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研究成果の概要（和文）：　酢酸菌が行う酢酸発酵は，微生物によるエタノールから酢酸への物質変換である。本研究
では，酢酸菌Acetobacter pasteurianusにおいてアルデヒドの酸化を担うアルデヒド脱水素酵素ALDHの遺伝学的・生化
学的解析を行った。本菌には，酢酸発酵に主体的に関わるカノニカルALDHと酢酸発酵にあまり貢献できないパラログAL
DHの二つの酵素を持つことが明らかとなった。至適pHやアセトアルデヒドに対する親和性という観点でも二つの酵素は
特徴を持っていた。パラログALDHは複合体として精製することができたが，カノニカルALDHは不安定であると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）： Acetic acid fermentation by acetic acid bacteria is a typical microbial transform
ation from ethanol to acetic acid. The present study conducted genetic and biochemical analyses on aldehyd
e dehydrogenase (ALDH) catalyzing oxidation of acetaldehyde into acetic acid in Acetobacter pasteurianus, 
a member of acetic acid bacteria. It was shown that A. pasteurianus has two kinds of ALDH complexes: canon
ical one is essential for acetic acid fermentation, but paralogous one less contributes to that. Two ALDH 
complexes were different from each other as to pH optima and affinities to acetaldehyde. The paralogous AL
DH was purified as complex consists of three subunits, but canonical ALDH seemed to be unstable and prone 
to be decomposed into subunit level.
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１．研究開始当初の背景 
	 酢酸菌が行う酢酸発酵は，古くから人類に
親しまれてきた発酵（微生物による物質変
換）である。アルコール発酵がいわゆる嫌気
発酵で進行するのに対して酢酸発酵は好気
発酵（酸化発酵）で進行する特徴がある。酢
酸菌の細胞質膜の外側に存在するアルコー
ル脱水素酵素（ADH）がエタノールからアセ
トアルデヒドへの酸化を行い，やはり細胞質
膜の外側に存在するアルデヒド脱水素酵素
（ALDH）がアセトアルデヒドから酢酸への
酸化を担う。この結果，エタノールは速やか
に酢酸に酸化される。両酵素は基質の酸化反
応に共役して膜中に存在するユビキノンを
還元する。還元型のユビキノン（ユビキノー
ル）は，ユビキノール酸化酵素によって再酸
化されるが，その際ユビキノール酸化酵素は
酸素を水に還元する。このように，エタノー
ルが酸素に依存して酢酸にまで酸化される
酸化発酵が酵素のレベルできちんと記述で
きるに至った。 
	 ALDHの精製に関しては，人工電子受容体
を用いた酵素活性測定法に基づいて，1980年
に酢酸菌 Gluconobacter oxydansから最初の報
告がなされ，以降，Acetobacter属酢酸菌を含
むいくつかの菌種から ALDH が精製された。
1997 年 に は ， 酢 酸 菌 Gluconacetobacter 
europaeusから ALDHの構造遺伝子（aldFGH）
がクローニングされ，その全貌が明らかにな
った。その後， 2005 年に報告された
Gluconobacter oxydansの全ゲノムや，私たち
の 研 究 室 等 が 報 告 し た Acetobacter 
pasteurianusのゲノム，その他の酢酸菌ゲノム
にも本遺伝子は保存されていたため，aldFGH
遺伝子の重要性が確認された。 
	 しかしながら意外なことに，aldFGH 遺伝
子産物である ALDHが，実際に酢酸発酵に関
わっていることを示した報告は無いに等し
い。また，精製した ALDHのユビキノン還元
活性についても報告はない。つまり，人工電
子受容体の還元活性を指標に精製された
ALDHが，実際に本菌の呼吸鎖で機能してい
るのか，生化学的にも遺伝学的にも示されて
いない。本研究では，酢酸菌の行う酢酸発酵
への ALDH の関与に疑問を投げかけるもの
である。世界中で古くから人類になじみのあ
る酢酸発酵のメカニズムを明らかするため
に，今ここでアセトアルデヒドの酸化に関し
てきちんとした研究を行うべきであると考
えた。 
 
