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　In　applied 　microorganisms ，　improvement 　ofproducing 　strains 　b｝
，　sequential 　mutation 　and 　breeding ｛，f

new 　strains 　by　introducti〔｝n　of 　imeresting　genes　have　broughuechnd 〔）g孟cahnnovation ．　 It　was 孟n 　l966

that しhe　 author 　initiated　his　 work 　 on 　the　 usc （）f　microo 貰ganisnls　to　 convert 　 chemicai 　 c（）mp 【川 nds 　to

bio−compounds ．，afield 　which 　has　recently 　been　called 　green　chemis ぼ y，　and 　he 　has　thus 　worked 　on 　in　vivo

and 　in纏 γo　geneti⊂ engineerjng 　more 　thal135 　years．　 Here ，　the　author 　summarizes 　his　group
’
s　work 　on

the 　lbllowing　six　technological 　developments ；（1）quantitative　assa ｝
，　method 正br　ribosolnal 　RNA ；（2＞漁 謝 ご，

gene【ic　Inanipulation 　with 　thcrm ｛｝
−induciblc　Plt，lriOOKM 　and 　RP4 ：：Mucts　to　expand 　host　bacteria　f士om

E．scherichia ω 距 to　all　gram −negativc 　bacteria；（3）cxpressioll 　ve α ors 　in　E ・c
’
olち Bacillt‘∫ 5睇 醜漉 〜，　lactic　acid

bacteria　andpropionic 　acidbacteria 　and 　pr 〔｝duction　ofuse 負11　bi（，active 　proteins；（4）wide 　range 　promoter
−

provillg　vectors 　in　gran1−negative 　bacteria　and 　B・subtilis ；（5）hosし vector 　syste 夏ns 　inKtebsietla・Stl
’
ef｝tom

）
’
（／es．

从 ・・ a ・畝 α ・∫ご・漁 撹 ，E 頗 腐 X磁 ノ1翩 n ・us，跏 t・b・i・・ter
，
　Rltizobium，　Lat／tobacillus，　P吻 θ渤 α 6勲 ：um 　species

and 　theirapPlications ；（6＞symbiotic 　engineering 　and 　its　apPhcation 　to　phytorelllediation　and 　to　breeding

ofindustria 亙plantS・

［Key 　words ：genetic　engineering ，　rRN 氏 expresslon 　ve （：tor，　promoter −proving　vecto 【〜host　vector 　sys こem ，

symbiotic 　cngineering ，　ph アtoremediation ］

は 　 じ　 め　 に

　応 用 微 生 物学 に お け る 特記す べ き 技 術 は，変異導人 に

よ る有用 生産株 の 育種技術 と遺伝 子 導 入 に よ る 育種技術

お よび培養技術 で ある．筆者 の 最初の 論文 が醗酵 工 学会

誌 （1966 ）D に 掲載 され た 「上 壌細菌 に よ る エ タ ノ
ー

ル

ア ミ ン か ら グ リ シ ン の 生 産 」 で あ り，今 で い うグ リーン

ケ ミ ス ト リーの 先駆 け 的研究で あ る．以後 37 年間応 用微

生 物学分野 の 研究 に 携 わ っ て きた．こ の 度 の 受賞講演 を

機 に研 究 を 振 り返 っ て み た．そ れ は あま り に も雑多 で ，
一・

貫 し た 研究哲学 が うか が え な い ．研究 に 費 や され る 時

間 と研 究費は 限 られ て い る か ら，最 も重 要 な 研 究課 題 を

集 中 し て 行 うぺ き で あ っ た ．研 究費 は 足 らな い こ と が

あ っ て も，研究 テーマ と優秀な学生 に は 事 欠 か な か っ た

こ と か ら，つ い 思 い つ き と 興味 に まか せ て 研究 を 行 っ て

きた ．しか しそ こ に は 無意識 の うちに 技術 開発 の 連続 陸

と自分 で 発見 あ る い は 開発 し た もの を大切 に 伸 ば して き

た 形 跡 が うか が える．人 は それをオ リジ ナ リテ ィ
ーあ る

い は研究哲学 と 見る の で あ ろ うか ．こ こ で は，そ の 中 で

受賞対象 と な っ た 「遺 伝 子 工 学 の 基盤技術開発 」 に つ い

て 紹介した い ．Table 　lに 開発 し た 技術 を ま と め た ．
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Table 　l．開発 した 遺伝 子 操 作技 術 と関連す る応 用 研 究

技　術 宿 主 領 域 代 表 ベ ク タ ー
起　源 特 徴 お よ び 応 用 研 究

rRNA 　　　　　大腸菌
定 量 法

生 体内遺伝子 　腸 内細 菌群 お よび Proteus　Sp ．
操 作法 Envinia 　sp ・．P，seuziomo ’

