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2Kp18　 LEA モ チーフ ペ プチ ド共 発現 に よ る組換 えタン パ ク質の

　　　　　 高効率発現

　　　　　 ○池野 慎 也，春 山 哲也

　　 　　 　 　〔九 ［大院
・
生体工 ）

　　 　　 　 　 haruyama＠li　fc．kyutech．ac．jp

2Kp19　 亜 リン酸ヂ ヒ ドロ ゲ ナーゼ を用い た NADH 再生系の構築

　　　　　 C廣 田 隆
一，山根 章太郎，藤渕 達 tt　，池 田 丈，黒 田 章夫

　 　　 　　 　（広島大院
・
先端

・生 命機能）

　 　　 　　 　 hiro匸a＠hiroshima−u．ac．jp

【目的】

タ ン パ ク質 を大腸 菌等の 細胞 内で 大量発現 させ る と、発現 させ たタ ン パ ク 質は

封 入体 と なる 場合が多 く、そ の こ とが 目的 タ ン パ ク質 の大量雄産 の支障とな っ

て い る 。こ の 課題 を解決す る ため 、発表者 らは植物 と
一
部の動物に存在する乾

燥 ス トレ ス 耐 性 タ ン パ ク 質 ： Late　Embryogenesis　Abundant　Protein（LEA タ ン パ

ク 質〕に 着 目した 。こ の タ ン パ ク質 をモ チ
ー

フ と して 作成 した ペ プチ ドを封人

体 形成σ）抑止剤 と して 有用す る こ とで 、高効率 に タ ン パ ク質発 現 を行う発現系
の 構 築 を検討 した 。
【方法及 び結果】

Dual 発現 ベ クタ ー
の 各プロ モ

ー
タ
ー

の ド流に 、　LEA タ ン パ ク質の 宅配 列を繰 り

返 した ペ プ チ ド遺伝 子と GFP 遺伝子 を挿入 し、共 発現 ベ ク ターを構築 した。そ

の 形質転 換大腸菌 に 発現誘 導剤 を添加する こ とに よ り、細胞内に GFP お よ び

LEA ダ ン パ ク質の モ チ ーフペ プチ ド （LEA ペ プチ ド1を共発現 させ 、経時ご と

に その 発現効率の 向上 を検討 したc11 ア ミノ 酸か ら な るベ プチ ドを共発現 した

と き、共発現 させ なか っ たときと比べ て GFP 発現 量が 2倍増強する こ とを確認

した。一方、主配列 を繰 り返 したペ プチ ドを共発現させ た 場合、その 繰 り返 し

数が増 える 度 に GFP の 発現 量が 減少 した ．また 、発現誘導4 時間後の GFP の

mRNA 景 をReal−t童me 　PCR を用い て確認 したとこ ろ、各サ ンプ ル 問の mRNA 景 に

違い が見 られ なか っ た。本ベ プチ ドの 作用機序と して は 目 的遺伝予の 転写最 が

変わ らない こ とか ら、発現 したペ プチ ドが 目 的タ ン パ ク 質の 凝集を抑止 する、
または 目的 タ ン パ ク質の フ ォ

ー
ル デ ィ ン グ を促進する こ とで H 的タ ン パ ク 質の

生成量が向上 して い る と考 える。
Boost 　protein　expression 　by　using 　coexpression 　ofLEA ・like　peptide
　OShinya　Ikeno，　Tetsuya　Haruyama
　 （Grad ．　Sch．　Life　Sci．System 　Eng ．，　Kyushu 　Inst．Tech．）

酵素反応 にお ける補酵素類再生 系の 開発は 、工 業レベ ル で の 酵素反応利用 にお
い て 非常に重要 な課題で あ る。なぜ なら、補酵素類の 多くは高価で あ り、必要

量 を外部か ら反応等職 忝加す る プ ロ セ スは 経済的に 成 疏 しない た めで あ る。そ

こで 、安価 な還 元剤か ら補酵素 を連続的 に生 成する 、効率的な補酵素再生系の

開発が 強 く求 め られ る。当研究室で は、これ まで に、耐熱性酵素 を利用 したバ

イ オ反応 プ ラ ッ トフ ォ
ーム と、耐熱性 ボ リ リン 酸キナ

ーゼ とポ リリン 酸 を用い

た 、安価 なArp 再生 系 を確立 した。本研究で は 、さらに多様な生合成反応 に対

応 す る ため に、高 い 反応効率 と実用 レベ ル で の 使い やす さを兼ね備 えるNADH

再生系の確立 を試み た 。亜 リ ン酸デ ヒ ド ロ ゲナ
ーゼ （PtxD ）は 、朔1ζリン 酸 に依

存して ほ ぼ不可逆 に NAD を 還 元 し、　 NADH を 生 成する 。また 、亜 TJ ン酸 は非常

に安価である こ とや 、この 反応で は酵素反応 を阻害す る副反応物が生 成 しない

こ と などか ら、もの つ くりの た め の NADH 再生 酵素 と して 非常 に有望で あ ると

考えら れ る。本研究で は、Ralstonia　sp．　Strain 　4506i ＊から単離 した PtxD を用 い て

NADH 再生系 を構 築 し，医薬品合成の 前駆体 と して用 い られる L−tert−1eucineの

合成系にお い てそ の有効性 を検証 した ．

Constru α ion　 and 　characterization 　of 　an 　NAI ）H 　regenemtion 　 system

using 　phosphite　dehydrogenase

OIIirota　Ryuichi，　Shotaro　Yamane ，　Fujibuchi　Tatsuya，1kedaTakeshi ，　Kur 。da　Akio
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2Kp20　 耐熱性 ポ リ リン 酸キナーゼ 2 （PPK2 ）の 探索 と ATP 再 生

