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１．酵素触媒の産業活用

２．経緯と目的

３．方法１：蛍光レポーター直列法

５．方法３：生育阻害法

・ 好熱菌内で耐熱化変異酵素を創出できる
・活性が選択圧につながらない酵素は対象外
・活性に依存せずに耐熱化変異酵素を選別したい
・レポーターの発現量変化などで選別できないか？

活性

安定性

耐熱性の向上

維持コストなどの低減

安定性の向上

酵素実用性の拡大

・有用な触媒能
・低いコストパフォーマンス

・有用な触媒能
・優れたコストパフォーマンス

・食品・醸造・飼料・センサー
・酵素医薬・化粧品・化成品
・洗剤・製紙・新産業・・・

常温菌酵素
😊常温で高活性
😩不安定
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安定性 好熱菌酵素
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温度
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安定性
これがほしい
😊常温で高活性
😊安定

耐熱化
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選択圧変異

仕組み

耐熱化型PyrF
（安定酵素）

野生型PyrF
（不安定酵素）

・ レポーター発現量
・生育速度

などの変化を検証

好熱菌

野生型 耐熱化型
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ダミーの開始コドン

SD配列？

50℃
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変性タンパク質に応答する
遺伝子のプロモーター

好熱菌

BgaB

常温菌由来の酵素は，概して不安定で実用化しにくい。よって，任意の常温菌酵素から安定性に優れた耐熱化変異酵素を簡単に作り出すことができれば，
それは酵素の産業利用のチャンスを飛躍的に拡大すると期待できる。本研究では，耐熱化変異酵素を好熱菌細胞を用いて簡便かつ汎用的にスクリーニ
ングする手法の開発を目指している。
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●野生型
■耐熱化型

Venus intensity

明確な差異はなさそう

大腸菌細胞内においては，PyrF生産量とVenus生産量に相関性があっ
た。タンパク質生産レベルのスクリーニングに利用できるかも？

４．方法２：変性タンパク質レポーター法

遺伝子 推定機能
55℃培養 65℃培養

野生型 耐熱化型 野生型 耐熱化型

GK2677 Iron permease 24.6 5.8 271.3 4.3

GK2678 Hypothetical protein 14.9 2.2 199.7 2.6

GK3456 Quinol oxidase 475.3 89.9 2813.6 34.1

GK3457 Quinol oxidase 313.1 58.9 2161.1 23.3

GK3458 Quinol oxidase 193.9 37.2 1430.3 17.1

GK3459 Quinol oxidase 117.4 17.7 1105.2 11.3

・ 野生型PyrFへの応答：大
・耐熱化型PyrFへの応答：小

・ コントロールでも応答？
・ PyrF活性の影響もありえる？

GK2678プロモーター

GK3459プロモーター

50 55 60 65

培養温度（℃）

50 55 60

コントロール1 2100 810 760

コントロール2 1400 690 480

野生型を産生 1400 880 450

耐熱化を産生 1200 800 500

生育が早いものを
集めればよい？

VenusTarget

リボソーム

耐熱化変異酵素

Venus

BgaB

■コントロール；□野生型を産生
■耐熱化型を産生
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培養温度（℃）

変性タンパク質

生育負荷

①

②

③

1細胞が増殖開始にかかる時間（min）

差はありそう

RNAシークエンスの結果
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