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§１ 研究実施の概要 
（１）実施概要 

 本研究では、まずアーキアにおけるバイオマス分解およびバイオエネルギー生産に関わる機

能を理解し、それらの強化を進めた。さらに異種生物由来の機能も導入し、機能の融合を図る

ことにより非可食性バイオマスからの水素・メタン・スクワレン等バイオエネルギー生産能を示す

アーキアの創製を目指して研究を実施した。 

 バイオマス分解については超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensisのキチン分解経路
を中心に解析を進めた。未同定であった酵素（グルコサミンキナーゼ）を明らかにし、その後本

経路の強化を目指した。キチンから中央糖代謝の中間体であるフルクトース 6-リン酸までの代

謝経路の全酵素遺伝子の大量発現を進めることにより効率的なキチン分解菌の構築に成功し

た。さらに解糖系遺伝子の発現を抑制する転写制御因子の破壊およびキチンを炭素源とした

集積培養を行うことにより、キチン分解能と水素生産能を融合することに成功しキチン依存的な

水素生産を実現することができた。また異なる好熱性微生物よりキチン・キシラン分解活性を示

す新型酵素も複数同定することができた（跡見・今中 G）。中でも、超好熱性アーキア

Thermococcus chitonophagusからはキチン鎖の還元末端を認識する新型耐熱性キチナーゼを
同定し、その生化学的特性を明らかにした（跡見 G）。また T. kodakarensis 由来キチナーゼの
chitin binding domainの立体構造を解明した（三木 G）。 

 アーキアのペントース代謝にも着目し、ribokinase family に属する３種の機能未知タンパク質

の解析を進めた。予想に反し、TK2285が myo-inositol、TK1843が cytidine、TK2029が ribose 

1-phosphate を基質とするリン酸化酵素であることが判明した。これらの生理的役割について検

討したところ、TK2029 がいままで認識されていなかった nucleoside の分解経路に関与すること

がわか った 。本経路は nucleoside の ribose 部位を ribose 1-phosphate-->ribose 

1,5-bisphosphate-->ribulose 1,5-bisphosphate-->2分子の 3-phosphoglycerateにまで変換し、

中央代謝経路へと導く役割を果たす。新しい本経路を pentose bisphosphate pathway と命名し

た（跡見・今中G）。また好塩菌において同経路の変形型のものも明らかにした（跡見G）。さらに

TK2285 が新型の myo-inositol kinase であったことからその立体構造・反応機構・基質認識機

構を解明した（三木・跡見 G）。またメタン生成アーキアの１種である Methanospirillum hungatei
において、Rubiscoが関与する新しい炭酸固定経路 reductive hexulose phosphate pathwayを

発見した。本経路では二酸化炭素がホルムアルデヒドへと変換され、メタン生成経路に導入さ

れると考えられる（蘆田 G）。 

 T. kodakarensisによる水素生産については、水素発生型ヒドロゲナーゼ（Mbh）遺伝子群の大

量発現を行うことにより Mbh のタンパク質量および水素生産速度がともに増加した。さらに水素

消費型ヒドロゲナーゼ（Hyh）遺伝子の破壊を進めた結果、さらなる水素生産速度の上昇が観察

された。これらの実験においては pyruvate およびデンプンを基質としていたが、上記の通り、キ

チン分解経路の強化を進めることにより、キチン依存的な水素生産が可能となった（跡見 G）。 

 アーキアによる炭化水素燃料合成を目指した研究においては、まず藻類のスクワレンシンタ

ーゼと相同性のある遺伝子を好熱菌由来ゲノム情報から検索した。数種の候補遺伝子のうち、

好熱性アーキア由来のホモログを T. kodakarensisに導入した結果、炭化水素の生成が観察さ
れた。また炭化水素生産量の増加を目指して、前駆体である acetyl-CoA の合成・消費経路に

着目した。具体的には（i）acetyl-CoA 消費経路の同定、および（ii）CoA 生合成制御機構の解

明、などを進めた。（i）については、 ゲノム上に存在する５種の acetyl-CoA synthetaseホモログ

の基質特異性を明らかにすることができた（跡見・今中 G）。（ ii）については ketopantoate 

reductase（KPR）へのCoAによる feedback inhibitionという真核生物やバクテリアのものとは異な

る制御様式を同定することができた。また KPRおよび KPR-CoA複合体の立体構造を解明する

ことにより CoAによる feedback inhibitionの分子機構を解明することができた（三木・跡見 G）。 

 本研究を通じて新規活性を示す数多くの耐熱性酵素が同定されたが、それらを利用した in 
vitro 人工代謝経路の構築も進めた。いままでにグリセロールから乳酸へのワンポット変換、補

酵素 NAD+のサルベージ系等が達成できている（本田 G）。 

 このように本研究を通じて、バイオマス分解やバイオエネルギー生産に関わるアーキアの特異
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な酵素や代謝機構が数多く同定された。またこれらの機能の強化や他生物種由来機能との in 
vivo、in vitro融合によりバイオマス分解に依存したバイオエネルギー生産も可能となった。 

 

（２）顕著な成果 

 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．アーキアにおいてヌクレオシドを代謝するペントースビスリン酸経路の発見 

概要： アーキアの多くはペントースリン酸経路を持たずヌクレオシド代謝が不明であった。本

課題では、超好熱性アーキアにおいてヌクレオシドのペントース部位を中央糖代謝産物に分

解、もしくは核酸に変換するペントースビスリン酸経路を発見した。また本経路で機能する

ADP依存的リボース 1 リン酸キナーゼを同定した。 

 

本成果によりアーキアにおけるペントース代謝機構の理解がさらに深まり、効率の良いペント

ース（有機物）分解のデザインに寄与する知見を提供できた。ADP依存的リボース 1 リン酸キナ

ーゼやペントースビスリン酸経路発見を含む研究成果はトップクラスのジャーナルに掲載され

（Nature Chem. Biol., vol. 11, No. 5, pp. 355-360, 2015）、極めて先導的であると言える。 

 

２．アーキアにおける CoA生合成経路および制御機構の同定 

概要： 超好熱性アーキアにおいて CoA の前駆体の１つである-アラニンの生合成に関与す

る新規アスパラギン酸デカルボキシラーゼを同定した。また、CoA 生合成には多くのエネルギ

ーを必要とすることからその制御が重要であるが、本研究課題ではアーキアおよび Type III 

pantothenate kinaseを有するバクテリアにおけるCoA生合成のフィードバック制御機構も解明

した。 

 

CoA は本研究課題で合成に成功した炭化水素を含め様々な化合物の生合成に必要な因

子である。本成果により、CoA生合成機構（J. Bacteriol., vol. 194, No. 19, pp. 5434-5443, 

2012、Extremophiles, vol. 16, No. 6, pp. 819-828, 2012、J. Bacteriol. vol. 196, No. 6, 

pp.1222-1230, 2014）とその制御（Mol. Microbiol., vol. 90, No. 2, pp. 307-321, 2013）が明

らかにできたことから、CoA自体の大量生産やCoAを用いた化合物の生産に活かすことができ

ると考えられる。すなわち、真核生物・細菌・アーキアの代謝経路を組み合わせることにより、フ

ィードバック制御の標的酵素を回避できると考えられ、今後の代謝工学研究に波及効果がある

と考えられる。 

 

３．ヒドロゲナーゼ成熟化因子の構造解析と作用機構の解明 

概要： ヒドロゲナーゼは、次世代エネルギーとして期待されている水素を生成する酵素である

が、活性体としての発現が難しく、その理由の一つとして複雑な成熟化機構の存在が挙げら

れる。本研究課題では、ヒドロゲナーゼの成熟化に関わる 4 つの因子の立体構造を明らかに

し、特にヒドロゲナーゼへのニッケルの挿入に関する作用機構を明らかにした。 

 

本成果により、ヒドロゲナーゼ組換え型タンパク質の in vitroにおける成熟化や細胞内での成
熟型ヒドロゲナーゼの活性発現に対する方向性が明確になった。研究成果はトップクラスのジャ

ーナルに掲載され（Proc. Natl. Acad. Sci. USA., vol. 112, No. 25, pp. 7701-7706, 2015）、

極めて先導的であると言える。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．アーキアにおける炭化水素生産株の創製 

概要：超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis が持つイソプレノイド合成能と好熱菌由
来酵素が持つプレニル二リン酸縮合能を融合することにより、スクワレン様炭化水素の合成に

成功した。さらに、スクワレン様炭化水素の前駆体である acetyl-CoA を代謝する遺伝子の破
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壊（遺伝子工学）および細胞固定化担体の添加（培養工学）により炭化水素の生産量を向上

させた。 

 

本成果により、量はまだそれほど多くないもののアーキアを宿主として炭化水素を合成できた。

スクワレン様炭化水素はバイオ燃料や化粧品成分としての利用が期待できるため、さらなる生

産量の向上を達成できれば、キチンなどの非可食性バイオマスからの高付加価値化合物の工

業生産に繋げられる可能性がある。（下記２参照） 

 

２．非可食性バイオマスからの水素生産株の創製 

概要： 超好熱性アーキアT. kodakarensisのキチン代謝経路を遺伝子工学的に増強し、さらに
集積培養により強化することで、キチン分解能が飛躍的に増強された T. kodakarensis株の単
離に成功した。本菌において、野生株では確認できなかったキチン添加に伴う水素生産量の

増加が確認された。コロイド状キチンからの水素生産量は同量のマルトデキストリンからの水

素生産量に匹敵し、キチンの有効利用への道を開く可能性がある。 

 

３．NAD+サルベージ合成のための in vitro人工代謝経路の構築 

概要： NAD+サルベージ合成のための in vitro人工代謝経路を完成させ、NAD+の見かけの熱

安定性を大幅に向上させることができた。これにより、好熱性酵素の産業利用に際して従前か

らの課題となっていたニコチンアミド補酵素の熱分解を抑える道筋が明らかとなった。耐熱性

酵素の優れた安定性を十分に活用することが可能となり、酵素法による新たな有用物質生産

プロセスの開発につながりうる成果である。 
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§３ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

① 「京都大学・工学研究科（跡見）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

跡見 晴幸 京都大学工学研究科 教授 H23.4～ 

金井 保 同上 講師 H23.4～ 

佐藤 喬章 同上 助教 H23.4～ 

SIMONS, 

Jan-Robert 

同上 研究員 H25.4～ 

青野 陸 日本学術振興会 特別研究員 H23.4～ 

ASLAM, Mehwish 京都大学工学研究科 D2 H26.4～ 

蜂須賀 真一 同上 D1 H25.4～ 

金関 剛史 同上 M2 H26.4～ 

川村 弘樹 同上 M2 H26.4～ 

中田 菜月 同上 M2 H26.4～ 

吉井 祐太 同上 M2 H26.4～ 

下坂 天洋 同上 M1 H27.4～ 

濱北 宗太郎 同上 M1 H27.4～ 

福島 ひかる 同上 M1 H27.4～ 

藤澤 智子 同上 M1 H27.4～ 

片野 正展 同上 研究員 H23.12～H24.8 

横大路 祐介 同上 研究員 H23.4～H26.9 

JHA, Savyasachee 同上 M1 H26.1～ 

冨田 宏矢 同上 D3 H23.4～H26.3 

石橋 拓也 同上 M2 H23.4～H24.3 

小谷 徹 同上 M2 H23.4～H24.3 

坂井 祐樹 同上 M2 H23.4～H24.3 

李 瑞賢 同上 M2 H23.4～H24.3 

藤本 理夏子 同上 M2 H23.4～H25.3 

法土 咲菜恵 同上 M2 H23.4～H25.3 

牧野 勇樹 同上 M2 H23.4～H25.3 

山本 康之 同上 M2 H23.4～H25.3 

高田 大輔 同上 M2 H24.4～H26.3 

竹野 領 同上 M2 H24.4～H26.3 

福家 翼 同上 M2 H24.4～H26.3 

堀内 あゆみ 同上 M2 H24.4～H26.3 

岡田 安弘 同上 M2 H25.4～H27.3 

肥山 貴圭 同上 M2 H25.4～H27.3 

吉田 晃 同上 M2 H25.4～H27.3 

 

