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研究成果の概要（和文）：大腸菌によるアルカン生産を実用化するには、高活性アルカン合成酵素群（AARと
AD）の探索、基質供給を増強した代謝系、競合する遺伝子群の破壊が必要である。そこで、様々なラン藻由来の
AARとADの活性比較を行い、最も高い活性を示すAARとADを同定した。また、菌体内アルデヒド生成量に応じて発
光する大腸菌と化学発光撮影装置を用いて、1000種を超える変異体AARライブラリの細胞内アルカン生成量（AAR
活性）をリアルタイムに評価できる系を構築に成功した。本手法により大腸菌ランダム遺伝子破壊株ライブラリ
から、AARの基質供給を増強し、アルカン生成と競合する遺伝子破壊株の高速スクリーニングが可能となった。

研究成果の概要（英文）：To practical alkane production in E.coli cells, we need to explore alkane 
synthesis enzymes, AAR and ADO, with higher activity, engineer a pathway to enhance a substrate 
(acyl-ACP) production and delete genes competing alkane production. At first, we compared catalytic 
activity of AAR and ADO derived from various cyanobacteria and successfully identified the highest 
active AAR and ADO. In parallel, we genetically engineered E.coli cells to emit bioluminescence 
depending on yield of aldehyde production in the cells. Using this engineered cells and a 
high-sensitive chemi-luminescence imager, we can evaluate amounts of aldehyde production in cells in
 real-time by monitoring bio-luminescent intensities emitted from over 1000 colonies on agar plate. 
This method enables high through-put screening to find gene disrupted strains, which enhanced 
acyl-ACP production, and/or decreased aldehyde consumption in competitive enzyme reaction, among 
library of strains deleted genes randomly.

研究分野： 進化分子工学

キーワード： タンパク質　進化分子工学　バイオエネルギー　アルカン合成酵素
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１．研究開始当初の背景 
 化石燃料の枯渇は、世界規模の問題であり、
原油に代わる代替エネルギー資源の開発は
喫緊の課題である。藻類の作るアルカンは原
油を代替するバイオエネルギーとしてだけ
でなく、大気中の二酸化炭素を原料としてア
ルカンを生成するため、地球温暖化を抑制し、
カーボンニュートラルなエネルギー資源と
して注目されている。2010 年に藻藻のアルカ
ン合成に関わる２つの酵素が同定され、遺伝
子工学を用いた様々な生物種でのアルカン
生産が可能となった。しかしながら、大腸菌
を用いたアルカン生産では、（１）アルカン
合成酵素群であるアシル-(アシル-ACP)還元
酵素(AAR)、アルデヒド脱ホルミル化酸化酵
素(AD)の活性が非常に弱い、（２）アルカン
の基質となるアシル-ACP を大量に生成する
ことができない（脂肪酸合成経路の負のフィ
ードバック制御や転写因子による制御）、
（３）１段階目の反応で生成されるアルデヒ
ドが内在性の酵素によりアルコールへと変
換される、といった問題を抱えている。大腸
菌によるアルカンの大量生産を実用化する
ためには、（１）〜（３）の問題解決が必要
不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 大腸菌によるアルカンの大量生産の実用
化に向けての問題を解決することで、アルカ
ン生成に特化した大腸菌の創製を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌によるアルカンの大量生産の実用
化には以下の問題を解決する必要がある。
（１）アルカン合成に関わる２つの酵素(AAR
と AD)の活性が非常に弱い。（２）アルカン生
成の基質となるアシル-ACP は脂肪酸合成経
路のフィードバック制御を受けているため、
大腸菌内で大量に生成することはできない。
（３）アルカン生成の第一段階反応により生
成するアルデヒドは、大腸菌の内在性酵素に
よるアルコール等に変換されるため、基質の
全てがアルカンへと変換されない。そこで申
請者は、以下の方法により研究を進めた。 
（１）様々なラン藻由来の AAR、AD を用い

て、その活性を比較し、最も活性の高い AAR
を探索する。並行して、高活性 AAR、AD 変異
体取得を目指した進化分子工学的手法の確
立を目指す。 
（２）アルカン生成の基質となるアシル

-ACP の生成を増強した大腸菌遺伝子破壊株
の探索を行う。 
（３）AAR により生成したアルデヒドを基

質として競合する内在性酵素の遺伝子破壊
株の作製を行う。 
 

４．研究成果 
（１-１）様々なラン藻由来の AAR からの高
活性 AAR の探索 

 アルカン合成に関わる２つの酵素が同定
されから、様々なラン藻から AAR の遺伝子が
報告されている。そこで、様々なラン藻由来
の AAR を用いて、大腸菌で AD と共発現し、
得られるアルカンの生成量を求め、AAR の活
性を比較した。その結果、Synechococcus 
elongatus PCC 7942（以下、7942AAR）由来の
AAR が最も高い活性を有することを明らか
にした。さらに、7942AAR のように海洋性由
来の AAR は主に炭素数 16 のアルデヒドを生
成するのに対し、Prochlorococcus marinus MIT 
9313（以下、9313AAR）のように淡水性由来
の AAR は主に炭素数 18 のアルデヒドを生成
することを明らかにした。このことから、使
用する AAR を変えることで、目的に応じた
炭素数のアルカン生成できる可能性が示唆
された（発表論文①、②）。 
 
