
ド

餐

 氏名(本籍地)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月臼

 学位授与の要件

 研究科,専攻

論文題目

博士論文審査委員

体

立

と

性異特

質

基の

攻
素
聞

事
酵
究

 学
ン
研

 科
ゲ
孝
究
透
二
哉
合

科
命
噸
俊
総

 究
生
ノ
雅
裕
術

鼎
群
論
墨
水
田
穀

 城
同
項
科
ス
カ
産

 宮
7
1
命
シ
ル
津
南
清
永
員
(

 (
)
2
第
生
態
ア
究
究

惣
稗
号
明
峰
報
惰
弱
授
擾
擾
搬
闘

 ゆ
優
命
5
年
第
大
程
来
す
教
教
教
助
主

 生
8
9
則
学
課
由
関
)

 約
藤
(
第
1
規
大
士
菌
に
査

士
博
成
位
北
博
粒
造
主

 さ
佐
博
生
平
学
東
(
根
構
(

 き
幽

 一27一



 論文内容の要旨

 農薬や工場廃液に含まれる有機ハロゲン化合物は、毒性が高く化学的に安定であるため

 に環境中からの除去が問題となっている。微生物を利矯して有機ハ難ゲン化合物を分解除

 去する場合、炭素とハロゲンの結合を切断する脱ハロゲン反応が最も重要である。加水分

 解的脱ハロゲン酵素であるハロアルカン脱ハロゲン酵素は、反応に補因子を者要とせず、

 加水分解的脱ハロゲン酵素の中で最も基質特異性の幅広い酵素である。従来、この反応を

 触媒するハロアルカン脱ハロゲン酵素は有機ハロゲン化合物を唯一の炭素源として分解資

 化できる菌から単離されてきたが、これらの酵素でも2-c撮oropropane、1,2,3-

 trichloroprop&neなどの環境汚染物質を分解することができなかった。このため、新規の

 基質特異性を有する脱ハロゲン酵素を単離するための新しい単離法が求められていた。こ

 のような背景のもと、マメ科植物の共生窒素画定菌として知られるダイズ根粒菌

 8mみrhlzo6∫3撒ノρonloμ溺USDAllOやミヤコグサ根粒菌み4θsorhizo施用101∫MAFF303099な

 どの環境汚染物質分解能が知られていない菌株のゲノムにもハロアルカン脱ハロゲン酵素

 遺伝子と有意な相同性を示す配列が存在することが全ゲノム解読から明らかになった。

 そこで本研究ではこれら根粒菌由来のハロアルカン脱ハロゲン酵素相同遺伝子配列を解

 析することによって、従来の集積培養法では単離できない新規の基質特異性を有するハロ

 アルカン脱ハロゲン酵素遺伝子を獲得できるのではないかと考え、(1)根粒菌由来のハロ

 アルカン脱ハロゲン酵素遺伝子相同配列に関する機能的知見を得ること、(2)(生)で得た

 酵素の基質特異性と立体構造の相関に関する知見を得ることを目的とした。

難

 (i)有機塩素系農薬Y-hexachlorocyclohexa益e(Y一}{q{)分解資化菌Sρh初go腕痂ノαρoη∫σ㍑用

 UT26由来のハロアルカン脱ハロゲン酵素遺伝子1加Bの相同性検索を行った。

 (2)11n8相同配列が検出された根粒菌の有機ハロゲン化合物分解能を検討すると共に、

 こ・れらの細菌から脱ハロゲン酵素遺伝子を単離し、大腸菌中で大量発現させ、精

 製酵素または粗酵素抽出液を胴いて基質特異性を解析した。

 (3)取得したハロアルカン脱ハロゲン酵素のうち、環境汚染物質分解能に加えて、他

 の同酵素群よりも優れた鏡像異性体認識能(エナンチオ選択性)を有し、生体触

 媒としての応鋼の可能性も高いDbjAのX線結晶構造解析を行い、na重ive(基質(反

 応産物)非結合型)構造と反応産物複合体、および変異体の結晶構造を決定した。

 (4)脱ハロゲン酵素の構造一機能相関を開らかにするために変異体の活性測定を行った。
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 (豊〉根粒菌における基質特異性の異なるハロアルカン脱ハロゲン酵素の分布の判明

