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1Bpl1 　コ リネ 型細菌に お ける ヒ ドロ 芳香族化合物資化 遺

　伝子群の 発現制御機構

O 寺本 陽彦，乾 将行，湯 川 英明

（RITE 〕

IBp12 　コ リネ 型細菌の 乳酸 デ ヒ ドロ ゲナ
ー

ゼ遺伝子の 発

　現 制御機構

O 豊田 晃
一，寺本 陽彦，乾 将 行，湯川 英 明

（地 球環境研 〕

【背景 ・目的】ヒ ドロ 芳香族化合物で ある キナ酸／ シ キミ酸は、様 々 な微生

物 に よ D炭素 源 ・エ ネル ギー源 と して 利用 される 。その 分 解経路の初 期段

階は、芳 香族 化 合 物の 生 合成 に 関わ る シ キ ミ酸生合成経 路 と重なる た め、
細胞 内外 の環境 に応 じて 厳密 に制御 され る必要がある 。我 々 は 有用工 業微

生物 で あ る Co？翼 め α餾 ぬ η蠏 麗 臨 漉 齦 濡 の 代 謝調 節機構 を解明 す る た め、
様 々 な 物質代謝遺伝子の 発現制御機構の 解析 を進 め て い る 。本 研 究 で

．
は、

この 細菌 にお ける キナ酸／シ キ ミ酸資化遺伝子 群の 発現 解析 を行 っ た 。
【実験方法

・
結果】キナ酸 ／シ キ ミ 酸デ ヒ ドロ ゲナ

ー
ゼの遺 伝子 （gsuD）の

破 壊 株 は、キ ナ酸 また は シ キ ミ酸 を単
一

炭素源 と して 生育で きな くな る こ

とか ら、この 酵素が キナ酸／ シ キ ミ酸分 解経路の 第
一

段階 を 触媒 す る こ と

が 示唆 された 。gsuDはゲ ノム ．．Lで 、プ ロ トカ テ ク 酸 ま で の 分 解 に 関与 する

と 思 わ れ る 他 の 3 遺 伝 子 とク ラ ス タ
ー一

（gsuABCD ） を 形 成 し て い る c

gsuABCD 遺伝子 の 発現が キナ酸／ シ キ ミ酸の 存在下 で 誘導さ れ、そ の 発現

制御 に LysR タイプの転写因 子 （QsuR〕 が 関 与 す る こ とが 示さ れ た．本研

究の
一

部 はNEDO の 委託 研究 の
一

環 とし て行 わ れ た もの で あ る v

【背景 ・目的 】乳酸 デヒ ドロ ゲ ナーゼ （LDH ）は ピル ビン 酸 をNADH 依存的

に乳 酸 へ 還 兀 す る酵
．
素 で あ り、生 体 内 の 酸化 還 元 バ ラ ン ス の 維持 にお い て

重要 で あ る。我 々 は 有用 工 業 微生 物 で あ る COt），’n．ebactmiuon 　gtttta
・mit ，’u〃m にお

け る 酸 化 還 元 バ ラ ン ス の 調節 機構 の解 明を H的 と して 、LDH をコ
ー

ドす る

遺伝 子 ldheの 発現 制御 機構の 解析を進 め て い る。本bJl．究 で は、　 idltAの 発現

を制 御 す る 転写囚子 の 同定 及び そ の 機能解析 を行 っ た ．
【実験方法

・
結果】DNA ア フ ィ ニ テ ィ

ービ ーズ を用 い てtdhA プロ モ
ー

ター
領域 に 結合する タ ン パ ク 質を精製 する こ とに より、DcoR −type の 転写囚子

SugRが 単離 さ れた 。概 gR遺伝子 の 破壊株で は野生株 と比較 してtdh．A遺伝子

の 発現が E昇す る こ とが、定 帛： R
’
ltPCR 及びプ ロ モ

ー
タ
ー一

レ ポーター
ア ッ セ イ に より示 さ れた。腕 櫨 m 結合解析 に よ り、鰍 〜｛プ ロ モ ーター上の

SugR 結合サイ トを決定 した。以上の 結果か ら、　 SugR はtdhAの転写抑制因

子と して 働 くこ とが示された。本研究の
一

部はNEDO の委託研究 の
一

環 と

して 行われた もの で ある。
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【背 景 ・目的1
Bacilrv．c　setenatai ’senati．s　SF−1は 、セ レ ン 酸を不溶性 の 元 素態 セ レ ン に ま で還

