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研究成果の概要（和文）：イオン液体は常温で液体の有機塩であり、既存の水系・有機系溶媒に換わって生体触
媒の新たな反応溶媒として注目される。しかしイオン液体による細菌宿主の生育阻害や酵素の失活が問題であ
り、解決策が模索されている。
本研究では、親水性イオン液体[BMIM][Cl]耐性Bacillus amyloliquefaciens CMW1を発見した。10% (631 mM) 
[BMIM][Cl]で多くの細菌は生育できないが、本菌株は良好に生育した。ゲノムDNAを解読して、細菌のイオン液
体耐性に関与する遺伝子を推定した。本菌株のプロテアーゼは各種イオン液体に耐性を示し、塩耐性、アルカリ
耐性、有機溶媒耐性をも示した。

研究成果の概要（英文）：Ionic liquids are various kinds of molten organic salts, which are composed 
of a bulky asymmetric cation and a small anion. Extensive studies of biocatalytic reactions using 
ionic liquids have been carried out. An ionic liquid [BMIM][Cl] improved the digestibility of 
biomasses but was toxic to the bacteria. [BMIM][Cl] deactivated various enzymes. Therefore, there 
exists demand for a [BMIM][Cl]-tolerant bacterial host and an enzyme. In this study, Bacillus 
amyloliquefaciens CMW1 was isolated from a Japanese fermented soybean paste. Strain CMW1 grows in 
the presence of 10% (v/v, 631 mM) [BMIM][Cl], which inhibits the growth of various microorganisms. 
The genome sequence of strain CMW1 was determined and allowed for characterization of the molecular 
mechanism of the ionic liquid tolerance. A protease from strain CMW1 functioned in various 
hydrophilic and hydrophobic ionic liquids, and exhibited tolerance to ionic liquid and halo, 
alkaline, and organic solvents. 

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
20%以上の高塩濃度環境は、通常の微生物

には殺菌的な環境であり、自然界には塩湖な
どに存在する。耐塩性細菌はこの特殊な環境
で生育する。我々は特殊な環境の細菌を活用
して、物質変換技術を開発してきた[○1 , ○2 ]。 

イオン液体は常温で液体の有機塩であり、
アニオンとカチオンから構成される。イオン
液体は不燃性・不揮発性を示し、親水性と疎
水性イオン液体に分類できる。リサイクル系
の構築が容易でありグリーンケミストリー
の実現に寄与できる。既存の水系・有機系溶
媒に換わる新たな溶媒として注目されてお
り、イオン液体を溶媒として化学製品群、医
薬品などの生産技術が開発されつつある[○3 ]。 

これまでに我々は、疎水性イオン液体
1-Butyl-3-methylimidazolium 
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide  
([BMIM][NTf2]、Fig.1 (B))を溶媒として、抗
ガン作用を示す 3-Cyclohexylpropyl caffeate
の酵素生産系を開発した[○4 ]。一方、親水性
イオン液体を用いた場合、多様な酵素の失活、
細菌の生育阻害を見いだし、生産系に利用で
きるイオン液体と酵素や微生物の組み合わ
せに制限があることを示した[○5 ]。そこで、
イオン液体耐性細菌の生産する酵素の特性
解明、耐性細菌を利用した物質変換技術の開
発を目的として研究を開始した。親水性イオ
ン液体として 1-Butyl-3-methylimidazolium 
chloride ([BMIM][Cl] Fig.1 (A))を用いた。
[BMIM][Cl]は、セルロースやケラチン等の難
水溶性バイオマスの溶解に用いられる[○6 ]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. イオン液体の構造 
イオン液体は、様々なカチオンとアニオンを
組み合わせて構成される。(A)親水性イオン液
体  [BMIM][Cl] 、 (B) 疎水性イオン液体 
[BMIM][NTf2]。 
 
２．研究の目的 

親水性イオン液体を溶媒に用いた有用物
質の生産技術が注目されているが、親水性イ
オン液体は酵素を失活させて細菌の生育を
阻害するため、親水性イオン液体の利用には
困難がある。そうした中、申請者は独自にイ
オン液体耐性酵素を生産するイオン液体耐
性 Bacillus 属細菌を発見した。本研究ではこ
の菌株を用いて、細菌と酵素のイオン液体耐
性機構を解明し、耐性酵素を開発する。具体
的 に (1) イ オ ン 液 体 耐 性 Bacillus 
amyloliquefaciens CMW1 のゲノム DNA 解

読、(2)ゲノム情報を活用したイオン液体耐性
酵素の開発、(3)酵素のイオン液体耐性機構の
解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) [BMIM][Cl]耐性細菌のスクリーニング 

海水や土壌、塩田、塩分を含む発酵食品サ
ンプル (合計 60 種類)を単離源に、10 % (v/v, 
631 mM) [BMIM][Cl] 添加培地を用いて
37˚C で 1 週間程度、集積培養を行った。得
られた菌株は 10 %[BMIM][Cl] 添加培地で
培養した後、菌体を-80˚C で保存した。 
 
(2) イオン液体耐性 Bacillus 属細菌のゲノム
DNA の解読 

本菌株からゲノム DNA を抽出して、次世
代シーケンサー(Mi-Seq、Illumina)によりゲ
ノム DNA の解読を試みた。paired-end リー
ドと mate-paired リードを得た後、Newbler
を用いてアセンブルを行った。その後、
GenoFinisher と AceFileViewer を用いて、
ギャップクローズを行った。遺伝子予測や機
能のアノテーションには Microbial Genome 
Annotation Pipeline (MiGAP, 
http://www.migap.org)を用いて、mRNA、
tRNA、rRNA を推定した。 
 
