
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ４月 ２７日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：高温環境から直接取り出した DNA から、超好熱菌の 2-デオキ

シリボース-5-リン酸アルドラーゼ(DERA)遺伝子を PCR により増幅した。得られた断

片を、既存の超好熱菌 DERA の発現ベクターの相当配列とスワップし、キメラ酵素の

発現系を作成した。大腸菌で発現させた結果、野生型の約 2 倍の高い比活性を持つキ

メラ酵素の創製に成功した。さらに、超好熱菌由来の 2-ケト-3-デオキシ-D-グルコ

ン酸アルドラーゼのＸ線結晶構造解析に成功し、全体構造を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：The hyperthermophilic 2-deoxy-D-ribose-5-phosphate aldolase 
(DERA) gene was amplified from environmental DNA by PCR. These fragments were swapped 
with corresponding sequence of the known hyperthermophilic DERA gene and the expression 
vector for the chimera enzyme was constructed. The specific activity of the recombinant 
chimera DERA produced in Escherichia coli was two times higher than that of the wild type 
enzyme. In addition, we succeeded in determination of the crystal structure of 
hyperthermophilic 2-keto-3-deoxygluconate aldolases.   
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１．研究開始当初の背景 

 （１） アルドラーゼは可逆的にアルドー

ル縮合反応を触媒する酵素であり、光学活性

化合物の合成に利用できる。中でも 2-デオキ

シリボース-5-リン酸アルドラーゼ(DERA)は、

様々な抗ウイルス剤や抗がん剤、抗高脂血症

剤のビルディングブロックとなる糖類関連

化合物合成への利用が期待されている。アメ

リカのスクリプス研究所の Wong らにより

DERA による各種化合物の合成が研究されて

いるが(J. Am. Chem. Soc. 1992, Vol.114, pp. 

741; 1994, Vol.116, pp8422; 1995, Vol.117, 
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pp.3333）、これまで検討されてきた常温生物

由来の酵素は、有機溶媒である基質のアルデ

ヒドで失活するなど、その不安定性から実用

化は達成されていない(Jennewein et al., 

Biotech. J., 2006, Vol.1, pp.537)。DERA

以外にも有用性が期待できるアルドラーゼ

は多数存在するが、産業利用には至っていな

い。 

（２）一方、高温環境に好んで成育する好熱

菌の酵素は、一般に耐熱性が高いだけでなく、

有機溶媒や種々の薬品処理などに対しても

高い安定性を示す。このため、好熱菌に安定

なアルドラーゼが存在すれば、その応用開発

の進展が期待できる。我々はこれまでに、

Aeropyrum pernix に、超好熱菌で初めてDERA

を見出した(好熱菌の中でも 100℃付近で生

育可能なものを超好熱菌と呼ぶ)。本酵素は

それまで報告されている中で最も安定性の

高い(100℃、10 分の熱処理でも全く失活しな

い)DERA であった。またＸ線結晶構造解析の

結果、ユニークなオリゴマー構造がその高い

熱安定性に寄与していることを明らかにし

た(Sakuraba et al., J. Biol. Chem., 2003, 

Vol.278, pp.10799)。 

更に、超好熱菌 Pyrobaculum aerophilum 

および Thermotoga maritima 由来の DERA に

ついても構造および機能解析を行い、これら

が 25℃のような低温であってもアセトアル

デヒド 3 分子の縮合反応による 2,4,6,-トリ

デオキシ-D-エリスロヘキサピラノシド

(TEHP)の合成においては大腸菌由来の酵素

より格段に生産性が優れていることを見出

している(国際特開 WO2005/098012)。この

TEHP は高コレステロール血症治療薬である

スタチンの合成中間体として有効利用でき

る。構造比較および機能解析の結果から、超

好熱菌由来の DERA はアセトアルデヒドに対

する高い安定性を持つことが示唆された

(Sakuraba et al., Appl. Environ. 

