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研究成果の概要（和文）：本研究では、PMPE (Parallel Metabolic Pathway Engineering) と呼ばれる新しい代
謝工学技術を開発した。目的物質の生産と細胞増殖のために、それぞれグルコースとキシロースを炭素源とし、
それぞれの糖に由来する炭素が代謝系内で交錯しないように設計した。さらに培養液の検討とpHの最適化を行っ
た結果、80時間の培養で4.26g/LのMAを生産し、消費されたグルコースに対するMA収率は80時間培養で0.31g/gに
達した。この収量は、バッチ式でのMA生産において世界最高であり、PMPEが有効な戦略であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new metabolic engineering technology called 
PMPE (Parallel Metabolic Pathway Engineering). We used glucose and xylose as carbon sources for the 
production of target substances and cell growth, respectively, and designed the system so that the 
carbon derived from each sugar does not intersect within the metabolic system. After further 
examination of the culture medium and optimization of pH, MA was produced at 4.26 g/L after 80 hours
 of incubation, and the MA yield relative to consumed glucose reached 0.31 g/g after 80 hours of 
incubation. This yield was the highest in the world for MA production in batch operation, indicating
 that PMPE is an effective strategy.

研究分野：生物化学工学

キーワード： 代謝工学　バイオリファイナリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低炭素社会の実現には、いかに炭素を効率よく使うか、つまり収率の向上が大きな鍵となる。しかし、微生物は
投入した炭素源を物質生産ではなく菌体増殖の方へと流してしまう。そこで本研究では、Parallel Metabolic 
Pathway Engineering （PMPE）という新しい手法を開発した。本技術は、収率の向上のみならず、使える炭素源
の種類を拡張させる点でも低炭素化に大きく貢献している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
低炭素社会の構築、エネルギー問題の解決に向け、再生可能な資源であるバイオマスの有効利用
法の開発が急務である。微生物を用いた有用物質生産は、上記バイオリファイナリーの重要分野
の一つである。アルコール、有機酸やアミノ酸などの基幹化合物を生産する技術が次々と開発さ
れてきた。しかし、これらの化合物は低価格・大量生産が求められており、広大な田畑、巨大な
プラントなど、スケールメリットを生かした力技の低コスト生産技術が世界各国において推し
進められている。一方でバイオマス前処理や発酵産物の分離精製、プロセス全体の最適化など、
ここ数年で数々の要素技術の開発は進み実用化に近づいているものの、要となる菌体触媒の生
産性が実用化には届いていない。 
 微生物を用いた物質生産では、常に増殖と生産が行われる。 
菌体を増殖させた後に、代謝を生産フェーズに切り替える“スイッチ”の研究例はいくつか報告
があるが、その多くはチューニングが困難であり、またホスホエノールピルビン酸（PEP）を起
点としたスイッチの報告例は皆無である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、増殖しつつ生産も行うという新しい方法論を提案し、上述の課題を解決する。増殖
経路を新たに導入して物質生産経路と分離する。各経路で炭素源を使い分けることで、増殖と生
産を独立して制御可能な微生物を構築する。これにより炭素収率を飛躍的に向上させ、有用物質
を高生産する微生物菌体触媒の構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
 改変微生物の構築は一般的な遺伝子組換え及びゲノム編集技術を用いておこなった。改変微
生物を培養後、生成物の評価はそれぞれに適した HPLC、GC、GCMS の測定機器を用いて行なった。 
 
４．研究成果 
本研究では PMPE（Parallel Metabolic Pathway Engineering）という新たな代謝工学技術の
開発を行った。PMPE とは、細胞が元来もつ代謝系を分断し、二つの独立した代謝経路を“パラ
レル”に共存させ、それぞれの代謝系で異なる炭素源を利用する、という戦略である。PMPE で
用いる炭素源はリグノセルロース系バイオマスから得られる主要な糖であるグルコースとキシ
ロースを使用する。目的物質の生産にグルコース、細胞の増殖にキシロースをそれぞれ炭素源と
して利用し、それぞれの糖に由来する炭素が代謝系内で交わらないように設計した。これにより、
グルコースが細胞増殖に必要な代謝物の生産に使われず、目的物質の収率の向上が期待できる。
また、グルコースから合成されない代謝物はキシロースから合成されるため、リグノセルロース
系バイオマスの効率的な利用が可能となる。様々な有用化合物のの前駆体でもあるムコン酸（MA）
をターゲット化合物として、PMPE の概念実証を行った。大腸菌では、シキミ酸経路と呼ばれる
内在の経路を拡張することで MA が生産される。シキミ酸経路の出発物質の一つであるホスホエ
ノールピルビン酸（PEP）は、シキミ酸経路で利用されるだけでなく TCA サイクルの前駆体とし
ても消費される。TCA サイクルは NADH の再生や、種々の重要な代謝物の供給を担っており、通
常 TCA サイクルへの炭素供給を遮断すると細胞に致命的な影響を及ぼす。MA生産に向けた PMPE
の実現に向け、まず解糖系及びペントースリン酸経路（PP 経路）と TCA サイクルを完全に分離
し、グルコースから TCA サイクルへの炭素供給を完全に遮断した株を構築した。続いて、TCA サ
イクルへの炭素供給を補うために、代謝改変株に Dahms 経路を導入した。Dahms 経路は貧栄養細
菌 Caulobacter crescentus が持つキシロース異化経路であり、解糖系及び PP 経路を経ること
なく、キシロースからピルビン酸とグリオキシル酸を供給する経路である。これらの改変により、
グルコースに由来する炭素を TCA サイクルに漏出させることなく MA生産に利用し、キシロース
に由来する炭素を TCA サイクルで利用することで細胞増殖・維持を行う、PMPE 代謝系をデザイ
ンした。 
 
