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大腸菌およびStretωωccus属細菌のギ酸生成とその代謝機構

西村順子1*・米山裕し磯貝恵美子し川井泰2・粛藤忠夫1

(1東北大学大学院農学研究科，仙台市， 981-8555) 

(2日本大学生物資源科学部，神奈川県藤沢市， 252-0880) 

Formic acid production and its metabolic mechanism on Escherichia coli and genus Strettococcus 

Junko Nishimura1*， Hiroshi Yoneyama1， Emiko Isogaj1， Yasushi Kawai2， and Tadao Saito1 

(lGraduate School of Agricultural Science， Tohoku University， Aoba-ku， Sendai 981-8555) 

(2College of Bioresource Science， Nihon University， Fujisawa， Kanagawa 252-0880) 

はじめに

ヨーグルトは，通常Lactobαcillusdelbrueckii subsp. 

bulgari，ωsとStreptoωccusthermophlilusという 2種類の

乳酸菌による共培養により製造されている。 WHO/

FAOのコーデックス委員会では，国際規格として「ヨー

グルトはL.bulgaricusおよび丘 thermoPhilusの両菌の

乳酸発酵作用により乳及び脱脂粉乳などの乳製品から作

られるもの」と規定している。この2菌種を同時に乳

発酵に用いるのには，大きな理由がある。すなわち，乳

中でこれら 2菌種による「共生関係」が構築されてお

り，初めに生育の早いS.thermoPhilusがギ酸，ピルビ、

ン酸，葉酸1)，二酸化炭素2)をL.bulgaricusに供給し，

その後生育の遅いL.bulgaricusが菌体外プロテアーゼ

やペプチダーゼを生産し，乳中のカゼインやホエータン

パク質から生成したペプチドやアミノ酸を丘 ther-

moPhilusが利用してさらなる生育を促進している3)。

丘thermoρhilusから L.bulgari，ωsへ供給される「ギ

酸」は，L. bulgaricusは自ら生合成することができない

生育に必須な物質であるため，環境からのギ酸供給が不

足すると L.bulgaricusの生育制限が生じる3)。つまり，

S. thermoPhilusからのギ酸生成機序の知見を深めるこ

とは，今後の発酵乳製造の展開を考える上で，非常に重

要となると考えられる。 Suzukiらは，ギ酸はL.bul-

garicusのdenovoプリン合成に利用され4)，ギ酸不足に

よって菌体の異常伸長が生じることを報告している5)。
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近年筆者らは，ギ酸がL.bulgaricusの細胞表層構造を

正常化させることで，細胞分割の正常化が起こり細胞増

殖の活性化に大きく寄与することを明らかにした6)。

本稿では，細菌のギ酸生成とその代謝機構について，

モデル生物の一つである大腸菌 (Escherichiacoli)およ

びStreptoωαus属の研究成果を紹介し， S. thermoPhilus 

のギ酸代謝を理解することにより，ヨーグルト製品への

応用をはじめ今後の発酵乳製造の将来性や展望について

考えていきたい。

1. E. coliにおけるギ酸生成と代謝機構

E. coliは糖代謝で中間代謝物としてギ酸を生成し，

最終産物として二酸化炭素と水素を生成する7~9) (Fig. 

1)。ギ酸を生成する前段階の糖代謝中間産物であるピ

ルビン酸は，好気条件下(破線の枠内)ではピルビン酸

デヒドロゲナーゼ (Pyruvatedehydrogenase: PDH)に

よりアセチルCoAと二酸化炭素に分解され， TCA回路

に入る。一方，嫌気条件下(実線の枠内)では，ピルビ、

ン酸ギ酸リアーゼ (Pyruvateformate-lyase: PFL) に

よりギ酸が生成して，さらにはギ酸水素リアーゼ (For-

mate hydrogen-lyase: FHL) により最終的に二酸化炭

素と水素が生成する10)。この最終段階で働く FHLは，

ギ酸デヒドロゲナーゼH(Formate dehydrogenase-H: 

FDHH) とヒドロゲナーゼ3(Hydrogenase-3: Hyd-3) 

