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１． は じ め に

地球上の生命圏の約８割は極地・高山・深海など年間を

通して０℃付近以下の低温環境である１）．冬季に低温にな

る地域も含めると，地球上の大部分の環境で生物は低温に

さらされる．このような環境に適応した好冷性微生物脚注＊

は，熱安定性の低い化合物の変換系構築や，寒冷期あるい

は寒冷地における環境浄化など，新しいバイオプロセスの

開発に有用と期待される２～５）．化学反応速度や拡散速度が

低下し，生体膜の流動性が低下する低温条件下で，微生物

がいかにして物質輸送や代謝反応をつつがなく進行させ効

率的に増殖するのか明らかにすることは，生物学的に重要

な課題であるだけでなく，好冷性微生物の産業利用に向け

た基盤的知見をあたえるものと考えられる．我々はこのよ

うな観点から南極海水や北極圏永久凍土から分離した好冷

性細菌脚注＊を対象とした研究を展開し，これらの細菌が生

産する好冷性酵素の特性解明６～１２），低温での物質輸送に関

わる膜タンパク質の同定１３），低温での生体膜機能維持に重

要な高度不飽和脂肪酸含有リン脂質の機能解明１４，１５），熱安

定性の低いタンパク質を効率的に生産する新しい発現系の

開発１６，１７）などに取り組んできた．本稿では，好冷性細菌の

低温適応に関わるタンパク質とリン脂質について，特に南

極海水由来の Shewanella livingstonensis Ac１０について筆者

らが行った研究の成果を中心に紹介する．また，本菌を宿

主としたタンパク質低温生産システムの開発についても併

せて紹介する．

２． 好冷性細菌の低温適応に関与するタンパク質

２―１． 好冷性酵素

好冷性細菌が低温環境で生育するためには個々の代謝反

応が速やかに進行する必要がある．その過程を触媒する酵

素の多くは，より高い温度で生育する生物の酵素に比べて

低温域での活性が高い４，１８～２０）．また，その多くは熱安定性

が低い．このような酵素を好冷性酵素と呼ぶが，これらの
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０℃付近の低温環境に適応した好冷性細菌は低温での物質生産や環境浄化に有用であ

り，また，それらが生産する好冷性酵素は産業用酵素として利用価値が高いと考えられて

いる．温度低下に伴う化学反応速度の低下，拡散速度の低下，膜流動性の低下などを好冷

性細菌がいかに克服しているのか，その分子機構を明らかにすることは生物学的に意義深

いだけでなく，好冷性細菌の産業利用に向けた基盤的知見をあたえるものとしても重要で

ある．本稿では筆者らの研究成果を中心に，低温で高い活性を示す好冷性酵素の構造的特

徴，好冷性細菌の環境適応に寄与する低温誘導性タンパク質の網羅的解析，高度不飽和脂

肪酸含有リン脂質が好冷性細菌の低温適応に果たす役割，好冷性細菌を宿主としたタンパ

ク質低温生産システムの開発などについて紹介する．
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脚注＊Richard Moritaは０～５℃で生育可能な微生物のう
ち，最適生育温度が１５℃以下で生育上限温度が２０℃以
下のものを好冷菌（psychrophile），生育上限温度が２０℃
より高いものを低温菌（psychrotroph または psychro-
tolerant）と定義した３８）．しかし，このような温度を境界
線とすることの妥当性は必ずしも明確ではなく，定義を
再検討すべきという議論もある３９）．本稿では好冷菌と低
温菌を区別せず，０℃付近の低温で生育する微生物や細
菌をまとめて好冷性微生物や好冷性細菌と呼ぶ．



