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：中間体アシル化CoA化合物 (非売品)
LC-MS同定 + 分取済

：R. eutrophaにおいて既知の反応
: 試験管内で検証した反応

青字：本PJで合成した人工酵素
赤字：本PJで合成した天然由来酵素

＜半人工CO2固定経路>
-in vitroでの酵素活性の検証(ピーク分取＋LC-MS同定)
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主な成果︓
• 半⼈⼯合成回路におけるエチルマロニルCoA経路のうち、クロトニルCoAからスクシニルCoAに⾄る合計7反応をRalstonia由来

の酵素も含めて試験管内で反応が進むことを検証することに成功した。
• その過程で産業的に合成が困難な⾮売品の中間体アシル-CoA化合物を5種類合成・分取に成功した。

主な成果︓
• CCR-CA融合タンパク質は低CO2濃度下で天然CCRよりも⾼い活性を持つことを確認した。
• ⼈⼯的にドメイン融合したカルボキシラーゼがCO2固定によりメチルマロニルCoA及びエチルマロニルCoAを合成できることを⽰した

今年度の進捗

＜CO2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CO2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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ボキシラーゼ(LCC_PCCB)の作成及び代謝物の評価

Methylorubrum由来クロトニルCoAカルボキシラーぜ/レ
ダクターぜ(CCR)と珪藻由来の炭酸脱⽔素酵素(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
(CCR_CA)

⼤気CO2下で天然のCCRよりも
⼈⼯的に作成したCCR-CA融合タ
ンパク質が⾼い活性を⽰した

LCC_PCCBが半⼈⼯合成経路
における2つのCO2固定反応に
寄与することを確認
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菌体添加

50mMフタル酸緩衝液(pH4.5), -0.1V vs Ag/AgClで
4h印加、LIVE/DEAD BacLight染⾊

• フタル酸緩衝液pH4.5条件（⽣存の細胞多数）におけるカソード電流を検出

主な成果︓
• ccr, ecm, mco, mclの計4つの遺伝⼦及び、本PJで作成した⼈⼯酵素(CCR-CA, LCC_PCCB)をそれぞれ導⼊したR. 

eutropha株を準備し、炭素同位体(C13)ラベルした炭酸塩を培養時に加えたところ、LC-MSにより細胞抽出液中から同位体ラ
ベルされたEm-CoA回路に関連したアシルCoA化合物(M+1, M+2)を同定した。

CCR-CA遺伝⼦を導⼊したR. eutrophaにおけるCO2固定

LCC_PCCB遺伝⼦を導⼊したR. eutrophaにおける炭酸固定

■本プロジェクトでの⽬標︓
バイオプラスチックをはじめとする物質⽣産菌としてすでに注⽬・利⽤されているRalstonia eutropha H16(Reut)をモデル微⽣物とし、本PJにおいて半⼈⼯合成経路としてエチルマロニルCoA回路
構築に向けた遺伝⼦導⼊と回路の形成に不可⽋な酵素CO2固定酵素の探索/強化を⾏う、また電気利⽤能を付与するために、鉄酸化細菌Acidithiobacillus ferrooxidans由来の電子伝達系
に対応する一連の遺伝子を導入し、電気利用能の評価を行う。
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炭素同位体C13ラベルした炭酸塩を培養液に加えた
R. eutrophaを⽤いて細胞抽出液中のアシルCoA化合物の
精密質量をLC-MSで調べることでCO2取り込みを確認した

Em-CoA回路に関連した4遺伝⼦を導⼊した
R. eutrophaにおける代謝物分析
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<エチルマロニルCoA回路関連遺伝⼦の導⼊と代謝解析>

活性確認及び中間体アシルCoA類の合成用に単離精製されたタンパク質群

<⾼活性LCC_PCCBの取得に向けたタンパク質センサーの開発>
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＜Ralstonia電⼦伝達系導⼊株の作製と電気化学測定＞
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• 誘導性発現ベクターの作製と導⼊、qRT-PCRおよびウェスタンブロッティングによるCyc2発現の確認
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• LCC_PCCBの基質であるエチルマロニルCoAが存在下でのみ構造安定化する転写因⼦融合型メチル
マロニルCoA脱炭酸酵素をデザインし、コンストラクトを作成した。
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プロジェクトの⽬的
気相バイオリアクターとガス拡散電極の融合技術によるRalstoniaを⽤いたCO2固定化効率の向上

野⽣株

変異株

CO2
IPA

① Ralstonia/AtaA株の構築 ②電極の開発 ③ リアクターの開発
Ralstonia/AtaA株
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[A]: Applied microporous layer (MPL) 
(Ketjen Black (KB) + PVDF)

[B]: Backing paper (Toray carbon paper 
+ 5% PTFE)
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AtaA, a trimeric autotransporter adhesin from Acinetobacter sp. Tol 5
Fiber length (nm) Fiber size (kDa) Vector

Long AtaA Full-length (FL) 261 359 pBBad
Short AtaA 40% of FL 100 144 pBBad

細胞固定化に向けた電極の開発

KB:PVDF  = 1:15 = 1:35
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⾼い付着性を持つRalstonia変異株の構築
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Conclusion

1. Ralstonia eutropha IP015細胞表層における⾼付着性を保持したShort AtaAファイバーの発現に成功した。
2. 修飾されたMPLの層によって最適化されたB-GDEは⽔の浸透制御に対する機能性を⽰し、かつ細胞の固定化量を向上させた。
3. 1%のCO2と3%のH2を含む⼤気中で液相反応と⽐較してより⾼いIPAの⽣産を⽰した。

Ralstonia/AtaA株によるIPA⽣産CO2バイオ変換に向けたリアクターの開発

気相反応と液相反応におけるIPA⽣産効率の⽐較

気相バイオリアクターの構成 実際に⽤いるリアクター
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液相反応にけるRalstonia/AtaA変異細胞によるIPA⽣産
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数値流体⼒学計算によるガスチャンバー内のガス流動パターンの
⼀様分布におけるガスの流⼊/流出位置の最適化
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