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略語一覧 

 

 

試薬名 

 

Amp   ampicillin 

Kan   kanamycin 

Tsr   thiostrepton 

Apr   apramycin 
  Acetyl CoA  Acetyl coenzyme A 
  Acetoacetyl CoA Acetoacetyl coenzyme A 
  CDP-ME  4-(Cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol 
  CDP-ME2P  2-Phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol 
  DMAPP  Dimethylallyl diphosphate 
  DPMVA  Diphosphomevalonate 
  DTT   DL-Dithiothreitol 
  DXP   1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
  FPP   Farnesyl diphosphate 
  GAP   D-Glyceraldehyde-3-phosphate 
  GGPP  Geranylgeranyl diphosphate 
  GPP   Geranyl diphosphate 
  HMBDP  (E)-4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate 
  HMG-CoA  3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 
  IPP   Isopentenyl diphosphate 
  IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
  MECDP  2-C-Methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate 
  MeOH  Methanol 
  MEP   2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate 
  MVA   mevalonate 
  SDS   Sodium dodecyl sulfate 
  Tris   Tris(Hydroxymethyl)aminomethane
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菌属名略称 
  E.   Escherichia 
  S.   Streptomyces 
  Kita.   Kitasatospora 
 
その他 
  ESI   Electro spray ionization 
  GC-MS  Gas Chromatography-Mass Spectrometer 
  HPLC  High performance liquid chromatography 
  LC-MS  liquid chromatography -Mass Spectrometer 
  MS   Mass spectrometry 
  NMR   Nuclear Magnetic Resonance 
  NOE   Nuclear Overhauser Effect 
  NOESY  Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy 
  COSY  Correlate Spectroscopy 
  HMBC  1H-Detected Heteronuclear Multiple Bond Correlation 
  HSQC  1H-Detected Heteronuclear Single Quantum Coherence 
  HR-EIMS  High Resolution Electron-Impact Mass Spectrum 

TLC   Thin-Layer Chromatography 
  OD   Optical density 
  ORF   Open reading frame 
  PAGE  Polyacrylamide gel electrophoresis 
  PCR   Polymerase chain reaction 
  UV   Ultra Violet 

6 
 



 

 

 

 

 

 
 

序論 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 
 



テルペノイド(イソプレノイド)は、ステロイドやカロテノイドなどに代表され

る天然に24,000種以上の報告があるほど多様な構造を持つ化合物群で、その構造

の多様性ゆえに様々な生理活性を持つ化合物が存在する。我々の生活における

身近な例では、軽度の抗炎症薬であるメントール、化粧品やサプリメントの成

分として用いられているスクアレン、植物ホルモンであるジベレリン、抗がん

活性を有するタキソール、ほかにも各種カロテノイド、天然ゴムなどが挙げら

れる(図Ⅰ) [1]。 

これらのテルペノイド化合物の多くは、酵母やカビ、植物などにより生産さ

れるため、真核生物を対象とした研究が広く行われてきた。しかしながら最近

では、細菌がメバロン酸経路とは異なるテルペノイド生合成経路（MEP経路）

を持つことや、細菌のなかでも放線菌においては、ごく稀に、メバロン酸経路

とMEP経路の2つの生合成経路を同時に利用するものが存在することなど、微生

物においてテルペノイド生合成研究は新たな展開を見せている[2]。特に放線菌

は二次代謝の多様性を持つため、生合成遺伝子・酵素に関する有用な情報源、

また研究材料として今後のテルペノイド生合成研究に新しい知見を与えること

が期待されている。 
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図Ⅰ. 代表的なテルぺノイド 
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これらすべてのテルぺノイドは、炭素5個からなるisopentenyl diphosphate (IPP)

と、その異性体であるdimethylallyl diphosphate (DMAPP)を基本単位とした縮合反

応により生成される。IPPの生合成経路として、メバロン酸経路(図Ⅱ)が古くか

ら知られている[3] [4]。メバロン酸経路では、まず3分子のacetyl-CoAが縮合し

て3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)となり、次いで、HMG-CoA reductase

によって環元されてメバロン酸 (MVA)が生成する。さらに、MVAは2度のリン

酸化と脱炭酸を経てIPPとなり、IPP isomerase (IDI)によりDMAPPが生合成される。 
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図Ⅱ. メバロン酸経路 

 

1950年代から酵母や動物で詳細に研究されたこのメバロン酸経路が、微生物、

古細菌、動物、高等植物などのすべての生物に共通して存在する唯一のIPPの生

合成経路であると長い間考えられてきた。しかしながら、古くは1960年代から、

メバロン酸経路の普遍性に対して矛盾を示す現象が報告されていた。すなわち、

ある種の微生物や植物においては標識した酢酸やメバロン酸などのメバロン酸

経路の前駆体や中間体がテルぺノイドに取り込まれにくいことや、標識したグ

ルコースの取り込み実験においてメバロン酸経路では説明ができない標識パタ

ーンを示すことなどの報告がなされていた[5] [6] [7]。 

1980年代後半から検証を行っていたRohmerらは、メバロン酸経路とは全く異

なる新しいIPP生合成経路の存在を提唱し、しかもこの経路が広い範囲の生物に
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分布しているという驚くべき報告を行った[8] [9]。この新しい経路は、提唱者の

名前をとった「Rohmer’s pathway」、メバロン酸を経由しないことから「非メバ

ロン酸経路(nonmevalonate pathway)」、また、やがて報告された中間体より

「1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate(DXP)経路」や「2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate 

(MEP)経路」などと、さまざまな名称で呼ばれてきたが、最近では、広くMEP

経路と記載されている(図Ⅲ)。 

現在までに、多くの真正細菌や高等植物の色素[10]、緑藻[9]、マラリア原虫 

(Plasmodium falciparum) [11]がMEP経路のみを利用する一方、高等植物の細胞質、

哺乳動物、酵母、カビ、古細菌にはMEP経路は存在せず、メバロン酸経路のみ

を利用することが判明してきている(図Ⅳ)。 
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図Ⅲ. MEP経路 
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図Ⅳ. メバロン酸経路とMEP経路 

 

 

 

 

 

メバロン酸経路あるいは非メバロン酸経路により生合成されるIPPが、その異

性体DMAPPにhead to tailで順次縮合することで、５の倍数の炭素数の鎖長のプレ

ニル基質が合成される。たとえば、geranyl diphosphate (GDP; 炭素数10個)、

farnesyl diphosphate (FDP; 炭素数15個)、geranylgeranyl diphosphate (GGDP; 炭素

数20個)より生合成されるものを、それぞれモノテルペン、セスキテルペン、ジ

テルペンと呼ぶ。さらに、環状テルペン類は、それぞれに特異的なテルペン環

化酵素により環化反応、場合によっては炭素転移反応を介して環状炭化水素と

なり、基本炭素骨格が形成される。その後、P450などにより化学修節を受け、

様々なテルペン類が生合成される。数万種類存在するといわれるテルペン類は、

このような単純な仕組みにより、多様性が生み出されて生合成される（図V）[1]。 
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図Ⅴ. テルぺンノイドの生合成経路 

EC 2.5.1.1； dimethylallyltranstransferase、EC 2.5.1.10； geranyltranstransferase、

EC 2.5.1.29； farnesyltranstransferase、EC 2.5.1.32； phytoene synthase、EC 

2.5.1.21； squalene synthase 
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本論文の主課題であるジテルペン環化酵素とは、ジテルペン共有の前駆プレ

ニル基質GGDP、あるいはピロリン酸を残したその部分環化物の環化反応を触媒

する酵素である。ジテルペン環化酵素に限らず、テルペン環化酵素はアスパラ

ギン酸/グルタミン酸リッチなモチーフを有し、2価金属イオン、特にMg2+を要求

する可溶性酵素である。反応機構も各テルペン類に共通で、プレニル基質のジ

リン酸アニオン脱離によるオレフィンのprotonation化を引き金として、炭素–炭

素結合形成ばかりではなく、場合によってはhydride shift転移、炭素骨格転移な

ども介して環化する[12]。 

本研究では、放線菌の生産するジテルペン化合物サイクロオクタチンの生合

成に関する研究を行った  (図Ⅵ )。サイクロオクタチン (cyclooctatin)は、

lysophospholipidの脂肪酸エステル結合を加水分解するlysophospholipaseの阻害剤

である[13]。この阻害剤は、lysophospholipaseを標的とした抗炎症剤のリード化

合 物 の 開 発 を 目 的 と し た ス ク リ ー ニ ン グ の 過 程 で 、 Streptomyces 

melanosporofaciens MI614-43F2から単離された原核生物由来で始めての5-8-5員

環構造を有するジテルペン化合物である[14]。 

サイクロオクタチンのような環状テルペノイドも、プレニル鎖長を決定する

ポリプレニルジリン酸合成酵素により生成した直鎖状ポリプレニルジリン酸が

テルペン環化酵素によって環化されて炭素骨格が形成された後、酸化や還元等

の化学修飾を受けて生合成される。このような生合成過程において、

geranylgeranyl diphosphate (GGDP) cyclaseのような環化酵素は、直鎖ポリプレニ

ルジリン酸を構造多様な環状テルペノイド化合物へと変換するための鍵酵素で

ある。 

これまで、GGDP cyclase (ジテルペン環化酵素)のほとんどが高等植物と真菌か

ら単離され、解析されている[15]。この酵素群の環化様式は、１）A 型、２）B

型、３）A-B 型、そして４）B-A 型に分類される。A 型反応は GGDP のジリン

酸の ionizationにより、B型反応は GGDPの末端二重結合の protonationによって

それぞれ環状化合物を生成する。A型反応と B型反応が複合して起こるのがA-B

型と B-A型の反応であり、ionizationと protonationの順番により、これら二つに

分類される。これまでに原核生物由来の GGDP cyclase については、terpentecin

を生産する Kitasatospora griseola由来の terpentedinol diphosphate synthase[16]、

viguiepinol を生産する Streptomyces sp. KO-3988 由来の ent-copalyl diphosphate 
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synthase[17] 、 そ し て Mycobacterium tuberculosis H37Rv3377c 由 来 の

5,13-halimadiene diphosphate synthase[18]についてのみ報告されている。これら三

つの GGDP cyclaseはいずれも B型の様式で環化反応を触媒する(図Ⅶ)。 
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図Ⅵ. サイクロオクタチンの推定生合成経路 
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図Ⅶ. ジテルペン環化酵素の反応 
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図Ⅶ. ジテルペン環化酵素の反応 
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最近、植物病原性真菌である Phomopsis amygdali から A-B 型の

fusicocca-2,10(14)-diene synthase (PaFS)が同定された (図Ⅶ) [19]。この PsFSは多

機能酵素であり、N-末側の GGDP cyclaseに続いて、C-末側に GGDP synthaseが

融合している。fusicocca-2,10(14)-dieneとサイクロオクタチンの構造類似性から、

fusicocca-2,10(14)-dieneがサイクロオクタチンの重要な中間体であり、PaFSのよ

うな多機能酵素がサイクロオクタチン生合成経路に関与すると予想されたが、

サイクロオクタチンの生合成経路に関する情報はまったくなかった。 

本 研 究 の 目 的 は 、 S. melanosporofaciens MI614-43F2 が 生 産 す る

lysophospholipase阻害剤、サイクロオクタチンの生合成遺伝子クラスターのクロ

ーニング、および生合成遺伝子クラスターの機能解析（第一章）、特に環化酵素

の同定と環化反応機構の解明を中心としたサイクロオクタチン生合成経路の全

容解明である（第二章と第三章）。また、ジテルペン環化酵素としては初めての

結晶構造解明も目的としている（第四章）。
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第一章  

S. melanosporofaciens MI614-43F2が生産する 

サイクロオクタチンの生合成遺伝子 

クラスターの同定 
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第一節 S. melanosporofaciens MI614-43F2のゲノムライブラリーの作製 

 

第一項 GGDP 合成酵素遺伝子の部分配列取得のための PCRプライマーの設計 

 

実験方法 

 

サイクロオクタチンはその構造から、炭素 20 個からなるジテルペンである

ため、その生合成遺伝子クラスターは GGDP 合成酵素遺伝子とクラスターを形

成していることが予想される。そこで、まずは、S. melanosporofaciens MI614-43F2

のゲノム DNAから GGDP 合成酵素遺伝子をクローニングすることを試みた。 

GGDP 合成酵素遺伝子をクローニングするための縮重プライマーは、既知の

放線菌由来の GGDP 合成酵素の塩基配列を利用した。他の放線菌が生産するジ

テルペン化合物の例としては、 terpentecin 生産菌である S. griseolosporeus 

MF730-N6（Accession number, BAB07816）と、copalyl diphosphate生産菌である

Streptomyces sp. KO-3988（Accession number, BAD86799）の２つの例が報告され

ており、その GGDP 合成酵素の機能が解析されている。 

 

 

 

 

 
 

図 1-1-1. 放線菌由来の GGDP 合成酵素の 

アミノ酸配列のアラインメント 

20 
 



結果 

S. griseolosporeus MF730-N6 と Streptomyces sp. KO-3988 を含めた 2 種類の

GGDP 合成酵素のアミノ酸配列を用いてアラインメントを取り、図 1-1-1 のよ

うに高度に保存された配列を選び、この部分配列を利用して表 1-1-1 に示した

縮重プライマーを設計した。 

 

 

表 1-1-1. GGDP 合成酵素遺伝子のクローニングに用いたプライマー 

Forward: 5’-CTS MTS CAS GAC GAC TAC ATG GA 

Reverse : 5’-SAG SAG GTC GTC SCG SAK CTG GAA 
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第二項 GGDP 合成酵素を含む PCR断片の精製とコスミドライブラリーの構築 

 

実験方法 

 

表 1-1-1に示した縮重プライマーを用いて、S. melanosporofaciens MI614-43F2の

ゲノム DNA をテンプレートにして PCR を行った。ゲノム DNA は、Practical 

Streptomyces Genetics [20]に従って、CTAB 法で精製した。プライマー配列間の

塩基数は約 420 bpであり、プライマーを含めて約 465 bp部分が増幅すると予想

した。PCRの結果、予想通り約 470 bpの DNA断片が増幅した。その PCR断片

を精製し、ライゲーションを行い、pT7Blue T-vector (TaKaRa)にクローニングし

て、シーケンスを解析した。 

 

 

PCR反応 

 

Ex taq (TaKaRa)を用い、以下の反応条件で行った。 

 

 95 ℃        5分 

30 回 
 98 ℃       20秒 

 68 ℃        1分 

 72 ℃       10分 

  4 ℃       保存 

 

 

結果 

 

得られた4種類のPCR産物の塩基配列解析の結果についてアラインメントを取

ったところ、全て同一の配列であった。よってサイクロオクタチンの生合成遺

伝子の中には、geranylgeranyl diphosphate synthase (GGDPs)遺伝子はサイクロオク

タチン生産菌のゲノム上に 1 コピーのみ存在する可能性が高いと考えられる。

図 1-1-2にその部分塩基配列と推定アミノ酸配列を示す。
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>f1_(1..471) 468 bp 
CTGATCCACGACGACGTCATGGACGACAGCGACACCCGCCGCGGCCGGCCGACCATCCAC 
CGCACCCTGGCCGCGCTGTGTGCCACCGACCGCAGGCCCGAGCAGATCGAGCGGTTCGGG 
GTCAGCGGGGCGGTGCTGCTCGGCGACCTCGCCCTCACCTGGTCCGACGAGCTCCTGCAC 
TCCGCCGGTCTGACGCCCGTCCAGTTCGACGCCGTACTGCCGCTGCTGTCGGAGATGCGC 
ACCGAGGTGATGCTGGGCCAGTACCTCGATCTCCAGGCCACCGGGGAGCTGACGGACGAC 
GTCGAGGCCACCCTCACGGTCAACCGGTACAAGACCGCCAAGTACACCATCGAGCGTCCG 
CTGCACGTCGGAGCCGCCATCGCGGGCGCCGGCCCGGAGGCCATGGAGGCGTTCACCGCC 
TACGCCCTGCCGCTCGGCGAGGCGTTCCAGCTCCGCGACGATCTGCTG 

 

 

 

>f1_(1..468) 156 aa 
LIHDDVMDDSDTRRGRPTIHRTLAALCATDRRPEQIERFGVSGAVLLGDLALTWSDELLH 
SAGLTPVQFDAVLPLLSEMRTEVMLGQYLDLQATGELTDDVEATLTVNRYKTAKYTIERP 
LHVGAAIAGAGPEAMEAFTAYALPLGEAFQLRDDLL 

 

 

図 1-1-2. GGDP合成酵素の PCRプライマーを用いた 

PCR産物の部分塩基配列（上）と推定アミノ酸配列（下） 

赤字はプライマー部分の配列を示す。
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得られた PCR 産物の塩基配列解析の結果に対して Blast 検索を行ったところ、

図 1-1-3に示すように Streptomyces sp. KO-3988由来の GGDP 合成酵素とアミノ

酸配列で 65 %の相同性を示した。よって得られた PCR産物は GGDP 合成酵素

の部分配列をコードしていると考えられた。 

 

 

 
BAD86799  geranylgeranyl diphosphate synthase [Streptomyces sp. KO-3988] 
Length=388 

 

 Score =  196 bits (497),  Expect = 7e-49, Method: Compositional matrix adjust. 

