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リンの資源問題 をめ ぐっ て

リ ン酸の 無機化学とバ イオ テ ク ノ ロ ジー

黒田　章夫
＊ ・ 廣田　隆一

　 ひ と こ とで 無機 リ ン 酸 と言 っ て も，そ の 化学形態は多

様 で あ る．リ ン 酸が重合すれば「ポ リリ ン 酸」 に な り，

また還元されれば 「亜 リ ン 酸」 に な る （図 1）．こ れ ら の

重合型 リ ン 酸，還元型 リン 酸が リ ン 酸に戻る とき，そ れ

ぞ れ 生 命 の エ ネ ル ギ
ー

で あ る Arp と 還 元 力で あ る

NADH が生み出 され る．リ ン 酸を回収し て化学的 に重

合，還元す る こ とが で きれ ば，サ ス テ イ ナ ブ ル な生命エ

ネル ギー再生系 （再利用）がで き上がる．実 は リ ン 酸 の

重合 と還元は，生命 の 起源に関 わ っ た か もしれ ない と考

えられ て い る．また，無機 リ ン 酸を め ぐる バ イ オ と化学

の 反応 を見 つ め直す と，そ こ に は将来の グ リ
ー

ン テ クノ

ロ ジ
ー

の
一

つ の 形が見える．本稿 で は，これ らの 無機リ

ン酸 の 化学変換を利用 す る た め の リ ン 酸の バ イ オ テ ク ノ

ロ ジーにつ い て述 べ たい ．

生命の 起源 とリン

　2009年，Nature誌 に RNA ワ
ー

ル ド仮説 を支える ヌ ク

レ オ チ ド前駆体の 非酵素的な合成経路が発表 され た
1）．

グ リ セ ル ア ル デ ヒ ドや シ ァ ン ア ミ ドな ど を含 む い わ ゆ る

原子スープ に，酸塩基触媒 として の リ ン酸が入 る こ とに

よ っ て，自然 に は 困難 と 考 え られ て い た nucleoside

2
，
3−cyclic 　phosphateの 合成が示 され た．で きた nucleo −

side　 2，3−cyclic 　phosphateを高濃度 で 保温す る と，重合
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図 1．無 機 リ ン 酸 の 化 学変 換 とバ イ オ 変換 の 融合テ ク ノ ロ ジー．
＊ ポ リ リ ン 酸 と ポ リ リ ン 酸 キ ナーゼ に よ る Arp 再 生 系 に お い

て，共役酵 素 （ATP 利 用 酵 素）が リン 酸を放出する 場合 の 関

係 式．

して RNA が で きあが る．リ ン 酸は，生命発生 の 触媒 と

して も，非常に重要な分子で あ っ たで あ ろ うと された
1）．

　し か し，生命発生 に重要な リ ン 酸がプ レ バ イオテ ィ ッ

ク な環境 に，どの ように して 供給 されたの かが大 きな疑

問 の 一つ とさ れ て い る．なぜ なら自然界 の リ ン 酸 の ほ と

ん どは．不溶性の リ ン酸 カ ル シ ウ ム ァ パ タイ トと して 存

在する か らだ．そ こ で，リ ン 酸供給経路 と して ，リ ン 酸

よ りもよ く水に溶け る還元型 リ ン 酸 が 関与した シ ナ リ オ

が 考え ら れ て い る．

　原始地球の よ うな非常 に 還元的な環境 で 放電が起 こ れ

ば．リン 酸カ ル シ ウ ム が 亜 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に な る こ と

が 示 さ れ て い る
2）．実 は，亜 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム は，リン

