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【口的 】酵素剤は 穏和な 条件下で 反応 を触蝶する こ とが で る とい う点の み で

は な く、グ リーン ケ ミス トリーとい った 面で も注 目されて い る。しか しな

が ら酵素剤は 一
般的に 高価で あ り、耐久性 の 面で 問題 を有する。こ うい っ

た 問 題 点 を 克服する た め の 手法の
一

つ と して 、近年酵周・細 胞表層 提示技術

が 注 目 され て い る n 本研 究で は 酵母細胞表層 提示技術 の よりい っそ うの 多
様 性 お よび機 能性 の 向上 を 目的 と し、メ タ ノ

ー
ル 資化 ee母 Pit，h・ia　Pa．cteris を

宿 主 細胞 と した酵 母細胞表層提示系の 創製 を試 み たnRPastOtdsは 多く の 利
点 を 有 した優 れた 宿主 細胞で あ り、酵母細胞 表層 提示 技術 の 機能性 お よ び

応 用範囲を拡大で き る と期待で きる。
【方 法 ・結 果 】ア ン カ

ー
タ ン パ ク 質 と し て Saccha．rom ）ces 　 σ齠 旒 抛 8

ATCC60715 由来FI．01 タ ン パ ク 質の 凝集機能 ドメ イ ン を 含む N 末端側 か ら
1099 ア ミ ノ酸か らなる FS ア ン カ ーを用い 、　 AOX1 ブ u モ

ーター制御
．
トで

RhizOpus　oDmae 　IFO4697 由来 リパ ーゼ の pro領域を含むproROL の Rpastotis

細 胞表層提示 を試 み た e 蛍光抗体染色 な らび に ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト解析 に

よりROL がRPastorii細胞表層に提 示 され て い る こ とが確 認 され た。また ウ
エ ス タン ブ 卩 ッ ト解析 の 結果 よ リキ メ ラ タ ン パ ク 質FSproROL が 高度 に糖

鎖修飾を受けて い る こ とも確認 され た c

また乾燥菌俸当た りの リパ
ーゼ活 性は 誘導 96 時間で 59．41U ！g−dr ）

’
　cell に

達 した。

【目的 】G タ ン パ ク質共 役型 受容体 （GPCR ）は 、細胞 内に シ グナル を伝達 し

生理 作用 を 引き起 こ す。そ の た め 医薬 品 開発 の 主要な ターゲ ッ トとな っ て

お D 、既 知GPCR に 対す る ア ゴ ニ ス ト ・
ア ン タゴ ニ ス トの 探索、オ ー

フ ァ

ン GPCR に対する リガン ドの 探索が行 われて い る。本研究で は、酵母細胞

を用 い た ア ゴ ニ ス トハ イ ス ル
ープ ッ トス ク リ

ーニ ン グ系 を開発す るた めの

足 が か り と して、酵母 内在性 GPGR で あ る Stc2 をモ デル 系 と した 酵 母シ グ

ナル 伝達を利用 した リガ ン ド検 出シ ス テ ム の 開発 を試み た．酵母a型細胞膜

．Eに 存在する受容体 Ste2 は接合 因子で あ る alpha −fa⊂ 10r との 結合 に よ リシ

グナ ル 伝 達を引き起 こ す。シ グナル 伝達 が起 こ っ た際 に緑色蛍光 タ ン パ ク

質（EGFP ）が 生産 され る よ う酵母細胞 を改変 し．　Ste2に対す る リガ ン ド結合

を検 出で きる シ ス テ ム を創製 した 、
【方法 と結果】Ste2−alpha −factorの 結合 を検出する た め に 、シ グナ ル 伝達に

よ り発現 が引き起 こ され る FUSlp が緑 色蛍 光 タ ンパ ク質 （EGFP ＞との 融合

タン パ ク 質 として 生産 され る よ うに酵 母 ゲノ ム を組 換 えた 。この 組 換 え細

胞 を alpha −［hCtor添加培地 で培 養 し、フ ロ
ー

サ イ トメ
ー

タ
ー

（FCM ）を 用 い

て蛍 光強度 を測定 し た。さら に こ の 酵母 細胞 を用 い て 、シ グナ ル 伝 達 に影

響 を及ぼす各種 タ ン パ ク 質を コードす る遺伝子 を破壊 した 。これ らの 破壊

株 は 経時的な蛍光強度の 変化 に顕著な差 が見 られ た 。
今後、ヒ トGPCR を酵母 細胞膜上 に発 現 させ る こ とに よ り実際の リガ ン ド

ス ク リ
ーニン グへの 応用 を試み る．
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【目的】MagnetosPifillum　fzaligneticum 　．AlvlB−1 株 は 菌体 内 に ナ ノ サ イ ズ の 磁

