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研究成果の概要（和文）：化学品製造のための新規の簡便な生体触媒プロセスを開発した。本プ

ロセスでは、耐熱性酵素が利用できる限りどんな化合物でも生産でき、その酵素も単離精製す

る必要がない。合成にはWhole cellを用いるが、耐熱性をもたない酵素は加熱で失活するので、

副産物の生成が抑制される。また、生細胞を使用しないので、反応には複雑な組成の培養液や

制御系を必要としない。本技術を用いてモデル化合物を高い変換効率で生産できた。 

 
研究成果の概要（英文）：We have developed a simple, new bioproduction platform which is 
potentially applicable to the synthesis of specialty chemicals. The newly developed 
process has many potential advantages: (i) whatever target metabolites can be 
specifically produced; (ii) enzyme purification is not required; (iii) no by-product is 
formed; (iv) bioconversions can be performed using a simple reactor without elaborate 
process control; and (v) reaction can be prevented from microbial contamination.   
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１．研究開始当初の背景 

バイオリファイナリー技術に続く次世代
の技術開発課題は、多様な化成品を自在に製
造できる生体触媒利用技術の開発である。化
成品製造分野にバイオプロダクション技術
を導入するためには、生体触媒利用技術を化

学触媒利用技術並みに飛躍的に簡略化し、バ
イオプロセスを化学プロセス並みにシンプ
ル化することである。これまで、化学触媒利
用技術に較べると、生体触媒利用技術は複雑
で手間とコストが掛かるために、生体触媒利
用技術の化成品製造分野への進出が阻まれ
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ていた。生体触媒利用技術を化学触媒利用技
術並みに簡素化するためには多くの課題を
克服する必要があるが、国内・国外いずれに
おいても、生体触媒利用技術を化学触媒利用
技術並みに簡略化することに焦点を当てた
戦略的研究は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 

多様な化成品を自在に製造できる生体触
媒利用技術の開発は、バイオリファイナリー
技術に続く次世代バイオプロダクション技
術として、大きな期待を集めつつある。化成
品製造のためのバイオプロダクション技術
を開発するためには、生体触媒利用技術を化
学触媒利用技術並みに徹底的に簡素化する
必要がある。本研究の目的は、①生体触媒を
精製する必要がなく、②副産物を生成せず、
③多様な化学原料を変換でき、④雑菌汚染の
心配もなく、⑤複雑な培養制御もいらない、
夢のバイオプロダクション新技術を開発す
ることである。 

 
３．研究の方法 

超好熱菌より耐熱性酵素遺伝子をクロー
ニングする（工程①）。耐熱性酵素遺伝子を
大腸菌や親油性放線菌などの中温菌で高発
現させる（工程②）。形質転換株を 30-37℃で
大量培養する（工程③）。培養した菌体を
70-100℃の高温で処理する（工程④）。加熱
処理により、耐熱性酵素以外の酵素が総て失
活し、変成した蛋白質や核酸により耐熱性酵
素が細胞内に固定されるとともに、細胞表層
に無数の小孔が形成されて物質の透過性が
高まる。耐熱性酵素のみが機能し細胞の物質
透過性が高まった死滅細胞を固定化耐熱生
体触媒として回収し、合成反応に用いる(工
程⑥）。 

 
４．研究成果 

フラクトースからフラクトース 1,6-ビス
リン酸 の合成を行うため、好熱菌の Thermus 
thermophilus よりフラクトキナーゼ、ホスホ
フラクトキナーゼおよびポリリン酸キナー
ゼをコードする遺伝子を取得し、大腸菌の 
Rosetta2 (DE3) pLysS 株で発現させた。3つ
の遺伝子を同時に発現させた形質転換体を
用いて、温度 70℃で反応を試みたところ、10
ｍM のフラクトースからほぼ 100％の収率で
フラクトース 1,6-ビスリン酸が生産された。
この結果は、酵素を精製しなくとも、代謝さ
れやすいフラクトースを副産物の生成なし
に、目的物質であるフラクトース 1,6-ビスリ
ン酸に高い収率で変換できることを示して
いる。また、T. thermophilus 由来の耐熱性
ポリリン酸キナーゼが ATPの再生系として機
能するとともに、ATP によるフラクトキナー
ゼの高濃度阻害の防止にも効果的であるこ

