
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

〔生物、工学会誌　第 89巻　第 4号　154− 160．2011〕

細胞表層工学技術の広範な展開と
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バ イオ燃料 ・ グ リー ン化学品生産の

　　　　　　た め の 細胞工場の創製
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はじめに

　化石資源へ の 依存か ら脱却する方策として，再生可能

な資源であるバ イオマ ス か らの エ ネル ギ
ー

や化学品の供

給に期待が高ま っ て い る．バ イオマ ス は光合成によっ て

COz を固定して 生産され，腑存量が多い こ とか ら，そ の

有効利用は資源の持続可能かつ 安定な供給に寄与すると

ビルディングブロック　化成贔原粍生産 iバイオヅ聾タクシ en”
’i

図 L バ イオ リ フ ァ イ ナ リ
ー

考えられる．バ イオ マ ス 利用 の 中核として，バ イオマ ス

か ら燃料や化学製品を作るとい う製造概念 すなわちバ

イオ リフ ァ イナリーに注 目が集ま っ て い る （図 1）．

　バ イオマ ス は セ ル ロ ース，ヘ ミセ ル ロ ース，リグ ニ ン，

デ ン プ ン などで構成される．バ イオマ ス をバ イオ燃料や

化学品に変換するバ イオ リ フ ァ イナ リ
ー技術 にお い て

は，物理化学的な前処理 を施した後に，「酵素に よる糖

化プ ロ セ ス 」と「微生物に よる発酵プ ロ セ ス 」を組み合

わせ た生物変換 プ ロ セ ス に よっ て 目的物質の 生産を行

う．生物変換プ ロ セ ス は，投入エ ネル ギー
や環境へ の 負

荷を軽減で きる酵素反応や微生物代謝反応を利用するた

め高純度の 目的物質を生産で きる，と い っ た 点で 有用 で

ある．し か し なが ら，従来の 化学プ ロ セ ス を凌駕する先

端的なバ イ オ プロ セ ス を開発す る ため に は，プ ロ セ ス の

簡略化，低 コ ス ト化，そして省エ ネル ギ
ー

化が必要であ

る．そ の た め に は製造技術に お け る要で あ る，糖化プ ロ

セ ス と発酵プ ロ セ ス を同時に 行 える （すなわちセ ル ロ ー

ス やヘ ミ セ ル ロ
ー

ス の 直接発酵が行える）一
貫バ イオプ

ロ セ ス （consolidated 　bioprocessing，　 CBP ＞の 開発が必

須 で あ る （図 2）．

　 こ れ までに筆者 らが京都大学 の 植 田充美教授 の グ ル ー
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図 3．酵母細胞表層デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム の 概念

