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論文内容の要旨

申請者氏名 矢野 嵩典

当研 究室で備 蓄原 油 中 よ り単離 した グラム陽性細菌RhodococcuserythroρolisNgT－4

株 は、炭 素源 無添加 の完全無機塩 か らなる固体培地 で良好 に生育 し、その生育 にCO2

を要求す る とい う超低 栄養性 を示す。 しか しなが ら、既知の 独 立栄養性 細菌 に見 られ

るよ うな光、金属 な どのエネル ギー源 の添加 を全 く必要 ど しない。従 って、本菌 は従

来 の菌 とは異 なるユ ニー クな 「低 エネル ギー型 炭酸固定系」 を有 してい る可能性 が あ

る。本研 究で は本菌 の炭酸 固定経路の全容解 明 を 目的 として、（1）ガス状炭素化合物 の

資化性 、（2）ランダム変異導入 ライブ ラ リー を用 いた低栄養 生育に必須 な遺伝子 の同定、

（3）トランス ク リプ トー ム解析 に よる低栄養条件 で特異的 に発現す る遺伝 子 の同定 な ど

か ら、本菌 の低栄養 生育 にお け る炭 素代 謝 を考察 した。

最 初 に 、 これ ま で に検 討 され てい な かった大 気 中 に存 在 し得 るガ ス状 炭素化 合 物

（CO2，CO，CH4） の資化性 お よび生育へ の影響 を調べ た。その結果、CO2制 限条件 下に

お いて、COが 炭素源 にな るこ とを見 出 した。 しか しなが ら、 このCO資 化性 とゲ ノム

上 に存在す るCO脱 水素酵 素遺伝 子 との関連性 は認 め られ なか った。

次 に、低 栄養 生育 に必須 な遺伝 子の 同定 を 目的 として、新 た に本菌 の ランダム変異

ライ ブ ラ リー を構 築 し、低 栄養 生育不能 な変異株 の取得 を試 み た。得 られ た変 異株 は、

イ ソクエ ン酸 リアー ゼ遺伝 子 （aceA）、 リンゴ酸 シ ンターゼ遺伝 子 （aceB）、ホ スホエ

ノール ピル ビン酸カル ボキ シキナーゼ遺伝子 （pckG）の一部また は全 てを欠 朱 してい

る3つ のグル ープ に分かれ た。AceAお よびAceBは グ リオ キシル酸経 路 を構 成す る酵

素で ある ことか ら、本 菌の低栄養 生育 にはグ リオキシル酸経 路 を必須 であ るこ とが明

らか となった。また、PckGは 糖新 生に関与す る酵素 の1つ であ るこ とも合 わせ て、本

菌の低 栄養性 はTCA回 路 を基軸 とす る炭 素代謝が 関与 してい る可能性 が示唆 され た。

そ こで、本菌 のTCA回 路 を検 証 した結果 、α一ケ トグル タル 酸脱水素酵素 の代 わ りに、

α一ケ トグル タル酸脱炭酸酵 素が関与す る変形TCA回 路 が機能 してい るこ とが明 らか と

なった。∴

次 にマイ クロア レイ解析 に よる低 栄養 条件 で特 異的 に発現 す る遺伝子 の同定 を試み

た。そ の結果 、メ タノール脱水素酵素 、ホル ムアルデ ヒ ド脱水 素酵 素、NADHオ キシ

ダーゼ を コー ドす る各 遺伝子 の著 しい発 現が認 め られ た。また、アセ チルーCoAシ ンテ

ターゼ、アセチルーCoAカ ル ボキシ ラーゼ をコー ドす る各遺伝 子の高発現 も確認 で きた。

以上の結果 か ら、本 菌の低栄養性 に関す る以 下の よ うな仮説 を立てた。（1）大気 中に存

在 す る微量 アルデ ヒ ドを酸化 し、エネル ギー源 として利 用す る、（2）アルデ ヒ ドか ら酢

酸 を経 てアセ チルーCoAに 変i換し、C2代 謝 が起 こる、（3）本菌 のCO2要 求性 は主 として

アセチルーCoAへ の炭酸 固定、っま り脂質合成 に関連 す る と予想 でき る。

＼
