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１． 研究のねらい 

本研究では、好熱性微生物が有する耐熱性酵素群をモジュール化し、これらを任意に組み合

わせることで、有用物質生産に特化した人工代謝経路を試験管内で再構成する新たな手法の

開発に取り組んだ。 

代謝とは、すべての生物が有する能力であり、外部から取り込んだ物質を、タンパク質や脂質

など自分自身の体を構成する様々な分子に変換する（同化代謝）、あるいは体を動かすための

エネルギー性物質へと変換する（異化代謝）ための能力と定義づけることができる。細胞の中に

は、これらの変換反応を触媒する酵素タンパク質が数千種類も含まれ、複雑な代謝反応の担い

手となっている。特に生物的多様性に富む微生物は、ユニークな代謝酵素の宝庫であり、人類

は古来これらを発酵食品生産などに利用してきた。近年では、この発酵技術をさらに発展させ、

バイオ燃料などの有用物質生産に利用しようという試みも活発となっている。一方、発酵技術に

よる物質生産では、われわれが目的とする物質以外にも、微生物が生育に必要とする様々な物

質が副産物として生産される。目的物質の生産に必要な代謝酵素だけを微生物から取り出して、

試験管内で「人工代謝経路」を再構成することができれば、原理上、副産物を伴わない効率的な

発酵生産が可能となるが、数千種類にもおよぶ生体内の酵素の中から必要な酵素だけを選択

的に取り出すには、多大な手間とコストがかかることがネックとなってきた。 

本研究では、この問題を解決する方策として、温泉などに生息する好熱性微生物（50～90℃

程度の高温で生育可能な微生物）に着目した。まず、遺伝子組換え技術を用いて、これらが有す

る耐熱性の代謝酵素を、常温でしか生育できない中温性微生物の中で生産させる。これらの組

換え微生物を 50～90℃程度に加熱することで、中温性微生物由来の代謝酵素群は熱で不活化

し、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となる。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。本研究では、次世代バイオ燃料として注目されるブタ

ノールの生産を具体的ターゲットとし、人工代謝経路の構築とそのパフォーマンスを検証すること

を目的とした。 

 

２． 研究成果 

 

（１）概要 

本研究では、異なる好熱性微生物に由来する合計１６種類の耐熱性酵素を組み合わせた

人工代謝経路を構築し、グルコース（ブドウ糖）を原料に次世代バイオ燃料として注目を集め

る 1-ブタノールを試験管内で生産させることに成功した。構築した代謝経路は、古くからアセト

ン・ブタノール発酵菌として知られるClostridium acetobutyricumの1-ブタノール生産経路を模
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倣してデザインされたものである。しかし、天然型経路を構成する酵素反応には、細胞外環境

では動作困難なものも複数含まれることから、必要に応じてこれらの反応をバイパスさせるな

ど人為的なデザイン変更を施した。各種好熱性微生物のゲノム情報等を参考に、人工経路の

モジュールとなりうる耐熱性酵素群を選択し、これらを個別に大腸菌内で過剰発現させた。得

られた組換え大腸菌の細胞に 60～70℃程度の熱処理を施すことで、宿主である大腸菌に由

来する中温性酵素群を不活化させた。こうして耐熱性酵素だけが活性を保持した触媒モジュ

ールを調製するとともに、これらを組み合わせることで人工代謝経路を構築した。また、今回

の研究では、人工経路内での代謝の流れ（流束）を、吸光度測定をベースにリアルタイムで測

定する手法を開発することで、所望の代謝流束（すなわち目的物質の生産速度）を達成する

のに必要な酵素濃度を実験的に最適化することを可能とした。この結果、生産速度 8.2 

µmol/l/min、対グルコース収率 82% (mol/mol)という生産効率で 1-ブタノールの試験管内生産

に成功した。この生産効率は、発酵プロセスを用いたこれまでの世界最高水準に比肩しうる

値であった。 

また、同様の方法論に基づき、酵素モジュールの組み合わせを任意に変えることによって、

1-ブタノールのほか、乳酸、リンゴ酸等の化学品を選択的に生産することにも成功している。

これは、本法がバイオ燃料に限定されない様々な化学品にオンデマンドに適用可能であるこ

とを示すものである。 

 

（２）詳細 

（２－１）ATP 非生産性キメラ型解糖系の構築とその利用 

試験管内での酵素反応では、各反応に必要なエネルギーや酸化・還元力の供給源となる補

酵素（ATP や NADH 等）を外部から添加する必要がある。一般にこれら補酵素群は高価な化

合物であるため、物質生産を目的とした酵素反応の利用を考える場合、これらの消費と再生

をバランスさせ、その利用効率を高めることが非常に重要となる。本研究では、一般的な解糖

系（Embdem-Meyerhof 経路、EM 経路）の一部の酵素反応を超好熱性アーキアに見られる変

形EM経路のそれらと入れ替えることによりATP/ADPの消費と再生がバランスした（すなわち

ATP を生産しない）キメラ型 EM 経路を構築することに成功した（図１）。さらに構築したキメラ

経路にリンゴ酸/乳酸デヒドロゲナーゼなどの酵素をカップリングさせることでグルコースから

の乳酸およびリンゴ酸を選択的に生産させることに成功してた（研究成果 1、2）。 

 