特徴は酵素の活性部位が高いフレキシビリティーをもつこ

とでもたらされるものと考えられている．酵素反応の活性

化自由エネルギーΔG ‡は，以下の式によって活性化エン

タルピーΔH ‡および活性化エントロピーΔS ‡と関係づけ

られる．

ΔG ‡＝ΔH ‡－TΔS ‡（Tは絶対温度）

ΔG ‡を小さくすれば反応速度が大きくなる．詳細は他

稿４，１８，１９）に譲るが，好冷性酵素の多くでは，反応原系から遷

移状態への移行に伴って切断される結合（切断にエンタル

ピー変化を伴う結合）の数が少なく，これによりΔH ‡が

小さくなっている．これはすなわち酵素の活性部位が高い

フレキシビリティーをもつということでもあるが，高いフ

レキシビリティーは酵素の熱安定性を低下させる要因にも

なる．具体的には以下のような構造的特徴が高いフレキシ

ビリティーを生み出していると考えられている４，１８～２０）．

（１） 表面に電荷をもつアミノ酸残基，特に負電荷をもつ

アミノ酸残基が多い．溶媒である水分子との相互作用によ

るフレキシビリティーの増大，同じ電荷をもった残基間の

反発による不安定化などの効果があると考えられている．

（２） Arg／（Lys＋Arg）の値が小さいものが多い．Argは

Lysに比べてグアニジノ基を介して周辺残基とより多くの

塩橋形成，水素結合形成が可能であり，これによってタン

パク質を安定化する傾向がある．フレキシビリティーの高

い好冷性酵素では，Argの比率が低い傾向が見られる．

（３） 芳香環―芳香環相互作用や芳香環―アミノ基相互作用

が少ない．

（４） αへリックスが形成する双極子（N末端側が正，C

末端側が負）とそこに含まれるアミノ酸残基の電荷の相互

作用が弱い．C末端側に負電荷をもつアミノ酸残基が多い

場合や正電荷をもつアミノ酸残基が少ない場合，電荷―双

極子相互作用が弱まる．

（５） αへリックス中の Proの数が多く，αへリックスが
不安定化されている．

（６） ループ内の Proの数が少なく，Glyの数が多い．

ループが長い．

（７） Met（電荷間相互作用や双極子間相互作用に関与し

ない）の数が多い．

（８） 金属イオンによる二次構造間の架橋やドメイン間の

架橋が少ない．

（９） 構造を安定化するジスルフィド結合を欠く．

以上のように酵素にフレキシビリティーを付与する要因

は多様であるが，個々の好冷性酵素がこれらの特徴のすべ

てを備えているわけではない．これらのうちのいくつかを

備えることで低温での高い触媒活性が生み出されるものと

考えられている．

低温で活性が高く，熱安定性が低い好冷性酵素は，低温

で反応を行うことが望ましい場合や，使用後に穏和な条件

で酵素を失活させることが望ましい場合に有用である２，３）．

低温で反応を行うことには，反応系の加熱に要するエネル

ギーを節約できるというメリットや，望ましくない副反応

を抑制できるといったメリット，反応系に存在する熱安定

性の低い，あるいは揮発性の高い有効成分を保持できると

いったメリットがある．以上のような特徴により好冷性酵

素は洗剤用酵素，食品加工用酵素，分子生物学研究用酵

素，皮革加工用酵素，繊維加工用酵素などとしての応用が

期待されている．

２―２． 低温誘導性タンパク質

好冷性細菌の低温適応に重要なタンパク質を見いだす手

段の一つとして，低温誘導性タンパク質に着目して解析を

進めるというアプローチがある．低温適応に関わるタンパ

ク質は低温で必要とされるため，低温生育時に特異的に誘

導生産されるものが多いことが考えられる．このアプロー

チは特に全ゲノム配列が解読された生物種に有効であり，

Methanococcoides burtonii２１，２２），Bacillus psychrosaccharolyti-

cus２３），Psychrobacter cryohalolentis K５２４），Psychrobacter ar-

ticus ２７３-４２５），S. livingstonensis Ac１０１３）などについて，異な

る温度で生育した菌体のプロテオーム比較によって多くの

低温誘導性タンパク質が見いだされている２６）．

これらのうち，筆者らが主な研究対象としている南極海

水由来 S. livingstonensis Ac１０は４～２５℃で生育する好冷性

細菌である．４℃と１８℃で本菌を培養し，可溶性タンパ

ク質と膜タンパク質を二次元電気泳動で分離して比較解析

した結果，４℃での含量（全タンパク質に占める当該タン

パク質の割合）が１８℃の２倍以上のタンパク質として可

溶性タンパク質４７種，膜タンパク質５種が見いだされ

た１３）．これらをペプチドマスフィンガープリンティング法

で解析した結果，２６種の可溶性タンパク質と２種の膜タ

ンパク質が同定された（表１）．これらのタンパク質には

RNAの合成とフォールディングに関与するもの（RpoA，

GreA，CspA），タンパク質の合成とフォールディングに関

与するもの（TufB，Efp，LysU，Tig），膜輸送に関与する

もの（OmpA，OmpC），運動性に関与するもの（FlgE，

FlgF）などが含まれていた．低温誘導性の RpoA，GreA，

CspAは，配列によっては安定な塩基対が形成されて望ま

しくない RNAの二次構造ができやすい低温環境におい

て，正確で効率的な転写と，適切な RNAのフォールディ

ングに関わっている可能性が考えられる．Tigはペプチジ

ルプロリル cis-trans イソメラーゼとして機能し，低温条

件下におけるタンパク質の適切なフォールディングを助け

るものと推測される． OmpAや OmpCの低温での誘導は，

低温環境下で拡散速度が低下する影響を緩和し，栄養素な

どの効率的な取り込みに寄与していることが考えられる．

実際に OmpC遺伝子の破壊株では，低温での生育速度が

１０７３２００９年 １２月〕



顕著に低下することが示されている（未発表データ）．こ

のように低温誘導性タンパク質の網羅的解析を行うこと

で，好冷性細菌の低温適応機構を解明する手がかりが得ら

れている．

低温誘導性タンパク質の網羅的同定は上述のように種々

の好冷性細菌で進められているが，好冷性細菌の種類に

よって同定された低温誘導性タンパク質の種類は異な

る２６）．この結果からは好冷性細菌の種類によって低温適応

機構に違いのあることが示唆される．その一方で，異なる

好冷性細菌に共通する低温誘導性タンパク質もある．例え

ば CspA は ， P . cryohalolentis K５２４）， S . livingstonensis

Ac１０１３），Arthrobacter globiformis SI５５２７）などで低温誘導性

タンパク質として同定されている．ペプチジルプロリル

cis-trans イソメラーゼの低温誘導性は Shewanella sp.

