
市大研鮎21〔1998）：：j7、航  37  

励αみrん～zoムf〟mJ叩0乃～cαmカタラーゼ遺伝子の  

クローニング方法の確立  

白川 雪香・井川 香子・佐藤 哲也・人和田琢二  

（受理：1998年5月1月日）  

EstablishmentofclonlngteChniques（）fcatalasc  

geIleinβね戒膵如訓而元服メ砂川蕗識椚  

Yukika SHIRAI（AWA，KeikoIc．＾WA．  

Tetsuya SATO，andTakujiOHWAL｝A  

摘  要  

且wめ・油症血血服属の6崖株につし1てカタラーゼ清件を測定し，最も活性の高かったβ．  

両肌血潮しSl）All（）株からカタラ」ゼ遺伝子のクローニングを試みた。全DNAを利根  

酵素げ川RI）で処理し，牛じたDNA断片をシ三J糖密度勾配遠心法により分画した。1）NA  

両分（2・＼■川kl））についてコスミド（Charonli劇36）を用いてオナ川加）パッケージンプし，  

大腸南カタラーゼ欠損変異株（麒′．－力付′づ「・／血rl〔ノ／／U八′1255）へ導入した。rl∴ミ1ち過酷化水素  

（H20。）溶沌を直接：」Uニーの緑に添加L，泡を生じたコロニーをカタラーゼ遺伝子を杓  

つ形質転換保としてスクリーニングした結果，およそ1／亜0の割合でH的JJ形質転換株が得  

られた。この中には，且永小用山川USDA‖川株と同程度のカタラーゼ活愕を‡、巨）形質転  

換株が止られたことから，カタラーゼ遺伝fのクrノーニングが砕認された。  

キーワード：劇Ⅵ恒‾如ヱ〃か〃†77，カタラーゼ，クローニング，2■77～′・ざ／ruパッケージング  

ー源として利用しており，しゝわゆる共牛関係をイ来っ  

ている。窒…掛倒走過程には人塁のエネルギー（Al、上り  

が必要とされ，トにミトコンドリア内且勘こおける酸  

化的リン酸化反応により得ていると考えられている．ノ  

従って，効率的にエネルギーを生摩するためiこは酸  

化的な環境が不可欠であるが，ニトロゲナーゼは酸  

素に対する感受性が高く，分子状酸素で容易に失活  

してLまうことが告Uられており，一方では与貢い還元  

状態が維持されてしユる2〉3■。二のため根粒内では活性  

緒  

根粒菌はマメ科植物の根こ感染して根粒を形成す  
る窄素阿走細菌として知られ，根粒中で変形或いは  

巨人化してバクテ丁■■イドヘと分化し，ニトロゲナー  

ゼを生産するIJ。二の酵素により，空気lいの分子状窒  

素ほアンモニアとして同定され，アミノ酸に転換さ  

れた後，窒素源として宿主植軌こ探偵される。一九  

根粒菌は楢十植物が牛床する光合成産物を∫ネルギ  
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る感受性が他の細菌群に比べて相対的に高いことを  

