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研究成果の概要（和文）：遺伝子工学手法と電気化学的手法を組み合わせることによって微生物の代謝活性を制御し，
有用物質生産プロセスへと応用するための技術基盤の構築を行った。電極への電子伝達が可能な細菌Shewanella oneid
ensis MR-1株を遺伝子改変することによって糖代謝能を付与し，電極電位を制御可能な電気化学リアクター内にて培養
を行った結果，電極電位の変化によって遺伝子発現および糖代謝産物に差異が生じることが明らかとなった。また電極
への電子伝達に関与する遺伝子群の発現制御機構を解析し，これらの遺伝子の転写活性化に必要な制御因子を同定した
。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop a method for controlling bacterial metabolism and for producin
g useful chemicals by a combination of genetic engineering and electrochemical approaches. An engineered s
train of Shewanella oneidensis MR-1 with the ability to utilize glucose was constructed and cultivated in 
electrochemical cells with different electrode potentials. The analysis of transcripts and metabolites rev
ealed the alteration of gene expression and metabolite profiles in response to the change of electrode pot
entials. We also investigated the regulatory mechanisms for the genes involved in electron transfer to ele
ctrodes and identified a transcriptional activator for these genes.
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年の環境問題の深刻化に伴い，化石燃料

に依存しないエネルギー・物質生産システムの
確立が急務となっている。我々の研究グループ
では環境調和型のエネルギー生産システムとし
て微生物燃料電池（microbial fuel cell; 以下
MFC）に着目し，これまで研究を行ってきた。
MFC は鉄還元菌等の微生物が嫌気条件下に
おいて有機物を分解して呼吸を行う際に，細胞
外の導電性固体（電極）を最終電子受容体とし
て使用できるという性質（細胞外電子伝達）を利
用している。MFCにはバイオマスからエネルギ
ーを直接電力として回収できるという利点があ
り，省エネルギー・エネルギー回収型の廃水
処理装置などへの応用を目指した研究が多
数報告されている。 

また，微生物と電極との電子伝達を利用し
て物質生産を促進するシステム  (microbial 
electrosynthesis system; 以下 MES) も新しい
バイオプロセスとして注目を集めている。従
来の微生物プロセス（発酵法）では細胞内の
物質変換反応に必要な還元力（NADH 等）の
過不足により生産収率が制限されてしまう
ことが課題となるが，MES では細胞内の酸化
還元バランスを電極との電子授受によって
制御することができるため，従来法を上回る
収率での物質生産が可能になると考えられ
る。しかし MES によって産業上有用な化合
物の大量生産を達成した例は報告されてい
ない。MES では電極との間で電子伝達が可能
であり，かつ有用物質生産能力を有する菌株
を使用する必要があるが，そのような能力を
生来的に有する微生物は見つかっておらず，
実用可能なプロセスの構築に至っていない
のが現状であった。 

 
２．研究の目的 
 

本研究では実用的な MES プロセスの構築
に向け，微生物の代謝活性を遺伝子工学的，
さらに電気化学的手法を用いて制御するた
めの技術的基盤を確立することを目的とし
た。具体的には電気化学制御（電極との電子
授受）が可能であり，遺伝子操作による代謝
経路の改変が容易な菌株として Shewanella 
oneidensis MR-1 株に着目し，本株をベースと
して分子生物学的知見にもとづく遺伝子改
変と，電極電位の制御やリアクター形状の改
良などの電気化学・工学的技術を組み合わせ
ることによって，MES プロセスの構築を目指
した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) MR-1 株へのグルコース資化能力の付与 

有用生産の基質としてはコスト面からグ
ルコースが最も望ましいと考えられるが，
MR-1 株はグルコースを資化することができ
ず，生育基質として主に乳酸を使用する。ゲ

ノム配列情報，および解糖系におけるグルコ
ース 6-リン酸以降の代謝活性を有している
ことから，MR-1 株がグルコースを資化でき
ない理由はグルコースのトランスポーター
（GalP）とリン酸化酵素（Glk）をコードす
る遺伝子を欠損しているためであると推定
された。そこで本研究では大腸菌由来の galP
および glk 遺伝子を含むプラスミドを作製し，
MR-1 株の形質転換を行うことによって本株
へのグルコース資化能の付与を試みた。 

