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研究成果の概要（和文）：好熱菌の分子シャペロニンの標的分子の認識領域は、負電荷を帯びており、疎水性相
互作用に加え、静電相互作用で標的を捕捉していると考えられた。そこで細胞質pHの低い酢酸菌を宿主にし、等
電点の高い外来タンパク質を発現させれば、選択的な捕捉と安定化が期待された。酢酸菌Komagataeibacter 
europaeusを宿主とし、大腸菌のβガラクトシダーゼを標的にし、超好熱菌Thermococcus kodakarensisの分子シ
ャペロニンCpkBを共発現したところ、安定化された。また、試験管内において、選択的捕捉と安定化を試みたと
ころ、分子量の小さい分子に対し効果的であることが示された。

研究成果の概要（英文）：The target recognition region of the hyperthermophilic molecular chaperonin 
is negatively charged, and it is considered that it preferentially captures basic molecules by 
electrostatic interaction in addition to hydrophobic one. The cytoplasmic pH of acetic acid bacteria
 was lower than that of Escherichia coli. It was expected that foreign protein molecules with a high
 isoelectric point are preferentially captured by the hyperthermophilic molecule chaperonin in the 
cells of acetic acid bacteria. Using β-galactosidase of E. coli as a model target, the effect was 
evaluated in the presence or absence of hyperthermophilic chaperonin in Komagataeibacter europaeus. 
β-galactosidase was significantly stabilized by coexpression of the molecular chaperonin CpkB of 
the hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakarensis. In addition, in vitro effect was also 
examined for various proteins, showing that the effect was effective for a target having a smaller 
molecular weight.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素の安定化は、分子を効率的に精製するうえで重要である。対象となる酵素を選択的に安定化し、それ以外の
分子を除去できれば、精製は用意になる。本研究では超好熱菌の分子シャペロニンの標的認識機構に注目し、低
pH環境で選択的安定化がなされるか検証した。特に酢酸菌を宿主として組み合わせることで、目的とする分子を
優先的に分子シャペロニンに捕捉させ、単純な操作で分画できれば、精製は効率化される。酢酸菌は食酢生産に
用いられてきた微生物であり、安全性も高い。抗生物質を加えなくても雑菌繁殖を抑えることができる。本方法
を発展させることで、安全で効率的な物質生産用宿主ベクター系が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
機能性生体分子の多くはタンパク質であり、時間とともに変性して機能を失う。このためタン
パク質の精製は、低温室で迅速に行わなければならず、労力とコストがかかる。本研究では分子
シャペロニンを利用し、不安定なタンパク質を安定化し、効率的回収を実現することを目指した。
変性途上にあるタンパク質分子は、内部の疎水性コアが露出してくる。分子シャペロニンは、変
性しつつある分子が凝集沈殿するまえに、捕捉して再生する。分子シャペロニンはリング状の多
量体構造を持ち、リングの底にあるマイルドな疎水性をもつ領域に標的分子を捉え、包埋保護す
る。保護された分子はやがて再生され、分子シャペロニン外へ放出される。85℃以上で生育する
超好熱菌の耐熱性分子シャペロニンでは、この領域に負電荷をもつアミノ酸が多く存在する（①）。
このため、正電荷をもつ分子や、正電荷をもつ塩基性のタグを付与したペプチドは優先的に、捕
捉再生されると考えられた（②）。 
つまり、耐熱性分子シャペロニンに目的と
する標的タンパク質を閉じ込めてしまえば、
変性環境に対しても安定になる。熱処理、溶
媒処理を行い、捕捉されなかったタンパク
質を変性除去すれば、タグを付加した分子
が優先的に回収されることになる。これは
極めて効率の良い精製システムである。こ
の効果を最大限活かすためには、細胞質が
弱酸性の pH を持つものが好ましい。異種タ
ンパク質の多くは中性付近に等電点をもつ
ものが多いため、弱酸性 pH環境ではより正
電荷を帯る。このため、超好熱菌の分子シャ
ペロニンへの効率的な補足がなされると期
待される。 
本研究では酢酸菌を宿主としての利用することを提案する。酢酸菌は生育に伴い酢酸を放出し、
培地の pHが低下する。それに伴い、細胞内の pHも低下する。酢酸菌の細胞質内タンパク質は、
低 pH 環境下でも機能していることを考えると、等電点は低いと予想できる。つまり酢酸菌の細
胞質タンパク質の、分子シャペロニンへの捕捉は効率的には行われない。一方で他の生物由来の
タンパク質は、相対的に正電荷を帯びるため、優先的に分子シャペロニンへ捉えられ安定化され
ると考えられた。さらに塩基性タグを付与した分子は、より静電相互作用が強くなり、より優先
的な捕捉が期待された。この状態で、酢酸菌の菌体を回収し、細胞の破砕液を変性処理（例えば
高温処理や界面活性剤）し、捕捉されたタグ付与分子を回収すれば、効率的な精製が可能になる。
特に Komagataeibacter europaeus は最終菌体収量も高く、物質生産用宿主として期待できる。
また本研究において、解離を促進するために塩基性分子であるポリアミンの効果についても興
味を持った。特に分岐鎖ポリアミンは塩基度が高く（③）、分子シャペロニンの捕捉能へ影響す
ると思われた。 

