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研究成果の概要：アラスカ永久凍土やスイス高山土壌から低温での生育特性やタンパク質の分

泌生産特性に優れた細菌を分離した。アラスカ永久凍土由来の低温適応微生物がヘモリシン共

制御タンパク質のホモログを分泌高生産することを見いだし、本タンパク質の分泌装置を利用

した外来タンパク質分泌生産系構築に向けて分泌機構を解析した。一方、南極海水から分離し

た低温菌について、本菌を宿主としたタンパク質生産系構築において利用価値が高いと考えら

れる低温誘導性プロモーターを単離した。 
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１．研究開始当初の背景 
 ０℃付近の低温で生育する微生物の酵素
は一般に低温で高い活性を示し、加熱により
容易に失活する。このような特性を有する好
冷性酵素は、食品加工用酵素、皮革加工用酵
素、繊維加工用酵素、洗剤添加用酵素、分子
生物学研究用試薬などとして有用で、近年、
大きな注目を集めている。しかしながら、常
温性酵素や耐熱性酵素に比べ、好冷性酵素の
開発は著しく遅れているのが実情である。研

究の歴史が浅いことが主要因の一つではあ
るが、好冷性酵素特有の熱安定性の低さによ
り、大腸菌などの微生物（比較的高い温度で
培養される）を宿主とした酵素の高生産がし
ばしば困難を伴うことが、より大きな問題と
考えられる。 
 本研究代表者らは、好冷性酵素の特性解明、
好冷性酵素が低温で高い活性を示すための
構造的基盤の解明、応用面の開発などを目的
として研究を行ってきたが、その過程で、大
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腸菌を宿主とした発現系では好冷性酵素の
高発現が見られない、高発現しても封入体を
形成し、機能を保持した可溶性タンパク質が
得られないという状況をしばしば経験して
きた。好冷性酵素は大腸菌の生育温度域では
不安定な場合が多く、変性し、分解される可
能性が考えられた。0℃付近で良好に生育す
る低温適応微生物を宿主とすれば熱安定性
の低いタンパク質の高生産が容易になるも
のと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 低温域での優れた生育速度と菌体収量、形
質転換の容易さ、優れたタンパク質分泌能と
いった特性を兼ね備えた低温適応微生物を
探索し、これらを宿主としたタンパク質生産
系を開発することを目的として研究を実施
した。このような生産系を利用することによ
り、産業的に利用価値の高い好冷性酵素など
の生産性を向上させることが可能になると
期待された。 
 
３．研究の方法 
(1) アラスカ永久凍土およびスイス高山土壌
をスクリーニング源とし、4℃での生育速度
が速く、菌体収量の多い低温菌を選抜した。
それらを液体培地で培養し、培養上清に分泌
されたタンパク質を分析した。アラスカ永久
凍土から分離された  Pseudomonas sp. 
Ak26 が分泌高生産するタンパク質の部分ア
ミノ酸配列を決定し、その情報に基づいて設
計したプライマーを用いて遺伝子断片を取
得した。得られた遺伝子断片の配列を解析し、
その情報を元に inverse PCR 法によって全
長の遺伝子配列を決定した。末端にタグ配列
を持つタンパク質を発現させるためのプラ
スミドを構築し、本菌を宿主として発現させ
た。発現させたタンパク質と相互作用するタ
ンパク質を、アフィニティークロマトグラフ
ィーによる共精製などによって解析した。 
(2) 南極海水から分離した低温適応微生物 
Shewanella livingstonensis Ac10 について、
低温適応機構の解明と低温物質生産システ
ムへの応用を目的として、低温誘導性遺伝子
群を同定した。広宿主域プラスミド 
pJRD215 をベクターとして、プロモーター
領域をもたないβ-ラクタマーゼ遺伝子の上
流域に  S. livingstonensis Ac10 のゲノム 
DNA 断片を挿入してライブラリーを構築し
た。E. coli S17-1 を宿主としたライブラリー
を接合伝達によって  S. livingstonensis 
Ac10 に導入し、アンピシリンを含む寒天培
地上、4℃での生育速度を指標として高いβ-
ラクタマーゼ活性を示すものを選抜した。得
られた株を 4℃と 18℃で培養し、4℃でβ-ラ
クタマーゼが誘導生産されるものを選抜し
た。それらが保持するプラスミドのβ-ラクタ

マーゼ遺伝子の上流配列を解析することに
より、低温誘導性のプロモーター配列を同定
するとともに、S. livingstonensis Ac10 ゲノ
ムにおいてこれらのプロモーター配列の下
流に存在する遺伝子を同定した。 
(3) 極地由来の低温適応微生物の低温での生
育特性や物質生産能の改良を目的として、こ
れらの微生物の低温適応機構を解析した。南
極海水由来 S. livingstonensis Ac10 につい
て、トランスポゾンを用いた変異導入によっ
て低温感受性変異株を取得し、低温での生育
に重要な役割を果たす遺伝子を同定した。ト
ランスポゾンの導入にはプラスミド 
pMiniHimar RB1 を用いた。構築した変異
体ライブラリーから低温感受性株を分離す
るために 4℃でアンピシリン濃縮を行い、
285 株を選抜した。これらの変異体について 
4℃と 18℃での生育特性を比較し、4℃での
生育速度が特異的に低下したものを選抜し、
トランスポゾン挿入付近のゲノム配列を 
inverse PCR 法によって解析した。 
 