研究項目 

・Thermococcus kodakarensisのキチン分解経路の解明と機能強化 

・Thermococcusのキシラン分解能の評価・強化およびペントース代謝機構の解明 

・Thermococcus kodakarensisの水素生産機構の解明と機能強化 

・アーキアへのスクアレン合成能付与 

・Methanococcusへの糖質取り込み能／Thermococcusへのメタン生成能の付与 
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・細胞増殖を伴わないバイオマス分解・バイオエネルギー生産 

・糖中央代謝経路の理解と強化 

・スクアレン前駆体合成増強のための細胞工学 

・外来遺伝子発現に利用可能な有用プロモーター探索と開発 

 

② 「京都大学・理学研究科（三木）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

三木 邦夫 京都大学理学研究科 教授 H23.4～ 

竹田 一旗 同上 准教授 H23.4～ 

藤橋 雅宏 同上 助教 H23.4～ 

喜田 昭子 京都大学原子炉実験所 助教 H23.4～ 

平野 優 京都大学理学研究科 特定研究員 H24.4～H25.3 

西谷 優一 同上 特定研究員 H24.4～ 

鈴木 里絵 同上 技術補佐員 H24.4～ 

佐々木 大輔 同上 D3 H23.4〜H24.3 

相川 佳紀 同上 教務補佐員 H27.4～ 

富永 大河 同上 D3 H23.4〜H25.3 

花園 祐矢 同上 日本学術振興会

特別研究員 

H23.4〜H27.3 

桐山 智博 同上 M2 H23.4〜H24.3 

城塚 秀之 同上 M2 H23.4〜H24.3 

岸本 麻子 同上 D3 H23.4～ 

小杉 正幸 同上 M2 H23.4〜H25.3 

高場 圭章 同上 D2 H24.4〜 

永田 隆平 同上 D2 H24.4〜 

Kwon Sunghark 同上 D2 H26.4〜 

日比 真仁 同上 M2 H24.4〜H26.3 

井上 正大 同上 M2 H25.4〜H27.3 

河島 拓未 同上 M2 H25.4〜H27.3 

丹羽 智美 同上 D1 H25.4〜 

邰 洋 同上 D1 H25.10〜 

河辺 正貴 同上 M2 H26.4〜 

辻中 智考 同上 M1 H27.4〜 

 

研究項目 

・Thermococcus kodakarensisのキチン分解経路の解明と機能強化 

・Thermococcusのキシラン分解能の評価・強化およびペントース代謝機構の解明 

・Thermococcus kodakarensisの水素生産機構の解明と機能強化 

・アーキアへの squalene合成能付与 

 

③ 「立命館大学・生命科学部（今中）」グループ 

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

今中 忠行 
立命館大学 

総合科学技術研究機構 
上席研究員 H23.4～ 

福田 青郎 立命館大学生命科学部 講師 H23.4～ 

吉川 祐子 立命館大学 客員教授 H23.4～ 
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総合科学技術研究機構 

千野 陽三 
立命館大学 

生命科学研究科 
M3 H23.4～H24.3 

田頭 健太 同上 D3 H23.4～H27.3 

藤村 早野 同上 M2 H23.4～H24.3 

和気 遊也 同上 M2 H23.4～H24.3 

奥野 寛和 同上 M2 H23.4～H25.3 

東海林 寿久 同上 M2 H23.4～H25.3 

高井 知幸 同上 M2 H23.4～H25.3 

林 千広 同上 M2 H23.4～H25.3 

石井 尊 同上 M2 H24.4～H26.3 

岩前 幸三 同上 M2 H24.4～H26.3 

植木 郁成 同上 M2 H24.4～H26.3 

木村 知見 同上 M2 H24.4～H26.3 

酒井 啓 同上 M2 H24.4～H26.3 

筧中 靖弘 同上 M2 H24.4～H26.3 

原 悠大 同上 M2 H24.4～H26.3 

内田 圭亮 同上 M2 H25.4～H27.3 

福井 小百合 同上 M2 H25.4～H27.3 

原田 美樹 同上 M2 H25.4～H27.3 

JAZIRI Abdul Aziz 同上 M2 H25.10～H27.9 

 

研究項目 

・キチン・キシラン等バイオマス高分解能を示す候補微生物の分離 

・バイオマス高分解性微生物のバイオマス分解に関わる酵素の同定 

・キシラン分解能が強化されたT. kodakarensis株の単離 

・T. kodakarensisの水素発生強化株の単離と評価 

 

④ 「大阪大学・工学研究科（本田）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

本田 孝祐 大阪大学工学研究科 准教授 H26.4～ 

万袋木麻子 同上 技術補佐員 H26.4～H26.5 

Malia Cheng 同上 博士研究員 H26.6～ 

 

研究項目 

・キチン・キシランからのバイオエネルギー生産 

・水素を還元力とした CO2固定型バイオコモディティー生産 

 

⑤「神戸大学大学院・人間発達環境学研究科（蘆田）」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

蘆田 弘樹 神戸大学大学院・人間発

達環境学研究科 
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§４ 研究実施内容及び成果  

 

4．1．（京都大学 工学研究科（跡見）グループ） 
4．1．1．Thermococcus のキチン分解経路の増強と分解速度の評価（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

 超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis は、そのゲノム上に新規なキチン分解・代謝

系遺伝子をもつが、実際にはキチン依存的な生育は見られていない。そこでまず本菌のキ

チン分解・資化経路の全容を解明し、得られた情報を基にキチン代謝経路の遺伝学的強化

を進める。また、高いキチン資化能力を有する微生物のキチン分解・代謝経路の同定を進

め、それらの T. kodakarensis への導入を行う。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

【1】T. kodakarensis のキチン分解・資化経路の解明と機能強化 

 T. kodakarensis は特異なキチン代謝経路をもつが、まず分泌型キチナーゼ（ChiA）によっ

てキチンは二糖であるキトビオース (GlcNAc)2にまで分解される。(GlcNAc)2は細胞内へと

取り込まれた後、二種の酵素によって２分子のグルコサミン（GlcN）に変換される。その

後 GlcN は未同定のキナーゼによりグルコサミン 6-リン酸（GlcN6P）に変換され、さらに

GlcN6P デアミナーゼによってフルクトース 6-リン酸へと変換され、解糖系に合流する。本

菌のキチン分解能を高めるために、まずキチナーゼ高発現株の育種を試みた。続いて、本

菌のキチン資化能の向上を目指し、キチン代謝経路上で未同定であった GlcN キナーゼを同

定するとともにキチン分解経路下流の遺伝子の発現強化も試みた。その結果、キチン分解

に依存した水素発生能を示す T. kodakarensis 株を取得することができた。 

 

【2】Thermococcus chitonophagus 由来キチン分解関連酵素の解析と T. kodakarensis への導入 

 超好熱菌 T. chitonophagus はキチンを唯一の有機物源とする培地により単離され、キチナ

ーゼを持つことが示唆されてはいるものの、その遺伝子の同定は行われていない。T. 

chitonophagus のキチン分解・資化に関与する遺伝子群の同定を目的として、次世代シーク

エンサー（イルミナ HiSeq 2000）を用いた本菌のゲノム解析を行った。本菌のゲノムデー

タ（総コンディグ数 20、総コンティグ塩基数 1,964,779 bp、予想 ORF 数 2,168）より、GH18

型のキチナーゼドメインが３つ発見された(Tc-ChiA1 ~ Tc-ChiA3)。さらに N 末端領域に分泌

シグナルと chitin-binding domain (ChBD)を２つもつ機能未知 ORF が発見された（Tc-ChiD）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
図 1．Tc-ChiD（BD）によるキチンオリゴ糖の分解実験(TLC) 
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Tc-ChiD の C 末端領域は、既存のキチナーゼが属する糖質加水分解酵素ファミリー

（GH18/GH19）との相同性は見られない。Tc-ChiD が新規なキチナーゼであると予想して、

その C 末端ドメインを大腸菌内で調製し（Tc-ChiD（BD））、様々な鎖長のキチンオリゴ糖

の 85°C における加水分解活性を調べた。その結果、Tc-ChiD は (GlcNAc)4 以上の鎖長のキ

チンオリゴ糖に対する加水分解活性をもつことが判明した（図 1）。また本酵素が還元末端

側の鎖を認識してキチン鎖を切断する新規（耐熱性）キチナーゼであることが示された。またキ

チン結合ドメインが酵素の熱安定性の向上にも寄与することが判明した。 

 
4．1．2．Thermococcus のキシラン分解能の評価・増強およびペントース代謝機構の解明（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

Xylanase 相同遺伝子（TK0892）や実際に xylose/xylulose に対してリン酸化活性を示すタ

ンパク質（TK2285）を有する T. kodakarensis のキシラン分解能の有無を調べ、分解能が確

認された場合は機構を明らかにして強化する。また、効率的なペントース分解を目指すた

め T. kodakarensis におけるペントース代謝の全容を解明する。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

【1】Thermococcus kodakarensis 由来 TK0892 発現産物の xylanase 活性の判定 

【2】Thermococcus kodakarensis のキシラン分解経路の解明 

TK0892 の組換え型酵素を調製し、活性を測定した結果、xylanase 活性は示さないことが

明らかとなった。また、増殖試験においてもキシラン添加による明確な細胞数の増加は観

察されていないことから、本菌にはキシラン分解活性がない可能性が考えられた。 

後述のように今中グループによりキシラン分解好熱菌 45-6 株が単離され、その xylanase

遺伝子配列と活性が確認されている（今中グループ 4. 3.参照）。現在菌体外で 45-6 株由来

xylanase を発現すべく、T. kodakarensis に導入を試みている。 

 

【3】Xylulose/xylose リン酸化活性を示す TK2285 産物の機能解析 

TK2285 タンパク質は xylose, xylulose, talose, lyxose など複数の単糖に対してリン酸化活性

を示すことが分かっていたが、何れに対しても Km 値が高いことが判明した。そこで本来

ribokinase family タンパク質が基質とはしない糖も含めて様々な糖に対し詳細に検討を進め

た結果、TK2285 タンパク質はアーキアとしては初となる myo-inositol kinase であることが明

らかとなった（原著論文 14）。また、TK2285（myo-inositol kinase）の生理的役割の解明を目

指して、反応産物であるリン酸化 inositol のどの位置のヒドロキシル基がリン酸化されてい

るかを検討した。myo-Inositol の 6 つのヒドロキシル基の内一部が水素に置き換わっている

誘導体に対する活性測定や、TK2285 反応産物の NMR 解析やキラルカラムを用いた LC-MS

解析を行い、反応産物が myo-inositol 3-phosphate（Ins3P）であることを明らかにした（原著

論文 24）。また、後述の結晶構造解析からも反応産物が Ins3P であることが示された（三木

グループ 4. 2.参照）。Ins3P は生体内において膜脂質や浸透圧調整物質の原料となることが

分かっていることから、TK2285 は何らかの経路で産生する myo-inositol をサルベージして

いる可能性が考えられた。 

 

