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丿ネ型細菌の グル タ ミ ン酸過 剰 生 成 に お け る ミ

　コ
ール 酸の 影響
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恨 岸 幸 太郎 ，川 崎　 　寿，

［ 目 的 1 コ リ ネ 型 細 菌 の グ ル タ ミ ン 酸 （Glu ）過剰 生 成 は ODHC （2−
oxeglutarate 　dch｝

’drogenase〔omplex ）活性 の 低 ドに伴 う代謝fiuxの 変化に

基づ く こ とが 明 らか に され て きた ．さ ら に、我々 は こ れまで の 実験に よ り

Glu 過 剰 生 成 に対 して 脂 肪 酸 が 大 きな 影響を 及ぼ して い る と考え られ る結

果 を得 て きた ．そ こ で コ リネ型 細菌 に特有の 細1泡表層構造で 、脂 肪酸 よ り

合 成 され る ミ コ ール 酸層 に注 目し．以下の 実験を行なった。
［方 法 及び 結果 】 菌株 と して Coo ，nebactefium 　gluta“nicutn 　ATCCIS869 株を

用 い た。ビオ チ ン 制限、あ るい は
「
IWeen 　40添力leに よ る各Glu過 乗1∫生成条件

にて 、あ る種の 脂肪酸を添加する とG ］u 過剰 生成が 抑制され る。こ の 条件
に対 して 細胞壁の ア ラ ビ ノガ ラク タ ン 層に 作用 し、ミ コ ール酸層 の形 成を

阻害する こ とが 知 られて い る ethambutol を添加 した とこ ろ 、　 Glu 生成 量の

回復が 見 られた。こ の 事か ら ミ コ
ー

ル 酸 含量 の 変化は ⊇ リネ型細 菌が Glu

を過剰生成する ため の 条件の
一

つ で ある 可能性 が 考え られ る。そこ で我 々

は Glu 生成条件に お け る 細胞 表層構 造が Glu過 剰生成 に及 ぼす影響 に つ い

て 倹討を行なった ．そ の 結果に つ い て 報告ず る．

2K15−5 　Functiona 亘 role 　of 　granule昌associated 　phaP　and

　phaR　　genes　on 　biosynthesis　and 　granular
　morphogenesis 　of　scl・PHA
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Tllc　PlIB　 a〔：cumulation 　lncreased　 up 　Iyom　169c　t〔｝ 57％ in　a　recombina 貫lt

五．coii　harboring　rhe 汐hb‘；AB　opcron 　a 丘tcr　trans 丘〜｝rlnation 　offhe 　granule−
ussociatcd 　pimzP　andpha ，R　genes　due　tg 　the 　stabilizati 〔m 　of　PHB 　granu且es
rather 　than 　the　direct　e 正fヒct　on 　PIIB 　biosynthesis−related 　enz アmes ．　Thc
morphQIQg ｝ DfPHB 　granu王es　was 　also 　varied 　distinctly　dependinsT　oll 　thc

transfbrmed 汐’taP 　andp んzR 　genes．　The 　trans α
．ipdQn　ievels　ofthc 　granule

−
associaLcd ノ）haf

’and 汐hai｛genes　inE ．eutrq声ha　were 　regula 亡cd 　thr ｛川 gll　the

しrans 丘6rmati〔m 　of 　rh 巳 戸肋 C　genes肋 m 　R．　eutropha 　and 　A ．　latus　inro　rhe
PHB 　synthase 　negalive 　mu しant、　Th じ granular 　morphogenesis 　o 【

．
　scl−PHA

was 　found　to　be　cbsely 　a∬ ociated　with 　the　mRNA 　tra【lscription 　lcvcls　of
the 汐haP　and 　pftaR　gcncs ，　especially 　w 辻h　the　raljoofp ／iaP ！pltaR　gcnes．　The
phasin　pro［cill　 cl1⊂oded 　by　the　p／la．尸 gene　increased　 thc　 number 　 of

granules，　wlLilc 　thc 　PhaR 　protein　ofthephaR 　gじ 匸凪c　enlargcd 　the　size 　ofthe

scl−PHA 　granulcs 　in　R．e・ubroPha
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ア セ トン
・ブ タ ノ

