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研究成果の概要（和文）：ステアリルアルコール(StOH)の添加培養で誘導されるアルコール脱水素酵素（AdhA）
相同タンパク質遺伝子の相補性試験やRalstonia sp. NT80細菌の、より詳細なゲノム解析等により、AdhAによる
StOHの酸化を経由したステアリルアルデヒド(StCHO)、ステアリン酸(StCOOH)への酸化、β-酸化経路によるアセ
チルCoAの蓄積、生分解性ポリエステルのpolyhydroxyalkanoate（PHA）の大量蓄積経路の推定が可能になるとと
もに、これらの混合添加培養による桁違いの有用リパーゼ生産が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Complementation tests of the alcohol dehydrogenase (AdhA) homologous protein
 gene induced by stearyl alcohol (StOH)-added culture and more detailed genome analysis of the 
Ralstonia sp. NT80 eubacterium have made it possible to estimate the oxidation of StOH by AdhA to 
stearyl aldehyde (StCHO) and stearic acid (StCOOH), the accumulation of acetyl-CoA via the β
-oxidation pathway, and the mass accumulation pathway of the biodegradable polyester 
polyhydroxyalkanoate (PHA). It has also become possible to produce an exceptionally large amount of 
useful lipases by mixed-addition culture of these. culture.

研究分野：生化学、分子生物学、応用微生物学

キーワード： リパーゼ　Lipase super-inducer　Fatty alcohol　脂質代謝　長鎖エーテル　Biosurfactant　シグナ
ル伝達　細胞内ポリエステル蓄積

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
１つの細胞からなる１個体である真正細菌が、外部環境の劇的な変化に対応できる生命力の源泉を理解すること
が可能になるとともに、培地環境へのリパーゼ・スーパーインデューサー添加時の工夫によって、油脂加工のみ
ならず医薬品中間体等の製造にも役立つリパーゼ等の酵素を大量に入手・使用可能になったことは意義深いと思
われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 我々は 1996年に、産業的利用価値の極めて高い酵素の１つである微生物由来リパーゼ(lipase)
のスーパーインデューサー(super-inducer)群（ステアリルアルコール等の高級（長鎖）アルコー
ル類や長鎖エーテル等）を発見した（図 1及び引用文献①参照）。リパーゼ・スーパーインデュ
ーサーは、オリーブ油による通常誘導より１桁違いの高い効果がある。また、平成１８～２０年
度には科学研究費「萌芽研究」助成により、リパーゼ・スーパーインデューサー添加によるリパ
ーゼ大量分泌（最大 2,500 U/ml, 約 1g/L）菌株のスクリーニングの成功に加えて、リパーゼと
同程度以上の 15kDaタンパク質の分泌現象も発見した。15kDaタンパク質は長鎖炭化水素や脂
質の乳化作用を有し、アミノ酸配列の局所的相同性から、久塚らによって発見された Protein 
activator（引用文献②）との関連性が推定された。この現象は、転写におけるセンサーキナーゼ
とレスポンスレギュレーターからなる二成分制御システム（引用文献③）だけでは十分な説明は
できないことが判明した。更に、上記「萌芽研究」助成と平成２３～２５年度科学研究費「基盤
研究 C」助成により、15kDa タンパク質遺伝子のクローニングに成功し、そのタンパク質の機
能解析により EliA（effector protein of lipase induction）と命名した（引用文献④）。高級アル
コールによる細胞内ポリエステル（PHA）大量蓄積にも EliAが必要であることも解った（引用
文献⑤）。 

 
図１のように「一見関連性が薄いと思われる高級アルコールや長鎖エーテルが、本来のリパー
ゼ基質であるトリグリセリドや生成物の脂肪酸より極めて高いリパーゼ超誘導・分泌作用を示
すのは何故か」という本研究課題の核心をなす学術的「問い」を解決することが焦眉の課題であ
る。n-アルカン等資化システムの中間代謝産物の高級アルコールは、これとは異なったトリグリ
セリド資化システムにおいて、トリグリセリドや脂肪酸より格段に優れたリパーゼ超誘導剤で
ある。このリパーゼ超誘導および超分泌の分子機構解明は、細菌細胞内外脂質のリピッドメタボ
ロームや転写におけるセンサーキナーゼとレスポンスレギュレーターからなる二成分制御シス
テムも含めて、リパーゼ・スーパーインデューサー作用ネットワーク機構の総合的解明の総合的
理解の糸口となるであろうと考えるに至った（図１参照）。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、申請者らが見出した高級アルコールや長鎖エーテル等のリパーゼ分泌超誘
導剤（これらのリパーゼ・スーパーインデューサーによるリパーゼ分泌量は、通常誘導剤として
用いられるオリーブ油による場合の約２０倍）によるリパーゼ等のタンパク質大量分泌現象や
細胞内ポリエステル（PHA）の大量蓄積現象の分子機構解明と、このシステムを活用した高立体
選択性リパーゼ等の大量調製法を構築することである。 
第１段階：リパーゼ・スーパーインデューサー作用ネットワーク機構の解明。 
第２段階：このシステムを利用した、高立体選択性リパーゼや他の有用タンパク質の大量調製法
の開発。 
 
