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略語一覧 

試薬名 

Acetyl-CoA  Acetyl coenzyme A 

Acetoacetyl-CoA Acetoacetyl coenzyme A 

Butyryl-CoA  Butyryl coenzyme A 

CoA   Coenzyme A 

IPTG   Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

Isobutyryl-CoA  Isobutyryl coenzyme A 

Isovaleryl-CoA  Isovaleryl coenzyme A 

Malonyl-CoA  Malonyl coenzyme A 

MeOH   Methanol 

Methylmalonyl-CoA Methylmalonyl coenzyme A 
n-propionyl-CoA  n-propionyl coenzyme A 

SDS   Sodium dodecyl sulfate 

TFA   Trifluoroacetate 

Tris   Tris (Hydroxymethyl) aminomethane 

X-Gal   5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside 

 

化合物名 

Acyl-CoA  Acyl coenzyme A 

Acyl-ACP  Acyl [acyl carrier protein] 

β-ketoacyl-CoA  β-ketoacyl coenzyme A 

β-ketoacyl-ACP  β-ketoacyl [acyl carrier protein] 

DMAPP   Dimethylallyl diphosphate 

HMG-CoA  3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 

IPP   Isopentenyl diphosphate 

MEP   2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate 
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その他 

HPLC   High performance liquid chromatography 

LC-MS   Liquid Chromatography-Mass Spectrometer 

OD   Optical density 

PAGE   Polyacrylamide gel electrophoresis 

PCR   Polymerase chain reaction 

TIC   Total ion chromatogram 

UV   Ultra Violet 
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 チオラーゼスーパーファミリーは、生体分子の代謝経路において Claisen縮合によっ

て炭素–炭素結合の形成を触媒する酵素の一群である。このチオラーゼの基質は、多

様な炭素骨格の acyl基がキャリアー分子である coenzyme A (CoA)または acyl carrier 

protein (ACP) のホスホパンテテイン基に由来するチオール基にチオエステル結合し

た acyl-CoA または acyl-ACP である。これらの acyl 基にα-anion が生成され、この

α-anion が、もう一つの基質のカルボニル炭素を求核攻撃することで、炭素–炭素結合

が形成される (1, 2)。その代表的な酵素として、メバロン酸経路の初期反応を担う

acetoacetyl-CoA thiolaseや 3-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA synthaseが挙げ

られる。また、バクテリアや植物が有する II 型脂肪酸生合成経路(3)の酵素である 

β-ketoacyl-ACP synthase (KAS I、II、III) や植物が有する超長鎖脂肪酸生合成経路
(4, 5)の酵素である β-ketoacyl-CoA synthase (KCS) があげられる。さらに、chalcone 

synthase (CHS) に代表される III型ポリケタイド合成酵素 (type III PKS) や、単一の

ポリペプチド鎖に複数の触媒ドメインが存在する type I PKSおよび type II PKSの keto 

synthase ドメインもチオラーゼスーパーファミリーに含まれる(1-3, 6, 7)。これらの酵素は、

α-anion 生成機構の相違により、非脱炭酸型と脱炭酸型に分類される。非脱炭酸型に

分類される代表的な酵素は、acetoacetyl-CoA thiolase と HMG-CoA synthaseであり、

脱炭酸型に分類される酵素は KAS、KCS と PKSである(1, 6, 7)(図 1)。 
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図 1 チオラーゼスーパーファミリーの酵素が触媒する反応と分類 

図中において、矢印上部の略語は以下の酵素を示す。Thiolase、acetoacetyl-CoA thiolase。HMGS、

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase。KAS (I, II, III)、β-ketoacyl-ACP synthase。KCS、

β-ketoacyl-CoA synthase。CHS、chalcone synthase。 
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 非脱炭酸型の酵素は、活性中心の Cys残基 (HMGSの場合は Glu残基) によって

acyl 基のα位炭素からプロトンを脱離させて、α-anion を生成する。一方、脱炭酸型の

酵素は、活性中心の His 残基および Asn 残基によって malonyl 基のβ位炭素で脱炭

酸反応を生じさせて、CO2 の脱離とともにα-anion を生成する(1, 2)。特に、脱炭酸型酵

素の基質に関して、di-keto 化合物である malonyl-CoA や malonyl-ACP を伸長基質

(extender substrate)と呼び、その対となる acyl-CoAを開始基質 (primer substrate) と呼

ぶ (図 2)。脱炭酸型酵素は、開始基質に由来する acyl 基の鎖長に対する基質特異

性や、伸長基質の縮合回数に多様性があり、さまざまな炭素骨格を有する化合物が

生み出される。その中で、KAS IIIと type III PKSはもっとも盛んに研究されている酵素

である。 
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図 2 非脱炭酸型および脱炭酸型におけるα-anion生成反応 

非脱炭酸型酵素では、活性中心の Cys残基 (HMGSの場合は Glu残基) によって acyl基のα位炭

素からプロトンを脱離させて、α-anion (図中の赤丸)を生成する。一方、脱炭酸型の酵素は、活性中心

の His残基および Asn残基によってmalonyl基のβ位炭素で脱炭酸反応を生じさせて、CO2の脱離と

ともにα-anion を生成する。なお、非脱炭酸型酵素の反応モデルは Zoogloea ramigera 由来

acetoacetyl-CoA thiolase(1, 8)であり、脱炭酸型酵素の反応モデルは Escherichia coliの KAS III(1, 9, 

10)である。 
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 KAS III は開始基質である acyl-CoA と伸張基質である malonyl-ACP の 1 回の

Claisen 縮合により、β-ketoacyl-ACP を合成する酵素であり、開始基質特異性に多様

性がある。例えば、Escherichia coli由来の KAS IIIは、炭素数 2 (C2) の acetyl-CoA

を基質とするが、Mycobacterium tuberculosis 由来の KAS III は、直鎖 C12 の

lauroyl-CoAを基質とする(11, 12)。また Streptomyces glaucescensの KAS IIIは直鎖 C4

の butyryl-CoAを基質とし(13)、Staphylococcus aureus由来の KAS IIIは butyryl-CoA

とともに直鎖 C6の hexanoyl-CoAや分岐鎖 C4の isobutyryl-CoA も基質とする(14)。さ

らに、Bacillus subtilisは基質特異性が異なる 2種類の KAS IIIを有しており、一方は

acetyl-CoA を基質とするが、もう一方は分岐鎖 C5 と C6 の isobutyryl-CoA や

isovaleryl-CoAを基質とする(15)(図 3)。このような基質特異性が、多様な脂肪酸生合成

の中間体であるβ-ketoacyl-ACP を生みだし、ひいてはその生物の膜脂質および脂肪

酸を構成する炭素鎖の多様性を生み出す。この知見は、in vivo の観点からも明らか

にされており、Streptomyces coelicolor M511株において、その KAS III遺伝子を破壊

して、E. coli由来のKAS IIIで相補した場合、本来M511株が生産する分岐鎖脂肪鎖

が E. coli と同じ直鎖脂肪鎖へと置換されることが報告されている(16)。また、KAS IIIの

遺伝子破壊は致死であり、生育に必須の遺伝子であることが明らかにされている(17, 

18)。 
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図 3 KAS IIIの開始基質多様性 
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 KAS III およびそのホモログは一次代謝のみならず、それが生産する

β-ketoacyl-ACPが type I PKSおよび type II PKSの基質となることから、二次代謝にも

寄与する。例えば、Streptomyces coelicolor A3(2)が生産するポリケタイド化合物である

undecylprodiginine(19)生合成経路における RedP(20)や S. peucetius の doxorubicin(21) 

(抗悪性腫瘍剤) 生合成経路における DpsC(22, 23)、S. roseofulvusの frenolicin(24)生合

成経路における FrnI、Streptomyces sp. R1128株の R1128(25, 26)生合成経路における

ZhuH(27)は KAS IIIホモログである。これらの経路において、それぞれの KAS IIIもしく

は KAS IIIホモログにより合成されたβ-ketoacyl-ACPが、type I、もしくは type II PKS

の基質となり、それぞれの二次代謝産物が生合成される。これらの二次代謝産物にお

いて、ポリケタイド骨格に付属する炭素鎖が、それら KAS IIIホモログの開始基質特異

性を反映している (図 4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Undecylprodiginineの生合成経路における KAS III と RedP 

Streptomyces coelicolorが生産する undecylprodiginine類縁体と、その生合成における開始基質を

示す。RedP の開始基質は acetyl-CoA であるのに対して、KAS III は分岐鎖の acyl-CoA である

isobutyryl-CoAや isovaleryl-CoA であり、合成されたβ-ketoacyl基が undecylprodiginine類縁体の

多様性をもたらす。 
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 脱炭酸型酵素として、KAS III とならび盛んに研究されているものは type III PKSで

ある。Type III PKSに属する酵素は、チオラーゼスーパーファミリーにおいて、単一の

ドメインからなる酵素としてはもっとも多様な化学構造の炭素骨格を生み出す酵素群

であり、それを反映するように、その開始基質特異性や伸長基質の縮合回数にも多様

性がみられる。Type III PKS において最少の縮合回数を有する酵素として、

benzalacetone を合成する benzalacetone synthase (BAS) が挙げられる。BAS は

p-cumaroyl-CoA を開始基質として、 1 分子の malonyl-CoA を縮合させて

benzalacetone を合成する(6, 28)。一方、acyl 基の化学構造が最も単純な開始基質を用

いる酵素としては 4-methyl-6-hydroxy-2-pyrone (TAL) を合成する 2-pyrone synthase 

(2-PS) が挙げられる。2-PS は、1 分子の acetyl-CoA を開始基質として、2 分子の

malonyl-CoA を 2 回縮合させることで 2-pyrone を合成する (6, 29) 。また、

1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene (THN) の合成酵素であり、バクテリアにおいてはじめ

て発見された type III PKSである THN synthaseは開始基質を必要とせず、伸長基質

であるmalonyl-CoAのみを 4回縮合させてTHNを合成する(6, 30)。さらに、type III PKS

の代名詞とも言える chalcone synthaseは p-cumaroyl-CoAを開始基質として、3分子の

malonyl-CoA を縮合させて chalcone を合成して、これが、さらに環化や水酸化などの

化学修飾を経て多様な多価フェノールが生み出される(6) (図 5)。このように、type III 

PKSは多様な化学構造を生み出すことから、その縮合回数の制御や開始基質特異性

の改変を目的とした研究もなされている。 
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図 5 Type III PKSの代表的な酵素群 

図において、矢印上部の略語は以下の酵素を示す。2-PS、2-pyrone synthase。THNS、THN 

synthase。BAS、benzalacetone synthase。CHS、chalcone synthase。 
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 近年、テルペノイドとポリケタイドが融合したユニークな化合物 naphterpin を生産する

放線菌として、Streptomyces sp. CL190株が単離された(31)。CL190株は、テルペノイド

の基本単位である isopentenyl diphosphate (IPP)と dimethylallyl diphosphate (DMAPP) 

の生合成経路として、MEP経路とメバロン酸経路を有しており(32-35)、naphterpinのテル

ペノイド骨格はメバロン酸経路に由来する(36)。Naphterpin の生合成研究において、そ

の生合成遺伝子クラスターとともに、メバロン酸経路遺伝子クラスターが取得された(34)。

このメバロン酸経路遺伝子クラスターには、acetoacetyl-CoAから IPPとDMAPPまでの

合成を触媒する 6 つのホモログが見出された。しかし、メバロン酸経路の初発反応(37)

であり、2分子の acetyl-CoAから acetoacetyl-CoAを合成する acetoacetyl-CoA thiolase

のホモログは見出されず、機能未知の open reading frameである NphT7がこのメバロ

ン酸経路遺伝子クラスターのすぐ下流に見出された。NphT7 のアミノ酸配列を用いて、

構造およびその機能が明らかにされているタンパク質のデータベース (Protein Data 

Bank、http://www.pdb.org/pdb/) をもとにした BLAST検索を行ったところ、KAS IIIの

ホモログであることが示唆された (表 1)。CL190 株と同様に、メバロン酸経路遺伝子ク

ラスターを有する放線菌として、Streptomyces sp. KO-3988 株や Actinoplanes sp 

A40644 株、S. anulatus が報告されており、これらはそれぞれテルペノイド骨格を有す

る furaquinocinや BE-40644、endophenazine を生産する(38-42)。また、その生合成遺伝

子はメバロン酸経路遺伝子クラスターに隣接して存在している。さらに、これら放線菌

のメバロン酸経路遺伝子クラスターでは、acetoacetyl-CoA thiolaseのホモログが見出さ

れず、NphT7 とおよそ 60-70%の identityを有するホモログである Orf-F、Orf-Bおよび

ppzTが共通して存在している(表 1、図 6)。 

 

表 1 NphT7の BLAST検索結果 
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図 6 放線菌のメバロン酸経路遺伝子クラスターとテルペノイド化合物 

