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研究成果の概要（和文）：本研究では、好熱性CO資化菌によるバイオ触媒開発に向けた培養条件の最適化や遺伝
子組換え株の創出など応用技術基盤の構築に成功した。海洋コアなどの環境試料から11もの新規培養株を確立
し、オミクス解析によって多様なCO代謝機構を明らかにした。さらに、これら新規株を含む全原核生物ゲノムの
バイオインフォマティクス解析により水素生成を担う多様なCO資化菌が国内の熱水環境に広く分布することを示
した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we succeeded in the construction of the basis of developing
 new technologies for a sustainable low-carbon society, such as the optimization of culture 
conditions for development of useful biocatalysts, i.e., thermophilic carboxydotrophs, and the 
establishment of genetically modified strains. As many as 11 new strains of carboxydotrophs were 
isolated from environmental samples such as marine sediment cores, and various CO metabolisms were 
identified from those by ‘omics’ analyses. In addition, bioinformatics analyses of all available 
prokaryotic genome data including the above new strains revealed hydrogenogenic carboxydotrophs 
widely distributed in hydrothermal environments in Japan.

研究分野： 水圏生命科学
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ム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界有数の火山大国である我が国の火山帯水圏環境から単離した新規CO資化菌とそのオミクス解析データなどの
生物情報資源はCO代謝酵素を用いたC1化学や次世代エネルギーである水素ガス生産における微生物触媒候補を総
合的に理解し、将来的なバイオ新技術の開発に資する。さらに本成果は、始原生物が有していたとされる太古の
CO代謝経路の多様性やCO資化菌の生存環境やその生態を明らかにし、水圏微生物学全体の発展に大きく貢献す
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 
有毒ガスである一酸化炭素 (CO) をエネルギー・炭素源として資化可能な微生物は CO 資化菌
と総称される。CO 資化には複数の CO デヒドロゲナーゼ (CODH) が関与しており、ATP 合成、
炭酸固定や還元力生成といった多岐に渡る代謝に寄与する。中でも水素 (H2) 生成型 CO 資化菌
は合成ガスに含まれる CO を利用して、高効率かつ高純度に H2 を生成する微生物触媒への応用
が期待されている。一方、CO は C1 化学の前駆物質でもあり多種多様な炭素化合物の合成に利
用される。そのため CO2 ⇔ CO の可逆反応を行なう CODH は、CO2から CO を生成する持続的
バイオ触媒としても注目されている。したがって、より高効率なバイオ触媒の開発に向け、CO
資化菌の資源化が望まれている。研究代表者らは、組換え CODH 大量発現系の構築 (Inoue et al., 
2011; 2014) や独自の培養技術による H2生成型 CO 資化菌の分離培養 (Yoneda et al., 2012; 2013) 
を行ってきた。特に、世界でも有数の海底カルデラである鹿児島県鬼界カルデラ海底コアから分
離した新属種の細菌は、胞子として堆積コア内で休眠中の古代型 CO 資化菌と予測され、代謝過
程に CO を共役させ、直接電子を取り込む強力な CO 利用能を有していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、強力な CO 利用能を有したまま堆積物中で休眠している古代型を中心に CO 資化菌
を総合的に理解し、本菌を用いた次世代炭素・エネルギー循環技術の基盤創生を目指すため、以
下の 3 つの大きな研究目標を設定した。(1) 新規 CO 資化菌の分離探索とゲノム・メタゲノム解
析による CO 代謝遺伝子群の多様性の解明、(2) CO 資化および H2生産を中心とした未知の環境
微生物代謝系の解明、(3) 高性能 CODH の生化学的特性に基づいた効率的 H2生成微生物の作出
と CO2還元バイオ触媒開発の基盤構築、である。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規 CO 資化菌の分離探索とゲノム・メタゲノム解析による CO 代謝遺伝子群の多様性の解
明 
  海底、湖底、及び多様な陸上熱水環境から採取した堆積物試料における H2 生成型 CO 資化菌
の分離探索と次世代シーケンサーを用いた分離株の全ゲノム解読を行った。環境試料の微生物
群集構造解析および H2生成型 CODH を標的とした DNA メタバーコーディング解析を行った。 
(2) CO 資化および H2生産を中心とした未知の環境微生物代謝系の解明 
  分離株の比較生理性状解析と比較ゲノム・トランスクリプトーム解析を行った。 
(3) 高性能 CODH の生化学的特性に基づいた効率的 H2 生成微生物の作出と CO2 還元バイオ触
媒開発の基盤構築 
  ゲノム・メタゲノムデータベースを用いて CODH の網羅的分類を行った。分離株を用いた遺
伝子組換え体の作製を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 新規 CO 資化菌の分離探索とゲノム・メタゲノム解析による CO 代謝遺伝子群の多様性の解
明 
  日本各地の温泉、カルデラ湖、そして海底コアのサンプ
ルから、新規 H2生成型 CO 資化菌 11 株の分離・培養に成
功し、これらを含む 10 株について全ゲノム配列を決定し
た (図 1)。クロストリジウム綱に属する株として Moorella
属細菌 5 株、Carboxydocella 属細菌 3 株、Thermanaeromonas
属 細 菌 1 株 が 分 離 さ れ 、 Moorella 属 お よ び
Thermanaeromonas 属分離株は新種であると考えられた 
(Fukuyama et al., 2017a; 2019a; Inoue et al., 2020a)。また、
バチルス綱に属する株として Parageobacillus 属細菌 2 種、
TG4 株 (図 2; Inoue et al., 2019a)および G301 株、を分離す
ることに成功した。Parageobacillus 属細菌 2 株は絶対嫌気
性であるクロストリジウム綱 CO 資化菌とは異なり、酸素
存在下での好気的呼吸による従属栄養増殖能に加え、嫌
気 CO 雰囲気下では高い CO 消費活性と H2 生成能を有す
ることが明らかとなった。本 2 株は、将来的な CO 活用プ
ラントの開発に有用な成育特性を有する微生物触媒の候
補となりうる。Parageobacillus 属 (Suzuki et al., 1984) は
我が国において初めて分離され、代謝工学のモデル生物として利用されており、これらの株は高
性能組換え微生物の作出に応用可能であると考えられた（本株を用いた応用技術開発について
下記(3)に記載）。 
  菌株の分離と並行し、シングルセルゲノミクスを用いた H2 生成型 CO 資化菌の時空間的探索



