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2Bl1−3 　大 腸菌の TCA 関連遺伝子破壊が培養特性お よび代

謝 にお よぼ す影響 に つ い て

O 指原 卓也，Mahabuba 　 RAHMAN ，　 Li　 MAI ，城 戸 大 助 ，
　M 【｝hanlmad 　KABIR ，清水 和幸

（九 1：大）

［目 的 ］　 効 率 的 な 有 用 物質牛．産 の た め に は 、細胞 の 代謝調節機構 を定 量

的 に 解柝す る 必 要 が あ る。ま た 、特 定の 遺伝 子を破 壊する と、通常 はよ く

見 え な い 細 胞 の調 節機構 が 見え て くる は ずで ある。こ の た め本 研究 で は

訂 P 生成 に重 要 な役 割 を 果た す TCA 回路の 遺伝子を破 壊 した大腸 菌細 胞

に つ い て 網 羅 的 な 代謝 解析 を行った。
［方法 お よび 結 果 1
　培 養体積 3L規 模 の バ イ オ リ ア ク ターを用い て 、野生株人腸菌BW2 ．51JS 、
お よ びTCA 関 連遣 伝 子 欠損株 fgltg−，afPt．9−，acnB −，tlcdA ．，sucA −，，g’ixC ・，sdl ．g−
，．sdhC ・，jlVttut−　，　fumC−，　aceA −）の 実験 を行った ．天然培地 および グル コ ース

を 炭素源 と した M9 合成培 地 を用い 、温度S7 ℃、　PH7 ．eの 好 気条件で 回分培
養実験 を行 っ た 。また le％ の ［U

・ISC ］グ ル コ
ー

ス 、10％ O）［1−ISCIグル コ ー
ス お よ び 80％ の 通常 の グ ル コ

…
ス の 混 合物 を炭素源 とした 連＃

一
培養を行

い、細胞内代謝流束分布 を求めた。さら にR丁LPCR を 用い た 遺伝チ発現、酵
素活性 の 測定 を行って細胞 の 代謝機講 を明らか に しよ う と試み た 、その 結

果、g姐 やαα磁 β 欠損株 で は酢酸が 野生株に比 べ て や や 多 く生成 し、生成
し た酢酸 は消費 さ れな い こ とが分 か っ た．また sucA 欠損株では グリオ キ シ

ル 酸 経路が 活性化 され、sdhA ．C 欠損株で は コ ハ ク酸が 生成す る こ とが分
か った。きτ｛副 ，C お よ び侮”副 ，C欠損株に っ い て は 同位体実験に よ り、TCA 回

路 と グ リオ キシ ル 酔経路 との調節 を フ ラ ッ クス の点か ら 明らか に した 。
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MeLaboaomics　is　utilized 　Lo　［堋sscss 　とmd 　define　sped 醢c 　dissiniilarltics

hetween　 two 　 Pacorlia　 species 〔R 　t‘lctlYro・ra 　and 　R α苗 那o  ）and 　6　differe匸lt
Angelica　qualitics，　iLI　order 　to　deしじrrnirle 　thc 　differences 　thar 　existbel ．ween
species 　and 　creatc 　a　better　and 　more 　accuratc 　parame 亡ers 　fer　analyzing 　iしs

qualiLy，　 coTrcspondingly ，　fer　the 　purposc　 to　 improve
『

uaLity ＆ssessment

… dc ・ nt ・・口 b・ 1・ha・m ・・e・lica レω mnlc ・d・L　 u ・e・． 彌 …　 at）
・
しical

inslrumcnしs　were 　し吐sed ：　Gas 　Chro ］’Tratos ．raphy 　TLme −of 二Fligh1．　Mass

Spectromctry（GC ，1
一
〇 F〆MS ）and 　 Doublc −shDt 　Pyrolysell　coupled しo　Gas

ChrDmat 〔，gr叩 hy　Mass 　 SpecLrornctry （Dc｝uble −Shor 　 PYIGG −MS ），　 The 　hrst
was 　employed しo 　analyze 　primary 　mctaboli 匸es ，　whereas 　lhe 　latしer 　was 　uscd

to　investigate、「ola 〔ile・aronla −related 　and 　nonvola 〔iEe　polymcr ⊂ o工皿 P〔，unds ．
Consecutivc ！y・both 　da しa 　were 　apPhed 　sepa ］

