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2BpO6　 メ タ ノ
ー

ル を 原料 と した 共重合 ポ リ ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン

　　　　　 酸生 合成の た め の 代謝改変

　　 　　 　 ○ 折 田 和 泉 ，西川 浩太 ，中村 聡，福居 俊 昭

　　 　　 　　 （東工 大 院 ・生 命埋 工 ・生 物 プ ロ セ ス ）

　　 　　 　　 tfukui＠bie．titech ．ac．jp

2BpO7　 補充経路改変 に よ る Ratstonia　eutropha ポ リ ヒ ドロ キ シ ア

　　　　　 ル カ ン 酸生 合成能 へ の 影響

　　　　　 Q 清水 理 恵，折田 和泉，中村 聡，福居 俊昭

　　 　 　　 　 〔東工 大 院 ・生 命理 工 ・生 物 プ ロ セ ス ！

　　 　 　　 　 tfUkui ＠bio．ti匸ech ．ac．jp

［目的］ポ リ ヒ ドロ キ シア ル カ ン 酸 〔PHA 〕 は微生 物が 菌体内 に蓄積す る ポ リエ

ス テ ル で あ り、生 分解 性 プ ラ ス チ ッ ク と して の 実用 化が 期待 され て い る 。
Methylebaeterium 　extorcluen “　AM1 は 代表的 なメ チ 卩 トロ

ー
フ で あ り、メ タ ノ

ー
ル

を単．一炭素源 と して 、最 も
一
般 的な PHA で ある ポ リ （3・ヒ ドロ キシ ブ タ ン 酸）

［P（3HB ）1ホモ ポ リマ
ー

を生 合成す る 。しか し、　 P （3HB ）は 固 くて 脆 い 性質 を有す

る こ と か ら物性の 向上 が 必要 で ある。また 、本 菌の P（3HB ）蓄積率 は Rarstonia

eutro ρha な どの PHA 生 産菌 と比 較 して 著 し く低 い 。そこ で 本研 究で は．メ タ ノ
ー

ル を 原料に して 物性が 改善 され た共重合PHA を 高効率生 産す る菌株 の 構 築を目

的 と して 、本菌の 代謝改変 を行った。
［方法と結果 ］PHA 合成酵素 遺伝子 を広基 質特異性酵 素をコ

ー
ドす る 外来遺伝子

に置換した 組換え株 （AMICAc 株〕 は、第ニ モ ノ マ
ー

ユ ニ ッ トと して 3一ヒ ドロ

キ シ ヘ キサ ン 酸 〔3HHx 〕 を低分率なが ら含む 共重合 PHA をメ タ ノ
ー

ル から生

合成 し、かつ 野生株 に 比べ て PHA 蓄積率が向．として い た 。　PHA 蓄積 率の さらな

る向．E を目的 と して 、本菌が コ
ー

ドする 3 つ の PHA 分解酵素遺伝子 を単独、：

重、三 重 で 破壊 した とこ ろ 、予想 に反 して い ずれの 破壊株 につ い て もPHA 蓄積

率に 変化 は認め られ なか っ た。また、3Hhx 分率の 向上の ため に、3HHx −CoA 生

合成 に 関わる と推定 される 酵素遺伝 子 を発現 した株を作製 した結果、AMICA 。
株 と比較 して メ タ ノ

ー
ル で の 生 育速度は低下 した もの の 3一ヒ ドロ キ シ ヘ キ サ ン

酸分率が L5倍程度 向上 した株 を取得 した。

【目的】微生 物が エ ネル ギ ー
貯蔵物質 と して 生 合成する ポ リ ヒ ドロ キ シ ア ル カ ン

酸 （PHA 〕は 生 分解性バ イオ マ ス プ ラ ス チ ッ ク と して の 利用が 期待され て い る。
水素細菌 Ralstenia　eutropha は炭素源 か ら生 成 した ア セ チ ル ーCoA を前 駆体 と し

て ．代表的PHA で ある ポ り（ 
一3一ヒ ドロ キ シブ タ ン 酸）［P（3HB ＞1を効率的 に生 合

成す る こ とで 知 られ て い る。本研究で は R．enttropha に お ける ア セ チ ル ーCoA か ら

P（3HB ）牛 合成への フ ラ ッ ク ス 強化を 目的と し．補充経路 の 改変 に着 目した。
【方法お よび 結果】R、eutropha 　”生 株で ある ｝王16 株の ゲ ノム情報か ら 、補充経路
へ の 関与が 推定 され るボ ス ホ エ ノール ピル ビ ン 酸 カル ボ キ シ ラ

ーゼ 〔Ppc ｝、ホ

ス ホ エ ノ
ー

ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボキ シ キナ
ーゼ （Pck ）．ピル ビ ン 酸カ ル ボ キ シ ラ