nas 　sp 、
グラ ム 陰性 菌す べ て およ び一

部 の枯 草 菌

異種遺伝子　　大腸 菌，　KtebSiella　s］）．，
発現 系　　　 Citt’obac’ter　sp ．，∫e

・
rratia 　sp ．

プ ロ モ
ー

タ
ー

検索法

枯草菌

乳酸菌

プ ロ ピ オ ン 酸菌

グ ラム 陰性 菌す べ て

　 　 　　 　　 枯草菌

宿 主
一
　　　　 Ktebsiella属

ベ ク タ
ー

系

マ メ科植物
形 質転換法

共生 1：学

5〃ゆ ‘9 殫 cε∫ 属

Necardia属

Ciostridiurn属

Eneinia属

Xanthomonas 属

Acetnbacter　sp 、
Hhizobium属

五翻 o侃 翩 r“ sp 、

Propionibacterium 属

レ ン ゲ ソ ウ

ミヤ コ グサ ，レ ン ゲ ソ ウ，
ダイ ズ

PlclrlOOKM
〔Km ＞

RP4 ：Mucts（Ap，　Km ，Tc｝

大 腸菌
PI フ ア

ージ

RP4 プ ラ ス ミ ド

Mu フ
ア
ージ

pYMOOI
〜

pYMOO8 （Ap ）　大腸繭 pBR322
c
’lss7．P κP 乙 プ ロ モ

ーター　 ラム ダフ ァ
ージ

pUGP29K29K
プ ロ モ

ー
タ
ー

pRNLDHldh
プ 卩 モ

ー一
タ
ー

pPKP8P87
ロ モ

ータ ー

pGVEl （Ap ）choA

pCKMI （Km ）choA

pUGK −8pK
且212 （Km ）

pSY30 （Km 丁 k｝

pGK202 〔Ts）

pCL 且t ｝〕GS1 〔⊂：m
「
lt）

pBEHS ．5 （Ap 　Cm ）

pBXC 且2 （Ap 　Cm ）

pFN2A 〔Ap ）

pBBR122 ，　pKT230
pRN14 〔Ap 　Em ）

pPK705 〔HygB ）

β．∫ubtitisL

卿 r翩 刪 濯

Rfre’ttdenreic ’itii

∫treP伽 娜 a助 ・PU702

B．∫．u．btit，s
大腸 菌 pBR322

5・CthstaneogiobisPorus 　pYH6202

N・meditei γanei 　PCK 且OI

α σ5‘謝 臨 焜sp ．

E・carotOvera 　pEC3

X．camPes ’tns　pXCL6
A．Pasteun

’
art．tts

Rseildomomas　sp ．
ム．Plantarzerrt

RacidilPi’oPionici

Meso厂’Lizobium 　huakuii　subsp ．　rensrei 　B3 〔pBBR ）
お よ び ！｛stragalus 　sinic’zas

plG121 A・tlLrmflaCdems〔pBI 且2 且）

A．rんizosrenes（pBH2 且）

rRNA の 定量 法 の 開発 ，　 ppGpp に よ る RNA 合成阻 害

P1 フ ァ
ージが 大 腸 菌以外 の 細菌の 形質導人 に 利用 で き

る こ と を初 めて 示 した

異種属 細菌 間 で の 遺伝子 交 換 が 広 く可 能 な こ とを示 し

た
i・n　vivo ク U − ：＝ン グに も応用 され て い る

温 度 制 御 に よ る異種遺伝子発現用強力 ベ タ タ
ー

VSV ．N，　hMT ，　Apopretcin 　A な ど遺伝 子 産物生 産用 に

広 く利 用

胞子形成遺伝子 産物

ダニ ア レ ル ゲ ン 生 産 ，コ レ ス テ 卩
一

ル 分解

コ レ ス テ ロール 酸化酵素生産，ア ミノ レ ブ リン 酸 生 産

コレ ス テ tl一ル 酸化 酵 素 を レ ポ ーターと し，グ ラム 陰
性菌 に広 く利用

枯 草菌用 （ガ ラ ク トキ ナ ーゼ利 用）

プル ラナ ーゼ ，ア リ
ー

ル ス ル フ ァ タ…ゼ ，モ ノ ア ミン

酸化酵素，窒素 固定

抗 生 物 質 生産 菌 に利用 可，コレ ス テ ロ
ー一・

ル 酸化 酵素

リフ ァ マ イ シ ン 生産

好熱菌に よ るセ ル ロ ース か らの エタ ノ
ー

ル 生 産

ペ ク チナ ー
ゼ ，植 物病原因 子 ，氷核 形成，接 合伝達機構

多糖 生 産 ，植 物 病 原因 子 ，氷核形成，ヘム 生合成

酢酸菌への 種種 な機能付与

根粒菌への 種種な機能付 与

乳 酸 菌 への 有用 機能 付与 に よ る プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス 開

発

プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス 開 発 ，ポル フ ィ リン ，ビ タ ミ ン B12

生産

根粒 内 で の 物質 生産，新 規植 物形質転換 系，フ ァ イ ト
レ メ デ ィ エ ー

シ ョ ン

マ メ 科植物の 高効 率形 質転換 系 の 開発 ，ワ クチ ン 生 産，
共生分子機構 の 解 明

1．1
丿ボゾー

マ ル RNA の 定量法の 開発

　分 子 生 物学 の 成熟期 に お い て も，試 験管 内 で の rRNA

合成は ま ま な らな か っ た．そ こ で試 験管内合成系 を 開発

す る た め に rRNA 量 を 正 確 に 測 る必 要 が あ っ た ．［
3H

｝ラ

ベ ル した RNA を 大 腸 菌染 色 体 DNA 上 の rDNA とハ イ

ブ リ ダイ ゼ ーシ ョ ン させ ，コ
ー

ル ドの rRNA と拮抗 させ

る測定法は ，ラ ベ ル され た mRNA もハ イ ブ リダイ ズ す る

た め に 誤 差 が 大 き く な る．そ こ で 大腸菌 の mRNA と は

ハ イ ブ リダイ ズ しな く，rDNA と は 99％ の ホ モ ロ ジー
を

持つ Proteus　mirabiti “
’
の DNA を用 い て 99％以 ヒの 正 確 さで

もっ て rRNA を 測 る 方 法 を 開発 し た ．2）こ の こ とに よ り，
大 腸 菌 の 精製 した RNA ポ リ メ ラ

ーゼ は 試験 管内 で 全

RNA の 2，9％ しか 1
・RNA を合成 しな い こ と を定量的 に確

か め た．．．・方，生 体 内 で は rRNA 合成 量 は 全 RNA の 40 ％

か ら 80％ を 占め る．そ こ で，in　vitro 　 rRNA 合成条件を検

討 し rRNA を 30％ 以 上 合成す る試験管内合成 系 を初め て

っ く りだ した．2）こ れ は 試 験管内組換え DNA 実験 が 開 発

され る 前の 仕 事 だ が ，現在使用 され て い る ハ イ ブ リダイ

ゼ ー
シ ョ ン の キ ッ トも 筆者 ら が 30 年前 に 行 っ た の も

Gillespie　S）が 決 め た条件 と ほ ぼ同 じ で あ る．

　 こ の 腕 祕 ro　RNA 合成系 を 用 い た 研究 か ら，転 写 促 進

因子 を発見 し，Yl ，
　 Y2 と名 づ けた ．41 そ の 頃，　 Cashelに

よ っ て
5｝緊縮制御因 子 ppGpp が 発 見 され て い た が ，こ

の 機能 を 明 ら か に す る の が 本来 の 目的 で あ っ た，そ こ で ，
in　witro 　RNAR ’

成 系 とR 　mirabilts を用 い た rRNA 定量 法 に

よ りppGpp が rRNA を含む 全 RNA 合成を阻害す る こ と

を 証 明 した．2）
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2．生 体内遺伝子操作法 の 開 発

