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Molecular　Charaeterization　of　Staphylococcus　warneri　Catalase
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　　　　　　　　　　　　　　　Kyushza　｛．Jniversity，　Fu，kuoka　812－8581

　　　　　　　　CRe（：eive（i　Jut？“125，2000α鴛dαoc印）te（t　Az4gzsst　18，200の

　　　The　ca漁捻s《きgeke　wa＄c叢（）xxeCt董）y　s¢ree醜agen◎認。Σ）NA蓋bra導γof　3．　Wff？7zen　ISK－1

strain　witk　a　strong　catx（　laLse　actj，vity　for　complementation　of　the　actisrity　irt　catalag．　e－deficient　E

coti　strain．　Nucleoticie　sequence　analysis　of　a　2．2－kb　DNA　fragment　revealed　an　open　reading

frame，　ca1董＄d綴砿¢捻。◎d㎎鋤e麟d奪◎ダ5◎4　a王蜘。　adds賊h　a　calcu圭aもed　m◎1ecular　mass◎f

58kll）a．　Tke　pre｛licted　anut｝e　acid　sequence　showed　high　similarkies　i？vlth　the　moRof［mcticRal

catalases．　No　sixnilaritie＄　were　£owrd　between　katA　product　and　catalase－peroxidase　type

enzymes．　E玉ectro’phQretic　mQbihty　Qf　ka翻ゆroduct　was　close　to　that　of　the　previously　purified

ISK－1　eatalase．　Catalase　aetivity　was　lost　when　the　135　amino　acids　were　deleted　frorn　the

C一廓e㎜孟熟a蓋re慕沁薮．

INTRODUCTION
　　　Reactive　oxygen　speci（）s（ROS）such　as　superoxide　anion　radical（02’一）a皿d　hydrogen

peroxide　（H202）　are　produced　as　by－products　of　aerobic　metabolism．　The　effects　of　ROS

reslllt　in　sericus　daraages　of　various　celiular　compoReRts　sgch　as　DNA，　RNA，　preteins　aRd

lipids　（lmiay　and　Linn，　i　988）．　Therefore，　microorganism　has　evolved　several　enzymatic

defense　systems　to　etintmate　the　lethal　effects　of　ROS　（Storz　et　al．，　1990）．　For　example，

superoxide　akien　radica．｝　is　el．imiuated　by　disinutatioR　to　hydrogeR　peroxide　by

superexide　dismutase，　and　hydrogen　peroxide　is　decompesed　by　cataiase　aRd　peroxidase

（Hassen　and　Fridovich，　th　978）．　Catalase　catalyzes　the　conversion　of　hydrogen　peroxide　to

water　and　oxygen．

　　　忍30んθ痂編αoo認is　a盤。認y獄1αoorg舗sm撫e　caもalase　of　which　has　been　st慧died玉ft

depth（Triggs－Raine　et　at．，1988；von　Ossowski　e彦α1．，199D．　This◎rga遥sm　is㎞o職to

produce　two　species　of　hydroperoxidases　（HPI　and　HPII）　which　are　synthesized　in　quite

d避erenもma㎜ers．　H：P夏e鍛。◎d磁by肱書σex㎞bits　a　peroxidase　acも童viもy　in　addit沁臨◎the

ca憾ase　acもiVi．もy　which¢xpressGs　i簑　the　exp◎Re簸もi磁phase，　a飛d　is　g◎vemed　by撫e　g1◎b綴

oxidative　stress　regulon　OxyR　（Loewen　et　ag．，　1983；　Christrnan　et　al．，　1989）．　HPII

encoded　by　katE　pos＄es＄es　only　catalase　activity　and　is　synthesized　in　the　stationary

growth　phase．　［1］he　expressiok　of　IIPII　reqwtes　a　imcticua｝　sigma　factor　RpoS　（LoeweR

and　HeRgge－Arexis，　1994）．

　　　The　genus　Staptdylococcms　comprises　a　group　of　gram－positive　and　cata｝ase－positive
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facu｝tative　anaerobe．　MaRdell　（1975）　has　described　that　the　staphylococcal　catalase　actis

as㎞porta庸ole　to　tolerate　against　the　lethal　concentration　of　e瞳。㎜甑al　hydro9命n

peroxide．　Catalase　has　beeR　used　as　a　biocherrtieal　tool　for　（tifferential　identificatio“　ef

staphy｝，ococcal　specl，es　（Raymond，　1976）．　But　｝ittle　is　kRown　about　the　character　a，nd

structure　Df　staphyiococcal　catalase，　although　some　reports　were　foeused　on　the

physiological　krrtportanee　of　this　eRzyme　（F｝owers　et　ag．，　1977）．　Moreover，　staphy｝ocoeeal

