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3A10−5 ゲ ノ 厶 デザイ ン学
・
網 羅 的 ラ イ ブラ リ

ー
に よ る遺

　伝 子 間 配 列 の 集 積 に 与 え る 効 果 の 検 討

○ 柘 植 謙爾 ，松 井 邦子 ，佐 々 木 理絵，板谷 光泰

（三 菱化学生 命研）

【目的】バ イオプ ロ セ ス を構 成する 遺伝 丁一eeを集積す る 際 に は 、連 結 順序 の

変化 に伴い 遺伝子 コ
ー

ド領域間 の 介在配 列 が 変化 す るた め 、これ が 全 体 の

発現効率 に影響 を与 える可 能性が 考え られ る。我 々 は 、枯 草 菌 の プ ラス ミ

ド形質転換系 を利用 し た集積法の OGAB 法 （1） を 考案し、本方 法に よ り

枯 草菌 ゲノ ム 中に分散 して 存在 して い る抗生 物 質ブ リパ ス タチ ン の 生 産に

関与す る3つ の 遺伝子 断片 （deg〔乙励，仰 ∫〉の 順 序 と 向 き を指定 した 全 48 種

類 の 集積体 を枯 草菌ゲ ノム 中 に構 築 す る こ とに 成功 してお り．集積 向き
・

順 序が 生産量 に影 響 を 与え る こ とを 既 に見出 して い る （2）．今回は 、こ の

発 現 に与 え る影 響 の 詳細 な 解析の
一

環 と して 、遺伝子 コ ード領域外に 存在

す るブ 卩 モ ーターや ターミネ ーターに違 い の あ る断片を 含 めた 144 通 りの

網 羅的 集積 ライ ブ ラ リーを 作成 し、そ の 発現の 活性 を評価 したの で 報告す

る。【方法 と結 果 】a．の うちdegQ遺伝子 の ア クテ ィ ベ ー
タ
ー

領域を欠 く遺伝

予 断片 と、sfp 遺伝子上 流の ター一ミネ ターを欠 く断片 を新たな材料 として 使

用 した 全 31 種類 の 断片を 用意 し．こ れ らの 断片を組み 合わせ て使 用 して

OGAB 法 に よ り枯草菌 プ ラス ミ ド中 に集積後、枯草菌ゲ ノ ム に組 み 込 む ：

と で、目的 の ゲ ノ ム ライ ブ ラ リ
ー

全て を作成 した。こ れ らの ブ リパ ス タ チ

ン の 生 産 量 を指標 に集積遺伝子群の 発現効率の 評価 をした結果、degQe）ア

ク テ ィ ベ ーター配列 の 集積 1慎序依存性 が観 察 された。（DTsuge，　Matsui，
Itaya，　NAR 　S1，　elSS （2003）（2）柘植、松弁、板谷 2005年度農化要 旨p．250

3A11−1 宿主 細胞創 製技術の 開発 　 ミ ニ マ ム ゲノ ム フ ァ ク

　 トリ
ー　染色体縮小 化 MGF −0】株 の 作製と その 性

　質

O 溝 口 寛
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　塾大学先端生命科学研究所 ）

ミ ニ マ ムゲ ノ ム フ ァ ク トリ
ー

（MGF ）プ ロ ジ ェ ク トで は 染色体の 大規模加

工 に よ り細 胞機 能 を向 上 させ る こ とを 目標 と して い る。我 々 は M9 最少培地

で 旺 盛 に生 育す る こ と を指標に 5S 領城、合計 IMb の 領域 を削除 した MGF −
Ol 株 を 作製 した。こ の 株 は M9 培地 （試 験管）で 培養する と、野生株 と同

等の 生 育速度で 生育 しは じ め、最終的な糖消費量は野生株 より若干少ない

に も関わ らず、野生 株 が 定常 期に 入った 後 も生 育を続 ける とい う性質 を

持って い た．MGF −OI株 を連続培養 し菌体 内代謝産物 を測 定し たとこ ろ 、野
生株 と比較 して 測定 した45 化合 物の うち22化合物 で変動が あ り、染色体縮

小 の 過程 で 代謝が変化 し て い る こ とが示 唆され た．次に 物質生産系 を

MGF −Ol株 に導入 し、生産物 を指標 に評価 を行 なった。脱感作型 thrA を 染

色体に 導入 し、ス レ オ ー＝ ンの 生産量 を 指標に 野生株か ら MGF −Ol株に い た

るまで の 段 階的な染色体縮小 化株群を 評価した 。そ の 結果、段階的に 生 産

量の 向上 が 認 め られ 、MGF −OI株 は野生 株と比 較して 2倍 程度の ス レ オ ニ ン

を蓄積する こ とが 確認 され た 。MGF −Ol 株で 削除され て い る領 域は 生 育と

い う指標で は 不要で あ っ た が 、これ らの 欠失の うち い ずれか 、もし くはそ

れ らの 組合せ に よ り代謝面で の 変化が もた ら され と考え られた 。遺伝子削

除の 複合的な効果 を検証 し．それ ら を利 用 した 代謝の 活性化に つ い て 考察

する．

Genome 　designing　biology：Astudy 　ofe 血 t　of 　i飢 er・gene　sequence

on 　the　assembled 　unit 　by　exhaustive 　library
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3Al　1−2
ポ ス タ

