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1. 緒言 
	 微生物や植物が生産する天然有機化合物は、その多様な化学構造のため生理活性を

示す。しかしながら、未開拓「生物資源」の発見数が減少しているため、新規化合物

の発見数は減少している。それでもなお、食品産業や創薬において新規化合物の必要

性は変わらない。微生物や植物の遺伝子情報が容易に入手可能となり、二次代謝物の

生合成遺伝子を大腸菌や放線菌といった微生物ホストに導入し、有用化合物の異種生

産を行うことが広く行われている。現在、本来の生産生物が有する様々な反応を触媒

する生合成酵素を組み換えるあるいは組み合わせることによって、非天然型の天然有

機化合物を創製することが可能となった。この技術を用いてゲノム解析により見出さ

れた未利用の遺伝子資源を活用することで、現代においても非天然型の「新規」天然

有機化合物の創生は可能である。 
	 ポリケタイドは酢酸を構成単位とする天然有機化合物の総称である。その多様な構

造が反映された様々な生物活性を示す。しかしながら、生産生物からの収量が少ない

場合や複雑な構造による有機合成の煩雑さを伴う場合などにおいて、ポリケタイドは

大量精製が困難なことが多い。そこで、ポリケタイドの微生物による異種生産が注目

されている。大腸菌で異種生産を行う利点として、大腸菌は二次代謝物を生産せず、

その異化経路を持たないクリーンホストであることが挙げられる。しかしながら、

元々の一次代謝量が少なく組換え大腸菌によるポリケタイド生産では収量が少ない

（figure 1-1 上段）。ポリケタイドの微生物生産においては、その前駆体である
malonyl-CoA が十分に供給される必要がある。また、malonyl-CoA は脂肪酸合成の前
駆体でもある。故に、大腸菌において malonyl-CoAの生合成は脂肪酸合成と共に厳格
に制御されており、malonyl-CoAの濃度は低く抑えられている。本研究では、メタボ
リックエンジニアリングにより大腸菌の一次代謝流量の改善を行い、malonyl-CoAの

プールを増強させることで芳香族ポリケタイドの大量生産を目指した。その方法とし

て、大腸菌の脂肪酸合成酵素（Fatty Acid Synthase、FAS）の阻害を行った。FASを阻

害することで、malonyl-CoAの代謝流路が脂肪酸合成からポリケタイド生産に傾くよ

うにした。 
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figure 1-1.  大腸菌および放線菌を用いた異種生産の比較  

 

	 また、私は大腸菌の一次代謝の改変に関する研究として、大腸菌 Escherichia coli 
BW25113株における 1遺伝子欠損株のコレクションである Keio collectionを用いて、
欠損させるとポリケタイドの増産が誘発される因子のスクリーニングを行った。 
	 一方、放線菌は大腸菌と並びものつくりのホストとして用いられる微生物であるが、

大腸菌と比較して一次代謝量が多く二次代謝物の生産量も高収量で得られる利点が

ある。しかしながら、放線菌にはβ-ケトアジピン酸経路などの芳香族化合物の異化経
路が存在し、組換え放線菌では生産された芳香族ポリケタイドが分解されてしまう恐

れがある（figure 1-1下段）。β-ケトアジピン酸経路は 1960年代、70年代を中心とし
てグラム陰性菌である Pseudomonas属や Acinetobacter属で広く研究されており、その
全反応が決定されている。しかし、グラム陽性菌である放線菌における本経路に関し

ては、遺伝子のアノテーションはされているものの、一つひとつの酵素に対して機能

解析が行われていないのが現状である。したがって、グラム陽性菌とグラム陰性菌の

β-ケトアジピン酸経路について相違点があるにも関わらず、それらが看過されている
可能性がある。そこで本研究では、不明な部分が多い土壌放線菌 Rhodococcus jostii 

RHA1株におけるβ-ケトアジピン酸経路に関して、その全容を明らかにすることを目

的とした。その方法として、本経路における protocatechuate branch および catechol 

branchにおける各酵素について in vitro反応で再構築し、グラム陰性菌と異なる点が

あるかを精査した。加えて、本経路中の遺伝子欠損株を作製し、起点となる化合物を

投与した時に経路通りの異化物が蓄積するかを確かめた。 

	 私はこれらの微生物による芳香族化合物の生産と異化に関する研究から、大腸菌お

よび放線菌を用いた芳香族ポリケタイド大量生産に適したクリーンホストを構築す

るための基盤構築を目指した。 
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2. 序論 
2.1 ポリケタイド 
	 ポリケタイド（polyketide）とは、細菌、カビおよび植物が生合成する天然有機化合
物の一種である。ポリケタイドは酢酸などの低級脂肪酸を構造の基本単位とする二次

代謝産物の総称である。ポリケタイドは極めて構造多様性の高い化合物群であり、そ

の構造多様性が反映された多種多様な生理活性をもつ。例えば、lovastatin（コレステ
ロール抑制剤）、erythromycin（抗生物質）、FK506（免疫抑制剤）、doxorubicin（抗腫
瘍剤）、avermectin（抗寄生虫剤）など（figure 2-1）、私たちはポリケタイドを含む天
然有機化合物から多大な恩恵を受けてきた。 

figure 2-1.  ポリケタイドの構造例  
 

	 1907年、John Norman Collieは、植物が生産する芳香族化合物の多くが「CH2CO」
をビルディングブロックとして生成していると推測した。例えば、カビの代表的なポ

リケタイドである orcellinic acidは、ベンゼン環に 4つの置換基を有するが、元を正せ
ば 4分子の酢酸から形成されていることが分かる（figure 2-2）。現在では、13Cを用い
た標識実験などにより、芳香族化合物だけではなく、マクロライド、ポリエン、ポリ

エーテル等、種々の構造のものがあることが分かっている。 
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figure 2-2.  orcellinic acid の生合成  

 
 

2.2 ポリケタイドと脂肪酸の生合成 
	 ポリケタイドの生合成は、スターター基質に対し、伸長鎖基質が縮合されることに

よって開始される。この縮合反応を触媒するのが ketosynthase（KS）と呼ばれる酵素
または触媒ドメインである。KS1)は、スターター基質を KSの活性中心である cysteine
にチオエステルを介して結合する（figure 2-3A）。この反応を priming と呼ぶ。次に、
KSとスターター基質間のチオエステルに対し、伸長鎖基質の脱炭酸を伴う Claisen縮
合が起こり、diketideが生成される（figure 2-3A）。芳香族ポリケタイドの生合成では、
diketideが再び KSにローディングされ（re-load）、KSと diketide間のチオエステルに
対し伸長鎖基質の Claisen縮合が起こり、triketideとなる（figure 2-3B）。この KSによ
る反応が繰り返し行われることで、芳香族ポリケタイドは生合成される。 
脂肪酸の生合成は、ポリケタイドのそれと類似な点が多い。例えば、脂肪酸生合成に

おいても KSは鍵酵素であり、diketide合成までの反応は同一である（figure 2-3A）。
ポリケタイド合成との相違点は、芳香族ポリケタイドでは diketideが KSに re-loadさ
れたのに対し、脂肪酸生合成では、 diketide が ketoreductase1)、 dehydratase1)、

enoylreductase1)により修飾を受け、β位の keto基がメチレンに還元される（figure 2-3C）。
還元された中間体が再びKSに re-loadされ更なる縮合を受けるのはポリケタイドと同
様である（figure 2-3C）。 
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figure 2-3.  芳香族ポリケタイドと脂肪酸の生合成  