 根粒菌の有機ハロゲン化合物の分解能と、これらの細菌が保持していた脱ハロゲン酵素

 の基質特異性を解析したところ、根粒菌の遺伝子にはLinBとアミノ酸レベルで40%程度

 のiden蹴yを示し、新規な基質特異性を有するハロアルカン脱ハロゲン酵素が分布してい

 ることが明らかになった。ハロアルカン脱ハロゲン酵素DbjA(B順めノrhlzo61御1n/oρ01¢10躍

 USDA110)、D顯1A(Mε30rh∫zoわ彪磁lo!∫MAFF303099)、DbeA(β雌みrh∫zo腕嫌ε1んαη∫USDA94)、

 DatA(護gro加。∫εr1μ溺謝御ψ6∫εnsC58)、DsmA(Slnorhlzoゐi珊耀1∫10孟∫1021)の精製酵素

 の比活性値を測定したところ、DbjAは、根粒菌由来の脱ハロゲン酵素の中で最も比活性

 値が高く、有機塩素化合物分解資化菌由来の脱ハロゲン酵素と同程度の酵素活性を有して

 いた。根粒菌由来の脱ハロゲン酵素は有機塩素化合物より有機臭素化合物に対して高い分

 解活性を示し、C-C1結合の解離に特化した有機塩素化合物分解資化菌由来の脱ハロゲン

 酵素とは異なる挙動を示した。

 (2)長い100pとα4ヘリックスを構成すうDbjA特有のEB配列の存在

 DbjAは第二級ハロゲン化アルキルのR体に高いエナンチオ選択性を示す唯…のハロア
 醗=弱3醗ダ響

 ルカン脱ハロゲン酵素だった。一方、1,匹

 d圭chloroethalleなどの短鎖の基質とも、i-

 c歴oropent&neなどの長鎖の基質とも反応でき、

 既知の脱ハロゲン酵素よりも幅広い基質特異性を

 有していた。DbjAの立体構造を決定したところ、

 一次構造から予想された通り、2っのdoma圭nを

 結ぶ部分に既知の脱ハロゲン酵素には存在しない

 領域(}{is王40-Ala150、EB配列と命名)が存在し

 ていた(馳)。EB配列の一部(Hisi46-G沁146)

 を削ったDblA△は短鎖のハロアルカンや(図2)、

 第二級ハロゲン化アルキルに対するエナンチオ選

 択性が減少した。DbjA△ではDbjA幅のα4ヘリッ

]

 c駐P
 aom錘n ～/轟

 (典){}bjA(青藍})とし韮難B(緑亀)(b)DbJA(費魚)とD益且A(黄{皇)

 図1.DbjAの立体構造とEB配 ll
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 図2.Db3A△の基質特異性

 クスの一部を構成していたQ147-A150はループに変化していた。

 (3)DbjA特有の基質特異性に必須なEB配列の他の脱ハロゲン酵素への導入

 DbjAのEB配列を除くアミノ酸配列と74%のide11嶺yを示すβ,ε1ん躍∫USDA94由来の
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 DbeAにEB配列を挿入したところ、エナンチオ選択性は変化した。鏡像異性体以外の基

 質についても比活性が野生型とは異なっていたことから、EB配列の挿入によりハロアル

 カン脱ハロゲン酵素の基質特異性の変換が可能であることが示された。

 (4》2-bromope航鋤e反応産物の結合によるEB配列の構造変化

 DbjAwtの基質結合部位に反応産物が結合するとEB配列は反応産物の方向へ動いてい
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 側鎖にも、反応産物の基質結合部位ゼ

 園3.反搭産物の結合によるEB配列の動き(native;灰、R体compieXl赤、S体

 ⊇欝欝鬱陶llll病を魂蓄1臨
 として反応しやすい が結合した一轍弘・勘糟>
 ときよりも・反応しにくいS体が結合Asp1・3轟閥Asβ1・3ぶ
 したときのほうがEB配列の運動性

