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低 栄養 性細菌 は極 限栄養 状態 の環境 下 にお いて も増殖可能 な細菌群 であ り、明確 な

定義 はないが、HOmg/L以 下 の炭素源 で も生育可能 な微生物 とす るのが一般 的で あ

る。低濃度 の炭素源 で生育 でき るこ とか ら、応用微生 物学上有用 で ある と考 え られ る

が、低栄養性 細菌 について の研究 はほ とん ど行 われ てい ない。 そ こで本研究 では備 蓄

原油 か ら単離 した超低栄養性細 菌Rhodococcuserythτ(～polisNgT・4株 のユニー クな

CO2要 求性 に着 目し、本菌 の炭 酸 固定 に関す る解析 を行 った。

まず、備蓄原 油サ ンプル か ら種 々の濃度 の栄 養培地 を用 い、低栄養性細 菌の単離 を

試 み た。 単離 された微 生物 は全 体的 に高GCグ ラム陽性菌い わゆ る放線 菌の割 合 が高

か ったが、炭 素源 無添加 の最少 培地(BM)か らはN9T4株 のみが単離 され 、16SrDNA

解析 、形態 学 ・生理学的特徴 か らRhodoeoccuserythτ(～polisと 同定 した。本菌 は極端

な低栄養 生育 を示 し、寒天や シ リカ ゲル を支持 体 としたBMプ レー トに良好 に生育す

るが、CO2制 限下で は生育せず 、また炭酸水素塩 の添加 によ りCO2制 限下で も生育 を

示 した ことか ら、本菌の超低栄養 生育 はCO2に 依存 してい るこ とが示唆 され た。 しか

しなが ら、既存 の炭 酸固定経 路の鍵酵 素活性 は検 出 されず 、エネル ギー源 の添加 も必

要 としない こ とか ら、本菌 は新 規 で高効 率 な炭酸 固定経路 を有 してい る可能性 が示唆

され た。 また 、 同様 の培 養 条件 を用 いて 、 自然 界 か ら微 生物 の単離 を試 みた とこ ろ

Rhodoooecus属 、Streptomycθs属 の放線 菌が単離 され 、N97｝4株 の よ うなCO2要 求

性超低栄養性 細菌 は 自然界 に広 く分布 してい る可能性 を示 した。

次 にNgT-4株 の低栄養 生育時 に発現す るタンパ ク質 についてデ ィフ ァレンシ ャルニ

次 元電気 泳 動解 析 を行 った。 そ の結 果 、 メタ ノール ：NDMAオ キ シ ドレダ ク ター ゼ

(MNO)と アルデ ヒ ドデ ヒ ドロゲナーゼ(ALDH)が 低 栄養 特異的 に発現 してい るこ

とを見 いだ した。 両酵 素 はメ タノール代 謝 に関連す る酵素 で ある ことか ら、ホル ムア

ルデ ヒ ド分解 能 について検討 した結果 、本菌 は高濃 度 のホル ムアルデ ヒ ド除去能 を持

ち、そ の活性 が低栄養 特異的 に発 現す る ことを明 らか に した。さらに、その活性 はCO2

によって も誘 導 され、上記2種 の酵素 が関与す るこ とを示 した。 また、ALDHに つい

て はその遺伝 子破 壊株 の取得 に成功 し、低 栄養 生育 に必須 であ るこ とも明 らかに した。

ホル ムアル デ ヒ ド固定経路 と して リブ ロー スモ ノ リン酸経路(RuMP経 路)の 存在

も示唆 し、結果 としてN9T4株 の低 栄養 生育 にお けるCO2要 求メカニズ ムを以下 の よ

うに推定 した。

(1)ALDHが 関与 してい る可能性 が あ る未知 の反応 に よ りCO2か らホル ムアルデ ヒ ド

が生成す る。(2)生 成 したホル ムアルデ ヒ ドはMNOに よって一時的 に不均化 され 、無

毒化 され る。(3)MNOの 逆反応 に よ り必要 に応 じてホル ムアルデ ヒ ドが生成 し、RuMP

経路 に よ り同化 され る。
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近年、地球 温暖化 に対す る関心が高 まってお り、そ の原 因の一つで あるCO2の 排 出

