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344 ヒ懸 1 制 限
一
修飾 系遺伝 子 の 舛

一
ニング

a

桂 木信 裕 、 川 ±文 清 、 岡 正貝il
・ 前川宜 彦　（東洋 紡 績 ・敦賀酵 素工 場 ）

1， 目的

　 Pvul は 塩基配 列 CGATCG を認 識 し、 こ れ を 切断 す る制 限酵 素 で 遺伝子 IEgeの 分野で

広 く用 い られ て い る。 我 々 ほ生産 性 の 向上を 目的 と し て 、 本 剣蹼 一修飾 系遺伝 子 の VV一ニ

ンク
ー
を行 っ た。

2 ． 方法

　 麺 蠅 曲 ATCC　 l3315 の 染 色 体 DNA を 麺 3A1 で 部分 分解後、 プ ラスミト
’

pUC19 の 昼懸 HI サ仆 に連 結 し、 大腸 菌 HBIOt を 形 質 転換 した 。 目的 株 の 選 択は、 アンピ シリ

ン耐性、 組換 えプ ヲスミド の E璽 【 に 対す る抵抗性 お よ び 胞 1 生産性 に よ り行 っ た。

3． 結果

　 約 40、 oooreの 形質転換 株 の 中か ら、 拠 1 に 抵 抗控 を示 すプ ラスミドを 有 し 、 堕 【 生産
｛を 有す る 株が 9株 得 ら れ た。 得 ら れ た組 換 え 体 はす べ て 鴻 Cl9 以外 に 約 4kb の DNA断 片

を 含 む プ ラスミド を 有 し た 。 本 プ ラスミドを pPvu 王脳 7と命 名 し 、 そ の 制 限酵素地図 を 作成 し

た。 組 換 え 体．は L 蟄 ATCC　 l33正5 に 比 べ て 約拍 倍 の 麺 1を生産 し た 。

　　また 、 組 換 えプ 弧 ミド の デ レ
ー
ションお よ び Vプ クロ

ー
ニング の 緒 果 よ り 、 制 pa　一一修 飾 系遺伝 子は 、

約 3Rbの 断 片 上 に 存在 し、 ！．at！ZcZ遺 伝 子 と同 じ向 きに 修飾 酵素 遺 伝 子 を は さん で 制限 酵

素遺 伝子 が 存 在 す る こ と が 判 明 し た。
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345
Brevibacterium　fiavum　MJ233es由来ア ス パ ル タ

ー
ゼ遣伝子のク ローニ ング
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1 ，自的

　 我々 は従来よ り 、 標題菌を用 い て フ マ ル 酸及びア ン モ ニ ア か らの L 一ア ス パ ラ ギ ン酸 の製造法に

っ い て検討を行 い 、 既に工業化 して い る
1）　at　

。 今回 は遺伝子組換え技術 を応用 し、 標題菌染色体

DNA よりア ス パ ル ターゼ遣伝子 をク ロ ーニ ングし、適伝子増 幅に よるア ス パ ル ターゼ溝性の 増強

に つ い て検尉を行っ たの で報告する。

2．方法及び結果

　大腸菌 K −12 株由来の ア ス バ ル ターゼ遺伝子《aSPA ｝を含む1．7kbの DNA 断片をプロ ーブと し、

標題菌染色体 DNA に つ い てサザ ン ハ イブリ．ダイゼ ー
シm ン法による解析を行 っ た結果 、 プロ ーブ

DNA と強 くハ イブリダイズする豹 2．4kb の バ ン ドが認められた 。 この DNA 断片にっ い て 、我

々 が既 に報告 して い る Brevibaσterium　ec由来の プラス ミ ド安定分配遺伝子
S ，を保持するプラス ミ ド

ベ ク タ
ー

pCRY30 に連結し標題菌に導入 した6 組換え菌体内の ア ス バ ル ターゼ比活性の向上 が認

め られ 、導入プラ ス ミ ドは 、ア ス パ ル タ ーゼ 遣伝子 の脱落な く安定に保持 され る こ とが判明 した 。
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