プ とともに確立して きた細胞表層工学技術は，一貫バ イ

オプ ロ セ ス を実現する上 で 有望な技術である．本技術は，

発酵生産性に優れた微生物自らが，バ イオマ ス 分解酵素

を生産して細胞表層に集積する こ と に より，細胞表層で

バ イオマ ス 資源を分解 し，分解産物で ある多様な糖を細

胞内に取 り込ん で ，有用なプロ ダク トを発酵により
一

気

に生産する こ とを可能とする．また，微生物を回収する

と同時に酵素も回収されるため，糖化 ・発酵工程で の 繰

り返 し利用が可能とな る．さらに，細胞表層におけるバ

イオ マ ス 分解酵素の 局在化 （集積化）は，分解物 （グル

コ ース） の 効率的な取 り込みを可能に し，反応系内の グ

ル コ ース濃度を常に低濃度に維持する こ とに よ り，酵素

反応の 生成物阻害を回避する だけで なく，雑菌によ る コ

ン タ ミネ
ー

シ ョ ン の 問題 も解決で きる と期待される．

　筆者 らは，凵本が伝統的に強い 基盤 を持つ 産業微生物

で ある酵母 大腸菌，乳酸菌，コ リネ型細菌，麹菌，放

線菌などで の細胞表層工学を広範に展開して きた，また，

近年飛躍的に発達した代謝工学や シ ス テ ム バ イ オロ ジー

を活用 して．細胞の
“
もの つ くガ 代謝を画期的に強化

で きる合成生物工 学を展開して い る．最終的には細胞表

層工 学 と合成生物工学を組み合わせる こ とによ り（図 2）T

バ イオマ ス か らの 目的物質の 高収率 ・低 コ ス ト生産を可

能とす る革新的な細胞工場 （ス
ーパ ー微生物）を コ ア技

術とする，先端的なバ イオプロ セス の完成を目指 して い る．

細胞表層工学の広範な展開

　細胞表層 （細胞壁，細胞膜）は細胞の構造 や 形態を維

持す るだけ で な く．物質 の 認識や シグナ ル の 伝達，酵素

反応などの 場と し て重要な役割を果た して い る，こ の 細

胞表層に種 々 の機能性タ ン パ ク質や ペ プチ ドをデ ィ ス プ

レ イ して．新 しい 機能を持 っ た細胞 を創製す る こ とが活

発に行われ，細胞表層工学として 展 開して きて い る．

　まず，酵母の 細胞表層デ ィ ス プ レ イ技術を紹介する 呈），

uril｝Saccharom）ノces 　cerevisiae の細胞表層は，グ ル カ ン

層と，それ に結合 して細胞表層に局在する糖 タ ンパ ク質

とからなる頑丈な細胞壁で覆われて い る．酵母から動植

物の 広い 範囲にわたっ て真核生物の 細胞表層に局在する

糖タ ン パ ク質は，N 末端に分泌 シグナ ル と C末端に GPI

（グ リ コ シ ル フ ォ ス フ ァ チヂ ル イ ノ シ トール ）ア ン カ ー

付着シグナル とい う二 つ の疎水性シグナ ル を持ち，GPI

ア ン カーを介 して グル カ ン 層に共有結合する．酵母で は，

Cwplp ，　 Tiplp，　 Tirlpなど （0 一型糖鎖付加 タ ン パ ク質）

お よ び α
一アグ ル チ ニ ン

，
フ ロ ッ キ ュ リ ン Flol，　 Sedlpな

ど （N ，0 一型糖鎖付加タ ン パ ク質）が代表的なGPI ア ン

カ
ー付着シグナ ル を持つ タ ン パ ク質である．したが っ て，

目的タ ン パ ク質を，こ うした GPI ア ン カー付着シ グナル

を持つ ア ン カ
ー

タ ン パ ク 質との融合タ ンパ ク質として発

現させ る こ とで，細胞表層デ ィ ス プ レイ で きる （図3）14 ）．

筆者 らは，性凝集素タ ン パ ク質で ある α
一ア グ ル チ ニ ン

や凝集性酵母における レ クチ ン様凝集タ ンパ ク質である

フ ロ ッ キ ュ リン Flolを利用 して，各種タ ン パ ク質の 細胞

表層デ ィ ス プ レ イに成功して きて い る D．現在までに，

酵母では，ペ プ チ ドから分子量 の かな り大 きな タ ン パ ク

質 （た とえば分子量 136kDa の Aspergiilus　aculeatus 　S一

グ ル コ シダーゼ）まで多種多様な分子の デ ィ ス プ レ イに

成功 して い る．また，Flo1 を用 い て 目的 タ ン パ ク質の N

末お よ びC 末の どちらを利用 して も細胞表層デ ィ ス プ レ

イで きる ように ア ン カ
ー

タ ン パ ク 質の 開発 を行 っ て い

る．い ずれ の 場合 も酵母 で は，細胞
一つ あた り105− 106

個とか なり多 くの 分子が デ ィ ス プ レイで きる．

　筆者 らは，乳酸菌 5・6）や コ リ ネ型 細菌 η な どの グ ラ ム

陽性菌や，グラ ム陰性菌で ある大腸菌 8）における細胞表
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図4．グ ラ ム 陽牲菌の 細胞 デ ィ ス プ レ イシ ス テム
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図 5．合 成 生物 工 学

