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A n a l d e h y d e r e d u c t a s e g e n e ( al r A) l o c a t e d b e t w e e n a β-1 , 3- Ⅹ yl a n a s e g e n e ( txy A) a n d a

B -1
,
3 1 X yl o sid a s e g e n e ( xl o A ) w a s c l o n e d f r o m a m a ri n e b a c t e ri u m Vi b ri o s p ･ s t r a i n X Y - 2 1 4 ･ T h e al rA g e n e

c o n si s t e d o f a 9 7 5 - b p n u cl e o tid e s e q u e n c e e n c o d i n g a p r o t ei n o f 3 2 4 a m i n o a ci d s w i th a p r e d
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M a t e r i a l s .

P- N i t r o b e n z a l d e h y d e w a s o b t a i n e d f r o m N a c a l a i T e s q u e ･ T h e o t h e r c h e m i c a l s w e r e c o m m e r ci a l s
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e c i a l
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a n d li g a ti o n w e r e d o n e a s d e s c ri b e d b y S a m b r o o k e t a l .
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. T h e
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c o m b i n a ti o n o f t w o s y n t h e ti c o li g o n u c l e o ti d e p r l m e r S; P r i m e r 1 c o n t a i n i n g a N d e I r e c o g n l t1 0 n S e q u e n c e ,
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'
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'
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'

. T h e a m p lifi e d D N A f r a g m e n t w a s

d ig e s t e d w it h N d e I a n d X h o I , a n d lig a t e d i n t o a p C o ld T F D N A v e c t o r li n e a ri z e d w i t h th e s a m e e n z y m e s

t o c o n s t r u c t a l rA / p C o l d T F ･ T h e a b s e n c e o f u n d e s i r e d m u t a ti o n i n t h e a m p li fi e d D N A f r a g m e n t w a s

v e r ifi e d b y D N A s e q u e n c l n g ･ T h e p l a s m i d , w h i c h p r o v i d e th e r e c o m b in a n t p r o t e i n f u s e d w it h a si x
- H i s t a

g

a n d a T ri
g g
e r F a c t o r ( T F) a t t h e N - t e r m i n a l

,
w a s t r a n s f o r m e d i n t o E . c oli B L 2 1 ( D E B) c o m p e t e n t c e ll s

a n d u s e d fらr t h e p r o d u c ti o n o f t h e r A l r A .

D N A s e q u e n c i n g a n d b i o i n f o r m a t i c s a p p
r o a c h e s ･

N u c l e o ti d e s e q u e n c e a n al y s t s O f t h e D N A f r a g m e n t i n s e r t e d i n t o t h e v e c t o r w a s c a r ri e d o u t o n a
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T M
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0 1i g o n u c l e o ti d e p r l m e r S d e si g n e d o n t h e b a si s o r t h e k n o w n s e q u e n c e w e r e a l s o u s e d fらr D N A s e q u e n c l n g ･

T h e n u c l e o ti d e s e q u e n c e d a t a w e r e a n a l y z e d w i t h G E N E T I X I W I N c o m p u t e r s o ft w a r e ( S o ft w a r e

D e v el o p m e n t , T o k y o) ･ Si m ila rit y s e a r c h e s w e r e p e rfわr m e d u si n g t h e b a si c l o c a l a lig n m e n t s e a r c h t o o l

a l g o ri t h m a t t h e N a ti o n a l C e n t e r fらr B i o t e c h n o l o g y l n fb r m a ti o n S e r v e r
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p o l y p e p ti d e p r o d u c t s w e r e e s ti m a t e d u s l n g t h e p e p tid e m a s s t o o l a t t h e E x P A S y s e r v e r o f t h e S w i s s

∫n s tit u t e o f B i o i n fb r m a ti c s
I 3)

.

E x p r e s s i o n a n d p u r i f i c a t i o n o f r A l r A .

