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研究成果の概要（和文）：本研究では、水素（H2）とCO2からエタノールを生成しうる遺伝子組換え高温エタノ
ール生産候補株の代謝ボトルネックの探索、及びその解消策を検討した。遺伝子工学的検討および代謝工学的検
討の結果、細胞内酸化還元バランスとATP生成量を考慮することによりエタノールの高効率生産菌の製作が可能
であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we looked for metabolic bottlenecks of a genetically 
engineered thermophilic microorganism that may produce ethanol from hydrogen (H2) and CO2. As a 
result of genetic engineering studies and metabolic engineering studies, it was suggested that 
highly efficient ethanol-producing bacteria can be produced by considering the intracellular redox 
balance and the amount of ATP produced.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： 水素　二酸化炭素　合成ガス　エタノール　発酵　好熱性微生物　遺伝子組み換え　カーボンリサイク
ル

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化石資源利用は近代文明構築に欠かせない役割を担った一方、二酸化炭素（CO2）などの温室効果ガス増加によ
る地球温暖化を引き起こし、また将来的には化石資源の枯渇が懸念される。本研究から、H2およびCO2からのエ
タノール発酵の高効率生産には酸化還元バランスとATP生成量を考慮した育種戦略が必要であることがわかっ
た。本成果は、エタノールなどの化成品原料物質の高効率発酵生産菌の開発に活用でき、CO2のリサイクル技術
開発の基盤技術として貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 化石資源利用は近代文明構築に欠かせない役割を担った一方、二酸化炭素（CO2）などの温室

