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研究成果の概要（和文）：コリネ型細菌を用いて, 2-オキソグルタル酸を高蓄積する培養条件を探索するととも
に, その条件において2-ヒドロキシグルタル酸脱水素酵素を高発現させた組換え株を培養することで, グルコー
スから効率的に2-ヒドロキシグルタル酸を生成することに成功した。加えて, フィードバック阻害に非感受的な
酵素の活用, チロシンへの流量遮断と抑制変異株の変異点解析, ホスホエノールピルビン酸-ピルビン酸代謝の
改変, を施すことで, フェニルアラニンを高生産可能なコリネ型細菌の造成を行った。

研究成果の概要（英文）：To realize the production of 2-oxoglutarate-related compounds in 
Corynebacterium glutamicum, the culture conditions to induce the production of 2-oxoglutarate was 
firstly explored. The recombinant C. glutamicum overexpressing the hgd gene encoding 
2-hydroxyglutarate dehydrogenase produced 2-hydroxyglutarate efficiently when cultured in the 
optimized 2-oxoglutarate production-inducing conditions. In addition, the efficient 
phenylalanine-producing C. glutamicum was successfully developed by three steps of metabolic 
engineering: (i) utilization of feedback resistant enzymes, (ii) redirection of carbon flow to 
tyrosine to phenylalanine and analysis of suppressor mutations, and (iii) modifications of 
phosphoenolpyruvate-pyruvate metabolism.

研究分野： 微生物代謝

キーワード： 2-オキソグルタル酸　2-ヒドロキシグルタル酸　フェニルアラニン　チロシン　リボヌクレアーゼ　ア
ナプレロティック経路　抑制変異株　フィードバック制御

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では, 再生可能資源から2-ヒドロキシグルタル酸およびフェニルアラニンを高生産可能なコリネ型細菌を
造成した。まず2-ヒドロキシグルタル酸は, 2-オキソグルタル酸から誘導される有用化合物の一つであり, これ
まで報告例の少なかったコリネ型細菌での2-オキソグルタル酸派生物の生産を実現した点で意義がある。一方フ
ェニルアラニンは, 植物二次代謝産物の生合成における重要中間体であることから, 本研究で開発した組換えコ
リネ型細菌を基盤にさらなる改変を行うことで, コリネ型細菌での植物二次代謝産物の高生産の実現が期待され
る点で意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 C-19, F-19-1, Z-19 (共通)  
1. 研究開始当初の背景 

 1956 年, 協和発酵工業の木下, 鵜高らによって, 糖とアンモニアから直接グルタミン酸を生成
するアミノ酸生産コリネ型細菌 Corynebacterium glutamicum が単離された。それ以降, 代謝制御
発酵, 代謝工学, 合成生物学, と科学技術の発展を経ることで, 本菌を宿主として, アミノ酸や
有機酸だけでなく, 植物二次代謝産物や非天然化合物の生産に関する報告が数多くなされてき
た。しかしながら, 中枢代謝の根幹をなす代謝物の一つであるアセチル CoA を重要中間体に生
成される化合物や, 2-オキソグルタル酸からグルタミン酸を経ないで生成される化合物の生産報
告は少なかった。また, 本菌による植物二次代謝産物の生産に関する研究報告は存在するものの, 

その重要中間体であるフェニルアラニンやチロシンの供給量そのものに課題を抱えており, そ
の生産収量は極めて低いのが現状であった。 

 

2. 研究の目的 

 前述の背景を受け本研究では, コリネ型細菌における (1) TCA 回路の制御によるアセチル
CoA 誘導体, 2-オキソグルタル酸およびその誘導体の生産技術開発, (2) 植物二次代謝産物の効
率的生産を指向するフェニルアラニン生産菌の造成, の二つを目的に研究を実施した。これらの
課題を解決することで得られる知見は, コリネ型細菌の物質生産宿主としての汎用性のさらな
る拡大に貢献すると期待された。 

 

3. 研究の方法 

 全ての実験において C. glutamicum ATCC 13032 を親株として用いた。 

(1) TCA 回路の制御によるアセチル CoA 誘導体, 2-オキソグルタル酸およびその誘導体の生産技
術開発 

 遺伝子 (ldhA, aceA, mdh: 乳酸脱水素酵素, イソクエン酸リアーゼ, リンゴ酸脱水素酵素をそ
れぞれコードする) の欠損, tuf 遺伝子プロモーター (Ptuf) 下流に Acidaminococcus fermentans 

DSM 20731 由来 hgdH 遺伝子 (2-ヒドロキシグルタル酸脱水素酵素をコードする) を配置した断
片 Ptuf-hgdH の挿入, 変異型 gltAS252C (クエン酸合成酵素をコードする) への置換は, 二重相同組
換え法によって導入した。3-ヒドロキシ酪酸生産遺伝子 [phaA (Cupriavidus necator NBRC 102504

