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研究成果の概要（和文）：本研究では、野生株W1485から取得したΔΔ株(NDH-IとCytbo3を共に欠損)が糖消費活
性と呼吸活性の著しい上昇、酢酸の生成、NADHの滞留、グルタミン酸(Glu)の著量蓄積などの異常な糖代謝を示
すことを発見した。さらにメタボローム解析、RNA-Seqにより、ペントースリン酸経路、酢酸生成経路に加え
て、Gluをγ-アミノ酪酸(GABA)に変換するグルタミン酸脱炭酸酵素遺伝子gadABなどの発現上昇が認められた。
また、ΔΔ株を用いた発酵生産の効率化について、1,3-ブタンジオールとGABAの高生産化を目指し、どちらの物
質に対してもΔΔ変異が生産性向上に寄与することを実証した。

研究成果の概要（英文）：The respiratory chain of Escherichia coli includes NADH dehydrogenase (NDH) 
and terminal oxidase. We previously knocked out the highest proton-motive force-generating capacity 
components (NADH dehydrogenase-1 and cytochrome bo3 oxidase) using the E. coli wild-type W1485 
strain. In this study, we found that the double knockout mutant strain (ΔΔ strain) showed an 
increase in the glucose consumption rate, respiration rate, acetate production, NADH/NAD+ ratio, and
 glutamate production. A metabolome analysis and RNA-seq analysis revealed that genes encoding for 
pentose phosphate pathway, acetate metabolism, and gadAB encoding glutamate decarboxylase were 
significantly increased. We also demonstrated that the ΔΔ strain can be applied for the production
 of 1,3-butanediol and γ-aminobutyric acid (GABA).

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 大腸菌　呼吸鎖　グルタミン酸　γ-アミノ酪酸　1,3-ブタンジオール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者は発酵生産の効率化を目的として研究を進め、これまでに酸化的リン酸化の不具合によるエネルギー
欠乏の誘導が異化代謝を活性化して生産性向上に有効であることを示してきた。本研究では大腸菌の呼吸鎖酵素
二重欠損ΔΔ株が示すエネルギー欠乏への適応機構を明らかにすることで、有用物質生産のためのロバスト（強
靭）な大腸菌宿主が開発可能になる。本研究では、産業界に高い需要があるGABAと1,3-BDの発酵生産向上にΔΔ
変異が有用であることを実証することができた。これらの成果は、大腸菌の生理学と発酵工業における有用物質
生産の両方に関わっており、基礎科学と産業応用の双方における大きく貢献できると思われる。

※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 
 発酵生産の効率を高めるためには、原料となるグルコースなどの糖代謝、すなわち解糖系や
TCA サイクルなどの中枢代謝による異化反応を活性化し、前駆体、還元力、エネルギーを速や
かに取り出すこと、次にそれらを利用して有用物質を生成する生合成反応すなわち同化反応を
効率よく行わせることが重要になる (図 1)。 

 1970 年代までの酵素化学的
研究から、大腸菌の中枢代謝
は解糖系酵素の ADP や AMP
による活性化や、ピルビン酸
代謝に関わるTCAサイクル酵
素の NADH による阻害など、
エネルギー代謝関連物質によ
りアロステリックに調節され
ることが示されていた (図 1)。
これらのことから、細胞のエ
ネルギー充足度を低下させる
こと  (ATP 濃度の減少、
NADH 濃度の減少) により、
中枢代謝を活性化できるので
はないかと予想した。そのた

めに申請者は、エネルギー獲得の最重要システムである酸化的リン酸化の抑制に着目した。 
図 2 に示したように、大

腸菌の呼吸鎖は NADH 脱
水素酵素 (NDH)と末端酸
化酵素(Cyt) から構成され
ている。NDHにはプロトン
駆動力 (pmf)を形成する
NDH-I （2H+/e-）と形成し
ない NDH-II がある。また、
Cyt には pmf 形成能の高い
Cytbo3（ 2H+/e-）と低い
Cytbd-I（1H+/e-）がある。
そこでこれらの酵素を単独
あるいは組合せて欠損した
一連の呼吸鎖酵素欠損株を
構築し、代謝解析を行った。

