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序論

1.リグノセルロース系バイオマスのガス化利用について

現在の化学工業は、その原料とエネルギー源の大部分を石油、天然ガス、石炭などの化石資源に依

存しており、そこから大気中-排出される二酸化炭素(CO,)が地球温暖化の原因となっていることが

指摘されているo　このため、化石資源の消費を節減し、大気中のC0,濃度の増大を抑制することが世

界的に求められており、日本も京都議定書(httD://wwvv.mofa.eo.w/mofa¥lgaiko/treaty/treaty 020413.html)

において、2008年から2012年の間に温室効果ガスの排出量を1990年に比べて6%削減することが目標

として義務付けられている。

現在世界では、化石資源に代わるクリーンで再生可能な天然資源としてバイオマスの利用が注目さ

れている1)。その一例として、農作物廃棄物やおがくず、廃紙、木屑などのリグノセルロース系バイオ

マスの利用が試みられている。現在、リグノセルロース系バイオマスを有用物質に変換するプロセス

は、大きく2つに分けられている。 1つは、糖化可能なバイオマス(セルロースや-ミセルロース)を

酸加水分解や酵素的加水分解を用いて糖に変換し、得られた糖を微生物によって発酵して水素(H2)

や乳酸、エタノールなどの有用物質に変換するプロセスである。しかしながら、このプロセスには、

加水分解に高いコストがかかることや、糖化が困難なバイオマス(リグニン)があるなどの問題があ

る。一方で、国内の生物廃棄物の約8割を占める糖化が難しいバイオマスは、もうlつのプロセスで

ある、水素、メタン発酵等の微生物変換によるガス化、あるいは直接燃焼や熱化学的変換によるガス

化が検討されている。このプロセスは、リグニンを含む総てのバイオマス成分に利用できると考えら

れる2)-4)回収された混合ガス【一酸化炭素(CO)、 co2、 H2、以下、合成ガスと表記する]は、ボイラ

ー燃料や燃料電池など-の利用が検討されているが、さらに、今後ガソリン添加物として爆発的な需

要の拡大が見込まれているエタノール(後述)の原料として利用できれば、新規有用物質生産法とし

て提案できる。そこで我々は、 H2及びCO。を原料とし、培養温度制御や雑菌汚染防止、及びエタノー

ル回収を同時に行えるなどメリットの多い好熱性嫌気性細菌を用いたエタノール生産法の開発に着目

した。

2.エタノールについて

エタノールは、溶剤、有機合成原料、消毒剤などとして多くの分野で利用されている。また、最近

では石油価格高騰および地球温暖化に対する関心の高まりを背景に、エタノールの自動車燃料-の混

合が世界的に注目されている1)。バイオマスを原料とするエタノールをガソリンに添加することによっ

て、ガソリンの消費量を削減でき、さらに、 CO。排出量の削減にも繋がると考えられる。

米国では、 2005年エネルギー政策法によって2012年までに生物資源由来の燃料の使用量を75億ガ

ロン(約2.9億kl)まで増やすことが定められたが、そのかなりの部分がトウモロコシなどのバイオマ

ス由来のエタノールでまかなわれるとみられている。また、州レベルでみると、コネチカット州やミ

ネソタ州ではエタノールを10%混合させたEIO燃料の販売が義務付けられている。

ブラジルでは、サトウキビ栽培が盛んでバイオマスエタノールが国内で供給できることから、 1970

年代初の石油ショックの際にプロアルコール政策(1975年～)が策定され、エタノールをガソリン代

替にすることが進められてきた。既にブラジルでは年間に販売される新車の半数以上がェタノール燃

料に対応した車となっている。現在、ブラジルでのガソリンに対するエタノール混合義務は20%とな

っている。
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日本では、政府全体が「バイオマス・ニッポン総合戦略」に取り組んでおり、輸送用燃料における

バイオマス由来燃料の普及を目指し、エタノールを3%混合させたE3燃料などの導入が推進されてい

る　2010年度に原油換算で50万kl相当のバイオ燃料を輸送用燃料として導入する目標が立てられて

いる。さらに、 E3よりも高濃度のエタノール混入に対応するため、国土交通省では、 EIO対応の車両

の安全・環境性能に関する技術指針の整備も進めている。これらのことから、今後日本でも、バイオ

マス由来エタノールの需要は、大幅な増加が見込まれている。

エタノールは、エチレンを原料とした化学合成法の他に、トウモロコシ、芋類、小麦、サトウキビ、

果物や野菜の残さなどを原料とした発酵法でも生産されている。しかしながら、莫大な量のトウモロ

コシやサトウキビを生産できる米国やブラジルとは異なり、日本ではこれらを基質としたエタノール

発酵には限界がある。また、これらを原料としたバイオマスエタノールの増産が農産物の価格高騰を

招き、エタノールと食料との競合が生じているとの指摘がある。さらに、他の作物からバイオマスエ

タノールの原料作物に転作する生産者が増加すれば、転作によって供給が減少する作物(特に大豆)

の価格が今後高騰する可能性も指摘されている。そのため、これら食用作物と競合しない原料からの

新たなェタノール生産法が求められている。

3.酢酸生産菌におけるエタノール生産

Acetogenと呼ばれる嫌気性酢酸生産菌(以降、酢酸生産菌)の一群は、 H2をエネルギー源(電子供

与体)としてC02を固定し、主に酢酸を生産して生育することがきる。酢酸生産菌は通常、最終産物

として酢酸のみを生産し、 「ホモ酢酸菌」とも呼ばれる。しかしながら、ある種の中温性酢酸生産菌

Clostridium ljungdahlii strain PETC )6)やC. autoethanogenum等においては、合成ガスからエタノールを生

産することが報告されている。

一方で、好熱性酢酸生産菌におけるエタノール代謝についてはほとんど報告されていない。その中

で、 Moorella thermoacetica (以前の名称、 Clostridium thermoaceticum)の一種は、硝酸(NOT)を電子

受容体として用いた時に、エタノールを資化できることが報告されている8)O　また、 M. thermoacetica

の休止菌体系や粗酵素液を用いた研究では、炭素の放射性同位体14Cを含むアセチルーCoA経路の中間

体【5- C]methyltetrahydrofolateから14Cを含むエタノールを生産することが報告されている9).これらの

ことから、ある種の好熱性酢酸生産菌もまた、中温性酢酸生産菌と同様にエタノール生産経路を持っ

ている可能性が示唆された。好熱性嫌気性菌をエタノールの発酵生産に用いることには、酵母や中温

性酢酸生産菌を用いる場合に比べて以下のような利点がある10卜12)

・培養温度が高温(50-80℃)であるため減圧蒸留によるエタノールの回収が容易になる

・好熱性菌の場合の加熱するコストの方が酵母などの場合の冷却するコストに比べて安い

・培養温度が高温であるため、自然条件に左右されにくく安定したオペレーションが可能になる

・培養が高温、無酸素の状態で行われるため、コンタミネーションの危険が非常に少ない

しかしながら、好熱性酢酸生産菌が増殖条件下においてエタノールを生産することを直接示す報告

はなく、それに関わる酵素系などについての情報も全く分かっていなかった。
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4.好熱性嫌気性細菌を用いたガス基質からのエタノール生産

前節までのことから、我々は、バイオマス由来の合成ガスを原料とした好熱性細菌によるエタノー

/レ生産に着目した(図1)0

令
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図1好熱性細菌を用いたエタノール生産プロセス

この生産系には、バイオマス以外に様々なガス供給源が考えられる。特にH2については、石油(ナ

フサ接触改質)、石油化学(ナフサ分解、エチレンプラント)、製鉄(コークス炉)、ソーダ製造(電解)

などで副生されるH '3>を利用することが考えられる。

5.これまでの研究の経緯

これまでに、我々は、様々な土壌サンプルからH2-CO2ガスをエタノールに変換できる好熱性嫌気性

菌のスクリーニングを行い、その結果、吉本により新たに9株を単離することに成功した14)そして、

これらの菌株が、 H,-CO,ガスからエタノールを生産できることを初めて報告した。さらに、その中で

もエタノール生産性が高く、 H2、エタノール、酢酸に対する耐性のバランスが良好なHUC22-1株(図

2)を選択し、 H2-CO2ガスからのエタノール及び酢酸生産-の応用を目的とした基礎研究が酒井により

行われた15)

HUC22-1株の16S rRNA遺伝子の解析を行ったところ、この菌はグラム陽性菌Moorellasp.であるこ

とが分かった。しかしながら既存菌{M.thermoacetica及びM.thermohydrosulfurica)とは生産物や基質資化

性が異なること、及びそのエタノール生産能から、 M.thermoaceticaの中でも特異な種であることが推

察されたOまた、本菌は4卜65℃、 pH4.5-7.5で生育可能であり、 5j-60℃、 pH5.7-6.7で最も高い

増殖を示すことが分かった16) H,-CO,を基質とした典型的な回分培養では、 156時間培養で56.7 mM

の酢酸と1.5mMのエタノールを生産した。さらに、 pH5.8一定制御の条件で反復回分培養を行ったと

ころ、合計エタノール生産量は15.4mmol(1ィeactor)-1まで上昇した17)一方、フルクト-スを基質とし

た培養では、エタノール生産はほとんど確認されず、 H2-CO2培養との違いが見られた。また、化学変

異剤Af-methyl-W-nitro-〟-nitrosoguanidine (NTG)による変異処理を用い、エタノール高生産株の作製を

試みたが、継代後もエタノール高生産を維持する株は得られなかった0
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6.本研究の目的

これまでの研究から、単離されたHUC22-1株の基本的な特徴と、エタノール生産性についての情報

は得られた。しかしながら、エタノール生産経路を含め、本菌がどのような代謝経路を持つのかにつ

いてはほとんど情報が得られていなかった。また、本菌のエタノール生産性は低く、実用化するには

何らかの方法でエタノール生産性を向上させる必要があった。そこで、本研究では、本菌のH2-C02か

らのエタノール生産-の応用を目的とし、代謝経路のさらなる解析を行った。また、エタノール高生

産株の分子生物学的育種に必要な遺伝子導入法の開発にも取り組んだ.

第1部では、本菌のエタノール生産に関わると予想される酵素をコードしていると思われる遺伝子

を本菌ゲノムよりクローニングし、既知の酵素のアミノ酸配列と比較した。また、各酵素をE. coliで

それぞれ大量発現させ、精製し、得られた精製酵素の特性解析を行った.さらに、 Real-timequantitative

PCR (RTQ-PCR)による各遺伝子の発現レベルの解析を行った.

第2部では、本菌の様々な基質における代謝特性の解析を行った。また、各基質で培養した本菌の

菌体から粗酵素液を抽出し、 ATP生成を伴うグリオキシル酸代謝経路であるマリルーCoA経路に関わる

酵素の活性測定を行い、その活性を比較した。

第3部では、既存のシャトルベクター、または相同性組換えを用いて、本菌のエタノール高生産株

の分子生物学的育種に必要な遺伝子導入法の開発を行った。
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第1部　HUC22-1株のエタノール生成に関与する酵素の機能解析

第1章　HUC22-1株ゲノム由来acetaldehyde dehydrogenase遺伝子、 alcohol

dehydrogenase遺伝子のクローニングと配列決定

第1節　緒言

当研究室で単離された好熱性嫌気性細菌Moorella sp. HUC22-1は、 H2-CO2ガスを基質として酢酸と

微量のエタノールを生産する。しかしながら、好熱性嫌気性細菌が増殖条件下で合成ガスを基質とし

てエタノールを生産したという報告は他に無く、どのような代謝経路でH2-CO2ガスからエタノールを

生産するのかについては全く不明である。

酢酸生産菌のH2-C02の代謝経路はHarland G. WoodとLars G. Ljungdahlによって詳細に研究され、

アセチルーCoA経路(Wood-Ljungdahl pathway図3)と呼ばれている18) -20)。 4molのH2と2 molのCO,

はこのアセチルーCoA経路に入り、 1 molの酢酸を生産するとともに1 molのATPを生産するが、 metyl

branchで1 molのATPが消費されるため、 ATP生産はOmolになる。しかしながら、図3の緑の矢印

で示した3つの反応がナトリウムポンプによる膜を介したATP生産と連動していると考えられており、

それぞれ1/3molのArP生産、 1/2molのATP生産、 1/3molのATP消費となるため、最終的にアセチ

ルーCoA経路では1 molの酢酸を生産する際に1/2molのATPが生産されると考えられている77)

酒井らによるHUC22-1株の粗酵素抽出液を用いた研究では、NAD(P)Hを還元力としてアセチルーCoA

をアセトアルデヒドに変換する酵素acetaldehyde dehydrogenase (Aldh)と、 NAD(P)Hを還元力としてア

セトアルデヒドをエタノールに変換する酵素alcohol dehydrogenase (Adh)の活性が、エタノールを生産

しないフルクト-ス培養時の菌体より、エタノールを生産するH2-CO。培養時の菌体のほうが高いこと

が示されている16)これらのことから、我々は、図4に示すような、HUC22-1株におけるアセチルーCoA

経路を介したH,-CO,からのエタノール生産経路を提案した。

そこで本章では、まずHUC22-1株ゲノムから上記のAldh及びAdhをコードする候補遺伝子を検索、

クローニングし、その配列を決定し、既知のAldh、 Adhとの比較を行った。
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※THF: tetrahydrofolate, [Co-protein] : corrinoid protein

図3　嫌気性酢酸生産菌における代謝経路図

10



[正云ヨ

NAD(P)H + H-

NAEHP)早

rHくく、H,()H

Ethanol

※THF: tetrahydrofolate, 【Co-protein] : corrinoid protein,

Aldh: acetaldehyde dehydrogenase, Adh: alcohol dehydrogenase

図4　HUC22-1株におけるH2-C02からの予想エタノール生産経路
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第2節　方法

ト211基本培地、基質溶液の調製

本研究では、 C. ljungdahliiの培養に用いられるATCC 1754 PETC medium (http://www.atcc.org)を改変

したものを基本培地として用いた。改変として、cysteine HCl-H20の最終濃度を0.3 gl当こ減らし、 Na2S

9H20を除いた.培地作製は、 reducing agent (cysteine・HCl・H20, 30 g I-1)と基質(フルクト-ス等)

を別に調製した。嫌気的に培地を調製する方法として、 Hungateの方法21)を改変したMillerらの方法22)

を用いた。各成分の組成と調製手順を以下に示す。

培地　　(ATTC medium 1754 PETC medium改変

1.0g

0.1g

0.2g

0.8g

0.1g

20.0 mg

1.0g　(オリエンタル酵母工業)

10.0 ml

Moorella sv. HUC22-1

NH4CI

KCI

MgSO4 - 7H2O

NaCI

KH2PO4

CaCl, - 2H20

Yeast extract

Trace Elements

Wolfe s Vitamin Solution 10.0 ml

NaHCO3　　　　　　　　　2.0 g

HClでpH6.9に調整

MilliQwaterで900mlにフィルアップ

Resazunn 1 mg

20minボイルして脱気。培地が青から赤に変色したら脱気完了

C02を注入しながら氷中で20分間冷却

予めC02を注入しておいた125mlバイアル瓶に18mlずつ分注

※ロールチューブにする場合はここでバイアル瓶一本につき0.4gの高温培養用寒天(ナカライテ

スク)を添加

さらに3minCO,を注入した後、プチルゴム栓とアルミシールで密閉

オートクレーブ(121℃ 15分間)

菌体接種直前に以下の溶液を添加

※以下はバイアル瓶-本(培地18ml)につき加える量

Fructose solution 1 ml

Reducing agent 0.2 ml

※培地が赤い場合にはTi (III) citratesolutionを1、 2滴添加

※H,-CO,で培養する場合には、 Fructose solutionを添加せず、代わりに菌体植菌後H2 -CO2 [80:20

(Ⅴ/v)]の混合ガスをゲージ圧0.15 MPaになるように-ツドスペースに充填
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Traceelements (1 )

Nitnlotriacetic acid　　　　　2.0 g

Nitrilotriacetic acidを溶解させた後、 KOHでpH 6.0に調整

MnSO4 H20　　　　　　　1.0 g

Fe(SO4)2(NH4)2- 6 H20　　　0.8 g

CoCl2- 6 H20　　　　　　　0.2 g

ZnSO4-7 H20　　　　　　　0.2 mg

CuCl, - 2 H,0　　　　　　　20.0 mg

NiCl, - 6 H,0　　　　　　　20.0 mg

Na2MoO4 - 2 H20　　　　　20.0 mg

Na,SeO4　　　　　　　　　20.0 mg

Na,WOa　　　　　　　　　20.0 mg

MilliQwaterで1 1にフィルアップ

遮光し4℃に保存

Wolfe's vitamin solution (1 )

Biotm

Fohc acid

Pyndoxine hydrochloride 1 0.0 mg

Thiamine HCl　　　　　　5.0 mg

Riboflavin　　　　　　　　5.0 mg

Nicotinic acid　　　　　　　5.0 mg

Calcium D-(+)-pantothenate　5.0 mg

Vitamin B12　　　　　　　0.1 mg

p-Aminobenzoic acid　　　5.0 tng

Thioctic acid　　　　　　　5.0 mg

MillK〕waterで1 1にフィルアップ

遮光し4℃に保存

i solution

'water 100 ml

20分間ボイルして脱気

N2を注入しつつ氷中で室温まで冷却

Fructose log

N2を注入しつつさらに氷中で20分間冷却

0.45 H-mフィルターで櫨過滅菌しつつ、 N,を注入した滅菌済みバイアル瓶に注入
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紗ins agent
MilliC〕water lOOml

20分間ボイルして脱気

N2を注入しつつ氷中で室温まで冷却

LCysteine-HCI H20　3.0g

N2を注入しつつさらに氷中で20分間冷却

0.45 ¥imフィルターで櫨過滅菌しつつ、 N2を注入した滅菌済みバイアル瓶に注入

遮光し保存

Ti (IIP citrate solution

Sodium citrate蝣2H2O 1 1.764 g

MilliC〕 waterで200mlにフィルアップ

20分間ボイルして脱気

N2を注入しながら水中で20分間冷却

N2ガス下で、 8.5 %Titanium(III)chloride水溶液25 ml (シグマアルドリッチ)を梶合

′N。ガス下で、湯煎で沈殿を溶解させた飽和炭酸ナトリウム水溶液でpH6.0に調整

予めN2を注入しておいた65 mlバイアル瓶に30mlずつ分注

さらに3分間N2を注入した後、プチルゴム栓とアルミキャップで密閉

オートクレーブ(121℃ 15分間)

遮光し保存

1-2-2　バイアルビンを用いた回分培養

この章では用いないが、後述の章で用いるH,-CO,を基質とした回分培養の方法についてもここで述

べる。

フルクト-スを基質とした回分培養は、 1-2-1で述べた調製法に従って調製した培地に、前培養液を

5% (v/v)濃度で植菌し、 55℃のインキュベーターで静置培養を行った。バイアル瓶-の基質の添加や植

菌には22GXl・1/4の注射針(ニプロ)を取り付けたプラスチック注射器(テルモ)を用いてクリーン

ベンチ内で嫌気的に行ったo注射針を刺すプチルゴム栓の部分は、アルコ「ルを吹き付け、ガスバー

ナーであぶって滅菌した。

H2-C02を基質とした回分培養では、 H2-CO2ガスを充填する前に、フルクト-スを基質として対数増

殖期まで増殖させた前培養液を5% (v/v)濃度で植菌した.その後、 0.45ドmのmixed cellulose ester

hydrophilic filter (Dismic⑳-25AS, Advantec⑳,東洋櫨紙)を通して滅菌したH2-CO2 [80:20 (v/v)]の混合ガ

スでバイアル瓶のヘッドスペースを2分間置換し、ゲージ圧0.15MPaになるようにさらに2分間混合

ガスを充填した。その後、 55℃のシェーカーで160 rpmで振とう培養を行った。なお、 H,-CO,培養か

らH2-CO2培養-の植え継ぎも、前培養液を5% (v/v)濃度で植菌した。

1-2-3　HUC22-1株からのゲノムDNAの抽出

グラム陽性菌である本菌からのゲノムDNAの抽出には、 Marmur法23)を改変した以下の方法を用い

たoフルクト-スを基質として定常期まで培養した培養液20mlを3,000rpm、15分間遠心して集菌し、
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上清を除去した。得られた菌体に1.5mlのTEbuffer (10mMTris, 1 mMEDTA-2Na)と5mgのリゾチ

ーム(粉末)を加えて懸濁し、 37℃で30分間ゆっくりと振とうした。その後、 2.5mlの溶菌液【100mM

Tris-HCl (pH 8.0), 300 mM NaCl, 20 mM EDTA-2Na, 2% SDS, 100ドg ml Proteinase K]を加えて混合させ、

55℃で60分間静置し、菌体を溶解させた。菌体溶解液に1.25mlのフェノール:クロロホルム:イソアミ

ルアルコール(25:24:1)混液を加えて室温で10分間振とうして完全に混合させたのち、 ll,000rpm、 5

分間遠心して3層に分離し、上層を新しいチューブに移した。この操作を計2回繰り返し、タンパク

を除去した.得られた溶液量の1/10量の3M酢酸ナトリウム溶液(pH 5.2)と2.5倍量のエタノール

を加えて静かに混合させ、室温で10分間静置したのち、 ll,000 rpm、 15分間遠心して上清を除去し、

DNAを沈殿させたoその後、 75%エタノールを5 ml加えて11,000rpm、 5分間遠JLtLて上清を除去し、

DNAをリンスした。最後に、 ll,000 rpm、 30秒間遠心して余分なェタノールを完全に除去し、 200 m-1

のdH,Oに溶解させ、 -20℃に保存した。得られたゲノムDNAは、 dH20で10倍に希釈し、分光光度計

(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech)のDNA定量モードで濃度と純度を確認した。

1-2-4　Moorella thermoaceticaATCC 39073株のゲノムデータベースからのadh、 aldhホモログの検索

HUC22-1株のゲノムDNAの配列は未だ解析されていない.一方で、本菌の近縁種であるMoorella

thermoacetica ATCC 39073株は、そのゲノムデータベースがGenbankに登録されている(Accession

number: CP000232 )　そ　こで、 National Center for Biotechnology Information ( NCBI )

(httD://ww¥v.ncbi.nlm.nih.更OV)のBLAST検索を用い、このデータベースからadh、 aldhのホモログの

検索を行った。

1-2-5　HUC22-1株ゲノム由来のadh、 aldhホモログのクローニング及び配列決定

1-2-3で得られたHUC22-1株のゲノムDNAを鋳型に、 Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"version, Takara