【4】Thermococcus kodakarensis の pentose 代謝経路の解明 

 T. kodakarensis におけるペントース代謝の全容解明を目指して、ribokinase family ホモログ

および AMP のリボース部位を中央代謝へと導く AMP 代謝経路の各酵素の機能解析を進め

た。AMP 代謝経路については、本経路が AMP だけではなく CMP や UMP も分解できるこ

と、本経路を構成する酵素の 1 つである ribose-1,5-bisphosphate isomerase が AMP によって

活性化されることを明らかにした（原著論文 8）。 

次に【3】の TK2285 とは別の、機能不明 ribokinase ホモログ TK1843 および TK2029 の機

能解析も行った。これらの組換え型タンパク質を調製し、様々な糖に対して活性を測定し

たところ、TK1843 は cytidine kinase、TK2029 は今まで知られていなかった反応を触媒する
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ADP-dependent ribose-1-phosphate kinase をコードすることが明らかとなった（図 5）。TK1843

により cytidineから産生すると考えられるCMPは上記の通りAMP代謝経路の基質となる。

また、TK2029 により ribose 1-phosphate (R1P)から産生する ribose 1,5-bisphosphate (R15P)は

AMP 代謝経路の代謝中間体である。よって、これら 2 つの酵素は AMP 代謝経路とリンク

している可能性が考えられた。TK2029 遺伝子破壊株由来の無細胞抽出液中の活性を検討し

た結果、TK2029 は確かにヌクレオシドから AMP 代謝経路の産物である 3-phosphoglycerate

を生成する経路で機能し得ることが明らかとなった。さらに TK2029 の基質である R1P を

供給する可能性のある nucleoside phosphorylase 候補遺伝子 3 種（TK1479, TK1482 および

TK1895）の遺伝学的解析を進めた結果、TK1895 はアデノシン、TK1482 はグアノシン、

TK1479 はウリジンを主に基質として R1P を産生していることが示唆された。   

つまりこれらの phosphorylase と TK2029 によりアデノシン・グアノシン・ウリジンから

R15P が合成され、AMP 代謝

経路により 3-phosphoglycerate

へと分解される、もしくは核 

酸であるヌクレオシドモノリ

ン酸に変換されることが示唆

された（図 2）。アーキアには

ペントースリン酸経路がない

ことから、ヌクレオシドの代

謝については不明であったが、

本研究課題により、アーキア

特異的なヌクレオシド代謝に

寄与するペントース代謝経路

を解明できた。真核生物やバ

クテリアにおいてはヌクレオ

シドのペントース部位を中央

糖代謝に導く経路はペントー

スに 1 つリン酸がついた化合

物を中間体とするペントース

リン酸経路である。一方、今

回明らかにした代謝経路はペ

ントースを 2 つリン酸がつい

た状態で代謝していくことから、ペントースビスリン酸経路と名付けた（原著論文 23）。 

 

 

4．1．3．Thermococcus の水素生産機構の解明と増強（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

 Thermococcus 属やその近縁のアーキアは、培地中に硫黄が存在しない生育条件において

水素(H2)を生成する。[NiFe] ヒドロゲナーゼが担うこの反応はプロトンポンプ機能と連動し、

細胞内での ATP 生産とリンクしている。これまでの研究により T. kodakarensis やその類縁

菌が他の微生物と比較して非常に高い水素生産速度（菌体あたり）を示すことが判明して

いる。そこで T. kodakarensis を用いて水素発生に関わる代謝経路を解明し、得られた情報を

基に水素発生経路の遺伝学的強化を進める。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

【1】T. kodakarensisのヒドロゲナーゼ遺伝子の破壊・プロモーター強化による育種株の単離： 

 T. kodakarensis ゲノム上に存在する 3 種の[NiFe] ヒドロゲナーゼ様 operon (hyh, mbh, mbx)

に関する遺伝学的解析を行った結果、細胞質型[NiFe] ヒドロゲナーゼに対応する hyh operon

は水素の吸収に、膜型[NiFe] ヒドロゲナーゼに対応する mbh operon は水素発生に関与する

 
図 2．T. kodakarensis における核酸・ヌクレオシドのペン

トース部位代謝経路（ペントースビスリン酸経路） 
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ことが判明した。これらの知見に基づいて細胞質型[NiFe] ヒドロゲナーゼ Hyh を遺伝子破

壊し、csg プロモーター（Pcsg）を利用した膜型[NiFe] ヒドロゲナーゼ Mbh の発現増強を

進めることにより，水素生産速 

度が 28％上昇した育種株

（MAH1 株）を構築できた（連

続培養、D=0.27-0.30 h
-1）（図 3）。

さらに MAH1 株培養時の希釈

率 を 上 昇 さ せ る と 、

D=0.83-1.07 h
-1において、単位

菌体あたりの水素発生速度が

120 mmol g-dcw
-1

 h
-1に達した。

この水素発生速度は、連続培養

系における過去最高値である

（原著論文 26）。 

 

 

【2】T. kodakarensisの成熟化因子の大量発現（跡見 G・三木 G）： 

[NiFe] ヒドロゲナーゼの活性発現には、複数の補助タンパク質が関与する成熟化機構を経る必

要がある。T. kodakarensisの水素発生を担う Mbhの成熟化において、Niの挿入に関わる HypB と

最終段階での large subunit の切断を担う HycI protease が未同定であった。HypB タンパク質の探

索を進めた結果、既存の HypB とは相同性を示さない TK2007 タンパク質が HypB の機能である

[NiFe] ヒドロゲナーゼへの Ni 挿入に必須であることがわかった（原著論文 25）。一方で、HycI 

proteaseの 2種類のホモログ（TK2004, TK2066）について、それらが Mbh および Hyh それぞれの

large subunit（MbhL, HyhL）の切断に与える影響を検討し、それぞれの役割を明らかにした。これ

らの成果により、Mbh の機能発現に必要な全成熟化因子が明らかとなり、Mbh 機能発現強化に向

けた基盤的知見が得られた。 

 

【3】水素発生能力を有する他の微生物からの機能導入： 

 Glyceraldehyde 3-phosphate（GAP）から 3-phosphoglycerate までの代謝において、

GAP:ferredoxin oxidoreductase（GAPOR）が還元型 ferredoxin を、non-phosphorylating GAP 

dehydrogenase が NADPH をそれぞれ供給していることを明らかにした（原著論文 1）。水素

発生には還元型 ferredoxinが電子供与体となるのでGAPORもしくは同じく還元型 ferredoxin

を供給する pyruuvate:ferredoxin oxidoreductase (POR)の発現強化が有効である可能性が考え

られる。 

 

4．1．4．アーキアへのスクワレン様炭化水素合成能付与（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

膜脂質の疎水性部位は真核生物やバクテリアでは脂肪酸から構成されているが、アーキ

アではイソプレノイドが骨格となっている。そこでアーキアのイソプレノイド合成能を利

用して燃料や化粧品成分としての利用が期待できるスクワレン様炭化水素を合成することを

目的とした。具体的には、プレニル二リン酸を縮合する能力を T. kodakarensis に導入し、炭

化水素生産株の創成を試みた。 

 
＜研究実施内容及び成果＞ 

【1】好熱菌由来スクワレンシンターゼホモログの活性の判定 

超好熱性アーキアや好熱性細菌のゲノム上からスクワレンシンターゼホモログを探索し、

候補遺伝子を大腸菌内で発現した。好熱性シアノバクテリア Thermosynechococcus elongatus

由来のホモログはスクワレンシンターゼ活性を示した。他の候補遺伝子については T. 

 
図 3．T. kodakarensis の水素生産機能の増強 
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kodakarensis での発現を試みた。 

 

【2】T. kodakarensis へのスクワレンシンターゼホモログの導入と炭化水素合成能の検討 

超好熱性アーキアや好熱性細菌由来スクワレンシンターゼホモログを His-Tag を付加した

形で T. kodakarensis 内で発現させた。His タグ抗体を用いた Western blot 解析により何れも可

溶性タンパク質として発現していることを確認できた。 

 

【3】炭化水素合成能の検討 

多糖のマルトデキストリンを添加した培地において 60℃で培養した遺伝子挿入株から有

機溶媒により炭化水素を抽出し、TLC 解析を行った。その結果、超好熱性アーキア由来スク

ワレンシンターゼホモログ挿入株において、1 mM メバロン酸添加時にスクワレン様炭化水素

の合成が確認された。炭化水素の合成が確認できたため、合成量向上を目指した培養条件

の検討を行った。その結果、遺伝子挿入株を 60℃で培養した際に最も合成量が多かった。

また、炭素源について検討を行った結果、ピルビン酸添加培地で合成量が最も多かった。 

 

4．1．5．スクワレン様炭化水素前駆体合成増強のための細胞工学（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

 上記 4．1．4．において T. kodakarensis のプレニル二リン酸合成能とスクワレンシンターゼホ

モログの縮合能を融合することによりスクワレン様炭化水素の合成が達成できたので、ここ

ではその生産性向上に向けた代謝工学を進めた。プレニル二リン酸の前駆体は acetyl-CoA

であることから合成収率・合成速度の両面から acetyl-CoA の潤沢な供給が重要と考えられ

た。真核生物や細菌においては acetyl-CoA は TCA 回路、Glu/Asp 合成、脂肪酸合成に利用

されるが、T. kodakarensis は TCA 回路を持たず、また脂肪酸合成系も存在しないため、比較

的少ない遺伝子改変で acetyl-CoA をプレニル二リン酸合成へと導くことができると考えた。

本中研究課題ではT. kodakarensisにおける細胞内 acetyl-CoA濃度が上昇した育種株の構築を

目的とした。 

 
＜研究実施内容及び成果＞ 

【1】T. kodakarensis の CoA 合成経路の理解と強化 

・T. kodakarensis における CoA 生合成制御機構の解析 

 我々は本研究が開始する以前

に T. kodakarensis を含む大半のア

ーキアが細菌や真核生物とは異

なる経路で CoA を合成すること

を明らかにした。Pantoate から

4’-phosphopantothenateまでの変換

を担う酵素は、細菌や真核生物で

は pantothenate synthetase および

pantothenate kinase（PS/PanK）で

あるのに対し、アーキアでは 2 種

の新規酵素 pantoate kinase および
phosphopantothenate synthetase

（PoK/PPS）が用いられる（図4）。

細菌や真核生物では CoA による

PanK を標的としたフィードバッ

ク阻害により CoA の合成量が厳

密に制御されているが、アーキア

は PanK を利用しないため、制御

機構が不明であった。 

 
 図 4．アーキア・細菌・真核生物における 

    CoA 生合成制御機構 
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PoK あるいは PPS が CoA によるフィードバック阻害を受けるかどうかを明らかにするため

に両酵素の詳細な生化学的解析および構造解析を進めた。その結果、両酵素ともに CoA に

よるフィードバック阻害を受けないことが分かった（原著論文 5, 6）。そこで合成経路中の

他の酵素がフィードバック阻害の標的となっている可能性を検討するため、初発段階を触媒

する ketopantoate hydroxymethyltransferase（KPHMT）および 2 つ目の反応を触媒する

ketopantoate reductase（KPR）の解析を進めた。結果的に KPR に対する CoA のフィードバッ

ク阻害が細胞内 CoA 合成量を制御していることが強く示唆された（原著論文 15）。そこで、

超好熱性バクテリアの Thermotoga maritima由来KPRの探索を進め、KPR活性を示すタンパク質

をコードする遺伝子（TM0550）を同定した。組換え型タンパク質を調製・精製し、生化学的解析を

進めた結果、本タンパク質（TmKPR）は CoA により阻害されないことが明らかとなった。また T. 