その結果、いずれの株もエネルギー欠乏に陥って菌体当たりの糖消費活性が上昇したが、その中
でも pmf 形成能が最も低下していると考えられる NDH-I と Cytbo3 を共に欠損した二重欠損株 
(以降∆∆株、図 2) は異常な糖代謝を示した。すなわち糖消費活性と呼吸活性の著しい上昇、酢
酸の生成、細胞内の還元化（NAD+/NADH 比の低下として観測）の他、グルタミン酸 (Glu) の
著量蓄積 (グルコース 50g/L から 7g/L) が観察された[Kihira et al. (2012)]。 
  
２．研究の目的 
呼吸鎖欠損∆∆株が示す異常な代謝は大腸菌のストレス応答として極めて興味深いが、その機

構は不明である。従ってその解明は大腸菌のエネルギー欠乏への潜在的な適応能を明らかにす
る突破口となるだけでなく、その知見を利用して大腸菌を強靭化（ロバスト化）して発酵生産菌
としての機能を強化できる可能性も期待される。そこで本研究では、大腸菌の呼吸鎖酵素二重欠
損∆∆株が示すエネルギー欠乏への潜在的な適応機構と考えられる異常な糖代謝を材料として、
その機構をメタボローム解析やトランスクリプトーム解析を通じて調べることにした。さらに
その結果を応用して、有用物質生産のためのロバストな大腸菌宿主の開発を目指した。これらの
目的を達成するために、以下の通り研究を進めることにした。 
 
(1) 大腸菌の呼吸鎖欠損∆∆株の異常な糖代謝の機構解明 
呼吸鎖欠損株では pmf の低下が一次ストレスになると考えられる。そこで、野生株と∆∆株を含

む一連の呼吸鎖欠損株を用いて pmf の低下度合いと代謝産物や遺伝子発現の関係を網羅的に調
べ、適応機構の全体像を明らかにする。さらに、∆∆株において Glu とγ-アミノ酪酸 (GABA) 
相互変換系 (Glu/GABA 系) 構成遺伝子のノックアウト株を作製するなどして、本系の役割や
Glu 異常蓄積機構を解明する。 
(2) Glu/GABA 系の強化による大腸菌の酸耐性化 



 Glu/GABA 系は Glu の代謝に関わることから、本系を中心としたエネルギー欠乏への適応機
構の解析を通じて、∆∆株の異常な Glu 蓄積機構が明らかになる可能性がある。 
 
(3) 呼吸鎖欠損株を活用する 1,3-ブタンジオール生産の効率化 
 これまでの生理学的解析から、∆∆株では糖代謝が亢進することに起因し、アセチル CoA 供給

能が高まり、さらに
NADH が滞留し、細胞
内が還元化している
ことが予想された。こ
の特徴は、∆∆株がアセ
チル CoA を重要中間
体に, 還元的に生成さ
れる化合物の生産効
率化に有効であるこ
とを示唆していた。こ
の考えを実証するべ
く、∆∆変異活用の有効
性を 1,3-ブタンジオー
ル生産を対象に検討
することにした。1,3-
ブタンジオールは、ア
セチル CoA から 3 段
階の還元反応を経る