E ･ c olt B L 2 1 ( D E B) t r a n s f o r m a n t s c a r r y i n g a l rA / p C o l d T F w e r e c u lti v a t e d a t 3 7
o

C i n 8 0 0 m l . f L B

m e d i u m i n t h e
p
r e s e n c e o f a m p i c illi n ( 1 0 0 p g m l~

1

) . w h e n t h e o
p
ti c a l d e n si t y a t 6 0 0 n m o f t h e c u l t u r e

r e a c h e d a b o u t O ･5
, t h e t e m p e r a t u r e w a s c h a n g e d t o 1 5

o

C a n d i s o p r o p y l
- B - D -

g a l a c t o p y r a n o si d e ( I P T G )

w a s a d d e d t o t h e c u l t u r e t o g
l V e a fi n a l c o n c e n t r a ti o n o f 1 m M f o r i n d u c ti o n o f g e n e e x p r e s si o n ･ A ft e r a n
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a d d iti o n a l i n c u b a ti o n o f 2 0 h a t 1 5
o

C , t h e c e ll s h a r v e s t e d b y c e n t rif u g a ti o n w e r e s u s p e n d e d i n bi n d i n g

b u ff e r ( 2 0 m M s o d i u m p h o s p h a t e , 0 .5 M N a C l
,
1 0 m M i m i d a z o l e , p H 7 ･ 4) , a n d d i s r u p t e d o n i c e b y

s o n i c a ti o n ･ T h e s u p e r n a t a n t o f t
h e c ell l y s a t e c o ll e c t e d b y c e n t ri f u g a ti o n w a s a p p li e d t o a H i T r a p

c h el a ti n g H P c o l u m n ( G E H e a l t h c a r e) e q u ili b r a t e d w i t h 2 0 m M s o d i u m p h o s p h a t e b u ff e r ( p H 7 ･ 4)

c o n t a i n l n g O ･ 5 M N a C l a n d 1 0 m M i m i d a z o l e ･
A ft e r b e i n g w a s h e d w i t h t h e s a m e b u ff e r , t h e c o l u m n w a s

el u t e d w i t h a li n e
チ
r
g
r a d i e n t o f i m d a z o l e ( 1 0 t o 5 0 0 m M ) ･

A ft e r t h e r e m o v a l o f i m i d a z o l e b y d i a l y si s

a g a i n s t 2 0 m M s o di u m p h o s p h a t e b u ffe r ( p H 7 ･ 0) , th e p u rifi e d p r o t e i n w a s t r e a t e d w i t h t h r o m bi n p r o t e a
s e

( 1 0 u n it s p e r m g o f p r o t e i n) a t 1 9
o

C f o r 1 6 h t o r e m o v e t h e T F a n d a si x - H i s t a
g
f u s e d t o i t s N - t e r m i n al ･

T o p u rify th e r e c o m b i n a n t A l r A f r o m d i g e s t e d p e p ti d e f r a g m e n t s , t h e m i x t u r e s w e r e a g a i n fr a c ti o n a t e d b y

a H i T r a p c h el a t l n g H P c o l u m n p r e c h a r g e d w i t h N i
p +

, a f t e r t h e m i x t u r e s w e r e di a l y z e d a g a l n S t b i n d i n g

b u ff e r (2 0 m M s o d i u m p h o s p h a t e , 0 .5 M N a C l , 1 0 m M i m i d a z o l e , p H 7 ･ 4) ･
T h e e l u t e d r e c o m b i n a n t

p
r o t e i n w a s f u r t h e r p u r ifi e d w i t h a l m l R e s o u r c e Q c o l u m n ( G E H e al t h c a r e) a c c o r di n g t o t h e

m a n u f a c t u r e r
'

s i n s t r u c ti o n s
,
a ft e r t h e e l u t e d s o l u ti o n s w e r e d i a l y z e d a g a i n s t 2 0 m M s o d i u m p h o s p h a t e

b u ff e r ( p H 7 .0) . T h e fi n a l p r e p a r a ti o n o f p u rifi e d r A l r A w a s u s e d i n a ll o f t h e e x p e ri m e n t s i n t h i s s t u d y ･

E n z y - e a s s a y s ･

T h e a c ti v l t y O f A l r A w a s d e t e r m i n e d s p e c t r o p h o t o m e t r i c a ll y b y
m o n i t o ri n

g
t h e d e c r e a s e i n a b s o r b a n c e

a t 3 4 0 n m u p o n o x i d a ti o n o r N A D P H a t 2 5
o

C ･ U n l e s s i n d i c a t e d o t h e r w i s e , t h e A l r A a s s a y m i x t u r e

