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研究成果の概要（和文）：クエン酸生産糸状菌を宿主として活用し、バイオベース有用有機酸生

産のためのセルファクトリ構築を目的とした研究を行った。高効率遺伝子相同組換え株の作製、

新規Ⅲ型ポリケタイド合成酵素遺伝子の解析と高発現株の作製、代謝工学的改変によるシュウ

酸高効率生産株の作製、クエン酸関連代謝経路の探索とセルファクトリ構築への応用、につい

て成果があった。さらに、クエン酸生産糸状菌 Aspergillus niger の潜在能力と特異的な酵素

の組合せによるセルファクトリ作製の可能性について検討した。

研究成果の概要（英文）：For generation of cell factories for bio-based organic acid
production, generation of strains showing high gene-targeting frequencies was performed
in citric acid-producing Aspergillus niger. Novel type Ⅲ polyketide synthase and some
key enzymes, such as methylcitrate synthase and aconitate isomerase, in relation to the
tricarboxylic acid cycle were examined through gene cloning and enzymatic
characterization. There is some possibility that heterologous expression of genes
encoding novel and specific enzymes in the citric acid-producing strains as hosts and
improvement by metabolic engineering will open the way for generation of the cell
factories for bio-based organic acid production.
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１．研究開始当初の背景
有機酸は食品や医薬品、プラスチックの製

造をはじめ各種の産業に利用されるため需
要も大きい。近年、資源循環型社会の実現を
目標として、各種産業の素材となる有機酸に
ついても非石油系原料である糖質等から生

産されたバイオベース有機酸が強く求めら
れるようになっている。例として、糸状菌
Aspergillus niger（クロコウジカビ）を利
用してクエン酸は世界的には年間 150万トン
が発酵生産されており（2009 年；175万トン、
2012 年）、発酵生産物としてはエタノールに
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次ぐ巨大な需要がある。また、2004 年に米国
エネルギー省 DOE は、化成品原料として重要
視される 12 個の化合物についてバイオマス
からの生産を図ることを目標に掲げたが
(www1.eere.energy.gov/biomass/pdfs/3552
3.pdf)、その１つが医薬品や機能性プラスチ
ックの原料となるイタコン酸である。現状で
は、キレート剤やプラスチックの原料として
使用されているシュウ酸やテレフタル酸、セ
バシン酸等は依然として石油系原料からの
生産により供給されており、環境負荷低減を
指向したバイオ生産に期待が寄せられてい
る。米国のデュポン社が開発した植物油を原
料としたバイオベースナイロン（商品名：ザ
イテル）が自動車部品に採用されたこともあ
り、次世代原料として有望なバイオベース有
機酸の効率的生産法の開発が加速すること
も予想されている。
微生物細胞を宿主として有用物質を生産

する微生物工場、すなわちセルファクトリ
（別名バイオリファイナリー）を構築する試
みが国内外で行われており、バイオエタノー
ルや乳酸、1,3-プロパンジオール等に生産例
がある（湯川,バイオサイエンスとインダス
トリー, 70, 380-389 (2012); 他）。糸状菌
を宿主としたセルファクトリの研究は欧米
で先行しており、産業用酵素の生産等を目的
と し て Aspergillus oryzae, A. niger,
Hypocrea jecorina （ 旧 名 Trichoderma
reesei）等をタンパク質生産のセルファクト
リとして利用するための研究開発が進んで
いる（V. Meyer, et al., Biotech. Lett., 33,
469-476 (2011)；他）。しかし、有機酸生産
に関与する代謝工学や輸送系に関する研究
例は少なく、バイオベース有機酸の高生産を
目的とした糸状菌セルファクトリの構築に
関する研究は皆無である。

２．研究の目的
本研究では、クエン酸生産糸状菌を宿主と

して活用し、バイオベース有用有機酸生産の
ためのセルファクトリ構築を目的とした。本
報告では（１）高効率遺伝子相同組換え株の
作製、（２）新規Ⅲ型ポリケタイド合成酵素
遺伝子の解析と高発現株の作製、（３）代謝
工学的改変によるシュウ酸高効率生産株の
作製、（４）クエン酸関連代謝経路の探索と
セルファクトリ構築への応用、について述べ
る。

３．研究の方法
(１)クエン酸生産糸状菌の培養条件

供試菌株としては、A. niger WU-2223L を
宿主として使用した。培地については、
WU-2223L の培養に用いられるもののうち、富
栄養培地として YES 培地、クエン酸生産用培
地として SLZ 培地、最少培地として CD 培地

を用いた。培養には坂口フラスコを用い、各
培地 60 mL に分生子を接種し、30℃にて 3 日
間、120 rpm で往復振盪培養した。
（２）ポリケタイド様生成物の抽出と分析

