
第2節 アセテートカイネースをコードする遺伝子

ackAのクローニング

1 ) 遺 伝 子 ラ イブラリーの作製

DNA供与菌として E.c♀ll. K-12 1100 (7引を使用した。

TY液体培地中で 370C. 20時間培養した Eム主旦よよ 1100 より

Saito & Miura法 (1 I ')に従い、 クロモゾーマル DNAを抽

出した。 平均鎖長 10~ 15Kbになるように E豆旦3Aで部分分

解したクロモゾーマル DNA断 片 と E豆旦H1とE旦よIで切断した

EMBL4ベクター什引を結合した。組み換え体 フ ァ ー ジ DNA

を ホーンの方法け 引 を 用 い て invitro packaging を行

ないファージ粒子として、 u♀よ1NM539 (78) の ア ガ ー

・ ロ ーン上に撒いて、 370Cで培養した。 約 3. 000個のプ

ラークが得ら れ 、以後ライブラリーとして使用した 。

2) purF 遺伝子のクローニング

既に報告されている Glutamine phosphoribosylpyro-

phosphate amidotransferase をコードする E旦.!l:の塩基

配列(I I 2 )の情報をもとにして、 N末端付近の配列に対応

する 16-merよりなるオリゴヌクレオタイド(5' -GTCGGTA 
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TCGCCGGTG-3・)を合成した(プロープ o)。 この合成オリ

ゴヌクレオタイドの 5'末端のラジオアイソト ー ブ 標 識 は 、

[yJ'PJATPを T4DNA kinaseを用いて取込ませることによ

り行なった(. 6 )。作製したライブラリーよ り ブ ラ ー ク ハ

イブリダイゼーション法を用いてプロープ O に対してハ

イブリダイズするプラークを検索した。 その結果、 3つ

の組 換え 体 EMBL4ファージ (101，102，103)が得られた。

これらファージよりファージ DNAを抽出して制限酵素地

図を作製した結果、図 4- 2に示すように、互に重なり

合うファージ DNAで あ る こ と が 明 ら か に な った。

E旦rFを含む DNA領域とファージ DNA 101，102，及び 103 

の制 限酵素地図を比較すると、 8.65Kbの EcoRI-EcoRI領

境内において、よく一致している。また、 サ ザ ン ハ イ ブ

リダイゼーション法によりプロープ 0 とハイブリダイズ

する制限 酵素 切断断片を検出した結果、 8.65Kbの EcoR1-

EcoRI切断断片内の DNA断片とハイブリダイズした。そこ

で、ファージ DNA 101を EcoRIで切断しアガロース・ゲル

電気泳動により 8.65Kbの DNA断片を単離した。この DNA断

片と E♀.QR1で切断した pUC18 DNAを結合して、 pNK101を作

製した(図 4- 3 )。
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図4-2 ファージDNA101~10 31こ挿入されたE . coli クロモゾーマルDNA断
片の制限酵素地図

・(PROBE0)・プロープとして用いた胆立 5'ー領域配列に対応して合成し

fこDNA
フ7 - ~DNA中の EcoR!認識部位はEMBL4 DNA由来

Bg:fu{l!I， E匙QRI，H担旦III，S註1I
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図4-3 目立を保持するpNKIOlDNA 

担Eは、 p，・ cを示す。

Bg:~glI 1， E匙QRI，H型旦111，S:Sall 
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pNK101 DNA により、 2_g_工Z一株である Eム主旦よよ AT703，

E，co1i AB2557を 形質転換した。 形質転換株 AT703(pNK

101)， AB2557(pNK101)，親株 AT703，AB2557，及びコント

ロールとして 11 0 0 の g1utamine phosphoribosy1pyro-

phosphate amidotransferaseの酵素活性を測定した。各

菌株を TY 3m1に植えて、 37
0

C ，16時間培養を行なった。

集菌後、生理食塩水にとかして超音波破砕処理を行ない

粗酵素液とした。この組酵素液を用いて、 酵 素 活 性 の 測

定を行なった。結果は、表 4- 1に示す。

2..l!.I F一株である AB2557，AT703株 の g1utamine phospho-

ribosy1pyrophosphate amidotransferase 活 性 は o， 0μg 

L-g1uamate/m1/min であったのに対し、形質 転 換 株 に お

ける酵素活性は、それぞれ、 23，0，12，0μg L -g 1 u t a m a te 

/m1/min であった。 従っ て、 pNK101 DNAは、 E旦rFを保持

するプラ ス ミ ド DNAである。 この結果と制限酵素地図の

比 較、サザンハイ ブリダイゼーションの結果から、ファ

ージ DNA 101，102，103は、旦旦工Eを含む DNA領域をカバーし

ていると考えられ る。 これら 3つのファージ DNAに挿入

されている DNA断片は、クロモゾーマル DNA上 E旦工Eを 含 む

約 19Kbの連続した DNA領域をカバーしている。
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表4-1 g1utamine phosphoribosy1pyrophosphate 

amidotransferaseの酵素活性

菌株 酵素活性・

AB2557 。。
AB2557(pNK101) 23.0 

AT703 。。
AT703 (pNK101) 12.0 

1100 18.0 

-μg L-g1utamte/m1/四inute
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3 ) ジ ーン ウォーキングによる主主主主のク ロ ー ニ ン グ

得られた 19Kbの領域の両側の DNAをプロープとして閉

じジ ーンライブラ リ ー を 用 い て ブ ラ ー ク ハイブリダイゼ

ーションを行なった。

フ ァージ 102DNAを EcoRIと BamHIで 切断し、アガロース

・ゲル電気泳動により 2.55Kbと 1.5Kbの DNA断片を単離し

た。 2.55Kbの DNA断片はファージ 102DNAの左端、 1.5Kbの

DNA断片は右端に 相当する。この DNA断片をそれぞれプロ

ープ 1、プロープ 2 として同じジーンライ ブラリーを用

いてブラークハイブリダイゼーションを行なった。プロ

ープ 1， 2のラジオア イ ソ ト ー ブ ・ ラ ベ ル は、ニックトラ

ンスレーシ ョン法を用いて行なった。その結果、プロー

プ lとハイブリダイズする 3つ のファージクローン (402.

404，406)が得られた。 また、プロープ 2とハイブリダイ

ズする lつのファージクローン(122)が得られた。これら

ファージより DNAを抽出して制限酵 素地図 を作製した。

図 4- 4に示すように、 これらファージ DNAはファー

ジDNA 101.102，103と重複する領場をもっ DNAであること

が明らかになっ た。 これら 7つの重複するフ ァ ー ジ DNA

はクロモゾーマル DNA上、 E旦rF領域を中ごろに含む約 34

Kbの 連続した領域をカノ〈ーしている。

- 100 ー



大 腸菌染色体地図上 、 E旦工Eは、 tRNApseudo-uridine 

synthase 1をコ ードする hi三1と旦主主主の聞にマップされ

ている(1 1 5. 1 1 6 )。 大腸菌の hi三1-2.旦rF領域は既にクロ

ーニングされ、塩基配列も決定されている (117-11910

図 4ー 4の制限酵素 地図を解析した結果ιisTは、-3.0 

とー 1.5Kbの聞の領域に存在していることが明らかにな

った。旦♀主主は 、大腸菌染色体地図上 E旦IIに対して、 hi sT 

と反対側に位置するので、 フ ァ ー ジ 122 DNAより の 方 向

に旦主主主が存在する筈である。また、ファージ 122 DNAは、

目工Eの下流約 16Kbをカバーしている。この長さは、染色

体地図 の約 o. 5分に 相 当 す る 。 フ ァ ー ジ 122 DNA中に ac kA 

が存在する 確立が高いと判断して、 ファージ 122 DNAを

プラ ス ミ ド ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した 。

ファー ジ 122より抽出、精製した DNAを EcoRIと BamHIで

切断し、閉じ制限酵素で切断した pUC19 DNAと結合した。

得られた組み 換え体プラスミド DNA により 大腸菌 JM 1 01 

[ム (1日-2LQ) .1.h_よ 1aclq-ZムM15J を形質転換した。 x-

ga1寒天培地に撒き、白いコロニーを選択した。 得られ

たAp耐性形質転換株の AK活性の増加を測定す る こ と に よ

り主主主主を含むプラスミド DNAによる形質転換株を検 索し

た。形質転換株の培養は、 TY-培地 3m1中で 370C ， 16時

間行 な い 、 粗 酵 素液は培養液を超音波破砕処理すること

によって得た。アセテートカイネースの活性 は、 Th om as 



等の方法【 10 • )を用いて、測定した。 その結果、コント

ロール菌 JMIOl(pUC19)より 高 い AK活性を示すクローンが

いくつか得られた 。 このクローンよりプラスミド DNAを

摘出 して制限酵素地 図 を 作 製 し た 結 果 、 高い活性を示す

クローンより抽出したプラスミド DNAは、全て 4.5Kbの Ec

oRト BamHI DNA断片が挿入されていた。 この 4.5Kbの DNA

断片は 、図 4-4の 16.9-21.4Kbに相当す る。 この断

片が挿入されているプラスミド DNAを pAK122と名づけた。

制限酵素地図は図 4- 5の通りである。
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図4-5 笠主主を保持するpAK122の構築

は、 p，・ Eの方向を示す。 は、 u弘主クロモゾーマルDNAを示す。

B:BamHI， E:EcoRI， H:Hi旦111，K也rrI，M担旦1，Ps: Pst 1， 

s・'SalI， V:EcoRV 
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( 4 ) A Kの発現

プラ ス ミ ド pAK122 DNAにより Eム主立よよ JM 1 0 1を形質転換

して、 Eι♀立lよ JM101(pAK122)を得た。 JM101(pAK122)と

JM101(pUC19)をそ れぞれ、 20μg/mlの Apを含む TY 1 0 ml 

(150ml 三角フラスコ)中で 、 370

C、 16時 間培養を行 な

った。集菌後生理食塩水にとかし超音波破 砕処理により

粗酵素 液 を 調 製 して、 Thomas等の方法(1 0 -4】に従って AK

の活性を 測定した。表 4- 2に示す様に、 JM 1 0 1 (p U C 1 9) 

の AK 活性は 2.6U/mg蛋 白 で あ っ た の に 対 し、 JM 10 1 (p AK 

122)では 212.0U/mg蛋白であった。 主主主主をクローニング

することにより、 AK活性は約 82倍に増幅された。

次に、主主主主の存在領域を限定するために、 pA K 1 2 2 D NA 

中の挿入断片を様々な制限酵素で切断して pUC19DNAにサ

ブクローニングし た。形質転換株のアセテートカイネー

ス活性を 測 定 し た結果、 MluIと PstIで切断することによ

って得られる 約 2.7Kbの DNA領域を保持しているプ ラスミ

ド DNAによる形質転換株において AK活性が 高いことが明

らかになった。 この MluIとPstIで切断して得られた DNA

断片を、 Sm旦!と E主主Iで切断した pUC19 DNA及び pUC 1 8 D NA 

に挿入することによって 、 pAK124 DNAとpAK125 DNAを作

製した( 図 4-6 ) 



pAK124 DNA. pAK125 DNAにより L三♀li JMI0lを形質転

換して得られた JMI01(pAK124)と JM101(pAK125)の AK活性

を測定した。 培養は、 p，・ cの誘導基質である IPTG(1mM)

の存在、 非存在下で 20μg/m1の Apを 含 む TY-培地 (10 m1 

三角フラスコ)中、 37Tで 16時間行なった。 pAK124また

はpAK125を保持している JMIOlにおける AK活性はそれぞ

れ427.1. 462.2U/mg蛋白で、 JMI01(pUC19)に比べて 165.

