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研究成果の概要（和文）：Thermococcus kodakarensis KC04ΔtM1株より作製した細胞質型ヒドロゲナーゼ遺伝
子破壊株では、H2生産量が親株よりも有意に増加し、さらには消費キチン量に対するH2生産量の割合も上昇した
ことから、水素をより高効率に生産可能な株を取得できた。Pyrococcus chitonophagusの遺伝子組換え系を構築
して3種のキチナーゼ遺伝子破壊株の作製した結果、ChiAが本菌のキチン分解に最も重要であることが分かっ
た。またP. chitonophagusにおいて、GlcNAcリン酸化酵素とGlcNAc-６リン酸脱アセチル化酵素からなる新規な
キチン資化経路の存在を示した。

研究成果の概要（英文）：The cytosolic hydrogenase gene disruption strain prepared from the 
Thermococcus kodakarensis KC04ΔtM1 strain showed a significant increase in H2 production as well as
 in the ratio of H2 production to the amount of chitin consumed. On the other hand, construction of 
the genetic system in Pyrococcus chitonophagus enabled the author to obtain a gene-disrupted mutant 
that lacks each three chitinase gene. As a result, ChiA was identified to be the most important 
enzyme for chitinolysis. Moreover, a new chitinolytic pathway consisting of GlcNAc kinase and 
GlcNAc-6 phosphate deacetylase was identified in P. chitonophagus.

研究分野：生物工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超好熱菌Thermococcus kodakarensisを用いた水素生産システムにおいて水素変換効率を向上させた株を取得で
きたことは、化石燃料に依存しない新たな水素生産系の実用化に向けた大きな成果といえる。さらには
Pyrococcus chitonophagusのキチン資化経路の解析により、新規な経路の存在が予想されたことから、広範囲な
基質の利用が可能なシステムの構築に繋がることが予想される。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）キチンは、N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）を基本単位とするホモポリマーであり、

地球上における年間生成量は 1010〜1011 トンと推定されているものの、バイオマスとしての有

用性は十分には認知されていない。キチンは甲殻類の外骨格の主成分であることから、これらが

多く生息する海底には強力なキチン分解システムがあることが予想される。 

（２）筆者らは、超好熱性アーキアである Thermococcales 目の２種（Thermococcus 

kodakarensisと Pyrococcus chitonophagus）を対象とし、これまでに T. kodakarensisが高い

発酵水素生産能力を有すること、T. kodakarensisへのキチン資化性の付与、キチン資化性であ

る P. chitonophagusからの新規キチナーゼの同定などの研究を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、莫大な生産量を誇るキチン系バイオマスを、海洋性超好熱菌がもつキチン分解･資

化システムを利用して水素へと変換することを目的とした。より具体的には、海洋性超好熱性ア

ーキア T. kodakarensis と P. chitonophagus が示す強力なキチン分解･資化システムの分子レ

ベルでの理解を進めると共に、その知見に基づいてキチン資化能力の改良を行い、高いキチン依

存的水素生産を示す株の育種を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）キチン資化速度および水素変換効率が向上した T. kodakarensis 株の育種 

