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１１  緒緒言言  

  

 アスタキサンチンは、エビやカニなどの甲殻類に含まれる

赤色の色素でありβ-カロテンの約 40倍の抗酸化活性を有す
る 1)。また、抗腫瘍作用や皮膚老化防止などの生理活性を持

つことから 2)-4)、動物飼料だけでなく食品や化粧品産業でも

利用が拡大している。様々な微生物による製造例があるが 5)-

7)、淡水性緑藻 Haematococcus pluvialis は高い生産性を持
ち、CO2を炭素源とするため広く利用されている 5)。この藻

類は、細胞増殖工程の「green stage」とストレス条件下でア
スタキサンチン生産を誘導する「red stage」の 2段階によっ
て乾燥細胞重量の約 4%までアスタキサンチンを蓄積する。
しかし、現行プロセスは長期間の培養を必要とするほか、雑

菌汚染のリスクが課題となっている。また、ストレスがアス

タキサンチン生合成を誘導するメカニズムは完全には解明さ

れていないため、生産条件の最適化が課題となっている 8)。 
汚染リスクの低減に向けては、高塩分耐性を持つ株による生

産が検討されてきた。好塩性ラン藻 Synechococcus sp. PCC 
7002による生産は、倍加時間が H. pluvialisより短く、高塩
分条件下で成長可能なため、長期間の培養や培養中の汚染の

問題を解消できることが期待される。先行研究では

Synechococcus sp. PCC7002に crtZと crtW (FFiigg..  11) を発現
させることで、3 mg/g-DCWおよび 3.35 mg/L/dayのアスタ
キサンチン生産に成功した 9)。しかし、アスタキサンチン生

産性向上に向けた株の改良戦略が不明である点が、効率生産

の障害となっている。 
本研究では、アスタキサンチン生産能を付与した

Synechococcus sp. PCC 7002 を対象としたメタボローム解
析により、代謝のボトルネックの特定と、それを緩和するた

めの体系的な株改良を行った。メタボローム解析に基づいて

選択された遺伝子を導入することで、ボトルネックが緩和さ

れ、アスタキサンチン生産量が向上した。また、培養条件の

最適化を進めることで、更なる生産性向上を達成することが

できた。本研究により、メタボロミクスの活用による株の改

変がアスタキサンチン生産性向上に有効であることを示すこ

とができた。 

 
   

２２  実実験験方方法法  

  

((１１）） 株株のの培培養養  

Synechococcus sp. PCC 7002 はA2培地(4.25 g/L, NaNO3, 
50 mg/L KH2PO4, 18 g/L NaCl, 5 g/L MgSO4・7H2O, 0.37 
g/L, CaCl2・2H2O, 0.6 g/L KCl, 32 mg/L Na2EDTA・2H2O, 
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8 mg/L FeCl3・6H2O, 34 mg/L H3BO3, 4.3 mg/L MnCl2・

4H2O, 0.32 mg/L ZnCl2, 50 µg/L Na2MoO4・2H2O, 3.0 µg/L 
CuSO4・5H2O, 12 µg/L CoCl2・6H2O, 4.0 µg/L cobalamin, 
and 8.3 mM tris(hydroxymethyl) aminomethane) 中で培養
した 10)。光源は最大波長～545 nmと～613 nm の白色蛍光
灯を使用した。株を 100 µmol/m2/s、30℃、3 日間前培養し
た。細胞は 2% (v/v) CO2、適切な抗生物質を追加した A2培
地 70 mL をフラスコに加え、100 rpm で攪拌しながら培養
した 11)。培養後の細胞を OD750が 0.1 となるよう新しい A2
培地に添加し、2% (v/v) CO2、100 µmol/m2/sの白色蛍光下で
100 rpm、30℃で 7日間培養した(条件 A) 。また、細胞密度
向上をねらい、MAD2 培地 (16.3 g/L, NaNO3, 0.28 g/L 
KH2PO4, 18 g/L NaCl, 5 g/L MgSO4・7H2O, 0.37 g/L CaCl2・

2H2O, 0.6 g/L KCl, 32 mg/L Na2EDTA・2H2O, 0.13 g/L 
FeCl3・6H2O, 2.86 mg/L H3BO3, 1.81 mg/L MnCl2・4H2O, 
0.22 mg/L ZnSO4・7H2O, 1.26 mg/L Na2MoO4・2H2O, 0.08 
mg/L CuSO4・5H2O, 40.3 µg/L CoCl2・6H2O, 12.2 µg/L 
cobalamin, and 8.6 mM tris(hydroxymethyl) 
aminomethane) 中で培養した。光源は最大波長～545 nmと
～613 nm の白色蛍光灯を使用した。作製した株を 100 
µmol/m2/s、30℃、3日間前培養した。細胞は 2% (v/v) CO2、

適切な抗生物質を追加したMAD2培地 70 mLを二段式フラ
スコに加え、100 rpmで攪拌しながら培養した。前培養後の
細胞をOD750が 0.5となるようMAD2培地に添加し 5% (v/v) 
CO2、150 µmol/m2/sの白色蛍光下で 150 rpm、38℃で 1晩
培養した。その後、光を 500 µmol/m2/sに変更し、6日間培
養した (条件 B) 。培地中の細胞密度は乾燥菌体重量 (DCW) 
に基づき決定した。 

 

（（２２））  組組換換ええ株株のの作作製製    

crtZ/crtW またはプロモーターは先行研究のベクターより、

各種相同組換え領域、内在性遺伝子は Synechococcus sp. 
PCC 7002 の染色体を鋳型として、KOD One PCR Master 
Mix/Blue (東洋紡) を使用し、基本的なPCR条件で増幅した。
各断片は In-Fusion® Snap Assembly Master Mix (タカラバ
イオ) を用いてベクターと結合した。 
野生型 Synechococcus sp. PCC 7002を OD750 = 1.0 程度

まで A2 培地で培養後、培養液 100 µL に作製したプラスミ
ド 1 µgを加えた。遮光し、終夜攪拌後、A2プレート培地の
上に 0.45 µm ニトロセルロースメンブレンフィルター (メ
ルクミリポア) を置き、混合液 100 µLを播種した。30℃、白
色光下で 3 日間培養した後、抗生物質を含んだ A2 プレート
培地へ移した。その後、Synechococcus sp. PCC 7002への目
的遺伝子の組換えが完了するまで、シングルコロニーの単離

を繰り返した。いずれの遺伝子もゲノム上の neutral siteへ
導入されたことを PCRで確認した。 

 
((33))メメタタボボロローームム解解析析 

5 mg DCW を含む培養液と-30℃で予冷した 32.5% (v/v) 
メタノールを比率が 1:4 となるように添加した。8,000×g、
-4℃で３分間遠心分離した後に、上清を取り除いた。細胞を
20 mM炭酸アンモニウム (pH 8.7) で洗浄した後に、8,000
×g、-4℃で３分間遠心した。洗浄液を除去後、 MS 分析の
内部標準として 37.5 µMメチオニンスルホンと 37.5 µM ピ
ペラジン-1,4 ビス- (2-エタンスルホン酸) を含むメタノール
1 mLを添加し懸濁した。0.5 mLの懸濁液を分取後、氷冷し
た 0.2 mLの水と 0.5 mLクロロホルムを加えた。30 秒攪拌
した後に、14,000×g、4℃で 5分遠心分離した。上層 500 µL
を3 kDa カットオフメンブレン (メルクミリポア) で濃縮し
た後に減圧乾燥した。乾燥後の抽出物を超純水に溶解させ、

キャピラリー電気泳動 -MS (CE-MS) システム  (Agilent 
Technologies) にて既報に則り分析した 11)。  

 
((４４））  色色素素分分析析  

色素の定量は、先行研究の手法を最適化して行った 9)。

DCW 5 mg相当の培養液を 8,000×g、3分、4℃で遠心分離
した後に、20 mM 炭酸アンモニウム (pH 8.7) で洗浄し
た。洗浄後の細胞に 0.5 mLメタノールを添加した後に、マ
ルチビーズショッカー (安井器械、MB2000) を用い、
2,700 rpm、４℃で 60 min破砕した。破砕後、0.5 mLメタ
ノール、0.3 mL クロロホルム、0.1 mL 超純水を添加して
攪拌した。14,000×g、4℃で 5 分間遠心分離した後に、上
清 0.98 mLを回収した。上清に 0.44 mLの水を加え、攪拌
した後に 14,000×g、4℃で 5 分間遠心分離した。下層 50 
µLへ内部標準として 0.1 mM トランス-β-アポ-8’-カロテナ
ールを含んだ 8:2 (v/v) アセトニトリル:クロロホルム 450 
µLを添加し分析した。各成分は既報に則り、Acquity ultra 
performance Liquid chromatography (UPLC) システム 
(Waters Corporation) photodiode array (PDA) 検出器に
て定量した 12)。 
  

３３  結結果果  

((１１)) アアススタタキキササンンチチンン生生産産株株のの評評価価    

Synechococcus sp. PCC 7002は、β-カロテンやゼアキサ
ンチン、3′-ヒドロキシエキネノンなどのさまざまなキサン
トフィルを生成するが、アスタキサンは生産しない 13) 。こ
れは、ゼアキサンチンをアスタキサンチンに変換する際のケ

トラーゼ活性が低いことが原因と推測されている 14), 15) 。先

行研究では、Brevundimonas sp. SD212由来の crtZと crtW
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を内因性プラスミドへ導入したところ、Synechococcus sp. 
PCC 7002内で機能し、アスタキサンチン生産能を付与する
ことに成功している 9)。 
本研究では、染色体からの発現へと変更した株を作製した。

Brevundimonas sp. SD212由来 crtZ、crtWをオペロンとし、
psbA2プロモーター下で制御される発現系を構築し、ゲノム
上の glpK site16)へ相同組換えにて挿入した株 Strain 1を作
製した (FFiigg..  22  ((aa)))。ターゲット部位への遺伝子挿入はアガロ
ースゲル電気泳動で確認した (FFiigg..  22  ((bb)))。  

