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研究成果の概要（和文）：本研究では，高度好塩性古細菌Haloarcula japonicaを用いて，高い抗酸化活性を持
つ新規カロテノイドを大量合成することを目的とした。
　より抗酸化活性を持つカロテノイドを合成するために，共役二重結合数が15のテトラデヒドロリコペンを合成
することを目指した。その合成にはカロテノイド不飽和化酵素（CrtD）に進化分工学的手法により変異を導入し
て用いた。変異を導入したCrtD遺伝子ライブラリーを解析したところ，リコペン合成に重要なアミノ酸残基を見
出すことができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to synthesize a large amount of a novel 
carotenoid with high antioxidant activity by extremely halophilic archaeon Haloarcula japonica.
In order to synthesize carotenoids with more antioxidant activity, we aimed to synthesize 
tetradehydrolycopene with 15 conjugated double bonds. For its synthesis, carotenoid desaturase 
(CrtD) was mutated by the directed evolution. Analysis of the mutated CrtD gene library revealed 
amino acid residues important for lycopene synthesis.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： 新規カロテノイド合成

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は高度好塩性古細菌を用いて，新規カロテノイドを大量に合成することを目的とした。本研究では，当該
微生物による新規カロテノイド合成に重要な酵素のアミノ酸残基を明らかにすることができた。今後はそのアミ
ノ酸残基あるいは，その周辺に置換を導入することで，新規カロテノイドの大量合成へと繋がると期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は，一貫して高度好塩性古細菌 Haloarcula japonica に関する研究を行っており，2015 年に

世界で初めて本菌の生産するカロテノイドであるバクテリオルベリン（BR，図 1）の生合成経路を明らか

にした。 

 カロテノイドは，イソプレン（炭素数 

5 個：C5，図 1 の点線で囲んだ部分）単位

が 8 個結合した C40 の基本骨格をもつ色

素であり，β-カロテン（C40）・アスタキサン

チン（C40-Asx）などがサプリメントとして販

売されている。カロテノイドは，以前から

食品の着色料，養殖魚の退色改善など

の用途に用いられてきた。 

一方近年，カロテノイドは抗酸化作用・免疫賦活作用および抗腫瘍作用など，優れた生理活性を示す

ことが明らかとなってきた。そのため，機能性物質として医薬品・食品・化粧品などの分野で研究が盛ん

に行われている。しかしながら，天然物である植物等からのカロテノイド抽出には限界があり，効率的な

製造法は見つかっていなかった。一方，微生物発酵および藻類から抽出される方法もあるが，他の生

物混入によるコンタミネーション（微生物汚染），カロテノイド抽出の煩雑さ，新規カロテノイドの大量生産

系の欠如など多くの問題点を抱えていた。 

 
２．研究の目的 
本研究では，上記の問題を解決する，全く新しいカロテノイド生産系を確立することを目的とした。申

請者が明らかにしたカロテノイド生産系を有する Ha. japonica をカロテノイド生産菌とし，これを用いた

カロテノイド大量生産系を確立することとした。 

本菌を用いることで問題を解決できると考えた理由は以下のとおりであった。 

1. 他の生物混入によるコンタミネーションがなくなる。 

なぜなら，申請者が研究してきた Ha. japonica は，生育に 20%の NaCl を必要とする。そのため，他

の微生物の混入がほとんどおこらない。 

2. カロテノイド抽出が容易である。 

なぜなら，申請者が研究してきた Ha. japonica は，菌体内に高濃度の KCl を有する。そのため，水

に懸濁するだけで，浸透圧により本菌は破裂され，酵素処理，超音波破壊および超臨界二酸化炭

素抽出も行うことなく，カロテノイドを容易に抽出できる。 

3. カロテノイドを大量に生産できる。 

Ha. japonica は BR を菌体 1 g あたり数 10 mg 生産できる。そのため，大腸菌と異なり，カロテノイド

生産の原料となるイソプレンなども大量に有していることからカロテノイドを大量に合成できる。 

4. 多様な新規カロテノイドを大量に生産できる。 

申請者は Ha. japonica の形質転換系を世界で初めて確立した。そのため，藻類とは異なり安定な

組換え体取得が可能である。また，申請者は本菌のカロテノイド生合成経路を解明している。その

ため，本菌のカロテノイド合成酵素の改変や生合成経路に非好塩性微生物由来の遺伝子を新た

に導入したりすることで多様なカロテノイドを大量に合成することができる。さらに，申請者は，酵素

の分子表面に酸性アミノ酸を配置することで耐塩化できることを見出した。そこで，この耐塩化法を

使って非好塩性微生物由来のカロテノイド合成酵素を耐塩化することで，様々な酵素を好塩菌内

で機能させることができると考えた。 

 