（１－２）様々なラン藻由来の AD からの高
活性 AD の探索 
AAR と同様に、様々な生物種由来の AD を用

いて、大腸菌で AAR と共発現し、得られるア
ルカンの生成量を求め、その活性を比較した。
その結果、最も高い活性を示す AD が明らか
となった。本結果は未発表データであり、論
文としてまとまりしだい報告する。 
 
（１－３）主として炭素数 18 のアルデヒ

ドを生成する AAR の高活性変異体の創出 
 7942AAR はアシル-ACP を基質として、主
として炭素数 18 のアルデヒドを生成する。
そこで、error-prone PCR を用いて約 103種の
変異体 AAR ライブラリを調製した。本研究
で構築した発光を指標とした細胞内アルデ
ヒド生成量の評価法（研究成果（２）参照）
により、コロニーの状態で、その発光量の経
時変化と積算量を高感度化学発光撮影装置
にて計測した。その結果、野生型 AAR の活
性（アルデヒド生成量）を超える変異体 AAR
のコロニーが 100 種以上得られた（図 1 参照）。 

 
（１－４）主として炭素数 16 のアルカン生
成に寄与する変異体 AAR の高活性化 
 9313AAR はアシル-ACP を基質として主と
して炭素数 16 のアルデヒドを生成する。そ
こで同様に103種の変異体AARライブラリを
調製し、発光を用いた細胞内アルデヒド生成
量の評価法により、各コロニーの発光の経時
変化と積算量を計測した。その結果、野生型



AAR の活性（アルデヒド生成量）を超える変
異体 AAR のコロニー100 種以上得られた（図
２参照）。 

 
（１－５）ギ酸の呈色反応を利用した AD の
活性の迅速評価法の構築 
 AD の酵素活性を迅速に測定するためには、
AAR と AD を共発現した大腸菌培養液から、
細胞破砕、抽出、GC-MS による定量といった
多段階プロセスにより多くの時間と労力を
要する。そこで、申請者は AD によるアルカ
ン生成の副産物であるギ酸に着目した。AAR
と AD を共発現した大腸菌培養液上清を用い
て市販の呈色試薬によるギ酸の検出を試み
た。しかしながら、野生型と低活性 AD 変異
体とのアルカン生成量の有意な差を検出す
ることができなかった。ギ酸の生成量が本試
薬の検出限度以下、あるいは、大腸菌由来の
因子による阻害により検出できなかったと
思われる。ギ酸の検出反応を増幅させる新た
な工夫が必要であることが示唆された。 
 
（２）アルカン生産を増強する遺伝子破壊株
の探索に必要な細胞内アルデヒド生成量の
ハイスループット検出法の構築 
 アルカン生成の基質となるアシル-ACP の
生成は、脂肪酸合成経路においてフィードバ
ック制御や転写因子による制御を受けてい
るため、菌体内で大量に生成することはでき
ない。そこで、大腸菌のランダム遺伝子破壊
株ライブラリを作成し、そこからアシル-ACP
の高生産を可能にする大腸菌遺伝子破壊株
の網羅的探索を目指した。申請者は、大腸菌
内で AAR により生成されたアルデヒドの量
に応じて発光する大腸菌の開発を進めてき
た。本評価法を用いて、寒天培地上のコロニ
ーの発光を X 線フィルムで検出していた。し
かし、（a）コロニーと X 線フィルムに距離が
あり、露光像に広がりが出る、（b）X 線フィ
ルムのダイナミックレンジが狭い、（c）発光
の積算量しか測定できない、といった問題が
あり、一度に評価できる検体数に限りがあっ
た。そこで、高感度化学発光撮影装置を導入
することで、コロニーの状態で、数 103 個も
の変異体 AAR を有するコロニーの発光（変
異体 AAR の活性）をリアルタイムで同時に
計測、評価することが可能となった。実際、
コロニーの状態で、約 103種の変異体 AAR の
アルデヒド生成量を一晩で評価した結果（図

３）、発光量積算値 TOP100 の変異体 AAR を
有する各コロニーの発光量経時変化は、いず
れも野生型 AAR の発光量を有意に超えるも
のを選択することができた（図１、図２参照）。
本検出法は、コロニーの発光を外部からモニ
ターするだけで（非侵襲的手法）、103種を超
える多検体の細胞内アルデヒド生成量をリ
アルタイム、かつ同時に検出・評価できる革
新的手法である。本手法の確立により、トラ
ンスポゾンを用いた大規模な大腸菌ランダ
ム遺伝子破壊株ライブラリから、高発光コロ
ニー（アルデヒド生産増強株）の探索を飛躍
的に加速できるようになった。（図３、論文
執筆中）。 

 
（３）アルカン生成と競合する内在性酵素の
遺伝子破壊株の創出 
 大腸菌のアシル-ACPを基質としてAARが
アルデヒドを生成し、AD がこれを基質とし
てアルカンを生成する。しかし、アルデヒド
を基質とする内在性酵素の競合反応により、
得られるアルカンの量は減少する。そこで、
現在、アルデヒドの還元に関わる遺伝子群の
破壊を破壊することで、確実にアルカンの生
成量を増大させることを目指した。現在、長
鎖アルデヒドを基質とする遺伝子の多重破
壊株の創出を鋭意進めている。 
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