削減 が世界的 な問題 となってい る。 さ らに利 用可能 な資源 の脱石油化 、いわ ゆるグ リ

ー ンバイオの観点 か ら、現 大気 中のCO2由 来 のバイ オマス資源 の増産 は これ か らの地

球 に とって至上命題 であ る。従 って、生物 による効率 の良いCO2固 定(炭 酸 固定)系

の構 築はバイオ サイエ ンス にお け る重 要課題 の一つで あ る。 申請者 が所 属す る研究室

では産業上有用 な微 生物 の検索お よび育種 について研究 を進 めて い るが、本研 究 は低

栄養性 細菌 に着 目し、その検 索の過程 で見 いだ された新 しいCO2要 求性 に関す るもの

であ る。 低栄養性 細菌 について の基礎 的研究 は ほ とん ど行 われてお らず 、応用 につ い

て も限 られて い るの が現状 で あるが、培 養 コス トな どの観 点か ら今後重 要視 され得 る

微 生物群で ある。

申請者 はまず 、研 究室 の別 プ ロジ ェク トで使用 され ていた備 蓄原油 を微生物源 と し、

様 々な栄養源濃度 の培地 を用い 、低 栄養 性細 菌の単離 を試 みた。 その 中か ら炭素源無

添加 の無機 塩 か らな る培 地で生 育 可能 な グ ラム陽性 細菌RhodOCOCCUSθrythτOPOlis

NgT-4株 を単離 した。 申請者 は培養 環境 中か らCO2を 除去す る方法 を独 自に考案 し、

これ ま での独 立栄養 性 細 菌 に必要 な エネル ギー源 の添加 を必要 としな いユ ニー ク な

CO2要 求性 を見 いだ した。さ らに、N9T4株 の よ うなCO2要 求性 を示す超低栄養性細

菌 は広 く自然界 に も存在 してい る可能性 を示 した。

次 に対象 をN9T4株 に絞 り、そのCO2要 求性 につ いて生化学 ・分子 生物 学的検討

を進 めた。 まず 、プ ロテ オーム解析 に よ り本 菌の低栄養 生育 に特異 的に発現す るタ ン

パ ク質 と してMNOとALDHを 同定 した。両酵素 はメ タノール代謝 関連酵 素で あるこ

とか ら、本菌 のホル ムアル デ ヒ ド除去活 性 に着 目し、低栄養 条件 で培養 した菌体 が高

濃度 のホル ムアル デ ヒ ドを除去す る活性 を有 してい る ことを示す と同時 に、上記酵素

が誘 導 されてい る ことを見いだ した。 さらに、両酵 素活性 はCO2に よって も誘導 され

る ことを明 らか に し、低栄養 条件でCO2か らホル ムアル デ ヒ ドが生成 してい る可能性

を示 した。 上記酵素 の うち、ALDHに ついて はその遺伝 子破 壊株 の取得 に成 功 し、本

菌 の低栄養 生育 に必須 で あるこ とを明 らか に してい る。 「低 栄養性 」 と 「CO2要 求性 」

とい う現 象 に、生化 学 的検討 で見 いだ した 「ホル ムアルデ ヒ ド代謝」 を加 える ことに

よ り、CO2か らホル ムアルデ ヒ ドが生 じ、既 知の ホル ムアル デ ヒ ド固定経路へ と流れ

る新 しいCO2の 固定 メカニズ ムを提 唱す るに至 った。

以 上の よ うに、本論文 は超低 栄養 性細菌 のユニー クなCO2要 求性 と新 しい炭酸 固定

経路 の提 唱 を行 った もので あ り、学術 上、応用 上貢 献す るところが少 な くない。 よっ

て審査委 員一 同は、本論文 が博 士(バ イオサ イエ ンス)の 学位 論文 と して価値 あ るも

の と認 めた。


