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諸言  

Corynebacterium glutamicum は放線菌門の Corynebacterium 属に属し、

コリネ型細菌の名で知られる高 GC 含有のグラム陽性細菌である。本菌

は近縁の Mycobacterium 属及び Rhodococcus 属と共にペプチドグリカン・

アラビノガラクタン層の外殻にミコール酸からなる脂肪酸の層を持つ事

を特徴とする。本菌はグルタミン酸の高生産菌として 1950 年代に単離さ

れて以降、リジン・バリン・イソロイシン等と、種々のアミノ酸の高生

産菌としてその用途を広げ、現在でもアミノ酸生産において欠かす事の

出来ない有用工業微生物である。 90 年代初頭より C. glutamicum におい

ても遺伝子操作技術が波及し、2000 年代初頭にタイプストレインである

ATCC13032 のゲノム情報も明らかになったことで、現在では大腸菌・枯

草菌等と同様に遺伝子工学的手法による各種化学品高生産株の育種が可

能となっている。近年、生来の高い物質生産能力をアミノ酸生産だけで

なく、様々な化学品及び燃料物質の生産へ適用することが可能になって

きており、バイオベースの物質生産における宿主としての更なる活躍が

期待されている。  

バイオエタノールに代表される微生物を利用した物質生産は、従来サ

トウキビやトウモロコシ等の可食性バイオマスを原料にして行われてき

た。しかし、食糧との競合問題、供給量不足とそれに伴う農地拡大及び

森林伐採等の社会・環境への悪影響が問題視されている。そこで近年、

食糧と競合せず、持続性と経済性が優れた物質生産技術の開発が急がれ

ている。草本、木質廃棄物、農業残渣等のリグノセルロース系バイオマ

スは豊富に存在し、食糧需給に影響を与えない再生可能資源として注目

されている。リグノセルロース系バイオマスにはセルロースやヘミセル

ロース等の糖質が豊富に含まれており、加水分解を経てグルコース・マ

ンノース・キシロース・アラビノース等の単糖を生ずる（図 1-1）。微生

物はこのような単糖を利用して生育出来るため、理論上、微生物を利用

した物質生産はリグノセルロース系バイオマスを原料として行える。近

年、このコンセプトの早期商業化を目指して世界中で研究が進められて

いる。  
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Comparison of biomass feedstocks

Feedstock Cellulose Hemicellulose Lignin Reference

Corn stover 39.4 33.1 14.9

Wheat straw 34.9 22.5 21.3

Rice straw 41.6 31.5 12.5

Miscanthus 41.9 26.6 13.3

Sorghum 15 12.3 5.8

Switchgrass 46.1 32.2 12.3

Sugar cane 48.6 31.1 19.1

Hardwood 

(Birch)
40.7 22.4 19.1

Softwood 

(Pine)
42.4 18.4 24.7

図 1-1  ．セルロース系バイオマス中の

 セルロース、ヘミセルロース、リグニンの存在比

A：各バイオマス種におけるセルロース、ヘミセルロース、リグニンの

構成比（円グラフ）、及びヘミセルロース構成単糖の比。  

B：A の実際値（%、乾燥重量）。  

引用文献を参考に一部改編した (7)。  

 A

 B

(5)  

(1)  

(4)  

(6)  

(3)  

(2)  

(2)  

(9)  

(1)  
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バイオマスを原料とした高効率な物質生産プロセスを構築する為には、

宿主がバイオマスに含まれる糖をもれなく利用出来ることが経済性の観

点から重要である。しかし、C. glutamicum はセルロース及びキシラン等

のリグノセルロース系バイオマスを構成する主要多糖を分解する能力は

おろか、生成されるペントース（キシロース・アラビノース）の利用能

さえも持たない。そこで近年、遺伝子工学的手法により大腸菌由来のキ

シロース資化遺伝子（ xylAB）及びアラビノース資化遺伝子（ araBAD）

を導入することでキシロース及びアラビノースを単一炭素源として利用

できる組換え株の開発が報告されている。これと同様に糖質加水分解酵

素遺伝子を導入することでリグノセルロース系バイオマス由来のセルロ

ース・キシラン等の多糖の利用能も付与した組換え株の開発も報告され

ている。このように C. glutamicum は、高い持続性を有するリグノセルロ

ース系バイオマスからの物質生産を可能とする次代の工業微生物として

大きな可能性を秘めている。  

当研究室ではリグノセルロース系バイオマスを原料とした高効率な微

生物バイオプロセスを構築する為に、C. glutamicum の糖代謝関連遺伝子

の発現制御機構の解析及び外来遺伝子の導入による様々な糖の代謝能の

付与などを行ってきている。本論文では、C. glutamicum へのペントース

利用能の付与及び強化に有用な基盤を得るために行った 2 つの研究をま

とめた。第一章ではリグノセルロース系バイオマスの主要構成成分であ

るキシランの分解酵素遺伝子の機能解析を行い、最終的に稲わら等にお

いて豊富なアラビノース側鎖の多いキシランの新しい利用経路を開発し、

これを C. glutamicum に付与することに成功した。第二章では一般的にア

ラビノースを資化出来ないとされている C. glutamicum の中で、例外的に

アラビノース資化能を有する C. glutamicum  ATCC 31831 株のアラビノー

ス資化性に着目し、そのユニークなアラビノース代謝制御機構を明らか

にした。  
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第一章 キシラン利用能を有するコリネ型細菌の創製  

1-1. 序論  

農業残渣、林地残材等のリグノセルロース系バイオマスは安価で豊富

に確保できる再生可能資源であり、これを原料としてバイオ燃料及び有

用化学品を製造する技術は持続型社会の構築に有用と考えられている。

リグノセルロース系バイオマスの主要構成多糖はセルロースとキシラン

である。セルロースは地球上で最も豊富に存在する炭水化物であり、D-

グルコースが -1,4 グリコシド結合で直鎖状に重合して合成される (20)。

セルロースは植物細胞壁において、分子内水素結合によってパラレル方

向に規則的に配列した結晶性のミクロフィブリルとして存在している

(21)。キシランはヘミセルロースの主成分であり、  -1,4 グリコシド結合

で直鎖状に重合したキシロピラノース（ 5 つの炭素と 1 つの酸素で六員

環を形成した D-キシロース）を主鎖とし、L-アラビノース、D-グルクロ

ン酸、4-O-メチル -D-グルクロン酸、酢酸、フェルラ酸、クマル酸等を側

鎖に持つヘテロ多糖である（図 2-1） (22)。この側鎖のパターンは、植物

の種類・部位によって大きく異なることが報告されている。植物細胞壁

においてキシランはセルロースと水素結合するだけでなく、芳香族ポリ

マーであるリグニンと共有結合している。つまり、植物細胞壁の主要構

成繊維を架橋することでその構造形成において非常に重要な役割を担っ

ている (23, 24)。植物細胞壁は頑健な性質を有しているため、リグノセル

ロース系バイオマスから微生物が利用可能な単糖（グルコース・キシロ

ース・アラビノース等）を生成することは容易なことではない  (25, 26)。  

非常に頑健なリグノセルロース系バイオマスから微生物が発酵可能な

糖を生成するためには、熱・希硫酸・アルカリ等による前処理をまず行

い、後続の糖化酵素を用いた糖化プロセスにおける酵素の基質への接触

を可能にする結晶構造の緩和を施すことが必要である  (27)。キシランは

易分解性多糖であり従来のシビアな前処理条件においてほぼ分解される

が、過分解によって糖化酵素の活性阻害や発酵阻害を示すフラン類（フ

ルフラール等）及び脂肪族カルボン酸（ギ酸・レブリン酸等）を生成す

る (27, 28)。近年では、これらの有害な二次生成物の生成を抑える、穏や

かな前処理技術が最良と考えられている (29)。しかし、穏やかな前処理

を経た後の溶液中には、キシランは単糖ではなくオリゴ糖あるいは多糖

の状態でも多く存在しているため、酵素を用いて分解する必要がある。

上述したように、キシランでは様々なグリコシド結合が存在するため、

キシランの完全分解には基質特異性の異なる多様な酵素が必要となる  
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(30)。エンド - -1,4-キシラナーゼ (EC 3.2.1.8)はキシランの分解酵素とし

て最も重要であり、キシラン主鎖の  -1,4 キシロシド結合をランダムに切

断して種々の大きさのオリゴ糖を生成する活性を持つ（図 2-1③）。精製

されたオリゴ糖の非還元末端からキシロースを遊離する酵素が  -キシロ

シダーゼ (EC 3.2.1.37)である（図 2-1⑦）。また、側鎖のアラビノース、（ 4-O-

メチル -）グルクロン酸、酢酸の切断酵素はそれぞれ、-アラビノフラノ

シダーゼ (EC 3.2.1.55)（図 2-1①）、-グルクロニダーゼ (EC 3.2.1.139) （図

2-1②）、アセチルキシランエステラーゼ (EC 3.1.1.72) （図 2-1④）である。

糖質の分解に関わる酵素（グリコシドハイドロラーゼ、以下 GH）はその

アミノ酸配列に基づいて 100 以上のファミリーに分類されており (31)、

この分類により構造的特徴、進化的関係、触媒機構が推定できる。しか

し、この分類から基質特異性を推定することはしばしば難しい。例えば、

ほとんどのキシラナーゼは GH10、GH11 に属し (32, 33)、近年ではこれら

に GH5 及び GH8 を加えてキシラナーゼファミリーとされているが (34)、

GH7、GH16、GH43 等に属する酵素がバイファンクショナルにキシラナ

ーゼ活性を示すことがある (35-37)。また、たとえ GH10 に属する酵素で

あっても、キシラナーゼではなくエンド - -1,4-グルカナーゼとして機能

するものもある (38)。ほとんどがアラビノフラノシダーゼである GH51

であっても、アラビノフラノシド結合の-1,2、-1,3、-1,5 の内のどの

結合に対して高い分解活性を示すか、また、基質がオリゴ糖あるいは多

糖であるか等、個々の酵素の細かな特徴は精製して機能を解析しなけれ

ば決められない (16,  39, 40)。従って、基質特異性に関してこのクラス分

けは GH10、GH11 であればキシラナーゼである可能性が高く、GH3、GH43、

GH51、GH54、GH62 であればアラビノフラノシダーゼの可能性があると

推測出来る程度の確度しか持たないが、本研究で行ったような目的の活

性を持つ酵素を取得したり、酵素のキャラクタライズを進める時の手が

かりとなる。  
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図 2-1  ．キシラン及びキシラン由来オリゴ糖の構造

A：キシランの構造。主鎖は  -1,4 グリコシドで結合したキシロピラノ

ース。側鎖には、 (4-O-メチル ) グルクロン酸、アラビノース、酢酸、

クマル酸、フェルラ酸等が存在する。側鎖パターンは植物種・部位に

よって大きく異なる。  

B：キシロオリゴ糖の一つでキシロトリオース。側鎖のないキシラン主

鎖部分。  

C：アラビノキシロオリゴ糖の一つでアラビノキシロトリオース。キシ

ラン主鎖に由来するキシロトリオースにアラビノフラノシド側鎖が結

合している。  

図中の①－⑦はその切断酵素。① -アラビノフラノシダーゼ（キシラ

ンを基質とする場合にアラビノキシランアラビノフラノハイドロラー

ゼと呼ばれることがある）、②-グルクロニダーゼ、③エンド - -1,4-キ

シラナーゼ（⑦と同じ結合を切るが、基質がキシラン）、④アセチルキ

シランエステラーゼ、⑤ p-クマル酸エステラーゼ、⑥フェルラ酸エス

テラーゼ、⑦  -キシロシダーゼ（③と同じ結合を切るが、基質がオリ

ゴ糖であり、非還元末端から単糖を遊離する）  
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 大腸菌ではキシランの直接利用による物質生産を可能にするため、キ

シラナーゼとアセチルキシランエステラーゼ遺伝子を導入した第一の株

と、オリゴ糖取り込み体とオリゴ糖分解酵素遺伝子を導入した第二の株

を共培養する方法が報告されている (41)。この報告では、第一の株がキ

シラナーゼとアセチルキシランエステラーゼを細胞外に分泌し、第二の

株が生成されたオリゴ糖を取り込み、細胞内でオリゴ糖を分解して利用

する。枯草菌は GH11 と GH30 に属する 2 つのキシラナーゼ遺伝子を有

しており、キシランを生来的に利用出来る (42)。最近、枯草菌において

キシランに直接作用するアラビノフラノシダーゼ遺伝子を異種発現させ

ることにより、アラビノース側鎖の多いキシラン（アラビノキシラン）

を利用することが可能になった (43)。Corynebacterium glutamicum では、

ビーチウッドキシラン（ほぼ側鎖のないキシラン）の直接利用がキシラ

ン分解酵素遺伝子、キシロースの取り込み遺伝子、キシロース資化遺伝

子（図 2-2 中 XylAB）を導入することにより可能となることが報告され

ている (44)。  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. glutamicum は古くからグルタミン酸、リジン等のアミノ酸の工業生

産に利用されてきた高 GC 含量のグラム陽性細菌である (45)。本菌は非増

殖時においても解糖経路等の主要な代謝活性を高く維持することが明ら

図 2-2  ．キシロース及びアラビノースの資化経路

XylA：キシロースイソメラーゼ、XylB：キシルロキナーゼ、AraA：アラビ

ノースイソメラーゼ、AraB：リブロキナーゼ、AraD：リブロース -5-リン酸

4-エピメラーゼ。多くの細菌において、これらの酵素をコードする遺伝子

はそれぞれ、 xylA、 xylB、 araA、 araB、 araD と命名されている。D-キシル

ロース -5-リン酸はペントースリン酸経路の中間物質である。  

L-アラビノース

D-キシルロース-5-リン酸

L-リブロース

L-リブロース-5-リン酸D-キシルロース

D-キシロース

A r a A

A r a B

A r a D

X y l A

X y l B
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かになっている。当研究室はこの性質を利用して培養後の本菌を反応槽

に充填し、あたかも化学触媒として微生物を利用して短時間で大量の化

学物質を生産するシステム（RITE バイオプロセス）を開発した (8)。また、

RITE バイオプロセス条件下において、C. glutamicum はフェノール・フラ

ン類等のバイオマスに由来する発酵阻害物質に対して高い耐性能を有す

ることがわかっている (46, 47)。従来、C. glutamicum はキシロース・アラ

ビノース等のペントースの利用能を持たない細菌とされてきたが、大腸

菌に由来するキシロース・アラビノース資化遺伝子（図 2-2）の導入によ

り、カタボライト抑制なしにグルコース・キシロース・アラビノースの

同時利用を可能にしている (13)。当研究室の先行研究において、 C. 

glutamicum の近縁の細菌である Corynebacterium alkanolyticum のゲノム

において、キシラン由来のキシロオリゴ糖（XOS、図 2-1B）及びアラビ

ノキシロオリゴ糖（AXOS、図 2-1C）の取り込み体をコードする xylEFG、

及びその下流で  -キシロシダーゼをコードする xylD が同定されている

(18)。また、xylEFGD 及び大腸菌由来のキシロース資化遺伝子 xylAB を導

入した C. glutamicum 遺伝子組換え株が XOS の利用能を獲得することを

明らかにしている。しかし、この株において、AXOS は細胞内に取り込

まれた後、利用されることなく蓄積していた。これを利用するためには、

アラビノース側鎖を分解するアラビノフラノシダーゼ遺伝子の導入が必

要と考えられた。このオリゴ糖取り込み経路を利用してキシランそのも

のを利用出来る C. glutamicum を構築できれば、バイオマス糖化液を原料

とした高効率なバイオプロセスの構築に大きく貢献できると考えられる。

そこで本章では、上記 XOS 利用株を基にしてキシランの直接利用能を

C. glutamicum に獲得させることを目指して 2 つの糖質加水分解酵素を研

究した。1 つ目がキシラン主鎖分解酵素のキシラナーゼ。2 つ目が AXOS

側鎖の分解酵素アラビノフラノシダーゼである。最終的に、これらの酵

素遺伝子を XOS 利用株に導入することにより、世界で初めてアラビノキ

シランの直接利用能をコリネ型細菌に付与することに成功した。  
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1-2. 材料と方法  

全ての実験で使用した蒸留水は DDW（Double Disti lled Water）と標記

され、MiliQ 水（Milli-Q PLUS (MILLIPORE)）である。  

 

1-2-1.  使用培地  

下記の培地成分を混合した後、オートクレーブ 120℃、 20 分で滅菌し

た。  

固形培地作製時には 1.5% (w/v)で Agar（和光 特級）を加えた。また、

以降 LB 培地から作製した固形培地を LB プレート、A 培地から作製した

固形培地を A プレートと標記する。  

 

・LB 培地（大腸菌用培地）  

 1% (w/v)      Bacto Trypton（DIFCO）  

  0.5% (w/v)     Yeast  Extract（Becton, Dickinson company）  

  0.5% (w/v)     NaCl（ナカライ）  

 

・BTM 培地（C. glutamicum 用最小培地）  

  Urea（ナカライ    2 g 

  (NH4)2SO4（ナカライ）   7 g 

  K2HPO4（和光 特級）   0.5 g 

  KH2PO4（和光 特級）   0.5 g 

  MgSO4・ 7H2O（和光 特級）  0.5 g 

  FeSO4・ 7H2O（和光 特級）  6 mg 

  MnSO4・ 7H2O（和光 特級）  6 mg 

  Biotin（和光 特級）   200 µg 

  Thiamine-HCl（和光 特級）  200 µg 

  CaCl2・ 2H2O（和光 特級）  10 mg 

  ZnSO4・ 7H2O（和光 特級）  1 mg 

  CuSO4・ 5H2O（和光 特級）  0.2 mg 

NiCl2・ 6H2O（和光 特級）  0.02 mg 

  DDW up to    1000 ml 

 

培養開始時に適宜炭素源を加えた。  
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・A 培地（C. glutamicum 用栄養培地）  

Urea（ナカライ）   2 g 

  (NH4)2SO4（ナカライ）   7 g 

  K2HPO4（和光 特級）   0.5 g 

  KH2PO4     0.5 g 

  MgSO4・ 7H2O   0.5 g 

  FeSO4・ 7H2O   6 mg 

  MnSO4・ 7H2O   6 mg 

  Biotin    200 µg 

  Thiamine-HCl   200 µg 

  Yeast  extract（DIFCO）   1 g 

  Casamino acids (DIFCO)   1 g 

  DDW up to    1000 ml 

 

培養開始時に適宜炭素源を加えた。  

 

1-2-2.  抗生物質  

大腸菌では Ampicil lin（和光）5 mg/l、Chloramphenicol（和光）5 mg/l、

Kanamycin（和光） 5 mg/l の濃度で使用した。  

C. glutamicum では Chloramphenicol 0.5 mg/l、Kanamycin 5 mg/ml の濃度

で使用した。  

 

1-2-3.  DNA の基本操作  

 

1)DNA の精製  

精製は QIAquick PCR Purification Kit  （QIAGEN）を使って行った。プ

ロトコールはマニュアルを参照した。DNA の精製は PCR 後、制限酵素処

理後、脱リン酸化後に行われた。  

 

2)制限酵素による配列特異的切断  

・反応液組成  

 DNA   10 µg   

  10×Buffer（TAKARA）  15 µl  
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  制限酵素（TAKARA）  100 U 

  DDW up to   150 µl  

ただし、DNA 溶液の濃度により適宜反応液の体積を調整した。37℃で

3 時間反応させた後、 1)DNA の精製に記述されるように精製し、電気泳

動で確認した。  

 

3)電気泳動  

サンプル DNA に 10×Loading Buffer （TAKARA）を加えてアガロース

ゲルにアプライし、 100V で電気泳動した。 30 分後にゲルを取り出し、

エチジウムブロマイドで 30 分間染色した。最後に UV 照射により DNA

を発色させてバンドを確認した。電気泳動時及びゲル作成には 1×TAE 

Buffer（下記のとおり）を使用した。  

 

・ 50×TAE Buffer  

  Tris（和光）   240 g 

  EDTA・ 2Na  37 g 

  Acetic acid（和光）  57 ml 

  DDW up to   1000 ml 

 

4)アガロースゲルからの DNA の抽出  

QIAGEN Gel Extraction kit を使用した。プロトコールはマニュアルを

参照した。  

 

5)Alkaline Phosphatase による DNA 末端脱リン酸化  

サンプル DNA 5 µl に 10×Dephosphorylation Buffer  (Roche) 5 µl、Alkaline 

Phosphatase (Pharmacia Biotech) 2 µl を加え、最後に DDW で 50 µl にした

サンプルを 37℃で 30 分間静置した。  

 

6)ライゲーション反応  

  ベクターDNA に対してインサート DNA がモル比で 1：2~5 になるよう

に混合した後、反応系の 10 分の 1 量の 10×Buffer 及び T4 DNA Ligase 

(TAKARA)を加えて 16℃で 1 時間静置した。反応終了後のサンプルは全

量形質転換に使用された。  

 

7)PCR 産物の直接的ベクター導入  
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PCR 産物は Mighty Cloning Reagent Set (TAKARA)のマニュアルに従っ

て、直接 pUC118 HincII /  BAP（TAKARA）に挿入された。  

 

8)大腸菌のコンピテントセルの作製（CaCl2 法）  

シングルコロニーを LB 培地 100 ml に植菌して 18℃で一晩培養した。

濁度が OD600 値 0.3～ 0.8 になるまで培養した後、遠心管に移し、氷上で

10 分間静置した。その後、遠心（ 3000 g、 4℃、 10 分）して菌体を沈殿

させ、TB（下記のとおり）を 80 ml 加えて穏やかに懸濁した後、再び溶

液を遠心（ 3000 g、 4℃、 10 分）した。得られた沈殿を TB 20 ml で懸濁

して DMSO 1.5 ml を加えた後に 100 µl ずつ懸濁して -80℃で保存した。  

・TB (pH 6.7)  

  PIPES solution  20 ml 

  CaCl2・ 2H2O  2.2 g 

  MnCl2・ 4H2O  10.88 g 

  KCl    18.6 g 

  DDW   800 ml 

9N KOH で pH6.7 に調整後、DDW で 1000ml に調整した。22 µm のフィル

ターを通して濾過滅菌し、50 ml のコーニングチューブに分注して 4℃で

保存した。  

 

9)大腸菌の形質転換（CaCl2 法）  

氷上でコンピテンとセルを溶解させ、プラスミド DNA を 1 µg 加えて

から 42℃で 45 秒熱処理を行った後、LB 培地 900 µl を加え、37℃で 1 時

間静置した。その後、培養液を適当な抗生物質を加えた LB プレートに

塗布し、 37℃で一晩培養した。  

 

10)大腸菌からのプラスミド DNA の抽出  

サンプル数に応じて 2 通りの方法で回収した。サンプル数が少ない場

合は、mini-prep spin column kit  (QIAGEN)をマニュアル通りに使用した。

スクリーニング等の大量の大腸菌からプラスミドを抽出する際は、プラ

スミド自動分離装置 PI-200（クラボウ）を使用した。マニュアルに従っ

て操作した。  

 

11)コロニー PCR 

コロニー PCR では KAPATaq Extra（日本ジェネティクス）を使用した。  
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・反応液組成  

  Forward Primer   0.5 µM 

  Reverse Primer   0.5 µM 

  5×Buffer    1.5 µl  

  10 mM dNTPs  2.5 µl  

  25 mM MgCl2   3.5 µl  

  Polymerase   0.25 µl  

  DDW up to   50 µl  

 

  98℃ 1 分  

   ↓  

  96℃   20 秒→ 53℃ 30 秒→ 72℃ 1 分（増幅長 1 kb につき 1 分）×35

サイクル  

   ↓  

  72℃ 5 分  

   ↓  

  4℃  

 

12)遺伝子クローニング時の PCR 

C. glutamicum から遺伝子をクローニングする時は、 KOD-Plus-Ver.  2

（TOYOBO）を使用した。また、C. alkanolyticum は GC 含量が高い為、

C. alkanolyticum から遺伝子をクローニングする時は、 Tks Gflex™  DNA 

Polymerase（TAKARA）を使って PCR を行った。  

 

・反応液組成（KOD-Plus-Ver.  2）  

  Forward Primer   0.5 µM 

  Reverse Primer   0.5 µM 

  10×Buffer   5 µl  

  2 mM dNTPs  5 µl  

  25 mM MgSO4   3 µl  

  Polymerase   1 µl  

  Template   100 ng 

  DDW up to   50 µl  
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  96℃ 1 分  

   ↓  

  98℃   10 秒→ 55℃ 30 秒→ 68℃ 1 分（増幅長 1 kb につき 1 分）×35

サイクル  

   ↓  

  68℃ 5 分  

   ↓  

  4℃  

 

・反応液組成（Tks Gflex™  DNA Polymerase）  

  Forward Primer   0.2 µM 

  Reverse Primer   0.2 µM 

2×Buffer    25 µl  

  Polymerase   1 µl  

  DDW up to   50 µl  

 

  98℃ 1 分  

   ↓  

  98℃   10 秒→ 60℃ 15 秒→ 68℃ 1 分（増幅長 1 kb につき 1 分）×35

サイクル  

   ↓  

  4℃  

 

