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研究成果の概要（和文）：グルコノバクター属酢酸菌は膜結合型グルコース脱水素酵素（GdhM）を用いて，グル
コースを主に細胞外で代謝し，一部しか細胞内で代謝しない。一方，本菌の細胞内グルコース代謝はNADPHを生
じる代謝である。本研究では，細胞内グルコース代謝ならびにNADPHレベルを向上させることを目的にGdhMを欠
損させた。さらに，NADPHを補酵素として必要とするシキミ酸生産で，NADPH供給を評価することを試みた。GdhM
の遺伝子破壊株は親株と比べて，グルコースの細胞内利用が活発であった。各種酵素活性測定の結果からもgdhM
遺伝子破壊株の細胞内でNADPH供給が増大したことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Gluconobacter sp., acetic acid bacterium, oxidizes glucose on the outer 
surface of the cytoplasmic membrane with membrane-bound glucose dehydrogenase (GdhM) and accumulates
 gluconic acid and its derivatives. Thus, only limited parts of glucose are transported into the 
cytoplasm and metabolized. Because glucose metabolism in the cytoplasm mostly depends on pentose 
phosphate pathway, it is reasonably assumed that G. oxydans likely produces much NADPH, if high 
amounts of glucose are metabolized in the cytoplasm. This study aimed to increase NADPH supply from 
glucose by inactivating GdhM. This study tried to couple NADPH produced in the ΔgdhM cells and the 
reduction reaction producing shikimate from dehydroshikimate. When cultivated on glucose, biomass 
yield and amounts of an end metabolite in the ΔgdhM strain were elevated. Taken together with 
enzyme activity measurements, some changes on glucose metabolism in the ΔgdhM cells suggested 
increases in the NADPH level. 

研究分野： 生化学

キーワード： 酢酸菌　発酵　応用微生物　酵素　バイオテクノロジー

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
	 酢酸菌はエタノールからの酢酸発酵，ソル
ビトールからのソルボース発酵，グルコース
からのグルコン酸あるいはケトグルコン酸
発酵など，そのユニークな酸化的物質変換能
が利用されてきた。酢酸菌はこれら酸化的な
生産物を，一時的あるいは長時間にわたって
培地中に蓄積させたまま，さらなる代謝をし
ない。申請者らは，この風変わりな代謝系を
「酸化発酵」と呼び，酵母が行うアルコール
発酵に代表される「よく知られた発酵」とは
異なる能力として解析してきた。 
	 酢 酸 菌 の 一 つ で あ る  Gluconobacter 
oxydans 621Hは，2005年にゲノム情報が公開
され，酢酸菌研究のポストゲノム時代を迎え
た。ゲノム情報は，古くから指摘されていた
よ う に ， い わ ゆ る 解 糖 系
（Embden-Meyerhof-Parnas経路：EMP経路）
のホスホフルクトキナーゼ遺伝子を欠くが，
ペントースリン酸経路（PP 経路）ならびに
Entner-Doudoroff経路（ED経路）を完全な状
態で持っていることを示した。さらに，TCA
回路は２つの酵素を欠き，グリオキシル酸経
路も不完全である。さらに逆遺伝学的解析か
ら，G. oxydansの PP経路酵素の遺伝子を破壊
すると，著しい生育抑制が見られることから，
PP 経路を主な解糖系としていることが推測
される。これらのことから，本菌におけるニ
コチンアミド系補酵素（NADP(H)と NAD(H)）
代謝は，他の微生物と比較すると NADP(H)
に傾いていることが考えられる。エネルギー
代謝については，その呼吸鎖にポロトンポン
プ能のない  Type-II NADH 脱水素酵素
（NDH-II）のみを持つ。事実，NADH酸化活
性持つ一方で，NADPH の酸化能は検出限界
程度しか持っていないことを観察している。
しかしながら，細胞内の NADP(H)と NAD(H)
レベルを測定したところ，NAD(H)の方が
NADP(H)よりも多く，両者とも酸化型として
の存在比が高かった。 
	 また，私たちは酢酸菌の酵素を利用して，
キナ酸を出発物質とし，デヒドロキナ酸，デ
ヒドロシキミ酸を介したシキミ酸生産系を
開発してきた。一方，生細胞を用いた生産系
の構築を試みているが，現在までに，デヒド
ロシキミ酸までの定量的な生産系の構築は
完了している。さらに NADPHを用いた還元
的なシキミ酸生産が残された課題となって
いる。 
 
