
米国ＮＩＨで遺伝子組換え技術を習得 

広大に助教授として赴任した機会に、今からは試験管内遺伝子組み換え技術が必要と思い､以

前の NIH のボスのラザリニ博士に手紙を書いた。彼は部長に昇格していて、Visiting Scientist の

席を用意してくれた。当時はまだ、動物やヒトの遺伝子を自由にクローニングしたり、大腸菌で発現

したりできる時代ではなかった。僕はＮＩＨで、ラムダファージの PR と PL プロモーターを連結した効

率の良い遺伝子発現ベクターを開発した。 開発した温度制御発現ベクターにより、動物ウイルス

VSV-N protein を発現させワクチン研究に供試した。こうして初期のＤＮＡ塩基配列決定技術や遺

伝子組み換え技術を広大に持ち帰

った。帰国時にボスは､NIH 内の癌

研究所の友人からヒトメタロチオネ

イン遺伝子をもらい受け､持たせて

くれた。 

広大では学生達と遺伝子高発現

ベクターを使用して､ヒトメタロチオ

ネインや企業との共同研究でヒトホ

ルモンタンパク質などを生産させた。

これら一連の成果を、当時まだ共

産圏であったチェコ・スロバキアの

ＯＭＰシンポジュウムで講演したとこ

ろ、満員の聴衆から盛大な拍手喝

采を浴びた。当時、僕達の遺伝子

工学研究は､世界の最先端にあっ

た。 

その後、野村君、Molanr 君、白

君、Cho 君、Choi 君、許君、会見

君、村上君、橋本君など多くの優秀

な学生達に恵まれ､種々な微生物

で利用できる､宿主-ベクター系を

次々と開発した。遺伝子操作を可

能にした宿主ーベクター系を表に

サマライズする。それらは20種属細

菌でそのうち赤で示した 14 種属は

世界で初めての報告となった。 

こうした研究を通して、国際学会からも招待状が来るようになり、学術交流の日本の代表の一人

としても外国に行くようになった。日本-メキシコ通商 100 周年記念には、メキシコでシンポジュウム

の開催依頼が外務省からあった。永井史郎先生を団長に京大の谷先生、協和発酵の冨田先生、



名古屋大の山根先生らと日本代

表団として、始めてビジネスやファ

ーストクラスに乗せていただき、支

度金で背広も誂えたという高待遇

だった。ポーランドとの学術交流

協定には、名大医学部の八木国

夫先生を団長として、京大の左右

田先生と３人が代表で、ハンガリー

との学術交流には金森阪大総長

の団長とともに科学アカデミーを

訪問した。 

 
 

 
  

開発した遺伝子操作技術と関連する応用研究  



タンパク質工学研究 

次に、遺伝子工学を利用した

酵素の多角的利用とタンパク質

工学による酵素の耐熱性改良

や機能改変の研究も行ったの

で、その一部を紹介しよう。 

阪大の原田研究室では､多

糖類の構造決定や酵素分解の

研究をしていたので､その流れ

をくんで阪大から広大に移って

きた大学院生の滝沢君が、世界

に先駆けてデンプンの枝切り酵

素であるプルラナーゼ遺伝子

のクローニングに成功した。さ

らに、桂木君とともにその全塩

基配列を決定した。後に､パス

ツール研究所のプースリー博

士もこの酵素の塩基配列に挑

んでいたことを知った。我々の

発表を知った博士からの要請

で塩基配列データを送った。

当時、塩基配列決定には一

年以上か か っ た 。 彼 は 、

Molecularbiology and 

Microbiology という権威ある雑

誌の編集者でもあったことから、

以後論文掲載に便宜を図って

くれた。池田君がこの酵素のア

ミノ酸置換を行い､プルラナー

ゼがリポプロテインであり細胞

外分泌に関与していることを証

明し、米国の J. Biol. Chem.誌

に掲載された。 

トーヨーボーではコレステロ

ール診断薬に使用するコレス

テロール酸化酵素を放線菌で

遺伝子・タンパク質工学を利用した
酵素の多角利用と機能改変

Leu-Leu-Ser-Gly -Cys
Leu-Leu-Ser-Gly -Ser

Murooka, Y. and Ikeda, R., J. Biol. Chem ., 264:17524 -17531 (1989)