 
	 芳香族ポリケタイドおよび脂肪酸の生合成において、伸長鎖基質は主に

malonyl-CoA由来である。しかしながら、後述の III型ポリケタイド合成酵素を除いて、
ほとんどの場合、malonyl-CoAは直接 KSの基質にならず、malonyl-ACP（acyl carrier 
protein（ACP1)）と呼ばれる約 100アミノ酸ほどのタンパク質と malonyl基とのチオエ
ステル）が KSの基質となる（figure 2-4）。このとき、malonyl-CoAから malonyl-ACP
に malonyl基を受け渡すタンパク質が malonyl/acetyl transferase（MAT1)）である（figure 
2-4）。また、ACPは翻訳後修飾を受け、holo体にならなければ MATの基質になるこ
とができない。この ACPの翻訳後修飾を触媒し、apo体の ACPに phosphopantetheinyl
基を結合し、holo体に変換するのが 4'-phosphopantetheinyl transferase（PPTase）である
（figure 2-4）。PPTaseは、apo体の ACPと CoASHから holo体の ACPを生成する。特
に脂肪酸合成経路の ACP である AcpP を活性化する PPTase を acyl carrier protein 
synthase（AcpS）と、芳香族ポリケタイドや非リボソーム依存ペプチドの生合成に関
与する ACPを活性化する PPTaseを sfpと呼ぶ。 
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figure 2-4.  apo-ACP、holo-ACP、malonyl-ACPのイメージ  

 
2.3 大腸菌の脂肪酸合成酵素 
	 大腸菌の脂肪酸合成の KS は、FabH、FabF、FabBの 3種類である 2)。FabHは、脂
肪酸合成の初発反応である acetyl-CoA と malonyl-ACP の縮合反応を触媒する。FabF
または FabBは炭素鎖長 4以上の脂肪酸中間体に対しmalonyl-ACPの縮合反応を行う。
前述の ketoreductase は FabG、dehydratase は FabZ と FabA、enoylreductase は FabI、
malonyl/acetyl transferaseは FabD、acyl carrier protein synthaseはAcpSである（figure 2-5）
2)。 
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figure 2-5.  大腸菌の脂肪酸合成経路	 acetyl-CoA carboxylase（AccABCD）は
acetyl-CoAを malonyl-CoAに変換する酵素である。pyruvateは解糖系により glucose
から合成される。 
 
2.4 大腸菌の脂肪酸合成における転写制御因子 FadR 
	 転写制御因子 FadR は、大腸菌の脂肪酸合成における正のレギュレーターである。
FadR は fabA、fabB、fabH、そして fadR 自身の転写を正に制御する 3, 4)。また、FadR
は脂肪酸のβ-酸化においては、fad遺伝群を負に制御する。fad遺伝子群は、脂肪酸ト
ランスポーターをコードする fadL、脂肪酸-CoA ligase をコードする fadD、acyl-CoA 
dehydrogenase を コ ー ド す る fadE 、 3-hydroxy acyl-CoA-dehydrogenase/enoyl 
CoA-hydratase 複合体をコードする fadB、acetyl-CoA-C-acyltransferase をコードする
fadA、そして 2,4-dienoyl-CoA reductaseをコードする fadHで構成される 5, 6)。加えて、

FadRはグリオキシル酸回路に関する負の制御因子である IclRに関しても、その転写
を正に制御する 7)。この FadR レギュロンの制御については、長鎖 acyl-CoA が FadR
のオペレーター部位への結合を阻害する形で負のフィードバックを受けている 7)。 
 

2.5 グリオキシル酸回路 
	 大腸菌は TCA回路のバイパス経路である、グリオキシル酸回路を有している（figure 
2-6）。本回路は、1957年にハンス・クレブスらにより発見された 8)。よって、本回路

では多くの酵素が TCA 回路と共通している。本回路に関する遺伝子として、aceB、
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aceA、aceK が挙げられる。これらは大腸菌において ace オペロン（aceBAK）を形成

しており、転写制御因子である IclRによって負に制御される 9)。AceBは isocitrate lyase、
AceA は malate synthase、そして、 AceK は isocitrate dehydrogenase（ IDH）
kinase/phosphorylaseである。acetyl-CoAが TCA回路に流入した場合，2-オキソグルタ
ル酸とスクシニル CoA が生成する段階で２つの炭素原子が CO2として放出されるた

め炭素源とはならない。これに対して、グリオキシル酸回路は 2-オキソグルタル酸と
スクシニル CoA の経路を迂回して、イソクエン酸からリンゴ酸とコハク酸を生成す
るため、炭素数の減少を伴わないでオキサロ酢酸に至ることができる｡したがって、

グリオキシル酸回路は異化経路ではなく同化反応経路であると言える。 
 

 

figure 2-6.  グリオキシル酸回路の概要  本回路中の AceBは isocitrate lyase、AceA
は malate synthase、そして、AceKは isocitrate dehydrogenase（IDH）kinase/phosphorylase
である。IDH-Pは IDHのリン酸化体である。 
 
 

2.6 緊縮応答と飢餓シグナル ppGpp 
	 微生物は、脂肪酸枯渇、アミノ酸枯渇、温度変化あるいは pH変化など、常に変化
する環境に対応しながら生存しており、それぞれの環境変化に対応するシステムを備

えている。このような環境応答システムの一つである緊縮応答は、外的環境に素早く

対応し、生存するために、微生物生体内の転写再構築を引き起こす 10, 11, 12) 。緊縮応

答は、主に二種類の核酸、guanosine teteraphosphate （ppGpp）と guanosine pentaphosphate
（pppGpp）によって引き起こされることが知られている。ppGppと pppGppは、緊縮
応答を引き起こす飢餓シグナル分子であるが、生理学的な特性の違いが認められない
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ため二つ合わせて(p)ppGppと呼ばれている 10)。(p)ppGppに関する代謝反応には、RelA
とSpoTと呼ばれる二つの酵素が関わっている。RelAは、リボソームに付随していて、
アミノ酸飢餓が起きた際に、GTP に ATP のピロリン酸を転移することによって、緊
縮応答シグナルの pppGppを合成する酵素である 13)。一方、SpoTは、脂肪酸飢餓や炭
素源飢餓が起きた際に、acyl carrier protein（ACP）が結合することによって活性化さ
れ、RelAと同じく GTPに ATPのピロリン酸を転移することによって pppGppを合成
する酵素である 14)。また、SpoTは、pppGppを合成するだけではなく、(p)ppGpp分解
活性を保持しており、ppGpp を GDP とピロリン酸に、pppGpp を GTP とピロリン酸
にそれぞれ分解する 15)。そして、RelAもしくは SpoTによって作り出された pppGpp
は、pppGpp 5’-phosphohydrolase（GppA）に脱リン酸化されることによって ppGppに
変換される 16)。 
	 緊縮応答の作用機構には、ppGppと RNA polymerase（RNAP）と ppGppの特異的な
転写因子 DksA が関与している。緊縮応答の間、ppGpp と DksA は RNAP に結合し、
転写を抑制する。具体的には、全般的な RNA の発現低下、細胞増殖遺伝子の発現低
下、ストレス遺伝子と飢餓遺伝子の高発現などを引き起こす 17)。したがって、微生物