遠心分離により回収した培養上清 5 mL に
塩酸を添加して酸性にし、等量の酢酸エチル
を添加して激しく混合することによりポリ
ケタイド様化合物を抽出し、遠心分離後の上
層として酢酸エチル層を回収した。この酢酸
エチル画分をロータリーエバポレーターで
濃縮し、残渣をメタノールに懸濁した。TAL
の極大吸収波長に相当する 286 nm の吸光度
を指標に、高速液体クロマトグラフィー
(HPLC; PDA 検出器 SPD-M20A 島津製作所製,
カラム TSKgel ODS-100V 東ソー製)を用いて
メタノール溶液を分析した。
（３）組換え E. coli 株の培養条件

pET-21a(+)をベクターとして An-CsyA が
His タグ融合タンパク質として生産されるよ
うに作製した高発現プラスミド pEANCSYA を
保持する E. coli BL21(DE3)を以下の条件で
培養した。培養には 500 mL 容バッフル付き
エルレンマイヤーフラスコを用い、50 mL の
LB 培地に植菌し、30°Cにて 3 時間、120 rpm
で回転振盪培養して菌体を増殖させた。また、
培養途中で終濃度 1 mM となるように IPTG を
添加し、導入した遺伝子の発現を誘導した。
その後、1 mM IPTG および炭素源として 10 g/L
のグルコースを含む最少培地である M9 培地
に菌体を移植し、30℃にて回転振盪培養した。
遠心分離により培養上清を回収し、HPLC 等に
より分析した。他の組換え大腸菌についても、
LB 培地等に植菌し、培養液や抽出物を HPLC
で分析した。

４．研究成果
（１） 高効率遺伝子相同組換え株の作製

クエン酸生産糸状菌 A. niger を宿主とし
て活用することを目的とした場合、導入した
遺伝子に関して相同組換え効率が低いこと
が課題となっていた。そこで、非相同組換え
に関与する ku80 破壊株を作製し、相同組換
え効率に関して検討した。A. oryzae や
Neurospora crassa 等の糸状菌における ku80
の 塩 基 配 列 を 参 考 に し て 、 A. niger
WU-2223L の ku80 遺伝子（約 2.6 kb）をクロ
ーニングした。さらに、マーカー遺伝子 pyrG
を使用して、Fig. 1 に示すような方法で破壊
用カセットを作製し、ku80 破壊株を作製した。
ku80 破壊株を宿主とした際の相同組換え効
率は約 10%であるのに対して、破壊株を宿主
とした際の効率は約 70%に向上した。一方、
クエン酸生産や増殖に関する影響は見られ
ず、当該 ku80 破壊株は遺伝子破壊を基盤と
したクエン酸生産機構の解析に利用可能な
ことを明らかにした（主な発表論文④に報
告）。さらに、従来から検討してきた



alternarive oxidase 遺伝子のプロモーター
機能の解明を目的として、EGFP を利用した視
覚的なストレス応答解析に成功した。Fig. 2
に示すように、遺伝子上流の調節領域のはた
らきを検証することに成功している（主な発
表論文③に報告）。

（２）新規Ⅲ型ポリケタイド合成酵素遺伝子
の解析と高発現株の作製

ポリケタイドは、植物により産生されるポ
リフェノールやフラボノイドを代表例とす
る二次代謝産物の総称であり、ポリケタイド
合成酵素(PKS)により脂肪酸アシルコエンザ
イム A(CoA)の縮合反応によって合成される。
PKS は、構造上の相違から I～Ⅲ型の 3 種類
に分類されており、Ⅲ型PKSはⅠ型やⅡ型PKS
と比較して小型な分子で、広範な基質特異性
を示す特徴がある。また、ピロン骨格やレゾ
ルシノール骨格を有するポリケタイドを合
成することが知られている。
近年のゲノム解析により糸状菌由来のⅢ

型 PKS が見出され、糸状菌 A. niger におい
てもホモログが 1つ存在することが推定され
た。そこで、申請者らは、ゲノム解析株 A.

niger NRRL 328 由来のⅢ型 PKS の遺伝子をク
ローニングし、An-CsyA と命名した。An-csyA
をコードする cDNA を大腸菌 Escherichia
coli を宿主として発現させ、An-CsyA を His
タグの融合した組換え酵素として取得した。
精製した組換え An-CsyA 、開始基質、
malonyl-CoA を用いて試験管内で反応を行っ
た。An-CsyA による反応では、炭素数 2～12
の acyl-CoA が基質として利用され、2～5 回
の伸長反応により合成された計 22 種類のピ
ロン型化合物が検出された。従来報告されて
いるものとは基質特異性が異なる新規なⅢ
型 PKS であることを明らかにした（論文投稿
中）。
一方、生成量についてはトリ酢酸ラクトン

