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　　ア ミノ酸発酵研究の 最前線 ：

生産プロ セ ス の高効率化に向けて

安枝 寿

　ア ミ ノ酸発酵産業は，1950 年代 の わが国で の Coryne一

わ鰡 説 跚 g1跏 競 齠 〃 1こ よる 1、一グル タ ミン 酸発酵法
1＞の 確

立以来，産学連携の ドに発展を遂 げ，同時 に各種 の ア ミ

ノ酸事業の拡大を通 して グ ロ
ーバ ル に展開 しつ つ ある．

現在で もア ミ ノ酸の 世 界市場は伸張し，拡大す る市場 を

め ぐ り国際的 に熾烈 な 競争が繰 り広 げら れ て い る，最 も

生産量が 多い L・グル タ ミ ン酸ナ トリウム 市場は 2006年

時点 で 約 195万 トン ，飼料用 ア ミノ酸として の L一リ ジ ン

は約96万 トン とも推定され て い る，したが っ て，こ の よ

うな大量生産の製品を製造する Eで ，環境保護へ の配慮

は きわ めて重要な もの とな っ て きて い る．

　ア ミノ酸発酵産業は基本的に は農業との連携に よっ て

バ イ オ マ ス が循環する 「資源循環型」 の 産業で ある．弊

社グル ープでは図 1に示 したよ うに，ア ミノ酸
一
バ イオ

サイクル 」 とい う環境に配慮した生産活動を推進 して い

る 2）．た とえば，主原料 としてサ トウキ ビ の糖蜜 を用 い

る ア ミ ノ酸生産プ ロ セ ス で は 50万 トン の ア ミ ノ酸を製

造す る た め に 約 ISO万 トン の 糖蜜が必要で あ る，一
方，

こ の過程で 約 160万 トン の，窒素や有機物を含む副生物

が出るが， こ の 多 くは肥料 として 加 工 し，主原料 で あ る

糖蜜 150 万 トン の 供給 に 必要なサ トウキ ビ畑面積 50 万 ha

の約 7 割へ 有機肥料として供給が 可能である．こ の こ と

は，その 分 の化学肥料 （尿素）の使用量 の低減に つ なが

り，結局は，その尿素 を製 造す る際に年間発生す る 二 酸

化炭素 （約 23万 トン ） の 削減に貢献して い る、

ア ミノ酸発酵菌の育種タ
ー

ゲ ッ トの変化

　 さて，筆者ら応用微生物学を専門 とした技術者 の 観点

か ら は，
’
環 境適合型

”
の 製法開発 とは，自ず とア ミノ酸

生産菌の高効率化が中心課題 とな る．また その生産菌株

に つ い て も，C ．　glutamicumを代表 と す る コ リネ型細菌以

外に，比較的培養至適温度が高 く，発酵生産性の 向上が

期待で きる Es’cherichia 　coli な どを研究対象として基盤的

研究が進め られ て い る，なぜな ら ば，高い 発酵生産性は，

ア ミノ酸発酵工稈で の 省エ ネや製造設備 へ の 省投資に寄

与で きる重要な特徴とい えるか らである．

　近年 　さまざまな微生物 の ゲノム配列が解読され．イ

ン フ ォ マ テ ィ クス 研究や精密な トラ ン ス ク リプ トーム，

メタボ ロ ーム解析研究によ り蓄積された知 見を基 に．現

在で は，ア ミ ノ酸生産菌育種の ため の タ
ーゲ ッ トは，ア

ミ ノ酸の 固有生合成系酵素群か ら，中央代謝系や エ ネ ル

ギー代謝系，目的生産物の排出輸送系，さ ら に，遺伝子

発現 に 関す る 転写 ・翻訳系，ス トレ ス 応答な どを含むグ

ロ ーバ ル レ ギ ュ レ
ー

タ
ー

系 の 改変 へ と微生物全体を シ ス

テ ム として捉えた全体最適化へ 向けたす べ て の 因子群 へ

と展開して い る （図 2）．

図 1．ア ミ ノ酸製造 に か か わ る 資源循環型 バ イ オサ イ ク ル の 概念

図．使用済み の 物質や副生物 を環境 へ の 負荷な く再 利用や活用を

図 り，持続 的 な生産活 動 を確 立 す る，ア ミノ酸 生産 菌の 改 良 は，
ア ミ ノ酸 製 造時 の 二 酸化炭 素排 出量低 減 な どに 貢献 で き る．
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図 2．ア ミノ酸 生 産 菌の 育 種 タ
ーゲ ッ トの 拡 大．研究対象は，ア

