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研究成果の概要（和文）：我々は、ビオチン要求性微生物であるコリネ型細菌に異種細菌のbioFとbioIを導入す
ることでビオチン要求性を解除でき、ビオチンを微量分泌するようになることを見出している。このビオチン生
産菌を宿主とする脂肪酸経路の代謝工学で、ビオチンのデノボ合成に脂肪酸代謝が重要な役割を果たしているこ
とを示した。この菌株でビオチンの前駆体ピメロイル-CoA直下の反応を遮断すると、糖からピメリン酸の分泌が
起こること、さらに、脂肪酸代謝の増進がピメリン酸増産にも反映することを示した。以上の結果は、ビオチン
の源流が脂肪酸合成経路であり、同経路からビオチン経路への炭素流束を、ピメリン酸を指標に評価できること
を示す。

研究成果の概要（英文）：We engineered naturally biotin-auxotrophic Corynebacterium glutamicum into a
 biotin prototroph through the heterologous expression of the Escherichia coli bioF gene and the 
Bacillus subtilis bioI gene. We used the engineered strain to show that carbon flow down the fatty 
acid-biosynthetic pathway was crucial for biotin biosynthesis. Furthermore, we demonstrated that 
augmented fatty acid biosynthesis was also reflected on pimelic acid production when carbon flow was
 blocked at the BioF reaction. These results indicate that the biotin precursor pimeloyl-CoA 
originates from the fatty acid-biosynthetic pathway in vivo in the engineered biotin-prototrophic C.
 glutamicum strain.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)  ビオチン（ビタミン B7）は現在、原料
を石油に依存し、10 を超える多段の工程から
成る化学合成法により製造されている。過去
にビオチン発酵が検討された経緯があるが、
育種は困難を極め、結局、高生産菌の取得に
は至らなかった。 
 
(2) 最近、大腸菌でビオチン合成の前駆体で
あるピメリン酸チオエステル（ピメロイル
-CoA/-ACP）が脂肪酸合成経路を利用して合
成されるというモデル（図 1 の BioCH ルー
ト）が提唱された。枯草菌でも、同前駆体は
長鎖アシル-ACP から BioI（P450 酵素）に
よる酸化的開裂と BioW による CoA 化によ
って生成することが明らかになりつつある
（図 1 の BioIW ルート）。つまり、これまで
ビオチンの前駆体がどうやって生合成され
るかの詳細はわかっていなかったが、脂肪酸
合成経路に依存していることが確かなもの
になってきた。 

 
(3)  一方、我々は、コリネ型細菌が fasR の
破壊のみで糖から長鎖脂肪酸を過剰合成し、
かつそれを菌体外に分泌することを見出し、
本菌種に長鎖脂肪酸生産菌としてのポテン
シ ャ ル が あ る こ と を 報 告 し た  [Appl 
Environ Microbiol 79:6776 (2013)]。さらに、
コリネ型細菌に異種細菌の bioF と bioI を導
入することで、ビオチン要求性を解除できる
ことも見出した  （図 2） [Appl Environ 
Microbiol 79:4586 (2013)]。これを機に、我々
は、新たな試みとして、コリネ型細菌を用い
たビオチン生産菌の育種に着手した。 

２．研究の目的 
(1) コリネ型細菌は、元来、ビオチン要求性
であるが故に本菌種を用いたビオチン直接
発酵の報告はこれまでにない。また、脂肪酸
合成系は、従来のビオチン生産菌育種では目
を向けられてこなかった新しい視点である。
従って、我々が独自に開発した本菌種の脂肪
酸代謝工学技術を、下流の有用物質であるビ
オチンや、その前駆体ピメリン酸（バイオポ
リマーとして有用な中鎖ジカルボン酸）の生
産技術に応用できれば、先行技術と差別化で
きる新技術になる。その技術開発を目指す。 
 
(2) 具体的には、脂肪酸経路の代謝は本当に
ビオチン経路に繋がっているのか、脂肪酸経
路の代謝をいかにしてビオチン経路に引き
込むのか、糖からピメリン酸の分泌生産が可
能か、微量のピメリン酸をどうやって検出す
るのか、等の検討を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)  bioIの高発現化は、以下の３つの方法、
すなわち、アミノ酸コドンの最適化（枯草菌
型からコリネ菌型へ）、強力プロモーターへ
の置換、そしてプラスミド増幅、により行っ
た。 
 