層デ ィ ス プレ イ系の 開発も行 っ て きてい る （ec　4）．こ こ

で は，代表的な例 として乳酸菌における細胞表層デ ィ ス

プ レ イ系につ い て 述 べ る．乳酸菌な どの 細胞表層には，

多様な細胞表層タ ン パ ク質が存在 して い る，そ こで，筆

者 らはペ ブチ ドグリカ ン結合 タ ンパ ク質AcmA の CA ド

メ イン をア ン カータ ンパ ク質として用い た細胞表層デ ィ

ス プレ イ系の 開発を行 っ た 6）．CA ドメ インをタ ン デ ム

に 3つ 連結 させ て ア ン カ ータ ン パ ク質と して 用 い る こ と

で，目的 タン パ ク質の N 末お よび C 末の どち らを利用 し

て も，効率よく細胞表層デ ィ ス プ レ イで きる こ とを明ら

か に した．また、麹菌などにおける細胞表層デ ィ ス プ レ

イ系の 開発に も成功して い る 9・10）．

合成生物工 学の開拓

　バ イオ燃料 ・化成品 の 大量生産 の ため の 細胞工場の 能

力を飛躍的か つ 迅速に向上 させ るために，近年飛躍的に

発達 した代謝工学や シス テ ム バ イオ ロ ジーを活用して ，

微生物の代謝解析，遺伝子の 強化や破壊，新たな代謝経路

導入を大規模に行 う試みが活発に行われ て い る
11・12）．微

繊物 の 細胞内代謝は遺伝子 レ ベ ル ，タ ン パ ク質レベ ル，

代謝物質レベ ル で厳密に制御 され て い るため ，細胞 の
St

も

の づ くり
”

代謝を画期的に強化 して目的物質を大量に生

産するためには，こ れ らの 生体内分子の 挙動をシ ス テ ム

と して 理解 し，工 学的に最適化す る 必要があ る．筆者 ら

は，こ れ を合成生物工学 として展開して きて い る （図 5＞．

具体的 に は，  in　silico 代謝 シ ミュ レーシ ョ ン に よる代

謝デザイ ン戦略の 策定，  遺伝子工 学を駆使 して の 微生

物細胞工 場の創製，  微生物に よ る 目的生巌物の発酵生

産性評価，  マ ル チ オ ミ ク ス 解析や代謝 フ ラ ッ ク ス 解析

による微生物代謝の 評価，  微生物代謝デ
ー

タを用 い て

の in　silico 代謝シ ミ ュ レーシ ョ ン な どに よ る律速段階の

同定と改変タ
ー

ゲ ッ ト遺伝子 の 決定，とな る．こ の サ イ

ク ル を回すこ と に よ り，微生物を よ り優れ た細胞丁 場に

進化させ て い くこ とが可能で ある．こ こ で、マ ル チオ ミ

クス 解析は DNA 塩基配列 の 網羅的解析 （ゲ ノ ミ クス ），

転写麗物の 網羅的解析 （トラ ン ス ク リプ トミ ク ス ），タ

ン パ ク質の 網羅的解析 （プ ロ テオ ミク ス），代謝物の 網

羅的解析 （メ タ ボ ロ ミ ク ス）を統合する解析手法で ある，

バ イオリフ ァ イナリ
ーに おける微生物細胞工場の 創製に

お い ては，標的代謝物の 生産能力を飛躍的に向上させ る

こ とが 目的 と な る ため ，代謝系生合成遣伝子 の 発現解析

や タ ン パ ク質 （酵素），代謝物 の 網羅的解析は重要な意

味を持つ ，なか で もメ タボ ロ ミ クス の大きな特徴は，そ の

一
般性で ある．代謝経路は，多くの場合，種問で 互換性を

有する ため，ゲノ ム情報が利用で きない 微生物に も適用

可能な点で有用 で ある 13）．目的物質を高生産する た め に

は，代謝物の蓄積量だけで はなく，反応速度論的な情報

も重要となる．た と えば，ア ミノ酸や核酸の ように，それ

自体が重要な代謝産物であると同時に他の代謝物の基質

となる ような分子の場合，蓄積量 の増減だけで はその代

謝物が 関わ る経路が 活性化 した か どうか を判断する こ と

は難しい ，つ まり，代謝経路の 活性化度を直接的に知る

た め に は動的な代謝の 流れ，す なわ ち代謝 フ ラ ッ ク ス を

観測する必要がある．代謝 フ ラ ッ クス解析は，生体試料に

安定同位体基質 （13C な どで標識 された もの ）を取 り込

ませ ，質量分析計な どを用い て そ の 標識率を観測 して い

くこ と で ，代謝の 流れを定量化する手法で あ る 14・15）．メ

タ ボ ロ ミ ク ス と代謝 フ ラ ッ ク ス解析を統合する こ とで ，

細胞内代謝反応 を網羅的か つ 定量的に把握するこ とが可

能とな り，律速段階となる代謝反応の 推定が可能とな る．

　 合成生物工 学的な代謝改変研究で は，目的化合物の 生

合成経路 を宿主微生物 へ 導入 した後，高収率を達成する

ため代謝経路中 の 他の 遺伝子発現 の 増強，抑制を行 う．

しか しなが ら，微生物 の 代謝シ ス テ ム の挙動は非常に複

雑で あ り，ある遣伝子 の 発現強化や 欠損が予期した とお

りの結果 をもた らす と は限らない ．そ こ で，計算機上 で
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微生物の代謝経路を再現し，遺伝子欠損や過剰発現など