catalase　also　plays　an　important　role　in　food　fermentations　in　which　hydrogen　peroxide

accumulated　causes　color　defects　in　food　and　’kills　available　baeteria．　For　example，　S．

cα．r？zosws・c就alase　decomposes　hydrogen　pero幻．de癒㎜ed　as　a　metab◎ht曲y　lactic　acid

bacもeria（LAB）and搬ay　be　i】餓por捻嚢もも◎re（沁ce　adverse　e．罫罫ecもs◎R　cd◎r，　ar◎】瞭a　a設d

shelfLlif◎Qf　the　ferlnented　sausages（Hammes　and　Knauf，工994）．　For　these　reasol、s，

much　atteRtioR　is　being　denoted　to　the　characteristic　and　structura｝　properties　of

staphylocoecai　cata｝ase．

　　　5．wameri至SK擁was　is（）ね艶d　fr◎獄we鍛一agedム醜んα伽初，撒e　rice　brarとpack磁

fermentation　bed　for　Japanese　traditional　pickled　vegetables　（Kimura　et　al．，　1997）．　This

straiR　possesses　a　stroRg　cata｝a＄e　activity　eompared　to　ether　aerebic　er　aRaerobic

eubacteria（Mizuno磁αt．，2000）．　In！＞：Ptkαdoん。，　there　exists　many　LAB，　including

bacterioeiR－prcducing　straiRs　of　Lactococczes　lactis　isg｝ated　frcm　differeBt　we｝1－aged

N2Lkadoko　（Ermahar　et　aL．，　1999）．　lt　is　also　assumed　that　S．　zvar7zer？1　ISK－1　catala＄e

ceRtrib“tes　to　sxrvival　gf　LAB　agaiRst　the　envireRmextal　hydregex　percxide　aikd

maintains　the　stable　quality　and　mieroflora　in　NzLkadoko　for　a　long　period．　ln　this　paper，

we　de＄eribed　abont　the　clcpttg　and　characteri，zatioR　of　the　gene　eRcoding　the　catala＄e　cf

ISK－1　strain．　Strucωral　propert掩s　and　phylogenetic　relationships　of伽s　enzyme　were

alse　discussed［．　in　our　kncw｝edge，　this　is　the　first　iRvestigaticR　about　the　gerietic

characterization　of　staphylococcal　catalase．

MATERIALS　AND　MET｝一IODS

Baeterial　strains，　plasmid，　and　eulture　conditions

　　　3㈱励cooc撚α襯ISK－1　w＆s　isda舳◎llr　lab◎ra鱒（㎞蟻r脇α1。，1997），
and　was　grown　at　37”C　in　MRS　medium　（Oxoid，　Hampshire，　England）　Eschertchia　coli

Tab韮e　L　Bac℃er三a1　S麗註獄三sed重嚢嶽韮S　S熱蜘

Strain Description＄ References

翫α．擁μo“○心螂磁糀碗

　　　　　　　　ISK－1　　　1solated漁◎ur　laboratory肋mムIZkkαdoko ㎞膨鰯．，1997

Escherichta　coli

　　　　　　　　JMlO9

Mcleoo

SNOO29

recA　l　szeprc44　enda〃雄濃179〃焔96胃内　YaRisch－Perr◎飛θ叢砿19＄5
thi　A（gcrc－puro‘eNg）

αrα1）f39∠玉ぐα賀著一‘θ鎚）7696　gaZUgαIK△ぐ1　7・り　　Nakagawa就αt．，1996

mpsL　thi

MCIOOO　katG；：Cm　hatE：：kn Nakagawa　et　al．，　1996
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JMIO9　（Toyobe，　Osaka）　aRd　catalase－defective　mutant　E．　coli　SNOO29　（katG：：Cm，

katE：：kn）　（Nakagawa　et　asl．，　，1．996）　were　growR　at　37“C　with　shaking　kk　Lxria－Bertani

（LB）　rnedium　or　on　LB　1．5e／）　agar　medium　containing　40　pag／mi　ampicillin．　WheR　the

growing　was　appropriate　for　elonal　selection，　X－gal　（5－bromo－4－isopropyl－B

－m一一4－chloro－3－indol一　B－D一一galaetopyranoside），　IPTG　（isopropylthio一　B－D－galactosidase）

and　ampic趾n　were　added　at　conceRtrations　of　50，40，20μ創m1，　respectively．　Genotypic

preperties　ef　these　strains　are　indi¢ated　in　［rab｝e　1．　C｝oni　rig　vecter　pUC　i　8　（Tgyebg）　was

used　for　cloniRg　of　S．　wesmeri　ISK－1　catalase　gene．

1）NA　preparatio漉a盤d　maR薫：pu嚢atio盤

　　　丁（）もal　chr◎艶◎s◎瓢a三DNA　fど○膿3、乞びα，辮θ麗王SK：一1就ra類was　is◎1滋ed　by　applyi貧g　a

combination　of　the　two　methods　（Marmur，　1961；　Berns　and　Thomas，　1965）．　Plasmid　DNA

was　purified　from　E．　coli　with　Mag　extractor　plasmid　extraction　kit　（Toyobo）．　Restriction

endonuclease　digestions，　analys．　es　and　ligations　were　performed　aecordmg　to　the　methodg．

of　Sambrook　et　ag．　（1989）．　E．　coli　cells　for　electroporation　were　prepared　according　to