酸カ ル シ ウ ム よ りも約 1000倍水 に 溶けや す い ．もう
一

つ の 供給経路は リ ン 鉄 を豊富に含む シ ュ レ イバ ーサイ ト

とい う隕石 が考え られ て い る．シ ュ レ イバ ー
サイ トは．

や は り水中で 還元型 の 亜 リ ン 酸 を溶 出する
3）．い ずれに

し て もプ レ バ イ オ テ ィ ッ ク な環境 へ の リ ン 酸 の 供給 に

は，還元型 リ ン酸が
一
役買っ た可能性が高 い ．また，還

元 型 リ ン 酸 は 次 に述 べ る重合型 リ ン 酸などに も容易 に 変

換さ れ る
4）．

　重合型 リ ン 酸 で あ る ポ リ リ ン 酸 は ATP と 同様 の 高 エ

ネル ギーリ ン 酸結合か らな り，リ ン 酸ナ トリウム な ど を

単に数百 C゚ で加熱す る だ けで 縮合 して 合成 さ れ る こ と

か ら，原始地球環境 で 比較的豊富に供給 された 太古 の 生

命エ ネ ル ギ
ー

と考 えられ て い る
5）．また，ポ リリ ン 酸の

一
種で あ る環状 の 3 リ ン 酸 （トリメ タ リ ン 酸）は 無 生 物

的 な ATP 合成 に 関係 したか もしれな い と され て い る
6｝．

長鎖ポ リ リ ン 酸 をマ グネ シ ウム イ オ ン存在下で加熱する

と，ト リ メ タ リ ン 酸 が優先的 に 生 成 さ れ る η．そ の トリ

メ タ リ ン酸 とア デ ノ シ ン を混合する と，無 生 物的 に ATP

が ワ ン ス テ ッ プで 合成 で きる．無生 物的 に ア デ ノ シ ン の

5位 に リ ン 酸が
一

つ
一つ 結合 して Arp が で き た と考え る

の は難 しい が，ワ ン ス テ ッ プ な ら合成経路と して 可 能性

が高 い ．生物がなぜ 3 つ の リ ン酸が 重合 した ATP を生命

エ ネル ギーと して 選 ん だ か は，ひ ょ っ とす る と，ポ リ リ

ン 酸 か らの トリメ タ リ ン 酸合成，さ ら に は ATP の ワ ン

ス テ ッ プ合成に理由が あ る の か もしれ な い ．

　 こ の よ うに ，還元型 リ ン 酸 で あ る 亜 リ ン 酸 重合型 リ

ン 酸 で あるポリリン 酸 の 生 成 は，生 命発 生 の 鍵と な る か

＊
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も しれ な い 重要 な 化学変換 と考 え ら れ る．次 に こ れ ら の

無機リ ン 酸化合物を利用す る た め の バ イオテ クノ ロ ジー

につ い て 述べ た い ．

ポ リリン 酸のバ イオテク ノ ロ ジー

　ATP を利用 した リ ン 酸化反応 は非常に多様で，そ の

中 に は産業的 に も有用 な もの が存在す る．し か しなが ら，

こ れ らの 反応 を実際の 物質生 産 プ ロ セ ス に利用す るに

は，ATP が高価で ある とい うこ とや ，高濃度 の ATP を

そ の まま 基質 と して 用 い る と．キ ナ ーゼ の 反応 が 阻害さ

れ る とい うような 問題 が あ る こ と か ら，多 くの ATP 再

生系が構築され て きた．これ ま で に，ホ ス ホ エ ノ ー
ル ピ

ル ビ ン 酸 ／ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ーゼ，ク レ ア チ ン リ ン 酸 1ク

レ ア チ ン キ ナーゼ を用 い た ATP 再 生 方法 な ど が報告 さ

れ て い る．しか し，い ずれ の リ ン 酸 ドナ
ー

もATP と 同

様 に 高価 で あ る とい う問題 が あ る．そ こ で ，非常 に安価

に供給で きる ポ リ リ ン 酸に よ る ATP 再生方法が開発 さ

れ て い る
8−le）．ポ リ リ ン 酸は．リ ン 酸を加熱す る こ と で

合成 で きる た め，そ の 価格は Arp と比 較 し て 1！1000 程

度 で あ る．また，食品添加物に も用 い られ て い るの で 人

に対 して 安全 で あ る．ボ リ リ ン 酸キ ナ
ーゼ （PPK ）は，

ATP の γ位 の リ ン 酸 を可 逆 的 に ポ リ リ ン 酸 に転移 させ る

酵素 で ，ポ リ リ ン 酸 とADP が十分に存在する と きに は，

ATP を再生 す る （図 2A ）．ポ リ リ ン 酸 とPPK を使 っ た

ATP 再 生 系 は ，他 の 再生系 に 取 っ て 代 わ る ATP 再 生 方

法 と し て 期待 されて い る
9’TO）．

　筆者 らは 安定性 の 高 い Arp 再生系を構築する た め に，

耐熱性酵素 に 着 目 し，耐熱性 PPK を利 用 し た Arp 再 生
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図2．ポ リ リ ン 酸キナーゼ （PPK）に よ るATP 合 成．　 A ：PPK
の 反応式．pogyP．は n 個の リン 酸か らな る ポ リ リ ン 酸 を示 す．　B ；

