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第1章序論

人類によって排出された二酸化炭素やフロン等が地球環境!こ深刻な影響を与えつ

つあることは周知の事実であるが、様々な硫黄化合物もまた地球環境に大きな影響

を与えていることが明らかになってきている。大気へ放出される硫黄化合物で最も

多いのは、化石燃料の燃焼による人為起源の二酸化硫黄であり打able1-1)(Lelieveld 

et al.， 1997)、放出された二酸化硫黄は殴性雨の原因になると同時にエアロゾル形成

の核ともなっていると考えられている。一方で、海洋の生物由来の硫黄化合物もか

なりの量を占め打able1-1)、特に大陸沿岸の工業化地域から離れた海洋上において

は、海洋からの生物由来のものが大気へ放出される硫黄化合物の主要な部分を占め

ていると推測されている。

海洋から大気へと最も多量に放出される揮発性硫黄化合物はかつては硫化水素と

考えられていたが、 1972年になって海水から相当量のジメチルスルフィド(DMS)が

検出されて海洋から放出される主要な硫黄化合物はDMSと考えられるようになった

(Lovelock and Maggs， 1972)。現在では、海洋由来の硫黄化合物の大半はDMSであ

ることが明らかにされ、 DMSIま地球規模での硫黄の循環において特に重要な役割を

果たしているものと考えられている。

Table1ぺ 大気への硫黄の推定放出量(メガトン・硫黄換算/年)

(Lelieveld et al.， 1997) 

言説二三空 ill @ .0 iD_ {5) (6) (7) (8) 

総計 86 -154 125.5 104 10~ 98 153 93.7 

-白書き申老舎智一一1.9_ニ ß~ _ーミj)J_ _ _?ミーー _39_-ーワ ー ~2_ _ _?5s_ーー旬ー _2_4空
火山活動 3 -20 9.2 9.3 7.4・ 9.3 9 8.5 7 7.8 

陵地 0.1 - 5 1.2 0.3 3，8- 4.3 1 1 7 1.1 

海洋* 12 -40 19.7 15.4 119 -58 12 16 36 15.5 

-会開i雪量りfき言t て1 ニP旦ーー竺5竺 79 ー一一二ーーーー_!l0_ _ !~5_ _ .:!O_? _ _ 6~.~ 
バイオマスの燃焼 1 4 3 2.2 2.8 2 2.5 2.3 

化石燃料の燃焼 70 -85 92.4 76.8 78 70 103 67 

*波等に直簸吸収される分は除いた量

(1) Penner et al.， 1994; (2) Pham et al.， 1995; (3) Bates et al.， 1992; (4) Andr回 eand Jae田 hke，1992; 

(5) Spiro et al.， 1992; (6) Langner and Rodhe， 1991; (乃 Warneck，1988; (8) Lelieveld et al.， 1997 



旦 -~-- 哩『

地球規模でのDMS循環に関しては最近知見が集積されつつある。しかしながら、

地球全体の循環を推測するには多くの地域的データを収集、解析する必要があり、

いまだ不明な点が数多く残されている。現在までに得られた知見から推測される

DMSを中心とした地球規模での硫黄循環のモデルをFig.1-1に示す。

DMSの主要前駆体は主に値物プランクト ンにより生成されるジメチルスルホニオ

プロピオン駿(DMSP)と考えられている(Fig.1-2)。植物プランクトンがDMSPを生

成する理由は、主に浸透圧調節のためと考えられており、生成されたDMSPは植物

プランクト ンの浸透圧調節の際や植物プランクトンが捕食された際に催物プランク

トンの体外に放出される(Hattonet al.， 1996)。この放出されたDMSPが細菌等に

よって分解されてDMSが生じると考えられている。DMSの生成が植物プランクトン

のDMSP生産量にほぼ依存することから海水中のDMS濃度は季節によって大きく変

動し、 般に夏に高〈冬に低〈、また、植物プランクトンの大量に発生する春先に

特に高くなっている(Davisonet al.， 1996) 0 DMSの生成量には鉄イオンの濃度が関

係しており、鉄イオンの増加によって植物プランクトンの発生量が増加し、DMSの

生成量も増加することが最近報告されたσurneret al.， 1996)。

海水中でDMSPが分解されて生成したDMSIj:海水中から大気中へと放出され、大

気中で太陽光線によって生じたOHラジカル、N03ラジカル等によって酸化される。

OHラジカルは昼に量が多く夜にはほぼゼ口になるのに対して、太陽光線によって速

やかに分解されるN03ラジカルは夜の濃度が高い。そのためDMSは、主に昼はOHラ

ジカル、夜はN03ラジカルによって酸化されると考えられてきた。しかしDMS量は

OHラジカル濃度がピークになる時刻あたりから急激に減少して夜間は増加傾向にあ

ることが明らかとされ、このDMS量の増減がOHラジカルの量の変動と相関してい

ることからOHラジカルの方がDMSの酸化に重要な役劃を果たしていると考えられ

てきている(Ravishankaraet al.， 1997; Hewitt and Davison， 1997)。酸化されたDMS

は最終的には主に二酸化硫黄や硫酸イオンになるが、その変換の全容はまだ解明さ

れていない。硫酸などのエアロゾルは直接的にはそれ自体による太陽光線の吸収や

散乱によって、間接的には雲の生成核となって地球全体の太陽光線の反射率をあげ

ることにより、温暖化を抑制する効果があることが知られている。化石燃料の燃焼

などによって生じる二酸化硫黄は、量は多いが生成が局所的であること、放出され

る高度が低いこと等から、放出された周辺には磁性雨等として多大な影響を与える

ものの、気候へ与える影響としてはDMSの方が大きいものと考えられている。

2 
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CH3-S-CH 2 CH2CH (NH2) COOH 
Methionine 

↓ 
(CH 3)2-S~CH2~_!:l2COOH 

DMSP 

↓ 
CH3-S-CH3 
DMS 

↓ 
CH3SH 

Methyl mercaptan (MM) 

Fig. 1-2海洋におけるDMSの推定生成・分解反応

一般的に海水中でDMSPより生成したDMSの一部は大気中に放出される前に微生物な

どによって分解されると考えられているが、発生するDMSの90%が海中で微生物によ

り変換され、大気に放出されるのは10%にすぎないとの報告もされている(Kieneand 

Bates， 1990) 0 DMS変換能を有する微生物は、 メチルメルカブタ ン(MM)を中間体とし

てDMSを代謝する菌株、ジメチルスルホキシド(DMSO)を中間体としてDMSを代謝する

菌株、およびDMSのDMSOへの酸化のみ行う菌株とが報告されている。海水中では

DMSOがDMSPと同程度かそれ以上の濃度で存在することがいくつかの報告で示されて

おり (Hattonet al・， 1996)、表面近くの海水に存在する高濃度のDMSOは微生物の関与に

より生成したものと推測されている。しかし、化学的酸化と比較すると微生物変換に関

する知見は少なく、まだ未知の部分が多く残されている。大腸菌などDMSOをDMSへ

と還元する細菌も存在することから、 DMSとDMSOの聞の微生物変換は、酸化、還元

とも様々な微生物が関わり、空気中での化学的なDMS変換より更に複雑である可能性

が考えられる。

陸上に関してはDMS循環に関する知見はさらに少ない。陸上でDMSは、酸性紙の製

紙工程でリグ二ンの分解産物であるメトキシ基をもっ芳香族化合物より生じるため、製

紙工場では悪臭の原因となっているが、その量は海洋で生物によって生産される量と比

較すると微量である。さらに、酸性紙は劣化しやすいことから中性紙の開発が進んで

1982年頃からは中性紙の生産が増加しており、人為起源、のDMSの生成は減少している

ものと推測される。一方、環境中では、 DMSは腐敗物等様々なものから生じているこ

とが報告されているが、その量に関してははっきりしていない。土寝中には海洋中より

はるかに高い密度で微生物が存在しているので、海洋より更に多くの微生物がDMS変

換に関わっている可能性も考えられる。

DMS変換を行うことが報告されている細菌をTablel-21こ示した。以下、これらにつ

いて現在まで!こ報告されている知見を簡単に述べる。

4 
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DMS資化菌として最も研究が進んでいるのは、 C1化合物資化性菌の

Hyphomicrobium属細菌及ひtThiobacillusl冨細菌である。

DMS資化能を有するHyphomicrobium属細菌として最初に単離されたS株は、

DMSOを炭素源、エネルギー源として生育する。DMSOIこ生育させたS株の菌体、細

胞抽出液からDMSOレダクターゼ、MMオキシダーゼ、カタラーゼ、ホルムアルデヒ

ドデヒドロゲナーゼ、ギ酸デヒドロゲナーゼ等の酵素活性が確認されたこと、及び

中間代謝物と考えられる化合物の代謝実験によってFig.1-3に示すDMS(O)分解経路

が推定された(DeBont et al.， 1981) 0 DMSIこ由来する炭素はホルムアルデヒドの形で

セリン経路によって同化される。

Hyphomicrobium属細菌EG株はS株と同様の経路でDMS(O)を資化すると考えられ

ており、この菌株からはC1化合物資化性菌のDMS代謝において重要なMMオキシダ

ーゼの精製が行われた(Suylenet al.， 1987)。精製された酵素はモノマーで、 MMと酸

素から定量的にホルムアルデヒド、スルフィド、過酸化水素を生成することが確認

された。

O 

H心位聞 3

NA:;斗H，O
H3C-S-CHs 

I C02 
NADH+H+ .......レ戸 O. .tト『、

目 /グ 、NADH+H+

NAD+ーノ代__H20 HCOOH‘NAD+ 

O !Tケ恰:?Cs1ト:とい:トト;;3: 
2 、 ， → 一

Y ノ¥
H2021 s〉 J 医
J 、
トi2Sο4 Cell mate 

Fig.1・3 Hyphomicrobium sp. S株におけるDMSO推定分解経路
(De Bont et al.， 1981) 
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また、Thiobacil/us属細菌では、 T的ioparusE6株でDMDSの分解経路が推定され

ている(Fig.1-4) (Smith and Kelly， 1988a， b) 0 DMSはDMDS分解の中間代謝物では

ないが、 E6株はDMDSと同様にDMSをエネルギー源として生育することができ、

MM以降の代謝は共通であることが示唆されている。Thiobacillus属細菌は、 DMDS

に由来する炭素を二酸化炭素にまで酸化してからカルビンサイクルによって固定す

る。

T. thioparus TK-m株はE6株と同様の経路でDMSを資化すると考えられており、

DMSIこ生育させたTK-m株力、らMMオキシダーゼが精製された(Gouldand 

Kanagawa， 1992)。取得されたMMオキシダーゼはHyphomicrobium属細菌EG株の

ものと同様にモノマ で、 MMをホルムアルデヒド、 H2S、過酸化水素に変換し

た。また、 EG株のMMオキシダーゼとは異なりH2Sの酸化能がなく H2Sを定量的に

蓄積し、 H2Sによる阻害もうけなかった。

NAD;;ユ
出 0七二→2ぬ+
Yl
HO 

1 _ }-2N…+ 
t匹 一一一...Cell materials 

Fig. 1-4 Thiobacillus thioparus E6株におけるDMDS推定分解経路

(Smith and Kelly， 1988a; Smith and Kelly， 1988b) 
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その他にDMSをMMを経由して分解し、炭素j原、エネルギー源として資化する菌株

として、 Methylophagasulfivorans RB-1株 (De-Zwa門etal.， 1996; De-Zwart and 

Kuenen， 1997)、Methanosarcinasiciliae HI350株 (Niand Boone， 1991)、

Methanosarcina barkeri MS1株 σallantand Krzycki， 1997)が報告されている。

Desulわtomaculum属細菌(推定)TDS2株、 SDN4株 σanimotoand Bak， 1994)は、硫黄

還元細菌で、DMSを二酸化炭素と硫酸にまで分解する。硝化細菌Nitrosonomas

europaeaにおいてはアンモニウムモノオキシゲナーゼによってDMSの酸化が触媒さ

れていると推測されている。

また、 DMSをDMSOへと変換する細菌も数種が報告されている。 DMSを電子供与

体として利用する紅色細菌としてThiocystis属細菌(Zeyeret al.， 198η、Thiocapsa

roseopersic的aM1株れlisscherand Van Gemerden， 1991)、Rhodobacter

su/fidophi/us SH1 (Hanlon et al.， 1994)が報告されている。Pseudomonas属細菌DMR・

11株では有機化合物の代謝の際lこDMSがDMSOへと共般化される(Zhanget al.， 

1991)。これら菌株はDMSO以降の代謝は行わず、DMSOを定量的に蓄積する。



一方、我々の研究室では、 DMSを唯一硫黄源として資化するAlca/igenes属細菌

E1株(Omoriet al.， 1995)、Rhodococcussp. SY1株(Omoriet al・，1992)等の土壌細

菌を多数単離、解析してきたoSY1株はジぺンゾチオフエンを硫黄源とした集積培

養によって単離された菌株であるが、 DMS等のアルキルスルフィドも唯一硫黄源と

して生育することが見いだされたものである(Omoriet al.， 1995)0 SY1株、 E1株は

DMSをエネルギー源、炭素源として生育するC1化合物資化性のDMS資化菌とは異

なり、最初にDMSの硫黄原子に対する酸化を行う。 DMSの酸化の結果生成する

DMSOはさらに代謝されるため、検出はされるが定量的な蓄積はしない。SY1株、

E1株のDMS推定分解経路をFig.1-51こ示す。この2株以外にこれまで単離された多

数のDMSを唯一硫黄源として資化する土壌細菌も、 DMSのDMSOへの磁化能、

DMSOの資化能力t認められることから、これと類似の経路でDMSを硫黄源として資

化するものと推測された。

向。
U
H
 
C
 
QUI--v 

c
 

3
 

U
H
 

O 

H3C-S-CH3 

人
、;
H3C-S-CH3 

ドCH30H
ドCH.
SO.2 

Fig. 1-5 Alcaligenes属細菌E1株、及びRhodococcus属細菌SY1株における
DMS推定代謝経路 (Omoriet al.， 1995) 



E1株の単離を行った際、また、その後のスクリーニングによっても、 DMSを硫

黄源として生育できる菌株は土壊より多数単離されたことから(u叩ublished

data)、DMSをDMSOへと酸化した後、さらに代謝してDMSを硫黄j原として生育で

きる菌株は土壊に広〈分布しているものと考えられる。さらに最近、海洋からも

DMSをDMSOを経由して硫黄源として生育すると考えられる細菌が単離された

(Fuse， 1998)。
これまで報告されたDMS変換能を有する微生物が非常に広範囲、多種にわたっ

ていることからも、 DMS変換に関与する微生物の役割は大きいものと推測され

る。しかしまだ未解明の部分が多く、 DMSの微生物変換に関する知見は不十分で

あると言わざるを得ない。特に遺伝子に関する報告はほとんどないことから、本研

究ではDMSを硫黄源として生育できる土壌細菌を研究対象とし、これらのDMS酸

化酵素遺伝子の取得、解析を行い、 DMS循環に関する基礎的知見を得ることを目

的とした。
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第2j事 インドール酸化能を有するDMS資化菌Acinetobacter属細菌208株の

単離

2・1.緒言

序章で述べたようにDMS変換能を有する菌株として多様な細菌が報告されており、

DMSを炭素源、ヱネルギ-~原として生育するHyphomicrobium属細菌、 Thiobacillus属

細菌に関しては比較的研究が進んでいる。我々の研究グループでは、これまでにDMS

を最初にDMSOへと酸化し硫黄源として利用可能なDMS資化菌を土壊より多数取得し

ている。以上のような細菌におけるDMS代謝では、最初のDMSのDMSOへの酸化がキ

ーとなると考えられることから、この反応を触媒する酵素!と関して興味が持たれる。

そこで、 DMSのDMSOへの酸化と触媒する酵素遺伝子の取得を目指すこととし、既に

単離されていたグラム陰性DMS資化菌であるAlcaligenes属細菌E1株より、大腸菌をホ

ストにしたショットガンク ローニングによるDMS酸化酵素遺伝子の取得を試みてき

た。しかし、これまでに試みた方法は酸化生成物の検出にガスクロマトグラフィー

(GC)を用いるものであり、手順の煩雑さもあってDMSl!i変化酵素遺伝子の取得には到っ

ていない。

一方、酸化酵素が本来の基質の他にインドールの酸化も触媒可能な場合には、当該

酵素活性の検出!こインジゴ発色を利用する方法がある。この場合、インドールが酸化

されると最終的に濃紺色のインジゴが生成するため、プレート上でインジゴ発色によ

る目的遺伝子を有するクローンの検出が考えられる。栄養士音地で培養した大腸菌をホ

ストに用いると、大腸菌がインドールを生産するため、インドール酸化の可能な酵素

遺伝子が導入されればその大腸菌コロニーはインジゴによる濃紺色を呈する(Fig.2-

今回この方法をDMS酸化遺伝子のクロ一二ングに利用することを考え、 E1株、SY1

株、及び既に単離されていたその他数株のDMS資化菌のインドール酸化能の有無を調

べたが、いずれの菌株にもインドールE変化能は確認されなかった。そこで、まずは

DMS資化能、 DMSのDMSOへの酸化能、インドール酸化能を併わせ持つ菌株の単離を

試みることとした。



しトリプ卜ファン

イ

イ

イ

直回

Fig.2-1 インドール酸化活性を有する酵素をコードする

遺伝子が導入された大腸菌内でのインジゴ生成
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2・2材料及び方法

2・2・1試薬、培地

試薬iま市販されているもので、最も純度の高いものを用いた。
本研究を過して使用した硫黄源を含まない無機培地であるSFMM(SullurFree Mineral Medium)の組成

をTable2-1に示す。

Table 2-1 SFMMの組成

コハク置をNa 10.0 9 

N82HP04 2.2 9 

KH2P04 0.8 9 
NH4N03 3.0 9 
FeCI3・6H20 10 mg 

CaCI2・2H20 10 mg 

MgCI2・6H20 10 mg 11 L dH20 

オートクレープ滅菌の後、
必要なら ペニシリン 50mg I L 

vitamin mixture 0.1% 

mineral base 1 % を加える。

2-2-1-1 培地への硫黄源の添加

特に断っていない場合、液体0.1% (V/V)、固体0.1% (W/V)を添加した。液体培地への硫黄;原の添加方

法は、 DMSOはフィルヲー滅菌して植菌時に直後添加し、 DMS02，硫酸ナトリウムなどの固体はdH20

に溶解の後フィルター滅菌して添加した。揮発性の高いDMS等の化合物は、滅菌を行わず直掻培地に

添加した。寒天培地へは、 DMSO等は、培地のオートクレープ滅菌の後、温度が60
0

C程度まで低下し

てからフィルタ 滅菌済みの硫黄化合物 0.1%r液体 (v/V)、国体 (w/v)]を添加した。寒天培地でDMSを
硫黄;原とする場合には揮発が問題になるが、直接シャーレのふたにDMSを10μl程度添加してシャーレ

をテープでなるべく蜜閉して繕養した。この場合、シャーレのふたがDMSによって腐食されてDMSが

しみこんだような状態になった。

2-2・1-2 SFMM寒天培地の作製

硫黄j原は微量でも細菌の生育に充分量となりうるので、硫黄j原の混入を極力避ける必要がある。寒天

は硫骸エステルに由来する硫黄を含むため純度が高いものを少量用いることと し、SFMM寒天培地には

通常の細菌用寒天ではなく核酸電気泳動用の寒天 (agaroseME，岩井化学薬品)を必要最小量である

0.5私 (w/V)用いた。この0.5%(w/v)の寒天濃度では菌株によっては多少生育するが、スプレッダーが使

用可能な最小量であった。寒天の種類を変える、寒天以外の図形で担体となりうるもの(フィル合ーペ

ーパー、ゲランガム等)を用いる、寒天の濃度を崩れない程度まで下げる等の検討を行ったが、菌の生

育を完全に抑制するSFMM図形培地は作製できなかった。

2-2-1-3 ピ亨ミン、微量元素

培地に添加したvilaminmixture (v. m.)の組成をTable2-2に、微量金属混合液であるmineralbase (m 

b.)をTable2-31こ示す。このmineralbaseltHutner・svilamin-free mineral base (Manual 01 Methods lor 
General Bacleriology p97， American Society lor Microbiology)のなかで硫酸塩となっている微量金属を

金属が等モルとなるよう境化物で置き換えたものである。

2-2・1-4 栄養培地

単離の確認に用いたブイヨン寒天培地はブイヨン(栄研)を用い、細菌用寒天1.6%を添加して作製し

た。
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Table 2-2 Vitamin mixtureの組成

Vitamin 81 0.001 mg 

Vitamin 82 0.5 mg 

Vitamin 86 0.1 mg 

Vitamin 812 0.001 mg 

ニコチン酸 0.1 mg 

パン トテン酸 0.1 mg 

葉酸 0.01 mg 

イノシッ ト mg 

ピオチン 0.001 mg 11 mldH20 

;漕過滅菌の後、ー20.C保存

Table 2-3 Mineral baseの組成

二ト リロ 3酢厳合 10.0 9 

MgCI2・6H20 16.0 9 

CaCI2・2H20 3.33 9 

(NH4)6Mo7024'24H20 9.25 mg 

FeC13'6H20 102 mg 

SF Metals44曲 50 ml 11 LdH20 

吋まじめにニ トリロ3酢酸を水にとかしKOHでpH7

に調整してから金属坦を順次加えてい〈 。

作製したら、pH6.6-6.8にHCIで調整した後、オー
トウ レープ滅菌して保存する。

**SF Metals44 

EDTA 250 mg 

ZnCI2 517 mg 

FeC13'6H20 485 mg 

MnC12'4H20 202 mg 

CUC12'2H20 26.7 mg 

CO(N03)2' 6H20 24.8 mg 

N担 8407'10H20 17.7 mg 

6N HCI 数j街 1100 ml dH20 

滅菌は不要。オー トウレーブ滅菌は祭止。

(オー トクレーブ滅菌すると金属が沈殿して使用

できなくなる。)



