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略号

PGA: Poly( -glutamic acid) 

PTS: Phosphoenolpyruvate: sugar phosphotransferase system 

CcpA: Catabolite control protein A 

HPr: Histidine containing protein 

HPrK: HPr kinase/phosphatase 

LC/MS/MS: Liquid chromatography/tandem mass spectrometry 

SEC: Size exclusion chromatography 

OD: Optical density 

QC: Quality control 

LOWESS: Locally weighted scatterplot smoothing 

PCA: Principal component analysis 

OPLS-DA: Orthogonal partial least squares-discrimination analysis 

VIP: Variable importance in projection 

GOGAT: Glutamine oxoglutarate aminotransferase (glutamate synthase) 

GS: glutamine synthetase 

BCAAs: Branched-chain amino acids 

Mw: Weight average molecular weight 

Mn: Number average molecular weight 

※代謝物の略号については付録 表 1のMRMトランジションに付記する．



2 

第1章 緒論

現代の生活においてポリマーは欠かせない存在となっている．しかしながら現在使

用されているポリマーのほとんどが化石燃料を原料としており，石油枯渇問題や環境

問題の観点から，環境への負荷の少ない生物由来のバイオポリマーに注目が集まって

いる．

ポリアミノ酸はポリアミド類に分類され，生物分解が可能なバイオポリマーとして

注目されている．本論文で述べるポリアミノ酸はタンパク質とは異なり，(i)主鎖の炭

素骨格が単一アミノ酸で構成され，(ii)DNA の転写，翻訳のメカニズムとは別の機構

で生成され，(iii)アミド結合を形成するアミノ酸残基が 位同士に限らない，という特

徴を持つ生物由来のポリマーである．

自然界で生産されるポリアミノ酸のなかでも以下に上げる 3種類のポリマーは広く

知られている．まず poly( -lysine) (PL) は lysineを構成単位としており， 位のカルボ

キシル基が 位のアミノ基と結合している(図 1.1A) (1)．次に Cyanophycinは 位同士

で結合した aspartic acidの 位のカルボキシル基に arginineが結合した構造をとる (図

1.1B) (2)．そして poly( -glutamic acid) (PGA)は後述される数多くの特性から最も研究

が盛んなバイオポリマーの一つである (図 1.1C)．本研究ではこの PGAに焦点を当て

て研究を行った．
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図 1.1 代表的なポリアミノ酸の構造式．Aは poly( -lysine)，Bは cyanophycin，Cは

poly( -glutamic acid). 
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1.1. Poly( -glutamic acid) 

Poly( -glutamic acid) (PGA)は 1937年に Ivànovicsらによって Bacillus anthracisと B. 

mesentericusの莢膜の成分として初めて発見された (3)．そして納豆の糸の主成分とし

ても報告されている (4)．PGAは glutamic acidが 位のアミノ基と 位のカルボキシル

基がアミド結合した構造をとり，L-体のみで構成される L-PGA，D-体のみで構成され

る D-PGA，そして DLの両異性体が混成する DL-PGAが存在する 図 1.1C)．この構造

を一般的なプロテアーゼは認識できないため，Bacillus anthracis (炭疽病菌)は生体内に

侵入した際に PGA を莢膜成分として細胞を覆うことで宿主の生体防御から自身を守

っていると考えられている (5)．

PGAは化学的に合成することが困難なため主に微生物，特に低 GC含有グラム陽性

細菌を用いた発酵によって生産されている．分子量は生産主によって差があるが，100 

kDa から 2,500 kDaを超えるものが報告されている．3 次元構造は溶液の環境で変化

するが，基本的にはらせん構造をとる (6)．

PGA は非常に多くの特性を持つ．まず，PGA は納豆の糸の構成成分としても知ら

れていることからも，可食性と生分解性があり，環境そして生物に対して無害である

とされている (7–9)．また，高い保水性を持ち，自重の 5000倍の水を保持できるとさ

れている (10)．さらに，高度にネガティブチャージしている化合物であり Ca2+，Fe2+，

Fe3+，Zn2+，Mn2+などの金属イオンに対して高い吸着性を持つ (11,12)．加えて，PGA

は同じ glutamic acidを構成単位とする poly( -glutamic acid)と比べ，主鎖が長く側鎖の

カルボキシル基の間隔が広いため立体障害が少なく，化学的な修飾も行いやすいとい

う特徴を持つ (13)．
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図 1.2 Poly( -glutamic acid)と poly( -glutamic acid)の構造．主鎖を影付きで表した．

このような特性から PGAとそれを基盤材料とした派生物質は幅広い分野ですでに

利用されており，さらなる応用へ向けた研究開発が行われている．以下に各業界にお

ける例をあげる．

＜食品＞

PGAはミネラルを多量に含む食品におけるミネラル成分の吸収促進剤として利用

されている (14)．さらに PGAには金属イオンなどによる外来的な味の変化をマスキ

ングする効果も知られている．また，呈味性が低いため，凍結防止剤としても用いる

ことができると期待されている (15)．その他にも PGAの特徴的な物性である高い粘

性を利用して増粘剤や食感の調整に用いられている．

＜化粧品＞

PGAは自重の 5000倍の水分を吸収できる性質を持っていることから，天然の保湿

剤として配合されている．さらに，その保湿作用によって髪に水分を保持させること

でブリーチの際の髪の痛みを防ぐ効果も知られている (16)．

＜水質処理＞
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PGAは幅広い有機物や無機物に対して凝集作用を持つ．Taniguchiらは架橋した

PGAが河川や池などの汚染水の浄化に有効であることを報告している (17)．

＜薬品＞

PGAは可食性で生分解性の物質であることに加え，側鎖のカルボキシル基は薬効成

分と相互作用することでその成分を抱合し，これにより薬の溶解性や吸収率などをコ

ントロールすることができるためドラッグデリバリーシステムの素材として注目さ

れている．例えば，抗癌剤の一種である paclitaxelは元来水にほとんど溶けないため

従来はポリオキシエチレンヒマシ油とエタノールに溶解されていが，Liらは PGAと

paclitaxelの抱合体を作成し，水溶性を持たせることに成功した (18)．前臨床試験の

結果から，本抱合体は paclitaxel単体に比べ，最大 5倍のがん細胞への取り込まれる

ことが確認された．さらに Singerらが作成した PGAと paclitaxelの抱合体である

paclitaxel poliglumex (PPX)は前臨床試験の結果から薬効成分の効果継続時間を延長し，

さらに拡散による薬効成分の分散を低減させることに成功した (19)．

＜細胞培養＞

一般的に組織工学では足場に用いる生分解性ポリマーに chitosanが用いられる．

Hsiehらは chitosanへ PGAを混ぜることにより，表面の水への親和性，吸水性，膨潤

率を向上させることに成功した．この培地を用いることにより細胞密度が 3倍にまで

向上したと報告している (20)．

＜生分解性プラスチック＞

PGA の主鎖はポリアミドであるナイロンと類似した構造を持つ．これを利用し

AshiuchiらはPGAと hexadecylpyridinium cationを混合することで疎水性を持つPGAIC

という複合体が生成可能であることを示した (21)．PGAIC は熱可塑性を持ち，大き

さや形状をプレスによって整形できると可能性を持っている．さらに PGAIC は塩や

酸塩基といった化学的な影響に対して安定であり，グラム陽性，及びグラム陰性細菌

や病原菌さらには糸状菌などの微生物の増殖を阻害する抗菌性を持つことも明らか
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となった．

この他にも土壌肥料，造影剤，DNA ベクターなどの研究も進んでおり，PGA の応

用研究への期待はより一層強くなってきている．

1.2. PGA生産に関する先行研究

1.2.1. PGA生産菌

前項で述べたとおり，PGAは高い有用性を持つことから，その生産性に関わる研究

が広く行われている (22)．これまでに PGA 生産能力を持つ微生物種は幅広い種にわ

たって報告されており，例えば，Bacillus subtilis，B. licheniformis，B. anthracis，B. 

megaterium，B. pumilus，Planococcus halophilus，Sporosarcina halophile，Staphylococcus 

epidermidis，Natrialba aegyptiacaなどが挙げられている ．種や株の違いによって生産

する PGAの量や構造 (分子量や DL比)，さらに生産に必要な成分も異なることがわか

っている． PGA生産菌の中でも，B. licheniformisと B. subtilisはその生産性の高さ，

株によっては 1,000 kDaを超える PGAを生産できることが特徴として挙げられる．そ

して B. anthracis などは莢膜として PGA を生産するのに比べ，B. licheniformis と B. 

subtilis は培地中に PGA を生産するため，その回収の容易さから実験に用いるモデル

株から工業的な実生産にも利用されている．

1.2.2. PGA生産機構

PGA は D-体を含むことからもわかるようにリボソームに依存せず生合成されると

考えられている．B. subtilis と B. licheniformis において PGA の合成に必要な PGA 

synthase 複合体 (PgsBCA) は pgsBCA によってコードされており，膜タンパク質であ

る．Troyらの報告では，B. licheniformis を用いた研究により PGA の伸長反応はチオ

テンプレート依存ペプチド合成機構によって行われていると推測された (図 1.3A) 

(23)．しかしながら，近年の Ashiuchiらの B. subtilisを用いた研究ではアミド連結機構
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によって行われている可能性が報告されている (図 1.3B) (24,25)．この予測された 2

つの反応機構によって生成されるペプチドの大きな違いは，チオテンプレート依存ペ

プチド合成機構は DL-体を区別して配列が規則的であることに比べ，アミド連結機構

は不規則であることである．B. licheniformisは 100%D-体の PGAを条件によっては生

産可能なのに対して，B. subtilisが 100%D-体の PGAを生産した報告はなく，そのため

未だに PGAの伸長反応についてはいずれの反応が正しいのかは定かではない．Wang

らは B. licheniformis WBL-3と ATCC 14580の pgsBCAの全体としての塩基配列の相同

性が 97%であったのに対して，B. licheniformis WBL-3と B. subtilis IFO 3336では 74%

であったことを報告しており (26)，それぞれの種において反応機構が異なる可能性の

一因として示されている．いずれの場合においても，PGA の伸長反応は ATP を利用

して glutamateを活性化して行われる．
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図 1.3 予測される PGA synthetaseが触媒する PGA伸長反応機構．チオテンプレート依存ペプチ

ド合成機構を A (23)，アミド連結機構を Bに示した (24,25)．

1.2.3. 外的要因の PGA生産へ与える影響

Bacillus属を用いた PGAの生産は，菌株の違い以外にも培養条件によって，生産量

や生産速度，さらに PGAの分子量や DL比などが異なる．この中でも最終生産量と分

子量は，PGAを工業的に生産，利用していくうえで重要な要素として注目されており，

これまでに多くの研究者がその両者に注目して研究を行ってきた．特に培地や培養の

条件の違いは PGA の生産に大きな影響を与えることから数多くの研究が行われてき
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た．