 Identities = 102/156 (65%), Positives = 118/156 (75%), Gaps = 4/156 (2%) 

 
Query  1    LIHDDVMDDSDTRRGRPTIHRTLAALCATDRRPEQIERFGVSGAVLLGDLALTWSDELLH  60 
            LIHDDVMD SDTRRGRPT+HRTL     T       ERFG + A+LLGDL + WSDELL+ 
Sbjct  126  LIHDDVMDASDTRRGRPTLHRTLE----TGANGTTAERFGTNSAILLGDLVMVWSDELLY  181 
 
Query  61   SAGLTPVQFDAVLPLLSEMRTEVMLGQYLDLQATGELTDDVEATLTVNRYKTAKYTIERP  120 
            S+GL   Q  AV PLL  MRTEVM+GQY DL +TG+ T DVE +L V RYKTAKYT+ERP 
Sbjct  182  SSGLDQQQLVAVRPLLDAMRTEVMIGQYRDLLSTGQPTADVERSLAVIRYKTAKYTVERP  241 
 
Query  121  LHVGAAIAGAGPEAMEAFTAYALPLGEAFQLRDDLL  156 
            LH+GAA+AGA    ++  TAYALP+GEAFQLRDDLL 
Sbjct  242  LHIGAALAGADQSLLDVCTAYALPIGEAFQLRDDLL  277 
 

 

 

図 1-1-3. PCR産物の推定アミノ酸配列と Streptomyces sp. KO-3988由来GGDP 合

成酵素の相同性検索結果
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第三項 コスミドライブラリーの作製 

 

実験方法 

 

まず S. melanosporofaciens MI614-43F2のゲノム DNAのコスミドライブラリー

の作製を行った。本研究では放線菌－大腸菌シャトルコスミドベクターである

pOJ446 [21]を用いることとした。このコスミドは 35～45 kbほどの DNA断片を

インサートとすることができる自律複製型のコスミドベクターで、異種発現を

目的として構築されたものである。 

RNase処理したサイクロオクタチン生産菌のゲノムDNAを 40 kbほどのランダ

ムな断片に切断するために、適当量のゲノムDNAを 10-2から 10-5倍まで濃度に希

釈したSau3AIによって部分的に切断し、サンプルの一部をアガロースゲルを用

いた電気泳動に供してその消化状態を確認した後、10-4から 10-5倍希釈のSau3AI

で部分消化したDNA断片をエタノール沈殿して挿入断片とした。 

コスミドベクターpOJ446は、マルチクローニングサイト内にある BamHIサイ

トで切断して使用した。挿入するゲノム DNA およびコスミドベクターは、T4 

DNA ligase（TaKaRa）を用いて 16 °Cで 16時間ライゲーション反応を行った。

ライゲーション反応後、サンプルの一部を 0.8 %アガロースゲルを用いた電気泳

動に供し、サイズマーカーとの DNAサイズの比較から反応の進行を確認したの

ちパッケージング反応を行った。パッケージング反応は Gigapack III Gold 

Packaging Extractまたは同 XL Packaging Extract（ともに STRATAGENE）を用い、

宿主には E. coli XL1-blue MRF’株（STRATAGENEより購入）を用いた。パッケ

ージングの操作は付属のプロトコールに従った。ファージを感染させた

XL1-blue MRF’株を pOJ446の選択マーカーである apramycinを含む LB寒天培地

に広げ、30 °Cで 2日間（目安 36～40時間）培養した。 
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結果 

 

その結果、MI614-43F2のゲノムDNAのコスミドライブラリーは、3.8 × 103個

以上のクローンを含むことが確認され、上記のGGDP 合成酵素のPCRプライマ

ーであるForward: 5’-CTS MTS CAS GAC GAC TAC ATG GAとReverse: 5’-SAG 

SAG GTC GTC SCG SAK CTG GAAを利用してGGDP 合成酵素遺伝子を含むコ

スミドを探索した。 

 

 

 

M

CHR. DNA/Sau3AI  
 

図 1-1-4. ゲノム DNAの Sau3AIによって部分的に切断 
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第二節 サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターを含むコスミドライブラ

リーのスクリーニング、および異種発現 

 

第一項 コスミドライブラリーのスクリーニング 

 

実験方法 

 

MI614-43F2のゲノムDNA のコスミドライブラリーのスクリーニングは、3.8 × 

103個以上のコスミドクローンを含む大腸菌菌体をHybond-N+（GE Healthcare）に

付着させ、ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System（GE Healthcare）

を用いて付属のプロトコールに従いコロニーハイブリダイゼーション法で行っ

た。プローブにはS. melanosporofaciens MI614-43F2のゲノムDNAからクローニン

グされたGGDP 合成酵素遺伝子の部分配列（第一章第二項）を含むDNA断片を

用いた。シグナルが検出されたコロニーをLB-apramycin液体培地で 20時間、30°C

で培養しアルカリ法を用いてコスミドを抽出した。正しいコスミドが選択され

ていることを確かめるために、放線菌のスクリーニングで用いたPCR反応を使っ

てコスミドからGGDP 合成酵素遺伝子に相当する大きさのDNAの増幅を確認し

た。得られたコスミドを適当な制限酵素で完全に切断し、サザンハイブリダイ

ゼーションを行った。試薬はコロニーハイブリダイゼーションと同様のものを

使い、操作も付属のプロトコールに従った。標的遺伝子も同様に S. 

melanosporofaciens MI614-43F2 のゲノムDNAからクローニングされたGGDP 合

成酵素遺伝子を用いた。予め、適当な制限酵素を検索するべく、それぞれのゲ

ノムDNAをいくつかの制限酵素で処理した。これを基にそれぞれのコスミドを

処理し、適当な数の断片が得られる制限酵素でサザンハイブリダイゼーション

を行った。S. melanosporofaciens MI614-43F2 のコスミド、およびゲノムDNAは

BamHI、SmaI、HincIIによって完全に切断した。 
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結果 

コロニーハイブリダイゼーションの結果、複数のシグナルが得られたため（図

1-2-1）、各コロニーからコスミドを抽出した。次に、PCR によって GGDP 合成

酵素遺伝子に相当する大きさの DNA断片の増幅を確認し、確認の取れたサンプ

ルをサザンハイブリダイゼーションに供した。それぞれの電気泳動写真、およ

び対応するサザンハイブリダイゼーションの結果を図 1-2-2に示した。 

コスミドライブラリーでは５つのコスミドについてプローブとの結合を示す

シグナルが検出でき、ゲノム DNAからも同じ大きさの断片でシグナルを検出で

きた。しかしそのうち 3 つは電気泳動のバンドパターンが同じであったためコ

スミドは 2種類と判断した。 

 

 

 

 

 

 
 

図 1-2-1. コロニーハイブリダイゼーション 
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BamHI SmaI HincII

 
 

BamHI SmaI HincII

(southern blot)

4.5kb

1.9kb
1.4kb

 

図 1-2-2. サザンハイブリダイゼーション 
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第二項 陽性コスミドクローンの異種発現 

 

続いて、取得したコスミドを S. albus株に導入して、その形質転換体において

クローニングされた遺伝子の異種発現を試みることとした。S. albus 株は、異種

生産の宿主としてよく用いられている放線菌である[22]。S. albus 宿主、および

その形質転換体の培養抽出物を HPLC/LC-MSに供し、宿主との代謝プロファイ

ルを比較することで形質転換体に特異的な化合物が得られれば、その化合物が

導入した遺伝子に由来するものである可能性が極めて高く、サイクロオクタチ

ン生合成遺伝子がクローニングされているならばサイクロオクタチンが得られ

ることが予測される。そこで、S. melanosporofaciens MI614-43F2から得られた 2

つのコスミドクローンを用いて実験を行った。 

 

 

実験方法 

 

プロトプラスト法を用いて S. albusに S. melanosporofaciens MI614-43F2より得

た 2つのコスミドを導入した。S. albusのプロトプラストを R2YE寒天培地に植

菌し、30 °Cで 16時間培養したのち apramycinを終濃度 25 µg/mlとなるように

重層し、30 °C で 3 日間培養した。形成されたコロニーを一つ一つかき取り、

apramycinを終濃度 50 µg/mlとなるように加えた TSB寒天培地にそれぞれ植え

継いだ。この時点で 2つのコスミドから形質転換体が得られたため、それぞれ 1

株ずつ前培養に供した。TSB 培地上で生育してきたものを 10 ml の TSB 培地

（apramycin終濃度 25 µg/ml）に植菌し、30 °Cで 2日間振とう培養した。また

同時に宿主である S. albus/pOJ446株も TSB培地で同様に振とう培養した。2日

間の振とう培養ののち、100 ml の TSB培地にそれぞれの培養液を 2 ml植菌し、

30 °Cで 5日間振とう培養した。 

5 日後、培養液を遠心分離機により菌体と培養上清に分画した。菌体に対して

はアセトン抽出を行い、菌体を濾過で除いたのちアセトンを除去した。残った

水に対して酢酸エチル抽出を行い、分画したのちNa2SO4で脱水し酢酸エチル層

を除去した。残渣をメタノールに溶解し、HPLC/LC-MSにより分析を行った。培

養上清に対しては酢酸エチル抽出を行い、分画したのちNa2SO4で脱水してエバ
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ポレーターで酢酸エチルを除いた。残渣をメタノールに溶解し以下の条件で

HPLC/LC-MS分析を行った。 

 

 

カラム：CAPCELL PAK C18 UG120（2.0 φ x 150 mm） 

溶媒系：水/アセトニトリル（ACN）、（ともにCF3CO2Hを終濃度 0.01 %で添加）、 

 グラジエント分析（0～20 min, 50～100 % ACN） 

流量：0.2 ml/min 

 

 

結果 

 

S. melanosporofaciens MI614-43F2 から得た 2 つのコスミド、pCOT2861、

pCOT9469を導入した形質転換体が得られたため、これら（S. albus/pCOT2861、

S. albus/pCOT9469とする）と、宿主であるS. albus/pOJ446株を上述の方法で培

養し、その培養抽出物をHPLC/LC-MSで分析した。結果は図 1-2-3 に示した。

HPLC/LC-MSの結果を比較すると、標品であるサイクロオクタチンは、5.8分に

[M+H-H2O]+  m/z 305.2474 (C20H33O2, calcd 305.2481)が確認された。また、同じ条

件でS. albus/pCOT9469 においても、標品と同じ [M+H-H2O]+ m/z 305.2478 

(C20H33O2)が確認され、一方、negative controlであるS. albus/pOJ446では同様のシ

グナルは検出されなかった。 

 

 
表 1-1-1. LC-MS条件 

 

Thermo Fisher Accela HPLC
Thermo Fisher Scientific LTQ Orbitrap MS
CAPECELL PAK C18 UG120 column 
(2.0 Ø ×150 mm, 5 μm, Shiseido)
Temperature at 40℃
Flow rate 0.2 ml/min
50-100 % ACN in water 
(with 0.01 % TFA) for 20min
Positive ion mode
FTMS +  ESI
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1050
Time (min)

300 305 310
m/z

305.2474

306.2507

5.8 min

5.8 min

300 305 310
m/z

305.2478

306.2511

cyclooctatin

pCOT9469

OH

HO

HO

Cyclooctatin

C20H34O3
Exact Mass: 322.2508

 

 

図 1-2-3. S. albus/pCOT9469培養物酢酸エチル抽出物の LC-MS分析 

m/z=305.2444-305.2506のmass chromatogramと 5.8分のピークのHR-MS（挿入図）

を示す。 
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第三節 サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの解析 

 

実験方法 

 

本節では、第二節でGGDP 合成酵素遺伝子含むこと、かつサイクロオクタチ

ンの異種生産が確認できたコスミドクローンpCOT9469 の全長の塩基配列を決

定し、FramePlot 4.0 beta (http://nocardia.nih.go.jp/fp4/) [23]を用いてフレーム解析

を行うとともに、塩基配列から推定されるアミノ酸配列についてBLAST、およ

びPSI-BLASTを用いて相同性検索を行った。 

 

 

結果 

放線菌は DNAの GC含量が非常に高く（68 ％以上）、特に遺伝子コドンの 3

文字目の GC含量は約 90 ％に及び、これに対しコドンの 2文字目の GC含量は

比較的低いことが知られている。このような放線菌の遺伝子の特性を考慮して

ORF (open reading frame)を予測する FramePlot 4.0 betaを用いて、pCOT9469中の

ORFを推定した。その結果、このコスミドクローンの全塩基配列は 34,012 bpで

あり、GC含量は 71.3 %であった。この中には 24個の全長の ORFの存在が認め

られた(表 1-3-1と図 1-3-1)。 

続いて、推定アミノ酸配列についてBLAST、およびPSI-BLASTを用いて相同

性検索を行った結果について述べる。サイクロオクタチンの生産性を確認した

コスミドpCOT9469には 24個のORFを含む 34-kbpのDNA断片が挿入されていた。

また、24 個のORFの中にはGGDP 合成酵素 (ORF1)が確かに存在し、その近傍

には機能未知タンパク質 (ORF2)と 2個のチトクロームP450 (ORF3とORF4)遺伝

子も存在した。ORF2はBLASTとFASTAによる検索ではホモログの存在が確認で

きないものの、PSI-BLASTを用いたドメイン検索の結果、ポリプレニルジリン

酸-Mg2+結合配列を含む”Terpene cyclase”ドメインを持つことが判明し、ORF2が

サイクロオクタチンの鍵酵素であるジテルペン環化酵素と推定した。表 1-3-1に

コスミドクローン中のORFの推定アミノ酸配列について行った相同性検索の結

果を示す。 

 

33 
 

http://nocardia.nih.go.jp/fp4/


 

 

 

 

orf6 orf7 orf8

orf9 orf10

orf10 orf11
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図 1-3-1. 塩基配列を決定したコスミドクローンのフレーム解析 
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表 1-3-1. サイクロオクタチン生合成遺伝子を含むコスミドクローン中のORFの

推定アミノ酸配列の相同性検索結果 

 

ORFs Encoded 

Residues

Proposed Function Sequence Similarity (protein,origin) Identity/

Siilarity

Accession

Number
orf6 160 isobutyryl-CoA mutase A isobutyryl-CoA mutase A, S.coelicolor A3(2) 92%/96% NP629554
orf7 212 kinase putative fructose transport system kinase, Rhodococcus sp RHA1 65%/76% YP703843
orf8 293 carboxypeptidase D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase, S. avermitilis MA-4680 83%/92% NP825556
orf9 497 hydrolase hydrolase, S. avermitilis MA-4680 61%/74% NP822063

orf10 595 arginyl-tRNA synthetase arginyl-tRNA synthetase, S. avermitilis MA-4680 80%/88% NP825925
orf11 582 lysyl-tRNA synthetase lysyl-tRNA synthetase, S.coelicolor A3(2) 77%/85% NP733599
orf12 485 hypothetical protein hypothetical protein SAV4750, S. avermitilis MA-4680 54%/64% NP825927
orf13 254 secretion protein secreted protein, S.coelicolor A3(2) 46%/56% NP627512
orf14 332 dihydroxyacetone kinase dihydroxyacetone kinase subunit 1, S. avermitilis MA-4680 81%/90% NP822460
orf15 201 dihydroxyacetone kinase putative dihydroxyacetone kinase subunit 2, S.ambofaciens ATCC 

