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微生物とそれらが生産するタンパク質は，研究のみならず食
品・医薬・化成品産業と切っても切り離せない関係である
が，持続可能な環境調和社会と健康維持社会の実現に向け，
その社会的重要度・期待度はますます高まっている．ゲノム
情報が自由に手に入るようになった昨今でも，機能未知のタ
ンパク質が多く存在し，有用タンパク質の探索・微生物生産
に関する研究は盛んに行われている（図 1）．特に，いかに
利用しやすいものを見つけ出し，最適化するかは産業上最も
重要な課題の一つである．本稿では，主に食品産業分野での
微生物・タンパク質の利用や，それらにまつわる最近の技術
について，筆者の研究を交えながら解説する．

はじめに：有用タンパク質とその産業利用

特定の化学反応を触媒する酵素，分子を見分けて結合
する抗体，受容体に結合し細胞のシグナル伝達にかかわ
るペプチドホルモンなど，あらゆるタンパク質はそれぞ
れの機能を有している．われわれ人類は，そのような有
用タンパク質を探し，作り，利用することで，バイオ産
業を発展させるとともに生活を豊かなものにしてきた．

優れた耐熱性や触媒活性を有する微生物由来の酵素は食
品・医薬・化成品産業に必須であり，たとえばBacillus
属由来のα-アミラーゼは高熱でデンプンを分解し液状化
する際に古くから使用されている．また，本来異物から
身を守るために脊椎動物体内で作られている抗体は，特
定分子の存在量を調べるための検査や診断のほか，分子
標的薬（医薬品）としての利用が拡大し，2020年の市
場規模は125億USドルになるとも言われている(1)．血
糖値下降作用のある唯一のホルモンであるインスリン
は，1921年に膵臓からの単離に成功してから製剤化へ
の研究が進められ，1980年代には微生物（大腸菌や酵
母）による組換え大量生産が可能となった．以降，遺伝
子工学的手法による変異導入や化学修飾により，即効
性，持続性および溶解性などの改良が重ねられ，糖尿病
治療に利用されている(2)．そのほか，DNA増幅に使用
されるDNAポリメラーゼ，ホタル由来の発光タンパク
質であるルシフェラーゼ，クラゲ由来の緑色蛍光タンパ
ク質（Green Fluorescent Protein; GFP），西洋ワサビ由
来のペルオキシダーゼ（Horse Radish Peroxidase; 
HRP）などは，ライフサイエンス研究に欠かせないタ
ンパク質の一例である．
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このように，われわれの身近で利用されている有用タ
ンパク質の例を挙げるときりがないのだが，まだまだ人
類に見つけられていない（あるいは創られていない）タ
ンパク質の産業利用に対する期待は高く，より扱いやす
く高機能なタンパク質を創り，利用するための研究開発
が盛んである．

有用タンパク質のスクリーニング法の発展

では，有用タンパク質はどのように探し手に入れるの
だろうか．ここでは，酵素を例に考えてみたい．とある
反応を高温で触媒する酵素が欲しい，という目的をもっ
た場合，所望の機能を有する酵素を理論的にゼロからデ
ザインすることは，究極の理想であるものの，現在の科
学水準では不可能である．
したがって，まずは手軽に培養できる微生物を対象

に，自然界からスクリーニングする（探す）ところから
始めるのが一般的である(3)．つまり，土壌，河川水，ま
たは海水などをサンプリングし，適当な培地で培養して
微生物を単離する．その菌体破砕物や培養上清などを粗
酵素液として，目的反応を触媒しうるかを確認してい
く．ここでは，目的酵素の生産量と活性（質）の両方が
伴ったときに初めて当たりとして釣り上げられ，次のス
テージ（育種，変異導入，培養条件検討など）へ進むこ
ととなる．つまり，探索源の微生物が非常に優れた質の
酵素を保有していても，スクリーニング工程で生産性や
活性が低い場合は，簡単に見逃してしまう．したがっ
て，産業界では，独自のスクリーニング技術が製品開発
の肝とも言え，工夫を続けながら社内ノウハウとして保
持することが競争力を発揮するために重要であると考え
られる．そのためか，スクリーニング技術に関する詳細
な情報は入手しにくい．