解糖系及び PP経路と TCA サイクルを完全に分断するため、CFT5 株から更に４つの遺伝子（eda、
ppc、pck、ppsA）を破壊した株（GX1）を構築した。続いて、GX1 に対し Dahms 経路を構成する酵
素群を過剰発現するプラスミドを導入した株（GX1x）を作製した。GX1x はグルコース-キシロー
ス混合糖を炭素源として増殖し、グルコースのみ、もしくはキシロースのみでは増殖しなかった。
更に、GX1x 由来の株を用いて、シキミ酸経路を介した MA 生産を行った。MA 合成経路を構成する
酵素群を発現するプラスミドを構築し GX1x に導入することで、GX1xMA を構築した（図 1）。ま
た、コントロールとして CFT5 に Dahms 経路及び MA 合成経路を導入した株、CFT5xMA を作製し
た。これら2株をグルコース-キシロース混合糖を炭素源として培養を行ったところ、GX1xMAは、
96 時間の培養後に 1.60 ± 0.08 g/L の MA を産生し、72 時間後における消費グルコースあたり
の MA 収率は 0.30 ± 0.02 g/g であった（図 1）。GX1xMA の MA 産生量及びグルコース収率は
CFT5xMA と比較し、それぞれ 2.3 倍及び 2.6 倍に向上した。更に培地の検討や pH の最適化を行



ったところ、80 時間
培養後に 4.26±0.09 
g/L の MA を生産し、
消費グルコースに対
するMA収率は培養80
時間後に 0.31 ± 
0.0 g/g に達した。こ
の収率はバッチ操作
での MA生産において
世界最高値であり、
PMPE が有効な戦略で
あることが示された。 
 
並行してアセチル
CoA を前駆体とする
メバロン酸生産技術
の開発を進めた。現在
までなされてきたメ
バロン酸生産に関す
る多くの研究は、他種微生物の遺伝子や
培養条件について主に検討していた。そ
こで、本研究では、重要な補酵素または前駆体である NADPH や Acetyl-CoA に注目し、大腸菌内
の代謝改変を行い、メバロン酸生産量を向上させることに挑戦した。具体的には、まず、大腸菌
内にメバロン酸合成経路を構築し、その後に大腸菌内の代謝改変を行った。一つ目の戦略は、解
糖系の代謝改変である。大腸菌で主に使用されている EMP 経路を改変し、より多くの NADPH を生
産する ED 経路や PP 経路に炭素を多く流すことで、NADPH を補充した。2 つ目の戦略は、
tricarboxylic acid cycle (TCA cycle)を改変し、メバロン酸合成に使用できる acetyl-CoA 量
の増加を図った。 
HMG-CoA synthase と HMG-CoA reductase を発現させる遺伝子は、それぞれ E. faecalis 由来の
mvaS と mvaE を選択した。本研究では、メバロン酸生産のためにプラスミドを 4つ作成し(図 2)、
それぞれを大腸菌 MG1655 株に導入し、メ
バロン酸生産量を調査した。pMeES には、
trc プロモーター制御化の下で mvaE と
mvaS を導入した。より多くの Acetyl-CoA
をメバロン酸合成経路に引き込むため
に、acetoacetyl-CoA synthase を発現す
る大腸菌内在の遺伝子 atoB を過剰発現
させるプラスミド pMeESA を作成した。
pMeESA には、mvaE-mvaS-atoB の順序で遺
伝子が導入されている。atoB の発現量を
より多くさせるように、pMeAES では遺伝
子の順序を atoB-mvaE-mvaS へと変更し
ている。また、プロモーターの検討を行
うため、Lac プロモーターの制御下で
atoB-mvaE-mvaS を発現するプラスミド
pZA-AES を作成した。 
 図 2c にそれぞれのプラスミドを使用
した時のメバロン酸生産量を示してい
る。pMeES を導入した大腸菌では、0.25 
g/L と少量のメバロン酸しか生産しなか
った。pMeES に比べて、atoB を導入して
いる pMeESA と pMeAES では大きく生産量
が向上した。特に、pMeAES で最も高い生
産量 (5.25 g/L) を示した。一方、Lac
プロモーターを採用している pZA-AES で
は 0.27 g/L 少量のメバロン酸しか生産
しなかった。 
 
