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はじめに

　メタノール資化性酵母はメタノールを唯一の炭素源とし
て生育することができる特殊な微生物であり，特徴的な代謝
経路を有していることから細胞生物学ならびに遺伝子工学
の分野で広く用いられている（Tani 1984；阪井 1988；
Yurimoto 2009）．メタノール資化性酵母がメタノールを利用
する際，一般的に知られているアルコール脱水素酵素ではな
く，アルコール酸化酵素が初発酸化酵素として利用される．
その後，ホルムアルデヒド脱水素酵素，ギ酸脱水素酵素を経
て二酸化炭素まで酸化され，その際に二分子のNADHが生じ
ることで最終的にATPを獲得できる．また，代謝の過程でペ
ントースリン酸経路から解糖経路といった中心代謝経路に
もつながっている．一方，メタノール資化性酵母は，Lee 

and Komagata （1980）に示されている通り，エタノールをメ
タノールと同様に唯一の炭素源として利用できることが知
られているが，エタノールの代謝に関する報告は少ない．本
報告の供試菌株であるCandida sp. N-16においては，メタノー
ルを炭素源としたときに初発酸化酵素としてアルコール酸
化酵素が生産される一方，エタノールによる培養では生産さ
れないことが分かっている（Fujii and Tonomura 1972）．一方
でアルコール脱水素酵素は炭素源に関わらず生産されるこ
とから，これがエタノール資化における初発酸化酵素として
機能していると考えられるが，以降の代謝酵素については不
明である．エタノールは，その入手のし易さならびに微生物
培養における炭素源として利用性が高いため，その代謝を理
解することは微生物利用の観点から非常に重要である．そこ
で，本研究ではメタノール資化性酵母におけるエタノールの
代謝生理を理解するための第一段階として，Candida sp. N-16
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のエタノール代謝に関連すると思われる酵素の生産につい
て検討を行った．

材料および方法

供試菌株
　本研究で使用した菌株は，旧工業技術院生命工学工業技術
研究所から分譲されたメタノール資化性酵母であるCandida 

sp. N-16を用いた．

培地および培養
　菌株の維持については，Fujii and Tonomura （1972）に記載
の基本無機塩類培地をオートクレーブ後，１％（w/v）とな
るようにメタノールを添加したメタノール寒天培地で28℃，
１週間培養した後に４℃で保存した．その後，同基本無機塩
類培地に１％（w/v）のエタノールならびにメタノールをそ
れぞれ添加した液体培地を300 mL含む１ L容三角フラスコ
に，一白金耳となるように植菌し，28℃，180 rpmの条件で
振とう培養した．得られた培養液を遠心分離（3000×g, ７ 
min）にて集菌し，50 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.2）で洗浄す
る操作を３回繰り返した後に再び集菌した． 集菌した菌体
を同緩衝液20 mLにて懸濁し，氷冷しながら100 Wで２ minの
超音波破砕を３回行い，遠心後（10000×g, 20 min）の上清を
粗酵素液として以降の検討に用いた．

酵素活性測定
　アルコール脱水素酵素（Alcohol dehydrogenase, ADH）に関し
てはYabe et al.（1992）の方法，イソクエン酸脱水素酵素（Isocitrate 
dehydrogenase, IDH）に関してはMartinez-Rivas and Vega （1998）
の方法，リンゴ酸脱水素酵素（Malate dehydrogenase, MDH）に
関してはOshima and Sakurada （1988）の方法，イソクエン酸リ
アーゼ（Isocitrate lyase, ICL）に関してはTahama et al.（1990）の
方法，リンゴ酸シンターゼ（Malate synthase, MS）に関しては
Durchschlag et al. （1981）の方法，ホスホエノールピルビン酸カ
ルボキシキナーゼ（Phosphoenolpyruvate carboxykinase, PEPK）
に関してはFujii et al. （1998）の方法に準じてそれぞれ活性を測
定した．比活性についてはタンパク質当たりの活性値として
示し，算出するためのタンパク質定量に関しては，Lowry法を
用いてBSAを標準タンパク質とした．

結　　果

エタノールならびにメタノールを炭素源としたときの酵素
生産
　Candida sp. N-16をエタノールならびにメタノールを単一の

炭素源として定常期まで培養した（図１）．本菌をエタノー
ルを炭素源として対数増殖期後期まで培養したときに要し
た培養時間は約24時間であった．メタノールでは約48時間の
培養時間であり，本菌のエタノールの利用性はメタノールよ
りも高かった．
　次に各炭素源にて対数増殖後期まで培養したときの代謝
酵素について活性測定を行った．炭素源に関わらず，エタノー
ル利用時の初発酸化酵素として考えられるADH，TCAサイ
クルに関連するIDHやMDHで構成的な生産が確認された．
その中でMDHだけはエタノールよりもメタノールを炭素源
としたときの方が高い活性を示した．エタノールを炭素源と
したときの特徴として，TCAサイクルの迂回経路となるグリ
オキシル酸経路に関連するICLやMS，糖新生の鍵酵素である
PEPKといった酵素の生産が誘導的に確認され，メタノール
ではほとんど検出されなかった（表１）．　
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図１　 エタノール，ならびにメタノール培地における
Candida sp. N-16の生育曲線

各炭素源における生育曲線については，610 nmの濁度で示され
ている．エタノール利用時には，約24時間で対数増殖期後期に
達する．一方，メタノール利用時には，対数増殖期後期に達す
るまでに48時間を必要とする．