喜望里里ー竺『

2・2・2DMS資化首のスクリ ーニング方法

DMSが非常に簿発性の高い悪臭物質であり、また、 DMSをDMSOへ磁化した後に硫黄源として分

解資化する菌株を取得する必要もあるため、最初にDMSO資化菌を取得するためのスクリーニング

を行い、得られたDMSO資化菌についてDMSの資化能を確認することとした。硫黄i原は微量の混入

も細菌の生育に充分量となりうることから資化能の確認は寒天培地上ではできないので、液体培養

で確認を行った。もとの培地からの硫黄源の持ち込みの影響の可能性を削除するため、 2~3回の植
え継ぎを行って継続して生育することを基準に資化能を確認した。

(操伺
①土壌サンプルを約10mlの生理食境水に懸濁して静置し、上清を漉紙(FilterPaper 56， ADVANTEC) 

で漕過して土壌粒子を除去する。

②漉液をメンプレンフィルター(poresize 0.2μm， ADVANTEC)に通してフィルター上に集菌する。

③10mlのSFMM試験管培地(DMSO10μI，m.b.，v.m.，ペニシリン添加)に菌の付着したメンプレンフ

イルターをいれ、 30.C， 300 strokes / minuteで振とう培養する。

④菌の生育が認められた培養液100μlを新しい10mlのSFMM誌験管培地 (DMSO10μ1， m. b.， v. m.， 

ペニシリン添加)に添加、30.C、300strokes / minuteで振とう精饗する。

⑤硫黄i原の場合!ま微量の混入でも細菌は生育可能なので、この手順を2~3回 くり返す。継続して菌の

生育の確認された培養液を適宣希釈し、 SFMMプレート (DMSO，m. b" v. m.，ペニシリン添加}に塗

布して30.Cで培養し、生育したコロ=ーを上記と同じ条件で液体培養する。

⑥以上の手順を単一コロニーとなるまで継続する。

⑦単ーと考えられる培養液をさらにブイヨンプレートに塗布して単一であることを確認した後、再度

その単一コロ=ーを上記と同じ条件で液体培養してDMSO資化能を確認する。

③上記と同じ条件でDMSOの代わりにDMSを唯一硫黄源と して液体培養し、DMS資化能を確認する。

菌の生育した培養液を適宣希釈してSFMMプレート(DMS，m.b.， v. m.)に塗布し、30・Cで渚餐す
る。コロニー形成するまで培養後、ミクロスパーテル半分程度のインドールの結晶をシャーレの蓋

に置いてペーパーで与え、インジゴによる呈色の有無を観察する。

③取得された菌株を10ml SFMM (DMS 10μ1， m. b.， v.m.，添加)で培養し、 培養液1mlを遠心

(15000 rpm、室温、 10分)して菌体を除去し、上清2μ|を直接GCを用いて分析する。



2・2・3 硫黄化合物分析の際のサンプ)j..調製、ガスクロマトグラフィー(GC)の分析条件、

ガスヲロマトグラフィーマススベクトロメトリー(GC・MS)の分析条件

2・2・3・1 206練培養液サンプルの調製

①10mlのSFMM試験管培地 (OMS10μ1， m. b.， v. m添加)で30.C、300strokes 1 mimrte、2日間培養
する。

②培養液1mlを1.5mlチユ プにとり、15000rpm、10分間遠心する。

③上清1担lを直接GC、あるいはGC-MSを用いて分析する。

2・2・3・2 ガスヲロマトグラフィー(GC)の分析条件

Chromatograph : G-5000 gas chromatograph (Hitachi， Tokyo， Japan) 

Column : Gaskuropack 54 (80 1100 mesh; a gla詰 column

1. O. 3 mm o x 2 m， GL Science， Tokyo， J団lpan)
Column temperature : 230 .C 

Injection temperature : 230 .C 

Oetection temperature : 230・c
Flow rate 01 the N2 car了iergas : 15 mll min (100 kPa) 
検出 ・hydrogen-制ameioniz剖iondetector 

2・2・3・3 ガスウロマトグラフィーマススベクトロメトリー(GC-MS)の分続条件

Instrument 

Colu打、n

Column temperature 

Injection temperature 

Head pre田 ure01 He carrier gas 

Interface tempreture 

Injection mode 

イオン化法

2・2・4菌株の同定

: JMS-Automas 150 GC-MS system 

Fused-silica capillary column OB-5 (O.253 mm i. d. 
x 30 m， 1 11m film thickness， J&W Scientiflc) 
: 40・C20 min.(isothermal hold) 
16・C1 min. (incrememt) 
280・C10 min. (isothermal hold) 
:230.C 

・65kPa 

: 250・c
日plitle田 mode(1.0 min.) 

:EI法

取得された菌株の同定は、NCIMB(National Collection 01 Industrial and Marine Bacteria)に依頼し

た。
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2・2・5取得されたDMS資化菌の生育基質特異性の検討

{基質として用いた硫黄化合物)

①DMS及びその類似化合物として、 diethylsulfide (DES)、dimethyldisulfide (OMOS)、diethyl

disulfide (OEOS)を用いた。MMについては常;旦では気体であるため、ナトリウム塩の15%水溶液

(Tokyo Kasei Kogyo Co，. Ltd)を用いた。

CH3CH2-S-CH2CH3 

Diethyl sulfide 

(DES) 

CH3-S-S-CH3 

Dimethyl disulfide 

(DMDS) 

CH3-SH 

Methyl mercaptan 

(MM) 

CH3CH2-S-S-CH2CH3 

Diethyl disulfide 

(DEDS) 

②OMSの代謝中間体と推測される化合物として、 OMSO、OMS02を用いた。

(操作)

O 

CH3-~-CH3 

Dimethyl sulfo珂de

(DMSO) 

0， _o 
CH3~S~CH3 

Dimethyl sulfone 

(DMS02) 

① 5mlSFMM液体培養 (OMS5μI，m，b，添加)でOMS資化菌を一晩培養する。

②遠心 (3000rpm，室温， 10分間)により集菌、5mlの0，8%食塩水で2回洗浄する。

③5 mlの0，8%食塩水に懸濁させて菌体懸濁液を調製する。

③5mlのSFMM試験管培地[各身の硫黄化合物を液体の場合0，05% (v/v)、国体の場合0，05%(w/v). 

m， bω添加]に菌体懸濁液50μlを添加し、30・C、300strokes / minuteで2日間培養する。
⑤ 005舶を測定する。菌体培養液濁度の測定には、 UV160AUV-visible recording 

spectrophotometer (Shimadzu)を用いた。



2・3結果

2・3・1インドール酸化能を有するDMS資化菌の取得

緒言でも述べたように酸化酵素が本来の基質の他にインドールの酸化も触媒可能な

場合には、インドールが酸化されて生じたインジゴ発色によって目的遺伝子を有する

クローンの検出がプレート上で可能となる。そこで、 DMSとインドールの双方の酸

化活性を有する酸化酵素を有するDMS資化菌の取得を試みることとした。酸化酵素

遺伝子のクロ一二ングには大腸菌をホストに用いる予定であり、大腸菌がホストの場

合には同じグラム陰性菌の方が酵素遺伝子の発現する可能性が高いと考えられた。そ

こで、スクリーニングの際の培地にはグラム陰性菌を選択するペニシリンを添加し

た。ペニシリンは硫黄原子を含み菌の生育の際の硫黄源となり得るため、菌株の単離

の確認後はペニシリンを添加しなかった。DMSが非常に揮発性の高い悪臭物質であ

り、また、 DMSをDMSOへ駿化した後に硫黄源として分解資化する菌株を取得する

必要もあるため、まず最初にDMSOを硫黄源としてスクリー二ングを行い、そのなか

からDMS資化菌を選抜することにした。DMSOを用いた集積培養では、スクリー二

ングに供した土壌サンプル(東京大学園場より収集した約30サンプル)全てで菌の生

脊が認められ、さらに各々から複数のDMS資化菌が単離された。しかし、インドー

ルの酸化能を有する菌株は20B株と命名された1株のみであった。 20B株に関しては、

DMSを硫黄源として良好な生育が認められ、さらに、 DMSを唯一硫黄源としたとき

の培養液上清をGCを用いて分析したところ、 DMSOの生成が確認された(Fig.2♂)。

人DMSO
Fig. 2-2 20B株によるDMSのDMSOへの変倹



2・3・2取得されたDMS資化菌208株の同定

20B株はグラム陰性樗菌、オキシダーゼ陰性、非運動性等、 Table2-4に示す特

徴、及びFig.2-31こ示す形状を有し、 Acinetobacter.属細菌と同定された。

Acinetobacter属細菌はPseudomonas属細菌同犠に様々な物質を炭素源として生育で

きる従属栄養細菌であり、両者は類似の集積培養条件で集積される。両者lまG+C含

量に大きな違いがあり、 Pseudomonas属細菌の平均的G+C含量が58~70%と高いの

に対し、 Acinetobacter.属細菌は39~47%と低いことが知られている。また、 20B株

のビタミン要求性について調べた結果、 20B株はビタミン萎求性を示さなかったた

め、以降の培養にはビタミンの添加は行わないこととした。

Table 2-4 20B株の菌学的特徴

Motility 

Gram stain 

Spores 

Catalase 

Oxidase 

Colony morphology : 

+ 

Circular， regular， entire， punctiform， raised， 
semトtranslucent，smooth， and white 

Fig.2・320B株の形状



2・3・3 208株の有機硫黄化合物に対する生育基質特異性

唯一硫黄源としてDMSO、DMS02，diethyl sulfide (DES)、MM、dimethyl

disulfide (DMDS)、diethyldisulfide (DEDS)をそれぞれ添加したSFMM液体培地で

20B株を2日間培養して培養後のOD560を測定したところ、 20B株はDMS、DES、

DMDS、DEDSに良好に生育したことから、低分子の硫黄化合物に対しては、広い生

育基質特異性を示すものと考えられた(Table2-5)。また、 20B株はAlcaligenesJ高細

菌E1株のDMS推定代謝経路の中間体と考えられるDMSO、DMS021こ良好に生育す

るー方、 HyphomicrobiumJ冨細菌やThiobacillus属細菌におけるDMS分解の中間代謝

産物であるMMにおける生育は認められなかった。以上の結果からも20酎朱が日株と

類似のDMS代謝経路によりDMSを分解資化することが推測された。

Table 2-5各硫黄化合物に対する20B株の生育基質特異性

Substrate OD560 

DMS 1.24 
DMSO 1.91 
DMS02 1.86 
DES 1.87 
MM 0.31 
DMDS 1.86 
DEDS 1.15 
N包 S04(positive controり 1.94 
No sulfur source但egativecontrol) 0.30 



2・3・4 GC・MSによる20B株培養液中のDMSO、DMS02の同定

208株のスクリー二ングの際には、 DMSを硫黄源として培養した際に生成する

DMSOのGCを用いた保持時間による同定のみしか行っていなかったので、 GC-MSを

用いて208株培養液の分析を行った。結果をFig.2-4-A、SIこ示す。 Fig.2-4-AはDMS

を硫黄源として用いた培養液の分析結果であり、 Fig.2-4-8IiDMSOを硫黄源として

用いた培養液の分析結果である。検出されたピークの保持時間、及びそのマススペク

トルはそれぞれ標品と良〈一致しており、 DMSからのDMSO、及びDMSOからの

DMS02の生成が確認された。
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田園・圃園園田園園田竺『

考察

今回新たに土壌からのDMS資化菌のスクリーニングを行ったが、スクリー二ング

に供した約30の土壊サンプル全てから復数のDMS資化菌が単離された。このこと

は、 DMSを硫黄源として生育することが可能な菌株は土壌中に普遍的に存在するこ

とを示しているものと考えられる。しかし、インドールの酸化能が認められたDMS

資化菌は、 208株一株だけであった。 208株はAcinetobacter属細菌と同定され、

DMS、DMSO、DMS02の資化能、DMSのDMSOへの酸化能、 DMSOのDMS02への

酸化能、インドールの酸化能力t認められたことから、既得のDMS資化菌Alcaligenes

属細菌E1株等と同様、DMSをDMSO、DMS02へと酸化し、さらに代謝して硫黄源

として生育しているものと推測された。しかし、 DMSからのDMSOへの変換につい

てはGCでも十分検出されるほどの量のDMSOが生成している一方、 DMSOを与えた

場合のDMS02の生成量は微少であった。このような傾向はE1株にも認められ、ま

た、このとき培養液lこDMSOが多量に残存していることから、 208株やE1株におい

てはDMSからDMSOへの酸化と比較してDMSOからDMS02への酸化は反応速度が返

しまた、 DMS02の変換速度がDMSOの酸化速度と比較して相対的に速いため、

DMS02がわずかしか蓄積しないものと考えられた。 208株l立、DMS以外!こもDES、

DMDS等を硫黄源として生育することが見いだされたが、Hyphomicrobium属細菌、

Thiobacillus属細菌等のC1化合物資化性のDMS資化菌のDMS代謝中間体であるMMに

おける生育は認められなかった。

208株はDMSのDMSOへの酸化能とイ ンドールの酸化能の両方を有していたもの

の、 DMSとインドールの酸化が同一の酵素で触媒されているかどうかは不明であ

る。もしインドール酸化活性を有する酵素がDMSによって誘導されるなら、硫酸塩

等を硫黄源に培養してインドールを与えた場合とDMSを硫黄源に培養してインドー

ルを与えた場合とでインジゴ発色に差が生じる可能があると考えたが、実験の結

果、有意な差は認められなかった。しかし、一般にxenobitics等を炭素源として細菌

が利用する場合には、その分解系酵素遺伝子は基質となる化合物自身によって誘導

されるが、硫黄源として利用する場合には硫黄の欠乏によって代諮問i酵素が誘導さ

れるといわれており(Ke代田zet al.， 1994)、DMS酸化酵素がDMSによって誘導され

ない可能性も考えられるので、 DMS酸化酵素がインドールの酸化も触媒するとの仮

定のもと以降の実験を行うこととした。



宮里里里里ー雪『

第3章 DMS酸化活性を有する酵素遺伝子群(dsoABCDEF遺伝子群)の単離

と解析

3・1緒言

前章までにも述べたように、現在までのところDMS資化菌のDMS酸化活性を有す

る酵素遺伝子に関する知見は、比較的研究の進んでいるC1資化性菌(ThiobaαlIus属細

菌、 Hyphomicrobium属細菌)についても報告されていない。第2章では、このDMS酸

化活性の検出方法にインドール酸化を利用することを考え、新たにDMS資化能、

DMSのDMSOへの酸化能、およびイ ンドール酸化能を有するAcinetobacter.属細菌

208株の取得を行ったことを述べた。引き続き本章では、208株のDMS酸化醇素がイ

ンドール酸化活性をも有するとの仮定のもと、 208株よりインドール酸化活性を有す

る酵素遺伝子の取得を試みることとした。
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厚里里里ーー雪『

3・2材料及び方法

3・2・1試薬、培地

試薬は市販されているもので、最も純度の高いものを用いた。制限酵素等、酵素類は主に宝酒造、他

に東洋紡、ニッポンジーン、ベーリンガーマンハイムから購入して使用した。

大腸菌の培養には2xYT培地(抑制extract10 g， tripton 16 g. NaCI 5 9 / dH20) (Sambrook et al.. 1989) 

を用いた。必要があれば以下の抗生物質等を添加した。添加量は特に断っていない場合は、下記の

stock solutionを培地1:0.1%(v/v)添加した。

(x1000 stock solution) 
アンピシリン アンピシリンNa50 mg / ml dH20 (液過滅菌)(ー20・C保存)
クロラムフェニコール .クロラムフエニコール 34mg / ml ethanol (ー20"C保存}

IPTG : isopropyl-s-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 23.8 mg / ml dH20 (100 mM) 

X-gal 

3・2・2遺伝子操作

(鴻過滅菌)(ー20.C保存)

: 5-bromo-4-chloro・3-indolylーかD-galactoside(X-gal) 20 mg / ml 

N. N-dimethylformamide (-ー20"C保存)

基本的には細胞工学実験プロトコール(秀潤社)、及び静索、キり卜類付属のプロトコールに従った。



厚里里里ー園田園警『

3-2・2・1細菌からのtotalDNAの抽出

(語薬)
1 M Tris.HCI (pH8.0) : Tris (hydroxylmethyQ aminomethaneσris) 12.11 g， 

HCIでpH8.01こ調整する。

1100 ml dH20 [オートクレープ(AC)滅菌]

0.5 M EOTA : Ethylenediaminetetraacetic acid (EOTA-2H20) 9.305 9 

5 N NaOHでpH8.01こ調整する。

1 50 ml dH20 (AC滅菌)

TE buffer ・1M Tris.HCI (pH8.0) 1 ml 

0.5 M EOTA 0.2 ml 

ハ00ml dH20 (AC滅菌)
10% SOS : Sodium dodecyl sulfate (SOS) 1 00 9 1 L dH20 

プロテアーゼK プロテアーゼK20 mg 11 ml dH20 (鴻過滅菌){ー20'C保存)

5 M NaCI : NaC15.8 9 1100 ml dH20 {AC滅菌)

CTABI NaCI solution : hexadecylmethyl ammonium bromide (CTAB) 10 9 

NaCI 4.1 9 

1100 ml dH20， 65・CIこ温めて溶解させる。
フェノール/クロロホルム溶液 ・TE飽和phenol 100 ml 

chloroform 100 ml 

70%エタノ ール溶液 ethanol 700 ml 

dH20 300 ml 

3M酢酸ナトリウム溶液 CH3COONa .3H20 21.6 9 120 ml dH20 {AC滅菌)

RNaseA溶液 (x1000sωck) : RNaseA 10 mg 1 ml dH20 (ー20・C保存)

(操作)

①適当な栄養培地で定常期に達する直前まで菌を培養する。

②培養液15mlを50mlテフロンチュープに移して遠心 (3000rpm、室温、ペレットになるまで)する。

③菌体を5.67mlのTEバッファーに懸渇する。

10% SOS 300μI (終濃度0.5%)

プロテア ゼK 30μI (終濃度 100同 1mQ を加え混合、 37・C、1時間反応させる。
@1mlの5M NaCIを加え混合した後、 800μ1のCTAB1 NaCI solutionを加え、65'C、10分間処理する。
⑤7-8mlのウロロホルムを加え、ポルテッヲスで混合する。遠心 (3000rpm、室温、充分に蛋白が沈殿

するまで)して、水相を新しい50mlテフロ ンチュープに移す。同体積のフエノール/クロロホルムを加

え、ポルテックスで混合し、遠心 (3000rpm、室温、充分に蛋白が沈殿するまで)するロ

⑥水相を新しい50mlディスポーサプルチュープに移す。

水相の体績の60%のイソプロ I~ノールを加え、滅菌したガラス棒(先端を品目 くしたもの、あるいは先端
を塞いだパスツールピペッ ト)で十分に撹梓する。(この操作で、ガラス俸にONAがまきつ<. ) 

⑦10mlディスポーサブルチュープに1mlのTEbufferを用意し、これに⑤のガラス棒を差し込みチュープ

の口をパラフィルムで覆う。チュープを斜めにしてTEbufferlこガラス棒をひたし、 4'C、一晩静置し

てONAを溶解させる。

⑧1 ~IのRNaseA溶液を加え、 37 'C 、 1 時間反応させる。
⑨250μ|ずつ1.5mlチュープに分注する。フェノール/クロロホルム溶液 250μlを加えてボルテックスでi昆

合し、遠心 {12000rpm、室温、 10分)する。

⑪上清を新しい1.5mlチュープに移す。

25μlの3M酢酸ナト リウム溶液、 600μlのエタ ノールを加えてポルテックスで混合し、遠心

⑪(12000 rpm、室温、 15分)する。ベレツトを500μlの70%エタノール溶液でリンスする。

200 ~I (状況に応じて増減)のTEbufferに溶解させる。
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3・2・2・2大腸菌からのプラスミドの調書提

(試薬)

solution1 

10 N NaOH aq 

solu北ion2

solution3 

12.5 M LiCI 

{操f句

glucose 0.9 9 

Tris.HCI (pH 8.0) 2.5 ml 

0.5 M EDTA 2.0 ml 

1100ml dH20 (110・C.20分 AC滅菌)(4'C保存)

: NaOH 20 9 150 ml dH20 (AC滅菌)

10%SDS 

10 N NaOH aq. 

1100 ml dH20 

10 ml 

2.0ml 

.酢酸力リウム 29.4 9 

氷酢酸 11.5ml 

ハ00ml dH20 (AC滅菌)(4'C保存)

: LiCI 53 9 

1 M Tris.HCI (pH8.0) 2.5 ml 

0.5 M EDTA 2 ml 

ハ00ml dH20メンプレンフィル合ーで鴻過した後、 (AC滅菌)

①目的のプラスミドを持つ大腸菌を、抗生物質を加えた10mlまたは5mlの2xYl試験管培地で37'C、

日時間-16時間培養する。

②培養液2mlを2mlチューブに移し、遠心 (12000rpm、室温、 2-3分)により集菌する。上清を捨て、

残ったよ清をさらにピペットで除去する。

③200111のsolution1を加えポルテックスで菌体を懸濁、常温5分静置する。 300111のsolution2を加え緩や

かに混合、氷よ5分静置する。 300μiのsolution3を加え緩やかに混合、氷よ15分静置の後、遠心

(12000 rpm、室温、 10分)する。

@上清を1.5mlチュ プに移し、 700μlのフェノール/クロロホルム溶液を加えてポルテックスで混合し、

遠心 (12000rpm、室温、 10分)する。

⑤約800111の上清を2mlチュープに移す。800μlの2-プロパノールを加王てボルテッウスで混合し、遠心

(12000 rpm、室温、 15分)する。ベレツ卜を500μ1の70%エヲノール溶液でリンス、フラッシングの

後、上清をピベ‘Y トで除く。

⑤ベレットを100μ|のTEbufferに溶解させる。25μ1の12.5M LiCI溶液を加えポルテッヲスで混合、氷よ

15分静置の後、遠心 (15000rpm、4'C、10分)する。

①上清を1.5mlチューブに移す。300μlの滅菌水 と1mlのエタノ ルを加えてポルテッウスで混合し、遠

心(12000rpm、室温、 15分)する。ペレッ トを500μlの70%エタノール溶液でリ ンスする。

⑥ベレットを100μlのTEbufferに溶解し、RNaseA溶液0.1μlを加えて37・C、1時間以上処理する。
③上清lこ100μ1のフヱノール/クロロホルム溶液を加えてポルテッヲスで混合し、遠心 (12000rpm、室