２．研究の目的 
	 アセトアルデヒドの酸化反応に関しては，
ADH が触媒する反応からのアナロジーから
想像されているにすぎない部分が多く，十分
な科学的裏付けがないと言わざるをえない。
エタノールの酸化反応が完全精製分子群に
よって生化学的に再構成が行われ，また遺伝
学的にも ADH が酢酸発酵に不可欠な因子で
あることが複数の研究室から報告されてい

る。一方で，ALDHについては生化学的にも
遺伝学的にも裏付けがないに等しい。 
	 私たちが行った，酢酸菌 A. pasteurianus 
SKU1108 株のドラフトゲノムには，既報の
ALDH遺伝子である aldFGHと相同性の高い，
aldFGH に加えて，相同性が低いもののホモ
ログとして考えられるもう一つの ALDH 遺
伝子が存在することを確認している。ここで
は両者を区別するために，後者を aldSLC 遺
伝子と呼ぶ。 
	 ALDHは，モリブドプテリンを補欠分子族
とする脱水素酵素サブユニット，三つのヘム
Ｃを持ちユビキノン還元を司るチトクロム
サブユニット，鉄・硫黄クラスターを持つサ
ブユニットから構成される。各サブユニット
間の推定アミノ酸配列の同一性を調べると，
AldH：AldL（脱水素サブユニット）間で 30%，
AldF：AldC（チトクロムサブユニット）間で
34%，AldG：AldS（鉄・硫黄サブユニット）
間で 51%であった。 
	 本研究は，酢酸発酵におけるアセトアルデ
ヒド酸化を分子レベルで説明できるように
することを目的とする。遺伝学的には，アセ
トアルデヒド酸化能を失った変異体を作出
すること，ならびにその責任遺伝子を同定す
ること。生化学的には，アセトアルデヒド酸
化を担う酵素の精製と再構成，つまり，アセ
トアルデヒドと酸素から酢酸を形成する試
験管内再構成反応系の構築。この二点である。
同時に，ALDHのタンパク質化学的，ならび
に酵素化学的な解析も行う。 
 
３．研究の方法 
	 本研究課題では，遺伝学的なアプローチと
生化学的なアプローチで， Acetobacter 
pasteurianus SKU1108株の ALDHの解析を行
った。 
 
（1）	 遺伝学的解析 
	 遺伝子破壊株 4 株（∆aldH，∆adhAB， 
∆adhAB  ∆aldSLC，∆adhAB ∆aldFGH）を，
薬剤耐性マーカー遺伝子を残さない方法で
作製した。これら破壊遺伝子を発現させるプ
ラスミド４種（aldH，adhAB，aldSLC，aldFGH）
を作製した。遺伝子破壊株と遺伝子相補株を
用いた生育実験，酢酸発酵実験を行った。ま
た，AldFGH のみを過剰発現する菌株と
AldSLC のみを過剰発現する菌株を得るため
に，∆adhAB  ∆aldSLC/aldFGH+株と∆adhAB 
∆aldFGH/aldSLC+株をそれぞれ作製した。 
 
（2）	 生化学的解析 
	 それぞれの菌株を培養し，膜画分を調製し
た。膜画分の酵素活性を測定した。特に，生
理学的な電子受容体であるユビキノンの類
縁体を用いた酵素活性を測定した。膜画分の
酵素活性測定を行うことで，AldFGH と
AldSLC の特徴を明らかにした。AldFGH と
AldSLCの精製を試みた。それぞれ，1% デシ
ルマルトシド（DM）で膜画分から可溶化し，