Microbiol., 2007, Vol. 73, pp. 7427)。 

 

２．研究の目的 

（１）これまでの研究により、超好熱菌由来

DERA は高い安定性と有用性を持つことが明

らかとなったが、ゲノム情報を見ると数種類

の超好熱菌でしか DERA 遺伝子は確認されて

おらず、様々な好熱菌由来 DERA の探索と有

用性の評価には限界がある。一方、現在まで

研究対象とされてきた分離・培養可能な微生

物は、環境中微生物全体の１%未満に過ぎな

いと言われており、大量の遺伝子資源が未利

用のまま残されている。そこで、環境から直

接取り出した DNA（eDNA）を利用することで、

これらの遺伝子資源を獲得する試みが進め

られている。本研究では、様々な高温環境よ

り取得した eDNA からの新規 DERA 遺伝子の獲

得とその産物の機能評価を目的とした。 

（２）DERA 以外のアルドラーゼに関しては、

好気性好酸性好熱菌 Sulfolobus tokodaii に

高度に安定な 2-ケト-3-デオキシ-D-グルコ

ン酸アルドラーゼ(KDGA)を見出し、これがア

ラビノース、キシロース、ガラクトースなど

の多種類の糖とピルビン酸との間の縮合反

応を触媒することを明らかにしている。アラ

ビノースとピルビン酸の縮合産物は 2-ケト

-3-デオキシ-D-オクトネート(KDO)であり、

グラム陰性菌の細胞壁外層構成成分のリポ

多糖(LPS)にのみ存在する特殊な糖であるた

め、KDO アナログは LPS の生合成を阻害し、

グラム陰性菌に特異的に作用する抗菌剤と

して利用できる。KDGA は、この KDO アナログ

など新規な糖誘導体合成への応用が期待で

きる。これらの成果をさらに発展させるため

に、本研究では KDGA の酵素化学的特徴を更

に詳細に解明すると共に、結晶構造を明らか

にすることを目的とした。 
 



３．研究の方法 

（１）各種バクテリアやアーキアのゲノム情

報から DERA 遺伝子増幅用縮重プライマーを

設計する。このプライマーを用いて、各地の

熱水土壌から抽出した eDNA サンプルをテン

プレートとして PCR を行う。PCR 産物のクロ

ーニングを行い、塩基配列を決定する。得ら

れた部分配列と既知の DERA 遺伝子の相当す

る配列をスワップし、キメラ酵素発現ベクタ

ーを作成する。活性発現に成功した酵素を精

製し、基質特異性、反応のカイネティクス、

安定性などの機能解析を行う。また、有用物

質の合成反応を評価する。 

（２）S. tokodaii 由来の KDGA については

ST2235 と ST2479 の 2 種類を見出しており、

既にそれぞれの発現系を構築している。大腸

菌で発現させた両酵素の酵素化学的性質を

詳細に調べる。両酵素のうち、ST2479 につい

ては結晶化および位相決定に成功している

ので、構造精密化をさらに進め、全体構造を

明らかにする。 

 
４．研究成果 

（１）①鹿児島県桜島周辺海域海底の若尊カ

ルデラ「たぎり」（水深約 200 ｍ）由来の熱

水土壌から抽出した eDNA サンプル 10種をテ

ンプレートとして PCR を行った。その結果、

１サンプルにおいて遺伝子断片の増幅を確

認した。PCR 産物のクローニングを行い、塩

基配列を決定した結果、3 種類の異なる配列

（#33、#34、#40）が確認された。予想され

るアミノ酸配列は、Clostridium perfringens 

(常温菌)、Oceanobacillus iheyensis (好冷

菌)、Thermococcus kodakarensis (超好熱菌)