(2 .O m l) f o r r e d u c ti o n c o n t a i n e d 2 0 m M s o d i u m p h o s p h a t e ( p H 7 ･0) , O 12 5 m M N A D P H , 1 m M

A
-

n i t r o b e n z a ld e h y d e , a n d e n z y m e s o l u ti o n ( 0 ･2 m l) I T h e r e a c ti o n w a s s t a r t e d b y t h e a d diti o n o f O ･ 5 m l o f

s u b s t r a t e .
T o e x a m i n e t h e s u b s t r a t e s p e cifi c i ty o f r A l r A , v a ri o u s s u b s t r a t e s s u c h a s D

-

x y l o s e ,
D -

a r a b i n o s e ,

D -

g l u c o s e , D
-

m a n n o s e ,
D - fr u c t o s e , a n d D -

m a l t o s e ( a ll a t 2 0 m M ) w e r e u s e d i n s t e a d o f

A
-

n it r o b e n z a l d e h y d e ･

S D S I P A G E .

s o di u m d o d e c y l s u l f a t e
-

p o
l
y a c
r
y
l a m id e g el el e c t r o p h o r e si s ( S D S - P A G E) w a s p e r f o r m e d o n a 1 2 ･ 5 %

p o
l
y
a c r y l a m i d e g el b y t h e m e t h o d o f L a e m m li

14)
･ A ft e r e l e c t r o p h o r e s I S , t h e g el w a s s t a i n e d w i t h

c ｡ ｡ m a s si ｡ b rilli a n t b l u e 良 - 2 5 0 . A l o w m o l e c u l a r w e i g h t S D S c a lib r a ti o n k it ( G E H e a l t h c a r e) w a s u s e d

a s a s t a n d a r d .

R e s u l t s a n d D i s c u s s i o n

T h e a l r A g e n e c o n si s t e d o f 9 7 5
- b
p
n u cl e o ti d e s e n c o d i n g a p r o t e i n o f 3 2 4 a m i n o a c i d s w it h a p r e d i c t e d

m o l e c u l a r w e i g h t o f 3 6 ,3 6 7 ･ T h e d e d u c e d a m i n o a c id s e q u e n c e o f A l r A w a
s c o m p

a r e d w i t h o t h e r p r o t e in

s e q
u e n c e s in t h e G e n B a n k d a t a b a s e ･ A h i g h l e v e l o f id e n tl t y W a s f o u n d f o r p r o t e i n s b el o n g l n g t O t

h e A K R

s u p e r fa m il y ･
I d e n titi e s a m o n g A L R s f r o m A I c a n iv o r a x b o rk u m e n si s S K 2 , Ciy a n Ot h e c e s p ･ C C Y O l 1 0 , S a li n ib a cl e r

, u b e r D S M 1 3 8 5 5 , M u s m u s c u l u s , a n d H o m o s ap i e n s w e r e 5 9 , 5 2 , 5 1 , 4 6 , a n d 4 6 % ,
r e s p e c t

i v e l y ･ T h e s e

e n z y m e
s
,
w h i c h s h o w e d h i g h si m il a riti e s t o A l r A o f s t r a i n X Y

1 2 1 4 , b e l o n g e d t o f a m il y 1 o f t h e A K R

s u p e
r f a m il y ( A K R l) . I t i n d i c a t e d t h a t A l r A s h o u l d b e c l a s si fi e d i n t o t h e A K R l ･ F u r t h e r m o r e , t h e A l r A

e x h ib i t e d t h e h i g h si m il a ri ti e s t o t h e x y l o s e r e d u c t a s e s (i d e n tit y p e r c e n t a g e s a r e i n p a r e n t h e s e s) f r o m

c a n d id a t r op i c a li s ( 4 4 % ) , P i chi a g u illi e r m o n dii ( 4 3 % ) , a n d C a n did a sh e h a t a e ( 43 % ) , w
h i c h h a v e b e e n