（TAL）を指標に検討した。An-CsyA 遺伝子
を高発現させた組換え大腸菌を LB 培地で 2
日間培養することによって、最大 6.29 mg/L
の TAL の生産を確認した。しかし、この生産
量は申請者らが期待していた数 g/Lのオーダ
ーには至らず、Ⅲ型 PKS 遺伝子を高発現させ
た組換え大腸菌により芳香族カルボン酸の
生産を行うことは困難と判断した。そこで、
An-CsyA 遺伝子を A. niger で高発現させるこ
とを試みたが、組換え A. niger については
明瞭な An-CsyA活性が検出されなかったため、
検討を継続している（未発表）。
（３）代謝工学的改変によるシュウ酸高効率
生産株の作製

クエン酸生産糸状菌 A. niger では、
oxaloacetate hydrolase(EC 3.7.1.1; OAH)
によりサイトソルでオキサロ酢酸が加水分
解されてシュウ酸が生成する。そこで、OAH
をコードする遺伝子を破壊した株と高発現
株を作製し、組換え A. niger におけるシュ
ウ酸生産について検討した。供試菌の OAH は
２つのイントロンで分断されている全長
1,232 bp の遺伝子領域から成り、341 個のア
ミノ酸残基から成るタンパク質をコードし
ていた。まず、OAH 遺伝子破壊株を作製し、
シュウ酸を生産しないことを明らかにした。
一方、高発現用プロモーターの下流に OAH 遺
伝子を配置した遺伝子を導入し、OAH 遺伝子
高発現株を作製した。転写量の増大に伴い、
OAH 比活性は供試菌（原株）に比較して最大
35 倍に増大し、30 g/L のグルコースを含む
培地で 12 日間培養することで、シュウ酸生
産量が 28.9 g/L に達した。以上より、Fig. 3
に示すように、OAH 遺伝子高発現株の作製に
より高収率シュウ酸生産糸状菌の作製が可
能なことを明らかにした（論文投稿中）。す
なわち、従来は石油資源からシュウ酸は生産
されてきたが、バイオマス由来の糖質からの
シュウ酸生産が可能になった。バイオベース
有機酸の高生産を目的とした糸状菌セルフ
ァクトリの可能性を示唆する成果と考えら
れる。

Fig. 1. Disruption of kueA as a ku80
Homolog in A. niger Strains.

Fig. 2. Gene Structures of AOX.



（４）クエン酸関連代謝経路の探索とセルフ
ァクトリ構築への応用

クエン酸やトランスアコニット酸を唯一
の炭素源として利用可能な細菌を自然界よ
り探索し、Pseudomona sp.の１菌株を選択し
た。当該細菌より、aconitate isomerize (EC
5.3.3.7)を精製し、酵素的諸性質を明らかに
した。また、遺伝子クローニングと大腸菌に
おける高発現に成功した（論文未発表）。ま
た、catechol oxygenase 遺伝子を高発現する
組換え大腸菌を作製し、カテコールからの効
率的な cis,cis-ムコン酸の生産に成功した
（主な発表論文⑤に報告）。これらの酵素を
コードする遺伝子はバイオベース有機酸生
産のためのセルファクトリ構築に利用可能
と 考 え ら れ る 。 ま た 、 Salicylate
decarboxylase(Sdc)の利用については大き
な進展があり、部位特異的変異の導入による
2 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 改 変 し た
Y64T-F195Y-Sdc について、アミノフェノール
から p-アミノサリチル酸への比活性向上が
認められた。さらに、当該酵素遺伝子を高発
現する大腸菌を作製し、細胞反応に利用する
ことによって反応 9時間で 140 mM の PAS (モ
ル変換効率 70%、22 g/l) を選択的に生産す
ることに成功した（主な発表論文①, ⑥に報
告）。

一方、クエン酸関連代謝経路を供試菌で検
討する過程で、Fig. 4 に示すようなメチルク
エン酸回路の初発酵素である methylcitrate
synthase をコードする遺伝子を citrate
synthase（CS）遺伝子のホモログとしてクロ
ーニングした。興味深いことに、A. niger の
MCS は CS 活性を示した。そこで、MCS 遺伝子
破壊株を作製し、クエン酸生産について検討
した。しかし、グルコースを炭素源とした培
養では遺伝子破壊株と原株でクエン酸生産

量に相違がないことから、MCS およびその遺
伝子はクエン酸生産に関与していないこと
が示唆された（主な発表論文②に報告）。

以上のように、従来は不明であったクエン
酸関連代謝経路についても遺伝子レベルで
の解明が進み、代謝経路を効率的に利用しう
るバイオベース有機酸生産セルファクトリ
構築のための基盤が構築されたものと考え
られる。

Fig. 3. Time Courses of Oxalic Acid
Production. A. niger WU-2223L (empty),
EOAH-1 (closed), and DOAH-1 (shaded).
Fig. 4. The Methylcitric Acid (MCA) Cycle
and the Tricarboxylic Acid (TCA) Cycle;
Metabolic Pathway for Production of Citric
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