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　 　　 　 　 　高 酢 酸 耐 性 酢 酸 菌 の 工 タ ノ ー
ル 酸 化 酵 素 遺 伝 子 の 解 析 と 遣 伝 子 組 み 換 え 手 法
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目 的 ） 食 酢 醸 造 に 特 徴 的 な 生 産 工 程 で あ る
”

酢 酸 発 酵
「’

は 、 工 タ ノ
』一

ル が 酢 酸 に 酸 化 さ れ

る プ ロ セ ス で， 強 い 工 タ ノ
ー

ル 酸 化 能 と 酢 酸耐 性 能 で 特 徴 づ け ら れ る 酢 酸 菌 （起 畦 g垣 g 斡

r属 ・G 題 じ 鋤 g恥 gL 璽 属 ） を 利 用 し て い る 。 酢 酸 菌 固 有 の こ れ ら 2 っ の 形 質 は い ず れ も 分 類

学 的 に 璽 要 な 指 標 で あ り、 し か も 酢 酸 発 酵 を 行 わ せ る 上 で 不 可 欠 な 形 質 で あ る が 、 そ の 生

化 学 的 ・遺 伝 学 的 研 究 例 は 乏 し く、特 に 工 業 的 に 便 用 さ れ て い る 菌 株 に つ い て は 皆 無 に 近

か っ た。 近 年、 優 れ た 酢 酸 菌 宿 主 一ベ ク タ
ー

系 が 闇 発 さ れ 、 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 用 い た

分 子 遺 伝 学 的 な 解 析 や 育 種 が 可 能 に な り つ つ あ る 。 本 研 究 は、 2e ％ 以 上 の 酢 酸 に 耐 性 を 示

す高 酢 酸 耐 性 菌 A．polyoxoge 【】e §か ら、 工 タ ノ
ー

ル 酸化 の 要 で あ る 細 胞 膜結 含 型 ア ル コ ー
ル

脱 水 素 酵 素 （AI川 ）
・

ア ル デ ヒ ド脱 水素酵 素 〔ALnll） o）精製 を 試み、 ま た、 遺 伝 子組 み 換 え

手法 を 用 い て 分 子 」量伝 学 的 に 解 析 し、 実 用 菌 の 工 タ ノ
ー

ル 酸 化 機 構 解 明 を 目 的 と し た。 さ

ら に ク ロ ー ン 化 し た 遺 伝 子 を 利 用 し た 酢 酸 発 酵 菌 の 新 し い 育 種 方 法 の 開 発 も 目 的 と し た。

方 法 及 び 結 果 ）　（1 ） ム．p 曝 y 腿 蝉 煕 0 §の △DIEお よ び ALDH の 精 製 と そ の 性 質

　 界 面 活 性 剤 で 細 胞 膜 画 分 か ら 可 溶 化 し、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク

ロ マ トに よ っ て 単
一一に 柄 製 し た。 ADH、　 AH 珊 の 分 子 量 は ゲ ル 濾 過 で そ れ ぞ れ 326kl ｝a 、90kba

で 、 SDS −PAGE で そ れ ぞ れ 7ZkDa と 44kDa 、 7E　k1〕a と 19kDa の 2 つ の
『
リ
1
ブ ・ユ ニ ッ ト に 分 か れ たe

ADH の 44kDa の り
1
プ ・

ユ ； ッ ト は 吸 叡 ス ペ ク ト ル か ら チ ト ク ロ ー ム ⊆ と 決 定 さ れ、　72k ｝｝a の
・
り
’

ブ ・ユ ニ ッ トが Al川 活 性 を 担 う 本 体 と 推 定 さ れ た。　 Al川 、　 AしDllと も PQQ を 有 す る キ ノ ・プ ロ テ

イ ン で あ っ た。 本 菌 の tLDIiは 工 タ ノ
ー

ル を 良 好 な 基 質 と し た が 、 他 の 酢 酸 菌 の AD ］1が 作 用 し

な い ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 対 す る 酸 化 活 性 も 示 し た 。 ALI川 は、 直 鎖 ア ル デ ヒ ド を 特 異 的 に 酸

化 し、 従 来 報 告 さ れ て い る ADIIと 岡 様 の 基 質 特 異
」
性 を 示 し た が 、最 適 pl1が 中 性 付 近 に あ る 点

な ど に 特徴 が あ っ た。

（2 ） A．polyo 顯 gel 母 鬘の AD 【1遺 ｛Σi子 ・ALbll遺 伝 子 の ク ロ ・…
ニ ン グ

　 精 製 し た AI）】1・ALDH 蛋 白 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を も と に し て 作製 し た 合 成 DNA ま た は 特 異

的 な抗 体 を 用 い て 、 脱 水 素酵 素活 性 を 担 う t 推 定 さ れ た 大 分 子 量 の サ ブ ユ ニ ッ 1・の 構 造 臆

伝 子 の ク ロ ーニ ン グ を 試 み た。 塩 基 配 列 ・ウ エ ス タ ン 解 析 及 び 酢 酸 菌 で の 酵 素 活 性 の 発 現

か ら、 ADtima伝
：／F は 約 7．Okb の P鼠 1断 片 上 に 、

’
Al、D［1遺 伝 子 は 約 3．4kb の Ayal 断 片 に 全 長 が コ ー

’
ド さ れ て い る こ と を 確 認 し た、 塩 基 配 列 の 結 果 か ら、 APjtの 72kOa の 構 造 遺 伝 子 の す ぐ 下 流

に ILDtlの 44kDa の サ ブ ユ ニ ッ ト の 構 造 遺 伝 子 が 存 在 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た。　A照 活性

や ALI川 活 性 を欠 失 し た 酢 酸 菌 変 異 株 に ク ロ ー ン 化 澱 伝 子 を 導 入 し た 解 析 結 果 か ら、　 Aml 活 性

の 発 現 に は 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト （？2kDu と 44kl ｝a ） の 存 在 が 必 須 で あ る と 推 定 さ れ た。 一．・
方、

ALDH で は、 大 分 子 鼠 の り
．
ブ ユ ニ ッ ト （75kDa ） だ り で 活 性 の 発 現 が 見 られ た。

　 〔3 ） ALDH 遣 伝 子 を 用 い た 酢 酸 発 酵 菌 の 改 良

　 中 程 度 の 発 酵 能 を 持 っ 真． ac 碗 垂 subsp ．期 1加 um 　 M
’
slzo99 （食 酢 も ろ み 分 離 菌 ） を 宿 主 と

し て 用 い 、　 （2 ） で ク ロ
…

ン 化 し た At．］）H遺 伝 子 を 酢 酸 菌 ベ ク タ ーに 連 結 し 嵐 入 し た。 得 ら

れ た 形 質 転 換 株 は 、 ALI｝H蛋 白 を 過 剰 生 産 し て お り、　 ALDH の 比 活 性 も 増 大 （2 倍 ｝ し て い た。

形 質 転 換 株の 酢 酸 発 酵 能 を 検 討 し た と こ ろ 、 酢 酸 の 生 産 速 度 と 最 終 到 達 酢 酸 濃 度 が そ れ ぞ

れ 親 株 の 2 倍、 1．4倍 両 上 し て い た。

　 以 上 、 従 来 知 見 の 乏 し か っ た 実 隅 菌 の 工 タ ノ
ー

ル 酸 化 機 構 の 生 化 学 的
・
遣 伝 学 的 背 燈 の

一一部 を 明 ら か に す る こ と が で き た の み な ら ず， 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 利 用 し た 酢 酸 発 酵 菌

の 新 し い 改 良 法 の 可 能 性 に つ い て も 示 す こ と が で き た。
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