ミノ酸 固 有生 合成 経路 上 の重 要 酵素 をコ ードす る遺 伝子 群 か ら，
牛 産 菌で の 全代謝系 の 最適化を図 るた め に ゲ ノ ム 上の 全遺伝子

群 へ と変化 してい る．
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　以 ドに，環境負荷低減技術 と捉 えられるア ミノ酸生産

菌 の 改良育種 に つ い て ，い くつ か の 研究事例 を紹介す る，

rmf 遺伝子欠損に よる ア ミ ノ酸生産性の 改良

　ア ミノ酸発酵 の 培養で は，微生物は 急速な生育後に 定

常期に入 り，通常は生育期後半か ら 日的ア ミ ノ酸の 生産

が始 まり培地 中に蓄積され るが，目的ア ミノ酸 の 生産速

度は定常期に お い て 徐 々 に低下傾向とな る．T．業生産 L．

定常期で も生産速度を最大値で長期に わ た り維持で きる

菌株の 育種は生産性の観点で重要で あ る，我 々 は，さま

ざまな培養条件下で の ア ミ ノ酸生産菌の トラ ン ス クリプ

ト
ーム 解析か ら定常期 に 特異的 に 発現 レ ベ ル が上昇す る

遺伝 fT 吻fに 着 目した
4）．本遺伝子産物 RMF （ribosome

modulation 　factor）は リボソーム を二 量体化しその 翻訳

活性 を停 止させ ることが知 られて い る因 1−　ts）であ る．こ

の ような RMF の機能か ら，定常期では RMF によ り活性

型 リボゾー
ム 数 が 減少 し，目的 ア ミ ノ酸 の 生合成な どに

必要な酵素や それ らの 関連因子の新規 生合成が低 ドする

こ とで，結果 として ア ミノ 酸 の 生産速度が低下す る もの

と推定 した．そ こ で E．coliで作製 した L一リジ ン 生産 菌か

ら，その rmf 遺伝子の 破壊株を構築 し レ リジ ン 生産性を

フ ラ ス コ に て培養評価 した とこ ろ，対照株 に比べ 定 常期

で の生産性が 向上し，そ の結果，L 一リジン の蓄積量は約

L7 倍となる こ とが わ か っ た 4｝．

エ ネル ギー代謝系改変に よるア ミノ酸発酵へ の効果

　E，coti は好気条件 ドの呼吸鎖構成 因子 （図 3）と して 主

に 2 種類の末端酸化酵素を もち，エ ネ ル ギー獲得効率が

相対的に高い もの と低い もの が機能 して い る とされ て い

る，そ こ で，高い エ ネ ル ギー獲得効率を示すc ｝
，t　boを コ ー

ドする c｝
，o オペ ロ ン の増幅と低い 効率の Cyt　bdオ ペ ロ ン の

欠損 とを組み合わ せ た呼吸鎖改変株 を作製 し，その 株の
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図 3．E．　coli の 呼 吸 鎖 の 模 式 図．　 NADH は NADH 脱 水 素 酵 素

