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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

植物や藻類等のバイオマス資源を液体燃料や汎用化学
品に変換するバイオリファイナリーは，地球上の炭素循
環の定常化や持続的なエネルギー供給を実現する方策と
して期待されている。一方で，実用化を実現するには課
題が多く，微生物発酵工程の効率化もその課題の一つで
ある。一般に，微生物の細胞内代謝は複雑なネットワー
クを形成し，遺伝子発現・翻訳レベル，タンパク質活性
レベル，代謝物質レベルで厳密に制御されている。した
がって，微生物の発酵効率を向上させるためには，グ
ローバルな代謝情報を獲得し，得られた情報に基づいて
微生物改変戦略を立案することが重要である。筆者ら
は，トランスクリプトミクスやメタボロミクス，代謝フ
ラックス観測技術等により細胞内代謝物の分布やターン
オーバーを詳細に解析し，グローバルな細胞内情報から
合理的に微生物を育種する技術を開発し，微生物の発酵
能を向上させることを目指してきた。

2.　代謝プロファイリング法に基づく微生物育種

細胞に含まれる低分子化合物（代謝物質）の蓄積量を
網羅的に定量する代謝プロファイリング（メタボロミク
ス）は，ゲノム情報である遺伝子の発現，翻訳産物であ
るタンパク質の生化学反応を経て形成される細胞の表現
型を特徴づけることができる。数十種類以上の代謝物質
の蓄積量の増減を計測することにより，細胞の代謝状態
を俯瞰することが可能であり，微生物が生産する高機能
性化合物の生産性に寄与するバイオマーカーの特定，バ
イオマーカーに基づく優良変異株の選抜や培養条件の最
適化が可能になる 1–3)。
一般に，代謝プロファイリングでは，培養液から細胞
を回収して，細胞内代謝成分を抽出し，分離・分析に供

する。In vivo の代謝プロファイルをより正確に観測す
るためには，培養液のサンプリング後，速やかに代謝反
応を停止させること（クエンチング）が求められる。ま
た，細胞と培養液の分離，細胞からの代謝物の抽出効率
も重要である。また，サンプル調製中に細胞内成分が細
胞外へ漏出することを防がなくてはならない。出芽酵母
を例にとって作業手順を述べる 4)。培養液をサンプリン
グすると同時に –50°C に冷却したメタノールと混合し
てクエンチングを行った後，直ちに培養液を除く。次
に，沸騰したエタノール中で細胞を懸濁することによっ
て細胞内代謝成分を抽出し，これを遠心上清として回収
する。抽出した代謝物の分離・分析には，ガスクロマト
グラフ－質量分析計（GC-MS），液体クロマトグラフ－
タンデム型質量分析計（LC-MS/MS），キャピラリー電
気泳動－質量分析計（CE-MS）などが用いられる。代
謝プロファイリングにおいて最もよく用いられる分析技
術は，質量分析である 5)。質量分析の利点は，大量の定
性情報が得られる上に，高感度な定量が可能なことであ
る。CE-MS は馴染みの薄い分析システムかもしれない
が，CE はイオン性化合物の分離に優れている点が大き
な魅力である。生体内には ATP や NADH，NADPH と
いったヌクレオチド類，CoA などの補酵素類をはじめ，
細胞内のエネルギー状態を反映し，細胞内代謝と密接な
関連があるイオン性化合物が数多くあり，CE-MS によ
るイオン性成分の網羅的解析手法は代謝プロファイリン
グの重要な役割を担うと考えられる。
筆者らは，キシロース資化性を付与した遺伝子組換え
酵母 Saccharomyces cerevisiae を実験材料とし，発酵阻
害物質の一つである酢酸の存在下における代謝プロファ
イルを解析した。酢酸やギ酸といった低分子の弱酸は，
非解離状態で細胞膜を通過し，細胞内で解離してプロト
ンを放出することで細胞内 pH を低下させる 6)。細胞内
pH の低下は中央代謝系や核酸の生合成を阻害する。ま
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た，過剰に蓄積したプロトンを汲出すために ATPase が
稼働して細胞内 ATP を枯渇させると考えられている 6)。
従来，弱酸の細胞内への流入は代謝系全般に悪影響を与
えるため，発酵阻害を回避する酵母の育種は容易ではな
かった。弱酸の流入を回避するために，発酵液の pHを
上昇させる手段もあり得るが，バクテリア等の雑菌汚染
のリスクを考えると得策ではない。そこで本研究では，
メタボローム解析によりグローバルな代謝物プロファイ
ルを取得し，酢酸添加により阻害されるエタノール生合
成系のボトルネック反応を探索することとした 4)。具体
的には，0，30，60 mM の酢酸存在下でキシロース発酵
を行い，解糖系，ペントースリン酸経路（PPP），TCA
回路の中間代謝物や補酵素類の細胞内蓄積量の経時変化
を調べた。その結果，酢酸濃度依存的に PPP に関与す
る代謝中間体が蓄積していることが分かった。特に，発
酵開始 24 h 後のセドヘプツロース 7リン酸（S7P）は，
60 mM の酢酸を添加することにより，酢酸非添加時と
比べて 22倍以上増加した（図 1）。この結果は，酢酸添
加により PPP の代謝フラックスが減速している可能性
を示唆している。そこで，S7Pを基質とするトランスア
ルドラーゼの遺伝子 TAL1 を TDH3 プロモーターの下
流に連結して，構成的に過剰発現させた。その結果，
TAL1 高発現型キシロース資化性酵母は酢酸存在下で高
いエタノール生産性を示し，30 mM 酢酸存在下では
83％の対糖エタノール収率を達成した（図 1）。

