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ア ミノ酸 ・ 核酸発酵に お け る トラン ス ク リプ トー ム 解析

今 泉 明 ・ 臼 田　 佳弘 ＊

　 ア ミノ 酸あ る い は核酸は調味料 サプ リメ ン ト，飼料

添加物 医薬品原料，化成品原料な ど幅広 い 用 途 に 用 い

ら れ，そ の 需要 は 年 ・1 高ま っ て い る．現在，多 くの ア ミ

ノ酸や核酸 の 原料 とな る ヌ ク レ オ シ ドはグル コ
ー

ス な ど

の 糖 を原料 と し て ，微生物 を発酵生産菌 として 用 い る 発

酵法 に よ り生産 さ れ て い る ．従来，発酵生産菌 の 開発 に

は，最終生産物 に よる 代謝阻害や抑制 の 解除，生合成経

路 の 強化，不 要 な副生物 の 牛成経路 の 遮断 とい っ た改変

が 主 に 行 わ れ て きた．言 い 換え る と，こ れまで の 菌株 開

発は代謝経路上 の 情報 に 基 づ い た改変が中心 で あ っ た．
一

方，近年 の ゲ ノ ム 解析 とそ の 関連解析技術 の 発展 に 伴

い ，トラン ス ク リプ トーム 解析 プ ロ テ オーム 解析，メ

タ ボ ロ
ー

ム 解析 とい っ た代 謝に関わ る 網羅的な情報 を

利 用 す る こ とが 可能 に な っ て きた．こ れ ら情報 を 活川 し

て ，効率的な生産 菌の 開発を可能 に す る こ とが期待され

てい る．中で も， トラン ス ク リプ ト
ー

ム 解析は，酵 N の

エ タ ノ
ー

ル 発酵 に お い て 示 さ れ た よ うに
1＞，発酵過程 の

全遺伝子 の mRNA の 挙動 を網羅的 に 把握す る ツ ール の

つ として 利用価値は非常 に 高 く，さまざまな利用が可

能 で ある ，代表的な ア ミノ酸生産菌 の
・
つ で あ る COt）’ne −

bα ceetiumglutamicum に お い て も本手法 の 活 用 が 報告 さ れ

て い る
？・s）．本稿 で は，筆者 らが トラン ス ク リプ ト

ー
ム 解

析 を Eschei’ichiα　coti を 用 い た ア ミ ノ 酸な ど の 発酵生産菌

の 開発研究 に 応用 した例 に つ い て 紹介す る．

表 1．arcA 遺伝 子破 壊 の ア ミ ノ酸 牛産 へ の 効果

ア ミ ノ酸 蓄積 （g！l）

グル タ ミン 酸 ア ル ギ ニ ン

　 対照

αrcA 破壊株

15．ll6

．7

3．715

．4

グ ロ
ーバ ル転写因子欠損 に よ る ア ミノ 酸生産能 の 向上

　微生物 の 多 くの 遺伝 子 の 発現は，グ ロ ーバ ル レ ギ ュ

レ
ーター

と呼ばれ る 転写制御 因子 に よ り調節 され て い

る ．こ れ らの 因 子は 環境変化 に 応答 して，多 くの 遺伝 子

の 発現 に 変化をもた ら す こ と に よ っ て ，微生物 の 生育や

代謝を調節する．しか し，こ の ような環境適応は，場合

に よっ て はア ミ ノ酸な どの 生産物 の 生産能 の 低下 を引 き

起 こ す可 能 性 が あ る ．た と えば，ArcAB （anacrobic

response 　control ） とい う2成分制御系は，現在知 られ て

