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研究の総括： 
タンパク質輸送・膜構造体の機能解析 
未来型資源を利用する代謝経路の解明 
 
未来型資源を利用する代謝経路の解明・ 
遺伝子発現制御機構の解明と異種遺伝子

発現  

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
 今世紀の炭素・エネルギー資源は、国内外を問わず、資源の豊富さ、利便性、経済性、優れた環境特性
から天然ガスが中心になるとされている。特に、メタンとメタノールは、廃棄物・木材資源などの未利用
バイオマスからの循環利用が可能な未来型天然資源でもある。微生物を利用するバイオ産業も例外ではな
く、これらの C1 化合物を微生物培養原料とした場合には、上述の特徴に加えて、工業原料として高純度
であること、培養プロセスが環境に負荷を与えないことなどの利点も有しており、いかに、これらの未来
型天然資源を利用できる微生物の細胞機能を開発し、最大源に活用できるかが、今後の鍵となる技術開発
であると考えられる。 
 これまで、メタノールなどの還元型 C1 化合物を利用する微生物（メチロトローフ）の微生物機能開発
の研究を、異種遺伝子発現系による有用活性型タンパク質の生産を中心に進めてきた。特にその過程にお
いて、i) メチロトローフ酵母では単膜系オルガネラが高度に発達し、そのオルガネラへのタンパク輸送
機構を活用する物質生産系が構築できること、ii) メチロトローフ酵母の強力な異種遺伝子発現機構が異
種タンパク生産や生体触媒系として利用できること、iii) 自然界に普遍的に存在するメチロトローフ細
菌の C1 化合物代謝の進化的普遍性を見出すとともに、その代謝工学的展開を可能にしたこと、などの研
究成果を得ている。 

 本研究では、今世紀の未来型資源をバイオテクノロジーに活用することを踏まえ、メチロトロ
ーフに加えて、未利用資源であるガス状あるいは固形アルカンなどを利用する微生物について、
その分子細胞生物学的見地から、メチロトローフやアルカン資化性菌の高度利用を目的として、
バイテクノロジーとして有効な細胞機能を抽出し、機能開発するとともに、これらの有用微生物
の分子細胞生物学的基盤を理解することを研究目的とする。すなわち、本研究の特徴は、未来型
資源を利用する有用微生物の理解を、代謝経路のみならず、細胞構造・遺伝子発現の３つの観点
から総合的に理解し、それぞれの側面からバイオテクノロジーに利用しようとする点が、先進的
かつ独創的な点である。  
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⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。）  

ワックスエステル生産・新規糖生産 

ホルムアルデヒド耐性の非メチロトロフ(植物など)への賦与 

細胞内可視化プローブの開発

代謝酵素系及び遺伝

子・生理機能の解明

生化学的側面

細胞生物学的側面

分子生物学的側面

ホルムアルデヒド・グルタチオン・酸化ストレス代謝関連遺伝

子群のクローニングと遺伝子破壊による生理機能解明 

非メチロトロフやアーケアにおけるC 1代謝系の発見と生理機能 

ホルムアルデヒド固定系酵素群融合遺伝子の発見 

新規プロパン代謝系の発見と酵素系の解明

C 1誘導性遺伝子発現の分

子機構の解明

膜成分分子によるオルガ

ネラ・ダイナミクス分子

機構の解明

分子細胞生物学的総合理解 

(目的)

本研究の成果

オルガネラ分解に関わる新規遺伝子群の同定 

新規膜構造体と新しいシグナル経路の発見 

ワックスエステル蓄積構造体の発見 

オルガネラタンパク質の新しい分解経路の発見

ホルムアルデヒド除去システム・耐性マーカーの開発 

過酸化脂質・酸化ストレスの定量系の開発 

新規酸化還元酵素による不斉還元および部位特異的酸化

メタノール誘導性プロモーターにおけるD N A 結合領域の決定

(細菌・酵母)とD N A 結合タンパクの同定(細菌)

