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研究成果の概要（和文）：超好熱性古細菌Aeropyrum pernixの持つ、炭化水素鎖の長いイソプレノイド膜脂質を
大腸菌に大量生産させ、その膜の物性を変化させる「細胞膜エンジニアリング」技術の確立を目指して研究を進
めた。同時期にA. pernixから新奇なイソプレノイド生合成前駆体供給経路である古細菌型メバロン酸経路を見
出したため、イソプレノイドの微生物生産に対する同経路の導入の効果を検討した結果、準嫌気条件で宿主を培
養した場合にイソプレノイド生産が向上することが示された。また、A. pernixと他生物の遺伝子を組み合わせ
て大腸菌に導入することで、より長い炭化水素鎖を持つ非天然型古細菌膜脂質の合成に成功した。

研究成果の概要（英文）：The research was aimed at the establishment of "cell membrane engineering" 
technology that might enable to change the properties of E. coli membrane by overproducing 
isoprenoid membrane lipid from a hyperthermophilic archaeon Aeropyrum pernix, which has long 
hydrocarbon chains. At the same time, we discovered the archaeal mevalonate pathway, which was a 
novel pathway that supplies biosynthetic precursors for isoprenoid. Thus, we examined the effect of 
the introduction of the pathway on microbial production of isoprenoid and therefore proved the 
increase in isoprenoid production when the host was cultivated semi-anaerobically. In addition, we 
succeeded in synthesizing an unnatural archaeal membrane lipid that has a long hydrocarbon chain by 
introducing genes from A. pernix and other organisms in combination into E. coli. 

研究分野：酵素化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で取り扱った古細菌型メバロン酸経路は、既知のメバロン酸経路と比べ、エネルギー低消費型の代謝経路
である。そのため、薬品や工業原料などの有用化合物を多く含むイソプレノイドの微生物生産に同経路を利用す
ることで、宿主から生育に必要なエネルギーを大量に奪うことなく物質生産をさせることが可能になるかもしれ
ない。また、本研究で合成に成功した非天然型古細菌膜脂質は、より厚く安定な細胞膜を構成することが予想さ
れる。したがって、大腸菌などの生体膜の性質を変化させて強い微生物を作る「細胞膜エンジニアリング」を今
後確立する上で有用なツールとなりうる。

※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 
(1) 我々は以前より、真正細菌および真核生物の脂質とは大きく異なる構造的特徴を有する古細
菌膜脂質（C20,C20-古細菌膜脂質）の生合成機構を解明し、それらを微量ながら大腸菌に生産
させることに成功していた。さらに我々は、超好熱性古細菌 Aeropyrum pernixより、より長い
炭化水素鎖を有する C25,C25-古細菌膜脂質の生合成酵素の同定と、それらの酵素を用いた大腸
菌における同脂質の生産にも成功し、これを研究開始直前に報告している。この超好熱性古細菌
由来膜脂質は通常より厚い脂質二重膜を構成する。したがってその利用により、イオンや小分子
に対する透過性が低い、「強い」生体膜が構築できるのではないかと期待された。 
 
(2) 古細菌膜脂質は、カロテノイド色素などと同様に、イソプレノイドという巨大な化合物群に
分類される。大腸菌などの微生物においてイソプレノイドを大量生産させる場合、しばしば用い
られる手法は、真核生物由来のイソプレノイド前駆体供給経路である、メバロン酸経路の導入で
あった。この手法は、代謝工学によりイソプレノイドの微生物生産の増強を図る際のゴールデン
スタンダードとして広く利用されている。我々は、以前より古細菌の多くが特異的に有する変形
メバロン酸経路の解明を進めており、新たな酵素や経路を見出すとともに、そのイソプレノイド
生産への応用の可能性を模索していた。 
 
２．研究の目的 
(1) 超好熱性古細菌膜脂質を大腸菌に大量生産させ、それにより大腸菌の生体膜の物性を変化さ
せることを目的とした。超好熱性古細菌の細胞膜は温度変化に伴う透過性の変動がわずかであ
り、そのため高熱環境でもイオン濃度勾配を失わない。したがって、温度変化のみならず、塩や
有機溶媒に対する耐性の向上した大腸菌細胞が構築できるのではないかと期待した。また、より
強く膜の物性に影響するような構造を持った天然／非天然の膜脂質合成系を構築することも付
加的な目的とした。 
 
(2) 成熟型の古細菌膜脂質を生産するには、生合成中間体の炭化水素鎖に存在する複数の二重結
合を還元する必要がある。これまでの我々の研究では、この還元反応を大腸菌細胞中で進めるに
は嫌気的な培養条件が必要なことが明らかにされている。しかし、イソプレノイド生合成は大量
のエネルギーを要する過程であり、酸素が利用できない嫌気条件ではその効率が大幅に低下し
てしまう。古細菌膜脂質の大腸菌における大量生産を進めるためには、この矛盾した条件を両立
させる必要があった。この課題を解決するために、古細菌由来の変形メバロン酸経路を利用でき
ないか、その検討についても本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 超好熱性古細菌 A. pernix 由来の C25,C25-古細菌膜脂質の大腸菌における生産システムを
より高機能化するため、pET ベクターシステムを用いて発現プラスミドを再構築した。これを
既存のメバロン酸経路発現プラスミドなどと共存させ、古細菌膜脂質の生産向上に及ぼす効果
を検証した。また、A. pernix 由来の C25,C25-古細菌膜脂質生合成遺伝子を、真正細菌である
Bacillus subtilis由来の遺伝子と組み合わせて大腸菌に導入することにより、より長い炭化水素
鎖を持つ古細菌膜脂質の合成を目指した。 
 
