
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

挑戦的萌芽研究

2016～2014

シアノバクテリアにおけるアルカン生合成系のスカベンジング経路の研究

Possible scavenging pathway for alkane synthesis in cyanobacteria

９０２０２１１８研究者番号：

白石　英秋（Shiraishi, Hideaki）

京都大学・生命科学研究科・准教授

研究期間：

２６６６００６３

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：　シアノバクテリアはアルカンの生合成経路を持っており、その経路が駆動すると脂
肪酸を原料として最終的にアルカンとギ酸が生成される。その過程で、NADPHが消費されてNADP+となる。この経
路の最終産物であるギ酸を基質としてNADP+からNADPHを生成する経路の存在が示唆されため、その酵素遺伝子の
解析を行った。当初単離した遺伝子はその活性にギ酸に対する依存性がみられなかったため、改めてスクリーニ
ングを行い、新たに３種類の候補遺伝子を単離した。

研究成果の概要（英文）： Cyanobacteria has an alkane biosynthesis pathway that generate alkane and 
formic acid using intermediates of fatty acid metabolism. In this process, NADPH is converted to 
NADP+. Because presence of an enzymatic pathway that generate NADPH using the by-product of this 
reaction, formic acid, was suggested by our genetic experiments, a candidate gene for that reaction 
was examined. Biochemical analysis of the gene product revealed that the enzymatic reaction 
performed by this protein was not dependent on formic acid. By further screening genomic library of 
a cyanobacteria, three novel candidate genes that genetically complement the formate 
dehydrogenase-deficient phenotype of an E. coli moaD mutant were identified.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： シアノバクテリア　酸化還元酵素
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１．研究開始当初の背景 
 
	 シアノバクテリアは、アルカンの生合成経
路を持っている（Science 329, 559 (2010)）。
アルカンはガソリンやディーゼルなど一般に
利用されている燃料の主成分であり、しかも、
シアノバクテリアは酸素発生型の光合成で増
殖することから、この系は、太陽光のエネル
ギーを利用して燃料物質を生成し得る系とし
て注目されている。このアルカン生合成経路
が駆動すると、脂肪酸を原料として最終的に
アルカンとギ酸が生成する（JACS 133, 3316 
(2011)）。その過程で、NADPHが消費されて
NADP+となる。 
	 一方、我々は、線状シアノバクテリアの一
種である Arthrospira platensisを用いて、モ
リブデン補因子の生合成に関わる遺伝子の研
究を行っていた。A. platensis（通称、スピル
リナ）はアフリカや中米のアルカリ塩湖を原
産地とするシアノバクテリアで、古くから原
産地周辺で食用にされてきた食品微生物であ
る。培養や収穫が簡単に行えるため、現在は
食品や食品添加物の原料として世界各地で産
業的な生産が行われている。この A. platensis
は有用な微生物であるが、基礎的な研究には
これまであまり使われてこなかった。我々は、
この生物での分子遺伝学的手法の整備の一環
として、モリブデン補因子の生合成遺伝子の
同定を試みていた。モリブデン補因子は、ギ
酸脱水素酵素や硝酸還元酵素など細胞内のさ
まざまな酵素の活性中心を構成している補因
子であり、この補因子の合成経路に遺伝的な
欠損が起こると、細胞内のそれらの酵素の活
性が失われる。A. platensisではモリブデン補
因子の生合成経路の遺伝子のひとつmoaDが
未同定であった。この遺伝子は種間の相同性
が極端に低く、相同性による同定が困難であ
る。そこで、その産物の活性を遺伝学的な手
法で検出することでmoaD遺伝子を単離する
ことを目的として、大腸菌の moaD欠失突然
変異体に A. platensis のゲノム・ライブラリ
ーを導入し、ギ酸脱水素酵素活性の活性の回
復をプレート・アッセイで検出することによ
って、大腸菌 moaD 欠損変異を相補する A. 
platensisの遺伝子の単離を試みた。ギ酸脱水
素酵素の活性を検出できるとされているプレ
ート・アッセイ法で大腸菌 moaD 突然変異体
のギ酸脱水素酵素欠損表現型が相補されたク
ローンを分離し、塩基配列を決定したところ、
その遺伝子によってコードされるタンパク質
は他の多数の生物種で明らかにされている
moaD タンパク質の特徴的な構造は有してお
らず、NAD+/NADP+ 依存的な脱水素酵素と
しての特徴を持っていた。このクローンはギ
酸脱水素酵素の欠損表現型を相補する遺伝子
として単離されたものであることから、この
遺伝子が導入された株ではモリブデン補因子
が無いにも関わらずギ酸脱水素酵素の活性が
回復しているものと考えられた。しかし、単
離された遺伝子にコードされるタンパク質は

