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研究成果の概要（和文）：アーキアの膜脂質の構造は、バクテリアや真核生物といった他生物の膜脂質とは大き
く異なっている。その構造の違いにより、アーキア膜脂質で構成された膜はイオンなどの小分子の透過性が低
く、その性質が極限環境におけるアーキアの生育を可能にしていると考えられている。そこで我々はアーキア膜
脂質をバクテリアである大腸菌に生産させることで、その細胞膜の強化を図っている。本研究では、アーキア膜
脂質の生産量を向上させるために、前駆体生合成経路の大腸菌への導入を実施した。また、膜の強化に対してよ
り高い効果が期待される、超好熱性アーキア特異的な膜脂質の生合成経路を明らかにし、同脂質の大腸菌におけ
る生産系を構築した。

研究成果の概要（英文）：The structures of membrane lipids from archaea are different from those from
 other organisms, bacteria and eukaryotes. The difference causes the low permeability of membrane 
composed of archaeal membrane lipids to small molecules such as ions, which is considered to enable 
archaea to grow under extreme conditions. Thus, we have forced the bacterium Escherichia coli to 
produce archaeal membrane lipids in order to strengthen its cell membrane. In this study, we 
introduced a biosynthetic pathway of the precursors of archaeal membrane lipids in E. coli to 
increase their production levels. And, we elucidated the biosynthetic pathway of membrane lipids 
specific to a hyperthermophilic archaeon, which are expected to have greater effects on the 
strengthening of membrane, and constructed the production system of the lipids in E. coli.

研究分野：酵素化学
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１．研究開始当初の背景 
 アーキアの膜脂質は、いくつかの構造的特
徴により、その他の生物、すなわち真核生物
およびバクテリアの膜脂質とは明確に区別
されている。第１に、炭化水素鎖の構造がそ
の他の生物の膜脂質に見られる直鎖アルキ
ル鎖ではなく、複数のメチル基による分岐構
造を持つイソプレノイド鎖であることであ
る。このイソプレノイド鎖は一般に炭素数 20
で完全飽和しており、その分岐構造は膜の透
過性に大きく影響すると考えられている。第
２に、炭化水素鎖とグリセロール部分との結
合様式が、他生物の膜脂質のエステル結合と
は異なり、エーテル結合になっている。エス
テル結合に比べてエーテル結合の方が化学
的に安定であるため、この特徴は極端な pH
などの極限環境におけるアーキアの生育に
役立っている可能性がある。第３に、グリセ
ロール部分の生合成前駆体は、他生物の膜脂
質では sn-グリセロール 3-リン酸であるのに
対し、アーキア膜脂質では sn-グリセロール
1-リン酸という、前者の光学異性体となって
いる。これはアーキアとその他の生物の膜脂
質の生合成経路が完全に異なることを示す
特徴と言え、それらの生物が辿った進化経路
の違いを感じさせる。これ以外に、炭化水素
鎖や極性頭部の構造多様性などにも違いが
存在している。 

 
 いずれにせよ、アーキア膜脂質と他生物の
膜脂質の構造的な特徴により、アーキアの細
胞膜は高温や高塩濃度、極端な pHといった
極限環境での生育に適した特性を有する。人
工的に再構成した膜系であるリポソームを
利用した研究により、アーキア膜脂質によっ
て構成されたリポソームは、他生物の膜脂質
によって構成されたものに比べて著しく低
いイオン透過性、小分子透過性を示すことが
明らかにされている。この低い膜透過性は広
い温度範囲で維持され、したがって、極限環
境においても、膜のイオンポテンシャルとそ
れによるエネルギー生産を維持することが
できるのである。さらに重要な点は、アーキ
ア膜脂質と他生物の膜脂質により構成され
た混成リポソームが、たとえアーキア膜脂質
の比率が 25%程度であっても、他生物の膜脂
質のみで構成されたリポソームに比べて格
段に低い膜透過性を示したということであ
る。つまり、大腸菌などのバクテリアにアー
キアの膜脂質を生産させれば、高い塩濃度や
有機溶媒の存在、もしくは細胞内でバイオ燃
料などの脂溶性の有用化合物が大量に生産
されるような状況においても、その細胞膜の