PGAは細胞外へ放出される高分子であり，生産された PGAによって培地は高い粘

性を持つようになる．この粘性の増加は酸素の供給の妨げとなり，PGA生産量の低下

に繋がる．Cromwickらは B. licheniformis ATCC 9945を用いて通気条件と振盪条件の

PGA 生産に対する影響について報告している (27)．彼らの結果によると，酸素供給

を高めることで炭素源の消費が増し，菌体増殖と PGA 生産も高まっていた．その一

方で，高酸素条件下では PGA の分子量は低酸素条件に比べて低く，この影響は振盪

速度が高い場合に分子量が低下する結果と類似したものであった．また，Richard と

MargaritisはB. subtilis IFO 3335を用いて一定通気条件下における培養中の酸素取り込

み速度，総括酸素移動係数 (kLa)や培養液の粘性について経時的に検討した (28)．そ

の結果，酸素の要求性は増殖期である対数増殖期に最高となること，そして対数増殖

期の後期から定常期にかけて粘性が最も高まり，この粘性の高まりとともに kLaが低

下していっていたことが明らかとなった．つまり生産された PGA は気液界面におけ

る酸素の移動を妨げることが明らかとなった．

次に培地組成について，窒素源については有機窒素では生産性が低く，アンモニウ

ムのような無機窒素が高い生産性を示すと報告されている (29)．一方で，硝酸イオン

のみを窒素源とした場合は PGA の生産量を低下させることも報告されている (30)．

また，金属塩についても研究が行われており，これまでに CaCl2や MnSO4が PGAの

収量や構造に大きな影響を与えることが報告されている(31,32)．菌株によって PGA

の生産に L-glutamateが必須のものとそうでないものが存在するが，L-glutamate非依存

の菌株でも L-glutamateによって生産が促進されることから多くの場合，培地に添加さ

れている．また，炭素源についても菌株によって異なるが，glycerol，もしくは glucose

が用いられることが多い．Koと Grossは B. licheniformis ATCC 9945を用いて glycerol

と glucoseが PGA の生産へ与える影響を検討した (33)．その結果，glucoseは増殖を

促進するが PGA の生産量が低いのに対して，glycerolは逆に増殖は低いが PGA の生
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産を促進した．また，Troyらは glycerolが PGA synthetaseの活性を高める可能性を示

唆している (34). また，Wuらは glycerolが PGAの生産だけでなく，PGAの分子量を

低下させる効果をもつことを報告している (35)．

このように，細胞外からの影響による PGA生産の変化を検討した研究は数多く報告

されている一方で，それぞれの摂動が細胞内の代謝に及ぼす影響について研究した例

は数少なく，多くの研究が経験則的に PGAの発酵の制御に取り組んでいる．

1.3. カーボンカタボライト制御

多くの微生物は外部の環境に合わせて細胞内の代謝を制御して適応することが知

られている．その中でも，培地中の利用できる炭素源に合わせて行われる代謝制御は

カーボンカタボライト制御と呼ばれ，幅広い種で確認されている．これはその生物種

にとって生育に有利な炭素源を優先的に消費するための制御機構と考えられている．

例えば，Escherichia coli は，cyclic AMP (cAMP) 受容体タンパク質 (cAMP receptor 

protein: CRP)が多くの遺伝子の発現を制御している．そして CRPは cAMPと結合する

ことにより活性化する．培地中の glucose量によって，adenylate cyclaseの活性が変化

することで細胞内の cAMP 濃度が変化し，これにより CPR の活性が変化し，遺伝子

発現が制御されている．

一方で，PGA 生産菌の多くが含まれるグラム陽性低 GC 含量細菌はこの cAMP-CRP

制御系をもたず，特定の細胞内代謝物の濃度に依存してグローバル制御タンパク質の

活性が変化することで，種々の遺伝子発現を制御している．例えばこの制御系におい

て，培地中の糖が phosphoenolpyruvate: sugar phosphotransferase system (PTS)によって細

胞内へ取り込まれたとき，解糖系によって fructose bis-phosphate (FBP)へと変換され，

FBPは PTSを構成するタンパク質の一つであるヒスチジン含有タンパク質 (Histidine 

containing protein: HPr) kinase/phosphatase (HPrK)を活性化する．この HPrKは HPrの

Ser-46のリン酸化を促進する．リン酸化された HPrは，グローバル制御タンパク質で
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ある CcpAと複合体を形成し，catabolite responsive elements (cre)と呼ばれる特異的な

DNA 配列に結合することで 100 を超える遺伝子の発現を制御している．グローバル

制御タンパク質は CcpA以外にも存在し，増殖に関わる遺伝子のみならず，二次代謝

物や菌体内外の酵素の発現にまで寄与している．そしてこのカーボンカタボライト制

御はグローバル制御タンパク質によってのみ行われているのではなく，培地中の炭素

源の種類によっても影響を受けることが報告されている (36)．また，カーボンカタボ

ライト制御は非常に多くの遺伝子の制御に関わっているため，CcpAのみならず CodY

や TnrA といったカタボライト制御タンパク質についても，これまでに DNA マイク

ロアレイを用いた網羅的な発現解析が行われてきている (37–39)．さらに Ogura らは

B. subtilisにおいて CcpAがDegUという発現制御タンパク質を正に制御していること

を明らかにした (40)．この DegUは DegSによってリン酸化されることで活性化し，

PGA synthetaseをコードする pgsBCAオペロンの発現を正に制御している (41)．つま

りカーボンカタボライト制御は間接的に PGA の生産に寄与していることが明らかと

なったのである．

最近の報告で，Feng らは B. amyloliquefeciens を用いて，PGA 生産に不必要である

と考えられる遺伝子を欠損させる代謝工学的な取り組みによって，副産物や PGA 分

解酵素の遺伝子を欠損させることにより，最終生産量を向上させたことを報告してい

る (42,43)．しかしながら，この報告の中でも，例えば PGA生産時のB. amyloliquefeciens

が，2つある glutamate生合成経路のうちどちらを利用しているか未解明であったため，

両方の遺伝子を欠損させてその影響を検討した，といったように虱潰しに可能性のあ

る遺伝子を変異させていく必要があった．つまり，Bacillus属を用いた PGA生産では

未だに細胞内代謝制御機構が不明瞭であり，論理的な生産性の向上が困難であるとい

った課題があげられる．これは，これまでに Ogura らのように部分的な PGA 生産の

制御に関する報告はあっても，PGA生産時の細胞内代謝状態が依然として未知なため，

PGA 生産がどのように制御されているか予測することが困難であることが原因であ
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ると考えられる．つまり，カーボンカタボライト制御のように PGA 生産菌は種々の

代謝物が細胞内の代謝制御に大きく関わっているため，PGAの生産を制御するために

は細胞内全体の代謝状態を把握して戦略を構築する必要があると考えられる．

1.4. メタボロミクス

すべての生物は DNAを転写し mRNAを生成し，mRNAを翻訳することでタンパク

質を生成し，タンパク質が細胞内で種々の化学反応を触媒することにより代謝物が生

み出されている．従来の研究方法は前述のセントラルドグマのどこかの一因子，例え

ばある遺伝子やタンパク質に注目し，その分子とほかの分子や表現型との関係性を一

対一で研究してきた．そして近代では，遺伝子であればゲノミクス，mRNAであれば

トランスクリプトミクス，タンパク質であればプロテオミクス，といったように，セ

ントラルドグマの各階層における分子の総体を対象とするオミクスと呼ばれる学問

分野が発展してきた (44,45)．これにより，一対一ではなく，総体対一，さらには総

体対総体といった具合に，研究対象全体としてのバランスや傾向，特徴を俯瞰的に捉

えることができるようになった．そして，これまで未解明であった分子間での相互作

用などが明らかとなってきた．メタボロミクスはこの代謝物の総体であるメタボロー

ムを網羅的に研究する学問分野であり，オミクスの中では最も新しい分野である．代

謝物はこの遺伝子発現の流れであるセントラルドグマの中でも下流の産物であり，表

現型の一部として考えられることから，メタボロームを解析して得られる結果は表現

型と高い相関を持つと考えられる．

メタボロミクスが分析対象としている代謝物は他のオミクス研究と異なり，親水性

から疎水性，それぞれの化合物が持つ物性が幅広い．そのため目的に応じて分析系を

選択する必要がある．主に用いられている分析法は，核磁気共鳴分光分析法 (nuclear 

magnetic resonance spectroscopy: NMR)，ガスクロマトグラフィー質量分析法 (gas 

chromatography / mass spectrometry: GC/MS)，液体クロマトグラフィー質量分析法
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(liquid chromatography / mass spectrometry)，キャピラリー電気泳動質量分析法

(capillary electrophoresis / mass spectrometry: CE/MS)などである．これらの分析手法を選

択，もしくは組み合わせることにより，代謝物の網羅性を高めている．

前項で述べたとおり，Bacillus 属の代謝は細胞内代謝物の濃度に依存して制御され

ている．そのため，メタボローム解析によって測定される代謝物量は，制御タンパク

質の活性化に関わり，さらにその制御タンパク質によって引き起こされた代謝状態へ

の影響は再度代謝物へ表れると考えられる．つまり，メタボローム解析は Bacillus属

の細胞内の代謝状態を観察する強力な手段になり得るといえる．

1.5. 本研究の目的

Koと Grossは，培地中の炭素源が glucoseと glycerolでは B. licheniformis ATCC 9945

の増殖や PGA の生産量，そして分子量が異なることを報告している (33)．Glucose

は PTSを介して細胞内に取り込まれるのに対し，glycerolは自然拡散で細胞内へと取

り込まれる．PTSはカーボンカタボライト制御の一部としてみなされており，そのた

め，カーボンカタボライト制御において多くの遺伝子の発現を制御する CcpAの活性

が glucoseと glycerolでは大きく異なることが報告されている (46,47)．さらに glucose

と glycerol では培養中の PGA の分子量推移も異なるため (33)，カーボンカタボライ

ト制御は PGAの発酵制御に大きく関与していることが推察される．

前述の通りメタボローム解析は定量的な細胞内代謝物情報を得ることができる分

析技術である．カーボンカタボライト制御は細胞内代謝物濃度に依存して変化するこ

とから，メタボローム解析から得られた情報は Bacillus属の細胞内で起きている代謝

制御を反映していると言え，それはカーボンカタボライト制御が PGA 発酵へ与える

影響を考察する大きなヒントとなりうる．つまり発酵性能の異なる細胞をメタボロー

ム解析に供して，得られた代謝物情報から細胞内代謝状態を観測し，そこから PGA

発酵への影響を考察し次の培養条件の検討へフィードバックすることができれば，論
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理的かつ効率的に PGAの発酵を制御することが可能になると考える．

そこで，本研究では，Bacillus属を用いた PGA発酵生産において重要な要素である，

生産量の向上と培養中の分子量低下の抑制を，以下のワークフローに従って試みた

(図 1.4)．まず，発酵性能の異なる培地で細胞を培養し，細胞を培地から分離しメタ

ボローム解析に供した．さらに，得られたメタボローム解析結果と，培地中成分の変

動から，発酵特性の違いを示す細胞内の代謝状態を予測した．そして，予測された細

胞内代謝状態から，目的表現型の達成に必要な戦略を構築し，その戦略にのっとって

再度培養することで発酵性能の変化を観測し，本手法の妥当性を評価した．第 1章で

は PGA の有用性とその生産における問題点，そして本研究の目的とメタボローム解

析がそれを達成するキーテクノロジーのなりうることを述べた．第 2章では過去の報

告を元に glucoseと glycerolをそれぞれ含む培地における PGAの生産量の違いに注目

し，細胞内代謝物プロファイルから培地中の炭素源の流れを予測し，PGA生産量の向

上を試みた．第 3章では，それぞれの炭素源における分子量推移の違いに着目し，さ

らに炭素源の種類を増やすことで PGA の分子量推移へ与える代謝制御機構をメタボ

ローム解析結果から検討した．最後に第 4章では全体を総括し，今後の展望について

言及した．
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図 1.4 本研究のワークフロー
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第2章 PGA生産量の向上に資する B. licheniformis ATCC 9945のメ