　そ れ ま で は 大 腸 菌，サ ル モ ネ ラ 菌，枯草菌な ど
一
部の

菌 に お い て しか 遺伝解析がで きなか っ た た め，種 々 な細

菌に遺伝子 を導入 で き る 系の 作製 に取 りか か っ た ．温度

感受 性 Km 耐 性 P1 フ ァ
ージ，　 PlctrlOOKM を 細菌に感

染 させ ，Km 耐 性 コ ロ ニ
ー

を選択 し39 °C で 溶菌す る コ ロ

ニ
ーを選 ぶ こ とに よ り P1 感受性すな わ ち Pl フ ァ

ージが

か か り，遺伝 子 導入 で き る株 を選択 し た ．こ の 方法 に よ

り，今ま で Pl フ ァ
ージ に より大腸菌 で しか 形質導入 で き

な か っ たもの を，ほ とん どの グ ラ ム陰性 菌に お い て 遺伝

子 導入 で き る よ うに し た．6・7）

　次い で ， RP4 ：：Mucts フ ァ ス ミ ドを 用 い た 生体内遺伝 子

操作法を開発 した ．s）温 度感受性 Mu フ ァ
ージ と広宿主

薬剤耐性 RP4 プ ラ ス ミ ドの 特性 を 利用 して ，相 1司組換 え

とプ ラ ス ミ ド伝達に よ り，細菌染色体へ の 遺伝 子 の 組 み

込 み ，変異株 の 取得，遺伝子 の 連結 ，

9＞in　vivo 　cloning 　
10｝

を ほ ぼす べ て の グ ラ ム 陰性 菌 に お い て 可 能 に し た

（Fig．1）．現在頻繁に行 わ れ て い る遺伝子 破壊法や遺伝子

連結法 は，原 理 的 に 同 じ もの で あ る．こ う し た研究を し

て お きな が ら，現在 コ ン テ ィ グ に 用 い られ て い る Bac ベ

クタ
ー

の 開発 に 至 ら な か っ た の は 筆者 の 先見 の 明 の な さ

で ある．

　 こ うした 接合伝達 を含め た 遺伝 子 交換法 は ，形質転換

が うま くい か ない 菌株 で 現在 で も使 わ れ て お り，現 に 筆

者 の 研究室 で は 好 塩細菌 Halomonous 　etong αta　i　l）の 遺伝

子 導入 に 接合伝達系 を利用 して い る．しか しな が ら，試

験管内遺伝子操作法 に比 べ れ ば 生 体内遺伝子 操作系 は ，

遺伝 子産物 の 生産を考 え た 場合お の ずと限界があ る．そ

こ で ，
1980 年 に 再び NIH で 研 究 す る機 会 を 得 た お りに，

H・…

ccl
　HtaC

“

Fig．2．　 Development 　 of 　thermo −inducib且e　 expression 　 vectors

　　with 　JIPRPL　promoters．　These 　promoters 　are 　regulated 　by

　　the 　thermo −inducible　repressor ，　cl857 ．

RP4　MuClsb，

加 吻 cloning

Homo 且090US

recombi 皿 ation

・・ m ・

睡 ・・巾 ・a… n

Gene 　connec 巾 皿

Recipie皿t

↓
P ・醐 h・at ’・伽 ・“・n

Fig．1，　 Developmen 巳o 「加 痂 o　genc口c　manipula 口on 　with 　RP4 ：：Mu σ欝 and 　expansion 　of 　the 　host　range ．
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異種遺伝子発 現系 の 開発 を始 め た．

3．異種遺伝子発現系の 開発

　 温 度 感 受 性 レ プ レ サ ー
　cl857 で コ ン トロ

ー
ル され る ラ

ム ダ フ ァ
ージ の PR お よび PL プ ロ モ

ーター
を連結 し た 強

力な発 現ベ ク タ
ー
，pYM シ リーズ を 開発 し た （Fig．2）．1

’2）

Multi−cloning 　site お よ び プ ロ モ ータ ー活 性 測 定 用 に が

galactosidaseよ り小 型遺伝子 の galactokinase，　gα‘K を レ

ポー
タ
ー

と して 使 用 した ，pYM ベ ク ター
に 載せ た PHPt一

プ ロ モ ーターの 強度 を GalK 活 性 を指 標 に 比 較 し た と こ

ろ，強力 とい われ て い た tacプ ロ モ ーター
の 2倍 の 活性 が

あ っ た．12） こ の PRPL プ ロ モ
ー

タ
ー

は Ktebsietla，　Citrobacte’r，

∫erratia 菌 に お い て 働 く こ と，さら に グラ ム 陽 性 菌 の 枯 草

菌 にお い て も働 くこ とが分 か っ た （Table　2）．これ は，大

腸菌 由 来 の プ ロ モ
ーターが グラ ム 陽性菌 で 働 く こ と を示

し た初 め て の 報告 と な っ た ．13） こ の 温 度制御 発 現 ベ ク

ターは い ろ い ろと改変 され て ，世界中で 使用 され て い る．

　 こ の 温度発現ベ ク ターに より，動物タ ン パ ク質 の 大腸

菌に よ る発現効率 を 調 べ る た め，動物 ウイ ル ス Vesicular

Table　2．　Relative　 strellgth 　of
’
pr〔，mQters ［roln 　lambda　and 　E ．
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Stomatitis　Virus （VSV ）の Nucleocapsid タ ン パ ク質 を大

