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研究成果の概要（和文）：産業レベルの微生物大量培養において雑菌の混入を防止することは極めて重要である。コン
タミネーション防止に利用される抗生物質はコストの問題や公衆衛生のリスクの観点から大量に使用することが困難で
ある。本研究では低コストで安全な微生物の選択培養技術として、亜リン酸デヒドロゲナーゼ（PtxD）を用いた培養手
法を開発した。出芽酵母、分裂酵母、および大腸菌にPtxD遺伝子を導入したところ、通常の生物は利用できない亜リン
酸を唯一のリン源とした合成培地において増殖可能になることを確認した。亜リン酸は安価で安全であるため、本技術
は工業レベルでの大規模微生物培養に有効である。

研究成果の概要（英文）：The use of antibiotic resistance markers in the commercial application of 
genetically modified microorganisms is limited due to restrictions on the release of antibiotics and 
their resistance genes to the environment. To avoid contamination by other microorganisms, the 
development of a dominant selection marker with low environmental risks is still required. In this study, 
we developed a novel selection system for microorganisms using a bacterial phosphite dehydrogenasegene 
(PtxD). Introduction of PtxD gene into a fission yeast Schizosaccharomyces pombe, a budding yeast 
Saccharomyces cerevisiae, and a Gram-negative bacterium Escherichia coli could confer the ability to grow 
on a minimal medium containing phosphite (Pt) as a sole source of phosphorus. Since Pt is a safe and 
inexpensive chemical, ptxD could be used as a novel dominant selection marker applicable to a large-scale 
cultivation of microorganisms.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 亜リン酸　選択マーカー　微生物　培養

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 化石燃料から再生可能エネルギーへのエ
ネルギーシフトの潮流を背景に、微生物の多
様な能力を活用した有用物質生産が世界的
に試みられている。しかし、産業スケールで
の微生物の大量培養は、実験室条件とは異な
る様々な問題がある。特に雑菌の混入は生産
物損失と装置汚染、そしてその復旧に要する
時間的損失などの甚大な経済的損失を与え
る。雑菌混入を防ぐための方策として培地・
装置の滅菌や抗生物質の使用が考えられる
が、産業スケールの培養においては莫大なエ
ネルギーやコストを要する。さらに、抗生物
質の使用は、廃液の漏出が耐性菌の出現など
のリスクを高めるため厳重な処理が必要で
ある。そのため、これらの問題を克服した微
生物大量培養技術が求められている。 
 
２．研究の目的 
 リンは全ての生物の必須元素である。しか
し一般的な生物が利用するリンはリン酸
（H3PO4）であり、ほとんどの生物は亜リン酸
（H3PO3）を利用する事ができない。申請者ら
はこれまでの研究により、高い熱安定性と異
種発現に高い適合性を示す亜リン酸デヒド
ロゲナーゼ（PtxD）を土壌細菌 Ralstonia sp. 
4506 株から発見した。PtxD は亜リン酸をリ
ン酸に酸化するため、目的微生物に PtxD を
導入し、亜リン酸を唯一のリン源とすれば選
択的に増殖させることが可能になると考え
られる。本研究では、亜リン酸デヒドロゲナ
ーゼ（PtxD）を利用した選択的培養手法の実
証を行い、その有効性を評価することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
３−１．Schizosaccharomyces pombe用発現ベ
クターの構築 
 発現プラスミドの作製には、Sz. pombe 用
の発現ベクターpDUALを用いた（Matsuyama et 
al., 2004 Yeast）。本ベクターは、nmt プロ
モーターの強度（高:Pnmt1、中:Pnmt41、低: 
Pnmt81）が異なる 3種類のプラスミドにより
発現量をコントロールすることが可能であ
る。これらを用いた発現株を構築することに
より、PtxD 発現強度と増殖との関係を調べた。 
プラスミドの作製は、In-Fusion HD Cloning 
System (タカラバイオ)を用いて行った。
Ralstonia sp. 4506 株の染色体をテンプレー
トとして ptxD をプライマー（3318-1: 
CACCATCATCATATGAAGCCCAAAGTCGTCCTCAC, 
3318-2:ATCATCCTTATAATCTCACGCCGCCTTTACTC
CCG）を用いた PCR 反応により増幅した。ま
た、ベクターDNA の線状化に、pDUAL-HFF1、
pDUAL-HFF41、pDUAL-HFF81 をテンプレートと
してプライマー（3318-5:CATATGATGATGGT 
GGTGATGCATAG, 3318-6:GATTATAAGGATGATGA 
CGATAAAC）を用いた PCR 反応を行い、増幅し
た約 7 kb の DNA 断片を反応に用いた。得ら
れた DNA 断片をライゲーションし、反応産物

