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 化学合成独立栄養生物である水素細菌 Ralstonia eutropha は独立・従属栄養条件の双方におい
て高いポリ(3-ヒドロキシブタン酸) [P(3HB)]生合成能を示す。本研究では糖質からの P(3HB)生合
成における新規知見の取得、および効率的な P(3HB)生産のための代謝改変を目指して、R. 
eutropha を対象とした RNA-シークエンシング (RNA-seq) によるトランスクリプトーム解析、
および補充経路の改変とその影響評価を行った。RNA-seq 解析の結果より、P(3HB)生合成と本
菌のCO2固定経路であるCalvin-Benson-Bassham (CBB) サイクルの関連が強く示唆されたことか
ら、従属栄養条件下の P(3HB)生合成における炭酸固定機能の解明を行った。 
	
 R. eutropha H16株についてフルクトースを炭素源とした際の増殖期、P(3HB)生合成期および
定常期での菌体からトータル RNAを抽出し、rRNAを除去して RNA-seq解析を行った。増殖期
では転写・翻訳など生育に重要な役割を担う遺伝子の転写誘導が非常に高かった一方で、中央

代謝に関与する遺伝子は P(3HB)生合成期において転写量が減少した。興味深いことに、フルク
トース生育条件にも関わらず脂肪酸 β-酸化に関わる遺伝子クラスターおよび CBBサイクル遺伝
子群（cbbオペロン）の転写が増殖期と比較して P(3HB)生合成期では顕著に増加していた。  
	
 糖質を炭素源とする条件でのオキサロ酢酸の補充経路を遮断することで、増殖を伴わない

P(3HB)蓄積期でのホスホエノールピルビン酸 (PEP) およびピルビン酸からのアセチル-CoA 供
給と P(3HB)生合成へのフラックスが強化されることが考えられた。そこで補充経路酵素遺伝子
3種について遺伝子破壊を行ったところ、R. eutrophaではホスホエノールピルビン酸カルボキシ
ラーゼ (Ppc) が主要な補充経路酵素、ピルビン酸カルボキシラーゼは ppc 破壊株で部分的に機
能する補助的な役割を担っていることが示された。興味深いことに親株が P(3HB)をほとんど生
合成しない窒素源十分条件において、Ppc 欠損株は P(3HB)を高い蓄積率で生合成した。このこ
とから Ppc欠損により緊縮応答が常時誘発されていることが推測された。	
  
	
 RNA-seq解析の結果より、R. eutropha H16株は従属栄養 P(3HB)生合成条件で CBBサイクルが
機能している可能性が示唆された。そこで R. eutropha グルコース資化性改変株 H16G 株、CO2

固定を担うリブロース-1,5-ビスリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ  (Rubisco) 遺伝子
cbbLSs 破壊株、cbb オペロン転写制御因子遺伝子 (cbbR) 破壊株を対象として、[1-13C1]-グルコ
ースから生合成された P(3HB)を分析したところ、13C 存在比が H16G 株で 5.6%を示し、上記の
遺伝子破壊株より顕著に高かった。メタボローム解析により各代謝物への 13C取り込みを測定し
たところ、代謝物の 13C標識は株によって異なり、特に Rubiscoの基質であるリブロース-1,5-ビ
スリン酸は cbbR 破壊株では検出されず、H16G 株と cbbLS 破壊株では検出された。この結果は
[1-13C1]-グルコース由来 13CO2がCBBサイクルによって再利用される代謝フラックスを示す強固
な証拠である。エネルギー・還元力の収支の考察から、増殖と連動しない条件ではグルコース

に由来する CO2の固定により P(3HB)の炭素収率は 120%に増加することが推測されたが、H16G
株は cbbLS 破壊株と比べて実際に炭素収率が増加していることを明らかにした。さらに、R. 
eutrophaの代謝経路改変株を用いて、CBBサイクルに依存した従属栄養生育について検討した。 
	
 以上のように、本論文ではバイオポリエステル生産菌である R. eutrophaの遺伝子発現と代謝
について新たな知見を得たことに加え、炭酸固定経路である CBBサイクルが代謝過程の脱炭酸
で生成した CO2を固定して再利用する機能を有することを明らかにした。 

 


