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3DO9−4　　 MethylOPhilus　methylotroPhus で L− 1
丿ジン 排出 活 性

　　　　　　　を発揮す る LysE24 の 機能解析 と応用

　 　 　　 　　O 郡 司 義哉，杉本 愼
一．、伊藤 久生，安校 寿

　 　 　　 　　 （味 の 素 発酵研）

3DO9−5　　 リジ ン 発酵 プロ セ ス の プ ロ テ オーム 解析

　 　　 　　 　 O 粕 谷 　　聡，多 田　清志 ，菅野 　　亨，堀内　淳
一

　 　　 　　 　 （北 見工 大 ）

【口的】偏性 メ チ ロ ト ロ ー−7 ，V．珊 吻♂o孟7吻 硲 を用い た L一リジン の 生産 にお
い て は、そ の 細胞 外 への 排出が 重要で あ り、我 々 は既に本菌で L一リジン 排

出能 を発揮す るL｝・sE24 を取得 して い る。本研究で は、こ の 1．）’sE24 の 排 出活

性発現の 機構 にっ い て 解析 し、こ の 因予を利用 したM ．” 醜 犀 伽 ψ脇 に よる

L一リジ ン の生産性改善 を検討 した。　 【方法
・
結果）　1｝，sE24 は本来の ORF 中

に フ レーム シ フ ト変異 を持 つ た め、その 結果 出現す る停止 コ ドン に よ り

123ア ミノ酸か らなる短絡型 蛋 白質（野生型233ア ミノ 酸）を コ
ー

ドす る遺伝

子で あると当初考 えられた。こ の LysE24の 排出活性発規の 機構 を調 べ るた

め 、まずtJsE24を本来の 宿 主で ある Conynebacten
’
um 　glutamicumに 導入 した

とこ ろ野生型 躰E で 見られ るよ うな L一リジン排 出母 の増加 が観察され ず、
また 躰E24 遺伝子上で 塩基挿入に よ り出現 した停止 コ ドン 以 降の 領 域を 欠

失 させ た遺伝子を M ．methti’totToPhusに導入 して もL一リ ジン 排出 活性 を 示 さ

なか っ た。更に種々 の 部位 特異 的変 異をt）lsE24に 導入 した解析か らも 、t）lsE

中に生 じた停 1ピコドン 以降の 領域 も排出活性の 発現に 必 須で ある こ とが わ

か っ た。こ の こ とよ り、M ．methvlotroPhus 中でL一リ ジン 排出活性 を発 揮する

1．
）
・
sE24 は野生型 L｝

・sE とは構造が異な る ユ ニ
ー

ク な蛋 白質で ある と思 わ れ

た。こ の lysE24　wa伝 子 とL一リジン 生合成遺伝子 との 発 現を トラ ン ス ポゾン

を用い た遺伝子増幅法に て 強化す る とL一リジ ン の 蓄積量が 向上 した 。

【口的】バ イオプ rコセ ス で は 、培養経過 i1 「に お け る微生 物体内の 代謝反応の

変化 を把握 し、そ の 菌体 内挙動に 応 じた 各制御策を 実 行す る こ とが 有効で

ある。そ こで 、本研究で は リ ジン 発酵を モ デル と して 、二 次元 電気 泳動を

用い て 種 々 の培養 状態 に お け る タ ン パ ク 質発 現 レ ベ ル の 動態解析 を行 っ

た。
【方法及 び結 果】菌株 に は リジ ン 生 産菌 で ある β revibacten

’
ittttjlavum （ホ モ

セ リ ン 要求株）を用い 、初発 グル コース 濃 度及びス レ オ ニ ン 濃度が そ れ ぞ

れ 1．00gfL 及び 1．5g 〆L を含む培地を用い て 回 分培 養を行 et ，この リジン 発

酵の 培養状態を 菌体内の タ ン パ ク 質発 現の 観 点か ら検 討する た め に 、種 々

の 培養時期で 得 られた 菌体サ ン プ ル を用い て 二 次元 電 気泳 動を 行った 。「

次 元 電 気 泳動 は 菌 体 か ら抽 出 し た タ ン パ ク 質 を二 次元 電 気泳 動 装置

〔Amersham 　Pharmacia 　Blotech 仕）を用い て分 離 し、銀染色に よ って タ ン

パ ク 質 ス ポ ソ トを可視化 し 、「 次元 電気泳動 マ ッ プ を 作成 したcそ の 結果 、
増殖期 と リジ ン 生 産期 に おい て タン パ ク質 発現 レ ベ ル が大き く変化 す る こ

とが 明 らか とな っ た．増殖 期で は ス レ オ ニ ン の 枯渇 に よ り菌体生合成 に 関

連 す る代謝経路が働 き、一方 リジ ン 生産期 で は 協奏的フ ィ
ー

ドバ ッ ク 阻害

が解 除 され、リジ ン 生合成 経路が 屯に働 い た た め と考えられ る。今後 、ベ

ブ チ ドマ ス フ ィ ン ガ
ー

プ リン テ ィ ン グに よ っ て 解析 さ れ た C／o・Olnevbactenium
glu．tttfnit／

’tt・iu の デ
ー

タ ベ ー
ス か らタ ン パ ク質 の 同 定を

’
fiい 、菌体 増殖 期 及び

リジ ン 生産期に働 く代謝経 路 を 決 定す る予 定 で あ る。
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3DIO−1 　偏性嫌 気性 細菌 Clostridium　acetebutylicum に おけ