効果ガス増加による地球温暖化を引き起こし、また将来的には化石資源の枯渇が懸念される。こ

のため再生可能エネルギー利用への転換が推進され、代表研究者は中でも課題解決に向けバイ

オプロセスの利用を提案した。具体的には、再生可能エネルギーから生産可能な水素（H2）をエ

ネルギーとして CO2を固定し酢酸を生成する好熱性ホモ酢酸菌 Moorella thermoacetica を利用

することである。宿主として代謝工学を適用することにより H2と CO2を原料として多様な有用

物質を生産可能になり、革新的バイオリファイナリープロセスを作り出すことができる可能が

ある。代表研究者は、基盤技術として未発達であった M. thermoacetica の遺伝子組み換え技術

を開発し、エタノール生合成遺伝子の導入に成功した。このように、実現可能性の実証に向け着

実な整備が進んでいた。しかしながら、構築株は H2と CO2からエタノールを生産しなかったた

め、原因となる代謝ボトルネックの解消が必要と考えられた。 

２．研究の目的 

 H2経由による多様な再生可能エネルギーを活用した CO2固定型革新的バイオリファイナリー

プロセスの実現が最終目的である。この実現性の実証として第１に、生産ターゲットとして選択

したエタノールが、構築した改変株により目的の H2+CO2 を基質として生成されることが必要

とされる。しかし培養実験による検討ではエタノールの生産には至らなかった。本来生体内のエ

ネルギーを維持するために生成する酢酸を、別の化合物に変えることはエネルギーの損失を招

き、また還元度の異なる化合物を生成するにはより多くの電子を代謝経路に投入する必要があ

る。これら想定される代謝ボトルネックを本研究では明らかにし、解消することで H2と CO2か

らエタノールを生成させることを目的とする。 

３．研究の方法 

エタノール生産株として構築した aldhpduL1pduL2株および aldhpduL2 株を用いて以下の

検討を行った。両者ともエタノール生合成遺伝子が導入されているが、前者は完全に酢酸生合成

経路が破壊されておりエタノール生産性が高く、後者は酢酸経路を部分的に残しておりエタノ

ールとともに酢酸を副生、ボトルネックの効果は低くなるようデザインされている。これらの株

を用いて、代謝ボトルネックの解明および解消をするため以下のような方法を計画し研究を進

めたが、研究の進捗により目的達成のためにとった方法は適宜追加しており、それについても述

べる。目的の項目にも記載した通り、代謝ボトルネックとしては生体内エネルギーである ATP の

不足と酸化還元バランスの崩れを主に想定して実験を計画した。 

（１）代謝ボトルネックの解明 

両株を糖（フルクトース）、H2+CO2、合成ガスを基質として培養を行い、増殖や代謝産物を解

析することによりボトルネック解明の手掛かりとする。また、ボトルネックを絞り込むために細

胞内の ATP プール量の測定やメタボローム解析により代謝中間体の網羅的な定量解析を行う。

それぞれの基質からエタノールを生成する場合の代謝量論式を作成することでもボトルネック

を予測する。予測したボトルネックの検証のために嫌気呼吸系などの別経路から ATP を補填す

ることや、意図的に還元力を消費させ増殖能や物質生産を評価することを試みる。 

（２）代謝ボトルネックの解消 

ATP が不足する場合、H2+CO2代謝経路で ATP を必要とする反応が十分に進行しない可能性があ

る。ホモ酢酸菌では H2+CO2代謝経路として Wood-Ljungdahl pathway を用いているが、経路の中
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で ATP を要するのは唯一ギ酸テトラヒドロ葉酸リガーゼ（formate tetrahydrofolate ligase, 

FTHFL）の反応である。低 ATP 条件下で代謝を進めるためには、FTHFL 酵素の過剰発現が有効で

あると考えられるため、過剰発現株の構築とその評価を試みる。 

一方、ATP が絶対的に不足している場合、H2+CO2代謝系での ATP 生産強化や別経路での ATP 供

給が必要とされる。この方策として、エネルギー源である H2から ATP をより多く生成させるた

めに内部ヒドロゲナーゼ HydABC を過剰発現し、M. thermoacetica においてイオン濃度勾配を利

用した ATP 生成系の源となる還元型フェレドキシン（Fd2-）を余剰に生成させ ATP を増強するこ

とを試みる。また、糖をエネルギー源として用いることや、嫌気呼吸系により WLP 外からの ATP

供給を試みる。 

酢酸に比べて還元度の高いエタノールを生成するため、酸化還元バランスが崩れている場合、

十分な還元力を代謝経路に補填する必要がある。このためには、H2からの還元力供給を増強する

ため、ヒドロゲナーゼの増強を行う。M. thermoacetica においては、HydABC 複合体が H2からの

電子を NADH および Fd2-の生成に用い、さらに NfnAB 複合体が NADH および Fd2-を用いて NADPH を

形成させる。このため、HydABC を過剰発現させることで H2利用を向上させる。また、還元バラ

ンスを整えるための別の方策として、異なる補因子間で電子を融通させることも検討する。例え

ば、フェレドキシン：NADH オキシドレダクターゼを外来好熱菌より導入、発現することが考え

られる。 

４．研究成果 

遺伝子組み換えによりアルデヒド脱水素酵素 Aldh を導入し構築したエタノール生産株

aldhpduL2 株、および aldhpduL1pduL2 株を用い、基質を糖（フルクトース）、H2+CO2の２タ

イプで培養を行い増殖、エタノール生産性、および他の代謝物生産を詳細に比較、評価した。フ

ルクトース培養ではいずれの場合も増殖の上エタノールを生産し、エタノール生産能の付与を

確認した。しかし、H2+CO2培養では aldhpduL1pduL2 株の生産物はギ酸のみ、aldhpduL2 株は

ギ酸および酢酸を生産し、いずれもエタノールを生成しなかった。さらにいずれも全く増殖が見

られなかった。 

代謝物のなかでもボトルネック解明の糸口としてギ酸に注目した。ギ酸は H2+CO2 代謝の中間

体であり、ATP を用いて次の反応が起こる。したがって、生体内での ATP 量低下がボトルネック

の１つであることが強く示唆された。そこで、FTHFL の過剰発現株を作製しボトルネック解消を

試みたが、改善は見られず ATP 不足以外にもボトルネックがあることが示唆された。 

当初、これら 2 つの株の H2+CO2培養菌体を用いて ATP 定量やメタボローム解析などを用いた

生体内物質濃度の解析を計画していたが、増殖が全く起こらない細胞を用いた場合に正確な情

報が得られない可能性が懸念されたため、複数の検討を組み合わせることで代謝ボトルネック

の解明に取り組むこととした。 

 代謝量論計算を、糖、H2+CO2、合成ガスの３タイプで行い、増殖不能およびエタノール非生成

の原因推定を行った。糖培養の場合、２つの株はいずれも ATP 生産、酸化還元バランスに問題は

発生しない計算になる一方、H2+CO2培養の場合、いずれも完全な ATP 不足と酸化還元バランス崩

壊に陥り培養結果と一致した。合成ガス培養での代謝量論計算では、いずれの場合も ATP は不足

しないが酸化還元バランスについては水素からの還元力供給が鍵となると考えられた。合成ガ

ス培養を行うと、aldhpduL1pduL2 株は増殖せずエタノールを生成しない一方、aldhpduL2 株

は増殖が回復しエタノール生成を行った。前者はエタノール生成能が高いために還元力が不足
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しているが、後者はエタノール生成が抑えられ酢酸を生成するために還元力が必要量補われて