の 代謝改変の 影響 をあらかじめ推定する，代謝シ ミ ュ

レ
ー

シ ョ ン 技術 の 必要性が認識され て い る，そ して，微

生物のゲノ ム情報や文献情報か ら再構築されたゲ ノ ム ス

ケ
ール の代謝モ デ ル を用い ，魏 戯 oo シ ミュ レーシ ョ ン を

実行する ため の環境が整備され て きた 16・17）．こ れ に より，

計算機中の バ ー
チ ャ ル大腸菌や酵母を用 い て，複数の遺

伝子を除い た多重欠損株 の 性能をあらか じめ，おお よそ

評価するこ とが可能となっ た．そ の結果は実際の 代謝改

変研究で ターゲ ッ トとする遺伝子の絞り込みに利用 で き

る．よ り詳細な代謝経路の挙動を再現するには，代謝中間

体含量や酵素反応の速度論式を加味した動的な代謝モ デ

ル を用い たシ ミ ュ レーシ ョ ン が必要になる，それには，全

代謝反応の 生体中で の 1（m 値などの パ ラ メー
タ
ーを網羅

する必要があり，モ デ ル の 構築に向けたさまざまな試みが

行われて い る 18＞．さらに エ レメ ン タリーモ ード解析など

の代謝経路の挙動を解析するさまざまな手法が開発され

て おり，それぞれが異なっ た視点から代謝シ ス テム に対す

る知見を提供して い る 19｝．こ れ らを組み合わせ，ある い

は状況に応 じて使い 分ける こ とで合成生物工 学に必要な

情報を得るため の模索が，今後きわめて 重要な課題で ある．

　 また，目的化合物の 生産能を飛躍的に向上 させ る ため

に，新規な生合成経路の デザイ ン の重要性 も増 して きて い

る．筆者 らも，代謝パ ス ウ ェ イデ
ータベ ース の情報を集約

し，特定の 中間体 （ピル ビン 酸 オキサ ロ 酢酸など）か ら．

目的化合物へ と変換する経路を探索するパ ス ウェ イマ イ

ニ ン グ ツ
ー

ル の構築および利用も積極的に進め て い る，

　 細胞工場の デ ザ イ ン 策定戦略 として は in　silico の ア プ

ロ ーチだけで なく，微生物の馴化 とい っ た進化工学的な

手法を合わせ て活用して い くこ とも有効である．たとえ

ば，微生物にキ シロ
ー

ス 代謝系 を導入 した後，さらにそ

の代謝効率を上 げて い く上 で ，キ シ ロ ース培地 で の馴化

培養iを繰 り返す こ とは有効で ある 2°）．よ り増殖速度の 高

い 株 を選択する こ とで ，よ りキ シ ロ ース 発酵速度の優れ

た株を得る こ とが で きる，また，ラ ン ダム なア プ ロ ーチ

として ，トラ ン ス ポゾ ン変異の利用 」P　
21），化学物質や常

温 プ ラズ マ 22）を用 い た変異処理 な どの 従来か らの ア プ

ロ
ー

チ を組み合わせ るこ とも有効である．ラ ン ダム な変異

と馴化培養な どの 選択 を組み合 わ せ て，効率の 良い 進化

工 学的 ア ブ U 一
チ とす る こ と で，よ り性能 の 高 い 株 を取

得する こ とがで きる．い ずれ の場合で もT 得られた高性

能 株につ い て マ ル チオ ミ ク ス や代謝 フ ラ ッ ク ス 解析 を

行 っ て，性 能が 向上 した 原因 を明 らかに で きれ ば，さ ら

なる微生物デ ザイ ン戦略の 策定に つ なげる こ とがで きる．

　 以上，代謝経路 の 作 りこ み につ い て 述 べ て きたが，セ

ル ロ
ース系バ イオ マ ス の 前処理プ ロ セ ス で 生 じる過分解
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物質は，微生物の 生理活性や生産性を低下させ る阻害物