cl a s si fi e d i n t o A K R 2 ･ I n g e n e r a l , t h e A K
R s h a v e g

r e a t e r si m il a r l t y a t t h ei r N
- t e r m i n a l r e g

1 0 n S t h a n a t

th e i r C - t e r m i n a l r e g i o n s ( F ig . 1) ･ S t r u c t u r a l m o d e l s o f h u m a n a l d o s e r e d u c t a s e s u g g e st e d t h a t T y r
- 4 9 a c t s

a s t h e a cid b a s e c a t al y s t a n d A s p
1 4 4 , L y s

1 7 9 , a n d H i s - 1 1 2 p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n f a cili t a ti n g t h e h y d ri d e
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,へK l

t r a n s [ e r
】~■･ l ( l l

. A ll f o u r o r th e s e a m i n o a c i d r e si d u e s a r e c o n s e r v e d t h r o u g h o u t t h e s u p c r r a m il y l I n c l u d i n g th e

A l r A fr o m Vi b ri o s p ･ st r a i n X Y 1 2 1 4 ･ T h e t e t r a -

a m i n o a ci d m o tiL~I P K S i s c o n s e r v e d a m o n g t h e s e

N A D P H - d e p e n d e n t r e d u c t a s e s , a n d t h e l y si n e r e si d u e i n t h i s m o ti f i s i n v o l v e d in N A D P = b i n d i n g
】7･ ( F i g ･

1) ･ A l t h o u g h t h e m o tir i s p r e s e n t i n V i b ri o s p . s t r a i n X Y - 2 1 4 A l r A , s o m e a m i rl O a c i d r e si ｡1 u e s w e , e n o t

c o n s e r v e d a r o u n d t h e m o ti f ･ T h e p u riL7 e d e n z y m e w a s a s c e r t a in e d t o b e a s in g l e b a n d o n S D S- P A G E ( F ig .

2 ) ･ 7 L s r e l a ti v e m o l e c u l a r m a s s w a s e s .i m a t e d t o b e a p p r o x i m a t e l y 3 2 k D a ･ T h e m o l e c u l a r m a s s i s i n g o o d

a g r e e m e n t w i t h t h a t d e d u c e d f r o m t h e a m i n o a c id s e q u e n c e ( 3 6 ,3 6 7 D a ) . A l th o u g h th e m aj o r it y o [ k n o w n

A K R s a r e m o n o m e ri c
,
a n d m o s t x y l o s e r e (I u 〔t a s e s f u n c ti o n a s n o n c o o p e r a ti v e , ti g h tl y a s s o c i a t e d d i m e r s

w it h a s u b u n i t m o l e c u l a r m a s s o f 3 3 t o 4 0 k l ) a
■■1

.
Z l

,
t h e s u b u n i t s t r u c t u r e o r A I r A h a s n o t y c L b e e n

d e t e r m i n e d .

T h e V ib ri o s p ･ s t r a i n X Y - 2 1 4 ^ 1 r ^ s h o w e d h i g h e s t a c ti v i t)-. t o w a r d A- n i t r o b e n z a l d e h y d e ( F i g . 3 ) . T h e

h i g h a ffi n i ty o ｢ th e e n z y m e L o r p- n i t r o b e n z a l d e h y d e i s t y pi c a l f o r a ll A K R s
■｣ u ■

. O n t h e o th e r h a n d
.
A l r A d i d

n o t s h o w a n y a c ti v i t y
t o w a r d s D - x yl o s e , D

-

a r a b i n o s e
.
D - g l u c o s e , I )- m a n n o s e , i)- f r u c t o s e , a n d D- m a ] t o s e

( all a L 2 0 m M )
,
t y p i c a l s u b st r a t e s u s e d t o c h a r a c t e r i z e a l d o s e r c d u c t a s e s o f th e A K R s u p

e r f a m il
y

･ T h e s e

r e s u l ts s u
g g
e s t e d t h a t V ib ri o s p . s t r a i n X Y - 2 1 ヰ A l r A i s a n a l d e b y d e r e d u c t a s e o f t h e A K R s u p e r r a m il y ･

A l t h o u g h t h e o p e r o n e n c o d i n g t h e a l T A g
e n e a n d a m a l t o s e a- a c e t v l t r a n sf e r a s e g e n e i s l o c a t e d b e t w e e n t h e

β- 1 ,31 ⅩY l a n u tili z a ti o n g e n e s , i t m i g h t n o t c o n c e r n w i t h th e u tili z a ti o n o r β-1 .3- x y l a n .

