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研究成果の概要（和文）：本研究では好気性アンモニア酸化古細菌Nitrososphaera viennensisからタンパク質
を分離・発現・精製し、酵素学的特性を解明した。タンパク質の分離に先立ち、膜分離型リアクターを用いて好
気性アンモニア酸化古細菌を高密度培養する技術を確立し、タンパク質の分離・精製を行った。精製したタンパ
ク質について大腸菌を宿主とした異種発現系を構築し、タンパク質の発現を試みた。好気性アンモニア酸化古細
菌は地球上で最も存在量の多い古細菌であり、本研究では本細菌の生態についてより深い洞察を得ることができ
た。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to examine the biochemistry of aerobic ammonium 
oxidizing archaea, Nitrososphaera viennensis. First, mass cultivation of Nitrososphaera viennensis 
using a membrane bioreactor has been developed, and the biomass cultivated in the reactor was 
subjected to protein isolation by liquid chromatography. Some enzymes were successfully isolated  
from N. viennensis culture and subsequently identified by MALDI-TOF/MS analysis. We also developed a
 heterologous protein expression system for N. viennensis protein, whereas a functional expression 
of those was quite challenging. Our achievements should advance the understanding of biochemistry of
 Nitrososphaera viennensis, while more efforts are definitely required to underpin the biochemistry 
of aerobic ammonia oxidation reaction.

研究分野：環境工学

キーワード： アンモニア酸化古細菌　AOA　硝化　触媒分子　タンパク質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
好気性アンモニア酸化反応は地球上の窒素循環を担う大動脈であり、本反応のメカニズムを分子レベルで理解す
ることは学術的にきわめて重要である。本研究では培養が困難であり、限られた知見しか得られていない好気性
アンモニア酸化古細菌Nitrososphaera viennensisについて、触媒酵素を分離し、酵素レベルで反応を理解する
ことを目指した。本研究では本細菌を高密度で大量培養する新規な培養技術の開発、タンパク質分離条件の検
討、大腸菌を宿主としたタンパク質発現条件の検討を行っており、これらの成果は今後の生化学研究へのマイル
ストーンとなる成果といえる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
好気性アンモニア酸化反応(NH3 ® NH2OH ® NO2-)は
年間 100〜2000 メガトンのアンモニアを酸化してお
り、地球上の窒素循環において、大動脈と言える反応で
ある(図 1a)。好気性アンモニア酸化反応には細菌(バク
テリア)および古細菌（アーキア）が関与し、それぞれ
をアンモニア酸化細菌(AOB)およびアンモニア酸化古
細菌(AOA)と呼ぶ(図 1b)。微生物史上において、AOA
は 2006年に発見された比較的新規な微生物であるが、
陸・水圏に広く分布し、アンモニア酸化反応に AOBよ
りも強く関与することから窒素循環におけるキープレ
イヤーと見なされている。 
では、AOAはどのようにアンモニアを亜硝酸へ酸化
し、エネルギーを生産しているのだろうか？この根源
的な問いに対して、我々研究者の答えは未だ推測の域
にある。AOA の遺伝子情報から AOA のアンモニア酸
化反応モデルが推測されているが、特に以下の 2 つの
反応について大きな謎が残されている。 

1) 中間代謝物として生ずる NH2OH(ヒドロキシル
アミン )を酸化する既知の触媒分子 (hydroxylamine 
oxidoreductase、Hao)を AOAは保持していない。触媒
分子(酵素および金属イオンを含む補酵素)の正体は何
か？どのようにヒドロキシルアミンを酸化するのか？  

2) アンモニア酸化反応には電子を受け渡しする電子
キャリアが必要であるが、既知の鉄型触媒分子 (シトク
ロム)を AOAは持たない。AOAが持つ電子キャリアの
正体は何か？ 
これらの問いに対する回答を我々が得るためには、
触媒分子を AOAから取り出し、機能を解析する必要が
ある。しかし、AOAは独立栄養性(細胞濃度; 107 cells/ml)かつ難培養性(倍加時間; >2日)であり、
十分量の菌体量を確保することが困難であることから、AOAの生化学に関する理解が進んでこ
なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は AOAについて生化学的知見を得ることを目的とし、AOAの触媒酵素(タンパク質)を分
離・精製し、酵素学的特性を明らかにすることを目指した。この目的を達成するため、研究期間
では以下の研究項目について逐次的に取り組んだ。 
・膜分離型リアクターを用いた AOAの高密度大量培養技術の開発 
・培養 AOA菌体からのタンパク質の分離・精製 
・大腸菌を宿主とした AOA遺伝子の異種発現系の構築 
本研究では AOAのモデル微生物として、Nitrososphaera viennensis (JCM19564)を用いた。 
 