23877
73%/82% CAJ89913

orf16 136 phosphotransfer protein putative dihydroxyacetone kinase phosphotransfer protein, 
S.ambofaciens ATCC 23877

79%/85% CAJ89914

orf1 359 GGDP synthase geranylgeranyl diphosphate synthase, Streptomyces sp. KO-3988 56%/67% BAD86799
orf2 307 GGDP cyclase
orf3 459 P450 putative P450, Streptomyces sp. KO-3988 46%/60% BAD86796
orf4 453 P450 putative P450 , Streptomyces sp. KO-3988 47%/65% BAD86796
orf5 257 P450 monooxygenase P450 monooxygenase, Streptomyces pactum 62%/68% BAF92583

orf17 160 mutt-like protein mutT-like protein, S. avermitilis MA-4680 71%/80% NP824363
orf18 903 phosphatase magnesium or manganese-dependent protein phosphatase, 

S. avermitilis MA-4680
73%/81% NP824361

orf19 256 reductase fumarate reductase iron-sulfur subunit, S. avermitilis MA-4680 87%/92% NP824358
orf20 491 dehydrogenase succinate dehydrogenase flavoprotein subunit, S. avermitilis MA-4680 81%/88% NP824357
orf21 200 adenylyltransferase pantetheine-phosphate adenylyltransferase, S. avermitilis MA-4680 89%/95% NP823845
orf22 195 DNA methylase DNA methylase, S.coelicolor A3(2) 79%/84% NP629702
orf23 732 DNA helicase ATP-dependent DNA helicase, S.coelicolor A3(2) 79%/87% NP629701
orf24 609 dehydroxyacetone kinase dihydroxyacetone kinase, S. avermitilis MA-4680 67%/71% NP823850
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図 1-3-2. pCOT9469の挿入断片の遺伝子地図 
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第四節 サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの最小単位の決定 

 

実験方法 

 

次に、サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの最小単位を決定するた

めに、pCOT9469のサブクローニングを行った。 

サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスタークローニングしたコスミド

pCOT9469 をテンプレートにして、表 1-4-1 のプライマーを用いて ORF1 から

ORF4の遺伝子を増幅し、PCR産物を電気泳動して精製した。これをLigation High 

(Takara)を用いて pT7Blue T-vector に連結した。ライゲーション産物を DH5αの

コンピテントセルに加えてトランスフォームし、50 µg/mlのアンピシリンを含む

LB寒天培地に植菌した。37 ℃で 14時間培養し、生育してきたコロニーに対し

コロニーPCRを行った。ORF1から ORF4を含むコロニーを 50 µg/mlのアンピ

シリンを含む LB培地に植菌し、プラスミドを回収してシーケンス解析を行った。 

 

 

表 1-4-1．ORF1から ORF4遺伝子のクローニングに用いたプライマー 

 

Forward: 5’-GGA TAT CTA GAT TTC GAC GTG GAG TCA GTC AG (XbaI) 

Reverse: 5’-GCC CAA GCT TCA GCG TGG TTC CGG AAT CAT CC (HindIII) 

 

 

PCR反応 

Prime Star GXL taq (TaKaRa)を用い、以下の反応条件で行った。 

 

95 ℃…………..5分 

98 ℃………….20秒 

68 ℃………….10分 
30回 

72 ℃………….10分 

 4 ℃           
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図 1-4-1. ORF1-4を含む PCR産物 

 

 

結果 

 

約 4.8-kbの ORF1から ORF4までの PCR産物を確認した。また、シーケンス

解析の結果、このPCR産物の塩基配列は、コスミド pCOT9469のORF1からORF4

までの塩基配列と一致した。
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続いて、上記の ORF1-4を含むプラスミドと Streptomyces-E. coliシャトルベク

ターpSE101 [24]を制限酵素 XbaIと HindIIIを用いて処理し、電気泳動により精

製して T4 DNA ligaseでライゲーションした。ライゲーション産物を DH5αのコ

ンピテントセルに加えてトランスフォームし、50 µg/ml のアンピシリンを含む

LB寒天培地に植菌した。37 ℃で 14時間培養しコロニーPCRを行った。ORF1-4

を含むコロニーを培養し、ORF1から ORF4を含む DNA断片を挿入したプラス

ミド pCOT104を構築し、S. albusを用いた異種発現を試みた。 

S. albusに pCOT104を導入した S. albus/pCOT104を構築した。次に、この形質

転換を、50 µg/mlのチオストレプトンを含む TSB培地で、30 ℃、三日間培養し

た後、その培養液を EtOAcで抽出し、この抽出物を LC-MSを用いて分析した。 
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5.8 min

1050
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OH

HO

HO
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C20H34O3
Exact Mass: 322.2508

 

 

図 1-4-2. S. albus/pCOT104の LC-MS分析 

m/z=305.2444-305.2506のMass chromatogramと 5.8分のピークのHR-MS（挿入図）

を示す。 
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結果 

 

S. albus/pCOT104 の培養抽出物のLC-MS分析の結果、保持時間 5.8 分に、

[M+H-H2O]+ m/z 305.2475のシグナルが検出されたことから、サイクロオクタチ

ンの生産を確認することができた。一方、第三章第一節で詳細を述べるORF3の

みを欠失したpCOT104 のデリーションプラスミドpCOT104Δで形質転換したS. 

albus/pCOT104Δでは、サイクロオクタチンの生産は確認できなかった。従って、

以上の結果から、ORF1–4がサイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの最小

単位と結論し、これらのORFをCotB1–4 (cyclooctatin biosynthesis)と命名した。

CotB1–4 の塩基配列は、DDBJ/EMBL/NCBIの塩基配列データーベースに、

Accession number AB448947として登録した。 
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第五節 考察 

 

S. melanosporofaciens MI614-43F2ゲノムDNAのコスミドライブラリーを構築す

ることができた。このゲノムライブラリーは、3.8 × 103個のクローンを含む。各

コスミドクローンが平均 40 kbの挿入断片を保持していること、MI614-43F2のゲ

ノムサイズが 8000 kbと仮定すると、3.8 × 103個のクローンを含む今回作製した

コスミドライブラリーは、MI614-43F2 ゲノムをすべてカバーしていると考える

ことができる。このライブラリーに対して、GGDP 合成酵素遺伝子配列をプロ

ーブとしてコロニーハイブリダイゼーションおよびサザンハイブリダイゼーシ

ョンを行い、GGDP 合成酵素遺伝子を有するコスミドクローンを取得すること

ができた。電気泳動のパターンから判断してpCOT2861 とpCOT9469 の異なる 2

種のコスミドクローンを得ることができた。 

制限酵素 HincII では 2 つの断片にシグナルが見られるのは、コスミドおよび

ゲノム DNA の GGDP 合成酵素遺伝子中に、HincII サイトが存在するため切断

され生じていると考えられる。 

以上の考察から、得られたコスミドクローンはいずれも、サイクロオクタチ

ン生合成遺伝子クラスターのクローニングの指標とした GGDP 合成酵素遺伝子

を含むと考えられた。放線菌の二次代謝化合物の生合成遺伝子はまず例外なく

クラスターを形成しているという、これまでの報告例から考えて、GGDP 合成

酵素遺伝子の周辺領域にはサイクロオクタチン生合成遺伝子がクラスターで存

在していると考えられた。さらに各コスミドの断片の大きさを考慮すると、コ

スミドベクター自体の大きさを除いても少なくとも 35 kb以上の DNA断片がク

ローニングされていると考えられることから、サイクロオクタチン生合成遺伝

子クラスターの周辺領域もクローニングされていると考えられた。GGDP 合成

酵素由来のジテルペン化合物を生合成する放線菌は、GGDP 合成酵素遺伝子に

近接した領域にジテルペン生合成遺伝子をクラスターで有していることが報告

されている[25]。よって今回クローニングしたコスミドには GGDP 合成酵素遺

伝子だけでなくジテルペンであるサイクロオクタチンのその他の生合成遺伝子

であるジテルペン環化酵素などが存在する可能性があると考えられた。 

そこで次に、得られた 5 つのコスミドのうち 2 つのコスミド pCOT2861 と

pCOT9469を S. albusに導入して、それらの形質転換体に特異的な化合物の生産
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が見られるかどうかを検証した。その結果、S.albus/pCOT9469 では、サイクロ

オクタチンの生産が確認された。このことから、pCOT9469にはサイクロオクタ

チンの生合成に関与するすべての遺伝子が含まれていると判断した。 

次に、pCOT9469コスミドクローンの塩基配列から推定されるアミノ酸配列に

ついて相同性検索を行った。このシーケンス中からサイクロオクタチン生合成

遺伝子と予想されるGGDP 合成酵素 (ORF1、CotB1 と命名)が確かに存在し、

その近傍には機能未知タンパク質 (ORF2、CotB2と命名)と 2個のチトクローム

P450 (ORF3とORF4、CotB3とCotB4と命名)遺伝子が存在した。CotB2はBLAST

とFASTAでは、そのホモログはヒットしなかったが、PSI-BLASTを用いたドメ

イン検索では、CotB2 中には、ポリプレニルジリン酸-Mg2+結合サイトを含

む”Terpene cyclase”ドメインが検出された[26]。以上のことから、CotB2がサイク

ロオクタチン生合成の鍵酵素であるテルペン環化酵素と推定し、第二章でその

詳細を解析する。 

また、サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの最小単位を解析するた

めデリーションプラスミドを作製して、S. albusでの異種発現を解析した結果、

CotB1-4がサイクロオクタチンの最小単位であることが判明した。この結果から

は、ORF5 の P450 monooxygenase はサイクロオクタチン生合成に関与しないこ

とも明らかになった。 
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図 1-5-1. CotB2 (ORF2)の配列と”Terpene cyclase”ドメイン 
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第二章 

サイクロオクタチンの骨格形成に関わる酵素の機能

解析 
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第一節 GGDP 合成酵素 (CotB1)の機能解析 

 

第一項 CotB1タンパク質の発現系の構築 

前節までの結果から、cotB1、cotB2、cotB3、cotB4 がサイクロオクタチン生合

成遺伝子クラスターであることが判明した。cotB1 がコードすると推定される

GGDP 合成酵素は、DMAPP と IPP を用いて GGDP を生産する。そこで、基質

として DMAPPと IPPを用い、cotB1遺伝子産物の反応検出を試みた。そのため、

cotB1遺伝子産物を大腸菌にて大量発現させ、精製酵素を得ることを試みた。 

 

実験方法 

 

表 2-1-1 に記述したプライマーを利用し、cotB1 を発現ベクターpETDuet-1 

(Novagen)にクローニングして、pDCotB1プラスミドを構築し、大腸菌BL21(DE3)

を用いて大量発現を行った。pDCotB1 で形質転換したBL21(DE3)のコロニーを

50 �g/ml ampicillinを含むTB培地に植菌し、37 ºCにて 12時間程度振とう培養を

おこなった。この培養液を 200 mlの上記培地の入った坂口フラスコに 1 ％植菌

し、再び 37 ºCでOD600が約 1.5になるまで振とう培養を行い、終濃度 0.1 mMの

IPTGを添加し、18 ºCで 12-14時間振とう培養した。菌体を遠心分離にて回収し、

溶菌buffer （50 mM Tris-HCl pH8.0、100 mM NaCl）に懸濁した。菌体を超音波

破砕し、40,000 × gで遠心を行い、上清はあらかじめ 20 mM imidazoleを含むwash 

bufferで平衡化をしておいたNi-NTAカラム（QIAGEN）にアプライし、200 mM 

imidazoleを含むelution bufferを用いて目的タンパク質を溶出させた。目的タンパ

ク質を含む画分をVIVASPIN 20（Sartorius, MWCO 30,000）を用いて濃縮した。

組換えタンパク質の精製度は 12 % SDS-PAGEにより確認し、タンパク質濃度は

Protein assay kit (BioRad)を用いて算出した。 

 

 

表 2-1-1．ORF1遺伝子のクローニングに用いたプライマー 

Forward: 5’-CAG TCA TAT GAC CAC ACC CAC GCT C (下線はNdeI site) 

Reverse: 5’-CTG GGG GTA CCT CAG TGG TGG TGG TGG TGG TGT GAG TTC 

(実線の下線はKpnI site、点線の下線はHis-taq配列) 
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図 2-1-1. CotB1の PCR産物 

 

 

結果 

 

大量発現させた cotB1遺伝子産物は、菌体を破砕した後に、可溶性画分に存在

した。この CotB1はヒスチジンタグを C-末端側に付与したタンパク質であるた

めに、Ni-NTAカラムを用いた精製可能であった。精製後の CotB1は SDS-PAGE

で単一になることを確認した。また、SDS-PAGEの結果、CotB1の推定アミノ酸

分子量に相当する分子量である約 39 kDaを示した。 
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第二項 CotB1反応 

 

続いて、前項で精製した組換えタンパク質 CotB1を用いて、酵素反応の進行を

試みた。基質として、DMAPPと IPPを用いた。 

 

 

実験方法 

 

反応溶液の組成は次の通りである。 

 

 

表 2-1-2．CotB1による GGDP生成反応溶液の組成 

 

Tris-HCl (pH7.5)…………….…50 mM 

MgCl2……………………………5 mM 

DMAPP… ………………………30 mg 

IPP ………………………………90 mg 

CotB1……………………………100 µg 

milliQ water 

 

 

上記反応溶液を作製し、室温で 12時間反応させた。その後、Dowex AG 50W-X8

を用いたイオン交換カラムクロマトグラフィーと cellulose gel chromatographyを

用いて精製行った[27]。GGDP生成の確認は cellulose TLC (Merck)で行い、2-プロ

パノール：クロロホルム：アセトニトリル：0.1 M 炭酸水素アンモニウム水＝

5.5：2：1：1.5で展開した。 
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結果 

 

組換えタンパク質 CotB1を用いてDMAPPと IPPを基質にGGDP化反応を試み

たところ、合成標品の GGDPと同じ Rf値を示す物質の合成が確認でき、これを

GGDPと判断した。GGDPのアンモニウム塩、約 30 mgが得られた。 

 

 

 

 
 

図 2-1-2. GGDPの cellulose TLC 

左 2レーンが CotB1反応産物、右レーンは合成標品[27] 
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第二節 テルペン環化酵素 (CotB2)の機能解析 

 

第一項 CotB2の発現系の構築 

 

次に、テルペン環化酵素と推定した CotB2について、大腸菌で高発現させたヒ

スチジンタグ付き組換え酵素を用いて機能解析を行った。 

 

 

実験方法 

 

CotB2 遺伝子について、表 2-2-3 に記述したプライマーを利用し、発現ベクタ

ーpHis8にクローニングしてpHCotB2を構築し、大腸菌BL21(DE3)を用いて大量

発現を行った。pHCotB2 で形質転換したBL21(DE3)のコロニーを 50 mg/ml 

kanamycinを含むTB培地に植菌し、37 ºC似て 12時間程度振とう培養をおこなっ

た。この培養液を 200 mlの上記培地の入った坂口フラスコに 1 ％植菌し、再び

37 ºCでOD600が約 1.5になるまで振とう培養を行い、終濃度 0.1 mMのIPTGを添

加し、18 ºCで 12-14時間振とう培養した。菌体を遠心分離にて回収し、溶菌buffer 

（50 mM Tris-HCl pH8.0、100 mM NaCl）に懸濁した。菌体を超音波破砕し、4,000 

× gで遠心を行い、上清はあらかじめ 20 mM imidazoleを含むwash bufferで平衡化

をしておいたNi-NTAカラムにアプライし、200 mM imidazoleを含むelution buffer

を用いて目的タンパク質を溶出させた。目的タンパク質を含む画分をVIVASPIN 

20（MWCO 30,000）を用いて濃縮した。組換えタンパク質の精製度は 12 % 

SDS-PAGEにより確認し、タンパク質濃度はProtein assay kitを用いて測定した。 

 

 

表 2-2-1．CotB2遺伝子のクローニングに用いたプライマー(5`から 3`方向) 

Forward : GAG GAA TTC ATG ACG ACA GGA CTT TC (下線はEcoRI site) 

Reverse : CCC CAA GCT TTC ACT GGA TGC GAG (下線は、HindIII site) 
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図 2-2-1. CotB2の PCR産物 