表１　 Candida sp. N-16におけるエタノールならびにメタ
ノール利用時の代謝酵素

炭素源
酵素活性（nmol/min/mg-protein）

ADH IDH MDH ICL MS PEPK

エタノール 829 46.5 1050 164 132 12.5
メタノール 535 13.3 1890 1.3 検出不可 検出不可
用いた酵素については，Fig. １におけるエタノール培養の24時
間，ならびにメタノール培養の48時間で回収した菌体からそれ
ぞれ調製した．エタノール利用時にICL，MS，PEPKといった
酵素が誘導されており，ADH，MDH，IDHに関してはいずれ
の炭素源でも発現している．
ADH：アルコール脱水素酵素，IDH：イソクエン酸脱水素酵素，
MDH：リンゴ酸脱水素酵素，ICL：イソクエン酸リアーゼ，
MS：リンゴ酸シンターゼ，PEPK：フォスフォエノールピルビ
ン酸カルボキシキナーゼ
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エタノール利用時における酵素生産の経時変化
　エタノールを炭素源として，培養24～48時間の間で継時的
な酵素活性の変化を調べた（表２）．前項で構成酵素と考え
られたADHやIDHは，代謝の盛んな対数増殖期から代謝が低
下する定常期までの培養時期に関わらず，高い生産が確認さ
れた．一方，糖新生を行う上で重要となるICLやPEPKにおい
ては，対数増殖期をピークとして定常期以降でその発現が低
下しており，細胞の増殖に連動して制御されていることが示
された．

考　　察

　メタノール資化性酵母であるCandida sp. N-16をメタノール
またはエタノールを炭素源として培養したところ，エタノー
ル培地での生育の方がメタノールの時よりも速かった．微生
物の利用を考慮したとき，短時間で培養できる点はコスト効
果が高いと言える．メタノール資化性酵母のメタノール利用
時は，独自の代謝経路が発現し，一分子のメタノールからホ
ルムアルデヒド脱水素酵素，ギ酸脱水素酵素を介して二分子
のNADHを生成することが知られている（Tani 1984；阪井 
1988）．一方でエタノールは，最初の段階でアルコール脱水
素酵素の反応により一分子のNADHを生産し，TCAサイクル
によって三分子のNADHと一分子のFADH，ならびに一分子
のGTPを獲得する．エタノールとメタノールの分子量差を考
慮したとしても，１％の重量から得られるATP量はエタノー
ルの方が約1.7倍多い計算となる．このことは本菌にとって
エタノールがメタノールよりも生育速度が速い理由の一つ
かもしれない．
　図２に本研究結果から推測されたエタノールの代謝経路
を示した．エタノール利用時には生育時期に関わらず，
ADHを初発酸化酵素とし，異化経路としてTCAサイクルを
恒常的に回転させることでエネルギーを獲得していること

が，IDHやMDHの結果から考えられる．さらに，細胞増殖
期には同化経路として糖新生を行うため，ICLやMSといった
グリオキシル酸経路からPEPKを誘導的に発現することで，
効率的にTCAサイクルを迂回していることが推測される．一
方，メタノール利用時には，ジヒドロキシアセトンリン酸か
ら解糖系に入るので，これらの酵素を必要としないことが推
測される（表１，表２）．
　また，本研究においてMDHのみがエタノールを炭素源と
したときよりもメタノールを炭素源としたときの方が高い
活性を示した（表１）．供試菌株であるCandida sp. N-16は，
炭素源に関わらず構成的に生産されるMDH-M１の他に，エ
タノールを炭素源としたときには生産されずにメタノール
条件下で誘導的に生産されるMDH-M２の存在が確認されて
いる（Yoshikawa et al. 2001）．このことがメタノールでMDH
活性が高い原因であると考えられる．
　近年はゲノム解析技術の進歩により，多くの微生物ゲノム
が解読されている．メタノール資化性酵母においても，例え
ばBorelli et al. （2016）によってCandida boidiniiのゲノムが公開
されている．このゲノム情報を参照すると，本研究と同様に
ICL，MS，PEPKなどを保有している事が容易に分かる．し
かしながら，炭素源の種類や生育段階での生産レベルの差を
理解するためには，実際の酵素活性を検出しなければならな
い．本研究によってCandida sp. N-16のエタノール利用経路を
実際の酵素活性値から推測することができた．今後はメタボ
ローム解析などの代謝物レベルでの相関を調べることで，メ
タノール資化性酵母の特徴的な代謝経路をより理解するこ
とができると考えている．

和文抄録

　メタノール資化性酵母であるCandida sp. N-16におけるエタ
ノール代謝を理解するため，エタノールを炭素源として培養
したときの酵素生産について調べた．炭素源や培養時期に関
わらず，エタノール利用時の初発酸化酵素であるアルコール
脱水素酵素や，TCAサイクルに関連するイソクエン酸脱水素
酵素において構成的な生産が確認された．エタノールを炭素
源としたときの特徴として，TCAサイクルの迂回経路である
イソクエン酸リアーゼ，糖新生の鍵酵素であるフォスフォエ
ノールピルビン酸カルボキシキナーゼの生産が対数増殖期
で誘導的に生産され，これらはメタノール培養時で検出され
ないか，極めて低値であった．
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図２　Candida sp. N-16における代謝経路
各炭素源（エタノール，メタノール，ならびにグルコース）からの
代謝が矢印によって示されている．エタノール利用時には，グリオ
キシル酸経路からPEPKを介して糖新生を行っていると考えられる．
一方，メタノール利用時には，ジヒドロキシアセトンリン酸から解
糖系に入るので，表１の結果を考慮してこれらの酵素を必要としな
いと推察できる．
ADH：アルコール脱水素酵素，IDH：イソクエン酸脱水素酵素，
MDH：リンゴ酸脱水素酵素，ICL：イソクエン酸リアーゼ，MS：リ
ンゴ酸シンターゼ，PEPK：フォスフォエノールピルビン酸カルボキ
シキナーゼ
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