から形成される複合体 (FDHH/Hyd-3)である。 FHL

複合体を構成する酵素の一つのギ酸デヒドロゲナーゼ

(FDH)は，その触媒作用によってギ酸から二酸化炭素を

生成させるが，触媒分子の種類によって3種(FDHo，N，H)

に区分されている。なかでも FDHHは，E. coli由来水

素ガスをバイオマスとして活用しようとする観点からも

近年注目されている。 FHLを形成している他方の酵

素，ヒドロゲナーゼについては，E. coliで4種 (Hydro-
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Fig. 1 Aerobic and anaerobic glucose metabolism in Escherichia coli. 
PDH: Pyruvate dehydrogenase， PFL: Pyruvate formate-Iyase， FHL: Formate hydrogenlyase， FDH: Formate dehydro 
genase， Hyd-3: Hydrogenase-3. [Cited from Ref. 8 and 9 with modification] 

genase-1， 2， 3， 4)が報告されており， FHL複合体形成

の研究から，とくに Hyd-3に関する研究が進んでい

る11，12)。近年， FhlA (転写調節タンパク質)が Hyd田3

とFDHHの遺伝子発現を活性化することが報告され

Tこ15)。

ギ酸代謝による水素分子の生成機構を Fig.2に示し

た。 FDHH と共に作用する Hyd-3の構造遺伝子は，

ihycオペロン」にコードされている 8つの遺伝子 (hyc

B，C，D，E，F，G，H，I)からなるクラスターを形成して

いる12)。細胞膜における FHL複合体(破線の枠内)は，

FDHHと6つのポリペプチド (HycB，C， D， E， F， G，灰

色)から構成され， FDHH とHycEは細胞膜の内側に

存在し，その他の5種は細胞膜内もしくは細胞膜を貫

通して存在すると考えられている。ギ酸の電離で生じた

電子 (2e一)は FDHHを経由して HycB→HycF→HycG

→HycEの順に電子が受け渡され， 2分子の水素イオン

(2H+)に電子が供与されて，最終的に水素分子 (H2)

が生成する。この一連の電子の流れは， HycBとHycF

のFe-S(鉄一硫黄)クラスター13)ならびに HycEのNi-

Fe (ニッケlレー鉄)ヒドロゲナーゼ14)の金属イオンの作

用で行われる。また，hycオペロンの残り 2つの HycH

とHycIは，いずれも Hyd-3ユニット前駆体が活性型に

なるときに必要なタンパク質で， FHL複合体構成には

直接的に関与していない。なお， HycC， Dの2つのタ

ンパク質は， FHL複合体を構成するサブユニットであ

るが，いずれも機能については解明されていない。

E. coliの細胞内で生成したギ酸は解離すると同時に

水素イオンも蓄積する。これらは FHL複合体で水素分

FHL C示pl面寸

Cell membrane 

Cytoplasm 

......'............"，，-......1 
H2 <=二コ 2W 2HCOO-=ニキ 2C02，2W

Fig. 2 Putative model of formate hydrogenlyase (FHL) 
complex and proton translocation in the cell 
membrane of Escherichia coli. 
FHL complex is surrounded with dotted line. FHL 
complex is consisted with formate-dehydro-
genese H (FDHH) and six polypeptides (Hyd-3 
overlaid with gray). The electrons are transferred 
as indicated in black arrows and hydrogen gas 
and carbon dioxide are produced from formate. 
[Cited from Ref. 12 and 13 with modification] 

子に変換されるが，過剰のギ酸イオンおよび水素イオン

は，細胞内 pHのホメオスタシス(恒常性)維持のため，

細胞外へ排出しなければならない。ギ酸の細胞外輸送に

は， トランスポータ- FocAが関与している16)。このト

ランスポーターはアクアポリン(水チャネル)に類似し

ており， 5量体の個々のプロトマーの N-末端ヘリック

ス領域と C一末端領域ならびに Qループといわれる部位

の構造を pH依存的に変化させ，pH 7.0ではこのチャネ

ルが開いて基質(ギ酸)が通過できるが， pH 5.1では

チャネルが閉鎖すると報告されている17)。また FocAを
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経由する以外の別経路として， トランスポータ-FocB

