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研究成果の概要（和文）：微生物を用いた有用物質生産においては、微生物細胞の増殖に連動して目的物質を生
産させる手法と、増殖と物質生産を切り分け細胞増殖が停止した定常期において目的物質を生産させる手法が主
にとられている。定常期で目的物質を生産させる手法は、投入した炭素源や窒素源などの資源を効率よく目的物
質生産に利用することができる技術として注目を浴びている。
本研究では、微生物細胞による定常期における有用物質生産技術の開発に向け、培養液に添加するだけで微生物
細胞を定常期へと導き、かつ増殖が停止しても目的物質生産のための糖代謝活性を維持させることを可能にする
化合物を探索する実験系の構築を試みた。

研究成果の概要（英文）：Bioproduction using microorganisms has been conducted by the method coupled 
with cell growth and that where production of target material(s) has occurred in the absence of cell
 growth during the stationary phase. Bioproduction during the stationary phase has been realized as 
one of the effective bioproduction processes in which the resources input, such as carbon and 
nitrogen sources, can be effectively utilized for only production of the target material(s).
In this study, I have attempted to develop screening system of chemical compounds which can lead 
cell growth to the stationary phase and maintain metabolic activity in spite of suppressed cell 
growth toward bioproduction during stationary phase.

研究分野： 応用微生物学、代謝工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、微生物を用いた定常期における有用物質生産においては、窒素源や金属の枯渇などにより増殖が停止
した定常期へと導き、目的物質を生産させる試みがなされてきた。しかしながら、培養の際に常に同じタイミン
グで窒素源や金属を枯渇させることはむずかしく、再現性よくかつ安価に定常期へと導く新たな技術が必要とな
る。
本研究は、培養液への化合物の添加のみで微生物細胞を人為的に定常期へと導きかつ有用物質生産を行える新た
な技術の開発に向けた研究が展開できるようになると期待される。将来的には、探索した化合物が定常期へと導
くメカニズムを明らかにすることができれば、微生物細胞増殖の人為的制御技術の開発にもつながる。
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１．研究開始当初の背景 
微生物を用いた有用物質生産においては、微生物細胞の増殖に連動して目的物質を生産させる
手法と、増殖と物質生産を切り分け細胞増殖が停止した定常期において目的物質を生産させる
手法が主にとられている。定常期で目的物質を生産させる手法は、投入した炭素源や窒素源など
の資源を効率よく目的物質生産に利用することができる技術として注目を浴びている。 
これまで、窒素源や金属の枯渇などにより細胞増殖を停止させ定常期へと導き、目的物質を生
産させる試みがなされてきた (Chubukov and Sauer 2014 Appl. Environ. Microbiol.; Siaut et al. 2011 
BMC Biotechnol.)。しかしながら、培養の際に常に同じタイミングで窒素源や金属を枯渇させる
ことはむずかしく、再現性よくかつ安価に定常期へと導く新たな技術が必要となる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、微生物細胞による定常期における有用物質生産技術の開発に向け、培養液に添加
するだけで微生物細胞を定常期へと導き、かつ増殖が停止しても目的物質生産のための糖代謝
活性を維持させることを可能にする化合物を探索する実験系を構築する。そして、実際に化合物 
(既知化合物や放線菌由来未知天然化合物など)の探索を行う。 
 
 
３．研究の方法 
①	 糖代謝活性を維持しつつ定常期へと導く化合物の探索に向けた検定菌の構築	 
微生物細胞を定常期へと導き、かつ増殖が停止しても目的物質生産のための糖代謝活性を維持
させる化合物の探索に向けて、探索に用いる検定菌を構築する必要がある。本研究では、糖代謝
活性に連動して発現する遺伝子のプロモーターの下流に β-ガラクトシダーゼをコードする lacZ
遺伝子などのレポーター遺伝子を連結し、微生物細胞に導入することで構築した組換え株を検
定菌として用いる。この組換え株に対して化合物を作用させた際に、増殖が停止しつつもレポー
ター遺伝子が発現していれば、定常期へと導かれた後も糖代謝活性が維持されていると考えら
れる。 
そこで、Overlap extension PCRにより大腸菌の解糖系の酵素のうち代謝流量の制御に重要とな
ると考えられるものをコードする遺伝子 (ptsG・pts operon・pfkA・gapA・eno)のプロモーター配
列に lacZ遺伝子を連結させた遺伝子を構築し、In-fusion HD cloning kit (Takara Bio Inc.)を用いて
大腸菌低コピープラスミド pMW118 (Nippon Gene Co., Ltd.)にクローニングした。そして、構築
したプラスミドを大腸菌MG1655株に導入し、得られた組換え株を検定菌の候補とした。 

