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【背景と従 来技 術1物質生産後に 微生物を 反応液か ら 分離する方法 と して

は 、従来、遠心 分離や ろ過が 主 た る手法で あった 。分離を容易に し、ま た

貴重な 微生物細胞を 連続的に あ る いは 反復して 利用する た め に、微 生物細
胞 の 固 定化 や 自己凝 集が 有効で ある と され て き た 。従来の 固定化技術と

して 、ア ル ギ ン 酸などの ゲル を利用 した 包括固 定法が最 も広 く使わ れて き

た。しか し、包括固 定法に は 、酸素や 基質の ゲ ル 内部 へ の輸送 が律速に な

る場合が 多い こ と、ゲル の 機械的強度が弱 く攪拌 などに よ って 破壊 されや

す い こ と 、微生物 細胞が ゲ ル 内部 か ら漏れ て くる こ と な ど の 欠点 が あっ
た 。凝 集に っ い て は 、高分子ポ リマ

ーな ど の 凝 集沈 殿 剤を利用 す る方法が

廃 水 処 理 で 広 く使 わ れ て い るほ か 、も と も と凝 集 性 の 微 生物 を ス ク リーニ

ン グ して利 用 す る と い った 方 法 が と られ て い るが 、非 凝 集 性 の 微 生物 細

胞 、特 に細 菌を、自発的 に 凝集 させ る技術 は存 在 しなか った 。

【シ
ーズ の 概要】病原性細菌が宿 2 に 感染す るに は、まず細菌 細胞が宿主

の 細胞や組織 に 接着せ ねば なら ない 。多くの細菌 は細胞表層 の 接着性ナ ノ

フ ァイバ ー
に よ って こ れ を達成す る n グ ラ ム 陰性 細菌 の持 つ 粘着 性ナ ノ

フ ァイ バ ーと して 報告 されて い る のが 、三 量体型 オ ート トラ ン ス ポ ー
タ
ー

ア ドヘ シ ン （TAA ）で あ る。　 TAA は 、宿主 の 組織 や 細胞表層 分子、細胞

外 マ トリ ッ ク ス と特異的 に 相互 作用す る こ とが 知 られ て い る 。しか し、
種 々 の 固 体 表 面 に 非 特異 的 に 接 着 す る とい う 報 告 は な い 。
．．一方 、・｛驫 励 α‘卿 ミp，To15 株は 、様 々 な固 体表 面 に 非特異 的 な 付着性 を示

す．例 え ば、培 養液 を サ ン プ リ ング す る た め に使 用 した プラ ス チ ッ ク製

の ピペ ッ トチ ッ プの 内壁 は、こ の 細菌 細胞 で瞬 時に コ ーテ ィ ン グ され る。
こ の驚異的 な付着性は 、T 。 15 株 の 細胞が表層 に有 す る接着性 ナ ノ フ ァ イ

バ ー
に よるもの で あ る こ とを、発明者 ら は明 らか に して きた。また 、Tol

5株は 、固体表 面へ 直接付着す る 能力が 高 い だ けで なく、強 い 細胞 自己凝

集性 も有 して い る。こ れ に よ って 、固体表面は 、To 且5株 の 細胞 が 多層 に

密集 した 凝集体に よ って 覆わ れ る。
そ こで 、TDI　5か ら 、接 着性 ナ ノ フ ァ イバ ー

の 形成 と付 着 性 に 直 接 関 わ る

遺 伝 予 を 取 得 した 。この 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 決 定 した と こ ろ、TAA フ ァ

