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第 1章 導入 

 

1-1. 緒論 

1-1-1. 背景 

タンパク質中における L-Cysteine（以下、システイン）は、ジスルフィド結合を介したタンパク質の

折り畳みや高次構造形成、並びに鉄・硫黄クラスターの形成に関与する (1) など、生体内におい

て重要な機能を担っている。しかしながら、システインは低濃度であっても原核生物、真核生物共

に細胞毒性を示すことが知られており (2-4)、それが故に細胞内のシステイン濃度は様々なシステ

ム（代謝制御、分解、排出）を用いて厳密に制御されている。しかし強力な細胞毒性作用にも関わ

らず、特に分解や排出機構には未解明の部分が多く存在しており、システインに特化した因子は

ほとんど同定されていなかった。そこで、本研究では、システイン耐性に関わる因子の同定と解析

を通じ、バクテリアが持つシステイン制御メカニズムのさらなる解明を目指した。 

制御メカニズムの一層の解明は、システインの発酵生産という側面でも大きな意味を持つものと

推察される。システインの世界市場は現在のところ年間約 3500 トンと、各種アミノ酸の中では比較

的大きな市場であり、用途は医薬品、食品、化粧品、工業用など多岐に渡る。その製法は人毛・羽

毛などの動物性タンパク質からの抽出法のほかに、酵素法、発酵法などのバイオテクノロジーを用

いた製法が知られている。コスト面では抽出法が圧倒的に有利な状況であると言われているが、近

年は製品の安全性や製造過程での環境への影響などに配慮する消費者の意識は高まってきてお

り、ノンアニマル由来システイン、すなわち発酵生産品のニーズは上昇傾向にある。しかしながら、

多くのアミノ酸は発酵による製法が有効であるが、システインに関しては上述のように、細胞への毒

性や複雑な代謝のレギュレーションなどのために発酵による効率的な生産が非常に困難であり、シ

ステイン発酵はアミノ酸発酵の中でも難易度の高い発酵と考えられている。 

このように、効率的な発酵法を開発することに社会的な意義が認められる一方、その達成には技

術的な課題が存在する。その技術的な課題を解決するためには、「厳密な細胞内システイン濃度

の調節機構を理解し、制御する」ことが必要になると考えられた。そこで本研究では、細胞内システ

イン濃度の制御メカニズムのさらなる解明とともに、同定された各種因子を用いた発酵生産への応

用可能性も併せて検討し、効率的なシステイン発酵法を確立することを目指した。 

 

1-1-2. 細胞内システインの制御機構 

Escherichia coli はシステインの制御機構に関して最もよく研究されているバクテリアであり、これ

までの研究を通じて、➀ システイン生合成（酵素レベル）の調節、➁ 分解による調節、➂ 排出に

よる調節、➃ 硫黄代謝（転写レベル）の調節、の 4 つの機構を中心に細胞内のシステインレベル

を調節していることが明らかとなっている（図 1-1）。 

➀ のシステイン生合成（酵素レベル）の調節機構に関しては、システインにより阻害されるセリン

アセチルトランスフェラーゼ（serine acetyltransferase; SAT）、並びにシステイン生合成経路中の中

間体であるセリンにより阻害される 3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼ（3-phosphoglycerate 
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dehydrogenase; 3-PGDH）、の 2つの鍵酵素に対するフィードバック阻害による調節が代表的なもの

として知られている (5, 6)。細胞内のシステインレベルが上昇すると、そのシステインにより SAT が

阻害され、システインの生合成を抑制する。さらに、SATが阻害されることにより反応基質であるセリ

ンの細胞内濃度が上昇し、3-PGDH を阻害する。この 3-PGDH は解糖系からシステイン・セリン生

合成経路へ流入する炭素源の量を調節するバルブのような役目を担っており、3-PGDH が阻害さ

れることによりシステイン生合成経路へ流入する炭素源が減少、システインを過剰に生合成しない

機能を備えている（図 1-1参照）。SATや 3-PGDHは E. coliではそれぞれ cysE と serAによってコ

ードされるが、そのフィードバック阻害耐性型変異に関しては既によく研究されており、効果的な変

異型 SAT として CysE5（V95R および D96P） (6) や CysEX（T167A） (7) が、同じく変異型 3-

PGDH として SerA346 (5) や SerA5（409 stop）(8) などが知られている（図 1-2、1-3）。システインの

発酵生産にあたり、特に SAT のフィードバック阻害耐性は非常に重要であり、野生株ではシステイ

ンを検出可能なレベルでは生産できないが、変異型 SAT を導入することで初めて検出することが

可能となる。このように、システイン生合成レベルの調節機構は研究が進んでおり、システイン発酵

への応用も検討されている。 

➁ の分解に関しては、E. coli では少なくとも 6 つの酵素（CysK、CysM、MetC、MalY、TnaA、

DcyD）がシステインデスルフヒドラーゼ（cysteine desulfhydrase; CD）活性を有していることが知られ

ている (9)。CD はピリドキサール 5 リン酸（PLP）を補酵素とし、システインをピルビン酸、アンモニ

ア、硫化物に分解する（Cysteine + H2O → Pyruvate + NH3 + H2S）ことにより過剰なシステインの蓄

積を回避しているものと考えられる。しかしながら、これらの酵素はシステインの分解の他に、酵素

本来の機能と考えられる重要な生理機能を有していることが知られている。例えば、CysK と CysM

は O-アセチルセリンスルフヒドリラーゼ（O-acetylserine sulfhydrylase; OASS）であり、O-アセチルセ

リン（OAS）と硫化物からシステインを合成する反応を触媒する (10, 11)。シスタチオニン β-リアーゼ

ファミリーに属する MetC や MalY は、シスタチオニンをホモシステインに変換する反応に代表され

るように、様々な基質の Cβ-S 結合を切断する機能を有している (12, 13)。TnaA はトリプトファナー

ゼであり、L-トリプトファンをインドールとピルビン酸、アンモニアに加水分解する反応を担っている 

(14)。このように、E. coli ではシステイン分解以外の主要な生理機能を有する酵素の副反応として

CD活性を合わせ持つと考えるのが一般的である。また、DcyDは他の 5種の CD とは異なり、D-シ

ステインを基質とするため (15)、細胞内のシステイン濃度制御に主として関与しているとは考え難

い。一方、Corynebacterium glutamicum はシステイン分解以外の機能が見出されていない CD を

一つだけ保有しており、E. coli とは異なったシステムを有している。しかしながら、この aceDにコー

ドされる C. glutamicumの CDは、システインレベルに応答して作用する訳ではなく (16)、またシス

テイン代謝やシステイン耐性への関与も明らかとなっておらず、システインの分解を介した生理的

機能の意義は分かっていない。以上のように、分解酵素は存在するものの、それによる細胞内シス

テインの恒常性維持およびシステイン耐性に関する役割は、未だ明確なものとされていない。 

➂ システイン排出ポンプの生理機能の一つとして、細胞内に蓄積した過剰なシステインを細胞

外に汲み出し、システインレベルを低下させる安全弁の役割が考えられる。発酵による細胞外シス
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テインの蓄積を検証する検討において、いくつかの排出ポンプ（LeuE、EamA、EamB、CydDC、

Bcr）がシステインの排出に寄与していることが報告されている (17-21)。しかしながら、「システイン

を排出するという機能を有すること」が、「細胞内のシステイン濃度調節に関与する生理機能を有す

ること」とは一概に言い難い。上記の排出ポンプは他の生理機能も有していることが知られており、

それらの生理機能に付随してシステインが排出されている可能性が否定できない。例えば、E. coli

において代表的なシステイン排出ポンプとして知られている EamA (17) と EamB (18) は、活性酸

素種（ROS）から細胞を防御するシステイン/シスチンシャトルシステムの構成要素としても知られて

いる (22)。しかも、これらの排出ポンプは過酸化水素によって強く誘導されることから、ROS から細

胞を守ることこそが主たる生理的な機能であると推察される (22)。LeuE はもともと L-ロイシンの排

出ポンプとして同定され、様々なアミノ酸を排出することが報告されている。同時に、ロイシンおよび

他のアミノ酸添加により誘導されることも報告されているが、システインにより誘導されるという知見

は得られていない (23)。また、グルタチオンやシステインの排出を担う CydDC (19, 24) は、シトクロ

ムの会合に関与することが知られている (25)。さらに、Bcr をはじめとする多剤薬剤排出ポンプもシ

ステインを排出することが知られているが、そもそもそれらは薬剤（ビクシロマイシンなど）排出ポン

プとして同定されている (26)。以上のように、システインを排出することが知られている排出ポンプ

もまた、CD と同様に重要な他の生理機能を担っていると考えられており、これらの排出ポンプのシ

ステインに対する基質特異性や、安全弁としての機能に関しては、未知な部分が多い。 

➃ CysB は硫黄源の取り込み、およびシステインの生合成経路を含む硫黄代謝に関連する多く

の遺伝子の転写制御を司る、LysRファミリーに属するマスターレギュレーターである (27-30)。細胞

内に取り込んだ硫酸根（SO4
2-）やチオ硫酸根（S2O3

2-）などの硫黄源を、システイン合成における硫

黄源供給体である硫化物（S2−）まで還元する遺伝子のほぼ全てを CysB レギュロンとして制御下に

置いており、硫黄源の供給をコントロールしている（図 1-1）。この CysBは、システインにおける炭素

骨格の最終中間体である OAS から自然反応で生じる N-アセチルセリン（N-acetylserine; NAS） 

(31) により活性化されることが知られている (32)。つまり、フィードバック阻害より制御されている炭

素骨格に合わせて硫黄源を供給するシステムと考えられている。通常硫酸代謝は抑制された状態

にあるが、必要に応じて活性化してシステインを合成するという、不必要にシステインを生成しない

システムとして機能しているものと考えられる。 
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図 1-1. E. coliにおける細胞内システイン濃度の制御 

E. coli のシステイン制御に関与する因子を簡略化し、記載した。点線は転写レベルや酵素的な制

御を示す。NAS；N-アセチルセリン、OAS；O-アセチルセリン、3PG；3-ホスホグリセリン酸、3-

PGDH；3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼ、Ser；セリン、SAT；セリンアセチルトランスフェラーゼ。 
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図 1-2. E. coli由来のセリンアセチルトランスフェラーゼ（SAT） 

（A） E. coliが保有する SATのアミノ酸配列およびドメイン情報。赤枠線にてフィードバック阻害耐

性型 SAT として知られる CysE5、CysEXの変異部位を示す。（B）E. coli由来 SATのシステイン結

合部位の 3D構造。分子はシステインを、SAT中の関連残基を赤と青で示す（Kai et al. Protein 

Eng Des Sel 19(4):163-7 (2006) より引用）。 
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図 1-3. E. coli由来の 3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼ（3-PGDH） 

（A） E. coliが保有する 3-PGDHのアミノ酸配列およびドメイン情報。赤枠線にてフィードバック阻

害耐性型 3-PGDH として知られる SerA346、SerA5の変異部位を示す。（B）E. coli由来 3-PGDH

におけるセリン結合部位（Al-Rabiee et al. J Biol Chem 271(38):23235-8 (1996) より引用）。（C）P. 

ananati由来 3-PGDHのアミノ酸配列。赤枠内は E. coli由来 3-PGDHの有効変異 SerA346に該

当する変異部位 SerA348を示す。 
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1-1-3. システインの発酵生産 

システインの代謝・制御メカニズムは E. coli における研究が最も進んでおり、システインの発酵

生産も E. coliを宿主として用い、検証された例が最も多く存在する。例えば、分解酵素（tnaA）欠損

と、フィードバック阻害耐性型 SAT をコードする変異型 cysE および、システイン排出機能を有する

bcr を過剰発現させた株では約 500 mg/L の蓄積を有することが報告されている (20)。さらに、代

表的な排出ポンプである EamA、変異型 SAT、3-PGDHを過剰発現させた株を用い、硫黄源として

チオ硫酸ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、硫酸アンモニウムを使用して発酵が行われた例では、それ

ぞれ約 1.4 g/L、2.3 g/L、2.1 g/Lの蓄積値が得られている (33)。このように、E. coliはシステイン発

酵生産の宿主として研究が最も進んでいること、また遺伝子改変ツールが充実していること、物質

生産のホストとしての実績が十分存在することより、工業生産化に向けた宿主として、最も適当であ

ると考えられていた。 

一方、Pantoea ananatis は腸内細菌科に属するグラム陰性のバクテリアであり (34)、これまでい

くつかの種が植物病原体として研究されてきている（Review (35) 参照）。近年、遺伝子改変ツー

ルの整備が進んだこともあり (34, 36, 37)、非病原体 P. ananatis およびその関連種の発酵生産へ

の応用が活性化している。L-グルタミン酸 (38)、L-アスパラギン酸 (39)、L-3,4-ジヒドロキシフェニ

ルアラニン (40) といったアミノ酸およびその関連物質や、ピロロキノリンキノン (37)、アスコルビン

酸中間体 (41)、ビタミン E (42) などのビタミン類、および 2,3-ブタンジオール (43) のような化合物

など、幅広い物質の生産に活用されつつあることが報告されている。さらに、P. ananatisは E. coli と

比較して環境ストレス、特に酸性条件下に対する耐性が高いことが知られている (34, 44)。酸性条

件下における発酵のメリットとしては、培養 pH の維持に必要とされるアルカリの量を減らすことによ

るコスト削減や、好気発酵条件下における自発的な酸化反応が回避可能となることなどが挙げられ

る。システイン関連の研究実績という点においては E. coli と比較して劣るものの、P. ananatis が E. 

coli よりもシステイン発酵への応用という点で優れている可能性も否定できない。 
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1-2. 本研究の目的と意義 

システインは医薬品、食品、化粧品、工業用など幅広い用途で用いられているが、特に医薬、食

品、香粧用途では摂取したり、皮膚に塗布したりするなど、人体に直接作用することから、人毛や

羽毛からの抽出法由来のシステインに対して抵抗が大きく、ノンアニマル由来のシステインが強く

求められている。ノンアニマル製品の製造方法として発酵法は代表的なものであり、実際、多くの

医薬、食品、香粧品用アミノ酸は発酵法により製造された製品が市場に出回っている。しかしなが

ら、システイン発酵は微生物を用いた発酵生産が極めて難しいアミノ酸であり、効率的な発酵生産

方法の開発に十分な余地がある。 

その理由として、1-1でも述べたようにシステインは比較的低濃度でバクテリアの生育を阻害する

など、細胞への毒性作用を有していることが挙げられる。バクテリアはその細胞毒性を回避するた

め、細胞内のシステイン濃度を厳密に制御する複数のシステムを備えていることが、主に E. coliを

中心とするシステイン代謝・制御メカニズムに関する過去の研究の中で報告されている。発酵によ

る大量生産（高濃度化）を実現するには、その代謝・制御システムをより明確化し、生産に応用する

ことが求められる。そこで本研究では、システイン耐性に関与する因子の同定と解析を通じ、システ

イン制御メカニズムのさらなる解明と、産業化への応用可能性を検討した。 

これまでのシステイン代謝・制御メカニズムに関する研究は、主に E. coliを用いて行われてい

た。近年、E. coli と同じ腸内細菌科に属する P. ananatisを発酵生産宿主とした物質生産の産業応

用化が数多く報告されており、システインの発酵生産に関しても P. ananatisの活用が可能ではな

いかと考えた。そこで本研究では、E. coli、P. ananatisの両微生物を材料として選定し、両バクテリ

アのシステイン耐性に関与する因子の同定を行った。2つの種を用いた検討を行うことにより、それ

ぞれが保有するシステインの制御機構を比較でき、より深い理解、議論が可能となった。 

本研究で得られる成果は、システインの発酵生産という産業への応用が期待できると同時に、各

種微生物が持つシステイン制御メカニズムの詳細や、種間での保存性や多様性に関する知見を

得る上で、学術的にも有意義なものである。 
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1-3. 本論文の構成 

本論文は、5章から構成される。 

第 2章「Pantoea ananatisにおけるシステイン耐性関連遺伝子の同定およびシステイン発酵への

応用」では、システイン耐性を指標に、P. ananatisのゲノムライブラリーから新規システインデスルフ

ヒドラーゼ（CD）をコードする ccdA および新規排出ポンプをコードする cefA、cefB を選抜、同定し

た。ccdA、cefA の両遺伝子は、それぞれ ccdR、cefR という転写調節因子を介し、システインにより

迅速かつ強力に誘導されることを明らかにした。特に ccdAは、E. coliにて見出された既知の CDと

は異なり、P. ananatis においてほぼ単独で作用し、システインに直接応答する CD であった。ccdA

を欠損した株では CD活性がほぼ消失することから、P. ananatisをシステインの発酵生産宿主に用

いる大きなメリットであると考えられた。また、CDである ccdAは欠損することにより、排出ポンプであ

る cefA、cefB は遺伝子増幅により、システインの発酵生産にポジティブな影響を及ぼすことが示さ

れた。 

第 3 章「Escherichia coli におけるシステイン耐性関連遺伝子の同定およびシステイン発酵への

応用」では、第 2 章と同様のスクリーニングを E. coli のゲノムライブラリーを用いて行った。その結

果、既知の排出ポンプ eamA とともに、システインデスルフィダーゼ（cysteine desulfidase）をコード

する遺伝子と相同性を持つ yhaMが選抜、同定された。yhaMは、転写調節因子である yhaO を介

してシステインに対して非常に速やかに転写が誘導される、システイン誘導型のシステイン分解酵

素であり、欠損によりシステイン生産量が増加することを明らかにした。なお、システインデスルフィ

ダーゼに関しては後述する。 

第 4 章「Pantoea ananatis を用いたシステインの発酵生産」では、第 2 章で同定された ccdA、

cefA および cefB のシステイン生産への応用を検討した。前半部では P. ananatis を宿主とし、フィ

ードバック阻害耐性型の鍵酵素や、システイン排出因子、硫酸根・チオ硫酸根の取り込み因子を 

強化したシステイン生産基本株を用い、生合成経路上における律速点を探索した。探索の結果、

システイン生合成の最終ステップである O-アセチルセリンと硫化物からシステインへの反応を触媒

する酵素、O-アセチルセリンスルフヒドリラーゼ B をコードする cysM が律速点である事が明らかと

なった。しかし、cysM の発現強度を一定レベル以上強化するに従い、生産量が低下していく現象

が見出された。本現象は、細胞内システイン濃度の上昇に伴って ccdAが誘導されることによるシス

テイン分解が原因であることを明らかとした。後半部では、細胞内システインの分解を回避し、シス

テイン生産性の向上を目指した。ccdA欠損による分解の回避、もしくは cefA、cefBの過剰発現によ

る菌体内システインの排出強化により、システイン生産量が大きく増加し、最大 2.2 g/L のシステイ

ン蓄積を確認した。これにより、これまでに報告されている E. coli を宿主としたシステイン生産菌と

ほぼ同等の力価を持つ生産菌を、P. ananantisにて構築することに成功した。 

第 5 章「総括」では、本博士論文の総括を行い、得られた知見の学術研究および産業上の利用

可能性について今後の方向性を議論した。 
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第 2章 Pantoea ananatisにおけるシステイン耐性に関与する因子の同定・解析、並

びにシステイン発酵への応用 

 

2-1. 緒論 

システインは多くのタンパク質の構成要素として、また低分子に対する硫黄分子の供与体として

重要な役割を担っている。ただし、システインは比較的低濃度で生育を阻害するなど、バクテリア

に対する毒性作用があるため、その細胞内濃度は厳密に制御されている。バクテリアでは、システ

イン生合成経路における鍵酵素であるセリンアセチルトランスフェラーゼ（SAT）や 3-ホスホグリセリ

ン酸デヒドロゲナーゼ（3-PGDH）のフィードバック阻害、およびマスターレギュレーターである CysB

による転写レベルでの制御などのシステムにより、細胞内システイン濃度はコントロールされている

ことが知られている。しかしながら、他の因子（例えば分解酵素や排出ポンプなど）が、どのように細

胞内システインの恒常性維持に関与しているかは明確にされていない。 

本章の研究では、腸内細菌科に属するP. ananantisのゲノムDNAライブラリーをE. coli MG1655

株に導入し、システイン耐性を指標にスクリーニングを行うことでシステイン耐性に関与する因子の

同定を目指した。その結果、3つの遺伝子の同定に成功した。 

1つ目の遺伝子は ccdA（cysteine-inducible cysteine desulfhydrase A、locus tag: PAJ_0331）と筆

者らによって命名された、システイン誘導型のシステインデスルフヒドラーゼ（CD）をコードする遺伝

子であり、システインの分解に作用する。この ccdA の発現は、すぐ上流に位置する転写調節因子

ccdR（locus tag: PAJ_0332 もしくは ybaO）により調節されている。2 つ目の遺伝子は cefA（cysteine 

efflux pump A、locus tag: PAJ_3026）と筆者らによって命名された、システイン誘導型のシステイン

排出ポンプをコードする遺伝子である。本排出ポンプも、そのすぐ上流に位置する転写調節因子

cefR（locus tag: PAJ_3027）により制御されている。これら 2つの因子は、細胞内の過剰なシステイン

に直接応答し、細胞内の恒常性を速やかに保つ役割を保持していると推察される。つまり、この

ccdA と cefA は細胞内外のシステイン濃度の変動に即座に対応する安全弁の機能を果たしている

と考えられる。3つ目の遺伝子は、cefB（cysteine efflux pump B、locus tag: PAJ_p0018）と筆者らに

よって命名された排出ポンプをコードする遺伝子であり、cefA とは異なりシステインにより直接誘導

されないものの、システインを細胞外に積極的に排出することでシステイン耐性を獲得していると考

えられた。 

これらの因子は細胞内システイン濃度の調節に強く関与するものであり、システイン発酵生産に

おける育種のターゲットとなり得る。本章では各遺伝子の機能解析と併せ、発酵生産への活用可

能性も検討した。そして本検討結果は、P. ananantisによるシステインの発酵生産性向上に寄与し、

産業化に向けた重要な知見になり得るものと考えられた。 
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2-2. 実験方法 