Bio)とPCR装置(PC808,ASTEC)を用いてPCRを行い、 1-2-4で見つかった各ホモログを増幅した。

pcR反応液組成と反応条件を表ト1に、各ホモログに対して用いたプライマーの配列を表112に示す。

反応終了後、各pcR産物を0.7%アガロースゲル電気泳動(Agarose S, Takara Bio)で確認した後、

pGEM㊥-T Easy Vector System (Promega)を用いたTAクローニングによってそれぞれpGEM⑳-T Easy

vectorに組み込み、 E. coliDH5aをヒートショック法で形質転換した100汁gml ampicillin、 0.1 mM

isopropyl thiogalactoside (IPTG) 、及び40 ¥ig ml 5-brom0-4chlor0-3-indolyトβ-D-galactoside (X-gal)を含

むLuria-Bertani (LB)プレートで一晩培養し、 Blue/Whiteselectionによって目的遺伝子がクローニング

されたプラスミドを持つコロニーを選択した。選択した各コロニーをそれぞれ100¥xgml atnpicillinを

含む2 mlのLB培地に植菌し、さらに一晩振とう培養した後、 Quantum Prep㊥ Plasmid Miniprep Kit

(Bio-Rad)を用いてプラスミドを回収した。回収された各プラスミドは、適当な制限酵素で切断した

後、 0.7%アガロースゲル電気泳動で目的の断片がクローニングされていることを確認した。各プラス

ミドにクローニングされた断片の配列決定は、広島大学　自然科学研究支援開発センター　遺伝子実

除部門のDNA塩基配列決定サービスに依頼したoまず、 Ml3forwardプライマーとMl3reverseプライ

マーを用いて両端から配列を決定し、さらに内側の配列については、表113に示すプライマーを用いて

決定した。なお、 PCR段階での変異がないことを確認するため、 PCRからシークエンスまでの一連の

操作はすべてのホモログについて複数並行して行い、問題がないことをそれぞれ確認した。

配列を決定した断片に含まれていた遺伝子がコードするタンパクと他の細菌が持つ既知のタンパク

とのアミノ酸配列の比較を、 BLAST検索を用いて行った。
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表1-1 PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 ¥il

HUC22-1株ゲノムDNA (0.1 (.1帥I-1)

Primer F (20 pmolトIl-1)

Primer R uO pmol nl"1)

dH,O

l u1

2ト11

2ill

20 ul

Tota1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50ド1

94℃

w&

らo℃

72℃

4℃

表1・2　クローニングに用いたプライマー

Name Sequence (5- to 3'　　　　　　　　　　Accession number Localization

adhA -F

adhA -R

adhB -F

adhB -R

adhC-F

adhC-R

aldh -F

aldh -R

ATCAAAACGTTAGCCTCGCC

TAATTATCCTGGATCCGCCC

TATG CGTGCCCATGATC GTT

TTACTAACTTGGCTCCTTGC

TGATGTTCTCAGTAGCCGAC

TATTTCCTCGATGGACCAGG

ATGCTCCTGCTGGAG G GTGA

CTTCC GGTAACATAG CCC C C

CPOOO232

CP000232

CPOO0232

CPOOO232

CP000232

CPOOO232

CPOOO232

CP000232

1 ,978,929

1,981,635

1,051,627

1,054,727

2,377,335

2,3 74,294

1,832,850

1,830,910

※LocalizatinはGenbankに登録されているM. thermoacetica ATCC 39073株ゲノムデータベースに

おける各プライマー配列の位置

表1・3　各遺伝子のシークエンスに用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3')

adhA -F2

adhA -KL

adhB -・2

adhB -R2

adhC -・2

adhC -m.

aldh -F2

CCAGATGCTCCTTCACTTTT

AG GTCAGTTAACCTGGC GAT

AG GG CTACCCAGAATGGTTT

ATGTCGACAACCG CGTTATG

ATTAACGACCCGATCTTCG C

TAAGGCCGTAACTG GAATGG

AAACCCCACTTACAGCATG C
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第3節　結果及び考察

ト3-1 adh、 aldhホモログの検索

HUC22-1株の近縁種であるM. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースからadh、 aldhの

ホモログを検索した結果、 adhについては3つ、 aldhについては1つのホモログが存在することが分か

った。そこで本研究では、これらの遺伝子をそれぞれadhA (genelD: 3830835) 、 adhB (genelD: 3832643) 、

adhC (genelD: 3831379)、及びaldh (genelD: 3832442)と表記、呼称することとした。

1-3-2　HUC22-1株ゲノム由来のadh、 aldhホモログのクローニング及び配列決定

I-3-1で得られたホモログをHUC22-1株のゲノムからクローニングするために、 HUC22-1株からゲ

ノムDNAを抽出し、そのゲノムDNAを鋳型に用い、表ト2に示した各プライマーで4つのホモログ

をPCRによってそれぞれ増幅し、アガロースゲル電気泳動で確認した。その結果、すべてのPCR反応

について、予想されたサイズの単一バンドが確認されたため、これらをそれぞれpGEM◎-TEasyvector

にクローニングしたo得られたプラスミドはそれぞれpGEM-adhA、 PGEM-adhB、 PGEM-adhC、及び

PGEM-aldhと呼ぶこととした。これらのプラスミドにクローニングされた断片の塩基配列を決定した

ところ、いずれもM. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースに示されている配列と99%以

上の相同性を示すことが確認された。図5に決定された各遺伝子の塩基配列と、それにコードされて

いるタンパク質(AdhA、 AdhB、 AdhC及びAldh)のアミノ酸配列を示す。

1-3-3　各遺伝子がコードするタンパクと既知のタンパク質とのアミノ酸配列の比較

AdhA、 AdhB、 AdhC及びAldhのアミノ酸配列を、 BLAST検索を用いて他の細菌が持っ既知のタン

パク質と比較した。その結果の中から特に相同性の高かったものについてまとめたものを表114に示す。

を示した。

AdhAは、アミノ酸レベルではM. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースに示されてい

るもの(class IV Adh)と100%の相同性を示すことが分かった。また、好熱性細菌、及び古細菌の

Fe-containingAdhとも高い相同性(59-68%)を示したOこれらの中には、実際にAdhとしての酵素特

性の解析が行われ、その結果が報告されているものも含まれており、このAdhAがAdhとしての機能

を持っている可能性は高いと考えられた。

AdhBは、アミノ酸レベルではM. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースに示されてい

るもの(Fe-Adh)と98%の相同性を示すことが分かったOまた、AdhAと同様に好熱性細菌のFe-containing

Adhと相同性を示したが、 AdhAに比べるとその相同性は低かった(37-44%)t

AdhCは、アミノ酸レベルではM. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースに示されてい

るもの(Zn-Adh)と99%の相同性を示すことが分かったO　しかしながら、 AdhAやAdhBと異なり、

M. thermoacetica以外の好熱性細菌が持つAdhとの相同性は見られず、中温性細菌が持っZn-containing

Adhと低い相同性(36-39%)を示すのみであった。

Aldhは、アミノ酸レベルではM. thermoaceticaATCC 39073株のゲノムデータベースに示されているも

の(semialdehyde dehydrogenase)と100%の相同性を示すことが分かった。また、好熱性細菌が持つAldh、

あるいはsemialdehyde dehydrogenaseと高い相同性(57-65%)を示したO
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(A) adhA

Molecule】r Weight : 43327.55

5' ATG TGG GAA ACA AAA ATA AAC ATC AAC GAA GTC CGG GAA ATC CGG GCT AAA ACA ACC GTC TAC TTT GGA

Met Trp Glu Thr Lys He Asn He Asn Glu Val Arg Glu He Arg Ala Lys Thr Thr Val Tyr Phe Gly

GTT GGA GCT ATT AAA AAG ATT GAC GAC ATA GCC AGG GAA TTT AAG GAA AAG GGA TAC GAT AGG ATC ATC

Val Gly Ala lie Lys Lys He Asp Asp He Ala Arg Glu Phe Lys Glu Lys Gly Tyr Asp Arg He He

GTA ATA ACC GGC AAG GGG GCT TAT AAA GCC ACC GGC GCG TGG GAA TAT ATA GTT CCG GCC TTA AAT AAA AAC

Val He Thr Gly Lys GlyAlaTyr LysAla Thr GlyAla Trp Glu Tyr HeVal ProAla Leu Asn Lys Asn

CAG ATA ACC TAT ATC CAT TAC GAC CAG GTG ACG CCC AAC CCG ACG GTA GAC CAG GTT GAC GAG GCA ACC

Gin lie Thr Tyr lie His Tyr Asp Gin Val Thr Pro Asn Pro Thr Val Asp Gin Val Asp Glu Ala Thr

GAG GCA ACC AAA CAA GCC CGG GAA TTC GGT GCC CGA GCC GTC CTG GCC ATC GGC GGG GGT AGC CCC ATT

~ t-

Glu Ala Thr Lys Gin Ala Arg Glu Phe Gly Ala Arg Ala Val Leu Ala He Gly Gly Gly Ser Pro He

GAT GCC GCT AAA AGC GTA GCC GTC TTG CTC TCC TAC CCC GAC AAA AAT GCC CGA CAG CTC TAC CAG TTA

Asp Ala Ala Lys Ser Val Ala Val Leu Leu Ser Tyr Pro Asp Lys Asn Ala Arg Gin Leu Tyr Gin Leu

GAA TTT ACA CCT GTT AAG GCC GCA CCT ATC ATC GCT ATT AAT CTT ACC CAT 6GT ACG GGG ACG GAA GCC

Glu Phe Thr Pro Val Lys Ala Ala Pro He He Ala He Asn Leu Thr His Gly Thr Gly Thr Glu Ala

GAT CGC TTT GCC GTT GTC AGC ATC CCT GAA AAG GCA TAT AAA CCC GCT ATT GCC TAT GAT TGC ATT TAC

Asp Arg Phe Ala Val Val Ser lie Pro Glu Lys Ala Tyr Lys Pro Ala He Ala Tyr Asp Cys He Tyr

CCC TTA TAT TCA ATT GAC GAC CCG GCC CTC ATG GTA AAA CTG CCG TCC GAC CAG ACA GCT TAT GTC TCT

Pro Leu Tyr Ser lie Asp Asp Pro Ala Leu Met Val Lys Leu Pro Ser Asp Gin Thr Ala Tyr Val Ser

図5　HUC22-1株由来adh、 aldhの塩基配列及び遺伝子産物のアミノ酸配列
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GTT GAT GCC CTC AAC CAT GTC GTC GAA GCA GCC ACC AGC AAA GTA GCC AGC CCC TAT ACT ATT ATC CTG

Val Asp Ala Leu Asn His Val Val Glu Ala Ala Thr Ser Lys Val Ala Ser Pro Tyr Thr He He Leu

GCC AAG GAA ACG GTA CGG CTC ATC GCC CGA TAC CTG CCC CAG GCC CTG TCC CAT CCG GCG GAT TTG ACG

Ala Lys Glu Thr Val Arg Leu He Ala Arg Tyr Leu Pro Gin Ala Leu Ser His Pro Ala Asp Leu Thr

GCC AGG TAT TAT CTC CTC TAT GCT TCC CTG ATT GCC GGA ATA GCC TTT GAC AAC GGT TTG CTC CAC TTC

Ala Arg Tyr Tyr Leu Leu Tyr Ala Ser Leu lie Ala Gly He Ala Phe Asp Asn Gly Leu Leu His Phe

ACC CAC GCC CTG GAA CAC CCC CTG AGC GCC GTC AAA CCG GAG CTC GCC CAC GGT CTG GGG CTG GGT ATG

Thr His Ala Leu Glu His Pro Leu Ser Ala Val Lys Pro Glu Leu Ala His Gly Leu Gly Leu Gly Met

CTG CTG CCG GCC GTA GTC AAG CAG ATT TAC CCG GCA ACC CCG GAG GTA CTG GCG GAG ATA CTG GAG CCC

Leu Leu Pro Ala Val Val Lys Gin lie Tyr Pro Ala Thr Pro Glu Val Leu Ala Glu He Leu Glu Pro

ATT GTT CCC GAT CTC AAA GGC GTT CCC GGT GAA GCA GAA AAG GCG GCC AGC GGG GTG GCA AAA TGG CTT

lie Val Pro Asp Leu Lys Gly Val Pro Gly Glu Ala Glu Lys Ala Ala Ser Gly Val Ala Lys Trp Leu

GCC GGA GCC GGT ATT ACC ATG AAG CTA AAA GAT GCG GGC TTT CAA GCG GAA GAT ATC GCC AGG TTA ACT

Ala Gly Ala Gly lie Thr Met Lys Leu Lys Asp Ala Gly Phe Gin Ala Glu Asp He Ala Arg Leu Thr

GAC CTG GCC TTT ACC ACC CCG AGT CTC GAG CTT CTC CTG AGT ATG GCC CCG GTA ACG GCC GAC AGG GAA

Asp Leu Ala Phe Thr Thr Pro Ser Leu Glu Leu Leu Leu Ser Met Ala Pro Val Thr Ala Asp Arg Glu

AGG GTT AAG GCA ATT TAC CAG GAC GCC TTT TAA　3-

Arg Val Lys Ala lie Tyr Gin Asp AleコPhe
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(B) adhB

Molecular Weight : 39124.07

5' ATG TCC TTC AGT 丁丁丁 TAT TTA CCA ACA AAG GTC TTT TTT GGC GAA GGG GCT GTT AAC AAT CAT GGC GTC

Met Ser Phe Ser Phe Tyr Leu Pro Thr Lys Val Phe Phe Gly Glu Gly Ala Val Asn Asn His Gly Val

TTT CTT AAA GGC AGG GGC CGC CGG GCC CTG GTA GTC ACC GGG CGC CAC AGC GCT ACA GCC AGC GGT GCT

Phe Leu Lys Gly Arg Gly Arg Arg Ala Leu Val Val Thr Gly Arg His Ser Ala Thr Ala Ser Gly Ala

ATG GCC GAT ATT GAA GCC TTG GCC CAG AAA CTA GAT ATA ACC CTG GCG ACC TTC AAT CAG GTC CCT TCT

Met Ala Asp lie Glu Ala Leu Ala Gin Lys Leu Asp He Thr Leu Ala Thr Phe Asn Gin Val Pro Ser

AAC CCC ACC CTG GAA GTA GTG GGC CGG GGT GTT GAA ATG GCC CGC AGC GAA GGG GCG GAT TTT ATC ATC

Asn Pro Thr Leu Glu Val Val Gly Arg Gly Val Glu Met Ala Arg Ser Glu Gly Ala Asp Phe He He

GGA ATT GGC GGT GGT TCT CCC CTG GAT ACG GCC AAA GCC ATC GCC CTC CTG GCA ACC AAC AAA GTA CCG

Gly He Gly Gly Gly Ser Pro Leu Asp Thr Ala Lys Ala He Ala Leu Leu Ala Thr Asn Lys Val Pro

GCA ACC GCC CTT TAT GAG GCT GAG CTA CCG GAG CCG CCT CTG CCT C汀G GTT GCT ATA CCG ACT ACT GCC

Ala Thr Ala Leu Tyr Glu Ale】 Glu Leu Pro Glu Pro Pro Leu Pro Val Vcコ1 Aleコlie Pro Thr Thr Altコ

GGC ACC GG6 AGC GAA GTC ACC CAG CAT GCC GTT TTT ACC CTG CCG GAA AAG AAA ATC AAG AAG GGC TTT

Gly Thr Gly Ser Glu Val Thr Gin His Ala Val Phe Thr Leu Pro Glu Lys Lys lie Lys Lys Gly Phe

AGT GAC GAC CGC TGT TTT CCC CTG GCA GCA TTG GTG GAT CCC CGT TAT ACC GCC TCT CTC CCC CTG GAG

Ser Asp Asp Arg Cys Phe Pro Leu Ala Ala Leu Val Asp Pro Arg Tyr Thr Ala Ser Leu Pro Leu Glu

GTT ACC ATT GAT ACC GCC CTG GAC GCC CTG AGC CAT GCC ATC GAG GGT TAC CTG TCC AGG CGG GCG ACG

Val Thr lie Asp Thr Ala Leu Asp Ala Leu Ser His Ala He Glu Gly Tyr Leu Ser Arg Arg Ala Thr
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CCT TTA AGC GAT ACT CTG GCC CTT GAG GCC ATG GGC CTC TTC GCC AGG CAT AAG GAA GCC CTG GTG AGG

Pro Leu Ser Asp Thr Leu Ala Leu Glu Ala Met Gly Leu Phe Ala Arg His Lys Glu Ala Leu Val Arg

GGA GAG TTG ACT CCT GCT GCC AGG TAC GAT CTC ATG TAT GCT TCC ACC CTT GGT GGC ATG GTC ATT GCC

Gly Glu Leu Thr Pro Ala Ala Arg Tyr Asp Leu Met Tyr Ala Ser Thr Leu Gly Gly Met Val lie Ala

CAG ACG CGT ACG ACC ATT CTG CAT ACC CTG GGT TAT CCT CTA ACC TTC AGC CAC AAT ATC CCC CAT GGC

Gln Thr Arg Thr Thr lie Leu His Thr Leu Gly Tyr Pro Leu Thr Phe Ser His Asn He Pro His Gly

CGG GCC AAT GGC CTC CTG CTG GCA GCC TAC CTG GAG TTC GTA CAA CCG GCG GAA CCG GTG AAG GTC GCT

Arg Ala Asn Gly Leu Leu Leu Ala Ala Tyr Leu Glu Phe Val Gin Pro Ala Glu Pro Val Lys Val Ala

CGC ATC CTG ACT GTT TTA GGG ATG ACC TCC CTG GCA GAG GTG CAA CAG ATG ATC CGG CTA CTC CTG CCG

Arg lie Leu Thr Val Leu Gly Met Thr Ser Leu Ala Glu Val Gin Gin Met He Arg Leu Leu Leu Pro

GTG CCG GGA ATA TAT CCG GAG AAG GAA TTG GAA CGC ATG GCG GAT CTG GTA ACC GGG GCC AGC AGT ATG

Val Pro Gly lie Tyr Pro Glu Lys Glu Leu Glu Arg Met Ala Asp Leu Val Thr Gly Ala Ser Ser Met

GCC TGG ACG GCC CGC CAG GGG ACC CGG GCC GAT CTG GTC CGG ATA CTG CGC CAG AGT TTG G(汀TAG 3-

Ala Trp Thr Ala Arg Gin GlyThr Arg Ala Asp Leu Val Arg He Leu Arg Gin Ser Leu Gly ***
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(C) adhC

Molecule】r Weight : 38062.20

5' ATG ATC CCT GAA AAA ATG AAA GCC CTG GTT CTC TTC GGC CCT AAC GAC GTG CGC CTG GTA GAA AAG CCG

Met lie Pro Glu Lys Met Lys Ala Leu Val Leu Phe Gly Pro Asn Asp Val Arg Leu Val Glu Lys Pro

GTG CCC AAA CCC GGC CCC GGC GAG GTG CTG GTC AGG GTG GCG GCC TGC GGC ATC TGC GGC ACC GAT GTA

Val Pro Lys Pro Gly Pro Gly Glu Val Leu Val Arg Val Ala Ala Cys Gly lie Cys Gly Thr Asp Val

AAG ATT ATC ACC AAG GGC ATG CCA AAG ATG CCT CCC TAC GGT GAA TTT ACC TTC GGC CAT GAA TGG GCC

LysエIe lie Thr Lys Gly Met Pro Lys Met Pro Pro Tyr Gly Glu Phe Thr Phe Gly His Glu Trp Ale】

GGG ACC ATT GTC GCC CTG GGA GAA ACA GTG GAC GAA TTC CAG GTC GGC GAC CGG GTA GCC CTC GAG GCT

Gly Thr He Val Ala Leu Gly Glu Thr Val Asp Glu Phe Gin Val Gly Asp Arg Val Ala Leu Glu Ala

CAC AAG GGT TGC GGC CGC TGT GAA AAC TGC ATC GAC GGC AAG TAC ACT GCC TGC CTA AAC TAC GGC CGC

His Lys Gly Cys Gly Arg Cys Glu Asn Cys lie Asp Gly Lys Tyr Thr Ala Cys Leu Asn Tyr Gly Arg

CTG GAC AAG GGC CAC CGG GCC GCG GGC ATG ACG GTA GAC GGT GGC TTT GCC GAG TAT GCC GTC CAG CAT

Leu Asp Lys Gly His Arg Ala Ala Gly Met Thr Val Asp Gly Gly Phe Ala Glu Tyr Ala Val Gin His

GTA AAT TCA GTC TAC AAG ATT CCC GAC AAT ATT ACT TTC AAC GAA GCC ACC TAT GTG ACT ACG GCC GGC

Val Asn Ser Val Tyr Lys lie Pro Asp Asn lie Thr Phe Asn Glu Ala Thr Tyr Val Thr Thr Ala Gly

TGT GCC CTC TAC GCC ATC GAC AAG AGC GGC GGT TAT ATT GCC GGG GAT ACG GTC CTG GTC ATC GGC CCC

Cys Ala Leu Tyr Ala He Asp Lys Ser Gly Gly Tyr He Ala Gly Asp Thr Val Leu Val He Gly Pro

GGC CCT ATT GGT CTC TCT GTG GTC CAG GGA GCC CGG TCC CTG GGG GCC GAA AAG ATC ATC CTC ATG GGA

-　-　-　　.- .- .-　　.-　- .-　　　l- l- l-　　　l- I-　-　　　-　-　-　　　-　-　-　　　-　-　-　　　l- l-　-　　　l-　--　1-　　　- l1-　-　　　-　-　-　　　-　-　-　　　-　-　-　　　-　- ・-　　・- ・-　-　　・- ・- ・-　　・- ・- ・-　　　　-　- l-　　　-・ lA ・-　　　-　-　-　　　- ・- ・-　　　1- IllL　4_

Gly Pro lie Gly Leu Ser Val Val Gin Gly Ala Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys He He Leu Met Gly
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ACC CGA GAA GAC CGC CTG GTC AAG GGT CGT GAG CTC GGC GCC ACC CAT ACC ATT AAT ATT CGT GAG GTG

Thr Arg Glu Asp Arg Leu Val Lys Gly Arg Glu Leu Gly Ala Thr His Thr lie Asn He Arg Glu Veil

GCC GAT CCC GTT GCC GAA GTA ATG GCC ATC ACC GGT GGT AAG GGC TGC GAG CGG GTT TTT GAG TGC GCT

Ala Asp Pro Val Ala Glu Val Met Ala lie Thr Gly Gly Lys Gly Cys Glu Arg Val Phe Glu Cys Ala