 
② 糖代謝活性を維持しつつ定常期へと導く既知化合物の探索系の評価 
定常期において糖代謝活性と連動して発現する糖代謝関連遺伝子のプロモーター配列の下流
と lacZ遺伝子を連結させた遺伝子断片を導入した組換え株を検定菌に用い、既知の抗生物質 (20 
mg/mLカナマイシン・20 mg/mL クロラムフェニコール・10 mg/mL リファンピシン・50 mg/mL
ストレプトマイシン・50 mg/mL スペクチノマイシン)に対する挙動を評価した。 
 
[探索方法の概要 (図 1)] 
検定菌と β-ガラクトシダーゼの基質
である X-gal を含む Lennox (L)寒天培
地 (1% hipolypepton、0.5% dried yeast 
extracts、0.5% NaCl、0.1% glucose、1.5% 
agar)に化合物をしみこませたろ紙を
のせ、培養する。培養により検定菌は
十分に定常期に達しているので、検定
菌は X-gal の分解による青色の呈色を
示すと考えられる。そして、化合物に
より増殖を定常期に導くということは
増殖を低下させることを意味するので、
ろ紙の周囲に検定菌の生育が低下する
あるいは完全に生育していない生育阻
止ゾーンが形成されているかどうかを
判断する。また増殖が低下している状
況下で糖代謝活性が持続されているこ
とが条件であるので、生育阻止ゾーン
内や周辺の検定菌が青色を呈している
かどうかを判断する。このように、ろ
紙周辺に生育阻止ゾーンが見られ、か
つ生育阻止ゾーン内や周辺の検定菌が 
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図1 微生物細胞の増殖を定常期へと導く化合物の
探索系の概要 

定常期において糖代謝活性と連動して発現する糖
代謝関連遺伝子のプロモーター配列の下流にlacZ
遺伝子を連結させた遺伝子断片を導入した検定菌
とし、X-galを含む寒天培地に化合物をしみこませ
たろ紙をのせ、培養する。 



青色を呈しているような化合物が探索するべき目的とする化合物となる。探索された化合物に
ついては、培養実験により実際に細胞を定常期へと導きさらに糖消費が持続することを別途確
認する。 
 
③ 糖代謝活性を維持しつつ定常期へと導く化合物の探索 
②と同様の探索系により、放線菌が生産する未知化合物から細胞を定常期へと導く化合物の探
索を試みた。放線菌が生産する未知化合物の探索に成功すれば、微生物細胞の増殖制御機構の解
明につながると期待される。そのために、土壌中から分離したさまざまな放線菌を寒天培地で培
養したものを、ストローを用いて円形にくりぬき、ろ紙の代わりに検定菌と β-ガラクトシダー
ゼの基質である X-galを含む寒天培地にのせて培養した。そして、同様の判断基準で目的とする
化合物を生産する放線菌の探索を試みた。 

 
 
４．研究成果	 
①	 糖代謝活性を維持しつつ定常期へと導く
化合物の探索に向けた検定菌の構築	 
大腸菌の解糖系の酵素のうち代謝流量の制
御に重要となると考えられるものをコードす
る遺伝子 (ptsG・pts operon・pfkA・gapA・eno)
のプロモーター配列に lacZ 遺伝子を連結させ
た遺伝子をクローニングした低コピープラス
ミドを構築した。そして、大腸菌の野生株
MG1655に導入し、化合物探索のための検定菌
の候補とした。 
	 