FFiigg..  33  ((aa)) に培養中の両株の生育を示した。培養 7日目に
野生型（以下WTと表記）のバイオマス量は 3.9 g DCW/L
に達した一方、Strain 1は 2.1 g DCW/Lであり、アスタキ
サンチン合成遺伝子の挿入が生育に負の影響を与えたと思わ

れる。一方、Strain 1の培養液はWT株より濃い緑色を呈
し、Strain 1における色素生産が変化したことが示唆され
た。 

続いて、WT株および Strain 1における β-カロテンおよび
その誘導体を含む色素の生成を評価した。色素をUPLC-PDA
によって定量化し、その結果を FFiigg..  44 に示した。WT では、
ゼアキサンチンおよび β-カロテンが主要なカロテノイドとし
て細胞内に蓄積されていた。Strain 1ではWTにおける主要
カロテノイドの蓄積量が減少し、アドニルビン、アドニキサ

ンチンおよびアスタキサンチンが蓄積していた。特に、Strain 

1ではアスタキサンチンが主要な色素であり、蓄積量は 6.63 
mg/g-DCWに達した。 

 
((２２)) ddxxss,,  ccrrttEE,,  ffbbpp//ssbbpp過過剰剰発発現現のの効効果果検検証証  

アスタキサンチン生産性をさらに向上させるため、イソ

プレノイドおよび/またはカロテノイド生産を促進すること
が報告されている dxs、crtE、fbp/sbpの 3つの遺伝子を評
価した。 
先行研究では、Deinococcus radiodurans由来の dxsを

Synechocystis sp. PCC 6803に導入することでイソプレン
生産性が向上することが示されている 17)。本研究では、同

様の効果が Synechococcus sp. PCC 7002で観察されるかを
検証するため、D. radiodurans由来の dxsを発現する
Strain 2を構築・評価した。また、MEP経路の重要な酵素
であり、Synechocystis sp. PCC 6803でリモネン生産性を
向上させることが知られている 18)  ゲラニルゲラニル二リン

酸合成酵素（CrtE）を過剰発現する Strain 3を構築した。
さらに、シアノバクテリアの Calvin回路における律速酵素
と考えられ、改良により、光合成能力を向上させることが報

告されている 19)- 21) FBP/SBPaseを過剰発現する Strain 4
も同時に評価した。各遺伝子（dxs、crtE、fbp/sbp）は、強
力な内因性プロモーターである psbA2プロモーターまたは
rbcLプロモーターの制御下で発現させた（FFiigg..  55  ((aa))）。 

Strain 2および Strain 3は、Strain 1と類似した成長を
示したが、Strain 4において培養 4日目以降に生育が向上

FFiigg..  44  色色素素生生産産量量  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差))  のの比比較較  

FFiigg..  22  アアススタタキキササンンチチンン生生産産株株のの作作製製  ((aa))  ggllppKK  領領域域へへ
のの ccrrttZZ//ccrrttWWのの導導入入((bb))  ggllppKK領領域域ののアアガガロローーススゲゲルル電電気気
泳泳動動結結果果  

(a) 

(b) 

FFiigg..  33  条条件件 AAににおおけけるる野野生生型型（（WWTT））とと SSttrraaiinn  11のの生生育育のの
比比較較    ((aa))  細細胞胞増増殖殖  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差))  ののタタイイムムココ
ーースス  ((bb))  77日日目目のの培培養養液液のの外外観観  

(a) (b) 
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8 mg/L FeCl3・6H2O, 34 mg/L H3BO3, 4.3 mg/L MnCl2・

4H2O, 0.32 mg/L ZnCl2, 50 µg/L Na2MoO4・2H2O, 3.0 µg/L 
CuSO4・5H2O, 12 µg/L CoCl2・6H2O, 4.0 µg/L cobalamin, 
and 8.3 mM tris(hydroxymethyl) aminomethane) 中で培養
した 10)。光源は最大波長～545 nmと～613 nm の白色蛍光
灯を使用した。株を 100 µmol/m2/s、30℃、3 日間前培養し
た。細胞は 2% (v/v) CO2、適切な抗生物質を追加した A2培
地 70 mL をフラスコに加え、100 rpm で攪拌しながら培養
した 11)。培養後の細胞を OD750が 0.1 となるよう新しい A2
培地に添加し、2% (v/v) CO2、100 µmol/m2/sの白色蛍光下で
100 rpm、30℃で 7日間培養した(条件 A) 。また、細胞密度
向上をねらい、MAD2 培地 (16.3 g/L, NaNO3, 0.28 g/L 
KH2PO4, 18 g/L NaCl, 5 g/L MgSO4・7H2O, 0.37 g/L CaCl2・

2H2O, 0.6 g/L KCl, 32 mg/L Na2EDTA・2H2O, 0.13 g/L 
FeCl3・6H2O, 2.86 mg/L H3BO3, 1.81 mg/L MnCl2・4H2O, 
0.22 mg/L ZnSO4・7H2O, 1.26 mg/L Na2MoO4・2H2O, 0.08 
mg/L CuSO4・5H2O, 40.3 µg/L CoCl2・6H2O, 12.2 µg/L 
cobalamin, and 8.6 mM tris(hydroxymethyl) 
aminomethane) 中で培養した。光源は最大波長～545 nmと
～613 nm の白色蛍光灯を使用した。作製した株を 100 
µmol/m2/s、30℃、3日間前培養した。細胞は 2% (v/v) CO2、

適切な抗生物質を追加したMAD2培地 70 mLを二段式フラ
スコに加え、100 rpmで攪拌しながら培養した。前培養後の
細胞をOD750が 0.5となるようMAD2培地に添加し 5% (v/v) 
CO2、150 µmol/m2/sの白色蛍光下で 150 rpm、38℃で 1晩
培養した。その後、光を 500 µmol/m2/sに変更し、6日間培
養した (条件 B) 。培地中の細胞密度は乾燥菌体重量 (DCW) 
に基づき決定した。 

 

（（２２））  組組換換ええ株株のの作作製製    

crtZ/crtW またはプロモーターは先行研究のベクターより、

各種相同組換え領域、内在性遺伝子は Synechococcus sp. 
PCC 7002 の染色体を鋳型として、KOD One PCR Master 
Mix/Blue (東洋紡) を使用し、基本的なPCR条件で増幅した。
各断片は In-Fusion® Snap Assembly Master Mix (タカラバ
イオ) を用いてベクターと結合した。 
野生型 Synechococcus sp. PCC 7002を OD750 = 1.0 程度

まで A2 培地で培養後、培養液 100 µL に作製したプラスミ
ド 1 µgを加えた。遮光し、終夜攪拌後、A2プレート培地の
上に 0.45 µm ニトロセルロースメンブレンフィルター (メ
ルクミリポア) を置き、混合液 100 µLを播種した。30℃、白
色光下で 3 日間培養した後、抗生物質を含んだ A2 プレート
培地へ移した。その後、Synechococcus sp. PCC 7002への目
的遺伝子の組換えが完了するまで、シングルコロニーの単離

を繰り返した。いずれの遺伝子もゲノム上の neutral siteへ
導入されたことを PCRで確認した。 

 
((33))メメタタボボロローームム解解析析 

5 mg DCW を含む培養液と-30℃で予冷した 32.5% (v/v) 
メタノールを比率が 1:4 となるように添加した。8,000×g、
-4℃で３分間遠心分離した後に、上清を取り除いた。細胞を
20 mM炭酸アンモニウム (pH 8.7) で洗浄した後に、8,000
×g、-4℃で３分間遠心した。洗浄液を除去後、 MS 分析の
内部標準として 37.5 µMメチオニンスルホンと 37.5 µM ピ
ペラジン-1,4 ビス- (2-エタンスルホン酸) を含むメタノール
1 mLを添加し懸濁した。0.5 mLの懸濁液を分取後、氷冷し
た 0.2 mLの水と 0.5 mLクロロホルムを加えた。30 秒攪拌
した後に、14,000×g、4℃で 5分遠心分離した。上層 500 µL
を3 kDa カットオフメンブレン (メルクミリポア) で濃縮し
た後に減圧乾燥した。乾燥後の抽出物を超純水に溶解させ、

キャピラリー電気泳動 -MS (CE-MS) システム  (Agilent 
Technologies) にて既報に則り分析した 11)。  

 
((４４））  色色素素分分析析  

色素の定量は、先行研究の手法を最適化して行った 9)。

DCW 5 mg相当の培養液を 8,000×g、3分、4℃で遠心分離
した後に、20 mM 炭酸アンモニウム (pH 8.7) で洗浄し
た。洗浄後の細胞に 0.5 mLメタノールを添加した後に、マ
ルチビーズショッカー (安井器械、MB2000) を用い、
2,700 rpm、４℃で 60 min破砕した。破砕後、0.5 mLメタ
ノール、0.3 mL クロロホルム、0.1 mL 超純水を添加して
攪拌した。14,000×g、4℃で 5 分間遠心分離した後に、上
清 0.98 mLを回収した。上清に 0.44 mLの水を加え、攪拌
した後に 14,000×g、4℃で 5 分間遠心分離した。下層 50 
µLへ内部標準として 0.1 mM トランス-β-アポ-8’-カロテナ
ールを含んだ 8:2 (v/v) アセトニトリル:クロロホルム 450 
µLを添加し分析した。各成分は既報に則り、Acquity ultra 
performance Liquid chromatography (UPLC) システム 
(Waters Corporation) photodiode array (PDA) 検出器に
て定量した 12)。 
  

