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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

花井 G（九大）が中心となり、シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC 7942（以下

PCC7942）内に合成代謝経路の構築を行った。これまでに、イソプロパノール（292mg/L）、1,3-

プロパンジオール（1,3-PDO、1220mg/L）、グリセロール(3380mg/L)、乳酸(1230mg/L)、1-ブタ

ノール(245mg/L)、エタノール(138mg/L)を、二酸化炭素から直接的に生産することに成功した。

特に、1,3-PDO およびグリセロール生産に関しては、阪大の清水、松田先生からご指導いただ

いた代謝流束解析を用いて、この生産量が達成された。現在までのところ、シアノバクテリアを

用いて、二酸化炭素から直接物質生産する研究は、5.5g/L のエタノールが最高生産量であり、

1g/L 以上の生産量を達成することはまれである。本研究では、3 つの物質で 1g/L 以上の生産

を達成した。特に、グリセロールは 3g/L を超えた生産量で、我々が知るところでは、二酸化炭

素から直接物質生産する研究としては世界第二位となった。 

本多 G（名大）は、マイクロ剣山型磁石デバイスと磁性微粒子によるラベリング技術を用いて、

シアノバクテリア 1 細胞液中孤立アレイ培養技術を構築し、バイオアルコール生産に有用なシ

アノバクテリア変異株の迅速な探索を可能にした。シアノバクテリアに特異的なレクチンを用い

て、細胞を磁気分離できる磁性ナノ微粒子を作製し、液体培地中で１細胞ずつ孤立させる培養

により、高増殖能、イソプロパノール耐性能を有する株の取得に成功した。次に、最もイソプロパ

ノール耐性が高かったSY1043株の機能解析を、村上G(神戸大)と行ったところ、SY1043株はイ

ソプロパノール濃度が 30 g/L の培地中でも増殖することがわかり、その光合成能はイソプロパノ

ール 10 g/L 存在下でも低下しないことがわかった。また、SY1043 株は、エタノール、1-ブタノー

ル、イソブタノール、1-ペンタノールといった各種アルコールに対して高い耐性能をもつことを

見出した。さらに、SY1043 のゲノム解析を東京農大の吉川、兼崎先生に依頼し、変異箇所を特

定した。花井 G が各々の変異箇所を PCC7942 野生株に導入したところ、一カ所の遺伝子変異

により、有機溶媒耐性が獲得されていることが明らかになった。 

堀内 G（京工繊）は、様々なフォトバイオリアクターシステムを検討し、花井 G が作成した物質

生産株による効率的な生産システムを構築した。まず、PCC7942 野生株とイソプロパノール生

産株を用いて、基礎的培養条件の検討を行うとともに LED 光源を用いたフォトバイオリアクター

システムを構築し、低電力で効率的な培養システムを検討した。次に、1,3-PDO 生産株の培養

工学的検討を行った。その結果、速やかな増殖と増殖に連動した 1,3-PDO 生産が確認され、

連続プロセス構築の可能性が示唆された。そこで、生産菌のみならず、生産菌を単体に固定し、

エアリフトバイオリアクターを用いて、連続運転および繰り返し回分培養を検討した。最後に、乳

酸生産菌を用いたところ、約 2 週間の培養で最大 1400mg/L の乳酸が生産された。 

村上 G は、花井 G が構築した各種アルコー生産株、本多 G が PCC 7942 への UV 照射突

然変誘発と一細胞孤立培養法により選抜したアルコール高耐性株について、光合成色素組成、

光合成酸素発生能、増殖特性などについての解析を行い、将来のシアノバクテリアによりバイ

オアルコール生産性向上の基盤となる結果を得た。 

福崎 G(阪大)は、花井グループが作成するイソプロパノール生産株の生産性拡大に必要とな

る代謝情報を提供するための技術基盤を開発した。具体的には、遺伝子改変による代謝変化

を俯瞰的にとらえ、注目すべき代謝物を選定するため、特に重要である中心代謝（カルビン回

路、解糖系、糖新生、ペントースリン酸回路、TCA 回路等）について、ターゲット（目標あり）およ

びノンターゲット（目標なし）の代謝物プロファイリング法を確立した。今回開発された手法を用

いて、シアノバクテリア野生型株である PCC7942 株を解析し、アセチル CoA を出発点とするア

ルコール生産において、ピルビン酸からアセチル CoA への経路がボトルネックとなり得るという

重要な知見を得た。さらに、花井 G が作成した株のメタボローム解析を実施し、代謝律速ポイン

トの発見に貢献した。また、上記成果を用いて安定同位体標識実験を基盤とする代謝動態解

析法の一つである代謝ターンオーバー解析のための GC-QqQ-MS 及び LC-QqQ-MS を用い

た同位体分配率測定システムを確立するとともに、当該システムを用いて花井 G が作成した株

を解析し、代謝律速経路の特定に資する情報を提供した。 
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（２）顕著な成果 

 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

 

１．合成代謝経路の構築 

概要：シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC 7942（以下 PCC7942）内に合成代謝経

路の構築を行った。これまでに、イソプロパノール（292mg/L）、1,3-プロパンジオール

（1,3-PDO、1220mg/L）、グリセロール(3380mg/L)、乳酸(1230mg/L)を、二酸化炭素から直接

的に生産することに成功した。 この方法で、1g/L を達成する研究例はとても少なく、グリセロ

ールの生産量は、我々の知るところ、世界第二位の生産量である。 

 

この研究内容は、本CRESTの課題に直接関与し、シアノバクテリアを用いた二酸化炭素からの

物質生産に大きな進歩をもたらせたものと考えている。本研究結果は、二酸化炭素からの直

接物質生産において、世界的に見ても例の少ない、1g/L を達成し、グリセロール生産につい

ては、我々の知る限り、世界第二位の生産量を達成している。イソプロパノール生産に関して

は論文準備中、1,3-PDO に関しては Metabolic Engineering 39, 192 (2017)に報告済み、乳酸

生産に関しては Journal of Bioscience and Bioengineering 124, 54 (2017)に報告済み、グリセロ

ールの生産に関しては、論文投稿中である。 

  

