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要約 

5-アミノレブリン酸（ALA）は生体内で合成される天然のアミノ酸である．ALAは ATP合成に必要

なヘムの必須の前駆体であるため，ほぼ全ての生物の細胞内で合成される．また，ヘム合成経路

では ALA合成が律速段階となっているため，細胞外から ALAを供給することでヘム合成経路を

活性化することができる．現在，ALAはヒト向けのがんの診断や光線治療のほか，サプリメントや化

粧品にも利用されている．その他，ALAは動物向けの飼料や植物向けの肥料など幅広い分野で

利用されている．現在，ALAは人工的な突然変異誘発により育種された光合成細菌 Cereibacter 

sphaeroidesを用いた発酵によって工業的に製造されている．その安全性から，日本国内において

は光合成細菌によって作られた ALAのみが食品として認められている．食品等の製造，販売に

際しては安全性の厳密な評価が義務付けられており，遺伝子組換え体による ALAの工業的生産

系の構築はハードルが高い．そこで本研究では更なる ALAの生産性向上のため，最終的に得ら

れた株が法律上は遺伝子組換え体とは見做されない 2つの異なるアプローチで新規 ALA生産

菌の開発を試みた．C. sphaeroidesの ALA合成は ALA合成酵素（ALAS）によって触媒される．

そこで ALASを高発現させることで C. sphaeroidesの ALA生産性を向上させることができると考え

た．C. sphaeroidesの ALASは hemA及び hemT遺伝子にコードされている．hemA遺伝子の発現

は酸化還元センサーである PrrA/PrrB二成分制御系に制御されているのに対し，hemT遺伝子は

サイレントで，ほとんど転写されていない．そこで PrrA及び PrrBが恒常的に活性型になる点変異

を導入し，HemAを高発現させることで，ALA生産量の増加を試みた．細胞粗抽出物の吸光スペ

クトルを測定することで点変異を導入した株の光合成遺伝子の発現の活性化状態を確認した．通

常，光合成遺伝子の発現が活性化する微好気条件においても，PrrA点変異株ではカロテノイドや

バクテリオクロロフィルの合成が抑制されていた．PrrAの恒常的活性化を引き起こすと考えられる

点変異は近縁種である Rhodobacter capsulatusを用いた研究が土台となっていたため，C. 

sphaeroidesではこの点変異の影響が作用しなかった可能性が考えられた．一方 PrrBの恒常的活

性化を引き起こすと考えられる点変異株では，通常，光合成遺伝子の発現が抑制される好気条件

でもカロテノイドとバクテリオクロロフィルが合成された．しかし，ALA蓄積量はWT株よりも低かっ

た．PrrBレギュロンにはヘム合成経路で機能する他の遺伝子も含まれるため，PrrB点変異株で

は，ヘム合成経路全体が活性化し，ALA代謝も活性化してしまった可能性が考えられた．そこで，

より直接的に ALAS遺伝子の転写量を増加させるため，2種類の高発現プロモーターを ALAS遺

伝子上流に挿入した株を作製した．C. sphaeroides内で 2番目に高活性なプロモーターである

Prsp_7571を挿入した株では，期待に反し遺伝子発現量が増加しなかった．菌株のバックグラウンド

や培地成分等の違いにより，本研究においては低活性であったと考えられた．対してリボソーム

RNAのプロモータの一つである PrrnBを挿入した株では挿入した全ての遺伝子の発現量が増加し

た．しかし PrrnBを hemA遺伝子に挿入した株では，おそらく hemA下流の遺伝子の高発現により

代謝の変化が生じたため，ALA蓄積量は期待に反してWT株よりも低下していた．対して PrrnBを

hemT遺伝子に挿入した株では ALA生産中の ALAS活性が低下することなく増加し続け，培地

中の ALA蓄積量はWT株の 12倍に向上し，新規 ALA高生産菌の開発に成功した． 
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Abstract 

5-Aminolevulinic acid (ALA) is a precursor of heme and a natural amino acid synthesized in the 

cells of most living organisms. Since ALA is an essential precursor for heme, which is necessary for 

cellular energy production, it is synthesized in the cells of almost all organisms. The ALA synthesis 

is the rate-limiting step in the heme synthesis pathway; thus, heme synthesis can be activated by 

adding ALA from outside of the cells. Currently, ALA is utilized and consumed as an ingredient in 

pharmaceuticals, supplements, cosmetics, feed, fertilizers, and other products. ALA is mainly 

produced by industrial fermentation by the photosynthetic bacterium Cereibacter sphaeroides. In 

this study, two genetic strategies were used to improve ALA production by C. sphaeroides in a 

method that does not leave exogenous genes in the final strain for use in the food industry. 

In one strategy, we introduced dominant-positive point mutations in the response regulator 

PrrA and the sensor kinase PrrB that positively regulate expression of ALA synthases (ALAS). We 

first checked whether photosynthetic genes in the point mutant strains were activated by measuring 

the absorbance spectra of crude cell extracts to confirm the synthesis of the photosynthetic apparatus 

harboring carotenoids and bacteriochlorophylls. Under semi-aerobic growth conditions, where 

photosynthetic genes are activated, carotenoids and bacteriochlorophylls were synthesized only in 

the WT and PrrB point mutants, but were suppressed in the PrrA point mutant. Even under aerobic 

conditions, where photosynthetic genes are normally suppressed, carotenoids and 

bacteriochlorophylls were synthesized in the PrrB mutant. However, when ALA productivity was 

evaluated, neither point mutant accumulated higher levels of ALA than those in the WT. The PrrA 

point mutation may not let it be in the dominant active form in C. sphaeroides, not as in the closely 

related species Rhodobacter capsulatus; the corresponding point mutation in R. capsulatus PrrA 

homolog let it be in the dominant active form. On the other hand, the PrrB point mutation results in 

activated not only ALA synthesis, but also heme synthesis pathway itself, so that ALA could not be 

accumulated. 

In the other strategy, we inserted a constitutive promoter (PrrnB or Prsp_7571) upstream of 

genes encoding ALAS (hemA and/or hemT) to construct strains that constitutively express ALAS. 

The highest transcript levels of hemA were observed in the strain in which PrrnB was inserted into the 

hemA promoter region; the strain showed 3.5-fold higher levels of hemA transcripts than those in the 

WT. The highest transcript levels of hemT were observed in the strain in which PrrnB was inserted 

into the hemT promoter region; the strain showed 46-fold higher levels of hemT transcripts than 

those in the WT. The maximum ALAS activity was observed in crude cell extracts of the strain in 

which PrrnB was inserted into the hemT promoter region under optimized growth conditions that was 

2.7-fold higher than that in the WT. This strain showed 12-fold accumulation of ALA compared to 

the WT. Thus, we improved ALA productivity without using exogenous DNA sequences. In the 

future, this strain will be studied in fermenter-based trials to optimize ALA production. 
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第 1章 緒言 

1.1 5-アミノレブリン酸（ALA） 

5-アミノレブリン酸（ALA）は細胞内で合成される天然のアミノ酸である（図 1-1）．細胞のエネルギ

ー生産に必要なヘムに必須の前駆体であることから，ほぼ全ての生物の細胞内で合成されている．

ALA の合成はヘム合成経路の初期段階の反応であり，この ALA 合成がヘム合成経路において

律速段階である（Li et al., 1989）．ヘム合成経路において計 8分子の ALAからテトラピロールが合

成される．このテトラピロールの中心にマグネシウムイオンが配位して代謝されるとクロロフィルにな

り，主に光合成で光エネルギーを吸収する光アンテナとして働く．また，テトラピロールの中心に鉄

イオンが配位して代謝されるとヘムになり，主に電子伝達系でシトクロムの補因子として働く．全て

の生物の細胞は電子伝達系により細胞内エネルギー通貨である ATP を合成するため，電子伝達

系に必須の補因子であるヘムの必須の前駆体である ALA は生物の生育に必要のアミノ酸である．

ヘム合成経路において ALA の合成が律速であることから，細胞外から ALA を投与することでヘ

ム合成能を向上させることができ，これによる様々な効果を期待してヒト，動物，植物向けに製品と

して利用されている．ALA は全ての細胞内に存在する天然アミノ酸であることから細胞毒性が低く，

安全なアミノ酸として利用されている． 

 

1.2 ALA生合成経路 

生物における ALA の生合成は大きく 2 つの ALA 生合成経路に大別される（図 1-2）．グルタミ

ン酸を基質とする C5経路と，グリシンを基質とする C4経路（Shemin経路）が知られている． 

多くの細菌や古細菌，真核生物の中でも植物細胞のプラスチド内で保存されている C5 経路で

は炭素数が 5 つのグルタミン酸を基質として 3 段階の反応で ALA を合成する（Mayer and Beale, 

1990）（図 1-2）．まずグルタミル tRNAシンターゼがグルタミン酸を基質とし，ATPを消費してグルタ

ミル tRNAを合成する．次にグルタミル tRNAレダクターゼがグルタミル tRNAを tRNA とグルタミン

酸-1-セミアルデヒドに分解する．最後にグルタミン酸-1-セミアルデヒドアミノムターゼがグルタミン酸

-1-セミアルデヒドのアミノ基を転移し，ALA を合成する． 

プラスチドを持たない真核生物のミトコンドリアや，真核生物のミトコンドリアの祖先であると考えら

れている α-プロテオバクテリアでのみ保存されている C4 経路（Shemin 経路）では ALA 合成酵素

（ALAS）が，炭素数が 4 つのスクシニルコエンザイム A（CoA）とグリシンを縮合して 1 段階の反応

で ALAを合成する（Shemin and Russell, 1953）．一説によると，ALA と類似した構造を持ち，ポル

フォビリノーゲン（PBG）合成酵素（PBGS）を阻害する抗生物質であるアラレマイシンの合成酵素

AlmAが ALASの進化の起源であると考えられている（Kawaguchi et al., 2022）．α-プロテオバクテ

リアに属する光合成細菌はこの C4経路で ALA を合成している． 

尚，動物細胞に植物細胞（藻類）が共生して誕生したと考えられているミドリムシ（Euglena 属）で

はミトコンドリア内に C4経路が，プラスチド内に C5経路が保存されている． 
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1.3 ヘム合成経路 

ALA 合成以降のヘム合成経路は全ての生物において高度に保存されている（図 1-3）．C4 経

路又は C5経路で合成された 2分子の ALAは，PBGSによりピロール環構造を持つ PBGに不斉

縮合される．以降は 5 段階の反応によりプロトポルフィリン IX（PpIX）が合成され，フェロキラターゼ

により鉄が配位することでヘムに，マグネシウムキラターゼによりマグネシウムが配位することでクロ

ロフィルの前駆体であるマグネシウム PpIXになる．尚，中間体であるウロポルフィリノーゲン IIIから

はシステイン合成に関与するシロヘムやビタミン B12 が生合成される．細胞内で不要になったヘム

はヘムオキシゲナーゼにより分解されビリベルジンになり，更にビリベルジンレダクターゼによりビリ

ルビンに還元される．ビリルビンは抗酸化作用を持つウロビリノーゲンへと還元される． 

 

1.4 ALAの用途開発 

ALA の用途開発研究は除草剤に始まった（Rebeiz et al., 1984）．マグネシウム制限下において

ALA を植物に投与すると，細胞内で代謝され PpIX として蓄積する．PpIX に光が当たることで活

性酸素が生じ，これによる酸化的損傷により植物を枯死に至らす．ALA そのものは生物由来の天

然アミノ酸であるため生分解性が高く，毒性がないため，土壌中に残存しない安全な農薬として研

究されていた．同様のメカニズムで殺虫剤の研究開発や（Rebeiz et al., 1988），がん細胞に ALA を

塗布し，光を当ててがん細胞を死滅させる光線力学治療が開発された（Kennedy et al., 1990）．そ

の後，ALA の研究が進むにつれその多様な機能と安全性が認知されるとともに，ALA の発酵生

産方法の確立により広い分野で様々な製品として ALAは利用されている． 

 

1.4.1 ヒトへの応用 

がん細胞の特殊な代謝により，がん細胞に投与された ALA はヘムまで代謝されずに前駆体で

ある PpIX として蓄積することが知られている（Fukuda et al., 1992）．PpIX は紫色の光を当てること

で赤色蛍光を発するため，これを利用してがん細胞のみを蛍光標識する光線力学診断薬として日

本でも上市され，様々ながんに対して利用されている（Fujino et al., 2016）．この手法は肉眼では一

見がん細胞には見えないがん細胞も蛍光標識するため，がん細胞の取り残しを防ぎ，膀胱がんの

手術後の無再発生存率を 26%も改善させた（Inoue et al., 2012）．さらに PpIXに光を照射すると活

性酸素種が発生し，細胞に酸化ダメージを与えることを利用して皮膚がんなどの光線力学的治療

薬としても利用されている（Bhanja et al., 2023）．この治療法はがん細胞のアポトーシスを誘導する

ため（Sugiyama et al., 2014），病変部位の外科的切除に比べ，完治後の病変部位が綺麗に治るメ

リットもあり，美容上優れた治療法としても注目されている． 

ALA は呼吸鎖複合体のシトクロムの補因子であるヘムの前駆体である．ALA の投与によりミトコ

ンドリアの呼吸鎖複合体の活性が向上し（Ogura et al., 2011），更にはミトコンドリアそのものも増殖

する（Fujii et al., 2017）．これらの機能からミトコンドリアの機能不全による指定難病であるミトコンドリ

ア病の治療薬としての研究も進んでいる（Shimura et al., 2019）．特に発症後に数年で亡くなってし

まう小児期ミトコンドリア病の Leigh脳症に対する治験も進行中である（Ogawa et al., 2020）．同様に
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ミトコンドリアの機能不全に由来するミトコンドリア糖尿病の治療薬としても研究されている

