
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(B)（海外学術調査）

2016～2013

低温バイオプロセス構築の基盤となる低温適応微生物の探索

Exploration of Cold-Adapted Microorganisms to Develop Low-Temperature 
Bioprocessing Systems

７０２４３０８７研究者番号：

栗原　達夫（KURIHARA, Tatsuo）

京都大学・化学研究所・教授

研究期間：

２５３０３０２８

平成 年 月 日現在２９   ６ １２

円    12,800,000

研究成果の概要（和文）：種々の低温環境の探索により、低温生育能に優れた Pseudomonas mandelii、鉄還元
能に優れた Paenibacillus odorifer や Bacillus circulans と近縁の細菌、タンパク質分泌能に優れた 
Pseudoalteromonas 属細菌などを得た。また、膜小胞高生産性 Shewanella sp. HM13 の遺伝子操作法を構築し
た。南極海水由来 Shewanella livingstonensis Ac10 については異種タンパク質生産に有用な低温誘導性プロ
モーターを同定し、外膜タンパク質 PhoE の鉄代謝への関与と機能性アミノ酸残基を見いだした。

研究成果の概要（英文）：From various cold environments, we obtained Pseudomonas mandelii that grows 
well at low temperatures, bacteria closely related to Paenibacillus odorifer and Bacillus circulans 
that efficiently reduce iron, and Pseudoalteromonas bacterium that secretes a particular protein in 
large quantities.  For Shewanella sp. HM13, which abundantly produces extracellular membrane 
vesicles, we established genetic engineering methods.  As to Shewanella livingstonensis Ac10 
isolated from Antarctic seawater, we found cold-inducible promoters that may be useful for 
expression of foreign proteins in this strain.  We confirmed that PhoE, an outer membrane protein, 
is involved in iron metabolism of this bacterium and identified functionally important amino acid 
residues of this protein.

研究分野：分子微生物科学
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１．研究開始当初の背景 
 地球上の生命圏のおよそ 8割は、極地や深
海、高山など一年を通して温度が 5℃を上回
ることのない低温環境である。生物は進化の
過程でこのような環境にも適応し、棲息域を
広げてきた。0℃付近の低温で生育する低温
適応微生物は、優れた触媒能をもつ好冷酵素
を生産する。そのため低温適応微生物におい
ては、化学反応が進行しにくい低温環境でも
種々の代謝反応が滞りなく進行する。好冷酵
素は、低温での高い触媒能が期待される食品
加工用酵素、洗剤添加用酵素、分子生物学研
究用試薬等として有用で、大きな注目を集め
ている。しかし、好冷酵素の多くは熱安定性
が低く、容易に失活してしまうことや、汎用
されるタンパク質生産系（常温以上の比較的
高い温度で利用可能）での生産が困難である
ことなどにより、常温性酵素や耐熱性酵素と
比べると、開発が著しく遅れている。 
 本研究代表者らは、本研究開始以前の研究
により、低温適応微生物を宿主としたタンパ
ク質生産系を構築し、本生産系によって、大
腸菌を宿主とした場合よりも良好な好冷酵
素の発現が可能であることを見いだしてい
た (Miyake et al., Appl. Environ. Microbiol. 73, 
4849 (2007))。0℃付近での優れた生育速度、
菌体収量、タンパク質分泌能といった観点で、
低温適応微生物の探索を行い、宿主として開
発することにより、より優れた生産システム
の構築が可能になると考え、本研究を計画す
るに至った。 
 一方、低温適応微生物は寒冷地での環境浄
化などのバイオプロセスに有用であること
が期待されていた。そこで、取得した低温適
応微生物を種々の低温バイオプロセスに利
用するための基盤的知見を得ることも計画
した。また、低温適応微生物に特徴的な有用
物質（機能性脂質として知られる高度不飽和
脂肪酸など）の生産系開発に向けた研究も計
画した。 
 