 
(2) 酢酸合成遺伝子の破壊 

MR-1 株を物質生産のベース菌株として
使用する際に最も障害となると考えられた
のが，代謝産物として酢酸を蓄積しやすいと
いう性質であった。そこで本研究では酢酸生
成を抑制するため，MR-1 株（グルコース資
化変異株）の酢酸合成に関与する遺伝子の破
壊を行った。ゲノム情報から MR-1 株には 2
種類の酢酸合成遺伝子（pta 及び acs）が存在
することが推定されたため，本研究ではこれ
らの遺伝子の一重および二重遺伝子破壊株
を相同性組換えによって破壊した。作製した
遺伝子破壊株をグルコース最少培地に植菌
後，好気およびフマル酸呼吸条件下で培養し，
各条件での生育能を評価した。 
 
(3) 細胞外電子伝達系遺伝子の発現制御機構

の解析 
電気化学制御を効率的に行うためには，

電極との電子伝達に必要な細胞外電子伝達
系（Mtr pathway; 図 1）が常に高発現している
ことが望ましい。しかしMR-1株のMtr pathway
を構成する遺伝子（mtr 遺伝子群；図 2）の発
現制御機構には未解明な点が多い。mtr遺伝
子群はクラスターを形成しているが，単一のオ
ペロンを形成しているかどうかは不明であった。
また転写開始点も不明であり，プロモーター
領域や転写制御因子も同定されていなかった。
そこで本研究では mtr遺伝子群を高発現させ
るための足がかりを得ることを目的として，mtr
遺伝子のオペロン構造および転写制御に関
与するプロモーター領域について RT-PCR, 
lacZ レポーターアッセイ等の手法を用いて解
析した。 



 
(4) 電気化学制御を行うリアクターの構築 
電極電位の制御が可能な 3 電極系の 2

槽式電気化学セルを設計した（図 3）。作用極
にはグラファイトフェルト（約 8 cm2），対極には
プラチナ線，参照電極には銀塩化銀電極
（Ag/AgCl）を使用し，ポテンショスタットを用い
て作用極の電位制御（-0.6 V ~ +0.4 V vs 
Ag/Ag/Cl）を行った。 

 
(5) 電位制御培養による代謝産物の解析 

グルコース資化能を付与した MR-1 変異
株を，グルコース最少培地を添加した電気化
学リアクターにおいて電位制御を行いなが
ら培養した。異なる電極電位で培養後，培養
上清に含まれる代謝産物を高速液体クロマ
トグラフィー（HPLC）および酵素法（F-kit）
により定量した。 

電極電位が MR-1 株の遺伝子発現に与え
る影響を解析するため，電位制御培養後の菌
体をグラファイトフェルト（作用極）から回
収し，RNA を抽出した。本研究では D/L-乳
酸デヒドロゲナーゼ遺伝子（dld, lld）の発現
変動に着目し，これらの発現量を定量的
RT-PCR によって解析した。 
 
４．研究成果 
(1) MR-1株へのグルコース資化能力の付与 

glk および galP 遺伝子を導入した MR-1
変異株をグルコース最少培地に植菌し，好気
条件下およびフマル酸を電子受容体として
添加した嫌気呼吸条件下において培養した。
その結果，両条件下ともに変異株の生育が確
認され，これらの遺伝子の導入によりグルコ
ース資化能が付与されることが明らかとな
った。しかし本変異株は電子受容体を含まな
い発酵条件下においては増殖しなかった。そ
の理由として，glk と galP の導入によって形
成される解糖系はEntner- Doudoroff経路 (ED
経路) であり，発酵細菌によく見られる解糖
経路（Embden-Meyerhof 経路; EM 経路）と比
較して，グルコースの発酵分解に伴って生成
する ATP 量が少ない（グルコース 1 分子につ
き ED 経路では 1 分子，EM 経路では 2 分子
の ATP が生成する）ためであると考えられた。 
 
(2) 酢酸合成遺伝子の破壊 

ゲノム情報から推定された 2 つの酢酸合
成遺伝子 (pta, acs) について，それぞれの遺

伝子の破壊株 (∆pta, ∆acs) および pta/acs 二
重遺伝子破壊株 (∆pta/acs) を作製し，好気お
よびフマル酸呼吸条件下における生育能を
調べた。その結果，∆acs の生育速度は両条件
下とも野生株と有意な差がなかったが，∆pta
および∆pta/acs はフマル酸呼吸条件下におい
て生育せず，嫌気条件下での生育に pta 遺伝
子が必須であることが明らかとなった。この
ことから，MR-1 株が嫌気的環境でグルコー
スを基質として生育するためには，酢酸生成
に伴って生成する ATP が必要であることが
示唆された。(1) の結果と合わせると，MES
において MR-1 株に物質変換反応を行わせる
ためには，ATP の供給が課題となると考えら
れた。 

