログ耐 性 変異株 を分離 す るこ とは有 効で あ ったが、 さ らに、 生 産菌 の改 良 を進

展 さす ため には、 イソブテ ン生成 酵素 を単離、 精製 し、 タ ンパ ク質 と しての本 体を

明 らか にす る と共 に、 この 酵素 自体 をクロ ーニ ング等 の手 段で増強 す る必 要が あ る
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であ ろ う。 またL一 フ ェニルア ラニ ンに よるイソブ テ ン生成 酵素 の誘導機 構 を解

明す るこ とも、 イ ソブ テ ン生産 菌 の育 種 改良に とって必要 であ ろ う.

第5節 要約

R.・皿inutaIFO1102に よるイ ソブ テ ン生成 には、 培地へのL一 ロイ シン とL一

フェニル アラニ ンの添加が 必要 で ある。 そこで、L一 ロイシ ンとL一 フェニ ルア

ラニ ンの アナ ログであ る、4一 アザ ーDL一 ロ イシ ン(Azl)とP一 フロ ロフェ

ニ ルアラニ ン(Pfp)の 耐性 変異株 を誘導分 離 し、 これ らの アミノ酸 の自 己供給

能の増 大 した変 異株MNAP-34(AzP.Pfp「)を 得 た.こ の変 異株

MNAP-34株 は培地 へ のア ミノ酸添 加な しで、2000nl/ml-culturebrothの イ

ソブ テ ンを生 成 した。 この変異株 のAzlとPfpの 耐性度 は少な くとも

100mMと1.09mMま で強 化 され、L一 ロ イシ ンとL一 フ ェニ ルア ラニ ンに

よるそれぞ れの生合 成経路 上の酵 素で あ る、 α一イソプ ロピル リンゴ酸 シ ンターゼ、

DAHPシ ンターゼ お よび コ リズ メ ー トム タ ーゼの これ らアミノ酸 に よるフ ィー ド

バ ック阻害 の解除 または軽減 され た変 異株 であ った。 親株(野 性 株)と は異 な り

MNAP-34はL一 フェ ニルア ラニ ン無 添加で細 胞 内にイソブ テ ン生成 酵素 活性

が 認め られ た。 な お分離 取得 した主要変 異株 の系統 図を図5-12に 示 し た。

Azl*Pfp*

(m卜1)(剛)

R.minutaIFO1102(50nl/ml)

一>275

200>275

KPF-3(Pfpr)
(236n1!ml')

KAZ-5(Azlr)
(105nl/ml)

、

MPA-2(PfprAzlr)
(554nl/ml)

A・1★Pfd・

(mM)(uM)

KAP-3(AzlrPfpr)
(491nl/ml)

200

200275

():イ ソ ブ テ ン生 産 量

一:試 験 せ ず

MNAP-15(AilrPfpr)
(1148nl/ml)

200546

MNAP-34(AzlrPfp

(2000nl/ml)「2…1・9・

図5-12ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 耐 性 変 異 株 の 系 統 図(培 養 時 間100-120hr)

Az1*:増 殖 を 阻害 す る アザ ロ イ シ ン濃 度

Pfp*:"P'フ ロ ロ フ ェニ ル ア ラニ ン濃 度
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第6童 無細胞抽出液中のイソブテン生成酵素の性質

第1節 緒 言

Rhodotorulaminutaに よる イ ソブ テ ン生成 には好 気的条 件(酸 素)と 、L一 ロ

イシンお よびL一 フ ェニル アラニ ンの培地へ の 添加 が必 要であ るこ と、L一 ロイシ

ンはイ ソブ テ ンの前駆 体で あ り、 イ ソ吉草 酸が より近 い前 駆体 であ るこ と、L一 フ

ェニルア ラニ ンは イソブ テ ン生成 酵素 を誘導す ること、 な どにっいて 既 に説明 した。

そ こで、R.minutaIFO1102に よるイ ソブ テン生 成を、 よ り詳細 に解明 す るた

めに、 無細 胞抽 出液 による イソブ テン生成反応 にっ いて実験 し、 反応 混液の組 成、

お よび 反応条 件 を選 定 して無細 胞抽 出液での イ ソブ テ ン生成系 を構築 す ると共 に、

イソブ テ ン生成酵 素の 本体 を解 明す る手掛 か りと して、 無細 胞抽 出液の超遠 心分画

を試み た6

第2節 実 験 材 料 お よ び 方 法

1.培 養 方 法

P..minutaIFO1102を20mユ の 合 成 培 地CD(表4-1)・ を 添 加 、 滅 菌 し た

100ml容 のErlenmeyerflaskに 植 菌 し 、25℃,2日 間,ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ

ー(180rpm ,7cm振 幅)で 前 培 養 し、100mlま た は200mlの 合 成

培 地CDあ る い は工 一 ロ イ シ ン ま た はL一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン(各19/1)を 添 加

し た 合 成 培 地CDを 添 加 、 滅 菌 し た500ml容 のErlenmeyerflaskに 前 記 前 培

養 液2mlを 移 植 し 、『前 培 養 と 同 じ条 件 で 培 養 し た 。

2.培 養液の イソブ テ ン生 成活 性 の測定(invivo)

1mlの 培義液 を18φ 試験 管(34ml容)に 入 れ、ゴ ムキ ャップで シ ール

した後、25℃,3時 間、 シール 培養 し、 試験 管内の 気相部か ら、1mlの ガ スを

ガ スタイ トシ リンジで採取 し、ガ スクロマ トグ ラ フ[GC-8A,島 津製作 所,京

都;カ ラム5mm×2m,活 性 ア ルミナ;FID検 出器;検 量 用 には標準 イ ソブ テ

ン(ガ スクロ工業株 式会 社,東 京)を 使用]に よって イソブ テ ンを測 定 し、 イソブ

テ ン生 成速 度 を算 出 した。 イソブ テ ン生 成活性 はイ ソブ テ ン生 成速度で表 示 した。

3.無 細胞抽 出液 の調製

本培養 を約2日 間行 っ た後、 培養 液 を遠心 分離(1000×g,5分)し て集 菌 し、
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脱 イ オ ン 水 で2回 洗 浄 し 、20%グ リ セ ロ ー ル を 含 む20mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液,

pH7.9に 懸 濁 し、 フ レ ン チ ブ レ ス(1500kg/Cm2)で 菌 体 を 破 砕 し た 。 な お 実

験 に よ っ て は 、20%グ リ セ ロ ー ル と1mMEDTAを 含 む40mMリ ン 酸 緩 衝

液,pH7.9を 菌 の 懸 濁 に 使 い 、 菌 体 破 砕 に は ダ イ ノ ミ ル(willyA.Bachofen

AGMaschinenfabrik,Base1,Switzerland)を 用 い た 。 菌 体 破 砕 液 を1000×g,

5分 間 遠 心 分 離 し、 得 ら れ た 上 澄 液 を さ ら に 、15,000×g,15分 間 遠 心 分 離 し て 、

上 澄 液 を 調 製 し 、 無 細 胞 抽 出 液 と し て 用 い た 。

4.無 細胞抽 出液の イ ソブ テ ン生 成活性 の測定

基 本的な 反応液 組成は 次の通 りで あ.る。 ただ し、 実験 によ って は各 成分 を若干

変化 させ た。20mMイ ソ吉 草酸;0.2mM還 元型ニ コチ ンア ミ ドアデニ

ンジヌ ク レオチ ドリン酸(NADPH);1mMジ チオ ス レイ トール(DTT)

;40mMリ ン酸緩 衝液,pH7.9お よび 適 当量 の無細胞抽 出液。

上記反 応液1mlを15φ,13ml容 ワ ッセ ル マン試験 管 に入 れ、 ゴム キャ

ップで密栓 後、25℃ で通 常30分 間 シール反応 した。 試験管上 方 の気相部 か

らガス を1ml採 取 し、2の 方 法 と同様 にガス クロマ トグラフ ィー法で イソブ テ ン

生成速 度を測 定、算 出 した。 な おイ ソブ テ ン生 成活 性は無細 胞抽 出液1mlあ た

り、1時 間あ た りの イ ソブ テ ン生 成量nlで 表 示 した。

5・ ミ クロゾ ームの調製

200mlの 合 成培地CDを 添加、 滅菌 し た500mIErlenmeyerflaskで 、

通常60～70時 間本培養 し、 そ の培 養菌体か ら上記 手順 に従 って、 無細胞 抽 出液

を調製 した。 この無細胞 抽 出液 を160,000×g,1時 間超遠心 分離 し、 生 じ た沈澱

を20%グ リセ ロ ール を含 む40mMリ ン酸 カ リウ ム緩 衝液,pH7.2に 懸濁

し、 ミクロゾ ームを調 製 した。

6.チ ト ク ロ ー ムP-450の 測 定

チ トク ロ ー ムP-450は 、 大 村 、 佐 藤 に よ っ て 報 告 さ れ たCO一 差 ス ペ ク トル 法

(33)に よ っ て 測 定 し た 。

ミ ク ロ ゾ ー ム 中 の チ ト ク ロ ー ムP-450含 量 を 測 定 す る 場 合 に は 、 ミ ク ロ ゾ ー ム

懸 濁 液 を2～3mgタ ン パ ク 質/mlの 濃 度 に 調 製 し、 適 当 量 の ダ イ チ オ ナ イ ト

を 添 加 し て キ ュ ベ ッ ト(1.0×1.0×2.5cm)に 入 れ 、 ス ペ ク トロ ホ トメ ー タ ー
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(BeckmanDU7,Beck皿anlnstru皿ents,Inc。,lrvine,California,USA)で バ ッ

ク グ ラ ウ ン ド を 記 録 し 、 次 に 、 こ の キ ュ ベ ッ ト に 一 酸 化 炭 素 を 通 気 し た 後 、 バ ッ ク

グ ラ ウ ン ドに 対 す る 差 ス ペ ク トル を 記 録 し た 。

培 養 菌 体 中 の チ ト ク ロ ー ムP-450含 量 を 測 定 す る 場 合 は 、 培 養 液 を 遠 心 分 離

(1500×9,10分)し て 集 菌 し 、 適 当 な 濃 度(ODssa:～10)に な る よ う 脱 イ

オ ン水 に 懸 濁 し た 。 こ の 菌 体 懸 濁 液 を キ ュ ベ ッ ト に 入 れ ミ ク ロ ゾ ー ム の 場 合 と 同

様 にCO一 差 ス ペ ク トル を 記 録 し た 。.た だ し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの 測 定 に は 、

Schunckら の 方 法(34)に し た が っ て ダ イ チ オ ナ イ トは 加 え な か っ た 。 い ず れ の

場 合 も448nmと490nmの 分 子 吸 光 度 差91mM一'を 用 い て チ ト ク ロ ー ム

P-450含 量 を 測 定 、 算 出 し た(33)。

7.P-450レ ダ ク タ ーゼ 活 性 の 測 定

Mastersら の 方 法(35)に 従 っ て 基 質 チ トク ロ ー ムcの 還 元 初 速 度 を550

nmで 測 定 し た 。 た だ し 、 緩 衝 液 は0.35Mの リ ン酸 カ リ緩 衝 液,pH7.2を

用 い 、 反 応 温 度 は30℃ で 行 っ た 。 ま た 、 シ ア ン 化 カ リ ウ ム1mMを 反 応 液 に 加

え 、 酵 素 液 と し て ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁 液 を 使 っ た 。

8.グ ルコ ース濃度、 タ ンパ ク質 濃度、 培 養液 中の菌 体濃度 は、 第4章 に記 した方

法 に従 っ た。

第3節 結果

1.無 細 胞抽 出液 によ るイ ソブ テ ン生成系 の構 築(36)

1.1.無 細胞 イ ソブ テ ン生 成系で の基質

無細 胞抽 出液 を用 い て基質の 選択 を行 った。 表6-1に 結果 を示す。

培 養菌体 で添加効果 の 認め られ たL一 ロイ シンやL一 フェニル アラニ ンは全 く

効果 を示 さず、L一 ロイ シ ンの代 謝産物 で ある α一ケ トイソカプ ロ ン酸や イ ソバ レ

リール ーCσA,イ ソ吉 草酸 に添 加効果 が認め られ た。 また、 β 一メチ ル クロ ト

,ニ ルーCoAや β一メチル クロ トン酸 の 添加効 果はな か った。

イ ソブ テ ン生成速度 の最 も高 か ったイ ソ吉 草酸 にっい て添 加濃 度の影響 を調べ

た結果、図6-1に 示 す よ うに イ ソ吉 草酸20～30mMで 飽 和 に達 す るこ とが 分

か った。
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表6-1無 細胞抽 出液に よるイ ソブテ ン生成 系での基質 の選 定

Compound
Rateofformationofisobutene

(nl/ml/hr)

L-Leucine

a-Ketoisocaproicacid

工sovalericacid

工sovaleryl-CoA

SMethylcrotonicacid

SMethylcrotonyl-CoA

L-Phenylalanine

0

2.1

9.1

3.8

0

0

0

各化 合 物2.5m11を 反 応 液 に 承加 した。

あ っ た。

無 細 胞 抽 出 液 の タ ンパ ク質 濃 度 は10.5ms/olで
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図6-1

0

01020304050

Concentrationofisovalericacid(mM)

無 細 胞 抽 出 液 イ ソ ブ テ ン生 成 活 性 と イ ソ 吉 草 酸 濃 度 と の 関 係
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1.2.賦 活 剤 の 選 定

無 細 胞 抽 出 液 を 用 い て 、 イ ソ ブ テ ン 生 成 反 応 を 賦 活 す る 化 合 物 の 選 択 を 行 っ た 。

種 々 の 試 薬 を0.2mMと な る よ う に 反 応 液 に 添 加 し た 。 結 果 が 図6-2に 示 さ

れ て い る 。

Reagent

added

AMP

ADP

ATP

NAD

NADH

NADP

NADPH

FAD事

TPP**

CoA***

PLP****

None

O48121620

Rateofformationofisobutene(nl/ml/hr)