い る だ けで も約 100 個以上 の 遺伝 子 の 発現を制御 し，環

境中 の 酸素濃度 の 低下 に 応答 し て E ．coli の 代謝を好気的

な代謝か ら嫌気的な代謝 に 変換 す る 役割 を果た して い

る ．E．　coli の 中央代謝経路 の
一

つ で あ る TCA サイ ク ル の

遺伝子 の 多 くは Arc．A に よ り発現が負 に 制御 され て い る

こ とか ら，ArcA が 活性化 して い る と きに は TCA サ イ ク

ル の 代謝 フ ラ ッ ク ス が低下 し，本経路を経由して 合成 さ

れ る ア ミ ノ酸 の 生合成が抑制 され る 卩∫能性があ る．そ こ

で，こ の よ うなグ ロ
ー

バ ル レ ギ ュ レ
ー

タ
ー

を 欠損 させ る

こ とに よ り，生産菌 の 環境変化 へ の 応答 を解除 し，よ り

安定的 に 生産能を維持す る こ とが 卩∫能 に な る こ とが期待

で き る．

　ア ミ ノ酸生産菌 か らAr α 、B 　2成分制御系 の 制御 タ ン パ

クを コ ードす る arcA 遺伝子 の 破壊株を取得 した．破壊株

に お い て は，グル タ ミ ン 酸 や ア ル ギ ニ ン な どの TGA サ イ

ク ル を経山して 生合成 され る ア ミ ノ酸の 生産能 が 顕著 に

向上す る結 果を得た （表 1）．

　 こ れ ら の 生産 菌や 野生株 の arcA 遺伝 子 破壊株 に お い

て 実際 に ArcA 支配 ドの 遺伝子 の 発現 が 変化 し て い る

か どうか を 1・ラ ン ス ク リプ トーム 解析 に よ り検 証 した．

そ の結呆，arcA 遺伝 子 欠損株 で は．　 TCA サ イ ク ル の 遺伝

予 を含む Ar （A に よ り発現制御 を 受 け る遺伝子群 （ArcA

レ ギ ュ ロ ン ） の 発現が上昇 して お り，通常好気的 と考 え

ら れ る 培 養環 境 中 に お い て も こ の 現 象 は 確 認 さ れ た

（図 1）．また，Ar 〔A レ ギ ュ ロ ン の 遺伝 予 産物の 酵素 の 活

性上昇 もarcA 破壊株 で 確認 された 4）．

　 こ れ ま で 発酵生産菌 の 開発 は，生 合 成 経路 に 関 わ る遺

伝子 の 発現を個別 に 強化す る とい うプ ロ セ ス を繰 り返す

こ とに よりなされ て きた．しか し，グ ロ ーバ ル レ ギ ュ レ ー

タ
ー

を欠損 さ せ る こ とで，わ ずか 1ス テ ッ プで，多数 の

遺伝 丁
一
の 発現 を強化 で き る こ とが 示 され，しか も異な る

発酵生産菌 に 対 して 共通 して 有効 で あ る とい う例が示 さ

れ た こ とか ら，本技術 が 発酵生産菌 開発 の 効率化 に 貢献

す る こ とが 実証 さ れた，さ らに，トラ ン ス ク リプ トーム

解析 を併用す る こ とで 仮説 の 検証 の み な らず，仮説 の 構

築 もよ り網羅的な レ ベ ル で 実行可能 とな り，新 た な開発

ターゲ ッ トの 抽 出 に も有効 で あ る こ とが 期待され る．

＊
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図 1，a．rcA 遺 伝子破 壊株 に お ける遺 伝子 発現変化，グル タ ミ ン 酸

