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微生物パウダーとは

　循環型社会の構築に向け，環境負荷が低い物質生産
形態として，微生物の物質変換能を活用するバイオプ
ロセスに注目が集まっている。その開発には，多様な
機能遺伝子の獲得が必要とされているが，ゲノム解析
が進んでいる大腸菌ですら，いまだに3～5割の遺伝子
が機能未知であり，有用遺伝子の抽出が十分に容易な
状況にあるとは言えない。また，遺伝子産物どうしの
相互作用により発現する高度な機能や微生物間の相互

作用により発現する機能を，個々の遺伝子に還元して
理解する技術，さらには，そこから統合的に高次の生
物機能を理解し応用する技術の開発は，まだまだこれ
からである。筆者らは，機能ならびに表現型レベルで
の探索により，機能と関連付けられたゲノム情報を拡
張し，有用遺伝子・宿主の選抜を効率化するための技
術基盤構築に取り組んでおり，その 1つが微生物パウ
ダーライブラリーの整備とそれを活用する機能探索技
術開発である。
　微生物パウダーとは，微生物の培養細胞を乾燥し破
砕した粉末である。一見古典的であるが，これらの粉
末を試薬のように用いることで，微生物を扱うことに
付随する様々な面倒を払拭することができる。結果，
多菌種，多数の微生物を対象とした機能レベルでの探
索，特に遺伝子情報の乏しい新規な機能を見いだす際
の一次スクリーニングにおいて重要なツールとなる。
　筆者らは，NEDO「バイオものづくりプロジェクト」
の研究テーマ「データ駆動型統合バイオ生産マネジメ
ントシステム（Data-driven iBMS）の研究開発」において，
NBRC（独立行政法人製品評価技術基盤機構バイオテ
クノロジーセンター）と協力して，多菌種の微生物パ
ウダーのライブラリー化に取り組んだ。京都大学では，
細菌，放線菌，酵母，カビ，担子菌といった幅広い微
生物種，食品用などの目的別菌種を包括する約2000株
のライブラリーを構築した（図1）。NBRCにおいては，
作製手順の最適化により，菌種間のばらつきを抑え品
質の安定化を図った微生物パウダーが，「細菌セット」
「放線菌セット」「酵母セット」「高温菌セット」の 4種
類，1セットあたり 94株（96穴マイクロプレートに対
応）にて整備され，市販体制が構築されつつある。
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微生物パウダーを用いる機能探索の特徴

　微生物パウダーライブラリーの利用により，スク
リーニング時の菌体培養の手間を省くことができ，以
下の特徴から，効率的な物質変換機能の探索が可能と
なる。
　1）  培養済みであり生育阻害因子への配慮が不要。
　2）  膜処理により基質，補酵素（NAD（P）H，PLP，

ATP，CoAなど），生成物などの膜透過性に秀で
ている。

　3）  補酵素添加で補酵素要求性反応を顕在化できる。
　4）  水分が少なく疎水性物質や有機溶媒と相性が良

い。
　5）  菌体が丸ごと使えることにより，一酵素のみな

らず一連の代謝系までを評価可能。
　6）  細胞間の物質のやり取りが容易なため，複合酵

素系や複合微生物系の機能を評価可能。
　7）  作成処理に耐えた高安定性ツールが獲得可能。
　一方，デメリットもある。パウダー化菌体は，誘導
基質を含まない条件で培養しているため，誘導酵素に
は適用できない。また，膜タンパク質群など，タンパ
ク質相互作用が機能維持に必要な酵素系の場合，高次
構造の破壊により機能が弱化する可能性がある。

微生物パウダーを用いた探索事例

　酵素探索では，アミドヒドロラーゼ 1），リパーゼ/エ
ステラーゼ 2），グリコシダーゼ 3）といった加水分解酵素
のような単一酵素系の場合，基質と微生物パウダーを
緩衝液中で混合，インキュベートするだけでも活性が
検出され，実用化につながったものもあった 4）。この
際，微生物パウダーにおける基質・生成物の膜透過性
向上が功を奏し，洗浄菌体では観測されない活性が微
生物パウダーを用いる場合は検出可能となる事例が見
られた。加水分解酵素以外でも，芳香族カルボン酸脱
炭酸酵素，アミノ酸酸化酵素において，この傾向を観
察した。また，反応系への金属イオン等の補因子の添

