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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

細胞には様々な種類の酵素が含まれ，生きるための無
数の化学反応の触媒として働いている。細胞から分離精
製された各種酵素は，医薬品，食品，化成品などの生産
や，洗剤や柔軟剤などの日用品，バイオセンサーまで
様々な分野で利用されている。しかし，酵素の分離精製
には手間やコストがかかり，また多くの精製酵素は不安
定で失活しやすいため，その利用は比較的付加価値の高
い分野に限られる。一方，細胞はいわば酵素の詰まった
袋のようなものである。そこで，酵素を取り出さずに細
胞そのものを触媒として利用する場合も多く，全細胞触
媒（whole cell catalyst）と呼ばれる。通常は，動物や植
物の細胞に比べて扱いやすく，適用できる遺伝子工学技
術も発達している微生物細胞を用いる。酵素のように高
度な分離精製をする必要もなく，また多くの場合，精製
酵素よりは細胞内に含有されている酵素の方が安定であ
る。そのため，微生物細胞は酵素と比べ生産コストが
ずっと低く，排水・廃棄物処理や安価な化学物質の生産
のような，低コストでないと市場に受け入れられない分
野にも適用しやすい。
微生物細胞は酵素より安価とは言え，培養には培地や
基質などの化学品，エネルギーを投入せねばならず，そ
れなりの生産コストはかかる。そこで全細胞触媒の利用
効率を高めるため，微生物細胞の固定化は古くから研
究，実用されてきた。精製酵素の固定化が広く研究され
普及しているのと同様であるが，全細胞触媒は酵素を内
包・固定化した袋とも考えられるため，微生物細胞固定
化技術は，袋ごと触媒を固定する技術ともいえる。袋と
言っても微生物細胞は 1 μm 程度と小さく，生産物の分
離の際には，遠心分離やフィルターろ過などによる細胞
の分離回収操作が必要である。微生物細胞を固定化すれ
ば，分離回収を省略でき，また触媒の反復使用や連続使

用が容易になる。さらに，触媒濃度を上げることも容易
になる。したがって，微生物細胞の固定化は，微生物反
応プロセスの効率化には欠かせない。
全細胞触媒には，脂質二重膜が反応物や生成物の移動
障壁となるという問題点がある。この問題を解決するた
めに，微生物細胞の表層に酵素などを提示する細胞表層
提示技術が検討されてきた 1)。微生物の固定化と細胞表
層提示技術が，全細胞触媒による生物プロセスを効率化
し，実用的プロセスを構築する鍵を握っている。

2.　従来の微生物細胞固定化技術と問題点

微生物細胞固定化技術の多くは酵素の固定化技術と共
通するが，酵素よりはずっと大きいので，その特性を活
かした微生物特有の技術もある。従来の主要な微生物固
定化技術は，①細胞表層分子の活性化による共有結合，
②物理吸着，③包括法，④クロスリンキングによる細胞
の凝集塊化である。これらの固定化法には様々な問題点
がある。例えば，①では微生物細胞や表層タンパク質の
失活や活性低下を招くことが多い。また，活性化に必要
な化学品や工程などで，コストが嵩む。②については，
一般に物理吸着力は弱く，固定化には不十分である。固
定化に利用可能なほど強い物理吸着を示すのは，これま
でのところ，一部の糸状菌に限られている。包括法は，
アルギン酸などの高分子ゲルに細胞を閉じ込める方法で
あり，微生物の固定化に最もよく使われてきた方法であ
る。しかし，ゲル内部における物質移動律速の問題は大
きく，物質変換速度の大きな低下をもたらす。また，脆
弱なゲルは攪拌などによって破壊されやすいし，キレー
ト作用をもつ物質があると崩壊するゲルもある。一般に
耐久性も高いとは言えず，ゲルからの細胞の漏出も時間
とともに増大する。④には①と同じような問題がある。
近年，物理吸着の一方法として，バイオフィルム法が
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注目されている。バイオフィルムは，微生物が固体表面
に付着し，EPS と呼ばれる細胞外高分子を分泌しながら
形成するもので，身近な例では“ぬめり”とか“水垢”と
呼ばれるものがある。医療現場や公衆衛生の分野では，薬
剤耐性などを示す病原菌のバイオフィルムが問題になって
いるが，水処理の分野では生物膜法として古くから利用さ
れてきた。近年は，水処理だけでなく，特定の微生物のバ
イオフィルムをつくらせ，化学物質の生産に利用しようと
いう研究も行われている。自然固定化法，受動的固定化法
などと呼ばれることもある 2–4)。しかし，通常のバイオ
フィルムは幾種類もの微生物種で構成される微生物コ
ミュニティであるのに対し，物質生産で利用されるバイ
オフィルムについては，反応に関わる微生物を一種類の
み含む純粋培養系，または一連の反応に関わるせいぜい
3，4種ぐらいまでの数種からなる混合培養系である。
よって，微生物生態学者が取り上げる一般的なバイオ
フィルムとは，だいぶ，趣も異なる。実際，一つの化学
反応にバイオフィルムを利用するには，特定の反応を触
媒する能力とバイオフィルム形成能力を併せ持つ微生物
種をスクリーニングせねばならず，かなりの時間と労力
を要する 3,5)。また，バイオフィルム形成に長期間を有
すること 2)，細胞濃度と物質輸送律速のバランスをとっ
て高活性を発揮する適切な厚みのバイオフィルムを維持
することが非常に難しいことなど，現状のバイオフィル
ムリアクターにも，実用化に向けた課題は多い 3,6,7)。

