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研究成果の概要（和文）：微生物によるアルカン生産の実用化には、アルカン生成に関わる酵素（AARとAD）の高活性
化が必要である。本研究では、進化分子工学により2つの酵素の高活性化を目指した。そのためには、2つの酵素の活性
を迅速、簡便に評価できる系の開発が必要である。ナイルレッドによるアルカン検出を利用したAD活性検出系の開発で
は、変異体間の活性の有意差を検出できず、新たな検出系の構築が必要となった。一方で、菌体内でのAARの生成量（A
ARの活性）を生物発光に変換し非破壊的に外部から評価できる系の開発に成功した。1000種以上に変異体AARの活性を
同時に評価でき、進化分子工学によるAARの高活性化の準備が整った。

研究成果の概要（英文）： It is too low for activities of enzymes (AAR and AD), to produce alkane by 
microorganisms, practically. Therefore. in this study, we proposed that the enzyme activities were 
improved by directed evolution. Directed evolution is a method to improve and/or change characteristics 
and activities of enzymes, and require a high-throughtput method to evaluate AD and AAR activities of 
mutants, quickly and simply.
 At first, using Nile red, we tried to detect amount of alkane produced by co-expression of AD and AAR as 
s in vivo AD activity, however, we did not discriminate activities among AD mutants. Thus, we needed to 
change a strategy to elucidate in vivo AD activity. On the other hand, we successfully established a 
method to evaluate in vivo AAR activity directly as bioluminescence by coexpressed bacterial luciferase. 
Using this method, we can simultaneously compare in vivo AAR activity among over 1000 AAR mutants, 
resulting in accelerating improvement of AAR activity by directed evolution.

研究分野： 進化分子工学
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１．研究開始当初の背景 
	 東日本大震災以後、国内の原子力発電所は
全て停止し、日本の化石燃料へのエネルギー
依存度がさらに増大した。しかし、化石燃料
の枯渇は地球規模の問題であり、サステイナ
ブルな代替エネルギーの開発は喫緊の課題
である。 
	 らん藻の生成するアルカン（軽油に相当）
は、光合成を利用して作られるため、カーボ
ンニュートラルなバイオエネルギーとして
注目されている。2010 年には、アルカン生
成に関わる 2つの酵素、アシル−ACP還元酵
素(AAR)、アルデヒド脱ホルミル化酸化酵素
(AD)、が同定され、遺伝子工学を使った微生
物によるアルカン生産が可能となった。AAR
は、大腸菌の脂肪酸合成経路の代謝産物であ
る脂肪酸アシル-ACP を基質として脂肪酸ア
ルデヒドへと還元し、AD がこれをアルカン
へと変換する。しかし、このいずれの酵素の
活性も非常に弱く、微生物によるバイオエネ
ルギーとしてのアルカン生産を実用化する
には、これら２つの酵素を高活性化すること
が必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、アルカン合成を担う 2つの酵
素（AARと AD）の迅速、簡便な活性評価法
を開発し、本評価法を用いた進化分子工学に
より、2 つの高活性化を実現することを目的
とする。得られた高活性化変異体 AARと AD
を用いて、大腸菌によるアルカンの大量生産
を目指す。 
 
３．研究の方法 
	 
	 本研究では、進化分子工学を用いて、2 つ
の酵素の高活性化を実現する。進化分子工学
とは、多数の変異体を作成し、各変異体の活
性を評価する。その中から高活性な変異体を
選択する。この変異と選択からなる進化サイ
クルを繰り返すことで高活性変異体を創出
する方法である。通常、アルカン合成を担う
2 つの酵素（AAR と AD）の活性を測定する方
法は、各タンパク質を精製し、試験管内で基
質と反応させ、生成物を抽出し、ガスクロマ
トグラフィー質量分析装置（GC-MS）で定量
する方法と、AAR、あるいは AAR と AD を大腸
菌で発現し、大腸菌培養液から各酵素の生成
物を抽出し、GC-MS で定量する方法がある。
いずれの方法も多段階のプロセスを経るた
め、時間と手間を要する。そのため、進化分
子工学を用いて、AAR と AD の高活性な変異体
を創出するためには、さらに多数の変異体の
活性を迅速、簡便に評価できる系を構築しな
ければならない。そこで、進化分子工学を用
いて、ADとAARの高活性化を実現するために、
（1）AD の活性を、迅速、簡便に評価できる
系の構築、(2)AD の変異体ライブラリの調製、
（3）AAR の活性を、迅速、簡便に評価できる

系の構築、（4）AAR 変異体ライブラリの構築
を行った。 後に(5)進化分子工学による AAR
と AD の高活性化を目指した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
（1）AD の活性を、迅速、簡便に評価する系
の構築	 
	 大腸菌で AAR と AD を共発現することで、
菌体内にアルカンを生成し、培養液中に分泌
する。すでに AAR と AD の共発現ベクターは
研究室で構築済である。そこで、ナイルレッ
ドを用いて、大腸菌の生成するアルカンを検
出することを目指した。ナイルレッドは、脂
溶性分子に結合し、蛍光を発する。ナイルレ
ッドと AAR と AD の発現誘導剤を塗布した寒
天培地で AAR と AD の共発現を行った。コン
トロールとして活性の低い変異体の AD を用
いた。コロニー形成後、寒天培地に励起光を
当て、活性の異なる AD 由来のコロニー間で
蛍光の差が見える条件を検討した。しかし、
野生型と活性の弱い変異体間での蛍光強度
の有意な差は見られなかった。また、液体培
地でも同様の実験を試みたが、有意な差は見
られなかった。おそらく、大腸菌の膜成分に
代表されるような脂溶性分子が多く存在す
るのに対し、アルカンの生成量は微量である
ため、蛍光強度として有意な差は見られなか
ったと考えられる。アルカン分子選択的に検
出できる新たな系の構築が必要であること
がわかった。	 
	 