を Escherichia coli DH5に形質転換し、ア
ンピシリン（100 g/mL）を含む LB 固体培地
上で選択した。得られたプラスミドを pSZPT1、
pSZPT41、pSZPT81（図 1）とした。 
図 1：Sz. pombe用 PtxD 発現プラスミド pSZPT 

 
３−２．Saccharomyces cerevisiae 用発現ベ
クターpSCPT の構築 
S. cerevisiae では、コドン偏位の影響によ
って、菌体内での PtxD 発現が低いという問
題があった。そこで、Ralstonia sp. 4506 株
由来の ptxD を S. cerevisiae に最適化した
OPT2ptxD を DNA 合成（GenScript USA）によ
り作製した。Ralstonia sp.4506 株の染色体
を テ ン プ レ ー ト と し て プ ラ イ マ ー
(pAUR_RptxD-IFfw: ATCATTCCTTTGCGTATGAAG 
CCCAAAGTCGTCCTCAC, pAUR_RptxD-IFrv: GCAG 
ATAAAATACTCTCAAGCAGCCTTTACTCCCG) を 用 い
てPCRを行った。また、ベクターの線状化に、
pAUR112（タカラバイオ）をテンプレートと
してプライマー(pAUR112_fw:ACGCAAAGGAA 
TGATTAAAAGC, pAUR112_rv:GAGTATTTTATCTGC 
AATTACG)を用いて PCR 反応を行い、増幅した
DNA 断片を線状化ベクターとして用いた。得
られた DNA 断片は、前述と同様にライゲーシ
ョンした。作製したプラスミドを ptxD/pAUR
とした。つぎに、ptxD/pAUR をテンプレート
と し 、 PCR 反 応 に よ り IPC （ Inositol 
phosphorylceramido）遺伝子のプロモーター
部位（pIPC）、ターミネーター部位（tIPC）
及びその間に挿入した ptxD を増幅した。プ
ライマー(YEp24_RptxD-IF fw: AGTCAGGCAC 
CGTGTATAGCGTAAGAACACTAGCGAC, YEp24_RptxD 
IF rv:GCCGCCGGCTTCCATTCACGCCGCCTTTACTC 
CCG)を使用し、同様に PCR 反応を行った。ベ
クターには、2 m（マイクロ）プラスミド複
製起点を持つ YEp24 を用いた。YEp24 をテン
プレートとしてプライマー (YEp24_fw: 
ATGGAAGCCGGCGGCACCTCGC, Ep24_rv: ACACGGT 
GCCTGACTGCGTTAGC)を用い、増幅した DNA 断
片を線状化ベクターとして用いた。得られた
DNA 断片は、上記と同様に大腸菌 DH5a で目的
のクローンを取得し、作製したプラスミドを
pSCPT とした。 
 
 



図 2：出芽酵母用 PtxD 発現プラスミド pSCPT 
 
３−３．酵母形質転換体の取得と培養条件 
 作製したプラスミドで Sz. pombe, S. 
cerevisiae W303をそれぞれ形質転換した。
形質転換は酢酸リチウム法により行い、形質
転換体は栄養要求性により取得した。得られ
た形質転換体をリン酸あるいは亜リン酸を
リン源とする合成培地（下記）に植菌し、28℃
で培養した。増殖速度の解析は経時的に
OD600 を測定して行った。分裂酵母の合成培
地にはEdinburgh minimal medium (EM)培地、
出芽酵母の培養にはSynthetic Dextrose（SD）
培地を用い、リン源を亜リン酸に変更したも
のをそれぞれ EM-Pt, SD-Pt とした。栄養要
求性マーカーによる形質転換体の取得には、
要求性アミノ酸を SD 培地に添加した固体培
地を使用した。 
 
