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研究成果の概要（和文）：我々が近年見出した低エネルギー消費型代謝経路である古細菌型メバロン酸経路を大
腸菌に導入し、有用イソプレノイドの発酵生産に応用することで、より効率的な物質生産が可能となるか検証を
進めた。条件次第では既存経路を有する大腸菌株を上回る生産量が達成され、古細菌型メバロン酸経路の応用可
能性を示すことができた。さらに、同経路に関連する新奇酵素群の酵素学的解析を進め、多くの知見を得た。特
に一部酵素の酸素感受性については同経路の応用に関わる重要な情報であった。その他にも、一部古細菌に特有
な変形メバロン酸経路に特異的に含まれる酵素について活性制御に関わる興味深い知見を得ている。

研究成果の概要（英文）：We introduced the archaeal mevalonate pathway, which is an energy-saving 
metabolic pathway that we have discovered recently, in Escherichia coli to apply it for fermentative
 production of useful isoprenoids and examined whether the cells can be used for more efficient 
material production. We also conducted enzymological analyses of novel enzymes related to the 
pathway and obtained a plenty of knowledge. For example, the oxygen sensitivity of some enzymes was 
important information concerning with the application of the pathway. In addition, we obtained some 
interesting knowledge on the activity regulation of an enzyme that is involved in a modified 
mevalonate pathway specific to a part of archaea. 

研究分野：酵素化学

キーワード： メバロン酸経路　イソプレノイド　古細菌　大腸菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
古細菌という生物群が広く有する古細菌型の変形メバロン酸経路は、一部異なる酵素によって構成される真核生
物型のメバロン酸経路に比べて、生産される物質あたり消費するエネルギーが少なくて済む、低エネルギー消費
型代謝経路である。この古細菌型経路を微生物による有用な物質生産に利用することで、以前よりも効率的な生
産が可能になると期待される。本研究ではその可能性を検証し、酸素供給などの条件次第では予想通り古細菌型
メバロン酸経路による効率的な物質生産が行えることを示した。

※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) 我々は ATP 消費量の少ない「低エネルギー負荷型」の代謝経路である古細菌型メバロン酸経
路を超好熱性古細菌より見出し 1)、代謝工学による各種イソプレノイドの発酵生産に同経路を利
用しようと考えていた。メバロン酸経路はイソプレノイド生合成の前駆体供給経路である。イソ
プレノイドはビタミンやホルモンなどの重要な生理活性物質や、香料や燃料として使われるテ
ルペン類、天然ゴムなどの工業原料といった多様な有用物質を含む生体化合物群であり、発酵生
産の試みが長年行われている。大腸菌のような細菌に、本来存在しないメバロン酸経路を導入す
ることでイソプレノイド生産を強化できることはすでによく知られた事実であり、このメバロ
ン酸経路を古細菌型経路に置換することで、イソプレノイド生産をさらに高効率化できると期
待された。実際に大腸菌に古細菌型メバロン酸経路の後半部分を導入し、イソプレノイドの一種
であるカロテノイド色素を指標として、イソプレノイド生産性への影響を評価したところ、培地
にメバロン酸を添加し、かつ嫌気的に培養を行った場合にのみ、カロテノイド生産が増強される
ことが明らかとなった 2)。しかしながら、この実験においては、一般的な（真核生物型）メバロ
ン酸との比較を行っておらず、古細菌型経路の優位性は不明であった。 
 
