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研究成果の概要（和文）：有用物質高生産株の取得のためのバイオセンサを開発し、目的物質の生産量に対する
バイオセンサの応答性の評価を行うことで物質生産への応用を試みた。本研究では、メラトニン生合成経路を再
構築したメラトニン生産株を作製し、メラトニンの生産性を評価するために構築したセンサを適用した。その結
果、蛍光強度からメラトニンの生産量をモニタリングすることが可能なシステムの開発に成功した。今後は、本
研究で構築したメラトニンセンサを応用し、代謝工学や進化工学と組み合わせることでメラトニン高生産株を迅
速に育種することが可能になると期待される。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop the biosensor for the rapid 
identification of high-producing microbes from large genetic libraries. We tried to evaluate the 
response of the biosensor for the productivity of the constructed strains. In this study, we created
 the melatonin-producing yeast strain in which the melatonin biosynthetic pathway was artificially 
reconstructed, and the constructed metabolite sensor was applied to evaluate the productivity of 
melatonin. As a result, this system displayed fluorescence in response to the produced melatonin and
 the intensities were varied depending on the productivity. Combining metabolic engineering with 
evolutionary engineering, the melatonin sensor constructed will be possible to apply for the rapid 
breeding of melatonin high-producing yeast strains. 

研究分野： 合成生物工学、生物化学工学、応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、目的物質であるメラトニンのバイオセンサを構築し、メラトニン生合成代謝経路を導入すること
で、メラトニンの生産量に応じて酵母細胞がセンシングを行うシステムの開発に成功した。本研究で構築したメ
ラトニンセンサを用いることで、メラトニン高生産能力を示す菌株育種への応用が期待される。本研究で用いた
メタボライトセンサ構築技術は、メラトニン以外の有用化合物のセンサ構築にも応用できるものであり、様々な
高付加価値物質の高生産株の育種技術開発のためのフレームワークを提供する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
化石資源や天然抽出物を原料として製造・供給される多様な化合物を微生物の発酵能力によ

り再生可能なバイオマスや糖から生産することで持続可能な環境調和型社会を構築しようとす
る努力がなされている。しかし、微生物の本来持つ発酵能力のみでこれらの化合物を大量に生
産することは不可能であり、異種生物由来の遺伝子を組み合わせた人工的な代謝経路を大腸菌
や酵母などの微生物に導入することで多様な化合物を大量に生産しようとする研究が行われて
いる。こうした異種由来の生合成経路を導入することで燃料や化成品原料だけでなく、複雑な
構造を有する高付加価値品や医薬品原料を微生物で生産された例は年々増加している。 
このように異種由来の生合成経路を導入することで様々な目的産物を生産できる一方で、元

来その微生物が有していない代謝経路を利用するため収率は一般的に低いことが多い。そこで、
異種由来生合成経路を導入した微生物の高生産株を迅速に取得することが望まれている。しか
し、従来のクロマトグラフィなどを用いたスクリーニング方法では、1 菌株ごとに目的化合物
の生産性を定量するため、非常に手間がかかる上、低スループットとなっている。そのため、
作出した菌株の生産性を簡便かつハイスループットに評価できるメタボライトセンサが注目を
集めている。本研究提案の目的とする有用物質高生産株の取得のためのバイオセンサ開発のた
めには、目的物質の生産量に応じて酵母細胞がセンシングを行うシステムの開発が求められる。 
 
２．研究の目的 
 
医薬品の一つであるメラトニンは脳の松果腺から分泌されるホルモンの一つであり、トリプ

トファンからセロトニンを経て合成される化合物である。メラトニンは、細胞膜上に存在する
G 蛋白質共役型受容体（GPCR）の 1 種、メラトニン受容体に結合してシグナルを伝達するこ
とが知られており、強い抗酸化作用を持つことから米国では栄養補助食品やサプリメントとし
て市販されている。また、概日リズムに関与していることから、不眠症や時差ボケの解消など
睡眠障害の治療薬として使用されている。近年、本来メラトニンを合成しない酵母に生合成経
路を導入することで、メラトニンの生産が可能であることが報告されている。 

GPCR は、膜蛋白質の中で最大のファミリーを形成する受容体であり、7 回膜貫通型の共通
構造を有している。ヒト、酵母などの真核生物において普遍的に存在しており、細胞外から刺
激を受け取るとその受容体に特異的な三量体 G 蛋白質を活性化し、細胞内にシグナルを伝達す
るという共通のメカニズムを持つ。この共通のメカニズムを利用して、シグナル伝達の活性化
により緑色蛍光蛋白質の発現が誘導されるようにゲノムを改変した酵母においてヒト由来
GPCR を酵母の細胞内 G 蛋白質と共役させることで、リガンド結合を感知できるレポーター発
現系が開発されている。 
本研究では GPCR のシグナル伝