に向けて堆積物中に休眠している本菌胞子の濃縮・単離を試みたが、本菌胞子の濃縮には至らな
かった。この原因として、CO 資化菌の存在量が本研究計画当初に想定された以上に低密度であ
る可能性があった。そこで、まずどの環境にどのくらいの相対存在量で本菌が存在するのかを明
らかにするため、堆積物試料から本菌を検出する手法の確立を試みた。これまで H2 生成型 CO
資化菌が分離されている複数の火山性熱水環境堆積物から得られた 100 を超える環境試料につ
いて、次世代シーケンシング技術を用いて微生物群集構造解析を行った (図 1) (Omae et al., 2019)。
80°C を超える高温環境や pH 4 を下回る酸性環境といった本菌の増殖に不適な環境においても、
全微生物の 0.1％以下と低密度ではあるが広く分布していたことから、H2生成型 CO 資化菌は胞
子を形成して環境中で拡散し、環境変化に応答して発芽し、微生物生態学的ニッチを獲得してい
る可能性を見出した。微生物群集構造解析では既知の H2 生成型 CO 資化菌由来の配列しか同定
できないという制約はあるため、多様な分類系統に分布する新規 CO 資化菌を網羅的に検出・定
量する分子生物学的手法が必要であった。そこで本菌が有する CO 資化酵素 CODH 遺伝子に着
目し、本遺伝子を堆積物試料から検出する手法の開発を行った。特に本研究の目的である H2 生
成型 CODH 遺伝子に特異的な PCR 増幅法を確立した。本遺伝子が検出されるということは、そ
の環境に H2生成型 CO 資化菌が存在することを示す。H2生成型 CODH を標的とした DNA メタ
バーコーディング解析を行い、これら環境試料には未知の H2生成型 CODH を有する CO 資化菌
が存在することが明らかになった (Omae et al., 2021)。一方で、いずれの手法でもメタンハイド
レードコアを含む海底堆積物コアからは H2 生成型 CO 資化菌を検出することはできなかった。
すなわち本環境における CO 資化菌の相対存在量は極めて低いことが示唆された。そこで、存在
量の少ない休眠中の本菌を集積するために CO 応答環境ミクロコズムを構築し、上記の分子生物
学的手法を適用することで、CO に応答した微生物叢の変遷とこれまで検出できなかった新規な
CODH 遺伝子を複数発見することに成功した。これらミクロコズム試料のショットガンメタゲ
ノム解析によって H2 生成型 CO 資化酵素を有する細菌ゲノムの再構築を行ったところ、新科に
分類される CO 資化菌の存在が明らかになった。本成果は、CO 資化菌は低密度であるが極めて
広範に分布しており、そのような低密度で存在する環境からも微生物触媒候補となる新規 CO 資
化菌が分離できる可能性があることと、そのために本研究で行ったミクロコズム法は有用であ
ることが示された。 
 
