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1 ）目的

好 アル カ リ性 BacまUus 　sp ．　 B21−2由来 の ア ル カ リ プ ロ テ ア ーゼ 遺 伝子 の

ク ロ ーニ ン グ　　　 （大 阪府産 技総研 ）O 増井 昭彦．藤 原信明

　　　　　　　　　 （阪大 ・工 ・醗酵）　 高木 昌宏、 今申忠行

好ア ル カ リ性 艶 cilhs 　sp ．　 B21−2崗来 の ア ル カ リプ ロ テ ア ー
’
ゼ は、使用

済 み フ ィ ル ム か らの 銀 回 収 に用 い られ て い る 工 業的に有用 な 酵素 であ るが
1 −3 ）、 そ の 優れ

たゼ ラ チ ン分解力 を変 え る こ と な く耐熱性 を付 与 できれ ば、更 に そ の 有用 性 は 高まる も の

と 考 え られ る 。 そ こ で 本研 究で は、 中慳 プ ロ テ ア
ーゼ の 高度耐熱化戦 略を基 に

a ｝

、 ア ル カ

リプ ロ テ ア ーゼ の耐 熱化 を図 る こ とを 目的 に、 まず本酵素の 嚮造 遺伝 子の ク ロ
ー

ニ ン グを

行 っ た。

　 2 ）方法及 び結果　　　ア ル カ リプ ロ テ ア ーゼ搆造 遺 伝子 の ク ロ ーニ ン グは、 Bacillus

sp ．　 B21−2染 色体 （約 6μ g）を供与 DNA、 プラ ス ミ ドpTB523 （約 3pt　g）を ベ ク タ ーと し て制 限酵

素迦 RI を用 い た シ ョ ッ ト！ガ ン法 に よ り、 旦．subtiHsDBIO4 株 （叩 r
−

apr つ を 筱主 と し て行
っ た 。 アル カ リ プロ テ ア

ー・一ゼ生 産 性 の 検定は、乳 製カ ゼ イ ン 1 ％を含 む培 地 に お ける コ ロ

ニ
ー

周辺 の 白い ハ ロ ーの 形成を 指標と して 行 っ た 。 その 結果．形質 転換体約10，000dW　＃4　一

株 の プ tSテ ア
ーゼ生産 性 を 示す株 が得 られ 、 そ の 株は 、 プ ラ ス ミ ドpTB523 の 麺 RI切 断 部

位　｝：　5．7k5．pの 師片が挿入 され た もの で あ っ た。 さ らに 制 限酵素 地 図作製後の サ ブ ク ロ ーニ

ン グを行 っ た と ころ、2．4kbpの 断片が プ ラ ス ミ ドpTB522 の 比血dlll切 断部 位 に 挿入 され た

小 型 プラ ス ミ ドが得 られ た。 現 在、 こ の 断片 の 臨基 配列 決定 を 行 っ て い る。
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1 　 【目 的 】兜 に 我 々 は トリプ トプアナu ゼ を 用 い る トリプ トフアン坐 麓 に つ い て、 甚 質 の
一

つ で あ る

ピ ルビ ン酸 を トリプ トプアナーゼ 生 産 菌 に よ り生 塵 し、 　こ の 培蓋 液に 直接そ．の 他の 基質 で あ るイント 

ルとアンモニアを 添 加 して トリプ Fファンを得 る 新 し い プntスを開 鑓 し た。　 IJ
しか し こ の た めに 育梱 し

た ピ ルビ ン酸 高 坐 産 棟耳。＿ LT−94では、 高 い 菌 体内 ピ 」｝ビ ン政濃 度 に よ っ て トリプ トフアナ

騨ゼ の 膀 導 が 抑 靭 され、 トリプ トプアン収量 が 十 分高 ま ら な い こ と が 発 か っ た 。
a ，

そ こ で 本菌 の

FPプ トプアナ
ーゼ の 発現調 節機構 を解明．す る こ と を 目的 に、　 FVプ トファナ

ーゼ 遺 伝子 （賦 ）をψ臣 ニン
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｝

グ し解析 した 。

2 ．【方 法 ・鰭 果】E．＿ S吟 工8株 の 染 色体 DNAか らMuを用 い て RP4 へ 」SLgaL
’

を組 み 込 み、

互．蜒 C600株 由来 の蟹 株 へ 接合俵達 し て 厘 を 含む 約 30Kbの 押入 断片 を有 威るプ ラスミ

ド p酬 丁33を 得 た 。 こ の プ ラスミド か 6
’
　pりC19

べ 妙
一
上 に 臥 鰍 bの D齢 断片 と し て JtZE1a：

’

　ig　1ブ 夘 一ニン

グ し、 pVCT401 を得 た t 本押 入 断 片 の 鯛 限酵素 地 図 を作成 した と こ ろ、 厩 に 報告 さ れ て い る

旦．雌 K−12tw　s ，
や、　 　aeca ユisの

の SuraLtと は 異 な る ごと が分 か っ た。 次に

制限 酵紊地図 をも とに プ ラスミド の 小 型 化 を行 い 、 4．6お よ び 3．8kbの 押入 断 片 を 有す る プ ヲスミ

ド pUCT412、 413を構築 し た 。
　 pVCT412 の 挿入 DM 断 片は 甜 一18株の 染色 体DNAと ハイブ リダイズす

る こ とか ら． SM・18de由来で あ る ご とが 碯 か め られ た。 現在、 プ ラスミドの 小型 化 と活 性 発現

の 調節 に つ い て 検酎 中で あ る。 nA　 ric ．皿ioL 　 Chem づ ゑ隻， 2037（1989） 2）」．　erment ．
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