（NDH ） で酸化 され，次 に 末端酸 化 酵 素 に 電 了
一
が 受 け渡 され る，

NDH と末 端酸 化酵 素 は そ れ ぞれ 2 種類存在 し，プ ロ トン 輸送 効

率の 良い もの と悪い もの が あ り，電子の 流れ る経路に よ り．ATP
の 合成 効 率が 変化 す る こ とに なる．

連続培養に よる単位菌体量形成 に 必要な酸素要求量 を調

べ た と こ ろ，予想 どお り，対照株 に くらべ て改変株は酸

素要求量が低下 して お り，エ ネ ル ギ
ー獲i得効率 （NADH

分子当た りの生成 ATP 分子数比）の 向上 が 示唆された．

そ こ で 本呼吸 鎖改変株を利用 し て L一リ ジ ン や L一ス レ オ ニ

ン の生産株を作製 し培養に て生産性を評価 した と こ ろ，

両発酵で ア ミノ酸の蓄積量が増加 した．特に レ リジン

で は最大約 L6 倍の 向上 が 見られ た 5〕．

ア ミ ノ酸排出に関与する新規因子の活用

　L一リジ ン を含む塩基性ア ミ ノ酸の排出因子を コ
ー

ドす

る遺伝子 と し て す で に C ，　gtutα micum の 鄭E 遺伝子が報告

されて い る
6）．我 々 は．新規に E ，coli に おける L一リジ ン

排出系因子を コ
ー

ドす る遺伝子を ス ク リ
ー

ニ ン グ し，そ

の候 補遺伝子 として機能未知 遺伝子吻 E を得る こ とがで

きた 7），本遺伝子産物は9回膜貫通型の膜 タン パ ク質と推

定 された．そ こ で E
’
．coti の 1．一リジ ン 生産菌 に て 本遺伝子

の 増 幅効果 を検討 した と こ ろ，L 一リジ ン の 生産量が向 L

す る こ とがわか っ た 7｝．なお，LysE とYbjE の 間 の ア ミノ

酸配列上 の相同性 は認 め られな い ．

　
一

方 コ リネ型細菌に おけ る L一グル タ ミン 酸 の 排出に

関与する因子 として我 々 は NCgl1221 を同定 して い るs｝．

本遺伝子は細胞が急激な浸透圧変化を受けた際に，その調

整機能を有す る と言われ る メ カ ノ セ ン シ テ ィ ブチ ャ ネル

を コ ードする ッggB の ホ モ ロ グ である が，1）C．　glutamicttm

を変異処理 し，L一グル タ ミン 酸を過剰生産する変異株で

は，この 遺伝子 に も変異が見 られ る，2）同変異遺伝子 の

み を野生株へ 移行す る だ けで ，そ の株は レ グ ル タ ミン 酸

の 過剰生産株 となる，3）L一グル タ ミン酸過剰生産株で 本

遺伝子を欠損 さ せ る と L一グ ル タ ミ ン 酸分泌能が損なわ

れ，細胞内の L一グル タ ミン 酸濃度が 野生株の約 10倍に も

達す る，などの結果 8
は り，本遺伝子産物は L一グル タ ミ

ン 酸 の 排出因 子 そ の もの か，排出を促進する た めの ポ ジ

テ ィ ブレ ギ ュ レ
ー

タ
ー

であ ろうと推測 してい る （以降，

こ こ で は本因子 を GluE と命名す る）．また，本 GluE が

排 出担体 と仮定 し，コ リネ型細菌における L一グル タ ミン

酸の 過剰生産誘導 との 関係 に つ い て，現時点で の 我 々 の

モ デル を図4 にまとめた の で参照 された い
s＞，

　こ の よ うな生産物の 排 出系に係わる因 子を同定し，育

種 へ 応用 す る こ とは大変重要 で あ る，一
般 に 細胞内 の ア

ミノ酸濃度は，その 生物が必要とする最小限の濃度となる

ように さまざまな制御系に よ り維持，管理 され て い る と

思われる が，人為的に 必要なタイミ ン グ で，目的ア ミノ

酸を菌体外へ 輸送 する因子 を有効活用す る こ とは きわめ

て 効率よ い ア ミ ノ酸生産菌 の 構築に つ なが るで あろ う，

s26 　　　　生物工 学　第86巻
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図 4、コ リネ型細菌の L一グル タ ミン 酸生産誘導モ デ ル
s）．野牛株

の 場 合，培地 中 の ビ オ チ ン 制 限や 培地 へ の 界 面活性 剤添 加．ペ ニ

シ リン 添加 に よ り細胞 膜の張 力が 変化す る．それ に伴 っ て 細胞 膜

中の GluE の 立体構造が 変化 し，菌体内の L一グル タ ミン 酸が 菌体

外 へ 排 出 され る．一方，レ グル タ ミン 酸 生成 の 誘導 を必 要 としな

い L一グル タ ミン 酸生産変異 株で は，す でに 変異 に よ りGluE の 立

体構 造 が 変化 して お り，そ の た め に 常 に L一グル タ ミン 酸 を 培地 中
へ 排 出 してい る と我 々 は考 え てい る，AccBC ，アシ ル ーCoA 一カル