 

結果 

大量発現させた CotB2遺伝子産物は、菌体を破砕した後に、可溶性画分に存在

した。この CotB2はヒスチジンタグを N-末端側に付与したタンパク質であるた

めに、Ni-NTAカラムを用いた精製可能であった。精製後の CotB2は SDS-PAGE

で単一になることを確認した。また、SDS-PAGEの結果、CotB2の推定アミノ酸

分子量に相当する分子量である約 37kDa を示した。また、ゲル濾過による分子

量測定の結果、約 78 kDaであった。 

 

 

 

 

図 2-2-2. CotB2の SDS-PAGE (37 kDa) 

(T; total protein, S; sup. protein, W; wash, E; elution protein, M; marker) 
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第二項 CotB2反応の検討 

 

続いて、前項で精製した組換えタンパク質 CotB2を用いて、酵素反応の進行を

試みた。基質として、GGDP [27]、GPP、FPPを試すことにした。 

 

          

実験方法 

反応溶液の組成は次の通りである。 

 

 

表 2-1-4. CotB2反応の溶液組成 

 

Tris-HCl (pH7.5)……………….50 mM 

MgCl2……………………………1 mM 

GGDP……………..……………20 mg 

CotB1……………………………10 µg 

milliQ water 

 

 

上記反応溶液を作製し、室温で 12 時間反応させた。その後、酢酸エチルで抽

出し、GC-MS（条件は、実験の部に記載）と LC-MS（条件は、表 1-1-2）を用い

て分析を行った。 

 

 

結果 

精製酵素を用いたin vitro反応産物をGC-MSによって分析したところ、Mg2+依存

的にGGDPが保持時間 9.53分の未知化合物に変換されることが判明した。また、

LC-MSによって分析したところ、保持時間 15.6分に未知化合物 2が確認された。

しかし、GPPとFPPを基質として反応を行い、GC-MS分析をした場合は、GPPと

FPPは環化しなかった。この結果から、CotB2 はGGDPのみを基質として、環化

反応を行う酵素であることが示唆された。 
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未知化合物 2は、酢酸エチル抽出のみで CotB2反応溶液からほぼ単一に精製で

きることが分かったので、次に NMRとMSによる構造解析を行った。 

 

 

 

7 10 13

B

[min]

A

 

9.53 min 

 

図 2-2-3. GC-MSの分析 m/z151のスペクトル 

A. a, GGDPと CotB2の反応、b, FPPと CotB2の反応、 

c, GPPと CotB2の反応。B. aの massスペクトル。 
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図 2-2-4. 未知化合物 2の LC-MS分析 

m/z=273.2550-273.2604のMass chromatogramと 15.6分のピークの HR-MS（挿入

図）を示す。 
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さらに、CotB1 と CotB2 を共発現ベクターにクローニングして同時に発現さ
せて精製し、これらの組換え酵素を IPP、DMAPPと反応させたところ、やはり
保持時間 15.6分に未知化合物が確認できた(図 2-2-5)。 
 

 

B

201510
Time (min)

15.6 min

270 275 280
m/z

273.2574

274.2608

A

 

 
図 2-2-5. CotB1と CotB2共発現系の SDS-PAGE (A)と、反応液の LC-MS分析 (B) 
m/z=273.2550-273.2604のMass chromatogramと 15.6分のピークの HR-MS（挿入

図）を示す。 
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第三節 CotB2反応産物の構造解析 

 

実験方法 

 

精製物質の構造は、HR-ESE-MS、および各種 NMRスペクトを用いて解析を行

った。 

 

 

結果 

 

HR-ESI-MS および各種 NMR による分析の結果、未知化合物 2 は C-7 に水酸

基を持つ新規なサイクロオクタチン中間体である cycloocta-9-en-7-olであること

が判明した。以下にその構造解析の詳細を記載する。 

HR-ESI-MSにおいて[M+H–H2O]+ m/z 273.2575 (C20H33, calcd 273.2577)にシグナ

ルが得られたことから、その分子式はC20H34Oであると推測した。UVスペクトル

において 203 nmに吸収を示すこと、さらに、1H及び13C NMRスペクトル（表 2-3-1）

からは、化合物 2 は不飽和 4 のジテルペンアルコールであると推定された。化

合物 2には、2個のtertiary methyl [δ 1.12と 1.19 (each 3H, s)]、3個のdoublet methyl 

[δ 0.77, 0.94 (each 3H, d, J = 6.8 Hz)と 0.87 (3H, d, J = 7.6 Hz)]、そして 1個のolefinic 

proton [δ 5.21 (1H, dd, J = 10.3, 8.3 Hz)]、さらに、18個のprotonがδ 1.20–2.70に存

在する。13C NMRスペクトルでは、20 個の炭素シグナルが観察され、それらの

うち、低磁場にある二つのシグナル（δ 153.1 及び 117.8 ppm）からは、化合物 2

に 1 個の二重結合の存在が示唆された。各炭素とそれに結合しているプロトン

のシグナルは、HSQCによって帰属し、それらのケミカルシフト値を表 2-3-1に

示した。δ 76.2にある4級炭素シグナルは1個の3級水酸基の存在を示しており、

一方、高磁場のシグナルは、1個の 4級炭素と、5個のメチン、6個のメチレン、

および 5個のメチル基の存在を示している。 

化合物 2とサイクロオクタチンの1H and 13C NMRスペクトル[14]を比較して、

化合物 2はサイクロオクタチンと同じ 5-8-5骨格を持つことが示唆される。さら

に、COSY、およびHMBCスペクトル詳細な解析を行うことよって、化合物 2の

構造は、7位に 1個の水酸基を持ち、9位と 10位が二重結合で結合した、図 2-3-4
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に示すcycloocta-9-en-7-olであると決定した。 

化合物 2の相対配置(2S*, 3S*, 6S*, 7R*, 11S*, 14S*)は以下の NOESY相関によ

って決定し、さらに ChemDraw Ultra Ver. 9.0を用いたMM2エネルギー最小化計

算を行った分子モデリングにより確認した（図 2-3-4）。NOESYスペクトルにお

いて、H-2 と H3、H-1 と H-12b、および H-18、H-6 と H-1、および H-19、H-9

と H-15、H-13aと H-16、H-14と H-13b、および H-17、そして H-19と H-5b、お

よび H-9 の相関が観察されたことから H-6、H-14、Me-18、および Me-19 はβ-

配置であることが示された。また、H-2 と H-8、および H-20、H-20 と H-8、お

よび H-12aの相関から H-2、およびMe-20はα-配置と判断した。 
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図 2-3-1. cycloocta-9-en-7-olの重クロロホルム中における 
1H NMRスペクトル (ppm) 
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図 2-3-2. cycloocta-9-en-7-olの重クロロホルム中における 
13C NMRスペクトル (ppm) 
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表 2-3-1. 1H NMRと13C NMR スペクトルデータ 

 

2a

no δC δH (mult., J in Hz)

1 45.8 (t) 1.56 (br d, 13.0), 1.21 (t, 13.0)

2 38.1 (d) 2.12 (m)

3 40.0 (d) 1.99 (m)

4 34.7 (t) 1.63 (m), 1.23 (m)

5 26.7 (t) 1.65 (m), 1.51 (m)

6 52.9 (d) 1.94 (br dd, 8.3, 5.5)

7 76.2 (s)

8 41.3 (t) 2.67 (br t, 11.6, 11.0),

1.98 (dd, 12.4, 7.6)

9 117.8 (d) 5.21 (ddd, 10.3, 7.6, 2.0)

10 153.1 (s)

11 44.8 (s)

12 45.5 (t) 1.59 (m), 1.40 (m)

13 23.5 (t) 1.53 (m), 1.36 (m)

14 53.9 (d) 2.28 (m)

15 29.1 (d) 1.80 (m)

16 17.5 (q) 0.77 (d, 6.8)

17 22.2 (q) 0.94 (d, 6.8)

18 15.6 (q) 0.87 (d, 7.6)

19 26.6 (q) 1.12 (s)

20 25.0 (q) 1.19 (s)
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図 2-3-3. cycloocta-9-en-7-olの構造  

(A) HMBCと COSY、(B) cycloocta-9-en-7-olの 3D構造 
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第四節 考察 

 
第一節では CotB1の機能解析をするために、DMAPPと IPPを用い、CotB1の

反応生産物の検出を試みた。CotB1は大腸菌大量発現ベクターに導入し、精製を
行った。大量発現させた CotB1 は、SDS-PAGE で単一になることを確認した。
SDS-PAGEの結果、CotB1の推定アミノ酸配列の分子量に相当する分子量である
約 39 kDaを示した。組み換えタンパク質 CotB1を用いて DMAPPと IPPを基質
に GGDP化反応を試みたところ、GGDPが得られた。この結果から、CotB1は、
DMAPPと IPPを基質として GGDPを合成する GGDP 合成酵素であることが機
能的にも明らかになった。 
 第二節ではCotB2の機能解析をするために、テルペン環化酵素と推定したCotB2
について、大腸菌で高発現させたヒスチジンタグ付き組換え酵素を用いて機能
解析を行った。SDS-PAGEとゲルろ過による分析の結果から、本酵素は 37 kDa
のサブユニットからなるhomodimerであると推定した。精製酵素を用いたin vitro
反応産物をGC-MSによって分析したところ、Mg2+依存的にGGDPが未知化合物 2
に変換されることが判明した。しかしながら、GPPとFPPを基質として反応を行
い、GC-MS分析をした場合は、GPPとFPPは環化しないことがわかった。この結
果により、CotB2はGGDPのみを選択する基質特異性を持っていることが分かっ
た。 
 第三節では未知化合物 2の構造をcycloocta-9-en-7-olと決定した。また、相対配
置(2S*, 3S*, 6S*, 7R*, 11S*, 14S*)はNOESY相関によって決定し、さらに図 2-3-4
に示すMM2エネルギー最小化計算を用いた分子モデリングにより確認した。以
上の結果から、cycloocta-9-en-7-olの化学構造と、CotB2 の触媒する環化反応が
Mg2+依存的であることから、この環化反応の反応機構を図 2-4-2のように推定し
ている。まず、GGDPのジリン酸部分の引き抜きによってカルボカチオン 4が生
成し、次いで、2 つの連続した 1,2-hydrideシフトによって 9-10 位間の二重結合
が形成され、中間体 5が生成する。次に、5の 3位のprotonationによって反応が
開始されて2位と6位の間にC-C結合が形成され、カルボカチオン6が生成する。
6 は求核剤のH2Oと反応して、CotB2 反応産物であるcycloocta-9-en-7-olを生成す
る。CotB2反応は、以上のようなA-B型の反応機構で反応が進行すると推測して
いる。 
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図 2-4-1. cycloocta-9-en-7-olの生合成経路
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第三章 

テルペン骨格の修飾に関わる酵素の機能解析 
 
 

67 
 



第一節 チトクローム P450遺伝子 CotB3の機能解析 
 
第一項 pCOT104デリーションプラスミドの構築と S. albusへの導入 
 
 第 二章では、テルペン環化酵素 CotB2 が GGDP を基質として
cycloocta-9-ene-7-ol を生成することを明らかにした。このことから、
cycloocta-9-ene-7-olはサイクロオクタチンの生合成中間体であり、この化合物が
チトクローム P450であるCotB3またはCotB4による水酸化を受けることでサイ
クロオクタチンが生合成されると推定した。このことを明らかにするため、
pCOT104のデリーションプラスミドを構築し、S. albusを用いた異種発現を試み
た。 
 
 
実験方法 
第一章では、cotB1、cotB2、cotB3、cotB4 がサイクロオクタチン生合成遺伝子
クラスターの最小単位であることを明らかにした。本章では二つのチトクロー
ム P450（CotB3 と CotB4）の機能解析を行った。まず、サイクロオクタチン生
合成遺伝子クラスターをクローニングしたコスミド pCOT9469 をテンプレート
に表 3-1-1のプライマーを用いて cotB1から cotB3遺伝子を含む 3.4 kbの DNA
断片を増幅し、PCR産物を電気泳動して精製した。これを Ligation Highを用い
て pT7Blue T-vectorにクローニングした。ライゲーション産物を DH5�のコンピ
テントセルに 5 µl加えてトランスフォームし、50 µg/mlのアンピシリンを含む
LB寒天培地に植菌した。37 ℃で 14時間培養し生えてきたコロニーに対しコロ
ニーPCRを行った。cotB1から cotB3を含むプラスミドを保持したコロニーを 50 
µg/mlのアンピシリンを含む LB培地に植菌し、プラスミドを回収して、pSE101
ベクターに導入した(pCOT103)。さらに、pCOT104から cotB3のみを欠失させる
ため、cotB3中に 0.7 kb離れて 2個所存在する PflMIで pCOT104を消化した後、
セルフライゲーションを行って pCOT104のデリーションプラスミド pCOT104Δ
を構築した。さらには、cotB1と cotB2のみからなる 2.0 kbの DNA断片を含む
プラスミド pCOT102 は、表 3-1-2 のプライマーを用いて構築した。構築したプ
ラスミドを S. albusに導入し、異種発現を試みた。 
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表 3-1-1．pCOT103のクローニングプライマー 
Forward: 5’-GGA TAT CTA GAT TTC GAC GTG GAG TCA GTC AG (下線は、

XbaI) 
Reverse: 5’-CGG GAA AGC TTC AGC GCG CGG CTC GCA CAC CAT GG (下線
は、HindIII) 

 
表 3-1-2．pCOT102のクローニングプライマー 
Forward: 5’-GGA TAT CTA GAT TTC GAC GTG GAG TCA GTC AG (下線は、

XbaI) 
 Reverse : CCC CAA GCT TTC ACT GGA TGC GAG (下線は、HindIII site) 
 
 
PCR反応 
Prime Star GXL taq (TaKaRa)を用い、以下の反応条件で行った。 

 
 95 ℃       5分 
 98 ℃       20秒 

30 回 
 68 ℃       4分 
 72 ℃       10分 
  4 ℃           
  
 

 
 

図 3-1-1．cotB1から cotB3を含む PCR産物 
A, CotB1-2 (2 kb); B, CotB1-3 (3.4 kb) 

 
結果 
PCR結果、約 3.4 kbの CotB1から CotB3までの PCR産物を確認した。また、

pCOT104のプラスミドから CotB3がデリーションプラスミドも 2.9 kbの CotB1
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や CotB2そして CotB4を含むプラスミドと CotB1から CotB2を含むプラスミド
の 2.0 kbの PCR産物を確認した。また、放線菌―大腸菌シャトルベクターpSE101
に導入した pCOT103や pCOT102そして pCOT104をデリーションプラスミドで
ある pCOT104Δのプラスミドも確認した。それぞれのプラスミド（図 3-1-2）を
用いて S. albusに異種発現を成功した。 
 
 
 

plasmid      orf    1     2       3       4

pCOT104

pCOT104Δ

pCOT103

pCOT102  
 
 
図 3-1-2．サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの最小単位（pCOT104）

とデリーションプラスミド
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第二項 S. albus形質転換株の培養物の分析 
 
実験方法 
 
 第一項で作製した各デリーションプラスミドを導入したS. albusの形質転換体
S. albus/pCOT103、S. albus/pCOT102、S. albus/pCOT104Δを TSB培地にて 30 ℃
で 3 日間培養した。培養後、培養液の 2 倍量のアセトンを加えて静置した後、
エバポレーターでアセトンを除去した水相を酢酸エチルで抽出した。この酢酸
エチル抽出物について、LC-MSを用いて分析を行った（表 3-1-3）。 
 
 

表 3-1-3．LC-MSの条件 
 

Thermo Fisher Accela HPLC
Thermo Fisher Scientific LTQ Orbitrap MS
CAPECELL PAK C18 UG120 column 
(2.0 Ø ×150 mm, 5 μm, Shiseido)
Temperature at 40℃
Flow rate 0.2 ml/min
50-100 % ACN in water 
(with 0.01 % TFA) for 20min
Positive ion mode
FTMS +  ESI

 
 
 