（Nakamura et al., 2023）．また，ミトコンドリアは細胞エネルギーの合成の場であることから，ALAを

投与することで高齢者の運動負荷試験において運動効率が上昇し，運動中の酸素消費量，二酸

化炭素排出量，血漿中乳酸値が減少した（Masuki et al., 2016）．同様に ALAの投与により仕事に

よる疲労感が改善したとの報告もある（Higashikawa et al., 2020）．さらにショウジョウバエへの投与

実験では加齢に伴う運動機能低下の緩和及び寿命の延伸も確認された（Nozawa et al., 2022）．さ

らにアルツハイマー病に対してはミトコンドリアの機能維持によるアミロイド βペプチドの減少が確認

された（Omori et al., 2017）．また，ALAの投与により肌細胞の増殖率が増加し，水分量，弾力性が

向上したことから（Suzuki et al., 2019），ALAは化粧品や美容サプリメントにも配合されている． 

ALAS をコードする遺伝子の内，主に全ての細胞で発現している ALAS1 遺伝子をヘテロノック

アウトし，ALA 合成能を低下させたマウスでは耐糖能の低下等の糖尿病様症状が見られ，さらに

ALAの投与によりこれら症状の改善も確認された（Saitoh et al., 2018）．ミトコンドリアの電子伝達系

の活性は加齢と共に減少し（Hayashi et al., 1994），これに伴い二型糖尿病の発症が増加する．グ

ルコースは ALASの発現を抑制し（Handschin et al., 2005），ALASの細胞質からミトコンドリアへの

移行を阻害する（De Loskey and Beattie, 1984）．従って慢性的にグルコース濃度が高い糖尿病患

者では，ALA 合成が阻害され，ミトコンドリアの電子伝達系の活性が低下し，ATP が不足すること

で更にグルコースの消費が停滞するという悪循環に陥る．ALA を糖尿病患者へ投与すると電子伝

達系が活性化し，グルコースを消費しやすくすることで血糖値が改善するという報告があり，二型糖

尿病薬としての臨床研究が進んでいる（Rehani et al., 2019）．これらの機能から，ALAは食後の血

糖値の上昇を穏やかにする機能性表示食品としてサプリメントにも配合され，販売されている． 

ALA の投与により細胞内で過剰に生成したヘムはヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）によって分解

される．このとき，強力な抗酸化作用を持つビリルビンが生じるため，ALA の投与により抗酸化作

用が誘導されることが示された（Hou et al., 2013）．ALAの投与により誘導されるこの抗酸化作用に

より，リウマチ性自己免疫疾患の炎症を抑え，進行を抑制した（Liu et al., 2018）．また，パーキンソ

ン病モデルマウスに対してはこの抗酸化効果によって神経保護作用が確認された（Hijioka et al., 

2020）．また，HO-1は自己免疫系の活性化に重要であるため（Tzima et al., 2009），ALAの投与に

より自己免疫系を活性化することができ，インフルエンザウイルスに対する抗ウイルス効果を誘導す

る（Ma et al., 2019）． 

DNAや RNAのグアニンが，グアニン四重鎖構造という特殊な構造をとることがあり，これが遺伝

子発現に関与している（Balasubramanian et al., 2011）．ALA が代謝されて生じるポルフィリンがグ

アニン四重鎖構造と親和性が高く，結合することで下流の遺伝子発現を阻害することから，ヒトでこ

のグアニン四重鎖構造が関与する遺伝子発現異常を伴う難病（ATR-X症候群）に対し，ALAが治

療薬となることが見出された（Shioda et al., 2018）． 

また，ALA の投与により生じた PpIX がウイルスエンベロープに結合し，ウイルスの感染を阻害

するため，デング熱ウイルス及び黄熱病ウイルス（Assunção-Miranda et al., 2016），ジカウイルス及

びチクングニア熱ウイルス（Neris et al., 2018）の感染を抑制する．また，ヒト培養細胞を用いた試験
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管内ウイルス感染試験において，ALA の投与により濃度依存的に新型コロナウイルスの感染が抑

制された（Sakurai et al., 2021）．同様に変異株に対しても同様の感染抑制効果が報告されている

（Ngwe Tun et al., 2022）．また，新型コロナウイルス感染後の後遺症の一つである疲労感及び不安

やふさいだ気分に関する状態に関して ALA の投与により症状の改善効果が報告されている

（Imamura et al., 2021）． 

その他にはヘム中間代謝産物が蓄積することでマラリアの生育を阻害することから ALA は抗マ

ラリア薬としても研究されている（Komatsuya et al., 2013）．また，ALAがヘモグロビンの合成を活性

化することから，遺伝性の貧血病である鎌状赤血球症に対する治療薬としても研究されている（Liu 

et al., 2019）．さらに ALAは睡眠の質を向上させるため（Perez et al., 2013），機能性表示食品とし

てサプリメントにも配合され，販売されている． 

尚，日本国内においては ALA 塩酸塩が医薬品成分として，そして光合成細菌 C. sphaeroides

により生成された ALA リン酸塩のみが食品として認められている（厚生労働省，2012，

https://www.mhlw.go.jp/stf/shingi/2r9852000002kjhr.html）． 

 

1.4.2 動物への応用 

ALA を乳牛に与えると牛乳中のタンパク質含量及びカゼイン含量が増加し，高い栄養価の乳を

得ることができ（Hendawy et al., 2019），さらに卵母細胞の発育に対する熱ストレスの影響を緩和す

る（Elgendy et al., 2022）．食用鶏に ALA を与えると産卵数の増加及び卵の品質を向上させる

（Wang et al., 2011）．雌豚に ALA を給餌すると，離乳時の子豚の体重が増加する（Wang et al., 

2009）．これらの機能を期待して ALAが配合された家畜用飼料が販売されている． 

また，ALA の猫への投与により，猫コロナウイルスに対する抗ウイルス効果が生じる（Takano et 

al., 2021）．さらに，高脂血症を患う犬に ALA を投与することでその症状が改善する（Sakai et al., 

2020）．ペットの健康の維持を目的としたペット向けの ALA入りサプリメントも販売されている． 

食品として養殖されているバナメイエビに ALA を投与したところ，細菌感染への抵抗力の増強

及び成長の促進が確認された（Pedrosa-Gerasmio et al., 2019）．また，ALA をシラスウナギの稚魚

に与えるとその体重及び全長が増加する（Yasumoto et al., 2012）．感染症予防及び生育促進を目

的とした，ALAが配合された水産飼料も販売されている． 

 

1.4.3 植物への応用 

クロロフィルの前駆体である ALA を植物に投与することでクロロフィルの生合成を促し，光合成

を改善する（Hotta et al., 1997）．また，ALAは気孔を開放することで CO2の葉肉細胞への取り込み

を促進し，光合成を促進する（Wang et al., 2004）．さらに ALAはオーキシン生合成を誘導すること

で根の成長を促進する（An et al., 2019）．これらの作用により ALA は農作物の収量を増加させた

り，果実の糖度や色味，栄養素などを増強したりする． 

また，ALAは寒冷（Anwar et al., 2018），塩害（Wang et al., 2005），高温（Wang et al., 2005），強

光（Ma et al., 2015），UV-B（Liu et al., 2006），弱光（Aksakal et al., 2017），乾燥（Cai et al., 2020），
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湛水（An et al., 2016），アルカリ土壌（Liu et al., 2017），窒素欠乏（Wei et al., 2012），都市部の大気

汚染（Yang et al., 2021），重金属（Singh et al., 2020），殺虫剤（Taspinar et al., 2017），除草剤（Ling 

et al., 2018），真菌感染症（Elansary et al., 2019）等の様々なストレスに対して植物の耐性を向上さ

せることができる． 

これら作物の生育促進等を目的とし，ALAが配合された機能性肥料が販売されている． 

 

1.5 光合成細菌 

光合成細菌 Cereibacter sphaeroides（旧名 Rhodobacter sphaeroides）（Hördt et al., 2020）は非病

原性の紅色非硫黄光合成細菌であり，酸素非発生型光合成を研究するための基礎研究のモデル

生物としてよく研究されてきた．代謝の理解も進んでいたことから，ファルネソール及びコエンザイ

ム Q10（Zhu et al., 2017），ポリヒドロキシ酪酸（PHB）（Luongo et al., 2017），水素（Yigit et al., 1999），

バレンセン（Beekwilder et al., 2013），β-カロテン（Qiang, et al., 2019），テルペノイド（Schempp et al., 

2017），リコピン（Su et al., 2018）及び，ALA（Tanaka et al., 1994）等の物質生産菌として研究開発さ

れている．C. sphaeroides は好気呼吸，嫌気呼吸又は光合成で生育することができ（Mackenzie et 

al., 2007），光合成条件では内膜の構造が変化する（Chory et al., 1984）．特に，よく研究されている

株の一つである C. sphaeroides 2.4.1株のゲノムは 2本の染色体と 5つのプラスミドから構成される

（Mackenzie et al., 2001）．尚，本論文に出てくる内在性遺伝子の内，hemA，prrA，prrB，rsp_7571

は染色体 Iにコードされ，hemT，rrnBは染色体 IIにコードされている． 

 

1.5.1 ALA合成酵素（ALAS） 

C. sphaeroides 2.4.1株の ALASは hemA と hemTにコードされている（Tai et al., 1988）（図 1-4）．

hemAの発現は PrrA及び，FnrLによって代謝の切り替えに応じて厳密に制御されている（Ranson-

Olson et al., 2008）（図 1-5）．これに対し，hemT はサイレント遺伝子でほとんど転写されていない

（Stoian et al., 2018）．ALASはピロドキサールリン酸（PLP）を補因子とし（Nandi et al., 1978），グリシ

ンとスクシニル CoA を ALA と二酸化炭素に縮合する反応を触媒する（Warnick, et al., 1971）．ま

た，ALAS はヘム合成経路の産物であるヘムから直接的にフィードバック阻害を受ける（Burnham 

and Lascelles, 1963）．C. sphaeroides 2.4.9株の HemA及び HemTにおいては，HemA より HemT

の方が 10倍以上ヘミンによるフィードバック阻害を受け難い（Stoian et al., 2018）．細胞粗抽出物中

の ALAS はグルタチオンやシステイン等の硫黄化合物の添加によって活性化され（Tuboi and 

Hayasaka, 1972, Neubergeret al., 1973），細胞内でもこういった硫黄化合物を介した翻訳後レベル

での活性調節を受けている．尚，ALAS ホモログにおいてアミノ酸基質の選択性に関与している 5

つのアミノ酸残基（Shoolingin-Jordan et al.,2013, Kawaguchi et al., 2022）は HemA，HemT どちらと

も全て ALAS型である（図 1-4）． 

 

1.5.2 PrrA/PrrB二成分制御系 

C. sphaeroides において hemA は PrrA/PrrB 二成分制御系に制御されている（Ranson-Olson et 
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al., 2006）（図 1-5）．内膜上に存在するセンサーキナーゼ PrrBが電子伝達で酸素を還元する cbb3

オキシダーゼの働きを感知し，酸素が不足したときに細胞質の ATP を消費して自己リン酸化する．

リン酸化した PrrB は細胞質のレスポンスレギュレーターPrrA をリン酸化し，PrrA はそのリン酸化の

有無により DNA との結合親和性が変化することでそのレギュロンの遺伝子発現を制御する．C. 

sphaeroides 2.4.1 株の PrrA レギュロンには集光性バクテリオクロロフィルタンパク質複合体の遺伝

子をコードする puf オペロン，puc オペロン，バクテリオクロロフィル合成遺伝子をコードする bch オ

ペロン，カロテノイド合成遺伝子をコードする crtA, crtB, crtC, crtD, crtE, crtF, crtI, 光合成に関連

する転写因子 ppaA, ヘム合成経路の hemE（図 1-3）等が含まれる（Imam et al., 2014）． 

C. sphaeroides において，通常光合成遺伝子が抑制される好気条件においても光合成遺伝子

の発現が活性化し，バクテリオクロロフィル aが合成される変異株が発見された（Eraso and Kaplan, 

1995）（図 1-6）．この変異株では prrBの 233番目のチミンからシトシンへの置換により，PrrBの 78

番目のロイシン残基がプロリン残基に置換されていた．また，近縁種の Rhodobacter capsulatus に

おいて PrrB ホモログである RegB の欠損株に人工的に突然変異を誘発し，RegB が欠損している

にもかかわらず光合成遺伝子の発現が活性化している RegB サプレッサーミュータントが単離され

た（Du et al., 1998）．この変異株では，prrA ホモログである regAの 289番目のグアニンからチミン

への置換により，RegA の 97 番目のアラニン残基がセリン残基に置換していた（図 1-7, 1-8）．この

RegA（A97S）点変異株では hemA を含むレギュロンの光合成遺伝子の発現がリン酸化に因らず恒

常的に活性化していた（Bird et al., 1999）． 

 

1.5.3 rRNAオペロン 

リボソーム RNA（rRNA）の遺伝子発現量は一般に強力であり，タンパク質発現などにも利用され

ている（Qiang et al., 2019）．C. sphaeroides 2.4.1株には rRNAオペロンが 3つ存在し，第一染色体

上に rrnAが，第二染色体上に rrnB及び rrnCがコードされている．中でも rrnBのプロモーターの

転写活性が最も高く（Dryden and Kaplan, 1993），対数増殖期に最も活性化する（Henry et al., 

2020）． 

 

