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Genome engineering of Escherichia coli for efficient production of lactate-
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分子進化により創製された乳酸重合酵素遺伝子を導入した組換え大腸菌は、糖
質バイオマスを炭素源として、乳酸ベースポリマーを合成できる。本ポリマー
は、透明性と柔軟性を示し、従来の微生物産生ポリエステルとは異なる応用が
期待される。これまで当研究グループでは、ポリマー合成系の酵素群や、乳酸
合成に関わる代謝経路の改変により、ポリマー中の乳酸分率の増加と生産性の
向上に取り組んできた。これらの研究では、乳酸ポリマーの合成に直接関与す
ることが明確なターゲットへアプローチした。本研究では、ポリマー生合成系
への関与が必ずしも明らかではない因子も含めてターゲットとし、遺伝子工学
的に大腸菌宿主を改変することにより、乳酸ポリマーの生産に適した菌株を創
製する可能性について検討を加えた。
本研究では転写制御因子である σ因子に着目した。大腸菌の σ因子のいくつ
かは欠失可能であることが知られており、これらの欠失株では、その σ因子の
制御下にある広域の遺伝子の発現量が変動すると予想できる。これらの σ因子
欠失株を Keio Collectionより入手し、所定のポリマー合成系遺伝子群を挿入
し、ポリマー生産を行った。その結果、一つの株で野生株と比べてポリマー生
産量がおよそ 1.2倍に増加することを見出した。このポリマー合成量の増加は
主に LAユニットの蓄積量の増加によるものであり、3HBユニットの蓄積量
は野生株と比べ有意な差はなかった。この結果より、広域的遺伝子改変により、
ポリマー生産性を増強できることが示唆された。
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1．緒言
焼酎製造には、一般的に白麹菌が用いられる。麹菌の培養方法は、蒸すなどの
前処理をした原料に菌を接種する固体培養法、および原料と栄養源を添加した
液体培地に菌を接種する液体培養法がある。醸造分野においては固体培養法が
選択されているが、液体培養は固体培養よりも酵素生産性が劣る欠点があるた
め、本研究では液体培養において白麹菌が生産する酵素活性向上を目的とした。
2．実験方法
菌株に Aspergillus kawachii NBRC 4308 を使用した。この菌株の胞子懸濁液
を改変 SLS液体培地に接種し、30 ℃、200 rpmで 72 時間振とう培養を行った。
α-アミラーゼ活性（α-A）の測定は α-アミラーゼ測定キット（キッコーマン
バイオケミファ株式会社）を用いて行った。耐酸性 α-アミラーゼ活性 (Aα-A)
は、前処理後、α-A活性と同様に測定した。
3．結果
焼酎のもろみは pHが低いことから、液体培地に A. kawachiiとヨーグルトか
ら分離した乳酸菌を接種し、共培養を行った。しかし、酵素活性の増強は確認
することができなかったため、ヨーグルトの原料である牛乳を基本培地に加え
たところ、α-A活性 10567 U/g、Aα-A活性 964 U/gの高い活性を得ることが
できた。これは、牛乳が酵素活性の増強につながったと考えられる。そこで、
酵素活性向上の要因を検討するべく、牛乳成分について調査したところ、リン
酸塩が効果を及ぼしていることがわかった。以上のことより、本液体培養法に
よる醸造技術の開発の可能性が示唆された。
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【目的】エチル -α-D-グルコシド (α-EG)は清酒製造時に麹中の α-グルコシダー
ゼによりマルトース以上のデキストリンとエタノールを基質として生産される
配糖体であり、市販清酒中に約 0.2~0.7％含まれている。α-EGは肌への塗布
による荒れ肌改善や 1％ α-EG清酒を 270 ml摂取することにより保湿効果が
あることが知られている。また、本研究室では α-EGを 3％以上生産する清酒
仕込み条件を確立し、肌試験によって α-EGが 2.5％含まれている清酒での保
湿効果が確認された。また、米または麦焼酎仕込でも、α-EGを 2％程度生産
する仕込方法の開発及び蒸留した焼酎では品質に問題なく、米焼酎蒸留残渣か
らの α-EG発酵物には、保湿効果が確認されている。本研究では α-EG高含有
酒粕の再利用だけでなく、通常の酒粕からも麹米の代わりに用いて、コストを
削減した浴用酒として利用できる α-EG高含有酒の開発を目的とした。
【方法と結果】酒粕は α-EG 高含有酒粕と市販の通常の酒粕を仕込時に麹の代
わりに用い、さらに α-アミラーゼ剤と α-グルコシダーゼ剤の添加について検
討した。その結果、α-EG高含有の酒粕だけでなく通常の酒粕からも再発酵に
より α-EGを 3％程度生産できることが分かった。この仕込時にはデンプン質
と α-アミラーゼ剤と α-グルコシダーゼ剤の添加量が重要であった。酒粕の種
類での α-EG高含有酒の技術開発とサンプルを肌へ塗布する肌試験により機能
性評価を行っている。
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【目的】ペクチンはポリガラクツロン酸にガラクトース、アラビノース、キシロー
ス、ラムノース等が結合している複合多糖類である。主に糸状菌 Aspergillus 
niger の生産するペクチン分解酵素（ペクチナーゼ）が食品分野で多く利用さ
れてきた。一方、バイオマス利用において多様な特性をもつペクチナーゼ開発
の必要性が高まっている。麹菌（黒麹菌を含む）は酵素の宝庫であり、安全性
が高く様々な産業に利用されている。本研究では、麹菌株コレクションからペ
クチン分解能の高い菌株を選抜し生産酵素の解析を進め、新たなペクチナーゼ
のシーズとすることを目的とする。
【方法・結果】(株 )ビオックの保有する麹菌コレクションから、ペクチナーゼ
活性が高い 15種の Aspergillus 属糸状菌を選抜した。プレートアッセイおよ
びソモギー・ネルソン法による活性測定を行ったところ、 A. saitoi KBN 2022 
株の活性が最も高いことが明らかとなった。この株をペクチン炭素源の最少培
地にて培養後、各種クロマトグラフィーを用いて培養上清からのペクチン分解
関連酵素の精製を試みた。精製画分を SDS-PAGE に供しMALDI-TOF/TOF-
MS にて解析したところ、67 kDa、35 kDa付近のタンパク質はそれぞれアラ
ビノフラノシダーゼ、ポリガラクツロン酸リアーゼであることを示唆する結果
を得た。現在、各酵素の機能解析を行っている。
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