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安定同位体利用技術

安定同位体でバイオテクノロジーのための
微生物機能を探る
足立恭子

総 説



１． は じ め に

バイオテクノロジー分野での安定同位体の利

用は，有用物質の生合成経路，あるいは環境汚

染物質生分解代謝経路・機構の解明のために用

いられてきた。更に，明らかにされた代謝経路

と関係遺伝子の定量的解析を行うことにより微

生物代謝の最適化を目指すメタボリックエンジ

ニアリング（代謝工学）では，安定同位体標識

化合物を用いたフラックス解析が重要な技術と

して確立されている。

１９７０～８０年代には新規有用天然物の構造が

決定されるとすぐに生合成経路の解明まで行わ

れたが，その後は新規の骨格を有する天然物が

少なくなったため，生合成経路を調べる必要が

なくなってきた。しかし１９９０年代の後半にな

ると，バイオテクノロジー技術の進歩と応用に

伴い，天然物の生合成遺伝子取得あるいは取得

した遺伝子の機能解析の目的で，合成経路を詳

細により確かな方法で調べなければならない状

況となった。特にポリケチド合成系はその産物

が生理活性物質として非常に有用な化合物が多

いため，最も研究例が多い分野であり，代謝経

路並びに遺伝子ともに詳細に調べられている１）。

一方，医薬品以外の化成品についてもバイオプ

ロセスによる生産を目指す，いわゆるグリーン

バイオテクノロジーの試み２）がなされるように

なり，この分野でも安定同位体を用いた標識実

験による微生物代謝経路の解明が重要になって

いる。

ところが，微生物機能や代謝経路が非常に多

様であるため，それらを解明するための安定同

位体の利用方法も常法からは少し外れて，目的

に合致した利用法を工夫する必要がある場合も

多い。ここでは，筆者の所属する海洋バイオテ

クノロジー研究所（MBI）での安定同位体を利

用した研究成果を中心に，バイオテクノロジー

分野での微生物機能の利用を目指した新しい知

見並びに関連する研究の現状を紹介する。

２． 有用物質の生合成経路の解明

微生物の有用機能の探索は，主として陸上微

生物を中心に精力的に行われ，発酵工業や医薬

などの分野で有用性が確立されたものも多い。

一方，微生物を単離培養することなく分子遺伝

学的手法による解析を行った結果，無脊椎動物

や海藻などの生物体内/表面を含む海洋環境は，

陸上微生物とは異なる未知微生物の宝庫である
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ことが明らかとなってきた。それら未知海洋微

