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コリネ型細菌白'y"曲a由iriumglu飼m偲uml:まアミノ睡由鎗酵生産に聞いられる 方、異種タンパ

タ置を分泌生産させる際由宿主として注目されている.昨年度の本大会において華々は、瞳韻薗由来

のトランスゲルタミナ ゼを分益生産する組担えコリネ亜細菌について‘細胞向骨酬の量化とタンパ

タ置分浴龍の関係を報告した.本研史では、 ζのトランスゲルタミナーぜを分lI!生産するコリネ型個

薗の細胞向刊耐を詳細に解析するために、 "c刊耐フラックス解析を軒った.また、時制フラックス
解析の輯畢をもとに、トランスゲルタミナーぜの生産性を向上させるこ1:iJ<可能である聞か檀酎した.

1 はじめに

コリネ型細菌白乃m.ba曲油田g加 'amI，出 mはグルタミ

ン離の生産酋として発見され [1.2]、以来多くのアミノ

醒の工業生産に用いられている.近年、この C

gmtw昨酬を用いた異種タンパク置の分泌生産系が構

築され、数百mWL以上の肱韓菌由来のトランスグルタ

ミナーぜ間間)の分酪生産に成功している [3].ロロ

ネ型細菌は、宿主本来のタンパク質分晶量が少ない、

またプロテアーゼ梧性が無いなどの利点から、異種タ

ンパク貴分組系の宿主としても商い潜在能力を持って

いるど期持される.

昨年度町本大会にて筆者らは、コリネ型細菌を用い

た異種タンパタ質の分掛生直系においては、代耐と生

産性に何らかの関連があることを報告した[叫すなわ

ち、代謝の制醐によって、その生直性を向上させるこ

とが可能であると期待される.そこで、 13cft謝フラッ

クス解析 (llC_MFA)により細胞の代甜状態を定量化す

ることとした.この手法は鹿棄の安定同位体である"c
で標軸した炭素甑を細胞に取り込ませ、その代謝産物

中の"c置帽宜を分析することで、炭素源の代謝艦路へ
の甜東を推定するものである。本研究ではこの問題を

解摘し、タンパク置由来のアミノ醒を利用 Lた

13C-MFAによって代耐の変動を解析する系を構築し、

その技帽を異種タンパク賀を分也生産するロリネ型細

酋に適用し~.そして 13C-MFA の結果に基づき TGu，

の生産性向上のための瞳略を導き出し、評価した.

2. 方法

(1)使用酋樟・培養

本研究では、放組薗由来の TG調eを分轄生産する組

換えコリネ型細菌c.gIU抱micumYDK01帥IPSPTGllお
よび空ベクターを導入した抹YDKOIOJpPK4を檀周し

た [3].培養には '00凶容ジャーファーメンターを用

い、 250mlの合成培地にて四分培養を行った.また、

13C-MFAのために、 "c標軸グルコース([1.13C]グルロ

ース・[U)3C]グルコース}を培養開始時から加えた.

。)UC_MFA
培養途中で経時哨に培養曜を回収L、遠心分離により

薗体を取得した.取得した菌体を塩厳により加水分解

し、菌体構成アミノ醒サンプルを得た.その後、サン

プルを輯導体化し、ガスクロマトグラフ質量分析

(GC-MS)に僻することで、各アミノ睡の 13C •帽度を掴

定した.そして、培養中にどの程置個噛が"cで標曲さ
れたのかを考慮しながら、測定したアミノ陸自"c濃縮
度に基づき、細胞内代酎フラックス分布を推定した.

図1暗闇分泌生産株の代謝フラックス分布
OUR/GUR比が0.22(上段)、1.4(中段)、 2.0(下段}のときの
代謝フラッタス分布を示す.なお、それぞれにおけるT匂・a
の騎消費に対する収率は0.22、1.2， 0.50 (u喝ImmoIg1u伺鴎
醐 E盟国Jであった。

3. 結果と考察

仰タンパク貴由来のアミノ瞳を用いた代謝フラック

ス解析系の確立

代甜状態の変動がある培養系では、タンバク質由来の

アミノ醒にはさまざまな情報が担在する。その中から、

必要な情報のみを抽出することで、代謝フラックス解

析に適用することを横酎した['].

あるサンプリング時間でのアミノ醍町 "c揖縮置デ
ータをXドその/l{のサンプFング時間でのアミノ陸自

"c揖縮度データをAらとする。この 2つのサンプ日ン
グ時点聞の冊酎状瞳が定常であり、かっその代樹状瞳

をE映した真の"c瞳縮度データがdであるとすると、
以下の式が成り立つ.

X1-.AxG+Xjx(1ー町

ただしGは"c標障基置を取り込んで増殖した細胞の
割合を表す.そして、 GιMSにより分析したX，および
xーから、Gおよびフラックス解析に必要な情報であるd
を導き、内謝状瞳が刻々と査化する場合の代謝フラッ

クス分布を推定することとした.

開コリネ型細菌を用いた異種タンパタ貴分掛生産系

における代樹解析

檀数回の培養の結果、 T白舗の分掛生産においては、

酸素取り込み連宜 (OUR)とグルコース取り込み速度

(GU町の比OUR/GURに応じて、タンパク置の収率が壷

化することを昨年度町本大会にて報告した [4].特に培

養後期には経時的な OUR/GUR比の増加とタンパク買

収率の低下が見られた固そこで、(l)で確立した技術を

適用し、代謝状睡とタンパク質生産性の関係を解析し

た.その桔呆、培養後期にTCAサイクルへのフラック

ス比が増加するこJとがわかった。 τ"CAサイクルへのフ
ラックス比の増加は、細胞内の NADH刷AD>比の上昇

を招き、その結果解椅系が阻害されることで、

OURtGUR比が上昇したと考えられた.よって、

OU町GUR比を低下させることが、τむ鵬eの生産性の向
上につながると期持された.

。)UC-MFAの結果に基づく TG...生産性の向上
(司の結果を踏まえて、乳酸生産を捉すととによって

細胞内の NADH!NAD+，比を低下させることを世みた.

乳瞳トランスポーターはプロトンの排出と同時に乳醍

を細胞外へ排出するため、細胞外のプロトン撞置が低

い方が乳酸生産に有利世主考え、培養pHを引き上げた.

その結果、OU町OUR比由経時的な噌加個向が見られな

くなり、タンパク質収率の低下個向が種やかになった。

これにより、最終的なタンパタ質の収率が1.3悟に上昇

した.アラックス解析技荷を用いて代謝状輔の霊化を

解析し、その輯呆に基づいた瞳略により具瞳タンパク

置の生産性向上に成功した.

4. 今後の展望

内謝フラックス解析は今後、多様な目的のために利用

可龍な技荷どしてますます発属するだろう。コリネ型

細菌を用いた異種タンパタ置の生産においても、更な

る知見の昔輔によって、生産性向上にむけた強力なツ

ールのっとして活用していきたいと考えている園
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