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研究成果の概要（和文）：本研究では様々な前駆体群を十分量供給できるプラットフォーム微生物を構築するこ
とで、微生物を用いて生産される様々な有用化合物の生産性と収率を向上させる基盤技術の開発を行った。代謝
経路には炭素の分配が起こる膨大な数の分岐点・結合点が存在する。経路の分断、経路の結合、そして様々な炭
素源の利用による収率向上を進め、1,2-プロパンジオールおよびレスベラトロールの生産量を向上させることに
成功し、本技術の有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a platform microorganism capable of supplying 
sufficient quantities of various precursor groups, thereby developing a fundamental technology to 
improve the productivity and yield of various useful compounds produced using microorganisms. 
Metabolic pathways contain a vast number of branching and joining points where carbon partitioning 
occurs. We have succeeded in increasing the production of 1,2-propanediol and resveratrol by 
breaking up pathways, combining pathways, and improving yields by using various carbon sources, 
demonstrating the usefulness of this technology.

研究分野： 合成生物学

キーワード： バイオリファイナリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で化合物ごとにそれぞれ最適な経路を再設計することができるようになり、様々な化合物のビルディング
ブロックとなる化学物質の理論収率を向上できる。さらに、近年メタノールやCO2を独立炭素源として菌体の生
育を可能にするという研究が発表されており、本研究の技術と組み合わせてこれらの炭素源を物質生産へ利用す
ることで、低炭素社会の実現や地球温暖化等の環境問題の解決に貢献できる。

※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 
 
バイオリファイナリーは、数々の利点を持つグリーン・イノベーションであり、社会からの要請
は非常に強い。微生物を用いた有用物質生産は、上記バイオリファイナリーの重要分野の一つで
ある。2050 年までに CO2 排出量を実質ゼロとする宣言が国から出されており、バイオプロセス
はこの目標の実現に大きく寄与できる。しかし、現時点でのバイオプロセスでは理論収率が低い
ため実用化には至らないという課題がある。収率を上げるため競合経路の破壊・遺伝子の発現量
の検討など様々なアプローチからの研究があるものの、発酵生産が盛んに行われているエタノ
ールでさえ供給した炭素のおよそ半分が菌体の維持のために消費されてしまうように、理論収
率の低さはバイオプロセスの実用化にとって大きな課題である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は経路の分断と再構築により炭素の流れをコントロールし様々な化合物の理論収率を増
加させることを目的とする。生物は糖を取り込んだ後、多種の物質を合成するために炭素の分配
を行う。そのため代謝経路には炭素の分配が起こる膨大な数の分岐点・結合点が存在する。まず
経路の分断、その後、経路の結合、最後に様々な炭素源の利用による収率向上を実現させること
で多様な化合物生産のプラットフォームになる技術の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
各化合物生産における中間体であるジヒドロキシアセトンリン酸(DHAP)・ホスホエノールピル
ビン酸(PEP)を蓄積するように代謝経路を分断した。さらにグルコースとキシロースの混合糖培
地で生育させるために外来のキシロース資化経路を導入し、PMPE デザインに基づく代謝分断株
をそれぞれ作製した。1,2-プロパンジオール生産では M9 最小培地に 5 g/L Yeast extract、10 
g/L グルコース、10 g/L キシロースを加えた混合糖培地を用い、220 rpm、初期 OD600=0.1 の条
件で試験管培養を行った。レスベラトロール生産では上記の培地に 40 mg/L L-Phenylalanine と
40 mg/L L-Trptophan を添加し 30℃で培養を行った。遠心分離により培養上清を採取し HPLC に
て分析をおこなった。 
 
４．研究成果 
 
生育のために多くの炭素が消費されることが要因であると推測し、経路の分断で 2 種の糖を

物質生産と菌体増殖に供給する Parallel Metabolic Pathway Engineering(PMPE)に着目した。
しかし PMPE は経路の分断をして炭素量を分割しているだけである。PMPE に加えて経路の再構築
をすることにより通常生育に使われる炭素を再供給することでこれまでの理論収率を約 2 倍に
増加できるか検討した。有用物質の生産経路についても再構築を行い、様々な化合物の理論収率
を大幅に増加させることができるかについても検討を行った。 
 