13)オーバーラップエクステンション PCR 

特定の塩基配列を指定の塩基種に置換する際にオーバーラップエクス

テンション PCR を行った (48)。 1 段階目の PCR では、末端に重なる領域

を持つ 2 つの DNA 断片を合成する。それぞれの PCR で得られた DNA を

精製後、KOD-Plus-Ver.  2 の酵素類を使用して以下の反応系を組む。  

 

・オーバーラップエクステンション反応組成  

  PCR 産物①   100 ng 

  PCR 産物②   100 ng 

  10×Buffer    5 µl  

  2 mM dNTPs  5 µl  

  25 mM MgSO2   3 µl  
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  Polymerase   1 µl  

  DDW up to   48 µl  

 

96℃ 1 分→ 50℃ 1 分→ 68℃ 2 分でエクステンション反応を行う。そ

の後、両端のプライマーをそれぞれ 1 µl 加えて終濃度 0.5 µM にする。そ

の後、  

96℃ 1 分  

   ↓  

  98℃   10 秒→ 55℃ 30 秒→ 68℃ 1 分（増幅長 1 kb につき 1 分）×35

サイクル  

   ↓  

  68℃ 5 分  

   ↓  

  4℃  

の条件で PCR 反応を行う。  

 

14)DNA シークエンス  

シークエンスは Dideoxynucleotide termination 法により、ABI PRISM 

3100 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を使用して行った。  

 

・シークエンス用 PCR 反応液組成  

  Plasmid DNA      300 ng 

  Primer       1.6 pmol 

  BigDye Terminator V3.1 (Applied Biosystems)   1 µl  

  5×Sequence Buffer      2 µl  

  DDW up to       10 µl  

 

  96℃ 1 分  

   ↓  

  96℃   10 秒→ 60℃ 4 分×35 サイクル  

   ↓  

  4℃  
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PCR 後の精製は BigDye XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems)

を用いてマニュアル通りに行った。配列の比較には Genetyx (Genetyx)、

アラインメントには ATGC (Genetyx)を使用した。  

 

1-2-4.  C. glutamicum を用いた実験  

 

15)C. glutamicum のコンピテントセルの作製  

  1%の D-グルコースを加えた A 培地 10 ml に C. glutamicum を植菌し、

33℃で一晩培養した前培養液 100 µl を 1%の D-グルコースを加えた A 培

地 10 ml に植え継ぎした。本培養液を 33℃で 3 時間程度培養して濁度が

OD6 1 0=0.5 付近になった事を確認した後、遠心管に移し、氷上で 15 分間

静置した。その後、遠心（ 6,000 g、4 ℃、10 分）して沈殿に 15%グリセ

ロール 25 ml を加えて穏やかに懸濁した。この操作を二回繰り返して菌

体を洗浄した。最後に遠心（ 6,000 g、4 ℃、10 分）して沈殿に 15%グリ

セロール 1ml を加え、穏やかに懸濁した後、100 µl ずつ分注して -80 ℃

で保存した。  

 

16)C. glutamicum の形質転換  

  氷上で溶解させたコンピテントセルにプラスミド DNA を混合して氷

上で 10 分間静置した。プラスミド DNA はメチル化酵素欠損株の SCS110

から抽出したものを用いた。C. glutamicum  はメチル化されたプラスミド

DNA による形質転換効率が著しく減少する特性を有する。混合液を氷冷

した 0.1 cm Gene Pulser® Cuvette へ移し、パルスをかけた（ 1.95 kV 20 µF 

200 Ω）。A 培地 1 ml を速やかに加えて 33℃で１時間静置した。最後に

適当な抗生物質を加えた A プレートに塗布し 33℃で一晩培養した。  

 

17)C. glutamicum のゲノム DNA 抽出  

  1%の D-グルコースを加えた A 培地  10 ml に C. glutamicum を植菌し、

33℃で一晩培養した。培養液を遠心 (8,000g、室温、2 分 )して沈殿にした

後、10 mg/ml リゾチーム溶液 100 µl で懸濁する。37℃で 2 時間静置して

溶菌させた後は Genomic Prep Cell  and Tissue Isolation Kit（Biotech）を使

用してマニュアル通りにゲノム DNA を回収した。  
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以上の実験を本研究の第二章においても実施したが、第二章の材料と方

法では省略する。  

 

1-2-5.  C. alkanolyticum の培養及びゲノム抽出  

1%の D-グルコースを加えた A 培地  10 ml に C. alkanolyticum を植菌し、

33℃で一晩培養した。培養液を遠心 (8,000g、室温、2 分 )して菌体を回収

し、10 mg/ml リゾチーム溶液 100 µl で懸濁する。37℃で 2 時間静置して

溶菌させた後は Genomic Prep Cell  and Tissue Isolation Kit（Biotech）を使

用してマニュアル通りにゲノム DNA を回収した。  

 

1-2-6.  基質  

4-Nitrophenyl--L-arabinofurnaoside (pNP-AraF),  1,4- -D-xylotriose,  

1,4- -D-xylotetraose, 1,4- -D-xylopentaose,  Arabinoxylan (AX；Wheat Flour; 

Low Viscosity ~ 10 cSt) は Megazyme か ら 購 入 し た 。

P-Nitrophenyl- -D-xylopyranoside はナカライテスクから購入した。Birch 

wood xylan（BWX）,  Oat-spelt  xylan（OSX）はフルカから購入した。xylobiose、

Xylooligosaccharides（キシロオリゴ糖及びアラビノキシロオリゴ糖の混

合試薬、アラビノキシラン由来オリゴ糖）は和光から購入した。  

 

1-2-7.  縮重 PCR 及び染色体歩行（アダプターライゲーション法）  

縮 重 プ ラ イ マ ー （ DPAF 、 DPAR ） の 設 計 に 関 し て は 「 1-3-3 ． C. 

alkanolyticum のアラビノフラノシダーゼ遺伝子の探索」において記述す

る。また、 C. alkanolyticum は GC 含量が高い為、 Tks Gflex™ DNA 

Polymerase (TAKARA) を使って PCR（下記のとおり）を行った。  

 

・ PCR 反応液組成  

  DPPF    0.25 mM 

  DPPR    0.25 mM 

  2×Buffer     25 µl  

  C. alkanolyticum  genome  150 ng 

  Polymerase    1 µl  
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  DDW up to    50 µl  

 

  98℃ 1 分  

   ↓ 

  98℃   10 秒→60℃ 15 秒→68℃ 3 分 ×35 サイクル  

   ↓ 

  4℃  

 

アダプターライゲーション法で用いるアダプター（ BamHI の場合）を

図示する（図 2-3）。アダプターの合成法を以下に示す。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

・アダプター合成反応組成（BamHI の場合）  

  APF   50 pmol 

  AP-BamHI  50 pmol 

  DDW up to  10 µl  

 

96℃で 1 分、 65℃で 1 分、 62℃で１分、 59℃で１分、 56℃で 1 分、 53℃

で 1 分、50℃で 1 分と順に温度を下げていき APF 及び AP-BamHI を鋳型

形成させる。  

 

APF + AP-BamHI の組み合わせ以外に、APF + AP-MluI、APF + AP-NotI

の組み合わせでもアダプターを合成した。また、C. alkanolyticum ゲノム

を BamHI 以外に、 Bgl II、Mlu I、Not I でも完全に消化した。  

 

図 2-3  ．アダプターライゲーション法

ゲノムを BamHI で制限酵素処理した溶液に、アダプターを加えてライゲー

ション反応を行う。アダプター由来の配列を持つ AP-1 プライマー及び AP-2

プライマーと、縮重 PCR によって得られた部分断片内の配列から合成した 2

種のプライマーを用いてネステッド PCR を行う。  

APF：TCCGAGCGTTGCATGACCACAGTAAGCTATCACGTAC

AP-1：CCGAGCGTTGCATGACCACAGTAAGCT

AP-2：CGTTGCATGACCACAGTAAGCTATCACGTA

AP-BamHI:CATTCGATAGTGCATGCTAG

アダプター
（BamHI）

BamHI処理後の突出末端に
ライゲーション可能
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・ライゲーション反応組成  

  断片化したゲノム  10 µg 

  アダプター   2 µl  

  10×Buffer    10 µl  

  T4 DNA ligase   3 µl  

  DDW up to   100 µl  

 

16℃で 24 時間反応させることにより、後のネステッド PCR における鋳

型（ゲノムライブラリー）を得た。  

また、断片化したゲノムとアダプターは、突出末端同士が対合を形成で

きるように組み合わせられた。  

 

ゲノムライブラリーを鋳型にネステッド PCR を行った。  

 

・ PCR 反応組成（ 1 回目）  

  AP1     0.2 µM 

  Gene specific primer 1   0.2 µM 

  2×Buffer     10µl 

  Gflex DNA Polymerase   0.25 µl  

 ゲノムライブラリー   1 µl  

  DDW up to    20 µl  

 

  98℃ 1 分  

   ↓ 

  98℃   10 秒→60℃ 15 秒→68℃ 4 分 ×35 サイクル  

   ↓ 

  4℃  

 

1 回目の PCR 反応後液は続く 2 回目の PCR における鋳型として使用され

た。  

 

・ PCR 反応組成（ 2 回目）  

  AP2     0.2 µM 

  Gene specific primer 2   0.2 µM 

  2×Buffer     25 µl  
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  Gflex DNA Polymerase   1 µl  

 1 回目の PCR 反応後液   1 µl  

  DDW up to    50 µl  

 

  98℃ 1 分  

   ↓ 

  98℃   10 秒→60℃ 15 秒→68℃ 4 分 ×35 サイクル  

   ↓ 

  4℃  

Gene specific primer  1 及び 2 は縮重 PCR で得られた DNA 断片内部の配列

に由来して設計したものであり、以下の表にまとめる。  

 

伸長方向  3’方向  5’方向  

ネステッド PCR 1 回目  2 回目  1 回目  2 回目  

abf51A GWA-F1 GWA-F2 GWA-R1 GWA-R2 

abf51B GWB-F1 GWB-F2 GWB-R1 GWB-R2 

 

ネステッド PCR で得られた DNA 断片は、Mighty Cloning Reagent Set 

(TAKARA)によって pUC118 Hinc II /  BAP に挿入され、M13-M4、M13-RV

プライマーを用いシークエンス解析を行うことにより、配列解読された。 

 

1-2-8.  リコンビナントタンパク質発現用プラスミドの構築  

Abf51A、Abf51B、XylI の His6 タグ融合タンパク質を大腸菌で発現さ

せ る 為 に 、 C. alkanolyticum の ゲ ノ ム を 鋳 型 に し て

Abf51A-NdeI-F/Abf51A-NdeI-R 、 Abf51B-NdeI-F/Abf51B-NdeI-R 、  

XylI-SPcut-NdeI-F/XylI-NdeI-R で PCR を行い abf51A、 abf51B、 Signal 

sequence のない xylI の DNA を増幅した。得られた DNA 断片は pColdI

（ TAKARA）の NdeI サイトにライゲーションされた。これにより、

pCRF524（Abf51A 発現用）、pCRF525（Abf51B 発現用）、pCRF526（XylI

発現用）を構築した。  

 

1-2-9.  C. glutamicum への遺伝子導入用プラスミドの構築  



24 
 

本研究では、C. glutamicum  の R 株に特異的なゲノム領域（ SSI: Strain 

Specific Island (49)）に糖質代謝関連の遺伝子を複数挿入した。本研究で

は abf51B、xylI をゲノムに挿入する為のプラスミド（それぞれ pCRF522、

pCRF523）を構築したので、以下に構築方法を記述する。  

pCRF522 を構築するためにまず、C. alkanolyticum ゲノムを鋳型にして

Abf51B-NdeI-F/Abf51B-NdeI-R をプライマーに PCR を行った。得られた

DNA 断片を Nde I で制限酵素処理した後、pCRB52T ベクター (18)の tac プ

ロモーター下流にある NdeI サイトに挿入した。このプラスミドを鋳型と

して、 Ptac-BglII-F/Ter-BglII-R をプライマーに PCR を行った（この PCR

産物を①とする）。次に、C. glutamicum R 株の SSI8 領域を増幅する為に、

C. glutamicum R 株ゲノムを鋳型に、 SSI8-F/SSI8-R をプライマーとして

PCR を行った。増幅された SSI8 領域の DNA 断片の両端には、 Sal I 認識

配列が付与されている。この PCR 産物を pCRA725  (8)の Sal I サイトに挿

入 し た 。 完 成 し た プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 に し て

BglIIinsert -SSI8-F/BglIIinsert -SSI8-R をプライマーに PCR を行った。この

PCR 産物と①を Bgl II で制限酵素処理後にライゲーションして pCRF522

を構築した。  

 pCRF523 を構築するためにまず、C. glutamicum ゲノムを鋳型にして

PgapA-SalI-BglII-F/PgapA-SalI-NdeI-F をプライマーに PCR を行い、 gapA

遺伝子のプロモーター領域（ PgapA）の DNA 断片を増幅した。  得られ

た DNA 断片を Sal I で制限酵素処理した後に pCRB22(15)の Sal I サイトに

挿入した。次に、転写終結因子の rrnB  (50)を得る為に、 pKK223-3 

(Pharmacia) を鋳型にして、rrnB-NdeI-F/ rrnB-PshBI-BglII-R をプライマー

にして PCR を行った。増幅された DNA 断片を Nde I と  PshBI で制限酵素

処理した後、上記 PgapA を含む pCRB22 の NdeI サイトに挿入した（完成

したプラスミドを pCRB209 とする）。xylI 遺伝子の全長配列を得る為に、

C. alkanolyticum ゲノムを鋳型にして、XylI-NdeI-F/XylI-NdeI-R をプライ

マーにして PCR を行った。その PCR 産物を NdeI で消化した後、pCRB209

の NdeI サイトに挿入した。完成したプラスミドを Bgl II で制限酵素処理

することにより、PgapA-xylI-rrnB の DNA を得た。次に、C. glutamicum R

株の SSI3 領域を増幅する為に、 C. glutamicum R 株ゲノムを鋳型に、

SSI3-F/SSI3-R をプライマーとして PCR を行った。この PCR 産物を

pCRA725 の Sal I サイトに挿入した。完成したプラスミドを鋳型にして

BglIIinsert -SSI3-F/BglIIinsert -SSI3-R をプライマーに PCR を行った。この
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PCR 産物と PgapA-xylI-rrnB を Bgl II 消化後の対合末端でライゲーション

し、 pCRF523 を構築した。  

 

1-2-10. C. glutamicum ゲノムへの遺伝子導入  

 本研究で構築した菌株は、先行研究で構築された P trc-xylAB を SSI3 に

挿入した C. glutamicum R 株遺伝子組換え株（以下 X (13)）をベースに遺

伝子導入を繰り返して構築された。 SSI6 に araBAD を導入する為に、ま

ず、E. coli  SCS110 株から回収した pCRD109 (13)を「 16)C. glutamicum の

形質転換」で説明した方法で X 株にエレクトロポレーションした。

pCRD109 中には、C. glutamicum において複製起点として機能する配列が

ないため、形質転換後に選択培地で得られるコロニーは、プラスミド中

の SSI6 配列と宿主ゲノム中の SSI6 配列の間で起こる相同組換えにより、

プラスミド全体がゲノムに挿入された株と考えられる。これを終濃度 1% 

でグルコースを含む A 培地、 33℃で一晩振盪培養した後、培養液 10 µl

を 2% スクロースを含む A プレートに塗布し、sacB 遺伝子を用いたネガ

ティブスクリーニングを行った。これにより、宿主ゲノムに由来する SSI6

配列と、プラスミド由来の SSI6 領域とそれに挟まれた araBAD が、相同

組換えにより入れ替わった菌体が選択されることが期待できる。最後に

araBAD 遺伝子がゲノムに挿入されたかを PCR で確認した（プライマー

は省略する）。  

上記 araBAD 導入と同様の方法で、pCRD522 及び pCRD523 を使用する

ことで、 abf51B 及び xylI 遺伝子の導入を行った。  

xylEFGD を C. glutamicum で発現させる際は、ゲノムに挿入するのでは

なくプラスミドとして保持させた。使用したプラスミドは pCRF101 であ

り、本研究で構築していない (18)。  

 

1-2-11.  xylI 発現用プラスミドの構築  

 xylI 遺伝子全長配列を得るために、C. alkanolyticum ゲノムを鋳型にし

て、XylI-KpnI-F/XylI-KpnI-R をプライマーとして PCR を行った。得られ

た DNA 断片を KpnI で制限酵素処理して、 PCRB12(12)の Kpn I サイトに

挿入した。完成したプラスミドを pCRF521 とした。  
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1-2-12. リコンビナントタンパク質の発現及び精製  

 本研究では、His タグ融合 Abf51A、Ab51B、XylI の 3 つのタンパク質

を大腸菌で発現させ、精製した。全てのタンパク質は同じ方法で行われ

たので、Abf51A のみを以下に記述する。  

 pCRF524 を導入した BL21 (DE3) を LB 培地に懸濁し、 37℃において

OD6 0 0  = 0.6 になるまで培養した。培養液を氷上で急冷した後、15℃で 30

分間振盪培養した。次に、終濃度が 1 mM になるように IPTG を加えて

15℃で 24 時間培養した。培養液を 6,000g、 4℃、 5 分の遠心分離にかけ

て、菌体を回収した。回収された菌体から Ni-NTA Fast  Start  kit（QIAGEN）

を使用して、His タグ融合 Abf51A タンパク質を回収した。実験は付属の

マニュアルに従って行われた。精製した Abf51A タンパク質溶液を PD-10

カラムにアプライし、20 mM citrate-phosphate buffer (pH 7.0), 10 mM NaCl

で溶出した（バッファー交換処理）。次に精製度を上げるために、タンパ

ク質溶液を AKTA fast -protein liquid chromatography (FPLC) system（GE 

Healthcare）にセットして、HiTrap Q HP カラム（陰イオン交換カラム、

GE Healthcare）により精製した。溶出は 0-1.0 M NaCl のリニアグラジエ

ントで行った。精製されたタンパク質の精製度を SDS-PAGE で確認した。

タンパク質の定量には、Bio-Rad Protein Assay を使用した。  

 

1-2-13. アラビノフラノシダーゼ活性測定法  

 アラビノフラノシド側鎖を切断する活性をアラビノフラノシダーゼと

いう。本活性の測定は、 -L-アラビノフラノースが p-nitrophenol とグリ

コ シ ド 結 合 し た 合 成 基 質 p-nitrophenyl--L-arabinofuranoside 

(pNP-AraF)を用いて行った。すなわち、分解されて生じる p-nitrophenol

が中性及びアルカリ性条件下で呈色することを利用した。至適 pH 検討

実験、至適温度検討実験、生成物阻害効果検討実験、キシロースによる

阻害効果検討実験において基本となる反応系及び実験操作を以下に示す。 

・アラビノフラノシダーゼ活性測定時の反応系基本組成  

 Citrate-phosphate buffer   50 mM 

 pNP-AraF    1 mM 

 精製 Abf51A or Abf51B  0.0002 mg/500 µl  

  DDW up to    500 µl  
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上記の反応系で 4 分間所定の温度で反応させた後、500 mM Na2CO3 を 500 

µl 加えて反応を停止させた。その後、Beckman DU 800 Spectrophotpmeter 

（Beckman Coulter）を用いて 400 nm の吸光値を調べた。アラビノフラノ

シダーゼ活性測定における 1 ユニット（U）は、Abf51A あるいは Abf51B

を 1 分間反応させた時に、1 µmol の p-nitrophenol を生成するのに必要な

タンパク質量と定義した。至適 pH 検討時には、Abf51A は 40℃、Abf51B

は 50℃で反応させ、pH5-8 の範囲の Citrate-phosphate buffer を用いた。至

適温度検討時には、両酵素共に pH7.0 の条件で、 30 – 70℃の範囲で反応

させた。生成物及びキシロースによる阻害効果検討時には、両酵素共に

pH7.0、 40℃で、DDW の代わりに所定の濃度の糖溶液を加えた。  

 反応速度論的パラメーターは、反応温度 Abf51A＝ 40℃及び Abf51B＝

50℃、pH7.0 の条件で調べられた。0.05-3 mM の範囲で基質濃度を 6 点用

意し、得られた値を Hanes-Woolf のプロットに当てはめ、Km、Vma x、 kc a t

を計算した。  

 

1-2-14. キシラナーゼ活性測定法（還元糖定量法）  

 キシラナーゼ活性はキシラン主鎖を分解し、キシランから還元末端を

生成する活性である。 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS)は、アルカリ性煮沸

条件下で、糖類の還元基と反応して発色する。DNS の還元は存在する遊

離還元基数と比例性を示す為、キシロースを用いて検量線を作製するこ

とにより、キシラナーゼ活性を比色定量できる。本法を DNS 法という (51)。

実験で使用する Dinitrosalicylic Acid Reagent（DAR）の作製法を示す。  

 

・Dinitrosalicylic Acid Reagent（DAR）  

Dinitrosalicylic Acid   5g 

Phenol     1g 

Sodium sulfite    0.25g 

Rochelle salts    100g 

これらを 250 ml の 2% (w/v) NaOH 水溶液に溶かした後、500 ml にメスア

ップした。  

 

至適 pH 条件検討実験、至適温度条件検討実験等の活性測定は、以下の

反応系を基本条件とした。  

キシラナーゼ反応系  
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  1 % Xylan (substrate)   250 µl  

 1 M Buffer     25 or 100 µl  

  XylI (0.05 mg/ml)    50 µl  

  Xylose (0.1 % w/v)   10 µl  

 DDW up to    500 µl 

  Buffer の分量は Citrate-phosphate buffer 及び Glycine-NaOH buffer の場

合は 25 µl、Borate-NaOH buffer の場合は 100 µl 加えた。また、吸光測定

時の Blank（Reagent Blank）は、反応系中の XylI が水に替わったものと

した。また、検量線を作製する際は、反応系中の XylI が 0.01, 0.005, 0.0033, 

0.002 M のキシロース水溶液に替わる。これらの反応系を調整後、5 分間

所定の温度で反応させた後、900 µl の DAR を加え、100℃で 15 分間ボイ

ルした。煮沸した溶液を水冷した後、 540 nm の吸光を調べた。キシラナ

ーゼ活性測定における 1 ユニット（U）は、XylI を 1 分間反応させた時

に、 1 µmol の還元糖（キシロース換算）を生成するのに必要なタンパク

質量と定義した。至適 pH 検討時には、 65℃の温度で、 pH3-8 の範囲は

Citrate-phosphate buffer、 pH8-10 の範囲は Borate-NaOH buffer、 pH10-12

の範囲は Glycine-NaOH buffer を用いた。至適温度検討時には、両酵素共

に pH6.5 で、 20 – 100℃の範囲で活性を測定した。  

 

1-2-15. HPLC によるオリゴ糖分析  

  HPLC（島津）を用いてオリゴ糖を分析した。カラムは HPX-87P（ 300 × 

7.8 mm）（BIO-RAD）、オーブン温度は 85℃、流速は 0.6 ml/min、検出器

は RI で行われた。  

 

1-2-16. LC-ESI-MS によるオリゴ糖分析  

  培養液中及び細胞抽出液中のオリゴ糖を LC-ESI-MS により分析した。

培養液を調べる場合は、まず回収した培養液を遠心分離（ 10,000 g、4℃、

10 分）した。次に上清を 10 倍希釈し、1.5 倍量のアセトニトリルを加え

て混合する。再度同じ条件で遠心分離を行い、上清を分析に供した。細

胞抽出液を調べる場合は、まず回収した培養液を遠心分離（ 10,000 g、4℃、

10 分）した。次に上清を捨てペレットを水で懸濁し、再度同じ条件で遠

心分離を行った。この洗いを更にもう 1 回繰り返した後、OD6 1 0 が 5 にな

るように水で再懸濁した。その内 1 ml を別のチューブに移し、遠心分離
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（ 10,000 g、 4℃、 10 分）した。上清を捨て、 150 µl のアセトニトリルと

37.5 µl の水を加えて懸濁した。その後 30 分間氷上で静置した。静置後

のサンプルに 62.5 µl の水を加えて遠心分離（ 10,000 g、 4℃、 10 分）を

行い、上清を分析に供した。LCMS は QTRAP5500 システム（ SCIEX）と

HPLC（島津）を用いて行った。HPLC は TSKgel Amide-80 カラム（ 250 × 

4.6 mm）（東ソー）を用いて、オーブン温度 60℃、流速 0.2 ml/min で、

溶離液 A：10mM 酢酸アンモニウム水溶液、溶離液 B：アセトニトリルの

リニアグラジエント（B75%→35%）で溶出した。MS の検出は酢酸イオ

ンが付加したネガティブチャージイオンを検出した。  

 

 使用した菌株及びプラスミドを表 2-1 に、使用したプライマーを表 2-2

にまとめる。  
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表2-1．使用した菌株及びプラスミド

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference

Strains

E. coli

HST02

F‘ [traD36, proA+B+, lacIq, lacZΔM15]/Δ(lac-proAB),

recA, endA, gyrA96, thi, e14-(mcrA-), supE44, relA, ΔdeoR,

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)