いると推測した。以上からボトルネックは ATP 不足と酸化還元バランスであると結論した。 

ボトルネック解消の試みとして、嫌気呼吸系の利用可能性を検討した。培地に電子受容体とし

てジメチルスルホキシド（DMSO）を添加して NADH を介した ATP 生成により ATP を供給させるこ

とが可能となるが、NADH を消費するため酸化還元バランスには懸念がある。増殖とエタノール

生成が見られた aldhpduL2 株の合成ガス培養に DMSO を添加してその効果を検討すると、増殖

能が著しく上昇したのに対してエタノールは著しく減少し、主要な代謝産物は酢酸であった。こ

の結果は、ATP 生産増強がなされた一方、還元力が嫌気呼吸に主要に用いられエタノール生産に

は供給できなくなったことを示唆しており、嫌気呼吸利用は同様に H2+CO2 からのエタノール生

産には利用できないと結論した。 

 ATP 増強と同時に酸化還元バランスを整える方策として、内生のヒドロゲナーゼ HydABC を

過剰発現する試みを行った。aldhpduL1pduL2 株に恒常性の強いプロモーターである G3PD プ

ロモーターに HydABC をコードする遺伝子オペロンをつなぎ導入を試みたが、株の取得成功には

至らなかった。遺伝子組み換え技術の難度が高いこと、目的株は細胞内生理状態が劇的に変わっ

ており生育に著しい影響があったこと、などが原因として考えられ、今後より一層の遺伝子組み

換えツールの整備および細胞内生理の解析が課題として挙がった。また、酸化還元バランスを整

える方策として計画していた、フェレドキシン：NADH オキシドレダクターゼなどの導入による

異なる補因子間での還元力融通については、ATP 不足が解決しない状態ではその効果の評価、お

よびエタノール生産回復は困難と考えられた。ATP 生産性の回復が、aldhpduL1pduL2 株の

H2+CO2培養でのエタノール生産にはまず必要である。 

エタノールを高生産する aldhpduL1pduL2 株は上記の通り糖培養では増殖しエタノールを

生産し、量論計算からも ATP 不足は生じず酸化還元バランスは合う。しかし本来なら CO2固定に

用いられる還元力を還元度の高いエタノール生産に充てており、そのため CO2を発生する代謝系

になっている。そこで、代謝ボトルネックを発生させず CO2固定によるエタノール生産性を向上

させる方策として、糖培養に H2を添加する検討を試みた。十分な H2添加量を検討するため、培

養容器内の H2分圧を 0から 0.08 MPa まで変え培養実験を行った。その結果、H2の添加 0.04 MPa

までで H2量依存的にフルクトース１モルあたりのエタノールの生産性は確かに向上し、CO2固定

が上昇したことを強く示唆していた（図１）。実際、培養中の CO2濃度を測定すると、H2添加時に

は CO2濃度の低下が見られた（図２）。このように、糖培養と H2の利用を組み合わせることは CO2

からの物質生産に利用でき、ハイブリッド型発酵生産に資する成果と考えられる。 

しかしながら課題も見出された。CO2固定を一層向上させるため H2添加量を増やすと、細胞増

殖が阻害されエタノール生産性も低下した（図１および図３）。ATP 供給は糖代謝により担保さ

れているため、ボトルネックとして酸化還元バランスの崩れが考えられた。H2 の供給過剰は

HydABC による NADH と Fd2-の生成過多を発生させていることが１つの可能性として考えられた。

このため、DMSO を添加して過剰に生成した NADH を消化させる検討を行うと、増殖は回復した。

以上から、酸化還元バランスを整えることの重要性があらためて確認され、ホモ酢酸菌による H2

をエネルギー源とした有用物質生産株構築のためには、細胞内酸化還元バランスを適正に保つ

ような代謝デザインが重要であることがわかった。 

本研究で得られた知見を活用することで、カーボンリサイクルに資するバイオプロセス構築

に向けた菌株育種が加速することが大いに期待される。 
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図１ H2添加に応じたエタノール収率の変化 

 

 
図２ H2添加による CO2濃度の変化 

 

図３ H2添加に応じた比増殖速度の変化 
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