タボローム解析

2.1. 緒言

第 1章で述べたように Koと Grossは glucoseと glycerolをそれぞれ用いた場合では

PGA の生産能が異なることを報告しており (33)，これはカーボンカタボライト制御

の PGA 生産に対する関与を示唆するといえる．しかしながらこれまでのカーボンカ

タボライト制御が PGA の生産にどのように影響しているかを細胞内の代謝制御機構

から議論している論文はなく，そのため培地中に含まれる炭素源がどのような経路を

経て PGAと変換されているかは未解明な部分が残されている．

そこで本章では Ko と Gross らと同様の培地と菌株を用いて培養し，培地の違いと

PGA生産性の違い，そして種々の炭素源の取り込みを含む培地成分の変化を観測した．

そして，それぞれの培地における細胞がどのような代謝状態にいるかをメタボローム

解析によって観測し，そこから炭素源の流れを推測した．さらに得られた仮説を元に

培養戦略を構築し PGA生産量の向上を試みた．

本研究で用いた B. licheniformis ATCC 9945は最も古くから PGA生産に関する研究

で用いられている菌株であり (48) (当時は B. subtilisとして報告されていた)，比較的

大量かつ高分子の PGA を生産することが知られている．また，カーボンカタボライ

ト制御に寄与する代謝物，そしてその支配下にある代謝経路は多岐にわたり，幅広い

化合物群を研究する必要がある．そこで本研究では ion-pair LC/MS/MSを用いたメタ

ボローム解析を行った．本手法は ion-pair 試薬と呼ばれる両親媒性を持つ化合物を移

動相中に溶解させ固定層に逆相系のカラムを用いることで糖リン酸，有機酸，アミノ

酸，核酸などの中央代謝における主要代謝物をクロマトグラフィー部分にて分離させ，

さらに化合物特異的なプロダクトイオンを検出する MS/MS 分析を行うことで，幅広

い細胞内代謝物を一斉に検出することができる．
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2.2. 実験方法

2.2.1. 試薬

L-Glutamic acid，citric acid，di-ammonium hydrogen citrate，glycerol，NH4Cl，K2HPO4，

MgSO4·7H2O，FeCl3·6H2O，CaCl2·2H2O は Carl Roth GmbH + Co. KG. (Karlsruhe, 

Germany)，LC/MS-grade ultra-pure water，HPLC-grade chloroform，acetic acid，perchloric 

acid，H2SO4，NaNO3，NH4HCO3，MnSO4·H2O，ribitolは和光純薬株式会社 (Osaka, Japan)，

D-glucoseとNaOH はナカライテスク株式会社 (Kyoto, Japan)，10-camphorsulfonic acid，

2,3-butanediol，tributylamineは Sigma Aldrich (MO, USA)，acetoinは東京化成工業株式

会社 (Tokyo, Japan)からそれぞれ購入した．

2.2.2. 菌株と培養方法

Bacillus licheniformis ATCC 9945は American Type Culture Collection (ATCC) (VA, 

USA)から壌土していただいた．菌体を 2%の寒天で固化した E 培地(L-glutamic acid, 

20.0; citric acid, 12.0; glycerol, 80.0; NH4Cl, 7.0; K2HPO4, 0.5; MgSO4·7H2O, 0.5; 

FeCl3·6H2O, 0.04; CaCl2·2H2O, 0.15; and MnSO4·H2O, 0.104 (g/L)) (49)で 37°C，48時間静

置培養し，粘性の高いコロニーを選抜し，500 mLフラスコ中へ 100 mL分注した E培

地で 37°C，振盪直径 5 cm，250 rpmで 24時間培養 (Bio-Shaker BR-3000LF, TAITEC, 

Saitama, Japan)した (33)．得られた培養液は等量の 20% glycerol溶液と混合し-80°Cで

保存し，以後の実験に用いた．

本実験では，E培地の glycerolが同量の glucoseに置き換えられたものを用いた (表

2.1)．それぞれの培地の pHは NaOHで 7.4になるように調整した．20分，121°Cでオ

ートクレーブした後，37°Cで 30分間解凍した菌体を 1 Lに対して 4 mL植菌した．

植菌された培地のうち 100 mLを 500 mLの三角フラスコへ分注し，37°C，振盪直径 5 

cm，250 rpmで 96時間培養した．すべての実験は反復数 3で行い，示しているデー
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タはその平均と標準偏差である．

表 2.1各培地に含まれる炭素源の組成

Medium 
Carbon source components and concentrations (g/L) 
Glucose Glycerol L-Glutamic 

acid 
Citric acid 

E 0.0 80.0 20.0 12.0 
P 80.0 0.0 20.0 12.0 
EC 0.0 80.0 20.0 18.0 
PC 80.0 0.0 20.0 18.0 

また，2.3.4.で行った断続的添加培養実験においては，240 g/Lの citric acid，もしく

は 282.55 g/Lの di-ammonium hydrogen citrateを 12時間毎に培養時間 24-48時間まで，

毎回 5 mLずつ添加した．本溶液の pHは NaOHを用いて，PGA生産時の pHに近い 6

に調整した．増殖の確認のために，培養液を一部分注し，光学的密度 (optical density; 

OD)が波長 600 nmにて 0.3未満になるように希釈し，12時間ごとに計測した．ODの

測定には GeneQuant 100 spectrophotometer (GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, 

UK)を用いた．

2.2.3. 培地成分の分析

2.2.3.1. PGAの分析

培養液中の PGA 分析のため，培養液の一部を分注し，HPLC グレード蒸留水にて

10倍希釈した後，16,000 ×g，4ºCにて 20分間遠心分離した．その後上清をMini-Uni prep 

PTFE filter (pore size 0.45 m, GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK)を用いてろ

過し，Shodex OHpak SB-G guard column (6.0 × 50 mm, Showa Denko KK,Tokyo, Japan)を

ガードカラムとし，Shodex OHpak SB-806M HQ (8.0 × 300 mm, Showa Denko KK, Tokyo, 

Japan)を用いてサイズ排除クロマトグラフィー (size exclusion chromatography; SEC)に

て分析した．本分析はカラムオーブンであるGL-7432を装着したGL-7400 (GL Science, 
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Tokyo, Japan)を用いて行った．移動相は 50 mM NaNO3で，流速は 1.0 mL/minに設定

した．カラムオーブンの温度は 60ºCで,10 Lを分析に供した．定量用の検量線を作

成するのに用いた PGAは Gotoらの方法を参考にして培養液から精製した (29)．

2.2.3.2. 糖，citrate，acetate，2,3-butanediol，acetoinの分析

PGAの分析と同様のサンプルと HPLCを本分析にも使用した．本分析では Aminex 

HPX-87H column (7.8 × 300 mm, Bio-RAD, CA, USA)を使用し，移動相は 5 mM H2SO4，

流速は 0.6 mL/min，カラムオーブンの温度は 65ºCで行われ，10 Lのサンプルを分析

に供した．それぞれの化合物の検量線は標品を用いて 3点で構築した．

2.2.3.3. Glutamate，ammoniumの分析

培養液中の glutamate と ammonium はそれぞれ，Yamasa L-Glu Assay Kit (Yamasa 

Shoyu Co. Ltd., Chiba, Japan)と EnzyChrom ammonia/ammonium kit (BioAssay Systems, 

CA, USA)を用いた酵素法にて測定した．

2.2.4. メタボローム解析

2.2.4.1. サンプル調製

メタボローム解析用のサンプルは Nakayama らと Li らの方法を応用して調製した

(50,51)．OD600を分析し，以下の式に適当な容量の培養液を回収した．

Sampling volume (mL) × OD600 = 3 

その後，粘性を低下させるために同量の 0.25 M perchloric acidと混ぜあわせた後，10

秒間ボルテックスにて撹拌した．混合液を 25 mm GD/X PVDF syringe filter (pore size 

0.45 m, GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK)を装着したシリンジに移し，ろ過

した．菌体の含まれるフィルターを回収液量の 4倍の容量の 300 mM NH4HCO3で洗

浄したのち，液体窒素で瞬時に凍結した．その後凍結乾燥 (VD-800F, TAITEC, Tokyo, 
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Japan)を行い，抽出まで-80ºCで保存した．

細胞内代謝物を抽出するため，0.7nM 10-camphorsulfonic acid (LC/MS/MS分析の内

部標準物質)を含む 1.5 mLの 80% methanolを，凍結乾燥後の菌体を含むフィルターで

ろ過し，ろ液を再度同様のフィルターでろ過する操作を 5回繰り返した．その後 750 

Lのろ液へ 225 Lの超純水，150 Lの methanol，750 Lの chloroformを添加しボル

テックスにて撹拌した後，16,000 ×g，4ºCにて 3分間遠心分離を行った．これにより

二層へ分離した溶液の水相である上層を 350 L回収し，新しい 1.5 mLサンプルチュ

ーブへ分注した．その後，遠心濃縮，凍結乾燥を行い，LC/MS/MS 分析まで-80ºC に

て保存した．この時余ったすべてのサンプルの上清を回収し混合液を調製し，これを

分析評価用試料 (quality control; QC)とした．350 Lの QCについても同様の操作で凍

結乾燥まで行い保存した．

2.2.4.2. Ion-pair-LC/MS/MS分析

凍結乾燥したサンプルを 50 L の超純水で再溶解し，ガラスバイアルへ移し，

Ion-pair-LC/MS/MS分析へ供した．本分析は Shimadzu Nexera UHPLC systemをクロマ

トグラフィーとして装着した LCMS 8030 Plus device (Shimadzu Co., Kyoto, Japan)を用

いて行った．カラムは PE capped CERI L-column 2 ODS (2.1 mm × 150 mm, particle size 3 

m, Chemicals Evaluation and Research Institute, Tokyo, Japan)，移動相は 15 mMの酢酸

を含む 10 mM tributylamine水溶液を Aとし，methanolを Bとして，流速 0.2 mL/min，

カラムオーブン温度は 45ºCにて 3 Lのサンプルを表 2.2に示したグラジエント条件

で分析に供した．質量分析計の条件は以下のとおりである: desolvation line temperature, 

250ºC; drying gas flow, 15 L/min; heat block temperature, 400ºC; nebulized gas flow, 2 L/min．
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表 2.2 グラジエント条件

Time (min) %A %B 
0.0 100 0 
1.0 100 0 
1.5 85 15 
3.0 85 15 
8.0 50 50 

10.0 0 100 
11.5 0 100 
11.5 100 0 
20.0 100 0 

2.2.4.3. データ解析

MRMPROBS ver.2.11 (52)を自動ピーク同定，及びピークエリア値の算出に用いた．

選択されたピークのエリア値は同じサンプルの内部標準物質のエリア値で除算され

た後，QCの値に基づく LOWESSにて標準化された (53)．

主成分分析 (principal component analysis: PCA)と t 検定はそれぞれ SIMCA 13 

(UMETRICS, Umeå, Sweden)と AIoutput ver. 1. 29 (54)を用いて行った．

2.3. 結果と考察

2.3.1. 菌体の増殖と培養液中成分の経時変化

glycerolもしくは glucoseを含む培地で菌体を培養した結果を図 2.1に示す．

まず，増殖については glucose培地のほうが PGAの生産期においても増殖を続けて

おり，高い OD600値に達していることがわかる (図 2.1A 左)．反対に glycerol 培地で

培養した菌体のほうが OD600値は低いものの，96時間後の PGA生産量は 35.82 g/Lで

あり，glucose培地における 19.21 g/Lの生産量より高い値を示した (図 2.1A右)．本

結果は，先行研究として同様の実験を行ったKoとGrossの結果と同様であると言え，

glycerolと glucose，それぞれの炭素源が B. licheniformis ATCC 9945の PGA生産量の違

い確認することができた (33)．

それぞれの培地において，glucoseは glycerolに比べ早く消費されていることがわか
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る (図 2.1B 左)．一方で citrate は glycerol 培地で早く消費されている (図 2.1B 中)．

