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電気利用能の付与

CO₂固定能の強化
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A. ferrooxidans電子伝達系

e-

電気利用能の付与（東工大）

■本PJでの目標：
Ralstoniaに異種微生物の電子伝達パスを導入し、電流消費活性を付与する

■2021年度成果
2-1A）Acidithiobacillus由来電子伝達系遺伝子群のRalstoniaへの導入

成果：

・誘導性発現ベクターの作製と導入、qRT-PCRによる転写の確認
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電気利用能の付与（東工大）
■2021年度成果／2022年度予定
2-1B）Acidithiobacillus由来電子伝達系遺伝子群を導入したRalstonia株の電気化学測定

成果：

・Downhill経路導入株による還元電流の検出

・菌体の生育状況による電気化学的性質への
影響が大きい

今後の予定：

・培養条件および電気化学測定条件の最適化

・電子伝達系タンパク質の局在化、ATP生成の

確認

・Uphill経路の導入
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CO2固定能の強化（東工大）
■本PJでの目標：
Ralstonia eutrophaへの半人工合成経路の導入とCO2固定酵素の探索/強化

■2021年度成果／2022年度予定
2-3A）CO2固定化酵素CCRを含むエチルマロニルCoA経路関連遺伝子群のRalstoniaへの導入
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成果：

CO2固定経路に関連した遺伝子群の作製及びRalstoniaへ

の導入。RNA/タンパク質レベルでの発現を確認

今後の予定：

・LC-MSを用いた中間代謝物の同定

・炭素同位体を用いたCO2固定能の確認
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■2021年度成果／2022年度予定
2-3B） CO2固定化酵素酵素の強化

成果：

• CCRのCO2取り込み効率を向上させるためにCCRと炭酸脱

水素酵素(CA)の融合タンパク質を合成、活性を確認

• Ralstonia及び自然界において新規のCO2固定化酵素を

探索し、そのうち相同性の低いものに関して活性確認済

予定：

• CCR-CA融合タンパク質の低濃度CO2環境での活性評価

• 自然界からPCC活性を有する新規候補タンパク質の単離精製

• 高活性型酵素のハイスループットなスクリーニング手法の確立

CO2固定能の強化（東工大）

今年度の進捗

＜CO 2固定酵素>

•既知のCCRの周辺のCO2濃度を高めることを目標に、Reut
導入済CCR(Me)にReut内在性のCAを融合させたタンパク質
をデザイン、大腸菌での発現を試みたが、5つの可溶性向上
コンストラクトで全て不溶化 = 多量体化?

→ 単量体のCAに置き換えたタンパク質を新たに作成

-CCRのCO 2固定の強化-

CCR

炭酸脱水酵素
(CA )

Stoffel et al, PNAS (2019)

CCR-CA融合タンパク質の立体構造予測

CCR-CA融合タンパク質の発現

リ ンカー

-高活性CCRスクリーニング用のタンパク質センサー開発-

•低濃度CO2下において高活性のいCCRを進化工学的にスク
リーニングすることを目標に、CCRの反応後産物であるエ
チルマロニルCoAをセンシングするような、タンパク質セン
サーの開発を福居先生（東工大）梅野先生（早稲田大学）
と連携する形で開始。

→ 理論上 100万種類以上の改変型CCRタンパク質を同時に
スクリーニング可能。

エチルマロニルCoA脱炭酸酵素を用いたセンサーとCCRスクリーニング

(Xu et al., Nature 2008)
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機械学習を用いた自然界における新規CO2固定化酵素の探索
(CCR及びPCC)

Ralstoniaにおける炭酸固定酵素
プロピオニルCoAカルボキシラーゼ(PCC)の同定

クロトニルCoAカルボキシラーぜ/レダクターぜ(CCR)と炭酸
脱水素酵素(CA)の融合タンパク質の作成と活性評価

CCR-CA融合タンパク質の
立体構造予測

CCR-CA融合タンパク質の
酵素活性試験
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