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研究成果の概要（和文）：エーテラーゼ酵素システムを有するNovosphingobiumのMBES04株のゲノムおよびトラ
ンスクリプトーム解析の結果，エーテラーゼ酵素システムの最終産物であるフェニルプロパノンモノマーによっ
て強く誘導される遺伝子クラスターが発見された。このクラスターで最も強く誘導された遺伝子は，芳香族ジオ
キシゲナーゼ様遺伝子であり，併せて多剤耐性に関連する遺伝子も誘導された。本菌のエーテラーゼ酵素システ
ムは，リグニンフラグメントのセンサーとしての機能であり，より効率的なエネルギー生産につながる生理的意
義を持つと結論付けた。

研究成果の概要（英文）：Genomic and transcriptomic analysis of MBES04 strain of Novosphingobium with
 the etherase enzyme system revealed a gene cluster that is strongly induced by phenylpropanone 
monomers, the end product of the etherase enzyme system. The most strongly induced gene in this 
cluster was an aromatic dioxygenase-like gene, along with genes associated with multidrug 
resistance. It was concluded that the etherase enzyme system of this fungus functions as a sensor of
 lignin fragments and has significance for more efficient energy production.

研究分野：応用微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リグニンの分子内主要結合の切断は，リグニンの生分解において最も重要なステップである。MBES04株をはじめ
とするエーテル分解酵素系を持つ細菌の中には、反応生成物を代謝するための必須遺伝子を持たないものもある
が、そのエーテル分解酵素系の生理的意義や関連代謝経路の制御について述べた報告はない。リグニンの価値化
の観点から、リグニン断片との接触による細胞および遺伝子レベルでの代謝反応を理解することは、再生可能な
化学物質の生産に向けた細胞の代謝工学に重要な知見を与える。

※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 
リグニンは地球上のバイオマスとしてはセルロースに次いで 2 番目に多い。リグニンはその構
造から石油を原料とする化学製品の 95％を代替するポテンシャルがあるとされ，有効活用に向
けた研究が精力的に進められている。環境負荷の少ない条件で使用可能なリグニン特異的変換
酵素を用いたリグニン変換は有効な技術の１つであるが，高価な補酵素群が必要でありコスト
面での課題は大きい。その解決策の１つとして，リグニン代謝細菌を使ったバイオコンバージョ
ンが挙げられる。まずその基盤として，リグニン代謝細菌のリグニンに対する代謝生理学的適応
の理解の蓄積が必要である。 
 
２．研究の目的 
リグニン主要結合である β-O-4 エーテル結合を還元開裂するエーテラーゼ酵素群を持つスフィ
ンゴモナド細菌 Novosphingobium sp. MBES04 株を解析対象とし，リグニン断片やリグニンモデ
ル化合物と接触した際の生理的反応を調査し，リグニン関連物質が本菌株の代謝に与える影響
を多面的に明らかにすることを目的とする。本研究により，細胞を用いたリグニン高付加価値化
に必要な知見を得るとともに，リグニン代謝細菌の環境中での役割の理解を進める。 
 
３．研究の方法 
(1) リグニン代謝細菌のゲノム配列再解析 
我々の先行研究にて多数のコンティグから成るゲノムドラフト配列を得たMBES04株について，
ゲノム配列を再解析し，より精度の高い環状配列を得る。その後アノテーションを行い，KEGG
等のデータベースを利用してMBES04株のエネルギー代謝の特徴を見出す。 
 
(2) トランスクリプトーム解析に基づく，リグニン関連代謝経路の特定 
MBES04 株を用いて，リグニン関連芳香族低分子化合物（vanillin や β-O-4 エーテル結合を有す
るリグニンモデル 2 量体）により刺激した培養細胞から RNAを抽出し，トータル RNAのシー
ケンスを行う。(1)で得たゲノム情報を鋳型とし，発現量差異解析を行う。これを基にリグニン関
連物質によって誘導される代謝経路を特定する。 
 
(3) 遺伝子発現を誘導するエフェクターの同定 
(2)で見出したリグニン関連物質で発現誘導される遺伝子群の制御領域を用いたレポータープラ
スミドを構築し，上記遺伝子群を誘導するエフェクター分子を探索する。 
 
４．研究成果 
(1) リグニン代謝細菌のゲノム
配列再解析 
 
ゲノム再解析を行い，環状配列
3 個（染色体と 2 つのプラスミ
ド）を得た。遺伝子アノテーシ
ョンの結果，本菌株は解糖系経
路 の う ち Embden-Meyerhof 
pathway に お い て 6-
phosphofructokinase [EC: 
2.7.1.11] を欠損していた。さら
にペントースリン酸経路に必
要な6-ホスホグルコン酸デヒド
ロゲナーゼ［EC: 1.1.1.44, EC: 
1.1.1.343］も欠いていた。一方，
Entner-Doudoroff 経路に必要な
酵素はすべて存在しており，
MBES04 株では EDP がグルコ
ース代謝の中心的役割を担っ
ていることが示唆された。この
株は，酸化的リン酸化に必要な
5 つの複合体すべてをコードす
る遺伝子を完全に持っていた。
このことから，酸化的リン酸化
は本菌のエネルギー獲得に重要であることがわかった。 
MBES04 株のゲノムは，SYK-6 株で guaiacylhydroxypropanone（GHP）異化に必須の酵素として