1.5.4 プロモーター 

光合成細菌でのカロテノイド合成研究において網羅的遺伝子発現解析により，内在性の高発現

プロモーターが探索された（Shi et al., 2021）．いくつかの高発現遺伝子のプロモーター領域をプラ

スミド上にクローニングし，その転写活性を比較したところ，Prsp_6124 が最も転写活性が高いプロモ

ーターとして見出された．しかしこの Prsp_6124 が挿入されたプラスミドを持つ C. sphaeroides では生

育阻害が観察された．2番目に転写活性が高い Prsp_7571には生育阻害は無く，その C. sphaeroides

内での転写活性は，大腸菌でタンパク質発現に用いられている人工的高活性プロモーターPtac の

約 6倍も高かった． 
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1.6 ALA生産菌の研究開発 

ALA を安全に安価に大量生産するため，ALA 発酵生産技術が光合成細菌，藻類，ラン藻，大

腸菌，コリネ型細菌，土壌細菌，好熱菌，メタン生成菌等で研究されてきた（Sasaki et al., 2002, Su 

et al., 2021）．現在までに最も多くの ALA を蓄積したのは，C. sphaeroides IFO12203 株由来の

hemA 遺伝子をプラスミドにより高発現させ，C4 経路での ALA 合成を可能にしたコリネ型細菌で，

培地中に 40.6 g/L の ALA を蓄積した（特開 2005-333907）．次点で Pu ら（2023）の開発した大腸

菌が30.7 g/LのALAを培地中に蓄積した．この大腸菌は光合成細菌Rhodopseudomonas palustris

由来の ALAS を発現することで C4 経路での ALA 合成を可能にしている．さらに RNAi による

ALA の代謝及び基質スクシニル CoA の代謝の抑制や，TCA サイクルへの代謝経路の補強によ

るスクシニル CoA の供給量の増加により，代謝経路の最適化が図られている．さらには ALAS の

アミノ酸置換により，ヘムによる ALAS のフィードバック阻害を解消したり，ALA 排出ポンプ及び酸

化ダメージ修復遺伝子の発現により ALA耐性を向上させたりしている． 

 

1.6.1 ALA工業生産菌の開発 

コスモ石油株式会社において，光合成細菌を用いた ALA の生産研究が行われてきた（表 1-1）．

光合成細菌は光合成も行うため，呼吸に必要なヘムだけでなくクロロフィルの前駆体としても ALA

を必要とする．従って光合成細菌は ALA 生産能力のポテンシャルが高いと考えられ，ALA 生産

菌の候補に挙げられた．育種に先んじた親株の選定として，9 種の光合成細菌 C. sphaeroides（5

株），R. capsulatus, R. palustris, Rhodocydus gelatinosus, Rhodospirillum rubrum を光照射条件か

つ嫌気条件で培養し，PBGS 阻害剤であるレブリン酸の添加による培養液中の ALA 蓄積量を比

較した．その結果 C. sphaeroides IFO12203株の ALA蓄積量が最も高かったことから（最大 2 mM），

育種の親株として選定された（Sasaki et al., 1987）． 

ALA 生産時に PBGS を競合阻害するレブリン酸を ALA 蓄積量の 10 倍程度加えていたが，こ

のプロセスは実用的ではなかった．そこで IFO12203株を親株とし，N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトロソグ

アニジン（MNG）処理による突然変異誘発により PBGS 低活性株の取得を試みた．PBG 要求株を

十数株分離し，PBGS 活性を測定したところ，親株の 1/3 程度に低減されている CR-105 株を得た

（Tanaka et al., 1994）． 

CR-105株は最小培地ではALAを蓄積したが，酵母エキス存在下ではALAを蓄積しなかった．

そこで酵母エキス存在下でも ALA を蓄積できる変異株の取得を試みた．ALA要求性大腸菌を用

いたスクリーニングにより，約 5000 株の変異株の中から，酵母エキス存在下でも ALA を蓄積する

CR-286株の取得に成功した．CR-286株は 150時間の光照射培養により約 15 mMの ALA を蓄

積した（Tanaka et al., 1994）． 

ここで，有効な光の到達距離が菌体濃度に反比例して減少するため，光照射培養による工業的

なALA生産には物理的な限界があることが判明した．尚，生産するALAの代謝物であるポルフィ

リンに光が当たると，活性酸素種が生じて生産菌が死滅してしまうことも光照射培養の障害となった．

そこで暗好気条件下で ALA を蓄積する変異株の育種を目指した．好気培養後の培養液上清を
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96穴マイクロタイタープレートに移し，エーリッヒ比色反応を行うハイスループットな選抜方法を用い

たところ，約 10,000株の変異株の中から，好気条件でも 1.5 mMの ALAを蓄積する CR-386株を

得ることに成功した（Nishikawa et al., 1999）． 

エーリッヒ比色反応を用いた変異株選抜においてアミノアセトン蓄積株が擬陽性を示すことが問

題となり，アミノアセトン非蓄積株の取得を試みた．薄層クロマトグラフ法により選抜したところ，3.8 

mM の ALA を蓄積するアミノアセトン非蓄積株 CR-450 株を得た．CR-450 株は添加するレブリン

酸濃度を下げた場合でも ALA蓄積量はあまり低下しなかった（Nishikawa et al., 1999）． 

グルコースからのスクシニル CoA 供給には酸素が必要であるが，一方で ALAS の発現を抑制

する．更なる ALA 蓄積株の取得を目指し，レブリン酸添加濃度を下げ，かつ培養の振盪数を上昇

させた条件でのスクリーニングを試みた．その結果，約 15,000 株の変異株の中から，さらに低濃度

のレブリン酸添加でも 8.1 mMの ALAを蓄積する CR-520株を得た．CR-520株の PBGSの ALA

に対する Km 値は野生株の 4 倍に上昇し，レブリン酸に対する Ki 値は 1/5 に低下していた

（Kamiyama et al., 2000）． 

CR-520 株の生産条件を検討している過程で，生育至適温度に対して ALA 蓄積の至適温度が

やや低温側にシフトしていることが観察された．そこで培養条件を生育至適温度の上限側に設定

したスクリーニングを行うことで，約 15,000株の変異株の中から，生育とALA蓄積の至適温度が一

致した CR-606株を得た．CR-520株の最大ALA蓄積を実現するには通気するガスの酸素分圧を

3%程度に抑える必要があるが，CR-606株は通常の空気によるALA生産が可能であり，通常の空

気でも 17.0 mMの ALA を蓄積した．CR-606株の hemAの発現量は野生株と大差は無く，ALAS

活性だけが数倍に上昇していた．従って CR-606 株の溶存酸素に対する ALAS 活性の不感受性

は翻訳後のタンパク質レベルで起きていることが示唆された（Kamiyama et al., 2000）． 

CR-606 株はグリシン添加量を一定濃度以下にすると ALA の蓄積量が顕著に低下した．そこで

低濃度のグリシン添加条件でのスクリーニングにより，最終的に 27.5 mM の ALA を蓄積する CR-

720株を得た（Kamiyama et al., 2000）．CR-720株は培地，培養方法に更なる改良が加えられ，安

全な ALA生産菌として現在も工業的生産に用いられている． 

 

1.6.2 突然変異誘発による育種の弊害 

人工的な突然変異誘発による育種では，通常，1 回の実験操作で生じる遺伝子変異個所は 1

つにとどまらない．これらいくつか生じた変異のうち 1つでも有用な表現型をもたらす変異が含まれ

ていればその段階のスクリーニングでは有用株の候補として得られる．こうした育種を重ねることで，

その株には潜在的に有害な二次突然変異が蓄積していく．この問題に対し，遺伝子解析により抽

出した代謝経路に存在する有用な遺伝子変異のみを突然変異が誘発される前の親株に導入する

ことで，二次突然変異が解消され，生育速度が回復する例も報告されている（Ohnishi et al., 2002）．

この報告では代謝経路の遺伝子に変異があったため，有用な遺伝子変異として抽出することがで

きたが，有用な変異が機能未知の遺伝子に生じていて，未知のメカニズムにより有用な表現型が

得られた場合は，有用な遺伝子変異を特定するのは困難である．ALA 生産菌として開発された
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CR-720 株は 7 回もの突然変異誘発処理が施されており，これまでに導入された二次突然変異の

数は計り知れず，その悪影響は少なくないことが予想される． 

 

1.7 リン酸化模倣体 

プロテインキナーゼによるタンパク質のリン酸化は細胞のシグナル伝達において重要な役割を

果たしている．真核生物ではセリン，スレオニン及びチロシン残基がリン酸化を受けるアミノ酸残基

として知られている（図 1-9）．これらアミノ酸残基をグルタミン酸又はアスパラギン酸残基に置換す

ることで，リン酸化型模倣体となり，恒常的な活性体が得られることがある（Raingeaud et al., 1996, 

Brunet et al., 1994）．対して C. sphaeroidesをはじめとした原核生物は，セリン，スレオニン及びチロ

シン残基のリン酸化が関与するシグナル伝達系は限られており，代わりにヒスチジン残基やアスパ

ラギン酸残基のリン酸化が通常利用されている（Stock et al., 1989）．実際 PrrBではヒスチジン残基

が，PrrAではアスパラギン酸残基がリン酸化される． 

 

1.8 遺伝子組換えとセルフクローニング 

遺伝子組換え技術は生物に新しい形質を付与することができるため，様々な課題解決手段とし

て用いられている．一方，得られた新たな形質次第では生物の多様性に影響を与える可能性が危

惧されており，国際的な生物の多様性の確保に関する取り決めとしてカルタヘナ法が制定された．

日本においても「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律」

として，遺伝子組換え生物の使用が規制されている．この法律に従い，日本国内で遺伝子組換え

菌を産業利用しようとする場合，厳密な安全性の評価を受けなければならず，そのハードルは高い．

また，食品においては遺伝子組換え食品はその旨の表示の義務があり，一般の「遺伝子組換え」

に対する漠然とした悪いイメージによる風評被害を避けることは難しい． 

一度遺伝子組換え技術を用いても，最終的に得られた生物に外来遺伝子が残っていない場合，

その構成遺伝子は全て元の生物に由来することから，自然界において遺伝子構成が変化するのと

同等の安全性であると解釈され，法律上はこれをセルフクローニングとして，遺伝子組換え体とは

見做さない（図 1-10）．遺伝子組換えの利用のハードルの高さを回避するため，食品産業において

セルフクローニングの範疇で有用な菌株が開発されている（Akada et al., 1999, Sofyanovich et al., 

2011）． 

 

1.9 本研究の目的 

現在の最大 ALA 蓄積は遺伝子組換えコリネ型細菌で達成されている．対して食品産業でも既

に利用されている，人工的な突然変異誘発により育種された光合成細菌での ALA 蓄積量はこれ

よりも低い．そして食品産業でも利用可能なセルフクローニングやナチュラルオカレンスに相当す

る遺伝子工学的手法を用いた育種による ALA 生産菌の研究開発はこれまでに報告されていない．

そこで，本研究では食品産業でも利用可能な ALA 生産菌の開発を目的とし，セルフクローニング

により ALA高生産光合成細菌の開発を試みた．  
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図 1-1 ALA とエネルギー生産 

ALA はヘム合成経路で代謝されてテトラピロールを構成する．中心にマグネシウムイオンが配

位して代謝されるとクロロフィルとなり，光合成で光エネルギーを集約する．また，テトラピロールの

中心に鉄イオンが配位するとヘムになり，電子伝達系でシトクロムの補因子となる．ALAはこれら細

胞のエネルギー生産に必須の前駆体である． 
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図 1-2 ALA生合成経路 

グルタミン酸を初発物質とする C5経路では 3段階の反応により ALAを合成する．対して C4経

路ではグリシン及びスクシニル CoA を ALAS が一段階の反応で縮合して ALA を合成する．尚，

C5経路の hemA遺伝子はグルタミル tRNAレダクターゼをコードし，α-プロテオバクテリアにおける

C4経路の hemA遺伝子は ALASをコードしている． 
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図 1-3 光合成細菌のヘム合成経路 

C5又は C4経路で合成された 2分子のALAは PBGS（HemB）により縮合され，PBGになる．次

にポルフォビリノーゲンデアミナーゼ（HemC）が 4 分子の PBG を縮合し，ヒドロキシメチルビランを

合成する．ウロポルフィリノーゲン III シンターゼ（HemD）がヒドロキシメチルビランを環化することで

ウロポルフィリノーゲン III が合成される．ウロポルフィリノーゲン III デカルボキシラーゼ（HemE）に

より 4 つの酢酸基が脱炭酸されてコプロポルフィリノーゲン III が合成される．コプロポルフィリノー

ゲンオキシダーゼ（HemF，HemN）により 2つのプロピオン酸基がビニル基に酸化されてプロトポル

フィリノーゲン IXが合成される．プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ（HemG，HemJ，HemY）によ

り共役したポルフィリン環が形成されてプロトポルフィリン IX（PpIX）になる．フェロキラターゼ

（HemH）により二価鉄が配位し，ヘムになる．尚，ウロポルフィリノーゲン III からはシロヘム及びビ

タミン B12が合成され，PpIXからはクロロフィルが合成される． 
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図 1-4 C. sphaeroides 2.4.1株の ALASのアミノ酸配列比較 

C. sphaeroides 2.4.1株の HemA及び HemTのアミノ酸配列を比較した．ALASホモログにおい

て基質アミノ酸の選択性に関与している 83, 87, 115, 118, 216番目のアミノ酸残基は全て ALAS型

であり，グリシンを基質とする選択性が高いことが予想される．フィードバック阻害に関連し，ヘムが

結合する HemAの 264番目のシステイン残基は HemTには保存されていない． 
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図 1-5 hemAの発現制御機構 

酸化還元センサーキナーゼ PrrB は内膜上で酸化型ユビキノンと結合する．細胞が嫌気条件に

なると内膜上で酸素を還元する cbb3 オキシダーゼの活性が低下し，内膜上にユビキノンが還元さ

れたユビキノールが蓄積する．これを還元シグナルとして PrrB が感知し，細胞質の ATP を利用し

て自己リン酸化する．自己リン酸化した PrrB は細胞質のレスポンスレギュレーターPrrA をリン酸化

する．PrrA はリン酸化の有無により認識配列の結合親和性が変化し，レギュロンの遺伝子発現を

変化させる．また，hemAの発現制御には FnrL も関与している． 
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図 1-6 PrrBホモログのアミノ酸配列比較 

C. sphaeroides 2.4.1株の PrrB と R. capsulatus SB 1003株の RegBのアミノ酸配列比較．PrrBの

78番目のロイシン残基は恒常的な活性型ではプロリン残基に置換されている．TM：膜貫通ドメイン．

H Boxのヒスチジン残基が自己リン酸化部位．H Boxのスレオニン残基は脱リン酸化活性に重要な

部位．Redox Boxのシステイン残基は酸化還元活性化に重要な部位．N, G1, F, G2 Boxは ATP結

合ドメインを構成する． 
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図 1-7 PrrAホモログのアミノ酸配列比較 