SIB１２８），M. burtonii２１），P. articus２７３-４２５），S. livingstonensis

Ac１０１３）などで見いだされている．タンパク質の適切な

フォールディングのためにプロリル結合を異性化すること

は多くの細菌にとって低温で生育するために重要なプロセ

スであるものと考えられる．今後，個々のタンパク質の遺

伝子破壊実験などによって，それらの低温適応への関与の

詳細が明らかにされることが期待される．

表１ S. livngstonensis Ac１０の低温誘導性タンパク質

aデータベース上で当該タンパク質と最も高い相同性を示したタンパク質の名称．

〔生化学 第８１巻 第１２号１０７４



３． 好冷性細菌の低温適応に関与するリン脂質

S. livingstonensis Ac１０は４℃付近で生育する際に高度不

飽和脂肪酸の一種であるエイコサペンタエン酸（EPA）を

誘導生産する１４，１５）．EPAは全脂肪酸の約５％を占め，リン

脂質（ホスファチジルエタノールアミンおよびホスファチ

ジルグリセロール）のアシル鎖として存在する（図１）．

一方，１８℃付近で生育した菌体には EPAは検出されな

い．このような誘導特性から，EPAは本菌の低温適応に

重要な役割を担うものと推定された．高度不飽和脂肪酸は

他の海洋性好冷性細菌にも存在し２９～３４），これらの好冷性細

菌の低温適応にも高度不飽和脂肪酸が関与する可能性が考

えられた．

S. livingstonensis Ac１０において EPAが低温適応に関与

する可能性を検討するため，筆者らは本菌の EPA生合成

酵素遺伝子を相同組換えによって破壊し，EPA欠損株を

得た１４）．得られた EPA欠損株は本菌にとって比較的高い

温度である１８℃では野生株と同様に生育したが，低温域

では著しい生育阻害が見られた（図２）．一方，化学合成

した EPA含有リン脂質を EPA欠損株に添加したところ，

低温での生育が回復した１５）．これにより，EPAが本菌の低

温適応に重要な役割を担うことが示された．低温では

EPA欠損株が菌糸状に伸長して多核になったことから，

EPA欠損によって細胞分裂が阻害されたものと考えられ

た（図３A）．また，電子顕微鏡による観察によって，EPA

欠損株の細胞の中に異常な膜系が形成されることも明らか

になった（図３B）．

EPAのような高度不飽和脂肪酸含有リン脂質は一般に

生体膜の流動性保持に重要と考えられている３３）．しかし，

疎水性蛍光プローブであるピレンを用いた流動性測定で

は，野生株と EPA欠損株に顕著な差は認められなかっ

た１４）．一方，３７℃で生育した Escherichia coli と４℃で生

育した S. livingstonensis Ac１０の膜流動性については，後者

でより高い流動性が見いだされた．４℃で生育した S. liv-

ingstonensis Ac１０ではパルミトレイン酸とイソペンタデカ

ン酸がそれぞれ全脂肪酸の４３％と２７％を占める主要な脂

肪酸であり，これらの不飽和脂肪酸と比較的鎖長の短い脂

肪酸によって E. coli よりも高い膜の流動性が確保されて

いるものと考えられた．一方，全脂肪酸の５％を占めるに

過ぎない EPAの膜全体の流動性への寄与は小さいものと

考えられた．

ピレンを用いた流動性測定の結果は，EPAが膜流動性

保持以外の機能をもつことを示唆するものである．しか

し，この結果は疎水性低分子化合物の膜内での拡散速度と

いう一つの指標で流動性を評価したものであり，この方法

で検出できないわずかな，あるいは局所的な流動性変化が

細胞分裂阻害や膜生合成異常などを引き起こした可能性も

排除できない．そこで，膜の流動性におよぼす影響が異な

る種々の EPAアナログ（二重結合の数や位置が異なる脂

肪酸）を sn-２位に含むリン脂質を化学合成し，それらを

EPA欠損株に添加したときの表現型を調べた． その結果，

Tm値（液晶状態からゲル状態への転移温度）が高い脂肪

酸を含むリン脂質で，Tm値が低い脂肪酸を含むリン脂質

よりも，高い生育回復が見られるケースのあることがわ

図１ EPA含有リン脂質の構造
S. livingstonensis Ac１０には sn-２位に EPAをもつホスファチジルエタノールアミン（X＝―CH２CH２
NH３＋）とホスファチジルグリセロール（X＝―CH２CH（OH）CH２OH）が存在する．

図２ EPAを欠損した S. livingstonensis Ac１０の生育特性
野生株（●）および EPA欠損株（○，△）を LB培地（●，○）
または LB培地に EPA含有リン脂質（１-オレオイル-２-エイコサ
ペンタエノイル-sn-グリセロ-３-ホスホエタノールアミン（EPA-
PE））を添加した培地（△）で培養した．培養温度は６℃．