２．研究の目的 
	 Gluconobacter属酢酸菌は，これまで膜結合
型酸化酵素による糖や糖アルコールの酸化
的物質変換に利用されてきた。本研究では，
本菌の糖代謝が NADPHを生みやすく，かつ
TCA サイクルが不完全であるがゆえに
NADH が生じにくいという特徴に基づいて，
本菌を，NADPH を利用した還元的モノづく
りに利用することを試みた。還元力供給源と
してグルコースを考えた。野生株では，グル

コースのほとんどが膜結合型グルコース脱
水素酵素(GdhM)によってグルコン酸へと酸
化されるため，まず，この遺伝子の破壊株を
作製し，その代謝挙動を解析した。 
	 次に，キナ酸を初発原料として酸化，脱水，
還元によってシキミ酸を生産する経路に着
目した。この最終段階であるデヒドロシキミ
酸の還元が NADPH依存であることを利用し，
シキミ酸の生産性の変化で，NADPH 供給量
の変化と見なすことを計画した。 
 
３．研究の方法 
（１）菌株構築 
	 G. oxydans NBRC3293株を親株に，膜結合
型グルコース脱水素酵素遺伝子破壊株
（∆gdhM株）を，マーカー遺伝子を残さない
やり方で，インフレームの形で作製した。 
（２）遺伝子操作 
	 近縁の G. oxydans NBRC3244株のゲノムか
ら，デヒドロキナ酸脱水酵素（DHQase）の遺
伝子（aroQ），NADP+依存型グルコース脱水
素酵素（NADP+-GDH）の遺伝子（gdhS），
NADP+依存型シキミ酸脱水素酵素（SKDH）
の遺伝子（aroE）をクローニングした。これ
ら を ， Gluconobacter で 使 用 で き る
pBBR1MCS-4 あるいは pCM62 にサブクロー
ニングした。 
（３）酵素活性 
	 DHQase活性は，234 nmの吸光度を追跡す
ることで測定した。NADP+依存のグルコース
脱水素酵素，グルコース-6-リン酸脱水素酵素，
アルデヒド脱水素酵素，シキミ酸脱水素酵素
の活性は，それぞれ，グルコース，グルコー
ス-6-リン酸，アセトアルデヒド，シキミ酸を
基質とし，NADPHの増加を 340 nmの吸光度
で追跡することによって測定した。NADH酸
化活性および NADPH酸化活性はそれぞれの
減少を 340 nm の吸光度で追跡することで測
定した。いずれも酵素活性も，1 分間あたり
１µmol の基質を処理できる酵素量を１ユニ
ットとした。 
（４）物質の定量 
	 グルコース，酢酸，キナ酸，デヒドロキナ
酸，デヒドロシキミ酸，シキミ酸は高速液体
クロマトグラフィーによって定量した。 
 
４．研究成果 
（１）∆gdhM株のグルコース代謝 
	 ∆gdhM 株と親株をグルコース培地で培養
したところ，ΔgdhM株は親株に比べ細胞収量
が約 6倍増加し，細胞内代謝産物である酢酸
を約 7倍多く蓄積した。両菌株共に培地中の
グルコースを全て消費した（図１）。親株は
GdhM が健全であるため，ほとんどのグルコ
ースは酢酸ではなくグルコン酸，あるいはさ
らに酸化されたケトグルコン酸や 2,5-ジケト
グルコン酸に変換したと考えられる。GdhM
が機能できなくなることによってグルコー
スの細胞内での利用が活発になったことが
示唆された。 



 
図１．∆gdhM 株のグルコース培地での培養 
 ∆gdhM 株と親株をグルコース培地，ジャー
ファーメンターで培養した。前培養はグリセ
ロール培地で行った。本培養の pH は KOH で
6.5 に維持した。左：生育（白丸：野生株，
黒丸：∆gdhM 株），右：培養液中のグルコース
と酢酸の濃度（白四角：野生株のグルコース，
黒四角：∆gdhM 株のグルコース，白丸：野生
株の酢酸，黒丸：∆gdhM 株の酢酸） 。 
 
