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研究成果の概要（和文）：モリブデン酵素は、様々な反応を触媒するユニークな酸化還元酵素であり、その反応
の多
様性から、幅広い分野に応用可能な酵素である。Rhodococcus erythropolisを異種発現として用いることで、ウ
ラシル/チミンデヒドロゲナーゼ、キサンチンオキシダーゼ、ポリフェノールデヒドロキシラーゼの異種発現
（一部同種）に成功した。活性型での異種発現条件を検討した結果、モリブデン酸の添加やコドン頻度の最適化
が活性型での異種発現において重要であることがわった。

研究成果の概要（英文）：Molybdenum enzymes are unique redox enzymes that catalyze a variety of 
reactions. By using Rhodococcus erythropolis as a heterologous expression, I succeeded in 
heterologous (partially homologous) expression of uracil/thymine dehydrogenase, xanthine oxidase, 
and polyphenol dehydroxylase. After examining the conditions for heterologous expression in the 
active form, I found that the addition of molybdic acid and optimization of codon frequency were 
important for heterologous expression in the active form.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： モリブデン酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
モリブデン酵素は、様々な反応を触媒するユニークな酸化還元酵素であり、その反応の多
様性から、幅広い分野に応用可能な酵素である。例えば、ギ酸脱水素酵素による二酸化炭素が還元や、腸内細菌
のポリフェノール脱水素酵素による腸内代謝など、環境分野や健康分野といった様々な分野に関与する重要な酵
素である。モリブデン酵素の活性型での異種発現に関する知見は、モリブデン酵素の学術的知見を深めるうえで
必要不可欠であり、その応用は幅広い分野に役立ち、社会的意義が高いものである。

※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 
モリブデン酵素は、モリブデンコファクター（MoCo）を含有する酸化還元酵素であり、様々

な酸化還元反応を触媒することから、幅広い分野に応用可能なユニークな酵素である。含有する
MoCo の種類により、キサンチンオキシダーゼファミリー、亜硫酸酸化酵素ファミリー、DMSO
還元酵素ファミリーの３つに分類される。モリブデン酵素は、組換えホストの MoCo の供給能力
不足や、発現時に封入体を形成するといった相性の悪さから、組換え微生物での発現が難しい。
特に、DMSO 還元酵素ファミリーに属するモリブデン酵素は、酸素により不活性化する場合が
多く、酵素精製が困難である場合が多い。そのため、汎用的に使える遺伝子工学的基盤の構築が
求められていた。 
 
２．研究の目的 
難発現性モリブデン酵素の発現における Rhodococcus 発現系の汎用性の確認・拡張すること

で、「難発現性モリブデン酵素を活性型で異種発現できる汎用的なシステムの構築」を行う。さ
らに、構築した発現系を用いて、特に、酸素感受性のモリブデン酵素（DMSO 還元酵素ファミリ
ー）の異種発現を行い、酵素の機能解析することで、モリブデン酵素の学術的知見を広げる。 
 
３．研究の方法 
異種発現の報告例がない下記の種々のモリブデン酵素・タングステン酵素について、主に

Rhodococcus erythropolis L88 をホストとし、異種発現を試みた。活性型での異種発現および組み
換え酵素の精製に成功した場合は、酵素の諸性質解明を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ウラシル/チミンデヒドロゲナーゼ（UTDH） 

図 1 UTDH が触媒する反応 
 

同種発現になるが、Rhodococcus erythropolis 由来の UTDH（図 1）を R. erythropolis L88 で発現
させた。SDS-PAGE により発現は確認できたが、活性を確認できなかったため、培養時の金属の
添加効果を検討したところ、モリブデン酸ナトリウム（Na2MoO4）の添加により、活性を確認す
ることができた（図 2）。L サブユニットの C 末端に His-tag を付与すると活性を失うことも明ら
かにした。His-tag を付与していない組み換え UTDH を、イオン交換クロマトグラフィーに供し
たところ、サブユニットが分離してしまい、精製は困難であった。元株から UTDH を精製する
際と挙動が異なっており、組み換え酵素と元の酵素に何らかの違いがあることが予想された。 

図 1 Rhodococcus erythropolis における UTDH の発現と活性の確認 
 
（２）キサンチンオキシダーゼ 
モリブデン酵素である Cellulosimicrobium funkei 由来キサンチンオキシダーゼについて、

Escherichia coli Rosetta2 (DE3)を用いた異種発現を検討したところ、活性を確認することはでき
なかった。ホストを R. erythropolis L88 に変更し、異種発現を検討したところ、活性発現に成功
した。モリブデンバインディングサブユニットの C 末端に His-tag を付与したところ、活性を保
持しており、アフィニティークロマトグラフィーにより精製が可能であった。本酵素の諸性質解
明について学術雑誌に報告した[1]。 
 