３３  結結果果  

((１１)) アアススタタキキササンンチチンン生生産産株株のの評評価価    

Synechococcus sp. PCC 7002は、β-カロテンやゼアキサ
ンチン、3′-ヒドロキシエキネノンなどのさまざまなキサン
トフィルを生成するが、アスタキサンは生産しない 13) 。こ
れは、ゼアキサンチンをアスタキサンチンに変換する際のケ

トラーゼ活性が低いことが原因と推測されている 14), 15) 。先

行研究では、Brevundimonas sp. SD212由来の crtZと crtW
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を内因性プラスミドへ導入したところ、Synechococcus sp. 
PCC 7002内で機能し、アスタキサンチン生産能を付与する
ことに成功している 9)。 
本研究では、染色体からの発現へと変更した株を作製した。

Brevundimonas sp. SD212由来 crtZ、crtWをオペロンとし、
psbA2プロモーター下で制御される発現系を構築し、ゲノム
上の glpK site16)へ相同組換えにて挿入した株 Strain 1を作
製した (FFiigg..  22  ((aa)))。ターゲット部位への遺伝子挿入はアガロ
ースゲル電気泳動で確認した (FFiigg..  22  ((bb)))。  

FFiigg..  33  ((aa)) に培養中の両株の生育を示した。培養 7日目に
野生型（以下WTと表記）のバイオマス量は 3.9 g DCW/L
に達した一方、Strain 1は 2.1 g DCW/Lであり、アスタキ
サンチン合成遺伝子の挿入が生育に負の影響を与えたと思わ

れる。一方、Strain 1の培養液はWT株より濃い緑色を呈
し、Strain 1における色素生産が変化したことが示唆され
た。 

続いて、WT株および Strain 1における β-カロテンおよび
その誘導体を含む色素の生成を評価した。色素をUPLC-PDA
によって定量化し、その結果を FFiigg..  44 に示した。WT では、
ゼアキサンチンおよび β-カロテンが主要なカロテノイドとし
て細胞内に蓄積されていた。Strain 1ではWTにおける主要
カロテノイドの蓄積量が減少し、アドニルビン、アドニキサ

ンチンおよびアスタキサンチンが蓄積していた。特に、Strain 

1ではアスタキサンチンが主要な色素であり、蓄積量は 6.63 
mg/g-DCWに達した。 

 
((２２)) ddxxss,,  ccrrttEE,,  ffbbpp//ssbbpp過過剰剰発発現現のの効効果果検検証証  

アスタキサンチン生産性をさらに向上させるため、イソ

プレノイドおよび/またはカロテノイド生産を促進すること
が報告されている dxs、crtE、fbp/sbpの 3つの遺伝子を評
価した。 
先行研究では、Deinococcus radiodurans由来の dxsを

Synechocystis sp. PCC 6803に導入することでイソプレン
生産性が向上することが示されている 17)。本研究では、同

様の効果が Synechococcus sp. PCC 7002で観察されるかを
検証するため、D. radiodurans由来の dxsを発現する
Strain 2を構築・評価した。また、MEP経路の重要な酵素
であり、Synechocystis sp. PCC 6803でリモネン生産性を
向上させることが知られている 18)  ゲラニルゲラニル二リン

酸合成酵素（CrtE）を過剰発現する Strain 3を構築した。
さらに、シアノバクテリアの Calvin回路における律速酵素
と考えられ、改良により、光合成能力を向上させることが報

告されている 19)- 21) FBP/SBPaseを過剰発現する Strain 4
も同時に評価した。各遺伝子（dxs、crtE、fbp/sbp）は、強
力な内因性プロモーターである psbA2プロモーターまたは
rbcLプロモーターの制御下で発現させた（FFiigg..  55  ((aa))）。 

Strain 2および Strain 3は、Strain 1と類似した成長を
示したが、Strain 4において培養 4日目以降に生育が向上

FFiigg..  44  色色素素生生産産量量  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差))  のの比比較較  

FFiigg..  22  アアススタタキキササンンチチンン生生産産株株のの作作製製  ((aa))  ggllppKK  領領域域へへ
のの ccrrttZZ//ccrrttWWのの導導入入((bb))  ggllppKK領領域域ののアアガガロローーススゲゲルル電電気気
泳泳動動結結果果  

(a) 

(b) 

FFiigg..  33  条条件件 AAににおおけけるる野野生生型型（（WWTT））とと SSttrraaiinn  11のの生生育育のの
比比較較    ((aa))  細細胞胞増増殖殖  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差))  ののタタイイムムココ
ーースス  ((bb))  77日日目目のの培培養養液液のの外外観観  

(a) (b) 
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8 mg/L FeCl3・6H2O, 34 mg/L H3BO3, 4.3 mg/L MnCl2・

4H2O, 0.32 mg/L ZnCl2, 50 µg/L Na2MoO4・2H2O, 3.0 µg/L 
CuSO4・5H2O, 12 µg/L CoCl2・6H2O, 4.0 µg/L cobalamin, 
and 8.3 mM tris(hydroxymethyl) aminomethane) 中で培養
した 10)。光源は最大波長～545 nmと～613 nm の白色蛍光
灯を使用した。株を 100 µmol/m2/s、30℃、3 日間前培養し
た。細胞は 2% (v/v) CO2、適切な抗生物質を追加した A2培
地 70 mL をフラスコに加え、100 rpm で攪拌しながら培養
した 11)。培養後の細胞を OD750が 0.1 となるよう新しい A2
培地に添加し、2% (v/v) CO2、100 µmol/m2/sの白色蛍光下で
100 rpm、30℃で 7日間培養した(条件 A) 。また、細胞密度
向上をねらい、MAD2 培地 (16.3 g/L, NaNO3, 0.28 g/L 
KH2PO4, 18 g/L NaCl, 5 g/L MgSO4・7H2O, 0.37 g/L CaCl2・

2H2O, 0.6 g/L KCl, 32 mg/L Na2EDTA・2H2O, 0.13 g/L 
FeCl3・6H2O, 2.86 mg/L H3BO3, 1.81 mg/L MnCl2・4H2O, 
0.22 mg/L ZnSO4・7H2O, 1.26 mg/L Na2MoO4・2H2O, 0.08 
mg/L CuSO4・5H2O, 40.3 µg/L CoCl2・6H2O, 12.2 µg/L 
cobalamin, and 8.6 mM tris(hydroxymethyl) 
aminomethane) 中で培養した。光源は最大波長～545 nmと
～613 nm の白色蛍光灯を使用した。作製した株を 100 
µmol/m2/s、30℃、3日間前培養した。細胞は 2% (v/v) CO2、

適切な抗生物質を追加したMAD2培地 70 mLを二段式フラ
スコに加え、100 rpmで攪拌しながら培養した。前培養後の
細胞をOD750が 0.5となるようMAD2培地に添加し 5% (v/v) 
CO2、150 µmol/m2/sの白色蛍光下で 150 rpm、38℃で 1晩
培養した。その後、光を 500 µmol/m2/sに変更し、6日間培
養した (条件 B) 。培地中の細胞密度は乾燥菌体重量 (DCW) 
に基づき決定した。 

 

（（２２））  組組換換ええ株株のの作作製製    

crtZ/crtW またはプロモーターは先行研究のベクターより、

各種相同組換え領域、内在性遺伝子は Synechococcus sp. 
PCC 7002 の染色体を鋳型として、KOD One PCR Master 
Mix/Blue (東洋紡) を使用し、基本的なPCR条件で増幅した。
各断片は In-Fusion® Snap Assembly Master Mix (タカラバ
イオ) を用いてベクターと結合した。 
野生型 Synechococcus sp. PCC 7002を OD750 = 1.0 程度

まで A2 培地で培養後、培養液 100 µL に作製したプラスミ
ド 1 µgを加えた。遮光し、終夜攪拌後、A2プレート培地の
上に 0.45 µm ニトロセルロースメンブレンフィルター (メ
ルクミリポア) を置き、混合液 100 µLを播種した。30℃、白
色光下で 3 日間培養した後、抗生物質を含んだ A2 プレート
培地へ移した。その後、Synechococcus sp. PCC 7002への目
的遺伝子の組換えが完了するまで、シングルコロニーの単離

を繰り返した。いずれの遺伝子もゲノム上の neutral siteへ
導入されたことを PCRで確認した。 

 
((33))メメタタボボロローームム解解析析 

5 mg DCW を含む培養液と-30℃で予冷した 32.5% (v/v) 
メタノールを比率が 1:4 となるように添加した。8,000×g、
-4℃で３分間遠心分離した後に、上清を取り除いた。細胞を
20 mM炭酸アンモニウム (pH 8.7) で洗浄した後に、8,000
×g、-4℃で３分間遠心した。洗浄液を除去後、 MS 分析の
内部標準として 37.5 µMメチオニンスルホンと 37.5 µM ピ
ペラジン-1,4 ビス- (2-エタンスルホン酸) を含むメタノール
1 mLを添加し懸濁した。0.5 mLの懸濁液を分取後、氷冷し
た 0.2 mLの水と 0.5 mLクロロホルムを加えた。30 秒攪拌
した後に、14,000×g、4℃で 5分遠心分離した。上層 500 µL
を3 kDa カットオフメンブレン (メルクミリポア) で濃縮し
た後に減圧乾燥した。乾燥後の抽出物を超純水に溶解させ、

キャピラリー電気泳動 -MS (CE-MS) システム  (Agilent 
Technologies) にて既報に則り分析した 11)。  

 
((４４））  色色素素分分析析  

色素の定量は、先行研究の手法を最適化して行った 9)。

DCW 5 mg相当の培養液を 8,000×g、3分、4℃で遠心分離
した後に、20 mM 炭酸アンモニウム (pH 8.7) で洗浄し
た。洗浄後の細胞に 0.5 mLメタノールを添加した後に、マ
ルチビーズショッカー (安井器械、MB2000) を用い、
2,700 rpm、４℃で 60 min破砕した。破砕後、0.5 mLメタ
ノール、0.3 mL クロロホルム、0.1 mL 超純水を添加して
攪拌した。14,000×g、4℃で 5 分間遠心分離した後に、上
清 0.98 mLを回収した。上清に 0.44 mLの水を加え、攪拌
した後に 14,000×g、4℃で 5 分間遠心分離した。下層 50 
µLへ内部標準として 0.1 mM トランス-β-アポ-8’-カロテナ
ールを含んだ 8:2 (v/v) アセトニトリル:クロロホルム 450 
µLを添加し分析した。各成分は既報に則り、Acquity ultra 
performance Liquid chromatography (UPLC) システム 
(Waters Corporation) photodiode array (PDA) 検出器に
て定量した 12)。 
  