３．研究の方法 
 
① リパーゼ超発現・超分泌機構の解明：Stearyl alcohol(StOH、高級アルコール)等の培養
培地への添加による界面活性タンパク質（EliA）とリパーゼ（lipase）超発現・超分泌、
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及び生分解性ポリエステルの polyhydroxyalkanoate（PHA）の細胞内大量蓄積時に、発現
量増加タンパク質の中から、プロテオーム解析によりアルコール脱水素酵素（AdhA）が同
定され、その遺伝子（adhA）欠損株では lipase 生産量が低下する。この欠損株から adhA
遺伝子相補株を作製して、StOH を加えた時の AdhA・lipase 活性が野生株培養時の AdhA・
lipase 活性と同程度まで回復するかどうか検定する。また、Ralstonia sp. NT-80 由来リ
パーゼ超発現・分泌への一連のスーパー・インデューサー群の作用機構を分子レベルで明
らかにする。 
② 超発現・超分泌・超蓄積ネットワークの統一的理解：スーパー・インデューサーによるリ
パーゼ、界面活性保有 EliA タンパク質の相互関連性に判明したら、細胞内ポリエステル
（PHA）超大量蓄積の分子機構を加えて同様の検討を行い、超共分泌システムの統一的分
子機作を解明する。更に、StOH に加えて、その代謝産物の stearyl aldehyde, stearic 
acid を混合して添加した場合の発現レベルを調査する。 
③ リパーゼ超誘導・分泌現象の鍵タンパク質、EliA 界面活性タンパク質の結晶化による構造
と機能解析：EliA の結晶を得ることが出来たが、高相同性配列を有するタンパク質の X線
結晶解析はされていないので、位相を特定するために重原子置換法、あるいは Se-Met 置
換タンパク質の調製を試みる。 
④ lipase とカルボン酸エステル esterase の非分泌タンパク質への超発現・分泌システムの
応用：Ralstonia sp. NT-80 由来のラクトン特異的エステラーゼについては、既に分子進
化工学的手法により 12℃の熱安定性向上に成功している（引用文献⑥報道資料参照）の
で、リパーゼ超発現・分泌システムを適用して、大量調製法を試みる。超発現・分泌シス
テムの大腸菌等の他菌種への移植を試みる。  
⑤ 最近のゲノム(genome)解析技術の飛躍的進歩を受けて、Ralstonia sp. NT-80 業者への有
料依頼によるゲノム配列解析を実施した 

 
 
４．研究成果 
 
① Stearyl alcohol(StOH、高級アルコール)等
の培養培地への添加による界面活性タン
パク質（EliA）とリパーゼ（lipase）超発
現・超分泌、及び生分解性ポリエステルの
polyhydroxyalkanoate（PHA）の細胞内大量
蓄積時に、発現量増加タンパク質の中か
ら、プロテオーム解析によりアルコール脱
水素酵素（AdhA）が同定されており、その
遺伝子（adhA）欠損株では lipase 生産量が
低下し、adhA 遺伝子相補により、StOH を加
えた時の AdhA・lipase 活性が野生株培養
時の AdhA・lipase 活性と同程度まで回復
したので、StOH による lipase 超発現・超
分泌には AdhA の発現が必須であることが
推定される(図２)。 
② 更に、StOH に加えて、その代謝産物の
stearyl aldehyde, stearic acid を混合して添加した場合は、リパーゼ遺伝子の転写量の
更なる急上昇、約 35 kDa タンパク質の大量分泌現象が見いだされ、本システムの機構解明
と実用化の意義は極めて大きいと思われる。AdhA による StOH の酸化を経由した aldehyde、
脂肪酸への酸化、β-酸化経路によるアセチル CoA の大量蓄積、生分解性ポリエステルの
polyhydroxyalkanoate（PHA）の大量蓄積経路の推定が可能になった意義は大きい。 
③ リパーゼ超誘導・分泌現象の鍵タンパク質、EliA 界面活性タンパク質の結晶化による構造と
機能解析：Lipase と EliA は互いに異なった転写システムであることが解り、共超発現・分
泌ネットワークは、より複雑な間接的経路の存在が示唆されたため、EliA 界面活性タンパク
質の結晶化による構造解析を優先させた。2013 年からのドイツのフライブルク大学との国
際共同研究で、EliA の結晶を得ることが出来たが、高相同性配列を有するタンパク質の X線
結晶解析はされていないので、位相を特定するために重原子置換法を試したが、成功しなか
った。一つだけある Met 残基の Se-Met 置換タンパク質の作製を無細胞自走転写翻訳装置作
製メーカーに打診したが、COVID-19 の影響もあって、未だに吉報はない。 
④ 研究代表者らの今までの研究により、二種類の lipase と一種類のカルボン酸エステル
esterase が見出され、その遺伝子配列、発現タンパク質の性質の一部が判明した。二種類の
lipase は共に 50℃でも安定で、超発現誘導・分泌生産可能であり、例えば NT80-lipase は
tbuthyl-3-acetoxy-butanoate、NT92-lipase は Ethyl-2-heptanoate に良好な立体選択性を
有し、部位特異的アミノ酸置換法で熱安定性に寄与するアミノ酸残基についても徐々に解明
されてきたので、このままでも実用的応用が可能である。NT80-esterase は lactone 特異的
酵素作用があるが、熱に不安定な為、分子進化工学的手法により 12℃の熱安定性向上に成功