代謝プロファイリングは合理的な代謝改変戦略を可能
とし，進化工学と合わせて有効な微生物育種技術の一つ
となっている（図 2）。つまり，代謝プロファイリング
等のシステムバイオロジー解析に基づく代謝改変を施し
た後に，進化工学的アプローチにより微生物代謝をファ
インチューニングすることでストレスに対する耐性能を
向上させることができる。最近では，その順序を逆にし
て，進化工学的手法で改変した微生物のシステムバイオ
ロジー解析を行うことで有用な形質特定し，それを人為
的に付与していく Inverse Metabolic Engineering（逆代謝
工学）の有効性が見出されている 1)。しかしながら，変
異株の中から優良株を見出すスクリーニングや，ナチュ
ラルオカレンスでの変異出現を促す長期間の馴化培養は
作業が煩雑で時間がかかるという問題もある。そこで，
筆者らは短期間で逆代謝工学を行う新規の微生物育種ア
プローチを開発した 6)。
本来，微生物の代謝システムは可塑的であり，生育環
境に柔軟に対応することができる。筆者らは，発酵の前
培養液に 20 mM ギ酸あるいは 30 mM 酢酸を添加し，
ここで増殖した出芽酵母 S. cerevisiaeを用いてギ酸ある
いは酢酸存在下のキシロース発酵を行った（図 3）。そ
の結果，72 h の前培養時に酸にさらされた株では発酵
阻害が見られず，キシロースを効率的にエタノールに変
換できることが明らかになった（図 4）。ここで考えら
れるのは，酵母が前培養の間に代謝状態を変化させて酸

図 1．0 mM（●），30 mM（△），60 mM（□）酢酸存在下におけるコントロール株と TAL1過剰発現株のキシロースからのエタノー
ル生産と，0–60 mM の酢酸存在下でキシロース発酵を行った時のセドヘプツロース 7リン酸のプールサイズの経時変化。
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ストレスへの対応を行ったために，本発酵での発酵能を
向上させたのではないかということである。発酵時の酵
母のトランスクリプトーム解析を行ったところ，前培養
時の酸添加により，213遺伝子の発現が増加し，559遺
伝子の発現が低下していた。したがって，酵母は代謝を
包括的にリプログラミングさせていたと考えられる。筆
者らは，mRNA の転写・翻訳に関与する遺伝子（RNC3，
ANB1等）が高発現していたことに着目し，これらを過
剰発現するキシロース資化性酵母を作出した。その結
果，RNC3 あるいは ANB1 過剰発現酵母はギ酸および
酢酸に対する耐性能が高いことが明らかになった。これ
までに，酸存在下のキシロース発酵を向上させる遺伝子
はいくつか単離されてきたが 7–9)，転写・翻訳系遺伝子
がキシロース発酵を向上させた例は初めてである。短期
間のストレス応答を解析するという新規アプローチが新
たな鍵遺伝子の同定を可能にしたのかもしれない。