図は Streptomyces sp. CL190 株のメバロン酸経路遺伝子クラスターであり、他の放線菌においても

同じ遺伝子配置である。また、メバロン酸経路遺伝子クラスターをもつ放線菌が生産するテルペノイド

化合物を示す。構造式の強調部位がテルペノイド骨格であり、主にメバロン酸経路に由来する。 
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 NphT7 の機能をより詳細に推測するため、そのアミノ酸配列を用いて結晶構造が明

らかにされている Escherichia coli由来KAS IIIとのアラインメントを行った。その結果、

活性中心の Cys-His-Asn 残基  (catalytic triad) が保存されていた。一方、

malonyl-ACP の ACP認識に寄与することが示されている Arg残基(43)は NphT7 にお

いてはVal残基へと置換されていた (図 7)。このことから、NphT7はKAS IIIと同じく 1

回の Claisen縮合を触媒するチオラーゼスーパーファミリーの脱炭酸型酵素であること

が示唆された。また、その伸長基質はmalonyl-ACPではなく type III PKSやKCSと同

じく malonyl-CoA であり、縮合産物は acetoacetyl-CoA であると推測した。NphT7 がメ

バロン酸経路遺伝子クラスターと同じクラスターに存在していることからも同様の推測

をした (図 6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 NphT7 と E. coli KAS III (ecKASIII) のアラインメント 

図中において、▲は活性中心の Cys-His-Asn残基を示す。また●は、ACP認識に寄与する Arg残基

を示す。図の左に示した略語は以下の酵素を示す。ecKASIII、E.coli由来 KAS III (PDB ID、1HN9) 
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 本論文では、NphT7組換えタンパク質の in vitroにおける活性を検討した。その結果、

NphT7 は KAS III 活性を示さず、 acetyl-CoA と malonyl-CoA を基質として

acetoacetyl-CoA を合成することを明らかにした。さらに、その酵素学的パラメーターを

検討した(第一章)。続いて、NphT7の活性中心の構造を推察するため、複数の実験を

行った。まず、開始基質と伸長基質に対する基質特異性検討して、acetyl-CoA 及び

malonyl-CoA を特異的に基質とする酵素であることを明らかにした。さらに、その開始

基質特異性の変換を試みて、acetyl-CoA から炭素数が 1つ多い n-propionyl-CoA に

対する基質特異性の向上に成功した。続いて、KAS III とのアラインメントにより提示さ

れた活性中心のアミノ酸残基に、部位特異的な変異を導入して、構築した変異酵素の

活性を検討した。その結果、NphT7 はチオラーゼスーパーファミリーの脱炭酸型酵素

であることが強く示唆された。これとは別に、KAS 酵素群の阻害剤を用いた実験を行

った結果、その活性中心の構造は KAS III とは異なることが示唆された。従って、

NphT7は KAS III と同じ catalytic triadを有しているにも関わらず、malonyl基の認識

機構に関しては KAS III とは異なるという興味深い知見が得られた(第二章)。以上の

in vitro における実験に加えて、NphT7 の in vivo における機能を検討した。まず、

Streptomyces albus を宿主としたメバロン酸の異種生産系における nphT7発現の効果

を検討した。その結果、同生産系における nphT7の共発現はメバロン酸生産量を向上

させた。さらに、Streptomyces sp. CL190株においてその破壊株を構築して、naphterpin

生産に及ぼす影響を検討した。その結果、破壊株では野生株と比較してnaphterpinの

生産量が減少した。これらの結果はそれぞれ、各化合物の前駆体である

acetoacetyl-CoAの供給量が nphT7に依存することを示し、その活性は in vitroの結果

を支持するものであった(第三章)。 

 以上の結果から、本論文はNphT7が未だ報告されていないチオラーゼスーパーファ

ミリーの新規酵素である「 acetoacetyl-CoA synthase 」であることを提案する。

Acetoacetyl-CoA synthase は、その縮合回数が 1 回であること、さらに開始基質として

は最も単純な化学構造の acetyl-CoAを基質とすることから、チオラーゼスーパーファミ

リーの脱炭酸型酵素における構造機能相関を考察する上で重要な酵素であると考え

られる。 

 Acetoacetyl-CoA synthase の遺伝子 (aacs)は、同じチオラーゼスーパーファミリーの

酵素である 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase の遺伝子 (hmgs)と隣接して存
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在しており、このことから aacsは hmgsの重複や一部欠損などの分子進化上のイベント

により登場したと推測している。現在、チオラーゼスーパーファミリーの分子進化にお

いて、KAS IIIから HMGSへと進化したことがアミノ酸配列をもとにした系統解析により

示されている(7)。しかし、本論文では HMGS から KAS III への進化を仮定して、

acetoacetyl-CoA synthaseが HMGSから KAS IIIへの分子進化をつなぐ「ミッシングリ

ンク」である可能性を生化学的な観点から提案する。 
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第一章 

NphT7の in vitroにおける機能解析 
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第一節 NphT7の KAS III活性検討 

 まずNphT7のKAS III活性を検討するために、組換えタンパク質を取得した。本実験

では、Streptomyces sp. CL190株由来のNphT7およびACP、Streptomyces coelicolor 

A3(2)株由来のKAS III (FabH)、malonyl-CoA-ACP transacylase (FabD)および

holo-ACP synthase (ACPS) の組換えタンパク質を取得した。その後、ACP、FabDおよ

びACPSを用いてin vitroでのmalonyl-ACP合成反応を行い、その生成をLC-MS分析

により確認した。次いで、malonyl-ACPと[1-14C]acetyl-CoAを基質とする反応溶液にお

いて、positive controlであるS. coelicolor A3(2)のKAS IIIまたはNphT7を反応させて、

[3-14C]acetoacetyl-ACPの生成にともなうACPの放射活性を検出した。(図1-1-1)。 
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図 1-1-1 Malonyl-ACPの生合成反応と KAS III反応 

図中においてアスタリスクは 14C で標識された炭素を示す。また、図中における略語は以下の酵素を

示す。ACPS、S. coelicolor 由来 holo-[acyl carrier protein] synthase。FabD、S. coeliclor 由来

malonyl-CoA-[acyl carrier protein] transacylase。KAS III、S. coelicolor 由来β-ketoacyl-[acyl 

carrier protein] synthase。本実験では、in vitroで調製したmalonyl-ACPと[1-14C]acetyl-CoAを基質

として KAS III もし くは NphT7 と反応させ、反応溶液を SDS-PAGE で展開した後、

[3-14C]acetoacetyl-ACPに由来する放射活性を検出した。 
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実験 

組換えタンパク質の取得 

 Streptomyces sp. CL190株のメバロン酸経路遺伝子クラスターをクローニングしたコス

ミドベクターである pCLC7(34)の塩基配列を参照して、nphT7増幅用の N末端および C

末端プライマーを設計した。また、fabD、acp 及び acps のプライマーは、全ゲノム配列

が明らかにされている Streptomyces coelicolor A3(2)株の II型脂肪酸生合成遺伝子ク

ラスターの塩基配列を参照して設計した(16, 17) (表 1-1-1)。これらのプライマーを用いて、

Streptomyces sp. CL190株 (nphT7、acp)もしくは S. coelicolor A3(2)株 (fabD、acps)の

ゲノム DNA を鋳型として PCR を行い、目的の遺伝子を増幅させた。その後、クローニ

ングベクターである pT7Blue vector へのクローニングを行い、シークエンスにより塩基

配列の確認を行った。続いて、プライマーに付加した制限部位 (表 1-1-1 強調部位)

での制限処理を行い、クローニングベクターからDNAを切り出した。これらを発現用ベ

クターである pHis8(29, 44)(nphT7、fabD、acps)もしくは pET15b (acp)の対応する制限部

位にサブクローニングして、発現用プラスミドである pHis_nphT7、pHis_fabD、

pHis_apcsおよび pET_acpを構築した。なお、S. coelicolor由来のKAS III (scKAS III) 

発現プラスミド、pQE-fabH (pQE30の SalI-HindIIIサイトにクローニング) は、東京大学

大学院農学生命科学研究科醗酵学研究室の鮒信学先生より御分与していただいた。

発現プラスミドで E. coli BL21 (DE3) (pHis8-nphT7、acps、acp、fabD) または JM109 

(pQE-fabH) を形質転換し、IPTG誘導により組換えタンパク質を発現させた。その後、

Ni-NTA アフィニティー精製により目的の組換えタンパク質を取得した。なお、NphT7

組換えタンパク質に関してはゲルろ過クロマトグラフィーにより native の分子量を測定

した。詳細は実験の部に記載した。 

表1-1-1 増幅用プライマー 
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Malonyl-ACPの調製 

 表1-1-2に示した組成の反応溶液 100 μLを25°Cで12時間反応させてapo-ACPを

holo化した。 

 

表 1-1-2 Holo化反応溶液組成 

 

 

 

 

 

 

続いて、反応溶液に FabDとmalonyl-CoAを終濃度 1 nMおよび 1 mMとなるように添

加して、30°C で 12 時間反応させた。この反応溶液をアセトニトリル-水分析系の

LC-MS により分析して malonyl-ACP の生成を確認した後に、malonyl-ACP に由来す

るピーク画分を分取した。分取したピーク画分を濃縮して、これを KAS IIIの活性検討

に用いた。詳細は実験の部に記載した。 

 

KAS III活性の検討 

 以下の組成の反応溶液 10 μL (表1-1-3) に0.3 μg (終濃度30 μg / mL) のKAS III

または 3.9 μg (終濃度 390 μg / mL) の NphT7組換えタンパク質を添加して、37°Cで

12 時間反応させた。なお、反応は[1-14C]acetyl-CoA の添加により開始させた。また、

negative control として、酵素を添加しない反応溶液も同一の条件で反応させた。反応

溶液を SDS-PAGE (18%ポリアクリルアミドゲル) により展開して、乾燥させたゲルの

ACP部位に由来する放射活性を計測した。 

 

表 1-1-3 反応溶液組成 
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結果 

組換えタンパク質の取得 

 すべての目的とする His タグの組換えタンパク質を取得した (図 1-1-2)。これらは、

アミノ酸配列から推定されるモノマー分子量 (NphT7, 38 kDa; KAS III, 37kDa; ACPS, 

16 kDa; ACP, 10.9 kDa; FabD, 36 kDa)に一致した。また、ゲルろ過による分子量測定

の結果、NphT7は 63 kDaであり、二量体であった。なお、Streptomyces sp. CL190株

由来の acp塩基配列は、S. coelicolor由来の II型脂肪酸生合成遺伝子クラスターに

存在する acp と同一の配列であった。 

 

Malonyl-ACPの調製 

 Malonyl-化反応溶液を LC-MS により分析した結果、保持時間 21.2 分 (1) と 21.5

分 (2) において 2 つのピークが観察された (図 1-1-3)。ピーク 1 と 2 はそれぞれ

2276.5 および 2258.9 の [M+5H]5+ 値を示し、それぞれの値を deconvolution により

再計算して 11377.4 と 11289.7の[M]値を得た。これは、malonyl-CoA と holo-ACPの

モノアイソトピック質量である 11375.6 Da と 11289.3 Da と良く一致した (malonyl-ACP 

[M (C490H778N135O168PS3)]=11375.6、holo-ACP [M (C487H776N135O165PS3)]=11289.3)。

以上の結果から、malonyl-ACPの生成を確認した。 

 

KAS III活性の検討 

 KAS III活性を検討した結果を図1-1-4に示す。その結果、positive controlである

KAS III反応溶液のACPに強い放射活性が検出された。一方、negative controlである

酵素を添加しない反応溶液のACPでは弱い放射活性が検出されるのみであった。

NphT7反応溶液のACPでは、negative controlと同じ強度の弱い放射活性が検出され

た。興味深いことに、NphT7自体にも放射活性が検出された。これは、適切な伸長基

質がないためにacetyl-CoAに由来する[1-14C]acetateがNphT7のCys残基に結合したま

ま、反応が停止していることを示唆している。以上の結果から、NphT7はmalonyl-ACP

を伸長基質として利用できず、KAS III活性を持たないことが明らかとなった。 

 

 

 



 24

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1-2 SDS-PAGEの結果 

A、NphT7 (右)、scKAS III (左)組換えタンパク質の SDS-PAGE (10%ポリアクリルアミドゲル)。B、

FabD 精製組換えタンパク質の SDS-PAGE。C、ACPS、ACP 精製組換えタンパク質の SDS-PAGE 

(18%ポリアクリルアミドゲル )。各レーンの番号および略語は以下の試料を示す。LMW、Low 

molecular weight marker。PM、Peptide marker。1、超音波破砕画分。2、上清画分。3、Ni-NTA非吸

着画分。4、洗浄画分。5、溶出画分。FabD、FabD 精製組換えタンパク質。ACP、ACP 精製組換えタ

ンパク質。ACPS、ACPS精製組換えタンパク質。 
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図 1-1-3 LC-MS分析による malonyl-ACP生成の確認 

