
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

10月24 日G 会場 67

2Gp22　 大腸 菌の カタボ ラ イ ト制御 と発酵 に 関 する モ デ リン グ と

　　　　　 シミ ュ レ
ーシ ョ ン

　　　　　 Q 松 岡 結
1，清水 和幸

1・2

　　　　　　C 九工 大，2 慶応大）

　　　　　　 shhn ＠bio．kyutech．ac．jp

2Gp23　 生 合成 パ ス ウ ェ イ 設 計の た め の 情報解析技術の 開発

　　　　　 Q 荒木 通啓
i，谷 口 岳志

2，宮 奥康平
2

　　　　　　C京都大
・GL 養成 ユ ニ ッ ト，2 三 菱化学科学技術研究セ ン ター）

　　 　　 　 　 arak ＠ ph  ．koto−u 、acjp

バ イオマ ス 由来の 複数の 炭素 源を利用 して 、バ イオエ タ ノール な どの 有用物質

を生産す る場合、大腸菌 の ような微生物 は、い わ ゆるカ タボラ イ ト制 御に よっ
て 、グル コ

ー
ス を最初 に消費 し、グル コ

ー
ス が消 費 された後で 、キシ ロ

ー
ス な

どの 炭素源が利用 され、結果 と して培 養時間が長 くな っ て しまう。こ の ため最

近で は、こ れ ら複数炭素源の 同時消費と効率的な発酵生産が注 目 されて い る。
本研究で は、大腸菌 の 中心代謝経路 の すべ て の 酵素反応モ デ ル を構築 する と同

時に 、カ タボ ラ イ ト制御 に重 要な役割を果たす cAMP −Crp と PTS 〔phosphotrans
−

ferase　system ）との 関係や 、細 胞内の カーボ ン の 流れ を調節 してい るCraな どの 転

写調節 因子に 着目し、遺伝子発現制御に つ い て もモ デ ル 化 を行 っ た。こ の モ デ

ル を用い て 、グル コ
ー

ス とキ シ ロ
ー

ス を炭素 源と した場合 の 野生株大腸菌 の シ

ミ ュレ
ー

シ ョ ン を行 うと 、グル コ
ー

ス 存在下で は 、PEP！PYR の 比が低 く、PTS

の EIIA −P （リン酸化 された EIIA ）の 濃度が低下 し、　 Cya，　cAM 恥 cAMP −Crp の 濃

度 も低 下 し、キ シ ロ
ー

ス はほ と ん ど消 費されない こ とが示 された。グ ル コ
ー

ス

が枯 渇する と、PEP／PYR の 比が高 くなり、EIIA−P の 濃度 が増加 し、　 Cya，　cAMP ，
cAMP −Crp の 濃度が すべ て 増 加 し、キ シ ロ

ー
ス や 酢 酸が消 費 される と同時 に、

FDP の 濃度が減少 して Craが活性化 され、糖新生経路が活性化 される こ とが示

された。また、ptsG遺伝子を欠損させ る と、　 cAMP −Crpの 濃度が培養前半か ら

高くな り、グ ル コ ース とキ シ ロ ースが 同時に消費され るが 、これ らの 糖消費速

度は野 生 株と比べ て 著しく低下す る こ とが示 され、実験結果 をある程度再現で

きた。本 研究で は さらに、嫌気条件で の 発酵経路の モ デ リン グも行った。

大腸菌や酵母な どを用い て 有用物質を 高効率で 生 産 して い くため には 、最初の

手がか りと して 、こ れ まで に 蓄積 され た 網羅的情報 を利用 し、実効性の 高 い 生

合 成パ ス ウ ェイを推定 して い くこ とが必要 となる 。酵素遺伝子
・
化合物 と い っ

たプ レ イヤ
ー

が明示 されて い る既知の 生合 成パ ス ウェイの 場合 に は、宿主微生

物 中で の パ ス ウ ェイ再構築 を 目的 とした、異種 生物間の 遺伝子 ・ゲノ ム 解析 な

らびに 代謝経路解析 が主流 となる 。一方で 、プ レ イヤ ーが 明示的で は ない 全 く

未知の 生合成パ ス ウ ェイの 構築を行 う場合 に おい て は、網羅的な化学構造 ・酵
素反応 デ ータを もとに して 、化学 ・生物情 報解析 に よ り未知の 化合物 ・酵素反

