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,捕.Tlや 描Si'

111 繕打

近年.権威が発最することもに高圧:二正三化された社会が影咲きZt､われわれの生

砧も丘かにr+･ってきた.しかし､その一方で産JA化に伴い指刻な環境汚染が表面化し.

大きな21全問現となっている｡環境汚染には,大気汚染として成層田のオゾン官の壊

蟻.拝Uス:=上る酸性雨,炭酸uス;=1る地球温唖化などが車けちれ､まJと,水質汚

史こして､生活排水による富栄蕃化､工具排水に上る河川などの汚染などが挙げられ

る｡掛 こ､わ11･われの生活の者である河川へのみ物の混入による汚染は､直殺生缶が

危険に曝されるためL-tK刻fj問題となる｡河川へ混入する可能性のある毒物の一つとし

てシ7ン化水兵.シアン化が)ウムやシアン化ナトリウムなどのシアン化物(シ7ン)が

ある｡これらのシアンは生体に対してLiE性が強く､その漉度によっては.生物を死に

.fる危険がある(I)｡しかし､シ7ンは猛毒でありながら､=農的には多くの用途があ

り､金鶴fl'T鈍や金.銀のメ17キによく用いられている｡また. ['T転系の樹脂および搬

経､ニトリル,農薬の合成原料としても使用される(2.3)｡これらの工菜からの排水に

はシ7ンが含まれているため､白紙界に排出するFIIiLに除去もしくは撫奄化しなければ

ならない｡

硯TL J:菜排水のシ7ンの処理には､おもに次正塩滋較または塩加水による酸化分

解などの化学的処理が用いられている(3.4)｡このような処理法は､次亜塩素酸や塩#

などのイ1'it物質を必要とし､設備や処理足首に費用もかかる｡したがって､これらの

hTiEに変わる処理法が求められている｡この化学的処理法に変わるものの一つとして,

生物的に処理する方法が考えられる｡これは､微生物や鮮者などを利用してシ7ンを

分解またはk巷化する方法であり､-板に安価に処理できる利点がある｡しかし､生

物処理:二はシ7ンを分析する能力のある放生功または鮮京が必要であり.そのスク

リ-ニングが必須となることから.現在まで'R用化はされていない.

シ7ンの生特に柑する苛性にも関わらず､ある軌の組物や放生軌 まシアンの生成が

行われていることは以前から知られている(5.6).また､活性汚泥中で排水に含まれる
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シアンが分解されて1..くと･J-う報告もされている(7.ホ1｡こ1こらは､白.}.'甥･.二lまシ7ン

を代hすることのできる生物および鮭芸が存在することを示唆'L_ている;実際.二,シ

7ンそ分解する放生物または慶.E-が凍賢さ11,その性安･++･とが検打されてT.･る(i.51.

JB研究で.i､シ7ンの処理;=応用可能な鼓生物の単徒とシ7ン分解に岡与する酵素

の耕甘お1び時能の解析を行うこと今日的とした｡また､この酵素の遺伝子をクロー

ニングし､人Jt発現系の続きを行うとともに正伝Fに弥陀特異的突異の番人こよる鮭

ふへの位書も検討する｡

112 シ7ン化水素Bよぴシ7ン化物

シアン化水兵はr';鮭化水素とも呼ばれ.アーモンドに似た特製社史のある気体また

は液体である｡また,シアン化水素の塩はシ7ン化物と呼ばれ､シ7ン化カ.)ウム､

シアン化ナトリウムなどがこれに含まれる｡

シ7ン化水系およびシアン化物は､生体内に吸収されると呼吸活性を阻害すること

が知られている(1,9-12)｡これは,細胞中のミトコンドリアに存在する呼吸静粛､シト

クロム倍化稚ぶ枚合体とシアン化合物が接合することによる｡シ7ン化合物がこの勝

央に*.li分-3ることにより､酵#･の膿肘まtA:-わる｡この枯淡.この鮮茶を介するすべて

の酸化退元反応は阻止され､その生物は呼吸凶錐にRrlることになる｡その苛性は､シ

アン化水滋で成人の経口致死鼠が50mg～60mBといわれている(13)｡このため､シアン

化水糸､シ7ン化か)ウムおよびシ7ン化ナトリウムなどは､箱物及び劇物取締法に

おいて血物に指定され 水道水の水質盛鞄とLJr 投出されないこと●●および工菜な

どからの排出基姓として-1mgrLMが設定されている()3)｡

シアンの虫金槌塩は水に建措性のものが多いが.アルカリ溶液中で過剰のシ7ンイ

⇒ンと反応させるとシ7ノ錯崖を形成し,水に可泊となることが多い｡この宕体を利

FTlL､T'了.的に常.至急.袋台上び金などのT.L気メッキが広く行われている(Ill)｡ま1.･､

シ7ンはJ?7奴系の樹脂および巣篭､ニトリル.長糞の合荻原科として､さらにシ7ン

そのものも設虫剤や消毒剤として用いられている｡その他､シアン化水素は壇化シ7

1



ン､エ1レンジアミン四酢飯などの丑追時やコークス中や石炭ガスの絹製の際の殆留

根として■Lじる,これらの工芸排水,二は､鳥&硬のシ7ンが含まれているため.自書t=.

罪::締出する臥こ処理が必要である｡

1-3 従菜のシアン処理法

工賃iJF水中の逝Jlc)シ7ンを処理法として､次亜珪素盤埋または壇素水による駐化

分私 宅堺酸化､オゾンによる転化分解などがある(3.4)古これらの処理法のうち.吹

亜Ji兼良姓または塩鼻水による酸化分解がJtも広く用いられている｡この方法は､次
のような一･)こTTLEE.こ二次反応の2連邦の反応に分けられる.

NaCiN+NaOCl.･-.YaCh'O+NaC)

2LNaCNO+3NaOq+HっOI-Nユ+3NaC)+2NaOH+2COl
一次bt応はシアンをシ7ン掛 二酸化する反応であり､pHl0以上で行われる｡二次反応

はシアン椴をさらに酸化し､聖祭と炭酸ガスに分解する｡このときの反応はpH75-

8.0で行われ､一次反応より反応に時間を要する｡これらの処理法では処理条件の管理

が必安である｡また､処理に次亜塩素酸塩または塩糸を使用するため安全面で間噂が

あり､迎骨にもすきJRがかかる｡
これらの処理法についでよく用いられる方法は花解酸化である.シ7ンを含む排水

にグラフ丁イトを隆棲､ステンレスを絵絹として血統を試iすと臨席から酸素が発生す

る｡I.i解酸化では.この発生する穀射 こ上ってシアンをシ7ン掛 二鮭化する方法であ

ら(3).芯筋倍化による処理は､塩菜に1る転化より安価に行えるが､シ7ンの濃度が

I.000mglL以下になると反応が著しく鞍憶になる｡このため.シ7ンの電解酸化は,

AiA皮のシ7ン排水にしか旋用できず.処理された排水はさらに塩茶などによるシア

ンの般化分解を行わなければならない｡

このように現在のシ7ン排水の処理法には､安全面やや用の面から問題が多く.こ

7Lらの処理法1り安全で安価で行える処理法が求められている｡



1-4 シアン分解能を有する羅生物

シアンの分解能をもする放生鰍こ､サクラ叫やマ}打のシ7ン丘捨鉢を含LLシアン

突tl三相掛 二対する持物病原歯で故多く確iaを1tて'･lる.ShlmLZUらは.シアンを穀化分

析し,炭脹ガスと7ンモニ7を生成する不完/Z純Fuw LLm SOLJJuを報告して.いる(15Ie

この糸状rqは,前培壬においてシ7ンに善臣することに1って､シアンに不審資性の

屯+LF辻系を影成し.シトタロIL般化解語を阻苫するシ7ンを駐化分解することを

ホレ七.また.Fryらは,シ7ンを分解してホ～ム7ミトを生成するSremphJIL'uL77IoTlを

お}ぴGl∝∝亡trOSPOTaSOrgbJを単♯したく16.171｡さら:=､il種顎の糸状軌 こついてシ7

ンの分解l柵 を確認したところ.シ7ン発生植物に対する病原菌でlJ種類,シ7ン発

生地物以外の組物に対する柄農園で98兼,細物病棟箇以外の糸状菌で6後景について.

S.JottとI･･Jt束のシ7ンを分解活性を有することを示Lた(16)｡これらのうち,特にG

sol_LrI"とJIdm'nu'osponumLurCicumt:こ高いシ7ン分解活性が確認されている｡

シアン分解能を有する細菌として.KnowleSらは拓也二汚泥からシ7ンを唯一の窒素源

として増結することのできるJbeudomonagnuorcsensNCrM811764を単推した(18)｡この

棚n-は､シアンにあらかじめ適応させておくと､シアンをアンモニアと炭較ガスに分

射する｡この細胞はシ7ンの存在下で急速に位森を摘発することから､シアンを酸化

分節するとT･想されている(19)｡また､この反心 二は祁酵滋としてニコチンアミド7デ

ニンジヌクレオチド(NADH)が必要であると考えられているが(I?_0.21)､その反応の詳祁

はまだ明らかにされていない｡

また､シアン分脈能を有する細菌の中には､シアンを,発なる反応系で分解するもの

が報告さit,ている｡Whit亡らは､シアンを加水分解してギ酸とアンモニアを生成する初

曲を沌tl汚泥から初めて牡蕉Lた(22)｡また.蛙近.同様のシ7ン分解反応を示す細菌

那.tnき,OrS･mらおよびMey亡rSらに上ってそれぞれ報告された(23.24)｡Ingvorsenらは土

鳩からシ7ン分解細菌を単鼓し､それがAIcdJgeneSJtJJosoYl血nssubspdetL'Lr7117caL7SD円

であると同毒したCまた､ Iゝeyersらは､シ7ンを含む排水からBaCitLuspuL7dusCIを単

IL七｡pnuo'tqnLSNCnLB1176｣お1ぴA I)Iowy'dAl'SSublPdeJ7iq7-17cmSD円のシ7

ン分解活性は.埼玉中にシ7ンの存在にJって訪韓さLLることが示され七.これに対



一.aputru/uSClはシ7ンの淀加:=よってシ7ン分解活性のikか 一阻害されることが明

らかとなった｡この細菌では.僅差培地での増暮:二おいて村政叫稚期後半お1び静止

期肘rにシアン分析清雅が確認されて.-ら(三Jl｡

I-5 シ7ンの牛物処理

シ7ン升新 吉性のある油性汚寵やシ7ン分解神西を用いたシ7ンの生物処理に悶す

る検討が､いくつか報告されている｡Pe一tCLらは､汚掛 こシ7ンを含む溶液を通すこと

に上って､シアンの分解を倹討したく8)｡これに上り､IOOppmのシ7ンを99ci以上除去

できることを示している｡しかし,この砧性汚舵から､シ7ンを分解する散生物など

の取Aは倹dほ れておらず､詳しいシ7ンの分解披横は明らかにさZLてはいない｡

Basheerらは,AJEyJosoxLdaJ7SSubsp.dcL7'Lnt了以nSDF3からのシ7二ダーゼを用いたバイ
オリアクター合作蚊した(25,1_6)｡これは,シ7ニダーゼを帳に国定化し.シ7ンを含

む溶液をその固定化掛 二循環してシアンの分解をTTつた｡その結果.160ppmのシ7ン

青さ碓300mlを2Jhでほほ完全に分解することが雑-E.r-されている｡しかし､このバイオリ
7クタ一に用いたAJtylosoxJ'danSSubspdeITtm'GcansDF3由来の酔糸はシアンによってそ

の生合成が虜印されるため､この軽業を調屯するた桝 二はこの細蘭をあらかじめシア

ンに遜rLkLさせておかなければならないという関越がある｡また､このリアクターのシ

アン分鮒の処理能力も充分であるとはいえない｡

このjうに､シアンの生物処理に対していくつか快打されているが､失用的に充分

なプロセスはl別発されていない｡

I-6 シ7ン分解鮭真

二tLまでに､シアンを分解する群宗は政例凝芸されている.,これらのうち､ログ

ネ一･tf(EC28.11)は.次のような反応を世媒し､シアンを毒性の隆いチオシ7ンに分

析する

S三0}一一Ch'--Sol:-+SCII

5



この妨森は､動物､他軌 糸状宙および細偽など幅広く生物にみられる(27)｡しかしな

がら,この鮮Aの反C･には､チオ磁殻が必箕であり､1菜排水中のシアンの処理に円
いるには適さない｡

Fryらは.S.Jodの胞子をシ7ン化か)ウム溶液中で適応させて綜た島細胞抽出狂から､

次の式に示すようにシ7ンの加水分解を態虻するシ7ンヒドラターゼrEC42.1.66)を確

認している(15)｡

HCN+Hヱ0一･HCONH=
この鮮兵のシアンに対するMichaeLis定裁くKnJは､15TTtM-20mMであると求められた｡

また一枚近.wangらによってG.sorgJ7Jから(28)､ClunessらによってF.laEenDIum(29)から

シアンヒドラタ-ゼが相次いで橋製された｡これらの酸素は､分子丑が約40kDaのポリ

ベ7'チドからなる多読体で活性を持つ酔京の分子丑は､300kDaを越えることが明らか

となっている｡また.いずれの酵素もシ7ンに対するKmは､10rTM以上である｡現在

までに絹製されたシアンヒドラタ-ゼのシアンにJ･TするKmはいずれも10mM以上と高

く､シアンの低濃度までの処理は的維であると考えられる｡

なお,G.sorghiおよびFlaEenuuL77由来のシアンヒドラターゼの遺伝子の塩基配列が決

定され､これらの酸素がニトリルをアンモニアと酸に加水分解するニトリラーゼ昨C

3.51I)と柑rt･他 が高いことが示された(29.30)｡また､同時にEs(hencbJaCOl沖 での大盤

発現も試みられたが､活性のある酸必 よ縛られていない.

シアンヒドラターゼの他に､次の式に示すようなシアンを加水分解し､アンモニア

とギ酸を生成する酵素シアンジヒドラタ-ゼ(シ7二ダーゼ)が.lngovorsenらおよび

M亡yCrSらに上ってそれぞれ.A_xyJosoxJdaLI75SUbspdeL710iJIcat7SDF3とB.pumilusClから

柵現された(23.31)｡

HCN+2日20- LVH3+HCOOH

これらのめ#は､約JOkDaの分子血を持つ2唖款または3経茄のポリペプチドから構成さ

れる多立体であり､シ7ンに対するKn,は3lTuW前後であることが示された｡このK.,,の

他から､これらの酵素はシアンヒドラタ7-ゼより基質(シアン)に対して親和性が苗
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く､こLtt,のポ真fi･用いる方が誹水処理などには毒していると考えら71る｡しかしな

がら､これらの鮮女の詳しい最正解FTおよび正伝子の群折はほとんど行われていな.･｡

1-7 本研究の目的と重義

符拐_､シ7ンを含む工具排水の生物.=よる処理プロセスを謂発する場合;二は､シ7

ン分解能を有する鞍生物の単軽.'三もちろん.その反応:二間tj-する酵素:=つ.､て遭†王子

の塩)1配列を含めた摂能解析が不可欠である｡また､シ7ン分解鮭題を甲いる場合.