図6-2無 細 胞 抽 出 液 イ ソ ブ テ ン生 成 活 性 に 及 ぼ す 種 々 の 化 合 物 の 影 響

*FAD:フ ラ ビ ンア デ ニ ン ジヌ ク レオ チ ド,**TPP:チ ア ミン ピ ロ リ ン酸,***CoA:コ

エ ンザ イムA,****PLP:ピ リ ドキ サ ール リ ン酸

NADPHの 添 加 が こ の 反 応 を 賦 活 す る こ とが 分 か っ た の でNADP.Hの 添 加

濃 度 の 影 響 を 調 べ た と こ ろ 、0.1mM以 上 の 濃 度 で イ ソ ブ テ ン 生 成 活 性 は 飽 和 に

達 し た 。

1.3.そ の 他 の 反 応 条 件

図6-3か ら 、 反 応 の 最 適pHは7.3～8.0,最 適 温 度 は25℃ で あ っ た 。

図6-4に 示 す よ う に 、 こ の 反 応 は 約10分 間 の ラ グ の 後 、 約50分 ま で 直 線 的 に

イ ソ ブ テ ン 生 成 量 が 増 加 し た 。
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204060

1ncubationtime(min)

イソ ブテ ン生成活 性の経 時変 化

80

1.4.無 細 胞 抽出液 に よるイソブ テ ン生成系 の構築

1.1.～1.3.の 結果 を総 合 して、表6-2に 示す組 成の反応 混液か ら成 る無 細胞

抽 出液 によるイ ソブ テ ン生 成系 を構築 した。 馳なお反 応条 件は25℃,30分 間で

ある。
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表fi-2無 細胞抽 出液 に よるイ ソブテ ン生 成系 の反 応混液組成

Cell-freeextractO.3ml

Isovalericacid(100mM)0.2ml

NADPH(2mM)0.1ml

DTT*(10mM)0.1ml

Phosphatebuffer(200mM,pH7.9)0.2ml

DeionizedwaterO.1ml

★DTT:ダ イチオスレイ トール

1.5.無 細 胞抽 出液 と生菌 のイ ソブ テ ン生 成活 性 の相 互 関係
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イ ソ ブ テ ン生 成 活 性 の 経 時 変 化
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o・菌膿 度 ・△・生菌のイソブテン生成活性、 ■
,無細胞抽出液のイソブテン生

成活性100m1の 合成培地を入れた300m]容Erlenmeyerflaskで 培養した。菌体破砕

はフレンチプレスによって行った。

無 細胞抽 出液 に よるイ ソブ テ ン生 成系で求 め た活 性 と生菌 のイ ソブ テ ン生成活

性 を培 養の経 時変化 で対比 した結 果が図6-5で あ る。 無細胞 抽出液 によ るイ ソ

ブ テン生成系 で求め た イソブテ ン生成活 性 と生 菌 での生成 活性 は経時 的 にも よ く相
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関 してい た。 この ことは、 無細 胞抽 出液 によ るイ ソブテ ン生 成系が生 菌内 で も実

際 に作 動 し、 両者 のイ ソブ テン生成反 応 をよ く反映 しているため と思 われ る。

1.6.無 細 胞抽 出液 によ るイソブ テ ン生 成系に及 ぼす その他の因子

無細 胞 イ ソプ テ ン生成 系を用 い、 イソブテ ン生成 に影響を与 え るその他 の因子

にっいて実験 した。 結果 が表6-3に 示 され てい る。

表6-3無 細胞抽出液によるイソブテン生成に及ぼすその他の因子

Treatmentandreagent

Rateofformationof
isobutene

(%ofcontrol)

Heattreatment*(70ｰC,10min)

Nitrogenatmosphere**

Potassiumcyanide***(4mM)

Sodiumazide***(1mM)

Ethylenediaminetetraacetic
acid***(1mM)

0

0

90

72

113

*無 細 胞 抽 出液 を70℃.10分 間 反 応 開 始 前 に熱 処 理 した。**反 応液 を 入 れ た試 験 管

に窒 素 ガ ス を 吹 き込 み、そ の 後 ゴム キ ャ ップ で シール し、25℃,30分 間 シ ール反 応

した 。***各 試 薬 を上 記 の最 終 濃 度 と な る よ う に反 応 後 に 添加 した。IOOXの 活 性

は、116n1/ml/hrで あ った。 無 細 胞 抽 出 液 に よ る イ ソ ブ テ ン生 成 系 で 活 性測 定 した。

表6-3に 示 す よ うに、窒 素気相 下や熱 処理 した無細 胞抽 出液 を用 い た反応 で は、

イ ソブ テ ンは 生成せず、 熱 に不安 定な酵素 がイ ソブ テ ン生 成反 応を触媒 し、 この反

応 には酸素 が必須 と考 えられる。 そ こでチ トクロ ームcオ キ シダ ーゼや 、呼 吸系

の電子 伝達の 阻害剤 で ある シア ン化 カ リウ ムや ア ジ化 ナ トリウ ムを反 応系 に添加 し

たが、 イソブ テ ン生 成反応 はほ とんど阻害 され なか っ た。EDTAを 添加 して遊

離 の金 属 イオ ンの必 要性 を検討 したが、 む しろ イソブ テン生成 活性 は少 し増 加 し、

金 属イ オ ンは反 応 に不 要で あっ た。

2.ミ クロゾ ーム画 分 に存 在す る イソブ テ ン生 成酵素

無 細胞抽 出液 に よるイ ソブ テ ン生成 系 を用 いて、 反応温度 の影響 牽調べ た。
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図6-6に 示 すよ うにイ ソブ テ ン生成活 性の対数 と絶 対温度 との間 の関係 をア レニ

ウスプ ロッ トす る と、15℃ を境 にして折れ た直線 を示 した。 この直線 の傾 き

か ら15℃ 以 下の活性 化エ ネ ルギ ーは96.3kJん01,15℃ 以上 で は32.1

kJ/皿01と 計算 され た。 膜 結合型 酵素活 性の ア レニ ウ スプ ロ ッ トは一般 に不 連続 な

直線 とな るこ とが知 られて い る(37,38)。 したが って 図6-6の 折綜 はイ ソブ

テ ン生成酵 素 は膜 結合型 で あるこ とを示唆 して いる。

103

壼

篶
器
量.ｰ'102

溺舞
ミ

壁

101

33 3435

104!T(・K-1)

36 37

図6-6無 細胞 抽 出液 の イソブテ ン生 成活性 の ア レニ'ウス プロ ッ ト

無細胞イソブテ ン生成系を各温度でインキ ュベーションした。

そこで 無細胞 抽 出液 を さ らに、 超遠心 分離.(160,000×g,1時 間)に よっ て分

画す るこ とを試 み た。 分画 され た上澄画 分 と沈澱画 分を無細 胞抽 出液のか わ りに

使 って、無 細 胞抽 出液 によるイ ソブ テ ン生成系 によってそれ ぞれの イ ソブ テ ン生成

活性 を求め た。 その結果 イ ソブ テ ン生 成活性 が、沈 澱(ミ クロゾ ーム)画 分 に認

め られ たが 、 この活性 を増 強 す る因子が上 澄画 分 に存 在 し、上 記沈澱 の ミクQゾ ー

ム画分 だけで は、 無細 胞抽 出液の わずか30%の 活性 しか示 さなか っ た。 この上

澄 画分 中の 有効因 子 を分離 同定 し たところ、 あ る種 のNADPH一 再 生系 と、 ララ

ビンアデニ ン ジヌ ク レオチ ド(FAD)お よび フ ラビ ンモ ノヌ ク レオチ ド(FMN)

一53一



が検 出 され た。 そ こで、 ミクロ ゾームの イソブテ ン生成活性 を測定 す る場 合 には、

NADPH再 生系 として反応混 液 中に10mMグ ルコ ース ー6一 リン酸(G-6-P)

と1ユ ニッ トのG-6-Pデ ヒ ドロゲ ナ ーゼ を、 さ らに1μMFADと1μMFMN

を それ ぞれ最終濃 度 とな るよ うに反応混液 に追加す る こ ととした。 このよ う にし

て測定 した各 画分の イ ソブ テ ン生 成活性が 表6-4に 示 されて い る。

表6-4無 細胞抽出液の超遠心 分画のイ ソブテ ン生成活性

Fraction
Theyieユdof

isobutene-formingactivity(ti)

Celユextracし 100

Microsomes 123

Aeat-treatedmicrosomes 0

Supernatant 0

*ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 を80℃,10分 間 熱 処 理 した 。 無 細 胞 抽 出 を160,000×8,1時 間 超

遠 心 し,ミ ク ロ ゾ ー ム と,上 澄 画 分 を 得 た。100%は456n1/ml無 細 胞 抽 出液/hrで あ っ

たb無 細 胞 抽 出 液 濃 度 は9.1mgprotein/mlで あ っ た 。

この表 か ら、 イ ソブ テ ン生成 活性 は ミクロ ゾーム画分 に存 在 してい るこ とが 明

か であ る。 イソブ テ ン生成活性 の 回収率が100%を 超 えて いるのは、追 加 した

物 質 によるイ ソブ テ ン生成活性 の 賦活効果 が高 いため と考 えられる。 なお、 ミク

ロ ゾームの イ ソブ テ ン生成 活性 は、 熱処理 によって完全 に失活 した。

3.イ ソブ テ ン生成 酵素の チ トクロ ームP-450と しての性質

3.1.・ 阻害剤 の検討 一

ミクロゾ ームに よるイ ソブ テ ンの生成 には、NADPH、 イソ吉 草酸 と酵素が

必 須で あ り、FADとFMNの 添加 は、 活性増 強の 効果 を示 した。 この こ とか ら、

ミクロゾ ーム 膜での電子伝 達 の結果 としてイソブ テ ン生成が 起 こるので はな いか と

考 えた。 そ こで酸 化還元 に影響 す る化合 物の 添加 が、 イ ソブ テ ンの生 成に影 響を
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与 えるかを調べ た。

も同時 に測定 した。

表6-5

結果が、 表6-5に 示 されて い る。 一酸化 炭素 の阻害効 果

ミクロゾームによ るイソブテ ン生成 反応 の阻害剤

Reagentadded

(finalconcentration)
Relativeactivity(%)

None**

Phenazinemethosulfate(1mM)

2,6-Dichlorophenolindophenol(1mM)

Cytochromec(18uM)

VitaminK3(1mM)

CO・02(95・
.5)★

100

7.6

27

7.0

9.0

0

各 試 薬 を 反 応 液 に 添 加 し た 。**イ ソ ブ テ ン生 成 活 性 は1380nl/mlミ ク ロ ゾ ー ム 懸

濁 液/hrで あ っ た 。 ミ ク ロ ゾ ー ム の 濃 度 は11.7m8Protein,/mlで あ っ た 。

チ トクロ ームc,2.6一 ジ クロロフ ェノ ールイ ン ドフ ェノ ール,フ ェナ ジンメ

タサル フ ェー ト,ビ タ ミンK3,一 酸化炭素 が ミクロ ゾームに よるイ ソブ テ ン生成

反応を阻害 し、 なかで も一酸 化炭素 は完全 に イ ソプ テ ン生成 を停止 させ た。 一酸

化炭素 によ るこの阻害 は、 ミクロゾ ーム膜 に結 合 して いるある種の チ トクロ ームP

-450が イソブ テ ン生成反 応 に関与 して いる ことを示 してい る。

3.2.L一 フ ェニ ルア ラニ ンによ るイソブ テ ン生成酵 素 とチ トクロ ームP-450の 誘

導

第4章 の 生菌 を用 い た実験で、L一 フ ェニル アラニ ンが イ ソブ テ ン生成 酵 素を

誘導 してい る ことを述べ た。 無 細胞抽 出液 を用い る無細胞 イ ソブ テ ン生成 系 で、

L一 フ ェニ ルアラ ニ ンの誘 導効果 を確認 す るため にL一 ロイシ ン,L一 フ ェニ ルア

ラニ ン添加、 無添加 で培養 した菌 体か ら調製 した無細 胞抽 出液 につい てイソブ テ ン

生成酵 素活性 を測定 した。 結果 が表6-6に 示 され てい る。L一 フ ェニ ル アラ

ニ ンを添加 して培養 した菌 体か ら調製 した無組 胞抽 出液の場 合 だけ、 イ ソブ テ ン生

成酵素 活性が 認め られ た。

チ トクロ ームP-450お よびP-450レ ダ クタ.一ゼ 活性がRhodotorulaminutaの ミ
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ク ロ ゾ ー ム 画 分 に 検 出 で き る か 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 図6-7に 示 す ミ ク ロ ゾ ー

ム のCO一 差 ス ペ ク トル が 得 ら れ 、 こ の 図 か ら チ ト ク ロ ー ムP-450の 含 量 を 計 算 す

る と、0.11nool/mgProteinで あ っ た 。 し か し 、L一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 無 添 加 培

養 菌 体 か ら 調 製 し た ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 で は チ ト ク ロ ー・ムP-450のCQ一 差 ス ペ ク ト

ル は 観 察 さ れ な か っ た 。'ま た 、 チ トク ロ ー ムcを 基 質 に 用 い てP-45'0レ ダ ク タ ー

ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、0.04μmol/ｮin/旧gproteinの 値 を 得 た 。

表6-6無 細 胞 抽 出 液 の イ ソ ブ テ ン 生 成 活 性 のL一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に よ る 誘 導

Aminoacid(s)added Specificrateofformationofisobutene
(nl/mgprotein/hr)

L-Leucine

L-Phenylalanine

L-Leucine十

L-Phenylalanine

Nine

C.63

31・.0

31.4

0.38

表 中 の ア ミノ 酸 各1/1を 添 加 した合 成 培 地CDで46時 間 培 養 し、 そ れ ぞ れ の 菌 体

か ら無 細 胞 抽 出 液 を 調 製 した。

0.050

ω0.025

ヒ

8
ニ

3

量0

一〇.025

400440480520560600

Wavelength(nm)

図6-7R.minutaの ミ ク ロ ゾ ー ム のCO一 差 ス ペ ク トル

・L一 フ ェニ ル ア ラニ ン(1g/1)を 含 む 合 成 培 地CDで 約60時 間 培 養 し、 そ の 菌体

か ら調 製 した ミク ロ ゾrム を 使 用 した。
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これ らの 実験結果 か ら、 イ ソブテ ン生成酵 素 とチ トクロームP-450が 共 に、L

一フェニル アラニ ンに よって誘導 され、 阻害剤 の実験 結果 を考 え合 わせ ると、 両者

の間に、 か な り強 い相同性 があ ると考 え られる。

4.イ ソブ テ ン生成 酵素 の培養 経時変 化
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図6-8典 型 的 なR.minuta1FOiioaの 培 養 経 時 変 化

