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Euglena gracilisはパラミロンと呼ばれる beta-1,3-グルカンを細胞内に多量に
蓄積する。最近、演者らはこのパラミロンを主骨格とするバイオプラスチック
を開発した。本研究ではバイオプラスチック原料としてのパラミロンを生産す
る際に効率よく CO2を利用することを目的とし、食品産業廃液を利用した光
従属栄養培養により CO2の利用率の向上を検討した。
 対象株は Euglena gracilis Z株 NIES48を用い、食品産業廃液の例として廃
棄アルコール飲料などの利用を念頭に、これらの光従属栄養培養への利用を検
討した。市販飲料をベースとした培地を用い、LED照明下での培養において
細胞密度および細胞収量、パラミロン収量を測定した。パラミロン収量は細胞
のアセトンによる脱脂、ドデシル硫酸ナトリウムによる除タンパクの後にフェ
ノール硫酸法にて分析し、排ガス分析装置で排気中の CO2の測定を行った。
食品廃液を利用した光従属栄養培養によって CO2固定時の細胞密度は飛躍的
に向上し、それに伴い培養液あたりの CO2固定量も増大して効率的な CO 2固
定系の構築が期待された。
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黒大豆は種皮に抗酸化性物質アントシアニンを含むため機能性を高めた納豆の
原材料として着目され，実際に商品化された事例がある．しかし，黒大豆納豆
は黄大豆納豆に比べて硬いテクスチャーを持つ点に改善の余地が残されてい
る．その原因として，黒大豆の種皮が固く，発酵による大豆タンパク質の分解
が十分でないことが考えられた．大豆成分の分解に関わる酵素活性が高い納豆
菌を用いれば柔らかい黒大豆納豆の製造が可能となると考え，プロテアーゼ・
セルラーゼ等の菌体外分解酵素生産能が向上した納豆菌候補株（Miyagi-4100）
を取得した 1)．Miyagi-4100株は RNAポリメレースの β－サブユニットを
コードする rpoB遺伝子に 1つのアミノ酸置換変異（S487L変異）を持つ。
S487L変異は，シグマ Aで制御される遺伝子の転写亢進およびターミネーター
配列認識増強による遺伝子発現抑制の 2つ効果をつ．Miyagi-4100株では納
豆発酵に関わる菌体外分解酵素の発現量が多かった一方，レバン（Levan）合
成酵素のショ糖による発現誘導が起こらなかった．今回，納豆発酵における
Miyagi-4100株の有用性を検討するため，黒大豆納豆を実際に作成してレバン
および粘性の主成分であるポリ－ γ－グルタミン酸（γPGA）の生産量，納豆
の硬さ等の解析を行った．試験の結果，Miyagi-4100株で作った黒大豆納豆は，
より多くのレバンを含み，柔らかく仕上がった．このことから，Miyagi-4100
株は黒大豆を納豆に発酵する適性が高いことが示唆された．
1) Kubo et al., J Biosci Bioeng 115 (2013) 654-657
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石油代替資源として、植物バイオマスを原料とするバイオリファイナリーは、
「CO2資源化」プロセスとして近年注目されている。微生物による芳香族化合
物の生産は、新規高付加価値のプラスチック素材としてのポテンシャルととも
に、生分解性など製品化段階の付加価値も有しており、産業化への期待は高い。
放線菌は、特異な二次代謝関連酵素を保持し、フェニルプロパノイド系芳香族
化合物の生合成に有用な経路が存在する。また、多様な糖類を資化できるため、
バイオマスからの物質生産の宿主として有用と考えられる。
本研究では、放線菌 Streptomyces lividansを宿主として、バイオプラスチック
原料の候補探索のため、芳香族化合物であるホモゲンチジン酸 (HGA)を生産
する株を構築した。HGAは、Pseudomonas aeruginosa などの微生物が分泌
する褐色色素の前駆体として知られる。解糖系を経てシキミ酸経路により代謝
され、コリスミ酸、プレフェン酸へと逐次変換され、芳香族アミノ酸であるチ
ロシンの代謝物 4-hydroxyphenylpyruvateを経て、4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase (HppD) に よ っ て HGA に 変 換 さ れ る。HppD は、 放 線 菌
Streptomyces coelicolorや Streptomyces avermitilisのゲノムにも存在し、そ
の酵素機能特性が報告されている。本研究では、S. coelicolorの HppDをコー
ドする遺伝子をクローニングし、放線菌タンパク高発現ベクターを用いて
S. lividansの形質転換を行った。作製した HppD発現強化株は発酵液上清に
HGAの分泌を確認した。
本研究は、文部科学省「植物 CO2資源化研究拠点ネットワーク（NC-CARP）」
の支援を受けて実施した。
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[目的 ] 化石資源は有限であり、化成品原料・プラスチック原料のバイオマス
からの生産が望まれる。本研究ではポリマー原料となる芳香族化合物を、糖を
原料として微生物により発酵生産することを目的とし、プロトカテク酸（3,4-
ジヒドロキシ安息香酸）の生産を検討した。プロトカテク酸は化成品のビル
ディングブロックやポリマー原料として有用な化合物である。プロトカテク酸
はコリネ型細菌において 4-ヒドロキシ安息香酸から変換される。そこでコリ
スミ酸から 4-ヒドロキシ安息香酸への反応を触媒するコリスミ酸ピルビン酸
リアーゼ（CPL）をコリネ型細菌に導入し、糖からプロトカテク酸の生産系の
構築を行った。
[方法 ] 大腸菌由来のコリスミ酸ピルビン酸リアーゼ遺伝子（ubiC）を、C. 
glutamicum フェニルアラニン生産株に、また野生株（ATCC13032）に導入し
た。C. glutamicum ubiC発現株をグルコース 40g/lを含む培地を用いて 30℃
で好気的に培養し、培養上清を経時的に採取して 4-ヒドロキシ安息香酸、プ
ロトカテク酸、および糖濃度を測定した。また得られた芳香族化合物について
LC/MSによる測定を行った。
[結果 ]  ubiCを発現した C. glutamicumについて、野生株を宿主とした場合
にわずかな 4-ヒドロキシ安息香酸の生成が認められたのに対し、フェニルア
ラニン生産株を宿主とした場合に 36時間で 28 mg/lの 4-ヒドロキシ安息香酸
を培養上清中に生成していた。同株はグルコースを発酵基質として 80時間で
213 mg/lのプロトカテク酸を培養上清中に生産した。現在バイオマスを原料
とするプロトカテク酸の同時糖化発酵を試みている。
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