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極限環境微生物が生産する極限酵素の機能解明とその応用

東京工業大学生命理工学院 八 波 利 恵

は じ め に
極限環境微生物（Extremophile）とは，高温・低温，高 pH・

低 pH，高塩，高圧など，通常の微生物が生育できそうにない
極限環境に生育する微生物である．これらの極限環境微生物が
生産する酵素は，極限酵素（Extremozyme）とよばれ，極限環
境においても機能するものが多い．そのため，極限酵素の応用
に着目した研究が広く行われてきた．私たちは，これまで高度
好塩性古細菌，好アルカリ性細菌，好熱菌といった極限環境微
生物が生産する極限酵素［耐塩性酵素，耐アルカリ性酵素，耐
熱性酵素］の機能解析を行ってきた．また，それぞれの極限酵
素がもつ極限耐性因子を組み合わせ，複数の極限耐性を有する 
“Poly-extremozyme” の取得にも成功している．さらに近年
は，高度好塩性古細菌が生産する有用物質の同定・生合成経路
の解明と高度好塩性古細菌を用いた代謝工学および進化分子工
学を用いた機能性物質生産の研究も進めている．以下はこれま
での研究のうち，高度好塩性古細菌に関する研究を中心に紹介
する．
1. 高度好塩性古細菌Haloarcula japonicaにおけるカロテ
ノイドの同定および生合成経路の解明

高度好塩性古細菌とは，生育に 2.5 M以上の塩化ナトリウム
（NaCl）を要求する極限環境微生物である．ある種の高度好塩
性古細菌は，カロテノイドの一種であるバクテリオルベリン

（BR, 図1）を生産することが知られている．BR の共役二重結
合数は 13 であり，現在産業界において広く利用されているア
スタキサンチンと同じである．そのため，高い抗酸化活性を有
していると考えられている．

Haloarcula japonica は，石川県塩田土壌より分離された高
度好塩性古細菌であり，三角形平板状という特徴的な形態を有
している（図2）1, 2）．2011年には全ゲノム配列解析が終了し，

本菌は 2 つの環状染色体と 3 つの環状プラスミドを有すること
が明らかとなった 3）．本菌のコロニーは赤色を呈しており，カ
ロテノイドを生産していると推察された．しかしながら，その
生合成経路は未解明であった．

そこで，Ha. japonica におけるカロテノイド生合成経路の同
定を目的として，まず本菌の生産するカロテノイドを同定し
た．その結果，Ha. japonica は類縁菌Hb. salinarum と同様，
フィトエン，リコペン，イソペンテニルデヒドロロドピン

（IDR），ビスアンヒドロバクテリオルベリン（BABR），モノア
ンヒドロバクテリオルベリン（MABR）および BR を生産して
いることがわかった 4）．ある種の細菌のカロテノイド生合成経
路において，フィトエンからリコペンに至る反応ではフィトエ
ンデサチュラーゼ（CrtI）の関与が知られている．そこで，本
菌ゲノム上より crtI ホモログの有無を調べた結果，4 つの遺伝
子が見いだされた．このうち，既知の crtI と相同性のより高
い 2 つの遺伝子ホモログ（c0507 および d1086）の機能を明ら
かにするため，これらの遺伝子の単独破壊株および二重破壊株
を構築し，生産するカロテノイド種の解析を行った．その結
果，Ha. japonica のフィトエンからリコペンに至る反応におい
ては，c0507 および d1086 にコードされる 2 つの crtI が関与
する生合成経路が存在することが明らかとなった（図1）．ま
た，c0507近傍のゲノム配列を詳細に調べたところ，c0507 の
すぐ下流に存在する c0506 および c0505 が，それぞれリコペ
ンエロンガーゼおよびヒドラターゼの遺伝子ホモログであるこ
とがわかった．これら 3 つの遺伝子はクラスターを形成し，共
転写されていたことから，本菌のカロテノイド生合成に密接に
関与していると予測された．そこで，c0507/c0506/c0505遺
伝子クラスターを構成するそれぞれの遺伝子の単独破壊株を構
築し，それらの生産するカロテノイド種の分析を行った．その
結果，C506 はイソプレンおよび水酸基を付加する二機能酵素