温、 10分)する。

⑩上清を新しい1.5mlチュープに移す。10μlの3M酢酸ナト リウム溶液、250μ1のエタノールを加えてポ

ルテッヲスで混合し、遠心 (12000rpm、室温、 15分)する。

ベレツ卜を500μlの70%エタノール溶液でリ ンス し、100μI(状況によって量を増i成)のTEbufferに溶
解しプラスミド溶液とする。(シークエンス反応のサンプルとするときは33.6μlの滅菌水に溶解する。)
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3・2-2・3制限爵棄による切断 (10ぃl系)

DNA aμl 
buffer (X10)* 1μl 
滅菌水 bμl 
制限酵素 cμl を混合、それぞれの制限酵素に応じた温度で1時間以上処理する。

aプラスミドなら2μl、totalDNAなら8μlを目安に状況に応じて治滅する。
b:総量が10μlになるように加える
c通常10U/ 1-11の欝素なら0.5μl、{也、制限醇素のユニットやDNA量に応じて士宮滅する。

台:それぞれの酵素の付属buffer
制限酵素処理後、必要に応じてフエノールクロロホルム地出、エ亨ノール沈殿を行い精製する。

3・2・2・4脱リン磁化反応

(試薬)
Alkal日nepho唱phatase，shrimp (ベーリ ンガー・マンハイム株式会社)[AP， shrimpは細菌由来のAP(BAP)や
子牛小腸由来のAP(CIAP)と異なり 、65.C、20分間の熱処理によって完全に不可逆的に失活する。 l

(操作)
① DNA溶液 95μl 

Alkaline phosphatase (AP)， shrimp buffer (x10) ・10μlを混合する。
② AP， shrimp 2μlを加えて37.C、30分反応させる。
③再びAP，shrimp 2μlを加えて37.C、30分反応させる。
④ 65.C、20分間、熱処理を行う。この熱処理によってAP，shrimpは失活するが、必要に応じフェノール/
クロロホルム抽出とエタノール沈殿を行って精製する。



園田園園田園圃園田園園田-:-1

3-2・2・5Ligation反応

(訴事局
DNA ligation ktt ver.2 (宝酒造)
DNA ligation kit ver.1 (宝酒造)

(操作)
DNA溶液* : 10μI (状況により増減)

solut旧nI (Takara DNA Ligation Kil ver.2) 白 10μI(DNA溶液量と同量)

を混合し、16.C、30分以上反応させる。反応液は直接大腸菌の形質転倹に用いる。

吋申入する遺伝子断片の滋液とベ77ーの溶液の総液輩、 selfligationの場合はベヴ亨ーを含む遺伝子断片のみの液

量

ただし、末端平滑化反応後のDNA溶液を処理する場合には、末端平i骨fl::，反応のbu汗erの影響を少なくす
るため、最終的に容量が多くなるTakaraDNA ligation kit ver.1を用いる。

DNA溶液* : 10μI (状況により増減)

solution A打akaraDNA ligation kit ver.1) : 50μI (DNA溶液量の5倍)

solution B (Takara DNA ligation kit ver.1) ・10μI(DNA溶液量と同量)

を混合し、1S.C、30分以上反応させる。反応液は直接大腸菌の形質転換に用いる。

3・2・2・6末端平滑化反応

~綱
DNA blunting k社(宝酒造j

(操作)

① DNA溶液 (0.1pM~10 pMになるようdH20で調節) : Bμl 

10 x buffer σakara DNA blunting k仕付属buffer)* : 1μl 

② 上記9μlの混合液を70・C、5分間熱処理した後 、37・Cに保温してお く。
③ 1μ1のT4DNA polymeraseを加え潟やかに混合、37・c、5分反応させる。
④ポルテッウスを用いて撹持して酵素を失活させた後、氷上に置いてすぐにligation反応にうつる。

吋4DNA polymerase付属10x bufferを用いる場合にはBSAとdNTP(0.3 mM程度}を添加する。



厚里里里ー璽ー-:-1

3-2・2・7核霞の電気泳動と電気泳動ゲルからのDNAの回収

(試鶏
TAE buffer (X50) : Tris 242 9 

氷酢酸 57.1 ml 

0.5 M EDTA 100 ml 

I L dH20 
Agarose ME (岩井化学薬品)

Gene clean 11 kit (フナコシ)

Ethachin mate (ニッポンジーン)

電気泳動 (Mupid)用ゲルの調製

(操作)
①Agarose ME 2.7 g*を290mlのdH201こ沸騰させて完全に溶かす。

②スターラーで撹持しながら放;令する。

③50.C程度に温度が下がったら6mlのTAEbuffer (x50)を加える。

@スターラーで撹梓の後、ゲルメーカーに流し込み圏める。

'0.9%ゲルの場合、分離したいDNAの長さが短い場合は0.9%以上、長い場合は0.9%以下にする。

Gene clean 11 kltを用いたゲルからのDNAの精製

(操{句
。電気泳動を行ってDNAを分離し、 目的の長さのDNAを含むゲ)~を切り出す。
②切り出したゲルを1.5mlチュープに約0.49ずつ分lナ、1mlのNal液を加え55.Cで5-10分温め、ポル

テッヲスで混合してゲルを溶解する。ゲルが完全に溶解するまでこの操作を繰り返す。

③Glass milk5μ1を加えて混合、氷上20分以上40分以下、静置する。

@遠心 (15000rpm、4.C、20秒)によってglassmilkを沈殿させ、上清をピペッ トで除去する。

⑤100μlのNewWashを加え、ボルテックスで混合する曲。遠心 (15000rpm、4.C、20秒)によってglass

milkを沈殿させ 、上清を治てる。

⑥ ③⑤の洗浄を計3回行う。

⑦最後に上清を捨てた後にフラ ッシングを行い、ピペットで上清を完全に除く 。

③Glass milkl;:.400μlのTEbufferを加えポルテックスで混合後、55.C、5分保温し、 DNAを溶出させる。

③遠心 (12000巾m、室温、 5分)1こよりglassmilkを沈殿させる。よ清を別のチュープに移し、gla田 milklこ

新しい200μlのTEbufferを加えてボルテックスで混合後、 55・C、5分保温する。
⑪遠心 (12000rpm、室温、 5分)によりglassmilkを沈殿させる。上清を先の400μlとあわせる。

⑪合計600μlのよ清を遠心 (12000rpm、室温、5分)し、混入しているglassmilkを沈殿させる。

⑫上清を新しいチュープに移し60μlの3M酢酸ナトリウム、1μlのethachinmateを加えポルテックスで混

合、7∞μlのイソプロパノ ールを加え遠心(15000rpm、4.C、15分)する。沈殿を500μlの70%エタノ ー
ルでリ ンスする。

軸目的のDNA断片が長い場合なと11、ポルテッウスを用いず指ではじいて丁寧に溶解させる。
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3・2・2・8大腸菌の形質転換

Erii : Trypton 20 9 

Yeast Extract 5 9 

NaCI 0.5 9 

250 mM KCI aq. 10 ml 

5 N NaOH -0.2 ml 

ハLdH20(AC滅菌)(4.C保存)
回OC培地 : 2 M MgCI2 0.5 ml (AC滅菌)

1 M glucose 2 ml (漉過滅菌}

IS06培地100ml (4.C保存)

(操作)
。コンピテント細胞を氷上で溶解する。

②大腸菌より銅製したプラスミド溶液はコンビテント細胞溶液に対し1-2%、ligation反応後の溶液は悶

10-20%を包安!と最大20%を加え、緩やかに混合して氷上20-30分静置する。

③42.Cの湯浴で90-120秒保温する。

④氷上2分静置の後、SOC培地または2xYT培地1mlを加えて37・c、1時間培養する。
⑤培養液を適当量、適当な抗生物質等を添加した2xYT寒天培地に塗布、37・c、8時間以上培養する。

3・2・2・9大腸菌コ ンピテント細胞の調製法{塩化ルピジウム法)

I(試薬)
ψb培地 ・Yeast臼 :ract 5 9 

Trypto明 209 

MgS04.7H20 5 9 

11 L dH20 (AC滅菌)(4.C保南

ψaプレート ;ψb培地に細菌培養用寒天1.4%を加えてプレートにする。 (川ひ滅菌)

同l 酢酸カリウム 0.2町

RbCI 1.21 9 

CaCI2 0.147g 

MnCI2 0.99 9 

glycerol 15 ml 

ハ00ml dH20， 0.2 M酢酸溶液でpHを5.8に合わせる。(液渇滅菌)(4.C保存)
'fb 11 : MOPS 0.209 9 

CaCI2 1.10口3g

Rbα0.121 9 

glycerol 15 ml 

パ00mll dH20， 0.2-1 N KOH溶液でpHを5.81:合わせる。 (i恥邑滅菌)(4・C保存)
(操作)

①大腸菌をψaプレート上に線引きし、37・C、一晩培養する。
②プレートょに生育した大腸菌より単一のコロニーを拾い、5mlψb試験管培地に縫え継ぐ。

00担。ち0.3まで37.C、300strokes 1 minuteで培養する。
③大腸菌の生育したψb培地5ml全量を500mlへそ付き三角フラスコの100mlψb培地に移す。

④00田0王寺0.48まで37.C、120rpmで培養し、氷ょに5分静置する。

⑤培養液を50mlの滅菌済みディスポーサブルチュープ2本に50mlずつ移し、遠心 (3000rpm、4.C、

5分)1こより集菌する。

⑥上清を捨て菌体を各々20mlのTfb11こ緩やかに懸濁し、遠心 (3000rpm、4.C、5分)によ り集菌する。

①上清を捨て菌体を各々2mlのTfb111こ緩やかに懸濁、懸j錆液を100μlずつ1.5mlチュープに分注する。分

注したチュープはすぐにドライアイス上{が望ましいが、やむを得なければ氷上)に移す。

分注後はなるべく早 (-80.Cで凍結、保存する。

⑤~⑦の作業は4.C以下で行うのが望ましいので、低温室で作業を行うか、常温の室内であればできる

限り手早く作業を行うと共に使用するチュープ、チップ類は使用する直前までー20.Cに保冷しておく。
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3・2・2・10遺伝子解析に用いるデリーシヨンプラスミドの作製

{言語
Kilo-sequence用 DeletionKtt (宝酒造)
制限酵素A:切断面の3'末端が突出末端となる制限酵素

制限酵素B 切断面の5'末端が突出、または平i骨末端となる制限醇素

(操作)
①デリーシヨン処理を行うプラスミドを総液量200μlの系で制限醇素Aを用いて処理する。

(静素は2μl加えて1時間反応させ、再び2μlを加えて1時間反応させる。)

②反応液全量を電気泳動して切断された断片を精製する。(朱切断のものを除去するため。)

③精製したDNAを総液量200μ|で制限欝素Bを用いて処理する。制限隣素Aの時と同様酵素は2μlずつ源

加し、 2度に分けて反応させる。

④200凶のフェノール/ウロロホルム溶液を加えてポルテックスで混合し、遠心 (12000rpm、室温、

10分)する。

⑤上清を新しいチュープに移し20μlの3M!F駿ナトリウムを加えボルテッヲスで混合、500μlのエタノ

ールを加えポルテッヲスで混合する。 -20・C、15分間静遣した後、遠心 (15000巾m、4・C、15分}す
る。
⑥ベレツ卜を200μ|の冷却70%エ空 ノールでリンス、よ清をピペットで完全に除いて吸引乾燥する。

⑦ベレットをExonuclease111 buffer 50μ|に溶かす。

③1.5mlチュープ4本に12μ1ずつのMungBean Nuclease (MBN) buflerを用意し65・CIこ保温する。
⑨DNA溶液に0.5μlのExonuclease111を加えて37'Cで反応させる。

適当な問備を置いて反応液6μ1ずつを取り、用意していたMBNbufferに加えボルテッヲスで混合して

すぐに65'Cで処理する o65・CI;::I;随分程度置いて酵素を失活させ、その後氷ょに置く。
反応のサンプリングの時間間隔は後ほど長く、 30秒、 1分、 2分、 4分、 6分、 9分..など、 DNAの長

さ、量、 G+C含量などによって調節しこれを反応溶液がなくなるまで繰り返すが、 2回ずつを1つの

チュープに入れる。(よ記の場合30秒と1分、 2分と4分、 ーを1つのチュープに加える。)

⑩1μlのMBNを3μlのMBNbufferで希釈する。

これを各.q1 ~Iずつ⑨の4本のチユ プに加えて37・c、1時間反応させる。
⑪サンプルを氷上静置、その間サンプルの1μ|を電気泳動してDNAが向IJられていること、それによって

4つに分けたサンプル閣でExonuclease111処理の時間が長かったものほどDNAが短くなっていること

を確認する。

⑫85μ!のTEb凶lerと100~Iのフェノール/クロロホルム溶液を加えてポルテックスで混合し、遠心
(12000 rpm、室温、 10分)する。よ清を新しいチュープに移して再度100凶のフエノール/クロロホル

ム溶液を加えてポルテックスで混合し、遠心 (12000rpm、室温、 10分)する。

上清を新しいチュープに移し70・c、5分保温してMBNを失i舌させる。10μlの3M酢践すトリウム、
1μlのethachinmate、260μlのエタノールを加えてボルテッヲスで混合、ー20'Cに15分以上静置した

後、遠心 (15000rpm、4'C、15分)する。沈殿を100μlの冷却70%エタノールでりンスする。

⑬各ゃに5μ1のklenowbutferを加え、DNAを溶解させる。

⑪KlenowbぱlerでklenowIragmentを10倍に希釈する。 1μlずつを緩やかに⑬のDNA5容液に加え、

37'C、15分反応させる。

⑮0.6μlの3M酢酸ナトリウムを加えポルテッヲスで混合、 16μlのエタノールを加えポルテックスで混

合し、 -20'C、15分以上静置した後、遠心 (15000rpm、4'C、15分)する。

⑮沈殿を100~Iの70% 冷却エタ ノールでリンスする。
⑪沈殿を2μlのTEbufferで溶解し、ligation反応を行う。ここでDNA量が充分なら以下の⑮に示す制限醇

素処理を行うのが理想だが、十分でなければ 直援大腸菌の形質転換に用いる。

⑮2 ~Iの5 M NaCIを加えポルテックスでi昆合、 66μlのエ-9ノールを加えボルテッウスで混合し、
20'C、15分以上静置した後、遠心 (15000rpm、4'C、15分)する。沈殿を100μlの冷却70%エタ ノ

ールでリンスする。

⑮沈殿を17.5~IのdH201こ溶解、 2μlの制限醇素8用bufferを加えポルテックスで混合、 0.5 μlの制限酵素
Bを加え制限酵素Bに患適な温度で1時間反応させる。反応液5μlを用いて大腸菌を形質転換する。

33 



里-里里里ー雪『

3・2-2・11塩基配列の決定

PEG沈殿によるDNAの精製

E芝山n 附 hylen柳叩00 13 g/l∞ml dH20 (AC減問
(操f句
①3-2-2-2の操作に従って調製したプラスミド溶液を33.6iJlの滅菌蒸留水にi容解する。
②6.4μlの5M NaCI、40μ!のPEGsolutionを加えボルテッウスで混合し、 氷上30~40分静置する。
③遠心 (15000rpm、4・c、15分)し、上清をピベットを用いて除去する。
④200μlの冷却70%エヲノール溶液でリンスして遠心 (15000rpm、4'C、15分)し、上清をピペットを用

いて除去する。さらにフラッシングし、再びよ清をピペットで完全に除去する。

⑤20μlのdH20に溶解する。A2回及びA2ao'l!:j則定し、A260/A2aoが1.8以上、 A260が0.01以上のサンプルを以

降のシ-'7エンス反応に用いる。

シークエンス反応

商薬i
PRISM ready reaction terminater cycle sequencing kit (ABI) 

ミネラルオイル mineral oil (SIGMA) 

フェノール/水/クロロホルム溶液 :フェノール/水/クロロホルム (68:18: 14) (ABI) 

(操作)

① DNA 1 問

プライマー (3.2pM) 1 μl 

PRISM ready mix 9.5μl 
滅菌水 (合計の液量が20μlになるように加える)

上記を0.5mlチューブで緩やかに混合し、蒸発防止にミネラルオイル 滴を廷とす。

②あらかじめ96・Cに温めておいたサーマルサイクラ (PROGRAM TEMP CONTROL SYSTEM PC-700， 
ASTEC)に間隙を埋めるミネラルオイルを一滴廷としてチューブをセット、以下の条件で反応を行う。

25サイウル 96・c 30秒

50・C 15'1> 
60'C 4分

1サイウル 4'C 。。

その後、 -20'C、遮光保存する。

③サンプルに100μlのクロロホルム、100μlのフェノール/水/クロロホルム、80μlの滅菌水をこの願に

加え、ボルテッウスで充分にi星合し遠心 (12000rpm、室温、 5分)する。
④上清を新しい0.5mlチュープに移す。再度、100μlのフェノール/水/クロロホルム溶液を加えボルテツ

ウスで充分に混合し、遠心 (12000rpm、室温、 5分)する。

⑤上清がほぼ無色になっていること(PRISMready mix1由来の赤紫色がほとんどなくなっていること)を確

認し、上清を角底の1.5mlチュープに移す。 (PRISMready mixの色が残っていたら、③の操作を繰り返

す。)

10μlの3M酢酸ナトリウム溶液、 250μlのエタノールを加えてボルテックスで混合し、遠心

(12000巾m、室温、 15分)する。

⑥上清をピベットで除き、 300μlの70'lもエタノール溶液でリンスし、 -20'Cで遮光保存する。



厚里里里ー園田園雪『

シークエンス用アクリルアミドゲルの作製

{試薬)
丁目Ebuffer (x10 stock) : Tris 108.0 9 

(繰伺

ホウ酸 55.0 9 

EDTA-Na2 8.3 9 
/ L dH20 孔径0.2μmのフィルJyーで;虜過を行って保存し、

使用時lこdH20で10倍に希釈する。

① 尿素 35 9 

Acrylamide / Bis (19・1) 4.2 9 

を32mlのdH20rこ30・C程度に渇めて十分に溶解する。
②①の溶液を孔径0.2μmのフィルターを用い吸引漉過する。

③7 mlの10x TBE bufferを加え12分間吸引脱気を行った後、しばらく冷蔵庫に置いて冷却する。

@100 mg / 1 ml d出Oの過硫酸アンモニウム溶液を600μ|程度調製する。

⑤③の溶液を200mlのビーカーに移し、@の過硫酸アンモニウム洛液を350μl加え、スターラーを用いて

緩やかに混合する。

⑥36μ1のN，N， N'， N'-tetramethylethylenediamine打EMED)を⑤の溶液に加え、緩やかに混合して組み立て

たゲル板に流し込み、3時間以よ静置する。

電気泳動、解析

電気泳動及ぴデータ解析には373ADNA Sequencing System ver. 1.2.1 (ABI)を用い、一連の操作は同

社のプロトコ ルに従った。また、決定された塩基配列の解析には、DNASISMac version 3.7 (Httachi 

Soffware Engineering Co. Ltd.)を用い、ホモロジー検索は、NCBIBLAST Searchを使用し、 GenBank

DNAdatab田 e、SWISSPROT protein databaseより検索した。また、アミ ノ酸のアラインメン卜には

Clustal W soffware σhompson et al.， 1994)を用いた。



3・2・3相補実験

(プラスミド、菌株)

本主主で相補実験に用いたプラスミドをTable3-1に示す。

OsoABCOEFの各タンI~ク質を欠失させたプラスミドpASALI.~pASFd.の挿入断片をFig.3-1に示
す。ORF内を切断する適当な制限酵素サイトが付着末端を生じる場合 [Fig.3-1中(blunting)と表示し

ているもの]は該当する制限酵素で切断した後!こT4ポリメラーゼを用いて平滑化、ライゲーシヨンを

行い2または4塩基を欠演させた。また、 ORF内を切断する適当な制限醇素サイトが平j骨末端を生じ

る場合 [Fig.3-1中(Iinkerligation)と表示しているもの]は該当する制限酵素で切断し、聞にPstlリンカ

ー(配列GCTGCAGC，宝酒造}を挿入し、 8塩基を増加させた。これら操作により減少、または増加す

る塩基数は3の倍数ではないことから、 mRNAの読み枠がずれてこれら制限醇索サイト以降の同じ

ORF内の遺伝子情報は無効になる。また、 pASFd.はSmalサイト以降を切断して作製した。pASOd.と

pASEd.の場合には、pSTV28を最初にKpnlとXbal処理して末端平滑化、ライゲーシヨンを行うことで

pSTV28のマルチクローニングサイトのBamHI、EcoRIサイトを削ったプラスミドを作成し、それに

OsoABCOEFをコードする遺伝子断片を挿入して各qの欠失プラスミドを作成した。

OsoABCOEFの各タンパク質ひとつずつをコードするプラスミドpAUA~pAUFの挿入断片をFig.3-
2に示す。
OmpKLMNOPの各クンパウ質ひとつずつをコードするプラスミドpAUK~pAUPの挿入断片をFig