人見の鮮滋を必要とする,ためにシ7ン分解鮮Rの遭仁子のクローニングこともに大玉

発現系の仏案が必要となる｡現在までに､シ7ンを分解する放生栂がいくつか報告さ

れている｡しかしながら､それらの微生物はシアン分解活性の諸掛 こシ7ンが必要で

あるものがほとんどである.これらの故生物をシアンの生物処理プロセスに用いるた

めにはあらかじめシアンに塀応させる必紫があり､実用的であるとはいえないoまた､

シアン分解併耕土歎碓類の微生物から絹敬されているものの､シアン分解群兼の塩益

配grJを含めた詳しい権能解析を行った報告はほとんどない｡さらに､このような群滋

の人FL発現系の偶禁によって活性のある鮮滋の発現はいまだ行われていない｡
本研究では､シアン分解能を有する新しい微生物の叩.轍を行い､シ7ン分解辞超の

相似および頗能解析を行うことを[川勺とした｡また.シ7ン分解妨訴の逆(王子のク

ローニンyおよび大品発現系の偶禁し､さらに部位特殊的変災による鮮嘉への影辞も

倹Jげ ろ｡

以 トに本._b文の純成を示す｡

第2やでは.シアン分解活性を有する細菌の単従とその性質について検討を行う｡

さらに､この滞留からシ7ン分解鮮滋を絹製し､その詣性質について検討する｡

Ln3卓では､シ7ン分解鮮票の遺伝子をクローニングおよびその塩盛配列の決定を

寺子う｡

HH 帝では､クローニングだれたシ7ン分解鯨よの正伝Jlの大隈百中での大Jt発現

を行う｡ま,た.入隅宙中で発壊された鮮A･の活性をシ7ン分解紹鴎由来のものと比戟

する｡
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市5年では.クローニングし''=シ7ン分解が女の遺伝子に耗位蒋矢的.=変異を導入

し.7ミノ鮭タk鵜のqTL換;二よる酵薫ここ与える影書を検打する｡

第6市は､祐筈であ7),本研究を要親し終られた研究成果をまとめる,

以上のように､本研究は.蘇生幼虫1ぴその反応に関わる鮭#.'こついて重要引吉報を

提供し､シ7ンの生鞍処理プロセスの開発に大きく寄与するものと考えられる.



: 第2帝 シアン分相 帥 スク.)~ニングとシ7ン分解鮮滋の絹製

2-1 諸官

シ7ンの生特処理プロセスを開発するたわには.シアンを分解できる鞍生物また

は辞去が必須であり､その単焦が必要である｡シアンを分解する放生軌 ま.糸状菌お

1び神曲-でいくつか杜若されている｡特にシ7ン発生繊巧に対する組物病原菌である

糸状%'についてシ7ン分解能が報告されている.シ7ンを分解する糸状菌としてWaLIB

らによってG.solgl)Iが､またCIunessらに上ってF.hT亡nDLLmがそれぞれ単襟されている｡

また､これらの糸状宙からは､シアンをホルム7ミドに加水分解するシ7ンヒドラ

ターゼ(ECJ21.66)が摘製されている(28.29)｡これらの鮮耕 土.分子立が約40kDaのポ

リペプチ ドからなる多丑体でその分子Jtは300kDaを遭えることが報告されている｡し

かし､これらの勝誇のシ7ンに対するKmは､10mJVl以上と高く.シ7ンの生物処理プ

ロセスにおいてシ7ンの低濃度までの処理は困柾であると考えられる.また､この酵

射ま糸状L削こよって生産されるため､増車に時糊がかかることもrH相互である｡

シアン分解することのできる細菌としては,Knowlesらによって桔性汚泥からシアン

を唯一の顎ぷ源として増殖することのできるP.17uoLtESenSNCIMBH7611が単離されてい

る(L7)｡また､この細菌とは災なるシアン分解の反応宗を持つ細菌が故塩類報告されて

いる｡WhlLeちは､シ7ンを加水分解してギ酸と7ンモニアを生蚊する細菌を活性汚泥

からJfF#したく22)｡Lt_理学的試算の蒋果､この細齢まpseudoL7701lLZS靖であることが確認

されている｡また.同様のシ7ン分解反応を示す稲荷として､IngvorseJlらおよび

んlclerSらによってそれぞれjLxyLosol血 sst･bsp.d亡L"n'Lf- sDF3とB･I"mJ'lusClが単姓

されている(ユ3.241｡さらに.A_一YylosoJL'datLSSubsp_de17LLr)'jfcansDF3およびBpuJ7u'LusCl

から､シアンを加水分解し､アンモニ7とギ酸を生攻するシ7ンジヒドラターゼ(シ7

ニ7-1tf)がfTk製された(12.3t)Oこれらの酸素は,釣JOkDaの分子且を持つ2種類また
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は3托助のポリペプチドから1‡成される多見終であり､シ7ン::付するK山●こ3m_lt前縁

であることが求めらiしている｡シ7ンジヒドラターゼにシ7ンt=付する親和性から,

シ7ンの生拘処坪プロセスへの応用に'r=善していると考えられる｡しかしながら.A

'JIoso'L血,ssubspdm ･ntf- DF3のシアン分解活性に塔益中にシアンの存在によって

1号冷されるたわに､このa苗をこのプロセス;=導入するためには.あらかじめ毒日商i･

シ7ンにJhrさせる必貫がある｡BIM'7VJusC1のシ7ン分解活性はシ7ンの存在しない

培地中で.村政増殖期後半から静止期前半にのみ祝祭されている｡また,培地にシ7

ンを淀加することに1ってB.pumL'JJBClのシ7ン分解活性のLitiFが阻空されることが諸

色■されている.これは.シ7ンを含む排水中において､この細菌のシ7ン分解酵素の

生合成が1Tわれないことを示し､速読的なシ7ンの生物処理には遺さないと考えられ

る｡このように､シアンの生物処理プロセスに応用町能なシアン分解能を有する微生

物はいくつが阜椎されているものの､このプロセスの開発に十分な能力であるとはい

えない｡

本車では､まず､シ7ンを分解する能力のある新しい微生物のiP.柾を行い､シアン

の生物処雌への応用の可能性を検p7'Tした｡さらに,この卿価から､シアン分解酵素の

柵製およびその.;f汁E質について検討した｡

2-2 実験方法

2-211 シアン分解抑留の単桂

シ7ン分解細田を単従するために.メッキ工場の排水を採取した｡この排水をImltl

シアン化カリウムを含む分魚用液体培地汀abl亡2-1)に荘稚し,30℃で48h授畳替茎した｡

叫稚した細菌を世焦するために､この培糞法をTYG寒天培地上汀able2-1)に塗凍し､30

℃で培暮した｡寒天培地上に形成されるコロニーの形状をもとに神宮を単焦し､各細

面についてシ7ンの分解活性を2-2-2に示す方法で確認した.単鼓された細菌のうち､
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シ7ン分解描性のあるものをシ7ン分解神曲とした｡

幣&された御薗をグラム央色.形状および生理学的試験を試みた｡グラム染色は､

Huckerの交接に従って行った(32J.また.その他の試験は,Barro≠らの方法(33)に従っ

て.またはap120NE(B10ittERaUXSA.)を用いて行った｡

2-2-2 シアン分解細菌のシ7ン分解活性

シ7ン分解神曲.をlmMシ7ン化カリウムを含む分徒刑培地に倭捜し､30℃で12h培

養した｡この培養液を5CKX)×g､15miJl遠心することにJ:って姓薗した｡姓歯した抑留

を50mMリン仮渡Idi液bH76)を用いて2回洗浄し.同じ縫禰液で600nmの吸光度

(OD600)が10になるように再懸濁した｡シ7ンの分解活性の測定は､この懸濁液に濃度

がIm州 こなるようにシアン化カリウムを漁加し､反応温度30℃で行った｡この反応液

から経時的に試料を採取し､2倍立のIMNaOHで反応を停止させた後､反応液中のシ

アン浪皮またはアンモニア濃度を測定した｡シアンおよびアンモニアの濃度はそれぞ

れ､ピリジンカルボン催ピラゾロン法(34)およびインドフェノール法(35)を用いて決定

した｡

2-2-3 シアン分解細齢のシアン分解清作の誘導

牡推した細歯のシアン分解活性がシアンによって訪韓されるか検討するために.1

rnMシアン化カリウムを含む分推用培地とシ7ン化カリウムを含まない培地にこの細菌

をそれぞれ抜放して､30℃で轟沈培兼Lた｡この増発液のODbD.が0.3になるまで培善

し､培荘後三･2-17_の方法でシアン分解活性を確認したe

2-2-4 シアン分解酵#の柵製

分撮用培地31%)削 ､てAI(6)妹を培養し､実額方法212-2に示した方法で洗浄した細胞
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を調製し7:.:｡この細胞を同じリン殿確砺波で仲惣濁し､超音波破砕器を開いて破砕L

た｡破砕した懸濁液を10(状)×g､20mln遠心し､その上虚み'i･細胞抽出液として.シ

7ン分解併某の絹製に用いた.

調製された細胞抽出液をFlg2-1に示すような方法で絹製を行った.なお､各締盟の

操作は､4℃で行った｡まず,(.yTも)2SOJの串晶を細胞抽出液に35年飽船客鮮度になる

ように速加し,遠心によってその上暗みを回収した｡さらにその格鞍に(Ntll)コSOJを飽

舟溶解度のJ7･5%に迂するまで77E加し､その沈毅を10.CKX)×g､.'_OmLnの淫心によって回

収した｡回収した沈殿を50mMリン殴殺ib液(pH7.6)に溶解し､0.JMNaCl/5Ornヽtリン

腹駿恥a(pl-Ⅰ76)で平衡化したDEAMカラム什AMAZEN,Co.)に負荷Lた｡吸着した蛋白

質如 5MNaCL/50mMリン殻綾軒 在(pH7.6)で楢出し､同じ体軌の1.81V(NHJ)三SOJ50

rnMリン酸叔砺波(pH76)を加えた.この溶液を09M(NHJ)ユ504/50rnMリン酸護衛液

(pH76)で平衡化したphenyJITOYOPEARL650カラム(TOSOIl,Co)に負伸したoこのカ

ラムに吸,1Yj'した鋸白質のうち､(NH4)2S04の濃度が0.54-OMで浴出される蛋白質を回

収し.2倍品のImMリン酸萩衝液(pH70)を添加した｡この溶液をIrrLMリン酸緩衝液

(pH7.O)で平衡化したDEAE-TOYOPEARL650カラムCrOSOH.Co)に負荷した｡吸着した

銀白野を0-IMNaCLの勾軌 こよって浴出した｡活性のある分画を回収して､0_31Vl

NaCl/1nM リン取殺砺波(pH7･0)で平衡化したヒドロキシ7バタイトカラム(MaC'O-Prep

ceTamLCHydroxyapahle-BlかRad)に負荷Lた｡リン酸濃度lmM-250mMの勾配によって

溶出し.シアン分解活性のある分画を捕製されたシ7ン分解酵素とLI.:｡

2-2-5 ゲル嘘通に1る分子立測定

枯製されたシアン分解辞滋の分子品を決定するた耳目二ゲル癌過を行った｡ゲJL'嘘退

カラムは､排除限界が分子最100kDaであるTSK-GELGl_(X氾SWXL(TOSOHCoJを用い

た｡溶鑑紋は､O3MNaCl/50mlW)ン鮭連帯液(pH76)を用い.流速LTTdrTM-)で行った｡
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l 溶出される蛋細 ･r二､2的nmの吸払 二lって検出した.まJJ=､蛋白質のtfT≠分子且に､

リボヌクレア-ゼA.キモトリ7シ/-ケンA､オポ7,tプミン､半血;&7ルアミン.

アルL'ラ-七.フェリチンおよびテログロ7'リンをmいた.

2-2-6 シアン分解辞菜の活性沸走

シアン分解併去I':上るシ7ン分解活性の測定は,50mMリン駐在ii液(pH7.5)中で

行った｡鮮茨を含む逢着社中に終温度で10m_tl;:なるよう,=シ7ン化か)ウムi古歌を涜

加した.k応はカ℃で3mLn-10mm行い､発生する7ンモニ7の且を測定した｡反応

社中のアンモニ7の濃度はインドフェノール方法を,用いた｡また.蛋白質の濃度は､

Bmdlordらの色宗法に従って行った(36)｡なお､この鮮Aのシアン分解活性のluJlilは､

上記の条件でlminに1fLmOlのアンモニアを絹製するのに必葵な蛋白質丑と定義した｡

2-2-7 シアンJJl解酵素の性質

シ7ン分解鮮R.について､至適温度および雪過pHの検討を行った｡至適温度につい

ては､枯作測定はシアン化か)ウム10rnMを含tT50mMリン椴線維液(pH75)中で行い､

Lu-･温皮は15℃から45℃の簡閲で測定した｡また､重執)Hについては､pHを6から】0

の飽和で行った｡反応は30℃で行い,pH6-8は50m̂ lリン絞殺衝液中で､pHg-10は

50mlVlホウ酸連帯紋中で行った｡いずれの測定も発生するアンモニア‡毘皮を走丑し､相

対砧tiを求めた｡

2-2-8 SDS-PAGE

ドアシル錠殻ナトリウムーポリ7クリルアミドru気泳軌 SDS-PAGE)は.LB亡mmliの方

法に従って､7クリrL,アミtl12%のゲルで行った(37)d泳動後の蛋白節 三､0.2免

CoorTnS5ICtrilliantblu亡R一之50(50̀もエタノールI10Lt麻殻溶液)で炎色し7'=｡また､ポリペ

プチドの分+生は､ほ車ポリペプチドの分子Jt(SDS-PAGEMoItCUlaTWeightStandards.
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Lo≠Range.BIOIRadIと比較して決定rJ=｡

2-2-9 ギ鮭のiq宅

ギ鮭の'定3.は､伽aykらの方法に従って(38ト ーT･y殻デヒドロゲナーゼ(ECLllJ3)を

用いて,反にtこ伴い増加する.NADHの王を定立することに上って決定した.羊をデヒt'