３３  結結果果  

((１１)) アアススタタキキササンンチチンン生生産産株株のの評評価価    

Synechococcus sp. PCC 7002は、β-カロテンやゼアキサ
ンチン、3′-ヒドロキシエキネノンなどのさまざまなキサン
トフィルを生成するが、アスタキサンは生産しない 13) 。こ
れは、ゼアキサンチンをアスタキサンチンに変換する際のケ

トラーゼ活性が低いことが原因と推測されている 14), 15) 。先

行研究では、Brevundimonas sp. SD212由来の crtZと crtW

 

東亞合成グループ研究年報 X TREND 2026 第 29 号 

 

を内因性プラスミドへ導入したところ、Synechococcus sp. 
PCC 7002内で機能し、アスタキサンチン生産能を付与する
ことに成功している 9)。 
本研究では、染色体からの発現へと変更した株を作製した。

Brevundimonas sp. SD212由来 crtZ、crtWをオペロンとし、
psbA2プロモーター下で制御される発現系を構築し、ゲノム
上の glpK site16)へ相同組換えにて挿入した株 Strain 1を作
製した (FFiigg..  22  ((aa)))。ターゲット部位への遺伝子挿入はアガロ
ースゲル電気泳動で確認した (FFiigg..  22  ((bb)))。  

FFiigg..  33  ((aa)) に培養中の両株の生育を示した。培養 7日目に
野生型（以下WTと表記）のバイオマス量は 3.9 g DCW/L
に達した一方、Strain 1は 2.1 g DCW/Lであり、アスタキ
サンチン合成遺伝子の挿入が生育に負の影響を与えたと思わ

れる。一方、Strain 1の培養液はWT株より濃い緑色を呈
し、Strain 1における色素生産が変化したことが示唆され
た。 

続いて、WT株および Strain 1における β-カロテンおよび
その誘導体を含む色素の生成を評価した。色素をUPLC-PDA
によって定量化し、その結果を FFiigg..  44 に示した。WT では、
ゼアキサンチンおよび β-カロテンが主要なカロテノイドとし
て細胞内に蓄積されていた。Strain 1ではWTにおける主要
カロテノイドの蓄積量が減少し、アドニルビン、アドニキサ

ンチンおよびアスタキサンチンが蓄積していた。特に、Strain 

1ではアスタキサンチンが主要な色素であり、蓄積量は 6.63 
mg/g-DCWに達した。 

 
((２２)) ddxxss,,  ccrrttEE,,  ffbbpp//ssbbpp過過剰剰発発現現のの効効果果検検証証  

アスタキサンチン生産性をさらに向上させるため、イソ

プレノイドおよび/またはカロテノイド生産を促進すること
が報告されている dxs、crtE、fbp/sbpの 3つの遺伝子を評
価した。 
先行研究では、Deinococcus radiodurans由来の dxsを

Synechocystis sp. PCC 6803に導入することでイソプレン
生産性が向上することが示されている 17)。本研究では、同

様の効果が Synechococcus sp. PCC 7002で観察されるかを
検証するため、D. radiodurans由来の dxsを発現する
Strain 2を構築・評価した。また、MEP経路の重要な酵素
であり、Synechocystis sp. PCC 6803でリモネン生産性を
向上させることが知られている 18)  ゲラニルゲラニル二リン

酸合成酵素（CrtE）を過剰発現する Strain 3を構築した。
さらに、シアノバクテリアの Calvin回路における律速酵素
と考えられ、改良により、光合成能力を向上させることが報

告されている 19)- 21) FBP/SBPaseを過剰発現する Strain 4
も同時に評価した。各遺伝子（dxs、crtE、fbp/sbp）は、強
力な内因性プロモーターである psbA2プロモーターまたは
rbcLプロモーターの制御下で発現させた（FFiigg..  55  ((aa))）。 

Strain 2および Strain 3は、Strain 1と類似した成長を
示したが、Strain 4において培養 4日目以降に生育が向上

FFiigg..  44  色色素素生生産産量量  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差))  のの比比較較  

FFiigg..  22  アアススタタキキササンンチチンン生生産産株株のの作作製製  ((aa))  ggllppKK  領領域域へへ
のの ccrrttZZ//ccrrttWWのの導導入入((bb))  ggllppKK領領域域ののアアガガロローーススゲゲルル電電気気
泳泳動動結結果果  

(a) 

(b) 

FFiigg..  33  条条件件 AAににおおけけるる野野生生型型（（WWTT））とと SSttrraaiinn  11のの生生育育のの
比比較較    ((aa))  細細胞胞増増殖殖  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差))  ののタタイイムムココ
ーースス  ((bb))  77日日目目のの培培養養液液のの外外観観  

(a) (b) 

東亞合成グループ研究年報 TREND 2026 第29号8



 

東亞合成グループ研究年報 X TREND 2026 第 29 号 

 

した（FFiigg..  55  ((bb))）。続いて、各株のアスタキサンチン含量を
FFiigg..  55  ((cc)) に示した。Strain 2のアスタキサンチン含量は、
Strain 1と同等であった。Strain 3では、培養 2日目にア
スタキサンチン含量が Strain 1の約 1.6倍に増加し、4.6 
mg/g-DCWに達した一方、Strain 4の培養 4日目以降のア
スタキサンチン含量は減少した。アスタキサンチン生産性は

Strain 2および Strain 3の 2株で増加し、Strain 3では最
大 2.5 mg/L/dayに到達した（FFiigg..  55  ((dd))）。結果より、アス
タキサンチン生産株（Strain 1）における dxsまたは crtE
の過剰発現が生産性向上に寄与することが示された。 
しかし、fbp/sbpの過剰発現は Synechocystis sp. PCC 

6803においてアスタキサンチン生産性を向上させる効果が
あった一方で 18)、Synechococcus sp. PCC 7002由来の
Strain 4では逆の効果を示した。この結果より、
Synechococcus sp. PCC 7002におけるアスタキサンチン生
産性を向上させるためには、株特異的な戦略が必要であるこ

とを示唆された。そのため、未知のボトルネック反応を明ら

かにし、新たな強化のターゲットとするために、メタボロー

ム解析を実施した。 

 
((３３)) メメタタボボロローームム解解析析にによよるる律律速速段段階階のの特特定定  

FFiigg..  44より、crtZ/crtWの導入により、色素だけでなく、
細胞内代謝にも変化が生じたと推測した。そこで、Strain 1

のアスタキサンチン生産におけるボトルネックを特定するこ

とを目的にメタボローム解析を行った。Strain 1ではアス
タキサンチンのほかに中間体の蓄積量が増加していたため、

前駆体であるβカロテンの供給量も増加していると考えた。

そこで、βカロテンの供給に関与する Calvin回路、解糖
系、MEP経路、の代謝物を対象とし、CE/MSによる解析
を行った。 
メタボローム解析の結果を FFiigg..  66に示した。解糖系では

両株の中間体量に大きな差異は見られなかった。一方、

Strain 1では、培養 7日目に Calvin回路内のセドヘプツロ
ース 7-リン酸 (S7P) の濃度が上昇していた。また両株と
も、培養 2、4日目においてMEP経路内の 2-C-メチル-D-エ
リトリトール -2,4シクロピロリン酸 (MEcPP)が比較的高
濃度で蓄積していることが確認された。 
 以上の結果より、S7PおよびMEcPPの変換がアスタキ
サンチン生産の律速段階となっていることが示唆された。よ

り生産性の高い株を作製するために、上記 2工程の変換を
促進するよう Strain 1の改変を実施した。 

 
((４４)) 改改良良株株のの作作製製・・評評価価  

メタボローム解析に基づき、S7Pからリボース 5-リン酸
（R5P）への変換およびMEcPPから(E) -4-ヒドロキシ -3-
メチル-2-ブテニルピロリン酸 (HMBPP) への変換が、アス
タキサンチン生産における代謝ボトルネックである可能性が

示唆された。そのため Strain 1を基として、推定ボトルネ
ック反応の改善を指向した 2つの新規株を構築した。具体

FFiigg..  66  WWTT（（灰灰色色））とと SSttrraaiinn  11（（緑緑色色））ののメメタタボボロローームム解解
析析結結果果のの比比較較  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  dd..    
==  nnoott  ddeetteecctteedd))  

FFiigg..  55  CCaallvviinn回回路路ととMMEEPP経経路路中中のの遺遺伝伝子子のの過過剰剰発発現現((aa))  
タターーゲゲッットト遺遺伝伝子子のの概概要要  ((bb))  ババイイオオママスス量量ののタタイイムムココーー
スス  ((cc))  アアススタタキキササンンチチンン含含有有量量のの比比較較  ((dd))  アアススタタキキササンン
チチンン生生産産性性のの評評価価  ((nn  ==33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,  **  pp  <<  00..0055))  

(a) 

(b) 

(d) 

(c) 
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的には、内因性 tktにコードされるトランスケトラーゼ
（TKT）および内因性 ispGにコードされる HMBPPシン
ターゼ （IspG）をそれぞれ過剰発現する株 2種を作製した
（FFiigg..  77  ((aa))）。tktは acsA16)に導入され、TKT過剰発現株
である Strain 5を得た。一方、ispGは、A002622)に挿入