既知のギ酸脱水素酵素との間にアミノ酸配列
の相同性がほとんど無く、シアノバクテリア
のみに存在する脱水素酵素ファミリーのタン
パク質であった。また、大腸菌にこのタンパ
ク質の遺伝子を導入してタンパク質を過剰発
現させて予備的に調べると、他の生物のギ酸
脱水素酵素が NAD+ 依存性なのに対して、こ
の酵素は NADP+ 依存性であり、反応すると
NADPH を生成することが示唆された。この
ことから、この酵素が、アルカン生合成の最
終副産物であるギ酸を使って、アルカン合成
で消費されるNADPHを再生する働きをして
いること、すなわち、アルカン生合成系の副
産物を回収して再資源化する働きをしている
ことが示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 単離された遺伝子は、アルカン生合成経路
の副産物を回収して再資源化する働きをして
いる可能性がある。モリブデン補因子が存在
しない状態で活性発現がみられる（moaD 欠
損株のギ酸脱水素酵素の欠損表現型をプレー
トアッセイで相補できる）ことは、これまで
知られているギ酸脱水素酵素の性質とは大き
く異なっている。これまで知られているギ酸
脱水素酵素は、モリブデン補因子を必須の構
成要素としているからである。そこで、本研
究では、この遺伝子の産物の活性、基質依存
性、補因子依存性をより詳細に調べて酵素的
性状を明らかにする。さらに、ギ酸の代謝を
通じたアルカン生合成経路との関係を調べる。 
 
 
３．研究の方法 
	
	 単離された遺伝子の産物を、T7	 プロモー
ターによる大腸菌内過剰発現系を利用して大
腸菌で過剰発現させた。過剰発現されたタン
パク質を His タグを利用したアフィニティ
ー・カラムで精製し、NAD+、および、NADP+

に対する依存性と基質依存性を調べた。当初
単離された遺伝子は、後述するようにギ酸脱
水素酵素でない可能性があることがわかった
ため、この遺伝子以外に大腸菌の moaD突然
変異体のギ酸脱水素酵素欠損表現型を相補で
きる遺伝子があるか調べるために、 A. 
platensisゲノム DNAの Sau3AI部分分解産
物をプラスミドに繋いだゲノム・ライブラリ
ーを作成し、大腸菌の moaD欠失突然変異体
に導入してプレート・アッセイを行うことに
より、ギ酸脱水素酵素の欠損表現型を相補す
る遺伝子をさらに単離した。ギ酸脱水素酵素
活性のプレート・アッセイ法としては Begg と
Hemschemeier の方法（FEMS	Microbiol.	Lett.	
2,	 47	 (1977),	 J.	 Bacteriol.	 173,	 6499,	
(1991)）に従い、ギ酸カリウムとフェノール
レッドを含むプレートによるアッセイをおこ
なった。	



４．研究成果	
	
	 当初の実験により、大腸菌 moaD 突然変異体
のギ酸脱水素酵素欠損表現型を相補するクロ
ーンが A.	 platensis	 のゲノム・ライブラリ
ーから複数単離された。相補活性の強いもの
を選んで塩基配列を決定したところ、いずれ
もゲノムの 	 NIES39_Q00200 遺伝子から
NIES39_Q00230 遺伝子の間の領域に由来する
ものだった。最も短いクローン（クローン３）
では、完全なタンパク質コード領域としては
NIES39	_Q00220 のみしか含まれていなかった。
そこで、この遺伝子のコード領域だけを発現
ベクター	 pTV118 に繋いで moaD 変異体に
導入し、プレート・アッセイを行ったところ、
この遺伝子が	 moaD の表現型の相補に関わっ
ていることが判明した（図１）。	
	
	

	
	 この遺伝子が大腸菌のmoaD突然変異体の
表現型を相補するメカニズムとしては、(1)	
moaD 遺伝子の活性を供給してモリブデン補
因子を産生できるようにしている可能性と、
(2)ギ酸脱水素酵素の活性を供給して、プレー
ト・アッセイをポジティブにしている可能性
が考えられる。前者の場合は、ギ酸脱水素酵
素の活性意外に、モリブデン補因子を必要と
する他の酵素（例えば、硝酸還元酵素）の活性
も回復しているはずである。そこで、図１の
クローン３を導入した moaD 変異体について、
塩素酸に対する抵抗性の有無を指標にして硝
酸還元酵素の活性が回復しているかどうか調
べた。そうしたところ、硝酸還元酵素の活性
は回復していなかった。したがって、クロー
ン３はギ酸脱水素酵素の活性を供給している
ことが示唆された。A. platensis のゲノムに
は、既知のギ酸脱水素酵素と相同性を持つ遺
伝子は１つも検出されないので、このクロー
ンにコードされるタンパク質は、これまでに
未知だった新しいギ酸脱水素酵素である可能
性がある。	
	 クローン３にコードされるタンパク質につ
いて、既知のタンパク質との相同性検索を行
うと、このタンパク質は NAD+/NADP+	依存