（２）NADP+依存型脱水素酵素活性 
	 本菌の糖代謝に関わる酵素活性の測定を
行った。活性が強いと指摘されていた NADP+

依存のグルコース脱水素酵素（NADP+-GDH），
PP 経路のグルコース-6-リン酸脱水素酵素，
ピルビン酸からの主要な代謝に関わる
NADP+ 依 存 ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素
（NADP+-ALDH），この 3 つの活性を測定し
た（図２）。ΔgdhM 株は親株に比べ，グルコ
ース脱水素酵素活性は約 2倍低く，グルコー
ス-6-リン酸脱水素酵素はほとんど差がなく，
アルデヒド脱水素酵素活性は約 2倍高かった。
ΔgdhM株では，グルコースの細胞内への取り
込みが上昇することが推測されるが，その代
謝流量を制限するためにNADP+-GDH活性を
低下させたと考察した。一方，代謝流量の増
加で危惧されるアセトアルデヒドレベルの
上昇を回避するために，NADP+-ALDH活性を
向上させたと考察した。 

 
図２．∆gdhM 株における NADP+依存型脱水素酵
素活性 
 ∆gdhM 株と親株をグルコース培地，ジャー
ファーメンターで，図 1 と同様に培養した。
細胞から可溶性画分を調製し，NADP+依存のグ
ルコース脱水素酵素（左），グルコース-6-リ
ン酸脱水素酵素（中央），アルデヒド脱水素酵
素（右）活性を測定した。白：野生株，黒：
∆gdhM 株。 
 
（３）膜画分の NADH酸化活性と NADPH酸
化活性 
	 これまでの結果から，ΔgdhM 株では，
NADPHレベルの上昇が推測できる。NADPH
レベルの恒常性を維持するため，ΔgdhM株で
は，NADPH 酸化活性の上昇が考えられた。

そこで，膜画分の NADH の酸化活性と
NADPH の酸化活性を測定した。この活性は
呼吸鎖に繋がったものであると想定してい
る。グリセロール培地で培養した場合は両株
間に違いはほとんど見られなかったが，グル
コース培地で培養した場合，ΔgdhM株は親株
に比べ，NADPH 酸化活性が倍増していた。
NADH 酸化活性もやや増加していたが大き
な違いはなかった。よって ΔgdhM 株では，
グルコース代謝において NADPH酸化の必要
性が高まったことが示唆された。 

 
図３．∆gdhM株におけるNADH酸化活性とNADPH
酵化活性 
 ∆gdhM 株と親株をグリセロール培地
（Glycerol）とグルコース培地（Glucose）で
培養した。細胞から膜画分を調製し，NADH（左）
あるいは NADPH（右）の現象を追跡し，それ
ぞれの酸化活性を測定した。左右のグラフの
縦軸は 20 倍の違いがあることに注意。白：野
生株，黒：∆gdhM 株。 

 
（４）シキミ酸生産に関わる酵素の高発現 
	 本菌を用いたキナ酸からのシキミ酸生産
において重要であると考えられるデヒドロ
キナ酸脱水酵素（DHQase）と NADP+依存型
シキミ酸脱水素酵素（SKDH），ならびに
NADPH再生として用いる NADP+依存型グル
コース脱水素酵素（NADP+-GDH）を同時に
高発現する株の構築を試みた。DHQaseのみ，
あるいは SKDH のみの高発現にとどまり，
DHQaseと SKDHの同時高発現を行うことが
できなかった。DHQase及び SKDHの単独で
の高発現はできているため，同時に高発現さ
せることが困難であると示唆された。 
 
（５）まとめ 
	 本研究では，酸化的物質変換を得意とする
酢酸菌を，NADPH 依存の還元的モノづくり
に利用することを狙った。グルコースを還元
力供給とするため，グルコースを酸化する
GdhM の機能欠損を行った。このことによっ
て，細胞内代謝の最終産物である酢酸の生産
量が増大した。不完全酸化代謝産物であるグ
ルコン酸とケトグルコン酸の生産量がほと
んどなくなったと考えられる。細胞内代謝の
改変は，NADP+依存性脱水素酵素活性の変動
からも示唆された。さらに膜の NADPH酸化
能が上昇した。 
	 このように，GdhM の機能欠損によって，
グルコースからの NADPH供給量の増大が示
唆されたが，還元的モノづくりとして実施し
たシキミ酸生産実験が想定以上に難航した。
この問題を克服し，GdhM の有無によるシキ



ミ酸生産性の比較を行う予定である。 
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