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3P−1137　　 大腸 菌 の カタボ ラ イ ト抑 制 と複 数炭 素源 の 同 時

　　　　　　　消費に 関する 研 究
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3P−1138　　 大腸 菌の カ タ ボ ラ イ ト抑制と 複数炭素 源 の 同時

　　　　　　　消費に 関す るモ デ リ ン グ とシ ミ ュ レ
ー
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［目的 ］大 腸 菌 の カ タ ボ ラ イ ト抑 制に 中心 的役割 を果 たすの は cAMP −Crp複
合体で あ り、グ ル コ ー一ス 存在 下で は 細胞 内の EIIAGIc−P の 濃度が 低下 し、
そ の 結 果Cya の 活性が低下 し、　 cAMP の 生成が低 く抑え られ、グル コ ース

以外 の炭素源の 取 り込み が抑制 ざれ る。一般 にバ イオ マ ス 由来の 炭素源を

利用 して 発酵生産 を行 う場台、グ ル コ
ー

ス 以外 の 塘、例えばキ シ ロ ース や

フ ル ク トース な ど は、こ の カ タボ ラ イ ト抑 制の た めに グ ル コ
ー一

ス が消費さ

れ た後 に しか 消費され ず、生 産性 が 低 トして しま う．本研究で は 、こ の カ タ

ボ ラ イ ト抑 制機 構 に っ い て調 べ 、複数 の 糖 の 同時 消 費に っ いて検討 した t．

［方法 と 結果 ］野 生株（BW25113 ）大腸 菌、そ   餌 G欠 損 侏、　pgt欠 娯 株、‘ψ欠

損株 および卿 強化株（呻 っ 、况g品 欠損株 に つ い て 、グ ル コ ース と キ シ r」一
ス や フ ル ク ト

ー一
ス を炭 素源と したM9 合 成培地 を用 い 、好気条件 で 回 分 お

よ び 連続培養実験 を行 った 。その 結果、飾 G欠損株 や綛次 損株で は 複数炭

素源の 同時消費が 可能で ある こ とが わか ったが 、グ ル コ
ー

ス 消費速度が 著

し く低 ドす る こ とが わ か った。ま た、rザ 株で は複数 の糖 が ほ ぼ同時に 消

費さ れ るが 、野牛 株に 比 ぺ 糖 の 消費速度が 低下 して 、細胞増殖速 度が 低下

す る こ とが わ か った 。ま た、希釈率を 変え た連続培 食実験 を行 い 、希釈率

を 増 加 さ せ る に っ れ て 、野 生 株 で は キ シ V −一
ス が 蓄積 す る の に 対 して 、

砂
＊株で は 共 に 消 費 さ れ る こ と がわ か った c こ σ）現 象を 遺 伝子発現 、お よ

び酵素活性 の 点 か ら考 察す る と同 時 に 、PtsG、　 XJtAお よ び鯵 （貌雌 戸姐 欠 損 株

に っ い て 、複数炭 素源 を利用 した乳酸 発酵 に っ いて も検討 した。
Catabolite 　repression 　ofE ．oo 麗 and 　the 　investigation 　on 　the

simultaneous 　consumption 　ofmultiple 　carbou 　sources
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【目的】次世代の バ イ才 エ ネル ギ
ー

生産 のため の細胞 の 設 計が大 き な テ ー
マ と な って きて い る が ，こ れ を戦略的 に 行 うに は，細胞 の代 謝 調 節制 御機

構を モ デ ル 化 し，in・siiic・の シ ミ ュレ
ー

シ ョン を行 うこ とが効率的 で ある．
そ こ で ．本研究で は，大 腸菌の 中心 代謝経路 の モ デル 化 を行 い ，忽

’
継 遺

伝子 欠損 株に よ る カ タボ ラ イ ト抑制の 解除 と，複数炭素源 の 1司時 消費に っ

い て シ ミ ュレーシ ョ ン を行い、実験的 な検討 も行 った ．
【方 法お よ び結 果】K 〔｝tte らに よ って 提 案さ れ た モ デル

ユ〕
を べ 一

ス に 、
G6P ・F6P の 蓄積 に よ る EIBcGL

匚一P の 濃度 上昇をモ デル 化 し、脚 β總 次

損株 の シ ミ ュレ
ー

シ ョン を 行った ．その 結果，グ ル コ
ー

ス と フ ラ ク トース

が 同時 消 費 さ れ る 現 象が 確認で き ，実験結果 と比較 した、さ らに ，PrS 以

外 の グル コ ース 取 込 み や ，比 増殖速 度 とATP や NADPH の 生成速度 の 関係

を モ デル 化 し．よ り実際的 な 培 養 を再 現 で き るモ デ ル の 開発 を 行 って い

る．
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海洋性微細藻は 国土 の12倍の 面積 に達す る海洋で 太陽光を エ ネル ギ
ー
源 と