maritimaの無細胞抽出液内の KPR活性の 

大半が TmKPR に由来することもわかった。

一方で、T. maritima の PS（TM1077）、PanK

（TM0883）遺伝子も発現し、組換え型タンパ

ク質（TmPS、TmPanK）を調製・精製した。

TmPanKの一次構造は一般にCoAによるフ

ィードバック阻害を受けないとされる Type III

型の PanK と相同性を示した。TmPS、

TmPanK の生化学的解析を進めた結果、

TmPS の活性は CoA による影響を受けなか

ったが、TmPanK は顕著な活性阻害を示し

た（図 5）。したがって、T. maritima は Type 

III 型の PanK を利用するにもかかわらず、

PanK を標的としたフィードバック阻害により

CoA の生合成を制御していることが明らかと

なった。また T. maritima 由来 KPR を T. 

kodakarensis に導入することにより、T. 

kodakarensisの細胞内 acetyl-CoAの濃度を

増 加 さ せ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 

 一方で、CoA の合成には 2-oxoisovalerate、cysteine、-alanine が必要である。-alanine の

合成酵素として新規 aspartate decarboxylase を同定できた（原著論文 18）。 

 

【2】T. kodakarensis の acetyl-CoA 消費経路の抑制（跡見 G） 

 上記の通り、T. kodakarensis においては糖分解により得られる acetyl-CoA は主に ADP- 

forming acetyl-CoA synthetase（ACS）の作用により、酢酸と CoA へと加水分解される。ACS 

-subunit ホモログは T. kodakarensis ゲノム上に 5 種存在し、既に 3 種については基質特異性 

が明らかとなっており、acetyl- 

CoA に対して活性を示す ACS I、 

ACS II、succinyl-CoA 特異的な

succinyl-CoA synthetase（SCS）が

同定されている。残る 2 種につい

て 検 討 し た 結 果 、 一 方 は

acetyl-CoAを含む多様な acyl-CoA

に対して活性を示し（ACS III と

命名）、もう一方は 2-(imidazol- 

4-yl) acetyl-CoA に特異的である

ことが判明した（2-(imidazol-4-yl) 

acetyl-CoA synthetase, ICS と命名）

（図 6）（原著論文 17）。 
 

図 6．T. kodakarensis におけるアミノ酸異化代謝 

 

 
 

図 5． T. maritima 由来 KPR, PS, PanK の 

 CoA による活性阻害 
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4．1．6．Methanococcus への糖質取り込み能の付与／Thermococcus へのメタン生成能の付与

（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

 メタン生成菌はその名の通り次世代エネルギーとしての利用が期待されているメタンを

生成し、アーキアにのみその存在が知られている。しかし、一般に化学独立栄養生物であ

ることから有機物は資化できない。そこで、有機物を資化できる超好熱性アーキア T. 

kodakarensis にメタン生合成遺伝子を導入して非可食性の余剰バイオマスなどの有機物から

のメタン生成を目標とした。しかしメタン生合成経路を丸ごと導入するには 100-200 種の遺

伝子導入の必要があるため、大規模に外来遺伝子を導入する技術の開発を行った。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

 ゲノム規模の遺伝子断片を導入できる組換え系構築を目指して 3 つの戦略を試した。A. 

非相同的組換えによる他生物由来ゲノム全体の組み込み、 B. あらかじめ他生物由来ゲノム

の断片を 1 つ導入しておき、その部位でのシングルクロスオーバーによる他生物由来ゲノ

ム全体の組み込み、 C. あらかじめ他生物由来ゲノムの断片を 2 つ導入しておき、その部位

でのダブルクロスオーバーによる他生物由来ゲノムの導入（図 7）、の 3 つである。宿主に

は T. kodakarensis KU216 (pyrF)を用い、DNA 供与体としてはまず近縁種である Pyrococcus  

furiosus のゲノム DNA を抽出して用いた。

宿主の pyrF 欠損株はウラシル要求性を示す

が P. furiosus 由来の pyrF 遺伝子がゲノムに

挿入された場合、ウラシル要求性が相補され

る。よってウラシルを含まない選択培地で、

目的の組換えが起こった株をスクリーニン

グできる。 

 

その結果、C の手法に関してのみ P. furiosus 由来の pyrF を含む 2.3 kbp の遺伝子断片が挿

入され、ウラシル要求性が相補された株を得ることができた。 

さらに、あらかじめ導入しておく相同領域の位置を移動させていくことによって挿入さ

れる遺伝子断片の長さを長くしていったところ、5.0 kbp の遺伝子断片はこの手法で導入で

きるものの、長さが 10 kbp になると導入できなくなることが分かった。メタン生合成経路

全体などといった 200 kbp 超の遺伝子断片を導入する必要がある場合は、5 kbp の断片しか

導入できない場合、50 回以上繰り返し形質転換を行う必要があり非現実的である。そこで

一度に導入できる断片の長さをさらに伸ばすべく、新たな形質転換手法の開発を目指した。 

宿主と DNA 供与体細胞を共存させることにより生細胞間での DNA のやりとりや、菌同士

の界面の死菌体から放出されるDNAを宿主が受け取ることなどを期待した手法を考案した。

このような操作を通じて 75 kbp 以上の長さのゲノム断片を導入することに成功した。 

 

4．1．7．細胞増殖を伴わないバイオマス分解・バイオエネルギー生産への挑戦（跡見Ｇ） 

＜研究のねらい＞ 

本研究では水素発酵能力を示す超好熱性アーキア T. kodakarensis などを宿主とし、単独では

ATP加水分解活性を示す超好熱菌由来ATP synthaseのA1V1 domainを発現させることにより、

細胞内 ATP の分解を促し、本菌のバイオマス分解能やバイオエネルギー生産能と細胞の増

殖を切り離すことを目的とする。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

 まず T. kodakarensis 自身の ATP synthase の A1V1 domain（ αβγ subunit）遺伝子

（TK1602-TK1604）を増幅・クローニングし、誘導型の FBPald プロモーターの下流に融合

した。これらを T. kodakarensis ゲノム内に挿入した（KUA-PF 株）。KUA-PF 株の Western blot

解析を行ったところ、α subunit の発現量が顕著に増加していることを確認できた。KUA-PF

 
 

図 7．大規模組換えの模式図 

あらかじめP. furiosusゲノム断片を２つ導入した株

T. kodakarensis

ゲノム(pyrF)

形質転換体
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株において、ピルビン酸やマルトデキストリンを主炭素源とした培地で水素生産能の評価

を行った（バッチ培養）。その結果、ホスト株と比べて細胞収量あたりの水素生産量が向上

していることが明らかとなった。このことから細胞増殖と水素生産の密接な関係性を部分

的とはいえ切り離すことに成功し、細胞増殖を伴わない水素生成という研究コンセプトが

有効であることが証明できた。 

 

4．1．8． 糖中央代謝経路の理解と強化（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

 本中研究課題ではT. kodakarensisにおける糖代謝関連酵素遺伝子の遺伝学的解析をドイツ

Duisburg-Essen 大学の Bettina Siebers 教授と共同で進め、本菌の糖中央代謝の理解および強

化を目的とした。中研究課題（１）において T. kodakarensis のキチン分解経路の理解と強化

を進めているが、本菌のキチンの分解速度と比較してその増殖速度が遅いことや chitobiose

が多く蓄積していることを観察している。これは、フルクトース 6-リン酸以降の中央代謝

では解糖能力が十分に機能していないことが原因の可能性も懸念された。そこで解糖系に

おける主要酵素であるグルコキナーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、フルクトース-1,6-ビスリ

ン酸アルドラーゼの遺伝学的解析を行った。また、我々や Siebers 教授のグループはこれま

でに解糖系の酵素の幾つかはグルコース 1-リン酸によって活性化されることを明らかにし

ていることから、グルコース 1-リン酸を産生する経路で機能し得るマルトデキストリンホ

スホリラーゼおよびホスホグルコムターゼの遺伝学的解析も行った。ゲノム情報に基づく

と、T. kodakarensis は細胞内に取り込んだマルトオリゴ糖を 2 種の代謝ルートで解糖系へ導

くことができる。一方はオリゴ糖の加水分解およびグルコキナーゼ依存的なリン酸化でグ

ルコース 6-リン酸を得る。もう一方はオリゴ糖の加リン酸分解およびリン酸転移反応でグ

ルコース 1-リン酸を経由してグルコース 6-リン酸を得るルートである。遺伝子破壊により

前者を遮断しても解糖条件で生育が損なわなければ、キチン分解強化株に対してさらにオ

リゴ糖の加水分解を担う遺伝子を破壊することを検討する。加水分解・リン酸化のルート

を遮断することにより、少量のデンプン添加により加リン酸分解反応産物であるグルコー

ス 1-リン酸が効率よく生成し、酵素レベルで中央代謝の機能が活性化され、キチン資化能

の向上に結びつく可能性を考えた。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

Siebers 研究室では T. kodakarensis のグルコキナーゼ遺伝子破壊株が作製された。当研究室

ではホスホフルクトキナーゼ、フルクトース-1,6-ビスリン酸アルドラーゼ遺伝子の破壊株を

単離した。各破壊株の解糖条件・糖新生条件における増殖特性を検討したところ、ホスホフルク

トキナーゼ、フルクトース-1,6-ビスリン酸アルドラーゼ遺伝子は解糖条件においては必要で

あることが判明した。一方で、グルコキナーゼ遺伝子破壊株は解糖条件でも生育できることが判

明し、マルトオリゴ糖--> グルコース-->グルコース 6-リン酸の経路以外に、マルトデキストリ

ンホスホリラーゼおよびホスホグルコムターゼが形成するマルトオリゴ糖-->グルコース 1-

リン酸-->グルコース 6-リン酸の経路の寄与が示唆された。これはマルトデキストリンホスホ

リラーゼ遺伝子破壊株の増殖特性によっても裏付けされた。 

 

4．1．9．外来遺伝子発現に利用可能な有用プロモーター探索と開発（跡見 G） 

＜研究のねらい＞ 

  T. kodakarensis 細胞内で遺伝子発現を行う際に、目的産物を大量発現させるケースや、

特定の培養条件でのみ発現をコントロールするケースなど、様々な状況が想定される。この

様な多様な遺伝子発現に対する要求に柔軟に対応するため、多種類のタイプのプロモーター

の存在が望まれる。本研究では強力な構成型プロモーターおよび制御が比較的容易な環境変

化に応答する誘導型プロモーターを同定し、それらにおける基本転写因子・転写制御因子な
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どの機能を理解することによりそれらの有用性を高める。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

 T. kodakarensis KOD1 株（野生株）を解糖・糖新生条件、様々な温度など、異なる条件で

生育させた細胞より RNA を調製し、DNA microarray 解析や RNA sequencing により遺伝子の

転写量を網羅的に比較した。その結果、csg 遺伝子（TK0895）、gdh 遺伝子（TK1431）に加

え、ef1遺伝子（TK0308）などが構成的高発現遺伝子であることが判明し、これらのプロ

モーターが高発現型プロモーターとして利用可能であることが予想された。また α 多糖の

有無により制御されるプロモーター候補として FBPald 遺伝子（TK0989）を、トリプトファ

ンの有無により制御されるプロモーター候補として、trpC 遺伝子（TK0252）を、温度変化

により制御される pfd2（TK1121）を、それぞれ選択した。csg、gdh、ef1 プロモーターに

関しては既に構成的高発現を必要とする場合、特に 4.1.1, 4.1.3, 4.1.4 で利用を開始しており、

それらの機能評価を進めた。また α 多糖の有無に応答する FBPald プロモーターは 4.1.7 で

使用を進めた。 

 また、T. kodakarensis ではゲノム上に 2 つ基本転写因子 TFB の機能的相関関係について、

遺伝子破壊株を用いた解析により調べた。その結果、2 種類の TFB の機能はオーバーラッ

プする部分もあるが、例えば TFB1 は鞭毛形成に関わる遺伝子の転写に重要であり、TFB2

はメバロン酸や脂質合成に関わる遺伝子の転写に重要であるなど、その支配下にある遺伝

子の特異性の違いを明らかにした（原著論文 19）。 

 また本菌の Trp 生合成に関わる転写活性化因子として同定された転写制御因子の機能解析を

行った結果、本タンパク質が Trp生合成遺伝子群のプロモーターに結合する際の結合配列を同定

し、さらには in vitro 転写系を用いて本タンパク質が転写活性化作用をもつことを示した。また T. 