は、緊縮応答によって貧栄養環境に適応し、悪環境が改善されるまでの時間を耐え忍

ぶことができる。 
 

2.7 III型ポリケタイド合成酵素 
III型ポリケタイド合成酵素（III型 PKS）は高等植物、原核および真核微生物に広
く分布し、主に芳香族ポリケタイドの合成を触媒する 18)。III型 PKSは、KSのホモダ
イマーで形成されるが、伸長反応の他にポリケタイド鎖の閉環, 芳香化も触媒する多
機能な酵素である。カルコン合成酵素（CHS）以来、スチルベン合成酵素（STS）な
どが見いだされてきた 18)。CHSは、p-coumaroyl-CoAと、3分子の malonyl-CoAから
フラボノイドの鍵中間体である naringenin chalconeの合成を触媒する（figure 2-7）。こ
れに対し、STSは、全く同一の基質から CHSとはポリケタイド鎖中間体の閉環様式
が異なるため、resveratrolを生成する（figure 2-7）。興味深いことに CHSと STSはア
ミノ酸配列で約 70％と高い相同性を有するにも関わらず、異なる反応を触媒する。
種々の III型 PKSの X線結晶構造が明らかとなっている現在では、III型 PKSの反応
は酵素内のアミノ酸残基のわずかな差異により制御されていることが分かっている
18)。従って、III型 PKSの反応はアミノ酸配列のみからその反応を予測することが困
難である。また、III型 PKSは植物だけではなく、原核および真核微生物にも存在す
ることが明らかになっている。放線菌 Streptomyces griseusから発見された RppAは、  
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figure 2-7.  III型ポリケタイド合成酵素の反応  

 

微生物由来としては世界で初めて機能が解明された III 型 PKS であり、5 分子の
malonyl-CoA を縮合し 1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene（THN）の合成を触媒する（figure 
2-8）19)。III型 PKSによって生合成される植物ポリケタイドには興味深い活性を示す
ものが多い。前述のように、ウコンに含まれる curcuminやブドウの resveratrol、大豆
の Genistein などは植物ポリケタイドであり、いずれも抗酸化作用を持つ。特に、
curcumin は制ガン作用、resveratrol は延命作用、genistein はエストロゲン様作用をそ
れぞれ示す。 

 
figure 2-8.  RppAの反応  
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2.8本章の目的 

	 微生物や植物が生産する天然有機化合物は、その多様な化学構造のため生理活性を

有するものが多い。しかしながら、生物資源の発見数の減少に伴い、新規な二次代謝

産物の発見数は減少している。 
	 私が所属する研究室では以前、イネゲノムのポリケタイド合成酵素を網羅的に解析

し（このような研究をゲノムマイニングと呼ぶ）、新規酵素、クルクミノイド合成酵

素（CUS）を発見した。また、コンビナトリアルバイオシンセシスにより非天然型の
curcumin誘導体の大腸菌による生産に成功している 20)。このようにゲノム解析により

見い出された未利用「遺伝子資源」を活用することで、新規な天然有機化合物が創生

できる。フェルラ酸を feruloyl-CoA に変換する酵素、4-coumarate:CoA ligase（4CL）
および CUSを大腸菌で発現することにより、フェルラ酸から curcuminを合成する微
生物生産系を構築した 20)。しかしながら、生産量は〜100 mg/lと低く、実用にはほど
遠かった。 
	 この理由のひとつに、基質の供給量の問題がある。大腸菌において malonyl-CoAの
生合成は脂肪酸合成経路と共に厳格に制御されており 21)、malonyl-CoAの濃度は低く
抑えられている 22)。細胞内の malonyl-CoAの代謝プールを増強し、ポリケタイドの増
産を試みる研究例は過去にある。例えば、Koffas らは解糖系の metabolite network 
modelingと遺伝子破壊・導入により、大腸菌内の malonyl-CoAの濃度を 4倍に高めて
いる 23)。また、宮久らは、acetyl-CoA calboxylaseを発現させることにより、植物ポリ
ケタイドである flavonol、flavoneの増産に成功している 24)。これらは代謝の脇道を遺

伝子破壊により遮断する、または代謝の本道を遺伝子導入により強化することにより

glucose から malonyl-CoA を生産する代謝流量を増大している。しかしながら、ポリ
ケタイド合成酵素だけではなく、脂肪酸合成酵素も malonyl-CoA を基質とするため
（figure 2-5）、malonyl-CoA合成を増強させるだけでは、微生物において高いポリケタ
イドの生産量は得られない。 
	 本章の目的は、脂肪酸合成酵素（FAS）の阻害をし、malonyl-CoA の代謝プールを
増強することで二次代謝産物の生産に適した微生物宿主を開発することである。FAS
の阻害は次の 3つの方法で行った。第一に FabBおよび FabFの阻害剤 ceruleninを用
いた。第二にアンチセンス法により FAS遺伝子の転写を阻害する。第三に FAS遺伝
子の破壊株を作製した。以上により FASを阻害し、malonyl-CoAの代謝流路が脂肪酸
合成からポリケタイド合成に傾いた微生物を合成することを目指した。そして、実際

に FASの阻害が大腸菌の脂肪酸合成量を低下させ、malonyl-CoAプールを増強し、ポ
リケタイドの増産に繋がることを明らかにした。 
	 さらに私は、FASの阻害における malonyl-CoAプールの増強に関して、脂肪酸合成
に関わる遺伝子の転写量の観点から詳しく解析するために、大腸菌の脂肪酸合成にお
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ける正の転写制御因子である FadR に着目した。そして、qRT-PCR により fadR およ

び脂肪酸合成に関与する遺伝子の転写量解析を行った。また、大腸菌の FAS を阻害
することにより脂肪酸合成量が低下するために、FAS阻害を受けた大腸菌では脂肪酸
飢餓による緊縮応答が起きていることが考えられた。そこで私は、FAS遺伝子破壊株
における緊縮応答の飢餓シグナルである ppGpp 量を測定することで、FAS 破壊株に
おける脂肪酸合成量の低下に関する機構解明を目指した。 
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3. ceruleninによる脂肪酸合成酵素の阻害 
3.1 malonyl-CoAの間接的な定量系の構築 
	 III型 PKSである RppAは、5分子の malonyl-CoA から THNの合成を触媒する 19)

（figure 3-1）。THNはMonooxygenaseであるMomAにより赤色色素 flaviolin、紫色色
素 mompainに酸化される 25)（figure 3-1）。私は malonyl-CoAを間接的に定量するため、
大腸菌における RppA、MomA発現系を構築した。RppA、MomAは大腸菌の生体内
においてmalonyl-CoAを基質として flaviolinとmompainを生産する。つまり、flaviolin、
mompainを定量することでmalonyl-CoA量を間接的に定量することができると考えた。 
 

 
 

figure 3-1.	 RppAと MomA発現大腸菌の反応経路	
 

	 私は、大腸菌で RppAとMomAを発現させるために、IPTGによる発現誘導が可能
な T5プロモーターを持つ pQE2を用い、pQE2-rppArbsmomAを構築した（figure 3-2）。
構築した pQE2-rppArbsmomAを大腸菌に導入し、その培養液の酸性酢酸エチル抽出物
を分析したところ、RppAとMomA産物である flaviolinと mompainを HPLCにより確
認した（figure 3-3）。 

 

	  

