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研究成果の概要：好気性のアミノ酸生産菌コリネバクテリウム・グルタミクムは嫌気条件でも

硝酸呼吸により生育できることを見出し、硝酸呼吸に関わる遺伝子群を同定した。この硝酸呼

吸を作動させることで嫌気条件でもアミノ酸の微量生成を認め、アミノ酸の嫌気発酵の可能性

を示した。一方、野生株から酸素の要求量が高まった高濃度酸素要求株を変異誘導し、その形

質の相補能により、酸素利用に関わる遺伝子を６種同定した。これらの遺伝子の中には遺伝子

増幅によって静置培養での生育速度が若干ながら改善するものが見られた。 
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１．研究開始当初の背景 
アミノ酸、ヌクレオチド、抗生物質等の発酵
では、酸素の供給が律速となるがゆえ、発酵
の高速化（生産性アップ）が阻まれている場
合が少なくない。従来からの対策として発酵
タンクの新設や改造を伴う培養工学的アプ
ローチが取られてきたが、コストの問題で設
備投資がままならないという現状がある。も
し、設備に頼らない、菌株サイドからの対応
が可能になれば、工業的に大きな価値を生む
と思われるが、現在、そのような技術はない。 
 

２．研究の目的 
アミノ酸発酵は多量の酸素を必要とする。酸
素が不足すると、アミノ酸の代わりに有害な
有機酸が蓄積し、発酵は成立しない。このた
め、溶存酸素を一定レベル以上に維持するこ
とが重要であり、その管理に多大なコストと
労力が割かれている。もし、酸素が不足して
もアミノ酸を効率よく生産する、いわば“低
通気適応株”を育種できれば、アミノ酸発酵
のみならず、酸素を要する発酵全般にプロセ
ス効率化を図るための新しい技術開発の可
能性を提案することができる。従って、本研
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究は、アミノ酸発酵菌の酸素要求量に関わる
遺伝子や、本菌における呼吸の仕組みを解明
すると共に、“低酸素適応株”の育種戦略を
示すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) コリネバクテリウム・グルタミクムの酸
素要求特性を調べ、環境条件により酸素要求
量低減の可能性を探る。併せて、酸素に代わ
る電子受容体の有無、かつ、その利用による
酸素要求量低減の可能性を探る。 
 
(2) 酸素の要求量が逆に高まった変異株を
分離し、その回復遺伝子を特定する方法で、
酸素の運搬/利用に関わる遺伝子を同定する。 
 
(3) 糖代謝で発生する電子は通常、酸素に受
け渡される。すなわち、酸素は電子の受容体
として必要となっている。この電子を酸素で
なくアミノ酸合成にまわす代謝工学を行い、
菌本来の酸素要求量低減の可能性を検証す
る。 
 
(4) 以上のようにして得た酸素利用に関わ
る遺伝子や呼吸の仕組みに関する知見、さら
には電子の授受の仕組みの改変を目指す代
謝工学を、目的とする低酸素適応株の育種に
応用する。 
 
４．研究成果 
(1) 酸素濃度を大気レベル（21％）から 0％
まで段階的に減らすと、コリネバクテリウ
ム・グルタミクム野生株は酸素濃度の低下に
伴い徐々に生育が弱まり、0.5%濃度付近にコ
ロニー形成の限界があることがわかった。一
方、硝酸が微量（0.1％）存在すると、無酸
素環境でも弱いながら生育できるようにな
り、本菌は酸素の代わりに硝酸を電子の受容
体とする、いわゆる硝酸呼吸を行えることが
わかった。アスパラギン酸系列やグルタミン
酸系列のアミノ酸生産菌を、硝酸を微量添加
した寒天培地で培養すると、無酸素環境下で
もアミノ酸生成が起こることをバイオアッ
セイで認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１に大気条件および無酸素条件でのリジ
ン生産能を示した。無酸素下でも硝酸が存在
するとリジン生成が起こることがハロー形
成により明らかである。この結果は、酸素が
本菌の生育に不可欠な物質ではなく、酸素呼
吸の仕組みを別の仕組みに代替できれば、
“低酸素適応株”の育種が不可能ではないこ
とを示す。 
 
