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産業微生物における細胞内およびペリプラズムでの 
物質代謝に関わる生化学・生物工学研究

山口大学大学研究推進機構 片 岡 尚 也

は じ め に
微生物による物質生産は，発酵に代表されるように人類が古

くから利用してきた技術の一つである．近年では，石油化学工
業に取って代わるバイオリファイナリー技術としての側面も見
出され，多種多様な化合物の微生物での生産が可能になってき
ている．微生物による物質生産を考えるとき，その対象は主に
物質代謝になる．筆者らは，産業微生物である大腸菌，酢酸
菌，コリネ型細菌を材料に，各微生物に特徴的な物質代謝の生
化学的解析および物質生産への応用に焦点を当て研究に取り組
んできた．本講演では，これまでの研究成果の中でも，大腸菌
および酢酸菌に関連するものを中心にその概要を紹介する．
1. 大腸菌を宿主とした合成代謝経路の構築による非天然化合
物の物質生産研究

大腸菌は，最も遺伝子工学ツールや代謝に関する情報が充実
している微生物の一つであり，これまでにも本菌を宿主とした
物質生産に関する報告が数多くなされている．しかし，非天然
化合物の生産に焦点を当てると，その報告例は，代謝経路の不
在により極めて限定的である．微生物による物質生産の実用可
能性の向上には，非天然化合物を生産しうる新たな技術の開発
が重要になってくる．このような背景から，筆者らはまず，非
天然化合物である 1,3-ブタンジオールを生産の標的化合物とし
て選抜した．1,3-ブタンジオールは，β-ラクタム系抗生物質の
合成中間体等，医薬・農薬の分野で広く利用されている光学活
性ジオールである．1,3-ブタンジオール合成代謝経路を水素細
菌Ralstonia eutropha の持つポリヒドロキシ酪酸合成経路由来
PhaAB とブタノール発酵細菌Clostridium saccharoperbutylac-
etonicum の持つブタノール合成経路由来Bld を組み合わせる
ことで設計（図1）, 大腸菌内で機能的に発現させることで，グ

ルコースから 1,3-ブタンジオールを生産しうる組換え大腸菌の
構築に成功した 1）．また，酸素移動容量係数（kLa）や pH と
いった培養条件の最適化を検討した結果，高い 1,3-ブタンジ
オール生産収量を実現しうるバイオリアクターを開発した 2）．
さらに，1,3-ブタンジオール合成代謝経路を基盤に，ルーメン
細菌Megasphaera elsdenii由来の有機酸の CoA体への活性化を
触媒する酵素プロピオン酸-CoA転移酵素Pct を鍵とした，原
料に用いる有機酸依存的に様々な炭素骨格を有する 1,3-ジオー
ル類を合成可能な新規合成代謝経路（図1）を構築することで，
非天然化合物を含む 1,3-ペンタンジオール，4-メチル-1,3-ペン
タンジオール，1,2,4-ブタントリオールの生産を報告した 3）．
2. 酢酸菌の糖質代謝に関わる酵素の生化学・遺伝子工学研究

酢酸菌は，細胞膜のペリプラズム側に多種多様な膜結合型脱
水素酵素を保有しており，その働きにより，様々な糖質やアル
コール類を不完全に酸化する酸化発酵と呼ばれる物質代謝を営
む．本発酵系は，ビタミン C生産におけるソルボース発酵や，
食酢醸造における酢酸発酵など，古くから産業の場で利用され
てきた．筆者らは，酢酸菌の中でも特に糖質の酸化に特化する
Gluconobacter属を材料に，ケトグルコン酸発酵（図2）, ジヒド
ロキシアセトン発酵を対象に研究を行ってきた．
2-1.　ケトグルコン酸発酵系に関する研究
ケトグルコン酸発酵（図2）は，Gluconobacter属に保存され

た発酵系であるが，未だ同定されていない酵素遺伝子が存在し
ていた．遺伝子の同定は，遺伝子工学による各ケトグルコン酸
生産技術の開発や改良に重要な役割を持つ．そこでまず，未同
定であった 2-ケトグルコン酸脱水素酵素遺伝子をその活性を有
する菌株のゲノム情報を活用することで同定した．次いで，同
定遺伝子を遺伝子工学的に 2-ケトグルコン酸を高生産するよう
改変された Gluconobacter属で高発現させることで，定量的に

図1.　1,3-ジオール類生産のための合成代謝経路
有機酸を添加せず，BktB（RE）を PhaA（RE）に変換した
場合に上記合成代謝経路で生成される化合物が，1,3-ブタ
ンジオールである．