腸 菌に よ り発 現 させ た ．14）以後 こ の ベ ク タ
ー

を利用 し て，

以 下 の 異 種 タ ン パ ク 質 を発 現 させ た ．寺 西 ，水島 ら と 共

「司で o 卿 F シ グナ ル を 付 け た 分泌 ベ ク ター
を開発 し，ヒ

トの apo ］ipoprotein　Al 遺伝 子 を 発 現 さ せ た．次 い で ，

pYM 系ベ ク タ
ー

に よ り，サ ル の メ タ ロ チ オ ネ イ ン （MT ）

遺伝 子 を発現させ る こ とに した ．こ れ は 異種 タ ン パ ク質

の 生産性 を高 め る
一

般 則 の確立 を 目指し て 始 め た もの で

あ る．そ こ で ，低分 子 量 で SH 基 に 富 む タ ン パ ク質 の 発

現モ デル とし て メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 選 ん だ が，以後そ の

た めに 大変苦労す る こ とに な っ た ．翻訳効率 を 上 げるた

め に 2cistron 法 を 取 り入 れ る こ と に よ りサ ル の nlMT

が 検出 で きた．こ れ が メ タ ロ チ オ ネイ ン を 大 腸菌で 発現

させ た 最初 の 報告 とな っ た．15）しか しな が ら，そ の 生 産

量 は 非常に 低 い もの で あっ た．そ の 原 因 と して ，MT の

61 ア ミ ノ 酸 残 基 の 内 20 ア ミ ノ 酸 が シ ス テ イ ン 残 基 で あ

り，そ の シ ス テ イ ン の コ ドン UGC ！UGU 比 が 18 ； 2 と

偏 っ て い る た め と考 え た ．そ こ で ，タ ン パ ク 質生 産 性 向

上 の 要 因 を 探 る た め，サ ル に 代 え て ヒ トの MT （hMT ）

を シ ス テ イ ン の コ ドン 比 を半半 に し，hMT 遺伝 子 を デ

ザイ ン し て 全合成 し た．16）プ ロ モ
ー

タ
ー

の 種 類 ，誘 導 条

件，遺 伝 子 連 結 数 な ど条件 を 変 え て 発 現量 を 調 べ た ．そ

の 結果，大腸菌で は コ ドン の 偏 りよ りもプ ロ モ
ー

タ
ー

の

種類や宿主大腸菌株 の 性 質の 方 が 重要 で あ る こ と，Shinc−

Da 旦gamo （SD）配 列 を 2 つ 付 け た 2cistron 系 が lnono −

cistron よ り 6 倍発現効率 が 高 い こ と，　 hMT を タ ン デ ム

に 連結す る と生産性 が 向上 す る こ と，SH 高含有 タ ン パ

ク 質は 特 に 大 腸 菌 の 増殖 を 阻害 し な い こ と，融合 タ ン パ

ク は 高発 現 す る こ と な どが 分か っ た．17）そ の 後，今 日に

至 るま で 約 20年間 hMT 高発現系 を 開発 し て きた ．今 で

は ，intein−MT 融合 に よ りチ オ ネ イ ン を 生 産 させ た 後 で

金属 と結合 させ る こ と に よ り種 々 な 重金属 との 結合強度

を見るこ とも可 能 とな っ た．18）

4，宿主一ベ クタ
ー

系 の 開発

　次 に 筆者 ら が 開発 し た宿主
一ベ ク タ

ー
系 を紹介す る ．

開発 した ll属細菌の 内 7属 は 世 界 で 初 め て の 宿 主一ベ ク

ター
系の 報告 と なっ た ．

　Klebsiellα 菌を使用 して サ ル フ ェ
ー

ト 19・　，20〕や モ ノ ア ミ

ン レ ギ ュ ロ ン 21・22 ）の 研 究 を し て きた 関 係 か ら，最 初 に

Ktebsiella菌 の 宿主
一ベ ク タ ー

系 を作成 し た．こ れ ら レ

ギ ュ ロ ン の 研究 は 省略 して ，Ktebsietla菌 が 分泌 するデ ン

プ ン 枝 切 り酵 素 プ ル ラ ナ ーゼ に つ い て 紹介す る．1985

年 に 遺伝 子 を ク ロ
ー

ニ ン グ し，2S）全 塩 基 配 列 を 発 表 し
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た．24＞当時は配列決定 に 2〜3年 か か り，パ ス ツ
ー