A、Total ion クロマトグラム (上) と 220 nmの追跡波長における UV クロマトグラム (下) 。ピーク 1

の保持時間は 21.2分、ピーク 2 の保持時間は 21.5分であった。B、ピーク 1 及び 2 の MS スペクト

ル。各ピークの [M+5H]5+ 値をもとに deconvolutionを行い再計算した結果、11377.4 (1) と 11289.7 

(2)の[M]値が得られた。これらの値は、malonyl-ACPおよびholo-ACPのモノアイソトピック質量である

11375.6 Da と 11289.3 Daに一致した。 
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図 1-1-4 KAS III活性検討の結果 

SDS-PAGEは18%ポリアクリルアミドゲルを用いて行った。図上に示した番号は、以下の試料を示す。

1、Rainbow maker。2、NphT7反応溶液。3、KAS III反応溶液(positive control)。4、酵素非添加反応

溶液 (negative control)。また、図下に示したKAS III反応模式図において、アスタリスク(*)は14Cで標

識された炭素を示す。 
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第二節 Acetoacetyl-CoA合成活性の検討 

 第一節の結果から、NphT7はKAS III活性を示さないことが明らかとなった。そこで、

伸長基質を malonyl-CoAにして、NphT7反応溶液を HPLC と LC-MSにより分析、そ

の acetoacetyl-CoA合成活性を検討した。 

 

実験 

 以下の反応溶液 (表1-2-1) 50 μLに、15 μg (終濃度0.3 mg / mL) のNphT7を添加

して30°Cで2分間反応させた。その後、100%飽和トリクロロ酢酸5 μLを添加して反応を

停止させ、1 M MES緩衝液 (pH6.0)で10倍に希釈した。これを15,000 g、4°Cで10分

間の遠心分離を行い、得られた上清10 μLをHPLCにより分析した。反応により出現し

た新たなピークは、分取した後にLC-MS分析を行った。なおHPLCおよびLCでは、イ

オンペア試薬であるdibutylammonium acetateを用いたイオンペアクロマトグラフィーに

より分析した。HPLC及びLC-MSの分析条件を表1-2-2に示した。クロマトグラフはCoA

に由来する259 nmのUVを追跡した。また、MSはnegative modeで測定した。なお、以

降の節ならびに章では、特に記載がない限り本節と同様の条件で分析試料の調製を

行い、HPLCおよびLC-MS分析を行った。 

 

表1-2-1 反応溶液組成 
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表1-2-2 HPLCおよびLC-MS分析条件 
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結果 

 分析結果を図 1-2-1に示す。反応により acetyl-CoA(4、保持時間 10.1分 )と

malonyl-CoA(3、9.1分)の消費にともない、保持時間9.3分と9.5分に新たな2つのピー

ク1と2を検出した。これらは、標品のCoAとacetoacetyl-CoAの保持時間と一致した。さ

らに、これらをLC-MSにより分析した結果、766.1096と788.0876(1)および850.1284と

872.1092(2) の m/z 値 を 検 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 1 を CoA([M 

(C21H36N7O16P3S)–H]– m/z 766.1096, C21H35N7O16P3S, calcd 776.1074; [M 

(C21H36N7O16P3S)+Na–2H]– m/z 788.0876, C21H34N7O16P3SNa, calcd 788.0893)、2を

acetoacetyl-CoA([M (C25H40N7O18P3S)–H]– m/z 850.1284, C25H39N7O18P3S, calcd 

850.1285; [M (C25H40N7O18P3S)+Na–2H]– m/z 872.1092, C25H38N7O18P3SNa, calcd 

872.1105)と決定した。 

 以上の結果から、NphT7はacetyl-CoAとmalonyl-CoAを基質としてacetoacetyl-CoA

合成活性を示すことが明らかとなった。 
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図1-2-1 NphT7反応溶液のHPLCおよびLC-MSによる分析結果 

A、クロマトグラム (259 nm)。B、ピーク1と2のマススペクトル(negative mode)。Aにおいて、破線は熱

失活させたNphT7の反応溶液、実線はNphT7の反応溶液を示す。また、各ピークの保持時間は以下

の通り。1 (CoA)、9.3分。2 (acetoacetyl-CoA)、9.5分。3 (malonyl-CoA)、9.1分。4 (acetyl-CoA)、

10.1分。 



 31

第三節 NphT7のacetoacetyl-CoA合成におけるストイキオメトリー 

 NphT7のacetoacetyl-CoA合成反応において、基質であるacetyl-CoAとmalonyl-CoA

および産物であるCoAとacetoacetyl-CoAがどのような割合で反応および生成している

かを明らかにするために、そのストイキオメトリーを検討した。 

 

実験 

 第二節と同じ組成の反応溶液と酵素量、反応条件で反応を行った。反応開始から10、

20、30、60、120秒の各時間で100% 飽和トリクロロ酢酸5 μLを添加して反応を停止さ

せた。その後、各分析試料をHPLCにより分析した。得られたクロマトグラムのピーク面

積から、熱失活させたNphT7の反応溶液に由来するmalonyl-CoAを基準として、他の

CoA誘導体の濃度を算出した。なお、同一の実験を3回行い、測定誤差を算出した。 

 

結果 

 反応溶液のHPLC分析結果を図1-3-1に示す。また、各ピーク面積をもとに算出した

ストイキオメトリーのデータを図1-3-2に示す。実験の結果、NphT7は1分子の

acetyl-CoAに1分子のmalonyl-CoAを縮合させて、1分子のCoAとacetoacetyl-CoAを合

成することが明らかとなった。 
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図1-3-1 各反応溶液のHPLC分析結果 

図において、各ピーク上に示した番号は以下の化合物を示す。1、CoA。2、acetoacetyl-CoA。3、

malonyl-CoA。4、acetyl-CoA。また、クロマトグラム上部に、対応する反応溶液を示した。 
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図1-3-2 Acetoacetyl-CoA合成におけるストイキオメトリー 

図1-3-1で示したクロマトグラムのピーク面積をもとに、熱失活させたNphT7の反応溶液に由来する

malonyl-CoAを基準として、各CoA誘導体の濃度を算出した。なお、同一の実験を3回行い、測定誤差

を算出した。各番号と記号は以下のCoA誘導体を示す。1 (○)、CoA。2 (▼)、acetoacetyl-CoA。3 

(●)、malonyl-CoA。4 (△)、acetyl-CoA。 
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第四節 酵素学的パラメーターの算出 

 Acetoacetyl-CoA合成活性の酵素学的パラメーターを算出した。 

 

実験 

 活性の検出は、反応溶液中のβ-ketoacyl-CoA (acetoacetyl-CoA)とマグネシムイオン

の複合体に由来する303 nmの吸収極大を測定した(図1-4-1)(45, 46)。反応溶液(100 

mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM Dithiothreitol、5 mM MgCl2・6H2O、acetyl-CoAおよび

malonyl-CoA)に5 μgのNphT7(終濃度5 μg / mL)を添加して30°Cで反応を行い、303 

nmにおける吸収極大の変化を1分間追跡した。このマグネシウム濃度における

acetoacetyl-CoA-Mg2+複合体のモル吸光係数 (ε) は8,300であった。Acetyl-CoAの

Km算出では、malonyl-CoAの濃度を100 μMに固定し、malonyl-CoAのKm算出では

acetyl-CoAの濃度を200 μMに固定した。得られた初期速度をもとにLineweaver-Burk 

プロットを用いてKmとkcat値を算出した。基質濃度は図1-4-2に示した。 

 

 

 

 

図 1-4-1 β-ketoacyl-CoA (acetoacetyl-CoA) とマグネシムイオン複合体 

β-ketoacyl-CoA はケト-エノール互変異性を有しており、そのエノール型とマグネシウムイオンの複合

体が 303 nmにおける吸収極大をもつ。本実験では、β-ketoacyl-CoAが acetoacetyl-CoAである。 
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結果 

 各条件において算出した酵素学的パラメーターを表 1-4-1 に示す。また

Michaelis-Mentenグラフおよび Lineweaver-Burkプロットを図 1-4-2に示す。検討の結

果、開始基質存在下において、acetyl-CoAおよびmalonyl-CoAに対する見かけのKm

は 68.3±4.2および 28.3±2.6 μM と算出された。さらに kcat値は 10.3±0.2 s-1と算出され

た。 

 

表 1-4-1 酵素学的パラメーター 
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図 1-4-2 Michaelis-Mentenグラフと Lineweaver-Burkプロット 

A、Acetyl-CoA に対する Km の算出。基質濃度は、10、20、50、100、500 μM とした。また、

malonyl-CoAの濃度は 100 μMに固定した。B、malonyl-CoAに対する Kmの算出。基質濃度は 10、

20、30、50、100 μM とした。また、acetyl-CoAの濃度は 200 μMに固定した。なお、同一の実験を 3

回行い、測定誤差を算出した。 
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第五節 考察 

 近年、E. coli KAS III(ecKAS III)を用いて、本論文と同一の測定方法によりその

acetoacetyl-CoA合成活性が検討された(43)。そこで算出された比活性は 0.093 μmol / 

min / mg であり、NphT7 と比較しておよそ 100 倍低い値となっている。また、

hexanoyl-CoAを第一の開始基質とする Staphylococcus aureusの KAS III(saKAS III)

組換えタンパク質を用いて、そのβ-ketoacyl-CoA合成活性を検討した結果、比活性は

0.014 μmol / min / mg であり、NphT7 と比較しておよそ 630 倍低い値となった(表

1-5-1)。 

 

表 1-5-1 KAS III及び NphT7のβ-ketoacyl-CoA合成活性 

 

 

 

 

 

 これらの比活性の相違は、NphT7 ホモログと KAS III ホモログを区別するための in 

vitroアッセイにおいて、ひとつの指標になると考えられる。 
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第二章 

NphT7の活性中心の構造推察に関する研究 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 39

第一節 Catalytic triad変異酵素解析 

 E. coli由来KAS IIIとのアラインメントにより、NphT7はその活性中心にCys-His-Asn

残基(catalytic triad)を有する脱炭酸型の酵素であることが示唆された(序論)。また、in 

vitro における活性検定の結果からも同様のことが示された(第一章)。E. coli 由来の

KAS IIIでは、一連の反応における catalytic triadの機能が詳細に解析されている(図

2-1-1)(1, 9, 47)。Cys残基は開始基質の acyl基とチオエステル結合を形成して、Claisen

縮合における acyl 基のアンカーとして機能する。一方、His-Asn 残基は malonyl 基か

ら脱炭酸反応によりα-anion を生成する役割を担う。Cys 残基に部位特異的な変異を

導入した変異酵素では、開始基質の acyl 基が活性中心へと導入されず、

β-ketoacyl-ACP が合成されない。しかし、His-Asn 残基による脱炭酸活性は残存する

ため、malonyl-ACP の脱炭酸により生じたα-anion 中間体が、水溶液中からプロトンを

得て、acetyl-ACPが合成される。また、His残基もしくはAsn残基に変部位特異的な変

異を導入した変異酵素は、malonyl-ACP の脱炭酸反応の活性低下によりその比活性

が低下するものの、β-ketoacyl-ACP は合成される(9)。そこで、NphT7 の catalytic triad

を構成すると推測される Cys残基(C115)と His残基(H256)、Asn残基(N286)を部位特

異的な変異の導入により Ala 残基へと置換した変異酵素酵素である NphT7-C115A、

NphT7-H256Aおよび NphT7-N286Aを作成して、その活性検定を試みた。 
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図 2-1-1 KAS IIIの反応機構 

KAS III の反応機構は大きく三段階に分けられる。第一は Cys 残基への acyl 基導入である。第二は

His-Asn残基による malonyl基の脱炭酸反応により、α-anion を生成する。第三はα-anion と Cys残

基に導入された acyl基の Claisen縮合によりβ-ketoacyl-ACPを生成する。図は E. coli由来 KAS III

の反応機構。 
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実験 

組換えタンパク質の取得 

 変異導入プライマー(表2-1-1)を設計した。これらのプライマーとQuickchange® XL 

Site Directed Mutagenesis Kit を用いたPCRにより部位特異的な変異導入を行った。

なお、鋳型としてpHis-nphT7を用いた。PCR産物によりE. coli DH5αを形質転換させた

後、プラスミドを回収してインサートのシークエンスを行い、部位特異的な変異の導入

を確認した。その後、E. coli BL21 (DE3)株を形質転換させてTB培地で培養、IPTG誘

導により目的の組換えタンパク質を発現させた。発現させたタンパク質は、Ni-NTAア

フィニティー精製により精製した。 

 

表 2-1-1 部位特異的変異導入用プライマー 

 

 

 

 

 

 

 

酵素活性検定 

 1 mM acetyl-CoAと1 mM malonyl-CoAの基質を含む反応溶液50 μL (表1-2-1参照)