効率的なメタノール誘導性プロモーターの開発 

高分泌性宿主による有用タンパク質生産

未来型資源
C 1化合物 

長鎖アルカン 

ガス状アルカン

微生物

学術的成果/ 応用機能開発における成果

 
(I) 生化学的側面に関する新しい知見と成果 
 ホルムアルデヒドの生物毒性に関しては、ハウスシック症候群が知られているように、天然ガスやメ
タノールを原料として大量に用いる場合、避けて通れない問題の一つである。C1 微生物にはホルムアル
デヒドを代謝・解毒する酵素が備わっている。このような酵素系についてメタノール資化性酵母よりク
ローン化し、遺伝子破壊によりその生理的意義を明らかにした。一方、これまで未発表のものを含める
と２種のアーケアも含めて、７種類のリブロースモノリン酸経路オペロンをクローン化した。中でもア
ーケアより単離した遺伝子は本来２つの読み枠から合成される２つの酵素が互いに融合遺伝子として存
在することが明らかとなった。さらに遺伝子破壊の可能なアーケアである Pyrococcus kodakaraensis の
HPS-PHI 遺伝子を破壊することにより、多くのアーケアにおける五炭糖合成がリブロースモノリン酸経
路に依存しており、本経路にはホルムアルデヒド固定以外にも重要な生理機能を持っていることを明ら
かにした。HPS-PHI 融合遺伝子を植物・大腸菌などに導入するとホルムアルデヒド耐性を示し、植物形
質転換体はホルムアルデヒド吸収能を示した。極長鎖アルカン及びガス状アルカンの代謝系に関連して、
長鎖アルカン代謝系酵素を精製し、その性状を明らかにするとともに、その生物資源が枯渇しつつある
有用ワックスエステルの微生物による生産系を構築した。また、プロパン代謝については、その酸化に
より 2-プロパノール・アセトンを経て、分解される subterminal 酸化によって分解されることを初めて
示し、さらにその代謝系に関わる全ての遺伝子を得た。特にアセトンの酸化が新奇酵素により触媒され
ていることがわかった。また、ホルムアルデヒド代謝とグルタチオン代謝・酸化ストレス代謝との関連
性についても、それを司る転写因子の同定に成功し、現在、明らかになりつつあるところである。 
 
 (II)  細胞生物学的側面に関する新しい知見と成果 
 メタノールに生育している酵母をある環境条件化に移すと、ペルオキシソームと呼ばれる特定のオルガネラ
が液胞によって分解される。これが、一細胞観察により液胞のダイナミックな形態変化を伴う現象であるとと
もに、それに必要な３0 近くの ATG 遺伝子のクローン化と同定に成功した。またペルオキシソーム膜表面上に
これまで知られていない全く新しい膜構造体を発見し、Micropexophagic appratus: MIPA と名付けた。複数
の ATG 遺伝子、ならびにステロールグルコシドや PI などの膜脂質がこのような細胞内ダイナミクスや細胞内
構造の新生に関わっていることを明らかにした (次項参照)。また、ペルオキシソーム内のタンパク質分解がユ
ビキチン系によっても分解されることが明らかとなり、現在、解析を進めている。また元来ペルオキシソーム
に局在するとされているタンパク質であっても、ペルオキシソーム輸送シグナルに強弱があり弱いものでは細
胞質とペルオキシソームの両局在性を示すことを明らかにした、一方、n-アルカン資化性細菌がワックスエス
テルを著量生産する際、特徴的な構造体が時間とともに菌体内に出現することを明らかにした。以上の研究は
微生物の細胞内ダイナミクスのメカニズムを明らかにするのみならず、オルガネラ内でのタンパク質生産・ワ
ックスエステル生産に有用な知見である。 
 
 (III)  分子生物学的側面に関する新しい知見と成果 
 メタノール資化性細菌及び酵母を用いて、メタノールまたはホルムアルデヒド誘導性プロモーターと誘
導機構について解析した。細菌については trans-因子HxlRをクローン化してDNA結合領域を決定、HxlR
がホルムアルデヒド誘導性に必要なことを示した。酵母についてはメタノール誘導性 cis 領域について特
定した後、trans-因子について、様々な方法を用いて探索した結果、メタノールによって誘導される多く
の蛋白の発現に関わる新しい転写因子を同定し、現在、その機能解析を進めているところである。これら
の情報は高性能なメタノール誘導性プロモーターの開発のために必要な知見である。またフィターゼ・ト
ランスグルタミナーゼなどの有用酵素の分泌タンパク質の生産を、宿主変異・発現コンストラクトの改良
などにより、大幅に高めることに成功した。 
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⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 
 
