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3E12−1AsPergillus　oryzae の キシ リ トール デ ヒ ドロ ゲ ナー
ゼ （癬 姐 ）遺伝子 の 破壊 に よ る xylitol 生産
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【目的1as　Wh
’
AsPergiilu．s　o・＋｝，zae を 用 い 、キ シ ラ ン か ら キ シ リ トール の 生 産 を

検討 した c 麹菌 は D．キ ン ロ
ース を キ シ ロ ース レ ダ ク タ ーゼ に よ ワ キ シ リ

トール に 変換 し、その 後、キ シ リ トール デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ （XDH ）に よ ウ

D一キ シ ル ロ
ー

ス に酸化 され 、ペ ン トース リン 酸 経路に 入 る u 通常で は キ シ

リ トール の 蓄積 は 生じ な い 。我 々 は 、これ ま で に XDH 活性 を コ
ードして い

る 2つ の 遺伝 T’xdhA 、　 tadAの ク ロ
ーニン グ と そ の 発現 に つ い て 報告 して き

た 。今回は 麹菌に よ る キ シ リ ト
ール 生 産を 目指 し、xdhA 及び彪齟 遺伝子破

壊株を作製 し、キシ リ ト
ー

ル 生 産を検 討 した。
【方法及び結果】鰡 ん1遺伝子 とtaaSin’伝子の CDS 部分 にA ．f）ryzrtt／の 妙 G 遣伝

子 を挿入 した遣 伝f 破壊株 用ベ クタ ー
を作製 した。こ れ を、A ．　eryxae に導

入、相 同組換えを行い 、xdhA 及びtaua遺伝子の 破壊株 を作製 したc　 xdhAau

壊株で は炭素源 として D・キシ ロ
ー

ス やキ シ リト
ー

ル を用 い た培地 で生 育

速度が減少 し．ladA 破壊株 で は 1．・ア ラビ ノ
ー

ス 培地 で ほ とん ど生 育 しな

か っ た。xdhAerza 株は親株 で ある KBN616 株 と比 較 して 、　 D・キ シ ロ
ー

ス か

ら約 S倍 の キ シ リトール 生産量 を示 し、キシ リ トール 収率は約40％ で あ っ

た n 現在、よ り高い キ シ リ ト
ー

ル 収率を 目指すため に 、xdhM 、」α謝 の ダ ブ

ル 欠損株を作成 して い る。

キ チ ン を 脱 ア セ チ ル 化 し て得 られ る キ トサ ン は、医 療材料 や 機能性食品、
化 粧品 、土 壌改 良剤 と して 用 い られ 、ij’　・t その 需 要 が 高ま っ て い る。現在

キ トサ ン の 生 産 に は、キチ ン を高 濃度 の ア ル カ リ処 理 に よ っ て 脱ア セ チル

化 す る方法が 用 い られ て い るが 、その 際に 生 じ る高 濃度 ア ル カ リ廃液 が 問

題で あ る。それ に代わ る方法 と して 、本 研 究 で はキ チ ンを脱 ア セ チ ル 化 し

て キ Fサ ン を生 成す る酵素、chidll 　deacdylaseに着 目 した 。接合 菌 ヒゲカ

ビ は細胞壁 の主 成分 と して キチ ン とキ トサ ンを 含み 、chitin 　deacetvlaseを

持 つ 珍 し い 菌類の
．．
樋 で あ る。しか し、ヒ ゲ カ ビ の 菌糸体抽 出液 中 の chitii ）

deaceL
｝
’laseは0．012 　unitstmg 　proteinと少量 で あ る。そ こで 、ヒゲ カ ビ chitin

deacetylase 遺 伝子 を コ ウ ジ カ ビ お よ び ア カ パ ン カ ビ に 導 入 し、　 chitin

d〔：ac （：t．y］ase を大 量 に 発 現 さ せ る こ と を 考 え た。ヒ ゲ カ ビ の ⊂hitin
deacet

，
lase遺伝子 はク ロ

ー
ニ ン グ した と こ ろ、シ グ ナル 配列 を持った 459

ア ミノ酸 を コ
ー

ドする こ とが分 かった。こ の 遺伝子 を コ ウジカ ビで 発現 さ

せ るた め、プ ロ モ
ー

タ
ーとス トッ プ

．
コ ドン 以下 の 末端 部分 は コ ウジ カ ビア

ミラーゼ B 遺伝 子由来 の配列 を使用 した。アカパ ン カ ビで の 発塊に はプ ロ

モ
ー

タ
ー

と菌体外 に 分泌 される た めの シ グ ナル 配列、ス トッ プ コ ドン 以下

の 末端部分 として ア カパ ン カビ イン ベ ル タ
ーゼ 遺伝子 由来 の 配列 を使用 し

た。こ れ らの結 果に つ い て 報告 する 。
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［目的】本bll．究 室で は、細菌 の 表面付着機構の 解 明の た め、高い 固体付着能

力を有 する グ ラム 陰性細菌Anv
’・netobacter 　g．　p．　Tol 　5 の 研究 を進 めて い る．

「
lbl

5細胞 に は、ア ン カ
ー

と周毛 性繊維 の 2種類の 粘着性 ナノ フ ァ イバ ー
が存在

する。恥 15 株 の トラン ス ポ ゾン 挿入変異体で あ る Tl 株は、付着力の 著 し

い 低下 と両フ ァ イバ ー
の 欠損 が認 め られ た 。本研究 では 、T1 株の トラ ン ス

ポ ゾ ン 挿入部位 を解析 し、付着 関連遺伝子 を明 らか にす る こ と を 目的 と し

た 。
［実験

・
結果】Tl 株 の トラ ン ス ポ ゾ ン 挿入 部位 を解析 し、フ ァ イ バ ーの 生 成

へ の 関与が推 定さ れ る 58bp の 染 色体断片 を得た 。こ の 断片 の塩 基 配 列 を も

とに、イ ン バ ー
ス PGR 用の プ ライ マ

ー
を設計 し、68bp の 周辺約5kb の

．
rol　5

遺伝子断片を増幅 し、ク ロ
ー

ニ ン グ し た。塩基配列解析 の結果、トラ ン ス

ポ ゾン はい くつ か の 病 原性細 菌で 粘着 蛋白質 とし て報告 さ れて い る オ ー．−1・
トラン ス ポ ータ ーア ドヘ シ ン と相 同性 を持 つ 構造 遺伝 子上 に挿 入 され て い

る こ とが明 らか とな っ た。約5kb の 断片上に は、　 S，959bp の 構造遺伝 予断片

と その プ ロ モ
ー一タ ー

領域が 含ま れて い た が、蛋 白質
．
の コ

ード領域の 途 中で

切れて い た．そこ で 既知 とな っ た 領域で DNA ブ ロ
ーブ を設計 し、サ ザ ン ハ

イブ リダイゼ ー
シ ョ ン やPCR 等に よ り目的遺伝 子の 検出を行い 、遺伝 子を

抽出、クロ
ー

ニ ン グ する こ とで 目的 の 遺伝子全長約 10kb を明 らか に する こ

とがで きた。配列解析か ら この 粘着蛋白質の 分 子量が 巨大で あ る こ と や ア

ミ ノ 酸数百 残基か らな るモ チ
ー

フ が 数回繰 り返 さ れ る など 、既報 の オ ー
ト

トラン ス ポ ータ ーア ドヘ シ ン に は な い 独 Ejの 特徴 を 持 っ て い る こ と が わ

か っ た 。
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