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2Gp14 　酢酸 を電 子 受 容体 とす る グ リセ ロ ール か ら の コ ハ

　ク酸生産
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2Gp15 酢酸生産paGluconacetobactor　obedience の培養特性

と
1Bc 一フ ラ ッ クス 解析
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【背 景と 目的】グ リセ ロ
ー

ル はバ イオデ ィ
…ゼ ル産 業の副産物 であ り、一般

的糖質 と比較 し高い 還 元性を有する 有用 な 発酵原料 で ある ，グ リセ ロ
ー一

ル

か ら酸化還 元バ ラン ス を維 持 して
一

般 的な 発酵経路 で生産 され うる もの と
して エ タ ノ

ー
ル ある い は コ ハ ク 酸が 挙げられ 、大腸菌野生 株に よ Fりグ リセ

ロ
ー

ル を発酵代謝 させ る とエ タ ノ ール に 変換 さ れ る こ とが知 られ て い る 。
本研究で は大腸 菌の遺 伝子 破 壊株を用 い 、グ リセ ロ ー

ル を原料 とした炭酸

固定 発酵 に よる コ ハ ク酸 の生産 にっ い て検 討 した。
【方法 と結果】E．col・i　K −12 株を基に嫌 気条件 で の ピ ル ビ ン 酸代謝経路 を低

減 させ たAPflB ．NdhA 株を作成 した と こ ろ、木株 はグ リセ ロ
ー

ル を添加 した

栄養培地で コ ハ ク酸を主 産物 と して 生成 した 。本株 はグ リ セ ロ
ー

ル を添 加

した無機塩培地 で は コ ハ ク酸 を生産で きなか っ たが 、微好気条件に お い て

酢酸塩 を添加する こ と で コ ハ ク酸生産が認め られ、副産物 として エ タ ノ
ー

ル を生成 した 。グ リセ ロ ール 、炭酸塩、酢酸塩 の それ ぞ れ を
［5C

安定 同 位 休

に よ リ ラベ ル した 代謝産物解析 に より、コ ハ ク酸が グ リセ ロ
ー

ル と炭酸 ガ

ス か ら生成 して い る こ と、及び エ タ ノ
ー

ル が 酢酸か ら生成 して い る こ とが

示 され た 。ま た 発酵副産物 として新 たに ピ ル ピ ン 酸が 検 出 され た こ とか ら、
酢酸の エ タ ノール へ の 変換は主に ビル ビン 酸 の 雷積が 原 因 で過 剰 とな っ た

NADH の 再酸化 経路 として 機能 して い る と示 唆さ れ た．

［目的 ］食酢醸造 に は、ACE／tobactei’属な らび に Glucanacetobacter属酢酸菌が利

用 さ れ て い る が、酢 酸 菌 の 代謝機構 につ い て は まだ よく分か っ て い ない c
そ こで 本研 究 で は 、赤 ワ イ ン 酢醗 酵液 か ら 分離 され た酢酸菌、G．．obeediuns
を 使い 、グル コ ースや エ タ ノ ール 、グ ル コ ン 酸 が培養特性 に及 ぼす 影響 を

検 討 した。さ ら に、炭 案i
−
1位 体を用 い た代謝 フ ラッ クス 解析 を行 っ た 。

［方法 と結 果 】 G．．eboediertS 　DSMn826 を、好気条f1・下 に お い て 合 成 培 地 を

用 い た 回分 お よび 連続培養 を行 っ た。グル コ
ー

ス な らびに エ タ ノ
ー・

ル を 炭

素 源 とした 系で は、供給 グ ル ：コ
・一

ス 濃度の 上昇 させた場合 、細胞 濃度、酢

酸 濃 度 と もに土 昇が 認 め られた e
一

方、供給エ タ ノ
ー

ル 濃度を 上 昇 させ た

場 合、酢 酸濃度 の 者干の H昇なら び に 細胞濃度 の低下 が 認 め られ た 。ま た 、
グル コ ン 酸 を ある程度添加 した場 合、細胞濃度な らび に酢酸濃度 の ヒ昇 が

認 め られ た 。同位体実験 は、［1
−1／C］グル コ

ー
ス と［U −1…℃1グル コ

ー
ス の 混 合

物 を供給 して 培養 を実施 し、G （：−MS 分析か ら 同位対比 を算 出 し、細 胞 内 代

謝 フ ラ ッ ク ス 分布 を求めた．グル コ
ー

ス な らびに エ タ ノ
ー

ル を 炭素源 と し

た 系で の 結果か らは、（1）グル オ キシ ル 酸経路の 寄与が 低 下 し、〔2）TCA 回

路が 活性化 される こ とが示 唆さ れ た 。こ こで 、エ タ ノ ール濃 度を 更に 高め

た 場合、TCA 同路 の 活性 が低下 する こ とが 示 唆 され た 。
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13C

代謝流束解析 と回 分 培
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2Gp17 　増殖促進物質 に よ る ビ フ ィ ズス 菌の 酵素活 性 に つ
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唄 的lGG −MS や NMR を用 い た従来の
13G