 図4,反応産物の結合によるHisi39の動き(native;白、R体com揖eXl赤、S体

 が大きくなっていることが示され、ASP鵬i認質に結合するcatalytict「iadを構成するアミノ酸残基である。

 反応しやすい基質との結合によって、EB配列の構造が安定化することが示唆された。一

 方、2-bromopen醜eに対するエナンチオ選択性の低くなったDbjA△のnative構造と反応産

 物複合体では、このような構造変化は観察されなかった。したがって、DbjAのEB配列

 は基質に合わせて動きを変えることが示唆され、この性質が既知の脱ハロゲン酵素よりも

 幅広い基質特異性を有することと関係していると考えられた。

藤

 既知のものとは基質特異性の異なるハロアルカン脱ハロゲン酵素が根粒菌に広く分布し

 ていることを明らかにした。とくに、B、ノoρonlo麗燗USDA110由来のDbjAは第二級ハロゲ

 ン化アルキルのR体を高いエナンチオ選択性でアルコールに変換し、最も幅広い基質特

 異性を有するなど顕著な特徴を示した。DbjAの基質特異性の要因は、基質に合わせて動

 きを変えるEB配列およびその周辺のアミノ酸配列であると考えられた。さらにEB配列

 を他の脱ハロゲン酵素に導入するこ・とで基質特異性の変換が可能であることを示した。

縫
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 論文審査結果の要旨

体

 農薬や工業廃液に含まれる有機ハロゲン化合物の環箋中からの除去のために、細菌由来のハロ

 アルカン脱ハ導ゲン酵素の利罵が考えられている。しかし、本研究以前に解析が行われていた有

 機塩素化合物を唯一の炭素源として分解資化できる細菌由来.の脱ハ覆ゲン酵素は、至,2,3一

 磁。壌。τopでopaneなどの環境汚染物質を効率的に分解できず、新規の脱ハロゲン酵素の取得が望まれ

 ていた。本研究で、論文提出者は、ダイズ根粒菌砂αゆrh切る∫撒ノ卿。η∫oz吻USDA110やミヤコグサ

 根粒菌盈50歎紘。ゐ∫徽1罐MAFF303099など、環境汚染物質分解能が知られていない細菌株のゲノ

 ムに脱ハ翼ゲン酵素遺伝子相同配麹が存在することに注目し、これら根粒菌由来の脱ハロゲン酵

 素に関して酵素学的な詳細な解析を実施した。

 B吻・翩翩USDAi10、Ml・重∫M細F303099、EεZ尭翻USDA94、S∫η・歎h捻・bf襯彫ε1伽1021・

 遼g彩oboα痂襯鰍ψ漉灘C58の脱ハロゲン酵素遺伝子相同配列吻弦励磁d加法廊綴、ぬ磁の

 遺伝子産物は有機臭素化合物に対して高い分解活性を示し、○α結合の解離に特化した有機塩素

 化合物分解資化菌由来の脱ハロゲン酵素とは異なる基質特異性を有していた。特に、D司Aは有機

 塩素化合物分解資化菌由来の脱ハロゲン酵素と同程度の酵素活性を示すど共に、既知の脱ハロゲ

 ン酵素が分解できないR体のブロモアルカンに対する高いエナンチオ選択性などの新規の幅広い

 基質特異性を有していた。さらに、D切A特有の基質特異性は、既知の脱ハロゲン酵素には存在し

 ない領域(通si40-Ala150、駕B配列と命名)に由来することが示唆された。

 続いて、X線結晶構造解析により恥IAとEB醗列の一部(通s140-G圭ui46)を肖IIつた変異酵素

 D句A△の立体構造、およびこれらの反応産物複合体構造が決定した。その結果、D司A特有の基質

 特異性の要因は、基質に合わせて動きを変え、基質結合ポケットの大きさを変化させるEB配列と

 その周辺のアミノ酸配列であると考えられた。さらに、D司AのEB配列を除くアミノ酸醜列と

 74%の量de諏{yを示すDbeAにEB配列を導入したところ、エナンチオ選択性は変化した。鏡像体

 以外の基質についても比活性が野生型とは異なっていたことから、EB配列の挿入により脱ハロゲ

 ン酵素の基質特異性の改変が可能であることが示された。

 以上、本研究では、分子生物学的・生化学的・構造生物学的手法によって、(呈)根粒菌が新規の基

 質特異性の脱ハロゲン酵素を有している、(童i)EB配列のような挿入配列が基質結合ポケットに柔

 軟性を付与することにより、脱ハ皿ゲン酵素の基質特異性に重要な影響を与える、という新規性

 と発展性に富む極めて重要な知見が提示された。これら本研究の成果は、論文提出者が自立して

 研究活動を行うに必要な研究能力と学識を有することを萌確に示しており、佐藤優花里氏提出の

 論文を博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。

 一31一

 謀
嚢
.