に70 μgのNphT7-H256 (終濃度1.4 mg / mL)もしくは50 μgのNphT7-C115A (終濃度

1.0 mg / mL)変異酵素を添加して、30°Cで5分間(NphT7-H256A) または10分間

(NphT7-C115A)反応させた。その後、分析試料をHPLCにより分析した。 

 NphT7-H256Aに関しては、acetyl-CoAのピーク面積を基準として、その消費量から

比活性を算出した。 
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結果 

組換えタンパク質の取得 

 NphT7-C115AおよびNphT7-H256Aを可溶性の精製組換えタンパク質として取得し

た。一方、NphT7-N286A は可溶性酵素としては取得できなかったため、以降の実験

では使用しなかった。(図 2-1-2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1-2 変異酵素の SDS-PAGE 

ゲル上の番号は以下の試料を示す。1、Low molecular weight marker。2、超音波波砕画分。3、上清

画分。4、Ni-NTA非吸着画分。5、洗浄画分。6、溶出画分。SDS-PAGEでは 10%ポリアクリルアミドゲ

ルを用いた。 
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酵素活性検定 

 NphT7-C115A および NphT7-H256A 反応溶液のクロマトグラムを図 2-1-3 に示す。

NphT7-C115Aでは、NphT7の反応産物である acetoacetyl-CoAおよびCoAの生成は

観察されなかった。しかし、malonyl-CoAの消費と acetyl-CoAの生成が検出された。こ

れは、His-Asn残基の脱炭酸活性によりmalonyl-CoAが脱炭酸してα-anion中間体が

生成され、さらに溶媒からプロトンを得て acetyl-CoAが生成したと考えられる。従って、

NphT7の Cys残基は acyl基の導入を担うことが示された。 

 NphT7-H256A では CoA と acetoacetyl-CoA の合成活性が検出された。これは、

Asn286 に由来する脱炭酸活性が残存しており、α-anion が生成され縮合反応が進行

するためであると推測される。この結果は、他の KAS III 変異酵素における解析結果

からも支持される。ただし、その比活性は 0.2 μmol / min / mgと算出され、著しく低下し

た (表 2-1-2)。この比活性は、NphT7の比活性 8.9 μmol / min / mg (第一章第三節、

32ページ、図 1-3-1に示したクロマトグラムの acetyl-CoA消費量から算出)よりも 44倍

低い値である。 

 

表 2-1-2 ピーク面積を基にした NphT7および NphT7-H256Aの比活性 

 

 

 

 

 この結果は、NphT7の H256が脱炭酸反応の鍵となる残基であることを示唆している。

今回、取得できなかった N286A に関しても、H256A と同様に脱炭酸反応に関与して

いると推測される。従って、今回明らかにした結果は NphT7 が Cys-His-Asn 型の

catalytic triadを有する脱炭酸型酵素であることを強く支持している。 
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図 2-1-3 NphT7-C115Aおよび H256A反応溶液の HPLC分析結果 

A、NphT7-C115A 反応溶液の HPLC 分析結果。B、NphT7-H256A反応溶液の HPLC 分析結果。1 

mM acetyl-CoA と 1 mM malonyl-CoAを含む反応溶液で反応を行った。NphT7-C115A反応溶液は

10分間、NphT7-H256A反応溶液は 5分間反応を行った。各番号は以下の化合物を示す。1、CoA。2、

acetoacetyl-CoA。3、malonyl-CoA。4、acetyl-CoA。クロマトグラムは CoA 誘導体に由来する 259 

nmの極大吸収を追跡して作成した。 
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第二節 伸長基質のみによるacetoacetyl-CoA合成 

 本章第一節の実験結果から、NphT7がCys-His-Asn型の活性中心を持つ脱炭酸型

の酵素であることが強く示唆された。Cys-His-Asn型の脱炭酸酵素であるKAS IIIは、

開始基質であるacyl-CoAの非存在下において、開始基質であるmalonyl-ACPを脱炭

酸反応によってacetyl-ACPへと変換することが知られている(1, 12)。また、同型のtype III 

PKSである2-PSは、acetyl-CoAの非存在下において、開始基質であるmalonyl-CoAを

脱炭酸反応によりacetyl-CoAへと変換して開始基質を合成した後に、産物である

6-methyl-4-hydroxy-2-pyrone (TAL)を合成する活性をもつことが知られている(29)。さら

に、THNSは、伸長基質であるmalonyl-CoAのみから1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene 

(THN) を合成する(6, 30)。これらの事実から、NphT7はacetyl-CoAの非存在下において、

開始基質であるmalonyl-CoAのみからacetoacetyl-CoAを合成すると推測して、そのス

トイキオメトリーを検討した(図2-2-1)。 
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図2-2-1 NphT7の推定されるmalonyl-CoAのみからのacetoacetyl-CoA合成活性 

図において、NphT7 および 2-PS の矢印上部の脱炭酸は開始基質存在下での反応を示す。また、下

部の脱炭酸は非存在下での反応を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47

実験 

 1 mM malonyl-CoAのみ含む反応溶液(表1-2-1参照) 50 μLに、30 μgのNphT7(終

濃度0.6 mg / mL) を添加して、反応開始から30、60、90、120秒で100%飽和トリクロロ

酢酸5 μLを添加して反応を停止させた。その後、分析試料をHPLCにより分析した。得

られたクロマトグラムのピーク面積から、熱失活させたNphT7の反応溶液に由来する

malonyl-CoAを基準として、他のCoA誘導体の濃度を算出した。なお、同一の実験を3

回行い、測定誤差を算出した。また、malonyl-CoAの消費量から比活性を算出した。 

 

結果 

 反応溶液の HPLC 分析結果を図 2-2-2 に示す。また、各ピーク面積をもとに算出し

たストイキオメトリーのデータを図 2-2-3 に示す。実験の結果、NphT7 は malonyl-CoA

のみからも acetoacetyl-CoA を合成することが明らかとなり、本条件下では 2 分子の

malonyl-CoAから 1分子の CoA と acetoacetyl-CoAを合成することが明らかとなった。 

この結果は、NphT7がKAS IIIや type III PKSと同様の活性を示すことを意味しており、

本章第一節の結果とともに脱炭酸型の酵素であることを強く支持する。 

 本条件下における比活性を開始基質存在下における比活性と比較すると、およそ 5

倍低い値となった （表 2-2-1)。しかし、それでもなお KAS IIIの比活性 (第一章第五

節表 1-5-1 より抜粋) と比較した場合には高い活性を示す。従って、NphT7 の伸長基

質は malonyl-CoAであり、KAS III とは異なることが強く示唆された。 

 

表 2-2-1 NphT7 と KAS IIIの比活性の比較 
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図 2-2-2 各反応溶液の HPLC分析結果 

図中において、ピーク上部の番号は以下の化合物を示す。１、CoA。2、acetoacetyl-CoA。3、

malonyl-CoA。また、クロマトグラムの上部に、対応する分析試料を示した。クロマトグラフはCoA誘導

体に由来する 259 nmの吸収極大の追跡により作成した。 
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図 2-2-3 acetyl-CoA非存在下における acetoacetyl-CoA合成のストイキオメトリー 

図2-2-2で取得したクロマトグラムのピーク面積をもとに、熱失活させたNphT7の反応溶液に由来する

malonyl-CoAを基準として、各 CoA誘導体の濃度を算出した。なお、同一の実験を 3回行い、測定誤

差を算出した。各番号および記号は以下の CoA 誘導体を示す。1 (○ )、CoA。2 (▼ )、

acetoacetyl-CoA。3 (●)、malonyl-CoA。 
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第三節 Acetoacetyl-CoA合成における acetyl基取り込みの検討 

 本章第二節の実験結果から、NphT7は acetyl-CoAの有無関わらず acetoacetyl-CoA

を合成することを明らかにした。そこで、開始基質存在下において、真に acetyl基が産

物の acetoacetyl-CoAに取り込まれているか否かを検討した。 

 

実験 

 1 mMの[1,2-13C]acetyl-CoA (99% atom)と 1 mM malonyl-CoAの基質を含む反応溶

液(本章第二節、表 1-2-1参照) 50 μLに、15 μgの NphT7 (終濃度 0.3 mg / mL) を

添加して、30°Cで 2分間反応させた。その後、分析試料 100 μLを HPLCにより分析

して、分取した acetoacetyl-CoAに由来するピークを LC-MSにより分析した。 

 

結果 

 LC-MSの分析結果を図 2-3-1に示す。分析の結果、852.1353の m/z値が検出され

た。これは、 [1,2-13C]acetyl-CoA と malonyl-CoA の縮合産物である [3,4-13C] 

acetoacetyl-CoAの m/z理論値から計算した[M (C23
13C2H40N7O18P3S)–H]– = 852.1352

と一致した。従って、NphT7は acetyl-CoA存在下では、真にその acetyl基を取り込む

ことが確認できた。興味深いことに、850.1302 の m/z 値が同時に検出された。これは、
13C で標識 されていない acetoacetyl-CoA の m/z 理論値か ら計算 し た

[M(C25H40N7O18P3S)–H]– = 850.1285 と一致する。これは、malonyl-CoAの脱炭酸によ

り生成された acetyl-CoAの取り込みにより合成されたと考えられる。従って NphT7は、

1 mMの基質存在下では開始基質と伸長基質からの acetoacetyl-CoA と、伸長基質の

みからの acetoacetyl-CoA合成を平行して触媒することが示唆された。しかし、1 mM と

いう基質濃度は in vivoでは実現が難しい高い濃度であり、in vitroにおける人工的な

活性であることが推測される。 
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図 2-3-1 LC-MS分析結果 

図は[1,2-13C]acetyl-CoA と malonyl-CoAの縮合により生成された acetoacetyl-CoAの MS スペクト

ルを示す。産物である[3,4-13C]acetoacetyl-CoAと 13C非標識の acetoacetyl-CoA合成が検出された。

検出は negative modeで行った。 
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第四節 基質特異性解析 

 脱炭酸型の酵素は多様な開始基質特異性を有している (序論参照)。NphT7 は脱

炭酸型の酵素であることが強く示唆されたことから、その開始基質特異性を検討した。

また、伸長基質特異性に関しても検討した。開始基質特異性の検討では、acetyl-CoA

の代替として n-propionyl-CoA、butyryl-CoA、isobutyryl-CoAまたは isovaleryl-CoAを

用いた 。 ま た伸長基質特異性の検討では malonyl-CoA の代替 と し て

methylmalonyl-CoAを用いた (図 2-4-1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4-1 基質特異性の検討に用いる開始基質および伸長基質 
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実験 

 反応溶液50 μL (表2-4-1) に150 μg のNphT7 (終濃度3 mg / mL) を添加して、

30°Cで10分間反応させた。その後、分析試料をHPLCにより分析した。開始基質と伸

長基質の縮合産物が観察された場合には、そのピークを分取してLC-MS分析を行っ

た。なお、開始基質特異性の検討では伸長基質としてmalonyl-CoAを用いた。また伸

長基質特異性の検討では開始基質としてacetyl-CoAを用いた。 

 

表 2-4-1 反応溶液組成 

 

 

 

 

結果 

 分析の結果、n-propionyl-CoA を開始基質に用いた場合、そのピーク(5、保持時間

10.8分)消費にともない、未知のピーク(6、保持時間 10.4分)が検出された(図 2-4-2 A)。

このピークを分取して LC-MS により分析したところ、864.1450および 886.1252 の m/z

値が検出された(図 2-4-3 A)。これらはそれぞれ、n-propionyl-CoA と malonyl-CoAの

縮 合 産 物 で あ る 3-oxo-pentanoyl-CoA の m/z 理 論 値 か ら 計 算 し た [M 

(C26H42N7O18P3S)−H]− = 864.1442 と[M (C26H42N7NaO18P3S)+Na−2H]− = 886.1261に

一致した。また、isobutyryl-CoA を開始基質に用いた場合、そのピーク(7、保持時間

11.6分)消費にともない、未知のピーク(8、保持時間 11.2分)が検出された(図 2-4-2 B)。

このピークからは、878.1589 および 900.1401 の m/z 値が検出された(図 2-4-3 B)。こ

れ ら は そ れ ぞ れ isobutyryl-CoA と malonyl-CoA の 縮 合 産 物 で あ る

4-methyl-3-oxo-pentanoyl-CoAの m/z理論値から計算した[M (C27H44N7O18P3S)−H]− 

= 878.1598 と[M (C27H44N7NaO18P3S)+Na−2H]− = 900.1418に一致した。。 

 開始基質に n-propionyl-CoA や isobutyryl-CoA を用いた場合とは対照的に、

butyryl-CoA および isovaleryl-CoA を用いた場合には、それら基質の消費と未知のピ

ークは検出されなかった(図 2-4-2 D、E)。 

 Methylmalonyl-CoA を伸長基質に用いた場合、そのピーク(9)の保持時間は CoA と

同一であったため、変化は検出できなかった。しかし、開始基質である acetyl-CoA の
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ピーク消費にともない、n-propionyl-CoA と同一の保持時間であるピーク(5)と未知のピ