ロケナ一七の反GL.-は､30℃で30m山行い､この反応に稚い増加する:i.ADH濃度jJO.Lmの

吸光圧をiM定した｡

213 頼光B上び考案

213- 1 シアン分脈抑留の単准

シアン分脈初荷を単徒するために､メノキ工助の排水を採取し､シ7ン化カリウム

を含む分札m培地に接唖して30℃で増兼を行った｡48hの培養に1り､駁生物の増殖と

培地中のシアン濃度の減少が観素され､この培養液にシ7ンを分解する微生物が存在

していることが示唆された｡そこで.増殖した微生物を平板姐抹法により単推し,シ

アンのJJl附きlrJtLのある細歯(AL(61株)を選択した｡このAK6)株の生理学的試験の範菜を

Tabl亡2-2に示す｡この妹は､グラム陰性の好久也相磯-であることが確かめられた｡また､

花子抑徹組に上る祝祭の結果から､この細歯には槻七はみられすくFig212),非運動性

であることが明らかとなった.シアンを分解する細掛まpseudomonぉ属.JuCaLige'7eS阜

およびBacJ/Ius抑 こついて報告がみられる｡Knowl亡Sらは､シアンをアンモ二7と二酸化

炭素に分解するP.tluo化 SC17SNCmtB11764を単AEしている(17)｡また､シアンを7ンモ

ニ7とギ掛 二分解する細菌として.A xylosoLidMSSubsp.demn flcw DF3とB.IMLm lus

Clが報2.されている(23,24)｡すでに斗告されているこれらのシアン分解紹卸 ま,いす

11も拝毛または同や毛を持つ運動性の滞宙である(39)｡Taゎk 212に'7=す生理学的読蛍の

結果では,L戸従されたJu61株の罷および桂の決定には圭らなかったが､AX61株は,倭

毛を持っていないということからPstudomonJS.AIcalLgeneSおよびB3CL'L/usに残さない薪

I.I



l しいシアン分解細宙であることがいえる｡

2-3-2 AK6)株.こ上るシ7ン分解

Fig.213:=このAK61拝を1mヽ 1シ7ン化*lJウiを含む分8月培地で培養j=場合の

対地とシアン感度の経時変化を示す｡AJ(61抗の増兼開始後､速やか:二シ7ン違皮の強

少がqELEされ､15h後.二はほとんどのシアンが分解されていることがわかる｡しかしな

がら.AK61枚の増租はシアン濃度が′トさくなってからみち11､シ7ンに1って増殖の

Ea晋が扱辞される.これらの特異は,AK61珠はシ7ンを分析する代謝系を持っている

ものの.シ7ンに対しては藍受性であり､高盛圧のシ7ンによって増殖が阻害されて

いることが予.fiI.される｡

AK6)株によるシアン分解活性を検討した耗菜をF■g214に示す｡シアンを含むリン較

頒衝液中に懸濁したAK61株は､その反応液中のシアンを速やかに分解することがわか

る｡この実験では.反応液中に特別な補鮭京や有放物をほ加していないことから､こ

の柵齢のシアン分鰍 ま､補酵素などを必要としない代謝系であることが示唆される｡

したがって､AK61総は､シアンの分解に補鮮h;･としてN̂ Dlは必姿とするPnuorese17S

NClMBI1764の代謝系とはBt･なる系を祷っていると考えられる｡

また､シ7ン分解に伴い反応液中に7ンモニアの苫柵が碓盟され､シアン分解によ

る隼成佃のひとつがアンモニ7であることがJlt唆された｡シアンの分解に特別な補鮮

題を必要とせず.分解に伴い7ンそこ7を発生することから､AX61株のシアン分掛 ま

Ax)Joso.rLdaJ7SSutkiP.deIN'ET7'ficamsDF3およびB.puI711/LLSClと同様の反応系によって行わ

れている可能性がある｡なお.最終的なアンモニ7の攻守は73年と政かったが､これは

反E.中に細胞内で柄井またはlhlNaOHの添加にJる反応の停止時に一部が揮散したの

もと考えられる｡

2-313 シ7ン分解活性の誘惑
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シアン分野胡宙として維岩さ11でいる用I哲のうち､pJ7uorE･SEL75h'ClMB1176-1および

A.JI/Owx血心 ､ubゝ pde,M n/i-zsDF3のシ7ン分解場tiは,培養叶●こシ7ンの存在:I

上って1%帝さtLることが示されている(17.23)｡また.BIM'rVIusCl.'三､培手中のシア

ンのiJ.E･加に上ってシ7ン分解活性の講j#が阻書されることが扱旨さTLている(1JJ｡そこ

で.AK61をものシアン分解75性の語尊がシ7ン1って17われるか検討し/た｡シ7ンを涼

加して培生したAK61韓およびシアンを涼加していなで培暮 ーたAK61珠についてそれぞ

れシ7ン分断 創生を確認した｡培養中にシ7ンを速加Lないで七重LtAK61確でも.

反応捌姶良後からシ7ン疫皮の涙少がみられ.この細蘭のシアン分解活性が確認され

た(Fig 215)｡これは.AK6ト株のシ7ン分桝 6-性の訪?,が堵土中のシアンによらないこ

とを'7=している｡AK61株のこのような性質は､この細田をシアンの生物処理プロセス

などにk-･用する場合､あらかじめシ7ンで順応させる必安がなく､非常に有効である

と5'えられる｡

2-3-4 シアン分解酪弟の揃製

K̂61仇の耕地抽出液のシアン分断 古性は1日uniLmglであ()､31の噂諜液から1!2

unlLのシアン分解牌糸が確認された｡一巡の柵態の操作によって､庇終的に館長の比活

似ま546un･tmg･Ⅰとなり.約491E.A'-に絹製された｡また､その収率は鰍 3%であった(

Tabl亡2･3)｡各桁現況仕のSDS-PAGE(FLg2-6)の桔ni.から､ヒドロキシ7バタイトのカ

ラムから晒出した後では,はば単一のJl'ンドになるまで輔懲されていることがわかる｡

また､はけ蛋白質の分f廿 と比較したところ､この雌蕊のポリペプチドの分子量は約
38LDaであると求められた｡この箱製された酵嘉のN太古の7ミノ酸配列は､次のよう

なIR頚の7ミノ巌配列のみが羅記された :山 一HisIT〉TIPrD-Lys-Phe-Lys-Ab-Ah-,u-Val-

Gln-Ab-Ju3-Pro-Vll-T)T-Leu-Jb -Leu-Asp-A]a-Thr-Vd-GLu｡これは､稚製されたシ7ン分

解酵もが伽 8LDaのl種類のポリペプチt{からほ成される蛋白貢であることを示してい

16



る｡また､捕製された鮮掛 二ついてゲPレ遥遠クロマトグラフィーによってその分7-品

チンの同程攻の分子品を持っていることが確かめられた(Fig.2-7)｡ここで使用L,}=ゲ

ル遭遇カラムの排除限界の分子丑が100kDaであったために､この酵ik-の正確な分子蒜
は求められなかった｡しかし､その分子jtはSDS-PAGEで求められたポリペプチドの分

子舟より10倍近く大きいものであることがわかる.これらの籍兄は､AX6[林からのシ

アン分解辞,削ま､1鹿瀬のポリペプチドから多蚤体を嬬攻してる蛋白質であることを示

している｡

2-3-5 シアン分解酵素の速度論的解析

柵製された鮮求のシアンに対するL(mを求めるた桝 こ､シ7ンの勧り明濃度06rnMから

10rnMの範皿における初期反応速度からLLneWeaVer-Burkプロットを作成した(FIE2-8)｡

このプロyトから､シアンの初期濃度06mMからIOmMの範閲で直線が得られ,この

位滋のシアンに対する1cmは17rnMと求められた｡糸状齢から梢恕されたシアンヒドラ

ターゼのシアンに対するKmは10mM以上であり､AxyJosoXLdaDSSubspdenLu7tJ'cansDF3

およびB.pu′mLusC)から栢製されたシアンジヒドラターゼのK,nは3rTuVl付近であること

から､この肪女のシ7ンに対する親和性はシアンヒドラターゼよりは高く､シ7ンジ

ヒドラターゼと同程度であるいえる｡しかLながら､L7mMというf(n,は､一般的な酸

茨のKmに比べて大きいと思われる｡これは.シアンの構造が単純であるために､盛質

と絹fl-_作用できる酵束のアミノ鮭残題が限られているためと考えられる｡

粗製されたシ7ン分解鮭糸の活性の温皮依存性およびpH依存性をそれぞれFig2-9,

2-10に示す｡これらの図から､本酵;1吾の至適温度は釣30℃であり､15℃でも30℃の活性

の60%以上を保持している｡しかし､35℃ではその活性が急に低下することが明らかと

なった｡また､この酵題の至勤 Hは7.5付近にあることがわかる｡この他以上のpHでは
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油性は低下し.pHl0ではシ7ンから7ンモ二アの発生は確認されなかった｡

2-3-6 シアン分解に伴う生成物

AK6L株に上るシ7ンの分解では､反応に伴い7ンモニ7の発生が確認されているが､

シ7ンの炭劇こ由火する生成掛 ま確認されていない｡そこで､この鮮京によるシアン

の分解に伴う11.成物を検討した｡シ7ン分解細菌として放きされているP.17uortseL7S

トCIMB11764,A･･tylosoAJ血】ssubsp･demzT7ffcDJ7SDF3お1ぴB.pumilusClは.シアンの

分解に作いアンモニ7と炭酸ガスまたはギ酸を生成することが報告されている｡また､

AK61株のシアンの分解はpnuolrSenSNCrMBII76-1の代謝系と異なることが示唆され

ている｡そこで､AK6L株にJ:るシ7ンの分鰍 こ伴う生成物としてギ酸に注目し､シ7

ン分解後のギ酸の発生を確認した｡

反応汲rPのギ酸濃度の定盤は､ギ酸デヒドロゲナーゼを用いて､この酵素の反応に

伴い増加するNADH%340nmの吸光度を測定することによって行った｡しかしながら.

拓濃度の逝維シアンの存在下では､NAD◆はシ7ンと結合し､320nm付近に極大吸収を

持つようになる(40)｡そこで､反応液の初Jg]シアン濃度を変えて反応終了後のギ酸とア

ンモニアの濃度を測定した｡その結果をFlg2-日に示す｡7ンモニアは､初期シ7ン濃

掛二対して比例的に発生していることがわかる｡同様に首位濃度も畝り明シ7ン濃度に

依存して増加し.シアン分解に伴う生成物がギ酸であることが確かめられた｡これら

の結果から,本鮮卦 =よるシアンJh解反応は次の式のように進行すると考えられる｡

HCN+2H三0-.NH3+HCOOH

この給光から､AK61株から府警された鮮j6-は､A..YyJosoxidaI7SSubsp.deninffcans

DF3およびBJmmL-lusClから梢製されているシアンジヒドラターゼと同様にシ7ンの加

水分解を触媒することが明らかとなった('23,31)｡

これらのシ7ンジヒドラターゼを比較すると､いくつかの顎似した性男を持ってい
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ることが確かめられた｡7舌性のある鮮A.の分子r･はいずれもlCK)kDJ以上であり､二九

らの肺,kを脹窺するポリペプチドは､SDS･PAGEの結果から.3SkDa付近であることが

確認さLtている｡また､シ7ンこ対するKmは,いずれも3m.～l付近であJ)､A

xJ,Io～ox一血7SSub叩IdcnJnffcanSDF3からのシ7ニY-ゼのN.k等のアミノ酸配列Jは､

AK61休から捕製された酵素の7ミノ鮭配列と相同性が高いことがわかった｡

しかしながら.これらの鮮京は､明らかに発なる性質も持っていることが明らかと

なった｡AK61枚由来のシ7ンジヒドラターゼの重遵温度は30℃であるのに対し､A.

xy/osoxJ'd･mssubsp･demLrincaL7SDF3およびBpum･lusCl由来の防共は.それぞれ26℃と

37℃であった(23,31)｡また､AK6ト珠から櫛製されたシアンジヒドラターゼは､1後難

のポリペプチドから構成されていることが確かめられているが､A .YylosoxldLlJ7SSUbsp

demtnI7can.qおよびBpumJ.Ju∫Clから絹製されたシアンジヒドラターゼはそれぞれ､少し

づつ分f瓜の異なる2種類および3校頚のポリペプチドからなると報告されている｡

AK6Ⅰ休からfr'f製されたシアンジヒドラターゼのような1種類のポリペプチ ドからなる

蛋白掛土､その逝伝+のクローニングや大孟発現系の構築を行う場合､教権頻のポリ

ペプチドから捕成される蛋白質よりクローニングするべき逝伝71が短く､クローニン

グなどが容易に行うことができると考えられる｡

2-4 結a

シ7ン分解細歯の単牡とその欄蘭からシ7ン分解醸賓の棺製を行った.シアン分

解細魚をrii軽するために.メッキ工壕の排水を採取し､この排水から､シアン分解能

を有する神曲AK61練を単捜した｡この細菌は､グラム陰性､非運動性の好気性梓菌で

あり.すでに報告されているシアン分解細歯とは只なるE弓であることが示された｡

ALK6け丈に上るシ7ンの分点竿は特別な補鮭兼等を必要とせず､また､そのシ7ン分解砧

性は.墳丘中のシアンの存在に関わらず諺惑されていることが明らかとなった,これ
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らの性質は.この細歯をシアンの生物処理プロセスに応伺する場合に有刊てあるこ考

えられた｡しかし､AL(6]株が高点攻のシ7ン::対して感受性であることが示唆され､

この胡AJを用いて速読的/+L高点皮のシ7ンの処理は田程である可能性があるG

このAK6岬こから､シ7ン分解酵素が柿製された｡梢裂された辞去は,シ7ンを加水

分解し､アンモニ7とギ酸を生成するシ7ンシヒドラターゼであることが明らかと

なった｡この鮮雇は､約38kDaのポリペプチドからなる分+丑100kDa以上の蛋白質で

あることが確認された｡反応速度論的解析から.この酔滋のシアンに対するK,,および

童卦i蚊､空港pHが求められた｡

このW･滋は､A.JtyJosoLidM SSubsp.dc17jb,'lTc3,ISおよびB.PumilusClから絹製されたシ

7ンジヒドラターゼとポリペプチドのJJT子荻や辞梁の分子InLEなどの性質が類似してい

た｡しかしながら､この酵題を構成するポリペプチドの使類がそれぞれ異なることが

確かめられた｡すなわち､A xylosoxJdanssubspdenJn17ぐ.1LLSおよびBpum''JusCl由来の

シアンジヒドラターゼは､それぞれ2位筋および3佳類のポリペプチドから構成されて

いるのに対し､AK61由来の辞題は1種類のポリペプチドから構成されていた｡本研究

で抑致された辞滋は､l種類のポリペプ111ドから偶成されているため､クローニングや

人品発現系の構築などが容易であると考えられた｡

ALK61株が砧濃度のシ7ンに対して感受性であることから､速読的な高濃度のシアン

処和のプロセスには過当ではないと思われる｡今後､シ7ンの生物処理プロセスを開

発するためには､AK61抹そのものを用いる系ばかりではなく､鮮兼を用いる系やシ7

ンに非悠安他の御薗にこの鮮超を発凍させて利用する系を構築していく必要がある｡

これらを実現するためには､シ7ンジヒドラターゼの換能解析および遭伝子のクロー

ニングは不可欠である｡
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Table2-1Medla.