2-2-1. 使用菌株およびプラスミド 

本検討に用いた菌株およびプラスミドを、それぞれ表 2-1、表 2-2に示した。また、特定の遺伝子

欠損株を作製する際に用いたプライマーを表 2-3に、プラスミド構築に使用したプライマーを表 2-4

に記載した。 

P. ananatis における遺伝子の欠損、置換はすべて Katashkina らによって開発された λ RED 法 

(36) によって行い、薬剤耐性遺伝子の除去は既報 (36) に記載されている λ Int/Xis法により行っ

た。一例として ccdA 欠損株の構築方法および概略図（図 2-1）を以下に記載する。欠損する遺伝

子に挿入する DNAカセットは PCRにより取得した。まず始めに、プラスミド pMW-λattL-KmR-λattR

を鋳型とし、遺伝子導入領域の相同配列約 50塩基を 5端に保持するDd0191-FwおよびDd0191-

Rv をプライマーとした。PCR にて、挿入遺伝子領域の相同配列にカナマイシンマーカーが挟まれ

た構造の DNA フラグメントを得た。本フラグメントをエレクトロポレーションによりプラスミド

pRSFRedTER を保持する SC17(0)株に導入し、相同組換えにより遺伝子を挿入した。

pRSFRedTER には Exo、Beta、Gam をコードする Lambda red オペロンが搭載されており、λ RED

による遺伝子組換えを誘導することが可能となる。得られた形質転換体群から、薬剤を含む寒天培

地にて組み換え体（ドナー株）を選択した。このドナー株より PureElute bacterial genome kit

（EdgeBio）を用いて染色体DNAを抽出し、こうして得られた ΔccdA::kanフラグメントを含む染色体

DNA を対象株へエレクトロポレーションにて導入、相同組換えによる挿入を行った。ΔccdA::kan フ

ラグメントが挿入された対象株（通常 10 から 50 クローン程度得られる）を、カナマイシン含有の寒

天プレート上で選択した。なお、attL/R を介した薬剤耐性遺伝子の除去には、Int/Xis リコンビナー

ゼをコードしたプラスミド pMW-intxis-catを用い、phage λ site-specific Int/Xis system (36) により行

った。 

E. coli の遺伝子欠損には、Datsenko および Wanner によって開発された λ RED システム (45) 

を採用した。アラビノースにより誘導される λ RED遺伝子を持った pKD46プラスミドを用いて λ Red

相同組換えを誘発する一方、プラスミド pMW-λattL-KmR-λattRを鋳型に、PCRにより作製したカナ

マイシン耐性遺伝子を含む遺伝子断片を導入した。これらの断片を作製するために用いられたプ

ライマーは表 2-3に記載した。attL/Rを介した薬剤耐性遺伝子の除去はP. ananatisと同様に phage 

λ site-specific Int/Xis systemにて行った。 

本研究では、恒常発現プロモーターPnlp0を使用しているが、これは E. coliの nlpD遺伝子（locus 

tag; b2742）の上流約 300塩基の配列に相当する。これらのフラグメントは、表 2-4に記したプライマ

ーを用いてMG1655株のゲノムより増幅し、クローニングした。 

E. coli由来のフィードバック阻害耐性型 SATをコードする cysEXを搭載する pACYC-E1は、以

下の方法にて取得した。ompA プロモーター制御下にある eamA および cysEX を搭載したプラスミ

ド pACYC-DE1 を、Mnu I を用いて酵素消化し、セルフライゲーションさせることで、eamA 遺伝子

内の約 330塩基分を欠損した。 

SC17ΔlacZ-PccdA-lacZ株構築法を以下に示す。クロスオーバーPCRにより ccdAの ORFの上流
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と下流の相同配列を含む lacZ-KmRの融合断片を作成した。まず始めに、P. ananatis の lacZ フラ

グメントを、記載のプライマー（d0191::lacZ-FW1/d0191::lacZ-RV1）を用いて SC17 ゲノムを鋳型に

PCR にて増幅した。続いて、カナマイシン耐性遺伝子を含むフラグメントを、pMW-λattL-KmR-

λattR を鋳型に、記載のプライマー（d0191::lacZ-FW2/d0191::lacZ-RV2）を用いて PCR にて増幅し、

作製した。最後に、両フラグメントを混合した溶液を鋳型に、2 種のプライマー（d0191::lacZ-

FW1/d0191::lacZ-RV2）を用いたクロスオーバーPCR により、目的の遺伝子断片を作製した。得ら

れた遺伝子断片はエレクトロポレーションにて SC17ΔlacZ株に導入し、SC17ΔlacZ-PccdA-lacZ株を

構築した。 
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図 2-1. 遺伝子欠損株構築方法 

ccdA遺伝子欠損を例とし、本研究にて用いた遺伝子欠損株構築方法を示す。 
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表 2-1. 使用菌株 a 

菌株 説明 参照 

  MG1655 野生型 Escherichia coli MG1655 (ATCC 47076) ATCC 

  W3110 野生型 E. coli W3110 (ATCC 27325) ATCC 

  W3110ΔmetC W3110 ΔmetC 本章 

  SC17 野生型 Pantoea ananatis AJ13355 (34) 由来低粘液性株 NITE 

  SC17ΔccdA SC17 ΔccdA::KmR 本章 

  SC17ΔccdR SC17 ΔccdR::KmR 本章 

 SC17ΔlacZ SC17 ΔlacZ::TetR 本章 

  SC17ΔlacZ-PccdA-lacZ SC17 ΔlacZ::TetR-PccdA::lacZ-KmR 本章 

  SC17ΔcefA SC17 ΔcefA::KmR 本章 

  SC17ΔcefR SC17 ΔcefR::KmR 本章 

  SC17ΔccdAΔcefA SC17 ΔccdAΔcefA::KmR 本章 

 CYS 1-1 pMIV-cysE5、pACYC177 を保持する SC17株 本章 

 CYS 1-2 pMIV-cysE5、pACYC-ccdAを保持する SC17株 本章 

 CYS 1-3 pMIV-cysE5 を保持する SC17株 本章 

 CYS 1-4 pMIV-cysE5 を保持する SC17ΔccdA株 本章 

  CYS 2-1 pMIV-CysE5、pACYC-eamAを保持する SC17株 本章 

  CYS 2-2 pMIV-CysE5、pACYC-PA36ccR を保持する SC17株 本章 

  CYS 2-3 pMIV-CysE5、pACYC-cefAを保持する SC17株 本章 

  CYS 2-4 pMIV-CysE5、pACYC-PA36ccd を保持する SC17株 本章 

 CYS 3-1 pACYC-E1、pMIV-5JSを保持する SC17株 本章 

 CYS 3-2 pACYC-E1、pMIV-cefBを保持する SC17株 本章 

  SC17(0) SC17株由来 λ Redシステム作動株 (36) 

aKmR、TetR、それぞれカナマイシン、テトラサイクリンへの耐性遺伝子；ATCC、American type 

culture collection；NITE、製品評価技術基盤機構。 
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表 2-2. 使用プラスミド a 

プラスミド 説明 参照 

  pSTV29 クローニングベクター、p15a ori; CmR Takara Bio 

  pCcdA pSTV29, ccdAを含む 1.5 kbの DNAフラグメント b 本章 

  pCcdR pSTV29, ccdRを含む 1.0 kbの DNAフラグメント b 本章 

  pCefA pSTV29, cefA を含む 1.1 kbの DNAフラグメント b 本章 

  pCefR pSTV29, cefR を含む 2.0 kbの DNAフラグメント b 本章 

 pPA36ccd pSTV29, cefA-cefR を含む 2.7 kbの DNAフラグメント b 本章 

 pLeuE pSTV29, leuEを含む 1.1 kbの DNAフラグメント b 本章 

 pEamA pSTV29, eamAを含む 1.4 kbの DNAフラグメント b 本章 

 pMIV-5JS クローニングベクター、SC101 ori; CmR (46) 

 pMIV-Pnlp0 pMIV-5JSに TrrnB （rrnB ターミネーター）とともにクローニングした

E. coli由来 PnlpDプロモーターを搭載 

本章 

 pMIV-cefB pMIV- Pnlp0にクローニングした cefBを搭載 本章 

 pMIV-CysE5 ompプロモーター制御下に cysE5 (E. coli) を配置 (47) 

  pACYC177 クローニングベクター、p15a ori; KmR Nippon 

gene 

  pACYC-eamA pACYC177, eamA (E. coli) を含む 1.4 kbの DNAフラグメント b 本章 

  pACYC-cefA pACYC177, cefA を含む 1.1 kbの DNAフラグメント b 本章 

  pACYC-PA36ccd pACYC177, cefA-cefR を含む 2.7 kbの DNAフラグメント b 本章 

  pACYC-PA36ccR pACYC177, cefR を含む 2.0 kbの DNAフラグメント b 本章 

 pACYC-DE1 pACYC187, ompA プロモーター制御下に E. coli 由来 eamA、
cysEX 

(48) 

 pACYC-E1 pACYC187, ompAプロモーター制御下に E. coli由来 cysEX; KmR 本章 

  pHSG299 クローニングベクター、pMB1 ori; KmR Takara Bio 

  pHSG-ccdA pHSG299, ccdA を含む 1.5 kb の DNAフラグメント b; CmR 本章 

 pMW-λattL-KmR-λattR λattL -KmR-λattRカセット供与プラスミド; ApR、KmR (36) 

 pMW-intxis-cat pSC101-ts; λ xis-intによる切り出し作動用プラスミド; CmR (36) 

 pRSFRedTER P-element制御下の λ gam、bet、exo遺伝子、sacB遺伝子; CmR (36) 

aKmR、TetR、それぞれカナマイシン、テトラサイクリンへの耐性遺伝子；ATCC、American type 

culture collection；NITE、製品評価技術基盤機構；CDS、コーディング領域。 

bCDSの上流約 300 bp、下流約 200 bpを含むフラグメント。  
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表 2-3. 遺伝子欠損に用いたオリゴ核酸配列一覧 

遺伝子名 プライマー名 配列 

ccdA Dd0191-FW 5´CCGTGTCTGAAGCCTATTTTGCCCGCCTGCTGGGCTTGCCTTTTATTGC

CTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

Dd0191-RV 5´CCGTGTCTGAAGCCTATTTTGCCCGCCTGCTGGGCTTGCCTTTTATTGC

CTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

ccdR Dc0263-attR2 5´ACGGCATTATTCGCGGACGGGTCGCTCTGCTGGATAATGAAAAGCTT

GGCCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3´ 

Dc0263-RV 5´TCAGGGGCCAACAGGCAGGGCTGTCGTGTATTTAATCTCTTCCATCGC

GATGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

cefA Dd0663-FW 5´ATGGTGTTTGGCATTTTGATTGGCTGTGCGCTACAAACCGCCATTGCG

GGCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3´ 

Dd0663-RV 5´GAAATCCAGAACGAAACGTCGCCCTTGACGACCGCGTCAGGCCCACC

GGATGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

cefR Dc09478-FW2 5´GCGTTGCTCAGTCACATCAAGTCAGCGTGAACACCGTGCTGAATGCC

TGGTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

Dc09478-RV 5´GATTTACCGGCCGTGCGGACCTACTACGAACGCCTCACTGAACGGCA

TGGCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3´ 

lacZ DlacZ(Pa)-F 5´GTAATGTCATCTCAATGTGAGCGGATAACAATTTTACACAGGAGACT

GCCTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

DlacZ(Pa)-R 5´TATTGGACGTCCTTACGCGAGAGTCAGGCAGGCGCGAGCCTGCCCGC

TCACGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3´ 

metC (E.coli) D-W3110metC-FW 5´ATGGCGGACAAAAAGCTTGATACTCAACTGGTGAATGCAGGACGCAG

CAATGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

D-W3110metC-RV 5´TTATACAATTCGCGCAAAACCGGCGTCCAGATCGGCAATCAGATCGT

CGACGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3´ 

ccdA::lacZ-KmR d0191::lacZ-FW1 5´CCTACACGTGCCTTAAAATAATGACTTTCATCCGACCGGAAATGAAC

GCCATGACCCTGGACAGAGATTC-3´ 

d0191::lacZ-RV1 5´-TTATTTTTGTTGCCCCCAGATAAAC-3´ 

d0191::lacZ-FW2 5´TCAGTGCAGGACGTTACAGCTACCAGTTTATCTGGGGGCAACAAAAA

TAATGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3´ 

d0191::lacZ-RV2 5´TGGCCCGATCTGGCGCTTCTTAACCCCGTTAGTCAAGGTCTGATAGCG

CACGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3´ 
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表 2-4. プラスミド構築に用いたベクター及びオリゴ核酸配列一覧 

プラスミド ベクター 遺伝子源 配列 

pCcdA pSTV29 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAAGCTTTTCATTATCCAGCAGAGCG-3´ 

 5´-CGCGGATCCTAATGCTGTAGGGCCTGAACCAG-3´ 

pCcdR pSTV29 P. ananatis 5´-CGCGGATCCGGTGTATCTTGTTTGATCCAACCG-3´ 

 5´-CGCGGATCCGGGCATCCATGTTTTGGTG-3´ 

pCefA pSTV29 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAGGCATTCAGCACGGTGTTC-3´ 

 5´-CGCGGATCCAGCCGTATCCTGCAGCTC-3´ 

pCefR pSTV29 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAATGGCGGTTTGTAGCG-3´ 

 5´-CGCGGATCCTGTAAAGGCTGGTCCCAC-3´ 

pLeuE pSTV29 E. coli 5´-CGCGGATCCAGTGGTCATTTAGTGC-3´ 

   5´-CGCGGATCCTGTGGGATTTGAAGCATCC-3´ 

pEamA pSTV29 E. coli 5´-CGCGGATCCAATGGTCATAAATGGCAGCGTAGCGC -3´ 

   5´-CGCGGATCCGCAGGGCGTTGCGGAACAAAC-3´ 

pACYC-eamA pACYC177 E. coli 5´-CGCGGATCCAATGGTCATAAATGGCAGCGTAGCGC-3´ 

 5´-CGCGGATCCGCAGGGCGTTGCGGAACAAAC-3´ 

pACYC-cefA pACYC177 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAGGCATTCAGCACGGTGTTC-3´ 

 5´-CGCGGATCCAGCCGTATCCTGCAGCTC-3´ 

pACYC-PA36ccd pACYC177 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAGCCGTATCCTGCAGCTC-3´ 

 5´-CGCGGATCCTGTAAAGGCTGGTCCCAC-3´ 

pACYC-PA36ccR pACYC177 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAATGGCGGTTTGTAGCG-3´ 

 5´-CGCGGATCCTGTAAAGGCTGGTCCCAC-3´ 

pMIV-Pnlp0 pMIV-5JS E. coli 5´-AGCTGAGTCGACCCCCAGGAAAAATTGGTTAATAAC-3´ 

   5´-AGCTGAGCATGCTTCCAACTGCGCTAATGACGC-3´ 

pMIV-Pnlp0-cefB pMIV-Pnlp0 P. ananatis 5´-CCGTCGACATGAACGCATTACTCTATC-3´ 

   5´-AATCTAGATTATAGCGTGCCCGGCATG GG-3´ 

pHSG-ccdA pHSG299 P. ananatis 5´-CGCGGATCCAAGCTTTTCATTATCCAGCAGAGCG-3´ 

 5´-CGCGGATCCTAATGCTGTAGGGCCTGAACCAG-3´ 
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2-2-2. 生育条件 

すべての菌株は Luria-Bertani (LB) 培地 (49)、M9 最少培地 (49)、 もしくは 1L あたり 15 g 

(NH4)2SO4、1.5 g KH2PO4、1 g MgSO4·7H2O、0.1 mg チアミン塩酸塩、 1.7 mg FeSO4·7H2O、0.15 

mg Na2MoO4·2H2O、0.7 mg CoCl2·6H2O、1.6 mg MnCl2·4H2O、0.3 mg ZnSO4·7H2O、0.25 mg 

CuSO4·5H2O、0.6 g BD BactoTM トリプトン (BD)、0.3 g BD BactoTM 酵母エキス (BD)、 0.6 g 

NaCl、20 g CaCO3、135 mg L-ヒスチジン·HCl·H2O、4 g Na2S2O3、2 mg ピリドキシン塩酸塩、60 g グ

ルコースを混合して作製した発酵生産培地を用い、 37°C（E. coli）、 34°C（P. ananatis）にて培養

した。なお、初発グルコース濃度を 40 g l–1と設定した場合は、都度本文中に記載した。 

培養する菌株に応じて、アンピシリンは 100 μg ml–1、カナマイシンは 20 μg ml–1、テトラサイクリン

は 12.5 μg ml–1、クロラムフェニコールは 25 μg ml–1の濃度で適宜添加した。 

 

2-2-3. システイン耐性遺伝子のスクリーニングおよび寒天プレート上での生育試験 

P. ananatis 野生株 SC17のゲノム DNAを Sau3AIを用いて酵素消化し、アガロースゲル電気泳

動にて分離後、約 10 kb の断片を回収した。回収した断片を pSTV29 の BamHI サイトに挿入し、

ゲノムライブラリーを作製した。P. ananatis ゲノムライブラリーを E. coli MG1655 株にエレクトロポレ

ーションにて導入し、2–4 mMのシステインを含有するM9最少寒天培地にて 2日間、37°Cでイン

キュベーションした。こうして得られたシステイン耐性クローンを単離し、保持しているプラスミドから

塩基配列を解読することで挿入されているゲノム領域を特定した。独立に取得された複数ゲノムの

重複領域情報などからシステイン耐性に関与する候補遺伝子の絞り込みを行い、遺伝子を同定し

た。 

 

2-2-4. 最少培地における生育を指標としたシステイン耐性試験 

最少培地（液体培地）における生育を指標とするシステイン耐性試験は以下の方法で行った。

M9最少培地にて一晩、試験管を振とう培養して得られた培養液を、1:100倍となるよう 50 μMのシ

ステインを含んだ新たなM9最少培地 3 mlに植菌し、一晩試験管にて振とう培養した。得られた培

養液を、波長 600 nmにおける光学密度（OD600）が 0.006 となるように菌体量を揃え、無添加もしく

は 200 μMのシステインを添加した 4 mlのM9最少培地に植菌し TN-1506 incubator（アドバンテ

ック東洋）を用いて、生育（OD660）を自動的に計測した。 

最少培地（寒天培地）における生育を指標とするシステイン耐性試験は以下の方法で行った。

M9 最少培地にて一晩、試験管を振とう培養して得られた培養液を、1:200–200000 に希釈後、0、

0.5、4 mM のシステインを含有する M9 最少寒天培地上にスポットした。これらのプレートを 24 時

間、37°Cで培養し、生育を観察した。 

 

2-2-5. CD活性染色 

各菌株を LB 培地に植菌し、一晩振とう培養した。得られた培養液を 1:100 倍希釈にて新たな

LB 培地に植菌し、3–5 時間の振とう培養により対数増殖期に到達するまで生育させた。システイン
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を添加する場合には 30 mM（最終濃度）を添加し、E. coliの場合は 37°Cにて、P. ananatisの場合

は 34°C にて培養を行った。その後、遠心分離により菌体を回収し、得られた菌体を洗浄バッファ

ー（10 mM Tris-HCl（pH8.6）、100 μM DTT、10 μM ピリドキサールリン酸）にて 3度洗浄したのち、

洗浄バッファーで懸濁した。得られた懸濁液を超音波処理により菌体を破砕後、遠心分離をして

粗酵素液を得た。Native PAGEおよびCD活性解析は既報 (50) に従い行った。細胞抽出液中の

タンパク質定量にはプロテインアッセイ CBB（Coomassie Brilliant Blue）溶液（5 倍濃縮）（ナカライ

テスク）を用い、各レーンに 2 μgのタンパク質を含有する細胞抽出液をアプライした。 

 

2-2-6. CD活性測定 

各菌株を 34°Cで一晩振とう培養した前培養液を 1:100倍希釈となるように本培養の LB培地に

植え継ぎ（フラスコ）、34°C での振とう培養により、波長 660 nm における光学密度（以下 OD660）が

0.3–0.5 に到達するまで培養を行った。システインを添加する条件の場合には培養中 25 mM シス

テイン（最終濃度）を添加した。遠心分離によって菌体を回収、氷上にて 0.85% NaCl で 2 回洗浄

後、50 μg ml–1 bovine serum albumin、10 μM ピリドキサールリン酸を含む 0.1M リン酸カリウム緩

衝液（pH 8.0）に懸濁した。菌体懸濁液を超音波にかけて菌体を破砕、遠心分離によって残渣を除

去した上清を粗酵素液とした。粗酵素液を用いた CD酵素活性の測定は文献 (15) の方法に従っ

た。 

 