C. sphaeroides 2.4.1株の PrrA と R. capsulatus SB 1003株の RegAのアミノ酸配列比較．RegA

の 97番目のアラニンは恒常的に活性型になった点変異体ではセリンに置換されている． 
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図 1-8 予測された PrrAの結晶構造 

リン酸化されるアスパラギン酸残基と RegA で恒常的に活性化した点変異箇所と同じ 97 番目の

アラニン残基は比較的離れた箇所に存在する．PrrA 三次元構造は AlphaFold Protein Structure 

Database（https://alphafold.ebi.ac.uk/）から得た． 
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図 1-9 リン酸化タンパク質のリン酸化アミノ酸残基 

C はアミノ酸残基の α 炭素を表す．真核生物では主にタンパク質のセリン，スレオニン及びチロ

シン残基のヒドロキシ基がリン酸化される．これらのリン酸化型模倣体としてグルタミン酸やアスパラ

ギン酸残基に置換することで恒常的な活性体が得られることがある．対して原核生物である C. 

sphaeroidesの PrrBではヒスチジン残基が，PrrAではアスパラギン酸残基がリン酸化される． 
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図 1-10 セルフクローニング概略図 

遺伝子組換えとは外来遺伝子を挿入することで，外来遺伝子により形質転換された組換え体を

得る技術である．対してセルフクローニングとは，一度外来遺伝子を挿入するものの，その過程で

全ての外来遺伝子を取り除くことにより，一切の外来遺伝子が残っていない最終産物を得る技術

である．得られた株には一切の外来遺伝子が残っていないため，法律上は遺伝子組換え体として

は見做されない． 
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表 1-1 ALA工業生産菌の開発 

7段階の変異導入及びスクリーニングにより得られた ALA生産菌とその ALA蓄積量の一覧． 

ALA生産試験は暗微好気条件で行われた． 
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第 2章 PrrA/PrrB二成分制御系への点変異の導入 

2.1 導入 

C. sphaeroidesで ALASをコードする hemA遺伝子の発現は PrrA/PrrB二成分制御系が制御し

ている．PrrA/PrrB 二成分制御系は，細胞の酸化還元状態を感知し，代謝を制御する．PrrB では

78 番目のロイシン残基がプロリン残基に置換されると恒常的に活性型となり，レスポンスレギュレー

ターである PrrA がリン酸化され，通常抑制される好気条件においても PrrA レギュロンが活性化す

る（Eraso and Kaplan, 1995）．また，近縁種である R. capsulatusの PrrAホモログである RegAにお

いては 97 番目のアラニン残基がセリン残基に置換されるとリン酸化の有無にかかわらず恒常的に

活性型となり，通常抑制される好気条件においても RegA レギュロンを活性化する（Du et al., 1998）．

本章では hemA の発現を制御する遺伝子における恒常的に活性型となるこれらの変異を C. 

sphaeroides 2.4.1株のゲノムに導入することで，hemA発現量を増加させ，細胞内 ALAS量を増加

させることで ALA生産性の向上を試みた． 

 

2.2 実験方法 

2.2.1 C. sphaeroidesのゲノムの組換え方法 

C. sphaeroides のゲノムの組換えに自殺ベクターpZJD29A（Swem et al., 2003）を用いた．この

pZJD29A上には抗生物質耐性マーカー遺伝子としてゲンタマイシン耐性遺伝子，複製開始点とし

て pir 遺伝子を必要とする R6K ori，接合伝達に必要な mob RP4 領域，スクロース選択に必要な

sacB遺伝子，そしてCDS中にマルチクローニングサイトを持つ lacZ遺伝子がコードされている（図

2-1）．このプラスミドの複製開始には pir遺伝子から発現する πタンパク質の結合が必要なため，こ

のプラスミドは E. coli JM109 λpir株の様な pir遺伝子を持つ特定の菌株でしか複製，保持されな

い．つまり C. sphaeroides 中ではプラスミドとしては複製，保持されない．これを利用し，C. 

sphaeroidesのゲノムの標的配列をクローニングした pZJD29A を C. sphaeroidesに接合伝達し，ゲ

ンタマイシン含有プレートでセレクションすることで，ゲノム上の標的配列と相同組換えが生じ，この

プラスミドがゲノム上に組込まれた株のみを得ることができる．このプラスミドは接合伝達されただけ

では複製，保持されないので接合伝達された株から分裂してこのプラスミドを保持しない細胞はゲ

ンタマイシン感受性であるが，このプラスミドがゲノムに組込まれた株はゲノムの複製と同時にプラ

スミド由来のゲンタマイシン耐性遺伝子を複製することができるため，分裂した細胞も全てゲンタマ

イシン耐性となり，コロニーを形成し，セレクションすることができる．さらにこのプラスミド上にはスク

ロース存在下でスクロースを重合し，グラム陰性菌を溶菌させる sacB 遺伝子がコードされている．

よってスクロース存在下ではこのプラスミド由来の配列を保持する組換え体は溶菌するため，この

プラスミドがゲノムに組込まれた株をスクロースでセレクションすることで標的配列でもう一度相同組

換えが生じてプラスミド由来の配列がゲノムから抜け落ちた株を得ることができる（図 2-2）．このとき，

ゲノム上の組込み箇所の上流及び下流に相同な配列の間に組込みたい配列をクローニングした

pZJD29A を用いることで理論上はゲノム上の任意の（どこでも自由にその都度選択した）箇所に任

意の（その都度自由に選択したあらゆる）配列を組込むことができる． 
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2.2.2 点変異株の作製用プラスミドの作製 

まずは prrA欠損株作製用プラスミドを構築した．C. sphaeroides WT株のゲノムを鋳型にし，prrA

の CDSの上流及び下流 600 bpを TaKaRa bio PrimeSTAR GXL DNA Polymerase を用いて PCR

増幅した．欠損株作製時のマーカーとしてスペクチノマイシン耐性遺伝子 aadA を Ω フラグメント

（Prentki and Krisch, 1984）を鋳型に同様に PCR増幅した．これら 3断片を BamH Iで制限処理し

た pZJD29A の MCS 間に上流と下流の間にスペクチノマイシン耐性遺伝子が構成されるように

TaKaRa bio In-Fusion HD Cloning Kitを用いてクローニングした．シーケンスを確認し，prrA欠損

株作製用プラスミド pZJD29A-ΔprrA とした． 

同様に prrA（G289T）点変異導入用プラスミドを構築した．prrAの 289番目のグアニン塩基をチ

ミン塩基に置換した配列にアニーリングするプライマーを用いて prrA の CDS の上流 600 bp を含

む点変異から上流の配列と，prrAの CDSの下流 600 bp を含む点変異から下流の配列をWT 株

のゲノムを鋳型に PCR増幅した．この 2断片を BamH Iで制限処理した pZJD29AのMCS間に挿

入し，シーケンスを確認し，prrA点変異導入用プラスミド pZJD29A-prrA*とした． 

同様に prrB 欠損株作製用プラスミドを構築した．prrB の CDS の上流及び下流 600 bp を WT

株のゲノムを鋳型に PCR 増幅し，これらの間にスペクチノマイシン耐性遺伝子 aadA を挿入した配

列を BamH Iで制限処理した pZJD29AのMCS間に挿入し，シーケンスを確認し，prrB欠損株作

製用プラスミド pZJD29A-ΔprrB とした． 

同様に prrB（T233C）点変異導入用プラスミドを構築した．prrBの 233番目のチミン塩基をシトシ

ン塩基に置換した配列にアニーリングするプライマーを用いて prrBの CDSの上流 600 bpを含む

点変異から上流の配列と，prrAの CDSの下流 600 bp を含む点変異から下流の配列を WT 株の

ゲノムを鋳型に PCR 増幅した．この 2 断片を BamH I で制限処理した pZJD29A の MCS 間に挿

入し，シーケンスを確認し，prrB点変異導入用プラスミド pZJD29A-prrB*とした． 

尚，実験に用いた菌株は表 2-1に，作製に用いたプライマーは表 2-2に示した． 

 

2.2.3 点変異株の作製 

まずは prrA欠損株を作製した．prrA欠損株作製用プラスミド pZJD29A-ΔprrAで接合伝達用大

腸菌 E. coli S17-1 λpir 株を形質転換した後，接合伝達によりこのプラスミドを C. sphaeroides WT

株に導入した．具体的には pZJD29A-ΔprrAで形質転換した S17-1 λpir株の前培養液 100 µLを

新しい LB培地 1 mLに加え，37℃，1 hour振盪培養した．培養液を室温，5,000 × g, 5 min遠心し

て菌体を回収し，菌体ペレットを新しい LB 培地 1 mL で懸濁して再度遠心集菌することで洗浄し

た．もう一度洗浄を繰り返し，菌体ペレットを 50 µL の新しい LB 培地で懸濁した．C. sphaeroides 

WT株は 2日間前培養した培養液 10 mLから同様に遠心集菌して得た．LB培地で 1回洗浄した

後に，菌体ペレットを 50 µLの新しい LB培地で懸濁した．これら E. coli と C. sphaeroidesの懸濁

液を混合し，LBプレート上に滴下した．滴下後，10分程度静置し，菌液が乾燥したことを確認して

から 30℃で数時間静置し，接合伝達させた．プレート上の菌体を掻き取り，新しいLB培地 100 mL

で懸濁し，10% スクロース，リファンピシン（100 μg/mL），スペクチノマイシン（50 μg/mL）含有プレ
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ートに撒いた．ここで C. sphaeroides WT株はリファンピシン耐性であるが，接合伝達に用いた大腸

菌はリファンピシン耐性遺伝子を持たないため生えない．また，スペクチノマイシン耐性遺伝子は

接合伝達したプラスミド上にあるため，このプラスミドが WT 株のゲノム上に組込まれた株でのみス

ペクチノマイシン耐性となるが，同時にスクロースも存在するため，2 回の相同組換えが生じ，prrA

とスペクチノマイシン耐性遺伝子が置き換わり，プラスミド由来の配列が抜け落ちた株のみが生育

することができる．生えてきたコロニーを単離し，ゲノムのシーケンスを確認して C. sphaeroides 

ΔprrA株を得た． 

次に prrA（G289T）点変異導入株（PrrA*株）を作製した．ΔprrA 株に prrA 点変異導入用プラス

ミド pZJD29A-prrA*を接合伝達し，リファンピシン（100 μg/mL）及びゲンタマイシン（10 µg/mL）含

有プレートでセレクションし，このプラスミドがゲノム上に組換えられた 1 回組換え体を得た．1 回組

換え体を LB 培地で培養し，この培養液を 10%スクロース含有プレートに撒いて，2 回目の組換え

が生じてプラスミドが抜け落ちた株をセレクションした．ここでは目的の PrrA*株だけでなくΔprrA株

も生育することができるため，単離してゲノムのシーケンスを確認することで PrrA*株を得た． 

同様にWT株及び PrrA*株に prrB欠損株作製用プラスミド pZJD29A-ΔprrBを接合伝達してそ

れぞれ ΔprrB株，PrrA*-ΔprrB株を得た． 

同様に ΔprrB 株に prrB（T233C）点変異導入用プラスミド pZJD29A-prrB*を接合伝達し，PrrB*

株を得た． 

尚，実験に用いた菌株は表 2-1に示した． 

 

2.2.4 吸光スペクトルの測定 

好気条件でのサンプルは PYS培地（0.3% bacto peptone, 0.3% bacto yeast extract, 2 mM CaCl2, 

and 2 mM MgSO4）（Young et al., 1989）で前培養した培養液 30 µLを 100 mL三角フラスコ中の 10 

mL PYS培地に加え，30℃，200 rpmで培養し，O.D. 660 nmが 0.5未満（24-36時間）で回収した．

微好気条件のサンプルは PYS培地で前培養した培養液 100 µLを 100 mL三角フラスコ中の 100 

mL PYS培地に加え，30℃，100 rpmで培養し，O.D. 660 nmが 0.5未満（48-60時間）で回収した．

回収した培養液を遠心して菌体を回収し，10 mM Tris-HCl緩衝液 pH7.5で懸濁し，菌体を超音波

破砕した．破砕液上清のタンパク質濃度を測定し，全てのサンプルのタンパク質量を揃えて 300–

900 nmの吸光スペクトルを測定した． 

  

2.2.5 ALA発酵試験 

試験方法は Nishikawa ら（1999）の方法を参考にした（図 2-3）．Glucose-Glutamic acid-Yeast 

extract-2（GGY2）培地（50 mM glucose, monosodium L-glutamate monohydrate [3.8 g/L], bacto 

yeast extract [2.0 g/L], NaH2PO4.12H2O [1.13g/L], NaH2PO4.2H2O [1.07 g/L], (NH4)2HPO4 [0.8 g/L], 

MgSO4.7H2O [0.2 g/L], CaCl2.2H2O [53 mg/L], MnSO4 [1.2 mg/L], nicotinic acid [1.0 mg/L], thiamin 

hydrochloride [1.0 mg/L], and biotin [0.01 mg/L]）で前培養した培養液を 300 mLバッフル付き三角

フラスコ中の新しい GGY2培地 120 mLに 2.4 mL加え，30℃，170 rpm, 48 hour培養した．培養
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液を室温，5,000 × g, 5 min遠心し，湿菌体重量 1.0 g当たり 20 mLの，基質（60 mMグリシン）と代

謝阻害剤（30 mMレブリン酸）を含む新しい GGY2培地で懸濁した．各株について，3本の試験管

に 3 mLずつ分注し，30℃，150 rpmで往復振盪培養した．培養開始 0, 12, 18, 24, 36, 42, 48時間

後に回収した培養液を 4℃，10,000 × g, 5 min遠心し，上清を 0.1 M HClで 5倍希釈したものをサ

ンプルとして回収した． 

各反応液中の ALA 濃度は Mauzerall ら（1956）の方法を用いて測定した（図 2-4）．各試料中の

ALAを 2 M酢酸緩衝液（pH4.6）中で 1.0%アセチルアセトンと 100℃，15 min煮沸して反応させ，

ピロール化合物を生成した．反応液に対し 175%のエーリッヒ試薬（20 g/L p-ジメチルアミノベンズア

ルデヒド，12%過塩素酸，60%氷酢酸）を加えて 553 nmの吸光度を測定することでこのピロール化

合物を比色定量した． 

 