結果 
 
 S. albus形質転換体培養物の LC-MS分析の結果、cotB1、cotB2、cotB3を含む
プラスミド pCOT103 を保持する S. albus/pCOT103 の抽出液にのみ、保持時間
11.58分に新たな未同定化合物 3が検出された(図 3-1-3)。一方、S. albus/pCOT102、
S. albus/pCOT104Δ由来の培養液の酢酸エチル抽出物からは、保持時間 15.65分
の cycloocta-9-en-7-olが検出された(図 3-1-4)。
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図 3-1-3. S. albus/pCOT103培養物の酢酸エチル抽出物の LC-MS分析 

m/z=289.2497-289.2555のMass chromatogramと 11.58分のピークの HR-MS（挿入

図）を示す。 
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図 3-1-4. S. albus/pCOT104Δ (A)と S. albus/pCOT102 (B)培養物の酢酸抽出物の
LC-MS分析 

m/z=273.2550-273.2604のMass chromatogramとそれぞれの 15.65分のピークの

HR-MS（挿入図）を示す。 
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第三項 未同定化合物 3の精製 
 
前項で見いだした S. albus/pCOT103培養物中の未同定化合物 3を精製するため
に、S. albus/pCOT103を 100 mlの TSB培地を入れた 500 mlコブ付き三角フラス
コで 30 ℃にて 3日間培養した。10 L分の培養物について、まず、菌体はアセト
ンで抽出した後、酢酸エチルで抽出した。培養上清については、そのまま酢酸
エチル抽出を行った。これらの酢酸エチル抽出物は、silica gel chromatographyを
用いてへキサンと酢酸エチルの混合溶媒で溶出し、さらに、HPLCを用いて精製
を行った。 
 
 
実験方法 
 
TSB培地での生産物は silica gel chromatographyを用いて精製を行った。この精
製方法は図 3-1-5に示した。 
 
 

Silica gel column (step wise)

Hexane/EtOAc     CHCl3 CHCl3/MeOH       CHCl3/MeOH      CHCl3/MeOH
10/1 100 100/1 50/1 20/1

K1 K2

Prep. HPLC

NMR (4.0mg) LC-MS (0.2mg)

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ⑪ ⑫ ⑬ ⑭ ⑮

EtOAc extraction (3 g)

 
 
図 3-1-5．Silica gel chromatographyを用いた新たな未同定化合物 3の精製 
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表 3-1-3．HPLC条件 
 

Senshu Pak
PEGASIL ODS 
(20×250 mm,)
Flow rate 4.0 ml/min
90% MeOH 
UV 203 nm

HPLC条件

 
 
 
 

5,7-cycloocta-9-diene

0102030  
 

図 3-1-6．HPLCを用いた新たな化合物 3の精製 
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結果 
 
10 L分のTSB培養液から、3 gの酢酸エチル抽出物が得られた。その抽出物 3g
をsilica gel chromatographyを用いてさらに精製したところ、新たな未同定化合物
3はCHCl3/MeOHの比 50:1の条件で溶出された。さらに、HPLCを用いて精製を
進めたところ、4.2 mgの未同定化合物 3が得られた。 
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第二節 CotB3反応産物の構造解析 
 
 
実験方法 
 
第一節で精製した未同定化合物 3の構造解析について、HR-ESI-MS、および各
種 NMRスペクトを用いて行った。 
 
 
結果 
 
HR-ESI-MSの結果、[M+H–H2O]+ m/z 289.2522 (C20H33O, calcd 289.2526)、および、

[M+H–(H2O×2)]+ m/z 271.2418 (C20H31, calcd 271.2522)のシグナルが確認された
ことから（図 3-1-3）、化合物 3はcycloocta-9-en-7-olより酸素原子 1個分大きい分
子式C20H34O2を持つと推定した。HSQCスペクトルを解析することによって、各
炭素に結合したプロトンのシグナルを帰属し、それらのケミカルシフト値を表
3-2-1にまとめた。サイクロオクタチン、およびcycloocta-9-en-7-olの1Hと13C NMR
スペクトルと比較して、化合物 3 は、サイクロオクタチン、および
cycloocta-9-en-7-olと同様に 5-8-5 骨格を持つことが示唆された。化合物 3 では、
cycloocta-9-en-7-olのC-5のメチレンシグナルの替わりに、メチンシグナル［δH 4.43
（br dd、4.8、3.4）、δC 75.5］を持つことが確認された。このことは、化合物 3
は、cycloocta-9-en-7-olのC-5に水酸基が付加した構造であることを示している。 
さらに、COSY、および HMBC スペクトルの詳細な解析によって、化合物 3

は、図 3-2-3に示す cycloocta-9-en-5,7-diolを持つことが判明した。 

化合物 3の相対配置(2S*, 3S*, 5S*, 6S*, 7R*, 11S*, 14S*)は、5位以外は化合物 2

と同様に決定し、5位については以下の NOESY相関によって決定した。さらに

ChemDraw Ultra Ver. 9.0を用いたMM2エネルギー最小化計算を行った分子モデ

リングにより確認した。NOESYスペクトルにおいて、H-5と H-6、および H-19

の相関から H-5はβ-配置と判断した。以上の結果から、チトクローム P450であ

る CotB3 は cycloocta-9-en-7-ol の 5 位に水酸基を立体選択的に付加して、

cycloocta-9-en-5,7-diolを合成することが明らかになった。 
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図 3-2-1. cycloocta-9-en-5,7-diolの1H NMRスペクトル (ppm) 
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図 3-2-2. cycloocta-9-en-5,7-diolの13C NMRスペクトル 
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表 3-2-1. Cycloocta-9-en-5,7-diolとcyclooctatinの1H NMR及び 
13C NMRスペクトルのデータ 

 

cycloocta-9-en-5,7-diol cyclooctatin

δC δH (mult., J in Hz) δC δH (mult., J in Hz)

44.72 (t) 1.57 (br d, 13.1), 1.05 (t, 13.1) 45.6 (t) 1.68 (br d, 12.8), 1.20 (t, 12.8)

36.4 (d) 2.37 (m) 35.8 (d) 2.56 (m)

35.6 (d) 2.56 (m) 44.9 (d) 2.61 (m)

44.0 (t) 1.64 (dd, 12.7, 5.2), 

1.38 (dd, 12.7, 3.4)

39.7 (t) 1.71 (br dd, 12.6, 5.0), 

1.38 (dt, 12.6, 3.4)

75.5 (d) 4.43 (br dd, 4.8, 3.4) 75.7 (d) 4.44 (br dd, 5.0, 3.4)

57.0 (d) 1.95 (t, 4.8) 58.0 (d) 1.97 (t, 5.0)

77.3 (s) 78.4 (s)

41.8 (t) 2.69 (br t, 11.7, 11.0), 

1.94 (m)

42.2 (t) 2.72 (br t, 11.6), 

1.91 (dd, 12.8, 7.4)

117.9 (d) 5.23 (ddd, 10.3, 7.6, 2.0) 119.1 (d) 5.28 (ddd, 10.3, 7.4, 2.2)

153.3 (s) 154.5 (s)

44.69 (s) 45.9 (s)

45.6 (t) 1.59 (m), 1.37 (m) 46.6 (t) 1.59 (m), 1.42 (m)

23.3 (t) 1.51 (m), 1.36 (m) 24.3 (t) 1.56 (m), 1.38 (m)

53.9 (d) 2.26 (m) 55.1 (d) 2.30 (m)

29.0 (d) 1.80 (m) 30.2 (d) 1.83 (m)

17.4 (q) 0.76 (d, 6.9) 17.8 (q) 0.79 (d, 6.6)

22.2 (q) 0.93 (d, 7.6) 22.5 (q) 0.96 (d, 6.6)

15.4 (q) 0.95 (d, 7.6) 63.4 (t) 3.66 (dd, 10.8, 7.4), 3.55 (dd, 10.8, 6.8)

26.6 (q) 1.35 (s) 26.7 (q) 1.33 (br s)

24.9 (q) 1.21 (s) 25.2 (q) 1.25 (s)
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図 3-2-3. cycloocta-9-en-5,7-diolの構造  
(A) HMBCと COSY、(B) cycloocta-9-en-5,7-diolの 3D構造 
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第三節 チトクローム P450遺伝子 CotB4の解析 
 
第一項 大腸菌を用いた微生物変換系の構築 
 
第二節では、S. albus/pCOT103の培養物からサイクロオクタチンの中間体であ
る新規 cycloocta-9-en-5,7-diolが単離され、その構造が決定された。このことから、
中間体 cycloocta-9-en-7-ol がチトクローム P450 である CotB3 によって水酸化さ
れ、cycloocta-9-en-5,7-diolに変換されることが明らかになった。本節では、サイ
クロオクタチン生合成遺伝子クラスター中の残りの一つの遺伝子であるチトク
ローム P450（cotB4）の機能解析を試みた。原核生物由来の P450 に関しては、
大腸菌で発現させて、その P450発現大腸菌を用いた微生物変換によって機能解
析が行われている例が報告されている。そこで、Pseudomonas putida 由来の
flavodoxin と flavodoxin reductase を組み込んだ P450 発現用ベクター
pT7NS-camAB [28]に、cotB3と cotB4をそれぞれ別々にクローニングした大腸菌
を作製することとした。 
 
 
実験方法 
 
サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターを含むしたコスミド pCOT9469を
テンプレートに表 3-3-1のプライマーを用いて cotB3と cotB4遺伝子をそれぞれ
増幅し、PCR 産物を電気泳動して精製した。これを Ligation High を用いて
pT7Blue T-vectorにクローニングした。ライゲーション産物を DH5�のコンピテ
ントセルに 5 μl加えてトランスフォームし、50 μg/mlのアンピシリンを含む LB
寒天培地に植菌した。37 °Cで 14時間培養し生えてきたコロニーに対しコロニ
ーPCRを行った。cotB3または cotB4を持っていたコロニーを 50 μg/mlのアンピ
シリンを含む LB培地に植菌し、プラスミドを回収して、それぞれ制限酵素 NdeI
と SpeIを処理して P450発現用ベクターpT7NS-camABベクターに導入した。 
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表 3-3-1．cotB3とcotB4のクローニングプライマー 
 
CotB3-F: 5’-GGG CAT ATG AGG GAA CGG GGA CCC GTG ACT CCC (下線は、

NdeI) 
CotB3-R : 5’-GGG GAC TAG TTC AGC GCG CGG CTC GCA CAC CAT GG (下線
は、SpeI) 
 CotB4-F: 5’-GGG CCA TAT GAG GAC CGC GCA GCA ACC GGC GAC (下線は、
NdeI) 
 CotB4-R: 5’-GGG CAC TAG TTC AGC GTG GTT CCG GAA TCA TCC (下線は、
SpeI) 
 
 
PCR反応 
Ex Taq (TaKaRa)を用い、以下の反応条件で行った。 

 
95 ℃……………..5分 
98 ℃……………..20秒 

30 回 
68 ℃…………......90秒 
72 ℃……..………10分 
 4 ℃……………..保存 

 

SpeINdeI

 

 
図 3-3-1．pT7NS-camABベクターの構造 
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第二項 cotB3と cotB4の発現と生産物の分析 
 
実験方法 
 
 P450 発現用ベクターpT7NS-camAB に導入した cotB3 と cotB4 は、E. coli 
BL(DE3)を用いて発現させた。これらの形質転換体を用いた cotB3と cotB4の発
現条件と微生物変換系は表 3-3-2に示した。 
 
 

表 3-3-2．cotB3と cotB4の発現条件と微生物変換 
 

1 mM cycloocta-9-en-7-ol or
1 mM cycloocta-9-en-5,7-diol

30˚C 24hr incubation  

EtOAc ext.

O.D. 0.8-1.0
0.5 mM IPTG   

0.1 mM aminolevulinic acid 
18 ℃ 22h incubation

Induction 条件

TB medium

Resuspend in 5ml of CV buffer 
2 % glycerol
50 μg/ml amp
0.1 mM IPTG

50 mM phosphate buffer pH7.4)

HPLC/GC-MS/LC-MS  
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結果 
 
 LC-MS分析の結果（図 3-3-2）、組換え CotB3を用いて cycloocta-9-en-7-olの微
生物変換を試みたところ、確かに、cycloocta-9-en-5,7-diolが生産された。この結
果 か ら 、 CotB3 が cycloocta-9-en-7-ol の 5 位 に 水 酸 基 を 付 加 し て
cycloocta-9-en-5,7-diolを合成することが、微生物変換によっても証明することが
できた。また、GC-MS 分析の結果から CotB3 の反応後、基質である
cycloocta-9-en-7-ol（保持時間 9.53 分）は cycloocta-9-en-5,7-diol に変換されるた
め、その量は確かに減少することが確認された(図 3-3-3)。一方、CotB4 反応の
場合は、cycloocta-9-en-7-ol 量の減少は観察されなかったことから、CotB4 は
cycloocta-9-en-7-olとは反応しないことが示唆された(図 3-3-4)。 
 次いで、組換えCotB4 を発現している大腸菌を用いて、cycloocta-9-en-5,7-diol
の微生物変換を行った。そのLC-MS分析の結果（図 3-3-5）、サイクロオクタチ
ンに由来する保持時間 5.78 分のピークと、 HR-MSにおいて、 [M 
(C20H34O3)+H–H2O]+ m/z 305.2472 (C20H33O2, calcd 305.2481)のシグナルが検出さ
れたことから、CotB4 はcycloocta-9-en-5,7-diolを基質として反応して、サイクロ
オクタチンを合成することが判明した。つまり、CotB4は、cycloocta-9-en-5,7-diol
の 18位に水酸基を立体選択的に導入する水酸化酵素であることが明らかになっ
た。 
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271.2418
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図 3-3-2．CotB3を用いた微生物変換の LC-MS分析 
m/z=289.2497-289.2555のMass chromatogramと 11.65分のピークの HR-MS（挿入

図）を示す。 
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図 3-3-3. CotB3発現大腸菌による cycloocta-9-en-7-olの微生物変換のGC-MS分析 

(a, 熱処理した CotB3; b, CotB3) 
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図 3-3-4. CotB4発現大腸菌による cycloocta-9-en-7-olの微生物変換のGC-MS分析 

(上, 熱処理した CotB4; 下, CotB4) 
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図 3-3-5. CotB4を用いた微生物変換の LC-MS分析 
m/z=305.2444-305.2506のMass chromatogramと 5.78分のピークの HR-MS（挿入

図）を示す。 
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第四節 考察 
 
 第一節ではチトクローム P450遺伝子 CotB3の機能解析をするために、PCRを

行って 3.4 kbのCotB1からCotB3までの組換えプラスミド(pCOT103)を構築した。

また、pCOT104のプラスミドから、CotB3が欠失したプラスミド(pCOT104Δ)も

構築した。それらのプラスミドを導入した S. albusの培養物の酢酸エチル抽出物

について LC-MS分析を行ったところ、pCOT103場合にのみ新たな未同定化合物

3が検出された。一方、CotB1とCotB2のみを含む場合(pCOT102)とCotB1、CotB2、

CotB4を含む場合(pCOT104Δ)には LC-MSの分析結果、cycloocta-9-en-7-olが蓄積

した(図 3-1-4)。これらの結果から、CotB3が先に cycloocta-9-en-7-olに水酸基を

導入すること、その後に CotB4が反応することが示唆された。 

未同定化合物3を同定するために、10 L分のS. albus/pCOT103培養物から4.2 mg

の未同定化合物 3を精製した。 

第二節では未同定化合物 3の構造解析を行い、その構造は cycloocta-9-en-5,7-diol

であると決定した。 

第三節ではチトクローム P450遺伝子CotB4の解析をするために、Pseudomonas 

putida由来の flavodoxinと flavodoxin reductaseを組み込んだ P450発現用ベクタ

ーpT7NS-camAB に CotB4 をクローニングした。また、CotB3 も同じベクター

pT7NS-camAB に導入して微生物変換を試みた。その結果から、CotB3 は

cycloocta-9-en-7-ol を基質として 5 位に水酸基を導入し、cycloocta-9-en-5,7-diol

を合成することを明らかにした。次に、CotB4は、cycloocta-9-en-5,7-diolを基質

として 18位に水酸基を導入して、サイクロオクタチンを合成することを証明し

た。CotB4 は、cycloocta-9-en-7-ol を基質としなかったことから、その基質特異

性は高いと考えられる。 

以上の結果から、cycloocta-9-en-7-olからサイクロオクタチンまでの生合成経路

を図 3-4-1のように決定した。 
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図 3-4-1．cycloocta-9-en-5,7-diolからサイクロオクタチンまでの生合成経路 
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第四章 