kodakarensis には Trp 生合成遺伝子群内に存在する trpB 遺伝子（trpB1）以外に第２の trpB 遺伝

子（trpB2）が存在する。これらに関する生化学的・遺伝学的解析を進めた結果、両遺伝子とも Trp

生合成に寄与することがわかった（原著論文 21）。 

 

4．2．（京都大学 理学研究科（三木）グループ） 
4．2．1．Thermococcus kodakarensisのキチン分解経路の解明と機能強化（三木 G） 

＜研究実施内容及び成果＞ 

・アーキア由来キチン分解関連酵素の構造解析 

 T. kodakarensis 由来キチナーゼについて、キチン結合に重要な残基を特定するため、本酵素の

持つ三つのキチン結合ドメイン（ChBD-1、ChBD-2、ChBD-3）それぞれについて、構造解析を行っ

た。二つのドメイン（ChBD-2、ChBD-3）のキチン非結合型について、それぞれ 1.3 Å と 2.1 Å 分解

能で結晶構造を決定することができた。ChBD-2とChBD-3の全体構造は、９本の-strandから構成

されており（図 8 左、中）、両者は非常によく一致していた。また、キチンとの結合に重要と思われる

三つのトリプトファン残基が、疎水性残基であるにもかかわらず、タンパク質表面に等間隔で並ん

でいることも分かった。タンパク質全体が弧状の構造をとっており、これらのトリプトファン残基は、他

のタンパク質表面のアミノ酸残基よりもより外側に位置していた。三つのトリプトファン残基と重なる

よ う 

に、ChBD-2 構造にキチンの構造モデル

をあてはめたところ、トリプトファン残基と

キチンが有する環の位置がよく一致し、

CH-結合による相互作用の存在が示唆

された（図8右）。また、アセチルグルコサ

ミンが有するアミド基を安定化するように、

グルタミン酸残基が配置されていた。全く
 

図 8. ChBD-2の結晶構造。(左、中)全体構造、 

(右)キチンとの結合予想モデル 
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同様のことを ChBD-3 構造でも確認する

ことができた（原著論文 27）。 

 

4．2．2．Thermococcusのキシラン分解能の評価・強化およびペントース代謝機構の解明（三木 G） 

＜研究実施内容及び成果＞ 

・キシラン分解・ペントース代謝関連酵素の立体構造解明 

機能解析の結果、myo-inositol kinase であることが分かった TK2285 タンパク質について、その

反応機構を明らかにすることを目的に、構造解析を行った。アポ型、基質結合型、基質を反応させ

て作製した生成物結合型それぞれについて、1.8 Å、1.9 Å、2.1 Å 分解能で構造を決定した。

TK2285タンパク質の全体構造は、これまでに解析された ribokinase superfamilyの酵素と類似して 

いた（図 9左）。生成物結合型構造では、ATPはADPに、myo-inositolはmyo-inositol 3-phosphate

にそれぞれ変換されていた（図 9右）。このことと、生成物の HPLC 分析および NMR 

解析の結果から(跡見グループ 4.2.参

照)、本酵素はmyo- inositol 3-kinaseで

あると結論づけた。イノシトールの認識

に関わる Asp12、Gln136、Arg140 をア

ラニンに置換する変異を導入し、活性

への影響を調べたところ、いずれも

myo-inositol に対する Km値が上昇もし

くは結合力の大幅な低下により測定不

能となり、これらの残基は myo-inositol

の認識に重要な役割を果たしているこ

とが分かった（原著論文 24）。 

 

・ペントース代謝に関与する新規酵素の結晶構造解析 

 AMP 代謝経路に関連 して 、新規酵素であ る AMP 

phosphorylase（AMPpase）の結晶構造解析を行った。本酵素は細

胞内において 40 量体を超える巨大複合体を形成しており、結晶

化が困難であったが、N末端やC末端を切断することで会合状態

が小さくなり、構造を決定することができた。AMPpase は三つのド

メインから構成されている。二つの異なる二量体会合面を持ち、

それらが交互に連なることで複雑な会合様式をとることが分かっ

た（図10）。また、本酵素特有のN末ドメインは酵素活性に必須で

あり、多量体形成や基質結合に伴う Closed 構造の安定化に寄与

していることが分かった。さらに、生化学的解析の結果、本酵素の

多量体構造は熱安定性に関与しており、高温下で機能する本酵

素にとって必要不可欠であることも分かった（原著論文 13）。 

 

4．2．3．Thermococcus kodakarensisの水素生産機構の解明と機能強化（三木 G） 

＜研究実施内容及び成果＞ 

・[NiFe] ヒドロゲナーゼの成熟化補助タンパク質の構造解析 

 [NiFe] ヒドロゲナーゼ成熟化機構に関わる T. kodakarensis 由来 Hyp タンパクについて、ヒドロゲ

ナーゼへのNi組込み機構を明らかにすることを目的に、T. kodakarensis由来HypBについて構造

解析を行い、2.1 Å 分解能で結晶構造を決定した。HypB は、非結晶学的な二回軸で関係づけら

れるホモ二量体構造を形成していた。また、本酵素はゲル濾過カラムの溶出位置から、溶液中でも

二量体であることが分かっており、この二量体は生理条件下での Native な構造であると思われた。

二量体会合面には大腸菌由来の ADP 分子が結合しており、ATP の加水分解に重要な役割を果

たす Lys28 が ADP と相互作用していた。ADP との相互作用に関わる残基は、Mrp/MinD family

に属する HypB 間でよく保存されていた。また、従来の G3E familyに属する HypB は GTP を用い

 
 

図 10. AMPpase 結晶構造 

C末ドメイン 
での会合 

中央ドメイン 
での会合 

 
図 9. TK2285 タンパク質の結晶構造 （左）全体構造、

（右）生成物結合部位 
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て Ni 挿入を行うが、本酵素は ADP に対して強い親和性をもつことが示唆された。Mrp/MinD 

familyに属するATP結合型 Sojとの重ね合わせを行った結果、ATPの位リン酸がHypBのAsp57、

Pro135、Lys28と接触することが分かり、HypBはATPの結合に伴って構造変化が起こることが示唆

された。 

この結果を受けて、HypAB複合体の構造解析に取り組んだ。ATPSを加えた条件下で、両者が

複合体を形成することを見いだし、1.7 Å 分解能で複合体構造を決定することができた。HypAB 複

合体は、HypA 二分子 HypB 二分子のヘテロ四量体を形成していた（図 11 左）。また、HypB と複

合体を形成することで、HypAは大きく構造変化しており、His98がN末端に接近していた。その結

果、単独の HypA には存在しなかった Ni 結合部位が N 末端に形成されており、その部位には Ni

が平面四配位で結合していることが分かった（図 11 右）。また、等温滴定型熱量測定を行ったとこ

ろ、HypA の Ni に対する親和性は、複合体を形成することにより約 600 倍上昇することが明らかに

なった。これらの結果から、ヒドロゲナーゼへの Ni 組込み機構の詳細を初めて議論できた（原著論

文 25）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. HypAB 複合体の結晶構造 （左）ヘテロ四量体構造、（右）HypA の構造変化 

 

 また、同じく成熟化機構に関わる HypE についても、反応中間状態であるカルバモイル化型また

はシアノ化型 HypE の構造を、それぞれ 1.53 Å と 1.64 Å 分解能で決定することができた。その結

果、カルバモイル化された C 末のシステイン残基は、二段階の脱プロトン化過程を経て脱水化され

るという反応機構を初めて提唱することができた（原著論文 16）。 

 

 ヒドロゲナーゼの切断修飾を行う T. kodakarensis 由来 HybD（計画書に記載していた HycI より名 

称変更）について、本酵素の修飾機

構を明らかにすることを目的に構造

解析を行い、1.9 Å 分解能で結晶構

造を決定できた。HybD は、七つの

-helix と五つの-strand からなる/

サンドウィッチ構造をしていた（図 12）。

また、類似構造との比較から、ヒドロゲ

ナーゼ大サブユニット（HyhL）との相

互作用に重要な金属イオンの結合部

位を予想した。 
 

 

4．2．4．スクワレン前駆体合成増強のための細胞工学（三木 G） 

＜研究実施内容及び成果＞ 

・CoA 生合成経路関連酵素の立体構造解明 

 CoA 生合成経路に関連する酵素のうち、アーキアに特有の T. kodakarensis 由来

phosphopantothenate synthetase（PPS）について、反応機構を明らかにすることを目的に、構造解析

に取り組んだ。アポ型構造を 2.0 Å 分解能で、基質である ATP/Mgおよび ATP/Mg/ホスホパントイ

HypB H ypB’ 

H ypA H ypA’ 

N i N i 

HypA in comp lex 

N i 

M et1  

H is2  H is9 8  

Glu3  

Isolated  H ypA  
W atanabe et a l. ,  J.  M ol.  Bio l. ,  2 0 0 9  

H is9 8  

 
図 12. HybD の結晶構造 残基は金属結合部位 
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ン酸（PPo）との複合型構造を 2.4 Å と 2.3 Å 分解能で、それぞれ決定することができた。PPSは/

構造をとっており、アポ型構造では非結晶学的な二回対称軸で関係づけられる位置から約 10˚ず

れた、非対称な二量体を形成していた（図 13左）。また、二つの基質結合型構造においても、やは

り非対称な二量体を形成していることが分かった（図13中、右）。この非対称性のために、PPS二量

体中に二ヶ所存在する活性部位は非等価であり、一方は広く（w-site）もう一方は狭く（n-site）なっ

ていた。PPS と ATP/Mg との複合型構造では、n-site ではペアとなる単量体由来の Arg17 と Tyr45

がATPのリン酸部位と結合していたが、w-siteではこれらの残基はATPとの結合に関与していなか

った。この構造を基に作製した R17A および Y45A 変異体では、酵素活性が著しく低下することも

確認された。また、対称な二回軸で関係づけられる仮想二量体モデルでは、両残基と活性部位は

弱い相互作用しかできない位置関係になった。これらの結果から、Arg17と Tyr45は酵素反応に必

須であり、また PPS の非対称性は酵素反応にとって重要であることが結論づけられた。また、n-site

のみでMgイオンが確認されたことから、PPSの反応はまずn-siteで起こることが考えられた。一方、

ATP/Mg/PPo との複合型構造では、n-site、w-site の両方において、反応中間体であるホスホパント

イルアデニレート（PPA）が結合している様子が確認できた（原著論文 20）。 

 これらの結果より、PPS

の反応機構には二量体

の非対称性が必要である

こと、また二つの活性部位

のうち、最初に n-site で反

応中間体が生成され、続

いてPPS二量体分子の構

造変化が起こって n-siteと

w-site が入れ替わり、新た

に形成された n-site で反

応中間体の形成が起こる

という反応機構を初めて

提唱できた。 

同じく CoA 生合成経路に関連する T. kodakarensis由来 ketopantoate reductase（KPR）について

は、機能解析の結果 CoA によるフィードバック阻害を受けることが分かった。そこで、CoA による

KPRの阻害機構を明らかにすることを目的に、CoA非結合型および CoA/基質 2-oxopantoate との

三者複合型それぞれについて構造解析を行い、2.3 Å と 1.65 Å分解能で結晶構造を決定した。 

KPR は二量体構造をしており、CoA は一方の単量体の NADH 結合部位にのみ結合し、Cys84

とジスルフィド結合を形成していた（図 14）。この Cys84をアラニンへと置換した変異体を作成し、野

生型と C84A変異体の活性測定を行ったところ、野生型では CoAによる時間依存的な阻害が見ら

れたのに対し、C84A 変異体ではそのような阻害は見られないことが分かった。このことは、CoA の

結合は不可逆的であることを示唆しており、Cys84 とのジスルフィド結合が KPRの活性阻害に重要

な役割を果たしていることが分かった。また、2-oxopantoate も同じ分子に結合しており、活性部位 

は閉じた構造をしていた。もう

一方の単量体には発現宿主と

して用いた大腸菌由来と思わ

れる NADP
+のみが結合し、活

性部位は開いていた。以上の

結果か ら 、 CoA は 2-oxo- 

pantoate と協同的に結合するこ

とで、KPR を閉じた構造へと変

化させ、厳密な活性阻害を引

き起こすことが分かった（原著

論文 27, 31）。 

 