178倍の高活性を示した。 また、 IPTGを添 加して培養し

た場合、 JMI01(pAK124) における活性は IPTG無添加の時

と殆ど同じであったのに対し、 JMIOl(pAK125)では、 IP

TG無添加に比べて約 20%活性が上昇した(表 4- 2 )。

これらの結果は、これらのプラスミド DNA 中に挿入さ

れている断片はブロモーター領域を含む ackA領墳を全て

含んでおり 、更に旦主主主の転 写方向は、 pAK125の p，. ，と同

じ方 向であること を 示 唆 し て い る 。



表4-2 組み換え体による形質転換株における

アセテートカイネース活性

菌株 添加・ 比活性・・

JM101(pUC19) None 2.6 

JM101(pAK122) None 212.0 

JM101(pAK124) None 427.1 

IPTG 430.0 

JM101(pAK125) None 462.2 

IPTG 560.5 

IPTGをlmM培養開始時に添加

“ U/mg蛋白

活性比・・・

1.0 

81.5 

164.3 

165.4 

177.8 

215.8 

JM101(pUC19)における活性に対する比



5 ) 旦主主主の塩基配列

巳主主の塩基配列を決定するために、 主主主主を含む DNA領

域を フアジミド pUCl18. pUCl19 DNAにサブクローニンクー

した。 pAK124 DNAをE♀QRIとE主主Iで切断し ア ガ ロ ー ス ・

ゲル電気泳動により主主主A領 援 を 含 む 2.7Kbの DNA断片を単

離して、 同じ制限酵素で切断したファジミド pUCl18と

pUCl19に結合して pAK1248.pAK1249 DNAを得た。 pA K 122 

DNAをE三oRIとE♀QRVで切断し、 得られた約 1.2Kbの DNA断

片を、 E三oRIと主旦旦I で切断した pUCl18と結合して、 pAK

124Vを作製した。同様に、 pAK122DNAをE三oRVとE立主 Iで切

断して得られた約 1.5Kbの DNA断片を、 SmaIと PstIで切断

した pUCl19と結合 して pAK124Pを作製した 。これらフア

ジミ ドDNAより一本鎖 DNAを調製した。塩基配列の解析は、

dideoxy-chain termination 法 (8 2， 9引 を用いて行な っ

た。 プライマーの合成は、ベックマン DNAシンセサイザ

-System lE Plusを用いて行な っ た。

塩 基-配列解析の結果は、図 4-7に示す。 MluI認 識 部

位を 1とした時、 472番目の塩基から、 1 67 1番目の塩 基

にわ たって、 open reading frame(ORF)がみられた 。 AK

のNH2-terminalアミノ酸は、ブロックされている (33)の

で、 AKのアミノ酸 配 列 を 解 析 す る た め に 、メチオニン の

直後を特異的に切 断する CNBrを 用 い AKを分解して、得ら



れる べ プ タ イ ド を HPLCより単離した【 12 0 )。 これら CNBr

ぺプタイドのうち、 2種類のぺプタイドの NH 2 -t e r m i n al 

アミノ酸配列を液相のブロテインシークエンサーにより

決定した 。 こ の アミノ酸配列と ORF から予想されるアミ

ノ酸配列を比較した結果、図 4ー 7の下線部の配列と完

全に一致していることが明らかになった。 この結果は、

この ORFが旦主主主であることを強く示唆する。 最初のメチ

オニンをコードする 472-474番 目 の ATGが翻訳の開始点で

あるとすると、 この ORFは 400 アミノ酸からなる分子量

43，297の蛋白質をコードする。

pAK124 DNAによる形質転換株をもちいて、 SDSーポリア

クリルアミド・ゲル電気泳動により蛋白質を分析した結

果、分子量約 43，000の蛋白質が著量検出された。 ORFか

ら推定される分子量 に 近 い 値 で あ う の で 、この結果から

もこの ORFは AKをコードしている ackAであると考えられ

る。



E 

ACGCGTCATC11G ̂  1 A ACGCG A rT1TCGA C A A AG A CCGOGGCA A GGCG 11T11CC AG CGGCC ACG 1C 111G AG 1 A A 1G C TG TCCCCGGCG A A ̂  C A A GCT A 1 00 

AAAAAATT AACAG A ACO A 1T A TCCGGCG T10 ACA TO CTTC ACCTC A A C TTCACA 1 A T A A AGA TTC A A A ATTTG TGCA A A 1TCA CA ACTO ACCGGGA CAAC 200 

GT1CAAAACATTTTG TCTTCOA 1 A CCC A C1 A TO AGG 1 A 10CTTT AG CA GCCTG A AGC CCT A AO T AG 1 A CA T A T1C A 1TG AC TCG TCAA A TTCA T AT A CA T 300 

TATGCCA TTGGC TOA A A A 1T ACGC A A AA TGGC A T AGA C TCA AO A T A 1TTC TTCC A TCA TGC A A ̂  A ̂  A A A TTTGCAO 1G CA 1G A TOTT A A 1CA T A A A 10 10 400 

H S S K L V L 
GGTGTCA1CATGCCCTACOCTCTATGGCTCCCTGACGTTTTTTTACCCACG1ATCAATTATd.Q.!，jTACTTCC ATG TCG AGT AAG 1TA GTA CTG 49:2 

V L N C G S S S L K F A I I D A V N G E E Y L S G 
GTT CTG AAC TGC GGT AGT 1CT 1CA CTO AAA 111 GCC ATC ATC GAT GCA GTA AA1 GGT GAA OAG 1AC C1T 101 GG1 567 

L A E C f H _ ~_ P E A R 1 K W K M 0 G N K Q E A A L 
11A GGG GAA TGT T1C CAC CTG CCC GAA GCA CGT ATC AAA TGG AAA ATG GAC GGC AAT AAA CAG GAA GCG GCT TTA 642 

G A G A、 AIISEA LNFIVNTI  LAQK  PELS  
GGT GCA GGC GCC GCT CAC AGC GAA GCG CTC AAC TTT ATC GT1 AAT ACT AT1 CTG GCA CAA AAA CCA GAA CTG TCT 717 

AQ  L T A 1 G H R 1 V 1I G G E K Y 1 S S V V 1 D E 
GC沼CAGC干G ACT GC1 ATC GG1 CAC CGT ATC G1A CAC GGC GGC GAA AAG TA1 ACC AGC TCG GTA GTG ATC GAT GAG 79:2 

SV  1 Q G 1 K D A A S f A P L 11 N P A 11 L 1 G 1 E 
101 G11 A1T GAG OOT ATC AAA GAT GCA OCT 1C1 TTT OCA CCG CTO CAC AAC CCG OCT CAC CTG ATC GOT ATC GAA 867 

gA  L K S F P Q L K D K N V A V F D T A F 11 Q T H 
GU GCT CTG AAA TCT TTC CCA CAG C1G ^̂  ̂GAC AAA AAC GTT GCT GTA TTT GAC ACC GCG 1TC CAC CAG AC1 ATG 9/.2 

PE  E S Y L Y A L P Y N L Y. K E 11 G 1 R R Y G A H 
CCG GAA GAG TCT TAC CTC TAC GCC CTG CCT TAC AAC CTC TAC AAA GAG CAC GGC A1C CG1 CGT TAC GGC GCG CAC 1017 

G1  S H F Y V T Q E A A K M L N K P V E E L N 1 1 
GGC ACC AGC CAC TTC TA1 GTA ACC CAG GAA GCG GCA AAA A1G CTG AAC AAA CCG GTA GAA GAA CTG AAC ATC ATC 109:2 

1C  H L G N G G S V S A 1 R N G K C V D T S H G L 
ACC 1GC CAC CTG GGC AAC GGT GGT TCC GT1 TCT GCT ATC CGC AAC GGT AAA TGC GTT GAC ACC TCT ATG GGC CTG 1167 

TP  L E G L V M G T R S G 0 1  D P A 11  F 11 L 11 D 
AOC CCG CTG GAA GGT crc G1C ATG GGT ACC CG1 TC1' GG1' GAT ATG GAT CCG GCG ATC ATC TTC CAC C1'G CAC GAC 121;2: 

T L G 阿 SV D A 1 NK  LLTKESG  LLGLTEV  
ACC CTG GGC A1G AGC GTT GAG GCA ATC ÂC AAA CTG CTG ACC ÂA GAG TCT GGG CTG CTG GGT CTG ĈC GAA GTG 1317 

TS  D C R Y V E D N Y A 1 K E 0 A K R A M D V Y C 
ACO AGC GAC TGC CGC TAT 011 GAA GAC AAC TAC GCG ACG AAA GAA GAC GCG AAG CGC GCA ATG GAC GTT TAC TGC 139:2 

HR  L A K Y 1 G A Y_ T A L M D G R L D A V V F T G 
CAC CGC C1G GCG AAA TAC ATC GGT GCC TAC AG1 GCG CTG ATG GAT GGT CGT CTG GAC GCT GTT GTA TTC ACT GGT 11.67 

01  G E N A A M V R E L S L G K L 0 V L G F E V D 
担UlCGGT GAA AAT GCC GCA ATG G1'T CGT GAA CTG TCT C1G GGC AAA CTG GGC G1G CTG GGC T1T GAA G1T GAT 15/.2 

H E  R N L A A R F G K S G F 1 N K E G T R P A V V 
CAT ĜA CGC AAC CTG GCT GCA CGT TTC GGC AAA TCT GGT 11C ATC AAG AAA GAA GGT ACC CGT CCT GCG GTG GTT 1617 
! P TNEELVIAQDASRLTA ・
ATC CCA ACC AAC GAA GAA CTG GTT ATC GCG CAA GAC GCG AGC CGC CTG ACT OGC TGA TTTCACACGCCAGCTCAGC1GTG 1697 

TGTTT!G T A A CCCGGC ̂  A A TCGGCG TT A A CG A ̂  AG AGGA T ̂  A A CCG 1G TCCCG T A TT A TT ̂  

図4-7 アセテートカイネースi1't伝子の境基配列

最も長L、ORFの塩基配列から予測されるア ミノ酸配列をsingle-letterアミ

ノ酸コードで示した。 太下線は、 Shine-Dalgarnosequenceの可能性があ

る部分を示す。細実線は、アセテートカイネースをCNBrで処理して得られ

たフラグメン トのアミノ酸配列と一致している部分を示す。

1758 



第3節フォスフォトうンスアセチレースをコードする

遺伝子自のクローニング

1) tl豆欠損株 の取得

大腸菌は、ピルビ ン 酸 や ブ ロ リ ン で 生 育させる時、フ

ル オロ酢酸を共存させるとその生育が強く阻害される。

フルオロ酢酸は、 フ ル オ ロ ア セ チ ル リ ン 酸→フルオロア

セチル CoA→フル オロクエン酸と代謝される ことにより、

細胞の生育は強く 阻害される。 tl旦遺伝子産物である PTA

は、 アセチルリン酸+時アセチル CoAを触媒する酵 素であ

る。 この 酵素 を欠損している菌は、フルオロ酢酸を代謝

できないので、フルオロ酢酸に対して耐性となる。この

ことを利用して、 Brown等の方法(3 0】に従い、 以下に示

す方法 によ りフ ルオロ酢酸耐性株を選択し、その株から

~欠損株を単 離した。

親株として E.coli 1100を使用した。 110 0の 培 養 は TY

液体培地 3ml中、 370Cで 24時間行なった 。 フルオロ酢酸

耐性株の取得は、培養液 200μ1を表 4- 3の組成からな

るフルオロ酢酸を含 む 寒 天 培 地 に ま き 、 37
0

Cで 3- 4日間

生育させ、 コロ ニ ー を 形 成 し た spnotaneous mutantsを

選択することによっておこなった。



表4-3 フルオロ酢酸耐性株選択用培地組成

Pyruvate 25 mIt! 
Fluoro acetate 50 mIt! 
MgC12 1m1t! 