２．研究の目的 
 各地の低温環境から 0℃付近で良好に生
育する低温適応微生物を取得する。熱安定性
の低いタンパク質などを生産する宿主とし
てそれらの低温適応微生物を開発する。また、
寒冷地での金属汚染環境の浄化や希少金属
資源の回収に微生物を利用するための基盤
的知見を得ることを目的として、これらの低
温適応微生物の金属代謝を担う分子基盤を
明らかにする。さらに、低温適応微生物に特
徴的な有用物質の生産に関与する酵素の機
能解析を行う。特に、機能性脂質として知ら
れる高度不飽和脂肪酸含有リン脂質の生合
成機構を明らかにする。これらの取り組みに
より物質生産や環境浄化に資する低温バイ
オプロセスの基盤を築く。 
 
３．研究の方法 
(1) 低温適応微生物のスクリーニング：低温

環境から採取した土壌サンプルなどを LB 
培地に懸濁後、寒天培地にプレーティングし、
低温でインキュベーションした。良好な生育
が見られたコロニーから菌体を採取し、液体
培養によって低温での生育速度、菌体収量、
培養上清に回収される分泌タンパク質など
の分析を行った。優れた特性が認められた菌
株について、16S rRNA をコードする遺伝子
を増幅し、配列解析によって種を同定した。 
 
(2) Shewanella 属細菌の遺伝子破壊：以前報
告 し た 相 同 組 み 換 え に 基 づ く 手 法 
(Kawamoto et al., J. Bacteriol. 191, 632 (2009)) 
で遺伝子破壊株を取得した。まず、Shewanella 
属細菌内で自律複製能をもたない pKNOCK 
系プラスミドに、破壊対象とする遺伝子の部
分配列を導入した。これを Escherichia coli 
S17-1/λ pir からの接合伝達によって 
Shewanella 属細菌に導入し、相同組み換えに
よって生じる遺伝子破壊株を、薬剤耐性を指
標として単離した。 
 
(3) タンパク質の部位特異的変異実験：鉄代
謝に関与する外膜タンパク質 PhoE の機能
性アミノ酸残基の同定においては、部位特異
的変異実験を行った。具体的には、部位特異
的変異を導入した PhoE 遺伝子をコードす
る発現プラスミドを、PhoE 遺伝子破壊株に
導入し、三価鉄を電子受容体とする嫌気培養
での生育能や鉄還元能を調べることで、各ア
ミノ酸残基の機能を評価した。  
 
４．研究成果 
(1) 中国の内モンゴル寒冷地域で採取した土
壌サンプルについて、低温適応微生物をスク
リーニングした。その結果、4℃において LB 
寒天培地で良好に生育する微生物が得られ
た。16S rRNA をコードする遺伝子の配列解
析を行った結果、本菌は  Pseudomonas 
mandelii と同定された。さらに、金属汚染低
温環境の浄化などに有用な微生物の探索を
目的として、スクリーニングを行った。鉄還
元能に優れた低温菌を取得するため、最終電
子受容体として 30 mM クエン酸鉄を含む合
成培地に各種土壌を添加し、嫌気条件下、4℃
でインキュベートした。その結果、鉄還元能
に優れた微生物として、16S rRNA の配列上、
Paenibacillus odorifer や Bacillus circulans と
近縁の細菌が取得された。 
 
(2) 低温環境に生息する魚類の腸内から低温
での増殖能とタンパク質分泌生産能に優れ
た低温適応微生物を探索した。その結果、菌
体外に 70 kDa のタンパク質を分泌高生産す
る細菌 Pseudoalteromonas sp. Hpa2 が得られ
た。本菌はタンパク質低温生産系の宿主とし
て有用と期待された。全ゲノム解析を行い、
分泌高生産される 70 kDa のタンパク質の遺
伝子を同定した。 
 



(3) 低温でタンパク質を生産するシステムの
開発を目的として、低温菌  Shewanella 
livingstonensis Ac10 で機能する高発現用プロ
モーターや、培養条件で発現制御が可能なプ
ロモーターの探索を行った。4℃と 18℃で生
育させた本菌のプロテオーム比較から見い
だされた低温誘導性タンパク質について、転
写レベルでの発現量を解析した結果、sdhB、
aldF、atoS、rib_ppkin の 4 種について、4℃
において18℃の15倍以上の誘導が見られた。
これらのプロモーターは低温誘導的なタン
パク質の生産系を構築する上で有用と考え
られた。また、本菌が菌体外に膜小胞を生産
することを見いだすとともに、膜小胞に含ま
れるタンパク質を同定した。さらに、遺伝子
操作により膜リン脂質組成を改変すること
で膜小胞の生産性を向上できることを見い
だした。これらの知見は、本菌の膜小胞を利
用した低温でのタンパク質分泌生産系の構
築に有用と考えられる。 
 