A .b - A L R : -I 1 M R T L T F E Ⅳ G D T

C . s
- A L R : M Z( T Z , T-- L ⅣN G Z4 = エ
H . s ･ A L R : M A A ヨ C V L L H T G Q R M

M . m
- A L R : m A 8 EI V L Z .Ⅰ℡ G Q f W

V . s ･ A lr A : M S N = T D = A L Q き G Å T

▼

A .b ･ A L R : T R Q =

C . s
- A L R : V R

H . ら- A L R ; ∇ Q Åエ

M . m
. A L R : V K A L

V . s ･ A lr A ; ∇K D L

A .b ･ A L R : = H

C . s
･ A L R ; = K

H . s
- A L R ! v L

M . m ･ A L R : v L

V .s
･ A J r A : r Q

B R O Z D D = Z J S ∇A EI

S R Q = D D ∇Z I 8 V ^ 8

8 A P
-

G E V Y N Å∇R S

EI B P G R V K N A V - K Y
8 E P G Q V R A Å V- K Y
S E P G Q ∇ R Å A =- R 8
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V . s - A (r A : E N L T q D E P V Å-------ll-一一----
- - -

Ill-

F i g ･ 1 ･ C o m I, a ri s o n o r t h e d e tl u c e d a m i rl O a cid s e q u e n c e s o r a ld e h v d e r e ct u c t a 5 e S .

T h e s e q u e n c e s o f A L R f r o m A I c a n z
l
u o rtz x b o , k u m e n si s S K 2 ( A . b- A L R ) , Cb a n o th e c e

s p ･ C C Y O l l O ( C , s- j＼L R ) .
II D ' ' W 5 a Pi e TZ5 ( H . s- ^ L R ) .

M u g m u s c ul u s ( M . m - A L R ) ,
a n d V Llb ri o sl, . S t r a i n X Y - 2 1 4 ( V ･ sI A l r A ) a r e a li g n e d . T h e a r n i n o a c id r e sid u e s

c o n s e r v e d i n t h e r. ､
･

e s e q u e n c e s a r e h i g h li gt -t e d . T h e p u t a Li v c a c ti v e si te

r t
･

si d u e s a r e i n (li c 乙I t e d 1 - v l ri a I- g l L
･

S ･ i) ( ,【s r e p r c s c n t t h e p r c d i ｡ t e d N A D P H -
b i rl di n g m o L ir s , l P K S .

3 1 7

3 1 9

3 2 5

3 2 5

I) I. i
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5 1

F i g . 2 . S D SI P A G E o r t h e r A l r A ･

L a n c M
,
s t a n d a r d m a r k e r s ; l a n c 1 . r A l r A f u s e d w it h a T rig g e r F a c L o r ( T F) a n d

a .
Si x - H i s l a g w h ic h w a s p u rifi e d w i th H i T r a p c h el a ti n g H P c o l u m n ; l a n e 2 ,

r A l r A w h i c h w a s p
u riri e J w i L h H i T r a p c h e l a Li n g a n d R e s o u r c e Q c o l u m n s a ft e r

L h e r e m o v a l o r a T F a n (I a si x- H is t a g b y t h r o m b i n p r o t e a s e ･

⊂:

蓋
iZ I
■l

.ェ1

<

t h
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■
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O

<

○

≡
> ■

N

⊂
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･ ･l
^ 0
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S

: ･ q
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C O
S
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_ 小
8O
O O

芸･t y
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Fi g . 3 . T h e N A D P H - d F P e rl d e n t r e d u c ti o n o f v a r i o u s 亡a r b o n y) c o m p o u n d s b y r A l r A I

T h e p u rili e d e n z y m e ､ ､
･

a s a ss a y ed i n t h e s t a n d a l
.

d a s s a y c o n d i ti o n [ o r r e d u c ti o n

w it h v a rio u s s u b st r a t e s . E a c h v a l u ビ r e p r C S e n t S t h e m e a n o r t r i pli c a t e m e a s u r e-

m e n t s .

