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研究成果の概要（和文）：本研究では，「相利共生型の人工合成細菌叢」の増殖速度を選抜指標とする革新的酵
素スクリーニング法の開発に取り組んだ．単独では増殖できない遺伝子欠損株同士が代謝物を相互供与すること
で増殖可能となる相利共生型の人工合成細菌叢を構築した．この様な細菌叢では，代謝物の相互供与の活性が高
いほど細菌叢全体が「共増殖」する速度が高くなる特性があるため，代謝物の相互供与に寄与する酵素の活性の
優劣を，細菌叢の「共増殖速度」で評価できる．いくつかのモデル細菌叢で代謝物相互供与を担う代謝酵素にラ
ンダム変異を導入した結果，野生型の細菌叢を上回る共増殖速度を示す変異型の細菌叢を獲得し，実際に酵素活
性の向上が確認された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel enzyme screening method employed “
synthetic microbial consortium”, which facilitates enzyme activity assay using their growth rate as
 a selection index. We constructed a synthetic microbial consortium using amino acid auxotroph 
strains which can grow by mutually donating metabolites to each other. In such system, the higher 
the activity of mutual donation of metabolites, the higher the rate of “co-growth” of the entire 
consortium. And the superiority of the activity of enzymes that contribute to the mutual donation of
 metabolites can be evaluated by the “co- growth” of the consortium. By introducing random 
mutations into the metabolic enzymes responsible for metabolite co-donation in several model 
bacterial flora, we obtained mutant flora with a co-proliferation rate higher than that of the 
wild-type flora, and in fact, the improvement in enzyme activity was confirmed.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素進化工学において効率的に高活性酵素を獲得するには，全変異体数に対するスクリーニング系の網羅性とス
ループットが十分に高いことが求められる．本研究では，微生物培養液の濁度を計測するだけで簡便に標的酵素
の活性を疑似的に評価する手法を開発した．これにより，プレートリーダーなどの既存設備を使用して省力・省
コストでハイスループットな酵素活性スクリーニングを実現した．また，微生物の相利共生における代謝物の相
互供与に関与する各種パラメータ (酵素活性・酵素発現量・菌体量比・供与代謝物利用における化学量論，等) 
を精密にコントロールすることで，菌叢としての表現型に与える影響を精細に解析することに成功した． 

※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 

再生可能資源を原料に，微生物を用いたバイオプロセスによって様々な有用化成品を

生産するバイオリファイナリー研究が発達したが，実用化を果たした例は多くない．その要

因の 1 つはバイオプロセス自体の非効率性にある．バイオプロセスの効率化を図るには， 

生産ユニットたる菌体数を確保しながら，生産ユニットあたりの生産効率である比生産性

を最大化する必要がある．しかし，菌体増殖のための内在性代謝と目的化合物生産のための

外因性代謝は，互いに 共通の中間代謝物を要求する競合関係にあり，“菌体増殖型の表現型”

と“目的化合物生産型の表現型”は事実上のトレードオフの関係にある．この様な代謝基質の

分配に依存する表現型の制約は「代謝不均衡：Metabolic Imbalance」と称され，バイオプロ

ダクションにおける普遍的な課題として認知されてある 1,2．近年，この代謝不均衡を解消

するための戦略として，人工遺伝子回路や代謝物センサーを用いて標的酵素反応を局所的・

動的に制御する「動的代謝工学：Dynamic metabolic engineering」が注目されている (図 1)3-

6．一方で，代謝不均衡を解消できたとしても，細胞が単位時間あたりに処理可能な代謝物 

(炭素源基質とその中間代謝物) の絶対量には限界がある．この様な代謝能力の許容限界を

「代謝絶対容量: Metabolic Absolute Capacity」と定義すると，「代謝不均衡」を解消する手法

を開発しながら「代謝絶対容量」を拡張する革新的技術開発の両輪型の研究開発が必要な現

状にある． 

 

 

図 1. 研究背景：動的代謝工学戦略と未解決課題 

 

  



本研究では，酵素進化工学によって高活性代謝酵素を選抜し，内在性酵素と置き換える

ことで，内在性の代謝酵素発現コストを最小限に抑えながら高い代謝能力を発揮する「高活

性代謝システム」の構築を目指す (図 2)．酵素進化工学における最大のボトルネックは変異

体ライブラリの酵素活性評価であり、これまでにも代謝物センサー・レポーター系や人工蛍

光基質の利用などの様々な工夫がなされてきた．本研究では，大腸菌内在性酵素の進化工学

に適した新たな試みとして「人工合成細菌叢」による活性スクリーニング系の構築を目指す． 

 

 

図 2. 主幹代謝酵素の高活化による代謝絶対容量の拡張 

 

図 3.酵素進化工学における合理的かつ効率的なスクリーニング系の設計 

 

２．研究の目的 

本研究では，大腸菌内在性酵素の進化工学に適した新たな試みとして「人工合成細菌叢」

による活性スクリーニング系の構築を目的とした．標的酵素の活性が共依存関係にある細

菌叢の増殖速度を支配する様な細菌叢をデザインすることで，菌体密度を高活性酵素の選

抜指標に利用可能な汎用的なスクリーニング系を構築する．この方法では，相利共生微生物

の増殖能を吸光度として計測するだけで標的酵素の活性変化を評価できる．そのため、計測

スループットが非常に高く，汎用的かつ安価な装置で簡便に酵素活性評価が可能となる． 

 

３．研究の方法 

微生物の代謝を一部欠損させ，他の大腸菌株がその代謝を相補することで成立する「代

謝シェアリング」型の共養系は，相利共生型の人工合成細菌叢を形成する 7．相利共生関係

にある微生物において，代謝物の供与に関わる酵素遺伝子を標的としてランダム変異を導

入する．標的代謝反応を亢進する変異が導入された場合，その細菌叢は早く増殖するため，

高活性酵素が導入されたことが判別できる (図 4)．  

 

 



４．研究成果 

代謝物相互供与に基づく相利共生型の細菌叢の構築に適切な培地条件を検討した 8．その

後，いくつかのモデル細菌叢を構築し，代謝物相互供与を担う代謝酵素にランダム変異を導

入した．結果，野生型の細菌叢を上回る共増殖速度を示す変異型の細菌叢を獲得し，実際に

酵素活性の向上が確認された．具体的には，Lysineと Isoleucine を相互供与する相利共生型

の細菌叢において， Lysine と Isoleucine の相互供与の強度を外部添加の誘導剤濃度によっ

て人為的に制御したところ，代謝物相互供与の強度に応じて共増殖速度が調節できること

が実証された．この細菌叢を用いて実際に代謝物相互供与を担う代謝酵素 (Lysine 合成酵素

LysAおよび Isoleucine 合成酵素 ilvE) にランダム変異を導入した結果，野生型の細菌叢を上

回る共増殖速度を示す変異型の細菌叢を多数獲得することに成功した．これらの変異体酵

素を個別に生成し，実際の代謝活性を評価した結果，前駆体に対する Km値の改善が確認さ

れた．これらの高活性化 LysA を導入した大腸菌の Lysine 生産能は従来の 2.3 倍に向上し

た． 

以上の様に，微生物の相利共生に標的酵素を絡めることで，標的酵素の高活性化が相利

共生微生物の増殖能として顕在化する新たな酵素活性評価システムを構築した．この方法

では，培養液の吸光度を計測するだけで標的酵素の活性変化を評価できる．今後は，ドロッ

プレット培養系などと組み合わせることでよりハイスループットな酵素スクリーニング法

として開発する． 

 

 

図 4. 研究の基本構想 
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