生物は，エネルギー機構や代謝経路が陸上微生

物とは異なっていて，新たな有用機能（物質，

酵素，遺伝子など）を有していることが期待で

きる。筆者らは，多様な海洋環境から各種方法

で既に５００００株以上の微生物を分離しており，

多くの外部研究機関と共同して網羅的機能解析

を進めている。

その中のスクリーニング法のひとつとして，

MBI では HPLC/PDA，NMRを中心としたメ

タボロミクス分析により，効率的に微生物中の

有用代謝物を検出・解析することを試みている。

つまり，代謝物の構造から有用酵素/遺伝子の

存在を予想し，それらを取得しようというので

ある。多くの新規代謝物あるいは有用物質が検

出，単離精製された中で，筆者らは次の２種類

の化合物がバイオテクノロジー分野で有用と考

えて，生合成経路の解析を行った。

ひとつは，海洋の石油汚染現場などでアルカ

ン分解を行っている Alcanivorax 属細菌の生産

する新規抗菌物質３―（５―ヒドロキシ―２―メチル―

６―オキソ―６H―ピラン―３―イル）―２―メチルアクリル

酸（HPMA）である（図１）。この海洋細菌は

世界中のどの海域にも生息していて，タンカー

事故などによる石油汚染が生じると主にアルカ

ン分解の役割を担っている３）。興味深いことに，

MBI の立地している岩手県釜石市の海洋から

同属の細菌を３株分離した後，実験室で一般的

な海洋細菌の生育培地であるマリンアガー２２１６

（Difco）上でコロニーを形成させてもどれも生

育が非常に悪くて，図２（A）に示したように透

明で肉眼ではわかりにくかった。一方，マリン

アガーに０．５％程度のピルビン酸ナトリウムを

加えた培地上では，図２（B）にようによく生育

してクリーム色のコロニーを形成した。この現

象は，同種の細菌で基準株である Alcanivorax

jadensis DSM１２１７８Tでも同様だったので，本

株を用いてピルビン酸ナトリウム存在下での代

謝物を調べたところ，図１に示した新規抗菌物

質HPMAを生産していることがわかった４）。

そこで，ピルビン酸からHPMAへの生合成

経路を明らかにするために，二重標識［１，２―
１３C２］ピルビン酸ナトリウムを用いて取込み実

験を行った。１３C―NMRを用いて１３C―１３C カップ

リングを観測する手法は，生合成研究の上で極

めて重要であり，他では代用できないために，

広範に使用されている５）。本実験でも，生産さ

れたHPMAを単離後１３C―NMR測定して，分

裂パターンを調べた。その結果から，図３に示

したような，通常のポリケチドの生合成機構と

は異なる機構が予想された。生産菌が特殊な海

洋細菌であることから，新規な生合成遺伝子/

酵素が期待できる。

また，海洋細菌 Microbulbifer sp. A４B―１７が，

抗菌物質４―ヒドロキシ安息香酸（４HBA）（図１

（B））とそのアルキルエステル体（パラベン）

をグルコースから産生することを見出した６）。

微生物がパラベンを蓄積するという報告は，本

図１ 海洋細菌から得られた有用物質の構造

図２ 海洋から分離した Alcanivorax 属細菌の寒天培

地上での生育の違い

A：マリンアガー培地

（MA）

B : MA＋０．５％ピルビン酸

ナトリウム
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株が初めてである。パラベンはシャンプーや化

粧品類に防腐剤として添加されている物質で，

工業的にはベンゼンから合成され，バイオテク

ノロジー技術では既に組み換え微生物でトルエ

ンからの合成ができている７）。しかし，いずれ

も原料に石油成分を用いているので，それらの

代わりにグルコースを用いるグリーンバイオテ

クノロジー技術のための生合成酵素遺伝子を単

離することを目的として，生合成経路を明らか

にすることを試みた。

微生物や植物で既に知られている４HBAの

生合成経路から，シキミ酸経路を経てコリスミ

酸が合成されるのは推定できた。その後，図４

のAと Bで示したどちらの経路を経るかは，４

HBAの１位と７位の炭素間の結合が途中過程

で切れたかどうかが重要な点となるので，それ

を解明するために二重標識［１，２―１３C２］ピルビン

酸ナトリウムを用いて取り込み実験を行った。

その結果，図４（a）の４HBAのように標識され

ていることがわかり，Chorismate lyase により

コリスミ酸から変換されることが予想された。

現在，Chorismate lyase をコードする ubiC 遺

伝子を，海洋細菌Microbulbifer sp. A４B―１７から

取得することを試みている。

図４ 二重標識［１，２―１３C２］ピルビン酸を用いた４HBAへの取り込み実験の結果と推定生合成経路Aと B

Bの代謝経路ではなかった

図３ 二重標識［１，２―１３C２］ピルビン酸を用いた取り込み実験の結果とHPMAの推定生合成経路
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その他の海洋細菌では，Vibrio 科細菌でロイ

