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2DaO5 麹 菌の 転写 因子 PrtR の プ ロ テ ア
ーゼ及 び異 種 タ ン

　パ ク質 生産 へ の 関与

Q 小野崎 保道 ，松浦 知 巳，新谷 尚弘，五 味 勝 也

（東北人院 ・農 ・生物産業創成 〕

【目的】麹菌 は菌体外 にプ ロ テ アーゼ を分 泌 す るた め異種タ ン パ ク質の 分解

が問題 とされ て きた ．プ ロ テ アーゼ の 遺伝于 を破壊す る こ とが 目的タ ン パ

ク質生 産に 効果的 であ る と 考え られ るが ．約 130種類 あるプ ロ テア
ーゼ か

ら破壊 の タ ー
ゲ ッ トを的確 に選 択 す る こ とは難 し い 。そ こ で、複数の プ ロ

テ ア
ーゼ 遺伝 子を制御 する共通 の転 写 因 子 を破壊 する こ とが効率的 と考 え

られ、すで に 私た ち は転 写因子 PrtRを見 出 し、　brtlt遺 伝 子破壊 に よる異種

タ ン パ ク 質生産の 増加 を 確認 して い る
1）、．しか し、PrtR自身の 自已制御 も

含め て プ ロ テ ア ーゼ 遺伝子群 の 発現 制御 機構は 不 明で ある 。本研究 で は、
PT
・t．R 破壊株の ア レ イ解析 に よ り少π尺制御下の 遺伝子 を1司定す る と と も に、

固体培養 にお げるP・tRVEmu に よる 異 種タ ン パ ク 質生産能へ の 影響 に つ い て

も調べ た 。
【結果】p・］・tR 高発 現株 の ア レ イ解 析 の結果、複数の 主要なプ ロ テア

ーゼ 遺伝

子発現 の上爿が 見られ、PrtR が これ らプ ロ テ ア ーゼ 遺伝 fの 転写因子で あ

る こ とが示 唆 された。そ こで 、プ ロ テ ア ーゼ高生産条件 であ る固体培養に

お けるp
・
reRer 壊株 の 発現 プ ロ フ ァ イ ル解 析を試み た が 、破壊株は固体培養

で顕 著な生育不 良を示し た。カザ ミノ酸 な ど の窒素源 を加 える こ とに よ り

生育の 改善が認め られ、睾素源 添 加 が プ ロ テ アーゼ生産 に 大 きな影響が な

い こ と を確認 した。こ の 培養 条件 下 に お け る破 壊 株の ア レ ．イ解析 とヒ トリ

ゾチ ーム生産量に 対する 影響に つ い て 調 べ た結 果 に つ い て報 告する。
1）松浦 ら、20ec）年度 日本生物工 学会 大 会 要 旨集p．　IS2

2DaO6 　バ イオエ タ ノ
ール 固体発酵 に最適な 新規麹菌高 発

現 プ ロ モ
ー

タ
ーの 探索
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【目的 】植 物系バ イオマ ス の 糖 化 と エ タ ノ ール 発酵 ・回収 を固体状の ままで

行 う こ とで 、発酵 槽の 小型 化や蒸留操 作の 省略 が 可能 とな り、生産 コ ス ト

の 大 幅 な 削減に っ ながる．本研究で は、固体 反応 を 利用 したバ イオエ ダ ノ ー

ル 生 産 シ ステ ム構築の ために 、そ の 第
一

段階 で あ る固 体状バ イオマ ス の 糖

化 を 目的 と して 、麹廚 （45声塵 伽 鰐 鷹 ） を 宿主 と した 固 体培 養で の バ イ

オ マ ス分 解酵素の 大量生産 に 最適な プ ロ モ ータ
ー

の 探索を 行 っ た。
【方法 及 び結果】既知の プ ロ モ

ーター− 5種 類 、及 び麹菌小 麦 フ ス マ 固体培養

時 の DNA マ イ クロ ア レ イ解析か ら選 抜 した 新 規 プロ モ
ー

タ
ー9種類に つ い

て、麹菌OSIIO13株 を宿 王 と して、それ ぞれ のプ ロ モ
ー

タ
ー一

制御下で 麹菌

エ ン ドグル カナ
ーゼ 遺伝 子 celA を 発現 させ た u そ の結果、マ イク ロ ア レ イ

解析で 選抜 した機 能未知 遺伝子の 新規 プ ロ モ
ー

タ
ー

が 、小麦 フ ス マ 固体培

養に お い て 最 も局 い ‘幽 発現能 を示 した 。ま た、そ の生産量 は、麹菌の物

質生産で 多用 される 耀 蝿 プ ロ モ ータ ーよ り も優れ て い る こ とが確認 で き

た 。さ ら に、本プ ロ モ
ー

タ
ー

の 高発現に 最適 な 小 麦 フス マ 培養条 件や、発

現 誘 導 に関与す る推定 シ ス 因子領域 を決定 した ．また 、本プ ロ モ
ータ ー

を

用い た 固 体培 養 での 種 々 の バ イオマ ス 分解酵素の 生産性に つ い て も報 告す

る。
【謝辞 】本 研 究は NEDO バ イオ マ ス エ ネ ルギ ー・

高効 率 転換技術開発の
一

環

と して 実施 した。
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2DaO7 DNA の ビ
ーズデ ィ ス プ レ イ法 を用 い た DNA 一転写