GGC AAC TCT CAG TCC TTC GAG TAC GGC ATC AAA GCG GCT AAA AAG GGC GGT GTC ATG GTC CTG GTT TCC

Gly Asn Ser Gin Ser Phe Glu Tyr Gly He Lys Ala Ala Lys Lys Gly Gly Val Met Val Leu Val Ser

TTC TAT AAG GAA CCG GTA ACG GCT AAC CTG GAT TAT GTC GTC TTA AAC CAG ATC AGC CTG CTC ACC GTA

Phe Tyr Lys Glu Pro Val Thr Ala Asn Leu Asp Tyr Val Val Leu Asn Gin He Ser Leu Leu Thr Val

CGC GGT GAG GGC AAC CAG AAC TGT AAG CGC GCC CTG TCC CTG ATG GCC CAG GGT AAG ATT GAC GCC AAA

Arg Gly Glu Gly Asn Gin Asn Cys Lys Arg Ala Leu Ser Leu Met Ala Gin Gly Lys He Asp Ala Lys

CCC ATT ATG ACC CAC GCC TTC CCG TTA GAA GAG TTC CAG AAG GGC CTG GAT TAC TTC GTC AAC CGC AAA

Pro lie Met Thr His Ala Phe Pro Leu Glu Glu Phe Gin Lys Gly Leu Asp Tyr Phe Val Asn Arg Lys

GAC GGG GCC ATG AAG GTG GTT ATT AAC CCC TAA　3'

Asp Gly AleコMet Lys Val Val He Asn Pro ***
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(D) aldh

Molecular Wetght : 30761.26

5' GTG GAC AAG GTA AAA C汀G GCT GTT ATC GGC CCG GGC AAT ATC GGG TCC GAC CTG ATG TAC AAG ATC CTG

Met Asp Lys Val Lys Val Ala Val lie Gly Pro Gly Asn He Gly Ser Asp Leu Met Tyr Lys He Leu

CGC AGC CGG CAT CTA GAG ATG GCC CTG ATG ACC GGT ATT ATC GAA TCC GAG GGC ATC AAG CGG GCC AGG

Arg Ser Arg His Leu Glu Met Ala Leu Met Thr Gly He He Glu Ser Glu Gly He Lys Arg Ala Arg

AAG CTG GGT ATC AAG ACA TCC ATC GAA GGT GTC AAG GCC GTC CTG GCG GAA GAC GAT ATC AAG ATT GTC

Lys Leu Gly lie Lys Thr Ser lie Glu Gly Val Lys Ala Val Leu Ala Glu Asp Asp lie Lys He Val

TTT GAC GCC ACC GGG GCC AAA CCC CAC TTA CAG CAT GCG CCG CTT TTA AAA GAA GCG GGC AAG ATC GCC

Phe Asp Ala Thr Gly Ala Lys Pro His Leu Gin His Ala Pro Leu Leu Lys Glu Ala Gly Lys He Ala

ATC GAC TTG ACA CCG GCG GCA GTA GGT CCC TAC GTG GTA CCA TGT GTC AAC CTG GAC CAG GTT AAG GCC

He Asp Leu Thr Pro Ala Ala Val Gly Pro Tyr Val Val Pro Cys Val Asn Leu Asp Gin Val Lys Ala

GAA CCA AAC CTT AAC ATG GTC ACC TGC GGT GGC CAG GCT ACA GTA CCC ATC (汀C TAT GCC ATC AAC CGG

Glu Pro Asn Leu Asn Met Val Thr Cys Gly Gly Gin Ala Thr Val Pro He Val Tyr Ala He Asn Arg

GTG GCC GGG GCC AGA TAC GCT GAG ATT GTA GCC TGC ATC GCT TCC AAG AGC GCC GGG CCG GGG ACC CGT

Val Ala Gly Ala Arg Tyr Ala Glu He Val Ala Cys He Ala Ser Lys Ser Ala Gly Pro Gly Thr Arg

CAG AAC ATT GAT GAG TTC ACC CAG ACT ACG GCC AAG GCC CTG GAG GTT GTC GGC GGG GCG AAA AAG GGC

Gin Asn He Asp Glu Phe Thr Gin Thr Thr Ala Lys Ala Leu Glu Val Val Gly Gly Ala Lys Lys Gly

AAA GCC ATC ATT ATT CTG AAT CCT GCC GAG CCA CCC ATT ATG ATG CAT AAC ACC ATT TAT GTA GAG GTC

Lys Ala lie He He Leu Asn Pro Ala Glu Pro Pro He Met Met His Asn Thr He Tyr Val Glu Val
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GAA AAG CCC GAC ATC GAA GCC ATT CGC GCT TCG GTT GAA GCC ATG GTC AAG GAA ATC CAG AGC TAT GTT

Glu Lys Pro Asp lie Glu Ala lie Arg Ala Ser Val Glu Ala Met Val Lys Glu He Gin Ser Tyr Val

CCC GGG TAC CGG CTC GTC GTG CCG CCC ATT CTT GAC GGC AAC AAA GTA ACG GCA GCT GTT GAA GTG GAG

Pro Gly Tyr Arg Leu Val Val Pro Pro lie Leu Asp Gly Asn Lys Val Thr Ala Ala Vcll Glu Veil Glu

GGT GCT GGT GAC TTC CTG CCC AAA TAC TCC GGT AAT CTG GAT ATT ATC ACT TCA GCA GCC GTG GCG GTA

Gly Ala Gly Asp Phe Leu Pro Lys Tyr Ser Gly Asn Leu Asp lie He Thr Ser Ala Ala Val Ala Val

GCT GAA AAG CTG GCC CAG GAA CTG CAG GTA AAG GAA GGG GTA GCA TGA　3'

Al(】 Glu Lys Leu Ale】 Gin Glu Leu Gin Val Lys Glu Gly Val Ala ***
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表1-4　HUC22-1株由来Adh、 Aldhと関連酵素との比故

IdentityAccession
EnzymeCofactorMetalReference
(%)number

Moorella sp.けUC22-1 AdhA

Moorella thermoacetica Adhl V

Thermoanaerobacter tengcongemis MB4 AdhlV

Thermoc0cc弘! hydrothermalis Adh

Thermoanaerobacter ethanolicus 3 9E primary Adh

Thermoanaerobacter ethanolicus JW200 primary Adh

Thermococcus zilligii Fe-Adh

Caldicellulosiruptor saccharolyticus Adhl V

Thermotoga sp. RQ2 Adh

Moore〟a sp. HUC22-1 AdhB

Moorella thermoacetica Fe-Adh

Closthdium thermocellum Fe-Adh

Thermotoga maritima MSB8 Fe-Adh

Caldicellulosiruptor saccharolyticus Fe-Adh

Desulfltobactehum hafniense DCB-2 Fe-Adh

Moorella sp. HUC22-1 AdhC

Moorella thermoacetica Zn-Adh

Nocardioides sp. JS6 14 Zn-Adh

Oceanobacillus iheyensis HTE83 1 Adh

MooreUa sp. HUC22-1 Aldh

Moorella thermoacetica sem ialdehyde dehydrogenase

Carboxydotherm us hydrogenoformans Z-290 1 Aldh

Desulfitobacterium hafniense DCB-2 Aldh

Thermus thermophilus HB8 Aldh

100　　　NADP x This study

100 x"　　　　　x ABC2021 1

68　　　　　x x AAM23958

66　　　　　NADP Fe CAA74 3 3 4

66　　　　　NADR/NAD Fe EAO64868

65　　　　　NADP

64　　　　　NADP

64

59　　　　　x

1 00　　　　NADP

98

44　　　　　x

40　　　　　x

39　　　　　x

37　　　　　x

100

as

34

36

1 00　　　　NADP,/NAD

100

65　　　　　x

62　　　　　x

59　　　　　x

Fe AAGOl 186

Fe AAB6301 1

EAP4 917

CAD6796

This study

EAN207 1 0

EAM47093

AAD3600 1

EAP41712

EAM98646

This study

ABC20555

EAOO756 1

BAC15309

This study

ABC20077

ABB13885

EAM98 1 45

BAD72043

Chloroflexus aurantiacus J- 1 0-fl semialdehyde dehydrogenase 57　　　x x EAO5874 1

Antoine et al. 24)

Burdette and Zeikus

Holt et al. '

Li and Stevenson

not reported.

第4節　要約

Moorella sp. HUC22-1株ゲノムからエタノール生産の予想経路に関与すると思われる酵素をコード

する候補遺伝子(adhA、 adhB、 adhC、及びaldh)をクローニングし、その配列を決定し、既知のAdh、

Aldhとの比較を行った　AdhAは、好熱性細菌、及び古細菌のFe-containing Adhと高い相同性(59-

68%)を示し、 Adh　としての機能を持っている可能性が高いと考えられた　AdhB　も好熱性細菌の

Fe-containingAdhと高い相同性を示したが、AdhAに比べるとその相同性は低かった(37-44%)。AdhC

は、 M. thermoacetica以外の好熱性細菌のAdhとの相同性は見られず、中温性細菌が持つZn-containing

Adhと低い相同性(36-39%)を示すのみであったAldhは、好熱性細菌のAldh、あるいはsemialdehyde

dehydrogenaseと高い相同性(57-65%)を示した。
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第2章　HUC22-1株由来Adh、 Aldhの酵素特性の解析

第1節　緒言

第1車では、 HUC22-1株ゲノムからAdh及びAldhをコードする候補遺伝子をクローニングし、そ

の配列を決定した。そしてそれらの遺伝子がコードしているタンパク質が既知のAdh及びAldhと相同

性を示す事を確認した。しかしながら、これらのタンパク質が実際にAdh及びAldhとしての機能を有

しているのかについては不明であった。そこで本章では、第1章で得られた4つの遺伝子を且C()Jiで

それぞれ大量発現させて精製した後、得られた精製酵素の特性解析を行った。概略を図6に示す。ま

ず、 3つの精製AdhがNAD(P)Hを還元力としてアセトアルデヒドをェタノールに変換できるのか、そ

して精製AldhがNAD(P)Hを還元力としてアセチルーCoAをアセトアルデヒドに変換できるのかをそれ

ぞれ確認した。次に、これらの精製酵素の酵素活性に対するpH、温度の影響を検討した。また、 AdhA

とBについては、その基質特異性についても検討した。さらに、精製Adhと精製Aldhを組み合わせ

ることで、実際にアセチルーCoAからエタノールが生産されるのかについても検討した。

U0m9
Nihカラムによる精製

1
特性解析-、

恥筒、 m打ft一破線

粗酵素液

図6　Adh、 Aldhの大量発現、精製の概略
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第2節　方法

2-2-1 E.coli用大量発現ベクター-のサブクローニング

各遺伝子のE. coli用大量発現ベクター-のサブクローニングは、 ChampionlM PET Directinal TOPO①

Expression Kit (Invitrogen)と添付のpETIOl/D-TOPO◎ vectorとE. coli TOPIOを用い、付属のマニュア

ルに従い行った。このベクターは、図7に示す構造を持ち、サブクローニングした遺伝子にコードさ

れているタンパク質のC末端に6×Hisタグを付与し、 IPTGによる誘導で大量発現させることができ

る。このサブクローニングには5'末端にCACC配列を持つ、平滑末端のPCR産物が必要なため、 PCR

にはKOD -Plus- (TOYOBO)を用いた。サブクローニングのためのPCR反応液組成と反応条件を表

2-1に、使用したプライマーを表212に示す。得られた各プラスミドは、適当な制限酵素で切断した後、

0.7%アガロースゲル電気泳動で目的のサイズの断片がクローニングされていることを確認した。

Ribduoii増btnJi叩site iR臼S、・fcjseゝごdユニ鮎i.さJごごと山

、rci。o一一tfclltf叫>.独り肝eLttutn小hJh也^S.r j".)

VS eniton喰: b旭:es 333-374

Pb脚lis出血(6xM軸regb<n: bses 3fiヰ→柑1
IM琵MEafc-sawt ram im園wm贋璽雲凍牌m

m tr減npbon temnn止血.n r増加: b拙ヰ欄-544
Un a和nto由r: bases糾5-943

丸印k榊in ib由いti由由rサoe g也1ぜfOR町bas思S 944-¶釦ヰ

p8恥ヱ2 0噛n:、 base丘1糾9h26ヱ2

WOドOKF iijssさ.虫L+O JTtr UajtrPIenit川Lirv油jtid'!
&rf O)可h bases -ヰ45*j ti5to4 njur.叫urn酬じ)fy.'itXdflJy

※Champion�"pET Directinal TOPO◎ Expression Kitのマニュアルより引用

図7　pETIOl/D-TOPO㊥ vectorの構造
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表2-1サブクローニング用pcRの反応液組成と反応条件
10 × KOD -Plus- buffer

2 mM dNTP mixture

25 mM MgSO4

PrimerF (20 pmol ↓I-1)

Primer R (20 pmol ¥il l)

各プラスミド(0.1¥ignl-1)

ROD -Plus- DNA plymerase

dH,O

5p1

5 t↓1

2u1

2抄1

2Hi

l lil

l ul

32 id

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5 <Hll

94℃　　1 min

94℃　　　30 sec

54℃　　　30 sec

68℃　　1 min kb~

4℃　　　　∞

30 cycles

表2-2　pETIOl/D-TOPO㊥vector-のサブクローニングに用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3')

adhA -TOPO-F

adhA -TOPO-R

adhB -TOPO-F

arf/W -TOPO-R

adhC -TOPO-F

adhC -TOPO- R

aldh -TOPO-F

aldh -TOPO-R

CACCATGTG GGAAACAAAAAT

AAAG G CGTCCTG GTAAATTG

CAC CATGTCCTTCAGTTTTTATTTAC

ACCCAAACTCTGGCGCA

CACCATGACTTATATGATCCCTG

GGGGTTAATAAC CACCTTCATG

CACCGTGGACAAGGTAAAAGTG

TG CTACCCCTTCC TTTACCTGC

※PrimerFは各遺伝子のスタートコドンの前にCACC配列を付与する形で設計し、

PrimerRは各遺伝子の3'末端から終止コドンを除く形で設計した

29



2-2-2　Adh、 Aldhの大量発現と超音波破砕による抽出

2-2-1で得られた各プラスミドをChampion�"pET Directinal TOPO㊥ Expression Kit (invitrogen)に付属

の大量発現用E. coli BL21star�"(DE3)にヒートショック法を用いて導入し、その形質転換株を100 ng

ml~ ampicillinを含む2 mlのLB培地で、 37℃で一晩前培養した。この前培養液を、 100 figml ampicillin

を含む50mlのLB培地加えて、 37℃で3時間振とう培養した。その後、この培地に1mMになるよう

にIPTGを添加し、さらに4時間振とう培養してタンパク質を大量発現させた。培養終了後、培養液を

6,000 rpm、 4℃、 10分間遠心して菌体を沈殿させ、上清を除去した。菌体を2.5 mlのsonication buffer

(組成は後述)に懸濁し、氷水で冷却しつつ超音波破砕装置(ULTRASONIC PROCESSOR W-385,

ASTRASON)で超音波破砕した(outputcontrol level: 5、 2 sec interval、 40% duty cycle、 4分間)。破砕

液を11,000 rpm、 4℃、 15分間遠心して上清を回収し、 0.45 nmのcellulose acetate hydrophilic filter

(Dismic⑳-13CP,Advantec⑳,東洋櫨紙)で櫨過し、これを粗酵素液とした。

Sonication buffer

50 mMTris-HCl (pH 8.0)

150 mM NaCl

使用直前に以下の100mMphenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)を終濃度l mMになるように加え

る

100 mM PMSF

PMSF 17.42 mgをisopropanol 1 mlに溶解させて120℃に保存

2-2-3　Hisタグを付与した組換えタンパク質の精製

2-2-2で抽出した粗酵素液に含まれている6×Hisタグを付与されたタンパク質は、 HisTrap FF crude

Kit (GEhealthcare)と添付のHisTrapFFcrudecolumn (容量I ml)を用い、付属のマニュアルに従って

精製した　Bindingbufferとelutionbufferは、以下の組成のものを用いた。

Binding buffer (nH 7.4)

20 mM sodium phosphate

500 mM NaCl

10 mM imidazole

Elution buffer (oH 7.4)

20 mM sodium phosphate

500 mM NaCl

500 mM imidazole

カラムからの溶出液は1 ml毎に分取し、これらを溶出画分1、 2、 3-とした。各画分は、タンパク

質濃度の測定とSDS-PAGEに必要な量を除いてすべて等量のglycerolと混合し、 -20℃に保存した.な

お、これらの精製酵素液は、 120℃で1ケ月間保存した後も、活性の低下はほとんど見られなかった。
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2-2-4　タンパク濃度の測定

粗酵素液及び溶出画分のタンパク質濃度の測定は、サンプルをMilliQ水で5-10倍に希釈したうえ

で、 Bio-RadProteinAssay (Bio-Rad)を用いたBradford法による比色定量で行った.定量のための標準

タンパク質溶液にはbovineserumalbumin (BSA)水溶液(0、 0.2、 0.4、 0.6mgml-1)を用いた。

2-2-5　SDS-PAGEによる精製Adh、 Aldhの確認

2-213で得られた各画分の精製度を、 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)を用いて確認したO各サンプル10 nl (ただし、濃度が10 mg ml-Jを超えるものについ

ては、 10mgml"以下になるように希釈したものをioni)と2×サンプルバッファー10nlを混合し、 5

分間ボイルしてタンパク質を変性させた後、すぐに氷中に移し急冷した15%レディーゲルJ(Bio-Rad)

を泳動糟(Bio-Rad)にセットし、泳動糟を1×泳動バッファーで満たし、変性させたサンプル20 ¥i¥

とPrecisionPlusProtein Standards (プレステインマーカー,Bio-Rad) 10/z]をゲルにアプライし、電圧

50V、 4℃の条件で泳動した。サンプルが1本のラインに濃縮されたのを確認した後、電圧を100Vに

変更し、 bromophenol blue (BPB)マーカーがゲルの下端に達するまで泳動した。泳動終了後、泳動糟

からゲルを取り出し、予め60℃程度に温めておいた200mlのCBB染色液に浸けて60℃で60分間振と

うした。ゲルが完全に染色されたら、ゲルを脱色液で軽くゆすぎ、予め60℃程度に温めておいた100ml

程度の脱色液に移して60℃で10分間振とうし、脱色液を新しいものに交換した。これを完全に脱色さ

れるまで(10回程度)繰り返した。ゲルをMilliQ水に移して室温で一晩振とうした後、スキャナーで

パソコンに取り込み、解析した。 2×サンプルバッファー、泳動バッファー、 CBB染色液、及び脱色液

の組成は以下に示す。

2×サンプルバ

0.25 M Tris-HCl (pH 6.8)

2 - merc aptoethanol

SDS

Sucrose

Bromophenol blue

MilliQwaterで50mlにフィルアップ

10×泳動バッファー

Tns

Glycine

SDS

25 m1

5m1

2g

5g

0.1% (w/V)の溶液を数滴

MilliC〕waterで1000mlにフィルアップ

※使用時はMilliC〕waterで10倍に希釈し、 1×泳動バッファーとして使用
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( MM　㌧一1*1*/5'

Coomassie brilliant blue R-250　　　　0.5 g

Ethanol

Acetic acid

MilliQ waterで200mlにフィルアップ

;'.,'.t'、・ li

Ethano l

Acetic acid

250 m1

75 ml

MillK〕waterで1000mlにフィルアップ

2-2-6　精製Adh、 Aldhの酵素活性測定

SDS-PAGEによる確認で目的のサイズのタンパク質の精製が確認された画分を用いて、 Adh及び

Aldhの活性測定を行った。測定方法は、 Clarkらの方法28)を少し改変したものを用いた。なお、 HUC22-1

株は嫌気性細菌であるが、本章の酵素反応はすべて好気条件下でおこなった。次式311、 312のように、

これらの酵素q)反応は可逆的であることから、補酵素NAD(P)Hの減少量(エタノール生成方向)と増

加量(ェタノール酸化方向)を蝣"34。を測定する事によって酵素活性を求めた。具体的には、表2-1に示

す組成の反応液のうち精製酵素以外を撹幹子の入ったキュベットに加えて混合し、 60℃に保温した吸

光光度計(UV-1600,島津製作所)にキュベットをセットし、挽幹子で揖拝しながら5分間温めた後、

適量(反応が急激になりすぎない程度)の精製酵素液を加えて反応をスタートさせ、その直後約10秒

間の・"34。の変化(傾き)をグラフから読み取り、それを元に反応速度(初速度)を算出し、酵素活性

を決定した。なお、 NAD及びNADPのモル吸光係数はe34。=6,220Mlcmlとして計算した29)また、 1

U-1分間に1 [imolのNAD(P)Hを生成する(もしくは消費する)活性量と定義したo

QHjOH + NAD(P)+　く　　　　CH3CHO + NAD(P)H + H+

Adh

3-1)

CH3CHO+CoA +NAD(P)+　<　　>　CH3COCoA + NAD(P)H+H+　　　　　(3-2)

Aldh
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表2-1 Adh、 Aldh酵素活性測定の反応液組成

Adh (エタノール-アセトアルデヒド)

100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0)

300 mM ethanol

1 mM NAD(P)+

精製酵素

Adh (アセトアルデヒド-エタノール)

100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0)

300 mM acetaldehyde

1 mM NAD(P)H

精製酵素

Aldh (アセトアルデヒド+CoA -アセチルーCoA)

100 mM sodium phosphate buffer (pH 10.0)

300 mM acetaldehyde

3 mMCoA

1 mM NAD(P)+

精製酵素

1m1

0.5 m1

0.5 m1

0.8 m1

10-200 yd

Aldh (アセチルーCoA -アセトアルデヒド+CoA)

100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0)

3 mM acetyl-CoA

1 mM NAD(P)H

精製酵素

目刺1日

目w

0.8 m1

10-200 [il

※どの反応も基本的に60℃で行った。
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2-2-7　酵素活性に及ぼすpH、温度の影響

精製酵素の特性をより詳細に解析するために、 pH及び温度の影響について検討した。表211に示し

た条件を基本とし、 pHについては6.0-10.5、温度については、 AdhAとAldhは30℃-80℃、 AdhBは

50℃-95℃の範囲について、酵素活性に与える影響を検討した。 pHについては、バッファーの種類に

よって対応可能な緩衝範囲に限界がるため、以下の複数種のバッファーを用いて測定を行った。バッ

ファーの違いが活性に大きな影響を与えていないことを確認するた糾こ、それぞれのバッファーの測

虐範囲が必ず重複するようにして測定したOなお、精製Aldhのみ、 Tris-HCl bufferを用いた場合に活

性に対して強い影響がみられたため、代わりにglycylglycine-NaOH bufferを用いた。

100 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0-8.0)