TaKaRa

SCS110
rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx

dam dcm supE44D (lac-proAB) [F' traD36 proAB lacIqZ M15]
TaKaRa

BL-21 (DE3)

C. alkanolyticum ATCC 21511

C. glutamicum

R JCM18229

X Markerless Ptrc-xylAB recombinant genes integrated into R strain

XA Markerless PgapA-araBAD recombinant genes integrated into X This study

XA-Af Markerless Ptac-abf51B recombinant gene integrated into XA strain This study

XA-Xyn Markerless PgapA-xylI recombinant gene integrated into XA strain This study

XA-Af-Xyn Markerless PgapA-xylI recombinant gene integrated into XA-Af strain This study

XA(EFGD) Kmr ; C. glutamicum XA bearing pCRF101 This study

XA-Af(EFGD) Kmr ; C. glutamicum XA-Af bearing pCRF101 This study

XA-Xyn(EFGD) Kmr ; C. glutamicum XA-Xyn bearing pCRF101 This study

XA-Af-Xyn(EFGD) Kmr ; C. glutamicum XA-Af-Xyn bearing pCRF101 This study

R(Xyn) Kmr ; C. glutamicum R bearing pCRF521 This study

Plasmids

pColdI Ampr ; IPTG-inducible expression vector Merck

pCRF101
Kmr ; E. coli-C. glutamicum shuttle vector containing 5.6-kb NdeI-KpnI PCR

fragment of the xylEFGD gene cluster

pCRB12 Kmr ; E. coli-C. glutamicum shuttle vector based on pCG1; 4,569 bp

pCRB22
Kmr; E. coli-C. glutamicum shuttle vector derived from pHSG298

and pCASE1

pCRB209 Kmr; expression vector under the control of gapA promoter. This study

pCRF521 Kmr ; pCRB12 with a 2.9-kb KpnI-KpnI PCR fragment of xylI gene

pCRA725 Kmr ; pHSG298 with Ptac-sacR-sacB gene

pCRD109
Kmr ; pCRA725 with araBAD under the control PgapA to integrate into SSI6

region

pCRF522 Kmr ; pCRA725 with abf51B under the control Ptac to integrate into SSI8 region This study

pCRF523 Kmr ; pCRA725 with xylI under the control PgapA to integrate into SSI3 region This study

pCRF524 Ampr ; pColdI with abf51A gene
This study

pCRF525 Ampr ; pColdI with abf51B gene This study

pCRF526 Ampr ; pColdI with xylI gene This study
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表2-2．使用したプライマー
Primer Sequence (5‘-3‘) Restriction enzyme a

For degenerate Primer

DPAF CGSTAYCCSGGYGGSAACTTCGTSTCSGGM

DPAR CCGTCCATYTCGTTVCCSAGGCACCA

For flanking sequence analysis

APF TCCGAGCGTTGCATGACCACAGTAAGCTATCACGTAC

AP-NotIR GGCCGTACGTGATAGCTTAC

AP-BamHIR GATCGTACGTGATAGCTTAC

AP-MluIR CGCGGTACGTGATAGCTTAC

AP1 CCGAGCGTTGCATGACCACAGTAAGCT

AP2 CGTTGCATGACCACAGTAAGCTATCACGTA

GWA-F1 ACGAACTCGTGCAGGCCGAA

GWA-F2 TTGGTCTCGATCGTGTGCCAT

GWA-R1 CTCGTCGAGTACGCGAACCA

GWA-R2 AACGGCGCGGCCGACCCGTT

GWB-F1 AGCATGAGCTCGCTGCCGAT

GWB-F2 TTCAGGCCGATCTGGTTCGT

GWB-R1 GACCTGCTCGAATACGCCAA

GWB-R2 CGTGGGACATCCGGATGTGGTGCCT

GWR2-R1 CGATTGAAACACGGCCGTGTCCGACC

GWR2-R2 GCGAAGACGAGAATGTCATCGCTCAC

GWR3-R1 CGCTCGCAGTCAGCTGCCACAC

GWR3-R2 GGCACGCACCTCGACCGTCTCAC

GWR4-R1 AGAGGTACTCGGCGACCGCGAAG

GWR4-R2 GCCTGATCGGCTTCCGAGTTCGTG

For construction of plsmids

Abf51A-NdeI-F ATCATATGACCCGCGCCCGCATCACCATCGAC NdeI

Afb51A-NdeI-R ATCATATGTCAGGCCGTCGCGGCGTCGAGGACGATG NdeI

Abf51B-NdeI-F ATCATATGTCCACCGCGAGCATTCGCATCGA NdeI

Abf51B-NdeI-R ATCATATGTCAGCGCAGCGCGATGGCCGACCACGACAC NdeI

XylI-SPcut-NdeI-F ATCATATGGAGGAGGCGCCGCCCGCGATCGCGACCGACT NdeI

XylI-NdeI-R ATCATATGTCAGCGACTCAGCTTCACCCGCGTCT NdeI

Ptac-BglII-F GAAGATCTGGCTGTGCAGGTCGTAAATCAC BglII

Ter-BglII-R GGAAGATCTAAAGAGTTTGTAGAAACGC BglII

SSI8-F CTCTGTCGACTTTAGCGCATCCGTATTCGC SalI

SSI8-R CTCTGTCGACTGTTCAGCTACAGTTTGCGG SalI

BglIIinsert-SSI8-F CTCTAGATCTCACTATGAGTAAGGCTCCC BglII

BglIIinsert-SSI8-R CTCTAGATCTGGCTTTATTCCGTCACTGTG BglII

SSI3-F CTCTGTCGACGAGATCGTACTTCGTAGGC SalI

SSI3-R CTCTGTCGACAGCTCGAAATCGAAGACCG SalI

BglIIinsert-SSI3-F CTCTAGATCTACCAACTCCCAGAGCC BglII

BglIIinsert-SSI3-R CTCTAGATCTTTGGCCAGGTCGAACAG BglII

XylI-NdeI-F GGAATTCCATATGATGCCCTCACCCCTTCGCAGA NdeI

XylI-KpnI-F GTGGTACCATGATGCCCTCACCCCTTCGCAGAC KpnI

XylI-KpnI-R ATGGTACCTCAGCGACTCAGCTTCACCCGCGTC KpnI

PgapA-SalI-BglII-F CTCTGTCGACATCCAGATCTCCGAAGATCTGAAGATTCCTG SalI BglII

PgapA-SalI-NdeI-F CTCTGTCGACGGATCCCATATGTGTGTCTCCTCTAAAGATTGTAGG SalI NdeI

rrnB-NdeI-F CTCTGCATGCCATATGCTGTTTTGGCGGATGAGAGA NdeI

rrnB-PshBI-BglII-R CTCTGCATGCATTAATATCCAGATCTAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGG PshBI BglII

a Restriction sites are indicated by underlining.
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1-3. 結果  

先行研究によって、C. glutamicum の近縁の細菌である C. alkanolyticum

ゲノムからキシロオリゴ糖（XOS）・アラビノキシロオリゴ糖（AXOS）

の取り込み体 xylEFG 及び、 -キシロシダーゼ遺伝子（ xylD）が同定され

ている。この xylEFGD 遺伝子及び大腸菌由来のキシロース資化遺伝子

xylAB を導入した C. glutamicum 遺伝子組換え株はキシロオリゴ糖の資化

能を獲得することが知られている。しかし、この株において取り込まれ

た AXOS は資化されることなく細胞内に蓄積しており、これを資化する

にはアラビノフラノシダーゼ遺伝子の導入が必要と考えられた。本章で

は、このキシロオリゴ糖利用株を基にして、キシランそのものの利用能

を C. glutamicum に獲得させることを目指して 2 種類の酵素を研究した。

1 つ目がキシラン主鎖分解酵素のキシラナーゼ。2 つ目が AXOS の側鎖の

分解酵素のアラビノフラノシダーゼである。また、これらの酵素をコー

ドする遺伝子をキシロオリゴ糖利用株に導入することにより、アラビノ

ース側鎖の多いキシラン（アラビノキシラン）の直接利用が可能となっ

た。  

  

1-3-1．C. alkanolyticum の推定キシラナーゼ遺伝子の機能解析  

 先行研究により、C. alkanolyticum ゲノムの xylE 遺伝子の上流に xylI

が見つかっている (GenBank accession number KY239027)（図 2-4A）。 xylI

は 2880 塩基からなる ORF で、959 アミノ酸からなるタンパク質をコード

しており、その推定分子量は 106×10
3 である。XylI の Ala34 と Ala35 の

間 に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 部 位 が 存 在 す る こ と が SignalP

（ http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）により予測されたため、本遺伝

子産物は細胞外に局在すると推測される。シグナルペプチド切断後の成

熟  Xyl I の推定分子量は 97×10
3 である。XylI には Pfam データベース

（http://pfam.xfam.org/）に登録されている 3 つのドメインが含まれて

いる（図 2-4B）。中心に GH10 catalytic module（GH10 触媒ドメイン、ア

ミノ酸配列 201-533 の領域）があり、その C 末端側には基質との結合に

関与すると予想される Carbohydrate Binding Module family 9_1（CBM9_1、

アミノ酸配列 692-869 の領域）が位置し、N 末端側には CBM4_9（アミノ

酸領域 40-178 の領域）がある。GH10 触媒ドメインはキシラナーゼの報

告が最も多い GH10 に属する酵素で保存されているドメインであり、こ

のことから XylI はキシラナーゼとして働く可能性が強く示唆された。

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://pfam.xfam.org/）に登録されている3
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CBM9_1 は細菌のキシラナーゼの C 末端によく認められるドメインであ

り、可溶／不溶及び多糖／オリゴ糖を問わずに幅広い糖質に対して結合

能を有するドメインと考えられている。CBM4_9 は上述の CBM9 に近い

構造及び性質を有するドメインと考えられている。CBM に関する研究は

現時点で少なく、今後の進展が待たれる。  

Protein BLAST によると XylI のアミノ酸配列は放線菌の機能未同定の

推定キシラナーゼ遺伝子と相同性が高かった。特に、Leifsonia  sp.  Leaf325

の hypothetical protein (GenBank accession number WP_056168464)とは

63%（ 527/838）配列が一致していた。さらに、Microbacterium  sp. TS-1

と Cellulomonas  f lavigena  DSM 2010 の推定キシラナーゼ遺伝子  (GenBank 

accession number WP_023952752、ADG73550)とそれぞれ 49%（ 452/930）、

57%（ 481/848）配列が一致していた。上記 3 つの遺伝子及び XylI におい

て、GH10 に属する酵素において高度に保存されている 2 つの反応基（XylI

の場合 Glu341： acid/base、Glu459： nucleophile）及びその周辺のアミノ

酸は保存されていた（データは省略する）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 xylI 遺伝子の機能を調べる為に、XylI の Ala35 から終止コドンまでを

pColdI に挿入したプラスミド（ pCRF526）を構築し、BL21（DE3）で発

図 2-4．C. alkanolyticum のキシラン利用遺伝子クラスター及び XylI の

 ドメイン構造

A：C. alkanolyticum ゲノム上のキシラン利用遺伝子クラスター。XylEFG：

XOS 及び AXOS の取り込み体（ABC トランスポーター）、XylD： -キシロ

シダーゼ（GH3）、XylH： LacI ファミリーの転写因子、XylI：キシラナー

ゼ。  

B：XylI のドメイン構造。CBM：Carbohydrate Binding Module、GH：Glycoside 

Hydrolase。  
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現させ、Ni-NTA agarose と Hitrap Q HP カラムで His-tag 融合タンパク質

を精製した。精製した XylI の比活性をカバノキ（ハードウッド）由来の

Birch wood xylan（BWX）、オート麦由来の Oat spelt xylan（OSX）、麦の

胚乳に由来する Arabinoxylan（AX）で測定した（図 2-5A）。現在、BWX

及び OSX の成分情報を購入元が開示していないため、正確な成分を知る

ことは出来ない。しかし、関連の研究から推察するに、BWX は側鎖にグ

ルクロン酸及び酢酸が低頻度で結合しており、OSX はアラビノース側鎖

が多いと思われる (52)。また、AX はアラビノースとキシロースが 0.61

（A/X）の割合で存在するキシランである（Megazyme）。XylI の比活性

は BWX、OSX、AX のそれぞれで 29.7、38.5、38.3 U/mg であり、アラビ

ノフラノシド側鎖が多い OSX、AX を基質とした時に、特に高い活性が

認められた。XylI は pH 6.5 の条件下で最も高い活性を示し、 pH 5.5 – 8

の範囲で至適 pH 条件時の約 80%以上の活性を有する（図 2-5B）。また、

至適温度は 65℃であり、55 – 70℃の範囲で 80%以上の活性が認められた

（図 2-5C）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-5．XylI  リコンビナントタンパク質のキシラナーゼ活性

A：異なるキシラン基質に対する XylI のキシラナーゼ比活性。Birch wood 

xylan：カバノキ（ハードウッド）由来のキシラン、Oat spelt  xylan：オート

麦由来のキシラン、Arabinoxylan：麦の胚乳由来のキシラン。 1 分間に XylI

タンパク質が 1μmol の（キシロースベースの）糖還元末端を生じる活性を

1U とする。また、以下の B、C の検討実験には BWX を使用した。  

B：至適 pH 検討実験、 pH6.5 の時の比活性を 100%とする。 pH3-8：

Citrate-phosphate buffer（〇）、pH8-10：Borate -NaOH buffer（△）、pH10-12：

Glycine -NaOH buffer（□）。  

C：至適温度検討実験、 65℃の時の比活性を 100%とする。  
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1-3-2．C. alkanolyticum 細胞抽出液のアラビノフラノシダーゼ活性  

 C. alkanolyticum にアラビノフラノシダーゼ遺伝子が存在するかどうか

を調べた。C. alkanolyticum をグルコース、XOS と AXOS を含有する購入

試薬（以下アラビノキシラン由来オリゴ糖）、OSX をそれぞれ 1%で含む

培地で 24 時間培養し、回収した細胞から粗抽出液を調整した。アラビノ

フラノシダーゼ活性を、 p-ニトロフェニル --L-アラビノフラノシド（以

下 pNP-Araf）を用いて測定したところ、アラビノキシラン由来オリゴ糖

で培養した細胞の抽出液から、約 1 U/mg の最も高いアラビノフラノシダ

ーゼ活性が認められた（図 2-6）。OSX で培養した細胞の抽出液からも約

0.5 U/mg のアラビノフラノシダーゼ活性が認められたが、グルコースで

培養した細胞中にアラビノフラノシダーゼ活性はほとんど検出されなか

った。これらの結果から、C. alkanolyticum が細胞質に局在する誘導型の

アラビノフラノシダーゼ遺伝子持つ可能性が示唆された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6．C. alkanolyticum 細胞抽出液中のアラビノフラノシダーゼ活性  

グルコース（図中 D-glucose）、アラビノキシラン由来オリゴ糖（図中 XO）、

Oat spelt  xylan（図中 OSX）をそれぞれ 1%（w/v）で含む培養液において C. 

alkanolyticum を 24 時間培養し、回収した細胞の抽出液中におけるアラビノ

フラノシダーゼ活性を調べた。  
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1-3-3．C. alkanolyticum のアラビノフラノシダーゼ遺伝子の探索  

 C. alkanolyticum にアラビノフラノシダーゼ遺伝子の存在が示唆された

が、C. alkanolyticum はゲノム配列が不明であるため、アラビノフラノシ

ダーゼの候補遺伝子をゲノム情報から予測することが出来ない。そこで、

ゲノム情報が明らかな C. alkanolyticum の近縁種においてアラビノフラ

ノシダーゼとして機能することが予想される遺伝子を抽出し、それらの

配列を基に縮重プライマーを設計して、アラビノフラノシダーゼ遺伝子

を C. alkanolyticum から得ることにした。  

まず、C. alkanolyticum の 16S rRNA 配列について BLAST 解析した結果、

最も配列の一致度が高かったものは Microbacterium 属の 16S rRNA 配列

であった。この他に、Clavibacter 属、Arthrobacter 属、Jonesia 属等の 16S 

rRNA 配列とも相同性が高かった。従って、C. alkanolyticum は放線菌の

中でも特に Micrococcales 目に属する細菌と近縁関係にあると思われる。

上記の近縁種のゲノム情報から、推定アラビノフラノシダーゼ遺伝子は

GH3、GH43、GH51 に属すると推測された。この内 GH3 や GH43 には、

アラビノフラノシダーゼ以外の酵素も多く属しているため、これらに属

する酵素は実際にはアラビノフラノシダーゼではない可能性もある。一

方、GH51 に属する酵素の大部分はアラビノフラノシダーゼである。そこ

で本研究ではアラビノフラノシダーゼ遺伝子を取得する為に、近縁種の

GH51 に属する遺伝子の保存領域で縮重プライマー（DPAF、DPAR）を設

計した（図 2-7）。縮重 PCR を行った結果、 329 塩基対の DNA 断片が 2

種類得られた。その後、得られた DNA 断片の上流及び下流の配列をアダ

プターライゲーション法により解読し、アラビノフラノシダーゼをコー

ドすると推定される 2 つの遺伝子（ abf51A、 abf51B）の全長配列を決定

した (GenBank accession number KY239025、KY239026)。  
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図 2-7．GH51  遺伝子のアラインメント及び縮重プライマー設計

Arthrobacter ------------MSRARITLDRDFTIGEVPRRLFGSFVEHMGRCVYTGIYEPGHPEADQN

Jonesia ------------MSTARLHLDPAFTVGPVRRRTFGAFVEHLGRCVYEGIYEPEHPSADAD

Microbacterium ------------MTTARLTLDTRFPIGAVRRRLFGGFVEHLGRHVYDGIYEPGHPEADDQ

Clavibacter MTDAPSTTDAFPSADARIAIDRTAVVAPVNRRTFGSFVEHLGRCVYDGIYEPGHPTANAD

: **: :*    :. * ** **.****:** ** ***** ** *: :

Arthrobacter GFRQDVLKLVKELGATVIRYPGGNFVSGYNWEDGIGPRENRPRRLDGAWHTVETNAFGLH

Jonesia GFRTDVLELTKELGVSSVRYPGGNFVSGYRWEDGIGPREERPVRLDLAWHSSDPNHVGVD

Microbacterium GFRRDVLELVRELGVSTIRYPGGNFVSGFRWEDSVGPREQRPRRLDLAWHSTETNEIGLH

Clavibacter GFRLDVVDLVKELGSSTIRYPGGNFVSGYRWEDGVGPRAERPKRLDLAWHSLETNEVGLD

*** **:.*.:*** : :**********:.***.:*** :** *** ***: : * .*:.

Arthrobacter EFVDWSKQAGTEIMEAINLGTRGVDAAREIVEYANHPGGTYWSDLRAKNGHKDPFNIKLW

Jonesia EYMAWCEKAGVEPMMAVNLGTRGVQEALDLLEYCNVPGGTYWSDLRRKNGREEPYRITMW

Microbacterium EFSDWLDKAGSDLMLAVNLGTRGVLEALDLLEYSNVPGGTTLSQQRIDNGRAEPFGVRVW

Clavibacter EFARWCELTGSELMMAVNLGTRGVLEALDILEYSNHPGGTALSDQRIANGSPEPHNVKMW

*:  * . :* : * *:*******  * :::**.* ****  *: *  **  :*. : :*

Arthrobacter CLGNEMDGPWQIGHKTADEYGRLAQEAAKAMRFVDPSLELVACGSSNSGMPTFGAWEQTV(228)

Jonesia CLGNEMDGPWQIGHKTAEEYARLATETARAMRMIDPTIELIVCGSSASDMETFGAWEATV(228)

Microbacterium CLGNEMDGPWQLGHRSADDYGKIASQTAKGMRQLDPSIELVVCGSSGASMPTFGEWERVV(228)

Clavibacter CLGNEMDGPWQVGHMTADDYGKLANRTAGAMKMVDPTLELVACGSSGSGMPTFGEWERTV(240)

***********:** :*::*.::* .:* .*: :**::**:.**** :.* *** ** .*

アラインメント中略記 – 生物種 (ローカスタグ) a.a.(アミノ酸配列長)

Arthrobacter - Arthrobacter aurescens TC1 (AAur_0688) a.a. (513)

Jonesia - Jonesia denitrificans DSM 20603 (Jden0515) a.a. (508)

Microbacterium - Microbacterium testaceum StLB037 (MTES_1958) a.a. (505)

Clavibacter - Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NCPPB 382 (CMM_0310) a.a. (514)

DPAF

DPAR

DPAF領域(RYPGGNFVSG) DPAR領域(WCLGNEMDG)

CGGTACCCCGGCGGCAACTTCGTCTCGGGC

CGGTATCCCGGTGGGAACTTCGTGTCCGGA

CGCTACCCCGGCGGCAACTTCGTCTCGGGC

CGCTACCCCGGCGGCAACTTCGTCTCCGGC

Arthrobacter

Jonesia

Microbacterium

Clavibacter

TGGTGCCTGGGCAACGAGATGGACGGC

TGGTGCCTGGGTAACGAAATGGACGGC

TGGTGCCTCGGCAACGAGATGGACGGG

TGGTGCCTCGGCAACGAGATGGACGGC

ArgTyrProGlyGlyAsnPheValSerGly TrpCysLeuGlyAsnGluMetAspGly
DNA配列

アミノ酸配列
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 abf51A は 1536 塩基の ORF で 511 アミノ酸からなるタンパク質（分子

量 56.5×10
3）をコードしていた。abf51B は 1494 塩基の ORF で 497 アミ

ノ酸からなるタンパク質（分子量 55.1×10
3）をコードしていた。SignalP

で両遺伝子のシグナルペプチドの有無を調べたところ、共にシグナルペ

プチドは認められなかった。これにより、両遺伝子産物は細胞内に局在

することが予測された。Abf51A と Abf51B の一次配列を比較したところ、

アミノ酸レベルで 56%の一致度、 83%の類似性が認められた。同様に、

両一次配列を既知の放線菌のアラビノフラノシダーゼと比較した結果を

表にまとめた（表 2-3）。その結果、Abf51A と Abf51B は既知のアラビノ

フラノシダーゼとアミノ酸レベルで 50%以上、配列が一致することがわ

かった。  

   

(16)  

(17)  

(14)  

(16)  

(17)  

(14)  

表2-3．Abf51A及びAbf51Bのアミノ酸配列比較
Protein

(amino acid 

length)

Species

Query 

Cover 

(%)

Identity 

(%)
Accession No. Reference

Abf51A

Abf51B (497)
Corynebacterium 

alkanolyticum
99 56 KY239026

AbfCelf (506) Cellulomonas fimi ATCC484 98 54 AEE47435.1

Abf51S9 (501) Streptomyces sp. S9 98 58 ACY69989.1

AbfB (566)
Bfidobacterium longum

B667
97 50 AAO84266.1

Abf51B

Abf51A (511)
Corynebacterium 

alkanolyticum
99 56 KY239025

AbfCelf (506) Cellulomonas fimi ATCC484 87 58 AEE47435.1

Abf51S9 (501) Streptomyces sp. S9 99 55 ACY69989.1

AbfB (566)
Bfidobacterium longum

B667
99 51 AAO84266.1
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1-3-4．Abf51A 及び Abf51B の解析  

 E. coli  BL21 (DE3) において His6-Abf51A、His6-Abf51B を発現させて

精製し、pNP-Araf を用いて精製タンパク質のアラビノフラノシダーゼ活

性を測定した（図 2-8）。両タンパク質は pH が 6 付近の時に最も高い活

性を示した（図 2-8A）。また、 pH5.5 – 7.0 の範囲で最大の活性の 80%以

上の活性を示した。至適温度は Abf51A が 40℃、Abf51B が 50℃であっ

た（図 2-8B）。共に 40 – 60℃の範囲で至適条件の 60 %以上の比活性を示

した。Abf51A と Abf51B の生成物阻害効果を調べるために、0、10、20、

50、100 mM の L-アラビノースを加えた時の活性を調べた（図 2-8C）。そ

の結果、アラビノースが 100 mM 共存する場合に、Abf51A の活性は共存

しない時に比べて 27%減少していた。しかし、Abf51B の活性は 100 mM

のアラビノースが共存しても 8%しか減少しなかった。また、同様の実験

をアラビノースと類似の化合物であるキシロースで行った（図 2-8D）。

その結果、Abf51A はアラビノース程ではないが、キシロースの共存によ

っても活性が低下したが（ 17%減少）、Abf51B は 95%の活性を保持し、

ほとんど影響をうけなかった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8．Abf51A 及び Abf51B  の相対活性

〇：Abf51A、●：Abf51B 

A：至適 pH 検討実験、Abf51A 及び Abf51B 共に pH6 の時の値を 100%とする。 

B：至適温度検討実験、Abf51A は 40℃、Abf51B は 50℃の時を 100%とする。  

C：アラビノースによる活性阻害効果の検討実験、0 mM 添加時を 100%とする。 

D：キシロースによる活性阻害効果の検討実験、 0 mM 添加時を 100%とする。  
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反応速度論的パラメーターを Hanes–Woolf のプロットを用いて求めた