•澱粉枝切り酵素ープルラナーゼ

• クローニング(AEM 1985)

• 塩基配列決定(J.Bacteriol1986)

• リポプロテインの発見(JBC 1989)

• 分泌透過機構(JBC 1989)

•コレステロール酸化酵素

• 耐熱性への改良

• 酵素機能の変換

• 多角利用

•ステロイド変換酵素系(Mol Microbiol

1986ー)
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Y. Murooka, Y. Nishiya, M. toyama, M. Aoike, M. Yamashita ， and N. Hirayama. Stability  and Stabilization of Biocataly s is, p.295 -302,
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英国（IC, Cambridge, JI)で招待講演
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生産していた。そこで、放線菌のベクターを作成した我々の研究室に共同研究依頼がきた。 

 卒論生の石崎君は、半年もたたない内に「先生クローンが取れました」と報告してきた。こうして、

１９８６年に始めてコレステロール酸化酵素を放線菌からクローニングし、元の生産株の数百倍の

分泌生産に成功した。放線菌が抗生物質を合成するにはＰ４５０を必要とするが、その遺伝子は見

つかっていなかった。 そのＰ４５０遺伝子も彼が発見して学会を驚かせた。 

診断薬酵素として海外に広く輸出するには、熱やｐＨ安定性が求められる。そこで、トーヨーボ

ーの西谷君達とタンパク質工学によるアミノ酸置換を行って、ｐＨ安定性と 60℃でも安定な耐熱性

酵素の改良に成功した。さらに、この酵素の活性中心のアミノ酸置換により、コレステロールよりプ

レグレノロンに基質特異性を持つ酵素の機能変換にも成功した。この酵素の三次構造モデルは、

酵素のＸ線構造解析の専門家である東海大学の平山令明教授との共同研究で作成され、Protein 

Engineering 誌の表紙にも採択された。この研究で英国インペルアルカレッジ、ケンブリッジ大学、

ジョンイネス研究所に招待されセミナーを行った。 

広大では時折、研究室

前の廊下で学生達と鍋を

囲み飲んでた。たまたまス

ナップ写真に写っている野

村君や橋本君は筑波大学

でそしてポーランド、韓国、

中国からの留学生達は現

在世界各地で活躍している。 

広大から阪大への転任－

食品微生物関連研究 

阪神・淡路大震災の年、

僕は広大の教授から阪大

大学院の教授に転任した。

広大では優秀な学生に恵ま

れ､研究も順調だったので

転任の誘に躊躇した。そこ

で、永井先生に相談したとこ

ろ即座に「請われたら受け

なさい」とアドバイスされ決心

した。 

阪大で担当した研究室は、

柴崎先生以来の食品工学

の研究室だった。研究室の

伝統も継続する意味で、食

食品微生物研究
乳酸菌
• 形質転換系の開発

• 経口減感作療法への利用

• インターロイキン誘導機構

プロピオン酸菌
• 形質転換系の開発

• ＡＬＡの生産

• ポルフィリン生合成

• ビタミンＢ１２生合成

酢酸菌
• 伝統醸造菌の同定

• 形質転換系の開発

• 機能付与

ポーランド科学アカデミー
研究所長

筑波大学教授

テキサス大学助教授

筑波大学准教授

Dupon上級研究員

県立広大助教

廊下で時折宴会

•フイリッピンの慣れ寿司から採取した乳酸菌

Ｌ１３７株は、澱粉分解能がある

•熱殺菌 L137株はサイトカインを顕著に誘導する

•L137株は、 IL-12生成を促し、抗原特異的なIgE

生産を抑制する（アレルギー、喘息などの抑制）

•L137株はがん細胞を減少させる

(阪大と武田食品との共同研究）

・ウイルス性感染症予防効果がある

・ L137株に有用機能を付加する

コレステロールの経口分解

経口ワクチン （広大小埜研との共同研究）

乳酸菌L137株の特性と機能付与
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T. Aki, K. Ono, -et al., Int. Arch. Allergy Immunol .103, 349 -356 (1994)
