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はじめに

微生物を利用した有用化学品の生産技術，いわゆる「発
酵技術」は古くから人類によって活用されてきた．ワイ
ン，ビール，酒，茶などの飲料，さらにはパン，醤油，
味噌，酢，納豆，キムチ，チーズ，鰹節，塩辛などの食
品など我々の身近にある飲料・食料の多くは発酵技術に
よってもたらされている．20世紀に入ってからは発酵
技術の産業応用が一気に進展し，アミノ酸，核酸，ビタ
ミン類が発酵技術によって大規模に工業生産されるよう
になった．しかしこれらの生産用微生物の多くは，遺伝
子組換えによらない旧来的な育種技術によって行われた
ものであった．21世紀になると，微生物の代謝経路を
遺伝子レベルで改変する技術，いわゆる「合成生物工学」
が誕生し，現在も目覚ましい発展を続けている．
三井化学では，合成生物工学を活用しながらD-乳酸，
イソプロピルアルコール（IPA），グリコール酸，デオ
キシシロイノソース（DOI）といった化学品を糖類から
高生産する大腸菌の開発を行っている（図1）．本稿では，
「産業化を目的とした合成生物工学の活用例」として IPA
とDOIをあげ，これらの研究最前線を紹介する．

イソプロピルアルコール（IPA）

大腸菌によるIPA生産　　ポリエチレン，ポリプロ
ピレン，ポリ塩化ビニルは3大汎用樹脂と呼ばれている．
この中でポリエチレンはすでにブラジルのBraskemが
サトウキビを原料として商業生産を行っている．次なる
世間の注目は，どの企業が植物由来ポリプロピレンの商

業生産を開始するかである．ポリプロピレンを製造する
方法には種々の手法が考えられるが，その中でもっとも
シンプルかつ安価な製造方法は，植物由来のイソプロピ
ルアルコール（IPA）を経由する方法だと筆者は考えて
いる．つまり植物由来の糖を原料として微生物に IPAを
作らせ，それを既存の方法で脱水してプロピレンへ変換
し，さらにそれを重合してポリプロピレンにする方法で
ある．
三井化学が大腸菌に IPAを作らせようと検討を開始し

たのは2006年であった．当時は IPAを高生産する微生
物が世の中に存在しなかったが，生産性が低いながらも
IPAを生産する微生物としてクロストリジウム属細菌が
知られていた．クロストリジウム属細菌はアセトン・ブ
タノール発酵を行う微生物として有名であり，副生物と
して IPAを生産する．我々はクロストリジウム属細菌か
ら IPAの生合成に関与する遺伝子群を取り出し，それを
大腸菌に導入すれば，IPAを選択的に生産できるのでは
ないかと考えた．その仮説を検証するため，アセチル
CoAから IPAに至る4工程の反応（図2）を触媒する各
酵素の遺伝子，すなわちチオラーゼ（atoB），CoAトラ
ンスフェラーゼ（atoDA），アセト酢酸デカルボキシラー
ゼ（adc），IPAデヒドロゲナーゼ（IPAdh）の各遺伝子
を野生型大腸菌B株に組み込み，ジャーファーメンター
で培養した．その結果，培養開始48 h後の IPA蓄積濃
度は5.1 g/Lと低いものであったが，大腸菌で IPAを生
産させることに成功した 1)．
IPA培養システム　　IPAはエタノールよりも強い殺

菌効果を持っているので，培地中に IPAを高蓄積させる
ことは不可能ではないかという疑問もあるかと思う．筆
者らは培地中の IPA濃度を低く維持させながら，高い
IPA生産性を実現するための IPA培養システムを考案し
た．図3のように，筆者らが考案した培養システムは通
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図2．IPA生産大腸菌の代謝反応ルート図1．三井化学の合成生物工学を利用した化学品生産
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気システムを備えた培養装置を用いることにより，排気
ガス中に含まれる IPAを水でトラップするというもので
ある．ちなみに本稿で言う IPA生産性とは，培地および
トラップ水に含まれる IPA量を足し合わせ，初発の培地
量で割った値である．
合成生物工学を活用したIPA生産性の向上　　IPA生

産性を高めるため，まず培地組成を見直した．種々の検
討を行った結果，窒素源を補充すると生産性が劇的に向
上することを突き止めた．具体的には，アンモニアを中
和剤として用いることにより，IPA生産性を28 g/L（培
養48 h後）にまで高めることができた．
さらなる向上を図るため，我々は合成生物工学を活用

した．我々は IPA生産性が伸びない原因が，大腸菌体内
のNADPHの欠乏に起因するという仮説を設定し，その
検証を行った．大腸菌の中でグルコースから IPAに至る
反応中，アセトンから IPAの反応で1分子のNADPHが
消費されるが，現行の代謝ルートだとNADPHを生成す
る反応が含まれない．そこでNADPHの供給を可能とす
るため，2通りの代謝ルート改変を行った．

1つ目は，グルコースからエントナー・ドウドロフ経
路（ED経路）に入り，ピルビン酸→アセチルCoAを経
由して IPAに至るルート 2)である（図4）．
図のように，強制的にED経路を経由させるために

pgi（グルコース6-リン酸イソメラーゼ遺伝子）とgnd（6-
ホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子）を破壊した．
さらにzwf（グルコース -6-リン酸デヒドロゲナーゼ遺
伝子）を強化し，gntR（eddとedaのリプレッサー）を
破壊することで，IPA生産性は48 hで80 g/Lへ向上した．