100mMTris-HCl buffer (pH8.0-9.0) (AdhA、 AdhB、 AdhC)

100 mM glycylglycine-NaOH buffer (pH 8.0-9.0) (Aldh)

100 mM glycine-NaOH buffer (pH 9.0-10.5)

2-2-8　精製Adhの基質特異性の解析

精製Adhについて、基質特異性の解析を行った。アルコール生成方向、アルコール酸化方向の両方

向について、炭素数等が異なる各種の化合物(表2-5及び2-6)を基質として反応を行い、その活性を

見た。表211に示した条件を基本とし、基質のみを測定したい化合物の300mM溶液に置き換えて行っ

た。補酵素にはNADP(H)を用いた。

2-219　精製Adh、 AldhによるアセチルーCoAからのエタノール生産

精製AdhAと精製Aldhを組み合わせることで、実際にアセチルーCoAからエタノールが生産される

のかについて検討した。反応液の組成を表212に示す。反応液の組成のうち精製Aldh以外を撹幹子の

入ったキュベットに加えて混合し、 60℃に保温した吸光光度計にキュベットをセットし、摸幹子で摸

拝しながら5分間温めた後、精製Aldhを加えて反応をスタートさせたO反応開始から10分毎に50nl

ずっ反応液をサンプリングした。最終的に90分間反応を行い、サンプリングした反応液に含まれるエ

タノールの濃度を、ガスクロマトグラフィー(GC)を用いて解析した. GCシステムは、 GC-1700及

びC-R8A chromatopac (島津製作扉)を用い、移動相はN2を用いて流速を54 ml min-に設定したOカ

ラムは、ポリイミド樹脂でコートしたフューズドシリカチューブの内壁に、極性の強いポリエチレン

グリコールを固定相(液相)として結合させたタイプのULBONHR-20Mcapillarycolumn (信和化工)

を使用した。カラムオーブンの温度は、 60℃から150℃まで10℃ min-1の速度で昇温するプログラムを

設定した。検出には水素炎中で有機物の一部をイオン化させ、そのイオンが電極間を通る際に生じる

電流を検出するflame ionization detector (FID)を用いたInjectorとdetectorの温度は250℃に設定したo

Autoinjectorは用いず、GC-1700 -の注入は手動で行った(注入量はl |il)cまた、標準液(ethanol 10mM)

及びすべてのサンプルに対し、内部標準としてbutanolを終濃度l mMになるように加えて(サンプル

40nlに対して5mMのbuthanol溶液を10nl添加して)、測定を行った。
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表2・2　精製Adh、 Aldhによるエタノール生産反応の反応液組成

100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0)

9 mM acetyl-CoA

30 mM NADH※

30 mM NADPH※

精製Adh

精製Aldh

1 Illl

1 llll

0.5 m1

0.5 m1

50 [ig protein

50 l九g protein

※補酵素をどちらか片方しか添加しない場合には、添加しなかった補酵素

の代わりにdH,Oを0.5ml添加

第3節　結果及び考察

2-3-1 E.coli用大量発現ベクター-のサブクローニング

繭章においてクローニングし、配列を決定したHUC22-1株由来の各遺伝子(adhA、 adhB、 adhC及

びaldh)の、 E. coli用大量発現ベクターpETIOl/D-TOPO⑳vector-のサブクローニングを行った。これ

により、大量発現用プラスミドpETIOladhA、 pETIOladhB、 pETIOladhC及びpETIOlaldhを構築する

ことに成功した。各遺伝子は本来の終止コドンを失い、 C末端に6×Hisタグを付与された形での大量

発現が可能となった。

2-3-2　Adh、 Aldhの大量発現、抽出、精製、及びSDS-PAGEによる確認

pETIOladhA、 pETIOladhB、 pETIOladhC及びpETIOlaldhを用いて、 E. coliでのAdhA、 AdhB、 AdhC

及びAldhの大量発現、抽出と、 HisTrap FFcrude columnによる精製を行った。各タンパクの溶出画分

は、 SDS-PAGEによってその精製度を確認された。結果を図8に示す。各タンパクとも、溶出画分の

赤丸で囲んだ部分にアミノ酸配列から予想される分子量の明確なバンドが見られ、精製が成功してい

ることが確認された。以降の実験には、 AdhA、 AdhB、 AdhCについては溶出画分2を、 Aldhについて

は溶出画分1を精製酵素として用いた。
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2-3-3　精製Adh、 Aldhの酵素活性測定

2-3-2で調製した精製酵素を用いて、精製Adh、 Aldhの酵素活性測定を行ったO測定は、エタノール

生成方向とエタノール酸化方向の両方向について行った。また、補酵素についてもNAD(H)とNADP(H)

のそれぞれについて測定を行った。各実験について、独立した測定を3回ずつ行い、平均値とその標

準偏差を求めた。結果をまとめたものを表213に示すo

AdhAは、 NADP(H)を補酵素とした場合にエタノール生成/酸化の両方向に高い活性を示した。一方

で、補酵素をNAD(H)に変更した場合にも両方向の反応を触媒したが、その比活性はNADP(H)を補酵

素とした場合に比べて著しく低下した。これのことから、 AdhAはほぼNADP(H)依存的な酵素である

ことが分かった。同じようにNADP(H)依存的なAdh　としては、 Thermococcus hydrothermalis24)、

Thermoanaerobacter ethanolicus JW200 '、及びThermococ甲s zilligii2^由来のAdhが報告されている。そ

の一方で、 Thermoanaerobacter ethanolicus 39E由来のprimary Adhは、 NAD(H)とNADP(H)の両方を補

酵素として利用できることが報告されている25)

AdhBは、 NADP(H)を補酵素とした場合のエタノール生成方向でのみ活性が検出され、それ以外の反

応では活性は検出されなかった。また、その比活性も、 AdhAに比べると非常に低かった。

AdhCは、エタノール生成!酸化のどちらに対しても活性は検出されなかった。このことから、 AdhC

はHUC22-1株においてAdhとして機能していない可能性が高いと考えられた。ただし、 E.coliでの発

現から抽出、精製を経たことでAdhCが失活している可能性もあるため断定することはできない。

以上のように、今回解析した酵素からはほぼNADP(H)依存的な活性しか検出されなかった。しかし

ながら、以前の研究16)において酒井が行った、粗酵素抽出液を用いた活性測定では、 NAD(H)を補酵素

に用いた場合でも、 NADP(H)を補酵素に用いた場合と同程度のAdh活性が検出されている。このこと

から、 HUC22-1株には、今回解析したもの以外にも、 NAD(H)を利用できる未知のAdhが存在する可

能性がある。

Aldhは、アセトアルデヒド生成/酸化の両方向の反応を、同程度に触媒することが分かった。また、

NAD(H)を補酵素に用いた場合のほうが、 NADP(H)を補酵素に用いた場合よりも比較的高い活性を示

したが、その差はAdhAの場合ほど著しくはなかった。これのことから、 AldhはNAD(H)とNADP(H)

の両方を補酵素として利用できる酵素であることが分かった。同じようにNAD(H)とNADP(H)の両方

を補酵素として利用できるAldhとしては、 Clostridium acetobutylicum NRRL B64330)及びClostridium

beijerinckii NRRL B5923"由来のAldhが報告されている。その一方で、 T. ethanolicus 39E25>及びαostridium

kluyveriK-l32)由来のAldhは、 NAD(H)依存的であると報告されている.

2-3-4　精製Adh、 Aldhのkinetic property

213-3で高い活性が検出された各反応について、複数の基質濃度で活性測定を行い、その結果を元に

Lineweaver-Burkプロットを行い、 Kmと'maxを求めた。さらに、反応の進み易さの目安であるcatalytic

efficiency (VmJKjも求めたO反応は、 AdhAとAdhBについてはpH8.0で行い、補酵素にはNADP(H)

を用いた　AldhについてはpH8.0で行い、補酵素にはNAD(H)を用いた。結果をまとめたものを表2-4

に示すAdhAのエタノール生成方向の反応のcatalyticefficiencyは、エタノール酸化方向のそれに比べ

ておよそ15倍も高い値を示した。この事は、 AdhAが、エタノール生成方向に反応を進め易い酵素で

あることを示唆している0 -方でAdhBのエタノール生成方向の反応のcatalytic efficiencyは、 AdhAの

それのわずか64分の1程度であった　Aldhについては、アセトアルデヒド生成方向の反応のcatalytic

efficiencyが、アセトアルデヒド酸化方向のそれのおよそ1.7倍の値を示したO　この事から、 Aldhも、
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AdhAほどではないものの、エタノール生成方向に反応を進め易い酵素であると考えられた。これらの

傾向は、以前の研究16)で酒井が行った、粗酵素抽出液を用いた活性測定の結果とも良く一致する。
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表2・3　精製Adh、 Aldhの酵素活性測定

Reaction Specific activity (U/mg protein)

AdhA

Acetaldehyde + NADH + W - Ethanol + NAD+

Acetaldehyde + NADPH +汁- Ethanol + NADP+

Ethanol + NAD - Acetaldehyde + NADH + H"

Ethanol + NADP+ -> Acetaldehyde + NADPH + Yf

AdhB

Acetaldehyde + NADH + IT - Ethanol + NAD+

Acetaldehyde + NADPH + If - Ethanol + NADP+

Ethanol + NAD+ - Acetaldehyde + NADH +汁

Ethanol + NADP - Acetaldehyde + NADPH +打

AdhC

Acetaldehyde + NADH + W - Ethanol + NAD

Acetaldehyde + NADPH + W - Ethanol + NADP+

Ethanol + NAD -> Acetaldehyde + NADH + Yf

Ethanol + NADP - Acetaldehyde + NADPH + H*

Aldh

Acetyl-CoA + NADH + W → Acetaldehyde + NAD+ + CoA

Acetyl-CoA + NADPH + W - Acetaldehyde + NADP+ + CoA

Acetaldehyde + NAD + CoA- Acetyl-CoA + NADH + H"

Acetaldehyde + NADP+ + CoA - Acetyl-CoA + NADPH + Hf

0.049土0.010

50.4土3.6

0.032士0.002

11.9土0.6

NDa

2.9ア0.4

ND

ND

ND

ND

ND

ND

18.8土2.7

2.8土0.1

29.9土2.6

3.7士0.2

aND, not detected (< 0.00 1).

表2-4　精製Adh、 Aldhのkinetic property

Substrate
Km vmJKm

(mM)　　(U/mg protein) (U/mg protein mM)

AdhA

Acetaldehyde 1 0.0　　　5 8.5

Ethanol　　　　　　　　40.0　　　1 5.5

AdhB

Acetaldehyde　　　　　5 5. 8　　　　5. 1

Aldh

Acetyl-CoA 1.6　　　24.8

Acetaldehyde　　　　　4.3　　　4 1.3

0.091
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2-3-5　精製Adh、 Aldhの酵素活性の至適pHの検討

精製Adh、 Aldhの酵素活性に対するpHの影響を検討し、各反応の至適pHを調査した。測定の際、

AdhA、AdhBについてはNADP(H)を、AldhについてはNAD(H)を補酵素に用いた。測定の結果、 AdhA、

AdhBのエタノール生成方向、及びAldhのアセトアルデヒド生成方向の反応の至適pHはいずれも8.0

である事が分かった。また、 AdhA、エタノール酸化方向、及びAldhのアセトアルデヒド酸化方向の

反応の至適pHはともに10.0である事が分かった。

2-3-6　精製Adh、 Aldhに対する温度の影響の検討

精製Adh、 Aldhの酵素活性に対する温度の影響を検討した。測定は、どの酵素も還元反応について

のみ行い、 AdhA、 AdhBについてはNADPHを、 AldhについてはNADHを補酵素に用いたO最も比活

性が高かった温度の値を100%とした場合の各温度における比活性をプロットし、作製したグラフを図

9に示す。なお、 AdhCは、測定したどの温度においても活性は検出されなかった。測定の結果から、

AdhAとAldhの至適温度は、 HUC22-1株の至適生育温度(55℃-60℃)と同じ60℃であることが分か

った0　-方で、 AdhBの至適温度は85℃と非常に高く、本菌の生育温度とはずれていることが分かっ

た。ただし、いずれの酵素も65℃以下では比較的安定した(60分以上)活性が見られたものの、 so℃

以上の温度では反応開始から5分以内に活性がほぼ見られなくなった。このことから、いずれの酵素

も80℃以上の高温域における熱安定性はあまり高くないことが分かった。

2-3-7　精製Adhの基質特異性の解析

AdhA及びAdhBについて、基質特異性の解析を行った　AdhAについては酸化/還元の両方向につい

て、 AdhBについては活性が見られた還元方向のみについて行った　AdhA、 AdhBともにNADP(H)を

補酵素に用いた.アセトアルデヒド及びエタノールを基質とした場合の活性を100%として、各基質に

対する比活性をまとめたものを表215及び2-6に示すO

還元反応では、 AdhA、 AdhB　ともに、ホルムアルデヒドを除く幅広いアルデヒドを基質として利用

できることが分かった。また、一緒に測定した21ブタノンは、どちらの酵素も利用できなかったAdhA、

AdhBともに、最も高い活性を示した基質は〝-プチルアルデヒドだった。しかしながら、 AdhBではア

セトアルデヒドも〝-プチルアルデヒドも同程度の活性を示したのに対し、AdhAではアセトアルデヒド

よりも炭素数の多いn-プチルアルデヒドやイソプチルアルデヒドに対する活性のほうが4-6倍も高い

という結果になった。

酸化反応では、AdhAがメタノールを除く幅広い第一級アルコールを基質として利用できることが分

かった。一方で、第二級、第三級アルコールは全く利用できなかった.また、一緒に測定したアミン

類については、エタノールアミンに対してわずかに活性が見られたのみで、ほとんど利用できなかっ

た。最も高い活性を示した基質は、lブタノール、2番目に高かったのはイソプチルアルコールであり、

この結果は還元反応の結果と良く一致した。
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表2・5　精製AdhA、 AdhBの基質特異性(還元反応)

S ubstrate Relative activity (%)

Formaldehyde

Acetaldehyde

Propional dehyde

ォーButyl aldehyde

Isobutylaldehyde

2 -Butanone

表2・6　精製AdhAの基質特異性(酸化反応)

Substrate Relative activity (%)

Methano l

Ethano l

トPropanol

トButanol

2-Propanol

2 -B utanol

? -Butanol

Isobutylalcohol

Isoamy lalcoho l

1 ,3 -Propandiol

2 ,3 -Butandi ol

Ethanolam ine

D iethanolam ine

Tnethano lam ine
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2-3-8　精製Adh、 AldhによるアセチルーCoAからのエタノール生産

これまでの実験で比較的高いエタノール生成方向の活性を示した精製AdhAと精製Aldhを組み合わ

せて、アセチルーCoAから直接エタノールを生成する実験を行った。実験は、 NADHのみを補酵素とし

た場合、 NADPHのみを補酵素とした場合、及びNADHとNADPHの両方を補酵素とした場合の3つ

について行い、それぞれの経時変化を迫った。各実験について、独立した測定を3回ずつ行い、平均

値とその標準偏差を求め、エラーバーで表示した。結果を図10に示す　NADHのみを補酵素とした場

合には、エタノールの生成は全く見られなかったOこれは2-3-3で示されたように、 AdhAがNADHを

ほとんど利用できないためであると思われる。一方、 NADPHのみを補酵素とした場合には、 60分の

反応でおよそ0.7mMのエタノール生産が見られた。さらに、 NADHとNADPHの両方を補酵素とした

場合には、反応開始からわずか10分で0.7mMに達し、最終的に90分間でおよそ1.6mMのエタノー

ル生成が見られた。以上のことから、これらの酵素による反応系では、利用できる補酵素がNADPH

のみでもエタノール生成が可能であること、またNADHとNADPHの両方を利用できる状態であれば、

その生産性が大きく向上することが分かった。
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図10　精製AdhA、 -AldhによるアセチルーCoAからのエタノール生産
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第4節　要約

本章では、 HUC22-1株由来のAdhA、 AdhB、 AdhC、及びAldhをE. coliで大量発現して精製し、そ

の特性解析を行った。

AdhAは、ほぼNADP(H)依存的な酵素であり、酸化/還元の両方向に高い活性を示した。また、 catalytic

efficiency (Vm !Km)から、エタノール生成方向に反応を進め易い酵素であることが分かった。エタノ

ール生成方向の反応の至適pHは8.0、エタノール酸化方向の反応の至適pH 10.0であり、至適温度は

60 ℃だったO最も高い活性を示した基質はn-プチルアルデヒド及びllブタノールであり、アセトアル

デヒド及びエ9・ノールよりも明らかに高い活性を示した。

AdhBは、 NADP(H)依存的な酵素であり、還元方向にのみ活性が検出された。また、その比活性は、

AdhAに比べると非常に低かった。反応の至適pHは8.0であり、至適温度は85 ℃だったo最も高い

活性を示した基質は〝プチルアルデヒドだったが、アセトアルデヒドに対してもほぼ同程度の活性が

見られた。

AdhCは、測定したどのpH、温度においても、 Adhとしての活性が検出されなかったため、 HUC22-1

株においてAdhとして機能していない可能性が高いと考えられた。

Aldhは、 NAD(H)とNADP(H)の両方を補酵素として利用でき、アセトアルデヒド生成方向と酸化方

向の両方向に活性を示したoまた、 catalyticefficiency (V^/Kjから、 AdhAと同様エタノール生産方

向に反応を進め易い酵素であることが分かった。アセトアルデヒド生成方向の反応の至適pHは8.0、

アセトアルデヒド酸化方向の反応の至適pH 10.0であり、至適温度は60 ℃だった。

さらに、精製AdhAと精製Aldhを組み合わせることで、アセチルーCoAからェタノールを生成でき

ることも確認した。
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第3章　HUC22-1株におけるadh、 aldhの発現レベルの解析

第1節　緒言

第2章では、 HUC22-1株由来のAdh、 Aldhを精製し、その特性を解析した。その結果、 AdhA、 AdhB、

及びAldhがエタノール生産系の酵素としての活性を持っていることが確認された。しかしながら、こ

れらの酵素がHUC22-1株の菌体において実際にエタノール生産に関与しているかどうかについては、

不明なままである。

RcaLtime PCR (RT-PCR)は、 PCRによる増幅を二本鎖DNAに特異的に挿入して蛍光を発する色秦

(sYBRgreen)を用いて経時的(リアルタイム)に測定することで、その増幅率に基づいて鋳型となる

DNAの定量を行なう分析方法である33)34)これを逆転写PCR (reverse transcription PCR, RT-PCR)と

組み合わせることで、ごく少量のmRNAの定量が可能となり、特定の時期、特定の条件の細胞におけ

る特定の遺伝子の発現レベルを解析することができるようになる。この組み合わせによる技法が

Real-timequantitativePCR (RTQ-PCR)であるo序論で述べたように、本菌は、 H2-C02を基質とした培

養ではエタノールを生産するが、フルクト-スを基質とした培養ではエタノールをほとんど生産しな

い。そこで本章では、エタノール生産性の異なるこの2つの基質で培養した菌体の間で、エタノール

生産性に連動したadhやaldhの発現レベル(mRNA量)の変化が見られれば、本菌がAdh、 Aldhを介

した経路でエタノールを生産していることの間接的な裏付けになると考え、前述のRTQ-PCRによる各

遺伝子の発現レベルの解析を行った。

第2節　方法

3-2-1 HUC22-1株のトータルRNAの抽出

酒井がおこなった解析16)より、H,-CO,を基質とした回分培養においてHUC22-1株が最も多くエタノ

ールを生産するのは、対数増殖期が終了し、細胞の増殖が止まるころ(定常期初期)であることが分

かっている。そこでまず、 H2-CO2あるいはフルクト-スを基質として定常期初期まで培養した菌体か

らトータルRNAを抽出した。なお、 RNAはDNAと比較すると非常に不安定な物質であるため、抽

出にはRNasefreeな器具、試薬を用い、 RNaseの混入が起こらないよう細心の注意を払った。

定常期初期の培養液から、培養液のODft X液量(ml) =4.0になるように菌体を回収し、 ISOGEN

(Wako)とガラスビーズ(LysingMatrixB,Q-BIOgene)を用いて、参考文献35の抽出法に従い、トー

タルRNAを抽出した。得られたトータルRNAは、 RNasefreeDNaseI (TakaraBio)を用いて、添付の

マニュアルに従い混入ゲノムDNAを除去した後、 25 [ilのdiethyl pyrocarbonate-treated sterile distilled

water (DEPC water)に溶解し、 180℃に保存した。また、分光光度計(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech)

のRNA定量モードで濃度と純度U26。nm/A28。nmratio 1.8)を確認した。さらに、 Premix Taq�"(TaKaRa

Ex Taq�"Version, Takara Bio)と表313に示すadhA-l、 adhA-2プライマーを用いてPCRを行い、 0.7%

アガロースゲル電気泳動でゲノムDNAのコンタミネーションがないことを確認したPCR反応液組成

と反応条件を表311に示す。
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表3-1 DNAコンタミネーション確藩のためのPCRの反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25ドI

HUC22-1株トータルRNA (0.05 [igull)　　　1 fil

PrimeradhA-1 (lO pmol ur)　　　　　　　　　2 ^1

PrimeradhA2 (lO pmol ixl 1)　　　　　　　　　2 jxl

dH,0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20 jll

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50 ill

94℃

94℃

らo℃

72℃

4℃

1

3

3

3

min

3-2-2　逆転写反応によるcDNA合成

3-2-1で得られたトータルRNA 200 ngから、逆転写反応によりcDNAを合成した　cDNA合成は、

Transcriptor First Strand CDNA Synthesis Kit (Roche)を用いて、添付のマニュアルに従い行った　cDNA

合成のためのプライマーには、上記のKitに付属のランダム-キサマープライマーを用いた。得られた

cDNAは120℃に保存した。

3-2-3　RTQ-PCRによる遺伝子発現レベルの解析

3-2-2で合成されたcDNAを鋳型に、 RT(〕-PCRによる各遺伝子の発現レベルの解析を行った。参考

文献36、37の手法に従い、以前の研究16)で酒井がpGEM⑧-T Easy vectorにクローニングし(PGEM-16S)、

配列を決定した本菌の16SrRNAを各サンプルの内部標準として用いた。また、各遺伝子がクローニン

グされたプラスミド(PGEM-adhA、 PGEM-adhB、 PGEM-adhC、 PGEM-aldh、及びpGEM-16S)を制限

酵素で切断し直鎖状にしたものを、 102-108copiesfil-1になるように10倍ずつ希釈し、各遺伝子の外部

標準系列とし、検量線を求めた　PCRと、 PCR産物のリアルタイム測定には、 LightCycler⑧ (Roche)