3-31こ示す。

ホストには大腸菌MV11B4株 {ara，d.(/ac-proAB)， rpsL， thi (o80IacZliM15)， d.(srl-recA} 

306:・Tn10(tetr)/f'[traD36， proAB+， laclq，信cZd.M15]lを用いた。

(操作)
①目的のプラスミドを用いて大腸菌を形質転換し、各々のプラスミドに適当な抗生物質、及びIPTGを

加えた2xYT寒天培地に塗布する。この寒天培地からの培養は形質転換より2日以内とし、それ以よ経

過した菌体は使用せず、新たに形質転換を行う。(活性が低下する場合があるため)

②上記寒天培地より、各qの保持するプラスミドに適当な10μlの抗生物質stocksolutionを添加した

5mlの2xYT液体埼i也に大腸菌コロニーを値菌し、37.C、300strokes I min uteで培養する。

③00剖 =1:!: 0.2まで培養して(5時間~1 1時間程度、サンプルごとに異なる)、終濃度1 mMのIPTG
(IPTG solulion 50μI)を添加し、 3時間、37.C、300slrokes I minuteで培養する。
④10ml分の培養液を遠心 (3000rpm、常温、 10分)により集菌、 1mlSFMMで2回洗浄、最終的に

1 ml SFMMIこ懸渇する。00560を測定し、00560=20となるよう菌体懸渇液を調製する。

⑤調裂した菌体懸j;j液1mlをパイアル瓶 (14-mlcrimp-seal glass vial)に移し、teflon-coatedrubber 
septum及びaluminiumcrimp sealで密栓する。 Septumを返して2μI[0.2 % (v/v))のOMSを添加する。

パイアル癒を試験管振還機に固定し、30.C、300slrokes I minuleで10時間以上振還する。
⑤パイアル瓶をそのまま50ml容のディスポーザプルの遠沈管にいれ、遠心 (4000rpm、常温、 10分)し

て菌体を沈殿させる。

よ清2μlを直接GC(分析条件は第2章2-2-3に示す)を用いて分析する。
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3・2・4タンパク賓の電気泳動 (SDS-PAGE)

大腸菌からのタンパク賓の調製、泳動用サンプルの講製

商薬)
Protein酷 seykit (Blo-Rad) 

2 X SOS sample buffer : 0.125 M Tris-HCI (pH6め
SOS 1.6 9 
glycerol 8 ml 

2-mercaptoethanol 0.8 ml 

bromophenol blue 4 mg 

140 ml (dH20) 

(操作)

①大腸菌をSFMMに懸濁し、 sonicationにより破砕する。Sonicationは、BRANSON社のsonicatorを用

い、プログラムM1、目盛り3.5で、菌体懸濁液が30.C以上にならないように行った。

②遠心{15000rpm、4.C、30分以上)により細胞残さを除去する。

③上清の可溶性画分を新しいチューブに移し、適当に希釈の後、 protem田 seykitを用いてタ ンパウ質を

定量する。[サンプル800μ|に対し、 protein苗 seykit 200μiを加えてホールテックスで良く混合し、 1時間

以内1::00595を測定し、同様の手順で測定した標準(bovineserum albumin. BSA)の00595との比較で定

量する。 ]

@タンパク質溶液を2凶 /μlに調製し、液量と同量の2X SOS sample bufferを加えて5分間煮沸処理し

て、電気泳動用のサンプルとする。すぐ使用しない場合は・20・Cで保存する。

SOS・PAGE

(試薬)

ゲル

電気泳動用 buffer

: MINI-PROTEAN 11 REAOY GELS J (stacking geI4%. resolving gel1 0-20%) 

(Bio-Rad) 

・Tris 3 9 

glycine 14.4 9 

SOS 1 9 
I LdH20 

染色液 : 0.25% (w/V) cooma時間 brilliantblue R250， 

30% (v/v) methanol， 10% (v/v) acetic acid 
脱色液 30% (v/v) methanol， 10% (v/v) acetic acid 

(操作)

合ンパヲ質の電気泳動にはBio-Rad社のミニSOS-PAGEシステム(泳動槽:MINI-PROTEAN 11 

1-0セル、パワーサプライ:I ~ワーパック 300、ゲルエア ドライヤー)を用いた。

①10-20%のgradientgelを泳動徳にセットして1ウエルあたり20μlのサンプル{含まれるタンパク質は

20μg)をチャージし、 200Vの定電圧で45分間電気泳動を行う。

②ゲルを染色液に浸し、1時間ゆっ くり振還する。

③ゲルを脱色液に移し、ゆっく り娠還する。脱色液の色素の濃度がゲルの色素の濃度と同じくらいになっ

たら脱色液を変換して、背景がほぼ透明になるまで脱色する。

④セロファンの悶にゲルを挟み、ゲルエアードライヤーで乾燥させる。
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厚里里里ーー里ーヨ『
3・2・5DsoABCDEFのフェノール類に対する酸化活性の検討

(試鶏
Melhaneboronic acid 1ピリジン溶液 : Melhaneboronic acid 50μ9 125μlピリジン
基質として用いたフェノール類の構造をFig.3-4に示す。

占 止 。
フェノール 2，3ジメチルフェノール(OMP) 2，4-0MP 

占 4 A 
2，5-0MP 3，牛OMP 3，5-0MP 

Fig.3-4 OsoABCOEFのフェノール類に対する酸化活性の検討に用いたフェノール類

(操作)
①アンピシリン (100mg/l)、IPTG(200 mM)を添加した100mlの2xY1坂口フラスコ培地で、各与の

プラスミドを保持する大腸菌MV1184t来を370C、120slrokes 1 minuleの条件で00田 =2:t0.2まで指
獲する。
②50mlチューブ2本に菌体を移し、遠心(3000rpm、40C、10分)により集菌、25mlリンfttbufferで2回

洗浄して培養液1∞ml分を50mlのSFMMIこ懸渇する。{後に基質溶液と等量混合したとき
00目。キ2となる。)
③基質溶液はエーテル溶液5mg/100μlを作製し、フィルヲ一泊過により滅菌する。2.5mlの滅菌済み

SFMMをガラスチュープにいれ、 100μlの基質溶液を添加したのち60・c、20分のオートクレープ処
理によりエーテルを除去する。これに菌体懸濁液2.5mlを加えてシリ コン栓で密閉し、30

0

C、

300 strokes 1 minuleの条件で10時間以よ振還する。i基質濃度は終濃度5mg/5ml反応液 (0.1%

w/V)] 
④反応液に塩E費約封筒を添加して酸性とし、5mlの酢酸エチルを用いてポルテックスにより抽出する。

遠心エパポレークーを用いて酢駿エチル相を回収する。

⑤分析に供するサンプルは以下のいずれかの処理を行った。

i.無処理

2 トリメチルシ リル(TMS~化 : N-methyl-N-Irimethylsilyltrifluoroacetamideを用いて

700Cで30分処理する。
3メタ ンボロネート化。蒸発乾因したサンプルをmethaneboronicacid 1ピリジン溶液に

溶解して65'Cで30分処理する。

⑤GC-MSにより分析する。

(GC-MS分析条件)

Column 

Column temperature 

Fused silica capillary column 08-5 (0.253 mm i.d.x15 m， 

0.25 11m Iilm thickness， J&W Scientific) 

。60'C 2 min.(isolhermal hold) 

4 oC 1 min. (increase) 10 72 'C 
16・C1 min. (increase) to 280 oC 
280 oC 2 min. (isothermal hold) 

ここに書いていない条件は2章 2-2-3、硫黄化合物の分析条件と同様である。



厚E里里ーー ""!

3-2・6DsoABCDEFの各種硫黄化合物に対する茎質特異性の検討

(試薬)
リン自主buffer: 50 mMリン富童butfer，pH7 

基質と して用いた硫黄化合物の構造をFig.3-51こ示す。

CH3-S-CH3 

Dimethyl sulfide 

(DMS) 

s
 

H
 
F
F

恰

H

K

 

心

川

町

叫

S

S

F

t

 

z

y
[
 

U

H

h

H

，I
 

C
}
創

i

i

 

H

D

 

C
 

CH:;"S-S-CH3 

Diethyl disulfide 

(DMDS) 

O 

CH3ιCH3 
Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 

CH3-SH 

Methyl mercaptan 

(MM) 

CH
3
CH2-S-S-CH2CH3 

Di ethyl disulfide 
(DEDS) 

Fig.3-5 DsoABCDEFの基質特異性の検討に用いた硫黄化合物

(操作)
① アンピシリン(終濃度100mg f Q、IPTG(終演度200mM)を添加した10mlの2xYT試験管培地で各々の
プラスミドを保持する大腸菌JM109株を37'C、300strokes f minuteの条件で培養する。

② OD560=2土0.2まで培養後、培養液5mlを気密性の高いプラスチックチュープ(丸底スピッッ、岩城硝子

株式会社)に移し、遠心 (3000rpm，室温， 10分)により集菌する。

③ 5 mlのリ ン酸b凶ferで2回洗浄し、5mlのSFMMIこ懸濁する。

@ 菌体懸i!o液lこ10μI[0.2% (vfv)]の基質とする硫黄化合物を加え、30'C、300strokes f minu!eの条件で

10時間以上反応させる。

⑤ 反応液1mlを1.5mlチューブに移し、遠心 (15000rpm、4'C、10分)して菌体を除去する。

⑥ 上清1μlを直接GC-MS、及ぴGC(いずれも分析条件は2宣言 2-2-3に示す)で分析する。
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厚
3-3結果

3-3-1 208株のゲノミックライブラリーの構築とインジゴ生成クローンの取得

第2章において取得したDMS資化菌Acinetobacter，属細菌208株のDMS酸化酵素が、

インドールの酸化も触媒するとの仮定のもとに、 20B株のゲノミックDNAライフラリ

ーからインジコ発色を有する大腸菌形質転換株の取得を試みた。

208株のtotalDNAをpUCl19のマルチク口一二ングサイトを切断する10種の制限酵

素をそれぞれ別個に用いて切断し、断片のサイズ確認のための電気泳動を行った。酸

化酵素をコードする遺伝子は3kb以上の長さのものが多いことから、電気泳動の結果

より 3~10 kbに切断された断片の最も多く得られる EcoRI 、 Ps~ 、 Xbal を選択し、こ

れらをそれぞれ用いて208株のtotalDNAを処理した。得られた制限酵素処理済みDNA

をpUCl19の各サイトにligationし、大腸菌JM109株を形質転換後、2xYT寒天培地(アン

ピシリン、IPTG、X-gal添加)に塗布した。その結果、Xbal処理を行ったライブラリー

から、 2個のインジコ.色を呈するクローンを取得できた。使宜上、この2個をA、Bとす

る。各コロニーのインジコ発色は強く 、Fig.3-6に示すようにプレート上で容易に判別

できた。

A B (pUC119) 

ネガティブコントロール

Fig.3-6取得されたインジゴ発色を示す大腸菌形質転換株
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厚ー里里ーー
3・3・2取得したインジゴ発色を示すクローンのDMS酸化活性

得られた2個のインジゴ生産大腸菌形質転換株A、Bと、ネガティブコントロール

としてpUC119を保持する大腸菌JM109株を、アンピシリンとIPTGを加えた2xYT培

地で培養してDMSを基質に休止菌体反応を行った。反応液をGCを用いて分析した結

果、多量のDMSOの生成が認められたことから(Fig.3・7)、取得された酵素遺伝子の

コードする酸化酵素はインドールと共!こDMSの酸化も触媒することが明らかとなっ

た。

f-← 
f一一一一← ←DMSO インジゴ生産クローンA

一
インジゴ生産クローンB / ←DMSO 

pUC119を持つ大腸菌

(ネガティブコ ントロール)

Fig. 3-7 DMSを基質とした休止菌体反応液の分析結果
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厚E里里里・E・-ー
3・3・3DMS酸化酵素遺伝子の制限酵素地図とデリ ーションミュータン トの

酸化活性

取得された遺伝子の以降の解析のため、制限酵素地図の作成を行ったところ、取

得されたDMS酸化能を有する2個のクローンA、Bの保持するプラスミドには同一の

断片が同じ向きで含まれていることが明らかとなったので、このプラスミドを

pAU99と命名した。挿入断片の全長は約6.8kbであり、この断片がpUC119のlacプ

ロモーターと逆向きに挿入されているプラスミドpAU99R(Fig. 3-8)の場合にはごく

わずかなインジゴ生成、 DMS酸化活性しか確認されなかったことから、この酵素遺

伝子の転写はpUC119のlacプロモーターに依存しているものと推測された。制限酵

素による切断パターンから推測されたpAU99挿入断片の制限酵素地図と作製したデ

リーションプラスミドのコードする遺伝子の範囲、及びそれらを保持する大腸菌の

インジゴ発色及び休止菌体反応によって確認されたDMS酸化活性をFig.3・8にまとめ

た。インドール酸化活性及びDMS酸化活性を有していたのは約5.3kb Xbal"-'Sall断

片を持つpAU96、及びpAU96の挿入断片を含む約6.0kbXbal九 .pstl断片を持つ

pAU94を保持する大腸菌のみであり、インドール酸化活性と、 DMS酸化活性は相関

していた。

トーーーー一一一-11kb 
Xb 8n 

pAU99 ~ 

pAU99A 

pAU94 ... 

pAU96 ... 

pAU97・b
pAU90 ... 

陣U07

同U76

MυS9 ... 

EV 日m

.. 

EI 8m 81 Ps Xb 

コロニーの O刷S
イシンゴ発色 燈化，習性

+ + 
咽唱 全 土

+ + 
+ + 

ーート一一一一一一一一一一→

Fig.3-8取得された遺伝子断片の制限醇素地図、作製した各デリーションミュータントと

そのDMS酸化活性、インドール酸化活性
8m:B.町守HI，EI:EcoRI， EV:E，四円V.Ps:Pst1. SI:SaJ1， Sm:$n羽 1，Sn:SnaBI. Xb火001

-ーはpUC118f119のI.cプロモータ 由向ぎを表す。
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車里里里ー

3・3・4DMS酸化酵素遺伝子の坦基配列の決定と解析

活性に必須であることが明らかとなった約5.3kbのXba l ~SaJl断片 (pAU96 イ ンサー

ト)を分割してpAU90、pAU07、pAU76の3種のデリーシヨ ンプラスミドを矯築し(Fig.

3-8)、この領域の塩基配列の決定を行った。3つの挿入断片それぞれについて両鎖を

各々2回以上シークエンスし、3つの断片の接続点については付近の配列をもとに作製

した20bp程度の合成オリゴヌクレオチドをプライマ に用いて配列を決定し(Fig.3-9

中、下線で示した2箇所に相補的なプライマーを用いて矢印の示す方向へ配列を決定

した)、デリーシヨンプラスミド作製の際に用いた制限酵素のサイトが近接していない

ことを確認した。決定したDMS酸化酵素遺伝子の全塩基配列をFig.3-91こ示す。解析

の結果、 6個のORFと思われる領域が見出された。これらORFの推定アミノ酸配列に

ついて、 SWISSPROT protein databaseから相向性を示す配列の検索を行ったとこ

ろ、 MopKLMNOP、DmpKLMNOPをはじめとするマルチコンポーネントモノオキシゲ

ナーゼとの高い相向性が見出されたので(推定アミノ酸配列のidentityを、 Fig.3-10中の

遺伝子構造の下に示す)、 ORF1，2， 3， 4， 5， 6をそれぞれdsoA，B， C， 0， E， Fと命名し

た。dsoABCDEFはフヱノールヒドロキシラーゼをコードするmopKLMNOP(Ehはet

al.，1995)、dmpKLMNOP(Nordlund et al.， 1990)、トルエンモノオキシゲナーゼをコー

ドするtbmABCDEF(Johnson and Olsen，1995)等とは遺伝子構造も非常に類似してお

り、オキシゲナーゼ遺伝子全体の遺伝子構造は異なるトルエンモノオキシゲナーゼ

tbuA1UBVA2C (Byrne et al.，1995)， tmoABCDEF (Yen et al.， 1991)、メタンモノオキシ

ゲナーゼmmoXYBZorかC(Stainthorpe et al.， 1990; Cardy et al.， 1991)等とも相向性を

示した。
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1 TCTAGAGCAAACCTAGTACATGAGCATG且且GCTCTACATCGAAATTGTTTTGATGTTGAT 60 
61 AA且AGGATAAGCACATGATTGACGCTA且ACAGCCTACCGCATTGGTCAAATATATCCGTA 120 

(DsoA) M 1 D A K Q P T A L V K Y 1 R 15 

121 TT且CTGGTGAGCGG且且TGCCA且ATTTGTCGAGTTCGATTTTGCC且TTCAAGACCCTACGC 180 
16 1 T G E R N 且 K F V E F D F A 1 Q D P T 35 

181 TTTTTGTTGAACTGATTCTCCCCC且且CAAGCTTTCCAGCATTTTTGTG且AATTA且TCATG 240 
36 L F V E L 1 L P Q Q A F Q H F C E 1 N B 55 

241 TCATTGAAATGACCGC瓦GAACAACA且GCTTGG且ACGATGCGCAGGAAGATAAATGGCGTT 300 
56 V 1 E M T A E Q Q A W N D A Q E 0 K W R 75 

301 ATGGCATTGAACCGACTGTTTTAAATCATGCTCGCC九且CATTCTGATCAAG且CGATCAGG 36 0 
76 Y G 1 E P T V L N B A R Q B 5 0 Q 0 0 Q 95 

361 CTT且ATTCTACA一旦豆主旦且A~C~AATGACTTTAGAAATTAAAAC且TCCAATTTGGAACCGA 420 
96 A * (DsoB) M T L E 1 K T S N L E P 12 

421 TTCGTCAGACTTATGCGTATATCGAACGCCGTTTTGGAGCCAAGCCCGCAACACGCT且CC 480 
13 工 R Q T Y A Y 1 E R R F G A K P A T R Y 32 

481 AAGAAGTCAGCTTTGATATTC且且GCTTCGAC且AACTTTCACTATCGCCCCTTGTGGAAGC 540 
33 Q E V 5 F 0 1 Q A 5 T N F B Y R P L W K 52 

541 CAGACAAAACCTTAAATGATAAAACCCATACGGCTTTGCA且ATGCAAGATTGGTATGCAT 600 
53 P 0 K T L N 0 K T B T A L Q M Q 0 W Y A 72 

601 TTA且AGλCCCTCGCCAATTTTATTACGGTGCTT且TGTGCAACATCGTGCACGTCTGCAAG 660 
73 f K 0 P R Q f Y Y G A Y V Q B R A R L Q 92 

661 AT且CCGCTGA且且GTCATTATGCTTTTTTTGA且且且ACGTCAGTTGGTC且ATAATCTCAGTG 720 
93 0 T A E 5 B Y A F F E K R Q L V N N L 5 112 

721 ATGAAGTGAAACAAAAAATCATCCAGCGTTTATTACCTTTTCGCTATGTCG且且CAAACAG 7自O
113 0 E V K Q K 1 工 Q R L L P F R Y V E Q T 132 

781 CCAACTTACATATGATGTC且GGCAGTGCCT且TGGTT且TGGCACTGTCATCACCCAAGCAT 840 
133 A N L B M M 5 G 5 A Y G Y G T V 1 T Q A 152 

841 GTATTTTTGCAGCAATGGATCGTCTCGGTATGGCGC且ATACATTTCACGTATTGGCTTAA 900 
153 C 1 f A 且 M 0 R L G M A Q Y 1 5 R 1 G L 172 

901 TCCTCGATGGCAATAC且GGTGAATCATTACAGC且AGCCAAACACGCTTGGCTAAATGATG 960 
173 1 L D G N T G E S L Q Q A K B A W L N 0 192 

961 AAACTTGGCAACCCTTACGTAA且CTTTGTGAACAAAGCCTAACCGAACAAG且CTGGTTCA 1020 
193 E T W Q P L R K L C E Q 5 L T E Q D W F 212 

1021 且ACTTTACATTCTGCAAAATCTGTTGATTG且CAGCATGTTACA且GAGCTGGTTTTTGGAC 1080 
213 K L Y 1 L Q N L L 工 D 5 M L Q E L V f G 232 

1081 AGCTGGATGAATGGCTGGTTG且AAATGGCGGGCGTGATATTGCCATTCTTACTG且且TTTA 1140 
233 Q L 0 E W L V E N G G R 0 1 A 1 L T E F 252 

1141 TGAAGGACTGTTT且且CTGATTTAGCGAAGTGGTCAG且CλGTGTTTTAAAAACTGCGATTT 1200 
253 M K 0 C L T 0 L A K W 5 0 5 V L K T A 1 272 

1201 CAGAATCTGAAGACAATAAAACCCTGATTCAATCATGG且TC且CGGAATTACTACCCC且且G 1260 
273 S E 5 E 0 N K T L 1 Q 5 W 1 T E L L P Q 292 

1261 TTAAACAAGC且TTT且GTGCTTGGGCACAAACCGCACTG且CGGATTCAGGGATTGATTCAG 1320 
293 V K Q A f 5 A W A Q T A L T D 5 G 1 0 5 312 

Fig.3-9 →Continued 
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1321 GTCTAAATAAGATCTCTGAACGTAGCAAAAAAGCCGGCACCATTTTACTCGATTTAGCAG 1380 