 

図 1:PMPEデザインとムコン酸生産 

図 2:メバロン酸生産経路構築 



 これらの結果から、atoB の発現量を高くすることで、より多くの acetyl-CoA をメバロン酸合
成経路に引き込むことが重要だと分かった。今後の実験では、全て pMeAES を採用している。 
Acetyl-CoA は、メバロン酸合成の前駆体である。また、メバロン酸合成経路の競合経路である
TCA サイクルの前駆体でもある。そこで、競合経路である TCA サイクルの流れを弱くすることが
重要だと考えた。本研究では、phosphoenolpyruvate carboxylase をコードする遺伝子 ppc と
citrate synthaseをコードする遺伝子gltAに注目した。phosphoenolpyruvate carboxylaseは、
phosphoenolpyruvate(PEP)からoxaloacetateを生成する反応を触媒する。遺伝子ppcの破壊は、
oxaloacetate の供給を弱めることで、TCA サイクルの流れを悪くすることで知られている。
citrate synthase は、oxaloacetate と acetyl-CoA を縮合し、citrate を生成する反応を触媒す
る。この反応は、TCA サイクルの
入り口の重要な反応であり、菌
体増殖のペースメイキングをす
ることで知られている。そのた
め、遺伝子 gltA の破壊は菌体増
殖に大きく影響を及ぼすので、
代謝改変に用いられることは滅
多にない。また、もう一つの
acetyl-CoA を 消費する経路
Glyoxylate shunt にも注目し
た 。 こ の 経 路 は 、 malate 
synthethase をコードする遺伝
子 aceB と isocitrate 
synthethase をコードする遺伝
子 aceA で構成されている。 
 そこで、それぞれの遺伝子破
壊株 MGΔgltA、MGΔppc、MGΔ
aceBA を 作成し、菌体内の
acetyl-CoA 量を評価した(図. 
3a)。MGΔgltA は、野生株に比べ
て約 2 倍の acetyl-CoA 量を示
し、MGΔppc は約 1.25 倍の
acetyl-CoA 量を示した。MGΔ
aceBA は、野生株と同じ程度の
acetyl-CoA 量を示した。さらに
遺伝子を二重破壊した MGΔppc
ΔaceBAとMGΔppcΔgltAを作成
した。野生株と比べて、MGΔppc
ΔaceBA は acetyl-CoA 量に変化
はなかったが、MGΔppcΔgltA は
約 1.5倍の acetyl-CoA 量を示し
た。 
 これらの株に pMeAES を導入し、
メバロン酸生産量を評価した(図 3b)。対照的にこれらの株の菌体増殖は減少した(図 3c)。野生
株(5.25 g/L)に比べて、MGΔgltA-Mv と MGΔppc-Mv は、それぞれ高い生産量 7.19 g/L と 7.04 
g/L を示した。MGΔaceBA-Mv は、野生株より低い生産量 4.58 g/L を示した。二重破壊を行った
株についても評価を行った。MGΔppcΔgltA-Mv は、5.87 g/L のメバロン酸を生産した。これは、
MGΔgltA-Mv より低い生産量となっている。MGΔppcΔaceBA-Mv は、MGΔppc-Mv と同じ程度の
6.95 g/L のメバロン酸を生産した。これらの結果は、メバロン酸生産には NADPH の補充よりも
acetyl-CoA 量の増加の方が効果的だということを示している。 
 また、MGΔgnd の acetyl-CoA 量を分析したが、野生株と変わりはなかった(図 3a)。遺伝子 gnd
の破壊は、NADPH と acetyl-CoA 量の向上には寄与していないという過去の報告と一致する結果
を示した 31)。遺伝子 gnd と gltA の二重破壊を行った MGΔgndΔgltA を作成したが、メバロン
酸生産量は向上しなかった(図 3b)。さらに、メバロン酸合成遺伝子の発現が足りているかどう
かを調査するため、pZA-AES を MGΔgltA-Mv に追加で導入した。しかし、メバロン酸生産量はわ
ずかに向上したのみであった。この結果は、メバロン酸合成遺伝子の発現量は十分であることを
示唆している。以上より、本研究で提案する技術による物質生産向上の可能性が示された。今後
は様々な有用物質への拡張を検討していく。 
 

図 3:前駆体アセチル CoA蓄積によるメバロン酸生産 
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