 
(3) 細胞外電子伝達系遺伝子の発現制御機

構の解析 
mtr 遺伝子群 (omcA, mtrC, mtrA, mtrB) 

の転写開始点をプライマー伸長法および
5’-RACE PCR 法により解析した結果，omcA
上流と mtrC 上流に転写開始点が存在するこ
とが明らかとなった。mtrA と mtrB の上流に
は転写開始点が見出されず，また RT-PCR 解
析によって mtrC から mtrAまでを含む転写単
位の存在が確認されたことから，これら 3 遺
伝子はオペロンとして転写されることが示
された。 

また omcA と mtrC の発現量を定量的
RT-PCR により解析した結果，omcAの発現量
は嫌気条件下において増加したが，mtrC の発
現量は逆に好気条件下において増加してお
り，両遺伝子の発現パターンには明確な違い
が存在することが明らかとなった。 

そこで omcAと mtrC の転写制御に関与す
る配列について，lacZ レポーター遺伝子を使
用した 5’-デリーション解析によって詳細に
解析した。その結果，両遺伝子の転写活性化
に必要な領域が同定されるとともに，omcA
の転写活性化領域の上流には好気条件下に
おいて omcA の転写を抑制するための配列が
存在することが明らかとなった。 

また omcA の転写活性化領域には cAMP 
receptor protein (CRP) の結合モチーフ配列が
見出されたため，CRP がこの領域に結合し，
omcAの転写を活性化していると予想された。
そこで crp 遺伝子の欠損変異株 (∆crp) を作
製し，本変異株における omcAおよび mtrC の
発現量を lacZ レポーターアッセイにより評
価した。その結果，omcA, mtrC ともに発現量
が著しく低下したため，両遺伝子とも CRP
による転写活性化を受けていることが明ら
かとなった。さらに omcA, mtrC 上流配列と
CRP との相互作用をゲルシフトアッセイに
よって解析した結果，これらの上流配列と
CRP との結合が確認された。 

以上の結果より，omcA, mtrC とも CRP に
より直接的に転写活性化されることが明ら
かとなった。また omcA の上流には未知の転
写抑制因子が結合し，それにより好気条件下



において omcA の発現が抑制されていること
が推定された（図 4）。以上の知見は omcA, 
mtrC の発現を活性化し，電極との電子伝達を
促進させる手法を確立するうえで，重要な足
がかりになると考えられる。 

 

 
(4) 電位制御培養による代謝産物の解析 

当初の計画では電極電位を菌体よりも負
に設定することで菌体に電子を注入し，還元
力を供給することによって物質変換反応を
促進させることも予定していたが，(1) の結
果から電極電位を菌体よりも低くした場合，
MR-1 株は電極を電子受容体として利用でき
ないため生育しないことが判明した。そのた
め本研究では電極電位を菌体よりも高い範
囲で変化させ，電位変化が MR-1 株の糖代謝
に与える影響を解析した。 

0 V 及び+0.4 V (vs. Ag/AgCl) に電極電位
を設定した電気化学リアクターにおいて
MR-1 変異株（グルコース資化株）を培養し，
培養上清に含まれるグルコース代謝産物を
HPLC 及び酵素法によって分析した。その結
果，いずれの電位においても最終生成物とし
て酢酸が蓄積し，代謝中間体として乳酸が生
じることが明らかとなった。しかし 0 V の電
位設定では L-乳酸が検出されたのに対し，
+0.4 V では D-乳酸のみが検出され，電極電位
によって糖代謝経路が異なることが示唆さ
れた。 

以上の結果から，電極電位によって D-乳
酸デヒドロゲナーゼ遺伝子 (dld-II) と L-乳
酸デヒドロゲナーゼ遺伝子 (lldF) の発現バ
ランスが変化している可能性が考えられた
ため，電極からRNAを抽出し，定量的RT-PCR
により両遺伝子の発現量を解析した。その結
果，dld-Ⅱは高電位条件下で発現量が増加し
ていたのに対し，lldF の発現量には電位によ
る変動が見られなかった。以上の結果から，
MR-1 株の乳酸代謝遺伝子が電極電位によっ
て変動することが明らかとなり，電極電位に
よって MR-1 株の遺伝子発現を制御し，代謝
経路を変化させることが可能であることが
示唆された。 

 
以上の成果を元に，今後は MR-1 株に対し

EM 経路の遺伝子導入等により ATP 供給経路
を追加し，電極からの電子注入を行った場合
においても物質変換反応が可能なシステム
を構築する予定である。 
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