3.　藻類を利用したバイオベース化学品生産

近年，水圏のバイオマスを利用する第三世代バイオ燃
料の生産が注目されている 10)。その理由として，光，水，
CO2と微量のミネラルで増殖させることができ，倍加時
間が短いため，一定のバイオマスの収穫に必要な生産域
が陸生のバイオマスよりも少なくて済むということが挙
げられる。また，通年の収穫が可能な藻類の利用は，よ
り安定なエネルギー供給を実現し得る。さらに，海洋性
藻類を利用すれば，陸生バイオマスの利用で直面する耕
作地の限界や水資源の枯渇を回避できるという点も利点
である。
藻類は光エネルギーを ATP や NADPH などの化学エ
ネルギーに変換し，これらを使って CO2から油脂や炭
水化物（デンプンやグリコーゲン等）を生産する。シア
ノバクテリア（ラン藻）の場合は，独立栄養条件下でグ
リコーゲンを細胞内に蓄積することが知られている 11)。

図 2．ストレス耐性付与のための微生物改変ストラテジー。

図 3．ギ酸，酢酸への短時間（72 h）馴化後のキシロース発酵試験。
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一方で，暗黒嫌気条件で培養するとグリコーゲン蓄積量
が減少するとともに，乳酸，コハク酸などの有機酸が細
胞外へ放出されることが知られている。これまで，暗黒
嫌気条件下ではグリコーゲンの異化による有機酸生産が
行われると考えられ，自身の炭水化物を発酵の原料とす
ることから，この現象はオートファーメンテーションと
呼ばれてきた。
筆者らはラン藻 Synechocystis sp. PCC6803のオート
ファーメンテーションについて解析を進めている 12)。

5 mM NH4Cl または NaNO3を含む BG11培地中で，
120 μmol photons m–2 s–1，1％CO2（v/v）条件下で培養し
た藻体を回収して，50 mM Hepes-KOH（pH 7.8）に懸
濁後，暗黒嫌気条件下で発酵を行った。その結果，細胞
内グリコーゲンの減少と同時に，酢酸，乳酸，コハク酸，
リンゴ酸，2-ケトグルタル酸の培養液中への放出が確認
された。この際の代謝プロファイリングを行ったところ，
グルコース 1-リン酸（G1P）が経時的に蓄積することが
明らかになった（図 5）。G1Pはグリコーゲンの分解産物

図 4．20 mM ギ酸（中段）あるいは 30 mM 酢酸（下段）に馴化した酵母によるキシロース（●）からのエタノール（○），キシリ
トール（△），グリセロール（□）生産。キシロース発酵は酸無し，20 mM ギ酸存在下，あるいは 30 mM酢酸存在下で行った。

図 5．5 mM NaNO3（○）あるいは NH4Cl（●）で光培養した藻体を用いてオートファーメンテーションを行った時の細胞内グリコー
ゲン含有率，G1P蓄積量，G6P蓄積量の経時変化。
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で，グルコース 6リン酸（G6P）へ異性化されることが
知られている。G6P は解糖系の出発化合物であり，代
謝プロファイリングの結果は G1P の異性化反応がグリ
コーゲン資化の律速段階となる可能性を示唆している。