安定性を維持し、菌の生育阻害を回避する手
段となりうる。 
 
２．研究の目的 
 上述した背景をもとに、アーキア膜脂質を
大腸菌に生産させ、細胞膜を安定化すること
を本研究の目的とした。我々の研究グループ
では、すでに大腸菌におけるアーキア膜脂質
の生産系を構築していたため、以下の２項目
からなる研究方針を立てた。第１に、食塩を
含む培地における大腸菌の生育を指標に、ア
ーキア膜脂質生産の効果を調べることとし
た。ただし、我々が構築したアーキア膜脂質
生産系では、バクテリア細胞膜におけるアー
キア膜脂質の比率はごくわずかであり、その
ため菌の表現系の変化を検出するのは困難
であった。そこで、イソプレノイドの生合成
前駆体供給経路であるメバロン酸経路を同
大腸菌株に導入し、アーキア膜脂質の生産量
の向上を図ることとした。遺伝子導入は過去
に報告例の多いプラスミドを用いた方法に
加え、CRISPR/Cas9 システムを利用したゲ
ノム編集による大腸菌ゲノム内への挿入を
試みた。第２に、より低い透過性を示すリポ
ソームを構成することがわかっている、超好
熱性アーキア特異的な膜脂質の大腸菌にお
ける生産を目指した。しかし、超好熱性アー
キアの膜脂質としては、通常より長い炭素鎖
をもつ C25,C25-アーキオールコア脂質や、
一般的なアーキア膜脂質が炭素鎖の末端同
士で結合して二量化したカルドアーキオー
ルコア脂質が知られているものの、それらの
生合成経路は部分的にしか解明されていな
かった。そこで既知のアーキア膜脂質生合成
経路を参考に、C25,C25-アーキオールコア脂
質の生合成に関わる酵素を同定し、それらの
遺伝子を大腸菌に導入することで同脂質の
生産を試みることとした。 

 
 
３．研究の方法 
① メバロン酸経路の導入によるアーキア
膜脂質生産量の増強 

 主として酵母、もしくは放線菌に由来する、
一連のメバロン酸経路遺伝子を含むプラス
ミド、pJBEI-2999 および pAC-Mev を入手
し、アーキア膜脂質生合成用プラスミドであ
る pBAD-ALB4を持つ大腸菌に導入した。さ
らに、細胞に取り込まれた後にメバロン酸へ
と変換されるメバロノラクトンを添加する
ことで、イソプレノイドであるアーキア膜脂
質の生産量向上を目指した。さらに、
pJBEI-2999 をもとに必要な遺伝子を含むカ
セットを作製し、これを CRISPR/Cas9シス
テムと共に大腸菌に導入することで、相同組



換えによるゲノムへの遺伝子挿入を図った。 
 アーキア膜脂質の生産量は、大腸菌から脂
質を抽出した後に、LC-MSや２次元 TLCに
よって測定した。大腸菌の食塩に対する耐性
は、0.1〜0.5 Mの食塩を含む寒天培地上での
生育を比較することで行なった。 
 
② C25,C25-アーキオールコア脂質の生合
成経路の解明と大腸菌での生産 

 通常のアーキアがもつ C20,C20-アーキオ
ールコア脂質の既知生合成経路を参考に、同
経路に関わる複数酵素のホモログ遺伝子を、
C25,C25-アーキオールコア脂質を主要な膜
成分とする超好熱性アーキア Aeropyrum 
pernixより探索した。それらの遺伝子を大腸
菌に発現させ、得られた組換えタンパク質の
酵素活性を、放射標識した基質と TLC を使
った系により検出した。 
 さらに、それらの遺伝子群を同一のプラス
ミドに挿入し、これを大腸菌に導入すること
で C25,C25-アーキオールコア脂質の生産を
試みた。放射標識基質の合成が困難であった
プレニル基還元酵素ホモログについては、こ
の大腸菌での生産系を利用することで酵素
活性の検出を行なった。アーキア膜脂質の検
出は LC-MSを用いて行なった。 
 