適応進化を経てキチン資化能が向上した T. kodakarensis KC04ΔtM1株の全ゲノム解析を行い、

変異部位の同定を進めた。また KC04ΔtM1株を元株として、水素の再吸収に関わる細胞質型ヒ

ドロゲナーゼ Hyhの遺伝子破壊株を作製し、そのキチン分解能や水素生産能を評価した。 

（２）P. chitonophagus における新規キチン分解機構の探索と評価 

P. chitonophagus における遺伝子組換え系の構築のために、ピリミジン合成系酵素をコードす

る pyrE破壊株を作製した。本株を元に、既存のキチナーゼ遺伝子(chiA, chiC, chiD) の破壊株

を作製し、キチン分解能を評価した。また P. chitonophagusの新たなキチン分解資化系路の探

索の一環として、GlcNAc 代謝系路に着目した。T. kodakarensis にはホモログがない GlcNAc 

kinase や GlcNAc-6-phosphate deacetylase とアノテーションされている遺伝子を大腸菌で発

現させた組換え酵素を用いて、活性を検討した。 
 
 
４．研究成果 

（１）キチン資化速度および水素変換効率が向上した T. kodakarensis 株の育種 

T. kodakarensis KU216 株より、分子育種と適応進化により、キチンからの水素生産が可能と

なった T. kodakarensis KC04ΔtM1株について、全ゲノム解析を行った。適応進化前の株であ

る KC04Δt株についても同時にゲノム解析を行い、両者の比較を行った。その結果、既に同定済

であった高発現のために導入した GDHプロモーター領域における変異部位以外にも、複数の変

異部位が存在することが確認された。また KC04ΔtM1株を元株として、水素の再吸収に関わる

細胞質型ヒドロゲナーゼ(Hyh)遺伝子を破壊した、KC04ΔtM3 株の作製を行った。この

KC04ΔtM3 株を swollen chitin を含む ASW-VMT-SC 培地において 85℃で培養を行い、

KC04ΔtM1株と同様のキチン資化能をもつことを確認した。キチン資化時における KC04ΔtM3

株の各代謝産物を定量するため、気相中の H2と CO2をガスクロマトグラフにより、培養液中の



アンモニアと酢酸を分光光度計を用いた酵素法により、さらには培養液中に残ったキチン分解

産物である GlcNAcと(GlcNAc)2を HPLCにより、それぞれ定量した。これらの定量結果から、

KC04ΔtM3株の H2生産量は KC04ΔtM1株と比べて有意に増加していること、さらには消費キ

チン量に対する H2生産量の割合も有意に上昇していることが判明した。これらの結果から、水

素をさらに高効率で生産する株の取得に成功した。 

（２）P. chitonophagus における新規キチン分解機構の探索と評価 

まずは 5-fluoroorotic acidに対する耐性を利用して P. chitonophagus野生株より pyrE変異株

を単離した（CHU1株）。続いて CHU1株より制限修飾系遺伝子群の遺伝子破壊株（CRU1株）

を作製し、これをホスト株として、3種のキチナーゼ（ChiA, ChiC, ChiD）遺伝子破壊株の作製

を進めた。その結果、各キチナーゼ遺伝子の破壊株が作製できた。このことは P. chitonophagus 

において実用的な遺伝子組換え系を構築することができたことを意味する。これらの各キチナ

ーゼ遺伝子破壊株を用いて swollen chitinの分解試験を行った結果、ChiA遺伝子破壊株におい

て、ホスト株や他の遺伝子破壊株と比べて swollen chitinの分解が有意に低下した。以上のこと

から、本菌のキチン分解において ChiAが最も重要な役割を果たしていることが分かった。 

次に P. chitonophagusの新規なキチン分解･資化系路の探索を目的として、本菌がもつ GlcNAc

代謝系路に着目した。T. kodakarensisにおいてもホモログ遺伝子が存在しない、GlcNAcリン

酸化酵素とその生成物（GlcNAc-６リン酸）の脱アセチル化酵素とアノテーションされた２つの

遺伝子に注目した。大腸菌を用いてこれらの遺伝子を大量発現させた菌体より、酵素精製を進め

た。得られた組換え酵素の活性測定を行った。その結果、アノテーション通りに ATP 依存的

GlcNAc リン酸化活性と GlcNAc-６リン酸脱アセチル化活性をそれぞれ検出した。このことか

ら、本菌の GlcNAc代謝において、従来の経路の他に、これらの酵素が関与する新規な GlcNAc

代謝系路をもつことが強く示唆された。また GlcNAc kinaseが、基質として N -アセチルムラミ

ン酸(MurNAc)に対してもリン酸化活性をもつことも判明した。そこで本代謝経路がキチンだけ

でなくペプチドグリカンの資化にも関与すると予想し、MurNAc-6リン酸から D-乳酸を脱離さ

せる反応を触媒する酵素MurNAc-6リン酸 etheraseの同定を進めた。大腸菌などで見つかって

いる本酵素のホモログ遺伝子は本菌のゲノム上に存在していない。そこでリン酸化糖を認識す

る SIS ドメインをもつ機能未知遺伝子に着目した。本タンパク質が MurNAc-6 リン酸脱乳酸化

活性を示すかを検討するため、組換えタンパク質を調製し、これを GlcNAc/MurNAc kinase に

よる MurNAc の反応産物に作用させたところ、GlcNAc-6 リン酸に相当するスポットが TLC 上

で出現したことから、MurNAc-6リン酸 etherase活性をもつことが示唆された。 
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