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K. Ohkouchi et al., J. Biosci. Bioeng. (2012)
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乳酸菌ベクターによるコレステロール分解と
ダニアレルゲン発現
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品微生物研究も行った。 

前任の高野教授の留学生がフイ

リッピンの伝統発酵食品から分離し

た乳酸菌 L137 株は、デンプン分解

能を持っていた。武田食品との共同

研究で、この乳酸菌 L137 株は、サ

イトカインを顕著に誘導した。L137 

株は、 IL-12の生成を促し、抗原特

異的な IgE 生産を抑制することか

らアレルギーや喘息などの抑制も期

待された。さらには移植がん細胞も

減少させマウスでは延命効果も示し

た。インフルエンザなどのウイルス性

感染症予防効果もあることが分かっ

た。こうした効能が証明されたので､

武田食品から会社を引き継いだハ

ウス食品は、L137 株による発酵食

品の市販品開発を行っている。僕た

ちは、この L137株に有用機能を付

加 す る 基 礎 研 究 を 行 っ た 。

Kiatpapan さんと橋本君はこの乳酸

菌が持つ 15 コのプラスミドの 1 つと

乳酸菌の acetyl CoA carboxylase の promoter を利用した発現ベクター作成し、コレステロール酸

化酵素を乳酸菌内で発現させた。 

さらには、広大の小埜和久研究室との共同研究で、秋君などがダニアレルゲンやスギ花粉アレ

ルゲンを L137 株で発現させたりした。これらは、経口によるコレステロールの分解やアレルギー等

の経口減感作ワクチンを目指したも

のだが、遺伝子組換え体のため、未

だ基礎研究に止まっている。 

この乳酸菌ベクターやコレステロ

ール分解酵素の一連の研究でも、多

くの国際会議や大学から講演の依頼

があった。貴重なベクターやクローン

遺伝子など､使用させて欲しいとの要

請には､無料で提供してきたお礼の

招待もあった。 

•フイリッピンの慣れ寿司から採取した乳酸菌

Ｌ１３７株は、澱粉分解能がある

•熱殺菌 L137株はサイトカインを顕著に誘導する

•L137株は、 IL-12生成を促し、抗原特異的なIgE

生産を抑制する（アレルギー、喘息などの抑制）

•L137株はがん細胞を減少させる
(阪大と武田食品との共同研究）

・ウイルス性感染症予防効果がある

・ L137株に有用機能を付加する

コレステロールの経口分解

経口ワクチン （広大小埜研との共同研究）

乳酸菌L137株の特性と機能付与

乳酸菌飲料 ハウス

NH2-fabH
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Km

SC101 ori

EmpWK7
9.6 kb

choA

pLTK2

pMW218

T. Aki, K. Ono, -et al., Int. Arch. Allergy Immunol .103, 349 -356 (1994)
P. Kiatpapan et al. J. Biosci. Bioeng. (2001); Appl. Environ. Microbiol (2001)
K. Ohkouchi et al., J. Biosci. Bioeng. (2012)

Strain Plasmid Cholesterol oxidase

U/g protein

L. plantarum pRN14 0.0

L. plantarum pWK7 2.8

L. casei pRN14 0.0

L. casei pWK7 0.9

Expression of choA in L. plantarum NCL21 and in L. casei K95-5

P. Kiatpapan, M. Yamashita, N. Kawaraichi, T. Yasuda, and Y. Murooka . J. Biosci. Bioeng ., 92 (5): 459 -465 (2001)
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Nishimoto, R. Napitupul, H. Ono, and Y. Murooka.
J. Biosci. Bioeng ., 89 (1): 62 -67 (2000)