ミ リ
ー

に属 す る新 規 の 蛋 白質 （AtaA ） を コ ード して い る こ と が 明 らか と

な っ た 。2姻 遺 伝子 を 、固 体表 面 へ の付 着性や 凝 集性 を有 しない 他の グラ

ム 陰性細菌 に 導入 す る こ と に よ り、付着性 と凝集性を 与え る こ と に成功 し

た．

【期待 され る効果 】本技術 に よる微生物の 固定化や 自己凝集性付 与は 、伝

統的な発酵産業や廃棄 物処 理に その まま利 用で きるだ けで な く、パ イ オ マ

ス エ ネ ル ギ ー
の 生産や 微生物細胞を 用い る ホ ワ イ トバ イオ テ ク ノ ロ ジ ーに

極めて 有効 で ある 。特に エ ネル ギーや 化学品 の生産は 低 コ ス トが 求め られ

て お り、微生 物細 胞の 固定 化およ び 自己 凝集技術 は、生産 プ ロ セ ス の 効率

化 に直結 し、これ らの 産業 の発展 の基盤に 成 り得 る。

大腸函は 最も研究が進んで い る微生物で 、扱 い も容易 なこ と か ら、様 々 な

有 用物 質を作 る宿主 として 頻繁 に用い られ る。大 腸菌 に よる物 質生産の た

めの 遺伝 子工 学 技術 に は、大 き く分 けて 2種類 ある．1っ 目は、い わば

「遺伝 子の 足 し算」 をす るもので、環状 プラ ス ミ ド型 発現 ベ ク タ
ー

等に 標

的の 遺伝子を導入 して 、構造遺伝子 を過剰 発現させ る 技術 で ある 。2っ 目

ば 、　 「遺伝子の 引 き算」 で 、宿主 の 相 同組換 え能を利 用 して標 的遺伝子を

完全 に 破 壊 した り、ア ン チ セ ン ス RNA を 用 い て 遺伝子の 発現 を抑制 した り

す る技 術 で あ る。
「
遺伝 子 の 足 し算」 にっ い て 我 々 は 、IPTG 、ア ラ ビ ノース 、テ トラ サ イ

ク リ ン、熱 シ ョ ッ ク、低温 シ ョ ッ ク の いずれ か で 発現誘導可 能な 発現 ベ ク

タ ーを有 して い る。しか も、様 々 な組み 合わ せ で の 多重 発現の た め に、4
種類 の ori と形質転換マ

ーカ ー
をそれぞれ有 して お り、4 っ の 発現ベ ク ター

ま で 同時 に 形質転換が 可能で あ る。
一

方、　 「遺伝子の 引 き算」 に っ い て、大腸 菌で は 古 くか ら相同組み換えを

用い た 遺伝子破壊が 可 能 で ある こ と が知 られ て い る。実際、我 々 も こ の 方

法を 用 い て物質生 産 に有利 な 株を作 成 して い る 。しか し、遺 伝 子破壊 法 に

は 、増 殖 に必 須 な遺伝 子 を標 的 とす る こ とが 非 常 に難 し い こ とや 、破 壊 株

を 作 成 す る の に時 間が か か る 、と い った 欠 点 が あ る。また 、人 為的 に標的

遺伝子 が 働か ない よ う にす る他 の手 段 と して 、ア ンチ セ ンスRNA を用 いた

遺伝子 発現抑制方法 （以 下、単に ア ン チ セ ン ス 法 と言 う）が ある。ア ンチ

セ ン ス法 で は 、標 的mRNA に 相補的な配列を持 っ ア ン チ セ ン ス核酸 を発現

ベ ク タ ーか ら 発現 させ 、標的 mRNA が翻訳 され る こ とを妨 げる。しか し、
大腸菌で の ア ン チ セ ン ス 法で は 、抑制効率が 低い 場合が 多 く、効率 を上 げ

る こ とが 大きな課題 と な って い た ．そ こで 我 々 は 、大腸 菌に お い て 抑制効

率 を上 げる研究を 行 い、　「未端対合型 ア ン チ セ ン ス RNA 」 と 名付 けた ア ン

チ セ ン ス RNA を用 い る と劇 的 に抑 制 効率 が上 が る こ と を 見出 した。末端対

合 型 ア ン チ セ ン ス RNA と は 、ア ン チ セ ン ス RNA 配 列 が38塩 基 か ら な る逆

向 き 繰 り返 し配 列 に 挟 まれ た 形 の RNA 分 子 で 、こ れ に よ っ て RNA 鎖 の両

末端 は 対合 し、RNA が安 定化す る。　 IPTG 誘導型 発現 ベ ク タ
ー

を用 い て、
これ まで に 20 以．ヒの 遺伝子 に 対す る末端対 合型 ア ン チ セ ン ス RNA を発現

させ 、発現抑制 したが、すべ て の 場合に おい て 予想 され る通 りの表現型が

得 ら れて い る。末端対合 型 ア ン チ セ ン ス RNA 発現 ベ ク タ
ー

に っ い て も、
IPTG 、ア ラ ビノ

ー
ス 、テ トラ サ イ ク リン 誘導 に よ る もの を 有 して お り、

さ ら に4っ まで 共形質転換が 可能な よ うに して あ る。
以上 の よ う な 技術 を応 用 して 、大腸 菌の 代謝経路を様 ti に改変し、有 用物

質生 産に 有利な株を作 り出 すこと に も成功 して い るの で 、あわせ て報告す

る。
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