 
図 13. PPS二量体の予想される反応機構   

 
 

図 14. KPRの結晶構造 （左）ホモ二量体構造、 

（右）CoA 結合部位 

 

 

Cys84  
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4．3．（立命館大学 生命科学部（今中）グループ） 

 

＜研究のねらい＞ 

日本各地より採集した環境サンプル中からキチン・キシランなどの非食性バイオマス分

解能を示す微生物を濃縮・分離する。分離された微生物のうち、特に高い分解能あるいは

有用な分解特性を示すものに対しては、生化学的手法やゲノム解析を通じて関与する遺伝

子を同定する。また機能強化・機能融合された微生物の活性を培養工学的手法により最適

化し、分解・生産収率を求め、評価する。 

 

4．3．1．キチン・キシラン等バイオマス高分解能を示す候補微生物の分離（今中 G） 

＜研究実施内容及び成果＞ 

 大分県の別府温泉サンプルや、家庭用コンポスト、立命館大学周辺の土壌を分離源とし

て、難分解性多糖であるキチンまたはキシランの分解菌のスクリーニングを行った。その

結果、立命館大学周辺の田んぼ中の土壌サンプルよりキチン分解菌（1-1 株）の単離に成功

した。本菌の 16S rRNA 遺伝子配列を解析した結果、本菌は Lysinibacillus 属細菌と予想され

た。また同様に家庭用コンポストのサンプルよりキチン分解菌（64-4 株）の単離に成功し

た。本菌の 16S rRNA 遺伝子配列を解析した結果、本菌は Bacillus 属細菌と予想された。一

方で別府温泉白池地獄の温泉サンプルより、キシラン分解菌（45-6 株）の単離に成功した

（図 15）。本菌は 70℃で生育可能な好熱菌であり、その 16S rRNA 遺伝子配列の解析結果よ

り、Caldicellulosiruptor 属細菌と予想された。上述の多糖分解菌に加え、一連の微生物探索

の過程において、難分解性多糖であるセルロースの分解菌や、難分解性タンパク質である

ケラチンの分解菌も得られた。 

 

   
図 15.（左）白池地獄、（中）培養 3 日目 45-6 株、（右）顕微鏡観察の様子 

 

4．3．2．バイオマス高分解性微生物のバイオマス分解に関わる酵素の同定（今中 G） 

＜研究実施内容及び成果＞ 

 前述の得られた微生物のうち T. kodakarensis への遺伝子導入を視野に入れ、キシラン分解

能をもつ好熱性の Caldicellulosiruptor 属細菌 45-6 株について特に注目した。この 45-6 株に 

ついて次世代シーケンサーを用いて

全ゲノム DNA のドラフト解析を行っ

た。その結果ゲノム上に xylanase 遺伝

子 ホ モ ロ グ を は じ め と し て

β-xylosidase などキシラン分解関連の

酵素が多数見出された（表 1）。これら

のうち特に β-1,4-xylanase をコードす

ると予想されている遺伝子は 3種類存

在した。 

これら酵素群の性質を明らかにすべく、まずはこの 3 種類の β-1,4-xylanase ホモログのう

ちのひとつの遺伝子（xyl1）について、大腸菌で異種発現を試みた。結果として SDS-PAGE

により、目的の大きさのタンパク質が発現していることを確認した。得られた粗酵素につ

表 1. 45-6 株が持つ様々なキシラン分解関連酵素 

酵素名  ホモログの数  

 β-xylanase  7  

   (特に β-1,4-xylanase) (3) 

 β-xylosidase  4  

 α-glucuronidase  1  

α-L-arabinofuranosidase  2  
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いてジニトロサリチル酸法を用いて 60℃から 100℃の範囲内で酵素が生産する還元糖の定

量を行ったところ、超好熱菌 T. kodakarensis の至適生育温度である 85℃においても 2 時間

以上の間 50%以上の酵素活性を維持しており、高い耐熱性を有することも分かった。今回

特に T. kodakarensis の至適生育温度でも活性を有していたことは、T. kodakarensis が本酵素

を利用する際に非常に有効であると考えられた。また一方で残りの二つ（xyl2、xyl3）につ

いて大腸菌内で異種発現を試みた。その結果 xyl2 に関しては推定分子質量（約 76kDa）よ

りも小さな状態で発現し、得られたタンパク質からは xylanase活性も確認されなかった。xyl3

に関しても活性な xylanase は確認されなかった。 

 T. kodakarensis は水素生産能をもつが、キシラン分解能をもたない。そこでキシラン分解

酵素を導入することで、T. kodakarensis によるキシランからの水素生産が期待できる。ここ

で前述のように Xyl1 は T. kodakarensisの生育温度でも十分な活性を示す事が分かっている。

そこで xyl1について分泌タンパク質として発現するようにT. kodakarensisゲノムへの組み込

みを試みた。その結果 xyl1 導入株の取得に成功した。野生株及び xyl1 導入株をキシラン含

有固体培地上で生育させたところ、xyl1 導入株コロニー周辺で、野生株コロニーでは見られ

なかったキシランの分解帯が観察された。このように T. kodakarensis にキシラン分解能を付

与することに成功した。 

 

4．4．（大阪大学 工学研究科（本田）グループ） 
4．4．1．キチン・キシランからのバイオエネルギー生産（本田 G） 

＜研究のねらい＞ 

先行研究により開発された耐熱性酵素による in vitro 人工代謝経路構築技術を用い、様々

なバイオマス由来物質から、各種の有用化学品を高収率に生産する。これまでの研究でグ

ルコースを原料に乳酸、リンゴ酸、n-ブタノールを選択的に作り分けることに成功している

が、本課題では、出発物質側のレパートリーを拡張することを主眼に研究を進める。具体

的には、跡見 G により全容が解明された T. kodakarensis 由来キチン分解酵素群を用い、キチ

ンを出発物質とした n-ブタノール生産のための人工代謝経路を構築すること、ならびに in 

vitro で構築した人工経路を T. kodakarensis 等の（超）好熱性微生物内に導入することを視野

に入れ、一連の酵素遺伝子群をアッセンブルした人工オペロンを構築することを目指す。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

出発物質レパートリーの拡張を目指すにあたり、キチンに先立って、グリセロールを原

料とした人工代謝経路構築に取り組んだ。T. kodakarensis 由来 glycerol kinase、Thermus 

thermophilus 由来 glycerol-3-phosphate (G3P) dehydrogenaseによりグリセロールを G3P にまで

変換し、これを先行研究で構築済みの ATP 非生産性キメラ型解糖経路に接続することで、

グリセロールから乳酸へのワンポット変換反応を行った。また本システムは、100 mM 程度

までのメタノールを含む反応液中でも動作可能であり、バイオディーゼル生産の副産物で

ある粗グリセロールからの物質生産への適用可能性も示された。 

一方、キチンを出発物質とした人工代謝経路の構築に向けて、一連の酵素群の速度論的

解析を実施した。また好熱性細菌 Thermus thermophilus 由来 glucokinase が、ATP 依存的にグ

ルコサミンのリン酸化を触媒可能であることを見出した。T. kodakarensis のキチン分解酵素

群のひとつである ADP-依存型 glucosamine (GlcN) kinase (TK1110)をこれと置換することに

よって、キチン分解経路を上述のキメラ型解糖経路へ接続した際の ATP/ADP バランスを合

致させることが可能であることを示した。さらに、キメラ型解糖経路酵素群をコードする

一連の遺伝子を人工オペロンとして集積し、大腸菌内で共発現させた。本共発現株の粗酵

素液を熱処理に供したものを触媒とし、fructose-6-phosphate から pyruvate への変換が可能で

あることを示した。一連の酵素を組み合わせ、n-ブタノールを含む種々の有用代謝物の合成

前駆体である pyruvate を、キチンから収率約 50%で生産させることに成功した。 

 

4．4．2．水素を還元力とした CO2固定型バイオコモディティー生産（本田 G） 
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＜研究のねらい＞ 

跡見 G により機能解明が進められている T. kodakarensis 由来水素吸収型ヒドロゲナーゼ

（Hyh）をはじめとする耐熱性ヒドロゲナーゼを利用し、水素を還元力とした CO2固定型人

工代謝経路を構築する。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

利用可能な耐熱性ヒドロゲナーゼとして米・ジョージア大・M. Adams らのグループによ

り、同酵素の成熟化タンパク質を含む一連の酵素遺伝子を共発現させた組換え大腸菌株を

譲り受けた。また、CO2固定の初発反応となりえる formate dehydrogenase (FDH)について、

複数の（超）好熱菌に由来する当該酵素遺伝子のクローニングと大腸菌内での異種発現を

試みた。このうち Pyrococcus furiosus 由来 FDH 発現株を用いた場合に、水素雰囲気下で炭

酸（重炭酸イオンとして添加）からのギ酸生産が確認されが、その活性は高温で容易に失

われるものであった。すなわち、P. furiosus 由来 FDH は大腸菌内での活性発現にあたり、宿

主由来の非耐熱性タンパク質と協調的に機能しているものと考えられた。以上より、FDH

を初発反応とした CO2 固定型物質生産システムの構築には見直しが必要と考えられ、今後

は、バイオマス由来物質を出発物質としたバイオコモディティー生産と余剰還元力を利用

した水素生産といった異なる方向性を模索する必要もあると考えられる。 

 一方、先行研究も含めた一連の研究において、高温領域における NAD(H)、NADP(H)の熱

分解が耐熱性酵素を用いた有用物質生産システムの課題として顕在化しつつあった。これ

らの補酵素はヒドロゲナーゼ反応と物質生産反応を介在する電子メディエーターとしても

必要となるものであることから、NAD(H)、NADP(H)の安定化に関する研究を並行して実施

した。一連のニコチンアミド補酵素群のうち、特に NAD
+に注目し、その熱分解産物を同定

するとともに、それらから NAD
+を再合成するための耐熱性サルベージ酵素群を探索した。

得られた酵素群を in vitro 代謝経路構築技術のスキームに則り組み合わせることで、NAD
+

の人工サルベージ合成経路を完成させた（図 16）。これを用いて NAD
+の安定化が可能であ

ることを示すとともに、成果をもとに特許出願を行った。 

 

 

図 16. NAD
+サルベージ合成のための in vitro 人工代謝経路の概略図（左）と同経路を用い

た NAD
+の安定化効果（pH8.0、60℃） 

 