イ ソ ブ テ ン生 成 速 度.O●;チ トク ロ ームP-450含 量,口 ■;タ ンパ ク質

濃 度,◇ ◆;グ ル コ ー ス濃 度,△ ▲;L一 ロ イ シ ン濃 度,;L一 フ ェニ ル ア ラ ニ

・濃 度 、▽ ・チ トク ・ 一ムP-450レ ダ クタ ー ゼ活 性,中 ‡ 、 白 い シ ンボ ル は

ア ミノ酸 添加 培 養 、 黒 い シ ン ボ ルは ア ミノ酸 無 添 加 培 養 、a),b)は 共 に同 ¢

培 養 で主 に イ ソ ブ テ ン生 成 活 性 とチ トク ロ ームP-450レ ベ ル をa)図 に、 イ ソ

ブテ ン生 成 活 性 とP-450レ ダ ク タ ー ゼ活 性 をb)に プ ロ ッ トした。
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無 細胞抽 出液や ミクロゾ ームの イソブ テン生成酵素 活性 とチ トクロ ームP-950

との間 に多 くの共通 す る性 質が認 め られたので、 主 と して培養 菌体 につい て、 イソ

ブ テ ン生成酵 素活性 とチ トクロー ムP-450含 量、 お よびP-450レ ダ クタ ーゼ 活性の

培 養経 時変 化 を測 定す る と共 に、 これ らの相互 関係 を調べ た。 典型 的な培 養 の経

時 変化 の 一例 が図6-8に 示 され ている。

L一 ロ イシン,L一 フ ェニル アラニ ン無添加培 養で は、 イ ソブ テ ン生 成 もチ ト

クロ ームP。450の 形成 も認 め られ なか った。 ただP-450レ ダ クタ ーゼ活性 が わず

か に検 出され た。L一 ロ イシ ン とL一 フ ェニ ルアラ ニ ンを添加 した培 養で は、 増

殖 の定常期 にイソプ テ ン生成活 性 とチ トクロ ームP-450が 現れ、'これ らのア ミノ酸

の減少 に伴 って、逆 に増大 した。 これ らのア ミノ酸 が培養液 か ら消 失後、 イ ソブ

テ ン生 成活性 とチ トクL]一 ムP-450含 量 は減少 した。P-450レ ダ クタ ーゼ 活性 も

培養初 期の低 い レベ ルか ら、 イソブ テ ン生成活 性の増 加 に伴 って増 大 して、 一定の

レベ ル に達 し、 イ ソブ テン生成活 性の低 下後P-450レ ダ クターゼ活性 も減少 した。

菌 の増 殖は、 アミノ酸の添 加、無 添加 にほ とん ど無 関係で あっt。

5.チ トクロ ームP-450,P-450レ ダ クタ ーゼ とイソブテ ン生成活性 の相互 関係

イ ソブ テ ン生 成活性 とチ トクロ ームP-450含 量,P-450レ ダク ターゼ 活性 との

相互 関係 をさ らに詳細 に解 析す る ため、 培養方 法や培 養時 間を変化 させ てイ ソブ テ

ン生成活性 とチ トクロ ームP-450含 量,P-450レ ダ クターゼ活性 を測定 した。 た

だ し、P-450レ ダ クタ ーゼ 活性 にっいて は第2節,1で 示 した培養 方法で 培養 した

菌のみ か ら求 めた。 結果が 図6-9,6-10に 示 されてい る。

図6-9は チ トクロ ームP-450含 量 とイ ソブ テ ン生成 活性 の間 に明 らか な正の

相関関 係の存 在す る ことを示 してい る。

L一 ロイ シンとL一 フ ェニ ルア ラニ ン無添 加培養 菌でP-450レ ダ クターゼ活性

は、ば らつ きはあ るが 低 い値を示 した。 これ に対 してL一 ロイ シン とL一 フ ェニ

ルアラニ ン添 加培養 菌で は、 イソブ テ ン生成活 性が増 加す る とP-450レ ダク タ ーゼ

活性 も一定 レベル に増加 し、 イソブ テ ン生成活 性 とP-450レ ダ クタ ーゼ活性 にある

程度 の相関が 認め られ た(図6-10)。
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図6-9

Erlenmeyerflask(500m1容)に100m1の 培 地 、△;150m1,▲;200m1.O;250m1 ,口

;300皿1,口 を 入 れ た 。 坂 ロ フ ラ ス コ(500m1容)に100m1の 培 地,■;200mi ,● を

添 加 し て 培 養 し た 。 。
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チ ト ク ロ ー ムP'一4.50含 量 と イ ソ ブ デ ン 生 成 速 度 の 関 係
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図6-10

●:合 成 培 地CD;O:L一 ロ イ シ ン とL一フ ェニ ル ア ラニ ン(各1g/1)を

含 む 合 成 培 地CD

50100150200250

1sobuteneprod・rateユnV7VO(nl/ml/hr}

P-450.レ ダ ク タ ー ゼ 活 性 と イ ソ ブ テ ン 生 成 速 度 の 関 係
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第4節 考 察

有機酸 か らガ ス状 炭化水 素の 生成を触媒 す るよ うなチ トクローム .P-450に 関す

る報告 は皆無 であ る。 そ れに もかかわ らず一酸化 炭 素が イ ソ吉草 酸か らの イ ソブ

デ ン生 成を完 全 に阻害 した事実 は、 反応 にチ トクロ ームP-450が 関与 してい る こと

を強 く示唆 して いる。 チ トクロ ームP-450とP-950レ ダ クタ ーゼ が イ ソプ テ ン生

成活性 の認め られ てい るミ クロゾ ーム画 分 に見 出され た。

表6-5に 示 した阻害 剤は、NADPHか らチ トクロ ームP-450へ の電 子伝達

を乱 す ことに よって、 イソプ テンの生成 を阻害 して い ると考 え られ る。 たと

えば、 チ トク ロームcは 、 チ トクロームP-450レ ダ ク ターゼの 活性測 定 に用 い られ、

チ トク ロームP-450に かわ ってP-450レ ダ ク ターゼ か らの電 子受容 体 にな り うる

(35)。2,6一 ジ クロロフ ェノ ール イン ドフェ ノール もSaccharoｮyces

cerevisiaeの ミ クロ ゾ ームの レダク ターゼ に よって還元 され るこ とが報告 され て

いる(39)。 フ ェナジ ンメ トサ ルこ7エー トを含 めて上記 の化 合物 は、R.皿inuta

の ミクロゾ ーム膜電子 伝達 で生 じるNADPHか らの電子 を本来の受 容体で あ るは

ずのチ トクロ ームP-450と 拮抗 し電子 の奪 い合 いを演 ずるよ うで ある。 また、 肝

臓 の レダク タ ーゼ は ビ タミ ンK3の 存 在 で、NADPHの 酸 素 によ る酸 化を触 媒す

ることが 知 られて いる(40)。R.minutaの ミ クロゾ ームで は、 ビタ ミンK3に よ

る阻害 は1mMと い う高い濃 度 を添加 しない とイソブ テ ン生成 活性 を阻害 で きなか

った(表6-5)。 この 菌で は、NADPHの 酸 素 によ る酸 化が 比較 的低率 で起

こるの か も知 れな い。

イ ソブ テ ン生成酵 素 とチ トクロームP-450が 共 にL一 フェニルア ラニ ンに よっ

て誘導 され る ことや、 培養 菌体 の イソブ テ ン生 成活性 とチ トクロ ームP-450の 含量,

P-450レ ダク ターゼ 活性 に密接 な相関 関係の認 め られ たことな どか ら、 イソブ テ ン

生成酵 素の本 体が、 ミクロ ゾーム の電 子伝達系 とチ トクロ ームP-450を 含め た酵素

系 であ るこ とを示 して いる。

第5節 要 約

RhodotorulaminutaIFO1102の 無細 胞抽 出液 に よるイ ソブ テ ン生 成系 を構築

した。 この イ ソブ テ ン生 成系 を使 って イ ソブ テ ン生成 反応の特 徴を解 析 し、 イ ソ

ブ テン生成酵 素が ミ クロ ゾ ーム画 分 に存 在す る膜結 合型 の酵素 であ るこ とを見 出 し

た。

ミ クロゾ ーム画 分 を用 い た実 験で、 イ ソブ テ ン生 成酵素は 種々の酸 化還元 剤で
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阻害 され、 また一酸 化炭素 によっ て完全 に阻害 され た。 さ らに、L一 フェニル ア

ラ ニ ンによってイ ソブ テ ン生成酵 素 とチ トクロ ームP-950が 共 に誘導 を受 け ること、

生 菌で イソブ テン生成活性 とチ トクロ ームP-450$量,P-450レ ダ クタ ーゼ 活性 と

の 間に密接 な相関が 認め られ たこ とな どか ら、 イソブ テン生成 酵素 の本体 は ミクロ

ゾ ームの電 子伝達 系 とチ トクロ ームP-450を 含 む膜結合型 酵素 系 と推定 した。
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第7章P-450レ ダ クターゼの精 製 と性 質

第1節 緒 言

P-450レ ダクタ ーゼ はNADPHか らの電子 をチ トクロ ームP-450に 伝達 す

る酵素 であ り、可 溶性 のP-450レ ダク ターゼ も存在 す るが(41)、 多 くの場合 は、膜

結合型 の不溶 性タ ンパ ク質 であ る。 分子 量 は比 較 的大 きく、特 殊な 例外(42)を

除 けば、70,000-80,000ダ ル トンで、N末 端 側か ら分子 量 に して約10,000程 度の

疎水性 領域 を持ち、 この部 分を ア ンカ ー として 膜 に結 合 してい る。P-450レ ダ ク

ターゼ は電子 伝達 を行 うためにFAD,FMNを 補欠 分子族 と して保有 して い る一

種 のフ ラボプ ロテイ ンで あ る。

P-450レ ダ クタ ーゼ の活性 は、 チ トクロー ムcを 電子受容 体 と して用 い るチ ト

クロ ームcレ ダ クタ ーゼ活 性 と して表 現 され る。Rhodotorula属 菌 の菌体 か ら抽

出分離 され たP-450レ ダ クターゼ に関 す る報告 は今 まで に見当 た らない。 そこで

チ トクロ ームcレ ダ クタ ーゼ 活性 を指標 に して、R.皿inutaIFO1102の ミクロゾ

ーム画 分か らP-450レ ダ クタ ーゼ を可 溶化、精 製 し、 その性質 を調べ た。

第2節 実 験 材 料 及 び 方 法

1.培 養 方 法

R.minutaIFO1102を20mlの 合 成 培 地CD(表4-1)を 入 れ た100

ml容 のErlen皿everflaskに 植 菌 し 、25℃,3日 間 ロ ー タ リ ー シ ェ ー カ ー(

180rpm,7cm姦 幅)で 前 培 養 し た 。L-pイ シ ン とL一 フ ェ ニ ル ア ラ ニ

ン(各1g/1)を 含 む200ml合 成 培 地CDが 入 っ た500ml容Erlenｮeyer

flaskに 前 培 養 液 を2%植 菌 し 、25℃ で 約70時 間 、 前 培 養 と 同 じ 条 件 で 本 培 養

し た 。 通 常1回 の 培 養 は2.41(フ ラ ス コ12本 分)の ス ケ ー ル で 行 っ た 。

2.ミ ク ロ ゾ ー ム の 調 製

本 培 養 終 了 後 、 培 養 液 か ら 遠 心 分 離(1000×g,10分 間)に よ っ て 菌 を 集 菌 し 、

脱 イ オ ン 水 で1回 菌 体 を 洗 浄 し た 。 そ の 後 、20%グ リ セ ロ ー ル,1mM

EDTA,1μMFADと1μMFMNを 含 む40mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液,

pH7.9に 懸 濁 し、 ダ イ ノ ミ ル(willsA.BachofenAGMaschinenfabrik,

Basel,Switzerland)に よ っ て 菌 体 を 破 砕 し た 。 菌 体 破 砕 液 を15,000×g,15分

間 遠 心 分 離 し、 そ の 上 澄 液 を 無 細 胞 抽 出 液 と し、 こ の 上 澄 液 を160,000×g,1時 間
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超遠心 分離 し生 じた沈 澱を ミクロゾ ーム として 使用 し た。

3.P-450レ ダ ク タ ー ゼ の 可 溶 化

ミ ク ロ ゾ ー ム を 約7皿9protein/皿1と な る よ う に20%グ リ セ ロ ー ル,3mM

EDTA,・0.5mMジ チ オ ス レ イ トー ル(DTT),0.4μgん1ペ プ ス タ チ ンA,

1μMFADと1μMFMNを 含 む20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液.pH7.5に テ

フ ロ ン ホ モ ゲ ナ イ ザ ー を 使 っ て 懸 濁 し 、 次 に 界 面 活 性 剤 で あ る コ ー ル 酸 と デ オ キ シ

コ ー ル 酸 を そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 が1%,0.5%に な る よ う に 添 加 し た 。 氷 中 で こ の

ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁 液 を 約1時 間 強 く撹 伴 し 、P-450レ ダ ク タ ー ゼ を 可 溶 化 し た.