L IsolatlOnmediuJZl

KIIQOl12H20
帆 7719
CaCL三
八aCl

姐ISOj
CuSOI
ZnSOI
Glucose

Tryptone(Difco)

2. 1YGAgar
Tryptone
Yeas【Extract
Glucose

K2HPOllZH20
Agar

1g/1

0.28/1

0.01g/1

0.01g/1
0.2mg/1

0.2bg/1

0.2Dg/1

2g/1
1g/I
adJUStedatpH7.6

5g/I
5g/I
1g/l
lg/I
l7良/I
adjustedatPH70
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Table2-2Physiolog!calLeSISforidentlrICationof-strainAR61

Tests RestJIts Tests Results

Gram.stAm - Growthwithglucose

Shape rod aTabLnOSe

Spore rnaTLnOSe

Mobil)Q, mannLtOL

OP=tes1 0 N-acerylglucosamirl亡

0mdasc + maJlose

CataLase + gluconate

NlttaLereduction +

IndokrerTnentatlOn

Acidfromglucose

ArgA∩LnCdihydTolase

Urease

HydroLysISOrgeJaMl

olesculLn

P-Balac10Sldasc

CaPrate

adlPate

malate

CIFaLe

phenyIacctaLe

Growthal4℃

a141℃

一

一

｣

丁
+

十

十

+

l
+

+



Table213PurirlCationofthecyanide-degradlngel1Zymefrom SLralnAK61

Total Toml Spcx;ifTIC
Fmcdon protein activLq, aCtLVity Yiekl PunrLCation

(mg) (unit)■ (unLlmB-I) (%) (Fold)

CdLexn c1 164 182 1lL LOO 100
DEAM 141 472 335 260 30.I

DEA仁-TOYOPEARL650 0_78 345 442 18.9 39.7

Hydroxyapa血 043 23.3 546 128 490

1uni【istJICamount0ren之ymCWhlChcatalyzestheFormationor1jLmOloFamlllOnlaforImm-
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ronexchiLneCOIumnDEAMcoLumn(YAMAZEN)
fract】otlSelutedbyOA5-0.5MNaCl

HydrophobiccolumTl

Phenyl-TOYOPEARL650column
(TOS0)

Fr;lCtion5elutedby054-0M什刑4)2SO4

ionexchanecolumn

DEAE･TOYOPEARL650column(To£0)

FTaCuOnSelutedwilhNaClgradienLfrom0,15Mto1M

Hydroxyapatileco)umLl

Macro-PrepceJ71mlCHydroxyapatjtecoluml
OilO-RAP)

(puhnedenZym e )

Fig.2-1ProcedurefわrpurlncatlOnOflhecyanLde-degrudlngeTIZyme.
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第3車 シ7ン分ポ鮮者の遭伝Fのクローニングと塩JE配列の決定

3-1 緒言

第2帝において.メッキ工場の排水からシアンを分解する細宙AK61珠を単徒し､

それからシ7ン分解辞表であるシアンジヒドラターゼの編製について報告した｡シ7

ンを分解する辞去は.本研究で指製されたシ7ンジヒドラターゼ以外にシアン生成植

鰍 二相する維柳 石原菌であるG.Sorgf"-TとE JaEen-L''umから,シ7ンを加水分解してホル

ム7ミドを生成するシ7ンヒドラターゼが報告されている(2i.29)｡これらのうち.シ

アンヒドラタ-ゼはcDNAからその遺伝子がクローニングされ､LiT遊民列が報告されて

いる(29.30)｡塩)iE配列からT･想されるアミノ酸配列は.ニトリルをアンモニアと掛 こ

加水分解するニトリラ-ゼ作C3.5.51)と相同性が拓く､K/ebsleJIqoこaenaeおよび

AIc〟/tA･e'7e.T/aeco/.Sから柿製されたニトリラーゼ(4I-44)に対して約35%の相同性が示され

ている｡シ7ンジヒドラターゼは､AK61株以外にA.xylosox'dMSSubspdenLm'(.L'ca''S

DF3およびBpumjJusClから精製され､その性質が検討されている(23.31)｡しかしなが

ら､これらのシアンジヒドラターゼについては､その退伝子のクローニングおよび塩

盛配列の決定は行われていない｡

シアンの生物処理にシ7ン分解酸虜を応用するためには､酵素の性質を明らかにす

るとともに塩盛足列を含めた詳しい段能解析を行う必要がある｡また､今後､酵茶を

刊用した生物処稚プロセスを開発していくためには.大豆に酔滋を調製できる酵素の

発現系のI#藁が必要となってくる｡そこで､AK61株のyノム遭信子からシ7ンジヒド

ラターItfの遺伝T-のクローニングとその塩盛配列の決定を行うことを目的とした｡
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3-2 実験方法

3-2-1 絹主とベクター

シ7ンジヒドラターゼ遭伝子のクローニングの指主とLで.且co/1'XLl-BlucMRF(_i

(,,WA)183ユ(mc,C8-hSdSMR一叫 173EndAl叩 E4J 血-1- AlgJTA961rlAllaclFproAB

lacPzユM15T爪IO(Tcl)])(StLatagenCLnc.)お1ぴECOLLXLOLR(ユ(mcrA))83.i(L7Xm -

bus.～1R-mn)L73cndA]LhtllLWAlgy'̂96'亡lAlJJC〔Fp'oABJarPz上州 5Tnl0(TeF)]Ar

suつくSLTtltageneInc.)を用いた｡また､クローニング用のベクターとして､プラスミド

PBK-CMV(StTaLagCnelnc.)を使用 した0

3-2-2 シアンジヒドラターゼのアミノ酸配列の決定

?,2帝で示した打法でAK61株からシアンジヒドラターゼを柄製した｡榊製した酪連

(o1mg)を0.4FLgl)シルエンドペ7'チターゼ(Taka,ashuzou)によって消化 した｡反応は､

0.1%SDSを含む40mMTnsIHCl(pH90)中で､37℃で6h行った｡消化されたペプチ ド

をトリシンSDS-PAGEによって分散した｡ トリシンSDS-PAGEは､Schaggerらの方法に

従って16%7クリル7ミドゲルを用いて行った(45)｡この分放 したペプチ ドをフ ノ化ポ

リビニリデン(PVDF)膜(IrrLmObLlon-PSQM】LLIPORE)にトランス77-し,02%

CoomassICbrLILlantblueR250で漁色した｡分社された各ペプチ ド斬月についてN未達の

アミノ酸配列をエ ドマン分解を利用 したアミノ股シークエンサ-(LF3㈱ Proteln

ScquCnCCr:BECKかl̂N)を用いて決定 した｡

3-2-3 プローブの作成

シ7ンジヒドラターゼの決定されたアミノ股配列のうち､Ala一川5-Tyr-Pro-Lys-Phe-

L)i-AlaとMeL-Gin-Vat-Scr-Val-jUa-GTu-Glnの配列をもとにして､それぞれ51-GC(O

G)CAGTACCC(C応)AAGTTCAA(A/G)G-3●と5●-(C/G)TC(CJG)GC(qG)AC(CJG)GA(q
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G)AC(JVGJCGCAT-3'のプライ7-を合蚊した｡

これらのプライマーをmい､AK61のゲノム適任Tを帥型としてポ1)メラーゼチェイ

ンリ7クシヨンlPCR)を行った｡pcRは､9J℃でlmJrlの変性,50℃でlmlTIのアニーリ

ング､72℃で1mjnの仲良反応のサイクルを30匝l行った｡なお,AK61株のゲノム遺伝子

は.Sambrookらの方法に従って調製したく46)｡増帽された遺伝子断片をGencckaJlHKit

(Bl0101.lncJを用いて絹繋し､ジゴキシゲ二ン-dUTP(DIGDNALabcl'ngMIXIOxkonz_I
B∝hnnBerlMannhclmGmbH)を含むd.m を用いて.上記の粂作で再びpcRを行いジゴキ

シゲニンで摂鼓された･ブロー7を作成した｡

3-2-4 シアンジヒドラターゼ遺伝+のクローニング

シ7ンジヒドラターItf退伝子のクローニング方法をFLB3-1に示す｡AK61株のゲノム

遺伝子をSHn.KpnlおよびSacIで消化し,上記のプローブを用いてサザンハイプリダイ

ゼイションを行った｡ハイプリダイゼイシヨンは,50%ホルムアミド､0.1%SDSを含

む2×SSC(0.31VINaCl.30nMクエン酸ナトリウム)中で､37℃で5h行った｡プローブ

とハイプリダイ･tfイションの検出は､DIGLumincsccntDcLeCtlOnKJt(BoehnngerMannhelrn

Gmbトl)をIr]いて行った｡SaAを用いて消化されたゲノム退伝子の断片のうち､ハイプリ

ダイゼイションによって検出された過伝子断片をGerLedeanllKltを用いて回収した｡回

収したirL云f断片をあらかじめS州で消化したzApexpress(st'alagene,】nc.)に挿入Lた.

遺伝(一断片のZju'Cxpressへの連掛 ま､LiganonKiLVer.2(TakaTaShuzou)を用いて行った｡

遭伝1-断片を仲人したzAP叩 reSSをGiBaPaCklIXL(SLTatagene.lnc.)を用いて}ファージ

を形成させ､EcoIIXu-BlucMRFに感史させた｡得られたライブラリから､目的の遺

伝+が挿入されたzAPexpressを選択するために､ジゴキシゲニンで標鼓したプロ-プ

を用いてプラークハイプリダイ･tfイションを行った｡ハイプ.)ダイゼイションは上記

した条件で行い､このプラークから､シ7ンジヒドラターゼ遺伝+を含むzAPexprcss

を回収し,はEcoL'XLOLRに唐染させ/た｡さらにへJL,バー77-ジ(E仏ssist.StTategene.
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hc.)も感染させることによって･nvil.0でpBK･CヽlVへ切1)出しを行ったC

3-2-5 シ7ンジヒドラターゼ遺伝子のサブクローニング

p8CH3から･シ7ンジヒドラターゼ退任子をサブクローニングするために･クロー

ニングされた遺伝子の氏oRLサイトとpBKICMV由来のPsdサイトによって切り出される

31kbのiBf云7断片をpBK-CMVのEcoRlサイトとpilけ イトに挿入したプラスミド

PBCHCN)を作成した(Figl3-2)Oこのプラスミドを用いて､シアンジヒドラターゼiBL云子

のnlJ占配列を決定した｡

3-2-6 塩盛配列の決定

pBK-CMV中にクローニングされたシ7ンジヒドラターゼiB伝子は､PBK-CMVにサブ

クローニングされ､その塩基配列を決定した｡塩基配列は,AuEOReadSequEnCingKjt

(pharTTlaClaBl0LeCh)を用いてジデオキシ法によって決定した(47)｡塩基配列の決定は､

F■E3-2に示すようにシアンジヒドラターゼ遺伝子のセンス鎖､アンチセンス鉄双方に

ついて決定した｡

3-3 結A･および考察

3-3-1 シアンジヒドラターゼの7ミノ較配列の決定

シアンジヒドラターゼ遺伝子をスクリーニングするためには､シアンジヒドラター

ゼ卸云(-に相補的なプローブが必要である｡このプローブを作成するために､ここで

は.AK6)株のゲノム遺伝子を鋳型としてPCRに上って増幅される遺伝子断片を利用 L

た｡まず､このPCRを行うために必要なプライマーを合成するために,シアンジヒド

ラターゼのアミノ酸配列の一部の決定を試みた｡ここでは､柏現したシ7ンジヒドラ

ターゼのN未達およびリシ ,̂エンドペプチダーゼによる消化によって得られたペプチ ド

断片のN.k薄のアミノ酸配列を決定した｡この結果､シアンジヒドラターゼのN末端の
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7ミノ鮭配列としてJua-HI5-Tyr-ProILい-Phc-Lys-Ah-Ala-Jua-Val-Gln-Ah-･qa-ProIVaJ-Tyr-
L.｡-Asn-A.tp-AJa-Thr-Va)-Glu､内部のアミノ般即 化 してLeu-Va)-Ala-Phc-Glu-A]a-Phe-

IleIPhc-Gly-Tyr･ProITrp-PhE-Ala-Phe-Leo-LLu-Gly･His-ProJ3lu-Tyr-n T-Arg-Arg-Phe-TyTI

HLS-T)T-LLu-Asn-Ala-Va]･GIuおよび tゝct一叫 -Val-Se√-Val-AJa-Glu一入甘Leu-Cys･T-p-GLy-Asp

の2磯部が決定された｡

3-3-2 シアンシヒドラターゼ遺伝子のクローニング

3-3｣で決定した虎列うち､縮重の少なく埋り返しの少ないアミノ酸配列を用いて

pcRmのプライマーを合成した｡ここでは､N末端の7ミノ鮫配列のJua-HIS-Tyr-Pro-

Lys-Phe-Lys･AlaとMeトArg-Va1-Ssr-Val-A]a-Glu-Argの配列から5'-GC(C/qCAGTACCC(C

/G)AAGTrCAA(A/G)G-3■おJ:び5■-(OG)TC(C/G)CC(C/G)AC(C/G)GA(C/G)AC(A/

G)CGCAT-3'のプライマーを合成したQこのプライマーを用い､AK61株のゲノム退伝

子を耕型としてPCRを行ったところ､約400bpの遺伝子断片の増幅が確認された(Flg3-

3)｡この側 話した逝†云f断片の塩基配列を一部決定した(F■g3-4)｡決定された塩盗配列

からT･惣されるアミノ酸配列は.313-1で決定したアミノ較配列を含んでいることが確

かめられ.この糊帖した逝伝+断片がシ7ンジヒドラターゼの遺伝子の一部であるこ

とが明らかとなった｡

この増幅した迎伝7一断片をプローブとして､Sd､Kpn]およびsc･山で消化したAK61株

のゲノム逆位子に対してそれぞれサザンハイプリダイゼイションを行った｡漂話した

プローブはKpL')およびscalによって消化 したゲノム遭伝子に対して､)9kb以上の断片

とハイプリyイゼイションした｡これは､シ7ンジヒドラターゼ逆伝子付近にはKpn]

お1ぴ scalの制限妹点サイトがないことを示している｡また､5.1IIで消化したゲノム遭

伝子に対しては､6Lkb付近の断片および19kb以上の断片とハイプリダイゼイションす

ることが確かめられた(FIB3-5)｡プローブとハイプリダイゼイションした19kb以上の

断片は､sJnによる消化が不十分であったため::未消化のSJllサイトが存在していたた
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めと考えられる｡非常:=良い逆†云f一断片のクローニングは用建てあるので,シ7ンジ