2.3 結果 

2.3.1 バクテリオクロロフィル aの合成確認 

光合成遺伝子の発現を制御している prrA及び prrBに導入した点変異が実際に光合成遺伝子

の発現を活性化しているかどうかを細胞破砕液上清の吸光スペクトルを測定しバクテリオクロロフィ

ル aの合成を検出することで確認した．まず通常，光合成遺伝子の発現が活性化する微好気条件

で培養した細胞の破砕液上清の吸光スペクトルを測定したところ（図 2-5），WT 株では 500 nm 付

近及び 800–850 nm 付近に吸光ピークが観察できた．500 nm 付近の吸光ピークはカロテノイドに

由来し，800–850 nm の吸光ピークは光捕集系色素タンパク質複合体に結合しているバクテリオク

ロロフィル a に由来するため，WT 株では微好気条件において光合成遺伝子の発現が活性化し，

カロテノイドやバクテリオクロロフィル aの合成を確認できた．PrrB*株においても同様に 500 nm付

近及び 800–850 nm付近に吸光ピークが観察できたことから，微好気条件で光合成遺伝子の発現

が活性化し，カロテノイドやバクテリオクロロフィル a の合成されていた．対して PrrA*及び PrrA*-

ΔprrB株では 500 nm付近及び 800–850 nm付近の吸収がWT株に比べ低かったことから，これら

の株では微好気条件においても光合成遺伝子の発現が活性化していなかったと考えられる． 

次に通常，光合成遺伝子が抑制される好気条件で培養した細胞の破砕液上清の吸光スペクト

ルを測定した（図 2-5）．WT株では微好気条件で見られたカロテノイドやバクテリオクロロフィル aに

由来するそれぞれ 500 nm付近及び 800–850 nm付近の吸光ピークが観察されず，光合成遺伝子

の発現が抑制されていることが確認できた．対して PrrB*株では 500 nm付近及び 800–850 nm付

近に若干の吸光ピークが観察され，好気条件にも関わらず光合成遺伝子の発現が活性化し，カロ

テノイドやバクテリオクロロフィル a の合成が確認できた．PrrA*及び PrrA*-ΔprrB 株では WT 株と

同様に光合成遺伝子の発現が抑制されていた． 

 

2.3.2 ALA生産性評価 

点変異を導入した株で光合成遺伝子が活性化していれば hemA 発現量が増加し，これにより

ALA 生産性が向上すると考えた．これを確かめるために試験管による簡易的な ALA 発酵試験で
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ALA 生産性を評価した．前培養した各株の細胞を，ALA の基質であるグリシン及び，ALA 代謝

の競合阻害剤としてレブリン酸を含む新しい生産培地に懸濁し，微好気条件で 48 時間後まで培

養して 0, 12, 18, 24, 36, 42, 48時間後の培養液に蓄積した ALA を定量した（図 2-6）．WT株では

24時間後（0.6 mM）まで ALA蓄積量が増加し，その後 ALAが代謝されて 48時間後まで減少し

た．対して PrrA*及び PrrB*株では 18 時間後まで ALA 蓄積量が増加したものの，その蓄積量は

WT株の半分にも満たなかった．PrrA*及び PrrB*株のどちらの培地中にも ALAはWT 株に比べ

てあまり蓄積しなかった． 

 

2.4 考察 

2.4.1 光合成遺伝子の活性化の確認 

WT，PrrA*，PrrA*-ΔprrB，PrrB*株を光合成遺伝子の発現が通常活性化する微好気条件及び

抑制する好気条件で培養し，対数増殖期における細胞粗抽出物の吸光スペクトルを測定した（図

2-5）．その結果，同種である C. sphaeroides 2.4.1株で報告のあった PrrBの点変異（L78P）を導入

した PrrB*株では通常光合成遺伝子の発現が活性化する微好気条件において WT 株と同様にカ

ロテノイドやバクテリオクロロフィル a に由来する吸収ピークを確認することができた．さらに通常光

合成遺伝子の発現が抑制される好気条件においてもカロテノイドやバクテリオクロロフィル a に由

来する吸収ピークが確認できた．これは報告の通り，導入した点変異によって PrrB が恒常的に活

性型となったため，PrrA/PrrB レギュロンが活性化し，カロテノイドやバクテリオクロロフィル aが合成

されたためだと考えられる．これらの結果から，当初の目的通り，光合成遺伝子の発現が恒常的に

活性型となる点変異株の作製に成功した． 

対して PrrA*株では通常光合成遺伝子の発現が活性化する微好気条件においても光合成遺伝

子の発現が活性化することはなかった．今回 prrAに導入した活性型の点変異（A97S）は近縁種の

R. capsulatus の regA で報告されたものである．この報告では regB 欠損株のサプレッサーミュータ

ントとして得られた点変異株であるため，フィードバック阻害等の機構が存在し，regA*の光合成遺

伝子の活性化には regB 欠損が重要である可能性があった．そこで PrrA*株にさらに prrB を欠損

させた PrrA*-ΔprrB 株でも同様に吸光スペクトルを測定したが，微好気条件において光合成遺伝

子の発現が活性化することはなかった．好気条件では光合成遺伝子の発現は通常抑制されてい

るので，PrrA*株及び PrrA*-ΔprrB株においてもこれらは抑制されたままであった（図 2-5）． 

 

2.4.2 ALA低生産性の原因 

作製した点変異株の ALA生産性を，試験管での簡易的な ALA発酵試験により評価した．ま

ず光合成遺伝子の活性化を確認することができなかった PrrA*株では ALAはWT株に比べほと

んど蓄積しなかった．これは光合成遺伝子が活性化するどころかむしろ抑制されていたため，

PrrA/PrrBレギュロンの一つである hemA も抑制され，ALASが不足していたためだと考えられる． 

光合成遺伝子の発現が活性化していることが確認された PrrB*株でも ALAはWT株に比べあ

まり蓄積しなかった．PrrA/PrrB レギュロンには ALASをコードする hemAだけでなく，ヘム合成経
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路のウロポルフィリノーゲンデカルボキシラーゼをコードする hemE（図 1-3）も含まれているため，

PrrA/PrrBレギュロンが活性化したことでヘム合成経路全体が活性化してしまい，その結果 ALA

の代謝も活性化してしまったため，合成された ALAが速やかに代謝されてしまい，ALA としては

蓄積しなかった可能性が考えられる．培養終了時の培養液を希釈したサンプル上清の色を見ると

WT株ではピンク色に見え，PrrA*株は無色，PrrB*株は淡いピンク色に見える（図 2-7）．この色は

ヘム合成経路の産物であるポルフィリン類に由来すると考えられるため，ALAを生産し代謝した

WT株ではピンク色に見える．対して培地中の蓄積量はそれほど大差が無い PrrA*及び PrrB*株

においては PrrB*株の方が色は濃く見える．これはやはり細胞内で合成された ALA量は PrrB*株

の方が多く，ALAの代謝産物であるポルフィリン類が多く蓄積しているためだと考えられる． 

 

2.5 まとめ 

本章では光合成遺伝子の発現を恒常的に活性化する点変異を導入することで ALA高生産菌

の作製を試みた．実際に光合成遺伝子の発現が恒常的に活性化した PrrB*株を得ることに成功し

たが，その ALA蓄積量はWT株に比べ低かった．これはヘム合成経路全体が活性化した結果，

ALA合成だけでなく ALA代謝も活性化してしまい，ALA として蓄積しなかったと考えられる．

PrrB*株に ALAを高蓄積させるためには ALAの代謝を阻害する必要がある．ALASの発現量の

向上のためだけに PrrA/PrrB レギュロン全体を活性化するのは代謝リソースの観点からも効率が

悪い可能性があることが判明した． 
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図 2-1 自殺ベクターpZJD29A 

ベクターサイズ: 5929 bp．自殺ベクターpJP5603のカナマイシン耐性カセットを Pseudomonas 

aeruginosa plasmid R1033由来のゲンタマイシン耐性カセットに置換し，R. capsulatus由来の puc

プロモーター下流に Bacillus subtilis由来の sacB遺伝子を挿入して作られた．R6K oriの複製開

始には pir遺伝子由来の πタンパク質の結合が必要なため，このベクターを複製するには pir遺

伝子を持つ大腸菌を用いる必要がある．lacプロモーター下流に（pUC19 と相同な）MCSを保有

するため，インサートの挿入の有無を X-gal及び JM109 λpir株等を用いることで青白選択によっ

て判別することが可能である．尚，MCSには 1カ所でのみ切断することのできる制限酵素を表記し

た．（Swem et al., 2003） 
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図 2-2 自殺ベクター用いた点変異の導入方法 

まずは点変異を導入する遺伝子を抗生物質耐性遺伝子と置換することで欠損させた（上）．導

入する遺伝子の CDSの上流及び下流の間に抗生物質耐性遺伝子を挿入した配列をプラスミド上

に構築し，このプラスミドを光合成細菌に接合伝達した．光合成耐性遺伝子の上流及び下流で 2

回の相同組換えが生じた株を得ることで遺伝子が欠損した株を得た．同様に点変異を導入した配

列を再度ゲノムに組み替えることで，点変異のみが挿入された株を得た（下）． 
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図 2-3 試験管による簡易的な ALA発酵試験 

三角フラスコで好気的に培養した菌体を集菌した．ALAの基質であるグリシン及び代謝阻害剤

であるレブリン酸を含む新しい生産培地で懸濁し，微好気条件で培養することで ALA生産を開始

した． 
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図 2-4 培養液中 ALAの定量方法 

培養液上清中の ALA をアセチルアセトンと反応させ，ピロール化する．このピロール化合物を

エーリッヒ試薬と反応させることでできた化合物を 553 nmの吸光度を測定することで比色定量し，

培養液中の ALA濃度を算出した． 
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図 2-5 カロテノイド及びバクテリオクロロフィル aの検出 

微好気条件（上）又は好気条件（下）で培養した対数増殖期の細胞の粗抽出物の 300–900 nm

の吸光スペクトルを測定した．各サンプルは総タンパク質濃度でノーマライズした．カロテノイドは

450–550 nmに吸収極大を持ち，バクテリオクロロフィル aは 800–850 nmに吸収極大を持つ． 
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図 2-6 ALA生産性評価 

各株を微好気条件に移して ALA生産開始後 0, 12, 18, 24, 36, 42, 48時間後の培地中に蓄積

した ALA を定量した． 
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図 2-7 培養終了時の培養液を 5倍希釈したもの 

培養終了時の培養液上清を 0.1 M HClで 5倍希釈し，遠心したもの．ペレットは塩酸処理によ

り生じた． 
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表 2-1 菌株及びプラスミドリスト 

Strain Characteristic(s) Source or reference 

E. coli 
  

JM109 endA1, gyrA96, hsdR17 (rk-mk+), recA1, relA1, supE44,thi-1, Δ (lac-proAB), F’ [traD36, proAB, lacIqZΔM15] Yanisch-Perron et al., 1985 

JM109 λpir JM109 lysogenized with λ pir bacteriophage Penfold and Pemberton, 1992 

S17-1 F-, thi, pro, hsdR, [RP4-2 Tc::Mu Km::Tn7 (Tp Sm)] Simon et al., 1983 

S17-1 λpir S17-1 lysogenized with λ pir bacteriophage De Lorenzo et al., 1990    

C. sphaeroides 
  

2.4.1 Wild Type W. R. Sistrom 

WT Rifampicin-resistant strain obtained by spontaneous mutagenesis from 2.4.1. This study 

ΔprrA ΔprrA::aadA (Spcm
r
) This study 

PrrA* prrA (G289T) This study 

ΔprrB ΔprrB::aadA (Spcm
r
) This study 

PrrA*-ΔprrB prrA (G289T), ΔprrB::aadA (Spcm
r
) This study 

PrrB* prrB (T233C) This study    

Plasmid 
  

Ω fragment aadA (Spcm
r
) Prentki and Krisch, 1984 

pZJD29A Suicide vector, sacB, aacC1 (Gm
r
), mob RP4 Swem et al., 2003 

pZJD29A-ΔprrA aadA (Spcm
r
) on pZJD29A This study 

pZJD29A-prrA* prrA (G289T) on pZJD29A This study 

pZJD29A-ΔprrB aadA (Spcm
r
) on pZJD29A This study 

pZJD29A-prrB* prrB (T233C) on pZJD29A This study 
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表 2-2 プライマーリスト 

点変異導入用プラスミドの作製に用いたプライマー．In-Fusion反応に用いた付加配列は下線で示した． 

Primer Sequence (5’→3’) Amplification target 

MCSprrAUP-F CGGTACCCGGGGATCCTATACCGCCCGGCACCAG Upstream of prrA 

SpRprrAUP-R AATCAATCACCAGTCGCACCGGCGGAAC Upstream of prrA 

SpRprrADW-F ATGCACTAGATTGTCGCCCATCTGCTTTCCC Downstream of prrA 

MCSprrADW-R CGACTCTAGAGGATCAAGAGCGGTTCGCCGGTTGC Downstream of prrA 

prrAUPSpR-F GACTGGTGATTGATTGAGCAAGCTTTATGCTTGTAAAC Spec
r
 

prrADWSpR-R GACAATCTAGTGCATCTAACGCTTGAGTTAAGCC Spec
r
 

prrA-G289T-F GCCGTCGAAATGGCGCCGTAGCCCGTCAG prrA 

prrA-G289T-R CGCCATTTCGACGGCGGTCGCCGCCGTG prrA 

MCSprrBUP-F CGGTACCCGGGGATCAAGGTCGAATGGTCGATGAGGTAATAG Upstream of prrB 

SpRprrBUP-R AATCAATCTGCAGCTCATGTCACTTTGCC Upstream of prrB 

SpRprrBDW-F ATGCACTATCCGGCGCCGGATGCCGCGTCCGACC Downstream of prrB 

MCSprrBDW-R CGACTCTAGAGGATCGCGCAACTGGTCGAGCTCTTC Downstream of prrB 

prrBUPSpR-F AGCTGCAGATTGATTGAGCAAGCTTTATGCTTGTAAAC Spec
r
 

prrBDWSpR-R CGCCGGATAGTGCATCTAACGCTTGAGTTAAGCC Spec
r
 

prrB-T233C-F CGCCGCCCGACCGAGTTCCAGG prrB 

prrB-T233C-R CTCGGTCGGGCGGCGGTTCTGCG prrB 
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第 3章 ALAS遺伝子上流への高活性プロモーターの挿入 

