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Clostridium　acetobutylicum の ソル ベ ン ト生成遺伝子 sol 　operon

九州 大学農学部農芸化学科　吉野貞藏

　ア セ トン
・ブ タ ノ

ール 菌と して 知 られ る芽胞性偏性嫌気性細菌 Ctostn
’
dium　acetobutJlicum は ，対数増殖期 に は 基

質依存性 の ATP 生成に 伴 う酪酸 ・酢酸を生成 し，定常期 に は 基質酸化 に よ り生成 され る電子 を廃棄す る た め，
プ タ ノ ール を は じめ ア セ ト ン と エ タ ノ ール か ら な る ソ ル ベ ソ トを 生 成 す る．最終産物 で あ る ソ ル ベ ソ ト は ， 本菌
エ ネ ル ギ ー

代謝 OC連関 して い る こ と か ら，基本的代謝産物 とみ られ る が，ソ ル ペ ソ ト生 成 能 の 欠損 した 株が し ぼ

しぽ出現す る こ と，り ま た α 副 が伽 規 伽 厩 ‘軅 な ど大多数の Clostridium　b：有機酸生成 の み に と どま る こ とか ら，ソ

ル ベ ン ト生成系が 生育 に 必須 の 代謝経路 で は ない こ とは 明 らか で あ る．しか し，い まだ ソル ベ ン ト生成開始機構

の 詳細は 明 ら か に され て い な い ．

　一方，大腸菌な ど で は 本菌代謝系 の 発現機構 の 解析が 困難な こ とか ら，宿主 ペ ク タ
ー
系の 開発 が 待た れ て い た

が ， 本菌が 偏性嫌気性 で 取扱 い が 困難 で あ る こ とか ら遅 々 と して 進 ま ず，よ うや く近年に な っ て代謝系解析へ 利

用可 能 な形 へ とな っ て きた ．？）最近，ソ ル ベ ソ ト生成 に 関与する重要な い くつ か の 遺伝子 が 大腸菌 で ク ロ ーニ ン

グ さ れ，さ らに o．acetobutyticum 中 で の 発 現 が 試み られ て，ソ ル ベ ソ ト生 成 遺俵子が ク ラ ス タ
ーを形成 して い る こ

とが 見い だ された ．3・ら〕

　 ソ ル ベ ン トの 生成酵素は，そ の 多 くが有機酸生 成酵素 と共通 して お り，末端 の い くつ か の 酵素 が 有機酸生成と

異 な る だ け で あ る．ソ ル ベ ン ト生 成 の 末端 に 位置す る 3 種 の 酵素，すなわ ち ア セ トン 生成 の acetoacetate 　decar−

b。 xylase （ADC ），
5） エ タ ノ ール 生 成 の NADH −dependent　alc 。hol　dehydrogenase，s）ブ タ ノ ール 生 成 の NADH −depend ・

ent 　alcehol　dehydrogenase　A と B の 遺伝 子
7）が ク ロ

ーニ ン グ され て い る が ，こ れ ら の 酵 素 は い ず れ も

mon 。 cistr。nic 。peron と して 存在 し，大腸菌中で も転写 さ れ て 活性 の 発現が確 認 され て い る．

　 し か し有機酸生成経路か ら の 分岐 に 位置す る ア セ ト ソ 生成系酵素で ，acet 。 acetyl −C 。A か ら C ・ A 　m ・ ietyを 酪酸

や 酢酸 に 転移 し 、 ソ ル ベ ソ ト生 成 期 に お い て こ れ ら 有 機 酸 の 取 り込 み に も 関 与 し て い る acet 。 acety1 ・

CoA 　：　acetate ／butyrate： CoA 　transferase （CoA −transfcrase）は ，そ の mRNA の 解析 に よ っ て ，ブ タ ノ
ー

ル 生成 の 重

要 な 中間 代 謝 物 で あ る butyry1・C 。 A か ら butylaldehydeの 生成を触媒す る butylaldehyde　dehydrogenase（BYDH ）

と と も に operon を 形 成 して い る こ とが 見 い だ さ れ た ．す な わ ち，ア セ ト ン 生成 の 最終酵素 で あ る ADC の 逆方

向に 隣接 して 存在す る CoA −transferase 遺伝子 （‘UfA，　ctfB ）と共 に ，大腸菌 の 皿 型 の alcoh。I　dehydr 。 genase 遺伝 子