 

２．研究の目的 
 本研究では超好熱菌の分子シャペロニンの性質に注目し、標的とする分子を安定に捕捉し、効
率的な回収を実現するシステムの構築を目的とした。具体的には（１）酢酸菌を宿主とする異種
タンパク質の発現と超好熱菌シャペロニンによる効果を検証することである。酢酸菌細胞内 pH
の把握、高発現に適したプロモーターや制御可能なレギュロンの探索も並行して行う。また（２）
超好熱菌の分子シャペロニンへの親和性を高めるタグを設計し、捕捉効率の向上をはかる。塩基
性の付加ペプチド配列（タグ）を設計し、標的分子に導入することで、分子シャペロニンとの親
和性強化が期待される。ここでは、本来耐熱性を持たないタンパク質に塩基性のタグを付加し、
超好熱菌の耐熱性分子シャペロニンと共存させることでタンパク質の選択的捕捉と安定化を目
指した。上記（１）（２）の方法を最適化することで、標的タンパク質を耐熱性分子シャペロニ
ンとともに酢酸菌細胞内で高発現させ、熱などの変性処理を施したのち、分子シャペロニン内に
特異的に捕捉されたタンパク質を優先的に回収する技術の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）酢酸菌を宿主とする異種タンパク質の発現と超好熱菌シャペロニンによる効果の検証 
① 酢酸菌細胞質 pHの測定 
 酢酸菌 Komagataeibacter europaeus KGMA0119 株は長く食酢の生産菌として使われてきた。3
種の内在性プラスミドを有し、栄養培地での菌体収量も高いことから、物質生産用の宿主として
も適している（④）。本菌を用いるために、細胞の増殖に伴い細胞質の pH がどのように変動する
のかを検証した。pH感受性の緑色蛍光タンパク質を KGMA0119 株のコドン利用性に適した変異遺
伝子を構築し、プラスミドを介して酢酸菌 KGMA0119 株を形質転換した。蛍光スペクトルを指標
に、細胞増殖に伴う pHの変動を分析した。 
② 酢酸菌における異種タンパク質の発現と、超好熱菌分子シャペロニンの影響 
 大腸菌由来βガラクトシダーゼを異種タンパク質のモデルとして検証した。酢酸菌/大腸菌の

 