3.1 導入 

第 2章では光合成遺伝子の発現を活性化することで ALA蓄積量の向上を試みたが，この手法

では hemA以外の遺伝子の発現までも活性化してしまい，非効率的であると考えられた．本章では

より選択的に ALAS 遺伝子のみを高発現させる手法に取り組んだ．具体的には内在性の高活性

プロモーター（PrrnB，Prsp_7571）を ALAS 遺伝子（hemA, hemT）上流に挿入することで直接 ALAS 遺

伝子を高発現させ，ALA 合成能を向上させた株を作製し，ALAS 遺伝子の発現定量，ALAS 活

性測定，ALA発酵試験により評価した． 

 

3.2 実験方法 

3.2.1 プロモーター挿入株の作製 

第 2 章 2.2.1 C. sphaeroides のゲノムの組換え方法で記述した方法と同様に，自殺ベクター

pZJD29A を用いて C. sphaeroides WT 株のゲノムを組換えて各プロモーター（PrrnB, Prsp_7571）を

ALAS遺伝子（hemA, hemT）上流に挿入した（図 3-1）． 

rrnB遺伝子は rRNAオペロンの一つであるため，転写開始点下流にリボソーム結合配列である

SD配列を持たない．よって rrnBの転写開始点上流の 195 bp（Dryden and Kaplan, 1993）を PrrnBと

して ALAS 遺伝子（hemA，hemT）の転写開始点上流に挿入した（図 3-2，3-3）．PrrnB挿入用プラス

ミドは hemA 又は hemTの転写開始点（Neidle and Kaplan, 1993）の上流及び下流 600 bp の間に

PrrnBを挿入した配列を BamH I で制限処理した pZJD29A の MCS に挿入して構築した．PrrnBを

hemA転写開始点上流に挿入するためのプラスミドを pZJD29A-PrrnB-hemA, hemT転写開始点上

流に挿入するためのプラスミドを pZJD29A-PrrnB-hemT とした（表 3-1）．これらプラスミドを用いて

PrrnBを hemAのみに挿入した株を BA，hemTのみに挿入した株を BT，hemA及び hemTに挿入し

た株を BAT株とした（表 3-1）． 

rsp_7571遺伝子は CDSを持ち，転写開始点下流に SD配列を持つ．Shi ら（2021）による GusA

活性の測定による転写活性測定試験においても SD 配列を含む CDS の開始コドン上流の配列を

Prsp_7571として扱っていたため，本研究においても rsp_7571の CDSの開始コドン上流の 498 bpの

配列を高活性 Prsp_7571 として ALAS 遺伝子の CDS の開始コドンの上流に挿入した．Prsp_7571挿入

用プラスミドは hemA又は hemTの CDSの開始コドン上流及び下流 600 bpの間に Prsp_7571を挿入

した配列を BamH Iで制限処理した pZJD29AのMCSに挿入して構築した．Prsp_7571を hemA開始

コドン上流に挿入するためのプラスミドを pZJD29A-Prsp_7571-hemA, hemT開始コドン上流に挿入

するためのプラスミドを pZJD29A-Prsp_7571-hemT とした（表 3-1）．これらプラスミドを用いて

Prsp_7571を hemAのみに挿入した株を 7A，hemTのみに挿入した株を 7T，hemA及び hemTに挿入

した株を 7AT株とした（表 3-1）． 

尚，実験に用いた株は表 3-1に示した． 
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3.2.2 遺伝子発現定量 

プロモーター挿入株の挿入したプロモーターが機能しているかを確認するために，生育培地

（PYS）で好気条件又は微好気条件で培養した対数増殖期の菌体の ALAS 遺伝子発現量を定量

した．サンプルから QIAGEN RNeasy Mini Kitを用いて RNA を抽出し，これを鋳型に TaKaRa bio 

PrimeScript RT reagent Kit を用いて逆転写により cDNA を合成した．この cDNA 中の各遺伝子

（rpoZ, hemA, hemT）を TaKaRa bio TB Green Premix Ex Taq II と TaKaRa bio Thermal Cycler Dice 

Real Time System IIIを用いて定量した．定量に用いたプライマーは表 3-3に示した．各サンプル 3

回測定し，各遺伝子の Ct（threshold cycle）値は 2DM（2nd Derivative Maximum）法を用いて算出

し，ΔCt 値は内在性コントロールとして RNA ポリメラーゼの ω サブユニットをコードする rpoZ 遺伝

子の定量値から算出した．各遺伝子の ΔΔCt 値は好気条件で培養した WT 株の ΔCt 値を基準と

して算出した．各サンプルの hemA及び hemTの ΔΔCt値を遺伝子発現量としてグラフに示した（図

3-4）． 

 

3.2.3 ALAS活性測定 

ALAS 遺伝子発現量の変化により ALAS 活性が変化しているかを確認するために，細胞粗抽

出物の ALAS 活性を測定した．生育培地（PYS）で好気条件又は微好気条件で培養し，対数増殖

期にある細胞と，ALA生産培地（GGY2）で ALA生産開始後 0, 6, 12時間後の細胞をサンプルと

して回収した．ALAS活性の測定方法は Yubisui ら（1972）の方法を参考にした．各培養液を 4℃，

8,000 × g, 5 min遠心して得た菌体ペレットを 0.9% NaCl水溶液で懸濁して洗浄し，もう一度集菌と

懸濁を繰り返して洗浄した．再度遠心して得られた菌体ペレットを 50 mM Tris-HCl緩衝液（pH7.5）

で懸濁し，超音波破砕した．4℃，10,000 × g, 5 min遠心して得られた上清のタンパク質濃度をブラ

ッドフォード法で測定した．酵素溶液（95%細胞粗抽出物，20 mM Tris-HCl (pH7.5), 0.35 mMピリ

ドキサールリン酸）と基質溶液（0.5 Mグリシン，1.0 mMスクシニル CoA）を 37℃で 5 min保温した．

酵素溶液に 25%の基質溶液を添加して 37℃で反応を開始した．5 min後，10%トリクロロ酢酸を加

えて氷上に静置し，反応を停止した．酵素反応液中の ALA 濃度は第 2 章 2.2.5 ALA 発酵試験

で記述した方法と同じ方法で比色定量した．時間当たりの ALA 生産量を各細胞粗抽出物中の総

タンパク質量で除して ALASの比活性とした（図 3-5）． 

 

3.2.4 ALA発酵試験 

プロモーター挿入株でALAS発現量が向上し，ALA生産性が向上しているかを確認するため，

試験管での簡易的な ALA 発酵試験で ALA 生産性を評価した．具体的な方法は第 2 章 2.2.5 

ALA発酵試験と同じ方法で評価した（図 2-3）． 

 

3.3 結果 

3.3.1 プロモーターの機能確認 

プロモーター挿入株でプロモーターが機能し，プロモーターを挿入した ALAS 遺伝子の発現が
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活性化しているかどうかを遺伝子発現の定量により確認した（図 3-4）．生育培地（PYS）で好気条

件及び微好気条件で培養し，対数増殖期の細胞から RNA を抽出し，各遺伝子の mRNA 量を定

量した．まずWT株において hemA遺伝子は好気条件で抑制されているが，微好気条件で活性化

し，その発現量は 1.8 倍に増加した（図 3-4）．また，hemT 遺伝子はサイレント遺伝子であるため，

微好気条件において転写が活性化することはなかった（図 3-4）． 

PrrnBを hemA 上流に挿入した BA 及び BAT 株では好気条件における hemA 遺伝子の mRNA

量が WT 株に比べそれぞれ 3.5，2.4倍に増加した（図 3-4）．また，WT 株で hemA 遺伝子の発現

が活性化する微好気条件においても，BA 及び BAT 株の hemA 遺伝子の mRNA 量は WT 株に

比べそれぞれ 1.3倍に増加した（図3-4）．以上よりPrrnBはWT株の微好気条件で活性化した hemA

プロモーターよりも高活性なプロモーターとして機能することが確認できた．PrrnBを hemT 上流に挿

入した BT及び BAT株では好気条件において hemT発現量がWT株に比べそれぞれ 24，41倍

に増加した（図 3-4）．また，微好気条件においても hemT 発現量が WT 株に比べそれぞれ 37，46

倍に増加した（図 3-4）．以上より，PrrnBはWT株の hemTプロモーターよりも高活性なプロモーター

として機能することが確認できた．また，BT株の hemA発現量はWT株と同程度であった（図 3-4）． 

Prsp_7571を hemA 上流に挿入した 7A 及び 7AT株では好気条件，微好気条件に関わらず hemA

遺伝子のmRNA量はWT株に比べ増加することはなかった（図 3-4）．従って Prsp_7571は生育培地

（PYS）での対数増殖期においてはWT株の hemAプロモーターよりも高活性なプロモーターとして

は機能しないことが判明した．Prsp_7571を hemT 上流に挿入した 7T 及び 7AT 株でも好気条件，微

好気条件に関わらず hemT遺伝子のmRNA量はWT株に比べ増加することはなかった（図 3-4）．

従って Prsp_7571は生育培地（PYS）での対数増殖期においては WT 株の hemT プロモーターよりも

高活性なプロモーターとしては機能しないことが判明した． 

 

3.3.2 ALAS活性測定 

プロモーター挿入株で ALAS 遺伝子の発現量が向上し，ALAS 活性が増加したか確認するた

めに，生育培地（PYS）で培養し対数増殖期にある細胞の破砕液上清中の ALAS 活性を測定した

（図 3-5）．WT 株においては通常光合成遺伝子が抑制される好気条件に比べ，微好気条件では

それらが活性化し，ALAS 活性が 15 倍に増加した．その他プロモーターを挿入した株においても

好気条件では ALAS 活性が低く（1.1 nmol/min/mg-protein 未満），微好気条件で活性化していた

（1.5 nmol/min/mg-protein 以上）．好気条件及び微好気条件において WT 株よりも ALAS 遺伝子

発現量が向上していた PrrnB挿入株（BA, BT, BAT）の ALAS活性は予想外に好気条件及び微好

気条件において WT 株の ALAS 活性より増加することはなかった．また，好気条件及び微好気条

件において WT 株よりも ALAS 遺伝子発現量が増加することはなかった Prsp_7571 挿入株（7A，

7T，7AT）では全ての条件でWT株よりも ALAS活性が低かった． 

PrrnB挿入株（BA, BT, BAT）の ALA発酵生産初期における ALAS活性を測定した（図 3-6）．通

常光合成遺伝子が抑制される好気条件で前培養したため，WT 株の ALA 生産開始前の ALAS

活性は低いが，微好気条件に移して ALA 生産を開始して 6 時間後にはその活性が増加した．さ
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らに生産開始 12 時間後にはその活性が低下していた（図 3-6）．BT 株では 6 時間後までは WT

株と同程度の ALAS 活性を示したが，12 時間後でも ALAS 活性が低下することなく増加し続けた

（図 3-6）．BAT株では 6 時間後までは WT 株と同程度の ALAS 活性を示したが，12 時間後に増

加することも減少することもなくその活性を維持し続けた（図 3-6）．BA株ではALA生産中もALAS

が活性化しなかった（図 3-6）． 

 

3.3.3 ALA生産性評価 

プロモーター挿入株の ALA 生産性を試験管での簡易的な ALA 発酵生産試験により評価した

（図 3-7, 3-8）．WT 株では生産開始 18 時間後まで培養液中の ALA 蓄積量が増加し，その後は

代謝されて 48時間後まで減少した（図 3-7, 3-8）．Prsp_7571を hemAに挿入した 2株（7A，7AT）では

WT株に比べ培養液中にほとんど ALA を蓄積しなかった（最大 0.2 mM 未満）（図 3-7）．7T 株で

はWT株と同様にALA蓄積量が増加し（最大 0.67 mM），その後ALAは代謝されて減少した（図

3-7）．BT株では生産開始 24時間後に最大 9.2 mMの ALA を蓄積し（図 3-8），WT株の最大蓄

積量（0.78 mM）の 12倍の ALA を培養液中に蓄積した．対して PrrnBを hemAに挿入した株（BA，

BAT）ではWT株に比べほとんど ALA を蓄積しなかった（最大 0.2 mM未満）（図 3-8）． 

 

3.4 考察 

3.4.1 プロモーター機能の確認 

PrrnBを挿入した株において PrrnBを挿入した遺伝子の発現量が全ての条件でWT株の発現量よ

りも増加した（図 3-4）．従って PrrnBは好気条件又は微好気条件においてWT株の hemAプロモー

ターや hemT プロモーターよりも高活性なプロモーターとして機能していることが判明した．尚，

hemT遺伝子はサイレント遺伝子であり通常の発現量が低いため，WT 株の hemT発現量を基準と

すると PrrnB挿入による hemA 発現の増加量と比べ相対的に数字が大きく見えるが，今回の測定は

絶対定量ではないため，これらの数字を一概に比較することはできない．また，hemT の発現量が

増加したBT株の hemA発現量は全ての条件においてWT株と同程度であった（図 3-4）．これは，

hemTの高発現による影響が野生型 hemA プロモーターの活性に影響を与えないことを表している． 

対して Prsp_7571は好気条件又は微好気条件においてWT株の hemAプロモーターや hemTプロ

モーターよりも高活性ではなかった．Prsp_7571は Shiらの報告（2021）によると C. sphaeroides 2.4.1株

内で調べたプロモーターの中で 2 番目に転写活性が高かったが，本研究ではサイレント遺伝子で

ある hemT プロモーターの活性を超えることがなかったため，高活性どころか低活性であった．これ

は親株のバックグラウンドの違いや培地成分の違い，更に言うと例えば酵母エキスのメーカーの違

いなどに由来する可能性が考えられる．また，Shi らの研究ではプラスミド上にプロモーターを載せ

て転写活性を測定していたが，本研究においてはゲノム上にクローニングしたため，これらのコピ

ー数等の違いが転写活性に影響した可能性も考えられる． 
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3.4.2 ALAS低活性の原因 