SP-Sepharose，ヒドロキシルアパタイト，
Q-Sepharose，を組み合わせたカラムクロマト
グラフィーを行った。 
 
４．研究成果 
(1)	 遺伝学的解析 
 ①	 カノニカル ALDH（aldFGH）の役割 
	 酢酸菌 A. pasteurianus SKU1108を用い，逆
遺伝学的解析を行った。既報の ALDH遺伝子
である aldFGHと相同性の高い，aldFGHの中
でも最も重要な役割であるサブユニットを
コードする，aldH遺伝子の破壊を行った。同
時に，この遺伝子破壊株のための相補プラス
ミドを作製した。この遺伝子破壊株，相補株，
ならびに野生株を用いて酢酸発酵試験と酵
素活性測定を行った。aldH破壊株（∆aldH株）
はエタノールを含む培地での生育が著しく
抑制され，酢酸発酵をほとんど行うことがで
きなかった（図１）。次に，∆aldH株を，aldH
遺伝子を持つプラスミドで形質転換し相補
株を作製した。この相補株を用いて酢酸発酵
試験を行ったところ，酢酸発酵能が回復した。
これらの実験結果から，aldH遺伝子が酢酸発
酵に必須であることが明らかとなった。 
	 野生株，∆aldH 株，相補株をそれぞれエタ
ノール培地で培養したときの，培地中のアセ
トアルデヒドを定量した。∆aldH 株は，野生
株と比べて顕著にアセトアルデヒドを蓄積
した。相補株では蓄積量は野生株並みに減少
した。以上のことから，∆aldH 株はアセトア
ルデヒドの酸化が弱くなることによってア
セトアルデヒドが蓄積し，その毒性のために
生育が抑制されたと考えられる。 
	 膜画分のアセトアルデヒド酸化活性を測
定したところ，∆aldH 株は野生株の半分程度
の活性を持っていた。本菌野生株が複数の
ALDH（遺伝子）を持っていることが示唆さ
れた。つまり，aldFGH は酢酸発酵に大きく
貢献しており，もう一つの ALDHは活性こそ
あるが，何らかの理由で酢酸発酵への貢献度
が低いことが考えられた。∆aldH 株に残って
いる ALDH活性は，本菌のドラフトゲノム上
に見いだされたもう一つの ALDH 遺伝子
aldSLC に由来すると期待される。aldFGH を
カノニカル ALDH と呼び，aldSLC をパラロ
グ ALDHと呼ぶ。 
 
 ②	 パラログ ALDH（aldSLC）の機能 
	 上述のように，パラログ ALDHは活性を持
つかも知れないが，酢酸発酵における役割は
小さいように思われた。そこで，∆aldH株を，
パラログ ALDH遺伝子（aldSLC）を持つプラ
スミドで形質転換し，∆aldH株での aldSLC過
剰発現を試みた。不十分ながらもアセトアル
デヒド量の減少や酸度（酢酸生成）の上昇が
観察されたが，生育は依然として悪く，野生
株と比較すると酢酸発酵可能であるとは言
い難い結果となった。つまり，パラログALDH
を過剰に作らせても，それだけでは本菌の酢
酸発酵を支えることはできないと結論づけ

た。 

 
図１．∆aldH株は酢酸発酵できない 
	 野生株（黒三角），∆aldH 株（黒丸），相補
株（白丸）を，エタノールを含む培地で培養
した。培養液の OD600（上），酸度（中），アセ
トアルデヒド（下）を測定した。 
 
(2)	 生化学的解析 
 ①	 菌株作製 
	 野生株では両酵素が混在すると考えられ
たため，それぞれの ALDH遺伝子を片方ずつ
破壊し，それぞれ片方の ALDHのみを持つ菌
株を作製した。ここでは同時に，酵素精製を
目指すため，主要な膜タンパク質かつ主要な
チトクロム成分である膜結合型アルコール
脱水素酵素遺伝子（adhAB遺伝子）も破壊し
た。すなわち，∆adhAB ∆aldSLC（AldFGHの
みを発現）ならびに∆adhAB ∆aldFGH（AldSLC



