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研究の目的

近年の化学材料のバイオベース化の潮流を受けて、ポリエチレンテレフタラート

の原料であるイソブタノール（IB）の微生物生産が注目されている。中でもモデル

生物である大腸菌を宿主とした報告例は多く、還元力の確保および増殖との競合回

避の観点から、ほとんどが嫌気かつ増殖停止期を対象条件としていた。これらの対

象条件下では、IB 生産収率を高められる反面、嫌気条件に由来する菌体量の少なさ

および増殖停止期に由来する基質取込速度

の低さが、IB 生産速度を律速する原因として

挙げられる。一方、好気かつ増殖期を対象条

件とした場合、菌体量の多さおよび基質取込

速度を担保できる反面、増殖に伴う基質の完

全酸化で生じる CO2 量の増大に由来する IB
生産収率の低下が懸念される（図 1）。そこで

本研究では、炭素フローの分岐点であるピル

ビン酸に着目し、増殖側へのフラックスを制

限することで、相対的に IB 側へのフラック

スを向上させることを目的とした。具体的に

は、酵素の触媒効率（kcat/Km）値を指標とし、

AceE の弱化および AlsS の強化を通してピル

ビン酸の分配効率を IB 側へ傾けることで、

菌体量を確保しつつ高速度で IB 生産できる

系の構築を目指した。

方法

大腸菌 MG1655 株の DE3 化には市販のキットを用いた。変異型 aceE（aceEK403A）
1)の構築には One Step PCR 法 2)を用いた。IB 生産用プラスミドは、大腸菌用にコド

ンを最適化した IB 生合成経路の 5 遺伝子 3)を、T7 プロモーターをもつプラスミドに

連結することで構築した。変異型 alsS（alsSQ487S）2)の構築には PCR による部位特異

的変異導入法を用いた。IB 生産用プラスミドを導入した大腸菌株は、グルコースを

単一炭素源とした改変 M9 最小培地で好気的に培養し、培養液上清に含まれるグル

コース、IB、および有機酸の濃度を HPLC で定量した。菌体内ピルビン酸濃度は市

図 1；ピルビン酸の分配に関わる酵

素の触媒効率（kcat/Km）に着目し

た改変戦略。数字は kcat/Km 値を示

す。



販キットを用いて定量した。 
 

結果 
1) 変異型 aceE を用いた IB 生産 
先行研究において報告された変異型 AceE（AceEK403A）について、kcat/Km 値は AceE

の 4 %程度だった 1)。この酵素の活性が低下することは、菌体内の主要なエネルギー

生産経路である TCA 回路へのフラックス量の減少につながるため、増殖速度の低下

を生じると考えられる。そこで、ゲノム上の aceE に変異を導入した aceEK403A 株を構

築して培養したところ、比増殖速度は野生型株の 17 %程度にまで低下した。この結

果は、狙い通り AceE の kcat/Km の弱化によって、増殖側へのピルビン酸の分配が抑

制できたことを示している。しかし、この株に alsS を含む IB 生産用プラスミドを導

入した株では、増殖速度だけでなく、IB 生産量およびグルコース消費量も低下した

（図 2）。この原因は現在のところ不明だが、グルコース取込量に対して菌体量が多

いこと、および酢酸生産量が向上していることから、何らかの酵素が AceE の代わり

にピルビン酸からアセチル CoA へのフラックスを補完し、その過程あるいは結果と

して酢酸生産量が向上したと考えられる。従って、IB 側へピルビン酸の分配効率を

増強するには、酢酸への流出経路の同定および増殖側へのピルビン酸の分配の更な

る抑制が必要であることが分かった。 

 
図 2；aceE への変異導入が IB 生産能力に与える影響 

 
2) 変異型 alsS を用いた IB 生産 

IB生産経路の初発反応を触媒するAlsSは、TCA回路への初発反応を触媒するAceE
と同様に、ピルビン酸を基質とするため、菌体内ピルビン酸濃度を定量した。本研

究で構築した alsS を含む IB 生産用プラスミドを導入した alsS 株の、好気および嫌

気条件下における菌体内ピルビン酸濃度は、それぞれ 1.2 mM および 3.1 mM だった。

これに対し、先行研究では、AlsS の Km 値および kcat 値は 13.6 mM および 121 1/s で
あるのに対し、変異型 AlsS（AlsSQ487S）は 1.1mM および 10 1/s であり、kcat/Km 値は

AlsSQ487S の方が 1.1 倍高いことが示された 4)。両者を統合すると、現在の菌体内ピル



ビン酸濃度は AlsSQ487Sの Km 値である 1.1 mM に近く、かつ AlsS の Km 値よりも小さ

いため、好気条件下の方が AlsSQ487S の高い kcat/Km を活かせると考えられる。実際に、

alsSQ487S を含む IB 生産用プラスミドを導入した alsSQ487S 株は、alsS 株よりも菌体量

は少ないものの、高い IB 生産能力を示した（表 1；菌体量：0.9 倍、IB 生産量：1.2
倍、比 IB 生産速度：1.5 倍）。この結果は、例え僅かであっても AlsS の kcat/Kmを強

化することは、IB 側へのピルビン酸の分配の増強に寄与することを示している。し

かし、現状では増殖期における IB 生産量は培養全期の 13%程度であり、この値は

alsS 株と同程度であった。この結果は、AlsS および AlsSQ487S の kcat/Km値が AceE に

比べて極めて低い事実との整合性がとれているため、好気かつ増殖期中の IB 生産は

AceE の弱化との統合が不可欠であることが分かった。 

 
表 1；alsS への変異導入が IB 生産能力に与える影響 

 
結論 
本研究において構築した aceEK403A 株は、予想通り増殖速度が低下することを確認

できた。また大腸菌野生株に alsSQ487S を導入した株は、野生型 alsS を導入した株と

比べて 1.5 倍の比 IB 生産速度を示し、最終 IB 生産量の 13%を増殖期中に生産する

ことを突き止めた。今後は、まず aceEK403A株に alsS を導入した IB 生産株で見られ

た、グルコース取込量および IB 生産量が低下した現象について、遺伝子組換え技術

を利用した詳細なメカニズムの解析を通して解決方法を模索する。さらに、その新

規株と alsSQ487S 遺伝子を組み合わせることで、好気かつ増殖期中における IB 生産量

の向上を目指す。 
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