313 G L N K 1 S E R S K K A G T 1 L L D L A 332 

1381 CATAAGGATTTGCCATCATGACCTCTAAAGTTT且TつPTAGC且TTGCAAGACAATGACACTT 1440 

333 A'  (DsoC) M T S K V Y L A L Q D N D T 14 

1441 CACGCTACATCATTGAAGCGATTGAACAGGACAATCCTC且AGCAACA且TTCAATATCTTC 1500 

15 S R Y 1 1 E A 1 E Q D N P Q A T 工 Q Y L 34 

1501 CCGCGATGATTCGGGTCGAAAGCACTGGCGAGCTGGTGGTACGTGCAGAAACAGTATCAG 1560 

35 P A M 工 R V E S T G E L V V R A E T V S 54 

1561 AAAAACTTGGGCAAAACTGGGATATCCAAGAACTACAACTCAACATGATTACCTTGGGTG 1620 

55 E K L G Q N W D 1 Q E L Q L N M 1 T L G 74 

1621 GCAATGTTGATGAAGATGATG且CAGTTTTACCTTGAAGTGGAACT且AGCCGTACTTCCCC 1680 

75 G N V D E D D D S F T L K W N • 89 

1681 TAGATTTAAAGCATA且ATAGCAGGCAGCTGCATGTAAGTTA主主呈旦~T~ATCAAAATGAAT 1740 
561 (DsoD) M N 2 

1741 AGCCAAGCC且AλGTAAACAATAAAAAGCTCAATGCCAAAGAACGTTATCGGATACTCACC 1800 

3 S Q 且 K V N N K K L N 且 K E R Y R 1 L T 22 

1801 CGTGATCTAGATTGGGACTTTTCCTATGC且GATCGTAAAGATGCCTTTCCGTATGA且GAG 1860 

23 R D L D W D F S Y A D R K D A F P Y E E 42 

1861 TTTGAAGGCATCAAA且TTACCGACTGGTCGAAATGGGAAGATCCTTTCCGTTTAACCATG 1920 

43 F E G 1 K 1 T D W S K W E D P F R L T M 62 

1921 GATAACTATTGG.AAATACCAAGCAGA且AAAG且AAAGAAGCTATATGCCATTTTTGATGCT 1980 

63 D N Y W K Y 0 A E K E K K L Y A 1 F D A 82 

1981 TTTGCACAAAACAATGGGCAA且TGAATGTTTCAAACGAACGTTATGTCAATGCGATTAAA 2040 

83 F A Q N N G Q M N V S N E R Y V N A 1 K 102 

2041 TTATTTTTAACGGCAGTAACTCCGCTTG且GTATCAAGCTTACCAAGGCTATGCCCATGTT 2100 

103 L F L T A V T P L E Y Q A Y Q G Y A B V 122 

2101 GGGCGTCAGTTCAGTGGCATTGGTGCACGT且TCGCCTCGCAAATGCAATCCATTG且TGAA 2160 

123 G R Q F S G 1 G A R 1 A S Q M Q S 1 D E 142 

2161 TTACGTCATGTλCAAACCCAGATTCATGCGATG且GCCATTACAACAAGTTCTTTGATGGC 2220 

143 L R B V Q T Q 1 B A H S B Y N K F F D G 162 

2221 TTCCAAGACTGGGCλCATATGCATGACCGTGTCTGGTACTTGTCTGTACCTAAATCATTC 2280 

163 F Q D W 且 B H B D R V W Y L S V P K S F 182 

2281 TTTGAAGATGCACGTTC且GCGGGGCCTTTTGAGTTTTT且TT且GCAATCAGCTTTGCCTTT 2340 

183 F E D A R S A G P F E F L L A 1 S F A F 202 

2341 GAATATGTCCTA且CT且ACTTATTGTTCGTTCCTTTCATGTCGGGAGCAGCTTACAACGGT 2400 

203 E Y V L T N L L F V P F M S G A A Y N G 222 

2401 G且TATGGCAACCGTAACATTTGGCTTTAGTGCλCAATCAGACGAAGCACGCCACATG且CG 2460 

223 D M A T V T F G F S A Q S D E 且 R B H T 242 

2461 CTAGGACTGGAAATCGTAAAATTCTT且CTGGAAC且GCACGAAGATAATGTGCCAATCGTA 2520 

243 L G L E 1 V K F L L E Q B E D N V P 1 V 262 

2521 CAAGAATGGATTGATAAATGGTTCTGGCGAGGAACTCGCCTGCTGTCCATTGTCGGT且TG 2580 

263 Q E W 1 D K W F W R G T R L L S 1 V G M 282 
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2581 ATG且TGGATT且CATGTTGCCAAATA且AGTCATGTCATGGAAAGAAGCTTGGGAAACTTAT 2640 

283 M M 0 Y M L P N K V M 5 W K E A W E T Y 302 

2641 TTTGAAGA且GCAGGTGGTGCTTTGTTT且且且GACTTAAGTCGCTACGGGATCCGTATGCCG 2700 

303 F E E A G G A L F K 0 L 5 R Y G 1 R M P 322 

2701 A且ATATAGTGAAGTGATTAGC且AAGAGAAAGAACATGTTTCGCATCAAGCATGGTGGATT 2760 

323 K Y 5 E V 1 5 K E K E B V 5 B Q 且 W W 1 342 

‘トー
2761 TTCTATAACTTCGGTCATGCAGCAGGCTTCCATACGTGGATTCCAACAGATGAGGAA且TG 2820 

343 F Y N F G H 且 :;;:--G F H T W 1 P T 0 E E M 362 

2821 GATTGGCTCTC且GAAAAATACCCTGACACGTTTGATAAATACTACCGCCCACGTTGGGAA 2880 

363 0 W L 5 E K Y P 0 T F 0 K Y Y R P R W E 382 

2881 CTTGCTCGAAAAATGGA且GCTGAAGGTAAACGCTTCTATAGCGCGGGTTTACCTCAATTG 2940 

383 L A R K M E A E G K R F Y 5 A G L P Q L 402 

2941 TGCCA且GTATGCCAAATTCCA且TGACCTTT且CAGAAATGGATGGCGACCCAACACT且TTT 3000 

403 C Q V C Q 1 P M T F T E M D G 0 P T L F 422 

3001 AGCTATCGTGATTCAATTTACAAAGATGAGCGTTATCACACTTGCTCTGATGGTTGTCAT 3060 

423 5 Y R 0 5 1 Y K D E R Y H T C 5 0 G C B 442 

3061 GAC且TTTTTGAACGCGAACCTGAGAAATACATCCAAGCGTGGTTGCCTGTACATC且AATT 3120 

443 0 1 F E R E P E K Y 1 Q A W L P V B Q 1 462 

3121 TTGCAGGGTAACTGTGGTGGTCCAGATTTAGAAAGTATTTTAAGGGATTACTACAACTTT 3180 

463 L Q G N C G G P 0 L E 5 1 L R 0 Y Y N F 482 

3181 A且TGTCGGTGCAGACAATCTCGATλTTGAAGGTTCACCTGACCA且CAGCGCTGGAA且且AA 3240 

483 N V G A 0 N L 0 1 E G 5 P 0 Q Q R W K K 502 

3241 TGGAAAGGC且ACGCAGCTTAAACCCTCATCCAAAAATTAAAAAATAAGCAATGGATGTTG 3300 

503 W K G N A A • 508 

3301 TCT且且TTCGACAGCATCCGCTCAAGGATTTATTCA且AAGTT主主主GGAAA~ACA~CATGAC 3360 
1050E) M T 2 

3361 TGTACAAGCGATTGTTGA且AAATATCAATTTGAACC且CTAGATCTACAACAAA且TTACGG 3420 

3 V Q 且工 V E K Y Q F E P L D L Q Q N Y G 22 

3421 CGAAAACATGTTGTTGTTTATTGGTTGGGATC且TCACACCCTATTTTGTTCGGCACATGC 3480 

23 E N M L L F 工 G W D H H T L F C 5 A H A 42 

3481 TTTTGTGGTTTCACCAAAAC且且且GCTTACAAGCCTTGATCGATGGACAA且TTCAGGCGGG 3540 

43 F V V 5 P K Q 5 L Q A L 工 o G Q 工 Q A G 62 

3541 TTTTGAGCA且CATCCCGATTTTA且且CATATTGATTGGTCTAA且GTTGAATTCCGTTTAAA 3600 

63 F t: Q H P 0 F K H 1 0 W 5 K V E F R L N 82 

3601 CCGC且AGCTTTTAC且GGCTGATTTTTCTAAGTCCCTAGAAGATTTGGGTTTTGATCATAA 3660 

83 R K L L Q 且 o F 5 K 5 L E 0 L G F D H K 102 

3661 ATCTCTCCTGCGCTTTGTAACGCCTG且TCTAACGGGTTACC且λGGCACACATGTTTAA旦旦 3720
103 5 L L R F V T P D L T G Y Q G T H V'  120 

3721 AGAAC且CAGATGAGCT且TC且且GTCACGATTGAACCAGCAGG且ACCATCATTCAAGTTGAA 3780 

1 I 050F) M 5 Y Q V T 1 E P A G T 1 1 Q V E 17 

3781 GAAGATCAAACCATTTTAGATGCAGCATTGCGTC且AGGTGTTTGGTTGCCCTTTGCTTGC 3840 

18 E 0 Q T 1 L D 且且 L R Q G V W L P F A C 37 

3841 GGACATGGCACTTGTGGTACATGTAAAGTTCAAGTCACAGACGGTTTTTATGATGTTGGT 3900 

38 G H G T C G T C K V Q V T D G F Y D V G 57 
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3901 GAAGCCTCACCTTTTGCGCTTATGGACATTGA且CGTG且AGAAAATAAAGTGTTGGCTTGT 3960 

58 E A 5 P F A L M 0 1 E R E E N K V L A C 77 

3961 TGTTGCAAGCCCGAATCTGACATGGTCATCG且AGCTG且TGTGGATGAAGACG且GGATTTC 4020 

78 C C K P E 5 0 M V 1 E A 0 V 0 E 0 E 0 F 97 

4021 TTAGGCTATTTAGTCCAAGACTACCAAGCCAAAGTCATTGAAATAACGGATTT且TCGCCG 4080 

98 L G Y L V Q 0 Y Q A K V 1 E 1 T 0 L 5 P 117 

4081 ACGATTAA且GGTGTTCGACTTCAACTTGATCGACCAATGCAATTTCAAGCAGGCCAATAC 4140 

118 T 1 K G V R L Q L 0 R P M Q F Q A G Q Y 137 

4141 ATCAATATC CAACTCCCCAATATTGAAGGAACCCGGGCATTTTC且ATCG CCAAT且CACC~ 4200 
138 1 N 1 Q L P N 1 E G T R A F 5 1 且 N T P 157 

‘-4201 AGCGAAGCAAATCTGATCGA且TTACATATTCGTAA且GTGCAAGGGGGTGCTGCAACACGC 4260 

158 5 E 且 N L 工 E L B 1 R K V Q G G A A T R 177 

4261 TATGTGCATGATGAACTGAGTGTTGGTGAAGAAATGGCGCTTTCAGGACCTTATGGACAA 4320 

178 Y V B 0 E L 5 V G E E M A L 5 G P Y G Q 197 

4321 TTTTTTGTGCGTAAGTCTGATCAGCAAAATGTCATTTTCATTGCλGGTGGTTCAGGTCTT 4380 

198 F r V R K S 0 Q Q N V 1 r 工 A G G 5 G L 217 

4381 TCAAGCCCTCAATCGATGATTCTGGATCTTTTAGAACAAGGTGACACCCGTATCATTTAT 4440 

218 5 5 P Q 5 M 1 L 0 L L E Q G 0 T R 1 1 Y 237 

4441 TTGTTCCAAGGTGCACGGGATGTTGCTGAATTATATAACCGTGAA且AATTCG孟ACAGCTT 4500 

238 L F Q G A R 0 V A E L Y N R E K F E Q L 257 

4501 GTCAAAGAATATCCAAATTTCAGATACATCCCTGCTTTAAATGCGCCTAAGCCAGAAGAC 4560 

258 V K E Y P N F R Y 1 P 怠 L N A P K P E 0 277 

4561 CAATGGACAGGGTTT且CAGGCTATGTACATGAAGCGGTTGCCλATTATTTTGAAAATAAA 4620 

278 Q W T G r T G Y V B E A V 且 N Y F E N K 297 

4621 TGCAGTGGGCACAAAGCATATTTATGTGGCCCGCCACCGATGATTGATGCCGCCATCTCC 4680 

298 C 5 G B K A Y L C G P P P M 1 0 A A 1 5 317 

4681 ACCTTGATGCAAAGCCGTTTATTTGAA且AAGACATCC且TACCGAACGCTTTTTAAGTGCG 4740 

318 T L M Q 5 R L F E K 0 1 B T E R F L 5 A 337 

4741 GCAGATGGTGC且AATGGGCAATCACGTTCGGCACTTTTTAGAC且CATCTAAAGTTGAGTG 4800 

338 A 0 G A N G Q S R S A L r R B 1 * 353 

4801 GTTGAACCCTTA且ATTATCCAATATACCAACACCAGCGTGAGTGATCTGCACCGATTCC且 4860

4861 G且TCGCTCTCAAGATACTCATGCCAAATACTCATATCAATCA且AGGAAGATG且TGATGAA 4920 

4921 TAGACAACAAATCG且TAGCCTCGTTCAGCAAATGAATGTCGCGACAGCAACAGGTGAAGT 4980 

4981 CAATCTGCGTGTTCAGCAA且TCGTTGTTCGTTTACTTGGTGATTTATTCCA且GCCATTGA 5040 

5041 AGACTT且GATATGTCTCA且ACCG且GCTTTGGAAAGGCTTAGAATATTTGACAGATGCAGG 5100 

5101 TC且AGCCAATGAACTGGGACTTTTGGCAGCAGGTCTCGGGCTAGAACATTACTTAGATTT 5160 

5161 ACGTGCAGATG且AGCAG且T且CTAAAGCCGGTATTACAGGTGGAACACCλCGAACAATTGA 5220 

5221 且GGACCGCTTTATGTTGCAGGTGCGCCTGAGTCCGTTGGCTTTGCTCGTATGGATGATGG 5280 

5281 CTCTGAATCTACGCACGTCGATGCCTTAATCATTG且AGGCATTGTCACAGACACTGCTGG 5340 

5341 ACAGATTATTCCC且ATCC且AAAGTAGAAATCTGGCACGCCAACAGTTTAGGC主ACTATTC 5400 

5401 ATTCTTTGATAAATCTCAGTCTGCATTTA且TTTACGCCGCAGTATTTTCACCGATACACA 5460 

5461 AGGTCAATATATCGCTCAAACCACCATGCCTGTCGGTTATGGCTGTCCACCTGAAGGTAC 5520 

5521 AAC且CAAGCTTTACTCAATTTGTTGGGTCGAC 5552 

Fig. 3-9 pAU96インサートの全塩基配列とdsoABCOEFの推定アミノ酸配列

下線はso配列(Shineand Dalgarno， 1975)と推定される配列を示す。二重下線は塩基配列決定
の際にプライマーとして用いた配列を、矢印はそのプライマーを用いた塩基配列決定の際の伸長反

応の向きを示している。
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Fig， 3-10 dsoABCDEF遺伝子群と相向性を有するmulticomponentmonooxygenase 

遺伝子群の遺伝子構造とアミノ酸レベルの相向性 (identity)

各遺伝子の下の数字は対応するDsoABCDEFコンポ ネントとのアミノ酸レベルの相向性(identity，%) 
を示す。

MopKLMNOP : phenol hydroxylase (A calcoaceticus NCIB8250) (Ehrt et aL，1995) (acce田 ion:Z36909) 

DmpKLMNOP : phenol hydroxylase (Pseudomonas， sp， CF600) (Nordlund et aL， 1990) (X80765) 

AphKLMNOP : phenol hydroxylase (Comamonas testosteroni TA44i) (Arai et aL， 1998) (AB006479) 
PhhKLNMOP : phenol hydroxylase (P， putida P35X) (Phhet aL， 1994) (X79063) 
PheA1A2A3A4A5A6: phenol hydroxylase (P， pu訂daBH) (T剖惜oet al町 1995)(D28864) 

TbmABCDEF : toluene-2-monooxygenase (Pseudomonas， sp， JS150) 

(Johnson and 0Isen，1995) (L40033) 

TbuA 1 UBV A2C : toluene-3-monooxygenase (P， pickettii PK01) (Bymeet aL， 1995) (U04052) 

TmoABCDEF : toluene-4-monooxygenase (P， mendocina KR1) (Yen et aL， 1991) (M65106) 
MmoXYBZorfYC : soluble methane monooxygenase伊俗的ylobactercapsulatus (Bath)] 

(Stainthorpe et sL， 1990) (M58498， M58499) 
MmoXYBZorfYC : soluble methane monooxygenase (Methylosinus trichosporium OB3b) 

(Cardy et aL， 1991) (X55394. S8188η 
PhhKLNMOP， PheA1A2A3A4A5A6はDmpKLMNOPと、 TmoABCDEFIまTbuA1 UBV A2Cと、

MmoXYBZo附'C(Bath)はMmoXYBZoげYC(OB3b)と類似しているので相同性は省略した。
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また、 dsoABCDEFから生成すると推定されるタンパク質の分子量等をTable3-2

に、dsoABCDEFとdmpKLMNOPのG+C含量、アミノ酸レベルの相向性(identity)を

Table3-31と示す。 dmpKLMNOPのG+C含量は、 6個のORF全てについて59~65%で

あり、これはPseudomonas属細菌のゲノムDNAにおける平均値と良く一致してい

た。一方dsoABCDEFFのG+C含量は38~42%であり 、 これもAcinetobacter属細菌

のゲノムDNAにおける平均値、 39~47%とほぼ一致していた。この約20%のGC含

量の差にも関わらず、両者の聞には高いアミノ酸レベルの相同性が見いだされた。

その相向性は6個のタンパク質によって大きく異なり、 DsoDと対応するDmpN、

DsoFと対応するDmpPでアミノ酸レベルの相同性(identity)が約70%と他のタ ンパク

質に比較して高くなっていた。この傾向はdmpKLMNOPとtbmABCDEF等との聞に

も見られ、やはりTbmDとDmpN、TmbFとDmpPでアミノ酸レベルの相向性が高〈

なっている (Johnsonand Olsen， 1995)。

dsoABCDEA.還伝子群にコードされると考えられる
タンパク質のアミノ酸残基数と推定分子量

Table 3-2 

Predicted 

molecular mass (kDa) 

11.2 

38.4 

10.1 

No. of amino acid 

residues 

97 

334 

Coordinates 

(bp) 

75-365 

384-1385 

1398-1667 

同
一

A

B

C

一0
0

0

G

一

ぬ

ぬ

ぬ 90 

60.0 509 1735-3261 

3356-3718 

dsoD 

dsoE 13.9 

39.3 

121 

354 3730-4791 dsoF 

dsoABCDEFとdmpKLMNOPのG+C含量の比較、

推定アミノ骸配列の相向性 (identity)

Table 3-3 

Identity 

(amlno aCI吟(0/0)

42 59.4 

49 63.4 

58 60.7 

69 59.4 

42 61.8 

dmpK 

dmpL 

dmpM 

dmpN 

dmpO 

dmpP 

% G+CinORF 

41.4 dsoA 

40.6 dsoB 

41.2 dsoC 

41.4 dsoD 

38.0 dsoE 

67 65.6 

53 
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以下、各タ ンパク質毎の解析結果を簡単に述べる。

①DsoD 

DsoDはDmpKLMNOPのオキシゲナーゼコ ンポーネントを構成する3個のタンパク質

DmpLNOのうち最も分子量の大きいDmpNとアミノ酸レベルで約70%の棺同性

(identity)を示した。このタンパク質はDmpKLMNOP等マルチコ ンポーネントモノオキ

シゲナーゼ間で最も保存されているタンパク質のひとつであり 、特に活性中心とされ

る鉄硫黄クラスターを情成するモチーフ(DEXaaRH…DExaaRH)は、遺伝子構造の異な

るトルエンモノオキシゲナーゼTbuA1、TmoA、メタ ンモノオキシゲナーゼMmoX等

でも保存されている(Fig.3・11)(5)。このモチーフ部分はヒスチジンや酸性アミノ磁の

アスパラギン酸、グルタミ ン酸がリガンドとなって2個の鉄原子を結合し、活性中心

を形成していると考えられている(5)。

DsoD 1lJ 

MopN 140 

DmpN '" 
AphN 135 

TbmD 13' 

PhhN 133 

PheA4 13. 

TbuAl 131 

TmoA 132 

MmoXc 142 

MOSIl!IilLllIiIVoTOIBAMSBYNKFFDGFOD--句 --WABMBDRVWYLSVPKSFFEDA-RS
MOSII!IilLIlIiIVOTOIBAMSBYNKFFDGFOD-----WABMBDRVWYLSVPRSFFEDA-RS 
MQAlliI率直ヨVOTOVBAMSBYNKBFDGLBD-----FABMyDRVWYLSVPKSYMDDA-RT
MOSI~~FOTETBALSNYNKYFNGMBS-ーーー -SSBWFDRVWFLSVPKSFFEDA-LS

MQSID図書YOTETBAISBYNKYFNGMBS-ーーー-PNBWFDRVWYLSVPRSFFEDA-CT

MQAI図書V堕DvOTQVBAMSBYNKBFDGLBD-----FABMYD丑VWFLSVPRSFMDDA-RT
MQAII!IilLIlIiIVQTQVBAMSBY百KBFDGLBD-----FABMYDRVWYLSVPKSYMDD且-RT
M--LD !i1iIGQ司ー司自LQLYFPBDYCARDRQFDWABKAYBTNEWGAIAARSTFDDLFMS
M-ーー匪遺L!i1iIGO----LQLFFPBEYCKKDRQFDWAWR且YBSNEWAAIAAKBFFDDIITG
- - -L IiI宮I~BQCAYVNYYFAKNGODPAGBNDARRTRTIGPLWKGM -- KRVFSDGFIS

Mmoxt 142 ---LlIDilli.I宜rBOCAFINBYYSKBYBDPAGBNDARRTRAIGPLWKGM--KRVFADGFIS. .. 
DsoD AG P F E FLL.A 1 S F AF E YVLTN L L FV P F M S GAAYN G DMA TVTFG F S AQ S!!llIA!lIi 241 

MopN AGPFEFLLA工SF A F E YVLTNL L FV P HI S GAAYN G DMATVT FG F SAQ S!!llIA!lIi 2" 

DmpN AGPFEFLTAVSFSFEYVLTNLLFVPFMSGA且YNGDMATVTFGFSAQS! 2" 

AphN AGPFEFLTAVSFSFEYVLTNLLFVPFMSGAAHNGDLSTVTFGFSAQS~!・ 240 

TbrnD AGPFEFLTAVSFSFEYVLTNLLFVPFMSG且PBNGDMSTVTFGFSAOS陶 1:・ 240 

PhhN AGPFEFLTAVSFSFEYVLTNLLFVPFMSGAAYNGDM且TVTFGFSAQS!・¥:1: 238 

PheA4 AGPFEFLTAVSFSFEYVLTNLLFVPFMSG且AYNGDMATVTFGFSλQS!・I:t: 2" 

Tbu且1 RSA工 DIAIMLTFAFETGFTNMQFLGLAADAAEAGDFTFASLlSSIQT山 I~t: 236 

TmoA RDA1SVA1MLTFSFETGFTNMOFLGLAADAAEAGDYTFANL1SS1QT!・1:": 231 

MmoXc GDAVECSLNLQLVGEACFTNPLIVAVTEWAAANGDE工TPTVFLS1ETI・1・2 2‘8 
MmoXt RDAVECSVNLQLVGDTCFTNPL工VAVTEWA1GNGDE1TPTVFLSVET，・!3.i 248 

合合 女 合合 * ** ** ・.