図1. Ha. japonica におけるカロテノイド生合成経路
 点線は推定される経路を示す

図2. 高度好塩性古細菌Haloarcula japonica の電子顕微鏡写真
 バーは 1 μm を表す
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（リコペンエロンガーゼおよび 1,2-ヒドラターゼの両方の活性をも
つ酵素），C507 は，リコペンから BR の生合成において 3,4-デ
サチュラーゼ（CrtD），そして C505 はヒドラターゼ（CrtF）と
して機能することがわかった（図2）5）．C506 は，すでに Hb. 
salinarum より同定されている Lye と相同性を有することか
ら，LyeJ と名付けた．また C507 は上述したとおり，フィト
エンデサチュラーゼ活性も有することから CrtI/D とよべる．
以上より，c0507/c0506/c0505遺伝子クラスターにコードさ
れる 3 つの酵素がリコペンから BR の生合成に関与することが
明らかとなり，高度好塩性古細菌におけるリコペンから BR の
生合成経路が初めて同定された．
2. 高度好塩性古細菌Ha. japonica由来新規枝作り酵素MalA
の解析

Ha. japonica の全ゲノム配列解析の結果，本ゲノム上には，
デンプン関連酵素 MalA が存在することがわかった．高度好
塩性古細菌に由来するデンプン関連酵素の報告例は少なく，新
規な酵素の可能性が考えられた．そこで，組換え MalA を取得
し，その性質を明らかにすることとした．その結果，本酵素は
アミラーゼとアノテーションされていたものの，オリゴ糖を基
質として高重合度グルカンを合成する新規な枝作り酵素である
ことが明らかとなった（図3）6）．さらに MalA に G3（グルコー
スが α-1,4結合で 3 つ連なったマルトトリオース，以下同様）
を作用させて合成した高重合度グルカンの構造を調べたとこ
ろ，このグルカンはG1を含む非常に短い分岐鎖を数多く有し，
主な分岐鎖は G2-G5 であることが明らかとなった．また，非
還元末端にはイソマルトシル構造を有し，内側には α-1,4 グル
コシド結合が存在することがわかった．すなわち，MalA はグ
ルコース単位で α-1,6 グルコシド結合を形成する新規な性質を
有することが示唆された．一方，malA周辺のゲノム配列を詳
細に調べたところ，malA下流には各種糖質関連酵素をコード
する遺伝子が連なってみいだされ，その一部が大腸菌のグリ
コーゲン生合成系遺伝子群と相同性を示した．これより，本菌
はグリコーゲン様高重合度グルカンを合成し，その合成は，
malA を含む糖質関連酵素遺伝子群が関与していると考えられ
た．

お わ り に
本稿では，高度好塩性古細菌Haloarcula japonica によるカ

ロテノイド合成および MalA による高重合度グルカン合成を紹
介した．高度好塩性古細菌は，培養に高濃度の塩を必要とする
ため，コンタミネーションのリスクが極めて低い．そのため，
有用物質生産に用いた場合，生産の場として地球上の高塩環境

（塩害土壌，塩田および塩湖など）を利用することが可能であ
る．すなわち，高度好塩性古細菌による物質生産は，滅菌した
リアクターを必要としないため，高温高圧滅菌に伴う膨大な熱
エネルギーの消費と CO2 排出を削減することができる．従っ
て，SDGs に貢献するとともに，貴重な水を膨大に使用してき
たこれまでの発酵産業を大きく変換・転換する生産系の一つと
いえよう．今後は，高度好塩性古細菌を用いて耐塩性酵素によ
る種々の有用物質生産を行うとともに，例えば，耐塩性と耐熱
性を併せもつ “Poly-extremozyme” を作製し，それらを用い
た多様な物質生産も進めていきたい．
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図3. マルトオリゴ糖を基質とした組換え MalA による加水
分解および糖転移反応産物の TLC 解析
MalA に基質を加え，2.0 M KCl 存在下，37℃で 24 時
間反応後の産物を TLC に供した．高重合度グルカンを
破線の丸で囲った．
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