ボ キ シ ラ
ーゼ サ ブ ユ ニ ッ トB，C ；DtsR，界面活性剤高感受性解消

閃 子 ；ODHG ，2・オ キ ソ グル タ ル 酸脱 水 素酵 素複合体 ；PknG ，　Scr〆
Thr プ ロ テ イン キ ナーゼ ；Odhl ，　ODH 活 性調 節因 子．

効率的な L一グル タミン酸生産に向けての

　　　　 新規代謝経路 の 構築

　一
般的な代謝経路 に よ る グル コ ース か らの L一グル タ ミ

ン 酸生合成 の 最大理論モ ル 収率は 100％ で，グル コ ース

1モ ル か らは 1モ ル の レ グル タ ミン 酸を生成 しうる．しか

し，そ の 際に 結果的 に 1 モ ル の 炭酸ガ ス 排出が起こ る た

め原料 の炭素源が無駄 となる，筆者 らは，その炭酸 ガ ス

発生点 の
一

つ である ピ ル ビ ン 酸脱水素酵素 （PDH ）に よ

る反応 は，ホ ス ホケ トラ
ー

ゼ （PKT ）に よる反応系を新

規に 導入する こ とで バ イ パ ス で き る こ とを見 い だ した．

つ ま りは炭酸ガ ス 生成 を伴わず に，フ ル ク トース 6一リン

酸 （F6P ）か らア セ チル ーCoA を生成す る 経路を コ リネ型

細菌で設計 し，実際 に，L一グル タ ミン 酸 の 高効率な生産

菌構築 （図 5）に成功 した9）．すなわち，こ の 新規代謝経

路 で は グル コ
ー

ス か らの L一グル タ ミン 酸生成 の 最大理論

モ ル 収率は 120％ と飛躍的に 向上 する ため，非常に効率

的な生産菌 が育種 で きる 可能性 を開 く こ とが で きた．

おわ りに
’
ア ミ ノ酸発酵の未来形

　1908 年に昆布の うま味成分が L一グ ル タ ミン 酸塩で あ

る こ とを池出菊苗博十 （旧東京帝国人学）が発見し，そ

の 有用性が 認識され る に従い，今日 で は冒頭に述べ た よ

うにL一グルタ ミン 酸ナ トリウムはその世界需要 に応える

た め に 最 も大量 に 発酵 生産 され るア ミ ノ酸 とな っ て い

る．また各種飼料用ア ミ ノ酸 も，家畜動物での飼料効率

｛…

図 5，効率的 な レ グル タ ミン 酸生産の た めの 新 規代 謝経 路 の 設 計

と構築．ペ ン トース リン 酸経路の 酵素群 とホ ス ホ トラ ン ス ア セ チ

ラ
ー

ゼ （FIA ）の 反 応 系 に PKr 反 応 系が 組 み込 まれ る と，炭 酸 ガ

ス 排 出 を伴 う PDII 反応 を バ イパ ス し て，　 F6P か ら ア セ チ ル ーC り A

が 供給 可能 となる．

の 向上や排泄物中の窒素化合物の 低減化効果により，ます

ます需要が 増大して い る．今後 もこ の ア ミノ酸発酵産業

が持続的に 成長を続けるため に は，その生産プ ロ セ ス は

環境となお い っ そ う調和する もの で なければな らな い ，

た とえば前述の炭酸ガ ス の 発生を削減で きる菌株の開発

や，発酵 の 主 原料 で あ る 炭素源 に は食糧と競合 しな い 未

利用 バ イ オ マ ス の 利用や環境中に 無駄 に 放 出されて い る

Cl 化合物の 活用
IO＞な ども含めて，安価かつ 安全な炭素

源 の 利用が望 まれ る．また副原料 や製品の精製段階で使用

される酸や アルカ リ類 の削減プロ セ ス の構築 発酵段階

で の 高温化に 耐 え られる耐熱 性 の 生産菌の 活用
lb

な ど

も環境負荷低減の ためには大変有効な技術とな るだ ろう．

　以上 の ように，我 々 は，世 界の 人 々 へ の有用物質の 大

量提供の ため に，ゼ ロ エ ミ ッ シ ョ ン 視点 もい れた環境調

和型の生産シ ス テ ム の構築を積極的に進め て い きた い と

考えて い る．

　本稿に 記載い た しま した各研究に 対 しま して，ご指導，ご協力

い た だ きました 関係各位に 深 く感謝の 意を表 します．
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