元 す る高 い 能 力 を持つ 。これ を利用 した セ レ ン 含有排 水の セ レ ン 除去 ・回

収技術 は 、従来 法に 比較 して 低コ ス ト、省エ ネル ギ
ー

の 画期的な技術 とな

る と期 待 され る 。SF−1株は嫌 気呼吸に よ って セ レ ン 酸 を亜 セ レ ン 酸 に還元
す る 事 が 示 唆さ れ て い る が 、そ の 詳細 は明らかに な っ て い ない 。SF．1株の

セ レ ン酸 還 元 の 仕組み を 明ら か に し、よ り高効率 なセ レ ン 除去 ・回収技術
の 確 立に 役 立 て る こ とを 目的 と して 、セ レ ン 酸還元 に 関す る遺伝子 の 単離・
解析 を行 っ た 。
【実験方法 ・結 果 】

SF−1株ゲ ノム へ の トラン ス ポ ゾン TnP16 の ラン ダム な挿入 に より、セ レ ン

酸還 元 能 欠 損 変 異 株 を得た。この 変異株の Tn9 ／6 挿入部 位近 傍の DN へ配 列

を決定 した と こ ろ、molybd 〔｝pterin　oxidoreductasc 、及びGGI ）EF ドメ イン

と相同 性の 高い 配 列 を 見 出 した。これ ら の 配列か ら genomc 　walking を行
い 、前者 は 3 つ のORF （mpon βC）、後者は 2 つ の ORF （dcpA，窩麗 τ〕 がそ

れぞれオペ ロ ン を形成 して い る こ とが 示唆 さ れた 。こ れ らをセ レ ン 酸還元

能を持たない 大腸 菌変異株に 導 入 した と ころ、mPoABC を導 入した 株 はセ

レ ン 酸還元 形質 を示 した が 、dt，f」A，　mutT を導人 した 株 は 変化が なか った。
こ の こ とか ら 吻 祕 BC は セ レ ン 酸還 元 酵 素遺伝 子で ある と考え られ る．ま

たdcPA，　mutT の 機能に 関 して は 脱 在 検討中で ある 。

（目的） シ ア ノバ ク テ リアS）
’net／hococcus’elongatus 　PCC 　7942は 光独立栄養条

件下 で の物質
．
生産 に 有用 な宿 主で ある。しか し、環境条件に 依存 したPCC

7942 の 全遺伝子 の ブ 囗 モ ー
タ
ー

強度の 定量解 折はほ とん ど行われてい な
い 。こ の研究 で はプロ モ ータ ー

強度測定用のベ ク ターを作成 し、各種配列

を ク ロ ー
ン 化 して 定量化 を行 うこ とを目的 とした．

（方法）ホ タル の ル シフ ェ ラ
ーゼ （luO遺伝子はプ ロ メガ社 のpSP−luc＋NF よ

りBgllI−Xhol 断片 として 取 り出した。シ ャ トル ペ ク タ
ー

としてpUGSO3 の

Sad −Xhol 部位 間に リン カ ー
を付加 し、　 SD 配列 をもつ 1uc遺伝子 を連結

．
し

て、プ ロ モ ータ ー
検索 ベ ク タ ー・

pLUCI を作成 した。　luc遺伝子一ヒ流側のSl’fi
部位に各種平滑化DNA を連結 して 大腸菌MOSblue を形質転換 した。ルシ

フ ェラ ーゼ活性測定 はFlu（，r〔，skan 　As ⊂ ent 　FL を用 い て行 っ た。
（結果） ラ ン ダム DNA と して超音波処理 したP 〔：C 　7942　GRPS1 株の 染色体

DNA ｛
− 200　bp） をKlenow処理 し、　 pLUCI をベ クタ

ー一
としてク ロ

ー
ン バ

ン ク を作成 した 。対照 と して 、シ ア ノバ クテ リアの psbAIフ ロ モー一ター、大

腸菌 la匸Zプ ロ モ ー一タ ーを 正方 向に連結 し た pLVC ］．−psbAI、　 pLUCI ．lacZを
作成 した 。これ ら を用 い てGRpS 蘇 を形質転 換し た結 果、様 々 なル シ フ ェ

ラーゼ活性 を示 す ク ロ ーン が 得られ 、現 在、高発現ク ロ ーン の 解析を行っ
てい る。
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