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研究成果の概要（和文）：2014年度は、ACSの酵素モル比を1から2へ(strain SOC3A)、ACOの酵素モル比を1から2
へ(strain SOC3B)それぞれ変更し、それぞれ1.3倍、1.7倍のバイオエチレン生産効率向上を観察した。また、
2015年度は、MTA1(strain SOC3D1)および2(strain SOC3D2)を酵素反応系へ組み込み、それぞれ1.6倍、1.9倍の
バイオエチレン生産効率向上を観察した。2016年度は、二酸化炭素からバイオエチレンへの物質変換効率を検討
する事を目的に、バイオエチレン生産株のCO2吸収量とエチレン生産量を観察し、その比較を野生株(WT)との間
で行った。

研究成果の概要（英文）： To reduce the rate of global warming, we have developed a novel 
bio-ethylene synthetic process using the both cellulosomal system and cyanobacteria. In vivo 
synergistic effect of chimeric enzyme complex on ethylene production was demonstrated. In order to 
produce more bio-ethylene from cyanobacteria, the investigation was performed as follows. First, to 
produce ethylene from SAM via ACC in a concerted fashion with less inhibition of ACS, we have 
constructed two chimeric enzyme complexes, SOC3D1 and SOC3D2, based on cellulosomal system. Second, 
two chimeric enzyme complexes were introduced into Synechococcus elongatus PCC7942. Then, we have 
examined the in vivo ethylene accumulation of engineered S. elongatus PCC7942 cells to determine 
whether the expressed chimeric enzymes produce more ethylene.

研究分野：合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
現在の社会は、石油資源の大量消費、特
にプラスチック製品の大量生産によって支
えられている。しかし、石油は有限資源で
あり、さらにその燃焼によって地球温暖化
ガス（二酸化炭素）が過剰に排出される。
よって、二酸化炭素の削減による低炭素社
会の基盤構築が喫緊の課題である。 
エチレンは、植物ホルモンとして知られ、
その生合成は植物細胞内のメチル基供与体
である S-アデノシルメチオニン(SAM)か
ら 2段階の酵素反応で行われる。具体的に
は、基質 SAM から産物 ACC が 1-アミノ
シクロプロパン-l-カルボン酸(ACC)合成酵
素(ACS)の触媒作用で得られ、つぎに、基
質ACCから最終産物のエチレンがACC酸
化酵素(ACO)の触媒作用で得られる。いっ
ぽ う 、 光 合 成 細 菌 の Synechococcus 
elongatus PCC7942は、そのゲノム情報から、
SAM 合成酵素の存在が明らかである。そ
こで、当該細菌へ上記 ACSおよび ACOを
導入することで、細胞内で供給される SAM
から副次反応的にバイオエチレンを生産さ
せる事が可能であると考えられた。 
申請者はこれまで、セルロース分解嫌気
性細菌が固有に保有し、セルロソームと呼
ばれるセルラーゼ複合体の酵素分子配向に
関する機構を解明した。その研究過程でセ
ルロソーム形成に必須の過程であるコヘシ
ン・ドックリン結合が高い結合特異性と結
合親和性を持つことを明らかにした(Jindou 
et al., PLoS One, 2009)。近年、イスラエル
のグループはセルロソームを真似ることで
効率的な酵素反応が可能ではないかと着想
し、コヘシン・ドックリン結合を応用した
酵素の複合体化を試みた。その結果、一連
の異なる触媒作用を持つ酵素を複合体化さ
せる事が酵素反応の効率化に寄与する報告
をした (Capsi et al., J. Biotechnol., 2008)。 
以上の背景のもと、申請者は、太陽エネ
ルギーによって二酸化炭素を固定化する独
立栄養光合成細菌を利用したバイオエチレ
ン生産系開発を試みた。すなわち、二酸化
炭素から光合成的にエチレンを生産する低
炭素社会の構築である。 
具体的には、エチレン合成に関わる ACS
と ACO から構成される酵素複合体を構築
した。結果として、2 種の酵素の複合体化
は、これら酵素の連続反応活性を最大 2.5
倍の値で高効率化させた。申請者は上記実
験データをまとめ特許を出願した（特願
2011-215487,平成 23年 10月 1日出願）。 
つぎに、光合成細菌を培養し当該酵素複合
体を発現させることに成功し、細胞内 SAM
からバイオエチレンを得た。この結果とし
て、酵素複合体化により 3.7 倍高いバイオ