4.　動的代謝プロファイリング技術の開発と応用

代謝プロファイリングにより得られる情報は，細胞か
ら代謝物を抽出した時点での蓄積量のスナップショット
であり，代謝物の変換速度に関する動的な情報は得られ
ない。たとえば，代謝産物であると同時に代謝反応の基
質となる化合物の場合，蓄積量の増減だけではその代謝
物が関わる代謝系が活性化したかどうかを判断すること
は難しい。なぜなら，代謝系が定常状態にある時，代謝
物の合成と分解はつりあっており，総量は変わらないか
らである。つまり，生合成が活性化しても代謝プロファ
イリングでその変化を捉えることはできない。しかしな
がら，代謝データに基づいて目的物質を高生産するため
には，代謝物の蓄積量だけではなく，反応速度論的な情
報も重要となる。
そこで筆者らは，代謝経路の活性化度を知るために，
動的な代謝の流れである代謝ターンオーバーを直接観測
する技術を開発することとした。代謝プロファイリング
技術と，安定同位体炭素（13C）による in vivo 標識技術
を組合せた「動的代謝プロファイリング技術」を確立し，
代謝物の蓄積量と動的変動を同時に俯瞰することが可能
になった 11–15)。
同位体を利用して代謝経路の特定の原子を標識し，そ
の変化を追跡するトレーサー実験は，代謝研究に必須の
技法の一つである。元素の化学的性質は電子配置，つま
り原子番号で決まり，原子量にはよらないため，代謝物

中のある原子のたどる道は，その原子を同位体で標識し
て代謝経路での行動を調べればよい（同位体の質量差に
よる反応速度の差を同位体効果というが，炭素の場合に
は無視できる）。同位体には，不安定で放射能を持ち崩
壊する放射性同位体と，安定で崩壊しない安定同位体と
がある。Calvin らが放射性同位体を用いて還元的ペン
トースリン酸経路の構成化合物を決定したように 16)，代
謝経路や生体内物質の分布などの研究に幅広く使用され
てきた。ただし，放射性核種を使用する放射性トレー
サー実験は放射線防護に注意する必要があり，標識率を
定量化できない，分子内の標識部位を識別できないとい
う欠点も有している。
安定同位体は質量分析計（MS）や核磁気共鳴装置で
検出することによりトレーサー実験に適用される。天然
存在比が 100％に近い 1H，31P，12C，14N といった原子
に対し，たとえば 13C は 1.1％，15N は 0.4％しか存在し
ないため，これらを細胞内に取り込ませることにより，
標識された代謝物を選択的に観測することが可能であ
る。MS はイオン化した代謝物を質量電荷比（m/z）に
従って分離して検出するため，安定同位体標識された化
合物は m/z が分子内に含まれる安定同位体の数だけ増
加した値を示す。したがって，安定同位体が含まれない
主分子イオンと安定同位体を含む同位体イオンの強度比
を観測することにより安定同位体標識率を算出すること
ができる。
筆者らは，13CO2を炭素源として植物体に与えて細胞
内炭素代謝物を in vivo 標識し，同位体標識の濃縮度分
率を経時観測することで，糖リン酸などの微量一次代謝
物のターンオーバーに関する情報を得た（図 6）。13CO2

を利用した植物体の標識実験は 30年以上前から行われ
ているが 17)，多くの場合，分析対象となる化合物は糖類

図 6．高等植物における動的代謝プロファイリングの実験手順（左）と 13CO2による標識開始 0 min（A），1 min（B），10 min（C）後
の細胞内リブロースビスリン酸のマススペクトル（右）。Mm は主分子イオン，M+n は同位体イオンを表す。
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や二次代謝物質といった細胞内蓄積量の多い物質に限ら
れていた。しかしながら，近年の分析装置の検出機能の
高感度化，マススペクトル情報の高解像度化，データ取
得速度の高速化などにより，代謝ネットワーク上の分岐
点に位置する微量な中間代謝物質の分析が可能になっ
た 11)。一方で，Calvin 回路をはじめとする主要経路の
ターンオーバーは非常に速く，ターンオーバーを正確に
観測するためには，標識化細胞の採集から代謝反応のク
エンチングに要する時間をできるだけ短くすることが重
要となる。また，短時間で標識を行う場合には CO2固
定速度を厳密に管理する必要があり，光合成速度に影響
を与えるファクター（光強度，CO2濃度など）の制御も
必須である。そこで，光合成速度をリアルタイムで観測
しながら通気する炭酸ガスを 12CO2から 13CO2へと切り
替えるとともに葉片を瞬時に凍結できるチャンバーを開
発した 11)。光強度 1000 μmol photons m–2 s–1，CO2濃度
0.1％（v/v）で光合成させた時，3-ホスホグリセリン酸
をはじめとする Calvin 回路系化合物は標識開始 10分で
13C 標識率が最大となった。この時，糖質生合成系の中
間代謝物であるグルコース 1リン酸の標識速度が，前駆
体であるグルコース 6リン酸の標識速度よりも遅い（図
7）ことが分かり，グルコース 6リン酸をグルコース 1
リン酸に変換する酵素反応がスクロース合成の律速段階

