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3P−1121 大腸 菌 の 染 色体 DNA へ の 目的 遺伝子 の 挿入 と

代 謝 工 学 へ の 応 用

○駒 大輔 ，山 中 勇人 ，森 芳 邦彦 ，大 本 貴 i：，酒 井 清 文

（大阪市 工 研）

【背 景お よ び 目的 】 大腸菌 で 目的遺伝 子を発現 させ る蛎 合 に は、ブ ラ ス

ミ ドベ ク タ ーが よ く利 用 され るe しか しなが ら、プ ラ ス ミ ド （特 に 高 コ

ピー） は宿主株 の代 謝に 異常な負荷をか ける た め に 、代謝工 学へ の 利用 に

は適 さない と言われ て い る c

−・
方、目的遺伝 ｝の 染色 体DNA へ の 挿入 は、

宿主 株 の 代謝へ の 負荷を 低減す る。加 え て 、プ ラ ス ミ ド保 持 の た め の 薬 剤

等 も必 要 とせ ず、導 入 した 遺 伝 子 が安 定 して 発 現 す る こ とが 期 待 され る．
そ こで ス テ ッ プ ワ イ ズ に 目的 遺伝 子を 大 腸 菌染色 体DNA に導 入す るた め の

手 法 を開 発 し、代謝 工 学 へ の応用 を試み た．

【方法 および結 果1FRT −Km −FRT フ ラ グメ ン トを導入 したpET21 また は

pETDuet ベ ク タ
ー

を構蘂 した 。次 に 、作製 した ベ ク タ
ー

に 染色体DNA に 挿

入す る ため の 目的遺 伝于を導入 した 。PCR で FRT −Km −FRT と その F流 に

配 した目的遺伝子 を増幅 し、Red　rec 。 mbinase とFlippuseを用 いて 、大 腸菌

染 色体DNA の 狙った 位置 に マ
ーカーレ ス で 目的遺伝 子を 挿 入 する こ と に

成功 した 〔T7 発現系）．染色体DNA に挿入 した 場 合で は 目的遺 伝 子 は 1 コ

ピ ーしか な い に もか か わ らず 、pET ベ ク タ ー〔20−40 コ ピー） を 用 い た 場

合 の 25−50％の 発現 量 で あ った c 次 に 、代 謝 匸学 へ の 応用 と して 、フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン、チ ロ シ ン、チ ラ ミ ンな どの 芳 香族 化合 物を ダ
ー

ゲ ッ F と し、
上 記 手 法 を用 いて 複数個 の遺伝子 を染 色体DNA に挿入 した。結果、　 pET ベ

ク タ
ー

を用 い た場 合と 比 較 して 、各 化 合物 の 生 産量は2−6倍 に 向上 した。
そ の 要囚の ひ とっ と して 、グ ル コース の 代謝や 菌株 の 生育が 関与 して い る

よ う で あ
．った 。
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3P−1122 枯草菌の 抗酸化酵素多重遺伝子 破壊株に お け る

細胞 内 代謝系 の 酸 化損 傷 の 解 析
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【目的】 多 くの 生物 は活性 酸素 か ら自らの 細胞 を保護す るため、染 色体

Eに は機 能 の重 複す る複数 の 遺伝 子 セ ッ トを もち、それ ら に コ
ード ざれ

た 抗酸化酵素群 に よ り厳重 に 防御 されて い る。我 々 は枯 草菌に おい て ス
ー

パ ーオ キ シ ドア ニ オ ン 、過 酸化水 素、有 機ペ ル オ キ シ ド等の 活性酸 素種

（ROS ） に対 す る防 御 因 子 を コ ードす る 遺伝 子群 の 組合せ の 多重 遺伝子破

壊株 を 構築 して お り、これ まで に熱 や 種 々 の薬 剤 に 対 す る 感 受 性 化 お よび

耐 性化現象 を見 出 して い る。こ れら の株 を酸化 ス ト レス 高感受性 セ ンサ
ー

細胞と して 用い 、細胞内代謝系 にお ける 酸化損傷箇所の特 定を 試み た 。
【方法 と結果】 ス

ーパ ー1一キ シ ドデ ィ ス ム タ
ーゼ （SOD ）群、カ タ ラ

ーゼ

（CAT 〕 群、有機 ペ ル オ キ シ ド耐性化因 子 （ORG ）群 の それぞ れの 多重

遺伝 了岐壊株 とそれ らの 組み 合わせ た多 重遺 伝子 破壊株を用い て 最少培地

に て 培養 した と ころ 、SOD 群 よ りもORG 群 の 欠損で 著 しく増殖が 阻害 され

た 。また 、SOD 　CAT 　ORG 群 の 多 重 遣 伝破腰は 最少培地 で 増殖不可 能 と な

り、非 必 須 遺 伝 子 の 必 須 遺 伝 子 化現 象が 見 山 され た 。こ の 現 象は マ ン ガ ン

の 添 加 で は 相 補 で き なか った が 、カ ザ ミノ酸 の添 加 によ り増殖能が 回 復 し

た 。各 ア ミ ノ酸 の含有培 地 を用 い て調 査 した 結果 、ア ミ ノ酸 生 合 成 系 の 中

の 酸化高感受性 因子 は、メ チ オ ニ ン合成 系お よ び グ ル タ ミ ン 酸 族 の 生 合 成

系で あ る 自」
．
能性力 示 唆さ れた 。
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3P−1123　　 ア ミ ノ 酸生 産菌 に お ける 好 気 的代 謝 経路 の 使 い