２．シアノバクテリア一細胞孤立培養法の開発 

概要：同一液体培地中でシアノバクテリアを 1 細胞ずつ孤立培養する技術を開発した。この技

術は、乾燥や寒天成分による増殖阻害といった一般的な寒天培地上でのコロニー単離培養

の問題点を解決できる培養法であり、シアノバクテリアに本技術を用いることでコロニー形成

率は 5％から約 80％にまで大幅に向上した。細胞の孤立、培養、回収まで効率的に可能な技

術は独創性も高く、変異株スクリーニングを行う優れた基礎研究と考えられる。 

 

この研究は、本CRESTで構築した物質生産するシアノバクテリア株に、紫外線照射下などで変

異を加えた場合、高効率で生産性向上に関与する株をスクリーニング可能とする全く新しい

方法である。具体的には、下記に示す、生産物であるアルコール耐性能を持つ株の取得に成

功している。Biotechnology reports 4, 151 (2014)および Biotechnology and Bioengineering 113, 

112 (2016)にて報告済みである。 

 

３．シアノバクテリア有機溶媒体制株の取得とその原因遺伝子の解明 

概要：開発したシアノバクテリア液中孤立アレイ培養法を用いて、30g/L のイソプロパノール含

有培地中でも生育できる高耐性株 SY1043 を獲得した。SY1043 株は、野生 株に比べて、非

常に高い有機溶媒耐性能を保持していた。SY1043 株は、エタノール、1-ブタノール、イソブタ

ノール、1-ペンタノールといった各種アルコールに対して高い耐性能をもつことを見出した。こ

れらの特性は、一つの遺伝子の変異であることを明らかにした。 

 

この研究で得られた SY1043 株を、シアノバクテリアによるバイオアルコール生産のホスト細胞と

して用いることで、バイオアルコール生産効率が大きく向上する可能性があり、本 CREST で構

築したアルコール生産株の生産向上に直接関連する研究である。広いアルコール耐性を有

するシアノバクテリア株は少ない。また、この様な特性が一つの遺伝子の一遺伝子置換によっ

て起こっていること明にした点も、非常に興味深い。この変異が、他の種の株でも有効である

ことが確認できれば、シアノバクテリアのアルコール生産に、非常にインパクトの高い研究結果

である。この研究は、SY1043 の取得と特性については Biotechnology and Bioengineering, 114, 

1771 (2017)、原因遺伝子の特定に関しては投稿準備中である。 
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＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．合成代謝経路導入シアノバクテリアに対するメタボローム解析法の開発 

概要：物質生産のためのプラットフォームが整っているシアノバクテリア 3 種について、広範囲

の代謝物（約 80 種）の絶対量を正確に測定することに成功した。本研究において開発された

手法は、広範囲の代謝経路を標的とした定量法としては比較的簡便であり、また測定精度も

高いため、大規模メタボローム解析手法のイノベーションに貢献できると予想される。 

 

この研究は、本 CREST で構築する物質生産するシアノバクテリア株を作成・改変する際に必要

となる代謝物プール量を正確に得るための研究であり、本 CREST の内容に直接関連するも

のである。繰り返しとなるが、本研究において開発された手法は、広範囲の代謝経路を標的と

した定量法としては比較的簡便であり、また測定精度も高いため、大規模メタボローム解析手

法のイノベーションに貢献できると予想される。本研究内容は、Metabolites 4, 499 (2014)にて

報告済み。 

 

２．フォトバイオリアクターによるシアノバクテリアを用いた物質生産 

概要：様々なフォトバイオリアクターシステムを検討し、代謝経路導入シアノバクテリアによる効

率的なバイオアルコール生産システムを構築することを目的として幅広い検討を行った。特に、

LED 光源を用いたフォトバイオリアクターシステムを構築し、低電力で効率的なシアノバクテリ

ア培養システムとシアノバクテリアを担体に固定化した連続培養などを検討した。 

 

この研究は、本 CREST で構築した物質生産するシアノバクテリア株を、実用化を目指してスケ

ールアップする際に必要となるバイオリアクターに関する基礎的データを蓄積し、問題点を明

らかにするために行った。シアノバクテリアなどを用いたバイオリアクターに関する研究例は存

在するが、合成代謝経路を導入したシアノバクテリアを用いたバイオリアクターに関する研究

例は少なく、菌体の開発や改良にフィードバックできる情報が得られる貴重な研究結果となっ

た。これらの研究結果は、堀内 G によって、生物工学会などで発表されている。 
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§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

 
①「花井」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

花井 泰三 九州大学農学研究院 准教授 H24.10～ 

濱田 浩幸 同上 助教 H27.4～ 

澤 稔彦 同上 博士研究員（特任助教） Ｈ26.4～Ｈ28.3 

田附 常幸 同上 博士研究員（特任助教） Ｈ24.10～Ｈ25.12 

広川 安孝 同上 博士研究員（特任助教） Ｈ25.4～Ｈ29.3 

 

研究項目 

・ 合成代謝経路導入シアノバクテリアの構築と最適化 

 

②「本多」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

本多 裕之 名古屋大学工学研究科 教授 H24.10～H29.3 

清水 一憲 同上 准教授 H26.6～H29.3 

 

研究項目 

・ 目的生産物質高生産・高耐性株のハイスループット選択 

 

②「堀内」グループ  

研究参加者ｃ 

氏名 所属 役職 参加時期 

堀内 淳一 京都工芸繊維大学   

工芸科学研究科 

教授 H24.10～H29.3 

熊田 陽一 同上 准教授 H27.4～H29.3 

小西 正朗 北見工業大学 准教授 H24.10～H28.3 

 

研究項目 

・ 合成代謝経路導入シアノバクテリアを用いたバイオリアクターによる物質生産 

 

②「村上」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

村上 明男 神戸大学内海域環境  

教育研究センター 

准教授 H24.10～H29.3 

 

研究項目 

・ 合成代謝経路導入シアノバクテリアの増殖法の検討 

 

②「福崎」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

福崎英一郎 大阪大学工学研究科 教授 H24.10～H29.3 
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中山 泰宗 崇城大学 准教授 H24.10～H29.3 

 

研究項目 

・ 合成代謝経路導入シアノバクテリアのメタボローム解析 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