明らかにした17j。本報では根粒形成及び喪東国定過程  

におけるカタラーゼの役割を明らかにするために  

β招卸r抽浦〝悌舟¢好古C捉桝IJSDAlユ0のカタテーゼ  

遺伝子のクローニングを試みたので報告す…る。  

実 験方 法   

1．嵐株及び培地   

根粒菌は肋瑚少舷涙顔卿J吻朝顔岬の6蘭株  

（USDAl10，USDAIO31，USDAlO9，S32，OU（；117，  

J量R33）を細いた。また，カタラーゼ欠損変則和ま、伽 

Peter C．Lo即ren（ウepartm即t nf Microbiology，  

Universjty of Manitoba，Wirmipモg，Manitoba，  

Can貪da）より分譲された変異株，尤cロJgt才M255（β柑  

／紺ゆ5ん如粛グ鮎β尺g搾〟ねcy如～G2点佼鱈】2：：  

T11J¢柁亡A）を使用した。   

根粒菌の保存及び培養にはそれぞれマンニトール  

を炭素瀕とするYEM或いはYEM－HM横地を用い  

た明。特にUSDAl18株の保存にはRDY寒天培地  

（グルコン敢ナトリウム5g，グルタミン敢1‰酵  

母エキス1g，リン腹水素ニカリウム0．12g，′リ、ン酷  

二水素カリウムtl．1独硫酸マグネシウム0．1g，微  

量成分溶液・1ml，寒夫15g／L蒸留水，pH6．9）（●：  

ほう酸3g，硫酸マンガン2＿2きg，硫酸亜鉛0．29g，稀  

幣嗣0．125g，塩化コバルト0．045払モリブデン酸ナ  

トリウムけ12g，塩化鉄D．2703g几蒸留水）ト本培養  

にはHM培地（HEPESl．3g，MESl．1g，アラピ  

ノース1g，酵母エキス0．5g，塩化アンモニウム8／32  

g，硫酸ナ1、リウム0．25g，硫酸マグネシウム0・l8琴，  

リン醍水素ニナトリウム0．125g，塩化かレシウム13  

mg，塩化鉄4mg／L蒸留水，pR6．8）を用いた。ま  
たた点滴UM255株及びその形質転換株にはLB或  

いはTY培地19）を用い．必要に応℃てテトラサイク  

リン（終準度2仙g血！），アンピシリン（終準度錮〝宮／  

m【）を添加ルた。  

2．無細腰抽出液の調製及びタンパク貿の安土ヨP）   

培重商液を10，800rpm，40Cで10分間の遠心分如こ  

より葉蘭した徽菌体を5伽1Mリン酸媛衝披く班Ptき 

50mMリン幣二水素かノウム8．5ml，、50rnMリン酸水  

素「カリウム91．5m】，PH7．郎を用いて3回洗浄し  

た。洗浄後，少量の50mM KPP＝こ懸濁して超音波処  

理（200W，2分間×8回）により菌を破砕し酵素を  

酸素が生じやすいと考えられている。   

好気性生物の多くは02のH20への還元を利用し  

てエネルギーを獲得していると考えられ，極めて反  

応性が高い活性酸素と呼ばれるいくつかめ中間産物  

が生成される。q旨が還元されてスーパナオキジドア  

ニオンラジカルい0ヱー）となり，スーパーオキシド  

ジスムタ」ゼ（SOD：ECl．15．1，1）による過酸化  

水素（Hヱ0⊇）の生成や，・02，H20皇の相互作用に  

よって，更に反応性の高しゝヒドロキシラジかレい  

むH）や一重項酵素（102）の生成が知られている4t5〉。  

根粒内でも－窒素固定の過程で・0。がフェレ下キツ  

ン，レグヘモグロビン，ヒドロゲナーゼの関与する  

反応で生じ6J，更にスーパーオキンドジスムダーゼに  

よって・02が消去される過程でH20ヱが生成される  

と考えられている7）。また，尿酸をアラントインに変  

換する尿顧オキシダ」ゼの反応を経て，H202が生成  

される系くも報告選れてしゝる片）。特にレグヘモグロゼン  

はこれらの溶性酸素の主な発牛源であると考えら叫  
レグヘモグロビンの自動酸化により・02を生成し9），  

Hヱ02と跡作用により・OHを生成すると考えられ  
ている呵。   

このようにして牛成される活性酸素（■02‾，HzO2，  

・0Ⅰ■Ⅰ）は生体を構成する主要成分である′タンパク  

質の構溝や御旨ナ核酸や脂質に傷害を与えるため1】、l恥，  

括性酸素の生成七除去の不均衡が起こると酸素スト  

レスとなって細胆に人きな損像を与えることにな  

る－3・1㌔従って，活性簡素に対する防御機構はすペて  

の好気性生物にとっては必須であると考えられ，活  

性酸素生成の抑制や苗穂された活性酸素戯除去磯瀾  

が斬られている、。根粒中では植野由来のアスコルビ  

ン酸－グルタチオンの反応系や，′SOD，ペルオキシ  

ダーゼ，カタテーゼが機能していることが報告身れ  

ている】5）。特にカタラーゼはH2鴎のH遥0と02へ  

の分解を触媒する酵素で，好気的生育ができるほと  

んどの生物に存在し，種を越えて保存性が高いタン  

パク質であるといわれている16）。そのため，かダラー  

ゼに閲す為研究は植物，動物，微生物を問わず幅広  

く行われてお牒㌧雑菌では主に且乙・〃〟を用いた研究  

が進んでいる。   

著者らは，根粒菌（フリーリビング細胞）のカタ  

ラーゼ活性ほ，好気性細菌であるにもかかわらず他  

の細菌群に比べて非常に低く，その結束甘月02に対す  

3畠   
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抽出した後，19，000rpm，4qCで即分間遠心し，ヒ清  