ル 研究

所 の Pugsley の グル
ープ も シ

ーク エ ン ス 途 中 で あ っ た こ

と が 後 で 分 か っ た．推定ア ミ ノ酸 配 列 か ら細胞膜 リポ プ

ロ テ イ ン の 保存配 列 Leu−Leu−Ser−Gly−Cys が 見 つ か り，

こ の Cys が リ ピ ッ ドで 修 飾 され た リポ タ ン パ ク 質 で あ る

可能性 が 示唆 され た．そ こ で Cysを Serに 変換 し た 変異

プ ル ラ ナ ーゼ を 作 製 し た．25）そ の 結 果，元 の 酵 素 は

palmitateで ラ ベ ル され ，変 異 酵 素 は ラ ベ ル され ない こ

と，野生 型 酵素 は Cys の 前 で プ ロ セ ッ シ ン グ され る が 変

換酵素 は 他 の 位置 で プ ロ セ ッ シ ン グされ る こ と，ペ リブ

ラ ス ミ ッ ク 区 分 に 変 異 酵素 が 蓄積す る こ と か ら，脂肪に

よ る修飾 は 細胞内局 在 と分泌 に 関 与す る こ と を 明 ら か に

した ．26 ｝なお，こ れ は ア ミ ラ
ーゼ の

一
種 が リポ タ ン パ ク

質 で あ る こ と を 示 し た 最初 の 報告 で あ る ．

　木材 の 爆砕 と 発 酵法 に よ っ て ，セ ル ロ
ース か らエ タ

ノー
ル を 生産す る ために 分離 され た 好熱性 Ctostridiumの

宿 主
一ベ ク タ

ー
系 は 黒瀬 らと共同開発 した ．27 ｝15 年前 の

研究で あ る が ，バ イ オ マ ス か らの ア ル コ
ー

ル 生 産 は 再 び

脚光 を 浴 び よ うと して い る．

　植 物 病 原 細菌 の 遺伝 子 導 入 の た め，氷核 を 作る植 物

病原細菌 の Errvin・ia の 宿 主一ベ ク ター
系 を 開 発 し た 2S）

E ，carotovora が 保持 し て い た 小 型 の プ ラ ス ミ ドを ベ ク

ター
の 基 盤 に し て 開 発 し た．一

方 で こ の プ ラ ス ミ ドは，

非 自己 伝達性 プ ラ ス ミ ドの 伝達 に cAMP が関 与す る な

ど プ ラ ス ミ ドの 伝達 メ カ ニ ズ ム の 研究 に 発展 した．29−Sl）

次 い で ，工 業 用 多糖 Xanthangum 生 産 植 物 病 原 菌

Xanthomonas 　tsの 宿主一ベ ク ター系 を開発 した．s2）こ の ベ

ク タ ーは ，接合伝 達 お よ び 試験 管内形 質転換 の 両方に

用 い る こ とが で き る．こ の 菌 は ア ミ ノ レ ブ リン 酸 （ALA ）

生 合成に C5 経路 を 利 用 し て い る こ とが glutanlate　1−

scmialdehyde 　aminomutase 遺伝子
33）お よ び hemA 遺伝

子 S4）の ク ロ ーニ ン グ に よ り明らか と な り，hem 遺伝子 の

研 究 に発 展 し た．こ うし た宿主
一ベ ク ター

系は 病原性因

子 の テ ス トに とっ て 有益 で ある．

　酢酸菌の 遺伝 子 交換 は，先の 生 体内遺伝子操作系 で 初め

て 報告 したが，そ の 後深谷 ら
SS）に よ っ て 宿 主一ベ ク ター

系 の 開発 が な され て い る．最近筆者 ら は 氏 家 ら と共 同

で ，食酢醸造現場 よ り分離 し た Acetobacterρα∫磁 磁 π雄
絢

の 保持 して い る プ ラ ス ミ ドを用 い て Acetobacterや Glucono−

bacterの 多 くの 種 に 広 く利用 さ れ る ベ ク ターを 開 発 した
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　Rifamycin 生産菌，　 Nocardiα の ベ ク タ
ー

は 高麗 大学

との 共 同研 究 に よ っ て 開 発 した，抗生 物質 生 産菌 StrePto−

m ）
’
ces　tsに 広 く利用 で き る 宿 主一ベ ク ター

系も 1984 年 に

杉 IIIら と 開発 し た が，便利なベ ク ターに 改良 し なか っ た

た め，広 く使用 され る に 至 っ て い な い ．

　以 上 紹介し た よ うなベ ク タ
ー

は 世 界中の 研究者 に広 く

使用 され て こ そ意味あ る もの だ か ら，要求 に 応 じて 世界

中の 研究者 に 分 与 し て きた．

5．プ ロ モ
ー

ター検索用 ベ クタ
ー

　 宿主
一ベ ク ター

系 を 開発 し て 発現 ベ ク タ
ー

に す る た め

に は 強力な 自己 プ ロ モ ーターを 取得す る 必 要 が あ る．こ

こ で はそ の うちの
， 枯草菌の プ ロ モ

ー
タ
ー

検索用 ベ ク

ターと グ ラ ム 陰性菌 に利 用 で き る便利 なプ ロ モ
ー

タ
ー

検

索用 ベ ク ター
を紹介す る ．Galactokinase を レ ポ ー

ター

と するプ ロ モ
ー

タ
ー

活性 測 定用 ベ ク ター
を作製 し，大 腸

菌由 来 プ ロ モ
ー

タ
ー

の オα 6 や 砂 が Bacitlus　subtitis 内で 働

く こ と を初 め て 示 し た （Fig．3）．ls）枯 草菌 か ら分離 し た

プ ロ モ ーターは ，プ ロ モ
ー

タ
ー

の 種類 に よ り log　phaseと

stationary 　phase で 活性 が 違 っ て く る こ とか ら，生 産 用

に は そ れ ぞ れ 適 し た も の を選 ぶ 必 要 が あ る こ と を 提

案 し た ．3η

　 コ レ ス テ ロ
ー

ル 酸化 酵素 を レ ポ ー
タ
ー

とす る，低 コ

ピーとハ イ コ ピー
の 広宿主プ ロ モ

ーター
検索用 ベ ク ター

を 開発 し た （Fig．　4）．3s ）一般 に β
一galactosidaseを レ ポー

ターとす るベ ク タ
ー

が大腸 菌で 使 わ れ て い る が，他 の 有

用 細菌 で 使用す る に は ラ ク トース 欠 損変異株 を 取 得 しな

け れ ば な ら な い ．そ れ に対 して コ レ ス テ ロ
ー

ル 酸化 酵素

は 特 殊 な 菌株 しか 持 っ て い な い の で，ほ と ん どの 菌 で レ

ポー
タ
ー

と して す ぐに使 え，簡単 に検出測 定 で き る利点

が あ る．

6，コ レ ス テ ロ ール 酸 化 酵素 の 改良

　 コ レ ス テ ロ
ー

ル 酸 化 酵 素 は，コ レ ス テ ロ ール を 5−chole −

sten −3−one に 変換す る 酸 化反応 とさ らに 4−cholesten −3−

one に 変換す る異性化 反 応 を 触 媒す る酵素 で ある．こ の

酵素 は 臨 床検 査 用 に 使用 され て い る．酸化反 応 で 生 じ る

過 酸化 水 素 を利用 し た 呈 色反応 に よ っ て 酵素活性 の 定量

が 行 わ れ て い る （Fig．5）．こ の 呈 色反 応 を利用 し て 1986

年 に 放線菌 の 分 泌 型 コ レ ス テ ロ
ー

ル 酸 化 酵 素遺 伝 子

（（，hoA　） を ク ロ
ー

ニ ン グ した．：19）報告す る と欧米 か ら遺伝

子 分 与 の 申 し込み が 相次 い だ．こ の choA 上 流隣 に P450
遺伝 子があ りオ ペ ロ ン を成 し て い た ．40Al ）最初 は 両 者 の

関係 が 分 か らな か っ たが，コ レ ス テ ロ
ー

ル の 生 分解 に

は P450 に よ る 反 応 の 必 要 性 が 推 察 され た．抗 生 物質生

合成 の 一
部 も P450 が 触媒し て い る．偶然 で は あ る が，

放線 菌 に お ける P450 遺 伝 子 の 最初 の 発見 と な っ た ．

P450 −choA オ ペ ロ ン 上 流を欠矢 させ る こ とに よ り，StrePア’o一

ηりc副 麟 4α郡 に よ り元 の 生産菌 の 100倍以 上 も分泌生 産

した （Fig，6）．42，4s ）こ の 酵 素 は 臨床検査試薬と し て 欧米

に 輸出 され て い る こ とか ら，安定性 を 高 め る 必 要 が あ っ

た ，そ こ で，西 谷，判 ］らと共 同 で タ ン パ ク 質工 学 に よ

る改良 を 試み た ．ラ ン ダ ム 変異 に よ っ て 4 種 類 の 耐熱化

し た変異酵素 が得られ た ，44 ）そ の うち最 も 耐 熱 性 が 向上

し て い た Vl45E 変異酵素 は pH 安 定性 も 飛 躍 的 に 向

上 し て い た．平 山 に よ り 開発 され た ソ フ トを 用 い て ，
V145 を Glu に 変換す る こ とに よ り，Aspl34 と水 素 結 合