多くの微生物で glucose はカーボンカタボライト制御を引き起こす代表的な化合物と

して知られており，これにより glucose トランスポーターの発現が促進されるととも

に，glucose 以外の炭素源のトランスポーターの発現が抑制されることが報告されて

いる (55,56)．Bacillus属においても glucoseが glycerolと citrateのトランスポーターの

発現を抑制することが報告されており，本結果と一致する (57)．

Bacillus属は PGAの生産中に acetate，acetoin，2,3-butanediolを副産物として生産す

る (58)．Glucose培地では PGAの生産期において，acetoinと 2,3-butanediolをより多

く生産していた (図 2.1C)．一方，glycerol 培地では acetate が蓄積していた．Moreno

らは acetoin 生合成に関わる遺伝子をコードする alsSD の発現には，CcpA と glucose

の両者が必要であることを報告しており (36)，glycerol 培地では acetoin が蓄積せず，

glucose 培地で蓄積したという本結果と一致する．また，2,3-butanediol は解糖系で生

産された NADHを acetoinの還元反応に利用することで生産されることが知られてお

り (59)，glycerol培地に比べ glucose培地で 2,3-butanediol がより多く生産されていた

のも，カーボンカタボライト制御によって活性化した acetoin 生合成に派生した結果

であると考えられる．さらに，acetate kinaseという acetateを acetyl-CoAへ変換する反

応を触媒する酵素をコードする ackAも同様に CcpAと glucoseの両方が必要であるこ

とが報告されており (60)，これにより glucose培地では acetateが acetyl-CoAへと変換

されていったと考えられる．そのため，glycerol培地に比べて glucose培地では acetate

の蓄積が低かったと考えられる．

以上の結果から，先行研究で報告されているカーボンカタボライト制御の影響がそ

れぞれの培地で顕著に現れていたことが改めて示されていたと言える．このことから

それぞれの培地ではカーボンカタボライト制御によって異なる代謝制御が行われて

おり，それが PGA生産に関与している可能性が示された．
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図 2.1 培地成分の経時変化．黒丸は E 培地 (glycerol)の結果を表し，白丸は P 培地 (glucose)

の結果を表す．A において左は OD600値を表し，右は PGA の生産量を表す．B において左は

glycerolもしくは glucoseの濃度を表し，中は citrateの濃度，そして右は glutamateの濃度を表

す．Cにおいて左は acetoinの濃度を表し，中は 2,3-butanediolの濃度，そして右は acetateの

濃度を表す．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．

2.3.2. メタボローム解析結果

Ion-pair-LC/MS/MS分析によって解糖系，ペントースリン酸経路，TCA回路，アミ
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ノ酸及び核酸生合成に関連する 63の代謝物が検出された (付録，表 S1参照)．それぞ

れの培地において特徴的な代謝物を解析するために，培養 24時間から 60時間のメタ

ボロームデータを PCAに供した (図 2.2)．

PCA は教師なしの探索型データ解析手法の一つである．データの持つ説明 (独立)

変数にもとづいて，各データの分散を最大化する第一主成分軸  (First principal 

component: PC1)を算出し，それと直行し残差の分散を最大化する PC2，そしてさらに

PC2に直行する PC3というように主成分軸を算出し，それを組み合わせて視覚化する

手法であり，メタボロームデータのようにサンプル数×代謝物数という膨大な情報を

持つデータマトリクスを客観的に評価する際に有用な手法として汎用されている．本

解析手法では各サンプルを主成分軸へ投影した際に得られるスコア値と，主成分軸の

構成に各説明変数がどれだけ寄与したかを表すコーディング値が得られる．つまり特

定の主成分軸に沿って各サンプルが分離している場合，その主成分軸のローディング

値で正負のそれぞれにおいて高い値を示した化合物がサンプルの分離に強く寄与し

ているといえる．

まず，それぞれのサンプルのスコア値を元にプロットされたスコアプロットでは，

培養時間ごとに第一主成分 (First principal component: PC1) 方向で分離し，培地の違い

にしたがって PC2方向で分離していた (図 2.2A)．つまりこの結果から，本実験によ

って得られたメタボロームデータのうち，PC2の方向の分離に寄与していた化合物は

それぞれの培地における代謝状態の違いを強く反映していると考えられる．そこで，

PC2 において，正と負でそれぞれ高いローディング値を示した化合物を図 2.2B に示

した．まず，glucoseと glycerolをそれぞれ炭素源として用いたため，それぞれの培地

において，菌体が取り込む際に最初にリン酸化されて生じる化合物である glucose 

6-phosphate (G6P)と -glycerolphosphate (a-GP)がそれぞれの培地で蓄積していた．また，

glucose 培地ではペントースリン酸経路関連の化合物である 6-phosphogluconate 

(6PGA)，fructose 6-phosphate (F6P)，sedoheptulose 7-phosphate (S7P)，ribose 5-phosphate 
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(R5P)，ribulose 5-phosphate (Ru5P)が蓄積していた．ペントースリン酸経路は増殖に必

要な還元力である NADPHを生産する重要な経路として知られている．つまり glucose

培地の菌体は glycerol培地の菌体よりも，よりペントースリン酸経路が活性化してお

り，結果として良好な増殖を示したと考えられる．一方で，glycerol 培地では解糖系

の中間代謝物である phosphoenolpyruvate (PEP)， fructose bis-phosphate (FBP)，

bis-phosphoglycerate (BPG)が蓄積していた．glucose は細胞に取り込まれるとき，PTS

によって PEPのリン酸基が転移され G6Pとなるが，glycerolは拡散にしたがって取り

込まれ，ATPのリン酸基が転移され a-GPとなる．つまり，glucose培地ではより PEP

が glucose のリン酸化に消費されており，glycerol 培地での PEP の蓄積が生じている

と考えられる．また，ペントースリン酸経路は NADPHの生産だけでなく，核酸の形

成に必要なリボースを生合成するのに利用される代謝経路であり，glycerol を炭素源

として増殖するには，糖新生によって G6Pを生合成し，ペントースリン酸経路を介し

て代謝しなければならない．Voigtらは B. licheniformis ATCC 14580をグルコース飢餓

状態においた場合，糖新生に関わる遺伝子のうち，pyruvateを PEPへ変換するのに必

要な phosphoenolpyruvate carboxykinase をコードする pckA と BPG を glyceraldehyde 

3-phosphateへ変換するのに必要なglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaseをコードす

る gapB の発現が促進されるのに対して，FBP を F6P へ変換するのに必要な fructose 

bisphospatase (FBPase)をコードする fbp の発現は変化しなせず，低い発現量にとどま

ることを報告している (61)．FBPaseは解糖系の F6Pから FBPを生成する反応とは独

立に働く酵素であるため，糖新生においてペントースリン酸経路に必要な G6Pを生合

成するためには FBPaseの発現が必須となる．つまりこの FBPaseの発現量が低いこと

により，glycerol培地では FBPを F6Pへ変換する反応がボトルネックとなり，FBP以

降の BPGを含む解糖系関連代謝が蓄積していると考えられる．

また glucose培地で培養した細胞内では， GTP，isoleucine，valineと，TCA回路の

中間体である citrateと 2-oxoglutarateが蓄積していた．GTP，isoleucine，valineはカタ
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ボライト制御タンパク質の一つである CodY の活性化因子として知られる (62,63)．

CodY は citrate を isocitrate への反応を触媒する aconitase をコードする citB と，

2-oxoglutarateから glutamateへの反応を触媒する glutamate synthase (GOGAT)をコード

する gltAB の発現を阻害することが明らかとなっている (37)．Bacillus 属は GOGAT

以外に glutamate dehydrogenase (GDH)によって触媒される glutamate生合成経路を持つ．

しかしながら GDHの発現は glutamateによって抑制されることが知られており，本研

究で用いた培地には大量の glutamateが含まれている．つまり glucose培地では CodY

が活性化していることにより，aconitaseや GOGATの発現が抑制され，citrateや 2OG

を glutamate へと変換できないため，PGA の生産が低下していると考えられる．
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図 2.2 メタボロームデータを用いたPCA結果．Aはスコアプロットを示しており，丸はglycerol

の結果を表し，三角は glucoseの結果を表す．また 24 時間から 60 時間までの結果は白から黒

にかけてのグラデーションで表す．B には PC2 においてローディング値が正負のそれぞれで

0.1 を超えた化合物を示した．すべての結果は反復数 3 で行った結果でありエラーバーは標準

偏差を表す．6PGA, 6-phosphogluconate;2OG, 2-oxoglutarate; F6P, fructose 6- phosphate; G6P, 

glucose 6-phosphate; S7P, sedoheptulose 7-phosphate; Ru5P, ribulose 5-phosphate; R5P, ribulose 

5-phosphate; R1P, ribulose 1-phosphate; PRPP, phosphoribosyl pyrophosphate; SSA, succinic 

semialdehyde; AICAR, 5-aminoimidazole-4-carboxiamide ribonucleotide; BPG, 

bisphosphoglycerate; FBP, fructose bisphosphate; PEP, phosphoenolpyruvate; a-GP, -glycerol 

phosphate. 
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図 2.3 にそれぞれの培地において特徴的であった代謝物をまとめた．まず glucose

培地では，CodYの活性化と glucoseの添加によって citrateを glutamateへ変換するこ

とができないため PGA 生産が抑制されていると示唆された．一方 glycerol 培地では

FBP の蓄積により CcpA が活性化して培地中の citrate を glutamate へ変換し，大量の

PGA が生産された示唆された．つまり PGA 生産時に B. licheniformis ATCC 9945 は

glycerol や glucose を細胞形成のための炭素源として利用しており，PGA の生産には

citrateが主な炭素源として利用されていることが示唆された．
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図 2.3 メタボローム解析結果．黒は glycerol を表し，白は glucose を表す．縦軸は LOWESS

によって標準化されたピーク強度を示す．2 群間で定量値に優位な差があった場合アスタリス

クで示す (*: p < 0.05, **: p < 0.01)．細い矢印は代謝の流れを表し，太い矢印と T字のバーはそ

れぞれ活性化と抑制を表している．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは

標準偏差を表す．FBP, fructose bisphosphate; GAP, glyceraldehyde 3-phosphate; Ace-CoA, 

acetyl-CoA; 2OG, 2-oxoglutarate; Suc-CoA, succinyl-CoA. 
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2.3.3. PGA生産量の向上を目指した Citrate添加培養