１０７５２００９年 １２月〕



かった（未発表データ）．ゲル化しやすく流動性保持効果

が小さいと考えられる脂肪酸でより顕著に EPAの代替効

果が見られるという結果は，EPA含有リン脂質が膜流動

性保持以外の機能を担う可能性を強く示唆するものといえ

る．

Shewanella marinintestina IK-１では，EPA欠損株が野生

株に比べて高い過酸化水素感受性を示す３５）．EPA含有リン

脂質が活性酸素分子種の膜透過性を下げる効果をもつもの

と考えられている．一方，S. livingstonensis Ac１０に関して

は EPA欠損による過酸化水素感受性の増大は認められな

かった（未発表データ）．このような違いが生じる理由は

不明であるが，EPA含量の違いが一因である可能性は考

えられる．S. marinintestina IK-１の EPA含量は２０℃で全

脂肪酸の１７．５％であり３０），S. livingstonensis Ac１０の EPA

含量（４℃で５％）よりも多い．EPA含有リン脂質の濃度

が高いことが過酸化水素耐性付与に重要である可能性も考

えられ，このような可能性について今後検討していくこと

が必要であろう．

EPA含有リン脂質の酸化ストレス耐性付与以外の機能

として，筆者らは，EPA含有リン脂質が特定の膜タンパ

ク質と特異的に相互作用することでそれらの機能や安定性

に影響を及ぼす可能性を考えている．筆者らは，S. living-

stonensis Ac１０の野生株と EPA欠損株で膜タンパク質のプ

ロテオーム解析を行うことにより，ポーリンタンパク質な

図３ EPAを欠損した S. livingstonensis Ac１０の形態学的特徴
A）野生株と EPA欠損株の光学顕微鏡写真．右端は EPA含有リン脂質添加培地で培養した EPA欠損株．写
真の下の数字は菌体長（n＝２０）．生育温度は６℃．
B）野生株（a，b）と EPA欠損株（c―f）の電子顕微鏡写真．b，d，fはそれぞれ a，c，eの枠内の拡大写真．
a―dは菌体の短軸に沿った断面，e，fは長軸に沿った断面．生育温度は４℃．
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ど，数種の膜タンパク質の含量が EPAの有無によって変