を と り，Arg　147 と ソ ル トブ リジ を取 りやす く な り安定

化する とい うモ デ ル を 提 唱 した ．451

　 さ らに site −Clirccted　mutation に よ り oxidation と iso−

meration 反 応 を切 り離し，2 つ の 新規酵素 を作製 した．46）

予 測 され た 活性部位 の ア ミ ノ 酸 を 種 々 変換 し た とこ ろ，
S379 の Thr 置換 によっ て，基質特異性 が コ レ ス テ ロ ー

ル よ りプ レ グ ネ ノ ロ ン に 対 して 7倍高 くな る こ とを発 見

し た ．47 ｝

　
コ レ ス テ ロ

ー
ル 酸化酵素以外 に，ketosteroid　dehydro −

genease　
48 ，49｝ や ketosteroid　 isomerase　so・51） を Arthro−

bα cter よ り ク ロ ーニ ン グ し，ス テ ロ イ ド医薬 の 前駆体 で

あ る AD や ADD を蓄積する 目的 で，放線菌で 高発現 さ

せ た．コ レ ス テ ロ ー
ル 酸化酵素 が

， 殺 虫 タ ン パ ク 質 と し

て 作用す る とい う興 味 ある機能 は Monsanto の 研究員 に

よ り発 見された．s2） これ は ，　 Bt トキ シ ン 耐性 の ワ タ の 害

虫 に 効 く生 物農薬 を 探 索 す る 過程 で 発 見 され た もの で あ

る，彼 らは 放線菌 の t：hoA遺伝 子をタバ コ の プ ロ トプ ラ

ス トで 発現 させ た 53）が，筆者 ら は植物 の コ レ ス テ ロ ー
ル

を分解させ る 目的で ，タ バ コ 細 胞 で 発 現 させ た．54）

7．プ ロ バ イ オ テ ィ クス 菌の 発 現 ベ ク ター

　次 に ，プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス と呼 ば れ る 菌の 宿主
一ベ ク

タ
ー

系 の 開 発 と応 用 に つ い て 紹 介 す る．先の 酢酸菌 の よ

うに，微生物 工 業 に 使用 され て い る 菌の 多くは 企業 に お

い て 独 自の 株 に 対 し て 開発 され て い る た め，独 自で 開発

す る 必 要 が 生 じ て く る．

　乳酸 菌 Ll37 株 は 高 野 ら に よ り，フ ィ リ ピ ン の 伝 統 発

酵食 品 か ら ア ミ ラ
ーゼ 生産 乳 酸菌 と し て 分離 さ れ ，絢

Lactobaciltzas　Plantaru？n に 分類 され た．s6 ）熱 殺 菌 し た L137

株 は イ ン タ
ーm イ キ ン 12 （ILI2）などの サ イ トカ イ ニ ン
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　　sional 　sIru α ure 　of 　．StrePtom）’t／e．s　cholester 〔，l　oxidase 　and 　cololl

　　reaction 　ofthe 　cnz ｝
厂me 　on 田 ter　pupe ； respec しive1

｝
 

の 生 産 を 誘導し，IgE抗体 の 産 生 を抑制す る 5フ）こ とか

ら，花 粉 症 な ど の 減感作治療 に 効 果が あ る と 予測 さ れ

て い る．ま た 移植 ガ ン に 対 す る延 命効果 も報告 され て い

る ．58｝こ の 乳酸菌 L137 株への 機能付 与 の た め ，宿 主一ベ

ク ター
系 を 作成 した．Ll37 株 は 15種類 の プ ラ ス ミ ドを

保 持 して い た ．こ れ らプ ラ ス ミ ドをキ ュ ア リン グ す る こ

と に よ り，ア ミラ
ーゼ 生 産 に 関 与す る 遺伝 子が プ ラ ス ミ

ド上 に コ
ー ドされ て い る こ とが 分 か っ た．56）小 型 プ ラ ス

51ttVidmtS（pCO 亘  OA）

＆ griSeus（pCO 蓋00A）

＆ 伽 idans（pCO3 ）

5伽 eptOfie ¢ es 　sp 　，Sh。C 　 O

123 　　　　 4

　 Dsys

567

Fig，6，　Sccreted　production　o 丘
』
StrePtom），c

’
es　cholesterol 　oxidasc ・

　 The 　dcletion　of　a　l　2 −kb　fl・agment 　upstrearrl 　of 　the 　P450 −

　 cho ／10peron 　and 　subcloning 　of 　the 　operon 　intく，　pGOIOOA
　　 vcctor 　resul しed 　in　the 　secre しed 　overProduction 　o 「Streptom）

