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研究成果の概要（和文）：Rhodococcus erythropolis N9T-4株は，生物が生きていくために必要な炭素・窒素・
硫黄源を培地中に加えなくても生育する超低栄養性細菌である．それらの栄養源は全て大気中から利用している
と予想しており，CO2を炭素源として取り込んでいることは明らかであるがその詳細は明らかではない．そこ
で，本研究の前半では，本菌のゲノム解析を詳細に行い，その低栄養生育の謎に迫った．さらに研究の後半で
は，N9T-4株の低栄養性を利用した低炭素・低コストなバイオ燃料生産プロセスの実現に向けた基盤的研究を行
った．

研究成果の概要（英文）：Rhodococcus erythropolis N9T-4 is a super oligotroph, which can grow on a 
minimum medium without any additional carbon, nitrogen, and sulfur sources. This bacterium can 
incorporate such nutrients from the atmosphere including CO2,while the mechanisms are still unclear.
 In the first part of this study, we identified some genes involved in the oligotrophic growth of 
N9T-4. In the second part, we attempted to construct low-carbon and low-cost bioprocess for biofuel,
 such as ethanol and triacylglycerol using the oligotrophy of N9T-4.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 低栄養性細菌　Rhodococcus erythropolis　biofuel　triacylglycerol　bioethanol　aldehyde dehydr
ogenase　methanol dehydrogenase
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超低栄養性細菌は本研究代表者が発見した微生物であり，世界でもほとんど研究例がない．本研究において，そ
の低栄養性に関与するいくつかの遺伝子の機能を明らかにできたが，それらは全く新しい知見であり学術的意義
は非常に高い．また，本菌の低栄養性を用いた低炭素・低コストなバイオ燃料生産プロセスの構築に向けた基礎
的な知見も得られ，これらはSDGs（持続可能な開発目標）の目標のうちの１つ，「エネルギーをみんなにそして
クリーンに」の達成に寄与するものである．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 地球規模で資源問題が注目されているなか，現大気中の CO2 を由来とするバイオマス資源の
重要性が至る所で強調されている．しかしながら，資源の乏しい我が国にとっての至上命題は
「バイオマス資源の有効利用」ではなく，「効率的なバイオマスの生産」あるいは「CO2そのも
のの有効利用」にあると考えている．例えば，昨今注目されているバイオエタノールは，サトウ
キビなど現存の植物系バイオマスを糖質原料とし，酵母がエタノールを発酵するという工程で
製造されており，カーボンニュートラル的な燃料生産プロセスとして期待されている．しかしな
がら，食糧資源としてのバイオマスとの競合，それを回避するための農地の拡大，と言った問題
が生じている．何よりも，我が国におけるこれらのバイオマスの生産性は低く，輸入コストを考
えると国内でバイオエタノールを生産することは極めて困難である．研究代表者は，新しい CO2

固定微生物の検索を試みており，より効率的な CO2の生物的有効利用を目指している． 
 研究代表者が自然界から見いだした Rhodococcus erythropolis N9T-4 株は，炭素源を全く含
まない無機塩培地に良好に生育する超低栄養性細菌である．本菌は CO2 を制限した環境にする
と生育を示さないが，培地中に炭酸水素ナトリウムを加えたり，CO2ガスを吹き込むと，そのよ
うな環境においても良好な生育を示す．従って，CO2を固定して生育する，いわゆる独立栄養的
な生育を示すようであるが，既知の独立栄養性細菌の CO2 固定系に重要な役割を果たす鍵酵素
の活性は本菌には検出できない．また，生物学的 CO2 固定に必須である光，金属などのエネル
ギー源の添加を全く必要としないことが最も特徴的な点である（J. Bacteriol., 189, 6824-6831, 
2007）．さらに興味深いことに，本菌は窒素源，硫黄源を培地中から取り除いても同程度の生育
を示すことが分かった．このうち窒素源については，大気中の微量アンモニアを窒素源として利
用できるものと考えられる（J. Biosci. Bioeng., 117, 28-32, 2014）．おそらくは硫黄源について
も同様に，二酸化硫黄などの大気中硫黄化合物を取り込んでいるものと予想している．すなわち
本菌は，炭素・窒素・硫黄という生物にとって必須な主要三元素を全て大気中から取り入れるこ
とができる，大気資化菌であると言える．本研究ではこのような非常にユニークな性質を有する
N9T-4 株をバイオ燃料生産へと応用するための基盤的研究を展開した． 
 
