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1珈 漉 肋 アoθ脚3α 肋θ7α伽 廊 の 高濃 度 グル コー ス 耐 性 代謝に関する

プ ロテオーム解析

波 多野 裕美1、 武部 聡2、 東 慶 直2

要 旨

酢酸菌 は α一proteobacteriaに属す る細菌群で、 自然界では果物や花の蜜な ど糖が蓄積す る環境 に広 く分布

す る。多 くの酢酸菌 は、高 い糖代謝能 を有す る とともに、エ タノール発酵 を行 う酵母 と共棲 し、エ タノー

ル か ら酢酸 を生成す るこ とをそ の特徴 とす る。世界各地 の食酢醸造槽 か らも主要発酵菌 として分 離 されて

い る。 多 くの酢酸菌 は比較 的高い グル コー ス濃 度下 で増殖 してい くこ とが可能で ある。 その中で も2002

年 にYukphanら によ りタイで単離 された 距纏o加zoεη∫α3αんαεアα'θη3∫3は、30%グ ル コース下で も増殖可能な

酢酸菌で ある(1)。 高濃度 グル コー ス環境 下では高浸透圧及 び代謝 阻害 が生 じ、一般的 には増殖 は困難で あ

る。我 々はZ磁 αε醜 εη傭 のゲ ノム解析 とプ ロテオーム解析 に よ り、Z3α んαθ7α勲 傭 が有す る30%グ ル コ

ー ス下で の増殖 を可能 とす る機構お よび遺伝子 を明 らかにす るこ とを 目標 とした。Z3α んαε剛 εη傭 のゲノ

ム解析 にはイル ミナ社 の次世代 シー ケンサーを用 い、 ドラフ ト配列 か ら全遺伝子 を決定 した。プ ロテオー

ム解析 には、Z3α んαεrα'θη廊 を0.5%お よび30%グ ル コースを含 む培地 での培養後 、タンパ ク質 を可溶性画

分 、細胞膜結合画分 、お よび不溶性画分 に分画 し、一次 元お よび二次元ポ リア ク リルア ミ ドゲル電気泳動

によ り解析 した。0.5%と30%グ ル コース環境 下で蓄積 量の異な るタンパ ク質のN末 ア ミノ酸配列 を決定 し

た。そ の結果 、30%グ ル コー ス下 では ピル ビン酸脱炭 酸酵素 の蓄積量 の増加や外膜 タ ンパ ク質の蓄積量の

減少が確認 され た。ピル ビン酸脱炭酸酵素は高濃度 グル コース環境下で過剰 に作 り出 された ピル ビン酸 を、

アセ トアルデ ヒ ドを経 て酢酸 にす る経路で機能す る と考 え られ る。つ ま り、 ピル ビン酸脱炭酸酵 素はZ

3αんαε磁 εη誘 の高濃度 グル コー ス環境下で の増殖 に深 く関与す るこ とが示唆 され る。

1.緒 論

酢酸菌科細 菌はア ジアや ヨー ロッパ にお ける醸造酢(米 酢やバルサ ミコ酢 な ど)の発酵槽 か らその主要 な

発酵菌 として分 離 され、そ の名前(酢 酸菌)の 由来 とな って いる。近年 、果 実や花 、土壌 か らの新種 の酢酸

菌 の分離 同定が進 んでいる。それ ら新規 の酢酸菌 は伝統 的な種 の分類方法 に加 え、16Sリ ボ ソームRNA遺

伝子 のDNA配 列解析 に基づ き分類 がな されてい る。既存の酢酸菌科(Acetobacteraceae)細 菌 は、現在28属

417種 に分類 されてい る(平 成23年6月25日http://www.ncbi.nlmnih.gov/Taxonomy)(図1)。

酢酸菌 は、 自然界 では糖 が豊 富に存在す る果 実や花 を棲 息域 とし、酵 母な どと共棲 し広 く分布 してい る

(2)。昆 虫の腸管 な どか らも分離 され 、花や果実問での伝 搬 ・分布 に寄与す る と考 え られ る(3)。 また、カカ

オ発酵 中の土壌や果樹 の周辺 の土壌 な どか らは多 くの酢 酸菌 が分離 され る。 一方、果実 と無関係 な土壌や

水環境 か らも酢酸菌 が分離 され 、報告 され てい る。例 えば、鉱 山付 近の重金属濃 度の高い酸性 のた め池な
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どか ら分離 され た オo∫4ψ励 〃〃1属細菌 な どは炭酸 固定す る酢酸菌 として報告 され た(4)。 また、病原性 を有