撹 梓 終 了 後 、160,000×g,1時 間 超i遠 心 分 離 し 、 得 ら れ た 上 澄 液 を 可 溶 化 酵 素 液 と

し て 使 用 し た 。

4.P-450レ ダ クタ ーゼの 精製

4.1.塩 析お よび透析

可 溶化酵 素液 をゆ る く撹梓 し、 これ に硫酸 アンモ ニ ウム粉末 を30%飽 和 にな

る まで 徐 々に添加 した。 添加終 了後30分 間 撹梓 を続 け、 次 に10,000×B,10分

間 遠心 分離 し、 沈 澱を取 り除 いた。 この上澄 液 にさ らに60%飽 和 に達 す る まで

硫酸 ア ンモ ニウ ム粉 末 を添 加 し、 約30分 間撹 梓を続 け10,000×g,10分 間遠心 分

離 して生 じた沈澱 を少量の20%グ リセ ロ ール,0.5mMEDTA,0.5mM

DTT,1μMFAD,1μMFMNと0.1%コ ール酸 を含む10mMリ ン酸 カ リ

ウ ム緩 衝液,pH7.5に 溶解 し、酵 素液 を調 製 し た。

セ ロフ ァンチ ュ ーブ に酵素液 を詰 め、上記 組成 の緩衝 液で約12時 間透析 を行

った。

4.2.2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 精 製

2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B(フ ァ ル マ シ ア 社 製)ゲ ル を カ ラ ム に 詰 め20%グ

リ セ ロ ー ル,0.05mMEDTA,0.1mMDTT,0.4μg/皿1ペ プ ス タ チ ンA,

1μMFAD,1μMFMNと0.5%コ ー ル 酸 を 含 む20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝

液 、pH7.5で カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。

透 析 済 酵 素 液 を カ ラ ム に チ ャ ー ジ し 、20%グ リ セ ロ ー ル,0.05mM

EDTA,0.1mMDTT,0。4μg/皿1ペ プ チ ス タ チ ンA,1μMFAD,1μM

FMNと0.5%コ ー ル 酸 を 含 む20mMリ ン酸'カ リ ウ ム 緩 衝 液,pH7.5で カ ラ
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ム を 洗 浄 し た 。0.7mM、2'一AMPを 含 む 上 記 の 平 衡 化 用 緩 衝 液 でP。450レ ダ ク タ ー

ゼ を 溶 出 し、 こ れ を2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B溶 出 酵 素 液 と し た 。

4.3.ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ トカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 精 製

ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト(Bio-GelHTP,バ イ オ ラ ッ ド 社 製)を 膨 潤 後 、 カ ラ ム

に 詰 め 、20%グ リ セ ロ ー ル,0.05mMEDTA,0.1mMDTT,1μM

FAD,1μMFMNと0.5%コ ー ル 酸 を 含 む20mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液,

pH7.5で カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B溶 出 酵 素 を カ ラ ム に

チ ャ ー ジ し 、 濃 度 を30mMと し た 上 記 組 成 の 緩 衝 液 で カ ラ ム を 洗 浄 し た.次 に

同 緩 衝 液 の リ ン 酸 濃 度 を250mMま で 直 線 的 に上 昇 さ せP-450レ ダ ク タ ー ゼ を 溶

出 し た 。

4.5.P-450レ ダ クタ ーゼ活性 の測 定法

P-450レ ダ クターゼ活性 は好 気条 件下,30℃ でチ トクロ ームcを 電子 受容体

としたチ トク ロームcレ ダ クタ ーゼ 活性 と して測定 した。 下記組 成の反応 液 を使

用 した。350mMリ ン酸 カ リウム緩衝液,pH7.8;0.1mMNADPH;

25μMチ トクロームc(シ グマ 社製,タ イブ 皿);1μMFAD;1μMFMN

お よび 適 当量 の酵素 液。 なお酵 素液 と して ミ クロゾ ームを用 いる場合 は、1mM

KCNを 反応 液 に添 加 した。NADPHと 他 の反応 液構成成 分 とを混 合 し、 反応

を開始 した。 分 光光度計(ベ ックマ ンDU7ス ペ ク トロホ トメ ータ ー)で チ トク

ロ ームcの 還 元に よって生 じる550nmの 吸 光度の 増加 を記 録 し、 反応の 初速度

か ら酵素活 性 を求 め た。 活性 は1分 間 に還元 され るチ トクロ ームcの μmo1(

μml/皿lenzy皿esolution/皿in)で 表現 した。 なお、チ トクロ ームcの 分子吸 光

係数は21mM",cm"(35)を 使 った。

4.6.電 気 泳 動

SDS一 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル 電 気 泳 動(SDS-PAGE)は

0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液,pH7.0を 用 い 、sodi岨dodecylsulfate存

在 下 でWeberとOsbornの 方 法(43)に し た が っ て 定 電 流 で 泳 動 を 行 っ た 。

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル 電 気 泳 動(PAGE)は0.1Mト リ ス ー グ

リ シ ン 緩 衝 液,pH8.0を 用 い 定 電 流 で 泳 動 を 行 っ た 。NADPH一 ネ オ テ ト

ラ ゾ リ ウ ム 法(44,45)で 活 性 染 色 を 、SrDS-PAGE,nativePAGEと も コ マ
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シブル ーで タ ンパ ク質染 色 を行 った。

4.7.タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定

Lowryら の 方 法(26),に し た が っ て 測 定 し た 。

第3節 結 果

1.界 面活 性剤 に よる可溶 化

図7-1申 に記載 し.た界面 活 性剤 を使い、第2節,3.の 方法 に従 って ミクロ

ゾームのP-450レ ダ クタ ーゼ の可 溶化 を試み た。、

Detergent(s)
forsolubili-
zation

Efficiencyofsolubilization(髭)

020406080100
・ ● ●

Brij58(1%)

+Deoxycholate

(0.5銘)

Deoxycholate

(0.5諾)

Deoxycholate

(0.5劣)+

Cholate(1影)'

Cholate(1露)

i

i

i

1

図7-1界 面活 性剤 による ミクロ ゾームか らのP-450レ ダ クターゼ可溶 化

図7-1に 示 す よ うに可溶 化 前の膜画 分の活 性 を100%と す る と、Brij

58と デオキ シコ ール酸 を組 み合 わせ たと き89%の 活性 を回収 し、Brij58

の 代わ りにコ ール酸 をデオ キシ コ ール酸 と組み 合わせ た場合 に、98%の 活 性 を可

溶性画 分に回収 で きたOBrij58(非 イ オ ン性 界面活性 剤)を 用 いて可溶化

す るよ りも コ ール酸や デオ キシ コ ール酸(イ オ ン性界 面活性剤)を 用 い て可 溶化す

る方が 塩析,透 析 が可 能で あ り、 従 って酵 素液 か らの界面活性 剤(コ ール酸,デ オ

キ シコ ール酸)の 除去 も容 易な こ とか ら、 膜画 分か らのP-450レ ダ クタ ーゼ の可溶

化処理 を次の ようにす るこ とにし た。1%コ ール酸 と0.5%デ オキ シコ ール酸 、

安 定化 剤 と して20%グ リセ ロ ール,0.5mMDTT,プ ロ テア ーゼ 阻害剤 とし
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て3mMEDTAとO.4μg/田1ペ プ ス タチ ンAを 添 加 して可溶化 処理 を行 う。

なお フラボプ ロテ ィ ンであ るP-450レ ダ クタ ーゼ の失活 を防 ぐため可溶 化処理 とそ

の後の 精製各 ステ ップ に1μMのFADとFMNを 添加 した。

2.2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bに よ る 精 製

上 記 の 可 溶 化 処 理 に よ っ て 膜 画 分 か ら 可 溶 化 酵 素 液 を 調 製 し 、 濃 縮 と 分 画 を 兼

ね て30-60%飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ムIFよ る 塩 析 を 行 っ た ・ 脱 塩 の た め に 透 析

し た 後 、2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム に チ ャ ー ジ し た 。

2'S'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bは 下 記 の よ う に 、NADP`と の 構 造 類 似 性 の あ る 、

2',5'一ADP一 を リ ガ ン ド と し て 持 っ て い る 。

　　鵬翼

ゆ
OOH

雇

HO-P=O
i

o一

そ こ でP-450レ ダ ク タ ー ゼ のNADPHに 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー を 利 用 し 、 ゲ

ル リガ ン ドへP-450レ ダ ク タ ー ゼ を 吸 着 さ せ 、2'一AMPに よ っ て 溶 出 す る こ と を 試 み

た 。

図7-2に2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム に よ るP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 溶 出

パ タ ー ン を 示 し た 。

大 部 分 の タ ン パ ク 質 は カ ラ ム を 素 通 り し、 わ ず か な タ ンパ ク 質 し か ゲ ル に 吸 着

し な か っ た 。 カ ラ ム ゲ ル を 洗 浄 し た 後 、0.7mM2'一AMPでP-450レ ダ ク タ ー ゼ

を カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 フ ラ ク シ ョ ンNo.15か ら20ま で を プ ー ル し、2',5'一

ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B溶 出 酵 素 液 と し た 。
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図7-22',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス9Bか ら のP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 溶 出 パ タ ー ン

O:タ ン パ ク質 濃 度;●:P-450レ ダ ク タ ー ゼ 活 性;カ ラ ム:φ1 .5cm×3.4

cm,ゲ ル 容 積6m1;素 通 り(各7 .Oml),No.1-4;洗 浄(各8.Om1),No .5-14

;溶 出(各8.Oml),No.15-25

3.ハ イ ドロキ シアパ タイ トに よ る精製

2',5'一ADP一 セ フ ァロース4B溶 出酵素 液 をハ イ ドロキ シアパ タイ トカ ラム にチャ

ージし、30mMリ ン酸 カ リウ ム緩衝液 で カラ ムゲル を洗浄後、30mMか ら25

0mMの リン酸 カ リウム緩 衝液 濃 度のグ ラジェ ン トでP-450レ ダ クタ ーゼ を溶 出し

た。この溶 出のパ タ ー ンを図7-3に 示 した。F

素通 りお よび洗 浄の画 分 に大部分 の不純 タ ンパ ク質が 溶出 され た。 リ ン酸カ

リウム緩衝液 濃度 を上 げ てゆ くと、P-450レ ダ クタ ーゼ活性 が数 フラ クシ ョンに集

中 して溶出 され、 このフラ クシ ョンに、 わずか なタ ンパ ク質が 検 出され た。 フラ
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ク シ ョ ンNo・21と22を ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ ト溶 出 酵 素 液 と
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図7-3ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ トか ら のP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 溶 出 パ タ ー ン

O:タ ン パ ク 質 濃 度:●:P-450レ ダ ク タ ー ゼ 活 性;カ ラ ム:φ1 .5cm×2.8

cm,ゲ ル 容 積5m1;素 通 り(各7.Oml),Na.1-7;洗 浄(各9 .On1).No.8-14

;溶 出(各4.Om)),No.15-28

4.精 製 フ ロ ーの一貫 デ ータ ー

ミ クロ ゾ ーム画分 の可 溶化か らハ イ ドロキ シアパ タイ トカラム クロマ トグラフ

ィーまでの精製 フロ ーの一貫 デ ータ ーを要 約 したのが 表7-1で あ る。
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表7-iP-450レ ダ ク タ ーゼ の 精 製 フ ロ ー の 一 貫 デ ー タ ー

Step
TotalproteinTotalactivityRecovery(%)SpecificactivityFold

(mg)(umol/min)totalstep(umol/mg/min)

t41crosomes 1373 72.5 gooioo 0.053 1

Solubilized
enzyme

857 71.7 98.998.9 o.osa 1.6

Salting-out

dializedenzyme
403 60.6 83.684.5 0.151 2.8

2',5'一ADP-

Sepharose48eluate

Hydroxyapatite

eluate

4.2

o.2s

49.6

34.9

68.481.5

48.170層4

11.9

125

224

2349

R.minuta!FO1102の 培 養 液L21か ら精 製 を行 っ た。

1%コ ー ル 酸 と0.5%デ オ キ シ コ ー ル 酸 の 組 合 せ に よ っ て ほ と ん ど す べ て のP-

450レ ダ ク タ ー ゼ を 可 溶 化 で き た 。 な お 、 こ の 可 溶 化 液 中 に は チ トク ロ ー ムP-450

の コ ン タ ミ は な か っ た 。 塩 析 、 透 析 後 、2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bを 用 い た ア フ

ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 比 活 性 が 大 幅 に 上 昇 し、 さ ら に ハ イ ド ロ キ

シ ア パ タ イ ト カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 、に よ っ てP-450レ ダ ク タ 「 ゼ 比 活 性 は

125ま で 増 加 し た 。 両 カ ラ ム と も に 活 性 の 回 収 率 は 良 好 で 、 ほ と ん ど の 活 性 が

回 収 で き た 。
■「 ■

図7-4ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル 電 気 泳 動(PAGE)

a)naLivePACI;;左:活 性 染 色,右:タ ンパ ク質 染 色b)SDS-PAGC;タ ンパ ク質 染 色
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得 られ たハイ ドロキ シアパ タイ トカラム溶 出酵 素液 をポ リアク リル アミ ドデ ィ

スクゲ ル電気 泳動 した結果 を図7-4に 示 した。 左が活 性染色、 右が コマ シブル

ーによ るタ ンパ ク質 染色で あ る。 図7-4,a)か ら両染色法 とも単 一なバ ン ドだ

けが認 め られ、 しか も泳動 位置 はほ とん ど同 じであ っ た。

SDS一 ポ リア ク リル アミ ドデ ィス クゲル 電気泳 動(SDS-PAGE)に っ

いても単一 なバ ン ドだ けが 見 られ、 電 気泳動的 に単一 タンパ ク質 まで精製 で きた。

5.精 製 さ れ たP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 性 質

5.1.P-450レ ダ ク タ ーゼ の 分 子 量

精 製P-450レ ダ ク タ ー ゼ の 分 子 量 をSDS-PAGEに よ っ て 求 め た 。 図7

-5に 標 準 物 質 と と も に
、 精 製P-450レ ダ ク タ ーゼ の 電 気 泳 動 結 果 を 示 し た 。

10

v

U
r

x5

甚4

至3
i

r

V2
v

O
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00.20.40 .60.8

Relativemobility

図7-5SDS-PAGC法 に よ るP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 分 子 量 推 定

ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル,T:10%,C:1 .3%を 用 い た。 標 準 試 料 は チ ト

ク ロ ー ムc.モ ノ マ ー.ダ イ マ ー,ト リ マ ー,ヘ キ サ マ ー,ペ ン タ マ ー お よ び ホ ス

ホ リ ラ ー ゼaを 用 い た

こ の 図 か ら 本P-450レ ダ ク タ ー ゼ の 分 子 量 は 約79,000と 推 定 さ れ る 。

5.2.電 子受容 体,電 子供与体(NADPH、NADH)と 精 製P-450'.レ ダ クター

ゼ との 反応性

精 製 され たP-450レ ダ クタ ーゼ と種 々の電子受 容体 との反応性、 お よび電 子供

与体 としてのNADPHとNADHと の反 応性 を調 べ た。 結 果が表7-2に 示 さ

れてい る。
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表7-2電 子受容 体,電 子供 与体 と精製P-450レ ダ クターゼ との反応性

Donor*Acceptor ConcentrationActivityofoxidationof
ofacceatorNAO(P)H(umol/maprotein/min

NADPH

NADPH

NADPH

NADPH

NADPH

NADPH

NADH

NADH

Cytochromec25り 凹

FerricyanidelmM

DCIP**50uM

P卜1S★★★0.1m醒

02(Vit・mi・K3・20り 剛

02

Cytochromec25uM

FerricyanidelmM

41.9

127

63.6

88.8

34.2

Q

O

O

*Donorconcentration:0
.1mM;***PMS:phenazinemethosulfate;

