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teome 　profiling，　enzyrne 　activities 　and 　intracellu−
lar　metabolite 　concentrations
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Acomparative ．ndy 　 was 　 c〔用 du〔
・ted 　between　 a　 wnd 　 type 　 and 　 i！s　fa．dR

mutant 　Esche・iiビhm　coli　based　on 　proteomc，　enzynle 　activi匸y　and

intracellu］ar 　me しabolit じ 〔uTlcc 」］tr；1tioll　analvses 　to　unde エ s［and しhe　e「「6ct〔〕「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド
ル疏 knockou　 on しhe 　 metabolism 　 of 五．　 coli．2DE 　 and 　M，SLDI−TOF −MS
wer じ　uscd 　t6r　pro匸eome 　pro丘 ling．　PhenDI ．ンpes　showcd 　that　acetate

producLion　in しhe ．fadR　nlutallt 　was 　rcduced 　bア　12％ il〕 dle　tillal　acetaしe

concentration 　⊂ompared 　to 　the 　 wild 　り
「
pc，　 whereas 　 the　 final　 cell

concen しradDn 　of しhc　fadR　mutant 　rose 　1）ン
．
　abou し 13％．　Besidcs，　spccific

glucose［onsumption 　ra 匸e　slig’ht］．　 increased 　in　the ／認R 　mutant ．　Enzyme
assays 　rcvcalcd 　that 　the 　activities　of　Icl　and 　MS 　involvcd　in　glyoxylate
shunt 　were 　signi 且⊂a 【ltly　indL エced 　by　3、7−and 　1．9−fbld　in匸he　fadR　lnutant ，
rcspccdvely ．．rhe 　GS ，　A ⊂ n，　Fum 　and 　MDH 　in　thc　TCA 　cyclc 　were 　also

upr ピgulated　t〔｝ s〔｝me 　exten 匸．　Howe 、
・
er，　the　activitics　oflCD 亘

．
【de⊂reased 　by

O．8−fbld　and 　α 一KGDH 　by　O、6−fbld．　 Mo 匸．eDv じ r，　NADP ＋−depcndcnt　Mcz
was 　 upregulated 　 bu 匸　 NAD

＋−dependent 　 Me7 　 dowuregulated．
Mcasul ・emen 匸s　 of 　 in［ra ⊂ellula 互

』nle ［ab 〔，lites　 demonstl・aしcd 　 that 　 the

in匸ra ⊂ellular 　 PYR 　and 　 AcCoA 匚o 【lcentrfttions 　 were 　O．65− and 　 D．3．長｝ld
lowell　in　the 　fadR　mutant ，　 respectively 、　On 　the 　other 　hand，　howev 巳 r

・，
intracellu］ar　poo且sizes　ofMAI ・and 　OAA 　were 　elei ・ated ．　In　addidon ，ノitdR
muta ピ　［〔

・
uused 　bw じr 　ATPIADP ，　NADII 〜NAD 　and 　N‘〜DPH ．．．．．NADP 　ratlus ．

3BIO−2Effects 　of 　lpdA，　sucA 　and 　sucC 　genes　knockout　o 皿

　t吐emetabo 匪ic　regulation 　in　Escherichia　coti
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・
［0 匠

≧le〔．ti、・司　Both 　ulpha −ltetogluしa1・atc 　dehアdrogenと吐se 　comp 且ex 　and

succi］〕yl−CoA 　synthe 匸ase　play　impor 旧 m 　roLes　in　thc　TCA 　c｝
・de．　ln　the

preseuし r 　 arch ，　thc　mcmbo 五c　regulation 　me ⊂hanism　was 　inves［igated
usillg 　tpdA，．‘cA 　and ．suc・〔： genes 　km ⊂k（｝ut 　E．coli　bア measuring 　enzyme

activitles ，　intracellular　metabo1 玉te 匸oncen 匸rati 〔｝ns ，訌 nd 　lhe 　met 　bolic　llux
distribution　obtaincd 　b）

