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研究成果の概要（和文）：コリネ菌から分子育種したビオチン生産菌でビオチン取り込み系遺伝子（bioY）と糖
代謝遺伝子（ppc）を破壊するとビオチン高濃度要求性となることを見出した。DD1株と命名したこの菌株ではビ
オチン分泌量は増加する一方、ビオチンの細胞内濃度は低下していた。DD1株から再びビオチン非要求性になっ
たサプレッサー株を多数選抜した。代表2株のゲノムを解析した結果、いずれも原因変異はクエン酸回路を構成
するアコニターゼ（acn）遺伝子内の異なるミスセンス変異であった。両株とも細胞内のビオチン濃度は低いま
まなのにビオチン要求性を示さないことから、同変異は中央代謝をビオチン非依存にする新規有効変異と考えら
れる。

研究成果の概要（英文）：We metabolically engineered naturally biotin-auxotrophic Corynebacterium 
glutamicum into a biotin prototroph. Interestingly, the strain exhibited a biotin-hyperauxotrophic 
phenotype when the biotin-uptake gene bioY and the phosphoenolpyruvate carboxylase gene ppc were 
disrupted. We spontaneously isolated biotin-prototrophic suppressor mutants from the bioY and ppc 
double disruptant. Genomic analysis of the two independently isolated mutants identified different 
missense mutations in the same aconitase gene. The acn mutations are considered to be novel useful 
mutations that allow central metabolism to be biotin-independent because both mutants exhibit the 
biotin-prototrophic phenotype although their intracellular biotin concentrations remain low.

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
本研究では、当初期待した未同定のビオチン排出輸送体“BioE”の欠損変異株を得ることはできなかったが、代
わりに新規な糖代謝系変異株を見出した。同株の持つacn変異は中央代謝をビオチン非依存にすると考えられる
点で学術的意義を有するだけでなく、広く発酵生産への応用性を秘めている。例えば、リジン発酵など、コリネ
菌を用いたアミノ酸生産の工業プロセスでは、その多くが高価なビオチンを多量に要している。これはビオチン
酵素であるPYCを活性化するためであるが、コストアップ要因となっている。今回見出したacn変異はその解決を
図る代替策として有用技術になる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) ビオチン（ビタミン B7）は全ての生物種で必須の栄養素である。生合成できるのは一部の
微生物や植物だけでヒトや動物は生合成できない。ビオチンは炭酸転移反応に関わり、中央代謝
や脂肪酸合成に重要な役割を担う。生体膜や皮膚の形成に欠かせず、不足すると脱毛や皮膚炎な
ど、様々な疾患が起こる。このため、飼料添加物や医薬、食品、化粧品等、広い用途がある。 
 
(2) ビオチンの工業的製法は、原料を石油に依存した多段階の工程から成る化学合成法である。
有用な代謝産物でありながら発酵法は確立されていない。過去に大手の企業を中心として生産
菌の育種が盛んに行われたが、育種は困難を極め、いずれも研究を中断している。 
 
(3) ビオチンの生合成経路については、この 10 年で解明が進み、大腸菌や枯草菌等の細菌で少
なくとも 2 種のルート（BioCH ルートと BioI ルート）が提案されている。取り込み輸送系につ
いても、哺乳類や酵母、細菌等で BioY を含む数タイプが同定されている。 
 
(4) 一方、ビオチンの排出輸送系はいかなる生物でも報告がない。特異的な排出輸送体が存在
するのかどうかも明らかでない。しかし、ビオチン要求性のコリネ菌でビオチンの取り込み系を
欠損させるとビオチンを取り込めなくなることは、ビオチンの膜を介した取り込み輸送が単純
拡散では起こらないことを示唆している。つまり、ビオチンの分泌には何らかの輸送体が関わっ
ていると考えられる。 
 
