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ショウジョウバエからの野生酵母の単離と産業への展開

清家 泰介 ＊・武方 宏樹 ・阪田 奈津枝 ・古澤 力 ・松田 史生

大阪大学大学院情報科学研究科， 大阪大学先導的学際研究機構，

理化学研究所生命機能科学研究センター， 琉球大学戦略的研究プロジェクトセンター，

東京大学大学院理学系研究科

〒 大阪府吹田市山田丘 大阪大学大学院情報科学研究科 棟 室

有用物質生産において，実績の高い出芽酵母 に加え，新しい機能や

特性を持った新たな酵母の利用も期待されている．そこで本研究では，酵母を餌とし移動性の高い

ショウジョウバエに着目し，ハエのクロップ 微生物を蓄える器官 から野生酵母を単離すること

を試みた．その結果，現在までに 属 種類の野生酵母の単離に成功し，新種酵母も 種単離

できた。以上から，ショウジョウバエを用いて野生酵母を集める方法は有用であることが示唆され

た．ここでは 例として ハエから単離した分裂酵母 を紹介する．

ははじじめめにに

酵母は広く発酵食品に利用され，私たちの生活には

欠かせない産業微生物の一つである．特に出芽酵母

は，酒類やパン類などの生

産に利用されており，各企業がそれぞれの用途に合わ

せて望ましい表現型を示す系統株を樹立させている．

一方で， は高濃度のグルコース存在

下では，非常に高い効率でエタノールを生産するクラ

ブツリー効果を示すため，酒類製造には大きな効力を

発揮するが，エタノール以外の化合物の生産を目的と

する場合には，しばしば収率の低下を招く結果になる．

そこで，クラブツリー効果を示さない酵母を用いた代

謝改変の試みも進んでいる．また環境問題の観点から，

エタノール生産時の冷却コスト削減のため，高温耐性

を示す酵母 属など や，特定の物質を

生産する酵母 油脂を生産する 属など の利

用も注目されており，多種多様な酵母を用いた産業利

用が期待されている．しかし現状では，

や といったモデル生物で

ない野生酵母の情報が不足しており，今後の産業利用

のさらなる発展に向け，自然界からの未知の酵母種の

単離と，新たな機能の発見が求められている．

自然界に棲息する酵母のうち，私たちが認識できて

いるものは 割にも満たないと言われている 酵母分

類学の教科書 第 版 ．そのため，野外に

棲息する未記載の酵母種の中に，有用な酵母が含まれ

ている可能性は極めて高いと考えられる．では酵母は

どこに棲息しているのだろうか いくつかの研究で

「昆虫の体内」が酵母のホットスポットであることが

報告されている ．そこで，私たちは野生酵母の探索

にあたり，昆虫のショウジョウバエに着目した．ショ

ウジョウバエは酵母を餌とし，移動性が高く，さらに

腸管内に摂餌した微生物を蓄えるクロップと呼ばれる

袋状の臓器を所有していることから，ハエの体内には

多様な酵母が棲息していると考えた．

材材料料・・方方法法

シショョウウジジョョウウババエエのの採採集集

牛乳パックの中に，熟したバナナを切り刻んで入れ，

紐を使い地表から ほどのところの木にぶら下げた

図 ．次の日，牛乳パックを覆うようにジップロッ

クを被せ，底をパンパンと叩くことにより，ショウジ

ョウバエをジップロック内に移動させ回収した．これ

までに大阪・奈良・東京・沖縄などの複数の地点でバ

ナナトラップを仕掛け，数千匹を超えるショウジョウ

バエを採集した．ショウジョウバエの採集には，名古

屋大学の石川由希講師，田中良弥助教，および東京大

学の内田唯研究員に協力を得た．
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発揮するが，エタノール以外の化合物の生産を目的と

する場合には，しばしば収率の低下を招く結果になる．

そこで，クラブツリー効果を示さない酵母を用いた代

謝改変の試みも進んでいる．また環境問題の観点から，

エタノール生産時の冷却コスト削減のため，高温耐性

を示す酵母 属など や，特定の物質を

生産する酵母 油脂を生産する 属など の利

用も注目されており，多種多様な酵母を用いた産業利

用が期待されている．しかし現状では，

や といったモデル生物で

ない野生酵母の情報が不足しており，今後の産業利用

のさらなる発展に向け，自然界からの未知の酵母種の

単離と，新たな機能の発見が求められている．

自然界に棲息する酵母のうち，私たちが認識できて

いるものは 割にも満たないと言われている 酵母分

類学の教科書 第 版 ．そのため，野外に

棲息する未記載の酵母種の中に，有用な酵母が含まれ

ている可能性は極めて高いと考えられる．では酵母は

どこに棲息しているのだろうか いくつかの研究で

「昆虫の体内」が酵母のホットスポットであることが

報告されている ．そこで，私たちは野生酵母の探索

にあたり，昆虫のショウジョウバエに着目した．ショ

ウジョウバエは酵母を餌とし，移動性が高く，さらに

腸管内に摂餌した微生物を蓄えるクロップと呼ばれる

袋状の臓器を所有していることから，ハエの体内には

多様な酵母が棲息していると考えた．

材材料料・・方方法法

シショョウウジジョョウウババエエのの採採集集

牛乳パックの中に，熟したバナナを切り刻んで入れ，

紐を使い地表から ほどのところの木にぶら下げた

図 ．次の日，牛乳パックを覆うようにジップロッ

クを被せ，底をパンパンと叩くことにより，ショウジ

ョウバエをジップロック内に移動させ回収した．これ

までに大阪・奈良・東京・沖縄などの複数の地点でバ

ナナトラップを仕掛け，数千匹を超えるショウジョウ

バエを採集した．ショウジョウバエの採集には，名古

屋大学の石川由希講師，田中良弥助教，および東京大

学の内田唯研究員に協力を得た．
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【環境浄化，修復，保全技術】

G3H2-0105　H2会場　第 3日　9:30 ·····················································································  p. 36
 微生物由来蓄電性鉱物を介した電子共生に基づく嫌気バイオプロセスの向上

○林 稜也 2, 安池 一貴 2, 片桐 美紀 1, 大前 貴裕 2, 窪野 一郎 2, 田代 陽介 1, 二又 裕之 2,3 

（1静大・工 , 2静大院・総合科技 , 3静大・グリーン科技研）

G3H2-0106　H2会場　第 3日　9:30 ·····················································································  p. 38
 基質競合下における代謝ネットワークの進化と微生物共存

○鈴木 研志 1,5, 上原 悠太郎 2, 栗栖 太 3,5, 野尻 秀昭 4,5 

（1東大院・農生科 , 2東大院・工・都市工 , 3東大院・工・水環セ , 4東大院・農生科・アグテック , 5東大・CRIIM）

【環境工学，廃水処理技術】

G3H1-0302　H1会場　第 3日　11:00 ····················································································  p. 40
 酸素供給能は自家熱型高温好気消化プロセスに影響を及ぼす

○井出本 貴宏 , 張 敏 , 田代 幸寛 , 丸山 明子 , 酒井 謙二 
（九大院・生資環）

【バイオマス，資源，エネルギー工学】

G3H2-0208　H2会場　第 3日　10:30····················································································  p. 42
 単細胞緑藻のみを用いて作製した細胞プラスチックスの解析と評価

○鶴田 茜 1, 中西 昭仁 1,2 

（1東京工科大・応生 , 2東京工科大院・バイオニクス）

【生物化学工学】

G3H3-0207　H3会場　第 3日　10:00····················································································  p. 44
 ダイズの成長に伴う根圏微生物叢の変動解析

○木伏 真子 1, 西川 洋平 2,3, 細川 正人 1, 井手 圭吾 1,3, 小川 雅人 2,3, 穴井 豊昭 5, 竹山 春子 1,2,3,4 

（1早大院・先進理工 , 2早大・ナノライフ創新研 , 3産総研・早大 CBBD-OIL, 4早大・生命動態研 , 5九大院・農）

G3H3-0302　H3会場　第 3日　11:00 ····················································································  p. 46
 耐酸性細菌を利用した有用金属リサイクルシステムの開発

○高野 力 1, 村山 晃一 2, 青柳 秀紀 1 

（1筑波大院・生命環境 , 2フタムラ化学）

【バイオプロセス】

G3H4-0204　H4会場　第 3日　10:30····················································································  p. 48
 CO2を再資源化するGas-to-Lipidsバイオプロセスの開発

○奥田 源己 1, 渡邉 研志 1, 中瀬 玄徳 1, 廣谷 蘭 1, 石垣 元務 1, 中島田 豊 1, 松浦 将吏 2, 松山 恵介 3, 秋 庸裕 1 
（1広島大院・統合生命科学 , 2中国電力株式会社 , 3長瀬産業）
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ショウジョウバエからの野生酵母の単離と産業への展開

清家 泰介 ＊・武方 宏樹 ・阪田 奈津枝 ・古澤 力 ・松田 史生

大阪大学大学院情報科学研究科， 大阪大学先導的学際研究機構，

理化学研究所生命機能科学研究センター， 琉球大学戦略的研究プロジェクトセンター，

東京大学大学院理学系研究科

〒 大阪府吹田市山田丘 大阪大学大学院情報科学研究科 棟 室

有用物質生産において，実績の高い出芽酵母 に加え，新しい機能や

特性を持った新たな酵母の利用も期待されている．そこで本研究では，酵母を餌とし移動性の高い

ショウジョウバエに着目し，ハエのクロップ 微生物を蓄える器官 から野生酵母を単離すること

を試みた．その結果，現在までに 属 種類の野生酵母の単離に成功し，新種酵母も 種単離

できた。以上から，ショウジョウバエを用いて野生酵母を集める方法は有用であることが示唆され

た．ここでは 例として ハエから単離した分裂酵母 を紹介する．

ははじじめめにに

酵母は広く発酵食品に利用され，私たちの生活には

欠かせない産業微生物の一つである．特に出芽酵母

は，酒類やパン類などの生

産に利用されており，各企業がそれぞれの用途に合わ

せて望ましい表現型を示す系統株を樹立させている．

一方で， は高濃度のグルコース存在

下では，非常に高い効率でエタノールを生産するクラ

ブツリー効果を示すため，酒類製造には大きな効力を

発揮するが，エタノール以外の化合物の生産を目的と

する場合には，しばしば収率の低下を招く結果になる．

そこで，クラブツリー効果を示さない酵母を用いた代

謝改変の試みも進んでいる．また環境問題の観点から，

エタノール生産時の冷却コスト削減のため，高温耐性

を示す酵母 属など や，特定の物質を

生産する酵母 油脂を生産する 属など の利

用も注目されており，多種多様な酵母を用いた産業利

用が期待されている．しかし現状では，

や といったモデル生物で

ない野生酵母の情報が不足しており，今後の産業利用

のさらなる発展に向け，自然界からの未知の酵母種の

単離と，新たな機能の発見が求められている．

自然界に棲息する酵母のうち，私たちが認識できて

いるものは 割にも満たないと言われている 酵母分

類学の教科書 第 版 ．そのため，野外に

棲息する未記載の酵母種の中に，有用な酵母が含まれ

ている可能性は極めて高いと考えられる．では酵母は

どこに棲息しているのだろうか いくつかの研究で

「昆虫の体内」が酵母のホットスポットであることが

報告されている ．そこで，私たちは野生酵母の探索

にあたり，昆虫のショウジョウバエに着目した．ショ

ウジョウバエは酵母を餌とし，移動性が高く，さらに

腸管内に摂餌した微生物を蓄えるクロップと呼ばれる

袋状の臓器を所有していることから，ハエの体内には

多様な酵母が棲息していると考えた．

材材料料・・方方法法

シショョウウジジョョウウババエエのの採採集集

牛乳パックの中に，熟したバナナを切り刻んで入れ，

紐を使い地表から ほどのところの木にぶら下げた

図 ．次の日，牛乳パックを覆うようにジップロッ

クを被せ，底をパンパンと叩くことにより，ショウジ

ョウバエをジップロック内に移動させ回収した．これ

までに大阪・奈良・東京・沖縄などの複数の地点でバ

ナナトラップを仕掛け，数千匹を超えるショウジョウ

バエを採集した．ショウジョウバエの採集には，名古

屋大学の石川由希講師，田中良弥助教，および東京大

学の内田唯研究員に協力を得た．
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G3H4-0213　H4会場　第 3日　10:30····················································································  p. 50
 新規の不純物吸着剤を用いたシンプルで効果的な生物学的製品の精製方法

○西八條 正克 1,2, 鴻池 史憲 1,2, 平山 翔太 1,2, 末岡 拓馬 1,2, 八浦 妃佐子 1,2, 水口 和信 1,2 

（1カネカ , 2次世代バイオ医薬品製造技術研究組合）

【植物細胞工学，組織培養，育種工学】

G2H7-0201　H7会場　第 2日　10:00····················································································  p. 52
 NGS解析に基づくゲノム育種で育成された大粒・短稈コシヒカリ型新品種「コシヒカリ駿河 d60Gg」
 及び晩生・短稈コシヒカリ型新品種「コシヒカリ駿河 d60Hd16」

○富田 因則 
（静大・グリーン科技研）

【生体医用工学】

G2H7-0102　H7会場　第 2日　9:00 ·····················································································  p. 54
 細胞外小胞のエンジニアリングによるタンパク質ソーティングの制御と薬物送達への応用

○曽宮 正晴 , 黒田 俊一 
（阪大・産研）

【セル＆ティッシュエンジニアリング】

G2H7-0203　H7会場　第 2日　10:00····················································································  p. 56
 人工転写活性化因子 /アプタマー複合体を用いた特異的 RNAを検出する遺伝子発現システム

○鄭 飛揚 1・河邉 佳典 2・上平 正道 1,2 

（1九大院・システム生命，2九大院・工）

【生体情報工学，バイオインフォマティクス】

G2H3-0301　H3会場　第 2日　11:00 ····················································································  p. 58
 未培養腸内細菌の１細胞ロングリードシーケンスによる完全長ゲノムの獲得

○細川 正人 1,2, 小川 雅人 1, 西川 洋平 1, 佐伯 達也 2, 依田 卓也 2, 有川 浩司 2, 竹山 春子 1 
（1早大院・先進理工 , 2bitBiome）

【核酸工学】

G2H6-0301　H6会場　第 2日　11:30 ····················································································  p. 60
 PD-SELEX法を用いた直交性 RNA-RBPペアの発見

○福永 圭佑 , 横林 洋平 
（沖縄科学技術大学院大学）

【ペプチド工学】

G2H6-0302　H6会場　第 2日　11:30 ····················································································  p. 62
 細胞評価及び動物行動試験評価を用いた新規塩味ペプチドの発見

○竹内 友里 , 池田 彩 , 清水 一憲 , 本多 裕之 
（名大院・工）
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ショウジョウバエからの野生酵母の単離と産業への展開

清家 泰介 ＊・武方 宏樹 ・阪田 奈津枝 ・古澤 力 ・松田 史生

大阪大学大学院情報科学研究科， 大阪大学先導的学際研究機構，

理化学研究所生命機能科学研究センター， 琉球大学戦略的研究プロジェクトセンター，

東京大学大学院理学系研究科

〒 大阪府吹田市山田丘 大阪大学大学院情報科学研究科 棟 室

有用物質生産において，実績の高い出芽酵母 に加え，新しい機能や

特性を持った新たな酵母の利用も期待されている．そこで本研究では，酵母を餌とし移動性の高い

ショウジョウバエに着目し，ハエのクロップ 微生物を蓄える器官 から野生酵母を単離すること

を試みた．その結果，現在までに 属 種類の野生酵母の単離に成功し，新種酵母も 種単離

できた。以上から，ショウジョウバエを用いて野生酵母を集める方法は有用であることが示唆され

た．ここでは 例として ハエから単離した分裂酵母 を紹介する．

ははじじめめにに

酵母は広く発酵食品に利用され，私たちの生活には

欠かせない産業微生物の一つである．特に出芽酵母

は，酒類やパン類などの生

産に利用されており，各企業がそれぞれの用途に合わ

せて望ましい表現型を示す系統株を樹立させている．

一方で， は高濃度のグルコース存在

下では，非常に高い効率でエタノールを生産するクラ

ブツリー効果を示すため，酒類製造には大きな効力を

発揮するが，エタノール以外の化合物の生産を目的と

する場合には，しばしば収率の低下を招く結果になる．

そこで，クラブツリー効果を示さない酵母を用いた代

謝改変の試みも進んでいる．また環境問題の観点から，

エタノール生産時の冷却コスト削減のため，高温耐性

を示す酵母 属など や，特定の物質を

生産する酵母 油脂を生産する 属など の利

用も注目されており，多種多様な酵母を用いた産業利

用が期待されている．しかし現状では，

や といったモデル生物で

ない野生酵母の情報が不足しており，今後の産業利用

のさらなる発展に向け，自然界からの未知の酵母種の

単離と，新たな機能の発見が求められている．

自然界に棲息する酵母のうち，私たちが認識できて

いるものは 割にも満たないと言われている 酵母分

類学の教科書 第 版 ．そのため，野外に

棲息する未記載の酵母種の中に，有用な酵母が含まれ

ている可能性は極めて高いと考えられる．では酵母は

どこに棲息しているのだろうか いくつかの研究で

「昆虫の体内」が酵母のホットスポットであることが

報告されている ．そこで，私たちは野生酵母の探索

にあたり，昆虫のショウジョウバエに着目した．ショ

ウジョウバエは酵母を餌とし，移動性が高く，さらに

腸管内に摂餌した微生物を蓄えるクロップと呼ばれる

袋状の臓器を所有していることから，ハエの体内には

多様な酵母が棲息していると考えた．

材材料料・・方方法法

シショョウウジジョョウウババエエのの採採集集

牛乳パックの中に，熟したバナナを切り刻んで入れ，

紐を使い地表から ほどのところの木にぶら下げた

図 ．次の日，牛乳パックを覆うようにジップロッ

クを被せ，底をパンパンと叩くことにより，ショウジ

ョウバエをジップロック内に移動させ回収した．これ

までに大阪・奈良・東京・沖縄などの複数の地点でバ

ナナトラップを仕掛け，数千匹を超えるショウジョウ

バエを採集した．ショウジョウバエの採集には，名古

屋大学の石川由希講師，田中良弥助教，および東京大

学の内田唯研究員に協力を得た．

生物工学

 
 
 

図 バナナトラップによるショウジョウバエの採集

野野生生酵酵母母のの分分離離

ショウジョウバエを チューブに移し，滅菌水

で洗浄後に，ハエをホモジナイザーペッスルで破砕し，

滅菌水を再度加えて，懸濁液を および 寒天培

地に希釈してまいた．バクテリアの増殖を抑えるため

に，アンピシリンおよびクロラムフェニコールを

µg/mL で加えた． ℃で 日間培養後，シングルコロ

ニーを分離し，コロニーの色・見た目 顕微鏡による

細胞形態の観察を行い，最終的にリボソーム 遺伝

子の 領域の塩基配列から種を同定した

結結果果

現在までに， 属 種類もの野生酵母を単離する

ことに成功した 図 ．加えて，これまで報告ない新

種酵母も 種類発見しており，ハエの体内には期待通

り多種多様な酵母が棲息していることが判った．そこ

で，単離した野生酵母において，発酵過程で生じるよ

うな熱や などのストレスへの耐性能，主要な糖・ア

ルコールの資化能などについて，詳細に解析中である．

図 得られた野生酵母の解析と系統樹

系統樹の青丸は新種酵母を表している．

これまでに得られたデータの 例として，私たちは

複数の地点のショウジョウバエから，分裂酵母の一種

の単離に成功した．

研究で一般に使用されている 株は，九州

大学のいちご畑から単離されたものである ．興味深

いことに，ハエから単離した 株は ℃

以上の高温耐性を有しており，さらに植物や果物など

から分離された系統株と比較して，胞子形成能が極め

て高いことが判った ，また通常は胞子形成をしない

条件下 窒素源が存在 でも胞子を作ることができる

という特異な特徴を持っていた 図

図 ． の顕微鏡写真

プレートで ℃ 日間培養後の細胞形態．

は実験室標準株 はハエから単離した株．

矢印は代表的な胞子を示す．スケールバーは 10 µm．

考考察察とと今今後後のの展展望望

自然界の至る所 花や樹液など に棲息し，移動性の

高いショウジョウバエを利用して野生酵母を集める方

法は有用であると考えられる．特にハエの体内では，

消化酵素などの様々なストレスを受けるため，耐性の

強い酵母に加え，胞子形成能が強化された酵母が存在

する可能性が高い．またハエのクロップ内では，雑種

形成や異系交配も盛んに行われているとも報告されて

おり ，通常とは異なる表現型を示す野生酵母の単離

も期待できる 今後は，特に特定の代謝経路が強化され

た酵母や，クラブツリー効果を示さない酵母を見出し

たいと考えている．そして得られた情報を集約し，野

生酵母のリソースの提供と産業への展開を目指す．

参参考考文文献献
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特性を持った新たな酵母の利用も期待されている．そこで本研究では，酵母を餌とし移動性の高い

ショウジョウバエに着目し，ハエのクロップ 微生物を蓄える器官 から野生酵母を単離すること

を試みた．その結果，現在までに 属 種類の野生酵母の単離に成功し，新種酵母も 種単離
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謝改変の試みも進んでいる．また環境問題の観点から，

エタノール生産時の冷却コスト削減のため，高温耐性

を示す酵母 属など や，特定の物質を

生産する酵母 油脂を生産する 属など の利

用も注目されており，多種多様な酵母を用いた産業利

用が期待されている．しかし現状では，
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材材料料・・方方法法
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新規ゲノム編集ツール TiD を用いたヒト細胞のゲノム編集 

和田 直樹 1・村上 愛美 1・丸井 和也 1・宮下 尚之 2・刑部 祐里子 3・刑部 敬史 1＊ 

1徳島大学大学院社会産業理工学研究部，2近畿大学大学院生物理工学研究科, 3 東京工業大学生命理工学院 

〒770-8503  徳島県徳島市蔵本町 3-18-15 藤井節朗記念医科学センター410 
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本研究では、機能未知な CRISPR-Cas タイプ I-D システムをもとに新規国産ゲノム編集ツール TiD

システムを開発し、ヒト細胞におけるゲノム編集への利用に成功した。まず、in vitro において、

TiDにユニークなタンパク質であるCas10dがヌクレアーゼ活性を持つことを明らかにした。さらに、

TiD によるヒトゲノムの編集により、CRISPR-Cas9 と同様の小さな挿入・欠失に加え、18 kb に及ぶ

長鎖欠失を誘導できることを明らかにした。また、標的配列以外へのオフターゲット変異は検出さ

れなかった。これらの結果は、TiD が特異性の高いユニークな国産ゲノム編集ツールであること示

しており、今後、医療や農業分野を含めた様々な分野への展開が期待できる。  

 

11..ははじじめめにに  

近年、ゲノム編集技術の発展が著しい。ゲノム編集

技術は、ゲノム上の標的配列に対して特異的に変異を

導入できる技術であり、従来技術と比べて正確かつ効

率的に、また短期間で変異体を作出可能であることか

ら、基礎研究での利用から医療、産業、農業分野まで

幅広い応用が期待されている 1),2)。なかでも、現在最

も汎用的に利用されているゲノム編集技術は、細菌や

古細菌が持つ獲得免疫機構である CRISPR-Cas9 をゲノ

ム編集技術としてツール化したものである。例えば、

Streptococcus pyogenes 由来の Cas9 は PAM として

5’-NGG-3’を認識し、その上流 20 塩基を標的配列と

することができる。課題としては、ゲノム上の意図し

ない配列へと変異を導入してしまうオフターゲット効

果や、標的配列の選択性の制限などが挙げられ、さら

には日本国内での産業・医療へと利用の際には知的財

産の問題が生じることから、これらの課題を克服する

新しい国産ゲノム編集ツールの開発が望まれている。 

本研究では、自然界に存在する多様な CRISPR-Cas

システムの中から、未だ機能の同定が進んでいない

CRISPR-Cas type I-D システムに着目し、新規ゲノム

編集技術 TiD としての開発を行った 3)。TiD は、5 つの

Cas タンパク質(Cas3d,5d, 6d, 7d,10d)と 35, 36塩基

を認識する crRNA から構成される (図 1)。認識する標

的配列が 35, 36 塩基と Cas9 よりも長いため、高い特

異性を持つことが期待される。我々はすでに、大腸菌

において TiD が認識する PAM 配列の同定、また TiD に

よる植物でのゲノム編集にも成功している 3)。本研究

では、さらにその応用範囲を広げ、TiD によるヒト細

胞でのゲノム編集への利用可能性を検証した。 

 

図 1.新規ゲノム編集ツール TiD が形成する

Cas-DNA-crRNA複合体の概要図.   

22..実実験験材材料料とと方方法法  

(1) In vitro ssDNA nuclease assay  
HEK293T細胞でC末端に 6xHisタグを付加したCas3d, 

Cas10d を発現させ、それぞれをまず Ni-NTA Agarose 

(QIAGEN)を用いて精製し、さらに Superdex 200 

Increase 10/300GL (Cytiva)を用いたゲルろ過により

精製した。精製した各 Cas タンパク質を用いて ssDNA

の分解活性を解析した。反応産物をアガロースゲル電

気泳動によって解析した。 

 

 

 

 

３３  
 
 

 (2) TiD によるヒト HEK293T 細胞でのゲノム編集 

TiD Cas3d, Cas5d, Cas6d, Cas7d, Cas10d を hEF1αプ

ロモーターにより、また TiD crRNA を hU6プロモータ

ーによって発現する TiD ベクターを構築し、ヒト

HEK293T 細胞へと導入した。トランスフェクションし

てから 72時間後のサンプルからゲノム DNA を抽出し、

CelI assay ならびに Long PCR による解析を行った。

CelI assay は、標的配列を含む約 500 bp の領域を増

幅し、Surveyor® Mutation Detection kit (Integrated 

DNA technologies) を用いて、メーカーのマニュアル

に従って行った。Long PCR は、標的配列を挟んで 25 kb

までの領域を増幅するプライマーセットを用いて行っ

た。また、PCR 産物は Mighty TA Cloning Kit (タカラ

バイオ)を用いてクローニングを行い、シークエンス解

析を行った。 

 

33..結結果果とと考考察察  

(1) In vitro ssDNA nuclease assay 

 in vitro において、精製した Cas10d, Cas3d タンパ

ク質のssDNA切断活性を調べたところ、Cas10dがssDNA

ヌクレアーゼ活性を持つことを明らかにした (図 2)。

この結果は、TiD では Cas10d が DNA切断を担うことを

示している。また、type I-Eシステムで DNA切断活性

を担っていることが報告されているCas3ではなく 5),6)、

TiDにユニークなタンパク質であるCas10dが切断活性

を持つことから、TiD は既知のシステムとは異なるユ

ニークなシステムであると考えられる 4)。 

図 2.In vitro ssDNA ヌクレアーゼアッセイ.  

 

(2) TiD によるヒト HEK293T 細胞でのゲノム編集 

 TiD によってヒト細胞でゲノム編集が行えるのかを

検証するため、ヒト AAVS遺伝子および EMX1遺伝子を

標的とした TiD gRNA を設計し、動物細胞用に最適化し

た TiD cas 発現ベクターと共にヒト HEK293T 細胞への

導入を行った。その結果、Cas9 同様の短い欠失に加え、

18 kb にも及ぶ長鎖欠失が誘導されていることが明ら

かとなった(図 3)。また、タイプ I-E で報告されてい

る PAM 上流に向けた長鎖欠失ではく 5) 6)、PAM の両方向

に向けて長鎖欠失が誘導されていた（図 3）。この結果

も、TiD が既知の方法とは異なるユニークな技術であ

ることを示している。また、標的箇所以外へのオフタ

ーゲット変異も検出されなかったことから 4)、TiD は

高い特異性を持つゲノム編集技術であると考えられる。 

 

図 3.TiD によりゲノム編集を行った HEK293T 細胞の変

異解析. (A)AAVS遺伝子座の構造 (B) 検出された長鎖

欠失のリストとそのプロファイル.(C) 長鎖欠失の DNA

解析の一例.   

44..今今後後のの展展望望 

今回の実験結果により、TiD はヒト細胞でのゲノム編

集が可能であること、また既報の CRISPR-Cas とは異な

るユニークな国産ゲノム編集ツールであることが明ら

かとなった。現在、効率の向上やノックアウト株の樹

立、他の技術への応用など様々な改良を進めている。

また、我々は TiD を用いて植物でのゲノム編集に成功

していることから 3)、今後、医療、産業、農業分野を

含めた様々な分野への展開が期待できる。 
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本研究では、機能未知な CRISPR-Cas タイプ I-D システムをもとに新規国産ゲノム編集ツール TiD

システムを開発し、ヒト細胞におけるゲノム編集への利用に成功した。まず、in vitro において、

TiDにユニークなタンパク質であるCas10dがヌクレアーゼ活性を持つことを明らかにした。さらに、

TiD によるヒトゲノムの編集により、CRISPR-Cas9 と同様の小さな挿入・欠失に加え、18 kb に及ぶ

長鎖欠失を誘導できることを明らかにした。また、標的配列以外へのオフターゲット変異は検出さ

れなかった。これらの結果は、TiD が特異性の高いユニークな国産ゲノム編集ツールであること示

しており、今後、医療や農業分野を含めた様々な分野への展開が期待できる。  

 

11..ははじじめめにに  

近年、ゲノム編集技術の発展が著しい。ゲノム編集

技術は、ゲノム上の標的配列に対して特異的に変異を

導入できる技術であり、従来技術と比べて正確かつ効

率的に、また短期間で変異体を作出可能であることか

ら、基礎研究での利用から医療、産業、農業分野まで

幅広い応用が期待されている 1),2)。なかでも、現在最

も汎用的に利用されているゲノム編集技術は、細菌や

古細菌が持つ獲得免疫機構である CRISPR-Cas9 をゲノ

ム編集技術としてツール化したものである。例えば、

Streptococcus pyogenes 由来の Cas9 は PAM として

5’-NGG-3’を認識し、その上流 20 塩基を標的配列と

することができる。課題としては、ゲノム上の意図し

ない配列へと変異を導入してしまうオフターゲット効

果や、標的配列の選択性の制限などが挙げられ、さら

には日本国内での産業・医療へと利用の際には知的財

産の問題が生じることから、これらの課題を克服する

新しい国産ゲノム編集ツールの開発が望まれている。 

本研究では、自然界に存在する多様な CRISPR-Cas

システムの中から、未だ機能の同定が進んでいない

CRISPR-Cas type I-D システムに着目し、新規ゲノム

編集技術 TiD としての開発を行った 3)。TiD は、5 つの

Cas タンパク質(Cas3d,5d, 6d, 7d,10d)と 35, 36塩基

を認識する crRNA から構成される (図 1)。認識する標

的配列が 35, 36 塩基と Cas9 よりも長いため、高い特

異性を持つことが期待される。我々はすでに、大腸菌

において TiD が認識する PAM 配列の同定、また TiD に

よる植物でのゲノム編集にも成功している 3)。本研究

では、さらにその応用範囲を広げ、TiD によるヒト細

胞でのゲノム編集への利用可能性を検証した。 

 

図 1.新規ゲノム編集ツール TiD が形成する

Cas-DNA-crRNA複合体の概要図.   

22..実実験験材材料料とと方方法法  

(1) In vitro ssDNA nuclease assay  
HEK293T細胞でC末端に 6xHisタグを付加したCas3d, 

Cas10d を発現させ、それぞれをまず Ni-NTA Agarose 

(QIAGEN)を用いて精製し、さらに Superdex 200 

Increase 10/300GL (Cytiva)を用いたゲルろ過により

精製した。精製した各 Cas タンパク質を用いて ssDNA

の分解活性を解析した。反応産物をアガロースゲル電

気泳動によって解析した。 
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 (2) TiD によるヒト HEK293T 細胞でのゲノム編集 

TiD Cas3d, Cas5d, Cas6d, Cas7d, Cas10d を hEF1αプ

ロモーターにより、また TiD crRNA を hU6プロモータ

ーによって発現する TiD ベクターを構築し、ヒト

HEK293T 細胞へと導入した。トランスフェクションし

てから 72時間後のサンプルからゲノム DNA を抽出し、

CelI assay ならびに Long PCR による解析を行った。

CelI assay は、標的配列を含む約 500 bp の領域を増

幅し、Surveyor® Mutation Detection kit (Integrated 

DNA technologies) を用いて、メーカーのマニュアル

に従って行った。Long PCR は、標的配列を挟んで 25 kb

までの領域を増幅するプライマーセットを用いて行っ

た。また、PCR 産物は Mighty TA Cloning Kit (タカラ

バイオ)を用いてクローニングを行い、シークエンス解

析を行った。 

 

33..結結果果とと考考察察  

(1) In vitro ssDNA nuclease assay 

 in vitro において、精製した Cas10d, Cas3d タンパ

ク質のssDNA切断活性を調べたところ、Cas10dがssDNA

ヌクレアーゼ活性を持つことを明らかにした (図 2)。

この結果は、TiD では Cas10d が DNA切断を担うことを

示している。また、type I-Eシステムで DNA切断活性

を担っていることが報告されているCas3ではなく 5),6)、

TiDにユニークなタンパク質であるCas10dが切断活性

を持つことから、TiD は既知のシステムとは異なるユ

ニークなシステムであると考えられる 4)。 

図 2.In vitro ssDNA ヌクレアーゼアッセイ.  

 

(2) TiD によるヒト HEK293T 細胞でのゲノム編集 

 TiD によってヒト細胞でゲノム編集が行えるのかを

検証するため、ヒト AAVS遺伝子および EMX1遺伝子を

標的とした TiD gRNA を設計し、動物細胞用に最適化し

た TiD cas 発現ベクターと共にヒト HEK293T 細胞への

導入を行った。その結果、Cas9 同様の短い欠失に加え、

18 kb にも及ぶ長鎖欠失が誘導されていることが明ら

かとなった(図 3)。また、タイプ I-E で報告されてい

る PAM 上流に向けた長鎖欠失ではく 5) 6)、PAM の両方向

に向けて長鎖欠失が誘導されていた（図 3）。この結果

も、TiD が既知の方法とは異なるユニークな技術であ

ることを示している。また、標的箇所以外へのオフタ

ーゲット変異も検出されなかったことから 4)、TiD は

高い特異性を持つゲノム編集技術であると考えられる。 

 

図 3.TiD によりゲノム編集を行った HEK293T 細胞の変

異解析. (A)AAVS遺伝子座の構造 (B) 検出された長鎖

欠失のリストとそのプロファイル.(C) 長鎖欠失の DNA

解析の一例.   

