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研究成果の概要（和文）：ニコチンアミド補酵素はあらゆる生物で普遍的に用いられる酸化還元補酵素である。
一方、ニコチンアミド補酵素は熱安定性に乏しく、高温で容易に分解を受ける。本研究では、好熱性細菌
Thermus thermophilusを主たる対象に、高温環境下でのニコチンアミド補酵素の恒常性維持に重要な役割を果た
すと考えられるサルベージ合成酵素群の特性解析を行った。この結果、ニコチンアミド補酵素のサルベージ合成
能が同菌の高温での生育に極めて重要な役割を果たすことを明らかにした。またニコチンアミド補酵素サルベー
ジ合成経路をin vitroで再構成し、これにより高温域でのニコチンアミド補酵素の見かけ上の安定化を達成し
た。

研究成果の概要（英文）：Nicotinamide cofactors are involved in a wide variety of enzymatic redox 
reactions and ubiquitously present in all organisms. Although thermophiles also use these cofactors,
 nicotinamide cofactors are readily degraded at high temperatures where thermophiles preferably 
grow. To address this discrepancy, we have characterized enzymes composing the salvage synthesis of 
NAD+ in a thermophilic bacterium, Thermus thermophilus, and evaluated their importance in the 
bacterial growth at high temperatures. As a result, we newly identified the gene encoding 
nicotinamidase, which is engaged in the first step of the salvage synthesis of NAD+, of T. 
thermophilus. Disruption of this gene resulted in a marked decrease in the bacterial growth at 80°
C. In addition, we reconstituted the NAD+ salvage pathway in vitro using thermophilic enzymes. In 
the presence of reconstituted pathway, NAD+ concentration could be kept almost constant at 60°C for
 15 h.

研究分野： 酵素工学
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１． 研究開始当初の背景 
 

NAD+/NADH およびそのリン酸化誘導体で
ある NADP+/NADPH（ニコチンアミド補酵素
と総称する）はあらゆる生物で普遍的に用い
られる酸化還元補酵素である。70℃を超える
高温域で生育する高度好熱菌や超好熱菌も
その例外ではないが、ニコチンアミド補酵素
はこれらの微生物の生育温度下では容易に
分解を受ける熱安定性の低い物質である。 
研究代表者は従前より、各種好熱菌に由来

する酵素を細胞外で組み合わせ、任意にデザ
インされた人工代謝経路を in vitro で構築す
る独自技術、in vitro 代謝工学の開発を進める
とともに同技術を用いた有用化学品生産に
取り組んできた。しかし、触媒素子として好
熱性酵素を用いる動作原理上、本法では、50
～70℃程度の高温域で変換反応を実施する
必要があり、同温度域におけるニコチンアミ
ド補酵素の不安定性のため、十分な濃度の生
産物を得るには至っていなかった。 
本課題では、「好熱菌は高温域においてニ

コチンアミド補酵素を安定化するための何
らかの分子メカニズム有する」との仮説を立
て、同メカニズムの解明とこれ利用した in 
vitro でのニコチンアミド補酵素の安定化を
試みた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではまず、「好熱菌は高温域でのニ

コチンアミド補酵素の恒常性を維持するた
め、その熱分解産物よりニコチンアミド補酵
素を速やかに再合成するための優れたサル
ベージ合成経路を備えている」との仮説を立
て、本仮説に基づき当該経路の全容を解明す
ることを本研究の第 1 の目的とした。 
またニコチンアミド補酵素サルベージ合

成能が高温域における好熱菌の生育に及ぼ
す影響を検証するため、当該経路を構成する
酵素遺伝子の一部をノックアウトし、好熱菌
の表現型に及ぼす影響を検証した。 
さらに一連の取り組みで見出された好熱

性サルベージ合成酵素群を、研究代表者の有
する独自技術である in vitro 代謝工学のスキ
ームに則って利用することにより、高温条件
下におけるニコチンアミド補酵素の持続的
利用に適用可能な in vitro サルベージ合成経
路の構築に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、NAD+/NADH および NADP+/ 

NADPH のうち、NAD+に焦点を当てた。これ
は一般に知られる生合成経路において NAD+

は他のニコチンアミド補酵素の共通の前駆
体となる物質であるためである。NAD+を熱
分解に供し、その分解産物を HPLC 分析によ
って分離、同定した。同定は、NAD+のビル
ディングブロックとなりえる各種物質の標