(2) CO 資化および H2生産を中心とした未知の環境微生物代謝系の解明 
 H2生成型 CO 資化菌には CODH/ヒドロゲナーゼ (ECH) 遺伝子クラスターが保存されており、
同一遺伝子クラスターとして存在していることが H2 生成を伴う CO 代謝に必須であると考えら
れていた。しかし、我々が分離培養に成功した Carboxydothermus pertinax のゲノムには CODH 遺
伝子が ECH 遺伝子と異なる遺伝子クラスターに存在しており、CO 酸化から H2生成に至る代謝
経路の遺伝子発現制御機構の多様性が示された (Fukuyama et al., 2017b; 2018)。ECH 遺伝子と異
なる遺伝子クラスターに存在する CODH 遺伝子の発現パターンを観察するため、C. pertinax に
おいて、RNA-Seq を用いた CO 応答トランスクリプトーム解析を行った。その結果、本菌が異な
る遺伝子クラスター上の CODH と ECH を共役させる新規な CO 代謝調節機構を有することを見
出した (Fukuyama et al., 2019)。異なる遺伝子クラスター上に存在していても CODH と ECH が
共役するという発見は、将来的な遺伝子改変技術による CODH 遺伝子導入とそれによる高効率
CO 資化菌作出のための技術基盤となる。また、本菌は CO 酸化で得られた還元力の一部をチオ
硫酸還元と共役させることで熱力学的に有利な CO 代謝を行うことを示した (図 3)。 
  さらに、古代型 CO 資化菌 Calderihabitans maritimus の詳細なゲノム解析を行った (Omae et al., 

2017)。C. maritimus は、CODH/ECH を含む全微生物で最多の 7 つの CODH を有し、それぞれの
CODH は異なる機能を有すると考えられた。最近縁種である Moorella 属細菌との比較ゲノム解
析により、CO 代謝に特化したゲノム構造が明らかとなり古代型 CO 資化菌として強力な CO 代
謝能を有すると予測され、本論文は米国微生物学会刊行の著名な学術誌 Applied Environmental 
Microbiology の表紙を飾った。そこで、C. maritimus の CO 応答トランスクリプトーム解析を行っ
たところ、これまで知られていなかった CO の還元力を利用したアミノ酸生合成や細胞外への電
子伝達など、新規共役機構の存在を明らかにした (Inoue et al., 2020b)。加えて、CO 酸化で得ら