ことで生成される有用化合物である (図 3)。 

３．研究の方法 
(1) 大腸菌の呼吸鎖欠損∆∆株の異常な糖代謝の機構解明 
 大腸菌の呼吸鎖酵素二重欠損∆∆株が示すエネルギー欠乏への潜在的な適応機構を明らかにす
るために、野生型大腸菌 W1485 株と単独欠損株 (∆NDH-I 株及び∆Cytbo3 株)、そして二重欠損
∆∆株についてトランスクリプトーム解析とメタボローム解析を行った。各株をグルコース無機
塩培地でジャーファーメンターを用いたバッチ培養を行い、対数増殖期後期の菌体を回収した。
回収した菌体について RNA 抽出したものはトランスクリプトーム解析に、メタノール抽出した
ものをメタボローム解析に供した。トランスクリプトーム解析は、Illumina Hiseq 250 を用いて行
い、メタボローム解析はキャピラリー電気泳動－飛行時間型質量分析法 (CE-TOFMS)を用いた。 
 続いて、エネルギー欠乏への潜在的な適応機構に関連する遺伝子として、トランスクリプトー
ム解析から抽出された各候補遺伝子については、λファージ由来の Red recombinase を用いた
One-step inactivation method [Detsenko & Wanner (2000)] によって染色体の遺伝子を欠損させた株
を作成した。作成した欠損株について、グルコース無機塩培地でジャーファーメンターを用いた
バッチ培養を行い、生育と糖消費、及び Glu 生産量を測定した。Glu の定量は、定量キット (L-
グルタミン酸測定キット「ヤマサ」 NEO, YAMASA Corp.) を用いた酵素法により定量した。 
酵素活性測定は、グルコース無機塩培地でジャーファーメンターを用いたバッチ培養を行い、

対数増殖期後期である培養 9 時間目の菌体を回収して測定した。得られた回収菌体を、10%のグ
リセロールが入った Phosphate/citrate buffer (100 mM, pH7.0) に懸濁し、超音波により菌体を破砕
した後、超遠心を行って上清を得た。得られた上清を PD-10 セファデックスカラムに通し、フラ
クションを粗酵素抽出液とした。 
 
(2) Glu/GABA 系の強化による大腸菌の酸耐性化 
 プラスミドにより野生型 GadB 遺伝子及び、GadB の変異体(GadB*) の過剰発現を試みた。野
生型 GadB の至適 pH は 3.7~3.8 と酸性条件下で活性が生じるが、変異 (Glu89Gln, ∆452-466) を
入れることにより中性付近でも活性を示すようになることが知られている [Thu et al. (2013)]。
gadB*の導入は、ローコピープラスミド pMBL19 の lac プロモーター下流に GadB*をコードする
遺伝子 gadB*を挿入することにより、IPTG 添加によって GadB*の発現が誘導されるプラスミド 
[Soma et al. (2017)] を用いた。GABA の細胞外濃度は、定量キット (エンザイムセンサ社製 GABA
ミエール) を用いて測定した。 
 
(3) 呼吸鎖欠損株を活用する 1,3-ブタンジオール生産の効率化 
 親株として大腸菌 MG1655 F'を用いた。各遺伝子の欠損は, 大腸菌 W1485 ΔΔ 株 [Kihira et al. 
(2012)] および Keio collection [JW0855 (ΔpoxB), JW5551 (ΔsthA)] を用いて調製した P1 ファージ
によるトランスダクションにより導入した。Keio collection を用いて作製した欠損株からのカナ
マイシン耐性遺伝子の除去は pCP20 を用いて行った。1,3-ブタンジオール生産用プラスミドとし
て pNK3 を用いた。生産試験は 2 L 容ジャーファーメンターを用いて行い、培地は 40 g/L のグル
コースおよび 10 g/L の酵母エキスを含む M9 培地 1 L を用いた。培養は 37 ○C で行い、培養液中
の酸素濃度は培養を通して飽和濃度の 30%以上 (約 2 ppm 以上) を保つよう設定した。1,3-ブタ



ンジオール生産は, 適切な濃度の IPTG (親株: 10 μM, ΔCytbo3, ΔNDH-I, ΔΔ: 2 μM, ΔΔΔpoxB, 
ΔΔΔsthA: 1 μM) を対数増殖期前期に添加することで誘導した。流加培養時は、発酵開始 13.5、 
23.5 時間後にそれぞれ 30 g のグルコースを培地に直接添加した。グルコースおよび代謝産物濃
度は、高速液体クロマトグラフ (HPLC) を用いて定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 大腸菌の呼吸鎖欠損∆∆株の異常な糖代謝の機構解明 