2-2-7. β-Galactosidase lacZレポーターアッセイ 

一晩 M9 培地にて振とう培養した培養液（3 ml、試験管、34°C）を 1:25 希釈となるよう M9 培地

に植え継ぎ（25 ml、フラスコ、34°C）、5 時間の振とう培養ののち対数増殖期に達した培養液

（OD600 = 0.3）に 0.1 mM（最終濃度）のシステインを添加した。対照としてシステインを添加しない条

件（水添加）も同様に行った。添加後、1 時間ごとにサンプリングを行った（0–3 時間）。β-

galactosidase 活性の測定は Miller らの方法 (51) に従った。反応は全て 28°C において行い、遠

心分離により残渣を除去した上清を用いて波長 420 nmにおける吸収を測定し、Miller Unit として

β-galactosidase 活性を求めた。各株 2 連で独立に培養及び活性測定し、平均値を実験データとし

て使用した。 

 

2-2-8. 定量的 real-time PCR 

一晩M9最少培地にて振とう培養して得られた前培養液を、M9最少培地 25 mlを新たに張り込

んだ坂口フラスコに 1:100 倍希釈となるように植え継ぎ、34°C にて振とう培養を行った。約 6 時間

培養し、対数増殖期に到達した培養液に最終濃度 0 mM（無添加）もしくは 1 mM となるようにシス

テインを添加し、システイン添加前と添加 2.5 分後、5 分後、10 分後にサンプリングを行った。各サ

ンプリングでは 4 mlの培養液を 8 mlの RNA Protect Bacteria Reagent（Qiagen）と混ぜ合わせ、5分

間室温に置いた後、遠心分離により菌体のみを取得し、−80°C で冷凍保存した。保存されたサン

プルより、RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて mRNA の調製を行った。DNase 処理は TURBO 
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DNA-free（Ambion）を用い、DNase の反応及び不活化をした。こうして調製された DNase 処理済

の RNAサンプル 200 ngを用いて ExScript RT reagent kit（Takara Bio）により逆転写を行い DNA

に変換した。 

こうして調製された cDNAサンプルを、Power SYBR Green Master Mix（Applied Biosystems）を

用いた real-time PCR によって定量した。なおプライマーは表 2-4 に示したものを、RT-PCR 機は

7500 Real Time PCR System（Applied Biosystems）を使用した。各サンプルの 16S RNA（rrnB）につ

いても定量を行い、16S RNAの定量値を用いて RNA量による標準化を行った。 

 

 

表 2-5. 定量的 real-time PCRに用いたオリゴ核酸配列一覧 

遺伝子名 配列 

ccdA 5´-GCTCAGCGGACACACACTTAAT-3´ 

5´-ACCTGATGCCCGGAAAATC-3´ 

ccdA 5´-ACGCGTCGAGCCTTCCTT-3´ 

5´-CCGGTACGCGAAGCATTT-3´ 

cefA 5´-GTCACCTGCAAATCAACTGGAA-3´ 

5´-AGCGACAGCGCCATCAG-3´ 

rrnB 5´-CGGTAATACGGAGGGTGCAA-3´ 

5´-CCTGCGTGCGCTTTACG-3´ 
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2-2-9. システイン発酵 

各生産菌を LB寒天培地に塗り広げ、34°Cで一晩前培養を行った後、10-µLサイズの植菌用ル

ープ（NUNC社ブルーループ）でプレート上約 7 cm分の菌体を 1回掻き取り、2 mlの発酵生産培

地を張り込んだ大試験管（内径 23 mm、長さ 20 cm）に植菌した。32°Cにて振とう培養を行い、グル

コースが完全に消費されたことを確認後、培養を終了した（おおよそ 21–24 時間）。培地中に生産

されたシステイン（システイン関連物質を含む）は Gaitonde 法 (52) により定量した。なおニンヒドリ

ン反応液を添加する前に、サンプルに 10 mM の Tris-HCl 緩衝液（pH 8.5）にて調製した 10 mM

の DTT を加え、10 分間静置して還元処理を行った。本定量法では、システインの他にも酸化体

（シスチン）やピルビン酸との縮合体（2-methyl-2,4-thiazolidine carboxylic acid）も検出される (17, 

53)。またシステイン生合成経路においてシステインの前駆体となる S-sulfocysteine も同時に検出さ

れるが、これらのシステイン類縁体は、生体反応および化学反応のいずれにおいても一段階の反

応によりシステインに容易に変換することが可能である。つまり、類縁体を総システインとして検出

することにより、実際のシステイン生産能を評価することが可能となる。システイン収率は 1 gの消費

グルコースあたりに得られる産生システイン量（g）をパーセント表示した。各株とも 4 連で実験を行

い、そのときのシステイン生産量（平均値）と標準偏差を示した。なお有意差の検定に関しては、T

検定により 2つの母集団におけるそれぞれの平均値の有意差（P < 0.05）を判断した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. システイン耐性に関与する遺伝子のスクリーニング 

P. ananatisにおいてシステイン耐性に関与する遺伝子を探索すべく、P. ananatisのゲノム DNA

ライブラリーを野生型 E. coli MG1655株に導入し、2–4 mMのシステインを含有するM9最少培地

プレート上で 2日間生育させた。得られたシステイン耐性が向上したクローンからプラスミドDNAを

回収、配列を解読し、ゲノム重複領域の情報からシステイン耐性に関与する候補遺伝子の絞り込

みを行い、システイン耐性を付与する遺伝子を 3種同定した。 

同定された遺伝子を解析した結果、ピリドキサール 5 リン酸（PLP）依存型酵素の一つであるトリ

プトファン合成酵素 β スーパーファミリーに分類される酵素をコードする ccdA（cysteine-inducible 

cysteine desulfhydrase, locus tag; PAJ_0331）が見い出された（表 2-6）。E. coliでは 5つの L-CDお

よび 1つの D-CDがシステインをピルビン酸、アンモニア、そして硫化水素に変換することが知られ

ている (9)。これらの酵素は全て PLP 依存型の酵素であり、そのうち 3つ（CysM、CysK、DcyD）は

トリプトファン合成酵素 β スーパーファミリーに属している (15, 54, 55)。こうした配列上の特徴およ

び、システイン耐性を付与する表現型から、ccdA は CD 活性を持つ新規酵素である可能性が考え

られた。 

二つ目には、cefA（cysteine efflux pump A、locus tag; PAJ_3026）と筆者らが命名した LysE スー

パーファミリー (56, 57) に属する複数膜貫通型（SOSUI (58) による予測では 5 回膜貫通型）のト

ランスポーター様構造の因子をコードする遺伝子が同定され、システインの排出を担っていると推

察された（表 2-6）。スクリーニングで得られた cefA を含むゲノム断片上には、cefR（cysteine efflux 

regulator、locus tag; PAJ_3027）と筆者らが命名した HTH（helix-turn-helix）ドメインを保有する転写

調節因子をコードする遺伝子が存在しており、この因子が cefA の転写制御に関与している可能性

が考えられた。また同時に、cefB（cyteine efflux pump B; PAJ_p0018）と筆者らにより命名された、複

数膜貫通型（SOSUIでは 9回膜貫通型であり、DMT（drug/metabolite transporter）スーパーファミリ

ー (59) のモチーフを保有していると予測されている）のタンパク質をコードする遺伝子が見出され

た（表 2-6）。その構造上の特徴から、cefA と同じくシステインの新規排出ポンプであることが推察さ

れた。 

 

取得されたクローンが保持するプラスミド上のゲノム重複領域情報から候補遺伝子の絞り込みを

行ったが、この結果のみでは各因子がシステイン耐性の獲得に効果があるとは結論付けられない。

そこで、各遺伝子をクローニングしたプラスミドをそれぞれ E. coli野生株MG1655に導入し、M9最

少培地にて MG1655 株の生育を阻害するシステイン濃度（200 μM）において生育を改善させるか

検証を行った。本実験の陽性対照には、既知のシステイン排出ポンプをコードする eamA (17)、

leuE (21) を用いた。これにより、実験系の確認と同時に、システイン排出ポンプをコードしていると

予想される cefA、cefBのシステイン排出能力を比較することが可能となる。 

生育実験の結果、遺伝子を搭載していないベクターのみを保持する株では生育ラグが認められ

たが、陽性対照である eamA、leuE をマルチコピープラスミドにて導入した株は生育ラグが解消され
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た結果が得られ、本実験が機能していることが確認できた（図 2-2）。ccdA、cefAおよび cefB をマル

チコピー化した株も、それぞれ陽性対照同様に生育ラグの消失が観察され、各遺伝子がシステイ

ン耐性の付与に効果があることが、本実験により再確認された（図 2-2）。 

一方、それぞれの因子によるシステイン耐性への影響については差異が認められた。leuE の過

剰発現によるシステイン耐性効果は乏しく（生育ラグの減少幅が小さい）、これは LeuE がシステイ

ンを排出する能力が低いことに起因するものと推察された。元々LeuEは L-ロイシンの排出担体とし

て同定されており (23)、システインの排出能力は認められるものの、その能力は高くないことが示

唆された。一方、EamA は既知のシステインを排出するポンプとしてよく知られており、発酵生産に

も用いられるなど実績も多い (17, 60, 61)。実際にシステイン耐性効果も高く、システイン添加時の

生育ラグはほとんど観察されなかった。cefA および cefB の過剰発現株は、eamA 過剰発現株と同

様に生育ラグはほとんど認められないことから、CefAおよびCefBは EamAと同レベルの排出能力

（システイン耐性）を有している可能性が示唆された。排出ポンプではないが、ccdA の過剰発現時

にも、システイン添加時の生育ラグは認められなかったことから、他の因子と同様に、遺伝子増幅

時に高いシステイン耐性効果が確認された。 
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表 2-6. スクリーニングで得られた遺伝子とそれらの特徴 

遺伝子 アミノ酸

数 

推 定 膜

貫通数 a 

タンパク質ファミリーb 保有ドメイン c 

（位置） 

E. coli の相同遺伝子

（%アミノ酸相同性） 

ccdA 344 0 PLP-dependent enzyme PALP 

(30-314) 

CysM (27%) 

CysK (21%) 

 

cefA 195 5 LysE sperfamily RhtB 

(11-193) 

EamB (27%) 

YigK (26%) 

YahN (24%) 

 

cefB 301 9 DMT sperfamily RhaT 

(12-281) 

YedA (27%) 

YijE (23%) 

EamA (20%) 

a推定膜貫通数は SOSUI (58) を用いて予測した。 

bPLP, Pyridoxal phosphate; DMT, Drug/metabolite transporter. 

cPALP, Pyridoxal-phosphate dependent enzyme; RhtB, Threonine/homoserine/homoserine lactone 

efflux protein [Amino acid transport and metabolism]; RhaT, Carboxylate/Amino Acid/Amine 

Transporter [Transport and binding proteins, Amino acids, peptides and amines]. 
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図 2-2. システイン耐性 

システイン耐性を付与するとされる各遺伝子を搭載したプラスミドを保持する E. coli MG1655 を、

200 μMのシステインを添加したM9最少培地にて培養し、生育を観察した。空ベクター（pSTV29；

○）および leuE（pLeuE；■）、eamA（pEamA；□）、ccdA（pCcdA；●）、cefA（pPA36ccd；△）、cefB

（pCefB；▲）を保持した株の、システイン無添加条件下（A）および 200 μM のシステイン添加条件

下（B）における代表的な生育曲線を示した。 
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2-3-2. ccdAおよび cefAのシステイン耐性への関与 

これまでの検討を通じ、ccdA や cefA、cefB がシステイン耐性を付与する遺伝子であることが明ら

かとなった。この 3つの遺伝子のうち、ccdA と cefAはそれぞれの遺伝子のすぐ上流には転写調節

因子をコードしていると予想される遺伝子が存在することから、システインによる転写調節が行われ

ているのではないかと推察された。実際、マイクロアレイによる予備試験では ccdA や cefA の転写

は、1 mM のシステイン添加（cysteine shock）で増加することが示唆されている（データ示さず）。そ

こで、この 2因子に関して詳細に解析することとした。 

まず始めに、cefA、ccdA 両遺伝子のシステイン耐性への関与を詳細に検証すべく、P. ananatis 

SC17 株において各遺伝子欠損株を構築し、システインを含む寒天培地上での生育試験を行った。 

ccdA と cefA、それぞれの遺伝子を欠損した株では、システイン存在下での生育が著しく阻害さ

れること、欠損株に対し欠損遺伝子をプラスミドにて導入することにより、システイン感受性が相補さ

れることが明らかとなった（図 2-3 A、B）。これにより、cefA、ccdA にコードされるタンパク質は、生育

阻害を引き起こすシステイン濃度環境下において生育阻害を回避する働きを有することが改めて

確認された。続いて、それぞれの遺伝子を単独欠損した株と、2 重欠損した株のシステイン感受性

を比較したところ、システイン添加時の生育阻害の程度に差異が観察された。ccdA 欠損株は cefA

欠損株と比較して、システインに対して高い感受性を持つことが確認された（図 2-2 C）。つまり、

cefA、ccdA は異なったレベルのシステイン耐性を示すこと、ccdA は cefA に比べてシステイン耐性

への寄与が大きいことが明らかとなった。さらに 2 重欠損株では単独欠損と比してシステイン感受

性が高まることが確認され（図 2-3 C）、それぞれ異なるメカニズムにてシステイン耐性に影響を及ぼ

している可能性が示唆された。 
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図 2-3. システイン感受性 

各株のシステインへの感受性を、0、0.5、4 mMのシステインを含有する M9 プレート上での生育を

指標に検証した。（A）空ベクター（pSTV29）もしくは、ccdA を搭載したプラスミド（pCcdA）を保有す

る P. ananatis SC17 野生株（WT）および ccdA 欠損株 SC17ΔccdA。（B）空ベクター（pSTV29）もし

くは、cefA を搭載したプラスミド（pCefA）を保有する SC17 野生株（WT）および cefA 欠損株

SC17ΔcefA。（C）SC17野生株（WT）、ccdA欠損株 SC17ΔccdA、cefA欠損株 SC17ΔcefA、両遺伝

子欠損株 SC17ΔcefAΔcefA。 
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2-3-3. ccdAにコードされる新規システイン誘導型 CDの解析 

続いて ccdAの機能について解析を行った。CD活性を有する酵素の多くはトリプトファン合成酵

素 βスーパーファミリーに分類される。CcdA もまたトリプトファン合成酵素 βスーパーファミリーに分

類される PLP依存酵素であることから、CD活性を有する酵素である可能性が考えられた。 

CcdA が CD であるかを確認するため、ccdA 欠損株や増幅株における細胞抽出液中の CD 活

性を、活性染色にて検出した。LB 培地を用い、37°C で対数増殖期まで培養した細胞を回収し、

粗酵素液を調製、native PAGE によりタンパク質を分離後、CD 活性の検出を行った。本実験が想

定通り CD活性を検出する系として機能しているかを確認するため、E. coli 野生株W3110株及び

CD活性を示すことが知られている cystathionine β-lyase をコードする metC (12) の欠損株（W3110 

ΔmetC）の活性染色を行った。その結果、metC由来の CD活性が検出され、実験系が適切に機能

していることが確認された（図 2-4：lanes 1、2）。 

野生型 P. ananatis SC17株では CD活性を示すバンドがわずかに観察されるが、ccdA欠損株で

はそのバンドが消失することが明らかとなった（図 2-4：lanes 3、4）。一方、マルチコピープラスミドに

て ccdAを増幅した株では、CD活性を示すバンドが強く検出された（図 2-4：lane 8）。以上の結果よ

り、ccdA 遺伝子は CD をコードしていることが明らかとなった。さらに、培養液中に 30 mM システイ

ンを添加した条件において CD 活性が著しく増幅されることから、CcdA はシステインによって誘導

されることが示された（図 2-4：lane 5）。さらに、ccdA 欠損株ではシステイン添加により増減するバン

ドは確認できず（図 2-4：lane 6）、P. ananatisでは CcdAがシステインにより誘導される唯一の、かつ

主として機能する CDである可能性が示唆された。 

一連の活性染色実験により、ccdA がシステインにより誘導されること、また CcdA が CD であるこ

とが明らかとなったが、活性染色は定量性に乏しく、CcdAが P. ananatisが持つ総 CD活性に対し

てどの程度の影響を及ぼしているのかを明確に示すことができない。そこで、その影響を定量的に

把握するため、P. ananatis SC17株と ccdA欠損株のシステイン存在下、非存在下における細胞抽

出液中の CD活性を測定した。 

その結果、システイン非添加条件下において、ccdA 欠損株は SC17 株に比べ CD 活性が 1/10

程度まで低下している（表 2-7）ことから、CD活性を持つ酵素の中でも CcdAが特に中心的な役割

を持つものであることが改めて確認された。また、SC17 株ではシステインの添加により活性が約 11

倍増加するのに対し、ccdA 欠損株ではこの増加が全く認められなかった（表 2-7）。以上の結果よ

り、CcdAはシステインに応答する唯一の、そして P. ananatisにおいて主要な活性を持つ CDであ

ることが明らかとなった。 
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図 2-4. CcdAの CD活性 

E. coliのMetC（lanes 1、2）と、P. ananantisの CcdA（lanes 3から 8）の CD活性染色。株と条件は

以下の通り。Lane 1: E. coli 野生株（W3110）、lane 2: metC 欠損株（W3110ΔmetC）、lane 3: P. 

ananantis野生株（SC17）、lane 4：ccdA欠損株（SC17ΔccdA）、lane 5：野生株（SC17）に 30 mMシ

ステインを添加して培養した条件、lane 6：ccdA欠損株（SC17ΔccdA）に 30 mMシステインを添加し

て培養した条件、lane 7：空ベクター（pHSG299）を保持した野生株（SC17）、lane 8：ccdA 搭載プラ

スミド（pHSG-ccdA）を保持した野生株（SC17）。 
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表 2-7. システイン存在下、非存在下における細胞内 CD活性 a 

株名 システイン CD 活性 b,c (mU) 

SC17  11.2 ± 0.3 

+ 121.9 ± 3.7 

SC17ΔccdA  1.1 ± 0.1 

+ 1.1 ± 0.1 

aCD, cysteine desulfhydrase 

b1 U = 1 mol/min/mg-タンパク質 

c値は独立した 4連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。 
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2-3-4. システインによる ccdAの発現誘導 

CcdA はシステインに応答することが明らかとなったため、この応答が ccdA プロモーターに依存

するものであるか否かを検証すべく、lacZ をレポーターとした解析を行った。染色体上の ccdAプロ

モーター下流に lacZを連結した P. ananatis株（SC17ΔlacZ-PccdA-lacZ）を用い、システイン添加条

件下における β-galactosidase活性の経時変化を測定した。 

その結果、システイン添加後に β-galactosidase活性の上昇が確認され（図 2-5 A）、システインに

より ccdA プロモーターが活性化されることが示唆された。より詳細な誘導のキネティクスを調べるた

め、システインによる誘導直後における mRNAの経時変化を real-time PCRによって解析した。そ

の結果、システイン添加により mRNA レベルは速やかに上昇し、約 400 倍にまで増加した。加え

て、添加 2.5 分後には既に mRNA レベルが最大値に近付いていることから、極めて大きくかつ素

早い応答であることが明らかとなった（図 2-5 B）。誘導に必要な濃度については詳細な検討を行っ

ていないが、調べた範囲では少なくとも 100 μMのシステインを添加した場合には最大の mRNAレ

ベルに達することから（データ示さず）、比較的低濃度でも応答するシステムであると推察された。 

E. coliでは CD活性を示す酵素をコードする遺伝子の一つである tnaAの mRNAレベルがシス

テイン存在下において高くなることが報告されているが (50)、本実験と同じ実験系において E. coli 

tnaA mRNAの経時変化を調べたところ、システインによる誘導は認められなかった（データ示さず）。

つまり tnaA は ccdA とは異なり、応答が遅く、かつ変化も大きくないことが示唆された。ccdA はシス

テインに対し、大きくかつ素早い応答であることから、よりシステイン分解に特化し、システイン耐性

と強く関連した因子である可能性が考えられた。 
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図 2-5. システインによる ccdAの転写誘導 

（A）システインの存在・非存在下における PccdA-lacZ 融合による ccdA プロモーターの lacZ レポタ

ーアッセイ。SC17ΔlacZ-PccdA-lacZ 株を M9 培地で対数増殖期まで培養し、100 M のシステイン

添加（●）、もしくはシステイン無添加（〇）後の 0 から 3 時間まで毎時間 β-ガラクトシダーゼ活性を

測定した。値は 2つの独立した実験の平均値を示した。（B）システイン添加後の相対 ccdA mRNA

量。SC17（野生株）を M9 培地にて対数増殖期まで培養し、1 mM のシステインを添加（システイン

ショック、●）、もしくは無添加（〇）後の mRNA レベルをシステイン添加前のレベルと比較して示し

た。値は独立した 3連の実験の平均値を、エラーバーは標準偏差を示した。（C）ccdR欠損・プラス

ミド相補時における、システイン添加後の ccdA mRNA 相対値。（上部）ccdR の欠損コンストラクト。

（下部）空ベクター（pSTV29）もしくは ccdR 搭載ベクター（pCcdR）を保持する ccdR 欠損株（SC17

ΔccdR）を用いたシステインショック（1 mM）5分後の ccdAの mRNA量。値はシステインショック前

（0分 = 1）の値にて標準化した。独立した 3連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。nt：塩基数。 
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2-3-5. ccdAのシステインによる転写誘導に関与する転写調節因子（ccdR）の解析 