**DCIP:2
,6-dichlorophenolindophenol.

NADPHを 電 子 供 与 体 と し た 場 合 に 、 電 子 受 容 体 と し て の フ ェ リ シ ア ナ イ ド、

PMS,DCIPが チ ト ク ロ ー ムcよ り も 高 い 反 応 性 を 示 し た 。 さ ら に 分 子 状 酸

素 に は ほ と ん ど 電 子 を 伝 達 しな か っ た が 、 ビ タ ミ ンK3を 介 し て 分 子 状 酸 素 に 電 子

を 供 与 す る よ う で あ る 。

反 応 性 の 高 か っ た フ ェ リ シ ア ナ イ ド と チ ト ク ロ ー ムcを 電 子 受 容 体 と し て 、

NADHと の 反 応 を 調 べ た 結 果 、 い ず れ の 電 子 受 容 体 を 用 い て もP-450レ ダ ク タ ー

ゼ はNADHを 酸 化 し な か っ た 。P-450レ ダ ク タ ー ゼ は 、NADPHの み を 電 子

供 与 体 に で き る こ と が 分 か っ た 。

第4節 考 察

Rhodotorula属 菌 の 菌 体 か ら 抽 出,分 離,精 製 さ れ たP-450レ ダ ク タ ー ゼ に 関

す る報 告 は い ま ま で に 見 当 た ら な い 。 本P-450レ ダ ク タ ーゼ が 最 初 の 報 告 で あ る 。

他 の 酵 母 に っ い て は 、SaccharomycescerevisiaeのP-450レ ダ ク タ ー ゼ が 知 ら

れ て い る(46,47)。

S.cerevisiaeのP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 分 子 量 は83,000、 こ れ に 対 し てR.

minutaで は79,000で あ り 、 前 者 の 最 終 比 活 性 は 、132に 対 し て 後 者 で は125で
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あ り、 両酵 母 間 には 若干の差が あ る。 電子受 容体 との反 応性 にっ いて は、R.

minutaのP-450レ ダ クタ ーゼ はS.cerevisiseの 酵素 と同様、 フ ェ リシ アナイ

ド,PMS,DCIPを 電子 受容 体 にで きるこ と、 電子 供与 体 としてNADPHの

み を利 用す る こと、 ビタミ ンKa依 存性NADPHオ キシダ ーゼ活 性 を持 っ ている

こ とな ど、S.cerevisiaeのP-450レ ダ クターゼ と類 似の点 もあるが、 電子 受容 体

との反応性 の程度 は異な り、 特 に フェ リシ アナ イ ドとの反応性 はR.minutaのP-

450レ ダ クタ ーゼ の方がか な り高 い値 を示 した。

一般 にP-450レ ダ クタ ーゼ は フラボブ ロテ インと して知 られて い る。R,

minutaのP-450レ ダ クタ ーゼ のフ ラポ プ ロテイ ンと しての性質 を検討 し、 本 酵素の

他のP-450レ ダクタ ーゼ に対 す る位置 づ けを明確 にす る必要が あるで あ ろう.

第5節 要 約

RhodotorulaminutaIFO1102の ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 か らP-450レ ダ ク タ ー ゼ を

可 溶 化 し 、 塩 析 、 透 析 後 、2'.5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B、 お よ び ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ

イ トカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ てP。450レ ダ ク タ ー ゼ を 精 製 し 、 電 気 泳 動 的

に 単 一 な タ ン パ ク 質 に 単 離 し た 。

本P-450レ ダ ク タ ー ゼ の 分 子 量 はSDS-PAGEで 約7s,oooと 推 定 さ れ 、

最 終 比 活 性 は125で あ っ た 。 ま たP-450レ ダ ク タ ー ゼ は 電 子 供 与 体 と し て

NAD .PHを 利 用 し、NADHは 利 用 で き な か っ た 。
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第8章 チ トクロ ームP-450の 精製 と性 質

第1節 緒言

RhodotorulaminutaIFO1102の イ ソブ テ ン生 成酵素 は膜結合型酵 素で あ り、

その性 質 はチ トクロ ームP。450の それ とよ く類 似 して いた。 一方、 本菌の 膜画分

にチ トクロ ームP-450とP-450レ ダクタ ーゼが 存在 している こ とが確 認 され た。 さ

らにこの菌 の培養菌 体 での イソブ テ ン生成活 性 と菌 体 内チ トクロ ームP。450含 量 に

密 接な相 関関係が 認め られ た。 そこで、R。minutaIFO1102の 膜 画分 か らチ トク

ロ ームP-450を 可 溶化,精 製 し、 精 製チ トクロ ームP。450と イ ソブ テ ン生成酵素 と

の相 同性を調 べ るこ とを目的 と して、以 下の実 験を行 った。

チ トクロ ームP-45Dは 微 生物、 植物、 動物 に広 く分布 して存在す るヘム タ ンパ

ク質の一種で あり、 一酸化 炭素 と結合 し450nmま たは448nmに 特有 の吸収

が ある(48)。 チ トクロ ームP-450に 関す る研究 は動 物組織 に っいて、 さか ん に行

われ、 肝臓 で の異 物の 代謝(解 毒)や ステロイ ド,ビ タ ミンD3,脂 肪酸 な どの内

在性基質 の酸 化 的代謝 に、 また副 腎な どではス テロイ ドホルモ ンの生合 成にか かわ

ってい る(49,50)。 バ クテ リアで は脂溶性 化 合物 の資 化に関与 す るもの(51,52)、

酵母,Saccharoｮycescerevisiaeで はステロ ールの 代謝 に関 与す るもの(53)な ど

が報告 ・され てい る。.し か し、Rhodotorula属 菌 にっ い ての報 告 は今 まで見 当たら

な い。

第2節 実 験 材 料 及 び 方 法

1.培 養 方 法

第7章,第2節 に 記 載 し た 方 法 でR.minutaIFO1102を 培 養 し た 。

2.ミ クロゾ ームの調 製

第7章,第2節 の方法 とほ と んど同 じ方法 で ミクロ ゾ ームを調製 した。'た だ

菌体 を懸濁す るため の緩衝液 に はFAD,FMNを 添 加 しなか った。

3.チ トク ロ ー ムP-450の 可 溶 化

ミ ク ロ ゾ ー ム を 約7皿gprotein/皿1と な る よ う に20%グ リセ ロ ー ル,3mM

EDTA,0.5mMジ チ オ ス レ イ トー ル(DTT),0.4μg/dペ プ ス タ チ ンA

を 含 む100mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液,pH7.0に 懸 濁 し 、 テ フ ロ ン ホ モ ゲ ナ イ
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ザ ーで均 一に混合 し、 これ に界面 活性 剤で ある コール酸 を最終1%と な るよ うに添

加 した。 氷 中で この ミク ロゾ ーム懸 濁液 を約1時 間強 く撹 禅 した後、160,000×g

,1時 間超 遠心分 離 して上 澄液 を得 た。 この上澄液 に最終濃 度が2%と な るよ う

にコ ール酸 を追 加添加 し、氷 中で 強 く撹 梓 して、 チ トクロ ームP-450を 可 溶化 した。

再度上 記条件 の超遠心 分離 を行 い上澄液 を得、 これを可溶 化チ トクロ ームP-450溶

液 とした。

4.チ トク ロ ー ムP-450の 精 製

4.1.2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム ク ロ 々 トグ ラ フ ィ ー に よ る 精 製

可 溶 化 チ トク ロ ー ムP-450溶 液 に はP-450レ ダ ク タ ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ 、 前 記

の よ う な 、可 溶 化 条 件 で はP-450レ ダ ク タ ー ゼ も 同 時 に 可 溶 化 さ れ た 。 そ こ でP-

450レ ダ ク タ ー ゼ を 取 除 く た め2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー を 用 い て 分 離 し た 。

2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B(フ ァ ル マ シ ア 社 製)を 膨 潤 後 、 カ ラ ム に 充 填 し 、

20%グ リ セ ロ ー ル,0.1%コ ー ル 酸,0.02mMEDTA,0.1mMDTT,1

,uNfFAD,1μMFMN,0。4μgノ 皿1ペ ブ ス タ チ ンAを 含 む20mMリ ン 酸 カ

リ ウ ム 緩 衝 液,pH7.2で カ ラ ム を 平 衡 化 し た 。 可 溶 化 チ ト ク ロ ー ムP-450溶 液

を チ ャ ー ジ し、 素 通 り 画 分 を 採 取 し 、 さ ら に 上 記 平 衡 化 用 緩 衝 液 で 、 カ ラ ム 内 に 残

っ て い る チ ト ク ロ ー ムP-450を 追 い 出 し た 。 チ ト ク ロ ー ムP-450の 含 ま れ て い た

画 分 の 混 合 液 を2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス 溶 出 酵 索 液 と し た 。

4.2.ア ミ ノ ヘ キ シ ル(AH)一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精

製

AH一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム を20%グ リ セ ロ ー ル,0.3%コ ー ル 酸,1

mMEDTA,0.5mMDTT,0.4μg/mlペ プ ス タ チ ンAを 含 む100

mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液,pH7.2で 平 衡 化 し 、 こ れ に2'.5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス

溶 出 酵 素 液 を チ ャ ー ジ し 、 上 記 平 衡 化 用 と 同 じ 緩 衝 液 で 洗 浄 後 、0.2%エ マ ル ゲ

ン913(花 王 ・ア トラ ズ 株 式 会 社 製)を 含 む 上 記 平 衡 化 用 と 同 じ 緩 衝 液 で チ ト ク ロ

ー ムP-450を 溶 出 し た 。 こ れ をAH一 セ フ ァ ロ ー ス4B溶 出 酵 素 液 と し た 。

4.3.ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 精 製

ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ ト(Bio-6elHTP,バ イ オ ラ ッ ド社 製)粉 末 を 膨 潤 後 、 カ
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ラムに充填 し、20%グ リセロ ールを含 む10mMリ ン酸 カ リウ ム緩 衝液,pH7.

2で 平衡化 した。AH一 セフ ァ ロース4B溶 出酵素 液を20%グ リセ ロール を含

む 蒸留 水で5倍 に希 釈 した後、ハ イ ドロキ シアパ タイ トカラム にチ ヤ ージ した。

0.08%エ マル ゲ ン913を 含有 す る10mMリ ン酸 カ リウム緩衝 液,pH7.2

でカラ ムを洗 浄後、0.08%エ マルゲ ン913を 含 む リン酸カ リウム緩衝液,pH

7.2の リン酸濃 度を10mMか ら100mMま で直線的 に上昇 させ て、 チ トクロ

ームP-450を 溶 出 した。

5.チ トク ロ ー ムP-450含 量 の 測 定 法

チ トク ロ ー ムP-450含 量 は 主 と し て 、 大 村,佐 藤 の 方 法(33)に し た が っ て 一 酸

化 炭 素 差 ス ペ ク トル を 測 定 し て 算 出 し た 。 分 子 吸 光 係 数 に は91mM-1cm-1の

値 を 用 い た 。 実 験 に よ っ て は 、418nmの ソ レ ッ ト吸 収 帯 の 吸 収 強 度 か ら チ ト

クD一 ムP-950含 量 を 算 出 し た 。

6.電 気泳動

SDS一 ポ リアク リル アミ ドデ ィス クゲ ル電気泳 動(SDS-PAGE)は 、

第7章,第2節 に記載 した方法 に従 って行 った。

第3節 結果

1.界 面 活性 剤に よる可溶 化

文 献 によれば、 ヂ トク ロームP-450の 可溶 化に は、1%コ ール酸 を用 い る報告

が多 い、 そ こで1%コ ール 酸を用 いて可 溶化 を試み た。 ミクロゾ ーム懸濁 液の濃

度(タ ンパ ク質濃度)が 可 溶化率 にどの ように影響す るの かを調べ た結果が 表8-

1に 示 されて いる。 ミク ロゾーム懸濁 液の タ ンパ ク質濃度が7・.4mg/mlの 時 に、

チ トクロ ームP-450の 可溶 化率の 最 も高 い95%を 示 した。 また、 可溶化 チ トク

ロ ームP-450溶 液 の比 含量 も高 い値 とな っ た。 し.たが って、 以後 の実験で は可溶

化 時に ミクロゾ ームの懸濁 液濃度 を約7皿gprotein/皿1と なる よう調製 した。

っ ぎにコ ール酸1%添 加 によ って可溶 化 し たチ トクロ ームP-450の カラム クロ

マ トグ ラフ ィ ーに よる精製 を試み たが、比 含量が あ ま り増加せ ず、 またP-450レ ダ

クターゼ の分離,除 去が で きなか っ た。 これ はチ トクO一 ムP-450の 可溶 化が1

%コ ール酸 で は不 充分 な ためであ ると考 え られ た。 すな わちぐ 超遠心 の上澄 画分

にチ トクC7一 ムP-450が 何 収 で きるこ とで 可漆 化 の判 断基 準 と して いたが、 チ トク
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ロ ームP-450分 子が 界面活 性剤 に完全 に囲 まれ た状態 で可溶化 して い るので はな く、

比 較的小 さな 膜断 片 と して上澄 液 に浮上 して、 回収 され たもの と考 え られ た。 そ

こで、.可溶化 を充 分 に行 わせ るた めに、 超遠心 の上澄 液 に、 さ らに1%の コ ール酸

を追加添加 した。

表8-1ミ クロゾームタ ンパ ク質濃度の チ トクロームP-950可 溶化率へ の影 響

Proteinconcn.*VolumeProteinsolubilizedCytochromeP-450Theefficiencyofsolubili一

(mg/ml)(ml)(mg/ml)solubi ized(nmol/ml)zationofP-450(X)

15.7 80 6.7 1.20 57

13.6

7.4

107

160

5.9

4.3

0.91

1.00

58

95

*ミ ク ロ ゾ ーム 懸 濁 液 の タ ンパ ク質 濃 度 各 ミ クロ ゾ ～ ム濃 度 の 懸 濁 液 に 第2節

の 方 法 に した が って 可溶 化処 理 を 行 っ た。 た だ し、 超 遠 心 後 に コ ール 酸 の 追 加 添 加

は 行 って い な い。

な お、 コ ール酸の 追加添加 で チ トクロ ームP-450含 量 は若 干低 下 し可溶 化率 は

約70%程 度 とな っ た。

このよ うな方 法で 可溶化 したチ トクO一 ムP-450のpH安 定性 を調べ た結 果を

図8-1に 示 した。 図中 のチ トクロ ームP-450含 量 は各pHの リン酸緩衝 液 に懸一

濁 した可溶化 チ トクロ ームP-450の 一酸化 炭素 差スペ ク トルを 測定,算 出 した。

チ トクロ ームP-450はpH6.8以 上 で は安定 であっ たが、pHが 低 くなる に した

が って450nmの 吸 収は減 少 し、pH6.2で は450nmの 吸 収が 完全 に消失

した。 これ とは逆 にpHが 低下 す るにっれて、420nmの 吸 収が増 加 した。

こ こで現 れ た420nmの 吸 収は 一般 書ごチ トクロ」ムP-450の 失活 によ って生

ず る吸 収 と考 えられ てお り(33,54)、pH6.2で450nmの 吸 収が な くな り、

420nmの 吸収が最 大 とな ったの は、 チ トクロ ームP-450が すべ て失活 し たこ と.

