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可溶性基質による酵素生産性を強化された

/脇モゾ変異株の網羅的遺伝子発現解析

高効率なオンサイト糖化酵素生産を目指してA250で開発されたT.reesei変異株

(M2-1,M3-1)について、網羅的な遣伝子発現解析を行うことでその表現型を明らかにし

ます。また、最適な可溶性培養基質を決定し、本菌を用いた酵素生産性の向上(可溶性原料

を用いた生産系で投入炭素源あたりの生産速度を2倍程度)を目指します。さらに、実際の

長期連続培養系における網羅的な遺伝子発現からも、これら変異株の性状を明らかにします。

1.グルコース存在下での網羅的遣伝子発現解析

一般的にT.reeseiはグルコース存在下で糖質加水分解酵素を生産しません。しかし変異株M2-1お

よびM3-1はその様な条件下でも酵素を生産できるように開発されました。これら変異株についてグ

ルコース存在下での遺伝子発現状況を明らかにするためにズ/で毎百/の全9129遺伝子に対してDNA

マイクロアレイ解析を行いました。その結果、両株において多くの糖質加水分解酵素遺伝子の発現量

が親株であるATCC66589よりも高いことが明らかとなりました。また、10倍以上高い発現量を示し

た遺伝子のうちTop10に糖質加水分解酵素が多くランクインしていました。これらのことから、変

異株がグルコース存在下で高い酵素生産性を示すことを遺伝子レベルで明らかにしました。
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ATCC66589よりも転写量が10倍高い遺伝子
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’2最適培養基質濃度の決定
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変異株を用いた糖質加水分解酵素の生産において最適な培養条件を決定するために、酵素生産誘

導物質としてのセロビオースの濃度に対する糖質加水分解酵素の転写応答を定量的リアルタイムPCR

法を用いて解析しました。あわせて、遺伝子発現を抑制するグルコース濃度を解析しました。その結

果、最小セロビオース濃度および限界グルコース濃度を決定することが出来ました。また、遺伝子発

現解析を通じて、M2-1およびM3-1は異なる転写応答性を獲得していることが明らかとなりました。
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各セロビオース濃度におけるセルラーゼ遺伝子(cbhl)の発現パターン

'3長期半連続培養における遺伝子発現解析
M2-1株を用いて実際の長期半連続培養を行い、培養中の各タイミングにおける糖質加水分解酵素遺

伝子群の発現パターンを解析しました。その結果、バイオマス分解に効果的と考えらるセルラーゼ遺伝

子であるegl4およびeg〃の発現バﾀー ﾝが他のｾﾙﾗー ゼ遺伝子と－部異なり､ﾍﾐｾﾙﾗー ぜと同じ
ようなパターンを示すことが明らかとなりました。また、キシラナーゼの発現量も高く、M2-1株の酵素

標品はセルロースおよびヘミセルロースからなるバイオマスの分解に有効であることが推測されました。
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各セロビオース濃度におけるセルラーゼ遺伝子(cbhl)の発現パターン

日1日目:培養開始■3日目巳4日目pHシフト(4－5）■9日目■10日目;フイード液変更(キシロース添加）

培地に含まれる窒素源が酵素生産性に影響をあたえることを明らかにしました。変異株ごとに各種

窒素源への応答性が異なっており、実際の大規模培養系においても変異株に合わせて窒素源を選択す

る必要があることを明らかにしました。
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4.変異株の窒素源応答性の解析


