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【背景および目的】
現在、再生可能な資源であるバイオマスを基質とし、バイオアルコールや汎
用化成品を作るバイオリファイナリー研究が盛んに行われている。本研究で
は、大腸菌に異種生物由来の複数の酵素遺伝子群から構成された合成代謝経路
を導入し、C3の基盤物質である 3-ヒドロキシプロピオン酸（3-HP）を生産
することを目的としている。これまで、グリセロールを基質とした大腸菌で
の 3-HP生産は、3-ヒドロキシプロピオンアルデヒド（3-HPA）からアルデ
ヒドデヒドロゲナーゼ（AraE）により 3-HPを生産する「AraE経路」によっ
て行われてきた。この経路以外に、Klebsiella pneumoniaeなど一部の細菌は
PduP、PduL、PduW からなる「Pdu経路」により 3-HPを生産することが知
られているが、これまでに大腸菌でこの経路を使った 3-HP生産は行われてい
ない。そこで本研究では、Pdu経路、および Pdu経路と AraE経路を大腸菌に
導入し、3-HP生産実験を行った。
【方法】
タンパク質高生産株である大腸菌 B株（ATCC11303）に、3-HP生産酵素の
遺伝子をコードしたプラスミドを導入し、3-HP生産株である TA2142（AraE
経路＋ Pdu経路）、TA1806（AraE経路）、TA2168（Pdu経路）を構築した。
3-HP生産実験における培地には、100 mMグリセロールを加えたM9培地を
用い、回分培養を行った。
【結果】
大腸菌に導入した Pdu経路による 3-HP生産が初めて確認され、AraE経路と
Pdu経路を組み合わせることで 3-HP生産濃度の向上に成功した。また、その
最高生産濃度および収率は、これまで報告されている、グリセロールのみを炭
素源とした回分培養での大腸菌による 3-HP生産の中で最も高い値であった。
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【背景・目的】広大な海洋を持つ日本において、大型藻類などの海洋バイオマ
スは極めて有望な資源である。これらは、生育スピードが速く安価で大量供給
可能であるためバイオエタノールの原料として適している。大型藻類の主成分
であるアルギン酸のエタノールへの変換のため、本研究では強力なアルギン酸
分解能を持つ Saccharophagus degradans由来のアルギン酸分解酵素群に着目
し、我々が開発してきた酵母ディスプレイ法によりアルギン酸分解酵素提示酵
母の育種を試みた。【方法・結果】S. degradans由来のアルギン酸分解酵素を
細胞壁アンカータンパク質である α-アグルチニンと融合して発現させて、酵
母細胞表層に提示させた。蛍光抗体染色によりアルギン酸分解酵素の提示を確
認後、DNSアッセイによる還元糖の定量や TLCによる糖の分離検出により、
分解活性を調べた。TLCによる分離検出の結果、アルギン酸分解単糖の特異
的なスポットを検出した。さらにアルギン酸分解物の質量分析を行った結果、
単糖に相当する 176 m/zピークを検出できたため、本酵素は新規 Exo型アル
ギン酸リアーゼであると考えられた。また、既に成功している Endo型アルギ
ン酸リアーゼとの比較も考慮して、本酵素の基質特異性を検討したのでまとめ
て報告する [1]。[1] T. Takagi et al. submitted.
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バイオエタノール生産にはヘミセルロース由来のキシロースも発酵基質として
利用されることが望ましく、また、同時糖化発酵を行うことがコストの低減に
つながるため、糖化酵素の反応温度領域で発酵が可能な耐熱性酵母が必要とな
る。Kluyveromyces marxianusは耐熱性とキシロース資化性を有するため、同
時糖化発酵に用いる有望な酵母として期待されているが、キシロースからのエ
タノール生産量は少なく、生産量の向上が求められている。そこで、高効率
なキシロース発酵が可能な株を育種するために、K. marxianusのキシロース
代謝時の特性を調べ、エタノール生産量が低い要因を明らかにすることを目
的とした。耐熱性がより優れた株としてバガスから単離された K. marxianus 
DMB1株とキシロース代謝が可能な Scheffersomyces stipits NBRC1687株の
好気および嫌気条件下でのキシロース代謝時のメタボライトを CE-TOFMSを
用いて比較解析した。その結果、DMB1株と NBRC1687株とではペントース
リン酸経路の中間代謝物の挙動に違いが見られた。NBRC1687株と比較して
DMB1株の方が、好気条件では E4P量が多いこと、嫌気条件下では S7P量が
多いことが明らかとなった。また、DMB1株は嫌気条件下での PEPからピル
ビン酸の生合成量は好気条件下よりも少ないことが示唆された。これらの結果
から、NBRC1687株と比べると DMB1株はペントースリン酸経路後半および
ピルビン酸の生合成の代謝活性が低いことが示唆された。したがって、嫌気条
件下でのバイオマスからの高効率なキシロース発酵を実現するためには、これ
らの経路の代謝活性を増強することが有効な手段であると考えられた。
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【背景と目的】リグノセルロース系バイオマスを原料としたエタノール生産で
は、キシロースを効率良くエタノールに変換することが課題の一つである。こ
れまでの Saccharomyces cerevisiaeによるキシロース発酵の研究開発では、遺
伝子組換え体の利用が主流であった。本研究では、遺伝子組換えによらないバ
イオエタノール生産法の確立を目指して、キシロースイソメラーゼ酵素を併用
した同時異性化発酵法によるキシロース発酵の効率化を目的とした。
【方法】食総研の保存株の中から、キシロース代謝の中間産物であるキシルロー
ス発酵能の高い S. cerevisiae株のスクリーニングを行った。選抜された St10-
1-1株について、キシルロース発酵能を、既知の高キシルロース発酵株である
ATCC 24860と比較した。次に、自身のゲノムからクローニングしたキシル
ロキナーゼ遺伝子（XKS1）を高発現させたセルフクローニング株を作成し、
キシロースを含む培地や稲わらを原料に、同時異性化発酵によりエタノール発
酵を行った。
【結果と考察】St10-1-1は、発酵温度 30℃では ATCC 24860より低いものの、
発酵温度 40℃においては ATCC 24860を大きく上回るキシルロース発酵能を
示した。キシロースの同時異性化発酵については、セルフクローニングによる
XKS1の過剰発現のみで、St10-1-1の発酵収率を顕著に向上させることが可能
であった。
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