(2) 本菌のゲノムには硝酸還元系遺伝子の
ホモログ(narK2GHJI )が見いだされた。各遺
伝子産物の推定機能に基づいて 3種の鍵遺伝
子(硝酸還元に関わる narG と narJ、および硝
酸輸送に関わる narK2)を選択し、野生株から
各々を欠失させた変異株を造成した。 narG
と narJ の欠失株はともに硝酸還元活性と同
時に硝酸依存の嫌気生育能を消失していた。
narK2 の欠失株は硝酸還元活性を保持してい
たが、硝酸依存の嫌気生育能は損なわれてい
た。以上より、本菌の硝酸呼吸能は同領域の
みに担われていると結論した。なお、酸素と
硝酸が共存する環境では酸素呼吸を優先し、
酸素が消失して初めて硝酸呼吸が始まるこ
とも見出した。しかし、その仕組みについて
は不明である。 
 
(3) コリネバクテリウム・グルタミクムの野
生株から変異誘導した多数の高濃度酸素要
求株を受容菌として、本菌のゲノムライブラ
リから同形質を回復させる DNA断片を種々取
得した。これらの塩基配列をデータベース解
析し、DNA 領域として６種を同定、次いでサ
ブクローニングにより目的とする遺伝子を
特定した。これらの中には、鉄の取り込みに
関わるシデロフォア関連タンパク質や機能
未知の膜タンパク質、シグマ因子等が含まれ
ていた。一例として、図２に高濃度酸素要求
株 OX-3 と同株の相補クローン（シデロフォ
ア関連タンパク質遺伝子を含むプラスミド
を保有）の種々の酸素濃度条件下における生
育能を示した。 
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図１．無酸素条件でのリジン生産 （バイオアッセイ）

指示菌：リジン要求株
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図１．無酸素条件でのリジン生産 （バイオアッセイ）

指示菌：リジン要求株
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図２．高濃度酸素要求株OX-3と相補クローンの酸素要求特性

Cgl0807Cgl0807（（SiderophoreSiderophore--interacting proteininteracting protein）遺伝子を保有）遺伝子を保有
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図２．高濃度酸素要求株OX-3と相補クローンの酸素要求特性

Cgl0807Cgl0807（（SiderophoreSiderophore--interacting proteininteracting protein）遺伝子を保有）遺伝子を保有



 

 

図２より、OX-3 株は酸素濃度が低い条件では
生育しないが、クローンはその形質が野生株
に近いレベルにまで回復しているのがわか
る。 
野生株における各遺伝子の増幅効果を、最

少培地を用いて攪拌培養と静置培養の 2条件
にて評価した。通常の攪拌培養では、いずれ
の遺伝子の増幅株もベクターのみの増幅株
（対照株）に比べて生育速度が悪化する傾向
を示したが、静置培養では対照株と同等か、
むしろそれ以上の生育速度を示した。この結
果は、これらの遺伝子の機能を強化すること
で、宿主菌株の低酸素適応性を高められる可
能性を示すものである。 
 
(4) NADH を発生する NAD 型酵素を NADP 型に
改良または置換できれば、電子を酸素でなく
アミノ酸合成にまわすことが可能となって
酸素要求量を低減できる可能性がある。そこ
で、解糖系における NADH の発生源であるグ
リセルアルデヒド-3-リン酸 デヒドロゲナ
ーゼ(Gap)に着目し、まず、本菌のもつ 2 種
の Gap、すなわち GapA と GapB の生理的意義
を解析した。その結果、NAD 型 GapA は解糖お
よび糖新生の両方向の代謝に関わり、NADP 型
GapB は糖新生に関わること、さらに GapB は
目的に叶う NADP 型でありながらグルコース
代謝に関わる解糖方向の反応を行わないこ
とがわかった（図３A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、嫌気性菌には NADP 型でかつグルコ

ース代謝に働く GapNの存在が知られる(図３
B)。そこで、自前の GapAB 遺伝子に代えて、
嫌気性菌の NADP 型 GapN のみを発現するコリ
ネバクテリウム・グルタミクムの育種を試み
た。GapN を持つことが報告されているストレ
プトコッカス・ミュータンスから同遺伝子を
クローン化した。ついで、コリネバクテリウ
ム・グルタミクムΔgapB 株ベースに、その
GapA 遺伝子を GapN 遺伝子で ORF 置換し、ゲ
ノム上での GapN 発現株を造成した。本株は
グルコースで生育できるが、生育速度は野生
株の 2割程度であった。しかし、同株の長時

間培養液から、グルコースでの生育速度が大
きく改善されたサプレッサー株を取得した。
今後、このサプレッサー株の酸素要求特性な
らびにアミノ酸生産能を評価していく。 
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