 

figure 3-2.  pQE2-rppArbsmomAのコンストラクト	 RBSは ribosome binding site、
amprはアンピシリン耐性遺伝子、ColE1は複製起点を示す。 
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figure 3-3.	 pQE2-rppArbsmomA組換え大腸菌の HPLC分析   mompainは 9分、
flaviolinは 10分に溶出する。 
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3.2 ceruleninによる脂肪酸合成酵素の阻害実験 
	 ceruleninは、Cephalosporium caerulensが産生する抗真菌性抗生物質である。微生物
および動植物の脂肪酸合成を阻害する抗生物質であり、脂肪酸合成経路の FabB/F を
阻害する（figure 3-4）26)。私は、大腸菌を用いてポリケタイドを生産する際、培地に

ceruleninを添加することによって、脂肪酸合成に使用される malonyl-CoA量を抑制で
きるのではないかと考えた（figure 3-5）。つまり、FabH以降の FabB/Fによる脂肪酸
合成が起きなくなるため、malonyl-ACPの消費量が減少すると考えられる。また、同
時にポリケタイド合成酵素を発現させると、余剰になった malonyl-CoAがポリケタイ
ドの生産に用いられるのではないかと考えた（figure 3-5）。そこで、pQE2-rppArbsmomA
を導入した大腸菌 E. coli BL21株、BL21/pQE2-rppArbsmomAを用いて、ceruleninによ
る脂肪酸合成酵素の阻害実験を試みた。様々な濃度で ceruleninを投与した結果、組換
え大腸菌の培養液は flaviolinおよび mompainの生産により赤紫色になり、その呈色度
合いに差異が見られた（figure 3-6）。 
 

 

figure 3-4. ceruleninによる FabBおよび FabFの阻害  （A）ceruleninの構造。（B）
ceruleninは脂肪酸合成酵素 FabBおよび FabFを阻害するが、FabHや RppAなどの III
型 PKSは阻害しない。 
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figure 3-5.	 cerulenin投与による一次代謝の流路操作  

 

 

 
figure 3-6.	 cerulenin添加試験における本培養開始 12時間後の試験管の様子	 左
から、0、1.6、3.1、6.3、12.5、25、50 µg/mlの終濃度で ceruleninを投与した。 
 

	 この培養液を酢酸エチルにて抽出し、flaviolin および mompain を定量した（figure 
3-7）。生産された flaviolin、mompainは、flaviolin量に換算することで評価した。その
結果、E. coli BL21株において flaviolin生産量は cerulenin濃度 6.3 µg/mlの時に最大と
なり、約 103 mg/mlであった。これは cerulenin無添加時と比較し、14 倍の生産量で
あった（figure 3-7）。以上の結果から、脂肪酸合成を阻害することは、ポリケタイド
の生産向上につながることが明らかとなった。 
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cerulenin�
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figure 3-7.  cerulenin添加試験における flaviolinの生産量  
 

	 また、最大の flaviolin 生産量を示した cerulenin 濃度、6.3 µg/mlより低濃度では
ceruleninの効果は顕著ではないことが flaviolin生産量から判断できる。一方、高濃度
の ceruleninでは flaviolinは増産されなかった。阻害効果が大き過ぎるため、生育に必
要な脂肪酸が十分に供給されず、生育阻害が起きてしまうためだと考えられる。 
	 本実験の結果より、脂肪酸合成酵素の阻害はポリケタイド増産に有効な手段である

ことが明らかとなった。しかしながら ceruleninは高価であり、工業規模の生産には適
さない。また、本実験系は、ceruleninの投与のタイミングと菌体の生育とを慎重に見
計らう必要があり複雑である。私はその複雑さを回避するべく、菌株自体を形質転換

し、より培養が容易になる方法がないかと考えた。そこで私はアンチセンス RNAで
FAS遺伝子の転写をノックダウンすることで阻害し、芳香族ポリケタイドの増産を目
指した。 
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4. アンチセンス RNAによる脂肪酸合成酵素遺伝子のノックダウン 
4.1 アンチセンス RNA法 
	 アンチセンス RNA法は、標的遺伝子の mRNAに相補的な配列を持つ一本鎖のアン
チセンス RNAをハイブリダイズさせ、mRNAが翻訳されることを妨げる方法である
27)。アンチセンス RNA 法の利点として、遺伝子破壊と異なり、生育に必須な遺伝子
であっても遺伝子ノックダウンの標的とすることができることが挙げられる。アンチ

センス RNA 法には 2 種類の方法がある。1 つは、人工的に合成した核酸あるいは核
酸類縁体を培養液中に添加し、菌体の細胞に取り込ませる方法である。もう 1 つは、
アンチセンス RNA発現用ベクターを形質転換させて、細胞内でアンチセンス RNAを
発現する方法である。 
	 アンチセンス RNA 法において一般的に、標的 mRNA のリボソーム結合部位
（ribosome binding site、以下 RBS）からスタートコドン周辺にハイブリダイズするア
ンチセンス RNAを用いるのが有効とされている 28)。独立行政法人、産業技術総合研

究所、生物プロセス部門、主任研究員である中島らは、80〜160塩基からなるアンチ
センス配列が、38 塩基からなる逆向き繰り返し配列に挟まれた形の RNA（末端対合
型アンチセンス RNA）を用いると、ノックダウンの効率が劇的に上昇することを見
いだした 29)。また中島らは、複製起点の異なるアンチセンス RNA用ベクターを開発
し、菌体内で多重の遺伝子ノックダウンができるようにした（figure 4-1）30)。 
	 そこで私は、前述の ceruleninによる脂肪酸合成酵素の阻害実験の結果を踏まえて、
E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株に対して、アンチセンス RNAを発現させることで
脂肪酸合成酵素遺伝子をノックダウンさせることにより（figure 4-2）、malonyl-CoAの
消費が抑えられるのではないかと考え、以下の実験を行った。 

 
figure 4-1.  末端対合型アンチセンス RNA用発現ベクターpHN （Nakashima, N. & 
Tamura, T. Nucl. Acids Res. 37, e103-e103 (2009)より抜粋）(A) pHN1009、pHN678、
pHN1257、pHN1270のコンストラクト。（B）末端対合型アンチセンス RNA の構造。 
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figure 4-2.  脂肪酸合成酵素のアンチセンス RNA によるノックダウン	 fabHと
fabFは同一の転写単位で転写される。 
 

4.2 アンチセンス RNA用プラスミドの構築 
	 大腸菌 E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株にアンチセンス RNAを発現させるため、
アンチセンス RNA用プラスミドの構築を行った。大腸菌 E. coli W3110株のクロモソ
ームを鋳型に PCR法にて fabH（figure 3-3）、fabF（figure 3-4）、fabB（figure 3-5）の
アンチセンス RNA用 DNA断片を増幅し、pHN678、pHN1257、pHN1270にクローニ
ングした。pQE2、pHN678、pHN1257、pHN1270は複製起点、薬剤耐性マーカーがそ
れぞれ異なるため、不和合性を起こさない。 
 
CCTGGAATCTGTATACCCAGCTGGTTTTGAGCTGCTGGACGGTGGCAAAAGCGGAACTCTGCGGTAGC
AGGACGCTGCCAGCGAACTCGCAGTTTGCAAGTGACGGTATATAACCGAAAAGTGACTGAGCGTACAT
GTATACGAAGATTATTGGTACTGGCAGCTATCTGCCCGAACAAGTGCGGACAAACGCCGATTTGGAAA
AAATGGTGGACACCTCTGACGAGTGGATTGTCACTCGTACCGGTATCCGCGAACGCCACATTGCCGCG
CCAAACGAAACCGTTTCAACCATGGGCTTTGAAGCGGCGACACGCGCAATTGAGATGGCGGGCATTGA
GAAAGACCAGATTGGCCTGATCGTTGTGGCAACGACTTCTGCTACGCACGCTTTCCCGAGCGCAGCTT
GTCAGATTCAAAGCATGTTGGGCATTAAAGGTTGCCCGGCATTTGACGTTGCAGCAGCCTGCGCAGGT
TTCACCTATGCATTAAGCGTAGCCGATCAATACGTGAAATCTGGGGCGGTGAAGTATGCTCTGGTCGT
CGGTTCCGATGTACTGGCGCGCACCTGCGATCCAACCGATCGTGGGACTATTATTATTTTTGGCGATG
GCGCGGGCGCTGCGGTGCTGGCTGCCTCTGAAGAGCCGGGAATCATTTCCACCCATCTGCATGCCGAC
GGTAGTTATGGTGAATTGCTGACGCTGCCAAACGCCGACCGCGTGAATCCAGAGAATTCAATTCATCT
GACGATGGCGGGCAACGAAGTCTTCAAGGTTGCGGTAACGGAACTGGCGCACATCGTTGATGAGACGC
TGGCGGCGAATAATCTTGACCGTTCTCAACTGGACTGGCTGGTTCCGCATCAGGCTAACCTGCGTATT
ATCAGTGCAACGGCGAAAAAACTCGGTATGTCTATGGATAATGTCGTGGTGACGCTGGATCGCCACGG
TAATACCTCTGCGGCCTCTGTCCCGTGCGCGCTGGATGAAGCTGTACGCGACGGGCGCATTAAGCCGG
GGCAGTTGGTTCTGCTTGAAGCCTTTGGCGGTGGATTCACCTGGGGCTCCGCGCTGGTTCGTTTCTAG 