シンからアセトンへの新規代謝経路が d７―ロイ

シン（（CD３）２CDCH２CHNH２COOH）を用いた取

り込み実験により，見つかったという報告があ

る８）。これは，GC―MS分析により Vibrio 経路

では d６―アセトンができ，Pseudomonas 経路で

は d５―アセトンができたことが示され，これま

で Pseudomonas 属細菌で知られていたロイシ

ンからアセトンへの代謝経路９）と異なる経路で

あることを証明している。

微生物の生合成経路にはまだまだ知られてい

ないものが多く，その中には工業的にも有用な

ものがあると予想される。最近では，放線菌で

新規ベンゼン環合成経路が堀之内らによって発

見された１０）。動物はベンゼン環合成能がない

が，４HBAのところでも述べたように，植物や

微生物はシキミ酸経路によってベンゼン環が合

成される。しかし，この放線菌ではベンゼン環

を有する化合物３―アミノ―４―ヒドロキシ安息香

酸（３，４―AHBA）が GriI，GliH という二つの

酵素によって，シキミ酸経路とは全く異なる経

路で生合成されることが明らかにされた。この

実験の際には，［２―１３C］及び［４―１３C］アスパラ

ギン酸，［３―１３C］ピルビン酸，［１―１３C］，［２―１３C］並

びに［６―１３C］グルコースの取込み実験を個別に

行い，３，４―AHBAのどの位置に取込まれたか詳

細に調べることで，図５の経路が確立された。

３，４―AHBAは機能性ポリマーの合成原料として

有用な化合物であり，前述した４HBAと同様，

工業原料の脱石油化という観点からも注目され

ている。

３． 環境汚染物質の分解・変換経路の解析

石油流出事故や工場などから環境中に放出さ

れた汚染物質を微生物によって除去しようとい

う試みはアメリカで１９８０年代頃から非常に盛

んになり，汚染物質を分解する微生物のスクリ

ーニングと共に分解過程の解明が放射性同位体

や安定同位体を用いて精力的に行われてきた。

石油分解の場合，ベンゼンやナフタレンなどの

芳香族化合物の分解を中心に解析が進み，第一

段階はどれも酸素の挿入による芳香族環の開裂

であった。MBI でもこれまでに多くの石油分

解菌を分離同定してきている３），１１）。

石油は多種類の芳香族/脂肪族炭化水素の混

合物なので，そのなかのどれか単一の化合物に

焦点をあてて分解菌を分離後，経路を解明する

ことがよく行われた。その中のひとつフェナン

スレン（Phe）の分解経路には，サリチル酸

（Sal）経路と O―フタル酸（OPA）経路の２種

が知られており，途中の１―ヒドロキシ―２―ナフ

タレン酸（１H２NA）から分岐されて，どちら

かの経路をたどって最終的には二酸化炭素と水

に分解される１２），１３）。しかし，途中経路で詳細が

明らかになっていない部分があり，筆者らは海

浜砂から分離した Phe 分解菌 Nocardioides sp.

KP７１４）を用いてそれらの解明を試みた。KP７

株は Phe を OPA経路で分解することがわかっ

たので，その１H２NAからの分解過程の第一段

階である１H２NA酸素添加酵素（HNAO）を精

製，生化学的性状を明らかにするとともに，

HNAO遺 伝 子 も 単 離 し た１５）―１７）。１H２NAが

図５ GriI，GriH による３，４―AHBAの生合成経路
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HNAOにより環開裂を受けるだけならば，反

応生産物はシス―２′―カルボキシベンザルピルビ

ン酸（cCBP）と考えられていたが（図６），ま

だ実際には確認されていなかった１８）。そこで，

筆者らは大腸菌で発現させたHNAOを用い

て，１H２NAとの反応過程をNMRで解析した。

最初に，これまで行われてきた反応産物の解

析と同様，基質である１H２NAとHNAO酵素

の反応溶液から弱酸性条件で有機溶媒抽出１８），

HPLC 精製後NMR解析を行ったところ，図６

に示した化合物 Iが確認された。これは精製過

程で弱酸性条件にしたためと考え，１H２NAと

HNAO酵素を重水（９９．９％D２O）で作製した

緩衝溶液に溶解しNMR管内で反応させ，反応

産物の経時変化を１H―NMRで直接観察するこ

とを試みた。その結果，反応産物はトランス―

２′―カルボキシベンザルピルビン酸（tCBP）単一

であることが明らかとなった。しかも，３位の

水素が重水素に置換した際に見られる，図７に

示したH―３とH―４のピークシグナル変化は，

全く観測されなかった。もし，開裂反応の最初

の産物が cCBP で化学的反応を経て tCBP にな

ったとしたら３位の水素が重水素に置換されて

いるはずであるが（図６），それが見られなか

ったことから，HNAO酵素反応産物は tCBP

であることを本実験で初めて証明した１９）。この

ように，反応産物中の重水素の置換を見ること

で反応経路の推定が可能である。

４． Stable Isotope Probing（SIP）

１９８０年代以降の分子微生物生態学や分子生

物学の発展により，環境中の微生物の全体像や

個々の微生物/酵素による環境汚染物質の分解

過程が徐々に明らかになってきたのは，上述し

たとおりである。しかし，例えば石油汚染現場

に生息する微生物群集のなかで検出された

DNA断片を持つ微生物が石油中に含まれるど

の有機化合物を実際に分解できるかが，分子微

生物生態学的手法では直接的に証明できなかっ

た。この問題を解決するために開発されたのが，

Stable Isotope Probing（SIP）である２０）。なか

でもRNA―based SIP（RNA―SIP）法２１）は最も

新しい方法で，原理は以下のとおりである（図

８参照）。１３C で標識された有機化合物をある微

生物が分解・資化すれば，その微生物の rRNA

も１３C で標識されるが，資化できない微生物の

rRNAには１３C が取り込まれない。微生物群集

全体より抽出した全 rRNAから資化菌由来の
１３C―rRNAを，非資化菌の１２C―rRNAと比重の違

いに基づいて遠心分離により分画する。この
１３C―rRNAの配列を解析することで資化機能を

担う微生物の属種を同定することができる。

rRNAに代わって rDNAでも全く同じ原理で，

同様のことが可能である。

MBI では，石油備蓄基地の周辺のような，

ベンゼン等石油系炭化水素で汚染された環境を

図６ １H２NAの開環反応で推定される二つの産物と化学反応
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浄化する分解菌に関する研究も行ってきた２２），２３）。

