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2Bll−4 キメ ラ構築法に よるPHA 重合酵素の 基質特異性変換
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［目的 ］Pol）
・・3・hydroxybutyrate （PHB ＞は種々 の 細菌が 菌体内に 蓄積 する ポ

リエ ス テ ル で ある．PHB を構成す る S−hydroxybutyrate （SE
−IB ）ii色 々 なIL三

物 内で 重要 な役割 を持 っ 物質で あ り、　．．方工 業的に は 医薬品歳 どの 原料 と

し て 用い られ て い る。こ こ で は Raistonia　e・ntrofihaの SHB 　deh ｝
’drogellase

（SHBDH ）遺伝 了を破壊 した 欠損株、又 は組 み換 え菌 を使用 して 、3HB の

発酵生産 を行 っ た。
1方法 lPHB合成系遺伝

．
子 （phaGAB ．R 、　eutroPha 由来）を ハ イ コ ピーク ロ

ー一
ニ ン グベ ク タ

ー
pUGI9 〔Ampicnhn 而寸性 ）に、　 PHB 分解系遺伝子 （phaZ7，

Paucimonas　lemo　igve，ei，山来） をロ
ーコビ ーク ロ

ー
ニ ン グ ベ ク タ ー

　pSTV29
（Chloramphenico1耐性 ）に 挿入 し 、抗生物質耐性に よ り而方 を同時 に保持

す る大腸菌 を選 択 した。こ の 大腸菌を培 養 して 、培養上清中の 5HB 濃度 を

経時的 に測定 した 。R 〜6脚 衝癖 由来の PHB 分解酵 素に よる PHB の 分解産

物 は3HB オ リ ゴ マ ーが 80％以 上 で ある た め 、測定 に はSHB オ リ ゴ マ
ー

分解

酵素 を加 えて 行った．培養 はLB培 地を用い て 37
°
C で行 い O 、D．（60Dnm ）

が 0．4 の 時ip
．
1
．
G （D．lmM ）と糖 を加 えて さらに 培養 を続 けた．培地 中に 放

出 され るSHB 、及 び SIIBオ リ ゴ マ
ー

の 濃度は 上昇 し、約4 日 目で 最大に 達

したs これ ま で試み た 条件 の うち、最高濃度を示 した もの は グル コ
ー

ス を

2％加 えた 場合で 、生産量は 3HB 換算で 70　mM で あ っ た。グル コ
ー

ス 2％

溶液 は llOmM に相 当す る の で 、暗地 に加 えた グル コ
ー

ス の 約70％が 3HB 、
及 び SHB オ リ ゴ マ

ー
と し て細胞外 に分泌生産 され たこ ととなる 。

【目 的】ポ リヒ ド卩 キ シ ア ル カ ン 酸 〔PHA ）合 成 酵 素 〔PhaGM ま、そ の
一

次配 列

と基質特性に よ り 3 つ の タ イ ブ ，一分類 され る。我 々 は これ よで に ラ ン ダ ム

変異導入 に基 づ く進 化工 学に よ り PhaC の 高活 ．陸化
・
モ ノ マ

ー
組 成 比 改変 に

成功 して い るe 今 回 は 、キ メラ 酵 素 に よる PIIA 合成 酵 素 の 機 能 改変 を試 み

た 。Aeromon ．a．s　cavi．ae 山来 の PhaC は 炭 素 数 3か ら 5の 短 鎖 の 3一ヒ ドロ キ シ ア

ル カ ン 酸 （3HA ） に基 質特異 性 を持 つ タイ プ 1に分 類 され るが 、炭索 数 6の
3一ヒ ドロ キ シ ヘ キ サ ン 酸 （SHHx ） もモ ノ マ ーユ ニ ッ トと して 取 り込 む 特

徴 を も っ て い る n そ こ で A，caviaede 来PhaC と1司 じ タイ プ 1に 属 す るRalstonia
etttropha 由 来の PhaC を 組み合わ せ パ ートナ ーに 選 定 し、キ メ ラ 人 工 酵 素 を

