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3S2aO4　　 細 胞 の デ ザ イナ ビ リテ ィ 向上 に 向 けて

　　　 　　　 Q 清水 浩

　　　 　　　　（阪大 院 ・情報 ・バ イ オ 情報）

3S2aO5　　 油糧微生物 の代謝工 学 と機能性脂質生産へ の利用

　　　　　　 櫻 谷 英治．岸野 重信，小川 順 ，横関 健 三 ，：つ 清 水 Il．ll
　 　　　　　 　（京大院 ・農 ・応用 生 命）

微生物 を利 用 した物質生産 の ため のバ イ オ プ ロ セ ス は、環臆負荷の 低 い プ

ロ セ ス と して、その 重 要性 が高 く認識 され る よ うに な っ て きて い る。微生

物 生産お い て は、微串 物の 持つ 能 力を最大 限発揮 させ る よ う代謝経路 を改

変 する こ とが 重要 で ある 。多 くの 微生物 のゲ ノ ムが 解読さ れ、主要な代謝

経路 の 多 くが 、明らか に なった 今 日、バ イオプ ロ セ ス の 目 的生産物質の 収
率 や生産性 を改変 する合理的、かつ 体系的な 「代謝 デザ イン 　の 手法の 確
立 が望 まれ てい る、tt　’t は、遺伝子 ・タ ン パ ク質 ・代謝の 網羅的 情報 を精
度 よ く細胞か ら取 り出し解析す る こ とで、日的 の物質生産 のた め の 細胞 デ

ザ イン 法の 研究 を行ってい る。バ イオプ ロ セ ス に お い て 細胞 を取り巻 く環
境 の ス トレ ス に 強 い 微生物 を創製す る こ と、目的物質生産 を向上さ せ るた

めの 代謝改変デザ イン と評価方 を開発す る こ とに焦点を 当て た 研究 に つ い

て 紹介 し．議論 したい 。
【遺伝 子発 現 ・表現 型 の 網羅 的 情報に もと つ く細胞 創製】Sacchttroml’f／es
紹撒ノ勘 甜の ス トレ ス 条件下 にお い て DNA マ イ ク ロ ア レ イ に よ ワ遺 伝子発⊥見
の 網羅的情報を取 得 した。特野的な 代謝緯路に 特徴的な 発現変化 が 認め ら

れ る場合は その 経路に 着 目 した 代謝経路の 改変を行い ス トレ ス耐性 を賦 テ

す る こ とが 必 要で ある
』
方、よ り網羅的に デー一タ を 解折す る た め に 、臼己

組織化マ ッ プ 〔SOM ）に よ る デ…タ処 理 の の ち、特徴的な 発現変化を 示す

遺伝子の
．．．
遺 伝 子破壊株 の ス トレ ス 条件 ドに お け る 増殖 速）乂 を網羅 酌に 比

較解 析する こ とに よ リ ス トレ ス 耐件 を賦 与す る た め に重 要な遺伝子 を ス ク

リ
ー

ニ ン グ した．こ れ らの 方法に よ り選 択 され た遺 伝子を 強制発現 させ る

こ とに よ り、ス トレ ス 耐性に 閲係 の あ る遺伝子 を選 択す る こ と が 可 能 と

なった。また、一
遺 伝子 破壊株 の ライブラ リを利用 し、ス トレ ス 環麑 ドに

お い て 増殖 速度に対 して 重要な遺伝 子を網羅 的に ス ク リーニ ン グす る 方法
の 開発を行った〔
【目的生産物 の 生産を 弱則す る ゲ ノ ム ス ケ ール モ デル の 開発とそ の 評価法
の 開発】微生物 の 代謝変換 に よ る生産を行 う 際に は取 ワ込 まれ た 炭素源 を

有効 に利用 して 目的物質の 生産 を 向上 させ る必 要が あ る。この こ と を目的
と した代謝 改変 の デザイ ン は重要で あ る。我 tt は、ゲノ ムの 明 らか にな っ

た Co
ヴ
擢艘 漉 漉 盟g肱 ぬ 舳 ε 盟に お い て ゲ ノム ス ケ ール の モ デル を 構築 し、

遺 伝 子 改 変 予 測 を 可 能 に す る た め の ン ス テ ム 開 発 を行 っ て い る．、
Nletacyc （http：／／lnetacyc 、orgi ’）や 文献情報な どをもとにゲ ノム ス ケ