（表 2-4）。Abf51A の pNP-Araf に対する Km  (mM)、Vm a x  (U/mg)、kc a t  (sec
- 1

)

は 0.7、 153.1、 149.8 であった。Abf51B の pNP-Araf に対する Km  (mM)、

Vm a x  (U/mg)、kc a t  (sec
-1

)は 0.1、64.3、62.9 であった。放線菌に属する他の

細菌から報告された GH51 のアラビノフラノシダーゼとこれらの値を比

較したところ、Abf51A はそれらと近いパラメーターを示したが、Abf51B

の Km 及び kc a t は比較的低かった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

購入試薬であるアラビノキシラン由来オリゴ糖にはアラビノキシラン

の加水分解産物であるキシロビオース（X2）、キシロトリオース（X3）、

キシロテトラオース（X4）の XOS のみならず、アラビノキシロビオース

（AX2）、アラビノキシロトリオース（AX3）、アラビノキシロテトラオ

ース（AX4）等の AXOS が含まれている。そこで、Abf51A 及び Abf51B

の AXOS からのアラビノースの生成を調べるために、 pH 7、 40℃の条件

で 1 %のアラビノキシラン由来オリゴ糖を含む溶液に、終濃度 0.002 

mg/ml になるように各精製酵素を加えて 1 時間反応させた後、アラビノ

ース生成量を HPLC で調べた（図 2-9）。その結果、Abf51A を加えて 1

時間反応させた溶液中にアラビノースは生成されていなかったが、

*Va lues  a re  means  ±  S D  (n =3 ) 

表2-4．Abf51A、Abf51B、関連酵素の反応速度論的パラメーター

Enzyme Species
Km

(mM)
Vmax (U/mg)

kcat

(sec-1)
Reference

Abf51A*
Corynebacterium 

alkanolyticum
0.7±0.0 153.1±1.1 149.8±1.1

Abf51B*
Corynebacterium 

alkanolyticum
0.1±0.0 64.3±1.7 62.9±1.7

AbfCelf
Cellulomonas fimi

ATCC484
1.5 112.4 123.6

Abf51S9 Streptomyces sp. S9 1.45 221 204

AbfB
Bfidobacterium

longum B667
0.295 417 Not  Written

(17)  

(14)  

(16)  
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Abf51B を加えた溶液ではアラビノースが生成されていた。以上の結果か

ら、AXOS からアラビノースを生成する活性は Abf51B の方が Abf51A に

比べて高く、C. glutamicum  R 株が AXOS 利用能を獲得するために好適な

遺伝子と考えられた。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 2-9．Abf51A 及び Abf51B の AXOS  分解活性

アラビノキシラン由来の XOS（X2：キシロビオース、X3：キシロトリオー

ス、X4：キシロテトラオース）、AXOS（AX2：アラビノキシロビオース、

AX3：アラビノキシロトリオース、AX4：アラビノキシロテトラオース）

の混合試薬であるアラビノキシラン由来オリゴ糖を 1%（w/v）で含む溶液

に、終濃度 0.002 mg/ml になるように精製酵素（左：Abf51A、右：Abf51B）

を加え、 pH 7、 40℃で 1 時間反応させた（反応開始時 0h：黒、反応後 1h：

赤）。反応前後のそれぞれの溶液中の糖を HPLC によって調べた。保持時

間はアラビノース（A）が 15.7 分、キシロース（X）が 13.9 分、X2 が 11.7

分、X3 が 10.4 分、X4 が 9.4 分である。   
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1-3-5． abf51B 導入 C. glutamicum における AXOS 利用能の解析  

 大腸菌由来のキシロース資化遺伝子 xylAB 及びアラビノース資化遺伝

子 araBAD を導入した C. glutamicum  組換え株（XA）は、キシロース及

びアラビノースの利用能を有する（図 2-2）。XA 株に abf51B を導入した

株を XA-Af 株とした。XA 株及び XA-Af 株に XOS 及び AXOS の取り込

み体遺伝子 xylEFG と -キシロシダーゼ遺伝子 xylD のオペロン（ xylEFGD）

を含むプラスミド pCRF101 を形質転換し、得られた株を XA(EFGD)及び

XA-Af(EFGD) 株とした。この 2 株をグルコースで培養したところ、増殖

レベルに差はなく、また、細胞抽出液中の  -キシロシダーゼ活性はどち

らも約 0.06 U/mg であった。  

 XA(EFGD)及び XA-Af(EFGD) 株を購入試薬であるアラビノキシラン

由来オリゴ糖を 0.25%で含む A 培地で 24 時間培養し、培養開始時、 24

時間後の培養液及び 24 時間後の細胞抽出液に含まれる糖を LC-MS で解

析した（図 2-10）。培養開始時に培地中に含まれている糖質を図 2-10A

で示す。XA(EFGD) 株を 24 時間培養した培地から AX2 が検出されたが

（図 2-10B）、XA-Af(EFGD) 株を 24 時間培養した培地からはオリゴ糖は

何も検出されなかった（図 2-10C）。また、培養開始時の培養液にはペン

トース（ P1）は存在しなかったが、 24 時間後の両株の培養液から P1 が

検出された（データは省略する）。 24 時間培養した XA(EFGD) 株の細胞

抽出液から AX2、 AX3、 AX4 が検出された（図 2-10D）。しかし、

XA-Af(EFGD) 株の細胞内からはいかなるオリゴ糖も検出されなかった

（図 2-10E）。以上の結果から、Abf51B は C. glutamicum において異種発

現が可能であり、 abf51B を導入した C. glutamicum 遺伝子組換え株は

AXOSs の利用能を獲得することがわかった。  
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図 2-10．XA(EFGD)及び 株XA-Af(EFGD)  培養時の細胞内外のオリゴ糖

XA(EFGD)及び XA-Af(EFGD)株をアラビノキシラン由来オリゴ糖を 0.25%で

含む培地で 24 時間培養し、培養開始時及び培養 24 時間後の培養液中に含ま

れる糖、 24 時間後の菌体内に存在する糖を LC-MS で調べた。  X2：キシロ

ビオース（保持時間 4.7 分）、X3：キシロトリオース（保持時間 5.8 分）、

X4：キシロテトラオース（保持時間 7.1 分）、AX2：アラビノキシロビオー

ス（保持時間 5.1 分）、AX3：アラビノキシロトリオース（保持時間 6.3 分）、

AX4：アラビノキシロテトラオース（保持時間 7.4 分）。  

A：培養開始時に培地中に存在する糖。  

B：XA(EFGD)株を 24 時間培養した時の培養液中の糖。  

C：XA-Af(EFGD)株を 24 時間培養した時の培養液中の糖。  

D：XA(EFGD)株を 24 時間培養した時の細胞内の糖。  

E：XA-Af(EFGD)株を 24 時間培養した時の細胞内の糖。  
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 XylI が C. glutamicum において発現するかどうか、XylI によってアラ

ビノキシラン（AX）から生成されたオリゴ糖のアラビノフラノシド側鎖

を Abf51B が分解できるかどうかを調べた。まず、xylI 発現株として、xylI

遺伝子を有するプラスミド pCRF521 を野生型の C. glutamicum に形質転

換し、R(Xyn)を構築した。R(Xyn)を 1%のグルコース及び 0.5%の AX を

加えた A 培地で 24 時間培養し、培養開始時と 24 時間後の培養液中の糖

を LC-MS で解析した。培養開始時にペントース 4 分子に相当するサイズ

の物質（ P4 とする、後に AX3 と判明する）が含まれていたが、それ以

外のオリゴ糖は認められなかった（図 2-11A）。また、24 時間後の培地に

は P1、X2、ペントース 3 分子に相当するサイズの物質（ P3 とする、後

に AX2’と判明する）、X3 が生成していた（図 2-11B）。この結果より、

XylI は C. glutamicum において発現が可能であることがわかった。次に、

同実験における 24 時間の培養後の上清を回収し、精製した Abf51B を終

濃度 0.1 mg/ml になるように加え、 24 時間、 40℃で反応させた。コント

ロールとして Abf51B を加えずに 24 時間反応させた（図 2-11C）。Abf51B

を加えて 24 時間反応させることにより、P1、X2、X3 のピークが増大し、

P3 及び P4 のピークが消失した（図 2-10D）。この結果から、P3 がアラビ

ノキシロビオース（AX2’）、 P4 がアラビノキシロトリオース（AX3）で

あることがわかった。念のため、図 2-11 の AX2’は図 2-10 の AX2 とは保

持時間が異なる別の物質であることを述べておく。  
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図 2-11． xylI を導入した C. glutamicum による  

 アラビノキシランからのオリゴ糖生成能

xylI を導入した R(Xyn)を 1%グルコース及び 0.5% アラビノキシラン（AX）

を含む A 培地で 24 時間培養し、培養開始時（A）と 24 時間後の培養液（B）

中の糖を LC-MS で分析した。 24 時間培養後の培養液に精製した Abf51B を

加えて（終濃度 0.1 mg/ml）、24 時間 40℃で反応させ、LC-MS で溶液中の糖

を分析した（C、D）。  

A：培養開始時に培地中に存在する糖。  

B： 24 時間培養した時の培養液中の糖。  

C：24 時間培養後の培養液に Abf51B を加えずに 24 時間反応させた後の溶液

中の糖。  

D：24 時間培養後の培養液に Abf51B を加えて 24 時間反応させた後の溶液中

の糖。  
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1-3-6． xylI 遺伝子導入 C. glutamicum におけるキシラン利用能の評価  

 xylI の導入によって C. glutamicum がキシラン利用能を獲得するかどう

かを調べる為に、 XA-Af(EFGD)及び XA(EFGD)株に xylI を導入して

XA-Af-Xyn(EFGD)及び XA-Xyn(EFGD)株を構築した。XA-Af(EFGD)株（図

中〇） ,  XA-Xyn(EFGD)株（図中□） ,  XA-Af-Xyn(EFGD)株（図中◇）を

キシラン存在下で培養し、増殖レベル及び糖消費量を調べた（図 2-12）。

具体的には、 1% グルコースを含む A 培地で一晩前培養したそれぞれの

細胞を、0.5%のアラビノキシラン（AX）を含む A 培地に初期 OD6 1 0＝ 0.5

になるように播種し、その後 48 時間に亘って培養液の OD6 1 0 と含まれる

全糖量を定量した。その結果、XA-Af(EFGD)株は 12 時間後に OD6 1 0＝ 3

付近まで増殖し、XA-Xyn(EFGD)株は OD6 1 0=3.7 付近まで増殖した（図

2-12A）。abf51B と xylI を両方有する XA-Af-Xyn(EFGD)株は OD6 1 0=5.2 ま

で増殖し、 3 株の中で最も到達 OD が高かった（図 2-12A）。培地中の糖

を定量したところ、XA-Af(EFGD)株は 48 時間でもほとんどアラビノキシ

ランを消費していなかった。XA-Xyn(EFGD)株は 12 時間後までに約 7.3%

を消費していたが、それ以降は消費していなかった（図 2-12B）。最も到

達 OD が高かった XA-Af-Xyn(EFGD)株では約 19%が消費されていた（図

2-12B）。同様の実験を別のキシランである Oat spelt  xylan（OSX）で行っ

たところ、XA-Xyn(EFGD)及び XA-Af-Xyn(EFGD)株の到達 OD は共に 7.5

であり、XA-Af(EFGD)株の 3.5 に比べてよく生育した（図 2-12C）。培地

中の残存糖を培養 36 時間後の時点で調べてみたところ、XA-Xyn(EFGD)

株が約 46%消費していたのに対して、XA-AF-Xyn(EFGD)株は 59%消費し

ていた（図 2-12D）。また、AX を炭素源とした培養実験について、 48 時

間後に培地中に存在する糖を LC-MS によって解析した（図 2-13）。

XA-Xyn(EFGD)株の培養上清から P1、X2、AX2’、AX3 が検出された（図

2-12B）。しかし、XA-Af-Xyn(EFGD)株の培養上清からは P1 以外に何も検

出されなかった（図 2-12C）。以上のことから、 xylI 遺伝子を AXOS 利用

能を持つ C. glutamicum に導入することにより、C. glutamicum はキシラ

ンを直接的に利用出来ることがわかった。  
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図 2-12  ．キシラン代謝関連遺伝子導入株のキシラン利用能の検討

〇：XA-Af(EFGD)株 –C. glutamicum に xylAB、araBAD、abf51B、xylEFGD を導入。 

□：XA-Xyn(EFGD)株－C. glutamicum に xylAB、araBAD、xylI、xylEFGD を導入。 

◇：XA-Af-Xyn(EFGD)株－C. glutamicum に xylAB、araBAD、abf51B、xylI、xylEFGD

を導入。  

上記 3 株をアラビノキシラン（AX）存在下あるいは、Oat spel t  xylan（OSX）存

在下で培養した時の生育レベル、糖消費量を調べた。  

A：AX 存在下で培養した時の生育レベル。  

B：AX 存在下で培養した時の糖消費量。  

C：OSX 存在下で培養した時の生育レベル。  

D：OSX 存在下で培養した時の糖消費量。  
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図 2-13  ．アラビノキシラン存在下で培養した時の培地中の糖分析

キシラン代謝関連遺伝子の導入株をアラビノキシランを含む培地で 24 時間培

養した培地中に含まれる糖質を LC-MS で調べた。 P1：キシロース及びアラビ

ノース（保持時間 3.5 分）X2：キシロビオース（保持時間 4.7 分）、AX2’：ア

ラビノキシロビオース（保持時間 4.8 分）、AX3：アラビノキシロトリオース

（保持時間 6.3 分）。  

A：XA-Af(EFGD)株 –C. glutamicum に xylAB、araBAD、abf51B、xylEFGD を導入。 

B：XA-Xyn(EFGD)株－C. glutamicum に xylAB、araBAD、xylI、xylEFGD を導入。 

C：XA-Af-Xyn(EFGD)株－C. glutamicum に xylAB、araBAD、abf51B、xylI、xylEFGD

を導入。  
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1-4. 考察  

アラビノキシランは農業残渣等のリグノセルロース系バイオマスにお

ける主要多糖の 1 つとして、乾燥重量の約 3 割を占める (53)。従って、

これを資化出来る微生物を用いて物質を生産することは、原料有効利用

の観点から非常に重要である。アラビノキシランでは主鎖を構成する

 -1,4 キシロピラノースの O-2、O-3 のどちらか、あるいは両方に -アラ

ビノフラノース（ 4 つの炭素原子と 1 つの酸素原子により 5 員環を形成

したアラビノース）が結合している。キシラナーゼとアラビノフラノシ

ダーゼはアラビノキシランの中核的な分解酵素である。キシラナーゼは、

主鎖をランダムに切断してアラビノキシランからキシロオリゴ糖（XOS）

及びアラビノキシロオリゴ糖（AXOS）を生成する。アラビノフラノシダ

ーゼはアラビノキシランから直接、あるいは AXOS からアラビノースを

遊離する。C. alkanolyticum の Abf51B は細胞質に局在するアラビノフラ

ノシダーゼであった。このことから、Abf51B の本来の基質は細胞内に輸

送可能な大きさの AXOS であると考えられる。実際に、精製した Abf51B

は本研究で使用した 3 種類のキシランからは直接アラビノースを生成す

ることはできなかった（データは省略する）。Abf51B と細胞外で働くキ

シラナーゼの XylI は、生来の宿主である C. alkanolyticum のアラビノキ

シラン利用能に関与すると考えられる。一方で、本研究で同定したもう

一つのアラビノフラノシダーゼ Abf51A の AXOS 分解活性は非常に低か

った（図 2-9）。もしかすると、Abf51A は O-2、O-3 の両方にアラビノフ

ラノシド側鎖が置換した AXOS、あるいは他のアラビノオリゴ糖を基質

と す る ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ダ ー ゼ な の か も し れ な い 。 例 え ば 、

Bifidobacterium longum  B667 由来の AbfB は、アラビノキシラン及びアラ

ビナン等の多糖だけでなく、アラビノビオース等のオリゴ糖を基質とし

て ア ラ ビ ノ ー ス を 生 成 す る こ と が 知 ら れ て い る (14) 。 こ の 他 に 、

Bifidobacterium adolescentis  DSM 20083 の AXH-d3 は、アラビノキシラン

中の O-2、O-3 の両方にアラビノフラノシド側鎖を有するキシロースから、

O-3 の結合のみを切断することが報告されている (40, 54)。以上の事から、

abf51A は本研究では導入しなかったが、今後アラビノキシラン及び他の

アラビノースを含む糖質の利用能の強化・付与を目指す研究では有用と

なる可能性がある。  

abf51B 及び xylI を導入した XA-Af-Xyn(EFGD)株は、麦の胚乳に由来す

るアラビノキシラン（AX）を投下量の 19%（図 2-12B）、Oat spelt  xylan

（OSX）を投下量の 59%を消費した（図 2-12D）。本研究で使用した AX
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のアラビノース／キシロースの比率は 0.61 (A/X)であり、OSX より高い

と予想される (52)。また、キシラナーゼは側鎖が置換したキシロースの

グリコシド結合を切断することが出来ない (34)。これらのことから、AX

の利用能が低いのは、XylI による切断点が少ないために取り込み体で取

り込めるサイズまで分解されにくいためではないかと考えられる。アラ

ビノフラノシダーゼを細胞外に分泌させてアラビノキシランの側鎖を除

去することにより、キシラナーゼ活性が向上することが B. subti lis で報

告されている (43)。このような側鎖を除去する酵素の導入によってキシ

ラナーゼの攻撃箇所を増やすことが、側鎖の豊富なキシランの利用にお

いては重要と考えられる。  

 xylI を導入した株をアラビノキシランで培養すると、培養開始時に存

在しなかった P1（キシロース、アラビノース）が培養上清に現れる（図

2-13BC）。培養上清からキシロシダーゼ及びアラビノフラノシダーゼ活性

が検出されなかったため、細胞内で生成した単糖が細胞外に漏出してい

ると思われる。このような利用可能な糖の排出機構は、菌体が資化出来

る速度以上の速度で細胞内に糖が取り込まれた時に生じる浸透圧ストレ

ス等の悪影響を回避するために備わっていると考えられている (55, 56)。

例えば、大腸菌においてアラビノースの排出担体が複数同定されている

(57, 58)。本研究で使用した全ての株では xylAB 遺伝子が染色体上に 1 コ

ピー挿入されているが、先行研究により、このコピー数を増やすことに

よってキシロース資化速度を向上できることが分かっている (11)。単糖

の資化速度を強化して排出に至る過剰な蓄積から回避することが出来れ

ば、宿主のキシラン資化能を強化出来るかもしれない。また、当研究室

は以前に C. glutamicum  ATCC31831 株ゲノム上のアラビノース代謝関連

遺伝子クラスター内に位置する araE が、アラビノースだけでなく、キシ

ロースの取り込み体としても機能することを明らかにしている (13)。こ

の araE を追加導入して一度排出された単糖の再取り込みを促進するこ

とにより、培養液中の未利用の単糖も資化出来ると考えられる。また、

ア ラ ビ ノ キ シ ラ ン 存 在 下 で 培 養 し た XA-Xyn(EFGD) 株 で は 、

XA-Af-Xyn(EFGD)株と同レベルのキシロシダーゼ活性を有するにも関わ

らず、X2 を完全に消費出来なかった（図 2-13B）。このとき XA-Xyn(EFGD)

株の細胞内には XA(EFGD)株を試薬のキシロオリゴ糖を含む培地で培養

した時と同様の AXOS の蓄積（図 2-10D）がみられた（データは省略す

る）。C. glutamicum において AXOS は排出できないと考えられ、AXOS

存在下で細胞は浸透圧ストレスを受ける可能性がある。このようなスト
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レスが原因で、XA-Xyn(EFGD)株では代謝活性自体が阻害されてしまった

可能性がある。  

 近年、リグノセルロース系バイオマスを原料とした高効率なバイオベ

ースの物質生産プロセスを構築するための有力なアプローチとして、

consolidated bioprocessing（CBP）が提唱されている。CBP は宿主による

糖化酵素の生産、酵素による多糖の加水分解、宿主の発酵による物質生

産の工程を１つの反応漕で同時に行う概念である (59)。従って CBP は高

価な酵素の添加、複雑な多段階工程、高コストな設備を全て必要としな

い点で経済性及び簡便性において優れている。効率的な CBP を実現する

ために宿主には、１）糖質加水分解酵素の高い生産能、２）生成した様々

な単糖の同時利用能、３）発酵阻害物質に対する高い耐性能、４）高い

物質生産能が求められる (60, 61)。本研究で構築したオリゴ糖取り込み体

を介してキシランを利用する C. glutamicum は、高効率な CBP を実現す

るための基盤技術として活用できると思われる。序論で紹介した他研究

グループのキシラン利用能を持つ C. glutamicum は、キシラナーゼ及びキ

シロシダーゼを細胞外に分泌させて細胞外でキシロースを生成した後、

単糖を取り込んで利用する。この利用経路に対して、オリゴ糖取り込み

体を利用した多糖利用経路はバイオマス糖化液を原料としたプロセスに

おいて以下の 2 つの利点を有する。１）オリゴ糖分解酵素を分泌しない

ため、バイオマス前処理に由来する糖化酵素の活性阻害物質による影響

を軽減できる、２）酵素を分泌するという宿主にとっての大きな負担を

軽減できる。実際のところ、オリゴ糖取り込み体を介したキシラン利用

経路は、自然界のキシラン利用細菌において珍しくない。例えば、

Paenibacillus  sp. s train JDR-2 はオリゴ糖取り込み体 LplA を介して、アラ

ビノキシランを利用する (62)。また、植物病原菌の Xantomonas campestris  

pv campestris において、XOS がキシラン利用遺伝子のインデューサーと

して働くことが明らかにされており、インナーメンブレンに局在する

XypB が XOS 取り込み体として機能する (63)。しかし、生来的に利用能

を持たない従来の工業微生物に対してキシラン利用能を獲得させる目的

でオリゴ糖取り込み体が導入されたのは、これまでに我々と大腸菌の例

以外にない (41)。加えて、大腸菌の論文内で利用されていた Klebsiella 属

に由来するシンポーター型の XOS 取り込み体 XynT は、AXOS 取り込み

能を持たないと考えられている。しかし、我々が利用した XylEFG は XOS

及び AXOS の取り込みが可能であることが明らかにされている (18)。従

って、草本及び農業残渣等のアラビノフラノシド側鎖の多いアラビノキ
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シランも直接利用可能なオリゴ糖取り込み経路を実現したのは本研究が

初めてである。  

本研究においては XylI を分泌後に培地中に遊離させているが、近年、

細胞外壁上に糖質加水分解酵素を結合させる技術がバイオプロセス効率

化の基盤技術として注目されている。この技術は微生物による発酵生産

プロセスにおいて、後述する 2 つの大きな利点を持つ (64-66)。1 つ目は、

糖化酵素を細胞周辺に配し糖質の分解を細胞の近傍で行うため、分解後

の利用しやすい糖質が培養液中に拡散しにくい。これにより、コンタミ

ネーションのリスクを減らすことが出来る。 2 つ目は、遊離の酵素と異

なり菌体に付着しているため、菌体を回収・再使用した多段階の発酵プ

ロセスにおいて、酵素を培地と共に廃棄することを防げる。このような

有用な技術と、本研究で明らかにしたオリゴ糖取り込み体を利用した効

率的な多糖利用技術等をうまく組み合わせることにより、リグノセルロ

ース系バイオマスを原料とした経済的で高効率な物質生産プロセスの構

築が可能になると思われる。  
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第二章 コリネ型細菌におけるアラビノース代謝関連遺伝子の

発現制御機構の解明  

2-1. 序論  

リグノセルロース系バイオマスは多くの微生物にとって利用しやすい

D-グルコース以外にも、D-キシロース、 L-アラビノース等のペントース

を豊富に含んでいる。原料有効利用の観点から、微生物を用いた物質生

産においては含まれる全ての糖を同時に資化出来る宿主が望まれている

が、大腸菌・枯草菌等の従来の工業微生物はグルコースの優先代謝機構

を持つため、バイオマスに由来する多様な糖の共存条件下においてペン

トースの利用能が乏しい。有用工業微生物である C. glutamicum は一般的

にペントースの資化経路を持たず、C. glutamicum におけるペントース利

用に関する研究報告は少ない。そのような中で、当研究室は以前に C. 