pmf 形成能が異なる野生型大腸菌 W1485 株と単独欠損株 (∆NDH-I 株及び∆Cytbo3 株)、そし
て二重欠損∆∆株についてトランスクリプトーム及び、メタボロームを比較することで、pmf に応
じた代謝変化とΔΔ株でみられる異常な代謝のメカニズムの解明を試みた。トランスクリプト
ーム解析の結果、解糖系やペントースリン酸経路、ピルビン酸代謝、TCA サイクル、Glu 代謝な
どにおいて転写及び代謝物レベルで変化がみられ、その変化は単欠損株よりも∆∆株で大きかっ
た。∆∆株では、Glu を GABA に変換するグルタミン酸脱炭酸酵素遺伝子 gadAB の発現上昇が認
められた。gadAの発現量は、野生株と比較して、ΔNDH-I 株では 4.0 倍、ΔCytbo 株では、2.0 倍、
そして ΔΔ 株では 48.5 倍上昇していた。また、gadB の発現量も同様に、野生株と比較して ΔNDH-
I 株では 9.8 倍、ΔCytbo 株では 3.4 倍、そして ΔΔ 株では 181 倍上昇していた。また、メタボロ
ーム解析の結果、GABA の細胞内濃度は数 mg/L 程度と非常に微量であったが、対数増殖期では
野生株＜単欠損株＜ΔΔ 株の順で GABA が蓄積していた。そして、定常期については野生株と比
較すると、細胞内 GABA 濃度が ΔCytbo 株で 3.6 倍、ΔΔ 株で 5.2 倍増加していた。 

GABA シャントは TCA サイクルを 2-OG からコハク酸へとバイパスする経路で、嫌気条件下
で活性化することが知られている。トランスクリプトーム解析の結果、本経路を担う 4-
aminobutyrate aminotransferase (gabT) と succinate-semialdehyde dehydrogensase (gabD) の転写量が
呼吸鎖酵素欠損株で増加していた。gabT の発現量は、野生株と比較して ΔNDH-I 株では 2.8 倍、
ΔCytbo3 株では 2.5 倍、そして ΔΔ 株では 11.3 倍上昇していた。また、gabD の発現量も同様に、
野生株と比較して ΔNDH-I 株では 3.2 倍、ΔCytbo3 株では 2.5 倍、そして ΔΔ 株では 10.6 倍上昇
していた。また、メタボローム解析の結果、生成物であるコハク酸の細胞内濃度は、定常期で野
生株＜単欠損株＜∆∆株の順に増加していた。これらの変化は pmf 形成能やエネルギーレベル、
酸化還元バランスを維持するためのものと考えられた。したがって、大腸菌は pmf 形成能の低
下に応じて柔軟に代謝を変化させることで、pmf 形成能やエネルギーレベル、酸化還元バランス
を維持する新奇な恒常性維持機構を有していることが示唆された。 
 上記のオミックス解析より、gadAB による H+の濃度勾配 (ΔpH) 生成と、gadC による膜電位
(Δψ) 生成、そして gadAB と gabT が共役するサイクル反応によって、∆∆株は著しく低下した
pmf 形成能を補完している可能性が考えられた。そこで、gadAB，gadC および gabT をそれぞれ
ΔΔ 株から欠失させた影響を評価した。その結果、gadC 欠損株では変化が見られず、ΔΔ 株にお
いて gadC は重要ではないことが明らかとなった。また、gadAB 欠損株は若干の生育低下に留ま
り、代替経路の存在が推測された。一方、gabT 欠損株は生育が大幅に低下し、細胞外代謝産物
の挙動も変化した。これは TCA サイクルのバイパスやサイクル反応ができなくなり、カーボン
ロスや pmf 形成能低下が生じたためであると考えられた。以上より，本来嫌気条件下の反応系
である GABA シャントが、好気条件下の ΔΔ 株における糖代謝で重要な役割を担うことが明ら
かとなった。 
 続いて、∆∆株が通常の大腸菌株では見られない Glu を異常に蓄積するメカニズムを明らかに
するために、主要な Glu 生成経路である Glu 脱水素酵素 (GDH; gdhA遺伝子にコード) とグルタ
ミン酸合成酵素 (GOGAT; gltBD 遺伝子にコード) に着目し、これらを∆∆株から欠損させた株
（∆GDH 株、及び∆GOGAT 株）を構築した。その結果、∆GDH 株及び、∆GOGAT 株は、∆∆株と
ほぼ同程の生育、糖消費、及び Glu 生産量を示した。これらの結果から、∆∆株において GDH 及
び、GOGAT の単独欠損は、Glu の異常生産にはほとんど影響しないことが明らかになった。続
いて、∆∆株から GDH と GOGAT の両方を欠損させた株（∆Glu 株）を構築したところ、∆Glu 株
はグルコース最少培地で増殖できず、Glu 要求性を示した。このことから GDH と GOGAT 以外
に Glu を生合成する経路は存在せず、∆∆株における Glu の異常生産においてもどちらか片方の
酵素が存在すれば十分であることが明らかになった。 
 
