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微 生物 に よ る物質 生 産 プ ロ セス 改 善の た め に 、代謝丁 学で は、様 々 な測定

データ を利 用 して 物質生 産 時の 代謝流束解析 が 行わ れ て い る。そ して 、物

質 生産 にお け るボ トル ネ ッ ク経路を 明 らか に し、遺伝子操作に よって ボ ト

ル ネ ッ ク経 路を 増強す る こ とで 、物質生産速度 ・量 の 拡大 をね ら って い る u
しか し、これ ま で の 代謝流束解析法で は、擬 定常状態を仮定 して お り、時

聞的変化を 考慮 した 動的な解析 を行 うこ とがで きない ．その ため 時閲的な

変化 を考慮 した 動的代謝流束解析手法が 必要 と されて い る。
本研究で は 、代謝系の 動的解析お よび、それに よる 代謝ボ トル ネ ッ ク 候補
の 提 示の た め に、独 自 に 開 発 し て きた代 謝 反 応 系統 合 シ ミ ュレ ータ

WhlBES 予 KIT の 感度解析モ ジ ュール を開発し、動的代謝流束解析手法に

組み 入れる こ とを 目的 とする 。
静的感度解析で は、各キ ネテ ィ ッ ク バ ラメ ータ を ％ 変化させ 、新 し い 定 常

状態下で 、目的 とする代 謝産物の 生産量 や各 反応の 流量が 何％変化した か

を調べ るn一方、動的感度解析で は 、代謝系の シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン を行う と

同時に 数値微分 に より感度の 時間変化式 を導 出 し、感度 （％ 変化） を計算
す る 。
開発 した静的、動的感度 解析モ ジ ュール の有 効性を 調べ る た め に ．ア セ ト

ン ・ブタノ
ー

ル ・エ タ ノ
ー

ル 発酵モ デル に適用 して 解析を行 っ た 。

［Objcctivc」　　Ar⊂AドB　 sys 匸enl 　is　 nlainly 　 responsible 　lbr　the 　rcgulation 　Df

lnany 　gcnc　expressions 　responding しo しhe　avaLlabihty 　oiloxy 琶cn 　and 〔〕ther

clcc しron 　ac ⊂eptor 　in　the 　cul ［ure 　envir 〔〕nmen し a・rcB 　gcnc　mcdiatcs 　the　arcA
gene　expres 〜ions　by　phosphor｝

・lating　iし ヒ竃11d 　rcprcss ［he　TCA 　cycle ，　where
gttA，此ゴA ，ヶ♪4，　sitc／AB （：D ，．vdhCD ．rtB，fumAC，　rn．dh，aceBAK ，　aceEF 　genes　are
known 　to　be　represscd 　by　arcAIB ．　 In 　the 　present　study ，　 thereibre ，
investigatcd　thc 　c丘±bct　ofreoxidizlng 　NADH 　Dn 　the 　metabo ］ism　by　adding

nicotinic 　add 　bascd〔m 　the 　measurenlent 　o 正
．
　genc　expression ，　and 　cnzyme

a ⊂tiΨities．
［Mcth 〔，ds　and 　Results亅　　The 　s［raLlls 　used 　arc 　thc 　parent　straln 　E．celi
BW25H3 ，　 and 　arcB 　 mutant σW 　3177 ）．　 Glucose 　 was 　 use 〔l　as 　 a　 carbon

so 山
．ce 　 The 　 ellzyme 　 activitics 〔｝f　the 　TCA 　cycle 　 and 　pentose　phosphate

pa伍 way ‘）f　arcB 　mutant 　showed 　signifi 〔a 飢 up 　regu ］at ｛On ，　which 　imphes
the 　activation 　ofT ⊂

’
A 匸ycle　bur 　the 　resu ］t　indicates ［he　feedback　inhibition

due　to 　thc 　ac しumulatlon 　of 　NADH ．　Upon 　add 面 on 　oll　nicotillic 　acid ，　the
TGA 　 cydc 　 cnz

｝
’mcs 　 wcre 　 fbund 　 more 【エp　 regula しed ．　 Under 　chcmostat

cu 】tlvation ，　 thc 　TCA 　cycle 　 enz
ア
mes 　 and 　ge【les 　 were 　fc）und 亘nore 　up

regu ］ated 　as 　nicotinic 　acid 　was 　increased 　grad且1ally ．　ThereIbre ，しhe　NADH
oxldation 　 can 　 rclease 　 the 　 feedback 　inhibitlor1，跏 d　 thus 　thc　 mctabDlism

wcrc 　affe ⊂ted 　toward 　the 　actival ．lon　orthe 　TCAcyclc ．
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［Objeclive】The 　genes　activated 　b）
’
　cra 　urc 　kl1〔）wn 　to　be　aceBAK ，　icdA，pchA、