の存在も示唆されている18)。

E. coliはモデル生物としてだけでなく，その発酵特

性を生かした工業的活用が検討されている。前述した

E. coli由来水素ガス生産は，糖源と細胞外pHに影響さ

れるのが判明しており 9，20，21)，糖源をグルコースより安

価なグリセローlレに変えるなどの研究が進展している。

2. S. mutansの糖代謝とギ酸生成

Streptococcus属は乳酸菌の中で，Lactobacillus属に次

いで二番目に多い菌種から構成される属である。 Strep-

tococcus属細菌は，人や動物の口腔や消化管から分離さ

れ，病原性を有するものが多いが，唯一S.thermophi-

lusだけが有用微生物として発酵乳製造に利用されてい

る。

ここでは，研究の進んでいる丘 mu抑制を例として説

明する。丘 mutansはグラム陽性の通性嫌気性細菌であ

り，主要な「う蝕(虫歯)J原因菌の一種である。糖代

謝から生じた乳酸などの有機酸でエナメル層が脱灰さ

れ，う蝕が生じる22，23)0 Fig. 3には S.mutansの糖代謝

の概略を示した。S.mutansは細胞内に糖(グルコース)

をPTS系で取り込み，エムデンマイヤーホフ (EM)

経路を介してピルビン酸に変換し，好気性条件下(破線)

では乳酸脱水素酵素 (Lactatedehydrogenase: LDH) 

Glucose 

C6H1206 

11 EM pathway 
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の作用により乳酸を生成するが，嫌気的条件 (実線)下

では PFLの作用によりギ酸を生成する24)。丘 mutans

も前述のE.coliと同様に，ギ酸を FDH-Hyd複合体の

FHLで分解し，水素分子と二酸化炭素を生成する。糖

の種類や供与量によって主となる発酵経路に差違が生じ

るのも，E. coli同様である。嫌気条件下で，資化しや

すい糖源が高含量のときは LDHによる乳酸生成が優勢

となるが，糖含量が低く，あるいは資化性の低い糖を利

用するときには PFLによる代謝が主流となり，ギ酸，

エタノール，酢酸，二酸化炭素の生成割合が増加す

る25)。また，糖代謝中間体であるフルクトース 1，6一二

リン酸が高濃度になると PFL回害が生じ，糖の供与過

剰状態では PFLの生成自体が抑えられる26)0 S. mutans 

の糖代謝も，酸素の存在の有無や糖源によって代謝経路

が大きく異なり，糖代謝によるエネルギー獲得や酸生産

能は複雑にコントローJレされているので，これらの制御

により白的成分を増産させることも可能と考えられる。

3. PFLとPFL活性化酵素 (PFLActivase) 

E. coli (Fig. 1)や丘 mutans(Fig. 3)の嫌気的な糖

代謝において重要な PFLは，酸素感受性が非常に高

く，酸素に接触すると瞬時に失活する酵素である。これ

は酸素と PFLの活性中心のラジカル反応で生じた活性

酸素により， PFLのポリペプチド鎖が切断されるため

よ12f::::ijiJi
| n | 回~み Egar rich I 

lHMMOf 
assimilatable sugars H

2 回
.........Ac仰 |ω

4正巳JFormic acid CH3CO-CoA 
ふー・ HCOOH 〆、
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Fig. 3 Aerobic and anaerobic glucose metabolism in Streptococcus mutans 
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EM pathway: Embden-Meyerhof pathway， LDH: Lactate dehydrogenase， PFL: Pyruvate formate-Iyase， FHL: Formate 
hydrogenlyase. [Cited from Ref. 25 with modification] 
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である27)。しかし嫌気状態の一定条件下でPFLActi-

vase の作用によって再活性化し28~30)，その反応にはSー

アデノシルメチオニンや Fe2+，還元物質 (NADPH)