44..今今後後のの展展望望 

今回の実験結果により、TiD はヒト細胞でのゲノム編

集が可能であること、また既報の CRISPR-Cas とは異な

るユニークな国産ゲノム編集ツールであることが明ら

かとなった。現在、効率の向上やノックアウト株の樹

立、他の技術への応用など様々な改良を進めている。

また、我々は TiD を用いて植物でのゲノム編集に成功

していることから 3)、今後、医療、産業、農業分野を

含めた様々な分野への展開が期待できる。 
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ポリヒドロキシアルカン酸 (PHA) は、バイオマスを原料として、微生物によって合成される生

分解性バイオプラスチックである。我々は、廃棄海藻を原料とした PHA 合成を目指している。これ

までに、海藻やアルギン酸を原料として、PHA を合成可能な 2 種の Cobetia 属細菌を新規に見出し

た。しかし、本菌の PHA 生産量は実用化菌株と比較すると低く、代謝改変による PHA 合成能力の改

良が必要となるが、これまでに Cobetia 属細菌の遺伝子組換えが行われた報告はない。そこで、本

研究では、Cobetia 属細菌の遺伝子組換え系の構築を目指した。その結果、接合伝達法によって外

来プラスミドを導入した Cobetia 属細菌の形質転換に成功した。 

 

 

11..  ははじじめめにに  

  近年、石油系プラスチックが海洋環境中に流出・蓄

積することで引き起こす海洋プラスチック問題が危険

視されている。ポリヒドロキシアルカン酸 (PHA) は、

バイオマスを原料として、微生物の細胞内で合成・蓄

積されるバイオプラスチックであり、海洋中でも生分

解性を示すことから海洋プラスチック問題の解決策と

して注目されている。しかし、PHA の製造コストは高

く、原料コストの削減が求められている。 

このような背景のもと、我々は PHA の安価な原料と

しての利用例がほとんどない廃棄海藻に着目し、海藻

の主成分であるアルギン酸もしくは粉砕した乾燥海藻

を貧栄養培地に添加した際に、典型的な PHA の一種で

あるポリ(3-ヒドロキシブタン酸) [P(3HB)] を合成可

能な Cobetia sp. IU180733JP01 (5-11-6-3) と Cobetia 

sp. IU190790JP01 (5-25-4-2) を見出すことに成功し

た 1) （図 1）。しかし、本菌の P(3HB)生産量は実用化

菌株に劣るため、実用化に向けては、代謝改変による

PHA 合成能力の改良が必要である。代謝改変を行うた

めに、遺伝子組換え技術は必須であるが、これまでに

Cobetia 属細菌の遺伝子組換えが行われた報告はない。 

そこで、本研究では Cobetia 属細菌の遺伝子組換え

系の構築を目指した。 

 
図 1   Cobetia 属細菌による海藻からの PHA 合成 

 

22..  材材料料とと方方法法  

((11))  菌菌株株とと培培養養  

本研究で使用した Cobetia 属細菌は、Luria-Bertani 

(LB) 培地、もしくは PHA 合成用寒天培地 1)を用いて

30℃で培養した。エレクトロポレーション後の形質転

換体の選抜には、 LB/Cm 寒天培地  (NaCl3.5%、

Chloramphenicol:1.0 µg/ml) を用い、30℃で 2 日間培

養した。接合伝達による形質転換体の選抜は、LB/Cm

寒天培地 (NaCl10%、Chloramphenicol:10 µg/ml) を用

い、30℃で 5 日間培養した。 
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((22))  使使用用ししたたププララススミミドド  

  本菌の様々な抗生物質に対する感受性を検討したと

ころ、Cm に対して高い感受性を示したため、Cm 耐性遺

伝子を有する広宿主ベクターpBBR1 MCS-1 を使用した。 

 

((33))  エエレレククトトロロポポレレーーシショョンン法法  

 本菌を対数増殖期中期まで培養した後、集菌した菌

体の洗浄操作を 2 回行い、エレクトロコンピテントセ

ルを作成した。100 µl のエレクトロコンピテントセル

に、pBBR1 MCS-1 を 500、1000 ng となるように添加し、

MicroPulserTMを用いて、1.8～2.7 kV の電圧、時定数

4 msc の条件でエレクトロポレーションを行った。 

 

((44))  接接合合伝伝達達法法  

 pBBR1 MCS-1 を Escherichia coli S17-1 (E.coli 

S17-1) に導入し、OD660の値が 0.5 となるように LB/Cm

液体培地で培養した。Cobetia 属細菌も同様に対数増

殖期中期まで培養し、両菌を様々な比率で混合し、LB

寒天培地 (NaCl2%) で培養して、接合伝達した。続い

て、培地上の菌体を LB/Cm 寒天培地 (NaCl10%) に植え

継ぎ、形質転換体の選抜を行い、供与菌あたりの形質

転換体の数を求めることで形質転換効率を算出した。 

 

33..  結結果果とと考考察察  

((11))  エエレレククトトロロポポレレーーシショョンンにによよるる形形質質転転換換体体のの作作成成  

適切なエレクトロコンピテントセルを作成するため、

低イオン強度となる培地組成、対数増殖期となる培養

時間、菌体の洗浄操作の検討を行った。さらにエレク

トロポレーション時の電圧や添加するプラスミド DNA

量などについても検討したが、いずれの条件でも形質

転換体は得られなかった。 

 

((22))  接接合合伝伝達達にによよるる形形質質転転換換体体のの作作成成  

E.coli S17-1 をプラスミド供与菌、Cobetia 属細菌

を受容菌とした接合伝達を試みた結果、LB/Cm 寒天培

地上に多数のコロニーが得られた (図 2)。そのうち、 

5 個のコロニーからプラスミドを抽出し、各コロニ

ーから抽出した、プラスミドのサイズと DNA 配列の確

認を行った。その結果、変異導入などされておらず、

目的のプラスミドが本菌に、適切に導入されているこ

とが示された。 

 

((33))  接接合合伝伝達達条条件件のの最最適適化化  

続いて、形質転換効率の向上を目的に、プラスミド

供与菌と受容菌の比率を検討した。その結果、5-11-6-3

株では、供与菌:受容菌の比率が 5:1 のとき、5-25-4-2

株では、供与菌:受容菌の比率が 2:1 のとき、形質転換

効率が最も高かった (表 1)。これらの値は、これまで

に報告されている海洋細菌の形質転換効率 2) 

(Oceanibulbus indolifex : 2.7×10-2, Roseobacter 

denitrificans : 2.0×10-4) と同程度であるため、本

研究で確立した Cobetia 属細菌の形質転換法は有効で

あると考えられる。 

 

 

図 2   接合伝達による形質転換体の取得 

SM=サイズマーカー、pBB=pBBR1 MCS-1 (4.7 kbp)、 

U=制限酵素未処理、C=制限酵素処理 

 

表 1   供与菌と受容菌の比率と形質転換効率 

供供与与菌菌::受受容容菌菌 
菌菌株株  

CCoobbeettiiaa  sspp..  55--1111--66--33 CCoobbeettiiaa  sspp..  55--2255--44--22 

11::11 ((11..4488±±00..6644))××1100--33 00 

22::11 ((88..6699±±11..2255))××1100--44 ((22..0011±±00..5555))××1100--22 

55::11 ((22..9922±±11..3377))××1100--33 ((66..6644±±00..2233))××1100--44 

 

44..  今今後後のの展展望望  

今後は、本菌の PHA 合成経路に焦点をあて、代謝経

路改変による海藻を原料とした PHA 生産量の向上を目

指していきたい。さらに、Cobetia 属細菌は、好塩性

や速い生育速度など、工業的な物質生産の微生物宿主

として有用な性質を有する。よって、本研究で確立し

た形質転換法は、海藻を原料とした PHA 合成に限らず、

Cobetia 属細菌を宿主とした多様な物質生産を目指す

際に、重要な技術基盤となることが期待できる。 
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来プラスミドを導入した Cobetia 属細菌の形質転換に成功した。 

 

 

11..  ははじじめめにに  

  近年、石油系プラスチックが海洋環境中に流出・蓄

積することで引き起こす海洋プラスチック問題が危険

視されている。ポリヒドロキシアルカン酸 (PHA) は、

バイオマスを原料として、微生物の細胞内で合成・蓄

積されるバイオプラスチックであり、海洋中でも生分

解性を示すことから海洋プラスチック問題の解決策と

して注目されている。しかし、PHA の製造コストは高

く、原料コストの削減が求められている。 

このような背景のもと、我々は PHA の安価な原料と

しての利用例がほとんどない廃棄海藻に着目し、海藻

の主成分であるアルギン酸もしくは粉砕した乾燥海藻

を貧栄養培地に添加した際に、典型的な PHA の一種で

あるポリ(3-ヒドロキシブタン酸) [P(3HB)] を合成可

能な Cobetia sp. IU180733JP01 (5-11-6-3) と Cobetia 

sp. IU190790JP01 (5-25-4-2) を見出すことに成功し

た 1) （図 1）。しかし、本菌の P(3HB)生産量は実用化

菌株に劣るため、実用化に向けては、代謝改変による

PHA 合成能力の改良が必要である。代謝改変を行うた

めに、遺伝子組換え技術は必須であるが、これまでに

Cobetia 属細菌の遺伝子組換えが行われた報告はない。 

そこで、本研究では Cobetia 属細菌の遺伝子組換え

系の構築を目指した。 

 
図 1   Cobetia 属細菌による海藻からの PHA 合成 

 

22..  材材料料とと方方法法  

((11))  菌菌株株とと培培養養  

本研究で使用した Cobetia 属細菌は、Luria-Bertani 

(LB) 培地、もしくは PHA 合成用寒天培地 1)を用いて

30℃で培養した。エレクトロポレーション後の形質転

換体の選抜には、 LB/Cm 寒天培地  (NaCl3.5%、

Chloramphenicol:1.0 µg/ml) を用い、30℃で 2 日間培

養した。接合伝達による形質転換体の選抜は、LB/Cm

寒天培地 (NaCl10%、Chloramphenicol:10 µg/ml) を用

い、30℃で 5 日間培養した。 

 

 

 

 

３３  
 
 

((22))  使使用用ししたたププララススミミドド  

  本菌の様々な抗生物質に対する感受性を検討したと

ころ、Cm に対して高い感受性を示したため、Cm 耐性遺

伝子を有する広宿主ベクターpBBR1 MCS-1 を使用した。 

 

((33))  エエレレククトトロロポポレレーーシショョンン法法  

 本菌を対数増殖期中期まで培養した後、集菌した菌

体の洗浄操作を 2 回行い、エレクトロコンピテントセ

ルを作成した。100 µl のエレクトロコンピテントセル

に、pBBR1 MCS-1 を 500、1000 ng となるように添加し、

MicroPulserTMを用いて、1.8～2.7 kV の電圧、時定数

4 msc の条件でエレクトロポレーションを行った。 

 

((44))  接接合合伝伝達達法法  

 pBBR1 MCS-1 を Escherichia coli S17-1 (E.coli 

S17-1) に導入し、OD660の値が 0.5 となるように LB/Cm

液体培地で培養した。Cobetia 属細菌も同様に対数増

殖期中期まで培養し、両菌を様々な比率で混合し、LB

寒天培地 (NaCl2%) で培養して、接合伝達した。続い

て、培地上の菌体を LB/Cm 寒天培地 (NaCl10%) に植え

継ぎ、形質転換体の選抜を行い、供与菌あたりの形質

転換体の数を求めることで形質転換効率を算出した。 

 

33..  結結果果とと考考察察  

((11))  エエレレククトトロロポポレレーーシショョンンにによよるる形形質質転転換換体体のの作作成成  

適切なエレクトロコンピテントセルを作成するため、

低イオン強度となる培地組成、対数増殖期となる培養

時間、菌体の洗浄操作の検討を行った。さらにエレク

トロポレーション時の電圧や添加するプラスミド DNA

量などについても検討したが、いずれの条件でも形質

転換体は得られなかった。 

 

((22))  接接合合伝伝達達にによよるる形形質質転転換換体体のの作作成成  

E.coli S17-1 をプラスミド供与菌、Cobetia 属細菌

を受容菌とした接合伝達を試みた結果、LB/Cm 寒天培

地上に多数のコロニーが得られた (図 2)。そのうち、 

5 個のコロニーからプラスミドを抽出し、各コロニ

ーから抽出した、プラスミドのサイズと DNA 配列の確

認を行った。その結果、変異導入などされておらず、

目的のプラスミドが本菌に、適切に導入されているこ

とが示された。 

 

((33))  接接合合伝伝達達条条件件のの最最適適化化  

続いて、形質転換効率の向上を目的に、プラスミド

供与菌と受容菌の比率を検討した。その結果、5-11-6-3

株では、供与菌:受容菌の比率が 5:1 のとき、5-25-4-2

株では、供与菌:受容菌の比率が 2:1 のとき、形質転換

効率が最も高かった (表 1)。これらの値は、これまで

に報告されている海洋細菌の形質転換効率 2) 

(Oceanibulbus indolifex : 2.7×10-2, Roseobacter 

denitrificans : 2.0×10-4) と同程度であるため、本

研究で確立した Cobetia 属細菌の形質転換法は有効で

あると考えられる。 

 

 

図 2   接合伝達による形質転換体の取得 

SM=サイズマーカー、pBB=pBBR1 MCS-1 (4.7 kbp)、 

U=制限酵素未処理、C=制限酵素処理 

 

表 1   供与菌と受容菌の比率と形質転換効率 

供供与与菌菌::受受容容菌菌 
菌菌株株  

CCoobbeettiiaa  sspp..  55--1111--66--33 CCoobbeettiiaa  sspp..  55--2255--44--22 

11::11 ((11..4488±±00..6644))××1100--33 00 

22::11 ((88..6699±±11..2255))××1100--44 ((22..0011±±00..5555))××1100--22 

55::11 ((22..9922±±11..3377))××1100--33 ((66..6644±±00..2233))××1100--44 

 

44..  今今後後のの展展望望  

今後は、本菌の PHA 合成経路に焦点をあて、代謝経

路改変による海藻を原料とした PHA 生産量の向上を目

指していきたい。さらに、Cobetia 属細菌は、好塩性

や速い生育速度など、工業的な物質生産の微生物宿主

として有用な性質を有する。よって、本研究で確立し

た形質転換法は、海藻を原料とした PHA 合成に限らず、

Cobetia 属細菌を宿主とした多様な物質生産を目指す

際に、重要な技術基盤となることが期待できる。 
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コラーゲンペプチドは皮膚及び骨機能の改善に資する健康素材として，食品や化粧品分野で利用

されている．このうち trans-4-L-ヒドロキシプロリルグリシン (Hyp-Gly) は，コラーゲンペプチド摂

取後の血液中にジペプチドのまま長期間残存して機能性を示すことが報告され，近年，それを精製

した製品の供給増への期待が大きくなっている．しかし，これまでに Hyp-Gly を効率的に生産する

プロセスは報告されていない．そこで我々は，無保護の L-アミノ酸をシーケンシャルに連結してジ

ペプチドを合成する L-アミノ酸リガーゼ (Lal) を用いた Hyp-Gly 生産プロセスの開発に着手した．

その際，プロセスの簡略化と低コスト化を目指し，外部添加していた高価な補酵素 ATP の再生が可

能な Lal を高発現させた大腸菌を用いる菌体反応系とした．宿主大腸菌による Hyp-Gly 分解や基質

Hyp の取り込み律速，Gly 分解などが生産を阻む新たな課題として顕在化したが，原因酵素の欠失

や生産条件の最適化を図り，産業上有用な Hyp-Gly の効率的生産プロセスの開発に成功した． 

 

1. ははじじめめにに 
コラーゲンを加熱変性させて可溶性となったゼラチ

ンを酵素などで加水分解して得られるコラーゲンペプ

チドは，皮膚及び骨機能の改善に資する健康素材とし

て，食品や化粧品分野で利用されている．コラーゲン

ペプチドを摂取した際，Hyp を含むジペプチドやトリ

ペプチドがヒトプロテアーゼによる分解に耐性を有し，

血中に長期間残存することが明らかになっている 1)．

Hyp-Gly は血中に比較的多く含有されるため健康機能

性に関する研究が盛んに行われており，さらに近年で

は，Hyp-Gly や X-Hyp-Gly 濃度を高めたコラーゲンペ

プチドが国内企業にて製品化されている．しかし，こ

のような市場での供給増への大きな期待にも関わらず，

現在までに Hyp-Gly を供給可能な生産プロセスは報告

されていない．そこで，アミノ酸を原料とする選択的

な Hyp-Gly 合成法の開発を検討した． 
我々はこれまで，Pseudomonas syringae NBRC14081

株由来の Lal である TabS において，L-プロリルグリシ

ン (Pro-Gly) の効率的合成が可能な改変酵素の創製に

成功している 2)．TabS の結晶構造は明らかになってい

ないものの，既知 Lal における知見を踏まえたアミノ

酸配列の比較解析や TabS の構造予測より，基質認識

部位近傍に位置し酵素活性に影響を及ぼす可能性のあ

る Ser85 と His294 残基にサチュレーション変異を加え

て Pro-Gly 合成活性の向上した S85T 及び H294D の二

種類の有効変異を見出している．また，二重変異酵素

とすることで相乗的な活性の向上を確認している 2)． 
 以上の経緯を踏まえ，本研究では，Hyp-Gly 合成へ

の TabS（S85T/H294D）の利用と工業生産を見据えたプ

ロセスの開発を目指した． 
 

2. 方方法法 
 菌体反応系による生産は，TabS（S85T/H294D）高発

現大腸菌を用い，アミノ酸やグルコース（Glc）を含む

基質溶液を基本として各種条件検討を行った（図 1）． 
 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. 菌体反応系による Hyp-Gly 生産 

生物工学 

 

 

 
 
 

当該菌体反応では，Lal によるジペプチド合成反応と

宿主の有する糖代謝系を活用した ATP 生産及び再生

系が共役するため，ATP の外部添加を必要としない低

コストでの Hyp-Gly 生産が可能になると考えた． 
 

3. 結結果果とと考考察察 
(1) 精精製製酵酵素素反反応応ににおおけけるる Hyp-Gly 合合成成活活性性評評価価 
 TabS (S85T/H294D) 高発現大腸菌より酵素を精製し，

宿主内在の酵素による反応への影響を排除した状態で

Hyp-Gly 合成活性を評価した．その結果，Pro-Gly と同

様に Hyp-Gly についても高収率で合成できることを確

認したため，菌体反応系での検討に移行した． 
 
(2) Hyp-Gly 分分解解活活性性のの評評価価 

微生物はジペプチドをアミノ酸に加水分解するペプ

チダーゼを一般に有している．実際，宿主大腸菌 BL21  
(DE3) に外部添加した Hyp-Gly が完全に分解されたた

め（図 2 左），この分解活性の抑制が必要となった． 
そこで，Pro-Gly をはじめとする広範にジペプチドを

分解することが報告されているペプチダーゼ D (PepD) 

3) を欠失させた大腸菌 BL21 (DE3) ∆pepD 株を作製し

て Hyp-Gly 分解活性の有無を評価した．その結果，

PepD が Hyp-Gly の主要な分解に関与することが明ら

かになり，当該大腸菌欠損株を宿主とすることで Hyp-
Gly 分解の大幅な抑制に成功した（図 2 右）． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

(3) Hyp-Gly 生生産産ににおおけけるる Hyp 取取りり込込みみ律律速速のの解解除除 
大腸菌 BL21 (DE3) ∆pepD を宿主とする組換え株で

は，予想に反して Hyp-Gly の蓄積は認められなかった．

Pro-Gly 生産での蓄積量もわずかであったため本宿主

では Hyp と Pro の菌体内取り込みが律速と推察した． 
そこで，Pro 取り込み強化に有効と報告のある高浸

透圧下での K+添加 4) が Hyp にも効果があると考え，

KCl の各種添加濃度にて Hyp-Gly 生産試験を実施した．

その結果，Hyp-Gly の蓄積が初めて確認され，400 mM 
KCl 添加時に収量が最大となった（図 3）．本結果より，

Hyp-Gly 生産において Hyp 取り込み律速解除の重要性

を明らかにし，ATP 無添加での菌体反応系による Hyp-
Gly 生産に成功した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) 生生産産条条件件のの最最適適化化検検討討 
  KCl 添加による Hyp 取り込み強化では Hyp-Gly の
生産収率はまだ高くない（図 3）．そこで，Hyp-Gly 生

産へ影響を与える因子を多面的に検討した結果，基質

である Gly と菌体の濃度に着目した．菌体濃度増は生

産収量向上に効果があったが，大腸菌による Gly 分解

を確認していたため，両因子のバランスを考えて検討

した．その結果，Gly の増量は菌体濃度増によるマイ

ナス効果を緩和し，Hyp-Gly 生産活性の向上に有効で

あった．条件の最適化により，Hyp-Gly の対 Hyp モル

変換率 80%を超える高収量生産に成功した． 
 

4. 今今後後のの展展望望 
 本研究では，大腸菌における Hyp の取り込み律速を

明らかにし，その解消のもと ATP の外部添加を必要と

しない効率的な Hyp-Gly 生産プロセスの開発に成功し

た．本結果は，コラーゲン由来ジペプチドの微生物生

産に成功した初の報告である．今後は本プロセスのス

ケールアップ等，工業化に向けた検討を進める． 
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図 3.ジペプチド合成収率に及ぼす KCl 添加濃度の影響 

図 2. PepD 欠失による Hyp-Gly と Pro-Gly の分解活性 
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糸状菌は，外界に存在する多糖に応答して様々なタンパク質を分泌することが知られている．本研究では，糸

状菌のモデル生物の一種である Aspergillus nidulans がペクチン応答的に生産する細胞外タンパク質を網羅的に
解析した．その結果，306 種のタンパク質が同定された．機能既知のタンパク質（多糖分解関連酵素，プロテア
ーゼ，リパーゼ，その他）の他に，すでに機能が明らかになっているタンパク質とアミノ酸配列レベルで全く相

同性のない機能未知タンパク質 (HP) が 55種類同定された．同定された HP のリコンビナントタンパク質を調
製し，種々の多糖と反応させたところ，HP1はペクチンの主鎖であるラムノガラクツロナン (RG) を脱離分解す
る新規の RG lyaseであることが判明した．さらに，X 線結晶構造解析から β-helix 型の構造を有することが明
らかとなった． 

	 

	 

1. 背背景景  
植物細胞壁に含まれる多糖は，セルロース，ヘミセ

ルロース （主にキシランおよびマンナン），ペクチン
から構成されており，糸状菌はこれらの多糖を分解・

利用している (Rytioja J. et al.)．ペクチンは様々な構
成成分からなり，それらの結合様式も多岐にわたる複

雑な構造を有するが，糸状菌によるペクチン分解機構

については，未だ完全には解明されていない．近年，

腸内細菌によるペクチンの分解についての研究がなさ

れ，これまでに報告されていない活性を有する新規酵

素が多数見出されている (Ndeh D. et al., Ana SL. et 
al.)．しかしながら，腸内細菌から見出されたペクチン
分解に関与する酵素遺伝子の多くは糸状菌のゲノム

DNA にコードされている遺伝子とは相同性を有さな
い．このことから，糸状菌には未知のペクチン分解酵

素が存在することが予想された． 
本研究ではモデル糸状菌であるAspergillus nidulans 

がペクチン応答的に生産する細胞外タンパク質を網羅

的に解析し，同定された機能未知タンパク質 (HP) の
機能を明らかにすることを試みた． 

 
2. 材材料料とと方方法法  
ペクチンを唯一の炭素源として A. nidulans を 48

時間培養し，生産された細胞外タンパク質を 
LC-MS/MS にて網羅的に解析した．同定された HP 
をメタノール資化酵母 Pichia pastoris にて異種生産
させ，機能を解析した．HP と種々の多糖 (α-1,5-アラ
ビナン, アラビノガラクタン, β-1,4-ガラクタン, ポリ
ガラクツロン酸, ラムノガラクツロナン I (RGI), ラム
ノガラクツロナン (RG))を反応させ，それぞれの分解
産物を TLC および MALDI-TOF-MS にて解析した．
また，機能が明らかになった HP1 について，X-線結
晶構造解析を行った． 
 
3. 結結果果とと考考察察  
同同定定さされれたた細細胞胞外外タタンンパパクク質質のの種種別別  
ペクチンを唯一の炭素源として A. nidulans を培養

したところ，306 種の細胞外タンパク質が同定された 
(図 1)．機能既知のタンパク質 （多糖分解関連酵素，
プロテアーゼ，リパーゼ，その他） の他に，すでに機
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能が明らかになっているタンパク質とアミノ酸配列レ

ベルで全く相同性のない機能未知タンパク質  (HP) 
が 55種類同定された． 

 

	 
図 1. 同定されたタンパク質の種別. 
 
TLCにによよるる多多糖糖分分解解産産物物のの分分析析  
同定された HP1 を P. pastoris にて異種生産させ精

製後，種々の多糖 (α-1,5-アラビナン, アラビノガラク
タン, β-1,4-ガラクタン, ポリガラクツロン酸, RGI, 
RG) と反応させた．その結果，β-1,4-ガラクタン (不
純物として RG を含む)，RGI および RG にて分解
産物が検出された (図 2)． 

 

 
 
MALDI-TOF-MSにによよるる RG由由来来のの分分解解産産物物のの同同定定  

HP1 による RG の分解産物を MALDI-TOF-MS に

て解析した．その結果，不飽和 RG オリゴ糖 (ΔGR
など) が検出されたことから，HP1 は新規ラムノガラ
クツロナンリアーゼであることが明らかとなった (図 
3)．  

 
図 3. HP1による RG 分解産物の同定.  
 
X線線結結晶晶構構造造解解析析にによよるる  HP1 のの立立体体構構造造  

HP1 は β-helix 型の構造を有することが明らかと
なった (図 4)．現在 HP1 の活性アミノ酸残基の特定
など詳細な解析を進めている． 
 

 
4. 今今後後のの展展望望  
今後は HP1 と基質との複合体構造を明らかにし，基
質結合部位の特定および反応機構の解明を試みる．

HP1 は植物細胞壁を構成するペクチンに含まれる
RG を分解し，RG オリゴ糖を生産することから，ペ
クチンからのオリゴ糖生産および植物バイオマスの利

用に貢献しうる． 
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図 2. HP1 による多糖分解産物の分析. 
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RGI : rhamnogalacturonan I
RG : rhamnogalacturonan
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図 4.	 HP1の立体構造.	 
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Ara : linear-1,5-α-L-arabinan
AraG : arabinogalactan

Gal : β-1,4-galactan (potato)

PGA : polygalacturonic acid
RGI : rhamnogalacturonan I
RG : rhamnogalacturonan

+-

図 4.	 HP1の立体構造.	 
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２２

ヒト腸内細菌 による

海藻多糖 β キシランの資化機構

－ 分泌型 β キシラナーゼの機能解析 －

堀 沙那恵 ・岡﨑 文美 ＊

三重大学 大学院生物資源学研究科， 三重大学 先端科学研究支援センター

〒 三重県津市栗真町屋町 三重大学大学院生物資源学研究科

β キシランは，紅藻類および緑藻類の細胞壁にのみ存在する海藻特有の多糖である．β
キシラン資化能を有する細菌は主に海洋環境から分離されており，これまでにヒト腸内細菌では報

告がない．近年，ヒト腸内細菌が海藻多糖類の資化酵素遺伝子を有することが明らかとなってきた

ことから，ヒト腸内細菌ゲノム情報を探索した結果，ヒト腸内細菌 のゲノム

中に推定 β キシラン資化遺伝子クラスターを見出した．本遺伝子クラスターに含まれる 種類

の分泌型 β キシラナーゼの機能解析を行ったところ，両酵素は異なる作用様式を有し，相乗的

作用により β キシランを効率的に分解していることが示唆された．本研究結果は，ヒト腸内に

おける優勢菌群である 属細菌が，海藻多糖 β キシランの資化能を有することを示

すものであり，海藻食とヒトの健康に関する新たな知見を与えるものと考える．

ははじじめめにに

β キシランは キシロースが β 結合した

直鎖構造のホモポリマーであり，紅藻類および緑藻類

の細胞壁にのみ存在する海藻特有の多糖である ．代

表的な食用海藻では，海苔の原料である紅藻スサビノ

リおよびアサクサノリ，緑藻クビレズタ（ウミブドウ）

などに含まれている．

β キシラナーゼは β キシロシド結合を加

水分解する酵素の総称であり，β キシランに作用

して種々のオリゴ糖を生ずるエンド β キシラナ

ーゼ β
と，β キシランおよび β キシロオリゴ糖に作

用してキシロースを生ずるエキソ β キシラナー

ゼ β キ シ ロ シ ダ ー ゼ β
に分類される ．

β キシラン資化能を有する細菌は主に海洋環

境から分離されており，現在までに酵素機能が明らか

となっているエンド β キシラナーゼ遺伝子は海

洋性細菌由来の 遺伝子のみである ．これまでに

β キシランを資化するヒト腸内細菌は報告され

ていない．

近年，ヒト腸内細菌 が，紅藻

類の硫酸化多糖ポルフィランの資化遺伝子を有するこ

とが明らかとなり，ヒト腸内細菌による海藻多糖類の

資化が注目された ． 属細菌はヒト腸内

における優勢菌群であり，多糖類の資化遺伝子がクラ

スターを形成した

により，多様な多糖類を効率的に資化している．

そこで我々は，既報の海洋性細菌由来 β キシラ

ナーゼ遺伝子と配列相同性を示す遺伝子をヒト腸内細

菌ゲノム情報から探索した．その結果，ヒト腸内細菌

のゲノム中に推定 β キシラ

ン資化遺伝子クラスターを見出した．本研究では，ヒ

ト腸内細菌による β キシランの資化機構を明ら

かにすることを目的として，本遺伝子クラスターに含

まれる 種類の分泌型 β キシラナーゼ

および の機能解析を行った．

３３
 
 

方方法法おおよよびび結結果果

β キキシシララナナーーゼゼ遺遺伝伝子子のの探探索索

既報の β キシラナーゼ をクエリーとして，

検索した結果， のゲノム配

列中に分泌型 β キシラナーゼをコードすると推

定される 遺伝子（ および ）が推定

β キシロシダーゼ遺伝子および推定糖輸送体遺

伝子と共にクラスターを形成していることを見出した

（図 ）．両遺伝子と高い配列相同性を有する遺伝子は，

， ， の

ゲノム中からも見出され，それらは同様の遺伝子クラ

スターを形成していた．

図図 推推定定 β キキシシラランン資資化化遺遺伝伝子子ククララススタターー

両遺伝子の演繹アミノ酸配列に基づく相同性検索と

分子系統解析の結果， 属細菌由来の配列

が相同性を示した配列は海洋性細菌由来のものであっ

たことから，これらの遺伝子は海洋性細菌からの水平

伝播により獲得されたことが推察された（図 ）．

図図 β キキシシララナナーーゼゼのの分分子子系系統統樹樹

β キキシシラランンにに対対すするる作作用用性性

両遺伝子の塩基配列をコドン最適化後に全合成した．

大腸菌 を発現宿主として組換えタンパク質

を発現，精製し，組換え酵素 および

を調製した．精製酵素を β キシランと反応させ，

反応生成物を で確認した．その結果，両酵素は

β キシランに特異的に作用したことから，いずれ

も β キシラナーゼであることが明らかになった．

は β キシロビオースを主生成物とする

種々の重合度の β オリゴ糖を生成し，典型的なエ

ンド型の作用様式を示した．一方， は β
キシロビオースのみを生成し，エキソ型様の作用様式

を示した．両酵素を同時に反応させた場合では，単糖

と二糖のみが検出された（図 ）．このことから

が生成した重合度 以上の β キシロオ

リゴ糖に が作用して単糖と二糖に分解する

という，両酵素の相乗的作用により β キシランを

効率的に分解していることが考えられた．

図図 β キキシシラランンにに対対すするる作作用用性性

反反応応至至適適温温度度おおよよびび反反応応至至適適

の反応至適温度は， ℃であり既報の中

温性海洋細菌由来酵素と同様であった．一方，

の反応至適温度は ℃と高い値を示した．また，反

応至適 は， は ， は ～

であり，両酵素で差異が見られた．このことは，両酵

素遺伝子が異なる海洋性細菌からの水平伝播に由来す

ることを示唆している．

β キキシシラランンのの推推定定資資化化機機構構

以上の結果から， は

および の相乗的作用により菌体外で β
キシランをキシロースおよび β キシロビオース

まで分解し，次いで糖輸送体により菌体内に取り込み，

菌体内の β キシロシダーゼがキシロースにまで

分解し 資化すると推定している．今後，ヒト腸内細菌

による β キシラン資化機構の解明を進める．

今今後後のの展展望望

属細菌は，宿主ヒトの生理機能に影響

を与える有用腸内細菌と考えられている．本研究結果

は，海藻食とヒトの健康に関する新たな知見を与える

ものであり，新しいプレバイオティクスあるいはシン

バイオティクスとしての応用展開が期待される．
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新規 2 次元分離プロテオミクスによる 

自己抗体バイオマーカー探索法の開発 

益井 実鈴 1・塩川 つぐみ 2・多田 宏子 2・二見 淳一郎 1＊ 

1岡山大学院ヘルスシステム統合科学研究科，2岡山大学自然生命支援センター 

〒700-8530  岡山市北区津島中 3-1-1 岡山大学ヘルスシステム統合科学研究科 

Tel: 086-251-8217    

*E-mail: futamij@okayama-u.ac.jp 

 

免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の登場により，がん免疫治療への期待が高まっているが，

ICI の奏効は個人差が大きい点が課題である．当研究室ではがん免疫治療の個別化医療を促進する

診断薬として自己抗体を網羅的に定量評価するシステムを開発中であり，肺がんに対する ICI 治

療の臨床経過と相関する自己抗体バイオマーカーの探索も同時に進めている．本研究では，ヒト

肺がん由来細胞株の lysate に対して反応する自己抗体が認識している抗原をプロテオミクス手法

で効率的に同定するため，動物細胞内の総タンパク質の可溶化技術と，逆相 HPLC を組み合わせて

hydrophobicity/molecular-mass (HYD/MM)で分離する新規な 2 次元電気泳動法の開発に成功し，

簡易で再現性の高い手法として活用できることを確認したので，その手法をご紹介したい． 

 

11.. ははじじめめにに  

従来のがんの３大治療法（化学療法・外科療法・放

射線療法）に加え，現在，がん免疫療法が新しい柱と

して注目されている．特に免疫チェックポイント阻害

剤は，一部の進行がんに対して従来の治療成績を大幅

に上回る著効例を示す一方で，個人差も大きく，奏効

率の予測と，この治療が効かない患者群への対応が大

きな課題となっている．この課題突破には，がん免疫

応答をプロファイリングし，がん免疫サイクルの活性

化レベルをモニタリングする技術で現場をサポートし

なければならない．当研究室ではがん免疫サイクルの

活性化に伴って上昇する各種の「がん抗原に対する自

己抗体群」をバイオマーカーとして定量評価する抗体

検査診断技術（MUSCAT-assay）1)の開発を進めている．

本研究では，このバイオマーカー網の強化を目的に，

各種の臨床検体の血清中に含まれる自己抗体バイオマ

ーカーをプロテオミクスで同定・拡張する作業も進め

ている．この過程で，肺がん患者由来の血漿検体を活

用し，ヒト肺がん由来細胞株の cell lysate に対し

て反応する自己抗体バイオマーカーの出現パターンを

１次元電気泳動を用いて western blotting 法で解析

を行っていたが，SDS-PAGE の結果よりバンドが非常

に込み合っており，目的バンドを切り出すことが大変

困難であり，２次元電気泳動法が必要となる．等電点

と分子量で分離する 2 次元分離は広く活用されてい

る信頼性の高い技術であるが，数百検体の解析を想定

するとコスト面からも効率化を考えたい．我々は以前，

ヒト培養細胞内の総タンパク質から核酸を完全に除去

すると，変性状態でも高い水溶性を示すことを発見 2) 

しており，この技術を活用することとした(図 1)．こ

の可溶性変性総タンパク質は逆相 HPLC で疎水性度別

に大量かつ精細に分画が可能である．これを SDS-

PAGEで分離するだけで，高い再現性で HYD/MM で 2 次

元分離されたゲルを容易に大量生産ができる手法を開

発した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．動物細胞内の総タンパク質の可溶化技術 

 

 

 

３３  
 
 

22.. 方方法法おおよよびび結結果果  

((11))細細胞胞内内総総タタンンパパクク質質((TTCCPP))のの調調製製  

ヒト培養肺がん細胞株より TRIzol Lysate を調製

し，核酸の入っていない有機相のみを抽出して総タン

パク質を取得した．6M の Gdn-HCl で変性させたあと

TAPS-Sulfonate による S-カチオン化を行った．純水

に対して透析することで可溶性の変性タンパク質を取

得した．なお，このサンプル中には細胞内総タンパク

質がほぼ完全に可溶化できていることを確認している． 

 

((22))逆逆相相 HHPPLLCC とと SSDDSS--PPAAGGEE にによよるる 22 次次元元分分離離  

TAPS-TCP を逆相 HPLC により疎水性度別に分画し，

1 分ごとにサンプルを回収した．分画サンプルを凍結

乾燥処理することで SDS-PAGE に使用できるサンプル

を取得し，SDS-PAGEで分離した（図 2）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．HYD/MM による TAPS-TCP の 2 次元分離 

 

((33))新新規規 22 次次元元分分離離技技術術をを用用いいたたププロロテテオオミミククスス  

 MUSCAT-assay による測定で，腫瘍抗原 p53 に対す

る自己抗体価が高いことが判明している肺がん患者血

漿をモデルとして使用し，2 次元分離技術を活用した

western blotting を行った．この結果，自己抗体が

メインバンドとして反応していることが示された(図

3）．また，メインバンドに対応するバンドを CBB 染

色ゲルから切り出してゲル内酵素消化を行い，LC-

MS/MS 解析を行った．MASCOT 検索結果より，切り出

したバンドに p53 タンパク質が含まれていることが

確認された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.肺がん患者血漿を用いた western blotting(上)

とリプロービングによる検証(下) 

 

 

33.. 今今後後のの展展望望  

 今回開発した HYD/MM による 2 次元分離技術は，逆

相 HPLC で TCP を分画さえすれば，あとは品質が一定

の市販ゲルを用いて SDS-PAGE を行うことで，低コス

トに均質なレプリカを大量に調製することが可能であ

る.我々の実施データに基づけば，10cm シャーレ 6 枚

分の培養細胞から 18mg の TCP が取得され，144 枚分

の 2 次元分離が同一サンプルから容易に調製できる．

また，分離能を上げるためには逆相 HPLC 分画のフラ

クションタイムを短くすれば解像度も上げられ，従来

の pI/MM に匹敵する分離を再現することができる手

法である．よってこの新規法は，多検体の測定を「安

価かつ高解像度」で実施できる画期的な方法であり，

大規模なプロテオミクスに貢献すると考えられる． 
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免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の登場により，がん免疫治療への期待が高まっているが，

ICI の奏効は個人差が大きい点が課題である．当研究室ではがん免疫治療の個別化医療を促進する

診断薬として自己抗体を網羅的に定量評価するシステムを開発中であり，肺がんに対する ICI 治

療の臨床経過と相関する自己抗体バイオマーカーの探索も同時に進めている．本研究では，ヒト

肺がん由来細胞株の lysate に対して反応する自己抗体が認識している抗原をプロテオミクス手法

で効率的に同定するため，動物細胞内の総タンパク質の可溶化技術と，逆相 HPLC を組み合わせて

hydrophobicity/molecular-mass (HYD/MM)で分離する新規な 2 次元電気泳動法の開発に成功し，

簡易で再現性の高い手法として活用できることを確認したので，その手法をご紹介したい． 

 

11.. ははじじめめにに  

従来のがんの３大治療法（化学療法・外科療法・放

射線療法）に加え，現在，がん免疫療法が新しい柱と

して注目されている．特に免疫チェックポイント阻害

剤は，一部の進行がんに対して従来の治療成績を大幅

に上回る著効例を示す一方で，個人差も大きく，奏効

率の予測と，この治療が効かない患者群への対応が大

きな課題となっている．この課題突破には，がん免疫

応答をプロファイリングし，がん免疫サイクルの活性

化レベルをモニタリングする技術で現場をサポートし

なければならない．当研究室ではがん免疫サイクルの

活性化に伴って上昇する各種の「がん抗原に対する自

己抗体群」をバイオマーカーとして定量評価する抗体

検査診断技術（MUSCAT-assay）1)の開発を進めている．

本研究では，このバイオマーカー網の強化を目的に，

各種の臨床検体の血清中に含まれる自己抗体バイオマ

ーカーをプロテオミクスで同定・拡張する作業も進め

ている．この過程で，肺がん患者由来の血漿検体を活

用し，ヒト肺がん由来細胞株の cell lysate に対し

て反応する自己抗体バイオマーカーの出現パターンを

１次元電気泳動を用いて western blotting 法で解析

を行っていたが，SDS-PAGE の結果よりバンドが非常

に込み合っており，目的バンドを切り出すことが大変

困難であり，２次元電気泳動法が必要となる．等電点

と分子量で分離する 2 次元分離は広く活用されてい

る信頼性の高い技術であるが，数百検体の解析を想定

するとコスト面からも効率化を考えたい．我々は以前，

ヒト培養細胞内の総タンパク質から核酸を完全に除去

すると，変性状態でも高い水溶性を示すことを発見 2) 

しており，この技術を活用することとした(図 1)．こ

の可溶性変性総タンパク質は逆相 HPLC で疎水性度別

に大量かつ精細に分画が可能である．これを SDS-

PAGEで分離するだけで，高い再現性で HYD/MM で 2 次

元分離されたゲルを容易に大量生産ができる手法を開

発した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．動物細胞内の総タンパク質の可溶化技術 
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22.. 方方法法おおよよびび結結果果  

((11))細細胞胞内内総総タタンンパパクク質質((TTCCPP))のの調調製製  

ヒト培養肺がん細胞株より TRIzol Lysate を調製

し，核酸の入っていない有機相のみを抽出して総タン

パク質を取得した．6M の Gdn-HCl で変性させたあと

TAPS-Sulfonate による S-カチオン化を行った．純水

に対して透析することで可溶性の変性タンパク質を取

得した．なお，このサンプル中には細胞内総タンパク

質がほぼ完全に可溶化できていることを確認している． 

 

((22))逆逆相相 HHPPLLCC とと SSDDSS--PPAAGGEE にによよるる 22 次次元元分分離離  

TAPS-TCP を逆相 HPLC により疎水性度別に分画し，

1 分ごとにサンプルを回収した．分画サンプルを凍結

乾燥処理することで SDS-PAGE に使用できるサンプル

を取得し，SDS-PAGEで分離した（図 2）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．HYD/MM による TAPS-TCP の 2 次元分離 

 

((33))新新規規 22 次次元元分分離離技技術術をを用用いいたたププロロテテオオミミククスス  

 MUSCAT-assay による測定で，腫瘍抗原 p53 に対す

る自己抗体価が高いことが判明している肺がん患者血

漿をモデルとして使用し，2 次元分離技術を活用した

western blotting を行った．この結果，自己抗体が

メインバンドとして反応していることが示された(図

3）．また，メインバンドに対応するバンドを CBB 染

色ゲルから切り出してゲル内酵素消化を行い，LC-

MS/MS 解析を行った．MASCOT 検索結果より，切り出

したバンドに p53 タンパク質が含まれていることが

確認された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.肺がん患者血漿を用いた western blotting(上)

とリプロービングによる検証(下) 

 

 

33.. 今今後後のの展展望望  

 今回開発した HYD/MM による 2 次元分離技術は，逆

相 HPLC で TCP を分画さえすれば，あとは品質が一定

の市販ゲルを用いて SDS-PAGE を行うことで，低コス

トに均質なレプリカを大量に調製することが可能であ

る.我々の実施データに基づけば，10cm シャーレ 6 枚

分の培養細胞から 18mg の TCP が取得され，144 枚分

の 2 次元分離が同一サンプルから容易に調製できる．

また，分離能を上げるためには逆相 HPLC 分画のフラ

クションタイムを短くすれば解像度も上げられ，従来

の pI/MM に匹敵する分離を再現することができる手

法である．よってこの新規法は，多検体の測定を「安

価かつ高解像度」で実施できる画期的な方法であり，

大規模なプロテオミクスに貢献すると考えられる． 
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新規架橋型高親和性低分子ペプチドを使った 

抗体医薬品の精製技術 
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抗体医薬品の製造において、Staphylococcus 属バクテリア由来のプロテイン A を固定化したプロ

テイン A カラムは、現在、必要不可欠な抗体の精製技術となっている。しかし、このプロテイン A

は、分子量も大きく高価であるという問題から、長くこの代替物の開発が求められてきた。そこで、

我々はランダムペプチドライブラリよりヒト IgG の Fc に特異的な分子内 SS 結合を含む 17 残基の

ペプチドを見出し、抗体精製用の親和性リガンドとして利用するため、その改良を行ってきた。Fc

への親和性を維持しながら種々の SS 結合の変換を行い、最終的に、抗体精製用の親和性リガンド

として、プロテイン A の代替物となりうる特性を持つペプチドリガンドのデザインに成功した。本

研究で開発したペプチドを使った抗体医薬品製造用の新規精製プロセスの開発が期待される。 

 

 