CaC12 0.1 mIt! 
FeCl. lμM 

Vitamin B1 250μg 
Casamino acid 0.5 克

M9 salts(x10)・ 10皿I
Agar 1. 5 g 

H20 100皿1

十 M9salts(x10) Na2HPO. 6 g 

KH2PO. 3 g 
NH.Cl 1 g 
NaC1 0.5g 

H20 100 ml 
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得 られたフルオロ酢酸耐性株から同じ組成の 寒天培 地

を用 いて 、単 一コロニーを単離した。フルオロ酢酸耐性

株は、約 106-107個に 1個の割合で得られた。フルオロ

酢酸耐性株からの 2.l旦欠損株の取得は、 それぞれの株の

PTA酵素活性を測定し、 活性が欠失している株を検 索 す

るこ とによって行なっ た 。 AK活 性 が 欠 失 している株もフ

ル オロ酢酸に対して耐性となるので、同時に AK活 性 も 測

定 することにより主主主主欠損株も検索した。フルオロ酢酸

耐性 株 を そ れ ぞ れ TY液体培地 3mlに植えて 37
0

Cで 24時間

培養した培養液を遠心集菌後、生理食塩水で洗浄し超 音

波破砕処理をすることによって粗酵素液を得た。 PTA活

性は Brown等の方法(s 0 )、 AK活 性 は Thomas等の方法(1 0叫

に従って行なった。

得られたフルオロ酢酸耐性株 30株の酵素活性を測定

した結果、 PTA欠損株、 AK欠損株、そして PTAと AKをとも

に欠損している株の 3種類の変異株がえられた。 PTA欠

演 株中より 1株を AM1000と 名付 けて 以後 の実験に用いた。

また、 AK欠損株より 1株を AM1100， AK，PTA欠損株より 1

株を AM1200として選択した。 AM1000，AM1100，AM1200株の

PT AとAKの酵素活性は表 4- 4に示す通りで ある。



表 4-4 E.coli 1100とackA.pta欠損株の

AK.PTA活性

菌株 AK・ PTA念

1100 2.6 1.8 
AM1000 2.5 。。
AM1100 。。 1.8 
AM1200 0.0 0.0 

念; U/mg蛋白



2 ) 遺伝 子 ラ イブラリーの作製

第 2節で作製した u♀よよ 1100由来のクロモゾーマル

DNAを用いた。 平均鎖長 3-10Kbとなるように E三旦3Aで部

分分解したクロモゾーマル DNAと、旦旦旦H1で切断後アルカ

ラインフォスファテース処理した pBR322 DNAを結合した。

CaC 12処理した AM1000を、 こ の 組 み 換 え体 DNAにより形

質転換して、 Ap耐性 且 つ Tc感受性株を選択することによ

り約 5，000個の形質転 換 株 を 得 た 。 これらを遺伝子ライ

ブラリ ーと して 以後の実験に用いた。

3 ) 2_主旦のクローニング

~のクローニングは形質転換株中より PTA活性が復帰

している株を検索することによって行なった。遺伝子ラ

イ ブラリーとして作製した形質転換株をそれぞれ、 Apを

含む 2m1の TY液体培地に植え、 37
0Cで 16時間培養した。

培養液を遠心集菌 し た 後 、 1m1の 10mMリン酸緩衝液(pH 

7 . 5 ) に 懸 濁 し て超音波破砕処理して粗酵素液とした。各

組酵 素液 の PTA酵素活性を Brown等の方法(3 0 )に従って測

定した結果、 5，000株中、 l株より PTA活性 が 復 帰 し て い

る株が見出された。 この株より抽出したプラスミドを

pPT100と名付けた。 pPT100 DNAに よ り AM1000及び 11 00 



を形 質転 換し て得られた形質転換株より同様にして組酵

素液を調製し、 PTA活性を測定した。 110 0における PTA酵

素 活性は 1.8U/mg蛋白であったのに対し、 AMI000(pPTI00)， 

1100(pPTI00) の酵素活性はそれぞれ 3.7， 5.3 U/mg蛋

白であり、 1100 (pPT100)は 110 0に比べて約 3倍高い活性

を示した(表 4- 5 )。 この結果は、 pPTI00DNA中に PTA

をコードする領域が含まれていることを強く示唆する。

pPTI00 DNAの制限 酵素地図を作製した結果、 約 3.2 K bの

DNA断片が掃入されていることが判明した(図 4- 8 )。



pPT100 

S/8 

図4-8 世旦を保一持するpPTlOOの制限酵素地図

∞ 
刀

B:Ba旦HI，H担旦111，K:~I ， P:PstI， S:~型3A ， V:EcoRV 
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7 ) PT Aの発 現

jJJ_旦の存在領場を限定するために、 pPTIOO DNAに挿入

されている 3.2Kbの DNA断片を制限酵素で切断して pB R 322 

にサプクローニングした。 AMIOOOを形質転換した結果、

2.9 K bのE三旦EトK.Q..gI断片 (図 4- 8 )を含むプラスミド

は、 lli変異を相補することが明らかになった。この DNA

断片を p，・ cからの発現を誘導できるプラス ミ ド pUC18と

pUC19に挿入することにより pPT200とpPT300を作製した

(図 4-9 ) 

この pPT200とpPT300により E.三旦1i 1100を形質転換し

て、 PTA酵素 活性を測定した。培養は、 IPTG(1mM)の存在

または非存在下で、 Apを含む 10m1の TY液体 培 地 (1 50 m1 

三角フ ラスコ)において 37
0

Cで 16時間行なった。組酵素

液は、培養菌体を生理食塩水で洗浄後、超 音波破砕処理

を 行 なうことによって 調 製 し た 。 結 果 は 、表 4- 5に示

す。



pUC19 

ヨ)/

勺

∞ 
刀

ヨ)j

吋コ

cu 
℃ 

図4-9 P'o<より世旦の発現を誘導できるpPT200.pPT300の構築

B:担_!!!HI.H巴旦111.K:KQ旦1.P: Pst 1. S邑旦3A.Sa邑_cI.V:匙QRV

120 



表 4-5 組み換え体による形質転換株における

円Ai活性

菌株 添加・ 酵素活性・・

1100 None 

1100(pPTI00) None 

1100(pPT200) None 
IPTG 

1100(pPT300) None 
IPTG 

IPTGは1m!.!となるように添加したo

**: U/mg蛋白

- 121 ー

1.8 

5.3 

9.8 

224.4 

5.2 

4.7 



pPT200を持っているL..f_旦よ11100の PTA活性は、 IPTGを

添加した時 224.4Ujmg蛋白であった。 無添加に 比 べ て 約

23倍、コントロールとしての 1100(pUC18)に比べて約 150 

倍も の高 活性 を示した。 pPT300を持っている 11 0 0は、

IPTGを添加しでも PTAの発現は誘導されなかった。

IPTGを添加して培養した 1100 (pPT200)の細胞抽出液

をSDSーポリアクリルアミド電気泳動によって分離して、

Coomassie Bri11iant B1ue染色を行なった結果、他の細

胞抽出液からはみられない分子量約 81，000の蛋白質が著

量生産されていた。

これらの結果は、おそらくプロモーター 領域をもって

いないが、 2__i旦が完全にこれらプラスミドに含まれてお

り、 更に2__i旦の転写方向は pPT200における PI • cの向きと

閉じであることを強く示唆する。



第4節acKA-山の同時発現

大腸菌染色体地図上、 tl主は、主♀Mの近傍にマップさ

れている(， 9 )。第 3節で得られたフルオロ酢酸耐性株 AM

1200は AKとPTA活性がともに欠失している 変 異 株 で あ る。

また、 AKと PTA活 性 を 共 に 欠 失 す る 変 異 (1主主-A)は既に

報告されており、 染色体地図上、 旦三且主のすぐ上流にマ

ップされている(5 0 )。 更に、 S.typhimuriumでは AKをコ

ードする主主主は lli遺伝子の上流に存在し、 主主主と lliは

オペロンとして存在すると報告されている (2510 これら

の点から、 Eム主立1iにおいても生三主』と E主旦は近接している

可能性が高いと考えて、主主主主を含む pAK122DNAとtl旦を含

むpPT200 DNAの制限酵素地図を比較した(図 4- 1 0 )。



K P 

pPT200 
M Sc KV K P PB 

pAK122 1Kb 
トー一一一→

M 
PB ，p V 

pAK222 

図4-10 笠主主を保持するpAK122.世旦を保持するpPT200の制限酵素地図と

pAK222の構築

ベクタ -DNA断片は含まれていない。

B:BamHI， K:Ia!lI， M:担旦1，P:Ps口 (S):Sa旦3A.Sc主主1，V主QRV



pPT200 DNAのK_p_旦!と E主旦H1認識部位の問の告IJ限 酵 素 地

図と、 pAK122 DNAに挿入されている旦主主主の 3・末端側の

包!!IとE主mHI 認識部位の聞の制限酵素地図が完全に一致

していた。また、 pPT200 DNAのK_p_旦 I認識部 位より下流約

100 bpの塩基配列を解析した結果、 pAK122 DNAの E旦旦I認

識 部位より下流の塩基配列と完全に一致していた。この

結果は、 pAK122 DNAと pPT200 DNAに挿入されている DNA

断 片は、クロモゾーマル DNA上連続した DNAであることを

示している。

pPT200 DNAをE亘_!I]HIと Hi旦111で切断して得られた DNA断

片と、閉じ制限酵素で切断した pAK122 DNAと結合するこ

とにより pAK222 DNAを作製した(図 4-10) 0 pAK222 

DNAによ る Eム主立1i 1100形質転換株の AKと PTA活性を測定

した(表 4- 6 )。 同 時 に pAK122， pPT200とコントロー

ルとして pUC19による Eム主立II1100 形質転換株の AKと PTA

活性も測定した。



表4-6 組み換え体による形質転換株のAK，PTA活性

菌株 添加・ 酵 素活 性“

AK PTA 

1100(pAK122) None 472.6 (183.2)""" 2.0 ( 1.1) 
1100(pPT200) None 2.6 ( l.0) 9.6 ( 5.3) 

IPTG 1.4 ( 0.6) 224.0 (124.4) 
11 0 0 (pAK2 22) None 102.5 ( 39.4) 78.3 ( 43.6) 
11 00 (pUC19) None 2.6 ( 1.0) l.8 ( 1.0) 

1門Gは1mMとなるように培地中に添加した

日:U/mg蛋白

1100 (pUC19)の酵素活性を1.0とした時の相対活性



E.coli 1100(pAK222)では、 AKと PTAの活性は そ れ ぞ れ

102.5， 78.3 U/mg蛋白であった。 1100(pUC19)に 比 べ て

両酵素活性とも約 40倍まで上昇した。 一方、 1100(pPT 

200 )では、 IPTGを添加した時は、酵素活性がコントロー

ルに比べて 124倍まで上昇したが、 IPTG無添加の時は、

約 5倍程度の上昇に 留 ま っ た 。 こ れ ら の 結果より pA K 222 

DNAは旦♀主主とE.l旦を完全に保持するプラスミド DNAであり、

旦且と E主旦は、 DNAのレベルからもクロモゾーマル DNA上

近接し て存 在す ることが明らかになった。

また、 pAK222 DNAを作製する時に利用した[Q旦I認識

部位は ackA構造遺伝子の 3'末端より上流 に存在する。

1100(pPT200) において PTAの発現は IPTGの添加により誘

導されたのに対し、 1100(pAK222)では構成的に発現した。

また、 旦主主主と E主旦の転写方向は同じであった。 これら

の結果は、 E.l旦の発現は主主主A上 流 の プ ロ モーターに支配

されており、 S.typhimuriu mと同様に E.coliにおいても

往左AとE.l旦はオペロンとして存在する可能性を示唆して

いる。

主 ♀主主上流にプロモーター活性が存在する か ど う か を 調

べるために、~の上流に旦旦主A上流域を導入したプラス

ミド DNAを作製した。 pGSI00 DNA(第 3章 、第 2節参照)

をli旦1，!'_立主Iで切断後、 アガロース ・ゲル電気泳動によ

り~を含む領域を単離して、 Sc旦1， !'_主主Iで切断した



pA K 1 2 4に結 合 することにより pGS124 DNAを作製した o

pAK124 DNA中に存在する主♀旦I認識部位は AKをコードして

い ると思われる ORFの最初の ATGより下流に存在している。

また、 pGS100 DNA中に存在する St旦I認識部位は広三l:!l-プ

ロモーターの中に存在する。従って、 pGS124 DNAによる

形質転換株では 、もし組み込んだ呈♀主主上流援にプロモー

ター活性が存在しなければ 、 殆ど GSH-I活性が誘導され

ないことになる。 u♀IIJM101を pGS124又は pG S 1 0 0 D NA 

により形質転換し、 形質転換株における GSH-I活性を測

定した。 培養は、 TY培地 10m1(150m1三角フラス コ)中

で、 37
0

Cで行なった。 粗酵素液の調製は、培養液を生

理食塩水で遠心洗浄後超音波破砕処理により行なった。

表 4- 7に示した ように、 JM101 (pGS100)においては、

1 . 1μmo1/mg蛋白 /hで あ っ た の に 対 し 、 JM101(pGS124) 