液を無細胞抽出液ヒした。試料中の蛋白質含量は  

BlOLRADPROTEINASSAY（BioRad）を用い  

て595Ilmの吸光傾から定量した。標準蛋白質には牛  

血清アルブミン（BSA）を用いた。  

3．カタラーゼ活性の測定21）   

30％H2025／∠Ⅰ，蒸留水2．645ml，0．5～†KPBO，3  

【n】を石英セル中で混合し，25Qcで3分間温度平衡さ  

せた後，試料の5町‘】を混合し，24けnmの吸光値の変  

化を測定した。尚，酵素活性は11202のモル吸光係数  

（0．114361TIM1亡m1）から求め■た。  

4．工）NAの調製22）   

風力軌摘衰岬USl）Al川を1．5】れlの甘M培地で振  

盗培重し（15肝pm，3110C，72暗闘），その菌液（1．5  

ml）をェッベンドルフナユーブに入れ◆10，080rp叫  

4DCで15分間，遠心して集菌した後，菌ペレットに  

0．5％Nラウロイルサルコシン（TNE緩衝液：10Ⅰ¶M  

TrisHCl（pH7，5），111mMEDTA，0．15M塩化ナ  

トリウムで調製）の1，51111を加えてよく懸濁してから  

遠心した。ペレットをTE緩衝液（1OmM TrisHCl  

（p上i7．5），10mM EDTA）D＿45ml．0．5M EDTA  

6メイl，5％SDS汀E緩衝液で調製）D＿15ml，プロテ  

アーゼK（2．5！ng／ml）0．15mlに懸濁した後，42r′C  

で1時間インキュペー卜し，等量のフェノール：クロ  

ロホルムニイソアミルアルコール＝25：24：1（＼函）  

を加えて穏やかに混合する操作で除蛋白した。そし  

て，10，0001・P111，4□Cで5分間遠心し，上層の水屑を  

分取したにの操作を3回線り返した）。上層の水層  

に，あらかじめ2け、cで冷却しておいた2倍量のユタ  

ノーノレ（99．9％）を静かに重層し，糸状に析州した  

PN一斗を1D，000rpm，4rCで10分間遠心した後，ペレ  

ット（DNA）を吸引乾燥させてから1仙1のMi】iQ  

（九1Q）水に溶解した。  

5．DNA断片の調製   

約10伽gのDNAに10X且〔・βRl用緩衝液川直，  

拉∂RI（宝酒造［株1）1恥】（100U），MQ水5仙1を  

浪合し，370Cで1時間インキュバレ1、した。ミニゲ  

ルを用いた電気泳動によりDNAが部分分解されてい  

ることを確認した後，この溶液に5M都塵アンモニ  

ウム10JJ】，エタノール30恥1を加えて，－80dCで3D分  

間静置し，1け，0仰rpm，40Cで15分間遠心した。そし  

て，生じた沈殿を70％エタノールで洗浄した後，吸  

引乾燥した試料を50毎ⅠのMQ水に溶解した。次に，  

遠心管（1．3ネ×9．5cm）にTNE緩衝液で調製した25  

％，20％，15％，10％，5％（w／ヽr）のショ糖溶液を  

この順に遠心管の底から2mIずつ竜層し（5矧ま1、5  

ml），最上層に試料溶液を重層した也超遠心分離機（65  

P型：日立製作所，スイングローターRPS40 A）  

で20，000rpm，150Cで17時間遠心した後，下層からシ  

リンジで0．5mlずつ分取した。あらかじめTAE緩衝  

液（n．04MTris一酢革，1mⅣIEDTA（pIi8．0り で  

調製したTAEアガロースゲル（5．2X5，9cl¶，終濃  

度1％）を用いて，分取した試料の川〟1に1／5量のゲ  

ルローディング緩衝液タイプl（0．25％プロムフェ  

ノールブルー，0．25％キシレンシアノ←ルFF，40％  

（w／v）ショ糖）を加え，丸山pid電気泳動装置を用し1，  

10肌′で約40分間泳動した。泳動終了後，エチジウム  

プロミド溶液（1／（g／ml）中に泳動ゲルを浸漬し仁紫  

外線で泳動されたDⅣAを観察し，各面分に含まれる  

DNAサイズを調べた後，2′）16kbのDNA断片を  

含む画分を回収し，コロジオンパックを用いてTNE  

緩衝液で一晩透析した。透析後の溶液を30伽1ずつ分  

注し，弧1酢酸アンモニウム川〃1．ユタノーノレ湘叫1  

を加えて一鮒DCで3Q分間静置した後，1仇朋Orpm，  

4〕Cで15分間遠心して生じた沈殿を70％エタノール  

で洗浄し，吸引乾燥した試料を10／‘1のMQ水に溶解  

した。  

6、ライゲーションとパッケージング   

分画，精製したDNA断片をニッポンジーン㈱マニ  

ュアルに従ってコスミド（Charomid936：ニッポ  

ンジーン㈱）に挿入パッケージングした。2J（Ⅰ（DNA  

量l〟g）のCharom；d936，10×放∂R工緩衝液5  

〃l，gC〃RI（宝酒造L株］）1〟1（1nU），M月水42  

〟】を浪合し，37らCで1時間インキュベートした後，  

1M塩化ナトリウム5Jil，15OmMEDTA（pH7．5）  

5／Jlを加えて10分間インキュペー卜した。このベク  

ター溶液の全量に，調製した2～16kbのDNA断片  

溶液5／ノ1（DNA量0．3メ嗜），5M酢酸アンモニウム  

6．5JJ】を加え混合した後，20恥1のエタノールを加え  

て－80DCで30分間静置し，10，000rpnュ，40Cで15分間  

遠心した。牛じた沈殿を70％エタノ」ル，そして99．9  

％ユタノ」ルで洗浄した後吸引乾燥し，5／JlのTE  

緩衝液に溶解した。そして，溶液IlO／Jl，溶液I15  

FL］（Ligationkit：宝酒造［株二）を））Hえ，26hCで1U   
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みコール＝25：24こ1れ瑚を加えて穣やかに混合  