(2) ピメリン酸の定量は、独自に開発したバ
イオアッセイ系（指示菌：感度を高めたピメ
リン酸要求株）と LC/MS/MS 分析により行っ
た。オレイン酸等、遊離脂肪酸は、GC 分析に
より定量した。 
 
(3) ビオチンおよびビオチンバイタマーの
定量は、コリネ型細菌からビオチン合成経路
の各ステップの変異株を造成し、これらを指
示菌とするバイオアッセイ系により行った。 
 
４．研究成果 
(1)  我々は、コリネ型細菌で fasR の破壊
（ΔfasR）が脂肪酸合成系を脱抑制して脂肪
酸を過剰合成させることを見出していたの
で、これをビオチン生産菌に導入すれば力価
は高まるであろうと予想した。確かに脂肪酸
の分泌生成は起こるものの、力価は逆に低下
するという、意に反する結果となった（図 3）。 
しかし、脂肪酸合成系遺伝子を個別に増幅し
た場合は、脂肪酸の分泌は起こらず、力価に
反映することがわかった（図 3）。脂肪酸合成
遺伝子 fasAおよび fasBを同時破壊するとビ
オチンバイタマー生成は消失し（図 3）、ビオ
チンのカーボンが脂肪酸経路に由来するこ
とが in vivoで検証された。 
 
(2)  遊離脂肪酸の分泌生成がビオチン力価
を低下させる仕組みを解析。その結果、アシ
ル CoA を基質とする BioI 反応を遊離脂肪酸
が競合阻害している可能性が浮上。対策とし
て、bioI を強力プロモーター下で高発現化。
すると、力価は向上（ビオチンバイタマーと
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図1. ビオチン生合成における大腸菌のBioCHルートと枯草菌のBioIWルート
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図2. コリネ育種株におけるビオチンのデノボ合成経路
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して、数μg/L → 数百μg/L）。 
 
(3) 上記の発酵上清には、ビオチンバイタマ
ーに加えてピメリン酸が蓄積（数百μg/L）
していることが判明。これは、脂肪酸経路を
経てビオチンに向かう代謝が中間体ピメロ
イル-CoA の段階で滞留し、ピメリン酸として
副生していることを示す（図 2）。本知見に基
づき、育種方針を変更。脂肪酸経路からビオ
チン経路へのカーボン流束を、ピメリン酸を
指標に評価する系の構築に着手。 
 
(4)  ピメロイル-CoA 直下の bioF を遮断す
ると（図 2）、期待通り、ビオチンバイタマー
の生成は消失し、その分の上乗せがピメリン
酸力価に起こった（約 1 mg/L）。このピメリ
ン酸生産菌で、脂肪酸生合成の鍵酵素遺伝子
である fasA を高発現させると（図 2）、力価
は 2倍強に向上した（約 1 → 2～3 mg/L）。 
 
(5)  コリネ型細菌は脱 CoA 化に関わるチオ
エステラーゼ（Tes）様遺伝子を数種持つが、
遺伝学的解析により、長鎖アシル-CoA および
ピメロイル-CoAの脱CoA化に関わる tes遺伝
子を特定。各々、tesA、tesBと命名（図 2）。 
 
(6) Tes の逆反応を担うアシル-CoA シンセ
ターゼ（FadD）様遺伝子も本菌種ゲノムには
少なくとも 5 種存在。その内、FadD5 および
FadD15が長鎖脂肪酸のCoA化に関わることを
遺伝学的解析により検証（図 2）。 
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図3. 脂肪酸合成系遺伝子の増幅または破壊がバイタマー生産に及ぼす影響
宿主菌株はコリネ野生株から育種したビオチン非要求性のビオチン生産菌である。この株
にΔfasR変異を導入するとビオチン生産は低下する。同様な挙動がpCaccD1-fasAの導入
でも見られたことから、遊離脂肪酸の生成がバイタマー生産に不利になると判断される。
遊離脂肪酸を生成しないように上流を強化すると、バイタマー増産が起こる。
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