3.　接着性バクテリオナノファイバー AtaA

筆者らは，排ガス処理用バイオフィルムから単離され
たベンゼン / トルエン分解能力を有する高付着性細菌
Acinetobacter sp. Tol 5株 8) について研究を進めてきた。
Tol 5の付着が他の微生物のそれと特に異なる点は，①
様々な表面へ付着できるという非特異性と②その強さ・
親和性の高さと，③増殖を伴わなくても休止菌体細胞自
体の付着能力が高いことなどである 9)。緑膿菌
Pseudomonas aeruginosa PAO1のようなバイオフィルム
形成細菌は，増殖を伴ってバイオフィルムを形成しなが
ら表面に付着するが，休止菌体状態ではほとんど付着し
ない。Tol 5の休止菌体細胞は，疎水性のプラスチック
から親水性のガラス，さらには金属表面まで様々な種類
の材料表面に付着することができる。Tol 5は細胞凝集
力も高く，最近の解析では，この凝集力の高さが付着性
に大きく寄与していることが明らかとなってきた。筆者
らは，他の微生物では報告例のないこのような付着特性
をもたらす因子として，細菌細胞表層に存在する新規の
バクテリオナノファイバーを発見し，それを構成する新
しいタンパク質を同定した（図 1）。このタンパク質は
三量体型オートトランスポーターアドヘシン（TAA）
ファミリーに属しており，筆者らはこれを AtaA と名付
けた 10)。TAA はグラム陰性病原性細菌の接着因子とし
て知られ，宿主細胞の表層分子やコラーゲン，フィブロ
ネクチンなどの ECM に接着する 11)。また，バイオフィ
ルム形成にも関与する。しかし，TAA の中で AtaA の
みが様々な表面に対し非特異的で高い接着性を示す。

TAA のファイバー構造はピリなど代表的な細胞表層
の線毛様タンパク質とは異なる構造で，一種類のポリペ

プチド鎖のアミノ（N）末端側がファイバーの先端を，
カルボキシル（C）末端側が外膜結合部位をそれぞれ構
成する。また，名称が示すように，ホモ三量体を形成す
る。分泌においては，グラム陰性細菌の細胞表層構造で
ある内膜を Secシステムで通過後，ポリペプチド鎖の C
末端側が外膜中に βバレル構造を形成し，さらに，3つ
のポリペプチド鎖の βバレルが三量体を形成し外膜に孔
を形成する。その孔を通って，パッセンジャードメイン
（PSD）と言われる N 末端側の残りの部分が外膜を通過
し細胞外に出る。近年，βバレル構造の形成に Bam 複
合体と呼ばれる一連のタンパク質群や，ペリプラズムで
のペプチド鎖の外膜への輸送やアンフォールディング状
態の維持に関して，分子シャペロンが関与することが明
らかになり，オートトランスポーターという名称は実体
を表さなくなってきている。AtaA に関して言えば，筆
者らはその分泌をアシストする新規のタンパク質 TpgA
を発見している 12)。
膜結合部位と異なり，PSDは細菌の種類や株によって
多様である。PSD は多くの TAA で保存されている様々
な種類のドメイン構造が並んでおり，含まれるドメインの
種類や数は TAA によって様々である。そのため，TAA
を構成するポリペプチド鎖の長さも，数百から数千アミ
ノ酸まで多様であり，その違いは，細胞表層に提示され
るファイバー構造に反映される。AtaA のポリペプチド
鎖は 3630残基からなり，TAA の中では最も巨大なグ