し，10．000rp叫：4GCで紛間遠心し払上前凍榔  

盲こクロロホルム2け眈lを盤台した後，軋醜¢rp鴨4℃  

で1U分間凍心し，再度，上清液に99．5％エタノー誕レ 

1nl】を加挽て，、鮒ケeで3臍間藤遺し払その艶  

1…蜘pIⅥ．4‘cで20分間遠心し，生じた陳殿壕掩％ 

エタノールで洗浄した後，吸引乾燥した試料をば製1  

のTE緩衝液に溶解した冶  

9．E18CtrOPOrati帥   

gぞ：〃／とUM255をSOB培地（ト㌢アナ㌢肇ぬ酵  

母エキス5g，塩化ナトリウムn．服ぬ塩化カリウム  

0．柑触／L蒸昏水，p重‡7．咄塾細mlで対数後期まで樺  

要し，50mlチューブ4本数用いて葉蒸した。金本申  

子ュープに諷とめて，碗薗水で4回洗浄した後1Ⅰ  

本のチューブにまと軌再び滅菌水で1回洗浄し，io  

％グリセロ」ル25mlで1国洗浄した後，′18絡ダリセ  

ロー／レ1Ⅰれ】に関した。その軌1を土ッ璃㌢豆ルア  

チューブに分注し，かタラーゼ遺伝子が挿ふき丸た  

Ch風柑miかト粛の箆＃lとがC，1分間よく混合し，  

キュペットに入れてelectr叩りr離iqnを行った（り†C，  

12．5如／cm，3触饉き。そして肌冷却しでおいた淡監  

（塩化マダネシタおれ33‰硫酸マダネ沙傍ム24．蒔  

g／】0りml，1湖いグルコース）1mlを加えぅ貰㍗監でI時  

間インキエペ－トした観Llミグレート（チ㌣テすイ  

タリンき アンビシリン香合む〕に塗抹し，生えて凄  

たコロニーからかダラーゼ粁隆を持つ形質転換偉容  

Tの方法に従って単激し、カタラーぜ静性を郵定し  

た。  

実験頗果および考察  

1．菌機の選択   

月和め油さわみ加納ノ亜ロガわ虹例の名商株にういで務細  

胞抽出液を調製し，カタラーゼ暗性牽瀾零し紆汀汝舶  

1）Qその結果，思慮ひ刃物糀US草魚ll往昭治健が最  

も高かった（29．3uり鹿／nl射出嘩i姉ふダ淳一ニンダ  

には活性の高い菌株恕逮挺したご寿が有利せある′た軌  
この菌株からかダラーゼをコードす竃遺伝子をクロ  
ーニンダすることに改定した。  

2．DNAめ単離及び分画   

風兼柳ぬ研USmlllOの全Df寸Aを実験方法で  

述べた方法に礎って単顔し，∵制限酵素処理（芳澤Rl）  

によりDNA頚の部分分解を行った。そ砂後，ス官ッゲ  

分闘反応きせたnライゲー、シヲ′ンめ完了後，その与  

邦1を水中で凍や輌こ溶解させたよヾッケ岬ポジ〆猿出  

．・1∫、ご  ・   √  ！∴－：lい、．1∴－、：  

ニッポンジーン［株］〉に浪合し：，2ぎCで9P分間静潰  

した後，50毎lのファージ紳液（葦酎ヒチトリ督ム2、鱒  

熟硫教マグネシウム1iOg，1MTf通緩衝亨郎pH7．さ）  

喜5ml，2．、琉ぜ衰テン2、5m1／5師れ1MQ水‡を加息  

8阿鼻を〆首謀タ▼－ざングレた。  

㌢」E顔㌦UM255への導入とスタリーニン身   

障圭鼠となる恩ぺ涌UM2嶺をチトきサイダ冴シ  

珊衰廊1ほ魯むLB培地で町C．24時間毎養した  