ー
ゼ 〔Pyc ）の 各遺伝子破壊株 を作 製し、フ ル ク ト

ー
ス を炭素源 と した窒素源制 限

培地 に おける増殖お よ び P〔3HB ）生合成 につ い て 検詞
．
した。その 結果、　ppcの 破

壊 に よ って PHA 蓄積率が約 25％ 増加 した。一
方 で pρc 破壊株で は本培地 にお け

る増殖速 度が顕著 に低下 して い たが、TCA サ イクル 中 間体の 有機酸や 関連 した

ア ミ ノ 酸の 添 加、お よびプ ラス ミ ドベ ク タ
ー

を用い た〃 σ 発現に よって 増殖 能

が回復 した。興 味深 い こ とに 、ppc 破壊株 で は 、野生株が P〔3HB ）を生合成 しな

い 窒 素源 非制限時に おい て もP（3HB ）を高度に蓄積 した。こ れ らの こ とか ら、フ

ル ク ト
ー

ス 生 育時の R．eutropha にお ける補充経路 に はPp。が主 に機能す る こ と

が示 され、補 充経路 の 遮 断に よ る PHA 生産性 向上の 可能性が示唆 された 。
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【目的】バ イ オ マ ス を原料 と して 微生 物が 生 合成す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ン 酸

〔PHA ）は、生 分解性の 環境低負荷型 プ ラ ス チ ッ ク 素材 とし て有望で ある。　．方
で、物性 の 優 れ た PI・iA 共 重合体の 効率的生 合成や組 成制御 を行 うた め に は PHA

生合成を含め た 代謝の 全体像を把握す る こ とが 必 要 と考えられ る。本研究で は

PHA 生 産菌 Raistonia　eUtropha の メ タボ ロ ーム 解析を行 っ た 。

【方法 お よび 結果1 フ ル ク トース また は オ ク タ ン 酸を炭素源 と して 培養した R．
eZttpopha 　Hl6 株 （野 生 株）の 菌体か ら代謝物を 抽出し、キ ャ ピ ラ リー電気泳動
一3 連四 重極質量分析装置を 用 い た Multiple　Reactions　Monitoring 法 に よ り代謝

物の 分離
・
同定お よ び定量 を行 っ た。そ の 際に tSlコC一標識代謝物抽出液を内部

標準 と した 租対定量 に よ っ て、培養条件に よ る 変化 を評価 した 。そ の 結 果、菌

体フ r −一ズ （増殖期、PHA 蓄積期、定常期〕や 炭素源 （フ ル ク トース 、オ ク タ

ン 酸）に依存 した代謝物濃度の 変化 を 見出 した 。興 味深 い こ とに ．フ ル ク ト
ー

ス を炭素源と した菌体にお い て も中長鎖ヒ ド ロ キ シ ア ル カ ン酸 ユ ニ ッ トの 前駆

体とな る炭素鎖長 6〜S の 脂肪酸 β
一酸化中間 体が 検出 され た。また、実サ ン プル

で は イ オ ン 化抑制 に よ る定 量値 変動 を考慮 しなけれ ばな らな い もの の 、各代謝

物フ ラ グ メ ン トの シ グ ナ ル 強度か ら増 殖期 や PHA 蓄積期の R．　eutropha 菌体内に

お い て 蓄積され る代謝物 プ ール を推 定 した。

【目的】カ ン キ ッ 類は 果樹 と して 世界的に 栽培され る 商業的価値の 高い 植物の
．・

つ で あ り、生産性向上 の た め の 防御物質に関する研究が 行わ れ て い る。カ ン キ

ツ 類か ら単離 され て い る 防御物質の 多くは 、収穫後の 果実へ の 傷害や 病原 菌の

感染に よ り誘導され る物質で あり、レモ ン や グ レープフ ル ー
ツ に お い て はス コ

パ ロ ン や ス コ ポ レチ ン が 誘導され る こ とが 知られ て い る 。しか し、果 実以 外の

部位や 日本在来種か ら単離され た防御物質に 関す る報告 は少 ない の が現状で あ

る 。 そ の た め、本研究で は 日本在来種で ある ハ ッ サ ク を対象とし、傷害 を受 け

た葉に お い て誘導され る 物 質の 検出お よび同定 を試み た．
【方法と結果 15mm 角に

．
切断 した ハ ッ サ ク葉 を蒸留水 に 浸 して 72 時間静置 し、

傷害処理 葉 とし た。対照 として 、切断せ ず に 72 時間静置 した 葉を用 い た 。得 ら

れた 植物材料 に メ タ ノ
ー

ル を加 えて 抽 出した もの を粗抽 出液 と して HI｝LC 分析

に供 した。その 結果、傷害処理葉で は未処理葉 に見 られ ない ピーク が認 め られ

た た め 、粗抽出液 を順相 オープ ン カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ n 一に よ り20 画分 に分　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
画後、逆相 分取 HPLC に よ り誘導 ピーク を含む 画分か ら化合物 を単

・
の ピ ーク

に なる まで 精製 した。精製 され た 2 種の 化合物 の 内、1つ は hesper巳tin で ある こ

とが 明 らか とな り、もう
一

つ は対称構造 を持つ フ ェノ リ クス であ る こ と が示 唆

された 。現 在、構造解析 を 詳細 に進 め て お IV　，こ の 結果 も併せ て 報 告す る。
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