ーク(10、保持時間 10.3 分)検出された(図 2-4-2 C)。これらのピークを LC-MS により

分析したところ、5 のピークから 822.1304 および 844.1139 の m/z 値が検出された(図

2-4-3 C)。これらはそれぞれ n-propionyl-CoA の m/z 理論値から計算した [M 

(C24H40N7O17P3S)−H]− = 822.1336 と[M (C24H40N7NaO17P3S)+Na−2H]− = 844.1155に

一致しており、methylmalonyl-CoA の脱炭酸によって生成したと推測される。一方、10

のピークからは864.1436および886.1239のm/z値が検出された(図2-4-3 D)。これは、

acetyl-CoA と methylmalonyl-CoA の 縮 合 に よ り 生 成 し た と 推 測 さ れ る

2-methyl-3-oxo-butanoyl-CoAのm/z理論値から計算した[M (C26H42N7O18P3S)−H]− = 

864.1442 と[M (C26H42N7NaO18P3S)+Na−2H]− = 886.1261に一致した。 
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図 2-4-2 反応溶液の HPLC分析結果 

1 mM の開始基質と伸長基質において反応させた。反応溶液における開始基質と伸長基質の組み合

わせを各クロマトグラム上部に示した。また各ピーク番号に対応する化合物名を図右最下部に示した。

なお、太字の番号はマススペクトル (図 2-4-3)から推測される化合物名を示す。 
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図 2-4-3 未知ピークの LC-MS分析結果 

マススペクトルの右側に反応産物生成の推定反応を示した。また、各化合物の下部に示した番号は、

図 2-4-2のピーク上部に示した番号に対応する。 
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 n-propionyl-CoAおよび isobutyryl-CoAを開始基質として用いた場合には反応産物

が検出されたので、ピーク面積からそれら開始基質の消費量を求めて、比活性を算出

した。また、methylmalonyl-CoAに関しては、acetyl-CoAの消費量をもとに比活性を算

出した。これらの比活性を、acetyl-CoAとmalonyl-CoAを基質とした場合の比活性と比

較すると、NphT7は acetyl-CoAとmalonyl-CoAを特異的に利用する酵素であることが

判明した(表 2-4-2)。なお、マススペクトルの結果から 3-oxo-pentanoyl-CoA および

2-methyl-3-oxo-butanoyl-CoA と推測される化合物は、化学式が同一であるため、

NMRによる構造決定を行う必要がある。 

 

表 2-4-2 各基質条件下における NphT7の比活性の比較 

 

 

 

 

 

 

 全反応溶液において、2分子の malonyl-CoAを基質とする acetoacetyl-CoA合成活

性が検出されるとともに、acetyl-CoA が検出された。この acetyl-CoA は malonyl-CoA

の脱炭酸反応により生成したα-anion 中間体が、開始基質と縮合できずに水溶液中か

らプロトンを得て生成したと考えられる。これは、本来の開始基質である acetyl-CoA と

その他の開始基質が、NphT7 の活性中心において競合した結果引き起こされた現象

であると推測される。縮合産物が検出されなかった butyryl-CoA や isovaleryl-CoA を

開始基質として反応系に添加した場合においても acetyl-CoA が検出されたことは、こ

れら 2つの開始基質が NphT7の活性中心において、malonyl-CoAの脱炭酸によって

生成した acetyl-CoA と競合することを示唆している。つまり、これらの開始基質は

NphT7 の活性中心によって認識されることを示唆している。しかし、butyryl-CoA と

malonyl-CoA の縮合産物で あ る 3-oxo-hexanoyl-CoA や isovaleryl-CoA と

malonyl-CoA の縮合産物である 5-methyl-3-oxo-hexanoyl-CoA は主鎖の炭素数が 6

であり(図 2-4-4 F G)、この炭素数が活性中心により認識可能な炭素数を超過している

ために、それら縮合産物が合成されないと推測される。従って、NphT7 は縮合産物の
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主鎖炭素数が 5以下となるような組み合わせの開始基質と伸長基質のみを認識するこ

とができると考えられる(図 2-4-4、A-D)。ただし、縮合産物の主鎖炭素数が 5となるよう

な基質の組み合わせでも、α位にメチル基が形成される基質の組み合わせは認識で

きない。これは acetyl-CoA と methylmalonyl-CoA の反応溶液において、

methylmalonyl-CoA の 脱 炭 酸 反 応 に よ り 生 成 さ れ た n-propionyl-CoA と

methylmalonyl-CoA の縮合により合成される 2-methyl-3-oxo-pentanoyl-CoA (主鎖炭

素数 5) が検出されないことから示される (図 2-4-2 C、図 2-4-4 E)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-4-4 NphT7の基質特異性 

反応における開始基質と伸長基質、およびそれらの縮合により合成されるβ-ketoacyl-CoA を示した。

図中において、β-ketoacyl-CoAの主鎖を構成する炭素鎖を強調して示した。また、各基質の組み合わ

せにおいて反応産物が検出されたものに関しては、矢印の上部に比活性 (μmol / min / mg、表 2-4-2

参照)を示した。 
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第五節 Thiolactomycin及び ceruleninによる阻害実験 

 Cerulenin 及び Thiolactomycin は II 型脂肪酸生合成の酵素である KAS 

(β-ketoacyl-ACP synthase) の阻害剤である。Ceruleninは、KASの活性中心において、

Cys-acyl中間体を模倣することで、KAS I、IIを阻害する。KAS I と KAS IIは、脂肪酸

鎖の伸長反応を担い、その開始基質は長鎖 acyl-ACP である。Cerulenin は不飽和脂

肪酸を有しており、KAS I、II ではこの脂肪酸が acyl基の基質ポケットによって認識さ

れる。しかし、KAS IIIは KAS Iおよび KAS II と比較してこの基質ポケットが小さいた

めに阻害されない。一方、thiolactomycinはmalonyl-ACPの malonyl基と脱炭酸反応

を担うアミノ酸残基 (KAS I と KAS II; His-His, KAS III; His-Asn)の中間体を模倣する

ことで KASのすべての酵素を阻害する(1, 48)(図 2-5-1)。 

 NphT7は KAS III と相同性を示し、acetyl-CoA を開始基質とするため、ceruleninで

は阻害されず thiolactomycinによって阻害されると推測した。そこで、両阻害剤存在下

での NphT7の活性を検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-5-1 Cerulenin及び thiolactomycinによる KASの阻害 

図上に各阻害剤の化学構造を示し、その下に阻害機構を示した。なお、阻害機構は活性中心に

Cys-His-His型残基をもつ KAS Iおよび KAS IIをモデルとして示した。KAS IIIの His-Asnは KAS I、

IIの His-His と同じ役割を担う。 



 60

実験 

 反応溶液(表2-5-1） 100 μLに0.6 μgのNphT7 (終濃度 6 μg / mL) を添加して30°C

で 3分間保温した。その後、 ceruleninを含む反応溶液には acetyl-CoAを、

thiolactomycinを含む反応溶液にはmalonyl-CoAを終濃度70 μMおよび30 μMとなる

ように添加して、30°Cで1分間反応させた。なお、negative controlおよびpositive 

controlとして阻害剤の溶液と等量のDMSOを添加して、熱失活させたNphT7もしくは

NphT7を添加して同一の反応条件において反応させた。基質濃度はNphT7の見かけ

のKm値に設定した。反応溶液を1 M MES緩衝液(pH 6.0)で2倍に希釈して15,000 g、

4°Cで10分間遠心分離を行い、上清20 μLをHPLCにより分析した。得られたクロマトグ

ラムのピーク面積をもとに、熱失活させたNphT7の反応溶液に由来するmalonyl-CoA

を基準として他のCoA誘導体の相対量を算出した。 

 

表 2-5-1 反応溶液組成 

 

 

 

 

 

 

結果 

 HPLCによる分析の結果、ceruleninおよび thiolactomycin を添加した反応溶液の基

質消費量は、添加しない反応溶液と変わらなかった(図 2-5-2)。本章第一節において、

NphT7 が Cys-His-Asn型の活性中心を持つことを示した。しかし、本実験により、その

活性中心の構造は Cys-His-Asn 型であるものの、活性中心の空間的な配置は KAS 

III と異なることが示唆された。 

 Ceruleninを添加した反応溶液の acetyl-CoA消費量は、thiolactomycinを添加した反

応溶液と比較して少ない。これは、malonyl-CoA と NphT7 を先に 3 分間反応させるこ

とにより、malonyl-CoAのみから acetoacetyl-CoAが合成されることに由来する。 
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図 2-5-2 Thiolactomycin(A)または cerulenin(B)存在下における 

NphT7の活性検討 

70 μM acetyl-CoAと 30 μM malonyl-CoAの基質濃度において、1 mMの各阻害剤を添加して反応さ

せた。クロマトグラムは CoA誘導体に由来する 259 nmの吸収極大をもとに作成した。各クロマトグラ

ムの上部に、分析試料の種類を示した。また、右に熱失活させた NphT7 の反応溶液に由来する

malonyl-CoA のピーク面積を基準に算出した各 CoA 誘導体の相対量を示した。ピーク上部および相

対量のグラフに示した番号は以下の CoA 誘導体を示す。1、CoA。2、acetoacetyl-CoA。3、

malonyl-CoA。4、acetyl-CoA。 
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第六節 開始基質特異性の改変 

 KAS III の結晶構造解析により、その開始基質特異性を決定するアミノ酸残基に関

する知見が得られている(49, 50)。NphT7 は、開始基質の消費量から算出した比活性か

ら (本章第四節、58 ページ、図 2-4-4)、acetyl-CoA を特異的に開始基質とすることを

示した。そこで、その開始基質に対する特異性の改変を目的として、特異性を決定す

るとされるアミノ酸残基に部位特異的な変異導入を行い、より長鎖の acyl-CoA を認識

する酵素の作製を試みた。 

 結晶構造が明らかにされているM. tuberculosis由来のKAS III (mtKAS III)と E. coli

由来KAS III (ecKAS III)、S. aureus由来KAS III (saKAS III) の一次構造を比較した

(図 2-6-1)。その結果、acyl 基の鎖長認識アミノ酸は(図 2-6-1、●印)、M. tuberclosis

由来の KAS IIIでは Thr残基であり、E. coliおよび S. aureusでは Phe残基であった。

また、NphT7 では Gln残基であった。そこで、NphT7 の Q90 を T もしくは F に変異さ

せた変異酵素を作製して、その開始基質に対する特異性を検討した。 
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図 2-6-1 KAS IIIおよび NphT7の一次構造比較 

図において、▲は Cys-His-Asn 残基を示す。■は ACP 認識の Arg 残基を示す。●は開始基質の炭

素鎖長を決定するとされるアミノ酸残基を示す。また、図の左に示した酵素の略語は以下の酵素を示

す。なお、括弧内にその開始基質と PDB ID を示す。ecKASIII、E. coli 由来 KAS III (acetyl-CoA、

1HN9)。saKASIII、S. aureus由来 KAS III (butyryl-CoA、1ZOW)。mtKAS III、M. tuberclosis由来

KAS III (lauroyl-CoA、1HZP)。 
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実験 

組換えタンパク質の取得 

 変異導入プライマー (表2-6-1)を設計して、QuickChange® XL Site Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene) を用いたPCRにより部位特異的な変異導入を行った。な

お、鋳型としてNphT7発現用ベクターであるpHis-nphT7を用いた。PCR産物を用いてE. 

coli DH5αを形質転換させた後、プラスミドを回収してインサートのシークエンスを行い、

部位特異的な変異導入を確認した。その後、E. coli BL21 (DE3)株を形質転換させて

TB培地で培養、IPTG誘導により目的の組換えタンパク質を発現させた。その後、発現

させたタンパク質NphT7-Q90TおよびNphT7-Q90FをNi-NTAアフィニティー精製により

精製した。詳細は実験の部に記載した。 

 

表 2-6-1 部位特異的変異導入用プライマー 

 

 

 

 

 

酵素活性検定 

 1 mMの開始基質とmalonyl-CoA (伸長基質) を含む反応溶液 (53ページ、表2-4-1

参照) 50 μLに、70 μg のNphT7-Q90T (終濃度1.4 mg / mL) もしくは80 μgの

NphT7-Q90F (終濃度1.6 mg / mL) を添加して、30°Cで10分間反応させた。その後、

分析試料をHPLCにより分析した。開始基質とmalonyl-CoAの縮合産物が検出された

場合には、ピーク面積からそれら開始基質の消費量を求め、その比活性を算出した。

本実験では開始基質としてn-propionyl-CoA、butyryl-CoA、 isobutyryl-CoAまたは

isovaleryl-CoAを用いた(52ページ、図2-4-1参照)。 
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結果 

組換えタンパク質の取得 

 発現精製の結果、NphT7-Q90T および NphT7-Q90F を可溶性の精製組換えタンパ

ク質として取得した(図 2-6-2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-6-2 組換えタンパク質の SDS-PAGE 