（adhE ）と高 い ホ モ Pt ジ
ー

（56％）を有す る ORF が 転写 され て い る こ とが 見 い だ され た，本遺伝 子 上 流 に は，大

腸菌 で 認識 さ れ る が ，C 鰡 θ抛卿 砲 肌 で は マ イ ナ ーな プ ロ モ ータ ーPl と ，
σ 姻 o 伽 ウZ蜘 限 で の み 認識 され る P2

の 連続 した 二 つ の プ ロ モ ータ ー領域が存在 して い た．σ 姻 ・加 り1蜘 解 に お け る 遺伝子増幅に よ り，こ の 遺伝子が

NADH 依 存 性 butan。l　dehydrogenase，　 NAD 依 存 性 aceta 】dehyde　dehydrogenase お よ び butyraldehyde

dehydrogenase 活性を担 っ て い る こ とが 明らか に な っ た ．こ の operon に コ ードされ た CoA 　transferase と BYDH
は ，それぞれ ア セ ト ン 生成 とブ タ ノ ール 生成 に お い て ，酸生成 経 路 か ら ソ ル ベ ソ ト 生 成 経 路 へ の 分岐 を 触 媒 す る

酵素で あ る．

　同
一

．operon で の 両 酵素 の 発現制御 は，本菌の 酸生成 か ら ソ ル ペ ソ ト生成 へ ，あ る い は ソ ル ペ ソ ト生成 か ら酸

生成 へ の 迅 速 な生成物転換 に 有利な形態 で あろ う．また adc 遺伝子 も近傍 に 存在す る こ とか ら，ソ ル ベ ン ト生成

系 の 酵素 が ク ラ ス タ
ー
化 し て い る 可 能性 を 示 し て お り，近傍の ORF の 解析 が 進 め られ て い る．さ らに ，

　 C．
acetobutyiicum で の み 認識 され る set 。peron プ 卩 モ

ー
タ
ー
領域 の 認識機構の 解明 は ，本菌 ソ ル ベ ン ト生 成開始機

構 の 解明に 直結す る知見 とな ろ う．
1）Hayashida，　S．　 and 　Yoshino，　S．： Agric．　Biot．　Chem．

，
54

，
427 （1990）．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

322 ト ピ
ッ ク ス 生物 工 学　第72巻

2）Mermelstein，　L ，D ，　et　al．： BIO／TECHNOLOGY ．10，191 （1992 ）．
3）　Fischer，　R ・J・et　at ・：　ノL　Bacteriol．，175 ，6959 （工993）．
4）Nair，　R ．V ，　et　ai．： f8 α‘‘爾 o’．

，
176

，
871 （1994）．

5）Gerischer，　U 　and 　Durre ，　P ．： 」．　Bacterioi，，172，6907 （1990）．
6）Youngleson，J．　S，　et　al，：　 Gene，78，355 （1989）、
7）Walter，　K ．　A ．　et　al．： 」．　Bacteriol．，174，7149 （1992 ）．

テル ペ ン 系フ レ
ーバ ー

成分の 微生物変換

北海道東海大学工学 部生物工 学科　西村弘行

　動物 に は ス カ ン ク や カ メ ム シ の よ うに ，自衛 の た め に 妙な に お い を 発す る もの が ある が，植物 に もワ サ ビ ，タ

マ ネ ギ，ニン ニク などの よ うに ，動物や微生物 （病原菌）か ら身を守 る た め に 接触時 に 忌避物質 や 抗菌性 物質 な

どを 出す もの があ る．こ の よ うに生物間相互作用 に ，に お い 物質 が 大 きな役割を演 じて い る こ とが明 らか に さ れ

つ つ あ る．

　
一

方，食生活 の 中で 食品の 第二 機能で 規定さ れ て い る フ レ
ーバ ーは ，新 しい 食品 工 業 を 考 え る 上 で 重要視 され

て い る．各種 の フ レ
ーバ ー生産に ， 生物変換技術を用 い て の 研究 が 多数行わ れ て い る．フ レ

ーバ ー
成分 の 中 で

も， 植物 に 広 く存在す る テ ル ペ ン 系 フ レ
ー一・：一に つ い て最近 の 研 究 を紹介す る．

　植物中の テ ル ペ ソ 類 で ，量的に 多 く存在す る の が，炭素数 10個 か らな る モ ノ テ ル ペ ン 類で ，生物変換 の 原料と

して 利用 しやす い ．た とえぽ，タ バ コ 培養細胞 や 光合 成 生物 （ユ ー
グ レ ナ ） に よ る モ ノ テ ル ベ ソ の 生 物 変 換 の 研