乳癌蛮声醸の′1mlをi…00rp叫4PCで15分間遠  

心き廉菌し，細胞ペレットに1ねm加Ⅰ塩化マグネシウ  

ム0＿5mlを加えて懸濁し宿主細胞懸濁液を調製した。  

この細胞懸濁液ユ0伽l暑；，先に調製したノヾッケ」ジ汐  

グ液1叫〟1を混合し，皇2もCぞ15分間静置Lた後I」良培  

地1‡畑を加えて3フらGや3¢分間培養し，都卜絹研阿のコ  

ロニーが生ぇるように適当に希釈した後†テトラサ  

イダワン（鞠婆血Ⅰ）′とアンビ汐リン朝舷頒）を  

含むLB券売プレートに壌拝して37∂Cや一晩培菱レ  

怒。   
カタテーゼ海佐を示す形質転換株臥ス汐リーこ汐  

ダはLoewenらぬ方法ZaJに従って行った。鄭庵㌧ニ  

ロこ一の緑に0．弼H豆0云を直接晦加し，泡を生じた  

コロニ←をカタラーぜ漁性を持つ形賛転換陛とL・で  

単醸した。  
苺人力タラーゼ遺伝子を含んだChardmidg－36の調製   

細仙iPrep法）絢   

カダラーゼ活性を示した形質転換株をテトラサイ  

タリンとアンピシリンを含むLB培地で一晩培養した  

後，培養歯液31筒1を10、！醐rpm，4ロCで15分間で遠  

心葉菌し，ペレットを8nづCで3¢分間静肩した。  

これを溶液Ⅰ（グルコ」利．gg，2M Tris－f†Cl  

（pI柑．0）1．252mし【l＿25h‖；DTA〈pH7．5）4ml／L）  

10毎lに、懸濁し，リゾチーム（10mg血1）の毎1を加  

え仁穏やかに混合した後，溶液1日5九′Ⅰ水酸化ナト  

リウム0．12m王，拍％SDS O．3111】，蒸留水2．5馳11）  

20恥】を加えて水中に5分間静置した。静液＝（5ヽ†  

酢硬かノウム90ml，氷酢軌7．25ml，蒸留水42．縛ml，  

pl†4．8）150／▲1を加えて水中に5分間静置した後，  

肌〔榊叩m，4ロCで10分間遠心した。そして，上清液  

に等量のフェノール：クロロホルム：イソアミルア  

朝   
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TablelL CataIase activjty among Bra4vrhiuobiLJm  
St「a汗1S g「OWnin YEM一日M medium at300C  
∂er（〉bically  

ンドが確認された。この結果から，ライダーション  

反応が完了したことが確認された（Fig．2）らCharomid  

9－36は：全長が36．Okt〉のコス主ドで，クローニング部  

位にgrロRI部位が一節所存存する。Fi針Irelの  

La11e5～10に分画されたDNA断片はChar（1nlid9  

：j6の且二のRI部位に挿入されたと考えられた。  

C豪talasヒSPeCificactiv輿・   

くunits′′mgprotein）  

風力か班ぬ血 S32  

JIRエ3  

0UGl17  

USDAllO  29．ま  

U5DAlO31  4．7  

USDA川9  7．9  

↓
 
ご
」
二
 
」
↓
 
 

