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研究成果の概要（和文）：酢酸菌はアルコールや糖を不完全酸化により有機酸に変換する能力が

あり、食酢醸造等に利用されてきた。Acetobacter 属酢酸菌の野生株および食酢醸造株のトラ

ンスクリプトーム解析を行った結果、エタノールの存在時に TCA 回路関連の遺伝子発現が顕

著に抑制されることが明らかになり、これにより菌体外に酢酸が蓄積されやすくなることが示

された。比較ゲノム解析により、食酢醸造株ではグリオキシル酸経路遺伝子が欠失しているこ

とが分かった。野生株の同遺伝子破壊株を作製し解析したところ、グリオキシル酸経路の欠失

はエタノールから生産された酢酸の過酸化を遅らせ、食酢醸造に有利であることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Acetic acid bacteria have the distinctive ability to produce organic 

acids by the incomplete oxidization of various alcohols and sugars. Transcriptome analysis 

of the wild type and the strain utilized for vinegar production under various growth 

conditions revealed that ethanol significantly represses the genes for the TCA cycle 

enzymes and that might cause the temporal accumulation of acetate. Comparative genome 

analysis have shown that the genes for the glyoxylate pathway are missing in the strains 

utilized for vinegar production. Deletion of those genes in the wild-type strain caused delay 

of acetate consumption, indicating that the loss of the glyoxylate pathway is beneficial for 

vinegar production. 
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１．研究開始当初の背景 

酢酸菌はαプロテオバクテリアに属する
絶対好気性細菌であり、アルコールや糖を二
酸化炭素にまで完全に酸化せず、不完全酸化
により有機酸として蓄積する性質を持つ。こ
の反応は酸化発酵と呼ばれ、食酢醸造に古く
から利用されてきた。また、酢酸菌はアルコ
ール飲料の酸敗の原因ともなり、産業上重要
な微生物とされている。不完全酸化反応はピ
ロロキノリンキノン(PQQ)を補酵素とする膜

結合型のデヒドロゲナーゼによって触媒さ
れている。この酵素は基質特異性が低いため、
近年では酢酸菌を生体触媒としてビタミン
Ｃや抗糖尿病薬の前駆体生産に利用される
など、バイオプロセスへの応用が期待されて
いる。すでに数株の酢酸菌については国内外
で全ゲノムがも解読されており、不完全酸化
に関わるアルコール脱水素酵素や呼吸酵素
に関する研究が進められてきた。しかし、遺
伝子の発現制御機構などに関する分子生物
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学的研究や、トランスクリプトーム、メタボ
ロームなどの網羅的な研究については、他の
産業利用株に比べると遅れている面があっ
た。 

 

２．研究の目的 

本研究では、代表的な酢酸菌である
Acetobacter 属細菌のうち、野生株である
Acetobacter aceti NBRC14818、および、食酢
醸 造 に 利 用 さ れ て き た Acetobacter 
pasteurianus NBRC3283 を材料とし、特にエ
ネルギー代謝系と中央炭素代謝経路を中心
とした比較ゲノム解析と、各種炭素源や培養
条件でのトランスクリプトーム解析を行い、
そのグローバルな制御機構についての知見
を得る。それらの知見から、酢酸菌がエタノ
ールの不完全酸化により酢酸を生産するメ
カニズムの分子遺伝学的理解と、酢酸生産性
に寄与する代謝系の特定と役割の解析を行
い、エネルギー代謝工学的な視点からの酢酸
菌の有効な活用法を探ることを目的として
いる。 

 

３．研究の方法 

(1) Acetobacter 属細菌の比較ゲノム解析と
トランスクリプトーム解析 
 野生株 Acetobacter aceti NBRC14818、お
よび、食酢醸造株 Acetobacter pasteurianus 
NBRC3283 の間で、TCA 回路、グリオキシル酸
経路、ピルビン酸代謝系、呼吸鎖コンポーネ
ントなどの遺伝子構成に違いが見られてお
り、これらの遺伝子構成の違いや、発現パタ
ーンの違いが、不完全酸化（酢酸蓄積性）な
どに影響を及ぼしていると予想される。A. 
aceti と A. pasteurianus について、各種炭
素源の違いや、増殖フェーズや pH などの培
養条件の違いによるトランスクリプトーム
変化について、Roche-NimbleGen のマイクロ
アレイを用いて解析し、主に中央炭素代謝と
エネルギー代謝に関して、どの遺伝子がどの
条件で発現しているかを調べ、代謝制御の全
容について理解する。 
 
(2) 中央代謝経路の解析 
 菌株間で構成に違いが見られた TCA 回路、
グリオキシル酸経路、ピルビン酸代謝系の遺
伝子について、トランスクリプトーム解析で
発現が確認されたものについては、変異株を
作製したり、プラスミドで遺伝子を導入した
りして、生育や酢酸生産性の変化を解析し、
その役割を調べる。 
 