や ア ル ギ ニ ン 牛合 成 に 関与 す る ．4raK レ ギ ュ ロ ン 遺 伝 fの 発現量

の 変化 を対照株 に 対 す る 比率 で 示 した．

核酸分解因子 の 探索と その 欠損株 に よ る

　　　　　ヌ ク レ オ シ ド排出

　プ リン ヌ ク レ オチ ドで あ る 5’−IMP ，51−GMP は，グ ル

タ ミン 酸 ソーダ と並 ぶ う まみ 物質 で あ る こ とが 知 られ て

い る．近年ア ミノ酸の排出 に関して は 多 くの 知 見が 得ら

れ る よ うに な っ て きた が，ヌ ク レ オチ ドの 利 用 や排 出 に

関 して は あ ま り知 られ て い な い ．そ こ で 筆者 らは，プ リ

ン ヌ ク レ オ チ ドの 分解活性を担 う遺伝子 の 同定 と 欠損化

を試 み た．E ．　cot・iに お け る 主要な ヌ ク レ オチ ド分解活性

は ペ リプ ラ ズ ム に存在 す る ヌ ク レ オ チ ダーゼ UshA で あ

る こ とが 知 ら れ て い た．E ．　coli　Y予生株よ D　 ushA 欠損株を

取得 し，ヌ ク レ オ チ ドに よ る生育 を 調 べ た とこ ろ，生育

は著 し く低 下 す る が，5LIMP あ る い は 5「−GMP を 唯
一

の

炭素源 と して 生育が ・∫能で あ っ た．さ らに，ヌ ク レ オ チ

ド分解活性が残存 し，プ リン ヌ ク レ オ チ ド，あ る い は そ

の 代謝物に よ り誘導さ れて い る こ とが 推定 さ れた．そ こ

で，ttshA 欠損株 に お い て，51−IMP ，5「−GMP ，それぞれ

を炭素源 と し た と きの トラ ン ス ク リプ ト
ーム解析を実施

し，野生株と比較を彳iっ た．51−IMP と 5
’−GMP を C 源 と

した時 に 共通 して 発現が上昇 す る遺伝子 を抽出し，さら

に，遺伝子産物が ペ リプラズ ム に 移行す る と仮定 し，シ

グナル 配列 の 予測 に よ っ て ，候補遺伝子 の 絞込 み を行 っ

た．その 結果 2 つ の 候補遺伝 子が抽出され，その うち

の 1 つ AphA に ヌ ク レ オ チ ドの 分解活 性 を検 出 し た．

AphA は 酸性 フ ォ ス フ ァ ターゼ で あ る こ とが 知 ら れて い

たが，中性条件化 で の 誘導 は予想外 の 結果 で あ っ た．そ

こで，ノ ザ ン ハ イブ リダイ ゼー
シ ョ ン で も，その 誘導 を

確認 した．さ ら に AphA の ヌ ク レ オ チ ド資化 に お ける 効

果を調 べ る ため，ushA
，
aPhA の 二 重欠損株 を取得 し，ヌ

クレ オ チ ドを唯
一

の 炭素源 とした培地 に お い て その 資化

性 を調 べ た と こ ろ，ushA 欠損株 で は 生育が認 め られ た

が，u，shA ， aPhA の 二 重欠損株 で は資化性が完全 に 失われ

る こ とが明 らか とな っ た （図 2）．

　 こ の ヌ ク レ オ チ ド分解活性欠損 の 効果を さ らに 検討す

るた め，ヌ ク レ オ シ ドで あ る イ ノ シ ン を培地中に 生産す

る イ ノ シ ン 生産菌 を川 い た
5｝．イ ノ シ ン 生産菌 よ り，

ZtshA ，aPhA の 二 重欠損株 を 取得し，イノ シ ン を生産す る

培養条件 で 培養 した と こ ろ，イノ シ ン 生産 菌で は菌体外

の 5’−IMP が検 出されな い の に 対 し，　 ushA ，aPhA の 二 重欠

損株 で は O．8　gftの 5’−IMp が 菌体外 に 検 出 さ れた．さ らに

J
「　
’−IMP か ら 5’−GMP を合成 す る 酵 素群 を コ ードす る

guaBA オ ペ ロ ン を導 入し，生産培養を行 っ た とこ ろ 約 O．l

g！tの 5LGMP を培 地 中 に検 出 した ．リン 酸基 を 持つ ヌ ク

レオ チ ドは 膜 を透過 で きな い こ とが 知 られ て い る こ とか

ら，こ の 結果は E ．ω 海が ヌ ク レ オチ ドを排 出す る 担体 を

有 して い る こ と を 強 く示 唆す る結果 とな っ た （図 3）’i）．

　通常，E．　coli で は，ヌ ク レ オチ ド資化 に 関与す る フ ォ
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図 2，分解 活性 欠損 株 の ヌ クレ オ チ ドで の 生育．野生株 （◆ ），ushA 欠損株 （▲ ），お よび zashA ，aPhA 二 重欠損

株 （●） を5 「−IMP （A ） あ る い は5 ’−GMP 〔B ） を唯
一

の 炭素源 と した M9 培地 で 培養 した．
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図 3．E ．　 coti に お け る ブ リン ヌ ク レ オ チ ドの分解 と排 出、　 J）e　 nouo