ヒドラターゼiLl王子のクローニングにはSaM)消化して作られた6Ikb付近の遭転子断

片を用いた｡SaJTで消化して得られた6lkb付近の遺伝7一断片を剛 文し.ZAPcxpressに

挿入してライブラリを作成した｡この2APcxpressのライ7ラリからシ7ンジヒドラ

ターゼ逆位Fを含んだものをプラークハイプリダイt-イションによって選訳した｡さ

らに､回収したシ7ンジヒドラターゼ正伝子を含tTZAPexpressから､ヘルパーファー

ジをmいてpBK-CMVへ切り出しを行い､シ7ンジヒドラターtl遺伝子を含む約6.)kb
の正伝r断片が挿入されたプラスミドpBCH3を作成した｡

作成されたpBCH3は.押入されたAK61枚のゲノム遺伝子の断片は6Lkbと長いので､

このプラスミドの取り掛 ま不便である｡そこで､このpBCH3から､シアンジヒドラ

ターゼ測点AF･をサブクローニングを行った｡サブクローニングを行うために､pBCH3

をELl0RJと掩llによって消化し､得られた遭伝子断片をpBJ(-CMVのEcoRけ イトとpstけ

イトのIuに押入した｡このように作成したプラスミドpBCllDOを塩甚配列の決定になど

に朋いた｡

3-3-3 シアンジヒドラターゼ遺伝子の塩｣左配列の決定

プラスミドpBCHDOを用いて､シ7ンジヒドラターゼ退li:･子を含む1.224bpの塩盛配

列を決定した(Flg.3-6)｡この塩基配列中には,メチオニンを開始コドンとし.TAAを終

止コドンとする33Jのアミノ酸に相当する読みとり砕(ORF)が確認される｡この塩盛配

列からT･放される7ミノ酸配列は.油管したシ7ンジヒドラターゼから決定された7

ミノ般配列を含んでおり.決定された塩)1配列がシアンジヒドラターゼ遺伝子の塩基

配列であるといえる｡また､このアミノ酸配列からシ7ンジヒドラターゼを構成する

ポリペプチドの分子丑は､37318kDaであると求められた｡この分子_Ffは､SDS-PAGE

によって求められたシ7ンジヒドラターゼの;ffリペプチドの分子n･と近い値である.

また･このORFの9bp上流には､リポソーム範合部位であるShlne･Dalgano配列(SD配列)
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に相同椎の加 悦 列も確認できる(48)｡しかしながら,シ7ン-}ヒドラターゼ遺伝+の

上線の領域にはプロモーターと思われる塩湛配列は確認できなかったい9)｡

AK61株のシ7ン分解活性の浪費から､この節#の遺伝tの発現はシ7ンによって誌

さされないことが明らかとなっている与しかし,この酸,)Gがある一連の代苅系に尽し.

この道†云f-があるオペロン上に存在しているかについては､今回の塩基髭列の結果か

らは明らかにされていない｡これについて考寅する1=めには､さらにこの遺伝子の前

後の塩基虎列の決定が必要である0

3-3-4 シアンジヒドラターーtfのアミノ醸配列の相同性

決定されたJi基配列から予想されるアミノ較配列に対して相同性の蛋白質を検索し

たところ.ニトリラーゼ(4l-44.50-55)およびシアンヒドラターーtfに対して抑同性が高

いことがEylらかとなった｡これらのうち､シ7ンジヒドラターゼのアミノ穀配列を

RllodococcusTJ]odocJu10uSK22由来のアリ77ティツタニ トリラーゼ(50-52)およびF.

JBten'LJ-um由来のシアンヒドラターゼ(30)のアミノ駿配列とF唱3-7に比較した｡AK61株

由米のシアンジヒドラターゼは､アリ77ティツタニトリラーゼおよびシアンヒドラ

ターゼとそれぞれ､35)%おJ:ぴ264%のアミノ放配列の相同性がみられた｡これらの

が奈のアミノ叔配列を比較すると､特にN末端付近および内部の領域で高い7ミノ殿配

列の一致が扱寮される｡しかしながら､CJミ端の領域(2861334)では､7ミノ酸配列はほ

とんど保仔eLeLされていなかった｡シアンジヒドラターゼのアミノ酸配列には､6個のシ

ステイン柁瓜が確認されるが､これらのシステイン枝盛のうちcys-163のみ7リ77

ティノクニトリラーIt:'およびシ7ンヒドラクーItfに促存されていることがわかる｡他

のシステイン技&は.相同椎の低い領域に分散している｡

K血 )adl･らは､部位神米的資料 こよってアリ77ティツタニトリラーーtfのCys-17Oが､

このニトリラーItfの反応に重要な役割を果たLていることを示している(50)｡また､R.

'J)odct'hLVuSJ)由来のニトリラ-ゼについても同様の鞍異が縛られている(53)｡これらの
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ニトリラー七の7ミノ較配列とシ7ンジヒドラダー七のアミノ鮫hl列の比較から.シ

7ンジヒドラターゼL=fiま11る6やのシステイン残基のうら､Cさ､-163がア )77

ティツタニトリラー七の7ミノ鮭だFJlcys-)｢0)に保存さLLていることが確かめられたQ

シアンジヒ1'ラタ-七でも.このCIゝ-L63が反応の先安11･無能を果たしている可能性が

ある｡ニトリテーゼとシ7ンジヒドラターゼは加水分解そIt虻する基不は異な･るもの

の.その反屯はよく似ている｡また､いくつかの7ミノ鮫皮列の領域で相同性の高い

配列が確認されておt)､これらの酸素は頭取した反正抜淋 二上って盗貫の加水分解を

牡淡している可能性がある｡

シアンを･+rL,ム7ミFに加水分解するシ7ンヒドラターゼは,植物稲原菌である糸

状歯(GwrghJ､FhtenLJum から摘現され､その塩)&配列が決定されている(29.30).

これらのうち､F.latenJrJul77からのシ7ンヒドラターゼとは､26J%の相同性がみちilJ=o

Jhが糸とシアンヒドラターゼの相同性の高い領域は､ニトリテーゼと相同性の広い領

域に処申し､それ以外の領域で両者の特徴的な相同性はみられなかった｡また､シ7

ンヒドラターゼは､シ7ンジヒドラターゼのCyq-L63に相当するシステイン残基を保存

しており.このシステイン残益の解題.反応へのr姻与が予想される｡これらの紡糸の反

心のJY't_は､rd滋の柏性部位でのアミノ酸雑益の立脚 9な配虻の掛 こよって生じると 思

われる｡これについてdf-しく検討するためには.今後.立脚井道などの解析が必要で

ある｡

314 鵜首

筋ユ帝で申尽したシ7ン分解胡箇AK61拝のゲノム遭fi子から､シアンシヒドラター

ゼの止tilのクローニングおよびその塩基配列の決定を行った.AK61株のyノム遭伝

Tから､61kbの遺伝f断片をクローニングしたpBCH3引書禁し､さら.ここの遺伝子断

FILのうち3llkbをサブクローニングしたpBCHⅨI引f成Lt,このpBCH工泊を用いて.

シ7ンジヒドラターゼ遺伝子を含む1.,_2JbpのLi'甚配列を決定した｡シ7ンジヒドラ
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ダーゼの推'起き7Lる7ミノ飯配列から､本醗RLのポリペプチドの分+且が3TjlSDaで

あることが求められた.また､本鮮兵のアミノ辰61列が,シアンヒT:ラター七やニト

リラーtrと用同性が広いことも確認された｡

シ7ンジヒドラターゼは､AK61托以外でA.xylosoJJdw subspdenJETtfiu m DF3およ

びBpum LIuiClから絹製されているが,これらの細魚からシ7ンジヒドラターゼの遭†三

丁をクローニングに用する報告はな い ｡すなわち､シ7ンジヒドラターゼ遺伝子のタ

ロ-_=ンタは､ネ研究が初めてであるといえる｡
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m Tm TCiニ皿 cm 59

Bd SD

ATrCAⅡGqココCだrlBCm AAaTrCA声Gm (こGQ:ユen CpGGG m 170
He亡PLla HisT､′rPm I･〃S 触 LNSAIzLA laAll VatGh AILAla

CU m lm CTGA叩 CIG(託:弧 きCTGIC G⊃GAAGm GIGAAACTG 218

prbVll M TR lkn TAl邑m lh TわrValrミ1t】lysSETValLyskユ

ATEGaAGaACCrq:且¶三言APCCGr∝ AAGCn GIGa:GTTCOココG芦G 266
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Cm m 那 O=;Q:;ATUq m TGGTICCn 冗 CryO3品CnTtコ=;GAA 314
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TyrTわrArロ 加 Phe TVrHIS nT I.a .1Tw halAsnA1avatGlu工1e

O=;jg3=(pGO=Ⅰ'GICC声G AAGATEAっTOコ三cm (よ:GPGAAX;AACA声G 410

ProSerGluAh ValGh 工廿ち=leSeeJ止aidaAlaArgLysAsn吋s

m 'mCGn:'m ATrT〔Em PL3=GAGAきGGl⊂m m m CTCTPC 458

men′rValCysneSETCysSETGluLysAspGlyGlySerl点uTシr
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M G 1224
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edh -- 一一W PXF榔 APm NtJ3AT Vm LエEEA〟訂駄 VAF言■EAF二PGYP 54
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き1zT. W 王G=MGヾ AVStF王Pm a'SLT:ぷDZ:R耶 lAA又Q nlT=ALVEGYSEm RYLS120

亡きv Yy-VJyTlm -SLPym DJSXAlに6三EERRエZuAARD叩工FVSLGFSErmArL.YLSl12
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aこn ロVFI耶 D工VAエ収RKLXPTfNfRTrYGE;m FLT--HDFGFG_qⅥ;G-__Wl応 王FQP:3 178
chy QVuGPDSARHQPPpQCQAP 【』LRSSm DPVTP9ユSV RlRエム入SGOLNCtVB+m PFL172
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ah rnOIYSL;q IFVASWPAMFALTPDVTTQLLS 一一一一一VEAⅣDm RSYA=巳三(汀FW W 233

chy KSひⅣSAGEQVINAAWPVYPGRSARFTPTLLm P=QPLTWL皿 こSRLARGL【⊥PSSV232

亡血 YSEm C ErQEm YFNでFKSGHTRJYGPにGEP=St)I,V?AETEGM AE工D工EKZ工D274

ah エGKATQDLFAGDDnhKRALLPuW ･-LAR工YGPCGKSIAEPLPEnEGLLYAaJ)LEQエ工L293
ehy SfufZ:LXDrrPE=VEPETDPSVYNGHARIYRPIXSLV-VXPEKDFCGu.FVDIDエムrECm 291

t '●↑t ■▼●●■

cdh FKYYIDPVGHYSがQSLSHNFhTQSPNPVVRXIGERDSTVFTYDDUmSVSDEEPVW 334

alれ AXAAADPAGMYSRPJM LXIUrRNHTPVQ YZTAEGRTSLNSNSRVm LHQLADZm 353
chy TmrLADFAGHY74RPDL.IRA.i VロTRRXnITEADPNGS工ATYSTRQRLGLD SLFRjm 351

cdh ---I-I_一一一_-_一一一一__________I_
aln M AATL.PL.tnPAPAPAPEQKSGRA弘EA383
ehy QL.1℃SE･ --一一日一一一一一一一11----357
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衣4年 シアン分解鮮遠の大蒜発現系の捕集

4-l 緒浮

Rは物由来のシアン分解酵素は,第1章に示したように.シアンジヒトラターゼおよ

びシアンヒドラターゼが報告されている｡シ7ンジヒドラターゼについては､本研究

で単片されたAK61株以外では,AxylosoxJdaJ7SSubsp.denJL,7ffcJJISDF3およびB_pumjlus

czの2相癖の細博から棉製されている｡しかしながら､これらの細函からは.シ7ンジ

ヒドラターゼ過信1-のクローニングおよび塩iE配列の決定は行われ,てはいない｡シ7

ンヒドラターゼの絹製は.G.sorglMとF.Jaten'血mQ)2種類の糸状常について行われ､そ

の卸云+のクローニングと塩基配列が決定されている(28.29)｡同時にChlnCSSらは.F

/nEenu'umのcDNAからクローニングしたシ7ンヒドラターゼ遺伝Jl-を発現用ベクターで

あるpGEX-2Tに邦人し､グJL,タチオンS-トランスフェラーゼとの融合硬白質としてE

wJ沖で発現を試みている(29).この結果､グルタチオンS-トランスフェラーゼの-部

(26kDa)と融合した66kDaのポリペプチドの発現が確認されている｡しかし､この発現

した銀白捌こはシアン分解活性は確認されなかった｡このように､シアンを加水分解

する好演の発現系の捕集は､まだ成功したとはいえない｡

第1帝において､AK61妹のゲノム退伝子から､シ7ンジヒドラターゼ逆伝子がク

ローニングされ､その塩基配列が決定されf.:｡そこで､このクローニングされたシア

ンジヒドラターゼ遭信子を用いてシ7ンジヒドラター{･'の発現系の構築を試みた｡発

現系をi井草する摘主としては､シ7ンの生物処理に応用するためにはシアンに非感受

性の細浦が好ましいが､ここでは発現用のベクターが数多くあり一般的に使用されて

いる宿主であるEcoLLを用いたb
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4-2 実験方法

4-2-1 シアンジヒドラターt'の大蒜発現系の構築

シ7ンジヒドラターゼ遺伝子の発現を行うた桝 こ､pKK223-3(PhamaciaBiotech)をベ

クターとして他用LJた｡pKK223-3のlacプロモーター下流にあるマルチクローニングサ

イトのEcoRJと凡｡サイトにp8CJiDOのBstlおJ:ぴpsd(f5dサイトは､シアンジヒドラ

ターゼil伝子のpBK-CMVのマルチタロ-ニングサイト由来)によって切り出さLtた遺伝

Fを挿入し､LicoLiXLllBLueMRFに形質転挨した(Fig.4-I)｡

4-2-2 シアンジヒドラターゼの発現

勝,JGの発現は､形質転換したEcoljXLl-BLueMRFを7ンビシリン(50FLgmI~L)を含

tpLB培地(TrypLOnelogrI.YeasLextract5g1-I.NaC1log｢1)50m仲 で37℃で梅迫培兼し

た｡培養液のOD脚が06付近に達したら､イソプロビ)I,-PID-チオuテクトシド(n'TG)

