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1pB15−5　　sPoOA 　th異 株の 溶菌抑制に 関す る解析
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1，関 口　順
一2

　　　　　　　（
1
花 王 ・生 物 研 ，2信 州 大 ・
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　 グラム 陽 性 桿 菌で あ る枯草 菌伽 ‘瀚 ｛5y 漁 撚 は 、菌体 外 へ の タ ン パ ク 質 分

泌 能 力が 高 く、各種 タ ン パ ク質 生産 用 の 宿主 と し て広 く用 い られ て い る。
枯草 菌 MGF （Minimum 　Genome 　Factor｝

，）研 究 開 発 プ ロ ジ ェ ク トは 、枯 草

菌 168株 を題 材 と し、遺伝 子 組 換え 操 作 技術 に よ り、異 種 タ ン パ ク 質の 分

泌 生 産 に 不 要 な 遺伝 子 群を 欠 失 させ 、必 要 な 遺伝 子 群 を導 人 ・強 化す る等 、
枯草 菌ゲ ノム を 大 幅 に 改 良 し、酵 素 や 異 種 タ ン パ ク 質な ど有用 タ ン パ ク 質

を効 率 的 に 生 産 で き る宿 主 微生 物 細 胞 （MGF ）を 創 製す る こ とを 目的 と し

て い る。こ の プ ロ ジェク トか ら、胞 子形 成関連 5PoOAinM 伝 子 の 破 壊 変 異株 で

は 、ア ル カ リセ ル ラ
ー

ゼ （Eg1−237） の 生 産 性 が 野 生 株 と比 較 して約 1．6陪

向 上 す る こ とが 明 らか とな っ た ．，しか し、培養 50 時 間以降に著 しい 溶 菌現

象 が 観察 され た 。培養 25時 間 後の sPoOA 変 異株 に つ い て 細胞 壁 溶 解酵 素 の

ザイ モ グ ラム を 行 っ た と こ ろ 、sPoOA 変 異株 の 細 胞 表層 に は 主要 な 細胞 壁溶

解酵素Gw1B を含 め 、い くつ か の 細胞 壁 溶解酵 素が 存在 す るこ とが 明 らか と

な っ た 。そ こ で 、sPoOA 変異株 の ewlB お よび亘gD （6祕 β，呶 妃 お よび crvlG の

シ グ マ 因子）を破壊 し、SPeOA 変異株の 溶菌防止 を試みた．本研 究は新 エ ネ

ル ギ ー・産 業技術総合開発機 構（NEDO ）か ら委託を受けて 実施 し た e

lpB16−1　　 Bacillus　subtitis の グル タ ミン 酸ラセ マ
ー

ゼ 変異株

　　　　　　　の 表現型解 析 ： 細胞生 育及び ポ リ ーgamma 一グル タ

　　　　　　　 ミ ン 酸合 成 に 及 ぼす 影響

　　 　　　　　 山本　真義，0芦 内　 　誠，島内　和也，松永 賢
一

郎、
　　 　　　　　 味園　春雄

　　 　　　　　（高知大
・
農
・
生 資）

［目 的］BaCilttus　sorbtitdsの 生 理 学 上 、　 D一グ ル タ ミ ン 酸 （D −Glu） は特 に重 要 で

あ る 。今 回 、D −Glu 供給 系変 異株 を作製 しそ の特 有 の表 現型 につ い て解析

した 。
［結 果］B．∫ubtilts は 、2種 の グル タ ミン 酸 ラセ マ

ー
ゼ 遺 伝 子girと跏 Cを保 持 し

て い る。ま ず 、△gか1 （JrPCは維持 ）、△｝
，rPC 　igtrlt維持 ）及 び △g醒 △｝

，rPC
（両 遺 伝 子 と も．欠 失 〉 を 作製 し、富 栄養 培地 （LB） と最 小 培地 （SMM ）で

生 育試 験 を行 っ た v △g
’irlと △gtrl△）

・rPC ｝
’kLB 培地 に お い て 5　mg 〆ml と い う

高 濃度で D−Gluを 要 求 した 。　 SMM 培地 で は 、△glrlは D −Glu を要求 し ない

が 、△gtrl△，7ヵCの 生育 に はD ．Gluが 必 要 で あ っ た。高濃度 の L −Gluや カザ

ミノ 酸 を 添加 した SMM 培地 で は 、△girlの 生 育が著 しく低下 した 。　D 一及び

L一ア ラ ニ ン での 相 補 は な く、D一ア ミノ 酸 トラ ン ス ア ミナ ーゼ （YheM ）の

D −Gh1 合成への 関与 は 否定 され た。　 B，Sttbtilisで は 、　 Glr が D −Glu 供給の 主 役

で あ り、YrpG は 1，・ア ミノ 酸制 限の ス トレ ス 環境 下で そ の 機能 を発揮す る と

示唆 され た。　
．
方、△S・lr2は SMM 培 地で もD −Glu 無添加 で は殆 ど生 育で き

ない ．△gtr2の ポ リーtt一グル タ ミン 酸 〔PGA ） 合成酵素遺伝1：PgsBCAを破

壊す る と D −Glu 要求性 が 解除 されたc　gh
．
変 異株 に PgsE〔C：A 過剰発 現 ベ ク タ

ー

pWPGSI を導入 したク ロ
ー

ン 株 を作製 し、そ の 生育及びPGA の 合成量 と立

体化 学性 を調 べ 、G 且rが PGA の 主要基質D −Gluの 供給 に 関与 し てい る との 結

論 を得た。

Prevention　of 　cell 　lysis　in吻 OA　mutant

臼講 ．鷺蹴 謝 鯉 瓢 調1艦 畧
1
盟監 、、，

　Shinshu 　Univ．）

Phenot アpic　 amalysis 　 of 　glutamate　 mcemase ・mutan 鱈 of 　Bacillus
subtilis ： Effects 　on 　cell 　growth　and 　poly・gamma・glutamate　synthesis