 

figure 4-3.  fabHアンチセンス RNA（asfabH）の配列	 asfabH の配列を黄色でハ
イライトした。fabHの coding regionを青字で示す。灰色は上流遺伝子の coding region、
下線は rbsを示す。 
 

 

 

mRNA 

fabD fabH acpP fabG fabF yceD plsX fabB 

mRNA 

FabH FabF FabB 
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CATTGATTACATCAACGGCCACCAGGCGTAAGTGAACATCTCCAGGCGGTCGTTCGACCGCCTGAGTT
TTATCTTTTTGTCCCACTAGAATCATTTTTTCCCTCCCTGGAGGACAAACGTGTCTAAGCGTCGTGTA
GTTGTGACCGGACTGGGCATGTTGTCTCCTGTCGGCAATACCGTAGAGTCTACCTGGAAAGCTCTGCT
TGCCGGTCAGAGTGGCATCAGCCTAATCGACCATTTCGATACTAGCGCCTATGCAACGAAATTTGCTG
GCTTAGTAAAGGATTTTAACTGTGAGGACATTATCTCGCGCAAAGAACAGCGCAAGATGGATGCCTTC
ATTCAATATGGAATTGTCGCTGGCGTTCAGGCCATGCAGGATTCTGGCCTTGAAATAACGGAAGAGAA
CGCAACCCGCATTGGTGCCGCAATTGGCTCCGGGATTGGCGGCCTCGGACTGATCGAAGAAAACCACA
CATCTCTGATGAACGGTGGTCCACGTAAGATCAGCCCATTCTTCGTTCCGTCAACGATTGTGAACATG
GTGGCAGGTCATCTGACTATCATGTATGGCCTGCGTGGCCCGAGCATCTCTATCGCGACTGCCTGTAC
TTCCGGCGTGCACAACATTGGCCATGCTGCGCGTATTATCGCGTATGGCGATGCTGACGTGATGGTTG
CAGGTGGCGCAGAGAAAGCCAGTACGCCGCTGGGCGTTGGTGGTTTTGGCGCGGCACGTGCATTATCT
ACCCGCAATGATAACCCGCAAGCGGCGAGCCGCCCGTGGGATAAAGAGCGTGATGGTTTCGTACTGGG
CGATGGTGCCGGTATGCTGGTACTTGAAGAGTACGAACACGCGAAAAAACGCGGTGCGAAAATTTACG
CTGAACTCGTCGGCTTTGGTATGAGCAGCGATGCTTATCATATGACGTCACCGCCAGAAAATGGCGCA
GGCGCAGCTCTGGCGATGGCAAATGCTCTGCGTGATGCAGGCATTGAAGCGAGTCAGATTGGCTACGT
TAACGCGCACGGTACTTCTACGCCGGCTGGCGATAAAGCTGAAGCGCAGGCGGTGAAAACCATCTTCG
GTGAAGCTGCAAGCCGTGTGTTGGTAAGCTCCACGAAATCTATGACCGGTCACCTGTTAGGTGCGGCG
GGTGCAGTAGAATCTATCTACTCCATCCTGGCGCTGCGCGATCAGGCTGTTCCGCCAACCATCAACCT
GGATAACCCGGATGAAGGTTGCGATCTGGATTTCGTACCGCACGAAGCGCGTCAGGTTAGCGGAATGG
AATACACTCTGTGTAACTCCTTCGGCTTCGGTGGCACTAATGGTTCTTTGATCTTTAAAAAGATCTAA 

figure 4-4.  fabFアンチセンス RNA（asfabF）の配列	 asfabF の配列を黄色でハイ

ライトした。fabFの coding regionを橙字で示す。灰色は上流遺伝子の coding region、
下線は rbsを示す。 
 

 
GGCGGTGGCTCGATCTTAGCGATGTGTGTAAGGCTGCGCAAATTTCTCTATTAAATGGCTGATCGGAC
TTGTTCGGCGTACAAGTGTACGCTATTGTGCATTCGAAACTTACTCTATGTGCGACTTACAGAGGTAT
TGAATGAAACGTGCAGTGATTACTGGCCTGGGCATTGTTTCCAGCATCGGTAATAACCAGCAGGAAGT
CCTGGCATCTCTGCGTGAAGGACGTTCAGGGATCACTTTCTCTCAGGAGCTGAAGGATTCCGGCATGC
GTAGCCACGTCTGGGGCAACGTAAAACTGGATACCACTGGCCTCATTGACCGCAAAGTTGTGCGCTTT
ATGAGCGACGCATCCATTTATGCATTCCTTTCTATGGAGCAGGCAATCGCTGATGCGGGCCTCTCTCC
GGAAGCTTACCAGAATAACCCGCGCGTTGGCCTGATTGCAGGTTCCGGCGGCGGCTCCCCGCGTTTCC
AGGTGTTCGGCGCTGACGCAATGCGCGGCCCGCGCGGCCTGAAAGCGGTTGGCCCGTATGTGGTCACC
AAAGCGATGGCATCCGGCGTTTCTGCCTGCCTCGCCACCCCGTTTAAAATTCATGGCGTTAACTACTC
CATCAGCTCCGCGTGTGCGACTTCCGCACACTGTATCGGTAACGCAGTAGAGCAGATCCAACTGGGCA
AACAGGACATCGTGTTTGCTGGCGGCGGCGAAGAGCTGTGCTGGGAAATGGCTTGCGAATTCGACGCA
ATGGGTGCGCTGTCTACTAAATACAACGACACCCCGGAAAAAGCCTCCCGTACTTACGACGCTCACCG
TGACGGTTTCGTTATCGCTGGCGGCGGCGGTATGGTAGTGGTTGAAGAGCTGGAACACGCGCTGGCGC
GTGGTGCTCACATCTATGCTGAAATCGTTGGCTACGGCGCAACCTCTGATGGTGCAGACATGGTTGCT
CCGTCTGGCGAAGGCGCAGTACGCTGCATGAAGATGGCGATGCATGGCGTTGATACCCCAATCGATTA
CCTGAACTCCCACGGTACTTCGACTCCGGTTGGCGACGTGAAAGAGCTGGCAGCTATCCGTGAAGTGT
TCGGCGATAAGAGCCCGGCGATTTCTGCAACCAAAGCCATGACCGGTCACTCTCTGGGCGCTGCTGGC
GTACAGGAAGCTATCTACTCTCTGCTGATGCTGGAACACGGCTTTATCGCCCCGAGCATCAACATTGA
AGAGCTGGACGAGCAGGCTGCGGGTCTGAACATCGTGACCGAAACGACCGATCGCGAACTGACCACCG
TTATGTCTAACAGCTTCGGCTTCGGCGGCACCAACGCCACGCTGGTAATGCGCAAGCTGAAAGATTAA 