で ある こ とが明らか となっ て きてお り，それ らに対する

耐性 を微生物に付与する こ とも大 きな課題である，また，

目的 とする生産物 自体も微生物に毒性を示す場合が多

い ．そ こ で，阻害物質や 目的生産物の 存在に よりダ メ ー

ジを受ける代謝経路の探索を，上述 したように シス テ ム

バ イオロ ジー的に行 い ，当該経路を強化した耐性微生物

を創製する こ とによっ て ，発酵阻害を防ぐこ とも重要な

課題 となる．．

バ イオ マ スか らの 工 タノ
ー

ル生産

　筆者 らは 上述の細胞表層デ ィ ス プ レイ技術を利用 して

細胞表層に各種ア ミ ラ
ーゼを提示した酵母 S．cerevisiae

を創製し， 無処理 の 生デ ン プ ン や玄米の ような原料か ら

の 直接エ タノ ー
ル 発酵に つ い て検討 して きた．具体的に

は，酵母表層に RhizOPUS　oryzae 由来グ ル コ ア ミラーゼ

をα
一ア グル チニ ン の C 末端部 と遺伝子工 学的に融合 し

て表層デ ィス プレイし，さらに Streptococcus　bovis由来

の α一ア ミラ
ーゼ を分泌生産あ る い は Flolと遺伝子工学

的に融合して表層デ ィス プ レ イする酵母を創製した．こ

れ らの酵母を利用するこ とで ，無蒸煮デ ン プ ン を唯
一

の

炭素源とする培地で，効率よ くエ タ ノール発酵を行うこ

とに成功した 23・24），さらに ア ミ ラ
ーゼ遺伝子の染色体組

み込みを行っ た後に ， 酵母の 多倍体化などを行 っ て遺伝

子 コ ピー数を増やせ ば，ア ミラ
ーゼ発現量が増加 して ，

エ タノ
ー

ル 生産牲が向上することを明 らか にした 2S−27）．

こ の ようなア ミ ラ
ーゼ発現酵母を用 い る こ とで，デ ン プ

ンからの エ タ ノール発酵におい て 問題 となっ て い る酵素

添加やデ ン プン の 前処理 を省略する こ とで きる，

　リグノ セ ル ロ
ー

ス 系バ イオマ ス は木材，草本などの 農

林廃棄物や古紙な どに も含まれ，地球上 で デ ン プ ン よ り

もはるか に豊富に存在する バ イオマ ス で ある，デ ン プ ン

は食糧として需要が大 きい が，セ ル ロ ース系バ イオマ ス

は食糧問題 とも競合する こ とが ない 非食用資源で ある．

また，比較的安価に入手する こ とが可能である ため，将

来の 石油代替資源として期待されて い る，セ ル ロ
ー

ス は

グル コ
ー

ス が β一1，
4一グル コ シ ド結合 して 連結した直鎖上

の 高分子多糖であ り，こ の 直鎖状高分子の側鎖同士 が水

素結合を介して強固に相互作用して結晶領域と非結晶領

域 を有す る構造を形成して い るt 筆者 らは細胞表層 に各

種セ ル ラーゼ をデ ィ ス プ レイし た酵母8．cerevisiae を創

製 し，セ ル ロ
ー

ス 原料か らの直接 エ タノ
ー

ル 発酵 にっ い

て 検討 して きた 28−311，セ ル ロ ー
ス の 酵素分解 に は 3種 の

セ ル ラーゼ類，すなわちエ ン ドグル カ ナーゼ （EG ），セ

ロ ビ オ ヒ ド ラ ーゼ （CBH ）そ し て β一グ ル コ シ ダーゼ

（BGL ）が必要で ある．そ こ で，　 Trichoderma　reesei 由来
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図6．3種の セ ル ラーゼ を表層共提示 した酵母に よ るセ ル ロ ース

