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研究成果の概要（和文）：バイオマスを有効利用する手段として、代謝改変微生物を用いた有用物質生産は重要
な研究分野である。本研究では、新規な代謝改変ツールとして代謝酵素の連結に基づく代謝チャネリング技術の
開発を目指した。代謝酵素を連結する手段として、sortase Aを「酵素ステープラー」として用いることで、任
意の代謝経路を代謝チャネリングによって強化する手法の開発を目指した。実際に、大腸菌体内でアセチルCoA
を分岐点として、その前後の酵素をsortase Aによって繋げることで酢酸生産能が強化されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We demonstrate metabolic enzyme ligation using a sortase A in the microbial 
cytoplasm for the redirection of metabolic flux through metabolic channeling. Here, sortase A 
expression was controlled by the lac promoter to trigger metabolic channeling by the addition of 
isopropyl-β-d-thiogalactopyranoside (IPTG). We tested covalent linking of pyruvate-formate lyase 
and phosphate acetyltransferase by sortase A-mediated ligation and evaluated the production of 
acetate. The time point of addition of IPTG was not critical for facilitating metabolic enzyme 
ligation, and acetate production increased upon expression of sortase A. These results show that 
sortase A-mediated enzyme ligation enhances an acetate-producing flux in E. coli. We have validated 
that sortase A-mediated enzyme ligation offers a metabolic channeling approach to redirect a central
 flux to a desired flux.

研究分野：生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 持続可能な低炭素社会を実現するために
は、再生可能資源であるバイオマスを有効に
利用する必要がある。バイオリファイナリー
は、バイオマスを原料に化成品や燃料などの
有用化合物を産生する重要な研究分野であ
り、特に、微生物代謝を利用した有用物質生
産はバイオマスを原料に様々な化合物を生
産することが可能な重要な技術である。しか
しながら、微生物を用いたバイオプロセスで
は反応速度が遅いなど克服すべき課題が多
数あり、これらを解決するためには、目的の
化合物を効率的に生産する微生物を新たに
設計・創成することが必要になる。 
	 代謝改変微生物を用いた有用物質生産は
上記課題を克服する上で重要な要素技術で
ある。微生物はバイオマスに含まれる糖等を
体内に存在する酵素の働きで代謝すること
で様々な化合物を生産するが、目的化合物を
効率的に生産するためには、微生物が本来持
つ代謝経路を任意の形に改変する必要があ
る。微生物の代謝を改変するためには、代謝
経路を担う遺伝子を予め破壊することで、競
合する代謝経路を遮断し、代謝フラックスを
目的物質の生産に最適化する手法がよく用
いられる（図１）。しかしながら、微生物細
胞の代謝経路上には細胞の維持や生育に関
わる遺伝子も存在し、それらを予め破壊する
ことはできない。そこで、本研究ではこれら
の課題を克服するための新たな代謝改変技
術の開発を目指した。 

 
２．研究の目的 
 
	 本研究においては、代謝経路上の酵素を近
接させることで、代謝中間体の局所濃度を上
げることができる「代謝チャネリング」に着
目した。代謝チャネリングでは、連続する二
つの代謝反応において代謝酵素どうしが近
くに存在することで細胞内での中間体の拡
散を抑制し、連続反応の効率を向上させるこ

とが可能になる。そのため、任意の代謝分岐
点に対して前後の代謝反応をチャネリング
することで、任意の方向へ代謝フラックスを
強化することが可能になると期待できる（図
２）。本研究では、代謝酵素を近接する手段
として、Sortase	A と呼ばれるペプチド転移
酵素を用いた。大腸菌細胞内において、
Sortase	A を、代謝酵素を繋ぎ合わせるため
の「酵素ステープラー」として用いることで、
代謝チャネリングを引き起こすことが可能
かどうか検討した。	

 
３．研究の方法 
	
代謝酵素を酵素ステープラーによって連結
することで、代謝チャネリングを引き起こす
ことが可能かどうか大腸菌をモデル微生物
として用いることで検討を行なった。
Sortase	A は図３に示すように、特定のアミ
ノ酸配列（LPXTG および Gn配列）認識し、ペ
プチド転移反応を介して繋ぎ合わせる働き
を触媒する。よって、任意の代謝中間体に対
して、その前後の反応を担う代謝酵素にこれ
らの配列を遺伝子工学的に付与することで、
Sortase	A を用いて両者を連結し、代謝フラ
ックスを変化させることが可能かどうか調
査した。	

	
具体的には、アセチル CoA を代謝分岐点と捉
え、その代謝の前後の酵素（ピルビン酸ギ酸
リアーゼ:PFL およびリン酸アセチルトラン
スフェラーゼ:PTA）に Sortase	A の認識配列
を付与することでそれらを連結させ、酢酸生
産に与える影響を調査した（図４）。PFL と
PTA が連結することで、ピルビン酸からアセ



チル CoA、アセチルリン酸を経由し、酢酸が
生産される経路が強化されると予想される。	

	
実際に、これらの株を、5%グルコースを含む
LB 培地で培養し、生産された代謝物を高速液
体クロマトグラフィー（HPLC）で分析した。	
	
４．研究成果	
	
Sortase	A の認識配列である LPETGG 配列を C
末端側に付与した PFL をコードする遺伝子
pflB-lp および GGGGS 配列を N 末端側に付与
した PTA をコードする遺伝子 g-pta を恒常発
現型で発現させた（pflB-lp_g-pta/pHLA）。
また、Sortase	A に関しては Lac プロモータ
制御下で発現を行った（SrtA/pZA23）。これ
らのプラスミドを酢酸非生産株（BW25113Δ
pflB;Δpta;ΔpoxB 株）に形質転換し、誘
Sortase	A の発現の有無によって酢酸生産が
変化するか調べた。図５にみられるように、
pflB のみを補完した株（KT190；酢酸非生産
株）あるいは pflB、pta を補完した株（KT193；
酢酸生産株、Sortase	A 発現なし）では酢酸
はほとんど生産されなかったが、Sortase	A
によって pflB および pta が連結された株
（KT195；酢酸生産株、Sortase	A 発現あり）

では酢酸生産量が増大した。	
	
菌体破砕液をウエスタンブロッティングに
よって解析したところ、pflB および pta が連
結されていたことからも、Sortase	A による
大腸菌体内での代謝酵素の連結によって、代
謝フラックスが酢酸生産に傾いたというこ
とが示唆された。以上の結果から、大腸菌体

内で Sortase	A を用いて代謝酵素を連結する
ことで、代謝改変が可能であるということを
示すことができた。	
	 今後、他の代謝経路においても同様に本技
術を適用することで、Sortase	A を用いた代
謝チャネリング技術の汎用性を拡張するこ
とが必要であるが、以上より、本研究成果に
よって、代謝経路の遮断や弱化といった従来
の手法とは異なるアプローチで代謝を改変
することが可能であるということを示すこ
とができた。	
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