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研究成果の概要（和文）：酢酸菌の酸化的な物質変換能は，お酢づくりに代表されるように，古来より人類に親
しまれた安全な微生物利用と言える。本研究では，未開拓のまま残されている酢酸菌の酸化的物質変換反応を，
未利用の生物資源，酵素資源，遺伝資源の活用という視点から解析することを試みた。まず，野生株の酢酸菌が
持つ物質酸化能を落とした変異株を取得した。さらにその変異株に未利用の遺伝資源を強制的に生産させること
で，本研究の標的酵素の可能性を解析した。（１）二つの新規酵素の活性を確認，（２）既知酵素を用いた弱い
物質変換能の強化，（３）既知酵素の新規基質酸化などを成果として得た。

研究成果の概要（英文）：The incomplete oxidation, or referred to as oxidative fermentation, of 
acetic acid bacteria is a safe microbial use that has been familiar to human since ancient times, 
typically vinegar making. This study attempted to analyze the incomplete oxidation of acetic acid 
bacteria, which remains undeveloped, from the viewpoint of utilizing unused biological, enzymatic, 
and genetic resources. First, we obtained a mutant strain in which the high oxidation ability of the
 wild-type acetic acid bacteria was reduced. Furthermore, the potential of the target enzyme in this
 study was analyzed by constructing the mutant strains producing uncharacterized and chacterized 
enzymes. The results confirmed (i) the activity of two new enzymes, (ii) enhanced weak substance 
conversion ability using known enzymes, and (iii) novel substrate oxidation of a known enzyme.

研究分野： 生化学

キーワード： 酢酸菌　発酵　酵素　応用微生物　バイオテクノロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，持続可能な開発目標（SDGs）を頻繁に耳にするようになり，世界レベルで持続可能な社会づくりの基盤整
備が求められている。例えば，地下資源に頼らない化学製品の開発に微生物を利用するということが試みられて
いる。酢酸菌は，高速に化学反応（酸化）を触媒できるので，この力を利用し，かつ今まで知られていなかった
物質酸化反応に挑戦した。本研究からいくつかの成果が得られたが，総じてこのような試みによって，新しい可
能性を提示することができたことが最大の成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 酢酸菌は，他の微生物にはあまり見られない酸化的物質変換能を持ち，古くから酢酸発酵や
ビタミンＣ生産におけるソルボース発酵などに用いられてきた。その仕組みは，細胞膜の外側
に存在する脱水素酵素の酸化反応によって説明される。これら脱水素酵素は，基質の酸化に伴
い，還元力を細胞膜中のユビキノンに伝達する。還元型のユビキノンはユビキノール酸化酵素
によって再酸化され，酸素が水へと還元される反応で終結する。物質酸化系呼吸鎖である。そ
の脱水素酵素には，ピロロキノリンキノン（PQQ）を補欠分子族とするキノプロテイン，フラ
ビン（FAD）を補欠分子族とするフラボプロテイン，モリブドプテリン（MCD）を補欠分子族
とするモリブドプロテインが含まれる。これらの酵素は細胞質膜のペリプラズム側（外側）に
存在するため，ここでは「表層脱水素酵素」と呼ぶ。この酸化的物質変換系の特徴として，反
応物質や反応産物を細胞質内外へ輸送する必要がないこと，それゆえ毒性のある物質や，速や
かに代謝される物質も生産できる可能性が高いことが挙げられる。この表層脱水素酵素の中で，
キノプロテイン酵素の基質特異性が，フラボプロテインと比較すると寛容である（ここでは「ゆ
るい」と表現）ことが見いだされ，新規な物質酸化反応が報告された。例として，アルコール
脱水素酵素（ADH）によるグリセロールからのキラル特異的グリセリン酸生産(1)，グルコース
脱水素酵素による D-キシロースや L-アラビノースの酸化(2)などが挙げられる。 
	 他方，ゲノム情報の解析に伴い，多くの「オーファン酵素」が見いだされたが，機能未知の
ままとなっている。酢酸菌で初めて完全ゲノム配列が発表された Gluconobacter oxydans 
ATCC621H株では，PQQ-DH1から PQQ-DH4と名付けられた４種の「オーファン」キノプロテ
イン脱水素酵素が見いだされた(3)。その内，PQQ-DH1 はイノシトールを酸化することが報告
された(4)が，残りの３酵素については未だ不明のままである。加えて，酢酸菌の完全ゲノムや
ドラフトゲノムが数多く報告されており，「オーファン」キノプロテイン酵素が広がりを持ち始
めている(5)。また最近，新しいタイプの PQQ 依存性脱水素酵素が Pseudomonas 属細菌で報告
され，そのホモログが酢酸菌の特定の菌株に見いだされた(6)。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は，基質特異性の「ゆるい」酢酸菌キノプロテイン脱水素酵素を利用した，新
しい酸化的物質変換系の構築である。この目的のために，オーファンキノプロテイン脱水素酵
素の機能解析を行う。この構築が完成すれば，その向こうに考えている，基質特異性に関する
解析も行いたい。つまり，「ゆるい」ながらも基質特異性を支配している法則を見出したい。例
えば，グルコース脱水素酵素（GDH）の D-マンノースに対する反応性については，近年報告の
あった２つのグループ間(2, 7)で結論が異なるので，この点も本研究の課題とする。 
 