合成 され た 5「−IMP ，5LGMP は通 常 の 状態 で は ペ リプ ラ ズム で 分

解 され排 出さ れ る （A ）．分解活性 欠損株 （u “
’hA　，ttph ．4二 重 欠損株 ）

で は 51−IMP ，5
「−GMP が ヌ ク レ オ チ ド排 出担体 （灰 色丸 印）に よ っ

て菌体 外 に排 出 され る と推 定 され る 〔B ）．

ス フ ァ ターゼ と し て は，ア ル カ リフ ォ ス フ ァ タ ーゼ で あ

る PhoA が知 られ て い る が， トラン ス ク リプ ト
ー

ム 解析

を用 い て， fy想外 の 因子を見い だす こ とが で きた 、こ の

よ う に トラ ン ス ク リプ ト
ー

ム 解析 を川 い て ，適切な条件

で 比較を行 う こ とに より，目的 の 因 子探索 に も利用でき

る こ とが示された．

定常期特異的 に発現す る rmf 遺伝子 の 破壊に よる

　　　　　　　発酵生産能の 向上

　微生物 は培 養初期 に 急速 に 生育 （対数増殖） し た 後，

生育は停止す る （定常期）．通常，目的物質は培地中 の 要

求 ア ミ ノ酸な どの 減少 に よ り生育速度があ る一
定以下 に

な っ た 場合 に 培地中 に 蓄積 され る こ と が多い が，そ の
一

方で，目的物質 の 生産速度は定常期 に お い て徐 々 に低下

して い く傾向が あ る．工 業生産上は，生産速度が最大値

の ま ま
・
定 に 保 た れ る こ とが望 ま し く，定常期 で も生産

速度を維持 で きるとい う こ とは⊥ 業生産 に 耐え得 る生産

菌 に お い て は重要な形質 で あ る．しか し，単 に 目的物質

へ の 生合成経路 の 遺伝子発現を強化す る だ けで は 目的 と

す る形質を得 る こ とはで きな い ．そ こ で，筆者 らは定常

期 に特異的に 発現が上昇す る遺伝子群 の 中に，発酵生産

速度 の 維持 を阻害す る 何 らか の 因子 が あ る と い う仮説を

立 て，本因子 を不活性化す る こ とで 目的 とす る形質 を備

えた生産菌を取得す る こ と を試みた．

　さ まざ まな培地，培養条件 で b：．‘襯 野生株 を培養 し，
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図 4．・rm
，f
’
E 伝 ∫破 壊株 の リジ ン 生 産．リ ジ ン 生 産 菌対照株 （■ ）

と rmf 遺伝 r一破 壊株 （［ ） の リ ジ ン 生 産培 養を 行 っ た，

増殖期，お よび 定常期 で の トラ ン ス ク リプ 1・一ムデータ

を取得 し，こ れ ら の 条件 ドで 共通 し て 定常期 に お い て

特異的 に 発現 が 上 昇す る 遺伝 r一を抽 出 した，多数 の 遺伝

子が抽出されたが，その 中 で，い ずれ の 条件 で も非常 に

強 く定常期 に お い て 発現 が E昇す る 遺伝子 の
一

つ と し

て rmf 　in
’
伝 予 に 着 目 し た，本遺伝 子産物 で あ る RMF

（ribosomc 　modulation 　factor）は，リボソ
ーム を 2量体

化 し，そ の 翻訳 活性 を停止 さ せ る こ とが知 ら れ て い る，

こ の よ うな RMF の 機能 か ら，定常期 に お い て は RMF の

増加 に よりア クテ ィ ブな リボソ
ーム の 数が減少す る こ と

に よ り，目的物質 へ の 生合成経路 の 酵素 の 新規 合成が低

ドし，結果 と して 生産速度が 低下 し て い る の で は な い か

と推定 した．

　 この 仮説を検証す る た め に E ．coli の リジ ン 生産菌よ り

7吻
「
遺伝子 の 破壊株を取得 し，そ の リ ジ ン 生産能 の 評価

を行 っ た．その 結果，本遺伝子 の 破壊株は対照株 に 比較

し て 定常期 で の リジ ン の 生産能が大き く向上す る こ と を

認 め た （図 4）7）．

酵素発酵生産 へ の rmf 遺伝子 破壊 の 応用

　rM プ遺伝子破壊 に よ る 生産性 の 向上 を他 の 発酵生産菌

開発 に応用展開 を図 るため， トラン ス ク リプ ト
ーム 解析

に よ っ て 遡 1
’
遺伝子破壊株 に お い て 高発現 して い る遺伝

子 を網羅的 に 探索 し た．そ の 結果 興味深 い こ と に 7inf

遺伝子破壊株 に お い て は，培地中 の リン 酸 の 有無 に 関わ

らず．リン が枯渇 した と きに 野生株 が 示す遺伝子発現 プ

ロ フ ァ イル と非常 に 類似 し た 遺伝 丁
一1一現 プ ロ フ ァ イ ル を

示す こ とが明 らか とな っ た．具体的 に は 　リン が枯渇 し

た と きに 発現す る こ と が知 られ て い る Pho レ ギ ュ ロ ン 遺

伝 子群 が 常時高 発現 し て い る こ と が 確認 さ れ た．Pho レ

ギ ュ ロ ン の 遺伝子 は PhoR −PhoB 　2 成分制御系 の 制御 タ

ン パ ク PhoB に よ っ て 制御 さ れ，　 PhoB の 結合配列 （Pho

box） をプ ロ モ
ータ ー

配列 の 近傍 に 有 す る こ とが知 ら れ
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て い る．そ こで，Pho レ ギ ュ ロ ン の 遺伝子 の 遺伝子産物