1型 ポ リ リ ン 酸 キ ナ
ー

ゼ （Thermus　thermophilus の PPK ）は，
ADP か ら Arp を合 成，　II型 ポ リリ ン 酸 キナーゼ （Meiothermus
ruber の PPK ） は AMP か らADP ，さ らに ADP か らA］rPの 合 成

で きる，

474

系 の 構築 を行 っ た．Thermus 　thermopkilus 由来PPKT は

60〜80°C で 高 い 活性を示 し，きわ め て安定な酵素であっ

た
10）．また，PPK に は構造 の 違 う1型，　 II型が存在する，

筆者 らは ，好熱菌由来 の II型 の PPK も ク ロ ーニ ン グ し

て 調 べ た結果，1型 は もっ ぱ らADP か らATP を再生 さ

せ る が，II型 は AMP か らATP を再生 させ る （ADP 合成

と ATP 合成 を同
一

酵素で 行 える ）こ とを明ら か に し た

（図 2B）
11）．　 ATP を利用 す る 酵素の 中に は，ア セ チ ル

CoA シ ン セ タ
ーゼ の 様 にAMP まで 分解する もの もあ り，

そ の 再生系と して有用 で あ る と考え られ る．ま た，PPK

は GTP や CTP など，他 の ヌ ク レオ チ ド三 リ ン酸の再生

も可能 で ある こ とが分か っ て い る の で ，さらに糖鎖合成

な どへ の 応用 の 可能性 が 広 が る と考え られ る
12）．

亜 リ ン 酸の バ イオテ クノ ロ ジー

　NAD （P）
＋1NAD （P）H は，ほ ぼすべ て の 生物に お い て

共通 して 存在す る 酸化還元反応 に 関与する補酵素で あ

る．ATP 再生系 と同様，い くつ か の NADH 再生系が構

築され て い る．たとえば，Candida　boidinii由来ギ酸デ

ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ 系は NADH 再生系と して 工 業的 に も利

用 され て お り，ロ イ シ ン デ ヒ ドロ ゲ ナーゼと共役さ せ て，

医薬 品合成 の 前駆体 と な る L −tert一ロ イ シ ン の 合成に 利

用 され て い る．

　微生物 の 亜 リ ン 酸酸化酵素 （PtxD）は 亜 リ ン 酸 か ら

リ ン 酸 へ の 酸 化 を触媒 し，同時に NADH を作 り出す

（図 3A）．亜 リン 酸と共役 したNADH 再生系は，  亜 リ ン
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図 3．亜 リ ン 酸酸化 酵素 PtxD に よる NADH 合 成反応．　 A ：PtxD
の 反応式．Ptは亜 リ ン酸 Piは リ ン 酸 を示 す．　 B ：PtxD に よ る

NADH 合成．　 C ： 亜 リ ン 酸一NADH 再 生 系 に よ る L−tert一ロ イ

シ ン の 合成．LeuDH は ロ イ シ ン デ ヒ ドロ ゲ ナ
ーゼ 、
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酸と 共役 し た NAD “

の 還 元 の 酸化 還 元 電位 は ＋0．335　V

（自由エ ネ ル ギ
ーに換算す る と一63kJ ！mol ）で あ り，ほ

ぼ 不可逆的 に NADH の 合成に か た よ っ て い る こ と， 

亜 リン 酸が安価 で あ る こ と，  亜 リ ン酸 の 動物 に 対す る

毒性はほとん どない こ と から，従来 の 方法に比べ て 非常

に有利 な点 がある．しか しなが ら，最初 に発見 され た

Pseudomonas 　stutzeri の PtxD は 不安定 で あ り，大腸菌で

発現 させ た場合に不溶性にな る な ど の 不都合があ っ た．

筆者 らは，45 °C で も生育す る亜 リ ン 酸酸化細 菌 を 単離

し，そ の 中か ら安定性 に 優れ．高活性な PtxD を発見 し

た
13・14）．こ の PtxDは組換 えて も不溶性 には ならず，しか

も従来 の PtxD に 比べ て 3000倍 も安定 （45°C に於 い て ）

で あっ た．こ の PtxD と亜 リ ン 酸 を用 い て ，　 NADH 再 生

系 を構築 した （図 3B ）．また実際，筆者 らは こ の NADH

再生系 を利用 して ，L −tert一ロ イ シ ン の 合成がで きる こ と

を示 し て い る （図 3C ）
13’14 ）．

“T．　coli”