２．研究の目的 
 
 本菌の CO2 固定系の有効利用，あるいはその改良を考えると，どのようなメカニズムで CO2

が固定されるかを明らかにすることは重要である．本菌のドラフトゲノム解析（ギャップを含む
不完全な解読）は終了しており，それを基に分子遺伝学的な研究を展開してきたが，詳細な検討
を行うためには，やはりゲノムの完全解読が必要である．これを本研究における前半の課題とし，
比較ゲノム的な方法論による CO2固定系の解明を試みた． 
 次に本研究の主軸となる N9T-4 株のバイオ燃料生産への応用可能性を探る研究を行った．
N9T-4 株の親株自体については，バイオ燃料となり得る物質を生産，蓄積している知見はない．
しかしながら，Rhodococcus 属細菌にはトリアシルグリセロール(TAG)やポリヒドロキシアルカ
ン酸など，バイオ燃料・バイオ素材を顕著に蓄積するものが多数存在する．つまり，N9T-4 株も
これらの物質を蓄積する潜在能力を有する可能性がある．上記ゲノムを完全解読することによ
って，その可能性をさらに確実なものにすることができる．これらを踏まえ，(1)N9T-4 株を「微
生物バイオマス」として利用する新規バイオエタノール生産法の提案，(2)既存の TAG 生産菌へ
の低栄養性の付与，(3)代謝工学的改変を加えた N9T-4 株による TAG の生産，の３つを課題と
して，それぞれの可能性について検討した．将来的には N9T-4 株を低栄養性プラットフォーム，
あるいは低コスト原料とする革新的なバイオ燃料生産プロセスの実現を目指すものである． 
 
３．研究の方法 
  
(1)N9T-4 株ゲノムの完全解読と比較ゲノム的解析 
 N9T-4 株からゲノム DNA を抽出し，断片化ライブラリーを構築後，本学グリーン科学技術研究
所に設置されている次世代シーケンサー（MiSeq）によって塩基配列を決定した．過去に行った
ドラフトゲノム解析結果とも統合し，新たなドラフト配列を得た．また，様々な Rhodococcus 属
細菌との比較ゲノム解析，これまでに行った N9T-4 株のトランスクリプトーム解析結果と統合
し，新たな遺伝子情報の取得を試みた． 
(2)N9T-4 株を「微生物バイオマス」として利用するバイオエタノール生産法の提案 
 本研究項目では，N9T-4 株の細胞あるいは細胞抽出物が，バイオエタノール生産の原料になり
得るかどうか検討する．つまり，N9T-4 株細胞内に酵母がアルコール発酵を行う際に利用可能な
糖質が含まれているか？その含量はどれくらいか？を解析した．さらに，N9T-4 株の細胞，ある
いはその抽出物を主成分とした培地で酵母（実験室酵母，バイオエタノール生産用酵母）を培養
し，アルコール発酵試験を試みた． 
(3)トリアシルグリセロール（TAG）生産株への低栄養性の付与 
 Rhodococcus 属細菌の中で，R. wratislaviensis DSM 44193 株は細胞中に TAG を顕著に蓄積



することが知られており（Appl. Microbiol. Biotechnol., 60, 367-376, 2002），バイオ油脂生
産の有望株である．まず，DSM 44193 株が N9T-4 株と同様に炭素源無添加の低栄養培地に生育可
能か確かめた．さらに，N9T-4 株の低栄養性に関与する遺伝子の導入を試み，低栄養条件での TAG
の蓄積を解析した． 
 