村上グループ：CREST 同領域の他チーム（小俣達男）との共同研究でシアノバクテリアの窒素栄

養の取り込みに関与する輸送体遺伝子の同定を行った。その結果、外環境中の窒素栄養濃度の

変動に応答した輸送体タンパク質の機能発現の抑制・活性化調節についての知見が得られた

(Maeda et al. 2015)。 

名古屋大学・本多グループが主導で作製したイソプロパノール耐性株などの変異株については

その原因となっている変異を特定するために、東京農業大学の吉川教授を介して、同大学の生物

資源ゲノム解析センターで解析を行った。 

1,3-PDO 生産に関して pseudovitamin B12 の定量が重要な要素となることが考えられた。以前に

シアノバクテリアでの同物質の定量を学術論文にて報告していた、東京農業大学の谷岡助教のも

とで定量方法を習得した。 

代謝流束解析方法の１つである Flux Balance Analysis（FBA）については、大阪大学の清水教

授、松田教授を始めとする研究室の方々にご教授いただき、解析結果の解釈に関わる助言など研

究への協力をいただいている。 

異動に伴い研究チーム外となった崇城大学の中山准教授、北見工業大学の小西准教授には、

メタボローム解析について、バイオリアクターを用いた培養工学的な検討についての助言をいただ

いている。 

1-ブタノール生産については、UCLA の James C. Liao 教授、National Chiao Tung University の

Ethan Lan 助手から、指導いただいた。 

 福崎グループが、メタボローム解析技術を Mathuw Chang 准教授（シンガポール国立大学）、

Eriko Takano 教授（University oｆ Manchester）、福居俊昭教授（東京工業大学）に提供している。  

 

§３ 研究実施内容及び成果  

 

３．１ 合成代謝経路導入シアノバクテリアの構築と最適化（九州大学 花井グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

・合成代謝経路導入シアノバクテリアによる物質生産 

イソプロパノールの生産 

外来遺伝子の導入が比較的容易であり、物

質生産の宿主に広く用いられている S. elongatus 

PCC 7942 を用いた。合成代謝経路を構成する

遺伝子群は、遺伝子の導入により表現型に影響

を及ぼさないとされる遺伝子座（Neutral site と呼

ばれる）に導入した。大腸菌において構築済み

であったイソプロパノール生産系（ thl, atoAD, 

adc, sadh）を、PCC 7942 株のゲノムに導入する

ことでイソプロパノール生産株の構築を行った

（図 3-1,1）。 

生産経路の構築に関しては当初の計画よりも

早く達成することができ、生産系構築に関しての

成果が学術論文に掲載された。生産株は光合

成条件下ではイソプロパノールを生産することが

図 3-1,1 合成代謝経路の導入 

（イソプロパノール、1,3-PDO） 
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できなかったが、培養後、嫌気・暗条件へと移行することにより、生産することが確認された

（26.5 mg/L）。また、光合成条件下であっても酢酸を添加することで生産は可能であった。 

嫌気・暗条件では当然光合成は行われず、イソプロ

パノールは細胞内の貯蔵物質（主にグリコーゲン）から

生産されていると考えられた。そのため、生産に使用す

る細胞の培養時期を検討したところ、定常期前期の細

胞が生産に適していることが明らかとなった。また、嫌

気・暗条件下での培養では副産物として酢酸の生産が

見られたため、再度光合成条件下に戻すことで、嫌気・

暗条件下で生産した酢酸を利用し、146 mg/L のイソプ

ロパノール生産に成功した（図 3-1,2）。 

これまでの研究結果より、酢酸の存在がイソプロパノ

ール生産に大きく影響することが明らかとなった。また、

大阪大学・福崎グループの代謝解析より、酢酸添加時

に細胞内の Acetyl-phoｓphate 濃度が大幅に増加して

い る こ と が 明 ら か と さ れ た （ 未 発 表 ） 。 そ こ で 、

Acetyl-CoA から Acetyl-phosphate への変換反応を触

媒するホスホトランスアセチラーゼ酵素遺伝子（pta）を

導入した。ｐta 導入株は光合成条件下において酢酸生

産が確認され、さらにイソプロパノール生産株へと導

入することで、明・好気条件下でイソプロパノールの生

産についても確認することができた（33 mg/L）。 

 

1,3-プロパンジオールの生産 

イソプロパノール生産系の構築が当初の計画よ

りも早く進んだため、シアノバクテリアにおいて代謝

流束が大きいとされている Calvin 回路の代謝物を

出発物質とすることで高い生産性が達成できるも

のと考え、DHAP を出発物質とした 1,3-PDO 生産

系の構築を前倒しで開始することができた。構築し

た 1,3-PDO 生産株は光合成条件下において、目

的生産物質である 1,3-PDO、また中間代謝産物で

あるグリセロールの生産が確認された（図 3-1,3）。 

1,3-PDO 生産経路において dhaB がコードする

glycerol dehydratase は、ビタミン B12 要求性である

ことが知られており、大腸菌に同経路を導入した際

の 1,3-PDO 生産にはビタミン B12 の逐次添加が必

要であるとされている。しかしながら、本研究で構

築した株においては、ビタミン B12 の添加による

1,3-PDO 生産性の変化は確認されなかった。

Synechocystis sp. PCC 6803 を始め幾つかのシアノ

バクテリアにおいてはビタミン B12 と構造の類似し

た pseudovitamin B12 を合成することが知られてお

り、おそらくPCC 7942 株内性のpseudovitamin B12

が代替物質として機能したものと考えられた。 

通気培養時の CO2 濃度を室内の空気（およそ

0.04%）から 1%に上げることで 1,3-PDO の生産量

が向上した。グリセロールが増殖挙動に影響され

ずに生産され続けたのに対して、1,3-PDO は定常

図 3-1,2 イソプロパノール生産 
図中灰色部分は暗・嫌気条件、白色部分

は光合成条件を示す。 

図 3-1,3 1,3-PDO 生産 
○：0.04% CO2通気、□：1% CO2通気 
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期に入ることで生産速度が大きく低下した。細胞内の pseudovitamin B12 量は定常期に大きく