究，1・2）さらに微生物変換の 研究
3）が多数行わ れ て い る．化学変換 と比較 して ，生物変換 の 特徴 は，位置選択的 ，

立体選択的な 酸化 あ る い は還 元 反 応 を 起 しや す く， 化合物 に よ っ て は
一

段階 の 反応 で 目的物質が得 られ る 場合 が

あ る．

　さて ，
モ ノ テ ル ペ ン 類 の 微生物変換 で ，有用物質へ 誘導 した 著者 ら の 研究例 を 紹介 し よ う．オ

ー
ス ト ラ リ ア 原

産 で コ ア ラ の エ サ と し て 知 られ る ユ
ー

カ リは 世界 に 約 600種知 られ て お り， そ の 中で も精油含量の も っ と も多い

ユ
ー

カ リ種 EucatコPtus　radiata 　var ．　Austratiana が ，バ イ オ マ ス 資源 と し て 提案 さ れ た ．弓）こ の 種の 葉 の 精油 の お よ そ
75％が 1，8−cineolc で ，新鮮葉重あた り 31　rng ／g（3．1％）も含 まれ て い る こ とが わ か っ た．ま た ，日 本 に 輸入 され

て い る ＝ ・・一カ リ油 （E ．globulusの 精油） の 主 成分 も 1，8−cineole で ，一
般名を ユ ーカ リプ トー

ル と呼ば れ て い る．
蒸 留 な どに よ っ て 容 易 に 得 られ る 1，8−cine 。leを 温功6思〃 欝 啝 σ に よ っ て 変換 させ た 結果 ， 数種 の 水酸化され た 生

成 物 が 得 られ，特 に ，新規 の 3−end ・
−hydr・xycine ・ leが 結晶状 に 単離され た．5） ユ ー

カ リ臭 の 強 い 1，8−cine 。lcか ら，
非常 に マ イ ル ドなテ ル ベ ン 臭 に 変換 された ．こ の 新規酸化 物質を 酸化白金触媒 で 水素化分解を 行 う と，蚊に 対 す

る 強力 な 忌避物質 で 知 られ る p−menthane ・3，8・cis ・di・1 が 得られ た．5＞こ の dio】は 興味深 い こ とに ，人 間 に 対 して は

ほ とん どに お わない の に 対 し，蚊 に は感じて い る こ と で あ る．こ の よ うな 性質 か ら，香 粧 品 メ ーカ ー
は ，各種 の

香 水原 料 と 自由 に 調合 で きる こ とか ら実用 化を 望 ん で い る ．

　さ ら に ，
ス ペ ア ミ ン ト系 ハ

ッ カ （Mentha　spicata ）の 主成分 （
一
）
−
carv 。ne の微生物変換 の 例を紹介す る．ハ

ッ カ の

香 りで 知 られ る （
一
）
・carv ・ ne は ，放線菌 の StrePtomJcesや Necardia　Vlよ っ て ，主 生 成物 で あ る （

一
）
−cis −carveol 　eL立

体特異的 に 還元 され る．さら に ，単離 され た carvee1 は StrePt・m ）ces　bottr・Pensis　tこ よ っ て 変換 さ れ て，新規化合物

（＋ ）
−bottr。 spicat 。】を 生成 した ．（＋）−B 。ttrDspicatol の 立体絶対構造を明 らか に す る た め に ，各 種 光学異性体 を 合

成 した ．X 線結晶回 折 に よ っ て ，こ の 物 質 を （4R ，　6R，　8R × ＋ ）
−6，8・。xido −menth −1・en −9−。1 と 決定 し た，6）本物質

は ，レ タ ス ，エ ノ コ ロ グ サ ，ガ
ーデ ン ク レ ス な どの 種 子 に 対 し，強 い 発芽 阻 害活 性 を 示 し た が，合成 した 他 の 立

体異性体 に は ， あ ま り強 い 発芽阻害活性を示 さなか っ た ．こ の （＋）−b。ttr・ spicatol の 香 りは 弱 い ミ ン ト フ v 一
バ ー

で ，香料 と して の 活用が 望 まれ る．また，ス ペ ア ミ ソ ト系 ハ
ッ カ の ア レ ロ ケ ミ カ ル ズ （他感作 用物質）と し

て 役割 を 演 じて い る よ うで あ る．6）

　以上 ，微生物変換 に つ い て わ ずか な例 を 挙げた が，原料 が 低 コ ス トで 入 手 され ，変換生 成物が 高付加価値製品

で な け れ ば産業 と して 成 り立 た ず，今後 さらな る研究が 行 わ れ る で あ ろ う．
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