次に、システインによる ccdAの転写誘導に関与する転写調節因子について解析を行った。ccdA

の上流には僅か 117 bp を隔てて逆向きの方向（divergent）の ccdR（cysteine-inducible cysteine 

desulfhydrase regulator、PAJ_0332 もしくは ybaO）と筆者らが命名した遺伝子が存在する。CcdRは

putative LRP-like transcriptional regulatorのアノテーションがされており、E. coliの YbaO (62) と約

74%の相同性があることからオーソログと考えられる。こうしたゲノム上での divergent の並びの関係

は、しばしば転写調節因子とそのターゲット遺伝子の関係であることが知られているため、ccdR は

ccdA の転写を調節している可能性が考えられた。本仮説を検証すべく、ccdR 欠損株を用い、シス

テイン存在下における ccdAの誘導を real-time PCRによって調べた。なお、ccdAの発現制御に関

与する可能性のある領域をできるだけ残すため、ccdA上流 300 bpを残した状態で ccdRの欠損を

行った（図 2-5 C）。 

システイン添加後の ccdAの mRNA量を real-time PCRで調べたところ、ccdR欠損株では ccdA

の転写量増加は認めらなかった。一方、欠損した ccdR をプラスミドにて相補した株では、ccdA の

誘導が回復することが明らかとなった（図 2-5 C）。以上の結果より、ccdR は ccdAのシステインでの

誘導を制御する転写調節因子であることが示唆された。 

 

2-3-6. ccdAのシステイン発酵生産への応用 

ccdA は P. ananatis において主要な CD として機能し、細胞内のシステイン濃度を調節している

因子であるため、システインの発酵生産菌の育種において重要なターゲットになり得るものと推察

された。そこでシステイン生産モデル株を用い、ccdA の欠損および過剰発現によるシステインの発

酵生産への影響を調べた。 

システインの発酵生産において鍵酵素である SATの導入が欠かせないが、本酵素はシステイン

によるフィードバック阻害を受けることが知られている (5, 6)。そのため、これまでに検討されてきた

E. coli を用いたシステイン発酵においては、システインによるフィードバック阻害耐性型の SAT が

用いられている (53, 63, 64)。今回の検討では、ccdA が発酵生産に及ぼす影響を観察することが

目的であるため、野生株である P. ananatis SC17株に、この E. coli由来の変異型 SATをコードす

る遺伝子（cysE5）を導入したシンプルな生産モデル株にて評価を行った。なお野生型の SC17 株

はこの変異型SATの過剰発現なしでは検出可能なレベルでシステインを生産できないことが、これ

までの検討で確認されている（データ示さず）。 

まず初めに変異型 SAT を導入したモデル株（CYS 1-1）に対し、ccdA を過剰発現させた影響を

観察した（CYS 1-2 株）。生産培養の結果、システインの生産量が大きく減少することが明らかとな

った（表 2-8）。本生産モデル株では、変異型 SAT が導入されたことにより菌体内にシステインが滞

留していると予想される。そのため ccdA を過剰発現した株では、細胞外に分泌する前にそのシス

テインが分解されることにより生産量が低下したと考えられ、P. ananatis においてシステインの分解

を司る CcdAが持つ CD としての機能を考えると順当な結果と言える。一方、変異型 SATを導入し

た株（CYS 1-3）に対し、ccdAを欠損した生産モデル株（CYS 1-4）ではシステイン生産量が大きく増



34 

 

加していた（表 2-8）。これは、細胞内に留まっているシステインの分解が抑制されることにより、生

産量が増加したものと推察された。以上の結果より、P. ananatis を用いたシステイン発酵生産にお

いて ccdAは非常に重要な生産菌育種のターゲットであることが明らかとなった。 
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表 2-8. ccdA欠損および過剰発現がシステイン生産に及ぼす影響 a 

実験区 

および株名 

遺伝子型/ 

導入遺伝子 d 

産生システイン 

(mg l−1) 

OD600 システイン収率 

[% (g/g)] 

実験 1b          

CYS 1-1 cysE*, vector 169 ± 4 27.8 ± 0.5 0.28 ± 0.01 

CYS 1-2 cysE*, ccdA 71 ± 5 23.5 ± 0.3 0.12 ± 0.01 

実験 2c          

CYS 1-3 WT, cysE* 202 ± 14 34.9 ± 0.6 0.34 ± 0.02 

CYS 1-4 ccdA::kan, cysE* 516 ± 46 34.0 ± 1.5 0.84 ± 0.06 

a値は独立する 4連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。 

b CYS 1-1株および CYS 1-2株はそれぞれ培養開始後 23時間、25時間で終了した。 

c CYS 1-3株および CY 1-4株は培養開始後 19時間で終了した。 

dフィードバック阻害耐性型 cysE（cysE*）として cysE5（E. coli由来）を用いた。 
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2-3-7. システイン排出ポンプ cefAの機能解析 

続いて cefA に関して詳細に解析を行った。前述のように、予備的に行ったマイクロアレイの実験

において cefA が ccdA 同様にシステインショックにより転写誘導されることが示唆されたため、まず

始めにシステイン存在下での cefA発現のキネティクスを、ccdA と同様に real-time PCRにて検証し

た。その結果、cefA の mRNA レベルはシステイン添加の 2.5 分後には 4 倍にまで上昇することが

明らかとなった。つまり、cefA もまたシステインに対して速やかに応答し、誘導されること因子である

ことが明らかとなった（図 2-6 A）。 

 

2-3-8. cefAのシステインによる転写誘導に関与する転写調節因子（cefR）の解析 

cefAのすぐ上流には divergentに位置する cefR（locus tag: PAJ_3027）が存在しており、システイ

ンを介した cefAの転写調節に関与しているのではないかと考えらえた。2-3-5項に記載したように、

こうしたゲノム上での divergent の並びの関係は、しばしば転写調節因子とそのターゲット遺伝子の

関係であることが知られており、また cefR 中には HTH（helix-turn-helix）ドメインを保有する転写調

節因子様配列が存在していることから、その可能性は極めて高いと推察された。本仮説を検証す

るため、cefR欠損株を用いてシステイン誘導後における cefAの mRNA量を real-time PCRにて測

定した。なお、cefA の発現制御に関与する可能性のある領域をできるだけ残すため、cefA の上流

300 bpを残した状態で cefRを欠損した。 

検証の結果、cefR欠損株では cefAのmRNA量はシステイン添加の有無に関わらず増加しない

ことが分かった。一方、プラスミドで cefR を相補した場合には、cefA の転写誘導が回復し、mRNA

レベルが増加することが明らかとなった（図 2-6 B）。以上の結果より、cefR はシステインを介して

cefAの転写誘導を制御する転写調節因子である可能性が強く示唆された。 

一連の研究を通じ、cefA/cefRは ccdA/ccdRと類似したシステムであることが明らかとなった。両シ

ステムの作用機序を詳細に解明するためには、システインを介したプロモーターへの結合アッセイ

や転写調節因子（CcdR、CefR）の活性化のメカニズムを検証するなど、分子レベルでの解析が必

要であると考えられる。さらに、両システムのクロストークの有無なども今後の興味深いテーマであり、

P. ananatisにおける細胞内システインの制御機構を詳細に解明するためにも重要なポイントである

と考えられる。 
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図 2-6. システインによる cefA転写の誘導 

（A）システイン添加後の相対 cefA mRNA量の推移。SC17（野生株）をM9培地にて増殖期まで培

養し、1 mM のシステインを添加（システインショック、◆）、もしくは無添加（◇）後の mRNA レベル

をシステイン添加前のレベルと比較して示した。値は独立した 3 連の実験の平均値を、エラーバー

は標準偏差を示した。（B）cefR 欠損、プラスミド相補時における、システイン添加後の cefA mRNA

相対値。（上部）cefR の欠損コンストラクト。（下部）空ベクター（pSTV29）もしくは cefR 搭載ベクター

（pCefR）を保持する cefR 欠損株（SC17ΔcefR）を用いたシステインショック（1 mM）5 分後の cefA 

mRNA量。値はシステインショック前（0分 = 1）の値にて標準化した。独立した 3連の実験の平均

値+/−標準偏差を示した。nt：塩基数。 
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2-3-9. cefAの機能解析およびシステイン発酵生産への応用 

これまでの実験を通じ、cefA はシステインを介した cefR の転写制御を受けることが明らかとなっ

たが、cefA の機能に関しては解明できていない。CefA はその配列情報より LysE スーパーファミリ

ー (56, 57) に属する複数膜貫通型のトランスポーター様構造を有していることが推定されており、

システインの排出を担っている可能性が高いと考えられた。そこで、cefAがシステイン排出能を有し

ているか、またシステインの発酵生産に応用可能かを検証することとした。この 2 つの項目を確認

するため、システイン生産モデル株（細胞内にシステインを蓄積する株）にプラスミドにて cefA をマ

ルチコピー化することで、システイン生産量が増加するかを検証した。このような発酵生産を用いた

方法は、システインの排出ポンプとしての機能を確認する手法として実績がある (18, 20, 65)。なお

生産モデル株として、細胞内にシステインを蓄積していることが明らかとなった（2-3-6 項参照）P. 

ananatis SC17株にE. coli由来のフィードバック阻害耐性型の変異SATをコードする遺伝子（cysE5）

をプラスミドにて導入した株を用いた。 

本実験系の陽性対照として既知のシステイン排出担体をコードする E. coli由来の eamA (17) を

過剰発現させた P. ananatis株を採用した。変異型 SATの単独導入株と比較して、eamAを過剰発

現した株ではシステイン生産性が大きく向上することが確認され、実験系の妥当性が確認された

（表 2-9、実験 1）。同様に、cefA を過剰発現させた株を用いてシステインの発酵生産を行ったとこ

ろ、システイン生産量の増加が認められたことから、cefA はシステインの排出ポンプをコードしてい

る可能性が示唆された（表 2-9、実験 2）。加えて、cefA の転写調節因子と予想される cefR と cefA

を同時に導入した株では、システイン生産において相乗効果が認められ、cefRが cefAの転写を調

節している可能性が改めて示唆された。以上の結果より、CefA はシステインの排出ポンプであるこ

と、システインの発酵生産において重要な生産菌育種のターゲットとなり得ることが明らかとなった。 
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表 2-9. cefAおよび cefRのシステイン生産に及ぼす効果 a 

株名 導入遺伝子 c システイン生産 

(μg ml–1) 

OD600 培養時間 b 

(時間) 

実験 1d         

CYS 1-1 cysE*, vector 169 ± 4.0 27.8 ± 0.5 23 

CYS 2-1 cysE*, eamA 545 ± 28 21.8 ± 0.1 <19 

実験 2         

CYS 1-1 cysE*, vector 226 ± 40 32.6 ± 0.8 20 

CYS 2-2 cysE*, cefR 188 ± 50 32.9 ± 0.9 17.5 

CYS 2-3 cysE*, cefA 496 ± 75 30.1 ± 1.3 19.5 

CYS 2-4 cysE*, cefA, cefR 900 ± 96 29.9 ± 0.2 <16 

a値は独立した 4連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。 

b培養は初発グルコース（60 g l–1）を消費したことを確認し、停止した。 

cフィードバック阻害耐性型 cysE（cysE*）として、cysE5（E. coli由来）を用いた。 

d実験 1は表 2-8の実験 1 と同時に実施し、共通の対照株（CYS1-1）を用いた。 
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2-3-10. cefBの機能解析およびシステイン発酵生産への応用 

cefBには ccdAや cefAのようなシステインに応答した転写制御は認められないが、高濃度システ

イン下におけるスクリーニングにより取得された遺伝子であることから、細胞内システイン濃度を調

節するための重要な因子であり、システインの発酵生産における生産菌育種の有効因子になり得

るものと推察された。そこで、cefBの機能解析とともに、システイン発酵への応用可能性について検

証することとした。cefBは DMT（drug/metabolite transporter）スーパーファミリー (59) のモチーフを

有しているタンパク質をコードしていると予測されており、cefA と同様にシステインの排出ポンプをコ

ードしている可能性が考えられた。そこで、CefB がシステイン排出能を有しているか、またシステイ

ンの発酵生産に応用可能かを検証するため、CefAの場合と同様に（2-3-9項参照）システイン生産

モデル株（細胞内にシステインを蓄積する株）にて cefBを過剰発現させた際の効果を観察した。 

生産培養の結果、cefB の過剰発現によりシステイン生産能が大きく向上していることが確認され

た（表 2-10）。システイン耐性を高める効果が認められたこと、システイン生産能を向上させる機能

を有していること、また典型的なトランスポーターと構造が予測されていることなどから、cefB はシス

テイン排出機能を有したトランスポーターであることが示唆され、またシステインの発酵生産に活用

可能であることが明らかとなった。 
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表 2-10. cefBのシステイン生産に及ぼす効果 a, b 

実験区 

および株名 

導入遺伝子 d 産生システイン 

(mg l−1) 

OD600 システイン収率 

[% (g/g)] 

CYS3-1c cysE*, vector 95 ± 6 4.3 ± 0.2 0.26 ± 0.04 

CYS3-2 cysE*, cefB 209 ± 16 9.3 ± 0.2 0.36 ± 0.01 

a値は独立する 4連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。 

b培養開始後 18時間にて培養を終了した。  

c培養終了時点にて残グルコース濃度（20.3 ± 1.3 g l−1）が検出された。 

dフィードバック阻害耐性型 cysE（cysE*）として、cysEX （E. coli由来）を用いた。 
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2-4. 考察 

2-4-1. 各種バクテリアにて保存される ccdA-ccdRシステム 

本研究では、P. ananatis のシステイン耐性に関与するシステイン誘導型の CD 及び排出ポンプ

を同定した。バクテリアにおいて、システインによる転写誘導を介し、システイン耐性を誘導する遺

伝子はこれまでに報告されておらず、これらが初めての例と考えられる。一方で Oguri らにより報告

されている cdsH-cutR システム (66) （Salmonella における ccdA-ccdR のオーソログ）も類似した性

質を持っていると推察されることから、バクテリアにおいてある程度保存されたシステムである可能

性が考えられる。そしてこれらのシステムは、SAT や 3-PGDH のようなフィードバック阻害機構や、

システイン合成関連遺伝子の転写調節因子である CysBやそのレギュロンによる調節機構と並び、

システインの細胞毒性に対して対応するためにバクテリアが備える第 3の機構であると考えられる。 

本システムがバクテリア間でどのように保存されているかを STRINGSデータベース (67) を用い

て解析したところ、ccdA-ccdRの周辺遺伝子配置を中心に 6つのグループに分類することができた

（図 2-7）。ccdA、ccdR もしくはその両方のオーソログが存在する大半は γ-Proteobacteria であり、ご

く一部 α-Proteobacteriaが含まれた。ccdA、ccdRが両方存在する Group-A と Group-Bが最も多く、

腸内細菌科において広く保存されたシステムであることが分かる。また、STRING による解析では

周辺でよく保存されている遺伝子群として mdlAB（predicted multidrug ABC transporter）が見出され

た。いずれの種でも ccdR と mdlAB の距離は数十 bp と非常に短く、オペロン構造を取っている可

能性を含め何らかの機能的な関連も否定できない。特に興味深いのは E. coli 等、Group-C、D に

属する種においては ccdA のオーソログが存在しないにも関わらず、転写調節因子である ybaO

（ccdR オーソログ）のみが存在することである。進化の過程でたまたま ybaO だけが残ったのか、あ

るいは mdlAB との関連やその他で何らかの機能を持って存在しているのか、興味深い疑問である。 

対照的にシステイン誘導型の排出ポンプとその転写調節遺伝子である cefA-cefRは、P. ananatis

以外では腸内細菌科の Serratiaや Erwinia といったごく限られた種にのみ保存されていた。このよ

うな極めて限定的な保存性から、CcdA と比較してシステイン耐性への貢献度が低いこと、もしくは

限られた特定の環境下でのみ作動する可能性などが推察された。実際、システインによる誘導の

度合いは CcdA と比較して小さく（図 2-5 B、2-6 A）、またシステイン耐性へのインパクトも小さい（図

2-3 C）ことも確認されている。つまり、cefA-cefR システムはある特定の環境下において ccdA-ccdR

システムを補完する役割を担っている可能性が考えられた。この二つのシステムのクロストークに関

する検討や、結合アッセイ等によるシステインと転写調節の直接的な関与の証明に関しては、次な

る課題であると考える。 
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図 2-7. 各種バクテリアにおける ccdA-ccdRのゲノムコンテクスト比較 

各グループには、代表的なバクテリア例を示した。 
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2-4-2. システインの分解を主要な機能とする CcdA 

1-1-2 項に記したように、これまでに知られている CD（E. coli）は CD 活性以外の酵素活性を保

持しており、そちらが主要な生理機能と関連していると考えられる。一方、今回の研究を通じて明ら

かとなった P. ananantisが保有する CcdAは、システインの分解が主な生理機能と考えられる。その

理由として以下の 2点が挙げられる。1つ目は P. ananantisが示すシステイン耐性のレベルの高さ

であり、E. coli と比較して高いシステイン耐性を示すことが予備的な検討で明らかとなっている（定

量的な検討は第 4章にて実施した。図 4-1参照）。ここでは CcdAの存在が大きく寄与していること

が推察される。ccdA 欠損によりその耐性が失われることは、この仮説を裏付けていると言える。2 つ

目はシステインへの応答が極めて速く、大きいことが挙げられる。 

以上のように、CcdA はシステイン耐性という生理機能と直接関連している点で明らかに他の CD

とは異なった性質を有しており、システインの分解が主な機能と推察される。 

 

2-4-3. フィードバック阻害耐性型 SATのタイプとシステイン生産への影響 

SAT はシステイン生合成における最終ステップの反応を担う酵素であり、また目的産物であるシ

ステインによりフィードバック阻害を受けることから、システインの生産菌育種において SAT の制御

は非常に重要であると考えられる。 

今回の検討では結果的に 2種類の変異型 SATを使用した。一つ目はV95RとD96P という 2つ

のアミノ酸変異を伴う E. coli由来の変異型 cysE遺伝子 cysE5 (6) であり、二つ目は T167Aのアミ

ノ酸変異を伴う、同じく E. coli由来の変異型 cysE遺伝子 cysEX (7) である。今回の検討ではシス

テイン生産モデル株として ccdAや cefA、cefBの効果を検証するために区別なく用いたが、二種の

SAT間で菌体生育に対して異なる表現型が認められた。cysEXを導入した株では、cysE5を導入し

た株と比較して著しく OD600の値が低く（OD600の値は表 2-9、2-10 を参照）、生育に悪影響を及ぼ

している可能性が示唆された。E. coli を生産宿主とするこれまでの研究では、cysEX が広く用いら

れてきたが (22, 53, 64)、今回の検討で見出された生育差や、システインによる阻害から見る in 

vitro の酵素特性の結果 (6, 7) より、システイン生産への応用に関しては cysE5 の方が cysEX に

対して優れていると考えられた。なお以上の考察より、以降の検討では変異型の SAT として cysE5

を用いている。 

 

2-4-4. システイン排出ポンプが持つ安全弁としての機能 

E. coli やそれに類するバクテリアでは、システインを排出することが可能な数種のポンプを備え

ていることが知られている。しかしながら、それらの排出ポンプにはシステイン以外にも基質が知ら

れており、それらの排出能力が重要な生理機能とリンクしていることが既に知られている（緒論 1-1-

2 項参照）。実際、システインに対して応答するという報告は、これまでのところなされていない。一

方、過剰のシステインに対して迅速に反応し、システイン耐性に寄与する cefA-cefR システムは、バ

クテリアにおいて初めて見いだされた、システインに特化した制御機構であると推察される。このよ

うに細胞毒性を有するシステインに特化し、迅速に反応する cefA-cefR システムは、分解酵素と共
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に細胞内システイン濃度が上昇した際の安全弁として機能していると考えられる。 

こうした毒性を持った物質を細胞の外に排出するという行為は、最も簡便な方法の一つである。

しかし一方で、“取り込み・排出”というサイクルを無駄に回し、エネルギー的な不利益を引き起こす

可能性も秘めている (68)。しかし、システインに関してはこのようなサイクルは発生しないと考えら

れる。システインは細胞質のような還元環境下では還元体として存在するが、ペリプラズムのような

酸化環境下では酸化体（シスチン）として存在する  (22)。E. coli およびその関連微生物（P. 

ananantis 含む）では、そのシスチンの取り込みに YdjN および FliY-YecSC という二つのトランスポ

ーターが介在していることが知られている (60)。両システムともに、硫酸代謝の転写制御を司り、細

胞内システインが枯渇した際にシステイン生産に関与する多くの遺伝子を活性化させる転写調節

因子 CysB (27, 28) の支配下に置かれている (69)。つまり、システインの過剰蓄積によって排出ポ

ンプが活性化されシステインが細胞外に排出されたとしても、CysB による取り込みが作動しない限

りは、“取り込み・排出”というサイクルを無駄に回すことはないと考えられる。さらに、外膜のポーリ

ンが細胞質とペリプラズム間の空転サイクルを防ぐ上で重要な役割を果たしていると推察される。

外膜のポーリンは、ペリプラズムに蓄積するシステインやシスチンを菌体外に排出する経路として

機能することで、ペリプラズム内のシステインおよび関連物質の濃度上昇を抑制していると考えら

れる。実際、外膜チャネルの TolC はシステイン関連物質をペリプラズムから排出することでシステ

イン耐性に寄与していることが知られている (53)。 

システイン耐性に大きく影響を及ぼす CefA と CefBの両排出ポンプであるが、システイン発酵へ

の活用に限定されるかというと、そうでもない。一般に、バクテリアの持つアミノ酸排出ポンプの基質

特異性は高くないことが知られている (18, 21)。CefAや CefB も例外ではなく、様々なアミノ酸を認

識し、排出することがプレリミナリーな検討より明らかとなっており、本性質より様々なアミノ酸の発酵

生産への応用が期待され、検討が進められている (65)。 

 