構築す るこ と を試みた 。
【方 法および 結果 】遺伝子 間組換 え は、PhaC の 保存領域、触媒残基、推 定

2 次構造構造を断絶 し ない 4 箇所 を選び 、randem 　multi ・recolnbinant 　PCR

法 を用い て 行 っ た （計8種）．作製 し たキ メ ヲ酵素遺伝子 お よび 各野生型 酵

素遺伝子 を大腸菌に 導入 し脂肪酸 を炭素源 と して PHA 共 重合体蓄積能 を

調 べ た．その 結果、キメ ラ酵素の うちN 末端測 L3 が A ．　ca・viaeta 来、残 りC

末側2β が R．eutt’oPha 　一来の PhaC か ら構成 され るキ メ ラ酵素の みが 、各野

生型酵素 よりも高い ポ リマ
ー

蓄積量を示 し、その モ ノ マ
ー

組成比 も各野生

型酵素 と異 な っ て い た 。わ ずか で はあ るが 炭素数 8 の モ ノ マ
ーを 含む PHA

を蓄積 し て い た。
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2Bl1−5 　酵素 進 化 工 学 に よ るPseudomon α s　sp．　61−3由 来 PHA
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【目的 】Pseudomonas 属細菌 は中長鎖 （炭素数6 か ら 14）の S 一ヒ ド卩 キ シ ア ル

カン 酸（311A ）をモ ノ マ
ーユ ニ

ッ トと した PHA を合成す るタ イプ IIPHA 重合

酵 素に位置 づ け られて い るttその rp で Ps’eudemonzas ’
　sp ．　61・3由 来の PHA 重合

酵 素（PhaCIPs ）は他 の タイ プ llの PHA 重合酵素 と異な り、炭素数4 の 3・ヒ ド

ロ キ シ ブ タ ン 酸〔3HB ）をモ ノ マ
ーユ ニ

ッ トと して 取 1ワ込 む能 力が あ る。こ

の 能力が あ る 。こ の 能 力を さ ら に増強す る こ と に よ っ て 、多様 な SHB べ 一
ス の 共重合 ポ リエ ス テ ル を創製 する こ とを 目的 と した。
【方法お よび 結果 】

PhaC 】P、の 進 化工 学的手法 に よ り、大 腸菌 にお い て BHB モ ノ マ ーユ ニ ッ ト

の 取 り込 みを 促進 する優 良変異 が 新た に 1 つ 見 い 出さ れ た、そ こ で 、触 媒

活 性 残 基 の 近 傍 に位置 す る当 該 サ イ トに総 ア ミノ酸 置換 を施 し 、変 異酵 素

の 腕 現 η o、觀 祕 m 分析 を行 っ た c ま た 、他 の 推 定優 良 変 異 点 と の 掛 け合 わ

せ 、PhaClps の 立 体 構 造 の モ デ リン グを 行 い 、変 異 酵 素 を 考 察 した。

2B12 −1PHA バ イ オ ポ リ エ ス テ ル 合 成 調 節 タ ン パ ク 質
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【目的】微生 物産 生 の 環境調和型 ポ 1」エ ス テ ル で あ る PHA が 微生 物 体 内で

合成
・
蓄積 され る 分化 メ カ ニ ズ ム を解 明す る こ とは 、Pl 至A の 生 産 向 上 に貢

献 す る と期 待 され る．本 研 究 で は 、メ タ ノ ー
ル 資 化 性 細 菌 幽 欄 o‘麟

den’iltnfica，ns の pHA 合成 に関与 して い る調節 タ ン パ ク質PhaR の 機能 解析 に

焦 点 を 当 て て い る。PhaR は DNA と PHA ポ リ エ ス テ ル の 両 方 に 結 合 で き る

ユ ニ ーク な ク ン パ ク質で あ る．そ こ で 、PhaR の DNA 結 合 能 に 関 与す るア

ミノ 酸 残 基 を特 定 す る こ とを 目的 と した．
【方 法 お よび 結果】errer −pronc　PC〕R 法 を 用 い て 1’haR に ラ ン ダ ム点 変 異 を

導入 し、蛍 光 タ ン パ ク質 GFP の 発 光 に基 づ い て 確 立 し たイ ン ビボ ア ッ セ イ

系 に よ り多 く の 変 異 体 を得 な．さ らに 、可溶 化 PhaR を発 現 す る変異 体 に つ

い て イ ン ビ ト卩 実 験 を行 い 、DNA 結 合 能欠 失 変異 体 を 選 択 し た．ま た 、
PHB との 結 合実 験 に よ っ て PHB 結 合 能 が 確 トvE．され た の で 、　 DNA 結合 と

PHB 結合 に 関 与す る ア ミ ノ酸 残基 は独 立 して 存在 す る と考え られ る．シー
ク エ ン ス の結 果 、DNA 結 合 に 関与 す る ア ミノ 酸残 基はN 末端 領 」或に 集 中 し

て い る こ とが わ か っ た 、
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