減少することが Synechocystis sp. PCC 6803 において報告されており、glycerol dehydratase の

活性低下に伴い、1,3-PDO の生産速度が低下したのではないかと考えられた。培地成分の濃

度を検討したところ、リン酸濃度を上げることで増殖期の延長が見られた。増殖期の延長に伴

って、1,3-PDO 生産量の向上に成功した（425 mg/L の 1,3-PDO と 1250 mg/L のグリセロー

ル）。 

構築した生産系では、中間代謝産物であるグリセロールが蓄積しており、グリセロール以降

の後半経路が 1,3-PDO 生産における律速段階となっている。そこで、Glycerol 以降の経路を

制御するプロモータを発現強度の強いものへと変更することで生産量の向上を試みた。シア

ノバクテリアでの物質生産に広く使用されていた Ptrc プロモータとこれまで使用してきた

PLlacO1 プロモータの転写強度を比較すると約 100 倍強いことが明らかとなったため、実際に

生産系に使用することとした。DHAP から Glycerol を PLlacO1 プロモータ、Glycerol から

1,3-PDO を Ptrc プロモータにて制御した株は、より多くの 1,3-PDO を生産することが確認され

た。さらに、1,3-PDO 生産が増殖連動型であることに注目し培地組成の検討を行なったところ、

リン酸濃度を 2 倍とすることで生産量を更に向上させることに成功した。最終的に、1,3-PDO 生

産量は 1220 mg/L となった。 

1,3-PDO 生産に関しては、同じ領域の CREST メン

バーである大阪大学の清水、松田先生のグループと

共同研究を行い、代謝流束解析による遺伝子破壊候

補の決定を行った。Knoop らの発表した PCC 7942 株

の 589 遺伝子を対象としたゲノムスケールモデルを利

用し、これらの遺伝子を破壊した際の代謝流束のシミ

ュレーションを行った。その結果、呼吸鎖、光化学系 I

循環的電子伝達経路、二酸化炭素取り込みに関与

する NDH1 複合体の破壊が、1,3-PDO 生産向上に最

も寄与するとの結果が得られた。NDH1 複合体は、そ

の構成タンパク質の種類によって、前述の機能や局

在する場所が異なると報告されているので、それぞれ

の機能を示す代表的なタンパク質の遺伝子を破壊し

た 5 種類の 1,3-PDO 生産株を作成し、生産を試みた。

その結果、呼吸鎖、光化学系 I 循環的電子伝達経路に関与する NDH1-F1 破壊が、最も

1,3-PDO の生産向上に寄与することが明らかとなった。特に、1,3-PDO 生産経路の中間生産

物であるグリセロールの生産株を作成し、NDH1-F1 を破壊した場合は、3380 mg/L のグリセロ

ールを生産した。この生産量は、二酸化炭素と光を用いた組換えシアノバクテリアによる物質

生産としては、エタノールに次ぐ二番目の生産量である。 

1,3-PDO のシアノバクテリアによる生産は、特許に報告例があるが、有機溶媒抽出で濃縮し、

小さいピークが報告されているだけである。合成代謝経路を導入したシアノバクテリアを用い

て、CO2 から直接物質生産する研究例は多くあるが、1 g/L 以上の生産を達成しているものは

数例しかなく、我々のグリセロール生産量は、我々が知る限り世界第二位の値である。 

 

乳酸の生産 

微生物で乳酸を生産する際には、通常、解糖系

のピルビン酸から生産されるが、シアノバクテリア

では Calvin サイクルの代謝流束が高いと考えられ

るので、Calvin サイクルの代謝物の一つである

DHAP を出発材料とする物質生産には利用されて

いない全く新規な代謝経路を試みた。その結果、

大腸菌由来の mgsA と PCC 7942 株由来の gloAB

を組み合わせることで、D-乳酸の生産が確認でき

図 3-1,4 グリセロール生産 

図 3-1,5 乳酸生産 



 - ９ - 

た。また、乳酸のシンポーターである lldP の導入と培地の pH 制御により、生産量の向上に成

功した。その結果、光と炭酸ガスから、1270 mg/L の D-乳酸生産に成功した。 

 

  

３．２ 変異株の効率的探索・分離法の確立（名古屋大学 本多グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