遺伝子発現定量と同じ条件でプロモーター挿入株の ALAS 活性を測定した．その結果 WT 株

では好気条件と微好気条件の hemA遺伝子発現量は 1.8倍しか変わらず，hemT遺伝子発現量も

変化しなかったのに対し，ALAS 活性は微好気条件で好気条件の 15 倍に増加した．これは単純

に hemA遺伝子が翻訳されて ALAS量が増加したことに由来するのではなく，ALASのタンパク質

レベルでの抑制及び活性化が機能したためだと考えられる．具体的には好気条件では ALAS は

不活性型として存在しており，微好気条件において活性型となっていると考えられる（Tuboi and 

Hayasaka, 1972）．PrrnBの挿入により hemA又は hemT発現量が増加した PrrnB挿入株においても，

好気条件の ALAS 活性は全て 1.1 nmol/min/mg-protein 以下に抑制されていることからも，これが

示唆された．また，ALASが活性化される微好気条件においても PrrnB挿入株のALAS活性はWT

株のそれを超えることがなかった．PrrnB 挿入株では常に ALAS が高発現しているため，細胞内に

ヘムが多く存在し，これによって ALAS の活性化がフィードバック抑制されている可能性が考えら

れる．また，細胞内遊離ヘムによって直接 ALAS はその活性が抑制されるため（Burnham and 

Lascelles, 1963），ヘムにより抑制された ALASの活性を測定している可能性も考えられる． 

 

3.4.3 ALA生産性の向上 

プロモーター挿入株の ALA 生産性を ALA 発酵試験により評価した．WT 株では生産開始 18

時間後までは ALA 蓄積量が増加したが，その後減少した．本試験では基質であるグリシンやグル

コースを途中で追加していないため，ALAの基質が足りなくなることでALA合成速度が減少し，こ

れに対して ALA 代謝の速度が上回ることで ALA 蓄積量が減少する．足りなくなった基質を添加

することで ALA の減少を抑制し，更に ALA を高蓄積させることはできると考えられるが，ALA 代

謝に対してALA生産速度が早ければ早いほどALAが高蓄積するため，本試験においてはALA

生産の初期速度の指標として最大蓄積量を測定している． 

Prsp_7571は高活性プロモーターとして機能しなかったため，これを hemAに挿入した 7A及び 7AT

株ではWT株に比べALAがほとんど蓄積しなかった．これはWT株のALA合成が主に hemA遺

伝子の発現調節により制御されており，低活性である Prsp_7571の挿入により hemA が活性化能を失

しなったためだと考えられる．対して Prsp_7571を hemT にのみ挿入した 7T 株は WT 株と同程度の

ALAを蓄積した．これはこの株において hemA遺伝子は野生型であるためWT株と同様に微好気

条件で活性化したためだと考えられる． 

高活性プロモーターとして機能した PrrnB を hemT のみに挿入した BT 株は WT 株の 12 倍の

ALA を蓄積した．これは PrrnBにより hemT 遺伝子が高発現し，これにより ALAS 活性が増加して

ALA生産性が向上したためだと考えられる．生育培地（PYS）における対数増殖期の細胞ではこの

株の ALAS活性はWT株よりも低下していたが（図 3-5），生産培地（GGY2）で生産条件の細胞で

は ALAS活性がWT株よりも向上している可能性が示唆された． 

BT株はWT株よりも ALA を高蓄積したが，PrrnBを hemAに挿入した株（BA, BAT）では ALAS

遺伝子発現量が増加しているにもかかわらず（図 3-4），WT 株に比べほとんど ALA が蓄積しなか
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った．ALA が高蓄積した BT 株とほとんど蓄積しなかった BAT 株の唯一の違いは hemA 上流に

PrrnB が挿入されているかいないかのみである．PrrnB の挿入により hemA 遺伝子の発現量が増加し

たが，増加した HemA が HemT の活性を負に制御するとは考えにくいため，hemA 下流の遺伝子

が高発現してしまった影響により代謝が変わり，基質であるスクシニル CoA の供給が不足したので

はないかと考えられる．PrrnBを hemA上流に挿入したことにより BAT株の生産性が低下したというこ

とは，BA 株も同様の理由で ALA をほとんど蓄積しなかったと考えられる．尚，hemA 下流には機

能未知の rsp_2983 及び非メバロン酸経路でカロテノイドの前駆体を合成する gcpE が同じ向きに

存在するため（図 3-2），これらはオペロンを構成している可能性がある．rsp_2983をアミノ酸配列で

相同性検索したところ，大腸菌で細胞骨格形成に関与する膜貫通タンパク質である RodZ と相同

性が高いことが判明した（図 3-9）．C. sphaeroides では光合成条件で光合成効率を上げるために

内膜の構造が変化することが知られており，また，prrA 又は prrB 欠損によりその形成が抑制され

る（Fedotova and Zeilstra-Ryalls, 2014）．よってこの rsp_2983 は光合成条件で内膜の構造の変化

に関与している可能性が考えられる．実際に ALA 生産終了時の湿菌体重量当たりの菌体濁度を

比較すると BA株はWT株，BT株に比べ 2倍の菌体濁度を示し（図 3-10），PrrnBが hemAに挿入

された株でのみ菌体が白くなっている（図 3-11）．これは内膜の構造が変化することに由来している

と考えられる．以上より，PrrnBの挿入により hemA下流遺伝子が高発現したことで ALA生産性が低

下している可能性が高いため，これらの株の hemA 下流にターミネーター配列を挿入することで

ALAを高生産させることができると考えられる． 

 

3.4.4 ALA生産中の ALAS活性の向上 

BT 株において生育培地（PYS）では ALAS が WT 株よりも低活性であったにもかかわらず（図

3-5），生産培地（GGY2）での ALA発酵試験ではWT株よりも多くの ALA を蓄積した（図 3-8）．こ

れらから生育培地（PYS）で対数増殖期にある細胞と生産培地（GGY2）で ALA 生産中の細胞の

ALAS活性は異なる可能性が示唆されたため，PrrnB挿入株における ALA生産中の細胞の ALAS

活性を測定した（図 3-6）．その結果，WT 株の ALAS は微好気条件に移して生産を開始してから

6 時間後に一度活性化するものの，12 時間後にはまた抑制されることが判明した．基質が不足す

ることによりALA代謝がALA合成を上回ることでALAが減少すると考えていたが，これは誤りで，

ALAS活性が抑制されることにより ALA合成速度も減少していたことが判明した． 

また，最も多くの ALA を蓄積した BT 株の ALAS 活性は生産開始 6時間後までは WT 株と同

程度であるが，12 時間後も低下することなく増加し続けた（図 3-6）．生産開始 12 時間後の時点で

BT株の ALAS活性はWT株の約 7倍であった．この生産開始 6時間後以降の ALAS活性の差

が生産開始 20 時間前後の最大 ALA 蓄積量の差に繋がったと考えられる．さらに，ALA をほとん

ど蓄積しなかった BAT株の ALAS活性は生産開始 6時間後まではWT株と同程度であり，12時

間後においては WT 株よりも高いことが判明した．ALAS 活性が高いにもかかわらず ALA が蓄積

しないのはやはり基質の一つであるスクシニル CoA の供給量が不足しているためだと考えられる．

また，BA株では常に ALAS活性が低いことから，ALASが活性化していないと考えられる． 
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3.5 まとめ 

本章では高活性プロモーターを ALAS 遺伝子上流に挿入することで ALA 高生産菌の作製を

試みた．高活性プロモーターとして PrrnB及び Prsp_7571を ALAS遺伝子上流に挿入した株を作製し

たが，本研究において Prsp_7571 は高活性ではないことが判明した（図 3-4）．対して PrrnB は微好気

条件で活性化した hemAプロモーターよりも高活性であることが判明し（図 3-4），これを hemT上流

に挿入した BT 株では ALA 生産中の ALAS 活性が生産開始 12 時間後まで減少することなく増

加し続け（図 3-6），これにより WT 株よりも 12 倍の ALA を培養液中に蓄積した（図 3-8）．従って

当初の目的通り，高活性プロモーターの挿入により ALAの高生産菌の開発に成功した． 
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図 3-1 自殺ベクターを用いたプロモーターの挿入方法 

プロモーターを挿入した配列をプラスミド上に構築し，光合成細菌に接合伝達して挿入した．挿

入したいプロモーターの上流及び下流で 2 回の相同組換えが生じた株を得ることで，内在性プロ

モーターのみがゲノム上に挿入された株を得ることができる． 
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図 3-2 各株の hemA近傍遺伝子の構成 

hemA遺伝子は第一染色体にコードされている．PrrnB（195 bp）は hemA遺伝子転写開始点下流

に挿入した．SD配列を含む Prsp_7571（498 bp）は hemA遺伝子開始コドン上流に挿入した．hemA下

流には同じ方向に機能未知の rsp_2983，及びカロテノイドの前駆体を合成する非メバロン酸経路

の gcpE遺伝子がコードされている．さらに下流には相補鎖に機能未知の rsp_2981がコードされて

いる． 
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図 3-3 各株の hemT近傍遺伝子の構成 

hemT遺伝子は第二染色体上にコードされている．PrrnBは hemT遺伝子転写開始点下流に挿入

した．SD 配列を含む Prsp_7571は hemT 遺伝子開始コドン上流に挿入した．hemT 下流には相補鎖

に機能未知の rsp_3029がコードされている． 

 

  



50 

 

 

 

 

図 3-4 ALAS遺伝子の発現量 

各種細胞を生育培地で，好気条件（白）又は微好気条件（灰）で培養し，対数増殖期にある細胞

の hemA（上）又は hemT（下）発現量を定量した．ハウスキーピング遺伝子である rpoZ 遺伝子を内

在性コントロールとして用いた．*p < 0.01, **p < 0.015; two-sided Student’s t-test. 
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図 3-5 好気条件又は微好気条件における ALAS活性 

各種細胞を生育培地で，好気条件（白）又は微好気条件（灰）で培養し，対数増殖期にある細胞

の粗抽出物の ALAS比活性を測定した． 
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図 3-6 ALA生産中の細胞の ALAS活性 

ALA生産開始 0, 6, 12時間後の各種細胞の粗抽出物中の ALAS活性を測定した．尚，前培養

した培養液から集菌し，新しい生産培地に懸濁する前の細胞を 0時間のサンプルとした． 
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図 3-7 Prsp_7571挿入株の ALA生産性 

各種細胞を基質であるグリシン及び代謝阻害剤のレブリン酸を含む新しい生産培地に懸濁して

微好気条件で培養することで ALA生産を開始し，経時的に培養液中の ALA を定量した． 
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図 3-8 PrrnB挿入株の ALA生産性 

各種細胞を基質であるグリシン及び代謝阻害剤のレブリン酸を含む新しい生産培地に懸濁して

微好気条件で培養することで ALA生産を開始し，経時的に培養液中の ALA を定量した．縦軸

が 0から 10 mMまでのグラフ（上）及び，0から 1.0 mMまでのグラフ（下）． 
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図 3-9 rsp_2983翻訳産物と E. coli RodZのアミノ酸配列比較 

rsp_2983翻訳産物と相同性の高い E. coli RodZのアミノ酸配列との比較． 
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図 3-10 ALA生産後の菌体濁度及び湿菌体重量 

生産開始 48時間後の菌体濁度（左）及び湿菌体重量（右）．培養液を希釈して測定した O.D.に

希釈倍率を乗じたものを，希釈前の菌体濁度として算出し，これを Unit of Optical Density（U.O.D）

とした． 
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図 3-11 ALA生産後の菌体 

生産開始 48時間後の培養液． 
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表 3-1 菌株及びプライマーリスト 

Strain Characteristic(s) Source or reference 

E. coli 
  

JM109 endA1, gyrA96, hsdR17 (rk-mk+), recA1, relA1, supE44,thi-1, Δ (lac-proAB), F’ [traD36, proAB, lacIqZΔM15] Yanisch-Perron et al., 1985 

JM109 λpir JM109 lysogenized with λ pir bacteriophage Penfold and Pemberton, 1992 

S17-1 F-, thi, pro, hsdR, [RP4-2 Tc::Mu Km::Tn7 (Tp Sm)] Simon et al., 1983 

S17-1 λpir S17-1 lysogenized with λ pir bacteriophage De Lorenzo et al., 1990    

C. sphaeroides 
  

2.4.1 Wild Type W. R. Sistrom 

WT Rifampicin-resistant strain obtained by spontaneous mutagenesis from 2.4.1. This study 

BA The rrnB promoter was inserted upstream of the hemA transcription start site This study 

BT The rrnB promoter was inserted upstream of the hemT transcription start site This study 

BAT The rrnB promoter was inserted upstream of both the hemA and hemT transcription start sites This study 

7A The rsp_7571 promoter was inserted upstream of the hemA start codon This study 

7T The rsp_7571 promoter was inserted upstream of the hemT start codon This study 

7AT The rsp_7571 promoter was inserted upstream of both the hemA start codon and hemT start codon This study    

Plasmid 
  

pZJD29A Suicide vector, sacB, aacC1 (Gm
r
), mob RP4 Swem et al., 2003 

pZJD29A-PrrnB-hemA Sequence to insert PrrnB upstream of the hemA transcription start site on pZJD29A This study 

pZJD29A-PrrnB-hemT Sequence to insert PrrnB upstream of the hemT transcription start site on pZJD29A This study 

pZJD29A-Prsp_7571-hemA Sequence to insert Prsp_7571 upstream of the hemA coding sequence on pZJD29A This study 

pZJD29A-Prsp_7571-hemT Sequence to insert Prsp_7571 upstream of the hemT coding sequence on pZJD29A This study 