(3) エネルギー代謝制御・呼吸酵素の解析 

A. aceti NBRC14818 は好気呼吸鎖の末端酸
化酵素であるキノールオキシダーゼを４種
類持っており、培養条件により使い分けられ
ていると予想される。キノールオキシダーゼ

は、酢酸生産時に膜結合型デヒドロゲナーゼ
によるエタノール酸化により生じる電子を、
キノンを介して酸素に伝達することでエネ
ルギー生産に関与しているため、その使い分
けが不完全酸化と完全酸化の制御と密接に
関係していると考えられる。そこで、各末端
酸化酵素の大腸菌での異種発現を試み、各酵
素の性質（酸素アフィニティー、プロトン排
出効率等）を解析する。また、トランスクリ
プトーム解析から得られる発現制御の結果
と、各酵素の性質との対応から、酢酸菌にお
けるエネルギー代謝と炭素代謝の制御メカ
ニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 比較ゲノム解析とトランスクリプトー
ム解析 
 酢 酸 菌 の 野 生 株 Acetobacter aceti 
NBRC14818 と、食酢醸造株である Acetobacter 
pasteurianus NBRC3283 について、各種炭素
源（グルコース、エタノール、酢酸、グルコ
ース＋エタノール）、pH、培養条件(振盪、静
置)の違いによるトランスクリプトームの違
い、および、エタノール酸化過程の生育フェ
ーズによるトランスクリプトームの経時的
変化について、 DNA マ イ クロアレイ
（Roche-NimbleGen のカスタムアレイ）を用
いて解析した。 
両菌株に共通した現象として、エタノール

の存在により TCA回路関連酵素の遺伝子発現
が顕著に抑制されることが明らかとなった。
これは、エタノールから酢酸への不完全酸化
により生じる電子を用いた酸化的リン酸化
により ATP 生産が十分に行われる条件では、
炭素源の異化代謝を抑えるようなメカニズ
ムが働いているためと考えられた。また、解
糖系酵素の遺伝子については、生育条件によ
って大きく発現変化しないことから、エタノ
ールとグルコースが共存する酢酸生産条件
では、解糖系からのオーバーフローメタボリ
ズムにより細胞内にピルビン酸やアセチル
CoA が余剰となることで、エタノールから細
胞外に生成した酢酸の消費が抑えられるこ
とが示唆され、このことが酢酸菌がエタノー
ルを不完全酸化して酢酸を一時的に蓄積す
る大きな要因の１つと考えられた。また、エ
タノールとグルコースが共存する条件では、
ストレス応答関係の遺伝子発現が誘導され
ていた。これは、余剰なピルビン酸やアセチ
ル CoA から、毒性のアセトアルデヒドが生産
されることが原因と予想された。 
また、A. aceti にのみ存在するグリオキシ

ル酸経路の遺伝子は、エタノール、および、
酢酸の資化時にのみ強く発現誘導されてお
り、この経路が酢酸代謝に重要であることが
示された。 
 



 

 

(2) グリオキシル酸経路の役割の解析 
 A. acetiではグリオキシル酸経路が酢酸代
謝に重要な役割を果たすことがトランスク
リプトーム解析により示唆されたが、酢酸蓄
積 性 の 高 い 食 酢 醸 造 株 で あ る A. 
pasteurianus ではこの経路の遺伝子が欠損
していた。グリオキシル酸経路は中央炭素代
謝経路の一つであり、エタノールや酢酸など、
アセチル CoA を経由して TCA 回路で代謝され
る化合物を唯一の炭素源として生育する際
に、TCA 回路のバイパス経路としてオキザロ
酢酸を補充するために必要とされる。このた
め、グリオキシル酸経路の有無は酢酸菌の酢
酸消費活性に影響をおよぼしていると予想
された。そこで、A. aceti のグリオキシル酸
経路遺伝子破壊株を作製し、野生株と酢酸の
蓄積性を比較した。その結果、グリオキシル
酸経路の欠失は、エタノールとグルコースが
共存する条件下でエタノールから生産され
た酢酸の過酸化を遅らせ、食酢醸造に有利で
あることが示された(図)。 
 

 
(3) 呼吸酵素の解析 
 A. aceti NBRC14818 のゲノムには、好気呼
吸において酸素を水に還元する末端酸化酵
素であるキノールオキシダーゼの遺伝子が
４種類存在する。マイクロアレイの結果から、
4 種のキノール酸化酵素遺伝子の発現パター
ンに違いが見られ、生育条件に応じた使い分
けがあることが明らかになった。 

4 種の末端酸化酵素について酵素学的な性
質の解析を行うために、その遺伝子を大腸菌
の呼吸酵素欠損株に導入して異種発現を試
みた。しかし、いずれの遺伝子を用いても大
腸菌の呼吸欠損を相補することはできなか
った。この原因として、酢酸菌の末端酸化酵
素の成熟化に必要な因子が大腸菌では欠如
しているか、大腸菌の呼吸鎖との電子授受が
うまくいかない可能性が考えられた。 
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