　因子 間相 互 作 用 検 出法

○ 兒島 孝明 ，橋本 陽 子，加藤 雅志 ，小林 哲 夫 ，中野 秀雄

（名 大 院 ・生命 農）

L背景 ・目的］ 当研究案 で は、w ！o エ マ ル ジ ョン 内で ビーズ 間定 化 プラ イ

マ
ー

を用い た
一

分子PGR 〔エ マ ル ジョン PCR ）に よ り、DNA ラ イ ブラ リー

をビ ーズ ラ イブ ラリ ーに 変換す る 技術 を開発 した tt本 研究で は、糸状 菌

AsPergiilus　nidulan ，
’M 来の 転写因 子 で ある AmyR を取 L）上 げ 、系 の 確 立 と と

もに、AmyR が認識する DNA 配列を明 らかに する こ とを 目的 と し て い る。
糸状菌4．η1ぬ 頗恥 由来の 転写誘導因 子A皿yR は 、ホ 餌轡 1‘螂 属の ア ミラーゼ

遺 伝子 群の プロ モ ータ
ー
領域に結 合し、転写 を活性化す る。

［方法
・
結果

一
iAIuyR 結合配歹IJをさらに 詳細に 解析する 為、種 々 の ラ ン ダム

DNA ラ イブラ リ
…を作製 した。こ の ラ

．
イブ ラ リ

ーを鋳型 と した エ マ ル ジ ョ

ン PCR に よ り、ラ イ ブラ リ
ー一

分子 由来 の DNA を マ イ ク ロ ビーズ上 に増

幅、固定化 した 。得られた ビーズ ラ イブ ラ リーに 対 し、MalE タ グを付 加し

た ArnyRl．rll1お よび蛍光漂識 した 抗MalE タ グ抗 体 を加 え た。この 時、転写

因子の 認識す る DNA が固定 化さ れ た ビ ーズ Lで は、ビーズーDNA ．va写 因子

・蛍光 標識抗体 の 複合体 が 形成 さ れ 、この 蛍 光 を有 す る ビ ーズ 複合 体は

tluoresccnce　activated −ccll 　SOi ’t．er 　（1
；ACS ）を用 い て 迅 速に 選択 される ．得 ら

れ た 配 列 を解析 した 結果、種 々 の ラン ダムDNA ライ ブラ リーよ りAmyR 結

合配列 及び その 類似配列が 優先的 に濃縮 され る こ と を確認 したn

2DaO8 　出芽酵母 の ア セ トア ル デ ヒ ド応答 機構 制御因子 の

　探 索
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【目的】ア セ トア ル デ ヒ ド （AA ） は有毒 な揮 発性化学物質 で あ る。しか し 、
AA は ア ミ ノ 酸代謝な ど様

ノ1 な 生体 内 反応 に お い て 生産 さ れ、特 に 旧芽 酵 母

に お い て はア ル コ
ール 発酵 の 際に 大串：に生 産される重 要な 中間代謝物 質 で

ある ．よっ て 、生物 は AA の 毒 性 を 回避 する ため に 何 ら か の 機構 を有 して い

る と考え られ る。我 ρ は、生 物 の持 つ AA毒 性回避機構 の 解 明を 目的 に研 究

を行い 、現在 まで に ベ ン トース リン 酸経 路の活性 化が．M 耐 性に 重要 な役 割

を持つ こ と を明 らか に して い るttそ こで 、今回、　AA 応 答に 関与 する 転写 因

f一の 探索 を行 っ た の で 報 告
．
す る。

【結果・考察】ス ポ ッ ト試 験 に よ り、い くつ かの 転写因子の 欠損株 がAA 添加

培地 で は生 育 出来 ない こ と を 見出 した。一方、我 々 は これ まで に ヘ ン ト
ー

ス リン 酸 経路系 遺 伝 子 は AA ス トレ ス に より発現誘導 され る こ と を明 らか

に し て い る
1｝，．そ こで 、ノザ ン 解析 に よ り、こ れ ら転写因子欠 損 株 にお け

る ペ ン ト
ー

ス リン酸経路系遺 伝子 の 発現 を野生株 と比 較 した と こ ろ．STB5
欠損 株に お い て r；NDI 、躍 ヱ，1はAA ス トレ ス に よ る誘導が 見 られ な くな っ

た。これ よ り、AA耐性 に不 可 欠なペ ン ト
ー

ス リン 酸経路の 活 性 化に は 、転

写 因 ．FSTE5 が重要 な役割 を 持って い る こ とが 示唆 され た 。
1）
松藤 ら 2006年度 日本農芸化学会 大会要 旨集
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