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研究成果の概要（和文）：酵母を多様なバイオ化成品原料を大量生産可能な宿主へと改良するために、バクテリアにユ
ニークな中心代謝反応を追加導入し、酵母の中心代謝機能を拡張することを試みた。大腸菌のエントナー-ドウドロフ 
(ED) および光合成微生物のホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ (PPC)経路を導入した酵母株を作成し、経路
が機能していること、高級アルコール類の一つであるイソブタノール生産能力の向上に寄与することを示した。

研究成果の概要（英文）：The central carbon metabolism in baker's yeast, Saccharomyces cerevisiae, was 
expanded by introducing metabolic pathways of other microorganisms to improve a capability of the yeast 
metabolism for more efficient bioproduction of useful chemicals. The metabolically engineered S. 
cerevisiae strains expressing bacterial Entner-Doudrouf and phosphoenolpyruvate carboxylase pathways were 
constructed whose functions were confirmed by the labeling experiment and isobutanol fermentaion test.

研究分野： 代謝情報工学

キーワード： バイオプロダクション　出芽酵母　代謝シミュレーション　中心代謝経路
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 我が国では地球温暖化の防止に向け、温室
効果ガスの排出量を大幅に削減する政策目
標を掲げている。その実現には、さまざまな
化成品原料をバイオマスから微生物発酵法
で大量生産するバイオプロダクション技術
が大きく貢献すると期待されている。 

 バイオプロダクション技術の課題は、高級
アルコールなどのバイオ化成品原料を大量
生産可能な代謝改変微生物の分子育種であ
る。現在、代謝経路を合理的にデザインし、
大規模に改変する代謝工学分野の技術開発
が世界的な競争となっている。その重要性か
ら、韓国、米国、ヨーロッパで多額の研究資
金が投入されており、我が国でも積極的な取
り組みが求められている。これまでにわれわ
れは、実生産に有利な特性を持つ出芽酵母に
着目して、イソブタノール生産酵母の開発に
とりくみ、世界に先駆けて約 0.12g/l の生産
量を達成している。しかし、酵母でエタノー
ル以外のバイオアルコールを高濃度 (> 10 

g/l) に生産した例は少なく、独創的なアイデ
アに基づくブレークスルーが求められてい
た。 

 

２．研究の目的 

 そこで、計算機を用いた代謝シミュレーシ
ョン解析を実施し、中心代謝経路に反応を追
加して機能を拡充することで、酵母を多様な
バイオ化成品原料を大量生産可能な宿主へ
と改良する、新たな方法論を見いだした。 

 従来の代謝改変の方法論に従い、酵母内に
バイオアルコール生合成経路を構築後、競合
するエタノール生合成経路を遮断すると、細
胞内の酸化還元状態がアンバランスになる。
このアンバランスを解消する反応が中心代
謝経路に欠けていることが、酵母のバイオア
ルコール生産能が低い原因であることを突
き止めた。そこで、大腸菌などバクテリアに
ユニークな中心代謝反応を追加導入して、酵
母の中心代謝機能を拡張すると、上記のアン
バランスが解消可能になることを見いだし
た。 

 本研究ではイソブタノール生合成能が向
上すると予想された①エントナー-ドウドロ
フ経路、②ホスホエノールピルビン酸カルボ
キシラーゼ反応を追加した酵母株を作成し、
その効果を代謝中間体の分析および代謝フ
ラックス解析で追加経路の機能を確認する
ことを目的とした。さらに、イソブタノール
生産能をモデルケースとして評価すること
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 酵母のゲノムスケール代謝モデルとして、
57 の反応、53 の代謝物質から構成される
iBKSec50 を使用した。イソブタノール生合成
経路が追加された酵母代謝モデルについて、
グルコースの取り込み速度を 10 mmol/gDW/h 、
酸素の取り込みを 0.1 mmol/gDW/h に設定し

代謝フラックスを計算した。全ての計算には
MATLAB (MathWorks Inc., Natic, MA, USA)
上の COBRA toolbox を用いた。また、線形計
画法ソルバーとして GLPK (GNU Linear 
Programming Kit)を用いた。 
 出芽酵母株 (BY4742株) およびその 1遺伝
子破壊株を宿主として用いた。2 ミクロン型
の複製開始点を持つプラスミドを構築し、酢
酸リチウム法により酵母へ導入した。培養は
グルコースあるいは[1-13C]グルコースを炭
素源とする SD培地を用いて行った。5 g/L の
[1-13C]グルコースを単一炭素源とする培養
の対数増殖期に菌体を回収し、加水分解、誘
導体化後、ガスクロマトグラフィー質量分析 
(GC-MS Agilent 7890A/5975C) で測定したア
ラニンの 13C濃縮度から、ED 経路の代謝流束
を推定した。培地中のイソブタノール濃度は
GC (Agilent 7890A)で測定した。 
 
４．研究成果 
(1)大腸菌のエントナー-ドウドロフ  (ED) 

経路を導入した酵母株の作成 
 
 イソブタノール生産時に生じる酸化還元
アンバランスを解消可能なエントナー-ドウ
ドロフ経路 (ED 経路) を酵母内に構築する
ことを試みた。ED経路の機能を計算機シミュ
レーションで評価した後、実際に酵母株を構
築し、代謝フラックス比解析で ED 経路を流
れる代謝物流束を調べた。 
 まず、イソブタノール生合成経路を追加し
た酵母中心代謝モデルで微好気条件下の代
謝シミュレーションを行った。その結果、ADH
反応の削除時にイソブタノール生産収率が
0.598 mol/mol glucose consumed まで向上す
ると予測された。しかし、多量のグリセロー
ル副生産を伴うことから、酸化還元アンバラ
ンスが起きていると推定された。これに ED
経路を追加したモデルでシミュレーション
を行うと、グリセロール副生産が抑制される
ことで、イソブタノール収率が 0.938 mol/mol 
glucose consumed まで 1.5倍程度上昇すると
予測された。 
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図１ ED 経路導入株とコントロール株の培
養曲線 
空ベクターコントロール株と ED 経路導入株



