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研究成果の概要（和文）：メタボロンとは、生合成経路を構成する酵素群が集合した酵素複合体である。代謝酵
素の集積化は、局所的な酵素濃度を上昇させるため、各酵素間における基質と生成物の受け渡しを加速し、酵素
発現量が少ない環境下であっても、生合成反応を促進すると考えられている。本研究では、植物バイオマス分解
酵素複合体の骨格・酵素間相互作用を利用して、人工的な代謝酵素複合体を構築し、生合成効率の改善に取り組
んだ。部位特異的組換え酵素を用いて、大腸菌ゲノムへポリケタイド生合成経路の遺伝子導入を行った結果、酵
素発現量は低下したが、代謝酵素の複合体化によって生合成効率を改善できることが示された。

研究成果の概要（英文）：Metabolon is a multi-enzyme complex assembled with metabolic enzymes that 
constitute a biosynthetic pathway. Clustering metabolic enzymes increases the in vivo local 
concentration of metabolic enzymes and accelerates flux of the substrates and products between 
metabolic enzymes, which is thought to enhance biosynthesis even under the condition of low 
expression levels of metabolic enzymes. In this study, we addressed to the improvement of the 
efficiency of biosynthesis by the assembly of synthetic metabolon, which is artificially assembled 
with utilizing interactions between the scaffolds and enzymes of plant biomass-degrading 
multi-enzyme complex. The biosynthetic pathways of polyketides were integrated into the Escherichia 
coli genome using a site-specific recombinase. Although the expression levels of metabolic enzymes 
decreased by the genomic integration of biosynthetic pathways, the results indicated that clustering
 metabolic enzymes can improve the efficiency of biosynthesis.

研究分野：合成生物学

キーワード： インテグラーゼ　ゲノム工学　合成生物学　セルロソーム　タンパク質工学　メタボロン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
長鎖DNAが導入可能な大腸菌ゲノムを対象に、ポリケタイド生合成系の遺伝子導入を行った。生合成経路をゲノ
ム遺伝子導入した場合、代謝酵素の発現量は低下するが、代謝酵素を人工的に複合体化することで、酵素発現量
が少ない環境下であっても、生合成効率を改善できることを示した。本研究成果により、ゲノム遺伝子導入が必
要な長鎖DNAから成る生合成系に対しても、代謝酵素の複合体化によって、効率的な物質生産が可能になると期
待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

代謝酵素複合体（メタボロン）とは、代謝経路を構成する酵素群が集合した酵素複合体であ

る。代謝酵素が集積・近接化することで、酵素の局所的濃度が高くなり、各酵素間で基質と生

成物が円滑に受け渡される基質チャネリング効果により、代謝中間体が細胞質中に拡散するこ

となく、酵素発現量が少ない環境下でも、代謝反応が効率良く進行できると考えられている。

メタボロン形成を伴う二次代謝産物の生合成系としては、植物ポリケタイド生合成系が有名で

ある。植物ポリケタイドには、ウコンのクルクミン（抗腫瘍作用）、ブドウのレスベラトロール

（抗酸化作用）等、生理活性を持つものが数多く存在する。近年のバイオテクノロジー分野で

は、これらの生理活性物質の誘導体を、遺伝子工学が容易な大腸菌で生産する手法が注目され

ている。しかし、植物ポリケタイド生合成酵素群を異種細胞内で共発現しても自発的なメタボ

ロン形成が起こらない場合が多く、合成生物学分野で設計される人工的な代謝経路では、異な

る生物種由来の酵素を組み合わせるため、自発的なメタボロン形成は更に起こり難いと考えら

れる。また、従来から用いられているプラスミド DNAへの遺伝子導入では、導入 DNA鎖長に

限界があるため、多種多様な代謝酵素が関与する長鎖 DNA から成る生合成系への適応が困難

である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、植物バイオマス分解酵素複合体（セルロソーム）の複合体形成機構（骨格タン

パク質・酵素間相互作用）を利用して、人工的な代謝酵素複合体（人工メタボロン）を試験管

内・細胞内において構築し、そのメタボロン形成効果を調べることを目的とした。また、大腸

菌を対象に、長鎖 DNAが導入可能なゲノム DNAへ生合成経路を導入することで、長鎖 DNA

から成る生合成系にも対応できる遺伝子導入法の確立と、大腸菌へゲノム遺伝子導入した生合

成経路からの効率的な物質生産法の確立を目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、ポリケタイド生合成