では 4. 5μmo1/mg蛋白 /hの活性を示した。 この結果は、

担主A上流域にプ ロモーター領域が存在することを強く示

唆する。

更に 、本研究に よ り 呈♀主Aとtl旦のク ロモ ゾ ーマル DNA上

で の 正確な位置が初め て 明 ら か に な っ た 。図 4- 1 1に

示すように、旦主主主と~は旦旦工E の 13Kb下流に存在し、 転

写方向は、 E旦rFと 逆方向である。



表4-7 ackAフ.ロモーターとgshIプロモ

ーターによるGSH-Iの活性

菌株 酵素活性傘

JMI01(pGS100) 

JMI01(pGS124) 

μmol/mg蛋白/時間

1.1 

4.5 
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第5節考察

本研究において、 AKをコードする遺伝子主主主主をクロー

ニングするためにジーンウォーキング法を 用いた。染色

体地図がかなり詳細に作製されている Eム王立1iのような細

胞由来の遺伝子のクローニングには、単離 したい遺伝子

がマ ッ ピ ン グ さ れており、その近傍に既に塩基配列が明

らかになってい る 遺 伝 子 が 存 在 す る の で あれば、ジーン

ウォーキング法が確実な道であると思われる。この方法

によりクローニングした旦_c_l主を含む領域をプラスミドベ

クタ -pUC18， pUC19に導入することにより、 AKの活性は

親 株の約 180倍 の 470U/mg蛋白に上昇した。 大腸菌よ

り精製した AKの比 活 性 は 2，900U/mg蛋白であるは引ので、

全菌体蛋白の 15%強にまで発現が増幅されたことになる。

第 2節に示したよ うに 、 pAK124とpAK125による形質転

換株において、 IPTGを添加しなくとも AKの発現が強化さ

れた(表 4- 2 )。この結果は、クローニ ン グ し た ac kA 

の発現は、その上流の旦主主主本来のプロモーターより転写

が 開始されていることを示唆する。互主主主の上流域を利用

して~の発現を検討した結果、 GSH-Iの 活 性 は 4.5 

μmOl/mg蛋白 /hとm I本来のプロモーターを利用した時

より 4倍高い活性を示した(表 4一 7)。 従って、 ac kA 



上流にプロモータ ー 領 域 が 存 在 す る こ と は間違いないと

思われる 。本 研究において決定した塩基配列よりプロモ

ーター領場の コンセンサス配列と考えられ ている配列を

検索すると 130番 目 に TTGACA，19bp離れた下流に TATAAAが

見出された。こ の配列は、コンセンサス配列と非常に一

致 している配列である。しかしながら、 AKをコードして

いる ORFの最初の ATGより約 300bpも離れているため、 今

後発現調節機 構を 含 め 、 検 討 が 必 要 で あ ろう。

また、第 3節で クローニングした iliは、 Pt・cの利用

により IPTGを添加した時のみ、親株の 120倍に発現が

増幅された。 また、~主主構造遺伝子の 3 '末端より内倶IJ

までの領域 を含む pPTI00， pPT300による形質 転 換 株 に お

ける PTA活性は親株の 3-5倍に留まった。 これに対し、

包主主と iliを同時に含む pAK222に よ る 形 質転換株におい

ては、 PTA活性は親株に比べて 4 0倍まで増幅され、更

にAK活性も同様に 4 0倍に増幅された。こ の pAK222に挿

入されている DNA断 片 は 、 ク ロ モ ゾ ー マ ル DNA中の連続し

た領域の一部に相当する。従って、 E主旦は呈主主主と同様に

包 kA上流のプ ロモ ーター領岐に支配されて いる可能性が

高 い。 また、旦主主主と E主主の転写方向は同じ であった。こ

のことは、 S typhimuriu mと同様に【 51 )、大腸菌におい

ても主主主主と tl旦はオベロンを形成し ていることを強く 示

唆する。 AKと PTA活 性 を と も に 欠 失 し た 変 異(fac-A)が 単



離され、 染 色 体 地図上主♀主』のすぐ上流にマップされてい

る(. 0】。 この主企52-A変異は主主主Aプ ロ モ ー ター領嫁の変異

によ る 両 酵 素 活 性の欠失によるものではなか ろ う か 。

PTAとAKの触媒 す る 反 応 は 、 微生物細胞内において酢

酸からのアセチル CoAの形成、 酢酸の排出【 ao. 3 1φ3 7】、

嫌気的培養時におけ る ATPの形成【 32 )に関 与し てい ると

考えられている。 ま た 、 アセテートカイネースは、 ATP

あるいは、 アセチルリン酸によりリン酸化 さ れ (1 2 1 )、

リン酸化された酵素のリン酸基は ADP或いは酢酸に転移

される (1 2 2 - 1 2川と報告されている。 アセチルリン酸は

細胞におけるいくつかの栄養素の吸収のためのエネルギ

ー源であり (38--40】、 リン酸基はアシルリン酸を経由し

て蛋自にリンクする (33.121.123.124) と報告されている。

また、 リン酸化された AKのリン酸基が直接 Ba c t e r i al 

transferase system の En z y me 1 (1 25) に移行されるとい

う報告もある(3 4 )。 このように AKとPTAの細胞内におけ

る機能は、数多く議論されてきたにもかかわらず酵素の

不安定性、生体 代謝機構を特化して研究する困難さなど

から明 確 な 結 論 は得られていない。本研究において、 AK

とPTAをコードする遺伝子を初めてク ロー ニ ングし高発

現に成功したことにより、遺伝子の発現 制御機構、酵 素

レベルでの研究から多くの成果が今後期待される。

主三主主のクローニングをジーン ・ウォーキ ン グ 法 に よ っ



て行なったことにより、大腸菌染色体地図上 で の 主 ♀ 主 主 と

己主の正確な位置が 本 研 究 に よ り 初 め て 明らかになった。

更に、 AKは ATP再生系、 PTAはアセチル CoA~oAサイク

リング系として応 用 す る こ と に よ り 、 よ り多様な物質生

産が可能となり、工業的な貢献も今後期待できょう。
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第5章 ATP再生系を増強したグルタチオン高生産

菌の育種



第l節 はじめに

生物の有する機能は、一般的に、複数酵素反応による

長い プロセスに支 配 さ れ て い る 。 こ の 複 数酵素系に支配

されて いる 機能を物質生産に応用する際、遺伝子組換え

技術を利用して効率的システムを構築することが多く試

みられてきている。既に論じてきたように、スリーパー

ベクターのシステムはこの様な系への応用に最適の宿主

・ベクタ一系であり 、 更 に ATPを要求する酵素がその反

応系に含まれる場合、 ATP再生系を効率的に利用するこ

とが要求される。本章において、第 4章でクローニング

した ackAを第 3章で構築した GSH高生産システムに組み

込むことにより、 ATP再生系を含む複数酵素系物質生産

システムとして GSH生産を検討した。

グルタチオンを合成する酵素 GSH-I，GSH-IIを コード

する itt伝子足立主 1，足立h11を同一スリー パー ベ ク タ ー に 導

入し 、熱誘導培養によ り GSH-I，GSH-IIの 酵 素発現はそれ

ぞれ 220，110倍に増幅された(第 3章) 0 GSH-Iと GSH-11 

は共に ATPを要求する酵素である。 ATPは非常に高価であ

るため、工業的にグ ル タ チ オ ン を 生 産 す る場合、コスト

面から大きな負担となる。 ATP再生を効 率良く行なうこ

とにより ATPを軽減できれば工 業生産において大きなメ



リッ トとなることが期待される 。 第 4章でクローニ ン グ

した空三主A遺伝子産物である AKは、既に論じ た よ う に ATP

再生 系 酵 素 と し て非常に有効であると考えられている。

グルタチオン生産においても大腸菌本来が持っている AK

の利用が検討されている。

本章では、グル タ チ オ ン 生 合 成 酵 素 GSH-I， GSH-IIと

AT P再生系酵素 AKを共役させてグルタチオンを生産させ

る(図 5- 1 )ことを目的として、 同一ファージ DNA上

に三 種酵素の遺伝子 を 導 入 し た 溶 原 菌 の 育種を行ない、

この溶原菌の熱誘導後の培養菌体を酵素液として、 ATP 

再生系の強化による GSH生産性について検討した。

また、本研究において検討しているグル タ チ オ ン の よ

う な複数酵素系による物質生産を、安定にしかも効率良

く行なうためには、固定化等によってバイオリアクター

として 利用 する ことが考えられる。スリーパーベクター

は、 S7変異を導入 しているため、熱誘導後の溶菌が抑制

され る。 培養 菌体を包括固定化するためには、溶原菌の

溶菌をできるだけ 抑 え る 必 要 が あ る 。 そ こで、 S7変異に

更 に浴菌遺伝子 (Rz)欠失変異を加えることにより、熱誘

導後の溶菌を強く 抑制できるベクタ- slplOSムRz-Kmを

用いた。
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GSH 1: T-Glutamyl-L-Cysteine synthetas巴

GSH 11: Glutathione synthetase 

A K: Acetate kinase 

図5-1 AK. GSH-1. GSH-11によるGSH生合成経路



第2節 スリーパ ー ベ ク タ ー に よ る 三 脚 素遺伝子凶1，

凶11，叫1の同時発現

庄三主1. 足立主ll.及び旦主主Aを含む DNA領域そ れぞれの制限

酵素 地図を図 5- 2に示す。

~は GSH-I をコードする領域内に EcoRI 認識部位を、

巨lli.主主主主はそれぞれ GSH-II.AKをコードする領境内に

b旦I認識部位を有する。主主主工1. 旦♀主主遺伝子を E三oRIで挿

入可能な slpl0SムRz-Kmに導入し、 第 3章で作製した

p，いより発現可能な皇三hlを 2コピータンデムに保持する

slpp，.， GSI2とく みかえることにより同一ファージ DNA上

に三種 酵素 遺伝 子を併せ持つ組み換え体 DNAを作製する

こととし fこ。
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図5-2 gshI. ~且1.及び主主主を含むDNA領域の制限酵素地図

E匙QRI.Hp:~I. K:K2nI. M但旦1.Sc:主主1.St笠旦I
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1 ) 旦主主主及び 1亘c-プロモーターより発現可能な広三lli

を l コピーずつ組み込んだ組み換え体

slpPI"GSn I-AK1の作製

些主Aと P1 • ，より発現可能な広三h11を順方向に併せ持つ

プラ スミ ド pAK323 DNAを作製した。 pAK323 DNA作製のス

キームを図 5- 3に示す。

第 4章第 2節で作製した pAK122 DNAを EcoRI，PstIで

切断後 、アガロース・ゲル電気泳動により単離した ackA 

を 含む約 3‘ 7Kbの DNA断片と、 同じ制限酵素で切断した

pBR322 DNAを結合して pAK223 DNAを作製し た。次に、第

3章第 2節で作製した pGSB403 DNAをE笠旦 11で切断後、ア

ガロ ース・ゲル電気泳動により単離した約 1.7Kbの DNA断

片を、!a.旦 Iで切断した pAK223 DNAに婦人することにより

pAK323 DNAを作製した。 pAK323DNAは、 主主主主の下流に

Plいより発現可能な足立主上i遺伝子が順方向に存在する 4.6 

Kbの DNA領域の両側に E♀_QRI認識部位を有するプラスミド

DNAである。

pAK323 DNAをE♀oRIで切断後、 アガロース ・ゲル電気

泳動により単離した呈♀主主，足立主11を含む 4.6Kbの DNA断片

と、 同じ制限酵素で切断した s1p10SムRz-Km DNAを結合

後、 in vitro packaging法によりファージ粒子とした。

このファージ粒子 を Eム£立よよ 110 0に感染後、 Km寒天培地
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上、 32
0

Cでコロニ ー を 形 成 さ せ た 。 得 ら れた Km耐性株の

中から温度感受性株を選択して溶原菌を得た。これら溶

原菌各々を培養し、 AKと GSH-11 酵素活性を測定した。培

養は、 TY液体培地 3m1中、 32
0
Cで行ない、 K.U.=50-70の

時 42
0

C. 15分間の熱誘導をかけた後 370Cで 2時間続ける

ことによって行なった。組酵素液は培養液 を超音波破砕

処理することによって調製した。 AKと GSH-11の酵素活性

がともに高かった溶原菌よりファージ DNAを抽出して制

限 酵素地図を作製 し た 結 果 、 P' Rプ ロモーターと順方向

に旦主主主と P I • cより発現可能な足立主11が 1コピーずつ挿入

された S1PPl・，GSll1-AK1・DNAが得られた(図 5-4 )。

引いは l旦i<-プロモータ一、 GSll.AKの 後の zはファー

ジDNAに足立主1.旦主主主が lコ ピ ー ず つ 組 み 込まれている

ことを表してい る。
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pAK323の構築
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SlpPlacGSII，-AK， 

slp 1 OSlRz-Km 

u "，Xb Xb 、

，ノ笠日令型sll弘

E -KK K E 

Km 
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図5-4 笠主主及びP1acより発現可能なgshIIをlコピーずつ組み込んだ