図 1. MBES04 株ゲノムにコードされる主なエネルギー代謝経路 



同定された hpvZ（Higuchi et al., 2018）のオルソログを欠損していることを確認した。Higuchiら
の報告によると，GHP のプロパノン（C3）側鎖の分解が，コエンザイム A（CoA）および ATP
を要求する反応によって進行する。一方，MBES04株は，vanillinや 4-hydroxybenzoateなどの C1
側鎖を持つリグニン由来の芳香族モノマーを酸化的分解により完全に異化できる遺伝子レパー
トリーを有していることがわかった（図 1）。 
 
(2) トランスクリプトーム解析に基づく，リグニン関連代謝経路の特定 
 
① リグニンモデル 2量体存在下での遺伝子発現 
本実験では，十分な細胞を得るために，栄養豊富な培地で好気的に培養した増殖期の菌体から調
製した休止細胞を RNA調製に使用した。また，実験設定は，β-エーテラーゼ反応とは無関係の
増殖等に関連する適応反応を避けることを意図した。 

5 mMの guaiacylglycerol-β-guaiacyl ether（GGGE）存在下において，全体の遺伝子発現量の有
意な増加が観察された。具体的には，82個の遺伝子の発現量が 2倍以上，21個の遺伝子の発現
量が 0.5 倍未満に増加した。GGGE 存在下で発現が誘導される遺伝子クラスターが 4 つ見出さ
れ，その発現量は対照条件下と比較して 2.2〜44.6倍で高かった。発現量が増加した遺伝子には，
複数の芳香族モノマー分解遺伝子(ジオキシゲナーゼ等)，多剤耐性関連遺伝子群が含まれていた。 
 
② リグニンから得られる芳香族モノマー，vanillin存在下での遺伝子発現 
いくつかの関連細菌において，vanillin と vanillin 酸は，様々なリグニン関連芳香族化合物の下
流経路に直接関与する主要中間代謝物である（Bugg et al, 2011, Kamimura et al, 2017）。また，
vanillin と vanillin 酸は，リグニンから化学酸化により非生物学的に生産される主要な芳香族モ
ノマーである（Ragauskas et al., 2014）。MBES04株は，vanillin酸を介した vanillin同化のための
遺伝子セットを完全に有しており（図 1），これは vanillin（1 mM）を唯一の炭素源として用いた
我々の培養実験の過去の結果と一致している（Ohta et al., 2015）。エーテル化酵素系の基質とな
らないリグニン由来の芳香族モノマーが遺伝子発現に及ぼす影響を確認するため，vanillin 存在
下での遺伝子発現プロファイルを解析した。 

5mM の vanillin 存在下では遺伝子発現が全体的に抑制され，本菌株への毒性が示唆された。
具体的には，19個の遺伝子の発現量が 2倍以上，64個の遺伝子の発現量が 0.5倍以上上昇した。
vanillin 存在下で発現が抑制される遺伝子クラスターが 3 つ見出され，その発現量は対照条件下
と比較して 0.11-0.49倍低かった。特に呼吸や細胞増殖に関わる遺伝子の抑制が顕著であった。 
 
(3) 遺伝子発現を誘導するエフェクターの同定 
GGGE によって最も強く誘導された遺伝子クラスターの推定プロモーターを含む領域（600 bp）
をガラクトシダーゼ遺伝子開始コドンの直上に挿入してプロモーターアッセイプラスミドを構
築した。本プラスミドで形質転換した MBES04 株のガラクトシダーゼ活性を，GGGE，
eratrylglycerol-β-guaiacyl ether ， (2-methoxyphenoxy) hydroxypropiovanillone ， β-guaiacyl-α-
veratrylglycerone，GHP，vanillin，veratryl alcohol，2,6-dimethoxyphenol，2,4'-dihydroxyacetophenone
または guaiacolを添加して得られた培養液で測定した。GHPで最も強い誘導が観察され，GGGE，
MPHPV，DHA でも誘導が観察された。一方，vanillin や 2,6-dimethoxyphenol 処理では誘導は観
察されなかった。GGGE，MPHPV，GHPの時間経過を観察したところ，GHPで最も早く誘導が
起こり（6時間後），GGGEとMPHPVでは遅れて誘導が観察された（12時間後）。 
これらの結果から，GGGE と MPHPV は，本菌の内在性エーテル化酵素系により，GGGE と

MPHPV の最終反応物である GHP に変換された後，エフェクター分子として機能すると考えら
れた。これらの結果から，GHP は被検遺伝子群の発現を誘導するエフェクター分子として機能
することが示された。 
 
上記結果より，本菌株のエーテラーゼシステムの一連の酵素反応により，GHP を生産し，これ
をエフェクターとして，エネルギー獲得と芳香族化合物への耐性獲得の両方に有利な遺伝子発
現プロファイルへと変化させる。本結果から，本菌株のエーテラーゼシステムにはリグニンフラ
グメントのセンサー，さらには栄養豊富な植物バイオマス存在のセンサーとしての機能がある
と結論付けた。 
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