2-4-5. まとめ 

本研究にて見いだされた知見を含め、P. ananatisが持つシステイン代謝の制御機構を図 2-8に

まとめた。E. coli を用いた研究を通じ、システイン生合成経路の調節に関与する因子として、SAT

や 3-PGDHのフィードバック制御 (5, 6)、転写調節因子である CysB (27-29) が知られているが、P. 

ananatis にも高い相同性を持ったそれらのオーソログが存在し、同様の制御を受けることを確認し

ている（データ示さず）。これら生合成経路の調節に関与する因子に加え、P. ananatisはシステイン

の細胞毒性に対して迅速かつ効果的に防御する新たな機構を備えていることが本研究を通じて明

らかとなった。CcdAや CefA（恐らく CefB も）は、細胞内外のシステイン濃度が急激に変化するよう

な環境下に対応するべく“安全弁”のような機能を保持していることが推察される。バクテリアにおい

て、システインは生理的に重要な役割を担う一方、有害性という側面も持っている。その二面性に

より、バクテリアはそれぞれの種において、複雑で精巧な制御メカニズムを独自に進化させ、獲得

してきたのではないかと推察される。 

本研究を通じ、分解を担う CD の機能を抑えること、排出ポンプを強化することはシステインの発
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酵生産を達成する上で重要な要素であることを示してきたが、これは P. ananatis をはじめとする関

連微生物において、システインおよびその類縁体を発酵にて生産する場合に共通する知見である

と考えられる。一方で P. ananatis は、その有用性から発酵による工業生産において重要な役割を

担ってきた歴史があること (38, 70) に加え、分解活性のほとんどが今回同定された CcdA 一つに

依存している極めてシンプルなシステムとなっていること、システインの排出に特化したポンプシス

テムを有することなどから、システイン発酵およびその工業化を成立させる上で効率的で有用な宿

主として期待される。 
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図 2-8. P. ananatisにおいて推定される細胞内システインレベル制御メカニズム 

点線は転写レベルや酵素的な制御を示す。NAS；N-アセチルセリン、OAS；O-アセチルセリン、

3PG；D-3-ホスホグリセリン酸、3-PGDH；3-ホスホグリセリン酸デヒドロゲナーゼ、Ser；セリン、SAT；セ

リンアセチルトランスフェラーゼ。 
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第 3章 Escherichia coliにおけるシステイン耐性に関与する因子の同定・解析、並

びにシステイン発酵への応用 

 

3-1. 緒論 

システインは産業上重要なアミノ酸の一つであるが、微生物を用いた効率的な発酵生産方法の

確立という点では未だ発展途上にある。システインは高濃度になるとバクテリアにとって毒性を発揮

することから、その細胞内濃度は複数の調節機構により厳密に制御されている。その一つがシステ

インの分解機構であり、CD やシステインデスルフィダーゼ（下記参照）がその役割を担っている。

第 2章で明らかとなったように、P. ananatisでは CcdAが CD として中心的な役割を担っていると考

えられるが、E. coli ではシステイン分解活性を保有する酵素が数多く知られているものの、分解を

通じた解毒作用の生理的な役割や、その特異性については明確になっていない。システインの発

酵生産性を向上させるためには、厳密な制御システムを理解し、緩和していくことが必要である。

つまり、主要なシステイン分解酵素を同定し、調節することは、システイン生産株の構築を促進する

上で重要な位置を占めるものと考えられる。 

本章では第 2 章で採用したスクリーニングと同様の手法を用い、E. coli のゲノムからシステイン

耐性を付与する因子のスクリーニングを行った。その結果、yhaMというシステインを硫化物とピルビ

ン酸、アンモニアに分解するシステインデスルフィダーゼをコードする遺伝子を同定した。細胞毒

性を示すシステイン濃度下における yhaM 欠損株の生育挙動、並びに転写レベルでのシステイン

への応答性などの表現型より、yhaM はシステイン誘導型のシステイン分解酵素をコードする遺伝

子であり、E. coli においてシステインの有害性に対処する生理機能を有しているものと推察された。

それが故に、yhaMは E. coliを宿主とするシステイン発酵生産において、その生産性を改善する有

力なターゲットになるものと考え、本研究にて検証した。 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 使用菌株、プラスミドおよび生育条件 

本検討に用いた菌株およびプラスミドを表 3-1 に示した。すべての菌株は 37°C にて Luria-

Bertani (LB) 培地、M9最少培地 (49)、 もしくは 発酵生産培地 （2-2-2 項参照）を用いて培養し

た。培養する菌株に応じて、カナマイシンは 20 μg ml–1、クロラムフェニコールは 25 μg ml–1の濃度

で適宜添加した。E. coliの遺伝子欠損は 2-2-1 項の記載に従い、DatsenkoおよびWannerによっ

て開発された λ REDシステム (45) により行った。yhaM および eamAの発現プラスミドは、マルチ

コピーベクターpSTV29 もしくは pACYC177 をベースに作製した。yhaM、eamA の PCR 産物を

BamHI（プライマーの 5′および 3′末端に認識配列を付与している）にて酵素消化して pSTV29に導

入、pSTV-yhaM7および pSTV-ydeD5を得た。同様に酵素消化した PCR産物を pACYC177に導

入し、 pACYC-yhaM1を得た。構築に使用したプライマーを表 3-2に記載した。 
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表 3-1. 使用菌株およびプラスミド a 

菌株・プラスミド 説明 参照 

菌株   

MG1655 野生型 Escherichia coli MG1655 (ATCC 47076) ATCC 

MG1655ΔyhaM MG1655ΔyhaM::KmR 本章 

CYS 4-1 pMIV-cysE5、pACYC177 を保持するMG1655株 本章 

CYS 4-2 pMIV-cysE5、pACYC-yhaM1 を保持するMG1655株 本章 

CYS 5-1 pMIV-cysE5 を保持するMG1655株 本章 

CYS 5-2 pMIV-cysE5 を保持するMG1655ΔyhaM株 本章 

プラスミド   

pSTV29 クローニングベクター、p15a ori; CmR Takara Bio 

pSTV-eamA5 pSTV29; eamA（E. coli）を含む 1.4 kbのフラグメント b 本章 

pSTV-yhaM7 pSTV29; yhaM（E. coli）を含む 1.3 kbのフラグメント b 本章 

pACYC177 クローニングベクター、 p15a ori; KmR Nippon Gene 

pACYC-yhaM1 pACYC177; yhaM（E. coli）を含む 1.3 kbのフラグメント b; KmR 本章 

pMIV-cysE5 ompC プロモーター、cysE5（E. coli）、SC101 ori; CmR (71) 

aKmR、CmR、それぞれ、カナマイシン、クロラムフェニコールへの耐性遺伝子；ATCC、American 

type culture collection；CDS、コーディング領域。 

bCDSの上流約 300 bp、下流約 200 bpを含むフラグメント。 
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表 3-2. 使用オリゴ核酸配列一覧 

 

  

使用目的 配列 

yhaM欠損株作成 5ATGTTTGATTCGACTTTAAATCCGTTATGGCAGCGTTACAT 

CCTCGCCGTTGAAGCCTGCTTTTTTATACTAAGTTGGCA-3 

 5-TTATCTGGCCTTGCTCGCCATAATCTCGATAATCTGCCGAT 

CCGTTTGCTCGCTCAAGTTAGTATAAAAAAGCTGAACGA-3 

eamA クローニング 5-CGCGGATCCAATGGTCATAAATGGCAGCGTAGCGC-3 

 5-CGCGGATCCGCAGGGCGTTGCGGAACAAAC-3 

yhaM クローニング 5-CGCGGATCCAAGATGCCTGCCGAGAAGATTAACG-3 

 5-CGCGGATCCGAGCGAGCTGGAAGCTATCG-3 

Realtime PCR: yhaM  5-CTCGATTCCGCGAAGCTAAA-3 

 5-CCCCCACTTACCGCTCAA-3 

Realtime PCR: yhaO  5-GCCATTATTACGCTGCCGTTT-3 

 5-CCATCGGACTTAACGTCTGGAT-3 

Realtime PCR: metC  5-AAGCCGCCACCAAATATCTG-3 

 5-ACACGGCAGTGCCAATCA-3 
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3-2-2. システイン耐性遺伝子のスクリーニング 

E. coli野生株MG1655のゲノム DNAを Sau3AIを用いて酵素消化し、約 10 kbの断片を回収

した。回収した断片を pSTV29の BamHIサイトに挿入し、ゲノムライブラリーを作製した。ゲノムライ

ブラリーを E. coli MG1655株にエレクトロポレーションにて導入し、2–4 mMのシステインを含有す

る M9 最少寒天培地にて 2 日間、37℃でインキュベーションした。こうして得られたシステイン耐性

クローンを単離し、保持しているプラスミドから塩基配列を解読することで挿入されているゲノム領

域を特定した。取得されたゲノムの重複領域の情報などからシステイン耐性に関与する候補遺伝

子の絞り込みを行い、遺伝子を同定した。 

 

3-2-3. 最少培地における生育を指標としたシステイン耐性試験 

寒天プレートでの生育試験は以下の方法にて行った。M9 最少寒天培地（硫黄源として MgSO4

を含む）上にて一晩培養して得られた菌体を、4 mM のシステインを添加した、それ以外の硫黄源

を含まない M9 最少寒天培地（MgSO4の代わりに MgCl2を添加）に塗布し、37°C で 2 日間培養

し、生育を観察した。 

液体培地での生育試験は以下の方法にて行った。3 ml の M9 最少培地を張り込んだ試験管を

用い、一晩振とう培養して得られた前培養液を 1:100倍希釈となるよう新たな 3 mlのM9最少培地

に植え継ぎ、対数増殖期まで培養した。本培養液を波長 600 nm における光学密度（OD600）が

0.005 となるように菌体量を揃え、無添加もしくは 100 μMのシステインを添加した 4 mlのM9最少

培地に植菌し TN-1506 incubator（アドバンテック東洋）を用いて、生育（OD660）を自動的に計測し

た。 

 

3-2-4. 定量的 real-time PCR 

一晩M9最少培地にて振とう培養して得られた E. coli MG1655の前培養液を、M9最少培地 25 

ml を新たに張り込んだ坂口フラスコに 1:100 倍希釈となるように植え継ぎ、37°C にて約 7 時間程

度、OD600が約 0.3 に到達するまで振とう培養した。得られた培養液に最終濃度 0 mM（無添加）も

しくは 1 mM となるようにシステインを添加し、システイン添加前と添加 5分後、20分後にサンプリン

グを行った。この後の操作は 2-2-7項に従った。増幅に用いたプライマーは表 3-2に記載した。 

なお、各サンプルの 16S RNA（rrnB）についても定量を行い、16S RNAの定量値を用いて RNA

量による標準化を行った。 

 

3-2-5. システイン発酵 

第 2章（2-2-9項）と同様の方法にて行った。なお本章では、初発グルコース濃度は 40 g l–1に変

更した。 
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3-3. 結果 

3-3-1. システイン耐性に関与する遺伝子のスクリーニング 

第 2 章ではシステイン耐性を指標とするスクリーニング系を用い、P. ananatis のゲノム DNA ライ

ブラリーからシステインの分解因子（ccdA）およびシステインの排出ポンプ（cefA、cefB）を同定した。

これらの因子は、システイン発酵への効果も認められていることから、本スクリーニング方法はシス

テイン代謝・発酵生産に重要な因子を発掘するのに適した系であると考えられた。前述のように（緒

論 1-1-2 項参照）、E. coli では主たる CD や排出ポンプが未だ明確とされていない。そのため、E. 

coli のゲノム DNA ライブラリーを用いた同様のスクリーニングから、これらシステイン耐性に関与す

る因子が明らかとなることを期待した。 

P. ananatisのゲノムライブラリーからのスクリーニングと同様に、E. coliのゲノム DNA ライブラリー

を作製し、野生型 E. coli MG1655株に導入、2–4 mMのシステインを含有するM9最少培地プレ

ート上で 2 日間生育させた。生育したクローンより、保持するプラスミド DNA を抽出、配列を解読

し、重複領域の情報からシステイン耐性を付与する遺伝子を同定した。 

その結果、E. coli のゲノム DNA ライブラリーからは二つの遺伝子座が見い出された。一つ目は

システイン／シスチンシャトルシステムという、活性酸素から細胞を防御するシステムに関与する

eamA というシステイン排出担体であった (17, 22)。もう一つは、Methanocaldococcus jannaschii の

cdsB というシステインデスルフィダーゼをコードし、システインの分解に関与するとされる遺伝子 

(72) と 25%の相同性を持つ yhaM が取得された。なおシステインデスルフィダーゼは、CD と同様

の反応（Cysteine + H2O → Pyruvate + NH3 + H2S）を示すが、PLP を補酵素として必要としない

4Fe-4S クラスター酵素として分類されている。 

これらの遺伝子がシステイン耐性に関与する因子であることを確認するため、E. coli のゲノム

DNA より eamA、yhaM の上流 300 bp および下流 200 bp を含む領域をクローニングし、同領域を

導入した株を用いて上記スクリーニング条件にて再現性を確認した。その結果、それぞれの遺伝

子を導入した株において、システインの耐性の向上が改めて確認された（図 3-1）。eamAは、システ

インの排出ポンプとして研究が進んでおり、E. coli を宿主とするシステイン生産において中心的な

役割を担っていることが知られている (17)。つまり、cefA、cefB と同様に、システインの排出によりシ

ステイン耐性を獲得していることが予想される。一方、yhaM は遺伝子配列情報から、システインの

分解に関与する可能性が考えられるが、現時点では過剰発現によりシステイン耐性が向上するこ

とのみが明らかとなっている。そこで本章では、yhaM に関してさらなる解析を行い、システイン生産

への応用可能性を探索することとした。 

 

3-3-2 yhaMのシステイン耐性への影響 

もし yhaM がシステイン分解に関与する遺伝子であれば、欠損によりシステイン耐性能が低下す

ることが予想される。そこで、M9 最少培地において E. coli 野生株 MG1655 が生育阻害を示すシ

ステイン濃度（100 μM）条件下における yhaM過剰発現株・欠損株の生育を観察した。 

その結果、野生株では生育が阻害され、増殖するまでに大きなラグが認められるが、yhaM を過
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剰発現させた株では増殖するまでに必要な時間が短縮した（図 3-2）。一方、yhaM 欠損株では逆

にラグが大きくなることが明らかとなり、システイン耐性が低下していることが確認された。これらの

挙動より、YhaMはシステインの分解を通じてシステイン耐性を示す可能性が示唆された。 
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図 3-1. システイン耐性に対する yhaMの寄与 

空ベクター（pSTV29）および eamA、yham を搭載したベクター（pSTV-eamA5、pSTV-yhaM7）を保

持した E. coli MG1655 を 4 mM のシステインを含む M9 最少寒天培地上に塗布し、37°C にて 2

日間培養した。 
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図 3-2. 生育阻害を示すシステイン濃度における yhaM欠損および過剰発現の効果 

M9最少培地中にシステイン無添加（上部）および 100 μM となるよう添加（下部）した条件における、

野生株 E. coli MG1655 （◆）、MG1655△ yhaM （○ ）、MG1655/vector （ pSTV29 ） （●）、

MG1655/pYhaM（pSTV-yhaM7）（◇）の生育曲線。 
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3-3-3. システインによる yhaMの誘導 

P. ananantisではシステインに応答し、システイン耐性に強く関与する CDである CcdAが細胞内

システイン濃度の制御に密接に関与していることが明らかとなった（第 2 章参照）。一方、E. coli で

は複数の CD 活性を示す酵素が知られているが、何れもシステインに対する明確な応答、並びに

耐性と関与する明確な生理機能は明らかとなっていない。本研究のスクリーニングにて、数ある分

解酵素の中から唯一 YhaM が取得されたことを受け、同因子が P. ananantis の CcdA に相当する

機能を有しているか、検討した。 

ここでは第 2 章で採用した手法と同様に、システインショック（システイン添加）後の転写誘導に

ついて定量的 PCR を用いて解析を行った。なお、本検討では yhaM と同時に yhaO の mRNA レ

ベルの経時変化も同時に検証した。yhaOは配列情報より複数膜貫通型のタンパクであり、yhaMの

上 流 に 位 置 し て い る こ と か ら オ ペ ロ ン を 形 成 し て い る と 推 察 さ れ (regulon DB; 

http://regulondb.ccg.unam.mx/)、システインの輸送を担っている可能性も考えられた。また、システ

インによる誘導が生じないことが明らかとなっている CDをコードする E. coli由来の metCを陰性対

照に用いた。 

システインショック後の、yhaM、yhaO、metC の mRNA 経時変化を図 3-3 に示した。その結果、

yhaM や yhaOはシステインショック後、速やかに誘導されることが明らかとなった。その応答は 5分

以内と非常に早く、変動幅も非常に大きい（yhaM は 80 倍、yhaO は 100 倍）ことから、yhaM（およ

び yhaO）は P. ananatis の ccdA のように、システインに直接応答する因子と推察された（誘導の速

度や変動幅に関する議論は、考察 3-4項を参照）。本結果はYhaMがシステイン分解に関与し、E. 

coli におけるシステインの解毒作用に寄与しているという仮説を裏付けるものであり、さらに、これま

でシステインに対して明確に応答する CDが認められなかった E. coliにおいて、専らシステインの

分解に作用する因子であるものと考えられた。（本結果や過去の文献 (72, 73) から推論される

YhaMの機能に関する議論は考察 3-4項を参照）。 

  

http://regulondb.ccg.unam.mx/
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図 3-3. システインによる yhaMおよび yhaOの転写誘導 

システイン添加（システインショック）後の yhaM（▲）、yhaO（■）、metC（●）の mRNA レベルの推

移。mRNA レベルはシステイン添加前の mRNA 量に対する相対値で示した。値は独立する 3 連

の実験の平均値を、エラーバーは標準偏差を示す。 
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3-3-4. YhaMのシステイン生産への応用 

これまでの検討を通じ、YhaM は E. coli においてシステインによる誘導を介し、細胞内システイ

ン濃度の上昇に対して第一に機能する分解酵素である可能性が推察された。つまり、遺伝子工学

技術を用いた E. coli システイン生産菌構築を目指すにあたり、重要な因子であると考えられる。そ

の可能性を検討すべく、E. coli MG1655 を基本宿主とするシステイン生産モデル菌株を用い、

yhaMの過剰発現、並びに欠損の効果をシステインの発酵生産量を指標に確認した。 

モデル菌株は、野生株にフィードバック阻害耐性型 SAT を導入した株を採用した。本モデル株

は、細胞内にて生合成されたシステインの細胞外への排出が律速段階となっており、菌体内に滞

留したシステインは分解酵素により分解されることが推察される。従って、システイン生産と分解活

性の効果を調べる系として適していると考えられた。実際、P. ananatis を宿主とするシステイン生産

モデル菌（E. coliのフィードバック阻害耐性型 SATを搭載）においても、P. ananatisにて主として機

能する CD である CcdA を欠損することにより、システイン生産量が増加することが確認されている

（2-3-6項を参照）。 

野生型 E. coli MG1655に E. coli由来のフィードバック阻害耐性型 SAT をコードする cysE5 遺

伝子 (6) を搭載したプラスミドを導入し、得られた菌株を用いて YhaMのシステイン生産に及ぼす

効果を検証した。表 3-3 には YhaM をマルチコピープラスミドにて過剰発現させた際のシステイン

発酵生産量を、表 3-4 には yhaM を欠損した際の生産量を示した。YhaM を過剰発現させた際に

はシステインの生産量は大幅に減少し（表 3-3）、yhaM 欠損株ではシステイン生産量は大きく上昇

した（表 3-4）。以上の結果より、システイン生産において yhaM はネガティブな因子であり、欠損に

より生産能が向上することが明らかとなった。 

上述のように本モデル株を用いたシステイン生産の条件下では、菌体内にシステインが滞留し

ていると予想されるため、本条件下では yhaMはシステインによる誘導を受けている状態であると考

えられる。実際、yhaMの欠損によりシステインの生産量が上昇していることから、yhaM存在下では

システインの分解により生産量が低下していることが予想される。すなわち、yhaM がシステインの

分解に関与するというこれまでの仮説と矛盾しない結果が得られた。また、システインの発酵生産

において重要な育種のターゲットになり得ることが明らかとなった。 
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表 3-3. システイン生産における yhaM過剰発現の影響 a 

株 導入遺伝子 b システイン (mg l–1) 収率 (%) OD660 

CYS 4-1 

CYS 4-2 

cysE*, vector 74.6 ± 7.0 0.187 ± 0.018 21.7 ± 0.8 

cysE*, yhaM 14.9 ± 1.1 0.037 ± 0.003 22.0 ± 0.8 

a 値は独立する 5 連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。培養中のプラスミド脱落を防ぐため、

20 μg mL−1のカナマイシンおよび、25 μg mL−1のクロラムフェニコールを培地中に添加した。培養

は培養開始 21–24時間後、生産培地中のグルコース（40 g l–1）を消費した時点で終了した。 

bフィードバック阻害耐性型 cysE（cysE*）として、cysE5（E. coli由来）を用いた。 

 

 

 