系を対象に、植物バイオマス分解酵素

複合体（セルロソーム）骨格を用いた

人工的な代謝酵素複合体の細胞内形

成を行い、細胞内においてメタボロン

形成効果の解析を行った。研究対象の

生合成系として、比色定量可能な放線

菌由来フラビオリン生合成系（RppA, 

MomA）、植物ポリケタイドであるウ

コンのクルクミン生合成系（4CL, 

CUS）、及びブドウのレスベラトロー

ル生合成系（4CL, STS）を選定した（図

1）。セルロソームの骨格結合ドメイン（ドックリンドメイン）を付加した代謝酵素の構築を行

い、更に、セルロソームの酵素結合ドメイン（コヘシンドメイン）が連なった骨格タンパク質

を導入した（メタボロン形成した）細胞での生合成量と、骨格タンパク質を導入していない（メ

タボロン形成していない）細胞での合成量の比較から、メタボロン形成効果を測定した。各大

腸菌株での生合成量は、フラビオリンは吸光度測定と逆相 HPLC、クルクミンとレスベラトロ

図 1. ポリケタイド生合成系 



ールは逆相 HPLCを用いて測定した。尚、大腸菌ゲノムへの生合成経路の導入には、放線菌フ

ァージ TG1由来部位特異的組換え酵素（TG1インテグラーゼ）を用いたゲノム遺伝子導入法を

用いた。ファージ由来インテグラーゼとは、ファージ感染時にファージゲノムの宿主細菌ゲノ

ムへの組み込みを触媒する酵素である。本酵素は、ファージゲノム上に存在する attP 部位と、

宿主細菌ゲノム上に存在する attB部位間でのみ、部位特異的なDNAの組換え反応を触媒する。 

 