figure 4-5.  fabBアンチセンス RNA（asfabB）の配列	 asfabBの配列を黄色でハイ
ライトした。fabBの coding regionを緑字で示す。下線は rbsを示す 
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4.3 大腸菌における脂肪酸合成酵素のアンチセンス RNAの発現 
	 大腸菌 E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株に構築したアンチセンス RNA発現用プラ
スミドを導入した。これらの菌株を用いて、脂肪酸合成酵素遺伝子（fabB、fabF、fabH）
のノックダウン実験を行った。 
	 本培養開始後 12時間後の培養上清から抽出した flaviolin量を figure 4-6に示す。い
ずれのアンチセンス RNA発現用ベクターを使用した場合も、空ベクターのみを導入
したサンプルと比べて、flaviolin生産量が増加する傾向が見られた。しかし、その増
加量は ceruleninによる脂肪酸合成阻害実験と比べ低かった。最も良好な結果が得られ
たのは、pHN1257-FabFを形質転換した組換え体であり、空ベクター導入株に比べて
約 1.4倍、88 µg/mlの flaviolin生産量となった。 

 

figure 4-6.  E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株を用いたアンチセンス RNAによる
FASのノックダウン実験における本培養 12時間後の flaviolin生産量	 pHN1257- 
FabFを用いた時に最も良好な結果が得られ、ネガティブコントロールに比べて約 1.4
倍の flaviolin生産量となった。 
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5. 脂肪酸合成酵素遺伝子破壊株の作製 
5.1 ΔfabB株、ΔfabH株の取得 
	 脂肪酸はリン脂質として生体膜の構成成分であり、β酸化によるエネルギー源とし

て重要である。そのため、多くの微生物において脂肪酸合成酵素遺伝子は必須遺伝子

であり、脂肪酸合成酵素遺伝子の破壊株は栄養要求性株となる。一方、脂肪酸は安価

であり、培地に添加することで脂肪酸要求性株であっても生育させることができる。 
	 大腸菌 E. coli BL21株の脂肪酸合成酵素遺伝子 fabB、fabHの破壊株の作製スキーム

を以下に示す。目的遺伝子領域を薬剤耐性マーカー、カナマイシン耐性遺伝子（aphII）
で置換する方法により遺伝子を破壊することにした。aphII 配列は、loxP 配列 31)で囲

むことにより、組換え後、Cre リコンビナーゼ 31)により aphII 配列を除去できるよう

に設計した（figure 5-1）。 
	 遺伝子破壊用 DNAを構築するために、loxP配列に挟まれたカナマイシン耐性遺伝
子（lox71-aphII-lox66）を標的遺伝子の上流 2 kbpおよび下流 2 kbpで挟んだ DNA断
片をクローニングした（figure 5-1、作製したコンストラクト）。クローニングは
GENEART® Seamless Cloning and Assembly Kit（Invitrogen社）を用いて行った。標的
遺伝子の上流および下流配列は BL21株のクロモソームを鋳型にし、lox71-aphII-lox66

は pKU490を鋳型にし、PCR法により増幅した。以上により、ΔfabB Kmr株作製用の

コンストラクト（figure 5-2）およびΔfabH Kmr株作製用のコンストラクト（figure 5-3）
を作製し、pUC19-ΔfabBおよび pUC19-ΔfabHを得た。 