テルペン環化酵素 (CotB2) の結晶構造解析 
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第一節 CotB2組換えタンパク質の調製 

 

前章までにCotB2はGGDPをcycloocta-9-en-7-olに変換するジテルペン環化酵素

であることを明らかにした。これまでに、GGDPの環化を行うジテルペン環化酵

素として、Taxadiene synthase [29]やFusiccoccadiene synthase [19]などが知られて

いるがいずれに関しても立体構造は報告されていない。それらの活性発現機構

に関しては他のテルペン環化酵素とのホモロジーから、110DDMDモチーフ、
220NDFYSYDREモチーフが重要であることが予想されるが、GGDPの認識機構や

反応機構は不明である。さらに、CotB2はジテルペン環化酵素ファミリーの中で、

反応中に基質の水酸化を行うものとしてユニークな特徴を持つことが明らかと

なり、この水酸化機構にも興味が持たれる。そこで、CotB2の反応機構・基質認

識機構の解明を目的として、CotB2の結晶構造解析を行った。 
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第一項  CotB2組換えタンパク質の大量発現と精製 

 

実験方法 

 

第二章の第二節に述べた通り作製したpHCotB2 を用いて形質転換した大腸菌

BL21(DE3)のコロニーを 50 μg/ml kanamycinを含むLB培地に植菌し、37 ºCで 12

時間程度振とう培養をおこなった。この培養液を 200 mlのLB培地の入った坂口

フラスコに 1 ％植菌し、37 ºCでOD600が約 1.5 になるまで振とう培養を行い、

終濃度 0.1 mMのisopropylthiogalactopyranoside (IPTG)を添加した後、18 ºCで 12-14

時間振とう培養した。菌体を 4 ºC、4,000 × g、10分間の遠心分離にて回収し、

buffer A（50 mM Tris-HCl (pH8.0)、100 mM NaCl）で懸濁した。菌体を超音波破

砕し、4 ºC、40,000 × g 、10分間で遠心を行い、上清をあらかじめ 20 mM imidazole

を含むbuffer Aで平衡化をしておいたNi2+-NTAカラム（QIAGEN）にアプライし、

250 mM imidazoleを含むbuffer Aを用いて目的タンパク質を溶出させた。目的タ

ンパク質を含む画分をVIVASPIN 20（Sartorius, MWCO 30,000）を用いて 2 mlま

で濃縮し、これをbuffer Aであらかじめ平衡化したHiLoad 26/60 Superdex 75（GE 

Healthcare）で素通りさせて精製サンプルとした。組換えタンパク質の精製度は

12 % SDS-PAGEにより確認し、タンパク質濃度はprotein assay kit (BioRad-Japan)

を用いて測定した。 

 

 

結果 

 

 Ni2+-NTAカラムを用いた精製の結果、250 mMのimidazoleを含むbuffer Aの溶出

画分に、37 kDaのCotB2組換えタンパク質が精製できたことが、SDS-PAGEによ

り確認された（図 2-2-2）。また、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた分子量測

定から、CotB2は分子量 78 kDaと決定され（図 4-1-2）、CotB2はhomodimerを形

成していることが明らかとなった。0.5リットルの培養液から、CotB2の精製サ

ンプルが 270 mg得られた。 
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図 4-1-1． ゲルろ過の結果 
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第二項  CotB2の Se-Met置換体の発現と精製 

 

実験方法 

 

Se-Met置換体タンパク質の発現は大腸菌のMet要求株であるB834 (DE3)を宿

主として行った。pHCotB2 で形質転換したB834 (DE3)のコロニーを 50 μg/ml 

kanamycinを含むLB培地に植菌し、37 ºCで 12時間程度振とう培養をおこなった。

この培養液を 200 mlのLB培地の入った坂口フラスコに 1 ％植菌し、37 ºCで

OD600が 1.5程度になるまで振とう培養を行い、遠心分離により菌体を回収した。

あらかじめオートクレーブ滅菌したSe-Met core培地（Wako）で菌体の洗浄を行

い、4.7 g Se-Met core培地、2 g D-glucose、50 mg MgSO4·7H2O、0.83 mg FeSO4·7H2O、

5 mg seleno-L-methionine、1 x vitamine溶液(sigma)を含む 200 mlの培地の入った坂

口フラスコに植菌し、再び 37 ºCでOD600が 1.5程度になるまで振とう培養をおこ

なった。終濃度 0.1 mM となるようにIPTGを添加し、18 ºCにて約 20時間振とう

培養を行った。菌体の回収から精製までの過程は前項で述べたnativeタンパク質

の調製と同様の方法で行った。 

 

 

 

 

結果 

 

Native タンパク質と同様に Se-Met 置換体の CotB2 組換えタンパク質が精製で

きたことが、SDS-PAGEにより確認された（図 4-1-2）。また、ゲルろ過クロマト

グラフィーにおける溶出堆積は native のものとほぼ同じであり、同じく

homodimer 構造を有することが示唆された（図 4-1-3）。0.5リットルの培養液か

ら、Se-Met置換された CotB2精製タンパク質が 251 mg得られた。 
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図 4-1-2-1. SDS-PAGEの結果 
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図 4-1-2-2． ゲルろ過の結果 
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第二節 CotB2の結晶構造解析 

 

第一項 CotB2の結晶化条件のスクリーニングと最適化 

 

実験方法 

 

精製した CotB2を VIVASPIN 20 (MWCO 30,000)により濃縮した後、10 mg/ml

に調製し、結晶化スクリーニングに用いた。結晶化は 20 ºC における hanging drop

蒸気拡散法で行った。2 mM GGDPを添加・非添加条件の 2条件で、Crystal Screen 

I、II及び PEG/Ion Screen、Grid Screen-Ammonium Sulfate, PEG6000, MPD（Hampton 

Research）をリザーバー溶液として用いて結晶化条件のスクリーニングを行った。

結晶化条件の最適化は、1.4-5 M ammonium formarte、0.1 M HEPES-NaOH (pH 

7.0-8.5)の条件で行った。 

 

 

 

 

結果 

 

結晶化条件の最適化は 0.1 M HEPES pH7.5を緩衝液として使用し、沈殿剤とし

て 2.0 M ammonium formateを用いて行った。2 mM GGDP入りでも同じリザーバ

ー溶液条件で結晶が得られた（図 4-2-1A）。native 結晶は、ドロップの作製から

40日程度で、十分な大きさに成長した。また、Se-Met置換した結晶化条件の最

適化は 0.1 M Tris-HCl (pH8.0)を緩衝液として使用し、沈殿剤として 2.2 M 

ammonium formateの条件で最も大きな結晶が得られた（図 4-2-1B）。 
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図 4-2-1. CotB2の結晶. A, native; B, SeMet置換 
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第二項 X線回折データ収集、構造決定 

 

実験方法 

 

X線回折データ収集の前に、結晶をクライオプロテクタントとして 30 %（v/v）

glycerolを含むリザーバー溶液に移し、窒素ガスによって 95 Kまで急速に冷やし、

液体窒素の中で保存した。Native結晶およびSe-Met置換体結晶の回折データは、

つくば市の高エネルギー加速器研究機構（KEK）のphoton factory のビームライ

ンNW12およびBL-6Aでそれぞれ収集した。95 Kの低温を保持しながら結晶を、

ゴニオメーターにマウントした後、X線を照射すると、分解能 4-6 Å程度の反射

が得られたため、flash annealing [30] [31]による分解能の向上を試みた。95 Kの

クライオストリームを 3 秒程度遮断することにより結晶を室温に戻した後、再

びクライオストリームにより急冷する操作を 2-3回行い、Ｘ線を照射することに

よりnative結晶とSe-Met置換体結晶ともに 3 Åを超える分解能を得ることができ

た。データ測定におけるX線の波長はnative結晶については 1.000 Åで行った。

Se-Met置換体結晶はSeのXAFSを測定し、プログラムCHOOCHを用いてPeak波長

を 0.97908 Åと決定し、１波長での回折データを測定した。index、integrate、scaling

のデータ処理はプログラムHKL2000 [32]を用いて行い、結晶の空間群をP6522、

格子定数をa = 105.6 Å、c = 310.4 Åと決定した。位相の決定、改良および初期構

造構築は、SOLVEとRESOLVE [33] [34]を用いて行った。電子密度図を用いたモ

デルの修正にはプログラムCoot [35]を、構造精密化にはCCP4 [36]のRefmac5.2 

[37]を用いた。タンパク質分子中の結合長や結合角の妥当性、Ramachandron plot

はPROCHECK [38]を用いて確認した。図はPyMOL [http://www.sourceforge.net]を

用いて作製した。X線回折データ、位相決定、構造精密化の統計値は表 4-2-1に

示した。タンパク質の空洞の計算にはVOIDOO [39]を用いた。 
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結果 

 

Se-Met置換体結晶から得られた分解能 2.90 ÅのSeのPeak波長でのデータを用

いて単波長異常分散（SAD）法で初期構造の決定に成功し、native結晶について、

2.40 Å分解能、R-factor=19.2%、Rfree=24.6%の最終構造を決定した。Ramachandran 

plotでは、favored regionに 97.7%、allowed regionに 2.3%のアミノ残残基が含まれ

ることを確認した。最終的な構造はasymmetric unitにCotB2のbiological unitに当

たるhomodimer (A, B-chain)を含んでいた（図 4-2-2A）。A, B-chainについてそれ

ぞれGly9-Asn292のモデルを構築した。また、サブユニット間領域にリザーバー

溶液に含まれていたformate ionが２個存在していた。これらはそれぞれAまたは

B-chainのArg175とイオン結合を、Arg210の主鎖カルボニルと水素結合を形成し

ていた。また、383 個の水分子が存在していた。A-chainとB-chainはroot mean 

square deviation (rmsd) = 0.3 Åで重ね合わさり、N末Gly9-Gln11がA,B-chain同士で

異なるのを除いて、ほぼ同一の構造を有していたため(図 4-2-2B)、これ以降構造

についての記述はA-chainについて行う。 

構造はテルペンサイクラーゼファミリーに典型的なα-へリックスからなる構

造を有していた。CotB2は 13本のα-へリックス (α1:Arg19-Val37, α2:Val48-Leu65, 

α3:Asp71-Ser84, α4:Met93-Asp111, α5:Phe119-Tyr133, α6:Pro136-Arg157, 

α7:Pro160-Thr168, α8:Pro170-Ile181, α9:Val183-Tyr194, α10:Pro197-Thr205, 

α11:Leu207-Leu231, α12:Glu246-Ala269, α13:Asn272-Thr290)から構成されていた

(図 4-2-2C)。α6, α7, α8, α10, α11が A-chainと B-chainのインターフェースを形

成しており、接触面積は 3424 Åで、homodimerの表面積（19450 Å）の約 18%

であり、homodimer形成に十分なインターフェースを有しているといえる。 

Dali [40]による類似構造の検索の結果、Aspergillus terreusのAristolochene 

synthase (以下AtAS) [41]と最も構造が似ていることがわかった（Z-score=18.5、

rmsd=3.6 Å、 PDB ID 2OA6、seq.id. 14%）。次いで、青チーズカビPenicillium 

roquefortiのAristolochene synthase (Z-score=17.0、rmsd=3.4 Å, PDB ID 1DGP、seq.id. 

15%）[42]、Menta spic ata の(4S)-limonene synthase (Z-score=16.3、rmsd=3.2 Å, PDB 

ID 2ONG、seq.id. 11%） [43]、Fusarium sporotrichioidesの trichodiene synthase 

(Z-score=16.2、rmsd=3.7 Å, PDB ID 2KIZ、seq.id. 12%）[44]、Streptomyces sp. UC5319

のpentalenene synthase (Z-score=15.8、rmsd=3.3 Å, PDB ID 1HM7、seq.id. 13%）[45]
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と似ていることがわかった。CotB2において活性発現に重要であると予想された
110DDMDモチーフと220NDFYSYDREモチーフは活性中心ポケットと予想される

空洞の入り口の、それぞれ反対側に対になるように配置していた（図 4-2-3）。

AtASの構造との重ね合わせから、この配置はAtASの相当モチーフの配置とよく

似ていることがわかった。これらのモチーフを活性中心の入り口とした時、ポ

ケットの空洞の大きさはAtASが 164 Å3なのに対して、CotB2のものは 937 Å3と

大きく広がっている。このことはAtASがC15炭素鎖のFPPをCotB2がC20炭素鎖

のGGDPを基質とすることを差し引いても、CotB2 の構造が大きく開いたopen 

formであることを示唆している。 
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表 4-2-1. X線回折データ統計値 

 

Data collection
Wavelength (Å)
Space group

Peak

0.97908
P6522

Native CotB2

105.3
-

309.7
2.40 (2.40-2.49)a

684655
40918

100.0 (100.0)a

43.7 (5.1)a

7.6 (52.4)a

Cell dimensions

a (Å)
b (Å)
c (Å)

Resolution (Å)
Total reflections
Unique reflections
Completeness (%)
Average I/σ (I)
Rmerge (%)a

105.6
-

310.4
2.90 (2.90-3.00)a

413779
23774

100.0 (100.0)a

21.0 (5.2)a

12.8 (56.8)a

1.0000
P6522

Se-Met CotB2

Phasing

No. of Se sites
FOMc

17
0.30 (0.60)c

Refinement
Resolution (Å)
R-factor/Rfree (%)
No. of protein atoms
No. of formate
No. of water molecules
Average B-factor (Å2)
Protein
formate
Water

R.m.s.d. from ideal values
Bond length (Å)
Bond angles (deg.)

Ramachandran plot (%)
Favored
Allowed
Disallowed

40.12-2.40
19.4/24.6

4644
2

383

42.9
58.5
60.8

0.014
1.5

97.7
2.3
0

a Highest resolution range for compiling statistics.
b Rmerge = ΣΣ|Ii - <I>|/Σ<I>
c Calculated using a test data set: 5% of total data selected ramdomly from 
observed reflections.  
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図 4-2-2. A, CotB2 homodimer構造,、B, A-chainと B-chainの重ね合わせ、 

C, 二次構造の表記 
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図 4-2-3. CotB2の DDMDモチーフと NDFYSYDREモチーフの配置 

CotB2 monomerを示した。DDMDモチーフと NDFYSYDREモチーフを blue 

squareで囲い、blue stickで示した。基質ポケットを red circleで示した。 
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第三節 考察 

 

CotB2 の結晶構造は、図 4-2-2Aに示すように、α-helixのみから構成される

homodimer構造であった。GGDPの環化を行うジテルペン環化酵素の結晶構造と

して初めての構造決定である。この構造から既知のテルペン環化酵素で保存さ

れている110DDMDモチーフと220NDFYSYDREモチーフが基質結合ポケットを構

築することが明らかとなった。今回決定したCotB2の結晶構造は基質（アナログ）

を含まないアポ体であるため、直接反応機構の全容の解明には至らないが、最

も構造の似ているAtASの基質アナログ複合体の構造との比較からCotB2 の反応

機構・基質認識機構の一部を推定することができる。 

AtASについては以下のように推定されている[46]。AtASは、基質がない状態

では基質ポケットの入り口が開いた構造(open form)をとっており、FPPと活性発

現に必要な 3 つのMg2+イオンが、順次、活性中心に入る際の 2 番目のMg2+が入

る時に大きな構造変化が生じ、閉じた構造（closed form）となり、引き続き

cyclization cascadeが促進される機構で反応が進行する（図 4-3-1A）（19）。その際、

基質ポケット入口付近にあるArg314とAsp91がイオン結合を形成し、closed form

の形成が促進される。FPPのジリン酸基はArg314, Tyr315と結合したMg2+イオン

A, Bと結合する。Mg2+イオンA, CはAsp90により、Mg2+イオンBはAsn219, Ser223

により安定化される。Tyr315 の働きによりionizationが起こり、カルボカチオン

が形成される。このカルボカチオンはTyr67, Phe87, Trp308などの芳香環のπ電子

により安定化されると考えられている。さらに、Asn305 またはTyr67 により

protonationが起こり複合環形成が促進される。また、FPPのC15 炭素鎖の認識に

は、Val63, Tyr67, Phe83, Leu86, Phe153, Leu183, Leu184, Leu187, Trp308のような

基質ポケットの奥に存在する多数の疎水性、芳香族アミノ酸残基に加え、Gln157, 

Gly180が 関わっている。 

アミノ酸配列アラインメント（図 4-3-2）からCotB2 はこれらのアミノ酸残基

の多くが保存されていることが分かり、CotB2も類似の反応機構を有することが

示唆される。110DDMDモチーフ内のAsp111はArg294とイオン結合の形成が予想

されるが、今回の解明した構造ではC末端側がAsn292 までしか見えないため、

このような結合がみられず、基質ポケットは開いている。これと同時にdisorder

しているTyr315 は、Arg294 がAsp91 とイオン結合を形成する時に活性中心に入
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り込み、GGDPのionizationに重要な役割を持つと考えられる（図 4-3-4）。また、