乳酸菌の発現ベクター開発
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どこの研究者に何を送った

か忘れた頃に、ポーランドの

ウッジ大学の教授から招待状

が届いた。講義の後、クラコ

フの古い大学を訪ねたとき、

そこにコペルニクスの出席簿

が残っていたのには驚いた。

以来、ポーランドには何度か

訪れ､ウッジ大学教授夫妻も､

阪大の招聘教授としてお招き

した。若手研究者の何人かも

招聘研究者としてやってきた。  

欧州最古の大学ボローニア大学に招待され時のこと。オーストリア・チロルの山間を抜けて国際

列車がイタリアのボローニア駅に着いてホームに降り立ったとたん、“Welcome Professor Murooka 

to Bologna”の構内放送が流れてきた。最初誰のことかと耳を疑ったが、自分のことだと分かり、感

激した。一度は尋ねてみたいと、あこがれていたボローニアで、こんな歓迎を受けたのが初めてだ

ったから。出迎えてくれた教授から、その１年前に、創立９００年祭を祝ったと聞かされた。明治維

新後１３０年に満たない東洋の端の大学から来て、かつて、人体解剖を行った古い階段教室を埋

める学生達の前で講義するのは感慨深いものだった。講義の後で驚いたことに、ボローニアの市

内のスペイン領に入り、その中の宮廷でお茶の招待を受けた。この中庭を囲んでいる建物は、ロ

ーマ法の勉強に来ていたスペイン皇室の留学生の寮として建てられたもので、一階には留学生の

個室群、教会や謁見の間、二階には国王の滞在中に使われる寝室があり、隣の応接室でお茶の

接待を受けたのだった。ちょうどスペイン王室からの留学生が、教授の研究室に滞在中で、僕の講

義を受けたことをそこで知った。 

プロピオン酸菌は、広大の上久保研究室でビタミンＢ１２研究に使われていたのでなじみ深い菌

だった。Ｋｉａｔｏｐａｐａｎさんはその

宿主―ベクター系作成にも成功し

た。世界中で永らく開発が試みら

れ、私たちが最初に成功したこと

を知ったのは、フランスのサン・マ

ロで発表したところオランダの研究

者が飛んできて､共同研究を打診

されたときだ。プラスミドやプロモ

ーターをプロピオン酸菌から分離

すること、ハイグロマイシンを選択

マーカーに使うこと等、発表してし

Jagiellonian Univ.Krakow, Poland Ｓｐａｉｎ ｉｎ Bologna、I taly
コペルニクスが学んだ ボローニア⼤学創⽴９００年祭の翌年

乳酸菌ベクターの取り持つ縁

Species CFU/ Stability
and strains # µg of DNA %

P. freudenreichii subsp. shermanii IFO12426 Pfr 1.8X106 83
P. pentosaceum HUT8606 Pfr 1.8X107 80
P. shermanii HUT8612 Pfr 1.4X106 85
P. freudenreichii ATCC 4915 Pfr 7X107 73
P. freudenreichii subsp. freudenreichii IFO12424 Pfr 5X105 83
P. freudenreichii P93 Pfr 4X104 48

Pfr , P. freudenreichii IFO12426

Y. Murooka
P. Kiatpapan, Y. Hashimoto, H. Namamura, Y.-Z. Piao, H. Ono, M. Yamashita, and Y.
Murooka . Appl. Environ. Microbiol ., 66 (11): 4688-4695 (2000)
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P. Kiatpapan, M. Yamashita, N.
Kawaraichi, T. Yasuda, and Y.
Murooka. J. Biosci. Bioeng ., 92 (5):
459-465 (2001)