ははじじめめにに  

抗体医薬品は、ガンや自己免疫疾患をはじめ、様々

な疾患に対する極めて有効な治療薬として臨床の現場

で使用されており、今後も多くの抗体医薬品の開発が

進んでいくと考えられる。この抗体医薬品の製造にお

いて、Staphylococcus 属バクテリア由来のプロテイン

A を固定化したプロテイン A カラムは、現在、必要不

可欠な抗体の精製技術となっており、極めて大きな市

場を占めている。しかし、これに用いるプロテイン A

は、発現用宿主細菌由来のタンパク質やエンドトキシ

ンの混入を避けるため、高度な精製が必要であり、精

製用のリガンドとしては高価であるという課題を持つ。 

この課題を解決するため、新たな抗体精製用のリガ

ンドの開発がおこなわれてきたが、現在までに実用化

に至っていない。我々は、新たな抗体精製用のリガン

ドを開発するため、T7 ファージディスプレイシステム

によって構築したランダムペプチドライブラリから、

バイオパンニングという手法により、ヒト IgG1 の Fc

に結合するペプチドを見出し、アミノ酸の変異導入に

より改良することで、高親和性ペプチド IgG-BP を得た
1,2)。この IgG-BP は、分子内 SS 結合を有する１７残基

からなるペプチド（アミノ酸配列：GPDCAYHRGELVWCTFH）

で、ヒト IgG1抗体に、Kd値 8 nM で結合する。さらに、

このペプチドを固定化したカラムを用いて、ヒト血清

よりIgGを精製すると98％以上の純度での抗体精製が

可能であることが分かった。このように、IgG-BP は、

抗体精製用のアフィニティリガンドとして十分な機能

を有していたが、欠点として分子内に有する SS 結合が、

還元剤やカラムの再生時に使用するアルカリ溶液に対

する耐性が弱いことが、実用化の道を阻んでいた。 

本研究では、IgG-BP の高い IgG への親和性を維持し

ながら、IgG-BP の分子内 SS 結合を別の結合へ変換す

ることで、還元剤やアルカリ溶液に対する耐性を獲得

させることに成功した 3)。本発表では、新規架橋型

IgG-BP（IgG-BPA）の特性と、それを固定化したカラム

の性質を新規抗体精製技術確立に向け評価した。 

  

結結果果とと考考察察  

IIggGG--BBPP のの分分子子内内 SSSS 結結合合のの新新規規架架橋橋  

 還元剤やアルカリ性に対し耐性の弱い SS 結合は、繰

り返し使用される抗体医薬品精製用アフィニティリガ

ンド中からは、排除したい構造である。これを達成す

るため、別の共有結合への変換など種々の検討を行っ

たが、その中で、SS 結合還元後のチオールの架橋方法
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について、表１に示した架橋剤を使って検討した（使

用したペプチドは、IgG-BP の N 末端側にスペーサーと

して GSGGS の配列を付加したものを使用した）。架橋後、

架橋物を逆相 HPLC にて精製し、BIAcore T-200 にて、

ヒト IgG1との親和性を評価した。その結果、表１に示

したように、元の IgG-BP に比べ、1,1-dichloroacetone

架橋では、親和性の低下（Kdの上昇）が 5 倍程度に抑

えられ、また、1,1-dichloroacetophenone 架橋の様に、

親和性が元のペプチドよりむしろ強くなるものが見ら

れた。 

 

表表 11  IIggGG--BBPP のの架架橋橋物物ののヒヒトト IIggGG11抗抗体体ととのの親親和和性性  

架橋剤 Kd値（nM） 

（SS 結合） 8.0 

1,1-dichloroacetone 45.6 

1,1-dichloroacetophenone 6.4 

1,1-dichloropinacolin 112  

1,3-dichloroacetone 4900  

 

 これらの架橋剤の架橋反応を図１に示す。このよう

なペプチド・タンパク質の SS 結合還元後のチオールの

架橋方法として、1,1-dichloro 誘導体を使用したのは、

本研究が初めてであり、SS 結合の間に１炭素のみを挿

入することで、元のペプチドの構造を大きく変化させ

ず、その結果、親和性が保持されたと考えている。 

 

図図 11  11,,11--ddiicchhlloorrooaacceettoonnee 誘誘導導体体試試薬薬にによよるる IIggGG--BBPP

のの架架橋橋反反応応 

 

新新規規架架橋橋ペペププチチドド IIggGG--BBPPAA 固固定定化化カカララムムにによよるる抗抗体体のの

結結合合溶溶出出試試験験  

 1,1-dichloroacetone 架橋した IgG-BPA を NHS で活

性化した樹脂（HiTrap-NHS, Cytiva）に固定化し、抗

体の結合・溶出・再生試験を行った結果を図２に示す

が、pH 7.4 と pH 3.0 での pH の変化で、抗体の吸着、

溶出が行えていることが分かる。 

 

新新規規架架橋橋ペペププチチドド IIggGG--BBPPAA 固固定定化化カカララムムののアアルルカカリリ耐耐

性性  

 最後に、この IgG-BPA 固定化カラムを用いた、アル

カリ処理後の DBC（Dynamic Binding Capacity）の評

価結果を図 3 に示した。元の IgG-BP が繰り返しのアル

カリ処理によって急速に DBC の低下がみられるのに対

し、1,1-dichloroacetone 架橋体（IgG-BPA）では、30

回処理に対しても DBC（並びに SBC）の大きな低下は見

られなかった。このように、IgG-BPA は、架橋によっ

て大きなアルカリ耐性を獲得していることが分かった。 
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図図22  新新規規架架橋橋型型IIggGG--BBPPをを固固定定化化ししたたカカララムムにによよるるヒヒ

トト IIggGG 抗抗体体のの結結合合・・溶溶出出・・再再生生試試験験  

 

 

図図 33  IIggGG--BBPPAA をを固固定定化化ししたたカカララムムののアアルルカカリリ処処理理にに

対対すするる耐耐性性 1 回処理後の結合容量に対する相対値

（%）で示した。 

 

 以上の様に、本研究で開発した、SS 結合間を炭素原

子１個で挟むチオエーテル結合にて架橋する方法によ

り、IgG-BP の抗体親和性を大きく低下させることなく、

その化学的安定性を上げることに成功した。得られた

新規架橋型 IgG-BPA を固定化したカラムは、抗体精製

用カラムとして十分な機能を有することが示されたこ

とから、本カラムによる新たな抗体医薬品精製技術の

確立を目指したい。 

 

 本研究は、AMED 先端的バイオ創薬等基盤技術開発事

業：課題番号 20am0401002 の成果であることを申し添

えます。 

文文      献献  

1) 特許第 5994068 号/2016.9.2：IgG 結合性ペプチド

及びそれによる IgG の検出および精製方法  

2) Kishimoto, S. et al., Bioconjugate Chemistry, 

3300, 698-702 (2019).  

3) 特願 2021-082739：ペプチド架橋剤及び当該架橋

剤で架橋された架橋ペプチド 

20



第 73 回日本生物工学会大会 トピックス集 

 

２２  

新規架橋型高親和性低分子ペプチドを使った 

抗体医薬品の精製技術 
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抗体医薬品の製造において、Staphylococcus 属バクテリア由来のプロテイン A を固定化したプロ

テイン A カラムは、現在、必要不可欠な抗体の精製技術となっている。しかし、このプロテイン A

は、分子量も大きく高価であるという問題から、長くこの代替物の開発が求められてきた。そこで、

我々はランダムペプチドライブラリよりヒト IgG の Fc に特異的な分子内 SS 結合を含む 17 残基の

ペプチドを見出し、抗体精製用の親和性リガンドとして利用するため、その改良を行ってきた。Fc

への親和性を維持しながら種々の SS 結合の変換を行い、最終的に、抗体精製用の親和性リガンド

として、プロテイン A の代替物となりうる特性を持つペプチドリガンドのデザインに成功した。本

研究で開発したペプチドを使った抗体医薬品製造用の新規精製プロセスの開発が期待される。 

 

 

ははじじめめにに  

抗体医薬品は、ガンや自己免疫疾患をはじめ、様々

な疾患に対する極めて有効な治療薬として臨床の現場

で使用されており、今後も多くの抗体医薬品の開発が

進んでいくと考えられる。この抗体医薬品の製造にお

いて、Staphylococcus 属バクテリア由来のプロテイン

A を固定化したプロテイン A カラムは、現在、必要不

可欠な抗体の精製技術となっており、極めて大きな市

場を占めている。しかし、これに用いるプロテイン A

は、発現用宿主細菌由来のタンパク質やエンドトキシ

ンの混入を避けるため、高度な精製が必要であり、精

製用のリガンドとしては高価であるという課題を持つ。 

この課題を解決するため、新たな抗体精製用のリガ

ンドの開発がおこなわれてきたが、現在までに実用化

に至っていない。我々は、新たな抗体精製用のリガン

ドを開発するため、T7 ファージディスプレイシステム

によって構築したランダムペプチドライブラリから、

バイオパンニングという手法により、ヒト IgG1 の Fc

に結合するペプチドを見出し、アミノ酸の変異導入に

より改良することで、高親和性ペプチド IgG-BP を得た
1,2)。この IgG-BP は、分子内 SS 結合を有する１７残基

からなるペプチド（アミノ酸配列：GPDCAYHRGELVWCTFH）

で、ヒト IgG1抗体に、Kd値 8 nM で結合する。さらに、

このペプチドを固定化したカラムを用いて、ヒト血清

よりIgGを精製すると98％以上の純度での抗体精製が

可能であることが分かった。このように、IgG-BP は、

抗体精製用のアフィニティリガンドとして十分な機能

を有していたが、欠点として分子内に有する SS 結合が、

還元剤やカラムの再生時に使用するアルカリ溶液に対

する耐性が弱いことが、実用化の道を阻んでいた。 

本研究では、IgG-BP の高い IgG への親和性を維持し

ながら、IgG-BP の分子内 SS 結合を別の結合へ変換す

ることで、還元剤やアルカリ溶液に対する耐性を獲得

させることに成功した 3)。本発表では、新規架橋型

IgG-BP（IgG-BPA）の特性と、それを固定化したカラム

の性質を新規抗体精製技術確立に向け評価した。 

  

結結果果とと考考察察  

IIggGG--BBPP のの分分子子内内 SSSS 結結合合のの新新規規架架橋橋  

 還元剤やアルカリ性に対し耐性の弱い SS 結合は、繰

り返し使用される抗体医薬品精製用アフィニティリガ

ンド中からは、排除したい構造である。これを達成す

るため、別の共有結合への変換など種々の検討を行っ

たが、その中で、SS 結合還元後のチオールの架橋方法
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について、表１に示した架橋剤を使って検討した（使

用したペプチドは、IgG-BP の N 末端側にスペーサーと

して GSGGS の配列を付加したものを使用した）。架橋後、

架橋物を逆相 HPLC にて精製し、BIAcore T-200 にて、

ヒト IgG1との親和性を評価した。その結果、表１に示

したように、元の IgG-BP に比べ、1,1-dichloroacetone

架橋では、親和性の低下（Kdの上昇）が 5 倍程度に抑

えられ、また、1,1-dichloroacetophenone 架橋の様に、

親和性が元のペプチドよりむしろ強くなるものが見ら

れた。 

 

表表 11  IIggGG--BBPP のの架架橋橋物物ののヒヒトト IIggGG11抗抗体体ととのの親親和和性性  

架橋剤 Kd値（nM） 

（SS 結合） 8.0 

1,1-dichloroacetone 45.6 

1,1-dichloroacetophenone 6.4 

1,1-dichloropinacolin 112  

1,3-dichloroacetone 4900  

 

 これらの架橋剤の架橋反応を図１に示す。このよう

なペプチド・タンパク質の SS 結合還元後のチオールの

架橋方法として、1,1-dichloro 誘導体を使用したのは、

本研究が初めてであり、SS 結合の間に１炭素のみを挿

入することで、元のペプチドの構造を大きく変化させ

ず、その結果、親和性が保持されたと考えている。 

 

図図 11  11,,11--ddiicchhlloorrooaacceettoonnee 誘誘導導体体試試薬薬にによよるる IIggGG--BBPP

のの架架橋橋反反応応 

 

新新規規架架橋橋ペペププチチドド IIggGG--BBPPAA 固固定定化化カカララムムにによよるる抗抗体体のの

結結合合溶溶出出試試験験  

 1,1-dichloroacetone 架橋した IgG-BPA を NHS で活

性化した樹脂（HiTrap-NHS, Cytiva）に固定化し、抗

体の結合・溶出・再生試験を行った結果を図２に示す

が、pH 7.4 と pH 3.0 での pH の変化で、抗体の吸着、

溶出が行えていることが分かる。 

 

新新規規架架橋橋ペペププチチドド IIggGG--BBPPAA 固固定定化化カカララムムののアアルルカカリリ耐耐

性性  

 最後に、この IgG-BPA 固定化カラムを用いた、アル

カリ処理後の DBC（Dynamic Binding Capacity）の評

価結果を図 3 に示した。元の IgG-BP が繰り返しのアル

カリ処理によって急速に DBC の低下がみられるのに対

し、1,1-dichloroacetone 架橋体（IgG-BPA）では、30

回処理に対しても DBC（並びに SBC）の大きな低下は見

られなかった。このように、IgG-BPA は、架橋によっ

て大きなアルカリ耐性を獲得していることが分かった。 
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図図22  新新規規架架橋橋型型IIggGG--BBPPをを固固定定化化ししたたカカララムムにによよるるヒヒ

トト IIggGG 抗抗体体のの結結合合・・溶溶出出・・再再生生試試験験  

 

 

図図 33  IIggGG--BBPPAA をを固固定定化化ししたたカカララムムののアアルルカカリリ処処理理にに

対対すするる耐耐性性 1 回処理後の結合容量に対する相対値

（%）で示した。 

 

 以上の様に、本研究で開発した、SS 結合間を炭素原

子１個で挟むチオエーテル結合にて架橋する方法によ

り、IgG-BP の抗体親和性を大きく低下させることなく、

その化学的安定性を上げることに成功した。得られた

新規架橋型 IgG-BPA を固定化したカラムは、抗体精製

用カラムとして十分な機能を有することが示されたこ

とから、本カラムによる新たな抗体医薬品精製技術の

確立を目指したい。 

 

 本研究は、AMED 先端的バイオ創薬等基盤技術開発事

業：課題番号 20am0401002 の成果であることを申し添

えます。 
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剤で架橋された架橋ペプチド 
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遊離ナノボディのアフィニティをハイスループットに 

評価可能とするペプチドバーコーディング 

宮崎 拓己 1・松崎 友星 1・青木 航 1,2,3,4,5,*・植田 充美 1,2,3,4 

1 京大院・農，2 JST CREST，3 JST COI-NEXT，4 京都バイオ計測センター，5 JST FOREST 

〒606-8502  京都市左京区北白川追分町 京都大学大学農学研究科研究科応用生命科学専攻 
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ナノボディは，通常の抗体と同等の親和性を有しつつ，大きさが 1/10 程度であるため組織浸透

性や生産性に優れ，次世代抗体として注目を集めている．我々は，遊離型のナノボディの結合力を

ハイスループットに評価可能なペプチドバーコーディング法を開発した．本手法は，ナノボディの

わずかな結合力の差を区別しつつ，数千から数十万種類の遊離型ナノボディの結合力をワンポット

で評価可能である．本手法により，優れたナノボディを迅速に取得できるようになると期待される． 

 

11..  ははじじめめにに  

  ナノボディとはラクダ科由来の重鎖抗体の可変領域

である．ナノボディは通常の抗体と比べて同等の親和

性を有しつつ，通常の抗体の 1/10程度の大きさである

ため組織浸透性や微生物による生産性などに優れ，次

世代抗体のひとつとして注目を集めている． 

ナノボディの結合力をハイスループットに評価す

るために，ファージディスプレイや酵母ディスプレイ

などが一般的に用いられる．しかし，ファージや酵母

などの担体に固定化したナノボディは遊離状態と異な

る結合力を示すことも多く，結合力を正確に定量する

には適していない． 

 そこで我々は，遊離型ナノボディの結合力をハイス

ループットに評価可能なペプチドバーコーディング法

を開発してきた[1]．本手法ではまず，各ナノボディに

対して，ユニークなペプチドバーコードをエンコード

する DNA バーコードを対応付ける（図 1a）．ペプチド

バーコードは，質量分析計で高感度かつ特異的に検出

できるように設計する．次に，ペプチドバーコード付

加ナノボディライブラリとして Pichia pastorisに一

斉発現させる（図 1b）．このナノボディライブラリを

抗原と混合し，サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）

で結合力依存的にナノボディを分画する（図 1c）．最

後に，各フラクションのペプチドバーコードを質量分

析計で定量し，各ナノボディの結合力を推定する（図

1d）．先行研究においてペプチドバーコーディング法の

コンセプトを実証したが，微小な結合力の差を評価で

きるかどうかは不明であった[1]．そこで本研究では，

ナノボディのわずかな結合力の変化をペプチドバーコ

ーディング法で評価できることを実証しようと試みた． 

図 1. ペプチドバーコーティング法の概略 
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22..  方方法法  

 モデルとして，結晶構造が明らかになっている

anti-GFP nanobody を用いた[2]．Anti-GFP nanobody

の網羅的アラニン置換ライブラリを構築し，各変異体

にユニークなペプチドバーコードを付与した．全ナノ

ボディ変異体を一斉に P. pastorisに発現させ，ナノ

ボディ変異体ライブラリを調製した．ナノボディを結

合力の違いで分離するために，GFP 抗原と反応させた

後，SEC で分画した．それぞれのフラクションをトリ

プシンで処理してペプチドバーコードを遊離させ，質

量分析によりペプチドバーコードを定量することで各

ナノボディ変異体の結合力を推定した． 

 

33..  結結果果とと考考察察  

((11)) ナナノノボボデディィ変変異異体体ラライイブブララリリのの構構築築とと分分離離  

 まず，多様なペプチドバーコードを WT anti-GFP 

nanobodyに付加して SPRで評価したところ，解離定数

に影響は見られなかった．この結果は，ペプチドバー

コード自体はナノボディの結合力に影響しないことを

示唆している．次に，GFP のみ・ナノボディ変異体ラ

イブラリのみ・それらの等モル混合物を SECで分離し

た．その結果，等モル混合物において高分子量側にシ

フトしたピークが観察され，抗原との結合力に依存し

てナノボディを分画することに成功した（図 2）． 

 
((22)) ペペププチチドドババーーココーードドのの定定量量にによよるる各各ナナノノボボデディィ

のの結結合合力力のの推推定定  

 我々は，SEC の各フラクションにおけるペプチドバ

ーコードの存在比率を定量することで，各ナノボディ

変異体の結合力を推定できると考えた．GFP とナノボ

ディ変異体ライブラリの等モル混合物のフラクション

（結合画分 F5と非結合画分 F12）を回収してペプチド

バーコードを定量したところ，大部分のペプチドバー

コードは，F5に含まれていた．一方，5種類のナノボ

ディ変異体（R35A, Y37A, W47A, G50A, E103A) のペプ

チドバーコードの大半が F12で検出された（図 3a）．

GFP とナノボディ変異体ライブラリのモル比 2:1 混合

物において同様の分析を行ったところ，非結合画分に

はR35Aと R103A由来のペプチドバーコードのみが多量

検出された（図 3b）．これらの結果は，各変異体の結

合力変化を反映していると考えられる． 

 
((33)) ペペププチチドドババーーココーーデディィンンググ法法のの検検証証  

 結合力が低下したと推定される 5つのナノボディ変

異体を SPR で評価したところ，R35A・G50A・E103A は

GFP に結合しなかった．Y37A・W47A・野生型の解離定

数は 1.6×10-8 M，7.2×10-10 M，1.2×10-11 Mであった。

またこれらのアミノ酸残基は，GFP：anti-GFP nanobody 

複合体の結晶構造から予想された重要部位と一致した．

これらの結果から，ペプチドバーコーディング法は結

合力の微小な変化を捉えられることを実証できた[3]． 

 

44..  今今後後のの展展望望  

 本研究では，わずかな結合力の差を区別しつつ，数

百種類の遊離型ナノボディをワンポットで評価可能な

ペプチドバーコーディング法の開発に成功した．本手

法は容易に拡張可能であり，数十万種類の遊離型ナノ

ボディを一回で評価可能である．現在，SRMAtlasデー

タベース[4]と，融合タンパク質をハイスループットに

デザインするための DNAアレイ合成を統合する事で，

簡便かつスケーラブルなペプチドバーコーディング法

の開発を進めている． 
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図 2. SECによるナノボディ変異体ライブラリの分離 

図 3. 各アラニン置換体由来のペプチドバーコード

の相対強度 
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ナノボディは，通常の抗体と同等の親和性を有しつつ，大きさが 1/10 程度であるため組織浸透

性や生産性に優れ，次世代抗体として注目を集めている．我々は，遊離型のナノボディの結合力を

ハイスループットに評価可能なペプチドバーコーディング法を開発した．本手法は，ナノボディの

わずかな結合力の差を区別しつつ，数千から数十万種類の遊離型ナノボディの結合力をワンポット

で評価可能である．本手法により，優れたナノボディを迅速に取得できるようになると期待される． 

 

11..  ははじじめめにに  

  ナノボディとはラクダ科由来の重鎖抗体の可変領域

である．ナノボディは通常の抗体と比べて同等の親和

性を有しつつ，通常の抗体の 1/10程度の大きさである

ため組織浸透性や微生物による生産性などに優れ，次

世代抗体のひとつとして注目を集めている． 

ナノボディの結合力をハイスループットに評価す

るために，ファージディスプレイや酵母ディスプレイ

などが一般的に用いられる．しかし，ファージや酵母

などの担体に固定化したナノボディは遊離状態と異な

る結合力を示すことも多く，結合力を正確に定量する

には適していない． 

 そこで我々は，遊離型ナノボディの結合力をハイス

ループットに評価可能なペプチドバーコーディング法

を開発してきた[1]．本手法ではまず，各ナノボディに

対して，ユニークなペプチドバーコードをエンコード

する DNA バーコードを対応付ける（図 1a）．ペプチド

バーコードは，質量分析計で高感度かつ特異的に検出

できるように設計する．次に，ペプチドバーコード付

加ナノボディライブラリとして Pichia pastorisに一

斉発現させる（図 1b）．このナノボディライブラリを

抗原と混合し，サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）

で結合力依存的にナノボディを分画する（図 1c）．最

後に，各フラクションのペプチドバーコードを質量分

析計で定量し，各ナノボディの結合力を推定する（図

1d）．先行研究においてペプチドバーコーディング法の

コンセプトを実証したが，微小な結合力の差を評価で

きるかどうかは不明であった[1]．そこで本研究では，

ナノボディのわずかな結合力の変化をペプチドバーコ

ーディング法で評価できることを実証しようと試みた． 

図 1. ペプチドバーコーティング法の概略 

 

３３  
 
 

22..  方方法法  

 モデルとして，結晶構造が明らかになっている

anti-GFP nanobody を用いた[2]．Anti-GFP nanobody
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にユニークなペプチドバーコードを付与した．全ナノ
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ボディ変異体ライブラリを調製した．ナノボディを結

合力の違いで分離するために，GFP 抗原と反応させた

後，SEC で分画した．それぞれのフラクションをトリ

プシンで処理してペプチドバーコードを遊離させ，質

量分析によりペプチドバーコードを定量することで各

ナノボディ変異体の結合力を推定した． 

 

33..  結結果果とと考考察察  
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nanobodyに付加して SPRで評価したところ，解離定数

に影響は見られなかった．この結果は，ペプチドバー

コード自体はナノボディの結合力に影響しないことを

示唆している．次に，GFP のみ・ナノボディ変異体ラ

イブラリのみ・それらの等モル混合物を SECで分離し

た．その結果，等モル混合物において高分子量側にシ

フトしたピークが観察され，抗原との結合力に依存し

てナノボディを分画することに成功した（図 2）． 

 
((22)) ペペププチチドドババーーココーードドのの定定量量にによよるる各各ナナノノボボデディィ

のの結結合合力力のの推推定定  

 我々は，SEC の各フラクションにおけるペプチドバ

ーコードの存在比率を定量することで，各ナノボディ

変異体の結合力を推定できると考えた．GFP とナノボ

ディ変異体ライブラリの等モル混合物のフラクション

（結合画分 F5と非結合画分 F12）を回収してペプチド

バーコードを定量したところ，大部分のペプチドバー

コードは，F5に含まれていた．一方，5種類のナノボ

ディ変異体（R35A, Y37A, W47A, G50A, E103A) のペプ

チドバーコードの大半が F12で検出された（図 3a）．

GFP とナノボディ変異体ライブラリのモル比 2:1 混合

物において同様の分析を行ったところ，非結合画分に

はR35Aと R103A由来のペプチドバーコードのみが多量

検出された（図 3b）．これらの結果は，各変異体の結

合力変化を反映していると考えられる． 

 
((33)) ペペププチチドドババーーココーーデディィンンググ法法のの検検証証  

 結合力が低下したと推定される 5つのナノボディ変

異体を SPR で評価したところ，R35A・G50A・E103A は

GFP に結合しなかった．Y37A・W47A・野生型の解離定

数は 1.6×10-8 M，7.2×10-10 M，1.2×10-11 Mであった。

またこれらのアミノ酸残基は，GFP：anti-GFP nanobody 

複合体の結晶構造から予想された重要部位と一致した．

これらの結果から，ペプチドバーコーディング法は結

合力の微小な変化を捉えられることを実証できた[3]． 

 

44..  今今後後のの展展望望  

 本研究では，わずかな結合力の差を区別しつつ，数

百種類の遊離型ナノボディをワンポットで評価可能な

ペプチドバーコーディング法の開発に成功した．本手

法は容易に拡張可能であり，数十万種類の遊離型ナノ

ボディを一回で評価可能である．現在，SRMAtlasデー

タベース[4]と，融合タンパク質をハイスループットに

デザインするための DNAアレイ合成を統合する事で，

簡便かつスケーラブルなペプチドバーコーディング法

の開発を進めている． 
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アルドラーゼを介した代謝系へのホルムアルデヒド取込みを伴う

増殖非依存型発酵による有用物質生産

山本 啓介 ＊・中根 修平 ・土坂享成 ・

榎本亜希代 ・長谷川真由 ・瀧田千温 ・武田明子
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〒 東京都文京区本郷 東京大学アントレプレナーラボ（南研究棟）

コリネ型細菌による増殖非依存型発酵は，発酵阻害物質の存在下でも物質生産が可能であるとい

う特長を有する．演者らはこの特長を「微生物に対して毒性を示す物質を物質生産の原料として用

いる」という発想へと転換した．そこでホルムアルデヒドを 次原料として添加し，アルドラーゼ

を介してこれを代謝系に取り込むことで， ジヒドロキシ酪酸，ホモセリン， プロパンジオ

ールといった有用物質を生産し，この概念を実証した ．

１１．．序序論論

演者らが定義する増殖非依存型発酵とは，コリネ型

細菌などの好気性微生物を好気的に増殖させる菌体増

殖相と増殖させた菌体を嫌気的（または微好気的）雰

囲気に移し菌体の増殖を伴わず化合物の生産を行う物

質生産相とから成る発酵手法である．本手法は公益財

団法人地球環境生産技術研究機構（ ）により開発

され ，当社ではこの技術による物質生産の事業化，

および生産物質の多様化を目指した研究を行っている．

増殖非依存型発酵の利用により様々な特徴が生まれ

るが，演者らは特に物質生産相において発酵阻害物質

が存在しても物質生産が可能であるという点に着目し，

この特長を「微生物に対して毒性を有する物質を物質

生産の原料として用いる」という発想へと転換した．

これを実証する実験系として，一般的に生物に対して

毒性を有すると認識されているホルムアルデヒドを増

殖非依存型発酵における物質生産相で 次原料として

添加し， 次原料であるグルコースから解糖系を通じ

て生じるピルビン酸とアルドール反応させる代謝反応

を含む人工代謝系を設計した（図 ）．この反応により

ヒ ド ロ キ シ オ キ ソ 酪 酸 （

）が生じる．ピルビン酸に対して①

カルボニル還元，②カルボニル還元的アミノ化，③脱

炭酸後のアルデヒド還元を行うとそれぞれ乳酸，アラ

ニン，エタノールが生じることはよく知られているが，

に対して①－③と同じ官能基変換を行うと，それ

ぞれ ジヒドロキシ酪酸（

），ホモセリン（ ）， プロパン

ジオール（ ）が生産されること

が期待された．そこで演者らは，

株を宿主菌体として，上述の酵

素反応に必要な遺伝子を導入しこれら物質の生産を行

うことで上述概念の実証を試みた．

図 アルドラーゼによるホルムアルデヒドの代謝

系への取込みと，それにより期待される生産物

２２．．方方法法

および の生産には Δ Δ

Δ Δ 株を宿主とし，大腸菌由来アルドラーゼ

３３
 
 

遺伝子 および大腸菌由来リンゴ酸脱水素酵素遺

伝子変異体 または

由来ロイシン脱水素酵素遺伝子 をプラスミドに

て導入した株を用いた． の生産には

Δ Δ Δ Δ Δ Δ Δ

Δ Δ

株を宿主とし， と 由来

との融合遺伝子および 由

来 遺伝子をプラスミドにて導入した株を用いた．

フラスコ培養で増殖させた菌体を遠心分離にて回収

し，湿菌体として となるようにバッファーに

懸濁させ，グルコースを添加することで物質生産を開

始した．ホルムアルデヒドはシリンジポンプで連続的

に添加し， は水酸化カリウム水溶液を添加して制御

した． 生産では窒素源の供給を目的としてホルム

アルデヒド水溶液に硫酸アンモニウムを混合した．な

お，本稿では，アルカリやホルムアルデヒドの添加に

よる希釈の効果などを排除し実験間の比較を簡単にす

るため，基質や生産物の濃度は物質生産開始時から容

量が変化しないと仮定した数値に換算して示している．

３３．．結結果果とと考考察察

， ， いずれの生産菌株も物質生産相にて

目的物を生産した（図 ）．反応終了時の濃度はそれぞ

れ ， ， であった．また，対糖収率は

， ， ，ホルムアルデヒドの生

産物への利用効率は ， ， であ

った． については が一般的な発

酵手法により終濃度 ，対糖収率

での生産を報告しているが，演者ら

の手法による生産性能は菌体増殖相での糖消費を含め

てもこれを大幅に上回る．また，ホルムアルデヒドを

添加して を生産する手法は演者らとは独立に

が報告しているが，この例では増殖依存型発

酵のため生産効率が低く， の終濃度は

に留まっており，増殖非依存型発酵の優位性が顕

著に示されている． 生産では野生型 の非天

然基質 に対する活性が低いことが，他 化合物に

比べ生産性が劣る理由だと考えている．

４４．．結結論論

本研究により増殖非依存型発酵においてホルムアル

デヒドのような発酵阻害物質が人工代謝経路により取

り込まれ物質生産が可能であることが示された．また，

本手法により一般的な発酵方法では効率的な生産が難

しい物質も高効率で生産できることも示された． 次

原料由来でピルビン酸以外の代謝物やホルムアルデヒ

ド以外の 次原料，さらにはそれら 成分の炭素 炭素

結合形成を触媒する酵素を用いることで，今後本手法

により多様な物質が生産可能となることが期待される．

また，本研究を通じて本手法を用いて ， ，

が生産できることも示された．これらの有用物質

については，今後，酵素改変を含めた菌体改良，およ

び培養・物質生産条件の検討により生産性能がさらに

改善されることが期待される．

図 代謝系へのホルムアルデヒド取込みを伴う増

殖非依存型発酵．グルコース（灰色丸印）および目的

物（黒色角印）の経時変化： ） ， ） ， ） ．
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を介してこれを代謝系に取り込むことで， ジヒドロキシ酪酸，ホモセリン， プロパンジオ

ールといった有用物質を生産し，この概念を実証した ．

１１．．序序論論

演者らが定義する増殖非依存型発酵とは，コリネ型

細菌などの好気性微生物を好気的に増殖させる菌体増

殖相と増殖させた菌体を嫌気的（または微好気的）雰

囲気に移し菌体の増殖を伴わず化合物の生産を行う物

質生産相とから成る発酵手法である．本手法は公益財

団法人地球環境生産技術研究機構（ ）により開発

され ，当社ではこの技術による物質生産の事業化，

および生産物質の多様化を目指した研究を行っている．

増殖非依存型発酵の利用により様々な特徴が生まれ

るが，演者らは特に物質生産相において発酵阻害物質

が存在しても物質生産が可能であるという点に着目し，

この特長を「微生物に対して毒性を有する物質を物質

生産の原料として用いる」という発想へと転換した．

これを実証する実験系として，一般的に生物に対して

毒性を有すると認識されているホルムアルデヒドを増

殖非依存型発酵における物質生産相で 次原料として

添加し， 次原料であるグルコースから解糖系を通じ

て生じるピルビン酸とアルドール反応させる代謝反応

を含む人工代謝系を設計した（図 ）．この反応により

ヒ ド ロ キ シ オ キ ソ 酪 酸 （

）が生じる．ピルビン酸に対して①

カルボニル還元，②カルボニル還元的アミノ化，③脱

炭酸後のアルデヒド還元を行うとそれぞれ乳酸，アラ

ニン，エタノールが生じることはよく知られているが，

に対して①－③と同じ官能基変換を行うと，それ

ぞれ ジヒドロキシ酪酸（

），ホモセリン（ ）， プロパン

ジオール（ ）が生産されること

が期待された．そこで演者らは，

株を宿主菌体として，上述の酵

素反応に必要な遺伝子を導入しこれら物質の生産を行

うことで上述概念の実証を試みた．

図 アルドラーゼによるホルムアルデヒドの代謝

系への取込みと，それにより期待される生産物

２２．．方方法法

および の生産には Δ Δ

Δ Δ 株を宿主とし，大腸菌由来アルドラーゼ

３３
 
 

遺伝子 および大腸菌由来リンゴ酸脱水素酵素遺

伝子変異体 または

由来ロイシン脱水素酵素遺伝子 をプラスミドに

て導入した株を用いた． の生産には

Δ Δ Δ Δ Δ Δ Δ

Δ Δ

株を宿主とし， と 由来

との融合遺伝子および 由

来 遺伝子をプラスミドにて導入した株を用いた．

フラスコ培養で増殖させた菌体を遠心分離にて回収

し，湿菌体として となるようにバッファーに

懸濁させ，グルコースを添加することで物質生産を開

始した．ホルムアルデヒドはシリンジポンプで連続的

に添加し， は水酸化カリウム水溶液を添加して制御

した． 生産では窒素源の供給を目的としてホルム

アルデヒド水溶液に硫酸アンモニウムを混合した．な

お，本稿では，アルカリやホルムアルデヒドの添加に

よる希釈の効果などを排除し実験間の比較を簡単にす

るため，基質や生産物の濃度は物質生産開始時から容

量が変化しないと仮定した数値に換算して示している．

３３．．結結果果とと考考察察

， ， いずれの生産菌株も物質生産相にて

目的物を生産した（図 ）．反応終了時の濃度はそれぞ

れ ， ， であった．また，対糖収率は

， ， ，ホルムアルデヒドの生

産物への利用効率は ， ， であ

った． については が一般的な発

酵手法により終濃度 ，対糖収率

での生産を報告しているが，演者ら

の手法による生産性能は菌体増殖相での糖消費を含め

てもこれを大幅に上回る．また，ホルムアルデヒドを

添加して を生産する手法は演者らとは独立に

が報告しているが，この例では増殖依存型発

酵のため生産効率が低く， の終濃度は

に留まっており，増殖非依存型発酵の優位性が顕

著に示されている． 生産では野生型 の非天

然基質 に対する活性が低いことが，他 化合物に

比べ生産性が劣る理由だと考えている．

４４．．結結論論

本研究により増殖非依存型発酵においてホルムアル

デヒドのような発酵阻害物質が人工代謝経路により取

り込まれ物質生産が可能であることが示された．また，

本手法により一般的な発酵方法では効率的な生産が難

しい物質も高効率で生産できることも示された． 次

原料由来でピルビン酸以外の代謝物やホルムアルデヒ

ド以外の 次原料，さらにはそれら 成分の炭素 炭素

結合形成を触媒する酵素を用いることで，今後本手法

により多様な物質が生産可能となることが期待される．

また，本研究を通じて本手法を用いて ， ，

が生産できることも示された．これらの有用物質
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図 代謝系へのホルムアルデヒド取込みを伴う増

殖非依存型発酵．グルコース（灰色丸印）および目的

物（黒色角印）の経時変化： ） ， ） ， ） ．
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光エネルギーを利用した大腸菌における

メバロン酸のイソプレノールへの変換
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〒 吹田市山田丘 大阪大学情報科学研究科

は細胞の増殖や維持、様々な化合物の生合成に必要な重要なエネルギー通貨である。高度好

塩菌が有する膜タンパク質のロドプシンは、光の照射によって細胞内外でプロトン濃度勾配を生み

出し、 合成酵素によってプロトン濃度勾配を利用して を再生できる。本研究では、大腸菌

にロドプシンを実装することで、光エネルギーを利用して を生み出す能力を付与し、 を必

要とするメバロン酸からイソプレノールのバイオコンバージョンに応用した。結果として、光のみ

をエネルギー源としてメバロン酸をイソプレノールに変換する反応を駆動することに成功した。

 ははじじめめにに

は細胞の生育や様々な化合物の生合成に関わる

重要な補酵素であり、様々な有用物質の生合成に関与

している。メバロン酸経路を介したイソプレノール生

産においては、メバロン酸をイソペンテニル リン酸

に変換する際に３分子の を消費する（図 ）。

大腸菌などの従属微生物は、好気条件において炭素源

を 回路で に酸化する際に を生産し、呼吸

鎖電子伝達系を介して の電子を酸素に受け渡す

過程でプロトンをくみ出し、膜を挟んだプロトン濃度

勾配を生み出す。この勾配を利用して 合成酵素が

と無機リン酸から に再生する。この仕組みは

を効率的に生み出すことができるが、必然的に炭

素源を としてロスするため、目的物質の生産にお

いては大きな損失である。炭素源の消費なく を生

み出すことができれば、 を利用する物質生産を効

率化するための新しいアプローチになる。

高度好塩菌が有するプロトンポンプ型ロドプシンは、

大腸菌で発現可能な膜タンパク質である 。ロドプシ

ンに光が当たると結合している発色団の

が異性化する。この変化がロドプシン全体の

構造変化を引き起こし、細胞内のプロトンが細胞外へ

輸送される。プロトン濃度勾配によって 合成酵素

が働くため、ロドプシンを発現した細胞では光エネル

ギーを利用して を再生することが可能である。

本研究では、ロドプシンによる光エネルギーを利用

した 再生を、生合成に を必要とするイソプレ

ノール生産に応用した。大腸菌はグルコースからメバ

ロン酸を高効率に生産することができる 。そこで、

メバロン酸を原料として、グルコースなしに光のみを

エネルギー源として、メバロン酸をイソプレノールに

変換することを目的とした。

メバロン酸 イソプレノール

IPP

ATP
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H+
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図 本研究のイソプレノール生産の概要図
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 方方法法

大腸菌 株を宿主として、メバロン酸か

らイソプレノールへの変換に必要な遺伝子（酵母由来

の と枯草菌由来の ）と高度好

塩菌 由来のデルタロドプシ

ン遺伝子を導入したロドプシン発現イソプレノール生

産株を構築した。メバロン酸からイソプレノールへの

変換能力を評価するため、 培地で細胞を増殖させた

後、メバロン酸を単一炭素源とした 最小培地に細胞

を懸濁し、明条件では µ の 白色

光を照射して培養を行った。培養液中のイソプレノー

ル濃度はガスクロマトグラフを用いて測定した。

また、ロドプシンによるプロトンポンプ能力は、菌

体を非緩衝溶液に懸濁し、光の点灯・消灯を繰り返し

たときの細胞外 の変化によって評価した。

 結結果果とと考考察察

構築した菌株について、光照射に応じたプロトンポ

ンプ活性があるか確認した。細胞を回収し、非緩衝液

に懸濁した。１分間隔の明暗サイクルにおいて、 セ

ンサを利用して溶液の の変化を記録した。明期間で

は µ の白色光を照射した。溶液中の

プロトン濃度変化を図 に示す。光を当てている期間

には細胞外のプロトン濃度が増加しており、デルタロ

ドプシンが細胞内のプロトンを細胞外にくみ出してい

ることが示された。また、暗の期間には細胞外のプロ

トン濃度の減少が見られた。これはロドプシンのポン

プが働かなくなり、 合成酵素を通って細胞外のプ

ロトンが細胞内に流入したためである。
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図 ロドプシン発現イソプレノール生産株における

