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＜背景・目的＞  至適発酵温度が 30℃の高ブタノール生産菌 Clostridium
saccharoperbutylacetonicum N1-4（以下 N1-4）は温度感受性が高く、37℃では菌
体増殖量とブタノール生産量は共に 30℃に対して 30%以下に低下する。これま
でに培養液中へアデニンを添加することで増殖、ブタノール生産量が 37℃でも
30℃と同等に回復し、初発増殖速度とグルコース消費速度が 30℃より上昇する
ことが明らかになっている。そこで、本研究では N1-4 の 37℃での増殖、発酵
低下およびアデニン添加時の増殖、発酵向上に寄与する遺伝子を転写解析によ
り検討した。
＜方法・結果＞ メタボローム解析により 37℃では培養初期から解糖系の代謝物
が減少することが明らかになっており、ピルビン酸 100 mg/L を添加することで
も 37℃での増殖が回復する事が明らかになっている。このため 37℃では解糖系
の代謝が 30℃よりも低下している可能性が示唆された。そこで培養 12 時間後
の解糖系の遺伝子発現を qRT-PCR 法にて比較した結果、37℃で培養した菌体で
は多くの解糖系遺伝子の転写量は 30℃で培養したものと比較して 50%以下に低
下した。一方、アデニンを添加した 37℃培養菌体では 30℃と同等かそれ以上で
あった。このため、アデニン非添加 37℃ではブタノール生産期の解糖系の発現
低下により増殖・発酵が低下する一方、アデニン添加ではその発現が維持され
るためブタノール生産が可能となることが示唆された。
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【目的】
これまでにセルロース分解菌 Clostridium thermocellum とブタノール生産菌
Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4(以下 N1-4）の混合培養によりセル
ロース基質からブタノール生産可能であり、セルラーゼ活性を補うことでさら
にブタノール生産性が向上することを明らかとした。N1-4 はエンド型セルラー
ゼをコードする遺伝子を有しているが、その活性は極めて低い。そのため N1-4
固有のエンド型セルラーゼ発現強化により、本混合培養系での強化が期待され
る。本研究では、変異導入により高セルラーゼ発現変異株への育種を目的とした。

【方法・結果】
先の研究でリファンピシン耐性株として取得され耐熱性が向上した変異株
RIFR91 を親株として、紫外線照射により変異処理し唯一の炭素源としてカルボ
キシメチルセルロース(CMC)を含む寒天培地で生育する変異株 42 株(RC 株)を
取得した。取得した変異株 42 株からコンゴーレッド染色を用いたハロ形成を指
標とし、親株と比較して CMC 分解能が高かった 4 株を選別し、セルロース分
解菌との混合培養に供し脱リグニンした稲わらを基質としたブタノール生産量
を測定した。その結果、親株である N1-4 と RIFR はそれぞれ 8 日目においてそ
れぞれ 4.2、4.6 g/L であったのに対し、変異株 RC33 のブタノール生産量は 6.4
g/L と 1.4 倍高い生産量を示し、より高効率に稲わらからブタノール生産可能な
変異株の取得に成功した。
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【目的・背景】ピルビン酸キナーゼ（PYK）は，ホスホエノールピルビン酸（PEP）
からピルビン酸への反応を触媒し，ATP 生産も行うため，解糖系における鍵酵
素とされている．本研究では PYK 欠失株における代謝変化およびそのメカニズ
ムを多面的なアプローチで解明した．

【方法・結果】C. glutamicum ATCC13032（野生株），PYK 欠失株，PYK 活性相
補株をビオチン十分グルタミン酸非生産条件の発酵培地で培養した．PYK 欠失
株において，最大生育量の増加，比糖消費速度の上昇，呼吸活性の低下が観測
された．また最少培地で培養しても，同様な傾向が得られた．PYK 活性相補株
は野生株と同様な傾向を示したので，上記の特性は PYK 欠失によると考えられ
た．そのメカニズムを解明するために，メタボローム解析，酵素活性測定，転
写量解析を行った．その結果，PYK 欠失株は解糖系の上流部分とペントースリ
ン酸経路中の代謝産物が蓄積していた．その中には，PEP などのバイオマス生
産に必要な前駆体物質も含まれていた．また，アナプレロティック経路の酵素
活性および転写量が変化しており，これは PEP の蓄積を回避するための戦略と
考えられた．さらに呼吸活性の低下に伴い, リンゴ酸：キノン酸化還元酵素の活
性および転写量が低下していた.これは，オキサロ酢酸の蓄積を回避するためと
考えられた．これらの知見は本菌のより高度な産業利用に貢献するものと考え
られる．
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Methylobacterium 属細菌は植物が放出するメタノールを利用できるため植物葉
上で優占化する。また植物に接種するとその生育を促進することから農業への
利用が期待されている。本属細菌の菌体内代謝物質を CE-TOF MS で網羅的に
解析したところ、通常のアミノ酸に加えて著量のユニークなアミノ酸、エルゴ
チオネイン(EGT)を高蓄積していることを見いだした。本研究では本属細菌に
おける EGT 生産性と生理的役割を調べた。
本属細菌の基準株はほとんど EGT の生産をすることを見いだした。その中でも
発表者らが分離した M. aquaticum 22A 株の生産性が高くゲノム情報をすでに得
ていることからさらなる解析に用いた。EGT は菌体内に蓄積する他のどのアミ
ノ酸よりも高蓄積していた。培養液には分泌されず、菌体内にのみ見いだされ
た。菌体を遠心分離で集め、熱処理をすることで EGT を上清に回収可能であっ
た。炭素源及び窒素源の種類・量、EGT 合成の前駆体となるアミノ酸の添加、
希土類の添加等の検討を経て、最適化した培養条件で 2%のメタノールを用い
て 10 mg/L 培養液（6.3 mg / g 乾燥菌体）の生産性を得た。また、Mycobacterium
属細菌で同定されている EGT 合成遺伝子のホモログを 22A 株ゲノムに見いだ
し、egtBD 遺伝子破壊株を構築した。破壊株は EGT の生産がなくなり、熱ショッ
ク、UV 暴露に感受性を示すことを見いだした。しかしメタノールに対する生
育、植物上での生育は野生株よりも向上した。
以上のことから、EGT は本属細菌が普遍的に持つ物質で、植物上で太陽光に曝
されながら生育するために重要な物質であり、メタノールの代謝には関与して
いないことが分かった。
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