撫eproも◎c（）1　recom澱e簸（至ed　foで撫e　Gene　Pulser　appara撫s（B叢。－Rad，　Herc滅es，　CA，　USA）．

Southem　hybridization　with　fiuc｝eotide　probe＄　was　performed　by　usiRg　the　AlkPhos

labeling　system　（Amersham　Pharmacia　Biotech，　Uppsala，　Sweden）　according　to　the

manufaeture’s　protocol．

αo血gofea観aseg磁e
　　　The　chromosomal　DNA　from　ISK－1　strain　was　partially　digested　with　restriction

enzyme　SαzL3AI．　A　genomic　library　was　constructed　by　l嬉a｛加g　the　Sαze3AI　fragments

三賞t◎　もhe」Bα窺HI　siもe　of　pUC18　vector　aRd　もransform¢d　三崩£◎E．　co認　SNOO29　by

e．lectroperatioR．　［rhe　traRsfermants　were　selected　oR　LB　agar　eoRt3iRiRg　4g　psg／ml

ampicilliR．　The　pesitive　clone　was　screelted　for　competence　of　eatalase　activity　by

applytng　a　30／o　hydrogen　peroxtde　to　agar　plate　and　lookmg　for　the　generation　of　oxygen

bubbles．

Nosted　de璽e蕊。盤a塾d　DNA　se璽ueR¢i烈9

　　　A　catalase　clone　of　2．2－kb　Saze3AI　fragment　in　both　orientations　was　digested　with

Smal　and　SaLI．　Then　nested　deletion　was　performed　with　doub｝e－stranded　Nested

Deまeも玉（）R　Kiも◎utliハe（i　by撫e獄a澱1facもure　（A】餓eshaml　Pharmacia　Bi◎もech）。　The

traxs．formaRt＄　coktainiirig　＄i，iitable　size　deletie“s　were　identMed　aRd　sequeRced．

Sequencing　reaction　based　oi’rthe　method　of　Sanger　et　ag．　（．i　977）　was　perforrned　with

Auto　Sequencer　Core　Kit　（Toyobo）　according　to　the　instruetions　of　the　manufacture　and

using　Cy－5　labeled　M　13　Univer＄al　and　Reversal　prtmers　（Amersham　Pharmacia　Biotech）．

DNA　sequence　analyses　were　performed　with　ALF　express　（Amersham　Pharmacia
Bietech）．

CataJase　activity　staining

　　　Native　PAGE　was　performed，　wtth　7－200／e　gradient　polyacrylamide　ge｝s　（Atto　Co．，

Toky◎）．　The　fo恥w掻g　sもai蕪聖£f◎r　caもaぬse　acもiviもy　was　d（）xe畿s　rep◎rもed　previ◎嚢s王y

（Clare　et　ag．，　1984）：　the　resulting　native　PAGE　gel　was　soaked　for　45　min　in　50　miVf　potas－

sium－phosphate　buffer　（pH　7．0）　eontaining　502Lg／ml　horseradish　peroxidase　rwako　Pure



2i6 z）．F2Lk鴛da，〔懸al。

Chernical　lndustries，　Osaka），　fellowed　by　addit．ion　o，f　5　mM　HL，02　and　the　incubat，ion　at

250C　for　10mm．．　The　gel　was　washed　twice　with　distilled　water　and　then　soaked　in　t，he

buffer　ceRtaiking　O．5　mg／ml　diaraiRobeRzidilte　（1，Slaca｝ai　Tesque／　to　develop　t，h，e　back－

ground　brown　color．　No　color　would　appeared　in　th，e　area　cataiase．　d，　epleted　H202．