合成生物

　 こ れ まで 述 べ て きた よ うに，重合型 リ ン 酸 を使 えば

ATP が 供給で きる．また還元型 リ ン 酸を使えば，　 NADH

も供給 で きる．廃棄物 の リン 酸を回収 して，化学的に重

合型，ある い は 還元型 に して，もう
一

度 バ イオプ ロ セ ス

で 再利用 で きれ ば，まっ た く廃 棄物 を出 さない で 済 む．

リ ン 酸 を中心 とす る化合物変換 だ け で ，ATP とNADH

とい う生物 の 二 大補酵素 を供給 で きる とい うの は，新 し

い グ リ
ー

ン テ ク ノ ロ ジ
ー

へ の
一歩と 考えて い る．

　次 に．こ の 新 しい バ イオプ ロ セ ス の 基本 ア イ デア を 紹

介 した い ．筆者 らは ，先 ほ どの 耐熱性 ポ リ リ ン 酸 キ ナ
ー

ゼ で あ る PPKT を発現 させ た大腸菌 を，その まま 70°C，

10分間加熱 した，熱処理後 の 菌体 は細胞外 の ADP とポ

リ リ ン 酸 を利用 して ATP を合成 で きる
TO）

（図 4）．　 PPKT

　　　　　　 ポリリン 酸 ＋ ADP

聖爾 翫
i… ，ETPPKT  
1と ：聾・

ATP

図4．ATP を合成 し続ける 大腸菌．耐熱性の ポ リ リ ン 酸 キ ナー

ゼ （PPKT ）を導入 した 大腸菌を増殖後，70°C で 加熱 した．
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リンの 資源問題をめ ぐっ て

に よ るArp 合成活性は 70°C で 少 な くとも1週 間 に わ た っ

て活性が維持さ れ て い た．熱処理後の 菌体溶液を遠心分

離し，沈殿物 （菌体）と上清の活性を調べ た結果，沈殿

物 に は ATP 合成活性 が 確認 さ れ た が，遠 心 上 清に は確

認 され なか っ た
10）．つ まり，大腸菌内に発現 させ た PPKT

は，熱処理 に よ っ て 細胞外に漏出して は お らず，細胞内

で 機能 し て い る こ とが 確認 で き た．PPKT が 菌体外に 漏

出 して こ な い の は，熱処理 で も溶出し ない ような 巨大な

核酸や膜な どに 結合 して い る こ とが 原因 で あ る と考えて

い る．い ずれ に して も重 要 な の は，加熱処 理 に よ っ て酵

素が固定 され る に も関 わ らず，自由に基 質が 出入 りで き

る よ うに なっ た点で あ ろう．さ らに，本来の 大腸菌の持っ

て い る酵素 は ほ と ん ど失活 して い る の で ，副反 応 が ま っ

た く起 こ らない こ と も期待で きる．

　そ こ で，PPKT，耐熱性 フ ル ク トース キ ナ
ーゼ （PFK ），

耐熱性 ホ ス ホ フ ル ク トキ ナ ーゼ （FK ） の 3つ の タ ン パ

ク質 を単
一

の 大腸菌内で 共発現 させ ，十分 に 増殖 さ せ た

後，70°ClO 分間熱処理 し．フ ル ク トー
ス ，ポ リ リ ン酸

を加 え，フ ル ク トース 1
，
6 ニ リ ン 酸 （FDP ）の 合成 を 行 っ

た．そ の 結果，期待通 り，副産物 の ない FDP の 合成が

行 え た
10） （図 5）．す な わ ち，こ の 大腸菌は デ ザ イ ン さ

れ た 反応 の み を行 う触媒へ と生 ま れ 変 わ っ た の で あ る．

現在 で は シ ン プ ル エ コ プ ロ セ ス と して ，さまざまな反応

系へ と応用され て い る
15）．

　さ ら に 筆者 ら は 最 近，好 熱 菌 の 代 謝 系を ま る ご と導

入 し た大腸菌を作 り出そ うと し て い る．こ の 大腸菌は

耐熱性の 代謝系を発現する の で ，T．　coli （thermostable

metabolic 　pathway−expressing 　Escherichia　coli の 略称）

と名付けて い る，導入する遺伝子 の 数が 増えれ ば　もは

や 大腸菌と好熱菌の 問の 子の合成生物とも言える．合成

生 物
“
T．coli

”
の 面 白み は，生産物 の 毒性 が 強 く，た く

さん作 っ た 場合に菌が 死 ん で し まうよ うな生産系に 適応

可能と考え ら れ る点で あ る．もともと大腸 菌宿主 は増殖

70
°
C

：；；‡慕辮
　 　 　 　 　 　 　 FK　 　 　　 　 PFK

図 5．複数 の 酵素 を導入 した シ ン プ ル バ イ オ 触 媒 FK は 耐 熱

性 の フ ル ク トキナーゼ，PFK は耐 熱性 の ボス ホ フ ル ク トキ ナ
ー

ゼ を示 す．
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後加熱 に よ り死 ん で い る の で ，毒性 は 関係ない ．また，