組み換え体フ 7 ージDNAslpp， "GSll ，-AK，の作製

E皇国I，H巴旦III，K:K.2.!)I， P邑lI，Xb:XbaI 
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2 ) 主主主主を lコピー、よ主.f-プロモーターより発現可能

な llhlを 2コピー及び E三主11を lコピー同時に組み

込んだ組み換え体 slpPI・，GSI2-P1・，GSII，-AK，の

作製

slpP1aoGSII ，-AK， DNAと第 3章第 3節で作製した slp 

引い GSI2 DNA を混合し、 Nh豆Iで切断し、 結合後、 in 

vitro packaging法によりファージ粒子とし た 。 このフ

ァージ粒子を Eム主旦li 1100に感染し、 Km寒天培地上 320C

で生育 する温度感受性株を選択して溶原菌を 得 た 。 こ れ

ら溶原菌より第 3章第 2節と同様にして、 E. c 01 i L E 3 92 

株を指示菌とした時ブラークを作れない、 即ちファー

ジ粒 子 を 作 る 能 力を欠失したファージ DNAによる溶原菌

を選択することにより目的の溶原菌 L主立よよ 1 1 0 0 (s lp 

P Iぃ GSI2-P1ぃ GSII，-AK，)を得た(図 5- 4 )。
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図5-5 ackAを l コピー、 P1. c:より発現可能なgshI を2 コピー、及び~hIIを l コピー
同時に組み込んだファージDNAslpp I ・，GSI2-P ，. ，GS II ，-AK，の作製

E:匙QR1. K: Kl2!! 1. N血豆1，Xb些aI
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3 )旦主主主を lコピー組み込んだ組み換え体 slpAK，の作製

第 4章第 2節で作製した pAK122を E主主lで切断後、 E立主I

リンカ ー を 挿 入 し pAK123E DNAを作製した。 pA K 1 23 E D NA 

は、 旦主主A遺伝子を含む 3.7Kbの DNA領域の両側に EcoRI認

識 部位を持つプラスミド DNAである。

1 )と全く同様の方法で、 pAK123E DNAを E三.QR1で切断

した後単離した!!..C_主A遺伝子を含む DNA断片を slpl0SムRz

Kmに導入することにより、 P' Rと順方向に ackAを l コピ

ー保持する slpAK，を作製した(図 5- 6 ) 



ε 

pAK123E 「寸
KK 

伽品

slp 1 OSlRz-Km 

ヨ

in vi廿opackaging 
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slpAK1 
三生ι¥ 

t k止を

図5-6 笠主主をlコピー組み込んだファージDNAslpAK，の作製

E匙QRI，K:KQQI， Xb:XbaI 
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4) GSH-I.GSH-II.AKの酵素活性

溶 原 菌 L王立li1100(slpPI・， GSI2).1100(slpPI・， GSII1-

A K 1 ). 1 1 0 0 ( s 1 p P I • ， G S II 1). 1 1 0 0 ( s 1 p A K 1 ). 1 1 0 0 ( s lp 

PI.，GSI2-P1・，GSIII-AK1)、 及びコントロールとして

E.coli 1100を培養し、 GSH-I.GSH-II. 及び AKの酵素活

性を測定した。 各溶原菌は、 10mlの TY培地(l50ml 三 角

フラスコ)中、 32
0

Cで培養を行ない、 K.U.=75に達した時、

420Cで 15分の熱誘導を行ない引続き 370C. 4時間培養を続

けた 。 E.coli 1100は 320Cで 培 養 を 行 な った。組酵素液

は、培養菌体を遠心集菌後、生理食塩水で洗浄し、超 音

波破砕処理することによって調製した。結 果を表 5- 1 

に示す。

三 種 酵 素 の 遺 伝子を組込んだ 1100(slpp ，. ，GSI 2-P I ao 

GSII I-AK1)におい ては 、 GSH-I. GSH-II.及び AKの 酵 素 活

性は、それぞれ、 18. 0μ mol/mg蛋白 /h. 75.6μmo1/mg蛋

白/h. 及び 286.8 U/mg蛋白であった。 E.coli 1100 に比

べ て、 それぞれ、 150倍. 180倍，及び 100倍に増幅され

た。 一種酵素遺伝子のみを導入した溶原菌では、 1100 

(slpp I aoGSI 2) におい て GSH-Iは 22.8μmol/mg蛋白 /h.

1100(slpPIぃ GSII1)に お い て GSH-11 は 36.6μmol/mg蛋白

Ih. 1100(slpAKI)に お い て AKは 281.3U/mg蛋白であ っ た。

三 種酵 素 の遺伝子を組込んだ溶原菌における酵素生 産 量



は、一種酵素遺伝子のみを組込んだ溶原菌 における酵素

生産量に比べて三種酵素 (GSH-I， GSH-II，AK)とも劣るこ

とはなかっ fこ。

これらの酵素蛋白質生産量は、それぞれ、全蛋白質の

8~ 10%に相当する



表5-1 溶原菌におけるGSH-I，GSH-II，AKの酵素活性

菌株 酵素 活性

GSH-I・ GSH寸 1・ AK"

1100(slpp，.，GSI2-p，・，GSII，-AK，"・) 18.0 75.6 286.8 

1100(slpp I・，GS12) 22.8 1.2 4.0 

1100(slpp，，，GSII ，) 0.18 36.6 3.5 

1100 (slpAK，) 0.12 0.48 281. 3 

1100(slpp， "GSII ，-AK，) 0.18 6.0 257.1 

1100 0.12 0.42 2.8 

μmol/皿g蛋白/時間

**: U/mg蛋白

引いは1ac-プロモータ一、 GSI，GSII ，AKはそれぞれGSH-I，

GSH-II，及びAK酵素逃伝子を組み込んでいることを表し、

1或いは2は、組み込まれている遺伝子のコピー数を示す。



5 ) グルタチオン生産能の検定

表 5- 1に示し たように、 湾原菌 1100(slpp1.，GSI2-

P I • ， G S.II I -A K I ) を熱誘導を含む培養をすることにより

GSH-I，GSH-II及び AKの活性は、それぞれ 150倍、 180倍、

及び 100倍に増幅された。 そこで、 広三主1，g_主主上1，主主主主

を組 み 込 ん だ フ ァージ DNA による溶原菌の熱誘導を含む

培養 菌 体 を 酵 素 源として、第 3章第 4節と同様にして、

3つのアミノ酸からのグルタチオン生産能について検討

を行なった。

溶原菌 1100(slpPI.，GSI2-P1ぃ GS II I -A K I )， 1 1 0 0 ( s lp 

PI.，GSI2-P1ぃ GSII，)，及びコントロール菌として E.c立込

11 0 0 の GSH生産能を検討した。溶原菌からの酵素液は 4)

で培養 した菌体を生理食塩水で洗浄後、培 養 液 と 等 量 の

50mM Tris'HCl(pH7 .O)bufferに懸濁して超音波破砕処理

を行なうことによ っ て 調 製 し た 粗 酵 素 液 を利用した。 11

00からの酵素液は 、 TY培地 10ml(150ml三角フラスコ)中、

37.Cで 16時間培養した菌体を生理食塩水で洗浄した後、

O. 5 m 1の 50mMTris'HCl(pH7.0)buffer に懸濁し超音波破

砕処理を行なうこ とに よっ て調 製し た。 反応、は、第 3章

と閉じ組成で行なった。 即ち、 ATPは 20mM添加の条件で

行なった(表 3- 3 )。反応は、 37.Cで 30分間緩やかに

浸 とうしながら行 な っ た 。 生成した GSHの 量 は Tietzeの



方法により測定した。結果は、表 5- 2に示す通りであ

る。

熱誘導を含む培養を行なった溶原菌体を酵素源として

GSH生産能を測定した結果、 1100 (slpp，・，GSI2-p，・，GS 

II I-AK1 )においては、 25 . 2μmOl/mg蛋白/h， 1 1 0 0 (s lp 

引いGSI2-p，ぃGSII1)においては、 22.4μmol/mg蛋白 /h

の GSH生産能がみられた。 11 00における GSH生産能は o. 07 

μmol/mg蛋白 /hであったので、スリーパーベクターを利

用して三種酵素活 性を強化した 1100(slpp，.，GSI2-p，.，

GSII I-AK1 )では 360倍、 GSH-I， GSH-II 両酵素遺伝

子の 発 現 を 誘 導 した 1100(slpp，，，GSI2-p，，，GSII1)では、

3 2 0倍 も の GSH高生産能を示したことになる 。



表5-2 GSH生産能

菌株

1100(slppl.，GSI2-P1 ・，GSII，-AK，") 
1100 (slpp 1. ，GSI 2-P 1. ，GS II 1) 

1100 

. : J1 mo1/1皿E蛋白/時間

GSH生産能・

25.2 

22.4 

0.07 

P 1・cは当E一プロモータ一、 GSI，GSII ，AKはそれぞれGSH-I，

GSH-II，及びAK酵素遺伝子を組み込んでいることを表し、

1或いは2は、組み込まれているよ監伝子のコピー数を示す。
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第3節 l↑P再生系の強化によるGSH効率的生産の検討

三 種酵素遺伝子 (g_立主l.llhll.~主主主)を同時に組み込ん

だ溶原菌 1100(slpp，.， GSI2-引い GSII，-AK，)における熱

誘導 培養後の GSH-I.GSH-II及び AK酵素活性はそれぞれ、

18 . 0μmol/mg蛋白 /h. 75.6μmol/mg蛋白 /h.及び 286.8U

/mg蛋白(表 5- 1 )であった。 GSH生合成系酵素群 (GSH-

I.GSH-II)の活性に比べて、 ATP再生系酵 素としての AK

は、 は るか に高い酵素活性となっている。 ATP再生系酵

素活性を強化することにより、 ATP再生系がより効率良

く回転し、 ATPの添加量を軽減しでも効率的な物質生産

が期 待 さ れ る 。 即ち、 GSH生産において、 AKの強化によ

る低 ATP量での効率的生産が可能となろう。

本節においては 、三種酵素遺伝子群の発現を増幅する

ことができる溶原菌 1100(slpp，.， GSI2-引い GSII，-AK，)

とGSH 生合 成系 遺伝子群のみの発現を増幅することがで

きる溶原菌 1100(slpp，.， GSI2- P1 ぃ GSII，)の熱誘導後培

養菌体を酵素源と して、 反応液中の ATP濃度を変えるこ

とによる GSH生 産性への影響を検討した。培養は、 TY培

地 10ml(150ml 三角フラスコ)中で 32
0

Cで 生育させ、 K.U

が 75に達した時 420Cで 20分 熱誘導をおこなって、その後

320Cで 4時間振と う す る こ と に よ っ て 行 な った。組酵素



液は、 10mlの培養 菌体を生理食塩水で遠心洗浄した後、

2 m 1の生理食塩水に懸濁して超音波破砕処理を行なって

調製した。この実験に用いた GSH-I， GSH-II及び AKの酵

素活性は表 5 - 3に示す通りである。 GSH生産能は、表

5ー 4からなる反応液中で 37
0

C，30分間反応させ、生成

した GSH量を測定 す る こ と に よ り 比 較 し た 。結果は、表

5 - 5に示す。

ATP再生系としての AKを強化した溶原菌 1100(slpPl"

GSI2-P1a<Gsn ，-AK，)において、 添加した ATP;が o. 5mM， 

O. 1 mMの時の GSH生産能はそれぞれ 22.8， 17.7μmol/mg蛋

白 /hであり、 ATP20mM の と き に 比 べ て そ れぞれ 11 0覧， 85%

の生産能を示した。 これに対して、 GSH生合成系酵素群

のみを 強化 した 1100(slpp ，. ，GSI 2-P ，. ，GS n けでは、 ATP

0.5rnM， 0.1rnMの時それぞれ 18.5， 5.9μrnol/rng蛋白 /hの

GSH生産能であり、 ATP20rnMの時に比べてそれぞれ 79克， 25 

Zに まで低下した。また、 1100(slpPIぃ GSI2-P1ぃ GSn 1-

AKけでは、 ATPO.5rnMの時、 20rnMよ り も 高 い生産能を示し

た。 この結果は、 ATP再生系の強化により低 ATP量で効率

よく GSHが生産さ れ る こ と を 実 証 し て い る。
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表5-3 GSH-I .GSH-II .AK酵素活性

酵素 活性

菌株 GSH-I・GSH-II・ AK..

llOO (slpp J・cGSI'-PJaoGSlI，) 18.6 31.8 2.8 

llOO (slpp J・cGSI.-PI・cGSlI，-AK，) 17.4 74.4 293.6 

μmol/mg蛋白/時間

“ U/mg蛋白
場...ー P I • cは1旦Eプロモータ一、 GSI.GS 1I . AKはそれぞれGSH-I.