図1 ■ 有用タンパク質の探索・評価から産業利用までの流れ
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ジュース，洗剤，医薬品，排水処理，再生可能エ
ネルギーなど，さまざまなものが微生物やその酵素に
支えられていることをご存じでしょうか．80℃以上
もの高温や有機溶媒にも強いもの，逆に低温でも活
性の高い酵素など，それぞれの特性を活かして，バイ
オ産業を支えています．ここでは，皆さんの意外と
身近な物にもかかわる，糖と酵素にまつわる話を紹
介します．
＜ジュースの中の成分＞
甘いジュースには何が入っているでしょうか？　
甘い＝砂糖とは限りません．ボトルや缶のラベルを
見てみてください．「果糖ぶどう糖液糖」と書かれて
いるものには，実は果糖（フラクトース）とぶどう糖
（グルコース）が入っており，これは，トウモロコシ
デンプンの液化，グルコースへの低分子化，フラク

トースへの異性化，という一連の酵素反応で工業製
造されています．最後の，グルコースからフラクトー
スへの異性化は，学名としてはキシロースイソメ
ラーゼ（EC 5.3.1.5）の固定化酵素による反応で，
1960年代に日本で開発されたものです．砂糖もグル
コースもフラクトースも，人間が甘く感じることは
同じですが，甘味度や脳が感じるまでの時間などの
「感じ方」が異なるため，冷たい飲料を一番おいしく
感じられるように配合されています．
＜消臭剤の成分＞
布にシュッシュとスプレーする消臭剤にも，トウ

モロコシデンプン由来の成分が入っています．本文
にも出てくるCGTaseという酵素をデンプンに作用さ
せると，グルコース6～8分子が環状につながったシ
クロデキストリンと呼ばれるものを作ることができ
ます．この環状分子の内側に匂い成分が入り込む「包
接」という現象により，消臭効果が得られるのです．

コ ラ ム
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微生物の入手源としてカルチャーコレクションも利用
可能であり，日本においては2002年にNational BioRe-
source Projectが発足し，微生物を含めさまざまな生物
資源の提供環境が整ってきている．DSMZ（ドイツ），
ATC C（アメリカ）などから菌株を入手することも可
能である．ただし，無料ではないことと利用制限がある
場合があるため，産業利用においては注意が必要であ
る．
一方で，上記のようないわゆる伝統的な培養・育種に

よる有用タンパク質の開発とは別に，DNAシーケンス
技術とバイオインフォマティクスの発展に伴い，培養で
きない微生物由来の遺伝子資源を直接的に取り出すメタ
ゲノム技術を利用できるようになり(4)，実際にさまざま
な有用酵素が見つかっている(5)．ヒト腸内メタゲノム解
析でtrans-4-hydroxy-L-prolineを代謝しうる新規酵素が
報告されるなど(6)，本技術では，全く新しい触媒機能を
有する酵素の発見も期待できることが魅力である．一方
で，機能評価時に使用するタンパク質発現系や酵素反応
の基質種類によっては，評価困難な場合も多いことが課
題として指摘されている(7)．
さらに，最近は，ゲノムデータベースと人工遺伝子合

成技術が発達し，環境中から微生物や遺伝子を増幅しな
くとも，好きな遺伝子を合成し，好きな宿主ベクター系
で発現させ評価できるようになってきた．微生物菌株の
ゲノム解析や上述のようなメタゲノム解析で得られた 
配列は，National Center for Biotechnology Information
（NCBI）のようなデータベースを通し自由に知ることが
できるため，気になる遺伝子があれば，数万円で，ベク
ターに組み込まれた状態で入手することができる．ここ
で重要なことは，データベース上の遺伝子は，既知のタ
ンパク質配列情報を基に自動的にアノテーションされて
いるだけのことが大多数であり，実験的に性質決定され
ているものはごく僅かである点である(8)．事実，メタゲ
ノム解析で報告される遺伝子数と実験的に性質決定され
るタンパク質数には大きなギャップがあり，その比率は
漸近的に0％に近づいているという(9)．したがって，ど
のような機能を有し，どういった温度やpHで働くタン
パク質なのかは，実際に調べてみないとわからない．
筆者らは，N-Acylglucosamine 2-epimerase（AGE）