石 、磁性細 菌粒子 を合成す る原 核 微 生 物 で あ る．AMB −1は バ イ オ ミネ ラリ
ゼ ー

シ ョ ン のモ デル 微 生 物 と い うだ けでな く、そ の 合成す る磁性細菌粒子

は リ ン 脂質膜、単磁 区 構 造 を 有す る こ とに よ り高い 分散性 と磁気 特性 を

も っ てお り、磁石 単体 と して 優 れ てい る u こ の 合成機構の 解明は 学術
・
応

用 の 両側 面 にお い て有意義 な影 響 が期 待 され 、今回 、全 ゲ ノ ム 配列の 決定

及び解析 を行 い 、磁性細菌粒 子 合成関 連 遺伝 子 の 探 索 を行 っ た ．
【方法

・
結果】AMB −1ゲノ ム は 、4967148塩基 対 か らな り、4559 の ORF が

予測 され た。閾値 夏e−5と した ア ノテ
ー

シ ョ ン 付 け に よ り、43％の ORF が 機

能 を推定 され た。磁性細菌粒子 合成機構 の解析 と して は 、（1）ゲ ノム 配 列 が

公 開 され て い る 69 の Proteobacteria 種 に対 す るオ
ー

ソ ロ グ レ ベ ル で の 比 較

解析、及び   全遺伝子セ ッ トか ら磁性細菌粒子 を合成 し うるシ ス テ ム の 再

構成 によ り行 っ た n

比較解析 の 結果、5］7の AMB −1特異的遺伝子 が 見 出 され た u これ らの 中に

は、プ ロ テ オ
ー

ム 解析 に よ り 同定 され た 磁 1生細菌粒 子 膜 局 在 タ ン パ ク質を

コ ードす る遺伝子 や、こ れ まで に 磁性細菌粒 子 合成に 機 能 す る と同 定 され

た遺伝子 が 含まれたが、そ の ほ とん どが 機 能未 知 か 他 に類似性 の 見 られな
い 遺伝子 だ っ た。こ れ らの 遺伝子 は ゲ ノム 上 に 散 在 して い た が 幾つ か の 局

在領域 も存在 し 、そ れ らは IS因子 や フ ァ
ー

ジ遺伝 子 の近 傍 に位置 して い た。

【目的】当研 究室 にお い てMagnetosPiriltum　vraggnL，ticum　AMB −1株 の全 ゲ ノム

配列 が解読 され．ゲ ノム ワイ ドで の 解析が 可 能 とな っ た 。現 在我 々 は DNA
マ イ ク ロ ア レイ を用い 、磁性細菌粒 子 形成 機構 の 解明 に 向 け網 羅 的 遺 伝 子

発現解析 に取 り組ん で い る。AMB −1株 は 磁 性 細菌粒 子 を合 成 す る た め に 大

量の 鉄 を必要 とす る，，本研 究で は 、鉄 応答性 遺伝子 群の網 羅 的発 現解 析 を

目的 とし、特にAMB ・1株 に お ける鉄 取 り込 み に着 目 し、解析 を行 っ た 。
【方 法及 び結果 】初期鉄濃度 を0．1 μ M −300 μ M と した MSGM 培 地 中で ．対

数増殖期 まで 前培養 を行 っ た AMB −1野 性株 を再 度同
一

濃度 の MSGM 培 地

中に 1× 109cells！ml となる よ う植菌 し、4時間イ ン キ ュベ
ー

ト した。細胞 を

遠心 回収後、全RNA を抽 出 し、マ イク ロ ア レ イ に よる 網羅 的遺伝子 発 現解

析を 行 っ た 。低鉄濃度0．1 μ M ）の 培 地中で 培養 した細胞 （対照群〉に対 す る、
初期鉄濃度20，40，80，IOO，　t300 μ M の 培地中で 培養 した 細胞（実験群）中の

mRNA の 発現比 を求 めた 結果．す べ て の 条件に お い て 鉄応 答性 転写抑 制因

子プ加 の 発 現が 見 られ たが 、fitr制御鉄 トラ ン ス ポ
ー

タ
ー

は 、300 μ M の とき

の み初め て 抑制 された。一般的なバ ク テ リア で は 、Fur 制御 下 に あ る 鉄 ト

ラン ス ポ ー
タ
ー

は Fur タン パ ク質 に よ り直 ちに転写 抑制 を受 け るt一方、
AMB −1に おい て は 20 μ M 〜100 μ M で にft‘r が 発 現す る に も か か わ らず転

写抑制を受けない が、SOO μ M とい う鉄濃度 に お い て 初め て制 御 を受 け る

こ とが 本研究で 明 らか とな り．大量に 鉄を 取 り込 む た め の 適応 が示 唆 され

た 。
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