(I) オルガネラ分解に関わる ATG 遺伝子群の同定・新しい膜構造体  MIPA(Micropexophagic 
appratus)の発見と新生膜合成・ダイナミクスの分子基盤 
 従来、オルガネラ分解の分子機構については、あらゆる生物を通して殆どわかっていなかった。
本研究代表者らはメタノール資化性酵母を材料に、ペルオキシソームが、ペキソファジーと呼ば
れるプロセスにより、液胞に選択的に取り込まれて分解することをリアルタイム観察により初め
て明らかにし  (J. Cell Biol. (1998))、その各過程に必要な３0 近くの ATG 遺伝子のクローン化と
同定に成功、さらに、ペルオキシソーム膜表面上にこれまで知られていない全く新しい膜構造体
があらたに出現することを発見し、Micropexophagic appratus: MIPA と名付けた。さらにペキ
ソファジーの膜ダイナミクスにはユビキチン様の脂質修飾システムやステロールグリコシドとい
う希少な膜脂質成分が深く関わっていること、最近、新たに２種のイノシトールリン脂質  PI3P と
PI4P が、ペキソファジーの過程では、全く異なる制御系を協調的に制御していることを明らか
にした(J. Cell Biol.改訂原稿投稿中)。これら一連の成果の一部は国際的学術雑誌である EMBO J.
（2003）や Mol. Biol. Cell (2004, 2005)、Genes to Cells (2002) などに掲載、Mol. Biol. Cell
と Genes to Cells 誌にはカバーストーリーとして取り上げられた。また関連総説の発表、国内外
におけるシンポジウム（Gordon 会議や米国細胞生物学会ワークショップなど）においての招待
講演を行っている。今後、オルガネラ内タンパク質生産と組み合わせた応用的成果を期待してい
る。  
 
(II) ホルムアルデヒドを資化するリブロースモノリン酸経路オペロンの構造と機能 
 当初、メチロトローフ細菌に見出されていたリブロースモノリン酸(RuMP)経路の鍵酵素 HPS と PHI
であるが、我々による遺伝子の構造決定以来、メチロトローフのみならず枯草菌やメタン菌・好熱菌など
のアーケアなど広くそのホルムアルデヒド固定系が存在していることが明らかとなった。これまで未発
表のものを含めて７種の微生物から RuMP オペロン遺伝子をクローン化しているが、そのうちアー
ケア属由来の RuMP オペロンでは、本来２つの読み枠から合成される HPS と PHI が互いに融合し
た一つの遺伝子として存在すること (J. Bacteriol. 2005)、さらに多くのアーケアでは、ホルムアル
デヒド固定というより、その逆反応であるリブロースなどの五炭糖合成経路であることを、生化学
および遺伝子破壊実験により明らかとした (J. Bacteriol., 改訂原稿投稿中)。また、枯草菌におけ
る HPS・PHI 遺伝子の発現が、DUF24 ファミリーに属する新しい DNA 結合タンパク質 HxlR に
より制御されていることを示し、その結合領域、調節領域について、生化学・分子生物学的に証明
した (Mol. Microbiol. 2005)。植物細胞・大腸菌・メタノール資化性細菌などに HPS-PHI 融合遺伝
子を導入することによりホルムアルデヒド耐性と吸収能の植物細胞へ賦与すること、本融合遺伝子
のマーカーとして用いるための応用研究が進行中である。 
 
(III) n- アルカン資化性細菌に見出したワックスエステルとともに生成する細胞内構造体の発見とワ
ックスエステル生産の代謝工学的設計 
 これまで Acinetobacter sp. M-1 株における n-アルカン資化経路を生化学的に明らかにしてきた。その
過程で、本菌がワックスエステルを著量蓄積できることを見出すとともに、新規なワックスエステルを蓄
積している構造体が菌体内に出現していることを見出した。細胞生物学的に新たな知見を得たのみならず、
応用利用上、最適な側鎖長を持つワックスエステルを自由に生産可能なことから注目を集めており、これ
らの成果が Appl. Environ Microbiol. (2002)に、また一連の成果をとりまとめた総説は Curr. Opinion 
Microbiology （2003）に掲載した。 
 一方、気体状アルカンであるプロパンやイソアルカンであるプリスタンの微生物代謝についてほとんど
不明であったが、Gordonia sp. TY-5 株では、サブターミナル酸化により 2-propanol をへてアセトンに
酸化されること、イソアルカンでの生育には、α-メチルアシル CoA ラセマーゼが必要なことを明らかに
した(J. Bacteriol. 2003, 2004)。さらにプロパン酸化により生じたアセトンは、新しいタイプの Baeyer 
-Villiger モノオキシゲナーゼによりメタノールと酢酸に導くことを初めて明らかにした(投稿準備中)。 
 