の DERA と 50～70%の同一性を示した。 

 大分県玖珠郡九重町小松地獄において採

取された 4 種の土壌より eDNA の抽出を行っ

た結果、1 サンプルより抽出が認められた。

この eDNA を鋳型とし、PCR を行ったところ、

目的の長さの断片の増幅が確認できた。断片

をクローニングし、塩基配列を解析した結果、

2 種類の異なる配列が得られ（#2kom3、

#3kom3）、予想されるアミノ酸配列は、超好

熱 細 菌 Thermotoga 、 超 好 熱 ア ー キ ア

Staphylothermus および Thermococcus の

DERA と 56～97%の同一性を示した。 

②たぎり由来の土壌より獲得した3種のDERA

断片のうち、超好熱菌由来と考えられる 1断

片（#40）について、Thermotoga maritima お

よび Pyronbaculum aerophilum 由来 DERA 発

現ベクターとスワップし、キメラ酵素を作成

したが、活性の有る産物を得られなかった。

#40 は、Tc. kodakaraensis 由来の酵素と高

い相同性を示すため、Tc. kodakaraensis 

DERA の発現ベクターを用いたキメラ酵素

（chimera#40）の作成を行なったところ、

DERA 活性を示す産物が得られた。また、小松

地獄由来の土壌より獲得した、#2kom3、

#3kom3 についても同様にキメラ酵素を作成

し（chimera#2kom3、chimera#3kom3）、活性

のある産物を得た。これらの酵素を精製し、

性質を野生型酵素（Wild DERA）と比較した。 

③3 種類のキメラ酵素の熱安定性を比較した

ところ、いずれにおいても Wild DERA に比べ

安定性の低下が認められた（図１）。 

 

      図１熱安定性の比較 

 



このうち chimera#40 の熱安定性は、野生

型（90℃まで安定）に比べ劣っていたが、キ

メラ酵素の中では、最も耐熱性に優れていた

（70℃まで安定）。 

 アセトアルデヒドに対する安定性を調べ

たところ、25℃、300 mM、1 時間の処理条件

で Wild DERA 47％の残存活性があるのに対し、

chimera#40 は 3％まで活性が低下し、耐性が

低いことがわかった。chimera#2kom3 および

chimera#3kom3では約 30％の残存活性があり、

耐性が認められた。アセトアルデヒドの 3分

子縮合による THEP の合成反応について調べ

た結果、Wild DERA は THEP を生産したが、キ

メラ酵素ではその生産を確認することがで

きなかった（表１）。Deoxyribose 合成反応に

ついては chimera#40 のみに Wild DERA と同

様の生産が認められた。 

 一方、キメラ酵素の比活性を比較すると

chimera#2kom3、chimera#3kom3 は Wild DERA

の約 1/2 であるのに対し、chimera#40 は野生

型の 2倍の高い活性を示すことが明らかとな

った（表１）。 

表１ キメラ酵素の性質の比較 

 

 

 

 

 

 

 本研究により、設計した DERA 増幅用縮重

プライマーによる PCR を用いて、eDNA から効

率的に DERA 遺伝子を取得することに成功し

た。また PCR スワッピング法を用いてキメラ

酵素を作製することにより新規配列の評価

系を確立した。得られたキメラ酵素は、すべ

て DERA 活性を示したが、熱安定性は野生型

に比べて劣っていた。しかしながら、作成し

たキメラ酵素のなかで最も高い安定性を示

した chimera#40 は、野生型の約 2 倍の高い

比活性を持っており、eDNA を利用することに

より、高活性酵素の創製に成功した。 

（２）①S. tokodaii 由来の 2 種類の KDGA

（ST2235、ST2479）を大腸菌で発現させ、 

精製した酵素の酵素化学的性質を比較した。 

ST2479 は 95℃、3時間の処理でも全く失活せ

ず、100℃、3 時間の処理でも 90％の残存活

性を示した（図 2）。また、pH4 – 12 の広範

囲にわたって安定であり、高い有用性を示し

た（図３）。ST2235 もほぼ同様の安定性を示

し、95℃、3時間の処理で 90％の残存活性が

あり、pH4 – 12 の間で安定であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    図 2 ST2479 の熱安定性 

 

 

 

 

 

 

 

図３ ST2479 の pH 安定性 

 

 両酵素の基質特異性の詳細を表２に示す。

両酵素共に類似した性質を示したが、グラム

陰性菌に特異的に作用する抗菌剤として利

用できるKDOの分解に対する反応性はST2235

が ST2479 の約 2倍の値を示した。一方、KDO

の合成（pyruvate + arabinose）については



ST2479 が ST2235 の約 1.7 倍の値を示し、生

産性に優れていた。 

 

表２ キメラ酵素の基質特異性の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②ST2479 について 3.05Åの分解能で結晶構

造解析に成功した。結晶の空間群は P21 で格

子定数は a = 55.3Å、b = 130. 8Å、c = 80.8

Å、 = 90、 = 106.2、 = 90であった。

本酵素は結晶中で 4量体を形成しており、全

体としてリング状の 4 次構造を持っていた。

また、モノマーは典型的な バレル構造を

とっており、既知のアルドラーゼと類似した

フォールドを持つことが明らかとなった。 

 

 

図４ ST2479 の全体構造 

 
図５ ST2479 のモノマー構造 
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