図 1．高付着性 Acinetobacter 属細菌 Tol 5株と接着ナノファイ
バータンパク質 AtaA の電子顕微鏡写真。（A）ポリウレタン
の表面に付着する Tol 5の細胞凝集塊。（B）Tol 5細胞の表
層から生える周毛状の AtaA ナノファイバー。このファイ
バーで固体表面に接着したり細胞凝集塊を形成したりする。
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ループに入る。AtaAの一次構造の模式図を図 2に示す。
巨大な膜タンパク質である天然 AtaA を Tol 5株から分
離精製することは容易ではない。そこで筆者らは，プロ
テアーゼ切断箇所を AtaA ファイバーに遺伝子レベルで
導入する新しい分離精製法（酵素刈取り法）を考案し
た 13)。天然の AtaA の PSD ファイバーを，酵素消化に
より刈り取って分離した。得られたファイバーを電子顕
微鏡で観察すると，直径 4 nm，長さ 225 nm，タンパク
質の N 末となるファイバー先端と C 末の根元寄りに存
在する二つの head ドメインが膨らんだ形状をしている
ことがわかる（図 2）。

AtaA ファイバーを熱処理や酸・アルカリに曝し，CD
スペクトルと電子顕微鏡により高次構造への影響を，水

晶振動子マイクロバランスにより接着性を評価した。そ
の結果，pHが 1の酸や 12のアルカリ中でも AtaA の高
次構造は全く壊れず，接着性も損なわれなかった。熱処
理に対しても，80°C 以上 5分間の処理で変性が顕著に
なったが，それ以下の温度では構造を安定に維持してい
た。興味深いことに，AtaA は高次構造が崩れるにつれ
接着特性を失った。巨大分子である AtaA は一部が天然
変性状態であり，そこが非特異的で高い接着性を示す
のではないかという仮説もあったが，これは完全に否
定された。筆者らは，AtaA ファイバーの根元に近い
CheadCstalk と名付けたドメイン領域の結晶構造を決定
した（図 3） 14)。この部分は直接の接着部位ではないが，
AtaA ファイバーが強靱性と柔軟性を兼ね備えた構造を

図 2．AtaA の一次構造模式図と酵素刈取り法により細胞から切り取られた AtaA ファイバーの電子顕微鏡写真。AtaA は様々なドメ
インで構成されるマルチドメインタンパク質である。（出典元：参考文献 13）

図 3．CheadCstalk 部分の結晶構造。Chead（拡大図）はベータプリズム構造をもつ Ylhead と呼ばれるドメインが三つのバイザーで
キャップされているような構造となっており，ファイバーの安定化と強靱さに貢献している。
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図 4．層流条件下での Tol 5細胞塊の挙動。（A）7.57 mN m –2のような適切な剪断応力下で，細胞塊は重力の影響を受けて底面に付着
し，固定され，そして双子渦によって後方へ運ばれる細胞塊が積み重ることによって，発達する。（B）低い剪断応力下では，流
動下の細胞は小さな細胞塊を形成するが，双子渦が存在しないために，細胞塊が発達することはほとんどない。（C）高い剪断応
力下では，固定化された細胞塊は適切な剪断応力下で成長するが，細胞塊は最終的には高い剪断応力によって破壊される。（出
典元：参考文献 15）

有していることが明らかとなり，これが AtaA の高い接
着性に重要であると考えられる。上述のとおり変性しに
くい特性も，結晶構造を見ると頷ける。

4.　AtaA による Acinetobacter sp. Tol 5 の 

付着・凝集過程

筆者らはフローセルを自作し，層流中における Tol 5
細胞の挙動と付着の様子を詳細に解析した。解析を容易
にするため，実験は休止菌体を用いて行うことで，増殖
の影響を排除した。その結果，Tol 5の付着は，一つ一
つの細胞が表面に付着するというよりは，まず凝集塊を
形成し，それらが付着する方が主流であることがわかっ
た 15)。付着した凝集塊の後方には双子渦が生じ，それに

よって小さな凝集塊がここに運ばれて凝集付着すること
により，表面上の凝集塊は後方に向かって成長する（図
4）。剪断応力により，凝集塊の形状は線状に発達し，バ
イオフィルム様構造を形成する。なお，この付着には重
力が関与し，フローセルの上面には凝集塊の付着はほと
んど観察されなかった。また，ataA 遺伝子欠損株は凝
集が見られなくなり，表面に細胞が単層付着することが
わかった。すなわち，AtaA による凝集塊形成能力こそ，
Tol 5細胞の付着とバイオフィルム様構造形成の主因で
あることが明確になった。