PhylogeRetic　analyses
　　　S．　wamewi　ISK－1　KatA　and　，represetative　i　3　baeterial　monof｛mctioRal　catalases　were

used　in　this　analysis．　The　Clustal　W　program　was　used　for　multip］e　arnino　acid　sequence

co，　rapariseR，　and　phylogeRetic　tree，　based　on　neighbor－joining　（Nj）　methed，　was

constructed　with　the　pregram　TreeView　1．5．

Computer　analyses　of　sequence　data　and　nucleotide　accession　numbers

　　　Cemputer　ana｝yses　of　ruc｝eotide　sequeRce　were　performed，　with　GENE’］rYX－MAC　v．

9．0　software　（Software　Development，　Tokyo）．　The　search　for　DNA　sequence　homology

was　carried　out，　with　the　BLAS，　T　program　of　the　GenBank　Nucleotide　Sequence

DataLibrary．

　　　The　nucleotide　sequence　of　3。　zθαγηθ短ISK一ユkαtA　has　been　submitted　to　the

GenBank　databases　（accession　number　ABO45340）．　Accession　numbers　of　other
seqlleRces　used　for　the　anaiysis　are　as　f◎登◎ws；E・oo麗耀E，　M5薫62；ゐαctoわctcie929s　sa・kei

katA，　M84015；　llaemophie？ks　tw／Zzeenxae　hktE’，　UO2682；　Neisseria　gonoTrhoeae　kat

gene，　U35457；　Bacteroides　fragilis　katB，　U　187676；　Bordetetla　pertzessis　katA，　UO7800；

、RhiaoわZztm耀乙麗。認んα紐，　U59271；2％泥coわacter　pyごori　kα血4，　U67458；Bαcitlzes　s？しわ孟乞拡s

katE，　X85182；　Baciggus　subtigis　katA，　M8e796；　Streptomyces　ceelicolor　ca・tB，　AF（）004i9；

吻oo～）αcterizem　avi2km　kαtE，　L41246；Psezedomonαsαθ脚inosακα血4，　U34896．

（A）

SandAI Sphl　Hindlll Clal Sphl　Sau3AI

　’

Tyr－339

C3重紐監ase

ac重iv潅y

十

（B）

十

　　　　〇．5　kb

Fig．　1．　Restriction　ruap　and　de｝etion　analysis　of　cloned　S．　u？ame？“i　ISK－1　kata　｝ocus．

　　　　　　Ab鐵もyも（）eO醗茎）肇emeRt　cata｝＆se　actiVity蟄五Z．α〉認SNO◎29　was　aまs（）ftot｛きd．　（A），2．2－kわ5藍α泓3A至

　　　　　　fragment；　（B）　and　（C），　deleted　2．2－kb　fragments　eorrespondmg　to　deletion　of　119　and　135　amino

　　　　　　acids　from　the　C－terminal　regiori　of　ISK－1　KatA，　re＄pectively．
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Fig．2．　Expression　of　ISK－1κα必i皿E．　coli　SNOO29．

　　　　　　Native　PAGE　with　7－200／o　gradient；　A，　stained　with　Coomassie

　　　　　　Brilliant　Blue；　B，　stained　with　diaminobenzidine　for　catalase

　　　　　　band．　Lane　a，　partially　purified　ISK－1　catalase　from　S．　zvameTi

　　　　　　ISK－1　（Mizuno　et　al．，　2000）；　lane　b，　cell－free　extraet　from　E

　　　　　　coli　SNOO29；　lane　c，　cell－free　extract　from　E．　coli　SNOO29

　　　　　　containing　katA　gene　on　plasmid　pUC18．　The　white　arrow

　　　　　　shows　the　recombinant　katA　gene　product　expressed　in　E．　coli

　　　　　　SNOO29．

RESULTS

Cloning　of　chromosomal　S．　warneri　ISK－1　catalase

　　　The　genomic　library　of　S．　zvamaeTi　ISK－1　was　screened　in　E．　coli　cells　by　the　addition

of　30／o　H202，　and　three　positive　clones　which　generated　oxygen　bubbles　were　obseived，

Plasmid　DNA　pSWIO3，　extracted　from　one　positive　clone，　contained　a　2．2－kb　insert　DNA

fragment　（Fig．　1）．　When　E．　coli　SNOO29　was　transformed　with　this　plasmid，　catalase

activity　was　restored．　Thus，　we　co血med　that　expression　of　catalase　activity　was　due　to

the　presence　of　pSW103．　The　cloned　cataユase　gene　product　expressed　in　E．　ooti　SNOO29

showed　electrophoretic　mobihty　identical　to　that　of　the　previously　purified　catalase　from

S．　zoameri　ISK－1　strain　（Fig．　2）．　This　indicates　that　the　cloned　catalase　gene　from　S．

wameTi　ISK－1　corresponds　to　the　same　enzyme　protein　as　detected　and　purified　from
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Fig．　3．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　沿F耽㍑磁θ‘α‘．

　　　I　GATCAACAAATOGAGTAGAGTAAe《ACTAAATGAACCAGA『「AC了G6ATAGAAAGTAGCTAATTCACCAAτAGACG㏄AτTAAGAAATAAA　　9◎

　　9肇G《議憩《τ《CCIAITM総ss6T《AGCAAGGA了AGceCCACCAG§蓋C（議§C嚢C《｛撚義マ§《e義C胃㏄了鱗《GCCムCAMTA《《ce焔買e　l8§