4．5．（神戸大学大学院 人間発達環境学研究科（蘆田）グループ） 
 

4．5．1．メタン産生に関わる新規炭素代謝回路の機能解析（蘆田 G） 

＜研究のねらい＞ 

 メタン菌ゲノム情報の解析等から、RuBisCO と phosphoribulokinase (PRK)が機能する新規の炭
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素代謝回路が予想され、またこの新規回路がメタン産生代謝へ還元炭素を供給していることが予

想された。将来的なアーキアにおけるメタン産生能能強化を可能とするため、この新規炭素代謝回

路の機能を詳細に解析することを目的に研究を進めた。 

 

＜研究実施内容及び成果＞ 

 メタン菌である Methanospirillum hungatei に注目し、RuBisCO と PRK ホモログの酵素学的解析

を行った。M. hungateiのRuBisCOホモログの大腸菌リコンビナントタンパク質を用いて活性測定を

行った結果、カルボキシラーゼ活性を示し、このタンパク質が正真正銘の RuBisCO であることが明

らかになった。また、同様にM. hungateiを含む 4種のメタン菌の PRKホモログの大腸菌リコンビナ

ントタンパク質を用いて酵素学的解析を行った結果、全てのホモログで PRK活性が検出された。こ

のことからアーキア、特にメタン菌では、PRKにより合成された ribulose bisphosphate (RuBP)を基質

に RuBisCO が CO2固定反応を触媒していることが示唆された。 しかしこれらアーキアはペントー

スリン酸経路を有していないため、PRK の基質である ribulose 5-phosphate (Ru5P)がどのように供

給されているか明らかでなかった。Ru5P 供給経路としてアーキアや一部のバクテリアが利用する

CO 固定経路である Ribulose monophosphate (RuMP) pathwayが予想された。RuMP 経路酵素で

ある 6-phospho-3-hexulo-isomeraseと hexulose-6-phosphate synthaseをM. hungateiゲノム中の候補

遺伝子の大腸菌リコンビナントタンパク質の解析から同定した。これらの結果から、M. hungatei に

おいて、光合成カルビンサイクルの一部がRuMP経路に置換されたRuBPとPRKが機能する新規

炭素代謝回路、reductive hexulose-phosphate (RHP) cycle の存在が示唆された。また、RHP cycle

では、還元炭素を formaldehyde としてメタン菌特有のメタン産生経路、または還元的アセチル

-CoA 経路へ供給していることが予想された。 

 RHP cycle の生体内における存在を検証するために、 6-phospho-3-hexulo-isomerase、

hexulose-6-phosphate synthase、PRK、RuBisCO のリコンビナントタンパク質を用いて試験管内で解

析した結果、RuBisCO 反応生成物である 3-phosphoglycerate への変換が検出され、またこの変換

は、RuBisCOの特異的阻害剤により完全に抑制されたことから、この回路を試験管内で再現するこ

とができた。さらに、M. hungatei の細胞抽出液を用いて、 fructose 6-phosphate から

3-phosphoglycerateへの変換を解析した結果、fructose 6-phosphateから3-phosphoglycerateへの変

換が検出され、この変換は RuBisCO の特異的阻害剤により完全に抑制された。このことから、

RuBisCO 依存的な RHP cycle が機能していることを明らかにした。 

 RHP cycle に特徴的な酵素遺伝子をアーキアのゲノムデータベースから検索した結果、M. 

hungatei と同じメタン菌の多く、また超好熱菌の一部が RHP cycle を利用していることが明らかにな

った。これら超好熱菌由来の酵素は T. kodakarensis で機能させることが可能と予想されるため、T. 

kodakarensis へのメタン産生能付与が成功した後の RHP cycle 導入による更なる生量強化が期待

できる。 
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ribokinase family タンパク質の機能解明、日本生物工学会、札幌、2014 年 9 月 10

日 

80. 高楽、今中忠行、藤原伸介、“超好熱菌の低温適応に必要な分子シャペロニンのアミ

ノ酸置換”、第 66 回日本生物工学会大会、札幌コンベンションセンター（北海道）、

2014 年 9 月 11 日 

81. 井上貴央、秀瀬涼太、岡田和真、福田青郎、今中忠行、藤原伸介、“長鎖・分岐型ポ

リアミン添加による高温下での無細胞翻訳系の高効率化”、第 66 回日本生物工学会

大会、札幌コンベンションセンター（北海道）、2014 年 9 月 11 日 

82. Takumi Kawashima, Satoshi Watanabe, Yuichi Nishitani, Tamotsu Kanai, 

Haruyuki Atomi, Tadayuki Imanaka, and Kunio Miki, Studies on intermediate 

HypAB complexes for Ni insertion during [NiFe] hydrogenase maturation, 第 52

回日本生物物理学会年会, 札幌コンベンションセンター, 2014年 9月 25-27日 

83. 永田隆平、藤橋雅宏、佐藤喬章、跡見晴幸、三木邦夫、立体構造に基づくイノシトールリン

酸化酵素の基質認識機構と生成物の解明、第 87 回日本生化学会大会、京都国際会館、

2014年 10 月 15-18日 

84. 相川佳紀、西谷優一、冨田宏矢、跡見晴幸、三木邦夫、始原菌由来 ketopantoate 

reductase の補酵素 A による負のフィードバック制御の構造基盤、第 87 回日本生化学会

大会、京都国際会館、2014 年 10 月 15-18日 

85. 河島拓未、渡部 聡、西谷優一、金井 保、跡見晴幸、今中忠行、三木邦夫、[NiFe]ヒドロ

ゲナーゼ成熟化に関与するHypAB複合体のX線結晶構造解析、平成 26年度日本結晶

学会年会、東京大学本郷キャンパス、2014 年 11月 1-3日 

86. 永田隆平、藤橋雅宏、佐藤喬章、跡見晴幸、三木邦夫、イノシトールリン酸化酵素の基質

認識機構とその生成物についての構造学的研究、平成 26 年度日本結晶学会年会、東京

大学本郷キャンパス、2014年 11月 1-3日 

87. 相川佳紀、西谷優一、冨田宏矢、跡見晴幸、三木邦夫、始原菌由来 ketopantoate 

reductase の補酵素 A による負のフィードバック制御機構、平成 26年度日本結晶学会年

会、東京大学本郷キャンパス、2014 年 11月 1-3日 

88. 金井保 , 山本康之 , 金関剛史 , 跡見晴幸、超好熱性アーキア Thermococcus 

kodakarensis における芳香族アミノ酸生合成経路の転写制御機構の解明、極限環境生

物学会、今帰仁村,沖縄、2014年 11月 2日 

89. 川村弘樹 , 牧野勇樹 , 佐藤喬章 , 今中忠行 , 跡見晴幸、超好熱性アーキア

Thermococcus kodakarensisにおける新規 serine kinaseの機能解析、極限環境生物

学会、今帰仁村,沖縄、2014年 11 月 3日 

90. 村松晃、吉川祐子、福田青郎、藤原伸介、梅澤直樹、神戸俊夫、今中忠行、吉川研一、

“超好熱菌由来の分岐型ポリアミンが引き起こすゲノム DNA の特異な高次構造変化”、第

37回日本分子生物学会年会、2014 年 11月 27日 

91. 河島拓未、渡部 聡、西谷優一、金井 保、和田健彦、稲葉謙次、跡見晴幸、今中忠行、

三木邦夫、[NiFe]ヒドロゲナーゼへ Ni を組み込む HypAB 複合体の結晶構造解析、第

15回日本蛋白質科学会年会、あわぎんホール、2015年 6月 24-26日 

92. 西谷優一、堀内あゆみ、金井 保、跡見晴幸、三木邦夫、アーキア由来新規キチナーゼの

結晶構造解析、第 15回日本蛋白質科学会年会、あわぎんホール、2015年 6月 24-26日 

93. 權 成鶴、西谷優一、渡部 聡、金井 保、跡見晴幸、三木邦夫、[NiFe]ヒドロゲナーゼ成

熟化に関わるアーキア由来 HybD の X 線結晶構造解析、平成 27 年度日本結晶学会年

会、大阪府立大学中百舌鳥キャンパス、2015年 10月 17-18日 

94. 西谷優一、堀内あゆみ、金井 保、跡見晴幸、三木邦夫、アーキア由来新規キチナーゼの

構造学的研究、平成 27 年度日本結晶学会年会、大阪府立大学中百舌鳥キャンパス、

2015年 10 月 17-18日 
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95. 佐藤喬章、白石拓也、松原光平、Siebers Bettina、跡見晴幸、超好熱性アーキア

Thermococcus kodakarensisにおける多糖分解経路の遺伝学的解析、城山観光ホテル 

鹿児島、2015 年 10月 26-28日 

96. 青野陸、佐藤喬章、今中忠行、跡見晴幸、ペントースビスリン酸経路：アーキアにおけるヌ

クレオシド分解機構、第 16 回極限環境生物学会、東京海洋大学 品川キャンパス、2015

年 11月 8-9日 

97. 権 成鶴、西谷優一、渡部 聡、金井 保、跡見晴幸、三木邦夫、[NiFe]ヒドロゲナーゼ成

熟化に関わるアーキア由来 HybD の X 線結晶構造解析、2015 年度量子ビームサイエン

スフェスタ、つくば国際会議場、2016 年 3月 15-16日 

98. 西谷優一、堀内あゆみ、金井 保、跡見晴幸、三木邦夫、アーキア由来新規キチナーゼの

結晶構造、2015 年度量子ビームサイエンスフェスタ、つくば国際会議場、2016 年 3 月

15-16日 

99. 佐藤喬章、牧野勇樹、川村弘樹、今中忠行、跡見晴幸、超好熱性アーキア

Thermococcus kodakarensisにおける Cys生合成経路の解明、日本農芸化学会 2016

年度大会、札幌コンベンションセンター、2016年 3月 27-30 日 

100. 金井保、Jan-Robert Simons、別府春樹、今中忠行、跡見晴幸、Thermococcus 

kodakarensis での ATPase 高発現により水素生産の細胞増殖依存性は部分的に解除さ

れる、日本農芸化学会 2016 年度大会、札幌コンベンションセンター、2016 年 3 月 27-30

日 

101. 蜂須賀真一、佐藤喬章、跡見晴幸、超好熱性アーキア Thermococcus kodakarensis

における NAD+熱分解産物の代謝機構、日本農芸化学会 2016 年度大会、札幌コンベン

ションセンター、2016年 3月 27-30 日 

102. 下坂天洋、跡見晴幸、超好熱性バクテリア Thermotoga maritima における

Co-enzyme A生合成制御機構の解明、日本農芸化学会2016年度大会、札幌コンベンシ

ョンセンター、2016年 3月 27-30日 

103. 藤澤智子、跡見晴幸、酵素を利用した myo-inositol 合成法の開発、日本農芸化学会

2016年度大会、札幌コンベンションセンター、2016年 3月 27-30日 

104. 福田青郎、内田圭亮、Abdul Aziz Jaziri、市村瑞葉、何あゆみ、金井保、跡見晴幸、

今中忠行、超好熱菌 Thermococcus kodakarensis の転写制御因子の解析、日本農芸

化学会 2016年度大会、札幌コンベンションセンター、2016年 3月 27-30日 

105. 木村圭佑、岡野憲司、本田孝祐、耐熱性酵素を用いたキチンからの有用物質生産、日

本農芸化学会 2016 年度大会、札幌コンベンションセンター、2016 年 3月 27-30日 

 

 

 

(４)知財出願 

 

①国内出願 (1件)  

1. ＮＡＤ＋の製造方法及びＮＡＤ＋製造用形質転換体セット、本田孝祐・跡見晴幸、

国立研究開発法人科学技術振興機構、2015 年 2 月 24 日、特願 2015-33843 

 