４．研究成果 

TG1インテグラーゼを用いて、大腸菌を対象に、放線菌由来フラビオリン生合成系（RppA, 

MomA）のゲノム遺伝子導入を行った。Tn5 トランスポゾンによって、あらかじめゲノム上に

TG1 インテグラーゼの組換え部位（attP 部位）が導入された大腸菌株 5 種類（yabP::Tn5attP, 

ysgA::Tn5attP, fecA::Tn5attP, oxyR::Tn5attP, dinD::Tn5attP）に対し、T5プロモーター制御下のフ

ラビオリン生合成系オペロンの導入を行った。大腸菌培養上清の吸光度を測定した結果、いず

れのゲノム部位へ左右いずれ向きで生合成経路を導入しても、プラスミド DNA へフラビオリ

ン生合成経路を導入した菌株と比較して、50%程度に生合成量が低下した（図 2）。この結果は、

生合成経路遺伝子のゲノム発現時では、プラスミド発現時と比較して、大量発現プロモーター

の一つである T5 プロモーターを用いても、遺伝子発現量が大きく低下し、生合成量も大きく

低下することを示唆

している。そのため、

ゲノム遺伝子導入さ

れた生合成経路から

の物質生産では、代

謝酵素の発現量が少

ない場合であっても、

効率良く生合成反応

を進行させられる仕

組みが必要であると

考えられた。 

代謝酵素の発現量が少ない条件であっても、効率良く生合成反応を進行させるため、植物バ

イオマス分解酵素複合体（セルロソーム）の複合体形成機構（骨格タンパク質・酵素間相互作

用）を利用して、人工的な代謝酵素複合体（人工メタボロン）の構築を行った。まず、短鎖の

骨格タンパク質（酵素 2個結合）を用いて、フラビオリン生合成酵素（RppA, MomA）の複合

体化を行った。TG1

インテグラーゼの組

換え部位（attP 部位）

が導入された大腸菌

株 3 種 類

（ yabP::Tn5attP, 

ysgA::Tn5attP, 

dinD::Tn5attP）に対し、

セルロソームの骨格

結合ドメイン（ドッ

クリンドメイン）を

図 2. ゲノム遺伝子導入による生合成量の変化 

図 3. ゲノム遺伝子導入と酵素複合体化による 

生合成量の変化 



付加した代謝酵素、並びに、セルロソームの酵素結合ドメイン（コヘシンドメイン）が 2個連

なった短鎖骨格タンパク質（酵素 2個結合）のゲノム遺伝子導入を行った。大腸菌培養上清の

吸光度を測定した結果、いずれのゲノム部位に遺伝子導入しても、プラスミド DNA へ生合成

経路を導入した場合と比較して、上述の通り、50%程度まで生合成量が低下した。また、フラ

ビオリン生合成酵素に対するセルロソームの骨格結合ドメイン（ドックリンドメイン）の付加

は、生合成量に影響しないことが分かった。また、いずれのゲノム部位においても、更に、短

鎖骨格タンパク質（酵素 2 個結合）をゲノム遺伝子導入した場合、プラスミド DNA へ生合成

経路を導入した場合と同等まで生合成量が回復した（図 3）。これらの結果から、いずれのゲノ

ム部位へ遺伝子導入した場合でも、代謝酵素の複合体化によって、生合成量が改善できること

が示された。 

次に、生合成量をより詳細に検討するため、ysgA 部位にフラビオリン生合成経路が導入さ

れた大腸菌株を対象に、生合成量の変化を逆相 HPLCによって測定した。大腸菌培養上清の酢

酸エチル抽出画分を逆相 HPLC によって解析した結果、プラスミド DNA へ生合成遺伝子を導

入した場合の生合成量を 100%とした場合、生合成遺伝子をゲノム DNAへ導入した際には 50%

程度まで生合成量が低下し、代謝酵素にドックリンドメインを付加した場合、40%程度まで生

合成量が低下した。しかし、短鎖骨格タンパク質（酵素 2個結合）で代謝酵素を複合体化した

場合、100%まで生合成量が回復した。また、その際の生合成酵素（RppA）の発現量を、ウエ

スタン・ブロッティングによって解析した結果、プラスミド DNAからの酵素発現量を 100%と

した場合、ゲノム DNA からの酵素発現量は 20%程度まで低下し、代謝酵素にドックリンドメ

インを付加した場合、更に酵素発現量は低下した。また、短鎖骨格タンパク質（酵素 2個結合）

によって代謝酵素を複合体化した場合、若干酵素発現量は改善したものの、プラスミド発現時

と比較して 20%程度の酵素発現量であった。これらの結果から、ゲノム発現時の代謝酵素を複

合体化した場合、酵

素発現量は、プラス

ミド発現時と比較し

て大きく低下するが、

生合成量は、プラス

ミド発現時と同等ま

で改善できることが

示された（図 4）。よ

って、ゲノム発現時

の酵素発現量が少な

い場合（細胞内酵素

濃度が薄い環境）で

あっても、人工的な

メタボロン形成によ

って、効率良く生合

成反応を進行できる

ことが示された。 

次に、酵素複合体化による生合成量の改善効果の汎用性を検討するため、植物ポリケタイド

の一つであるウコンのクルクミン生合成系（4CL, CUS）へ本手法を適用した場合の生合成量を

解析した。フラビオリン生合成系に対して行った手法と同様の手法を検討した結果、プラスミ

図 4. ゲノム遺伝子導入と酵素複合体化による 

生合成量と酵素発現量の変化 



ド DNA へ生合成経路を導入した際の生合成量を 100%とした場合、生合成経路をゲノム DNA

へ導入すると 40%程度まで生合成量が低下し、代謝酵素にドックリンドメインを付加した場合、

20%程度まで生合成量が低下した。しかし、短鎖骨格タンパク質（酵素 2 個結合）によって生

合成酵素を複合体化した場合、30%程度までしか生合成量は回復しなかった。これらの結果か

ら、他のポリケタイド生合成系においても酵素複合体化によって生合成量の改善は見られるも

のの、酵素複合体化による生合成量の改善効果は、生合成経路の種類によって大きく異なるこ

とが示唆された。 

今後は、酵素複合体化による生合成量の更なる改善を目的として、よりサイズの大きな複合

体の形成に向けて、コヘシンドメインが 9個連なった長鎖骨格タンパク質（酵素 9個結合）に

よる複合体形成を試みる予定である。また、複合体化による生合成量の改善効果の汎用性を検

討するため、ブドウのレスベラトロール（抗酸化作用）生合成系（4CL, STS）を対象に、複合

体化を検討する予定である。既に、生合成遺伝子を導入した大腸菌によるレスベラトロールの

生合成と、長鎖骨格タンパク質（酵素 9個結合）の大腸菌への遺伝子導入を完了している。ま

た今後は、ポリケタイド生合成系に限らず、バイオマスプラスチック原料の生合成経路など、

更に多様な生合成経路に対して、本手法の汎用性を検討してゆく予定である。また、メタボロ

ン形成効果をより詳細に解析するため、生合成反応の試験管内再構成を試みる予定である。既

に、フラビオリン生合成系については、試験管内でのフラビオリン生合成を確認しているため、

今後、より詳細なメタボロン形成効果と基質チャネリング効果の解析を行ってゆく予定である。 
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