３−４．大腸菌における PtxD 発現と培養 
大腸菌においては ptxD に加え、亜リン酸輸
送体である ptxABC を共発現するコンストラ
クトを作製した（図 3）。4506 株のゲノムを
テ ン プ レ ー ト と し て 、 プ ラ イ マ ー
（ EcoPtxA(-186) fw: aagaattcTAGCAG 
GCGTCTATATTTGGCATAG, ptxE(+30)-XbaI rv: 
gctctagaACTCCCGGCCAGAAGCAGGCATTCG）を用
い て  ptxABCDE を 増 幅 し 、 pUC118 の
EcoRI/BamHI サイトに挿入した。得られたプ
ラスミド(ptxABCDE/pUC)を大腸菌 MG1655 に
導入した。大腸菌の培養は MOPS-グルコー
ス完全合成培地を用い、リン酸および亜リ
ン酸を終濃度 0.5mM になる様に添加した。 

 

図３：Ralstonia sp. 4506 の ptxABCDEオペロン 
 
３−５．競合培養による選択性の評価 
 PtxD導入大腸菌はMOPS-亜リン酸液体培地、
競合株(Bacillus subtilis および E. coli- 
Km)は MOPS-リン酸液体培地を用いて前培養
し、それぞれを滅菌水で洗浄し、MOPS-亜リ

ン酸液体培地に 2 種類の菌を混合植菌した。
培養は 37 ℃で振盪して行った。24 時間後と
48 時間後に培養液を 105希釈し、アンピシリ
ンを含んだ LB 培地に 0.1ml スプレッドする
ことで ptxD 導入大腸菌を計数した。また、
培養液を 103 希釈し、カナマイシンを含んだ
LB寒天培地に0.1mlスプレッドして野生型大
腸菌を計数した。 
 
４．研究成果 
４．１．酵母における PtxD の利用 
 出芽酵母として S. cerevisiae Kyokai No-6、
-7、-9、Shochu SH-4（実用酵母、多倍体）、
S. cerevisiae W303（実験室酵母、単倍体）、
分裂酵母として、Schizosaccharomyces pombe
（単倍体）の亜リン酸利用能を調べたところ、
全て亜リン酸をリン源として利用できない
ことが確認された。そこで、ptxDをマルチコ
ピ ー ベ ク タ ー に 導 入 し た プ ラ ス ミ ド
（pSZPT1：図１）を作製し、S. pombeに導入
したところ、亜リン酸を単一のリン源とした
合成培地で増殖し、最終到達菌体量はリン酸
をリン源としたときとほぼ変わらないこと
が確認された（図 4）。また、合成培地プレー
ト上における形質転換体の選択効率も、栄養
要求性マーカーを利用した場合と遜色ない
ことが確認された他、染色体に導入して単一
コピーでの選択も可能であるなど、非常に利

便性の高い選択マーカーとして利用できる
ことが確認された。 

図 4：pSZPT を導入した Sz. pombeの増殖 
（白丸：コントロール株、黒丸：pSZPT 導入株） 

 
 一方、S. cerevisiae においては、野生型
PtxD は機能せず、亜リン酸資化能を付与する
ことはできなかった。この原因を調べたとこ
ろコドン使用頻度に起因することが示唆さ
れたため、コドンを S. cerevisiaeに最適化
した遺伝子（OPTptxD）を合成し、マルチコ
ピープラスミドに挿入した。作製したプラス
ミド pSCPT（図２）で実験室酵母 W303、4
種類の実用酵母に導入した。その結果、形質
転換株は亜リン酸依存的に増殖することが
できた。合成培地プレート上における直接選
択の効率も栄養要求性マーカーとほぼ変わ
らず、形質転換の選択マーカーとして有効で
あった。しかしながら、液体培養における最
終到達菌体量がリン酸使用時の 30％程度で
あり、より多くの菌体収量を得る目的で PtxD
を利用する場合は、この問題を解決する必要