(2) Glu/GABA 系の強化による大腸菌の酸耐性化 
まず、GadAB の反応は大腸菌において酸耐性に寄与するとされるため、野生株を宿主として

プラスミドにより GadB 遺伝子の増幅を試みた。GadB の至適 pH は 3.8 なので、中性でも活性を
持つ変異型酵素 GadB*遺伝子の増幅も検討した。しかしいずれにおいても、酸耐性は向上しなか
った。 
続いて、∆∆株が有する特異な Glu 高生産能を活用することで、GABA 高生産株の育種を目指

した。中性条件下でも活性を示す変異型 GadB*遺伝子を、大腸菌 W1485 株（野生株）と∆∆株に
導入し、フラスコ培養及び、ジャーファーメンターを用いて GABA 生産試験を行った。その結
果、∆∆株における GABA 生産量は約 1.5 倍以上増加することが確認され、NDH-I と Cytbo の二
重欠損変異が GABA の高生産に有用な変異であることが示された。 
 
(3) 呼吸鎖欠損株を活用する 1,3-ブタンジオール生産の効率化 



① Cytbo3、NDH-I の単一および二重欠損は、1,3-ブタンジオール生産を向上させる 
 呼吸鎖欠損が 1,3-ブタンジオール生産に及ぼす影響を親株-pNK3, ΔCytbo3-pNK3, ΔNDH-I-
pNK3, ΔΔ-pNK3 を用いて評価した。その結果、図 2 に示すように, 全ての呼吸鎖欠損株で顕著な
生産収量の増加が確認された。ΔCytbo3-pNK3, ΔNDH-I-pNK3, ΔΔ-pNK3 における生産収量はそれ

ぞれ親株-pNK3 の 1.9, 1.8, 2.1 倍であった。この時、副産物として 3-ヒドロキシ酪酸、ピルビン
酸、α-ケトグルタル酸および酢酸の蓄積が確認された (表 1)。特に 3-ヒドロキシ酪酸の生成量は、 
1,3-ブタンジオール生産量と対の関係にあり、3-ヒドロキシ酪酸の生成に必要な還元力は 1,3-ブ
タンジオールよりも低い (図 3) ことから、細胞内酸化還元レベルが反映された結果と考えられ
た。増殖と糖代謝の関係は、[Kihira et al. (2012)] で観察された結果、すなわち、呼吸鎖欠損株で
細胞あたりの糖代謝活性が上昇する結果と整合していた (図 4)。 
② ΔΔ-pNK3 での流加培養での 1,3-ブタンジオール生産 
 ①の結果を踏まえ, ΔΔ-pNK3 を用いて流加培養を試みた。その結果、43.5 時間の培養で 180 mM 
(16.2 g/L) の 1,3-ブタンジオールを生産した (図 5)。この値は、これまでの結果 [Kataoka et al. 

(2014)] と比較して収量は同等 (180 mM vs. 175 mM) であるものの、発酵時間 (43.5 時間 vs. 98.8
時間) が大幅に短縮されている
点で産業的に意義を持つと考え
られた。副産物に目を向けると、
1,3-ブタンジオール生産速度の
低下と対の関係で、酢酸生成の
活性化が観察された。今後は、培
養後期に観察された酢酸生成の
生理学的意義の解明とそれを踏
まえた代謝改変を検討すること
で、さらなる 1,3-ブタンジオール
生産の効率化が期待されると考
えられる。 
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