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研究成果の概要（和文）：酸化発酵は、高速高効率な微生物変換系であり、次世代発酵技術の基盤として期待さ
れている。本研究では、酢酸菌細胞外での酸化反応の後に進行する細胞内資化系に焦点を当て、その制御機構を
明らかにすることを目指した。
本研究では、5ケトグルコン酸（5KGA）発酵をモデルとして、以下の成果を得た。（１）5KGAの細胞内輸送に関
わる分子を見出した。（2）5KGA資化の発現には、輸送体分子の機能より細胞内資化系の活性化が重要であっ
た。（3）5KGA生産時に発現する制御因子を見出し、本分子が追随して進行する細胞内代謝に重要であることを
示した。これらの成果は、安定な5KGA酸化発酵系の構築に繋がると期待される。

研究成果の概要（英文）：Oxidative fermentation is a rapid and effective microbial conversion and is 
expected as next-generation fermentation technology. In this study, we focused on intracellular 
assimilation pathway which progresses after extracellular oxidation in acetic acid bacteria to 
clarify its regulation system.
This study provided the following results using 5-ketogluconate (5KGA) fermentation as a model 
fermentation. (1) We found transporter involved in 5KGA uptake. (2) Activation of intracellular 5KGA
 metabolism was more important than induction of 5KGA transporter for induction of 5KG assimilation.
 (3) We found transcriptional regulator related on 5KGA assimilation. These data will lead to 
improvement of industrial production of 5KGA.
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１．研究開始当初の背景 
「酸化発酵」は、多彩な糖類を細胞外で強

力に酸化して、ほぼすべての酸化生成物を培
地中に蓄積する酢酸菌に特徴的な代謝系で
ある。本代謝系は次世代発酵技術の基盤とし
ても魅力ある反応系であり、その理解が求め
られている。 
最近、自然発生的変異株が単離され、酸化

発酵に追随して、蓄積した生成物を細胞内に
取り込み、資化・再増殖する現象が確認され
た。このことは、酢酸菌は酸化生成物の資化
能を有しているにも関わらず、潜在的に抑制
して酸化発酵を進めていることを示し、生理
学的に興味深い。 
本研究課題では、酸化発酵を利用する上で

新たな課題として見出された「追随して進行
する細胞内代謝」の分子機構を解明して酸化
発酵の理解を深め、その知見を新規発酵技術
に展開することを目指した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、「追随して進行する細胞
内代謝」の分子機構を明らかにするために、
産業的に有用な化学素材 5-ケトグルコン酸
（5KGA）の発酵生産における自然発生変異株
の代謝挙動に着目し、5KGA の細胞外での酸
化発酵的生成から最終酸化産物である 5KGA
の細胞内輸送・資化へと代謝変化を導く分子群
を同定して、その機能調節メカニズムの解明す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、5KGA 発酵をモデルとして、
酸化発酵における最終酸化生成物を細胞内へ
輸送・資化に導く分子群の機能調節メカニズム
を明らかにして、次世代バイオリファイナリー技
術の構築のための科学基盤を得るために、以下
の３つの実験を行った。 
(1) 5KGA の資化に関わる分子群、とくに
5KGA の細胞内輸送に関わる遺伝子の探索と
同定 
(2) 自然発生変異株の変異箇所の同定と関連
分子の生化学的解析 
(3) 定量的リアルタイム PCR による転写調節の
解析と代謝変化を誘引するシグナルの特定 
 
４．研究成果 
(1) 5KGA の資化に関わる分子群、とくに
5KGA の細胞内輸送に関わる遺伝子の探索と
同定 
ゲノム公開株について希少糖5KGAの細胞

内輸送に関わる輸送体遺伝子の特定に注力
した。ゲノム情報から、5KGA 資化に関わる
酵素近傍に位置する推定輸送体遺伝子に着
目し破壊株を作成した。野生株は生成した
5KGA を細胞内に取り込んで再増殖するのに
対し、遺伝子破壊株は、培地中に安定に 5KGA
を蓄積するようになり再増殖はみられなか
った。自然発生変異株についても、当該遺伝
子の破壊により5KGAの安定生産が可能とな

ったことから、本遺伝子が 5KGA の細胞内輸
送に寄与していることが明らかとなった。興
味深いことに、公開されている酢酸菌のゲノ
ムを広く調査すると、本遺伝子の相同性およ
び周辺遺伝子の配座に基づいて２つのタイ
プに分類でき、このタイプの違いが 5KGA 輸
送能に密接に関係していることを見出した。 
 
(2) 自然発生変異株の変異箇所の同定と関連
分子の生化学的解析 

(1)で特定に成功した希少糖 5-ケトグルコ
ン酸（5KGA）の細胞内輸送に関わる輸送体
遺伝子について、塩基配列を調査して比較解
析を行った。ゲノム公開株と比較すると輸送
体遺伝子に数塩基のミスマッチが確認され
たが、自然発生変異株間では完全に一致して
いた。このことから、「酸化発酵に追随して
進行する細胞内代謝」は輸送体遺伝子の変異
に起因するものでないと判断した。現在、転
写調節因子の変異を視野に入れて、変異箇所
の同定に取り組んでいる。 
一方、5KGA 輸送体遺伝子について、破壊

株を用いて基質の取り込み能を調査した。本
分子は5KGAだけでなくグルコン酸に対する
取り込み能を示したが、２-ケトグルコン酸
（2KGA）は全く取り込むことがなかった。
以上のことから、本分子は５KGA およびグル
コン酸の取り込みに機能していることを明
らかにした。 

 
(3) 定量的リアルタイム PCR による転写調節
の解析と代謝変化を誘引するシグナルの特定 

(2)の結果より、5KGA の細胞内代謝には、
5KGA の細胞内輸送分子および 5KGA 代謝酵
素の発現誘導に関わる転写因子の存在が示
唆された。この転写因子が、輸送体と同様に
グルコン酸代謝関連転写調節因子が関与す
ることを推測し、そのホモログの探索を行っ
た。ゲノム上には複数の候補遺伝子が見つか
ったが、5KGA 生産条件下で特に発現が誘導
された因子が見つかった。当該遺伝子の欠失
破壊では、5KGA の取込・資化に遅延が生じ、
5KGA の「追随して進行する細胞内代謝」の
中枢であることを明らかにした。 
一方、定量的リアルタイム PCR の結果、転

写因子破壊株では、輸送体分子および代謝酵
素の発現が抑制されていたが、完全に停止す
ることはなかった。以上のことから、5KGA
の細胞内代謝は複雑な制御下にあることが
伺い知れた。現在、当該転写調節因子がどの
ようなシグナルを検知しているのか、その特
定に取り組んでいるところである。 
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