glutamicum  ATCC 31831 株が例外的にアラビノース資化能を有すること

を見出し、本菌ゲノムからアラビノース代謝関連遺伝子クラスターを同

定した (67)。そこで本研究では、有用工業微生物の C. glutamicum のペン

トース利用能強化に有用な基盤を得るため、C. glutamicum  ATCC 31831

株のアラビノース代謝関連遺伝子の発現制御機構の解明を試みた。関連

の研究背景として、まずは微生物のアラビノース代謝経路から概説する。 

 細菌のアラビノース代謝経路は Escherichia coli でよく研究されている

（図 3-1A）。この経路においてアラビノースは AraA（アラビノースイソ

メラーゼ）、AraB（リブロキナーゼ）、AraD（リブロース 5 リン酸  4－エ

ピメラーゼ）の 3 種の資化酵素によって、ペントースリン酸経路中の D-

キシルロース 5 リン酸に変換される。また、植物の根圏に生息する一部

のプロテオバクテリア（ Azospir il lum brasi lense、 Sinorhizobium mel ilot i、

Pelomonas saccharophila 等）は、E. coli のものとは異なるアラビノース

資化経路を有する（図 3-1C）(68, 69)。この経路ではアラビノースデヒド

ロゲナーゼ、アラビノノラクトナーゼ、アラボン酸デヒドラターゼの 3

種の酵素により、アラビノースは 2-ケト -3-デオキシアラボン酸（ L-KDA）

に変換される。 L-KDA は L-KDA デヒドラターゼ、 -ケトグルタレート

セミアルデヒドデヒドロゲナーゼにより、クエン酸回路中の -ケトグル

タル酸に変換される。また、L-KDA からピルビン酸とグリコールアルデ

ヒドを生成する経路が Bradyrhizobium japonicum で明らかにされている

(70)。一方で Tricoderma reesei 等から、4 種の酸化還元酵素が関与する真

菌特有のアラビノース資化経路が見つかっている（図 3-1B） (71)。この

経路ではアラビノースは L-アラビトール、L-キシルロース、D-キシリト
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ール、D-キシルロース、D-キシルロース 5 リン酸と順に変換される。こ

の変換反応はアルドースレダクターゼ、L-アラビトール  4-デヒドロゲナ

ーゼ、L-キシルロースレダクターゼ、キシリトールデヒドロゲナーゼ、

キシルロキナーゼによって触媒される。初めに紹介した E. coli のアラビ

ノース資化経路が、アラビノース資化性の細菌において広く保存されて

いるが、関連遺伝子の発現制御に関しては E. coli と Bacillus subti l is から、

異なるアラビノース応答性制御機構が報告されている。  
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図 3-1．微生物のアラビノース  

 資化経路

A：細菌における一般的なアラビノー

ス資化経路  

B：真菌のアラビノース資化経路  

C：一部のプロテオバクテリアが有す

るアラビノース資化経路  
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E. coli においては AraC ファミリーに属する AraC がアラビノース応答

性転写因子として、アラビノース代謝関連遺伝子の発現促進・抑制に関

与する (72)。AraC は 292 アミノ酸からなるタンパク質であり、AraC-like 

ligand binding domain（ PfamID: PF02311、アミノ酸配列 21-156 の領域）

と、 2 つの HTH_18 :  Helix -turn-helix domain（ PfamID: PF00165、アミノ

酸配列 186-227 及び 241-277 の領域）を有し、初めのドメインがアラビ

ノースとの結合及びダイマー形成、残り 2 つのドメインが DNA との結合

を担う。AraC は水溶液中においてダイマーを形成しており、それぞれの

DNA 結合ドメインが独立して標的のダイレクトリピートモチーフに結

合する（図 3-2）。アラビノース非存在下において AraC は araB プロモー

ター内の I1 とそこから約 210 塩基上流にある O2 に結合して、araB 遺伝

子上流にループ構造を形成する (73-75)。これにより、アラビノース資化

遺伝子オペロン（ araBAD）の発現を強力に抑制する。また、この構造に

より上流逆向きに位置する araC の発現も同時に抑制される（図 3-2）(76)。

アラビノース存在下において、AraC は I1 及び O2 ではなく、 I1 及び I2

に結合するためループ構造は解消され、このタンデムな結合により araB

プロモーターは活性化される（図 3-2） (77, 78)。この転写促進機構がア

ラビノース取り込み体をコードする araFGH 及び araE プロモーターにお

いても存在すると考えられている (76)。 araC の発現はループ構造の解消

に伴い、一時的に脱抑制されるが、後に AraC が O1 に結合することによ

り自己抑制される。  
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図 3-2．AraC  による遺伝子発現制御機構

アラビノース非存在下において、AraC ダイマーは I1 及び O2 に結合し、araB

プロモーター（ ParaB）上流にループ構造を形成する。このループ構造によ

り、araBAD オペロンの発現と、上流逆向きに位置する araC 遺伝子の発現発

現を抑制する。アラビノース存在下においては、アラビノースが結合するこ

とにより AraC タンパク質の構造が変化し、O2 に結合していた AraC が I2 に

結合する。これによりループ構造は解消される。また、I1-I2 に結合した AraC

は、ParaB における RNA ポリメラーゼの集合及びその転写開始を促進するア

クチベーターとして働く。  
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B. subtil is においては GntR ファミリーに特徴的な DNA 結合ドメイン

を N 末端領域（アミノ酸配列 25-90 の領域）に有する AraR による発現

抑制機構が知られている。AraR の C 末端領域（アミノ酸配列 103-378 の

領域）にある基質結合ドメインは、LacI ファミリーの転写因子に相同性

を示すため、AraR はキメラ型タンパク質であるが、GntR ファミリーの

一員として考えられている (79)。AraR は E. coli の AraC レギュロンのカ

ウンターパートに加えて、アラビノースを含むオリゴ糖及び多糖の分解

酵素をコードする遺伝子の発現も制御する (80-82)。アラビノース非存在

下 に お い て AraR は 、 ア ラ ビ ノ ー ス 資 化 遺 伝 子 オ ペ ロ ン

（ araABDLMNPQ-abfA）、araE、 abnA（アラビナナーゼ）、 xsa、araR の 5

つのプロモーター領域に結合する。この中で、アラビノース資化遺伝子

オペロン及び araE のプロモーターにおいてのみ、AraR によるループ構

造の形成が認められており、他よりも強く発現を抑制すると考えられて

いる (83)。このように、AraR はレギュロンの遺伝子間で制御様式を使い

分けることで遺伝子毎のアラビノース応答を高度に調整していると考え

られている。  

E. coli では cAMP-CRP、B. subtil is では CcpA によって、グルコース共

存時にアラビノース代謝関連遺伝子は転写レベルで発現が抑制されるこ

とが明らかにされている (84, 85)。従って、これらの細菌におけるアラビ

ノース資化能はグルコースが共存する場合に乏しい。  

先行研究によって、C. glutamicum  ATCC 31831 株のゲノム上にアラビ

ノース代謝関連遺伝子クラスターが同定されている（図 3-5） (67)。同研

究において、クラスター内の LacI ファミリーの転写因子をコードする遺

伝子 araR の破壊により、アラビノース非存在下におけるクラスター上の

遺伝子の発現が上昇することが分かっている。このことから、 C. 

glutamicum におけるアラビノース代謝関連遺伝子の発現制御に AraR が

関与することが示唆されるが、よく研究が進んでいる E.coli 及び B. 

subti lis のアラビノース応答性転写因子と C. glutamicum の AraR は異なる

転写因子ファミリーに属しており、制御機構は明らかではなかった。ま

た、本菌はグルコースとアラビノースを同時に利用することが明らかに

されており、制御系が異質のものである可能性が強く示唆された。そこ

で本研究では、C. glutamicum を宿主としたリグノセルロース系バイオマ

スからの効率的な物質生産に必須のペントース資化能の基盤を得るため、

C. glutamicum ATCC 31831 株のアラビノース代謝関連遺伝子の発現制御

機構を解明した。  
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2-2. 材料と方法  

2-2-1.  アラビノース代謝関連遺伝子破壊株の構築  

本研究においてアラビノース資化遺伝子の araA 及びアラビノースプ

ロトンシンポーターをコードする araE のマーカーレス遺伝子破壊株を

構築した。以下に araA 遺伝子破壊株（araA）、araE 遺伝子破壊株（araE）

の構築方法を示す。これに関連して、アラビノース資化株の C. glutamicum 

ATCC 31831 株は第一章で使用した C. glutamicum R 株に比べて形質転換

効率が悪く遺伝子操作が難しい。そこで、当研究室が保有する温度感受

性プラスミド (pCRD206)を使用した (19)。 pCRD206 の repA 遺伝子は 2 カ

所に変異を有しており（G109D、E180K）、これにより、pCRD206 を保有

する菌体は選択培地において 25℃であればプラスミドを増幅し生育が可

能であるが、 37℃においてはプラスミドを保持出来ず生育出来なくなる

ことが報告されている。従って、 37℃の培養によって、プラスミドがゲ

ノムに挿入された株を選抜出来る。  

 

1) araA 構築  

  araA 遺 伝 子 の 上 流 の 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、

araA-ML-U-F/araA-ML-U-R をプライマーにして、 C. glutamicum  ATCC 

31831 株のゲノムを鋳型として PCR を行った。また、araA 遺伝子の下流

の配列をクローニングするために、 araA-ML-D-F/araA-ML-D-R をプライ

マーに C. glutamicum  ATCC 31831 株のゲノムを鋳型として PCR を行った。

それぞれの PCR で得られた DNA 断片を XbaI 及び SpeI で消化して、

pCRD206 の Xba I サイトに挿入し、 pCRF500 を構築した。  

pCRD206 を使用した相同組換えは参考文献に詳しく述べられている。

pCRF500 を C. glutamicum  ATCC 31831 のコンピテトセルにエレクトロポ

レーション法により導入し、カナマイシンを含む A プレートに塗布して

一晩 25℃で培養した。翌日に得られたコロニーは pCRF500 をプラスミド

として保持している。得られたコロニーを 10 ml の A 培地に終濃度 1% グ

ルコースを加えてカナマイシン存在下において 25℃で一晩振盪培養した。

培養液 10 µl をカナマイシンを含む A プレートに塗布し、 37℃で一晩培

養した。ここで得られたコロニーはプラスミドがゲノムに挿入されてい

る。得られたコロニーを 10 ml の A 培地に終濃度 1%のグルコースを加え

て、カナマイシンを加えずに 33℃で一晩振盪培養した。培養液 10 µl を
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2% スクロースを含む A プレートに塗布し、 33℃で一晩培養した。 araA

遺伝子の破壊を PCR で確認した。  

 

2) araE 構築  

  araE 遺 伝 子 の 上 流 の 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、

araE-ML-U-F/araE-ML-U-R をプライマーに C. glutamicum  ATCC 31831 株

のゲノムを鋳型として PCR を行った。また、araE 遺伝子の下流の配列を

クローニングするために、 araE-ML-D-F/araE-ML-D-R をプライマーに C. 

glutamicum ATCC 31831 株のゲノムを鋳型として PCR を行った。それぞ

れの PCR で得られた DNA 断片を XbaI 及び BamHI で消化して、pCRD206

の Xba I サイトに挿入し、 pCRF501 を構築した。 pCRF501 を「 1) araA

構築」における pCRF500 と同様に使用して、araE を構築した。  

 

 

2-2-2.  AraR 結合サイト破壊株の構築  

詳細は結果の部分で記述するが、AraR 結合サイトは araB-galM 遺伝子

間に 1 カ所（BSB）、 araE プロモーター内に 2 カ所（BSE1、BSE2）存在

する。また、結合サイトに対する AraR の DNA 結合活性は、結合モチー

フ中心の CG を AT に置換すると著しく低下することが in vitro で確認さ

れた。この知見を元に、C. glutamicum  ATCC 31831 株ゲノム上の AraR 結

合サイトの破壊株を構築した。まずは変異を加えた BSB を末端として、

両側に伸びる 2 つの DNA 断片を得るために、C. glutamicum ATCC 31831

株ゲノムを鋳型として、プライマーセット BSB-integ-FW/BSB-mut-RV 及

び BSB-integ-RV/BSB-mut-FW を用いて 2 組の PCR を行った。得られた 2

断片は変異を含む BSB の領域を共通して末端に有する。得られた 2 断片

間の重なる領域を利用してオーバーラップエクステンション PCR を行い、

2 断片を融合した。その後 EcoRV、Xba I により制限酵素処理し、同一の

酵素で消化した pCRD206 とライゲーションした。完成したプラスミドを

pCRF503 とした。BSE1 破壊株構築用プラスミド（ pCRF504）を構築する

時には、BSE-integ-FW/BSE1-mut-RV 及び BSE-integ-RV/BSE1-mut-FW の

2 組のプライマーセットを使用して、上記と同じ実験を行った。BSE2 破

壊 株 構 築 用 プ ラ ス ミ ド （ pCRF505 ） を 構 築 す る 時 に は 、

BSE-integ-FW/BSE2-mut-RV 及び BSE-integ-RV/BSE2-mut-FW の 2 組プラ

イマーセットを使用して、上記と同じ実験を行った。BSE1 及び BSE2 破



61 
 

壊株構築用プラスミド（ pCRF506）を構築する時には、 pCRF504 を PCR

の 鋳 型 と し て BSE-integ-FW/BSE2-mut-RV 及 び

BSE-integ-RV/BSE2-mut-FW の 2 組のプライマーセットを使用して、上記

と同じ実験を行った。pCRF503、pCRF504、pCRF505、pCRF506 を使用し

て AraR 結合サイトを破壊する方法は、上記「アラビノース代謝関連遺伝

子破壊株の構築、 1)araA 構築」と同様である。  

 

2-2-3.  PgalM- lacZ 及び ParaR-lacZ 融合遺伝子導入株の構築  

  C. glutamicum  ATCC 31831 株ゲノム上に lacZ 融合遺伝子を挿入する位

置を図 3-3 で示す。まず、相同組換え領域として使用する 2 つの配列を

増 幅 す る 為 に 、 integ-top-FW/integ-top-DW （ 図 中 A ） 、

integ-bottom-FW/integ-bottom-DW（図中 B）のプライマーセットを用いて、

C. glutamicum ATCC 31831 株ゲノムを鋳型として 2 組の PCR を行った。

増幅された 2 断片を BamHI/Sca I、 Xba I/Sca I でそれぞれ消化して、

BamHI/Xba I で消化した pCRD206 とライゲーションした。完成したプラ

スミドを pCRF507 とした。次に、E. coli 由来の lacZ 遺伝子を得るために、

lacZ 挿入プラスミドの pCRA741(86)を鋳型として lacZ-FW/lacZ-DW のプ

ライマーセットを使用して PCR を行った。 PCR 産物と pCRF507 を Sca I

で消化してライゲーションし、 pCRF508（図 3-3）を構築した。 galM プ

ロモーターの配列を得るために、C. glutamicum  ATCC 31831 株ゲノムを

鋳型として、 PgalM-lacZ-FW/PgalM-lacZ-RV のプライマーセットで PCR

を行った。PCR 産物と pCRF508 を SpeI で消化し、ライゲーションした。

galM プロモーターの挿入方向をシークエンス解析によって確認し、正し

い向きで挿入されたプラスミドを pCRF511 とした。次に、araR プロモー

ターの配列を得るために、C. glutamicum ATCC 31831 株ゲノムを鋳型と

して、ParaR-lacZ-FW/ParaR-lacZ-RV のプライマーセットで PCR を行った。

この PCR 産物と pCRF508 を SpeI で消化し、ライゲーションした。 araR

プロモーターの挿入方向をシークエンス解析によって確認し、正しい向

きで挿入されたものを pCRF509、逆向きに挿入されたものを pCRF510 と

した。 pCRF509、 pCRF510、 pCRF511 を用いて、プロモーター - lacZ 融合

遺伝子の導入株を構築した。ゲノムへの導入方法は「アラビノース代謝

関連遺伝子破壊株の構築の、 1)araA 構築」と同様である。 pCRF509 を

用いて構築された株を ParaR-F、 pCRF510 を用いて構築された株を

ParaR-R、 pCRF511 を用いて構築された株を PgalM-F とした。  
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図 3-3． lacZ  遺伝子ゲノム導入株

A：C. glutamicum  ATCC 31831 株のアラビノース資化遺伝子 araBDA 下流の

領域。A 及び B の領域を所定の制限酵素認識配列を持つプライマーを用いて

増幅し、相同組換え領域として使用した。  

B： 2 つの相同組換え領域（A 及び B）及び大腸菌由来の lacZ 遺伝子を挿入

した pCRD206。 pCRF508 の Spe I 認識部位に対してプロモーター配列を挿入

することにより、プロモーター -lacZ 融合遺伝子を合成した。  

pCRF508

12308 bp

BamHI
SpeI

ScaI

ScaI

XbaI

(kbp)

araAaraB araD

0 1 2 3 4 5 6 7 8

AB

BamHIScaIXbaI

lacZ

ScaI ScaISpeI

A

B
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2-2-4.  LacZ レポーターアッセイ  

  10 ml A 培地に終濃度 1%（w/v）のグルコースを加え、ParaR-F、ParaR-R

を一晩前培養する。培養液を 10 ml A 培地に終濃度 2%（w/v）の D-グル

コースあるいは L-アラビノースを加えた液体培地に、OD6 1 0＝ 0.2 になる

ように植え継ぎ 4 時間培養する。菌体を回収した後、Z-buffer（組成は下

記のとおり）で 1 回洗った後に同バッファーで再懸濁し、トルエンによ

り 細 胞 抽 出 液 を 得 た 。  - ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を

o-nitrophenyl- -D-galactopyranoside を基質として使用して測定した (87)。 

 

・Z-buffer 組成  

 Na2HPO4･7H2O  16.1 g 

 NaH2PO4･H2O  5.5 g 

 KCl    0.75 g 

 MgSO4･7H2O  0.25 g 

 DDW up to   1 l  

  

2-2-5.  定量 RT-PCR 法による遺伝子発現解析  

1)培養及び菌体回収  

  10 ml A 培地に糖を加えずに、C. glutamicum ATCC 31831 株を一晩前培

養した。その培養液を 100 ml の新しい A 培地に OD6 1 0＝ 0.2 になるよう

に希釈した。 4 時間後に 50% D-グルコースあるいは、 50% L-アラビノー

スを 4 ml 加えて終濃度  2% (w/v)にする。加える直前を 0 分として実験用

途に合わせて糖添加数分後の菌体を回収した。RNA を安定に回収するた

めに、 2 ml チューブに予め RNAprotect Cell Reagent（QIAGEN）を 1 ml

加えておき、等量の培養液を加えて懸濁した。10 分間室温で静置した後、

遠心分離 (8,000g、 4℃、 5 分 )を行い、ペレットを -80℃で保存した。  

 

2)RNA 抽出  

  C. glutamicum  ATCC 31831 株からのトータル RNA 抽出は RNeasy 

minikit  (QIAGEN) を使って行った。マニュアルに従って実験を行った。  

 

3)cDNA 合成  
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  トータル RNA からの cDNA 合成は PrimeScript  Reverse Transcriptase 

(TAKARA) と Random Primer (hexadeoxyribonucleotide mixture; pd (N)6) 

(TAKARA)を使用して行った。  

 

・プライマーのアニーリング反応  

  Total  RNA    0.2 µg 

  Random Primer (50 µM)  1 µl  

  DDW up to    11.5 µl  

 

65℃で 5 分反応させた後、氷上で 1 分間静置する。アニーリングサンプ

ルに下記の逆転写反応溶液を 8.5 µl 添加した。  

   

・逆転写反応溶液  

  5 ×  PrimeScript  Buffer    4 µl  

  dNTP     1 µl  

  Ribonuclease Inhibitor (TAKARA)  0.5 µl  

  PrimeScript  Reverse Transcriptase  0.5 µl  

  DDW up to     8.5 µl  

 

穏やかに撹拌した後、 30℃で 10 分間の前保温、 42℃で 60 分間の逆転写

反応、 95℃で 5 分間の酵素の不活化を順に行った。反応後のサンプルを

氷上で 1 分間静置した後、180 µl の DDW を加えた。得られた溶液を下記

の定量 RT-PCR における cDNA sample として使用した。  

 

3)定量 RT-PCR 

 定量 RT-PCR は、Applied Biosystems 7500 Fast  real -t ime PCR system を

使用した。実験時の反応系は下記のとおり。  

 

・定量 RT-PCR 反応系  

  FastStart Universal SYBR Green Master (Roche Diagnotics)  10 µl  

  Primer 1        0.3 µM 

  Primer 2        0.3 µM 

  cDNA sample       0.4 µl  

  DDW up to        20 µl  
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16S rRNA の発現レベルを内在性コントロールとした。PCR 条件は下記の

とおり。  

 

  95℃ 10 分  

   ↓  

  95℃   15 秒→ 60℃ 40 秒 ×40 サイクル  

   ↓  

  95℃ 15 秒  

   ↓   

  60℃ 1 分  

   ↓  

  95℃ 15 秒  

   ↓   

  60℃ 15 秒  

 

5’-RACE 

  転写開始点を決定する為に、 5’-Full RACE Core Set (TAKARA) を使用

した。マニュアルに従って実験を行った。  

 

2-2-6.  AraR タンパク質発現系の構築及び精製  

  ゲルシフトアッセイ及び DNaseI フットプリント法において使用する

為の AraR タンパク質を E. coli  BL21(DE3)において発現させ精製した。  

 

1)araR 発現用プラスミドの構築  

  araR 発現系を構築する為に、C. glutamicum  ATCC 31831 株のゲノムを

鋳型にして、AraR-Ex-F/AraR-Ex-R をプライマーとして用いて PCR を行

い araR の全長配列を増幅した。この断片と pET-28a ベクター（Merck 

KGaA）を Nde I/EcoRI で消化後にライゲーションして、 araR 発現用プラ

スミドの pCRF502 を構築した。  

 

2)AraR タンパク質の精製  

  pCRF502 を導入した BL21 (DE3) を 100 ml の LB 培地で 37℃において

OD6 0 0  = 0.6 になるまで培養した。その後、終濃度が 1 mM になるように

isopropyl - -D-thiogalactopyranoside（ IPTG）を加え、 1 時間の培養後に、
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6,000g、 4℃、 5 分の遠心分離によって菌体を回収した。回収された菌体

から Ni-NTA Fast  Start kit (QIAGEN) を使用して、His タグ融合 AraR タン

パク質を回収した。実験は付属のマニュアルに沿って行われた。精製し

た AraR タンパク質溶液を PD-10 カラム（GE Healthcare）にアプライし、

20 mM Tris-HCl (pH 7.5),  100 mM NaCl, 10 mM MgCl 2 ,  1 mM dithiothreitol

（DTT）からなるバッファーで溶出した。タンパク質の定量は、Bio-Rad 

Protein Assay (Bio-Rad) を使用して行った。  

 

2-2-7.  ゲルシフトアッセイ  

1)ゲル作製  

  非変性電気泳動用ゲルの組成は下記のとおり。  

 

・ゲル一枚分の組成  

 30% Acrylamide/Bis Solution (Bio -Rad)  2 ml 

  5×TBE （下記）      1 ml 

  50 % (v/v) Glycerol     1 ml 

  10 % (w/v) 過硫酸アンモニウム溶液   60 µl  

  TEMED （和光）      50 µl  

  DDW      6 ml 

 

・ 5×TBE 

  Tris    53.9 g 

  ホウ酸   27.5 g 

  EDTA･2Na  3.7 g 

  DDW up to  1 l  

 

上記の様に試薬を混合し、AE-6500 ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽

（ATTO）で使用できるサイズのゲルを作製した。  

 

2)DNA プローブの作製  

 C. glutamicum  ATCC 31831 株のゲノムを鋳型として、 PA-F/PA-R（ araB

上流領域）、 PB-F/PB-R（ galM 上流領域）、 PC-F/PC-R（ araE 上流領域）、

PD-F/PD-R（ araR 上流領域）のプライマーセットを使用した 4 組の PCR

を行い、araB、galM、araE、araR 遺伝子の翻訳開始点上流約 400 塩基対
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の DNA 断片を得た。得られた 4 種の DNA 断片を Mighty Cloning Reagent 

Set を使って pUC118 に挿入した。得られた 4 つのプラスミド DNA を鋳

型として、そのマルチクローニングサイトを挟む pUC-IR-Fw 及び

pUC-IR-Rv プライマーを用いて PCR を行い、この PCR 産物をゲルシフト

アッセイにおける DNA プローブとして使用した。 galM 上流領域の数種

の長さの異なる DNA プローブは、上記の PB-F/PB-R をプライマーとして

増幅された DNA 断片を有するプラスミドを鋳型として、 P2-F/PB-R（ P2

作製時）、P3-F/PB-R（P3 作製時）、P4-F/PB-R（ P4 作製時）、P5-F/PB-R（P5

作製時）、PB-F/P6-R（P6 作製時）、PB-F/P7-R（ P7 作製時）、PB-F/P8-R（P8

作製時）、 PB-F/P9-R（P9 作製時）、のプライマーセットを使用して PCR

を行い作製した。BSB の特定の 3 塩基対を置換したプローブの作製は、

C. glutamicum  ATCC 31831 株ゲノムを鋳型としたオーバーラップエクス

テンション PCR によって行われた。 6 種類のプローブ作製における P1、

P4 は、 PA-F、 PB-R であり、それぞれの配列置換プローブの合成に使用

した P2 及び P3 は図 3-4 の表にまとめた。オーバーラップエクステンシ

ョン PCR による融合後の DNA 断片を Mighty Cloning Reagent Set を使っ

て pUC118 に挿入した。構築されたプラスミドを鋳型として PA-F/PA-R

のプライマーセットで PCR を行い、ゲルシフトアッセイで使用する配列

置換を含む DNA プローブを合成した。  

   