(IV) メタノール酵母を用いた異種タンパク質生産系の開発 
 フィターゼ・トランスグルタミナーゼ・カテプシンCなどの有用タンパク質の高発現法を確立した。ま
た共同研究により、植物細胞由来脂質改変酵素の発現と脂質のバイオコンバージョンにメタノール資化性
酵母発現系が有用なことを示した (Biosci. Biotechnol. Biochem., (2005) 論文賞 ; Appl. Microbiol. 
Biotechnol.(2002): Plant Cell Physiol. (2006); FEBS Lett. (2006)など)。 
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ペルオキシソーム分解に必要な膜構造の新生機構" 
 
第５回 酵素応用シンポジウム ２００4 年６月１１日 名鉄ニューグランドホテル  "メタノール誘導性遺伝子発現に

よる有用酵素大量生産系とそれを支える酵母細胞機能の分子基盤"  
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第１６回 酵母合同シンポジウム 「いま、酵母研究に何が求められているか」 ２００4 年６月３− ４日 大阪市立大学

学術総合センター 大ホール.  "オルガネラ分解における新しい膜動態制御機構: メチロトロフ酵母のペキソファジ

ー" 
 
第２回 近畿産学官連携フォーラム 「〜産学官"連携と共創"による近畿経済活性化に向けて〜」  

２００4年２月２０日 大阪府立女性総合センター   "微生物遺伝子資源の高等生物における機能発現とその利用" 
 
公開シンポジウム「蛋白質分解のメカニズムとバイオロジー」 ２００３年１２月１９ - ２０日 岡崎コンファレンスセン

ター  “ミクロオートファジーに APG 遺伝子群がどうして必要なのか？ 
 
平成１５年度 日本生化学会近畿支部シンポジウム 「脂質・糖鎖 vs タンパク質相互作用により制御される細胞内品質管

理のダイナミズム」２００３年１１月２１日 京大会館   “選択的オルガネラ分解における膜動態と脂質制御” 
 
平成１５年度 第５５回 日本生物工学会大会 シンポジウム 「実用酵母研究の現状と未来: ゲノム解析による育種の可

能性」２００３年９月１７日 熊本大学黒髭キャンパス内 “メタノール資化性酵母のゲノム情報と遺伝子挿入破壊

変異体を利用した細胞機能解析” 
 
第５５回 日本細胞生物学会大会・弟３５回日本発生生物学会大会 合同大会 (パシフィコ横浜)  

２００２年５月 23 日 細胞生物シンポジウム 3「プロティンキネシス - オルガネラの形成と制御-」"ミクロペキ

ソファジーにおける液胞膜の動態制御"  
 
藪田セミナー講演会・環境微生物研究会「微生物の物質輸送: ダイナミクスとアルゴリズム」２００２年１１月１５日 (倉

敷市芸文館)  “環境適応における酵母単膜系オルガネラの動態とその輸送系”  
 
科学研究費重点(B) 液胞研究班班会議及び液胞研究会 (KKR 京都 くに荘)  ２００２年１２月８− ９日  “ミクロオー

トファジーにともなって形成される新規な膜構造体について” 
 
第２５回 日本分子生物学会年会(パシフィコ横浜) ２００２年１２月１１日 シンポジウム 17 「ユビキチン関連蛋白

質分解システム」 "ミクロペキソファジーを制御する新しい膜構造体の形成と PAZ 遺伝子産物の機能" 
 
「細胞内ネットワークダイナミズム解析技術」〜ポストゲノム開発に向けた技術課題を探る〜公開シンポジウム 主催 経

済産業省 (METI)  新エネルギー・産業技術総合開発機構 (NEDO)、２００１年７月４日、サンシャイン 60 ビル "
細胞"を舞台にしたダイナミックバイオ技術- アレイ・セミインタクト・非侵襲性アナライザー - 

