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醸造微生物の細胞表層機能に関する生化学的研究とその産業応用

東北大学大学院農学研究科 阿 部 敬 悦

は じ め に
日本の伝統的発酵産業である日本酒や醤油，味噌の醸造は，米・

麦・大豆などの穀類基質に対して麹菌，乳酸菌，酵母と多様な微
生物を巧みに組み合わせて働かせることで香味豊かな醸造物を製
造してきた．日本独自の醸造工程の複雑さの中には，欧米で行わ
れている発酵・醸造とは異なる工程ゆえに未知の微生物反応が存
在しており，結果として特徴的な醸造物特性を示すと考えられる．
醸造微生物が穀類固体基質に作用する際には，微生物細胞表層が
固体基質との相互作用の場となり，基質が加水分解されて供給さ
れる糖やアミノ酸の低分子栄養を利用する場合にも細胞表層を通
して行われる．筆者は，特に微生物細胞表層機能である輸送体，
細胞壁，界面分子等の細胞表層因子の機能に着目し，その機能の
解明と応用技術開発を行ってきた．筆者は大学卒業後にキッコー
マン株式会社に奉職し，醤油の醸造微生物の研究開発に従事する
過程で，日本の醸造工程の規模観，複雑さ，独自性に魅せられて，
醸造における微生物反応の探索とその産業応用研究を開始した．
17年間の企業勤務を経て 1999年に東北大学に異動後も，醸造から
の概念を拡張しつつ醸造微生物の細胞表層機能の解明とその応用
研究を展開してきた．本講演ではそれらの概略を紹介する．
1.　醤油乳酸菌の輸送体の機能解析とその応用技術開発

微生物発酵生産では，細胞内代謝系の改変により生産性の向
上が図られてきた．更なる生産性の向上や新規化合物の生産で
は，基質の菌体内取込みや生産物の菌体外排出が律速となる事
例が増えており，基質輸送能及び産物排出能の強化・改変によ
る生産性の改善が望まれてきた．細菌では糖輸送がカタボライ
ト抑制を引き起こし，生産の制限要因となるために抑制解除も
必要となった．1990年代前半まではグラム陽性細菌のカタボラ
イト制御機構は不明であったが，筆者は醤油乳酸菌を対象に糖
輸送体・解糖系代謝制御によるカタボライト抑制解除株の育種
に成功した．また発酵生産では代謝制御によりエネルギー生成
に制約がある場合が多く，基質輸送・産物排出過程でエネル
ギーを消費せずにエネルギーを生成しつつ物質生産を高効率に
行う代謝系の探索を行った．その結果，醤油乳酸菌にアスパラ
ギン酸（Asp）：アラニン（Ala）交換輸送体（AspT）を発見し，
生化学的解析から産業応用までを行った．AspT が菌体外の
Asp を取り込み，Asp の脱炭酸反応によって生じた Ala をプロ
トン勾配形成的に菌体外に排出することを証明した（図1）．
AspT は Asp:Ala交換輸送体（AAEx）ファミリーの最初の例と
なった． 筆者は，コリネ細菌の AAEx ファミリー輸送体SucE1
が，コハク酸発酵におけるコハク酸排出輸送体であることも明
らかにした．さらに AspT の構造と基質認識・輸送機構の解析
を進めた．AspT発現大腸菌の細胞膜より AspT を可溶化・精
製を行った後に，精製AspT を人工膜小胞に再構成して輸送の
速度論解析を行った．基質アナログの Asp, Ala輸送反応への阻

害様式の解析から，AspT は Asp, Ala に対して独立した結合部
位を有することを明らかにした．また，AspT が 10本の膜貫通
領域（TM）を有し，第3 TM が基質透過経路に位置することを
生化学的に示した．AspT は醸造過程で Asp:Ala変換による醤
油の香味の改質に実用化されて，輸送体の産業利用の先駆的事
例となった．筆者は，他にも類似反応機構のグルタミン酸：
GABA交換輸送体の発見，シュウ酸：ギ酸交換輸送体（OxlT）
遺伝子の単離と OxlT の輸送に関する生化学解析を行った．

2.　 産業糸状菌の産生する界面活性蛋白質の新機能の発見と
その応用技術開発

大学に転出後，筆者は醸造の製麹工程と糸状菌の植物感染と
の類似性に着想を得て，生分解性ポエステル分解酵素や分解促
進因子の探索を行った．麹菌DNA マイクロアレイを利用して，
生分解性のポリブチレンコハク酸コアジペート（PBSA）を固体
培養基質とした際に誘導される PBSA分解酵素及び，他の蛋白
質性PBSA分解促進因子の探索を行った．その結果，麹菌が
PBSA固体表面に生育する際に複数の界面活性蛋白質群（ハイド
ロフォビン RolA及び新規蛋白質HsbA）を産生することを見出
した．それら界面活性蛋白質が菌体より分泌され，疎水固体表
面に吸着した後に PBSA分解酵素クチナーゼ CutL1 を特異的に
リクルートし，PBSA固体表面に分解酵素を濃縮することで
PBSA分解を促進する新奇分解機構を発見した（図2）．精製蛋白
質を用いた RolA-CutL1相互作用解析により，RolA N末端の His, 
Lys等の陽性荷電残基，CutL1側分子表面の Asp, Glu等の陰性荷
電残基によるイオン的相互作用がリクルートの主因であることも
示した．CutL1-RolA高発現麹菌を用いた PBSA固体発酵で，
80％以上の PBSA分解率を達成した．従来，両親媒性のハイド
ロフォビンは固体培養時に菌糸細胞表層を被覆して，菌糸の固
体接着と空気界面の形成に機能することが知られていた．これ
らの発見は，糸状菌界面活性蛋白質が固体基質に応じて界面活
性蛋白質–酵素の組み合わせで多様な固体を分解する新機能を有
し，自然界での感染や高分子分解過程の重要な分子機構である