　　181　CAATTGCGCCACCTATAGCAATCATGGI－rATGTGTCTasAeclTAAACCTCTMCATAIHi’ATTATCTI’CCATATACTGTCTCCCATCTA　270

　　271　『「丁τ『fAAATATATCCATCArmAA丁TCmAG八CCTACτATTCAATAGTAA丁丁τAGCACTTTA《AGTAAAAT“；一rAAAAATT丁TCTGATA　　360

　　36i《πCS蟹蒲一斑触§鰯τ賢触sm£《鐸《麟船《G§GGA；ACpt《；AA；§§《￥《Cマ《τ《買《了麟τ銅賞Cτ麟覆SτSτ6S総　4§3

　　451　　G6《AATTTGA《TG『「CTAAACAAG《CGSTAAGγ「AACAGG丁’「TAT’「CGGCGCA㏄CGTGTCAG《τAG真GAAAA了A6TAτ6ACTGCτGGTCC　　540

　　　　S．窪．　　織　S　藍e　o§　銭　し　T　G　しFG　《　P　￥　S　3　R　巴　縫　S錘　丁　《G　P

　　54遷AASム66τce《C覇丁田聡C直αi《了ム群口《C讐（；TltAeWGCAAATGTCA（議πmGATCGIGAA6TGA“1”rCC“r｛…触目《CGTATGC灯6ε63◎

　　　　　RGPLLMQDIYドしEQ凹SHFDREVIPERR凹HA
　　631　；MAGGTrCca6T6CATI一｛’（｝（iAACAI－1一；’AocGTAACTAATGATAIH！tACTCAGTATACAA6TGCTAAAATGrrCTCG6AAG；osGTAAACA　72e

　　　　　KGSGAFGτFTVτ麗DIT◎￥了SAK鱒ドSεV6K（1
　　721　　AACTGAAATGTTCGCGAGATT丁TCTACTG「rATCTGGTGAAAGAGGTGCAGCAGATGCTGAGAGAGATATTCG下GGATTTGCATTAAAATT　　810

　　　　　TEMFARFSTVSGERGAAbAERDIRGFAtKF
　　811　TTMACTGAAGA￥esAMCT6｛）GAMAG？“TGG￥AATMTAcaCCosTATfCTfCTI一；AGAGACC｛r；AAArlHrATrcaTAAGCTTAMTAG　geC

　　　　　YτEDG閥WDしVG握NTPVFFFRDPKしFVSt冊R
　　gO婁AGCTGT「鵜6《｛玉《了CC《《｛｝麟CG触丁《TGAGAAGTGC《C触触τ納Cτ｛…6｛議C賢Cτ総《CAGS崩凸《CC《G《AGC《ττ《C《C｛議AGT　9§§

　　　　　森　V　銭　震　B　P　R　τ　餐　懸　飛　S　《　Q　鍵　髭栂　B　F冒　了　6　t　P　E　《　t鰻　◎　》

　　99董　GACAA『rTTrAATGTCAGA丁AGAGG丁AT1℃CAAA《GATTI’《CGACATATGCATGGAτTCGG丁TCACAC《CATAW℃τAτ6TACAA丁GA了AA　　1080

　　　　　；　1　紅　緩　S　轟　R　G　！　P　薮　9　し　R　鍵　終　鍵　ε　F　G　S　舞　マ　Y　S　縫　￥　舞　3　銭

　1081　　AGGTGAACGCGTATGGGττAAA了A了CAγτTCA6AACACAACAAGGCATTG《《AATTTAACAGA了GAAGAA6CGGCTA《CGTGATTGCTAC　　1170

　　　　　GERVWVKYHFRTQQGIE国LTDEE三AANVIAT
　tt？1　GGATCGTGATTCTTCACAAAGAGA｝一；“1’A：r’1’”rAATGesATTenAAATGGiGA’IH；ATCCTAAAT6GAAAArGMTATTctAGTAA；GACAGA　126e

　　　　　O　震　B　S　S　O　R　D　し　F　謹　A　王　E　霞G　B　￥　P　K響　区縫　Y　！Q　V　M　τ　E

　1261　　AGAACAAGCTAGAAATCATAAAGATAACCCATTTGATTTAACAAAAG丁TTGGTATCATGGTGAT丁AτCCATTAAr『GAAGTTGGAGAATT　　1350

　　　　　E　Q　《　R　錘　縫　鑑　9　鍵　P　F　P　し　？　藍　￥　饗　￥　縫　6　B　￥　P　L　三　E　v　G　E　F

　1351　　τGA《τ’「《《《（罵《ATCC下直AT《AC「「A「rr「CCAA（iA“rGTTGAA（：A《6CτGCmGC《CCτ《C《AAC禽了（蓬aT了CCTG6Tτ了AGACTATI’C　　l　a40