という酵素名で登録されていた複数の遺伝子が，実は異
なる反応を触媒するCellobiose 2-epimerase（CE）であ
ることを明らかにした(10)．そのなかでも，海洋性微生
物Rhodothermus marinus由来CEは，80°C以上の高温
でも高い活性を示し，プレバイオティクス効果やミネラ
ル吸収促進効果が報告されているエピラクトース（ラク

トース中のガラクトースがマンノースに異性化した希少
糖）の工業製造に適していた(11)．
データベースへの登録は登録者側の任意であり，われ
われが活用できる情報はほんの一部である（＝偏ってい
る）可能性や，ミスアノテーションといった不正確な情
報も多い(12)，という点に注意し，増え続ける情報量の
どこに目を付けて利用するかが大きなポイントであると
考えられる．

迅速簡便な微生物同定法：MALDI-TOF MSの利
用
所望の酵素を有する微生物を自然界から単離した場
合，まずはその微生物が何者なのかを同定する必要があ
る．それは，バイオセーフティの観点と，見つけた酵素
が新規かどうかを判断するために重要である．
微生物同定法としては，16S rRNA（原核）や18S 

rRNA（真核）の遺伝子をPCRで増幅し，その塩基配列
を解析する手法がよく用いられている．しかし，1）迅
速性に欠ける，2）人手と技術が必要，3）菌種によって
は属・種レベル以上の詳しい同定ができない場合があ
る，といった課題があった．
そんななか，マトリックス支援レーザー脱離イオン化
飛行時間型質量分析計（MALDI-TOF MS）を用いた微
生物同定法は，新たな迅速分析法として2000年代以降
台頭してきた(13)．本手法の最大の魅力は，ハイスルー
プット性とランニングコストの低さであろう．基本的に
は，シングルコロニー程度の菌体試料とごく少量のマト
リックス溶液（イオン化補助剤）と混合し測定するのみ
で，1検体あたり1分以内に同定結果が得られる（図2）．
MALDI-TOF MSによる微生物同定法は，臨床微生物検
査分野を中心に急速に拡大し，米国では2013年にFDA
に認可された．
MALDI-TOF MSによる微生物同定の仕組みは，分析
によって得られるタンパク質（主にリボソームタンパク
質サブユニットやハウスキーピングタンパク質）の質量
スペクトル（質量電荷比m/z 2,000～20,000程度）を，
あらかじめデータベースに収載された各菌種のスペクト
ル情報と照合するフィンガープリント法というものであ
り，AXIMA微生物同定システム（島津製作所）や
Bruker BioTyperなどに装備されている．しかし，従来
のフィンガープリント法では，亜種，血清型，あるいは
一部の種について，識別ができない場合がある．
一方で，MALDI-TOF MSで得られたデータを用いよ
り詳細な識別を可能とするプロテオタイピング法として
S10-GERMS（S10-spc-alpha operon Gene Encoded Ri-
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bosomal protein Mass Spectrum）法が開発された(14)．
本法では，近縁微生物の出現質量ピーク（＝バイオマー
カー）の質量値をDNA配列と実測値から理論的に裏づ
けしデータベース化するため，一アミノ酸の変異がもた
らす微小な質量差をも見分けることができる．筆者ら
は，知の拠点あいち「食の安全・安心技術開発プロジェ
クト」において，本法が腸管出血性大腸菌，リステリア
菌およびサルモネラ菌などの血清型レベルでの識別に有
用であることを明らかとした(15～17)．本法に準じたソフ
トウェアStrain Solution Ver. 2が（株）島津製作所より販
売されており，MALDI-TOF MSによる迅速かつ高精度
な微生物識別法は，臨床や食中毒菌に限らず，微生物ス
クリーニングや保存菌株の管理（コンタミネーション
チェック）などでの活用が期待される．
これもまた，直接的なタンパク質の利用ではないが，