及びLightCycler⑳ FastStartDNA Master SYBR Green Iキット(Roche)を用いた　PCR反応液組成と反

応条件を表312に、各遺伝子に対して用いたプライマーの配列を表313に示す。反応終了後の反応液は

すべて2%アガロースゲル電気泳動にかけ、目的のサイズ以外の断片の非特異的増幅が起きていないこ

とを確認した。
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表3-2　RTQ-PCRの反応液組成と反応条件
dH,0

25 mM MgCl2

PrimerF (10 pmol ¥il l)

PrimerR (lOpmol fil 1)

ll.6 [i1

2.4トII

I III

1 Ill

LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green I　　トll

CDNA or standard DNA　　　　　　　　　　　　　　2 ^↓1

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20ド1

変性　　　　　　　　　　95℃　　lO min

94-C　　15 sec (temperature transition 20-C s-1)

増幅(45 cycles)　　　60℃　　5 sec (temperature transition 20℃ S~1)

72℃　　10 sec (temperature transition 20℃ S当

融解曲線解析　　　　65℃-95℃ (temperature transition 0.1℃ s-1)

冷却　　　　　　　　4℃　　　30 sec (temperature transition 20℃ s-1)

表3-3　RTQ・PCRに用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3 -　　　　　　　　　　　　Accession number Localization

adhA -X

adhA -2

adhB - X

adhB -2

adhC- ¥

adhC -2

aldh- l

aldh -2

16S-X

16S-2

CG GC CGTAGTCAAGCAGATT

TG GCCGC CTTTTCTG CTTCA

ATC CTCTAAC CTTCAGCCAC

AAAACAGTCAGGATGC GAGC

TTGCC GAAGTAATG GCCATC

AAGGAAACCAGGACCATGAC

AAACCCCA CTTACAG CATGC

GTTGACACATGGTACCACGT

TGTAGCGGTGAAATGCGTAG

TAATCCTGTTTGCTCC CCAC

This study

This study

uus study

This study

This study

This study

This study

This study

AB127110

AB127110

899

1 ,009

Ml

914

710

839

226

327

697

803

※Localizatinは、 16S以外については各遺伝子のORFの5'末端側を1とした場合おける各プライマー

配列の位置16SについてはGenbankに登録されている配列内における各プライマー配列の位置。
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第3節　結果及び考察

3-3-1 RTQ-PCRによる遺伝子の発現レベルの解析

H2-C02を基質として培養した菌体(エタノールを生産)と、フルクト-スを基質として培養した菌

体(ェタノール非生産)から、それぞれRNAを抽出し、 RTQ-PCRによって各培養条件におけるadhA、

adhB、 adhC及びaldhの発現レベルの解析を行った。発現レベルは、内部標準である16SrRNAとの比

として求めた。各遺伝子、各条件について、菌体を培養する段階から独立した解析を3回ずつ行い、

平均値とその標準偏差を求めた。結果を図11に示す。

adhAの発現レベルは、エタノール非生産条件であるフルクト-ス培養のほうが、エタノール生産条

件であるはずのH,-CO,培養よりもおよそ2倍高かったOしかしながら、adhB、adhCに比べれば、H,-CO,

培養時でも比較的高い発現レベルを保っていた。表2-4に示したkinetic efficiency (Vm /Km)の高さも

併せて考えると、 adhAが本菌のエタノール生産に関与している可能性は高いと考えられたo

adhBの発現レベルも、フルクト-ス培養のほうが、H2-CO2培養よりもおよそ4倍高かった.加えて、

H.-CO,培養時の発現レベルがadhAのおよそ3分の1しかないことから、 adhBが本菌のエタノール生

産に関与している可能性はadhAに比べると低いと考えられた。

adhCの発現レベルは、フルクト-ス培養でもH,-CO,培養でも他の2つのadhに比べて非常に低か

った。このことから、 adhCは本菌のエタノール生産とは無関係である可能性が高いと考えられた.

以前の研究16)において酒井が行った、粗酵素抽出液を用いた活性測定の結果では、 NADPHを補酵素

に用いた場合、 Adhのエタノール生産方向の活性はH,-CO,培養時にフルクト-ス培養時の約3倍に増

大したとされている。今回測定されたAdhAとAdhB (いずれもNADPH依存的)の発現レベルは、こ

の酒井の結果と逆の傾向を示したo酒井の実験は粗酵素抽出液を用いたものであり、一概に今回の結

果と比較することはできないが、本菌がAdhとしての活性を持つ未発見の酵素を持っている可能性は

あると思われる。

aldhの発現レベルは、前述の3つのadhとは対照的に、エタノール生産条件であるH2-CO2培養のほ

うが、エタノール非生産条件であるフルクト-ス培養よりもおよそ3倍高かった。以前の研究16)にお

いて酒井が行った、粗酵素抽出液を用いた活性測定でも、 Aldhについて同様の傾向が見られている。

そのため、 aldhが本菌のエタノール生産に関与している可能性は非常に高いと考えられた　aldhは、

我々が予想する本菌のエタノール生産経路(図4)の入り口に当たる遺伝子であるOその遺伝子の発現

レベルがェタノール生産時に増大するということは、本菌においてエタノールの生産が転写レベルで

制御されていることを示唆している。この結果は、本菌がアセチルCoAからAldh、 Adhを介してエタ

ノールを生産しているという我々の予想を強く支持するものである。
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※各遺伝子の発現レベルを、内部標準である16Sとの比で示したoただし、 16Sはその発現量が膨大で

あったため、値が使用機器の分析可能範囲に収まるように、 RT(〕-PCRの鋳型に用いるcDNAを1!104

に希釈して測定を行った。

図11 RTQ-PCRによる各遺伝子の発現レベルの解析

第4節　要約

本章では、 H2-CO2培養の菌体(エタノールを生産)と、フルクト-ス培養の菌体(ェタノール非生

産)からそれぞれRNAを抽出し、 RTQ-PCRによって各培養条件におけるadhA、 adhB、 adhC及びaldh

の発現レベルの解析を行った。

adhAの発現レベルは、エタノール非生産条件であるフルクト-ス培養のほうが、エタノール生産条

件であるはずのH2-CO2培養よりもおよそ2倍高かったが、 H,-CO,培養時でも比較的高い発現レベルを

保っており、 adhAが本菌のエタノール生産に関与している可能性は高いと考えられた。

adhBの発現レベルも、フルクト-ス培養のほうが、H,-CO,培養よりもおよそ4倍高かった.加えて、

H,-CO,培養時の発現レベルがadhAのおよそ3分のlしかないことから、 adhBが本菌のエタノール生

産に関与している可能性はadhAに比べると低いと考えられた.

adhCの発現レベルは、フルクト-ス培養でもH2-CO2培養でも他の2つのadhに比べて非常に低か

った.そのため、 adhCは本菌のエタノール生産とは無関係である可能性が高いと考えられた.

aldhの発現レベルは、エタノール生産条件であるH2-CO。培養のほうが、エタノール非生産条件であ

るフルクト-ス培養よりもおよそ3倍高かった。そのため、 aldhが本菌のエタノール生産に関与して

いる可能性は非常に高いと考えられた。これにより、アセチルーCoAからのAldh、 Adhを介したェタノ

ール生産経路が強く支持された。
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第2部　各基質における代謝特性め解析

第4章　各基質における回分培養と、エネルギー代謝の比較

第1節　緒言

第1部での研究により、 HUC22-1株がアセチルーCoAからAldh、 Adhを介してエタノールを生産し

ている可能性が高いことが示された。しかしながら、この場合エタノール生産経路と酢酸生産経路は

アセチルーCoAから枝分かれしていることになり、今後分子生物学的手法によってエタノール生産経路

を増強させた場合に、酢酸生産経路に基づくATP生産-の影響が懸念される。そのため、本菌の代謝

についてより詳細に調べる必要があると考えられた(Wood-IJun£dahl pathway以外のATP生成経路は

あるのか、ガス基質以外でエタノール生産が可能な基質はあるのか、など)。そこで本章では、各種の

有機酸を基質として本菌の培養を行い、本菌のエネルギー代謝特性の解析を行った。

第2節　方法

4-2-1各基質における回分培養

回分培養の基本培地組成は1-2-1のものを用い、回分培養の方法は1-2-2に従った。なお、 yeastextract

無しの完全合成培地で培養を行う場合には、 1-2-1の培地組成からyeast extractを削除したものを用い

た。フルクト-スの代わりに加える各基質の終濃度は、シュウ酸、グリオキシル酸、グリコール酸に

ついては20mM、しリンゴ酸については40mMで行った。いずれの培養も、フルクト-スを基質とし

て対数増殖期まで増殖させた前培養液を5% (v/v)濃度で植菌し、その後それぞれの基質で2-3回継代

してから本培養を行った。グリコール酸については、フルクト-スを基質とした前培養液では増殖し

なかったため、グリオキシル酸を基質とした培養液を前培養液に用いて、上記と同様に2-3回継代し

てから本培養を行った。シュウ酸、グリオキシル酸、グリコール酸、 L-リンゴ酸の基質溶液は、以下

の手順で調整した。

Substrate solution

Potassium oxalate - H,O

Glyoxylic acid蝣H20

Glycohc acid

Sodium L-malate

いずれかを400mMになるようにMillK〕water lOOmlに溶解

pHを6.0付近に調整

N2を注入しつつ氷中で30分間冷却

0.45(imフィルターで櫨過滅菌しつつ、 N2を注入した滅菌済みバイアル瓶に注入

4-2-2　各基質、及び生産物の測定

シュウ酸、グリオキシル酸、グリコール酸、リンゴ酸の消費量、及び酢酸、エタノールの生産量は

high performance liquid chromatography (HPLC)によって測定した　HPLCのシステムは、 PU-2080 Plus
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(HPLC pump) 、 RI-2031 Plus (RI detector) 、 C0-2065 Plus (column oven) 、 AS-2057 Plus (auto sampler)

を用いた(いずれもJASCO)C移動相は0.1% (v/V) H3P04を用い、 0.7mlmin-1の流速で流した　HPLC

カラムには、 RSpakKC-811 (Shodex)を用いたoまた、ガードカラムとしてRSpakKC-G (Shodex)を

HPLCカラムの前に設置した。カラムオーブンの温度は、 60℃に設定した。培養液を13,200 rpmで5

分間遠心して菌体を沈殿させた後、上清を0.45 ¥imのCellulose acetate hydrophilic filter (Dismic⑳-13CP)

で櫨過したものをサンプルとした。次に、このサンプル及び標準液(各成分10mM)に、内部標準と

して20mMのクロトン酸を含む0.2%(v/v)H3P04を1:1で混合し、測定を行った,Auto samplerのinjecton

volumeは、 20ト11とした。

4-2-3乾菌体重量の測定

以前の研究において酒井が行った実験から、HUC22-1株の乾菌体重量とODftは以下の式4-1の関係

にあることが分かっている15)本研究で示す乾菌体重量はすべて、培養液のOD,
'66。を式4-1に当てはめ

て求めた。

Drycellweight(gll)=OD^ × 0.46

第3節　結果及び考察

(4-1)

4-3-1 H2-CO2培養とグリオキシル酸培養のエネルギー代謝の比較

H2-C02、シュウ酸、グリオキシル酸、グリコ「ル酸、 L-リンゴ酸を用いてHUC22-1株の回分培養を

行った結果と、それに基づいて算出した'xISを表4-1と4-2に示す　yeastextractの有無に関わらず、本

菌は、今回検討したすべての有機酸を基質として利用することができた。しかしながらどの有機酸を

基質にした場合にもエタノールの生産は見られなかった。

yeastextract有りのH2-CO2培養では、基質消費当たりの増殖収率(iWは0.68 gmollであった。そ

れに対し、yeastextract有りのグリオキシル酸培養では、*x/sは11.7gmol~1と明らかに高い値を示したo

仮に本菌が、以下の反応(式4-2)によってグリオキシル酸を最終的にH2とC02に分解し、主に

Wood-Ljungdahl pathway (図3)を用いて代謝しているなら、 1 molのグリオキシル酸は2 molのH。に

相当するはずなので、グリオキシル酸培養時における㌦SはH2-CO2培養時のおよそ2倍になるはずで

ある。しかしながら、実際にはそれを大きく上回る値となった。また、酵母エキスを含まない完全合

成培地で回分培養を行った場合にも同じ傾向を示した(表4-2)。このことから、本菌がWood-Ljungdahl

pathway以外に、グリオキシル酸培養時に働く未知のATP生成経路を持っていることが示唆された。

この仮説は、 ATP加水分解における自由エネルギー変化(AG-'=-31.8kJmol') 38)と、以下の反応(式

4-2)によるグリオキシル酸のH2-CO2-の分解における自由エネルギー変化に基づく計算によっても支

持される。

C2HO3" + 3H20 - 2HCCV + 2H, + H+ 【AGO'= -34 kJ (reaction) 1 4-2)

これらの値から計算すると、理論的には、 1 molのグリオキシル酸のH,-C0,-の分解を通じて、 1.1 mol

のATPが追加で得られることになる。以前、 M. thermoaceticaによる-キソース発酵の研究において、
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Andreesenらは基質消費当たりの細胞収率の計算にiATP -・10.5を用い、未知のATP源を推測していた

76)グリオキシル酸は-キソースよりも単純な基質なので、グリオキシル酸培養での　ATPは、 -キソ

ースを基質とした場合のそれよりも低い可能性があるO一方で、 Acetobacterium woodiiのyeast extract

有りのH,-CO,培養における・*ATPは、 4.3と計算されている39)これらのことをふまえて、仮に、本菌

におけるyeast extract有りのグリオキシル酸培養における*ATPが4.3-10.5の間だとすると、その場合

の^ATP/Sは、 2・7-1.11の間と計算される。この、 ^ATP=10.5とした場合の　ATB′ =1.11は、前述のグリ

オキシル酸からのATPの理論収率と良く一致する値である。

4-3-2　HUC22-1株におけるグリオキシル酸代謝経路

グリオキシル酸を分解する経路はこれまでにいくつか報告されている。他の嫌気性細菌と㌦Sを比

較した結果から、我々は、本菌のグリオキシル酸代謝経路の候補として、グリオキシル酸資化性菌

Syntrophobotulus関連菌などで提案されているマリルーCoA経路40)を選んだ(図12) 1 molのグリオキ

シル酸がマリルーCoA経路で2 molのC02に酸化される時、同時に2 molの電子受容体が還元される.

C02の酢酸-の還元には化学量論的に2 molの還元当量が使用されるので、 1 molのグリオキシル酸の

酸化を通じて0.5 molの酢酸が生産されるはずである0本菌のyeast extract有りのグリオキシル酸回分

培養では、消費されたグリオキシル酸1 mol当たり0.46molの酢酸が生産されており(表4-1)、これ

は前述の理論値と良く一致する値である。さらに、マリ/V-CoA経路は、 malyl-CoA lyase/malyl-CoA

synthetaseの反応と共役した基質レベルのリン酸化によって、 1 molのグリオキシル酸を分解する間にl

molのATPを合成できる。

4-3-3　しリンゴ酸を基質としたHUC22-1株の培養

もし本菌においてグリオキシル酸がマリルーCoA経路によって酸化されているなら、本菌はマリル

ーCoA経路の中間代謝物であるL-リンゴ酸を利用できるはずである。しかしながら、 Moorella属の細菌

がL-リンゴ酸を資化したという報告はこれまで無い41)そこで、我々は、 L-リンゴ酸を基質とした本

菌の回分培養を行った。その結果、本菌は、 60時間で20.2mMのしリンゴ酸を消費し、 27.6mMの酢

酸を生産した(表4-1)消費されたしリンゴ酸当たりの酢酸収率は1.36molmol-1であった。この値は

A. malicumのL-リンゴ酸培養で得られた値に近い42)

4-3-4　グリコール酸とシュウ酸を基質と、したHUC22-1株の培養

本菌は、グリコール酸とシュウ酸も資化できた(表4-1及び4-2)。 yeastextractのグリコール酸、シ

ュウ酸を基質とした回分培養時の　x/sは、それぞれ7.02及び5.64gmol-であった。これらの値もまた、

H,-CO,培養時のそれ(0.68)に比べて明らかに高い値であったO　この結果もまた、グリオキシル酸培

養と同様に、 Wood-Ljungdahl pathway以外のATP生成経路の存在を示唆するものであった0
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表411各基質によるHUC22-1株の回分培養の結果(酵母エキス有り)

Cell yield Electron

per recovery

sub strate　　　(Rea)

( Jサs)　　　　(%)

(8 mo!"1)

1 1.7土0.06　　　　91土3

7.02土0.3 1　　　　85土6

5.64土0.54　　　　86土2 I

7.80土0.36　　　　91土2

Substrate

degraded

(mM)

12.8±1.0

1 7.5土0.7

19.3士1.7

20.2土0.3

Cu lture

Sub strate time

(h)

Dry cell

(g l当

Product formed (mM)　Acetate

yield per

sub strate

(Ip/s)

rmol mol-

Acetate Ethano l

G lyoxy late

G lyco late

Oxalate

L-Mal ate

H2/CO2

72　　　0.15土0.01

72　　　0.12土0.01

72　　　0.11土0.02

60　　　0.16土0.01

1 08　　0. 17=1=0.01

5.8ア0.7　　　N.D.　　　　0.46土0.02

1 1.1土1.2　　N.D.　　　　0.64土0.05

4.2土0.5　　　N.D.　　　　0.22土0.0 1

27.6土0.3　　N.D.　　　1.36土0.02

260土20 (H2) 56.7士2.1　1.5土0.3　　0.22土0.01 (H2) 0.68土0.04(H2) 92士5

N.D., no compound was detected.

Electron recovery was calculated from electron equivalents of substrate and products.
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表4・2　各基質によるHUC22・1株の回分培養の結果(酵母エキス無し)

Product formed

Cu lture

Sub strate time

(h)

Dry cell

(gn

Sub strate

degraded

(mM)
Acetate Ethano l

Acetate

yield per

sub strate

Fp/S

mol mol-

Cell yield Electron

per

sub strate

( Fx/s

reco very

(*.')

(%)

Glyoxy late

G lyco late

Oxalate

LMalate

H2!CO2

96　　　0.075土0.006　25.9土2.7

72　　　0.074ア0.011　18.1ア1.1

72　　　0.058士0.002　12.9土0.6

60　　　0.073土0.005　14.2土0.5

4.8土0.4　　　N.D.

10.6土0.6　　N.D.

2.0士0.2　　　N.D.

17.7土1.4　　N.D.

48　　0.067土0.007　98ア8 (H2)　24.4土3.1　N.D.

0.19士0.01

0.59士0.03

0.16士0.01

1.25士0.07

2.89土0.27　　　　37土2

4.12土0.88　　　　78土4

4.47土0.09　　　　62土2

5.14ア0.22　　　　83ア5

0.25士0.01 (H2) 0.6紅0.02 (H2) 99ア5

N.D., no compound was detected.

Electron recovery was calculated丘・om electron equivalents of substrate and products.
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図12　HUC22-1株におけるグリオキシル酸、グリコール酸の予想代謝経路

第4節一　要約

本章では、各種の有確酸を基質としてHUC22-1株の回分培養を行い、本菌のエネルギー代謝特性の

解析を行った。その結果、 H,-CO,以外の基質(シュウ酸、グリオキシル酸、グリコール酸、 L-リンゴ

酸)を用いた培養では、残念ながらエタノール生産は見られなかった。一方で、グリオキシル酸培養

時における*x/sがH2-CO2培養時のそれを大きく上回る値となったことから、本菌がwood-Ljungdahl

pathway以外に、グリオキシル酸培養時に働く未知のATP生成経路を持っていることが示唆された。

また、他の嫌気性細菌と!x/sを比較した結果から、本菌のグリオキシル酸代謝経路の候補としてマリ

ルーCoA経路(図12)が挙げられた。
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第5章　HUC22-1株のグリオキシル酸代謝経路の酵素的解析

第1節　緒言

第4章での解析から、 HUC22-1株が未知のATP生産経路を持っていること、及びその経路がマリル

ーCoA経路(図12)である可能性が高いことが示唆された。この経路は、 malyl-CoAlyase (EC4.1.3.24)、

malyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.9)、 malic enzyme (EC 1.1.1.40)、 pyruvate synthase (EC 1.2.7.1)の4つ

の酵素によって構成されている。もし本菌がこの経路によって実際にグリオキシル酸を代謝している

なら、グリオキシル酸で培養した菌体ではこれらの酵素の活性が検出されるはずである。そこで本章

では、様々な基質で培養した本菌の菌体から粗酵素液を抽出し、マリルーCoA経路に関わる酵素の活性

測定を行い、その活性を比較した。

第2節　方法

5-2-1 HUC22-1株の粗酵素液の抽出

H2-CO2、シュウ酸、グリオキシル酸、グリコール酸、及びリンゴ酸を基質としたyeastextract有りの

培地で、 HUC22-1株を55℃で対数増殖中期までそれぞれ培養した。なお、この培養は720ml容量のバ

イアル瓶を用いて培養液量を150mlにスケールアップして行った。得られた培養液150mlを3,000rpm、

15分間遠心して上清を除去し、菌体を回収した。菌体を5 mlの洗浄バッファー【100 mM potassium

phosphate buffer (pH 7.5) ]に再懸濁し、 3,000 rpm、 15分間遠心して上清を除去した。この洗浄を計2

回繰り返した後、菌体をl mlの抽出バッファー【100mMpotassiumphosphatebuffer(pH7.5) ,5 mgml-

lysozyme, 0.1% (v/v) Triton X-100, 0.18mg ml"1 PMSF】に再懸濁し、 37℃、 30分間振とうし、タンパクを

溶出させた13,200 rpm、 15分間遠心して沈殿を除去し、上清を粗酵素液として回収した。粗酵素液

のタンパク濃度は、 2-2-4で示した方法による比色定量で確認したO

5-2-2　MalyトCoA lyaseの酵素活性測定

本章で行う反応はすべて、 45℃に保温した吸光光度計(UV-1600,島津製作所)にセットしたキュベ

ットで行った　malyLCoA lyaseの酵素反応は、 Herterらの方法43)を元に、以下の組成の反応液で行っ

た(反応温度45℃)O反応を開始して30秒後に反応液から25 ¥ilをサンプリングし、氷中で冷却して

反応を停止させた.これに、 3.5 mMのphenylhydrazinium chlorideを含む200 mM MOPS-KOH buffer (pH

7.5)を0.975 ml添加して室温で15分間放畢し、生成されたglyoxylate phenylhydrazoneの量を*324nmか

ら測定した　glyoxylatephenylhydrazoneのモル吸光係数は6324=15,000Mr cm-として計算した44)初発

の吸光度との差から、消費されたglyoxylateの量を算出し、酵素活性を決定した。なお、 1 U-l分間

に1 nmolのglyoxylateを消費する活性量と定義した.
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MalyトCoA lyase (glyoxylate + acetyl-CoA - L-malyl-CoA)