す る酢酸菌 は極 めて稀 だが、ヒ トの肉芽腫 か ら分離 され たGπ 研〃励 α惚 酌 ε伽 詔ε〃誘 は 肉芽腫の原因菌 とし

て報告 され てい る(5)。

酢酸菌はグラム陰性菌 で外膜 と内膜の二重の生体膜を もち、その外膜 と内膜の問のペ リプ ラズム空間に多

種多様 な糖や アル コール を好気 的に発酵す る酵素群 を有す る。特に、酢酸醸造に使用 され る酢酸菌 は、エタ

ノールを基質 として酢酸 を合成す る好気発酵能 を有す る。酢酸菌の多 くは、アル コールや酢酸 に対す る高い

耐性 を示 し、多様な有用二次代謝産物の生産、バイオポ リマー生成な ど非常 に多彩 でかっ有用 な特徴 を有す

る(6,7)。酢酸菌 は広 く食酢やカカオ、ナタデ ココな ど伝 統的な発酵食 品に利用 され 、 さらに ビタ ミンcの 前

駆体 となる ソルボースや ジヒ ドロキシアセ トンの発 酵工業 にも用 い られてい る(8)。近年分離 された酢酸菌 に

は、重金属 の蓄積や 高濃度の グル コースの代謝 な ど、産業 的に利用の見込 める形質 を有す るものが少な くな

レ、(1,9)○

酢酸菌 の有用形質 の解析 としては、食酢醸造 におけ る安 定的な発酵技術 の開発 や醸造 工程 にお ける酢酸

菌 の役割 の理解 な ど応用研究 はよ く進 んでいるが、多様 な糖 の代謝能や 酢酸耐性 能に関す る遺伝 子の 同定

や機能解析 、遺伝子 の発現調節 な どの基礎 的な研 究では未解決 の問題 は多い。 浸透圧 耐性 菌 と して報告 さ

れ た酢酸菌 である 乃纏c肱 召oεη∫α3盈αε7α'θη3'3は30%グ ル コース添加培 地で も増殖 し(1)、高濃度 グル コー ス

を代謝可能 とす る遺伝子群 を有す るこ とが期待 され る。我 々は、そ の τ3αんαε磁 θ競3の30%グ ル コー ス環

境 下 で の増 殖 機 構 を解 明 し、有 用 形 質 の 制御 を可 能 とす る シス テ ム を獲 得 す る こ とを 目的 に 、 τ

3αんαε剛 θ競3の ゲ ノムDNA配 列 を解 析す るとともに、プ ロテオー ム解析 を用いて高濃度の グル コース の代

謝能 に関す る解析 を始 めた。

2.実 験 材 料 と 方 法

2.1.菌 株 名 と培 養 方 法 に つ い て

τ3盈 αθアα∫εη3'8NBRC103193を 含 む 酢 酸 菌 科 細 菌 株(以 下 、酢 酸 菌)、!1cθ'o肋o'θアpα3'ε〃磁 η〃3NBRC3283、

G1祝coηαoθ'oわααθα γ1'肱3NBRC3288、.46ε'oわ αc'θrαcε〃NBRCl4818、G1〃coη αcθ'oわαα6r6解(ψ αε〃3NBRC3261、

加 α∫α加go7ε η3'8NBRCl6594は 、(独)製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー 生 物 遺 伝 資 源 部 門

(NBRC)か ら入 手 した 。 酢 酸 菌 の 培 養 に は 、YPGD培 地(1.0%Yeastextract、1.0%Polypepton、2%Glycerol、

0.5%Glucose)を 使 用 した 。グ ル コ ー ス を 除 い た 培 地 で あ るYPG培 地(1.0%Y6astextract、1.0%Polypepton、

2%Glycerol)を 用 い た 場 合 や 、 必 要 に 応 じて 添 加 した 試 薬 に つ い て は 、 各 図 表 の 注 釈 に 記 載 す る 。 酢 酸 菌

の 液 体 培 養 に は 、使 用 す る 培 養 容 器 容 量 の1/15量(v/v)以 下 の 培 地 を 用 い て 、通 常30°Cで 、250rpmの 通 気 ・

擁 拝 を 行 っ た 。 高 塩 濃 度 培 養 に お け る 陽 性 コ ン トロ ー ル と な る 細 菌 と し て 、 飾c乃 ε7∫c伽co1∫JMIO9と

3吻 勿10cocc〃8α 〃形〃3N315を 用 い た 。

2.2.τ3α んαε磁 ε競5培 養液 の糖濃度測 定

菌体 が生産 ・分泌す る多糖 を含む全糖類 量の測 定には、広 く使用 されてい るフェノール硫 酸法 を用いた

(10,ll)。 この方法 では、グル コースや マ ンノース、ガ ラク トース な どの中性 還元単糖 の他 、核酸やセル ロ

ー スな どの多糖 、 ウロン酸や ノイ ラ ミン酸 な どの酸性糖 も検 出可能 で、その他 にアセチル グル コサ ミンや
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シアル酸 な どア ミノ糖 も部分的 に検 出可能 とされて いる。 まず 、Z3α んαθ7α'θη3∫3の培養液1.OmLか ら菌体

を遠心分離(1,2000g、5分 間、4°qし た。その培養液上清50μLと5%フ ェノール50μLを 混合 し、濃硫酸

250μLを 加 え反応 させた。マイ クロタイ タープ レー トリー ダー(Bec㎞an,Fulle賃on,CA,USA)を 用 いて、

褐色 を呈す るフル フラール誘導体量 を490nmの 波長 で測 定 した。グル コース溶液 を糖標準溶液 として用い、

総糖質量 をグル コー ス当量 として算 出 した。

2.3.Z3盈 αε磁 ε〃誘 の走査型 電子顕微鏡観 察

Z8盈 α87α'εη8'3細胞の走査型電子顕微鏡観察 には、0.5%と30%グ ル コース を含むYPGD寒 天培地上 で増殖

した菌体 コロニー を培 地(1cm2)ご と切 り出 し、2.5%グ ル タール アル デ ヒ ド10.1Mリ ン酸緩 衝液(pH

7.4)1mL中 で1時 間 固定 した。 そ の後 、0.1Mリ ン酸緩衝 液(pH7.4)1mL中 で10分 間の洗 浄 を6

回行 った。 次 に1%四 酸 化 オ ス ミウム10.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH7.4)1mL中 で30分 間固定 し、0.1M