などが関与している30，31)0 Streptococcus属細菌に見出さ

れている PFLは菌種によって酸素感受性および型転換

が異なり， S. mu抑制の PFLはS.sanguisのPFLより

も酸素傷害を受けやすいが，好気条件下でも僅かに発現

している25，29)0 Streρtococcus属細菌のPFL発現特性

は，生育時期や生息場所，さらには進化過程の関連性が

示唆されている25，29)。

丘mutansのPFLの生合成遺伝子は染色体上にPflと

してコードされており，総塩基数は2，325bp， ORFから

アミノ酸残基数は775，分子量は87，533のタンパク質

で，推定アミノ酸配列はE.coliのPfl遺伝子と類似性が

非常に高い32，33)0 PFL Activase遺伝子 (αct)は， ρFか
ら離れた領域に存在が確認されている34)。αctは他の菌

種 (Lactococωslactis， S. bovis， E. coli)でも報告されて

いるが25)，E. coliのαctはPfl直近の下流領域に存在し

ており， S. mutansのPFL発現調節はE.coliと異なる

ようである。両菌のPFLの至適pHは， S. mutansは

pH 6.8 (中性域)であるのに対し，E. coliではpH7.6-

7.7 (塩基性域)であり， S. mutansのほうがPFLをよ

り活性化しやすい状態といえる35~37) 。

S. mutansではαctの存在が確認されているものの，

タンパク質としての検証例はない。タンパク質としての

PFL Activaseが確認されているのは，E. coliのみであ

る36 ，38~40) 0 E. coliのPFLActivaseはSーアデノシルメ

チオニン， Fe2+，還元型フラビン， DTT，ピルビン酸

による触媒作用でPFLが活性型となる一方， PFLを不

活性化させるシステムもあり，この反応には Fe2+の他

にNADやCoA，ピルビン酸が作用している40，41)(ピル

ビン酸は正負両方のエフェクターとなる)。また Fe2+

以外の2価金属イオン (Cu2+，Zn2+， Cd2+)も阻害的に

作用すると考えられている36)。

4. S. thermophilusのPFL

現在のところ， S. thermoρhilusのギ酸およびPFLに

関しての直接的な論文は 1報のみである。 2005年，

Derzelleらは，丘 thermoPhilusを合成培地 (M17-Lac)

と乳培地でのプロテオーム特性を比較することによって

S. thermoPhilusの乳に対する適応性を報告した42)。そ

の結果， S. thermoPhilusを乳中で生育させると，窒素

代謝および糖代謝の両方で大きな変化がみられ，とくに

Pflの発現が顕著に増加し， PFLの著しいアップレギュ

レーションが確認できた。またギ酸やプリンヌクレオチ

ドの欠乏状態でも，同様の現象が生じた。彼らはs.

thermoPhilus PFLの発現が翻訳レベルで制御されてお

第63巻

り，翻訳後の活性化を推測している。また， PFL活性

化因子のαctは， S. mutans同様，Pfl直近領域には存在

しておらず， ρFの上流域にはカタボライト抑制に関与
する cis配列 (crebox)が認められたことから，酸素

だけでなく糖のカタボライト抑制の影響も受ける可能性

を指摘している。さらに，乳培地でのPflの発現が増強

されているのに培地中のギ酸は増加せず， S. thermoPhι 
lus自身の生育に利用されたのではないかと考察してい

る。なお， S. thermoPhilusが絶対嫌気条件下にはおか

れていない通常の乳培地で良好に生育し，しかも培養開

始直後からρFの発現が誘導される理由は不明である。
乳には特別な活性酸素除去物質が存在しているのかもし

れない。

筆者らはS.thermoPhilusのPFLについてBLAST解

析を行ったところ，これまでに 6菌株 (LMG18311，

CNRZ1066， LMD-9， ND03， JIM8232， MN-ZLW-002) 