か らの エ タノール 発酵．●，total　sugar ；▲ ．　ethanol ；■，91ucose．

EG とCBH および，　Aspegt
’
llus　aculeatus 由来BGL の 3種

の セ ル ラ
ーゼ遺伝子 をそれぞれ α

一アグル チニ ン と遺伝

子工学的に融合 したプラス ミドを構築し，そ のすべ てを

同
一

の 酵母に形質転換 した遺伝子組換え体の創製を行 っ

た．その 結果，3種類の セ ル ラ
ー

ゼ酵素はす べ て細胞表

層に デ ィ ス プ レ イされ て い る こ とが確認で きた．さらに，

セ ル ラ ーゼ表層デ ィ ス プ レ イ酵母は，リ ン酸膨潤セ ル

ロ
ース か ら直接 エ タ ノール発酵を高収率で 行える こ とが

確認で きた （図 6）．

　．ヒ述の ように，セ ル ロ
ー

ス 分解には 3種の セ ル ラ
ーゼ

酵素が関与する必要があるが，そ の存在比 （混合比）も

セ ル ロ ース の糖化率を左右する大きな要因で ある と言わ

れて い る．そ こ で，効率的なセ ル ロ ース分解シ ス テ ム を

構築するために ， 表層デ ィ ス プ レ イする 3種の セ ル ラ
ー

ゼ酵素の 存在比率を最適化で きるシス テ ム の 確立を行 っ

た．こ こ で は，δ一イ ン テ グ レーシ ョ ン シス テ ム を活用 し，

3種類の酵素を岡時に染色体組み込みする こ とで，ラ ン

ダム なラ イブラ リ
ーを構築 し，その中か らセ ル ロ ース分

解活性の 高い もの を選ん で い くこ とで ，各酵素の組み込

み コ ピー数を最適化で きる手法を開発 した 32）．

　 リグ ノ セ ル ロ
ー

ス 系バ イオマ ス に は セ ル ロ
ース 以外に

も多様な成分が含まれてお り，巾で もキ シ ラ ンを主成分

とするヘ ミセ ル ロ
ー

ス はセ ル ロ
ー

ス に次 い で多量に存在

す る．そ こ で ，キ シ ラ ン をタ
ーゲ ッ トと した エ タ ノ

ー
ル

生産を試み た 33・34），元来，キ シ ラ ン をキ シ ロ ース に分解

す る能力 は酵母 S．cerevisi αe に は存在せず，こ れ らの 分

解酵素群を表層デ ィ ス プ レ イする必要 がある．さ らに．

酵母に は グ ル コ ース代謝経路は存在する が，キ シ ロ ース

代謝経路 は存在 しな い ．そ こ で，キ シ ラ ン をキ シ ロ ース

に分解するの に必要なT．　reeseiM 来キ シ ラナ
ーゼ遺伝子，

Aspergillus　oryzae 由来βキ シ ロ シ ダ
ーゼ 遣伝子を それぞ

れ α
一ア グル チ ニ ン 遺伝 子 と遺伝子 二［二学 的 に融合 し，共

に酵母 に形質転換す る こ とで ，両者の 機能を賦与 し た 遺
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伝子組換え酵母の創製を行 っ た．さらに，キ シ ロ
ース を

