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Analysis of the TCA bypass pathway in Synechocystis sp. PCC 6803
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シアノバクテリアは光合成により二酸化炭素から物質を生産するため、昨今
シアノバクテリアを用いた物質生産システムが注目されている。物質生産能
力の向上には細胞内代謝の正確な理解が重要となる。シアノバクテリアの代
謝において、TCA回路は 2-oxoglutalate (2OG) dehydrogenaseを欠くため不
完全な回路であると考えられてきた。しかし、近年 Synechococcus sp. PCC 
7002において、この反応を補うバイパス経路が発見された (D. A. Bryant et 
al., Science 2012) 。この経路は 2OGが 2OG decarboxylaseにより Succinic 
semialdehyde (SSA)へ、SSAが SSA dehydrogenaseにより Succinateへと変
換される 2段階反応である。そこで本研究では、光合成のモデル生物である
Synechocystis sp. PCC 6803 (Synechocystis) において、TCAバイパス経路の
存在を明らかにすることを目的とした。
 Synechocystis において 2OG decarboxylaseをコードする遺伝子は同定されて
いないため、先行研究により同定された Synechococcus sp. PCC 7002のアミ
ノ酸配列をもとに相同性検索を行った結果、ilvB （sll1981） 遺伝子が最も高い
相同性を示した。SSA dehydrogenaseは、gabD (slr0370) 遺伝子がコードす
ることが知られている。それらの酵素活性を測定するために、gabDと ilvBを
発現ベクター pCDFDuet-1に導入し、Escherichia coli BL21(DE3) で過剰発
現した。細胞粗抽出液を用いて酵素活性を測定した結果、両酵素の活性が確認
された。これらの結果より、Synechocystisは TCAバイパス経路に関する酵
素を持つことが示唆された。
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出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeは、低 pHの環境下において高い増殖を示
すことから、バイオ燃料のみならず有機酸などの酸性物質の生産のための宿主
としての利用も期待されている。しかしながら、エタノール以外の有用物質を
生産する場合には、副生成物であるエタノールの生産量を低減させることが必
要となる。一方、エタノール生産経路は、出芽酵母の酸化還元バランス維持の
ために重要な役割を果たす。本研究では、出芽酵母のエタノール生産にかかわ
る NADH依存型のアルコールデヒドロゲナーゼ (ADH)について欠損株を構
築するとともに、欠損株によりその生産に NADHの酸化をともなう L-乳酸の
生産を試みた。
出芽酵母の主要な ADHをコードする ADH1遺伝子の欠損株について、嫌気
条件で連続培養を行ったところ、はじめはエタノール生産が抑制されたが、徐々
にエタノール生産が回復した。そこで、NADH依存型 ADHをコードする遺
伝子である ADH1-5および SFA1を欠損したところ、エタノール生産は抑制さ
れたが、酸化還元バランス維持のためにグリセロール合成が誘導された。その
ため、グリセロール合成にかかわる酵素の遺伝子である GPD1・GPD2も破
壊した欠損株を構築した。構築した欠損株のエタノール・グリセロールの生成
はともに抑制されたが、嫌気条件で増殖・糖消費を行うことができなかった。
しかしながら、ヒト由来の L-乳酸の生産にかかわる L-乳酸脱水素酵素をコー
ドする遺伝子を導入したところ、糖が消費され嫌気条件でほぼ 100%の高収
率で L-乳酸を生産した。
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持続可能な低炭素社会を構築するために，再生可能で食糧と競合しないリグノ
セルロース系バイオマスからのエタノール生産プロセスの開発が求められてい
るが，バイオマスからの高いエタノール収率を確保するためにはヘミセルロー
スの主要構成成分であるキシロースの利用が重要である。ここ十数年の研究で，
真菌由来のキシロース還元酵素とキシリトール脱水素酵素の過剰発現による
Saccharomyces cerevisiaeへのキシロース資化能の付与とその向上が進められ
ているが，副生成物としてキシリトールを培地中に放出するため，エタノール
への変換効率が低い点が大きな課題である。本研究では，リン酸シグナル伝達
系である PHO経路に着目し，PHO80の遺伝子を欠損させることにより，細
胞内リン酸濃度が増加し，対糖エタノール収率が 28%向上するとともにエタ
ノール非生産速度が 73%向上することを明らかにした。リン酸代謝を制御す
ることによりキシロース発酵能を向上させることに初めて成功した。メタボロ
ミクス等を用いたシステムバイオロジー解析の結果からは、PHO80欠損株で
は細胞内の補酵素の（NADPHや NADH）の利用率が変化していたことが示
唆された。
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UCLAの Liaoらのグループが Ehrlich経路を大腸菌に人工的に導入するこ
とで各種のアミノ酸生合成経路から様々なアルコール類を生産できることを
2008年に報告し、バイオ燃料・バイオ化学品の分野で話題となった。そのう
ちの一つであるイソブタノールは、脱水することでイソブチレンに変換できる
ことから、ポリエチレンテレフタレートやブチルゴムなどの原料として重要な
基幹化学品であるイソブチレン製造をバイオベース化できると期待されてい
る。
 バイオマスからのイソブタノール生産の実用化に向けた宿主として酵母を選
択した。酸耐性が高く溶菌しにくい酵母は、コンタミネーションのリスクを低
減できることから、大規模なバルクケミカル製造プロセスの実用化において有
望な宿主である。本研究ではイソブタノール生合成経路における補酵素バラン
スが悪いことに着目し、酵母内因性のトランスヒドロゲナーゼ様のシャント経
路を活性化することで、イソブタノールの生産量向上を目指した。
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