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温 度 感 受 性 Pn ’PL プ ロ モ
ー

タ
ー

に よ る Galactokinase
の 効 率 的 生 産

（名 大 、工 、化 工 ）　
°

川 瀬 優 治 、本 多 裕 之 、飯 島 僭 司 、小 林 　猛

1 　 目 的 　微 生 物 に よ り 有 用 物 質 を 大 量 に 生 産 す る に は 、菌 体 を 高 密 度 に 培 養 す る こ と が

有 効 な 手 段 の ひ と つ と さ れ て い る 。 ま た 遺 伝 子 工 学 を 用 い て 有 用 物 質 を 誘 導 生 産 す る こ と

に よ り更 に 生 産 性 を 向 上 す る こ と が で き る 。そ の 中 で 1 フ ァ
ー

ジ 鹵 来 の PR ’PL ．プ ロ モ
ー

タ ー
は 温 度 感 受 性 の 強 力 な プ ロ モ

ータ ーと し て 知 ら れ て い る 。そ こ で 本 研 究 で は 遺 伝 子 産

物 の 効 率 的 生 産 を 目 的 と し た 高 密 度 培 養 、 お よ び 温 度 シ フ ト に よ る 効 率 的 な 誘 導 生 産 の 条

件 を 検 討 し た 。

2 ．方 法 　菌 株 と し て X フ ァ
ージ 由 来 の P パ P 圏．プ ロ モ ータ ー、 cl リ プ レ ッ サ

ー、及 び

Galatokinase 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド pRLK14 を 有 す る ．Escheriohia 　 coli 　 C600 を

用 い た
’ ， 。試 験 管 で 培 養 特 性 を 検 討 し た 後 、 1L ジ ャ

ー
フ ァ

ー
メ ン タ ー を 用 い て 、合 成 培

地
11

に 必 要 な 栄 養 源 を 遂 時 添 加 し て 培 餐 を 行 な っ た ．培 養 温 度 は 37 ℃ を 鬧 い 、 42 ℃ へ

温 度 シ フ ト す る こ と に よ り 遺 伝 子 産 物 の 誘 導 生 産 を 行 な っ た 。

3 ，結 果 　試 験 管 レ ベ ル で は 37 ℃ 以 下 で 遺 伝 子 産 物 生 産 は 完 全 に 抑 制 さ れ ． 42 ℃ で 誘

導 生 産 さ れ た 。そ れ で ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ ー
を 用 い て 37 ℃ で 培 養 し 42 ℃ で の 誘 導 生 産

を 試 み た 。 37 ℃ で ODee 。
＝ 20 ま で 完 全 に リ プ レ ッ シ ョ ン が か か り 、 42 ℃ へ 温 度 シ

フ ト し た と こ ろ 最 終 OD 。 e 。
＝ 46 ， ま た

』
そ の 遺 伝 子 産物 で あ る Galactokinase 活 性 は 誘

導 後 3 時 間 で 最 大 約 200 倍 の 増 加 が 認 め ら れ た 。
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〈目 的 ） 遺 伝 子 産 物 を 効 率 的 に か つ 大 量 に 生 産 す る た め に は 、強 力 な プ ロ モ
ー

タ
ー

の 下 流

に 遺 伝 子 を 適 結 し 発 現 す る こ と や 、さ ら に 菌 を 高 濃 度 に 培 養 す る こ と が 有 効 で あ る 。そ こ

で 本 研 究 で は 血 プ ロ モ
ータ ーに つ い て 、遺 伝 子 産 物 の 効 ＄ 的 生 産 の た め の 培 養 条 件 と 高

濃 度 培 養 に つ い て 検 討 し た ．

く方 法 ） 菌 株 と し て Xylos ．e　 isomerase 遺 伝 子 を tac プ ロ モ
ー

タ
ー

の 下 流 に つ な い だ プ ラ ス

ミ ド を も っ E．coli 　 JM105 ／PKKX7 お よ び E．coli 　 B／PKKX7 を 用 い た 。前 者 を 使 い 試 験 管 で 炭 素

源 や 培 地 の 影 響 を 検 討 し 、後 者 を 使 い 1L の ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ ー
で 高 濃 度 培 養 の 検 討 を 行

な っ た 。途 中 対 数 増 殖 期 に 遺 伝 子 発 現 の 誘 導 物 質 で あ る IPTG を 添 加 し た 。

〈結 果 ＞ LB 湖 9 両 培 地 で 炭 巽 源 を グ ル コ ー
ス 、 ラ ク ト ー

ス 、グ リ セ ロ ー
ル そ し て キ シ ロ ー

ス と 変 え て 培 養 し 、途 中 で IPTG で 誘 導 を か け た 結 果 ，遣 伝 子 産 物 の 生 産 は ク ル コ ー
ス が 最

も 良 く ま た グ ル コ
ー

ス に よ る 阻 害 は 観 察 さ れ な か っ た 。次 に グ ル コ
ー

ス 濃 度 を Zg／1に 固 定

し 培 地 を M9 ，LB ，FB ’1 ．Gray −TatumX ｝
と 変 え て 培 養 を 行 な っ た と こ ろ Xylose 　 isomerase の 生

産 に は Gray − Tatum 培 地 が 最 も 適 し て い た 。 Gray −Tatum 培 地 と FB培 地 は 構 成 成 分 が ほ ぼ 同 じ

で そ の 含 有 量 が 違 う 培 地 で あ る の で 、 そ の 中 の ど の 成 分 が 遺 伝 子 発 現 に 影 響 が あ る の か 検

討 し た と こ ろ リ ン が そ の 原 因 と 考 え ら れ た 。 ま た 台 成 培 地 TK −252 ，
を 用 い て 、 グ ル コ ー ス

濃 度 を 20g ／1 以 下 に 制 御 し て 培 養 し た と こ ろ eDe6 。
・162 と い う 高 濃 度 培 養 を 達 成 し た e
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