準品と保持時間を比較することによって行
った。サルベージ合成酵素群の探索は高度好
熱菌 Thermus thermophilus を主な対象として
行った。同菌は、ゲノム配列が解読されてい
るほか、1 遺伝子発現プラスミドライブラリ
ーが完備されており、酵素遺伝子群の大腸菌
内での発現と解析が容易に行える。同定され
た分解物より NAD+のサルベージ合成を触媒
すると予想される酵素遺伝子を上記ライブ
ラリーもしくは T. thermophilus のゲノムより
取得し解析に供した。 
 
４．研究成果 
 
(1)  NAD+熱分解物の同定 

NAD+を 60℃でインキュベートした後、そ
の分解産物を HPLC 分析に供し、それぞれの
保持時間を予想される分解産物と比較した。
この結果、中性～弱アルカリ性条件下におい
て NAD+は、ニコチンアミドと ADP-リボース
に分解されることが明らかとなった（図 1）。
また同様のアッセイを還元型補酵素である
NADHに対しても実施した。この結果、NADH
の約 70%は NAD+を経て、ニコチンアミドと
ADP-リボースにまで分解されることが確認
された。また、この過程で生じる NAD+には、
通常生体内で酸化還元補酵素として用いら
れる β-NAD+だけでなく、その立体異性体で
ある α-NAD+を含むことが明らかとなった。 

図 1. NAD+の熱分解様式。 
 
(2)  NAD+サルベージ合成酵素群の取得と当
該経路の in vitro 再構成試験 
 上記の結果に基づき、ニコチンアミドと
ADP-リボースより NAD+を再合成可能な酵
素群を T. thermophilus より探索した。本菌の
ゲノムアノテーション情報より、候補となる
遺伝子を取得、これらを大腸菌内で発現させ、
活性を評価した。この結果、ADP-リボースは、
まず ADP-リボースピロフォスファターゼ
（ADPRP）によりリボース-5-リン酸（R5P）
と AMP へと分解され、ここで生じた R5P が
ホスホリボシルキナーゼ（PRK）によりホス
ホリボシルピロリン酸（PRPP）へとリン酸化
されることで、NAD+サルベージ合成に利用
可能な分子への変換が生じることが確認さ
れた。 
 一方、ニコチンアミドのサルベージ酵素と
しては、アノテーション情報をもとに、ニコ
チン酸ホスホリボシルトランスフェラーゼ
（NAPRT）、ニコチン酸モノヌクレオチドア
デニリルトランスフェラーゼ（NaMNAT）、



NAD+シンターゼ（NADS）を同定することが
できた（図 2）。このうち NaMNAT は、NAD+

サルベージ合成の中間体となりうる物質の
うち、ニコチン酸モノヌクレオチド（NaMN）、
ニコチンアミドモノヌクレオチド（NMN）の
両者を基質として利用できた。一方、NAPRT
はニコチン酸を基質とはできるものの、その
アナログ反応であるニコチンアミドのホス
ホリボシル化（図 2 白抜き矢印の反応）を触
媒することはできなかった。結果として、既
知の T. thermophilus ゲノムアノテーション情
報からは、ニコチンアミドのサルベージを担
う初発反応を触媒する酵素を見出すことが
できなかった。 
後述するように、再度ホモロジー解析を実

行することにより、T. thermophilus のゲノム
中より NAD+のサルベージ合成経路の初発反
応を担う酵素（ニコチンアミダーゼ、NADase）
遺伝子を同定することに成功したが、ここで
はNAD+サルベージ合成経路の in vitro再構成
試験を優先すべく、T. thermophilus 以外の好
熱菌からの目的酵素遺伝子の探索を進めた。 
この結果、複数の超好熱性アーキアより

NADase を取得、このうち Thermoplasma 
acidophilus 由来酵素を in vitro 再構成試験に
供した。また T. thermophilus 由来酵素のうち、
活性が微弱であった NADS についても再ス
クリーニングを行い、比較的高活性なものと
して Bacillus stearothermophilus 由来酵素を取
得、これを再構成試験に用いた。 

 

図 2. T. thermophilus におけるニコチンアミ
ドから NAD+へのサルベージ合成経路。括弧
内は各遺伝子の locus tag 番号を示す。本研究
で同定されなかった酵素反応を白抜き矢印
で示す。NADase (TTHA0328)はデータベース
上のゲノムアノテーション情報からは同定
されなかったが、他微生物に由来する既知酵
素の配列をクエリとしたホモロジー検索を
再度行うことで存在が確認された。 

