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研究成果の概要（和文）：コリネ型細菌のグルタミン酸過剰生産を誘導するストレスに応答して転写量が増大する遺伝
子計6種類について、各遺伝子の破壊株および増幅株を用いて機能解析を行った。増幅株では対照株との顕著な違いが
観察されなかった。一方、2種類の遺伝子破壊株では、それぞれビオチン制限条件下あるいはTween40添加条件下で対照
株に比べ生育ならびにグルタミン酸生産性の上昇傾向が認められ、別の1種類の遺伝子破壊株ではペニシリン添加条件
下で低下傾向が認められた。また、GFPおよびRFPをレポーターとするプロモータアッセイ系を構築し、機能未知遺伝子
の上流領域にストレス応答性プロモータが存在するかどうか、解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the function of 6 genes responding to stresses that induce g
lutamate overproduction in Corynebacterium glutamicum, genetic analyses were conducted. It was found that 
the disruption of two genes could enhance the growth and the glutamate production under biotin-limiting co
ndition or Tween40-adding condition, respectively, while the disruption of another one gene could reduce t
he the growth and the glutamate production under penicillinG-adding condition. In order to judge whether a
 stress-responsive promoter is located in the upstream region of the 6 genes or not, promoter assay system
s using GFP or RFP as a reporter were constructed. With these systems, we are making efforts to determine 
the promoter sequence responding to stresses that induce glutamate overproduction. 
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１．研究開始当初の背景 
 アミノ酸などの有用物質の工業生産に使
用されるコリネ型細菌 Corynebacteirum 
glutamicum は、ビオチン制限培養、脂肪酸
系界面活性剤 Tween40添加培養、ペニシリ
ン添加培養などの特定のストレス下におい
てグルタミン酸を大量に生産する生理学的
特徴を有している。上記のストレス下にお
ける遺伝子発現の応答性を調べる目的で
Kawasakiらによって網羅的転写解析が行わ
れ、その結果、本菌がグルタミン酸を過剰
生産する代表的条件、すなわち、ビオチン
制限培養、脂肪酸系界面活性剤 Tween40添
加培養、ペニシリン添加培養の 3 条件のい
ずれかにおいて大きく転写量が増大する遺
伝子、及びこれら 3 条件いずれにおいても
転写量が増大する遺伝子が計 7 種類見出さ
れていた（Kataoka et al. Lett. Appl. Microbiol. 
42, 471-476(2006)）。ストレスに応答するこ
れら 7種類の遺伝子の共通点は、50〜90ア
ミノ酸残基程度の小さいタンパク質をコー
ドすること、コリネバクテリウム属細菌に
のみ相同性の高い遺伝子が見出される新奇
な遺伝子であること、相同遺伝子の機能が
明らかに示された例がなく機能未知である
こと、の三点である。これらのストレス応
答性遺伝子はコリネ型細菌におけるグルタ
ミン酸過剰生産の仕組みに密接に関わって
いるのではないか、また、ストレス応答性
のプロモータが本菌に（しかも上記機能未
知遺伝子の上流部位に）存在するのではな
いか、ということが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 グルタミン酸過剰生成を誘導するストレ
スに応答して転写量が増大する C. 
glutamicum の機能未知遺伝子の破壊株・増
幅株を用いた遺伝学的解析で、これらの遺
伝子が、ストレスからグルタミン酸生産に
いたるまでのシグナルカスケードの内部で
機能しているのかそれとも外部で機能して
いるのかを明らかにする。また新たに構築
したプロモータアッセイ系を利用して、当
該遺伝子の転写制御機構を解析する。微生
物の新たなストレス応答機構を理解し、そ
の産業応用を目指している。 
 
３．研究の方法 
（１）機能未知遺伝子の破壊株を用いた遺
伝学的解析 
 C. glutamicum 13869株を親株として用い、
7 種類の機能未知遺伝子のうち、NCgl0226, 
NCgl0917, NCgl2841についてはその単独破
壊株を 2 回組換えを用いてインフレームで
構築した。NCgl2944, NCgl2945, NCgl2946
については 3 つの遺伝子の相同性が高くか
つ隣接していることから三重破壊株を同様
にインフレームで構築した。NCgl2975につ
いては破壊株の構築に成功しなかったため、
今回の研究では解析対象としなかった。ビ