　る酸素誘 導性タン パ ク 質の 発 見

O 川 暗 　信 治，石 倉　　淳，綿 村 　祐 介，小野 　順基 ，
　武 田 　晃 治，新村 　洋

一
〔東農大

・
応 生科

・バ イオ ）

【口的】我 ftは 偏性 嫌気性 菌の 好 気 生 育阻 害 要 因の 解明 を 目的 と し、代表的

な偏性嫌気性 菌で あ る α α吻 伽 慨 属 細 菌 を用 い て研 究 を行 っ て い る。こ れ

まで の 研 究 に お い て C；io，gtritli．u・m，属 細菌 が酸 素 代 謝 能 力 を有 し、生 育阻害要

因 に酸 素代謝 が深 く関 与 す る こ と を推 定 し てい る．本 学 会 で は 、発酵工 業
の 分 野 で 広 く 研 究 され ゲ ノ ム 解 読 も 完 了 し て い る C．α碗 σ伽 り勲 粥

DSM792 （
＝ArCC824 ）株 を 用 い て微 好 気 環 境

一
「で の生 理 解 析 を行 っ た 結

果、Ctostridium属細菌 で初 めて 酸素誘 導性 タ ンパ ク質 が発 見 され た の で 報

告す る
⊥〕。

【方法 と結果 】C、acetobutylic ” m は酸素 1％ の 大 気 ドで コ ロ ニ ーを形 成で きな

い 偏性嫌気性菌で あ るが ．微 好 気 ドで の液 体 培 養 時 に は溶存酸素を 消費 し

な が ら正 常 に生育す る特 徴 を有 し てい た 。微 好 気 環 境下 で 生 育中の 菌か ら

タ ン パ ク質 を抽出 し、「 次 元 電 気泳 動 に よ り解析 した 結 果、酸素に よ り顕

著 に発 現が誘導 され る タ ンパ ク質 を数 種 類 発 見 し、PMF 解析 に よ り同 定 を

行 っ た．ノザ ン 解析の 結果 、転写 レ ベ ル で 酸 素 に よ り発 現 制 御 され る こ と

が明 らか とな っ た、、
DKawasaki　ct　aL 　FEBS 　Leしteら in　press〔2004）
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　cal 　propert ア of 　Escherichia　coli 　cultivated 　under
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Objective 　ROS 　ls　nornnall ｝
・
gelierated　in　the 　cel］s　with 　ox｝

・gen−a∬ ociated

metabolisms 　and 　is　known 　to 　bc　a　fac［or 　tha し raises 　ceHLdanmp と1irmcnt ．
Tb　clarify 　the　proteα ive「unction 　ofseveral 　genes　againsl 　oxidativ じ strcss ，
in　 this　work ，　 we 　invcstigated　 the 　effect 　of しhe　gcne　preducts 　 on 匸he
cuLtivatton 　ofE ，　coli　undcr 　un 　oxidative 　condition ，
Methods 　 and 　 Results 　 Genes 　b，fiD，，ggB　 and ）

’
gggE） selecte ⊂l　bア DNA

Inicroarra ア ana ］｝
・sis，　which 　was 　a⊂hieved 　llsil】g　mRNA 　samplc 　prepared

from　SODnul ］E ．　col・i　cells　with 　and 　zvitho 且1〔oxldati、
・c　stress ．　was 　amph 且ed

by　PCR 　and 　inserted　into　pUG 　 lg　p］as．　mid 、　The 　original　pUC 　l9 （as．
⊂on ［roD 　 and 　 co η structcd 　 plasmid　 DNAs 　 werc 　 transfermcd 　into　E．　 coli

MM294 　and ［he　lransfbrmants 　we 【で cultivated 　in　Mg 　mcdium 　wi 亡h

paraqua亡・Maximum 　speci 丘ic　growth　ra ［es 　of 　rhe 　rrans恥 rmants 　were 　ca ．4
timcs 　higher　thar1 【hat　Qrcontro 且celLs．　 Besides，　ROS 　con ヒents　in　thc　cells

じxpressing 　sele 〔ted　genes　wcrc 　lower 　compared 　with 　 that　of 　cDrltrol 　ceUs

（ca ．60 ％），　espcciall ｝
，，　the 　ROS 　content 　ill　vggE 　transfbrmant 　ceUs　 was 　ca．

30 ％ or 〔hat　in　cDntrDl 　cells．　It　is　c〔〕nsidered 　that ，
／g．gE　gene　prod吐1α has

ROS −s⊂avengir 乳g　effect 　Dn 　curtiva ［ion 　eU ’．’、　coli　cells　and 　thus 　reinferce 　ceU

gr
’
OW 匸h．
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