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Enterobacしer 　agZgiL91nlggsトリプ トフ ア ナーゼの 大湯菌内で の 過剰生産と トリプ トブ

ァ ン 生産 へ の 応用　（北大 ・農 ・応 用菌学）　O 川 崎公 馘 ， 横鰄 篤 炉 冨 田房男

【目 的 1　 我 々 は トリプ トプアナ
ーゼ活性 とピ 丿レビ ン酸生産能を有する 麺 を用 い ， ピルビ ン酸 ，

インド  ル，アンモニアか らトリプ トフアンを 生 産す る研究を行 っ て きた 。前圓 の 本大会 で は こ の 遺伝子の 塩基配

列を決定 し迦 プ ロモ依及 び璽 プ ロト タで 発現させ た ことを報告した ．しか し迦 プ ロモータではカタボラ仆

抑制 ， 彑壁 プ ロモ
ー
タで は プ ラスミド が不安 定 に なる な どの 問題 があ っ た ．今回 は こ れ らを解決するため ，

tacプ ロモ汐 と1acリプ レッサ
ー選伝子 を もっ 発現ベ クターに サブ 夘 蒐 ング した ，また こ の トリプ トファナ“ゼ を形質転

換体か ら精製 し諸性質の 検討 を行 っ た ，

〔方法と結 果 l　 gE　tggzgggugse 　s　SH−18 及 び E．coli 　K−12の トリプ トが ナーゼ構造遺怯子を発現ベ クタ
ー

pTrc99A （塵 L璽 ［
°

）にサブ クロ
ー

ニング して ， それ ぞれ pKT90 ユi塾，　 pKT951 旦£ を得た ．こ れ らを　監

coli 　 J阻 09 に導 入 しIPTGで誘導 した と こ ろ いずれ の 褓でもトリプ トフアナ
ーゼが蓄体蛋白の 約 30 ％に

達 した ．ま た
’
JMIO9／pKTgO1 坐 に お ける比活性は トリプ トフ7ンで誘導 した zaE　LgggggPtlgsro　 es　SM・18 の 約 4

倍 にな り ，
グ 1レコースによ るカタボ ラ仆挿制を受 けなか っ た ．　 及び E，coli トリプ トフアナ

ーゼを

過剰生産させた これ らの 形質転撥体 か らトリプ トフアナ
ーゼ の 精製を行 っ て諸性質を検討した と こ ろ ， 分

解反応の 至 適pH ，

．　SDS−PAGEに よ る分子彙はほぼ同様であ っ たが熱安定性 にお い て gE．：gg！9E91！9S の

トリプ トプアナ
ーゼの ほ うが E；ce ユi の それ よ り優れ て い た。トリプトフアン生 産にお い ては ， 洗浄菌体を用 い

て インドー
冫｝

，
ピ 1｝ビ ン酸 ， アンモニアか ら舎成 した と こ ろ JMO9 ／pKT901 墨 の 方が JM109／pR7951匹 よ り

も高い 生産性を示 した 。すなわ ち E．aero 　enes の トリプ トプア卦ゼ はトリプ トフアンの 酵素的生産 へ の利用

に お い て E．coli の トリプ トが ナ
｝ゼ よ りも優れ て い る こ とがわか っ た，
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　　　　　　　　　　　賛翻 認 。脚鶚
n

，鵠、ε
n

墨器鰲 脚 鸚 巌
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　　　　　Pseudomonas　 putlda の
’PllTプ ラス ミ ドに コ ー ドされ て い る
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　　　　　 フ タル 酸 初期 分解遺伝子

○野村恭稔＊，中川真理子 ＊ ．小川暢男 源 島俊 ，大嶋泰治 （阪大 ・工 ・応生 ，
＊ 日本合成 ゴム ）

［目的 ］我 々 は P．putida 　NMHI  2−2 株
且 ’

が保 有す る PHT プ ラ ス ミ ドの 7−kbp 堕 RI　 DNA

断 片 くpht ）に コ
ー ドされ て い る遺伝子 が フ タル 酸初期分解 に重 要な役割 を有 して い るこ

とを報否Lた
2 〕

。 本研究 は 甦些 遺伝子の 全塩 基 配列を明らか に す ると ともに 、その 機能

の 解析 を 目的 と して い る。

［方法お よび 詰果 ］全 塩基 配列の 決定に よ り 血 遺伝子 に は 5 構造遺伝子 （甦 1〜 哩 5）

が存 在 し、個 々 に 予想され るア ミ ノ酸配列の コ ン ピ ュ
ーター検 索及びサ イズ の 異なる種 々

の pht 由来プ ラ ス ミ ドを胴い た トラ ン ス ポ ゾ ン 挿 入失 活変異 （Pht
−
）の 相補性 試験 によ

り、pht2 に は フ タル 酸 オキ シ ゲナ ーゼ リダク ターゼが 、　mh！3 には フ タル 酸 オ キ シゲナ ー

ゼが 、pht4 に は 4 ，5一ジ ヒ ド ロ 4
，
5一ジ ヒ ドロ キシ フ タ ル 酸 デ ヒ ドロ ゲナーゼが、そ して

pht5 には 4
，
5一ジヒ ドロ キ シ フ タ ル 酸デ カル ボキ シラーゼ がそれ ぞれ コ ー ドされて い る こ

とが 示唆 され た 。phtl には他 の 血 遺 伝子 の 発現 を正 に調節する 機能を有 す る蛋 白 、あ

る い は フ タル 酸 の トラン ス ポ ータ ー−ee白が コ ー ドされて い る もの と考え ちれ る 。 ノザ ン プ

ロ ッ ト解析よ り、2璽β
一
奥 4 オペ m ン及 び 血 5 の 転写 は グル コ ース で抑制 、 フ タル 酸 で

誘導 され るが 、一方 phtl の 転写 は低 レペ ル で 構成的 であ る こ とが分か っ た 。 これ らの知

見 、及 び 血 1迴些3
，雌 5 の 各 々 上流 に極め て A ：丁 頻度の 高 い 領域が あるこ とか ら、こ

れ ら 3 カ所 に プ ロ モ ーター機能が存在 して い るこ とが 示唆 された 。
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