’lsC −labcling　cxperiments ．・［Met］コeds 　and 　Resu且しs］
五・coli　strains 　BW25113and 　ilsipdA，　s，ttcA 　and ．マ ‘厂C 　mutaTlts 　wcl

−
c　uscd 　in

thc　p ］
’
csent ．　srudy ．　Ba匸〔h　cultiva 匸ions　were 　carried 　ou しa し37　て；in　2−liしe 「

fermenLor　umder 　aerobi ‘
．
｛
．
onditi （，πL　uslng 　gL↓【

．
1，sc 　as 　a　carbon 　source 、．lhe

colltknous 　cu1 しivadon　was 　also じal
．
1
．ied　 outin 　l−hしcr 　Ibrnlcl1しor．　Thc　 rcsult

shows 　 dla1．砂4A 　and 　 sucA 　 mu しants 　pruduced　high　 cenccntration 　 of 　L−
gLu匸amate ，−vhile ∫

．
t・cC 　 tnuLant 　Produced　 Inore 　ucetute 　 thaii　 thc　parcnt

strain ．　The 　 glyoxylate 　 shun し was 　 activaLed 　in　 the 　tpdA，　 s“cA 　 and 　 5
．
u ‘
．G

mu 匸ant ．　The　 oxidative 　pentose　phosphate　paLhvvay　 w
．
as 　ac しi、．aしed 　in　 the

lpdit　and 　sucA 　muta 肛1【s，　which 　ma ｝
，
　be　due しo ‘ハ

．
erprodu 【tk｝π1 【｝【

．
　NADPI ．1

wh1 ⊂h　was ⊂onsume （l　f6r　L−gluしanlaIe 　producrion，　The 　aceLa 匸e　kinase　was
downregulated　in　しhe　sucA 　mutan し　which 　n

’
iight 　bc　due　to　the

overp 【
．
oduction 　 of 　I．−g且utalnate ，　 while 　 the　actil

．
ation 　ofl　a⊂ etatc 　kinasc　in

the　sucC 　IIIutarlt エnight 　bc　due　tD　the 　dehcien⊂Y 〔｝fsucdnyl．⊂oAsynthetase ．
’
「he　 me しabolic 丘lux　distribution　 of 　lpdA　Lnutan 匸 was 　 consLs ［ent 　 wLth 　dle
CnZ ｝

．
mC 　a 匸巨vit ｝

「result ．
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regulation 　in　Escherichi・a 　coli
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．
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3B10−3　　 大腸菌の α c8E 遺伝子 破壊が代謝調節に 及 ぼす影 響

　　　　　　　　　　．O 森「⊥r 浩美，清水 　不凵幸

　　　　　　　　　　　（九 工 大
・
情工 ）

3B10−4　　　Effects　of 　crα andfnr 　genes　knockout　on 　tlle　glo・

　　　　　　　　　　　　bal　metabolic 　regulation 　of 　Escherichia　coli
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［目的］解糖
．
系 とT （〕A 回路 を結ぶ ヒ

．．
ル ビ ン 酸脱水素酵 素（PDID は、α EF お よ

び IPrlAに よ っ て コ
ー

ドされ たサブ ユ ニ ッ トの 複 合体 で ある。本研 究 で は 、
aceE 遺伝 了

．
の 破壊 が大 腸h 力能の 代謝調節 に及 ぼす影響 を調 べ た 。

［実験方法 と結果」本研 究は 、大腸菌 K12 株 とaceE 欠損株 で ある。本研 究で

は 、炭素源 と して グル コース を含ん だLB 培地、あ るい は 最少合成培 地を 用

い 、好気条件で 回分tE養 を行 っ た。培養pH は 7．O、温 度は S7℃で 実．験を行っ
た 、、また 、培養途 中で サン プ ル を採取 し、酵素活性 及び 2 次元 電気 泳動｝．
よる タン パ ク 質の 発現解析 を行 っ た。aceE 欠損株 を、グル コ ース を 炭素源