’
a しcly 　to　Pril兀 iplc　Conlponenr

Analysis（PCA ）　alld ／o 「　manua 且　statistical 　c〔，n ユpartson　　o 「　seicctcd

comp ‘，unds 　to　comprehend 　m ［d　visualizc 　thc　chroma ［ographk
’daしa，　and

estabEishing　the　dis匸in〔 rion　betwccn　ditlbrent　Chinese　herbs
「
　specics 　and

quali 亡ieE．

EffeCt　of 　single ・gene 　knockout 　for　Tricarboxylic　Acid 　C アcle 　on 　the
metab ・lic　regulation 　in　Eseherichia　c・li
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Grccn　 tea　is⊂lassified　lo　scvcral 　gradcs　accorfling 　to　 thcir 　materials 　and

manulbcturinsr 　PrQcess，　 whlch 　causc 　u　varia しion　in　grccn　tcと［ metabolLtes ．
Tb　 ullderstand 匸he　 sensory 　cvaluation 且esu1 しs，　 mctab 〔｝hc　profiling　 o【

．

」apuncsc 　green 　tea　is　ana1 ｝
厂／・ed ・As　thc　1）revious 　work ，　grccn ［ca 　samples

wcrc
　analyzed 　in　order 　to　vcrify 匸hc　conlponenls しhut　playe．d　an 　importand ．

role 　in　the　evaluation 　of 　green　［ea 　ranking ・h・lujor　hydrophilic −primE1ry
mc 匸abDhte 　pt

．
ofiling 【，【

．
．｝apancsc 　green 匸ea 　were 　amin ‘） acids ，　organi ⊂ acids

and 　sugars ．　The　important　contribut 〔，rs　to　lhe　diUbrcnccs　between 　IDw

aIld　high　grade 　green 　tea　wcrc 　qualltity　of 　quiniε acid ，　p｝10sphorL ⊂ acid ，
aspartic 　add ，　gh1匸anlic 　acid ，　しhcanLnc，　ghutamine　and 　diffe互

・ent
〔on 【．cntration 　 of 　sugars ，　Ihユcω sc ，　 mannose ，　 su 〔 r〔jse ，　ribosc 　and

arabinop
）
’
ranose ．　By　applying 　u　rcSTrc ．ssion 　 method 　caUcd 　Pr 〔，je巳tiolls　 1o

I・atcllt　Structure（PLS）intcgraしcd “
，ith　spectral 田 tcring 　me 匸hod ，　green

［ea
「
　squa 且iり

．−its　mctab 〔〕lic　proming　re 且ationship 　model 　was 　creatcd ．1his
mDdcl 　was 　considered しo 　bc　olle 　effectil ・e　model 　in　quality　pre（且ic1

』
on 　and

assessment ・ fumkri〔）wn −rank 　sampies 　in　t．he　fi血 lre ．

2B12−1 　キ ャ ピ ラ リー電気泳動 厂質量 分析計 （CEIMS ）を用

　い たア ニ オ ン 性代謝 産物プ ロ フ ァ イ リン グ法 の 開

　発

0 原 田 和 生，福崎 英
・
郎，小 林 昭雄

（阪大院
・工 ・

生命 先端）

【目的】演者 ら は糖 リン酸 ，有機酸，ヌ ク レ オチ ド，GoA 化 合物 などアニ オ
ン 性 代 謝 産 物 の

一
斉 分 析 を ・∫能 に す る capiUary 　 clectrophoreg ．is／

clcctrDspra ＞
’ionizal．ion・mass 　s1）ec 匸rometry （CE 〜ESI・MS ）の 新手法 を既に

報告 した
L）．L’）．本手 法を 生 体サ ン ブ

．
ル の 分析に 適用 する に は，分析 シ ス テ

ム の感度，精度 ，再 現 性 を 向上 させ る必要が あ っ た 、そ こ で 分析 シ ス テム

の 改良 を行 っ た．【方 法 ・結 果 】質 吊二分析 計 は 三 連四重極型 MS を用 い ，
Multiple　reacl ．ions　munitering に よ る 測 定を 行 っ た ．当該シ ス テム の 再現性

は イオ ン化部 の 堅 牢 件 が 最 も重 要で あ り、シ
ー

ス 液の 組成．流量，ス プ レ
ー

ヤ
ー

の 構造等 の 検 討 を 行 っ た 、その 紅 果、ピーク面碵変動係数が 10％を下

回 る分 析 シ ステ ム の 確 立 に 成 功 した 、
また，生体サ ン プル の 前処 理 法に つ い て も検 討 を行 っ た ．脂質、た んぱ く

質 を逆相周 相で 、続 い て ア ミン 、金 属元素を カ チオ ン 交換固相で 除去 した

サ ン プル は ，連続分 析を 行 っ て も宏 定 した 分析が 可能で あ っ た．
以 ヒの よ うに 最適化 しk 分 析手 法を 用い て，酵 母，植物 培養 細胞 に お ける

ア ニ オ ン 性代謝産物 プ ロ フ ァ イ ル を 行 っ た．
1．原岡 ら，口本 生物丁 学 会 2005年度大 会要旨集 p171．
2．Haradaet．　ai．　J．Biosci．　Bioeng ．101，do3 −409 ．
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