化することを見いだしている１４）．また，脂質輸送と細胞分

裂に関与する膜タンパク質の高生産によって EPA欠損株

の低温域における生育不全が回復することも見いだしてい

る（未発表データ）．これらの結果は，EPA含有リン脂質

が特定の膜タンパク質の機能発現に重要であることを示唆

している．膜タンパク質の表面に脂質分子が適切に結合す

ることは膜タンパク質の機能や安定性に重要であると考え

られる．EPA含有リン脂質と特定の膜タンパク質の間に

特異的な相互作用があるのか，そしてそれによってこれら

の機能や安定性が影響を受けるのかについては今後の重要

な検討課題である．そのような解析を通して高度不飽和脂

肪酸含有リン脂質の生理的役割の詳細が明らかになること

が期待される．

４． 好冷性細菌を利用したタンパク質低温生産システムの

開発

好冷性細菌が生産する好冷性酵素は上述のように食品加

工用酵素，洗剤添加用酵素などとして幅広い応用が期待さ

れている．筆者らは好冷性酵素の機能解析や応用開発を行

う過程で，E. coli を宿主としたタンパク質生産系で好冷性

酵素の高生産が困難なケースをしばしば経験してきた．そ

の原因の一つは目的タンパク質の熱安定性の低さにあると

考えられたため，好冷性細菌を外来タンパク質高生産の宿

主として開発し，熱安定性の低い好冷性酵素などの高生産

に適したタンパク質低温生産システムを構築することを考

えた．好冷性細菌を宿主とした生産系は，熱安定性の低い

タンパク質のみならず，常温での酵素活性が宿主に対して

毒性を示すようなタンパク質にも有効と考えられる．低温

では酵素活性の低下による毒性緩和が期待されるからであ

る．そこで，低温での菌体収量に優れ，また，全ゲノム情

報を利用した育種が可能な S. livingstonensis Ac１０を宿主と

したシステムを開発することにした．

まず，本菌の形質転換法を検討した．通常用いられてい

るエレクトロポレーションや化学的な手法では S. living-

stonensis を形質転換できなかったが，広宿主域プラスミド

を導入した E. coli と１８℃で接合させることで形質転換が

可能であることを見いだした１７）．

次に外来遺伝子の高発現に有効なプロモーターを探索し

た１７）．４℃と１８℃で生育した本菌のタンパク質を二次元電

気泳動で分析し，４℃での含量が総タンパク質量の１％以

上を占めるタンパク質，および４℃での含量が１８℃での

含量の２倍以上のタンパク質を同定し，これらの遺伝子の

プロモーター活性を調べた．これらのほか，低温で誘導生

産される EPAの生合成酵素遺伝子のプロモーター，およ

び低温誘導性 CspAのホモログ遺伝子二つのプロモーター

についても同様に検討を加えた．プロモーター活性の検討

では，それぞれの遺伝子の上流域約３００bpを β-ラクタ

マーゼ遺伝子の上流に挿入し，広宿主域プラスミド

pJRD２１５を用いて S. livingstonensis Ac１０に導入した．これ

を４℃と１８℃で培養し，細胞抽出液の β-ラクタマーゼ活

性を測定することでプロモーター活性を評価した．その結

果，シャペロニン GroES，アルキルヒドロペルオキシドレ

ダクターゼ AhpC，コールドショックタンパク質 CspAホ

モログのプロモーター（それぞれ AP２，LI３，OP４）が４℃

あるいは１８℃で高い活性を示した．定常期では LI３プロ

モーターを用いた場合に，４℃と１８℃のいずれにおいて

も最も高い β-ラクタマーゼの生産量が得られた．

そこで LI３プロモーターを用い，S. livingstonensis Ac１０

を宿主として，種々の外来タンパク質の高生産を試みた．

β-ガラクトシダーゼ遺伝子を LI３プロモーターの下流に挿

入した場合，４℃で２８mg／L-培養液，１８℃で１２０mg／L-培

養液の β-ガラクトシダーゼが生産された１７）．

次に，この生産システムが好冷性酵素など熱安定性の低