表 3-4. システイン生産における yhaM欠損の影響 a 

株 遺伝子型/導入遺伝子 b システイン (mg l–1) 収率 (%) OD660 

CYS 5-1 WT, cysE* 64.6 ± 4.5 0.164 ± 0.011 28.6 ± 0.8 

CYS 5-2 yhaM::kan, cysE* 316.2 ± 74.4 0.810 ± 0.195 29.4 ± 0.9 

a 値は独立する 4 連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。培養中のプラスミド脱落を防ぐため、

25 μg mL−1のクロラムフェニコールを培地中に添加した。培養は培養開始 15–17 時間後、生産培

地中のグルコースを 95%以上（>38 g l–1）消費した時点で終了した。 
bフィードバック阻害耐性型 cysE（cysE*）として、cysE5（E. coli由来）を用いた。  
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3-4. 考察 

3-4-1. YhaM とシステイン耐性の関連 

YhaM は、はじめに M. jannaschii においてシステインデスルフィダーゼとして発見された (72)。

Shimadaらは E. coliにおいて YhaMを見いだし、システインにより誘導される硫化水素形成型のシ

ステイン分解酵素で、システインの解毒作用に関与していることを明らかとしていた (73)。これらの

知見は、「YhaMは、E. coliではシステイン分解において主要な酵素として関与し、システインの発

酵生産を確立するにあたり、重要な因子の一つである（図 3-4）」という、本研究を通じて得られた結

論を支持するものである。 

E. coliでは複数の CDが存在するが、それらの多くはシステイン分解とは異なる酵素活性を介し

た、他の重要な生理機能を有していることが知られている。しかしながら、これら主たる生理機能に

加え、システインの分解という機能を持つことにどのような生理的意義があるのかは明らかとなって

いない。一方、yhaM は本研究にて得られた結果より、「専らシステインの分解を担い、E. coli では

主要に働く分解酵素である」と推察できる。その第 1の根拠として、yhaMがシステインにより非常に

速やかに誘導された、という結果が挙げられる。E. coli ではこれまでに tnaA がシステインに応答し

て発現誘導されることが知られていたが (9)、あくまで培養中に長時間かけて発現量が上昇してい

るに過ぎず、システインショックによる速やかな応答は tnaA では認められていない（データ示さず）。

つまり、tnaA はシステイン刺激に直接応答する因子であるとは考えにくい。一方、本研究を通じて

yhaMのシステインに対する応答は非常に速やかで、かつ大規模な動態（mRNAレベルで約 80倍

に増加する）を示すことが明らかとなり、yhaM がシステインにより直接誘導され、細胞内システイン

濃度上昇を速やかに抑制する因子であると推察された。第 2の根拠として、yhaMの欠損や過剰発

現により、細胞のシステイン生産能が劇的に変化した、という結果が挙げられる。細胞内システイン

濃度が高まるシステイン生産モデル株において、YhaM による分解の影響が明確に示されている。

そして第 3の根拠は、今回の E. coliのゲノムライブラリーからのスクリーニングでは YhaMを除く他

の既知 CD は取得されなかったという結果である。外界のシステイン濃度上昇を感知し、細胞内の

恒常性を維持する機能として分解酵素では YhaMのみが検出されたことは、E. coliにおいて主要

に働く分解酵素であると考えるに十分な根拠と考えられる。実際、第 2章にて同様のスクリーニング

手法にて得られた分解因子である ccdA は P. ananantis において主要な CD として機能しており、

本仮説を支持するものと考えられる。 

 

3-4-2. システイン排出ポンプ EamA 

EamAは E. coliにおいてシステインやシステイン生合成前駆体である OASの排出を担うポンプ

として知られている (17)。システインを細胞外に排出する機能を有するトランスポーターは EamA

以外にも EamB や LeuE、CydDC、Bcr といったものが知られている (18-21) が、その中で過剰発

現した際にシステイン耐性に関与する排出ポンプとして今回同定されたのは EamAのみであった。

つまり、E. coli にて同定された数種の排出ポンプの中で EamA は最も効果的に排出をすることが

可能であると考えられる（図 3-4）。しかしながら、EamA は CefA のようにシステインによって誘導さ
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れるという知見は得られておらず、むしろ過酸化水素によって強く誘導されることから、ROS（活性

酸素種）から細胞を守ることこそが主たる生理的な機能であると考えられている (22)。細胞内のシ

ステイン濃度の恒常性維持を主たる機能としていないものの、システインを排出するという機能とし

てはこれまでに同定された他の排出ポンプと比較して、最も優れているものと推察される。以上より、

発酵生産に応用する上で育種ターゲットとして重要な因子であると考えられる。実際に EamA はシ

ステインの発酵生産に活用された例はこれまでにいくつか報告されている (17, 60, 61) ことに加え、

本研究においても効果が確認されており（表 2-9）、システインの高生産株育種に向け CefA、CefB

とともに活用が期待される。 
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図 3-4. E. coliにおける細胞内システインレベル制御メカニズム 

点線は転写レベルや酵素的な制御を、赤枠点線内は本研究により明らかとなった部分を示す。

NAS；N-アセチルセリン、OAS；O-アセチルセリン、3PG；D-3-ホスホグリセリン酸、3-PGDH；3-ホスホ

グリセリン酸デヒドロゲナーゼ、Ser；セリン、SAT；セリンアセチルトランスフェラーゼ。 

  



64 

 

3-4-3. 各種バクテリアが備えるシステイン分解システム 

システインによる YhaMの誘導は、転写調節因子である YbaOを介して行われることが最近の研

究で明らかとなった (73)。P. ananantisの CDである CcdA、およびその Salmonella entericaオーソ

ログである CdsH もまたシステインにより誘導されるが、これらの CD も YbaOの P. ananantisオーソ

ログである CcdR、およびその S. enterica オーソログである DecRにより転写制御される (66)。つま

り、同じ解毒作用を有するこれら二つのシステイン分解システム（YhaMおよびCcdA/CdsH）が共通

の転写制御因子（YbaO/CcdR/DecR）を有していることとなる。しかしながら、これら分解酵素間のア

ミノ酸配列の相同性は低く、また反応機構が異なるため酵素学的には異なる酵素として分類されて

いる（CcdA/CdsHはシステインデスルフヒドラーゼ（CD）、YhaMはシステインデスルフィダーゼ）。P. 

ananantis（および S. enterica）では、ゲノム上にて ccdA は ccdR に隣接する形に配備されており、

遺伝子クラスターを形成している。一方で E. coliでは、ybaOに隣接する部位から ccdAが消失して

いるが、その代わり yhaOM オペロンがゲノム上の異なる場所に配置されている。バクテリアにおい

て知られている二つの異なるシステイン分解機構が、一つの共通した転写調節因子

（ccdR/DecR/YbaO）によって調節されていると予想された。そこで、これらのシステムが各種バクテ

リア間にてどのように保存されているのかを調査した（図 3-5 a：関連遺伝子群）。 

YhaM-YhaO は限られたバクテリア種において保持されており、数種の γ-Proteobacteria、特に腸

内細菌科バクテリアに保存されていた。興味深いことに、同一の種においても保存状況は異なって

おり、例えば E. coliでは K-12株や O157:H1は yhaO と yhaMの両遺伝子を保持するが、CFT073

は yhaM のみ保持している。同様に、S. enterica CT18 は yhaOM が存在する一方、LT2 は yhaM

のみ保持している。さらには、CcdR-CcdA/DecR-CdsH システムも主には γ-Proteobacteria に、また

一部の腸内細菌科に限定されている。 

腸内細菌科バクテリアにおけるこれら遺伝子群の保存状況をまとめるべく、STRINGS データベ

ース (67) を用いて検索を行い、ゲノムの位置関係に基づき 4つのグループに分類した（図 3-5 b）。

Group-A、Group-Bはそれぞれ P. ananatis型および E. coli型の遺伝子配置を持つものにより構成

されている。興味深いことに、Group-C のように全セット有しているバクテリア群もあれば、Group-D

のように調節因子である ybaO/ccdR のみ保有し、対応遺伝子である ccdA や yhaOM を持たないも

のも存在する。同じ腸内細菌科においても、本システムでは様々なバリエーションが存在しており、

それはそれぞれ特定の環境下における複雑な要求性を反映しているものと推察される。最近の研

究において、両方のセットを保有する Group-C に属する S. enterica では、好気条件下では CdsH

が、嫌気条件下ではYhaMが強く誘導されることが明らかとなった (74)。つまり、それぞれのシステ

ムは各バクテリアがさらされる環境下に応じて取捨選択され、発展してきた可能性がある。これら分

解に関する全体的なシステムを理解し、必要に応じて遺伝子改変を行うことは、バクテリアを用いた

システインの発酵生産を目指す上で非常に重要であると考える。 

また yhaMが、排出ポンプをコードしている yhaO とオペロンを形成している (73) という事実も非

常に興味深い。ペリプラズムにおけるシステインの毒性が細胞に及ぼす影響に関しては近年明ら

かにされており (22, 60)、ペリプラズムのシステインを除去するために、細胞が主として機能する分
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解因子とともに特異的な排出因子を転写レベルで制御することは理にかなっていると考えられる。

つまり、数ある CDの中で yhaM と yhaOがパートナーとして存在している意義が説明できる。yhaO

がシステインの排出に関してどのように関与しているのか、システインの発酵生産に活用できるの

かを解明するのは、次なる課題であると考えられる。 
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図 3-5. 腸内細菌科のバクテリアにおけるシステイン分解に関与する遺伝子群の保存状況 

(a) バクテリアにて保存されているシステイン分解に関与する遺伝子群の配置。(b) 腸内細菌科の

バクテリアに存在するシステイン分解に関与する遺伝子群の保存パターンおよびその分類。分類

に関しては、代表的なバクテリアを例として示した。また、いくらかのバリエーションは存在するが

（例えば yhaO-yhaM を保有していない Group-A に属するが、Xenorhabdus bovienii は yhaO を保

持しており、また yhaO-yhaM を保有している Group-B や C に属するが、E. coli strains（例えば

CFT073）や S. enterica strains（例えば CT18）などは yhaOを持っていない）、STRING（http://string-

db.org/）より得られたデータに基づき、Group-Aから Dの代表的な 4グループに分類した。 

  

http://string-db.org/
http://string-db.org/
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3-4-3. まとめ 

システインが示す細胞毒性のため、細胞は複雑なシステイン分解調節機構を備える必要があっ

た。効率的な発酵生産を目指す上で、その分解活性の由来を理解し、制御することは必要不可欠

である。特に E. coliでは、YhaMを除く他の CDにはシステインの他にも重要な他の生理機能を

有しているため、分解活性のみを制御することが難しい。つまり、単純にこれらの CD を欠損するだ

けでは細胞内の重要な生理機能が損なわれる、或いはシステイン生合成そのものが損なわれる

（例えば、CD活性を有する CysKや CysMはシステイン生合成を担う酵素でもある；1-1-2項参

照；図 3-4）可能性が否定できない。それ故に、ターゲット遺伝子を慎重に選び、その発現レベルを

最適化することが重要となる。yhaMはシステイン分解という機能に特異的であり、また培養におい

てネガティブな影響を与えないことから、数ある分解因子の中でも育種ターゲットとして第一選択肢

になり得るものと考えられる。実際に本研究において、yhaMを欠損しても ODや培養時間、その

他の培養パラメーターにおいて悪影響は認められていない（表 3-4）。 

システインの発酵生産を行うにあたり、遺伝子欠損等による分解活性の調節は、生産株育種に

おいて最重要ポイントの一つと考えられる。P. ananatisのようにシンプルな CDのシステムを有して

いるバクテリアであれば育種の難易度は低くなるが、E. coliのように複雑な CDシステムを有してい

る場合、上述のように難易度が高くなることが想定される。そのため、本研究により E. coliにおける

主要な分解酵素が特定できたことは大きな成果であり、今後は E. coliを用いたシステイン生産株

の育種開発が大きく進捗することが予想される。 
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第 4章 Pantoea ananatisを用いたシステインの発酵生産 

 

4-1. 緒論 

システインは産業上重要なアミノ酸であり、効率的な発酵法の開発が求められている。高濃度シ

ステインによる細胞毒性作用に対処するため、細胞は様々な制御機構により細胞内システイン濃

度を厳密に制御している。その制御機構を理解し、調節を緩和させ、システインの毒性作用を調節

することは、システインの発酵生産を確立する上で必須である。制御機構としては、鍵酵素のフィー

ドバック阻害や、分解、排出ポンプ、マスターレギュレーターによる生合成遺伝子の転写制御など

が挙げられ、これら機能の解明やシステインの発酵生産への応用について、E. coli を用いて盛ん

に研究されてきた。 

第 2章、第 3章の検討を通じ、P. ananatisおよび E. coliにおけるシステイン耐性に関与する因

子が取得された。そこで本章では、CcdA、CefA、CefB 等、見出された因子をどのように育種に活

用できるのか、それを高レベルのシステイン生産菌（宿主は P. ananatis）にて検証するとともに、高

生産化を目指した。その結果、生合成系の律速点（cysM）解除および、システインの分解に関与す

る ccdA の欠損もしくはシステイン排出ポンプをコードする遺伝子 cefA、cefB、E. coli 由来の eamA

の増幅により、システインの生産量を大幅に増加させることに成功した。システインの最大蓄積濃

度は 2.2 g/Lに達し、現在までに報告されている E. coliを用いた発酵生産の最大値に並ぶ結果が

得られた。 

システイン耐性に関与する因子として取得された ccdA の欠損や cefA、cefB の過剰発現は、P. 

ananatis によるシステイン発酵生産を確立する上で重要な位置を占めるとともに、生産へ応用が可

能であることが明らかとなった。また、システイン生合成経路の最適化と組み合わせることにより、よ

り効率的な生産菌の開発が可能になることも併せて示された。本研究を通じ、P. ananatis を宿主と

したシステインの効率的な発酵法開発の基盤となる知見が得られた。 

なお、本章では P. ananatis 由来と E. coli 由来の遺伝子が用いられているが、遺伝子源を明確

にするため、遺伝子名の後ろに P. ananatis由来のものは（Pa）、E. coli由来のものは（Ec）と記載し

た。 
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4-2. 実験方法 

4-2-1. 使用菌株、プラスミド 

本研究に用いた用いた菌株を表 4-1 に、プラスミドを表 4-2 に示し、プラスミド構築用のプライマ

ーを表 4-3に示した。 

本章では、恒常発現プロモーターPnlpDを使用しているが、これは E. coli の nlpD 遺伝子（locus 

tag; b2742）の上流約 300塩基および、P. ananatisの nlpD遺伝子（locus tag; PAJ_2318）の上流約

180塩基の領域を指している。これらのフラグメントは、表 4-3に記したプライマーを用いてMG1655

株もしくは SC１７株のゲノムより増幅した。E. coli の nlpD プロモーター（Pnlp0）の−10 から−35 領域

を改変し、プロモーターバリアント（Pnlp23）を取得した (21)。また、P. ananatis 由来 nlpD のシャイン

ダルガノ（SD）配列部（オリジナルは Pnlp4 と表記）を改変し、Pnlp1 を得た (21)。各プロモーターおよ

び SD 配列を表 4-4 に示した。これらのプロモーターおよび SD 配列のフラグメントを、制限酵素

SalIおよび PaeIを用いて酵素消化したプラスミド pMIV-5JS (46) に挿入し、各種 PnlpDバリアントを

持ったプラスミド（pMIV-Pnlp0、pMIV-Pnlp23、pMIV-Pnlp4、pMIV-Pnlp1）を得た。 

cysMにコードされる OASS-B の発現強度が異なるバリアントの作製は、Mu ファージによるトラン

スポゾン挿入システム (75) により行った。cysM遺伝子（Ec）を、MG1655の染色体を鋳型に表 4-3

に示すプライマーを用いて増幅した。得られたフラグメントを pMIV-Pnlp4および pMIV-Pnlp1プラスミ

ドにクローニングし、それぞれ pMIV-Pnlp4-cysM、pMIV-Pnlp1-cysM を作製した。このプラスミド上で

は、クロラムフェニコール耐性マーカーおよび PnlpD制御下の cysM が、mini Muを介した染色体へ

の転移が誘発されるようにデザインした Mu ファージのアッタッチメントサイトに隣接するよう配置さ

れている。このプラスミドを、Mu transposase を発現するヘルパープラスミド pMH10 を保持している

SC17株にエレクトロポレーションにて導入した。Muファージを介したゲノムへの挿入に関する操作

は既報 (21, 76) に従った。PnlpD-cysM カセットを染色体上に有する SC17 株は、クロラムフェニコ

ールを添加した寒天培地上にて選択した。選択された株より染色体 DNA を回収し、システイン生

産株 AG4854 へエレクトロポレーションにて導入、相同組み換えによる PnlpD-cysM カセット導入を

行った。クロラムフェニコールを添加した寒天培地上にて選択し、AG4854 株ベースの OASS-B バ

リアント（AG6180、AG6181、AG6184）を得た。 
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表 4-1. 使用菌株 

菌株とプラスミド 説明 a 参照 b 

菌株 (E. coli)     

  MG1655 野生型 Escherichia coli MG1655 (ATCC 47076) ATCC 

菌株 (P. ananatis)   

  SC17 野生型 Pantoea ananatis AJ13355由来の低粘性化変異株 NITE 

  SC17-D SC17 ΔccdA::KmR 第 2章 

  AG4854 システイン生産菌; SC17株のゲノム上に、ompC制御下の cysE5 と Pnlp8制

御下の leuE (Mu)のフラグメント、Pnlp8制御下の serA348 (Mu)フラグメント

が挿入され、cysPUWA のプロモーター領域を Pnlp8に置換した株 

(21, 61)c 

  AG6181 CysM 強化バリアント; AG4854 のゲノム上に Pnlp1 プロモーター支配下に

置いた cysM (Mu) を挿入 

本章 

  AG6180 CysM-enhanced variant; AG4854 のゲノム上に Pnlp1 プロモーター支配下

に置いた cysM (Mu) を挿入 

本章 

  AG6184 CysM 強化バリアント; AG4854 のゲノム上に Pnlp4 プロモーター支配下に

置いた cysM (Mu) を挿入 

本章 

 AG4854-D AG4854 ΔccdA::KmR 本章 

 AG6181-D AG6181 ΔccdA::KmR 本章 

 AG6180-D AG6180 ΔccdA::KmR 本章 

 AG6184-D AG6184 ΔccdA::KmR 本章 

 SC17 (0) SC17株由来 λ Redシステム作動株 (36) 

aKm R、カナマイシン耐性 ；(Mu)、Mu トランスポゾンシステムによる染色体への遺伝子挿入。 

bATCC、American type culture collection；NITE、独立行政法人 製品評価技術基盤機構。 

c参考文献中では AG4854株は EYPS1976(s)として記載されている。 
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表 4-2. 使用プラスミド 

プラスミド 説明 a 参照 

 pMIV-5JS クローニングベクター、SC101 ori; CmR (46) 

 pMIV- Pnlp(x) pMIV-5JSにTrrnB （rrnB ターミネーター）とともにクローニングした

PnlpDプロモーターバリアント（x = 0、4 もしくは 1）  

本章 

 pMIV-cefB pMIV-Pnlp23にクローニングした cefB 本章 

 pMIV-eamA  pMIV-Pnlp0にクローニングした E. coli由来 eamA 本章 

 pMIV-Pnlp4-cysM pMIV-Pnlp4にクローニングした E. coli由来 cysM 本章 

 pMIV-Pnlp1-cysM pMIV-Pnlp1にクローニングした E. coli由来 cysM 本章 

  pACYC177 クローニングベクター、p15a ori; KmR Nippon Gene 

  pACYC-ccdA pACYC177にクローニングした P. ananatis由来 ccdA 第 2章 

  pACYC-EamA pACYC177にクローニングした P. ananatis由来 eamA 第 2章 

  pACYC-PA36ccd pACYC177にクローニングした P. ananatis由来 cefA-cefR 第 2章 

 pMH10 Mu transposaseをコードするMu-phage A・B 、Mu repressorをコー

ドする cts62 遺伝子、λ phage repressor 遺伝子 cI857 を搭載した

pACYC177; KmR 

(77) 

 pMW-λattL-KmR-λattR λattL-KmR-λattR カセットのドナー; ApR、KmR (36) 

 RSF-Red-TER P-element制御下の λ gam、bet、exo遺伝子、sacB遺伝子; CmR (36) 

aApR, Km R, Tet R, Cm R, それぞれアンピシリン、カナマイシン、テトラサイクリン、クロラムフェニコー

ル耐性。 
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表 4-3. プラスミド構築に用いたオリゴ核酸配列 