プロピオン酸菌の宿主ーベクター系の開発



まったので彼らもそれに沿って

開発できたのだろうか､共同研

究の話はその後なかった。 

5-ALA 生産株の育種 

このプロピオン酸菌のベクタ

ーを利用して、５-アミノレブリン

酸の高発現を村上君や橋本君

達が、その下流のビタミンＢ１２生

合成経路の遺伝子群は Piao君

達が全部クローニングして､いわ

ゆる代謝工学研究をやってくれ

た。この留学生達も、現在タイや

中国の大学教授として活躍して

いる。 

ここで、工業化に成功した５-

アミノレブリン酸（５-ALA）の研

究例を紹介しょう。広大の永井

先生と佐々木健さんが光合成

細菌で５-ＡＬＡ生産を研究され、

コスモ石油で開発することにな

った。そこで、永井先生から､生

産株の育種指導を頼まれた。 

光合成細菌は､５-ＡＬＡ生産

に光を要求し､酸素に弱いので

攪拌が出来なくてスケールアッ

プは困難だった。そこで、光なし

で５－ＡＬＡを作ることに焦点を

当てた。将来の医薬品や食品

利用も考えて得意な遺伝子組

換えではなく､変異株取得に挑

戦した。まず、５-ＡＬＡのバイオ

アッセイ法を開発し、実用化に

必要な変異株を一万個単位で

選んでいった。酸素耐性株、高

価な酵母エキスを要求しない株

そして光照射を要求しない株の

C4 pathway
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プロピオン酸菌による5-ALA生産と
ビタミンB12 の代謝工学
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5-ALA Mutant strain 性質 (試験したコロニー数・方法)

(mM) CR-105 酸素耐性株：攪拌可能

1/5,000 (5-ALAバイオアッセイ系開発)
0.25 CR-286 0.1% 酵母エキスで5-ALAを分泌生産

1/10 ,000 (ミクロタイタープレート
1.5 CR-386 光照射なしで5-ＡＬＡ生産

1/10 ,000 (TCLプレート）
3.8 CR-450 バイプロダクト経路を切断

1/15,000 (ミクロタイタープレート
8.1 CR-520 低阻害剤 levu lin icacid添加

1/15,000 (ミクロタイタープレート
11.2 CR-606 J. Biosci . Bioeng., No.6,（1999）

1/15,000 (ミクロタイタープレート)
>50 CR-720 高生産株：スケールアップ可

>80 .000変異株から工業生産に成功（コスモ石油）

変異株による5-ALA 生産株作成に成功

Wild type strain : Rhodobacter sphaeroides CR-001 (IFO12203)

N ish ikawa, S---Murooka,Y., J. Biosci . Bioeng., 87 (1999)

