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5阻止y岨』岨皿・酔皿叩也Jp

セルラーぜの改良や代副司kllによるセルロース責化健を得た帽みS色え酔俸の作幽により、セルロー
ス系バイオエタJール笠置は実用化に向けて次瞳闘の瞳術開鍵フヱ-;>:1=・行しつつある.一方、パ

イオマス04分自1種鹿を占めるへミセルロース責化悔の付与は、バイオマスからパイオヱタノ ル

，、の高効2・宜畠量目摘すために、今睡0，にきな蹟思である.帽薗型代剛は.キシロースイツメラーぜ

明りのみを付与することでペントースリシ敵艦J&に入れることが宵飽世が融Ii向で檀飽しない倒が

ほとんどであった.そこで本研買では、広(XI i量缶子を・るため、多捕な締敏を有する酎ヨ医師取得

されているメタゲノムを分量車1=し.衛堀川町分置を目的kした.

1 はじめに

化石融料のtt..えとしてj)-ポンニ三ートラルなエ
ネルギー生産を急ぐあまり、酵母が発酵可簡なデンプ

を原料としたためにバイオエタノール主食料どの瞳合

が危倶された.これを国道するために非可食師分を原

料とする第二世代バイオヱタノール生産証術が求めら

れ、現在.セルロース系パイオマスを先に賠化する前

担湿段階で控入するセルラーゼの改良や代謝改壷によ

るセルロース賢化飽を得た鑑み換え酵母の作出に歪り、

翼用化に向けて生E遅過程の抽単化・安値供給といった
次段階の筏術開発フzーズに移行しつつある.

へミセルロース系バイオマスは前処亜の結化段階で

六炭暗と亙揖織に分瞳され、現試では六民睡からの発

酵は高抽皐に進む一方、宜後・tQ)jB障には聾屈がい〈
っかある..1'<臨伽即時岨留畑町四国が五炭曽宛醇経路を

保持していない故、主要構成揖であるキシロースの代

耐をPtc1tlal.ぬ"'"のキシロースPダクターゼ(XR)，キ

シロトールデヒドログナーゼ伊D町の 2ステップを

導入しキシルロースまで置換することによって、 s
四~.也出自身のキシルロキナ}ぜ恒K)がキシノレロ}

ス5Yン置に賓捜することができ、ベントースリン酷
経路に合揮することができる[1]. しかしながら

NADPHlNADのバランスが崩れXRの生成物キシHト

ールが体内に曹積して発酵阻容が生じてしまう[2~細

菌型代酎輯路はキシロースからキシルロースへの宜換

をキシロ}スイソメヲーゼ O町の1ステップで行うこ

とから、数々申繭糠からクローニングし酵母に導入し

た報告があるが、そのほ左んrが発現・発障に軍らず、
活性を示した報告は3件である[3，4，51

当研究盆では、微生物のユニークな代謝能力に注目

し、畠礎研究念行ってきた圃近年、 生きているが熔聾

ができない細菌(viab1e， but noncultur由le(VBNC) 

b"，館市)の存在が明らかになり[町、世生物の 1%未構、

海祥では 0.1%未測がt密集確立酷であるこkから、開%

を上回る来剰l周な澄昌子ソース、メタグノムにアクセ

スする手訟を開発し、これまでもユエータな酔識や掴

能遣缶子を報告してきた [7，'1

そこで本研究は、土筏メタゲノムに潜UX1の多帯住

に注目し.醇@内で強現可艦な遺伝子聾乗を行った.

z 方法および結果

(l)Xlの系統解析

。回B"""に霊長障されている E 遭恒子{砂叫 112種目
アミノ酷配間を抽出し.CIIlItalW によりマルチプルア

ライメントし系統制障を作製した.その結果を図1に示

す.アライメントの結果、 E応中心の高度保存恒域は

‘' 

園1 キシロースイソメ

ヲーゼの系統樹

黄色は僻母内で活性を示

した租

すAての配~Jに、補欠金属結合部位時保存配列は 7耐

の配列に昆られ、大きく分けて 2グループに分かれる

ことが示された.酵母内での活性が報告された3件と

わずかながら梧性を示した llD<掴'“o，XaI脚"""闘を
あてはめると、特定町クレード1=集中した.また上述

で大別した2グループの商者に分布した.

(1)土壌メタグノム中のE の多様性評価

すべての配列に見られる高度保存慣埴7後轟に

forwud primcr， 7~ものグループは補欠金属結合部位の

保存回日開IJCl)8揖基、3田ものグループは益置桔合部位7揖

基にそれぞれ"""'PrUD<<を帽量プライマーとしてデ

ザインし、土壌から抽出したメタゲノムに対してそれ

ぞれのプライマーセットでPCR行い、配列を決定した.

系統解析の結果、新規配3阿lの"，Uを多量に含んでいる

ことが明らかになった{図21

。}マPンメタゲノムデータベースからの砲列スクリ

ーエング

当研究室では、機築した方イメン共在パクテリアの

メタゲノムライプラローの金クローンの挿入血伊lの両

端をワンパスシークェンスし、 ORF予圏、アノテーシ

ヨンを行った情報をクローン情報としてデータベース

を構築しているo rylA 12列で相同性検索した結集， . 

クローンがヒタトした.挿入配列を梓し〈解析した結

果、遺伝子適中で切断されたクローンが3件、のこり

は完全長が保存されていたばかりでな〈、 XKJt慎子

(zyl町とオベロンを曙属したまま分離できた.この配制

新規
園2 土壊中の号制の多様性

脊字土擁メタゲノム

黒字 リファレンス

品.，旬角曲d四

は酵母向で橋性を示した報告酬の 1つ時"""幽

即時出血のクレードに系統分類され、30%の少量棋

の医91Jを保持していた.大圏首 4砂叫に導入し括性を

確寵した.

3 今後の展望
現在、括性ベ}ススクヲーニングの検酎も問時に行

っており、症来の大島薗をホストとするライプラ日ー

によるスクローニングでは、酵母内発現型を評価する

のに時間を要している.そこで酵母内評価用のカセッ

トベクターを構轟し、メタゲノム配列を連結して幅性

スクリーニングを行う系を開発し、得られた耐性クロ

ーンについて解析を行っている.この方法が槽飽すれ

ば、多量町新規毘列を評価できるツールとなり、商活

性陣講壇得への可能性が広がると期持している.
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