プラスミド名 ベクター 
遺伝子/ 

プロモーター 
遺伝子源 プライマー配列 

pMIV-Pnlp0 pMIV-5JS PnlpD E. coli 5´-AGCTGAGTCGACCCCCAGGAAAAATTGGTTA 

ATAAC-3´ 

5´-AGCTGAGCATGCTTCCAACTGCGCTAATGAC 

GC-3´ 

pMIV-Pnlp4 pMIV-5JS PnlpD P. ananatis 5´-AGCTGAAAGCTTGCATGCACGCGTGGCGATCT 

GGCCTGACTGC-3´ 

5´-AGCTGAGTCGACCCCGTGGTGGCAACCTTTAA 

AAAACTG-3´ 

pMIV-Pnlp23-cefB pMIV-Pnlp23 cefB P. ananatis 5´-CCGTCGACATGAACGCATTACTCTATGC-3´ 

5´-AATCTAGATTATAGCGTGCCCGGCATGGG-3´ 

pMIV-Pnlp0-eamA pMIV-Pnlp0 eamA E. coli 5´-ACGCGTCGACATGTCGCGAAAAGATGGGGTG-3´ 

5´-CTAGTCTAGATTAACTTCCCACCTTTACCGC-3´ 

pMIV-Pnlp4-cysM pMIV-Pnlp4 cysM E. coli 5´-AGCTGAGTCGACGTGAGTACATTAGAACAAA 

CAA-3´ 

5´-AGCTGATCTAGAAGTCTCCGATGCTATTAATCC-3´ 

pMIV-Pnlp1-cysM pMIV-Pnlp1 cysM E. coli 5´-AGCTGAGTCGACGTGAGTACATTAGAACAAA 

CAA-3´ 

5´-AGCTGATCTAGAAGTCTCCGATGCTATTAATCC-3´ 

pSTV-leuE pSTV29 leuE E. coli 5´-CGCGGATCCAGTGGTCATTTAGTGC-3´ 

5´-CGCGGATCCTGTGGGATTTGAAGCATCC-3´ 

pSTV-cefB pSTV29 cefB P. ananatis 5´-CGCGGATCCTGTTTACGGTAATCCTGTC-3´ 

5´-CGCGGATCCACAAGTGCAGGGCTTTC-3´ 
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表 4-4. 各種プロモーターおよび SD配列一覧 

プロモーター 由来 配列（5´から 3´端） 

Pnlp0 E. coli GCATGCTTCCAACTGCGCTAATGACGCAGCTGGACGAAGGCGGGATT

CTCGTCTTACCCGTAGGGGAGGAGCACCAGTATTTGAAACGGGTGCGT

CGTCGGGGAGGCGAATTTATTATCGATACCGTGGAGGCCGTGCGCTTT

GTCCCTTTAGTGAAGGGTGAGCTGGCTTAAAACGTGAGGAAATACCT

GGATTTTTCCTGGTTATTTTGCCGCAGGTCAGCGTATCGTGAACATCTT

TTCCAGTGTTCAGTAGGGTGCCTTGCACGGTAATTATGTCACTGGTTA

TTAACCAATTTTTCCTGGGGGTCGAC(ATG) 

Pnlp23 E. coli GCATGCTTCCAACTGCGCTAATGACGCAGCTGGACGAAGGCGGGATT

CTCGTCTTACCCGTAGGGGAGGAGCACCAGTATTTGAAACGGGTGCGT

CGTCGGGGAGGCGAATTTATTATCGATACCGTGGAGGCCGTGCGCTTT

GTCCCTTTAGTGAAGGGTGAGCTGGCTTAAAACGTGAGGAAATACCT

GGATTTTTCCTGGTTATTTTGCCGCAGGTCAGCGTATAATGAACATCTT

TTCCAGTGTTCAGTAGGGTGCCTTGCACGGTTATAATGTCACTGGTTA

TTAACCAATTTTTCCTGGGGGTCGAC(ATG) 

Pnlp4 P. ananatis GCATGCACGCGTGGCGATCTGGCCTGACTGCCTTGTTAGCATTTCTTC

ATAACTGTTTCATGGAATCAGGTAGTTGATATTGCTACTATCCAGTTCAT

TCAACGAAAATCCAGCGTTTAACGTGCCGCACAGTGTATTGTGCTGGT

GAGACGAGTAAGTCAGTTTTTTAAAGGTTGCCACCACGGGGTCGAC(A

TG) 

Pnlp1 P. ananatis GCATGCACGCGTGGCGATCTGGCCTGACTGCCTTGTTAGCATTTCTTC

ATAACTGTTTCATGGAATCAGGTAGTTGATATTGCTACTATCCAGTTCAT

TCAACGAAAATCCAGCGTTTAACGTGCCGCACAGTGTATTGTGCTGGT

GAGACGAGTAAGTCAGTTTTTTAAAGGTTGCCACCACGGAGTCGAC(A

TG) 
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4-2-2. 生育条件 

第 2章（2-2-2）と同様の方法にて行った。 

 

4-2-3. 最少液体培地中における生育を指標としたシステイン耐性試験 

第 2章（2-2-4）と同様の方法にて行った。 

 

4-2-4. CD活性染色 

各菌株を LB 培地に植菌し、一晩振とう培養した。得られた培養液を 1:25 となるよう 50 ml の発

酵生産培地を張り込んだフラスコに植菌し、対数増殖期に到達するまで 4時間、32°Cにて振とう培

養した。その後、遠心分離により菌体を回収し、得られた菌体を洗浄バッファー（pH 8.6 の 10 mM 

Tris-HCl、100 μM DTT、10 μM ピリドキサールリン酸）にて 3 度洗浄したのち、洗浄バッファーに

懸濁した。得られた懸濁液の超音波処理によって菌体を破砕後、遠心分離により破砕片を取り除

き、細胞抽出液を得た。細胞抽出液中のタンパク質量の定量は 2-2-5 項に記載の方法に従い、1

サンプルあたり 4 μgのタンパク質を使用して Native PAGEに供し、CD活性を検出した。 

 

4-2-5. CysM（OASS-B）活性の測定 

各菌株を LB 培地に植菌し、一晩振とう培養した。得られた培養液を 1:20 となるよう、5 mg ml−1

のグルコースを含む LB 培地 4 ml に植菌し、OD600が 2.5 に到達するまで試験管にて 30°C で培

養した。1 ml の培養液から遠心分離により菌体を回収し、得られた菌体を 100 mM のリン酸カリウ

ムバッファー（pH 7.2）にて洗浄し、450 μlの 100 mM リン酸カリウムバッファー（pH 7.2）に懸濁した。

超音波処理により菌体を破砕し、遠心分離により菌体抽出液を得た。得られた菌体抽出液 40 μlに

160 μlの反応液（100 mMのリン酸カリウムバッファー（pH 7.2）、10 mM O-acetylserine、2 mM チオ

硫酸ナトリウム）を添加し、34°Cで 20分反応を行った。反応後、65°Cで 10分熱することにより反応

を停止し、得られた反応液中のシステインをGaitonde法 (52) にて測定した。酵素活性の単位（U）

は、1 分間の反応で得られる、菌体抽出液中の総タンパク 1 mg あたりの産生システイン（μmol）に

て表した。 

 

4-2-6. システイン発酵生産 

第 2章（2-2-9）と同様の方法にて行った。 

 

4-2-7. CysMバリアント株の CD活性測定 

各菌株を LB培地中で一晩、34°Cにて振とう培養した前培養液を、1:25倍希釈となるように本培

養の発酵生産培地に植え継ぎ、OD600 = 4–5 になるまで 32°C にて振とう培養を行った。遠心分離

により得られた菌体を、4°C で 0.85% NaCl 溶液で洗浄後、50 μg ml–1 bovine serum albumin、10 

μMピリドキサールリン酸を含む 0.1 M リン酸カリウム緩衝液（pH 8.0）に懸濁した。菌体懸濁液の超

音波処理を通じて菌体を破砕、遠心分離によって細胞抽出液を得た。抽出液を用いた CD酵素活
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性の測定は既報 (15) に従った。なお抽出液中の総タンパク質濃度は、CBB（Coomassie Brilliant 

Blue）を用いた標準的な方法にて測定した。 
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4-3. 結果 

4-3-1. P. ananatisを宿主とするシステイン生産菌としての可能性 

第 2 章、第 3 章の研究を通じ、P. ananatis は E. coli と比較して分解系がシンプルであり、排出

系も発達していることが明らかとなった。野生株である E. coli MG1655 株と P. ananatis SC17 株を

用い、両種のシステインに対する感受性を比較したところ、P. ananatis SC17株は 10倍程度高いシ

ステイン濃度環境下においても、E. coli MG1655株と同等の生育を示した（図 4-1）。 

このように、P. ananatis はシステインに対してシンプルかつ強力な耐性システム（ccdA や cefA、

cefB）を有しており、これらを上手く利用することにより E. coli を上回るシステイン生産菌の宿主とな

り得る可能性が示唆された。そこで、P. ananatis が持つシステイン生産菌宿主としての可能性を追

求すべく、システイン生合成経路の最適化および新規システイン関連因子（ccdA、cefA、cefB）の活

用による高レベル生産菌の構築を行うこととした。 
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図 4-1. E. coli MG1655 と P. ananatis SC17のシステイン耐性 

両バクテリア間のシステインへの感受性を、システインを添加した M9 培地における生育を指標に

検証した。（A）システインを無添加（○）、0.1 mM（□）、0.2 mM（△）の濃度にて添加した条件下に

おける E. coli の生育曲線。（B）システインを無添加（●）、1 mM（■）、5 mM（▲）の濃度にて添加

した条件下における P. ananatisの生育曲線。 
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4-3-2. 高レベル生産菌 AG4854株を用いたボトルネック探索 

P. ananatisを宿主としたシステインの発酵生産株として、これまで生産モデル株として用いてきた、

E. coli由来のフィードバック阻害耐性型 SATを過剰発現させたシンプルな株の他に、より高レベル

のシステイン生産菌 AG4854 株が知られている。この AG4854 株は、システイン生産の鍵となる二

つの酵素、SAT と 3-PGDH の両方をフィードバック阻害耐性型に変換した形で導入されており、チ

オ硫酸を硫黄源とした発酵生産において、1 g/L 程度のシステイン蓄積が得られることが報告され

ている (61)。SAT は cysE5 (6) という、既に述べた V95R と D96P という二つのアミノ酸置換を伴う

変異型 cysE（Ec）が用いられている。一方、3-PGDH は SerA348 という、N348A というアミノ酸置換

を伴う変異型 serA（Pa）が用いられている（E. coli由来変異型 serA の N346Aに該当；図 1-3 C）。

また、システインの排出ポンプとして、元々L-ロイシンの排出担体として同定され (23)、システイン

も排出することが知られている (21) leuE（Ec）が過剰発現されている。さらに、硫酸根を供給する過

程においてボトルネックとされる (55)、cysPUWA（Pa）によりコードされるチオ硫酸のトランスポータ

ーである CysPUWA も強化されている。 

このように生合成系の鍵酵素が脱感作化され、さらに排出ポンプや硫酸根の取り込み因子が強

化された AG4854 株であるが、さらなる高生産を達成するためにはシステイン生産におけるボトル

ネックを探索、同定し、解消する必要があると考えた。そこで、セリン生合成に関与する serB（Pa）並

びに serC（Pa）、OASからシステインへの変換を行う O-アセチルセリンスルフヒドリラーゼをコードす

る cysK（Ec）、cysM（Ec））をそれぞれAG4854株に導入し、システインの生産量を確認することでボ

トルネックとなっている遺伝子を選抜することとした。 

その結果、OASS-B をコードする cysM（Ec）を導入した際にシステインの生産量が増加すること

が確認され（図 4-2；AG4854 株と AG6181 株の比較）、CysM が関与する過程が AG4854 株にお

けるボトルネックであることが明らかとなった（AG6180 株と AG6184 株については次項 4-3-3 にて

解説する）。一方で、その他の遺伝子を導入した際には明確な差異は確認できなかった（データ示

さず）。本結果は、CysM のアイソザイムである OASS-A をコードしている cysK（Ec）の過剰発現で

はシステインの生産量増加は確認できないことを意味する。硫酸根からのシステイン合成（OAS + 

H2S → cysteine + acetate）は CysM と CysK 共に可能であるが、チオ硫酸根からの合成（OAS + 

H2S2O3 → S-sulfocysteine + acetate）は CysMのみ可能であることから、今回の生産培養ではシス

テインの生合成が硫黄源として添加したチオ硫酸（チオ硫酸は硫黄源として、即座にシステイン生

合成に利用可能）より行われたことを示唆するものと考えられた。 

以上より、高レベルシステイン生産菌 AG4854 株のボトルネックが CysM であることが明らかとな

り、cysM（Ec）の発現レベルを上げることによりシステイン生産量をさらに増加できるものと推察され

た。 
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図 4-2. CysMの過剰発現がシステイン生産および CcdA活性に及ぼす影響 

P. ananatis高システイン生産株（AG4854）および AG4854 をベースに構築された各 CysM強化バ

リアント（AG6181、AG6180、AG6184）における、培地中に産生されるシステイン生産量（灰色棒）

および細胞抽出液中の CysM（O-アセチルセリンスルフヒドリラーゼ B）活性（○）を示した（上部）。

また各株の細胞抽出液を native PAGEに供し、ccdA産物を活性染色により観察した（下部）。発酵

生産培養は、初発グルコース濃度を 40 g l−1に設定し、全てのグルコースを消費した時点で培養を

停止した。値は独立する 4 連の実験の平均値を、エラーバーは標準偏差を示した。有意差の検定

は、t検定によりそれぞれの平均値（n = 4）の有意差を判断した。*P < 0.01。 
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4-3-3. CcdA誘導に伴うシステイン生産量の減少 

AG4854 株のシステイン生産におけるボトルネックが CysM であることが明らかとなったため、

cysM（Ec）の発現強度最適化を行うこととした。発現強度の異なる二つの P. ananatis 由来 nlpD プ

ロモーター（Pnlp4、Pnlp1）に連結した cysM（Ec）を、mini-Mu を介してゲノムに挿入することにより、異

なるCysM（Ec）発現レベルを有するバリアント 3株（AG6181、AG6180、AG6184）を作製した。取得

したバリアント株の CysM 活性を定量的に把握するため、親株である AG4854 株を含む各株にお

ける細胞抽出液中の相対 CysM活性を、チオ硫酸を硫黄源とした OASS 活性測定により検出した。 

その結果、親株の AG4854 株では約 10 mU/mg であった CysM 活性は、AG6181 株では約 3

倍、AG6180 株では約 6 倍、AG6184 株では約 7.5 倍にまで増加しており（図 4-2）、CysM 活性が

増加したバリアント株が作製できたことが確認された。システインの生産に関しては、CysM 活性を

増加させた株（図 4-2；AG6181）にて最高値が得られた一方、さらに CysM 活性が上昇した株では、

逆にシステイン生産量が減少した（図 4-2；AG6180、AG6184）。以上の結果より、CysM 活性が親

株と比較して 3 倍となった AG6181 株が最適化された菌株であり、システインの蓄積は約 1.3 g/L

に達した。 

しかしながら、ボトルネックである CysM を最適化したにも関わらず蓄積の上昇幅は約 0.2 g/L と

わずかな増加にとどまった。さらなる生産量向上に向けて CysM 活性が上昇した際にシステイン生

産量が減少する原因を探索し、解決する必要があると考えた。第 2章での検討を通じ、P. ananantis

では細胞内システイン濃度が上昇した際に、分解酵素である ccdA（Pa）が誘導されることが明らか

となった。このシステイン生産量の低下は、CysM 活性の上昇によりシステイン合成が進んだことで、

細胞内システイン濃度が高まった結果、ccdA が誘導されてシステインが分解されたことに起因する

のではないかと推察された。そこで、CysM 強化によるシステインの減少と CcdA の関連性を検証

するため、各 CysMバリアント株における CcdAの CD活性を観察した。 

各株を発酵生産培地にて培養し、粗酵素液を調製、native PAGEにより分離した後、CDの活性

染色を行った。その結果、CcdA のバンドは CysM 活性に応じて増加していることが明らかとなった

（図 4-2）。特にシステイン生産が大きく低下した株（AG6180 と AG6184）では CcdA 活性を示すバ

ンドが大きくなっており、システイン生産の減少は ccdA にコードされる CD であるという仮説を支持

する結果となった。なお、活性染色のゲル上にはCcdA以外のCDは検出されず（データ示さず）、

CcdAはシステイン生産の減少に影響を与える唯一の CDである可能性が改めて示唆された。 

活性染色を用いた手法は、CcdA 以外の CD の寄与がほぼないことを示すには有効であるが、

定量性に欠けるのが欠点である。そこで、より定量的に解析するため、各 CysMバリアント株におけ

る粗細胞抽出液中の CD 活性を測定した。定量の結果、活性染色と同様にシステイン生産量が減

少した AG6180、AG6184 株では、生産量が減少しなかった株（AG4854、AG6181 株）と比較して

CD 活性が 4 倍程度に増加していることが明らかとなった（表 4-5）。次に、各 CysM バリアント株に

ついて ccdA欠損株を作製し、粗細胞抽出液中の CD活性を解析した。その結果、ccdA欠損下で

は CysM強化により引き起こされる CD活性の上昇は認められず（表 4-5）、CysM 発現を強化した

株における CD 活性の上昇は CcdA により引き起こされることが明らかとなった。以上の結果より、
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CysM 発現を強化したシステイン生産株では、細胞内システイン濃度の上昇に伴って CcdA が誘

導され、システイン分解による生産量の低下が生じることが明らかとなった。また CcdA は、システイ

ン生産に影響を及ぼす唯一の CD であり、CysM 活性を上昇させた条件下ではシステイン生産に

悪影響を及ぼす因子であることが、合わせて明らかとなった。 

  



82 

 

表 4-5. 様々な CysM強度を有するシステイン生産株の粗酵素液中 CD活性 

株名 ccdA CD活性(mU) a, b 

AG4854 WT 1.0 ± 0.07 

AG6181 1.2 ± 0.12 

AG6180 4.1 ± 0.40 

AG6184 3.3 ± 0.41 

     

AG4854-D ccdA::kan 1.0 ± 0.03 

AG6181-D 0.9 ± 0.09 

AG6180-D 0.9 ± 0.18 

AG6184-D 1.1 ± 0.04 

a値は独立する 3連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。 

b1 U = 1 mol/min/mg of protein と定義した。 
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4-3-4. 高レベルシステイン生産菌における CcdA欠損の導入 

これまでの研究を通じ、高レベルシステイン生産菌 AG4854 株のボトルネックは CysM である一

方、cysM（Ec）強化により細胞内システインが上昇し、CcdA が誘導され、システイン生産量が低下

する現象が明らかとなった。そこで、様々な CysM 強度を有するシステイン生産株（AG4854、

AG6181、AG6184）において ccdA（Pa）を欠損させ、CcdAによる分解を回避した条件下におけるシ

ステイン生産量を観察した。 

各株を培養した結果、AG4854 株では ccdA 欠損による生産量の増加は認められなかったが、

CysM 強度が高い AG6181、AG6184 株では欠損によりシステイン蓄積が増加することが確認され

た（表 4-6）。つまり、CysMを強化した条件下では CcdAによるシステイン分解は大きな影響を及ぼ

しており、高レベルなシステイン生産株を用いてシステイン生産を向上させる上で ccdA の欠損は、

重要な役割を担うことが明らかとなった。一方で、ccdA欠損は各株の CysM活性の上昇（図 4-2参

照）に従い、生育（OD）や代謝活性（グルコース消費速度）に悪影響を及ぼすことも明らかとなった

（表 4-6；到達菌体量および培養時間を参照）。 

以上の結果より、CysM はシステイン生産能向上に寄与することは確実であるものの、ccdA 存在

下では逆にシステイン生産量は低下する傾向にあり、ccdA 非存在下においてはシステインの生産

量は増加するものの生育に悪影響を及ぼすことが明らかとなった。特に CysM 活性が高い株

（AG6184）では顕著にその傾向が認められ、ccdA 欠損下では非欠損下と比較して半分のグルコ

ースしか消費せず、半分の菌体量（OD）に留まる一方、システイン生産量の増加幅は大きかった。

これらの現象は、システインの細胞内濃度が高まっているにも関わらず、CcdA による分解が生じな

いことに起因するシステインの細胞毒性作用によるものと推察された。発酵生産量を増加させるた

めには、システイン分解を回避することが有効と考えられるが、分解作用が消失することは細胞内

システイン濃度の調節機構が失われることを意味しており、それによる悪影響が生じることが明らか

となった。 
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表 4-6. システイン発酵生産における ccdA欠損効果 a  

株名 ccdA 産生システイン 

(mg l−1) 

OD600 システイン収率 

[% (g/g)] 

培養時間 

(h) b 

AG4854 WT 1246 ± 42 17.4 ± 0.3 3.1 ± 0.1 <16 

AG6181 1384 ± 54 16.5 ± 0.8 3.5 ± 0.1 18–20 

AG6184 169 ± 4 12.6 ± 1.0 0.4 ± 0.0 21–21.5 

            

AG4854-D ccdA::kan  1254 ± 273 16.3 ± 0.5 3.1 ± 0.7 17.5–18.5 

AG6181-D 1576 ± 144 15.1 ± 0.5 3.9 ± 0.4 20–21 

AG6184-D 283 ± 39 6.3 ± 0.1 1.6 ± 0.4 >21.5c 

a値は独立する 4連の実験の平均値+/−標準偏差を示した。 

b初発グルコース濃度を 40 g l−1に設定し、全てのグルコースを消費した時点で培養を停止した。 

c培養終了時点にて残糖濃度（22.1 ± 1.4 g l−1）が検出された。 
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4-3-5. システイン排出ポンプの利用 