(5) 我々はコリネ菌が元来有するビオチン要求性を解除することに初めて成功し、ビオチンを
発酵生産できるビオチン生産菌を育種している。このビオチン生産菌に不可解な現象を見出し
た。それは、ビオチン取り込み系遺伝子（bioY）と糖代謝遺伝子（ppc）を破壊するとビオチン
を自ら合成できるにも関わらず生育に高濃度（通常の百倍以上）のビオチンを要求するという現
象である。DD1 株と命名したこの菌株は細胞外にビオチンを排出してそれを再回収できないこ
と（bioY 破壊効果）とビオチン依存性が高まったこと（ppc 破壊効果）の相加効果で、高濃度の
ビオチンを添加しない限り生育に必要なビオチン濃度を細胞内に保てない状態にあると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
(1) ビオチン排出輸送体という生物界で未だ報告のない新機能の特定を目指す。そのアプロー
チとして、ビオチン排出系欠損株のポジティブ選抜法を考案する。 
 
(2) コリネ菌ビオチン生産菌（図 1A）は
ビオチン取り込み系遺伝子（bioY）と糖代
謝遺伝子（ppc）を欠損すると（DD1 株：
図 1B）、ビオチンを自ら合成できるにも
関わらずビオチン高濃度要求性となる。
この現象をもたらすメカニズムを解明
し、ビオチン排出系欠損株のポジティブ
選抜に応用する。 
 
(3) 上記のビオチン高濃度要求株 DD1
（ΔbioY、Δppc）からビオチン要求性が
回復したサプレッサー株を選択すれば、
ビオチン排出系欠損株（図 1C）をポジテ
ィブ選抜できる可能性がある。他にも、ビ
オチン周りの有用な変異株、例えば、ビオ
チン合成系強化株（図 1D）等を取得でき
る可能性もある。その検証を試み、ビオチ
ン代謝にまつわる新規変異を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) DD1 株がビオチンを自ら合成でき
るにも関わらずビオチン高濃度要求性と
なるのは、生育に必要なビオチン濃度を
細胞内に保てないためとする仮説は確かか？ その検証は細胞内外のビオチン濃度を測定する
ことにより行った。ビオチン濃度の測定にはバイオアッセイを用いた。 
 



(2) DD1 株からのサプレッサー株の選択は、同菌をビオチンフリーの MM プレートに塗布し、
自然変異により出現するコロニーを選択することにより行った。 
 
(3) サプレッサー株の中には図 1C&D に示したような種々の変異株が含まれていると考えられ
る。その予備的分類は細胞内外のビオチン濃度を測定することにより行った。 
 
(4) 選抜したサプレッサー株の持つ変異は全ゲノム解析により特定した。 
 
４．研究成果 
(1) DD1 株がビオチン高濃度要求性を示す
現象には 2 つの要因が関わる。一つは「bioY
破壊効果」、もう一つは「ppc 破壊効果」であ
る。まず、「bioY 破壊効果」のメカニズムとし
て、細胞外に排出したビオチンを BioY で再回
収できず、生育に必要なビオチン濃度を細胞
内に保てないためとの仮説を立てた。この仮
説を検証するため、ビオチン生産菌とその
bioY 破壊株で細胞内外のビオチン濃度を比較
した（図 2）。親株では細胞内に一定濃度のビ
オチンが確認された。細胞外にもビオチンが
検出されたが、濃度は細胞内の方が有意に高
かった。一方、bioY 破壊株では細胞内にはビ
オチンはほとんど検出されず、細胞外にビオ
チンが局在していた。この結果は予想通りで
あり、上記仮説の妥当性が検証された。 
 
(2) もう一方の「ppc 破壊効果」については、アナプレロティック経路がビオチン酵素ピルビン
酸カルボキシラーゼ(PYC)のみになることで（図 3B）、脂肪酸合成だけでなくアナプレロティッ
ク経路もビオチン依存となって細胞のビオチン要求量が高まるためと説明できる。実際、ppc 破
壊株は野生株よりビオチン要求量が 1 桁程度高まっていることを確認した。以上から、DD1 株
は、細胞外にビオチンを排出してそれを再回収できない「bioY 破壊効果」とビオチン依存性を
高める「ppc 破壊効果」の相加効果で、高濃度のビオチンを添加しない限り、生育に必要なビオ
チン濃度を細胞内に保てない状態にあると結論した。 
 