の培養結果を示した (YKM025、YKM027)。
OD660 を青、グルコース濃度を緑で表した。
ED(-)および ED(+)はそれぞれコントロール
株と ED 経路導入株を示した。エラーバーは
試行数 N=3の独立した培養結果の標準誤差を
示した。 
 
 そこで、ED 経路の前駆体である 6-ホスホ
グルコン酸の蓄積が期待できる PFK1 および
GND1 遺伝子の欠損変異株 (BY4742pfk1Δ, 
BY4742gnd1Δに大腸菌由来の eda、edd 遺伝
子を強発現した株を作成した。BY4742pfk1Δ
株では ED 経路導入による培養挙動の変化は
ほとんど見られなかった。一方、BY4742gnd1
Δに ED経路を導入した YKM027株では空ベク
ター株 (YKM025)に比べて比増殖速度が
0.19±0.007 h-1から 0.22±0.004 h-1に上昇
した（図 1）。この結果から導入した ED 経路
が機能していると推測された。 
 
(2)大腸菌のエントナー-ドウドロフ(ED) 経
路を導入した酵母株の機能解析 
 
 前項の培養試験から、BY4742 gnd1⊿株に
ED 経路を導入したときに、ED 経路が機能す
ることによって代謝状態が変化したと推測
された。そこで、酵母の細胞内に導入した ED
経路の代謝流束を決めるために、13Cラベルグ
ルコースを用いた同位体ラベル実験を行っ
た。1 位の炭素を標識した[1-13C]グルコース
を炭素源に用いて培養すると、グルコースが
資化されてピルビン酸に変換される。この時、
エムデン-マイヤーホフ経路(EM 経路)、ペン
トースリン酸経路(PP 経路)、ED 経路に依存
してピルビン酸の標識位置が異なる。つまり、
抽出したピルビン酸を質量分析装置(MS)で
測定し、観測される同位体のシグナル強度比
から経路の流束を推定できる。ピルビン酸の
直接の測定は困難であるが、ピルビン酸から
1 ステップで生成され同じ 13C 濃縮度情報を
持つアラニンを測定することで同様の情報
を得ることができる（図 2）。 
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図２ [1-13C]グルコースからピルビン酸への
代謝と炭素骨格 

1 位が 13C 標識されたグルコースは EM 経路で
資化されると、FBP の開裂をへて 3 位の炭素
が標識されたピルビン酸と、標識のないピル
ビン酸が 1分子ずつ生じる。PP経路で資化さ
れると、6PG の反応で 1 位の標識炭素が二酸
化炭素として抜けてしまうので、1 分子のグ
ルコースから標識の無いピルビン酸が 5/3分
子生じる。ED 経路を利用した場合、KDPG の
開裂を経て、1位の炭素が 13C 標識されたピル
ビン酸と、無標識のピルビン酸が 1 分子ずつ
生じる。これらのピルビン酸の 13C 濃縮度は
そのままアラニンに引き継がれる。 
 
 ED 経路の代謝流束を推定するために、
[1-13C]グルコースを単一炭素源に用いた培
地で培養を行い、対数増殖期の菌体をサンプ
リングした。菌体を構成するたんぱく質を酸
加水分解してアラニンを含むアミノ酸混合
物を得て、MTBSTFA で誘導体化後、GC-MS で
アラニン誘導体の M-57および M-85フラグメ
ントの強度を測定した。BY4742 gnd1⊿株に
空ベクターを導入したコントロール株 
(YKM025 株) のフラックス比は EM 経路が
85.8％、PP 経路が 14.1％、ED 経路 0.1％だ
った。これに対し、ED経路導入株(YKM027 株)
では EM経路が 88.4％、PP経路が 10.8％、ED
経路 0.8％となった。コントロール株(YKM025、
0.28±0.21µmol/gDW/h) に比べ YKM027 株で
は ED 経路の代謝フラックスが 2.65±0.18 
µmol/gDW/h まで約 10 倍増加しており、導入
した経路の機能が確認できた。 
 
(3)大腸菌のホスホエノールピルビン酸カル
ボキシラーゼ (PPC) 反応経路を導入した酵
母株の作成 
 
 酵母の代謝モデルにイソブタノール生合成
経路を付加し、さらにエタノール生合成経路
を破壊したモデルを用いて、代謝シミュレー
ションを実施した。そこでホスホエノールピ
ルビン酸カルボキシラーゼ(PPC)経路の追加
によってイソブタノールの理論最大収率を
94％まで 1.5 倍増加できることを見出した。 
 ホスホエノールピルビン酸をオキサロ酢
酸に変換する PPCと補充経路を組み合わせる
と効率的に NADPH を供給できる。そこで、大
腸菌、コリネ型最近、シアノバクテリアの 3
種類の生物から PPCをコードする遺伝子をク
ローニングし、酵母の細胞内で過剰発現させ
た株を複数構築した。このうち、シアノバク
テリアの PPC を導入した YKP006 株（1.13±
0.02%）はコントロール株(YKP003：0.78±
0.04%)に比べてイソブタノール生産収率が
1.45倍増加した。また、補充経路をさらに強
発現した YKP106 株のイソブタノール生産収
率はコントロール株の 1.7 倍である 1.34±
0.07%まで増加した。この結果から、デザイ
ンした PPC経路拡張代謝ネットワークがイソ
ブタノール生産に有効であり、また、シアノ
バクテリアの PPCが酵母で機能することが初



めて示された。 
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