をlmMになるように添加してさらに4h垢盤培推し､妨滋の発現を行った｡

4-213 シアンジヒドラターItt'のfIT製

シアンジヒドラターゼを発現したL;cE)J'XLl-Bhe帆 Fは､2-2-3に示した方法で洗掛､

破砕し,細胞抽出液を調製した｡調製された細胞抽出液をFig412に示すような方法で

絹製を行った｡まず､(NTi,)ユ504の括晶を細胞抽出紋に涜LMして飽和溶解度35%(こし､

ふし､に上ってその上済みを回収したOさらに(州 .)=SOJを飽和溶解度の47.5e/bl二速する

まで技加し､その沈澱をL%心によって回収した｡回収した沈殿を50mltltリン酸接衝液

(pH7･6)に溶解し､04人lNaCl/50mMリン殿鍾衝夜(pH7,6)で平衡化したDE… カラムに

只称した｡カラムに吸np-した蛋白質を05MNaCV50mMリン酸緩衝液(pH7_6)で溶出し

た｡摘出液に2倍丑のlmMリン酸凄衝披くpH70)を涜加し､1mMリン酸破衝#(pH70)

で平鮒 ヒしたDEAL･TOYOPEARL650カラムにfWpYした｡吸ぶした蛋白質を0-IMNaC1
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の勾配に上って溶出した｡活性のある分画を回収して､03M.NaCl/1mlW)ン較程衝液

IpH7･0)で平針 ヒしたヒドロキシアパタイトカラムに捌 口した｡リン酸濃軌 rn･vl-250

m.Mの勾軌 こよって冶出し.シアン分解活性のある分画を絹製したシ7ンジヒドラタ-

ゼとした｡

4-2-4 シアンジヒドラター･tfの活性測定

シアンジヒドラターゼのの活性測定は2-2-5の方法に従って行った｡

4-2-5 重適温政および至適pH

E.col沖 で発現したシアンジヒドラターゼについての至適温度および葦適pHの検討は､

2･2-6に示す方法に従って行った｡

4-2-6 2長質特策性

シアンジヒドラターゼの基質特異性を検討するために.アセ トニ トリル､7クリロ

ニトリル､シアン麻殻､プロビオニトリル､∩-ブチルニ トリル､イソブチルニ トリル､

クロトンニトリル､メタクリロニ トリル､ヘキサンニトリル､n-i.]･'荘厳ニ トリルを基質

としてアンモニアの発生を確認した｡反応は､50mMリン鞍荘価液(pH75)中で各基質

濃度10-仙tで行った｡反応は30℃で10rrLln行い､反応舷に発生した7ンモこ7の丑をイ

ンド7ェノーA,法によって定見した｡

4-2-7 阻苫物質の検訂

シ7ンジヒドラターゼの反応に対する阻苫物質を検討するた桝 こ.Table413に示す物

好について快打した｡各阻害剤を10mlVlシ7ン化か )ウムを含む50mMリン酸麓簡液

(pH75)1･JmHこ涼加した｡この反応液にシ7ンジヒドラタ-ゼ(2fig)を加え.30℃で

反応を行った｡なお､好#の反応の活性測定は､21215に従って行った｡
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112-8 安定性

シアンジヒドラターゼのTC定性を検討するために､鮮素(約oJmgml･1)を含む30mM

油CV50mMリン恨萩恥任(pH70)を30℃､20℃および4℃で保温した｡経時的にサンプ

リングし､シアン分解招性を確認してその残存活性を求めた｡なお､群,JEの活性測定

は､2-2･5に従って行った｡

413 括柴および考察

4-3-1 人長発現系の捕集

発現用ベクターPKK22313の血oRl､蝕1サイトにシアンジヒドラターゼ遺伝子を含む

31kbのBsrl-Ps【lの遺伝+断片を挿入したpKCH3-)Oを構築した｡このプラスミドでは,

シ7ンジヒドラターゼ退任子はpKK123･3のEaGプロモータの下滝に挿入され､このプロ

モ~タ一によって発現が制御されている｡また､リポソーム宕合部位はpKX22313由来

のものを用いた｡このプラスミドをEcoIL'xLl-BLueMRFを宿主として形質転換した｡

形質転換したEcol,をLPTGを含むLB液体培地中で培養し､シ7ンジヒドラターゼを栄

現を試みた｡SDS-PAGEの結果から.シ7ンジヒドラターゼを発現させたEcoJJの細胞

抽出液には､pK,K223-3を形解転換したE.coJ'にはみられない約38kDaのポリペプチドが

発現していることが確認された(FIB4-3).このシアンジヒドラターゼを発現したEcoL,

にはシアン分解活性が確認され(Flg.̀H)､発現した蛋白質の一部はシ7ン分解活性を

権持していることが明らかとなった｡

シアンを分解する鮮女のEcoI沖 での大息発哉系の構築は､clunessらによって,F.

b'mLL'u〃由 来のシアンヒドラターゼについて報告されている(29).F.Iale,,血mのcDNAか

らクD一二ングしたシ7ンヒドラターゼ遺伝子をグルタチオンS_トランスフェラーゼ

漉伝子中に挿入し･融合衣自賛としてシ7ンヒドラターゼの発現が試みられている｡
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しかしながら.この発現系に1って発現した蛋白穴に;こシ7ンの分軌 占性は入られ.な

かった.すなわち,シ7ンを加水分解する色をふの発現系の捕集し,活性のある鮮滋が

得られたのは､本研究が初めてであるといえる｡

4-3-2 シアンジヒドラタ-Itfの楠繋

pKCH3-10を形質転換した細胞抽出液のシアン分解活性は14･3unitmglであり､一

連の冊穀の操作にJ:って､本鮮必こ約4_1倍に捕製された｡また､その収率は36.L%で

わ た巾 ble4-L).叔解的なか;JRの比活性は59unLLmg-lとなり､AK61妹から榊態した場

合とほほru‖二であった｡Fig.4-5に各揃製捷作後のSDS-PAGEを示す｡ヒドロキシアパ

タイトのカラムから格出した役では､分子品約38kDaのポリペプチドのtlt-のバンドが

辛,Eできる｡なお､捕繋された群超の分子Eiをゲル虐遠クロマ トグラフィーによって

徒止したところ､その溶出時間(5.76min)はAK61拝から捕製したシ7ンジヒドラターゼ

とほぼ同じであることが確かめられた｡この耗北は､E.co/I.中で発現したシアンジヒド

ラターゼは､AK61株からi-h製したものと同様に分子丑は､100kDa以上であることを示
している｡

4-3-3 シ7ンジヒドラターゼの活性測定

pKCH3-10･こよって発現されたシ7ンジヒドラタ-七の性質をAK6Ⅰ稚由巣のシ7ン

シヒドラタ-ゼと比較するために･シ7ン.二相するK,"､重美温度および至為pHを検討

した｡まず･EcoI,中で発現したシ7ンジヒドラターゼのシ7ンに対するKmを求める

･+=め::､シ7ンの初期濃如 .6mMからLOrTLVIの範囲について藤森の反応選皮を求めた｡

符ら九/=各初期シアン渡波における反応速度から､Line"eaver-Burkプロノトをを作攻

-た(Fig4-6)｡この回から,シ7ンに対するK爪が28,.ultと求めらil_､AK6Ⅰ株から楠裂

されたシアンジヒドラターゼのKm(17mM)とはlfr.･Jじであることが確かめられた｡
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シ7ンジヒドラターゼの7古性の温度依存性おjぴpH依存性をそれぞれFIg4-7.A-SI=

示す｡これら結盟から､EcoJL*で発萌 したシ7ンジヒドラタ一七の至適温度および至

言pHは､それぞれf)30℃およびpH7.5付近であると求められた｡この発現された辞去

の重き温度および零点pHも､AK61由夫のものと同レでることが確かめられた｡これら

の結果から･pKCH3･10を形質転換した丘coI'-が発現するシアンジヒドラターゼはAK61

抹由来のものとは:=同じ性安を持っていることが示された｡

4-3-4 )k質祐界性

AK61抹からのシアンジヒドラターゼは､そのアミノ酸配列からニトリラーゼと相同

性がか .ことが明らかとなっているDそこで､シアンジヒドラターゼの鹿賀蒋異性に

ついて検討するために･股も相同性の高かった7リ77ティツタニトリラーゼの基質

巾blc4-2)に対するhIl水分解活性を検討した｡Table4-2に示したニトリルのうち､シア

ノ酢酸を曲質とした場合のみアンモニアの発生が確認された｡しかしながら､シアン

を)1好にした協合の7ンモニア発生速度と比較すると､その相対析性は4%以下であり､

非常に所性が低いことが,I;された｡シアノ酢酸以外のニトリルでは､アンモこ7の発

生は確認されす･本hE.如 <シアンに対する基PE特井性75.7.I.I,'いことが確かめられた｡

本研究におけるシアンジヒドラターゼの活性測定の灸件(pH75)では､シアンはその

ほとんどがシアン化水選として存在している｡シアン化水耕ま､非･馴こ小さい分子で

あり･これと相互作用できる非業のアミノ鮭残掛 ま限られたもののみであると考えら

れる｡したがって､シ7ンジヒドラターゼの基質特異性は低いことが予想される.ま

た･ニトリラーゼとシ7ンジヒドラターゼの反応は1く似ており､さらにアミノ酸配

列の用同性がか ､ことから･これらの鮮薫は類似した反応昧鰍 こよって基貨の加水分

解を恕媒しているor能性がある｡基質特異性を検討するた桝 こ用いた塵質には.7七

トニトリルのような小さい分子も含まれてか )､このような基質はシ7ンジヒドラ

ターゼによって加水分解される可能性は十分にある｡しかしながら､この鮮封土致種
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頚のニトリルに対してその7古性をほとんど示さなかった.アリ77ティノクニ トリ

ラ-七は･これらのニト')･レに対して基剤 手異性は低く､加水分解を触媒するここが

報告されている｡シ7ンジヒドラターゼにおいても､シ7ンの水菜と7七トニトリル

のメチル進fJ:どを耶 け ることができるとは考え建い○この鮮茶のシアンに対する基

乍蒋男性は･榊 壬脚 立付近の構造が関与している可能性が考えられる｡活性都位付近

が空剛 )に非常に雀塊している場合･シ7ン化水菜のような非常に小さい分子しか活

脚 似 二到達できず.シアン化水素より分子丘の大きいニトリルに対しては触淀活性

を示すことができない可能性がある｡

4-3-5 阻沓物質の検討

各物質に対するシアンジヒドラターゼ活性の彰晋をTabk4-3に示す｡阻害剤として

0Ⅰ%SDSをmいた場合のみ､顕著な活性の低下が確認され.その相対活性は約42%で
あった｡それ以外の物掛 こついては･Table4-3に示した濃度ではシアンジヒドラターゼ

の油性を大きく阻怒することはなカ,った｡この酵滋のシアン分解の生成物のひとつで

あるホルムアミドに対しては､10mMの濃度でその影軌 よほとんどみられなかった｡I

nMのEDTAに対しても影V･Eまみられず､本酔点が金属畔避ではないことが示唆された｡

ま[=､シス7-イン舛&のチオール基に特発的に修飾するイソアセ トアミドおよびn-エ

f'レマレイミドを柵 Lk応液においても酵素の活性は駁rEされなかった｡これは､活

性にシスティングq)左が耶 しない可能性もあるが･4-3-4で述べたように酵素の活性部

位が空mJ的に密であり.これらの修飾剤が活性部位に到追できない可能性も考えらit

る｡シ7ンジヒドラターゼの基質特異性を含め･こiLら特異に対して検討を行うため

'こは､今後シ7ンジヒu'ラタ一七の構造解析が必要である｡

4-3-6 安定性

都 P･L庭で保存したアンジヒドラ91lt-の残存相対活性の韓時変化%FLg.心9に示す∋
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棚Aの捕作は･J℃の保存では如ooh後でも初期の清作の如 oLTtが那 していた,し
かし･30℃で促liLた蝿合では･約100 hて初期の半分の給仕しか経っていないことが

明らかとなった｡

4-4 括r7

知 手でクローニングしたシアンジヒドラターt･正伝子を用いて､EのJlqlT-の大鹿

発現系/-y脈 した｡この正伝子を発現さ1t,J=Ecol-の細胞抽出液のSDS-PAGEには.約

3SkDaのポリペプチドの発現力確 認された5また,発現さJtL･鮮糸にたいしてシアン分

野清作が確認され､その性質はAK61採由来の酵素とほぼ同じであることが確かめらit

た｡シアンを特剃 りに分解する酪京で･E･coli*での大正発現系を脹美し､活性のある

鰯 が終られたことは･シアンを含む排水の生物処y･プロセスの開発への大きな前進

になると々えられる｡

実際に生物処理7'ロセスの開発を行うためには今後異なるホストを用いての発現系

の鵬 が･E､安とな-)でくると考えられる｡また､この件茶の反応倹梢や立体柵道など

の詳しい馴 E解析も必掛 こなると思われるO
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Table4-1Purifica【IOnOrlhecyanidedihydraはse

lrom E･coIihalborlngpKCH3lIO.

Tod To血l Spc⊂ific
Frx 血 n protEln 机 Y"y aetlVlly Ylekl puriLhtjon

(mき) (Lnlt)I (uJutmg.I) (%) (fold)

Cellcxtmct 186 265 1▲1.3 100 LO

DEJM 2[7 104 478 391_ 34

DÊ E-TOYOPEARL650 ).95 103 529 39.0 37

日ydroxyapatJLe L62 957 59.0 36.) 4.)

IunitLSLheamountOren'Lyn℃WhichcataLyzesthefomauonollFLmOLotarnrnonlafor1
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Tablei-2SubstraLeSPeCiFIC)tyOftLleCyamdedihydm ta5C.

subm k 慧 ; subsmt亡 慧 芸

Acetorunk lN.D.+ Hcxal℃nlenle ～D.

PropLOmtriLe NID C)71nOaCeticAcld <Jq'

n-B叩TOmdc N.D. AcTylomiilc ND

IsobutyTOnltnk ND- CroLOnOnitrLIc ND

n-Valcronide ND McLhacTY)onitrlk N.D.

