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研究成果の概要（和文）：海洋性真核微生物ラビリンチュラ類オーランチオキトリウム属において、アスタキサ
ンチンなどの抗酸化性カロテノイドの生産特性とトランスクリプトーム解析の結果から推察されたストレス応答
性に関する分子機構の解明を目的とした。カロテノイドの生成量を決定づけるβ-カロテン合成酵素CrtIBYの機
能ドメイン破壊株を解析したところ、ドメイン間での協同作用は見いだされなかった。同酵素の遺伝子発現調節
機構を詳細に調べるため、ルシフェラーゼレポーターシステムを構築して解析したところ、培養後期に亢進する
発現様式が再現できた。

研究成果の概要（英文）：This research aims to elucidate the molecular mechanisms underlying the 
stress response nature of carotenoid production which has been suggested in transcriptome of marine 
thraustochytrid, Aurantiochytrium. Analysis on the functional domain disruptants of β-carotene 
synthase CrtIBY did not suggest any cooperative action between three domains. A luciferase reporter 
system was constructed to investigate the regulation mechanisms of gene expression of CrtIBY. This 
system reproduced the expression pattern of CrtIBY gene, being enhanced at the stationary and 
starvation phases of cultivation.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 海洋性真核微生物ラビリンチュラ類オー
ランチオキトリウム属は、高度不飽和脂肪酸
やキサントフィル、炭化水素などの機能性脂
質を顕著量生産することから産業微生物と
しての利用拡大が期待されている。なかでも、
高付加価値を有するアスタキサンチンなど
の抗酸化性カロテノイドは、食品や化粧品の
分野で需要が急増しており、新規かつ安定的
な供給源として同微生物が注目されている。
しかし、オーランチオキトリウム属における
カロテノイド生合成の分子機構は不明な点
が多く、生産性向上のための代謝工学的戦略
はまだ確立されていない。 
 本研究代表者らはこれまでに、オーランチ
オキトリウム属の自然界からの単離、脂肪酸
組成と分子系統解析による分類再編、高度不
飽和脂肪酸生合成機構の解析、カロテノイド
生成の発見、スクワレン生産の至適化、形質
転換系の開発、バイオマスを利用した持続的
油脂生産システムの構築など、同微生物を用
いた油脂バイオテクノロジーの基礎から応
用まで、幅広い研究を展開してきた。これら
の知見を結集して、新たなカロテノイド供給
源の確立をめざすこととした。 
 
２．研究の目的 
 オーランチオキトリウム属のカロテノイ
ド生合成系についてゲノム及びトランスク
リプトーム解析から推察したところ、栄養飢
餓や酸化などのストレスに応答して活性化
する機構の存在が示唆された。そこで、細胞
内カロテノイド生成を支配するβ—カロテン
合成酵素 CrtIBY に特に注目して、その構造
と機能ならびに遺伝子発現調節の分子機構
を明らかにし、得られた知見をカロテノイド
の高生産化に応用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 β—カロテン合成酵素 CrtIBY を各種微生
物において同種あるいは異種宿主発現し、細
胞内カロテノイドを TLC や HPLC、LC-MS
で解析した。同酵素の機能ドメインを欠損あ
るいは点変異導入によって不活化した変異
株を酵母で発現させ、生成した中間体を解析
した。ルシフェラーゼ遺伝子の上流に
CrtIBY の発現制御領域を配置したレポータ
ーシステムをオーランチオキトリウム属細
胞内に構築し、CrtIBY の発現パターンを解
析した。 
 
４．研究成果 
(1)CrtIBY 発現解析系の確立 
 β—カロテン合成酵素 CrtIBY の全長遺伝
子を各種宿主で発現させて、カロテノイド組
成を調べた。N あるいは C 末端に His または
FLAG タグを付加するように発現ベクター
を設計し、カロテノイド低生産性のオーラン
チオキトリウム属細胞内で発現させたとこ
ろ、β—カロテンの顕著な蓄積が認められた。

さらに、カンタキサンチンやアスタキサンチ
ンなどの代謝生成物も検出可能なレベルに
達したことから、CrtIBY の発現調節がカロ
テノイド生成に重要であることが再認識さ
れた。しかし、タグ検出のためのウェスタン
解析では、糖鎖修飾のためか、ブロードなバ
ンドが検出された。 
 次に、糖鎖修飾の可能性が低い大腸菌で同
様にして CrtIBY を発現させたところ、タグ
で検出される予想分子量に一致するバンド
が見られた。しかし、大腸菌野生株は CrtIBY
の基質であるゲラニルゲラニルピロリン酸
（GGPP）を生成しないため、β—カロテンは
蓄積しなかった。そこで、GGPP を生成する
ように遺伝子操作した株を構築して、再び
CrtIBY を発現させたが、依然としてβ—カロ
テンの生成は見られなかった。 
 一方、GGPP を生成するがカロテノイド合
成系を持たない出芽酵母で同様に発現させ
たところ、β—カロテンが新たに生成し、細
胞破砕液を濃縮するとHisタグも検出できた。
そこで、以降の実験は酵母発現系を用いた。 
 
(2)CrtIBY のドメイン機能解析 
 CrtIBY は 3 つの機能ドメインを持ち、
GGPP を重合してフィトエンを生成する
CrtB、フィトエンに二重結合を導入してリコ
ペンを生成する CrtI、および、リコペンの両
端を環化してβ—カロテンを生成する CrtY
とそれぞれ高いアミノ酸配列の相同性を示
すドメインが N 末端側から I、B、Y の順に
並んでいる。これらのドメインが互いに直接
あるいは間接的に相互作用して協同的に機
能しているかどうかを調べるため、機能欠損
体を作成して酵母内発現系で解析した。 
 CrtI の N 末端側の FAD 結合モチーフを含
む 75 アミノ酸を欠損させて酵母内発現した
ところ、フィトエンが蓄積したが、リコペン
は検出できなかった。一方、CrtY の環化モ
チーフの 1つに点変異を導入して同様に発現
解析したところ、リコペンは蓄積したが、フ
ィトエンは検出できなかった。以上の結果か
ら、各ドメインは独立して機能している可能
性が高く、基質・生成物の受け渡しはすばや
く行われることが分かった。 

 
(3)CrtIBY プロモーターのレポーター解析 
 CrtIBY 遺伝子は飢餓条件となる培養後期



に発現誘導されることがトランスクリプト
ーム解析で見いだされていたが、定量的 PCR
においても同様の結果が得られた。そこで、
このような応答における遺伝子発現調節の
機構をより詳細に調べるため、当該遺伝子の
発現制御領域を精査するレポーターシステ
ムを構築して、ストレス応答エレメントの同
定を試みることにした。 
 まず、オーランチオキトリウム属株にルシ
フェラーゼ遺伝子を導入して構成的に発現
させ、細胞溶解液を発光測定に供したところ、
低バックグラウンドでの顕著な活性が観察
された。そこで、本系に用いた構成発現プロ
モーターを、CrtIBY 遺伝子のプロモーター
および発現調節領域で置き換えたプラスミ
ドを構築して、カロテノイド高生産性のオー
ランチオキトリウム属株へ導入し、同様に解
析したところ、培養後期におけるルシフェラ
ーゼ活性の亢進が認められた。これは、同遺
伝子の制御機構がレポーターシステムにお
いて再現されたことを示している。引き続き、
ストレス応答に関わる領域を絞り込んでい
るところである。 
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