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論文内容の要旨

申請者氏名 辻本 敏博

Corynebacteriumgl“tamicumは 、有用物質 であ るイ ソブタ ノール に対 して高 い耐性 と

他 の有用微 生物 を凌 ぐ高 い生産性 を示 す ことか ら、イ ソブ タノール 生産 の宿主 として

有望 な細 菌で ある。 しか しなが ら、イ ソブ タノール の細 胞毒性 によって、そ の生産量

は2％ 程度 に留 まってい る。当研究室で は、培 地 中か らイソブ タノール を除去す る こと

で 、そ の生産量 が向上す る ことを見 出 してお り、 この知見 はイ ソブタ ノール生産 の効

率化 には細胞毒 性の緩和 が重要 である ことを示 して い る。そ の方法 の一 つが宿主へ の

耐性付 与で ある。 これまで に突 然変 異 を利用 したアル コール耐性株 の育 種が行われて

きたが、耐性 の向上は必 ず しも生産性 の向上 に繋 が っていなか った。 生産性 向上 を 目

指 した戦 略的な耐性付与 には、耐性機構 を分子 レベル で解 明す ることが重要で ある。

本研究で は、C．glutamicumの トランスク リプ トーム解 析 によって、イ ソブタ ノール

に応答 して発現 が変化 す る遺伝子 を明 らか に した。そ の発現パ ター ンか ら、 トリプ ト

フ ァン生合成遺伝子 の発 現 を制御す るアテニ ュエーシ ョン、 ロイシ ン生合成遺伝子 の

転写 制御 因子LtbR、NAD生 合成遺伝子 の転 写制御 因子NdnR、 シキ ミ酸利用遺伝子 の

転写制御 因子QsuRが 、イ ソブタ ノール に応 答 して制御下 の遺伝子 の発現 を変化 させ

る ことが示 唆 された。 また、C．gluta〃liCUMの 様々なス トレス応答 に関与す るシグマ因

子SigBお よびSigEを コー ドす る遺伝子 （sigBおよびsigE） の発現が大 き く上昇 して

いる ことが見 出 された。そ こで 、 これ ら遺伝子 の欠損株 を構 築 し、イ ソブ タノール耐

性へ の影響 を検 証 した と ころ、sigB欠 損株 はイ ソブタノール に対 して感受性 を示す こ

とが 明 らか とな った。sigE欠 損株 ではイソブタ ノール感受性へ の影響 は見 られ なか っ

たが、イ ソブタ ノール に応答 したsigBの 発 現上昇が著 しく低下す る ことが 示された。

さ らに、sigEはsigB以 外 にもイ ソブタ ノール に応答 して12遺 伝子 の発現 を制御 して

いる ことが 判明 した。

次 に、sigEの 発現 制御 機構 を解析す る 目的で、近縁PtMYcobacteriUMtubercuiosisの

知見 に基づ き二成 分制御 系 に着 目し、そ の解析 を行 った。そ の結果 、 リン酸 欠乏応 答

を制御す る二成分制御系phoSRは イ ソブタノール によ り発現 が強 く誘導 され、phoSR

欠損株で はsigEの イ ソブタ ノール応答 が完 全 に消失す る ことが見 出され た。 さ らに、

PhoSRは イ ソブタ ノール と同様 に 「細胞 表層ス トレス」と考 え られ るエタ ノールやSDS

に対 す るス トレス応答 にも関与 して いる ことが示 された。 これ らの結果か ら、イソブ

タ ノールス トレス応答 にPhoSRが 重要 な役割 を果た してい る ことが 明 らか とな った。

以 上、本研究で はC．glutamicumに おけ るイ ソブタノール耐性 に寄与す るス トレス応

答機構 の一つ と して、二成分制御 系PhoSRお よび シグマ 因子 を介す る転写 制御 ネ ッ ト