シャトルプラスミド pBE1 のβラクタマーゼ遺伝子をβガラクトシダーゼ遺伝子に置換し、酢酸
菌でβガラクトシダーゼ発現を試みた。同時に共存可能なプラスミドである pCE2 を用い、ラク
トースオペロンのプロモーターの支配下に超好熱菌 Thermococcus kodakarensis 由来の分子シ
ャペロニン cpkA、cpkB を連結し、酢酸菌に導入した。高温誘導型の CpkB は基質認識領域に負電
荷のアミノ酸が多いが、CpkA は大腸菌等の分子シャペロニンと同様に GGM モチーフを有する。
βガラクトシダーゼに活性を指標に CpkA と CpkB の効果を比較検討した。 
③高発現を実現するための高活性プロモーターと発現制御領域の探索 
 酢酸菌 K. europaeus KGMA0119 株のトランスクリプトーム解析を行い、シーケンスリード数
の多い遺伝子を高い転写活性をもつ遺伝子とし、その推定プロモーター領域をクローン化し、
GFP 遺伝子の発現を指標に転写活性を評価した。 
 
（２）超好熱菌の分子シャペロニンへの親和性を高めるタグを設計し、捕捉効率の向上 
① 機能性配列の探索 
 既存の塩基性アミノ酸タグ以外の配列の可能性を検証し、分子シャペロニン CpkB に対する感
受性の違いを評価した。S１タグ配列を基本に塩基度、疎水度、長さをパラメータに in silico
の最適化を行った。計算には、AutoDock 4.2.6 (The Scripps Research Institute, San Diego, 
CA)、ChemBioDraw Ultra 13.0 (PerkinElmer, Waltham, MA)、MMFF94 force field (PerkinElmer, 
CA)を用いた。 
② 分子量の異なる標的分子に対する安定化効果 
 分子量、及び四次構造の異なるタンパク質を標的分子にして安定化効果を検証した。大腸菌の
β-galactosidase（機能分子は４量体 125kDa x 4）の他に、オワンクラゲの green fluorescent 
protein (GFP、機能分子は単量体 30kDa)、大腸菌の 4-oxalocrotonate tautomerase (4OTA、機
能分子は６量体 10.8kDa x 6)、大腸菌の glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase 
(GFAT、機能分子は単量体 68kDa)を用いた。熱処理条件下での残存活性の測定、また熱処理後に
回収される標的分子の可用性画分での残存量を比較した。 
③ 好酸性超好熱菌の分子シャペロニンの機能解析 
 好熱好酸性アーキア Sulfolobus acidocaldarius は、低 pH環境で生育しており、酢酸菌内で
の共発現で安定な機能が期待される。本菌には３種類の分子シャペロニンが存在し、ヘテロオリ
ゴメリックな複合体を形成している。そのうちαサブユニット、βサブユニットは C末端側に荷
電性アミノ酸が多く、静電相互作用により標的を捕捉していると予想された。そこで各サブユニ
ットの発現の特徴、至適反応条件の検討を行い、研究課題で提案して酢酸菌での利用性について
検討した。 
 