Fig.3・11 OsoABCOEFと相向性を示すマルチコンポーネントモノオキシゲナーゼにおいてOsoOI;::

対応するヲンパク質の活性中心とされるモチーフ部分周辺のアライ ンメント

*アラインメン 卜された配列においてidenticalなアミノ酸
.ーアラインメン トされた配列においてsimillarなアミノ酸
白抜章、 及び網掛け部分 鉄硫賞ヲラス舎 のモチーフ(本文参照)
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②DsoB， E 

DsoB， Eと対応するDmpL，Oは、 DmpNと3個でオキシゲナーゼコンポーネント

を構成している。 DsoBとDmpLのアミノ酸レベルの相同性は約50%でDsoDと

DmpNの場合よりかなり低く、さらに特に分子量の小さいDsoEとDmpOの場合に

は約40%となっている。現在のところ、これらには特に高度に保存された領域は

報告されていない。
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③DsoF 

DsoFI立、 DmpKLMNOPのレダクターゼコンポーネントのDmpPとアミノ酸レベルで

約70%の相向性を有していた。 DsoABCDEFと類似の遺伝子構造のマルチコンポーネ

ントモノオキシゲナーゼ間で、前述のDsoDの場合と同程度の高い相向性を示すと同時

に、それ以外のオキシゲナーゼのレダクターゼコンポーネントとも相向性を有してい

た(Fig.3-12)。これらオキシゲナーゼのレダクターゼ全てに以下に述べる3つ部分のモ

チーフが保存されている。各々のモチーフはFig.3・12、14、15において白抜き、及び

網掛けで示した。

1 )プラントタイプ鉄硫黄クラスタ一部分のモチーフ :C以 XXCXXCX29C

(Fig.3-12):このモチーフを有する代表的なタンパク質がレダクターゼであり、 class

|、class1111こ分類されるジオキシゲナーゼのレダクターゼもこのモチーフを有してい

る(Otakaand Ooi， 1989)。マルチコンポーネン卜フヱノールヒドロキシラーゼのレダ

クターゼは、 class1のジオキシゲナーゼのレダクターゼと類似している(Fig.3-13)。

DsoF 35 FA BGT T!I<VQVTDGFYDVGE且SPFALMDIER-EENKVLA CKPE 82 

MopP 35 F且 BGT VQVTDGFYDVGEASPF且LMDIER-EENK¥lLA CKPE 82 

DmpP 35 FA BGT VQ¥lVEGEVDIGEASPFALMDIER-DERKVLA AIPL 82 

ApbP 35 BA IQVCDGDVDBGAANPFALMDMER-EDGMTLA AT-L 81 

つrbmF 35 BA BGL T!I<VQVTSGEVDHGAANPLRRSWIS5GEEGKTLA ATAL 83 

PheA6 35 FA HGT T!I<VQVVEGEVD工GEA5PFALMDIER-DER瓦VLA 且IPL82 

PbhP 35 FP HGT VQ¥I¥lEGEADBGA且5PFALMDMER-DEGKVLA AIPM 82 

TbuC 35 BE VGG FDLLSGLVESIWPEAPGLSERDR-KRGKBLA SRPL 82 

TmoF 34 YE IELLEGEV5NLWPDAPGLAAREL-RKNRFLA CKPL 81 

MmoCc 40 55 EGG ALCSEGDYDL-KGCSVQλLPPEEEEEGLVLL TYPK 87 

MmoCt 35 AS AG- ADCTDGDYEL-IDVKVQAVPPDEEEDGKVLL TFPR 81 

XylA 50 BD VGS YKL工SGR¥lNELT55AMGLSGDLY-QSGYRLG CIPK 97 

PahAa 33 Y5 SGR CRVTDG5V工DSGTGS---GLPBLVDEBYVLA 5VLT 78 

NahAa(G7) 33 YS CRVTDGSVTDSGAG5---GLPNLVDEBYVLA SVLT 78 

NahAa(NC工B) 33 YS CRVIDGSV工DSGAEN---GQSNLTDKQYVLA SVLT 78 

AscD 35 YS AILISGEV-DS-AENTFLTEED-VAKGAILT SKAK 80 
唱， *金..金.

Fig.3-12 各モノオキシゲナ ゼ!とおいてDsoFと相同性を示すタンパク質の

プラントタイプ鉄硫黄クラスタ一部分周辺のアラインメン卜

合アラインメントされた配列におしてidenticalなアミノ酸

ーアラインメ ン卜された配列においてsimillarなアミノ酸
白磁き部分 ウロロプラストイPイプフェレドキシンのモチーフ(本文参照)

XyIMA: toluene f xylene oxygenase (P. putida mt-2) (Suzuki et al.， 1991). 
PahAaAbAcAd:naphthalene I ph開 anthr凹 edioxygenase (Pseudomonas sp. OUS82) [Takizawa et副 ，1鈎 4}，

NahAaAbAcAd: naphthalene dioxygenase (P. putidB G7， NCIB 9816.4) (Simon et al.， 1993)、

これら以外のリファレンスはFig白3-10参照。
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厚里里ー -- 竺『
Class I 
NAD(P)H 

Class 111 
NAD(P)H 

Class 11 
NAD(P)H 

円g.3-13 Class l ~ 1 1Iの各ジオキシゲナーゼにおける電子伝達

p ωPJan! type鉄硫黄クラスター TO : TerminaJ oxygenase 

R : Rieske type鉄硫黄クラスター FR : Ferredoxin reduc!ase 
FB : FAD (FMN)-binding region FE : Ferredoxin 

2) FAD/ FMN結合領域のモチーフ:RxY(F)S 

(Fig. 3-14) : DsoABCDEFと遺伝子構造が非常に類似しているオキシゲナーゼのレダ

クターゼではRxFSであり、その他のオキシゲナーゼのレダクターゼ、 TbuC、

PahAa、AscD、MmoC等ではRxYSとなっている。
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..アラインメン卜された配列においてsimillarなアミノ敵
白抜幸、網婚け部分 FAD/FMN結合領域のモチーフ(本文参照)

57 



厚里里里ー

3) NAD(P)リポース結合領域のモチ フ:C末側のGrich領域

(Fig. 3-15) :酸化に必要な電子はNAD(P)Hより受け渡されるが、この部分が

NAD(P)Hとの結合部と考えられている。

DsoF 

MopP 

DmpP 

AphP 

TbmF 

PheA6 

pbhP 

TbuC 

TmoF 

Xy1A 

PahAa GTSIKLS 

N.h且.G GTSIKLS 

MmoCc 

HmoCt GHRVDLR 

Y国~FFVRKSDQQNVlfI且

FFVRKSDQQNVIYIA 

FFVRDSQ且GDLIF工A

FFVRHSARQPMVFHA 

FFVRQSAAKPHLFVA 

FFVRDSQAGDLIFIA 

FFVRDSQAGDLIFIA 

A8LRDDNARD工VCIA

SVLKTADETQSVFIA 

FGLHESNA-THVCVA 

Lg mRQ  

L~AYLRQNHTGPHLCVG 

AYLRQK8TGPMLCVG 

FGLKERGHAPRYFVA 

FFLBDBGGRSRVFV且

SSPQSHILDLLEQGDTRI工YLFQ 241 

SSLQSHILDLLEHGDTRIIYLFQ 241 

SSPQSMILDLLERGDTRRITLFQ 241 

SSPR且HILELLANGCEQPITLVY 247 

SSPRSHILDLLEQGCTLPITLVN 245 

SSPQSHILNLLERGDTRRITLFQ 241 

SSPQSHIFDLFERGDTRQITLFQ 241 

APMLSVARGALAQEGAQRV8FFY 240 

IAPMVSHVNTLIAQGYEKPITVFY 235 

APIKCVLQSHTQAQRERDVLLFF 252 

APVLSIIRGALKLGHTNPILLYF 233 

APVLSIVRGALKLGMTNPILLYF 233 

APVLS工VRGALKSGMTNPILLYF 233 

APVVSMVRQHQEWTAPNETRIYF 251 

SPVLSHIRQLGKASDPSP且TLLF 246 

AscD OQLLRIE FFVREDNL-PIVFLA APVKSMVEALINKNDQRQV8IYW!I 236 
*合 *合会

Fig.3-15 各モノオキシゲナーゼにおいてDsoFと相同性を示す骨ンパク質の

NAD(P)リポース結合領主義と考えられるモチーフ部分周辺のアラインメント

‘アラインメ ン卜された配列においてidenticalなアミノ酸
アラインメントされた配列においてsimillarなアミノ酸

白銭き ・NAD(P)リボース結合領域のモチーフ(本文参照)

これらのモチーフはDsoFIこも全て保存されていることから、 DsoFはDmpP問機、

classlのジオキシゲナーゼのレダクタ ゼに類似の構造を有するレダクターゼと考え

られた。
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④DsoC 

DsoCと対応するDmpMは、最近タンパク質の立体構造が明らかにされた。このタン

パク質はFig.3-16に示すように、穴の空いた構造をとっており 、この穴の周辺の精造

は立体的にflexibilityを有し梅造が変化すると考えられている(Qianet al.， 1997)。同じよ

うに穴の空いた構造を持つmybproteinが、穴の周辺でDNAとの結合に必要な構造変化

を起こすことが報告されており(Ogataet al.， 1996)、DmpMも同様に活性に必要な構造

の変化がこの部位で起こるものと考えられる。機能的には、 DmpMは酸化酵素の効率

的なturnoverlこ必須な補助的タ ンパク質と考えられているが、詳細はまだ報告されて

いない。

Fig. 3-12 DmpMの立体構造lリファレンス(Qianet al.， 199ηよりl
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⑤DsoA 

DsoAはDmpKと相向性を示すが、その値はアミノ酸レベルの相向性(identity)が約

40%と6個のタンパク質の中で最も低くなっている。DmpKはinvitroでのフェノールヒ

ドロキシラーゼ活性には不要な一方で菌の生育には必須であると以前よりいわれてい

たが(Powlowskiand Shingler， 1990)、最近になってアポ酵素1と鉄イオンを結合させる

活性を持つことが明らかとなった(Powlowsketal.， 1997)0 DmpKを発現ベクターなど

に組み換えて過剰発現させると酸化酵素の活性を抑制するが、 6個のORFがオペロン

として転写、翻訳されている場合には発現量が他の5個のタンパク質と比較して低く

なっていることから、mVIVOでは活性抑制は起こっていないと考えられている。この

活性抑制はDmpKがDmpL，NIこ強く結合し、 DmpMの酸化酵素への結合を妨げること

で引き起こされていると考えられている(Powlowsketal.， 1997)。

これら相向性検索及びモチーフ部分の解析結果から、 DsoABCDEFの各タンパク質

の機能はDmpKLMNOPの対応するタンパク質と同様であることが推測されたが、モチ

ーフの存在しないタンパク質もあり、これらの機能も問機であることを確認するため

に、相補実験を行うこととした。
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3・3・5DsoA8CDEFの各タ ンパク質の欠失がDMS酸化活性に与える影響

アミノ酸レベルの相同性、遺伝子構造の類似性、モチーフ配列の保存性から、

DsoABCDEFの各タ ンパク質の機能は対応するDmpKLMNOPの各タンパク質の機能

と同様であることが推測されたが、タンパク質によっては40%程度の相同性しか示

さず、また、フェノ ールとDMSの化学梅造は異なることから活性に必須なタンパク

質が違う可能性も否定できない。そこで、 DsoABCDEFの各タンパク質がDMS酸化

活性に必須であるかを検討することとした。

後に行う相補実験のことを考えると、相補実験に用いる2葎のプラスミド(タンパク

質のひとつが欠失したプラスミドとそのタ ンパク質のみコードするプラスミド)は大

腸菌内で共存可能(compatible)である必要がある。DsoABCDEFをコードするpAU96

はpUC118に由来するアンピシリン耐性の多コピープラスミドである。そこで、

pUC118/pUC119とoriが異なっていて、クロラムフェニコール耐性のプラスミド

pSTV28/ pSTV29(宝酒造)を用いることとした。pSTV28/pSTV29はマルチクロ一二

ングサイトがpUC118/ pUC119とほぼ同 であり(ベクター内にサイトのあるXbalの

み使用できない)、プロモーターもpUC118/119と同じ伺cプロモーターであるので、

IPTGの添加でマルチクロー二ングサイトに挿入された遺伝子が誘導されることか

ら、相補実験には適当と考えられた。しかし、 pSTV28/291ま大腸菌内でのコピー数

がpUC118/119よりはるかに少ないとされており(宝酒造)、これが活性に影響する可

能性が考えられる。そこで最初にdsoABCDEFをpSTV29Iこ組み換えたプラスミド

pAS99を作製して大腸菌MV1184株を形質転換し、 DMSを基質に休止菌体反応を行っ

た。その結果、添加したDMSが100%変換された場合のDMSO量を収率100%とする

と、 pAU96を保持する大腸菌の場合は収率約85%のDMSOの生成が認められたのに

対し、 pAS99の場合には約45%のDMSOが生成されるにとどまった(Fig.3-17)。ま

た、休止菌体反応と並行して、休止菌体反応に用いた大腸菌の一部を破砕しSDS-

PAGEIこよりタンパク質の発現を調べたところ、約60kDaのDsoD、および約38kDa 

のDsoBまたは約39kDaのDsoFと考えられるバンドが検出された(Fig.3-17)。また、

約10kDaのDsoCと推測されるバンドも認められた。pAU96の場合!とはpAS99の場合

と比較してDsoDとDsoBまたはDsoFのバンドが濃いことから、これらの大腸菌での

発現量が大きいものと考えられた。他のタ ンパク質は検出できなかったが6個のORF

はオペロン構造をとっていると推測されており、 pAU96を用いた場合にDsoABCDEF

各タンパク質がpAS99の場合よりも多く発現しているものと考えられた。
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Fig.3-17 ベクターの遣いによるDMS酸化活性及びタンパク質の発現量の差

袋文字はpUC系ベク:;zー由来、 標準文字はpSTV系ベクヲ 由来であることを示す。

工ラーパーはstandarddeviat旧n、サンプJレ数pAU96:6，pAS99:3 

この結果から、pUC系へ、クターにコードされたタンパク質の方が、pSTV系ベクタ

ーにコ ドされたタンパケ質よりもかなり多く発現し、タンパク賓の発現量によって

活性も大きく影響されることがわかった。

タンパク質の発現量はプロモ ターからの位置によって変わる可能性がある。この

発現量による活性への影響を小さくするため、相補実験の際には、実験の対象とする

タンパク質をpUC系ベクターから発現させて他の5個をpSTV系へ‘クターから発現させ

た。これにより、対象とするタンパク質以外の5個の発現量が対象とするタンパク質

より少なくなると予想されることから、対象とするタンパク質の発現量が多少変動し

た場合もその影響を受けにくくなると考えられた。 作製したプラスミド、 pASM~

pASFllの挿入断片をFig.3-1に示す。また、本章で相補実験に用いたプラスミドは

Table 3-1に一覧にして示した。最初に、これらを用いてDsoABCDEFの各タンパク質

の欠失がDMS酸化活性に与える影響を調べた。
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各々のタンパク質をコードするORFをひとつづっ破壊したプラスミドを用いて大

腸菌MV1184株を形質転換し休止菌体反応を行ったところ、 DsoB，C，D，E，Fのいず

れが欠失した場合もDMS酸化活性は失われた(Fig.3-18)。一方で、 DsoAは欠失!とよ

りわずかに活性の下がっている可能性はあるが、活性自体は失われなかった。

DmpKLMNOPではDsoAに対応するDmplくが欠失してもフェノールヒドロキシラーゼ

活性を示すことが報告されているが(Powlowskiand Shingler， 1990 )、この実験から

DsoAもDMS酸化活性には必要でないことが示された。

0・jpAL!J骨畠'pAS99'pASAt. 'pASBt. 'pASCt.' pASDt. 'pASEt. 'pASFt. ~IUC~ ~ 
(0.品8C。問 (0，叫BCOE町'"。田OE町白oACOE町白品BO閉(ln凶BCE町白叫配D町匝品BCOE)
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DsoABCDEFの各タンパク質の欠失がDMS酸化活性に与える影響
袋文字はpUC系ベクター由来、標準文字はpSTV系ベクタ 由来であることを示す。
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pASBt.:3. pASCt.ω3， pASDt.:3， pASEt.:3， pASFt.:3 
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3・3・6DsoABCDEFの各タンパク質を用いた相補実験

DsoABCDEFの各々のタンパク質を対応するDmpKLMNOPのタンパク質で置き換

える相補実験の前に、 DsoA以外の各タンパク質の欠失による活性の消失が、 pUC系

ベクターにコードされる対応するDsoABCDEFのタンパク質で相補可能であることを

確認しておく必要がある。そこで、 DsoABCDEF各々のタンパク質をひとつづっコー

ドする pUCl1 8/1 19由来のプラスミドpAUA~pAUFを構築した (Fig . 3-2) 。このpAUA

~pAUFと、それぞれ対応するタンパク質が欠失したプラスミドpASM~pASFt.とを

同時に用いて大腸菌MVl184株を形質転燥し、両方のプラスミドが菌体内で共存する

大腸菌形質転換体を得た。これらを用いてDMSを基質に休止菌体反応を行った。

DsoAの場合の手JI康をFig.3-19に簡単に図示する。

pASAs pAUA 

BCm 
J-----------------、J

2稜のプラスミドを同時に用いて大腸菌MV1184株を形質転換する。 2種のプラスミドを
有する形質転換株はアンピシリンとクロラムフェニコールの両方の耐性で選銭する。

菌腸'大
'

。。議議:や~. :..:::: : ::: : :'~ : ~ :.奇
: pASAd.より生成 ......pAUAより生成

pASAll(pSTV29由来)とpAUA(pUC119由来)の両方を保持する大腸菌内ではpASAllからDsoBCDEF

が、 pAUAからDsoAが生産される。また、 pUCl18/119由来のプラスミドの方がコピ数が多いた

め、生成する空ンパウ貿の量も多いものと推測される。

.[l 
休止菌体反応

Fig.3・19 相補実験の模式図 (DsoAの相補実験の場合)
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休止菌体反応の結果、各タンパク質の欠失によるDMS酸化活性の消失は、それぞれ

の対応するDsoABCDEFタンパク質で相補されたが、生成したDMSO量はタンパク質

によって異なっていた(Fig.3-20)。また、休止菌体反応に用いた大滅菌内のタンパク質

の発現をFig.3-21に示した。

DsoC、Eの相補の場合には生成するDMSO量の変動が大き力、ったが、 pAS99と同程

度からやや多い程度と考えられた(Fig.3-20) 0 DsoA、B、Dの場合はpAS99よりもDMS

酸化活性は低下した一方、 DsoFの場合には逆に活性が大幅に上昇した。 DsoFの場合

は検出されたDMSO量は収率約80%で、多コピーのpAU96(pUC118由来)の約85%に近

い値となった。

SDS-PAGEの結果、 DsoCによる相補の場合のサンプルで約10kDaのタンパクが他の

サンプルより多く発現していることが認められた(Fig.3-21)。これは、 pSTV系ベクタ

ーを用いた場合よりもpUC系ベクターを用いた場合の方が多量のDsoCが発現している

ことを示している。バンドが認められるDsoDと、 DsoBあるいはDsoFのいずれかに関

しては、 pUC系ベクターの場合lこpSTV系ベクターの場合より多く発現しているかどう

か判断できないが、 相補の全てのサンプルで発現が認められた。
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pASFlI+pAUF:4 (活性の不安定なものはサンプル数を多くした。)
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3・3・7DmpKLMNOPの各タンパク質を用いた相補実験