5.　唯一無二の着脱可能な微生物固定化技術

筆者らは，ataA遺伝子を Tol 5とは異種の細菌に導入・
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発現させ，AtaA ナノファイバーを細胞表層に形成させ
ることで，有用なグラム陰性細菌を任意の担体の表面に
直接固定化する，迅速で簡便な微生物固定化技術を創出
することに成功した 16)。細菌は，休止菌体状態でも増殖
させながらでも固定化することができる。AtaA の非特
異的接着性により，好みの担体を使用可能である。ポリウ
レタン製スポンジ，ガラスウール，スチールウール，セル
ロース繊維（ヘチマ）などで実証済みである（図 5） 17)。
固定化により単位体積当たりの細胞濃度を高めることが
でき（図 6），それは担体の比表面積とパッキング効率
で決まる。例えば，ガラスウールを使って，乾燥菌体重
量で 100 g/L 以上の細胞濃度を達成している。
具体的な応用事例を示すため，筆者らは同じ

Acinetobacter 属細菌ではあるが，青色色素インディゴ
を生産する能力を有するフェノール分解菌 ST-550に
ataA 遺伝子を導入，発現させ，ポリウレタン製スポン
ジに固定した 18)。基質インドールを含むリン酸緩衝液に
このスポンジを入れるだけで色素が生産された。さら
に，この新規で有効な固定化は，プロセス操作の簡便化
に加えて，毒性基質に対する耐性の向上効果をもたらし
た。バイオフィルム中の微生物細胞は，懸濁状態に比べ
て，抗生物質やストレスに対して高い耐性を示すことが
知られている。基質に対する耐性が向上したことで，基
質の濃度を上げることができるようになったため，反応
効率が飛躍的に向上した。AtaA による新規微生物固定
化法は，これまで主流であった包括固定法の欠点である
物質輸送・ゲルの脆弱性・細胞の漏出・固定化操作の煩
雑性といった諸問題を一気に解決した。AtaA によって
固定化した細胞は連続反応や反復反応に使用可能である。
筆者らは，水素生産菌である Enterobacter aerogenes に
ataA 遺伝子を導入，発現させ，バイオ水素を連続生産
させることにも成功している 19)。これは，ataA 遺伝子
を Acinetobacter 属以外の細菌にも適用した初めての事
例ともなった。

上述の酵素刈取り法により分離した AtaAの PSDを使
い，筆者らは，AtaA 分子の接着性がイオン強度の極度
の低下（10 mM 以下）により急激に低下し，純水中で
は付着性を完全に失うという事実を発見した 20)。同様な
現象は，Tol 5細胞など AtaA により付着する微生物細
胞にも見られた。さらに，一度，AtaA により材料表面
に固定した微生物細胞を，純水で洗浄すると剥離可能で
あること，剥離した細胞は，塩溶液中で再固定可能であ
ることも見出した。この現象を利用して，筆者らは世界
で初めて，着脱可能な微生物固定化技術の発明に至っ
た 21)。これにより，担体と微生物細胞の両方の再利用が
可能である。既に我々は，その具体的な実施モデルを発
表している（図 7）。従来の固定化法では，着脱可能な
微生物固定は不可能である。

6.　オン・ファイバーディスプレイ

細胞表層提示技術は，提示したいペプチドやタンパク
質を，細胞表層への輸送と固定を担うアンカータンパク
質に遺伝子レベルで融合することで，プラットホームと
なる微生物細胞の表層に機能分子を提示するものであ
る。アーミング酵母とも呼ばれる真核細胞の酵母を使っ
たシステム 22) から原核細胞のバクテリア使ったシステ
ムまで，提示に使われる細胞は幅広いが，基本的な方法
論は同じである。細胞表層提示おいては，提示分子の細
胞表層からの距離は，LPS やピリなどの固有の細胞表
層構造や表面電位などから受ける干渉のため，その機能
に影響すると考えられる。しかし，その影響を明確に示
す報告はなかった。筆者らは，AtaA のナノファイバー
上に機能性分子を提示する“オン・ファイバーディスプ

図 5．ataA遺伝子の導入発現による Acinetobacter baylyi ADP1
の固定化。左からスチールウール，ヘチマ，ポリウレタン
フォーム，ガラスウール担体に，休止菌体状態の ADP1
形質転換体を固定した。写真上段：バージン担体，中段：
ADP1株ベクターコントロール，下段：ataA 遺伝子を誘
導発現させた ADP1形質転換体。ベクターコントロール
の培養液は懸濁細胞で濁っている。ataA 遺伝子を誘導発
現させると微生物は担体に固定され，細胞懸濁液が透明に
なり，担体も鮮明に見えるようになる。

