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研究成果の概要（和文）：DL-PGAおよびL-PGA合成の分子メカニズムを解明し、野生型PgsAよりも高い生産性を
示す変異体の獲得に成功した。また、PGA生産性向上につながる、増殖阻害が見られないアセトイン・酢酸合成
経路欠損株の作成、繊維状化細胞の開発にも成功した。D-PGA合成が亢進した株のスクリーニング法を構築した
が、D-PGA生産変異株は取得できなかった。しかし、D-PGA合成変異株の取得方法を新たに考案した。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism of the synthesis of DL-PGA and L-PGA was elucidated,
 and a mutant strain with higher productivity was successfully obtained than wild-type PgsA. We also
 succeeded in creating a strain deficient in the acetoin-acetate synthesis pathway without growth 
inhibition, which leads to improved PGA productivity, and in developing fibroblasts. We established 
a screening method for strains with enhanced D-PGA synthesis, but we could not obtain a 
D-PGA-producing mutant strain. However, we developed a new method to obtain mutant strains of D-PGA 
synthesis.

研究分野： 応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は信頼性の高いPGA合成の分子メカニズムのモデル提唱に至り、その学術的意義は計り知れない。特に、
L-PGA高生産変異株の取得、超高分子L-PGA生産技術開発は画期的である。さらに新規代謝システム構築と繊維状
細胞構築の成功は、工業スケールの生物生産プロセス改良へと繋がる。これらの成果は社会全体に影響を及ぼす
可能性がある。

※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 
我々は、枯草菌がもつ「自然界で生き残るために獲得した細胞分化の能力」の抑制により、物質
生産に必要な高い代謝を維持させ、様々な化学物質を効率的に生産できる「バイオプロダクショ
ン細胞」を開発した。ポリ-γ-グルタミン酸（PGA）は、枯草菌などが生産する化粧品からドラ
ッグデリバリーに至るまでの多様な用途を持つ化学物質であるが、高価な原料を必要とするた
め高価となってしまうことが課題となっていた。「バイオプロダクション細胞」を活用したとこ
ろ、グルコース・アンモニアを唯一の炭素源とした培地で 1 g/L/h で 10 g/L/day 以上の生産能
力を有する株の開発に成功した。その PGA は L 体と D 体のグルタミン酸からなる高分子 LD-PGA
だったが、特殊なスクリーニングを通じて、高分子 L-PGA を生産する変異株の取得に成功した。
この変異株は親株と同等の生産性を維持し、多くの変異は PGA 合成酵素複合体 PgsBCA の PgsA の
C 末端領域の欠損であったことから、PGA の合成メカニズム、生産性の効率化についての新たな
アイディアを得た。 
 
２．研究の目的 
L-PGA はプラスチック原料としても注目されており、安価に生産できれば石油に代替する原料
として低炭素化に貢献でき、さらに、多様なプラスチック開発にも繋がるポテンシャルがある。
そこで「高分子 L-PGA の生産メカニズムの解明」と「バイオプロダクション細胞の最適化」に
より、「高分子 L-PGA を安価に生産する方法を確立する」ことを第一の目的とする。 

純粋な D-PGA（D体のホモポリマー）の生産は、炭疽菌だけで確認されているが高い病原性の
ために生産の実用化は難しい。面白いことに、炭疽菌の D-PGA 合成酵素は枯草菌の PGA 合成酵素
複合体 PgsB/PgsC/PgsA（PgsBCA）と高い相同性を有する。このことから、枯草菌の PgsBCA も
炭疽菌のように D-PGA を合成できる能力を有すると考えられる。そこで、「高分子 γ-D-PGA を
生産する方法を枯草菌で確立する」ことを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 

（１）PGA の合成メカニズムの解明 
L-PGA 生産株の変異は全て C 末端領域の欠損を含む PgsA に存在していたことから、PgsBC のみ
でも PGA を生産する可能性があった。検証と合成メカニズム解明のため以下の実験を行った。 
① プラスミドあるいはゲノムから、PgsBC のみを発現した場合に生産される PGA を評価した。 
② N末端あるいはC末端を様々な長さで欠損したPgsA変異株から生産されるPGAを評価した。 
③ PgsA へのランダム変異を導入後、L-PGA 生産変異株をスクリーニング・変異を特定し、予測

した PgsBCA 複合体立体構造に、特定した変異点をマッピングした。 
④ 過去の論文を詳細に調査し、得られた結果と比較・検証することにより PGA 合成分子メカニ

ズムの解明に取り組んだ。 
 

（２）バイオプロダクション細胞の最適化 
① 細胞分化の厳密な抑制：枯草菌ベースのバイオプロダクション細胞は、細胞分化に関わる遺

伝子群を直接抑制する AbrB を常時高発現させることにより、細胞分化を抑制し、高い代謝
活性を維持する。より厳密に細胞分化を制御するため、AbrB の上位に位置する Spo0A の欠
損を行い評価した。 

② 増殖阻害が見られないアセトイン・酢酸合成経路欠損株の作成：グルコースなどの糖は細胞
に取り込まれた後、過剰な場合、アセトイン・酢酸として細胞外に排出される（オーバーフ
ロー代謝）。これは、素材を無駄に消費するだけでなく、細胞増殖阻害や PGA 合成阻害にも
働く。しかし、酢酸合成、アセトイン合成経路を破壊した株では、増殖阻害が見られ、物質
生産の阻害も見られる。そこで、これら経路を欠損しても増殖が阻害されない代謝改変株の
作成に取組んだ。 