近年は，海洋などのオープンな環境に比べて研

究が遅れていた土壌や地下水中での嫌気的石油

分解に関する研究が注目を集めている。ベンゼ

ンについては，環境サンプルや集積培養物を使

用した実験で嫌気的に分解されているのが確認

されているにもかかわらず，今までに嫌気性ベ

ンゼン分解菌は１株しか単離されていない。

MBI でも，様々な環境サンプルを用いて集積

培養法により嫌気性ベンゼン分解菌の単離を試

みてきたが，単離にいたらなかった。そこで，

はじめに環境中で嫌気ベンゼン分解に関与して

いる細菌を SIP 法により１６S rDNA塩基配列

情報として特定した後，同情報を持つ細菌を非

選択的に単離する（集積培養しない）方法を試

みることにした２４）。

ガソリン汚染地域より採取した地下水に栄養

塩（リン，窒素），電子受容体（硝酸，硫酸イ

オン等）及び［１３C６］ベンゼンを添加して培養し，

ベンゼンの分解が観察された地下水の細菌から

rRNAを抽出した。密度勾配遠心分離した“重

い rRNA”（１３C―rRNA）を逆転写 PCRにかけ，

変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（DGGE）で細

菌叢を解析した結果，Betaproteobacteria に属す

る Azoarcus 属細菌がベンゼン分解に関与して

いることが示唆された。次に，Betaproteobacte-

ria の増殖に適した非選択的有機培地プレート

に地下水を塗布し，その上に形成するコロニー

をDGGEスクリーニングすることで上記

Azoarcus 属細菌群を単離した。それらの嫌気

的ベンゼン分解活性の解析は，放射性同位体１４C

標識ベンゼンを基質として与え，微生物の分解

によって生成される１４CO２を測定して確かめる

ことができ，SIP 法の有用性を実証できた。

SIP 法は，他にも酢酸資化菌２５），ピレン２６），

フェノール２１），セルロース２７），in vitro のモデ

ル系ではあるがヒト腸内のグルコース摂取細

菌２８）の同定にも使用され，便利な手法として広

く利用されつつある。

図７ 酵素反応後弱酸性で抽出して得た化合物 Iの pH７．５―D２O溶液中での経時変化
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５． お わ り に

安定同位体は，微生物の物質代謝機能を探る

上での重要なツールであることは現在でも疑う

余地がない。１９９０年代以降，分子微生物学や

バイオテクノロジー技術が目覚ましく発展して

きたなかでも，安定同位体による解析技術の基

礎が研究の進展の鍵となり，これらの分野の中

から新たな SIP という技術も生まれてきた。

一方，安定同位体による物質の生合成や分解

経路の探索は，目的毎にどのような標識化合物

を使用するのが適切か選ぶことが重要な問題で

あろう。また，生合成で残されている最も興味

深い課題は，カイメン等海洋無脊椎生物が有す

る医薬ソースとして重要な天然物の真の生産者

を確かめることである。それらは，海洋無脊椎

生物に共生している微生物であろうとずっと考

えられてきたが，海洋無脊椎生物の飼育や共生

微生物の分離培養が難しいことが研究の進展を

阻んでいた。これらの技術が確立した際には，

安定同位体の出番となることであろう。

微生物機能を遺伝子と関連づけ代謝のより詳

細なメカニズムを解析するために，従来の安定

同位体標識化合物を用いた代謝フラックス解析

と近年著しく発達してきたメタボローム解析を

統合して結果を考察しようという試みもなされ

ている。

紹介したMBI における研究成果は，新エネ

ルギー・産業技術総合開発機構（NEDO）から

委託されたプロジェクト「高機能化学製品等製

造法（海洋生物活用）の研究開発」，「複合生物

系等生物資源利用技術開発」，「生物機能を活用

した生産プロセスの基盤技術開発」，「ゲノム情

報に基づいた未知微生物遺伝資源ライブラリー

の構築」，「生分解・処理メカニズムの解析と制

御技術開発」のもとに行われた。
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