４．研究成果 
(1) アラスカ永久凍土から分離した低温適応
微生物 Pseudomonas sp. Ak26（以下、Ak26
株）について、本菌がほぼ単一の分泌タンパ
ク質としてヘモリシン共制御タンパク質 
(Hcp) ホモログを高生産することを見いだ
した。Ak26 株を宿主としたタンパク質分泌
高生産システムを開発すべく、Hcp の分泌機
構を解析した。異種生物間で高度に保存され
た Hcp の配列に基づいて Hcp 遺伝子をク
ローニングし配列解析を行った。Inverse 
PCR 法などにより、全長配列を決定した。 
 一方、Ak26 株を宿主としたタンパク質発
現系を開発した。本菌はエレクトロポレーシ
ョンや化学的な手法では形質転換されなか
った。そこで接合伝達による形質転換を試み
た。広宿主域ベクターである pJRD215 を有
した Escherichia coli S17-1 株と接合させ
ることにより、本菌の形質転換が可能である
ことを見いだした。接合後の Ak26 株形質転
換体の選抜は、Ak26 株が本来持つアンピシ
リン耐性、ベクターによって付与されるスト
レプトマイシン耐性、及び  18℃における 
Ak26 株の良好な生育を指標として行なった。
次にタンパク質の高発現に適したベクター
の構築を試みた。Ak26 株の膜画分で大量に
発現しているポーリンタンパク質 OprD の
遺伝子のプロモーター及び  SD 配列を 
pJRD215 に組み込むことで、Ak26 株でタ
ンパク質を高発現させるベクターの構築に
成功した。 
 このようにして構築したタンパク質発現
系を利用して、末端に  His-tag または 
myc-tag を付与した  Hcp ホモログを高発
現させるためのプラスミドを構築し、Ak26 



 

 

株に導入して分泌特性を解析した。いずれの
場合も分泌効率は著しく低く、特に N 末端
にタグを付与した場合や C 末端に myc-tag 
を付与した場合は、分泌タンパク質が検出さ
れなかった。また、いずれの場合も、ゲノム
にコードされている野生型 Hcp ホモログの
分泌効率が著しく低下することが見いださ
れた。タグを付与した Hcp ホモログが分泌
装置に結合したまま細胞内にとどまり、野生
型 Hcp ホモログの分泌を阻害した可能性が
考えられた。タグを付与した Hcp ホモログ
と分泌装置が細胞内で結合している可能性
が示されたので、His-tagged Hcp ホモログ
と共精製されるタンパク質を解析すること
とした。His-tagged Hcp ホモログを生産す
る細胞を可溶化し、ニッケルキレートカラム
に供した結果、His-tagged Hcp ホモログと
相互作用すると考えられるタンパク質が見
いだされ、当該タンパク質が分泌装置を構成
する因子の一つである可能性が示された。 
(2) S. livingstonensis Ac10 のゲノムから、
プロモーター探索ベクターを用いて低温誘
導性プロモーターを見いだした。レポーター
であるβ -ラクタマーゼ遺伝子上流の 
BamHI サイトに S. livingstonensis Ac10 
ゲノム DNA の Sau3AI 部分消化産物を挿
入することでライブラリーを作製した。この
ライブラリーを導入した S. livingstonensis 
Ac10 形質転換体の中から 4℃で高いβ-ラ
クタマーゼ活性を示すクローンを選抜した。
さらに、得られたプロモーターの下流に存在
する遺伝子を、全ゲノム解析で得られた配列
情報から特定した。 
 4℃と 18℃で生育した野生株におけるこ
れらの遺伝子の発現量を real-time RT-PCR 
で解析した結果、4℃において 3 倍以上転写
量が増加する低温誘導性遺伝子として  13 
個の遺伝子が同定された。その中には翻訳に
関わる  fusA と  proS や、転写に関わる 
sirB と dksA のホモログが含まれていた。
S. livingstonensis Ac10 は低温での効率的
な転写･翻訳のために、これらの発現を低温
で誘導する機構をもつものと考えられ、これ
らの発現を増強することでタンパク質生産
系を改良できる可能性が示された。また、低
温での転写レベルが 10 倍以上誘導される
遺伝子として orf2、fadL、suhB が同定され、
これらのプロモーターは低温でのタンパク
質発現用プロモーターとして有用と考えら
れた。 
 一方、同定された低温誘導性遺伝子を破壊
して生育への影響を調べた結果、破壊によっ
て菌が低温感受性になる機能未知遺伝子が
見いだされた。この低温感受性株では酸化ス
トレスに対する耐性の低下も認められた。こ
のような遺伝子産物の高発現や機能強化に
より、外来タンパク質低温生産用宿主の低温

における生育特性を改良できる可能性が考
えられた。 
(3) S. livingstonensis Ac10 のゲノムにトラ
ンスポゾンをランダムに挿入し、低温感受性
となった変異株を選抜した。選抜された変異
株の中には、従来から欠損によって菌が低温
感受性になることが報告されていた  secG 
遺伝子にトランスポゾンが挿入されたもの
も含まれ、本スクリーニング方法が妥当なも
のであることが裏付けられた。低温感受性株
のうち CS17 株は 4℃での生育能をほぼ完
全に消失していた。サザンブロット解析によ
り、CS17 株ではトランスポゾンがゲノム内
の一箇所にのみ挿入されていることが確認
された。トランスポゾンに特異的なプライマ
ーを用いた inverse PCR で解析した結果、
細胞外多糖合成遺伝子クラスター中の 
sugar transferase ホモログをコードする 
wcaJ 遺伝子上流にトランスポゾンが挿入さ
れていることが明らかになった。これらの結
果は、wcaJ が低温での生育に重要であるこ
とを示唆している。このような遺伝子産物の
高発現や機能強化により低温物質生産用宿
主の生育特性を改良できる可能性が考えら
れた。 
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