ゲル上の番号は以下の試料を示す。1、Low molecular weight marker。2、超音波波砕画分。3、上清

画分。4、Ni-NTA非吸着画分。5、洗浄画分。6、溶出画分。SDS-PAGEでは 10%ポリアクリルアミドゲ

ルを用いた。 
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酵素活性検定 

 NphT7-Q90F と NphT7-Q90T反応溶液のクロマトグラムを、図 2-6-3 と図 2-6-4に示

す。なお、これらのクロマトグラムには、野生型酵素と比較するために本章第四節 (55

ページ、図2-4-2) において取得したNphT7反応溶液のクロマトグラムを重ねて示した。

NphT7-Q90F 反応溶液では、開始基質の消費と縮合産物の合成は検出されなかった

(図 2-6-3 A-D)。これには NphT7 が本来有している malonyl-CoA のみからの

acetoacetyl-CoA 合 成 も 含 ま れ る 。 一 方 、 NphT7-Q90T 反 応 溶 液 で は 、

n-propionyl-CoA を開始基質として含む場合にのみ、その縮合産物と考えられる

3-oxo-pentanoyl-CoAの合成が検出された。そのピーク面積は NphT7 と比較して増大

しており(図2-6-4 A)、比活性を算出した結果、0.041 μmol / min / mgであった。この値

は、NphT7 と比較して 3.3倍高い値である (表 2-6-2)。NphT7-Q90T反応溶液におい

て、malonyl-CoAのみからの acetoacetyl-CoA合成と副反応である acetyl-CoAの生成

が検出されないことを考えると、NphT7-Q90T の活性中心は n-propionyl-CoA を特異

的に認識するように変化したと考えられ、その特異性変換に成功したと考えられる。 

 

表 2-6-2 NphT7および NphT7-Q90Tの n-propionyl-CoA消費に基づく比活性 
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図 2-6-3 NphT7-Q90F反応溶液の HPLC分析結果 

各クロマトグラムの上部に、基質の組み合わせを示した。また、図の左最下部にクロマトグラムの線種

が示す反応溶液を示した。また右最下部にピーク番号が示す CoA誘導体名を示した。ピーク番号は、

本章第四節 (55ページ、図 2-4-2)に準じた。クロマトグラムはCoA誘導体に由来する 259 nmの吸収

極大を追跡して作成した。 
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図 2-6-4 NphT7-Q90T反応溶液の HPLC分析結果 

各クロマトグラムの上部に、基質の組み合わせを示した。また、図の左最下部にクロマトグラムの線種

が示す反応溶液を示した。また右最下部にピーク番号が示す CoA誘導体名を示した。ピーク番号は、

本章第四節 (55ページ、図 2-4-2)に準じた。クロマトグラムはCoA誘導体に由来する 259 nmの吸収

極大を追跡して作成した。 
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第七節 考察 

 NphT7 は、比活性の比較により acetyl-CoA と malonyl-CoA を特異的に利用する酵

素であることが示された。さらに、Cys残基と His残基を Ala残基に変異させた酵素の

活性は、NphT7 が Cys-His-Asn 型の活性中心を有する脱炭酸型の酵素であることを

強く示唆する。開始基質の認識に関しては、acyl 基認識に関与すると考えられている

アミノ酸に変異を導入することで、より長鎖の開始基質を認識する酵素の作製に成功

した。一方で、Q90F変異酵素が活性を完全に消失したことは予想外であった。なぜな

らば、NphT7の開始基質特異性はE. coli KAS IIIと同一であるにも関わらず、同じアミ

ノ酸残基に置換したことにより酵素活性が失われたことになるからである。この実験結

果と、KAS IIIは thiolactomycinにより阻害されるのに対して NphT7は阻害されないこ

とから考えて、その細部の反応機構は KAS III と異なることが推測される。 

 KAS IIIはバクテリアが特異的に有する酵素であることから抗生物質の標的分子とし

て古くから注目されており、その阻害剤の探索が盛んに行われている(51)。本章の実験

結果、ならびにNphT7の結晶構造は、KAS IIIの阻害剤をデザインする上で潜在的に

有用な情報を提供することができると考えられる。 
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第三章 

NphT7の in vivoにおける機能解析 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 71

第一節 メバロン酸の異種生産における nphT7発現の効果 

 NphT7の in vivoにおける活性を検討するため、acetoacetyl-CoAからメバロン酸まで

の合成を担う酵素である 3-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA synthase (nphT6) 

および HMG-CoA reductaseの遺伝子 (nphT5) を nphT7 とともに S. albusにおいて発

現させて、その形質転換体によって生産されるメバロン酸量を比較した。 

 

実験 

 Streptomyces sp. CL190株由来のメバロン酸経路遺伝子クラスターを保持するクロー

ニングベクターである pUMV181 を nphT7の下流に存在する AccIIIで制限酵素処理

した。その後平滑化を行い、nphT6 に存在する Sse8387I で制限酵素処理して、nphT6

の C末端部分配列と nphT7 を保持する 2.1 kbの DNA断片を取得した。一方、大腸

菌-放線菌シャトルベクターである pSE101 (thiostrepton 耐性マーカー)(52)に nphT5 と

nphT6のクラスターをクローニングした pSEMV25(53)を、pSE101に存在する HindIIIで

制限酵素処理して平滑化した後、さらに Sse8387Iで制限酵素処理して 8.7 kbのDNA

断片を得た。pSE101のベクター配列、nphT7および nphT6のN末端部分配列を保持

する本断片と 2.1 kb の断片をライゲーションして、nphT5 から nphT7 を保持する

pSEMV40を構築した (図 3-1-1)。 

 構築したpSEMV40、pSEMV25および空ベクターであるpSE101により放線菌

Streptomyces albus G153株をプロトプラスト法により形質転換させた。各形質転換体を

thiostreptonの重層およびnphT6とnphT7のプライマー (表3-1-1)を用いた colony 

directed PCRにより選択した後、目的の形質転換体をYEME-thiostrepton液体培地 10 

mL (試験管、thiostrepton終濃度30 μg / mL) で30°C、3日間前培養した。この前培養

液をKG-thiostrepton培地 10 mL (試験管、thiostrepton終濃度30 μg / mL) に1%植菌

して30°Cで9日間培養した。培養期間中の4日目から9日目まで、1日ごとに培養液を

回収して、培養液中のメバロン酸量を分析した。 

 培養液中のメバロン酸は以下の方法により抽出分析した。培養液の遠心分離により

得た上清 1 mLに、リン酸を滴下して pH 2.0に調整した。その後、2 mLの酢酸エチル

により 2 回抽出を行い、有機層を回収した。有機層に硫酸ナトリウムを添加して脱水を

行い、遠心エバポレーターにより有機層を除去した。残渣を 100 μLの 2-プロパノール

で溶解させた後、これをHPLCにより分析した。HPLCの分析条件を表 3-1-2に示す。
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分析により得られたピーク面積をもとに、上清中のメバロン酸濃度を算出して、各培養

日数での菌体乾重量あたりのメバロン酸生産量を算出した。なお、各培養は 3 連で行

い、測定誤差を算出した。 

 

表 3-1-1 増幅用プライマー 

 

 

 

 

 

表 3-1-2 メバロン酸の分析条件 
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図 3-1-1 pUMV181、pSEMV25および pSEMV40のベクターマップ 

pUMV181から切り出したAccIII-Sse8387I断片 (AccIIIは平滑化)を pSEMV25のSse8387I-HindIII

部位 (HindIIIは平滑化) に挿入して構築した。 
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結果 

 各培養日数における菌体乾重量あたりのメバロン酸生産量を図 3-1-2 に示す。

pSE101 を保持した形質転換体ではメバロン酸の生産は検出されなかった。一方、

pSEMV25を保持した形質転換体では培養 9日目において、109 ± 9 mg / gのメバロン

酸を生産していた。pSEMV40を保持した形質転換体では培養 8日目において、379± 

55 mg / gのメバロン酸を生産しており、pSEMV25と比較しておよそ 3倍高い生産量で

あった。これは、宿主内においてメバロン酸の前駆体である acetoacetyl-CoAが nphT7

により供給されたことを示し、in vitroと同様に in vivoにおいても acetoacetyl-CoA合成

酵素として機能したことを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-1-2 菌体乾重量あたりのメバロン酸生産量の比較 

上部に、形質転換体が保持するプラスミドとその標識を示した。各形質転換体は 9日まで培養を行い、

4日から培養上清を回収した。 
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第二節 Naphterpin生産における nphT7の機能解析 

 Naphterpin のテルペノイド骨格はメバロン酸経路に由来する。そこで、nphT7 が本来

の宿主である CL190株において acetoacetyl-CoA合成酵素として機能しているか否か

を検討するために、その破壊株を作製して naphterpin生産量を測定した。 

CL190株における nphT7の破壊は、in vitroにおける活性の検討結果、および本章第

一節における in vivo の結果から、テルペンユニットの減少を引き起こし、ひいては

naphterpinの生産量が減少すると期待して実験を行った (図 3-2-1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2-1 NphT7の CL190株における推定機能 

Naphterpinの生合成経路において、nphT7は、IPPおよびDMAPPの前駆体であるacetoacetyl-CoA

の供給を担うと考えられる。従って、その破壊は、IPP と DMAPP の減少を引き起こし、ひいては

naphterpinの生産量も減少すると考えられる。なお、IPPと DMAPPはMEP経路からも供給されてい

る
(54)。本実験では nphT7の破壊株を、野生株およびmevalonate kinaseをコードする nphT1の破壊

株と比較して、その naphterpin生産における機能を検討した。 
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実験 

破壊株作成用プラスミドの作製 

 Streptomyces sp. CL190 株由来のメバロン酸経路遺伝子クラスターをクローニングし

たプラスミドである pUMV181を SmaIで制限処理して、nhpT6 と nphT7を保持する 2.5 

kbの DNA断片を取得した。この断片を pUC119の HincIIサイトにライゲーションした

後、nphT7の N末端に存在する SnaBIで制限処理を行い、BglII リンカーを同制限部

位に挿入した。得られたプラスミドを BglIIにより制限処理してリンカーが 1断片挿入さ

れ、nphT7 がフレームシフトした変異遺伝子を構築した。このベクターから HindIII と

XbaI の制限処理によりインサート DNA を切り出し、pSE101 の同サイトにクローニング

して破壊株作成用のプラスミド pSEΔnphT7を構築した(図 3-2-2)。 

 

pSEΔnphT7による Streptomyces sp. CL190株の形質転換 

 pSEΔnphT7を用いて、CL190株をプロトプラスト法により形質転換した。その後、2回

交差により nphT7の In frame deletionが生じた株から Instagene matrix (stratagen) を

用いてゲノムを抽出した。このゲノムを鋳型として nphT6 の N末端と nphT7 の C末端

プライマー(72ページ、表 3-1-1参照)により nphT6と nphT7を保持する 2.2 kbのDNA

断片を増幅した。その後、このDNA断片をBglIIにより制限処理して 0.9 kbおよび 1.3 

kbのDNA断片に消化された株を nphT7破壊株とした。詳細は実験の部に記載した。 

 

破壊株の培養と naphterpin生産量の分析 

 NphT7破壊株を10 mLのKG培地で3日間、28°Cで培養した。その後、培養上清を

100 mLのKG培地 (500 mL容バッフル)に1%植菌して、3日間、28°Cで培養した。なお

controlとして、mevalonate kinaseをコードするnphT1破壊株(T. kuzuyama、unpublished 

result)および野生株を同一の条件で培養した。これらの培養液から菌体を回収してそ

の重量を計量した。その後、菌体と上清をあわせて100 mLのアセトンによる抽出を2回

行い、有機層を回収した。有機層をエバポレーターにより除去して、残渣を2倍量の酢

酸エチル2回抽出した後、有機層を回収した。有機層を硫酸ナトリウムにより脱水した

後、エバポレーターで除去した。その後、残渣を100 μLのメタノールに溶解して、5 μL

をHPLCにより分析した。HPLCの分析条件を表3-2-1に示す。なお、検出では

naphterpinに由来する265 nmの吸収極大を追跡した。得られたクロマトグラムのピーク
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面積を標品 (100 mg / mL in MeOH) であるnaphterpinのピーク面積と比較してその濃

度を算出した後、菌体湿重量あたりのnaphterpin生産量を算出した。なお、本実験は3

連で行い、その生産量の測定誤差を算出した。 

 

 

表 3-2-1 HPLC分析条件 
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図 3-2-2 nphT7破壊株作成用プラスミドの作成 