Asp110 はAtASのAsp90 に相当し、Mg2+の結合に関わると考えられる。Met112

とAsp113 は活性中心から離れた位置にあるため、基質との直接の作用には関わ

らないと予想されるが、アミノ酸配列のアラインメントからCotB2は他のテルペ

ン環化酵素が５アミノ酸残基からなるDDXXDモチーフを持つのに比べ、１アミ

ノ酸少ないDDMDモチーフを有していることから、この違いはCotB2の反応を特

徴づけるような、例えば水酸化反応機構などに重要な役割を持っているのかも

しれない。220NDFYSYDREモチーフ内のAsn220 はポケットの奥に存在し、3 位

のprotonationに関わる可能性が考えられる。Asp221, Phe222, Tyr223, Tyr225, 

Asp226, Arg227, Glu228は活性中心ポケットには向いておらず、活性中心の構造

の安定化に関わると考えられる。Asn220、Ser224 はそれぞれAtASのAsn219, 

Ser223 に相当し、Mg2+イオンBの結合に関わると考えられる。これらのMg2+は

GGDPのジリン酸基とこれらアミノ酸残基との結合を仲介している。活性中心ポ

ケットの深部はTyr77, Val80, Val81, Val99, Phe107, Phe149, Ile181, Val183, Phe185, 

Trp186, Met187, Met189, Leu216, Leu281, Trp288のような多数の疎水性、芳香族ア

ミノ酸に加え、Asn103, Thr106, Gly182, Asn285により形成されており、これらが

GGDPのC20炭素鎖の認識に関わると考えられる。これらのアミノ酸残基のうち

Phe107とTrp288（と、構造では見えていないがTyr295）のπ電子は、AtASのアナ

ロジーから、中間体のカルボカチオンの安定化に寄与しているのかもしれない。

3 位のprotonationのstepは、CotBでは活性中心ポケットに存在するAsn103 や

Asn285 のような親水性アミノ酸残基が行うと予想される。また、7 位の水酸化

は、カルボカチオン中間体（図 4-3-4、6）と求核剤の水分子が反応することによ

り起こると予想されるが、このような水分子を活性中心内に適切に配置するた

めにAsn103 やAsn285 のような親水性残基が関与している可能性も考えられる。

これらの考察は、CotB2反応に必須のステップであるprotonationと水酸化には親

水性残基が関与している可能性が高いにも関わらず、活性中心ポケットを構成

するアミノ酸残基には疎水性アミノ酸と芳香族アミノ酸が多く、親水性残基は

Asn103とAsn285に限定されることに基づくものである。 

今回の構造は基質を含まない構造であるため、CotB2の反応機構、基質認識に

関する情報は断片的なものである。特に、ジテルペン環化酵素の中でも CotB2

のユニークな特徴である基質の水酸化機構についての手掛かりは全くなく、
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ionizationや protonationの前段階で trapされるような基質アナログとの複合体の

結晶構造解析や部位特異的変異導入酵素の解析等により、水酸化機構も含めた

cyclization cascade の反応機構、基質認識と特異的な環化産物の合成機構に関す

る興味深い知見が得られることが期待される。また、現在のところジテルペン

環化酵素の改変による環化産物の構造多様性の創出の報告例はなく、今回明ら

かになった基質ポケット構成するアミノ酸残基を中心とした部位特異的（ラン

ダム）変異導入などにより、環化産物の改変が期待される。 
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図 4-3-1. AtASの反応機構 

A, AtASの金属結合、基質結合、構造変化のスキーム（文献 41より引用） 

B, AtAS-Mg2+
3・PPi複合体の構造 

DDLLEモチーフ、NDIYSYEKEモチーフをblue stick、他のリン酸基の結合に関わ

るアミノ酸残基をgreen stick、カルボカチオン中間体の形成、安定化に関わると

考えられている残基をgray stickで示した。 
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図 4-3-2. CotB2とテルペン環化酵素とのアミノ酸配列アラインメント 

保存されたモチーフを blue squareで囲った。GGDPのジリン酸基の結合に関与

するアミノ酸残基を red triangle、カルボカチオンの安定化に寄与すると考えられ

るアミノ酸残基を yellow triangleで示した。CotB2, AtASにおいてそれぞれ C15, 

C20炭素鎖を認識すると考えられるアミノ酸残基を blueまたは greenの circleで

囲った。
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図 4-3-3. CotB2 の基質ポケット 

基質ポケット内の残基を green stickで、DDMDモチーフ、  

NDIYSYEKEモチーフの残基を blue stickで示した。 
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図 4-3-4. CotB2の推定反応機構 
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総括 
 

サイクロオクタチン (cyclooctatin)は、lysophospholipids (LysPL)の脂肪酸エステ

ル結合を加水分解する lysophospholipase の阻害剤である。この阻害剤は、

lysophospholipase を標的にした抗炎症剤のリード化合物の開発を目的としたス

クリーニングの過程で、Streptomyces melanosporofaciens MI614-43F2から単離さ

れた、5-8-5員環構造を有するジテルペン化合物である。サイクロオクタチンの

ような環状テルペノイドは、プレニル鎖長を決定するポリプレニルジリン酸合

成酵素により生成した直鎖状ポリプレニルジリン酸がテルペン環化酵素によっ

て環化されて炭素骨格が形成された後、酸化や還元等の化学修飾を受けて生合

成される。このような生合成過程において、geranylgeranyl diphosphate (GGDP)

環化酵素のような環化酵素は、直鎖ポリプレニルジリン酸を構造多様な環状テ

ルペノイド化合物へと変換するための鍵酵素である。 

これまで、GGDP 環化酵素のほとんどが高等植物と真菌から単離され、解析

されている。この酵素群の環化様式は、１）A型、２）B型、３）A-B型、そし

て４）B-A型に分類される。A型反応は GGDPのジリン酸の ionizationにより、

B型反応は GGDPの末端二重結合の protonationによってそれぞれ環状化合物を

生成する。A型反応と B型反応が複合して起こるのが A-B型と B-A型の反応で

あり、ionizationと protonationの順番により、これら二つに分類される。これま

でに原核生物由来の GGDP 合成酵素については、 terpentecin を生産する

Kitasatospora griseola由来の terpentedinol diphosphate synthase、viguiepinolを生産

する Streptomyces sp. KO-3988 由来の ent-copalyl diphosphate synthase、そして

Mycobacterium tuberculosis H37Rv3377c 由来の 5,13-halimadiene diphosphate 

synthase についてのみ報告されている。これら三つの GGDP 環化酵素はいずれ

も B 型の様式で環化反応を触媒する。最近、植物病原性真菌である Phomopsis 

amygdaliから A-B型の fusicocca-2,10(14)-diene synthase (PaFS)が同定された。こ

の PsFSは多機能酵素であり、N-末側のGGDP環化酵素に続いて、C-末側にGGDP

合成酵素が融合している。fusicocca-2,10(14)-diene とサイクロオクタチンの構造

類似性から、fusicocca-2,10(14)-diene がサイクロオクタチンの重要な中間体であ

り、PaFS のような多機能酵素がサイクロオクタチン生合成経路に関与すると予

想されたが、サイクロオクタチンの生合成経路に関する情報はまったくなかっ
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た。 

 

本研究では、S. melanosporofaciens MI614-43F2からのサイクロオクタチン生合

成遺伝子クラスターのクローニング、および生合成遺伝子クラスターの機能解

析、特に環化酵素の同定と環化反応機構の解明を中心としたサイクロオクタチ

ン生合成経路の全容解明を目的とした。また、ジテルペン環化酵素としては初

めての結晶構造解明も目的として研究を行った。 
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第一章 サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターの同定 

 

第一章では、サイクロオクタチン生合成遺伝子クラスターのクローニングを

行った。 

サイクロオクタチンはC20からなるGGDPを共通の生合成中間体とするジテル

ペン化合物である。そのため、その生合成遺伝子はGGDP合成酵素遺伝子とクラ

スターを形成していると考えた。そこで、ポリプレニルジリン酸合成酵素の保

存配列から設計したPCRプライマーを用いて、S. melanosporofaciens MI614-43F2

のゲノムDNAからGGDP合成酵素遺伝子の部分配列のクローニングを行った。次

いで、このGGDP合成酵素遺伝子をプローブにして、pOJ446 を用いて構築した

MI614-43F2 株のコスミドライブラリーから、複数の陽性クローンを選抜した。

陽性クローンについては、S. albusを用いて異種発現させ、サイクロオクタチン

の生産を確認した後、シーケンス解析を行った。サイクロオクタチンの生産性

を確認したコスミドpCOT9469 には 24 個のORF (open reading frame)を含む

34-kbpのDNA断片が挿入されていた。また、24個のORFの中にはGGDP合成酵素 

(ORF1)が確かに存在し、その近傍には機能未知タンパク質 (ORF2)と 2個のチト

クロームP450 (ORF3 とORF4)遺伝子も存在した。ORF2 はBLASTとFASTAによ

る検索ではホモログの存在が確認できないものの、PSI-BLASTを用いたドメイ

ン検索の結果、ポリプレニルジリン酸-Mg2+結合配列を含む”Terpene cyclase”ドメ

インを持つことが判明し、ORF2 がサイクロオクタチンの鍵酵素であるterpene 

cyclaseと推定した。 

次にこれら 4 つのORFがサイクロオクタチン生合成の最小単位であることを

確認するために、放線菌―大腸菌シャトルベクターpSE101にORF1からORF4を

含むDNA断片を挿入したプラスミドpCOT104を構築し、S. albusを導入した。そ

の結果、S. albus形質転換体の培養液中にサイクロオクタチンの生産が確認され

た。以上の結果からORF1–4 がサイクロオクタチン生合成の最小単位と結論し、

これらのORFをCotB1–4 (cyclooctatin biosynthesis)と命名した。 

 

 

第二章 サイクロオクタチンの骨格形成に関わる酵素の機能解析 
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第二章では、GGDP 合成酵素 CotB1 の機能解析と、テルペン環化酵素である

と推定した CotB2の機能解析を行った。 

大腸菌で高発現させたヒスチジンタグ付き組換え酵素CotB2は、SDS-PAGEと

ゲルろ過による分析の結果から、37 kDaのサブユニットからなるhomodimerであ

ると推定した。精製酵素を用いたin vitro反応産物をGC-MSによって分析したと

ころ、Mg2+依存的にGGDPが未知化合物 2に変換されることが判明した。そこで、

未知化合物 2 を silica gel chromatographyにより精製し、その精製物質の

HR-ESI-MS、および各種NMRスペクトルを解析したところ、化合物 2 は 5-8-5

員環構造を持つ新規なジテルペン化合物cycloocta-9-en-7-olであることが判明し

た。cycloocta-9-en-7-olの化学構造と、CotB2の触媒する環化反応がMg2+依存的で

あることから、この環化反応を図１のように推定した。まず、GGDPのジリン酸

部分の引き抜きによってカルボカチオン 4 が生成し、次いで、2 つの連続した

1,2-hydrideシフトによって 9-10 位間の二重結合が形成され、中間体 5 が生成す

る。次に、5 の 3 位のprotonationによって 2 位と 6 位の間にC-C結合が形成され

て、カルボカチオン 6 が生成する。最後に、6 は求核剤H2Oと反応して、CotB2

反応産物であるcycloocta-9-en-7-olを生成する。 

 

 

第三章 テルペン骨格の修飾に関わる酵素の機能解析 

 

第三章では、ジテルペン骨格の修飾に関わるシトクローム P450と推定される

CotB3と CotB4の機能解析を行った。 

第二章ではテルペン環化酵素 CotB2が cycloocta-9-en-7-olを生成することを明

らかにしたことから、cycloocta-9-en-7-ol がサイクロオクタチンの生合成中間体

であり、この化合物がチトクローム P450である CotB3と CotB4による水酸化を

受けることでサイクロオクタチンが生合成されると推定した。そこで、このこ

とを明らかにするため、pCOT104のデリーションプラスミドを構築し、S. albus

を用いた異種発現を試みた。 

S. albus 形質転換体培養物の LC-MS分析の結果、CotB1、CotB2、CotB3 を含

む場合にのみ新たな未同定化合物 3 が検出された。そこで、3 を silica gel 

chromatography と HPLC を用いて精製し、さらなる構造解析を行った。
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HR-ESI-MS および各種 NMR による分析の結果、化合物 3 は C-5 に水酸基を持

つ新規なサイクロオクタチン中間体である cycloocta-9-en-5,7-diol であることが

判明した。一方、CotB1と CotB2のみを含む場合と CotB1、CotB2、CotB4を含

む場合には、cycloocta-9-en-7-ol が蓄積した。また、Pseudomonas putida 由来の

flavodoxin と flavodoxin reductase を組み込んだ P450 発現用ベクター

pT7NS-camABに CotB3をクローニングして大腸菌を形質転換し、この組換え大

腸菌を用いて cycloocta-9-en-7-ol の微生物変換を試みたところ、確かに、

cycloocta-9-en-5,7-diol が生産 された。これらの結果から、 CotB3 が

cycloocta-9-en-7-ol に水酸基を付加して cycloocta-9-en-5,7-diol を合成すること、

次いで、CotB4がさらに cycloocta-9-en-5,7-diolの 18位に水酸基を付加してサイ

クロオクタチンを合成することが明らかになった。以上の結果からサイクロオ

クタチンの生合成経路を図１のように決定した。 
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図１．サイクロオクタチンの生合成経路 

CotB1, GGDP合成酵素; CotB2, GGDP環化酵素; CotB3, P450; CotB4, P450. 