②海外出願 (1件) 

1. 補酵素の製造方法及び補酵素製造用形質転換体セット、本田孝祐・跡見晴幸、国立研

究開発法人科学技術振興機構、2016年 2月 19日、PCT/SP2016/054872 

 

(５)受賞・報道等  

①賞 

1. 極限環境生物学会、優秀ポスター賞、石橋拓也、2011年 11月 27 日 

2. 極限環境生物学会、優秀ポスター賞、冨田宏矢、2012年 12月 1-2 日 
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3. Thermophiles 2013, Best Poster Prize、冨田宏矢、2013年 9月 13日 

4. 農芸化学技術賞、北林雅夫、小松原秀介、今中忠行、2014 年 3 月 27日 

5. 20th Young Asian Biochemical Engineers' Community Symposium (YABEC) 2014、 

Best Poster Award、岡野憲司、本田孝祐、大竹久夫、2014年 11月 7日 

6. 日本農芸化学会 農芸化学奨励賞、蘆田弘樹、2015年 3月 26日 

7. 生物高分子学会 2015、優秀発表賞、相川佳紀、2015年 9月 20日 

8. 酵素工学奨励賞、本田孝祐、2015年 10月 16日 

9. 生物工学論文賞、森本有美、Ye Xiaoting、本田孝祐、岡野憲司、大竹久夫、2015年 10月

26 日 

10. 極限環境生物学会 優秀ポスター賞、青野陸、2015 年 11 月 8 日 

11. 極限環境生物学会 研究奨励賞、佐藤喬章、2015 年 11 月 9日 

 

②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道（プレス発表をした場合にはその概要もお書き下さい。） 

1. 日経産業新聞、「微生物の代謝に新経路」、2015年 3月 31日 

アーキアの多くはペントースリン酸経路を持っていないことから、ヌクレオシドの代謝について

は不明であったが、ヌクレオシドのペントース部位を代謝するペントースビスリン酸経路を発見

した。アーキアは真核生物の祖先とみる考え方もあり、また本経路には光合成の暗反応にお

いて炭酸固定を行う酵素、ルビスコが含まれる。よって発見した経路は光合成の原型である可

能性も考えられる。 

 

2. 日刊工業新聞、「京大、水素触媒の酵素たんぱく質がニッケルイオン獲得する際の立体構

造を解明」、2015年 6月 10日 

[NiFe] ヒドロゲナーゼの成熟化補助タンパク質の一つである HypAB複合体について、構造・

機能解析を行い、HypAB 複合体がヒドロゲナーゼの機能に必要な Ni イオンを正確に組み込

む仕組みを明らかにした。この成果について、プレス発表を行った。 

 

③その他 

 

(６)成果展開事例 

 

①社会還元的な展開活動 

・ 高校生に対するアウトリーチ活動（大学における研究活動の紹介）を行う際に、本プロジェクトで

の成果も紹介して研究分野の重要性や意義を説明し、基礎研究と産業利用との関係、研究に対

する国のサポートなどにも言及した。 

 

・ 研究の成果およびその背景について、日本化学会編集の総説集 「CSJ カレントレビュー」の一

冊「極限環境の生命科学」に、本プロジェクトの成果も織り込んで分担執筆を行っている。 
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§７ 研究期間中の活動 
 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2011 年 4 月

11日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

35人 本研究の全中研究課題に

関して研究の進め方につい

て討議した。 

2011 年 8 月

19日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

工学研究科 

11人 本研究の中研究課題のう

ち、キチン・水素生産・ペント

ース代謝に関する研究の進

め方について討議した。 

2011年 11月

28日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

13人 本研究の中研究課題のう

ち、キチン・水素生産・ペント

ース代謝に関する研究の進

捗状況・研究の進め方につ

いて討議した。 

2011年度 チーム内ミーティング

（非公開）その他４度 

京都大学 4-9人 個別中研究課題に関して進

捗状況・進め方について討

議した。 

2012 年 7 月

22日 

京都大学理学部，最先

端科学の体験型学習講

座, ELCAS（先端科学の

講演会） 

京都大学大

学院理学研

究科 

約 150名 京都大学大学院理学研究科

で行っている高校生を主な

対象とした取り組みで、理

数分野に関して卓越した才

能のある生徒について、さ

らに意欲・能力を伸ばす体

系的教育プログラムの開発

および実施を行っている。 

この活動を通して、小中高

等学校教員や保護者に理系

職業や進路の魅力を伝えて

いる。その一環である「先

端科学の講演会」で講演し、

本プロジェクトの成果も，

先端科学における研究成果

として紹介した。 

2012 年 8 月

10日 

京都大学，オープンキャ

ンパス，研究室訪問 

京都大学大

学院桂・吉

田キャンパ

ス 

約 30人 主に高校生を対象にバイオ

マス分解・水素生産に関す

る本研究の成果と今後の展

望について紹介した。 

2012年 10月

27日 

生命科学の新展開 立命館大学

びわこ く さ

つキャンパ

ス 

100人 生命科学に関するシンポジ

ウム 

2012年 11月

7日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

13人 ヒドロゲナーゼ,ペントース代

謝,キチナーゼに関する研究

進捗報告のためのミーティン

グ 

2012年度 チーム内ミーティング

（非公開）その他 7度 

京都大学 

立命館大学 

6-11人 個別中研究課題に関して進

捗状況・進め方について討
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議した。 

2013年 8月 6

日 

立命館大学 関西学院

大学 研究交流会 

関西学院大

学神戸三田

キャンパス 

25人 生命科学に関する研究交流

会 

2013年 8月 8

日 

京都大学，オープンキャ

ンパス，研究室訪問 

京都大学大

学院桂・吉

田キャンパ

ス 

約 25人 主に高校生を対象にキチン

分解・水素生産・機能の増

強に関する本研究の成果と

今後の展望について紹介し

た。 

2013年 8月 9

日 

兵庫県立長田高等学校

「人文・数理探究類型」

総合学習プログラム「探

究入門」 

京都大学大

学院理学研

究科 

約 15名 兵庫県立長田高等学校で

平成 25 年度に設置された

「人文・数理探究類型」の総

合学習プログラム「探究入

門」の一部を担当し、大学で

の先端研究の一端を紹介し

た。その中で、本プロジェ

クトの成果も紹介した。 

2013年 8月 7

日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

12人 ヒドロゲナーゼ,ペントース代

謝,キチナーゼ, CoAに関す

る研究進捗報告のためのミ

ーティング 

2013年度 チーム内ミーティング

（非公開）その他 3度 

京都大学 4-7人 個別中研究課題に関して進

捗状況・進め方について討

議した。 

2014 年 6 月

20日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

3人 ペントース代謝, キチン分解

酵素、水素生産関連酵素に

関する研究進捗報告のため

のミーティング 

2014年 7月 8

日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

3人 ペントース代謝, CoAに関す

る研究進捗報告のためのミ

ーティング 

2014 年 7 月

28日 

兵庫県立長田高等学校

「人文・数理探究類型」

総合学習プログラム「探

究入門」 

京都大学大

学院理学研

究科 

約 15名 前年に行ったものと同様の

プログラムを行い（２回目），

本プロジェクトの成果も

紹介した。 

2014 年 9 月

28日 

京都大学アカデミックデ

ー 

京都大学百

周年時計台

記念館 

9人 当チームの研究内容の一部

を一般市民に公開・解説し

た 

2014年 12月

1日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京都大学 

理学研究科 

12人 ペントース代謝, CoA,水素

生産関連酵素に関する研究

進捗報告のためのミーティン

グ 

2015 年 1 月

15日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

立命館大学

BKC キャン

パス 

6人 ペントース代謝,水素生産関

連酵素に関する研究進捗報

告のためのミーティング 

2015 年 7 月

13日 

ワークショップ「微生物

研究のフロンティア開

京都大学桂

キャンパス 

13名 様々な微生物を研究してい

る国内の一流研究者に講演
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拓」 をして頂いた。この中で、跡

見と本田と蘆田が本プロジ

ェクトの成果を紹介した。 

2015年 8月 6

日 

平成 27年度スーパーサ

イエンスハイスクール生

徒研究発表会・研究者ミ

ニライブ講演 

インテックス

大阪 

約 20名 文科省・JST の主催で行わ

れた題記イベントにおいて、

SSH 所属の高校生に対し、

研究活動の具体例とその楽

しさを伝えるための講演を行

った。この中で本プロジェ

クトの成果も紹介した。 

2015年 8月 6

日 

兵庫県立長田高等学校

「人文・数理探究類型」

総合学習プログラム「探

究入門」 

京都大学大

学院理学研

究科 

約 15名 前々年，前年に行ったものと

同様のプログラムを行い（３

回目），本プロジェクトの

成果も紹介した。 

2015 年 9 月

11日 

チーム内ミーティング

（非公開） 

京 都 大 学 

桂キャンパ

ス 

3名 ペントース代謝,CoA 生合成

関連酵素に関する研究進捗

報告のためのミーティング 

2015 年 9 月

16日 

国際共同研究チームミ

ーティング 

京 都 大 学 

桂キャンパ

ス 

約 30名 国際共同研究を行っているド

イツの Uwe Bornscheuer、

Johannes Kabisch および

CREST岡田チームの岡田茂

を招いて、炭化水素生産に関

わる研究の進捗紹介および

今後の研究方針について打

ち合わせを行った。 

 

§8 最後に 
本研究では、アーキアにおけるバイオマス分解およびバイオエネルギー生産に関わる機能を理

解し、それらの強化を目指した。また異種生物由来の機能も導入し、機能の融合を図ることにより

非可食性バイオマスからの水素・メタン・スクワレン等バイオエネルギー生産能を示すアーキアの創

製を目標とした。 

 機能の理解については、バイオマス分解およびバイオエネルギー生産に関わる多くの代謝経路

について検討した。アーキアにおける CoA 生合成経路のほぼ全容を解明することができ、また

CoA 生合成の制御機構も明らかにすることができた。またペントース代謝機構の解析ではヌクレオ

シドの新しい分解経路（pentose bisphosphate pathway）を同定することができた。さらにメタン生成

菌においても新しい炭酸固定経路を発見することができた。その他、今まで知られていなかった基

質特異性を示す acyl-CoA synthetaseや新型の myo-inositol kinase等、興味深い新規・新型酵素

を多数同定することができた。これらの酵素の多くについては立体構造を明らかにし、基質認識機

構や反応機構を明らかにすることもできた。本成果は微生物の代謝生理分野の発展に大きく貢献

する意義深いものであると考えている。 

 機能の強化・融合については、アーキアのキチン分解経路および水素発生経路の強化を達成す

ることができた。また解糖系を強制的に誘導することによりこれらの２つの機能を融合することもでき

た。さらにアーキアのイソプレノイド合成能と藻類のプレニル二リン酸縮合能とを融合することにより

炭化水素燃料を産生できるアーキアの創出に成功した。一方好熱菌由来酵素を用いて、NAD+サ

ルベージ合成のための in vitro人工代謝経路を完成させ、NAD+の見かけの熱安定性を大幅に向

上させることができた。機能強化・機能融合株について、菌体あたりのバイオマス分解能・バイオエ

ネルギー生産能は比較的高いものが得られたが、用いた培養条件下では培地中の菌体密度が総

じて低かったため、培地体積あたりの効率はまだ不十分であると言える。今後は菌体密度の上昇を

目指したさらなる培養工学的研究が必要と考えている。 



 

 - ４８ - 

 上記研究において、購入した物品は本研究の推進に効率よく利用された。またグループ間の情

報交換、試料の提供は積極的に行われ、チーム間の連携は非常に優れていたと考えている。 

 

 

 

 

 

 