プロトンポンプ活性能力の評価

ロドプシンによって光エネルギーから生み出された

を利用して、メバロン酸からイソプレノールへの

変換が可能か検証した。まず初めに、合成培地を利用

して構築した菌株を培養し、変換に用いる菌体を準備

した。メバロン酸のみを炭素源として含む合成培地に

細胞を懸濁し、明条件と暗条件で培養液をインキュベ

ートした。結果として、イソプレノールの生産量、比

生産速度において明暗条件間の有意差が確認された。

時間目までにイソプレノールを明条件で ±

、暗条件で ± 生産し、明条件に

おいて 倍に上昇した。本培養開始 時間目までの

イソプレノールの比生産速度は、明条件で ±

µmol 、暗条件で ± 0.7 µmol

であり、明条件において 倍に上昇した 図 。
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図 ロドプシン発現イソプレノール生産株の光照射

の有無によるイソプレノール生産性の比較

 今今後後のの展展望望

本研究では、ロドプシンによる光駆動のプロトン輸

送とそれに伴う 再生を利用することで、光のみを

エネルギー源として、グルコースなしにメバロン酸を

イソプレノールに変換することに成功した。本手法は

という多くの代謝反応に共通する補酵素の再生を

導く手法であるため、 消費を伴う様々な変換プロ

セスの駆動に広く利用できるだろう。
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は µ の白色光を照射した。溶液中の

プロトン濃度変化を図 に示す。光を当てている期間

には細胞外のプロトン濃度が増加しており、デルタロ

ドプシンが細胞内のプロトンを細胞外にくみ出してい

ることが示された。また、暗の期間には細胞外のプロ

トン濃度の減少が見られた。これはロドプシンのポン

プが働かなくなり、 合成酵素を通って細胞外のプ

ロトンが細胞内に流入したためである。
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を利用して、メバロン酸からイソプレノールへの

変換が可能か検証した。まず初めに、合成培地を利用

して構築した菌株を培養し、変換に用いる菌体を準備

した。メバロン酸のみを炭素源として含む合成培地に

細胞を懸濁し、明条件と暗条件で培養液をインキュベ

ートした。結果として、イソプレノールの生産量、比
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時間目までにイソプレノールを明条件で ±

、暗条件で ± 生産し、明条件に
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 今今後後のの展展望望

本研究では、ロドプシンによる光駆動のプロトン輸

送とそれに伴う 再生を利用することで、光のみを

エネルギー源として、グルコースなしにメバロン酸を

イソプレノールに変換することに成功した。本手法は

という多くの代謝反応に共通する補酵素の再生を

導く手法であるため、 消費を伴う様々な変換プロ

セスの駆動に広く利用できるだろう。

 謝謝辞辞

本研究は、 未来社会創造事業 の支援

を受けて実施したものです。

 参参考考文文献献

 

27



第 73 回日本生物工学会大会 トピックス集 

 

２２  

磁性細菌における脂質代謝制御による 

マグネトソーム膜改変とマグネタイト形成能への影響評価 

巴 瞭斗・藤本 一嗣・新垣 篤史・田中 剛・吉野 知子* 

東京農工大学大学院 工学府 生命工学専攻 

〒184-8588  小金井市中町 2-24-16 

Tel: 81-42-388-7021   Fax: 81-42-385-7713 

E-mail: y-tomoko@cc.tuat.ac.jp 

 

磁性細菌 Magnetospirillum magneticum は細胞内にリン脂質膜で被覆された磁気微粒子 (マグネト

ソーム)を生合成する。我々はこれまでに、マグネトソーム膜にヒト細胞由来の膜受容体を発現させ、

創薬研究への応用を試みている。さらに、ヒト細胞膜の主要な脂質であるホスファチジルコリン 
(PC)の生合成経路を、PC を合成しない磁性細菌に導入することで、膜受容体の機能向上を示してい

る。本研究では PC 合成酵素を導入した磁性細菌において、脂質組成の自在な改変技術を確立した。

さらに、PC を合成する磁性細菌の形質転換体においてマグネタイト形成能を評価し、野生株と比較

してマグネタイト粒径が増大することを明らかとした。 
 

 

11..  ははじじめめにに  

磁性細菌とは、その名の通り細胞内にナノサイズの

磁気微粒子 (マグネトソーム)を生合成する細菌の総

称である。このマグネトソームは、マグネタイト 
(Fe3O4)やグレイジャイト (FeS2 や Fe3S4)などの結晶か

らなり、多くのタンパク質を含む脂質膜に被覆されて

いる。したがって、高い結晶構造性や均一なサイズ分

布、生体膜に覆われているといった特徴を有すること

から、マグネトソームは人工ナノ磁気微粒子と比較し

て生体適合性が高く、イムノアッセイや MRI の造影剤、

磁気温熱治療等、様々な医療分野への応用が期待され

ている 1)。中でも我々は、マグネトソーム膜上にヒト

細胞由来の膜受容体の発現に成功しており 2) (図 1 右

上)、作製した機能性マグネトソームを様々なアプリケ

ーションへ応用することを目指している (図 1)。この

ようなマグネトソームの医療応用において、求められ

る磁気特性や粒子サイズが異なるため、粒子サイズの

制御法の確立は重要であると考えられる。 
 代表的な Magnetospirillum 属においては、まず細胞

質内膜が陥入することにより空の小胞が形成される。

続いて小胞内に鉄イオンが輸送されることによって、

小胞内の鉄濃度が上昇し、鉄イオンの結晶化が促進す

ることでマグネトソームが形成される。したがって、

小胞サイズの制御によりマグネトソームサイズの制御

が可能であると考えられる。小胞形成には膜リン脂質

が大きく関わっていることから、我々は磁性細菌にお

ける膜リン脂質組成を改変することによって、マグネ

トソームサイズの制御を試みた。 
 本研究では、ヒト細胞膜の主要なリン脂質であるホ

スファチジルコリン (PC)の生合成経路を磁性細菌に

導入し、マグネタイト形成能の評価を行った。さらに、

PC 含有量を制御することにより、脂質組成の自在な改

変を試みた。 

 
図 1.  機能性マグネトソームの応用展開例 
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22..  解解析析デデーータタおおよよびび方方法法 

 PC生合成経路としてCDP-diacyl-glycerolとコリンの

縮合により PC を合成する phosohatidylcholine synthase 
(pcs)と、ホスファチジルエタノールアミンのメチル化

により PC を合成する phosphatidylethanolamine-N 
-methyl transferase (pmt)の 2種の PC 合成遺伝子を用い

た (図 2)。それぞれをエレクトロポレーション法によ

って M. magneticum の野生株 (WT 株)に導入した、PCS
株および PMT 株に加え、空ベクター導入株 (EV 株)
を 評 価 に 用 い た 。 こ れ ら の 株 を MSGM 
(Magnetospirillum growth medium)を用いて定常期まで

培養した後、菌体膜およびマグネトソーム膜の脂肪酸

組成、脂質組成を解析した。また、各株から得られた

マグネトソームを TEM を用いて観察し、マグネタイ

ト粒径を計測した。次に、PCS 株において PC 合成に

必須であるコリンを MSGM に終濃度 2~2000 μM とな

るように加えて培養することにより、PC 含有率の異な

るマグネトソームを作出した。得られたマグネトソー

ムの粒径を TEM観察によって計測し、PC 含有量とマ

グネタイト粒径の相関の評価を行った。 

 
図 2.  M.magneticum における脂質合成経路 

*点線は今回導入した経路 

33..  結結果果とと考考察察  

  M. magneticum への PC 合成遺伝子の導入により、

PCS 株において PC 含有率は 33%であり、PMT 株にお

いては 19%であることが示された。続いて、各 PC 合

成株のマグネタイト粒径を評価したところ、非 PC 合

成株である WT 株や EV 株と比較してマグネタイト粒

径が有意に増大していることが明らかとなった (図 3)。
特に、PC 合成株では 10-20 nm の粒子数が減少し、50-60 
nm の粒子数が増加していた。そこで、PC 合成株にお

いて脂肪酸組成を評価した結果、WT 株と比較してオ

レイン酸 (18:1)の割合が増加し、パルミトレイン酸 
(16:1)の割合が減少していることが示された。したがっ

て、長鎖の脂肪酸の割合が増加したことで、膜の流動

性が変化し、マグネタイト粒径を制御する小胞サイズ

が増大したことが示唆された。 

さらに、脂質組成の自在な改変を目的に PC 含有量

の調整を試みた。コリンを終濃度 2, 20, 200, 2000 μM
となるように MSGM に添加して PCS 株を培養した結

果、それぞれの添加濃度において PC 含有率は 0%, 15%, 
26%, 34%と、異なる PC 含有率のマグネトソームの作

出が可能であることが示された。また、PC を導入した

ときにのみマグネタイト粒径が増大することが確認さ

れた。 

 
図 3.  PC を合成する磁性細菌におけるマグネタイト

粒径 

44..  今今後後のの展展望望  

 本研究では、磁性細菌における脂質代謝制御による

マグネトソーム膜脂質改変により、マグネタイト粒径

の制御が可能であることを明らかとした。マグネタイ

ト粒径が増大することで飽和磁化が向上することから、

今後ドラッグデリバリーや磁気温熱治療など高い飽和

磁化が求められるアプリケーションに、本技術は有用

であると考えられる。また、我々はこれまでにマグネ

トソーム膜上にヒト細胞由来の膜受容体を発現するこ

とに成功しており、さらに PC の生合成により膜受容

体の機能向上を示している 3)。膜受容体のような膜貫

通タンパク質は、膜脂質の組成により受容体の膜結合

部位の安定性が変化し、活性が変化することが報告さ

れている。これらの知見から、今後磁性細菌において

様々に脂質組成を改変することで、マグネトソーム膜

上に発現させた膜受容体のさらなる機能向上が可能に

なると考えられる。 
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図 2.  M.magneticum における脂質合成経路 

*点線は今回導入した経路 

33..  結結果果とと考考察察  

  M. magneticum への PC 合成遺伝子の導入により、

PCS 株において PC 含有率は 33%であり、PMT 株にお

いては 19%であることが示された。続いて、各 PC 合

成株のマグネタイト粒径を評価したところ、非 PC 合

成株である WT 株や EV 株と比較してマグネタイト粒

径が有意に増大していることが明らかとなった (図 3)。
特に、PC 合成株では 10-20 nm の粒子数が減少し、50-60 
nm の粒子数が増加していた。そこで、PC 合成株にお

いて脂肪酸組成を評価した結果、WT 株と比較してオ
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となるように MSGM に添加して PCS 株を培養した結
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出が可能であることが示された。また、PC を導入した

ときにのみマグネタイト粒径が増大することが確認さ
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粒径 
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とに成功しており、さらに PC の生合成により膜受容
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通タンパク質は、膜脂質の組成により受容体の膜結合

部位の安定性が変化し、活性が変化することが報告さ

れている。これらの知見から、今後磁性細菌において
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なると考えられる。 
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近年、ヒト体内や環境中の微生物細菌叢（マイクロバイオータ）の働きがヒトの健康改善や地球

上の元素循環に重要であることが明らかになりつつある。マイクロバイオータの働きを自在に制御

できれば、健康維持や持続的耕地利用といった様々な社会課題の解決に貢献できるが、そのような

技術は不在である。そこで、我々は細胞透過作用のあるペプチドを用いて標的微生物の必須遺伝子

にのみ結合するペプチド核酸（ ）を菌叢に導入し、菌種特異的に増殖を阻害する手法の開

発に着手した。 、 、 からなる 菌共培

養系に対して、 もしくは に対するアンチセンス と膜透過ペプチドの融合

体を導入した結果、菌種特異的な細胞死の誘導に成功した。 を用いたマイクロバイオータ改変

技術は菌叢機能の理解と応用に向けた強力なツールになると期待される。

 ははじじめめにに

次世代シーケンスを始めとする種々のオミックス

解析技術の進歩により、微生物細菌叢（マイクロバイ

オータ）の群集構造決定やメタ代謝経路の類推が可能

となりつつある 。これに伴い、ヒト体内や環境中に

存在するマイクロバイオータがヒトの健康改善や地球

上の元素循環において、重要な働きを示すことが明ら

かとなっている 。一方で、菌叢機能のさらなる解明

や制御の実現には、メタ解析から得られた仮説を検証

するための人工菌叢モデルの構築方法や群集構造改変

手法が求められるが、そのような手法は不在である。

そこで、本研究では、マイクロバイオータ研究の発展

に貢献すべく、ペプチド核酸（ ）を用いたマイクロ

バイオータ改変技術の開発に取り組んだ。

とは、 の糖リン酸からなる主鎖構造を

ポリマーで置換した核酸類

似体である。 は、 や とは異なり、リン酸基

による負電荷の反発がないため、 、 よ

りも強い結合力を示す 。また、 は非天然構造を

有するため、ヌクレアーゼに対して耐性を有する 。

これらの特性から、微生物の必須遺伝子 配列に相

補なアンチセンス を微生物に導入することで、必

必須遺伝子の発現を抑制し、細胞死を誘導することが

可能である 。また、 に膜透過ペプチドの一種で

ある 配列を付加することで、 の細胞透過性

が向上し、微生物細胞内への導入が促進されることが

知られている（図１） 。

以上の背景を踏まえ、我々は微生物に固有かつ生育

に必須な配列を標的とするアンチセンス を微生物

細菌叢に導入し、菌叢中の特定微生物を死滅させるこ

とでマイクロバイオータの改変ができるというアイデ

アのもと、 種の微生物からなる共培養系を用いた検

証実験を行った。

図 による必須遺伝子の発現抑制機構

生物工学

 
 
 

 方方法法

モデル菌叢として、 、

、 からなる 菌共培養

系を用いた。また、 種の微生物の生育の個別計測を

可能にするために異なる抗生物質への耐性を賦与した。

各微生物の初期菌体量が × となるよ

うに培養液 200 µL を調製し、培養開始時に各微生物の

必須遺伝子の を標的とする を添加し

た。培養は、 非添加時において各菌が同等の生育

を示した ℃で行った。経時的に培養液を採取し、

種の異なる抗生物質を添加した 寒天培地に塗布す

ることで各微生物の生菌数を個別計測し、

の添加が各菌の増殖に与える影響を評価した。

 結結果果とと考考察察

非添加時における、 菌共培養の結果を図 に示

す。 および 、 は、培養

時間後にそれぞれ × 、 × 、

× まで増殖した。

図 菌の増殖曲線（ 非添加時）

の必須遺伝子である を標的とした

を添加した場合の増殖曲線を図 に示す。

図 菌の増殖曲線（抗 添加時）

µ の の添加により、標的細菌である の

細胞死が誘導され、培養 時間で完全に死滅した（図

）。一方、非標的菌である および

は培養 時間後にそれぞれ × 、 ×

まで増殖し、 の添加による非標的菌の

顕著な増殖抑制はみられなかった（図 、 ）。

の必須遺伝子である を標的とした

場合も同様に、 µ の 添加により、標的細菌であ

る は 時間で完全に死滅した（図 ）。ま

た、非標的菌である および は培養

時間後にそれぞれ × 、 ×

まで増殖することができた（図 、 ）。

これらの結果から、 の添加により菌種特異的な

細胞死の誘導が可能であることが明らかとなった。

図 菌の増殖曲線（抗 添加時）

 今今後後のの展展望望

上記の実験に引き続き、アンチセンス を用いた

の増殖抑制についても、現在検討中である。

本研究で得られた結果は、アンチセンス がマイク

ロバイオータ改変のための強力なツールとなること

を示唆しており、菌叢機能の理解と応用のための人工

菌叢作成への利用が期待できる。

参参考考文文献献
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玄米を用いた泡盛醸造におけるﾌｪﾙﾗ酸および ﾋﾞﾆﾙｸﾞｱﾔｺｰﾙの生成

過程の解析

杉江雄貴 ・眞榮田麻友美 ・上地敬子 ・渡嘉敷建孝 ・平良東紀

琉球大学農学部， 東京農業大学応用生物科学部， 石川種麹店

〒 沖縄県中頭郡西原町千原 琉球大学農学部

泡盛古酒の特徴香バニリンの前駆体 ビニルグアヤコール（ ）は，黒麹菌

の生産する各種酵素によって生成される。まず，キシラナーゼ（ ）によって原料米

中のヘミセルロースからフェルロイルオリゴ糖（ ）が遊離され，次にフェルラ酸エステラーゼ

（ ）によって からフェルラ酸（ ）が遊離され，遊離 が菌体内に取り込まれフェノール

酸脱炭酸酵素（ ）によって に変換され，菌体外に放出されると推定されている（図 ）。本

研究では，泡盛醸造中の および の生成過程を調べる目的で，ヘミセルロース成分を多く含

む二分搗き玄米を用いて小仕込試験を行い，麹およびモロミ中の関連する化合物と酵素活性の定量

を経時的に行った。 ， および の量は麹中よりもモロミ中で圧倒的に多かった。菌体量あ

たりの および 活性は製麹初期（ 時間）で最も高かった。製麹 時間の麹を仕込んだモ

ロミ中で および は最も多く検出され，その量は製麹時間が長いほど減少した。一方，製麹

時間の麹を用いたモロミでは はほとんど検出されず， 時間以降，製麹時間が長い程増大

した。このことは，これまでに報告されている麹中の 活性と相関があった。製麹時間に伴う

の発現誘導は，基質である遊離 の増大によるものだと考えられていた。しかしながら，製麹

時間の麹を用いたモロミでは遊離 が十分あるにも関わらず 生成が認められなかった。これ

らの結果から，モロミ中では の発現は誘導されず，製麹中に既に発現・蓄積されていた に

よって，モロミ中の が に変換されていることが示唆された。

ははじじめめにに

泡盛は沖縄の伝統的な蒸留酒で，全ての原料米に黒

麹菌 を生やす全麹仕込みと，

長期貯蔵によって古酒化することが特徴である。泡盛

古酒の特徴香の つバニリンは，泡盛醸造過程で生成

される ビニルグアヤコール（ ）から貯蔵中に非

酵素的酸化によって生成される。 は，

の生産する各種酵素によって，泡盛醸造中に図 に示

す過程で生成されると推定されている（要旨参照）。

バニリン香に富む古酒の原酒を製造するには，これ

らの過程を明らかにし制御する必要がある。本研究で

は， の前駆体である を多く含む玄米（二分搗き）

を用いて醸造を行い，麹およびモロミ中の および

活性と ， および の定量を経時的に行い，

その生成過程の解析を行った。

 
図 黒麹菌による の生成過程（推定）

３３
 
 

方方法法おおよよびび結結果果

製製麹麹おおよよびび仕仕込込みみ条条件件

製麹温度は，種付けから 時間までは ℃，

時間は ℃， 時間以降は ℃とした。 ， ， ，

時間製麹した麹を用いて仕込みを行った。仕込みは

麹 に対して水道水 を加え， ％乾燥酵母

（泡盛 号酵母）溶液 を加えてモロミとし，

， ， ， ， ， 日目のモロミをサンプリングした。

麹麹中中おおよよびびモモロロミミ中中のの ，， ，， のの定定量量

麹は ℃で一晩水抽出した溶液をサンプルとした。

モロミは遠心分離後の上清をサンプルとした。サンプ

ル中の および は で定量した。 はアル

カリ処理によって得られた総 から遊離 を引いた

値とした。

おおよよびび 活活性性

活性は，キシランを基質とし，一定時間の酵素

反応によって生成された還元糖量とした。 活性は，

原料米をアミラーゼ，セルラーゼ，ヘミセルラーゼ処

理して調整した を基質とし，一定時間の酵素反応

によって生成された遊離 量とした。

結結果果

麹麹中中おおよよびびモモロロミミ中中のの ，， ，， のの量量

麹中では および の生成量はモロミ中に比較す

ると明らかに低く， はほとんど検出されなかった。

， および はモロミ発酵 日目までに急激に

上昇し， および は麹中よりもモロミ中で 倍以

上， は 倍以上検出された（図 ）。

モロミ中の および は製麹時間が長いほど減少

したが， は製麹時間が長いほど上昇した（図 ）。

）） おおよよびび 活活性性

菌体量あたりの 活性は製麹 時間で最も高く，

それ以降は減少していた（図 ）。 活性も製麹

時間で最も高く， 時間までに減少しそれ以降はほぼ

維持されていた。

考考察察

および 活性は製麹中に十分に検出されたが，

麹中の および は，モロミ発酵 日目と比較する

と 分の 程度しか検出されなかった。すなわち，

および は製麹中に発現・蓄積された および

によって，一部は製麹中に，多くはモロミ中で生成さ

れたことが分かった。 は製麹 時間以上の麹で仕

込んだモロミ中で生成され，その量は製麹時間が長い

ほど高いことが分かった。先行研究において， は

製麹 時間以降に麹中で発現し，増大することが報告

されている（図 ） 。製麹時間に伴う の誘導は，

基質である遊離 の増大によるものだと考えられて

いた。一方，製麹 時間の麹で仕込んだモロミ中では，

遊離 が十分にあるにも関わらず， がほとんど生

成されなかった（図 ）。これらの知見と今回の結果

から，モロミ中では の有無に関わらず の発現は

誘導されず，製麹中に既に発現・蓄積されていた

によって，モロミ中の が に変換されていること

が示唆された。
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玄米を用いた泡盛醸造におけるﾌｪﾙﾗ酸および ﾋﾞﾆﾙｸﾞｱﾔｺｰﾙの生成

過程の解析

杉江雄貴 ・眞榮田麻友美 ・上地敬子 ・渡嘉敷建孝 ・平良東紀

琉球大学農学部， 東京農業大学応用生物科学部， 石川種麹店

〒 沖縄県中頭郡西原町千原 琉球大学農学部

泡盛古酒の特徴香バニリンの前駆体 ビニルグアヤコール（ ）は，黒麹菌

の生産する各種酵素によって生成される。まず，キシラナーゼ（ ）によって原料米

中のヘミセルロースからフェルロイルオリゴ糖（ ）が遊離され，次にフェルラ酸エステラーゼ

（ ）によって からフェルラ酸（ ）が遊離され，遊離 が菌体内に取り込まれフェノール

酸脱炭酸酵素（ ）によって に変換され，菌体外に放出されると推定されている（図 ）。本

研究では，泡盛醸造中の および の生成過程を調べる目的で，ヘミセルロース成分を多く含

む二分搗き玄米を用いて小仕込試験を行い，麹およびモロミ中の関連する化合物と酵素活性の定量

を経時的に行った。 ， および の量は麹中よりもモロミ中で圧倒的に多かった。菌体量あ

たりの および 活性は製麹初期（ 時間）で最も高かった。製麹 時間の麹を仕込んだモ

ロミ中で および は最も多く検出され，その量は製麹時間が長いほど減少した。一方，製麹

時間の麹を用いたモロミでは はほとんど検出されず， 時間以降，製麹時間が長い程増大

した。このことは，これまでに報告されている麹中の 活性と相関があった。製麹時間に伴う

の発現誘導は，基質である遊離 の増大によるものだと考えられていた。しかしながら，製麹

時間の麹を用いたモロミでは遊離 が十分あるにも関わらず 生成が認められなかった。これ

らの結果から，モロミ中では の発現は誘導されず，製麹中に既に発現・蓄積されていた に

よって，モロミ中の が に変換されていることが示唆された。

ははじじめめにに

泡盛は沖縄の伝統的な蒸留酒で，全ての原料米に黒

麹菌 を生やす全麹仕込みと，
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を用いて醸造を行い，麹およびモロミ中の および

活性と ， および の定量を経時的に行い，

その生成過程の解析を行った。

 
図 黒麹菌による の生成過程（推定）
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反応によって生成された還元糖量とした。 活性は，

原料米をアミラーゼ，セルラーゼ，ヘミセルラーゼ処

理して調整した を基質とし，一定時間の酵素反応

によって生成された遊離 量とした。

結結果果

麹麹中中おおよよびびモモロロミミ中中のの ，， ，， のの量量

麹中では および の生成量はモロミ中に比較す

ると明らかに低く， はほとんど検出されなかった。

， および はモロミ発酵 日目までに急激に

上昇し， および は麹中よりもモロミ中で 倍以

上， は 倍以上検出された（図 ）。

モロミ中の および は製麹時間が長いほど減少

したが， は製麹時間が長いほど上昇した（図 ）。

）） おおよよびび 活活性性

菌体量あたりの 活性は製麹 時間で最も高く，

それ以降は減少していた（図 ）。 活性も製麹

時間で最も高く， 時間までに減少しそれ以降はほぼ

維持されていた。

考考察察

および 活性は製麹中に十分に検出されたが，

麹中の および は，モロミ発酵 日目と比較する

と 分の 程度しか検出されなかった。すなわち，

および は製麹中に発現・蓄積された および

によって，一部は製麹中に，多くはモロミ中で生成さ

れたことが分かった。 は製麹 時間以上の麹で仕

込んだモロミ中で生成され，その量は製麹時間が長い

ほど高いことが分かった。先行研究において， は

製麹 時間以降に麹中で発現し，増大することが報告

されている（図 ） 。製麹時間に伴う の誘導は，

基質である遊離 の増大によるものだと考えられて

いた。一方，製麹 時間の麹で仕込んだモロミ中では，

遊離 が十分にあるにも関わらず， がほとんど生

成されなかった（図 ）。これらの知見と今回の結果

から，モロミ中では の有無に関わらず の発現は

誘導されず，製麹中に既に発現・蓄積されていた

によって，モロミ中の が に変換されていること

が示唆された。
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全ゲノム情報を用いた系統解析による 

戦前の泡盛麹に含まれる黒麹菌類の菌叢の推定 

塚原 正俊 1＊・東 春奈 1・久貝 樹幹 1・外山 博英 2 

1株式会社バイオジェット，2琉球大学農学部 

〒904-2231  沖縄県うるま市塩屋 315 株式会社バイオジェット 

Tel/FAX: 098-979-3515   E-mail: tsuka@biojet.jp 

 

 泡盛は、約 600年の歴史を有する沖縄県の特産品で、醸造過程で黒麹菌が用いられることが大き

な特徴である。これまでに、戦前の泡盛黒麹には複数の菌株が含まれていたことが報告されている

ものの詳細はわかっていない。今回、戦前の黒麹に関する報告を再検討するとともに、新たに全ゲ

ノム情報による系統解析を応用し、戦前の泡盛黒麹の菌叢についての情報取得を試みた。その結果、

戦前の黒麹には複数の A.luchuensisグループの株が含まれていたこと、その菌叢は地域ごとに特

徴があったことが示唆された。これらは、全ゲノム解析の結果を泡盛醸造の歴史の一端の理解につ

なげることができた成果である。 

 

 

泡泡盛盛黒黒麹麹菌菌のの歴歴史史的的背背景景 

 泡盛は、約 600年の歴史を有する沖縄県の特産品で、

日本最古の蒸留酒である。泡盛の醸造上の大きな特徴

の１つは、伝統的に黒麹菌 Aspergillus luchuensis

を用いて醸造することである。従って、黒麹菌の歴史

的な理解を進めることは、泡盛文化全体の理解と継承

に重要である。一方、沖縄では、第２次世界大戦にお

いて大きな人的被害とともに、酒造所そのものや関連

した文献の多くを焼失したことから、泡盛醸造に関す

る歴史的な情報が少なく、分からないことが多い。   

 戦前の泡盛醸造では、黒麹は醸造過程で得られた品

質の高い麹を一部保管し次の醸造に用いるという種麹

を使わない友麹で製造され、黒麹に複数の菌株が混在

していた。戦後は、泡盛が復興する過程で選抜された

黒麹菌株が種麹として広く利用されるようになったこ

とから、戦前と現在の黒麹では菌叢が異なっていると

考えられる。戦前の泡盛黒麹に含まれる菌株に関する

報告はいくつかあるものの、現在の分類体系とは異な

ることなどから、どのような系統の株が含まれていた

のかを把握することは難しい。今回、過去の文献を元

に採取の経緯や分類結果を再検討するとともに、それ

らの菌株と菌株保存機関の株との紐付けを検討し、さ

らに全ゲノム情報を用いた系統解析結果と相互比較す

ることで、戦前の黒麹の菌叢の一端を明らかにする試

みを行った。 

 

戦戦前前のの泡泡盛盛黒黒麹麹菌菌にに関関すするる報報告告 

 泡盛黒麹菌は、1901年に乾によって初めて分離され、

その後、戦前、戦後を含め黒麹菌に関するいくつかの

報告がなされている 1）。これらの報告では、主に形態

や生化学的な評価による分類がなされ、戦前の黒麹に

は特性が異なる複数の菌株が含まれていたことが示さ

れている。一方、これらの菌株が現在の分類体系でど

のような系統の株であったのかについては、過去と現

在の分類体系が異なっていることなどから 2) （図１）、

過去の黒麹に含まれる株を把握することが難しい。 

 
図 1. 黒麹菌分類の変遷（文献 3)を改変） 

 

 

 

 

３３  
 
 

全全ゲゲノノムム情情報報にによよるる系系統統解解析析 

 我々は、全ゲノム情報を用いた系統解析手法を構築

し、複数の黒麹菌株および近縁株を対象として詳細な

系統関係を解析した。その結果、A.luchuensisは大き

な 2グループ（A、SK）、およびこれらに属さず分岐が

古い株（old）が存在することが明らかとなった。また、

泡盛醸造に用いられているアワモリ株がＡグループ、

サイトイ株が SKグループに属していること（図２）、

さらに菌株保存機関が保有している株のほとんどは、A

あるいは SKグループに属していることがわかった。こ

のことは、歴史的な泡盛醸造の過程で Aグループおよ

び SK グループ株の特性を指標に選択し続けられた結

果、黒麹から採取される株の多くが 2グループに含ま

れることになったと考えることができる。今回解析し

た一部の黒麹菌は、戦前に分離した株という情報が付

帯していることから、それらの採取情報と系統解析の

結果を対合することで、戦前の黒麹に含まれる黒麹菌

株に関する情報取得を進めた。 

 

図 2. 全ゲノム情報を用いた黒アスベルギルス類の 

系統解析 

 

戦戦前前のの黒黒麹麹にに存存在在ししてていいたた菌菌叢叢のの推推定定 

 全ゲノム情報を用いた系統解析の結果を用いて、主

に中澤ら 3）、坂口ら 4)の戦前麹からの菌株分離に関す

る報告と比較した（図３）。その結果、1933 年当時の

黒麹は、沖縄県南部（那覇、首里）、名護、離島（宮古、

八重山）の地域ごとにそれぞれの傾向が観察され、黒

麹菌株が酒造所ごとではなく地域で保持されていたと

考えられる結果が得られた。このことは、当時の泡盛

醸造では、種麹は使用せず、友麹として用いる黒麹は

地域の酒造所間で相互に譲り合っていたという記録 5）

と符合する。さらに、沖縄県南部や八重山の黒麹には、

2 グループ（A、SK）に属さない株（old）が広く含ま

れていたと推測され、現在の商用黒麹菌株（A、SK）と

は異なる系統の黒麹菌株が戦前の泡盛醸造に寄与して

いたことが示唆された。 

 以上の結果から、全ゲノム情報による系統解析と過

去の報告を用いることで、戦前の黒麹には複数の

A.luchuensis グループの株が含まれていたことが確

認され、その菌叢は地域ごとに特徴があったことが示

唆された。 

 
図 3.  戦前の黒麹から採取された菌株の推定 
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戦前の黒麹には複数の A.luchuensisグループの株が含まれていたこと、その菌叢は地域ごとに特

徴があったことが示唆された。これらは、全ゲノム解析の結果を泡盛醸造の歴史の一端の理解につ

なげることができた成果である。 

 

 

泡泡盛盛黒黒麹麹菌菌のの歴歴史史的的背背景景 

 泡盛は、約 600年の歴史を有する沖縄県の特産品で、

日本最古の蒸留酒である。泡盛の醸造上の大きな特徴

の１つは、伝統的に黒麹菌 Aspergillus luchuensis

を用いて醸造することである。従って、黒麹菌の歴史

的な理解を進めることは、泡盛文化全体の理解と継承

に重要である。一方、沖縄では、第２次世界大戦にお

いて大きな人的被害とともに、酒造所そのものや関連

した文献の多くを焼失したことから、泡盛醸造に関す

る歴史的な情報が少なく、分からないことが多い。   

 戦前の泡盛醸造では、黒麹は醸造過程で得られた品

質の高い麹を一部保管し次の醸造に用いるという種麹

を使わない友麹で製造され、黒麹に複数の菌株が混在

していた。戦後は、泡盛が復興する過程で選抜された

黒麹菌株が種麹として広く利用されるようになったこ

とから、戦前と現在の黒麹では菌叢が異なっていると

考えられる。戦前の泡盛黒麹に含まれる菌株に関する

報告はいくつかあるものの、現在の分類体系とは異な

ることなどから、どのような系統の株が含まれていた

のかを把握することは難しい。今回、過去の文献を元

に採取の経緯や分類結果を再検討するとともに、それ

らの菌株と菌株保存機関の株との紐付けを検討し、さ

らに全ゲノム情報を用いた系統解析結果と相互比較す

ることで、戦前の黒麹の菌叢の一端を明らかにする試

みを行った。 

 

戦戦前前のの泡泡盛盛黒黒麹麹菌菌にに関関すするる報報告告 

 泡盛黒麹菌は、1901年に乾によって初めて分離され、

その後、戦前、戦後を含め黒麹菌に関するいくつかの

報告がなされている 1）。これらの報告では、主に形態

や生化学的な評価による分類がなされ、戦前の黒麹に

は特性が異なる複数の菌株が含まれていたことが示さ

れている。一方、これらの菌株が現在の分類体系でど

のような系統の株であったのかについては、過去と現

在の分類体系が異なっていることなどから 2) （図１）、

過去の黒麹に含まれる株を把握することが難しい。 

 
図 1. 黒麹菌分類の変遷（文献 3)を改変） 
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全全ゲゲノノムム情情報報にによよるる系系統統解解析析 

 我々は、全ゲノム情報を用いた系統解析手法を構築

し、複数の黒麹菌株および近縁株を対象として詳細な

系統関係を解析した。その結果、A.luchuensisは大き

な 2グループ（A、SK）、およびこれらに属さず分岐が

古い株（old）が存在することが明らかとなった。また、

泡盛醸造に用いられているアワモリ株がＡグループ、

サイトイ株が SKグループに属していること（図２）、

さらに菌株保存機関が保有している株のほとんどは、A

あるいは SKグループに属していることがわかった。こ

のことは、歴史的な泡盛醸造の過程で Aグループおよ

び SK グループ株の特性を指標に選択し続けられた結

果、黒麹から採取される株の多くが 2グループに含ま

れることになったと考えることができる。今回解析し

た一部の黒麹菌は、戦前に分離した株という情報が付

帯していることから、それらの採取情報と系統解析の

結果を対合することで、戦前の黒麹に含まれる黒麹菌

株に関する情報取得を進めた。 

 

図 2. 全ゲノム情報を用いた黒アスベルギルス類の 

系統解析 

 

戦戦前前のの黒黒麹麹にに存存在在ししてていいたた菌菌叢叢のの推推定定 

 全ゲノム情報を用いた系統解析の結果を用いて、主

に中澤ら 3）、坂口ら 4)の戦前麹からの菌株分離に関す

る報告と比較した（図３）。その結果、1933 年当時の

黒麹は、沖縄県南部（那覇、首里）、名護、離島（宮古、

八重山）の地域ごとにそれぞれの傾向が観察され、黒

麹菌株が酒造所ごとではなく地域で保持されていたと

考えられる結果が得られた。このことは、当時の泡盛

醸造では、種麹は使用せず、友麹として用いる黒麹は

地域の酒造所間で相互に譲り合っていたという記録 5）

と符合する。さらに、沖縄県南部や八重山の黒麹には、

2 グループ（A、SK）に属さない株（old）が広く含ま

れていたと推測され、現在の商用黒麹菌株（A、SK）と

は異なる系統の黒麹菌株が戦前の泡盛醸造に寄与して

いたことが示唆された。 

 以上の結果から、全ゲノム情報による系統解析と過

去の報告を用いることで、戦前の黒麹には複数の

A.luchuensis グループの株が含まれていたことが確

認され、その菌叢は地域ごとに特徴があったことが示

唆された。 

 
図 3.  戦前の黒麹から採取された菌株の推定 

 

文文献献  

1) 村上英也：麹学（村上英也編），48-81，日本醸造協

会（1986） 

2) 山田修：バイオサイエンスとインダストリー，7711，

499-503（2013） 

3) 中澤亮治，霜三雄，渡邊寛：農芸化学会誌，1122，931-974
（1936） 

4) 坂口謹一郎，飯塚廣，山崎千二：應用菌學，33，53-63

（1950） 

5) 森貞信：日本醸造協会雑誌，3300，817-823（1935） 

 

35



第 73 回日本生物工学会大会 トピックス集 

 

２２  

微生物由来蓄電性鉱物を介した電子共生に基づく 

嫌気バイオプロセスの向上 

林 稜也 1・安池 一貴 1・片桐 美紀 2・大前 貴裕 1・窪野 一郎 1・田代 陽介 1・     

二又 裕之 1,3＊ 

1静岡大学大学院総合科学技術研究科，2静岡大学工学部，2静岡大学グリーン科学技術研究所 

〒432-8561  浜松市中区城北 3-5-1 静岡大学工学部 

Tel: 053-478-1178   Fax: 053-476-0095 

E-mail: futamata.hiroyuki@shizuoka.ac.jp 

 

本研究では，微生物が生成する蓄電性バイオミネラルが嫌気微生物複合系に及ぼす影響について

バイオプロセスの観点から解析を実施した．微生物が生成する蓄電性バイオミネラル，汽水湖底泥

および電子供与体として乳酸を用いて長期間連続回分運転により集積培養を行った．蓄電性バイオ

ミネラル無添加系を対照とした．生成する有機酸，水素およびメタンを測定した結果，両培養系と

も乳酸の減少に伴い酢酸およびプロピオン酸が蓄積し，継代培養に伴い酢酸消費に伴うメタン生成

が確認された．蓄電性バイオミネラル添加系の方が酢酸消費速度およびメタン生成速度が共に 1.5

〜2 倍程度速かった．16S rRNA 遺伝子 V4 領域のアンプリコンシーケンス解析を行った結果，蓄電

性バイオミネラル添加系において特異的な群集構造の形成が確認された．主座標分析から

ComamonadaceaeおよびEubacteriaceaeが特異的群集構造の形成に寄与していることが示唆された．

蓄電性バイオミネラル添加系より分離された I-6 株は 16S rRNA 遺伝子解析の結果 Acetobacterium

属細菌であることが明らかとなり，微生物燃料電池で I-6 株を培養したところ電流生産が確認され

た．これらの結果から，蓄電性バイオミネラルを電子授受の場とした微生物電子共生系が形成され，

微生物電子共生系の構築に伴う嫌気バイオプロセスの向上が示唆された． 

 

 

１１．．緒緒言言  

 微生物の物質変換能力の向上とその制御は，バイオ

テクノロジーの発展にとって必要不可欠である．近年，

細胞外導電性物質を介した電子授受システムが，嫌気

的廃水処理能の向上や新規エネルギー生産システムと

して着目されている．また，社会実装を想定した場合，

導電性鉱物を介して形成されると推定される微生物電

子共生系の好適制御に関する知見は必要不可欠である．

これまで導電性鉱物を介した電子授受に基づく微生物

の応答は特定の微生物に関して知見が蓄積されつつあ

る 1)ものの，未だ限定的である．また，分離株を用い

た微生物電子共生系に関する報告例はあるものの，実

際の環境サンプルを用いた複合微生物系に基づく微生

物電子共生系に関する知見は非常に少ない． 

 そこで本研究では，高電流密度を生産した微生物燃

料電池 2)の負電極バイオフィルムから分離された硫酸

還元細菌によって生成される蓄電性鉱物と佐鳴湖底泥

を用いた集積培養系を構築し，この蓄電性鉱物添加系

の物質変換能力を長期間に渡り評価するとともに，そ

の実態である微生物生態系について解析した． 

  

２２．．実実験験方方法法  

22--11  嫌嫌気気集集積積培培養養系系のの構構築築  

 汽水湖底泥 0.2 gを接種源，4 mM乳酸を電子供与体

とした培地 100 mLに蓄電性鉱物を約 0.13 g加えた蓄

電性鉱物添加系および蓄電性鉱物無添加の対照系を構

築した．微生物生態系の代謝を評価するため，経時的

に有機酸およびメタンの濃度を HPLC および GC にて測

定した．両培養系において乳酸の消費を確認後，乳酸

を再添加した．３回の乳酸消費確認後，上清約 95％を
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新鮮な培地と置換する継代培養を行った．また，蓄電

性鉱物添加系で集積培養された微生物の分離を行い，

微生物の同定および代謝評価を行った．本実験は三連

系で実施した． 

  

22--22  微微生生物物群群集集構構造造解解析析  

 微生物の空間的分布を調べるため，蓄電性鉱物添加

系および対照系の菌液を 1.0 mL 採取し，10 µLの SYBR 

Green I（×100）を添加した後，暗所にて 15 分静置後，

観察した．構築された微生物群集構造を解析するため

に，蓄電性鉱物添加系および対照系から継代毎に採取

された沈殿物および上清のサンプルから DNA を抽出し

た．その後，16S rRNA 遺伝子を標的とした PCR-DGGE

の結果を基に MDS 解析,並びに 16S rRNA 遺伝子 V4 領

域のアンプリコンシーケンス解析を行い，微生物群集

構造解析を行った． 

  

22--33  集集積積系系かからら分分離離さされれたた微微生生物物のの代代謝謝評評価価  

 供試した培地にゲランガムを 0.45%となるよう添加

し，蓄電性鉱物添加系 108 日目の培養液を適時希釈し，

6-well plate法で分離をした．68 日培養後，コロニー

を供試培地に接種し，代謝を評価するために有機酸濃

度測定を行った．  

  

３３．．結結果果  

33--11  蓄蓄電電性性鉱鉱物物存存在在下下ににおおけけるる微微生生物物生生態態系系  

 両培養系において乳酸の消費に伴い酢酸およびプロ

ピオン酸の生成が確認された．蓄電性鉱物添加系は継

代培養 23代目まで乳酸消費は 2.8 mM day-1と安定であ

った．対照系および蓄電性鉱物添加系の継代培養 11

代目および 16 代目以降では酢酸の消費に伴うメタン

の生成が確認された．興味深いことに蓄電性鉱物添加

系のメタン生成量は対照系と比較して 2.1±0.41 倍で

あった．これら結果より，蓄電性鉱物添加系は蓄電性

鉱物による代謝活性の促進が示唆された． 

  

33--22  蛍蛍光光顕顕微微鏡鏡観観察察おおよよびび微微生生物物群群集集構構造造解解析析  

 蛍光顕微鏡観察の結果，蓄電性鉱物添加系の微生物

は蓄電性鉱物上で生息していることが確認された．

PCR-DGGE 解析を行った結果，蓄電性鉱物添加系と対照

系で異なる微生物群集構造の形成が示唆された．また，

アンプリコンシーケンス解析の結果，両培養系におい

て Clostridiaceae の優占が明らかとなった．対照系で

は Campylobacteraceae，蓄電性鉱物集積系では

Eubacteriaceae および Comamonadaceae の特異的な集

積が確認された． 

 また蓄電性鉱物添加系では，酢酸あるいは水素から

電子を受容し CO₂ からメタン生成が可能な水素利用

メタン生成アーキア Methanosaetaceae がアーキアに

おいて優占種であった．興味深いことに OTU_004，

OTU_005 および OTU_144 の塩基配列を持つ微生物は蓄

電性鉱物添加系の特異的な群集構造の形成に寄与する

ことが示唆された． 

図 1.  蓄電性鉱物が嫌気的物質変換能に及ぼす影響 

(A)酢酸消費速度，(B)メタン生成速度．□:対照系，■: 

蓄電性鉱物添加系． 

 

４４．．考考察察 

 アンプリコンシーケンス解析から対照系と比較して

蓄電性鉱物添加系には EET を行うと報告されている

Methanosaetaceae および Hydrogenophaga 属の存在が

確認された．蓄電性鉱物添加系の形成に寄与する

OTU_005 の 塩 基 配 列 と 一 致 し た 分 離 菌 株

Acetobacterium sp. I-6 株は乳酸を基質とした酢酸生

成および MFC条件下において酢酸消費に伴う電流生産

を示した．鉱物を介した特異的な微生物群集構造の形

成 3)や異属微生物同士の共生的代謝が知られている．

そのため，蓄電性鉱物を介した電子授受による微生物

電子共生系形成に I-6 株の関与が推察された．共生系

の理解には更なる微生物の分離と解析が必要である． 

 以上の結果より，蓄電性鉱物は微生物の電子プール

として機能し，電子共生を行う微生物群集構造の形成

を通じて嫌気的物質変換活性の向上に寄与したと推察

された． 

 

1) Shi, L., Dong, H., Reguera, G., Beyenal, H., Lu, 

A.,Liu, J., Yu, H-Q, Fredrickson, J.K. Nature 

Reviews Microbiology, 1144,, 651-662. (2016). 