エチレン合成活性を得た（図参照）。また、
得られたバイオエチレンの生産効率は 56 
pl(エチレン)/ml(培養液)/O.D.730/培養時間
であった。 

 
２．研究の目的 
現時点において、組換え光合成細菌のバイ
オエチレン生産量は微量である。この問題
点として、以下の点が上げられた。1）CO2

削減効果の定量化に係る、二酸化炭素から
エチレンへの物質変換効率が明らかでない。
2）エチレン合成に関わる ACOの Vmax値
は ACSの約 1000分の 1であり、律速段階
である。3）バイオエチレンの基質となる
細胞内の SAM供給量が少ない。4）光合成
ストレスによる ACO の顕著な活性阻害が
ある。そこで、本申請では解決策を試みる。
1）藻類培養装置を導入し、二酸化炭素か
らバイオエチレンへの物質変換効率を算出
する。2）酵素組成中の律速酵素のモル比
を増やすため、ACOを酵素反応系へさらに
1つ追加する。3）細胞内の SAM供給量を
増やすため、SAM 合成酵素を酵素複合体
へ追加する。4）ACOの活性阻害を回避さ
せるため、抗酸化剤を培養液に添加する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の取り組みを行う。 
 1．コヘシン Ac を 2 ヶ、コヘシン Ct を１
ヶ連結したキメラ軸タンパク質 2B(Cip2B)の
新規構築と発現。ACS の基質 SAM に対する酵
素の最大反応速度(Vmax)と ACO の基質 ACCに
対する Vmax を比較した結果、ACO の Vmax 値
が ACS のそれと比較し 1000 倍低いことがわ
かった。そこで、律速段階となる ACO をさら
に一つ追加した酵素複合体を構築する。具体
的には、すでに構築済みの Cip2A へ更に１つ
の Acetivbrio cellulolyticus 由来コヘシン
を遺伝子工学的に連結し、Cip2B を構築する。 
 2．Rf,Ac,Ct の 3 種類のコヘシンを連結し
た Cip3 および SAM-Doc の新規構築と発現。
バイオエチレン合成反応によって、宿主細菌
から供給される基質SAMが不足すると考えら
れる。そこで、SAM 供給量を増やすため、S. 
elongatus PCC7942 株由来の SAM 合成酵素遺
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図.   酵素複合体を導入した組換えS. elongatus PCC7942の   
　　バイオエチレン生産効率   
  
　2種類の株、酵素が複合体化せず、ネガティブコントロールとし
た株(–Cip株)、酵素が複合体として細胞内に発現・形成する株
(+Cip株)を用いバイオエチレン生産効率を比較した。各サンプル
中のバイオエチレンはガスクロマトグラフィーによって定量的に
測定した。その結果、酵素の複合体化は3.7倍の活性上昇を示した。 

酵素複合体の相乗効果理論値は3.7倍
であった。   
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伝子を Ruminococcus flavefaciens 由来のド
ックリンと遺伝子工学的に連結しSAM-Docを
新規に構築する。また、既存の Cip2A および
上記計画 1．で構築した Cip2B へ更に１つの
R. flavefaciens 由来のコヘシンを遺伝子工
学的に連結し、Cip3 を構築する。 
 3．異なるプロモーターを組み込んだベク
ターの新規構築。現在、IPTG を用いた発現誘
導は trc プロモーター制御下で行っている。
バイオエチレン生産のコストダウンを目的
とした場合、高価な IPTG の使用は不利であ
る。そこで、計画初年度では、エチレンによ
り誘導される植物由来のエチレン応答プロ
モーターを trc プロモーター上流に追加し、
ダブルプロモーターによる酵素複合体遺伝
子 の 発 現 制 御 を 行 う 。 そ の ほ か 、
Synechocystis PCC6803 由来のニッケルイオ
ン応答プロモーターをtrcプロモーターの代
替に用いる。結果として、IPTG を用いること
なく目的遺伝子の発現を制御できる。 
 4. 構築した酵素複合体を光合成細菌で発
現させ、バイオエチレンの生産効率を測定す
る。これまでの研究によって、酵素複合体を
構成する 3種の遺伝子、ACS,ACO および Cip2、
を trcプロモーター下流に配置したベクター
は構築済みである。新規に構築した Cip2B あ
るいは Cip3 を組み込んだベクターを用いて
S. elongatus PCC7942(R2-PC)株を形質転換
し、生産されるバイオエチレンをガスクロマ
トグラフィーで測定する。 
 5．CO2 削減効果の定量化を目的に、二酸化
炭素からエチレンへの物質変換効率を求め
る。光合成細菌によるエチレン生産系の既存
技術として、微生物由来の EFE を組み込んだ
報告がある。この生産系は固定化した二酸化
炭素を最大 5.5%の効率でエチレンへ変換さ
せる事が報告されている(Ungerer et al., 
Energy Environ. Sci., 2012)。しかしなが
ら、本研究による、酵素複合体を導入した光
合成細菌の変換効率は明らかとなっていな
い。そこで、二酸化炭素濃度および酸素濃度
を定量的に変化させ、当該細菌の培養を行う。
そして、それぞれの条件に応じて生産される
バイオエチレンをガスクロマトグラフィー
で定量する。 
 