バイオアルコール生産に有用な変異株を取得するための効率的な 1 細胞培養技術の開発

し、その技術を用いて実際に有用変異株の取得を行った。シアノバクテリア特異的な磁気ラ

ベルを目指し、細胞外膜に存在する糖を認識するレクチンを修飾した磁性微粒子（Magnetic 

Cationic Liposome、MCL）を作製した。これを付着させた磁気ラベル化細胞を、2cm×2cm あ

たり 6400 本のピラーを有する鉄製剣山状デバイスを用いて磁力でアレイ状にパターニングし、

液体培地中での孤立培養方法を確立した。結果として、マンノース特異的なレクチンである

LCA（レンズマメレクチン）を MCL に修飾することで細胞の磁気ラベル・アレイ化を行い、1 ス

ポット上 1 細胞からのコロニー形成に成功し、MCL を添加しない通常液体培養と同程度の増

殖を確認した（図 3-2.1）。従来法である寒天固体培養のコロニー形成率が 4.8 %であったのに

対し、細胞アレイでは 78.4 %と明らかに高いコロニー形成率を達成した（図 3-2.1）。さらに、野

生株と抗生物質耐性株を細胞アレイ上、抗生物質存在下で培養し、増殖差も確認されたこと

から、細胞アレイを用いて細胞の違いを増殖で評価できることを示した。最後に、細胞アレイ

で形成されたコロニーをマニピュレーターでピックアップ（図 3-2.1）し、その後の培養にも成功

しており、変異株スクリーニングの一連の流れを細胞アレイで達成可能であることを示唆した。 

次に、開発した変異株スクリーニング技術を用いて、イソプロパノール耐性変異株のスクリ

ーニングを試みた。短波長紫外線（UVC）照射による変異誘導とイソプロパノール存在下での

集積培養を 2 度行い、その中からイソプロパノール存在下で増殖が速い変異株を 6 株単離培

養した（SY1041 株-SY1046 株）。その中で最も増殖が速かった SY1043 株の解析を詳細に行

った。野生株（WT）は 3g/L 以下のイソプロパノール存在下でしか増殖しないのに対し、

SY1043 株は 30g/L のイソプロパノール存在下でも増殖可能であった（図 3-2.2）。他のアルコ

ールに対する耐性の評価も行った結果、エタノール、イソブタノール、1-ブタノール、ペンタノ

ールに対して野生株よりも高い耐性能を持つことが明らかになった（図 3-2.2、表 3-2.1）。 

さらに、イソプロパノールストレスと活性酸素種（ROS）との関係に注目し、SY1043 株の耐性

メカニズムの解明を目指した。まずイソプロパノールストレスにより細胞内ROS 量が増加するか

どうか調べた。その結果、高濃度イソプロパノール存在下で、WT の細胞内 ROS レベルが上

昇することがわかった（図 3-2.3a）。一方、SY1043 株では上昇しなかった。そこでイソプロパノ

ールストレス耐性メカニズムについて２つの仮説を立て、検証した（図 3-2.3b）。仮説①：

SY1043 株では産生した ROS が除去されることで、ROS 濃度が変化しなかった。仮説②：細胞

膜の組成変化でイソプロパノールが細胞内に流入しなくなったことで、ROS 濃度が変化しなか

った。仮説①を検証するために、メチルビオロゲンを培地に添加することで細胞内 ROS 濃度

を増加させ、その時の細胞増殖を WT と SY1043 で比較した。その結果、ROS に対する耐性

は WT と SY1043 で大きな差が見られなかった（図 3-2.3c）。次に、仮説②を検証するために、 

イソプロパノール存在下における WT と SY1043 の膜透過性の違いを、蛍光分子の取り込み

量を比較することで明らかにした。その結果、高濃度イソプロパノール存在下で培養した

SY1043株の蛍光分子の取り込み量がWTと比較して有意に低いことが分かった（図 3-2.3d）。

これらの結果、仮説②が支持されたことから、SY1043 株は外部からのイソプロパノールの取り

込み量を減少させることで耐性を向上させていることが示唆された。 

加えて、変異箇所同定と耐性機構解明を目指し、全ゲノムシークエンス解析を行った。その

結果、4 箇所の遺伝子配列に変異が入っていることが明らかとなった。これら４箇所の遺伝子

変異それぞれを、野生株の PCC7942 株に導入したところ、１箇所の遺伝子変異で、SY1043

株とほぼ同等の有機溶媒耐性を示すことが明らかとなった。 
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図 3-2.1  a) 磁気細胞アレイ培養法の概要, b) 各培養法でのコロニー形成率, c)コロニーピック

アップの様子 

 

 
図 3-2.2  各種アルコール存在下での SY1043 株の増殖 

 

 

表 3-2.1  各アルコールに対する野生株と取得した変異株の耐性評価 
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図 3-2.3 イソプロパノールストレス耐性メカニズムと ROS の関係 a) イソプロパノール添加

により誘導される細胞内 ROS 量、b) 耐性メカニズムの仮説、c) メチルビオロゲンに

よる ROS の強制誘導と細胞増殖、d) イソプロパノール添加による細胞膜透過性変

化 

 
３．３ 合成代謝経路導入シアノバクテリアを用いたバイオリアクターによる物質生産 

（京都工芸繊維大学 堀内グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

本研究項目では、様々なフォトバイオリアクターシステムを検討し、花井グループが構築

した、イソプロパノール、1,3-PDO および乳酸生産シアノバクテリアを用いた効率的なバイオ

アルコール生産システムを構築することを目的とし幅広い検討を行った。 

平成 24 年度は、主に、LED 光源を用いたフォトバイオリアクターシステムを構築し、低電

力で効率的なシアノバクテリア培養システムを構築することを目的とした。シアノバクテリア

特有の色素組成に合わせた LED 照射システムによる効率的培養法を構築した。 

平成 25 年度は、LED 照射システムによるイソプロパノール効率的生産を目指し、

PCC7942 株およびイソプロパノール生産株を用い様々な培養条件における培養実験を試

みた。その結果、赤色及び青色 LED 光源を内蔵した振とう培養機を導入し、PCC7942 株の

増殖特性を検討したところ、青色および両波長の光を供給した場合は良好な増殖が得られ

たが、赤色光源を利用した場合は増殖が抑制されることが明らかになった。また、供給する

光の波長により、細胞の吸収スペクトルが大きく異なる結果となった。イソプロパノール生産

株を用いて、同様の検討を行った結果、増殖後、嫌気条件下において微量のイソプロパノ

ール生産が認められた。さらに、外部照射型 LED を備えた光合成培養システムを構築し、

PCC7942 株を用いた基礎的な培養条件の検討をおこなったところ、青色及び赤色波長の

光を供給することにより良好な培養が可能で、ジャー培養を用いたイソプロパノール生産の
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可能性が示された。 