DmpKLMNOP全てをコードするプラスミド、 pVI261ム 及び各タンパク質をコード

するプラスミド、 pVI281ム pVI28411、pVI28611，pVI287ム pVI288ム pV122111は全て

広宿主域ベクタ-pMMB66EH/ HE由来であった(Powlowskiand Shingler， 1990)。そこ

で、ベクターの違いから活性に違いが生じるかを調べるため、 pV126111の挿入断片を

pUC119に組み換えたプラスミド、 pUCVI261を作製してpV126111の場合とDMS酸化活

性の比較を試みた。

その結果、 pV126111の場合はDMSOの収率は約40%であったのに対し、 pUCVI261の

場合はpAU96とほぼ同じ約90%であった(Fig.3-22)。この活性の違いはベクターの違い

によるものと考えられたため、 pVI28111-pVI22111の挿入断片をそれぞれpUC118また

はpUC119fこ組換えた(Fig.3-3)。組み換えたプラスミドをそれぞれpUCK-pUCPと命

名し、これらと、それぞれに対応するDs叩oA-Fの各夕ンパク質を欠失させたプラスミ

ドのpASA1企lν卜戸A、叩ASFllを同時に用いて大腸菌MV1刊18倒4株を形質転f換免してDMSを基質に休

止菌体反応を行つた。また、 DsoABCDEFの場合と同様、休止菌体反応に用いる菌体の

一部をSDS-PAGEに供した。休止菌体反応の結果をFig.3-22に、SDS-PAGEの結果を

Fig.3-23、各タンパク質の推定分子量をTable3-4に示す。

DsoAの代わりにDmpKが、DsoCの代わりにDmpMが発現している場合には、それぞ

れpAS99の場合と同程度のDMSOが検出された。また、 DsoFの代わりにDmpPが発現

している場合には、pAU96の場合と同程度の高いDMS酸化活性が認められた。一方

で、 DsoEの代わりにDmpOが発現している場合には活性が低下し、 DsoBの代わりに

Dmpしが、DsoDの代わりにDmpNが発現している場合にはDMSOは検出されなかった。

また、 SDS-PAGEにおいて、 DmpLの相補の場合にpUC系ベクターから発現したと考え

られるDmpLと予想される38kDa程度の太いバンドが検出された。DmpNの相補の場合

も、 DmpNと予想される約60kDaのバンドが、非常に薄かったが検出できた。

Table 3-4 DsoABCDEFの推定分子量、 DmpKLMNOPの推定分子量及び実測分子量

pr剖icted似Da) pr吋lct吋似Da)estimaled (kDa) 
DsoA 11，2 DmpK 10.6 12.5 
DsoB 38.4 DmpL 38.2 34.0 
DsoC 10.1 DmpM 10.5 10.0 
DsoD 60.0 DmpN 60.5 58.0 
DsoE 13.9 DmpO 13.2 13.0 
DsoF 39.3 DmpP 38.5 39.0 
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Fig.3-18に示したDsoABCDEFの欠失実験の結果、 Fig.3-20に示したDsoABCDEF-

での相補実験の結果、及びFig.3-22に示したDmpKLMNOPでの相補実験の結果を、

各タンパク質毎にまとめ直したグラフをFig.3-24に示す。 Fig.3・24を見ると、

DmpMでの相補とDmpPでの相補の場合は、それぞれDsoC、DsoFとの相補の場合と

ほぼ同程度の活性を示していることがわかる。また、 DmpKでの相補はDsoAでの相

補より活性が上昇している。オキシゲナーゼコンポーネントを構成するDmpL、N、

0の相補では、 DmpL、Nは活性が消失していることから活性が低下しているのは明

らかであるが、 Fig.3-24からはDmpOの土気合もDsoEの相補より活性が低下している

ことが認められた。
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70 

!J)I.IICIF' 
P愉pP)

(ポ
F
M
官
邸
}
咽
O
悶
豆
白
川
叫

J
M
R
川
相



3・3・8DsoABCDEFのフェノール類に対する酸化活性

DsoABCDEFはフェノ ルヒドロキシラーゼと高い相向性を示すことから、

DsoABCDEFlこもフヱノールの酸化活性が存在するものと推測される。

DmpKLMNOPは各種ジメチルフエノール(DMP)への酸化活性も有することから、

DsoABCDEFlこもDMPへの費量化活性が存在することが考えられ、また、

DmpKLMNOPとは基質特異性が異なる可能性も期待される。そこで、

pAU96(DsoABCDEFをコード)を保持する大腸菌形質転換体を用いて、フヱノール及

び各種DMP(2，3-DMP、2，4-DMP、2，5-DMP、3，4-DMP、3，5-DMP)を基質に休止

菌体反応を行った。

フェノ ルを基質にした場合にはカテコールの生成が予想されるが、反応液抽出

物から極めて微量のカテコールと考えられる物質が検出されたにすぎなかった(Fig.

3・25)。また、 2，3-DMP、2，4・DMP、2，5-DMP、3，4-DMP、3，5-DMPを基質にした

場合は対応するカテコ ル類の生成は検出できなかった(datanot shown)。

Buffer等の培養条件を変えて実験を繰り返したが、同じ菌体を用いてDMSを基質

に休止菌体反応を行った場合にはDMSの酸化活性は検出されているにもかかわら

ず、フェノール類に対する酸化活性はいずれの場合でもほとんど検出されなかっ

た。また、カテコールの検出感度を上げるため、分析の際の条件検討も行い、①

TMS化を行う、②メタンポロネ ト化を行う、といった方法も試みたが、

DsoABCDEFlこよ りフェノール類から生成したカテコール類を検出することはでき

なかった。
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3・3・9DsoABCDEFの各種有機硫黄化合物に対する基質特異性

pAU96 (DsoABCDEFをコー ド)を保持する大腸菌JM109株を用いて各種有機硫黄化

合物[DMS、DMSO、DES、MM、DMDS、DEDS(Fig. 3-4)]を基質に休止菌体反応を行

い、反応液をGC-MSを用いて分析した。

その結果、DMSを基質とした場合はDMSO、DMSOを基質とした場合は微量の

DMS02が検出され、DESを基質とした場合はdiethylsulfoxide [ (CH3CH2)2S0 : DMS 

に対するDMSOと同様にDESの硫黄原子!こ1酸素原子が付加された化合物]と考えられ

る物質がそれぞれ検出された (Fig.3-26-A， B， C) 0 DMSを硫黄源として培養した20B株

の培養液の分析結果(Fig.2-5-A)と同様に、 DMSの酸化産物であるDMSOは多量に検出

された。また、DESを酸化基質とした場合も同様!と多量のDESOが検出され、

DsoABCDEFはヱチル基のついた硫黄原子に対しでも酸化活性を有することが示され

た。DMDS、DEDSを基質とした場合には反応生成物と考えられる物質を検出するこ

とはできなかった。同様にMMについても生成物と考えられる化合物は検出されな

かった。

DEDSについてはパイアル瓶を用いたより密閉性の高い状態で休止菌体反応を行

い、GCを用いてDEDSの減少を調べた。休止菌体反応後、 DEDSの量は大腸菌を加え

ない標品と比較して減少していたが、ネガティブコ ントロールのpUC119を保持する

大腸菌を用いた場合とは差が認められなかった(Fig.3-27)。このため、DsoABCDEFは

DEDSIこ対する酸化活性は有していない可能性が高いものと考えられた。
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3・4考察

本研究で、インドールの酸化を指標にすることでDMS酸化活性を有する酵素遺伝

子を単離することに初めて成功した。単離されたDsoABCDEFは、 Acinetobacter

calcoaceticus NCIB8250株のMopKLMNOP、Pseudomonas属細菌CF600株の

DmpKLMNOP等のマルチコンポーネントフェノールヒドロキシラーゼと非常に類似

した遺伝子梅造、高い推定アミノ駿配列の相向性(identity)を有していた。これらマ

ルチコンポ ネントモノオキシゲナーゼをコードする遺伝子群の中では

dmpKLMNOPが最も解析が進んでいることから、 dmpKLMNOPとの比較検討、相補

実験を行ってdsoABCDEFの各タンパク質のDMS酸化における機能を推定した。

推定アミノ酸毘列の比較から、 DsoD内にオキシゲナーゼコンポーネン卜の活性中

心と考えられる鉄硫黄クラスターのモチーフ配列が、 DsoFIこはレダクターゼのモチ

ーフ配列が保存されていることが見いだされた。それ以外のタンパク質には特に保

存されている配列は報告されていない。

また、 DsoABCDEFのタンパク質をひとつづっ欠失させてみたところ、

DsoABCDEFの大腸菌内でのDMS酸化活性には、 DsoAは必要でないことが示唆され

た。この結果は、 DmpKLMNOPにおいてinvitroでのフェノール磁化活性lこDmpKが

不要であることと合致していた。DmpKLMNOPを用いる相補実験の前に、

DsoABCDEFの各タンパク質の欠失を、別のベクタ から発現したDsoABCDEFの

各タンパク質で相補する実験を行ったところ、 DsoB~Fの欠失で消失した活性は対

応するDsoB~Fの各タンパク質で相補されることが確認された。

DmpKLMNOPの個々のタンパク質を用いた相補実験では、 DsoAをDmpKI::、

DsoCをDmpMに、 DsoFをDmpPIこ置き換えた場合は、対応するDsoABCDEFの各タ

ンパク質での相補の場合と同程度のDMSOが検出された。 DsoEをDmpOに置き換え

た場合はDsoEでの相補の場合よりも活性が低下したものの、活性は相補された。し

かし、 DsoBをDmpLに、 DsoDをDmpNIこ置き換えた場合は、活性は相補されなかっ

た。 DsoDの場合にはDmpNと70%の相向性を示しDmpNに認められる鉄硫黄クラス

ターのモチーフ配列と同じ配列が存在することから、 DsoDはDmpNと同様の機能を

持つタンパク質であると推測される。残るDsoBであるが、 DsoB以外は対応する

DmpKLMNOPのタンパク質と同様の機能を有することが強〈示唆されていることか

ら、 DsoBの機能のみがDmpLと異なる可能性は考えにくい。活性の相補されなかっ

たDmpL、DmpN、及び活性の低下したDmpOはオキシゲナーゼコンポーネントを傍

成していると考えられている(Powlowskiand Shingler， 1994 )。そのため、
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3個のタンパク質はサブユニットとして他のタンパク質より強く結合していると推測

され、お互いを厳密に認識していることから、これら3個の入れ換えの場合は活性が

低下したものと考えられた。3j困の中では最も相向性の低いDsoEのDmpOでの置き換

えの場合のみ、低いながらもDMS酸化活性を示したことから、このタンパク質の認

識は他の2j固に比べ厳密性が低い可能性が考えられる。

以上の遺伝子解析及び相補実験により、 DsoABCDEFの各タンパク質の機能を

Fig.3-28に示すように推定した。

NADH 

NAD+ 

Activator protein 
Oxygenase component 

DMS 

DMSO 

Auxiliary protein (Needed for post-transrahon副incorporationof 
ferrous ion into the oxygenase component) 
(DsoCのオキシゲナーゼコンポーネントへの
結合を姑げるとされているが結合位置は不明)

Fig. 3-28 DsoABCDEFの各コンポーネントの推定機能

今回の相補実験では、ベクターのコピー数に起因する発現量の差、及び各タンパク

質の機能に由来すると考えられる活性の強弱が認められた。 DsoABCDEFの各タンパ

ク質による相補では、 DsoA、8、Dの相補の場合!こpSTV系ベクター!こDsoABCDEF全

長のコードされたpAS99の場合よりもDMS酸化活性が低下した。このうちDsoAにつ

いては、 DmpKLMNOPにおいてDsoAIこ対応するDmpKは過剰発現するとフエノール

酸化活性を阻害することが知られている(Powlowskiet al.， 1997)。この陪害は、

DmpKカ<DmpL、DmpNへ結合することによってDmpM(酸化酵素の効率的なturnover

79 



に必要な補助的タンパク質)のオキシゲナーゼコンポ ネン卜DmpLNOへの結合が妨

げられて起こると考えられている。このことから、 DsoAを多コピ のpUC119由来

のプラスミドから、他の51固をpSTV29由来のプラスミドから発現させた今回の実験

の場合も、 DsoAが相対的に過剰となってDmpKと同様の機構により活性の阻害が起

こったものと考えられた。それに対し、 DmpKで相補した場合!とは活性の低下は認

められなかった。これは、 DsoAとDmpKの棺向性(identity)は42%であることから、

このアミノ酸配列の違いによりDmpKはDsoBDEへは強〈結合せず、 DmpKの過号制発

現はDsoAの過剰発現の場合ほど活性阻害が起こらなかったためと考えられる。

DsoDIこ関しては、 MopKLMNOPにおいて、機構は不明だがDsoDIこ対応するMopN

の過剰発現によって宿主菌の生育が阻害されることが報告されており (Schirmeret 

al.，1997)、DsoDの場合も大腸菌に何らかの阻害を与えた可能性が考えられる。

DsoBの相補での活性低下の理由は現在は不明である。

DsoFの相補の場合には活性が大幅に上昇した。倹出されたDMSO量は変換率で約

80%で、多コピーのpUC118由来のpAU96の場合の約90%に近い値となった。この

ことから、少なくとも大腸菌内で発現させている場合にはDsoFの発現量がDMS酸

化活性の律速となっていることが推測された。 DmpKLMNOPにおいても、DsoFIこ

対応するDmpPの大腸菌内での発現量はオキシゲナーゼユニットのDmpLNOより低

いことが報告されており、 DmpPの量がフェノールヒドロキシラーゼ活性の律速と

なっている可能性が推測されている(Nordlundet al.， 1990)。大腸菌内では大腸菌の

発現系によってタンパク質が発現していることから、本来の20B株内とは各タンパ

ク質の相対的発現量が異なる可能性があるの!こ対し、 20B株内lこおいては各タンパ

ク質が活性に適切な相対量で発現しているものと想、像される。また、 DsoFをDmpP

に置き換えた場合は、 DsoFの相補と同様lこpAU96と同程度の高いDMS酸化活性が

認められた。これについては、レダクターゼは、本来のレダクターゼと相同性の低

い他の酸化酵素のレダクターゼでもオキシゲナーゼに電子伝達可能な例が知られて

おり (Fuenmayoret al.， 1998 )、厳密に構造が同じで無くてもオキシゲナーゼコンポ

ーネントに電子伝達できるためと考えられた。
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DsoA8CDEFがフェノールヒドロキシラーゼと高い相向性を示すことから、

DsoA8CDEFのフェノール類に対する活性を調べたが、大腸菌をホストに用いた

場合には生成物であるカテコールはほとんど検出されなかった。この結果と同様

に、DsoA8CDEFと遺伝子矯造の類似したフヱノールヒドロキシラーゼである

Pseudomonas putida8H株のPheA1 A2A3A4A5A6は、大腸菌をホストとした場合

にトリクロロエチレ ンに対して高い酸化活性を示すが、フェノールを基質とする

とカテコールはほとんど検出されないことが報告されている(Fujitaet al.， 1995)。

この様に、大腸菌をホストとした場合にフエノールからのカテコールの生成が検

出しにくい例は他にも報告されていることから、 208株がフエノールを唯一炭素

源として良好に生育すること(datanot shown)も考え合わせて、カテコールの確認

されない原因はホス トに用いた大腸菌にあるものと推測した。

DsoA8CDEFは、硫黄化合物に対してはDMS、DMSO、DESへの酸化活性を有

することが明らかとなった。C1化合物資化性のDMS資化菌、 ThiobaciJ/us属細菌

及びHyphomicrobium属細菌は最初の酸化反応としてDMSをMMとホルムアミドlこ

分解するが、ThiobaciJ/us属細菌でメチルエチルスルフィドを基質とするとエタ ン

チオールを蓄積する例が報告されており (Visscherand Taylor， 1993)、C1化合物資

化菌ではDMSのメチル基がエチル基に置換されたDESは分解できないものと考え

られる。このことから各種スルフィドに対しては、20酎朱のようにDMSをDMSO

を代謝中間体として分解するDMS資化菌の方が基質特異性が広いものと推測され

。
た

DMSOを基質とした場合、 DMS02の生成量が著しく低かった理由としては、基

質としたDMSOがほとんどi威少していなかったことから、 DsoA8CDEFのDMSO

酸化活性そのものが低いものと考えられた。菌の生育にとって硫黄分は微量でも

十分量となりうるので、活性が低くても208株の生育に十分な量のDMS02が生成

するものと推測される。また、DsoA8CDEFの他にDMSO力、らDMS02への酸化を

触媒する別の酵素が存在する可能性も考えられる。
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第4章 各種酸化酵素のDMS酸化活性

4・1緒言

3章でDMS資化菌のAcinetobacter.属細菌208t朱からのDMS酸化活性を有する酸化

醇素遺伝子dsoABCDEFの単離と解析について述べたが、その結果、 DsoA8CDEF

はPseudomonas属細菌のDmpKLMNOPをはじめとするフエノールヒドロキシラー

ゼと高い相向性を有しており、 DmpKLMNOPIこもDMS酸化活性が存在することが

見出された。

一方、土壌より多数のDMS資化菌が単離され、これらの菌にはDsoA8CDEFとは

異なるタイプの酸化酵素が存在する可能性が考えられる。そこで、 DmpKLMNOP等

のDsoA8CDEFと遺伝子徳造の類似したマルチコンポーネントモノオキシゲナー

ゼ、及びその他のいくつかの酸化酵素のDMS酸化活性について検討を行った。
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4-2材料、方法

4・2・1培地、反応bufter

培地、試薬は2宣言、 3:;言で述べられたものと同様のものを用いた。

4・2・2プラスミド、大鷹菌

本章で用いたプラスミドをTable4-1に示す。ホストには大腸菌MV1184株を用いた。

4・2・3休止菌体反応の手順

①大腸菌の培養

大腸菌を各々のプラスミドを用いて形質転換し、形質転換後2日以内のプレート上のコロニーからアン

ピシリン (100mgl Q、IPTG(200 mM)を添加した10mlの2xYT試験管培地にうえついで、 37"C、300

strokes I minuteで培養する九
合特に断っていない場合は、培養時聞は15時間とした。{ただし、明らかにインジゴが蓄積してきた場合はその時
点で培養終了した。}

②箇体懸濁液の調製

遠心 (3000rpm、常温、 10分)により集菌、 1mlのbuffe円で2回洗浄の後、 OD560=20となるよう

bufferlこ懸濁して菌体懸濁液を調製する。

軸特1::断っていない場合は、SFMMを使用した。

③休止菌体反応

菌体懸濁液1mlをパイアル瓶(14・mlcrimp-seal 9岡田viaQに移し、teflon-coatedrubber septum及び

副uminiumcrimp sealで密栓する。 DMSを添加し問、 300C、300slrokes I minuleの条件で10時間以
よ反応する。

帥*特に断っていない場合は、 DMSは2μl添加した。

④分析

パイアル瓶を50剛容遠心チューブにいれ、遠心 (40∞rpm，常温， 10分)して菌体を沈殿させる。
上清2μlを直接GCを用いて分析する。

実験は各中のサンプルについて3連以上で行った。
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4・3結果

4・3・1休止菌体反応の条件検討

実験の過程で、培養の最初からIPTGを添加する方が、培養の途中でIPTGを添加す

るより活性が安定することが示唆されたので、本章での休止菌体反応では培養の最

初にIPTGを添加することとした。培養の最初にIPTGを添加する方法で、なるべく高

い、安定した活性を示す条件の検討を行った。検討した条件は、反応buffer、基質と

して添加するDMS濃度、大腸菌の培養時間で、以下回煩に述べる。

①反応bufferの検討

第3章の休止菌体反応では反応bufferとして20B株の培養に用いていた無機培地

SFMMを使用したが、休止菌体反応の反応bufferとしては一般的にリン磁bufferが用

いられている。そこで、リン酸bu仔er(50mM， pHηを用いて休止菌体反応を行った

が、 DsoABCDEFの場合には活性の低下と共に活性の不安定化が認められた(Fig.4-

1)。塩濃度などの影響力、、あるいは、DsoABCDEFは活性中心に鉄原子を含んでいる

ことから、 SFMMに微量元素として添加されている鉄イオンがSFMMでの活性の上

昇と安定化をもたらしているものと考えられた。以上の結果より、休止菌体反応

bufferはSFMMを用いることとした。

100 

"* 倒 80
5 

制
o 60 
<JJ 

E 
0 
-1-< 

重40
~ 

20 

。

Fig.4-1 反応bufferがDsoABCDEFのDMS磁化活性に与える影響
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②添加するDMSの濃度の検討

基質としてそれぞれ1，2，4，8，10μ1/ml (菌体懸濁液)のDMSを添加して休止菌体

反応を行い、生成するDMSO量を定量した(Fig.4-2)。実線が実際に生成したDMSO

量、破線は100%変換された場合の理論値(モル数で換算)を示している。その結果、

DMS添加量2μlまではDMSはほぼ定量的にDMSOIこ変換されるが、それ以上は添加

するDMS量を増加しでも生成するDMSO量はほぼ一定であることが明らかとなっ

DsoABCDEFを用いた
休止菌体反応によって

生成したDMSO量
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た。この結果より、基質として添加するDMS量は2μlが適当と考えられた。
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Fig.4-2添加するDMSの濃度がDsoABCDEFのDMS酸化活性に与える影響
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③大腸菌の培養時間の検討

Fig.4-31こ大腸菌の培養時間を変化させた場合の活性の変化と集菌前の大腸菌の

インジゴ呈色の様子を示す。インジゴによる呈色は培養時間10時間を過ぎた頃から

始まり次第に濃紺色が濃くなっていくが、 20時間あたりからは薄くなった。色が濃

紺色から褐色へと変化していることから、何らかの反応が起こっているものと考え

られる。活性に関しては、培養時間15時間位まではほぼ定量的なDMSOの生成が認

められたが、 20時間以上になると極端に低下した。DMS酸化活性とインジゴによ

る呈色との間に相関が認められたことから、これまでプレート上の培養などでも示

唆されていたとおり、インジゴが大腸菌になんからの生育阻害を及ぼしているもの

と推測された。

この結果より休止菌体反応には培養時間15時間までの菌体を使うことが適当と考

えられ、さらに、 10時間以前は菌体濃度が薄〈多数のサンプルの処理には不都合で

あることから 10~15時間のものが最も適当と考えられた。以降の実験では、インジ

ゴ生成がわずかに始まることで活性の存在が確認できる培養時間15時間の菌体を用

いて休止菌体反応を行うこととした。ただし、培養条件の変化などにより15時間以

前にインジゴの呈色が認められた場合には、その時点、で集菌を行うこととした。こ

のため、早い場合には13時間程度で集菌となった。

以上より、以降の休止菌体反応には

・反応bu行er : SFMM 

. DMS添加量 : 2μ| 

-培養時間 :15時間

(ただし、 15時間以前にインジゴの呈色が認められた場合はその時間に集菌)

の条件を用いることとした。
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4・3・2各種酸化酵素のDMS酸化活性

4ふ 1で決定した休止菌体反応の条件で各種酸化酵素を用いて休止菌体反応を行い、

DMS酸化活性を測定した。

①マルチコンポーネントモノオキシゲナーゼ (Fig.4-4)