 
P2 P3 

mut1 BSB-mut1-R BSB-mut1-F 

mut2 BSB-mut2-R BSB-mut2-F 

mut3 BSB-mut3-R BSB-mut3-F 

mut4 BSB-mut4-R BSB-mut4-F 

mut5 BSB-mut5-R BSB-mut5-F 

mut6 BSB-mut6-R BSB-mut6-F 

図 3-4．BSB に配列置換を含む DNA

 プローブの作製方法

P1/P2 及び P3/P4 の組み合わせの 2 組

の PCR を行った後、得られた 2 断片

をオーバーラップエクステンション

PCR により融合した。それぞれの配

列置換プローブ合成時に使用した P2

及び P3 プライマーを表にまとめた。 

araBgalM

･･･BSB

P1 P3

P2 P4
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3)DNA-AraR タンパク質結合反応系及び電気泳動条件  

 所定の濃度の AraR タンパク質と DNA プローブを以下の溶液中で混合

した。  

 

・タンパク質 -DNA 結合反応溶液（ゲルシフトアッセイ）  

  20 mM  Tris-HCl (pH 7.5)  

  50 mM  NaCl 

  2.5 mM  MgCl2  

  0.45 mM  EDTA 

  0.5 mM  DTT 

  0.05 % (v/v)  Nonidet P-40 

  10 % (v/v)   Glycerol  

  DDW up to  20 µl  

 

混合した後、25℃で 25 分間静置し、 10×BPB（組成は下記のとおり）を

2 µl 加えて混合した後、全量をゲルの上段にアプライして、 150V で 50

分間電気泳動した。ランニングバッファーには 0.5×TBE buffer を使用し

た。  

 

・ 10×BPB 

 Bromophenol blue   1 mg 

  50 % (v/v)  Glycerol  0.2 ml 

  DDW up to   1 ml 

 

泳動後のゲルを SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (10,000X Concentrate 

in DMSO)（ThermoFisher）を使用して染色し、ルミノ・イメージアナラ

イザー  LAS-3000（ FUJIFILM）を使って撮影した。  

 

2-2-8.  DNaseI フットプリント法  

1)IRD700 ラベル DNA プローブの作製  

  C. glutamicum  ATCC 31831 株のゲノムを鋳型に、P5-F/P6-R をプライマ

ーにして PCR を行い、araB の転写開始点より 90 塩基下流から 49 塩基上

流までを増幅した。この DNA 断片を Mighty Cloning Reagent Set によっ

て pUC118 に挿入した。このプラスミドを鋳型にして、 pUC-IR-Fw と
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IRD700 によって末端がラベルされた pUC-IR-Rv-IRD プライマーを使っ

て PCR を行い、末端が IRD700 によってラベルされた DNA プローブを得

た。また、 araE 転写開始点より 85 塩基下流から 104 塩基上流までを

araE-footprint-F/araE-footprint-R をプライマーとした PCR によって増幅し、

araB の時と同様にプラスミドの作製、ラベル DNA プローブを合成した。  

   

2)ダイプライマーシークエンシング  

  ダ イ プ ラ イ マ ー シ ー ク エ ン シ ン グ は Thermo Sequenase Cycle 

Sequencing Kit  (GE Healthcare) をマニュアル通りに使用して行った。 1)

で 作 製 し た 2 つ の プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 と し 、 IRD700 ラ ベ ル さ れ た

pUC-IR-Rv-IRD プライマーを用いた。  

 

3)DNaseI フットプリント法  

 1)で作製したラベル DNA プローブと AraR タンパク質を以下の溶液中

で所定の濃度で混合した。  

 

・タンパク質 -DNA 結合反応溶液（DNaseI フットプリント法）  

  20 mM  Tris-HCl (pH 7.5)  

  50 mM  NaCl 

  2.5 mM  MgCl2  

  0.45 mM  EDTA 

  0.5 mM  DTT 

  0.05 % (v/v)  Nonidet P-40 

  10 % (v/v)   Glycerol  

  DDW up to  20 µl  

 

混合した後、 25℃で 25 分間静置した後に下記の DNaseI 反応液（下記の

とおり）を 4 µl 加え、DNaseI によりランダムに DNA 断片を分解した。  

 

・DNaseI 反応液  

  1 mU/µl   DNaseI (TAKARA) 

  5 mM  MgCl2  

  10 mM  CaCl2  
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室温で 1 分間反応させた後、 2 µl の 325 mM EDTA を加えて DNaseI によ

る DNA の消化を停止した。その後、完全に DNaseI を失活させるために、

速やかに 80℃で 10 分間加熱した。氷上で冷却後のサンプルの内、 8 µl

を新しいチューブに移し、4 µl の IR2 stop solution (Li -Cor) と混合してか

ら 95℃で 3 分間加熱した。加熱後は氷上で取扱い、出来るだけ早く KB 

Plus gel  matrix（ LI-COR）で作製したゲルにアプライする。タンパク質

-DNA 結合サンプルと同時に、2)で合成したシークエンスラダーを泳動す

る事により、得られた電気泳動像中のフットプリント領域の位置を特定

した。電気泳動装置は 4300 DNA Analyzer（LI-COR）である。  

 

 使用した菌株及びプラスミドを表 3-1 に、使用したプライマーを表 3-2

にまとめる。  

 

  



71 
 

 

  

(19)  

表3-1．使用した菌株及びプラスミド

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference

Strains

E. coli

HST02

F‘ [traD36, proA+B+, lacIq, lacZΔM15]/Δ(lac-proAB),

recA, endA, gyrA96, thi, e14-(mcrA-), supE44, relA, ΔdeoR, Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC)

TaKaRa

SCS110
rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx

dam dcm supE44D (lac-proAB) [F' traD36 proAB lacIqZ△M15]
TaKaRa

C. glutamicum

ATCC 31831 Wild-type strain ATCC

araA ATCC 31831 with deletion of araA This study

araE ATCC 31831 with deletion of araE This study

B-m ATCC 31831 with mutaions in BSB on the chromosome This study

E1-m ATCC 31831 with mutaions in BSE1 on the chromosome This study

E2-m ATCC 31831 with mutaions in BSE2 on the chromosome This study

E1/2-m ATCC 31831 with mutaions in BSE1 and BSE2 on the chromosome This study

araA/B-m araA with mutations in BSB on the chromosome This study

ParaR-F ATCC 31831 with the canonical araR promoter-lacZ fusion This study

PgalM-F ATCC 31831 with the canonical galM promoter-lacZ fusion This study

ParaR-R ATCC 31831 with the reverse araR promoter-lacZ fusion This study

Plasmids

pET-28a Kmr; IPTG-inducible expression vector Merck

pCRD206 Kmr; pCRB62DK containing the B. subtilis sacB gene

pCRF500 Kmr; pCRD206 with a 1.42-kb DNA fragment flanking of the araA gene This study

pCRF501 Kmr; pCRD206 with a 1.74-kb DNA fragment flanking of the araE gene This study

pCRF502 Kmr: pET-28a with a 1047-bp fragment containing the araR gene This study

pCRF503
Kmr; pCRD206 with a 2.12-kb DNA fragment containing the araB promoter

with mutations in BSB

This study

pCRF504
Kmr; pCRD206 with a 1.98-kb DNA fragment containing the araE promoter

with mutations in BSE1

This study

pCRF505
Kmr; pCRD206 with a 1.98-kb DNA fragment containing the araE promoter

with mutations in BSE2

This study

pCRF506
Kmr; pCRD206 with a 1.98-kb DNA fragment containing the araE promoter

with mutations in BSE1 and BSE2

This study

pCRF507 Kmr; pCRD206 with a 1.61-kb DNA fragment downstream of araA This study

pCRF508
Kmr; pCRD206 with a 1.61-kb DNA fragment downstream of araA and the E.

coli lacZ gene
This study

pCRF509
Kmr; a 397-bp araR promoter fragment inserted into the pCRF507 SpeI site in

the forward direction
This study

pCRF510
Kmr; a 397-bp araR promoter fragment inserted into the pCRF507 SpeI site in

the reverse direction
This study

pCRF511
Kmr; a 398-bp galM promoter fragment inserted into the pCRF507 SpeI site in

the forward direction
This study

pCRF507 Kmr; pCRD206 with a 1.61-kb DNA fragment downstream of araA This study



72 
 

 

  

 続く

表3-2．使用したプライマー（１）
Primer Sequence (5‘-3‘) Restriction enzyme a

Plasmid construction for gene deletion

araA-ML-U-F GCTCTAGAGTGCTGACGATGATGGCGGA XbaI

araA-ML-U-R CTCTACTAGTTCCATGTCGATCGAAGACCA SpeI

araA-ML-D-F GCTCTAGAAGTGCTATGGCAGTGCAACT XbaI

araA-ML-D-R CTCTACTAGTACTCACTGCGAACAAGGTCA SpeI

araE-ML-U-F GCTCTAGATCGCTCGGACACCGTCACAT XbaI

araE-ML-U-R GCGGATCCACCGAAGAAGTAGATGTACG BamHI

araE-ML-D-F CGGGATCCATCCCGCTCATCGTCGAGAA BamHI

araE-ML-D-R GCGATATCTGAGAGATGCCGTTGGTGCT EcoRV

Plasmids construction for gene expression

AraR-Ex-F GGAATTCCATATGAGCTCCACCCAG NdeI

AraR-Ex-R GGAATTCTCAGAGCTGTGTGAAATC EcoRI

For qRT-PCR analysis

16s-F CAGGTCTCTGGGCAGTAACTGA

16s-R CGTTTACGGCATGGACTACCA

araA-F GCGCCAATGACAACGTCAT

araA-R TCATTAGCCTGGGTGTGAAGGT

araB-F GGATCGAGCTCTTCAGTGAGGTT

araB-R CACCGGAGACGAAGTTGTAGGT

araD-F GCGATGGTGGTGTGCAACA

araD-R GGTCGAATGAGTGTGCACGAT

araE-F CATGTGGCCGATCATCCA

araE-R CGGCGATGACCATGAACA

araR-F GCACGCTGTCAAGCATTGA

araR-R GGTCTCTTCGGCATTTTTCATC

galM-F GGTCTTCGCCACCTTCTCTCT

galM-R GTGGTGTCGCCGACATTGT

For 5'-RACE

araB-RA-RTb TGAGAACTAGGTCG

araB-RA-F1 ACGGAGTTGAAAGTATGGAG

araB-RA-R1 GTTCGGTTCCTTGATGAC

araB-RA-F2 AATTCGGATCGACCCGCATT

araB-RA-R2 TTTGAGAGCGGAGCTTCGTA

araE-RA-RTb GATCATCGTCTGGT

araE-RA-F1 CGACCGTACATCTACTTCTT

araE-RA-R1 GTTGAACAGTCTCTGTCATC

araE-RA-F2 TCCTCTTCTCTGCGCTGGTA

araE-RA-R2 GCTGTCTGAGCGGATGATGT

galM-RA-RT TGCCATCGGTGTAGA

galM-RA-F1 TCCACGGTGGTGTTCTCGTT

galM-RA-R1 TTGATCGTGACCTGTTTTCC

galM-RA-F2 CCGACGGCATCTACACCGAT

galM-RA-R2 CTTCTGGGGCGATGTGTCAT
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 続く

表3-2．使用したプライマー（２）
Primer Sequence (5‘-3‘) Restriction enzyme a

For electrophoretic mobilityshift assay

PA-F TGGTGCTGCCATCGGTGTAG

PA-R AGCTTCGTATTGGTGTTATCGCT

PB-F CCTCGAGTGAGTAGCTCCAG

PB-R CTTCTGGGGCGATGTGTCAT

PC-F TCTGGGTTCTCGGGTGATAA

PC-R GCTGTCTGAGCGGATGATGT

PD-F ACCGTCTCCTCCCGATCAGA

PD-R TGGGTGGAGCTCATGGTGAT

P2-F TGCGATCCGGTCACT

P3-F AATGCGGGTCGATCCGAA

P4-F ACGGTCCACGACACT

P5-F GTTCGGTTCCTTGATGAC

P6-R GTGTGATGCTTGCTTGAC

P7-R GATGGCCGTTAAGAAC

P8-R CTCAAATGTGATCCGAAGC

P9-R ACGGAGTTGAAAGTATGGAG

Dnase I footprinting analysis

pUC-IR-Fw TTGTAAAACGACGGCCAGTG

pUC-IR-Rv GGAAACAGCTATGACCATGA

pUC-IR-Rv-IRDb GGAAACAGCTATGACCATGA

araB-DF-F CTTCTGGGGCGATGTGTCAT

araB-DF-R AGCTTCGTATTGGTGTTATCGCT

araE-DF-F CGAGCGACAAACACGACA

araE-DF-R TTGTCCTGGTTCTTCGAC

Mutated prove

BSB-mut1-F ATGGCCGTTAAGACACATGTTAGCGATA

BSB-mut1-R TTATCGCTAACATGTGTCTTAACGGCCA

BSB-mut2-F GCCGTTAAGAACACGTTTAGCGATAACA

BSB-mut2-R GTGTTATCGCTAAACGTGTTCTTAACGG

BSB-mut3-F GTTAAGAACAATGGGCGCGATAACACCA

BSB-mut3-R TTGGTGTTATCGCGCCCATTGTTCTTAA

BSB-mut4-F AGAACAATGTTAGATCTAACACCAATAC

BSB-mut4-R CGTATTGGTGTTAGATCTAACATTGTTC

BSB-mut5-F ACAATGTTAGCGAGCCCACCAATACGAA

BSB-mut5-R CTTCGTATTGGTGGGCTCGCTAACATTG

BSB-mut6-F ATGTTAGCGATAAACACAATACGAAGCT

BSB-mut6-R AGCTTCGTATTGTGTTTATCGCTAACAT
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表3-2．使用したプライマー（３）
Primer Sequence (5‘-3‘) Restriction enzyme a

Plasmid construction for a genetically modified strain

BSB-integ-FW TAGATATCGTGAATGCATGGTCCATGCG

BSB-integ-RV ACTCTAGAGTTGTTGCAGTGCACCATC

BSB-mut-RV CGTATTGGTGTTAGATCTAACATTGTTC

BSB-mut-FW AGAACAATGTTAGATCTAACACCAATAC

BSE-integ-FW ACGATATCTCACGGCTAATCGGCGTCAT

BSE-integ-RV ACTCTAGACGATGAGCGGGATGTAGTAG

BSE1-mut-RV AAGGGCTAGTTTAGATCTCACATTTCAT

BSE1-mut-FW ATGAAATGTGAGATCTAAACTAGCCCT

BSE2-mut-RV TCCTAATGTCAAATCTAACATTTGAT

BSE2-mut-FW ATCAAATGTTAGATTTGACATTAGGA

For RT-PCR analysis

1-F GGATCGAGCTCTTCAGTGAGGTT

1-R GGTCGAATGAGTGTGCACGAT

2-F GCGATGGTGGTGTGCAACA

2-R TCATTAGCCTGGGTGTGAAGGT

3-F ATCTACACCGATGGCAGCAC

3-R GTGAATGCATGGTCCATGCG

4-F GCACGCTGTCAAGCATTGA

4-R CAATCTCCCTCGAAGACGTC

5-F ACCGTCTCCTCCCGATCAGA

5-R GATTACCCTGGACACTGTCT

6-F TTGATCGTGACCTGTTTTCC

6-R CCTCGAGTGAGTAGCTCCAG

For construction of promoter-lacZ fusion

Integ-top-FW ATGGATCCACTTACTTGCTGAACCTCGAA BamHI

Integ-top-DW AAAAGTACTACTAGTCGATTGGTTCACCGGTTGCAA ScaI SpeI

Integ-bottom-FW ATGAGTACTACGGTTCCCGTGTCTATTACA ScaI

Integ-bottom-DW TAAGGTCGTCGATGTTTTCTAGAGGGTT XbaI

lacZ-FW GACAGTACTCCCCTGCCCGGTTATTATTAT ScaI

lacZ-DW TACAGTACTATGGATCCCGTCGTTTTACAA ScaI

ParaR-lacZ-FW ATACTAGTACCGTCTCCTCCCGATCAGA SpeI

ParaR-lacZ-RV ATACTAGTGGTGGAGCTCATGGTGATCG SpeI

PgalM-lacZ-FW ATACTAGTCCTCGAGTGAGTAGCTCCAGTG SpeI

PgalM-lacZ-RV ATACTAGTTCTGGGGCGATGTGTCATATCT SpeI

a Restriction sites are indicated by underlining.

b 5’IRD700-labeled primer.
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2-3. 結果  

2-3-1.  C. glutamicum  ATCC 31831 株のアラビノース代謝関連遺伝子ク

ラスター  

  C. glutamicum  ATCC 31831 株のゲノムにおいてアラビノースイソメラ

ーゼ（AraA）、リブロキナーゼ（AraB）、リブロース -5-リン酸  4-エピメ

ラーゼ（AraD）、アラビノースプロトンシンポーター（AraE）、LacI ファ

ミリーの転写因子（AraR）、推定アルドース  1-エピメラーゼ（GalM）を

コードする 6 つのアラビノース代謝関連遺伝子からなる遺伝子クラスタ

ーが同定されている（図 3-5）。AraA、AraB、AraD はアラビノースから

ペントースリン酸経路中物質の D-キシルロース -5-リン酸への 3 段階の反

応をそれぞれ触媒する。このアラビノース資化遺伝子はゲノム上におい

て、 araB-araD-araA の順に並んでおり、それぞれの遺伝子間領域は

araB-araD で 13 塩基対、araD-araA で 35 塩基対である。araB 翻訳開始点

より、76 塩基上流から逆向きに galM-araR が座しており、この galM-araR

の遺伝子間領域は 26 塩基対である。araR の 234 塩基下流には araE が存

在しており、先行研究により、本遺伝子産物がアラビノースの取り込み

に関与することが明らかにされている。全長 7809 塩基対に及ぶ araE か

ら araA までの本クラスターの GC 含量は 63.2%であり、C. glutamicum ゲ

ノム全体の平均 GC 含量（約 53.5%）に比べて高い。  

  

図 3-5．C. glutamicum ATCC 31831  株の

 アラビノース代謝関連遺伝子クラスター

C. glutamicum ATCC 31831 株ゲノム上のアラビノース代謝関連遺伝子クラス

ター。AraA：アラビノースイソメラーゼ、AraB：リブロキナーゼ、AraD：

リブロース -5-リン酸  4-エピメラーゼ、AraE：アラビノースプロトンシンポ

ーター、AraR：LacI ファミリーの転写因子、GalM：ガラクトースムタロタ

ーゼ。 PA、 PB、 PC、 PD は図 3-9 のゲルシフトアッセイで使用した DNA プ

ローブに相当するゲノム領域。  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 (kbp)

araE araR araAaraB araDgalM

PA

PC PD PB
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 先行研究によって、 araBDA 及び araE はアラビノース存在下で高発現

することが分かっている。本研究ではアラビノース代謝関連遺伝子の発

現制御機構の全容解明を目指して、まず、アラビノースによる初期誘導

を調べた。野生型の C. glutamicum ATCC 31831 株（WT）を A 培地で 4

時間培養した後、終濃度が 2%（w/v）になるように D-グルコースあるい

は L-アラビノースを加えた。添加前後の菌体からトータル RNA を回収

し、定量 RT-PCR によってアラビノース代謝関連遺伝子の発現レベルを

調べた。その結果、アラビノースの添加前に比べて araB、 araD、 araA

遺伝子は、アラビノース添加 5 分後に 20 倍以上発現が上昇していた（図

3-6）。この結果から、araBDA はポリシストロニック mRNA として転写さ

れている可能性が示唆される。しかし、15 分後にはアラビノース添加前

の 10 倍程度まで発現レベルが低下していた。araE は araBDA と同様の誘

導パターンを示したが、 galM 及び araR 遺伝子は 5 分後にせいぜい 4 倍

程度であり、15 分後には減少して添加前の 2 倍程度の誘導レベルであっ

た（図 3-6）。まとめると、クラスター上の 6 つの遺伝子はアラビノース

によって発現が誘導されるが、galM 及び araR はそれ以外の araBDA、araE

に比べて誘導レベルが小さいことがわかった。また、 galM 及び araR と

araE は異なるプロモーターによって制御される可能性が強く示唆される。 
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図 3-6  ．アラビノース代謝関連遺伝子の初期誘導

野生型の C. glutamicum ATCC 31831 株を糖を含まない A 培地で 4 時間培養し

た後、グルコース（白）あるいはアラビノース（黒）を終濃度 2%になるよ

うに添加した。添加直前（ 0 分）、添加 5 分及び 15 分後の菌体を回収して下

記の遺伝子の発現レベルを定量 RT-PCR によって調べた。A：araB、B：araD、

C： araA、D： galM、 E： araR、 F： araE。アラビノース添加直前の発現レベ

ルを 1 としてその相対値を計算しグラフを作製した。標準偏差を独立した 3

回の繰り返し実験により求めた。  
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 先行研究によって、本菌はグルコース及びアラビノースを同時に利用

する事が明らかにされている。アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノ

ース誘導がグルコースの共存によって影響を受けるかどうかを調べる為

に、糖を加えずに 4 時間培養した後、グルコース及びアラビノースを終

濃度 2%ずつになるように同時に加えた。グルコースとの同時添加により、

araA のアラビノースに対する速やかな応答が消失した（図 3-7）。しかし、

添加 60 分後にはアラビノースのみを加えた場合と同等のレベルまで発

現が上昇していた。 araE 遺伝子の発現も araA と同様のパターンを示し

た。また、グルコースのみを加えたところ、添加 30 分後に araA 及び araE

の発現は添加前と比べて減少するが、60 分後に添加前のレベルにまで戻

る事がわかった。これらの実験により、アラビノース代謝関連遺伝子の

速やかなアラビノース応答がグルコースの共存によって消失し、グルコ

ースによる負の制御の存在が示唆された。  

  

図 3-7．アラビノース及びグルコース

に対するアラビノース代謝関連遺伝子

 の応答

野生型の C. glutamicum ATCC 31831 株を

糖を含まない A 培地で 4 時間培養した後、

グルコース（白）、アラビノース（黒）、

グルコース及びアラビノース（灰）を終

濃度 2%になるように添加した。添加直前

（ 0 分）、添加 30 分及び 60 分後の菌体を

回収して araA（A）及び araE（B）発現レ

ベルを調べた。アラビノース添加直前の

発現レベルを 1 としてその相対値を計算

しグラフを作製した。標準偏差を独立し

た 3 回の繰り返し実験により求めた。  
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 先行研究で araR の破壊により、araBDA 及び araE の発現がアラビノー

ス非存在下においても高発現する事が明らかにされている。上述のアラ

ビノース初期応答における AraR の役割を明らかにするために、 araB、

araE、galM の発現を WT と araR 遺伝子破壊株（araR）において調べた。

その結果、araR において araB の発現はアラビノース添加前に高発現し

ていたが、 L-アラビノースの添加 5 分後に強く抑制される事がわかった

（図 3-8）。araB と同様に、 galM 及び araE 遺伝子の両方がアラビノース

の添加により抑制された。以上のことから、アラビノース代謝関連遺伝

子はアラビノース非存在下で AraR によって負に制御されるだけでなく、

AraR 非依存的な制御も受ける可能性が示唆される。  

 

  

図 3-8．araR 破壊株におけるアラビノー

 ス初期応答

野生型及び araR を破壊した C. glutamicum 

ATCC 31831 株（WT、 araR ）を糖を含ま

ない A 培地で 4 時間培養した後、アラビノ

ースを終濃度 2%になるように添加した。添

加直前及び添加 5 分後における araB  （A） 、

galM  （B）  、 araE  （C）発現レベルを調

べた。添加直前を -、添加 5 分後を +で示す。

アラビノース添加前の野生株の発現レベル

を 1 としてその相対値を示す。標準偏差を

独立した 3 回の繰り返し実験により求め

た。  
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2-3-2.  LacI ファミリーの転写因子 AraR の機能解析（ in vitro）  

   

アラビノース誘導性遺伝子の上流領域に対する AraR の結合  

アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノース応答制御に AraR が関与

する可能性が示唆された。この関与が直接的であるかどうかを調べるた

めに、アラビノース応答性遺伝子の上流領域に AraR が結合するか調べた。

AraR タンパク質は大腸菌で発現させて精製した His-tag 融合 AraR タンパ

ク質を用いた。4 組の PCR により araB の翻訳開始点より 353 塩基上流か

ら 28 塩基下流の araB 上流配列（ PA プローブ、図 3-9A）、galM の翻訳開

始点より 380 塩基上流から 20 塩基下流の galM 上流配列（ PB プローブ、

図 3-9B）、 araE の翻訳開始点より 364 塩基上流から 30 塩基下流の araE

上流配列（ PC プローブ、図 3-9C）、araR の翻訳開始点より 388 塩基上流

から 11 塩基下流の araR 上流配列（ PD プローブ、図 3-9D）、の DNA を

増幅し、これらに対する AraR の結合の有無をゲルシフトアッセイにより

調べた。電気泳動の結果、PA-AraR 複合体の形成を示す DNA バンドが添

加した AraR の濃度に依存的に出現することがわかった。また同様の

DNA-AraR 複合体形成が PB 及び PC プローブを用いた時にも確認された

が、 PD プローブを使用した時には認められなかった。以上の事から、

AraR は araB、 galM、 araE 遺伝子上流領域の配列に特異的に結合する事

がわかった。また、 PC プローブを用いた時のシフトパターンは、 PA 及

び PB の時とは異なり、AraR 添加濃度の上昇に伴い 2 段階のシフトパタ

ーンが認められた。  
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図 3-9．AraR  ゲルシフトアッセイ