由来), phaB (C. necator NBRC 102504 由来), tesB (Escherichia coli MG 1655 由来): β-ケトチオラー
ゼ, アセトアセチル CoA 還元酵素, アシル CoA チオエステラーゼ IIをそれぞれコードする] を
IPTG 誘導型プロモーターPtac の支配下にクローニングした pCNKS-tesB-phaAB (p3HB)を 3-ヒド
ロキシ酪酸生産用プラスミドとして用いた。各菌株は, 222 mM のグルコースを含む最小培地 

(CGXII) で 500 mL 容羽付フラスコまたは 2 L 容ジャーファーメンターを用いて回分培養し, そ
の発酵特性を解析した。 

 

(2) 植物二次代謝産物の効率的生産を指向するフェニルアラニン生産菌の造成 

 遺伝子 (qsuB, qsuD, hdpA, tyrA, rnj, ppc, pyc, pyk: デヒドロシキミ酸脱水酵素, キナ酸/シキミ酸
脱水素酵素, ジヒドロキシアセトンリン酸脱リン酸化酵素, プレフェン酸脱水素酵素, リボヌク
レアーゼ J, ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ, ピルビン酸カルボキシラーゼ, ピル
ビン酸キナーゼをそれぞれコードする) の欠損, aroE 遺伝子 (シキミ酸脱水素酵素をコードす
る) プロモーターの Ptuf への置換, 変異型 gltAS252Cへの置換は, 二重相同組換え法によって導入
した。フェニルアラニン生産用プラスミド (pPhe) は, pCNKSの Ptac支配下に E. coli MG 1655 由
来 aroH (3-デオキシ-D-アラビノヘプツロソン酸-7-リン酸合成酵素をコードする), pheAT326P (フェ
ニルアラニン/チロシン非感受性コリスミ酸異性化酵素/プレフェン酸脱水酵素をコードする) を
クローニングすることで構築した。各菌株は, 444 mM のグルコースおよび 10 g/Lの酵母エキス
を含む培地 (CGXII-YE) で 2 L容ジャーファーメンターを用いて回分培養し, その発酵特性を解
析した。 

 
4. 研究成果 

(1) TCA 回路の制御によるアセチル CoA 誘導体, 2-オキソグルタル酸およびその誘導体の生産技
術開発 

① 2-オキソグルタル酸を高蓄積する培養条件の検討 
 C. glutamicum において窒素源が豊富に存在する場合, 2-オキソグルタル酸は還元的アミノ化さ
れグルタミン酸へと変換される。グルタミン酸は培地中のビオチンを制限することで誘導され
ること, CGXII は窒素源として 20 g/L の(NH4)2SO4が添加されていることを考慮して, グルタミ
ン酸生成を誘導するビオチン量 (2.5 μg/L) における(NH4)2SO4 量の変化が 2-オキソグルタル酸/

グルタミン酸生成量に及ぼす影響を野生株 (WT) を用いてジャーファーメンター培養で調査し
た。その結果 20, 10, 8, 6 g/L へと(NH4)2SO4量を減少させることで, グルタミン酸の生成が減少
し, それと相関し 2-オキソグルタル酸の蓄積が亢進した。ここで得られた結果から, CGXII から
ビオチン量と(NH4)2SO4量をそれぞれ 2.5 μg/L, 6 g/Lへと変更した改変 CGXIIを 2-オキソグルタ
ル酸生産培地として②の実験に用いた。 



 

 

② C. glutamicumによる 2-ヒドロキシグルタル酸生産 
 ①で得られた知見をもとに, C. glutamicum での 2-ヒドロキシグルタル酸生産を試みた。2-オキ
ソグルタル酸への炭素流量を強化するべく LdhA, AceA, Mdh を欠損した Δ3を作製し, 本実験で
は親株として用いた。Δ3に 2-オキソグルタル酸を還元的に 2-ヒドロキシグルタル酸へ変換する
酵素 HgdH を強力かつ恒常的に発現可能なプロモーターPtufの支配下に配置した断片 (Ptuf-hgdH) 

を挿入した変異株 Δ3 Ptuf-hgdH を作製し, Δ3 株とともに改変 CGXII で回分培養した。その結果, 

Δ3 が 53.8 mM の 2-オキソグルタル酸, 11.8 mM のグルタミン酸を生成した一方で, Δ3 Ptuf-hgdH

株での 2-オキソグルタル酸, グルタミン酸生成量はそれぞれ 6.04 mM, 0.65 mM へと減少し, そ
れと相関して最大 72.3 mM の 2-ヒドロキシグルタル酸を培地中に蓄積した (図 1)。 

 

③ C. glutamicumによる 3-ヒドロキシ酪酸生産 
 これまでの実験で, WT を p3HB で形質転換した組換え株で 3-ヒドロキシ酪酸生産が確認され
なかったことから, TCA 回路への流量低下を目的に作製したクエン酸合成酵素活性が WT の約
1%に減少した変異株 (CSS252C) を作製し, p3HB で形質転換したのち, WT-p3HB とともに羽付フ
ラスコを用いて培養試験した。しかしながら, 両組換え株で 3-ヒドロキシ酪酸生産は確認できな
かった。 

 