② 構築した検定菌の評価 
構築した検定菌の候補株を用いることで、目
的とする化合物を探索することができるのか
評価するために、5つの既知の抗生物質 (カナ
マイシン・クロラムフェニコール・リファンピ
シン・ストレプトマイシン・スペクチノマイシ
ン)について、上記の探索系により検定菌の評
価を行った。その結果、いずれの検定菌候補株
を用いた場合においても、円形ろ紙周辺の生育
阻止ゾーンの外周に青色に呈色した検定菌の 
ゾーンが存在していることが明らかとなった(図 2)。カナマイシンやリファンピシンについては、
円形ろ紙周辺の生育阻止ゾーンの外周に濃い青色に呈色した検定菌のゾーンが存在し、その外
側に青色呈色のない黄白色に呈色した検定菌のゾーンが存在していた。 
次に、大腸菌MG1655株
を Lennox 液体培地にて培
養し、各抗生物質を添加す
ることにより増殖を停止
させ、その後のグルコース
消費を評価した。いずれの
抗生物質による増殖停止
後も、グルコースの消費が
継続していることが確認
され、検定菌の生育阻止と
青色呈色を指標にした探
索の結果とおおむね一致
していた (図 3)。しかしな
がら、現状では大腸菌の生
育を阻害するような化合
物であればどのようなも
のでも似たような挙動を
示すことも予想されるた
め、検定菌そのものの改良 
(さらなるプロモーター配
列の選抜やプラスミドの
改変)や探索系の最適化(菌
体接種量・培養時間など)
が必要であると思われる。 
 

図 2 既知抗生物質を用いた検定菌候補株の
評価 

gapAプロモーターと lacZ遺伝子を連結させ
た遺伝子を持つ大腸菌組換え株を用いて、
既知の抗生物質の影響を観察した例を示
す。他の検定菌候補株においても似たよう
な挙動が観察された。 

図 3 大腸菌の生育 (A)とグルコース消費 (B)に対する抗生物質の
影響 

Lennox液体培地にて大腸菌MG1655を培養し、培養開始から 2時
間 (矢印の時点)でカナマイシン (40 µg/mL、●)、リファンピシン 
(40 µg/mL、●)、ストレプトマイシン (50 µg/mL、●)、クロラムフ
ェニコール (20 µg/mL、●)、スペクチノマイシン (50 µg/mL、●)
となるように添加した。そして、生育 (OD660)とグルコース消費
を測定した。なお、●は抗生物質を添加していないコントロール
である。 
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③ 糖代謝活性を維持しつつ定常期へと導く化合物の探索 
①・②により構築・評価した検定菌の候補株を用いて、現在放線菌が生産する未知化合物から
細胞を定常期へと導く化合物の探索を試みている。放線菌は、各種土壌サンプルから分離したも
のを使用している。現時点では、目的とするような化合物を生産すると予想される放線菌の特定
には至っていない。今後、探索を継続する計画である。 

 
④ 今後の展望 
構築した組換え株を用いた探索系は、現状では大腸菌の生育を阻害するような化合物であれば
どのようなものでも陽性と評価してしまう可能性が排除できない。今後は、探索系の改良・最適
化を行い、実際の化合物の探索を試みる。 
本研究は当初、大腸菌のみならず、アミノ酸生産菌として知られるコリネ型細菌やタンパク質
などの生産に用いられる枯草菌も対象とした探索系の構築も計画していたが、それを行うには
至らなかった。今後は、大腸菌以外の微生物を用いた探索系の拡張も検討していきたいと考えて
いる。 
また本研究は、培養液への化合物の添加のみで微生物細胞を人為的に定常期へと導きかつ有用
物質生産を行える新たな技術の開発に向けた研究へと展開することができる。将来的に、探索し
た化合物について、定常期へと導くメカニズムを明らかにすることができれば、化合物添加によ
らずに遺伝子やタンパク質の発現制御による微生物細胞増殖の人為的制御技術の開発も期待で
きる。 
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