ppsA　cヒ⊂．　alld 　 the　repressed 　genes　 arc が陀A，　pyk　F，　adhE ，漉 γBDC ・c），sG，
fr“BKA ，μ∫III−c・tT，　 eddeda ，　 e に ・In 齠 mutan ヒ，　 glyc・ lyti〔，　 penlose
phosphatc〔PP ）and 　ED 　parhway　were 　up 　regulated 　as 　compared 　wirh 　the

parent　 struin ．　 Wc 匸hen　construcled ‘rα．edd 　 doublc 　 mutan ロ o　 block 　 ED

pathway．　WhUc 　gl｝
・
⊂ Dlyti ⊂ pathway　was 　nlore 　a α ivaしed ，　the 　TCA 〔ycle　was

repressed ・In　 tlle　prcscnt　study ，　we 　cons 匸rll〔ted 　cra ．edd ．iciR　triple 　mutant

to　act ．ivate しhe　g1｝
・ox ｝

・latc　pa［hway　and 　investigatedしhe　mctab 〔〕Lism 〔」fthis

匸riple 　mulan しbased　en 　thc　gene　expressions 　and 　enz ｝
’me 　activities ．

　　 ［Methods 　arld 　RcsultsJ　 T 艮1e 　stratns．　 used 　are 　the 　wiLd 　type 　 E．oo磊
BM 」251］S （］acIcl 　rrnBT14 　DLacZ恥lil6　hsdR514DaraBADLD78 ＞and 　 its　c・t’a
gene　knockouし mu ［allt 　jWOO78，　 nv

’
a．．t／dd　double　 mutant 　and 　cra ．edd ．ictR

【riple 　 mutant ．　Acrobic　batch　and 　 chemDs 翻 ．　cu ］tivations 　were 　 condu α ed

using 　Mg 　medium ．　 In　cra 　mutant ，　lt　was 　shDM 　tlluし glycol｝
’sis，〔｝xidative

PP 　pathway　 and 　ED 　pathway　 were 　 up ・regulated ．　 The 　 cra ．edd 　 flotible

mu しa耽 exhibitcd 　cnhan ⊂ed 　glycolyg．is　pathway　and 　 rcprcssed 丁 〔：A 　cycle ，
res 匸且］1’．ing

　in　thc　ovcrpruduEtion 　ofa 〔etare ・The 　c
・ra、edd ．ゴσ’R 　triple 　muta 【lt

ptotiuced　 less　ucetutc ，　rcsulting 　in　higher　biomass 　yieldしhan 　cra ，cra ．edd
and 　lhe 　parent　st．

1ain．

【目的】現在、温暖化ガ ス削減の た め の 化石燃 料 に代 わ る エ ネ ル ギ ー源 と し

て 、発酵菌 を利用 した未利用 バ イ オ マ ス 資源 か らの バ イ オ エ タ ノール 生 産

が注 円 されて い るn 演者 ら は、未利 用 の リグ ノセ ル ロ
ー

ス 系 廃 棄 物 か ら高

効率 で エ タノ
ー

ル を生産す る発酵 細菌 の代 謝 工 学的 育種 を 検 討 して い る。
こ れ まで に 、新 規な エ タ ノ

ー
ル 発酵細菌 で あ るザ イ モバ ク タ

ー
（Zymobacter

Palmae｝に ヘ ミ セ ル ロ
ー

ス 由来の キ シ ロ
ー

ス や マ ン ノ
ー

スの 並 行 発酵 性 を

付与す る こ とに 成功 して い るc 今回 は、実用 的 なバ イ オ エ タ ノ
ー

ル生産 プ

ロ セ ス を前提 として 、発酵速度低下の原 因 とな るス トレ ス （発酵 温度 、エ

タ ノ
ー

ル 濃度、酸〕に 耐性 をもつ Zb．　Palmoeの 育種 を検討 した 。【方法 と結

果】 発酵プ ロ セ ス に お い て 発生する 発酵 熱の 冷却 エ ネ ル ギ
ー

消 費を考 慮 し

て 、Zb．声a．imae の 高温 発 酵性 付 与 を 目標 と し た。従 来 の 発 酵 菌 で あ る

∫αccha ．rom ）
’ce，c　cerevisi．aeやZ｝

，momomas 　mobilis は その 最適発酵温度 を 30℃付 近

に もつ 。Zb．戸ftla．me の発酵温度 を詳細 に検討 した結果、　S7℃ に最 適生 育温

度を示 し、Zb．　piamaeが比 較液 高い 温 度で の発 酵を特 徴と して い る こ とが 明

らか に なったc そこ で 、Zb、　Pal・mo ．e に対 してUV 処 理や EMS 等 の化学 薬 剤 処

理．に よる 突然変異．誘 発 と．馴養 に よ り、更な る 高温 発 酵性 、高濃 度 エ タ ノ ー
ル 耐 性、耐酸性 を獲得 した実 用 菌の取得 を検 討 した 。
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