報告のあるDsoABCDEFと類似の遺伝子構造をもっマルチコンポーネントモノオキ

シゲナーゼのなかにはお互いに90%以上の相向性を持つものがあるが、本実験ではあ

る程度異なるPseudomonassp. CF600のDmpKLMNOP(Nordlund et al.， 1990)、

Comamonas testosteroni T A441のAphKLMNOP(Araiet al.， 1998)、及びPseudomonas

sp.JS150のTbmABCDEF(Johnson and Olsen， 1995)を選んだ。また、 DsoABCDEF

と遺伝子権造は異なるが相向性を示すP.pickettii PK01の卜ルエンー3ーモノオキシゲナ

ーゼ TbuA1UBVA2C(Byrneet al.， 1995)、P.mendocina KR 1のトルエン4ーモノオキシ

ゲナーゼTmoABCDEF(Yen et al.， 1991)は、入手できな力、った。 同じく、

Methylobacter capsu，伺tus(Bath)及びMethylosinustrichosporium OB3bのメタンモノオ

キシゲナーゼ MmoXYBZorfYC(Stainthorpe et al.， 1990; Cardy et al.， 1991)は大腸菌内

で発現せず、活性を示さないため(Murell私信)、実験に用いなかった。

tbm 

。斗C}OH

O斗じrOH

Fig.4-4 DMSを基質とした休止菌体反応に用いたマルチコンポーネント

モノオキシゲナーゼの遺伝子権造と酵素本来の活性として触媒する反応
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これらマルチコンポーネントモノオキシゲナーゼをコードするプラスミドを用いて

大腸菌MV1184を形質転換すると、すべての大腸菌形質転換体的PTGを添加した2xYT

寒天培地上でインジゴ発色を示した。これら大腸菌形質転換体を用いて休止菌体反応

を行った結果、相補実験でも用いたDmpKLMNOPからはDsoABCDEFと同程度の、

DMSO収率で80-90%の高いDMS酸化活性が認められた(Fig.4-5)。一方、類似の遺伝

子構造を有するにも関わらずAphKLMNOP、TbmABCDEFからのDMSOの収率は20%

以下であった。 DsoABCDEFと類似の遺伝子構造を有するマルチコンポーネントモノ

オキシゲナーゼにはトリクロロエチレンの酸化活性もあることが知られているが、

AphKLMNOPIこ関してはこの卜リクロロエチレン酸化活性も他の類似のマルチコンポ

ーネントモノオキシゲナ ゼと比較して低いとのことであり(新井私信)、プレート上

のインジゴ発色も他の3種と比較すると簿く、 DMSIこ対する酸化活性が低いというよ

りは酵素のoxygenaseとしての活性自体が低い可能性が高いと考えられる。
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90 



②その他のモノオキシゲナーゼ

-シングルコンポーネン トフェノ ールヒドロキシラーゼ (Fig.4-6)

Pseudomonas putida EST4011の2，4-ジク ロロフエノ ルヒドロキシラーゼ TfdBは

シングルコンポーネントのフェノ ールヒドロキシラーゼと して知られている(Koivet

al.，1996)。大腸菌内でもオキシゲナーゼコンポーネン卜のみで活性を示す酵素で、マ

ルチコンポーネン卜のフェノ ールヒドロキシラーゼとの有意な相同性は見いだされな

し、。

1kb 

ト一一一一一→
げd 際緩機譲B緩欝鶴覇軍

Cl....../ノ、h、
lJ 斗ウ

Fig.4-6 シングルコ ンポーネントフェノ ールヒドロキシラーゼをコードする

tfdBの遺伝子構造と触媒する2，4-ジクロロフエノールヒドロキシラーゼ

酸化反応

2コンポーネントのモノ オキシゲナーゼ (Fig.4-7)

Pseudomonas putida mt-2のトルエン，キシレン代謝経路は115kbの巨大プラスミド

TOLプラスミドpWWOIこ全てコードされている。XylMAはオキシゲナーゼコンポーネ

ントとレダクターゼコンポーネントのみで活性を示すモノオキシゲナーゼで、芳香環

に対する酸化を触媒するトルエンモノオキシゲナーゼ、 TmoABCDEF，

TbuA1UBVA2C、TbmABCDEFとは異なり 、側鎖に対する酸化を触媒する(Suzukiet 

al.， 1991)。

1kb 

ト一一一一→
xyl 麟灘首礎調1::::)¥=:;::=1

O町民ygenase Reductase 。斗。
Fig.4・7 トルエン/キシレンオキシゲナーゼをコードする勾!lMAの遺伝子構造と

触媒するトルエン酸化反応



TfdBは、分譲されたままのプラスミド・pEST4014(Fig.4-8， tfdRCORFげ'dBをコ

ード)を保持する大腸菌ではインジゴ発色が認められなかったが、実験に用いた

pUCTFD (Fig. 4-8中のSallサイト以降をpUC1191::組み込んだプラスミド、げ'dCの

一部とORF、げ'dBをコード)を保持する大腸菌では弱いながらイ ンジゴ発色が認め

られた。しかし、休止菌体反応の結果、 DMS酸化活性はごくわずかしか認められ

なかった(Fig.4-9)。同様に、 XylMAからもDMS酸化活性は認められたが、微弱で

あった。XylMAのイ ンジゴ発色も、はっきり認められるがDsoABCDEF等より薄

制円仁王土

かった。

|IORF I鴎欝灘認灘畿繍tfd 

pEST4014のコードする領域Fig.4-8 
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③マルチコンポーネン トジオキシゲナーゼ (Fig.4-10)

Pseudomonas仇JorescensIP01のクメンジオキシゲナーゼ CumA1 A2A3A41;l:、ビフ

ェニルジオキシゲナーゼと類似の遺伝子構造を持つ酵素で、芳香環がひとつの化合物

やピフェニル骨格を有する芳香族化合物等の一方の芳香環に対する2水酸化を触媒

し、ナフタレンなど複数の芳香環が連続している化合物に対する酸化は触媒しない

(Aoki et al.， 1996)。

Pseudomonas putida OUS82のナフタレン，フェナントレンジオキシゲナーゼ

PahAaAbAcAdはナフタレンジオキシゲナ ゼと類似の遺伝子構造を持つ酵素で、ナ

フタレンのように2~3環が連続した芳香環を有する化合物に対し2水酸化を行う

(Takizawa et al.， 1994)。
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Fig. 4-10 DMSを基質とした休止菌体反応に用いたマルチコンポーネント

ジオキシゲナーゼの遺伝子構造と酵素本来の活性として触媒する反応



CumA1A2A3A4とPahAaAbAcAdを発現している大腸菌形質転換体も寒天培地よで

インジゴ発色を示した。 DMSOJj)(率はCumA1A2A3A4、PahAaAbAcAdとも、約20%

であり(Fig.4-11)、DsoABCDEFと類似のモノオキシゲナーゼであるAphKLMNOP及ひ'

TbmABCDEFよりも高かった。
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マルチコンポーネントジオキシゲナーゼのDMS酸化活性Fig.4-11 
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④硫黄原子に対する酸化活性が報告されている酸化酵素

これまで述べた分類とは異なるが、原油などに含まれる含硫芳香族化合物のモデ

ル基質として生分解の研究に使用される、ジペンゾチオフェン(DBηの酸化活性を示

す酵素遺伝子が報告されている。 DBTの硫黄原子はDMS同様、 2個の炭素原子に結合

していることから、これら酵素のDMS酸化活性の検討を行うこととした。

カルパゾールジオキシゲナーゼ (Fig.4-12)

Pseudomonas sp. CA 10の力ルパゾールジオキシゲナーゼ CarAaAbAcはカルパゾ

ール、ジペンゾフラン等、 2つの芳香環の聞に窒素原子、酸素原子を含むヘテロ環を

化合物に対し2水酸化を行うが、この際、厳素原子は核聞に導入される(Fig.4-

12)(Salo巴1al.， 1997)。しかし、ヘテロ原子力t硫黄原子のDBTの場合には

DsoABCDEFのDMS酸化と同様に硫黄原子に酸素が導入される(Nojiriel al.， 

submi加 d)(Fig. 4-12)。

car 藤議艶星盤整遺障錨甑議議豊富 |・::::::::I 怜I ~ <M.~d 

Fig.4-12 
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カルパゾールジオキシゲナーゼCarAaAcAdの遺伝子構造と

触媒する力ルパゾール、及びDBTの酸化反応

カJレパゾ Jレの酸化では分子の図中矢印で示した部位に酸素原子が導入される。生成する化合物は非常に不安定

なため、すぐにspontan四国な環関裂が起こり、図に示す化合物が生成する。

DBTジオキシゲナーゼ (Fig.4-13)

Rhodococcus sp. IGTS8のDBTジオキシゲナーゼ SoxCliシングルコ ンポーネン 卜

で活性を持ち、 DBTの硫黄原子に2個の酸素原子を添加する。 CarAaAcAdの場合と異

なり、酸素原子1個のみが添加された化合物は検出されていない(Denomeet al.， 

1994)。

トー一一一一→

S似麟翠翠霊童 。;な斗cc:刀
Fig. 4-13 DBTジオキシゲナーゼSoxCの遺伝子構造と触媒するDBT酸化反応
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CarAaAcAdを発現している大腸菌形質転換体は極めて微弱なインジゴ発色しか示

さず、SoxC場合にはインジゴ発色は認められなかった。DBTへの酸化活性からDMS

への酸化活性も期待された両酵素だが、どちらもDMS酸化活性は認められなかった

(Fig. 4-13)0 SoxCはDMS02の生成する可能性もあるが、 GC分析の結果、 DMS02も

検出されなかった(Fig4-14)。
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CarAaAcAd及びSoxCのDMS酸化活性Fig.4-14 

SoxC 

DsoABCDEF 

←DMSO 
..->ミごDMS02

SoxCを用いてDMSを基質とした休止菌体反応反応液の
GC分析の結果
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4・4考察

本章の研究により、多種類の酸化酵素がDMS酸化活性を有することが見いだされ

た。この結果から、多くの芳香族化合物酸化酵素!こDMS酸化活性が存在することが

示された。しかしながら、大腸菌を街主!こ用いた今回の条件ではDsoABCDEFと同

程度の高いDMS酸化活性が検出されたのはDmpKLMNOPだけであり、類似の遺伝子

構造を有するAphKLMNOP、TbmABCDEFのDMSOの収率は20%以下であった。こ

れらの遺伝子構造が類似の4種の酸化酵素について、各コンポーネントごとの相同性

を調べたところ、 DsoABCDEFとDmpKLMNOP問、 AphKLMNOPとTbmABCDEF聞

で他より高い傾向が認められているσable4-2、DsoABCDEFとDmpKLMNOP問、

AphKLMNOPとTbmABCDEF聞はbold体で示す)。

シングルコンポーネントのフヱノールヒドロキシラーゼTfdBは微弱なDMS酸化活

性しか示さなかった。 XylMAも同様であったが、ジオキシゲナーゼの

CumA1A2A3A4、PahAaAbAcAdは、 DsoABCDEFのオキシゲナーゼコンポーネント

とは特1;:有意な相向性が見出されないにも関わらず、いずれもAphKLMNOP、

TbmABCDEFより高いDMS酸化活性を示した。また、 DBTの硫黄原子に対する酸化

活性が存在することからDMSの酸化活性もあるものと期待された、カルパゾ ルジ

オキシゲナーゼCarAaAcAd、DBTジオキシゲナーゼSoxCIとはDMSの酸化活性は認

められなかった。

今回の結果により、様々な芳香族化合物酸化酵素!こDMS酸化活性があることが示

された。これらのDMS酸化活性は、 CarAaAcAdが微弱なインジゴ発色を示しながら

もDMS酸化活性は見いだされなかった以外、インドールの酸化活性とほぼ相関して

いた。土壊から単離したDMS資化菌の多くはインドールの酸化活性を示さないこと

からも、自然界では多くの菌が様々なDMS酸化活性を有する酵素を持っているもの

と推測される。今後は、これらインドール酸化活性を示さない酵素遺伝子の取得と

解析が、 DMSを経由する硫黄循環を解明するために極めて重要であると考えられ

る。
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DsoA DmpK AphK TbmA DsoB DmpL AphL TbmB 

DsoA 42 25 30 DsoB 49 39 38 

DmpK 34 33 DmpL 45 46 

AphK 45 AphL 61 

TbmA TbmB 

DsoC DmpM AphM Tb叩 C DsoD Dmp判 AphNTbmD 

DsoC 58 41 42 DsoD 69 61 62 

DmpM 46 50 DmpN 62 62 

AphM 64 AphN 80 

TbmC TbmD 

DsoεDmpO AphO TbmE DsoF DmpP AphP TbmF 

Ds品占:: 42 42 32 DsoF 67 54 53 

DmpO 49 39 DmpP 58 57 

AphO 62 AphP 64 

Tb円、E TbmF 

Table 4-2 実験に用いたマルチコンポーネントモノオキシゲナーゼの

コンポーネント簡のアミノ酸レベルの相同性 (identity)
表中、 DsoABCDEFとDmpKLMNOP問、

AphKLMNOPとTbmABCDEF間は太字で示した。



総指と展望

人為起源の二酸化硫黄!こついで大気への放出量が多いDMSは、地球規模での硫黄

循環において重要な役割を果たすことが示唆されつつも、ほとんどが自然界由来で

あることもあってその変換については充分解明されていない。特に微生物の関与に

ついては、 DMSの生成、変換において微生物の果たす役割が大きいことが示唆され

はじめたのもごく最近のことである。当研究室では土壌中!こDMSをDMSOへと変換

した後、更に代識を行って硫黄j原として利用可能な菌株が多数存在していることを

見いだしており、このような菌株が硫黄循環において果たす役割を解明するための

研究を進めてきた。特にこれまでDMS資化菌からのDMS酸化活性を有する酵素遺伝

子の取得はなされていなかったことから、本研究ではインジゴ発色を利用してDMS

酸化活性を有する酵素遺伝子dsoABCDEFの単離を行った。

DsoABCDEFはフェノールヒドロキシラーゼであるAcinetobactercalcoaceticus 

NCIB8250株のMopKLMNOP(Ehrt et al.， 1995)、Pseudomonas属細菌CF600株の

DmpKLMNOP (Nordlund et al.， 1990)等のマルチコンポーネントモノオキシゲナーゼ

と高い相向性(identity)を示した。遺伝子解析を行うとともに、最も解析が進んでいる

DmpKLMNOPとの相補実験を行ってDsoABCDEFの各タンパク質の機能は対応する

DmpKLMNOPのタンパク質と同+羨であることをE窪認し、 DsoBDEをオキシゲナーゼ

コンポーネント、 DsoFをレダクターゼと推定した。また、 DsoAliオキシゲナーゼI~

鉄イオンを挿入するタンパク質、 DsoCはオキシゲナーゼの活性化に関与する補助タ

ンパク質と推測された。

この相補実験の際に、 DsoDとDmpN、DsoBとDmpLの問で、相補による活性の回

復が起こらず、 DsoEの代わりにDmpOを発現させた場合も活性が低下することが見

いだされた。これら3個のタンパク質は、オキシゲナーゼコンポーネントを構成する

サブユ二、yトと考えられており、これらタンパク質問での相互認識は他より厳密な

ために活性が低下したものと推測された。現在のところ、 DsoABCDEFと同じ遺伝子

情造を有するマルチコンポーネントモノオキシゲナーゼでは、オキシゲナーゼコン

ポーネントの立体構造は報告されていない。オキシゲナーゼコンポーネン卜の構造

解析を行うことで、この活性の低下の原因となったアミノ酸の相違も解明できるも

のと考えられる。



DsoABCDEFはAcinetobactercalcoaceticus NCIB8250株のMopKLMNOPと非常に

類似しており、 mopKLMNOP上流にはフェノール誘導性の制御系タンパク質MopRが

コードされていることが報告されている(Schirmeret al.， 1997)。また、フェノールを

与えて寒天培地上に生育させた20B株コロニーにインドールを与えると強いインジゴ

発色を示すことから、 DsoABCDEFはフェノールで強〈誘導される酵素であるものと

推測される。そこで、フエノールを培地に添加してDMSを基質に20B株の生育菌体反

応を行ったところ、フエノ ルを添加しない場合と比較して10倍以上のDMSOの生

成が認められた。この結果によりDsoABCDEFがフェノールで強く誘導されること、

また、発現したDsoABCDEFは20B株に高いDMS酸化活性を付与することが示され

た。 しかし、フェノールを添加していない場合にもDMSOは検出されることから、微

量のDsoABCDEFが4養成的に発現している可能性と、 DsoABCDEF以外lこDMS酸化活

性を有する酵素が存在する可能性とが考えられる。この確認を行うためには、薬剤耐

性遺伝子をdsoBCDEF中に組み込んで破漉した変異dsoABCDEFを相同組換えによっ

て20B株内に導入し、この20B株変異株のDMS酸化活性を親株の20B株と比較する方

法が考えられる。これまでに、ストレプトマイシン耐性遺伝子を挿入して破壊した組

みかえdsoABCDεFを作製し、 electroporationによる遺伝子導入及び相同組換えの条

件検討を行って遺伝子破壊の条件を決定した。実験によりこの条件で相同組換えが可

能であることが確認されたが、 20B株は様々な抗生物質に耐性を示し、感受性のスト

レプトマイシンに対しても耐性変異株が高い頻度で出現するととも明らかとなった。

そのため、スト レプトマイシン選択培地上に生育した変異株から遺伝子導入された変

異株を選抜するのにサザンハイブリダイゼーションによる確認を行う必要があり、 手

11慎の煩雑さから現在のところdsoABCDEFの破壊された20B変異株の取得には至って

いなし」サザンハイプリダイゼーションによる遺伝子導入の確認の際、 dsoABCDEF

の2.5kb Xbal-BamHI断片(dsoABC及びDの一部を含む)をプロープに用いると、強〈

1¥イブリダイズするdsoABCDEFのバンドと共に、それとは別の薄いバンドが検出さ

れた。この薄いバンドは遺伝子導入していない20B株でも確認されたことから、 20B

株内にdsoABCDEFと相向性を有する別の酸化酵素が存在する可能性が示唆された。

この酸化酵素!こDMS酸化活性が存在する可能性が考えられることから、 dsoABCDEF

の遺伝子破犠実験と並行して、この酸化酵素をコードする遺伝子の取得を試みてい

る。
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また、 DsoABCDEFはフエノールヒドロキシラーゼと高い相向性を示したので、

嫌々な芳香族化合物酸化酵素のDMS酸化活性を調べ、多くの酸化酵素がDMS酸化

活性を有することを見いだした。このことは、機々な酵素がDMSをDMSOへと酸化

可能であることを示唆していると考えられる。土壊からDMSを硫黄源として生育す

ることが可能な菌株が多数取得されることからも、微生物によるDMSのDMSOへの

酸化は土寝中で普遍的に起こっているものと推測される。今回DMS酸化活性を調べ

た般化酵素!と関しては、 DMSの酸化活性とインドールの酸化活性には相関が認めら

れたが、 20B株の単離の際、土壊から単離したDMS資化菌の多くはインドールの酸

化活性を示さなかった。これは、自然界では多くの菌がDMS酸化活性を有している

が、そのDMS酸化酵素は多機であることを示唆している。今後、微生物による

DMS変換の全容を解明していくためには、インドール酸化活性を示さないDMS酵

素遺伝子の単離及び解析もきわめて重要であると考えられる。

dsoABCDεFの取得に至るまでDMS酸化活性を有する酸化酵素遺伝子の取得が困

難であったのは、酸化活性の適当な検出方法が見いだせなかったからであった。

DMSの変換物としてDMSOをGC等で検出する方法が最も直接的で確実であるが、

非常に手聞がかかることから、多数のクローンのDMS酸化活性を調べるのには適し

ていない。そのため、一度に40kb程度の遺伝子断片をクローン化できるコスミド

を用い、このコスミドを保持する大腸菌形質転換体のDMS酸化活性を検出すること

を考えた。そこで、新たにDMS資化能の強い菌株を土壌より単離し、数株について

コスミドを用いたDMS酸化酵素遺伝子のクロ ン化を試み、各々2000-3000株の

変異株について検討を行ったが、現在までのところ取得には至っていない。最も問

題となったのは、用いたコスミドではクローン化された遺伝子に発現誘導がかけら

れなかった点、及び多くの形質転換体に微弱なDMSl:'i変化活性が検出されてしまった

点、である。そのため活性の有無の判別が難しく、大腸菌内でDMS酸化酵素が活性を

示していても検出に至らなかった可能性が考えられる。また、実験に供した細菌の

DMS酸化酵素が大腸菌内では活性を示さなかった可能性も充分考えられる。

コスミドを用いて直接DMS酸化酵素遺伝子のクロ一二ングを試みる以外の方法と

しては、 DMS資化菌内のDMS酸化酵素遺伝子の トランスポゾン等を用いた破壊が

考えられる。遺伝子破壊の場合はDMS酸化活性の消失を検出する必要があるが、

DMS残存量を測定するのはDMSOの検出よりはるかに手順が煩雑で事実上不可能で

あることから、 DMSへの生育が不可能となることを指標とする方が望ましい。しか



し、硫黄源は微量でも細菌の生育に十分となりうること、硫黄j原が完全に除去され

た固形培地は現在のところ作製できていないことから、 DMS酸化群素遺伝子が破壊

されても用いた図形培地上で細菌がある程度生育する可能性が大きい。DMSへの生

育が非常に良好な菌株であれば、遺伝子破壊によって生育が遅滞することを指標に

できる可能はあるものと考えられる。そこで、DMSを硫黄源とした生育が非常に良

好な菌株の取得を行うと共に、メ ンブレンフィルタ一等を用いて硫黄源を含まない

固形培地の作成を試みている。微生物によるDMS変換の解明のためには、インドー

ル滋化活性を有する酵素とは異なるDMS酸化酵素に関する知見は必須であり、今

後、このような酸化酵素遺伝子の取得が必要と考えられる。
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