'ND:TkactLV)tyWasnotdetected.
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Tab一eI-3EFRec10fvariouscompouT)dsonLJleaCい･lly
ofthecyaLlldedlhydraLaSe.

co-FN-nd CorNZnmdon Rehn岩㌻ 叩
hToTN= 100
Ya° 10m.V S2.0

KCl 10m Iゝ 名29

MgCl三 01mM 105.9

CaCL2 0.1mか1 97.2

FomuLe 10mM 96.9

EDTA 1mM 1018

Urea )0mM 98.2

NaNj 10mM 129.5

SDS 0.1% 4.2

Acctonj打ik 10mM 87.9

AcTyrOnlblle )0mM 93.9

lodoiICCLOm de ITnM 99.6

I>ELJlyLlTukLrtlide 1TnM I038

DkLhylpirocaTbaLnau5 1mM 950



宅てちLii'tc31≦
pBK-CMV

1dig亡Sい■ithPstIandBsLl
害毒 害毒

と± ll ,K｡H3_10

Fig.4-lStrategyrortheexpressionofthecyanidedihydratasegene.
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Ionexchaneco一umn

DEAlMcolumn(YAMAZEIYl

rraL.uOnSdutCdby0.45-0.5MNaCl

Ionexchanecolumn
DEAE-TOYOPEAR⊥650columnr｢OSO)

rracLIOnSelutedwlthNaClgradlenLFromO･15MtoIM

Hydroxyapa11【ecolumn

Macro-PrepecranllCHydroxyapatJLCColumll
(別01RAD)

Rg.Ll･2ProceduLCforpurificationofthecyanidedthydTalaSefrom

E.colJ'X1.1-bluecontainiTLgpKCH3110.
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Flg･4-3SDSIPAGEorthecellextractsofE･coLL'containlTL呈PKK223-3and
pKCH31101i-esareasfollows:I,moIecularweightstaDdaTds;2,EcolL･
contalnLngPK-K223-3:3,E･coLjcontainLJl名pKCH3-10;4,E.coIL･
containi･1gpKCH3-10(ceHwa5incubated＼vith1mMrPTG).
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第5帯 紙位特的安臥 二よるシ7ンジヒドラターゼの陳能部位の険ar

5-1 堵a

AK6)株からfrは されたシ7ンジヒドラター七の7ミノ鮭配列から,この鮮京が=ト

リラーIt=およびシ7ンヒドラターゼに対してか 欄 同性があることが示された(第3軌

Mahadevanらは･ニトリラーゼの反応(:ついてFis.5-1に示すような反応御井を提唱して
いる(56)｡この反応では.ニトリラーーt='の泊性にシステイン残如 潤 与し､このシステ

インのチオール益がニトリルの炭滋への求核攻繁することによって反応が進行すると

考えられているrFig･5-り｡壇盛配列が決定されたニトリラー七には,7ミノ鮫配列の

170付近にシステイン純益が確認され･このシステイン残鹿の反応-の問与が予想され

ている8位近､Kobayash似 i･アリ77rティノクニトリラーItfのCys-170をアラニンま

たはセリンに旺換することによって､その酵題が活性を失うことを報告している(51)｡

また.a d'OdochnusJlから単渡されたニトリラーt･の170付近のシステイン残助 cys-

165)についても､その射立特異的変料 こよってその勝糸が失活するという結果が示され

た(53)｡これらの#･児は､】70付加 こ存在するシステイン舛盛が.活性に不可欠である

ことを示し､Mahadevanらによって提唱された反応操鱗を支持するものであった

アミノ酸配列の比較から･シ7ンジヒドラターゼに含まれる6世のシステイン叛基の

うち･77)77ティツタニトリラーt･のCys･)70に相当するシステイン残基(cys1163)那

捉拝されていた｡この紙紫から･cys-163がシ7ンジヒドラタ-ゼの活性の発跡 二対し

て盈要であることが1増 される｡また､これらの勝誇のアミノ酸即 陀 比較したとこ

ろIC)rs-163以外にも促存されている7ミノ旋残基が確認されているtFig･3-7.Flg5･2)｡

これらのアミノ敗残か rシアンジヒドラターゼおよびニトリラー･tfの活性の発現また

は繕遇の社特に屯要である可能性がある｡

そこで､本市では､シアンジヒドラターゼ正伝子に部位特異的変災を専入し.アミ

ノ酸残盛の監換によるシ7ンジヒドラターゼの活性および捕遥-の影響を検3.1するこ
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とを員的とした｡

512 J̀C挨方は

5-2-1 はtとベクター

シアンジヒドラターゼ遺伝子の変異要人用のTj主として､EcoJ'_uVllSJ(.ltJac-

voAB).aTa･'PSL Ehdf80IacZ-iヽ115)･ユ(S,II,eCA)360:=Tnl0(FCI)q lmD36.prDABl.bcP

Ld.iヽ‖5】)/･'用いた｡また､部位蒔異的変異専入用のベクターとして.pKFli-

k汀abnShuzotJ)を用いた｡

5-212 部付特派的変災の導入

第沖 で示された･シアンジヒドラターゼ正伝子に部位特邦的,&異を痴人するために､

Fig5-2に示すようなプラスミドpKfCH3110を作成した｡pKCI13-)0をBamHlとpnlaClに

よって附化 し,得られた遭伝-f･斬片をGeneckanlIKJ-を用いて回収 した｡この逆伝子断

片をpKFIH･のB･,mHJtLl,n州の抑 こ挿入した｡このプラスミドを川いて､シアンジヒ

ドラターゼ洲 丘Fの郎脚 tt別 ()変災の導入を行った○班換するアミノ酸純益は､3碓類

のニ トリラーt''および2椛額のシ7ンヒドラターゼのすべてに保存されている7ミノ酸

残品のうち.アスパラギン臥 グルタミン臥 リシン､ヒスチジン､チロシンおよび

セリンに対して)3放射 こついて行った(Fig5-3).シアンジヒドラタ1-tfに部位特異的

変異を頒入するた桝 こ､柴犬を導入する部位にミスマッチのあるD;tTAプライマーm ble

5-i)を13bLEI合成Lた｡変災の?,人は､iuUtan-SuperE叩 TtSSKJnrrakalaShuヱOu)を用いて

行った｡な玖 袋井の感人後にシ7ンジヒドラターゼ遺伝子のLi塵即 'J%決定 L､目

的の洋服塩堀がr換されていることを確認した｡

5-2-3 変異シ7ンシヒt'ラタ-i-の発現
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芸界を詩人LL･シ7ン17ヒドラターゼ遺伝Fの発現/.,行うたわ･こ､pKj(223-3をベク

ターとして用いて発現系を柵集したopKJC三3-3のBJJ7m と別 サイトに芸異を番人L･た

プラスミドpKFCH3･10の8ユrnHLおよJpd(f5dサイトは.シアンジヒドラターゼ遺伝子

の下淀に存在するpKE18tのマルチタロ-ニングナイト由来)の遇LG子断片を挿入一.E_

血 XL)-81ueMRF､二形娼転換した.

形質転換し.+=EcoLIをJ-2-2の方法に従って培美し､変異シ7ンジヒドラターゼの発現

を行った｡また､空H･シ7ンジヒドラターゼを発現したE.cow)シ7ン分解活性および

SDS-PAGEは､それぞれ1_-212および2-218に従って行った｡

5-214 変災シアンジヒドラタ-ゼの絹製および活性測定

EcoJ沖 で発現した変異7ンジヒドラターゼは,4-2-3の方法に従って捕製を行った｡

また,捕製きれた変異シ7ンジヒドラターゼのシアン分解活性の測定は､2-2-5の方法

に従って50mMリン仮線衝液中(pH7.5)､30℃で行った｡

5-3 i.riX-および4'穀

5-3-1 郎†如手沢ntJ変災の導入

第3やにおいで､シ7ンジヒドラターゼの7ミノ駿配列はニ トリラ-ゼおよびシアン

ヒドラターゼに糊同作が補いことが.示された｡シ7ンジヒドラターゼと3種類のニトリ

ラー七と2稚項のシアンヒドラターゼおよびシアンジヒドラターゼのアミノ殻配列を比

r 較すると,おいこ5駒所の音域ですべての約の酵必 二対して保存されているアミノ酸残

ン残基以外にも77;-性に閥とJLする可能性のあるヒスチジンやグルタミン酸などのアミノ

的 塵が保有されていることが明らかとなった｡そこですべての勝義に探存されてい

るアミノ板持鵜のうち,活性の発現に関与する可能性のある13唖類のアミノ酸残基､
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システイン,セリン､チロシン､リシン､ヒスチジン,グルタミン酸および7スバラ

キン奴残)Lについて射立特異的変異を,導入し.これらの7ミノ帳耗進のシ7ンジヒド

ラターゼの活性または作造に対する影守を険対した｡なお､これらの7ミノ酸の置換

は.もとのアミノ鮫と分+の大きさが近い7ミノ鮭へと行った亡すなわち,システイ

ンはセリン､セリンはアラニン.チロシンはフェニルアラニン､リシンおよびグルタ

ミン酸はグルタミン､ヒスチジンおよび7スバラギン酸は7スバラギンに置換した｡

これらの愛界を帝人したシ7ンジヒドラタ-ゼ遺伝子について,その塩基配列を決定

し,7ミノ殿舛Jlが赴換されていることを確認した｡

5-3-2 変界シ7ンジヒドラターゼの発現

変兄を導入したシアンジヒドラターゼ避伝子をE.coL仲 で発現するために､変異を導

入したプラスミドpKFCH3-10をBt-HlおよびJbElで消化し､この退f云子断片をpKK223-

3に挿入したプラスミドE47Q-Y285Fを作成した.これらのプラスミドをEcol,･

XLL-BlueMRFに形野転換した｡このEcolJをIVrGを含むLB肢体培地で培養し､変異の

番人したシアンジヒドラターゼを発現させた｡これらの細胞破砕液を用いたSDS-PAGE

からの結光から(Fig.5-4)､いずれのE.coJJlこも約38kDa付近にポリペプチ ドの発現が確

認され､変災を甥人したすべてのシアンヒドラターゼ遺伝1-がEcoJ沖 で発現している

ことが確かめられた.

5-3-3 変異シアンジヒドラターゼの活性

変異を導入したシアンジヒドラターゼ遺伝子を発現LたEcoliを用いて､そのシ7ン

分断副生を確認した｡Fig.5-5にY53F､EIO4Q､C163S､ElSOQ､D247Qによるシアン分

解の経時変化を示す｡これらのE.co/'のうち､cl63SはIhの反応ではシ7ンの減少はほ

とんどみられなかった｡また､Flき.5-5には示さないが.EJ7Q,Sl03A､El65Q､

H183N､K276Q､D280N､H284NおよびY285FもC163Sと同様の括采が得られ､これら
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の変異シ7ンジヒドラタ-t'i･発現したEco/it二はシ7ン分析 紬 が見よされなかった｡

この結朱から･これらの7ミノ鮫残Jiの弼最がシアンシヒドラターゼの活性の発現ま

l たは構造の維持に影野Uj･えるとが示唆された8これ以外の↓侵瀕を発現したE.col,(こ

は･シ7ンの分解活性が確認された｡これらのうち.ElOJQを発現したEcoM)シアン

の分解速度は他の3種類の変異シ7ンジヒドラターゼを発現したものより逢いことがわ

かる｡

これt-Jの蛋白質を発現したL=.co/,を超音波破砕した後､lOIOOOXg2Omlnで退心した

上絡みについてSD S-PAGEをrTつた(ド.g5-6)｡EIO4Q､E165Q･HJ83NjゴよぴK176Qの

上7',Yみには･3ikDa付近のポリペプチドがほとんど確認されなかった｡これは､発現し

た蛋白質のほとんどが細胞質中に存在せず､そのほとんどが不溶性の生白質として存

在していることを示しているoこれらのアミノ酸の虻換によ-,て､<jf白質の構造が不

安定になり,発現した蛋白掛ま細胞質の内ペプチダ-七による分解や非特異的な会合

が起こりやすくなっていることが予想される.すなわち.これらの7ミノ酸残基は､

少なくともシ7ンジヒドラターゼの構造の維持にサブユニノトの会合に東要であるこ

とを示している｡また,EJO4Qを発現したEcol'･の低いシアン分解活性は.細胞内で措

性を維持した軌コ質の丘が少なかったためであると考えられる｡

5-3-4 変粍シアンヒドラターt-のi-A製

変災を諜入したシアンヒドラターゼのうち､EJ65Q,H183N,K276Q以外のものにつ

いて･柵製を試みた｡これらのうち､活性のみられたJ種灘とcl63Sのみ､精製するこ

とができた(Rg5-7)Oしかしながら.ElOJQは摘製されたものの､得られた輩白質塵は

他の4旺額より少なかった｡榊懲した蛋白質についてゲル油過を行ったところ､その溶

出時問は変界を番人していない醸滋(wT)とほとんど差はなく(wT.567m.n.Y53F.5ー66

min=E)OJQ･566mLnこC1635･567.T･in,1SOQ.5.67nljn:D2471T1.5.67m■n)､いずれも分子

量が100kDa以上であることが確かめられた｡これらの変災シアンジヒドラターゼは､
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wTと同様に四次繕道が形成されていることが示さ九た｡なお,Y53F､EIOJQ.Ct63S､

ELSOQ､D247N以外の変災シ7ンヒドラターIt:'(E47Q.SIO3A､D280.Tt､Hユ糾Nおよび

Y285F)は､4-2-3の方法では榊製できなかった｡これらの変界シ7ンジヒドラターゼは､

7ミノ酸残題の置換により鮮Gの構造に影晋を与え,wTの摘製法では榊製できなく

なったpT能性がある｡

5-3-5 変畏シ7ンジヒドラターゼの速度論的解析

榊裂され1=変異シアンジヒドラターt'(Y53F､EIOJQ.C163S.EliOQ､D247N)につ

いて､シ7ンに対する反応速度論的解析を行った｡C163Sは､シアン濃度0.6mMから

10miuの範BHでアンモニアの発生は検出されず､この蛋白質のシアン分解活性は確認さ

れなかった｡FIB.5-8にY53F､EIO4Q､EIBOQ､D247Nおよび＼vTのシ7ンに対する

LLneWeaVer-BurkプロットおよびTablc5-2にWTに対する相対活性とK,nを示した｡これら

の耗巣から､E180QおよびD247Nは､wTlこ対してVm.xやKmに大きな差はみられないこ

とが確かめられた｡これらのアミノ酸残基は､桔性吉8位や基質の親和性に対して重要

なアミノ仮残基ではないことを示している｡

Linctveaver-Burkプロットから求められるEIO4Qのシアンに対するKmは2.6mMと求め

らA､この他はwTとほぼ同じであり､基節の親和性に対してGlu-104は影野を与えない

ことがわかる｡この変災シアンジヒドラターゼのVm心はWTに比べて相対活性で0.57倍

であった｡これは,GLu-LOJの荘換によって構造またはサブユニ･7トの会合が不安定に

L なることが予想されているので･摘製および活性測定中に鮮京が一都失活したものと

考えられる｡GIu-104のアミノ鯨残)1の置換は､シ7ンジヒドラタ-ゼの構造を不安定

にはするものの活性には影V-を与えないと予想される｡

Y53Fのシアンに対するK,nは＼町 と比較して約4倍のlI.3mlMであった(Table5-2)｡また､

Y53FのVm,L,は､相対活性で約0.7倍であり,wTと大きな差はないことが,Ttされた｡本
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実験の活性滞在のモ作卜では.基質であるシ7ンはほとんどがシアン化水貫である｡

シ7ン化水才､のき方正は17‡純であるため:二､多くのアミノ態残基と相互作用することは

できず.この節よの嬉質:=付する浸和佐･'三もともと政いと{えられる｡Y57FのK..は

wTと比較してあまり大きな差とはいえないものの.明らかにJl質に吋Lての親和性の

軽下がみらた.これは､Tyr-57が基質の親和性i:何らかの関与をしている可能性がある

こと{_,示している｡しかし,このT)T-57が､蓮井;=対して'X肝.二相互作用しているかを

蜂31するためJ.:lま7,体f一道の鯨折などが必要である..