のみを発現）を作製した。さらに，それぞれ
の ALDH 遺伝子を搭載したプラスミドを構
築した。よって，∆adhAB ∆aldSLC/aldFGH++

（AldFGH のみを高発現）ならびに∆adhAB 
∆aldFGH/aldSLC++（AldSLC のみを高発現）
を作製した。各菌株の膜画分のアセトアルデ
ヒド：フェリシアニド酸化還元活性とアセト
アルデヒド：ユビキノン−１酸化還元活性を
測定した（図２）。∆adhAB ∆aldFGH 株が
ALDH 活性を持ち，また aldSLC を搭載した
プラスミドによって ALDH 活性が著しく上
昇したので，今回見いだした新規 ALDH遺伝
子 aldSLC の産物が確かに ALDH 活性を持つ
ことが示された。各菌株の ALDH活性の数値
から，野生株のALDH活性は約 2割のAldFGH
と約 8割の AldSLCから構成されていると考
察した。プラスミドによる過剰発現はそれぞ
れ約 4倍の活性上昇をもたらした。両者とも
フェリシアニド還元活性とユビキノン−１還
元活性は４：１程度の違いがあった。また，
膜画分の SDS-PAGE，ヘム染色から，プラス
ミドによって各チトクロムサブユニットが
高発現していることがわかった。 

 
図２．AldFGHのみを高発現ならびに AldSLC
のみを高発現する菌株の ALDH活性 
	 左から，空ベクターを持つ野生株，空ベク
ターを持つ ∆adhAB ∆aldFGH 株， ∆adhAB 
∆aldFGH/aldSLC++株，空ベクターを持つ
∆adhAB ∆aldSLC/aldFGH 株 ， ∆adhAB 
∆aldSLC/aldFGH++株。それぞれの膜画分を調
製し，フェリシアニド還元活性（濃灰色）と
ユビキノン−１還元活性（薄灰色）を測定した。 
 
 ②	 二つの ALDHの特徴 
	 ∆adhAB ∆aldSLC 株 な ら び に ∆adhAB 
∆aldFGH株の膜画分を用いて，AldFGHなら
びに AldSLC の解析を行った。至適 pH は，
フェリシアニド還元活性とユビキノン−１還
元活性いずれも AldFGH が pH 4.0，AldSLC
が pH 5.0であった。アセトアルデヒドに対す
る KM値は，AldFGHが 0.34 mM，AldSLCが
3.6 mMであった。よって，AldFGHは比較的
酸性側で，基質に高親和性で働く酵素である
のに対し，AldSLC は比較的中性側で，基質
に低親和性で働く酵素であると結論づけた。 
 
 ③	 ALDHの精製 
	 上述した AldFGHのみを高発現する株なら

びに AldSLCのみを高発現する株から ALDH
の精製を試みた。ALDHの精製には，ファリ
シアニドと，より生理学的であると考えられ
るユビキノン−１を人工電子受容体として活
性を追跡した。界面活性剤ドデシルマルトシ
ド（DM）で膜から可溶化し，SP-Sepharose，
ヒドロキシルアパタイト，Q-Sepharoseを組み
合わせたカラムクロマトグラフィーで精製
を試みた。 
	 収率は悪いものの，この方法で AldSLC は
ほぼ純化することができた。最も小さいサブ
ユニットである AldS については N 末端アミ
ノ酸配列を解析し，分子の同定を行った。一
方，AldFGH の方は，概ね純化された様子で
あったが，まだ不十分と言わざるをえない。
しかも，各カラムクロマトグラフィーにおい
て，フェリシアニド還元活性とユビキノン−
１還元活性のピークが一致しなかった。この
結果は，AldFGH 複合体が部分的に解体して
おり，健全な複合体と解体したサブユニット
がクロマトグラフィーカラムから溶出され
たものと理解している。複合体がサブユニッ
トへ解体しないような条件を検討する必要
がある。 
	 以上をまとめると，本研究ではカノニカル
な膜結合型 ALDH が発酵生理学的において
必須因子であることを示した。一方のパラロ
グ ALDHは活性こそ高いが，酢酸発酵への貢
献度は低いことを示した。至適 pH やアセト
アルデヒドに対する親和性という観点でも
二つの酵素は特徴を持っていた。AldSLC は
複合体として精製することができたが，
AldFGH は不安定で解体しているのではない
と考えられた。 
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