リン酸緩 衝 液(pH7.4)

1mL中 で10分 間 の洗浄 を2回 行 った。脱 水 処理 と して 、50%エ タ ノー ル水 溶液 か ら順 に70%、80%、

90%、95%の エ タ ノール 水 溶液 中にそれ ぞれ10分 間浸漬 し、最 後 に99.5%エ タ ノー ル水 溶液 中に10

分 間 の浸漬 を3回 行 った。次 に 、t一ブチル アル コール に3回 、15分 間浸漬 す るこ とに よ りアル コール

の置換 を行 い 、4℃ に1時 間放置 し凍 結 させ た。 この凍 結試 料 を減圧 下 で凍 結乾 燥 し、銅 板 上 に導 電

性 カー ボ ンテ ープ と銀 ペ ー ス トを用 いて 固定 した。 そ の後 、 白金 パ ラジ ウム を厚 さ10nmコ ーテ ィ

ン グ し導電 処理 した。 走 査型 電子 顕微鏡S-900(日 立製作所、東京)へ 試 料 をセ ッ トし、液 体 窒素 で冷却

し、10kV、10,000倍 か ら40,000倍 で菌体 を観 察 した。

2.4.細 胞 の 分 画 法

Z5α んαε7α伽 誘 を グ ル コ ー ス 濃 度0.5%お よ び30%と な るYPGD液 体 培 地30mlで 培 養 し た 。 そ れ ぞ れ の

培 養 液 のOD595が 約0.6の 時 に 、 培 養 液 か ら1,2000g、5分 間 、4°QD遠 心 分 離 に よ り、 菌 体 を 回 収 した 。

タ ン パ ク 質 を 細 胞 膜 と の 結 合 性 の 違 い で 分 画 す る た め 、Samplingbuf驚rC(50%尿 素 、1/4× タ ン パ ク 質 分 解

酵 素 阻 害 剤 カ ク テ ル(PIC)、20mMジ チ オ ス レ イ トー ル(DTT)、0.8%CHAPSと2%TritonXlOOを 含 有)と

Samplingbuf断M(50%尿 素 、0.4%CHAPSと0.5%ラ ウ リル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム(SDS)を 含 有)を 用 い た 。 ま ず 、

菌 体 に0.5mLのSamplingbuf財Cを 加 え 、 氷 上 で 超 音 波 破 砕 し た 。1,2000g、10分 間 、4°QD遠 心 分 離 に よ

り、 上 清 と沈 殿 に 分 け 、 上 清 を 可 溶 性 画 分(soluble丘action)と した 。 次 に 細 胞 膜 と結 合 して い る タ ン パ ク 質

を 回 収 す る た め に 、 先 の 沈 殿 に2.OmLのSamplingbuf飴rMを 加 え た 。 サ ン プ ル を 超 音 波 に よ り均 一 に 分

散 し、1,2000g、10分 間 、4°OD遠 心 分 離 に よ り、 上 清 と沈 殿 に 分 け た 。 上 清 を 膜 結 合 画 分(membranebound

丘action)と し て 回 収 し た 。沈 殿 物 に4.OmLの1×SDSbuf驚r(50mMTris-HCI(pH6.8)、100mMDTT、1.2%SDS、

0.03%ブ ル モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー(BPB)と10%グ リ セ ロ ー ル を 含 有)を 加 え 、不 溶 性 画 分(pellet)と し て 回 収 し

た 。
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25.タ ン パ ク 質 の ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 と ア ミ ノ 酸 配 列 決 定

タ ン パ ク 質 の2次 元 ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 は 、ImmobilineDryStrip(GEHealthcare、Fairfield、

CT)を 用 い てMultiphorI電 気 泳 動 シ ス テ ム(GEHealthcare)で 行 っ た 。 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に は 、

ABIMODEL477Aフ ロ゚ テ イ ン シ ー ケ ン サ ー を 用 い 、 エ ドマ ン 分 解 法 に よ り各 タ ン パ ク 質 のN末 端 ア ミ ノ 酸

配 列 を 近 畿 大 学 共 同 利 用 セ ン タ ー 大 阪 狭 山 分 室 で 決 定 し た 。

2次 元 ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 の 試 料 と し て 、soluble丘actionとmembranebound丘actionの そ れ

ぞ れ235μLに 、5μLのlMDTTお よ び10μLのIPGbu伽r3-ll(GEHealthcare)を 混 合 した 。 そ の サ ン プ ル

を 用 い て13cmの1㎜obilineDryStrippH3-10を シ リ コ ン オ イ ノレで 覆 い 、10-15日 寺間 、20° ㏄ 膨 潤 し た 。 等

電 点 電 気 泳 動 は 、 以 下 の3ス テ ッ プ で 行 っ た 、1.(300V、2mA、5W、1分 間)、2.(300Vか ら3,500Vの

グ ラ デ ィ エ ン ト、2mA、6W、1時 間30分)、3.(3,500V、2mA、5W、20時 間)。 泳 動 後 のDryStripは1.O

mLの1×SDSequilibrationbuf餅(7.207gの 尿 素 、0.4gのSDS、6.9mLの グ リセ ロ ー ル 、lMTris-HCI(pH6.8)