図1.　 醤油乳酸菌アスパラギン酸：アラニン交換輸送体とア
スパラギン酸脱炭酸反応によるプロトン駆動力の発生
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ことを先駆的に提示した．本研究は，固体麹法利用の拡張性も
提示した．筆者は RolA の界面での機能を可視化解析するため
に，疎水化および親水化シリコン基板上での RolA自己組織化膜
の作製法を確立し，シリコン基板上での原子間力顕微鏡（AFM）
による自己組織化膜構造の観察に成功した．界面での RolA機能
の可視化解析を通じた RolA分子の界面化学的特性の把握から，
表面加工などの新たな応用の可能性が広がるものと考える．

3.　 糸状菌のシグナル伝達研究から細胞表層菌糸接着因子の
発見と培養技術への応用

筆者は糸状菌の細胞表層センサー及び下流シグナル伝達系の
機能解明と抗真菌剤開発を目的に，二成分性情報伝達系と MAP 
kinase経路のうち浸透圧経路と cell wall integrity（CWI）経路の
解析を行ってきた．真菌の細胞壁構築では，出芽酵母の CWI経
路は細胞壁多糖の β-1,3-グルカン（BG）・キチンの生合成遺伝子
の転写を制御する．糸状菌の CWI経路の解析から，出芽酵母と
は異なり，糸状菌CWI経路は出芽酵母が有しない多糖α-1,3-グル
カン（AG）の合成酵素遺伝子の転写を制御すること，BG とキチ
ンの合成関連遺伝子の転写は未知経路で制御されることを解明
し，糸状菌と出芽酵母の CWI経路の生物学的機能が全く異なる
ことを一般化した．多くの真菌が AG を有するが，その生物学
的機能は不明であった．筆者が糸状菌CWI経路による AG生合
成の制御を報告した後に，動植物感染性真菌で細胞壁表層の AG
が下層の BG を被覆して，動物免疫系や植物抵抗性機構による
BG認識を回避することが海外の研究室により報告され，AG の
宿主認識回避機能が示された．筆者はモデル糸状菌Aspergillus 
nidulans の AG合成酵素遺伝子欠損株の細胞壁の生化学解析で
AG が欠損したこと，AG欠損株が菌糸塊を作らず菌糸分散する
ことを観察し，AG が菌糸接着因子であることを発見した．A. 
nidulans は AgsA, AgsB の 2種の AG合成酵素を有する．各酵
素の単独高発現株より精製した AG の生化学解析から，AgsB が
合成する AG は分子量30–50万で細胞壁表層に局在して菌糸接着
に寄与し，AgsA の合成する AG は分子量150万で BG下層に分
布して菌糸接着への寄与が低いことを明らかにした．本成果は，
低分子量AG の細胞壁表層移行による菌糸接着機構を提示する
と共に，多糖の分子量差による細胞壁空間局在機構の先駆的モ
デルとなった．産業糸状菌麹菌の AG欠損株は野生型株より小さ
な菌糸塊を作り，液体培養では菌体が高密度化して酵素生産性
に優れることを見出した．AG欠損に加えて，細胞外マトリック
ス多糖galactosaminogalactan（GAG）合成能を欠損したAG-GAG

二重欠損株（AG-GAGΔ）の菌糸が完全分散したことから，GAG
を第2 の菌糸接着因子と同定した．精製GAG を AG-GAGΔ株菌
糸に添加することで GAG の菌糸凝集能を確認し，GAG の N脱
アセチル化によるアミノ基が水素結合を介して菌糸接着に働く
ことを解明した．AG-GAGΔ株は野生型株，AG欠損株に比較し
て高い酵素生産性を示し，AG及び GAG を有する多くの糸状菌
に両因子欠損が適用可能であることを示した．AG-GAGΔ株はリ
アクターでも高い酵素生産性を示し，現在国内外に技術移転を
行っている．糸状菌の菌糸接着による菌糸塊形成は産業上の大
きな課題であり，菌糸接着因子の発見とその制御による菌形制
御は，糸状菌発酵生産における新技術として期待されている．

お わ り に
微生物を利用する発酵・醸造は，農産物利用の一形態として

長い歴史の中で育まれてきた．人類は植物や動物と微生物の相
互作用現象の観察から学び，有用物質生産に適した微生物を選
んで使いこなす大規模な産業にまで発展させた．世界を見回す
と発酵や醸造プロセスは，農産物の地域性と同じくらいに多様
性に富む．それは多様で未知の微生物反応や物質の存在を示唆
している．醸造は古くて新しい研究分野であり，「温故知新」
の観点で見直す価値のある研究対象である．我々の先達がそう
であったように，自然界に学ぶと共に生産プロセスと微生物の
中に新たな反応を見出し活用することは，醸造や発酵をバイオ
テクノロジーとして新たな高みへと導く営みといえる．
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図2.　 麹菌界面活性蛋白質RolA の固体表面での固体分解酵素
のリクルートと固体表面での RolA の自己組織化

図3.　麹菌の細胞壁構造と AG-GAG二重欠損株の菌糸分散
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