ー
発表あ り

　大腸 菌の 網羅 的 リソ
ー

ス ；微 生 物の 潜在能 力 理 解

　に 向けたポ ス トゲ ノ ム 研 究

Q 馬場 知哉
］，北川 正 成

2，山本 奈 津子
1，冨 田 勝

3，森 浩禎
1・s

（
1
奈 良先端 大 ・バ イ オ ，2 ドラ ゴ ン ジェノ ミク ス ，呂慶應大

・
　先端生命研）

3Alt−3 　細 菌 「超 チ ャ ネル 」 の 分子移植 に よる環境 浄化型

　「ス
ー

パ
ー

細菌」 の 創成

O 宮本 裕希子，麻生 祐 司，橋本 渉，村 田 幸作

〔京大院
・
農）

大 腸 菌は遺伝学
・生 化学

・
分子生 物学 の それぞれの 研究分野 で 最 も研究 さ

れ た生 物 の 1 つ で あ ると同時 に、遺伝子 ク ロ
ー

ニ ン グや タ ン パ ク質発 現 と

い っ た 分子生 物学 ツ
ー

ル と して 、ま た ア ミ ノ酸発酵な どの 代謝物質の 生産

菌と して も重要 な位置 にあ るu 大腸 菌K −12株 で は 、タン パ ク質 を コ
ー

ドす

る遺伝子 が 約 4300 予測 され て い る が 、その うち今 円まで に 何 らか の 機能が

解明され た遺伝子 は 250e 程度で あ り全 体 の 6   ％に 過 ぎない 。ポス トゲ ノ ム

研 究で は生 命機能の 細胞全 体で の 統合的な理解、す なわ ちゲノム 上の 全て

の 遺伝
．
予 とその 発現産物に よ る相互 関係 を定量的

・
時間的

・
空間的に 解明

して い く こ と が こ れ か らの 課 題 で あ る。そ の 為 に 我々 は 網 羅的 な研 究
1J

ソ ー
ス と して 全遺伝子 ク 卩

一
ン （ASKA 　library） と全遺伝子 の

一．
遺伝子 欠

失株 （KEIO 　collection ）を作製 した。こ れ らを用い て 多角的なボ ス トゲ ノ

ム研究 （トラ ン ス ク リプ ト
ー

ム 解析、フ ィ ジ オーム 解析、イン タ
ー

ラ ク ト
ー

ム解析 な ど） を遂行 9
．「
で あ る．また必須遺伝子 に 関 して は 新規の 低 コ ピ

ー
プ ラス ミ ドを用 い た解析 も開始 して い る．こ れ らの 解析結果か ら微生物が

有 する潜在能 力の 理解 とその 開発 に向けた今後 の 戦略 に っ い て 考 察 した

い u

［背景 ・目的］Sf）hingomon．as 　sp ．Alは紹胞 表 層 に 形成す る体 腔 とABC トラ ン

ス ポ
ー

タ
ー

か ら な る 「超 チ ャ ネル 」 を介 して 高 分 子 物 質 で あ るア ル ギ ン 酸

を細胞 内に取 り込 む 、体腔 はア ル ギ ン酸濃縮機能 を 持 ち、そ の 形 成は ア ル

ギ ン 酸 の 輸送 ・分解 に 関す る遺伝子 群 の発 現 と関 係 して い る。本 研 究で は ．
本遺伝子 群 を ダイ オ キ シ ン 分 解菌SPhingomonas　wittichii 　Rl・Vl （RWI 株 ） に

導入 す る こ とで超チ ャ ネル をRWI 株へ分子移植 し、ダイ オ キシ ン分 解能の

向上 を試み たc ［方法
・
結果 ］上 記遺伝子 群 をベ ク タ

ー
pKSI3に ク ロ

ー
ニ

ン グ し、pBEII を構築 し た。これ を RWI 株へ導入 後、ア ル ギ ン 酸お よび

diben7．ofuran を添加 した 無機培地 で 4 日間培養 し、経時的 に各添加物質 を

定量 したu そ の 結果 、野 生株 は 10mM 　dibenzo釦 ran を完全分解す る の に3
日以 上要 した の に対 し、RWI （pBEn ）は僅 か 2日で分解 した。ま た 、　RWl
（pBEII ） は 明瞭 なア ル ギ ン 酸資化 能を示 さな か っ たが 、ウ ェス タ ン 解析

お よび 電 子顕微鏡 に よ る細胞表層観察 に よ り、本菌は アル ギン酸非添加時

に お い て も アル ギン 酸輸送 ・分解 に関 す る遺伝子 群 を構 成的に 発 現 し、超

チ ャ ネル を 形 成 し て い る こ と が 示 唆 され た 。以 上 の 結果 よ り、RWl
（pBEll ） は アル ギン 酸非依存 的に超 チ ャ ネル を形 成 し、野 生株 よ り も高

効 率 にdibellzofuranの 取 り込 み ・分 解 を行 うこ とが 示 唆 され た ．本 研 究 結

果 は、超 チ ャ ネル の分 子 移 植が 環 境有害物質分 解菌の 分 解能向 上 を は じ め

と した 新 た な微 生物 の分 子 育種 法に 大 き く 寄与す る こ とを 示 す も の で あ

る。尚、生研 セ ン タ
ー

プ ロ ジ＝ク トの
一

環 と して行わ れ た ．
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