(2) 植物二次代謝産物の効率的生産を指向するフェニルアラニン生産菌の造成 

① フェニルアラニン高生産に向けた基盤菌の構築 
 C. glutamicumにおけるフェニルアラニンおよびチロシンの生合成は, フェニルアラニン, チロ
シンによる複雑なフィードバック制御下にある (図 2)。そのため, C. glutamicum におけるフェニ
ルアラニン生産の第一段階として, これらフィードバック阻害の解除が重要となる。そこで, C. 

glutamicum では厳密に生合成が制御されているトリプトファンに感受性の大腸菌由来 3-デオキ
シ-D-アラビノヘプツロソン酸-7-リン酸合成酵素と
フェニルアラニンおよびチロシンによるフィードバ
ック阻害が解除されたコリスミ酸異性化酵素/プレ
フェン酸脱水酵素をコードする遺伝子をクローニン
グした pPhe を構築し, WTを形質転換した。WT-pPhe

をジャーファーメンターを用いて CGXII-YE で回分
培養したところ, 17.9 mM のフェニルアラニンの生
成が確認された (図 3)。これは, クローニングした
遺伝子が機能的に C. glutamicum で発現・機能したこ
とを示していた。芳香族アミノ酸は, 図 2 に示すよ
うに, シキミ酸経路を経ることで生成される。そこ
で, これまでに報告されている C. glutamicumでのシ
キミ酸生産に有効である変異 (qsuB, qsuD, hdpA の
欠損, aroE の高発現) の導入がフェニルアラニン生
産を向上させるか検討した。三遺伝子の欠損, aroE

プロモーターの Ptuf への置換を導入した組換え株
AD3 を作製したのち, pPhe で形質転換した。得られ
た AD3-pPhe を同様の方法で試験したところ, 22.8 

mM のフェニルアラニンの蓄積が見られた。これは
WT-pPhe の 1.27倍の値であった。そこで, AD3-pPhe

を以降の実験の基盤菌として用いることにした。 
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図2. C. glutamicumのフェニルアラニン, チロシン
生合成経路.
図中の点線はフィードバック阻害を示している. 

DS: 3-デオキシ-D-アラビノヘプツロソン酸-7-リ
ン酸合成酵素, CM: コリスミ酸異性化酵素, PD: 

プレフェン酸脱水酵素.
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図1. Δ3 (A) およびΔ3 Ptuf-hgdH (B) の培養結果.
各株を222 mMのグルコースを含む改変CGXIIでジャーファーメンターを用いて回分培養を行った.



 

 

 
② チロシン生合成の遮断とフェニルアラニン生産 
 チロシンはフェニルアラニン同様, プレフェン酸から誘導される。チロシンへの流量を遮断す
ることでフェニルアラニン生成が亢進すると考え, プレフェン酸脱水素酵素 (TyrA) の AD3 か
らの欠損を試みた。しかし, 抑制変異株の出現が確認された。そこで, 中でも良好な生育を示し
た二株を単離したのち, pPhe で形質転換するとともにフェニルアラニン生産を評価した。その結
果, 一つの抑制変異株 (AD4S1) の形質転換体で 40.9 mM のフェニルアラニンの生産が確認され
た (図 4)。これは, 親株の 1.79倍の値であった。AD4S1 のゲノムを解析したところ, RNase J に
一つのアミノ酸置換 (L180R) を伴う変異が見出された。本変異が, RNase J の機能にどのように
関わるかを AD4S1から RNase Jを欠損することで調査したところ, その変異株 (AD4S1 Δrnj) の
pPhe 形質転換体が AD4S1-pPhe と同じ表現型と示した (図 4) ことから, RNase J に見出されたア
ミノ酸置換は, 機能の低下 (または不活化) に関与するものと示唆された。これらの結果を受け
て, 以降の実験では, AD4S1-pPhe を用いることにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ アナプレロティック経路の改変はフェニルアラニン生産を向上させる 
 フェニルアラニンを含む芳香族アミノ酸は, 解糖系で供給されるホスホエノールピルビン酸
とエリスロース 4-リン酸の縮合からシキミ酸経路へと入っていく。そのため, ホスホエノール
ピルビン酸の供給量強化は, フェニルアラニン生成に有利に働くと予想された。そこで, ホスホ
エノールピルビン酸-ピルビン酸代謝周りの改変がフェニルアラニン生産に及ぼす影響を調査し
た。Ppc, Pyc, Pyk の欠損, CSS252Cの変異を AD4S1 にそれぞれ導入した組換え株を作製したのち, 

pPhe で形質転換するとともにフェニルアラニン生産を評価した。その結果, Pyk 変異株は発酵培
地での生育が見られない一方で, 他の組換え株は発酵培地で生育した。中でも, Ppc, Pyc 変異株
は親株と比較してそれぞれ 1.24, 1.17 倍の値であった (図 5)。CSS252C変異株は, 親株よりも低い
フェニルアラニン生産結果を示した (図 5)。 
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図5. AD4S1-pPhe (Parent), AD4S1 Δppc-pPhe, AD4S1 Δpyc-pPhe, AD4S1 gltAS252C-pPheでのフェニルアラニン生産. 

生育 (A), グルコース消費 (B), フェニルアラニン生産 (C).
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