(3) ビオチンフリープレートに DD1 株を塗布すると自然変異によりコロニーが出現した。これ
らサプレッサー株は表現型解析で確かにビオチン要求性が解除されていた。その中から、代表株
として親株 DD1 よりもビオチン分泌量が低下した株を 2 株（S1 株、S2 株）選抜した。 
 
(4) 上記 2 菌株について親株
DD1 を対照に細胞内ビオチン
濃度を測定した結果、有意差は
認められなかった。つまり、S1
株およびS2株では細胞内のビ
オチンプールが高まっていな
いのにビオチン要求性が解除
されたことになる。であれば、
S 株はビオチン排出系欠損株
（図 1C）ではなく、中央代謝
がビオチンに依存しない糖代
謝系変異株である可能性があ
る。その変異は応用的価値があ
るので、両株の全ゲノム解析を
行った。 
 
(5) S1 株、S2 株ともにただ
一つの変異が見出された。どち
らもクエン酸回路を構成する
アコニターゼ遺伝子（acn）内
の異なるミスセンス変異［S1
株：acn150（Glu150Lys）、S2
株：acn517（Ser517Phe）］で
あった（図 3A）。 
 



(6) 考察-1：acn 変異とビオチン要求性解除はどう結びつくのか？ 親株 DD1 ではオキサロ酢
酸の供給がビオチン酵素 PYC に依存しているために（図 3B）ビオチン要求量が高くなってい
る（前述）。ならば、もし PYC に依存することなくオキサロ酢酸を供給できれば、ビオチン要求
量は通常レベルに低下してビオチン要求性解除に繋がるはずである。S 株に見出された acn 変
異は、そのような代謝変換をもたらすと考えられる。グルコース培養条件では眠っているグリオ
キシル酸回路やメチルクエン酸回路の活性化はアナプレロティック経路非依存的にオキサロ酢
酸の供給を可能にするとの報告があり、それら回路の活性化に acn 変異が一役買っている可能
性がある（図 3B）。acn 変異がどういう仕組みで同回路の活性化をもたらすのかは今後の課題で
ある。 
 
(7) 考察-2：第一目標であった“bioE ”変異株が得られなかったのはなぜか？ 本選抜法にて
acn 変異株は得られている。従って、“bioE ”変異株が得られなかったのには何か理由があるは
ずである。単なる実験技量の問題とは考えにくい。むしろ選抜法に何らかの問題があると考えら
れる。例えば、目的の機能を持つ輸送体が複数存在してその変異株が確率的に得られない可能性、
あるいは、目的変異株が何らかの理由で致死となって得られない可能性等が考えられる。ビオチ
ンを排出する生理的意義は何か？ 今後
は、その考察と、それを踏まえた選抜法を
再構築する必要がある。 
 
(8) 考察-3：ビオチンの排出が輸送体非
依存的な仕組みで起こっている可能性は
ないか？ その可能性も完全には否定で
きず、検証が必要である。仮にその仕組み
が漏出のような非特異的なものだとする
と、ビオチン排出効率は細胞膜組成によっ
て影響を受けると推察される。その意味
で、我々が造成したコリネ菌のパルミトレ
イン酸（POA）生産菌（Takeno et al. 
Metab Eng 78:148-158 2023）をビオチン
生産宿主とした場合、ビオチン排出効率が
影響を受けるのかどうかは興味深い。細胞
膜組成がコリネ菌本来のものとは大きく
異なっているためである（図 4）。この点
も今後の課題である。  

A

B

43.9%
51.6%

85.1%

12.4%

Stearic acid Oleic acid Palmitic acid Palmitoleic acid

図4．コリネ野生株およびパルミトレイン酸（POA)生産菌の細胞膜
（A）細胞膜の構成脂肪酸（B）各脂肪酸を色別に描いた細胞膜イメージ
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