代謝する ため に必要なPichia　sti　itis由来キシ ロ
ー

ス レダ

ク ターゼ とキシ リ ト
ー

ル デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ を菌体内発現

させ るとともに ， S．　cerevisiae 由来キシル ロ キナ
ー

ゼを過

剰発現させ るこ とで，ヘ ミセ ル ロ ース を代謝可能な酵母

が創製で きる こ とを明らか にして い る．

　 こ うしたキ シ ラ ン やキシ ロ ース発酵性を持たせ た酵母

を用い て リグ ノ セ ル ロ ース を分解して得 られ る混合糖 を

発酵させ る場合，前処理中に生成する酢酸やギ酸が．特

にキシ ロ
ー

ス の 発酵阻害を引き起こす．そ の 原因，対処

法につ い て トラ ン ス クリプ トミクス やメ タボ ロ ミク ス な

どの シ ス テ ム バ イオ ロ ジー解析 を行 うこ とで，明らかに

する こ とを試みた 35・36）．メ タボ ロ ミ ク ス から，酢酸やギ

酸に つ い て は，特にペ ン トース リ ン酸回路 （PPP ）の 代

謝物 の 著 しい 蓄積が見 られ る こ とか らPPP 中の 酵素群

が阻害を受ける こ とが示 された．そ こ で，酢酸による阻

害効果を低減するために，PPP 中の トラ ン ス ア ル ドラ
ー

ゼ （TAL ）遺伝子を過剰発現 させ た と こ ろ，酢酸耐性

の著 しい 向．．ヒが見 られた．また トラ ン ス ク リプ トミ クス

か らは，ギ酸存在下で はギ酸デ ヒ ドロ ゲナ
ーゼ （FDH ）

遣伝子の発現量が著 しく増加する こ とが明 らか とな っ

た，FDH はギ酸を分解する酵素で あ り，こ の 結果 は細

胞の 防御機構と して納得で きる もの で あ る．そ こ で，

FDH を過剰発現 させ た と こ ろ，予想通 り，ギ酸耐性が

著し く向一ヒした．

　 以上述べ て きた，細胞表層工 学に よ るセ ル ラ
ーゼ やヘ

ミセ ル ラ
ーゼ の 表層デ ィ ス プ レ イ，キ シ n 一

ス 代謝経路

の 導入，そ して発酵阻害物に耐性 を与える遺伝子群 の 発

現な どにより，リグ ノ セ ル ロ ース 前処理物の効率的な発

酵を行うス ーパ ー酵母の創製を行うこ とが で きた．

バ イオマ スからの乳酸生産

　ポ リ乳酸は バ イオマ ス資源から生産が可能な低環境負

荷性 の 環境調和型 プラ ス チ ッ ク と して注 目を集め て い

る，こ の ポリ乳酸は引っ 張 り強度，曲げ強度 弾性率に

優れ，生分解性プ ラ ス チ ッ クの 中で は，唯
一
無色透明な

材料で ある ．こ の ポ リ乳酸は魅力的 な素材で ある に もか

か わ らず，年間の 生産量は 45万tと，汎用 プラス チ ッ ク

の 生産量 の 1億 tをはるか に 下 回 る． こ の現状を打破す

るため，ポ リ乳酸 の 「低価格 化」 と「多機 能化」 が危急

の 課題 となっ て い る．本研究で は バ イオ マ ス か ら高効率

かつ 安価 に ポリ乳酸原 料で あ る レ 乳酸お よび，近年ポ

リ乳酸高機能化に向け て需要が 高ま っ て い るD 一乳酸を

生産する ため の乳酸生産技術の 開発を行っ た 3フ42 ）．

　 まず，レ 乳酸 を高収率，高光学純度 で 生産す る乳酸菌

Lactococcus　lactis　IL　1403に，生 デ ン プ ン を高効率に分

　　 　　 生 物 工 学　第 89巻
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解する 3．bovis　148由来の α
一ア ミ ラ