　　　　　EL魏R緯P錘冠￥FQDVεQAAFAPτ麗！V多》6LI｝YS
　董繍　ゑCC《§森1’麟麟τ6買践C離（i蟹C§T’鐸《買cce鐸《憩蟹麟τ｛｝¢§CA《OS響9《丁《§《買総a《§翼餓献CC《丁ぎ（給C《触撚e¢総τ犠《　遷§3§

　　　　　PDKMLQGRLFPYGDAQRYRLGVNgWQIPVN
　書53垂　CCAACCTAAAGGTGTAGGTAI　rGAAAAI－rTATGTCCA’1一『「τAGTCGTGATGGCCAAATGCGTAτT丁TAeATGATAA㏄AAGGTGGCGGACC　　1620

　　　　　9　ジ　銭§　裾6　IE　霞　し　C　P　F　S　R　ftG　§　舞　R　王　乳9　癖　餐　Q　G　6　6　P

　1621　TCA”AnATCCAAATAATCAAGGTGrrrATGAI’TCCCAACCTGAATrrAmuAGCosCCATTCCCAGCTGATGGTGATosTTATGAATA　171e

　　　　　HYYPNNQGVYDSQPEFKKPPFPADGOG￥EY
　i711　TAA？CAAcaTCAAGA￥GAIGAVAAI－1’ACrl一；GAACAACCAeeTAAGTTAIHI一；ASA？一；ACAAIC？ecTgAAGCgAAAGAGAewA？CTInl”；AC　l　ggg

　　　　　饒QRQDDD燵YFEQPGKしFRしQS◎E《KERIFT
　量8◎ITAAT《（taOCCAA”f－GC6ATG｛WGGTGTAAC《（M（捻《TGTT《AAAGAC（IACATA“1”1℃6CC《買GCT一目《GC醗蘇CC擬嫉君繍36τ鯨　言89登

　　　　　縫　丁　《　畿　姦　鰻　登　G　》　1　E　嚢　V　杖　衰　鍵　縫　三　段　錘　C　Y　銭　《　登　P　拶　y　G　琶

1891AGGTGπGCTA崩GCAπAGGτAπGAT榊mAATOG《mAG触GGTGAG㎝AGACGA細A了GAGAAm榊m触A　1980

　　　　　§　》　《　民　《　LG　王　9　1錘　S　三9　乳　εS　E　Q　9　ε　T　y　E　鍵　F　民　鍵　＊

　1981　GTfAAGA：rrGcaCACTGAAewrrTAIATGATAGAAAf－HTAAATosTAAGTATTCCTAACIAGAAAGGGTGTTGAAos7品目sosTAAATAT　2e7e

　2071　CACA”AGCATGCACAGAATGTGGCGATosTAACTATATCACTACTAAAAATAAAAGAAATAATCCTGAGosTATTGAAATGAAAAAATA　2160

　2奪6言　　TTGCCCAAGA↑TAAACAAATAI“AOGT丁ACATCGTGAAACτAAATAATCACTTATCττTCAAAτACGACAAT隔貰GAAATGCGA《AA　　　　　　　2245

Nueieotrde　sequence　of　the　2，2－kb　Sesu3AI　fragmerlt　cont三三菖1＄K－1な磁4　and　the　deduced

armo　acid　sequence．
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ISK－1　strain．　The　catalase　gene　located　on　pSWIO3　was　named　as　katr1．

N’紐¢監eotide　seq穫e鍛ce　of轟：αむ藍

　　　The　nucleotide　sequeRee　cf　2．2－kb　Sa－ze3Al　fragmeRt　revealed　a　sing｝e　open　reading

frarne　ol’　i，515bp　（Fig．　3）．　This　open　reachng　frame　encodes　504　amino　aeids　with　a

predicted　mol，ecular　．mass　of　58，000　Da．　The　N－terrrdnal　amno　acid　sequence　of　purified

ISK－1　cata｝ase　（KatA）　was　Met－Ser－Lys－GIR－Asp－G｝y－Lys－Leu－Thr－Gly一，　which

cerrespeRcts　to　’the　deduced　oRe　of　kestA　geRe．　’］］hus，　we　cenfirmed　t，he　elening　ef　the

catalase　gene　，from　S．　zvameri　ISK－1．

　　　The　deletion　eloneg．　used　for　nucleotide　sequence　were　tested　for　eatalase　activity　in

E．　coli　SNOO29．　De1etion　of　119　arnino　acids　from　the　C－temnal　region　did　not　affect

catalase　aedvit：　．　However，　activity　was　lost　when　the　135　aitmo　acids　were　deleted　（Fig．