微生物同定・識別のためにタンパク質の質量情報に着目
し活用している一つの例といえる．

配糖体および異性化糖の酵素合成

ここまでは主に酵素のスクリーニングについて述べて
きたが，実際にどういった微生物由来酵素が産業で利用
されており，開発されているのかを筆者の糖質関連酵素
を例に紹介してみたい．
糖質というと，グルコースがαまたはβ結合でオリゴ

マー化あるいはポリマー化したマルトオリゴ糖，デキス
トリン，デンプン，セルロースなどが一般的であるが，
糖質とそうでないもの（アグリコン）が結合した「配糖
体」と呼ばれるものがある．配糖化により，アグリコン
分子の水溶性や安定性を向上させることができ，工業的
には化粧品素材のアルブチン（江崎グリコ）やグルコシ
ル化ビタミンC（林原）などが有名である．これらはい
ずれもα配糖体であり，デンプン分解物を糖供与体，ア
グリコンを受容体とし，Cycrodextrin Glucanotransfer-

ase（CGTase）と呼ばれる酵素によるアノマー保持型の
糖転移反応で作製されている．
グルコースとグリセロールがα結合した配糖体

α-glucosylglycerol（glycerylglucosideやgluco-glycerol
とも呼ばれる）は，自然界では高塩濃度ストレスや乾燥
に適応するための浸透圧調節物質として，藻類やバクテ
リアでその存在が報告されているほか，日本酒のような
発酵食品にも含まれている(18)．保湿以外にもさまざま
な生理機能が報告されており，日本の辰馬本家およびド
イツBitop社が，それぞれαGGおよびGlycoinとして製
造している．本物質の工業生産には，上記とは別の糖転
移酵素であるα-グルコシダーゼ（AG）を利用すること
ができる．AGは，マルトオリゴ糖の加水分解および糖
転移活性を触媒する酵素であり，食品産業においては主
に糸状菌Aspergillus oryzae由来酵素が使用されている．
また，Sucrose phosphorylaseの糖転移活性を利用し，
スクロース（砂糖）とグリセロールを原料として作るこ
ともできる(19)．このように，一言で糖転移酵素といっ
ても，個々の酵素の基質特異性や糖転移活性は異なるた
め，アグリコンにうまく糖転移できるものを使い分けて
いる．
そこで筆者らは，糖転移活性が高く，かつ副産物が少
ないAGによる配糖体合成法の確立を目指し，海洋微生
物よりAGを探索した．通常，酵素の初期スクリーニン
グでは寒天培地のハロアッセイや薄層クロマトグラフィ
などで多検体処理し，大まかにふるい分けするという手
法が一般的であるが，上述したように，酵素の質が目的
に即していても生産性や活性が低い場合は見逃してしま
う可能性がある．そこで，筆者らのスクリーニング系で
は一次スクリーニングから高速液体クロマトグラフィを
用い，ごく少ない反応産物でも定量的に評価できる系を
組み，見逃しを低減させることとした．その結果，サン
ゴより単離した好塩性細菌でHalomonas aquamarina, 
H. meridiana，およびH. axialensisに近縁のHalomonas 

図2 ■MALDI-TOF MSによる微生物同
定法
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sp. H11株より，新規AG（HaG）を見いだした(20)．HaG
はマルトースを糖供与体，グリセロール，エタノールな
どのアルコール性OH基を有する物質を糖受容体とした
ときに配糖体を高効率で合成可能であり，三糖以上の副
産物をほとんど生成しないという狙いどおりの性質を有
していた．一般的なAGやCGTaseなどの糖転移酵素で
は，糖供与体である糖側にも糖転移が起こるため，目的
配糖体の収量が低くその後の分離精製が困難な場合が 
あるが，HaGでは副産物が生成されないため，目的配
糖体の高純度化が容易であった．また，HaGは，K＋, 
Rb＋. NH4＋, Cs＋のようなイオン半径約1.4 Åの一価カチ
オンに活性化される興味深い特性を有していた．
また，HaGは他起源糖転移酵素では配糖化が困難で
あったショウガ成分6-ジンゲロールに対する糖転移活性
も高く，約60％の変換効率でジンゲロール配糖体を合
成できることがわかった(21)（図3）．本配糖体は水に可
溶で熱に安定であることから，食品・化成品素材として
有用と考えられた．