している。研究代表者らの今までの研究により、良好な立体選択性を有する lipase とカル
ボン酸エステル esterase が見出され、lactone 特異的 esterase は、分子進化工学的手法に
より 12℃の熱安定性向上に成功している。この系への超誘導・分泌システムの応用には成功
していない。 
⑤ 最近のゲノム(genome)解析技術の飛躍的進歩を受けて、業者への有料依頼によるゲノム配列
解析を実施した。研究に用いた Ralstonia sp. NT80 菌の、より詳細なゲノム解析を実施し
（5,933,974bp、99.94%）、Taxonomy plot の結果は Ralstonia insidiosa に最も近かった。 
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Ralstonia sp. NT-80由来リパーゼ超誘導発現システムにおけるアルコール脱水素酵素（0820）による脂質代謝への影響について

好熱性真正細菌 Geobacillus sp. Kps3のFlagellinをコードする遺伝子hagのスプライシングの機構解明

Ralstonia sp. NT-80におけるアルコール脱水素酵素(ADH)相補株の性質およびADHの精製と機能解明

好熱性真正細菌 Geobacillus sp. Kps3の試験管内における選択的スプライシング
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第94回日本生化学会大会、Web講演、2021年11月
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vitro
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日本農芸化学会2022年度京都大会、Web講演、2022年3月

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

 ２．発表標題

大森 遥斗、星崎 裕美、横尾 直哉、上村 渉、久保田 和貴、岩間 祐介、月村 亘、赤沼 元気、石塚 盛雄

桂木 脩、工藤 悠紀野、立野 光、伊藤 春陽、大塚 拓、神田 有希、齋籐 彩、堀越 愛、井上 香織、赤沼 元気，牛尾 一利、石塚 盛雄

中原 悠輔、高橋 莉央、石田 達矢、早川 准平、粟井 貴子、赤沼 元気、石塚 盛雄

 ３．学会等名

日本農芸化学会2022年度京都大会、Web講演、2022年3月

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

中原 悠輔、高橋 莉央、石田 達矢、早川 准平、粟井 貴子、赤沼 元気、石塚 盛雄

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名
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日本農芸化学会2020年度大会（福岡）新型コロナウィルス感染症（COVID-2019）蔓延に伴い2020年3月5日付けで大会講演要旨集(PDF)を発
行

FEBS 2018, Prague, Czech, July 7-12, 2018（国際学会）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

石塚 盛雄，石田 達矢, 馬野 航, 千葉 献人, 今井 洋, 上村 慎治, 坂口 ゆりこ, 鈴木 健夫, 鈴木 勉, 粟井 貴子, 赤沼 元気, 早川 准
平

石塚 盛雄、多勢 真大、関谷 麻美、千濱 良太、赤沼 元気、牛尾 一利

M. Ishizuka, M. Tase, M. Sekiya, H. Ishibashi, G. Akanuma, K. Ushio
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リパーゼ・スーパーインデューサーにより誘導されるリパーゼと関連物質の機能解析

Functional analysis of lipase transcription factor induced by stearyl alcohol in Ralstonia sp. NT80

Functional splicing of hag messenger RNA coding for bacterial flagellin from thermophilic Geobacillus sp. Kps3
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脂肪アルコールにより誘導されるリパーゼと関連タンパク質の機能解析
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