とを示していた。 
次に、フラクトースからの 2-デオキシリボ

ース 5-リン酸(DR5P)の合成を試みた。DR5P
は DNA 合成の中間体であるが、ここでは生体
内でマイナーな合成経路であるデオキシリ
ボアルドラーゼ反応を経由するショートカ
ット経路に着目した。フラクトースを原料物
質とし 6種類の耐熱性酵素からなる人工代謝
経路を大腸菌の Rosetta2 (DE3) pLysS 株に
構築したところ、10 mM のフラクトースから
副産物の生成なしに約 5.5mM の DR5P を生産
できた。この結果は、本技術が代謝経路をシ
ョートカットしたり、生細胞ではマイナーな
代謝経路でもものつくりに活用することが
可能であることを示していた。 
グリセロールからのグリセロール 3-リン

酸の合成も試みた。好熱菌 T. thermophilus
由来の耐熱性グリセロールキナーゼおよび
ポリリン酸キナーゼをコードする遺伝子を
大腸菌 Rosetta2 (DE3) pLysS株で発現させ、
副産物を生成することなく、100mM のグリセ
ロールから約 80mM のグリセロール 3-リン酸
を合成した。面白いことに、外膜結合型のポ
リリン酸キナーゼは、反応中も細胞内に保持
されていたが、細胞質酵素であるグリセロー
ルキナーゼは細胞から漏出することが見出
された。そこで、グリセロールキナーゼと細
胞膜結合タンパク質の融合タンパク質を作
成することにより、酵素の細胞からの漏出が
低減できることを見出した。 
疎水性細菌 Rhodococcus opacus B-4 株の

細胞は、水を殆ど含まない有機溶媒耐中に非
常によく分散するという面白い性質をもつ。
そこで、疎水性細菌 R,opacus B-4 株を中温
菌宿主に選び、難水溶性の 2,2,2-トリフルオ
ロアセトフェノンから(R)-・-(トリフルオ
ロメチル)ベンジルアルコールの合成を試み
た。好熱菌 T. thermophilus 由来の 2種類の
アルコール脱水素酵素遺伝子を疎水性細菌
R,opacus B-4 株で発現させ、この還元反応を
触媒させるとともに、シクロヘキサノールを
基質として補酵素 NADH を再生させた。70℃
で加熱処理した R,opacus B-4 株の形質転換
株は、水を殆ど含まない反応系において、ほ
ぼ 100％の変換収率で(R)-・-(トリフルオロ
メチル)ベンジルアルコールを生産した。 
一般に、グルコースからエタノールを生産

する場合、Embden-Meyerhof(EM)経路を経れ
ばグルコース 1分子あたり 2分子の ATP が生
産される。一部のアーキアには ADP 依存型キ
ナーゼなどのユニークな補酵素要求性を有
した酵素からなる変形 EM 経路の存在が知ら
れている。原核・真核生物型の EM 経路にお
いて、グリセロアルデヒド-3-リン酸(GAP)か
ら 3-ホスホグリセリン酸(3-PG)への変換は、
GAP デヒドロゲナーゼ（GAPDH）によるリン酸
依存型の脱水素反応とホスホグリセリン酸