のPFL配列が決定されており，そのアライメント解析

ではいずれも 769残基におけるアミノ酸一致率は99~

100%と極めて保存性が高いことが判った。同時に，

Streptoωccus属細菌聞のPFLの相向性について，丘

mutans GS-5と丘 thermoPhilusLMG18311のPFLのア

ライメントも行った (Fig.4) 0 S. mutansのアミノ酸残

基数は775残基と丘 thermoPhilusの6菌株と比較して6

残基少なく，両タンパク質のアミノ酸レベルでの相向性

も89%と低かった。また，両菌種のPFLはいずれも親

水性タンパク質であり，平均疎水性値はそれぞれ-

0.3854， -0.4298と，丘 thermoPhilusPFLの方が，少し

親水性が高かった (SOSUIの結果より)。両菌種の

PFLの触媒部位ならびにラジカル形成部位は，それぞれ

(409) SCISCCVSPL (418)および (734)RISGYCV 

(740) と完全一致し，活性部位は完全に保存されてい

た。なお本活性部位は丘町ogenes，S. salivarius，丘equi

のPFLとも一致したが，E. coliのPFLの活性部位配

列パターンとは大きく異なっていた43)。これらの結果

より， PFL活性発現に関しては同属内での高度保存が

示唆され，大変興味深い点である。

最後に

筆者らはこれまでL.bulgarた仰が生産する機能性菌

体外多糖の生産性機構6，44~46) に着目して研究を遂行して

きた。ヨーグルト中の菌体外多糖生産性の向上には，共

生する丘 thermoPhilusの生育性や発酵特性が重要であ

り，丘 thermoPhilusのギ酸生成能は主要因の一つであ

る47)。つまり， S. thermoρhilusのギ酸生成促進能の高

い菌株の選択利用は，ヨーグルト製造における品質を大

きく左右することに繋がる。 S.thermophilusのPFLが

効果的に発現する環境は，発酵乳製造の時間短縮による
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S.斤JUtansGS-5 MATVKTNTDVFEKAWEGFKGTDWKDRAS工SRFVQDNYTPYDGDESFLAGPTERSLH工KKV 60 