メタボローム解析によって citrate を主な基質として PGA が合成されていることが

示唆された．また，図 2.1に示したように，高い PGA生産量を示した glycerol培地に

おいて citrateは 36時間で枯渇し，その時 PGAの生産は停止していた．そこで citrate

をそれぞれの培地へ添加することで PGA の生産量が増加するか検討した．用いた培

地は表 2.1に示した通りである．

図 2.4Aにその培養結果を示す．Citrate添加 glycerol培地において citrateは 48時間

で枯渇し，96時間で非添加培地よりも高い 45.73 g/Lの PGAを生産した．一方で，citrate

の添加は glycerol培地において PGAの生産量を向上させただけでなく，ammoniumと

glutamateの消費が促進されていた (図 2.4B,C)．図 2.3 のメタボローム解析の結果で

も示されている通り，glucose培地で培養した場合，細胞内では glutamineが蓄積して

いた．2.2.2.にも記述したとおり，培地中に含まれる glutamate によって GDH の発現

が抑制されているため (64)，細胞内で glutamate は GOGAT によって生合成されてい

ると考えられる．GOGATはそれぞれ 1分子の glutamineと 2OGから 2分子の glutamate

を生合成する反応を触媒する．そのため glutamateの生合成に glutamineが必要となる

ので，glutamate と ammonium から glutamine を合成する反応を触媒する glutamine 

synthetase (GS)が GOGATと同時に発現する．つまり本研究で用いた培地において細胞

は GOGAT/GS経路によって citrateから合成された 2OGと glutamineから glutamateを

合成し，その glutamateから glutamineが合成され，また 2OGと共に glutamateが合成

されていると考えられる．これが，citrateが主な PGAの基質として利用されているこ

とと，培地中の glutamateは直接 PGAの基質となるのではなく，培地中の ammonium

を，GS を介して 2OG から glutamate を生合成するために必要なアミノ基のドナーと

して利用されるため，glucoseと glycerol培地で glutamateの消費に PGAの生産量の顕

著な違いほどの差がみられないことの理由であると考えられる．このとき glucose 培

地では GOGATの発現が CodYの活性化によって抑制されていると考えられるため，



33 

細胞内の glutamineを glutamateへ変換できない．さらに glutamineは GSの活性をアロ

ステリックに阻害することが知られており (65)，これにより GSの活性が低下すると

考えられる．培地中の ammonium の消費を比較すると glucose 培地は glycerol 培地よ

りも多くの ammonium が残存しており，これは glutamine の蓄積による GS の活性の

低下することで ammoniumの取り込みが抑制された結果と考えられる．

以上より，本研究によって，B. licheniformis ATCC 9945 は glutamate 生合成に

GOGAT/GS経路を利用しており，そのため培地中の glutamateを直接 PGA生産に使う

のではなく，citrateから合成される 2OGと ammoniumを基質として PGAを合成して

いるということが強く示唆された．
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図 2.4 Citrate添加実験結果．黒丸は citrate非添加 glycerol培地，白丸は citrate非添加 glucose

培地，黒四角は citrate非添加 glycerol培地，白四角は citrate非添加 glucose培地を表す．Aは

PGA濃度，Bは glutamate濃度，Cは ammonium濃度を示している．すべての結果は反復数 3

で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．

2.3.4. 断続的 citrate及び ammonium添加による更なる PGA生産量の向上

2.3.3.から GOGAT/GS経路を利用して PGAを生産していることが示唆されたことか

ら，培地成分のうち citrateだけでなく ammoniumも PGAの生産に必要であることが

考えられる．また，citrateと ammoniumは citrate添加 glycerol培地において 48時間で
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枯渇していた (図 2.4B,C)．そこで，citrate と ammonium のさらなる添加により PGA

生産量の向上を目指した．

本実験では citrate のみの添加，もしくは citrate の ammonium 塩である di-ammonium 

citrateを用いて行った．培地中の初期イオン強度を高め過ぎると細胞の増殖が遅れる

ことが知られているため，本実験では培養液のイオン強度をある程度保つために断続

的な添加実験を行った．結果を図 2.5に示す．Di-ammonium citrateの添加により 53.97 

g/L の PGA の生産が達成された．これは過去に報告された B. licheniformis を用いた

PGA生産量において最も高い値 (35.75 g/L (66))である．さらに図 2.5Bには培地中の

citrate濃度と各培養時間までに消費された citrateの合計の値を示した．最終的に消費

された citrateは di-ammonium citrateの添加では 38.02 g/L，citrateの添加では 28.83 g/L

であった．仮に di-ammonium citrate が添加された培地においてすべての消費された

citrateがglutamateへ変換されたとすると理論上は35.52 g/Lの glutamateが合成される．

そして培地から消費された glutamateは 20.0 g/Lであり，生合成されたものと合計す

ると 55.52 g/Lとなる．これは生産された PGAの 53.97 g/Lと近い値を示しており，本

研究で考察された GOGAT/GS経路を用いた citrateからの PGA生合成経路を強く支持

する結果であるといえる．
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図 2.5 断続的添加実験結果．黒菱型は citrate添加，白菱型は di-ammonium citrate添加の結果

を表す．Aは PGA濃度を表し，Bの実線は各培養時間までの累計 citrate消費量，破線は倍中

の citrate濃度を表す．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表

す．

2.4. 小括

本章では先行研究から glucoseと glycerolを用いた場合に PGAの生産量が異なるこ

とに着目し，それぞれの培地において細胞内代謝状態をメタボローム解析によって観

測し，そこから得られた情報を元に PGAの生産量の向上に取り組んだ．

それぞれの炭素源を含む培地で培養した細胞をメタボローム解析に供し，得られた

代謝物データを用いて PCA を行ったところ，それぞれの培地で異なるカタボライト

制御タンパク質が活性化していることが示唆された．それぞれの培地における培地成
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分と細胞内代謝物量の違いから，PGA生産時における炭素源の流れを予測し，citrate

がPGAの主な炭素源であることを明らかとした．さらに予測された炭素の流れから，

citrate と ammonium が PGA の生産に必要であると仮定し，両者を断続的に添加した

ところ，本菌株のこれまでの報告の中で最も高い生産量を達成することができた．

以上より，PGAの発酵性能の異なる細胞を比較することにより，細胞内代謝状態を

予測し，論理的に PGA の生産量を向上させることに成功した．得られた結果はこれ

までほとんど注目されていなかったカーボンカタボライト制御が PGA 生産に大きな

影響を与えていることを示唆するものであり，今後の PGA 生産に関する研究におい

て重要な知見となるといえる．
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第3章 分岐鎖アミノ酸による PGA分子量低下の抑制

3.1. 緒言

Bacillus属によって生産された PGAの分子量は，培養時間の経過とともに減少して

いくことが知られている．PGAの分子量はその物性に大きな影響を与える．特により

高分子の PGAは水と混合したときの単位重量あたりの粘性が高く，1分子あたりの電

子密度が高くなるといった特徴を持つ (67)．しかしながら，生成された PGA の分解

方法に関する研究は報告されているが (68,69)，in vitroで PGAの伸長反応を行った研

究は，Bacillus属の膜画分を用いて行われたもので，その反応効率は非常に低い (25)．

つまり Bacillus 属によって高分子の PGA を生産するためには，培養中に起きる PGA

の分子量の低下を抑制する必要がある．

この分子量の減少は，PGA synthetaseによる合成系が影響しているかは定かではな

いが，Bacillus属は培養後期に，pgdSにコードされている PGA depolymeraseを分泌す

ることが知られている (8)．また， PGA depolymerase 以外にも ggt にコードされる

-glutamyl transferase も PGA の分解能を持つことが報告されている (70)．一方で，

Scoffoneらは pgdSと ggtのダブルノックアウト株を用いて培養を行ったが，その際の

PGA の分子量は野生株のものよりも低くなってしまっていた (71)．PGA の分子量が

どのように制御されているかについては依然として未解明な点が数多く残されてお

り，Scoffone らの結果は，論理的に PGA の分子量低下を抑制することが困難である

ということを指示している．

第 2章の結果から，メタボローム解析結果はカタボライト制御と関わりのある代謝

物が特徴的に蓄積していることを明らかにし，細胞内の代謝状態を反映していると示

唆された．この観測された代謝状態は，数多くの遺伝子の発現がカタボライト制御タ

ンパク質によって制御された結果であるといえ，異なる表現型を示す細胞内で活性化

していると示唆されるカタボライト制御タンパク質は表現型に強い影響を持つ可能

性が考えられる．つまり，目的とする表現型を持つ細胞内で活性化していると考えら
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れるカタボライト制御タンパク質を，疑似的に活性化することで目的とする表現型を

得ることができるのではないかという仮説が考えられた．

本研究において，第 2章において PGA生産量の定量で行った SECの結果でそれぞ

れの培地で分子量分布が異なることが示された．図 3.1 に 2.3.3.で行った citrate 添加

実験における培養 48時間における各培地の SEC分析結果を示した．SECにおいて基

本的には分子量の大きい分子の溶出時間は早くなり，小さい分子は遅くなるため，本

結果から glycerol培地では glucose培地よりも低分子の PGAが多く含まれていること

がわかる．これは，それぞれの培地の PGA の分子量が炭素源の影響を受けて大きく

異なることを示しており，PGAの分子量もカーボンカタボライト制御によって影響を

受けている可能性が考えられる．

図 3.1 第 2章における培養 48時間のサンプルの SEC結果．縦軸は RI検出器の検出強度．

そこで本章では，メタボローム解析によって得られる代謝状態から高分子 PGA を

含む培地で培養した細胞で活性化しているカタボライト制御タンパク質を予測し，そ

のカタボライト制御タンパク質の活性化因子を培地へ添加することで PGA 分子量の

低下を抑制すること，を目的として研究を行った．Baraboteらは本研究で用いている

B. licheniformis ATCC 9945が glucose，fructose，sorbitolのそれぞれに対して特異的に

働く 3 種類の PTS パーミアーゼファミリーを持つことを報告している (72)．PTS は
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第 1 章でも述べたとおりカーボンカタボライト制御の一部としてみなすことができ，

糖の種類によっても細胞内代謝制御が変化することが報告されている (46,73)．そこ

で本章では glucose 以外の単糖の PGA の分子量推移に与える影響を検討するため，

glucose，fructose，sorbitol (以下 PTS-sugars と総称する)に加え非 PTS-sugars である

glycerolを用いて培養を行った．

3.2. 実験方法

3.2.1. 試薬

本章で使用した試薬は第 2章で使用したものと同様である．それに加え，D-fructose，

L-leucineをナカライテスク株式会社 (Kyoto, Japan)，sorbitol，L-isoleucine，L-valineを

Sigma Aldrich (MO, USA)からそれぞれ購入した．

3.2.2. 菌株と培養条件

菌株と培養条件は第 2章と同様に行った．分岐アミノ酸 (branched-chain amino acids: 

BCAAs)の添加実験ではそれぞれの BCAAsを 3 mMの濃度になるように添加した．

3.2.3. 培地成分の分析

培地成分の分析機器，条件は第 2章と同様である．PGAの分子量はサイズ排除クロ

マトグラフィーの結果から，EasiVial PEG/PEO (Agilent Technologies, CA, USA)と

poly(ethylene oxide)s (粘性平均分子量 5,000,000と 8,000,000, Sigma Aldrich, MO, USA)

の保持時間から作成した検量線を元に算出した．

3.2.4. メタボローム解析

メタボローム解析に用いたサンプリング方法や分析，解析はすべて第 2章と同様で

ある．データ解析で用いた orthogonal partial least squares-discrimination analysis 
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(OPLS-DA)は SIMCA 13 (UMETRICS, Umeå, Sweden)を用いて行った．