オチン制限条件下、ペニシリン添加条件下、
Tween40 添加条件下でのグルタミン酸生産
能について、構築した各遺伝子破壊株およ
び野生株の比較を行った。 
（２）機能未知遺伝子の増幅株を用いた遺
伝学的解析 
 NCgl0226, NCgl0917, NCgl2841について、
上流に隣接する遺伝子末端部位から各遺伝
子のストップコドンまでを含む領域を大腸
菌とコリネ型細菌のシャトルベクター
pVK7にクローニングしたものを構築した。
NCgl2944, NCgl2945, NCgl2946については 3
つの遺伝子の相同性が高くかつ隣接してい
ることから、NCgl2946の上流に隣接する別
の遺伝子末端部位から 3 つの機能未知遺伝
子最下流の NCgl2944 のストップコドンま
でを含む領域を pVK7 にクローニングした
ものを構築した。構築した各プラスミドで
野生株を形質転換し、得られた株を機能未
知遺伝子増幅株とした。ペニシリン添加条
件下、ビオチン制限条件下でのグルタミン
酸生産能について、構築した各遺伝子増幅
株および野生株の比較を行った。 
（３）レポーターを利用した機能未知遺伝
子上流域配列のプロモータアッセイ 
 機能未知遺伝子上流域にストレス応答性
のプロモータが存在するかどうかを確かめ
る目的で、GFP遺伝子および RFP遺伝子を
レポーターとするプロモータアッセイ系を
構築した。大腸菌とコリネ型細菌のシャト
ルベクターpVK6 の改変型ベクターpVK61
を利用して、ポジティブコントロールプラ
スミドとして、コリネ型細菌で機能するこ
とが知られている CspB プロモータ下流に
GFP遺伝子あるいはRFP遺伝子を挿入した
ものを構築した（図１）。また、ネガティブ
コントロールプラスミドとして、ポジティ
ブコントロールプラスミドからプロモータ
領域を欠損させたものを構築した（図２）。
さらに、ネガティブコントロールプラスミ
ドの Bam HI サイト、Nco I サイト間に、
NCgl0226, NCgl0917, NCgl2841, NCgl2944, 
NCgl2945, NCgl2946各遺伝子の上流配列を
挿入したものを構築し、プロモータアッセ
イに用いた（図３）。 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
図１. ポジティブコントロールプラスミド 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２. ネガティブコントロールプラスミド 
 
 上記のように構築したプラスミドで C. 
glutamicum 13869 株を形質転換して得られ
た株を培養し、培養開始 3 時間後にペニシ
リンあるいは Tween40を添加して、添加後
12時間の菌体を回収し、超音波破砕と遠心
操作でタンパク質抽出液を調製した。抽出
液に GFP, RFPの励起波長の光を照射し、蛍
光を分析した。 
 
 

 
 
 
 
 

図３. プロモータアッセイ 
 
４．研究成果 
（１）機能未知遺伝子の遺伝学的解析 
 7種類の機能未知遺伝子のうち6種類につい
て、増幅株と欠損株をそれぞれ構築した。増
幅株について、グルタミン酸過剰生産誘導性
ストレスに対する応答性を調べたところ、い
ずれの増幅株も対照株と差異は認められなか
った。一方、ビオチン制限培養条件下におい
て、1種類の遺伝子破壊株については、対照株
に比べ生育ならびにグルタミン酸生産性の上
昇傾向が認められた。2種類の遺伝子破壊株に
ついては対照株に比べ生育ならびにグルタミ
ン酸生産性の低下傾向が認められた。残りの
遺伝子破壊株については、対照株に比べ生育
が上昇する傾向が認められたが、グルタミン
生産性には差異が認められなかった。ペニシ
リン添加培養条件下では、1種類の遺伝子破壊
株において、対照株に比べ糖消費量ならびに
グルタミン酸生産性の低下傾向が認められた。
その他の株については同条件下における対照
株との顕著な差異は認められなかった。
Tween40添加培養条件下では、1種類の遺伝子
破壊株において、対照株に比べ糖消費量なら
びにグルタミン酸生産性の上昇傾向が認めら
れた。その他の株については同条件下におけ
る顕著な差異が認められなかった。 
 上記の解析ではある程度の傾向は認められ
た。しかし、増幅株、破壊株どちらについて

も再現性を確認するために実験を重ねたとこ
ろ、実験を重ねるほど結果の再現が低下し、
明確な結論を下すのが難しい状況に陥ってい
る。構築した株を保存するためにグリセロー
ルストックを作製し、実験の都度グリセロー
ルストック保存株から培養を行っているので
あるが、実はこのグリセロールストックとい
う操作がある種のストレスになっておりC. 
glutamicumの生理状態に影響を与えてしまう
のではないか、そのために実験の再現性が低
下しているのではないか、と考えるべき事象
も認められている。遺伝的不安定性も考慮す
る必要があることから、増幅株および欠損株
の再構築を含めて実験材料を見直し、実験条
件を慎重に再検討中である。本研究期間に完
了しなかった残り1種類の遺伝子の破壊株構
築・増幅株構築についてもプロセスを見直し
ながら継続している。 
（２）機能未知遺伝子上流域配列のプロモ
ータアッセイ 
 機能未知遺伝子上流領域に存在すると想定
されるストレス応答性プロモータを同定する
目的で、構築したGFPをレポーターとする系
を用いてプロモータアッセイを試みた。まだ
培養条件や測定条件を含め検討を重ねている
予備的な段階にあるが、ある程度の定性的な
評価は可能なことが分かった。しかし、現在
の実験系ではGFPの存在量を再現良くかつ定
量的に評価して、どの領域がストレス応答性
プロモータを含むのかどうかの判断は難しい。
自家蛍光の影響をどのように排除するか、ど
のように測定値を標準化するかが現時点にお
ける主な課題である。RFPをレポーターとす
る系も構築し、どちらの系がコリネ型細菌に
おけるプロモータアッセイとして優れている
かを検討中である。今後は、これまでに構築
した研究基盤を発展させ、ストレス応答性遺
伝子の機能を明らかにするとともに、ストレ
ス応答性遺伝子産物ないしストレス応答性プ
ロモータを利用した有用物質生産系の開発を
続けたい。 
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