いタンパク質の生産に有効か検討するために，生育至適温

度が１０℃の好冷性細菌 Desulfotalea psychrophila DMS

１２３４３３６）由来の４種のタンパク質（オリゴエンドペプチダー

ゼ PepF，ロイシルアミノペプチダーゼ LAP，プロリダー

ゼ PepQ，β-グルコシダーゼ BglA）の生産を試みた．一般

に好冷性細菌由来のタンパク質の熱安定性は，常温菌や好

熱菌由来のタンパク質と比べて低いことが知られており，

ここで用いた D. psychrophila 由来の PepFの場合，３０℃，

３０分間の処理で活性がほぼ半減する．PepFを含むこれら

４種のタンパク質を S. livingstonensis Ac１０を宿主として

４℃と１８℃で生産した（図４）１７）．また，同じタンパク質

を，E. coli を宿主とし，T７プロモーターを用いて生産し

た．E. coli を宿主として３７℃で培養した場合は，BglA以

外の３種のタンパク質は電気泳動でのバンドとして検出さ

れるレベルでは生産されなかった．E. coli の培養温度を

１８℃に下げるといずれのタンパク質も生産されるように

なったが，PepFと PepQに関しては，S. livingstonensis

Ac１０を宿主として１８℃で培養した方が単位培養液量あた

りの生産量が多かった．一方，LAPの生産量は E. coli を

宿主として１８℃で培養した場合の方が多く，BglAに関し

ては，３７℃で E. coli を宿主とした場合が最も多かった．

S. livingstonensis Ac１０を宿主とした生産系では，いずれの

タンパク質に関しても１８℃で培養したときの生産量が

４℃で培養したときの生産量を上回った．この一因として

は，発現に用いたプラスミドの細胞あたりのコピー数が

１８℃において４℃の場合の約３倍であることが考えられ

た．

以上のように S. livingstonensis Ac１０を宿主とした生産系

は，タンパク質の種類によっては，現在，最も広く利用さ

れている高発現系の一つである T７プロモーターを利用し
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た系に匹敵する，あるいはそれを上回る生産能をもつこと

が示された．筆者らが開発した好冷性細菌を宿主とするタ

ンパク質生産系は有用なものではあるが，それはまだ初歩

的なものであり，改善の余地が大いにある．さらに強力な

プロモーターの開発，多コピープラスミドの開発，宿主の

改変などによって，より優れた生産システムに改良できる

ことが期待される．

５． お わ り に

本稿でも紹介したように，好冷性酵素は産業用酵素とし

て大きな潜在能力を秘めている．しかしながらこれまでに

実用化された好冷性酵素は常温性酵素や耐熱性酵素と比べ

てはるかに少ない．研究の歴史が浅いことが一因である

が，好冷性酵素特有の安定性の低さが，生産，流通，使用

の妨げになる場合もある．低温での高い触媒活性を保持し

つつ，安定性を向上させることができれば，好冷性酵素の

応用範囲は飛躍的に広がるものと考えられる．分子進化工

学的な手法により低温での触媒活性を保持しつつ安定性を

高めることに成功した例もあり３７），今後，同様な試みが成

功すれば，好冷性酵素の用途はさらに広がるものと考えら

れる．

好冷性酵素の生産系としては，既存の E. coli を宿主と

したシステムなどが利用可能であるが，熱安定性の低さな

どが原因で高生産が難しい場合もある．本稿で紹介した好

冷性細菌を宿主とした異種タンパク質生産システムのさら

なる改良にも大きな期待がもたれる．また，より優れた生

産システムを開発・改良していくためには，好冷性細菌の

低温適応機構の分子レベルでの理解を深めていくことが重

要であると考えられる．
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