で あ る ア ル カ リフ ォ ス フ ァ タ
ーゼ の 活性 を調 べ た と こ

ろ，pmf遺伝子破壊株で は酵素活性が 増加 して い る こ と

が確認 された．この 現象は ア ル カ リフ ォ ス フ ァ ターゼを

コ
ー

ドす る 帥o／1遺伝 子が 自分 自身 の プ ロ モ
ー

タ
ー

に

よ っ て発現 さ れ て い る とき に 認め られ，ラ ク トース や ア

ラ ビノース 存在下 に お い て 発現が 誘導 され る よ うなプ ロ

モ ーターな ど，他 の プ ロ モ ーターの 制御下 で 発現され て

い る とき は こ の 現象は認め ら れ な い こ とが 確認さ れ た．

こ の 知見 を応 用 して Morgαnelta 　morganii の 酸性 フ ォ ス

フ ァ ターゼ の 生産 に応用す る こ とを試 み た．本酵素は酸

性フ ォ ス フ ァ ターゼ で あ る と と もに，イ ノ シ ン ，あ る い

はグア ノ シ ン な どの ヌ ク レ オ シ ドと ピ ロ リン 酸 か らそれ

ぞれ，ヌ ク レ オチ ドで あ る J
「　

T−IMP ，5’−GMP を生成す る

工 業的に有用 な酵素で あ る s｝．M 脚 γgα廟 由来の 酸性

フ ォ ス フ ァ タ ーゼ を コ ードす る Phoc遺伝 子 の 上流域 に

は Pho 　box と相 同な配列が存在 して お り，　 E ．　coli の η摩

遺伝子破壊株 を宿主 と し て 利用 する こ と で本酵素の 生

産能が 向上す る こ とが 期待さ れ た．rmf 遺伝子破壊株に

お い て 本酵素遺伝子 を持 つ プラス ミ ドを導入 し，発現さ

せ た と こ ろ，対照 に 比較 して酸性フ ォ ス フ ァ ターゼ酵素

生産量 が約 1．5 倍向 Eす る結果を得る こ とが で き た （図

5）9）．こ の よ うに 発酵生産 に 有 用 な因 子 の取得 の み なら

ず， トラ ン ス ク リプ トーム解析に よ り解明 さ れ た遺伝子

ネ ッ トワーク情報を有用遺伝子 の発現 に活用 し た 例 を 示

した．

今後 の 展望

　 この よ うに トラ ン ス ク リプ トーム解析は，ア ミノ酸や

核酸な ど の発酵生産菌の 開発 に お い て も，有用か つ 必 須

の ツール とな っ て い る．単に 目的とす る物質の 生合成経

路を強化す る だ け で な く，発酵過程全体の最適化 を行う

こ とや，こ れ ま で 予測 もつ か な か っ た よ うな 細胞内 の情

報伝達ネ ッ トワーク を解明す る こ と も 卩∫能に な る と期待

さ れ，さ ら に応 用 の幅は 広 が っ て い くで あろ う．さ ら に，

トラ ン ス ク リプ トーム解析 が 安価で 容易 に 利用可能に な

れ ば，近い 将来に は，発酵の 工 程管理 な どに も応用 可能

と考え られ る．

　ま た，トラ ン ス ク リプ トーム 解析以外 に も，ゲ ノ ム 解
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図 5，n ，tf
’me伝 子破壊株 の 酸性 フ ォ ス フ ァ ターゼ活 性．対 照株 お

よび，v，
’
tf遺 伝 予破 壊株 にM ．　morganii 由 来PhoC遺伝 子搭 載プ ラ ス

ミ ドを導 入 し，菌体 内の 酸性 フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ 活性 を測 定 した．

析 プロ テオ ーム 解析，メ タ ボ ロ
ーム 解析，さ ら に は，

代謝 フ ラ ッ ク ス 解析 と い っ た 網羅的な解析手法 の 進展 は

著 しい ．こ れ らの 解析 を 統合す る こ と に よ り，さ ら に 発

酵生産菌 の 状態 をよ り精度高 く，かつ 動的 に 把握す る こ

とが可能 に な る こ と が 期待 さ れ る．実際 C ．gtutamicum
に お い て は そ の よ うな 試み が 報告 さ れ て い る Io）．精度 の

高い 網羅的なデータ を取得 し，効率的 に 活用す る こ とが，

研究開発 の 質 と効率 の 飛躍的な向 Eに つ な が る こ とが 期

待 さ れ る ，

　本 研 究 は，味 の 素株 式 会社 発酵 技術 研 究 所 に て 実施 され た も

の で あ り，同研究所 の 田 平 有紀子 氏，筧雅博氏 を 始 め とす る 共

同研究者 との 成 果 で あ る，
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