(2) 古細菌型メバロン酸経路は大部分の古細菌によって利用されている代謝経路であるが、そ
の中には、真核生物型メバロン酸経路には見られない複数の酵素、ホスホメバロン酸デヒドラタ
ーゼ(PMDh)、ホスホ-trans-アンヒドロメバロン酸デカルボキシラーゼ(AMPD)、イソペンテニル
リン酸キナーゼ(IPK)が含まれる。さらに、AMPD はプレニル化フラビンモノヌクレオチド(prFMN)
という補酵素を利用し、その生合成には prFMN 合成酵素(PFS)や、PFS に基質を供給する酵素な
どが必要とされる。このような特徴的な酵素群に関しては、酵素学的な特性や反応触媒機構など
の研究は進んでいなかった。また、我々は古細菌型経路に先立ち、一部の古細菌に特異的に存在
する変形メバロン酸経路である、Thermoplasma 型メバロン酸経路を見出し 3)、同経路に含まれ
る酵素についても研究を続けていた。特に同経路において ATP 非依存的な脱炭酸反応を触媒す
る酵素、3,5-ビスホスホメバロン酸デカルボキシラーゼ(MBD)については、酵素学的な研究が十
分に行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の第一の目的は、大腸菌に古細菌型メバロン酸経路を導入することにより、イソプレ
ノイド生産性を飛躍的に高めた大腸菌、すなわちイソプレノイド生産に向けた革新的なシャー
シとなる微生物細胞が構築できるかを検討することであった。我々はこれまでにイソプレノイ
ド生産の指標としてカロテノイド色素を用いてきたが、大腸菌に生産させた場合、カロテノイド
は細胞膜に蓄積し、生産量の上限に達するのが早い。そのため、菌体外に放出されるような化合
物を新たに指標としたイソプレノイド生産性の評価系を確立する必要があった。また、古細菌型
経路の優位性を評価するために、既存の研究で多用されている真核生物型メバロン酸経路を対
照とし、なるべく比較が可能な条件で実験系を組み立てることとした。 
 
(2) 第二の目標は、古細菌型メバロン酸経路に関連する酵素群の特定と酵素学的な解析であっ
た。特に PMDh、AMPD といった新奇酵素の特性を明らかにすること、および古細菌における prFMN
生合成経路を解明することを優先課題とした。また、Thermoplasma 型メバロン酸経路に含まれ
る MBD については、共同研究先から提供された X 線結晶構造という貴重なデータを活用し、酵素
学的な解析を行うことを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) まずはイソプレノイド生産性の指標として利用すべき化合物の検討を行った。当初はモノ
テルペンであるミルセンの大腸菌における生産を目指したが、生合成酵素の活性が低く、十分量
のミルセンを検出することができなかった。そこでセスキテルペンであるファルネセンを利用
した評価系の構築を行うことに方針を変更した。ファルネセンは疎水性の小分子であり、大腸菌
の膜を通過して細胞外に排出されるため、蓄積されることで毒性を示さないと予想された。その
一方で、培地への溶解度が低いため、大腸菌の培養液に適切な有機溶剤を重層し、ファルネセン
を捕集することとした。検討を行った結果、重層する溶媒としてはドデカンが適切であることが
わかった。ファルネセン生合成系は、大腸菌由来のファルネシル二リン酸シンターゼ(FPPS)と植
物由来のファルネセンシンターゼ(FS)の組み合わせにより構築した。次に、比較対照に用いる真
正細菌由来メバロン酸経路を選定した。複数の候補から、マンチェスター大学の Scrutton 博士
らによって構築され、我々による簡易的な試験で最もファルネセン生産性を向上させた
pMVA2RBS035（以降、pMVA2 と略す）4)を用いることとした。同プラスミドには大腸菌に最適化さ
れた、各種細菌由来のメバロン酸経路遺伝子が含まれており、かつ p15A 複製起点を有するため、
我々が作製したファルネセン生産用プラスミド pTrc-FF と共存が可能である。このプラスミド



 

 