平成 26 年度は、LED 照射システムにより効率的に培養を行ったイソプロパノール生産株

を用い、イソプロパノール生産実験を試みた。その結果、外部照射型 LED を備えた光合成

培養システムを用いても、菌体の大量培養は達成したが、培養中に増殖と連動したイソプロ

パノール生産は確認されなかった。一方、培養した細胞中には著量のグリコーゲンの蓄積

が認められた。このため、これらの細胞を回収し、嫌気条件化で反応させたところイソプロパ

ノールの生産が確認された。その後、培地条件および光照射条件を検討したところ、増殖

を制限した培地において、暗条件を適用することで最大 22mg/L のイソプロパノールを確認

した。 

平成 27 年度は、1,3-PDO 生産株を用いた 1.3PDO 生産の培養工学的検討を行った。ま

ず外部照射型 LED を備えた光合成培養システムを用いたフラスコ培養により増殖及び

1,3-PDO 生産特性を検討したところ、赤および青色 LED を用い 100µmol/m2sec の光強度

で速やかな増殖が確認された。また、増殖に連動した 1,3-PDO 生産が確認され、一週間の

培養で約 0.69 mM の 1,3-PDO が蓄積された。このような増殖と連動した物質生産特性は、

生産性の大幅な向上が期待できるプロセスの連続化を可能にするものであり、プロセス構

築の観点から有用な特性である。一方、回分培養において、1,3-PDO 合成の中間代謝物

であるグリセロールの高濃度の蓄積が認められた。蓄積されたグリセロール濃度は 1,3-PDO

濃度の 2 倍以上に達する 1.5ｍM であった。 

この結果に基づき、1,3-PDO の連続生産を検討することとし、バイオリアクターとしてエア

リフト型バイオリアクターを採用した。エアリフトバイオリアクターは、上昇塔内にエアを供給

することで上昇塔内外に密度差を生じさせ、その密度差により培養液の循環を行うリアクタ

ーで、物質移動特性に優れ、所要撹拌動力が少なく、装置内のせん断応力が小さく、装置

構造がシンプル、藻類の培養に実績があり、固定化菌体と相性が良いなどの特性を持つ。

そこで、まず、エアリフトバイオリアクターを用いグロースキャビネット内で 30℃、通気 1 vvm、

蛍光灯光源強度 50±10 µmol/m2s の条件で回分培養を行ったところ、良好な増殖と

1,3-PDO 生産が確認され、エアリフトバイオリアクターによるシアノバクテリアの安定的培養

が可能なことが明らかになった。その後、一日 1 回一定量の培養液を引き抜き、同量の培

地を供給する半連続培養および連続的に培養液供給と引抜を行う連続培養を行い、約１

月にわたる連続生産を達成した。1,3-PDO 濃度は、約 1.5ｍM、生産性は 0.1ｍM/L・day 程

度であった。 

浮遊菌体を用いて連続生産を行う場合、希釈率がその微生物の最大比増殖速度を超え

ると washout が生じるため生産性の向上には限界があるが、固定化菌体を用いることにより

改善が期待される。そこで、次に菌体の固定化を検討することとした。固定化とは生体触媒

を担体中または担体上に固定化し不溶化する技術で、菌体を固定化することにより、培養

液と独立にバイオリアクター中に維持することが可能となる。シアノバクテリアの固定化条件

を検討したところ、4-10g/L のアルギン酸ソーダを用いて良好な固定化を行いうることが明ら

かになり、エアリフトバイオリアクターによる固定化担体を用いる菌体増殖と 1,3-PDO 生産を

確認した。 

平成 28 年度は、前年度までの経過を踏まえた 1,3-PDO 生産の効率化を更に進めるとと

もに、新たに構築された D-乳酸生産シアノバクテリアを用いた培養工学的検討を行った。

そこで、まず、1,3-PDO を用いエアリフトバイオリアクターによる 1,3-PDO の連続生産を検討

した。最初、回分培養を行い、その後連続運転に移行し、最初希釈率 0.05day-1 で運転を

行い、その後、希釈率を 0.075 day-1、0.01 day-1 に順次増加させた。その結果、約 40 日間、

希釈率 0.075 の条件で安定した運転を行うことができ、1,3-PDO 濃度は約 1.5mM となった。

その後、45 日目に希釈率を 0.10 に増加させると急激な 1,3-PDO 濃度の減少が観察され、

約 60 日で 1,3-PDO 生産はほぼ停止した。この結果の再現性を確認するため、同様の条件

で再実験を行ったところほぼ同様の現象が確認された。この培養後期における 1,3-PDO の

現象は菌株の変異または遺伝子の脱落によると考えられたことから、連続プロセス化には

菌株の遺伝的安定性が重要と考えられた。次に、前年度の検討に基づき固定化したシアノ
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バクテリアを用い、エアリフトバイオリアクターシステムにより連続運転を行った。その結果、

良好な菌体増殖が確認されたが、やはり連続運転に伴い 1,3-PDO 生産が減少した。そこで、

繰り返し回分培養による 1,3-PDO 生産を検討したところ、3 バッチ（約 30 日間）は安定した

繰り返し回分培養が達成され、1.0-1.3mM の 1,3-PDO が生産された。しかし、さらに、繰り返

し回分培養を継続すると、菌体増殖そのものは高く維持されたものの、4 バッチ目に

1,3-PDO 生産が急激に減少し、5 バッチ目でほぼ生産が停止し、菌株の遺伝的変異が生じ

たと考えられた。 

最後に、新たに花井グループにより構築された D-乳酸生産株である TA3335 株および

TA3504 株を用いて基礎的培養条件について検討を行った。TA3335 株は PCC7942 株に

カルビンサイクルの中間体 DHAP からメチルグリオキサール（MG）合成を担う msgA 遺伝子

を導入した株で、TA3504 株はさらに細胞外へ乳酸を排出する乳酸トランスポーターlldP を

組み込んだ株である。中間代謝物である MG は細胞毒性を持つことが知られている。種々

の条件でフラスコ培養を行ったが概ね 200-1400mg/L の D-乳酸生産が行われ、本菌を用い

て炭酸ガスからの D-乳酸の直接生産が可能なことが明らかになった。培養 pH により乳酸

生産性が影響を受けることから、現在炭酸ガス供給による pH-stat に基づく培養システムの

検討を進めている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．４ 合成代謝経路導入シアノバクテリアの増殖法の検討（神戸大学 村上グループ） 

  (1)研究実施内容及び成果 

バイオアルコール生産を目的としたシアノバクテリア細胞への合成代謝経路の導入は、細

胞増殖の基盤となる光合成エネルギー代謝系にも何らかの影響を間接的・直接的に与える。

また、シアノバクテリアによるアルコール生産が実用化段階になった際は、培養コストが大きな

課題となる。従って、各種改変株の増殖特性の解明や光合成能の定量化は重要な課題であ

る。本研究では、花井グループが作成した合成代謝経路導入株および本多グループが選抜

したイソプロパノール耐性株の増殖を最適化することを目的として、光合成関連のパラメータ

を定量的に示す解析を進めた。 

シアノバクテリア PCC7942 株の培養は BG11 培地を用い、２０-２５℃で行った。培養光源と

しては白色蛍光灯（上方照射）あるいは白色 LED（下面照射）を用いた（光強度:20-40μmol 

図 3-3,1 エアリフト型バイオリ

アクタ 

図 3-3,2 エアリフト型バイオリアクター

による半連続培養による 1,3-PDO生産 
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photons/m2/sec）。500 mL 三角フラスコに被せ式シリコ栓を組み合わせ、旋回振盪（約 100 