③ 繊維状化細胞の開発：高分子 PGA を大量に生産すると、通常の液体培養法では高い粘性のた
め通気が悪くなり増殖阻害・生産性低下が見られ、細胞の分離も難しくなる。細胞をカビの
ように繊維状化し担体に固定化できれば、通気性を確保しつつ、細胞からの PGA 分離を効率
的に行える新規培養法・精製法の開発につながる。栄養豊富な培地で繊維状化する方法は開
発済みであったので、安価な最小培地でも繊維状する株の開発に取り組んだ。 

 
（３）D-PGA を生産する方法を枯草菌で確立 
① ２つの D体グルタミン酸間のγ結合を切断する YoqZ を過剰発現させた場合でも、高い粘性

を回復する変異株は、D-PGA 生産変異株であると思われる。この原理に基づき、D-PGA 生
産変異株をスクリーニングするシステムを構築し、D-PGA 生産変異株の取得に取り組んだ。 

 
 



４．研究成果 
「研究の方法」の番号と対応させ研究成果を以下にまとめた。 
(1) PGA の合成メカニズムの解明 
① PgsBC のみでは PGAは生産されない、つまり PgsA が PGA 生産に必須であることを確認した。 
② 以下のことがわかった。・PgsA の C末端の十分な欠損は L-PGA 生産株となる、・N末端の細胞

内領域と膜貫通領域だけでも L-PGA を生産する、・N末端あるいは膜貫通領の欠損では PGA は
生産しない、・部分欠損は生産性が激減する。 

③ AlphaFold2 により PgsBCA 複合体の構造を精度良く予測できた。それに、L-PGA 生産変異と
なる１アミノ酸置換変異をマッピングすると、エピメラーゼの活性中心と思われる箇所に集
中していた（図１、側鎖を赤く表示）。点変異の多くは生産性低下が限定的であり、さらに
DL-PGA 生産する野生型 PgsA よりも高い生産性を示す変異の獲得にも成功した。 

④ 本研究の成果と過去の文献情報を統合すると、DL-PGA 生産は、(1) 細胞内で PgsB が L-グル
タミン酸を連結し L-PGA を合成（Urushibata et al, 2002）、(2) PgsC に加え PgsB と PgsA
の膜貫通領域で形成されるトランスポーターが L-PGAを細胞外へと輸送、(3) 細胞外で PgsA
が L-PGA の一部を D-グルタミン酸に変換（Ogasawara et al, 2019）というプロセスで行わ
れると考えられる。また、L-PGA 生産に必須である PgsA の N 末端領域は、細胞質で PgsB と、
膜貫通領域で PgsC と相互作用しており、その必須性をうまく説明していた。このため、こ
れら N 末端領域が存在する限り、PgsA の酵素
活性を失うような変異は、L-PGA 生産株になる
と考えられる。さらに PgsA の細胞外ドメイン
は広く PgsC と相互作用しており、複合体の安
定化にも寄与しており、そのため PgsA の C 末
端欠損では生産性が激減すると考えられる。点
変異の場合、構造を維持できれば生産性の減少
はほとんどなく、場合によっては生産性が上昇
したと予想される。 

 
(2) バイオプロダクション細胞の最適化 
① Spo0A 欠損株は最小培地において増殖阻害が

見られたので、抑制変異を取得、特定したが、この株でも PGA 生産の向上は見られなかった。
一方、詳細なトランスクリプトーム解析、代謝フラックス解析により、バイオプロダクショ
ン細胞の物質生産性が亢進している理由を解明できた（Yamamoto et al, 2022）。 

② １）オーバーフローが必要な代謝状態を感知するとグルコースの取り込みを抑制する新規代
謝システムを構築し、それにより酢酸合成、アセトイン合成経路を破壊しても増殖が阻害さ
れない株の作成に成功した。 
２）基質となるグルタミン酸の生産量は、TCA 回路の 2-oxoglutarate dehydrogenase 遺伝
子の破壊により上昇することがコリネバクテリアや大腸菌で報告されているが、増殖阻害や
生産安定性が低いなどの問題がある。枯草菌でもそれをコードする odhAB の欠損株は栄養豊
富な LB培地、最小培地で増殖阻害が見られるが、我々はその原因を解明し、グルタミン酸・
PGA 生産に利用できる方法を考案した。 

③ 細胞壁溶解酵素を複数欠損させることにより、最小培地で繊維状化が維持できる株の作成に
成功した。 
 

(3)D-PGA を生産する方法を枯草菌で確立 
① D-PGA 合成が亢進した株をスクリーニングするシステムを構築したが、D-PGA 生産変異株を

取得することはできなかった。面白いことに、非常に増殖の遅いクローンが見つかり、解析
の結果、DL-PGA を生産していたが、PGA 分解酵素により分解されたプロダクトが細胞の増殖
を著しく阻害することがわかった。解明した PGA 合成メカニズムに基づき、D-PGA 合成変異
株の取得方法を新たに考案した。 
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図 1 DL-PGA/L-PGA 合成の分子メカニズ
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