GSH-II.及びAK醇索遺伝子を組み込んでいることを表し、

1或いは 2は、組み込まれている遺伝子のコピー数を示す。



表5-4 反応液組成

L-G1utamate 80皿M

L-Cysteine 20mld 

G1ycine 20mld 

MgC12 25mld 

Acety1-P 20皿M

ATP 0，0.1，0.5，or20mld 

K-Phosphate buffer(pH7.0) 50皿M

粗酵素液(sonicated) 250μl 

1.0皿1，37
0C，30分



表5-5 GSH生産におけるATP濃度の影響

菌株 GSH生産能

ATP20皿M ATPO.5mM ATPO.lmM 

1100(slpp，.，GSI2-p，・，GSII1) 23.4傘(100)“18.5( 79) 5.9( 25) 
1100(slpp，.，GSI2-p，・，GSIII-AK1) 20.8 (100) 22.8(110) 17.7( 85) 

μmol/mg蛋白/時間

日 各菌株において、 20皿MATP存在下で得られた

GSH生産能を100 とした時の相対生産能



第4節考察

三種酵素遺伝子群句立主l ，~，旦主主主)を同時に組み込

んだ溶原菌 1100(s1pp，.，GSI2-p，・ ，GSII，-AK，)において、

GSH -11の 活 性 は 74.4μmol/mg蛋白 /hであった(表 5一

3 )。これに対し、 GSH-I， GSH-IIのみを組み込んだ溶

原菌 1100(s1pp，.，GSI2-p，・ ，GSII，)の GSH-11活 性 は 31.8 

μmol/mg蛋白 /hであった(表 5- 3 )。三種酵素iti:伝子

を同時に組み込むことによって GSH-11の活性が二種酵素

遺伝子を組み込んだ溶原菌に比べて約 2倍に上昇したこ

とになる。三種酵素遺伝子を問時に組み込 ん だ フ ァ ー ジ

DNA slpp， .，GSI2- P1 ぃ GSII，-AK1 では、 ~の上流に

ackAとそのプロモーター領域を組み込んだ形になってい

るため、 ackAの影響により転写効率が上昇していること

が考えられる。 しかし、主♀主主と旦三h11のみを組み込んだ

溶原菌では、 AKの活性が呈♀主主i宣伝子のみを組み込んだ溶

原 菌の活性とほぼ同等で約 280 U/mg蛋白であったのに対

し、 GSH-IIの活性は広三illのみ を 組 み 込 んだ溶原菌の活

性の約 1/6の 6.0μmol/mg蛋白 /hにまで低下した(表 5-

1 )。この結果は、 主主主主領域を孟三h11の上流に組み込む

ことにより~の発現が阻害されていることを示唆す

る。デー タは 省 略するが、 主主主主と~を組み込んだ溶



原菌の培養時に p，・ cの誘導基質である IPTGを lmM添加し

て培 養 す る と 、 GSH-IIの活性は 18. 0μmol/mg蛋白 /h、

AKは 150U/mg蛋白であった。この結果から、旦♀主主を E立主旦

の上流に導入することにより熱誘導後のフ ァージ DNAの

培幅 が 阻 害 さ れ るため、コピー数が減少し、 l旦主ーリプレ

ッサーにより E立主11 の転写が抑制されてい る こ と が 考 え

られるが、この可能性は、主♀主』のみを組み込んだ溶原菌

1100(slpAK，)と比べて、 AK活性には変化がないことから

否定されよう。論理的にこの現象を説明す る こ と は 、 現

時点 、 で は 困 難 であるが、この三種酵素遺伝 子 を 組 み 込 ん

だ時は GSH-11の活 性 が 増 幅 さ れ 、 主主主主と~のみを組

み込 んだ時は抑制され、更に第 3章で得ら れ た 結 果 よ り

p，いを利用した時 E三.h.lの発現効率は上昇したのに m旦

の発 現 は そ れ ほ ど上昇しなかったという棺矛盾する結果

は、非 常に興味深い結果である。アセテー ト カ イ ネ ー ス

は細胞内において ATPの生産、 高エネルギー中間体であ

るアセチルリン酸の生成、或いはリン駿基 の 転 移 な ど に

関与していると考 え ら れ て い る 。 CRP-cyclic AMPによる

正の制御、リン酸制御等との関連を含めて、旦主主主領域或

いは AKが遺 伝子 発現制御において関わっている可能性も

ある の で 、 今 後 検討してゆきたい課題である。

本研究において作製した溶原菌 1100(slpp，・， GS 1 2-

p ，ぃ GSll，-AK，)は 、 熱 誘 導 後 、 三 種 酵 素 (GSH-I. GSH-II. 



AK)の酵素活性は、殺株に比べてそれぞれ 150倍、 180倍、

1 0 0倍 に増幅された(表 5 - 1 ) 。 三種酵素遺伝子をそ

れぞれ単独に組み 込んだ溶原菌の熱誘導後の酵素活性は、

1100(slpPIぃ GSI2)の GSH-I活性が 22.8μmol/mg蛋白 /h、

1100(slpPI・， GSIl， )の GSH -11活性が 37.2μmol/mg蛋白

/h、 そして 1100(slpAK，)の AK活性が 281.3 U/mg蛋白で

あったので、 三 種酵素遺伝子群を同時に組み込んでもい

ずれの酵素もその発現が何等劣ることがなか っ た 。 こ れ

らの酵素蛋白質生産 量 は 、 そ れ ぞ れ 、 全 蛋白質の 8- 10% 

に相当する。また、これら溶原菌をスラント に 植 え て 室

温で 6 ヵ月以上放置しておいても、その酵 素 発 現 増 幅 能

に 全く変化は見られ な か っ た 。 更に、 GSH生産能も親株

の 360倍にまで向 上 す る こ と が で き た (表 5 - 2 ) 

これらの結果は、 GSH生合成に関わる酵素群を遺伝子組

換え技術を利用することにより、遺伝子レベルから再構

成し、細胞内における機能の増幅に成功したことを実証

している。また、これら三種酵素遺伝子を同時に組み込

んだ溶原菌において、遺伝子群が宿主内で 安 定 に 保 持 さ

れ、熱誘導により全ての酵素の活性が高度に増幅された

ことは、本研究に利用したスリーパーベクターシステム

が複数酵素系に支配される物質生産に適している宿主・

ベクタ一系であることを実証したと言えよう。

本研究において 、 GSH-Iの活性は、親株の 150倍まで増
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偏することに成功したが、 その活性は 18. 0μmol/mg蛋

白/hであり、大腸菌本来が有している AK活 性 の 1/10程度

に留まった。 そのため、 GSH生合成系酵素群の活性のみ

を 強化した 1100(slpPl.，GSI2-引い GSn ，)においても通

常生 合成されている AKにより ATP再生 系 が 働き、添加 ATP

浪度を 0.5mMの時 80覧程度の生産性を維持していたと考え

られる。一方、本研究においてクローニングした旦主主主を

利用し、三種酵素遺伝子群を同時に組み込むことにより、

GSH生産性は ATP濃度を低下しでも高いレベルで維持され、

添加 し た ATPが 0.5mMの時高い GSH生産能を示した。 GSH生

成系では、 GSH1mo1を生成するためには、 ATP2molが必要

であるので、 ATPO.1mMの条件の時、 ATP再生系が働かな

ければ、反応液 1ml中では、 0.05μMの GSH生成に留まる

ことになる。 本研究において、 GSH生産 能 の 検 討 に 用

いた反応条件(表 5 - 4 )では、 粗酵素液 250μlが 1.6 

mg蛋白に 相当する。 従って、 表 5- 5において得られ

た結果 より 37
0C，30分間に生成された GSHを計算すると、

ATPO.1mMの時、 1100(slpPl.，GSI2-引い GS n 1) ， 1 1 0 0 ( s lp 

Pl"GS'-P1.，GSII ，-AK，)では、それぞれ、 4.72， 14.15 

μmolの GSHが生成されたことになるので、 ATP再生系を

利用す ることにより添加 ATP 0.1μmolに対して、 それ

ぞれ、 94倍 283倍の GSHが生成されたことになる。こ

の結果は、 ATP再生系としての AKを強化することにより
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ATP宇キADPの回転率 が高 まり 、 GSH生成の結果生じる ADPが

効 率良く ATPに変換されていることを強く示唆する。 そ

して、 GSH生成に 必要な ATPが 常 に 供 給 さ れ、更に生成反

応阻害をもたらす ADPが少なくなるため、低 ATP襟度にお

いても効率良く GSH生成が進行すると考えら れる。また、

GSH-I.GSH-II 酵素反応における MgC 12の最 適濃度は 、 ATP 

濃度 に 依 存 し て いる(1 3. 1 4 )ので 、 反 応 中の ATP濃度を低

下することにより MgC12 の濃度も低下することが期待さ

れる。 Mg C 12の濃度を低減することができれば、反応の

結果生じる リ ン酸と Mgイオン に よる リ ン酸マグネシウム

など の副生成 物 の減 少 も 期 待 さ れ る の で 、今後生成条件

等検 討 す べ き 課 題となろう。 ATP再生系を強化すること

により ATPi程度を低 減 す る こ と は 、 工業生 産においてコ

スト低減並びに副生成物の少ない効率的生 産 シ ス テ ム の

構築に大きく貢献することと考えられる。 ATP再生系が

効率 良 く 機 能 す るためには、生合成系酵素群との活性の

バランスが必要で あろうが、 少なくとも再生系酵素が

過剰に存在する必要があると推定される。 本研究にお

いて 作製したファージ DNA slpAK，は、 GSH-I 遺伝子と同

様に ATPを要求する酵素をコードする遺伝子を slp500タ

イプのスリーパーベクターに組み込んだファージ DNA と

Nhelで組替えることにより同時に宿主内に 組み込むこと

が可 能 で あ る 。 従って 、 今後、 ATPを要求 する酵素を含
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む複 数酵素系による多様な物質生産に広く応 用 し て い け

ょう。

この様にして、 スリーパーベクターを利用して GSH生

合 成に関与する全ての酵素群を強化した GSH高生産菌を

育種し、 ATP再生系の効率的利用により経 済的にも生産

性の高い GSH生産シ ス テ ム の 構 築 に 成 功 し た。 本研究は、

GSH生 産 シ ス テ ムの高効率化に留まらず、 ATPを要求する

酵素反応を含む複数酵素系による物質生産システムのモ

デルとなるので、今後 、多種多様な展開に 貢献すること

が大 いに期待される。更に、視点を換えてみ れ ば 、 こ の

三 種酵素による GSH生合成は、細胞内の GSH生合成に関わ

る酵素系を全て取り出して再構成したことに他ならない。

即ち、遺伝子組換え技術により人工的な代 謝 経 路 を 構 築

したことになる。複数酵素による反応工学の研究にとっ

てもモデルケ ースとして好適な材料となると考 えられる。



第6章総括



第1節 グルタチオンについて

グルタチオン (GSH)は、 現在、工業的には、酵母から

の抽 出 と 有 機 合 成法によって製造されている。更に、効

率良い生産法としては、遺伝子組み換え技 術 の 利 用 が 考

えられるが、 GSHはグルタミン酸とシステインが r-結合

した r-L-GluーL-Cys-Glyからなる構造をも っ物質である

ため、 三種のアミノ酸に対応する塩基配列をもっ DNAを

合成して、 宿主 内で発現させても活性 GSHは生合成され

ない。従って、遺伝子組み換え技術を利用して生産させ

るためには、 GSHの生合成に関与している酵素を増幅さ

せることによって生産させる必要がある。 これまで、

GSH-I をコードする遺伝子広三主よ、 GSH -11 をコードする遺

伝子足立hllを大腸菌より単離し、 プラスミドベクターに

導入することにより GSH生産能の上昇した菌株の育種が

検討されてきた。区主主i を 2 コピーと~を 1 コピーを同

一プラスミドに組み込んだ pGS551による大腸菌形質 転換

株では、 GSH-I.GSH-IIの酵 素 活性 が、 それぞれ、 3.9. 