　Masayoshi 　YAMAMOTO ，　O 　Makoto 　ASHIUCHI ，　Kazuya 　SHIMANOU ・
　CHI ，　Kenllchiro 　MATSUNAGA ，　Haruo 　MISONO

　（Dept、　Biores．　Sd．，　Kodli　Uniの

Key 　w ・ rds βα融 4∫ 5覆 δご撚 ．sp ・ On，⊂cll　wamyd ⊂ cnzymc Key 　words 　Bαo漁 己s∫1’∂認 三5，　D −ghltamate，　glutamate　racemase ，
poll・−gamma ・91uしamate

1pB16−2Pseudomonas　Pseudoalcaligenes　KF707 株 の ビフ ェ

　ニ ル 及 び サ リ チ ル 酸 代 謝 に お け る 制 御 因 子

BphRl 及 び BphR2 の機能 解析
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1pB16−3　　Pseudomenas 　aerttginosa の 走 化 性遺 伝 子 群 の 機能

　　　　 　　　 解 析
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【目的 】R 　Psmidoaicaligenes　KF707 株 は 染色 体 トに ビ フ ェニ ル 代謝 ＠ん）遺

伝 子 群及 び 、サ リ チ ル 酸代謝 〔5  遺伝 了．群 を 有 して い る。我 々 は 先 に

KF707 株 の bPh．　sal 遺伝子 群 の 転 写 制 御 に 関与 す る 妙1齪 1 と bphR2 の 2

つ の 遺伝 子を 見出 し、両遣伝 子 が bPh 遺伝 子群 の 転写 を IEに制御 して い る

こ と、sal 遺伝子群の 転写 に つ い て は BphRI が 負の ．　BphR2 が正 の 制御 を

行 っ て い る こ とを 明 らか に した。そ こ で 、今 回 は BphR 】及び BphR2 につ

い て bPh．　 saZ 遺伝 子群 の 転写 制御 につ い て 更な る 知 見を得 る こ と を 口的と

した 。
【方 法 ・

結 果】精製 BphR1 タ ン パ ク 質及び BphR2 タ ン パ ク質 を用 い て 、
bPhRl、妙姐 1及 び salA の オ ペ レ

ーター領域に 対 して Gel　sh 澁 解析 を行 っ

た。そ の 結 果、BphRI に つ い て lth　bPhRl、　salA の オペ レ
ーター領域 に 対 し

て 、BphR2 に つ い て は OPhi｛1、　t7bbUtl及 び s’alA の オペ レ
ーター領域 に 対 し

て そ れ ぞ れ結 合 が認 め られ た c この 結 果か ら、bPhAIA2Coヴf3）A3A4BC の 転

写 に は BphRE の み が 開 与 して い るこ とが 明 らか とな っ た ．ま た 、反応 液

に 　0．5mM 　の biphenyt、2−hydrox），−6−oxo −5−phenylhexa−2，4−dienoate
（HOPD ）、　 salic｝

・late、　h）’droxymuconate　seinialdehyde 、　benzoateを それ ぞ

れ 加 え 、同様 の反 応 を彳］

．
っ た とこ ろ 、そ の結 合 に 差異 が認 め られ た こ と か

らこ れ らの 化 合物 が エ フ コ・．ク ターと して機 能 して い る こ とが明 ら か と な っ

た。

多くの 細 菌に は走化性 と 呼ばれ る行勤的応答 が あ り、化学物質の 濃度勾配

を感 知 して それ に集積 し た り、それか ら逃避 した L）す る 性質を持って い るv
自然水 中や 十 壌な ど に 広 く生 息 し、環 境微生 物 と して 重 要な細菌 で あ る

Pse’udomonas 　a・e・ruginos α　PAO 　1株は 26の 走化性セ ン サ
ー

〔MCP ）様 の 遺伝子

を有 して い るcそ こ で 本研究 で 1まこ の Pα8η塵ηθ脇fAOI 株 の MC ：P遺伝子群

の 機 能解析、特 に走化性 セ ン サーと して の 機能 を網羅的に 解 明す るこ とを

口的 と した．Rαe・niginosa の 26 の MGP 遺伝子 をす べ て PCR で 増幅 し、大腸

菌 の プ ラス ミ ドベ ク タ
ーに ク ロ

ー
ニ ン グ し、MCP ラ イブ ラ リ

ー
を構築 し

た、．5つ の MCP の うち屯要 な4 っ の MCP 遺伝子 を．欠損 し た 大腸 菌KO607 株

に MGP ライ ブ ラ リ
ー

を導入 し、こ れ ら遺伝子 が走化性 トラ ン ス デ ューサ ー
と して 機能 する か 調 べ た 、，ミニス ウt，一ム ア ッ セ イ に よ り走化性 検定を

行 っ た結果、MCP 遺伝子tlPlの 導入に よ りペ プ トン 走化性が 相補 され るこ

と を 見い 出 した。そ こ で既 に ア ミノ 酸セ ン サ ーと して 、MCP の 機能が 明 ら

か と な っ て い るp〔t・v ］C の 破壊株 を用い て 、PctABC　tip10 四 重破壊株 を作成

した．こ の 破 壊株 を用 い て ス ウォ
ーム ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ、ペ プ トン

走化性 が 弱 ま っ た 。以上 の こ とか ら、Tlpl は ペ プ トン 中の ア ミ ノ 酸以外の

物 質 の 感 知 に 関与 す る こ と が示 唆 され た 。
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