3.3. 結果と考察

3.3.1. 菌体の増殖と培養液中成分の経時変化

それぞれの培地で培養した結果を図 3.2に示す．まず，増殖について，すべての培

地において培養開始後 48時間で定常期へ達した (図 3.2A)．そして PTS-sugars培地は

glycerol 培地に比べ高い OD600値を示した．また，培養 96 時間における OD600値は

sorbitolが最も高く，反対に glycerolが最も低い結果となった．

PGAの生産量を比較すると glycerol培地で 35.78 g/Lの PGAが生産されており最も

高い値を示し，glucose培地では 13.79 g/L，fructose及び sorbitol培地における生産量

は約 7.5 g/Lと最も低い値となった (図 3.2B)．citrateは glycerol培地において培養開

始後 36 時間で枯渇しており，PTS-sugars 培地ではその消費は抑制されていた (図

3.2C)．Yamamotoらは citrate transporterをコードする遺伝子の citSTの発現に CcpAが

負に関与することを報告している (57)．第 2章において glycerol培地で確認された細

胞内の FBP の蓄積は HPrK の活性化を促進するため，glycerol 培地でも CcpA は活性

化していると考えられる．本実験の結果でから citrateの取り込み抑制は PTS-sugars培

地のみで起きていることから，citrate transporterの発現は CcpAだけでなく PTS-sugars

が培地中に存在するときに抑制されることが示唆された．そして，第 2章の結果から

citrateは主な PTSの基質であることが示唆され，この citrateの消費が抑制されたこと

は PTS-sugars培地における PGA生産量の低さの一つの原因であると考えられる．

また，それぞれに添加した糖，もしくは糖アルコールの消費は sorbitolが最も低く，

ついで glycerol，そして glucoseと fructoseは類似した結果を示した (図 3.2D)．
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図 3.2 培養液の分析結果．丸は glycerol，四角は glucose，菱型は fructose，三角は sorbitol を表

す．A は OD600値，Bは PGA濃度，C は citrate濃度，Dはそれぞれの糖成分の濃度を示してい

る．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．

それぞれの培地における副産物 (acetoin，2,3-butanediol，acetate)の結果を図 3.3 に

示す．Glucose 及び fructose 培地では，acetoin が顕著に蓄積しており，2,3-butanediol

は培養 36 時間まで蓄積していたが，それ以降は減少したという類似した結果が得ら

れた．一方で培養 60時間以降では glucose培地ではそれぞれの副産物の変化が停止し

ているのに対し，fructose培地では 96時間まで継続していた．それぞれの糖の消費を

確認するとglucoseは培養60時間以降，培地中濃度が変化していないのに対し，fructose

培地では 84 時間に枯渇するまで減少を続けていた (図 3.2D)．2.3.1.でも述べたよう

に acetoin生合成関連遺伝子の発現には glucoseと CcpAが必須であることが報告され

ている (36)．また，fructoseも glucoseと同様の結果を示したことから acetoin生合成

経路関連遺伝子の発現に同様の効果を持つと考えられる．つまり，60時間以降に観測

された glucose消費の停止が，acetoin生合成経路の発現を glucose培地で培養した細胞

内で抑制し，acetoin及び，acetoinから合成される 2,3-butanediolの傾向が glucose培地
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と fructose培地で異なる原因であると考えられた．

Sorbitol培地では acetoinと 2,3-butanediolはほとんど生産されておらず，acetateが培

養後期に顕著に蓄積していた．Sorbitol培地では sorbitolの消費がほかの糖よりも低か

ったのに対し，最終的な OD600値が最も高かった．Sorbitol培地における Acetateの蓄

積は培養後期に増加したものであり，細胞が定常期に達した 48時間では glucose培地

や fructose 培地における acetoin や 2,3-butanediol の生産量に比べ非常に低い生産量で

あった．つまり，sorbitol培地で培養した細胞は glucose培地や fructose培地で培養し

た場合に比べ，取り込んだ sorbitolを効率的に細胞の増殖に利用したと考えられる．

Glycerol 培地では 2,3-butanedeol のみが蓄積していた．2,3-Butanediol は acetoin を，

NADHによって還元することで生成される．第2章の結果から，glycerol培地ではcitrate

が glutamate へ変換され，PGA が生産されていると示唆された．この場合，citrate か

ら 2OGを生成する過程において NAD+が必要となる．つまり，glycerol培地における

2,3-butanediol の蓄積は，解糖系で生成された NADH を再酸化するために引き起こさ

れたものであると考えられた．

図 3.3 副産物の分析結果．丸は glycerol，四角は glucose，菱型は fructose，三角は sorbitolを表

す．Aは acetoin濃度，Bは 2,3-butanediol濃度，Cは acetate濃度を示している．すべての結果

は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．

以上の結果から，それぞれ異なる糖，もしくは糖アルコールを添加した培地では細
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胞は異なる代謝状態にあることが示唆された．

3.3.2. PGAの分子量推移

それぞれの培地における PGAの分子量の推移に与える影響を検討するために，SEC

の結果から poly(ethylene oxide/glycol)で作成した検量線を用いて測定した．

本研究では数種類ある分子量の算出法の中でも重量平均分子量 (weight average 

molecular weight: Mw)を用いた．以下にその式を示す．

�

Niは分子量 Miの分子の数を表す．上記の式からわかるように，本算出方法によって

得られる Mwは，Miに重みづけしてあるため，高分子の存在に大きく影響を受ける．

つまり，高分子の PGAが多く含まれているほど，Mwはより高い値を示すことになる．

PGAの生産初期である 24時間における分子量はそれぞれの培地で 2.3~2.8 × 106 Daで

あった (図 3.4)．その後 glycerol培地では，Mwが培養時間の経過とともに減少してい

った．一方で PTS-sugars培地では glycerol培地に比べゆるやかにMwが低下していた．

次に，PGAの分子量は広く分布しているため，多分散性からその分散を評価した．多

分散性は Mw/数平均分子量 (number average molecular weight: Mn)で求められ，Mnは以

下の式で求められる．

�

つまり Mnは Mwに比べ低分子に影響を受けやすく，分子量の分散が広いほど両者の値

の差は大きくなる．つまり多分散性が大きければ大きいほど分子量の分散が大きい，

つまり PGA の分子量が大きく減少しているということが言える．それぞれの培地に

おける多分散性を求めた結果，glycerol 培地では PGA 生産初期から終期にかけて

2.4~4.0で推移したのに比べ，PTS-sugarsを含む全ての培地で 1.9~2.9と低い値で推移

していた．以上の結果から glycerol 培地では PTS-sugars 培地に比べ PGA 幅広い分子

量の PGAが培養時間の経過とともに蓄積していたと示唆された．
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一方で，PGA の生産について類似した結果を示した fructose培地と sorbitol培地は

glucose 培地と傾向は類似しているもののやや異なる結果を示した．Fructose 培地と

sorbitol培地では PGAの生産量が低く，これにより，検出されるピーク幅はほかのも

のに比べて小さかった．ピークの裾のあたりの結果は Mwや Mnといった値に影響を与

えてしまう．しかしながら，今回得られた結果はすべて目視で，glucose培地，fructose

培地，sorbitol 培地における PGA のピークトップが培養後期までは，glycerol 培地の

結果よりも早いことを確認している．よって，fructose培地及び sorbitol培地と glucose

培地の間で観測された違いは誤差として扱い，以後は glycerol培地と PTS-sugars培地

の間で議論する．

以上，PGAの分子量推移は glycerol培地と PTS-sugars培地で異なる傾向を示した．

培地成分の分析結果ではそれぞれの培地は異なる傾向を示したのに対し，PGAの分子

量推移に関しては PTS-sugars 培地で培養した細胞内で何らかの共通した代謝制御が

起きている可能性が示され，それは高分子 PGA の生産に有力な手掛かりとなると考

えられた．

図 3.4 PGAの分子量測定結果．丸は glycerol，四角は glucose，菱型は fructose，三角は sorbitol

を表す．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．
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3.3.3. メタボローム解析

これまでの結果から，PGAの分子量推移は glycerolと PTS-sugarsの 2群間で違いが

確認された．そこでそれぞれの培地において細胞内代謝状態がどのように異なるか観

察するために培養開始後 24時間から 60時間までの細胞に対してメタボローム解析を

行った．そして，この 2群間でそれぞれに特徴的な代謝物をより顕著に特定するため

に，得られたメタボロームデータを Orthogonal partial least squares-discrimination 

analysis (OPLS-DA)へ供した．OPLS-DAは Orthogonal partial least squares (OPLS)という

多変量回帰分析法を用いた判別分析法の一つである．まず，OPLS は多数の説明変数

から目的とする応答変数の回帰モデルを構築する手法である．最大の特徴は，説明変

数のうち，応答変数に対して相関のあるものを潜在変数へ，無相関のものを直行変数

へそれぞれ集約することで，データを解釈しやすいモデルを構築できることにある．

そしてどちらの群に対して相関があるかを得ることができる．OPLS-DA は OPLS の

応答変数部分に，それぞれの解析対象群に対して疑似応答変数 (例えば 2群の判別で

あれば，片方を 1，もう一方を 2といった具合)を与えることで回帰モデルを構築する

手法である．本手法によって得られたモデルに対して，それぞれの説明変数がどのく

らい正，もしくは負にモデル構築に寄与していたかといった情報を得ることができる．

つまり，前述の例であれば，正に相関があれば疑似応答変数 2が与えられた群，負に

相関があれば疑似応答変数 1が与えられた群にそれぞれ特徴的な説明変数であるとい

える．

本研究ではメタボローム解析によって得られた代謝物プロファイルデータを説明

変数として glycerol 培地と PTS-sugars 培地の 2 群間における判別モデルを構築した．

その結果，モデルの直線性を表す R2値と堅牢性を表す Q2値がそれぞれ 0.97 と 0.95

のモデルが構築された．そして，2群においてそれぞれ特徴的な代謝物を，各説明変

数のモデル構築に対する重要度を表す variable importance in projection (VIP)値が 1以上

の代謝物という基準で選択し，そのローディング値を図 3.5に示した．ローディング
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値が負の値の化合物は glycerol培地において特徴的な代謝物であり，正の値の化合物

は PTS-sugars培地において特徴的な代謝物である．以下にその特徴的な代謝物につい

ての考察を述べる．

まず，glycerol培地において PEPが蓄積しており，PTS-sugars培地では pyruvateが

蓄積していた．PEPは PTSにおいて取り込まれる糖をリン酸化するために使用される

図 3.5 メタボロームデータを用いた OPLS-DA結果．Aはスコアプロットを表しており，丸は

glycerol，四角は glucose，菱型は fructose，三角は sorbitolを表す．24時間から 60時間にかけ

ての結果は白から黒へのグラデーションで表す．Bは VIP値が 1以上の化合物のローディング

値を示している．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．
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リン酸基の供給源であり，PTSによってリン酸基を転移した後，pyruvateへと変換さ

れる．つまりそれぞれの培地における PEP と pyruvate の蓄積は PTS の利用の有無に

よるものを反映していると言える．また，PTS-sugars培地で培養した細胞中では 6PGA，

S7P，Ru5Pといったペントースリン酸経路関連代謝物が蓄積していた．ペントースリ

ン酸経路関連代謝物の蓄積は PTS-sugars 培地で観測された高い増殖能と一致すると

いえる．一方で，citrate，glutamine，GTP，2OGが PTS-sugars培地で培養した細胞に

蓄積しており，2-isopropylmalate が glycerol 培地で培養した細胞に蓄積していた．以

下にそれぞれの代謝物について考察を述べる．

まず，GTPは，カタボライト制御タンパク質の一つである CodYの活性化因子とし

て知られている (74)．そして第 2章の結果から，この CodYは活性化することにより

aconitaseと glutamate synthaseの発現を阻害し，細胞内における citrate，glutamine，２

OGの蓄積を引き起こす，と示唆された．つまり今回 PTS-sugars培地で観測されたGTP

と citrate，glutamine，2OGの蓄積は PTS-sugars培地において CodYの活性化を指示し

ているといえる．次に，glycerol培地で蓄積していた 2-isopropylemalateは leucine生合

成経路の中間体である． 24時間から 36時間にかけて，glycerol培地で培養した細胞

では 2-isopropylmalateに加えて，leucine化合物の蓄積量が増加していたが，PTS-sugars

培地で培養した細胞内では減少していた (図 3.6)．CodYは分岐鎖アミノ酸 (branched 

chain amino acids: BCAAs，leucine，isoleucine，valineのこと)の生合成経路に関連する

遺伝子をコードする ilv-leu オペロンの発現を負に制御することが報告されている

(75,76)．つまり以上の結果は，PTS-sugars培地で培養した細胞において CodYが活性

化している可能性を示しているといえる．
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図 3.6 Leucine生合成経路の代謝物分析結果．黒い棒グラフは培養 24時間の結果を示し，白い棒