４．研究成果 
 本研究課題は、光合成細菌の光合成産物
をバイオエチレンとして回収する研究であ
る。さらに、嫌気性微生物のバイオマス分
解システムを模倣した酵素複合体化技術に
より、エチレン生合成酵素を光合成細菌で
効率よく機能させ、高効率なバイオエチレ
ン生産のための基盤の開発を行った。 
 2014 年度では酵素複合体反応系の最適
化を試みた。具体的には、既存の酵素複合
体(SOC2)を構成するところの 1-アミノシ
クロプロパン-l-カルボン酸合成酵素(ACS)
および ACC 酸化酵素(ACO)の酵素組成比

を変更した。すなわち、ACSの酵素モル比
を 1 から 2 へ(SOC3A)、ACO の酵素モル
比を 1 から 2 へ(SOC3B)それぞれ変更し、
それぞれ 1.3 倍、1.4 倍のバイオエチレン
生産効率向上を観察した。よって、酵素の
モル比変更によるバイオエチレン生産効率
の上昇理論値を得た。 
 2015年度では、酵素複合体反応系の最適
化を目的に、酵素の組成を改良し、生産効
率を高めることを試みた。具体的には、メ
チルチオアデノシン(MTA)による ACS の
活性阻害を回避させるため MTA ヌクレオ
シダーゼ(MTAN)を既存の複合体へ組み込
み、これらを構築し新規の酵素複合体
(SOC3D1および SOC3D2)を得た。すなわ
ち、Arabidopsis thaliana由来 cDNAクロ
ーンからMTAN1/2遺伝子を、Clostridium 
josui ゲノム DNA から Cel8A 由来ドック
リン遺伝子を、それぞれ PCR 法で増幅さ
せ、これらを融合させたキメラサブユニッ
ト AtMTAN1-Cjdoc お よ び
AtMTAN2-Cjdoc を構築した。これらは既
存の酵素複合体へ、A. thaliana 由来
MTAN1および 2を新規に組み込んだ。つ
ぎに、当該酵素複合体を発現するシアノバ
クテリアのバイオエチレン生産量を定量し
た結果、既存の strain SOC2と比較して、
strain SOC3D1は 1.6倍のバイオエチレン
生産量増加を、strain SOC3D2は 1.9倍の
バイオエチレン生産量増加をそれぞれ観察
した。よって、酵素の組成変更によるバイ
オエチレン生産効率の上昇理論値を得た。 
 2016 年度は、CO2 削減効果の定量化に
係る、二酸化炭素からバイオエチレンへの
物質変換効率を検討する事を目的に、バイ
オエチレン生産株(strain SOC2 および
strain SOC3B)のCO2吸収量とエチレン生
産量を観察し、その比較を野生株(WT)との
間で行った。バブリングによる培養を 18
時間行ったとき、strain SOC2、strain 
SOC3BおよびWTの CO2吸収量はそれぞ
れ 3.2 µl/O.D.730、3.8 µl/O.D.730および 2.7 
µl/O.D.730の値を得た。すなわち、バイオエ
チレン生産株はより多くの CO2 を吸収す
ることを明らかにした。また、18時間で生
産されたバイオエチレンは、SOC2 が 1.6 
nL C2H4/ml/O.D.730、SOC3B が 3.5 nL 
C2H4/ml/O.D.730であった。したがって、単
位 CO2体積(µl)当たりのバイオエチレン生
産量は、SOC2および SOC3Bいずれも 3.2 
nL C2H4/ml/O.D.730/µl CO2の値となり、エ
チレン生産に利用される CO2 の体積は一
定であることを明らかにした。これより、
2CO2 + 2H2O → C2H4 + 3O2の化学反応
式から 1モルのエチレン生成には 2モルの
CO2が利用されることから鑑みて、CO2の



物質変換効率は 0.64%であると考えられる。
最後に、以上得られた結果から、本研究の
バイオエチレン製造法はバイオエチレン生
産量と CO2吸収量の間で正に比例する、よ
り多くのバイオエチレン生産がより多くの
CO2削減効果を生じることを明らかにした。 
 以上より、光合成細菌で発現させたエチ
レン生合成酵素が複合体化によって効率よ
く機能し、二酸化炭素から光合成的にバイ
オエチレンを生産させるための基盤技術を
確立した。 
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