16 . 3μ mol/mg蛋白 /hまで上昇し、 GSH生産能は親株の約

60倍に向上したと報告 さ れ て い る 。 GSH生産において律

速段階になっている GSH-I活性を増強することによって

GSH生産能のさらなる上昇が期待される。 そのためには、



細胞あたりの旦三主1のコピー数を培加するこ と、転写・翻

訳効率を高めることが考えられる。従来のプラスミドを

用いた系では、 挿入 DNAのサイズによってコピー数が変

動し、安定性にも問題がある。更に、強力 なプロモータ

ーを使用する場合、 1豆_f-プロモーターを利用する時に添

加する IPTGな ど の高価な誘導基質が必要となるので工業

的に利用する際、培養におけるコスト負担が 高 く な る 等

の問題を有している。

本研究において、 この様な問題を解決し、更に GSH生

産性の高い菌株を育種することを目的として、スリーパ

ーベクターを利用した菌株の作製を行なった。何故なら

ば、えファージを母体として構築したスリ ー パ ー ベ ク タ

ー のシステムは、 約 23Kbま で の 長 い DNAを組み込むこと

が 可能であり、 更に、組み込む DNAのサイズに関係なく

熱誘導のみにより細胞あたり 500コピー以上にファージ

DNAが増幅され、誘導基質の添加なしで、 プロモーター

から の 効 率 良 い 転写が期待されるからであ る 。 広三h1を2

コピー、 E三且11を lコピー同時に組み込んだ溶原菌 1100 

(slpGSI2-GSII ， )では、熱誘導を含む培養に よ り GSH-l，

GSH -11の活性は、それぞれ、 5.1， 36.0μmol/mg蛋白 /h

まで上昇し、 GSH生産能は親株の約 80倍に向上した。

更に、 E三_hl， g_三且11の発現を p，・ cにより支配されるよう

に構築して、 同様に、 同時に組み込んだ溶原菌 11 00 

168 -



(s1p.，. ，GSI 2-" ぃ GSlI1)では、 熱誘導を含む培養によ

り IPTGの添加なしで、 熱誘導のみで GSH-I，GSH-IIの 酵

素 活性は、それぞれ、 19.6，45.1μmo1/mg蛋白 /hまで上

昇し、 この活性の上昇に伴い GSH生産能は親 株 の 約 3 2 

0倍まで向上した。即ち、本研究において、従来報告さ

れているよりはる か に 高 い GSH生産能を有する菌株の作

製に成功した。この高い生産性を有する溶原 菌 を 工 業 的

に応用することに よ り 、 培 養 の 少 量 化 、 培養時のコスト

低減、副反応の低減などが期待される。

GSH-I， GSH-II は 共 に ATPを要求する酵素であるので、

これらの反応を利 用 し て 、 GSH生産を行なう時、高価な

ATPがコスト面において問題となる。更に、反応の結果、

生じる ADPに よる酵素反応の限害も問題となる。 この様

な問題を解決し、 さらに効率良い GSH生産を達成するた

めには、 ATP再生系を効率良く利用することが必要とな

る。 本研究において、 ATP再生系酵素とし て 有 効 で あ

ると考えられているアセテートカイネース を コ ー ド す る

旦三且主をクローニングし、 足立主l，g_立主ll，旦主主主を同時に組み

込んだ j容原菌を作 製 し て 、 GSH生産性の検討を行なった。

主主主』を 1 コピー、 p，・ cに支配される E三h1 を 2コピー、そ

して p，. "こ支配される E主主11を lコピーを同時に組み込ん

だ溶原菌 1100(s1p.，.，GSI2-.，ぃGSlII-AKけでは、熱誘

導のみにより GSH-I，GSH-II及び AKの酵素活性が、 それ



ぞれ、 18.0、 75.6、 17.200 μmo1/mg蛋白 /hまで増幅さ

れ、 GSH生産能は親株の約 360倍まで上昇した。 この

三 種酵素高発現株を利用して、 ATP再生系の強化による

GSH生産効率を比較検討した結果、反応系中の ATP濃 度 を

20mMから O.lmMま で低減しでも、 20mMの系の時の 85覧もの

生産性を維持し、 更に 0.5mMの系では、 20mMの系の時の

1 1 0覧の高生産性を示した。 これに対して、 E三.h.l.g主主旦

のみを組み込んだ 溶 原 菌 で は 、 ATPi震度を O.1 mMまで低減

すると、 20mMの 系に比べて、 25%の生産性しか示さなか

っ た。即ち、本研究において、 ATP再生系 としての AKを

同時に強化して ATP再生系を効率良く利用 す る こ と に よ

り、高価な ATPを低減しでも、効率良く GSHを酵素法によ

り生産するシステム を 構 築 す る こ と に 成 功した。

このような高い 生産性をもっ菌株を利用して、酵素法

による GSH生産を行なうためには、 バイオリアクターの

利用 による連続生産が考えられる。このよう な 観 点 か ら 、

本研究において、 溶 菌 に 関 与 す る S遺伝子 を S7として、

更に溶菌 i宣 伝子 Rzを欠失することにより溶菌を強く抑制

できるスリーパーベクタ -slp10SムRzを利用した。熱誘

導後の菌体を κ ーカラギーナンなどのゲル 化期lを 使 用 し

て、包括固定することによって、バイオリアクターによ

る連 続生産を行ない、システイン(20 mM) からの転換率

が 90克以上で 1 0日間の連続生産に成功して い る 。



グルタチオンは、医薬品として解毒剤などに使われて

いる有用な物質であり、更に、最近では、機能性食品と

しての 食 品 へ の 展開も期待されている。本研究において、

作製した GSH生成に関与する GSH-j. GSH-jj、 そして ATP 

再生系としての AKをコードする遺伝子群を同時に組み込

ん だ GSH高生産株を利用した酵素法による GSH生産システ

ムは、工業的にも培養コストを軽減し、 さらに、 GSH生

成反応における ATPの低減及び基質からの 高 転 換 が 期 待

されるので、今後、有用な材料となろう。



第2節 ATP再生系とアセテートカイネースについて

ATPは生体内に お い て 、 多 く の 生 合 成 経路に重要な役

割lを 果 し て い る 。 こ の 生 合 成 反 応 に お い て、通常、 ATP

は中間体を経由した新たな化学結合の合成 と 共 役 す る こ

とにより ADP， AMPの形 に分 解さ れる 。 ATPを必要とする

酵素反応を工業的物質生産に応用する場合、 経 済 的 に 高

価な ATPを効率的に利用する必要がある。 このような観

点から、 こ れまで生合成反応の結果消費される ATPを 連

続的 に 再 生 す る ATP再生系の利用が多く試みられてきた。

ATP++ADPを転換す る酵 素の 中で も、 アセテートカイネ

ースは平衡定数が大き く ATP合成の方向に偏っており、

更に、基質となるアセチルリン酸は理論的には安価に合

成できる。 従って、 AKは、 ATP再 生 系 と して、その利用

価値が非常に高い酵素である。遺伝子組み換え技術を用

いて、 発現を増幅した ATP要求 酵 素 反 応 を物質生産に応

用する際、宿主本来が持っている AK酵素活性では不十分

になるため、 ATP再生系が効率良く利用できない可能性

がある。本研究で は 、 大 腸 菌 由 来 の AKをコードする主主主主

をクローニングし、 大 腸 菌 内 で の 発 現 増幅を検討し、

GSH生 産に応用す ることによって、強化した ATP再 生 系 の

物質生産への効果を検討した。主主主主のクローニングは、



大腸菌染色体地図上主主主主の近傍にマップされ て い る E旦立

を出発 点、 とし てジーンウォーキング法によって行ない、

これまで全く報告のなかった呈三主Aのクローニングに成功

した。主主主主は、すぐ上流に存在するプロモーター領場よ

り効率良く発現され、プラスミドを利用し た 形 質 転 換 株

では、 420-460U/mg蛋白の高活性を得た。 この活性は、

親株 の 160-1 8 0倍である。 この旦主主主を GSH生合成

に 関与する酵素遺伝子 E主主1. g_三h]]と共に同時に組み込

んだ溶原菌を作製し、 GSH生産性を検討した。 前節で論

じた通り ATP再生 系 を 強 化 し た 結 果 、 反 応系中の ATP濃度

を低くしても効率良 く ATPが 再 生 さ れ る ため、高い GSH生

産性を維持できることが明らかになった。

こ の系においては、 AKの比活性は GSH-]の約 1. 000倍も

高くなっており、 これだけの比活性の差が効率良い ATP

再生、及び物質生産のために必要であるかど う か は 不 明

で ある。今後、物質生産を効率良くおこな う た め に 必 要

な適切な活性比の検討をしてゆきたい。

本研究において作製した主主主主のみを導入したファージ

DNA slpAK，は、 コート蛋白質をコードする DNA領域にの

み制 限 酵 素 認 識 部位を有する slp500タイプのスリーパー

ベクターに他の ATP要求酵素遺伝子を導入 したファージ

DNA と組み換えることにより大腸菌内で同時に発現を増

幅することが可能である。このシステムを 利用すること



により、 今後多種の ATP要求酵素を用いた物質生産への

応用が期待されよう。

一方、 AKは、細胞内において PTAとリンクして、酢駿

の排出、 アセチ ル CoAの形成など生体代謝機構において

も重要 な役割を果している。また、大腸菌染 色 体 地 図 上

PTA をコードする遺伝子~は呈三主主のすぐ近傍にマップさ

れている。アセチ ル CoA仲 CoAを触媒する PTAは、 物質生

産 の面からは CoAサイクリング反応への応用が期待され

る。この様な観点から、本研究において、 E主主をクロー

ニングし、更に、旦三主Aと の 同 時 発 現 の 検 討を行なった。

その結果、大腸菌クロモゾーマル DNA上~は旦♀主Aのすぐ

下流に存在し、その転写方向は同ーであり、更に、 purF 

から約 13Kb離れて存在することが明らかになった。また、

本研究において、 主主主主と旦~がオペロンとして存在する

可能性を示唆する結果が得られたが、今後 、 ~を含む

領域の塩基配列の解析、及び mRNAの単離などを行なうこ

とによって、両遺伝子の発現制御機構の解 明を行なって

ゆきたい。

本研究において、細胞内で重要な役割を果たしており、

更に、物質生産においても有用な酵素であ ることが多く

報告されていたにもかかわらず、これまで 遺 伝 子 の 実 態

が 全く報告されていなかった AK と PTAをコード す る 遺 伝

子のク ロ ー ニ ン グに成功した。今後、これら遺伝子を利



周 することにより細胞内での AK と PTAの機 能 の 研 究 が 進

展す ることが期待され、学術的にも有益なも の と な ろ う 。



第3節 複数静素系による物質生産におけるスリーパー

ベクターの利用について

細胞の有する機能は、一般的に、複数酵素反応による

長 いプロセスに支配されており、これら機 能 は 、 細 胞 の

生命 維持活動、細胞複製のために高度な複合 的 制 御 の も

と、 作用し、恒常性を維持している。この細 胞 の 持 つ 様

々な機能を巧に利用することによって、発展してきた醸

造・発酵は、我が国の最も得意とする分野の 一 つ で あ る 。

複数 酵 素 に よ る 物質生産の系は、既に、アミ ノ 酸 、 抗 生

物質な ど の 生 産 に利用されている。近年の遺伝子高且み換

え技術の出現により、更に高度な利用への 道が聞かれよ

うとしている。複数酵素系による物質生産 を 遺 伝 子 組 み

換え技術を利用して行なう際、従来のプラスミドを用い

た系では、挿入できる DNAの 収 容 能 力 、 プラスミド DNAの

安定性などに問題があった。更に、プラスミドは細胞内

において、自律増殖するためコピー数の人為的制御が困

難であることから、制御可能なプロモーターを利用した

場合でも完全な発現制御を行なうことが困難であるなど

の問題もあった。従って、複数酵素系の遺伝子群を安定、

かっ高 度 に 発 現 させるためには、用いるベクターに特別

の 工夫が必要となろう。
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本研究において用 いたスリーパーベクターは、 20数 Kb