(3) イオン液体耐性プロテアーゼの精製 

全ゲノム解読の結果、本菌株から幾つかの
プロテアーゼ遺伝子を同定できた。10% 
[BMIM][Cl] 添 加 培 地 で B. 
amyloliquefaciens CMW1 を培養した結果、
この培養液上清中にプロテアーゼ (BapIL) 
活性を検出できた。各種カラムワークにより
BapIL の精製を試みた。精製酵素画分を用い
て N 末端アミノ酸配列の決定を行い、遺伝子
を探索した。精製画分を用いて各種イオン液
体存在下での安定性を試験して、 耐塩性、
アルカリ耐性、各種有機溶媒耐性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) [BMIM][Cl]耐性細菌のスクリーニング 

60 種類の海水や土壌、塩分を含む食品サ
ンプルを単離源として[BMIM][Cl] 添加培地
を用いた結果、10% (v/v) [BMIM][Cl] 存在下
で生育する B. amyloliquefaciens CMW1 
(Fig. 2)と Staphylococcus cohnii FSW1 を、
京都味噌とくさや漬け汁からそれぞれ見い
だ し た 。 1%[BMIM][Cl] 存 在 下 で は
Escherichia coli や Bacillus subtilis は生育
しなかった。これまで親水性イオン液体
1-Ethyl-3-methylimidazolium chloride 
([EMIM][Cl]) 耐性細菌として Enterobacter 
lignolyticus SCF1 が報告されており、この菌
株は 10% [EMIM][Cl]存在下で良好に生育し
た [○7 ]。以上から、B. amyloliquefaciens 
CMW1 と S. cohnii FSW1 は 新 奇
[BMIM][Cl]耐性細菌であった。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. [BMIM][Cl] 添 加 培 地 で の B. 
amyloliquefaciens CMW1 の生育 
CMW1 株の生育 (●)、培地中の[BMIM][Cl]
濃度 (◯)。1% [BMIM][Cl]存在下では E. coli 
や B. subtilis の生育を確認できなかった。 
 
(2) イオン液体耐性 Bacillus 属細菌のゲノム
DNA の解読 

得られた paired-end リード(930,000 本)
と mate-paired リード (460,000 本)からス
キャフォールド (8 本、3,908,571 bp) を得た。
スキャフォールド 4 (61,368 bp) は、自己環
化できたため、プラスミドであった。染色体
DNA は 3,847,203 bp であった。アノテーシ
ョンの結果、タンパク質コード遺伝子(9,175 
個)、rRNA 遺伝子(１個)、tRNA 遺伝子(1,022
個)を見いだした。 
 
(3) イオン液体耐性酵素の諸性質 

本菌株が培養液中に生産したプロテアー
ゼ  (BapIL) を精製して、本酵素遺伝子 
(1149 bp) を同定した。精製画分を用いて諸
性質を検討した。10%イオン液体 (親水性イ
オン液体； [BMIM][Cl] 、 [BMIM][BF4]、
[BMIM][CF3SO3]、[EMIM][CF3SO3]、疎水
性イオン液体[BMIM][PF6]、[BMIM][NTf2]) 
を酵素反応液に添加したところ、BapIL は
40%以上の活性を示した。本酵素は、80% 各
種イオン液体存在下で失活しなかった (Fig. 
2) 。 Thermoanaerobacter tengcongensis 
MB4 由 来 エ ン ド グ ル カ ナ ー ゼ  (16% 
[BMIM][Cl] 存在下で  54% の活性を示す
[○8 ] )、B. amyloliquefaciens 由来 α-アミラ
ーゼ (10% (v/v) [BMIM][Cl] 存在下で 70% 
の活性を示す[○9 ]) が報告されている。BapIL
は 15% [BMIM][Cl] 存在下で 35% の活性
を示すイオン液体耐性酵素であった。 

イオン液体は、塩および有機溶媒としての
性質を持つため、本酵素を用いて耐塩性と有
機溶媒耐性について検討した。BapIL は、
23.4% (w/v) NaCl 存在下で失活せず、17.5% 
(w/v) NaCl 存在下で 32% の活性を示した。
BapIL は、各種の親水性有機溶媒存在下では
17%以上の活性を示した。一方、疎水性有機
溶媒存在下で、49%以上の活性を示した。ア
ルカリ条件下でも高い安定性を示した。 

BapIL はイオン液体耐性、アルカリ耐性、
耐塩性、有機溶媒耐性を示した。イオン液体

は極性と非極性の官能基を持つ有機塩であ
る。イオン液体耐性酵素は、疎水性・親水性
化合物に耐性を示し、高塩濃度存在下でも安
定であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. BapIL のイオン液体耐性 
80%各種イオン液体中で酵素を静置して、残
存活性を測定した。 
 
(4) グラム陽性細菌のイオン液体耐性機構 

E. lignolyticus SCF1 の[EMIM][Cl]耐性
機構として浸透圧耐性機構が推定され、グリ
シンベタイン／プロリン ABC トランスポー
ター遺伝子や、プロリン生合成系の酵素遺伝
子の関与が示唆されている[⑦]。これらの遺
伝子は B. amyloliquefaciens CMW1 のゲノ
ム DNA 中にも発見できた。スキムミルクを
タンパク質源に用いて、本菌株の[BMIM][Cl]
耐性を検討した結果、10% [BMIM][Cl]添加
培地にスキムミルクを加えたところ本菌株
は生育したが、スキムミルク無添加条件では
生育しなかった。CMW1 株の[BMIM][Cl]耐
性機構に浸透圧耐性で作用する遺伝子が関
与していると推定できた。 
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