　　　　　　　分 け の GFP モ ニ タ リン グ
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3P・1124　 　 Effect　of 　phosphate 　1重mitation 　and 　phoB 　gene
　　 　　　　　 knockout 　 on 　the　 metabolism 　in　Escherichia
　　 　　　　　 coli
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好 気 的 代 謝 経 路の 中心 で 働 く呼 吸 鎖 は 、微生 物で は 高 等動物 と は 異な

り、生物種や 生育環境 に よ って 多様で あ る。ア ミ ノ 酸生 産菌Co
ワ
祕 α‘嬬 襯

gtutamisnmの 呼吸鎖 も大き く異 なる二 っ の 電子伝達経 路を持 っ 。メ ナ キ ノ ン

下流 よりシ トク ロ ム b“re合体 （ecr）とafls型 シ トク ロ ム 酸 化 酵素 （cta）の 経路

と bd型キ ノ
ー

ル 酸 化酵素 （t）diの 2 つ の 経路 に 分 1岐 して い る。こ れ ら 2 っ の

電子伝達経路は酸素分圧に ）L，答 し切 り替わ るが 、その調節機 構に 関す る 知

見は 乏 しい 。そ こ で 我 々 は 各遺伝 了の ．L流約400 　bpとEGFP をプ ラ ス ミ ド

p＞K6E で っ な い だ レポ ータ ー
ア ッ セ イ株を 構築 し、分岐 呼 吸 鎖酵素群 の

プ ロ モ
ー一ダー一活 性を 様 々 な 増 殖 段 階 ・培 養 条 件 で リア ル タ イ ム に解 析 して

き た 。
今同 、培 養 条 件 と して 、酸 素 供給 条件 と共 に 、炭素 源な どの 栄養条件 も

様 々 に 変え て 、呼吸鎖の 発現調節を モ ニ タ リン グ した．グル コ
ー

ス 、安息

香酸 を炭素源 に した 場 合、gcr、　 ctaD 、卯 の プ ロ モ
ー・y −一活性が 定常期 後半

に か けて 低下 した 一
方、酢酸で は増加 し、L一乳酸 で は 各増殖段 階で 差は 見

られな か ．．た 。こ の 結果よ り、分岐呼吸 鎖の 発現 調 節は炭素源 の 違い に よ

り大き く影響を 受ける こ とが 明 らか と な った 。次 に cta の 基質酸化都位 お よ

び 還 元 反応を 触媒す る複核中心 に位置す る銅 を添加 した条件 でモ ニ タ リン

グ した。硫酸銅 をO．Ol−D．001 ％ （w ／v ）添加す ると、定常期前半で ctaの プ ロ

モ ーター活性が コ ン トロ
ー

ル と比較 して 1．49・−1．99倍 と顕著 な増加 が見 ら

れた。こ の 結果か ら、銅添加 に よりcta の 発現が誘導 され るこ とが 示唆され

た。
GFP − monitoring 　 of 　switching 　between 　aerobic 　metabolic

pathways 　in　an 　amino −acid 　producing 　bacterillm・

　 OTak：・ihik ・Sugi
｝
，arma ，　Mako し。　A 。

｝
・agi ，Junshj　Sakamoto

　 ！Grad ．　Sch．　ofGomp ．　Sci．，1〈｝・usbulnst ．’1’Ech ．）

［Objactives 亅E．　coli　control9．　 phQsphate （P）metabolism 　through 　Pho　regulon ，
where 　Ph 〔｝R−PhoB 　tw 〔〕

−c 〔」mponent 　system 　plays 　the　central 　role ，　PhoR 　senses

the　environmental 　P 　concentration 　as 　u　sensor 　kinase，　and 　PhoB 　responds 　as

aresponse 　reguLator ．　The 　expressiolls 　of 　the　genes 　under 　thc　control 　Df 　the

PhoR −PhoB 　in　E．　coli 　was 　foulld　to　be 　affected 　by 　the　duration 　ofP −limitation，
which 　mcans 　that　the　role 　Df 伽 e　PhoR −PhoB 　system 　seem 　to　be　complex 　and

highiy　inしerconnected 　with 　otller 　regulatory 　 circults ，　In　tlle　present 　 study ，
we 　investigated　 the　 effect 　of 　P−hmitation　on 　 the　mctabolism 　in　E、coli ，　The
effect 　of 　phoB 　 gene 　knockoliし on 　 the　metabelism 　was 　 also 　investigated．
［Methods　and 　Results］E．coli　BW25113and 　its　phoB 　gene   ockout 　mutant

（JW 〔〕389）were 　used ．　Batch　alld　continu 〔，us 　cultivations 　wcre 　carried 　out

using 　Mg 　syn 匸hetic　nledium ，　whcre 　 P　 concentrations 　were 　changed ．　The
gene 　expressions 　were 　 measured 　 by 　RT −PCR ．　The 　 result 　 indicates 　that

the　gLucose 　up −take　g 巳nes 　such 　as 　ptsH ，　ptsG ，　pfkA 　were 　up −regulatcd 　for

the　wild 　type　under 　P−limitation　as 　cQmpared 　to　P−rich 　condition ．　The 　tktB

and 　 eda 　genes 　were 　up −regulated 　for　the　phoB 　 rnutaTlt 　in　particular　under

P−］imitation，　thus　those　genes 　were 　repressed 　by　phDB 　under 　P−limi亡ation 、
Under　P−rich 　conditiQn ，　arcA 　gene 　exprcssion ⊂，f　phoB 　 mutant 　was 　dowll −
regulated，　 and 　the　TCA 　cycle 　genes 　 wcrc 　up

−
regulated ，　which 　caused 　the

increased　speci　c　CER ．　Under　P−limitation，　arcA 　gene 　expression 　of　phoB
muta 冂 t　incrcased　and 　TCA 　cycle 　genes　were 　down −regulated ．
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