2) Suzuki, K., Kato, Y., Yui, A., Yamamoto, S., Ando, 

S., Rubaba, O., Tashiro, Y., and Futamata, H. J. 

Biosci. Bioeng. 112255,, 565-571. (2018). 

3) Kato S., Nakamura, R., Kai, F., Watanabe, K., 

Hashimoto, K. Environ. Microbiol.,1122,, 3114-4123. 
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蓄電性バイオミネラル添加系より分離された I-6 株は 16S rRNA 遺伝子解析の結果 Acetobacterium

属細菌であることが明らかとなり，微生物燃料電池で I-6 株を培養したところ電流生産が確認され

た．これらの結果から，蓄電性バイオミネラルを電子授受の場とした微生物電子共生系が形成され，

微生物電子共生系の構築に伴う嫌気バイオプロセスの向上が示唆された． 

 

 

１１．．緒緒言言  

 微生物の物質変換能力の向上とその制御は，バイオ

テクノロジーの発展にとって必要不可欠である．近年，

細胞外導電性物質を介した電子授受システムが，嫌気

的廃水処理能の向上や新規エネルギー生産システムと

して着目されている．また，社会実装を想定した場合，

導電性鉱物を介して形成されると推定される微生物電

子共生系の好適制御に関する知見は必要不可欠である．

これまで導電性鉱物を介した電子授受に基づく微生物

の応答は特定の微生物に関して知見が蓄積されつつあ

る 1)ものの，未だ限定的である．また，分離株を用い

た微生物電子共生系に関する報告例はあるものの，実

際の環境サンプルを用いた複合微生物系に基づく微生

物電子共生系に関する知見は非常に少ない． 

 そこで本研究では，高電流密度を生産した微生物燃

料電池 2)の負電極バイオフィルムから分離された硫酸

還元細菌によって生成される蓄電性鉱物と佐鳴湖底泥

を用いた集積培養系を構築し，この蓄電性鉱物添加系

の物質変換能力を長期間に渡り評価するとともに，そ

の実態である微生物生態系について解析した． 

  

２２．．実実験験方方法法  

22--11  嫌嫌気気集集積積培培養養系系のの構構築築  

 汽水湖底泥 0.2 gを接種源，4 mM乳酸を電子供与体

とした培地 100 mLに蓄電性鉱物を約 0.13 g加えた蓄

電性鉱物添加系および蓄電性鉱物無添加の対照系を構

築した．微生物生態系の代謝を評価するため，経時的

に有機酸およびメタンの濃度を HPLC および GC にて測

定した．両培養系において乳酸の消費を確認後，乳酸

を再添加した．３回の乳酸消費確認後，上清約 95％を
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新鮮な培地と置換する継代培養を行った．また，蓄電

性鉱物添加系で集積培養された微生物の分離を行い，

微生物の同定および代謝評価を行った．本実験は三連

系で実施した． 

  

22--22  微微生生物物群群集集構構造造解解析析  

 微生物の空間的分布を調べるため，蓄電性鉱物添加

系および対照系の菌液を 1.0 mL 採取し，10 µLの SYBR 

Green I（×100）を添加した後，暗所にて 15 分静置後，

観察した．構築された微生物群集構造を解析するため

に，蓄電性鉱物添加系および対照系から継代毎に採取

された沈殿物および上清のサンプルから DNA を抽出し

た．その後，16S rRNA 遺伝子を標的とした PCR-DGGE

の結果を基に MDS 解析,並びに 16S rRNA 遺伝子 V4 領

域のアンプリコンシーケンス解析を行い，微生物群集

構造解析を行った． 

  

22--33  集集積積系系かからら分分離離さされれたた微微生生物物のの代代謝謝評評価価  

 供試した培地にゲランガムを 0.45%となるよう添加

し，蓄電性鉱物添加系 108 日目の培養液を適時希釈し，

6-well plate法で分離をした．68 日培養後，コロニー

を供試培地に接種し，代謝を評価するために有機酸濃

度測定を行った．  

  

３３．．結結果果  

33--11  蓄蓄電電性性鉱鉱物物存存在在下下ににおおけけるる微微生生物物生生態態系系  

 両培養系において乳酸の消費に伴い酢酸およびプロ

ピオン酸の生成が確認された．蓄電性鉱物添加系は継

代培養 23代目まで乳酸消費は 2.8 mM day-1と安定であ

った．対照系および蓄電性鉱物添加系の継代培養 11

代目および 16 代目以降では酢酸の消費に伴うメタン

の生成が確認された．興味深いことに蓄電性鉱物添加

系のメタン生成量は対照系と比較して 2.1±0.41 倍で

あった．これら結果より，蓄電性鉱物添加系は蓄電性

鉱物による代謝活性の促進が示唆された． 

  

33--22  蛍蛍光光顕顕微微鏡鏡観観察察おおよよびび微微生生物物群群集集構構造造解解析析  

 蛍光顕微鏡観察の結果，蓄電性鉱物添加系の微生物

は蓄電性鉱物上で生息していることが確認された．

PCR-DGGE 解析を行った結果，蓄電性鉱物添加系と対照

系で異なる微生物群集構造の形成が示唆された．また，

アンプリコンシーケンス解析の結果，両培養系におい

て Clostridiaceae の優占が明らかとなった．対照系で

は Campylobacteraceae，蓄電性鉱物集積系では

Eubacteriaceae および Comamonadaceae の特異的な集

積が確認された． 

 また蓄電性鉱物添加系では，酢酸あるいは水素から

電子を受容し CO₂ からメタン生成が可能な水素利用

メタン生成アーキア Methanosaetaceae がアーキアに

おいて優占種であった．興味深いことに OTU_004，

OTU_005 および OTU_144 の塩基配列を持つ微生物は蓄

電性鉱物添加系の特異的な群集構造の形成に寄与する

ことが示唆された． 

図 1.  蓄電性鉱物が嫌気的物質変換能に及ぼす影響 

(A)酢酸消費速度，(B)メタン生成速度．□:対照系，■: 

蓄電性鉱物添加系． 

 

４４．．考考察察 

 アンプリコンシーケンス解析から対照系と比較して

蓄電性鉱物添加系には EET を行うと報告されている

Methanosaetaceae および Hydrogenophaga 属の存在が

確認された．蓄電性鉱物添加系の形成に寄与する

OTU_005 の 塩 基 配 列 と 一 致 し た 分 離 菌 株

Acetobacterium sp. I-6 株は乳酸を基質とした酢酸生

成および MFC条件下において酢酸消費に伴う電流生産

を示した．鉱物を介した特異的な微生物群集構造の形

成 3)や異属微生物同士の共生的代謝が知られている．

そのため，蓄電性鉱物を介した電子授受による微生物

電子共生系形成に I-6 株の関与が推察された．共生系

の理解には更なる微生物の分離と解析が必要である． 

 以上の結果より，蓄電性鉱物は微生物の電子プール

として機能し，電子共生を行う微生物群集構造の形成

を通じて嫌気的物質変換活性の向上に寄与したと推察

された． 

 

1) Shi, L., Dong, H., Reguera, G., Beyenal, H., Lu, 
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Reviews Microbiology, 1144,, 651-662. (2016). 
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S., Rubaba, O., Tashiro, Y., and Futamata, H. J. 

Biosci. Bioeng. 112255,, 565-571. (2018). 

3) Kato S., Nakamura, R., Kai, F., Watanabe, K., 

Hashimoto, K. Environ. Microbiol.,1122,, 3114-4123. 
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基質競合下における代謝ネットワークの進化と微生物共存

鈴木 研志 ＊・上原 悠太郎 ・栗栖 太 ・野尻 秀昭

東京大学院農学生命科学研究科， 東京大院工学系研究科 東京大院工学系研究科附属水環セ

東京大院農学生命科学研究科附属アグテック 東京大学

〒 東京都文京区 東京大学大学院農学生命科学研究科

本研究では、基質競合下における微生物の多種共存機構を代謝ネットワーク形成の観点から解明

するため、 種の異属 分解菌（ 、 、

、 および ）を様々な順序で

植菌する連続集積培養系を用いて、群集構造および細胞外代謝産物を経時的に解析した。その結果、

植菌順序によって複数種が共存できる場合とできない場合があり、 株、 株、 株、

株および 株の順で植菌することで、 種が共存することが明らかとなった。しかも、 株

および 株の植菌順序を入れ替えると 株が単独で生存することが明らかとなった。そこで、

種が共存した培養系の代謝産物を解析したところ、培養に伴い代謝産物の種数が増加することが

示された。また、 株の植菌後に代謝産物のプロファイルが大きく変化することが示された。ど

のように代謝ネットワークが形成されていたのかを解析するため、植菌毎に新規検出あるいは消失

する代謝産物を解析したところ、少なくとも 種の代謝産物を介した代謝ネットワークが形成さ

れていることが予測された。以上の結果から、本 菌株培養系では 株および 株間で形成

される代謝ネットワークが共存に寄与しており、適切なネットワークの進化が微生物の多種共存を

可能にしていることが示唆された。

ははじじめめにに

科学技術の発展が生活を豊かにしている一方で、自

然は減少の一途にあり、環境保全のみでなく「再生」

が必要不可欠である。その為には、物質循環の基盤で

あり汚染物質分解能を持つ微生物とその集団である微

生物群の理解が重要であるが、微生物が如何にして共

存し、汚染物質分解等の機能を発揮・維持するのかは

ほとんどが未解明である。環境中で微生物は、限られ

た資源を競合しつつも共存しその多様性を維持してい

る 。一方で、基質競合条件下では最も競争力が高

い微生物のみが生存すると考えられており 、現実と

理論的理解には大きな乖離がある。

これまでの研究で、 を唯一の炭素源として増

殖できる異属細菌を組み合わせて培養すると、

を競合しつつ種間で代謝産物を分配し共存することが

示唆されてきた 。その一方で、どの様な菌株の組み

合わせでも共存が成立するわけではないことが示され

てきた 。即ち、基質競合下における微生物共存には、

適切な菌株の組み合わせで代謝のネットワークが形成

されることが必要不可欠であると考えられた。そこで

本研究では、 種の 分解菌を様々な順序で植菌

し、群集構造変遷および細胞外に分泌された代謝産物

を経時的に解析することで、微生物共存機構を代謝ネ

ットワーク形成の観点から解明することを目的とした。

材材料料おおよよびび方方法法

供供試試菌菌株株おおよよびび連連続続集集積積培培養養系系のの運運転転

フェノール分解菌である 株、

株、

株、 株および

株を用いた。 株を 種目として を炭

素源とする連続集積培養系を構築した。連続集積培養

３３
 
 

系の滞留時間を とし、 負荷速度を

とした。培養期間中、培養液を回収し菌密度

（ ）を測定した。培養 日毎に新しい菌株を植菌

し（表 ）、群集構造および培養上清中代謝産物を解析

した。全ての実験は 連で行った。

表表 植植菌菌順順序序

群群集集構構造造解解析析おおよよびび代代謝謝産産物物のの分分析析

連続集積培養系から回収した菌体より を抽出し

解析に供した。培養上清から 固相カラム

を用いて代謝産物を抽出し による分析に

供した。

結結果果おおよよびび考考察察

菌菌密密度度のの増増加加とと群群集集構構造造変変遷遷

全 パターンで植菌を行ったところ、全ての培養系

で 値が増加し、培養 日目にはパターン が最

も高い 値を示した（図 ）。各培養系の群集構造

変遷を解析したところ、パターン で 株を除く

種の共存が確認された一方で、その他の培養系では

ほとんどの場合 株が単独で優占化することが明ら

かとなった。特に、 株と 株の植菌順序のみが

異なるパターン でも 株が単独で生残していた（図

）。これらの結果から、植菌順序が共存には重要であ

り、代謝ネットワークの形成プロセスの違いが共存で

きる微生物の種数を左右することが示唆された。

図図 連連続続集集積積培培養養系系ににおおけけるる菌菌密密度度おおよよびび群群集集構構

造造変変化化。。 各培養系における 値の変化。 パター

ン およびパターン の群集構造変遷。

代代謝謝ネネッットトワワーーククのの進進化化

パターン で形成されていた代謝ネットワークを解

析するため、培養上清を分析したところ、培養に伴っ

て代謝産物の種数も増加した（図 ）。 連で実験を行

った内 つの培養系で同様の代謝産物プロファイルの

変遷が確認された（図 ）。 つの培養系では培養

日目に大きく代謝産物プロファイルが変化する一方で、

培養 日目以降では他の つの培養系と同様のプロフ

ァイルになることが示された。興味深いことに、培養

日目から 日目に代謝産物プロファイルが大きく

変化することが明らかとなった。この期間は 株が

植菌されたタイミングであった。しかも、 株と

株の植菌順序のみが異なるパターン では 株が単独

で生残することから、 株と 株間で形成される

代謝ネットワークが共存に重要であることが示唆され

た。代謝ネットワークの構造を推定するため、植菌毎

に新規検出あるいは消失する代謝産物を解析したとこ

ろ、少なくとも 種の代謝産物がネットワーク形成に

関与していることが示唆された。また、それらの代謝

産物は分子量 以上のものが多く、二次代謝産物や

溶菌した細胞由来の代謝産物である可能性が高いこと

が示唆された。

図図 代代謝謝産産物物のの変変化化。。 代謝産物種数の変化。 多

次元尺度法による代謝産物プロファイル解析。

展展望望

本研究で、微生物が共存するためには適切な代謝ネ

ットワークの形成プロセスを経ることの重要性が示さ

れた。つまり、微生物が共存できる代謝ネットワーク

をデザインすることができれば、機能性微生物群の構

築や、土着菌群の好適制御が可能になり、微生物利用

技術の革新に繋がることから、環境保全・再生への貢

献が期待される。また、微生物生態系を一つの代謝ネ

ットワークと捉えることで、これまで概念として捉え

られてきた機能や群集構造の安定性の理論的な説明が

可能になることが期待される。

参参考考文文献献
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本研究では、基質競合下における微生物の多種共存機構を代謝ネットワーク形成の観点から解明

するため、 種の異属 分解菌（ 、 、

、 および ）を様々な順序で

植菌する連続集積培養系を用いて、群集構造および細胞外代謝産物を経時的に解析した。その結果、

植菌順序によって複数種が共存できる場合とできない場合があり、 株、 株、 株、

株および 株の順で植菌することで、 種が共存することが明らかとなった。しかも、 株

および 株の植菌順序を入れ替えると 株が単独で生存することが明らかとなった。そこで、

種が共存した培養系の代謝産物を解析したところ、培養に伴い代謝産物の種数が増加することが

示された。また、 株の植菌後に代謝産物のプロファイルが大きく変化することが示された。ど

のように代謝ネットワークが形成されていたのかを解析するため、植菌毎に新規検出あるいは消失

する代謝産物を解析したところ、少なくとも 種の代謝産物を介した代謝ネットワークが形成さ

れていることが予測された。以上の結果から、本 菌株培養系では 株および 株間で形成

される代謝ネットワークが共存に寄与しており、適切なネットワークの進化が微生物の多種共存を

可能にしていることが示唆された。

ははじじめめにに

科学技術の発展が生活を豊かにしている一方で、自

然は減少の一途にあり、環境保全のみでなく「再生」

が必要不可欠である。その為には、物質循環の基盤で

あり汚染物質分解能を持つ微生物とその集団である微

生物群の理解が重要であるが、微生物が如何にして共

存し、汚染物質分解等の機能を発揮・維持するのかは

ほとんどが未解明である。環境中で微生物は、限られ

た資源を競合しつつも共存しその多様性を維持してい

る 。一方で、基質競合条件下では最も競争力が高

い微生物のみが生存すると考えられており 、現実と

理論的理解には大きな乖離がある。

これまでの研究で、 を唯一の炭素源として増

殖できる異属細菌を組み合わせて培養すると、

を競合しつつ種間で代謝産物を分配し共存することが

示唆されてきた 。その一方で、どの様な菌株の組み

合わせでも共存が成立するわけではないことが示され

てきた 。即ち、基質競合下における微生物共存には、

適切な菌株の組み合わせで代謝のネットワークが形成

されることが必要不可欠であると考えられた。そこで

本研究では、 種の 分解菌を様々な順序で植菌

し、群集構造変遷および細胞外に分泌された代謝産物

を経時的に解析することで、微生物共存機構を代謝ネ

ットワーク形成の観点から解明することを目的とした。

材材料料おおよよびび方方法法

供供試試菌菌株株おおよよびび連連続続集集積積培培養養系系のの運運転転

フェノール分解菌である 株、

株、

株、 株および

株を用いた。 株を 種目として を炭

素源とする連続集積培養系を構築した。連続集積培養

３３
 
 

系の滞留時間を とし、 負荷速度を

とした。培養期間中、培養液を回収し菌密度

（ ）を測定した。培養 日毎に新しい菌株を植菌

し（表 ）、群集構造および培養上清中代謝産物を解析

した。全ての実験は 連で行った。

表表 植植菌菌順順序序

群群集集構構造造解解析析おおよよびび代代謝謝産産物物のの分分析析

連続集積培養系から回収した菌体より を抽出し

解析に供した。培養上清から 固相カラム

を用いて代謝産物を抽出し による分析に

供した。

結結果果おおよよびび考考察察

菌菌密密度度のの増増加加とと群群集集構構造造変変遷遷

全 パターンで植菌を行ったところ、全ての培養系

で 値が増加し、培養 日目にはパターン が最

も高い 値を示した（図 ）。各培養系の群集構造

変遷を解析したところ、パターン で 株を除く

種の共存が確認された一方で、その他の培養系では

ほとんどの場合 株が単独で優占化することが明ら

かとなった。特に、 株と 株の植菌順序のみが

異なるパターン でも 株が単独で生残していた（図

）。これらの結果から、植菌順序が共存には重要であ

り、代謝ネットワークの形成プロセスの違いが共存で

きる微生物の種数を左右することが示唆された。

図図 連連続続集集積積培培養養系系ににおおけけるる菌菌密密度度おおよよびび群群集集構構

造造変変化化。。 各培養系における 値の変化。 パター

ン およびパターン の群集構造変遷。

代代謝謝ネネッットトワワーーククのの進進化化

パターン で形成されていた代謝ネットワークを解

析するため、培養上清を分析したところ、培養に伴っ

て代謝産物の種数も増加した（図 ）。 連で実験を行

った内 つの培養系で同様の代謝産物プロファイルの

変遷が確認された（図 ）。 つの培養系では培養

日目に大きく代謝産物プロファイルが変化する一方で、

培養 日目以降では他の つの培養系と同様のプロフ

ァイルになることが示された。興味深いことに、培養

日目から 日目に代謝産物プロファイルが大きく

変化することが明らかとなった。この期間は 株が

植菌されたタイミングであった。しかも、 株と

株の植菌順序のみが異なるパターン では 株が単独

で生残することから、 株と 株間で形成される

代謝ネットワークが共存に重要であることが示唆され

た。代謝ネットワークの構造を推定するため、植菌毎

に新規検出あるいは消失する代謝産物を解析したとこ

ろ、少なくとも 種の代謝産物がネットワーク形成に

関与していることが示唆された。また、それらの代謝

産物は分子量 以上のものが多く、二次代謝産物や

溶菌した細胞由来の代謝産物である可能性が高いこと

が示唆された。

図図 代代謝謝産産物物のの変変化化。。 代謝産物種数の変化。 多

次元尺度法による代謝産物プロファイル解析。

展展望望

本研究で、微生物が共存するためには適切な代謝ネ

ットワークの形成プロセスを経ることの重要性が示さ

れた。つまり、微生物が共存できる代謝ネットワーク

をデザインすることができれば、機能性微生物群の構

築や、土着菌群の好適制御が可能になり、微生物利用

技術の革新に繋がることから、環境保全・再生への貢

献が期待される。また、微生物生態系を一つの代謝ネ

ットワークと捉えることで、これまで概念として捉え

られてきた機能や群集構造の安定性の理論的な説明が

可能になることが期待される。

参参考考文文献献

 

1 2 3 4 5

1 R2 C26 P-10 HAB-30 LAB-08

2 R2 P-10 LAB-08 C26 HAB-30

3 R2 P-10 HAB-30 C26 LAB-08

4 R2 P-10 C26 HAB-30 LAB-08

5 R2 P-10 LAB-08 HAB-30 C26

6 R2 P-10 HAB-30 LAB-08 C26

The order of inoculation

Patterns
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酸酸素素供供給給能能はは自自家家熱熱型型高高温温好好気気消消化化ププロロセセススにに影影響響をを及及ぼぼすす

井出本 貴宏・張 敏・田代 幸寛＊・丸山 明子・酒井 謙二

九州大学大学院生物資源環境科学府

〒 福岡県福岡市西区元岡

自家熱型高温好気消化（ ）は、複合微生物による発熱等により ° 以上の高温下で好気的に

進行するプロセスである。先行研究により、福岡県築上町の実機では特徴的な細菌叢変化および理

化学特性を示すことを明らかにした。本プロセスはサスティナブル資源循環利用技術として期待さ

れる一方、酸素供給に要する高い消費電力が課題である。そこで本研究では、未報告である因子と

して酸素供給能の重要な指標である （総括酸素移動容量係数）が プロセスにおよぼす影響

を解明した。その結果、異なる 条件下では細菌叢や理化学特性に影響を及ぼすことが明らかと

なった。特に、消化効率および窒素維持率の観点から、消費電力の小さい低酸素供給下でも本

プロセスを実施し、高窒素含有液肥を生産できることが示唆された。

ははじじめめにに

ヒトし尿は、窒素やリン、カリウムなどの栄養素が

豊富に含まれており、古くから肥料や土壌改良剤とし

て利用されてきた。近年、資源の循環利用や持続可能

な農業の促進の観点から、食料生産にヒトし尿を再利

用することが期待されている。しかしながら、未処理

のヒトし尿は病原性微生物や有害物質を含むため、農

地にそのまま還元することはできず、適切な処理をす

る必要がある。

自家熱型高温好気消化 は、複合微生物の発熱

等により ° 以上の高温下で好気的に進行する排水

処理プロセスとして知られる 。本プロセスでは高温

処理による病原性微生物の死滅・反応時間の短縮、嫌

気性処理と比較して設備の簡便性、 制御が不要とい

った利点が挙げられる 。一方で、好気性処理である

ため、曝気に多大なエネルギーコストがかかることが

課題となっている。

福岡県築上町では、本プロセスを利用して、町内の

し尿および汚泥を液肥化に応用している。先行研究で

は、実機における細菌叢および温度や などの理化学

特性は 段階 で変化するこ

とを明らかにした 。また、酸素供給方式およびせん

断応力が細菌叢および理化学特性変化に寄与する因子

であることを報告した 。一方で酸素供給に要する高

い消費電力が課題として未解決である。そこで本研究

では、未報告である因子として酸素供給能の重要な指

標である 総括酸素移動容量係数 が プロセス

に及ぼす影響を調べた。

材材料料とと方方法法

本実験では築上町液肥製造施設で採取した原料（し

尿および汚泥）および種菌として液肥を用いた。まず、

通気撹拌装置を導入したバイオリアクター を用いて、

撹拌速度 における 値と通気量を調べた。

測定には窒素置換による排気法を行い、 を 、 、

、 に設定した。また、実機と類似した温度変

化を模倣しながら、 非制御下、回分式で 日間消化

試験を行った。温度、 、 、 を常時オンライン

で計測し、適宜サンプリングした試料について、細菌

叢、 、アンモニア態窒素濃度を分析した。

生物工学

 
 
 

結結果果とと考考察察

値の比較では、低 において消化初期にほぼ

となり無酸素状態となったが、高 では 以上

となり、低 において実機と同様の変化を示した。

ま た 、 細 菌 叢 解 析 の 結 果 、 主 要 細 菌 で あ る

類縁菌が優占となり、 が大

きいほど、占有率が大きくなった。一方で、同様に主

要細菌である 類縁菌は が

小さいほど、占有率が大きくなった。これより、主要

細菌の出現と消滅に による差が見られた。

段階における の比較では、いずれの でも

ほぼ類似して減少し、減少率は で最大、

で最小となったものの、約 ％と大きな差はなかった

図 。このことから低酸素供給条件下でも有機物の

分解が進行することが示唆された。
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インドフェノール法によるアンモニア態窒素濃度の

測定では による減少率の差が見られた 図 。

が小さい場合、アンモニア態窒素の減少率はほとんど

一定であり、維持率が高かった。一方で が大きい

場合、アンモニア態窒素の減少率は進行とともに大き

くなり、維持率が低かった。このことから低酸素供給

下において高い窒素維持率を確保し、液肥生産におい

て有用であると示唆された。
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図 アンモニア態窒素濃度の減少率の推移

以上の結果より、自家熱型高温好気消化プロセスに

おいて酸素供給能は細菌叢変化や理化学特性に影響を

及ぼすことが明らかになった。特に消化効率および窒

素維持率の観点からも、 が小さく、消費電力の小

さい酸素供給下でも本 プロセスを実施可能であ

り、高窒素含有液肥を生産できることが示唆された。

今今後後のの展展望望

先行研究の酸素供給方式およびせん断応力に加えて、

酸素供給能が プロセスの新たな制御因子である

ことが明らかとなった。さらに、 アンプリコン解

析法の導入により、細菌叢を種レベルで解明すること

が可能となりつつある。理化学特性に加えて細菌叢を

統合して プロセスを制御できれば、サスティナブ

ル資源循環利用技術としての利用が拡大することが期

待される。

参参考考文文献献
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井出本 貴宏・張 敏・田代 幸寛＊・丸山 明子・酒井 謙二

九州大学大学院生物資源環境科学府

〒 福岡県福岡市西区元岡

自家熱型高温好気消化（ ）は、複合微生物による発熱等により ° 以上の高温下で好気的に

進行するプロセスである。先行研究により、福岡県築上町の実機では特徴的な細菌叢変化および理

化学特性を示すことを明らかにした。本プロセスはサスティナブル資源循環利用技術として期待さ

れる一方、酸素供給に要する高い消費電力が課題である。そこで本研究では、未報告である因子と

して酸素供給能の重要な指標である （総括酸素移動容量係数）が プロセスにおよぼす影響

を解明した。その結果、異なる 条件下では細菌叢や理化学特性に影響を及ぼすことが明らかと

なった。特に、消化効率および窒素維持率の観点から、消費電力の小さい低酸素供給下でも本

プロセスを実施し、高窒素含有液肥を生産できることが示唆された。

ははじじめめにに

ヒトし尿は、窒素やリン、カリウムなどの栄養素が

豊富に含まれており、古くから肥料や土壌改良剤とし

て利用されてきた。近年、資源の循環利用や持続可能

な農業の促進の観点から、食料生産にヒトし尿を再利

用することが期待されている。しかしながら、未処理

のヒトし尿は病原性微生物や有害物質を含むため、農

地にそのまま還元することはできず、適切な処理をす

る必要がある。

自家熱型高温好気消化 は、複合微生物の発熱

等により ° 以上の高温下で好気的に進行する排水

処理プロセスとして知られる 。本プロセスでは高温

処理による病原性微生物の死滅・反応時間の短縮、嫌

気性処理と比較して設備の簡便性、 制御が不要とい

った利点が挙げられる 。一方で、好気性処理である

ため、曝気に多大なエネルギーコストがかかることが

課題となっている。

福岡県築上町では、本プロセスを利用して、町内の

し尿および汚泥を液肥化に応用している。先行研究で

は、実機における細菌叢および温度や などの理化学

特性は 段階 で変化するこ

とを明らかにした 。また、酸素供給方式およびせん

断応力が細菌叢および理化学特性変化に寄与する因子

であることを報告した 。一方で酸素供給に要する高

い消費電力が課題として未解決である。そこで本研究

では、未報告である因子として酸素供給能の重要な指

標である 総括酸素移動容量係数 が プロセス

に及ぼす影響を調べた。

材材料料とと方方法法

本実験では築上町液肥製造施設で採取した原料（し

尿および汚泥）および種菌として液肥を用いた。まず、

通気撹拌装置を導入したバイオリアクター を用いて、

撹拌速度 における 値と通気量を調べた。

測定には窒素置換による排気法を行い、 を 、 、

、 に設定した。また、実機と類似した温度変

化を模倣しながら、 非制御下、回分式で 日間消化

試験を行った。温度、 、 、 を常時オンライン

で計測し、適宜サンプリングした試料について、細菌

叢、 、アンモニア態窒素濃度を分析した。
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結結果果とと考考察察

値の比較では、低 において消化初期にほぼ

となり無酸素状態となったが、高 では 以上

となり、低 において実機と同様の変化を示した。

ま た 、 細 菌 叢 解 析 の 結 果 、 主 要 細 菌 で あ る

類縁菌が優占となり、 が大

きいほど、占有率が大きくなった。一方で、同様に主

要細菌である 類縁菌は が

小さいほど、占有率が大きくなった。これより、主要

細菌の出現と消滅に による差が見られた。

段階における の比較では、いずれの でも

ほぼ類似して減少し、減少率は で最大、

で最小となったものの、約 ％と大きな差はなかった

図 。このことから低酸素供給条件下でも有機物の

分解が進行することが示唆された。
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が小さい場合、アンモニア態窒素の減少率はほとんど

一定であり、維持率が高かった。一方で が大きい

場合、アンモニア態窒素の減少率は進行とともに大き

くなり、維持率が低かった。このことから低酸素供給

下において高い窒素維持率を確保し、液肥生産におい

て有用であると示唆された。
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以上の結果より、自家熱型高温好気消化プロセスに

おいて酸素供給能は細菌叢変化や理化学特性に影響を

及ぼすことが明らかになった。特に消化効率および窒

素維持率の観点からも、 が小さく、消費電力の小

さい酸素供給下でも本 プロセスを実施可能であ

り、高窒素含有液肥を生産できることが示唆された。

今今後後のの展展望望

先行研究の酸素供給方式およびせん断応力に加えて、

酸素供給能が プロセスの新たな制御因子である

ことが明らかとなった。さらに、 アンプリコン解

析法の導入により、細菌叢を種レベルで解明すること

が可能となりつつある。理化学特性に加えて細菌叢を

統合して プロセスを制御できれば、サスティナブ

ル資源循環利用技術としての利用が拡大することが期

待される。

参参考考文文献献
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SDGsをはじめ炭素循環に関する社会の関心が高まる中、炭素源をバイオマスとしたグリーンプラ

スチックスは世界中で活発に研究されてきた。グリーンプラスチックスの生産では原料の抽出や精

製に設備や費用コストの課題があったことから、本研究では強固な細胞壁を有する緑藻細胞を直接

原料として使うことで、これらのコスト削減を狙う計画を立てた。さらに、当該研究では現在まで

にマトリックス成分として生分解性ポリマーを用いてきたが、マトリックス成分をも細胞から供給

させて、細胞のみを由来とする細胞プラスチックスの作製を併せて計画した。そこで、本発表では

細胞プラスチックス作製方法の検討ならびに作製された細胞プラスチックスの表面構造と力学特

性の評価を目的とした。 

 

 

11..  ははじじめめにに  

プラスチックスは汎用性や加工性に優れていて、現

代社会において必要不可欠な素材である。しかしなが

ら、プラスチックスは生産量の 99%以上を非循環また

有限の石油を原料としていることや、マイクロプラス

チックスのように難分解性プラスチックスが環境中に

残留していることを課題として孕んでいる。内閣府が

ムーンショット目標にて 2050 年までに地球環境再生

に向けた持続可能な資源循環を実現することを掲げて

いるように、炭素循環型の原料への代替が社会的に求

められている。 

現在までにグリーンプラスチックスに関する研究が

世界中で活発に進められてきた 1)。乳酸をはじめ微生

物によるプラスチックス原料の生産が積極的に進めら

れる中で、原料の抽出や精製のコスト低減を狙って、

我々は微生物そのものをプラスチックス原料として生

産することを発案した。特に、Chlamydomonas sp.や

Chlorella sp.といった緑藻は光合成によって二酸化

炭素を炭素源に細胞を構成でき、バイオマス生産性に

優れ、強度ある細胞壁を有し、また単細胞であるので

プラスチックス成型時に自由に配置できる 2),3),4),5)。更

には、環境中に普遍的に存在する緑藻であることから、

細胞を繋ぐマトリックス成分に生分解性の原料を用い

れば環境での分解も期待される 4)。以上のことから、

提案する細胞プラスチックスは循環型社会の構築の一

助となる可能性がある。 

現在までに、細胞を平面的に配置しレイヤー化した

後に二次元ポリマーを塗布し重ね合わせた積層型細胞

プラスチックス 2)と、細胞とマトリックス成分を混ぜ

て成型した混合型細胞プラスチックス 3),4),5)を開発し

てきた 6）。どちらの細胞プラスチックスの作製であっ

ても細胞への充填剤の添加が必須であり、原料の抽出

や精製のコストの更なる低減には緑藻のみからなる細

胞プラスチックスの作製が必要であると考えた。 

 

22..  実実験験方方法法  

細胞プラスチックスの作製には、Chlamydomonas 

reinhardtii が用いられた。細胞内容物は細胞を超音

波破砕に供することで溶出された。処理液は遠心分離

後、上清成分が回収・凍結乾燥されて、細胞内容物と

して回収された。細胞内容物は細胞と混合されて成型

され、細胞プラスチックスが作製された。本発表で示

す細胞プラスチックスは、150 mgの細胞に対して、10

～30 mg の細胞由来の内容物を混合することで作製さ

生物工学 

 

 

 
 
 

れた。細胞プラスチックスの表層は走査型電子顕微鏡

(SEM)で解析・評価された。細胞プラスチックスの力学

特性評価は引張強度試験機によって解析・評価された。 

 

33..  結結果果とと考考察察  

細胞に内容物を混合し成形することで、細胞プラス

チックス様の物体を作製できた(図 1: a)。細胞プラス

チックスの表面構造を SEM像で解析した結果、遠景で

は滑らかな構造が、近景では細胞と考えられる構造体

が確認された (図 1: b, c)。以上より、緑藻細胞のみ

を原料とした細胞プラスチックスを作製できたと考え

た。なお、成型時、細胞プラスチックスは鋳型に張り

付く傾向があったため、用いる鋳型を最適化する必要

があった。作製された細胞プラスチックスの力学特性

を評価するため、応力-ひずみ曲線を作成した(図 2)。

応力-ひずみ曲線から、弾性の限界を迎えると大きく破

断することが明らかになった。細胞と細胞内容物の混

合比を変えて作製された細胞プラスチックスは全て同

様の傾向を示したが、一方でヤング率が混合比に依存

的な変動を示した。このことからマトリックス成分と

して細胞内容物が力学強度付与の観点で機能している

ことが示唆された(data not shown)。 

 