’ces
　 　 chdcs しcrol 　oxidase ．

ミ ドの 全 塩 基 配列 を 決定 し ，

S9）こ の プ ラス ミ ドと乳酸菌

よ り 分離 し た acetyL 　CoA 　carboxylase の promoter 　
611）を

利用 して 発 現ベ ク ターを 作製 し た．61）こ の ベ ク タ
ー

に 先

の choA 遺伝 子 を 乗せ て コ レ ス テ ロ
ー

ル 酸化酵素 を 乳 酸

菌 Ll37 株 で 発 現 させ た （Fig．7）．61） も っ と も乳 酸菌 に よ

る コ レ ス テ ロ
ー

ル 分解 を 目 的 と し た研究 は，筆者 が 分与

した choA 遺伝 子を使用 して 乳酸菌で 発 現 し た 例 が す で に

報告 され て い た．62 ｝

　乳 酸菌 Ll37 株 を経 口 減感作用宿 主菌 とす る た め，以

前 小 埜 らと共同 で ク ロ
ー

ニ ン グ した ダニ ア レ ル ゲ ン 遺 伝

子 6s−661 を発現 させ る こ と に した ．ダ ニ の 主要 ア レ ル ゲ

ン Del　fl を Ll37 株 で 発 現 させ た．67＞

　い ま
一

つ の プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス の プ ロ ピ オ ン 酸菌 は

チ
ーズ の ス ターターや ビ タ ミ ン B ！2 生 産 に 利用 され て い

る ．プ ロ ピ オ ン 酸菌 の 宿主
一ベ ク ター

系 を 開発 す る た め，

P α‘Z40ヵザo卿 賜綱 プ ラ ス ミ ドの 全 塩 基 配 列 6868bp を決定

した ．68）こ れ が，プ ロ ピ オ ン 酸菌の プ ラ ス ミ ドの 全 塩 基

配 列 を決定 した初 め て の 報 告 と な っ た．こ の プ ラス ミ ド

に hygromycin 　B を 選 択 マ
ー

カ
ー

に し て ベ ク ターを 構築

した （Fig．8），69）一度 Rfrettdenre・ichiiを く ぐ ら し，制 限

修飾系を解除す る こ と に よ り高 い 頻度 で 種 々 な Propio・ni −

ba，cte7・如 η 種 の 形 質転換 に 成功 した．68）世界中 で 10年以 上

も プ ロ ピ オ ン 酸 菌 の 形 質転換系 の 開 発 が 試 み られ なが

ら，私 た ち が 最初 に成功 した の は ，今 ま で の 宿主
一ベ ク

タ
ー

系 開 発 の 実績 と研 究者 の 粘 り強 い 熱意 に よ る も の で

あ ろ う．pGVE1 ベ ク ターに choA 遺伝子 を組 み 込 ん で プ

ロ モ
ーター

検索ベ ク タ
ー

と し て P γψ oη伽 廨 磁 η己 由 来 の

強 い プ ロ モ
ー

タ
ー

を選択 した ．61 ）プ ロ ピオ ン 酸菌の プ ロ

モ ータ
ー

配 列 は 大 腸 菌 の そ れ とは か な り違 うこ とを 明ら
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Fig，8．　Gonstru しd｛，n 　ofashutt ］e　vect 〔｝ら pPK705 ，used 　be【“ cen

　　propionibacしer 孟a　and 　E ・ro海 with 　hygrom ｝
・dn 　B　as　a　drug

　 　 marke1
・．

か に した ．こ の 発現 ベ ク ターに よ り まず コ レ ス テ ロ ール

酸化酵素を生 産 させ た．6リ コ レ ス テ ロ
ー

ル の 分解能 を 付

与 し た乳 酸菌や プ ロ ピ オ ン 酸菌は ，将来食品微生物 と し

て 高 コ レ ス テ ロ
ー

ル 食 品の プ ロ セ ッ シ ン グ に 利用 で き る

だ ろ う，次 い で Rhodobacter　sPhα er
’
oides の he・nzA 遺伝 子 を

発現 させ る こ と に よ り，ア ミ ノ レ ブ リン 酸 （ALA ＞をプ

ロ ピ オ ン 酸菌 で 高生産 させ た．69）プ ロ ピ オ ン 酸 菌 は ALA

合 成 系 と し て 大 腸 菌 で 知 られ て い る C4 経路
71｝と C5

経路
71）の 両者 の 活 性 が 知 られ て い る （Fig．　9）．ALA は

Heme や ビ タ ミン B12 の 前駆 体で あ る と と も に植 物 の 成

長 促 進 ，ス トレ ス 耐性 の 作用 が 知 られ ， ガン の レ ー
ザ
ー

光 治療への 応用 が 期待 され て い る．72）現在，ビ タ ミ ン Bl2

生合成 に 関与 す る遺伝 ！を取得 し，73
−7S｝ポ ル フ ィ リ ン や

B12生 産 の 研
．
究 を展 開 し て い る．

8．共 生工 学 の 開発

　最 後 に マ メ 科植物 の 形 質 転 換法 の 開発 と現在進 め て い

る共 生 工 学 に つ い て 紹介す る．植物 と微生物 と の 相 互 作

用 に 興味 を持 ち，身近な レ ン ゲ ソ ウ を材料 と し て研究 を

N 工工
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Fig．9．　 Metaboli ⊂ position　of　5−aminolevulinic 　acid （ALA ），an 　in−

