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2GpOl 組 換え大腸菌 に よる イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル 生産の培 養
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【目的】近年 の不 安定 な原油 価格、CO2 排出景 削減の 観点な どか らバ イ オア

ル コ
ー

ル生産 に注 目が 集 ま っ て い る，バ イ オ アル コ
ール と して は 、現在の

とこ ろ エタ ノ
ー

ル が 広 く利 用 され てい るが 、エ タ ノール よ リ エ ネル ギ
ー

密

度 が高 く、吸水性 も少 な い 等 の利 点 か ら、よ り長 い 鎖長 を有する ア ル コ
ー．一

ル 生 産の 研究 が行 われ て い る
1）。特 に、イ ソプ ロ パ ノール は、エ タノ

ー
ル

よ り
一

っ 炭 素原子 が 多 い 2級 アル コ
ール で 、容易 にプ ロ ピ レ ン に 変換可能

で ある こ とか ら、バ ．イオ ブ ラ ス チ ッ ク材料 と して 有望で あ る 。イ ソプ ロ パ

ノ
ー

ル は Cto∫t’tidium 属細菌 に よ っ て生産 されて い る が、生産量は十分 で は

な い v我 々 は 、大腸 菌 が、Ciostt
．
濾 襯 属細菌 と比較 し、増殖速度が 速 く、遺

伝 子 組換 え も しや すい た め、よ り有望なホ ス トと考え、α O」厩 謝 侃 属細菌

の イ ソ プ ロ パ ノ ール生産 関連遺伝 丁
一
を導入 した組換え大腸菌を作成 し、．イ

ソ プ ロ バ ノ ール生 産 に成功 し てい る
U）。本研究で は、こ の 大腸菌 を用 い て

イ ソ プ ロ パ ノ ール 生産 を向上 させ る た めの 、培養条件の 検討を 試み た 。
【結果お よび 考察】組換え大腸菌 に よる イソ プロ パ ノ

ー
ル生 産に お い て は、

培養
1†・に グ ル コ

ー
ス の 枯渇お よびpH の 著しい 低下が 見られ 、そ れ らに 伴 い

イ ソ プ ロ パ ノ ール の 槭少 が観察 された。そ こ で、グル コ
ー

ス の添加 と pH 調

整 を逐 次に行 う培養実験 を行った。その 結果、従来の 結果 よ り、大 幅な 生

産 向上 に成功 した。

1〕S、A 〔sumi ，　T 　Hanai，．i．（：，　Liao，　tMature ，451，7174，86−89 （2DO8）
2）T 日 anai，　S．　Atsumi，J．C、　Liao，　Appl．凸 ε癬 硯 ．、vicrobiot．，73，24，7814−
78！8 （2007）
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【目的】広葉樹や草本系バ イオマ ス 糖化 液に 多 く含まれ る キ シ ロ
ー

ス の 発酵

性 を酵 母に 賦与 する 分 子育種の 研究が 世界的 に進 め られ て い るが 、キ シ

ロ
ー

ス か らの エ タ ノ
ー

ル 発酵効率が 低い こ となど か ら 実用 化 に は至 っ て い

ない 。こ れを解消する ため に 、既に酵 素工 学的 手 法 に よ りNAD
↓
要 求 性 か

らNADP ＋
要求性 へ 補 酵素特 異性を 変喚 した キ シ リ ト

ー
ル脱水 素酵素 〔改変

型 XDH ）が 開発 され て い る。さ ら に、複数の 実 用酵 母株 の中 か ら、キ シ

ロ
ー

ス の 中間 代謝 物キ シ ル ロ
ー

ス か ら優れ た エ タ ノ
ー

ル 発酵 性 を示 す凝 集

性酵母 IR−2株 を選定 して い る。今回 は、改 変型XDH を 含む
一
連 の キ シ ロ

ー・
ス 代謝 系遺伝子群 を IR−2株に 導 入 す る こ とで 、キ シ ロ ース か らの エ タ ノ ー
ル 生産 効 率 を 向 上 さ せ る こ と を 目的 とす る。
【方法 及 び結 果】Pichia　stiPittsde 来の キ シ ロ ース 還 元酵素 （XR 〕 及び 改 変型

XDH の 遺 伝 子 に加 えて 、内 在 性 の キシ ル ロ キ ナ ーゼ （XK ）遺伝子 を構成

的 に 発 現 させ るカ セ ッ トを IR−2株の 染色体 に 導入 した ．キ シ ロ
ースか ら の

エ タ ノール 生 産性 に 関 して、野生 型XDH 遺伝子 を 導入 した コ ン トロ
ー

ル 株

と比較 した と ころ 、この 組み 換 え酵母は キ シ ロ
…ス発酵速度が 顕著に 速 く、

エ タ ノ…ル 生 産 効 率が 増加 した 。ま た 本組 み換 え 酵母 は、グ ル コ
ー

ス 存在

下 で もキ シ ロ
ース を 発酵で きる 六 炭糖

・五 炭糖 同時発酵酵母 で あ っ た。さ

らに 木 質 糖化 液か ら の エ タ ノ ール 発酵特性 に つ い て も併せ て 解析 した の

で 、これ らの 結果を もとに 、キシ ロ
ー

ス か らの 効果的 なエ タ ノ
ー

ル 生産法

に っ い て 考察する。
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【目的】セル ロ ー一ス 塘化発酵菌 の 育 種を 目的 と して 、新規 エ タ ノール 発酵細