３．研究の方法 

本研究は，高度好塩性古細菌 Haloarcula japonica を用いて新規カロテノイド大量合成系を構築する

ことを目的とした。新規カロテノイドとは，BR（C50）を基本骨格とした共役二重結合数が 17 の新規カロ

テノイドである。カロテノイドの特徴である抗酸化活性は，共役二重結合数が多いほど高い。BR の共

役二重結合数は 13 であり，高い抗酸化活性を有する天然型 C40-アスタキサンチンと同じである。そこ

で，より高い抗酸化活性を持つカロテノイドを合成するために，共役二重結合数が 17 の新規カロテノイ

ドを合成することした。このカロテノイドは，BR の前駆体である BABR（C50）をさらに不飽和化して取得

することした。不飽和化には，申請者が見出した新規カロテノイド不飽和化酵素（CrtD）に進化分子工

学的手法によりランダム変異を導入して用いた。 

まず，crtD 遺伝子にランダム変異を導入し，Ha. japonica に形質転換した。宿主は，申請者が保有す

る BABR（赤色）のみを生産する Ha. japonica 変異株とした。変異株は新規カロテノイドを合成するため，

BABR とは異なった色を呈すると思われ，この色の違いにより変異型 CrtD を有する変異株が取得でき

ると考えた。変異株が生産するカロテノイドを抽出し，液体クロマトグラフィーにより分離・解析した後，

MS を用いて構造解析を行った。さらに変異型 crtD 遺伝子の塩基配列決定および変異型 CrtD の性

質を調べて構造機能相関の解明も行った。なお，進化分子的手法による変異導入法は，申請者が既

に確立した方法を crtD 遺伝子に応用した。 

 
４．研究成果 

既に構築したランダム変異導入法を用い，変異を導入した crtD 遺伝子ライブラリーを取得した。なお，

研究開始当初は，Ha. japonica を宿主とした形質転換効率が極めて低かったため，形質転換法の改

良も行った。その結果，多様性を有するライブラリー取得に成功した。さらにライブラリーを解析したとこ

ろ，リコペン合成の途中で生合成が滞っているクローンを見出した。クローンが生産するカロテノイド分

析およびクローンが生産する変異型 CrtD の解析を行った。その解析より，CrtD に複数のアミノ酸置

換が導入されていることがわかった。そこで，複数のアミノ酸置換箇所を一箇所ずつにわけた変異型 

CrtD を作製し，不飽和化反応における関与を調べた結果，リコペンからの不飽和化反応に重要なアミ

ノ酸残基を複数見出すことができた。このアミノ酸箇所を他の微生物由来 CrtD のものと比較したところ，

微生物種に関わらず，共通の重要なアミノ酸残基を見出すことができた。一方で，Ha. japonica CrtD に

のみ有する重要なアミノ酸残基があることが明らかとなった。すなわち，Ha. japonica CrtD と他の微生

物 CrtD の触媒反応は，一部異なっている可能性が考えられた。さらに，Ha. japonica CrtD 立体構造

モデルを構築し，本研究で見出した活性に重要なアミノ酸残基と基質との相互作用を解析した。その結

果，当該箇所のアミノ酸残基の変異と活性の間に明らかな相関が見られることがわかった。 

 今後は，Ha. japonica CrtD に見られたアミノ酸置換箇所に対し，様々なアミノ酸を導入し，どのアミノ

酸が不飽和化に最適かを検索する。さらに，CrtD 立体構造モデルにおいて見出した基質との相互作

用部分にアミノ酸置換を施し，BABR（C50）をさらに不飽和化することを行う。これらを組み合わせること

で，効率よく，大量に新規カロテノイドを合成すること可能と期待される。 
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