ワー ク を見 出 した。本転写 制御 ネ ッ トワークの制御 下 には、C．glutamicumの イソブタ

ノール耐性 に関与す る重要 な遺伝子が含 まれてい ると考 え られ る。



一

（別紙2）

論文審査結果の要旨

申請者氏名 辻本 敏博

近年 、バ イオイ ソブタ ノール は、 ガソ リン代替、 ジェ ッ ト燃料や各種化 学品の原料

と して期待 されて いるが 、そ の強 い細胞毒 性 によって、 これ まで微生物 によ る最終生

産濃度 は2％ 程度 に留まってい る。有用工業微生物CorynebacteriUMglutamicumは 他 の

微生物 と比較 して 、イ ソブタ ノール に対 して高 い耐性 を示 す こ とか ら、 生産宿主 と し

て有望で ある。申請者の所属研究室で は これ までに、遺伝子 組換 え型C．glutamicumに

よ り世界最 高 の生産性 を達 成 して いるが、工業生産 の実現 にはさ らな る生産性 の向上

が必要 で ある。そ の方法 の一つ として 、菌体 を含む反応液 か ら連続的 にイ ソ ブタノー

ル を溶媒層 に除去 し、反応液 中のイソブタ ノール濃度 を低 く抑 える方法 （溶媒重層法）

によ り、飛躍 的に生産性 が向上 した ことか ら、宿主へ のイ ソブタノール耐 性付与が考

え られ る。 申請者 の所 属研 究室で は、C．glutamicumヘ イソブタ ノール耐性 の付与 を試

みて い る。一つ は、 ミューテー ター法 によ り取得 したイソブ タ ノール耐性 株 の全ゲ ノ

ム解析 と各変異 の機能解析 に基 づき、耐 性 に関与す る有効 な変異 を同定 し、親株 に導

入す る ことで理想 的なイ ソブタ ノール 耐性株 を取得す る方 法で ある。 もう一つ は、細

胞 のイ ソブタ ノール応答機 構 を解 明 し、そ の機構 を強化 す る ことでイ ソブタ ノール耐

性 を付 与す る試み である。 申請者 は、本研 究 にお いて後者 の手法 を担 当 し、以下 に示

す新 たな結果や 重要な知見 を得た。

1） トランス ク リプ トーム解析 によ り、イ ソブタ ノール に応答 して トリプ トフ ァン生

合成遺伝子 の発現 を制御す るアテニ ュエー シ ョン、 ロイシ ン生合成遺伝子 の転写

制御 因子LtbRが 、それぞれ 制御下 の遺伝子 の発現 を変化 させ る ことが示 唆され た。

2） イ ソブタ ノール に応答 して、シグマ 因子 （SigB，SigE）をコー ドす る遺伝子 （sigB，

sigE） の発現が大 き く上昇す ることを見 出 した。sigB欠 損株 はイ ソブタノール に

感受性 を示 し、sigE欠 損株 で は感受性 に影響 はなか ったが、sigBの イ ソブタ ノー

ル に応答 した発現上昇が著 しく低下 していた。さ らに、sigEはsigB以 外 に もイ ソ

ブタ ノール に応答 して12遺 伝子 の発現 を制御 してい る ことを明 らか に した。

3） リン酸 欠乏応答 を制御す る二成分 制御系phoSRは 、イ ソブタ ノール によ り発現 が

強 く誘導 され、phoSR欠 損株で はsigEの イ ソブタノール応答 が完全 に消失 した こ

とか ら、イ ソブタ ノール ス トレス応答機構 の一つ として、PhoSRお よび シグマ 因

子 を介す る転写 制御 ネ ッ トワーク を見 出 した。本転写 制御ネ ッ トワー クの制御 下

には、イ ソブタ ノール耐 性 に関わ る重要な遺伝子が含 まれてい ると考 え られ る。

以 上のよ うに、本論 文は これ まで未知で あ ったC．glutαmicumに お けるイソブ タノー

ル応 答機構 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。