図においてSmaI、SnaBIおよびBglIIを赤、緑および青で示した。それらに対応する制限部位も同色で

示した。メバロン酸経路遺伝子クラスターをクローニングしたベクターである pUMV181を SmaIで消化

したのち、2.5 kbの DNA断片を回収した。その後、断片を pUC119の HincII部位にライゲーションし

て、pUCΔnphT7 を構築した。次に、pUCΔnphT7の SnaBI消化と末端平滑化を行い、得られた DNA

断片を 8 merの BglII リンカーとライゲーションした。得られたプラスミドの BglIIによる制限処理と再ラ

イゲーションを行って、リンカーが 1断片挿入されたベクターを構築した後、これを HindIII-XbaIで制限

消化した。得られた 2.5 kbのDNA断片を pSE101の同部位にライゲーションし、nphT7破壊用プラス

ミドである pSEΔnphT7を構築した。 
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結果 

 HPLC分析の結果を図3-2-3に示す。結果、すべての株においてnaphterpinの生産

が観察された。菌体湿重量あたりのnaphterpin生産量を図3-2-4に示す。野生株の

naphterpin生産量は0.91±0.05 mg / g (naphterpin / 菌体湿重量) であり、nphT1破壊

株は0.34±0.03 mg / gであった。一方、nphT7破壊株は0.69±0.03 mg / gであった。従っ

て、nphT7破壊株においてnaphterpin生産量が低下したことが示され、本来の宿主であ

るCL190株においてもacetoacetyl-CoA合成酵素として機能しており、naphterpinのテル

ペノイド骨格の生合成に寄与していることが示唆された。 

 NphT7 破壊株は、nphT1 破壊株と比較して naphterpin を多く生産している。これは、

acetoacetyl-CoA thiolaseの相補によるものと推測される。Acetoacetyl-CoA thiolaseは

すべての生物が普遍的に有する酵素であり、全ゲノム配列が明らかとなっている S. 

coelicolor A3(2)や S. avermitilis、S. griseusなどの放線菌においても、そのホモログが

複数存在する。さらに、CL190株からもその遺伝子が取得されている(53)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-2-3 HPLC分析結果 

クロマトグラムは naphterpinに由来する 265 nmの吸収極大を追跡して作成した。また図右上に、クロ

マトグラムの線種が示す分析試料を示した。 
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図 3-2-4 野生株と nphT1、nphT7破壊株の naphterpin生産量の比較 

Naphterpin の生産量は菌体湿重量あたりの生産量として評価した。図下に示した略語は以下の株を

示す。wild type、野生株。ΔnphT7、nphT7破壊株。ΔnphT1、nphT1 (mevalonate kinase遺伝子)破

壊株。 
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第三節 考察 

 NphT7は in vivoにおいても acetoacetyl-CoA合成酵素として機能することが示され

た。 Acetoacetyl-CoA 合成活性を有する酵素として最もよ く知られている

acetoacetyl-CoA thiolaseは、in vitroにおいてその合成活性よりも thiolysisによる分解

反応が優位であることが知られている(1)。一方、KAS IIIや type III PKSのように脱炭

酸反応によりβ-ketoacyl-ACPまたはβ-ketoacyl-CoAを合成する反応は、malonyl-ACP

または malonyl-CoAが acetyl-CoAから ATP依存的な炭酸固定により合成されている

ため、thiolase の非脱炭酸反応と比較して自由エネルギー変化(ΔG)が小さい(1)。従っ

て、NphT7 の acetoacetyl-CoA 合成反応は thiolase と比較して、エネルギー的に有利

であると言える (図 3-3-1)。このことから、nphT7 を含むメバロン酸経路遺伝子クラスタ

ーは、タキソールなどに代表される有用なテルペノイドの発酵生産系において有効な

増産の手段になると考えられる。また、生分解性プラスチックの原料として知られる

poly-β-hydroxybutyrate (PHB)は acetoaetyl-CoA が前駆体であり、その増産にも有効

な手段であると考えられる。さらに PKS のマイナーな伸長基質として知られる

methylmalonyl-CoAや ethylmalonyl-CoAは acetoacetyl-CoAが前駆体であることから
(55)、これらを基質とするポリケタイドの増産にも有用な手段であると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3-1 acetoacetyl-CoA合成における自由エネルギー 

2分子の acetyl-CoA を非脱炭酸反応により縮合させて acetoacetyl-CoA を合成する反応は、その自

由エネルギー変化(ΔG)が高いために進行しにくい。一方、malonyl-CoA の脱炭酸反応を介した合成

は、その自由エネルギー変化が小さいために容易に進行する。 
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総括 

 本論文では、NphT7の機能解明に in vitroおよび in vivoの両面から取り組み、開始

基質として acetyl-CoA を、伸長基質として malonyl-CoA を用い、1回の Claisen 縮合

により acetoacetyl-CoA を合成する酵素であることを明らかにした。本酵素の活性を有

する酵素はこれまでに報告がないことから、NphT7 をチオラーゼスーパーファミリーの

新規酵素「acetoacetyl-CoA synthase」として提案する。 

 Acetoacetyl-CoA synthaseによる acetoacetyl-CoA合成反応は、自由エネルギー的に

有利な反応である。従って、acetoacetyl-CoA synthase は、抗マラリア剤であるアーテミ

シンや抗腫瘍活性をもつタキソール、カロテン誘導体などに代表される有用なテルペ

ノイド(56-60)や、生分解性プラスチックとして知られる poly-β-hydroxybutyrateなどに代表

されるポリヒドロキシアルカン酸の誘導体(61-63)、n-butanolに代表される次世代のバイオ

燃料(59, 64, 65)など、acetoacetyl-CoA を前駆体とするさまざまな有用化合物の発酵生産

系において、thiolase に変わる、または thiolase と組み合わせた次世代の増産手段に

なると考えられ、今後の幅広い発酵生産系での活用が期待される。 

 Acetoacetyl-CoA synthaseは、チオラーゼスーパーファミリーの Cys-His-Asn型脱炭

酸酵素群において最も単純な化学構造の acetyl-CoAを開始基質とし、また、1回のみ

の縮合反応を触媒することから、同酵素群の開始基質特異性および縮合回数の構造

機能相関を考察する上でモデルになると考えられ、その結晶構造は新規骨格を有す

るポリケタイドの非天然型合成酵素創出において有用な知見を提供するだろう。 

 Acetoacetyl-CoA synthaseのホモログはいくつかの放線菌のゲノム上に見出されてい

る (表 2-1)。Mycobacterium 属ではテルペノイドを生産する放線菌と同様、メバロン酸

経路遺伝子クラスターとともに存在している(図 2-1)。また、その他の Streptomyces属で

は、CoA 誘導体の酸化還元や異性化などを担うと推測される機能未知遺伝子とクラス

ターを形成しており、ほとんどの場合それらクラスターとともにモジュール型ポリケタイド

合成酵素と推測される遺伝子が存在している(図 2-2 A-C)。従って、これらのクラスタ

ー内に存在する NphT7 ホモログは、二次代謝に関わる PKSの開始基質もしくは伸長

基質の合成を担うと推測され、今後の研究が期待される。 
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表 2-1 放線菌のゲノム上に見出される NphT7ホモログ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 84

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 メバロン酸経路遺伝子クラスターと NphT7ホモログ 

図において NphT7 ホモログを赤、メバロン酸経路遺伝子クラスターのホモログを緑で示した。また、テ

ルペンの生合成に関わると推測されるホモログを青で示した。なお、Mycobacterium属のクラスター右

にアミノ酸配列から推測される酵素名を示した。メバロン酸経路遺伝子クラスターの数字は序論図 6に

順ずる。 
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図 2-2 A CoA代謝酵素と NphT7ホモログ 1 

図においてNphT7ホモログを赤、CoA代謝の酵素遺伝子と推測されるORFを青で示した。また、ポリ

ケタイド合成酵素と推測されるORFを緑で示した。なお、クラスター右にアミノ酸配列から推測される酵

素名を示した。 
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図 2-2 B CoA代謝酵素と NphT7ホモログ 2 

図においてNphT7ホモログを赤、CoA代謝の酵素遺伝子と推測されるORFを青で示した。なお、クラ

スター右にアミノ酸配列から推測される酵素名を示した。 
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図 2-2 C CoA代謝酵素と NphT7ホモログ 3 

図においてNphT7ホモログを赤、CoA代謝の酵素遺伝子と推測されるORFを青で示した。また、ポリ

ケタイド合成酵素と推測されるORFを緑で示した。なお、クラスター右にアミノ酸配列から推測される酵

素名を示した。 
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 NphT7 と HMGS の基質特異性に着目すると、「ACP誘導体を基質としない」点が共

通している。近年、チオラーゼスーパーファミリーの系統解析が行われ、HMGS は

KAS IIIから進化したと推測されている(7)。すなわち、KAS IIIの Cys-His-Asn残基に

Glu 残基が加わることで、脱炭酸型の酵素から非脱炭酸型の酵素が誕生したと考えら

れている(7)。ここで、生命の歴史において最古の生物と考えられているアーキアの膜

脂質に着目すると、KAS 由来の脂肪酸ではなくメバロン酸経路由来のテルペノイドで

ある(66, 67)。アーキアのゲノム上では II型脂肪酸生合成経路の KASが見出されないこ

とを考えると、生物進化の初期では II型脂肪酸生合成経路は存在せず、KAS IIIはメ

バロン酸経路の酵素よりも後期に誕生したことが推測される。このことから、KAS III は

HMGSの触媒残基であるGlu-Cys-His-Asnから非脱炭酸的にα-anionを生成するGlu

残基が変異することで Cys-His-Asn の触媒残基をもつ原始的な脱炭酸型の酵素が誕

生、その後、この酵素がACP認識機構を獲得することでKAS IIIへと進化したと推測さ

れる。その HMGS から KAS III への進化において誕生した原始的な酵素が

「acetoacetyl-CoA synthase」であり、脱炭酸型酵素の誕生における「ミッシングリンク」で

あるのかもしれない (図 2-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 89

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-3 AACS (NphT7)と Cys-His-Asn活性中心を有する脱炭酸型酵素の系統関係 

KAS IIIや KCS、CHS などの Cys-His-Asn型の活性中心を有する脱炭酸型酵素は、HMGSの Glu

残基 (図中青色)変異により誕生した原始的な酵素である AACS ホモログを祖先として分子進化した

のかもしれない。 
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実験の部 
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培地 

 本論文で使用した培地を以下に示す。 

LB液体培地 (寒天培地) 

Bacto-tryptone   1.0 % 

Bacto-yeast extract 0.5 % 

NaCl   0.5 % 

(Bacto-Agar  1.5%) 

 

TB培地 

Bacto-tryptone  1.2 % 

Bacto-yeast extract 2.4 % 

Glycerol  0.504 % 

KH2PO4*  0.231 % 

K2HPO4*  1.254 % 

 *別滅菌して添加 

 

KG培地 

Glucose   2.5% 

Soy bean meal  1.5% 

Dry yeast(エビオス) 0.2% 

CaCO3   0.4% 

 保温して撹拌した後、pHを 6.2に調整してオートクレーブ。 
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SK II 

Soluble starch  2% 

Yeast extract   0.5% 

Polypeptone   0.2% 

Meat extract   0.3% 

KH2PO4   0.02% 

MgSO4･7H2O   0.06% 

 pH 7.6に調整 

 

YEME液体培地 

Bacto Yeast Extract  0.3% 

Bacto Polypeptone  0.5% 

Oxoid Malt Extract  0.3% 

Glucose    1.0% 

Sucrose    34% 

 

R2YE寒天培地 

Sucrose     51.5 g 

K2SO4     0.125 g 

MgCl2･6H2O    5.06 g 

Glucose     5.0 g 

Bacto Casamino Acid   0.05 g 

Trace Element Solution   1 mL 

Bacto Yeast Extract   2.5 g 

寒天末     11 g 

     / 400 mL 

オートクレーブ後、別にオートクレーブした 5.73% TES Buffer (pH7.2)を 50 mL、3.68% 

CaCl2･2H2O溶液を 40 mL、0.5% KH2PO4溶液を 5 mL添加して混合し、最後に 20% 

L-Proline溶液を 7.5 mL添加。 
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Trace element Solution 

ZnCl2   40 mg 

FeCl2･6H2O  200 mg 

CuCl2･2H2O  10 mg 

MnCl2･4H2O  10 mg 

Na2B4O4･10H2O  10 mg 

(NH4)6Mo7O24･4H2O 10 mg 

   /1 L 
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試薬 

 [1-14C]acetyl-CoAは GE healthcareより購入した。Coenzyme A およびその誘導

体である [1,2-13C]acetyl-CoA と acetyl-CoA、n-propionyl-CoA、butyryl-CoA、

isobutyryl-CoA、isovaleryl-CoA、malonyl-CoA、methylmalonyl-CoAはシグマアル

ドリッチジャパンより購入した。また、阻害剤実験に用いた cerulenin および

thiolactomycin はシグマアルドリッチジャパンから購入した。HPLC 分析に用い

た HPLC グレードのアセトニトリル、メタノールおよび水は関東化学より購入

した。また、トリフルオロ酢酸(TFA) と酢酸は和光純薬から購入した。イオン

ペアクロマトグラフィーに用いた Di-n-butylammonium acetate と ammonium 

acetate は東京化成 および和光純薬より購入した。Naphterpin およびメバロン酸

の抽出に用いた酢酸エチルとアセトン 、リン酸、無水硫酸ナトリウムは関東化

学より購入した。ベクターのライゲーションには Ligation High (東洋紡)を用いた。

制限酵素はタカラバイオより購入した。 DNA の末端平滑化には DNA Blunting 

kit (タカラバイオ)を用いた。Colony directed PCRでは PCR master mix (Promega)