図 6．増殖菌体状態の Acinetobacter baylyi ADP1形質転換体の
固定化。20 mL の培地を含む三角フラスコに 1 cm 角のポリ
ウレタンフォーム担体を一つ投入し，ADP1形質転換体を植
菌した。24時間，ataA の発現を誘導しながら培養し，菌体
を増殖させながら固定を行った。培養後，固定化菌体と懸濁
菌体の細胞濃度を乾燥菌体重量測定により求めた。グラフ
には 3回の独立した培養により得られたデータの平均値と
標準誤差が示してある。*P<0.01（出典元：参考文献 17）
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図 8．His タグ融合 AtaA ファイバーの設計。His タグ融合 AtaA 全長（HisA）および 2つの His タグ融合 N 末端欠失 AtaA 誘導体
（ΔNHisB および ΔNHisC）の模式図。未成熟 AtaA のシグナルペプチド，成熟 AtaA の N 末端領域，および挿入した SfiI/His タ
グのアミノ酸を含む融合タンパク質先端のアミノ酸配列も記載した。抗AtaAストーク抗体のエピトープはバーで示されている。 
2番目と 5番目の FGG モチーフは，それぞれ「FGG_2」と「FGG_5」として表示されている。（出典元：参考文献 23）

図 7．着脱可能固定化技術による担体と微生物の再利用。
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レイ”と名付けた方法を開発した 23,24)。これは，機能分
子と細胞表層との距離が可変な世界初の細胞表層提示シ
ステムである。

AtaA のドメイン構造に基づき，N 末端側から削った
短縮 AtaA ファイバーを設計し，タンパク質ファイバー
先端付近にモデル機能分子として His タグを挿入した
（図 8）。その結果，Tol 5細胞上と大腸菌細胞上に His
タグを，表層から約 50～250 nm の異なる距離で提示す
ることに成功した（図 9）。His タグによるニッケルセ
ファロースビーズへの結合能は細胞表層からの距離に依
存し，微生物細胞によって異なるが，ある距離以上離れ
ると機能が有意に高まることが明らかとなった（図 10）。
細胞から離れた位置に分子を提示することで，微生物細
胞の種類によって異なる表層構造などによる障害を回避
することができる。

7.　お わ り に

AtaA を利用する微生物固定化法は，2項で述べた従
来の微生物固定化法の欠点を全て克服する画期的な新規
固定化法である。しかも，世界唯一の反復着脱可能な固
定化法であり，夢の微生物固定化法といっても過言では
ない。固定化プロセスも迅速で簡便であり，微生物プロ
セスに革新をもたらすであろう。今後，様々な微生物に
適用され，微生物細胞を使った化学反応プロセスの普及
に大きく貢献することを，新固定化法の発明者として
願っている。また，AtaA をアンカーとして利用するオ
ン・ファイバーディスプレイも，機能性分子の細胞から
の提示距離を可変的に設計可能とする画期的な技術であ

図 10．His タグ融合 AtaA 誘導体を発現する大腸菌形質転換体
の Ni-セファロースビーズへの結合。大腸菌細胞を SYTO 
9で染色し，LB培地中で Ni-セファロースビーズと共に 3，
10，および 30分間インキュベートした。（A）細胞と会合
したビーズの CLSM。バー：30 μm（B）マイクロプレー
トリーダーを用いて測定した細胞結合ビーズの蛍光強度。
データは，3回の独立した測定から得られた平均値±標準
誤差を示す。（出典元：参考文献 23）

図 9．His タグ融合 AtaA 誘導体を発現する Acinetobacter sp. 
Tol 5形質転換体の免疫電子顕微鏡写真。（A）HisA，
ΔNHisB および ΔNHisC を発現する形質転換体のネガティ
ブ染色 TEM 画像。His タグをモノクローナル一次抗体お
よび金コロイド結合二次抗体で標識した。写真中のバー：
200 nm（B）細胞表面と金コロイドとの間の距離を画像か
ら測定し，棒グラフで表した。データは 20本の繊維の平
均長±標準誤差。（出典元：参考文献 23）
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り，より効果的な細胞表層提示技術として様々なバイオ
プロセスへの応用が期待される。どちらも，微生物細胞
の表層に AtaA ファイバーを生やすという意味では同じ
であり，AtaA ファイバーあるいはその短縮体をそのま
ま表層に分泌提示するか，機能性分子と融合して提示す
るかの違いである。しかし，後者には，精密な融合タン
パク質の設計が必要であり，融合分子がファイバーの分
泌を妨げる可能性もある。また，どちらも，いかに有効
に細胞表層に輸送させフォールディングさせるかがポイ
ントであり，グラム陰性細菌の外膜タンパク質の分泌メ
カニズムについてのさらなる知見の蓄積が，AtaA 利用
技術の汎用化には欠かせない。
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