（2）AD の変異体ライブラリの構築	 
	 AD の迅速活性検出法の構築と並行して、AD
変異体ライブラリの構築を進めた。研究室で
構築済みである AAR と AD の共発現ベクター
を鋳型 DNA として、error-prone	 PCR 法によ
り、AD にのみ、無作為に変異を導入した共発
現ベクターを調製した。変異導入率は、鋳型
DNA の量、PCR のサイクル数、PCR の基質であ
る塩基の濃度バイアス、マンガンイオンの濃
度に大きく依存している。AD のタンパク質 1
分子あたりのアミノ酸置換数が 3個ほどにな
るように鋳型 DNA の量とサイクル数を調節し
AD 変異体ライブラリを調製することができ
た。	 
	 
（３）AAR の迅速、簡便な活性検出法の開発	 
	 AAR は、大腸菌の脂肪酸合成経路の代謝産
物である脂肪酸アシル-ACP を基質として、脂
肪酸アルデヒドを生成する。菌体内で生成し
た脂肪酸アルデヒドは、大腸菌の内在性アル
デヒド分解酵素により、アルコールへと還元
されるため、その定量は難しかった。そこで、
本研究では、AAR とバクテリアルシフェラー
ゼ（BL）を共発現することで、菌体内で AAR
が生成した脂肪酸アルデヒドを直ちに BL が
脂肪酸へと変換し、同時に BL からの生物発
光を検出する。AAR の反応を律速段階となる
よう、AAR と BL の発現量を調節することで、



 

 

AAR の生成物の量を、菌体（培養液）の発光
量として外部から測定することが可能とな
り、AAR の活性を非破壊的に定量できる革新
的な方法を開発した。本検出法は、寒天培地
上の大腸菌コロニーの発光を X線フィルムで
検出（定量性に検討の余地あり）が可能であ
り（図 1）、液体培養の発光をプレートリーダ
ーでモニターするだけで AAR の活性（脂肪酸
アルデヒドの生成量）を定量できる（図 2）。
大腸菌の破砕や、生成物の抽出、GC-MS によ
る測定といった多段階のプロセスが不要で
あり、非常に簡便である。また、1000 種以上
の変異体 AAR の活性を同時に、かつ、迅速に
評価することができる。さらに、BL は、AAR
の生成物（脂肪酸アルデヒド）を選択的に触
媒するため、非特異的な検出の危険性も低く、
感度も高い。本評価法の確立により、変異体
AAR ライブラリの活性測定が飛躍的に迅速、
簡便となったため、進化分子工学による AAR
の高活性化が実現可能となった。	 

	 
	 

	 
	 
（４）AAR の変異体ライブラリの構築	 
	 発光による AAR の迅速活性評価法の開発と
並行して、AAR の変異体ライブラリの構築を
行った。（１）AD の変異体ライブラリの構築
で error-prone	 PCR の条件が決まっていたの
で、その方法にならい、AAR の鋳型 DNA の濃
度、サイクル数を 適化することで、アミノ
酸置換数が 3個程度となる変異体 AAR ライブ
ラリを構築した。	 
	 
（５）進化分子工学に AAR と AD の高活性化	 
	 AD の迅速、簡便な活性検出法において、ナ
イルレッドによるアルカンの検出を試みた
が、細胞膜に由来する脂質成分の非特異的な	 
検出が見られたため、新たな活性検出法の構
築が必要となった。現在、AD の触媒反応に特

異的に活性を検出する方法を進めている。本
手法では確立できれば、すぐに進化分子工学
による AD の高活性化を進めたい。	 
AAR の活性を発光で検出する画期的、かつ

迅速、簡便な活性評価の構築に成功した。現
在、本評価法を用いた進化分子工学による
AAR の高活性化を進めている。	 
	 
	 その他に、AD の進化分子工学による高活性
化を進めるにあたり、AD の有する 3 つのシス
テイン残基の重要性について前もって調べ
た。AD の 3 つのシステイン残基を組合せでア
ラニンに置換した変異体を作成し、可溶性、
熱安定性、構造安定性、活性について調べた。
その結果、71 番目のシステインは活性に非常
に重要なアミノ酸残基でることがわかった。
上記結果を発表論文（1）として報告した。	 
	 
	 （3）で開発したバクテリアルシフェラー
ゼを使った菌体内脂肪酸アルデヒドの迅速，
簡便な活性測定を改良し、AAR の基質である
アシル-ACP を供給する反応を律速段階にす
ることで、菌体内のアシル—ACP の生成量をモ
ニターすることも可能となる。大腸菌を使っ
た脂肪酸合成、アルカン合成に関わる代謝工
学への応用可能であり、本手法の他分野への
インパクトは計りしれない。	 
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