 
figure 5-1. 	 fabB、fabHのノックアウトのスキーム	 遺伝子破壊株が in-frame破壊
株になるよう、作製したコンストラクトに標的遺伝子の ATGコドン、TGAコドンお
よびそのすぐ上流 20 bpを組み込んだ（B）。遺伝子破壊株は、19 merのペプチドを生
産するよう設計されており（C）、下流遺伝子に対する極性効果がない。 
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AGCCGCAAACATAAAGAGATCGTCAAAAACCGGCGCGCTTACCGCCTCATCTTTCTGCTCCGCCAACGACGCATATTCCACGAGTGTTGCCTCA
TAATCGGGAACATTGCCTACCATTGGCAGATGATCGCGGGTGGCACAACGCACACCGCAGCGCGCCTCTTTATCACTGACATCAACCTCTTTTG
CCCACTGTGCCTGCGGGAAACAATCAATCAACCGCTGGCGATTCTGCTGCTGATCGTCCTCACTGTACGCCGTATCTTCGCTGCCGCGATGATA
ACTGGCACCAATACAATGATGTTGATTCGCCGGATTTTGTGGCGTGAGATAACCGTCATAGCACAGCACCTGCTTCAGCTCTGCCAGTTCCGGC
GTTGTCGGAATATGGCTGACCTGCCCGGCAACCGAATACACCGGGAGAGTCGACGTTTGGCTGAAACGGCTGATTTGATGCCCGTTCGCCAGTA
CCACTACGCTGTGTGTTGCTTGCTGATCTCCTGCAAAATTCAACAACCAACAGTCATCCTTACGGGAAAAATTCTGTAACTGATATTGATAATA
AATCTGCAAACCCTGCTGTTGCGCCAGTTCCAGCACATTACGGGTCAGTTCTGCTGGGCACAGCCAACCACCTTGCGGATAAGTAATGCCGCTG
CAATTTGTCGCAACGCCCGTAATTTGTTCAACCGCATTTGCCTCAACGGCTACAGCCAGTTCTGCGGGTAAATCCATTGACAACATCTGTGCGA
TTTTATGCTGGCTTTTCTCATCCCAGCCTAACTGCGTGACGCCGCACCAGTCATGATCAAATTTAACGGGTAATTGGTCGTAAAACCGACGAGC
AAAAGTAAACGCATTAGAGAAAAAGCGGTTTAGCGCCTCATCGTGTTTGCTTAATAACGGATACAACGCCCCCTGGCGATTGCCGGAAGCACCC
AGCGCGGGGGCTTCATCCGCGCAATAAAGCGTTACCTGCCAGCCGCGCCGTAATAGCGCCAGCGACAACAACGCGCTGGCAATACCACCGCCGA
TAATCGCCGCTTCCCGTTTGCTGCTGCCCGTGCGGTTAAACCACGGCGCGGAGCAGGGGAGCGGTAATGTCTGTTCCATCACCCCGCAAAGCAT
TTCCCGTTTGCGCCCAAAGCCCTTACGTTTTTGCATCGTGAATCCGGCGTCCTGCAAACCGCGGCGGACAAAACCGGCAGACGTAAATGTCGCC
AGCGTGCCGCCCGGACGCGCCAACCTTGCCATGGCGTTAAACAGATTTTGCGTCCACATATCCGGGTTTTTCGCTGGCGCAAAGCCGTCCAGAA
ACCAGGCATCTACTTTTTGATTTAGCGAATCGTCCAGTTGGCTGGTCAGTTCGTTAATATCGCCAAACCATAAATCCAGCGTCACGCGGCCTGC
ATCGAGCAATAAACGATGGCAACCGGGCAAGGGCATTGGCCACTGCGCCTGAAGTTGTTCTGCCCACGGAGCCAGTTCCGGCCAGTGTTGATGC
GCTAAGGCTAAATCCGCACGGGTGAGGGGAAATTTCTCAAAACTAATGAAATGTAAGCGTTGTAATTGCGCTTGCGGATGCGCTTCGCGAAACT
GATCAAATGCCTGCCATAGCGTCAGGAAGTTTAATCCGGTGCCGAAGCCGCTCTCTGCTACCACAAACAGAGGATGTGGATGCTCAGGAAAGCG
TACCTCTAATTGGTTGCCTCCCAGAAAAACATAACGCGTCTCTTCCAGCCCGTTATCGTTGGAAAAATAGACATCGTCAAAATCTCGGGAAACA
GGTGTACCCTCAGCATTAAATTCGAGGTTGGCAGGTTGTATGGAGTAGTGTTTCACGTAAGTTACTCGTCTTACAGGCGGTGGCTCGATCTTAG
CGATGTGTGTAAGGCTGCGCAAATTTCTCTATTAAATGGCTGATCGGACTTGTTCGGCGTACAAGTGTACGCTATTGTGCATTCGAAACTTACT
CTATGTGCGACTTACAGAGGTATTGAATGTACCGttcgtatagcatacattatacgaagttatGAGCTCATTTAAATCCGTTGGATACACCAAG
GAAAGTCTACACGAACCCTTTGGCAAAATCCTGTATATCGTGCGAAAAAGGATGGATATACCGAAAAAATCGCTATAATGACCCCGAAGCAGGG
TTATGCAGCGGAAAATGCAGCTCACGGTAACTGATGCCGTATTTGCAGTACCAGCGTACAGCTTCACGCTGCCGCAAGCACTCAGGGCGCAAGG
GCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGA
AAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAA
TTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGAT
CAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCT
ATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAG
ACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCG
ACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGT
ATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCA
CGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGG
CGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCAT
CGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGAC
CGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGG
GTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTT
TTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCCCGGTAGGATGCCGCTCGCCAGTCGATT
GGCTGAGCTCATGAAGATTTAAATACCGGTataacttcgtatagcatacattatacgaaCGGTATAATGCGCAAGCTGAAAGATTAATTCGCCG
TAGGTCGGGTAAGGCGCGCCAGCGTCGCATCCGACGTTACGCGCCAATGCGGCCTCCGGCACTAACACAAAAGGGAACCCGATGGTTCCCTTTT
TCACATCATTGACAATCGCCGCCTGTTCCAGGCAAACTTCCCGCTTTGTCGATTTCCTTCTGAAAAGACGTACGCGTTAAATCCTGCCAACGCA
CTGTAACCCTGAAACCAGAGAGATGAGACGGGGATACTCCTCGCCTTGCGCTGCATTCTGGAGTAATGCATGACTGCTGTAAGCCAAACCGAAA
CACGATCTTCTGCCAATTTTTCGCTCTTCCGCATCGCTTTTGCGGTTTTTCTCACCTACATGACTGTAGGGCTGCCGTTGCCGGTTATCCCGCT
GTTTGTTCATCATGATCTGGGCTATGGCAATACCATGGTCGGGATTGCCGTCGGGATTCAGTTTCTGGCTACGGTGCTGACGCGTGGCTATGCC
GGGCGACTGGCCGATCAATATGGCGCAAAACGTTCGGCGCTTCAGGGGATGTTAGCTTGTGGTCTGGCTGGCGGCGCGTTGCTGCTGGCGGCGA
TTTTGCCTGTCTCCGCACCGTTCAAATTTGCCCTGTTGGTCATCGGGCGTTTGATTCTTGGCTTTGGTGAAAGCCAGTTACTGACAGGCGCTCT
GACCTGGGGGTTAGGCATCGTAGGGCCAAAACACTCTGGCAAAGTGATGTCATGGAATGGAATGGCGATTTACGGTGCCCTCGCTGTTGGTGCT
CCGCTTGGCCTGTTGATTCATAGCCATTACGGTTTTGCCGCACTGGCGATCACCACAATGGTATTACCCTTACTGGCGTGGGCCTGTAACGGCA
CAGTGCGCAAAGTACCGGCCCTGGCGGGAGAACGTCCATCGCTGTGGAGCGTTGTCGGGCTTATCTGGAAACCAGGGTTAGGTCTGGCACTACA
AGGCGTTGGTTTTGCTGTTATCGGGACTTTCGTTTCGCTCTACTTTGCCAGCAAAGGATGGGCGATGGCGGGCTTTACTCTTACCGCGTTTGGC
GGCGCATTTGTCGTGATGCGCGTCATGTTTGGCTGGATGCCGGACCGTTTTGGCGGCGTGAAAGTGGCGATTGTCTCTCTGCTTGTAGAAACGG
TGGGCTTGTTGCTGCTCTGGCAAGCCCCAGGTGCATGGGTCGCATTAGCGGGCGCGGCGTTAACCGGAGCCGGATGTTCGCTTATCTTTCCTGC
GCTGGGCGTGGAGGTGGTTAAACGCGTCCCCTCACAAGTTCGCGGCACCGCACTGGGCGGTTACGCCGCGTTTCAGGATATCGCCCTCGGCGTC
TCCGGGCCGCTGGCGGGAATGCTGGCGACCACGTTTGGTTACTCTTCGGTATTTCTTGCCGGGGCGATCTCTGCGGTGCTGGGTATTATTGTCA
CGATACTGTCATTTCGTCGGGGTTAACGAACCAGCCAGACCAGCATCAGGATAATCGCGACTAACAGTATCCACAGCGCGGGACGCGTTGCCAT
ATTTTGCAACGTGTCCATCATCGGTGGAAAAGGATTAAGCAGCGGTTGCATAACACGCGGATCAATCCCTTTAACCCGCCGTTGATAAAGCTGA
TTAAGAATATCCTCGGCCTGGGCAGAAGAAAGCGATGATTGCGCAGAAAGACCATATTTTTGCTGGATATATGCCGATAACGCCGCCAGTTCAC
TGGCATCTAAAGGTTGTTTTAGCGTCATCTGTAGTGATTCCAGCGTCGGCGTATTTTGCTGGCTTAGCGTCTGACGCGCCTGTAGCCAGGTCAC
CAGATGGTTAAACAGTTTCGCTGGAATTAACTCGCCATCTTTCACCCCGGAAAGTTCCAGCATCGATTGCCAGATCTGTTTGCTGGGTTCCCCC
GTTGCCGCCGCAAGTTTGGTCACCAGCTGTTTTAGCGCATTGTGCTCCGCCGGTAATAAAGGACGGTCGGTCGCCTCGCGCTGCTGTGGTTGCG
GAATAACCATCTTCCCTTC 