中の真核生物型メバロン酸経路後半の遺伝子群をそっくり古細菌型メバロン酸経路の遺伝子で
置換することとした。 
 
(2) PMDh の生成物であり、AMPD の基質でもある代謝中間体、5-ホスホ-trans-アンヒドロメバロ
ン酸(tAHMP)を、大阪公立大学の品田博士らとの共同研究により有機合成し、これを利用して酵
素活性測定系を確立することとした。複数酵素反応とのカップリングにより、目的酵素の活性を
比色定量することを可能とし、この活性測定系により各種酵素学的性質を解明した。また、PFS
については、反応で生成するラジカル型 prFMNの特徴的な吸光スペクトルを利用し、古細菌由来
PFS にとってジメチルアリル二リン酸(DMAPP)とジメチルアリルリン酸(DMAP)のどちらがより良
いプレニルドナー基質であるのかを確認した。さらに、DMAPP からの DMAP の合成に関与する酵
素の候補を単離し、予想される加水分解活性を検証した。MBD については、酵素の結晶構造中に
見られる電子密度から、古細菌のイソプレノイド脂質生合成の中間体であるゲラニルゲラニル
二リン酸(GGPP)が同酵素に結合し、酵素活性に影響する可能性がすでに示されていたため、その
確認を放射標識基質とラジオ TLC 解析を利用した活性測定系により調べた。 
 
４．研究成果 
(1) ファルネセン生産用プラスミド pTrc-FF と真核生物型メバロン酸経路導入用プラスミド
pMVA2 を大腸菌 Top10 株に導入し、IPTGによる酵素遺伝子の発現誘導を行いつつ、ドデカンを重
層した LB培地 100 mLで 24 h 培養した。SDS-PAGE 解析の結果、FSと一致するバンドのみが確
認され、FPPS のバンドは観察されなかった。ドデカン層を回収し、含まれるファルネセンの濃
度を、既知濃度のファルネセンを含むドデカンを用いて検量線を作製することにより測定した。
1%グリセロールを含む LB培地では培地 1 Lあたり 18 mg、0.5 g/Lメバロノラクトンを含む LB
培地では 11 mgのファルネセンが生産された。これらの値は Scruttonらによる培地 1 Lあたり
リモネン 87 mgと比較して低かった。その理由の一部には彼らが LB培地ではなく TB培地を用
いていたことや、重層したドデカン量の違いも挙げられるが、上述した通り FPPSが十分な量発
現しなかったことが原因ではないかと疑われた。 
 続いて、古細菌型メバロン酸経路を真核生物型経路と比較するために、pMVA2 に含まれる、メ
バロン酸以降の代謝反応を触媒する酵素遺伝子を、古細菌型メバロン酸のものと入れ替えた、い
くつかのプラスミドを構築した。そのうち古細菌型メバロン酸経路導入用プラスミド pMVA6を、
pTrc-FFと共に大腸菌に導入したところ、pMVA2 導入株と比較可能な量のファルネセンが生産さ
れることがわかった。しかしこのファルネセン生産は、培養時の攪拌速度を上昇させ、酸素供給
を向上させると消失した。この結果は、以前我々がカロテノイド色素を指標として行った実験の
結果と一致しており 2)、古細菌型経路が酸素に感受性であるとの我々の仮説を支持した。一方で、
pMVA2 導入株では明らかな生育遅延が観察され、したがって菌体あたりのファルネセン生産量で
は pMVA2 導入が大きく上回っていた。 
 上述の実験で見出されたファルネセン生産系の問題点を克服すべく、各プラスミドに改良を
加えた。まず、pTrc-FF 中の FPPS 遺伝子の上流に trc プロモータを挿入した pTrc-FTF を構築
し、以降はこのプラスミドを実験に用いることとした。また、pMVA6が pMVA2 に比べ劣っていた
のは、一部酵素の活性が不足し、古細菌型メバロン酸経路中に律速過程が生じていたためだと予
想し、イソプレノイド生合成前駆体の供給バランスを整えるイソペンテニル二リン酸イソメラ
ーゼ(IDI)遺伝子、もしくは酸素感受性であることがすでに分かっていた PMDh の遺伝子の上流
に trcプロモータを挿入し、それぞれ pMVA6-1、pMVA6-2 を構築した。また、メバロン酸経路後
半の遺伝子を除いたプラスミド pMVA0をコントロールとして作製した。しかしこの段階で、pTrc-
FF と改良メバロン酸経路導入用プラスミドを共に有する大腸菌が全く生育しないという現象が
頻発するようになった。検討の結果、この現象は前培養の段階で酵素の発現が誘導されてしまい、
プラスミドが脱落するせいで起きていることが分かった。そこでこれ以降、宿主を Top10 株から
誘導開始前の酵素発現を抑制できる JM109 株に変えることとなった。試験管サイズで各大腸菌
株の培養を 48 h、酸素供給の低い条件で行った結果、pTrc-FTFと共に pMVA6-2 を導入した株の
ファルネセン生産量 1 L あた
り 8 mgと最も高いことが示さ
れた（図１)。pMVA6-1 導入株は
pMVA6導入株と比べればファル
ネセン生産が向上していたが、
pMVA2導入株とはあまり差がな
かった。それに対し pMVA6-2株
は、培地あたり生産量だけでな
く、菌体量あたりの生産量でも
pMVA2株を上回っていた。つま
り、条件次第では古細菌型メバ
ロン酸経路が真核生物型経路
を上回ることを、本研究では明
らかとすることができた。 