し、IspG過剰発現株である Strain 6を構築した。 
Strain 5は Strain 1と比較してバイオマスがわずかに減

少したが、Strain 6は Strain 1と類似した成長を示した
（FFiigg..  77  ((bb))）。培養 7日目に、Strain 5および Strain 6の
バイオマス量はそれぞれ 2.5 g DCW/Lおよび 2.7 g DCW/L
に到達した。Strain 5ではアスタキサンチン含有量が 10.3 
mg/g-DCWに増加した一方で、Strain 6では Strain 1と比
較してアスタキサンチン含有量に顕著な変化は見られなかっ

た(FFiigg..  77  ((cc))）。また、アスタキサンチン含有量は増加した
が、Strain 6はバイオマスがやや低下したため、アスタキ
サンチン生産性については顕著な改善は見られなかった

（FFiigg..  77  ((dd))）。 

続いて、Strain 5および Strain 6においてボトルネック
が解消されているかを検証するため、再度メタボローム解析

を実施した。TKTおよび IspGが触媒する酵素反応の基質
および生成物の細胞内濃度を FFiigg..  88に示した。Strain 5で
は、TKTの基質である S7Pの細胞内濃度が、培養 2日目お
よび 4日目において Strain 1と比較して減少していること

が確認された（FFiigg..  88  ((aa))）。同様に、Strain 6では、IspG
の基質であるMEcPPの濃度が Strain 1よりも低く、検出
下限を下回った（FFiigg..  88  ((bb))）。以上の結果より、標的遺伝子
の過剰発現が Strain 1にて同定された代謝ボトルネックを
緩和したことが示された。さらに、Strain 5においてアス
タキサンチン含量の増加を示したことより、tktを標的とし
た遺伝子改変が、ねらい通り機能したことが明らかとなっ

た。 

Strain 6において含有量が向上しなかった原因として、
IspGより下流の工程において新たなボトルネックが生じて
しまったと考えている。MEP経路に含まれるジメチルアリ
ル二リン酸 (DMAPP) やイソペンテニル二リン酸 (IPP) の
蓄積がMEP経路を阻害するほか、イソペンテニル二リン酸
イソメラーゼ (IDI) の活性の低さが律速となることが報告
されており、今後、これらの課題を解決することで、更なる

生産性向上の達成が可能であると考えている。 
 

((５５)) 培培養養条条件件改改良良にによよるるババイイオオママスス量量のの向向上上  

先行研究にて、高光強度条件下でMAD2培地を使用した
場合に高いバイオマス収量を達成することが報告されている

23), 24)。そのため、アスタキサンチン生産能を有する改変株

（Strain 1および Strain 5）にて同様の効果を得ることが
できるか、2種の培養条件（条件 Aおよび条件 B）の比較を
行った。条件 Aは標準的な培養条件である A2培地、初期
OD750 = 0.1で培養を開始し、30 °C、2%（v/v）CO2条件下

で、100 µmol/m2/sの白色光を照射しながら 100 rpmで 7
日間振とう培養を行った。一方、条件 Bは高密度培養条件
としてMAD2培地、初期 OD750 = 0.5にて培養を開始し

FFiigg..  77  ボボトトルルネネッックク解解消消後後ののアアススタタキキササンンチチンン生生産産評評
価価  ((aa))  aaccssAA  ままたたはは AA00002266  領領域域へへののボボトトルルネネッックク遺遺伝伝子子
のの導導入入  ((bb))  細細胞胞増増殖殖ののタタイイムムココーースス  ((cc))  アアススタタキキササンンチチ
ンン含含有有量量  ((dd))  11日日ああたたりりののアアススタタキキササンンチチンン生生産産性性  ((nn  ==  
33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  ss..  ==  nnoott  
ssiiggnniiffiiccaanntt))  

(a) 

(b) (c) 

(d) 

FFiigg..  88  ボボトトルルネネッックク解解消消後後ののメメタタボボロローームム解解析析  
((aa))  TTKKTT過過剰剰発発現現にによよるるププーールルササイイズズのの変変化化  ((bb))  IIssppGG過過
剰剰発発現現にによよるるププーールルササイイズズのの変変化化  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤
差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  ss..  ==  nnoott  ssiiggnniiffiiccaanntt))  

(b) 

(a) 
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した（FFiigg..  55  ((bb))）。続いて、各株のアスタキサンチン含量を
FFiigg..  55  ((cc)) に示した。Strain 2のアスタキサンチン含量は、
Strain 1と同等であった。Strain 3では、培養 2日目にア
スタキサンチン含量が Strain 1の約 1.6倍に増加し、4.6 
mg/g-DCWに達した一方、Strain 4の培養 4日目以降のア
スタキサンチン含量は減少した。アスタキサンチン生産性は

Strain 2および Strain 3の 2株で増加し、Strain 3では最
大 2.5 mg/L/dayに到達した（FFiigg..  55  ((dd))）。結果より、アス
タキサンチン生産株（Strain 1）における dxsまたは crtE
の過剰発現が生産性向上に寄与することが示された。 
しかし、fbp/sbpの過剰発現は Synechocystis sp. PCC 

6803においてアスタキサンチン生産性を向上させる効果が
あった一方で 18)、Synechococcus sp. PCC 7002由来の
Strain 4では逆の効果を示した。この結果より、
Synechococcus sp. PCC 7002におけるアスタキサンチン生
産性を向上させるためには、株特異的な戦略が必要であるこ

とを示唆された。そのため、未知のボトルネック反応を明ら

かにし、新たな強化のターゲットとするために、メタボロー

ム解析を実施した。 

 
((３３)) メメタタボボロローームム解解析析にによよるる律律速速段段階階のの特特定定  

FFiigg..  44より、crtZ/crtWの導入により、色素だけでなく、
細胞内代謝にも変化が生じたと推測した。そこで、Strain 1

のアスタキサンチン生産におけるボトルネックを特定するこ

とを目的にメタボローム解析を行った。Strain 1ではアス
タキサンチンのほかに中間体の蓄積量が増加していたため、

前駆体であるβカロテンの供給量も増加していると考えた。

そこで、βカロテンの供給に関与する Calvin回路、解糖
系、MEP経路、の代謝物を対象とし、CE/MSによる解析
を行った。 
メタボローム解析の結果を FFiigg..  66に示した。解糖系では

両株の中間体量に大きな差異は見られなかった。一方、

Strain 1では、培養 7日目に Calvin回路内のセドヘプツロ
ース 7-リン酸 (S7P) の濃度が上昇していた。また両株と
も、培養 2、4日目においてMEP経路内の 2-C-メチル-D-エ
リトリトール -2,4シクロピロリン酸 (MEcPP)が比較的高
濃度で蓄積していることが確認された。 
 以上の結果より、S7PおよびMEcPPの変換がアスタキ
サンチン生産の律速段階となっていることが示唆された。よ

り生産性の高い株を作製するために、上記 2工程の変換を
促進するよう Strain 1の改変を実施した。 

 
((４４)) 改改良良株株のの作作製製・・評評価価  

メタボローム解析に基づき、S7Pからリボース 5-リン酸
（R5P）への変換およびMEcPPから(E) -4-ヒドロキシ -3-
メチル-2-ブテニルピロリン酸 (HMBPP) への変換が、アス
タキサンチン生産における代謝ボトルネックである可能性が

示唆された。そのため Strain 1を基として、推定ボトルネ
ック反応の改善を指向した 2つの新規株を構築した。具体

FFiigg..  66  WWTT（（灰灰色色））とと SSttrraaiinn  11（（緑緑色色））ののメメタタボボロローームム解解
析析結結果果のの比比較較  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  dd..    
==  nnoott  ddeetteecctteedd))  

FFiigg..  55  CCaallvviinn回回路路ととMMEEPP経経路路中中のの遺遺伝伝子子のの過過剰剰発発現現((aa))  
タターーゲゲッットト遺遺伝伝子子のの概概要要  ((bb))  ババイイオオママスス量量ののタタイイムムココーー
スス  ((cc))  アアススタタキキササンンチチンン含含有有量量のの比比較較  ((dd))  アアススタタキキササンン
チチンン生生産産性性のの評評価価  ((nn  ==33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,  **  pp  <<  00..0055))  

(a) 

(b) 

(d) 

(c) 
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的には、内因性 tktにコードされるトランスケトラーゼ
（TKT）および内因性 ispGにコードされる HMBPPシン
ターゼ （IspG）をそれぞれ過剰発現する株 2種を作製した
（FFiigg..  77  ((aa))）。tktは acsA16)に導入され、TKT過剰発現株
である Strain 5を得た。一方、ispGは、A002622)に挿入

し、IspG過剰発現株である Strain 6を構築した。 
Strain 5は Strain 1と比較してバイオマスがわずかに減

少したが、Strain 6は Strain 1と類似した成長を示した
（FFiigg..  77  ((bb))）。培養 7日目に、Strain 5および Strain 6の
バイオマス量はそれぞれ 2.5 g DCW/Lおよび 2.7 g DCW/L
に到達した。Strain 5ではアスタキサンチン含有量が 10.3 
mg/g-DCWに増加した一方で、Strain 6では Strain 1と比
較してアスタキサンチン含有量に顕著な変化は見られなかっ

た(FFiigg..  77  ((cc))）。また、アスタキサンチン含有量は増加した
が、Strain 6はバイオマスがやや低下したため、アスタキ
サンチン生産性については顕著な改善は見られなかった

（FFiigg..  77  ((dd))）。 

続いて、Strain 5および Strain 6においてボトルネック
が解消されているかを検証するため、再度メタボローム解析

を実施した。TKTおよび IspGが触媒する酵素反応の基質
および生成物の細胞内濃度を FFiigg..  88に示した。Strain 5で
は、TKTの基質である S7Pの細胞内濃度が、培養 2日目お
よび 4日目において Strain 1と比較して減少していること