 
第２回「生命現象のネットワークシミュレーション」シンポジウム 主催 社団法人 JBIC (Japan Biological Informatics 

Consortium)  ホリデイ・イン (東京）２００１年９月１４日  "細胞内モニタリングを利用するダイナミックバイ

オ技術" 
 
第 5 回バイオ技術シーズ公開会 主催 近畿バイオインダストリー振興会議、千里ライフサイエンスセンター (大阪)、２

００１年９月１０日   "未来型"天然資源を利用する微生物の分子細胞生物学的総合理解と応用機能開発"   
 
平成１３年度日本生物工学会大会 シンポジウム (バイオインダストリー協会共催) ２００１年９月２７日 「細胞内輸送

工学: バイオテクノロジーと真核細胞タンパク質輸送機能の接点を探る」(オーガナイザー)  "細胞内輸送工学: その

コンセプトと応用領域" 
 
第７４回日本生化学会大会 シンポジウム「オートファジー研究の新展開: 膜動態の分子基盤」  

２００１年 10月 27日 国立京都国際会館 京都宝ヶ池プリンスホテル  "ミクロペキソファジーに必須なPaz遺伝

子産物による液胞膜の動態制御" 
 
科学研究費 重点領域(B)「液胞機能」 班会議 (２００１年 11 月 26-27 日、ルブラ王山, 名古屋)  

“Pichia pastoris ミクロペキソファジーにおける液胞膜の動態制御” 
 
公開シンポジウムタンパク質分解の最前線」 (２００１年 12 月 20-21 日、京都大学・芝蘭会館)"オルガネラ選択的分解の

分子機構--Paz2 分子とその修飾系による液胞膜ダイナミクスの調節  
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【特許】 

 
特許第３７２９９４６（登録日：２００５年１０月１４日）、出願番号：特願 平８− ２２９８８３（出願

日：１９９６年８月３０日）, 「アルコールオキシダーゼ及びこれを用いたアルデヒド類の製造方

法」発明者:  宮地伸也、堀田康司、加藤暢夫、阪井康能  出願者名: （株）コスモ総合研究所、

コスモ石油株式会社 
 
出願番号：特願 2004-297260「改変フィターゼ」発明者: 中山 章, 谷川峰子、里沢智美、番場伸一、阪

井康能、加藤 暢夫 出願者名: 三井化学株式会社 中西宏幸 特許出願日: 平成１６年１０月１２

日. 
 
出願番号：特願２００3− 407508「ホルムアルデヒドに対する耐性を植物に賦与する方法、環境中のホル

ムアルデヒドを植物に吸収させる方法」発明者: 泉井 桂、陳 麗梅、加藤暢夫、阪井康能、由里本

博也.出願者名: 京都大学長 特許出願日: 平成１５年１２月５日.  
 
科出願番号：特願２００１− ２４９７７１、特願２００２− ５６３２３「メタノール資化性酵母を用いた

トランスグルタミナーゼの製造法」発明者: 阪井康能、松井裕、加藤暢夫.  出願者名: 味の素株式

会社 特許出願日: 平成１３年８月２１日、平成１４年３月１日.  
 
出願番号：特願２００3− 314211、「環境の変化を検出するプローブ、タンパク質、それをコードする遺

伝子DNA、mRNAおよび環境の変化の検出方法」発明者: 阪井康能、加藤暢夫.  久下周佐、川井 淳、

岡 正則、出願者名: 東洋紡績株式会社 特許出願日: 平成１５年９月５日.  
 
 
出願番号： 特願２００３− ３４８６６８、「リン脂質の特異的検出方法および検出のための分子プロー

ブ並びにタンパク質、それをコードする遺伝子」 発明者： 阪井康能、加藤暢夫、奥公秀、川井

淳、川上文清、岡正則 出願者名:東洋紡績株式会社 特許出願日: 平成 15 年 10 月 7 日 
 
特許公開 特開２００３− １２７０１「酵母由来の新規多糖体」発明者: 伊藤 潔、望月 大資、徳田 淳

子、安楽城 正、高橋 均、吉谷 敏、加藤 暢夫、阪井康能、坂本 正弘.  出願者名: 三井化学

株式会社 特許出願日: 平成１３年(２００１)７月３日。（平成１５年１月１５日公開）  
 
 

 