 

 

 

 



59 

 

 

表 3-2 プライマーリスト 

プロモーター挿入用のプラスミド構築に用いたプライマー．In-Fusion反応に用いた付加配列は下線で示した． 

Primer Sequence (5’→3’) Amplification target 

MCShemAUP-F CGGTACCCGGGGATCGGGATCTTGACGGCGGGGGC Upstream of hemA transcription start site 

PrrnBhemAUP-R GCGCGACGGATCAAATCCTAAGTCTGGAACCGGC Upstream of hemA transcription start site 

PrrnBhemADW-F CCGCTTCATTATCAAGGCCATGTTGCGCCGAAAA Downstream of hemA transcription start site 

MCShemADW-R CGACTCTAGAGGATCCGGTCCTTGCCGATCGAGGTC Downstream of hemA transcription start site 

hemAUPPrrnB-F TTTGATCCGTCGCGCGCACCCTCTGCGGCGGCC Promotor of rrnB 

hemADWPrrnB-R TTGATAATGAAGCGGTTTCTAGGAGCAGACGGCCCCG Promotor of rrnB 

MCShemTUP-F CGGTACCCGGGGATCATGATCAGCAACCCGGCGAC Upstream of hemT transcription start site 

PrrnBhemTUP-R GCGCGACTCGGCCATTTGTATGGCTTACAATCT Upstream of hemT transcription start site 

PrrnBhemTDW-F CCGCTTCATAGGCGGCTCGGCAATGCCTGCCG Downstream of hemT transcription start site 

MCShemTDW-R CGACTCTAGAGGATCGATCTTCGGGCGCGCCGGATCG Downstream of hemT transcription start site 

hemTUPPrrnB-F ATGGCCGAGTCGCGCGCACCCTCTGCGGCGGCC Promotor of rrnB 

hemTDWPrrnB-R CCGCCTATGAAGCGGTTTCTAGGAGCAGACGGCCCC Promotor of rrnB 

MCShemAUP-F2 CGGTACCCGGGGATCGAAGGCCGAGGTGGAGATCCTGC Upstream of hemA start codon 

P7571hemAUP-R TGCGGCGCTTCGTCTCCCTGACGCTCGGGCTGCCGAGCAAGC Upstream of hemA start codon 

P7571hemADW-F AGGCACCATGGACTACAATCTGGCACTCGATACCGCTCTG Downstream of hemA start codon 

MCShemADW-R2 CGACTCTAGAGGATCGATCTCCTCGATGCGGCCGAAGTCGC Downstream of hemA start codon 

hemAUPP7571-F AGACGAAGCGCCGCAGCCGATGGTCCAGACCTCG Promotor of rsp_7571 

hemADWP7571-R TAGTCCATGGTGCCTCCTTCAGATGCAAGC Promotor of rsp_7571 

MCShemTUP-F2 CGGTACCCGGGGATCAGGAAGAAGCGTCGGCCGGCAATG Upstream of hemT start codon 

P7571hemTDW-F AGGCACCATGGAGTTCTCTCAGCACTTCCAGAAG Upstream of hemT start codon 

P7571hemTUP-R TGCGGCGGGGGATCACCTTCTGTTGGAGCGACAC Downstream of hemT start codon 

MCShemTDW-R2 CGACTCTAGAGGATCGATTTCGGCGATGGGGGCGATGT Downstream of hemT start codon 

hemTUPP7571-F TGATCCCCCGCCGCAGCCGATGGTCCAGACCTC Promotor of rsp_7571 

hemTDWP7571-R AACTCCATGGTGCCTCCTTCAGATGCAAGC Promotor of rsp_7571 
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表 3-3 定量 PCRに用いたプライマーリスト 

Primer Sequence (5’→3’) Source or reference 

rpoZqRT-F ATCGCGGAAGAGACCCAGAG Gomelsky et al., 2003 

rpoZqRT-R GAGCAGCGCCATCTGATCCT Gomelsky et al., 2003 

hemTqRT-F CCGACCGCATGAACCTCGTC This study 

hemTqRT-R CTTTCGTCCGTCGATCCGGC This study 

hemAqRT-F GCTCGGGCACCGAGAAGCAC This study 

hemAqRT-R TCTCCTCGATGCGGCCGAAG This study 
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第 4章 結言 

ALAは天然のアミノ酸であり，ATP合成に必要なヘムの必須の前駆体であるためほぼ全ての生

物の細胞内で合成されている（図 1-1）．ヘム合成経路において ALAの合成が律速であるため

（Li et al., 1997），ALAの供給によりヘム合成経路を活性化することができる．現在，ALAは薬や

化粧品，肥料，飼料などとして幅広い分野で利用されている．日本国内において ALAは突然変

異誘発により育種された光合成細菌 C. sphaeroidesを用いた発酵によって工業的に製造されてお

り（表 1-1），その安全性から，光合成細菌によって製造された ALAのみが食品として認められて

いる（厚生労働省，2012，https://www.mhlw.go.jp/stf/shingi/2r9852000002kjhr.html）．これまでに

ALA高生産菌の研究開発として，コリネ型細菌（特開 2005-333907）や大腸菌（Pu et al., 2023）で

ALAの高蓄積が報告されているが，これらの菌は全て遺伝子組換え菌である．食品等の製造，販

売に際しては安全性の厳密な評価が義務付けられているため，これらの菌の実製造への適応ハ

ードルは高い．そこで本研究では更なる ALAの生産性向上のため，C. sphaeroidesを用いて最終

的に得られた株が法律上は遺伝子組換え体とは見做されない 2つの異なるアプローチで新規

ALA生産菌の開発を試みた．C. sphaeroides内で ALAは ALASによって合成されるため（Tai et 

al., 1988），ALASを高発現させることで ALA生産量を増加させることができると考えた． 

C. sphaeroides内で ALASをコードする hemA遺伝子を含む光合成遺伝子は PrrA/PrrB二成

分制御系によって制御されている（Ranson-Olson et al., 2006）（図 1-5）．そこで PrrA（図 1-7）又は

PrrB（図 1-6）に恒常的に活性型となる点変異を導入することで hemAの発現を向上させた株

（PrrA*，PrrB*株）を構築した（図 2-2）．これらの株で光合成遺伝子の発現が活性化しているかを

確認するため，細胞粗抽出物の吸光スペクトルを測定した（図 2-5）．その結果，PrrA*株では通常

光合成遺伝子の発現が活性化する微好気条件においてもカロテノイドやバクテリオクロロフィルに

由来する吸光ピークがほとんど確認できなかった．PrrAの恒常的活性化を引き起こすと考えられ

た点変異は近縁種の R. capsulatusを用いた研究（Du et al., 1998）が土台となっていたため，C. 

sphaeroidesではこの点変異の影響が作用しなかった可能性が高い．対して PrrB*株では通常，光

合成遺伝子の発現が抑制されている好気条件においてもカロテノイドやバクテリオクロロフィルに

由来する吸光ピークが観察され，光合成遺伝子の発現が恒常的に活性化していた．しかし PrrB*

株の ALA生産性を評価したところ，WT株よりも低蓄積であった（図 2-6）．PrrA/PrrB レギュロンは

ヘム合成経路の hemE も含むため，ヘム合成経路全体が活性化した結果，ALA代謝も活性化し

てしまったため，ALA としては蓄積しなかったと考えられる．また，hemAだけでなく光合成遺伝子

全体の発現を活性化してしまうため，代謝リソースの観点からも非効率的であることが示唆された． 

次に，より直接的かつ選択的に ALASのみを高発現させるため，内在性の高活性プロモーター

である 2つのプロモーター（PrrnB，Prsp_7571）（Dryden and Kaplan 1993, Shi et al., 2021）を，ALASを

コードする hemA，hemT遺伝子の上流に挿入することで ALASの発現を向上させた株を構築した

（図 3-1, 3-2, 3-3）．挿入したプロモーターが機能しているかどうかを ALAS遺伝子の発現定量によ

り確認したところ（図 3-4），Prsp_7571挿入株では挿入した全ての遺伝子で発現量がWT株を超える

ことはなかった．今回用いた株や培地成分，培養方法では Prsp_7571は低活性であることが判明し
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た．対して PrrnBを挿入した株では挿入した全ての遺伝子の発現量がWT株に比べ増加していた

ため，PrrnBは恒常的に高活性なプロモーターであることが確認できた．次に PrrnBを挿入した株で

ALA生産性を評価したところ（図 3-8），PrrnBを hemAに挿入した 2株ではWT株に比べほとんど

ALAが蓄積しなかった．hemA下流には同じ向きに機能未知の制御因子である rsp_2983がコー

ドされているため（図 3-2），hemAの高発現と共に rsp_2983 も高発現した結果，代謝が変化して

ALAが生産されなかった可能性が高い．また，PrrB*株でも PrrBの活性化により，同様に hemA

下流の遺伝子の高発現によって ALA生産性が低下していた可能性が示唆された．これらの株で

ALA生産性を向上させるためには，hemA下流にターミネーターを挿入することで下流の遺伝子

の発現を抑制することが有効かもしれない． 

対して PrrnBを hemTのみに挿入した株では ALA生産中の ALAS活性が低下することなく増加

し続け（図 3-6），最大でWT株（0.77 mM）の 12倍の ALAが蓄積した（9.2 mM）．これをもって当

初の目的である食品産業で応用可能な，外来遺伝子を持たない新規 ALA高生産菌の開発に成

功した．尚，同様の手法での ALA蓄積量を突然変異育種株と比較すると（表 1-1），第 5段階目

（8.1 mM）から第 6段階目（11.2 mM）の株に相当する ALA蓄積量だった．PrrnBを hemTに挿入し

た株は，これらの株と同様の水準で ALAの初期生産速度を達成し，かつこれらの株の様な有害

な二次突然変異の蓄積が少ないため，発酵槽で基質を随時添加していく流加培養により ALA生

産性を評価した場合に，これらの株よりも短期間で多くの ALA を蓄積する可能性がある． 

本研究により，高活性プロモーターの挿入によって ALAS遺伝子の高発現には成功したが（図

3-4），好気条件では ALASが不活性化されていることも判明した（図 3-5）．基質の一つであるスク

シニル CoAは糖を好気的に代謝して TCAサイクルから供給されるため，好気条件で最も供給量

が多くなると考えられる．従って今後更に ALA生産性を向上させるためには好気条件でも ALAS

を活性化することが重要になると考えられる． 

大腸菌での ALA生産菌開発では，ALASを高発現した後にスクシニル CoAの供給を最適化

することで更に生産性を向上させている（Pu et al., 2023）．従って本研究で得られた ALA高生産

菌の ALA生産生を更に向上させるためには，同様にスクシニル CoAの供給経路の最適化が課

題となる可能性が高い．食品産業への適用を前提とすると，菌の作製に外来遺伝子を用いること

ができないため，スクシニル CoA合成経路の律速酵素にランダム点変異を導入するなどして合成

経路を強化したり，スクシニル CoAの代謝経路の遺伝子のプロモーター領域に点変異を導入する

などして発現量を低下させたりすることが ALA生産性の向上に有効であると考えられる．大腸菌

での研究を参考にすると，更にその後の ALA生産性の向上のためには①PBGSの抑制②ヘムに

よる ALAS活性阻害の解除③ALA排出能の向上④酸化ダメージ修復等が有効であることが予想

されるため，これらを内在性遺伝子のみで実現することができれば ALA生産性を更に向上するこ

とができると考えられる． 

尚，菌株構築の後の実製造に向けた研究開発では小スケールでの発酵試験を繰り返しながら，

製造への最適条件を検討していく．この際，指標となるのは ALAの最大蓄積量だけではなく，培

養時間，培地成分，製造の手間等の製造コスト，新規設備導入や工程変更に掛かる導入コスト及
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び ALA類縁物質及び不純物の生成等の安全性等が考慮され，場合によってはこれらがトレード

オフの関係にある．実際に ALA生産時に類縁物質として検出される 5-アミノ-4-ヒドロキシ吉草酸

（AHVA）を低減するために生育至適温度よりも低温で発酵生産している（Tanaka et al., 2015）． 

本研究では新規 ALA高生産菌の開発を目的に，ALAの初期生産性を評価するにとどまっ

た．本研究で得られた候補株は今後ジャーファーメンターを用いた数 L スケールの発酵試験に供

され，最適な培地や培養方法が検討される予定である． 
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略語等一覧 

 

AHVA: 5-Amino-4-hydroxyvaleric acid，5-アミノ-4-ヒドロキシ吉草酸 

ALA: 5-Aminolevulinic acid, 5-アミノレブリン酸 

ALAS: 5-Aminolevulinic acid synthase，ALA合成酵素 

ATP: Adenosine triphosphate，アデノシン三リン酸 

bp: Base pair，塩基対 

cDNA: Complementary DNA，相補的 DNA 

CDS: Coding sequence，翻訳領域 

CoA: Coenzyme A，補酵素 A 

DMAB: p-Dimethylaminobenzaldehyde，p-ジメチルアミノベンズアルデヒド 

DNA: Deoxyribonucleic acid, デオキシリボ核酸 

Gmr: Gentamicin resistance，ゲンタマイシン耐性 

HO-1: Heme oxygenase-1，ヘムオキシゲナーゼ-1 

MCS: Multi cloning site，マルチクローニングサイト 

mRNA: Messenger RNA，メッセンジャーRNA 

PBG: Porphobilinogen，ポルフォビリノーゲン 

PBGS: Porphobilinogen synthase，ポルフォビリノーゲン合成酵素 

PCR: Polymerase chain reaction，ポリメラーゼ連鎖反応 

PHB: Poly-β-hydroxybutyrate, ポリヒドロキシ酪酸 

PpIX: Protoporphyrin IX，プロトポルフィリン IX 

PLP: Pyridoxal phosphate，ピリドキサールリン酸 

RNA: Ribonucleic acid，リボ核酸 

RNAi: RNA interference，RNA干渉 

Spr: Spectinomycin resistance，スペクチノマイシン耐性 

X-gal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside，β-ガラクトシダーゼ（LacZ）用基質 
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