P
 
 
3
7
 

．
 

K
 

Fig．1Agarose gelelectrophoresi5 0f B，japonjcum  
USDAllO DNA digested両th EcoRl．EcDR  
トdigestedDNAswerefractionatedbysucrose  
densitygradient centrifugation andlO／‘lof  
eachfraction wereapplied一）n gelasdescribed  
in MateriaIs and Methods．  
Lanel：AEcoT14rr digest mo‡ecularmarker  
L∂ne2へ17：fracti8n nUmbers o† FcoRI  

dige如d【）NAs  

－ジン グ可能なDNA断片のサイズ（2～16kb）を  

回収するため，＆oRI処理した全DNAを，シゴ糖  

密度勾配遠心法で分画し，各画分につ心てアガロ←  

スゲル電気泳動を行ったげig▲ユ）。その結果，DNA  

断片の分圃が確認されⅠノaTle5～1〔）を国収した。試  

料はコロジオンパックにより透帆濃縮した9  

3．Ch8「Omjd9－36へのライゲーション   

Fjgur（12に，1）Nメ1のgr〟Rl断片とChill印11jd9  

36の混合反応液について，ライゲージヲン反応の前  

後における：試料の電気泳動♂）結果を示した。反応前  

の酢果はLane2に示されてい争ように，挽〟lil断  

片の両分とCh那・0111id9説のバンドが点られたら一  

九反応律では，Lane3で示したように，1本のバ  

ー Jl  

Fig．2 AgarosegeJeleetrophoresisofCharDmidg－36  
COntajning EcoFH fragments（2～16kb）der一  
戸vedfromchromosomalDNAofB．japonicum  
USDAllO．  

Lanel：AEcoT14－IdigestnlDlecularnlarker  
Lane2：Beforeligation（mixture of Charomid  

9－36and亡coRI†「agments）  
Lane3：AfterllgatiDn Of EcoR L fragments  

into Charomid936  

4．スクリーニング   

ライゲ←ションが完了したChar¢1nid9 36を，カ  

タテーゼ欠損変異株，g．印′ヂUM255に導入した。  

Figtlre3に形質転換株の各コロニーの縁に8．3％  

H202を添加した時の写真を示した。カタラーゼ遺伝  

子が挿入されていないコロニーさま全く泡を生じなか  
ったが，カタラーゼ遺伝子が挿入されたコロニーは  

泡を生じた（矢印）。およそ10，0師団のコロニーを末   
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吟，た甜ガUM25519からプラゝ荒‥ミドを調製した観  

e】ect掩pora鵬n経過こ、よ痙市憫株の盈仁βJ∠UM255  

に導入し，前述と同様の方鋳で溶ダラーゼ活性を持  

つコロニーをスクリーニングし鱒。その竜泉卓恕  

された5偲のコロニー全て蔽おぃて煎夕矛－増額洩  

が認められ，そのラち、3つの形質転換練（UM2551詳  

1～3吊こiまU乱す255－19に近い括性が見られた〔Tal〕l萬  

皇，豆）。これらガ〉結果から．且ノ卸¢力ん漑桝USDAl摘  

のカタテーゼ遺伝子のクローニングが確認さ寵た。  

Table2．伽舶血佃融甑n8f雨滴惚津哀輔価靭i【E．飯沼  

UM255tranS極rnⅦntS  
Fig．3 E．coliUM255t柑nSformants with catalase  

genefrom B，japonicum USDAllOligated to  
Charomid 9－36．Positive transformants are  
Shownby the a「「0VJS 