rpm）による撹拌培養を行った。細胞の増殖過程は、一定時間毎にサンプリングした細胞懸濁

液（約 3 mL）を、『積分球-ファイバーマルチチャンネル分光システム』で測定した生体吸収ス

ペクトルにより追跡した。可視域全域の生体吸収スペクトルからは、増殖に伴う光合成色素（ク

ロロフィル）量の増加、代謝改変や培養条件による光合成色素（クロロフィル、フィコビリン、カ

ロテノイド）間の量的（量比）変動や培養条件に応答した環境順化などの情報が読み取れる。

また、一部の株については生体蛍光スペクトル測定を行い、光合成色素の機能性や光化学

反応中心 I/光化学反応中心 II 量比への影響なども確認した。光合成電子伝達活性は、細胞

懸濁液を用いた溶存酸素濃度の経時変化（光合成酸素発生活性）の光強度依存性について

測定した。また、暗所での呼吸活性も同時に測定した。『光強度—光合成酸素発生速度曲

線』を精度と再現性を担保して計測するため、高感度のクラーク型マイクロカソード電極とカス

タムメイドのガラス製恒温チャンバーを採用した。吸収スペクトル測定システムおよび溶存酸素

濃度測定システムは、本 CREST 研究の目的に合致するよう設計し、自作部品なども用いて当

研究室内で組み立てた。 

アルコール等の生産株の解析 

    花井グループが作製したイソプロパノール生産株（２株）、1,3-PDO 生産株（２株）、乳酸生産

株（アセチル CoA 増強株）（３株）について培養条件を検討した。野生株、イソプロパノール生

産株、乳酸生産株の白色光下での増殖速度は、光強度 20-40μmol photons/m2/sec 付近が最

大であった。また、イソプロパノール生産株と 1,3-PDO 生産株では、生体吸収スペクトルより光

化学系 II の主要アンテナ色素であるフィコシアニンのクロロフィルに対する相対含量の低下が

認められ、代謝経路改変に伴う影響と推測された。光強度—光合成活性の解析では、いずれ

の株も光律速条件下（<100μmol/m2/s）での光合成活性（光合成光利用効率）には有意な差

異は認められず、弱光条件（20-40μmol/m2/s）下での増殖速度の測定結果と合致している。一

方、光飽和条件（>300μmol photons/m2/sec）での最大光合成活性は、解析した株間で有意な

差が認められ、イソプロパノール生産株（2 株）は野生株の 50%まで低下したのに対して、

1,3-PDO 生産株および乳酸生産株は 20-30%の低下に留まった。しかし、株間で最大光合成

活性の差が見られたものの、これらの合成代謝経路導入株の通常の弱光条 件下での増殖

には大きな影響は与えないものと判断された。 

イソプロパノール耐性株の解析 

本多グループが UV 変異誘発とアレイ状孤

立培養法による選抜で取得したイソプロパノー

ル耐性株（SY1043:野生株が増殖不能な 10 

g/L のイソプロパノール存在下で増殖可能）に

ついて解析した。通常の培養条件下では、耐

性株は細胞サイズの伸長とカロテノイド含量の

増加が確認された。次に 10 g/L のイソプロパノ

ール存在下で培養したところ、耐性株、野生株と

もに細胞サイズの顕著な伸長が見られた。また、

野生株ではイソプロパノール添加によりカロテノ

イド含量の増加が示された。 

通常の培養条件で増殖させたイソプロパノー

ル耐性株の最大光合成活性は、野生株の約

50%と大幅な低下を示した。その一方で、耐性

株ではイソプロパノール（10 g/L）添加 72 時間後

までは、イソプロパノールを加えない場合と同程

度の光合成活性を維持し、増殖速度も維持した。

それに対して、野生株ではイソプロパノール添加

後 72 時間後の光合成活性は 1/5 まで大きく低下

し、増殖は完全に停止した。しかし、イソプロパノール添加後、暗所でインキュベートした場合

SY1043 WT 

図 3-4.1 野生株とイソプロパノール耐性株
の細胞形態と増殖曲線 

図 3-4.2野生株とイソプロパノール耐性株の

光強度−光合成活性 
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には、野生株においても光合成活性の低下は認められなかった。また、野生株の生体吸収ス

ペクトルにはイソプロパノールによる影響が現れていないことから、少なくとも光合成アンテナ

色素系へ与える影響は限定的であると考えられる。従って、イソプロパノール（10 g/L）は野生

株においても致死的な作用を与えるのではなく、光合成反応によって変換されたエネルギー

が細胞増殖には使われないことなどが示唆される。こられの解析結果は、本多グループが中

心に作成した共著論文の中で報告している（Arai et al. 2017）。関連して、耐性株の酸化ストレ

ス耐性能の解析を methyl viologen を用いて行ったところ、野生株より耐性が低いことが示され

た。 

 

３．５ 合成代謝経路導入シアノバクテリアのメタボローム解析（大阪大学 福崎グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

