振動・生物時計

早稲田／岩崎研究室訪問での質問事項について

４／１６（土）１２：４５大江戸線若松河田集合

1 実験
psbAI~luxAB（１９９３）始めてのシアノバクテリアによる実験

論文ではわからない点が多かったので、実際に研究手法について聞く予定。

2 枯草菌で行うことについて

その方が実験しやすいらしいが、その根拠は？

3 シアノバクテリアの遺伝子を大腸菌に入れられないか。

4 出力をどうする？

· ホルモン。ステロイドホルモンなら膜を透過できる。成長ホルモンもペプチドだから使えるかもね。

· におい。２００６年MITのバナナのにおいのする大腸菌の利用。２００１年オランダの論文で、花の香りの遺伝子がわかったので利用できないか。

動脈硬化
1 血管内に大腸菌を大量に入れると、ショックをおこすらしい。

大腸菌などグラム陽性菌は外膜に糖脂質LPSを持つ。このなかにLipidAがあり、マクロファージはTLR４でこれを認識して、活性化し、サイトカインを放出するようになる。サイトカインが大量に出ると菌血症になる。

· LipidAを壊せないか？もしくは構造を変えて認識されないようにできないか？

· 大腸菌内には内毒素があるかも。死んじゃうと中から毒素がでるかも。

· 結核菌・ライ菌は細胞内に侵入し、生存することができる。Mecl領域のInv-3部位からmceタンパクを出し、致死を免れている。

· 血管に入れるのが難しいのなら、人工透析みたいにできないか？腕時計型の透析装置。血管の途中に大腸菌の入ったフィルタを通す。脇道を用意しておいて、血球の様な大きいものはそこを通らないようにして、タンパク質や小物質だけ通るようにする。大腸菌はLDLRを発現しているので、LDLのみトラップされる。LDLRにLDLが飽和すれば大腸菌を取り替えるように。

−濃度勾配による影響はないか。

−実際に流れるのか。

−減ったかどうかはinput−outputで調べる。

2 LDLRを大腸菌につける。

ムスカリン性アセチルコリンレセプター

７回膜貫通型のGタンパク質共役型

N末にMBPをつけると内膜に入ってくれる。MBP−M２変異体（Asn４つ→Asp）

問題は内膜だってこと。外膜には出てくれない。

FepA(—)の変異は物質を通すタンパク質を作る。Bacitractinを通した。1400Daのものを通すらしい。（２００７年Cambridgeの研究参照）

3 大腸菌の膜透過のメカニズム

大腸菌の外膜にある１０種類の膜タンパク質（Lipoprotein）

SecA、B、D、E、F、G、H、Y

N末—Cys—Xとなっており、Cysには３つの脂肪酸がついている。この脂肪酸がアンカーとして働く。また、Xのアミノ酸がAspだと内膜に、Asp以外だと外膜にいく。しかし、これは内膜、外膜のタンパク質の共通項を上げただけで、必ずしも、内と外のシグナルであるとは限らない。

4 LDLRの設計

LDLRのLDL認識部位を大腸菌の膜タンパク質と融合させよう。

LDL認識部位

1 mgpwgwklrw tvalllaaag tavgdrcern efqcqdgkci sykwvcdgsa ecqdgsdesq

       61 etclsvtcks gdfscggrvn rcipqfwrcd gqvdcdngsd eqgcppktcs qdefrchdgk

      121 cisrqfvcds drdcldgsde ascpvltcgp asfqcnsstc ipqlwacdnd pdcedgsdew

      181 pqrcrglyvf qgdsspcsaf efhclsgeci hsswrcdggp dckdksdeen cavatcrpde

      241 fqcsdgncih gsrqcdreyd ckdmsdevgc vnvtlcegpn kfkchsgeci tldkvcnmar

      301 dcrdwsdepi kecgtnecld nnggcshvcn dlkigyeclc （以下略）
　最初から２１番目まではシグナル配列で、３１３番目までが認識部位。

下線部にN結合型糖鎖修飾を受ける。→大腸菌には糖鎖修飾機構がない！

だけど、２００２年scienceの論文で、糖鎖修飾を大腸菌でおこなって成功していた。

付加価値食品
①砂糖を入れなくても甘いパンを作ろう。

遺伝子配列がわかっている場合、塩基を一つ一つつなげるよりも、mRNAからDNAを逆転写する方が簡単です！

まず、デンプンからグルコースを作らせよう。

Rizopus　oryzaeという生物が目的の酵素の遺伝子を持っている。

DNA→mRNA→cDNA（逆転写）しかしcDNAにはDNAの先端部がなくなっており、実際にタンパク質は産生されなかった。（もしかしたらRNApol．がくっつくところなのかも）

目的のDNAに先端部が切れない様な変異を入れてcDNAを作り、プラスミドを作成することで小麦のスターチだけで増える酵母の作成ができた。

パンとして作るには小麦のデンプンを使いすぎない必要がある。ちなみに、小麦のデンプン含有量は全体の４０％程度。タンパク質がグルテンを作ることで粘り気を持ち、パンとなれている。一方、米粉はデンプンを８０％も持つ。米粉はグルテンを形成しないため、パンとしての加工が難しかったが、最近では可能になってきている。（詳しい仕組みは不明）グルテンを生成しない分、アレルギーを起こさないとも。米粉を用いて、酵母にフルクトースを作らせつつ、酵母にグルテンを作らせても面白いかもね。

②バナナの色と香りのヨーグルト。

放線菌grixazoneが飢餓になると黄色い色素を作る。（但し、どのくらい黄色いのかは不明）