３．研究の方法 
	 発現宿主として，耐熱性酢酸菌 Gluconobacter sp. CHM43株を用いた。大腸菌では，補欠分子
族の PQQを生合成できないので，酢酸菌を用いた。CHM43株は，耐熱性や培養あたりの細胞
収量が高く，より安定した物質生産が期待できる菌株であるので，本研究ではこの菌株を用い
た。表層脱水素酵素を欠損させた変異株の作製を継続して行った。 
	 CHM43株の ADH遺伝子と GLDH遺伝子の二重欠損変異（∆ADH ∆GLDH）株を宿主として，
本菌のオーファンキノプロテイン酵素 PQQ-DH1（イノシトール脱水素酵素），PQQ-DH4，
PQQ-DH7，PQQ-DH9の過剰発現株の作製を試みた。 
	 CHM43 株の GDH 遺伝子欠損変異（∆GDH）株を宿主として，本菌の GDH を過剰発現する
菌株を作製した。この組み換え Gluconobacterを用いて，ラクトースなど二糖類の酸化的物質変
換を行った。 
	 グリセロール脱水素酵素（GLDH）が，これまでに知られていなかった物質を酸化すること
を見いだした。その生産物の同定を質量分析と NMR を用いて行った。GLDH を精製し，精製
酵素でこの酸化的物質変換を試みた。 
	 酢酸菌は，全般的に形質転換効率が悪く，本研究で用いる CHM43 株も例外ではない。これ
を克服するために，本菌の形質転換の向上を目指した遺伝子工学研究を行った。形質転換に用
いるプラスミドを，CHM43株の制限修飾系酵素を持つ大腸菌で調製することで，本菌での DNA
の分解を回避することを試みた。 
 
４．研究成果 
４−１．表層脱水素酵素の多重遺伝子欠損株の作製 
CHM43株の ADH，GLDH，GDH，GADHの遺伝子破壊を行った。それぞれ単独の遺伝子破壊
株といくつかの組み合わせで二重破壊株の作製には成功した。しかしながら，三重遺伝子欠損
株の成功には至らなかった。理由は明らかではないが，遺伝子欠損を重ねることで形質転換効
率が低下した。特に GLDH遺伝子はその欠損により，抗生物質（アンピシリン）への耐性能が
上昇するなど，菌株の特性を変化させることがわかった。やはり形質転換効率の上昇が重要と
考え，その改善を目指した研究を行った。 
 
４−２．人工的プラスミド修飾法の試み 
本研究では，酢酸菌の遺伝子工学は，大腸菌を用いて構築した DNA をもちいるので，酢酸菌



の形質転換には大腸菌で調製したものを用いる。大腸菌で増幅された DNA には，大腸菌の目
印（メチル化）が入っており，Gluconobacter のそれとは区別される可能性がある。よって，
Gluconobacter細胞内では大腸菌由来の DNAは異分子と見なされ，分解のターゲットとなるこ
とが懸念される。この分解が，遺伝子導入の妨げとなっていると考えた。この分解を回避する
ために，Gluconobacterの DNAメチル化酵素候補遺伝子を大腸菌で発現させることによって，
大腸菌内で Gluconobacter 型のメチル化を施すことを試みた。メチル化候補遺伝子として， 
GLF_0278，GLF_1812，GLF_2487（GLF_2488 共に）の３つを試みたが，いずれも形質転換効
率の上昇には至らなかった。今後は，核酸分解酵素遺伝子の欠失を試みる。 
 