(4) 低温環境に生息する魚類腸内から低温増
殖性とタンパク質分泌生産能に優れた低温
菌 Shewanella sp. HM13 を取得し、本菌のゲ
ノムの特定部位に任意の DNA 断片を導入
する手法を確立した。この系は、熱安定性の
低い低温活性酵素などの低温での生産に有
用と期待される。 
 
(5) 多様な金属代謝能をもつことが知られる 
Shewanella 属細菌について金属代謝機構の
解析を進めた。低温環境での環境浄化への応
用が期待される南極海水由来の低温菌  S. 
livingstonensis Ac10 による鉄還元に、リン酸
欠乏時の誘導生産が知られるポーリンタン
パク質 PhoE のホモログが関与することを
示した。三価鉄を電子受容体とする嫌気培養
では、リン酸濃度が高い場合にも PhoE ホモ
ログ欠損株の生育速度が低下することを見
いだし、本菌が三価鉄を電子受容体として利
用する上で PhoE ホモログが重要な働きを
することを明確にした。リン酸の輸送に関与
する Escherichia coli の PhoE については、
親水的な筒型構造を膜内で形成し、そこに含
まれる正電荷を有するアミノ酸残基がリン
酸の輸送に関与することが知られている。S. 
livingstonensis Ac10 の PhoE について立体
構造予測を行ったところ、13個のリジン残基
と 5 個のアルギニン残基がポーリン孔内に
存在することが示唆された。これらの残基を
それぞれグルタミン酸残基に置換し、本菌の
鉄呼吸能への影響を解析した結果、Lys313 が
クエン酸鉄 (III) の取り込みに重要な役割を
果たすことが示された。 
 
(6) 低温菌 S. livingstonensis Ac10 と、近縁の
常温菌 Shewanella oneidensis MR-1 の鉄取り
込み系を比較した。多くの細菌の鉄輸送に、
TonB や ExbD で構成される膜タンパク質
複合体（TonB 依存型輸送体）が関与するこ

とが知られている。両菌株について、これら
のタンパク質の欠損株を作製した結果、MR-1 
株では鉄還元能の低下が見られたのに対し、
Ac10 株では鉄還元能に変化は見られなかっ
た。一方、PhoE の欠損は Ac10 株では鉄還
元能の低下をもたらしたのに対し、MR-1 で
は鉄還元能への影響は見られなかった。これ
らの結果から、両菌株は異なる鉄取り込み系
を利用しているものと考えられた。 
 
(7) 南極海水由来の低温適応細菌  S. 
livingstonensis Ac10 は 0℃付近の低温条件下
で、高度不飽和脂肪酸であるエイコサペンタ
エン酸 (EPA) を含むリン脂質を生産する。
機能性脂質として注目される EPA 含有リン
脂質の生産系構築に向けて、本菌における 
EPA 含有リン脂質の生合成機構を解析した。
本菌はリゾホスファチジン酸の sn-2 位にア
シル鎖を導入する酵素 PlsC のホモログを 5 
つもつが、このうち PlsC1 が EPA 含有リン
脂質の生合成を担うことが示された。PlsC1 
の細胞内局在性を解析した結果、分裂途中の
細胞の中央部に本酵素が局在することが示
された。一方、EPA の生合成に関与するタン
パク質 Orf5 も類似した局在性を示した。
PlsC1 の細胞中央部への局在は、Orf5 を欠損
した変異株では見られなくなったことから、
PlsC1 と Orf5 の間に相互作用のあることが
示唆された。EPA 含有リン脂質の生合成にお
いて、EPA 生合成酵素から EPA 含有リン脂
質生合成酵素に効率よく基質が供給される
仕組みのあることが考えられた。 
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