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go3 Pseudomonas　sp 。61−3株 の ポ リ ヒ ドロ キ シ アル カ ン 酸生 合成 系遺伝子 の 解析
と新規組成比か らなる 共重合ポ リエ ス テ ル の 牛 合成

（科技 団C農EST 、理研
e 高分子化学）
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陷 的 lP∫甜 跏 彫 硼 齠 sp ．61−3は ポ リー3一ヒ ド ロ キ シ ブ ダン 酸 （P（3HB ）） と炭素数4か ら

12の 3一ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン 酸 （3腿A ）か らな る共重合 ポ リエ ス テ ル （P（3HB −co −3HA ））
との ブ レ ン ド体 を別 々 の グ ラニ ュ

ー
ル （顆粒） と して 蓄積す る ，， これ は 。 2 種類の ポ リ

エ ス テ ル 生 合成系遺伝子 を有 して い る た め で ある
二｝

。 本研 究で は 。 生 含成系遺伝 子の 解

析を行い
、 さ らに は 、ポ リエ ス テ ル 合成酵素 （PHA 　syimthase ＞遺伝 子 を用 い た遺伝子工

学的手法 に よ り、新規組成比か らなる P（3HB −c’o −3HA ）の 生合成 に つ い て 検討 した 。

医方法及 び結
．
果翌菌体破砕物の ス ク Ll　一一ス 密度勾配 に よる超遠心 分離に よ り、 2 つ の ポ

リエ ス テ ル 顆 粒 を分 離 した 。 こ れ らをガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り分 析 した結 果、そ

れ ぞれ P（3HB ）、　 P（3HB −co −3HA ）で あ る こ とが わか っ た 。
　 P（3HB ）顆粒表 面 に は 分子 量

26kDa の 顆粒結合タ ン パ ク 質 （GA26 ）が 、
　 P（3HB −co −3HA ）に は 18kDa 、 36kDa の 顆粒結

合 ダ ン パ ク質 （GA18 お よ びGA36 ）が 存在 し、　 GAI8 お よ びGA36 の 遺伝 子 は P（3HB −co −

3HA ）生 合成系遺伝 f群 に お ける．ph．aD 遺伝 r一の 下流 に 逆句 き に位置 し、　 PHA 生 合成 に 関

係が あ る と予想 された 。

一
方 、PL｛A 　synthasc 遺伝子 とRa．tst・nia 　eUtropha 　ltg来の β

一ケ トチ

オ ラ
ー

ゼ 、 アセ トアセ チ ル CoA リ ダ ク タ
ー

ゼ の 両 遺伝子 を連結 した プ ラ ス ミ ドを構築
し 、 紅換 え微 生 物 に よ る ポ リ エ ス テ ル 生 合 成 に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、 組．換 えR ．
6 艀 卿 肱 にお い て植物油 を炭素源 に 3HB 分率が 50〜85mG ｛％ か ら な る P（3H 駐 co −3HA 〕が合
成 された 。 得 られ た共重合ポ リエ ス テ ル は多様 な物性 を有 して い た 。
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904 Aeromonas 　cavi α e ポ リエ ス テ ル 合成系遺伝子導人株に よ る ポ リ エ ス テ ル 合成 と

ポ リエ ス テ ル 合成酵素活性 の 生合成過程 に おけ る影響
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齢 的コ　 十壌 よ り単 離 され たA、caviae 　FA440 ｝Slは、油脂や 脂肪酸 を炭素源 と し て   一3一ヒ ドロ

キ シ ブ タ ン 酸（3HB ）と（R）−3一ヒ ドロ キ シヘ キ サ ン 酸 （3HHx ）か ら な る 共 重 合ポ リ エ ス テ ル P

（3HB −co ．3HHx ）を生 合成す る，，　A．caviae 由来ポ リ エ ス テ ル 合成 系遺伝了
・
お よびそ の 欠失 ク ロ ー

ン

をRα翻 o廨α 副 mp 廊 ある い は A ．caviaema 来ポ リ エ ス テ ル 合成系遺伝 r一プ ロ モ
ー

タ
ー

の 支配 ドに配

置 し、ポ リエ ス テ ル 合成能欠損株で あるReestropha　PHB
』
4抹に 導入 した 。 作製 した組換 え株 に お

ける ポ リ エ ス テ ル 合成 酵素活性測定を行 い 、プ ロ モ
ー

タ
ー

の 違 い に よ る ポ リエ ス テ ル 生 合成 へ

の 影響 を検討 した。

1方法及 び結果1　 プ ロ モ ーター一が 異な る 2株 に つ い て 、菌体粗抽 議液中の 合成酵素活性の経時

変化 を測定 した と こ ろ 、Ac α y 醜 由来 プ ロ モ
ー

タ
ー

を有す る 組換 え株で は誘導的な活性の 増大が

認め られ た。一
方 、R．eutrophats 来 プ ロ モ ー

タ
ーを有する紐換 え株で は 、構成的で あ っ た。ま

た 、合成 酵素活性 と菌体 内ポ リ ユ ス テ ル の平均 蓄積速 度が相関 しな い こ とか ら、ポ リ エ ス テ ル

合成の 律速段階は 重合段階で はな く、基質供給段階に あ る こ とが推測 され た。
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