として 、好気条件で 培養を行 っ た結果、グル コ
ー

ス の 消費に 伴い 、ヒ
：
ル ビ

ン 酸、乳酸、酢酸、ギ酸が 生成 され、グル コ
ー

ス がな くな る と、こ の rl「頁に

消費 され る こ とが わ か っ た。また、野 性 株を培養 し た結果 と比較 す る と 、
グル コース 消費速度が 低 く最終菌体量 も少 ない こ とが わ か っi

．、ま た 、野
．
性株 で は 殆 ど生 成 されなか っ た 蟻酸や乳酸が 著 し く生成 され て お り、か な

り異な る代謝特性 を示す こ とが わ か っ た．2 次元 電気泳動に よ る タ ン パ ク

質 礎）発現解析 の 結果、TCAI 」路関連の タ ン パ ク 質
．
の 発現量が大 腸

．
菌KI2 株

の 場合 に 比 べ て 低 くな っ て お り、大腸菌 Kl2 株 で は発 現 し て い なか っ た

Ltih．1翼、及び 糖新生 経路の FBP が発現 して い る こ とが わか っ た。また、
合成培地 で 同様の 実験 を行 っ た 結果、酢酸 の 生．成 量が 低 くは な っ て い るが 、
蟻酸、ピル ビ ン 酸、乳酸が 生 成 され るな ど、やは り野性 株 と著 し く異なる

特性 を示 す こ とが わ か っ た ．

［〔）hiec匸ive］Anlong　 rhe　global匸
．
egulator 》

．
　genes，しhe　ca しabolit じ　repressor 〆

acti ・
「a1 ・ r　 9

．
ene 　 cra 　 is　 mainly 　 uct ｛・ated 　 u ・・de・ gluc・ ne ・gel・ic　 c・ nditi ・ n，

whereas 　navin　nitrare 　reductase 　gene ズ 厂
．
　is　a 〔tivaしed 　u 【lder 　anaerobic

⊂ 〔mditk ，n 　 to 〔：ontl
・
Dl　 a　 wide 　 range 　 of 　genes 　from　 cenn

』
al　 me しabolic

pathwa｝
「s　 to　 clccn

馳
Dn 　 transport 〔hains．　In　 the　pres．ent 　 stud ｝

，，　 rh已se 匸wo

gene 　knockout　mL 甑 n ！s　were 　cu1 しivated，　andtheme しabohc 　r曙 ula しion　1、・as
investigaしed 　based　on 　dle　en ∠＞me 　acdvides 　and 　g

．
ene 　expre ∬ ions　as　well 　as

intra〔巳Ilular　 metabolire 〔on 　ntrations ．LRegults　 and 　l〕i　cussion 亅U 【lder

glu ⊂ose 　abundant 　bat〔h 〔nl1／iire　cendition ，the　increased　nux 、、
．．as 　observed

through 　gly 〔olysis 　for　c・ra 　mutan し On 　the　other 　hand，∫ rmutnnt 　did　tlo （

she “
，
　any 　significant 　change 　in　major 　metabo ］i　 padlwaドs．　The 　TCA 　c｝

，c］e
とmd 　glyoxylatc 　shun 匸 cnz アmes 　of 　both　cr α and 、伽

．
　mutams 　were 　s巳vere ］y

rcprcsscd 　during　 glucose 　limited　 chemostat ⊂ ulture ，　 while ，　 the　pen匸ose

phosphatc 　pathway 　was 　activa 匸ed 　in　ct．a　muumt ．　During 匸he　continuous
ql 且tivヒ髭ti・ n 　 under 　gluc ・ sc 　hmited　c・nditi ・ 1・，　the　ge ・・e　expressi ・ n　study

indicared しwo 　oしher　global　regula しory　genes　sudl 　as 　arcA 　and 〔．．r ）were 　up −
regulal 　d　inノ

／n．r　mutIm し The 　formic　acid　productk｝n　w と虹s　rじduccd　iu1π 7
．

n］ulani
’．　whe 匸．eas　the　succinate　production“．．as　increased　in　cra 匸11utan し

und 已 ranaernhiccondi しion．
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