1）．　This　loss　of　aecivity　may　result　from　the　lack　of　the　amno　acid　residite　’ll，yr一一一339　which

is　one　of　the　essential　．residues　for　monofunctienal　catalase　activity　as　mentioned　beiow．

Comparison　of　amino　acid　sequences
　　　The　predic’t，ed　arrtmo　acid　sequence　obtained　for　ISK－1　KatA　was　eompared　to　other

catalase　sequences　in　the　GeRBank－EMBLISwiss－Prot　databases．　The　KatA　showed　the

highest　axxwho　aeid　ideRtity　with　Bactereides　frctf7igis　catalase　KatB　（Rocha　and　Smith，

1995）　（identity　64e／o　and　positive　770／e）　aRd　Haemophigzes　inLfZzeenxae　catalase　HktE

3．warne！ザ　！SK晦壌
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E．007ブ
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YHGDYPLIEVGEFELNRNPNNYFQDVEQAAFAPTNIVPGLDYSPDKMLQGRLFPYGDAQR
PHKDFPLQDVGILELNRNPENYFAEVEQSAFNPMNIVEGIGFSPDKMLQGRLFSYGDAQR
SKKDYPLIEVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGIGASPDRMLQARLFNYADAQR
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Fig．　4．　MultiplE／）　alitssnmer）t　of　the　deduced　amino　acid　sequence　of　ISK－1　KatA　with　other　bacterial

　　　　　　catalases．

　　　　　　The　act韮v奪s重宅¢r㈱idues　are　indicaもed　by　underbar．　The　prox㎞al　aれd（薫sta］．　hemの薮慕an（至sites　ar¢

　　　　　　主熟（滋《≧戯；愈（薫by峯）繊主d嬢．
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（Bishai　et　al．，　1994）　（ideRtity　660／c　aRd　pesitive　78“／o）．　The　KatA　alse　exhibited　high

ho．mologies　to　catalases　of　Lactobacitlus　sakei　（Kriauf　et　al．，　1992），　Baciggus　szebtilis，

a1｝d　E．　cogi　HPII．　Ne　s．imi｝arities　were　feuRd　to　bacterial　catalase－peroxidase　type

e㎜ymes　hk奪、E．　CO馬脚1．

　　　To　identify　important　structural　motifs　in　ISK－1　KatA，　multiple　alignment　of　the

am翻◎acid　sequeRce　of　ISK－1　KatA　w沈h◎嶽er　c就alases　was　investigated（Fi94）．　The

active　sites（His－74，　Ser一ユ13，　and　Asn－i47）of　bovine　liver　catalase，　which　is　a

monofunctional　catalase　well－investigated　in　structure　（Murthy　et　al．，　1981），　were

coxserved　in　the　KatA　at　His－56，　Ser－95　and　Ask－129　pcsition＄．　Mereover，　the　proxiraa｝

heme　sites，　Pro－335，　Arg－353　and　Tyr－357　as　ligands　in　bovine　liver　catalase，　were

localized　as　Pro－303，　Arg－335　and　Tyr－339　iR　the　KatA．　Distal　heme　site　liga，nds　in

boviHe　ljver　eatalase　were　also　conserved　as　His－56，　AsR－i29，　Phe－134　and　Phe－i42，

except　that　Vaレ73　was　replaced　by　Met－55．　The　same　replacement　was謡so　obsαved血

1～．耀露趣躍K滋A

　　　　　　　　　　　　　　　　　　H．　inAuenzae

　　　　　B．．fragitis　KatB，　HktE

B．pe劉醜ssis　KatA

1000

ハ乙80720’ノheeae　Kat

S．　warneri　ISK－1　KatA
57ア

985

973
991

11．　pyieri　KatA

745 B．　s潔ゐ距欝K飢A

975

L．　sakei　KatA

E．　eeii　H？II
壌｛｝登¢

744

627

B、酬騒ゐ燃K縁翻巳

P．　aerugtnosa　KatA

9．三
宮⑳物趨H：P豆夏

S，　coelicolor　CatB

】【～気短．韮5．　P｝毫y10蔀奪盤eも韮。貰手＆慧。簑shi茎）（）ぎ3．　wαfr？zeni王SK－1　KagA．　a識d　rL＞1）rese難tatlve獄圭．cr《）bia孟；ft（）kof1RC－

　　　　　　tional　（，）．atalases．

　　　　　　Catalu．se　amino　anid　sequences　used　in　this　analysis　were　listed　in　Materials　and　Methods．
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B。ノ勧α9乞麺sKatB　and　H．　MLfZUexbXee　Hkt］巳．