お よ びBPBを 含 有)中 で 平 衡 化 し た 。そ の 後 、2次 元 目 のSDS-PAGEを 行 っ た 。そ の 後 、0.5×Trans色rbuf驚r

(3.OgのTrisbase、14.3gの グ リ シ ン 、0.5gのSDS、20%メ タ ノ ー ル を 含 有)を 用 い て 、SDS-PAGE後 の ゲ

ル 中 の タ ン パ ク 質 をPVDF膜 に 転 写 し た 。PVDF膜 をCBBstainingbuf陀r(0.25%CoomassiebrilliantblueR250、

40%メ タ ノ ー ル)で 染 色 し、脱 色 用bu伽r(50%メ タ ノ ー ル 、10%酢 酸)で 脱 色 し た 。 ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る た め

の 染 色 ス ポ ッ トを 切 り 出 し た 後 、脱 色 用bu伽r(50%methanol、10%aceticacid)で 完 全 に 脱 色 し 、水 洗 した 。

2.6.遺 伝子情報解析 と代謝マ ップ解析

決定 したア ミノ酸配列 はBLAST検 索 によ り類似す るタンパ ク質 を同定 し、機能 の予測 を行 った。共 同研

究 を 進 め る京 都 大 学 化 学 研 究 所 の 金 久 實 教 授 お よ び 五 斗 進 准 教 授 の 開 発 し たKEGG

(h塑://wwwgenome.ip/kegg/)な らび に 「細胞機能 と代謝マ ップ1.細 胞 の代謝 ・物質 の動態 」(日 本生化学会

編 、東京 化 学 同人)、 酢酸 菌 の代謝 を報 告 した論文(10)を 参 考 に して 、ア ミノ酸 配列 か ら予測 され るτ

3αんαθ離 θη傭 のタ ンパ ク質の機 能を代謝 マ ップに位 置づ けた。

3.結 果

3.1.肱 漉6肋 ハoθη'α5盈αε7α'θ〃誘 分 子 系 統 解 析

τ3α んαε繊 εη傭 の16Sリ ボ ソ ー ムRNA遺 伝 子 のDNA配 列 を 他 の 酢 酸 菌 のDNA配 列 と比 較 解 析 し、 酢

酸 菌 群 の 分 子 系 統 解 析 を 行 っ た(図1)。Z3盈 αθ7α'8η誘 は 比 較 的G1〃coηo肋c'θ ア属 の 近 傍 に 位 置 し た 。

3.2.高 濃度 グル コー ス環境下 にお ける τ3αんαθrα伽 傭 の増殖

Yukphanら に よる と、Z8α んαθrα伽3'8は 他 の酢酸菌 が増殖 できない30%グ ル コース下で増殖可能 な高浸

透圧耐性菌 で、褐色 の色素 を産生す る(1)。 当研究室の環境で も、Z3α 肋θ醜 θη傭 は30%グ ル コー ス下で増

殖 し、分泌性 で水溶性 の褐色色素 を産生 した(図2A)。 酢酸 菌科 細菌であ るオcθ'oわαc∫ε7αcθ'M8α'α加gorensis、

G1〃coηαoθ'o肋6'θアθ岬(脚 θ〃5は30%グ ル コース下での増殖 は観 察 され なか った。一方 、Z8盈 αθ7α伽3∫8は1%

NaCl(0.17M)で 部分的 に増殖可能で あるが、2%NaClで は増殖 しなかった(図2B)。 実験 に用いたいずれ の

酢酸菌 も2%NaCl(0.34M)で は増殖 できず、これ ら酢酸菌は浸透圧 も しくはNaClに 極 めて感受性で あるこ

とが分 かった。7.5%の 塩濃度で も増殖 が可能 な耐塩性細菌8'¢助γ10cocc鰐 α〃πε〃8お よび4%のNaCl濃 度で
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増殖が 困難 となる非耐塩性細菌E8伽 漉 痂αoo〃を陽性 コン トロール とした。