図2.　Gluconobacter属のケトグルコン酸発酵経路
ケトグルコン酸発酵は，グルコースを基質として複数の
膜結合型脱水素酵素が連続的に機能して進行する．
GLDH は，L-リボースの L-リボン酸への変換も行うことが
明らかにされた．
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2,5-ジケトグルコン酸を生成しうる組換え体の構築を報告した 4）．
また，本研究で同定したタンパク質輸送シグナルに関する情報
を活用することで，細胞内酵素である II型デヒドロキナ酸脱
水酵素のペリプラズムへの局在による Gluconobacter属でのキ
ナ酸の 3-デヒドロシキミ酸への高速変換に代表されるタンパク
質の局在改変を鍵としたペリプラズミック代謝工学といった，
新たな研究領域を開拓した 5）.

ケトグルコン酸発酵による生成物で酒石酸生産の前駆体とし
ての用途を持つ 5-ケトグルコン酸は，微生物の中でも Gluco-
nobacter属が特に生成能力が優れていることが知られている．
しかし，その生産に関しては，検討が不十分であった．そこ
で，これまでに明らかにされているペリプラズムでの物質代謝
を 5-ケトグルコン酸生成に向かうべく改変するとともに，5-ケ
トグルコン酸およびグルコン酸の資化を制御する遺伝子工学を
施した．加えて，鍵酵素の活性維持に有効である培養液中のカ
ルシウムイオン濃度を検討した．その結果，定量的に 5-ケトグ
ルコン酸生産を生成可能な技術の開発に成功した（図3）6）. 
2-2.　ジヒドロキシアセトン発酵系に関する研究
日焼け剤としての用途を持つジヒドロキシアセトンもグリセ

ロールを基質に Gluconobacter属による酸化発酵にて生成され
る化合物として知られている．Gluconobacter属はその資化能
も有しており，結果として，ジヒドロキシアセトンの生産性に
問題を抱えていた．そこでまず，ジヒドロキシアセトン代謝の
初発酵素と予想されるリン酸化酵素を精製し，遺伝子を同定し
た．次いで，ゲノム情報を活用することで精製酵素のアイソザ
イムと推定される遺伝子をリストアップし，各遺伝子産物に対
し生化学的解析を行うことで，全ての遺伝子産物が目的反応を
触媒することを明らかにした．その後，それら遺伝子全てを欠
損した組換え株を作製，培養条件を最適化することで効率的に
ジヒドロキシアセトンを生成可能なシステムを構築した 7）．
2-3.　グリセロール脱水素酵素が触媒する新規酸化系の発見

グリセロールのジヒドロキシアセトンへの変換を担う酵素で
あるグリセロール脱水素酵素（図2, 3; GLDH）は，Glucono-
bacter属の保有する膜結合型脱水素酵素の中でも特に基質特異
性が広いことが知られており，その反応は，Bertrand-Hudson
則と呼ばれるルールに限定され，2位と 3位の水酸基が D-エリ
スロ（2S, 3R）配置を持つポリオールの 2位をケトンに酸化す
る．筆者らは，逆遺伝学的な解析により，本酵素が L-リボース

を基質にすることを見出すとともに，生成物が L-リボン酸であ
ることを明らかにした 8）. これは，前述の Bertrand-Hudson則
に従わず，グリセロール脱水素酵素が 1位の水酸基をも酸化す
ることを提案していた点で興味深い．
お わ り に

本研究では，産業微生物の物質代謝に焦点を当て研究を行
い，大腸菌においては，微生物により生成される化合物種の拡
充を，酢酸菌においては，膜結合型酵素の新規機能の発見や遺
伝子の同定およびその生物工学的活用を，実験的に実証してき
た．今後は，これまでの物質代謝に関する研究に，細胞内酸化
還元状態の制御や ATP充足度の改変，膜結合型脱水素酵素と
呼吸鎖電子伝達系の共役（キノン・キノールを介してこれら二
つはリンクしている）に関する研究に代表されるエネルギー代
謝の視点も加えて研究を行うことで，微生物機能の産業利用の
可能性向上に向けてさらなる発展を図っていきたい．
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図3.　5-ケトグルコン酸高生産に向けた戦略
①ペリプラズムでのグルコン酸の 2-ケトグルコン酸への
変換，②細胞内でのグルコン酸および 5-ケトグルコン酸
の代謝，③カルシウムイオンの添加による GLDH活性の
維持，の 3 つの戦略により，グルコースは定量的に 5-ケ
トグルコン酸に変換された．
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