図 3. C. pertinax のチオ硫酸添加及び無添加区

における増殖曲線と CO 資化・H2生成能 図 4. 古代型 C. maritimus の CO 代謝とその応答機構 



れた還元力に応答した新規 CO 転写応答機構を発見した (図 4)。以上の結果から、CO 代謝・応
答機構は菌によって異なっており、CO 代謝の高い可塑性と CO 資化菌の CO への適応進化の多
様性が示唆された。 
  (1) で新たに分離した酸素耐性を有する Parageobacillus 属 G301 株は CODH/ECH の他に CO
代謝酵素遺伝子として CO 酸化と好気呼吸を共役させる好気型 CODH を有していた。そこで、
電子受容体を変えて G301 株の CO 酸化能を調べた結果、本株は電子受容体が存在しない発酵条
件では H2 生成型 CO 酸化を、酸素存在下では好気的 CO 酸化を、嫌気呼吸時の電子受容体であ
る硝酸存在下では硝酸呼吸型 CO 酸化を行うことが明らかになった。本株は CODH/ECH と好気
型 CODH の両方の酵素を用いる初めての CO 資化菌であり、G301 株は本株が有するすべての呼
吸と CO 酸化を共役させることができる CO の利用に特化した菌株であることが明らかになっ
た。 
 本研究では種々の CO 資化菌が行う CO 酸化が複数の代謝経路と共役して機能していること
が明らかになった。このことは、CO 酸化と他の有用物質生産経路との共役による炭素・エネル
ギー循環技術の可能性をより強固なものにすると考えられる。 
 
(3) 高性能 CODH の生化学的特性に基づいた効率的 H2 生成微生物の作出と CO2 還元バイオ触
媒開発の基盤構築 
  本菌の鍵酵素である CODH に関して、130,000 を超え
る原核生物ゲノム・メタゲノムデータベースを用いて、
1,942 個の CODH 様タンパク質の構造的特徴と関連遺伝
子群の網羅的な分類を行った (図 5) (Inoue et al., 2019b)。
CODH は幅広い生物群 (バクテリア 27 門、アーキア 9 門) 
に含まれており、これらの CODH は新規な系統群を含む
7 つのサブグループに分類することができ、そのうちの一
つは新規な CODH グループであった。これらをさらに構
造モチーフに従って 24のグループに細分化することにも
成功している。その結果、CODH の活性に重要なアミノ
酸残基の多様性を明らかにし、新規な金属配位モチーフ
を持つ CODH を見出した。また既知の H2 生成や CO2 固
定に加え、その構造的な特徴に応じて同一遺伝子領域に
コードされるタンパク質と共役する多数の機能未知
CODH を見出した。本成果は、CODH 遺伝子を遺伝子資
源として活用していくための情報基盤となりうる。さら
に、メタゲノム由来の CODH について生物圏の分布を解
析したところ、CODH の系統によって存在する生物圏が
異なることが明らかとなったが、H2生成型 CODH はメタゲノムデータベース中にはほとんど存
在しなかった。この結果は (1) の微生物群集構造解析の結果を支持するものであった。 
  効率的 H2生成微生物の作出と CO2還元バイオ触媒開発のモデル生物として、(2) で H2生成型
CO 酸化と好気的 CO 酸化の両方を行うことが明らかになった Parageobacillus 属 G301 株を選択
し、本株の遺伝子改変を試みたが、本株は形質転換効率が極めて低く遺伝子組換え体の作製には
至らなかった。一方で、Parageobacillus thermoglucosidasius においては高い CO 消費 H2生成活性
と好気条件下での良好な生育が認められたことから、本株をバイオ触媒開発のモデル生物とし
て選択し、CO 代謝系の遺伝子組換えを行った (Adachi et al., 2020)。まず、本菌の内在性
CODH/ECH 遺伝子の欠損株を作製した。遺伝子欠損株の表現型を解析したところ、本菌の CO
消費 H2生成活性は CODH と ECH の両方に依存しており、CODH/ECH は呼吸を介して本菌の発
酵条件における増殖をサポートすることが明らかとなった。これらの遺伝子欠損株を宿主とし
た、異なる CODH 遺伝子を導入することによる高効率な CO 酸化能を有する微生物触媒を作出
するための基盤となることが期待できる。 
 
以上の研究成果の多くは国際誌に発表済みであり、これまでに海外からも高く評価されている。
その一部を分かりやすく解説した総説および図書も出版しており (Fukuyama et al., 2020; 井上ら, 
2020)、本研究で得られた成果を社会に広く還元することにも尽力してきた。加えて、未発表の
研究成果についてもすでに論文発表に向けて準備を進めており、同様に海外から高い評価を受
けることが期待できる。 
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