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3P−213t　　 放線菌 Rhodococcus 　e ・），throp ・ lisに お け る メ タ

　　　　　　　ノ
ー

ル 誘 導 型プ ロ モ ーター
の 解析
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3P−2132　　 バ イ オ マ ス を原料 と し た XanthophPtllomyces
　　　　　　　dendrorhous に よ るキ シ リ ト

ー
ル ・

ア ス タ キ サ

　　　　　　　ンチ ン の 同時 発酵生 産
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【目的 ・背 景 】

Rhodveoeeus属放 線菌は ，有 機溶媒耐性 能や 多様 な触 媒能を示 す微生 物で あ

る．これ よ り，本菌 は多 目的用 途 に利用 可能 な次世 代宿 ギ として 期待され

る菌で あ る．現在 まで 水溶性物質 を対象 と した微生 物変換例は 多数実用化

に 至 っ て い るが、水 に 難溶性物質 を対象 と した 変換 例は 実用化に 至 って は

い ない ．そ こ で ．有機溶媒へ 水 に難溶性物 質を 溶か した 後 培養液へ 添加

して 反応系へ 導 く手法 を確立 す る た め，本菌 に お け る 有機溶媒 応 答 タ ン パ

ク 質や 遺伝子の 解析が 重 要で あ る．
【方法

・
結果 】

Rhodococcus　ev’throPoitsに お い て 、培 養液へ の メ タ ノ
ー

ル 添加 に よ り、イソ ク

エ ン酸 リア
ー

ゼ （ICL）が発 現誘導 され る ことがわ か った．こ の 発現 機購 を

理 解す る ため ，ic1上流域（3DObp ）を用い プ ロ モ
ー

タ
ー

活性測定 を 行った ．
そ の結果，メ タノ

ー
ル によ る発現 誘導は ，icl．L流 200bp以上 の 領域が 必 要

で あり、100bp まで 短 くす る と誘導 剤の 有無に か か わ らず構成 型プ ロ モ ー
タ
ー

と して 機 能す る こ と が 示 された ．この 構成 型 プ ロ モ
ーターは ，メ ダ

ノ
ー

ル 依存的 な遺伝子 発現 よ り 更に 強力な 転写活性を示 した．この 発現機

構 を更に 解析した 結 果，icl上流300bpに は 53kDaの タ ンパ ク 質が結合 し，
それ は Coワnebactstiuntma 細菌の 転写因子 RamB と 高い 相 同性 を示 した．そ し

て ，更な る 解析の 結果，reRamB の 結合部位 は cgRamB のそれ とは多少異

な って い る こ と が示 唆 され た．また，ranB 欠損株は メ タ ノ
ー一

ル に よ り ICI．
が 発現誘導 され なか った こ とか ら，RamB は メ タ ノ ー

ル に よ るICLの 発現

誘導 に 必須で あ る こ とが 示唆 された ．
Analysis 　efmethanol −inducible　promoter 　in　the 　Actinomycete ，
Rhodococcus 　erythropolis
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【目的 】 リグノ セ ル ロ
ー

ス 系バ イオ マ ス は、加水 分解 に よ りグル コ
ー

ス
・
キ シ ロ

ー
ス を含む 発酵 性 の糖類を生 じる 。一方、酵母Xanthept“tion）

’ces
dgndrorhou，g は 、グ ル コ

ー
ス 及び キ シ ロ

ー
ス か ら それ ぞれ キ シ リ ト

ー
ル 及び

ア ス タ キ サ ン チ ン の 生産能 を 有す る 。こ の た め 本酵 母を 用 い る こ と に よ

り 、バ イオ マ ス 加 水分解物か ら1バ ッ チ で 効率 的に キ シ リ トール と ア ス タ

キ サ ン チ ン を 同時生 産する バ イオ プ ロ セ ス の構築が tt／reと 考え られ る。本

研 究 で は 、酵 母Xdendrvrhousを 用 い た キ シ リ トール ・アス タ キ サ ン チ ン の

同 時発酵に っ い て基礎 的検 討を行 っ た。
【実験 方法及 び結果】バ イ オ マ ス と して コ

ー
ン コ ブを用 い た。コ

ー
ン コ プ

の 加水分解 は、コ
ー

ン コ プ42g に 75 ％ 硫酸 を60 　g加 え50℃ で 30　min 反 応

させ た 後、蒸留水を添加 し硫酸濃度を 30 ％ と し85℃で 60min 反応 させた 。
その 結果、グ ’レ コ ース 濃度 45．7gL 及 び キ シ ロ ース 濃度44．6　 g／L を 含む 加

水 分解液が得られた 。次 に 、同 量 の グ ル コ ー
ス 及び キ シ ロ ー

ス 濃度を 含む

YPM 培 地 を用 い た キ シ リ トール ・ア ス タ キ サ ン チ ン の 同 時発酵に つ い て

検 討を行 った．5L ジ ャ
ー

フ ァ
ーメ ン タ ーを用 い、25 ℃、　 pH 　5．0、好気条

件 下で 培 養を行 った とこ ろ 、ア ス タ キ サ ン チ ン 及びキ シ リ トール 生産が

行われ た。そ の結 果、最 大 ア ス タ キサ ン チ ン 生産 量及 び最 大キ シ リ トー
ル 濃度 はそれぞれ3．99mg 及び9．18 　g〆L に なった。こ れ ら の こ とか ら、　 X

dendrorhou．r を用 い た キ シ リ トール ・ア ス タ キ サ ン チ ン の 同時発 酵が 司
．
能で

ある こ とが 明 らか に な ＝た 。
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3P−2133　　 マ ン ガン ペ ル オ キシ ダーゼ生 産 にお け る遺 伝子

