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【目 的】長期培養 した 大腸菌の コ ロ ニ ー
で はcAMP 濃度が 増 加 す る

こ と、ま た突 然変異 しや す くな る 事が 知 られ て い る。本 研 究 で は

Beggnlatoa　sρ．　PSが 有 する 光活性化 cAMP 合成酵素 （BsPAC ） を発

現 す る大 腸 菌 を用 い 終夜培養 に お ける 突然変異率 を解析 した c また

同 時 に、突然 変異率 にお けるRecA の 関与 を検討 した。
【方 法】大腸 菌 はBW25113、　JW3778（BW25113 岬 月：：Km 「）及 び

JW2669（BW25113　ree4 ：：Km 「
）を 使用 した （大腸 菌株 は ナ シ ョ ナ

ル バ イオ リ ソ
ース プ ロ ジ ェ ク ト大 腸 菌 （NIG） よ り分譲）。　 BsPAC

を導入 した 各種大腸菌 をそ れ ぞ れ 暗条 件 と青 色 光照 射の 条件で 培 養
した後、Rifampicin （50mg／L）を含むLB寒天 培地 で 培養 し、突 然

変異率 を算出 した。
【結 果 】BsPAC を発 現 させ た 野生 株 で は 光 照 射 に よ りRifampicin耐
性株 の 出現 率が 有意に 上 昇 した。一

方、BsPAC を発 現 させ たrecA

破壊株は 突然変異率が 低 く、光照 射の 有無に よる大 きな差異 は見 ら

れ なか っ た。
【考 察】終夜培 養の 大腸菌 にお い てcAMP が 突 然 変 異 を誘 導 し て い

る と示 され た。また、rec 　4破壊株で はcAMP に よる突 然変 異 の 誘導
が 検 出 さ れ な か っ た た め 、cAMP が 誘導す る突 然 変 異 がRecA に 依

存 して い る 事が示 さ れ た。大腸菌は 飢餓 に陥 る と細 胞内cAMP レ ベ

ル を上 昇させ 突然変異を誘導 し、そ の 中の い くつ か が 環境 に 適 応 し

て 生 き残 る とい う戦略 を有 して い るの で は な い か と考 え られ る。
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【囗 的】ア ル コ
ー

ル と ア ル デ ヒ ドの 相互変換 は微生物 に必 須 の 反応

で あ り，ア ル コ
ー

ル 脱水素酵素 （ADH ）に よ り触媒 され る。中 で も

NAD （P） 依 存性 の ADH は驚 くほ ど幅広 い 代謝に 関 与 し，直鎖 お よ

び 分 岐鎖 や芳 香 族 ア ル コ ール を基 質 と し うる が，微生 物の 持つ ADH
の 生理 生態学 的 役割は不 明で ある こ とが多 い 。 本研究室で ア メ フ ラ

シ消化管 よ り分離 した 防肋 btrl
’
融 1お AM2T は 海藻糖質か ら最大 で

15gfL の エ タ ノ
ール を生産で きる。しか し，本菌が持つ ADH 遺伝子

に つ い て の 知見 は 少 な い 。そ こで 本 研 究 で は，AM2T の fidb の 一次構

造解析 と発現 に よ りそ れ らの特 徴 を明 らか にする こ とを 目的 と した。
【方法】AM2T の 全ゲ ノ ム 塩基配 列か らRdh に相 同な遺伝子 を探索 し，
活性部位の ア ミノ酸 配列の 保存性 に基 づ い て グル ープ 分けを行 っ た。
ま た ．機 能 解 明 の た め 各adli をpET 工60／GWID −TOPO ベ ク タ ー
（lnvitrogen）に ク ロ

ー
ニ ン グ し．E．　co17 　BL21　StarTM（DE3 ）株 に 形

質転換 させ る こ とで 発 現 させ た。
【結果 と考察】AM2T の 全ゲ ノ ム 配 列 か ら19種の ADH ホ モ ロ グ 遺伝

子 が得 られた 。 モ チ
ー

フ 配列 に基 づ きグ ル
ー

プ分 け を 行 っ た 結果，
亜 鉛 イオ ン 依存性 の 長 鎖 ADH と金 属 イ オ ン 依 存 性 の ポ リオール 特

異 的ADH が そ れ ぞ れ 4種お よ び 15種 コ
ー

ドされ て い る と推 定 され た。
ま た，エ タ ノ ール 発 酵 （AdhE ） だ け で は な く高 級 ア ル コ

ー
ル

（yqhD ）やプ ロ パ ン ジ オール の 産生に 関 与 す る 酵 素 も見 い だ され，
こ れ らをEcofi

’
で 発現 させ る こ とに 成 功 した。今 後，こ れ ら組換 え

ADH の 酵素化学的特徴 を捉 え．生理 生態学 的役 割 の 解 明 を進 め る。
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食糧 生産や エ ネル ギー
の使用 などの 人 間 活動 は地 球の 生 物化学 的サ

