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論文内容の要旨

申請者氏名 久下 貴之

農業残 渣な どの リグ ノセル ロー ス系バイ オマスは、食 料資源 と競合せ ず、 グル コー

ス、キシ ロース、 ア ラビノース な どを豊 富に含 有す る再生可能 資源 あ り、微 生物 を用

い たバイ オ燃料 ・化成 品生産 にお ける原料 として利 用す るこ とがで きる。

コ リネ型細 菌のCorynebacteriu〃i91uta〃liCUMは 、グル タ ミン酸 をは じめ とす るア ミノ

酸 の発酵 生産 に古 くか ら利 用 され てきた有 用工業微 生物 であ るが、一般 的 にペ ン トー

スを資化 で きない。 したが って、Cglutamicumを リグ ノセル ロー ス系バイ オマ スを原

料 とした物質生産 にお ける宿主 として利用 す るた めには、糖質代謝 能の改善 を行 うこ

とが必要で ある。以上の背景 か ら、本研 究ではペ ン トース資化 能 を有す る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 を可能 とす るため、多糖

分解酵 素遺伝 子の機 能お よびペ ン トース代謝遺伝子 の発現制御機構 を解析 した。

まず、農業残渣 に豊 富 に含 まれ るペ ン トースか らなる多糖 （ア ラ ビノキシラ ン）の

分解酵 素遺伝 子 を解析 し、そ の直接資化能 をC．glutamicumに 獲得 させ るこ とを試 みた。

先行研 究 において、CorynebacteriumaZkanolyticum由 来の キシロオ リゴ糖 （以下XOS）

お よびア ラ ビノキシロオ リゴ糖 （以下AXOS） の両方 の取 り込み体 をコー ドす るxyZEFG

遺伝 子、β一キシ ロシダーゼ をコー ドす るxylD遺 伝子 、お よび大腸 菌 由来のキ シロース

資化 関連 酵素 （キシ ロースイ ソメラーゼ 、キシル ロキナーゼ） を コー ドす るXYIAB遺

伝 子 を導入 したC．glutamicumの 遺伝 子組換 え株 はXOSの 資化能 を獲得 したが、AXOS

は利 用 されず に細胞 内に蓄積す る ことが分 かっていた。 そ こで、cαlkanolyticu〃zの ゲ

ノム上か らアラ ビノフラノシダーゼ を コー ドす るabf51B遺 伝 子お よび分泌型 キシラナ

ーゼ をコー ドす るxyl1遺 伝子 を見 出 し、上記のXOS資 化性C．gluta〃zicumに 両遺伝子

を導入 した ところ、ア ラビノキ シランの直接 資化 能 を獲得す るこ とが 明 らかになった。

次 に、C．glutamicumの 中で例外 的にア ラビノースを資化 で きるATCC31831株 のア

ラ ビノース代謝制御機構 を解析 した。 まず 、Cglutamicumに お けるアラ ビノー ス代謝

関連遺伝子 の発現制御 に転写 因子AraRが 直接 的に関与す るか どうか を調べ るた め、精

製 したAraRを 用い てゲル シフ トア ッセ イ を行 った。そ の結果 、アラ ビノー ス資化遺伝

子オペ ロン （αraBDA＞ とアラ ビノース取 り込 み体 をコー ドす るaraE遺 伝子 の上流領

域のDNA断 片 にAraRが 特異 的に結合す るこ とが示 された。また、このDNA－AraR複

合体 の形成 はアラ ビノースの添加 に よ り阻害 された。次 に、DNaseIフ ッ トプ リン ト法

によ りAraR結 合部位 を検 出 し、5’－RACE法 によ りaTaBとaraEの 両遺伝子 の転写 開始

点 を明 らかに した。以上の結果か ら、ア ラビノース非 存在 下 において、AraRは アラ ビ

ノー ス資化 ・取 り込み遺伝子 のプ ロモー ター領域 に結 合 し、それ らの発 現 を抑制す る

が、ア ラ ビノーが存在す る とAraRのDNA結 合活性 が低 下す るこ とによ り、発現抑制

が解除 され る ことが示 され た。
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論文審査結果の要旨

申請者氏名 久下 貴之

近年 、食料 資源 と競合 しない リグノセル ロー ス系バイ オマス を原料 としたバ イオプ

ロセ スの開発 （バイオ リファイ ナ リー研 究）が注 目され てい る。 コ リネ型細菌 の一種

で あるCorynebacteriu〃291utamicu〃1は くグル タ ミン酸 をは じめ とす る多 くのア ミノ酸 の

発 酵生産 に古 くか ら利用 され てきた有 用工業微生物 で あるが、セル ロー ス、ヘ ミセル

ロー ス、お よび これ らか ら生成 され るキシ ロー スや ア ラ ビノー スな どのペ ン トース を

資化す る能力 を有 してい ない。 申請者 の所属す る研 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 た め に 、C．

glutamicumに お ける糖代謝 関連遺伝子 の発現制御機構 の解析 お よび外来遺伝 子 の導入

に よる様 々な糖質代謝能 の改 善、付 与な どを行 って きてい る。

申請者 は、C．glutamiCMm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 を可能 とす るため、多糖分解酵 素遺伝子 の機能 お よびペ ン トー ス代謝遺伝 子 の発現

制御機構 を解析 し、以下に示す新 たな結 果や重要 な知見 を得た。

1） リグノセル ロー ス系バイ オマスの主要構成成分 で あるキシランに着 目し、微 生物

由来 の キ シ ラ ン分 解 酵 素 遺 伝 子 に つ い て 機 能 解 析 を行 っ た 。 そ の 結 果 、

Corynebacteriumalkanolyticum由 来の キシロオ リゴ糖お よびア ラ ビノキシロオ リゴ

糖 の取 り込み体 をコー ドす るxylEFG遺 伝子 、β一キシ ロシダーゼ をコー ドす るxylD

遺伝 子、大腸菌 由来 のキ シロース資化 関連酵 素 （キシ ロー スイ ソメラーゼ 、キシ

ル ロキナーゼ） をコー ドす るxylAB遺 伝子 、アラ ビノフラノシダーゼ を コー ドす

るabf51B遺 伝子お よび分泌型 キシラナーゼ を コー ドす るxyll遺 伝子 を導入 した

C．gluta〃2iCUMの遺伝子組換 え株 を構 築 した ところ、稲 わ らな どにお いて豊 富なア

ラ ビノース側鎖の多 い キシランの資化能 を付与す る ことに成功 した。

2） 一般 的にアラ ビノー スを資化 できない とされ てい るC．glutamiCMmの 中で、例外 的

にアラ ビノー ス資化能 を有す るC．glutamicumATCC31831株 に着 目し、解析 を行

った。その結果 、アラ ビノース非存在 下において、転写因子AraRは ア ラ ビノー ス

資化 遺伝子 のオペ ロン （araBDA） お よび ア ラ ビノース取 り込み 体 を コー ドす る

araE遺 伝子 のプ ロモー ター領域 に結合 し、それ らの発現 を抑制す るが、 アラ ビノ

ー スが存在す るとAraRのDNA結 合 活性 が低下す るこ とに よ り、発現抑制が解除

され る と言 う新規 なア ラビノース代 謝制御機 構 を明 らかに した。

以上 のよ うに、本論 文はC．glutamicumに ア ラ ビノキシラン資化能 を付与す る ことに

成功す るとともに、他 の微 生物 とは異 なるアラ ビノース の代謝制御機構 の一端 を明 ら

か に 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。