応 の 推 定を行い 、生合成パ ス ウ ェイ をin　siiico で 再構築して い く作業が 必要とな

る。先 行研究に お い て は 、すで に 情報 解析 を もとに した 未知の 酵素遺伝子
・化

合物 を含む生合成パ ス ウ ェイの 推 定が行われて い る が、デ ータ構造 ・推定 アル

ゴ リズ ム の 観 点か らは、網羅 性 ・汎用性 に 乏 しく、適用範囲は限定的で あ るた

め 、新 た な設計技術 の 開発 が望まれて い る。こ う した背景の もと、我 々 は化学

構 造 ・酵素反応デ
ー

タにつ い て 汎用性 の 高い 新 たなデ
ー

タ構造を開発する とと

もに、ラ ン ダム 組合せ最適化 に よる生 合成 パ ス ウ ェイの 再構築を行 う設計技術

を開発 した。本技術 で は，従 来法と比 較 して化 合物 ・酵素反応バ リエ ーシ ョ ン

を飛躍的に増加させ る こ とが で きる ため、未知の 酵素遺伝子・化合物 を含む新
た な生合成パ ス ウ ェ イ の推定を現 実的な時 間内に 行うこ と が 十分期 待で きる。
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大 腸 菌 や 酵母 な ど の微生 物 に 産 業上 有用な 化学 品を 生 産 させ るた め に は 、人 工

的 な生 合 成 パ ス ウ ェ イ を微生 物内で構 築する こ とが 求め られ る。しか し、この

よ うな パ ス ウ ェ イ を実 証す る た め に は 多大 な労 力
・
時間が 必 要 となる 。そ の た

め 、我 々 は生 合 成 パ ス ウ ェ イの 新規 設計基 盤 を活用 し、専用 ッ
ー

ル の 開発を 行っ
て い る 。多量 に生 成 さ れ るパ ス ウ ェ イ の 中か ら実験 検証価 値の 高い パ ス ウ ェ イ

を効率的 に選 抜で き、ま た バ イ オ研 究 者 に 本設 計 基 盤 の積 極 的 な利 用 を 促 す こ

と も可 能 であ る。
当ツ ール で は、糖 な どの 出発 化合 物 ・目的化合 物 を 入 力す る な どの 簡単な 操作

で 、生 合 成パ ス ウ ェ イの 探索 を 開始 す る こ とが で き る。探索結 果画面上 に は、
計算機上 で 構築 され た 生 合成 パ ス ウ ェ イ の候補 リ ス トが 、実証 実験 の候補 選 択

の 目安 と な る ラ ン キ ン グ指標 と と も表示 さ れ る。ま た 、別カ ラ ム に は パ ス ウ ェ

イ中 に 出 現す る化合物の 化学構造 が表示 さ れ、一目で パ ス ウ ェ イの 流 れ 、すな

わ ち 化合物の 化 学 構造 変 化が 理 解 で き る。新規 反応 が 予測 さ れ る反 応 ス テ ッ プ

に は 、基 質の 構造 類 似 性に 基 づ い た ス コ ア の順 に 、候 補と なる既知酵素 と 基質

化合物 が 表示 され る。パ ス ウ ェ イ の ラ ン キ ン グ指標 に は、別 途 計算 した 目 的化

合物の 理 論収率値 を加 える こ と もで き る。さ ら に，ユ ーザ 側 で 種 々 の設 計 パ ラ

メ
ー

タ の 変更 も可 能で ある 。当ツ ール の 利 用 に よ り、実 効性 の 高 い 生 合 成 パ ス

ウ ェイの 探 索 と設計が大幅 に効率化す る こ とが 期待で きる。

我 々 は ，．一般的 に 菌体内脂質 を殆 ど蓄積 しない 出芽酵母 に お い て 、SNF2 破壊株

に 、貯蔵脂質合成酵素 ジア シ ル グ リセ ロ
ー

ル ア シ ル トラ ン ス フ ェラ
ーゼ遺伝子

を 過剰発現 させ 、ロ イシ ン を高濃度供給す る こ と に よ って 、30％程度 の 脂 質含

量 を 有す る株 を得た 。こ の 株 に 脂肪酸不飽和化酵素や鎖長延長酵素の 遺伝子 を

導人 して 原料脂肪酸添加 ドで 培養する こ と に よ り、出芽酵母に よる高 度不飽和

脂 肪酸 生 産 系 を構築 した ．現在、高度不飽和脂肪酸生 合成系の 律速段 階と い わ

れ る △ 6不飽 和 化過 程 の 生 産 性 の 向上 を図って い る。この 系で は 原料脂肪酸 の 分

散の た め 界面活性剤を 添加 して い るが 、そ の 界面活性剤の 種類や濃度 に よ って

△ 6不飽和化 の 生 産性 が大 き く影響 を受 ける事 が判 明 した。非 イオ ン 性界面活性

剤 （Tergitol，　Triton　X，　Tvveen，　PEG 脂肪酸 工
一テ ル 等広 く利用 される PEG ア ナロ

グ ）を 0、25−L5 ％添加 して比 較 した と こ ろ 、　 Tergitol　NP −40 やTween60 で 生産性が

高 く、添加 濃度の 影響 も界面活性剤に よ り異なった 。
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