イ ク ル に 強い 影響 を与えて きた。特に化 石燃料 の 使 用 に よ る 大気中
二 酸 化炭素濃度の 増加 は 顕著で あ り、こ れ を抑 制 す る た め に 、バ イ

オ燃 料 の 開発が 注 目さ れ て い る 。ス イ
ー

トソ ル ガム は トウモ ロ コ シ

や サ トウ キ ビ と異な っ て 、食糧生 産 と競合 しない 点や成 長が 早 く、
熱 帯 〜温 帯の 広 い 地域 で 栽培で きる 点で利点が あ る。本 研 究 は、エ

タノ ー
ル に比 べ て 、高 燃 焼 性、低腐食性 な どで 優 れ て い るブ タ ノ ー

ル を ス イ
ー

トソ ル ガ ム 搾 汁 液 か ら生産 す る シ ス テ ム を構築す る こ と

を 目 的とする 。今回 は、先 に土壌 か ら分 離 した、ス イート ソ ル ガ ム

搾 汁液 中で 増殖で きる ブ タ ノ ール 生 成 細 菌αb3ごz鋤 ね毋 beijerihin）
’

SBP2株 か ら、ブ タ ノ ール 高生産株 を選 抜 した 結 果 を報 告す る 。

SBP2株の ブ タ ノ
ー

ル 耐性 を高め る ため に、段階 的 に ブ タ ノ
ー

ル 添
加 量 を 上 げたPYG 寒天 培地 にSBP2株 を継 代 培 養 して、ブ タ ノ ール

耐 性 株 を段 階 的 に選抜 し た。最終的に 2．4％ （v ／v） ブ タ ノ ール 耐 性

株 （SBP2・HB 株 ） を得 た。ス イートソ ル ガ ム 搾汁液 中の 糖 か らブ タ

ノ ール へ の 転換率 （単糖 換算 の 糖消費量 当た りの ブタノ
ール 生成量

の モ ル 比） は、SBP2株の O．3〜O．5か らSBP2 −HB 株 の O．7〜0．8に 上 昇

し た 。 ス イ
ー

トソ ル ガ ム 品種 FS902の 場 合、　 SBP2 −HB 株の 転換率は、
搾 汁液 （0、44mol 単糖／L）lL か ら0．34　mol （25　g） の ブ タ ノ ール が

生 産 され る収率 となる 。現在、ケ モ ス タ ッ ト連 続培養系 で ブ タ ノ ー
ル 生 産 の 培養条件の 最適化を検討 して い る。
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細菌 は 自然環境下 で どの よ うな遺伝子 を発現 し、ど の よ うな生理状

態で 生息 して い る のだろ うか ？こ の 解答 を知る こ と は微生 物生態 の

理 解 を 深 め る た め に 重 要 な こ と で あ る 。本 研 究 は 土 壌 細 菌
PseudomOfies 　putidfi　F1株 の モ デ ル 土 壌 環境 を構 築 し、2 　putida

F1株の 発現 タ ン パ ク 質に つ い て 液 体培 養 系 と比 較 プ ロ テ オーム 解析
を行 っ た。
ゲノ ム 解析株 で あるRputida 　F1 株 を、0、5％ グル コ

ー
ス を添 加 した

環 境⊥ 壌 （大 豆 畑、野 菜畑、森林） に 接種 し、3日間 （30℃ ） 培 養

した。培 養 土 壌 よ り密 度 勾配 遠 心 分離法 を用 い 、細 胞 を分 画 し、P．
putida　Fl株 の 全 タ ン パ ク質 を抽 出 した。タ ンパ ク 質 はSDS −PAGE 後、
in　gel法 を用 い て タ ンパ ク 質をペ プ チ ド化 し，質量分析計 （LC−MS ／

MS ） とMascot検索 に よ り同 定した。
プ ロ テ オーム 解析 に よ り、大豆 土壌、野菜土 壌お よび森林土 壌に お

い て 、それ ぞ れ 約IQGO、約700、約 600タ ン パ ク 質を 同定 した。液体
培 養系 との 比 較解析の 結果、土壌 培 養 系 にお い て の み特異的 に22タ

ン パ ク 質 （
一

酸化窒素 ジ オ キシ ゲ ナ
ーゼ 、ヘ ム オ キ シ ダーゼ など）

が 発現 した 。 また、各土壌 で 固有 に発現 した タ ンパ ク質は、大豆 土
壌か ら33タ ン パ ク 質 （重 金 属排出系 タ ン パ ク質 ）、野 菜 土 壌 か ら33
タ ン パ ク質 （尿 素 分 解系 タ ン パ ク 質 など）、森林土 壌 培 養 系 か ら59
タ ン パ ク質 唖 硝酸 還 元 酵 素 な ど）で あ っ た。
現在、検 出 した土壌特 異的お よ び各土壌 で 固有 の タ ン パ ク質 と環 境

要因の 関連性や 土壌 中で の細菌 細 胞 内 の 生理 状態 に つ い て 解析 を進
め て い る。
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