 

図 1.  緑藻のみで作製された細胞プラスチックス，

(a) 細胞プラスチックスの写真; (b)SEM像遠景(×20) 

スケールバー 500 µm; (c) SEM像近景(×1,000) スケ

ールバー 10 µm 

 

 

図 2. 細胞プラスチックスの力学試験評価 

44..  今今後後のの展展望望  

本研究を進めることで、細胞をプラスチックスの素

材として用い実用化する際の課題点を複数点明らかに

することができた。例えば、細胞プラスチックスの力

学特性に影響を及ぼす因子が具体的に特定されておら

ず、目的のプラスチックスが要求する力学特性に適合

させられるような、細胞プラスチックス作製法のカタ

ログ化が難しいことが課題である。ただし、顕出され

た課題点は新たな研究シーズを生み、細胞プラスチッ

クスの実用化を早めてくれる可能性が高い。今後はメ

タボローム解析を基盤に関連する内容物の特定を進め、

成型方法に係る各種パラメータの最適点を決定して、

社会ニーズに応えられる多様な特性を有する細胞プラ

スチックスの実現を目指す。 
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SDGsをはじめ炭素循環に関する社会の関心が高まる中、炭素源をバイオマスとしたグリーンプラ

スチックスは世界中で活発に研究されてきた。グリーンプラスチックスの生産では原料の抽出や精

製に設備や費用コストの課題があったことから、本研究では強固な細胞壁を有する緑藻細胞を直接

原料として使うことで、これらのコスト削減を狙う計画を立てた。さらに、当該研究では現在まで

にマトリックス成分として生分解性ポリマーを用いてきたが、マトリックス成分をも細胞から供給

させて、細胞のみを由来とする細胞プラスチックスの作製を併せて計画した。そこで、本発表では

細胞プラスチックス作製方法の検討ならびに作製された細胞プラスチックスの表面構造と力学特

性の評価を目的とした。 

 

 

11..  ははじじめめにに  

プラスチックスは汎用性や加工性に優れていて、現

代社会において必要不可欠な素材である。しかしなが

ら、プラスチックスは生産量の 99%以上を非循環また

有限の石油を原料としていることや、マイクロプラス

チックスのように難分解性プラスチックスが環境中に

残留していることを課題として孕んでいる。内閣府が

ムーンショット目標にて 2050 年までに地球環境再生

に向けた持続可能な資源循環を実現することを掲げて

いるように、炭素循環型の原料への代替が社会的に求

められている。 

現在までにグリーンプラスチックスに関する研究が

世界中で活発に進められてきた 1)。乳酸をはじめ微生

物によるプラスチックス原料の生産が積極的に進めら

れる中で、原料の抽出や精製のコスト低減を狙って、

我々は微生物そのものをプラスチックス原料として生

産することを発案した。特に、Chlamydomonas sp.や

Chlorella sp.といった緑藻は光合成によって二酸化

炭素を炭素源に細胞を構成でき、バイオマス生産性に

優れ、強度ある細胞壁を有し、また単細胞であるので

プラスチックス成型時に自由に配置できる 2),3),4),5)。更

には、環境中に普遍的に存在する緑藻であることから、

細胞を繋ぐマトリックス成分に生分解性の原料を用い

れば環境での分解も期待される 4)。以上のことから、

提案する細胞プラスチックスは循環型社会の構築の一

助となる可能性がある。 

現在までに、細胞を平面的に配置しレイヤー化した

後に二次元ポリマーを塗布し重ね合わせた積層型細胞

プラスチックス 2)と、細胞とマトリックス成分を混ぜ

て成型した混合型細胞プラスチックス 3),4),5)を開発し

てきた 6）。どちらの細胞プラスチックスの作製であっ

ても細胞への充填剤の添加が必須であり、原料の抽出

や精製のコストの更なる低減には緑藻のみからなる細

胞プラスチックスの作製が必要であると考えた。 

 

22..  実実験験方方法法  

細胞プラスチックスの作製には、Chlamydomonas 

reinhardtii が用いられた。細胞内容物は細胞を超音

波破砕に供することで溶出された。処理液は遠心分離

後、上清成分が回収・凍結乾燥されて、細胞内容物と

して回収された。細胞内容物は細胞と混合されて成型

され、細胞プラスチックスが作製された。本発表で示

す細胞プラスチックスは、150 mgの細胞に対して、10

～30 mg の細胞由来の内容物を混合することで作製さ
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れた。細胞プラスチックスの表層は走査型電子顕微鏡

(SEM)で解析・評価された。細胞プラスチックスの力学

特性評価は引張強度試験機によって解析・評価された。 

 

33..  結結果果とと考考察察  

細胞に内容物を混合し成形することで、細胞プラス

チックス様の物体を作製できた(図 1: a)。細胞プラス

チックスの表面構造を SEM像で解析した結果、遠景で

は滑らかな構造が、近景では細胞と考えられる構造体

が確認された (図 1: b, c)。以上より、緑藻細胞のみ

を原料とした細胞プラスチックスを作製できたと考え

た。なお、成型時、細胞プラスチックスは鋳型に張り

付く傾向があったため、用いる鋳型を最適化する必要

があった。作製された細胞プラスチックスの力学特性

を評価するため、応力-ひずみ曲線を作成した(図 2)。

応力-ひずみ曲線から、弾性の限界を迎えると大きく破

断することが明らかになった。細胞と細胞内容物の混

合比を変えて作製された細胞プラスチックスは全て同

様の傾向を示したが、一方でヤング率が混合比に依存

的な変動を示した。このことからマトリックス成分と

して細胞内容物が力学強度付与の観点で機能している

ことが示唆された(data not shown)。 

 

 

図 1.  緑藻のみで作製された細胞プラスチックス，

(a) 細胞プラスチックスの写真; (b)SEM像遠景(×20) 

スケールバー 500 µm; (c) SEM像近景(×1,000) スケ

ールバー 10 µm 

 

 

図 2. 細胞プラスチックスの力学試験評価 

44..  今今後後のの展展望望  

本研究を進めることで、細胞をプラスチックスの素

材として用い実用化する際の課題点を複数点明らかに

することができた。例えば、細胞プラスチックスの力

学特性に影響を及ぼす因子が具体的に特定されておら

ず、目的のプラスチックスが要求する力学特性に適合

させられるような、細胞プラスチックス作製法のカタ

ログ化が難しいことが課題である。ただし、顕出され

た課題点は新たな研究シーズを生み、細胞プラスチッ

クスの実用化を早めてくれる可能性が高い。今後はメ

タボローム解析を基盤に関連する内容物の特定を進め、

成型方法に係る各種パラメータの最適点を決定して、

社会ニーズに応えられる多様な特性を有する細胞プラ

スチックスの実現を目指す。 
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ダイズの成長に伴う根圏微生物叢の変動解析

木伏 真子 ・西川 洋平 ・細川 正人 ・井手 圭吾

小川 雅人 ・穴井 豊昭 ・竹山 春子

早大院・先進理工， 早大・ナノライフ創新研， 産総研・早大

早大・生命動態研， 九大院・農

〒 東京都新宿区若松町 早稲田大学先端生命医科学センター

植物根から分泌される成分の影響を強く受ける土壌領域は根圏と呼ばれる．根圏には周辺土壌と

は異なる微生物が定着し，植物と活発に相互作用することが知られているが，その詳細については

未解明な部分が多い．そこで我々は，土壌の作物生産力の向上につながる植物 微生物相互作用の

解明を目標に掲げ，ダイズやその根圏の微生物叢から網羅的に獲得したシングルセルゲノムを詳細

に解析し，根圏微生物の時空間的な変動評価を試みている．本発表では，佐賀大学圃場の土壌を用

いたポット栽培のダイズを対象として，ダイズの品種・成長段階・植物体からの距離に応じた微生

物叢の変化について， 解析およびシングルセルゲノム解析を行った． 解析とシ

ングルセルゲノム解析の組み合わせにより，変動が見られた微生物種における個々の微生物の株レ

ベルでの機能評価が可能となり，有用な根圏微生物の網羅的探索が可能になると期待される．

ははじじめめにに

植物根から分泌される成分の影響を強く受ける土壌

領域は根圏と呼ばれ，根から離れた土壌とは異なる微

生物が定着することが知られている．また，植物体内

に生息する共生微生物も存在し，特に根粒菌はマメ科

植物の根に特殊な共生器官（根粒）の形成を誘導する

共生窒素固定細菌である．

％が培養困難とされる土壌微生物の特徴の解明に

向け， 解析やショットガンメタゲノム解析な

どのゲノム情報を基にした研究手法が広く用いられて

いる．前者は微生物の系統を特定することに適し，サ

ンプル間の微生物叢構造の比較が可能である一方，

の配列が同じでも植物体との相互作用が異なる

微生物株が存在するため， 系統情報のみによ

る微生物叢の機能の推測には不足がある．また，後者

は微生物叢の遺伝子情報から群集全体の機能を推測す

ることに用いられるが，多様性の高い土壌微生物には

未だ全ゲノム情報が明らかになっていない株も多く，

機能情報と微生物系統の結びつけが困難である．近年，

根圏や根内に生息する微生物が植物の生育に密接に関

係していることが明らかになりつつあるが，その詳細

については未解明な部分が多い．

そこで本研究では，微生物ゲノムの特徴を個々に評

価するシングルセルゲノム解析と群集全体を俯瞰する

ことに適した 解析を用いてダイズの成長に伴

う根圏微生物叢の変動を解析した．

方方法法

植植物物体体（（ダダイイズズ））とと土土壌壌のの採採取取

年 月 月において， 品種（フクユタカ，佐

大 号）のダイズを対象として佐賀大学圃場の土壌

を用いたポット栽培を行った．栽培条件として，植物

育成用の を装着した密閉型インキュベーターにお

いて日照時間および温度を管理した人工光栽培，ガラ

ス室において太陽光を光源とした自然光栽培の 種を

行った．また，五葉期，開花期，登熟期の つの成長

段階においてのダイズおよび土壌を採取した．

ダダイイズズ根根圏圏のの分分画画

ダイズ苗をポットから外し，手で振揺することで根

から剥がれ落ちた土を周辺土壌とした．次に，根を蒸

留水と共にチューブ①に入れ， 回程度上下に浸漬し，

３３
 
 

別のチューブ②に移した．②に蒸留水を加え， 秒

， 秒 からなる サイクルの超音波洗浄を

分間行った．各チューブの蒸留水画分は遠心分離

， 分間 にかけ，①のペレットを根圏（遠

位），②のペレットを根圏（近位）とした．さらに，洗

浄後の根から根と根粒を採取した（図 ）

図 土壌の分画方法とサンプルの分類

抽抽出出とと系系統統ママーーカカーー遺遺伝伝子子情情報報のの取取得得

を用いて，土壌サ

ンプルの蒸留水懸濁液およびホモジナイズされた根・

根粒のサンプルから を抽出した．真菌 領域を

対象とした プライマーセットおよび細菌

の 領域を対象とした プライ

マーセットを用いて，それぞれの配列情報を取得した．

シシンンググルルセセルルゲゲノノムムのの取取得得

根圏土壌および根粒を対象として マイクロ流体デ

バイスを用いた微小液滴作成技術により単一細胞のゲ

ノムを増幅しシングルセルゲノム情報を取得した ．

結結果果とと考考察察

植植物物体体（（ダダイイズズ））のの成成長長にに伴伴うう微微生生物物叢叢のの変変動動

土壌や根における細菌叢組成は，上位 綱

）の占有率が，植物体から距離が近いほ

ど高くなっており，根粒では 属が優占

種であった（図 ．真菌叢組成は，各サンプルにおい

て 門が主要であり，根・根粒においては

属が優占していた．

図 細菌叢組成 フクユタカ 自然光栽培 開花期

また，栽培時期や植物体の品種に関わらず，周辺土壌，

根圏，植物体内部と，植物体に近いほどサンプル内の

細菌種の多様性が低下しており，植物体からの距離に

よる細菌叢構造の変化がみられた．一方，ダイズ 品

種間で細菌叢構造に大きな差は見られなかった．また，

ダイズの成長に伴う細菌叢構造の変動は，根圏土壌で

は確認されたが，根や根粒においては一定の菌叢が保

たれることが明らかとなった（図 ）

図 細菌叢構造の比較 フクユタカ 自然光栽培

根根粒粒菌菌ににおおけけるる株株レレベベルルののゲゲノノムム相相同同性性のの評評価価

ダイズの つの成長段階で採取した根圏土壌と根粒

から，単一細胞由来のゲノムを合計 個獲得した．

根圏土壌からは 属にわたる多様な微生物ゲノムが

獲得され，根粒からはダイズの生育に必須となる根粒

菌 属のゲノムが多数取得された さら

に，系統内でシングルコピーであるマーカー遺伝子の

配列をもとに根粒菌ドラフトゲノムの相同性を確認し

た結果， による系統が同じ属であった根粒菌

同士が株レベルでは異なるゲノムを持つことを確認し

た．植物体と密な相互作用を行う土壌微生物において，

個々の微生物ゲノムを用いた株レベルでの詳細な比較

が可能であるシングルセルゲノム解析は有用である．

今今後後のの展展望望

植物と微生物の相互関係を解析して有用微生物の情

報を蓄積することでデータベース化を行い，将来的に

持続可能な農業基盤の構築に貢献したいと考えている．
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は異なる微生物が定着し，植物と活発に相互作用することが知られているが，その詳細については
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解明を目標に掲げ，ダイズやその根圏の微生物叢から網羅的に獲得したシングルセルゲノムを詳細

に解析し，根圏微生物の時空間的な変動評価を試みている．本発表では，佐賀大学圃場の土壌を用

いたポット栽培のダイズを対象として，ダイズの品種・成長段階・植物体からの距離に応じた微生

物叢の変化について， 解析およびシングルセルゲノム解析を行った． 解析とシ

ングルセルゲノム解析の組み合わせにより，変動が見られた微生物種における個々の微生物の株レ

ベルでの機能評価が可能となり，有用な根圏微生物の網羅的探索が可能になると期待される．

ははじじめめにに

植物根から分泌される成分の影響を強く受ける土壌

領域は根圏と呼ばれ，根から離れた土壌とは異なる微

生物が定着することが知られている．また，植物体内

に生息する共生微生物も存在し，特に根粒菌はマメ科

植物の根に特殊な共生器官（根粒）の形成を誘導する

共生窒素固定細菌である．

％が培養困難とされる土壌微生物の特徴の解明に

向け， 解析やショットガンメタゲノム解析な

どのゲノム情報を基にした研究手法が広く用いられて

いる．前者は微生物の系統を特定することに適し，サ

ンプル間の微生物叢構造の比較が可能である一方，

の配列が同じでも植物体との相互作用が異なる

微生物株が存在するため， 系統情報のみによ

る微生物叢の機能の推測には不足がある．また，後者

は微生物叢の遺伝子情報から群集全体の機能を推測す

ることに用いられるが，多様性の高い土壌微生物には

未だ全ゲノム情報が明らかになっていない株も多く，

機能情報と微生物系統の結びつけが困難である．近年，

根圏や根内に生息する微生物が植物の生育に密接に関

係していることが明らかになりつつあるが，その詳細

については未解明な部分が多い．

そこで本研究では，微生物ゲノムの特徴を個々に評

価するシングルセルゲノム解析と群集全体を俯瞰する

ことに適した 解析を用いてダイズの成長に伴

う根圏微生物叢の変動を解析した．

方方法法

植植物物体体（（ダダイイズズ））とと土土壌壌のの採採取取

年 月 月において， 品種（フクユタカ，佐

大 号）のダイズを対象として佐賀大学圃場の土壌

を用いたポット栽培を行った．栽培条件として，植物

育成用の を装着した密閉型インキュベーターにお

いて日照時間および温度を管理した人工光栽培，ガラ

ス室において太陽光を光源とした自然光栽培の 種を

行った．また，五葉期，開花期，登熟期の つの成長

段階においてのダイズおよび土壌を採取した．

ダダイイズズ根根圏圏のの分分画画

ダイズ苗をポットから外し，手で振揺することで根

から剥がれ落ちた土を周辺土壌とした．次に，根を蒸

留水と共にチューブ①に入れ， 回程度上下に浸漬し，
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別のチューブ②に移した．②に蒸留水を加え， 秒

， 秒 からなる サイクルの超音波洗浄を

分間行った．各チューブの蒸留水画分は遠心分離

， 分間 にかけ，①のペレットを根圏（遠

位），②のペレットを根圏（近位）とした．さらに，洗

浄後の根から根と根粒を採取した（図 ）

図 土壌の分画方法とサンプルの分類

抽抽出出とと系系統統ママーーカカーー遺遺伝伝子子情情報報のの取取得得

を用いて，土壌サ

ンプルの蒸留水懸濁液およびホモジナイズされた根・

根粒のサンプルから を抽出した．真菌 領域を

対象とした プライマーセットおよび細菌

の 領域を対象とした プライ

マーセットを用いて，それぞれの配列情報を取得した．

シシンンググルルセセルルゲゲノノムムのの取取得得

根圏土壌および根粒を対象として マイクロ流体デ

バイスを用いた微小液滴作成技術により単一細胞のゲ

ノムを増幅しシングルセルゲノム情報を取得した ．

結結果果とと考考察察

植植物物体体（（ダダイイズズ））のの成成長長にに伴伴うう微微生生物物叢叢のの変変動動

土壌や根における細菌叢組成は，上位 綱

）の占有率が，植物体から距離が近いほ

ど高くなっており，根粒では 属が優占

種であった（図 ．真菌叢組成は，各サンプルにおい

て 門が主要であり，根・根粒においては

属が優占していた．

図 細菌叢組成 フクユタカ 自然光栽培 開花期

また，栽培時期や植物体の品種に関わらず，周辺土壌，

根圏，植物体内部と，植物体に近いほどサンプル内の

細菌種の多様性が低下しており，植物体からの距離に

よる細菌叢構造の変化がみられた．一方，ダイズ 品

種間で細菌叢構造に大きな差は見られなかった．また，

ダイズの成長に伴う細菌叢構造の変動は，根圏土壌で

は確認されたが，根や根粒においては一定の菌叢が保

たれることが明らかとなった（図 ）

図 細菌叢構造の比較 フクユタカ 自然光栽培

根根粒粒菌菌ににおおけけるる株株レレベベルルののゲゲノノムム相相同同性性のの評評価価

ダイズの つの成長段階で採取した根圏土壌と根粒

から，単一細胞由来のゲノムを合計 個獲得した．

根圏土壌からは 属にわたる多様な微生物ゲノムが

獲得され，根粒からはダイズの生育に必須となる根粒

菌 属のゲノムが多数取得された さら

に，系統内でシングルコピーであるマーカー遺伝子の

配列をもとに根粒菌ドラフトゲノムの相同性を確認し

た結果， による系統が同じ属であった根粒菌

同士が株レベルでは異なるゲノムを持つことを確認し

た．植物体と密な相互作用を行う土壌微生物において，

個々の微生物ゲノムを用いた株レベルでの詳細な比較

が可能であるシングルセルゲノム解析は有用である．

今今後後のの展展望望

植物と微生物の相互関係を解析して有用微生物の情

報を蓄積することでデータベース化を行い，将来的に
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環境親和性の高いリサイクル技術として、耐酸性細菌を用いた有用金属分離回収システムの開発

を試みた。独自に開発した耐酸性細菌スクリーニング法である「pH変動培養法」を用いて、種々の
環境試料からCo, Cu, Mn, Ni, Liのいずれかの金属を pH 1.5の条件下で回収する耐酸性細菌を単離し
た。各金属を 100 mg/lずつ含む模擬電子廃棄物浸出液 (pH 1.5) を対象として、各単離菌株を逐次添
加し、回収を行う分離回収システムの開発を試みた。本システム全体での各金属の回収率は Co: 6.4%, 
Cu: 11.5%, Mn: 7.3%, Ni: 6.1%, Li: 4.5%となった。また、各菌株の金属回収量に対する、対象金属の
割合 (金属選択性) は Co: 22.7%, Cu: 45.5%, Mn: 32.9%, Ni: 22.2%, Li: 22.3%であった。 

 

1. 背背景景 

5G 通信技術を基幹とし、Internet of Things を活用し
たスマート社会を実現するため、通信基盤や電気自動

車等に使用される電子機器、部品の需要は急速に拡大

している。これに加えて、SDGs に掲げられている“持
続可能な社会実現”の観点からも、廃棄される機器、

部品類のリサイクルの重要性が高まっている。電子廃

棄物に含まれる有用金属の持続可能なリサイクル技術

として、好酸性細菌を用いたバイオリーチングが注目

されている。しかし、下流工程である浸出液からの金

属回収は、化学的手法や、中性条件でのバイオソープ

ションが主流であり、強酸性の浸出液を中和する工程

が必要となる。 
本研究では環境負荷やコストを低減するため、a)中
性条件で容易に培養、増殖が可能、b) 強酸性条件下で
金属を回収できる、という特長を持つ耐酸性細菌を探

索、活用することで、金属浸出液から直接金属を分離

回収するリサイクルシステム (図 1) の開発を試みた。 
 

2. 材材料料とと方方法法 
 2-1 耐耐酸酸性性金金属属回回収収細細菌菌のの単単離離 

pH変動培養法 1)を用いて、Co, Cu, Mn, Ni, Liのいず
れかの金属イオンを含む培地中で、土壌、河川水等の

環境試料を pH 7→1→7の条件で変動培養し、得られた
コロニーを単離した。中性条件で培養し、得られた菌 

 
株を、各金属を 100 mg/lずつ含む模擬電子廃棄物浸出
液 (pH 1.5, 100 ml) に添加し、金属回収処理を行った。
30 minごとに上清を回収し、原子吸光分析により各金
属の濃度を測定した。金属濃度の経時変化から各菌株

の金属の回収能力と選択性を評価した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
図図 1. 本本研研究究のの目目標標ととすするる金金属属リリササイイククルルシシスステテムム. 
①強酸性で金属を回収, ②中性で金属を脱離, ③菌体
を金属回収に再利用. 

 
2-2 金金属属分分離離回回収収シシスステテムムのの開開発発 
各菌株の金属回収量および選択性から、添加する順

序と反応時間を決定した。100 mlの模擬電子廃棄物浸
出液に単離菌株を1 (g-dry cell/l) になるように懸濁し、
金属を回収後、遠心分離により上清を回収した。回収

した上清に次の菌株を添加し、金属を回収した。引き

続き、同様な処理を 3菌株について連続して実施した。
それぞれの菌株を処理後の上清中の金属濃度を前述 
(2-1) と同様に測定し、各菌株の金属回収能力と選択
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性を評価した。 
 得られた結果を基に、各菌株の処理順序を入れ替え、

金属回収能力と選択性が最大となる条件を検討した。 
 
3. 結結果果とと考考察察 

3-1 耐耐酸酸性性金金属属回回収収細細菌菌のの単単離離 
pH変動培養法により、環境試料から 4種類の耐酸性
細菌を単離培養した (表 1) 。各菌株は中性条件下で増
殖可能であった。各菌株の金属の回収能力や選択性を

評価した結果、Co, Cu, Ni, Liについて有意な回収が見
られた (表 1) が、Mn回収能力を持つ菌株は単離培養
されなかった。そこで、中性条件下で Mn 回収能力を
持つことが知られている菌種 2)で、本研究において模

擬浸出液からMnを有意に回収した Micrococcus luteus 
JCM1464株をMn回収細菌として用いた (表 1, No. 4) 。 
以上の結果から、強酸性条件および金属存在下とい

う 2つの選択圧に耐性を持ち、バイオマス生産が容易
な菌株を一度にスクリーニングする手段として、pH変
動培養法が有効であることが示された。本法を用いる

ことで、新規な耐酸性金属回収細菌や、従来、耐酸性

や金属回収能力が知られていなかった菌株の獲得が期

待される。また、本法を他の選択圧に適用することで、

様々な条件に対して耐性を有する多様な細菌を獲得で

きる可能性がある。 
 
3-2 金金属属分分離離回回収収シシスステテムムのの開開発発 
金属回収能力および選択性を基に決定した条件で模

擬金属浸出液の金属回収処理を行い、各金属ともに回

収される結果が得られた (図 2) 。全体での各金属の回
収率は Co: 6.4%, Cu: 11.5%, Mn: 7.3%, Ni: 6.1%, Li: 
4.5%となった。そのうち、各金属を最も回収した菌株
が、Co: 2.8%, Cu: 3.4%, Mn: 3.0%, Ni: 2.4%, Li: 1.9%を
回収した。また、各菌株の金属回収量に対する、対象

金属の割合は Co: 22.7%, Cu: 45.5%, Mn: 32.9%, Ni: 
22.2%, Li: 22.3%であった。 
金属選択性は菌株によって異なることから、金属回

収メカニズムや、細胞膜表面の組成が異なる可能性が

示唆された。 
全体として、各金属を回収する傾向が示された。し

かし、一部の菌株で回収量が負の値を記録した点や、

試行回数ごとに回収量のばらつきが大きい点から、モ

デル系としての再現性に課題がある。反応系全体のス

ケールアップや、添加する菌体量の増加などによる精

度改善を試みる。 
また、各金属の回収量、選択性ともに中和沈殿や溶

媒抽出を用いる化学的手法 3)、中性条件下でのバイオ

ソープション 4)と比較して低い。今後は、さらに金属

回収能力や選択性の高い菌株の探索や育種を行うと共

に、処理系の改良のため、遺伝子発現を基に各菌株の

金属回収メカニズムの解明を試みる。 
 
4. 結結論論 
本研究では、耐酸性細菌を用いて強酸性条件下で金

属を回収するという目標は達成できたが、金属選択性

に課題が残った。本研究で提案する、耐酸性細菌を用

いた強酸性条件下での金属分離回収システムは、中和

や溶媒抽出を伴う化学的手法、中性条件下でのバイオ

プロセスを完全に代替するものではない。しかし、浸

出液中の金属濃度を低減することで、中和剤の使用量

を低減する、特定の金属の存在割合を低下させる等に

より、金属リサイクルの環境負荷やコストの低減に貢

献しうる。 
 

表表 1. 使使用用ししたた菌菌株株おおよよびび金金属属回回収収能能力力. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図図 2 金金属属分分離離回回収収シシスステテムムにによよるる各各金金属属のの回回収収量量. 
5 菌株を順次用いて金属回収処理を行うことで、各金
属の回収が可能であることが示された。 
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環境親和性の高いリサイクル技術として、耐酸性細菌を用いた有用金属分離回収システムの開発

を試みた。独自に開発した耐酸性細菌スクリーニング法である「pH変動培養法」を用いて、種々の
環境試料からCo, Cu, Mn, Ni, Liのいずれかの金属を pH 1.5の条件下で回収する耐酸性細菌を単離し
た。各金属を 100 mg/lずつ含む模擬電子廃棄物浸出液 (pH 1.5) を対象として、各単離菌株を逐次添
加し、回収を行う分離回収システムの開発を試みた。本システム全体での各金属の回収率は Co: 6.4%, 
Cu: 11.5%, Mn: 7.3%, Ni: 6.1%, Li: 4.5%となった。また、各菌株の金属回収量に対する、対象金属の
割合 (金属選択性) は Co: 22.7%, Cu: 45.5%, Mn: 32.9%, Ni: 22.2%, Li: 22.3%であった。 

 

1. 背背景景 

5G 通信技術を基幹とし、Internet of Things を活用し
たスマート社会を実現するため、通信基盤や電気自動

車等に使用される電子機器、部品の需要は急速に拡大

している。これに加えて、SDGs に掲げられている“持
続可能な社会実現”の観点からも、廃棄される機器、

部品類のリサイクルの重要性が高まっている。電子廃

棄物に含まれる有用金属の持続可能なリサイクル技術

として、好酸性細菌を用いたバイオリーチングが注目

されている。しかし、下流工程である浸出液からの金

属回収は、化学的手法や、中性条件でのバイオソープ

ションが主流であり、強酸性の浸出液を中和する工程

が必要となる。 
本研究では環境負荷やコストを低減するため、a)中
性条件で容易に培養、増殖が可能、b) 強酸性条件下で
金属を回収できる、という特長を持つ耐酸性細菌を探

索、活用することで、金属浸出液から直接金属を分離

回収するリサイクルシステム (図 1) の開発を試みた。 
 

2. 材材料料とと方方法法 
 2-1 耐耐酸酸性性金金属属回回収収細細菌菌のの単単離離 

pH変動培養法 1)を用いて、Co, Cu, Mn, Ni, Liのいず
れかの金属イオンを含む培地中で、土壌、河川水等の

環境試料を pH 7→1→7の条件で変動培養し、得られた
コロニーを単離した。中性条件で培養し、得られた菌 

 
株を、各金属を 100 mg/lずつ含む模擬電子廃棄物浸出
液 (pH 1.5, 100 ml) に添加し、金属回収処理を行った。
30 minごとに上清を回収し、原子吸光分析により各金
属の濃度を測定した。金属濃度の経時変化から各菌株

の金属の回収能力と選択性を評価した。 
 
 
 
 

 
 
 
 
図図 1. 本本研研究究のの目目標標ととすするる金金属属リリササイイククルルシシスステテムム. 
①強酸性で金属を回収, ②中性で金属を脱離, ③菌体
を金属回収に再利用. 

 
2-2 金金属属分分離離回回収収シシスステテムムのの開開発発 
各菌株の金属回収量および選択性から、添加する順

序と反応時間を決定した。100 mlの模擬電子廃棄物浸
出液に単離菌株を1 (g-dry cell/l) になるように懸濁し、
金属を回収後、遠心分離により上清を回収した。回収

した上清に次の菌株を添加し、金属を回収した。引き

続き、同様な処理を 3菌株について連続して実施した。
それぞれの菌株を処理後の上清中の金属濃度を前述 
(2-1) と同様に測定し、各菌株の金属回収能力と選択
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性を評価した。 
 得られた結果を基に、各菌株の処理順序を入れ替え、

金属回収能力と選択性が最大となる条件を検討した。 
 
3. 結結果果とと考考察察 

3-1 耐耐酸酸性性金金属属回回収収細細菌菌のの単単離離 
pH変動培養法により、環境試料から 4種類の耐酸性
細菌を単離培養した (表 1) 。各菌株は中性条件下で増
殖可能であった。各菌株の金属の回収能力や選択性を

評価した結果、Co, Cu, Ni, Liについて有意な回収が見
られた (表 1) が、Mn回収能力を持つ菌株は単離培養
されなかった。そこで、中性条件下で Mn 回収能力を
持つことが知られている菌種 2)で、本研究において模

擬浸出液からMnを有意に回収した Micrococcus luteus 
JCM1464株をMn回収細菌として用いた (表 1, No. 4) 。 
以上の結果から、強酸性条件および金属存在下とい

う 2つの選択圧に耐性を持ち、バイオマス生産が容易
な菌株を一度にスクリーニングする手段として、pH変
動培養法が有効であることが示された。本法を用いる

ことで、新規な耐酸性金属回収細菌や、従来、耐酸性

や金属回収能力が知られていなかった菌株の獲得が期

待される。また、本法を他の選択圧に適用することで、

様々な条件に対して耐性を有する多様な細菌を獲得で

きる可能性がある。 
 
3-2 金金属属分分離離回回収収シシスステテムムのの開開発発 
金属回収能力および選択性を基に決定した条件で模

擬金属浸出液の金属回収処理を行い、各金属ともに回

収される結果が得られた (図 2) 。全体での各金属の回
収率は Co: 6.4%, Cu: 11.5%, Mn: 7.3%, Ni: 6.1%, Li: 
4.5%となった。そのうち、各金属を最も回収した菌株
が、Co: 2.8%, Cu: 3.4%, Mn: 3.0%, Ni: 2.4%, Li: 1.9%を
回収した。また、各菌株の金属回収量に対する、対象

金属の割合は Co: 22.7%, Cu: 45.5%, Mn: 32.9%, Ni: 
22.2%, Li: 22.3%であった。 
金属選択性は菌株によって異なることから、金属回

収メカニズムや、細胞膜表面の組成が異なる可能性が

示唆された。 
全体として、各金属を回収する傾向が示された。し

かし、一部の菌株で回収量が負の値を記録した点や、

試行回数ごとに回収量のばらつきが大きい点から、モ

デル系としての再現性に課題がある。反応系全体のス

ケールアップや、添加する菌体量の増加などによる精

度改善を試みる。 
また、各金属の回収量、選択性ともに中和沈殿や溶

媒抽出を用いる化学的手法 3)、中性条件下でのバイオ

ソープション 4)と比較して低い。今後は、さらに金属

回収能力や選択性の高い菌株の探索や育種を行うと共

に、処理系の改良のため、遺伝子発現を基に各菌株の

金属回収メカニズムの解明を試みる。 
 
4. 結結論論 
本研究では、耐酸性細菌を用いて強酸性条件下で金

属を回収するという目標は達成できたが、金属選択性

に課題が残った。本研究で提案する、耐酸性細菌を用

いた強酸性条件下での金属分離回収システムは、中和

や溶媒抽出を伴う化学的手法、中性条件下でのバイオ

プロセスを完全に代替するものではない。しかし、浸

出液中の金属濃度を低減することで、中和剤の使用量

を低減する、特定の金属の存在割合を低下させる等に

より、金属リサイクルの環境負荷やコストの低減に貢

献しうる。 
 

表表 1. 使使用用ししたた菌菌株株おおよよびび金金属属回回収収能能力力. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図図 2 金金属属分分離離回回収収シシスステテムムにによよるる各各金金属属のの回回収収量量. 
5 菌株を順次用いて金属回収処理を行うことで、各金
属の回収が可能であることが示された。 
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No. Ident. strain Ref. accession. Cu Co Ni Mn Li
1 Pseudomonas laurentiana MG719526 3.28 -0.22 2.22 1.14 1.31

2
Bacillus thuringiensis serovar

kurstaki
MT605582.1 3.13 0.00 1.49 0.55 2.05

3 Bacillus megaterium MN653271.1 3.29 1.05 3.12 1.43 0.53

4
Micrococcus luteus

(Type strain)
AF542073.1 2.08 0.69 1.63 2.89 1.73

5 Comamonas testosteroni MK426827.1 2.75 1.26 2.87 1.46 No data
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多様な有用脂質を生産するラビリンチュラ類オーランチオキトリウム属は健康食品、化粧品、化

成品やバイオ燃料など幅広い分野における産業微生物として利用が期待される。本研究ではオーラ

ンチオキトリウム属の酢酸資化性に着目し、CO2から嫌気的に酢酸を生成する酢酸生成菌と好気性の

オーランチオキトリウム属を組み合わせた複合発酵系により、CO2固定と有用脂質生産を同時に実現

する Gas-to-Lipids バイオプロセスの確立を目的とした。オーランチオキトリウム属が酢酸を炭素

源とした培地で増殖および脂質生産が可能な条件を決定した後、CO2を主たる炭素源とする条件で培

養した酢酸生成菌アセトバクテリウム属の培養液にオーランチオキトリウム属を接種して培養し

たところ、顕著な増殖と脂肪酸生産が認められ、CO2ガスからの脂質生産に成功した。現在は脂質生

産効率の向上をめざして、細胞増殖および脂質蓄積条件の最適化と連続培養系の構築を進めている。

酢酸を介したオーランチオキトリウム属と酢酸生成菌の複合発酵系は、CO2のみならず、多様な未利

用資源からバイオ燃料や化学品を生産するバイオプロセスへの応用が期待できる。 

 

11．．背背景景  

化石資源の枯渇や地球温暖化を背景に、農作物の非

可食部分、食品製造残渣および下水汚泥などの未利

用・廃棄物バイオマスを微生物の物質変換能力を活用

してバイオ燃料や化学品を生産するバイオリファイナ

リーに関する研究が活発化している。我々も高度不飽

和脂肪酸や抗酸化性カロテノイドを高度に蓄積する油

糧微生物ラビリンチュラ類オーランチオキトリウムを

微生物触媒としたバイオマス転換に関する研究を展開

してきた 1）。近年、海洋に豊富に存在する未利用バイ

オマスである大型褐藻類の利用技術を開発する中で、

オーランチオキトリウム属の特定の株が酢酸を含む有

機酸を旺盛に資化することを見出した 2)。オーランチ

オキトリウム属の有機酸に対する高い資化性を活かし、

CO2 を還元固定化して酢酸を遊離生成するホモ酢酸生

成 菌 と 組 み 合 わ せ た 二 段 階 培 養 シ ス テ ム

(Gas-to-Lipidsバイオプロセス)を提案した（図 1）3)。

このプロセスは火力発電所などから排出された CO2を

脂質生産原料としての再資源するカーボンリサイクル

の技術として有望である。本研究では Gas-to-Lipids

バイオプロセスの確立に向け、酢酸標品および酢酸生

成菌が CO2を固定して生成した酢酸を炭素源としたオ

ーランチオキトリウム属の培養諸条件の検討に取り組

んだ。 

  

図図11..  GGaass--ttoo--LLiippiiddssババイイオオププロロセセススにによよるるガガススかかららのの

有有用用脂脂質質生生産産  
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22．．結結果果おおよよびび考考察察  

（（11））酢酢酸酸資資化化特特性性のの解解析析  

トリグリセリド高生産性の Aurantiochytrium 

limacinum SR21 株について 6 g/L ポリペプトン，2 g/L 

酵母エキス、20 g/L 人工海水塩を含む培地に酢酸標品

を炭素源として添加して培養条件を検討した。その結

果、酢酸濃度 3-4% (v/v)、pH6.0-7.5 の範囲で特に顕

著な増殖と脂肪酸生産が認められた。また、ポリペプ

トンおよび酵母エキスの代替窒素源として安価なコー

ンスティープリカーが利用可能であることがわかった。 

（（22））二二段段階階培培養養にによよるる CCOO22かかららのの脂脂質質生生産産  

H2-CO2（60:40, v/v) 混合ガスを基質として酢酸生

成菌 Acetobacterium woodii DSM1030 株を培養して得

られた 29.3 g/L 酢酸と菌体を含む A. woodii 培養液に

A. limacinum SR21 株を接種して培養したところ、顕

著な細胞増殖（7.4 g/L）および脂肪酸生成（4.5 g/L）

が認められた（図 2）。培養前の A. woodii 培養用培地

に同等濃度の酢酸標品を添加した合成培地で A. 

limacinum SR21 株を培養した場合と比較すると、窒素

源が A. woodii の培養で消費された分だけ細胞収量は

20％程度低かったが、細胞あたりの脂肪酸含有率は約

2 倍であった。この結果はオーランチオキトリウム属

株の増殖や脂質生産を阻害する物質がアセトバクテリ

ウム属株によって生産されておらず、今後の条件至適

化による生産性の向上が期待できることを示している。 

図図 22..  二二段段階階培培養養にによよるる CCOO22かかららのの脂脂肪肪酸酸生生産産  

酢酢酸酸生生成成菌菌 AA..  wwooooddiiii  DDSSMM11003300 をを CCOO22存存在在下下でで培培養養後後

のの回回収収液液（（BBrroo、、2299..33gg//LL 酢酢酸酸をを含含むむ））、、AA..  wwooooddiiii 培培養養

用用培培地地にに 3300gg//LL 酢酢酸酸をを添添加加ししたた培培地地（（AAccee））おおよよびび，，AA..  

wwooooddiiii 培培養養用用培培地地（（-））ににそそれれぞぞれれ AA..  lliimmaacciinnuumm  SSRR2211

株株をを接接種種ししてて，，2288℃℃，，225500rrppmm ににてて 4488 時時間間培培養養ししたた。。  

（（33））ババイイオオリリアアククタターーににおおけけるる流流加加培培養養  

3 L 容ジャーファーメンターに 30 g/L の酢酸ナトリ

ウムを含む培地を 1.5 L 入れ、アスタキサンチン高生

産性の Aurantiochytrium sp. RH-7A-7 株 4）を接種し

た。培養開始 18 時間以降に 300 g/L 酢酸ナトリウム、

200 g/L コーンスティープリカー、ミネラルおよびビ

タミン類を含む流加培地を培養開始 18 時間以降に流

速 6.25 mL/h で流加した結果、48 時間の培養時点での

細胞収量は 16.9 g/L であった。現在、細胞増殖性のさ

らなる向上のため培地組成および酢酸流加条件の検討

を進めている。 

 