があると考えられた。S. cerevisiae の培養
液に亜リン酸を添加すると増殖が遅くなる
ことが認められていることから、PtxD の発現
量をさらに高め、取り込まれた亜リン酸の酸
化速度を上げることが必要なのかもしれな
い。 
 
４．２．大腸菌における利用 
 大腸菌はバイオテクノロジーにおいて最
も利用される事の多い宿主微生物のひとつ
であり、様々な生物に由来する遺伝子の異種
発現系の宿主として利用されている。大腸菌
には PtxD 以外にも亜リン酸の酸化経路が 2
種類存在することが知られている。一つは
C-P リアーゼによる酸化経路（Phn 経路）で
あり、もうひとつはアルカリホスファターゼ
（PhoA）による経路である。前者は、ホスホ
ン酸を代謝する 11 個の遺伝子からなる非常
に複雑な反応で構成されており、亜リン酸も
この経路で酸化されると考えられている。後
者は大腸菌の PhoA にのみ存在し、他の生物
のアルカリホスファターゼにこの活性は存
在しない。また、その活性は PtxD に比べる
と 100-1000 倍以上低い。実際に MG1655 株と
ptxABCDE/pUC を導入した株の亜リン酸培地
における比増殖速度を比較したところ、
ptxABCDE導入株は0.524 h-1, 野生株は0.248 
h-1であった。 
 大腸菌において PtxD をマーカーとして利
用するには、これらの内在性の亜リン酸酸化
活性が存在しても、選択性を維持できるかど
うか評価する必要がある。そこで、Bacillus 
subtilis および野生型大腸菌を混入菌のモ
デルとした競合培養を行った。まず、培養系
に ptxD 導入大腸菌に対し 45 倍量の B. 
subtilisを同時に植菌した場合、培養終了時
（48 時間以降）に総菌体数の 99%以上が ptxD
導入大腸菌によって占められていることが

分かった（図 5上段）。 
図 5：競合培養による PtxD 導入菌の選択性評価 
 
また、内在性の亜リン酸酸化活性を有する大
腸菌の場合でも、植菌時に ptxD 導入株の 35
倍の菌が持ち込まれても培養終了時には
ptxD 導入大腸菌が全体の 95 %以上を占めて
いた（図 5 下段）。長時間培養することで、
死滅した菌体から放出されるリン酸によっ

て競合株が増殖することが懸念されたが、競
合株の増殖は見られなかったためリン酸の
放出は問題にならないこともわかった。さら
に、72 時間培養後でも競合株が増殖を示すこ
とはなかった(データ示さず)。従って、野生
型大腸菌やC-Pリアーゼを有する菌体が培養
系に混入しても本手法は有効であると示唆
された。今後、分子進化的手法などにより
PtxD の活性を高めることなどで、より選択性
を高めることができると考えている。 
 
４．３．今後の展望 
 現在のところ酵母と大腸菌以外の生物で
は、藻類（Synechococcus elongatus）、植物
（シロイヌナズナ）において NAD+依存型の
PtxD が機能することを確認している。これら
の生物種における効果をみると、PtxD が異種
宿主で機能するためには PtxD タンパク質の
発現量が重要な要素の一つであるが、それに
加えて宿主そのものの亜リン酸に対する感
受性や亜リン酸の細胞内への取り込みも関
係しているようである。今後、様々な生物に
おいて PtxD を広く利用するには、これらの
関係を明確にする必要があると考えられる。
また、使用する培地に関しては、今回の実験
条件では、培地を滅菌しなくてもコンタミが
起こることはほとんどなかった。よって、こ
のシステムを使えば原料を未滅菌で使用す
るような大規模培養においても、抗生物質を
利用しないで選択圧を与える培養が可能で
あると考えられる。 
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