タンパク質の大量生産

スクリーニングで有用タンパク質を探し当てることに
成功したら，いかに低コストで大量製造できるかが実用
化のための一つのカギとなる．現在，新規タンパク質の
発見から産業利用プロセスを確立する期間は約7年とい
われており，発現系の最適化とスケールアップが最大の
律速となっている(9)．非組換え系の場合，見つけた微生
物がはじめから目的タンパク質を大量生産していること
は，ごくまれなことであるため，一般的には，薬剤や紫
外線などのストレスをかけることで微生物内での突然変
異を促進し，産業利用に適した変異株の選択を繰り返す
育種という手法がとられる．そのほか，培地（炭素，窒
素源，リン酸，ミネラル，ビタミンなど），培養条件
（溶存酸素，温度，培養時間など），スケールアップへの
適合性，などのさまざまな因子を最適化していく．

一方で，世界的には組換え生産されたタンパク質の産
業利用が広がっている．日本の食品産業においては
GMO酵素使用に対して拒否感が強かったものの，その
性能およびコスト面でのメリットが大きいことから，利
用拡大の流れであり，現在31品目が厚生労働省の安全
性審査を通過し使用されている(22)．
このように，組換えタンパク質生産は，生産性向上や
自由な変異導入による性能改変が容易であるため，今や
研究・産業に欠かせない技術であることは言うまでもな
い．しかし目的遺伝子によっては，全く生産されない難
発現である場合があり，タンパク質の機能評価および利
用において大きな課題となっている．難発現の原因とし
て，コドンバイアスやmRNAの二次構造の影響など，
さまざまな説があるがいまだ明確にはわかっていな
い(23)．そのため，目的タンパク質の発現量が少ない場
合は，コドン最適化，ほかのタンパク質と融合発現，発
現系や培地の変更，シャペロン因子との共発現などの時
間と手間のかかる条件検討を要する(24)．
そんななか，筆者らは，目的タンパク質のN末端に

Ser-Lys-Ile-Lys（SKIK）をコードするDNA配列を挿入
するのみで，難発現タンパク質の発現量を増大できるこ
とを見いだした(25)（図4）．このN末端SKIKペプチドタ
グは，大腸菌による組換え発現において，2番目のコド
ン配列が発現量に影響を及ぼすとの報告から着想を得て

図3 ■ Halomonas sp. H11由来α-glucosidase
による配糖体の合成

図4 ■ N末端SKIKペプチドタグによる難発現タンパク質の発
現量増大
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設計したものであるが(26)，大腸菌のみならず酵母にお
いても効果があることを明らかとした．SKIKペプチド
タグは非常に短いため，構築済のタンパク質発現用プラ
スミドに12塩基を挿入するのみで非常に簡単に実施可
能であり，タンパク質本体に与える影響が低いと考えら
れる．このことから，一般的に微生物で難発現である場
合の多い動物や植物由来のタンパク質生産において，発
現量を増大させるための一つのツールとして活用される
ことを期待している．一方で，大腸菌生細胞発現系にお
いては不溶性の割合が増加する傾向にあることが課題で
ある．これは，SKIKタグ付加でmRNAコピー数あたり
の翻訳効率（速度）が向上するため(25)，フォールディ
ングが律速段階となっていることが一つの原因と考えら
れる．今後，これらのメカニズムを解明することによ
り，難発現タンパク質を可溶性として自由自在に高発現
できる技術開発に取り組みたいと考えている．

おわりに

タンパク質は，あらゆる生物の有する転写・翻訳とい
う普遍的な機構を利用することで持続可能に生産できる
ため，産業利用に対する期待はますます高まっている．
探索・評価・生産にまつわるさまざまな技術的発展とと
もに，タンパク質を自然界から探し最適化する現在の方
法を懐かしいと思える未来は，いつ頃訪れるだろうか．
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