菌と して単離 した z．vntobacterpat7nae へ の セ ル ロ
ース 部分分解物で あ る セ ロ

オ リゴ糖 ・糖化発酵性の 付 与 を検 討 して い る。これ ま で に 、ル ーメ ン 細 菌

由来 の β
一グル コ シダーゼ （BGL ）遣 伝 子 を Z）

／momo ・nas ・mobitts 由来の 強力なプ

ロ モ ータ ー遺伝子 （Pgaψ）の制 御 下 で 発現 さ せ る こ とで セ ロ オ リゴ糖 か らの

糖化 発酵性 を報 告 して い る。今 回 は、セ ロ オ リゴ 糖か らの 安定 した糖化 発

酵性 を 可 能とす るた め に、PgaP−bgttu合 遺 伝 子   bgりの Zb．μ 伽 仰 の 染色体
DNA へ の組み 込 み を 検討 した 。
【方法 と結果1砂g樋 伝子 の Zb．　tJfltmae内で の 発 現 の 安定化 を図 るた め に 、シ

ン グル ク ロ ス オーバ ー相 同組 み 換 えに よる 染 色 体 DNA へ の 組み込 みを 検

討 した。その た め に 、Zb．　iMt・Mae の染 色体 DNA 上 に 配座 す る α一グ ル コ シ ダ ー
ゼ 〔AGL ）遺伝子 を ターゲ ッ トと した 。プラ ス ミドpUCII8 に 挿入 した agt 遺

伝子 の 中央 にgbglを挿入 し、　pU 〔ll　l8−agt ＝gbglを構築 した 。この プラ ス ミ ド

をZb．　t）rtimae に 導入 L 染色体 DNA へ の組 み込 み を行 っ た 。妙g嶝 伝 子を 染

色体 DNA に 組み 込んだZb．pα伽 α糾ま、セ ロ ビ オース を 炭 素 源 と した速 や か

な生育 を示 した。そこ で 、プ ラス ミ ドを介 して gbgt遺 伝 子 を導人 した Zb．
PattttaeとBGL 活性、セ ロ ビオース で の 生育の 安定 性 、セ ロ ビオ ース か らの

エ タ ノ ー
ル 発酵性 に つ い て 比 較 した 。

【目的】z
）
，mobacterPattnae は広 い 糖 資化 ス ベ ク トル を示 す新規な エ タ ノ ール

発酵細 菌で あ り、未利 用 リグ ノ セ ル ロ ース 系バ イオマ ス か らの バ イ オ エ タ

ノ
…

ル 生産 へ の利 用が期待 されて い る 。こ れ まで に 、Zb．　Pattnrtt／ へ の セル

ロ
ー

ス 糖化発酵性付与 を最終 目標 として、細 菌由来の β
一グル コ シ ダーゼ遺

伝 子を導人する こ とに ke セ ル ロ ース 部分 分解物で ある セ ロ オ リゴ糖の糖
化 発酵 性付与に 成功 して い る 。その 過程で 、Zb、　Pa・tltta・e がエ ン ドグル カ ナー
ゼ 〔EG ）を菌 体外 に 分泌 生産 する こ とを見出 し、その酵素化学的性質を報
告 した。今回は、Zb．　Pabnr：eが分泌生産する EG 遺 伝子 の クロ ーニ ン グと大

腸 菌内で の 発現を検討 した。
【方法 と結果】EG 遺伝子をク ロ

ー
ニ ン グする ために 、　Zb．汐α如 α8 の培養液か

ら酵素を精製 して 、その N 末端 ア ミ ノ 酸配列 を20残基決定 した。決定 した

ア ミノ 酸配列を、独 自に 解 読 した Zb．　Palmaeの ゲノ ム DNA 塩基配列 データ

に BLAST 検索す る こ と に よ り765　base か らなる ORF を 見出 した。そ こ で 、
Zb、　Pal”t．ae の ゲ ノム DNA をテ ン プ レ

ー
トして PGR に より約〔〕．8・kbsの 断 片を

大 腸菌 内に ク ロ
ーニ ン グ した ．大腸菌形質転換株 はO．5％ 水溶性 セ ル ロ

ー
ス

（GMG ）を重層 した寒天培地 ヒで G〔mgo −Red 染色法に よりハ ロ
ー

を形成 し、
EG 活性 を確認す る こ とが で きた 。次に 、大腸菌内で 発現 した組 換えEG を

精製 して そ の 酵素化学 的性質 を解析し た結果、Zb、　Palmae由来 の EG の 性質

と一致 して お り、ク ロ
ー

ン 化 した 遺伝
．
予が EG で ある こ とが 明らか に な っ

た。現 在は 、セ ル フ ク ロ
ー

ニ ン グ に よ る EG 活性 の 強化 を検討 してい る．
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