(2) 我々が、後述するように超好熱性古細菌 A. pernixより新たに見出した、古細菌型メバロン
酸経路の各遺伝子に対応するオルソログ遺伝子を、常温性メタン生成古細菌である
Methanosarcina mazeiより単離した。それらを大腸菌に導入し、イソプレノイド生産の向上に
及ぼす効果を検証した。また、先に好熱好酸性古細菌 Thermoplasma acidophilumより見出し
た変形メバロン酸経路についても、同様の手法により検証を進めた。これらの実験では、過去の
同様の目的の研究においてイソプレノイド生産の一般的な指標とされている、カロテノイド色
素の生産を指標に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 古細菌膜脂質の大量生産による大腸菌生体膜の物性改変 
① pET ベクターシステムを用いた C25,C25-古細菌膜脂質の生合成酵素の発現系を構築するこ
とで、メバロン酸経路などによる前駆体供給量を反映して膜脂質が大量生産できるようになっ
た。これを後述する変形メバロン酸経路や、メチルエリスリトールリン酸経路などと組み合わせ
て大腸菌に導入することで、古細菌膜脂質を大腸菌の全脂質量の数％まで向上させることに成
功している。現在、生体膜の物性に関する検証を進めている。 
 
② 真正細菌B. subtilisは古細菌膜脂質の生合成中間体に類似した構造の化合物であるプレニル



グリセロールリン酸を合成する酵素
PcrBを有している。同酵素と、古細菌由
来の C30プレニル二リン酸合成酵素、お
よび A. pernix由来の C25,C25-古細菌膜
脂質生合成酵素の遺伝子を大腸菌に導入
することにより、非天然型膜脂質である
C30,C25-古細菌膜脂質を生産させること
に成功した（図１）。この膜脂質は、一般
的な C20,C20-古細菌膜脂質と比較して、
単純計算で 4 割近くも厚い疎水部を持つ
脂質二重膜を構成すると考えられ、大腸
菌の生体膜に与える影響は C25,C25-古
細菌膜脂質と比較しても大きく、細胞膜
エンジニアリングの有力なツールとなる
と期待される。同非天然型膜脂質の大腸
菌における大量生産の影響についても検
証を進めている。 
 
(2) 古細菌型メバロン酸経路のイソプレノイド生産への応用 
① 我々は、比較ゲノム解析の結果をもとに、超好熱性古細菌 A. pernixより新奇な変形メバロ
ン酸経路を見出し、これを古細菌型メバロン酸経路と命名した（図２）。同経路は既知のメバロ
ン酸経路が ATP依存性脱炭酸酵素により触媒しているのと同等の反応を、アコニターゼに類似
した脱水酵素と、プレニル化フラビン依存
性脱炭酸酵素の組み合わせにより、ATP
非依存的に触媒している。これにより、古
細菌型メバロン酸経路は、通常のメバロン
酸経路と比べて ATP消費量が２／３と少
ない。この性質は、上述した成熟型古細菌
膜脂質の大腸菌における生産に適してい
ることが予想されたが、それだけではな
く、一般的に宿主の生育に必要な ATPを
大量に奪うことになる、イソプレノイドの
微生物生産を改良する上で有用だと期待
された。最大の天然化合物群であるイソプ
レノイドには、薬剤や工業原料などの有用
物質が多く含まれている。これまでに真核
生物型メバロン酸経路を利用して行われ
ていたそのような有用物質の生産を、古細
菌型経路の利用によって高効率化できる
可能性がある。 
そこで、イソプレノイド生産の指標として広く用いられている、赤色カロテノイド色素、リコ
ペンを指標として、古細菌型メバロン酸経路の導入が大腸菌におけるイソプレノイド生産に与
える影響を評価した。ただし、超好熱性古細菌である A. pernix由来の酵素が常温菌である大腸
菌において十分に機能しないことを想定し、常温性メタン生成古細菌であるM. mazeiより、古
細菌型メバロン酸経路の推定遺伝子を単離し、それらを大腸菌に導入した。その結果、好気培養
条件ではリコペン生産の向上は確認できなかったが、準嫌気的に大腸菌を培養した場合にのみ、
リコペン生産が向上することが明らかとなった。さらに、古細菌型メバロン酸経路の大腸菌にお
ける機能は、メチルエリスリトールリン酸経路阻害剤の存在下で、大腸菌の純嫌気条件での生育
を相補することによっても確認された。これらの結果は、ATP 生産が低下する生育条件におい
て、古細菌型メバロン酸経路が大腸菌内在性のメチルエリスリトールリン酸経路と比べて有利
であることを意味しており、先に述べた成熟型古細菌膜脂質の生産においても有効に機能する
可能性が高いことを示唆するものであった。 
 
② 同様に、我々が先に T. acidophilumより見出していた Thermoplasma型メバロン酸経路（図
２）を応用し、大腸菌におけるイソプレノイド生産の向上を図った。指標としてリコペンを用い、
真核生物型メバロン酸経路との比較を行った。しかしながら、Thermoplasma 型経路の遺伝子
の導入ではリコペンの生産量はわずかしか増加しなかった。そこで同経路の酵素であるメバロ
ン酸 3-キナーゼの機能を部位特異的変異導入により 5-ホスホメバロン酸 3-キナーゼへと改変し、
他生物由来の酵素と組み合わせて、非天然型の変形メバロン酸経路を構築した。その結果、同経
路は真核生物型メバロン酸経路と同程度のリコペン生産増強能力を示した。 

図１ 大腸菌における C30,C25-古細菌膜脂質の生産 

図２ 各種メバロン酸経路 
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