　　 termcCliatc 　in　the 　hemc，　siroheme ，andvitamin 　B12　synthetic

　　pathways．　The 　ALA 　is　synthesized 　by　either 　C40r 　G5　path−

　 　 way ・

始 め た．1980 年 当 時 は ま だ大学近辺 に も レ ン ゲ ソ ウ畑 が

広が り春 に は 赤い 絨毯が敷 き詰 められ た．レ ン ゲ ソ ウ根

粒菌 の 分類学報告が 見 当た らなか っ た の で ，根粒内共生

菌 の 分離 よ り行 っ た ．新種 で あ っ た ．76｝投稿前 に 中国

か ら新種 の 論 文 が載 っ た．77）そ の 後詳細 に 調 べ た とこ ろ

日本 の レ ン ゲ ソ ウ根粒菌 と中国 の そ れ とは い くつ か の 相

違 点 が 見つ か っ た の で，日本 の 菌 は Mesorhizobium　huahuii

subsp ．γ8η鮮 と し た ．7s）レ ン ゲ ソ ウの 共 生 プ ラ ス ミ ド，79）

レ ン ゲ ソ ウ根粒形成 に 関 わ る ノ デ ュ リ ン 80’82）を ク ロ
ー

ニ ン グ した．また レ ン ゲ ソ ウの 試験管内根粒形成系を開

発 した ．こ の 研 究 を 通 して ，植 物 と微生物 の 両方 の 性質

を 同 時 に 利用 で きる共生 系 の 技術開発 の 研究を始 め，こ

れ を 「共生 工 学 」 と名 づ け た （Fig．　lo）．デザイ ン （設

計）， 組 み 立 て ，シ ス テ ム ，プ ロ セ ス な どを包括 し て 初 め

て 工 学 （Engineering ） と 呼 ぶ こ と が で き る ．共 生 工 学

の 材料 と して ，植物 （レ ン ゲ ソ ウ，ミ ヤ コ 草），微 生 物

（根粒菌，菌根 菌 ），付加遺伝 子 （メ タ ロ チ オ ネ イ ン など）

を使用 した．先 に 大腸菌 で 発現 させ た メ タ ロ チ オ ネイ ン

を さ ら に安定化 させ か つ 金属結合 量 を増加 させ る ために

4 量 体 をデザイ ン し た．s3）4 量体 （MTL4 ） は タ ン パ ク分

子 あ た り 28分子 の Gd
，
　Zn を 結合 し た．84）こ の MTL4 遺伝

子 を レ ン ゲ ソ ウ根粒菌 に組換 え る た め，根粒菌 の 形質転

換系
s5）お よ び レ ン ゲ ソ ウの 形質転換系 86）を開発 した ．

こ の よ うに，レ ン ゲ ソ ウに 関す る す べ て の 技術 開発 を 独

自でする必 要があ っ た．

　根 粒 菌 ベ ク タ
ー

に tac−MTL4 遺伝 子 を組み込み，形質

転換根粒菌 を レ ン ゲ ソ ウ に感 染 させ て 根粒形成 させ た

Light Symbiotic　Engineering

Accurnutation　ot　hoavy　metalS

Recycling　of　metalS

F
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Fig・lL　　Expression　of 　PmfH
一ルfTL4 　and 　PnolB −Ml

’
L4　and

　　accumuladon 　ofCd2
＋in　nodulcs 、　Theplan 【infむα ed 　with 　B3

　　with 　or 　with （＞ut 　vcctor 　was 　gr〔｝wn 　in　soil　contuiningCdCr20r

　　CuCl2 、　A ，　Cd2 ＋ accumulution 　with 　or 　without 　PnfYH −MTL4 ；

　　B ，Cd2 ＋
accumulation 　with 　or　without 　PnotB−MTL4 ；C ，　Gu2＋

　　accumu 且ation 　with 　or 　without 　PnifH −M7
一
乙4、

が ，根粒 バ クテ ロ イ ド内で MTL4 は 発現 し なか っ た ．そ

こ で ，共 生 プ ラ ス ミ ドに 乗 っ て い る nifH ，79）　nolB プ ロ

モ ーター
を分離 し，これ ら プ ロ モ ーター

下 に MTL4 を挿

入 し た と こ ろ根粒 バ ク テ ロ イ ド内 で 発現 し た ．87）こ れ

は ，植 物 根粒 内 に お い て ヒ トの 遺伝子 を 発現 させ た最初

の 例 と な っ た．さらに こ の 方法 は，植 物 へ の 新規遺伝子

導入 法 と もな っ た．こ れ ら M7 ’
1．4 が発 現 した 根粒 は 野生

株 の 2−7倍 の カ ドミ ウム を取 り 込 ん で い た （Fig．　ll）．8η

細菌 メ タ ロ チ オ ネ イ ン が ヒ 素 も結合す る こ と を 証明 し

た SS）の で，ヒ 素の バ イ オ レ メ デ ィ エ
ー

シ ョ ン に も 応用 で

き る か も しれ な い ．

　 次 い で ，カ ド ミ ウム を結合 す る こ と で 知 られ て い る

フ ァ イ トケ ラチ ン を 根粒 で 発現 させ る こ とに した ．ア ラ

ビ ドプ シ ス の フ ァ イ トケ ラチ ン 合成酵素遺伝 子 （AtPCS ）

を ntYH プ ロ モ ータ ー
下流 に 挿入 し，レ ン ゲ ソ ウ根粒 菌

で オ リゴ フ ァ イ トケ ラ チ ン を発現 させ た （Fig．12）．M ．

huahuii　subsp ．　reng ’ei 内で は 10−20倍 の カ ドミ ウム を 取 り

込 ん だ （Fig．13）．s9）根粒 内 へ の カ ド ミ ウム の 蓄積 は 1．5

倍 に と どま っ た．そ こ で，先 の MTL4 と AtPCS とを根粒

内で 同 時 に発現 させ た と こ ろ，カ ド ミウム 蓄積 の 相乗効

果 が 見 られ た．現在，マ メ 科牧草 へ 大 腸菌 Ol57 ：H7 感

染 因 子 を導入 して 牛 に 対す る経 ロ ワ ク チ ン の 開発研究お

よび経 口 減感作療 法 を 目指 し た マ メ 科 植 物 に お け る ダ ニ

ア レ ル ゲ ン の 発 現研 究 を 行 っ て い る．共 生 工 学は今後，

植物代謝 工 学 と組 み 合 わ せ て 工 業植物 の 育種 に も貢 献 す

る で あ ろ う，go ｝

　共生 工 学 の 技術開発 に は 共 生 分 子 機 構 の 解 明 が 不 可

欠 な こ と か ら，モ デ ル マ メ 科植物 の ミ ヤ コ 草 （Lotous

J
’
aPoniCtas ）を用 い て 共 生 に 関 わ る遺伝 子 の 解析 を 行 っ て

A
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Fig・13・　Accunlu 且ation 　of 　Cd2
＋

　by　M ．　huahui
・i　subsp 　rengei

　　expr
’
essingAtPCS ．　A ，　Cd2＋ accumulation 　in　strain 　B3　with 　or

　　with 〔＞ut 　pMP −nifHPCS ； B ，　Cd2＋
accumulation 　in　strain 　B3

　　with 　or 　without 　pBBR −nifHPCS ；C，　Cd2 ＋
accumulatioI コ in

　　nodules 　with 　or 　without 　pMP −nifHPCS ．

い る．91−92 ）こ の 共 生 工 学 をさら に 進 化 させ ，地球上 の 生

物 が 互 い に 共 存 しあ う共生社会 を 構築す るこ とが 筆者 の

夢 で あ る．

　以 上 の 研 究 は，広 島 大 学 工 学部 醗 酵工 学科 お よ び 大 阪大 学 大

学 院 丁 学 研 究 科応 用 生 物 工．学専 攻 に お い て 多 くの 優 秀 な学 生や

森 永力，山 下 光雄，金 子 嘉信，小 野 比 佐 好，林誠 先 生 な ど の 研

究室 ス タ ッ フ お よ び rl」田 隆，小 埜 和 久，平 山令 明先 生 な ど 多く
の 共 同研 究者 と と も に 行 っ た も の で あ る，こ の 間、絶え ず ご 指

導 ご薫 陶 を い た だい た 恩 師，原 田 篤 也 先 生，能 美 良 作 先 生 を は

じめ 両 大 学 の 先 輩，同僚 の 先生 方 に お 礼 申 し 上げます．
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