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背景・目的
生物がエネルギーを獲得する異化代謝は物質の酸化還元反応に基づく電子移動
反応である。それゆえ、電子伝達体である NAD+の細胞内レドックス状態(NADH/
NAD+比)は生細胞のエネルギー代謝様式と大きく関連する。また、細胞内 NADH/
NAD+比は遺伝子発現や、様々な生物機能に影響を与えることが知られている。
当研究グループは生細胞内の NADH/NAD+比を遺伝子組換えのような細胞内部
からの改変ではなく、外部との電子移動で制御することによって、代謝や遺伝
子発現を制御できるのではないかと考えている。本研究では、細胞親和性の電
子伝達ポリマーを介した細胞外電子伝達（EET）により、大腸菌や酵母のエネ
ルギー代謝様式を変化させることができるかを調べた。
実験方法・結果
電子伝達ポリマーは当研究グループが以前開発した PMF を用いた。酸化型の
PMF が唯一の電子受容体になるように最小培地に添加し、大腸菌および酵母を
嫌気的に培養した。培養後の細胞収率や代謝物および遺伝子発現を調べたとこ
ろ、PMF が存在する培地で培養された細胞は解糖系が抑制され、酸化的リン酸
化が活性化されたことを示唆する結果が得られた。これらの結果は電子伝達ポ
リマーを介した EET は遺伝子組換えを用いないエネルギー代謝制御の方法とな
り得ることを示唆している。
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【目的】セスキテルペンは植物の芳香成分であるだけでなく、種々の健康に有用
な生理機能を有している。本研究では、そのようなセスキテルペンを合成する
新規酵素遺伝子 Tps の取得を試みた。

【方法】メバロン酸経路遺伝子群等を導入した大腸菌に基質として lithium
acetoacetate を加えることで、セスキテルペンの前駆体 farnesyl diphosphate を多
量合成できる。カンツバキ（寒椿）Camellia hiemalis の花から既知 TPS とホモ
ロジーのある遺伝子配列を単離し、上記大腸菌に導入することでセスキテルペ
ンの合成を試み、産物の同定を通して TPS の機能解析を行う。

【結果】全 RNA を抽出し、縮重 RT-PCR と RACE 法により 1 つの Tps 全長配列
を得た。次に全長配列増幅用プライマーを合成し、PCR で全長を再増幅し、ア
ミノ酸配列がわずかに異なる 22 クローンを得た。GC-MS 分析により、17 ク
ローンにおいてセスキテルペンの生成が確認された。産物を溶媒分画及び逆相
HPLC 分取により精製し、GC-MS 及び各種 NMR 分析により構造解析した結
果、16 クローンでは valerianol、1 クローンは hedycaryol が主産物と同定され
た。なお、valerianol synthase 遺伝子は世界で初めて取得された。
本研究は経済産業省委託事業「革新的バイオマテリアル実現のための高機能化
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【目的】セスキテルペンは植物の芳香成分であるだけでなく、種々の健康に有用
な生理機能を有している。本研究では、そのようなセスキテルペンを合成する
新規酵素遺伝子 Tps の取得を試みた。

【方法】メバロン酸経路遺伝子群等を導入した大腸菌に基質として lithium
acetoacetate を加えることで、セスキテルペンの前駆体 farnesyl diphosphate を多
量合成できる。フリージア（Freesia × hybrida）エアリーパープルの花から既知
TPS とホモロジーのある遺伝子配列を単離し、上記大腸菌に導入することでセ
スキテルペンの合成を試み、産物の同定を通して TPS の機能解析を行う。

【結果】全 RNA を抽出し、縮重 RT-PCR と RACE 法により 1 つの Tps 全長配列
を得た。次に全長配列増幅用プライマーを合成し、改めて PCR で全長を増幅
し、アミノ酸配列がわずかに異なる 3 クローンを得た。GC-MS 分析により、こ
れらにセスキテルペンの生成が確認された。産物を溶媒分画及び逆相 HPLC 分
取により精製し、各種 NMR 分析により構造解析した結果、3 クローンとも α-
selinene が主産物と同定された。
本研究は経産省委託事業「革新的バイオマテリアル実現のための高機能化ゲノ
ムデザイン技術開発」の一部として実施された。
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Citrobacter freundii IFO13545 株は、酢酸からキトサン様構造を有するバイオ凝
集剤を生産するが、より安価な廃糖蜜などの有機廃液を基質として使用するた
めに、代謝工学的手法によりグルコースからの凝集剤生産を計画している。本
凝集剤はアミノ糖が構成糖であるため、解糖系からアミノ糖合成に炭素フロー
が向かうように、解糖系の中間体フルクトース 6-リン酸やグルコース 6-リン酸
の代謝に関わる４つの酵素遺伝子の破壊を検討したので報告する。
大腸菌の相同組換えによる遺伝子破壊法を用いて、C. freundii IFO13545 株の４
つの候補遺伝子を単独あるいは複数組み合わせて破壊し、それらをサザンハイ
ブリダイゼーションにより確認した。最終的に 9 株の異なる変異を有する遺伝
子破壊株を得た。グルコースを単一炭素源とする無機塩培地で各遺伝子破壊株
を培養し（30℃、150 rpm）、その培養上清を用いてカオリン懸濁法により凝集
力価を評価した。グルコースを炭素源にした時には野生株は凝集活性を示さな
いが、4 株において酢酸を基質にした場合の野生株の凝集力価の 1/3 程度の力
価が確認でき、グルコースからの生産に効果のある２種類の遺伝子破壊のパター
ンを見いだせた。
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