A c k n o w l e d g - e n t

T h i s s t u d y w a s s u p p o r t e d b y a g r a n t p r o g r a m o りa p a n S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y A g e n c y ( R e s e a r c h f o r

p r o m o ti n g T e c h n o l o g i c a l S e e d s , 2 0 D 7) .

R e f e r e n c e s

1) B o E I R F. N , K M . B . B u L L O (
.

K
,
B . W E R iゝ U T I-I a n d K . H . C ^ B TL ヽ Y , T h e a l d o - k c t o r e d u c t a s e 5 u p e rLla mi 1y･ c

D N A s

a n d d e d u c e d a m in o
･

a c i d s e q u e n c e s o r h u m a n a l ll e h y d e a n (I al d o s c r e d u c t a s c s J . B i ol , C h e m . 2 6 4( 1 6 ) ≡ 9 5 4 7- 9 5 う1

( 1 9 8 9) .
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2) W A T A N A B E
,
K .

,
Y . F u J II , K . N A K A Y A M A

,
H

. O H K U B O
,
S . K u R A M I T S U

,
H . K A G A M I Y A M A

,
S . N A K A N IS H I a n d 0 .

H A Y A I S H I ･ S t r u c t u r a l si m il a r lt y O f b o v i n e l u n g p r o st a g l a n d i n F s y n t h a s e t o l e n s e p sil o n- c r y s t a lli n o f th e E u r o p e a n

c o m m o n fr o g , P r o c . N a il . A c a d . S ci . U . S . A .
,
8 5 ( 1) : l l - 1 5 ( 1 9 8 8) .

3) C A R P E R , D .
,
C . N IS H I M U R A

,
T . S H I N O H A R A

,
B . D IE T Z C H O L D

,
G . W IS T O W

,
C . C R A F T

,
P . K A D O R a n d J . H .

K I N O S H I T A ･ A ld o s e r e d u c t a s e a n d pI C ry S t a lli n b el o n g t o t h e s a m e p r o t ei n s u p e rf a m il y a s a l d e h y d e r e d u c t a s e ,

F E B S L e tt . 2 2 0( 1) : 2 0 9 - 2 1 3 ( 1 9 8 7) .

4 ) O N I S H I , Y .
,
M . N o s H I R O

,
T . S H I M O S A T O a n d K . O K U D A . M o l e c u l a r cl o n i n g a n d s e q u e n c e a n al y si s o f C D N A

e n c o d i n g d el t a 4
- 31 k e t o s t e r o id 5 b e t a- r e d u c t a s e o f r a t li v e r , F E B S L e ft . 2 8 3( 2) : 2 1 5 -2 1 8 ( 1 9 9 1) .

5) W E L L E
,
R ･

,
G ･ S c H R O D E R

,
E ･ S c H I L T Z

】
H ･ G R IS E B A C H a n d J . S c H R O D E R . I n d u c e d p l a n t r e s p o

n s e s t o p a th o g e n

a t t a c k . A n al y s is a n d h e t e r o l o g o u s e x p r e s si o n o f th e k e y e n z y m e i n t h e b i o s y n th e si s o f p h y t o a l e xi n s i n s o y b e a n

( G l y ci n e m a x L . M e r r . c v . H a r o s o y 6 3) , E u r . J . B i o c h e m . 1 9 6( 2) : 4 2 3 14 3 0 ( 1 9 9 1) .

6) W I N T E R S , C ･J ･
,
D ･ T ･ M o L O W A a n d P ･ S . G u z eli a n . I s o l a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f cl o n e d c D N A s e n c o d i n g

h u m a n li v e r c hl o r d e c o n e r e d u c t a s e
,
B i o c h e m i st ry . 2 9 ( 4) : 1 0 8 0 - 1 0 8 7 ( 1 9 9 0) .

7) K I T A , K .
,
K . M A T S U Z A K I

,
T . H A S H I M O T O

,
H . Y A N A S E

,
N . K A T O , M . C . C H U N G

,
M . K A T A O K A a n d S . S H I M I Z U .