　　　　　 系 へ の 利用

　　　　　 O 半 田 智大，本村 圭，廣田 隆
一，岡 田 真以 ，池 田 丈、黒 田 章夫
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・
先端

・
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　 　　 　　 　 hirota＠hiroshima−u．ac．jp

2Kp21 気生微細藻類産生 プ ロ テ ア
ーゼの カ ゼ イ ン分解性

○清水 康平，油 井信 弘，阿 部 克也

（工 学 院大 ・工 ・応化）

　btlO335＠ns 、kogakuin、ac ，jp

【目的】ATP は 多 くの 生合 成反応 に必要な エ ネル ギ
ー

物質で あ り、リ ン 酸化 反応

をは じめ とす る 多 くの バ イ オプ ロ セ ス にお い て そ の 効 率的 な供給 が 求め られ

る 。ポ リリン 酸 キナ
ーゼ CPPK）は 、　 Arp か ら無機 リ ン 酸 の ポ リ マ

ー
で ある ポ

リ リ ン 酸 を合成す るが ．その 反応は可 逆的で ある 。ポ リリン酸 は 非常 に 安価 で

あ る ため 、PPK の 逆反応 を利用 した ATP 再 生系 は 、もの つ くりの た め の ATP 再

生 系 と し て非常 に 有用 で ある 。近年、従来型 の PPK （PPK1 ） とは 構造が 異なる

PPK2 が Pseudemonas 　aeruginosa よ り単離 され 、PPKI に 比べ Arp 合成活性が 高い

こ とが 示 さ れ た。そ こで 、本研究で は PPK2 を用 い た Arp 再生 系 を構 築 し、そ

の 有効性 を評価す る こ と を 目的 と した 。
【実験方法

・
結果1P αenlginosa の PPK2 配列 を元 にデ ータベ

ー
ス 検索 を行った

結果．数種類 の 好 熱性細 菌に お い て 相 同遺伝 子が見出 され た 。こ れ らの 遺伝子

をpET ベ ク ターに クロ
ー

ニ ン グし、　 E 　coti 　Rosetta2 （DE3 ）内で 発現 させ た。次 に

これ ら の 組み 換 えタ ンパ ク 質の 精製 を行い 、生 化学的解析 を行った 。こ れ らの

タ ン パ ク質は全 て PPK 活性 を示 し、基質 と して ADP の み で は な くAMP も利用

で きる と い う特徴 を 有する こ とが 分か った 。さ らに 、Thermus 　thermophitus 　HB27

由来 の PPKI と比 較 し、　 PPK2 は Arp 合 成活性 が 高い こ とが 明 らか とな った t

【目的】岩場や コ ン ク リート塀 な ど、栄養源が 少 ない 基物 表面で 生活 して い る気

生微細 藻類 は ユ ニ ーク な生物機 能を持 っ て い る。本報 告で は、気牛微細 藻類が

有機 窒素源 と して カ ゼ イ ン を取 り込む過程 につ い て検討 を行 うとと もに 、産生

した細胞外 プ ロ テ ア
ーゼの 精製 およ び カ ゼ イ ン分解性 につ い て 検討 した結 果を

述べ る。
【方法】本研 究で 用 い た気生 微細 藻類 は 、黄緑藻綱Pleurochtoris　imitans （E　imitans）
と緑rkwa　Choricysti，s　minot ’

（C　minor ）で あった 。2 種の 藻株 は 、　 O．OI ％カ ゼ イ ン添

加 BB 液体培地 にお い て明 暗所 ドで振 とう培養 した ．藻体お よ び培地 を経 時的

に 回収 し、生 育量お よ び タ ン パ ク質量 を測定 した。培地中の NH4
一
は イ オ ン クロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

を用い て 分析 した 。プ ロ テ ア
ーセ活性 に 及ぼす 影響 は種 々 の 阻

害剤 を用い て 行った。
【結果】14H 間の 培養に おける培 地巾の タ ン パ ク質量は ．Rimitans およ び C．　minor
の 明暗所下に お い て 8H 目で 約80 ％の 減少が 見 られ た。培養8 日 目の 培 地 の イ オ

ン 分析 を行った と こ ろ 、2 種 の 藻株 と もに 明所 ドに お い て Nl14
’
の 生 成 が 確認さ

れ た 。おそ ら く、R　imitansは タ ン パ ク 質を ア ミ ノ酸 →Ntk
’
に分解 し て、　N 馬

＋
を 窒 素源 と して 取 り込 む こ とで 増 殖 し、そ の

一部 は 脱 窒 さ れ た と思 わ れ る 。培

養 14 日 目 の 培 地 を粗 酵 素溶 液 と し、阻 霽 剤 を 用 い て 活 性 測 定 を 行 っ た 結 果 、
PMSF 存 在 下 で 活 性 が 低 くな っ た こ とか ら、セ リ ン あ る い は シ ス テ イ ン プ ロ テ

ア
ーゼ の 可 能性 が 示 唆 され た 。
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