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研究成果の概要（和文）：Megasphaera elsdenii JCM1772株由来アクリル酸生産関連遺伝子pctおよびlcdCABをEscheri
chia coli BW25113 (DE3, ΔpflA)にて発現させた。得られた形質転換体をM9培地にて嫌気培養したところ、培養18h後
に0.17 mMのアクリル酸を生産した。同様の実験をLactococcus lactis NZ9000 (L-ldh::D-ldh)にて行ったが、アクリ
ル酸生産は確認できなかった。その理由として、NZ9000におけるPctおよびLcdCABの発現量が十分でないことが考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：The pct and lcdCAB genes from Megasphaera elsdenii JCM1772 were expressed in 
Escherichia coli BW25113 (DE3, ΔpflA). The transformant was cultivated in M9 medium, resulting in 0.17 
mM acrylic acid production after 18 h cultivation. A similar experiment was done using Lactococcus lactis 
NZ9000 (L-ldh::D-ldh). However, no production of acrylic acid was confirmed in the engineered strain. As 
a reason for that, the expression levels of Pct and LcdCAB were low.

研究分野：応用微生物学

キーワード： アクリル酸　代謝工学　発酵工学　バイオベースマテリアル

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
D-乳酸からアクリル酸を生産するアクリ
ル酸生産野生株 Megasphaera elsdenii 
JCM1772 のアクリル酸生産経路について、そ
の概要が明らかとなっている。まず、乳酸は
プロピオン酸-CoA転移酵素Pctによりラクチ
ル-CoA へと変換され、さらにラクチル-CoA
脱水酵素 LcdCAB によりアクリリル-CoA へと
変換される。アクリリル-CoA はアクリル酸
-CoA 転移酵素（未同定）により一部がアクリ
ル酸へ変換された後、アクリル酸トランスポ
ーター（未同定）により菌体外へと輸送され
る。一方、アクリリル-CoA の大部分はアクリ
リル-CoA 還元酵素によりプロピオン酸へと
変換される。アクリリル-CoA 還元酵素 Acr の
存在により、本株のアクリル酸生産性は 1 mM
程度と極めて低い。これまでに、Pct および
LcdCAB の精製が行われているが、アクリル酸
-CoA 転移酵素とアクリル酸トランスポータ
ーは同定されておらず、アクリル酸生産機構
の全容は不明である。未だ不明なアクリル酸
生産関連遺伝子の機能の詳細を明らかにす
るとともに、アクリル酸生産関連遺伝子をバ
イオマス資化性の乳酸生産菌へ導入し発現
させることで、アクリル酸生産野生株では為
し得ない、バイオマスからの効率的なアクリ
ル酸生産が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、M. elsdenii JCM1772 の pct
および lcdCAB の分子機能解析を行い、アク
リル酸生産機構の全容を分子レベルで解明
するとともに、本株のアクリル酸生産経路を
乳酸生産菌に付与することで新たなアクリ
ル酸生産菌を創製し、バイオマスから効率的
にアクリル酸を生産するためのバイオプロ
セス法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) M. elsdenii JCM1772（理研）のゲノム
DNA を鋳型として PCR により pct および
lcdCAB をぞれぞれ増幅した。これらを pET 
system 用発現ベクターpETDuet-1 の T7 プロ
モーター下にそれぞれクローニングした。次
に、Escherichia coli JW0885（NBRP）のゲ
ノムから λ-Red 相同組み換えの手法を用いて
Km マーカーを取り除き λDE3 溶原化させた
E. coli JW0885 (DE3, ΔpflA)を作製した。
これに先に作製した pETDuet-pct-lcdCAB お
よびマイナーコドン相補用プラスミド
pLysSRARE2（Merck）を導入した。 
E. coli JW0885 (ΔpflA)を 0.4%グルコー
ス添加 M9 培地にて微好気条件下で 37C、48 h
培養した。キット（F-キット D-乳酸/L-乳酸、
JKI）を用いて培養液上清中の DL-乳酸量およ
び培養液濁度 OD600を経時的に測定した。 
 
(2) E. coli JW0885 (DE3, Δ pflA, 
pETDuet-pct-lcdCAB, pLysSRARE2) を 1 mM 
IPTG 添加 LB培地にて好気条件下で 37C、3 h

培養した。集菌後、SDS-PAGE に供し Pct およ
び LcdCAB の発現を確認した。 
 
(3) E. coli JW0885 (DE3, Δ pflA, 
pETDuet-pct-lcdCAB, pLysSRARE2)を 10 mM 
IPTG、1.5%グルコース、10 mM パントテン酸
添加 LB 培地にて嫌気条件下で 30C、18 h 培
養した。このとき、OD600 = 2.6 程度に菌体を
濃縮したものを用いた。HPLC を用いて培養液
上清中のアクリル酸量、乳酸量、グルコース
量および OD600を経時的に測定した。また、培
養液上清を GC-MS 解析し、得られるマスフラ
グメントパターンよりアクリル酸の生産を
確認した。 
 