（２－２）人工代謝経路を用いたグルコースからの 1-ブタノール生産 

上記のキメラ経路をさらに伸長し、16 種類の耐熱性酵素を用いて次世代バイオ燃料として注

目を集める 1-ブタノールの生産に取り組んだ。天然の 1-ブタノール生産経路を構成する酵素

反応の一部については、好熱菌に由来する耐熱性酵素が見出されていなかったり、大腸菌

等の異種宿主内での組換え発現が困難であるものも含まれる。そこで、本研究では、天然の

1-ブタノール生産経路には含まれない酵素反応を適宜組み込んだ人工経路をデザインする

ことで、これらの問題を回避した（図２）。 

例えば、解糖系の最終産物であるピルビン酸からアセチル CoA への変換は、通常、ピルビン

酸デヒドロゲナーゼ複合体とよばれる酵素複合体によって触媒されるが、本酵素複合体は極 
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めて複雑な高次構造を有し、異種宿主内での機能的発現の報告例は見られない。そこで、ピ

ルビン酸デカルボキシラーゼ（PDC）、アセトアルデヒドデヒドロゲナーゼ（ADDH）と呼ばれる

二種類の酵素反応により、これをバイパスすることによって、天然型経路と同等の変換反応を

試験管内でも動作させることに成功した（研究成果 4）。また Clostridium acetobutyricum の 1-

ブタノール生産経路における中間体のひとつであるクロトニル CoA は、ブチリル CoA レダクタ

ーゼ（BCD）と呼ばれる酵素により二重結合の飽和化を受け、ブチリル CoA に変換され、次い

でアルデヒドデヒドロゲナーゼによる還元反応でブタノール前駆体であるブチルアルデヒドへ

と変換される。しかし、このうち BCD は極めて酸素感受性の強い酵素であり、試験管内の反

応でこれを利用するには困難が伴う。そこで、まずアルデヒドデヒドロゲナーゼによるクロトニ

ル CoA の還元的脱 CoA 反応を実施し、

新たに得られた中間体であるクロトンアル

デヒドを旧黄色酵素（NFO）と呼ばれる酵

素で飽和化することによりブチルアルデヒ

ドを得る新たな経路をデザインした。 

最終的にデザインされた人工代謝経路の

流束（すなわち 1-ブタノール生産速度）を

吸光度測定を用いてリアルタイムに測定

し、経路構築に必要な各酵素の濃度を実

験的に最適化することで、グルコースから

１-ブタノールへの試験管内変換反応に

成功した（研究成果 5）。 

 

図１ 一般的な EM経路（左）、アーキ

アに見られる変形 EM経路（中）、およ

び本研究で構築したキメラ型 EM 経路

（右）。キメラ型経路は、一般型 EM経

路において GAPDHと PGKの 2つの酵素

によって触媒される反応をアーキア

型経路の GAPN による反応に置き換え

ることで、経路内での ATP の消費と生

産をバランスさせている。 

図２ 本研究で構築した 1-ブタノール生産のための

人工代謝経路 
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３． 今後の展開 

本研究では、耐熱性酵素をモジュールとした試験管内での人工代謝経路構築技術を確立すると

ともに、本法を用いて 1-ブタノールをはじめとする各種の代謝産物を選択的に作りわけることに

成功している。本法の魅力のひとつは、モジュールである耐熱性酵素を自在に組み合わせること

で、様々な有用化学品をオンデマンドで作り出せる点にある。一方、本研究で示された物質生産

システムの力価は、生産速度と収率の点では既存の発酵プロセスを凌駕しうるものであった反

面、一部の補酵素（NADH、NADPH など）の高温条件下での不安定性などが原因で長時間にわ

たる物質生産には適さず、結果的に得られた生産物濃度は、実用化には不十分な値にとどまっ

ている。この問題は同時に、「高温環境下で生育する好熱菌たちはいかにして、これら補酵素群

の持続的利用を可能にしているのか？」という基礎的疑問を投げかけるものでもある。今後、好

熱菌における補酵素安定化メカニズムの解明など、本研究の遂行により新たに顕在化した課題

をクリアすることで、人工代謝経路による物質生産プロセスのフィージビリティーを向上させていく

ことが必要となろう。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

一連の研究を通じて、耐熱性酵素をモジュールとした試験管内での人工代謝経路構築とい

う新たな方法論を確立することができた。本技術の魅力のひとつはモジュールである耐熱性

酵素を自在に組み合わせることで、様々な有用化学品をオンデマンドで作り出せるポテンシャ

ルを有する点にある。今後、高付加価値な化学品にターゲットを定めることによって比較的近

い将来の産業利用も可能であると考えている。 

一方、バイオ燃料などのバルクケミカルへの応用を考えた場合、現時点で得られている生

産物濃度などの値は、産業利用可能なレベルに比べ、未だ大きな隔たりのあるものと言わざ

るを得ない。しかし、補酵素群の熱安定性の問題など、今後、本技術のフィージビリティーを向

上させるために取り組むべき要素技術が本プロジェクトの遂行により具体化された点は非常

に重要であると認識している。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

微生物の発酵機能を担う代謝酵素群を自由自在に組み合わせ、さまざまな化学品を生産

できる人工代謝システムを開発することを目指し、この手法を用いて、第3世代バイオ燃料とし

ての実用化が期待されるブタノールの生産に取り組んでいる。独創的な研究で発展性が期待

される提案内容であったが、研究期間を通じて、順調に成果を獲得し、論文業績などは満足

する結果を得られ、研究領域に十分な貢献を果たしたと評価する。今後は、CREST との連携

研究などを通じて、NADH 等の補酵素群の熱安定性の問題などの解決による更なる可能性の

追求や、バイオエネルギー関連物質のみならず、ファインケミカル生産などを含め、産業利用

可能なレベルへの進展を期待する。 
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