４．研究成果 
① 酢酸菌細胞質 pHの測定 
 pH 感受性の緑色蛍光タンパク質 GFP を精製し、400nm
及び 475nm の蛍光強度を測定し、比の値（R400/475）を求
めたところ、pH と相関関係があることが示された。次
にgfp遺伝子をKGMA0119株のコドン利用性に適した変
異遺伝子として構築し、プラスミドに挿入した。酢酸菌
KG0119 株を形質転換し、得られた細胞を培養し、経時
的な蛍光強度比から細胞内 pH を算出した。合わせて培
地中での pH 変化も測定した。その結果、本菌は培養を
はじめて定常期の初期までは極端な pH 低下はなく、５
弱程度に留まっていることが示された。一方、培地中の
pH は酢酸の排出に伴い低下し、定常期中期には 2.2 ま
で下がった（図２）。酢酸菌 KG0119 株の細胞質の pHは
緩やかな低下を示し、Acetobacter 属の特徴とは異なる。
本株は組換え体生産に適していると判断した。 
②酢酸菌における異種タンパク質の発現と、超好熱菌分 
子シャペロニンの影響 
 大腸菌のβガラクトシダーゼを pGE1 を介して導入し
た酢酸菌 KGMA0119 株は、微弱な酵素活性を示した。超
好熱菌の分子シャペロニンのうち高温誘導型 CpkB、低
温誘導型 CpkA をプラスミド pGE2 を介して導入した酢
酸菌では、いずれも高い活性を示した。特に CpkB を共
発現した酢酸菌は顕著に高い活性がみられた。増殖とと
もに細胞質 pHは低下し、その結果 CpkB による捕捉効率
が高まったものと考えられる（図３）また、CpkB を共発
現した場合の菌体収量は、対照と比較してわずかに低か
った。培地中のグルコン酸の濃度が低下していたことか
ら、酢酸菌がエネルギー源としてグルコン酸を消費し 
生育に影響を与えたと推察された。 
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図２ 酢酸菌KGMA0119株の細胞外および細胞内pH
生育の伴うpH変化を示している．OD660は細胞の増殖
を、pHe、pHiは細胞外（培地中pH）、細胞内pHをそ
れぞれ示す．
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図3 βガラクトシダーゼ活性に及ぼすCpkB共発現の影響
丸印は生育（OD660）を、菱形印はβガラクトシダーゼ活性を
示す。また、白抜きのシンボルは CpkB 共発現のない場合を、
黒塗りはCpkB共発現を行った場合を示す．



③高発現を実現するための高活性プロモーターと発現制御領域の探索 
 酢酸菌 K. europaeus KGMA0119 株のトランスクリプトーム解析から、シーケンスリード数の
多い遺伝子 groES に注目した。このプロモーターは本来熱ショックプロモーターとして機能す
ると考えられたが、本菌においては非ストレス時から高発現しており、物質生産に有効と考えた。
そこで GFP をレポーターとして転写活性を評価したところ、極めて高い活性を持つことが示さ
れた（図５）。また、酢酸菌のアセトイン量が乳酸添加量で増加する点に着目し、アセト乳酸脱
炭酸酵素の遺伝子（aldC）の転写に乳酸依存性があると考え、検討したところ、乳酸濃度に依存
し、転写活性が上昇することが確かめられた（図５）。これらの誘導制御のシスエレメントを特
定し、groES のプロモーターと組み合わせることで制御可能なプロモーターを構築できると考え
られる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）超好熱菌の分子シャペロニンへの親和性を高めるタグを設計し、捕捉効率の向上 
① 機能性配列の探索 
 先行研究で明らかになっている配列（Gly-Gly-Arg-Arg-Gly-Arg）以外に 30種類の配列を検証
したところ、この配列が最も効果的であることが示された。また、タグの数、方向を含め、他の
類似配列を検証した。S1 タグ単独の場合と顕著な違いは認められず、S1 タグの付与で十分な効
果が得られることが示された。 
② 分子量の異なる標的分子に対する安定化効果 
 大腸菌のβ-galactosidase（125kDa x 4）の他に、オワンクラゲの GFP（30kDa)、大腸菌の 4OTA
（10.8kDa x 6)、大腸菌の GFAT（68kDa)を用い、上記の塩基性タグ（S1タグ）を付与したとこ
ろ、安定化はいずれの標的に対してみられ、4OTA に対して最も高い回収効果が認められた。分
子量の小さい標的ほど、良好な回収が得られると予測された。また、大腸菌で発現後に熱処理で、
不要分子の排除を試みたところ、標的によって処理温度が異なることがわかった。また、ポリア
ミンの添加効果に関しては、今回検討した濃度域では直鎖、分岐鎖に関係なく顕著な影響はみら
れなかった。この点についてはより詳細な条件検討が必要と思われる。特に超好熱菌に特異的な
分岐鎖ポリアミンは、耐熱性タンパク質の機能に重要な役割を果たすと予想されるが、その生理
的意義を含め、さらなる知見の集積が待たれる。 
③ 好酸性超好熱菌の分子シャペロニンの機能解析 
 S. acidocaldarius は、3種類の分子シャペロニンサブユニットα（Saci_1401）、β（Saci_0666）、
γ（Saci_1203）を有しているが、本菌は生育温度幅が広く（55 ℃-85 ℃）、さらに生育可能 pH 
幅も広い（pH 1-5）。つまり生育条件に応じ、３つの分子シャペロニンの使い分けがなされてい
ると予想される。これら３つが、環境変化に応じて変動し、最適な分子比を実現していると考え
られた。３つのサブユニットタンパク質の分子比について検証するため、特異的なアミノ酸配列
領域であるカルボキシル末端のペプチドを合成し、それを用いて特異的抗体を取得した。発現誘
導について検証したところ、高温環境下（82 ℃）では、αサブユニットの発現量が増加し、低
温環境下（60 ℃）ではγサブユニットの発現量が増加することが明らかになった。次に各サブ 
 