酢酸菌 はその内膜 と外膜 の問のペ リプラズム空間で多様 な糖や アル コール を酸化発酵す ることを特徴 と

してい る。高濃度 グル コー ス下 での培養 中にZ3α んαε離 εη諮 が培地 中の グル コース を代謝す るのか検討す

るために、Z8α んαθ7α'εη8∫8を30%グ ル コースYPGD液 体培地で培養 し、培養上清 中に含 まれ る糖濃度お よ

びpHの 測定 した。τ8αんαε磁 εη3∫3の増殖が進む につれ、糖濃度お よびpHは 低下す ることが分かった(図

2C)。 この時 、遠心分離 によ り回収 された菌体 に含 まれ る菌体 当た りの総糖量 は、増殖 フェーズや0.5%グ

ル コー ス環境下 での培養 と比較 して も、有意差 はなか った(デ ー タは割 愛)。 また、Z5α んαε磁 εη誘 の形態

は0.5%グ ル コース濃度 下では、30%グ ル コー ス環境 での菌 の形態 と比較す る と、部分的 に長 くな り先端が

鋭形 になる傾 向があるが、0.5%と30%グ ル コース濃 度環境下では顕著な差は見 られなかった(図2D)。 つま

り、培養液上清 にお ける糖濃度 の減少 は、Z8αんαε磁 εη誘 が グル コース を菌体内 に取 り込むた めでは なく、

多 くの酢酸菌 と同様 にグル コー スを菌体外(細 胞 膜上)で 代謝す るこ とに よる と考 え られ る。 そ こで、τ

5αんαθ磁 εη鋸 のグル コー ス消費速度 を計算 した ところ、30%グ ル コース環境 では最 初の24時 間(対 数増殖

初期)は10.8か ら12.6mgglucose/OD595/hour/mlで 、そ の後48時 間では1.Omgglucose/OD595/hour/mlで

あった。 また、0.5%グ ル コー スの培地で は、対数増殖初期 は4.5mgglucose/OD595/hour/mlで 、後期 には

1.lmgglucose/OD595/hour/mlと なる(表1)。 高濃度 グル コースに適応す る初期 に、定常期 と比較す る とグ

ル コー ス代謝が10倍 くらい活発 であるこ とが明 らか となった。

3.3.異 なるグル コー ス濃度環境下で培養 した τ3αんαε醜 εη伽 のタ ンパ ク質の分析

τ3盈 αε醜 εη傭 は30%グ ル コース環境下 において グル コー スを代謝 してい る とした場合 に、0.5%グ ル コ

ー ス環境で と30%グ ル コース環境 では同 じグル コース代謝 系が使用 され るのか、それ とも、30%グ ル コー

ス環境 に暴露 した際 に特殊 な代謝系 が発現す るのか不 明である。そ こでまず 、τ3αんαθ磁 εη傭 が異 なる濃

度 のグル コース に暴露 した際 に、適応期 間を必要 とす るか どうか検討す るために、05%グ ル コース培地で

の増殖 を繰 り返 した菌 を、異な るグル コース濃度の培地 に植菌 し、その増殖 を観 察 した(図3A)。 グル コー

ス濃度 が高 くなるにつれ 、そ の環境 に適応す るまでの期 間(ラ グタイム)が 長 くなる傾 向があ り、また、

初期 の増殖速度 も低 くなる。 これは、0.5%グ ル コー ス培地か ら30%グ ル コース培地へ の環境変化へ の適応

にある種、例 えば細胞膜上 に存在す る高濃度 グル コースを至適反応濃度 とす るグル コース脱水 素酵素遺伝

子 な どの発現変化 が起 きてい るこ とを示唆す る。

異 なるグル コー ス濃度環境 下にお け るタンパ ク質蓄積 量の変化 、つま り遺伝 子発 現量の変化 を調べ るた

め、それぞれ のグル コース濃度 の培 地で の培養液 か らOD595が お よそ05か ら1.0に 菌体 を回収 し、

SDS-PAGEに よ りタンパ ク質プ ロファイル を比較 した(図3B)。 この とき、30%グ ル コース環境へ の適応が

一種 の増殖停止期(ス テイ シ ョナ リー フェー ズ)へ の移行 と区別 され るか検討す るため、0.5%グ ル コー ス

培地で の培養 にお ける対数増殖期(ロ グフェーズ)前 期 と後期 、増殖停 止期 初期 の菌体 を用意 した。結果

として、0.5%グ ル コー スにお ける増殖 の各 フェー ズで のタンパ ク質 の蓄積量 と、グル コー ス濃度0.5%、10%

お よび20%環 境下での73盈 αε醜 θη3∫3のタ ンパ ク質 の蓄積 量は極 めて類似 していた。 しか し、30%グ ル コ

ー ス濃度環境下 でのタンパ ク質 プロファイル には、特 に分子 量50,000周 辺で は顕著 な違い を確認す るこ と

ができた(図3B、 異な る条件 でのSDS-PAGEの デー タは示 さず)。
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30%グ ル コース濃度環境へ の適応 が細胞外(細 胞膜 上)の 酵素 に依存 してい る と仮 定す る と、細胞膜お

よび膜結合 タ ンパ ク質の解析 を必 要 とす る。そ こで、05%お よび30%グ ル コースの培地 にて培養 したZ

3αんαε溜 ε競5の 菌体 を超音 波 に よ り破 砕 し、可溶性 画 分(soluble倉action)、 膜 結合 画分(membranebound

仕action)、お よび不溶画 分(pellet)の3つ にタ ンパ ク質 を分画 し、SDS-PAGEに よ り比較解析 した(図3C)。

30%グ ル コースで培養 した菌体 にだけ存在す るタ ンパ ク質が、可溶 性画分の20kDa以 下の ところと、膜結

合画分で25kDaの 位 置で確認 された。逆に、不溶性画 分では43kDa前 後お よび20kDaの 位置 にグル コース

濃度05%で 培養 した菌体 にのみ存在す るタ ンパ ク質が確認 され た。

3.4.グ ル コ ー ス 濃 度 に よ り蓄 積 が 異 な る タ ン パ ク 質 の 機 能 予 測

0.5%お よ び30%グ ル コ ー ス 濃 度 環 境 下 で 培 養 を 行 っ た τ8盈 αε7α'θ〃3∫3か ら調 製 し た 可 溶 性 画 分 、 膜 結 合

