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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで産業廃棄物として莫大な量廃棄されてきた不凍液や自動車エン
ジン冷却液の主成分であるエチレングリコールを原料とし、各種ポリマーや医薬品等の基幹化合物となる有機酸
類へ微生物変換する環境低負荷型プロセスの構築を目的とした。その結果、複数の酵素反応を経て、組換え大腸
菌細胞内で目的の反応系が駆動することを確認できた。続いて、細胞内のペリプラズムへ反応に必要な酵素類を
集積させ、有機酸生産量の向上を目指したが、現状難航している。そこで、研究期間内では、各反応に利用して
いる酵素の人工進化による活性向上変異体の創製を試み、野生型酵素よりも活性が向上した酵素変異体を複数種
獲得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：This research aims to utilize ethylene glycol, which is a main component of 
industrial wastes such as antifreezing solution and long-life coolant, for microbial production of 
useful organic acids. We established a pathway to produce the useful organic acids in recombinant 
Escherichia coli from ethylene glycol. In order to enhance productivity of the organic acids, we 
tried to accumulate all enzymes for the synthetic pathway of organic acids in periplasm. However, 
this challenge is currently going through difficulties. Thus, evolutionary engineering of the 
enzymes also carried out to enhance activity for each substrate, and we succeed to obtain some 
mutants with high activity.

研究分野：応用微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
上述したように、本研究で原料としての使用を目指しているエチレングリコールは、世界的に莫大な廃棄量とな
っている不凍液やロングライフクーラントの主成分である。これらの産業廃棄物を原料とし、微生物によるオー
ルバイオプロセスの有用有機酸類合成系の基盤を構築した本研究は、SDGsの目標「12. つくる責任 つかう責
任」および「13. 気候変動に具体的な対策を」と一致し社会的に強い意義を持つ。さらに、有用有機酸類の合成
に必要な酵素類の進化実験を通し、研究代表者らは、これまで独自に見出した新規酵素の構造・機能相関に迫
る、酵素学的価値を持つ成果を得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
自動車や暖房器具の普及にともない、ロングライフクーラント(LLC)や不凍液の廃棄量は世界
的に莫大な量となっている。日本においても年間約 12万トン廃棄されているが、主成分のエチ
レングリコールは生物毒性を有することから、環境中に放出できず、産業廃棄物として焼却や微
生物処理されている。また、LLC は一部で再利用が試みられているが、ほとんどは処分される
だけの現状であり、廃棄物レスの観点から有効活用が望まれる。よって、本研究では、産業廃棄
物として大量に処分される廃 LLC や不凍液の主成分であるエチレングリコールを有効活用し、
有用物質へ変換することを目指す。本研究では、有用物質として、工業的に価値の高い有機酸で
あるグリコール酸とグリオキシル酸を対象とした。これらの有機酸は、化学工業、医薬品、食品
工業分野等で幅広く利用される有用物質である。研究代表者らは、これまでエチレングリコール
を原料としたグリコール酸およびグリオキシル酸を合成する酸化反応経路を提案し、各段階の
反応を触媒し、基質特異性の厳密な微生物酵素を新規に見出してきた[1-3]。しかし、全ての酵素
を個々に精製し、変換反応に用いるのはコストの面から望ましくない。よって、本研究では関連
酵素をひとつの細胞に共発現し、基質と直接反応させる菌体反応に注目した。 
 
２．研究の目的 
産業廃棄物由来エチレングリコールを利用し、実用化レベルの生産量を有する環境低負荷な
有用有機酸類の合成系の構築を目指す。具体的には、(1) 目的有機酸類の合成に最適な高活性酵
素を創製し、有機酸合成経路を組換え大腸菌の細胞質内に構築する、 (2) 続いて、合成経路に関
わる酵素群をペリプラズム内に移行・集積できる twin-arginine translocation (TAT) 系を利用
して、基質との反応に酵素の近接効果をプラスし生成物合成量の向上を狙う、の 2点を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 組換え大腸菌細胞質内における有機酸合成経路の構築と進化実験による高活性 alcohol 

oxidase (ALOD)変異体の創製 
本研究では、エチレングリコールを出発原料として、グリコールアルデヒド、グリコール酸を
介した 3 段階の酵素反応を経てグリオキシル酸へと変換する反応系を提案している。先行実験
の結果、1,2段階目の反応を触媒する酵素を微生物より新規に見出したものの、大腸菌等を宿主
とした異種発現には成功していない。そこで、本研究では、同反応を触媒する報告がある大腸菌
由来 lactaldehyde reductase (FucO)と lactaldehyde dehydrogenase (AldA)を利用する。また、
最終反応においては、研究代表者らが発見した Ochrobactrum sp. AIU033由来 alcohol oxidase 
(ALOD)の反応が律速と示唆されている[1]。ALODは基質特異性が厳密で本系に適しているが、
グリコール酸への反応性が低い。よって、進化実験によってグリコール酸へ反応性の高い ALOD
へと機能改変を行った。進化実験では、遺伝子レベルでランダム変異を導入し、多数の変異体ラ
イブラリーから、グリコール酸に対して高い活性を示す変異体を選抜した。この際、高活性変異
体を簡便迅速に選抜できるスクリーニング法が必要となるが、コロニーの活性染色によって高
活性変異体を目視で選抜できるアッセイ系を構築し、使用した。 
 