性の short chain dehydrogenase/reductase
ファミリーのタンパク質だった。このタンパ
ク質の活性を調べるために、タンパク質のコ
ード領域を T7 プロモーターによる大腸菌で
の発現ベクターに繋ぎ、大腸菌内でタンパク
質を過剰発現させて、発現されたタンパク質
を精製した（図２）。	
	

	
	 精製されたタンパク質について、ギ酸、
NAD+、NADP+を入れた場合と入れない場合
で種々の組み合わせで反応を行うと、このタ
ンパク質を入れない場合は何も反応が起こら
ないが、このタンパク質にギ酸と NADP+	を
加えると 340 nm	の吸光度が上昇した（図３
紫のグラフ、ギ酸+NADP+Q00220）。しかし、
NADP+ではなく NAD+を加えた場合は何も

 
 
図１．⼤腸菌 moaD ⽋失突然変異体のギ
酸脱⽔素酵素⽋損表現型を相補する A. 
platensis のゲノム・クローン． 

 
図２．NIES39_Q00220タンパク質の
大腸菌での発現と精製． 

 
図３．NIES39_Q00220の産物の持
つ酵素活性 



反応が起こらなかった。したがって、この酵
素が NADP+を使って NADPH を生成する
NADP+依存性酵素であることが確認された。
しかし、一方、ギ酸が無い状態でも NADP+の
存在下では反応産物が検出された（図３、黄
色のグラフ、NADP+Q00220）。いずれも 340 
nm の吸光度の上昇が少ないため、本来の基
質が無い状態での副次的な反応が検出されて
いる可能性がある。そこで、ギ酸の代わりに
酢酸やリン酸を加えて反応を行ったところ、
いずれの場合も同程度の 340 nm の吸光度の
上昇がみられた。したがって、この酵素が
NAD+依存性ではなく NADP+依存性である
ことは明らかだが、ギ酸には非依存性であっ
た。 
	 精製したタンパク質を使った以上の解析か
ら、このクローンがギ酸脱水素酵素ではない
ことが判明した。そのため、ギ酸脱水素酵素
遺伝子を新たに取得するため、大腸菌の
moaD-	 突然変異体のギ酸脱水素酵素欠損表
現型を相補する A. platensis のゲノム・クロ
ーンを改めてスクリーニングし直した。	
	 最初のスクリーニングと同様にして指示薬
を加えたプレートによるスクリーニングを行
い、発色の弱いものも含めて多数のゲノム・
クローンを単離した。それらを分類したとこ
ろ、最初に単離したクローンの領域以外に３
種類の別の領域から単離されたクローンがそ
れぞれ複数含まれていた。これら３種類のグ
ループについて短いクローンを調べたところ、
既知の ORFでは、それぞれ、NIES39_D01090、
NIES39_F00630、および、NIES39_M02460 のみ
を含む DNA 領域が相補に関わっていた（図４）。
これらの ORF は前述の NIES39_Q00220 と同様
に、いずれも他の生物の moaD遺伝子との類
似性はみられず、アミノ酸配列からはそれぞ
れ異なる酸化還元酵素をコードしていること
が示唆された。これらのタンパク質とギ酸代
謝との関係は今後解明していく必要があるが、
アルカン合成においてギ酸の代謝を通じて何
らかの役割を果たしている遺伝子である可能
性がある。	
	 この研究ではギ酸脱水素酵素の相補を検出
するためにプレートアッセイ法を利用した。
この方法は、以前、ギ酸脱水素酵素の突然変
異体の単離のために大腸菌で用いられた方法
だが、ギ酸に対する基質依存性のみられない
クローンが本研究で単離されたことから、基

質特異性の点で問題がある可能性がある。そ	
のため、今後、ギ酸の代謝を調べていくため
には、本研究で用いたアプローチ以外に別の
アプローチも併せて考慮する必要があるだろ
う。	
	 本研究では、食用のシアノバクテリアであ
る A. platensis（スピルリナ）を研究に利用し
た。従来、この生物は無菌化が難しく、また、
株の凍結保存も不可能であるとされてきたが、
本研究の過程でこの生物の無菌化の方法や凍
結保存の方法も確立することができた。これ
らも、本研究の派生的な成果である。	
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