キナーゼ(PGK)による脱リン酸化反応の 2 段
階から成り立っており、この一連の反応で
GAP 1分子あたり1分子のATPが産生される。
一方、変形 EM 経路中ではリン酸非依存的に
GAP を脱水素する GAP フェレドキシン酸化還
元酵素や non-phosphorylating GAPDH(GAPN)
により、GAP は 1 段階の反応で直接 3-PG へと
変換される。GAPN が触媒する反応では ATP 生
産は伴わないため、原核・真核生物型 EM 経
路中の GAPDH および PGK をアーキア由来の
GAPNに置換することでATP収支の合致したキ
メラ型 EM経路を構築することが可能となる。 
Thermococcus kodakarensis 由来の GAPN な

らびに Thermus thermophilus 由来の原核生
物型 EM 経路酵素群を組み合わせたキメラ型
EM 経路を構築し、これを用いたグルコースか
らの乳酸生産に取り組んだ。なお、本経路の
最終ステップとなるピルビン酸から乳酸へ
の NADH 依存的還元反応は通常、乳酸デヒド
ロゲナーゼ(LDH)によって触媒されるが、
Thermus thermophilus 由来 LDH は、比較的低
濃度(0.5 mM 以上)の NAD+存在下で阻害を受
け、同経路内ではほとんど機能しない。そこ
で、同細菌より LDH と同様の反応を触媒可能
な別の酵素を探索し、リンゴ酸/乳酸デヒド
ロゲナーゼ(MLDH)を選抜した。生きた細胞を
用いない本手法では、転写・翻訳レベルでの
調節作用に束縛されない物質生産が可能で
あることは言うまでもないが、このように異
なる代謝経路に由来する酵素を組合わせる
ことによりタンパク質レベルで作用するア
ロステリック調節をも回避できる点には着
目すべきと思われる。構築されたキメラ型 EM
経路を用い、6 mM のグルコースから理論収率
どおりの 12 mM の乳酸を生産させることに成
功した。 

また、代謝反応の中枢を担う pyruvate か
ら acetyl-CoA への反応である pyruvate 
decarboxylation 経路を取り上げ、 本技術に
よる人工的な再構築とその応用可能性を実
証した。具体的にはまず、 pyruvate から
acetyl-CoA へ の 反 応 で あ る pyruvate 
decarboxylation 経路を利用する acetyl-CoA
再生系において、合成代謝工学に基づき
ApPDCとTtAlDHの二つの耐熱性酵素モジュー
ル の 組 み 合 わ せ に よ る 人 工 pyruvate 
decarboxylation 経路を再構築した。ApPDC
などの中温性微生物由来の酵素など、 好熱
性微生物由来の酵素ほどの耐熱性がない酵
素であっても、60℃における熱処理により耐
熱性酵素モジュールを作製できたことから、 
60℃程度の温度においてある一定の耐熱性
を保有しており、 かつ大腸菌などの中温性
微生物内で酵素の発現が可能であれば中温
性微生物由来の酵素であっても合成代謝工
学へ応用できる事が実証された。 

人工 pyruvate decarboxylation 経路は高

価な補酵素である NAD+消費型の酸化反応で
あり、 反応を継続的に実施するためには
NAD+を反応に必要な等量用いることが必要
であるが、 NAD+再生系として TtGluDH を導
入することで NAD+再生系が機能し、 反応に
必要な NAD+を等量用いる必要がないことが
実証された。 N-Acetyl-L-glutamate の生産
において CoA 系化合物の総濃度が 0.4 mM の
反応ではCoA系化合物のTTNが約12、 0.04 mM
の反応では TTN が約 73 であり、今回構築さ
れた人工 pyruvate decarboxylation 経路は
新たな acetyl-CoA 再生系として利用可能で
あることが示唆された。 
最終生産物濃度という点からは、まだ十分

に満足できる値には到達していないものの、
本手法の魅力のひとつは反応条件に制約が
少ない点にあり、酵素濃度を高めることで生
産速度ならびに生産物濃度を向上させるこ
とは十分に可能であると考えられる。あるい
は、固定化処理などにより一連の代謝酵素を
空間的に近接させることも、今後の化学品生
産の向上を目指すうえでの魅力的な技術的
課題となると思われる。 
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