加も容易で，金属依存性活性なども顕在化できた。ま
た，pH，温度などの条件の多様化も容易である。
　スクリーニングにおいては，ハイスループットな検
出系（蛍光・吸光度分析など）が選択されるケースが
多いが，微生物パウダーの場合は，菌体を丸ごと用い
ていることから予想外の生成物の蓄積も想定される。
筆者らは，反応基質や生成物の分析に，薄層クロマト
グラフィー（TLC），高速液体クロマトグラフィー
（HPLC），ガスクロマトグラフィー（GC）といった分
離分析を用いる場合が多い。また，スループット性を
鑑み，検出感度は低いが（高活性なものの取得を期待
して）TLCを採用する場合が多い。
　この分離分析の導入により，単一酵素反応にとどま
らず，引き続く代謝物の検出も可能となり，ひいては，
一連の化合物代謝経路を見いだすとともに，想定外の
有用酵素の取得につながったこともあった 5）。
　微生物パウダーを用いる探索系は，補酵素要求性酵
素の機能探索にて威力を発揮する。パウダー化により
補酵素分子の膜透過性が向上し，細胞内の補酵素要求
性酵素の機能を，制限要素を排除して顕在させ，評価
できる。ここでの制限要素とは，エネルギー（ATP量），
還元力（NAD（P）H量），CoAなどの補酵素量，電子伝
達メディエーター量などである。筆者らの事例では，
カルボニル基の不斉還元により光学活性アルコールを
生成するカルボニル還元酵素群の探索において 6, 7），グ
ルコース脱水素酵素を用いる還元型補酵素再生系との
共役により，目的酵素の探索を効率化している（図2）。
本酵素群に関しては，多数の酵素が実用化された 8, 9）。

複合酵素系探索への展開

　上述の補酵素要求性酵素の探索技術を，より複雑な
複合酵素系の探索技術に展開している。その一例が，
脂肪酸変換酵素系への展開である。脂肪酸変換は，ア
シル CoAを高エネルギー反応中間体とする場合が多

図 2　還元型補酵素再生系を共役させたカルボニル還元群
の探索系（青点線がパウダー化微生物）

図 1　微生物パウダーの作成とライブラリー化ならびに活用
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く，アシルCoAの誘導にあたっては，ATP供給系との
共役が必要となる。また，アシルCoAが細胞間でやり
取りされる必要もあり，多菌種が共役した反応系とな
るが，このような複雑な系も微生物パウダーを用いる
とデザイン可能である（図 3）。
　複合酵素系においては，酵素間の共役のみならず，
酵素安定化因子や活性化因子との共役も想定される。
例えば，多様な反応が触媒でき，その活用が期待され
る一方で不安定性から応用が難しい P450モノオキシ
ゲナーゼに関して，微生物パウダーが安定化因子の探
索に活用されている。この探索系も，P450モノオキシ
ゲナーゼ反応系に微生物パウダーを加える単純なもの
であるが，一定の安定化効果が観察されている。

未知機能性遺伝子探索への展開

　微生物パウダーライブラリーを活用する機能スク
リーニングは，遺伝子情報がない未開拓な酵素や，も
のづくり現場で有用な統合的な微生物機能の探索にお
いても有効である。
　筆者らが，核酸医薬の合成中間体となる 2’-O -メチ
ルヌクレオシドの合成に有用なヌクレオシダーゼの探
索を行った際には，目的反応を触媒し得る酵素の報告
がなかったことから，遺伝子情報は活用できず，酵素
反応の機能レベルでの探索に頼らざるを得なかった。
しかし，多菌種，多数の簡便な評価が可能な微生物パ
ウダーライブラリーの活用により，目的活性を見いだ
すことができた。その結果，たどり着いた酵素遺伝子
配列は，新規なヌクレオシダーゼファミリーを形成し
ていた 10）。微生物パウダーライブラリーを活用する機
能レベルの探索は，このような新たな遺伝子情報をも
たらし得る。
　育種技術の向上により，上述のような新規遺伝子の
活用も活発化し，実生産レベルへのスケールアップが
課題となってきている。その際，大型発酵槽内での

様々なストレスに耐え得るための機能遺伝子が必要と
なってきている。筆者らは，このような機能遺伝子の
探索にも微生物パウダーライブラリーを活用してい
る。例えば，油脂酵母の培養初期の生育立ち上がり不
全を解消すべく，類縁油脂酵母を対象にエネルギー産
生機能を ATP再生能の観点から網羅的に評価した（図
4）。選抜された酵母の解糖系遺伝子の解析から，効率
的な ATP産生に関与する候補遺伝子が浮かび上がり
つつある。

おわりに

　バイオものづくりを支援する微生物機能の探索に有
用な微生物パウダーライブラリーを紹介した。多菌種
を反応・機能レベルで複合的かつ直接的に評価可能な
微生物パウダーライブラリーの活用は，新規機能なら
びにそれを担う機能遺伝子の発見確率向上をもたらし
得る。今後，さらなる複合酵素系の拡充 11），複合微生
物系の展開にむけた共培養因子の特定 12），共培養技術
を活用した複合微生物系の新機能創出 13, 14）につながる
ことを期待したい。また，実生産スケールでの培養時
に求められる細胞の基礎代謝力や環境耐性など，バイ
オものづくりの社会実装を支援する機能を担う遺伝子
群や細胞群を特定するための機能探索基盤として，微
生物パウダーライブラリーが活用されることを期待し
たい。
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図 4　ATP再生能の検出に基づくエネルギー産生機能評価系
図 3　ATP産生系，アシル CoA合成系，アシル CoA変換
系が共役した脂肪酸変換複合酵素系の探索（青点線がパウ
ダー化微生物）