C l o n i n g o f t h e al d e h y d e r e d u c t a s e g e n e fr o m a r e d y e a s t , S p o r o b ol o m y c e s s al m o n i c ol o r , a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f th e

g e n e a n d it s p r o d u c t , A ppl . E n vi r o n . M i c r obi ol . 6 2 ( 7) : 2 3 0 3 - 1 0 ( 1 9 9 6) .

8 ) U M E M O T O
,
Y .

,
R . O N IS H I a n d T . A R A K I . C l o n i n g o f a n o v el g e n e e n c o d i n g b e t a

l l
,
3 - x yl o si d a s e fr o m a m a ri n e

b a c t e ri u m
,
Vi b ri o s p ･ s t r a i n X Y - 2 1 4

,
a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f th e g e n e p r o d u c t , A 4Pl . E n vi r o n . M i c r obi ol . 7 4 ( 1) :

3 0 5 - 3 0 8 ( 2 0 0 8) .

9) A R A K I , T .
,
S .
T A N I

,
K . M A E D A

,
S . H A S H I K A W A

,
H . N A K A G A W A a n d T . M o R IS H I T A . P u ri fi c a ti o n a n d

c h a r a c t e ri z a ti o n o f b e t a l l
,
3 - x yl a n a s e fr o m a m a ri n e b a c t e ri u m , Vi b ri o s p . X Y 1 2 1 4

,
B i o s ci . B i ot ec h n ol . B i o ch e m . 6 3

( l l) : 2 0 1 7- 9 ( 1 9 9 9) .

1 0) S A I T O , H .
,
a n d K M I U R A . P r e p a r a ti o n o f t r a n s fo r m i n g d e o x y ri b o n u cl ei c a ci d b y p h e n ol

- t r e a t m e n t
,
B i o ch e m .

B i op 砂s . A ct a . 7 2 : 6 1 9 -6 2 9 ( 1 9 6 3) .

1 1) S A M B R O O K
,
H ･

,
E I F ･ F R I T S C H a n d T ･ M A N I A T IS . M o l e c u l a r C l o n i n g : A l a b o r a t o r y M a n u a l , 2 n d . e d n

,
C old Sp ri n g

H a rb o r L a b o r a t oヮ P re s s , C old S p ri n g H a rb o r , N Y . ( 1 9 8 9) .

1 2) A L T S C H U L
,
S . F .

,
W . G IS ll

,
W . M I L L E R

,
E

. W .
M y E R S a n d D .J . L I P M A N . B a si c l o c a l ali g n m e n t s e a r c h t o o l ,

J . M ol . B i ol . 2 1 5 : 4 0 3 -4 1 0 (1 9 9 0) .

1 3) G A S T E IG E R , E .
,
A . G A T T I K E R

,
C . H o o G L A N D

,
I . I v A N Y I

,
R , D . A p p E L a n d A . B A I R O C H . E x P A S y : t h e p r o t e o m i c s

s e r v e r fo r i n - d e p t h p r o t ei n k n o w l e d g e a n d a n al y si s , N u cl ei c A ci d s R es , 3 l : 3 7 8 4
- 3 7 8 8 ( 2 0 0 3) .

1 4) L A E M M L I , U ･ K ･ C l e a v a g e o f s t r u c t u r a l p r o t ei n s d u ri n g th e a s s e m bl y o f th e h e a d o f b a c t e ri o p h a g e
T 4

,
N a t u re .

2 2 7 : 6 8 0 - 6 8 5 ( 1 9 7 0) .

1 5) B o H R E N
,
K . M .

,
C . E . G R I M S H A W

,
C .I . L A I

,
D . H . H A R R IS O N

,
D

.
R IN G E

,
G . A . P E T S K O

,
K H . G A B B A Y .

T y r o si n e
-4 8 is th e p r o t o n d o n o r a n d h i stid i n e

- i 1 0 di r e c ts s u b s t r a t e st e r e o c h e m i c al s el e c ti v lt y l n t h e r e d u c ti o n

r e a c ti o n o f h u m a n a l d o s e r e d u c t a s e : e n z y m e k i n e ti c s a n d c r y s t al s t r u c t u r e o f th e Y 4 8 H m u t a n t e n z y m e ,

B i o ch e m i s irJ . 3 3 ( 8) : 2 0 2 1 - 2 0 3 2 ( 1 9 9 4) .