Cata】舶eSpeCifi仁aetivity   
餌n梅7mgpro短h）  

1寸．Dl  

Ⅳ．D．  

韓恥  
3．．雛  

1乏．14   

h311  

N＿百 

N．p．  

1．拍  

軋堪  
1、IJ  

軋D．  

1，声・－   

二19貞   

7】、いこ1   

7．朗   

6．′窃S  

l11t】7  

5．79  

22．銅  

鉱肇  

盈でP〝UM25忘如re弼  

UM2さ51  

U瓜1255－妻  

UM255こ鼓  

Uれt255－4  

UM窒55－5  

UM255－8  

UM255一丁  

UM255－8  

UM菜55J野  

t1＼lご1：1】l1  

tJM25≡）11  

UM35512  

UM2551ヨ  

Uh125514  

tごM之5515  

UⅣ1255ユぢ  

U如25517  

1Jル1Z551呂  

UA壬255－19  

tl＼t∴l一一コい  

グリーニンダし，そのう、ち23個のコロニーをカタラ 

」ゼ陽性のコロニーとして単離した。これは，およ  

そ4舶偶のコロニーあたり1偶の割合で陽性のコロニ  

ーが得られた計算であった。根粒菌の全DNA含量を  

4．50叱bとする七， 

ズは悠＝兢なので，目的の渡伝子がシングルコピーで  

奉る場合では予想される陽性コロニーの出現頻度は  

1／500と考えられる。本薗株には2つのカタラーゼア  

イソザイムが存在することが著者らの研究で明らか  

になっているが，得られた葉酸結果はおおよそ予測  

され∧る陽性コロニーの出現頻度に添った傭であると  

考えられた。単覇されたコロニーのうちt28個のコ  

ロニーについて，それぞれのカタテーゼ活性を判定  

した（Table2）。その結果，15の形質転換徐におい  

てカタラーゼ活性が認められた。活性値は1．05かち  

22．74まで形質転換株によってぼらつきがあっ尭が，  

且cβg‖JM255－19のカタラーゼ清性（、22．74）は良  

知卸㈲毎抑USDAllOの活性値（2g．3）に近く，十  

分な活性を示したことから，且い浦U朋25519には  

且ノ如摘正嫡之t指DAllO由来のカタラーゼ遺伝子の  

読み取り枠（opeTlreadingframe：OR王√）がカタラ  

ーゼ活性を発現するのに十分な長きでクローニング  

されていることが推察された。  

5．カタラーゼ遺伝子の確認   

丘ぷ〃／吏UM25519にタローごングされた選伝子が  

カタテーゼをコードしていることを再度確認するた  

軋玖川眈血teckd   

T声ble3．Determin紳OnOfcat油se8CtivityFn亡・CO〝  

UM255tran5foFm即1b  

Cata量a＄eSpCdficactivity  
（units／m符pr血e叫  

Strains  

且由痛し闇黒ふ師抽離）  

ロ加Ⅰ25519－1  

UM2551蚊〔2  

UM2551守3  

LJ14255194  

U三城255－19」5  

N．D：：nnLdeteete（き   

薫2  
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考えられる、。今後，タロ←ニングされたカタラーゼ  

遭伝子の発現解析や発現ベクターを利用した高カタ  
ラーゼ株の育種にも貢献できろことが期待される。  
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自＝雪害・井川育子・佐藤暫也・大和田琢二   44  