33．．今今後後のの展展望望  

酢酸を介した二段階発酵系により CO2ガスからの油

脂生産を実現した Gas-to-Lipids バイオプロセスは、

低炭素・循環型社会の実現に向けたカーボンリサイク

ルの技術の一つとして有望である。また、酢酸生成菌

は草本類リグノセルロースが資化可能であるなど、極

めて多様なバイオマスを原料化できるため、酢酸を介

したオーランチオキトリウム属との複合発酵系による

バイオリファイナリー技術のさらに多角的な展開が期

待される。 
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CO2を再資源化する Gas-to-Lipids バイオプロセスの開発 
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多様な有用脂質を生産するラビリンチュラ類オーランチオキトリウム属は健康食品、化粧品、化

成品やバイオ燃料など幅広い分野における産業微生物として利用が期待される。本研究ではオーラ

ンチオキトリウム属の酢酸資化性に着目し、CO2から嫌気的に酢酸を生成する酢酸生成菌と好気性の

オーランチオキトリウム属を組み合わせた複合発酵系により、CO2固定と有用脂質生産を同時に実現

する Gas-to-Lipids バイオプロセスの確立を目的とした。オーランチオキトリウム属が酢酸を炭素

源とした培地で増殖および脂質生産が可能な条件を決定した後、CO2を主たる炭素源とする条件で培

養した酢酸生成菌アセトバクテリウム属の培養液にオーランチオキトリウム属を接種して培養し

たところ、顕著な増殖と脂肪酸生産が認められ、CO2ガスからの脂質生産に成功した。現在は脂質生

産効率の向上をめざして、細胞増殖および脂質蓄積条件の最適化と連続培養系の構築を進めている。

酢酸を介したオーランチオキトリウム属と酢酸生成菌の複合発酵系は、CO2のみならず、多様な未利

用資源からバイオ燃料や化学品を生産するバイオプロセスへの応用が期待できる。 

 

11．．背背景景  

化石資源の枯渇や地球温暖化を背景に、農作物の非

可食部分、食品製造残渣および下水汚泥などの未利

用・廃棄物バイオマスを微生物の物質変換能力を活用

してバイオ燃料や化学品を生産するバイオリファイナ

リーに関する研究が活発化している。我々も高度不飽

和脂肪酸や抗酸化性カロテノイドを高度に蓄積する油

糧微生物ラビリンチュラ類オーランチオキトリウムを

微生物触媒としたバイオマス転換に関する研究を展開

してきた 1）。近年、海洋に豊富に存在する未利用バイ

オマスである大型褐藻類の利用技術を開発する中で、

オーランチオキトリウム属の特定の株が酢酸を含む有

機酸を旺盛に資化することを見出した 2)。オーランチ

オキトリウム属の有機酸に対する高い資化性を活かし、

CO2 を還元固定化して酢酸を遊離生成するホモ酢酸生

成 菌 と 組 み 合 わ せ た 二 段 階 培 養 シ ス テ ム

(Gas-to-Lipidsバイオプロセス)を提案した（図 1）3)。

このプロセスは火力発電所などから排出された CO2を

脂質生産原料としての再資源するカーボンリサイクル

の技術として有望である。本研究では Gas-to-Lipids

バイオプロセスの確立に向け、酢酸標品および酢酸生

成菌が CO2を固定して生成した酢酸を炭素源としたオ

ーランチオキトリウム属の培養諸条件の検討に取り組

んだ。 

  

図図11..  GGaass--ttoo--LLiippiiddssババイイオオププロロセセススにによよるるガガススかかららのの

有有用用脂脂質質生生産産  
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22．．結結果果おおよよびび考考察察  

（（11））酢酢酸酸資資化化特特性性のの解解析析  

トリグリセリド高生産性の Aurantiochytrium 

limacinum SR21 株について 6 g/L ポリペプトン，2 g/L 

酵母エキス、20 g/L 人工海水塩を含む培地に酢酸標品

を炭素源として添加して培養条件を検討した。その結

果、酢酸濃度 3-4% (v/v)、pH6.0-7.5 の範囲で特に顕

著な増殖と脂肪酸生産が認められた。また、ポリペプ

トンおよび酵母エキスの代替窒素源として安価なコー

ンスティープリカーが利用可能であることがわかった。 

（（22））二二段段階階培培養養にによよるる CCOO22かかららのの脂脂質質生生産産  

H2-CO2（60:40, v/v) 混合ガスを基質として酢酸生

成菌 Acetobacterium woodii DSM1030 株を培養して得

られた 29.3 g/L 酢酸と菌体を含む A. woodii 培養液に

A. limacinum SR21 株を接種して培養したところ、顕

著な細胞増殖（7.4 g/L）および脂肪酸生成（4.5 g/L）

が認められた（図 2）。培養前の A. woodii 培養用培地

に同等濃度の酢酸標品を添加した合成培地で A. 

limacinum SR21 株を培養した場合と比較すると、窒素

源が A. woodii の培養で消費された分だけ細胞収量は

20％程度低かったが、細胞あたりの脂肪酸含有率は約

2 倍であった。この結果はオーランチオキトリウム属

株の増殖や脂質生産を阻害する物質がアセトバクテリ

ウム属株によって生産されておらず、今後の条件至適

化による生産性の向上が期待できることを示している。 

図図 22..  二二段段階階培培養養にによよるる CCOO22かかららのの脂脂肪肪酸酸生生産産  

酢酢酸酸生生成成菌菌 AA..  wwooooddiiii  DDSSMM11003300 をを CCOO22存存在在下下でで培培養養後後

のの回回収収液液（（BBrroo、、2299..33gg//LL 酢酢酸酸をを含含むむ））、、AA..  wwooooddiiii 培培養養

用用培培地地にに 3300gg//LL 酢酢酸酸をを添添加加ししたた培培地地（（AAccee））おおよよびび，，AA..  

wwooooddiiii 培培養養用用培培地地（（-））ににそそれれぞぞれれ AA..  lliimmaacciinnuumm  SSRR2211

株株をを接接種種ししてて，，2288℃℃，，225500rrppmm ににてて 4488 時時間間培培養養ししたた。。  

（（33））ババイイオオリリアアククタターーににおおけけるる流流加加培培養養  

3 L 容ジャーファーメンターに 30 g/L の酢酸ナトリ

ウムを含む培地を 1.5 L 入れ、アスタキサンチン高生

産性の Aurantiochytrium sp. RH-7A-7 株 4）を接種し

た。培養開始 18 時間以降に 300 g/L 酢酸ナトリウム、

200 g/L コーンスティープリカー、ミネラルおよびビ

タミン類を含む流加培地を培養開始 18 時間以降に流

速 6.25 mL/h で流加した結果、48 時間の培養時点での

細胞収量は 16.9 g/L であった。現在、細胞増殖性のさ

らなる向上のため培地組成および酢酸流加条件の検討

を進めている。 

 

33．．今今後後のの展展望望  

酢酸を介した二段階発酵系により CO2ガスからの油

脂生産を実現した Gas-to-Lipids バイオプロセスは、

低炭素・循環型社会の実現に向けたカーボンリサイク

ルの技術の一つとして有望である。また、酢酸生成菌

は草本類リグノセルロースが資化可能であるなど、極

めて多様なバイオマスを原料化できるため、酢酸を介

したオーランチオキトリウム属との複合発酵系による

バイオリファイナリー技術のさらに多角的な展開が期

待される。 
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バイオ医薬品等の生物学的製品は，一般的に培養工程にて生産され，多段階のクロマトグラフィ

ー工程により高純度化されるが，クロマトグラフィー工程前に細胞由来の不純物を効率良く除去す

ることが精製工程全体のプロセスの強化には重要である．我々は，抗体医薬品製造プロセス開発に

おいて，新規の不純物吸着剤を用いたシンプルで効果的な細胞由来不純物の除去技術を開発した．

本発表では，ウイルスベクターなど他の生物学的製品の製造プロセスへの本技術の適用検討につい

て報告する． 

 

１１．．背背景景とと目目的的  

遺伝子組換えタンパク質やウイルス粒子などの生物

学的製品は，医薬品や医薬品製造，診断などの分野で

幅広く使用されており，多様化，複雑化している．生

物学的製品は，一般的に動物細胞や微生物の培養によ

り生産され，細胞分離や細胞破砕の工程（ハーベスト

工程）を経て，クロマトグラフィーや膜分離などによ

り高純度精製される．精製工程の初期段階であるハー

ベスト工程で細胞由来の多様な不純物（宿主由来タン

パク質（HCPs）や DNA，細胞残渣など）を効率良く除

去することが精製工程全体のプロセスの強化には重要

である．我々は，抗体医薬品の精製プロセス開発研究

において，新規の不純物吸着剤を用いた HCPs や DNA

等の効果的な除去技術の開発に成功した．モノクロー

ナル抗体を発現する CHO細胞の清澄化培養上清を本吸

着剤で処理した結果，抗体の収量を損なうことなく，

HCPsを数分の１，DNAを 1/100以下に低減できること

を確認した．さらに，本処理液を後段のプロテイン A

担体を用いたクロマトグラフィー工程に供することで，

クロマト溶出液の品質向上に加え，カラムへの残留不

純物量低減効果を確認した．本効果は，繰り返し使用

における担体寿命の延長効果につながる．本研究では，

この新規不純物吸着剤の各種生物学的製品への適用評

価を含め，生物学的製品全般の精製プロセス強化の可

能性を調べた． 

 

２２．．材材料料とと方方法法  

（（１１））不不純純物物吸吸着着剤剤のの吸吸着着特特性性評評価価  

各種培養液（IgG を産生 CHO 細胞，組み換えタンパ

ク質を産生組換え大腸菌）や各種市販ポリペプチドを

緩衝液に溶解したサンプルに不純物吸着剤（開発品の

ため詳細は非開示）を液量に対して 1～10%添加し，1

時間攪拌後，遠心分離した。この上清中のポリペプチ

ドを定量（吸光度，ELISA，HPLC）し，目的物の回収率

を評価した．また，不純物として，市販の核酸やエン

ドトキシンの試薬を用いて吸着能も評価した． 

（（２２））アアデデノノ随随伴伴ウウイイルルスス（（AAAAVV））ベベククタターーのの清清澄澄化化  

 AAVベクターを生産する HEK293細胞培養液を界面活

性剤処理し，細胞溶解後に核酸分解酵素を加え，一定

時間処理して核酸分解後液を得た．核酸分解後液を①

既存法（デプスフィルターろ過，タンジェンシャルフ

ローフィルトレーション（TFF））と②新規開発法（吸

着剤による処理とろ過）で清澄化処理し，各サンプル

の AAVベクターのゲノムタイター，不純物タンパク質

生物工学 

 

 

 
 
 

量，宿主由来 DNA量を評価した．また，アフィニティ

ークロマトグラフィーによる精製，形質導入効率も評

価した．形質導入効率は精製 AAV ベクターを HEK293

細胞に感染させ，AAV ベクターから導入された蛍光タ

ンパク質遺伝子の発現量を蛍光強度で評価した． 

 

３３．．結結果果とと考考察察  

（（１１））不不純純物物吸吸着着剤剤のの吸吸着着特特性性評評価価  

種々のポリペプチドに対する不純物吸着剤の吸着特

性を調べた．インスリンやアルブミンなど 5種類のポ

リペプチド溶液（培養液もしくは緩衝液に溶解された

状態）に吸着剤を混合後，遠心上清中の各ポリペプチ

ドの濃度を測定した結果，いずれも 90%以上の高収率

で回収でき，本吸着剤が広範なポリペプチドの精製に

利用可能であることが確認できた．また，不純物とし

て，各種核酸（プラスミド，リボソーマル RNA）およ

びエンドトキシンの吸着除去を評価したところ，いず

れも効果的に除去できることが分かった．エンドトキ

シンの除去特性は，大腸菌を宿主とする組換えタンパ

ク質の精製に，有効であると考えられた． 

（（２２））AAAAVVベベククタターーのの清清澄澄化化  

遺伝子治療における有望なウイルスベクターである

AAVベクターへの応用も評価した．AAVベクターは，高

価な核酸分解酵素を用いた DNA断片化，デプスフィル

ターによる細胞溶解後残渣の除去，限外ろ過膜を用い

たタンジェンシャルフローろ過（TFF）による不純物除

去などの煩雑な工程を経て，さらに多段階のクロマト

グラフィーや超遠心により精製されるのが一般的であ

る．まず，核酸分解酵素と不純物吸着剤処理の組み合

わせについて評価したところ，不純物吸着剤処理を組

み合わせることで，高価な核酸分解酵素を通常の 1/10

量に削減した条件でも十分に宿主由来 DNAを低減でき

ることが分かった（図１）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 核酸分解酵素と不純物吸着剤処理による AAV

ベクターの前処理 

さらに，より実践的な手法として，不純物吸着剤の

添加とろ過による清澄化工程を評価した結果，比較対

照のデプスフィルターによる清澄化と TFF工程から構

成される従来法と比較して TFF工程を省略した単純な

プロセスへの改良が可能であることが示唆された．本

新規プロセスでは，HCPsや DNA等の不純物を効率的に

除し，高収率で AAVベクターのクロマトグラフィー前

の精製が可能であった．また，この清澄化液を市販の

アフィニティー担体で精製処理した結果，不純物吸着

剤を用いた新規清澄化プロセスは既存法と同程度以上

の精製収率および品質（形質導入効率）で AAVベクタ

ーが得られることを確認した．以上のように，不純物

吸着剤は，AAV ベクターの生物活性を損なわずに，工

程を簡略化できることが確認できた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ AAVベクターの清澄化法の比較 

 

４４．．ままととめめとと今今後後のの展展望望  

新規不純物吸着剤は，組換えタンパク質医薬品から

ウイルスベクターなどの新しいモダリティーを含め，

幅広く生物学的製品の精製プロセスに適用できること

が分かった．現在は，生物学的製剤の製造プロセスへ

の導入を目指し，抗体や AAVベクターを対象として，

本吸着剤の直接添加とフィルターろ過による，より実

践的な使用方法の開発を進めている．今後，さらに幅

広い生物学的製品への応用も進めていく予定である．

また，本吸着剤のフィルターへの積層やカラムへの充

填などによりデバイス化して製造プロセスに導入する

ことも可能であると考えている．幅広いモダリティー

に対して，様々な形態でプロセスに導入し，生物学的

製品の精製プロセス強化に貢献していく． 

  

５５．．謝謝辞辞  

本研究は， AMED の課題番号 (JP20ae0101057 及び

JP21ae0201001）の支援を受けた． 
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図２ AAVベクターの清澄化法の比較 
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NGS 解析に基づくゲノム育種で育成された大粒・短稈コシヒカリ型

新品種「コシヒカリ駿河 d60Gg」及び晩生・短稈コシヒカリ型 

新品種「コシヒカリ駿河 d60Hd16」 
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次世代シーケンス(NGS)解析に基づくゲノム育種、すなわち、コシヒカリのゲノムに粒重を 34%

増加させる大粒遺伝子 GW2, 背丈を約 20 ㎝抑制する短稈遺伝子 d60, 開花を 2 週間遅延させる晩生

遺伝子 Hd16 を 5～7 回の戻し交雑で移入・集積し、全ゲノム解析によりコシヒカリゲノムへの置換

を証明した品種が、種苗法による審査を経て 2021 年 3 月に新品種として登録された。「コシヒカリ

駿河 d60Gg」はコシヒカリより粒重が 31％増加し、背が 20 cm 低くて気候危機下で倒伏しにくい我

国初の大粒・短稈コシヒカリである。「コシヒカリ駿河 d60Hd16」はコシヒカリより 2 週間晩生で夏

場の高温登熟障害を回避し、秋台風に対する倒伏抵抗性を兼ね備えた晩生・短稈コシヒカリである。 

 

ははじじめめにに  

地球温暖化に伴って激化する気候変動の下, 我国米

作面積 1 位の品種コシヒカリには, 多発する集中豪雨

や大型台風による広域的な倒伏害はもとより, 高温に

よる登熟障害や病虫害が増大し, 減収と品質低下を被

っている. 2018 年には西日本豪雨や伊勢湾台風に匹敵

する台風 21 号をはじめ風速 54 m/s 以上の大型台風が

過去最高の 7 個発生し, 2019 年の台風 19 号は 2 例目

の激甚・非常災害に指定されるなど, 農林水産業に甚

大な被害が相次いでいる. 

著者は, その解決策として, コシヒカリを頑健・安

定多収に改変するため、短稈、大粒、晩生に関する原

因変異を NGS 解析によって解明するとともに, コシヒ

カリのゲノムに短稈, 大粒, 晩生遺伝子を統合した新

品種を開発した(富田 2021). 

 

短短稈稈遺遺伝伝子子 dd6600 のの同同定定  

コシヒカリの短稈突然変異系統「北陸 100 号」から

背丈を 20 cm 短縮させる短稈遺伝子 d60(第 2 染色体

10.3 Mb に座乗)を発見するとともに, d60 と配偶子致

死遺伝子 gal(第 5 染色体 7.0 Mb に座乗)が補足的に作

用して配偶子致死を誘発するという珍しい遺伝現象を

見出した(Tomita & Tanisaka, 2019). この補足配偶子

致死は, 花粉では第一分裂後に栄養核が消失し, 生殖

核 の 第 二 分 裂 後 に 致 死 と な り , コ シ ヒ カ リ

(D60D60GalGal)×北陸 100 号(d60d60galgal)の交雑 F2

では, 6 可稔長稈型(4D60D60＋2D60d60GalGal):2 部分

不稔型(D60d60Galgal):1 短稈型(d60d60GalGal)に分

離する。gal は日印品種を問わず普遍的に存在するた

め, d60 は gal から配偶子致死作用のない Gal への同

時変異なくして, 自然界では得られなかった貴重な短

稈遺伝子だった(Tomita & Tanaka, 2019). 

 

大大粒粒遺遺伝伝子子 GGWW22 のの同同定定とと dd6600 ととのの統統合合  

大粒の遺伝子源として, 岐阜県の在来品種「いのち

の壱」の大粒形質に着目し, コシヒカリへの戻し交雑

移入を繰り返す過程で、大粒について遺伝学的に解析

した. コシヒカリ×いのちの壱の F2で分離し, 次代 F3

で固定した大粒型個体を一回親とし, コシヒカリを反

復親とする 5回の戻し交雑を行う過程で, BCnF2世代で

大粒の遺伝を分析し, 分離した大粒型個体を花粉親に

してコシヒカリへの戻し交雑を行った. BC3F2では, 粒

大がコシヒカリより大きい 28.1～30.0 ㎟の大粒型個

体, コシヒカリと同程度で21.6～24.0㎟の小粒型個体, 

その中間型個体が, 1 遺伝子の理論比 1 大粒型:2 中間
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型:1 小粒型に分離し, 大粒は 1 遺伝子支配であった. 

続いて, 大粒遺伝子をマッピングするために, いの

ちの壱×日本晴の交雑 F21,328 個体で分離した小粒ホ

モ型128個体を用いてイネの12本の染色体を網羅する

SSR マーカーを用いて大粒遺伝子との連鎖解析を行っ

た. その結果, 大粒遺伝子は第 2 染色体 7.6～8.2 Mb

に位置するDNAマーカーと強く連鎖していた. さらに, 

大粒遺伝子を移入した同質遺伝子系統の全ゲノム解析

の結果, 大粒遺伝子は第 2 染色体 8.1 Mb 地点のユビ

キチンリガーゼの 1 塩基欠損型の大粒遺伝子 GW2 と同

座であった(Tomita et al., 2019). 

コシヒカリに GW2 を移入した品種「コシヒカリ駿河 

Gg」は, 粒重が 34%増(千粒重 29.6 g)で食味値も新潟

コシヒカリの 81.0 に匹敵する 80.0 を示す我国初の大

粒コシヒカリであり, 米国産コシヒカリと優位に差別

化することができる. さらに, 大粒で短稈のコシヒカ

リを開発するため, コシヒカリ d60(Tomita & Ishimoto, 

2019)×いのちの壱の F2で分離した大粒短稈型 GW2d60
ホモ型個体にコシヒカリを 1 回戻し交雑し, さらに, 

BC1F2 で分離した GW2d60 ホモ型個体にコシヒカリ d60

を反復親として 4 回戻し交雑した。育成された GW2 と

d60 を併せ持つ品種「コシヒカリ駿河 d60Gg」は, 粒重

が 31%増(千粒重 28.8 g)で 24 ㎝短稈化し, 大粒で穂

が重くても台風で倒れにくい(図 1)。 

 
図 1. 倒れにくく大粒化した「コシヒカリ駿河 d60Gg」 

 

晩晩生生遺遺伝伝子子 HHdd1166 のの同同定定とと dd6600 ととのの統統合合  

真夏の登熟を避けて品質・収量を確保する遺伝子源

として, 伊勢神宮の神田で発見された変異種「イセヒ

カリ」の晩生形質に着目した. コシヒカリ×イセヒカ

リの F₂ で分離した最晩生個体を１回親. コシヒカリ

を反復親とする戻し交雑を行い, 各 BCnF2 で出穂期の

遺伝を分析しつつ, 最晩生の分離個体を花粉親にして

コシヒカリへの戻し交雑を行った. BC3F2において, コ

シヒカリと同等の早生型個体, 中生型個体, イセヒカ

リより 7日晩生の晩生型個体が 1早生:2中生:1晩生に

分離した. 従って, イセヒカリに由来し, コシヒカリ

の遺伝的背景で 14日出穂遅延させる1個の晩生遺伝子

が検出された. 以後、BC3F2～BC5F2で分離した晩生ホモ

型を花粉親にしてコシヒカリに戻し交雑し, 晩生同質

遺伝子系統(BC6F2)を育成した. その全ゲノム解析の結

果, 第 3 染色体 33.0～34.3 Mb 領域に SNPs が集中す

る以外はコシヒカリに置換されていた. この内, コー

ディング領域でコシヒカリとの変異は晩生遺伝子

Hd16 の第 9 エキソンの 1 塩基置換のみであった

(Tomita et al., 2021). Hd16 を移入した品種「コシ

ヒカリ駿河 Hd16」は, コシヒカリより 14 日晩生で高

温登熟を回避できる(図 2). さらに, 「コシヒカリ駿

河 d60Hd16」は猛暑回避に加えて, d60 によって 20 cm

短稈化し, 秋台風に対する耐倒伏性が強化された. 

以上のように, 気候危機下で生産が安定・多収化し, 

食味・品質は新潟コシヒカリと遜色のないスーパーコ

シヒカリを開発した. 本年度は愛媛県農林水産研究所

他 3 県で生産力検定試験が実施されている. 

カゼインキナーゼ様遺伝子
Hd16にA➡GのSNP

 
図 2. 第 3 染色体に Hd16 が移入されて 2 週間晩生化し

た「コシヒカリ駿河 Hd16」のゲノム 
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次世代シーケンス(NGS)解析に基づくゲノム育種、すなわち、コシヒカリのゲノムに粒重を 34%

増加させる大粒遺伝子 GW2, 背丈を約 20 ㎝抑制する短稈遺伝子 d60, 開花を 2 週間遅延させる晩生

遺伝子 Hd16 を 5～7 回の戻し交雑で移入・集積し、全ゲノム解析によりコシヒカリゲノムへの置換

を証明した品種が、種苗法による審査を経て 2021 年 3 月に新品種として登録された。「コシヒカリ

駿河 d60Gg」はコシヒカリより粒重が 31％増加し、背が 20 cm 低くて気候危機下で倒伏しにくい我

国初の大粒・短稈コシヒカリである。「コシヒカリ駿河 d60Hd16」はコシヒカリより 2 週間晩生で夏

場の高温登熟障害を回避し、秋台風に対する倒伏抵抗性を兼ね備えた晩生・短稈コシヒカリである。 

 

ははじじめめにに  

地球温暖化に伴って激化する気候変動の下, 我国米

作面積 1 位の品種コシヒカリには, 多発する集中豪雨

や大型台風による広域的な倒伏害はもとより, 高温に

よる登熟障害や病虫害が増大し, 減収と品質低下を被

っている. 2018 年には西日本豪雨や伊勢湾台風に匹敵

する台風 21 号をはじめ風速 54 m/s 以上の大型台風が

過去最高の 7 個発生し, 2019 年の台風 19 号は 2 例目

の激甚・非常災害に指定されるなど, 農林水産業に甚

大な被害が相次いでいる. 

著者は, その解決策として, コシヒカリを頑健・安

定多収に改変するため、短稈、大粒、晩生に関する原

因変異を NGS 解析によって解明するとともに, コシヒ

カリのゲノムに短稈, 大粒, 晩生遺伝子を統合した新

品種を開発した(富田 2021). 

 

短短稈稈遺遺伝伝子子 dd6600 のの同同定定  

コシヒカリの短稈突然変異系統「北陸 100 号」から

背丈を 20 cm 短縮させる短稈遺伝子 d60(第 2 染色体

10.3 Mb に座乗)を発見するとともに, d60 と配偶子致

死遺伝子 gal(第 5 染色体 7.0 Mb に座乗)が補足的に作

用して配偶子致死を誘発するという珍しい遺伝現象を

見出した(Tomita & Tanisaka, 2019). この補足配偶子

致死は, 花粉では第一分裂後に栄養核が消失し, 生殖

核 の 第 二 分 裂 後 に 致 死 と な り , コ シ ヒ カ リ

(D60D60GalGal)×北陸 100 号(d60d60galgal)の交雑 F2

では, 6 可稔長稈型(4D60D60＋2D60d60GalGal):2 部分

不稔型(D60d60Galgal):1 短稈型(d60d60GalGal)に分

離する。gal は日印品種を問わず普遍的に存在するた

め, d60 は gal から配偶子致死作用のない Gal への同

時変異なくして, 自然界では得られなかった貴重な短

稈遺伝子だった(Tomita & Tanaka, 2019). 

 

大大粒粒遺遺伝伝子子 GGWW22 のの同同定定とと dd6600 ととのの統統合合  

大粒の遺伝子源として, 岐阜県の在来品種「いのち

の壱」の大粒形質に着目し, コシヒカリへの戻し交雑

移入を繰り返す過程で、大粒について遺伝学的に解析

した. コシヒカリ×いのちの壱の F2で分離し, 次代 F3

で固定した大粒型個体を一回親とし, コシヒカリを反

復親とする 5回の戻し交雑を行う過程で, BCnF2世代で

大粒の遺伝を分析し, 分離した大粒型個体を花粉親に

してコシヒカリへの戻し交雑を行った. BC3F2では, 粒

大がコシヒカリより大きい 28.1～30.0 ㎟の大粒型個

体, コシヒカリと同程度で21.6～24.0㎟の小粒型個体, 

その中間型個体が, 1 遺伝子の理論比 1 大粒型:2 中間
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型:1 小粒型に分離し, 大粒は 1 遺伝子支配であった. 

続いて, 大粒遺伝子をマッピングするために, いの

ちの壱×日本晴の交雑 F21,328 個体で分離した小粒ホ

モ型128個体を用いてイネの12本の染色体を網羅する

SSR マーカーを用いて大粒遺伝子との連鎖解析を行っ

た. その結果, 大粒遺伝子は第 2 染色体 7.6～8.2 Mb

に位置するDNAマーカーと強く連鎖していた. さらに, 

大粒遺伝子を移入した同質遺伝子系統の全ゲノム解析

の結果, 大粒遺伝子は第 2 染色体 8.1 Mb 地点のユビ

キチンリガーゼの 1 塩基欠損型の大粒遺伝子 GW2 と同

座であった(Tomita et al., 2019). 

コシヒカリに GW2 を移入した品種「コシヒカリ駿河 

Gg」は, 粒重が 34%増(千粒重 29.6 g)で食味値も新潟

コシヒカリの 81.0 に匹敵する 80.0 を示す我国初の大

粒コシヒカリであり, 米国産コシヒカリと優位に差別

化することができる. さらに, 大粒で短稈のコシヒカ

リを開発するため, コシヒカリ d60(Tomita & Ishimoto, 

2019)×いのちの壱の F2で分離した大粒短稈型 GW2d60
ホモ型個体にコシヒカリを 1 回戻し交雑し, さらに, 

BC1F2 で分離した GW2d60 ホモ型個体にコシヒカリ d60

を反復親として 4 回戻し交雑した。育成された GW2 と

d60 を併せ持つ品種「コシヒカリ駿河 d60Gg」は, 粒重

が 31%増(千粒重 28.8 g)で 24 ㎝短稈化し, 大粒で穂

が重くても台風で倒れにくい(図 1)。 

 
図 1. 倒れにくく大粒化した「コシヒカリ駿河 d60Gg」 

 

晩晩生生遺遺伝伝子子 HHdd1166 のの同同定定とと dd6600 ととのの統統合合  

真夏の登熟を避けて品質・収量を確保する遺伝子源

として, 伊勢神宮の神田で発見された変異種「イセヒ

カリ」の晩生形質に着目した. コシヒカリ×イセヒカ

リの F₂ で分離した最晩生個体を１回親. コシヒカリ

を反復親とする戻し交雑を行い, 各 BCnF2 で出穂期の

遺伝を分析しつつ, 最晩生の分離個体を花粉親にして

コシヒカリへの戻し交雑を行った. BC3F2において, コ

シヒカリと同等の早生型個体, 中生型個体, イセヒカ

リより 7日晩生の晩生型個体が 1早生:2中生:1晩生に

分離した. 従って, イセヒカリに由来し, コシヒカリ

の遺伝的背景で 14日出穂遅延させる1個の晩生遺伝子

が検出された. 以後、BC3F2～BC5F2で分離した晩生ホモ

型を花粉親にしてコシヒカリに戻し交雑し, 晩生同質

遺伝子系統(BC6F2)を育成した. その全ゲノム解析の結
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図 2. 第 3 染色体に Hd16 が移入されて 2 週間晩生化し

た「コシヒカリ駿河 Hd16」のゲノム 
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細胞外小胞(EV)を薬物送達システム(DDS)として応用するためには、EV 内に任意の積荷タンパク

質を内封する事が必要不可欠である。本研究ではヒト胎児腎臓由来細胞 HEK293T を用い、EV に局在

する膜タンパク質であるテトラスパニンに、ラパマイシンによってヘテロ二量体化するタンパク質

ドメインを融合する事で、ラパマイシン依存的に任意の積荷タンパク質を EV 内にソーティングし、

細胞外へ分泌させることに成功した。さらに EV にウイルス由来膜融合タンパク質を提示する事で、

EV が細胞内に取り込まれた後の細胞膜との融合を促進し、積荷タンパク質をレシピエント細胞内で

機能させることが可能となった。本研究の知見は、EV の DDS 応用における基盤的な技術となる。 

 

 

11..  ははじじめめにに  

細胞外小胞(extracellular vesicle, EV)は、あらゆ

る細胞から分泌されるサブミクロンサイズの膜小胞で

ある。EV には分泌細胞(ドナー細胞)由来のタンパク質

や核酸が含まれており、これらの内包物が他の細胞(レ

シピエント細胞)に取り込まれることで、細胞間の物

質・情報伝達に寄与していると考えられている。この

ような背景の元、EV を薬物送達システム(drug 

delivery system, DDS)として応用する研究が盛んに行

われている 1)。EV を DDS に利用するためには、任意の

治療用分子を EV 内に内包させる事が必要である。これ

までに種々の EV 内への薬物内封法が報告されている

が、いずれも効率が低く、実用的な方法は存在しない。 

そこで本研究では、EV 内に任意のタンパク質をソー

ティングさせ、細胞外に分泌させる方法を開発するこ

とを目指した。EV 局在膜タンパク質の一つであるテト

ラスパニン CD81 の C 末端に、ラパマイシンの存在下で

ヘテロ二量体化する FK506-binding protein（FKBP）

を融合し、EV に内包する積荷タンパク質には FKBP の

結合相手である FKBP-rapamycin binding protein

（FRB）を融合して発現させることで、ラパマイシンの

存在下で CD81-FKBP と FRB 融合タンパク質が結合し、

EV 内に任意の積荷タンパク質がソーティングされて

細胞外に分泌されることを実証した(図 1)。さらに EV

がレシピエント細胞に取り込まれて積荷タンパク質を

細胞質へ放出する効率を、レポーターアッセイによっ

て評価した。 

 

 
 

図 1. ラパマイシンによる積荷タンパク質(POI)の EV

へのソーティング(Created with BioRender.com) 
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22..  方方法法  

HEK293T 細胞(ドナー細胞)に、FKBP 融合 CD81 および

FRB 融合タンパク質(protein of interest, POI)を発

現するプラスミドを導入した。POIとして、テトラサ

イ ク リ ン 転 写 活 性 化 因 子 (tetracycline 

transactivator, tTA)、あるいは Cre recombinase

を使用した。遺伝子導入から数日後、培養上清を回収

し、PEG 沈殿によって EV を濃縮した。ラパマイシン

添加による EV 内への POI のソーティング効率は、

HiBiTタグで標識したPOIのPEG沈殿画分の量を定量

する事で評価した。 

 EV を、各 POIに対応したレポーター遺伝子を発現

するレシピエント細胞(HEK293T)に添加し、24 時間後

にレポーター遺伝子の発現を評価した。POIが tTAの

場合には TRE プロモーター下流のレポーター遺伝子

発現、Cre recombinase の場合には LoxP 配列の切断

によるレポーター遺伝子発現の変化を測定した 2)。 

  

33..  結結果果とと考考察察  

HEK293T 細胞に CD81-FKBP および FRB-Cre-HiBiT を

発現させ、1〜100 nMのラパマイシン存在化で培養後、

培養上清を回収してPEG沈殿画分のHiBiT量を定量し

た結果、ラパマイシン の添加によって、濃度依存的

に HiBiT 量が増加した(図 2)。この結果より、想定通

りラパマイシン依存的に EV 内へ POIをソーティング

し、細胞外に分泌可能な事が示された。 

図 2. ラパマイシン依存的な POI(Cre-HiBiT)の EV 内

へのソーティング 

 

次に、POIを含む EV をレシピエント細胞に添加し

てレポーター遺伝子の発現量を指標に POIの送達効率

を評価した。しかしながら、当初は POIを含む EV をレ

シピエント細胞に添加してもレポーター遺伝子の発現

上昇は見られず、EV は細胞内に取り込まれるものの、

エンドソーム脱出が不十分であり、細胞質へ POIを送

達できていない事が示唆された。 

そこでドナー細胞に、酸性 pH 依存性の膜融合活性を

持つ水疱性口内炎ウイルスのエンベロープタンパク質

(VSV-G)を共発現させ、EV の膜融合活性およびエンド

ソーム脱出効率の増強を図った。その結果、VSV-G お

よびラパマイシンの存在下では、EV による POIのレシ

ピエント細胞への送達が認められ、tTA を POI に使用

した場合、レシピエント細胞における TREプロモータ

ー下流のルシフェラーゼ遺伝子の発現が飛躍的に増加

した(図 3)。また同様に、POIとして Cre を用いた場合

にもレシピエント細胞における LoxP 配列の組換えが

確認できた事から、本方法は様々なタンパク質に適用

できると考えられる。 

 
図 3. VSV-G提示 EV が送達する tTAによる 

レシピエント細胞のレポーター遺伝子の発現変化 

 

44..  今今後後のの展展望望  

本研究で確立した EV 内へのタンパク質内封および送

達技術を、小動物を用いた in vivo試験において評価

する事が必要である。また、VSV-G は免疫原性が高い

タンパク質であり、in vivo での頻回投与は望ましく

ないと考えられるため、VSV-G に代わる膜融合メカニ

ズムの付与が必要である。これらの課題をクリアする

事で、EV が様々な治療用タンパク質を送達する DDS と

して利用可能になると考えられる。 
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人工転写活性化因子/アプタマー複合体を用いた 

特異的 RNA を検出する遺伝子発現システム 
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本研究では，外的要因や細胞内変化などを検出し，遺伝子発現の活性化を誘導することができる

細胞内 センサーの構築を目的とした． アプタマーとその認識ドメインおよび人工転写活性

化因子に基づいて標的 をスイッチとした人工遺伝子転写活性化システムの構築を行った．標的

が含まれる細胞においてのみ，遺伝子発現の活性化を検出することが可能であった．本研究で

開発したシステムは，ターゲットとなる を迅速かつ簡便に検出できるとともに，外来遺伝子を

コンディショナルに高発現させるためのツールとして利用できる．

我々は，これまで合成生物学的アプローチに基づい

た人工遺伝子回路の開発に取り組んでおり，熱ショッ

クプロモーターとポジティブフィードバック遺伝子回

路を用いた温熱誘導型高肝機能発現細胞株の開発 ，

低酸素応答プロモーターを用いた低酸素応答血管新生

誘導組織構築技術の開発 ， 遺伝子活性を検出し

て 損傷を検出するシステムの開発 などを報告し

てきた．より複雑な人工遺伝子回路を設計できれば，

細胞自身が自律的に遺伝子発現量を調節する 高度に

制御された遺伝子発現システムの構築が可能となる．

本研究では，特定の を検出可能なシステムの開

発を目的とした． アプタマーおよび，それに特異

的に結合することができるバクテリオファージ由来の

コートタンパク質を用いて，コートタンパク質と転写

活性化因子を融合した融合タンパク質および アプ

タマーに基づく標的 誘導型の遺伝子発現システム

の構築を行った このシステムでは，ターゲット を

スイッチとして目的遺伝子発現を誘導できる．

細胞からの分化誘導した細胞のスクリーニングや，が

ん細胞またはウイルス感染細胞の同定・選抜，組換え

タンパク質生産への応用が期待できる．

検検出出シシスステテムムのの構構築築

バクテリオファージ由来のコートタンパク質は，そ

のファージゲノムにあるステムループ アプタマー

を認識し，結合することができる． コートタンパ

図 ．人工転写活性化因子 アプタマーを用いた 検出システムの概略図
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ク質 と コートタンパク質 を 結合ド

メイン または転写活性化ドメイン と融合タ

ンパクとすると，二種類のアプタマー からな

る を，各コートタンパク質が同時に認識し，

リボ核酸・タンパク質（ ）複合

体が形成され， プロモーターの活性化を誘導する

と期待できる．一方， アプタマーがない細胞では，

複合体の形成ができず， プロモーターが活性

されない．これにより， を有する の有無

に依存した転写活性が誘導できると考えた（図 ）

はじめに，本コンセプトが正しく機能するか評価す

るため， レポート遺伝子発現ベクターを導入

した応答細胞（ ）を作製した．融合タンパ

ク質（ および ）発現ベクターとともに

プロモーター制御下で発現可能な アプタマー発

現ベクターを 応答細胞に導入したところ， ア

プタマー発現ベクターが融合タンパク質発現ベクター

とともに遺伝子導入された条件でのみ， 発現が検

出できた これにより，本システムが特異的 検出

へ応用できることがわかった

複複数数のの 検検出出のの実実証証

複数の を同時に検出することができれば，細胞

の環境や状態をより正確に判断するシステムの構築が

可能である 複数の 検出を行うために， 結合ド

メインである を，ファージコートタンパク質

と融合させた タンパク質遺伝子発現ベクタ

ーおよび 含有 アプタマー発現ベクター

を作製した． 含有 アプタマーが存在する

場合， ドメインの結合部位をもつ プロモータ

ーが活性化し， 発現が誘導される．一方，

含有 アプタマーの場合， ドメインが プロ

モーターに結合することで， 発現が誘導される（図

）．このシステムの検証のために， 発現ユニ

ットを 細胞ゲノムに組込んだ遺伝子組換

え 細胞（ ）を樹立した．この

細胞に対して 形成に必要とされる各プラスミドベ

クターを遺伝子導入した．導入 時間後に蛍光を観

察したところ， アプタマーである または

を遺伝子導入した条件の細胞において，緑色

または赤色蛍光をそれぞれ観察できた． と

同時に遺伝子導入した細胞では， と

をともに検出できた．また，標的 がない場合，蛍

光は観察されなかった．これにより，本研究で開発し

た 検出システムではクロストークなしに異なる

を検出できることがわかった．

おおわわりりにに

本研究は，細胞内の環境変化を検出し，遺伝子発現

の活性化を誘導することができる汎用型細胞内 セ

ンサーの構築を目指している．コートタンパク質と転

写活性化因子の融合タンパク質は，ターゲット が

存在する場合にのみ遺伝子発現を誘導し，状態の異な

る細胞を区別することができる．これまでに細胞内の

を検出するシステムはあったが，複雑なシグナ

ル変換を必要とし，汎用的な技術となっていない．最

近，細胞型を検出し，がん治療の目的を達成するよう

に設計された人工遺伝子回路の開発が報告された ．

本研究で開発したシステムは，分化誘導細胞の同定や

選抜ならびに組織構築，がん細胞特異的アポトーシス

の誘導などの基礎的研究だけでなく，ウイルス感染の

検出や生体バイオリアクターによる組換えタンパク質

生産のツールとして応用可能である．
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図 ．複数の標的 検出のための概略図
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特異的 RNA を検出する遺伝子発現システム 
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本研究では，外的要因や細胞内変化などを検出し，遺伝子発現の活性化を誘導することができる