 
再構成試験では、以上のとおり選抜された

ニコチンアミドサルベージ酵素群および上
述の ADP-リボースサルベージ酵素群のほか、
合成反応で消費される ATP の再生のため、ポ
リリン酸をリン酸基供与体とした ATP 再生
酵素反応を組み合わせた。ATP 再生酵素とし

ては、T. thermophilus 由来アデニル酸キナー
ゼ（ADK）とポリリン酸キナーゼ（PPK）を
使用した。 
再構成経路の動作確認は、上記のサルベー

ジ合成酵素群を含む反応液中、pH8.0、60℃
で 4 mM の NAD+をインキュベーションする
ことで行った。この結果、サルベージ合成酵
素群を含む反応液中ではインキュベーショ
ン開始から15時間にわたってNAD+濃度がほ
ぼ一定に保たれた。一方、酵素を含まないコ
ントロール実験では、同条件下で残存 NAD+

が 1 mM 程度にまで低下しており（図 3）、in 
vitro サルベージ合成経路を用いることによ
り、NAD+の「見かけ上の」安定化が可能で
あることが示された。 

図 3. 好熱性酵素を用いた in vitro サルベー
ジ合成経路による NAD+の見かけ上の安定化。 
NAD+ (4 mM)をサルベージ合成酵素群の存在
下（●）および非存在下（○）、pH8.0、60℃
でインキュベートした後の残存濃度を示す。 
 
(3) T. thermophilus 由来ニコチンアミダーゼ
（NADase）の同定と解析 
上記(2)の取り組みでは、ニコチンアミド再

利用のための初発反応を触媒しうる酵素
（NADase もしくはニコチンアミドホスホリ
ボシルトランスフェラーゼ）を T. thermophilus
のゲノム中より見出すことができなかった。
そこで中温性菌などで報告されている当該
酵素のアミノ酸配列をクエリとしたホモロ
ジー検索により T. thermophilus ゲノム上の遺
伝子の再調査を行った。この結果、イソコリ
スマターゼとアノテーションされた遺伝子
（TTHA0328）が酵母等の NADase と高い相
同性を示すことを見出した。本遺伝子を大腸
菌内で発現させ、その産物をニコチンアミド
と作用させたところ、ニコチンアミドの脱ア
ミノ化反応の進行を確認することができた。
また本反応の速度論的パラメーターを測定
した結果、Km、kcatはそれぞれ 19 μM、51 s-1

と求められ、本酵素がニコチンアミドに対し、
高い親和性と活性を有することが示された。
T. thermophilus のゲノム上の同遺伝子を破壊
したところ、野生型 T. thermophilus の無細胞
抽出液中では確認できたニコチンアミド脱
アミノ化活性が破壊株では検出されなくな
った。このことから TTHA0328 の産物は、少
なくとも今回の研究で用いた培養条件下に
おいて T. thermophilus 内でニコチンアミダー



ゼとして機能する唯一の酵素であると考え
られた。 
次 に NAD+ サ ル ベ ー ジ 合 成 能 が T. 
thermophilus の生育に及ぼす影響を検証する
ため、野生株、TTHA0328 破壊株を 70℃およ
び 80℃で培養し、その生育をモニターした。
この結果、最適生育温度に近い 70℃では両者
の生育に違いは見られなかった一方、80℃で
は破壊株の生育に顕著な遅れが見られた（図
4）。さらに 80℃で生育させた菌体抽出物中の
NAD+濃度を測定したところ、破壊株ではほ
とんどこれを検出することができなかった
（図 5）。TTHA0328 破壊株で見られた 80℃で
の生育遅延と細胞内 NAD+の枯渇は NADase
反応の生産物であるニコチン酸を培地に供
給することにより回復した。以上の結果より、
TTHA0328 の産物は T. thermophilus の NAD+

サルベージ合成に関わる NADase として機能
すること、またの NAD+のサルベージ合成能
は、本菌の高温環境下での生育に極めて重要
な役割を果たすことが示された。 

 
図 4. T. thermophilus の 70℃（左）および 80℃
（右）における生育曲線。野生株（□）およ
び TTHA0328 破壊株（〇）を最小培地中で培
養した結果を示す。TTHA0328 破壊株の培養
は 100 μM のニコチン酸を添加した培地中
（●）でも行った。 

図 5. 70℃（左）および 80℃（右）で培養し
た T. thermophilus の細胞内 NAD+濃度。最小
培地で培養した菌体中の NAD+濃度を白、100 
μM のニコチン酸を添加した最小培地で培養
したものを灰色で示す。 
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