を用いた。また nphT7、acp、acps、fabDの増幅を目的とした PCRでは、Expand 

High Fidelity PCR system (Roche)を用いた。部位特異的な変異導入を目的とした

PCRでは、QuickChange® XL Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用いた。

形質転換体からの 10 kb 以下のプラスミド精製には QIAGEN Plasmid Mini Kit 

(QIAGEN)を用いた。アガロースゲルからの DNA 精製には QIAGEN より購入した、

Minielute Gel Extraction Kit (4 kbまで)、Qiaquick (4-10 kb まで) もしくは QiaexII (10 

kb以上) を用いた。放線菌からのゲノム簡易抽出では Instagene matrix (Bio-RAD)

を用いた。組換えタンパク質の Ni-NTA アフィニティー精製では Ni-NTA 

Superflow (QIAGEN)を用いた。Bradford法による精製組換えタンパク質の定量に

は Protein assay kit (Bradford)を用いた。 
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第一章 

プライマーの設計と PCR 

 II 型脂肪酸生合成に寄与する ACP (acp)と holo-ACP synthase (acps)、

malonyl-ACP transferase (fabD) の遺伝子増幅用プライマーは、全ゲノム配列が明

らかにされている Streptomyces coelicolor A3(2)のデータベースに登録された塩基

配列をもとに設計した(Genome Information Broker、http://gib.genes.nig.ac.jp/)各遺

伝子の登録番号は以下。acp、SCO2389。apcs、SCO4744。fabD、SCO2378。Acp 

は Streptomyces sp. CL190株のゲノムDNAを鋳型とした PCRにより増幅させた。

Acpsと fabD は Streptomyces coelicolor A3(2) のゲノム DNAを鋳型とした PCR

により増幅させた。PCRの条件はキットに付属の取扱説明書に従い設定した。 

 

組換えタンパク質発現用プラスミドの構築 

 発現用プラスミドの構築は以下の手順で行った。PCR反応溶液のアガロース電気泳

動を行い、目的の増幅断片を切り出してMiniElute Gel Extraction Kit (QIAGEN) によ

り精製した。精製した増幅断片をpT7 Blue Vector (アンピシリン耐性マーカー、 

Novagen) にクローニングした。クローニングベクターによりE coli DH5αを形質転換さ

せた後、LB寒天培地 (50 mg IPTG、20 mg X-Gal、50 μg / mL ampicillin) で37°C、

12時間培養した。その後、青白選択ならびにM13 M4およびM13 RVユニバーサルプ

ライマーを用いたcolony direct PCRを行い、インサートを有するコロニーを選択した。

陽性のコロニーをLB培地 (50 μg / mL ampicillin)に植菌して37°C、12時間培養した

後、プラスミドを回収した。プラスミドのインサートをシークエンスにより確認して、プライ

マーに付加した制限部位で消化した。その後、アガロールゲル電気泳動を行い、得ら

れたDNA断片を発現用プラスミドであるpHis8(29)(カナマイシン耐性マーカー) もしく

はpET15b(アンピシリン耐性マーカー、Novagen) の同一制限部位にサブクローニング

して、発現用ベクターを構築した。コンピテントセルの作成と形質転換はMolecular 

cloning (3rd Edition)に記載の方法に従った(68)。 

 

組換えタンパク質の発現 

 E.coli BL21(DE3) (pHis-nphT7、pHis-fabD、pHis-acps、pET-acp)もしくはE coli 

JM109 (pQE-fabH) を発現用プラスミドで形質転換させて、マーカーを添加したLB 
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寒天培地で37°C、12時間培養した。その後、インサートのプライマーを用いて、colony 

direct PCRによりコロニーを選択した。陽性のコロニーを、マーカーを添加したLB培地

に植菌して37°C、12時間培養した。得られた培養上清を、TB培地に1%植菌して37°C

でOD600=1.0まで培養した。その後、コールドショックを10分間行い、終濃度1 mMとな

るようにIPTGを添加して18°Cで12時間誘導して、組換えタンパク質を発現させた。 

なお、各マーカーは以下の濃度に設定した。Ampicillin、100 μg / mL。Kanamycin、

50 μg / mL。 

 

組換えタンパク質の精製 

 培養液 100 mLを 5,000 gにて 10分間遠心して菌体を回収し、菌体を lysis buffer に

懸濁した。その後、懸濁液を超音波破砕し、40,000 gにて 20分間遠心した。遠心によ

り得た上清を Ni-NTA resinカラム 2 mL (QIAGEN) に添加したのち、20 mLの wash 

bufferで洗浄した。その後、20 mLの elution bufferを添加して resinに吸着している組

換えタンパク質を溶出させた。得られた溶出液をセロハン膜に注入し、1 Lの透析液を

用いて 2時間透析した。その後、透析した溶出液を VIVA SPIN 20 (VIVA SCIENCE)

により濃縮して、組換えタンパク質を取得した。なお、NphT7とKAS IIIの組換えタンパ

ク質はすべての bufferおよび透析液に 1 mMの dithiothreitol を添加して、還元条件

下での精製を行った。Buffer と透析液の組成を以下に示す。 

 

Wash Buffer (pH8.0) 

50 mM Tris-HCl 

0.5 M NaCl 

20% (v/v) Glycerol 

20 mM Imidazol 

 

Lysis Buffer (pH 8.0) 

Wash Buffer + 1% (v/v) Tween 20 
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Elution Buffer (pH 8.0) 

50 mM Tris-HCl 

0.5 M NaCl 

20% (v/v) Glycerol 

250mM Imidazol  

 

KAS III 透析液 (pH 7.5) 

50 mM HEPES (pH7.5) 

200 mM NaCl 

20% (v/v) Glycerol 

 

NphT7、ACP、FabD、ACPS 透析液 (pH 7.5) 

50 mM HEPES (pH7.5) 

50 mM NaCl 

20% (v/v) Glycerol 

 

 

タンパク質分子量の決定と定量 

 取得した組換えタンパク質の分子量と定量は以下の方法により行った。SDS-PAGE

では、10%ポリアクリルアミドゲル (NphT7、FabD、KAS III) もしくは 18%ポリアクリルア

ミドゲル (ACP、ACPS) を用い、100 Vの定電流で電気泳動を行った。 

 ゲルろ過カラムクロマトグラフィーでは、HiLoad 26 / 60 Superdex 200 prep grade カラ

ム (GE Healthcare) を用いた。分析試料は 1 mg / mLの組換えタンパク質溶液 1 mL

をシリンジフィルタ (膜孔 0.2 μm、Millipore) でろ過して作成した。カラムを 600 mLの

buffer (50 mM NaCl、100 mM HEPES、20% Glycerol、pH7.5)で平衡化した後 (流速

1.0 mL / min)、分析試料を添加してゲルろ過クロマトグラフィーを行った。分子量マー

カーとして Chymotrypsinogen A (232 kDa)と Alubmin (67 kDa)、Catalase (25 kDa) (1 

mg / mL、GE Healthcare)を用いた。 

 タンパク質の定量は Bovine Serum Alubmin (SIGMA) をスタンダードとして、

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) を用いた Bradford法により定量した。 
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Malonyl-ACPの調製 

 Malonyl化反応溶液を以下の表に示した分析条件により分析および分取した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分取したACPを透析液 (ACPのNi-NTAアフィニティー精製時に用いたものと同一組

成) により希釈して、Amicon Ultrafree-MC (5,000 NMWL、 日本ミリポア) により濃

縮する操作を 2回行い、これを malonyl-ACP として用いた。 
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第二章 

部位特異的変異導入と組換えタンパク質の取得 

 PCR の条件設定は付属の取扱説明書に従った。また、組換えタンパク質の取得は

第一章の NphT7精製と同様に行った。 

 

第三章 

放線菌の形質転換 

 放線菌の形質転換はプロトプラスト法(69)により行った。まず、各放線菌のグリセロー

ルストックを TSB寒天培地 [1% Tryptone soya broth (関東化学)、2.2%寒天末]にストリ

ークして、30°Cで 3日間培養した。その後、シングルコロニーを TSB液体培地に植菌

して 30°C で 3 日間培養した。培養液を YEME 液体培地 (+0.5% Glycine、5mM 

MgCl2･6H2O、Streptomyces G153株) もしくは SK II液体培地 (+1% Glycine、pH 7.6、

Streptomyces sp CL190株)に 1%植菌して、30°Cで 3日間培養した。 

 培養液を 10% Sucrose溶液で 2倍に希釈して、遠心分離 (5,000 g、4°C、10分

間、以下同) を行う操作を 2回行い、菌体を回収した。その後、protoplast buffer に懸

濁して遠心分離により菌体を回収する操作を 2回行い、再度 protoplast bufferに懸濁

した。この懸濁液に protoplast bufferに溶解させた lysozyme (生化学工業、2 mg / mL)

を等量添加 (終濃度 1mg / mL)して、30°Cで 30分間反応させた。反応後、懸濁液を

光学顕微鏡により観察して、放線菌のプロトプラスト化を確認した。 

 プロトプラスト化された懸濁液を綿栓によりろ過する操作を 2回行い、遠心分離により

プロトプラストを回収した。その後、protoplast buffer により懸濁して、これにプラスミド

DNA と 10倍量の 33%PEG溶液 (PEG1000を protoplast bufferに溶解)を加えて 1分

間室温にて反応を行った。その後、反応溶液の 10倍量の protoplast bufferを添加して

遠心分離を行い、形質転換させたプロトプラストを回収した。これを再度 protoplast 

bufferに懸濁して、R2YE寒天培地に塗沫した後、30°Cで 14時間培養した。その後、

プラスミドのマーカーである thiostreptonを重層 (終濃度 30 μg / mL) して、30°Cで 3

日間培養した。Protoplast bufferの組成と調製方法を以下に示す。 
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Protoplast buffer組成 

a. Sucrose   10.3 g 

  K2SO4   0.025 g 

  MgCl2.6H2O   0.202 g 

  Trace element   0.2 mL 

/ 80 mL 

b. 0.5% KH2PO4   1 mL 

c. 3.68% CaCl2･2H2O  10 mL 

d. 5.73% TES Buffer (pH7.2) 10 mL 

aから dを別にオートクレーブした後、これらを混合して protoplast bufferを調製した。 

 

Streptomyces sp. CL190株の nphT7破壊株作成 

 破壊株は In frame deletion法(69)により作成した。NphT7破壊株作成用プラスミ

ドである pSEΔnphT7 (クローニングした nphT7は、N末端に存在する SnaBI制限

部位に 8 merの BglIIリンカー(タカラバイオ)を 1断片挿入してフレームシフト

させた) により、Streptomyces sp. CL190株を形質転換させた。その後、R2YE寒

天培地上でのプロトプラスト再生とプラスミドのマーカーである thiostrepton に

より選択を行い、プラスミドとゲノムの相同領域における 1 回の相同組換えに

より thiostrepton 耐性を獲得したコロニーを複数取得した。これらを再度プロト

プラスト化して、R2YE 寒天培地で再生した。出現したシングルコロニーを、

thiostreptonを含む TSB寒天培地と含まない寒天培地にそれぞれ同時に植菌した。

その後、2 回目の相同組換えにより thiostrepton 耐性を消失したコロニーを複数

選択して、これらのコロニーからゲノムを簡易抽出法により取得した。取得し

たゲノムを鋳型として、nphT6の N末端プライマーと nphT7の C末端プライマ

ーを用いた PCRを行い、2.2 kbの DNA断片を取得した。その後、DNA断片を

BglII により消化して 0.9 kbと 1.3 kbの断片が得られた株を、ΔnphT7破壊株と

した。 
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使用機器 

分光光度計 

UV-1600PC (島津製作所社製) 

 

HPLC 

LC-2000 system (日本分光社製) 

送液ポンプ   PU-2080 

検出器 1(CoA誘導体分析) UV-2070 

検出器 2(メバロン酸分析) RI-74 (示差屈折率検出器、昭和電工社製) 

オートサンプラー  AS-2050 

カラムオーブン   CO-2060 

 

LC-FTMS (CoA誘導体分析) 

LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher scientific社製) 

 

ゲルろ過クロマトグラフィー関連装置 (FPLC、GE Healthcare) 

フラクションコレクター   Fraction Collector FRAC-100 

送液制御装置    Gradient Programmer GP-250 Plus 

送液ポンプ    High Precision Pump P-500 

吸光度記録装置   Recorder Rec 102 (Amersham Biosciences) 

検出器     Monitor UV-1 
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