　　　　　　　発現 及び 細胞 外 タ ン パ ク 質の 解析

　　　　　　○藤原 伸哉
1，纐纈 由香菜

2，櫻井 明彦
Z，畑下 昌範

3

　　　　　　 （
】

福 井大
・産学官，2福井大院・工 ・生応化，3 若狭湾 エ ネ研）

【目的】　 白色腐 朽菌が 分泌す る リ グ ニ ン 分解 酵素 は、有害 物質処 理 へ の

応 用が 期待さ れ て い る。そ の た め 、大 量 生 産 に 向 け た様 々 な検 討 が 行 わ れ

て い る が 、その 生 産 を 調 節 す る メ カ ニ ズ ムが ほ とん ど 解 明 され て い な い こ

と が 障壁 の
．一．

っ と な o て い る。そ こで 本 研 究で は 、白色腐朽菌L−25 株に よ

る マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダーゼ （MnP ）生産 へ の マ ン ガ ンや ア ミ ノ酸 の影 響

を 遺 伝 子 の 転写 と細 胞 外タ ンパ ク質 の発現 に よ り解析 した。
【方法 及 び結果】 MnP 生産 は、　 Potato　Dextrose 　Br 〔，thを基本とす る培地を

用 い た 振蠱培養法 （30
°

C，150rpm ）に よ り行った。　 MnP 遺伝子 の 発現は

rea 且
一time　RT −PCR 法 に よ り解析 し た。ジ ル コ ニ ア ビーズ を 用い た菌 体破砕

に よ り回収 した RNA は 、市販 の キ ッ トに よ り逆転 写 した 。　 MnP 遺伝 子の

増幅に は 、Bierkandera　sp．の versatile 　peroxiClase （accession 　llo．　AYZI7015 ）

の 配列 を 基 に作製 した プラ イ マ
ーを用 い た。解析 の結果、マ ン ガ ン O．05〜

0．15mM の添 加に より、　 MnP 遺伝 子の 転写量が 約1．5倍 に増加 し、　 MnP 生

産が転写 レベ ル で 誘導 され るこ とが 明らか とな っ た．　 ．
方、MnP 生産を阻

害す るア ミノ 酸の
一

つ で あるフ ェニ ル ア ラ ニ ン lg 〆Lの添 加では、　MnP 遺

伝子の 転写が阻害 された。二 次元電気泳動法 に よる細胞外 y ン パ ク質の解

析では、マ ン ガン の添加、非添加 で異 なる泳動パ タ
ー

ン が 得ら れ、幾っ か

の タン パ ク質 の発現が 異な る こ と が 明らか と な った。その た め 、これ らの

タン パ ク質が MnP 生産 の調節 に関与 して い る可 能性が 予 想 され る。
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　　　　　　　町田 雅之
u5，0小池 英明

1．L5 ，喜久里 育
．
也
乙．15 ，照屋 盛実

／s’／5，
　　　　　　　鼠尾 まい 子

’1，15，佐藤 友紀
跏 ，塚原 正俊

4．L5，藤森
一

浩
L15，

　　　　　　　三輪 友希乃
4，15，矢野 修

一4’li
，今田 有 美

4．ls
，和地 陽 二

2’15
，

　　　　　　　神野 浩 二
5，堀川 博 司

5，細山 哲
「’、河原林 裕

Lユ5，山田 修
6，

　　　　　　　坂本 和俊
6，本田 裕樹

T

，服部 貴 澄
T

　　　　　　 （
1
産 総研生 物 プロ セ ス ，

2
沖縄 科 学技術 振興セ ン タ

ー，
：

沖

　　　　　　　縄 県工業技 術セ ン タ
ー，4 トロ ピカル テ ク ノセ ン タ ー，5 製

　　　　　　　品評 価技術基盤機構 ，G 酒類総 研 」早稲 出大 学理 工 学術院 ，
　　　　　　　

E
金 沢工 大 ，！ アサ ヒ ビール ，ID 東 京大学 大学 院情報 生命科

　　　　　　　学 ，n 東京大 学大学 院新領域創成科学 ，L2 東 北大大学 院農

　　　　　　　学研 究科 ，B 口本醸造協会 ，14 近畿大 ，15 沖縄 先端 バ イオ）

黒麹菌 （Aspergillus　awam 。ri） は 、沖縄 の泡 盛醸 造 に利用 さ れ る代表 的
な産業微 生物 で ある。この 高い 物質生 産能 力は、近縁 の 麹菌 も含め 重要

な特徴 の
．
つ で あり、今後 多様 な有用 物質 の生 産 と して 応用 で き る。A ．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

awamori 　NBRC 　4314 （RIB2604 ）の ゲ ノ ム 塩基 配列 （全長34．7　Mb ） は、
NITE で Sanger法 に よ り決定 した。また 沖縄県 の先端 バ イオ

・プ ロ ジェク

トに よ り、次世代 型シ
ーク エ ン サ ーを 用い て 、複数の A、awamo 巨お よ びA ．

oryzae の ゲ ノ ムを 解析した 。これ らの ゲ ノ ム 情報 を、比較解析 の 結果、種

に よ って保 有する 遺伝 子 や 変異が導入 され る部位 に大 き な違い が み ら れ、
微生物株 の性質 を決定す る要 因 の解 明 に つ なが る と期待され る。
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