ま での長い DNAを組み込むことが可能であり 、 しかも、

通常はクロモゾーマル DNA に組み込まれることにより宿

主内で安定に保持される。そして 、熱誘導のみにより遺

伝子の発現が誘導され遺伝子産物を高度に蓄積させるこ

とを特長としている。従って、複数酵素反 応系による物

質生産への応用に最適のベクターであろう。 本 研 究 で は 、

GSH生産に関与する三種酵素遺伝子(~.~.旦主主主)

を 同 時に同一ファージ DNA に組み込んだ溶原菌を作製す

ることにより、 従来の生産性を凌駕し、 しかも安定な

GSH高 生産 菌株 の育種に成功した。 この溶原菌では、三

種酵素遺伝子とも安定に保持され、熱誘導により酵素生

産は、それぞ れ 、菌体蛋白の 8~ 10覧にまで達した。 AKを

利用した ATP再生 系を含む GSH生合成系に関わ る 遺 伝 子 群

をスリーパーベクター上に導入したことは、細胞内に人

工的な代謝経路を再構築したと考えられることができる。

逃伝子組み換え技術を利用して再構築した GSH生合成系

を同時に組み込んだ GSH高効率生産株は、 複数酵素系に

よる物質生産へのスリーパーベクターの有 用性を強く示

唆していよう。

本研究において 利用したスリーパーベクターは、 A フ

ァージ の att部位により大腸菌クロモゾーマル DNAに組み

込まれる。 一方、 rt80ファージの att部位によりクロモ



ゾーマル DNA に組み込むことが可能なスリー パ ー ベ ク タ

ーも開 発 さ れ て いる。これらのスリーパーベクターを組

み合わせることにより、二重溶原菌として、最大 40数 Kb

まで の外来遺伝子を同時に同一宿主内に組 み 込 む こ と が

可能である。一般的に、複数酵素反応による物質生産の

系は、 三 ス テ ッブで完結される GSH生成系よりはるかに

長い連続的な酵素反応によって行なわれる。本研究にお

い て、スリーパーベクターの利用により確立された E立主L

~，主♀主Aの三種酵素遺伝子群同時高発現による GSH高

生 産 システム、及び遺伝子組み換え技術により強 化 した

ATP再生系とアセ チル CoA4時CoAサ イ ク リ ング反応系の応

用は、今後、 10段階以上の反応系による物質生産システ

ムの 効率的構築による広範な産業分野への 展 開 が 期 待 さ

れる。



要旨



細胞の有する機能は、一般的に、複数酵素反応による

長いプロセスに支配されており、これら機能は、細胞の

生命維持活動、細胞複製のために高度な複合的制御のも

と、作用し、恒常性 を 維 持 し て い る 。 近 年、急速に進歩

している 遺 伝 子 組み換え技術を応用して、複数酵素反応

を利用した効率的物質生産システムを確立する こと は、

産業的利用のみならず、学術的な面からも意義深いこと

であろう。

グルタチオン (GSH)は、 r -G 1 uーL-Cys-Glyからなる構

造をもっ物質であり 、 大腸菌において、共に ATPを要求

す る二種類の酵素、 r -グルタミルシステイン合成酵素

(GSH-I)と グルタチオン合成酵素 (GSH-II)の連続反応に

よって生合成されている。 このような ATPを要求する醇

素を含む複数酵素反応系を物質生産に応用する場合、高

価な ATPを効率的に利用する ATP再生系の構築が必要とな

る。 著者は、 ATP再生系酵素として大腸菌由来のアセテ

ートカイネース(A K) 遺伝子を新たに単離して、一次構

造を決定し、更に、大腸菌染色体上近傍に存在するフォ

スフォ ト ラ ン ス アセチレース(P T A) 遺伝子の単離と両

酵素遺伝子の発現 の増幅を検討した。一方、著者らは従

来よりえファージを母体として一連のベクター(スリー

パーベクター)を開発してきた。スリ ーパーベクターは、

20数 Kbまでの長い DNAを組み込むことが可能であり、 し



かも、通常は、 クロモゾーマル DNAに組み込まれること

により宿主内で安定に保持されることを特 長としている。

著者は、 GSHのよう な 複 数 酵 素 反 応 系 に よる物質生産へ

の応用に最適のベクターであると考え、スリーパーベク

ター を利用した 三 種酵素 (GSH-I.GSH-II.AK) 遺伝子群

同時高 発現による GSHの高効率生産を検討し た 。 本 研 究

は、 AK.PTA両酵素遺伝子の単離と発現、スリーパーベク

ターを利用した GSH高生産菌の育種と ATP再 生系強化によ

る GSH高効率生産について検討した結果をまとめたもの

である。

第 1章は緒論、第 2章は実験材料と方法にあてられて

い る 。

第 3章は、スリーパーベクターによるグルタチオン生

合 成酵素遺伝子群の増幅に関するものである。 GSH生合

成に関与する GSHー I.GSH-IIをコードする遺伝子群(主主_hl.

広三_hjJ_)をスリーパベクターに組み込むこと に よ り 、 二種

酵素の 高 発 現 と GSH生産能を検討した。大腸菌において、

GSH-Iの比活性は GSH-IIの 1/ 3 - 4程 度 で あるため、 G SH 

生成において GSH-Iによる反応が律速段階になっている

ので、 GSH-Iの活性 を増強することにより GSH生産能の上

昇が期待される。そのためには、細胞あたりの足立主よのコ



ピー数を増加し、更に転写・翻訳効率を高めることが必

要であ る。まず、 孟三hlを 2コピーと E立主工ょを 1コピー同時

にスリーパーベクターに組み込んだ溶原菌 L♀旦よよ 11 00 

(s1pGSI2GSII ，)を作製した。 42
0
C ，15分間の熱誘導を含

む培養により、 GSH-I，GSH-IIの活性は、それぞれ、 5. 1， 

36 . 0μmo1/mg蛋白 /hまで上昇し、 GSH生産能は親株の約

80倍に上昇した。更に、 よ 主 主 ー プ ロ モ ー ターより発現可能

な足立hlを 2コピーと足立主Llを lコピー同時に組み込んだ溶

原 菌 1100(s1pP l ぃ GSI2- p ，.， GSII，)を作製した。 こ の 溶

原菌においては、 IPTGの添加なしで、熱誘導のみにより

GSH-I， GSH-IIの活性は、それぞれ、 19.6，45.1μmo1/mg

蛋 白 /h、親株に比べ て 、 そ れ ぞ れ 、 220倍、 11 0倍まで上

昇し、 親株より約 320倍高い GSH生産能が得られた。

第 4章は、アセテートカイネース遺伝子とフォスフォ

トランスアセチレース遺伝子のクローニングに関するも

のである。 AKは 、その反応平衡定数が大きく ATP生 成 方

向に偏っており、理論的には基質となるアセチルリン酸

を安価に合成できるため、 ATP再生系酵素として有効で

あると考えられている。 AKをコードする遺 伝子はいかな

る生 物種からも単離 さ れ て い な か っ た 。 大腸菌 K-12 

1 1 00 株の染色体 DNAを Sau3A部分分解したものを EMBL4ベ

クターの BamHI部位に挿入し、約 3， 000個のブラークによ
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る遺伝 子ライブラリーを作製した。クローニングは、大

腸菌において、染色体地図上主主主主の近傍にマップされて

おり、 既に塩基配列が決定されている 旦旦工Eを出 発点とし

てジーン・ウォーキング法を用いて行なった。プラスミ

ドを 利用して発現を検討した結果、旦主主主は上流に存在す

るプロモーター領域より構成的に発現され、その生産量

は菌体全蛋白の 15%程度に相当する 420-460 U/mg蛋白ま

で達することが明らかになった。塩基配列を解析した結

果、 AKはアミノ酸 400個からなる分子量 43，297の蛋白質

であることが推定された。また、 AKは、細胞内におい

て PTAとリンクして、酢酸の排出、 アセチル CoAの形成

など生体代謝機構においても重要な役割を果している。

PTAは、物質生産の商においてもアセチル CoA+令CoAサイ

クリング系として 、その応用が期 待 さ れ る酵素である。

PTAに よる反応系を有効に利用し、 細胞内における AK

と PTAの機能を明確 にするために、2J.Aのクローニングを

行 なった。大腸菌 K-12 1100株の染色体 DNAを Sau3A で部

分 分解したものを 、 pBR322BamHI部位に挿入し、 tl旦を

欠 失した変異株( 大腸菌 AM1000) を形質転換 し て 、 PTA 

活性が復帰している株を選択することにより行なった。

旦i旦の発現を検討した結果、外来プロモーターを利用す

ることによ り 誘 導的に発現され、その発現量は、親株の

約 15 0倍に相当する 224U/mg蛋白に達すること が 明 ら か に



な った。

大腸菌染色体地図上、 互主主主と I!...!_旦は、近接してマ ッ

プされて いる 。本研究においてクローニングした旦ckA

lliを含む DNA領 域の制限酵素地図を比較検討した結果、

主主主主と lliは 転 写 の向きは同じで 主主主主-I!...!_豆の順に存在す

ることが明らかになった。そこで、両遺伝 子を含むよう

に DNA断片を連結したプラスミドによる形質転換株にお

ける両酵素活性を測定した結果、 AKと PTAの両酵素とも

親株に比べて約 40倍高く構成的に発現されていることが

明らかになった。これらの結果は、 主主主AとI!...!_旦がオペロ

ンとして存在する可能性を強く示唆している。

更に、本研究にお い て 、 旦 主 主 主 と lliは、 クロモゾーマ

ル DNA上l2J!.工主と転写方向が逆向き、 かっ 13Kb下流に存在

することが明らかに な っ た 。

第 5 主主は、 AT P再生系を増強したグルタチオン高生産

菌の育種に関するものである。スリーパーベクターを利

用して 、 GSH生合成系酵素遺伝子(g_三_hI， ~I 1)と ATP再生

系 酵 素遺伝子(主主主 主 ) を 同 時 に 組 み 込 ん だ溶原菌 11 0 0 ( s lp 

引い GSI2 - P1 ぃ GSII ，-AK，)を作製した。 熱誘導を含む培

養により、 GSH-I，GSH-II，AKの酵素活性は、 親株に比べ

てそれぞれ、 15 0倍、 180倍、 10 0倍に増幅された。 三 種

酵 素 遺 伝 子 を そ れぞれ単独に組み込んだ溶原菌に比べて、
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いずれの酵素もその発現は何等劣ることがなかった。こ

れらの酵素蛋白量は、それぞれ、菌体全蛋白の 8- 10先に

相当する量であった 。 さらに、これら裕原菌を室温で 6

か月以上放置しでも 、 そ の 発 現 増 幅 能 が 低下することも

なく、安定に遺伝子群は保持された。

また、 AK， GSH-I， GSH-II の三種酵素高発現株(11 00 

(slpp，・， GSI2-p，，，GSIII-AK，)) と GSH-I，GSH-IIの二種

酵素高発現株 (1100(slpPl "GSI 2-P'ぃ GSII 1)) を、 熱

誘導を 含む培養後調整した粗酵素液 (1.6mg蛋白 /250μ1)

を用いて GSH生産能を検討した結果、 37
0

C ，30分，添加 ATP 

o . 1μmolの時、それぞれ、 4.7，14.2μmolの GSHが生成さ

れた。 更に、 ATP再生系としての AKを強化した三種酵素

高発現株では、 A T P4--+A D Pの回転率が高まり低 ATP濃度で

も効率良い GSH生産性が維持されることが明らかになっ

た。即ち、 GSH生 合成系に関与する酵素群と ATP再生系酵

素の三 種 酵 素 遺 伝子群を同時に増幅発現す る こ と に よ り 、

GSHを高効率に高生産できることが明らかになった。

今後、本研究において実証した、スリー パーベクター

の 利用による複数 酵素同時高発現システム、 及び ATP再

生系と CoAキ+了セ fl~CoA サイクリング反応系を応用すること

により、より広範な産業分野への展開が期待される。
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