４．研究成果 
 
(1)N9T-4 株のゲノム解析 
①低栄養性遺伝子クラスター領域の同定 
 本菌が低栄養条件で生育する際，メタノール脱水素酵素およびアルデヒド脱水素酵素をコー
ドする 2つの遺伝子(mnoA および aldA)が高発現することが分かっている.このうち，aldA)欠損
株は低栄養生育能を失うが，mnoA についてはその欠損株が低栄養生育を示す結果が得られてい
たので，詳細な検討を行っていなかった.今回改めて欠損株を作成したところ，低栄養生育能が
極端に低下することが初めて明らかとなった.また，N9T-4 株ゲノム上の mnoA〜aldA 間には，ゲ
グラム陽性菌の新しい電子受容体であることが予想されているマイコファクトシン(MFT)生合成
系の遺伝子クラスターが存在していた.それらの遺伝子のいくつかを欠損させると低栄養生育を
全く示さなくなった.さらに，aldA 近傍に存在する推定転写因子(aldR1 および aldR2)の解析を
行った.その結果，aldR1 を欠損させると低栄養生育能が極端に悪くなることが判明した.また，
aldR1 が mnoA および aldA の上流調節領域に結合し，それぞれの転写を調節していることが明ら
かとなった.その他にも本菌の低栄養生育と関連性が深いと思われる遺伝子がいくつか存在し，
本領域が低栄養性遺伝子クラスターであることが示された． 
②低栄養生育に必須なトランスポーターの解析 
 本菌は低栄養生育時に大気中の二酸化炭素を利用することは明らかであるが，二酸化炭素固
定の際に必要となるエネルギーをどこから得るのかは不明である.そこで，低栄養生育時に必要
なものを特異的に取り込むトランスポーターが存在していると仮定して，低栄養条件で特異的
に発現するトランスポーター遺伝子の検索および機能解析を試みた.これまでに行ったトランス
クリプトーム解析結果を改めて精査すると，低栄養条件で 3 つの ABC トランスポーター遺伝子
(群)が特異的に発現していることを見いだした.このうち基質結合タンパク質が低栄養生育を解
析するに当たり最も重要であると考え，3 つの基質結合タンパク質をコードする遺伝子(sbp1, 
sbp2, sbp3)の破壊を試みた.その結果，sbp1 破壊株が低栄養条件での生育が親株と比べ低下し
ていることが明らかとなった.様々な検討の結果，検討した 3つのトランスポータはトレハロー
スの取り込みに関与し，特に Sbp1 は細胞壁を合成する際のトレハロースリサイクリングシステ
ムに関与することが予想され，低栄養生育と細胞壁合成との関係が明らかとなった. 
③他の Rhodococcus 属細菌との比較ゲノム解析 
 N9T-4 株以外の 8 種の Rhodococcus 属細菌の BM 培地における生育を調べ，比較ゲノム解析に
より N9T-4 株の低栄養性を考察することを試みた.試験した 8株のうち，3株(R. erythropolis 
C 株，R. erythropolis PR4 株)は BM 培地上で比較的良好な生育を示したが，その他の株の生育
は極めて悪いものであった.N9T-4 株の低栄養生育に必須な aldA とその上流領域を比較したと
ころ，低栄養生育を示した株のそれぞれの領域は N9T-4 株のものと 96%以上の相同性を示した
が，その他の株のものとは上流領域で 68%程度，aldA で 88%の相同性しか示さなかった. 
 
(2)N9T-4 株を「微生物バイオマス」として利用するバイオエタノール生産法の提案 
 N9T-4 株は低栄養固体培地には良好に生育するが，液体培地での生育が極めて悪い．N9T-4 株
の細胞あるいはその抽出物を基質に，酵母によってアルコールを発酵させることを目的として， 
N9T-4 株の液体培地での効率的な培養法を確立し，大量のバイオマスを得ることを目的とした.
スポンジを支持体とした半固体培養系を構築し，液体培地に比べ，約 10 倍の菌体を得ることに
成功した.次に N9T-4 株の細胞あるいはその抽出物を培地に加え，バイオエタノール生産用酵母
を培養し，アルコール発酵試験を行った．しかしながら，生産量は極めて低く，その後の進展が
望めないことから，本研究項目の検討はここで終了し次の検討に移った．しかしながら，大量の
菌体を得る培養法を構築できたことは，その後の研究の効率を非常に高めている． 
 
(3)トリアシルグリセロール（TAG）生産株への低栄養性の付与 
 まず，TAG 生産菌である DSM 44193 株の低栄養性を調べた結果，低栄養固体培地では N9T-4 株
と同様の生育を示すが，低栄養スポンジ培養では全く生育しないことが明らかとなった．また，
N9T-4 株の TAG 生産性も調べた結果，DSM 44193 株の 1/5 程度であった．そこで，まず N9T-4 株
の aldA, mnoA のそれぞれ，あるいはそれらをタンデムにつなげ，低栄養応答性プロモーターの
下流に導入した発現プラスミドの構築を試みた．それらは N9T-4 株内で良好に機能することを
確かめた後，DSM 44193 株に導入し，低栄養化を試みた.その結果，低栄養生育能を付与するこ
とはできなかったが，aldA, mnoA 導入株で TAG 生産能が向上した.これは，両遺伝子を用いた
様々な微生物生産プロセスを低栄養化できることを示唆するものであり，現在 DSM 44193 株に
よる TAG 生産のさらなる向上に加え，別の物質生産プロセスへの適用を試みている.  
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