画 分 、 不 溶 画 分 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 一 次 元 電 気 泳 動 と 二 次 元 電 気 泳 動 を 用 い て 比 較 し(図3C、 二

次 元 電 気 泳 動 の デ ー タ は 割 愛)、 グ ル コ ー ス 濃 度 に よ り蓄 積 量 の 異 な る タ ン パ ク 質 に つ い て 、そ のN末 ア ミ

ノ 酸 配 列 を 決 定 し た 。 そ の 配 列 デ ー タ をBLAST検 索 に か け る こ と に よ り類 似 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 を 行

っ た 。

30%グ ル コ ー ス 濃 度 環 境 下 で 蓄 積 す る約70kDaと50kDaの タ ン パ ク 質 か ら、NH2-MFNYYRKEIM-COOH

とNH2-MsKDvKFGAAAwQRM-cooH、NH2-MYTvGTYLAERL-cooHの 配 列 を 得 た.そ れ ぞ れ 、

G1〃coηαcε'oわαc'ε〃 ∫αzo'胆ρ痂c〃3のpolynucleotidephoshorylase、 琢 〃20刑oηα3〃20わ∫1∫3のpyruvatedecarboxylaseに

類 似 す る 。0.5%グ ル コ ー ス 濃 度 環 境 下 で 蓄 積 す る36kDaの タ ン パ ク 質 か ら 、

NH2-STITGPYVDLGGGYN-COOH配 列 を 得 て 、オcε'o肋c'εアρα3'ε纏 αη〃8のOmpAタ ン パ ク 質 と類 似 す る こ

と が 分 か っ た 。G4∫ αzo卿 吻c鋸 と オ.ρα3励 磁 η〃3は 酢 酸 菌 科 細 菌 で 、z脚 わ∫1∫5は酢 酸 菌 と 同 様 α一プ ロ テ オ

バ ク テ リ ア に 属 す る 。

4.考 察

酢酸菌科(Acetobacteraceae)糸 田菌 は現在416種 が28属 に分類 され ている。伝統 的分類 であ る酢 酸菌(Acetic

acidbacteria)は 酢酸菌科(Acetobacteraceae)に 含 まれ る12属202種 を指す ことが多い(1)。そ の12番 目の新属

として登録 され たのがZ3α んαθrα伽 誘 であ り、新属 とすべ きか、G1π60ηoわαo婬 属の新種 とす るべ きか議論

がある。τ3磁 αε磁 θη誘 のゲ ノムDNA配 列 は現在、我々の グループが 中心 にな って解 析 を進 めてお り、体

系的 な分子系統解析 か らそ の分類 が確立す るこ とが期待 され る。

τ3αんαθ剛 εη傭 は浸透圧耐性 を特徴 とす る と考 え られた。30%グ ル コー スを含む培地 で増殖可能 で、培地

の他 の溶質 も加 味 して単純 に浸透圧 を計算す る と5.OMPaに なる。同様の浸透圧 をNaClで 得 る場合 、お よ

そ10%NaClと な り、75%のNaCl濃 度で も増殖が可能 な耐塩性細菌&'4助 ッ10cooc〃3α耀 粥 よ りも高塩濃度

の培地で増殖可能 となるこ とが期待 され る。 しか し、実際 には1%NaClを 含む培地で さえその増殖 は極端

に抑制 され るこ とか ら、τ3磁 αεアα伽5'3の 有す る耐浸透 圧耐性は特殊 な溶質 に限定 され る浸透圧耐性で あ

る と考 え られ る。 も しくは、NaClに 極 めて感 受性 が高いのか も知れ ない。

τ5磁 αεアα伽 誘 の30%グ ル コー ス環 境 下 で の 最 初 の24時 間 の グル コー ス消 費 速 度 は、12mg

glucose/OD595/hour/mlで 、大腸菌 を0.2%グ ル コース培地で ジャー ファンメー ター を用いて効率 よ く培養 し
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た際 の糖消費速度 は約10mgglucose/OD595/hour/mlと 同程度 であった(12)。つ ま り、τ8αんαθ磁 θη誘 は30%