が確認された（FFiigg..  88  ((aa))）。同様に、Strain 6では、IspG
の基質であるMEcPPの濃度が Strain 1よりも低く、検出
下限を下回った（FFiigg..  88  ((bb))）。以上の結果より、標的遺伝子
の過剰発現が Strain 1にて同定された代謝ボトルネックを
緩和したことが示された。さらに、Strain 5においてアス
タキサンチン含量の増加を示したことより、tktを標的とし
た遺伝子改変が、ねらい通り機能したことが明らかとなっ

た。 

Strain 6において含有量が向上しなかった原因として、
IspGより下流の工程において新たなボトルネックが生じて
しまったと考えている。MEP経路に含まれるジメチルアリ
ル二リン酸 (DMAPP) やイソペンテニル二リン酸 (IPP) の
蓄積がMEP経路を阻害するほか、イソペンテニル二リン酸
イソメラーゼ (IDI) の活性の低さが律速となることが報告
されており、今後、これらの課題を解決することで、更なる

生産性向上の達成が可能であると考えている。 
 

((５５)) 培培養養条条件件改改良良にによよるるババイイオオママスス量量のの向向上上  

先行研究にて、高光強度条件下でMAD2培地を使用した
場合に高いバイオマス収量を達成することが報告されている

23), 24)。そのため、アスタキサンチン生産能を有する改変株

（Strain 1および Strain 5）にて同様の効果を得ることが
できるか、2種の培養条件（条件 Aおよび条件 B）の比較を
行った。条件 Aは標準的な培養条件である A2培地、初期
OD750 = 0.1で培養を開始し、30 °C、2%（v/v）CO2条件下

で、100 µmol/m2/sの白色光を照射しながら 100 rpmで 7
日間振とう培養を行った。一方、条件 Bは高密度培養条件
としてMAD2培地、初期 OD750 = 0.5にて培養を開始し

FFiigg..  77  ボボトトルルネネッックク解解消消後後ののアアススタタキキササンンチチンン生生産産評評
価価  ((aa))  aaccssAA  ままたたはは AA00002266  領領域域へへののボボトトルルネネッックク遺遺伝伝子子
のの導導入入  ((bb))  細細胞胞増増殖殖ののタタイイムムココーースス  ((cc))  アアススタタキキササンンチチ
ンン含含有有量量  ((dd))  11日日ああたたりりののアアススタタキキササンンチチンン生生産産性性  ((nn  ==  
33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  ss..  ==  nnoott  
ssiiggnniiffiiccaanntt))  

(a) 

(b) (c) 

(d) 

FFiigg..  88  ボボトトルルネネッックク解解消消後後ののメメタタボボロローームム解解析析  
((aa))  TTKKTT過過剰剰発発現現にによよるるププーールルササイイズズのの変変化化  ((bb))  IIssppGG過過
剰剰発発現現にによよるるププーールルササイイズズのの変変化化  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤
差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  ss..  ==  nnoott  ssiiggnniiffiiccaanntt))  

(b) 

(a) 
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した（FFiigg..  55  ((bb))）。続いて、各株のアスタキサンチン含量を
FFiigg..  55  ((cc)) に示した。Strain 2のアスタキサンチン含量は、
Strain 1と同等であった。Strain 3では、培養 2日目にア
スタキサンチン含量が Strain 1の約 1.6倍に増加し、4.6 
mg/g-DCWに達した一方、Strain 4の培養 4日目以降のア
スタキサンチン含量は減少した。アスタキサンチン生産性は

Strain 2および Strain 3の 2株で増加し、Strain 3では最
大 2.5 mg/L/dayに到達した（FFiigg..  55  ((dd))）。結果より、アス
タキサンチン生産株（Strain 1）における dxsまたは crtE
の過剰発現が生産性向上に寄与することが示された。 
しかし、fbp/sbpの過剰発現は Synechocystis sp. PCC 

6803においてアスタキサンチン生産性を向上させる効果が
あった一方で 18)、Synechococcus sp. PCC 7002由来の
Strain 4では逆の効果を示した。この結果より、
Synechococcus sp. PCC 7002におけるアスタキサンチン生
産性を向上させるためには、株特異的な戦略が必要であるこ

とを示唆された。そのため、未知のボトルネック反応を明ら

かにし、新たな強化のターゲットとするために、メタボロー

ム解析を実施した。 

 
((３３)) メメタタボボロローームム解解析析にによよるる律律速速段段階階のの特特定定  

FFiigg..  44より、crtZ/crtWの導入により、色素だけでなく、
細胞内代謝にも変化が生じたと推測した。そこで、Strain 1

のアスタキサンチン生産におけるボトルネックを特定するこ

とを目的にメタボローム解析を行った。Strain 1ではアス
タキサンチンのほかに中間体の蓄積量が増加していたため、

前駆体であるβカロテンの供給量も増加していると考えた。

そこで、βカロテンの供給に関与する Calvin回路、解糖
系、MEP経路、の代謝物を対象とし、CE/MSによる解析
を行った。 
メタボローム解析の結果を FFiigg..  66に示した。解糖系では

両株の中間体量に大きな差異は見られなかった。一方、

Strain 1では、培養 7日目に Calvin回路内のセドヘプツロ
ース 7-リン酸 (S7P) の濃度が上昇していた。また両株と
も、培養 2、4日目においてMEP経路内の 2-C-メチル-D-エ
リトリトール -2,4シクロピロリン酸 (MEcPP)が比較的高
濃度で蓄積していることが確認された。 
 以上の結果より、S7PおよびMEcPPの変換がアスタキ
サンチン生産の律速段階となっていることが示唆された。よ

り生産性の高い株を作製するために、上記 2工程の変換を
促進するよう Strain 1の改変を実施した。 

 
((４４)) 改改良良株株のの作作製製・・評評価価  

メタボローム解析に基づき、S7Pからリボース 5-リン酸
（R5P）への変換およびMEcPPから(E) -4-ヒドロキシ -3-
メチル-2-ブテニルピロリン酸 (HMBPP) への変換が、アス
タキサンチン生産における代謝ボトルネックである可能性が

示唆された。そのため Strain 1を基として、推定ボトルネ
ック反応の改善を指向した 2つの新規株を構築した。具体

FFiigg..  66  WWTT（（灰灰色色））とと SSttrraaiinn  11（（緑緑色色））ののメメタタボボロローームム解解
析析結結果果のの比比較較  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  dd..    
==  nnoott  ddeetteecctteedd))  

FFiigg..  55  CCaallvviinn回回路路ととMMEEPP経経路路中中のの遺遺伝伝子子のの過過剰剰発発現現((aa))  
タターーゲゲッットト遺遺伝伝子子のの概概要要  ((bb))  ババイイオオママスス量量ののタタイイムムココーー
スス  ((cc))  アアススタタキキササンンチチンン含含有有量量のの比比較較  ((dd))  アアススタタキキササンン
チチンン生生産産性性のの評評価価  ((nn  ==33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,  **  pp  <<  00..0055))  

(a) 

(b) 

(d) 

(c) 
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的には、内因性 tktにコードされるトランスケトラーゼ
（TKT）および内因性 ispGにコードされる HMBPPシン
ターゼ （IspG）をそれぞれ過剰発現する株 2種を作製した
（FFiigg..  77  ((aa))）。tktは acsA16)に導入され、TKT過剰発現株
である Strain 5を得た。一方、ispGは、A002622)に挿入

し、IspG過剰発現株である Strain 6を構築した。 
Strain 5は Strain 1と比較してバイオマスがわずかに減

少したが、Strain 6は Strain 1と類似した成長を示した
（FFiigg..  77  ((bb))）。培養 7日目に、Strain 5および Strain 6の
バイオマス量はそれぞれ 2.5 g DCW/Lおよび 2.7 g DCW/L
に到達した。Strain 5ではアスタキサンチン含有量が 10.3 
mg/g-DCWに増加した一方で、Strain 6では Strain 1と比
較してアスタキサンチン含有量に顕著な変化は見られなかっ

た(FFiigg..  77  ((cc))）。また、アスタキサンチン含有量は増加した
が、Strain 6はバイオマスがやや低下したため、アスタキ
サンチン生産性については顕著な改善は見られなかった

（FFiigg..  77  ((dd))）。 

続いて、Strain 5および Strain 6においてボトルネック
が解消されているかを検証するため、再度メタボローム解析

を実施した。TKTおよび IspGが触媒する酵素反応の基質
および生成物の細胞内濃度を FFiigg..  88に示した。Strain 5で
は、TKTの基質である S7Pの細胞内濃度が、培養 2日目お
よび 4日目において Strain 1と比較して減少していること

が確認された（FFiigg..  88  ((aa))）。同様に、Strain 6では、IspG
の基質であるMEcPPの濃度が Strain 1よりも低く、検出
下限を下回った（FFiigg..  88  ((bb))）。以上の結果より、標的遺伝子
の過剰発現が Strain 1にて同定された代謝ボトルネックを
緩和したことが示された。さらに、Strain 5においてアス
タキサンチン含量の増加を示したことより、tktを標的とし
た遺伝子改変が、ねらい通り機能したことが明らかとなっ

た。 

Strain 6において含有量が向上しなかった原因として、
IspGより下流の工程において新たなボトルネックが生じて
しまったと考えている。MEP経路に含まれるジメチルアリ
ル二リン酸 (DMAPP) やイソペンテニル二リン酸 (IPP) の
蓄積がMEP経路を阻害するほか、イソペンテニル二リン酸
イソメラーゼ (IDI) の活性の低さが律速となることが報告
されており、今後、これらの課題を解決することで、更なる