1Vorthington BiocheTれiこalCorpばation，Free－   

hold，N．．I．pp．43－45りg7礼  

22）Meade，丑Ⅳl．，Long．S．Rリ RlユVkuTl，G＿軋   

BroヽVn．S．E．，ahdAusしIbel，F．E．，PhysicalaTld   

geneticcharaeterizationof、Synlbioticandaux，   

8trOphicm此an鴨Ofガ滋ねβ鮎捉軌瑚ノダわ好induced   

bシーTn5111ut噌eneSis．J．Bacteriol．，Ⅰ49．114－12、2  

（19821．  

23）L口eWe11，P．C．，Trig節，B．LりGeneticMappi噌   

Of局aiF，a Locus That with点滅症 Affe亡t the   

S）rnthe＄is of a SecondCatala艶 Speci傍in   

ぬごゐeねぐムゐ rβ～吏．J．B拍1．Cllem．，16q，668－   

675（ 

24）Mamiatis．「r．，MbkcularCloni！lg．A Labora－   

toりrMa11ual，勤1ded，（1989）．  

25）TriggsRaifre，B、L．．D（）b隠B．W＿，Mulvey，M．   

R．，Sorby．P．AりandLoewen．P．C．，Nucleotide   

sequeIICe（〕fノ払′C，er）C〔Iding catala艶Iff！Iof   

麒如痢五如才 と扉．．†．Bacteriol．，′170，4415   

4419（198軋  

甜）Oss（川′Ski，Ⅰ．，Mulvey，M．R．，Leco，P．A．，   

B（）ry＄，A，，and Loewen．P．C．．Nuelentide   

seqtlenCい扉麒融廊擁お涙潰庖逓 which en・   

codescatalaseHPII．J．Baeteriol．，173，r）14520   

り9引）．  

27）Herouart，D．．Sigaud，S．．Moreau，S．，Frendo，   

P．，TDllati，n．，a11d Puppo，A．．Cloning and   

Characterization of ka班 Gene（）f Rk滋nbittm   

椚g′言わfまEIICOdingaHydfogenperoxideInduei－   

bleCatala5e．J．Bacモモriol．，178，6き02－6各鵬（199軋  

Z8）大和田琢二 三浦賀紀阜商里栄，白川雪杏仁井   

川香子，佐藤哲也，郎如舶祝覿．廟感裾USDA191の   

過酸化水素耐性変異株の一限粒形成及び窒素固定機   
能につしゝて．帯広畜産大学学柵研究報告，21巻1   

号，27：う5（19f椎）．   

8叉ideDi幻11血a畿，in仇eI）hytopath喝enぷ加肋肋   

りryZae bv．oryzae．Appl．Environ．Microbiol．，   

Gl，39ar396（1995）．  

12）Greenbe隠J．T．，andDe血ple，軋Uverprodl虹・   

由れOfpefoxideSeaVeI】gjngenzymein蝕鹿ね、ゐ衰   

どβ虎suppre写SeS S即ユItaneOuS mutageneSisand   

SenSitivitv to redox－CyCling agentin 叫岬   

muta11tS．EMl∃OJ．，7．26112617（1988）．  

13）Yallさ一旦，Ⅹ．，ねmes，A．Ⅰ．，lm抑11ance（痛Anaerqbic   

Super〔）Ⅹi（】eI）ismutaseSynthesisinF往Cilitating   

伽噛佃摘＝fぬcゐβ7五ゐゐc〃ノブuponEれtⅣinto   

anAer（血c王1abitat．J．Bacteriol．，176，7653指58  

（1994）＿  

14）Nac1er如，G■，Bacciざ油pi－L・，Carus8，Cリ   

Feユice，M．D．，and Ricca．E．．蝕dlZt岱Subtiぬ  

l々郎ぬぬ♂Cata】aselsa11Extracell111arEnzyme．   

Åppl．Environ．M克robiolり札4471－4473（1．995）．  

15）Hassan．H，ホ瓜，Fナid〔l＼′ich，Ⅰ．，RegqlatioIlOf   

れe syn抽esi＄Of catala詑an8 per（）Ⅹida吊ein   

艮涙融☆転意 か浦．J．Biol．Chem．，253）蕃445一   

触瑚197即．  

16）Mayfie吼J．EリandDuvalI．M．R．，Anomalous   

Phy】鴫eniesBasdun馳eteヂialCatalaseGeme   

Sequ印CeS．J．Mol．Evol，，鴫469471fl無明．  

17）大和田確二，三浦賢紀，南里栄，白川当番，井   

川香子，佐藤幹也牒娠混血町函溺几SDA191の   

過酸化水素感受性とカタ才一ゼ，ペルオキシダー   

ゼ溶性について．帯広畜産大学学術研究報告，21   

拳1号，17－′25（199軋  

18）MichaelLA．C．，afldGerald，tI＿E＿，Transmissト   

ble resistance to pe111eillin G．neomycln，alld   

亡hl（】ramphenicolirlRhtぬ抽鹿 hponicum．   

ATitimicrぬAg．ChemてIther．．4，2速8253（1973）．  

19）Beringer，J・E．，R f8Ctbr transferin   

都南滅如サ晦柳ぬ油潮廟．J．Gem Microもiol・，   

糾，相良19糾1974）．  

20）Clara，R．＼Ⅴ．，and Knowle5，R．．Super（1Ⅹide   

dismutase，C且talase．and per（ほi由Sein ammo－   

nium－grOⅥ′n aTld一山rogen桁血鳴月即ゆ飯坤擁   

如融混細醸．Can．J．m・1icrubiol．．3仇1Z221228   

t19削）．  

21）A翻壇ymqus．．Ⅵrnrthin酢On E貯yme Ma仇1al．  



Clnni【lgqfcata】由紀gelleiIl且助擁ぬ腑  

Summ乱ry  

In this stu（h cユoning oIthe catalasc genc  

derived h・qnl動画れ緑雨れ椚 ノゆ血■r綱Z  

US上）AllO was tried to estimat仁！thtL rUle oT  

cata】aseon nodule forl11訳io11andlli〔roge‡1fixa－  

tion．AfterthefractjonationofEcnRトdigested  

DNAs fr〔）m B．hponicum USDA110，they were  

packagedinto Charomid936andtheTltranSfer－  

red to且．（UJ7 U人・1Z55 vノhichlack thc ca［a】ase  

actjvity，Atal．ateO「＝n400eolnnjes，thetransL  

f（lrmantShavingcatala5eaCtivitywerefoundand  

some ufthemshowedthecatalaseacLivity cIose  

LothalofB．南）OnictMUSD＾l町indicatillgthat  

ap即てnfcatalasegeneofβ．知和㈲b岬USDAllO  

WaSSLICCeSSfu】1〉rC】oned．  

XeさrWOrd5：農協め・〟豆2pぁざ緑〃7．Catalase，Clo】mlg．  

玩＝ノZ■ォ和PaCkaging  

勧∫．戊沼」諏撤加1尤庵一朗イ川蝉ノ．・β7へ・′メJ与   

Jぺ  