ー・ビを遺伝子工 学的

に発現 させ る こ とで ，デ ン プ ン か らの 高効率L一乳酸生

産技術の 開発 を試みた．こ の 結果，光学純度 99．2％の

L一乳酸を，対糖収率 89％ と世界 トッ プ レ ベ ル の 高収率

で 生産する こ とに 成功した 37），

　さ らに ドD
，
L一両乳酸を生産する遺伝子操作が容易な乳

酸菌で ある Lactobacillus　plantantm　NCIMB 　8826の L一

乳酸デ ヒ ドロ ゲナ
ー一　・e　idhLI遺伝子 を欠損させ る こ と

で，遺伝子操作が容易なD 一乳酸生産菌を新たに創製 した，

こ の 乳酸菌に α一ア ミラ
ーゼ を発現 させ る こ とで，デ ン

プ ン か らD ・乳酸を直接生産する こ とを試みた，そ の 結果，

デ ン プ ン か ら99．6％ と非常に光学純度の 高い D 一乳酸を，

85％ と高 い 対糖収率で 生 産する こ とに成功 した 3s），さ

らに，エ ン ドグ ル カ ナ
ーゼを発現させ る こ とで，セ ロ オ

リゴ糖か ら光学純度 の 高 い D一乳酸 を発酵生産する こ と

に も成功 して い る3Y）．

　 リグノ セ ル ロ
ース を分解 して得られるペ ン ト

ー
ス 類か

らの乳酸生産 につ い て も検討を行 っ た，ペ ン ト
ー

ス 資化

性の乳酸菌は，例外な く乳酸以外に多量 の酢酸，ギ酸

エ タ ノール とい っ た副産物を生産する こ とが知られ て い

る （図7 ：ヘ テ ロ 乳酸発酵）．そこ で，代謝工 学的に，ペ ン

ト
ース の発酵経路を，乳酸の み を生産する（ホモ乳酸発酵）

経路 に組み換え，ペ ン ト
ー

ス か らの 効率的な乳酸発酵技

術の 開発を試みた．L．plantarum　NCI｝val］　8826△ldhLl株

はア ラビ ノー
ス の資化が可能であ り，D一乳酸を生産する．

こ の株にお い て，ヘ テ ロ 乳酸経路 の 入 り口 とな る 反応 を

触媒するホ ス ホ ケ トラ
ーゼ遺伝子 （ρkt＞を欠損 し，ホ

モ乳酸経路の入り口 となる反応を触媒する トラ ンス ケ ト

ラ
ーゼ遺伝子 （tkt）を導入 した．こ の 結果，アラビ ノー

ス か ら の ホ モ D一乳酸発酵に成功 し，99．9％ と非常 に光

学純度 の 高い D 一乳酸を，82％ と高い 対糖収率で 生 産す

る ことに成功 した 41），こ の ア ラ ビ ノ
ー

ス か らの ホ モ D一

乳酸発酵技術を，キ シ w 一ス の利用に も拡張する た め に，

Arabinose 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　XyIose

舶

、乳 　　 脚 諭
　

図 7．乳酸 菌 にお け るペ ン トース 代謝 4【1〕
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キ シ ロ ース資化経路の導入 を行っ た 42），この 結果，キシ

ロ
ー

ス か ら99．9％ と非常に光学純度の 高い D 一乳酸 を，

90％ と高い 対糖収率で生産する こ とに成功 した．

バ イオ マ ス からの多様な化学品生産に向けた取 り組み

　図 1に示 した ように，バ イオリ フ ァ イナリーは，バ イ

オポ リプ ロ ピレ ン，バ イオポリエ チ レン ，バ イオポ リア

ミ ド，バ イオポ リエ ス テ ル をはじめ として，化学産業が

必要とする ほ とん どの 製品をバ イオマ ス か ら作 り出そ う

とする試みである．筆者らも，バ イオマ ス か らの多様な

化学品原料 の 生産につ い て も検討 を進め て きて い る．例

えば T カダベ リ ン 43｝，リシ ン 44）な どの バ ル ク化学品原

料の 生産や グル タチ オ ン 45）などの フ ァ イ ン 化学品の 生

産を行っ て きて い る．多様な製品の 生産を実現する こ と

で ，
‘‘
石油か らの もの づ くり

”
から，

“
再生可能資源バ イ

オマ ス か らの もの づ くり
”

へ の 転換を起こ して い け る と

期待され る，

おわ りに

　以 ヒ述べ て きた ように，筆者 らは細胞表層技術の広範

な展開に加え，細胞内の代謝経路強化を合理的に行うた

めに合成生物工 学に関して も研究を推進して きて い る．

す なわち「細胞表層技術」× 「合成生物工 学」による革新

的な ス
ーパ ー微生物の 創製，そ して 「バ イオプ ロ セ ス 」

開発 を統合することで，多様な燃料や化学品原料の先端

バ イオプ ロ セ ス に よ る製造開発を加速させ る こ とを試み

て い る．バ イオ燃料や グ リ
ーン化学晶の 実用化を通して ，

バ イオ マ ス 利用による
“
グリ

ー
ン

・
イ ノ ベ ーシ ョ ン

”
を

起こ し，低炭素社会構築に貢献してい きた い と考えて い る．

　本研究は，神戸大学大学院工 学研究科応用化学専攻，なら

び に 自然科学系先端融倉研 究環 に お い て，学生をは じめ とし

た多くの 協力者 と と もに行 っ て きた もの で あ る．福田秀樹神

戸大学長 に は，あらゆ る 意味で ご 指導を頂い た．また，細胞

表層 1／学 の 研究に お い て は，京都大学大学院農学研究科の 植

田充美教授 との 共同研究として 推進 して きたもの で あ り，当

研究室 の 荻野 T・秋准教授 や 田 中勉助教の 協力の 基 に展開 して

きた．合成生 物工 学 に つ い て は，大阪大学の 福崎英
一

郎教授

や 清水浩教授 と の 共 1，iJur 究 と して 推進 して きた もの で あ り．当

研究室 の 蓮沼誠久講師お よび松田史生 准教授の 協力 の 基 に展

開 して きた．そ して ，こ の 間，多 くの 企 業 との 共同研究 を行

う中で ，援 助 を頂 い た ．ご指 導 ご 協力を 頂 き ま した 全 て の 方々

に 心 よ り感謝中し上 げ ます，
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