して 生育する だ けで は な く，個 体の倍加速度が 植物 と比べ て 速い ため．二

酸 化炭素 の吸 収とバ イ オ エ ネ ル ギー生産の た め の 重要 な生体シ ス テム と し

て 注 目され て い る 、しか しなが ら，海洋性微細藻を エ ネ ル ギ ー
源 と し て利

用す るため に は高い 増殖能．耐 塩性，光合成 能を有す る微細藻の 取得が 必

要で ある．本研究 で は微細 藻の 中で も増殖能、耐塩性，グリ コ ーゲ ン合 成

能が 比較的 高い SPinilina（−4rthrospira）ptatensisに 着 目 し，そ の 代謝 能力を評価
す るた め の 基 盤技術 と して ，網羅 的代謝プ ロ フ ァ イリン グ技術の 確立 を目

指 した ．SOT 培地 （Spirulina・・Ogawa −Terui，塩 農度2．29e　wtv ）に て 30℃、
50 μ mol 　photons 　m

．2
　S
．L
，18時 間 明 期 で 10日聞 培養 した SPirulinatt’asを 回取

し，水ktメ タ ノールttク ロ ロ ホ ル ム混 合溶 媒 を 用 いて 細 胞 内 代謝物を 抽 出し

た．二 相 分 画後，親水 相をGCfTOF −MS ，　 CE〆TOF −MS に供 し，糖 ・有機

酸 ・ア ミ ノ酸 ・糖 リン 酸 などの 測定 を行った ．疎 水 柑 か らは ク ロ ロ フ ィ

ル 、カ ロ テ ノ イ ド類の 測定 をUPLC 〆QTOF −MS にて 実施 した．以 上の 構築

した 分析系 を もと に．グ リコ
ー

ケ ン代 謝に 重要 なベ ン ト
ー

ス リン 酸経路を

含む 親 水性代 謝中間 体50種 と 光合 成色素7種 の 定量 に 成功 した．当該技術

とin　vino安 定同位 体標識法 を組み 台わせ た勤的代謝 プ ロ フ ァ イ リン グを実施

す る こ と よ り グ リ コ ーゲ ン を高 營積 さ せ る ため の 代 謝戦略を 立 案で きると

考 え られ る ．

自然界に は 5 万 を超 える テル ペ ノ イ ドが知 られ て お り，こ の 中に は，医薬

品，香料，化粧品 など産業的価値 の ある もの が数多 く含まれ て い る。しか

し、その 多くは無色であ り，その 多様 な牛成 物そ れぞれを 分析する には ．
ス ル ー一プ ッ ト上 の 問題が あ る。こ の た め，テ ル ペ ノ イ ド酵 素の 活 性進 化
は ，構 造 に依存するもの が主であ一

） た。
我 々 は ，テル ベ ノ イ ド合成活性 をその某質 消費能に よ っ て 可視化す る汎用

的な手 法 を開発した ．そ の消 費活性は，細胞 （大腸菌）に 共存させ た カ ロ

テ ノ イ ド合 成 経路か ら基質 を奪 う現象 を、蓄積す るカロテ ノ イド色素の 減

少 （コ ロ ニ 色の 自化） と して観察する 。
本講演で は，本手 法を用 い た BatiUus　stearvt m々

’
zoPliilus 由来 フ ァ ル ネシ ル ニ

リ ン 酸 合成酵素 〔FDS ） の サ イズ特 異性 の 改変に っ い て 報 告す る。　 FDS
の Y81A 変異体 は ，ゲ ラ ニ ル ゲラ ニ ル ニ リン 酸 （C20PP ）お よ び ゲ ラ ニ

ル フ ァ ル ネ シ ルニ リ ン 酸 （C25PP ）を合成す る （S．　Ohnurna ，　et 　ai．，」．β祕

C
’
hem．．271 （1996）） 。この 変異体を 鋳型 と した Error−Prσne 　PCR に よ って

第 2 世 代 の 変 異 体 ラ ．イブ ラ リを作 製 した ．同
一

細胞 内に 共存す る リ コ ペ

ン 合成 を 最も 妨 げ る （最 も 白 い コ ロ ニ を与 える） ク ロ
ー

ン を単 離 した とこ

ろ．C2C 〕PP →C25PP 合 成 活 性 が 有 意 に改 良さ れ た 変異体 が得 られた 。本

報告 で は．こ の 変異 体を 用 い た非天 然 カ ロ テ ノ イ ドの 生合成経 路の 構築に

つ い て も報告 する。
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