細胞内システイン濃度の上昇を回避する手段として、システイン分解の他には細胞外への排出

を促進させる方法が知られている（第 2 章参照）。そこで、CysM の過剰発現に伴う細胞内システイ

ンレベルの上昇による悪影響が認められる環境下において、排出ポンプがシステインを細胞外に

排出することによる悪影響の回避とシステイン生産量の向上が認められるかを確認することとした。 

より明確に排出ポンプの効果を確認すべく、高い CysM 活性を保持し、生育が遅く、システイン

生産量が低下することが明らかとなっているAG6184株を用いて検証した。検証には P. ananatisに

て同定された cefA（Pa）、cefB（Pa）並びに、E. coliのゲノムライブラリーからシステイン耐性に影響を

及ぼす因子として取得された eamA（Ec）を排出ポンプとして用いた。本検討では、菌体内のシステ

イン濃度が上昇した際の排出ポンプの効果を検証するとともに、排出ポンプの種類による効果の大

きさも同時に検証した。なお、今回の実験では CefA の機能を十分に発揮させるために、CefA は

自身の転写制御因子である CefR（第 2章参照）と共に導入した。 

生産培養の結果、EamA、CefA、CefB のどの排出ポンプを導入した株においてもシステインの

低生産性が大きく改善することが明らかとなった（図 4-3）。つまり、CysM 強化により増加した細胞

内システインを排出ポンプにより細胞外に汲み出すという組み合わせが機能し、効果を発揮した結

果、システインの生産性が向上したものと考えられた。また、この排出ポンプを過剰発現させた株の

生産培養では糖消費速度はほぼ同等であり、到達菌体量は同等か、むしろやや増加する傾向に

あり（データ示さず）、ccdA（Pa）欠損時のような生育の悪化は認められなかった。つまり生合成経路

強化による細胞内システイン濃度の上昇に対し、排出ポンプの強化は効果が大きく、また理想的な

解決策であることが示唆された。 

今回の検討では ccdA は欠損されていないため、細胞内システインの濃度によっては一部分解

されていると予想される。菌体の排出能力が十分高まった状態であれば、ccdA 欠損による細胞内

システイン濃度の上昇を防ぐことができ、さらなる生産量の向上が期待できる。ccdA 欠損と排出ポ

ンプ強化の組み合わせは、システイン生産向上に向けた次なる課題と考えられる。また、今後は発

現レベルの最適化などを通じ、各排出因子の最大能力を引き出す検討が必要である。今回の検

討では、各排出ポンプが持つシステイン生産に対する能力を定量的に測定するのではなく、あくま

で各排出ポンプがシステイン生産に及ぼす寄与を定性的に測定したに過ぎない。各システイン排

出ポンプの能力、特性を把握し、生産株の状況に応じて適用することが必要になるものと考えられ

る。 
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図 4-3. 高レベルシステイン生産菌 AG6184における排出ポンプ強化の効果 

システイン排出ポンプをコードする各遺伝子をプロモーター領域と共にpACYC177（ベクター）に搭

載し、AG6184 に導入した株（A）、もしくは Pnlp0 に連結する形で pMIV-5JS（ベクター）に搭載し、

AG6184 に導入した株（B）のシステイン生産量を示した。（A）初発のグルコース濃度は 60 g l−1に

て行った。培養開始後 28 時間で培養を終了し、この時点でおおよそ 40 g l−1のグルコースを消費

していた（10%程度の誤差範囲）。cefA の機能を完全に発揮させるため、pACYC-PA36ccd を用い

て転写調節因子である cefRを同時に導入した。（B）初発のグルコース濃度は 40 g l−1にて行った。

40 g l−1のグルコースを消費していた（10%程度の誤差範囲）培養開始後 22 時間の段階で生産培

養を終了した。両実験ともに独立する 4連の実験の平均値を、エラーバーは標準偏差を示した。 
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4-4. 考察 

4-4-1. P. ananatisを用いたシステイン生産 

本研究では P. ananatis AJ13355 を親株とするシステイン高生産菌 AG4854 株を宿主とし、シス

テインの効率的な発酵生産を目指した。本株のシステイン生合成経路上におけるボトルネックが

cysM（Ec）であることを見出し、CysM 活性を上昇させたが、活性があるレベルを超えた際にシステ

イン生産量の減少が認められた（図 4-2）。本現象は、細胞内システインレベルの上昇に伴うシステ

イン分解酵素CcdAの誘導発現に起因することが明らかとなり、システイン分解遺伝子の欠損、もし

くはシステイン排出ポンプの過剰発現と組み合わせることにより、生産量の上昇が確認された（表

4-6、図 4-3）。つまり、第 2 章にて同定された ccdA（Pa）によりコードされるシステイン分解酵素およ

び cefA（Pa）、cefB（Pa）、eamA（Ec）にコードされる排出ポンプが、高レベルのシステイン生産菌にも

応用可能であり、システインの発酵生産に有用であることが改めて明らかとなった。 

以上の結果より、P. ananatisを用いて一層高レベルなシステインの発酵生産を成立させるために

は、主要な分解酵素をコードする ccdAを欠損し、システインの排出ポンプをコードする cefAや cefB

を過剰発現させることに加え、システイン生合成経路上の遺伝子（例えば cysM）と組み合わせてい

くことが必要であると考えられる。本研究にて得られた最大蓄積はおよそ 2.2 g/Lであり（図 4-3 B）、

この値は現在報告されている E. coliを用いた発酵生産の最大値である 2.3 g/L (33) とほぼ同じレ

ベルである。今回の研究を通じて同定した重要な因子の発現量調整とともに、システイン生合成経

路のボトルネック解消を段階的に進めることにより、P. ananantis によるシステイン生産量はさらに増

加させられるものと考えられる。 

 

4-4-2. システイン生産株の宿主としての P. ananatisの適正さ 

P. ananatisはアミノ酸やその類縁体を発酵で生産するのに最も適した宿主の一つであり、システ

イン発酵においても E. coliやその他の微生物と比較して様々なメリットがあると考えられる。 

第一に、P. ananatis が有する特異的でシンプルなシステイン分解システムである。細胞内のシス

テイン分解活性を調節することは、発酵生産を志向する上で非常に重要なポイントである。P. 

ananatis では CcdA のみが主要な CD として機能しており、ccdA（Pa）の単独欠損によりシステイン

の生産性やシステイン耐性に大きく影響を及ぼすことが本研究にて明らかとなるなど、CcdA の制

御は P. ananatisを用いてシステイン発酵を成立させる上で非常に重要な役割を担うものと考えられ

る。E. coliにおいても CD を欠損することはシステイン発酵に対して有用であるものの、E. coliは複

数の主要な CD を保持しているため、CD 活性を大幅に低下させることが難しく、複数の既知 CD

遺伝子を欠損した株においても CD 活性が多分に残ってしまうことが知られている (9)。つまりこれ

までの知見では、CD 活性を取り除き、分解を完全に避けるにはまだ不十分であり、今後も CD 活

性を有する遺伝子を同定していく必要がある。加えて、E. coliの既知 CDの多くは他の重要な生理

機能を備えており、遺伝子欠損により生育に悪影響が生じることが推察される。4-3-2 項に記載した

ように、CysK や CysM といった OASS は、O-アセチルセリンと硫化物からシステインを生産する反

応に関わっている (10, 11)。またシスタチオニン-β-リアーゼファミリーに属する MetC や MalY は、
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様々な基質の Cβ-S 結合を切断し、シスタチオニンからホモシステインに変換する (12, 13)。加え

て、トリプトファナーゼである TnaAは L-トリプトファンを加水分解し、インドール、ピルビン酸、そして

アンモニアに変換する (14)。これら重要な機能が失われた際のデメリットは、CD 活性の排除という

メリットを上回ってしまう可能性が高いと推察される。 

第二のメリットは、トランスポーターを通じたシステインの細胞外への排出機構であり、P. ananatis

はシステインを細胞外へくみ出す独自のシステムを保有している。その一つがシステインにより誘

導される排出ポンプである CefA であり、細胞内システインが過剰となった際に、そのシステインレ

ベルを制御する機構の一つと考えられる（第 2 章参照）。今後は、基質特異性や排出速度、そして

生産に最適な発現量など、CefAおよび CefBの特性をさらに解明していく必要がある。排出ポンプ

の基質特性の低さに起因する副産物の排出を制御することや、細胞制御機構の混乱を避けるため

にも発現レベルの調節は、様々なアミノ酸発酵生産を開発していく上で極めて一般的である (78)。 

そして第三には、P. ananatisが E. coli と比較して環境ストレス、特に酸性条件下に対して高い耐

性を示すという性質である (34, 44)。酸性条件下における発酵のメリットとしては、アルカリの使用

量を下げられることによる使用コスト削減や、好気発酵条件下における自発的な酸化反応を避ける

ことができることなどが挙げられる。以上のことから、P. ananatis はシステインの発酵生産に有利な

宿主であると考えらえる。 

 

4-4-3. まとめ 

本研究を通じて P. ananantis を用いたシステインの発酵生産の可能性に関して重要な知見が得

られた。「分解」と「排出」を調整する基本的な二つのメカニズムが明らかとなり、次の段階として、こ

れらの知見を工業生産が可能な生産株構築に応用していくことが期待される。適切な排出ポンプ

を選択すること、生育や基質消費速度、副生物といったネガティブな要因を管理しながら排出ポン

プの発現量をファインチューニングすることにより、さらなる生産性向上が目指せるものと考えられ

る。排出ポンプや分解酵素の最適化を完了した後は、システイン生合成経路上のボトルネック探索

を行いながら、一歩一歩育種開発を進めていく必要があると考えられ、CysMの最適化はその第一

歩になると思われる。生産量の最大化やスケールアップといった工業化段階への挑戦はもう少し先

になるが、本研究はシステインおよびその類縁体の商業生産を実現する過程において重要な知見

になるものと考えられる。 
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第 5章 総括 

 

5-1. 本研究を通じて同定された細胞内システイン濃度制御遺伝子 

本研究では、P. ananatis および E. coli のゲノムライブラリーからのシステイン耐性を付与する遺

伝子のスクリーニングを通じ、5 つのシステイン代謝制御に関連する因子を同定した（表 5-1）。P. 

ananatis のゲノムライブラリーからのスクリーニングでは、システインデスルフヒドラーゼをコードする

ccdA、およびシステイン排出ポンプをコードする cefA、cefBが同定された。一方、E. coliのゲノムラ

イブラリーからのスクリーニングではシステインデスルフィダーゼをコードすると考えられる yhaM、排

出ポンプをコードする eamA が同定された。これらの遺伝子のうち、ccdA、cefA、yhaM の転写は遺

伝子のすぐ上流に位置する転写制御遺伝子（それぞれ ccdR、cefR、ybaO）により制御されており、

システイン添加により速やかに、かつ強力に誘導されることが明らかとなった。 

これらの遺伝子は、システイン耐性に関与することが明らかとなっており、分解・排出を通じて細

胞内システイン濃度の上昇を抑え、細胞毒性作用を回避する機能を有していることが類推される。

また分解に関与する ccdA、yhaM の遺伝子欠損により、また排出に関与する cefA、cefB の遺伝子

増幅により、生産モデル株においてシステイン生産量が増加することが確認されている。このように

本研究では、細胞内システイン濃度調節に関わる遺伝子を同定するとともに、システイン生産への

応用が可能となることも併せて明らかとした。 

しかしながら、各分解酵素の酵素特性（基質特異性や反応速度）は不明であり、生体内における

各因子の機能やシステイン制御に関する役割の大きさを判断するためにも、酵素特性を把握する

ことは今後の課題である。同様に、排出ポンプに関しても、CefA、CefB の基質特異性や排出速度

を把握することは、システイン生産への応用展開を見据える上で非常に重要であると考えられる。 

 

 

表 5-1. 本研究を通じて同定されたシステイン代謝関連遺伝子一覧 

宿主 遺伝子名 機能 転写制御 

P. ananantis ccdA Cysteine desulfhydrase ccdRを介してシステインに応答 

 cefA Cysteine exporter cefRを介してシステインに応答 

 cefB Cysteine exporter − 

E. coli yhaM Cysteine desulfidase ybaOを介してシステインに応答 

 eamA Cysteine exporter − 
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5-2. システイン分解酵素 

E. coliでは少なくとも 6つの酵素（CysK、CysM、MetC、MalY、TnaA、DcyD）が CD活性を有し

ており、システインの分解に関与していることが知られていた (10-15)。今回、その酵素群にシステ

インにより誘導されるシステインデスルフィダーゼをコードすると考えられる yhaM が加わった。既知

の CD はシステインの分解という機能の他に、重要な主たる生理機能を有していることが知られて

いるが、YhaM はシステインにより強力に誘導され、システイン耐性に関与していることから、システ

インの分解により特化した酵素であることが推察される。YhaMに類似したシステムは P. ananatisに

も存在しており、P. ananatis では CcdA がシステインにより強力に誘導され、システイン耐性を付与

する CD として機能している。E. coli におけるシステインデスルフィダーゼ活性を含むシステインの

分解活性を測定することが必要であるが、YhaM と CcdAは類似した機能であるものの、システイン

の分解への寄与は CcdAの方が大きいことが、E. coli と P. ananatisそれぞれの野生株が示すシス

テイン耐性度（図 4-1）から推察される。両分解酵素ともに、システインショックを与えた 5 分後には

発現量が大幅に上昇することが確認されているが（図 2-5 B、3-3）、その誘導の強度や、システイン

耐性に対する寄与度には差異があることが示唆された。 

また、腸内細菌科バクテリアにおける CcdA、YhaOM の保存状況に関しては 3-4-2 項にて議論

したが、E. coliのように転写調節因子と YhaOMを保有しているものと、P. ananatisのように転写調

節因子と CcdA を保有しているもの、S. enterica のように転写調節因子とともに YhaOM、CcdA の

両カセットを保持するものなど、異なる種間におけるシステイン耐性度の比較はそれぞれの分解酵

素の寄与や共存性を議論する上で興味深い点である。特に、両酵素を保持する種におけるそれ

ぞれの酵素の発現挙動や分解活性、システイン耐性を調べることにより、それぞれのシステムが示

す特性や意義が明らかとなり、各微生物種がどういった戦略で細胞内システイン濃度を制御してい

るか深く議論できるものと考えられる。 

 

5-3. システイン排出ポンプ 

システインを排出する機能を有する排出ポンプとして EamA や EamB、CydDC、Bcr、LeuE など

がこれまでに報告されていたが (17-21)、本研究を通じて新たに P. ananantisが保有する CefA 並

びに CefB がここに加わった。また、今回のシステイン耐性を指標とするスクリーニングの結果より、

実質的に細胞内システイン濃度の調節に関与する排出ポンプは EamA、CefA、および CefB であ

ることが示唆された。今回の検討では、E. coli と P. ananantis のゲノムライブラリーからのスクリーニ

ング、すなわちそれぞれのオリジナルプロモーターの発現制御下での探索となるため、発現量の

差異による影響は排除できないが、上述の 3 つの排出ポンプ以外のものは生理機能としてシステ

インの排出に関与する優先度は低いものと推察できる。各ポンプが有する基質特性を把握する必

要はあるが、細胞内のシステイン濃度上昇回避に寄与する EamA、CefA、CefB は、システイン排

出において中心的な役割を担う排出担体である可能性が極めて高いものと推察される。すなわち、

システイン生産への応用は、この 3 つの排出ポンプに関し優先的に検討を進めるべきであることが

示唆された。実際、システイン生産のモデル株を用いた筆者らのプレリミナリーな検討では、3 つの
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排出ポンプでのみ、実質的なシステイン生産への効果が確認された（データ示さず）。 

その中で CefA は、CefR を介してシステインにより誘導されるという、他の二つと異なる特徴を有

している。細胞内のシステインレベル上昇時に作用するという、生理機能上極めてリーズナブルな

システムであるものの、システイン生産への応用という観点からは、柔軟性に問題がある可能性が

ある。本来システインにより制御されているものを、過剰発現化、恒常発現化した際に予期せぬ挙

動を示す可能性が考えられ、最適化の難易度が高いことが予想される。実際にプレリミナリーな検

討において、恒常発現化した CefA をシステイン生産に応用した条件では、CefR と組み合わせて

使用した条件と比較して排出ポンプの機能を十分発揮できなかった例が確認されている。すなわ

ち、CefAの使いこなしに関してはもう一段の機能把握と最適化が必要になると思われる。 

またシステイン生産への活用という観点では、排出ポンプの改良（アミノ酸変異の導入）も有効な

手段であると考えられる。排出性能や基質特異性を変化させ、システイン排出により特化した排出

ポンプに改良することも可能である。実際、筆者らはシステイン耐性を指標としたスクリーニングによ

り、改良にも成功している (21)。 

 

5-4. システイン生産宿主としての可能性 

本研究では P. ananatis および E. coli の両微生物を用い、システイン関連遺伝子探索やシステ

イン発酵への応用を検討した。これら検討を通じ、E. coli と P. ananantis はシステインの細胞内濃

度制御において異なるシステムを有していることが明らかとなった。図 4-1 に示すように、E. coli と

比較して P. ananatisは高いシステイン耐性を示す。P. ananatisではシステインにより強力に誘導さ

れる CcdAが大きな役割を果たしているものと推察され、P. ananatisは一つの強力な分解酵素によ

り高濃度のシステインを回避するシステムを有していると理解できる。対して E. coli では、CcdA と

同様にシステインにより誘導される YhaM を保持しているが、システイン耐性への影響は CcdA と

比較して小さいと考えられる。その一方で、他の生理機能を保持しつつ、CD 活性を示す酵素を数

多く有している。 

どちらのシステムが生存上有利であるかは判断できないが、システイン発酵の生産宿主としては

P. anannatis のように明確な分解酵素が存在するタイプの方が有利であると考えられる。理想的に

は、細胞内の分解活性をゼロにし、強力な排出ポンプにより細胞毒性を示す濃度に到達する前に

細胞外に汲み出すことが求められる。つまり、発酵生産するにあたり、分解は回避すべき最も大き

な課題の一つであり、E. coli のように複数、しかも他の重要な生理機能を有している酵素が兼ねて

いる場合は、欠損による分解回避の難易度は極めて高くなる。実際、E. coli にてシステイン分解に

関与する酵素群を欠損した場合において、CD 活性は残存する上、重要な生理機能が阻害される

影響により菌体生育が悪化する。一方、P. ananatis ではｃcdA の欠損により CD 活性はほぼゼロに

なるうえ（表 2-7）、生育に悪影響を及ぼさないことが明らかとなった（図 2-3 A）。 

一方、排出ポンプについては、導入するポンプは数種のポンプ（例えば EamA、EamB、LeuE、

CefA、CefB など）の中から選択でき、発現量も株に応じて調節することが可能となる。すなわち、P. 

ananatis のように一つの分解酵素が役割のほぼ全てを担っているタイプを生産宿主とし、その分解
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遺伝子を欠損、さらには適した排出担体（この場合は E. coli 由来のものでも P. ananatis 由来のも

のでも、最適な排出ポンプを採用できる）を活用することで、システインの生産量を向上させること

ができるのではないかと考えられる。 

 

5-5. システイン発酵生産性向上にむけて 

本研究を通じて同定されたシステイン耐性に関与する因子は、いずれもシステイン生産量上昇

に寄与することが明らかとなった。しかしながら、それらの因子は生産モデル菌にて効果が確認さ

れたのみであり、今後は実用的な生産株においてさらなる高生産化を推進する必要がある。鍵酵

素である SAT、3-PGDH のフィードバック阻害耐性型の導入、増幅した菌株に対し、分解因子の欠

損や排出ポンプの強化、代謝経路上の律速ポイントの同定と解除を、適切に実行しなくてはならな

いことが第 4 章の検討を通じて明らかとなった。すなわち、システインの効率的な発酵生産を達成

するには、常に細胞内のシステイン濃度の変化をモニターし、対処しながら育種を行う必要がある。 

例えば、本研究に用いた P. ananantisシステイン生産菌 AG4854株を起点に考えると、以下のよ

うな育種が考えられる。まず初めに、「システイン代謝経路上の律速点探索と解消（本株では

CysM）」を行い、システインの生合成を促進させる。すると細胞内のシステイン濃度が上昇し、

CcdA が誘導されて分解による生産量の低下が生じるため、続いて「分解遺伝子（ccdA）の欠損」を

行う。分解因子の欠損に伴い、細胞内システイン濃度が一層上昇し、生育が悪化するため（表 4-

7）、次に「排出ポンプ（EamA、CefA もしくは CefB）の過剰発現」を行い、細胞内のシステイン濃度

を低下させると同時に生産量を上昇させる。なお、どの排出ポンプをどういった発現量で使用する

かは、生育やシステイン生産量を指標として選択する必要があると考えられる。このように生合成経

路の強化後に、「分解の回避」並びに「排出能力の強化」を行うことにより、高レベルのシステイン生

産株が構築できるものと予想される。 

上述のように分解と排出の 2点を整えることで初めて再度「システイン代謝経路上の律速点探索

と解消」に向けた育種が可能となる。しかしながら、ボトルネックを解消することにより、CysM強化時

と同様、細胞内システイン濃度の上昇が再び生じることが予想される、そこで、再度「排出ポンプの

最適化」を行うことで、さらなる高収率が目指せるものと考えられる。こうしたステップバイステップの

育種開発方法が、地道ではあるが効果的であると思われる。ただし、生育やシステイン生産量のみ

を指標に探索・最適化することは効率性に欠くため、代謝中間体であるセリンや OAS、NAS、各種

システイン類縁体を検出する系を構築し、モニターすることで育種効率性を高めていくことが期待

される。 

また現在は試験管を用いた培養にとどまっているが、ファーメンターを用いた培養プロセス開発

も工業化に向けて重要な役割を担うものと考えられる。特に細胞内濃度の制御が非常に重要とな

るシステインの生産においては、培養プロセス開発に伴う生産性向上に伴い、生育遅延が生じたり、

収量が逆に低下したりする可能性が極めて高く（試験管培養を指標に最適化した株ではフィットし

ない）、培養プロセスに応じた菌株改良が必要になると推察される。本研究を通じてシステインの細

胞内濃度調節に関与する因子が概ね出そろったことから、工業化に向けた研究開発という側面で
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は、培養プロセス開発が重要になるものと考えられる。 
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