グル コー スを含む培地 では、培養初期 に高濃度 のグル コースを効 率 よく代謝す る酵素(群)が 発現 してい

る と考 え られ る。 また、Z3盈 αε磁 εη諮 は、 グル コースか ら2一ケ トグル コン酸 を生産す るが、エ タノール

か ら酢酸 は生産 しない とされ ている。30%グ ル コースで培養 した場合 、pHが2.5程 度 まで低下す ることを

考 える と、最終 的には酢酸 を生産 している と考 え られ る。 一般 に酢 酸菌の培養 では、培 地 中の糖 が有機 酸

に変化 した後、その有機 酸 を代謝 し始 める期間に、一時的に増殖 が停止す る。図3Aの30時 間前後 に見 ら

れ るOD595の 減少 と増加 は、同様 の二段 階増殖 であ ると考え られ る。今後 メタボ ローム解析 に より、生産

され る有機酸 につい て明 らかに した い。

酢酸菌 は、内膜 に結合 しペ リプラズム層 で機能す る様 々な酸化還元酵素 を有 し、多種多様 な糖や アル コ

ール な どの酸化発酵 を行 う。 この反応 には、PQQを 補酵素 とす るキノプ ロテイ ン(PQQ酵 素)とFADを 補酵

素 とす るフラボプロテイ ン(FAD酵 素)が ある(13)。 それ ら酵 素の半数 くらいはチ トクロームCを サブユ ニ ッ

トとす る。酸化発酵 で得 られ る還元力 は、チ トク ロー ムCも しくは 同様 に内膜 に位 置す る酸化的 リン酸化

のユ ビキノール(酢 酸菌で は種 によってQ9も しくはQloが 使 用 され る)を 還元 し、スカ ラー反応 のエネル

ギー フォー スになる と考 え られ てい る。

膜成分 を多 く含む と考 え られ る不溶性画分 には30%グ ル コース環境 で蓄積 量が激減 す るタンパ ク質が観

察 された。そ の1つ が、OmpAタ ンパ ク質 であった。OmpAタ ンパ ク質は通常、外膜 を貫通す る ドメイ ン と

ペ リプ ラズム ドメイ ンか らなる。高濃度 グル コー ス環境 下では、低浸透圧環境下 で物質 の輸送や情報伝達

を担 ってい たOmpAタ ンパ ク質 が、環境適応 の一 つ として減少 した と推察 され た(14,15)。 酸化発 酵の酵素

が同定 され なか った のは、それ らが膜結合 タンパ ク質 として分画 され たこ とが一 因 と考 え られ る。酢酸菌

では一般 に、細胞 内に取 り込 まれた グル コー スは、解糖 系か らペ ン トー ス リン酸 回路 を経 由 して ピル ビン

酸 に代謝 された後 、アセチルCoAに 代謝 され 、TCA回 路 にお けるエネル ギー代謝 に使用 され る。 ゲノム配

列既知 の酢酸菌 ではpyruvatedecarboxylase遺 伝子 を有す る菌は少ないが、pyruvatedecarboxylaseは ピル ビン

酸 をアセ トアルデ ヒ ドに代謝す る酵素 であ り、最終 的にはアセ トアルデ ヒ ドは酢酸や二酸化炭素 に代謝 さ

れ る(図3D)(16)。 つ ま り、Z3磁 αθ離 εη廊 のpyruvatedecarboxylaseは 、高濃度 のグル コー スの代謝 によ り

生 じた過剰 な ピル ビン酸 を酢酸へ代謝 し、高濃度 グル コー ス環境 に適応す るための一つ の手段 となってい

るこ とが示唆 され る。

本研究結果 のタンパ ク質 の分画で は、膜結合 タンパ ク質分画 に30%グ ル コース培養 の菌体に蓄積 す るタ

ンパ ク質 が多 く確認 され、それ らタンパ ク質 には高濃度 のグル コー スを代謝す るための酵素 が含 まれ る と

考 え られ る。 しか し、それ らの同定にはまだ至ってお らず、今後 、ゲノムDNA配 列解析 に基づ く網羅的 な

プロテオー ム解析 が必要で ある。
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図116Sリ ボ ソー ムRNAの 配列 に基づ く酢酸菌 の分子系統 図。

酢酸菌科(Acetobacteraceae)細 菌 は現在416種 が28属 に分類 され ている。(平 成23年6月25日)



A
Glucose: 2%(0.11M)5%(0.28M)10%(0.56M)15%(0.83M)30%(1.67M)

一

BNaC1: 一 0%(OM)1%(0.17M)2%(0.34M)3%(0.51M)4%(0.68M)

図2異 な る グ ル コ ー ス 濃 度 とNaCl濃 度 環 境 下 で の 酢 酸 菌 な ど の 増 殖 。

A)異 な る グ ル コ ー ス 濃 度 環 境 下 で のZ3α ㎞ ε磁 θη3∫3の 増 殖 。B)異 な るNaCl濃 度 環 境 下 で のZ

3α㎞ ε磁 θη3'3の 増 殖 。 各 写 真 の 上 に 濃 度 パ ー セ ン テ ー ジ(w/v)と 括 弧 内 に モ ル 濃 度 を 示 す 。C)30%グ ル コ ー

ス を 含 むYPGD液 体 培 地 で の 培 養 で の 培 養 液 中 の グ ル コ ー ス 濃 度 お よ びpH。 ■:培 養 液 のOD、 ▲:pH、 ●:

総 糖 濃 度 。D)Z8α 忽 θ離 εη廊 菌 の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察 。0.5%と30%グ ル コ ー ス を含 むYPGD寒 天

培 地 上 で 増 殖 し た 菌 体 を 、 走 査 型 電 子 顕 微 鏡S-900(日 立 製 作 所)を 用 い て 、10,000倍 で 観 察 した 。 図 中 の 白

棒 の 長 さ は1μmを 示 す 。 菌 種 名 の 略 号 は 、 そ れ ぞ れAa:オcθ'oわ αo欝 αcθ々 、Ap:痴 θ'oわααε7pα3燃7'α 〃〃3、

Ab:、43α∫αわogorensis、Ge:G1祝60〃 αcθ'oわααε7επ7ρραθ鰐 、Gx3288:G1祝60η α6ε'oわαc'θ7xア伽 〃3NBRC3288、Ts:7:

3α㎞ εアα吻 誘 、E.coli:E∫c舵7勲 ゴαco1ゴ、Sa:5毎 助 ア10cocc〃3α 即 ε〃8、Am:.4c'40ア ηo刀α8_脱θ訪αη01∫cα、Gx13693:

G1〃co照cε'oわ αc'εア)～γ1∫刀π3NBRC13693。



図3異 な る グル コ ー ス 濃 度 環 境 下 に お け るZ5α んαε醜 εη誘 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル

A)異 な る グ ル コ ー ス 濃 度 環 境 下 で の τ3αんαθ7α'θη傭 の 増 殖 。 図 中 の 記 号(□:05%、 ○:10%、 ■:20%、 ●:

30%)は グル コ ー ス 濃 度 を 示 す 。 矢 印 は 菌 体 を 回 収 し た タ イ ミ ン グ を 示 す 。B)グ ル コ ー ス 濃 度 ご との タ ン

パ ク 質 解 析 。 レー ン1-4(レ ー ン1:0時 間 、2:4時 間 、3:10時 間 、4:24時 間)は グ ル コ ー ス 濃 度05%環 境

下 で の 異 な る 増 殖 フ ェ ー ズ で 、 レー ン5-8(レ ー ン5:0.5%、6:10%、7:20%、8:30%)は 異 な る グ ル コ ー

ス 濃 度 環 境 下 で の 培 養 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 。7.5%ア ク リル ア ミ ドSDS-PAGEで 分 析 し た 。C)タ ン パ ク

質 の 分 画 。 グ ル コ ー ス 濃 度0.5%お よ び30%環 境 下 で 培 養 したZ3α んαθ醜 θη3'sを そ れ ぞ れsoluble丘action、

membranebound倉actionお よ びpelletの3つ の タ ン パ ク 質 に 分 画 し 、SDS-PAGEに よ り タ ン パ ク 質 解 析 を 行

っ た 。 そ れ ぞ れ 、 レー ン1,3,5:グ ル コ ー ス0.5%、2.4.6:グ ル コ ー ス30%。 黒 色 と 白 色 の 矢 印 は そ れ ぞ れ

05%と30%の グ ル コ ー ス 添 加 培 地 で の み 確 認 さ れ る タ ン パ ク 質 を 示 す 。D)解 糖 系 の ピル ビ ン 酸 か ら ア セ ト

ア ル デ ヒ ド と酢 酸 を 経 て ア セ チ ルCoAとTCA回 路 に 至 る 代 謝 経 路 。EC4.1.1.1がpyruvatedecarboxylase。



表1Z8α んαθ磁 θη廊 の培養 に伴 う培養液 上清 中の糖 度の変化 と糖度変化速度

30% glucose培 地 0.5%glucose培 地

時 間

hours

培養 液濁度

OD595

培 養 液 糖 度

Glucose(%)

期 間 の べ 菌 数

(hours)ODxhours

糖 減 少 量

mg/ml

減 少 量/菌 数

mg/ml/OD/hours

時 間 培 養 液 濁 度

hoursOD595

培 養 液 糖 度 期 間 の べ 菌 数

Glucose(%)(hours)ODxhours

糖 減 少 量

mg/ml

減 少 量/菌 数

mg/ml/OD/hours

0

13

25

72

0.00

0.14

0.84

5.80

33.3

32.3

24.8

9.1

一 一

〇-130.94

13-255.92

25-72156.1

一

10.1

74.7

156.6

一

10.8

12.6

1.0

■

00.00

40.13

90.73

242.50

0.59--

0,470-40.26

0,244-92.16

0,999-2424.26

一

1.2

2.3

-7 .5

一

4.5

1.1

-0 .3



英文抄録

Proteome analysis of hyper glucose tolerance and metabolism of an acetic acid

bacterium, Tanticharoenia sakaeratensis.

Hiromi  Hadanol, So Takebe2, Yoshinao Azuma2

  Acetic acid bacteria (AAB), forming a divergent phylogenetic group within the alpha-proteobacteria, 

distribute in wide range of niches where sugar is accumulated, e.g. fruits, flower nectar and soils nearby 

in nature. AAB strains are phenotypically characterized with regard to their abilities to utilize a variety 

of carbon sources including ethanol, carbohydrates, organic acids and glycerol, and the most well-known 

feature of AAB is the oxidation of ethanol to acetic acid. Due to the economic importance in the 

productions of vinegar and other biochemical usefulness, isolation of AAB has been extensively carried 

out with numerous types of media containing suitable carbon sources (e.g. glucose, ethanol and mannitol), 

nitrogen sources and vitamins, and acetic acid for selection. T sakaeratensis, which was isolated as a 

new species of AAB from soil in Thailand, is characterized by tolerance of high glucose concentration up 

to 30% D-glucose (1). To clarify mechanisms of the T sakaeratensis responding and overcoming the 

osmotic and metabolic stress from high glucose concentration, we have been performing comparative 

genome and proteome analyses. For the comparative proteome analysis, T sakaeratensis was grown in 

two media containing 0.5% and 30% glucose, proteins from the cells were fractionated into soluble, 

membrane-bound and SDS-mediated extractants, and analyzed by 1D and 2D gel electrophoresis. 

Comparison of protein profiles and amino acid sequencing indicates that accumulation of several gene 

products were regulated by the glucose concentration, e.g. one gene product involved in a pyruvate 

metabolism was accumulated and outer membrane proteins were decreased in the 30% glucose condition.
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