大腸菌で発現させ精製した AraR タンパク質を用いてゲルシフトアッセイを

行った。A：araB 翻訳開始点の上流の DNA（ PA プローブ）を用いた時の AraR

ゲルシフトアッセイ。B： galM 翻訳開始点の上流の DNA（ PB プローブ）を

用いた時の AraR ゲルシフトアッセイ。C：araE 翻訳開始点の上流の DNA（ PC

プローブ）を用いた時の AraR ゲルシフトアッセイ。D： araR 翻訳開始点の

上流の DNA（ PD プローブ）を用いた時の AraR ゲルシフトアッセイ。それ

ぞれの DNA プローブのゲノム上位置は図 3-4 に示される。 20 µl の反応系に

おいて DNA プローブは 1 nM の濃度、AraR が 1 で 0 nM、 2 で 10 nM、 3 で

25 nM、 4 で 50 nM、 5 で 75 nM、 6 で 100 nM、 7 で 125 nM の濃度で混合さ

れた。 はフリーの DNA プローブを示し、 は DNA-AraR 複合体を示す。  
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PD

A

B

C

D

1    2       3     4      5      6       7    1    2       3     4      5      6       7    
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 galM 上流領域（ PB プローブ）内の AraR 結合サイトを絞り込むために、

プローブを両端から約 50 塩基対ずつ短くしたプローブを用いてゲルシ

フトアッセイを行った（図 3-10）。使用したプローブ（ P1-P9）の位置情

報と、AraR との結合の有無（ +/-）を示す。 galM 上流領域のプローブを

5´側から 220 塩基対まで削ったプローブ（ P2-P5）でも結合したが、 3´側

から削った場合に P6 及び P7 で確認されたバンドシフトは P8 及び P9 で

消失した。以上のことから、galM 上流領域の AraR 結合サイトは -59 から

-109 塩基対の間に存在すると考えられる。また、この領域は araB 上流領

域として使用したプローブ（ PA）にも含まれており、両プローブにおけ

る AraR 結合サイトは同一のものである可能性が示唆される。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-10．PB 内 AraR  結合サイトの絞り込み

図 3-9 で使用した galM 上流領域の DNA 断片（ PB プローブ）の両端から約

50 塩基対ずつ段階的に短くした種々の DNA プローブを合成し、ゲルシフト

アッセイを行った。A では使用した各プローブの位置情報及び、結果として

結合が認められたプローブを +、結合が認められなかったプローブを -で示

す。B における -は反応系中に AraR を含まず、 +は 100 nM の AraR タンパク

質を反応系中に含む。  
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AraR 結合活性へのアラビノースの影響  

 AraR の DNA 結合活性がアラビノースによって影響を受けるかどうか

を調べる為に、ゲルシフトアッセイの反応系にアラビノースを加えてゲ

ルシフトアッセイを行った。AraR によって araB 上流領域の DNA（ PA プ

ローブ）が完全にシフトする 100 nM の AraR タンパク質を含む条件にお

いて、反応系に終濃度 5 mM になるようにアラビノースを加えたところ、

AraR が結合していないフリーの PA が増加した（図 3-11）。また、フリー

の PA は 15 mM のアラビノースを加える事により更に増加した。しかし、

同じペントースのキシロースを 15 mM 加えた時には糖を加えない時と同

様のバンドシフトが観察された（図 3-11）。このことより、アラビノース

は AraR の DNA 結合活性を低下させるネガティブエフェクターとして働

くことがわかった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

araB、 araE、 galM 遺伝子の転写開始点  

 araB、araE、galM の転写開始点を 5´-RACE 法により調べた。野生株に

おけるこれらの遺伝子の発現が最も高いのはアラビノース添加 5 分後で

あるので、この時のトータル RNA を 5´-RACE 法に供した。その結果、

araB、 araE、 galM の転写開始点はそれぞれの翻訳開始点より、 7、 104、

69 塩基上流にあることがわかった（図 3-12）。全ての転写開始点の上流

に C. glutamicum のプリブノーボックス（ -10 領域）を見出したが、 -35

領域は galM では確認できなかった (88)。  

図 3-11．アラビノース及びキシロース存在下における AraR の  

DNA  結合活性

図 3-9 で使用した araB 上流領域の DNA（ PA プローブ）に対する AraR の DNA

結合活性をアラビノースあるいはキシロース存在下で調べた。反応系中に泳

動写真上部で示される濃度の AraR 及びアラビノースあるいはキシロースを

加えた。  

0     100    100    100   100    100    100  100

0 0     1     5    /15     1 ////5    15 

Arabinose Xylose

(mM)

(nM)

Sugar

AraR

PA-AraR

complex

Free DNA
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AraR 結合領域の特定  

 araB、galM、araE 上流に存在する AraR の結合サイトを特定する為に、

araB-galM 遺伝子間領域と araE 上流領域の DNA プローブを用いて

DNaseI フットプリント法を行った（図 3-12A、B）。  

その結果、 araB の転写開始点より 4 塩基下流から 28 塩基下流の領域

が DNaseI による DNA 消化から保護されていた。この領域は araB の上流

で逆向きに転写される galM の転写開始点から見ると、5 塩基上流から 29

塩基上流の領域に相当していた。この AraR 結合サイトを BSB とした（図

3-12C）。また、DNaseI フットプリント法により、araE 転写開始点より 5

塩基下流から 28 塩基下流及び 28 塩基上流から 46 塩基上流の 2 カ所に

AraR 結合サイトが存在することが分かり、前者を BSE1、後者を BSE2

とした（図 3-12D）。ゲルシフトアッセイを行った際に 2 段階のバンドシ

フトが確認されたのは、上流領域に BSE1、BSE2 の 2 つの結合サイトが

存在していたためと考えられる。以上、AraR が araB 転写開始点より下

流で翻訳開始点と重なる領域かつ、 galM の -10 領域と重なる領域、 araE

転写開始点より下流の非翻訳領域、 araE の -35 領域と重なる領域に結合

することを示した。  
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ATCAAATGTTAGCGTTGACATTaggaagttcggtgacttaatcttccgctagg 

TAGTTTACAATCGCAACTGTAAtccttcaagccactgaattagaaggcgatcc 

 

ATGAAATGTGAGCGCTAAACTAGCccttcgacttctgtgaaacaacacacaac 

TACTTTACACTCGCGATTTGATCGggaagctgaagacactttgttgtgtgttg 

 

aggagccttcgtcgaagaaccaggacaacaccggccacgtccacgcaatg 

tcctcggaagcagcttcttggtcctgttgtggccggtgcaggtgcgttac 

catatcttacaaaggggtgaaacgtgtgatgcttgcttgacaaagggggctgt 

gtatagaatgtttccccactttgcacactacgaacgaactgtttcccccgaca 

 

ggcggtgaagatggccgttaagaACAATGTTAGCGATAACACCAATAcgaagc 

ccgccacttctaccggcaattctTGTTACAATCGCTATTGTGGTTATgcttcg 
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図 3-12．DNaseI フットプリント法による AraR  結合サイトの同定

DNaseI フットプリント法により araB-galM 遺伝子間領域（A）及び araE 上

流領域（B）の AraR 結合サイトを調べた。A においては DNA プローブを 80 

ng/レーン、AraR タンパク質を 1 で 0 nM、2 で 500 nM、3 で 1000 nM の濃度

で加えた。B においては DNA プローブを 120 ng/レーン、AraR タンパク質を

1 で 0 nM、 2 で 600 nM、 3 で 1300 nM の濃度で加えた。C では araB-galM 遺

伝子間領域、D では araE 上流領域の配列を示す。C 及び D 中の灰色の領域

は AraR が結合することにより DNaseI による消化から保護された領域であ

る。遺伝子の開始コドンを四角で囲み、プロモーターに特徴的な配列に星を

付す。また、 5 ´-RACE により決定した転写開始点を折れ線で示  
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AraR 結合サイトのアラインメントと認識配列の決定  

 3 カ所の AraR 結合サイト（BSB、BSE1、BSE2）の比較によりコンセ

ンサス配列が見出された（ 5´-aTGTtAgCGnTaAcat -3´、 3 サイトで一致す

る :大文字、 2 サイトで一致 :小文字、不一致 :n）（図 3-13A）。このことよ

り、AraR は CG を中心としたパリンドロームを認識すると推測される。

AraR の認識配列を明らかにする為に、BSB 中の特定の 3 塩基対を置換し

た様々な DNA プローブ（mut1-mut6）を作製した（図 3-13B）。これらの

DNA プローブを用いてゲルシフトアッセイを行ったところ、mut1 と mut6

を用いた時には図 3-9A で示した野生型の BSB を含む DNA（ PA プローブ）

と同等のバンドシフトを示したが、 mut2、mut3、mut4、mut5 に対する

AraR の DNA 結合活性は低下していた。中でも、mut4 を用いた時には全

く結合しなかった（図 3-13F）。これらの結果から、パリンドローム中心

の CG は AraR が結合するのに必須であること、また、中心に近い塩基対

は標的認識に関わる重要な塩基対であり、特に保存度が高い 5´側でその

傾向が強まることが示唆された。  
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図 3-13．AraR  結合モチーフ及び標的配列の決定

A：DNaseI フットプリント法により判明した AraR 結合領域のアラインメン

ト及び保存配列（大文字は 3 サイトで一致する塩基、小文字は 2 サイトで一

致、 n は不一致）。パリンドローム構造を対合する矢印で示す。 6 パターン

の配列置換を BSB に施し、それぞれの DNA プローブをゲルシフトアッセイ

に供した。置換パターンを B に示し、C-H において各 DNA プローブを用い

た時の泳動写真を示す。 20 µl の反応系において DNA プローブは 1 nM の濃

度、AraR が 1 で 0 nM、 2 で 10 nM、 3 で 25 nM、 4 で 50 nM、 5 で 75 nM、 6

で 100 nM、7 で 125 nM の濃度で混合された。 はフリーの DNA プローブを

示し、 は DNA-AraR 複合体を示す。  

/////ACAATGTTAGCGATAACACCAATAC

///ATGAAATGTGAGCGCTAAACTAGC

///ATCAAATGTTAGCGTTGACATT

////////ATGTtAGCGnTaAcat

BSB

BSE1

BSE2

Consensus

mut1 mut2

mut3 mut4

mut6mut5

CAC

CGT

GGC

ACA

ATC

1       2       3       4       5    6       71   2   3    4    5       6    7    

A B

GCC

C D

E F

G H

1   2        3    4    5       6       71    2       3       4       5     6      7    

1     2      3       4       5    6      71    2      3     4       5    6    7    

tta-AGAACAATGTTAGCGATAACAC-caa

mut1

mut2

mut3

mut4

mut5

mut6
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BSE1、BSE2 における AraR の認識配列の決定  

 BSB の時と同様に BSE1 及び BSE2 においても中心の CG 塩基が、AraR

が結合するのに必須であるかを調べるために、BSE1、BSE2 の CG を置換

したプローブを作製した。ゲルシフトアッセイを行った結果、野生型の

araE 上流領域を用いた時に確認されていた 2 段階のバンドシフトは、

BSE1 に置換を施した E1-mut 及び BSE2 に置換を施した E2-mut において

1 段階になり、両方が置換された E1/2-mut においてバンドシフトは観察

されなかった（図 3-14）。これにより、AraR が BSE1 及び BSE2 を認識す

るには、BSB の時と同様に中心の CG が必要であることが示された。  

 

  

図 3-14．BSE1 及び BSE2 における AraR  認識配列の決定

A において BSE1 及び BSE2 の配列を示し、作製した配列置換を含む DNA プ

ローブ（ E1-mut 及び E2-mut）の置換パターンを示す。また、両方の置換パ

ターンを持つ DNA プローブを E1/2-mut とした。置換を含まない野生型のプ

ローブ（WT）、 E1-mut、 E2-mut、 E1/2-mut を用いてゲルシフトアッセイを

行った（B 及び C）。B においてレーン上部の番号は反応系中の AraR 濃度を

示し、 1 で 0 nM、  2 で 4 nM、  3 で 8 nM、  4 で 16 nM であった。C におい

てはレーン上部で示す濃度でアラビノースを反応系に加え、AraR は全て 16 

nM になるように加えた。各 DNA プローブを反応系中において 1 nM の濃度

で加えた。 はフリーの DNA プローブを示し、 は DNA-AraR 複合体を示

す。  

0 1 3 5 0   1   3    5    0 1    3  5  (mM)

WT E1-mut E2-mut E1/2-mut

Arabinose

WT E1-mut E2-mut

ATGAAATGTGAGCGCTAAACTAGC

ATCAAATGTTAGCGTTGACATT

BSE1

BSE2
ATE2-mut

A

B

C

1 2 3 4   1   2   3 4   1 2 3   4  1 4   

ATE1-mut
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アラビノース存在下における AraR の結合  

 AraR の DNA 結合活性へのアラビノースの影響を BSE1 及び BSE2 のそ

れぞれで調べたところ、アラビノースが 1 mM 存在する条件において顕

著に結合が阻害されることが分かった（図 3-14C）。これらに BSB を加え

た 3 つの結合サイト間のアラビノースによるエフェクター効果を調べる

ために、アラビノース非存在下あるいは 1 mM で存在する条件下で、AraR

の濃度を変化させた時の結合がどうなるかを調べた（図 3-15）。その結果、

BSB に対する AraR の DNA 結合活性は、 1 mM のアラビノース添加によ

る影響をほとんど受けないが、BSE1 及び BSE2 に対する AraR の DNA 結

合活性は、1 mM のアラビノース添加により著しく低下することがわかっ

た（図 3-15）。しかしながら、アラビノース非存在下における BSB、BSE1、

BSE2 への AraR の DNA 結合活性に大きな違いは認められなかった（図

3-15）。3 カ所の AraR 結合サイトにおける AraR の解離定数（Kd）を調べ

たところ、BSB、BSE1、BSE2 のそれぞれの Kd 値は 6.6 ± 0.3 × 10
-8  

M、

10.9 ± 0.9 × 10
-8  

M、9.2 ± 1.3 × 10
-8  

M であり、ほとんど差がなかった（図

3-16）。しかし、BSB に対して AraR は 10 mM のアラビノース存在下でも

複合体を形成できるが（図 3-16D）、BSE1 及び BSE2 に対しては、 2 mM

以上のアラビノース存在下で全く複合体を形成できなかった（図 3-16E、

F）。このことから、BSB、BSE1、BSE2 の間で認められる DNA 配列の差

異が、アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノース応答性に差異を生む

可能性が示唆された。  
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図 3-15．アラビノース存在下における AraR の DNA  結合活性

各 AraR 結合サイトに対する AraR の DNA 結合活性を 1 mM のアラビノース

存在下で調べた。A 及び B は配列置換を含まない野生型の araB 上流配列

（ ParaB）及び araE 上流配列（ ParaE）である。C 及び D は ParaE 中の BSE2

に配列置換を含むプローブ（ E2-mut）及び BSE1 に配列置換を含むプローブ

（ E1-mut）であり、それぞれが野生型の BSE1 あるいは BSE2 をコードする。

泳動写真上部の Ara で示す濃度のアラビノース及び AraR で示す濃度の AraR

を反応系に加えた。 はフリーの DNA プローブを示し、 は DNA-AraR 複

合体を示す。  

E2-mut

AraR

Ara (mM)

(nM)

E1-mut

ParaB ParaE

AraR

Ara (mM)
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  図 3-16．各 AraR 結合サイトに対する AraR  平衡解離定数及び

 アラビノース有効濃度の検討

A では ParaB プローブ、B では E2-mut プローブ、C では E1-mut プローブを

使用し、それぞれ BSB、BSE1、BSE2 における AraR の平衡解離定数を調べ

た。A-C における泳動写真上部の数字は反応系中の AraR タンパク質濃度を

示し、各泳動写真下部に解離定数値（K
d
値）を示す（ n=3）。D-F では ParaB

（D）、E2-mut（ E）、E1-mut（ F）への AraR の DNA 結合活性を、異なる濃

度のアラビノース存在下で調べた。AraR は -のレーンで 0 nM、 +のレーンで

10 nM の濃度になるように反応系に加えた。反応系中のアラビノース濃度を

各レーン上部において示す。 はフリーの DNA プローブを示し、 は

DNA-AraR 複合体を示す。  

ParaB

E2-mut

E1-mut

- +   + + + +  +  + +AraR 

0 0  1  2    3  4  5  10 15Ara (mM)
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2-3-3.  アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノース誘導機構の解明（ in 

vivo）  

 

アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノース誘導におけるアラビノース

代謝の関与  

  精製 AraR タンパク質を用いた実験により、アラビノースをエフェクタ

ー分子とする AraR によるアラビノース応答制御機構の存在が示唆され

た。そこで、アラビノース代謝関連遺伝子の発現制御におけるアラビノ

ース代謝の関与を調べた。細胞内に取り込まれたアラビノースはアラビ

ノースイソメラーゼ（AraA）、リブロキナーゼ（AraB）、リブロース 5 リ

ン酸  4－エピメラーゼ（AraD）、計 3 つの資化酵素によって、ペントー

スリン酸経路中の D-キシルロース 5 リン酸に変換される。つまり、これ

らの遺伝子の破壊により資化経路を異なる段階で遮断できると考えられ、

下流の中間代謝物の制御への関与を個別に調べることが可能になる。先

行研究において、これらの遺伝子破壊株はアラビノースを単一炭素源と

して増殖出来なくなることが確認されている。WT、araA 破壊株（araA）、

araB 破壊株（araB）、araD 破壊株（ araD）を A 培地で 4 時間培養した

後、終濃度 2 %になるようにアラビノースを加える直前（ 0 分）、添加 5

分後（ 5 分）、添加 15 分後（ 15 分）の時点で菌体を回収し、トータル RNA

を得た。まず、WT、araA、araD における araB 遺伝子の発現を調べた

（図 3-17A）。その結果、 0 分及び 5 分におけるaraA、araD の araB の

発現レベルは、WT のそれと同等のレベルを示した。しかし、WT ではア

ラビノース添加 5 分後から 15 分後にかけて顕著に発現レベルが低下した

が、araA、araD ではほとんど変化しなかった。同様の結果が、WT、

araB における araA の発現パターンで確認された（図 3-17A）。また、 3

つの遺伝子破壊株は araE、 araR の発現レベルにおいても、 0 分、 5 分で

WT と同様のパターンを示したが、アラビノース添加 5 分後から 15 分後

にかけて WT で生じる顕著な発現レベルの低下は認められなかった（図

3-17B、C）。まとめると、アラビノースの代謝はアラビノース代謝関連遺

伝子のアラビノース応答に何ら影響を与えないが、アラビノース添加 5

分後から 15 分後にかけて生じる発現抑制に関与する可能性が考えられ

る。  
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アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノース誘導におけるアラビノース

取り込みの関与  

 アラビノース代謝関連遺伝子のアラビノース誘導におけるアラビノー

ス取り込みの関与を明らかにするために、アラビノースプロトンシンポ

ーターをコードする araE の破壊株（araE）を構築した。WT とaraE

を A 培地で 4 時間培養した後、様々な濃度のアラビノースを加え（終濃

度 0.5、 5、 50、 200 mM）、添加直前（ 0 分）、添加 5 分後（ 5 分）の時点

の菌体からトータル RNA を回収し、定量 RT-PCR により発現レベルを調

べた。その結果、 0 分における araB、araE、araR の発現レベルは WT と

図 3-17．アラビノース代謝欠損株

 におけるアラビノース応答

野生型、 araA、 araB あるいは araD

遺伝子を破壊した C.  glutamicum 

ATCC 31831 株を糖を含まない A 培

地で 4 時間培養した後、アラビノー

スを終濃度 2%になるように添加し

た。添加直前（ 0 分）、添加 5 分及

び 15 分後の菌体を回収して araB、

araA、araE、araR 遺伝子の発現レベ

ルを調べた。野生株を白、araA 破壊

株を明灰、araB 破壊株を暗灰、araD

破壊株を黒で示す。アラビノース添

加 5 分後の野生株の値を 1 としてそ

の相対値を示す。標準偏差を独立し

た 3 回の繰り返し実験により求め

た。  
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araE で差がなかった（図 3-18）。araE の発現レベルを araE 遺伝子の削

除領域外で設計したプライマーを用いて調べた。WT における araB 及び

araE は、添加したアラビノースが低濃度である方が強く誘導されていた

（図 3-18A、B）。araE における araB 及び araE は、アラビノースが 5、

50、 200 mM の範囲で添加された場合に WT と同様に強く誘導されたが、

0.5 mM の濃度で添加したところ誘導レベルが著しく小さかった。 araB

及び araE と同様の傾向が araR 遺伝子でも確認された（図 3-18C）。低濃

度のアラビノース存在下におけるアラビノース応答が、アラビノース取

り込み体の欠損により著しく損なわれることから、アラビノース誘導は

細胞内のアラビノースによって引き起こされることが明らかになった。  

 

 

  
図 3-18．araE 破壊株におけるア

 ラビノース応答

野生型、araE 遺伝子を破壊した C. 

glutamicum ATCC 31831 株（WT、

araE）を糖を含まない A 培地で 4

時間培養した後、アラビノースを

終濃度が 0.5 mM（白）、5 mM（明

灰）、50 mM（暗灰）、200 mM（黒）

になるように添加した。添加直前

（ 0 分）及び添加 5 分後の菌体を

回収して araB、araE、araR 遺伝子

の発現レベルを調べた。終濃度が

50 mM になるようにアラビノース

を添加した時の 5 分後の発現レベ

ルを 1 としてその相対値を示す。

標準偏差を独立した 3 回の繰り返

し実験により求めた。  
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アラビノース代謝関連遺伝子の転写単位の決定  

 これまでの araB、araD、araA の発現パターン及びゲノム上の位置情報

から、araBDA はオペロンを形成する可能性が強く示唆される。これと同

様に、 galM 及び araR もアラビノース誘導において同様の挙動を示すこ

とから、オペロンを形成していると推測される。そこで、 araBDA 及び

galM-araR がオペロンを形成しているのかどうかを RT-PCR によって調べ

た。 cDNA サンプルは WT をアラビノース存在下で 4 時間培養した菌体

のトータル RNA から調製した。PCR 反応のポジティブコントロールとし

て C. glutamicum  ATCC 31831 株ゲノムを、 cDNA サンプル合成元のトー

タル RNA へのゲノム混入の可能性を排するために、同一のトータル RNA

からの cDNA 合成反応時に逆転写酵素の代わりに水を加えたサンプル

（ -RT とする）を cDNA サンプル（ +RT とする）と同様に鋳型として使

用して PCR を行った。PCR で増幅した領域を図 3-19A で示す。実験の結

果、araB-araD 及び araD-araA の遺伝子間領域を示すバンドがゲノム及び

+RT を鋳型とした時に合成されたが、 -RT を鋳型とした場合にバンドは

認められなかった。このことから、 araB-araD-araA はオペロンを形成す

ることが明らかになった。同様の実験によって、 galM 及び araR がオペ

ロンを形成することが明らかになった。  

 

 

  

図 3-19．  RT-PCR

araBDA 及び galM-araR の共転写産物が存在するかどうかを RT-PCR により

調べた。A のクラスター上部において示される番号及び領域は、B における

番号と PCR の増幅領域に相当する。B における増幅領域毎の 3 つのレーンは、

左からゲノム、-RT（トータル RNA を用いた逆転写反応を行う際に、逆転写

酵素を加えなかったもの）、 +RT を鋳型として PCR 反応を行ったものをロ

ードした。  
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araR の転写単位の解明  

 上記研究結果に反して当研究室の先行研究では、 galM 及び araR の転

写が独立していることを示す結果が得られている。従って、araR は galM

プロモーター以外のプロモーターによっても転写される可能性が示唆さ

れた。そこで、araR 上流配列（ 400 塩基対）を lacZ 遺伝子の上流に融合

した ParaR-lacZ 遺伝子を C. glutamicum  ATCC 31831 株ゲノムに挿入した

株（ ParaR-F 株）を構築して、 LacZ レポーターアッセイを行った。実験

のネガティブコントロールとして、araR 上流配列を逆向きに lacZ 遺伝子

に融合した遺伝子を導入した ParaR-R 株を使用した。 ParaR-F 株及び

ParaR-R 株を 1%のグルコースあるいはアラビノースを含む A 培地で培養

し対数増殖期における LacZ 活性を調べたところ、ParaR-F 株においての

み活性が検出され、 ParaR-R 株では活性はなかった（図 3-20A）。また、

ParaR-F 株の LacZ 活性はグルコースで培養した時と、アラビノースで培

養した時の菌体で差がなかった。  

 次に、 araR のアラビノースによる発現誘導が galM プロモーターに依

存的であるのかどうかを調べるために、 galM 上流領域（ 400 塩基対）を

lacZ 遺伝子に融合した PgalM-lacZ 遺伝子を導入した PgalM-F を構築した。

PgalM-F と ParaR-F を A 培地で 4 時間培養した後、終濃度が 2 %になる

ようにアラビノースを加え、直前、添加 5 分後、添加 15 分後における lacZ

発現レベルを定量 RT-PCR によって調べた。その結果、PgalM-F における

lacZ 発現レベルは galM 遺伝子と同程度に、アラビノースの添加 5 分後に

誘導された（図 3-20B）。しかし、ParaR-F における lacZ 発現レベルはア

ラビノースの添加前後で変化しなかった（図 3-20B）。これらの実験によ

り、araR はアラビノース誘導性の PgalM だけでなく、アラビノース非誘

導性の ParaR によっても転写されることが明らかになった。  
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図 3-20． araR  の転写単位