200 mM MOPS-KOH buffer (pH 7.5)

400 mM MgCl2

400 mM glyo丈ylate (pH 6)

40 mM acetyl-CoA

粗酵素液

0.8 mi　　(160 mM)

10 fxl　　(4 mM)

5 ll　　　(2mM)

100 (xl　(4 mM)

100 ill

※粗酵素液を添加して反応スタート

※括弧内は終濃度

5-2-3　MalyLCoA lyase/malyLCoA synthetase系の酵素活性測定

Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetaseの2つの酵素による反応系は、以下の組成の反応液で行った(反

応温度45℃)O反応を開始して5分後に反応液から25ド1をサンプリングし、氷中で冷却して反応を停

止させた。サンプリングした反応液のATP濃度を、 ATPbioluminescenceassay kitCLS II (Roche)を用

いて、付属のマニュアルに従い測定した。蛍光強度の測定には、 Wallac ARVO SX 1420 Multilabel Counter

(PerkinElmer)を使用した。アセチルーCoAを添加せずに行った場合(コントロール)とのATP濃度

の差から、生成されたATPの量を算出し、酵素活性を決定した.なお、 1U-l分間にl岬101のATP

を生成する活性量と定義した。

MalyトCoA lyase!malyl-CoA synthetase

(glyoxylate + acetyl-CoA + ADP+ Pi - Lmalate十CoA + ATP)

100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5)

400 mM MgCl,

400 mM glyoxylate (pH 6)

40 mM acetyl-CoA

50 mMADP

粗酵素液

0.7 ml　　(70 mM)

25 nl　　(10mM)

5ト　　　(2mM)

100 ¥i¥　　(4 mM)

100 jil　(5 mM)

100 id

※粗酵素液を添加して反応スタート

※コントロールの場合はacetyl-CoAの代わりにMilliQ waterを添加

※括弧内は終濃度

5-2-4　MalyLCoA lyase/malyl-CoA synthetase系(逆反応)の酵素活性測定

MalyトCoA lyase/malyl-CoA synthetaseの2つの酵素による反応系の逆反応は、 TuboiとKikuchiの方法

45)を元に、以下の組成の反応液で行った(反応温度45℃)。反応開始後のglyoxylate phenylhydrazoneの

生成の伴う'324nmの変化(傾き)をグラフから読み取り、それを元に反応速度(初速度)を算出し、

酵素活性を決定した。なお、 glyoxylate phenylhydrazoneのモル吸光係数はe324=15,000Ml cm lとして計

算した44)また、 1 U-l分間に1 (j,molのglyoxylateを生成する活性量と定義した.
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Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase (逆反応)

(Lmalate + CoA + ATP - glyoxylate + acetyl-CoA + ADP+ Pi)

900 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4)

120 mM MgCl,

6mM CoA

30 mM ATP

18 mM phenylhydrazine-HCl

1 MDTT

粗酵素液

dH,0

150 mM L-malate

0.5 ml　　(150 mM)

0.25 ml　(10 mM)

0.25 ml　(0.5 mM)

0.5 ml　　(5 mM)

0.5 ml　　(3 mM)

3|il　　　(l mM)

50-100 t↓1

400-450ト11

0.5 ml　　(25 raM)

※L-malateを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度

5-2-5　Malicenzymeの酵素活性測定

Malic enzymeの酵素反応は、Stemsらの方法46)を元に、以下の組成の反応液で行った(反応温度45℃)0

反応開始後の^4。nmの変化(傾き)をグラフから読み取り、それを元に反応速度(初速度)を算出し、

酵素活性を決定した。なお、 NAD及びNADPのモル吸光係数は634。=6,22O M-1　として計算した29)

また、 1 U-1分間に1 [imo¥のNAD(P)Hを生成する活性量と定義したO

Malic enzyme (L-malate + NAD(P)+ - pyruvate + CO2 + NAD(P)H)

900 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)

120 mM MgCl,

1 mM NAD(P)十

1 MDTT

l川畔-ォtfi:

dH20

150 mM L-malate

0.5 ml　　(150 mM)

0.25 ml　(10 mM)

0.5 ml　　(0.17 mM)

3 ll　　　(l mM)

50-100 u1

1.35-・1.4 m1

0.3 ml　　(15 mM)

※Lmalateを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度
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5-2-6　Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase/malic enzyme系の酵素活性測定

MalyLCoA lyase/malyLCoA synthetase,!malic enzymeの3つの酵素による反応系は、以下の組成の反応

液で行った(反応温度45℃)。反応開始後の蝣^34。nmの変化(傾き)をグラフから読み取り、それを元に

反応速度(初速度)を算出し、酵素活性を決定した.なお、 NAD及びNADPのモル吸光係数はE34。=6,220

Mlcmlとして計算した29)また、 1U-1分間に1nmolのNAD(P)Hを生成する活性量と定義したo

Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase/malic enzyme

(glyoxylate + acetyl-CoA + NAD(P)+ + ADP + Pi -

pyruvate + CO2 + NAD(P)H + CoA + ATP)

600 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5)

120 mM MgCl2

1 mM NAD(P)+

30 mMADP

90 mM glyoxylate (pH 6)

1MDTT

ILiI吊正

dH,0

3 mM acetyl-CoA

0.5 ml　　(100 mM)

0.25 ml　(10 mM)

0.5 ml　　(0.17 mM)

0.5 ml　　(5 mM)

0.5 ml　　(15 mM)

3トl　　　(l mM)

50-100ト11

150-200ト11

0.5 ml　　(0.5 mM)

※AcetyLCoAを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度

5-2-7　Pyruvate synthaseの酵素活性測定

Pyruvate synthaseの酵素反応は、 OdotnとPeckの方法47)を元に、以下の組成の反応液で行った(反応

温度45℃)。反応開始後のbenzylviologen (BV)の還元に伴う*578nmの変化(傾き)をグラフから読み

取り、それを元に反応速度(初速度)を算出し、酵素活性を決定した。なお、 benzylviologenのモル吸

光係数は6578=8,650NTcm"として計算した。また、 1 U-l分間に1 (xmolのアセチルーCoAを生成する

活性量と定義した。

Pyruvate synthase (pyruvate + CoA + BVOx -> acetyl-CoA + CO2 + BVred)

600 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5)　　　　0.5 ml　　(100 mM)

fi mMBV

6 raM CoA

1 MDTT

tt rげ圭(fs

dH,0

120 mM pyruvate

0.1 ml　　(0.2 mM

0.5 ml　　(l mM)

3 nl　　　(l mM)

5-10ul

1.7 m1

0.2 ml　　(8 mM)

※Pyruvateを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度
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5-2-8　Glyoxylate reductaseの酵素活性測定

Glyoxylatereductase (EC 1.1.1.26)の酵素反応は、 Zeltichの方法48)を元に、以下の組成の反応液で行

った(反応温度45℃)。反応開始後の・^34。nraの変化(傾き)をグラフから読み取り、それを元に反応速

皮(初速度)を算出し、酵素活性を決定した。なお、 NAD及びNADPのモル吸光係数はe34。=6,220M'

cm　として計算した29)また、 1U-1分間に1(j.molのNAD(P)Hを消費する活性量と定義したO

Glyoxylate reductase (glyoxylate + NAD(P)H - glycolate + NAD(P)+)

600 raM potassium phosphate buffer (pH 7.5)　　　　0.5 ml　　(100 mM)

120 mM MgCl2

1 MDTT

川帖蝣K- i'-k-

dH,O

1 mM NAD(P)H

90 mM glyoxylate (pH 6)

0.25 ml　(10 mM)

3nl　　　(1 mM)

100 (i1

1.15m1

0.5 ml　　(0.17 mM)

0.5 ml　　(15 mM)

※Glyoxylateを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度

5-2-9　Glycolate dehydrogenaseの酵素活性測定

Glycolate dehydrogenase (EC 1.1.99.14)の酵素反応は、 FriedrichとSchinkの方法49)を元に、様々な電

子受容体【NAD+、 NADF、 methylene blue (MB)、 methyl viologen (MV)、及びbenzyl viologen (BV) ]

を用いて以下の組成の反応液で行った(反応温度45℃)。反応開始後の^4。nm (NAD+、 NADF)、 1S7。nm

(MB)、　(MV)もしくは*S78mサ(BV)の変化(傾き)をグラフから読み取り、それを元に反応

速度(初速度)を算出し、酵素活性を決定したoなお、 NAD及びNADPのモル吸光係数はE34。=6,220 M-1

cmとして29)、MBのモル吸光係数はes7。=l,31OM-'　として、MVのモル吸光係数はE6。4=l,310M-1 ctn-1

として、 BVのモル吸光係数は6578=8,650M~'onlとして計算した。また、 1U-l分間にlドmOlの電子

受容体を消費する活性量と定義した。

Glycolate dehydrogenase (glycolate + NAD(P)+ - glyoxylate + NAD(P)H)

300 mM Tris-HCl buffer (pH 8.5)

120 mM MgCl,

1 MDTT

l mM NAD(P)+

mmmm

dH2O

400 mM glycolate (pH 6)

0.5 ml　　(50 mM)

0.25 ml　(10 mM)

3nl　　(l mM)

0.5 ml　　(0.17 mM)

100 ill

1.55 m1

0.1 ml　　(13.3 mM)

※Glycolateを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度
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Glycolate dehydrogenase

(glycolate + MB。x or MV。x or BV。 - glyoxylate + MBred or MV^ or BV.J

300 mM Tris-HCl buffer (pH 8.5)

120 mM MgCl,

1.2mMMBor60mMMVor60mMBV

仙l叫・蝣;.」

dH20

50 tnM sodium dithionite

400 raM glycolate (pH 6)

0.5 ml　　(50 mM)

0.25 ml　(10 mM)

0.25 ml　(0.1 mMor5 mMor5 mM)

100 fx1

1.75 m1

5-10ill

0.1 ml　　(13.3 mM)

※Glycolateを添加して反応スタート

※括弧内は終濃度

第3節　結果及び考察

5-3-1マリルーCoA経路に関わる酵素の活性の比較

HUC22-1株がマリ/KCoA経路を持っていることを確認するために、 H2-CO,、シュウ酸、グリオキシ

ル酸、グリコール酸、及びリンゴ酸を基質としてyeastextract有りの培地で培養した本菌の菌隼から粗

酵素液を抽出し、マリルCoA経路に関わる酵素(及び酵素系)の活性測定を行った.各反応につし、て、

独立した測定を3回ずつ行い、平均値とその標準偏差を求めた。結果をまとめたものを表5-1に示す。

ただし、 glycolよte dehydrogenaseについてはどの基質で培養した菌体からも活性が検出されなかったた

め、省略した。

MalyトCoA lyaseの活性は、グリオキシル酸、グリコール酸培養の菌体で高く、しリンゴ酸培養でも

ある程度見られたが、それ以外の基質で培養した菌体では低かった。また、アセチルーCoAを除いたコ

ントロールの反応では活性は検出されなかった。

Malyl-CoA synthetaseの活性は、基質であるマリルーCoAが入手できなかったため、 malyトCoA

lyase/malyl-CoA synthetase系として測定した.正方向の活性はATPの生成量から算出したO　この酵素

系の活性も、基本的にはmalyLCoAlyase単独の活性と同様に、グリオキシル酸、グリコール酸培養の

菌体で高い値を示した。これにより、本菌がこの経路で実際にATPを生成できることが確認された。

しかしながら、その一方で、正方向の反応についてはHL-CO,培養の菌体からもグリオキシル酸培養の

菌体と同程度の活性が見られた。この原因については不明であるが、酢酸生産経路におけるATP生成

などのバックグラウン下の差が影響している可能性も考えられる。

Malicenzymeの活性も、 malyl-CoA lyase単独の活性と同様の傾向を示した.また、この活性はNADP+

依存的であり、 NAD+を補酵素とした場合には活性は検出されなかった。

上記の3つの酵素によるmalyl-CoA lyase/malyl-GoA synthetase/tnalic enzyme系の活性は、グリオキシ

ル酸、グリコール酸培養の菌体で高く、それ以外の基質で培養した菌体では低かった。特に、 H。-CO2

培養の菌体からは、この酵素系の活性は検出されなかった。また、この酵素系もmalic enzyme単独の

場合と同じくNADP*依存的であり、 NAD+を補酵素とした場合には活性は検出されなかった。さらに、

反応液からADPを除いた場合にも活性が検出されなかったことから、この酵素系がADP依存的な活

性であることも確認された。
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Pyruvate synthaseについては、 malyl-CoA lyase等とは異なり、基質の違いによる活性の顕著な差は見

られなかったが、どの基質で培養した菌体からも同程度の活性力亨検出された.

グリオキシル酸をグリコール酸に還元する酵素であるglyoxylate reductaseの活性についても調べた

ところ、グリオキシル酸、グリコール酸培養の菌体にのみ活性が見られ、それ以外の基質で培養した

菌体では検出されなかった。

5-3-2　マリルーCoA経路に関わる酵素をコードする遺伝子について

1-2-4で述べたように、 HUC22-1株の近縁種であるM. thermoacetica ATCC 39073株は、そのゲノム

データベースがGenbankに登録されており(accession number: CP000232)、そこにはmalicenzymeをコ

ードすると推定されている遺伝子が存在している(genelD: 3832341),さらにBLAST検索の結果、

Methylobacterium extorquens由来のmalyl-CoA synthetase a chain、 malyl-CoA synthetase β chain、及び

malyl-CoA lyaseと高い相同性を持つタンパクをコードする遺伝子も確認された(それぞれgenelD:

3832337、 3832339、 3832340)c　興味深いことに、これら4つの遺伝子は、ゲノム上に同じ転写方向で

並んで存在していた。このことから、これら4つの遺伝子は、 1つの遺伝子クラスターの中に存在して

いる可能性がある。

5-3-3　グリコール酸の代謝について

グリオキシル酸培養の菌体と同様に、グリコール酸培養の菌体からも、マリルーCoA経路の各酵素の

高い活性が検出された(表5-1)cこの結果は、HUC22-1株がグリコール酸をグリオキシル酸に酸化し、

それをマリルーCoA経路で代謝していることを示唆している。しかしながら、グリコール酸培養の菌体

から、グリコール酸のグリオキシル酸-の酸化を触媒するglycolatedehydrogenaseの活性は検出されな

かった(datanotshown)。その一方で、逆反応であるglyoxylatereductaseの活性は検出された。グリコ

ール酸のグリオキシル酸-の酸化を、以下の式5-l50)に示す.

C2H303 + NAD(P)+ → C2HO3 + NAD(P)H + H+ 【AGO'= +85 kJ (reaction)-1】　　　(5-1)

標準状態において高度に吸エルゴン的なこの反応は、菌体内のNAD(P)H濃度が低い場合には進むが、

それ以外の場合では、他の発エルゴン反応と共役しなければならない。実際、グリコール酸培養時の

x/sは、グリオキシル酸培養時のそれのほぼ半分になっていた(表4-1)c　この差は、グリコール酸培養

の菌体がグリオキシル酸培養の菌体に比べて基質の異化により多くのATP消費を必要とするために生

じていると考えられる。

5-3-4　シュウ酸の代謝について

シュウ酸培養の菌体から抽出した粗酵素液からは、 pyruvate synthaseの反応を除く_すべての反応で、

グリコール酸培養やグリオキシル酸培養に比べて非常に低い活性しか検出されず、またATP生成も全

く見られなかった(表5-1)。これらの結果は、 HUC22-1株において、シュウ酸の代謝にマリルーCoA経

路が関与していないことを示唆している。シュウ酸がどのような経路で代謝されているのかについて

は、現時点では不明である。
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表511各基質で培養したHUC22-1株菌体の粗酵素液を用いた酵素活性湘定

Specific activity [岬ioI min" mg protein" (standard deviation)] after grown on the
Enzyme substrates of:

late G lyco l ate Oxalate L-Malate H2- CO2

Malyl-CoA lyase (EC 4.1.3.24)

Glyoxylate + Acetyl-CoA - L-Malyl-CoA

Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase (Forward direction)

Glyoxylate +Acetyl-CoA +ADP +Pi → L-Malate + CoA + ATP

Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase (Reverse direction)

L-Malate + CoA +ATP - Glyoxylate + Acetyl-CoA + ADP + Pi

Malic enzyme (EC 1.1.1.38 or 1.1.1.40)

L-Malate +NAD - Pyruvate + C02 +NADH (EC 1.1.1.38)

L-Malate + NADP+ - Pyruvate + C02 + NADPH (EC 1.1.1.40)

Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase/malate dehydrogenase (NAD , Forward

direction)

Glyoxylate +Acetyl-CoA +NAD +ADP + Pi -

Pyruvate + CO2 +NADH + CoA + ATP

Malyl-CoA lyase/malyl-CoA synthetase/malate dehydrogenase即ADP , Forward

direction)

Glyoxylate + Acetyl-CoA + NADP + ADP + Pi蝣

Pyruvate + C02 + NADPH + CoA + ATP

Pyruvate synthase (EC 1.2.7. 1)

Pyruvate + CoA + BVOx -サAcetyl-CoA + CO2 + BVred

Glyoxylate reductase (EC 1.1.1.26 or 1.1.1.79)

Glyoxylate +NADH - Glycolate +NAD (EC 1.1.1.26 0r 79)

Glyoxylate + NADPH -> Glycolate + NADP+ (EC 1.1.1.79)

10.0 (1.4)　　20.9 (1.1)　　0.54 (0.04)　5.6 (0.18)　1.6 (0.09)

0.50 (0.07)　　0.98 (0.ll)　　N.D.　　　　0.16 (0.01)　　0.49 (0.05)

0.23 (0.018)　0.38 (0.02)　　0.04 (0.003)　0.10 (0.006)　0.08 (0.004)

N.D.　　　　　　N.D.　　　　　　N.D.　　　　　　N.D.　　　　　　N.D.

0.16 (0.031)　0.12 (0.01)　　0.03 (0.001)　0.05 (0.003)　0.03 (0.004)

N.D.　　　　　N.D.　　　　　N.D.　　　　　N.D.　　　　　N.D.

0.15 (0.005)　0.26 (0.013)　0.02 (0.002)　0.05 (0.003)　N.D.

0.44 (0.012)　0.54 (0.012)　0.42 (0.015)　0.48 (0.077)　0.48 (0.047)

0.25 (0.011)　0.04 (0.006)　N.D.　　　　N.D.　　　　N.D.

0.31 (0.027)　0.10 (0.009)　N.D.　　　　N.D.　　　　N.D.

BVOx, oxidized benzyl viologen. BVred, reduced benzyl viologen. N.D., not detected.
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第4節　要約

HUC22-1株を様々な基質で培養し、粗酵素液を抽出し、マリルーCoA経路に関わる酵素の活性測定を

行い、その活性を比較した。その結果、グリオキシル酸培養、グリコール酸培養の菌体の粗酵素液か

ら、 H2-CO2培養の菌体と比べて高い活性が検出された。また、これらの酵素によるATP生産も確認さ

れた。これらのことから、本菌がマリルーCoA経路でグリオキシル酸及びグリコール酸を異化し、 ATP

を生産している可能性が高いことが分かった。その一方で、シュウ酸培養の菌体の粗酵素液からは、

pyruvatesynthaseの反応を除いてほとんど活性は検出されなかった。このことから、シュウ酸はマリル

ーcoA経路とは別の経路で代謝されていると考えられた。
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第3部　HUC22-1株に対する遺伝子導入法の開発

第6章　プラスミドベクターを用いた遺伝子導入法の開発

第1節　緒言

第1部での研究により、 HUC22-1株がアセチルーCoAからAldh、 Adhを介してエタノールを生産し

ている可能性が高いことが示された。このことから、これらの酵素から成る経路を何らかの方法で強

化できれば、本菌のエタノール生産性を向上させることができると考えられた。これまでの研究にお

いて、酒井は化学変異剤A?-methyl-./V'-nitro-./V-nitrosoguanidine (NTG)による変異処理を用いたエタノー

ル高生産株の作製を試みたが、継代後もエタノール高生産を維持する株は得られなかった15)そこで

我々は、標的とする遺伝子をピンポイントに導入、あるいは破壊できる、分子生物学的育種によるエ

タノール高生産株の作製を試みることにした。しかしながら、 E. coliの様な一般的な菌ゐ場合とは異

なり、好熱性嫌気性細菌を宿主とした遺伝子導入法は報告例が少なく、特にMoorella属の細菌を宿主

とした遺伝子導入法はこれまで全く報告されていない。そのため、本菌の分子生物学的育種を行うに

は、本菌を宿主とする遺伝子導入法の確立が不可欠である。そこで本章では、プラスミドベクターと

エレクトロポレーション法を用いた遺伝子導入法の開発を試みた。

第2節　方法

6-2-1 HUC22-1株からのプラスミド抽出

フルクト-スを基質に対数増殖中期まで培養したHUC22-1株の培養液5 mlからプラスミドの抽出を

行った。抽出法にはO'SullivanとKlaenhammer51'の方法を用いた.得られた抽出物を40 nlのdH,Oに

溶解し、 0.7%アガロースゲル電気泳動でプラスミドの存在を確認した。

6-2-2　シャトルベクターpNAK2の構築

九州大学の古川謙介先生より分与して頂いたプラスミドpNAK (中温性clostriduim属とE. coliの両

方で複製可能なシャトルベクター)をベースに、筑波大学の星野貴行教授より分与して頂いたプラス

ミドpUBHO由来の耐熱性kanamycin耐性遺伝子52)を挿入したシャトルベクターpNAK2の構築を行っ

た。構築の概略を図13に示す。

puBHOを鋳型にPremix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"version)を用いてPCRを行い、耐熱性kanamycin

耐性遺伝子を含む断片を取り出し、 pGEM⑳-TEasyvectorにクローニングした　PCR反応液組成と反応

条件を表611に、用いたプライマーの配列を表6-2に示す。クワ-ニング法はト2-5に示した方法と同

様にしたO得られたプラスミド(PGEM-HTRKR)と、ベースとなるpNAKは、それぞれ制限酵素sacII

とSpelで一晩切断し、 0.7%アガロースゲル電気泳動で確認した後、必要なバンドの部分をカッターで

切り出し、 MagExtractor㊥-PCR & GelCleanUp- (TOYOBO)を用いて精製した。その後、 2つの断片

をDNA Ligation KitVer. 2 (TakaraBio)を用いてライグーションさせ、耐熱性kanamycin耐性遺伝子を

挿入されたシャトルベクターpNAK2 (図13)を構築した。
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※rep: replication gene, mob: mobilization gene, cat: chloramphenicol acetyltransferase gene,