また､fIY現さ11'=C163Sについてシ7ンの分解活性を検討したところ､そのシ7ン分

#清作はqt止されなかった｡nrl製された蛋白貢のゲ1レ止jaクロマトグラフィーから､

その分子'rdが100kDa以上であることが確かめられており.wTとruliB兼に四次構造を形成
Lていることがわかる｡Cys-163を置換することによって､構造に対して灯 と顕著な

差がみられないにもJXlわらず､群京の活性が失うことが明らかとなった｡これは､こ

のシステインダ隻Jiがシアンジヒドラターゼの活性の発現に屯妥な7ミノ酸であること

を示している｡Kobayash】らは.ニトリラーItfのCys-)70(5I)およびcys-165(53)の部位特

別り焚火にJ:って､椎女の活性がĴ=なわれることを報告している｡AK61株から絹製さ

れたシアンジヒドラターゼについても同様の祐巣が給ら九､これらの甜菜は類似した

反応鮒削二よって)k節(シアン)の加水分解を触媒していることが1･想される｡

5-4 船首

シ7ンジヒドラターゼ正伝子に茄位特箆的変異を卓人L､7ミノ鮫残基の正換によ

るシ7ンジヒドラターゼの活性および構造.二相する影7台検J･1した｡変異の泣入は､

シアンジヒドラターゼ､ニトリラーt-およびシ7ンヒドラターゼに保存されている13

牡苛の7ミノ般托姓について行った｡この屯果､EIOJQ.E165Q､Hl83.YおよびK276Q
近.莞現した蛋白茄のほとんどは不溶性の状態となって存在していることが示された｡
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また.EJ7Q.Sl03A､D280＼､H284トおよびY285Fは､第1年に示し,+=稲現法では箱製

することはできT､これらの7ミノ穀残基の旺損がシアンジヒ['ラタ-t'の構造.二影

書をt=J･えることが'Jt硬さ1LJた｡C163Sは,ゲJL･i2jaクロマトグラフノーの結果はIlrTと

差がみられなかった;=もかかbらず､そのシ7ン分群活性は確認さttなかっ,+=｡すな

t)ち､このシステイン妓盛が活性の発現に重要な役割を担っていることが明らかと

なった｡また､Y57Fのシ7ン分解活性から､Tyr-57の旺損によって釜石の視軸ti.二同

与するaT托性があることが示された｡

本 草で洲胡手瓢的変異を4人した13種類の7ミノ脹放基のうち､9残額についてにそ

の7ミノ椴残題の鑑柊がシ7ンジヒドラターゼの手書造またはサブユニットの会合に影

書をhj･えていることがホ唆され'た｡これは､シ7ンジヒドラターゼ､ニトリラーゼお

1ぴシアンヒドラタ-ゼに保存されている音域は､活性の発凍ばかりでなく悟道の縫

拝に屯賓な朝城であることが予想される｡



Table5110hgonuc)eolidesro√thesitedlreCtedmuragenesIS･

ト1uLabO'IP m ' EiuclCOtid亡SequEn∝ (5'-3)I
Posll10nlnC)地de

dih)dr弧-gen亡b

EJ7Q CCG TTC CCCcAC CCATTT ATT C

Y53F CAT TTA TTC CGG GAYtTC CAT CCT TC

SIO3A CTATTT CCTCrgcCC AGA ACG AC
EI仙Q CCT CTA Gce AGA AGC ACG CTG
CL63S GceCTC ATG a∝ TCC GAL CAC
E165Q CAT GTG CTC Gd Ac九 CAA TGTC

E柑OQ CTC ACA CAA CcA CCA GGT TCA TG

H183N CCA CCA CGT TaATGTCCC TCC
D247N crA TCG CCC CaA TCC CCA CCC C

K276Q CAT CCA CTrCcA ATA CTA TAT C

D280N CAA ATA CTA TAT CaÅ TCC CCT AGG C

H28JN ccc TAG CCa AっT ATTCCA ATC

Y285F CTA GGG CAT TtT TCC A,lT CAA AC

255-276

268-293

42ト443

42714iI7

603-623

608-629

653-675

662-682

65̀11675

9J1-962

950-974

967-gS7

969-991

b.ThepsILLOnOrObgtmuCLecLidesisnLJn)bcreddeed"gLOLJy亡y肌dedjJ))dLaLaSegentLnChapter3
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Table512KilleLICPrOPertleSOrthemutants

or山ecyan)dedihydraLaSe･

MuLanC; J(,,.(rrLLTvl) RelatLVeK,n RelatlVeVm.x

Wi一d-tylX 28

Y53F IL3

E104Q 2.6

C1635 N.D事
E180Q 3.5

D247N 6I

10 10

40 0.68

09 0.57

13 1.2

22 17

r｢hecyal-ide-deyadlnBaCuVllyWasnotdetected
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H三O

R-C≡川 ･ BH- R-(,sl: 辛 RiE:-2

1

H=O

H HニO

良-p-,W 2 ｢ - RIG:,0｣ R-(,0 ･ BH
sE NH】 SE OH

FIE5-ITheschemeflOrthenilJilasereactionmechanism.

82





CyanidedihydEataSe
AlユFhatlCnltrllJさせ
BromDXynllnl⊂rllase
AfylaceLOnltrlldSQ
CyanldehydTataSe tF.lareTl亡lLqTl)
Cyanidehydratase (a.st.jrgjl

CyaTudedlhydEataSe
All如 こicnL⊂r11ase
Brm ynllnltrllase
Arylace⊂onlこrllase
Cyanidehydratase tE.ld亡erl亡lLn)
Cyatlldehytkatase lC soLyll

CyanidedlhydLra亡aSe
Alll加 tllCnl亡rllase
Bro打OXynllnltrllaSe
ArylacteEOlヽ1亡rlldSe
CydLnldehydra亡dSe (F JaEetJ亡jUZTI)
CyanidehytLz'at:ase (a.50rgl)

45 FPEAF工PGYp-I.FAFLGHPEY一一 NXTYVCェSCSEXZXGSLYL良脚 P
51 FPEVl･L'lPt3YPYl･.tAl･ltGDV祇1.'A1---JNZALVHGYSEKEIqiAS7tYL卿 FlrU

･13 FPEu･汀PTuTYP-GF.mTTDJqrE I廿JIAlエm SERAGFrLYMStll瓜ェnら
45 FGEPT.A.LPGYp-FW .･nGAPAJ･一一一-LL;工FlJuJ3Ym GGSLYL孤 rPD
46 FP訊WIPW FTy.TC.I.7CVTYLC------NQ工FVgJ汀SElロIAnYLSWuGP
46 FPN ･ElpGYPYVY.･.W LD- NQZm IGVSELmAnYL恥 ISIl

1521TE工GNl皿 で/即 LD仙 :NSQNEm AjlL～TnFl
159 -冗;FG買VGG岬 PLm SLI止Q!沖JASil.?AHF
150-TSVGfm qj<TAE}nQSu町 人Ⅰ峨 IHISJul.?Fr-
152-でヨ血 コ噴きnぷPU;KYALYSC桝EA工HT肌 ･IW S
152RIR【咽 LLtTJiTEX.W FL姐 JJVSm :仰 VALuヾ?VYP
15I(打官工GZuDつU中正W PFum VARGJqて汀JAAL･:m P

230I----R⊃YFT.TrFiKSX;汀TRIYGPtX3EPI Fm H)PVS汀YSNm ぶ
244---I-KRAuJ工8才加AR三YGP瓜K且.I--ARAAAZ)PAG:1TYSRPm ZJK
236-----YNPNt:YI∠芯GYAFuYGPnJJu( AXY乱 DPr;HYSRPtNFSVS
241 -m FJQX;Ssh:工FA♪D.帆 Ax九T.!心肺 IrJSXPEATRLV
243Pa=VE?m PSVYTBttARrYRPrlr;SLV一一 rrKW AG汀mRPDLIftLL
242PPCVEPm TPYNGtLFJurRPDニSLY- TW AGHYHRPDL.lRLL

Fig･5-3̂ lignnlentOrdeducedilnlinoacJdsequencesfrom Lhrecnitrllil＼eゝ,twoCyiHILdehydrillaゝC.111d
thecỳlnldedJhydratilSe.TheLdcmlcu)rcsLduesarchatched,andlhHICCnrCSldLle･unulillcdhlthi＼ゝ 1udy

areH-dicaledbyiLSten.lk.i.
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第6帝 結論

以上､第5Q_までに述べてきたように,本研究では､シ7ン分解能を有する鼓生物お

よび酸素の単牡と牡鹿解析を行った｡本研究の主な成果は､a)シアン分解する能力の

ある新しい神曲を単鼓したこと.⑦その細菌からシアン分解群発であるシ7ンジヒド

ラターゼをfI?やし､その性質について検討したこと､･3シ7ン分解細菌のゲノム正伝

+から､シ7ン分解辞兼の退任子をクローニングし､その塩屋配列の決定を行ったこ

と､①シ7ン分解鮮滋をEcoLL中で大豊発現する系を構要したこと､Gシアン分解酵京

の措性や仏道維持に隅r:J･するアミノ酸残)1の倹Jklを行ったことである｡

各車ごとに.7.riられた成果をまとめると次のようになる｡

節2帝では､シアン分解細菌の単推とその維歯からシアン分解鮮罪の棉製を行った｡

シアン分解糾allを単性するためにメッキ工助の排水を採取し､この排水中からシアン

分解能を々する柳蘭AK61株を単離した｡この祁歯は､I/ラム陰性,非運動性の好気性

梓蘭であることが確かめられた｡AK61株によるシ7ンの分解では､蚊応に作ってアン

モニ7の蕗秋が柾記された｡このAK61株のシアン分解活性は､培亜中のシアンの存在

に関わらず訪韓されていることが明らかとなり､シ7ンの生物処理プロセスに有用な

敬生物であることが示された｡

AK61休の細胞抽出液から､硫安分画､イオン交換クロマトグラフィーなどによって

シ7ン分解辞去がfrlJ製された｡柵製された帝劇ま､シアンを加水分解し､7ンモニア

とギ酸を生蚊するシアンジヒドラターゼであることが明らかとなった｡この酸素は､

約3写kDaのポリペプチドからなる分子丑100kDa以上の蛋白質であることが示された.

また､反応速度論的解析から､このシアン分解鮮繁のシアンに付するI(mおよび至連温

度､至適pHが求められた｡
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第3卓では､シアンジヒドラターゼ正伝+のクローニングとEco/L中での大正発現を

行った AK61tとのゲノム遺伝 f･からシ7ンジヒドラタ一七遺す三(-をクローニングL.

その塩)1配列を決定した.千思される7ミノ鮫皮列から,不鮭兵のポリペプチ ドの分

子Jtが37.5I8Daであることが求められた｡また,そのアミノ鮫配列は.ニ トー｣テーゼ

お1ぴシ7ンヒドラターゼと柏同性が高いことが明らかとなっ,た｡鞍に,JL

thododlrOuSK22からflI繋されたニ トリラーゼとの相同性が高 く35.1年であることが示さ

れた｡

祁4章では､EcoL沖 でシアンジヒドラターゼの大!Ip.発現を行うために､この遺伝子

の人品党規系の捕案を行った｡この放題を発現したELoIL'の細胞抽出碇のSDS-PAGEの

轄巣から､分 rlri約38kDaのポリペプチ ドが発現 していることが確かめられた｡また､

この舷糸を発現したEco〟は､シ7ンの分解活性が付与されたことが確認され､発現 し

た妓女が沌性を持っていることが示された｡さらに.発現 した鰭,#の分7品､シアン

に対するK,小 生通弧皮131よび重適pHは､AK61昧由来の怖糸とほぼ同じであることが

確かめられた｡

シアンジヒドラターゼの)E質特熊性について検討した籍果､ニ トリラ-ゼとの相同

性にも関わらず.この件超の故穣Xiのニ トリJt,に1･1する活性は示さないことが確かめ

られ､シアンに対する)E質特災性が高いことが示された｡また.この齢茶の安定性に

っても甘及した.

第5群では､シアンジヒドラターゼに部位特界的柴発を番人し､活性や練遇に対する

彰事を検pLナした｡空沢の尊大は.ニ トリラーゼやシアンヒドラターゼの相同性をもと

に.これらの勝央すべてに促存されている7ミノ鮭残姓のうち13推称 二ついて行ったぅ
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空路シアンジヒドラターゼの活性を扱対したところ､シ7ンジヒ㌣ラタ-七の活性の

発現に玉算なシステイン残基が確認さ11た｡また.韮貢の鞄相性;:関与する可能性の

あるチロシン事主姓が示された｡さらに､7ミノ鮫用益のet汝に1ってシ7ンジヒドラ

ターゼの仏産:二彰Vを与えると思わ1tる9徒弟の7ミノ穀殊)Lが示された｡

J･li-の研究碇FR-紘,シアンの生物処理プロセスの研究おlJ同条において､重要な

知見を提供するものと考えらTtる｡さらに今後､本研究に上って得られた放生功また

は鮮選がこのようなプロセスに応用されれば,工丈排水中のシアンの祈しい処理法と

なることが期待される｡
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絵文リスト

l)ALSuShiWatanabc.KaZuyOShlYano.KazunoriLkebukuroandlsiLOKarube,

CyanldehydraLys,sJnanovelcyaT"de-degrad.ngbacterrumbyacyamdedihydratase.

M｣cTObiol.subrmLLed.

2)Atsu31hJWatanabc.KazuyoshlYan°.KaZUnOrHkebuhroandlsaoKarube.

QoTLingandcxpreJSLOnOraCyanldedihydLataSCgenefromagram-negaLjve

baCtEnUm ).BacLenOl.,Submirted.

3)AtsushlWaLanatK.KaZuyOShLYaJ10.KazunorltkebukuroaTLdlsaoKarube,

Lnvestlgat)OnOrLhepoLenbalacbvESiteOfacyユnJdedihydTatnSCuSmgSite-dlrected

mutagenesIS･Bl∝hem-Biophys.Ac臥 Subml【ted.

塩盛配列の登銀

日本DNAデーターバンクに登鉛(A∝ess】onNo.‥D82961)｡
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