ー
ル 〔ABE ）発酵は 酸生成期 とソ ル ベ ン ト生成期 を 有 し

代謝経路が 複雑で あ る．そ こ で ABE 発酵の 代謝 解析 お よび発酵 の 効 率化 を

目的 と し 、我 々 が 開発 した シ ミ ＝ レ
ー一ター（BES

．
t：KIT ） に よ リモ デル 化

を行 っ た パ ラ メータ決定に は （：lest・ridium　s’accharoPerbut ）
’tacetenicu，m 　NI”1を

初発 グル コー一ス 濃度 0．298M で 回 分培養 した ときの 実験値を用 い 、モ デル

の 検証に は 初発グル コ
ー

ス 濃度 0．0358 ，0．0620 ，　O．llgM で 回分培養 した と

きの 実験値 を用い た　C、（tcetobut ）
lli．cum 　AT 〔：G824T の 代 謝経 路を基 に 、有機

酸再同化ab；CoA　Ti．ansferasc （C 〔，AT）の み を 介する モ デル を構築 し、実験値

と比較 した。そ の 結果、計算値は 実験値 と大 き く異 な っ た。次 に有機酸再

同化が Gotxt「お よび有機酸 生成 経路の 逆経路を 介す る モ デル を構築 した と

こ ろ実験値 と計算値は 定性 的に
一

致 した．しか し、モ デル に よ る計算匝 で

は グル コース 枯渇 後の 有機酸再 同化、ソル ベ ン ト生 産が 停止 し なか っ た。
そこ で 次に エ ネル ギ

ー
代謝 を考慮 し、グル コ ース 濃度 0．003011M 以 下 で エ

ネル ギ
ー
生産、消費が 停止 する モ デル を構築 した、、その 結果、有機酸再 同

化、ソル ベ ン ト生産が停止 し、そ れ ぞれ の 実験値 と定性的 に
一

致 し た。以

上の結果 よ り、エ ネル ギ
ー

生産、消 費を考慮した ABE 発酵 の 代謝モ デル の

構 築に成功 した。また、有機酸再 同化 に有機酸生 成経路 の 逆経路が 大 きく

関 与す るこ とが示 唆 され 、本モ デル が ABE 発 酵 の 代謝解析 に 有効な手法で

ある こ二とが示 唆され た、，

【R 的 】乳 酸 菌 は乳 酸 の 生 成 に伴 っ て NADH を 酸化す る こ と で 細胞 内 の 酸

化 還 元 バ ラ ン ス を 保 っ て い る が 、培地 中の 乳酸 の 蓄積 はpH の 低下を招き、
乳 酸菌 自身の 増賠 が阻 害 され る．乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ遺 伝子 （tdh）を欠

損 させ 乳 酸生 成を止 めれ ば 、pH の 低下 や 増殖 阻害 が抑 え られ る と思わ れ る

が 、そ れ に 伴 うNADH の酸 化 も起 こ ら な くな る の で酸化還 元 の バ ラ ン ス が

問題 となる．そ こ で 、ldh遺伝 子欠 損 株 の 細 胞 内 代 謝 フ ラ ッ クス 変化 を解析

す る こ とを 巨的と した 。
【方法 ・結果】乳 eeeSLactococc・as　iactds　subsp ．tactds　IL1403株 の 娩 遺伝子 欠

損株 を好 気的に坂 凵
一
7 ラ ス コ で培 養 した と こ ろ 、野 生 株 に 比 べ て 乳酸 生 成

ほ抑 え られ る こ と か ら pH の 低下 も抑 え られ 、最 終 到 達 OD の 値は 増加 し

た。次 に ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

を用 い て好 気 的 に培養 した 結 果、乳酸 はほ

とん ど生産 され ず、野 生 株 に比 べ て pllの 詆 下 が 抑 え られ る こ とが わ か っ

た、野 生株、欠損株 と も蟻 酸 と エ タ ノ
ー

ル は ほ とん ど 生産 され な か っ た が 、
ア セ トイ ン 、酢酸 に っ い て は 、欠 損 株 の 生 産 量 が 野 生 株 に 比 べ て 多 く、乳

酸へ向か う代 謝が 欠 損株 で は酢 酸 や ア セ トイ ン へ流 れ て い る こ とが 確認 さ

れ た 。ま た ．欠 損株 の 酸 素消 費量 が 野 生 株 に 比 べ て 多い こ とか ら、欠 損株

で は NADH の 酸化 を NADH 　oxidasc に よ り行 い 、酸 化還 元 バ ラ ン ス を 調節
して い る こ とが 示 唆 され た ．
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