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研究成果 
乳酸菌Lactobacillus platnarumの乳酸デヒドロゲナーゼ遺伝子欠失体であるΔldhL1 

ΔldhD 株の作成に成功した。本株にエタノール生産能を付与した結果、150 g/L のグ

ルコースから 100 h で 56.7 g/L のエタノールを生産できた。ΔldhL1 ΔldhD 株は、酵母

や大腸菌等の既往の代謝工学微生物と異なり、通気・撹拌を必要とせず省力的な物

質生産が可能であり、多様な物質生産への応用が期待できる。 
 
研究の目的 
低炭素社会の構築に向けて、カーボンニュートラル特性を有するバイオマス資源

からの物質生産が活況を呈している。代謝工学は目的物質の生産性の最大化や、非

天然物質の生産における強力な手法であり、大腸菌や酵母、コリネ型細菌などの微

生物を中心に研究が展開されている。これらの工業微生物は総じて好気的環境で増

殖する微生物であり、微生物の増殖工程において（目的物質によっては物質生産工

程においても）、十分な通気と撹拌が必要となる。しかしながら、付加価値の低いバ

ルク品の工業生産において、通気・撹拌によるコストは大きな負担となる。また、

培養のスケールアップ時においても、酸素供給の最適化はしばしば問題の種となる。

そこで本研究では、(1)通気・撹拌を必要とせず、(2)スケールアップが容易であり、

(3)既往微生物と同等の増殖速度・物質生産速度を達成しうる Anaerobic Bioprocessing
（ABP）のためのプラットフォーム微生物を開発することを研究目的とする。 
 
方法 
乳酸菌 Lactobacillus plantarum は嫌気条件下でも好気条件下と同等の増殖速度を示

し、通気・撹拌を必要としない増殖連動型の乳酸生産が可能であり、ABP に適した

宿主生物として適している。一方、L. plantarum は消費糖の大半を乳酸に変換するた

め、乳酸の生成を抑制することが多様な物質生産のためのプラットフォーム微生物

を構築する上で重要であると考えられる。そこで、まず乳酸の生成を抑制するため

D-乳酸デヒドロゲナーゼ遺伝子（ldhD）、および L-乳酸デヒドロゲナーゼ遺伝子

（ldhL1）の二重欠失体である ΔldhL1 ΔldhD 株の作成を行った。続いてリグノセルロ

ース系バイオマスの利用に重要なペントースの利用能の向上を図るべく、ペントー

スからピルビン酸と酢酸を等モルで生成するホスホケトラーゼ経路の鍵酵素となる、

ホスホケトラーゼ遺伝子（xpk1）の破壊を行った（図 1）。更に、破壊した xpk1 遺伝



子座に Lacotococcus lactis由来のトラ

ンスケトラーゼ遺伝子（tkt）を挿入

することで、ペントースよりピルビ

ン酸のみを生産可能なペントースリ

ン酸経路の導入を行った。得られた

乳酸非生産株にエタノール生産能を

付与すべく、本株で機能的に作用す

るピルビン酸デヒドロゲナーゼ

（PDC）、およびアルコールデヒドロ

ゲナーゼ（ADH）の探索を行うべく、

種々の微生物より酵素遺伝子を取得

し、共発現株の作成を行った。フラ

スコ培養にてエタノール高生産株の

選抜を行った後、1 L のジャーファーメンターを用いた、グルコースからエタノール

の発酵試験を実施した。 
 
結果 
 まず L. plantarum において ldhD 欠損させた結果、D-乳酸の生産が抑制され、高光

学純度の L-乳酸生産株が得られた 1。次に ΔldhD 株の ldhL1 を破壊することで、乳酸

生産が抑制された ΔldhL1 ΔldhD 株の取得に成功した。興味深いことに、本株は解糖

系で生じた NADH の酸化能を失っているため嫌気的な増殖能を失い、好気条件下で

のみ生育可能であった。続いて、ΔldhL1 ΔldhD 株の xpk1 を破壊することで、ペント

ース利用能を失ったが、同遺伝子座に tkt を導入することでペントース利用能が回復

した。L. plantarum は元来アラビノース利用能を有するがキシロース利用能を持たな

いため、現在はキシロース資化能の付与を行っているところである。 
 得られたΔldhL1 ΔldhD株のABPのためのプラットフォーム微生物としての有効性

を示すために、PDC および ADH 遺伝子の導入を行うことで、エタノール資化能の

付与を試みた。PDC については Acetobacter pasteurianus（ApPDC）、Zymomonas mobilis
（ZmPDC）、Lactobacillus florum（LfPDC）より、ADH については Oenococcus oeni
（OoADH）、Z. mobilis（ZmADH）より取得した。各形質転換体を用いて 100 g/L グ

ルコースからのエタノール発酵を行ったところ、ADH のみを導入した株ではエタノ

ールの生成が確認できなかった（図 2）。一方、PDC は ApPDC と ZmPDC を導入し

た株において嫌気的な生育能が回復し、エタノール生成が確認できた。従って、ADH
については内在性の ADH のみでも、ある程度機能することがわかった。ApPDC や

ZmPDC の発現株では、OoADH や ZmADH を共発現することで、更にエタノール生

産が向上し、ApPDC と OoADH の共発現株で最も高いエタノール濃度である 33.0 g/L
を達成した。同株によりジャーファーメンターを用いた 150 g/L のグルコースからの

XyloseArabinose

Xylulose-5-P

Acetyl-P GAP

Acetate

D-Lactic acid

Glucose

Phosphoketolase

Glycolysis

(xpk1) R5P

S7P GAP

E4P F6P

FBP

GAP DHAP

F6PGAP

Transketolase
(tkt)

L-Lactic acid

Pyruvate
ldhL ldhD

EtOH

(xylA, xylB)

(pdc, adh)

図 1 ABP 微生物によるエタノール生産経路 
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エタノール発酵試験を行った結果、

100 hで56.7 g/Lのエタノールを生

産することに成功した（図 3）。 
消費糖あたりの収率は 0.40となり

理論収率である 0.51 を下回った。

本試験においてはエタノール以外

においても乳酸や酢酸の生産が確

認されており、乳酸の生産が完全

に抑制されていないことや、副産

物の生成が認められた。今後はこ

れらの経路を遮断し、更なる改善

を試みる。 
 
結論 
 L. plantarum の乳酸生産能欠失株をプラットフォーム株としたエタノール生産を

実証することで、本株が通気や撹拌を必要としない ABP の構築に有用であることが

示された。今後、エタノール以外の物質生産への展開が期待でき、既存の代謝工学

微生物を用いたバイオプロセスに対して省力的な物質生産が期待できる。 
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図 3 ApPDC, OoADH 共発現株による 

エタノール生産. 1 L ジャーファーメン

ターにて、37℃、pH 6.0 に制御して培養. 

図 2 ΔldhL1 ΔldhD 株形質転換体によるエタノール生産. 100 g/L グルコースと

15 g/L CaCO3 を含む改変 MRS 培地（全量 30 mL）にて、37℃で 48 h 培養. 
 