図１ 各大腸菌株によるファルネセン生産量 



 

 

 
(2) tAHMP を有機合成し、これを基質とした逆反応により PMDh の酵素活性測定系を構築した 5)。
まずは嫌気条件における PMDh との反応によりホスホメバロン酸を生成させ、酵素を限外濾過で
取り除いた。その後、ホスホメバロン酸デカルボキシラーゼ、もしくはホスホメバロン酸キナー
ゼおよび ATP との反応で、含まれるホスホメバロン酸に相当する量の ADP を生じさせ、これをピ
ルビン酸キナーゼとホスホエノールピルビン酸との反応で等量のピルビン酸に変換する。最後
にピルビン酸を乳酸デヒドロゲナーゼおよび NADH と反応させ、最終的に NADH の減少量として
ホスホメバロン酸を定量した。また、その変法として、ピルビン酸キナーゼとピルビン酸オキシ
ダーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼとのカップリング反応により Amplex Redから生じるレゾ
ルフィンを定量する方法も立ち上げた。さらに、AMPD反応についても、tAHMP から生じるイソペ
ンテニルリン酸(IP)を IPK 他複数酵素とのカップリングにより比色定量する酵素活性測定系を
構築した。これらの手法を用いて複数生物由来の PMDh および AMPD の酵素学的特性評価を進め
ることが可能になった。 
 PMDh については、３つのシステイン残基によって構築される 4Fe-4S型の鉄硫黄クラスターが
酸素感受性であり、同酵素の酸素感受性の原因であることを、超好熱性古細菌 Aeropyrum pernix
由来酵素の活性測定やスペクトル解析、変異解析や EPR 解析によって明らかにした 6)。AMPD に
ついては、同じく A. pernix由来酵素を用いて様々な酵素学的特性を解明し、特に prFMNの獲得
によるホロ化の過程を明らかにしている。AMPD と PFS の間にタンパク質間相互作用が存在する
ことも分かったが、その相互作用が AMPD 活性にどのように影響しているかは今後明らかにして
いく必要がある。また、未培養真正細菌に由来する AMPD について、結晶構造解析を目指して結
晶化条件の最適化を進めているところである。 
 メタン生成古細菌 Methanosarcina mazei由来 PFSは DMAPP よりも DMAP をより良いプレニル
ドナー基質とすることが明らかになった 7)。古細菌細胞中で DMAP 供給に関わりうる酵素の１つ
として、M. mazei由来 Nudixヒドロラーゼを単離し、同酵素が IPP および DMAPP に対して高い
活性と低い Km値を有することを明らかにした。 
 また、Thermoplasma 型メバロン酸経路に特異的な酵素である MBD については、Thermoplasma
目の好熱好酸性古細菌 Picrophilus torridus 由来酵素を用いて研究を進め、結晶構造中に観察
された電子密度の位置に GGPP が結合し、それによって同酵素が活性化されることを示した 8)。
この電子密度は MBD に相同な ATP 依存性デカルボキシラーゼにおいて ATP が結合する部位に相
当しており、酵素の分子進化と変形メバロン酸経路の成立を考える上できわめて興味深い知見
であった。 
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