を意 味 してい る。
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図8-1可 溶 化 チ ト ク ロ ー ムP一 一450のpH安 定 性

●:チ トク ロ ー ムP-450含 量;○:420nmの 吸 光 度

2.2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bに よ る 精 製

可 溶 化 チ トク ロ ー ムP-450溶 液 中 に は 、P-450レ ダ ク タ ー ゼ の 高 い 活 性 が 認 め

ら れ た.P-450レ ダ ク タ ー ゼ を 分 離,除 去 す る た め に 、2',5"一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス

4Bカ ラ ム で の 吸 脱 着 を 試 み た 。
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図8-2チ ト ク ロ ー ムP-450の2',5'一ADI'一 セ フ ァ ロ ー ス4Bク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

●:チ ト ク ロ ー ムP-450含 量;O:タ ン パ ク質 濃 度;カ ラ ム φ1.5×4.5cm;

ゲ ル 容 積6.4ml;4ml分 画
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図8-2に チ トクロ ームP-450の 溶 出パ タ ーンを示 した。 チ トクロ ームP-

450は すべ て素通 り画分 に 回収 さ れ、 この画分 中 にP-450レ ダ クタ ーゼ活 性 は全

く認 め られ なか った。 なお、吸 着 され たP-450レ ダ クタ ーゼ の溶 出を試 み たが、

第7童,第3節 に記載 した よ うには溶 出せ ず、 何 らかの原 因で カラム に吸 着後、 失

活 する もの と思 われ る。

3・A耳 一 セ フ ァ ロ ー ス4Bに よ る 精 製

AH一 セ フ ァD一 ス4Bは 、 ア ミ ノ ヘ キ シ ル 基 を 疎 水 性 リ ガ ン ド と す る 疎 水 性

ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー と し て 利 用 で き る 。 図8-3に2',5'一ADP一 セ

フ ァ ロ ー ス4B素 通 り 画 分 す べ て をAH一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム に チ ャ ー ジ し 、 溶

出 し た パ タ ー ン を 示 し た 。
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図8-3チ ト ク ロ ー ムP-450のAH一 セ フ ァ ロ ー ス4B溶 出 パ タ ー ン

●:チ ト ク ロ ー ムP-450含 鑓;○:タ ン パ ク 質 濃 度;カ ラ ム φ1.5×14cm;

ゲ ル 容 積.約25m1;素 通 り(各7.5m1),No.1-36;洗 浄(各7 .5ml)

No.37-70;溶 出(各2.5m1),No.71以 後;溶 出 は0 .2%エ マ ル ゲ ン913に よ っ

て 行 っ た 。

図8-3か ら、 大 部分 のタ ンパ ク質 は素通 り、 洗浄で 漏出 除去 で き、 チ トクロ

ームP-450の 比含 量 はかな り上 昇 した。 フラ クシ ョ ンNa89か ら93を プ ール し、
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これをAH一 セ フsロ ース4B溶 出酵 素液 とし た。

4.ハ イ ドロ キシアパ タイ トによ る精製

AH一 セ ファロ ース4B溶 出酵素液 を20%グ リセ ロール を含 む蒸留水 で5倍

希釈 し、 この 希釈酵 素液を ハ イ ドロキ シアパ タ イ トカ ラムにチ ャージ した。 第2

節 ・4・4・3・ に記 した方法 によって カラム を洗 浄 した後、0.08%エ マ ルゲ ン913を

含む リ ン酸 カ リウム緩衝液,pH7.2の リン酸 濃度勾 配溶 出法 によっ てチ トクロー

ムP-450を 溶 出 した。 溶 出パ タ ーンを図『8-4に 示 した。
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図8-4チ ト ク ロ ー ムP-450の ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト溶 出 パ タ ー ン

●:チ ト ク ロ ー ムP-950含 量;○:タ ン パ ク質 濃 度;カ ラ ム φ1 .5×2.8cm。

ゲ ル 容 積,約5m置;素 通 り,No.1-72;洗 浄,No .73-80;溶 出,No.80-124

リン酸濃 度 を上 げ始め た直 後か ら、 チ トク ロームP-450が 溶 出 し始め たが、 テ

ー リング状 にかな り広 い範 囲で溶 出 した
。 これは お そら く0.08%の 低 濃度エ

マルゲ ン913し か含 まな い緩衝液 を用 い たため、』ゲ ル と酵素 の間 に疎 水的な 関係が

.生じた ため と思われ る。 フラ クシ ョ ンNo.91か らNo.100ま で の溶出

画分 をプ ール して比含 量を 測定 した結果10nmol!皿gの 高 い値 を示 し た。

5.精 製 フロ ーの一貫 デ ータ ー

ミ クロゾ ーム画分 の可 溶化 か ら、 ハ イ ドロ キシア パタ イ トカラ ムク ロマ トグラ
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フ ィー までの 精製フ ロ ーあ 一貫 デ ータ ーを要約 したのが表8-2で あ る。

表8-2チ ト ク0一 ムP-450精 製 フ ロ ー の 一 貫 デ ー タ ー

Step TotalproteinTotalp-450Recovery(X)Specificcontentfold

(mg)content(nmol)totalstepofP-450(nmol/mg,

Microsomes 977

Solubilized523

enzyme

2',5'一ADP-364

Sepharose46eluate

AH-Sepharose46118

eluate

Hydroxyapatite

e1り ∂to
o.ss

101

77.0

47.0

46.4

8.9

100100

76.176.1

46.46i.0

45.898.7

8.819.2

0.104

0.147

0.129

3.95

10.0

1

1.4

1.2

38

96

R.minutaIFOl102の 培 養 液121か ら 精 製 を 行 っ た 。

可 溶 化 処 理 の 際 、 ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁 液 に1%コ ー ル 酸 を 添 加 し 、 そ の 超 遠 心 上

澄 液 に 、 さ ら に1%コ ー ル 酸 を 添 加 し た た め 、 可 溶 化 酵 素 の 回 収 率 が76.1%と

若 干 低 い 値 と な っ た 。2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4Bに よ る 精 製 はP-450レ ダ ク タ ー

ゼ を 取 り除 く こ と が 目 的 で 、 チ ト ク ロ ー ムP-450の 比 含 量 は 少 し 減 少 し た に も か か

わ ら ず 、 こ の カ ラ ム 溶 出 酵 素 液 に はP-450レ ダ ク タ ー ゼ 活 性 は 全 く 検 出 さ れ な か っ

た 。AH一 セ フ ァ ロ ー ス4Bカ ラ ム に よ っ て 大 部 分 の 不 純 タ ン パ ク 質 は 除 か れ 、 チ

トク ロ ー ムP-450の 比 含 量 は4'nmol/mgま で 上 昇 し た 。 さ ら に 、 ハ イ ド ロ キ シ ア

パ タ イ トカ ラ ム で チ トク ロ ー ムP-450の 比 含 量 は10.Onmol/mgと な っ た 。 チ ト

ク ロ ー ムP-450の 分 子 量 か ら 逆 算 し て 、 精 製 チ ト ク ロ ー ムP-450の 比 含 量 は 、 約17

nmol/mgと 予 想 さ れ る 。 し か し 、 チ ト ク ロ ー ムP-450の ヘ ム が 酵 素 タ ン パ ク か ら は

ず れ る こ と も あ り、 単 一 タ ン パ ク 質 ま で 精 製 さ れ た チ トク ロ ー ムP-450の 比 含 量 が

10nmol/mgと す る 報 告(55,56)も い く っ か あ る 。

ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ ト溶 出 酵 素 液 をSDS-PAGEに よ っz、 純 度 を 調 べ

た の が 、 図8-5で あ る 。 こ の 写 真 で は 、 メ イ ン の バ ン ド以 外 に ま だ 淡 く 染 色 さ

れ た タ ンパ ク 質 が わ ず か に 認 め ら れ る 。

一80一



図8-5精 製 チ トク ロ ー ムP-450のSDS一 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク ゲ ル 電 気 泳 動

6.精 製 され たチ トク ロームP-450の 性 質

6.1.チ トク ロームP-450の 分 光学的 性質

ハ イ ドロキ シアパ タイ ト溶 出酵素 液 を用い て、 分 光光学 的性質 を調べ た結果を

図8-6に 示 す。

図8-6か ら、 酸 化型 スペ ク トルの ソ レッ ト吸収 帯は418nmに ピー クが あ

り、530お よび570nm付 近 に他 の2っ の ピークが認め られた。 ダイチ オナ

イ トの 添加で、 ソ レッ ト吸 収帯 は少 しブ ル ーに シフ トし、淡色 効果 を示 した。 還元

型の可 視領域 での他 の吸収 は、550nm付 近 に唯 一っ だけ認 め られ た。 還元

一酸化 炭素 複合型 の ソ レッ ト吸 収帯 は447nmに ピ ークが あ り、550お よび

620nm付 近 にも他 の二 っの ピ ークが認 め られた。 また425nm付 近 に肩が

み られ た。
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図8-6ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト溶 出 酵 素 の 絶 対 ス ベ ク トル

酸 化 型 一;遺 元 型 一 一 一;還 元 一 酸 化 炭 素 複 合 型 一・一 ・一
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図8-7チ ト ク ロ ー ムP-450の 分 子 量 の 推 定

ポ リ ァ ク リ ル ア ミ ドゲ ル,T:10%,C:1.3%を 用 い た 。 標 準 試 料 は チ ト ク

ロ ー ムc,モ ノ マ ー,ダ イ マ ー,ト リ マ ー,ヘ キ サ マ ー,ペ ン タ マ ー .
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6.2.チ ト ク ロrムP-450の 分 子 量

R.minutaIFO1102の チ トク ロ ー ムP-450の 分 子 量 をSDS。PAGEに よ っ

て 求 め た 。 図8-7に 示 す 標 準 物 質 の 相 対 移 動 度 か ら 、 こ の 菌 の チ トク ロ ー ム

P-450の 分 子 量 は お よ そ58,000と 推 定 さ れ た 。

6.3.イ ソ吉草 酸の チ トクロ ームP-450へ の結合

一般 に、 チ トクロ ームP-450は 酸化 状態で 特異的 に基質 と結合 し、吸収 スペ ク

トルが 変化す るこ とが 良 く知 られ てい る(48,57)。 この スペ ク トル変化 を基 質無添

加 に対す る差 スペ ク トル と して測定 した場 合、385nmに 山、415nmに 谷 を

生 じるタイブ1ス ペ ク ト.ル、'410nmに 谷、427nmに 山 を作 るタイブIIス ペ

ク トル、 および、 タ イプ1の 山 と谷が 逆転 した、逆 タ イプ1ス ペ ク トル に分類 され

る(49)。 あ る種 の化合 物が チ トクロ ームP-450に これ らスペ ク トル変化を 起 こさ

せ るか ど うか を調べ る と、逆 に真 の基質 で あるかの判定が で き る。 イソ吉 草

酸 をR.minutaの 精 製チ トクロ ームP-450に 添加 し、 イ ソ吉草酸 無添加 との差 スペ ク

トルを測定 したのが図8-8で あ る。
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図8-8イ ソ 吉 草 酸 の 添 加 に よ っ て 生 じ た チ ト ク ロ ー ムP-450の ス ペ ク トル 変 化

イ ソ 吉 草 酸 濃 度25mM,一;50mM.一 一 一;75mM;一 ・一 一

チ トク ロ ームP-450は2.22nmol/m1に 濃 縮 し て 用 い た 。

図8一 「8は典 型的 なタ イプ1ス ペ ク トルを示 し、 イ ソ吉草 酸 に対 す る濃 度依存
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性 も示 してい る。 イ ソ吉 草酸が この菌のヂ トクロ ームP。450の 基質 で ある ことが

確かめ られ た。

第4節 考察

R.minutaの 膜 画分か らのチ トクロ ームP-450の 可 溶化 には当初1%の コ ール

酸 を使 って行 った。 可溶 化処理 後、 カラム クロマ トグラフ ィ ーで精製 を行 っ たが、

P-450レ ダ ク ターゼ 活性が どの段 階の試料 にも検出 され、チ トクロ ームP-450と 挙

動 を共 にした。 また、ハ イ ドロキ シアパタ イ トカラ ムクロマ トグ ラフ ィーに よる

精製 の場合、 チ トクロ ームP-450は カラム に吸 着 したが、 リン酸濃度 を上昇 させて

も溶出せ ず、 逆 にエマ ルゲ ン913な ど界面活性 剤が わ ずか に存 在 した だけで、 低 リ

ン酸濃 度で もチ トクロ ームP-450が 溶 出 し、 しか もチ トクロ ームP-450の 比含 量 はカ

ラ ムチ ャージ前 とほ とん ど変 化 しなか った。

超 遠心 上 澄液 に含 まれ るチ トクロ ームP-450が 可溶化 され たチ トクロ ームP-

450で あると思 うてい たが、 実は可溶 化が 不充 分であ り、比較 的小 さな膜断片 とし

て超遠 心上澄 液 に浮遊 回収 され たため に生 じた現象 で あ ろうと考 えな お した。 そ

こで、 超遠心 上澄液 にコール酸1%を さ らに添 加 し、2'、5'一ADP一セ フ ァロース カラ

ムクロマ トグラ フ ィーを追 加 した ところP-450レ ダ クタ ーゼ を分離 除 去す るこ とが

で き、 その結 果 と して、ハ イ ドロキ シアパタ イ トカラム クロマ トグ ラフ ィーで の リ

ン酸濃 度勾 配溶 出法 を使 っ て精製 で きた。

表8-3に 微生物 起源 の既知 のチ トクロームP-450を 表示 した。R.minute

のチ トクロ ームP-450の よ うに、 基質 に イソ吉 草酸の ような有 機酸 を利用 し、 不飽

和炭化 水素で あるイ ソブテ ンを生 成す る よ うな チ トク ロームP-450は 報告 され てい

な い。 またR.minutaで はL一 フェニル アラニ ンに よってチ トクQ一 ムP-450が

誘導 され る。L一 フ ェニ ルアラ ニ ンによって誘導 され る ようなチ トクロ ームP-

450に ついて は今 まで 全 く知 られ ていな い。 この よ うにR.minutaの チ トク

ロームP-450は 従来報 告 されて い るもの と全 く異 な る可能 性が 強 い。

この菌の チ トクU一 ムP-950は 酸化 型の ソ レッ ト吸 収帯の ピ ークが418nm

にあ り、 ダ イチオ ナイ トの 添加で この吸 収がブ ル ーシ フ トし、 淡色効果(hypo-

chromicity)を 示す こと、 還元 一酸化炭 素複合 型の ソ レッ ト吸 収帯 は447nm

(還 元 型 との差 スペ ク トル では、448nm)に ピー クが あり、 い わゆ るuP

448グ ル ープ"に 属す る こと、 分子量 が58,000で あ るこ とな どか ら、
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表8・ 一3微 生 物 起 源 の チ ト クC1一 一ムP-450

