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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、好熱菌（55℃以上の高温環境下でも生育可能な微生物）などが生産する耐熱
性酵素を試験管内で自在に組み合わせ、有用物質生産に利用可能な人工代謝経路を構築する技術の確立を目指し実施さ
れたものである。特に本課題では、解糖系の最終産物であるピルビン酸から、多くの代謝経路のハブとなる重要な中間
体であるアセチルCoAへの酸化的脱炭酸反応に着目し、本反応を試験管内で再現するとともに、これを用いた有用物質
の生産に取り組んだ。この結果、4種類の耐熱性酵素を用い、ピルビン酸とα-ケトグルタル酸を原料に55% (mol/mol)
の高い収率でN-アセチルグルタミン酸を生産することに成功した。

研究成果の概要（英文）：An artificial pyruvate decarboxylation pathway, through which pyruvate can be conv
erted to acetyl-CoA, was constructed by using a coupled enzyme system consisting of thermo-tolerant pyruva
te decarboxylase and CoA-acylating aldehyde dehydrogenase. To demonstrate the applicability of the artific
ial pathway for chemical production, a cofactor-balanced and CoA-recycling synthetic pathway for N-acetylg
lutamate production was designed by coupling the acetyl-CoA-forming pathway with the glutamate dehydrogena
se and N-acetylglutamate synthetase. N-Acetylglutamate could be produced from an equimolar mixture of pyru
vate and alpha-ketoglutarate with a molar yield of 55% through the synthetic pathway consisting of the fou
r thermo-tolerant enzymes. The overall recycling number of CoA was calculated to be 27.
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１．研究開始当初の背景 
化学品生産における微生物（由来酵素）の利
用は、位置・立体異性体の選択的生産が可能
なこと、各種生体分子の複雑な混合物である
バイオマスを原料として利用できることな
ど、有機合成的手法とは異なるアドバンテー
ジを有する。遺伝子工学技術を利用し、目的
物質の生産に必要（不要）な酵素遺伝子を増
強（削除）することで、微生物の代謝経路を
任意に改変する「代謝工学」は、微生物機能
を利用した化学品生産プロセスの応用範囲
を高めうる技術として近年大きな注目を集
めている。一方、代謝工学的手法により微生
物に外来の代謝経路を導入した結果、当該微
生物が元来有する天然経路との間に代謝中
間体や補酵素をめぐる競合が生じ、期待どお
りの生産収率が得られないという事例も少
なくない。これに対し、目的とする代謝経路
を構成する酵素群のみを抽出し、これらを in 
vitroで再構成すれば、理論上、上記の問題を
クリアした効率的な物質変換システムを樹
立することができると考えられる。しかしな
がら、生体内には、数千種にもおよぶ酵素が
共存しており、これらのうち所望のものだけ
を抽出し利用することは、経済的観点からも
困難である。研究代表者らは、この問題を解
決する方策として、70～90°C程度の高温で生
育可能な好熱性微生物に着目した新たな物
質生産システムの開発に取り組んできた。本
法では、まず遺伝子組換え技術を用いて、好
熱性微生物が有する耐熱性の代謝酵素を常
温（25～40°C程度）でしか生育できない中温
性の宿主微生物（大腸菌など）の中で生産さ
せる。これらの組換え微生物を 70～90°C 程
度で加熱することで、宿主由来の代謝酵素群
は熱で不活化され、好熱性微生物に由来する
耐熱性酵素のみが活性を保った状態が得ら
れる。こうして作成した「熱処理組換え微生
物」をモジュールとして組み合わせれば、有
用化学品生産に特化した人工代謝経路を簡
便に構築することが可能となると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
研究代表者のグループでは、先行研究にて本
法を用いた ATP 非生産型キメラ解糖経路の
構築に成功していた。本キメラ経路に、さら
に複数段階の酵素反応をカップリングさせ
ることにより、さまざまな有用化学品の合成
が可能になると考えられる。 
アセチル CoAは、生体内において多くの代謝
産物の前駆体となる重要な中間体である。本
研究では、上述のキメラ解糖経路の最終産物
であるピルビン酸からアセチル CoA への変
換が可能な人工代謝経路の構築とその利用
を主たる目的とした。 
なお、これら人工代謝経路構築に関わる一連
の研究は、全て大腸菌を宿主として用いて実
施された。一方、研究代表者らが開発した in 
vitroでの代謝経路合成技術では、高温で生理

活性を失うものであれば、遺伝子発現の宿主
は、大腸菌に限定されない。従って大腸菌に
は見られない特性を持った微生物を宿主と
して利用することにより、その特性を活かし
たユニークな物質生産システムを構築でき
る可能性も考えられる。この点を検証するた
め、最終年度にはスピンアウト課題として研
究代表者らが従前より研究対象としてきた
疎水性細菌 Rhodococcus opacusを宿主とした
有機溶媒中での物質生産システムの構築に
も取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
大腸菌内での耐熱性酵素遺伝子の発現には、
宿主として Rosetta2 (DE3)、遺伝子発現ベク
ターとして pET ベクターを利用した。
Rhodococcus opacusは、先行研究において研
究代表者らのグループにより取得された微
生物であり、NBRC (Biological Resource Center, 
NITE)に寄託済みである。本菌を宿主とした
遺伝子発現には中島、田村のグループにより
開発されたプラスミドベクター (Nakashima 
N and Tamura T 2004 Appl Environ Microbiol 70, 
5557-5568) を利用した。 
好熱菌 Thermus thermophilus 由来遺伝子は、
本菌の一遺伝子発現プラスミドライブラリ
ーより取得した。その他の微生物由来の酵素
遺伝子は、当該微生物のゲノム DNA より適
当なプライマーによる PCRにて取得し、上述
の発現プラスミドへ連結して用いた。 
 