1 6) T A R L E , I . , D . W . B o R H A N I
,
D . K . W I L S O N

,
F . A . Q u I O C H O a n d J . M . P E T R A S H . P r o bi n g th e a c ti v e sit e o f h u m a n

al d o s e r e d u c t a s e ･ S it e - d i r e c t e d m u t a g e n e si s o f A s p
- 4 3

,
T y r

- 4 8
,
L y s

- 7 7
,
a n d H i s - 1 1 0

, J . B i ol . C h e m . 2 6 8( 3 4) :

2 5 6 8 7 - 2 5 6 9 3 ( 1 9 9 3) .

1 7) B o H R E N , K . M .
, J . L . P A G E

,
R . S H A N K A R

,
S . P . H E R N R Y a n d K . H . G A B B A Y . E x p r e s s i o n o f h u m a n al d o s e a n d

al d e h y d e r e d u c t a s e s . S i t e
- d i r e c t e d m u t a g e n e si s o f a c riti c a l l y si n e 2 6 2 , J . B i ol . C h e m . 2 6 6( 3 5) : 2 4 0 3 1 - 2 4 0 3 7

( 1 9 9 1) .

1 8) R IZ Z I , M .
,
P . E R L E M A N N

,
N . A . B u トT H A N H a n d H . D E L L W E G . X yl o s e fe r m e n t a ti o n b y y e a st s . 4 . P u rifi c a ti o n
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海洋細菌 Vi b ri o s p . X Y - 2 1 4 株由来

ア ルデ ヒ ドレダクク ー ゼの発現と性質

梅本 善明 ･ 荒木 利芳

三重大学大学院生物資源学研究科

要 約

海洋細菌 vib ri o s p . X Y - 2 1 4 株か らβ一1
,
3 ヰ シ ラ ナ

ー

ゼ 遺伝子 (tx J A) とβ-1 , 3 ヰ シ ロ シ ダ
ー ゼ遺伝

子 (xl o A ) の 間 に位置する推定ア ル デ ヒ ド レダクク
ー ゼ 遺伝子 ( al r A) をク ロ

ー

ニ ン グ した ｡ al r A 遺伝

子は, 3 2 4 ア ミ ノ酸残基を コ
ー ドす る 97 5 塩基対の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か ら構成され て おり,

そ の 翻訳タ ン パ ク質 の推定分子量は 36 ,3 6 7 D a で あ っ た ｡ 本 ア ル デ ヒ ド レ ダク ク
ー ゼ ( A l r A ) は , そ

の ア ミ ノ酸配列から ア ル トケ ト レダクク
ー

ゼ ( A K R ) ス
ー パ ー

フ ァ ミ リ -

に 分類され た｡ al rA 遺伝子

を p C o l d T F D N A ベ ク タ
ー

に サ ブク ロ ー

ニ ン グ し
, 大腸菌 ( B L 2 1) に お い て 組換えタ ン パ ク質を過

剰発現させた｡ 組換え体 A l r A ( r A l r A ) の N 末端に 付加された可溶化タグ で ある T rig g e r F a c t o r ( T F)

お よ び ヒ ス チ ジ ン タグをト ロ ン ビ ン に より切断し, そ の後 H i T r a p c h el a ti n g H P カ ラ ム と R e s o u r c e (～

カ ラ ム を用 い て r A l r A を精製した｡ A l r A はp- ニ ト ロ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ドに 対し て は活性を示したが ,

D ヰ シ ロ ー

ス や D - ア ラ ビ ノ
ー ス

,
D - グ ル コ ー ス

,
D - マ ン ノ

ー

ス
,
D- フ ル ク ト

-

ス
,
D - マ ル ト

ー

ス ( 最

終濃度 20 m M ) な どの 基質に は作用しなか っ た ｡ こ れ らの 結果か ら, Vib ri o s p . X Y -2 1 4 株由来 A l r A

が A K R ス ー パ ー

フ ァ ミ リ
ー

に 属する ア ル デ ヒ ド レ ダクク
ー ゼ で ある こ とが示唆され た｡