KmR: kanamycin resistance gene

図13　シャトルベクターpNAK2の構築
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表6⊥1 PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 nl

HUC22-1株ゲノムDNA (0.1 ^↓g ^l-1)

Primer F (20 pmol nl-1)

Primer R (20 pmol ¥iYl)

dH,0

l ul

2 ill

2u1

20 Ill

Tota1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50トIl

94℃

94℃

m*

72℃

4℃

1mm

30 sec

30 sec

z min

OC)

)sec

)sec

min-30cycles

表612　耐熱性kanamycin耐性遺伝子のサブクローニング用プライマー

Name Sequence (5'to 3')

HTKMR-F TAGTTCAACAAACGGGCCAG

HTKMR-R GA GGTCATCG TTCAAAATGG
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6-2-3　エレクトロポレーション法によるHUC22-1株-の遺伝子導入

HUC22-1株に対する遺伝子導入には、エレクトロポレーション法を用いた。参考文献53-55を参考

に、以下の手順や行ったO使用する培地、バッファーはすべて嫌気的に調製したものを用い、また操

作はすべて0.45 ¥imのMixed cellulose ester hydrophilic filter (Dismic⑳-25AS)を通したCO2ガスを吹き付

けながら嫌気的に行った。フルクト-スを基質に対数増殖後期(OD66。 = 1.5-2.0)まで培養した本菌

の培養液20mlを6,000rpm、 4℃で5分間遠心して上清を除去し、菌体を回収した。菌体を5mlの272

mMスクロース溶液に再懸濁し、 6,000rpm、 4℃で5分間遠心して洗浄し、上清を除去した。この洗浄

を計2回繰り返した後、菌体を1mlの272mMスクロース溶液に再懸濁した。菌体に導入するDNA5

-10¥igを含む溶液を添加して混合した。ネガティブコントロールの場合はDNA溶液の代わりにdH,0

を同じ量添加した。、氷中で10分間静置した後、予め水中で冷却しておいた1mmもしくは2mmギャ

ップのエレクトロポレーション用キュベット(ELECTROPORATION CUVETTES PLUS�", BTX)に移

し(1mmキュベットなら40(il、2mmキュベットなら100(il)、エレクトロポレーション装置(ECM630,

BTX)にセットしてパルスを1回かけた(条件は後述)Oパルスをかけ終わった溶液を、 22 GXl・1/4

の注射針(ニプロ)を取り付けたプラスチック注射器(テルモ)を用いて回収し、 8 ml容量のバイア

ル瓶に入った2mlのフルクト-ス液体培地に加えた。、氷中で10分間静置した後、 55℃で4時間前培

養を行った。適当な抗生物質と2% (w./v)の高温培養用寒天(ナカライテスク)を含むフルクト-ス

培地に前培養液全量を加えてロールチューブ21)を作製した。ただし、ポジティブコントロールに対して

は抗生物質を加えなかった。作製したロールチューブを55℃に静置し4-7日間培養した後、得られた

コロニーを滅菌したパスツールピペットを用いて嫌気的に採取し、適当な抗生物質を含むフルクト-

ス液体培地-植え継いだ。 2回の植え継ぎの後、 6-211で示した方法でプラスミドを抽出し、遺伝子導

入の確認を行った。

第3節　結果及び考察

6-3-1 HUC22-1株自身のプラスミドの有無の確認

プラスミドベクターを用いた遺伝子導入法の開発には、 HUC22-1株とE.coliの両方で選択、複製が

可能なシャトルベクターが不可欠である。もし、本菌自身が独自のプラスミドをすでに保持している

なら、それをベースにシャトルベクターの開発が可能になると思われる。そこでまず、本菌からのプ

ラスミド抽出を行い、アガロースゲル電気泳動でプラスミドの有無を確認した。しかし残念ながら、

プラスミドと思われるバンドは確認できなかった(datanotshown)c　このことから、本菌が独自のプラ

スミドを保持している可能性は低いと考えられた。そのため、これ以降は既存のシャトルベクターを

用いた遺伝子導入法の開発を目指すことにした。

6-3-2　シャトルベクターpNAK2を用いた遺伝子導入法の開発

既存のシャトルベクターの中からHUC22-1株とE. coliの両方で複製可能と思われるものを探した。

まず、九州大学の古川謙介先生より分与して頂いたシャトルベクターpNAKが候補に挙がった。しか

しながら、このpNAKは中温性Clostriduim属とE.coliの両方で選択、複製が可能なように構築された

ベクターであり、 HUC22-1株のような好熱性細菌で選択を行うための選択マーカーが存在していなか

った。そこで、このベクターに筑波大学の星野貴行教授より分与して頂いたプラスミドpUBHO由来

の耐熱性kanamycin耐性遺伝子50)を挿入し、好熱性細菌でも選択が可能な新たなシャトルベクター
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pNAK2を構築した(図13)c

完成したシャトルベクターpNAK2を用いて、エレクトロポレーション法による遺伝子導入を試みた。

まず、 HUC22-1株のkanamycin耐性を調べた.その結果、寒天培地上における本菌のkanamycin耐性

はかなり高く、 kanamycin濃度が100(xgml-1以下の培地では、遺伝子導入を行っていなくてもコロニー

が見られることが分かったOそこで、 kanamycin濃度を200ngml"にしたところ、コロニーは見られな

くなったので、以降の実験はこのkanamycin濃度で行うことにした。次に、同様の遺伝子導入を行っ

ている論文53卜55)を参考に、パルスの各パラメーターを以下の範囲で調節し、最も導入効率の良い条件

を検討した。

voltage: 2mmギャップのキュベットで1.25-2.4kV (6.25-12.OkVcml)

1 mmギャップのキュベットで1.25-2.4kV (12.5-24.OkVcml)

resistor: 200、 400、 600 Q

capacitor: 50 |xFに固定

その結果、 voltageが12.OkVcm~1以上の条件では、パルスをかける際に放電が起こり失敗することが多

くなり、仮に成功したとしても、ポジティブコントロール(kanamycin無し)のロールチューブにおけ

る菌体の生存率が著しく低下することが分かった。従って、パルスをかける際のvoltageは、 12.OkVcml

よりも低い範囲が望ましいと考えられた。一方で、 resistorの値に関しては、どの条件でも菌体の生存

率にそれほど大きな差は見られなかった。しかしながら、結局どの条件でパルスをかけても、形質転

換したコロニーは全く得られなかった。

6-3-3　シャトルベクターpIKMlを用いた遺伝子導入法の開発

前項のpNAK2を用いた遺伝子導入においてHUC22-1株のkanamycin耐性の高さが問題になったこ

とから、今度はkanamycin以外の抗生物質で選択が可能であることを条件に再度シャトルベクターの

探索を行った。その結果、 Thermoanaerobacterium saccharolyticum56)やClostridium thermocellum5^などの

好熱性細菌で複製が確認されており、かつ58℃でerythromycin及びIincomycinによる選択が可能なシ

ャトルベクターpIKMl (図14)が有力な候補として発見された。そこで、このシャトルベクターの開

発を行ったWiegel教授らのグループからこのプラスミドを分与して頂き、これを用いてエレクトロポ

レーション法による遺伝子導入を試みた。

まず、本菌のerythromycin及びIincomycin耐性を調べた。その結果、寒天培地上において、本菌は

erythromycin濃度が20 |mgml~l以上、もしくはIincomycin濃度が5 ¥ig m¥~l以上ならコロニーが見られな

くなることが分かった.そ土で、本菌の選択は、 5jigml-1のIincomycinを含む培地で行うことにした。

次に、パルスの各パラメーターをpNAK2と同様の範囲(ただし、生存率が著しく低下した条件は除く)

で調節し、最も導入効率の良い条件を検討した。しかしながら、このpIKMlを用いた場合も、どの条

件でパルスをかけても、形質転換したコロニーは全く得られなかった0
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pNAK2やpIKMlを用いた遺伝子導入で形質転換体が得られなかった原因としては、以下のものが

考えられる。

1)そもそも菌体内にプラスミドが導入されていない

2)菌体内にプラ云ミドは導入されているが、プラスミドを複製できていない(本菌ではプラスミド

上の複製起点が機能できていない)

3)菌体内にプラスミドは導入されているが、プラスミド上の抗生物質耐性遺伝子が機能していない

全く形質転換体が得られなかったため、 3つのうちどれが原因なのかを確認することはできないが、本

菌を宿主とする遺伝子導入法の開発には、これらの問題を解決した新たな手法が必要であると考えら

れた。

MCS

ORF2

※MCS: multiple cloning site, MLS: macrolide lincosamide streptogramicidin

図14　シャトルベクターpIKMl (参考文献56より引用)
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第4節　要約

シャトルベクタープラスミド(pNAK2及びpIKMl)とエレクトロポレーション法を用いて、HUC22-1

株の分子生物学的育種によるエタノール高生産株の作製に必要な遺伝子導入法の開発を試みた。しか

しながら、どちらのシャトルベクターを用いた場合でも、遺伝子導入が確認された株は獲得できなか

った。そのため、シャトルベクターを用いた方法とは異なる新たな手法が必要であると考えられた。
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第7章　相同性組換えを用いた遺伝子導入法の開発

第1節　緒言

第6章において、我々はプラスミドベクターを用いたHUC22-1株に対する遺伝子導入法の開発を試

みた。しかしながら、最終的にこの方法では形質転換が確認された株は得られなかった。そのため、

プラスミドベクターを用いた方法とは別の方法による本菌-の遺伝子導入法の開発が求められた。そ

こで我々は、前章での問題点を回避できる新たな遺伝子導入法として、ウラシル要求性を利用した、

相同性組換えによるゲノムDNA -の遺伝子導入法を考えた。

相同性組換えは、 1対の2本鎖DNAの相同的な塩基配列を持つ部分に起こる組換えであり、人工的

にゲノム上の特定遺伝子を変化させる手段の1つとして用いられている。ゲノム上の特定の塩基配列

と相同性を持つDNAを細胞に導入すると、この相同部分で組換えを起こし、外来のDN車がゲノムに

取り込まれる。これを利用してして特定の遺伝子を破壊したり別の遺伝子と置き換えたりすることが

可能となる。ゲノムDNA-の相同性組換えによる遺伝子導入には、プラスミドベクターを用いた方法

に比べて、導入した遺伝子を多コピーで持たせることが困難という問題点はあるものの、逆に選択圧

をかけ続ける必要性が無く、形質が安定しているという利点もある。また、前章で問題になったプラ

スミドの複製も必要なくなる。ゲノムDNA-の相同性組換えによる遺伝子導入はHUC22-1株と同じ

好熱性嫌気性細菌であるThermoanaerobacterium saccharolyticum JW/SL-YS485でも成功例が報告されて

おり56)、本菌でも可能であると考えられる。

ピリミジン塩基の生合成経路は細菌57)~64)から菌類65)、植物66)、及び動物67)68)に至るまで共通の酵素

系によって構成されており、極一部の病原菌69)~71)を除くすべての生物にとって必須の経路である。こ

の経路はE. coli及びSalmonellatyphimuriumで最も広く研究されており、すべてのピリミジン塩基の前

駆体であるUMPに至る6つの酵素反応から成ることが分かっている0 6つの酵素(及びそれをコード

する遺伝子)と、 E. coli及びS. typhimuriumにおける経路を図15に示す.これらの酵素を欠損した株

はUMPを生合成出来なくなるために、ウラシル要求性株となる。

これらのうち、 pyrEもしくはpyrFを破壊された株(ApyrE、 ApyrF)については、 5-fluorooroticacid

(5-.FOA)によるポジティブセレクションが可能であることが分かっている72)73) -FOAは、野草株で

はorotateの代わりにピリミジン経路に取り込まれ(図15の赤字の部分)、最終的にRNAに取り込ま

れて正常なRNAの合成を阻害し、菌体を死滅させるが、 ApyrE株及びApyrF株では代謝されることが

ないために菌体は生存できるO　このことを利用すると、 5-FOAと十分な量のウラシルを含む培地を用

いることで、前述の相同性組換えによってpyrEもしくはpyrFの破壊株を選択、単離することが可能

となるo　この方法でApyrF株を獲得し、それをホストに、 pyrFを選択マーカーに用いた遺伝子導入系

の開発が、超好熱性古細菌Thermococcus kodakaraensis KODlですでに報告されている74)75)また、こ

のpyrEもしくはpyrFを選択マーカーに用いれば、前章で用いた選択マーカー(抗生物質耐性遺伝子)

と異なり本菌が元々持っていた遺伝子なので、確実に発現させることができると考えられる。

以上のことをふまえ、本章では、本菌のウラシル要求性を利用した、相同性組換えによるゲノムDNA

-の遺伝子導入法の開発を試みた。

73



Hay

ATP

ADP +R _・謹
GJutanunc

lB

G如itamale

Caifoamyl phosphate

田ETgTT】野ra

Pi

Ca抽ain¥ I a甲arliitc

H二りJ l>>・′{.

Dihydroorolatc

2JH)

PRPP

Ifii.

」
Orol細e

pyrD

py,・i:

5 -FOA

Qrotidine 5 * -ni-ophosphate

CO,」
UMP

pyrF

Carbamoylphosphate synthetase (EC 6.3.5.5, CPSase, cαrAβ)

Aspartate transcarbamoylase (EC 2. 1.3.2, ATCase, pyrB)

Dihydroorotase (EC 3.5.2.3, DHOase, pyrC)

Dihydroorotate dehydrogenase (EC 1.3.3. 1 , DHOdehase, pyrD)

Orotate phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.10, OPRTase, pyrE)

Orotidine 5-mohophosphate decarboxylase (EC 4. 1. 1.23, OMPdecase, pyrF)

図15　E.coli及び5.typhimuriumにおけるピリミジン生合成経路
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第2節　方法

7-2-1　M. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースからのpyrE、 pyrFの検索

ト2-4と同様に、Genbankに登録されている、HUC22-1株の近縁種であるM. thermoacetica ATCC 39073

株のゲノムデータベ「ス(accessionnumber: CP000232)から、 BLAST検索を用いてpyrE、 pyrFと思わ

れる遺伝子の検索を行った。

7-2-2　HUC22-1株ゲノム由来のpyrE、 pyrFのクローニング

1-2-3で得られたHUC22-1株のゲノムDNAを鋳型に、 Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)を

用いてPCRを行い、 1-2-2で見つかったpyrE、 pyrFと思われる遺伝子を、 ORFの前後約l.OOObpずつ

を含めて増幅した　PCR反応液組成と反応条件を表7-1に、各遺伝子に対して用いたプライマーの配

列を表712に示す。反応終了後、各pcR産物を0.7%アガロースゲル電気泳動で確認した後、 pGEM◎-T

Easy Vector Systemを用いたTAクローニングによってpGEM㊥-T Easy vectorに組み込み、 E. coli DH5cX

にヒートショック法で導入し、形質転換させた100[igml ampicillin、 0.1 mMIPTG、及び40け　ml-

X-galを含むLBプレートで一晩培養し、 Blue/White selectionによって目的遺伝子がクローニングされ

たプラスミドを持つコロニーを選択した.選択した各コロニーをそれぞれ100[igml ampicillinを含む

2mlのLB培地に植菌し、さらに一晩振とう培養した後、 Qu左ntumPrep◎PlasmidMiniprepKitを用いて

プラスミドを回収した。回収された各プラスミドは、適当な制限酵素で切断された後、 0.7%アガロー

スゲル電気泳動で目的の断片がクローニングされていることが確認された。確認された各プラスミド

にクローニングされた断片の配列決定は、広島大学　自然科学研究支援開発センター　遺伝子実験部

門のDNA塩基配列決定サービスに依頼した。まず、 Ml3forwardプライマーとMl3 reverseプライマー

を用いて両端から配列を決定し、さらに内側の配列については、表713に示すプライマーを用いて決

定した。

7-2-3　pyrE破壊用プラスミドpGDPyrEの構築

参考文献75の方法に従い、相同性組換え(ダブルクロスオーバー)によるpyrEの破壊(図16)を

行うためのプラスミドを構築した。構築の概略を図17に示す7-2-2で得られたプラスミドpGEM-pyrE

を鋳型にPremix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"version)を用いてアダプターPCRを行い、プラスミド上の

pyrEのORFを除いた部分を増幅するとともに、その両末端にBamHlサイトを付与した　PCR反応液

組成と反応条件を表7-4に、用いたプライマーの配列を表7-5に示す。得られたPCR産物を0.7%アガ

ロースゲル電気泳動で確認した後、制限酵素BamHlで一晩切断し、 MagExtractor㊥ -PCR & Gel Clean

Up-を用いて精製したOその後、 DNA Ligation KitVer. 2を用いてライグーションさせ、 pyrE破壊用プ

ラ不ミドpGDPyrE (図17)を構築したO

7-2-4　pyrE破壊用プラスミドpGDPyrE2の構築

ダブルクロスオーバーを起こすための相同性領域をより短くしても形質転換が行えるのかを確認す

るために、 7-2-3で構築したpGDPyrEから、 PCRにより前後の相同性領域が500bpずつになるように

断片を取り出し、 pGEM⑳-TEasyvectorに再クローニングしたプラスミドpGDPyrE2 (図17)を構築し

た(クローニングの方法は7-2-2と同様) PCR反応液組成と反応条件を表7-6に、用いたプライマー

の配列を表7-7に示す。
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表7-1 PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 (xl

HUC22-1株ゲノムDNA (0.1 (xgトIl-1)

PrimerF (20 pmol nl-1)

Primer R (20 pmol [xr)

dH,0

l lil

2 Ill

2u1

20 L↓l

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50 ill

94℃

94℃

らo℃

72℃

4℃

表7-2　pyrE、 pyrFのクローニングに用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3 ')　　　　　　　　　　Accession number Localization

pyrE-V

pyrE -R

pyrF-F l

pyrF-R l

pyrF-F2

pyrF- Kl

pyrF - F3

pyrF - K5

CC CG GAG TGAATC CTAAAGA

GCATATAACCCACCAGCACA

ACCC TAC CTCTCCAAGATTA

TTGTC CAAGCTTATGCACCT

G TCTAC GTCCTGGAGGTAAA

CAGGCGGTAC TG G TAAAGAA

AAGATC GTCG CTTACACCGA

CTGGTGAAACAC GTC C GGAA

CPOOO232

CP000232

CPOOO232

CPOOO232

CPOOO232

CPOOO232

CP000232

CPOOO232

2,226,284

2,223,632

913,953

916,656

913,912

916,677

913,825

917,280

※LocalizatinはGenbankに登録されているM. thermoacetica ATCC 39073株ゲノムデータベースに

おける各プライマー配列の位置

表7-3　pyrEの配列決定に用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3')

pyrE -F2　　　　　CAATATCGTCG GG GG CC TGA

pyrE -R2　　　　　CTCCTCC CGACTAGTTGAGA
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相同牲額域l 朝岡牲額域2

形質転換体ゲノム

図16　相同性組換え(ダブルクロスオーバー)によるpyrEの破壊

pGDPyrE2

アダプターーPCR

ライゲーシ完ン

蠎1サ;.'AI

⊂;即皿順

蠎|?jorf-R3

・4-pF藍:-F3

図17　pyrE破壊用プラスミドpGDPyrE及びpGDpyrE2の構築
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表7・4　PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 ^1

pGEMPyrE (O.l jig H.rl)

DpyrE-F (20 pmol pYl)

DpyrE-R (20 pmol叶l)

dH,0

lid

2Hi

2n1

20 Lll

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50 j.ll

94℃

94℃

55℃

72℃

4℃

1

3

3

6

tin

SeC

SeC

lin

は刊

0

0

朋l

30 cycles

表7-5　pGDPyrEの構築に用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3')

DpyrE - F C GGGATCC CGCC TACCAGTTCGTTGACAT

TtoyrE -R C G GGATCCC GAAGC C G C CCCGTCTTTAGTT
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表7-6　PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 ¥i¥

pGDPyrE (0.1 ng [iVl)

pyrE-FS (20 pmol ¥il])

pyrE-KS UO pmol uT)

dH,0

1 111

2ト11

2n1

20 lll

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50 *11

94℃　　1 min

94℃　　　30 sec

らo℃

72℃

4℃

30 sec

2 min

30 cycles

表7-7　pGDPyrE2の構築に用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3')

pyrE -T3　　　　　GGGAG GTATTGTCTTC GGCA

pyrE -R3　　　　　GATAAGCGGTTGTCAGCAGA
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7-2-5　相同性組換えによるHUC22-1株ゲノム上のpyrEの破壊

HUC22-1株に対する遺伝子導入には、エレクトロポレーション法を用いた　Satoらの方法75)を参考

に、以下の手順で行った。使用する培地、バッファーはすべて嫌気的、無菌的に調製したものを用い、

また操作はすべてCO2ガスを吹き付けながら嫌気的に行った。フルクト-スを基質に対数増殖後期

(ODォ。=1.5-2.0)まで培養した本菌の培養液20 mlを6,000rpm、4℃で5分間遠心して上清を除去し、

菌体を回収した。菌体を5mlの272mMスクロース溶液に再懸濁し、 6,000rpm、 4℃で5分間遠心し

て洗浄し、上清を除去した.この洗浄を計2回繰り返した後、菌体をlmlの272mMスクロース溶液

に再懸濁した.菌体に導入するDNA (pGDPyrEもしくはpGDpyrE2) 5-10 ^gを含む溶液を添加し

て混合した。ネガティブコントロールの場合はDNA溶液の代わりにdH,0を同じ量添加した。、氷中

で10分間静置した後、予め氷中で冷却しておいた2mmギャップのエレクトロポレーション用キュベ

ット(ELECTROPORATION CUVETTES PLUS�", BTX)に100 m-1を移し、エレクトロポレーション装

翠(ECM630, BTX)にセットしてパルスを1回かけた。パルスをかけ終わった溶液を、 22 GXl・1/4

の注射針(ニプロ)を取り付けたプラスチック注射器(テルモ)を用いて回収し、 8 ml容量のバイア

ル瓶に入った2mIのフルクト-ス培地(10ngml~lのウラシルを含む)に加えた。水中で10分間静置

した後、 55℃で10時間前培養を行った。選択物質である0.2% (w/V)の5-FOAと10ドgm1-1のウラシ

ルと　2% (w/v)の高温培養用寒天(ナカライテスク)を含むフルクト-ス培地に前培養液全量を加え

てロールチューブl)を作製したO　ただし、ポジティブコントロールに対しては5-FOAを加えなかった.