４−３．グルコース脱水素酵素を用いた二糖類の高速酸化 

ラクトースの酸化物であるラクトビオ
ン酸は，保湿剤や整腸剤としてニーズが
あり，微生物を用いた生産方法が望まれ
る。酢酸菌が行うラクトース酸化はGDH
が担っており，ラクトースだけでなく，
いくつかの二糖類の酸化が報告されて
いる(8, 9)。しかしながら GDHはラクト
ースに対して 1%程度の酸化活性しか示
さない。この酸化の速度を上げるために，
GDH の過剰発現株を作製し，休止菌体
を用いた酸化実験を行った（図１）。過
剰発現株はラクトースや他の二糖類の
酸化速度が明らかに上昇していた。優れ
た天然の菌株と比べて，２倍以上の速度
でラクトースからのラクトビオン酸生
産を示し，100 mMのラクトースから，
24時間で 90 mM弱のラクトビオン酸を
生産した。膜画分を用いてラクトースに

対する親和性を調べたところ，極めて親和性が低いことが分かった。合わせて考えると，親和
性が低く反応性が悪い基質であっても酵素の過剰発現によって有用物質の生産の速度を上げる
ことができることを示している。 
 
４−４．オーファンキノプロテイン脱水素酵素 
Gluconobacterの主要膜酵素である ADHと GLDHの二重欠損株（∆ADH ∆GLDH株）を構築で
きたので，この株を宿主として，４つのオーファンキノプロテイン脱水素酵素，PQQ-DH1（イ
ノシトール脱水素酵素），PQQ-DH4，PQQ-DH7，PQQ-DH9 の過剰発現とその機能解析を行っ
た。まず，PQQ-DH1と PQQ-DH7については明らかな活性上昇が認められなかったので，過剰
発現そのものを確認する必要があると感じている。一方，PQQ-DH4（図２）と PQQ-DH9（図
３）はいずれも二級アルコール脱水素酵素の活性が確認され，それぞれ，イソプロパノールと
Ｌ−リボースが特徴的な基質であった。特に PQQ-DH4は，末端の炭素に水酸基がない方が良い
基質となり，グリセロールの酸化は認められなかった。D-アラビトールなどの GLDHが良く酸
化する物質の酸化がとても弱く，明らかに GLDHとは異なる基質特性と言える。他方，PQQ-DH9
は概ね GLDHと基質特異性は似ていたが，グリセロールやリビトール，D-マンニトールをあま
り酸化できないなど，GLDHとは識別できる特徴を持っていた。本研究で調べた範囲で，GLDH
が最も基質特性がゆるく，次いで PQQ-DH9，最後に PQQ-DH4，すなわち PQQ-DH4 が最も厳
しい基質特異性であると判断できた。今後，基質に対する親和性の評価や反応産物の同定など
を行う予定である。 

	
図１．GDH過剰発現によるラクトースの酸化 
GDH過剰発現株の休止菌体を用いて，ラクトー
スからのラクトビオン酸生産を行った。「優秀な
天然の株」として，G. frateurii NBRC3285株を
用いた。	



 
図２．PQQ-DH4の基質特異性 
ベクタープラスミド（白バー）と PQQ-DH4プラスミド（グレーバー）を持つ∆ADH ∆GLDH株
の，膜画分の脱水素酵素活性。二つのデータの比較から，PQQ-DH4の基質特異性を考察すると，
二級アルコールの酸化を行うことが分かる。イソプロパノール（黒矢印）を酸化するが，グリ
セロール（白矢印）はほとんど酸化しないという特徴を持つ。	

 

 
図３．PQQ-DH9の基質特異性 
ベクタープラスミド（白バー）と PQQ-DH9プラスミド（グレーバー）を持つ∆ADH ∆GLDH株
の，膜画分の脱水素酵素活性。二つのデータの比較から，PQQ-DH9の基質特異性を考察すると，
GLDH と似たスペクトルであることが分かる。GLDH と同様，ジオール類，D-アラビトール，
L-リボース（黒矢印）を良く酸化するが，GLDHの良い基質となるグリセロール，リビトール，
D-マンニトール（白矢印）の酸化は弱いという特徴を持つ。	
 
４−５．GLDHの新規な基質(10) 
野生株と GLDH欠損株（∆GLDH株）の膜画分を用いた活性測定の比較から，新たな基質とし
てアルドペントースである L-リボースを見いだした。反応産物を同定したところ，L-リボン酸
であったので，環状の L-リボースの１位を酸化し L-リボノラクトンを生じると考察した。L-
リボノラクトンは酵素の介在なしに，加水分解を受け L-リボン酸となると考察した。すなわち，
GLDH単独で L-リボースから L-リボン酸を生むことになる。この仮説を実証するため，高発現
株から GLDHを精製し，精製酵素を用いた物質酸化を行った。精製酵素を用いても L-リボン酸



の生成が認められたため，上記の仮説を支持する結果となった。 
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