であることが示唆された 11)。
次に，ラン藻 Synechocystis sp. PCC6803の動的代謝
プロファイリングに取り組んだ。NADPH を再酸化する
NADPH オキシドレダクターゼをコードする遺伝子 flv3
を過剰発現する組換え株は，酸素発生速度や細胞内
ATP 含有量が増大することが明らかとなっている 14)。
そこで，NaH13CO3を用いて細胞の in vivo 13C標識を行
い，CE-MS を用いて同位体濃縮度分率を経時的に観測
した（図 8）。その結果，flv3過剰発現株では Calvin回路，
糖代謝系の代謝物質の 13C 標識率が高かった。13C 標識
率の経時変化は，代謝物質のターンオーバーを示すと考
えられるため，flv3 過剰発現株では CO2からの代謝フ
ローが促進されていることが示唆されている。13C を用
いた動的代謝プロファイリング技術はシアノバクテリア
の炭素同化速度を直接評価できる唯一の手法であり，図 8
に示すように，炭素同化速度の向上を捉えることが可能
である。また，炭素源の細胞内への流入速度と代謝中間
体のターンオーバー速度には正の相関が見られることが
明らかとなり，その相関係数を調べることで代謝経路
のボトルネック反応を推定できることも分かってきた
（論文執筆中）。

Synechocystis sp. PCC6803の中にはグルコースを炭素
源とできる変異体があり，代謝研究によく使われてい

図 8．Synechocystis sp. PCC6803における flv3遺伝子の過剰発現が細胞内代謝物質のターンオーバーに及ぼす影響。

図 7．13CO2標識開始後の G6P および G1P の 13C標識率の経時変化。
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る。前述のオートファーメンテーションの際に [U-13C]-
グルコースを添加し，動的代謝プロファイリングを行っ
たところ，糖リン酸やアセチル CoA は発酵開始 30分
で標識率が最高値に達した（図 9）。一方で，TCA 回路
の有機酸は 13C 標識速度が遅いことが観測された 12)。こ
の結果は，解糖系と TCA 回路の間に代謝フローの律速
段階があることを示唆している。ホスホエノールピルビ
ン酸をオキサロ酢酸に変換する酵素ホスホエノールピル
ビン酸カルボキシラーゼをコードする遺伝子 ppc を過
剰発現させたところ，コハク酸生産量が 1.3倍増大した
ことから，律速段階の存在は支持された。また，図 9に
おいて，2-ケトグルタル酸の 13C 標識率が他の有機酸と
比べて低いことが確認できる。このことは，コハク酸が
フマル酸から生合成されている可能性を示唆しており，
ラン藻においても還元的 TCA 回路が駆動していること
が明らかとなった。

5.　お わ り に

産業上有用な微生物には，基質から目的物質への変換
効率の高さと，高い生産性を実現する細胞増殖能力が求
められる。一方で，微生物の細胞内代謝は，遺伝子発
現，酵素反応，分子間相互作用などを介して厳密に制御
され，いわばシステムを構成している。したがって，人
為的に代謝系を改変し，有用な微生物を育種するために
は，細胞システムの中から最大の効果を生む代謝反応を
見いだすことが重要である。本稿で記載したように，オ
ミクス解析を利用して代謝状態をグローバルに捉えるこ
とが，代謝改変の鍵反応の特定に有効であることが示さ
れつつある。今後は，有用遺伝子のさらなる探索が期待
される。
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