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研究成果の概要： 
木質系バイオマスに含まれる五炭糖である L-アラビノースのサッカロミセス酵母によるエタ
ノール発酵を目指して、窒素固定細菌の一種から既知のものとは全く異なる L-アラビノース代
謝経路の生化学的・分子生物学的・構造生物学的解析を行った。また、リグノセルロースバイ
オマス成分の１つである L-ラムノースにおいても、本経路と類似の新規経路が酵母および細菌
の一部に存在することを初めて発見した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,400,000 0 1,400,000 

2007 年度 1,300,000 0 1,300,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

総 計 3,600,000 270,000 3,870,000 

 
研究分野：工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学／生物機能・バイオプロセス 
キーワード：バイオマス・バイオマス・エタノール・サッカロミセス酵母・L－アラビノース・

生物発酵     
 
１．研究開始当初の背景 
酵母は潜在的な高エタノール発効能とエ

タノール耐性能を有し、バイオマスの分解で
生じる単糖からのエタノール変換プロセス
に広く用いられているが、L-アラビノース・
D-キシロースなどの五炭糖を代謝できない
ことが大きな問題である。これを解決するた
めに、他の生物由来の五炭糖代謝遺伝子(群)
を導入した組換え酵母を用いたエタノール
発酵が世界中で試みられている。しかし、現
時点で L-アラビノースからの酵母を用いた
エタノール変換は全く達成されておらず、そ
の成功が待たれている。 
 
２．研究の目的 
現在のところ酵母に導入する L-アラビノ

ース代謝経路としては、大腸菌由来に代表さ
れる L-アラビノースイソメラーゼ･リブロキ
ナーゼ･リブロースリン酸 4-エピメラーゼの
3 つの遺伝子群か、真菌由来の 4 つの酸化･
還元酵素と 1 つのリン酸化酵素からなる 5 つ
の遺伝子群に限定されており、いずれの経路
を導入した組換え酵母はエタノールを(ほと
んど)全く産生できない。本研究では、(1)酵
母に導入する L-アラビノース代謝遺伝子(群)
に関して、これまでほとんど知られていない
新規の細菌由来の代謝経路を明らかにし、(2)
それらを導入した組換え酵母による L-アラ
ビノースからのエタノール変換を目指す。 
 
３．研究の方法 
 



既知の L-アラビノース代謝経路とは異な
る経路を持つと推定される細菌を材料に、L-
アラビノースを炭素源として培養した菌体
より酵素活性を指標に各代謝酵素を精製す
る。精製酵素から決定した部分的アミノ酸配
列をもとに細菌ゲノム上から各酵素をコー
ドする遺伝子をクローニングし、大腸菌を用
いた組み換えタンパク質発現系を構築する。
精製した組み換え酵素を用いて詳細な酵素
学的性質を解析する。続いて、酵母の発現系
を構築、細胞内発現の有無を確認後、L-アラ
ビノースからのエタノール発酵を行う。 
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４．研究成果 
 
新規L-アラビノース代謝経路には合計 5つの
新規酵素が関与していると推定された。研究
初年度ではこれらの酵素をコードする全て
の遺伝子の同定に成功した（図 1）。 
 

 
 
さらに、全ての遺伝子の大腸菌内での大量発
現系構築にも成功、精製酵素を用いた酵素学
的性質の解析により多くのユニークな知見
が得られた。例えば、L-arabonate dehydratase
は活性部位に 4Fe-4S クラスターを有する金
属酵素であり、部位特異的変異体による解析
で、本酵素が属するタンパク質ファミリーに
おいて初めて活性部位の同定した。一方
L-2-keto-3-deoxyarabonate dehydratase のアミ

ノ酸配列は、既知のアルドラーゼ酵素と類似
していた。そこで本酵素の触媒機構を原子レ
ベルで明らかにするため、X 線結晶解析によ
りネイティブ酵素と阻害剤との複合体の高
分解能立体構造を決定。部位特異的変異体の
解析結果とあわせて、本酵素のユニークな活
性部位を明らかにした。 
 引き続いて 5 つの遺伝子の酵母内での発現
を試みたが、残念ながら全ての酵素で発現が
確認できなかった。そこで、新規 L-アラビノ
ース代謝経路を再度分子系統進化の面から
検討、本経路が通常の Entner-Doudoroff 経路
（ED経路）、古細菌のリン酸化を伴わないED
経路（npED 経路）、および一部の微生物で最
近発見された nED 経路と相同な他の糖代謝
経路の代謝酵素とモザイク状の相同関係が
あることが分かった。さらに、これら代謝遺
伝子が微生物ゲノム上でしばしばクラスタ
ーとして存在することにも着目。これらを利
用して微生物ゲノムデータベースを検索し
た結果、ピキア酵母と細菌の一種に npED 経
路と相同な様式の糖代謝に関与すると推定
される遺伝子クラスターを発見した。その後、
各遺伝子を大腸菌で組み換え酵素として発
現・精製し、基質特異性を詳細に解析した結
果、本遺伝子クラスターは新規 L-ラムノース
代謝経路に関わる 4 つの酵素（LRA1~4）を
コードすることが分かった（図 2）。 
 
 
 
興味深いことに、酵母と細菌の LRA1~3 は相
同 で あ る が 、 L-2-keto-3-deoxyrhamnonate 
(L-KDR) aldolase をコードする LRA4 は全く
異なるタンパク質ファミリーに属し、またそ
の触媒機構も類似点がないことが明らかと
なった。これは、2 つの L-ラムノース代謝経
路が酵母と細菌で一部収斂的に進化したこ
とを示している。 

図 1  この手法は、微生物の形質が不明な場合で
もゲノム情報のみからnpED経路と相同な糖
代謝経路の存在を推定できるとともに、もし
代謝酵素のタンパク質ファミリーが既知の
ものと異なる組み合わせであれば新規な糖
が基質であ る可能性
がある。こ の仮説を

証明するために、LRA1~4 をプローブとして
既知の微生物ゲノム配列に対して相同性検
索を行い、LRA4 がない代わりに機能未知の
2 つの遺伝子を含む遺伝子クラスターを細菌
の一種に見出した。大腸菌で発現・精製した
組み換え酵素を用いた基質特異性解析の結
果、本遺伝子クラスターはL-ラムノース代謝
経路に関与する一方、中間代謝物である
L-KDRはアルドール開裂ではなくNAD+依存
性脱水素酵素と加水分解酵素によって最終
的にピルビン酸と乳酸を生じる図 2 とは一部
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異なるさらに新規な経路であることが明ら
かとなった（図 3）。 
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