解糖系における主要な分岐点

にフルクトース 1,6-ビスリン酸
(FBP)の開裂がある。開裂で生じ
るグリセルアルデヒド 6-リン酸
(GAP)は下流経路に流れてしまう
ため、ジヒドロキシアセトンリン
酸(DHAP)は蓄積しにくい。GAP の
消費経路を分断することでその
流出を無くし、従来の経路では 1
ｇのグルコース当たり 0.94 g/g
であった DHAP の収率を 2 倍の
1.89 g/g に増加させることが可
能となる。本研究では、DHAP か
ら合成される物質のうち 1,2-プ
ロパンジオールを選択した。この
物質は炭素量の確保のため酸素
量を制限した条件で生産されて
きたが、この条件下では生育が抑
制され生産量が下がるという問
題があった。本研究では経路を分



断することで酸素のある好気条件での生産を可能にし、生産量と収率を同時に増加させること
ができる。 
 まずゲノム編集技術 CRISPR-Cas9 システムを用い代謝経路の分断を行った。キシロース資

化経路と 1,2-プロパンジオール合成経路を大腸菌株に導入し、生産を確認する。生産の確認後、
グルコースやキシロースの供給量や遺伝子の発現量等を検討し、条件の最適化を進めた。キシロ
ースの資化速度によって菌体増殖が遅くなる可能性があるが、その場合はピルビン酸などのク
エン酸回路まわりの化合物や、アミノ酸等の微少量を添加することによって増殖を促進させた。
分断株に Weimberg 経路をプラスミドで導入し好気条件での発酵生産を確認した。その後
Weimberg 経路遺伝子をゲノム上に組み込むことで菌体量及び生産量が増加し、72 時間で 1.22 
g/L の 1,2-プロパンジオール生産を達成した。また、1,2-プロパンジオール生産の律速段階はそ
れぞれの酵素の発現量には依存していないことも確認できた。 

 
 
様々な化合物の前駆体であるアセチル CoA は、通常では供給した炭素が二酸化炭素になり放

出されるため、理論収率が低い。経路の分断を行うことで二酸化炭素の放出を無くし、さらに
Nonoxidative glycolysis（NOG）経路を組み合わせてグルコースを物質生産に利用することでア
セチル CoA の理論収率を増加させる。本研究では機能性材料等に含まれるレスベラトロールの
生産収率の増加を進めた。経路の分断を行いキシロースだけでクエン酸回路の駆動を可能にし
た後、N再構築した経路を使ってグルコースからアセチル CoA を供給する。レスベラトロール生

産では、分断株に Dahms 経路遺伝子をゲノム上に、レスベラトロール生産遺伝子をプラスミドで



導入し 14.5 mg/L のレスベラトロール生産を確認した。分子量の大きいポリケチド類の合成は
炭素鎖の伸長のためにマロニル CoA を必要とし、通常その供給量が少ないことが問題である。グ
ルコースからの理論収率の向上を可能にした後、その収率をさらに上げるためにはアセチル CoA
の供給を増やす必要がある。そこで様々な炭素源の利用に着目した。セルレニンを用いた実験か
ら、大腸菌内在のアセチル CoA カルボキシラーゼ(ACC)を過剰発現させることが更なる生産量増
加につながることを確認した。 
 

 

 
 

以上より、本研究で化合物ごとにそれぞれ最適な経路を再設計することができるようになり、
様々な化合物のビルディングブロックとなる化学物質の理論収率を向上できる。さらに、近年メ
タノールや CO2 を独立炭素源として菌体の生育を可能にするという研究が発表されており、本
研究の技術と組み合わせてこれらの炭素源を物質生産へ利用することで、低炭素社会の実現や
地球温暖化等の環境問題の解決に貢献できる。 
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