合成代謝経路導入シアノバクテリアにおける細胞内代謝解析のためのメタボロミクス技術を

開発した。シアノバクテリアを用いたバイオアルコール生産において、カルビン回路、解糖系、

糖新生、ペントースリン酸回路、TCA 回路を含む中央代謝経路の理解は重要である。シアノ

バクテリアにおける代謝摂動の概観をとらえ、特に注目すべき代謝物を選定するため、ターゲ

ット（目標あり）及びノンターゲット（目標なし）の代謝物プロファイリングから得られたメタボロー

ムデータより予測モデルの構築を行った（図 3-5.1）。具体的には、高極性代謝物を網羅的に

解析するために、イオンペアクロマトグラフィー条件ならびに、LC 三連四重極質量分析

(LC-QqQ-MS)を用いた分析系を最適化（MRM パラメータの決定など）し、シアノバクテリアの

代謝物産物の一斉分析のための実用的システムを開発した。さらに代謝物生産性能の予測

モデルの構築はメタボローム情報を説明変数、代謝物生産性能を応答変数として潜在構造

投影（Projection to Latent Structures; PLS）（教師あり回帰分析）により行い、注目されたメタボ

ローム情報と標的代謝物生産能力との関係を解明した。これら代謝プロファイル解析と、メタ

ボロミクスデータから得られる予測モデル情報を総合的に評価することにより、合成代謝経路

導入シアノバクテリアの代謝解析実施のための方法論を確立した。今回開発された手法を用

いてシアノバクテリア野生型株である、PCC7942 株を解析し、アセチル CoA を出発点とするア

ルコール生産において、ピルビン酸からアセチルCoAへの経路がボトルネックとなり得るという

重要な知見を得た。さらに、花井グループが作成した合成代謝経路導入シアノバクテリアのメ

タボローム解析を実施し、代謝律速ポイントの発見に貢献した。また、代謝物プロファイル解

析や代謝動態解析に必要なメタボロームデータを得るためには、標的代謝物を正確に同定し、

精密に定量する技術も開発した。加えて、実際のシアノバクテリア培養サンプルを用いて、安

定したデータを得るためのシアノバクテリアのサンプル回収及び代謝産物抽出メソッドの検討

も行った。また、これら代謝物プロファイル解析と平行して、炭素代謝の主要経路や当該経路

の活性化状態の把握のため、より直接的且つ簡便な代謝動態の観測を目的とした安定同位

体アプリケーションの開発を行った。前期成果を発展させて、安定同位体標識実験を基盤と

する代謝動態解析法の一つである代謝ターンオーバー解析のための GC-QqQ-MS 及び

LC-QqQ-MS を用いた同位体分配率測定システムを確立するとともに、当該システムを用いて

花井グループが作成した合成代謝経路導入シアノバクテリアを解析し、代謝律速経路の特定

に資する情報を提供した。 
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図 3-5.1 合成代謝経路導入シアノバクテリアのメタボローム解析技術 

 

 

図 3-5.2 シアノバクテリアのメタボローム解析結果 
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(４)受賞・報道等  

 

   ①受賞 

・ RSC Integrative Biology Poster Award 

(Sayuri Arai, Mina Okochi, Kazunori Shimizu, Taizo Hanai, Hiroyuki Honda, “A single cell 

culture system for cyanobacteria using magnetic force-based cell patterning”, 7th 

International Symposium on Microchemistry and Microsystems, Kyoto, June 8-10, 2015) 

・ 日本生物工学会中部支部 支部長賞, 新井小百合, “藍藻変異株スクリーニングのため
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の磁性微粒子を用いた 1 細胞孤立アレイ培養技術の開発”, 2015 年度日本生物工学

会中部支部例会, 名古屋, 2015 年 9 月 

・ Annual Research Award, 新井小百合, 名古屋大学博士課程教育リーディングプログラ

ム, 名古屋, 2017 年 1 月 

・ 平成 27 年度日本生物工学会功績賞（福崎英一郎） 

 

(５)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

本 CREST と関与は少ないが、NEDO プロジェクト「植物等の生物を用いた高機能品生産技術

の開発」研究開発項目③「高生産性微生物創製に資する情報解析システムの開発」の一部とし

て、「シアノバクテリアによる物質生産に関する代謝および生産条件に関する知識ベースの構

築」のテーマが H29-32 の期間で採択され、シアノバクテリアによる物質生産の文献情報のデー

タベース化とそのデータの確認作業を実験により行う内容の研究を行っている。 

 

 

§５ 研究期間中の活動 
 

５．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

平成 25 年 

2 月 6-7 日 

理科特別授業 淡路市立岩屋中学

校 

３５人 中学 3 年生を対象に藻類の

光合成について講義した（村

上グループ） 

平成 26 年 

1 月 14 日 

理科特別授業 淡路市立岩屋中学

校 

３５人 中学３年生を対象に藻類の

光合成について講義した（村

上グループ） 

平成 26 年 

5 月 13 日 

海産藻類の 

ワークショップ 

神戸大学・内海域環

境教育研究センター 

１２人 藻場観察・採集・標本製作・同

定 

 

 

§６ 最後に 
 

研究目標などから見た達成度および得られた成果の意義等の自己評価 

当初の研究目的は、シアノバクテリア内に合成代謝経路を構築し、細胞内のアセチル CoA を利

用した物質生産を行う予定であった。当初より、アセチル CoA を利用するイソプロパノール生産を

計画しており、生産は早期に成功したが、生産量は期待したレベルではなかった。生産量を上げる

ために、様々な努力を行い、生産量を当初の 11 倍に増加させることができたが、シアノバクテリア

の物質生産の一つの目標値である 1 g/L には未だ届いておらず、この部分に関してはさらなる改

良が必要であると考えている。しかしながら、研究開始直後から、領域代表からの提案で、細胞内

のアセチルCoAにこだわらない物質生産を模索したところ、カルビン回路の構成要素であるDHAP

から二つの物質は 1 g/L、グリセロールは 3 g/L の生産量を達成することができたのは、非常に意

義深く、大変満足できる結果となった。 

 

今後の研究の展開 

ATP や NADPH のバランスが、細胞代謝に与える影響が大きいこと明らかになったことや、シアノ

ファージや調節因子の影響も明らかになったので、今後は現在までの知見を統合化し、さらなる生

産量の向上を目指したい。また、特に、明・暗条件における遺伝子発現制御、代謝制御に関する

知見を統合的に理解する研究が必要である。 



 - ２３ - 

 

代表者としてのプロジェクト運営について 

 5 年というプロジェクトは、一つの大きな問題を解決するためには短いが、非常に長いと感じた。

プロジェクト開始時には、シアノバクテリアによる二酸化炭素からの物質生産のテーマは、とても新

しく、不明なことも多かったが、世界中で研究が進められ、多くのことが明らかになった。また、我々

の研究を進める上で、当初では予想できないようなことも明らかになった。本プロジェクトでは、チー

ムの構成員に恵まれた。チームは大変よい雰囲気で、各構成員は相互に連携して研究を進めるこ

とができた。チームの構成員は、それぞれ当初計画していた研究を進めるだけでなく、このように変

化の大きな状況にみんなが柔軟に対応し、ここまでの結果を得ることができた。研究費は、研究を

重点的に進めるために、当初の計画通り、適切に、物品費と人件費に多く使用した。 

 

その他 

 シアノバクテリアによる物質生産に関して、ある程度の知見を得られたと思う反面、さらに不明なこ

と、明らかにしたい様々な事項が現れた。今回のプロジェクトでは、世界的な結果と比較して、遜色

ない結果が得られたが、今後もこの分野で世界と勝負ができるよう、努力を続けていきたい。 