(2) グリコール酸、グリオキシル酸合成に関する酵素群の組換え大腸菌ペリプラズムにおける 
共発現系の構築 
上記 3つの酵素遺伝子(FucO, AldA, ALOD)に Tatシグナルペプチド配列を付加し、発現を促
すことで各酵素は細胞質内でフォールディング後、内膜を透過し、ペリプラズムに局在可能とな
る。なお、ALODについては、すでに自前の Tatシグナルペプチドを有しており、自前の Tatシ
グナルペプチド込みで異種発現させた際には、組換え大腸菌内で ALODがペリプラズムに局在
していることが予想されている。そこで、本研究では、自前の Tatシグナルペプチドを有してい
ない FucOと AldA遺伝子の N末端に大腸菌由来の Tatシグナルペプチド配列を融合し、組換
え大腸菌内で発現させ、各酵素の細胞内における局在について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 組換え大腸菌細胞質内における有機酸合成経路の構築と進化実験による高活性 ALOD 
変異体の創製 
目的の反応系構築に必要な 3 種類の酵素を組換え大腸菌における共発現系の構築を行った。
上述したように FucO, AldA, ALODと 3種の酵素遺伝子を組換え大腸菌で発現し、各酵素の活
性測定を行った結果、粗酵素において全ての活性が確認されたため、各酵素が組換え大腸菌細胞
内で発現していることが確認できた。さらに、3種の酵素類を発現させた組換え大腸菌の休止菌
体反応によって、エチレングリコールから数十 mM ではあるが、グリオキシル酸の生成が確認
され、想定した合成経路が駆動していると示唆された。また、目的の反応系において 3段階目の
反応を触媒する ALODが律速と考えられたことから、まずは ALODの活性向上変異体の作成に
着手した。本酵素遺伝子全域にランダム変異を導入後、各変異体遺伝子を導入した組換え大腸菌
の粗酵素液を用いて活性測定を行い、高活性変異体の探索を行った。ランダム変異後に得られた



約 700 クローンについて、スクリーニングを行った結果、野生株の粗酵素よりも 1.2~1.5 倍程
度活性が向上した 16株の活性向上 ALOD変異体の取得に成功した。各活性向上 ALOD変異体
におけるアミノ酸置換部位を特定した結果、αβサブユニットのヘテロ 4量体からなる本酵素の
αサブユニットにおけるフラビン結合モチーフ周辺領域および 300～400番目付近のアミノ酸領
域が活性向上に重要であることが示唆された(図 1)。また、αサブユニットにおける 372番目の
セリンがプロリンに置換した変異（S372P）を有する変異酵素が、野生型酵素よりも約 1.5倍活
性が向上することを見出し、本変異が酵素の性質に与える影響ついても調査した。その結果、野
生型酵素の基質（グリコール酸）に対する Km値が 377±52.9 mMであるのに対して、S372P変
異酵素は、87.0 ±17.9 mMと低下しており、S372P変異は、基質との親和性の向上に寄与して
いることを明らかとした。また、本変異は、酵素の安定性向上にもわずかではあるが寄与してい
る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 高活性 ALOD変異体のアミノ酸置換部位マッピング 
 
 
(2) グリコール酸、グリオキシル酸合成に関する酵素群の組換え大腸菌ペリプラズムにおける 
共発現系の構築 

3段階目の反応を触媒する ALODは、上述した
ようにオリジナルの TATシグナルを有しており、
組換え大腸菌細胞内においては、すでにペリプラ
ズムに局在していることが予想された。そこでま
ず、本研究では、本酵素が組換え大腸菌細胞内で発
現した際もペリプラズムに局在していることを確
認した(図 2) [4]。そこで、続いて 1 段階目の反応
を触媒する FucO および 2 段階目の反応を触媒す
る AldAのN末端に TATシグナル配列を融合し、
組換え大腸菌内における発現を試みた。その結果、
FucOは、細胞質からわずかにペリプラズムへ輸送
されていることが示唆された。一方で、AldAに関
しては、TAT シグナル配列を付加したことで、大
幅に活性が低下することが確認された。また、他の
ペリプラズム輸送シグナルについても検討した
が、目的酵素全てをペリプラズムへ局在させるこ
とができなかった。              図 2 SDS-PAGEによる ALODの局在確認 [4] 
 
(3) 進化実験による高活性 FucO, AldA変異体の創製 
そこで、当初の計画書に沿って、ALODのみでなく、第 1, 2段階目の反応を触媒する酵素の
機能強化を行うことで生産性の向上を目指すこととした。その際に、目的の有機酸の産生にとも
なって、培養液中の pH が低下することに着目し、pH 指示薬を添加した寒天プレート培地で、
有機酸合成量が向上するとコロニー周辺の培地の色の変化でによって各高活性変異体を選抜で
きるアッセイ系を構築した。構築したアッセイ系を用いて、ランダム変異を導入した第 1, 2 段
階目の反応を触媒する酵素遺伝子を共発現した組換え大腸菌を選抜した結果、グリコール酸産
生量が検討前と比較して約 1.5 倍程度向上した大腸菌株を見出した。よって、第 1, 2 段階目の
反応を触媒する酵素変異体の作成にも成功したと考えられる。現在、変異部位の特定と各酵素変
異体の解析を試みている。 
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