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研究成果の概要 

大腸菌アスパラギン酸センサータンパク質 Tar のアスパラギン酸(Asp)結合結晶構造を参考として、基

質結合ポケットに変異を導入した構造を作成した。テレフタル酸(TPA)をドッキングシミュレーション

により結合させて、天然型 Tar と Asp の結合と同程度のスコアを示す変異体を予測した。その Tar 変

異体をコードしたプラスミドを大腸菌に導入し、キャピラリーアッセイにより Tpa への走化性がある

ことを確認した。また顕微鏡観察においても、TPAを含んだバッファーに交換することで回転方向が反

時計回りに偏ることを確認し、TPAへの感受性があることを確認した。 

 また大腸菌の 4 つの走化性センサータンパク質(Tsr,Trg,Tar,Tap)のうち、Tsr,Trg の 2 つをゲノム

場から削除した株の作成を行なった。また Tarと Tapは連続しているため、同時の削除を試みた。Tar

遺伝子及び Tap遺伝子上に作成した gRNAのどちらでも、Tar、Tapの遺伝子を削除することに成功し、

センサータンパク質のない株を作成できた。また全削除株に対して Tar変異体の導入を試みたが、gRNA

の切断位置の制約によりそのままでは導入が難しいことが判明した。そこで Tsr,Trg削除株に対して、

Tap遺伝子上への gRNA削除を作用させ、Tap変異体遺伝子の導入を確認している。 

 Rhodococcus jostii由来 MFS輸送体ファミリーの TPAトランスポーター、Pseudomonas testosteroni

由来 TphR と転写制御配列の下に IsPETase を配置したプラスミドを導入した大腸菌を PET を含む培地

で培養したところ、培地中に TPAとモノヒドロキシエチルテレフタレート(MHET)が検出できた。 

 PET吸着ドメインの表面トリプトファン残基を対象に変異を導入したところ、キチン及びセルロース

への吸着親和性が下がり、PETへの吸着親和性が向上した変異体を取得できた。PET分解酵素との複合

体では、PETへの吸着力が向上し、特に PETとの接触時間が短い分解条件において、吸着ドメインなし

よりも分解活性が高かった。 
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