生産性向上の達成が可能であると考えている。 
 

((５５)) 培培養養条条件件改改良良にによよるるババイイオオママスス量量のの向向上上  

先行研究にて、高光強度条件下でMAD2培地を使用した
場合に高いバイオマス収量を達成することが報告されている

23), 24)。そのため、アスタキサンチン生産能を有する改変株

（Strain 1および Strain 5）にて同様の効果を得ることが
できるか、2種の培養条件（条件 Aおよび条件 B）の比較を
行った。条件 Aは標準的な培養条件である A2培地、初期
OD750 = 0.1で培養を開始し、30 °C、2%（v/v）CO2条件下

で、100 µmol/m2/sの白色光を照射しながら 100 rpmで 7
日間振とう培養を行った。一方、条件 Bは高密度培養条件
としてMAD2培地、初期 OD750 = 0.5にて培養を開始し

FFiigg..  77  ボボトトルルネネッックク解解消消後後ののアアススタタキキササンンチチンン生生産産評評
価価  ((aa))  aaccssAA  ままたたはは AA00002266  領領域域へへののボボトトルルネネッックク遺遺伝伝子子
のの導導入入  ((bb))  細細胞胞増増殖殖ののタタイイムムココーースス  ((cc))  アアススタタキキササンンチチ
ンン含含有有量量  ((dd))  11日日ああたたりりののアアススタタキキササンンチチンン生生産産性性  ((nn  ==  
33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  ss..  ==  nnoott  
ssiiggnniiffiiccaanntt))  

(a) 

(b) (c) 

(d) 

FFiigg..  88  ボボトトルルネネッックク解解消消後後ののメメタタボボロローームム解解析析  
((aa))  TTKKTT過過剰剰発発現現にによよるるププーールルササイイズズのの変変化化  ((bb))  IIssppGG過過
剰剰発発現現にによよるるププーールルササイイズズのの変変化化  ((nn  ==  33,,  平平均均値値±±標標準準誤誤
差差,,    **  pp  <<  00..0055,,    nn..  ss..  ==  nnoott  ssiiggnniiffiiccaanntt))  

(b) 

(a) 
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た。38 °C、5%（v/v）CO2条件下で 150 µmol/m2/s白色光
を照射しながら 150 rpmで一晩培養後、500 µmol/m2/sま
で強度を増加し、さらに 6日間培養を継続した。 
条件 Bにて、Strain 1は顕著なバイオマス量増加を示

し、最大乾燥細胞重量は 4.9 g DCW/Lと、条件 Aにおける
バイオマス量の約 2倍となった（FFiigg..  99  ((aa))）。この結果は、
培養条件の最適化がバイオマス量を大幅に向上させる可能性

を示しており、アスタキサンチン生産性改善に寄与する可能

性が示された。また条件 B、培養 7日目において、Strain 1
のアスタキサンチン含量は有意に増加した（FFiigg..  99  ((bb))）。 
続いて、条件 Aで最も高い生産性を示した Strain 5を条

件 Bで評価した。条件 B、培養 7日目の Strain 5のバイオ
マスは Strain 1よりやや低かったものの（FFiigg..  99  ((aa))）、アス
タキサンチン含量は 11.8 mg/g-DCWと、条件 Aで観察され
た値より顕著に増加した。また、アスタキサンチン生産性は

7日目に 7.5 mg/L/dayに達したが、同一条件下で培養され
た Strain 1の生産性との間に有意差は認められなかった
（FFiigg..  99  ((cc))）。この結果より、光飽和条件下における tktの
過剰発現が、成長の抑制や下流のボトルネックなど、他の生

理的な制約によって制限される可能性が示唆された。 

 
４４  考考察察  

 
Strain 1とWTの比較により、crtZおよび crtWの導入に

よって β-カロテンおよびゼアキサンチンの蓄積量が減少した
一方、エキネノンやアドニルビンなどのアスタキサンチン中

間体の濃度が増加することが明らかとなった（FFiigg..  44  ((ee))）。先
行研究では、crtZ および crtW は pAQ プラスミドから発現
していたが 9)、本研究ではこれらの遺伝子を染色体へ導入し

た。一般に、プラスミドベースの発現はコピー数の増加と酵

素発現量の向上をもたらす一方、ゲノムベースの発現は長期

間の培養における遺伝的安定性を向上させる 25)。実際に、

Synechococcus sp. PCC 7002において pAQからのタンパ
ク質発現がゲノム統合による発現よりも桁違いに高いことが

報告されている 26)。しかし、Strain 1におけるアスタキサン
チン蓄積量（6.63 mg/g-DCW）は、先行研究 9)の約 2倍であ
った。今後、プラスミドコピー数、遺伝子発現量、およびタ

ンパク質量の測定による原因究明が期待される。 
また、tktを過剰発現させた Strain 5は、組換え株の中で

最も高いアスタキサンチン含有量および生産性を達成し、そ

れぞれ10.3 mg/g-DCWおよび3.5 mg/L/dayに到達した（FFiigg..  
77  ((cc)),,  ((dd))）。TKT はカルビン回路内の代謝工学ターゲットと
して知られており、以前にはシアノバクテリアにおけるエタ

ノール生産の向上に使用された 27)。一方、カルビン回路内の

他の酵素、例えば F/SBPaseやリブロース-1,5-ビスリン酸カ
ルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ（RuBisCO）は、シアノバク
テリアにおける炭素固定やバイオマス生産の向上を目的とし

てより頻繁にターゲットとされている 20), 21)。しかし本研究

では、F/SBPase の過剰発現によってアスタキサンチン生産
は減少しており、どの酵素の過剰発現が産物収量を向上させ

るかを予測することは困難であり、メタボローム解析による

有効なターゲットの特定が重要であることが示された。一方、

MEcPPの蓄積が緩和され、IspGが触媒するステップが制限
因子ではなくなったにもかかわらず、ispGの過剰発現はアス
タキサンチン含有量の増加をもたらさなかった（FFiigg..  77, FFiigg..  
88）。これは、新たな下流のボトルネックの出現や代謝フラッ
クスのバランスによるものと推測している。同様の結果は E. 
coliでも報告されており、ispGの過剰発現が中間体 HMBPP
の蓄積、細胞成長の減少、およびカロテノイド生産の低下を

引き起こし、下流酵素 ispH を共発現させバランスを調整す
ることで改善された 28) 。今後代謝解析を進め、ボトルネック

の解明・改善を通して、さらなる生産性向上が期待される。 
高細胞密度条件（条件 B）で培養した場合、Strain 5は標

準条件（条件 A）の時より生産性が向上したが、同じく条件
Bにて培養した Strain 1と同程度の生産性に留まった。この
結果より、特に光飽和条件下で、RuBisCO活性、ATP/NADPH
再生、または CO₂供給などの他の制限要因に代謝ボトルネッ
クが移行する可能性が示唆された 29)。このような条件下では、

tkt の過剰発現によるカルビン回路フラックスのさらなる増
加が全体的な炭素同化を向上させる可能性は低く、

Synechococcus sp. PCC 7002の株改良、および培養条件のさ
らなる最適化が求められる。 

 
  

(a) (b) 

(c) 

FFiigg..  99  培培養養条条件件変変更更後後ののアアススタタキキササンンチチンン生生産産評評価価  ((aa))  
細細胞胞増増殖殖ののタタイイムムココーースス  ((bb))  アアススタタキキササンンチチンン含含有有量量  
((cc))  11日日当当たたりりののアアススタタキキササンンチチンン生生産産性性  ((nn  ==  33,,  平平均均値値
±±標標準準誤誤差差,,  **  pp  <<  00..0055,,  nn..  ss..  ==  nnoott  ssiiggnniiffiiccaanntt))  
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５５  結結論論  

  

本研究では代謝解析に基づいた合理的な遺伝子改変戦略

により、アスタキサンチン生産に有用な株を開発した。 
また、培養条件の改良がさらなる生産性向上につながる可

能性を示すことができた。今後、代謝解析を駆使した株の改

変および培養条件の最適化を進めることで、アスタキサンチ

ンの大量生産法の確立が期待される。 
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た。38 °C、5%（v/v）CO2条件下で 150 µmol/m2/s白色光
を照射しながら 150 rpmで一晩培養後、500 µmol/m2/sま
で強度を増加し、さらに 6日間培養を継続した。 
条件 Bにて、Strain 1は顕著なバイオマス量増加を示

し、最大乾燥細胞重量は 4.9 g DCW/Lと、条件 Aにおける
バイオマス量の約 2倍となった（FFiigg..  99  ((aa))）。この結果は、
培養条件の最適化がバイオマス量を大幅に向上させる可能性

を示しており、アスタキサンチン生産性改善に寄与する可能

性が示された。また条件 B、培養 7日目において、Strain 1
のアスタキサンチン含量は有意に増加した（FFiigg..  99  ((bb))）。 
続いて、条件 Aで最も高い生産性を示した Strain 5を条

件 Bで評価した。条件 B、培養 7日目の Strain 5のバイオ
マスは Strain 1よりやや低かったものの（FFiigg..  99  ((aa))）、アス
タキサンチン含量は 11.8 mg/g-DCWと、条件 Aで観察され
た値より顕著に増加した。また、アスタキサンチン生産性は

7日目に 7.5 mg/L/dayに達したが、同一条件下で培養され
た Strain 1の生産性との間に有意差は認められなかった
（FFiigg..  99  ((cc))）。この結果より、光飽和条件下における tktの
過剰発現が、成長の抑制や下流のボトルネックなど、他の生

理的な制約によって制限される可能性が示唆された。 

 
４４  考考察察  

 
Strain 1とWTの比較により、crtZおよび crtWの導入に

よって β-カロテンおよびゼアキサンチンの蓄積量が減少した
一方、エキネノンやアドニルビンなどのアスタキサンチン中

間体の濃度が増加することが明らかとなった（FFiigg..  44  ((ee))）。先
行研究では、crtZ および crtW は pAQ プラスミドから発現
していたが 9)、本研究ではこれらの遺伝子を染色体へ導入し