NADPHを供給するもう一つの代謝ルートは，グル
コースからホスホエノールピルビン酸→オキサロ酢酸→
リンゴ酸→ピルビン酸→アセチルCoAを経由して IPA
に至るルート 3)である（図5）．

maeB（リンゴ酸デヒドロゲナーゼ遺伝子）を強化す
ると同時に，NADH→NADPHの反応を促進するため，
pnt（ホスホトランスフェラーゼ遺伝子）を強化した．
さらに代謝中間体の解析結果からアセチルCoAの蓄積
が見られたことからatoBを強化した．その結果，IPA

生産性は48時間培養で113 g/Lに達した．
スクロース原料からのIPA生産　　これまでグルコー
スを原料とした IPA生産について述べてきたが，安価な
糖原料として忘れてはならないのが，サトウキビに含ま
れているスクロースである．一方，筆者らが宿主として
選択した大腸菌B株はスクロースを資化できない．グル
コースのみならず，スクロースからでも効率的に IPAを
生産可能とするため，筆者らはスクロースを分解する酵
素の遺伝子cscAを IPA生産大腸菌に導入し，さらにフ
ルクトース代謝を促進するために fruK（1-ホスホフル
クトキナーゼ遺伝子）を強化するなどの工夫により，ス
クロースからでも IPAが高生産できるようにした 4)．
合成生物工学を活用した対糖収率の向上　　前述した
ように IPA生産性を高めることはできたが，製造コスト
をさらに下げるためには別の課題がある．それは対糖収
率である．筆者らの IPA生産大腸菌では，1分子のグル
コース（分子量180）から1分子の IPA（分子量60）が
生成するので，理論上の対糖収率は33％である．これ
をエタノール並みの50％へ向上させるために，筆者ら
は炭素固定による対糖収率向上を試みた．そもそも大腸
菌B株は，ホスホエノールピルビン酸→オキサロ酢酸の
反応において炭素固定を行っているので，これを活用す

図3．IPA培養システム摸式図．発酵槽内で発生した排気ガス
（IPAを含む）を捕集用水にバブリングさせ，IPAを捕集する．

図4．ED経路を経由した IPA生産ルート

図5．リンゴ酸経路を経由した IPA生産ルート
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ることを考えた．mtkAB（リンゴ酸CoAリガーゼ遺伝子）
とmcl（リンゴ酸CoAリアーゼ遺伝子）の2種類の遺伝
子をメタン資化性菌から単離し，これらを IPA生産大腸
菌に導入した．これによって，図6に示したような人工
的な回路が出来上がる．この回路が一周するごとに1分
子のアセチルCoAが生成する．実際にこの回路が機能
し，収率が向上することを実験で確認している 5)．今後
はさらにこの回路の回転を速めることによって，更なる
対糖収率の向上を目指したいと考えている．

デオキシシロイノソース（DOI）

DOI生産大腸菌の構築　　DOIは種々の有用化学品
へ誘導可能な化合物である（図7）．これまで有機合成が
困難とされてきた1,2,4-トリヒドロキシベンゼンが，
DOIから容易に合成できるのは特筆すべき点であろう6)．
そもそもDOIは，微生物Bacillus   circulansが抗生物

質ブチロシンを生産するための中間体として見いださ
れた．東工大の柿沼らが，グルコース -6-リン酸→DOI
の反応を触媒する酵素の遺伝子btrCを単離し 7)，新潟
薬科大学の高木，高久らがbtrCを大腸菌3重破壊株
（ pgi zwf pgm）に導入することによってグルコース
とマンニトールからDOIを高効率で生産する大腸菌を
創出した 8)．この大腸菌はグルコースをすべてDOIに変
換するように代謝ルートが改変されているため，大腸菌
の栄養源としてグルコースとは別の糖源が必要となる
（図8）．高久らは好適な糖源としてマンニトールを選択
したが，筆者らはさらに安価な糖源としてスクロースが
利用できるよう，スクロース分解酵素遺伝子cscAの導
入による改良を行った 9)．紙面の都合で技術の詳細説明
は割愛するが，この技術を確立することによってDOI
生産コストを劇的に削減することができた．
現在，三井化学はDOI誘導体の産業化を目指して，

平成25年度からスタートしたNEDO所管の国家プロ
ジェクト「非可食性植物由来化学品製造プロセス技術開
発」に参画し，木材チップを原料としたDOIの生産技

術と用途開発の研究開発を行っている．木材チップの糖
化，DOI発酵生産，発酵液からのDOI精製，DOIの誘
導化，得られた誘導体の用途開発，およびこれら技術を
統合したプロセスの開発を，5企業1大学と連携しなが
ら進めている．木材チップを原料とした化学品の産業化
が1日でも早く実現できるよう，これからも日々努力を
重ねていきたい．

本技術に関する研究開発は，ご指導賜りました清水浩先生
（大阪大学），近藤昭彦先生（神戸大学），池川信夫先生（新潟
バイオリサーチパーク株式会社），高久洋暁先生（新潟薬科大
学）をはじめとする諸先生方，さらに三井化学株式会社の共
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図7．DOIから誘導可能な種々の化学品例

図6．炭素固定による対糖収率向上を目指した IPA生産ルート

図8．DOI生産大腸菌の代謝ルート