グラフは 36時間の結果を示している．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは

標準偏差を表す．

3.3.4. 分岐鎖アミノ酸添加による PGA発酵への影響

メタボローム解析の結果から，CodYが PTS-sugars培地で培養した細胞の中で活性

化しており，PGA の生産と分解を抑制していることが示唆された．分岐鎖アミノ酸

(branched-chain amino acids: BCAAs)は CodYの活性化因子として知られており，CodY

活性化による発現制御に関する研究で頻用されている (77)．そこで本実験では CodY

の PGA発酵への影響を検討するために，glycerol培地へ BCAAsをそれぞれ添加して

培養を行った．

また，本実験における PGAの分子量の推移を図 3.7に示す．培養 24時間の時点で

はすべての培地に含まれる PGAの Mwは約 2.7 × 106 Daであった．そして，BCAAs

非添加の control培地では 24時間以降分子量が低下しているのに対して，それぞれの

BCAAs添加培地では 36 時間で Mwが増加し，そこからゆるやかに低下していった．

この培養中の多分散性を求めたところ，BCAAs非添加培地では 2.2~4.2であったのに

対し，isoleucine添加培地では 2.1~2.7，leucine添加培地では 2.0~3.5，valine添加培地
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では 2.2~4.0と，いずれの培地においても低い値を示した．これらの結果は，BCAAs

の添加により PGAの分解を抑制でき，非添加の場合よりも高分子の PGAを維持でき

ることを示している．また，PGA生産速度や分子量の推移が同じ濃度の BCAAsの間

でも異なることから，それぞれの BCAAs が持つ阻害活性にも違いがあることが示唆

された．

図 3.7 PGAの分子量測定結果．丸は非添加，四角は isoleucine添加，菱型は leucine添加，三

角は valine添加を表す．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を

表す．

残念ながら，PGA の分子量推移に関する制御機構については，PGA depolymerase

のようなタンパク質の関与が示唆されている程度にとどまっており，いまだ未解明な

点が多く残されているため，BCAAs による分子量低下の抑制について，詳細な考察

を行うことは難しい．しかし，一つの可能性として，BCAAs が引き起こしたであろ

う分子量低下の抑制は，PGA synthetaseをコードする pgsBCA オペロンの後方に位置

する pgdS にコードされている PGA depolymerase が関係していると考えられる．B. 

subtilis を用いた pgdS に関するこれまでの研究から，pgdS の発現は 因子非依存性タ

ーミネーターが pgsBCAと pgdSの間に存在するため，pgsBCAオペロンとは独立して

D 因子依存的に行われていることが報告されている (42)．さらに D 因子の発現は
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CodY によって負に制御されていることも明らかとなっている (78)．つまり，PGA 

depolymeraseをコードする pgdSの発現はCodYによって間接的に負に制御されている

ことが示唆される．メタボローム解析の結果から，PTS-sugars培地において細胞内の

CodYが活性化していることが示唆されており，培地中には高分子の PGAがより多く

蓄積していることから，PTS-sugars培地において活性化した CodYは PGAの生産だけ

でなく，分解の制御にも関与していると示唆された．

また，BCAAs の添加によって 72 時間までは非添加培地に比べ高分子の PGA を維

持することができたが，それ以降では非添加と同等か，より低分子化されてしまって

いた．BCAAsは細胞内で直接 CodYと相互作用することで CodYを活性化している．

そこで，BCAAs培地において分子量が低下し始めた培養 36時間から 60時間までの，

細胞内 BCAAsの分析結果を図 3.8に示した．培養 36時間では，BCAAs添加培地に

おいて，isoleucine 添加培地なら isoleucine のみが蓄積している (図 3.8A)，といった

ように，それぞれ添加された BCAA が細胞内で蓄積しており，添加されていない

BCAAsにおいては BCAAs非添加培地と同等かそれ以下の結果を示した．しかしなが

ら，培養 48時間から 60時間にかけて，すべての培地で培養した細胞において，すべ

ての BCAAsの増加が観測された．CodYは前述のように BCAAsの生合成経路を負に

制御しているため，本結果は 36 時間以降に CodY の活性が低下した可能性を示して

いる．CodYの発現は栄養細胞増殖期にのみ発現する A因子によって制御されている

ため， CodY の発現は定常期以降に抑制されてしまう (79)．つまり 48 時間以降の

BCAAs の蓄積は CodY の活性低下による影響と考えられ，培養後期の分子量低下は

本研究が着目した BCAAs 添加による影響ではなく，別の原因によるものと考えられ

る．
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図 3.8 細胞内分岐鎖アミノ酸の分析結果．Aは isoleucine，Bは leucine，Cは valineの結果を

表す．白は培養 36時間，黒は 48時間，灰色は 60時間の結果を表す．すべての結果は反復数 3

で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．

また，培養開始後 36時間までは BCAAs添加培地において増殖の遅れがあったが，

それ以降は類似した増殖を示した (図 3.9A)．さらに，glycerolの消費や副産物の蓄積

についてもすべての培地でほぼ同様の結果となった．
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図 3.9 BCAAs添加実験における培地成分の分析結果．丸は非添加，四角は isoleucine添加，菱

型は leucine添加，三角は valine添加を表す．Aは OD600値，Bは glycerol濃度，Cは citrate濃

度，Dは acetoin濃度，Eは 2,3-butanediol濃度，Fは acetate濃度を示している．すべての結果

は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．

一方で，PGAの主な基質である citrateの消費は BCAAsの添加によって抑制されて

いた (図 3.9C)．さらに，図 3.10にそれぞれの培地における PGAの生産量と，12時

間ごとの比生産速度を示した．最終的な生産量はすべての培地で同様の結果となった

が，BCAAsを添加した培地では比生産速度の低下が観測された．Glycerol培地におい

て 0.24 g/h g-Dry cell weight (DCW)と最も高い比生産速度が観測され，isoleucine添加

培地では 0.21 g/h g-DCW，leucine添加培地では 0.16 g/h g-DCW，valine添加培地では

0.18 g/h g-DCWという結果だった．前述のように CodYは citrateを isocitrateへ変換す
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る反応を触媒する aconitaseの発現を負に阻害するため，BCAAsの添加によって細胞

内の citrateが蓄積し，citrateの取り込みが阻害されたと考えられる．そして citrateは

PGAの主な炭素源として利用されるため，BCAAs添加培地において PGAの比生産速

度が低下したと考えられる．

補足的な結果ではあるが，低濃度の isoleucineの添加実験についても付記する．1 mM

の isoleucineを添加して培養を行ったとき，培養開始後 36時間の時点で培養液に大量

の泡が発生していることが確認された．これは，高分子の PGA によって発生した強

い粘性によってフラスコの回転運動に培養液が追いつかなくなってしまい発生した

ものと考えられる．残念ながら，泡が発生してしまうと培養中の酸素条件が大きく変

化してしまい，他の結果と比較できないため本論文では結果を除外した．しかしなが

ら，本実験で観測された結果は，将来的に粘性の高い培地中でも溶存酸素濃度を制御

できる技術が確立されれば，PGAの分解を制御することによって，高分子の PGAの

大量生産が可能であることを指し示している，と言える．
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図 3.10 BCAAs添加実験における PGAの分析結果．丸は非添加，四角は isoleucine添加，菱型

は leucine 添加，三角は valine 添加を表す．棒グラフは比生産速度 (左縦軸)を表し，折れ線グ

ラフは培地中の PGA 濃度 (右縦軸)を表す．グレーの棒グラフはその培地における最高の生産

速度を示している．すべての結果は反復数 3で行った結果でありエラーバーは標準偏差を表す．
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3.4. 小括

本章では PTSを介して取り込まれる単糖と糖アルコール，そして自然拡散によって

取り込まれるglycerolでは培養中のPGAの分子量推移が異なる結果を示すことに着目

し，両者を比較することによって，PGA の分解に寄与する因子を特定し，PGA の分

解を制御することを試みた．

OPLS-DAによって得られた結果はPTS-sugarsを含む培地で培養した細胞ではCodY

が活性化していることを指し示しており，過去の文献 (78,80)からも CodY は間接的

に PGA depolymerase の発現を抑制していると示唆された．そこで BCAAs を用いて

glycerolを含む培地においてCodYを活性化させたところ，非添加の培地に比べてPGA

の分解が抑制される結果が得られた．

先行研究においても CodY に着目して PGA の分解を制御した報告はなく，本研究

が初めての試みとなる．

将来的に PGA をさらに応用していくためには分子量の制御は非常に重要な要素で

あるといえ，本研究で示された結果は細胞内代謝制御の理解により，その分子量の制

御が可能となることを示すものである．
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第4章 総括

本論文は，これまで経験則的に行われていた PGA の発酵生産に対して，メタボロ

ーム解析を用いることにより考察された細胞内代謝状態を元に，戦略的に発酵を制御

することを試みたものである．メタボローム解析を PGA生産時における Bacillus属に

対して行った前例はなく，本研究が初めての試みとなる．得られた結果はこれまで部

分的に明らかとなっていた分子細胞生物学的な B. subtilis, B. licheniformisの先行研究

の結果とよく一致しており，それぞれの研究をつなげ論理的な戦略を構築する上でメ

タボローム解析が強力な手段となることを示しており，PGAの発酵制御には細胞内代

謝制御機構を理解する必要があることを改めて示すものである．

第 2章では glucoseと glycerolをそれぞれ培養に用いた場合，異なる PGA生産能を

示すことに着目し，それぞれの培地で培養した細胞に対してメタボローム解析を行っ

た．得られたメタボロームデータを PCA に供したところ，それぞれの培地に特徴的

な代謝物が抽出された (図 2.2)．抽出された代謝物からそれぞれの細胞が置かれてい

る代謝状態を考察したところ，いずれの細胞も glutamateの生合成に GOGAT/GS経路

を用いているが，glucose培地では GTP，isoleucine，valineといったカタボライト制御

タンパク質の 1つである CodYの活性化因子が細胞内で蓄積しており，それにより培

地中の citrateを glutamateへ変換するために必要な aconitaseと GOGATの発現が抑制

されてしまい生産能が低下していることが示唆された．得られた結果は PGA の生合

成に関して，L-glutamateは直接使われるわけではなく，citrateから生合成された 2OG

とともに glutamateを生合成するのに必要な glutamineの生合成の基質となることが示

唆され，glycerolや glucoseは細胞形成のための炭素源としか使われていない，といっ

た，全体としての炭素源の流れを把握することを可能とした．さらに GOGAT/GS 経

路が glutamateの生合成に用いられているということは，炭素骨格としての 2OGの素

になる citrate に加えて ammonium が必要であることを予測できた．そこで断続的に

citrate及び ammoniumを培地へ添加することにより，53.97 g/Lという，これまで本菌
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株を用いた報告の中で最も高い生産量を達成することができた (図 2.5)．