達機構を利用したメタボライトセ
ンサを開発することを目的とした。
ヒト由来メラトニン受容体をモデ
ルとして選択し、酵母の細胞膜表面
に機能発現させることで酵母内在
性のシグナル伝達経路と共役して
メラトニンの結合を感知できるレ
ポーター発現系を構築した。受容体
の発現量やメラトニンに対する親
和性を改変することにより感度域
を調節し、様々な濃度のメラトニン
を検出できるシステムの構築を目
指した。さらに、メラトニン生合成
代謝経路を導入し、開発したセンサを適用
することで、メラトニンの生産量に応じて
酵母細胞がセンシングを行うシステムの開発を目指した（図 1）。 
 
３．研究の方法 
 
(1)メラトニン in vivo バイオセンサの開発 
メラトニン in vivo バイオセンサを開発するために、酵母のシグナル伝達経路に着目し、メ

ラトニンをリガンドとして感知して情報を伝達するメラトニン受容体を利用することとした。
酵母内在性のシグナル伝達経路の下流に緑色蛍光蛋白質を発現するように遺伝子改変した酵母
株を構築し、この酵母株にヒト由来メラトニン受容体を機能発現させた。メラトニンがメラト
ニン受容体に結合することで、酵母内在性のシグナル伝達経路と共役してシグナル伝達が起こ
り、緑色蛍光蛋白質が発現するので、フローサイトメーター（FCM）により蛍光強度を測定し
た。また、バイオセンサの感度調節を可能にするために、受容体の発現量やメラトニンに対す
る親和性を改変した変異型の受容体を構築した。 

図 1 メラトニンセンシングシステムの開発 



 
(2)メラトニンセンサを用いたメラトニン生産株の生産性評価 
メラトニンを生産する酵母株を構築するために既報のメラトニン生合成代謝経路を導入した。

作出した酵母株によりメラトニンを発酵生産させ、生産能を評価するとともに、蛍光レポータ
ーによるバイオセンサの応答性を確認した。 
 
４．研究成果 
 
(1)メラトニン in vivo バイオセンサの開発 

GPCR のシグナル伝達検出には、リガンド刺激に応答するとレポーター遺伝子として緑色蛍
光蛋白質（ZsGreen）が発現するようゲノムを改変した酵母株を用いた。GPCR としてヒト由
来メラトニン受容体 MTNR1A 及び MTNR1B をベースとして、それぞれを出芽酵母にコドン
最適化した配列（MTNR_Sc）や MTNR1A の 1 アミノ酸変異体（N124A 及び Y126A）をコー
ドする配列などを恒常発現型プロモーター制御下で発現させるプラスミドを構築した。 

構築したプラスミドを酵母に形質転換し、得られた形質転換体を様々なメラトニン濃度
（10-11~10-3M）に調製した培地で培養後、FCM による緑色蛍光強度の測定を行った。その結
果、受容体の種類やプロモーターの種類に応じて、メラトニン濃度に依存したレポーター発現
強度の違いが見られ、様々なメラトニンに対する検出感度を持ったメタボライトセンサの開発
に成功した（図 2）。また、添加するリガンドをメラトニンからメラトニン生合成経路の中間代
謝物質であるセロトニン及び、N-アセチルセロトニンに変更し、同様に FCM による測定を行
ったところ、MTNR1A の変異体を用いることで、メラトニン生合成経路の中間代謝物質は検
知せずにメラトニンのみを特異的に検知することのできるメタボライトセンサの開発に成功し
た（図 3）。 

 
(2)メラトニンセンサを用いたメラトニン生産株の生産性評価 

さらに、外来由来のメラトニン生合成経
路を人工的に再構築したメラトニン生産
酵母株を作製し、構築したセンサを適用し
てメラトニン生産性を評価した（図 4）。メ
ラトニン生産株の培養上清をセンサ株で
センシングする 2 細胞系、及び、メラトニ
ン生産株にセンサを導入した 1 細胞系、の
2 つのアプローチを試みたところ、ともに
メラトニンの生産性に応じて蛍光を示す
結果が得られた（図 5）。 
これらのアプローチを応用することで、

作出したメラトニン生産株のメラトニン
生産性を蛍光強度により迅速に評価する
ことが可能となる。これにより、メラトニ
ン生産株ライブラリの中から蛍光強度の

図 2 各メラトニンセンサの 

メラトニン濃度依存曲線 

図 3 中間代謝物に対する各センサの応答性評価 

図 4 メラトニン生合成経路 



高い細胞を選抜することで、メラトニン生産量の向上した酵母株を取得可能であることが示唆
される。本研究のメタボライトセンサ構築技術は、メラトニン以外の有用化合物にも応用でき、
代謝工学や進化工学と組み合わせることで様々な高付加価値物質に対する高生産株を迅速に育
種することが可能となる。また、センサにより最適な培養条件検討を行うことができるため、
生産性の更なる向上が期待される。 
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