Rs は光照射で5-ＡＬＡ生産

酸素感受性

変異株による生産に挑戦

Photoreactor：スケールアップに難

S. Nagai ,  K .  Sasak i  e t al . ,  Hirosh ima Univ .

・ 光照射なしの好気培養で5-ＡＬＡ
生産は出来ない？

・大腸菌の遺伝子組み換えで5-ＡＬＡ
生産？

光合成細菌Rhodobactersphaeroides
による5-ALAの生産



取得に成功した。さらに幾つかの変異を重ねていって､最終的に８万個以上の変異株からスケー

ルアップ可能な高発現株を取得し､コスモ石油で 5-ALA の工業生産に成功した。その後、同社の

田中さん（永井研で博士）の努力により世界的に５-ＡＬＡのマーケットが広がっている。 

一報の論文で食酢専門家に 

次に酢酸菌の話をしよう。奈良の玉の井酢のバッチ式の伝統食酢醸造では、百年以上も酢酸

菌膜移植して殺菌することなく醸造を継続しているという。そこで、現在どんな微生物が育っている

か調べたいと研究員を派遣してきた。早速ＥＲＩＣなどのマーカーを使うＰＣＲ法で醸造過程の１００

以上のサンプルの細菌遺伝子を調べたところ､一種類の優良酢酸菌株が優位を保っていることを

突き止めた。この研究をアメリカ微生物学会誌Ａple Ｅnviron Ｍicrobiolで発表したところ、イタリア

のレッジョエミリアで開催される「第一回食酢と酢酸菌国際学会」での講演依頼が来た。世界中に

何万もの食酢醸造所があるが、

食酢醗酵中の微生物叢を遺

伝子解析したのは僕たちが初

めてだった。この講演は好評

で僕はたった一報の論文でも

って食酢の専門家とされ、日

本語と英語のレビュー本を３

冊も書くことになった。この研

究が引き金となって、バルサミ

コ酢をはじめ発酵食品中の複

合微生物群の遺伝子研究が

始まった。 

 

青島のビロウ樹のルーツ 

遊び心研究の最たる例は青島

の日
ひ

老樹
ろ う じ ゅ

起源の研究だろう。宮

崎大学の吉田君から集中講義

を頼まれ､その後一緒に青島を

訪れた。青島のビロウ樹は亜熱

帯植物群として特別天然記念

物に指定されている。この島は、

古事記や日本書紀に記載のあ

る「海幸と山幸」の逸話で有名

な、青島神社の管轄である。入

り口に看板があって、「青島のビ

ロウ樹は、第３紀以前に高温に適した植物が繁茂した後もこの島に止まったという説と黒潮に乗っ

・百年菌膜を植え継いできた

・食酢発酵中の微生物叢（フ

ロラ）を遺伝子で調べたの

は初めてだった

・発酵食品の複合微生物群

の遺伝子研究が広まった

日本の食酢醸造では、百年間
純粋培養が保たれていた

Group A Group B

ERIC-P CR法による黒酢発酵中の酢酸菌種の解析

1 2 3 4 5 6

1. サイズマーカー
2. A. pasteurianus ATCC33445 T

3. TN -27 4. TN -136 5. TN -1 6. TN -2株

A B

黒酢発酵中に増殖してきた酢酸菌種の同定
標準株（タイプカルチャー、T）、Acetobacter
pasteurianus ATCC33445Tと分離株、TN-27株とTN
－１３６株は、同じであった。Vinegars of the World

by Laura Solieri and Paolo
Giudici(Feb 13, 2009)バルサミコ酢醸造 Appl Environ Microbiol 67 (2001)

酢酸菌膜移植

レッジョ・エミリア

Origin ofLivistona
chinensisvar.
subglobosaon the
“Islet of the Gods”,

Aoshima, Japan

「神の島」青島の

ビロウ樹の起源

Yoshida, N., Nobe, R ., Ogawa, K. & Murooka, Y .,

American J.  Bo tany ,87:, 1066 (2000)



て南の島から漂着した説」があると書かれ、それぞれ大正○○年、○○博士とあった。吉田君と「こ

れ調べてみる？」と冗談を言ったところ､次の年「先生、科研費が当たったから､沖縄の石垣島や西

表島に調査に行ききませんか？」と誘いが来た。「行く行く」と二つ返事。これらの島の天然ビロウ

樹葉採集試料を吉田研究室で遺伝子解析した結果、西表島から海流によってたどり着いたことが

分かった。「これ、Nature にだそう」と数千年来神の島に保存されてきた天然ビロウ樹の起源のスト

ーリーを書いて、Nature 誌に投稿したところ、「興味深いが､少々ローカルであり､科学に対するイ

ンパクトに欠ける」というコメント付で、不採択だった。でも、アメリカ植物学誌が採択してくれた。５

年前に青島を訪ねたところ、看板は新しくなっていた。そこには、「ビロウ樹の起源は、吉田博士、

室岡博士の遺伝子研究によればーー」でなくて、大正時代のままだった。さすが、宮内庁管轄の

神社。 
 