作製したロールチューブを55℃に静置し4-7日間培養した後、得られたコロニーを滅菌したパスツー

ルピペットを用いて嫌気的に採取し、 0.2% (w/v)の5-FOAと10(xgml"のウラシルを含むフルクト-

ス液体培地-植え継いだ. 2回の植え継ぎの後、一部をウラシルも酵母エキスも含まない完全合成培地

-植え継いで、増殖しないこと(=ウラシル要求性であること)を確認したうえで、 1-213で示した方

法でゲノムDNAを抽出した.また、培養液の一部(1.5ml)は、嫌気的、無菌的に調製した60%グリ

セロールとl:lで混合して8ml容量のバイアル瓶に封入され、 30%グリセロールストックとして-80℃

に保存された。

7-2-6　PCRによるpyrEの破壊の確認

前項の相同性組換えによりHUC22-1株ゲノム上のpyrEが破壊された場合、その株(ApyrE株)のゲ

ノム上からはpyrEのORF (約600 bp)にあたる配列が削除されているはずである(図16)t　従って、

ApyrE株のゲノムDNAを鋳型に、 pyrEを挟むようにPCRを行えば、野生株のゲノムDNAを鋳型に

pcRを行った場合に比べて約600bp短い断片が増幅されるはずである。そこで、野生株とウラシル要

求性株のゲノムDNAを鋳型にPremix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)を用いてPCRを行い、 pyrE

の破壊の確認を行った　PCR反応液組成と反応条件を表718に、各遺伝子に対して用いたプライマー

の配列を表7-9に示す。反応終了後、各pcR産物のサイズを0.7%アガロースゲル電気泳動で確認した.
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表7・8　PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 ^1

ウラシル要求性株ゲノムDNA (0.1 jigur)

pyrE-Fi (20 pmol |xl ')

pyrE-R3 (20 pmol [xl-1)

dH,0

l ul

2 [i1

2ト11

20ト11

Tota1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50 n-1

94℃

94℃

58℃

72℃

4℃

lI

30

30

3t

CX)

liれ

SCC

SeC

liれ

Ill

Ill

30 cycles

表7-9　pyrEの破壊の確藩に用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3-)

pyrE -F4　　　　　TAGTATGGAG CAG GCTGAGA

pyrE -R4　　　　　AAC TGTGACA GGGCGGCATA
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第3節　結果及び考察

7-3-1 HUC22-1株の5-FOAに対する耐性の確認

HUC22-1株の5-FOAに対する耐性を確認するために、 5-FOAを0、 0.1、 0.2、 0.5及び1.0% (w/v)

になるように溶解させたフルクト-ス液体培地及び寒天培地を用意し、それぞれに本菌の野生株を接

種して55℃で培養したO　その結果、液体培地、寒天培地ともに、 0.2% (w/v)以上の5-FOAを含む培

地では、本菌は完全に生育できなくなることが確認された。このことから、本章でのウラシル要求性

株の選択には、 0.2% (w/v)の5-FOAを含む培地を用いることにした。

7-3-2　M. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースからのpyrE、 pyrFの検索

M. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースを検索した結果、 pyrE及びpyrFと推定される

遺伝子を見つけることができたoまた、このデータベース上において、 pyrEiまpyrDと推定される遺伝

子と、 pyrFはcarAB 、 pyrB、 pyrCと推定される遺伝子と、それぞれ並んで存在していることも分かっ

た.これらの遺伝子はすべて図15のピリミジン生合成経路を構成する遺伝子である占　このことから、

これらの遺伝子群は、それぞれに遺伝子クラスターを形成している可能性がある。

7-3-3　HUC22-1株由来pyrE、 pyrFのクローニング

pyrEとpyrFをHUC22-1株のゲノムからクローニングするために、表7-2に示した各プライマーで2

つの遺伝子をpcRによってそれぞれ増幅し、了ガロースゲル電気泳動で確認したOその結果、 pyrE¥こ

ついては予想されたサイズの単一バンドが確認されたが、 pyrFについては、配列の位置が異なるプラ

イマーであるFl-Rlペア、 F2-R2ペア、 F3-R3ペアのいずれを用いても、予想されたサイズのバンドが

得られなかった。また、 PCR反応条件のアニーリング温度を下げるなどの検討も試みたが、結果は同

じであった。そのため、 pyrFのクローニングは保留し、 pyrEのみをpGEM㊥-T Easy vectorにクローニ

ングした。得られたプラスミドはpGEM-pyrEと呼ぶこととした。このプラスミドにクローニングされ

た断片の塩基配列を決定したところ、 M. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベースに示され

ている配列と99%以上の相同性を持つことが確認された.

pyrFが増幅されなかった原因は不明であるが、 M. thermoacetica ATCC 39073株のゲノムデータベー

スとHUC22-1株のゲノム配列との間で、 pyrF及び周辺の配列に違いがあるの可能性が考えられる。

7-3-4　pGDPyrEを用いた相同性組換えによるpyrEの破壊

HUC22-1株のゲノムからpyrEのみしかクローニングできなかったため、この研究では、破壊する標

的遺伝子をpyrEに絞ってウラシル要求性株の獲得を試みた.まず、 712-3で作製したpyrE破壊用プラ

スミドpGDPyrE (図17)を用いて、 712-5で示した導入法に従い、エレクトロポレーションのパルス

の各パラメーターを以下の範囲で調節し、最も導入効率の良い条件を検討した。

voltage:2mmギャップのキュベットで1.8、 2.0、 2.2kV (9.0-ll.OkVcml)

resistor: 200、 400、 600 Q

capacitor: 50トIFに固定
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その結果、 2mmギャップのキュベットで2.0kV (10.OkVcml)、 400Q、 50L↓Fの条件でパルスをかけ

たサンプルにのみ、 0.2% (w/V)の5-FOA (選択物質)と10[xgml-のウラシルを含むロ-ルチューブ上

にコロニーが確認された。それ以外の条件ではコロニーは確認されなかった。そのため、以降の実験

では、 2mmギャップのキュベットで2.0kV (10.OkVcm"1)、 400Q、 50nFの条件でパルスをかけるこ

とにした。

得られたコロニーの中からいくつかを選択し、 0.2% (w/v)の5-FOAと10figmllのウラシルを含む

フルクト-ス液体培地-植え継いだ。 2回の植え継ぎの後、ウラシルも酵母エキスも含まない完全合成

培地(4-2-1を参照) -植え継いだところ、野生株は問題なく増殖できたのに対し、これらの株は全く

増殖できなかった.また、この完全合成培地に10¥igmllのウラシルのみを添加すると、これらの株は

増殖できるようになった。これらのことから、これらの株がウラシル要求性株に形質転換しているこ

とが確認された。

次に、このpGDPyrEを用いた形質転換の効率を求めるために、同様の形質転換を計4回行い、用い

たDNAlng当たりに得られたコロニーの数を測定した.結果を表7-10に示す。

表7-10　pGDPyrEによる形質転換効率

Transformants jig DNA"

1回目

2回目

3回目

4回目

66.0

25.2

34.7

14.4

平均±標準偏差　　　　　　　35.1土22.2

最大でDNAl (ig当たり約66個のコロニーが得られたものの、効率はあまり安定せず、効率の平均

はDNAl |xg当たり約35個となった.この値は、同じダブルクロスオーバーの相同性組換えによる遺

伝子破壊を行ったSatoら75)の値(102transformant叩gDNA14×108cells1)よりは低いものの、毎回安

定して形質転換体を得るには十分な効率であると思われる。

7-3-5　pGDPyrE2を用いた相同性組換えによるpyrEの破壊

ダブルクロスオーバーを起こすための相同性額域をより短くしても形質転換が行えるのかを確認す

るために、前後の相同性領域の長さをpGDPyrEの1,000 bpから500 bpに短縮したプラスミド

pGDPyrE2 (図17)を用いて、相同性組換えによるpyrEの破壊を試みた.その結果、効率はDNAl fig

当たり約8個とpGDPyrEに比べて低下したものの、コロニーを得ることができた.また、得られたコ

ロニーのlつを選択し、 pGDPyrEの場合と同様に液体培養を行ったところ、ウラシル要求性株である

ことが確認された。このことから、効率は落ちるものの、相同性領域が500bpでも形質転換は可能で

あることが確認された。このような効率の低下は、 Satoら75)の実験でも確認されている。

7-3-6　ウラシル要求性株のpyrEの破壊の確認

pGDPyrE及びpGDPyrE2を用いて形質転換を行い、ウラシル要求性が確認された株(計28株)から、

ゲノムDNAを回収し、 7-2-6に示したpCRによってpyrEの破壊の確認を行った.しかしながら、確
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誰を行った28株すべてで、野生株で見られるバンド(約2,600bp)は無くなっているものの、 pyrEが

失われていれば見られるはずのバンド(約2,000bp)も見られないという結果になった(datanotshown)c

このことから、これらの株では、何らかの理由でpyrE周辺のより広い範囲の配列がゲノム上から失わ

れている可能性があると考えられた。

これらの株のゲノムDNAがどの程度の範囲で失われているのかを確認するために、 pyrEが存在し

た位置から上流にIOkbp、 8kbp、 6kbp、 4kbp、 3kbp、 2kbp、及び下流に2kbp、 3kbp、 4kbp付近の

500bp程度の配列をそれぞれ増幅するようにプライマーを設計した(図18)cそして、 pGDPyrEを用い

て得られたウラシル要求性株とpGDPyrE2を用いて得られたウラシル要求性株から1つずつを選び、

それぞれのゲノムDNAを鋳型に、これらのプライマーを用いてPCRによる確認を行った　pCR反応

液組成と反応条件を表7-11に、各遺伝子に対して用いたプライマーの配列を表7-12に示す。結果を図

18に示すo図にはpGDPyrE2を用いて得られた株の結果のみを示したが、 pGDPyrEを用いて得られた

株も、 pCRの結果は全く同じであった。この結果は、今回得られたウラシル要求性株のゲノムDNA

から、 pyrEの上流は少なくとも約8kbp、下流は少なくとも2kbpの長さにわたって配列が失われてい

る可能性が高いとこを意味しているo何故このような現象が起こったのかは不明であるが、 HUC22-1

株では元々ゲノムDNAのリアレンジメントが起きやすいのかもしれない。図18に示したように、こ

の範囲には多くのORFが含まれており、これらもゲノムDNAから失われている可能性が高い。特に

pyrEの直前には、 pyrEと同じくピリミジン生合成経路を構成する酵素の1つであるDihydroorotate

dehydrogenase (DHOdehase)をコードするpyrDと推測される遺伝子が存在している。今後、サザンプ

ロット解析等で確認しなければ断定はできないが、これらの株ではpyrEとpyrDの両方が失われてい

る可能性が高い。なお、菌体増殖や生産物を見る限り、これらの株と野生株との間には、ウラシル要

求性であること以外特に違いは見られなかった。

W:野生型HUC22-1株ゲノム, T: pGDpyrE2による形質転換体ゲノム

図18　PCRによるLWE周辺配列の確藩
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表7-ll PCR反応液組成と反応条件

Premix Taq�"(TaKaRa Ex Taq�"Version)　　　　25 ¥i¥

ゲノムDNA (O.l M-gur)

PrimerF (20pmol叶l)

PrimerR (20pmol (xl 1)

dH,0

l [i1

2 ¥i¥

2 |i1

20 u.1

Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50 jAl

58℃

72℃

4℃

表7-12　pyrEの破壊の確藩に用いたプライマー

Name Sequence (5'to 3')

pyrE- l Oka-F

pyrE- l Oku-R

pyrE - Sku-F

pyrE - Sku-R

pyrE -6ku-F

pyrE -6ku-R

pyrE -4ku-F

pyrE -4ku- R

pyrE - 3 k¥i-・

pyrE -3 ku- R

pyrE -2ku-F

pyrE -2ku-R

pyrE -2kd-F

pyrE -2kd-R

pyrE-3kd-F

pyrE-3kd-R

pyrE -4kd- ・

pyrE -4kd-R

CGACGACCTGGAAACCTTGA

CTCTACCTTC GTACCG GCTT

GTGCCCTTGAAG GGTCACGA

CCGCGTAATGACGACATTGA

TCTC GGCGAAGTGGTGGCTT

C CGGCC TCG CCCTTTAAGAT

CTGATACAGAACCCGGAGGA

GGCTTCGGTGAGTTTGGTAA

CGTGGAGGAATCCAAAG GTA

TATC CG GGCTTCAATGGCCT

GTCCTGACCACTGAGAG TCT

GGTCCCAGGAGATC TACCTT

AGG CGGTTAATGGTG TTGCA

TTAAGG GCAAG CTG CAGG CT

G GCG TC GGCGACAAAAATAA

CC CATGGACATG GGTTCATT

AATGTTGCTG C TCTCTCC CA

GG TCCCTTACCGTAGGTAAA
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7-3-7　ウラシル生合成能の相補性試験について

予想していた通りpyrEのみが破壊された株が得られれば、 7-2-2で得られたpGEMPyrE (図17左上)

を用いて再度相同性組換えを行い、 pyrEを再導入することでウラシル生合成能を取り戻させる相補性

試験を行う予定であったo　しかしながら、 7-3-6での確認の結果から、 pyrEだけではなくpyrDも失わ

れている可能性が高くなり、またpyrEの周辺の配列も失われていると考えられたため、 pGEMPyrEを

これらのウラシル要求性株に導入したとしても、相同性組換えを起こしてウラシル生合成能を取り戻

させることは困難であると考えられた。

これらのウラシル要求性株に相同性組換えを用いてウラシル生合成能を取り戻させるためには、

pyrEとpyrDの両方を同時に、ゲノムDNA上のpyrEの周辺とは別の部位に再導入しなければならな

いと考えられるo再導入する部位の候補としては、第1章で配列を決定したadhCの周辺が考えられるo

この遺伝子は、第2章、第3章での解析から、ほとんど機能していないと考えられるため、仮に破壊

しても菌体に影響はほぼ無い′と思われるo現在、このadhC周辺の配列を標的に、相同性組換えによっ

てpyrEとpyrDの両方をゲノムDNAに再導入するためのプラスミドを構築中である.

7-318　遺伝子導入法の確立とエタノール高生産株の育種について

今回の研究で得られたウラシル要求性株(おそらくはApyrE, ApyrD株)をホストに、 pyrEとpyrD

を選択マーカーに用いた遺伝子導入法を確立し、エタノール高生産株を育種しようと考えた場合、そ

の手法は以下の2通りが考えられる。

lつは、 7-3-6で述べたように相同性組換えによってpyrEとpyrDをゲノムDNAに再導入する方法

である。その際に、これらの選択マーカーとともにエタノール生産に関与する遺伝子を導入すれば、

エタノール生産性が向上した株が得られると考えられる。導入する遺伝子の候補としては、 HUC22-1

株自身のadhAやaldhの他に、エタノール高生産株であるT. ethanolicus 39Eが持つsecondary Adh gene

isadh)が考えられる.この酵素は、アセチル_C。Aを直接エタノーノi,にまで変換でき、 39E株のエタ

ノール生産に主要な役割を果たしていると報告されているため25)、導入できればェタノール生産性の

向上が期待できる。我々はすでに39E株のゲノムDNAからこの遺伝子をクローニングしている。しか

しながら、外来の遺伝子を導入する場合、その遺伝子がHUC22-1株で発現できるか分からないという

問題が生じる。この問題を解決するためには、 HUC22-1株由来の高発現可能なプロモーターが必要で

ある。その候補としては、 carbon monoxide dehydrogenase/acetyトCoA synthase gene (codh/acs)のプロ

モーターが考えられる.この酵素は、図3に示したWood-Ljungdahl pathwayにおいてC02を活性型co

に還元する反応と、アセチルーCoA　を合成する反応を触媒する酵素であるため、高発現が期待できる。

我々はすでにcodhlacsと推定される遺伝子をHUC22-1株ゲノムからクローニングし、その配列を決定

している。

もう1つの方法は、第6章で用いたシャトルベクターによる遺伝子導入法である。第7章での結果

から、 6-3-3で挙げた3つの問題点のうち、 1)は解決済みであり、 3)はpyrEとpyrDを選択マーカーに

用いることで解決が可能である。そのため、残る2)のプラスミドの複製の問題が原因でないならば、

シャトルベクターによる遺伝子導入法は可能になると考えられる。この場合、導入した遺伝子を多コ

ピーで菌体に持たせることが可能になるため、前述の方法よりも高発現が期待できる。また、再度の

相同性組換えも不要である。
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第4節　要約

本章では、新たな遺伝子導入法として、ウラシル要求性を利用した方法を提案し、相同性組換えに

よって、ピリミジン生合成に関わる遺伝子であるpyrEを破壊されたウラシル要求性株の獲得を試みた。

その結果、ウラシル要求性株は得られたものの、そのゲノムDNA上からはpyrEだけではなくその周

辺の配列も失われている可能性が高いことが分かった。その中には、 pyrE同様ピリミジン生合成に関

わる遺伝子であるpyrDと推測される遺伝子も含まれていた.現在、このApyrE,ApyrD株と思われる株

をホストに、 pyrEとpyrDを選択マーカーに用いた遺伝子導入法の確立を検討中であるo
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総括

当研究室で単離された好熱性嫌気性細菌Moorella sp. HUC22-1は、 H,-CO,ガスを基質として酢酸と

微量のエタノールを生産する。しかしながら、どのような代謝経路でH,-CO,ガスからエタノールを生

産するのかについては全く不明であった。そこで第1章では、 H2-C02からアセチルーCoA経路を介し、

Aldh、 Adhによってエタノールを生産する経路(図4)を提案し、本菌のゲノムDNAから上記のAldh

及びAdhをコードする遺伝子の候補を検索した。その結果、 3つのadh (adhA、 adhB、 adhC)、及び

aldhを発見し、それらをクローニングした.そしてそれらの遺伝子がコードしているタンパクが既知

のAdh及びAldhとアミノ酸レベルで相同性を持つ事を確認した。しかしながら、これらのタンパクが

実際にAdh及びAldhとしての活性を有しているのかについては不明であった。

そこで第2章では、第1章で得られた4つの遺伝子をE.coliでそれぞれ大量発現させ、精製した後、

得られた精製酵素の特性解析を行った。その結果、 AdhCを除くAdh、 Aldhがェタノールを生産する

方向の活性を有しているのことが確認された。さらに、 AdhAとAldhを組み合わせることで、アセチ

ルーCoAから直接エタノールを生産できることも確認したO今回のような精製度の高い酵素を用いた好

熱性Adh、 Aldhの特性解析はほとんど例が無く、この研究で得られた情報は、今後の好熱性Adh、 Aldh

の研究に大いに役立つものと思われるO　なお、以前に酒井が行った粗酵素抽出液を用いた活性測定16)

での結界との相違から、本菌に今回解析したもの以外の未知のAdhが存在する可能性は残されている。

第3章では、 H2-CO2培養の菌体(ェタノールを生産)と、フルクト-ス培養の菌体(ェタノール非

生産)からそれぞれRNAを抽出し、 RTQ-PCRによって各培養条件におけるadhA、 adhB、 adhC及び

aldhの発現レベルの解析を行ったoその結果、エタノール非生産条件であるフルクト-ス培養よりも、

エタノール生産条件であるH,-CO,培養のほうが、 aldhの発現レベルがおよそ3倍高くなっていること

が分かった　aldhはアセチルーCoAからのエタノール生産経路の入り口に当たる遺伝子であり、この結

果は本菌においてエタノールの生産が転写レベルで制御されていることを示唆するものであった。こ

れにより、アセチルーCoAからのAldh、 Adhを介したエタノール生産経路が裏付けられた。

第4章では、本菌のエネルギー代謝をより詳細に把握するために、各種の有機酸を基質として本菌

の培養を行い、代謝特性の解析を行った。その結果、グリオキシル酸培養時における蝣*x/sがH,-CO,培

養時のそれを大きく上回る値を示した。これにより、本菌がWood-Ljungdahl pathway以外に、グリオ

キシル酸培養時に働く未知のATP生成経路を持っていることが示唆された。そして、他の嫌気性細菌

と‰Sを比較した結果から、本菌のグリオキシル酸代謝経路の候補としてマリルーCoA経路(図12)が

挙げられた。そこで第5章では、様々な基質で培養した本菌の菌体から粗酵素液を抽出し、このマリ

ルーCoA経路に関わる酵素の活性測定を行い、その活性を比較した。その結果、グリオキシル酸培養、

グリコール酸培養の菌体の粗酵素液から、 H2-CO。培養の菌体と比べて高い活性が検出された。また、

これらの酵素によるATP生産も確認された。これらのことから、本菌がマリルCoA経路でグリオキ

シル酸及びグリコール酸を異化し、 ATPを生産していることが裏付けられた。

第6章では、シャトルベクタープラスミド(pNAK2及びpIKMl)とエレクトロポレーション法を用

いて、本菌の分子生物学的育種によるエタノ「ル高生産株の作製に必要な遺伝子導入法の開発を試み

た。しかしながら、どちらのシャトルベクターを用いた場合でも、遺伝子導入が確認された株は獲得

できなかった。そしてその原因は、シャトルベクター上の複製起点、もしくは抗生物質耐性遺伝子が

本菌でうまく機能できていないためではないかと考えられた。そのため、これらの問題を解決できる

新たな遺伝子導入法が必要になった。
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そこで第7章では、新たな遺伝子導入法として、ウラシル要求性を利用した方法を提案し、相同性

組換えによって、ピリミジン生合成に関わる遺伝子であるpyrEを破壊されたウラシル要求性株の獲得

を試みた。その結果、ウラシル要求性株は得られたものの、そのゲノムDNA上からはpyrEだけでは

なくその周辺の配列も失われている可能性が高いことが分かった。その中には、 pyrE同様ピリミジン

生合成に関わる遺伝子であるpyrDと推測される遺伝子も含まれていたO現在、このApyrE,ApyrD株と

思われる株をホストに、 pyrEとpyrDを選択マーカーに用いた遺伝子導入法の確立を検討中である。な

お、当研究室の増馬によって、相同性組換えによってpyrEのみを破壊する試みは現在も続けられてい

る。

今後、分子生物学的育種により本菌のエタノール高生産株が作製され、エタノール生産に利用でき

るようになれば、リグノセルロース系バイオマスなどから得られる合成ガスを効率的にエタノールに

変換するプロセスを開発でき、未利用資源の有効利用による循環型社会の構築の一助になると期待さ

れる。

また、本菌に対する遺伝子導入法が確立されれば、エタノール高生産株の育種のみならず、様々な

有用遺伝子の導入や、遺伝子破壊による遺伝子機能解析など、これまで困難だった多くの研究-の応

用が期待される。
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