ー
ル モ デ

ル を構築 し た。この モ デ ル にお い て は、細胞 は置か れた環境条件に おい て

増殖速度 を最大化す る よ うに代謝反応 を組織化 する とい う原理に 基づ い て

シ ミュレーシ ョ ン を行って い る．一
方で 、現実の 細胞が どの よ うな代謝の

状 態 を実現 して い るか を 正 確 に評価す る手法の 開発 も進めて い る 。13C
で

同位 体 標識 され た 化 合物 を細胞 こ取 り込 ませ 、その 標識同位体が どの 代謝

物 H に濃 縮 され て い るか を解析す る こ と によ り、どの 代謝経路の フ ラッ ク

スが 活 性 化 して い るか を決定 す る手法の 開発 を行って い る c この 方法を利

用 す る こ と に よ り、どの 代謝経路が 物質生産に と って 重要か をin　viwo で代

謝 レ ベ ル で し る こ とが 可 能 とな る。C．．giutamim4mO）グル タ ミン 酸 生産に お

い て 、どの 補 充 経 路 が 活 性 にな っ て い る か を 決定 した 例 を通 じて この 乎法

の 有用 性 に つ い て 議 論 す る。
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1980年代 に Mucer やM 碗 諭 u 伽 属糸状菌が γ
一リノ レ ン 酸やア ラキ ドン 酸

〔AA ）を含む 汕脂の 生産 菌株 と して 見い だ された。以来、微生物 を用い て機

能性脂質を生産す る試みが 展開 され、「発酵油脂」の 実用生産への 道が拓か

れ 鵡 こ こで は 、演者 らが展開 して きたAA 生malW．．Mortiet’etta　alpina　IS−4の
代謝 1二学 と高度不飽和脂肪酸 （PUFA ｝含有油脂σ）生産 〔酸化 的変換）及

び嫌気性微 生物の 飽和化 反応 を利 用 した 共役 脂肪酸 の 生産 〔還元的変換）

に 関す る最近の 展開を紹介す る。
M ．α珈η α 1S−4は 安価な炭素源 を含む単純な培地に よ く成育 し、菌体内に

ん 、に 出む driac ｝
・lgyccroL（TG ｝を著量蓄積す る （TG 含量 ，500・6DO　mg ！g　dry

cells ；TG 中の 全脂肪 酸に 対するAA の割合 30−7  ％；培地当た りのAA 生産 丁・：，
］S−LO　gノ

［b。現在、本 菌が生産 する AA 含有TG は、乳 児用 ミル クの 栄養強 化

の た め の 素材
．
と して 世界的に 使用 されてい る。また、AA 生合成 経路の諸 酵

素の 欠b 変異株 が造 成され、これ らの 変異株を用い る ことで、ジホモ ．
γ
・

リノ レン ee　（20；3n −6）や ミード酸 〔20二3n・9）な どの PUI，A を含 む ユ ニ
ー一

クな

発酵r由脂の ⊥業 生N が可能 とな っ た。さらに、Cl6 脂肪酸か らCI8 脂肪酸
へ の 変換に 関与 するe ］ongase 〔EL ）欠損変 異株 で は、オレ イン酸 （］8；ln−
9） に代 わ っ てパ ル ミ トオレ イン 酸 （16：ln−7） をハ ブ脂肪酸 とする新 しい

PUI ；A 生合成経路 （n −7，n．4，n・1）が機能 するこ とがポ され、こ れら経路上

の 15種 の Cl6 −〔：20PUFA の 生産が可能 とな っ た。
演 者 らは 、太 菌 の PUFA 生 合成機構 に つ い て検 討し、不飽和化反応 に必 要

なNADH −cytchrome 　b5　r巳dudase、　cy・tchrornc 　b5 及び △9−，△12，△6．不飽

和化酵 素な どの各遺伝 子の構造 と機能 を解 明した。これ は油脂蓄積性の 微

生物か らひ とつ の まと ま っ た脂肪酸不飽利化反応系 を分子 レ ベ ル で解明 し

ft・最初 の例 で ある強 た、各遺伝子 を他種微生物 および植物 に導人 し、脂肪

酸組成 の改 変がで きるこ とを示 した。さらに、M ．　atPi ・na 　IS−4よリウラシル

要求性 変異株や薬剤耐性変異株 を造成 し、形質転換ベ クタ
…

の 搆築、形質

転換 法の選定 を含む包括的 な形質転換系の 確立 し、油糧 微生 物M ．吻襯 の

遺伝子組み替え変異株造成への 道を拓い た。
これ ま で生合成経路が 不 明であった 共役 リノ

ー
ル 酸 （GLA ）が10一ヒ ド ロ キ

シ脂肪酸 を中間体 とす る リノ…ル 酸の 二 重結合への 水和反応 と脱水反応に

よ っ て進行 する こ と を乳酸 菌を用い て 解明 した。これに より、反芻動 物に

お け る不飽和脂肪酸の 還元反応 （水素添加反応）の 初発段階の 機 構が解明

され た 。また 、この 反応 を利 用 して 乳酸 菌に よ る生 埋活性型CL 〜の 大 量生

産法を闘発した
゜
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