 
 
 
 
 
 
 
ユニットの温度変化、及び pH 変化に伴う構造変化を円偏光二色性分析に検証した。図６に示す
ようにいずれの分子も高温での安定性が高く、βサブユニットが最も安定であった。γサブユニ
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図4 groES プロモーターによるGFPの高発現
プラスミドpEB1にGFP遺伝子をクローン化し、酢
酸菌KGMA0119株内でβラクタマーゼ遺伝子のプ
ロモーター（Pbla）及びgroES 遺伝子のプロ
モーター （PgroES）支配下で発現し、蛍光顕微
鏡下で観察した．

図5 aldC プロモーターの乳酸添加による転写誘導
KGMA0119株の aldC 遺伝子の乳酸添加による転写量
への影響を RT-qPCR 法で比較した．

  



ットは比較的低い温度で構造転移が見られ、他の２つの分子よりも異なる特徴を示した。また pH  
変化に伴う構造変化を 75℃で調べたところ、βサブ
ユニットが幅広い pH で安定であり、α、βサブユニ
ットは pH 変化で構造の変化が認められた（図７）。
これらに結果に基づき、本菌の分子シャペロニンコン
プレックスは図８のように、温度、pH 変化に伴い変
化していると考えられた。ATPase 活性を指標に各サ
ブユニットの機能温度を調べたところαサブユニッ
トは、75℃、βサブユニットは 85℃以上、γサブユニ
ットは 55℃以下と明確な違いが見られた。βサブユ
ニットが最も安定な物性を示し、カルボキシル末端側
のアミノ酸配列でも塩基性のものが多く、T. 
kodakarensis の CpkB に近い特徴をもっていた。図７
に示すように pH 変化に伴う構造変化も起こりにくい
ことから、酢酸菌での利用に適した分子と考えられた。
それぞれのシャペロニンサブユニットの標的分子に
対する安定化効果を、変性したトリプトファン合成 
酵素 TrpC を標的に検証した。TrpC を尿素で化学的に変性し、各サブユニットの有無でリフォー
ルディングを行い、復元活性を評価した。いずれのサブユニットともシャペロニン活性を示し、
特に変性度の高い TrpC に対してはγサブユニットが高活性を示した。 
 今後、これらのサブユニットは酢酸菌に導入し、共発現による効果を検証したい。また、タグ
を付与した標的分子を用いた試験管内実験を行い、回収効果を比較する予定である。また今回の
解析から、γサブユニットが低温ストレス適応に重要な分子と考えられた。プロモーター領域の
塩基配列を分析したところ、γサブユニット遺伝子の開始コドン上流と SD 配列の間にはアデニ
ンとチミンが連続した配列がみられた。この配列は他の超好熱菌の低温誘導配列でもあり、S. 
acidocaldarius においても低温誘導性の制御領域と推察された。 
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