また，第 3章では,第 2章において glucoseと glycerolをそれぞれ用いた場合，培養

中の PGA の分子量推移が異なることに着目した．第 2 章で炭素源が異なる場合，細

胞内代謝状態は顕著に変化することが示されたことから，本章では前述の glucose 以

外の PTS permease familyによって細胞内に取り込まれる fructoseと sorbitolについて

も培養を行い，メタボローム解析をすることで，その PGA の分子量推移に対する影

響を細胞内代謝物情報から検討した．その結果， glycerol 培地で PGA の分子量が培

養 24時間以降速やかに低下していくのに比べ，PTSによって取り込まれる PTS-sugars

を用いた場合はその分子量の低下が抑制されていることが観測された．そこで PGA

の分子量推移に影響を与えている因子を探索するために，メタボロームデータを

OPLS-DA に供し，glycerol と PTS-sugars の 2 群にそれぞれ特徴的な代謝物を探索し

た．その結果，PTS-sugarsの培地で培養した細胞では，CodYの活性化因子である GTP

が蓄積しており，さらに CodY で負に制御されている leucine 生合成経路や glutamate

生合成経路が抑制されていることが示唆された．つまり，PTS-sugars 培地において

CodYが活性化していることが示唆された．CodYはカタボライト制御タンパク質とし

て多くの遺伝子発現を制御することから， CodY の活性化が PGA の分子量低下を抑

制する因子の一つである，という仮説をたて，glycerol 培地へ CodY の活性化因子で

ある BCAAs (isoleucine，leucine，valine)を添加した際の影響を検討した．その結果，

PGAの生産が盛んな培養 60時間まで，BCAAs添加によって高分子の PGAを維持す

ることに成功した．

以上，本研究はメタボローム解析が PGA 発酵性能の違いに寄与する代謝物を特定

し，論理的に発酵制御の戦略を構築するのに強力な手段となりうることを示した．

これまでの PGA 生産に関する研究は培地組成や培養条件に関するものが多く，遺

伝子改変によって生産性を高める取り組みは比較的少なかった．その大きな理由の 1

つが，PGA生産時における細胞内代謝制御機構に関する知見の不足である．しかしな
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がら，本研究で示唆された細胞内代謝制御機構はこれまで解明されていた既知の

Bacillus属の分子細胞生物学的な知見と PGA生産性という表現型を紐付けすることで

得られたものである．そのため本研究で得られた結果は，細胞内の代謝状態を把握す

ることができれば，これまでの研究にない新たな遺伝子改変ターゲットを探索する可

能性を与えるものであるといえる．
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付録

表 S1. Ion-pair LC/MS/MSのMRMトランジション

Compound name 
Retention 
time (min) 

Transition 
Target Q1 Pre 

Bias (V) 
Target collision 

energy (V) 
Target Q3 

Pre Bias (V) 

Serine 1.67 
104.05 > 74.1 
164.05 > 104 

12 
17 

16 
10 

13 
12 

Lysine 1.72 
145.1 > 97.05 
145.1 > 99.05 

10 
10 

13 
17 

18 
17 

Glutamine 1.72 
145.1 > 127.05 
145.1 > 42.05 

12 
12 

18 
25 

18 
21 

Threonine 1.74 
118.05 > 74.05 
178.05 > 118 

21 
11 

16 
15 

26 
11 

Proline 2.03 
174.05 > 114 
114.05 > 68 

11 
10 

10 
15 

20 
11 

Valine 2.38 
176.05 > 116.05 

116.05 > 45 
12 
10 

10 
16 

20 
16 

Cytidine 2.40 
302.05 > 242 
242.05 > 109 

24 
19 

10 
15 

19 
20 

Methionine 2.78 
148.05 > 47.05 
148.05 > 100 

11 
11 

14 
12 

16 
18 

Tyrosine 3.59 
180.05 > 163.05 
180.05 > 119.05 

12 
12 

18 
18 

18 
21 

Isoleucine 3.47 
190.05 > 130.05 
261.1 > 130.05 

130.05 > 84 

13 
18 
10 

10 
9 
15 

23 
22 
15 

Hypoxanthine 3.65 
135.05 > 92 
135.05 > 65 

13 
13 

28 
30 

14 
12 

Leucine 3.79 
190.05 > 130.05 
261.1 > 130.05 

130.05 > 84 

13 
18 
10 

10 
9 
15 

23 
22 
15 

Uridine 4.29 
243.05 > 110.05 

303.05 > 243 
19 
24 

17 
10 

20 
19 

Inosine 4.56 
267.05 > 135.05 

267.05 > 108 
21 
21 

23 
42 

25 
20 

Thymine 4.57 
125.05 > 42 

185.05 > 125.05 
10 
15 

18 
10 

14 
10 
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Guanosine 4.61 
282.1 > 150.05 
282.1 > 133.05 

23 
23 

21 
36 

29 
24 

Phenylalanine 5.10 
164.05 > 147.05 

164.05 > 103 
13 
13 

18 
18 

27 
19 

Aspartate 5.00 
132.05 > 88.05 
132.05 > 115 

10 
10 

14 
16 

15 
21 

Glutamate 4.70 
146.05 > 102.05 
146.05 > 128.05 

11 
11 

15 
17 

18 
24 

Glucose 6-phosphate 
(G6P) 

6.36 
259.05 > 97 

259.05 > 79.05 
20 
20 

17 
28 

17 
27 

Tryptophan 6.72 
203.1 > 116.05 

203.1 > 74 
13 
13 

18 
18 

19 
12 

Succinate 
semialdehyde 

6.73 
101.05 > 57 
161 > 101 

20 
10 

13 
8 

19 
15 

Ribose 5-phosphate 
(R5P) 

6.77 
229.05 > 97 

229.05 > 79.05 
229.05 > 139.05 

18 
18 
18 

13 
40 
15 

18 
27 
26 

Lactate 6.84 
89.05 > 43 

89.05 > 45.05 
20 
20 

14 
13 

15 
16 

Sedoheptulose 
7-phosphate (S7P) 

6.89 
289.1 > 97 

289.1 > 79.05 
289.05 > 199.05 

20 
20 
20 

21 
47 
13 

16 
27 
19 

Fructose 6-posphate 
(F6P) 

6.90 
259.05 > 97 

259.05 > 79.05 
20 
20 

17 
28 

17 
27 

-Glycerol phosphate 
(a-GP) 

7.14 
171.05 > 79.05 

171.05 > 97 
13 
13 

18 
18 

13 
18 

Orotate 7.32 
155.05 > 111.05 

155.05 > 42 
12 
12 

14 
26 

20 
13 

Glyceraldehyde 
3-phosphate (GAP) 

7.35 
169.05 > 97 

169.05 > 79.05 
13 
13 

12 
30 

17 
13 

Ribulose 5-phosphate 
(Ru5P) 

7.41 
229.05 > 97 

229.05 > 79.05 
229.05 > 139.05 

18 
18 
18 

13 
40 
15 

18 
27 
26 

CMP 7.53 
322.1 > 79.05 

322.1 > 97 
25 
25 

28 
22 

14 
17 

Pyruvate 7.82 
87.05 > 43 
147.05 > 87 

10 
24 

11 
9 

14 
15 

Ribose 1-phosphate 7.86 229.05 > 79.05 16 25 27 
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(R1P) 229.05 > 211.05 16 10 22 

UMP 8.00 
323.1 > 79.05 

323.1 > 97 
26 
26 

36 
27 

13 
17 

5-Aminoimidazole-4-c
arboxamide 

ribonucleotide 
(AICAR) 

8.05 
337.1 > 79.05 
337.1 > 125.05 

12 
12 

37 
29 

26 
21 

GMP 8.07 
362.1 > 79.05 

362.1 > 97 
27 
27 

26 
29 

13 
17 

TMP 8.60 
321.1 > 195.05 
321.1 > 79.05 

25 
25 

20 
35 

22 
13 

AMP 8.60 
346.1 > 79.05 

346.1 > 97 
14 
14 

38 
26 

13 
17 

IMP 8.61 
347.05 > 79.05 
347.05 > 135 

25 
25 

40 
28 

28 
23 

Succinate 9.58 
117.05 > 73 

117.05 > 99.05 
13 
13 

15 
15 

12 
17 

Malate 9.88 
133.05 > 115 

133.05 > 71.05 
10 
10 

17 
15 

21 
12 

XMP 9.99 
363.1 > 211.05 
363.1 > 151.05 

27 
27 

20 
27 

21 
27 

2-Oxoglutarate (2OG) 10.07 145.05 > 101.05 15 10 17 

CDP 10.07 
402.1 > 79.05 
402.1 > 159.05 

16 
16 

42 
30 

14 
30 

Fumarate 10.15 
115.05 > 71 
175.05 > 115 

13 
18 

10 
10 

12 
13 

GDP 10.15 
442.1 > 79.05 
442.1 > 159.05 

18 
18 

45 
24 

13, 30 

6-Phospho-gluconolact
one 

(6PGA) 
10.17 

275.05 > 177.05 
275.05 > 97 

19 
19 

16 
17 

30 
16 

UDP 10.18 
403.1 > 159 

403.1 > 79.05 
16 
16 

28 
48 

29 
14 

3-Phosphoglycerate 
(3PG) 

10.22 
185.05 > 97 

185.05 > 79.05 
14 
14 

16 
32 

17 
13 

ADP 10.36 
426.1 > 79.05 
426.1 > 134.05 

17 
17 

46 
28 

13 
25 
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Fructose bisphosphate 
(FBP) 

10.43 
339.05 > 97 

339.05 > 241.05 
26 
26 

18 
19 

17 
27 

Phosphoenolpyruvate 
(PEP) 

10.46 
167.05 > 79.05 
335.1 > 167.05 

17 
23 

15 
12 

27 
30 

Citrate 10.49 
191.05 > 87 

191.05 > 111.05 
13 
13 

18 
15 

14 
20 

Isocitrate 10.58 
191.05 > 73 

191.05 > 111.05 
13 
13 

22 
15 

26 
20 

2-Isopropylmalate 10.62 
175.05 > 115.05 
175.05 > 113.05 

13 
13 

18 
18 

21 
20 

CTP 10.75 
482.1 > 159 

482.1 > 79.05 
19 
19 

36 
46 

29 
13 

UTP 10.87 
483.1 > 159 

483.1 > 79.05 
19 
19 

36 
49 

29 
13 

GTP 10.90 
522.1 > 159 

522.1 > 424.05 
20 
20 

33 
23 

29 
30 

ATP 10.90 
506.1 > 159 

506.1 > 408.1 
20 
20 

40 
26 

29 
28 

Phosphoribosyl 
pyrophosphate (PRPP) 

11.03 
389.1 > 177.05 
389.1 > 291.05 

28 
28 

21 
14 

30 
30 

1,3-Bisphosphoglycera
te 

(BPG) 
11.03 

265.05 > 167.05 
265.05 > 79.05 

20 
20 

18 
48 

29 
13 

Succinyl CoA 
(Suc-CoA) 

11.15 
866.1 > 408.1 
866.1 > 786.1 

30 
30 

44 
40 

25 
24 

Acetyl CoA 
(Ace-CoA) 

11.17 
808.1 > 408.1 
808.1 > 159.05 

20 
20 

37 
30 

28 
27 

(+)-10-Camphorsulfon
ate 

11.18 231.1 > 80 10 32 30 