代謝 流 束 解 析 で は 、細 胞 を加 水 分

解 して 得 られ る ア ミノ 酸の 同位体 分 布に 基づ い て い る た め 、本質 的 に連続

培養に しか 適応 で きず、産業 的に 重要な 回分 培 養 な どの 代謝 の時 間変化 解

析が で きな い ．そ こ で本研究で は、CE．ToFMs を利 用 して 、細 胞 内 中 間代

謝物 の 同位 体分布を測定 し、回 分培 養で の代謝 流 束の時 問変 化 解 析 を行 っ

た。
［方 法 と結 果 ］大 腸菌野生株 BW25113 とその P鉾仞 遺伝子 欠損 株 〔わ舟F と

疹網 の二 重 欠損 ）お よびノ轡 遺伝子欠損株 〔Jw3985）の 好 気 回 分 培 養 にお

け る 同位 体標識 実験 を行 っ た 。培 養途 中で 1 時間 毎の 代謝 物濃 度 お よび 同

位 体 分布 を測定 し、各時 間に お ける 代謝流束 分 布 を推定 し た。そ の結 果、
野 生 株の 対数増殖期 で は酢酸合成の 低 ドに 伴い TGA 回 路の 流 束が 増加 し

たc また 、増殖速度 が遅 くな る と而充反応の 流 束が 低 Fし、代 わ りに グ リ

オ キ シル 酸 経 路 を活 性 化す る こ とで オ キサ ロ 酢酸 を補充す る こ とが 分 か っ

た 。”たm 遺伝f 欠損株で は解糖系の 中間代謝 物が 苗積 し、それ に 伴 う阻 告

に よ っ て 解糖系全体の 流東が培養経過 と共に 低下 した。一方、ρgi遺伝子 欠

損 株 では ED 経 路や グ リ オキ シ ル 酸経路 を利用 す る とい う特徴 が 見 られ た

が 、培 養 を通 し て殆 どの 中間代謝物濃度は
一

定で 、大 きな流束の 変化は 見

られ なか っ た 。
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人間や動 物の 腸 管内に 通 常存 在す る ビ フ ィ ズ ス 菌 は 、宿 宅 の健康 に大 き く

貢献 する 。ビフ ィ ズ ス 菌は生 育に 増殖促進物 質 とい う特 殊 な 栄養源 を必 要
とす る が 、現在 まで の とこ ろ 、増殖 1足進 物質 の研 究 は ほ とん どが 菌生 育の

良 し悪 しに つ い て しか考慮 されて お らず、増殖 に お け る代 謝作用 の変化 に

つ い て検 討され た もの はほ とん ど存在 し な い 。そ こ で、基 礎 研 究 の 観 点 か

ら ビ フ f ズ ス菌 を用 い て 、増殖 促進物質の 違 い に よ り生 産 され る以
．
卜
．
の 酵

素の 分泌量 が ど の よ うに 変化 するか に つ い て の比 較 ・検討 を行 っ た 。
  胞 合胆汁酸分解酵素 ：腸 内に は胞合胆汁酸（グ リ リ コ ール 酸、タ ウ ロ コ …
ル 醐 とい う物 質が あ ワ、コ レ ス テ ロ

ー
ル の 吸 収 を促進 させ る。この 物 質 を

ビ フ ィ ズ ス 菌の 分泌す る胞 合胆汁酸 分 解酵素 が 胆 汁酸 に 分 解 し コ レ ス テ

ロ
ー一ル の 吸収 を抑制す る 。

グ リリ コ
ー

ル 酸の 場合、3 種類共に 増殖促進物質に よ る酵 素 の 分 解能 増加

はみ られ なか っ た が ．タ ウロ コ
ー

ル 酸の 場 含、lnttantisに お い て は 高い 生 育

の 促進が 確認 され、bificlum ・breveは増殖促進物質の 添加 に よ り酵 素 の 分

解能が 非常 に高 くな っ た e

  ス ーパ ーオキ シ ドジ ス ム ターゼ （SOD ）：活性酸素は 、過剰 増加 す る と癌

や シ ミ ・皺 等私 た ち の 体 に と っ て有害 な物質 に なる。そ こ で 、SOD を 分 泌

す る ビフ ィ ズ ス菌 の 経 口 摂取が 効果的 となる 。
どの 菌 に お い て も、増殖促進物質 を加 えた培地の 生育が促進 し、SOI ）活性

に つ い て は 基 本培地 よ り澗 生の 減 少が確 認された。い ずれ の 増殖 促進物質

を 加 え た 培 地 で も breveが 最 も SOD 活性が 高 く、　 inianLis ・bifidurnで は

infanrigがbifidUTnよ り若 干 活 性が 高い とい う結果 とな っ た．
Effects　 of　en ・ymatic　activitア f「・m 　B塑 ・bacterium　with 　gr・ wth

stimuLater
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