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 矢野 嵩典

当研究 室で単離 されたRhodococcuserythroρolisNgT－4株 は、炭 素源 無添加 の完全無機i

塩 か らな る固体培 地で良好 に生育 し、その生 育にCO2を 要求す るが、その生育 には光 、

金属 な どのエネル ギー源 の添加 を全 く必要 と しない とい う極 めてユニー クな超 低栄養

性 を示す。 これ までにない低エネル ギー型炭酸 固定系 を有 し、産 業応用 的に も可能性

を秘 めてい る と考 え られ た ので、 これ ま でに様 々な検討 が な され て きた が、本 菌 の低

栄養性 、炭 酸固定経路 の全 容解 明には至 っていない。 申請者 は主 に生化学 的な手法 を

駆使す る ことに よ り、 これ まで とは別 の視点 か ら本 菌 の炭素代謝 に関す る研 究 を展 開

し、以下 に示す新 たな結 果や重要 な知見 を得 た。

1） 本菌 のガス状炭 素化 合物 の資化性 、生育へ の影響 を検討 し、CO2制 限条件 下でCO

も炭 素源 として資化 で きるこ とを明 らかに した。 ゲ ノム上 に存在す るCO脱 水素酵素

遺伝 子オル ソログの関与は否定 され たが、本 菌がCO2以 外 の大気 中成 分 を利 用 でき る

とい う重要 な知見 であ る。

2） ラ ンダム変異 ライ ブ ラ リーか ら低栄養性欠損株 を取得 し、aceA、aceBお よびpckG
な

が低栄養生育 に必須 であ るこ とを明 らか に した。 これ らの結果 よ り、 グ リオキ シル酸

経路 と糖新生 が低栄養生育 に必須 であ るこ とを明 らか に した。 また、本菌 におい ては

・変形TCA回 路が機 能 してい ることを予想 した。変形TCA回 路 の存在 は数種 の生物 で

認 め られ てい るが、その機能 は不明で あ る。申請者 は後述 のアセチルーCoAの 合成 に関

連 して、CoAの 節約 とい う新 たな機 能 を提唱 してい る。

3） マイ ク ロア レイ解析 に よって低栄養 条件 で特異 的 に発 現す る遺伝 子 として、 メタ

ノール脱 水素酵素 （MDH） 、ホル ムアルデ ヒ ド脱水 素酵 素 （nFADH） 、NADHオ キ シダ

ーゼ （NUO） を コー ドす る各遺伝子 を同定 した。MDHお よびnFADHの 発現 にっいて

は過 去のプ ロテオー ム解析 と一致す る結果 であ るが、NUOの 高発現 は新 たな知見 であ

り、後 述 のアル デ ヒ ドか らのエネル ギー獲得 を示唆す るものであ る。そ の他 、発現 が

高かった もの として、アセチルーCoAシ ンテ ターゼ 、アセチルーCoAカ ル ボキシ ラーゼ

を コー ドす る各 遺伝 子 を同定 し、大気 中に存在す るアルデ ヒ ド類 をエネル ギー源 かつ

炭 素源 とし、CO2要 求性 はアセ チルーCoAへ の炭酸 固定 に依 る もので ある とい うユ ニー一

クな仮説 を提唱 した。アセチルーCoAを 初発 とす るC2代 謝 の可能性 は上記 グ リオ キシ

ル酸経 路 の重要性 を支持す るものであ る。本研究 ではそ の証 明に は至 らなか った が、

現在LC－MSな どを用いた メタボ ローム解 析 に よつて仮説 の証 明を試み てい る。

以上の よ うに、本論文 は これ まで未知 であ ったNgT－4株 の炭 素代謝 の一端 を明 らか

に し、新 た な仮説 を提唱 した ものであ り、学術上 、応 用上貢 献す る ところが少 な くな

い。 よって審査委員 一 同は、本論文 が博 士 （バイ オサイエ ンス）の学位 論文 と して価

値 あ るもの と認 めた。 巳


