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Strθptomyces　rochei 変 異株の 生 産す る細胞壁 溶解 酵素 に よ る酵 母プ

ロ トプ ラ ス トの 形 成

（大 関 ・総 研 ）　 ○ 西 晶 子 、 大淵 和彦 、浜地 正 昭

［目的 】　 前報で 報告 した 、 5．rochei 変異 株 の 生 産す る酵 母細 胞 壁 溶解 酵 素 は

赤色酵母Phaffia　rhodozptma をは じめ多 くの 酵母 生細胞 に 溶解活 性 を示 した 。

方 、 酵 母 の プ ロ トプ ラ ス ト形成 に 関 して は 、 Saccharomyces属な ど一 部の 酵 母 を

除 い て 、 報告 され て い る 例 は 少な い 。 そ こ で 本研 究で は 、 前記 酵素 を 用 い て 、 A

rhodozyma 及 び他 の 酵 母の プ v トプ ラ ス ト形 成 に つ い て 検 討 した 。

【方 法 及 び 結 果 】　P．rhodozyma 菌体 に 対 し 、 種 々 の ス タ ビ ラ イ ザ ー
を 用 い て 本

酵素 を作 用 さ せ た とこ ろ 、 ス タ ビ ラ イ ザ ー と して 有機酸塩 を用 い た とき 、 特 別 な

前処 理 を必 要 と せ ず に 9 割以 上 の プ W トプ ラ ス ト形 成が 観 察 さ れ 、 適 当な浸 透 圧

に 調整 した プ レ
ー トを用 意す る こ とに よ り再生 が 確 認 で きた 。 また 、 他 の 酵 母 に

つ い て も 、 酒石 酸 ナ トリウ ム を ス タ ビ ラ イ ザ
ー と して 罵 い て 多 くの 株 で プ ロ トプ

ラ ス ト形 成 を観 察 し 、 こ れ は 前報 の 溶菌 ス ペ ク トル の 結 果 と比較 して も 、 高 い プ

W トプ ラ ス ト形成 率 で あ っ た 。 ま た酒石酸 ナ トリウム の 効果 に つ い て検 討 した結

果 、 本酵素の 酵 母 に 対す る作用 は 、 酒 石 酸 ナ トリ ウ ム の 添加 に よ っ て 高め られ る

こ とが わ か っ た 。
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746　　　　 カセ ッ ト PCR 法に よる新規酵素の 単離

　　　　　　 0 奥田明子 ， 大西浩平 ， 原山重明　　（海洋バ イ オ ・釜石研）
〈 目的 〉　有 用 な変異 タ ン パ ク 質の 作 製 に は様々 な手 法が用 い られ て い る 。 し

か し既存の 方法で は 限界が あ り、 よ り速 く確 実 に 目的 とす る機 能 を もつ タ ン パ

ク 質を作成す るた めの 新 しい 技術 が求 め られ て い る 。 本研究で は 、 よ り迅速 に直

接環境中 か ら特定の 酵素 、 カ テ コ
ー

ル 2，みジオ キ シ ゲナ
ー ゼ を得る ため にPCR 法

を用 い たキメ ラ酵素の 作成 を試み た。

〈 方 法 及 び 結 果 〉 　既 知の カテ コ
ー

ル 2
，
3一ジ オ キ シゲ ナ

ー
ゼ の ア ミノ 酸 配列か

ら保 存され て い る部 分 を選 び 、 そ の DNA 配列 に 鯤 協 の 配 列を付加 した もの を プ

ラ イマ
ー と して使用 した 。 フ ェ ノー ル の 集積培養iに よ っ て 得 られ た混合 菌か ら抽

出 した染色体  A を鋳型 としてPCR を行 っ た とこ ろ 、 目的の 大 きさの 断片が 得ら

れ た 。 こ の PCR 産物 と別 に用意 したmahN の 5’

又 は31端の 配 列をもつ DNA 断片 を混

合 して 再度P（R を行い
、 完全長の PCR 産物を得 た 。

こ の P（R 産物をク ll・一 ニ ン グ

して塩 基配列 を決定 した とこ ろ 、 中央部分 に新規の 配列をもつ クロ
ー

ン が得 られ

た 。 さ らに こ れ らの 新規配列か ら作 られ る タ ン パ ク質が カ テ コ ール 2
，
3 ジ オ キ シ

ゲ ナ
ーゼ 活性 を もつ こ とが 示 され た 。 体 研究 開発は 産業科学技術研究開発 の

一
環 と して 、新 エ

ネル ギ ー産業技術 総 合開発機構 か ら委託 を受け て 実施 した もの で あ る。）
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