た。一般に、プラスミドベースの発現はコピー数の増加と酵

素発現量の向上をもたらす一方、ゲノムベースの発現は長期

間の培養における遺伝的安定性を向上させる 25)。実際に、

Synechococcus sp. PCC 7002において pAQからのタンパ
ク質発現がゲノム統合による発現よりも桁違いに高いことが

報告されている 26)。しかし、Strain 1におけるアスタキサン
チン蓄積量（6.63 mg/g-DCW）は、先行研究 9)の約 2倍であ
った。今後、プラスミドコピー数、遺伝子発現量、およびタ

ンパク質量の測定による原因究明が期待される。 
また、tktを過剰発現させた Strain 5は、組換え株の中で

最も高いアスタキサンチン含有量および生産性を達成し、そ

れぞれ10.3 mg/g-DCWおよび3.5 mg/L/dayに到達した（FFiigg..  
77  ((cc)),,  ((dd))）。TKT はカルビン回路内の代謝工学ターゲットと
して知られており、以前にはシアノバクテリアにおけるエタ

ノール生産の向上に使用された 27)。一方、カルビン回路内の

他の酵素、例えば F/SBPaseやリブロース-1,5-ビスリン酸カ
ルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ（RuBisCO）は、シアノバク
テリアにおける炭素固定やバイオマス生産の向上を目的とし

てより頻繁にターゲットとされている 20), 21)。しかし本研究

では、F/SBPase の過剰発現によってアスタキサンチン生産
は減少しており、どの酵素の過剰発現が産物収量を向上させ

るかを予測することは困難であり、メタボローム解析による

有効なターゲットの特定が重要であることが示された。一方、

MEcPPの蓄積が緩和され、IspGが触媒するステップが制限
因子ではなくなったにもかかわらず、ispGの過剰発現はアス
タキサンチン含有量の増加をもたらさなかった（FFiigg..  77, FFiigg..  
88）。これは、新たな下流のボトルネックの出現や代謝フラッ
クスのバランスによるものと推測している。同様の結果は E. 
coliでも報告されており、ispGの過剰発現が中間体 HMBPP
の蓄積、細胞成長の減少、およびカロテノイド生産の低下を

引き起こし、下流酵素 ispH を共発現させバランスを調整す
ることで改善された 28) 。今後代謝解析を進め、ボトルネック

の解明・改善を通して、さらなる生産性向上が期待される。 
高細胞密度条件（条件 B）で培養した場合、Strain 5は標

準条件（条件 A）の時より生産性が向上したが、同じく条件
Bにて培養した Strain 1と同程度の生産性に留まった。この
結果より、特に光飽和条件下で、RuBisCO活性、ATP/NADPH
再生、または CO₂供給などの他の制限要因に代謝ボトルネッ
クが移行する可能性が示唆された 29)。このような条件下では、

tkt の過剰発現によるカルビン回路フラックスのさらなる増
加が全体的な炭素同化を向上させる可能性は低く、

Synechococcus sp. PCC 7002の株改良、および培養条件のさ
らなる最適化が求められる。 

 
  

(a) (b) 

(c) 

FFiigg..  99  培培養養条条件件変変更更後後ののアアススタタキキササンンチチンン生生産産評評価価  ((aa))  
細細胞胞増増殖殖ののタタイイムムココーースス  ((bb))  アアススタタキキササンンチチンン含含有有量量  
((cc))  11日日当当たたりりののアアススタタキキササンンチチンン生生産産性性  ((nn  ==  33,,  平平均均値値
±±標標準準誤誤差差,,  **  pp  <<  00..0055,,  nn..  ss..  ==  nnoott  ssiiggnniiffiiccaanntt))  
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５５  結結論論  

  

本研究では代謝解析に基づいた合理的な遺伝子改変戦略

により、アスタキサンチン生産に有用な株を開発した。 
また、培養条件の改良がさらなる生産性向上につながる可

能性を示すことができた。今後、代謝解析を駆使した株の改

変および培養条件の最適化を進めることで、アスタキサンチ

ンの大量生産法の確立が期待される。 
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た。38 °C、5%（v/v）CO2条件下で 150 µmol/m2/s白色光
を照射しながら 150 rpmで一晩培養後、500 µmol/m2/sま
で強度を増加し、さらに 6日間培養を継続した。 
条件 Bにて、Strain 1は顕著なバイオマス量増加を示

し、最大乾燥細胞重量は 4.9 g DCW/Lと、条件 Aにおける
バイオマス量の約 2倍となった（FFiigg..  99  ((aa))）。この結果は、
培養条件の最適化がバイオマス量を大幅に向上させる可能性

を示しており、アスタキサンチン生産性改善に寄与する可能

性が示された。また条件 B、培養 7日目において、Strain 1
のアスタキサンチン含量は有意に増加した（FFiigg..  99  ((bb))）。 
続いて、条件 Aで最も高い生産性を示した Strain 5を条

件 Bで評価した。条件 B、培養 7日目の Strain 5のバイオ
マスは Strain 1よりやや低かったものの（FFiigg..  99  ((aa))）、アス
タキサンチン含量は 11.8 mg/g-DCWと、条件 Aで観察され
た値より顕著に増加した。また、アスタキサンチン生産性は

7日目に 7.5 mg/L/dayに達したが、同一条件下で培養され
た Strain 1の生産性との間に有意差は認められなかった
（FFiigg..  99  ((cc))）。この結果より、光飽和条件下における tktの
過剰発現が、成長の抑制や下流のボトルネックなど、他の生

理的な制約によって制限される可能性が示唆された。 

 
４４  考考察察  

 
Strain 1とWTの比較により、crtZおよび crtWの導入に

よって β-カロテンおよびゼアキサンチンの蓄積量が減少した
一方、エキネノンやアドニルビンなどのアスタキサンチン中

間体の濃度が増加することが明らかとなった（FFiigg..  44  ((ee))）。先
行研究では、crtZ および crtW は pAQ プラスミドから発現
していたが 9)、本研究ではこれらの遺伝子を染色体へ導入し

た。一般に、プラスミドベースの発現はコピー数の増加と酵

素発現量の向上をもたらす一方、ゲノムベースの発現は長期

間の培養における遺伝的安定性を向上させる 25)。実際に、

Synechococcus sp. PCC 7002において pAQからのタンパ
ク質発現がゲノム統合による発現よりも桁違いに高いことが

報告されている 26)。しかし、Strain 1におけるアスタキサン
チン蓄積量（6.63 mg/g-DCW）は、先行研究 9)の約 2倍であ
った。今後、プラスミドコピー数、遺伝子発現量、およびタ

ンパク質量の測定による原因究明が期待される。 
また、tktを過剰発現させた Strain 5は、組換え株の中で

最も高いアスタキサンチン含有量および生産性を達成し、そ

れぞれ10.3 mg/g-DCWおよび3.5 mg/L/dayに到達した（FFiigg..  
77  ((cc)),,  ((dd))）。TKT はカルビン回路内の代謝工学ターゲットと
して知られており、以前にはシアノバクテリアにおけるエタ

ノール生産の向上に使用された 27)。一方、カルビン回路内の

他の酵素、例えば F/SBPaseやリブロース-1,5-ビスリン酸カ
ルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ（RuBisCO）は、シアノバク
テリアにおける炭素固定やバイオマス生産の向上を目的とし

てより頻繁にターゲットとされている 20), 21)。しかし本研究

では、F/SBPase の過剰発現によってアスタキサンチン生産
は減少しており、どの酵素の過剰発現が産物収量を向上させ

るかを予測することは困難であり、メタボローム解析による

有効なターゲットの特定が重要であることが示された。一方、

MEcPPの蓄積が緩和され、IspGが触媒するステップが制限
因子ではなくなったにもかかわらず、ispGの過剰発現はアス
タキサンチン含有量の増加をもたらさなかった（FFiigg..  77, FFiigg..  
88）。これは、新たな下流のボトルネックの出現や代謝フラッ
クスのバランスによるものと推測している。同様の結果は E. 
coliでも報告されており、ispGの過剰発現が中間体 HMBPP
の蓄積、細胞成長の減少、およびカロテノイド生産の低下を

引き起こし、下流酵素 ispH を共発現させバランスを調整す
ることで改善された 28) 。今後代謝解析を進め、ボトルネック

の解明・改善を通して、さらなる生産性向上が期待される。 
高細胞密度条件（条件 B）で培養した場合、Strain 5は標

準条件（条件 A）の時より生産性が向上したが、同じく条件
Bにて培養した Strain 1と同程度の生産性に留まった。この
結果より、特に光飽和条件下で、RuBisCO活性、ATP/NADPH
再生、または CO₂供給などの他の制限要因に代謝ボトルネッ
クが移行する可能性が示唆された 29)。このような条件下では、

tkt の過剰発現によるカルビン回路フラックスのさらなる増
加が全体的な炭素同化を向上させる可能性は低く、

Synechococcus sp. PCC 7002の株改良、および培養条件のさ
らなる最適化が求められる。 

 
  

(a) (b) 

(c) 

FFiigg..  99  培培養養条条件件変変更更後後ののアアススタタキキササンンチチンン生生産産評評価価  ((aa))  
細細胞胞増増殖殖ののタタイイムムココーースス  ((bb))  アアススタタキキササンンチチンン含含有有量量  
((cc))  11日日当当たたりりののアアススタタキキササンンチチンン生生産産性性  ((nn  ==  33,,  平平均均値値
±±標標準準誤誤差差,,  **  pp  <<  00..0055,,  nn..  ss..  ==  nnoott  ssiiggnniiffiiccaanntt))  
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５５  結結論論  

  

本研究では代謝解析に基づいた合理的な遺伝子改変戦略

により、アスタキサンチン生産に有用な株を開発した。 
また、培養条件の改良がさらなる生産性向上につながる可

能性を示すことができた。今後、代謝解析を駆使した株の改

変および培養条件の最適化を進めることで、アスタキサンチ

ンの大量生産法の確立が期待される。 
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