４．研究成果 
① メバロン酸経路の導入によるアーキア
膜脂質生産量の増強 

 LC-MS 分析により、我々が作製した元々
の大腸菌の系におけるアーキア膜脂質の生
産量はごく微量に過ぎないことが示されて
いた。そこで、プラスミドによるメバロン酸
経路遺伝子の細胞内導入と培地へのメバロ
ノラクトンの添加を行なった結果、アーキア
膜脂質の生産量は 10 数倍にまで向上した。
その際の大腸菌細胞膜におけるアーキア膜
脂質の割合は、２次元 TLC による分析の結
果、最大で数％に達すると推定された。しか
し、高生産株の生育は非常に遅く、分析に際
して growth phaseを合わせるのが難しかっ
た。その原因は、アーキア膜脂質の生産とい
うよりも、複数のプラスミドの維持のために
必要とされた抗生物質にあり、２個のプラス
ミドによる 10 個以上の異種遺伝子の導入に
は無理があると感じられた。そこで、
CRISPR/Cas9 システムによってメバロン酸
経路遺伝子をゲノム中に挿入し、必要な抗生
物質を減らすことを発案した。メバロン酸経
路の遺伝子を含む相同組換え用 DNA カセッ
トを作製し、これを CRISPR/Cas9によりゲ
ノム中の任意の箇所を切断するように設計
したプラスミドと同時に大腸菌に導入した。
その結果、全長 10 kb程度の遺伝子断片をゲ
ノム中に挿入することに成功した。しかしな
がら、得られた大腸菌株中でのメバロン酸経
路の酵素活性は予想外に低く、イソプレノイ
ドの生産性向上の効果は得られなかった。原
因としては、挿入した遺伝子断片に変異など

の問題があったか、挿入したゲノム上の遺伝
子座の近くに逆向きのプロモータが存在す
るなどの問題があったのではないかと考え
ている。 
 結局、最もアーキア膜脂質の割合が高かっ
た、プラスミドによりメバロン酸経路を導入
した大腸菌株を用い、食塩に対する耐性を調
べた。コントロールとしてはメバロン酸経路
を有するがアーキア膜脂質生合成経路を持
たない株を用い、複数の濃度で食塩を含む寒
天培地（メバロノラクトンを含む）上での生
育を調べた。しかし、明確な差は検出されな
かった。最近、オランダの研究グループによ
ってアーキア膜脂質の生産が大腸菌に与え
る影響についての報告がなされた。彼らはブ
タノールを添加した培地において、アーキア
膜脂質生産株の生育が向上したこと、また、
同株が凍結処理に対しても耐性を示すこと
を報告している。したがって、食塩以外のス
トレスを指標とすれば表現系の違いが示せ
た可能性が高い。ただし、上述の研究グルー
プが作製した大腸菌株ではアーキア膜脂質
の比率が 20％にまで達しており、それが結果
の違いとして現れた可能性もある。したがっ
て我々には、大腸菌におけるアーキア膜脂質
生産量をさらに向上させる必要がある。我々
が最近アーキアから見出した新奇なメバロ
ン酸経路の導入が、そのために有効であるか
もしれない。 
 
② C25,C25-アーキオールコア脂質の生合
成経路の解明と大腸菌での生産 

 A. pernix の全ゲノム配列から、既知のア
ーキア膜脂質生合成酵素に相同なタンパク
質の遺伝子を探索し、２つのプレニル基転移
酵素と１つのプレニル基還元酵素、それぞれ
のホモログ遺伝子を見出した。まず、プレニ
ル基転移酵素ホモログに関しては、大腸菌に
組換えタンパク質を発現させ、それらを精製
して酵素活性の有無を検証した。その結果、
両タンパク質共に活性を有し、さらに C25の
生合成前駆体に対して高い特異性を示すこ
とが明らかになった。これらの結果より、こ
れらの酵素は C25,C25-アーキオールコア脂
質の生合成に関与していることが明らかに
なった。 
 次に、上述のプレニル基転移酵素の遺伝子
に加え、それらの基質の生産に関わる既知酵
素遺伝子を同一のプラスミドに挿入し、
pBAD-C25ALB4 を作製した。同プラスミド
を導入した大腸菌から脂質を抽出し、LC-MS
で分析したところ、不飽和イソプレノイド鎖
を持った C25,C25-アーキオールコア脂質の
前駆体が検出された。そこでプレニル基還元
酵素のホモログ遺伝子をこのプラスミドに
挿入し、それを有する大腸菌の脂質を分析し
たところ、還元された C25イソプレノイド鎖
を有する C25,C25-アーキオールコア脂質の
生産が確認された。これにより、超好熱性ア
ーキア A. pernixに特異的な同脂質の生合成



経路の全容を明らかにすることができた。同
脂質の生産が大腸菌に及ぼす影響は、通常の
アーキア膜脂質より強いと予想され、将来の
細胞膜安定化への利用が期待される。 
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