細胞内 センサーの構築を目的とした． アプタマーとその認識ドメインおよび人工転写活性
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開発したシステムは，ターゲットとなる を迅速かつ簡便に検出できるとともに，外来遺伝子を
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我々は，これまで合成生物学的アプローチに基づい

た人工遺伝子回路の開発に取り組んでおり，熱ショッ

クプロモーターとポジティブフィードバック遺伝子回

路を用いた温熱誘導型高肝機能発現細胞株の開発 ，

低酸素応答プロモーターを用いた低酸素応答血管新生

誘導組織構築技術の開発 ， 遺伝子活性を検出し

て 損傷を検出するシステムの開発 などを報告し

てきた．より複雑な人工遺伝子回路を設計できれば，

細胞自身が自律的に遺伝子発現量を調節する 高度に

制御された遺伝子発現システムの構築が可能となる．

本研究では，特定の を検出可能なシステムの開

発を目的とした． アプタマーおよび，それに特異

的に結合することができるバクテリオファージ由来の

コートタンパク質を用いて，コートタンパク質と転写

活性化因子を融合した融合タンパク質および アプ

タマーに基づく標的 誘導型の遺伝子発現システム

の構築を行った このシステムでは，ターゲット を

スイッチとして目的遺伝子発現を誘導できる．

細胞からの分化誘導した細胞のスクリーニングや，が

ん細胞またはウイルス感染細胞の同定・選抜，組換え

タンパク質生産への応用が期待できる．

検検出出シシスステテムムのの構構築築

バクテリオファージ由来のコートタンパク質は，そ

のファージゲノムにあるステムループ アプタマー

を認識し，結合することができる． コートタンパ

図 ．人工転写活性化因子 アプタマーを用いた 検出システムの概略図
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ク質 と コートタンパク質 を 結合ド

メイン または転写活性化ドメイン と融合タ

ンパクとすると，二種類のアプタマー からな

る を，各コートタンパク質が同時に認識し，

リボ核酸・タンパク質（ ）複合

体が形成され， プロモーターの活性化を誘導する

と期待できる．一方， アプタマーがない細胞では，

複合体の形成ができず， プロモーターが活性

されない．これにより， を有する の有無

に依存した転写活性が誘導できると考えた（図 ）

はじめに，本コンセプトが正しく機能するか評価す

るため， レポート遺伝子発現ベクターを導入

した応答細胞（ ）を作製した．融合タンパ

ク質（ および ）発現ベクターとともに

プロモーター制御下で発現可能な アプタマー発

現ベクターを 応答細胞に導入したところ， ア

プタマー発現ベクターが融合タンパク質発現ベクター

とともに遺伝子導入された条件でのみ， 発現が検

出できた これにより，本システムが特異的 検出

へ応用できることがわかった

複複数数のの 検検出出のの実実証証

複数の を同時に検出することができれば，細胞

の環境や状態をより正確に判断するシステムの構築が

可能である 複数の 検出を行うために， 結合ド

メインである を，ファージコートタンパク質

と融合させた タンパク質遺伝子発現ベクタ

ーおよび 含有 アプタマー発現ベクター

を作製した． 含有 アプタマーが存在する

場合， ドメインの結合部位をもつ プロモータ

ーが活性化し， 発現が誘導される．一方，

含有 アプタマーの場合， ドメインが プロ

モーターに結合することで， 発現が誘導される（図

）．このシステムの検証のために， 発現ユニ

ットを 細胞ゲノムに組込んだ遺伝子組換

え 細胞（ ）を樹立した．この

細胞に対して 形成に必要とされる各プラスミドベ

クターを遺伝子導入した．導入 時間後に蛍光を観

察したところ， アプタマーである または

を遺伝子導入した条件の細胞において，緑色

または赤色蛍光をそれぞれ観察できた． と

同時に遺伝子導入した細胞では， と

をともに検出できた．また，標的 がない場合，蛍

光は観察されなかった．これにより，本研究で開発し

た 検出システムではクロストークなしに異なる

を検出できることがわかった．

おおわわりりにに

本研究は，細胞内の環境変化を検出し，遺伝子発現

の活性化を誘導することができる汎用型細胞内 セ

ンサーの構築を目指している．コートタンパク質と転

写活性化因子の融合タンパク質は，ターゲット が

存在する場合にのみ遺伝子発現を誘導し，状態の異な

る細胞を区別することができる．これまでに細胞内の

を検出するシステムはあったが，複雑なシグナ

ル変換を必要とし，汎用的な技術となっていない．最

近，細胞型を検出し，がん治療の目的を達成するよう

に設計された人工遺伝子回路の開発が報告された ．

本研究で開発したシステムは，分化誘導細胞の同定や

選抜ならびに組織構築，がん細胞特異的アポトーシス

の誘導などの基礎的研究だけでなく，ウイルス感染の

検出や生体バイオリアクターによる組換えタンパク質

生産のツールとして応用可能である．
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２２  

未培養腸内細菌の１細胞ロングリードシーケンスによる 

完全長ゲノムの獲得 

細川正人 1,2,3*・小川雅人 3,4・西川洋平 3,4・佐伯達也 2・依田卓也 2 

・有川浩司 2・竹山春子 1,3,4,5 

1早大院・先進理工, 2bitBiome, 3早大・ナノライフ創新研, 4産総研/早大・CBBD-OIL, 5早大・生命動態研 

〒162-0041  東京都新宿区早稲田鶴巻町 513 120-5 号館 115 室 

Tel: 03-5272-1284   Fax: 03-5369-7326 

E-mail: masahosokawa@aoni.waseda.jp 

 

環境中に生息する多種多様な難培養性細菌の機能理解に向けて、メタゲノム・シングルセル(1 細

胞)ゲノム解析などのゲノム解析法が開発されてきた。一方、個々の未培養細菌株における機能比

較には、完全長ゲノムの獲得が必要である。本研究では、1 細胞ロングリードシーケンスを用いて

未培養細菌の完全ゲノムを構築するゲノムアセンブリパイプラインを構築した。本手法を応用し、

ヒト糞便中の未培養腸内細菌から完全長ゲノム配列を複数獲得し、宿主毎に異なる株特異的な遺伝

子配列の特定が可能であることを実証した。 

 

１１．．ははじじめめにに  

 環境細菌のメタゲノム解析では、未培養細菌群集か

ら DNA を抽出して解析を行うが、断片化された遺伝子

配列を細菌株レベルまで細かく分別し、個々の機能ま

でを推定することは困難である。多種多様な未培養細

菌群の全貌を明らかにする理想的な方法は、１細胞(シ

ングルセル)からゲノム配列を解読する「１細胞ゲノミ

クス」を高精度・ハイスループットに行うことである。 

 通常の１細胞ゲノム解析法では、１細胞からシーケ

ンス可能な DNA 量を得るために全ゲノム増幅を行う必

要がある。この過程で、コンタミネーション DNA の増

幅、過大な増幅バイアス、多量のキメラ DNA が発生す

る。このため、１細胞シーケンスでは、全データの大

部分が非ターゲット増幅物に由来し、対象細菌ゲノム

の一部しか解読できないことが頻発する。 

 こうした１細胞ゲノム解析での問題を打破するため

に、当研究グループは、マイクロ流体技術を用いて作

製したドロップレットを用いて、１細胞ゲノムを高精

度に増幅する手法を開発してきた 1),2),3)。さらに、独

自のシーケンスデータ解析パイプラインを開発し、細

菌１細胞から高品質なドラフトゲノム(95%以上の完全

性、5%以下のコンタミ率)を得ることができるショート

リードシーケンスの解析ワークフローを報告してきた
4)。これまでの wet/dry 両面の開発により、配列エラ

ーを軽減したドラフトゲノム配列を獲得できるように

なった。しかし、１本の完全長ゲノムへと再構成する

ことはなお困難であり、断片化した数十本の塩基配列

へ集約することが限界であった。一方で、最近ではロ

ングリードシーケンサーを環境細菌メタゲノム解析に

用いることで環境細菌の完全長ゲノムを獲得できるこ

とが報告されているが、1 細胞ゲノム(SAG)では有効な

解析手順が確立されておらず実施報告がない。 

そこで、本研究では、ロングリードシーケンサーを

用いて１細胞増幅ゲノムから細菌の完全ゲノムを構築

するゲノムアセンブリパイプラインを構築した。 

  

２２．．実実験験方方法法  

本手法は、１細胞シーケンス時に行われる 1 細胞ゲ

ノム増幅に起因する「ドラフトゲノム中のコンティグ

配列の短鎖断片化」を解消するため、独自のデータ処

理によって長鎖のゲノム配列を構築するよう設計した。

本処理工程では、はじめに、１細胞ロングリードシー

ケンス(SAG-LR)のアセンブリによって得られるドラフ

トゲノムに対して、シーケンスリードのマッピングを

行うことで過度な読み取り部を特定する。次に、余剰

なシーケンスリードを除去して、再アセンブルを行う。

この操作を繰り返すことで、読み取り深度を平坦化さ

せ、広範なゲノム領域をカバーしたドラフトゲノムを

構築する。最後に、同一 SAG から得たショートリード

シーケンスデータを用いて配列補正を行う。 

 

 

 

３３  
 
 

１細胞ゲノム増幅物は、当研究室で開発した SAG−

gel 法 1)を用いて、大腸菌およびヒト糞便中腸内細菌

から SAG を収集し、ロングリードシーケンス（Oxford 

Nanopore Technologies）とショートリードシーケンス

（illumina）を併用してデータを収集した。 

 

３３．．結結果果おおよよびび考考察察  

 はじめに、大腸菌 SAG をモデルとして、既存のアセ

ンブラにより構築したドラフトゲノムの完全性を評価

した結果、ゲノム完全性は最大 87.5％であり、一部の

配列が欠落していることが確認された。欠落した配列

は SAG-LR 中の相対読み取り深度が浅い領域に集中し

ていることが示されたため（図 1）、アセンブリに供す

る SAG-LR の前処理で完全性を改善しようと考えた。 

 

 

 開発したパイプラインを用いた場合、バイアス処理

前の大腸菌 SAG-LR からは 39 本の配列断片、ゲノム完

全性 81.7%のドラフトゲノムが得られた。バイアス低

減処理を 1 度行うと、13 本の配列断片、ゲノム完全性

99.3%のドラフトゲノムが得られ品質改善が確認され

た。さらに繰り返しバイアス低減処理を行うことでド

ラフトゲノムの配列断片数は最終的に 2 本にまで減少

し、4.66 Mbp に達する 1 本の完全長大腸菌ゲノム配列

が獲得された。もう 1 本のコンティグは、大腸菌が有

する F プラスミドであった。以上の結果から、開発し

たパイプラインを用いて、SAG-LR からプラスミドを含

む細菌完全長ゲノムを構築できることが示された。 

 次に、ヒト糞便中の腸内細菌に本手法を応用した。

腸内細菌 Anaerostipes hadrus, Ruminococcus gnavus, 

Agathobacter rectalis について 3-8 人の検体から完

全・準完全長ゲノム配列を獲得した。A. hadrus のゲ

ノムの構造変異を解析した結果、各株のゲノム全域に

わたって主にプロファージと見られる株特異的配列領

域が確認された。獲得した 9 株の A. hadrus ゲノムと

既知の52株のA. hadrusゲノムを用いて株間系統解析

を行った結果、コア遺伝子の配列よりも機能遺伝子の

保有に強い地域特異性が確認された。特に、糖代謝系

や薬剤耐性遺伝子などの保有性に株間の相違が見られ、

同一細菌種においても異なる機能を有することが示唆

された（図 2）。 これらの A. hadrus 株に見られるゲ

ノム構造はホスト毎に異なる傾向を有しており、細菌

亜株の判定、遺伝子伝播関係の推定などに有効である

ことが示唆された。 

 

４４．．今今後後のの展展望望  

 当研究グループで開発した１細胞ゲノム解析技術

SAG-gel と本研究で開発した１細胞ロングリードシー

ケンスパイプラインを併用することで、未培養腸内細

菌の完全長ゲノム獲得が可能であることを実証した。

本手法は、他の環境細菌の解析にも適用可能であり、

高精度な細菌ゲノム情報の高速な蓄積、さらなる詳細

な解析への貢献が期待される。 
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図１ バイアス低減処理によるゲノム完全性の向上 

バイアス低減処理を行った前後の SAG-LR の大腸菌ゲ

ノム領域における読み取り深度を表す。灰線部はドラ

フトゲノムに含まれない配列領域。(上)バイアス処理

前、(下)バイアス処理後 

図 2 A. hadrus 株における糖代謝モジュールの保有性 黒色矢印が糖代謝機能遺伝子を示す。 
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環境中に生息する多種多様な難培養性細菌の機能理解に向けて、メタゲノム・シングルセル(1 細

胞)ゲノム解析などのゲノム解析法が開発されてきた。一方、個々の未培養細菌株における機能比

較には、完全長ゲノムの獲得が必要である。本研究では、1 細胞ロングリードシーケンスを用いて

未培養細菌の完全ゲノムを構築するゲノムアセンブリパイプラインを構築した。本手法を応用し、

ヒト糞便中の未培養腸内細菌から完全長ゲノム配列を複数獲得し、宿主毎に異なる株特異的な遺伝

子配列の特定が可能であることを実証した。 

 

１１．．ははじじめめにに  

 環境細菌のメタゲノム解析では、未培養細菌群集か

ら DNA を抽出して解析を行うが、断片化された遺伝子

配列を細菌株レベルまで細かく分別し、個々の機能ま

でを推定することは困難である。多種多様な未培養細

菌群の全貌を明らかにする理想的な方法は、１細胞(シ

ングルセル)からゲノム配列を解読する「１細胞ゲノミ

クス」を高精度・ハイスループットに行うことである。 

 通常の１細胞ゲノム解析法では、１細胞からシーケ

ンス可能な DNA 量を得るために全ゲノム増幅を行う必

要がある。この過程で、コンタミネーション DNA の増

幅、過大な増幅バイアス、多量のキメラ DNA が発生す

る。このため、１細胞シーケンスでは、全データの大

部分が非ターゲット増幅物に由来し、対象細菌ゲノム

の一部しか解読できないことが頻発する。 
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菌１細胞から高品質なドラフトゲノム(95%以上の完全

性、5%以下のコンタミ率)を得ることができるショート

リードシーケンスの解析ワークフローを報告してきた
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２２．．実実験験方方法法  
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ノム増幅に起因する「ドラフトゲノム中のコンティグ
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３３  
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配列が欠落していることが確認された。欠落した配列

は SAG-LR 中の相対読み取り深度が浅い領域に集中し

ていることが示されたため（図 1）、アセンブリに供す

る SAG-LR の前処理で完全性を改善しようと考えた。 
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Agathobacter rectalis について 3-8 人の検体から完

全・準完全長ゲノム配列を獲得した。A. hadrus のゲ

ノムの構造変異を解析した結果、各株のゲノム全域に

わたって主にプロファージと見られる株特異的配列領

域が確認された。獲得した 9 株の A. hadrus ゲノムと

既知の52株のA. hadrusゲノムを用いて株間系統解析

を行った結果、コア遺伝子の配列よりも機能遺伝子の

保有に強い地域特異性が確認された。特に、糖代謝系

や薬剤耐性遺伝子などの保有性に株間の相違が見られ、

同一細菌種においても異なる機能を有することが示唆

された（図 2）。 これらの A. hadrus 株に見られるゲ

ノム構造はホスト毎に異なる傾向を有しており、細菌

亜株の判定、遺伝子伝播関係の推定などに有効である

ことが示唆された。 

 

４４．．今今後後のの展展望望  

 当研究グループで開発した１細胞ゲノム解析技術

SAG-gel と本研究で開発した１細胞ロングリードシー

ケンスパイプラインを併用することで、未培養腸内細

菌の完全長ゲノム獲得が可能であることを実証した。

本手法は、他の環境細菌の解析にも適用可能であり、

高精度な細菌ゲノム情報の高速な蓄積、さらなる詳細

な解析への貢献が期待される。 
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図１ バイアス低減処理によるゲノム完全性の向上 

バイアス低減処理を行った前後の SAG-LR の大腸菌ゲ

ノム領域における読み取り深度を表す。灰線部はドラ

フトゲノムに含まれない配列領域。(上)バイアス処理

前、(下)バイアス処理後 

図 2 A. hadrus 株における糖代謝モジュールの保有性 黒色矢印が糖代謝機能遺伝子を示す。 
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ファージに提示させた RNA 結合タンパク質(RBP)変異体ライブラリーと RNA ライブラリーを試験

管内で共進化させる新たな手法: PD-SELEX 法を開発した。ライブラリー vs. ライブラリーのセレ

クションを通して強い結合親和性（解離定数 = 約 7 pM）・高い特異性（S/N 比 = 4000 以上）を持

つ新規 RNA-RBP ペア（CS1 RNA - LS4、および CS2 RNA - LS12）を同定することに成功した。 

 

１１．．ははじじめめにに  

ファージや古細菌由来の RNA-RNA 結合タンパク質

(RBP)ペア（例: MS2 RNA –  MS2CP, Box C/D Kink-turn 

RNA –  L7Ae）は目的の RNA とタンパク質とを繋ぐアダ

プター分子として合成生物学・ケミカルバイオロジ

ー・細胞生物学研究において広く用いられている。一

方で、哺乳動物細胞で機能することが示された

RNA-RBP ペアの種類は限られており、拡充の必要性が

指摘されている[1]。このような分子パーツの種類を増

やすためには、機能することが既に分かっている

RNA-RBP ペアの結合選択性を改変し、新規 RNA-RBP ペ

アを創製することが有効な戦略となる。今回、我々は

PD-SELEX法を用いたRNA-RBP複合体の試験管内共進化

実験を行い、直交性 RNA-RBP ペアを同定することに成

功したので報告したい[2]。 

２２．．解解析析デデーータタおおよよびび方方法法  

((11))  PPDD--SSEELLEEXX 法法ののデデザザイインンとと RRNNAA--RRBBPP 複複合合体体選選択択ののスス

トトララテテジジーー  

PD-SELEX 法はファージディスプレイ(PD)ライブラ

リー及び RNA ライブラリーを用い、RNA-RBP 複合体を

試験管内で共進化させる手法である。複合体の選択は

二段階のアフィニティーセレクションにより行われる。

RBP の C 末端側に融合した短いペプチドタグ

(Strep-tag II)を用いてStrep-Tactin磁気ビーズ上に

RBP（PD ライブラリー）の固定化する。この固定化し

た RBP に対して RNA ライブラリーのセレクションを行

う（図図 11, 1st purification）。次に、RNA ライブラリ

ーの 3’側 (Docking sequence)に対して相補的な配列

のDNAを固定化した磁気ビーズを用いてRNAを捕捉し、

RNA-RBP 複合体を回収する（図図 11, 2nd purification）。

熱溶出または RNase H 処理によって回収した RNA ライ

ブラリー、PDライブラリーはそれぞれRT-PCR・in vitro

転写、または大腸菌感染により増幅が可能であり、一

連の操作（ラウンド）を複数回行うことで RNA-RBP 複

合体を濃縮する。 

 

図 1. PD-SELEX の概略図 

((22))  初初期期ラライイブブララリリーーののデデザザイインン  

ステムループ構造のループ部分 20 塩基をランダム

化（N = A,C, G, or U）した全長 76 塩基の RNA ライブ

ラリーをデザインした（図図 22, 左側）。420 = 約 1.1×

1012のライブラリーサイズであり、in vitro では全て

の配列空間をカバーすることができる。また、X 線結

晶構造解析の論文を参考にして A.fulgidus 由来のリ

ボソームタンパク質L7AeのRNA結合面に位置するアミ

ノ酸 8 残基をランダム化（E34X, K37X, E40X, I88X, 

E89X, V90X, P91X, C92X; X は 20 アミノ酸を示す）し

た PD ライブラリーを構築した（図図 22, 右側）。PD ライ

 

 

 

３３  
 
 

ブラリーのサイズは約 4.0×108であった。 

 

図 2. 初期ライブラリーのデザイン 

３３．．結結果果とと考考察察  

((11))  PPDD--SSEELLEEXX セセレレククシショョンンのの評評価価  

RNA ライブラリー vs. PD ライブラリーの試験管内

分子進化を 6 ラウンド行い、次世代シーケンシング

(NGS)でセレクションの評価を行った。6 ラウンド後の

RNA ライブラリーを NGS 解析したところ配列の濃縮が

見られた（図図 33, 上）。PD ライブラリーにおいても同様

に配列の濃縮が見られ（図図 33, 下）、上位クローン

(LS1-LS20)の 89 残基目では Arg/Trp、90 残基目では

Arg の出現頻度が高かった。スキャフォールドとして

用いた親タンパク質 L7Ae と比較した場合、明瞭な配列

相同性は見られなかった。 

 

 

図 3. NGS によるライブラリーの評価 

((22))  再再セセレレククシショョンンにによよるるペペアア対対応応付付けけのの決決定定  

どのRNAとRBPが結合するペアなのかを決定するた

め、濃縮された RBP の上位クローン 20 種類(LS1-LS20)

をリコンビナントタンパク質として個別に調製した。

また、6 ラウンド後の RNA 上位配列を含む小規模の多

様性の第二世代 RNA ライブラリーを作製し、個々のリ

コンビナントLSxに対してセレクション（従来のSELEX

実験）を行い、NGS 解析で結合のトレンドを明らかに

した。頻出する 2 つのコンセンサス配列(CS)、 1: 

UUGUGASGC (S = G or C)、 2: UCCAUGACGC に着目して

解析してみると、CS1 RNAs は LS4 に、CS2 RNAs は LS12

に対して選択的な結合を示していた。 

二次構造予測を行ったところ CS1 は対称的な内部

ループ構造、CS2 は典型的な Kink-turn 構造の形成に

関与していることが示唆された。これらを含む最小化

構造の RNA をデザイン・合成し、表面プラズモン共鳴

(SPR)による結合解析を行ったところ“CS1 RNA –  LS4

ペア”、“CS2 RNA –  LS12 ペア”はそれぞれ解離定数 7 

pM と傑出した結合を示した（図図 44）。一方、“CS1 RNA –  

LS12”、“CS2 RNA –  LS4”の組み合わせではそれぞれ

28 nM、114 nM の解離定数であり（図図 44）、本来の RNA-RBP

ペアよりも 4000 倍以上結合力が弱いことが明らかと

なった。また、セレクションによって得られた LS4 は

キンクターンモチーフに対する結合親和性が減弱して

いると考えられ、L7Ae と比較して生体直交性が向上し

ている可能性がある。 

 
図 4. 直交性 RNA-RBP ペアの発見 

４４．．今今後後のの展展望望  

核酸-タンパク質（ペプチド）間相互作用を解析、

または結合選択性を改変するための基盤技術として

PD-SELEX 法が活用されることが期待される。 
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管内で共進化させる新たな手法: PD-SELEX 法を開発した。ライブラリー vs. ライブラリーのセレ

クションを通して強い結合親和性（解離定数 = 約 7 pM）・高い特異性（S/N 比 = 4000 以上）を持

つ新規 RNA-RBP ペア（CS1 RNA - LS4、および CS2 RNA - LS12）を同定することに成功した。 

 

１１．．ははじじめめにに  

ファージや古細菌由来の RNA-RNA 結合タンパク質

(RBP)ペア（例: MS2 RNA –  MS2CP, Box C/D Kink-turn 

RNA –  L7Ae）は目的の RNA とタンパク質とを繋ぐアダ

プター分子として合成生物学・ケミカルバイオロジ

ー・細胞生物学研究において広く用いられている。一

方で、哺乳動物細胞で機能することが示された

RNA-RBP ペアの種類は限られており、拡充の必要性が

指摘されている[1]。このような分子パーツの種類を増

やすためには、機能することが既に分かっている

RNA-RBP ペアの結合選択性を改変し、新規 RNA-RBP ペ

アを創製することが有効な戦略となる。今回、我々は

PD-SELEX法を用いたRNA-RBP複合体の試験管内共進化

実験を行い、直交性 RNA-RBP ペアを同定することに成

功したので報告したい[2]。 

２２．．解解析析デデーータタおおよよびび方方法法  

((11))  PPDD--SSEELLEEXX 法法ののデデザザイインンとと RRNNAA--RRBBPP 複複合合体体選選択択ののスス

トトララテテジジーー  

PD-SELEX 法はファージディスプレイ(PD)ライブラ

リー及び RNA ライブラリーを用い、RNA-RBP 複合体を

試験管内で共進化させる手法である。複合体の選択は

二段階のアフィニティーセレクションにより行われる。

RBP の C 末端側に融合した短いペプチドタグ

(Strep-tag II)を用いてStrep-Tactin磁気ビーズ上に

RBP（PD ライブラリー）の固定化する。この固定化し

た RBP に対して RNA ライブラリーのセレクションを行

う（図図 11, 1st purification）。次に、RNA ライブラリ

ーの 3’側 (Docking sequence)に対して相補的な配列

のDNAを固定化した磁気ビーズを用いてRNAを捕捉し、

RNA-RBP 複合体を回収する（図図 11, 2nd purification）。

熱溶出または RNase H 処理によって回収した RNA ライ

ブラリー、PDライブラリーはそれぞれRT-PCR・in vitro

転写、または大腸菌感染により増幅が可能であり、一

連の操作（ラウンド）を複数回行うことで RNA-RBP 複

合体を濃縮する。 

 

図 1. PD-SELEX の概略図 

((22))  初初期期ラライイブブララリリーーののデデザザイインン  

ステムループ構造のループ部分 20 塩基をランダム

化（N = A,C, G, or U）した全長 76 塩基の RNA ライブ

ラリーをデザインした（図図 22, 左側）。420 = 約 1.1×

1012のライブラリーサイズであり、in vitro では全て

の配列空間をカバーすることができる。また、X 線結

晶構造解析の論文を参考にして A.fulgidus 由来のリ

ボソームタンパク質L7AeのRNA結合面に位置するアミ

ノ酸 8 残基をランダム化（E34X, K37X, E40X, I88X, 

E89X, V90X, P91X, C92X; X は 20 アミノ酸を示す）し

た PD ライブラリーを構築した（図図 22, 右側）。PD ライ

 

 

 

３３  
 
 

ブラリーのサイズは約 4.0×108であった。 

 

図 2. 初期ライブラリーのデザイン 

３３．．結結果果とと考考察察  

((11))  PPDD--SSEELLEEXX セセレレククシショョンンのの評評価価  

RNA ライブラリー vs. PD ライブラリーの試験管内

分子進化を 6 ラウンド行い、次世代シーケンシング

(NGS)でセレクションの評価を行った。6 ラウンド後の

RNA ライブラリーを NGS 解析したところ配列の濃縮が

見られた（図図 33, 上）。PD ライブラリーにおいても同様

に配列の濃縮が見られ（図図 33, 下）、上位クローン

(LS1-LS20)の 89 残基目では Arg/Trp、90 残基目では

Arg の出現頻度が高かった。スキャフォールドとして

用いた親タンパク質 L7Ae と比較した場合、明瞭な配列

相同性は見られなかった。 

 

 

図 3. NGS によるライブラリーの評価 

((22))  再再セセレレククシショョンンにによよるるペペアア対対応応付付けけのの決決定定  

どのRNAとRBPが結合するペアなのかを決定するた

め、濃縮された RBP の上位クローン 20 種類(LS1-LS20)

をリコンビナントタンパク質として個別に調製した。

また、6 ラウンド後の RNA 上位配列を含む小規模の多

様性の第二世代 RNA ライブラリーを作製し、個々のリ

コンビナントLSxに対してセレクション（従来のSELEX

実験）を行い、NGS 解析で結合のトレンドを明らかに

した。頻出する 2 つのコンセンサス配列(CS)、 1: 

UUGUGASGC (S = G or C)、 2: UCCAUGACGC に着目して

解析してみると、CS1 RNAs は LS4 に、CS2 RNAs は LS12

に対して選択的な結合を示していた。 

二次構造予測を行ったところ CS1 は対称的な内部

ループ構造、CS2 は典型的な Kink-turn 構造の形成に

関与していることが示唆された。これらを含む最小化

構造の RNA をデザイン・合成し、表面プラズモン共鳴

(SPR)による結合解析を行ったところ“CS1 RNA –  LS4

ペア”、“CS2 RNA –  LS12 ペア”はそれぞれ解離定数 7 

pM と傑出した結合を示した（図図 44）。一方、“CS1 RNA –  

LS12”、“CS2 RNA –  LS4”の組み合わせではそれぞれ

28 nM、114 nM の解離定数であり（図図 44）、本来の RNA-RBP

ペアよりも 4000 倍以上結合力が弱いことが明らかと

なった。また、セレクションによって得られた LS4 は

キンクターンモチーフに対する結合親和性が減弱して

いると考えられ、L7Ae と比較して生体直交性が向上し

ている可能性がある。 

 
図 4. 直交性 RNA-RBP ペアの発見 

４４．．今今後後のの展展望望  

核酸-タンパク質（ペプチド）間相互作用を解析、

または結合選択性を改変するための基盤技術として

PD-SELEX 法が活用されることが期待される。 
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近年、減塩方法として塩味増強・代替物質の利用が注目されている。しかし、既報の塩味増

強・代替物質はオフフレーバーがあったり、塩味増強性が弱いといった課題があり、高活性の塩

味物質が求められている。本研究では、塩の代替物質となる高活性な塩味ペプチドの探索を行っ

た。既報の塩味ペプチドの残基を伸長し、塩味活性を評価した。まず、塩味受容体の一つである

上皮性ナトリウムイオンチャネル (ENaC) を HEK293 細胞に一過的に発現させ、Ca2+イメージング

を用いて塩味を評価する細胞評価系を構築し、ペプチドの塩味増強を評価した。次に、C57BL/6J

マウスの塩味嗜好性を利用した二瓶選択試験を用いて、高活性塩味ペプチドの活性を検証した。 

 

 11..  ははじじめめにに  

近年、塩分の過剰摂取が世界中で問題になっている。

塩分を過剰に摂取することは、健康に対して様々な害

を及ぼすことが知られている 1)。対策として減塩食材

や減塩メニューの開発が行われているが、おいしさを

感じにくいなどの問題がある。「塩味代替物質・塩味

増強物質」の利用が注目されているが、既報の塩味代

替物質である塩化カリウム、塩化アンモニウムにはえ

ぐみや渋みが感じられ、塩味増強物質であるトレハロ

ースにはオフフレーバーが含まれ、既報の塩味増強ペ

プチドである RA（Arg-Ala）や WW(Trp-Trp)は塩味活

性が弱いといった課題があり、高活性の新規塩味物質

が求められている。我々は Fmoc 固相合成法により

セルロースメンブレン上にペプチドアレイを作製する

技術を持っており、様々な生理活性ペプチドの探索に

成功している 2), 3)。本研究では、既報の塩味ペプチ

ドを残基伸長することで新たな高活性の塩味ペプチド

の探索を試みた。まず、塩味受容体である上皮性ナト

リウムイオンチャネル (ENaC)を HEK293 細胞に発現

させ、ENaC を活性化させるペプチドを探索した。次

に、得られたペプチドの in vivo での活性を、

C57BL/6J マウスの塩味嗜好性を利用した二瓶選択試

験で検証した。 

 

22..  方方法法  

(1) 細胞評価系の構築及び塩味ペプチドの評価 

塩味を評価できる細胞評価系を構築するために、塩

味受容体 ENaC のα,β,γサブユニットを一過性に共

発現させた HEK293 細胞を作製した。既報の塩味ペプ

チドの中でも活性の高かった RA、WW、WL（Trp-Leu）

に対し、物性により 8 グループ化したアミノ酸を付

加して活性を評価した (図 1) 。ENaC が活性化され

ると細胞内 Ca2+流入が発生することを活かし、塩味は

Ca2+イメージングで評価した。 

 

(2) 二瓶選択試験 (two-bottle choice test) 

8 匹の C57BL/6J マウスを 1 匹/ケージに飼育して二

瓶選択試験を行い、塩味評価を行った。まず蒸留水を

コントロールとして 15, 30, 45, 75, 150 mM NaCl

水溶液を提示し、マウスの塩味嗜好性を検証した。次 

 

 

 

 

 

 

 

図 1.  アミノ酸のグループ分け 
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に、30 mM NaCl 水溶液に 0.2 mM NVRA を添加した溶

液を、蒸留水に対して提示し、NVRA ペプチドの嗜好

性を評価した。 

33..  結結果果及及びび考考察察  

(1)Ca2+イメージングによるペプチドの塩味活性評価 

ENaC 発現 HEK293 細胞を用いて、残基伸長ペプチド

塩既報塩味ペプチド RA を N 末端側に伸長した NVRA

というペプチドが高活性を示すことがわかった (図

2) 。これは元配列 RA の 5.3 倍、既報で最も活性の

高いペプチド WW の 1.5 倍の活性であった。このこと

から、NVRA ペプチドは既報の中で最も活性の大きい

塩味ペプチドであることが示唆された 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.  残基伸長ペプチドの塩味活性評価 

蛍光強度変化の差[ENaC 発現細胞の蛍光強度 

変化 - 非発現細胞の蛍光強度変化]で評価 

 

(2)二瓶選択試験によるペプチドの塩味活性評価 

ペプチドの塩味を in vivo で評価するために、二

瓶選択試験を行った。蒸留水に対し濃度の違う NaCl

水溶液を提示してマウスの塩味嗜好性を検証した 

(図 3) 。その結果、15,30,45 mM NaCl の嗜好性に対

し、75,150 mM で NaCl の嗜好性が有意に低いことが

わかった。このことから、C57BL/6J マウスの塩味嗜

好性は約 50 mM NaCl を閾値として嗜好性から嫌悪性

に転換すると考えられる。そこで、50 mM 以下の 

NaCl を嗜好性塩味、50 mM 以上の NaCl を嫌悪性塩味

と定義した。次に、無味の蒸留水、嗜好性塩味の 30 

mM NaCl、嫌悪性塩味の 150 mM NaCl に 0.2 mM の

NVRA ペプチドを添加し、その嗜好性を評価した (図

4) 。その結果、蒸留水に NVRA を添加しただけで、

30 mM NaCl と同程度の嗜好性を示し、150 mM NaCl

に添加した際は嫌悪性から嗜好性への有意な上昇が見

られた。ENaC は「おいしい」塩味を検知する受容体

であることが報告されている 4)。このことから、NVRA

の添加によって ENaC が活性化され嗜好性塩味が嫌悪

性塩味を凌駕した考えられる。よって、NVRA は嗜好

性の高い「おいしい」塩味を呈味する可能性が示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.  マウスの塩味嗜好性評価 

添字(a,b)の両群間で p < 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４.  マウスの NVRA 嗜好性評価 

(a) 蒸留水, (b)30 mM, (c)150 mM NaCl  

 

44..  今今後後のの展展望望  

本研究により、NVRA という嗜好性の高い塩味ペプ

チドの取得に成功した。また、NVRA の残基置換によ 

り、可食性のタンパク質から酵素により取得可能な 4

残基塩味ペプチドの取得にも成功した。 

今後は、更なる塩味ペプチドの取得のために、分子ド

ッキングシミュレーションを用いてNVRAとENaCの間

に働く相互作用を解明したいと考えている。 
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近年、塩分の過剰摂取が世界中で問題になっている。

塩分を過剰に摂取することは、健康に対して様々な害

を及ぼすことが知られている 1)。対策として減塩食材

や減塩メニューの開発が行われているが、おいしさを

感じにくいなどの問題がある。「塩味代替物質・塩味

増強物質」の利用が注目されているが、既報の塩味代
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発現させた HEK293 細胞を作製した。既報の塩味ペプ

チドの中でも活性の高かった RA、WW、WL（Trp-Leu）

に対し、物性により 8 グループ化したアミノ酸を付

加して活性を評価した (図 1) 。ENaC が活性化され

ると細胞内 Ca2+流入が発生することを活かし、塩味は

Ca2+イメージングで評価した。 
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に、30 mM NaCl 水溶液に 0.2 mM NVRA を添加した溶

液を、蒸留水に対して提示し、NVRA ペプチドの嗜好
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33..  結結果果及及びび考考察察  

(1)Ca2+イメージングによるペプチドの塩味活性評価 

ENaC 発現 HEK293 細胞を用いて、残基伸長ペプチド

塩既報塩味ペプチド RA を N 末端側に伸長した NVRA

というペプチドが高活性を示すことがわかった (図

2) 。これは元配列 RA の 5.3 倍、既報で最も活性の

高いペプチド WW の 1.5 倍の活性であった。このこと

から、NVRA ペプチドは既報の中で最も活性の大きい

塩味ペプチドであることが示唆された 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.  残基伸長ペプチドの塩味活性評価 

蛍光強度変化の差[ENaC 発現細胞の蛍光強度 

変化 - 非発現細胞の蛍光強度変化]で評価 

 

(2)二瓶選択試験によるペプチドの塩味活性評価 

ペプチドの塩味を in vivo で評価するために、二

瓶選択試験を行った。蒸留水に対し濃度の違う NaCl

水溶液を提示してマウスの塩味嗜好性を検証した 

(図 3) 。その結果、15,30,45 mM NaCl の嗜好性に対

し、75,150 mM で NaCl の嗜好性が有意に低いことが

わかった。このことから、C57BL/6J マウスの塩味嗜

好性は約 50 mM NaCl を閾値として嗜好性から嫌悪性

に転換すると考えられる。そこで、50 mM 以下の 

NaCl を嗜好性塩味、50 mM 以上の NaCl を嫌悪性塩味

と定義した。次に、無味の蒸留水、嗜好性塩味の 30 

mM NaCl、嫌悪性塩味の 150 mM NaCl に 0.2 mM の

NVRA ペプチドを添加し、その嗜好性を評価した (図

4) 。その結果、蒸留水に NVRA を添加しただけで、

30 mM NaCl と同程度の嗜好性を示し、150 mM NaCl

に添加した際は嫌悪性から嗜好性への有意な上昇が見

られた。ENaC は「おいしい」塩味を検知する受容体

であることが報告されている 4)。このことから、NVRA

の添加によって ENaC が活性化され嗜好性塩味が嫌悪

性塩味を凌駕した考えられる。よって、NVRA は嗜好

性の高い「おいしい」塩味を呈味する可能性が示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.  マウスの塩味嗜好性評価 

添字(a,b)の両群間で p < 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４.  マウスの NVRA 嗜好性評価 

(a) 蒸留水, (b)30 mM, (c)150 mM NaCl  

 

44..  今今後後のの展展望望  

本研究により、NVRA という嗜好性の高い塩味ペプ

チドの取得に成功した。また、NVRA の残基置換によ 

り、可食性のタンパク質から酵素により取得可能な 4

残基塩味ペプチドの取得にも成功した。 

今後は、更なる塩味ペプチドの取得のために、分子ド

ッキングシミュレーションを用いてNVRAとENaCの間

に働く相互作用を解明したいと考えている。 
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