A： araR 遺伝子の上流配列（ ParaR）を大腸菌由来の lacZ 遺伝子の先頭に接

続した融合遺伝子を導入した C. glutamicum ATCC 31831 株を用いて araR の

プロモーター活性を測定した。 ParaR を順方向で接続した遺伝子を持つ

ParaR-F 及び、逆向きに接続した ParaR-R をグルコースあるいはアラビノー

スを 2%で含む A 培地で 4 時間培養した。その後、菌体を回収して粗抽出液

中の -ガラクトシダーゼ活性を測定した。 3 回の独立した繰り返し実験によ

り、平均値及び標準偏差を求めた。N.D.は活性が検出されなかったことを示

す。  

B：ParaR-F 及び galM 遺伝子上流領域を lacZ 遺伝子に接続した融合遺伝子を

有する PgalM -F を糖を含まない A 培地で 4 時間培養した。その後、アラビノ

ースを終濃度 2%になるように添加した。添加直前（ 0 分）、添加 5 分及び

15 分後の菌体を回収して lacZ 遺伝子の発現レベルを定量 RT-PCR によって

調べた。PgalM -F を白、ParaR-F を灰で示す。アラビノース添加直前の値を 1

として相対値を示す。標準偏差を独立した 3 回の繰り返し実験により求めた。 
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BSB の機能解析  

 araB 及び galM の遺伝子間領域にある AraR 結合サイト（BSB）の遺伝

子 発 現 制 御 に お け る 役 割 を 直 接 調 べ る た め に 、 ゲ ノ ム 上 の BSB

（ATGTTAGCGATAACAC）の中心の CGA を ATC に置換した BSB 変異株

（B-m）を構築した。この配列置換によって、AraR の DNA 結合活性が

著しく損なわれることをゲルシフトアッセイにおいて確認している（図

3-13F）。WT 及び B-m を A 培地で 4 時間培養した後、終濃度が 2 %にな

るように L-アラビノースを加え、直前、添加 5 分後、添加 15 分後にお

ける、araBDA の発現レベルを定量 RT-PCR によって調べた。同様の実験

で既に述べたように、WT における araBDA の発現レベルはアラビノース

添加 5 分後に 20 倍以上に誘導され、その後の 10 分間で低下する現象を

認めた（図 3-21A）。B-m において araBDA 発現レベルはアラビノースの

添加前において高発現していた（図 3-21A）。従って、 araBDA の発現制

御において、BSB は必須のシスエレメントとして働くことが明らかにな

った。また、B-m における araBDA の発現は、araR におけるのと同様に、

アラビノース添加後に急激に抑制されたことから、AraR 以外の制御因子

の関与が示唆された。BSB は araB の上流で逆向きに転写される galM の

-10 領域に重なっているため、 galM の発現制御にも関与する可能性が示

唆された。そこで、B-m における galM-araR の発現レベルを調べてみた

ところ、アラビノース添加前に galM -araR 発現レベルが WT に比べて高

いことが明らかになった（図 3-21B）。以上の実験により、 araB-galM 遺

伝子間領域に存在する BSB は、その周辺から転写される 2 つのオペロン

（ araBDA 及び galM-araR）のアラビノース誘導制御に関与する唯一のシ

スエレメントであることが明らかになった。また、BSB は araB 転写開始

点に対して下流に位置するが、 galM 転写開始点からは -10 領域付近に位

置しており、抑制機構が araB 及び galM プロモーター間で異なることが

示唆された。  
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BSE の機能解析  

 ゲノム上の BSE1 及び BSE2 の中心の CG を AT に置換することにより、

AraR 結合サイト変異株（E1-m、E2-m、E1/2-m）を構築した。E1-m は BSE1

が置換されており、BSE2 は無置換である。E2-m は E1-m とは逆に BSE2

が置換されている。また、E1/2-m は両方の結合サイトが置換された株で

ある。WT、E1-m、E2-m、E1/2-m を A 培地で培養し、 4 時間後の培養液

にアラビノースを終濃度が 2 %になるように加え、添加直前（ 0 分）、添

加 5 分後、添加 15 分後における araE 発現レベルを定量 RT-PCR によっ

て調べた。その結果、アラビノース添加前の発現レベルは、 E2-m と WT

と同じであったが、E1-m では 5 倍程度高かった（図 3-22）。また、E1/2-m

の araE 発現レベルは WT の約 30 倍に上昇していた（図 3-22）。以上の結

果から、BSE1 及び BSE2 は独立して機能するシスエレメントであり、そ

れぞれが araE 発現抑制に関与するが、BSE1 の方がより効果的に抑制す

ることが明らかになった。また、アラビノース添加 5 分後と比べて 15 分

後の WT、E1-m、E2-m では araE 発現レベルが低下しているが、 E1/2-m

はアラビノース添加 15 分後に減少していなかった。これにより、アラビ

ノース初期誘導後に AraR 依存的な抑制が存在する可能性が示唆された。

araE 以外の他のアラビノース代謝関連遺伝子の発現は、 WT と全ての

BSE1、BSE2 変異株において差はなかった（データは省略する）。  

図 3-21．BSB 変異株におけるアラ

 ビノース応答

野生型及びゲノム上の BSB の中心配

列を置換した C. glutamicum ATCC 

31831 株（WT、B-m）を糖を含まな

い A 培地で 4 時間培養した後、アラ

ビノースを終濃度 2%になるように

添加した。添加直前（ 0 分）及び添加

5 分、15 分後における araB-araD-araA

（A）、galM-araR（B）発現レベルを

調べた。野生株を白、B-m を灰で示

す。アラビノース添加前の野生株の

発現レベルを 1 としてその相対値を

示す。標準偏差を独立した 3 回の繰

り返し実験により求めた。  
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AraR 非依存的な発現抑制におけるアラビノース代謝の影響  

 AraR 非依存的なアラビノース代謝関連遺伝子の発現抑制にアラビノ

ース代謝が関与するかどうかを調べるために、 araA の BSB を置換した

araA/B-m を構築した。B-m 及びaraA/B-m を A 培地で 4 時間培養した

後、L-アラビノースを終濃度 2 %になるように加え、添加直前、添加 15

分後で菌体を回収し、定量 RT-PCR によってアラビノース代謝関連遺伝

子の発現レベルを調べた。その結果、アラビノース添加直前における araB

発現レベルは両株で差がなかったが、アラビノース添加 15 分後における

B-m の araB 発現レベルは低下するのに対して、araA/B-m ではほとんど

変化しなかった（図 3-23）。以上の事から、AraR 非依存的なアラビノー

ス代謝関連遺伝子の発現抑制は、アラビノース代謝に依存的に起こるこ

とが明らかになった。変化量は araB に比べて小さいが、同様の傾向が

galM でも確認された（図 3-23）。また、B-m において araE のアラビノー

ス誘導が消失した（図 3-23）。これは、BSB の破壊によって恒常的にア

ラビノース資化経路が活性化されていることにより、細胞内にアラビノ
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図 3-22．BSE  変異株におけるアラビノース応答

まず、ゲノム上の BSE1 の中心配列が置換された C. glutamicum ATCC 31831

株（ E1-m 株）、BSE2 の中心配列が置換された C. glutamicum ATCC 31831 株

（ E2-m 株） 、両方の BSE が置換された C. glutamicum ATCC 31831 株（ E1/2-m）

を構築した。野生型 C. glutamicum ATCC 31831 株（WT）及び E1-m、 E2-m、

E1/2-m を糖を含まない A 培地で 4 時間培養した後、アラビノースを終濃度

2%になるように添加した。添加直前（ 0 分）及び添加 5 分、15 分後における

araE 発現レベルを調べた。アラビノース添加前の WT の発現レベルを 1 とし

てその相対値を示す。標準偏差を独立した 3 回の繰り返し実験により求めた。 
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ースが蓄積しないためと考えられる。実際に、 araA/B-m では誘導が確

認された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-4. 考察  

本研究によって、C. glutamicum  ATCC 31831 株のアラビノース代謝関

連遺伝子クラスター内の LacI ファミリーの転写因子をコードする araR

の遺伝子産物が、近傍のアラビノース資化遺伝子オペロン（ araBDA）及

びアラビノース取り込み遺伝子（ araE）の上流領域に結合することを明

らかにし（図 3-9）、AraR の DNA 結合活性がアラビノースにより低下す

ることを in vitro で確認した（図 3-11）。また、アラビノース資化遺伝子

欠損株においてもアラビノース代謝関連遺伝子の発現誘導が WT と同様

に認められ（図 3-17）、アラビノース取り込み体をコードする araE の破

壊により、アラビノース低濃度存在下におけるアラビノース誘導が大き

く損なわれたことから（図 3-18）、細胞内に取り込まれたアラビノースを

インデューサーとして、アラビノース代謝関連遺伝子は誘導されること

が明らかになった。以上のことから、AraR がアラビノース応答性転写因

子として C. glutamicum  ATCC 31831 株のアラビノース代謝関連遺伝子の

アラビノース誘導を直接的に制御することが明らかになった。  

 C. glutamicum  ATCC 31831 株の LacI ファミリーの転写因子 AraR は、

既知の同ファミリーの転写因子と同様に 16 塩基対のパリンドローム様

図 3-23．アラビノース代謝欠損株にお

 けるアラビノース添加後の発現変化

araA 遺伝子破壊株のゲノム上の BSB に配

列の置換を加えた araA /B-m を構築した。

野生株（WT）、B-m、araA /B-m を糖を含

まない A 培地で 4 時間培養した後、アラビ

ノースを終濃度 2%になるように添加した。

添加直前（ 0 分）及び添加 15 分後における

araB、galM、araE 発現レベルを調べた。野

生株を白、B-m を灰、araA /B-m を黒で示

す。アラビノース添加前の B-m の発現レベ

ルを 1 としてその相対値を示す。標準偏差

を独立した 3 回の繰り返し実験により求め

た。  
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配列を標的とすることが明らかになった（図 3-13A） (89)。これまでに、

様々な細菌から LacI ファミリーの転写因子が糖質代謝関連遺伝子の制御

因子として働くことが報告されている (90)。関連研究及び本研究の成果

から、C. glutamicum の AraR は C 末端のアラビノース結合ドメインにア

ラビノースが結合することにより、N 末端の DNA 結合ドメインの構造が

変化し、DNA 結合活性が低下するのだと思われる。LacI ファミリーの転

写因子において、アラビノースをエフェクターとして DNA 結合活性が変

化するのを認めたのは本研究が初めてである。大腸菌及び枯草菌におい

てアラビノース応答性転写因子が同定されているが、これらは LacI ファ

ミリー以外に属する。大腸菌の AraC は AraC/XylS ファミリーに属し、ア

ラビノース非存在下においてリプレッサーとして、また、アラビノース

存在下においてアクチベーターとして働く (91)。AraC によるアラビノー

ス応答制御モデルは、大腸菌と近縁の Enterobacter 属、Klebsiella 属等の

腸内細菌科に属する細菌においてよく保存されている (92)。枯草菌の

AraR は GntR ファミリーに属するタンパク質と相同な DNA 結合ドメイン

を有し、アラビノース代謝関連遺伝子をアラビノース非存在下で抑制す

る (82)。GntR ファミリーの AraR 相同タンパク質による制御が、枯草菌

と同じフィルミクテス門に属する Clostridium acetobutylicum においても

見つかっており、同論文において Bacillus 属、Clostridium 属、Lactobacil lus

属における AraR 相同タンパク質のレギュロンの比較が行われている (93)。

今日までに、ATCC 31831 株以外のアラビノース資化性 C. glutamicum は

見つかっていない。しかし、 C. glutamicum と同じ放線菌門に属する

Mycobacterium smegmatis 及び Streptomyces venezuelae は、C. glutamicum  

ATCC 31831 株と同様にアラビノース資化遺伝子及び LacI ファミリーの

AraR 相同タンパク質をコードする遺伝子からなるクラスターを有し、そ

れぞれの AraR 相同タンパク質のアミノ酸配列が C. glutamicum の AraR

と 44%、 41%一致する。M. smegmatis のアラビノース資化遺伝子がアラ

ビノースにより誘導されることが知られているが、AraR 相同タンパク質

の制御への関与は明らかにされていない (94, 95)。これまでにアラビノー

ス代謝遺伝子の制御系が放線菌門に属する細菌で解析された例はほとん

どないが、アラビノース資化性の放線菌においては本研究で明らかにさ

れた LacI ファミリーの AraR による制御が保存されているかもしれない。 

 DNaseI フットプリンティングにおいて、DNaseI の消化から保護された

3 つ の 領 域 か ら 、 16 塩 基 対 の 特 徴 的 な 保 存 配 列 を 見 出 し た

（ATGTtAGCGnTaAcat）（図 3-13A）。このモチーフは、 araB 転写開始点
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より 8 塩基下流から 23 塩基下流（BSB）、araE 転写開始点より 10 塩基下

流から 25 塩基下流（BSE1）及び 29 塩基上流から 44 塩基上流（BSE2）

に存在する（図 3-12）。先行研究により、 LacI ファミリーの転写因子は

パリンドローム様配列を標的とすることが分かっており、特に中心は

LacI ファミリーのほとんどの転写因子において CG で共通である。しか

し、ファミリー内でパリンドロームの外縁部分にバリエーションが認め

られ、その違いにより特異的なターゲットに結合出来ると考えられてい

る (89, 90)。これらの成果から推察されるように、本研究においても標的

モチーフの中心配列の置換により、AraR の DNA 結合活性は著しく低下

した（図 3-13F、3-14）。また、大腸菌の LacI 及び GalR 等の LacI ファミ

リーに属する一部の転写因子は、プロモーター内及びその近傍の複数の

結合サイトに協調的に結合し、ループ構造を形成して相乗的に強く発現

を抑制することが知られている (96, 97)。araE プロモーターにおける 2 つ

の AraR 標的モチーフの中心間距離は 53 塩基対であり、DNA 二重らせん

構造に基づいてちょうど 5 へリックスの距離をおいて標的モチーフは同

一平面上に存在する（ 1 へリックスは約 10.5 塩基対 (98-100)）。このよう

なことから、AraR は araE プロモーターにおいて協調的に 2 カ所の結合

サイトを占有する可能性が考えられた。この仮説を検証するために、ゲ

ノム上の各 AraR 結合サイトを破壊した株における araE 発現パターンを

調べたが、 araE の発現を制御するのに AraR は必ずしも両方に結合する

必要はなく、BSE1 に結合するだけで野生株と同等に発現を抑制出来るこ

とが明らかになった（図 3-22）。また、BSE2 も BSE1 に比べて抑制レベ

ルは弱いが、AraR シスエレメントとして araE の発現抑制に関与するこ

とが明らかになった（図 3-22）。精製 AraR タンパク質を用いたゲルシフ

トアッセイにおいて、BSE1 及び BSE2 に対する AraR の DNA 結合活性に

ほとんど差がなかったため（図 3-16B、C）、araE 抑制レベルの差異が AraR

の DNA 結合活性に起因しないと思われる。araE プロモーターにおいて、

BSE1 は転写開始点下流に位置するが BSE2 は -35 領域周辺に位置してお

り、転写開始点に対する位置関係が異なる（図 3-12D）。転写抑制因子は

転写開始点下流に結合する場合が多く、転写の開始と伸長の両方を阻害

することが知られている (101)。もしかすると、BSE1 及び BSE2 を介した

AraR による抑制レベルに差があるのは、結合位置が違うために抑制機序

が異なるからなのかもしれない。まとめると、araE プロモーターにおい

ては、弱い抑制をもたらす結合サイト（BSE2）と強い抑制をもたらす結

合サイト（BSE1）を介した AraR による 2 パターンの制御が並存してい
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る。この生理学的意義として、アラビノース取り込み遺伝子 araE の発現

レベルにゆらぎを持たせることが出来るかもしれない。この他にも関連

研究から、複数の結合サイトを配することによって AraR の局所的濃度を

高く保ち、結合サイトの占有率を上げる等のことも考えられる (102, 103)。

これに関して、他のアラビノース応答性転写因子である大腸菌の AraC

及び枯草菌の AraR の結合サイトがプロモーター内に 2 カ所存在する場合

は、転写因子タンパク質が両結合サイトに協調的に結合して形成される

ループ構造が発現制御の要であることが分かっており (72, 82, 83)、 C. 

glutamicum  ATCC 31831 株の AraR とは複数の結合サイトが存在する場合

の制御機構が異なる。  

アラビノース代謝関連遺伝子クラスター内の araB 及びその上流から

逆向きに転写される galM の間に位置する AraR 結合サイト（BSB）の変

異により、両遺伝子を先頭とする 2 つのオペロンがアラビノース非存在

下で高発現していた（図 3-21）。また、BSB の周辺に BSB 以外の AraR

結合サイトは見つからなかった。BSE1 及び BSE2 は両オペロンの転写開

始点付近から 2 kbp 以上離れており制御への関与は考えにくく、実際に、

BSE1 及び BSE2 の変異株における araBDA 及び galM-araR の発現パター

ンは野生株と同様の傾向を示した（データは省略する）。これらの結果か

ら、BSB は周辺から転写される  araBDA 及び galM-araR オペロンのアラ

ビノース応答性を制御する唯一のシスエレメントとして働くことが明ら

かになった。また、 BSB 変異による発現への影響は araBDA の方が

galM-araR に比べて大きく、BSB を介した AraR による抑制レベルにオペ

ロン間で差がある可能性が示唆された（図 3-21）。BSB は araB 転写開始

点より 8 塩基下流から 23 塩基下流に位置し、 araE プロモーターにおい

て強い抑制をもたらす BSE1 と位置関係が似ている。しかし、BSB は galM

転写開始点より 9 塩基上流から 24 塩基上流に位置している。AraR によ

る araBDA と galM-araR の発現制御においても、各オペロンの転写開始

点に対する BSB の位置が抑制レベルを決定する要因となる可能性がある。 

araB 及び araE プロモーターから見出された 3 つの AraR 結合サイトに

対する、AraR の DNA 結合活性はアラビノース非存在下においてほとん

ど同じであった（図 3-16）。しかし、アラビノース存在下における AraR

の DNA 結合活性は BSE1 及び BSE2 と比べて BSB で顕著に高いことが示

された（図 3-15、図 3-16）。このことから、 araBDA の脱抑制に必要な細

胞内のアラビノース濃度が、araE の脱抑制に必要な濃度に比べて高いこ

とが示唆される。このような結合サイト毎に異なるアラビノース応答性
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や araE 上流で見られる補助的な AraR 結合サイトにより、アラビノース

の取り込みと資化がうまく共役しているのかもしれない。  

BSB 変異株を用いた解析及び RT-PCR 解析の結果から、AraR は上流の

アラビノース応答性の galM プロモーター依存的に自身の発現を抑制す

ることが明らかになった（図 3-19、3-21）。このような転写因子の自己抑

制制御は、インデューサーの非存在下において自身の発現を保持するこ

とと、脱抑制によって増加した転写因子タンパク質によって外界環境の

変化に対する迅速な適応を可能にすると考えられる。また、araR はアラ

ビノースによって誘導されないプロモーターによっても転写されること

が明らかになった（図 3-20）。アラビノースに対して非誘導性であるのは、

araR 遺伝子の上流に AraR 結合サイトが見つからなかったことと一致し

ている（図 3-9D）。galM プロモーターと araB プロモーターの制御は BSB

を介して同時に行われるため、 galM プロモーター依存的に araR が転写

される状況では araBDA の発現を十分に抑制出来ない可能性がある。こ

の araR 上流の非誘導性プロモーターは、 araBDA の発現を抑制したまま

araR を発現するために存在するのかもしれない。先行研究により、AraR

と同じ自己抑制型及び恒常的な 2 つのプロモーターによって転写される

LacI ファミリーの転写因子遺伝子が Streptomyces griseus において見つか

っている (104)。  

アラビノース代謝関連遺伝子は araR 破壊株においてアラビノース添

加後に抑制されたことから、AraR 依存的な制御に加えて、AraR 非依存

的な制御も受けることが強く示唆される。これと同様に、BSB 変異株に

おける araBDA もアラビノース添加後に抑制されたが、 araA 遺伝子破壊

株をベースに BSB を変異させた株では、 araBDA の発現がアラビノース

添加後も保持された。このことから、アラビノース依存的かつ AraR 非依

存的な抑制はアラビノースの代謝を必要とすることが示唆される。また、

AraR による制御の可能性もあるが、野生株におけるアラビノース添加 5

分後をピークとして 15 分後に発現が低下する現象も、AraR 非依存的な

制御によるのかもしれない。アラビノースの資化によってアラビノース

代謝関連遺伝子の発現が抑制される現象は大腸菌においても認められて

おり、この発現抑制は誘導によって過剰量の代謝酵素を合成してしまわ

ないように備わっていると考えられている (105)。しかし大腸菌の場合は、

この抑制を完全に解除するためにアラビノース資化経路を遮断するだけ

でなく、 cAMP を培地中に添加する必要がある点で C. glutamicum  ATCC 

31831 株と異なっている (76)。大腸菌における cAMP-CRP はグルコース
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共存時におけるアラビノース代謝抑制にも関与しており、大腸菌はグル

コースとアラビノースを同時に利用出来ない。しかし、C. glutamicum に

おいては大腸菌における cAMP-CRP の様なカタボライトリプレッション

因子が見つかっておらず、事実、C. glutamicum によるグルコース及びア

ラビノース等の異なる炭素源の同時利用が報告されている (106-109)。し

かし本研究によって、グルコース及びアラビノースの同時添加により、

アラビノース添加 5 分以内に生じる速やかな発現誘導が消失することを

認め、短時間ではあるが異種糖質の共存条件において、未知の発現制御

機構が存在する可能性が示唆された（図 3-7）。C. glutamicum の糖質応答

性については更なる研究が必要である。本研究で明らかにした AraR 依存

的な発現制御機構に加えて、AraR 非依存的な制御機構を解明出来れば、

有用工業微生物である C. glutamicum の糖質代謝能の全容解明に貢献出

来るだけでなく、アラビノースの効率的な資化能を有する遺伝子組換え

株の育種に有用な基盤を得ることが可能になると思われる。  
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総括  

 食料資源と競合せずに豊富に確保できる稲わら等のリグノセルロース

系バイオマスを原料として、バイオ燃料及び化成品を生産することによ

り循環型社会の構築に大きく近づく。本研究では、アミノ酸生産菌とし

て古くから利用されてきた C. glutamicum を宿主としたリグノセルロー

ス系バイオマスからの物質生産において、その効率化に重要なペントー

ス利用について研究した。  

 

第一章では、先行研究で構築されたキシロオリゴ糖利用能を有する C. 

glutamicum を基に、近縁の細菌から同定したキシラナーゼ及びアラビノ

フラノシダーゼ遺伝子を導入することにより、アラビノキシランの直接

利用能を獲得させた。  

 

第二章では、一般的にペントースの資化能を持たないとされてきた C. 

glutamicum に お い て 、 例 外 的 に ア ラ ビ ノ ー ス 資 化 能 を 有 す る C. 

glutamicum  ATCC 31831 株のアラビノース資化性に着目し、新規のアラビ

ノース誘導制御機構を解明した。  

 

 微生物の発酵能力を最大限に活用するためには、培養経過中における

微生物細胞内の代謝反応の変化を充分に把握・解析した上で、プロセス

全体の最適化や制御を実現することが肝要である。近年ではゲノム科学

や代謝工学の進展に伴い、遺伝子発現、タンパク質、代謝物に関するオ

ミクスデータが得られるようになってきている。このような生体内分子

ネットワークの網羅的解析結果に基づいて的確な代謝改変戦略を導出す

ることにより、標的物質の収率・生産性の向上が可能になる。本研究で

は新規の多糖分解酵素遺伝子の単離とその機能の理解に基づいて、本菌

で初めてアラビノキシランの直接利用を可能にしただけでなく、アラビ

ノキシラン関連糖質であるアラビノースの代謝関連遺伝子を制御する新

規の転写因子を解明した。本研究で得られた知見は、高機能な発酵生産

菌を育種する上での基盤情報として産業上重要であるだけでなく、細菌

の糖質代謝能の基本的理解に大きく貢献すると信じている。今後、基礎・

応用の境界なく、本研究で達成したことが活用されることを願う。  
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