　　　Phylogenetic　re｝atiomship　between　ISK－1　KatA　and　13　bacterial　monofunctiona｝

catalases　was　determined　b：　the　neighbor－joining　（NJ）　metihod　（Fig．　5）．　The　KatA

showed　a　close　relationship　with　Netsse？ia　gonorrhoeae　eatalase，　B．　fragieis　KatB　and

H．　i7？Lfluevzaae　HktE．

DISCUSSION

　　　In　this　paper，　we　cloned　and　characterized　S．　wameri　ISK－1　eatalase　geRe，　katA．

ExpressioR　of　katA　iR　E．　eogi　SNOO29　and　catalase　activity　restored　have　stroRgly

ixdicated　that　c｝gRed　katA　encodes　the　catalase　of　S．　wasmeri　ISK－1．　The　KatA

s，tructural　geRe　was　1，515　nuc｝eotides　loRg　aRd　eRcoded　a　protein　of　504　airririo　acids．

The　previously　purified　cata｝ase　subunit　revealed　the　moleeular　mass　of　64　kDa　iR　the

SDS－PAGE　gels　（Mizuno　et　a，g．，　2000），　which　was　higher　than　that　of　katt4　gene　product

（58kDa）　calculated　from　its　predicted　amino　acid　sequence．　This　discrepancy　might　be

due　to　a　feature　of　specMe　protein　structure．

　　　The　multiple　amino　acid　sequence　alignments　and　phyiogenetic　analysis　showed　a

＄trong　relationship　between　ISK－1　KatA　and　monof㎜ctional　c就alases．　EspeciaUy，　the

KatA　showed　a　high　degree　of　amo　acid　sequence　identity　with　B．　fragiLis　KatB　and　H．

inJfZzeengae　HktE．　Based　on　16S　rDNA　phylogenetie，aRalyses，　staphy｝ococci　are　not

clo＄ely　relaもed施もhese　bacもer三a，誠h◎鷺gh　c◎don嚢sage　pa伽m＄◎f　cata玉ase　genes肱猛，

鳶atβandん1露君are　highly　s㎞蔵ar．　These　resu琵s　sもr◎ng匪y㎞d業。就e　tha．t　there紺ghもbe　a

horizental　transfer　of　the　catalase　gene　from　a　commeR　ances’tor　into　these　strains，　aRd

there　is　no　relatioRship　to　phylogenies　based　on　phenotype　or　16S　rDNA　sequence．

　　　Catalase　activity　is　universal　arrtong　Staphytococcus　spp．　Southern　blot　hybridization

analysis　revealed　that　single　catalase　gene　was　present　in　S．　wamewi　ISK－1　chromosome

（data　not　shown）．　On　the　other　hand，　high　catalase　activity　of　S．　sim2Lgans　strain

resulted　from　both　of　catalase　genes　encoded　on　plasmid　as　well　as　chromosome　（Lym　et

al．，　1994）．　The　catalase　gene　on　the　plasmid　contributed　to　the　high　catalase　activity　of　S．

s．i”？，urans．　Generally，　genes　eneoded　on　p｝asmid　DNA　are　kno，　wn　to　transfer　with　high

frequeRcies，　also　suggesting　that　some　staphylocoeeal　strains　gained　severa｝　kiRds　of

㈱重1畿1ase　geRes　fr◎艶d鍾fαe魏鍵毫（こest◎rs．

　　　In◎ur　previous　rep◎魏（M：捻慧］R◎etαど。，20◎◎），　we　descr沁砲dもhat　the　expressi◎R

behavior　of　S．　or］arneri　ISK－i　KatA　was　similar　to　that　of　B．　fra．qitis　KatB，　in　the　way

up－regulated　by　oxygenation　but　not　peroxides．　But　unlike　B．　fragitis　KatB，　S．　zvamewi

ISK－1　KatA　was　mamiy　expressed　in　the　exponential　growth　phase　and　down－regulated

in　the　stationary　growth　phase．　These　suggested　that　aerobic　induction　of　catalase　in　S．

wameTi　ISK－1　is　independen／t　of　peroxides　and　may　be　induced　via　a　pathway，　which　is

related　to　aerobic　vegetative　raetabolism　and　has　not　been　reported　previously　as　a

regulator　of　catalase　expression　．1ike　RpoS　of　OxyR．　The　regulatory　system　involved　in　the

regulation　of　S．　zvarneTi　ISK－1　katA　should　be　interest．ing　and　is　presently　under

investigation．　Thus，　the　further　experiments　which　iRchide　the　regu｝atory　aRa｝ysis　ef

c哉talase　by　N◎rthem　b至。も旗喀and　c（）鍛str穫。もi◎R◎f　catalase一一一deficieftt　8．鱒｛落7聡θ短ISK－1

strain　will　be　needed　to　give　a　clear　solutioR　about　the　ro］，e　of　catalase　to　survive　agamst

toxie　ROS．
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