徴生物 CytochroneP-450の 機 能-基 質 誘導物質

(バ ク テ リア 》

AC1

7EIC

-
CTlceacet董d1雪

aeriu凪
ATCC133

ATtCC1958血

1幽 §」幽 ・

PpGIATC17453

一 」幽

Moraxella

(カ ビ)

Fusariunoxysvorun

Aspergillusochraceus

《酵 母)

アル カ ン水酸 化

アル カ ン水 酸化

15一 β水酸 化

羅 花 ω'2・ ω弓

8一メ チル水 酸化

5一ケ ト永酸 化

7一メ チル 水酸化

0一 脱メ チル 化

w-2,w-3-i,

水 酸 化

メ チ ル 水 酸 化

Saccharonrcesterevisiae14一 α 一 脱 メ チ ル 化

Candida」oaltose・ ア ル カ ン 水 酸 化

n一オ クタ ン

n一ヘ キサ デカ ン

諾 轍 △4ス

脂 肪 酸

リナ.n一 ル

カ ン フ ァー

P'シ メ ン

グ ア ヤ コ ール

IFO1102

脂肪 酸

ベ ンッ ピレン

ラ ノ ス テ ロ ール

n一アルカ ン

minuta

n一オ クタ ン

n一ヘ キサ デカ ンピ フェ
ニ ール フェナ トレ ン

来 定

フ ェノバ ル ピ タール

リナ ロ ール

カ ンフ ァー

p一 メ シ ン

グ アヤ コ ール

フェ ノパ ル ピ タール

ベ ンツ ビ レン

低 溶存酸 素濃 度 ・〕

n一アル カ ン

イ ソブテ ン生成 イ ソ吉草 酸 フ ェニ ール ア ラニ ン

Saccharomycescerevisiaeの チ ト ク ロ ー ムP-450(59)と 若 干 類 似 し た 性 質 を 持 っ て

い た 。

R.血inutaの チ トク ロ ー ムP-450が,既 に 報 告 さ れ て い る チ ト ク ロ ー ムP-450

と 比 べ ど の よ うな 関 係 に あ る の か に つ い て は 、 残 さ れ た 今 後 の 課 題 で あ ろ う と 考 え

ら れ る 。

第5節 要 約

R.皿inutaIFOiiozの ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 か ら コ ー ル 酸 を 用 い て チ ト ク ロ ー ムP-

450を 可 溶 化 し、2',5'一ADP一 セ フ ァ ロ ー ス4B,AH一 セ フ ァ ロ ー ス4B,ハ イ ドロ

キ シ ア パ タ イ トカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て 比 含 量10.On皿olんgprotein

の ほ ぼ 単 一 の 蛋 白 質 に 近 い 状 態 ま で に 精 製 し た 。

こ の 菌 の チ トク ロ ー ムP-450の 性 質 は 、447n .mに 還 元 一 酸 化 炭 素 複 合 型 の

ソ レ ッ ト吸 収 帯 の ピ ー ク を 持 っ こ と 、 分 子 量 はSDS-PAGEで 約58,000、 イ ソ
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吉草酸 を基質 とす るこ と、L一 フ ェニル アラニ ンで誘 導 され るこ とな ど、 多 くの特

徴があ り、従来 か ら知 られ ている チ トク.ロームP-450と は全 く異 な る可 能性が強 く

な って きた。
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第9章 イソブテン生成系の再構成

第1節 緒 言

一 般にチ トクロ ームP-450は 膜 内に埋 め込 まれ た状態 で存 在す る膜 結合 型酵素

で あり、NADPHか らP-450レ ダクタ ーゼのFAD,FMNを 経 由 して伝達 され

る電子 と分子状酸 素 と様々な有 機基質 か ら、広 汎 な酸化 生産物 を生成 す る反 応を触

媒す る酵 素で ある。 精製 され たチ トクロ ームP-450とP。450レ ダ クタ ーゼ を使 っ

て、基 質の イソ吉草酸 か らイソブ テ ンの生 成す る反応 を証明す るため に は、.この 両

酵素 を リン脂質 な どによ って形 成 され る人工膜 中に埋 め込み、 イ ソブ テ ンの 生成反'

応系を再構成 す る必要 があ る。 リン脂 質 として、ダ イ ラウロ イル フ ォスフ ァチジ

ルコ リン(DLPC)を 用 い、 コ ール酸 透析法 に よって イソブ テン生成系 の再構成

を試み た。

第2.節 実 験 材 料 お よ び 方 法

1.材 料 お よ び 試 料

1.1.P-450レ ダ ク タ ーゼ 溶 液:第7童 に 述 べ た ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ ト溶 出 酵 素

液(活 性:12μ 皿ol/皿1/min)を 使 用 し た 。

1.2..チ ト ク ロ ー ムP-450溶 液:第8章 に 述 べ た ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ ト溶 出 酵 素

液 を 再 び ハ イ ドロ キ シ ア パ タ イ トカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に か け 、 酵 素 試 科 中 の

界 面 活 性 剤 を0.08%エ マ ル ゲ ン913か ら1%コ ー ル 酸 に 交 換 し た チ トク ロ ー ム

P-450溶 液(チ ト ク ロ ー ムP-450含 量:14mol/回1)。

1.3.ダ イラウロ イルフ ォスフ ァチジ ルコ リン(DLPC)溶 液:3mgの'DLPC

を1mlの 脱 イオ ン水 に懸濁後 、 約2秒 間超音 波処理 し、最終 濃度が1%と な るよ

うにコ ール酸 を添加 し、DLPCを 溶液 状態 に して使 用 した。

1.4.イ ソ 吉 草 酸 溶 液:330mMイ ソ:吉 草 酸 溶 液,pH8.0

1。5,NADPH溶 液:3mMNADPH溶 液

2.イ ソブテ ン生成系 の再構成 法(コ ール酸透析 法(65,66))
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チ トクロ ームP-450溶 液300μ1、P-450レ ダ クタ ーゼ溶液100μ1お よ

びDLPC溶 液100μ1を 混合 し、透析 用セ ロフ ァ ンチ ューブ にいれ 、20%グ

リセロ ール、1μMFADと1μMFMNを 含 む100mMリ ン酸 カ リウ ム緩 衝液

,pH7.3で 約15時 間 透析 し、 イ ソブ テ ン生成 系の再 構成実 験 を した。 なお

ブ ラ ンクと して、 チ トクロ ームP-450を 除 くか わ りに透析用緩 衝液 を加 えた混合液、

またP-450レ ダクタ ーゼ を除 くか わりに透析用 綬衝液 を加 えた混合液 にっ い ても透

析 を行 った。

3.イ ソブテ ン生 成活性 の測定法

上 記3種 類の透析 済再構成 酵 素液300μ1,2μMFADと2μMFMNを

含 む リン酸 カ リウ ム緩 衝液,pH7.2,500μ1、 イソ吉草酸溶 液100μ1,

NADPH溶 液100μ1を 順 にワ ッセル マ ン試験 管(φ15mm,13ml容)

に入れ、 ゴ ム栓で密 封 後25℃ で 往復振 とうし、 反応 を行 わせ た。 一定時 間後、

ガ スシ リンジで試験 管気相 部か らガ スを採 取 し、 ガ ス クロマ トグラ フで生成 イ ソブ

テ ンを測定 した。

第3節 結 果

1.コ ール酸透析 法 による再構 成

コ ール酸透析 法 を用 い て、 イ ソブ テ ン生成 系を再 構成 し、 その イ ソブ テ ン生成

活性 を測定 し た結 果 を表9-1に 示 す。 チ トクロ ームP-450とP-450レ ダ クタ ー

ゼ両方 を含む 完全系 の場合 にだ けイソプ テンの生成が 認め られ、 チ トクロ ームP-

450あ るい はP-450レ ダ クタ ーゼ のいずれが 欠 けて もイソブテ ンは生成 しな か った。

表9-1イ ソ ブテ ン再 構 成 系 に よ る イ ソ ブテ ン生成

Enzymecomposition Isobuteneformed(nl/ml)*

reactiontime(min

10 za

CytochromeP-450+p-450Reductase
(complete)

0.91 1.40

CytochromeP-450

(一P-450Reductase)
0 0

P-450Reductase

(一CytochromeP-450)'
0 0

1m1の 酵 業 液 か ら生 成 し た イ ソ ブ テ ンnl
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以上 の結果 か ら、 イソ吉草 酸 を基 質 と し、 ミ クロ ゾ ームの チ トクロ ームP-450

お よびP-450レ ダ クタ ーゼか らな る酵 素系 と酸 素 の存在 下で、 イソブ テ ンが 生成 さ

れ るこ とが確認 で きた。

第4節 考察

チ トクロ ームP-450,P-450レ ダ クタ ーゼ に リン脂質(DL,PC)を 組 合せ、

コ ール酸透析 法 によ って イ ソブ テ ン生成 系 を再 構成 し、 イソブ テンの生成が 確認 さ

れ た。 これ はコ ール酸透 析法 に よって図9-1の よ うに、 チ トク ロ ームP-450と

P-450レ ダ クターゼ がDLPCの 膜 中に構成 され、NADPHか らの電 子をP-450

レダクタ ーゼ 内のFAD,FMNを 経 由 してチ トク ロ ームP-450が 受 け取 り、 活性

化状態 とな ってイ ソ吉草 酸 か らイ ソブ テ ンを生成 した と考 えられる。

NADPH

Isovalericacid

Isobutene

Membran,灘

V魏

Fao

Reductase

FMN

eme

P-45。 欄 路聯

。 幽 麟W鼎

図9-iチ ト ク ロ ー ムP-450とP-450レ ダ ク タ ー ゼ の 相 互 関 係(モ デ ル)

チ トク ロ ームP-450の 反応 機構 につ いては、 図9-2の モ デルが 提案 され てい

る(67)。 チ トクロ ームP-450の 第5配 位 子は タ ンパ ク質の シ ステ イ ン残基 のチオ

ール基 か ら由 来す るチオ レー トで あ り、第6番 目の配 位座 を水 分子が 占め て いる。

チ トクロ ームP-450の 基質 結合 部 位 に結合 した基質 は立体的 に第6配 位座の 近傍 を ,

占め る ことになる。 この時、 ヘ ム鉄がLowspinか らhighspinに 変化 し、チ トクロ

ームP-450特 有 のスペ ク トル変化 を生 じる。 次 にチ トクロ ームP-450の 還 元 と酸

素分子 のヘ ム鉄へ の結 合が 起 こ り、 最終 的 にFev=0の 形 で酸 素 原子が活 性化 され、

酸素原 子が 基 質に添 加 され る。
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上記 のチ トクロ ームP-450の 反応機 構か ら考 えて、 イソ吉 草酸 か らどの よ うに

してイソブ テ ンが 生成 され るの で あろ うか。R.皿inutaの チ トクロ ームP-450に

イ ソ吉 草酸 を添 加す る と、 タイプ1ス ペ ク トル変化が 観察 され(図8-8)、 イ ソ

吉草酸 のチ トクロ ームP-450基 質結合 部位へ の結合 は証 明 され てい る。 しか しイ

ソブ テ ン生成 反応 に酸 素が 必要 で あるが 、生成 物の イ ソブ テ ンには酸素 原子 の添加

は ない。 一っの可能 性 と して、 下記の反 応1の よ うにイ ソ吉草酸 の β位 に酸素が

添加 したβ 一ハイ ドロキ シイソ吉草酸 を 中間体 と して経 由す る反 応が考 えられ る。

:1:>CH-CH2一・(;:1}麟 一:1:>C=CH2・COZI

β一ハ イ ドロ キシイ ソ吉草 酸か ら、 デハ イ ドレーシ ョン、デ カルボ キシ レーシ ョン

が 起 こ りイ ソブ テ ンが生成 す る。 同様 な生化学 反応 と して、 メバ ロ ン酸 ピ ロフォ

スフ ェ ー トか らイ ソペ ンテニル ピ ロフォス フェ ー トが 生成す る反応が 知 られ ている

(反 応II)。
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麗 蝋 陛齢 番一麗 卿丸 II

しか し、1の 反応が 進行す るため には チ トクロ ームP-450が リアーゼ(デ ハ イ ドラ

ーゼ とデカル ボキ シラ ーゼ)活 性 をハ イ ドロキ シラ ーゼ活性 と同時 に持 たねば な ら

ず、チ トクロ ームP-450以 外 に別の リア ーゼが 反応 に 関与 する可能 性 も否定で きな

い。

そ こで イソ吉 草酸 か らイソブ テ ン生成反 応 を触 媒 す る活性 のあ る無 細胞抽 出液

を用 いa一 ハ イ ドロキ シイソ吉 草酸 を添加 し、 イソブ テ ン生成 を調べ たが反 応 は起

こらなか った(datanotshown)。 したが って、 リア ーゼの 関与 は否定 され るだ

ろう。 また、 同時 にチ トク17一 ムP-450が β 一ハ イ ドロキシ イソ吉 草酸か らの イ

ソブテ ン生成 を触媒 しない ことも示 してい る。 β 一ハ イ ドロキ シイ ソ吉草 酸 を中

間体 として経 由 してイ ソブ テンが 生成 され るの だ ろ うか 。 イ ソ吉草 酸 か らa一 ハ

イ ドロキシイ ソ吉草 酸が チ トクロ ームP-450表 面で生 成 した場 合 と、 外 か ら β一ハ

イ ドロキシイ ソ吉草 酸 を与 えた場合で は同 じ様 には考 え られな いのか も知 れな い。

も う一つの機構 と して、 下記 の反 応mも 考 え られ る。

:1:jCH-CHZCO
u
Fev(一::讃 一:1:

　

/C=CH2

Fey

+CO2

+H20
皿

活性化 したチ トクロ ームP-450が イソ吉 草酸の β位の 水素 を引 き抜 き、 次 に通常 は

OH'を 添加 す るが、`その 前 に速 い反応 で電子 移動が 起 こ り、 イソブ テ ンが 生成 す

る反応 で ある。 これは、 チ トク ロームP-450の ハ イ ドロキシ基添加 の機構 にも関

わ る尚の で興 味が も たれ る。 上 記 どち らの反 応で も β一ハ イ ドロキシ イソ吉草酸

が イ ソ吉草酸 か ら生 成す る可能性 が あ り、 これ を検討 す る必要 が あろ う。

チ トクロ ームP-450に は多様 な分子 種が あ るこ とが知 られて いる(54)。 また、

チ トクロームP-450が 触媒 す る反 応 にも多種、 多様 な反応が あ る。 チ トクロ ー
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ムP-450の 種 類 、 あ る い は そ れ が 触 媒 す る 反 応 に よ っ て 、 図9-2に 示 し た 反 応 で 、

チ トク ロ ー ムP-450を 活 性 化 す る の に 必 要 な2つ の 電 子 の 内 、 両 方 がP-450レ ダ ク

タ ーゼ か ら供 給 さ れ る 場 合 と 、 最 初 の 電 子 はP-450レ ダ ク タ ー ゼ 、 第2の 電 子 は

チ トク ロ ー ムb5か ら 、 そ れ ぞ れ 供 給 さ れ る 場 合 の2通 り が あ る と 言 わ れ て い る

(49,69),

R.ｮinutaの チ トク ロ ー ムP-450とP-450レ ダ ク タ ー ゼ を 用 い た 再 構 成 系 は イ

ソ 吉 草 酸 か ら の イ ソ ブ テ ン 生 成 反 応 を 触 媒 し た が 、 活 性 は か な り 低 か っ た 。

R.minutaの ミ ク ロ ゾ ー ム 画 分 に チ トク ロ ー ムbsが 存 在 し て い る こ と(datanot

shown)か ら 考 え て 、 イ ソ ブ テ ン 生 成 に 関 与 す る ミ ク ロ ゾ ー ム の 電 子 伝 達 に チ ト ク

ロ ー ムb5が 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る 可 能 性 も 考 え ら れ る 。

第5節 要約
し

精 製チ トクロームP-450と 精製P-450レ ダ クタ ーゼ と リン脂質(DLPC)を

組 み合 せ、 コ ール酸透 析法 によ ってイ ソブ テ ン生成系 を再構成 した。 再構成 した

酵 素系 に、 イ ソ吉草酸 、NADPHを 添 加 した ところ、 イ ソブ テ ンの生 成が 認め ら

れ、 チ トクロ ームP-450お よびP-450レ ダ クタ ーゼか らな るミ クロ ゾ ームの 電子伝

達 酵素系が イ ソ吉草酸 か らイソブ テ ンへ の反応 を触媒 して いる ことを確認 した。
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第10章 結果の要約と考察

第1節 要 約

現在、 燃料 として使用 され て いるガス 状飽 和炭 化水素 や合 成樹 脂、 合成 ゴムな

どの工業化 学製 品の原 料で あるガ ス状不飽和炭 化水 素 は原 油か ら生 産 されて い る。

原油 は化石 資源 であ り、や が ては 枯渇 す るであ ろ う。

農、 畜、 水産 廃棄 物な どの再生可 能 なバイ オマ スを出発原 料 と し、 微生 物の機

能 を利 用 して、 人工 的 にCa一 ガ ス状 不飽 和炭化 水素、 とりわけ イソブ テ ンを生産す

るこ とを目的 として この研 究 を行 った。

第1章 で は、研 究の背 景、既 往の研 究、 そ して上 記の よ うな、 この研 究 の目的

と研究 の進 め方 にっ いて概 説 した。

第2章 で は、C4一 ガス状炭化 水素 生産菌 を スク リ ーニ ング した結果、C4一 ガ ス

状炭化 水素 生産菌 は特 定の属、種 、株 に片寄 ってい るのではな く、 か な り幅 広 く分

布 する こと、 及び 生成 され るC.一 ガ ス状炭 化水 素の中 では イソブテ ンが生成 速度、

生成量 ともに高い こ とな どが 判明 した。 イ ソブ テ ン生産菌 と して はRhodotorula属

に属す る酵母 に比較 的多 く、 なか でも、R.皿inutaIFO1102が 高 いイ ソブ テ ン生成

速 度を示す こ とか ら、 本菌 株を候 補株 と.して選 択 し、 以下の 実験 に使 用 する こ とと

した。

第3章 で はR.minutaIFO1102に よ るイソブ テ ンの生 成に必 要な要 因を解 析 し

た。 本菌 の イソブ テ ン生 成 には その 培養液 にL一 ロ イシ ンとL一 フ ェニル アラニ

ンの添加が必 要であ り、 両者 を同時 に添加 する とイ ソブ テ ンの生成 速度が 相乗 的 に

増加す るこ と、 さ らに、酸 素が 必須で あ るなど の事 実が判 明 し た。 なお培養 の最

適pHは6,0、 最適 温度 は25● ～27℃ で あっ た。

第4章 で は、L一 ロイ シン とL一 フェニル アラニ ンの イソブテ ン生成 に及 ぼす

役割 を解明 した。L一 ロ イシ ンはイ ソブ テ ンの前 駆 物質で あ り、 その代謝 中間体

で ある イソ吉 草酸 はL-Dイ シ ン よりもよ り近 いイ ソブテ ンの 前駆物 質で あ り、L

一フェニル アラニ ンは イソ吉 草酸 か らイ ソブテ ンへ の 反応 を触 媒す るイ ソブ テ ン生

成酵素 の誘導 物質で あ るこ と、な どが判 明 した。

第5章 で は、第3章 と第4童 の知 見を もと にして、R.皿inutaIFO1102を 変異、

改 良 し、 培地 へのL一 ロィシ ン とL一 フ ェニル アラニ ンの添加 な しで、 イソブ テ ン

を生成 す るよ うな菌 株 に育 種、改 良す る ことを試み た。L-Dイ シ ンのア ナログ

で ある4一 アザ ーDL一 ロイシ ンと、L一 フェニル ア ラニ ンの アナログ であ るP一フ
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ロロフ ェニル アラニ ンの両耐性 を 付与 した変異 株MNAP-34株 を誘 導分離 し、

これ らのア ミノ酸 を添 加 しな くて もイ ソブ テ ンを著 量生 成で きるよ うにな った。

この変 異菌の 生理的性 質を解析 し た結 果、L一 ロイシ ンとL一 フェニ ルアラ ニ ンの

生合成 に関与 す る2っ の酵素へ の フ ィー ドバ ック阻 害が 解除 され、 これ らの ア ミノ

酸の 自己供給 能が増大 したため と判 明 した。

第6章 で は、R.minutalFO1102の 無細胞 抽出液 によるイ ソブ テ ン生成 系 を構

築 する と共 に、 無細 胞抽 出液の イ ソブ テ ン生成 酵素 と しての性 質を解 明 した。 無

細胞抽 出液で の イソブ テ ン生成 には、基質 としての イ ソ吉草酸、NADPHお よび

酸 素が 必須で あるこ と、 この菌の イソブ テ ン生 成酵素が ミクロゾ ーム画分 に存在 す

る膜結 合型酵 素で ある こと、 この 酵素が 一酸化 炭素で 完全 に阻 害 され るこ と、 この

菌 のチ トクロ ームP-450はL一 フ ェニル ア ラニ ンに よ って誘導 され る こと、 イソブ

テ ン生 成活性 と菌体 内チ トクp一 ムP-450含 量 との間 には正の 相関が あ るこ と、 な

どの事 実が判 明 した。 これ らの ことを総合 して、 この菌の ミ クロ ゾ ーム画 分 にあ

るチ トクロ ームP-450が イ ソブ テ ンの生 成反応 に密接 に関係 して いる と推論 した。

第7章 で は、 ミクロゾ ーム画分か らP-450レ ダ クターゼ を可溶 化 し、 各種 カラ

ム クロ マ トグ ラフ ィーによ る処理 を経 て、 電気 泳動 的 に単 一な タ ンパ ク質 に まで精

製 した。 精製 され たP-450レ ダ クタ ーゼの比 活性 は約125μ 皿ol/mg/min(ミ ク

ロゾ ーム画 分の約2300倍)、 その分 子量 は約79,000で 、NADPHの み を電子

供与体 として利用 で きるこ と、 フ ェ リシ アナイ ド,PMS,DCIPも 基質 にで き

ること、 ビタ ミンKa存 在下でNADPHオ キ シダ ーゼ活 性が ある こ と、 な どの諸 ・

性 質が判 明 した。

第8章 で は、 チ トクロ ームP-450を ミクロ ゾーム画分 か ら可溶 化 し、 各種 カラ

ム クロ マ トグ ラフ ィーによ る処 理 を経 て、比含 量約10n皿01/mgprotein(ミ クロ

ゾ ーム画 分の約100倍)ま で 精製 した。 この酵素 は、 分子 量が 約58,000で 、 そ

の分光 光学 的性質 か ら酸 化型 スペ ク トルの ソ レッ ト吸 収帯 は418nmに ピー クが

あ り、530お よび570nm付 近 に他の2っ の ピ ークが認 め られ た。 還元 型 ス

ペ ク トルの ソ レッ ト吸収帯 は酸 化型 と比 ベブル ーにシ フ トし淡 色効果 を示 した。

還元型 スペ ク トル には、 他 に550nm付 近 の ピ ークが認 め られた。 還元 一酸化

炭素複 合型の ソ レッ ト吸 収帯 は447nmに ピ ークが あり、"P-448グ ル ープ

"に 属 す る酵 素 と判明 した
。精 製 したチ トクロ ームP-450に イ ソ吉 草酸 を添加 した

時、チ トクロ ームP-450と 基質 との相互 作用 に よって生 じ るタ イブ1の スペ ク トル
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変化が 認め られた。

第・9章で は、 精製 され たチ トクロームP-450,P-450レ ダ クタ ーゼ,リ ン脂質

(DLPC)を コ ール酸 存 在下で 混合 し、 透析 によってコ ール酸 を徐 々に除 表 し、

形成す るDLPCの ミセル 中 に各酵 素 を構 成 させ た(コ ール酸 透析 法・)。'こ の再

構 成系 によって イソ吉 草酸 か らイ ソブ テ ンの生 成が確 認 され、 イソブ テ ン生 成酵素

の本体 はチ トクロ ームP-450とP-450レ ダ クタ ーゼ な どの ミクロゾ ーム に存 在す る

電子伝 達系 で ある と判明 した。 さらに イソブ テ ンの生成 機構 につい て も考 察 した。

第2節 考 察

R.minutaが イ ソ ブ テ ン を 生 成 す る 生 理 的 意 義 を 考 え る 場 合 、 生 成 物 の イ ソ ブ

テ ン と 、 こ の イ ソ プ テ ン 生 成 反 応 を 触 媒 し て い るR.皿inutaの チ トク ロ ー ムP-450

(酵 素)が 生 理 的 に ど の よ う な 働 き を 持 っ て い る の か を 解 明 す る こ と が 必 要 で あ ろ

う。

イ ソ ブ テ ン がR.・minutaの 増 殖 に 何 ら か の 影 響 を 与 え る の か を 調 べ た が 、 植 物

に お け る エ チ レ ン の よ うな 劇 的 な 効 果 は 認 め ら れ な っ か た 。

・R .皿inutaで 初 め て 見 出 さ れ た チ ト ク ロ ー ムP-450は 、 他 の チ トク ロ ー ムP-

450と は 異 な る 特 殊 な 性 質 を 持 っ て い る 。 た と え ば 、 よ く 研 究 さ れ て い る

Saccharomycescerevisiaeの チ ト ク ロ ー ムP-450と 比 較 し て み る とS。cerevisiae

の チ ト ク ロ ー ムP-450は ラ ノ ス テ ロ ー ル の14α 一 デ メ チ ラ ー ゼ で あ り(た だ し 、

最 近 別 の チ ト ク ロ ー ムP-450も 報 告 さ れ て い る(72)。)、 そ の 誘 導 は 、 ミ トコ ン ド

リ ア の 増 殖 を 抑 え る 条 件 で 起 こ る(54,73)。 こ れ に 対 し て 、R.minutaの チ ト ク ロ

ー ムP-450は イ ソ 吉 草 酸 の デ カ ル ポ キ シ レ ー シ ョ ン を 触 媒 す る こ と 、L一 フ ェ ニ ル

ア ラ ニ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る こ と な ど の 相 違 点 が あ る 。

こ のR.皿inutaの チ トク ロ ー ム .P-450の 特 徴 が 、R.minuta固 有 の も の か 、 そ う

で な い の か 知 る 必 要 が あ ろ う 。S.cerevisiaeとR.minutaの そ れ ぞ れ の チ トク ロ

ー ムP-450の 特 徴 を も っ と 詳 『し く 比 較 す る こ と は 重 要 と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 チ ト

ク ロ ー ムP-450の 分 子 多 様 性 と そ の 分 子 構 造 な ど 、cDNAの ク ロ ー ニ ン グ や チ ト

ク ロ ー ムP-450遺 伝 子 構 造 面 の 解 析 が 盛 ん に 進 め ら れ て い る(74～82)が 、R.'

ｮinutaの チ ト ク ロ ー ムP-450に っ い て も 、 こ の よ う な 研 究 が 重 要 な 知 見 を 与 え て く

れ る も の と 考 え ら れ る 。
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