は CotB2反応を示している。 
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第四章 テルペン環化酵素 (CotB2) の結晶構造解析 

 

第四章では、ジテルペン環化酵素としては初めての結晶構造解析を行った。 

（His）6タグが融合したCotB2 を大腸菌B834(DE3)を用いて大量発現させて精

製し、10 mg/mlまで濃縮して結晶化に用いた。結晶化スクリーニングの際には、

1 mM GGDPを添加したサンプルも用意し、hanging drop蒸気拡散法による 20˚C

でのスクリーニングと結晶化条件の最適化を行ったところ、0.1 M Tris-HCl 

(pH8.0)、2.2 M ammonium formateの条件で良質の結晶が得られた。さらにSeMet

置換体結晶を作製し、そのX線回折データから、結晶の空間群をP6522に、その

格子定数をa = b = 105.6 Å、c = 310.4 Åと決定した。CotB2の結晶構造は、図２

に示すように、�-helixのみから構成されるhomodimer構造であった。また、既知

のテルペン環化酵素で保存されているDDXDモチーフとNSEモチーフが基質結

合ポケットを構築し、その基質結合ポケットはGGDP非結合型のopen formを形成

していた。CotB2の結晶構造はジテルペン環化酵素としては初めて決定されたも

のである。 

 

 

 

図２．GGDP cyclaseの全体構造と、DDXDモチーフと NSEモチーフ 

 

 以上、本研究では、S. melanosporofaciens MI614-43F2由来のサイクロオクタチ

ン生合成遺伝子クラスターのクローニングと S. albusでの異種発現に成功し、サ

イクロオクタチン生合成経路の全容を解明した。サイクロオクタチン生合成遺
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伝子クラスターは 4つの遺伝子、cotB1–4からなり、その中に見出された CotB2

は、GGDPから cycloocta-9-en-7-olを合成する新規なジテルペン環化酵素であっ

た。続いて、二つのチトクローム P450 の機能解析を行い、CotB3 は

cycloocta-9-en-7-ol の 5 位に水酸基を導入して cycloocta-9-en-5,7-diol を合成する

こと、次いで、CotB4が cycloocta-9-en-5,7-diolの 18位に水酸基を導入しサイク

ロオクタチンを合成することを明らかにした。さらには、ジテルペン環化酵素

CotB2の結晶構造解析に成功し、A-B型反応を行う同酵素の構造的基盤を明らか

にした。今後は、基質や反応産物との共結晶を調製して解析することで、ジテ

ルペン環化酵素による立体選択的な環化メカニズムの詳細が明らかになるもの

と考えている。さらには、本研究で解明されたジテルペン環化酵素の結晶構造

を基盤にした酵素工学を利用して、生物活性を示す新規なジテルペン化合物が

創製されることを期待している。
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実験の部 

 

表 1. 本研究に用いたコスミドとプラスミド 

 
Cosmid and plasmid     Description      Reference or source 
 
  pOJ446  Streptomyces-E. coli shuttle cosmid; Apramycinr      Ref. 
  pSE101  Streptomyces-E. coli shuttle vector; Thiostreptonr, Ampr     Ref.  
  pETDuet-1  E. coli coexpression vector; Ampr        Novagen 
  pHis8   E. coli expression vector; Kanamycinr        Novagen 
  pT7Blue  E. coli cloning vector; Ampr        Novagen 
  pT7NS-camAB E. coli expression vector of P450 by putidaredoxin reductase and putidaredoxin; Ampr  Mercian 
  pCOT9469  pOJ446 with a 41-kb Sau3AI-Sau3AI fragment from the MI614-43F2 genome DNA  This study 
  pCOT104        pSE101 with the 4.8-kb DNA fragment containing ORF1-4 (accession no. AB448947)  This study 
  pCOT103  pSE101 with the 3.4-kb DNA fragment containing ORF1-3             This study 
  pCOT105Δ  pCOT104 with a deletion of the 0.7-kb PflMI- PflMI fragment located in ORF3  This study 
  pCOT102  pSE101 with the 2.0-kb DNA fragment containing ORF1-2     This study 

pDCotB1  pETDuet-1 with the 1.1-kb DNA fragment containing CotB1     This study 
  pHCotB2  pHis8 with 0.98-kb DNA fragment containing CotB2     This study 
  pDCotB1-2  pETDuet-1 with 2.0-kb DNA fragment containing CotB1 and CotB2    This study 
  pCotB3-camAB pT7NS-camAB with 1.3-kb DNA fragment containing CotB3    This study 
  pCotB4-camAB pT7NS-camAB with 1.3-kb DNA fragment containing CotB4    This study  

 

DNA精製 

Kitを用いて精製を行った際は以下のものを用いた。操作は説明書に従った。 

ゲル抽出： QIAquick Gel Extraction Kit （QIAGEN） 

プラスミド精製：QIAprep Spin Miniprep Kit（QIAGEN） 

 

DNAシーケンシング 

プラスミドの挿入断片の塩基配列は、Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit 

(GE Healthcare)を用いて反応を行い、DNA sequencer model 4000L (Licor)を用いて

解析した。 

コスミドクローン pCOT9469の挿入断片の塩基配列は、Genotech Inc. (Korea)に

依頼し、ショットガン法で解析した。 

 

Cosmid libraryの構築 
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DNAのライゲーション溶液をエタノール沈殿し、1~4 μl TE Buffer中に DNAが

0.1~1.0 μgになるよう溶かした。Gigapack III XL packaging extract kitを氷上で溶

かし、1.0 gの DNAを加え、軽く混ぜてフラッシングした。室温で 2時間反応さ

せた後、SM Buffer 500 μlを加えて、そのうち 25 μlを XL1-blue MRF'溶液 25 μl

と合わせた。室温で 30分間放置した後、200 μlの LBを加えて 30 ℃で 2時間培

養した。この際、約 15分おきに培養液を転倒攪拌した。そして遠心した菌体を

50 μlの LBに再懸濁し、LB寒天培地 (apr 50 μg/mlを添加)にプレーティングし

て 30 ℃にて 36時間培養した。 

XL1-blue MRF'溶液は次のようにして調製した。大腸菌XL1-blue MRF'株をLB培

地 (10 mM MgSO4, 0.2 % Maltose)5 mlに植菌し、37 ℃にてOD600が 1.0を超えな

いように培養した(4~6時間)。培養液を 500 × g、10分間遠心して集菌し、2.5 ml

の 10 mM MgSO4に静かに懸濁した。 

 

アルカリ法による cosmidの抽出 

 

大腸菌の培養液を 5000 rpmで 10分間遠心し、上清を捨てた。菌体に Sol Iを

300 μl加え、混合した。Sol IIを 300 μl加えて転倒攪拌によって混合し、氷上で

5分間放置した。Sol IIIを 300 μl加えてよく混合し、氷上に 15分以上置いた。

13000 rpm, 4℃にて 10分間遠心後、上清を新しいエッペンに移した。560 μlの

2-propanolを加え、よく攪拌した後に 13000 rpmで 10分間遠心し、上清を新し

いエッペンに移した。70 %エタノールで洗い、13000 rpm, 4 ℃で 5分間遠心し、

真空ポンプにて乾燥させて RNase入りの TE Bufferに溶かした。 

 

Sol I : 50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl (pH8.0), 4 mg/ml Lysozyme 

Sol II : 0.2 N NaOH, 1 % SDS 

Sol III : 60 ml potassium acetate (5 M), 11.5 ml 氷酢酸, H2O 28.5 ml 

 

Colony hybridization / Southern hybridization  

ハイブリダイゼーション反応にはHYBRIDIZATION OVEN（IWAKI-ASAHI 

TECHNO GLASS）を使用した。コロニーの生えたプレートをクリーンベンチ内
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で 1時間乾燥させた。そしてHybond-N+ nylon membrane (GE)を密着させてコロニ

ーを転写した。次いで変性溶液 (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl)を浸したろ紙上に 5分

間、中和液 (0.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl (pH7.5))に浸したろ紙上に 5分間、メン

ブレンを放置してその後風した。そして 80 ℃で 1時間乾熱することでDNAをメ

ンブレンに固定した。 

ハイブリダイゼーションは ECL direct nucleic acid labeling and detection system 

(GE)を使用して行い、方法は付属の説明書に準拠した。検出には LAS-1000 

(FUJIFILM)を使用し、5-30秒間の露光で行った。 

 

放線菌からのゲノム DNA抽出 

Hopwoodらの方法に従って以下のように行った。 

Salting out法 

１．終濃度 0.5 %でグリシンを添加した適当な培地で 2日間培養 

２．集菌し培養液 30 mlに対して 5 ml となるように SET Bufferを加え懸濁 

３．終濃度 1.0 mg/mlとなるように lysozymeを添加→30～60分 37 °Cで保温 

４．Proteinase Kおよび SDS溶液をそれぞれ終濃度 0.5 mg/ml、1 %となるよ 

うに添加→ときどき穏やかに撹拌しながら 55 °Cで 2時間以上保温 

５．5 M NaClを 2 ml添加しよく混ぜる 

６．37 °C程度に冷ましてからクロロホルムを 5ml加え、30分間室温で穏やかに

撹拌 

７．4,500 × gで室温で 15分間遠心分離を行い、上清を新しい容器に移す 

８．0.6倍量のイソプロパノールを加えて転倒撹拌する 

９．沈殿してきた DNAを回収し 70 %EtOHで洗った後適当量の TE Bufferに溶

解する。適宜 RNase処理などを行い冷凍保存 

 

CTAB法 

１．Salting out法と同様にして菌体を培養 

２．集菌し培養液 30 mlに対して 5 mlの TE25S bufferを加え懸濁する 

３．終濃度 2 mg/mlとなるよう lysozymeを加える 

４．30~60分間 37 °Cで保温 

５．Proteinase Kを終濃度 0.18 mg/ml、10 ％ SDSを終濃度 0.5 %で加え穏や 
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かにしっかりと撹拌して 55 °Cで 1時間以上保温（ときどき撹拌する） 

６．終濃度 0.8 Mとなるよう 5 M NaClを加えよく撹拌する 

７．0.65 ml CTAB/NaClを加えよく混ぜた後 55 °Cで 10分間保温 

８．37 °Cに冷ましたあと 5 mlのクロロホルム/イソアミルアルコール（24:1） 

を加えて 30分間穏やかに撹拌する 

９．13,500 × rpmで室温で 15分間遠心分離を行い、上清を新しい容器に移す。 

１０．以下 Salting out法と同様 

 

放線菌プロトプラスト作製  

 (50ml培養した場合) 

１．培養液を 10.3 % Scroseで 2倍程度に希釈 

２．遠心分離を行い集菌し、10.3 % Sucrose 30 mlに懸濁 

３．遠心分離を行い集菌し、P Bufferに 0.5 % KH2PO4、3.68 % CaCl2･2H2O、

5.73 % TES Buffer（pH 7.2）を加えたものを 10 ml加えてよく混ぜる 

４．Lysozyme 20 mgを 10 mlの P bufferに溶かし、0.45 μmのフィルターで 

  ろ過滅菌しながら菌体に加える。30°Cで 30分インキュベート 

５．綿せんをつめた漏斗でろ過する (菌糸とプロトプラストを分ける) 

６．遠心分離を行ったのちピペットで上清を除き、20mlの P Bufferに懸濁 

７．綿せんをつめた漏斗でろ過する 

８．遠心分離を行い集菌し、P Buffer 300 ulに懸濁した後、100 ulずつ分注 

   

放線菌形質転換 

１．プロトプラストにコスミド を 4μl加える 

２．PEG 1gを P Buffer 3 mlに溶かし、そのうち 500 μlを加えて懸濁し、1分間

放置 

３．P Bufferを 5 ml加える 

４．遠心分離を行い集菌した後、プレート枚数に応じて適量の P Bufferに懸濁 

５．R2YE寒天培地に植菌し 30 °Cで 16時間ほど培養 

６．終濃度 20 μg/mlとなるように aprを重層し、30 °Cで 3日間培養 

７．生育してきた放線菌コロニーを TSB寒天培地（終濃度 50 μg/ml apr）に植

え継ぎ 30 °Cで 3日間培養
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培地 

 

Yeast-Starch agar (pH 7.3) 

 Yeast    2.0 g 

 Soluble starch   10.0 g 

 Agar               15.0 g/L 

 

Production media (pH7.4) 

  Galctose             2 % 

  Dextrine             2 % 

  Glycerol             1 % 

  Soytone              1 % 

  Corn steep liq.       0.5 % 

  (NH4)2So4            0.2 % 

  CaCo3               0.2 % 

 

R2YE medium 

sucrose    103 g 

K2So4     0.25 g 

glucose    10 g 

MgCl2     10.12 g 

casamino acid   0.1 g 

trace     2 ml 

yeast     5 g 

TES    5.73 g 

-----------------/H2O 850 ml 

 

0.5 % KH2PO4   10 ml 

5 M CaCl2   4 ml 

20 % proline   15 ml 

1 N NaOH   7 ml 
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agar    22 g 

 

 Trace element 

ZnCl2   40 mg 

FeCl3.6H2O   200 mg 

CuCl2.2H2O   10 mg 

MnCl2.4H2O         10 mg 

NaB4O7.10H2O  10 mg 

(NH4)6MO7O24.4H2O  10 mg 

 

YEME 

yeast    3 g 

peptone    5 g 

malt             3 g 

glucose    10 g 

sucrose    340 g 

-------------/1 L 

20 % glycine   25 ml 

2.5 M MgCl2       2 ml 

 

 

Tryptone Soya Broth (pH 7.3) 

 Pancreatic digest of casein 17.0 g 

 Papaic digest of soybeen meal 3.0 g 

 Sodium chloride  5.0 g 

 Di-basic potassium phosphate 2.5 g 

 Glucose   2.5 g/L 

 

LB培地 

Bacto-tryptone   10.0 g 

 Bacto-yeast extract  5.0 g 
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 NaCl    5.0 g/L 

 

TB培地 

Bacto-tryptone   12.0 g 

 Bacto-yeast extract  24.0 g 

 Glycerol   5.04 g 

 KH2PO4   2.31 g 

 K2HPO4   12.54 g/L 
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試薬 

 

P buffer 

 Sucrose        10.3 g 

 K2SO4          0.025 g 

 MgCl2·6H2O      0.202 g 

 Trace element solution      0.2 ml 

 Distilled water to         80 ml 

 

 KH2PO4 (0.5 %)        1 ml 

 CaCl2·2H2O (3.68 %)     10 ml 

TES buffer (5.73 %, pH7.2) 10 ml 

 

 Trace element 

ZnCl2   40 mg 

FeCl3.6H2O   200 mg 

CuCl2.2H2O   10 mg 

MnCl2.4H2O         10 mg 

NaB4O7.10H2O  10 mg 

(NH4)6MO7O24.4H2O  10 mg 

 

TES buffer 

 50 mM Tris-Cl (pH8.0) 

 10 mM EDTA 

 50 mM NaCl 

 

SM buffer 

 Tris-HCl (1 M, pH7.5)  2 ml 

 Mg2SO4 (1 M)       0.1 ml 

 NaCl (5 M)       2 ml 

Gelatine         0.1 g 
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Distilled water to     100 ml 

 

20 × SSC 

 NaCl       17.532 g 

 Trisodium citrate     8.823 g 

 Distilled water to      100 ml 

 

50 × TAE buffer for agarose (pH8.0) 

 Tris (base)         2 M  

 EDTA               0.05 M 

 

Denaturation solsution 

 NaCl        1.5 M 

 NaOH          0.5 M 

 

Neutralizing solution (pH7.5) 

 NaCl           1.5 M 

 Tris-HCl          0.5 M 

 

Primary wash buffer 

 Urea             6 M 

 SDS             0.4 % 

 20 × SSC          0.5 × SSC 

 

Secondary wash buffer 

 20 × SSC         100 ml/L 

 

Lysis Buffer 

Wash Buffer 

Tween 20 
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Wash Buffer 

50 mM Tris-HCl (pH8.0) 

100 mM NaCl 

20 % (w/v) Glycerol 

20 mM Imidazole (pH8.0) 

miliQ water 

 

Elution Buffer 

50 mM Tris-HCl (pH8.0) 

100 mM NaCl 

20 % (w/v) Glycerol 

250 mM Imidazole (pH8.0) 

miliQ water 

 

透析液 

50 mM Tris-HCl (pH8.0) 

0.1 M NaCl 

10 mM 2-Mercaptoethanol 

miliQ water 

 

ゲルろ過クロマトグラフィー用 Buffer 

50 mM Tris-HCl (pH8.0) 

100 mM NaCl 
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HPLC 

ポンプ   JASCO PU-2089 Plus 

PDA   JASCO MD-2010 Plus 

オートサンプラー JASCO AS-2057 Plus 

コントローラー JASCO LC-Net II/ADC 

 

GC-MS 

Agilent 6890N GC-5973N mass selective detector system (Agilent Technologies, Palo 

Alto, CA): InertCap 5MS/Sil capillary column (0.25 mm φ × 30 m, GL Sciences, 

Tokyo), 80 °C (2 min)-180 °C (20 °C/min), 210 °C (2 °C/min), 280 °C (20 °C/min), 

280 °C (3 min). 

 

LC-MS 

 Thermo Fisher Accela high performance liquid chromatography system linked a 

Thermo Fisher Scientific LTQ Orbitrap mass spectrometer. A CAPCELL PAK C18 

UG120 column (2.0 φ × 150 mm, 5μm, column temperature at 40 °C, Shiseido. 

Tokyo) was used at a flow rate 0.2 ml/min with linear solvent gradient of 50-100 % 

acetonitrile in water (with 0.01 % trifluoroacetic acid) over a period 20 min. 

 

NMR スペクトル 

 JEOL JNM-ECA 600 

 1H NMR, 600 MHz 

 13C NMR, 150 MHz 
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Cycloocta-9-en-7-olの HSQCデータ 
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Cycloocta-9-en-7-olの HMBCデータ 
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Cycloocta-9-en-7-olの COSYデータ 
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Cycloocta-9-en-7-olの NOESYデータ 
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Cycloocta-9-en-5,7-diolの HSQCデータ 
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Cycloocta-9-en-5,7-diolの HMBCデータ 
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Cycloocta-9-en-5,7-diolの COSYデータ 
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Cycloocta-9-en-5,7-diolの NOESYデータ 
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