 
（３）ギ酸デヒドロゲナーゼ 

Methylobacterium 由来ギ酸デヒドロゲナーゼは、タングステノプテリンを有し、ギ酸を基質と
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してメチルビオロゲンを還元することができるユニークな酵素である。Methylobacterium 由来ギ
酸デヒドロゲナーゼについて、増幅した遺伝子を R. erythropolis 用プラスミドベクターに組み込
み、R. erythropolis での異種発現を行ったが、活性は確認できなかった。さらに、本酵素遺伝子の
コドン頻度の最適化を行い、再度異種発現を検討したところ、SDS-PAGE により発現を確認する
ことができたが、活性を確認することはできなかった。また、低温発現、タングステン酸トラン
スポーター（tupABC）の共発現、Fe-S クラスター合成に必要な化合物の添加など、活性発現条
件検討も実施したが、いずれも活性は確認できなかった。Methylobacterium 由来ギ酸デヒドロゲ
ナーゼは、異種発現が困難であると考え、Methylobacterium での発現系を構築した。R. erythropolis
における異種発現が難しい場合の代替ホストとして、今後の検討に用いる予定である。 
 
（４）アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼ 
申請者が藍染め染色液より独自に取得したインジゴ還元菌が、アセトアルデヒドを電子供与

体としてメチルビオロゲン（インジゴと酸化還元電位が同等）を還元することを明らかにし[2]、
本反応に関与するアセトアルデヒドデヒドロゲナーゼはモリブデン酵素と予想される。このこ
とから、アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼがインジゴ還元酵素と推定し、本酵素の異種発現に
取り組んだ。まずは本菌からモリブデン酵素のアセトアルデヒドデヒドロゲナーゼ遺伝子を増
幅し、R. erythropolis 用プラスミドベクターに組み込み、R. erythropolis での異種発現を行ったが、
活性は確認できなかった。そのためコドン頻度の最適化を実施し、異種発現の検討を行った。
SDS-PAGE では発現を確認できなかったが、活性評価に供した。活性評価方法としては、電気化
学測定のサイクリックボルタンメトリーを使用した。アセトアルデヒド添加時のメチルメチル
ビオロゲンをメディエータとする酸化触媒電流、還元触媒電流の有無で活性評価した。一度は触
媒電流が観察されたものの、再現性が取れず R. erhthropolis での異種発現に成功したとは言い難
い結果となった。菌体における発現量や活性発現が安定しないのがその要因と考えられ、培養条
件の検討や、菌体濃度を上げる工夫などが解決方策としてあげられる。 
 また、モリブデン酵素の応用について検討すべく、アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼが関与
する、藍染め染色液を用いて微生物燃料電池の構築を検討し、成功した[3]。本成果については、
論文を投稿・報告した。また、アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼが関与する、藍染め染色液を
用いて、基質であるインジゴを検出するセンサの構築を検討し、成功した。本成果については、
論文を投稿・報告した[4]。 
 
（５）ポリフェノールデヒドロキシラーゼ 
 2 種類のポリフェノールデヒドロキシラーゼ（①と②）について、R. erythropolis L88 における
異種発現を検討した。ポリフェノールデヒドロキシラーゼ遺伝子①は、R. erythropolis L88 にお
ける異種発現を検討したところ、Native の遺伝子配列で活性を確認することができた。続いてポ
リフェノールデヒドロキシラーゼ遺伝子②について、R. erythropolis L88 における異種発現を検
討したところ、Native の遺伝子配列では活性を確認できなかった。また、元菌のシャペロンの共
発現も試みたが、シャペロンの共発現株は生育が著しく悪く、活性を確認できなかった。①と②
でコドン頻度が異なっていたため、ポリフェノールデヒドロキシラーゼ遺伝子②について、コド
ン頻度を最適化したところ、菌体濃度を上げ、反応時間を長くすることにより、活性を確認する
ことができた。このことから、R. erythropolis におけるモリブデン酵素の異種発現では、コドン
頻度の最適化が重要な因子の一つであることがわかった。また、培養時にモリブデン酸を添加し
たところ、予想に反して活性は減少したことから、モリブデン酸の添加は必須ではなく、評価す
るモリブデン酵素によって、添加の影響を調べる必要があることがわかった。 
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