３．研究の方法 
3-1 膜分離型リアクターを用いたNs. viennensisの培養 
3L容ジャーファーメンター(ABLE製)に中空糸膜モジュールを
設置した膜分離型リアクター(図 2)を運転した。膜分離型リア
クター内では、膜分離によって菌体の流出を完全に抑制しつ
つ、培地を連続的に供給・排出しながら連続培養を行うことが
できる。バッチフラスコ培養したNs. viennensisを植菌し、
JCM1004培地を供給しながら好気的に 42ºCで培養を行った。
培養液について、アンモニア、亜硝酸濃度を比色分析法で定量
し、OD600として菌体濃度を測定した。 
3-2 培養 AOA菌体からのタンパク質の分離・精製 
膜分離型リアクターで培養した菌体を集菌、フレンチプレス
で破砕し、超遠心分離によって可溶性タンパク質画分を得た。
可溶性タンパク質画分を液体クロマトグラフィー(AKTA 
explorer 10S, GE ヘルスケア)へ供し、陰・陽イオン交換、疎
水性相互作用、ゲル濾過クロマトグラフィーで逐次的に精製
を行った。精製タンパク質画分について SDS-PAGEを行い、分
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図2. 膜分離型培養装置
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b) 好気性アンモニア酸化を行う微生物

a) 窒素循環と好気性アンモニア酸化

バクテリア (AOB)

古細菌 (AOA)

NH3 NO2-

反応基質、生成物はAOB、AOAで共通して
いるが、反応メカニズムは大きく異なる。
図 1. 本研究の背景と中心命題
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離タンパク質についてトリプシン消化後、質量分析法で同定を行った。 
3-3 大腸菌を宿主とした AOA遺伝子の異種発現系の構築 
AOA 可溶性タンパク質画分から精製したタンパク質について大腸菌を宿主とするタンパク質発
現系を構築した。タンパク質発現ベクター(pET、pColdシリーズ)へ Ns. viennensis ゲノムから
増幅した遺伝子断片を in-fusionクローニングし、大腸菌(BL 株、C 株、origami 株)へ導入した。
また、必要に応じて、シャペロンプラスミドなどの補助プラスミドを導入した。構築した発現株
を適切な培養条件で培養、発現誘導し、得られた菌体からタンパク質を抽出した。 
 
４．研究成果 
4-1 膜分離型リアクターを用いたNs. viennensisの培養 
Ns. viennensisを 3L 容膜分離型リアクターで半年間以上連続培養した。菌体密度で比較すると
フラスコ内でバッチ培養した際と比べて、膜分離型リアクターでは Ns. viennensisの菌体密度
を約 10倍高い条件で維持・培養することができた。また、タンパク質精製用の菌体として、リ
アクターから 350 mL/日の培養液を引き抜きながら安定して培養することができた。以上より、
Ns. viennensisのタンパク質精製に必要な菌体を確保する体制を確立することができ、膜分離
型リアクターでは世界で初めて Ns. viennensisの培養に成功した。 

4-2 培養 AOA菌体からのタンパク質の分離・精製 
膜分離型リアクターで培養した Ns. viennensis菌体(6 g-wet)をフレンチプレス、超遠心分離
へ供し、17 mgの可溶性タンパク質画分を得た。液体クロマトグラフィーで精製を行ったところ、
各種タンパク質を分離画分として得ることができ、それらの中でも AOA における主要な電子キ
ャリアタンパク質と考えられるタンパク質を高純度で分離することに成功した。本精製タンパ
ク質について、N 末アミノ酸シーケンスおよび MALDI-TOF/MSを行い、1)AOA 由来のタンパク質で
あること、2)本タンパク質が異なる AOA 種間で保存され、細胞内で高発現されていることを文献
から確認した。本タンパク質(以下、AOA-Ele)は著者の知る限り AOA の天然タンパク質から分
離・精製された世界初のタンパク質である。一方、液体クロマトグラフィーによって AOA-Eleを
分離することに成功したものの、得られたタンパク質量は極めて少量であり(100 µg 程度)、酵
素学的特性、各種分析測定が困難だった。そこで、大腸菌を宿主とした AOA-Ele発現系の構築を
目指した。 

4-3 大腸菌を宿主とした AOA遺伝子の異種発現系の構築 
上述のタンパク質の分離・精製によって得られた AOA-Eleについて、大腸菌を宿主としたタンパ
ク質発現系を構築した。各種発現ベクター(pET29, pColdI, pCold-TF)、大腸菌株(B21、Origami
株)、共発現プラスミド(シャペロンプラスミド、pRKISU)、発現条件(鉄硫黄含有培地)を検討し
たものの、AOA-Eleを可溶性タンパク質として発現させることはかなわなかった。これは、AOA-
Eleが分子内に非常に豊富なシステイン残基を有しており、大腸菌ではジスルフィド結合を含む
フォールディングが困難であったことが原因として考えられた。本課題を解決するため Origami
株を用いた発現も検討したが、改善は認められなかった。また、AOA-Ele は鉄-硫黄クラスター
(Fe-S)を含むタンパク質であり、大腸菌の Fe-Sクラスター挿入に関わる遺伝子群を共発現させ
ることで AOA-Ele への Fe-S の挿入を試みたが、発現した AOA-Ele には Fe-S の挿入は認められ
なかった。AOA-Eleを機能性タンパク質として発現させるためには古細菌由来のシャペロンタン
パク質、Fe-S 挿入マシナリーを共発現させることが必要であると考えられた。また、ホストと
して大腸菌を用いることの限界が明らかであり、古細菌を発現ホストとした発現系の開発が必
要であると考えられた。 
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