４．研究成果 
ピルビン酸からアセチル CoAへの変換は、多
くの生物においてピルビン酸デヒドロゲナ
ーゼ複合体（PDH）と呼ばれる酵素タンパク
質複合体によって触媒される。しかし、PDH
はそれぞれ 10～20 個ものサブユニットから
なる 3つの酵素で構成される巨大な酵素複合
体であり、その複雑な高次構造ゆえに異種宿
主内での機能的発現は困難とされる。そこで
研究代表者らは、耐熱性 PDH の異種発現を
試みるのではなく、ピルビン酸デカルボキシ
ラーゼ (PDC) によるピルビン酸からアセト
アルデヒドへの脱炭酸反応と CoA 付加型ア
ルデヒドデヒドロゲナーゼ  (CoA-acylating 
ADDH) によるアセトアルデヒドからアセチ
ルCoAへの酸化反応を組み合わせた2ステッ
プの酵素反応により PDH が触媒するものと
同等の変換反応を行わせた。CoA-acylating 
ADDHとしては好熱菌 T. thermophilus由来の
ものが目的の変換活性を有することを見出
し、これを利用した。一方、PDCに関しては、
各種好熱菌ゲノム情報に基づいた探索を行
ったが、目的に適った酵素遺伝子は見いださ
れなかった。そこで、関連文献を精査した結
果、中温菌である Acetobacter属細菌（最適生
育温度 30°C）が産生する PDCが、60°Cでの
半減期が 2時間強という中温菌由来酵素とし
ては例外的に高い耐熱性を示すものである
ことを見出し、これを利用した。両酵素遺伝



子を大腸菌内で発現させ、これを熱処理
（70°C、30分間）に供したのち、ピルビン酸
とインキュベートすることでアセチル CoA
が生産されることを確認した。さらにこれら
の反応に T. thermophilus由来グルタミン酸デ
ヒドロゲナーゼ (GDH)、Thermotoga maritima
由来 N-アセチルグルタミン酸 (NAG) シン
ターゼ (NAGS) の 2 種類の酵素反応をカッ
プリングさせることでピルビン酸および-
ケトグルタル酸からの NAG 生産のための人
工経路を構築した（図 1）。この結果、10 mM
のピルビン酸および-ケトグルタル酸から
5.5 mMの NAGの生産が認められ、構築した
経路が期待どおりに機能することが確認さ
れた。 
以上とは別に、R. opacusを宿主とした有機
溶媒中での物質生産システムの構築にも取
り組んだ。R. opacusは、湿潤状態でも有機溶
媒に分散可能なユニークな特性を有する疎
水性細菌として特徴づけられる（図 2）。この
特性を活かし、ここでは脂溶性の難水溶性化
学品生産に有用な耐熱性酵素遺伝子を R. 
opacusを発現させ、得られた組換え菌体を基
質を含む有機溶媒中に直接投入することで
変換反応を実施した。モデル反応として用い
たのは Geobacillus sp. 30由来エンレダクター
ゼが触媒するケトイソフォロンの立体選択
的飽和化による(6R)-レボジオンの生産であ
る（図 3）。また、本反応は還元反応の補酵素
としてNADHもしくはNADPHを必要とする
ため、生じた NAD(P)+を再還元する補酵素再

生反応との共役が必要である。そこで、研究
代表者らは脂溶性・低揮発性・安価という 3
つの条件を満たしうる基質としてシクロヘ
キサノールを選択し、NAD(P)+の還元を伴い
つつ本基質の酸化反応を触媒出来る耐熱性
酵素を探索した。この結果、T. thermophilus
より目的の触媒活性を持った酵素 (TtADH) 
を見出し、上述の ene reductase とともに R. 
opacus内でこれを共発現させた。得られた組
換え菌体を1 Mのケトイソフォロンを溶解さ
せたシクロヘキサノール中に直接投入し、
50oCにて反応を実施した結果、60 mol%を超
える収率で目的産物である(6R)-レボジオン
を得ることができた。 
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図 1 ピルビン酸および-ケトグルタル酸か
らの NAG生産のための人工経路 
 

図 2 有機溶媒（シクロヘキサノール）中に
おける R. opacus（左）と大腸菌（右）湿潤
菌体の分散性の比較 

図 3 耐熱性エンレダクターゼおよびアルコ
ールデヒドロゲナーゼを共発現させた R. 
opacus によるケトイソフォロンから(6R)-レ
ボジオンへの変換反応の模式図 
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