MATVKTNTDVFEKAWEGFKGTDWK++AS+SRFVQ NYTPYDGDESFLAGPTERSL 工KK+

S. thermophilus LMG18311 1 MATVKTNTDVFEKAWEGFKGTDWKEKASVSRFVQANYTPYDGDESFLAGPTERSLKIKK1 60 

S. mutans GS-S 61 VEETKAHYEETRFPMDTR工TSIADIPAGY工DKENEL工FG工QNDELFKLNFMPKGG工RMAE 120 

+EETKAHYEETRFPMDTR TSIAD工PAGY工 K++EL工+G工QNDELFKLNFMPKGGIRMAE

S. thermophilus LMG18311 61 IEETKAHYEETRFPMDTRPTS工ADIPAGY工SKDDELIYG工QNDELFKLNFMPKGG工RMAE 120 

S. mutans GS-5 121 TALKEHGYEPDPAVHE工FTKYATTVNDG工FRAYTSN工RRARHAHTVTGLPDAYSRGR工工G 180 

TALKEHGYEPDPAVHEIFTK+ TTVNDG工FRAYTSNIRRARHAHT+TGLPDAYSRGR工工G

S. thermophilus LMG18311 121 TALKEHGYEPDPAVHE工FTKHVTTVNDG工FRAYTSNIRRARHAHTITGLPDAYSRGR工工G 180 

S. mutans GS-5 181 VYARLALYGADYLMQEKVNDWNS工AE工DEESIRLREE工NLQYQALGEVVRLGDLYGLDVR 240 

VYARLALYGAD+LMQEKVNDWNS工 E工+EE+工RLREE+NLQYQAL+VVRLGDLYG+DVR 

S. thermophilus LMG18311 181 VYARLALYGADFLMQEKVNDWNS工EE工NEET工RLREEVNLQYQALQDVVRLGDLYGVDVR 240 

S. mutans GS-5 241 KP AMNVKEA工QW工NIAFMAVCRVINGAATSLGRVPIVLDIFAERDLARGTFTESE工QEFV 300 

+PA + KEA工QWNIAFMAVCRVINGAATSLGRVPIVLD工+AERDLARGT+TESE工QEFV

S. thermophilus LMG18311 241 RPAFDTKEA工QWTN工AFMAVCRVINGAATSLGRVP工VLD工YAERDLARGTYTESE工QEFV 300 

S. mutansGS-5 301 DDFVMKLRTVKFARTKAYDELYSGDPTF工TTSMAGMGADGRHRVTKMDYRFLNTLDN工GN 360 

DDFV+KLRTVKFARTKAYDELYSGDPTF工TTSMAGMGADGRHRVTKMDYRFLNTLDN工GN

S. thermophilus LMG18311 301 DDFVLKLRTVKFARTKAYDELYSGDPTFITTSMAGMGADGRHRVTKMDYRFLNTLDN工GN 360 

S. mutans GS-5 361 APEPNLTVLWSSKLPYSFRHYCMSMSHKHSSIQYEGVTTMAKEGYGE 420 

S. thermophilus LMG18311 361 420 

5斤JutansGS-5 421 ENEDRRHNLQYFGARVNVLKALLTGLNGGYDDVHKDYKVFDVEP工RDEVLDFETVKANFE 480 

ENE++RHN+QYFGARVNVLKALLTGLNGGYDDVHKDYKVFD++P+RDEVLDF+TVKANFE 

S. thermophilus LMG18311 421 ENEEQRHN工QYFGARVNVLKALLTGLNGGYDDVHKDYKVFD工DPVRDEVLDFDTVKANFE 480 

S. mutans GS-5 481 KALDWLTDTYVDAMN工工HYMTDKYNYEAVQMAFLPTRVKANMGFG工CGFSNTVDSLSA工K 540 

K+LDWLTDTYVDA+N工工HYMTDKYNYEAVQMAFLPT++ANMGFGICGF+NTVD+LSA工K

S. thermophilus LMG18311 481 KSLDWLTDTYVDALN工工HYMTDKYNYEAVQMAFLPTKQRANMGFG工CGFANTVDTLSA工K 540 

S. mutans GS-5 5 41 YATVKPIRDEDGYIYDYETVGNFPRYGEDDDRVDSIAEWLLEAFHTRLARHKLYKDSEAT 600 

YATVKP工RDEDGYIYDYET+G+PR+GEDD R + +AEWL+EA+ TRL HKLYKD+EAT 

S. thermophilus LMG18311 541 YATVKPIRDEDGY工YDYET工GEYPRWGEDDPRSNELAEWLIEAYTTRLRSHKLYKDAEAT 600 

S. mutans GS-5 601 VSLLTITSNVAYSKQTGNSPVHKGVYLNEDGSVNLSKVEFFSPGANPSNKASGGWLQNLN 660 

VSLLT工TSNVAYSKQTGNSPVHKGVYLNEDGSVNLSK+EFFSPGANPSNKAGGWLQNLN 

S. thermophilus LMG18311 601 VSLLT工TSNVAYSKQTGNSPVHKGVYLNEDGSVNLSKLEFFSPGANPSNKAKGGWLQNLN 660 

S. mutans GS-5 6 61 SLKKLDFAHANDGISLTTQVSPKALGKTFDEQVANLVTILDGYFEGGGQHVNLNVMDLKD 720 

SL LDF +A DG工SLTTQVSP+ALGKTDEQV NLVT工LDGYFEGGQH+NLNVMDL 

S. thermophilus LMG18311 661 SLASLDFGYAADG工SLTTQVSPRALGKTRDEQVDNLVT工LDGYFENGGQHLNLNVMDLSA 720 

S. mutans GS・5 721 VYDK工MNGEDV工 TKYLTKEQKTELTQRVFHEVLSMDDAATDLVNNK 775 

VYK工M+GEDV工V1R工SGYC~TKYLT EQKTELTQRVFHEVLS DDA 

S. thermophilus LMG18311 721 VYKKIMSGEDVIVIR工SGYC~TKYLTPEQKTELTQRVFHEVLSTDDAMG一一一 769

Fig. 4 Sequence alignments of pyruvate formate-Iyase from Streptococcus thermophilus and Streptococcus mutans. 
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Each catalytic and radical formation domains are shown as gray and white box. Each accession numbers are as follows; 

YP _006489670 (S. mutans GS-5) and YP _140075 (S. thermophilus LMG 18311) 

経済的効果をもたらすとともに，L. bulgaricus由来の機

能性菌体外多糖生産の増加も期待できる。そのために

は，原料乳中の酸素除去ならびに糖の種類と含量の制御

などの因子解析は極めて重要と考えられる。

本稿ではE.coliおよびS.mut，ωzsによるギ酸生成を

中心に考察した。 PFLは非常に高い酸素感受性を有し

ているため，本酵素に関する研究はその特性から困難を

極めることが予想されるが，今後， S. thermoPhilusの

PFLの機能に関して，全容解明がなされることを願っ

てやまない。
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