生命 と して は成 り立たない 様な人工 代謝系をくみ 上げ る

こ と も考え られる．
“
T，coli

”
の 課題 の

一
つ は，好熱菌 の

代謝系 そ の もの を ご っ そ り導入す る た め の 発現系で あ

る．こ の 問題 は，レ ア コ ドン補充 に より
一

部解決 しつ つ

あ る
16）．また もう

一
つ は，通常加熱後 に補酵素再生系を

共役 させ る 必要があ る こ と で あ る．こ の 補酵素再生系と

して，これ まで 述 べ た無機 リ ン 酸 の バ イオテ ク ノ ロ ジー

を応用 した い と考 えて い る．

無機 リ ン 酸の化学変換 とバ イオ変換の

　　 融合 テ ク ノ ロ ジ ー
へ の 挑戦

　リ ン 酸 ナ トリ ウ ム を800°C の 炉の 中に い れ て加熱する

と，平均鎖長 60程度 の ポ リ リ ン 酸を合成 する こ とが で

きる，また こ の 条件 で 合成 したポ リ リ ン 酸をATP 合成

に利用 で きる こ とは確認し て い る．しか し なが ら，こ の

投入エ ネ ル ギーは 遥 か に 縮合 に 必要なエ ネル ギーを超え

て い る こ とか ら，今後低温 で も脱水縮合で きる触媒を見

つ け る こ とが 必要であろ う．また，リ ン 酸か ら亜 リ ン 酸

へ の 変換 は，水素環境下 で，放電する こ とで 亜 リ ン酸に

部分的 に 変換す る こ と がわか っ て い るが，こ れも化学的

な触媒 が あ りそ うで あ る ．しか し調べ て み て も，まっ た

くと言 っ て い い 程 こ の 反応 に 関す る ケ ミス トリーが 進歩

して い な い ．もち ろ ん亜 リ ン 酸 の 合 成は黄 リ ン や 三 塩化

リ ン な ど を 出発点 とすれ ば，簡単に で きる．リ ン 酸か ら

亜 リ ン 酸へ の 変換，リ ン 酸か らポ リ リ ン 酸へ の変換に は．

おそ らく大 きな研究 の モ チベ ー
シ ョ ン が なか っ たた め，

ほ と ん ど研究が行 わ れ て 来なか っ た の か もし れ ない ．し

か し，ポ リリ ン酸 亜 リン 酸か ら生命エ ネ ル ギ
ー

が 直接

変換で きる よ うに な っ た 今，そ の ケ ミ ス トリ
ー

の 進歩が

望 ま れ る．ま た，冒頭 で も述 べ た よ うに，こ れらの 変換

は，生命発 生 の 鍵 になる 可能性 もあ り，無機 リ ン 酸 をめ

ぐる ケ ミ ス ト リーは，生 命と 化学 の 境界領域 の 深 遠な

テ ーマ で もある．今後，無機リ ン 酸の化学変換を研究す

る化学者と情報を共有しな が ら，バ イ オ変換 の 融合テ ク

ノ ロ ジーを確立 した い と考えて い る，

　現在，亜 リ ン 酸デ ヒ ドロ ゲ ナ
ー

ゼ の 研究は，科学研究費補

助 金 基 盤研 究（B）（代 表 〉 を受 けて 行 っ て い る．また，大 腸菌

へ の 好熱菌の 代謝系の 導入 は，JST 先 端的低炭素化 技術 開発 事

業 （分 担 ）の 中 で 実 施 して い る，また，ポ リ リ ン 酸 を活 用 す

るバ イ オ 技術の 開発は，生研 機構異分野 融合研 究支援事業 （分

担 ） で 行 っ た もの で あ り，そ の 他 の 成 果 は戦 略 的 創 造 研究推

進事業 （さ き が け 21 お よ び SORST ）（代 表）で 行 っ た もの で

あ る，また こ れ らの 研 究 に 関 わ っ た多 くの 学生，研 究 員 の 方 々

に感謝致 し ます．本稿の 機会を与えて 頂い た だ け で な く，さ

ま ざ まな研 究 の ご指 導 を頂 き ま した大 阪 大 学の 大 竹久夫先生

に深 く感謝致 し ま す．
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