(4) 大腸菌細胞表層ディスプレイ用ベクタ
ーpVUB3（NBRP）の lacIQ’から rrnBT1T2 ま
での領域と、クローニングベクターpGBM1 の
oriからSpマーカーまでの領域を融合させて
新たな細胞表層ディスプレイ用ベクター
pGV3 を作製した。この trc プロモーター下に
Streptococcus bovis NRIC1535（東農大）由
来 α-アミラーゼ遺伝子をクローニングし
pGV3-SBA を作製した。本プラスミドの機能を
調べるために、イタコン酸生産大腸菌E. coli 
BW25113 (⊿icd, cad)に導入しアミラーゼを
発現させた後、1%デンプン含有 M9 培地にて
好気条件下で 28℃、69 h 培養した。アミラ
ーゼ活性をキット（α-アミラーゼ測定キッ
ト、キッコーマン）を用いて測定した。HPLC
を用いて培養液中のイタコン酸量、デンプン
量、OD600を経時的に測定した。 
 
(5) pct および lcdCAB を NICE system 用発現
ベクターpNZ8048（NIZO）の nisA プロモータ
ー下にクローニングした。このとき、pct お
よび lcdC のそれぞれ上流に nisA プロモータ
ーを配した。次に、Lactococcus lactis 
NZ9000（NIZO）の L-ldh に相同組み換えを用
いて Lactobacillus delbrueckii JCM1107（理
研）由来 D-ldh を挿入し L. lactis NZ9000 
(L-ldh::D-ldh)を作製した。これに先に作製
した pNZ8048-pct-lcdCAB を導入した。 
L. lactis NZ9000 (pNZ8048-pct-lcdCAB)
および L. lactis NZ9000 (L-ldh::D-ldh, 
pNZ8048-pct-lcdCAB)を 5 ng/mL nisin A 添
加 GM17 培地にて嫌気条件下で 30C、18 h 培
養した。集菌後、SDS-PAGE に供し Pct および
LcdCAB の発現を確認した。また、HPLC を用
いて培養液上清中のアクリル酸量を経時的
に測定した。 
 
４．研究成果 
(1) E. coli JW0885 (ΔpflA)の DL-乳酸生産
量を測定した結果、48 h 培養後に 2.08 g/L
の D-乳酸を生産した（図 1）。よって、pflA
の破壊および微好気もしくは嫌気培養によ
りグルコースから D-乳酸を生産可能である
ことが示された。 
 



(2) E. coli JW0885 (DE3, Δ pflA, 
pETDuet-pct-lcdCAB, pLysSRARE2)における
Pct および LcdCAB の発現を SDS-PAGE により
分析した結果、明瞭な各タンパク質のバンド
が確認できた（図 2）。よって、本組み換え体
にて Pct および LcdCBA が共発現可能である
ことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1 E. coli JW0885 (ΔpflA)の乳酸生産性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2 Pct、LcdCAB発現のSDS-PAGE分析 

 
(3) E. coli JW0885 (DE3, Δ pflA, 
pETDuet-pct-lcdCAB, pLysSRARE2)のアクリ
ル酸量、乳酸量、グルコース量および OD600
を測定した結果を図 3に示す。18 h 培養後に
12.2 mg/L（0.17 mM）のアクリル酸生産を確
認した。このとき、OD600ほぼ変化しなかった
ことから、休止菌体としてアクリル酸生産が
行われたことが示唆された。また、18 h 培養
後では 3.5 g/L の乳酸生産と 4 g/L のグルコ
ース消費を確認できたことから、消費したグ
ルコースの多くは乳酸へと変換されている
が、生産した乳酸の大部分はアクリル酸に変
換されていないことが明らかとなった。 
また、GC-MS 解析の結果、アクリル酸と同
様のマスフラグメントパターンと保持時間
を示すピークが確認できたことから、本組み
換え体はアクリル酸を生産することを確認
した。非組み換え体である親株においても極
微量のアクリル酸生産が確認されたが、その
理由については不明である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図3  E. coli JW0885 (DE3, ΔpflA, 
pETDuet-pct-lcdCAB, pLysSRARE2)の 

OD600、グルコース量、乳酸量、アクリル酸量測定結果 

 
 
 
(4) α-アミラーゼをE. coli BW25113 (⊿icd, 
cad)にて発現させた結果、4.42 ± 1.43 
U/mg-protein のアミラーゼ活性を確認した。
1%デンプン存在下で培養した結果、69 h 培養
後にデンプンが消費され、0.15 g/L のイタコ
ン酸生産を確認した。1%グルコースを基質と
して用いた場合の菌体の比増殖速度および
イタコン酸生産性とほぼ同等の値を示した
ことから、α-アミラーゼを細胞表層ディス
プレイさせることでデンプンからの直接発
酵生産が可能であることが示された。本技術
は E. coli JW0885 (ΔpflA)においても適用
可能であることを別途確認している（データ
未掲載）。よって、デンプンからのアクリル
酸の直接発酵生産が可能であることが示唆
された。 
 

 

 

 



(5) L. lactis NZ9000 (pNZ8048-pct-lcdCAB)
における Pct および LcdCAB の発現を
SDS-PAGE により分析した結果、Pct および
LcdB のバンドが確認できた（図 4）。しかし、
その発現量は大腸菌のそれと比べて少なく、
さらに、LcdCA においては明瞭な発現が確認
できなかった。また、L. lactis NZ9000 
(L-ldh::D-ldh, pNZ8048-pct-lcdCAB)におい
てアクリル酸生産は確認できなかった。従っ
て、Pct および LcdCAB の発現量が低く、本
組み換え体ではアクリル酸生産が行われて
いないことが示唆された。 
 今後はコドン使用頻度を最適化するなど
して L. lactis NZ9000 における Pct および
LcdCAB の発現量を高めることでアクリル酸
生産に繋げることができると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4 Pct、LcdCAB発現のSDS-PAGE分析 
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