figure 5-2.  ΔfabB Kmr株作製用のコンストラクトの配列	 赤字は aphII遺伝子配
列、緑字は fabBの部分配列（start、stop codonは太字）、下線は PCRに用いた相同領
域を示す。lox71および lox66の配列を黄色でハイライトした。 
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ACTCTATGACGTTACAAAGTTAATATGCGCGCCCTATGCAAAAGGTAAAATTACCCCTGACTCTCGATCCGGTTCGTACGGCTCAAAAACGCCT
TGATTACCAGGGTATCTATACCCCTGATCAGGTTGAGCGCGTCGCCGAATCCGTAGTCAGTGTGGACAGTGATGTGGAATGCTCCATGTCGTTC
GCTATCGATAACCAACGTCTCGCAGTGTTAAACGGCGATGCGAAGGTGACGGTAACGCTCGAGTGTCAGCGTTGCGGGAAGCCGTTTACTCATC
AGGTCTACACAACGTATTGTTTTAGTCCTGTGCGTTCAGACGAACAGGCTGAAGCACTGCCGGAAGCGTATGAACCGATTGAGGTTAACGAATT
CGGTGAAATCGATCTGCTTGCAATGGTTGAAGATGAAATCATCCTCGCCTTGCCGGTAGTTCCGGTGCATGATTCTGAACACTGTGAAGTGTCC
GAAGCGGACATGGTCTTTGGTGAACTGCCTGAAGAAGCGCAAAAGCCAAACCCATTTGCCGTATTAGCCAGCTTAAAGCGTAAGTAATTGGTGC
TCCCCGTTGGATCGGGGATAAACCGTAATTGAGGAGTAAGGTCCATGGCCGTACAACAGAATAAACCAACCCGTTCCAAACGTGGCATGCGTCG
TTCCCATGACGCGCTGACCGCAGTCACCAGCCTGTCTGTAGACAAAACTTCTGGTGAAAAACACCTGCGTCACCACATCACTGCCGACGGTTAC
TACCGCGGCCGCAAGGTCATCGCTAAGTAATCACGCGTCTGCGTGATGAAGCTTAGTGAGGATTTTCCCCAGGCAACTGGGGAAAGACCAAACC
GGGCGGCGACGATACCTTGACACGTCTAACCCTGGCGTTAGATGTCATGGGAGGGGATTTTGGCCCTTCCGTGACAGTGCCTGCAGCATTGCAG
GCACTGAATTCTAATTCGCAACTCACTCTTCTTTTAGTCGGCAATCCCGACGCCATCACGCCATTACTTGCTAAAGCTGACTTTGAACAACGTT
CGCGTCTGCAGATTATTCCTGCGCAGTCAGTTATCGCCAGTGATGCCCGGCCTTCGCAAGCTATCCGCGCCAGTCGTGGGAGTTCAATGCGCGT
GGCCCTGGAGCTGGTGAAAGAAGGTCGAGCGCAAGCCTGTGTCAGTGCCGGTAATACCGGGGCACTGATGGGGCTGGCAAAATTATTACTCAAG
CCCCTGGAGGGGATTGAGCGTCCGGCGCTGGTGACGGTATTACCACATCAGCAAAAGGGCAAAACGGTGGTCCTTGACTTAGGGGCCAACGTCG
ATTGTGACAGTACAATGTTGGTGCAATTTGCCATTATGGGCTCAGTTCTGGCTGAAGAGGTGGTGGAAATTCCCAATCCTCGCGTGGCGTTGCT
CAATATTGGTGAAGAAGAAGTAAAGGGTCTCGACAGTATTCGGGATGCCTCAGCGGTGCTTAAAACAATCCCTTCTATCAATTATATCGGCTAT
CTTGAAGCCAATGAGTTGTTAACTGGCAAGACAGATGTGCTGGTTTGTGACGGCTTTACAGGAAATGTCACATTAAAGACGATGGAAGGTGTTG
TCAGGATGTTCCTTTCTCTGCTGAAATCTCAGGGTGAAGGGAAAAAACGGTCGTGGTGGCTACTGTTATTAAAGCGTTGGCTACAAAAGAGCCT
GACGAGGCGATTCAGTCACCTCAACCCCGACCAGTATAACGGCGCCTGTCTGTTAGGATTGCGCGGCACGGTGATAAAAAGTCATGGTGCAGCC
AATCAGCGAGCTTTTGCGGTCGCGATTGAACAGGCAGTGCAGGCGGTGCAGCGACAAGTTCCTCAGCGAATTGCCGCTCGCCTGGAATCTGTAT
ACCCAGCTGGTTTTGAGCTGCTGGACGGTGGCAAAAGCGGAACTCTGCGGTAGCAGGACGCTGCCAGCGAACTCGCAGTTTGCAAGTGACGGTA
TATAACCGAAAAGTGACTGAGCGTACATGTACCGttcgtatagcatacattatacgaagttatGAGCTCATTTAAATCCGTTGGATACACCAAG
GAAAGTCTACACGAACCCTTTGGCAAAATCCTGTATATCGTGCGAAAAAGGATGGATATACCGAAAAAATCGCTATAATGACCCCGAAGCAGGG
TTATGCAGCGGAAAATGCAGCTCACGGTAACTGATGCCGTATTTGCAGTACCAGCGTACAGCTTCACGCTGCCGCAAGCACTCAGGGCGCAAGG
GCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGA
AAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAA
TTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGAT
CAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCT
ATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAG
ACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCG
ACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGT
ATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCA
CGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGG
CGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCAT
CGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGAC
CGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGG
GTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTT
TTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCCCGGTAGGATGCCGCTCGCCAGTCGATT
GGCTGAGCTCATGAAGATTTAAATACCGGTataacttcgtatagcatacattatacgaaCGGTAGCTCCGCGCTGGTTCGTTTCTAGGATAAGG
ATTAAAACATGACGCAATTTGCATTTGTGTTCCCTGGACAGGGTTCTCAAACCGTTGGAATGCTGGCTGATATGGCGGCGAGCTATCCAATTGT
CGAAGAAACGTTTGCTGAAGCTTCTGCGGCGCTGGGCTACGACCTGTGGGCGCTGACCCAGCAGGGGCCAGCTGAAGAACTGAATAAAACCTGG
CAAACCCAGCCAGCGCTGTTGACTGCATCTGTTGCGCTGTACCGCGTATGGCAGCAGCAGGGCGGTAAAGCACCGGCAATGATGGCCGGTCACA
GCCTGGGGGAATACTCCGCGCTGGTTTGCGCTGGTGTGATTGATTTCGCTGATGCGGTGCGTCTGGTTGAGATGCGCGGCAAGTTCATGCAAGA
AGCCGTACCGGAAGGCACGGGCGCTATGGCGGCAATCATCGGTCTGGATGATGCGTCTATTGCGAAAGCGTGTGAAGAAGCTGCAGAAGGTCAG
GTCGTTTCTCCGGTAAACTTTAACTCTCCGGGACAGGTGGTTATTGCCGGTCATAAAGAAGCGGTTGAGCGTGCTGGCGCTGCCTGTAAAGCTG
CGGGCGCAAAACGCGCTCTGCCGTTACCAGTGAGCGTACCGTCTCACTGTGCGCTGATGAAACCAGCAGCCGACAAACTGGCAGTAGAATTAGC
GAAAATCACCTTTAACGCACCAACAGTTCCTGTTGTGAATAACGTTGATGTGAAATGCGAAACCAATGGTGATGCCATCCGTGACGCACTGGTA
CGTCAGTTGTATAACCCGGTTCAGTGGACGAAGTCTGTTGAGTACATGGCAGCGCAAGGCGTAGAACATCTCTATGAAGTCGGCCCGGGCAAAG
TGCTTACTGGCCTGACGAAACGCATTGTCGACACCCTGACCGCCTCGGCGCTGAACGAACCTTCAGCGATGGCAGCGGCGCTCGAGCTTTAAAA
GAGGAAAATCATGAATTTTGAAGGAAAAATCGCACTGGTAACCGGTGCAAGCCGCGGAATTGGCCGCGCAATTGCTGAAACGCTCGCAGCCCGT
GGCGCGAAAGTTATTGGCACTGCGACCAGTGAAAATGGCGCTCAGGCGATCAGTGATTATTTAGGTGCTAACGGCAAAGGTCTGATGTTGAATG
TGACCGACCCGGCATCTATCGAATCTGTTCTGGAAAAAATTCGCGCGGAATTTGGTGAAGTGGATATCCTGGTCAATAATGCCGGTATCACTCG
TGATAACCTGTTAATGCGAATGAAAGATGAAGAGTGGAACGATATTATCGAAACCAACCTTTCATCTGTTTTCCGTCTGTCAAAAGCGGTAATG
CGCGCTATGATGAAAAAGCGTCATGGTCGTATTATCACTATCGGTTCTGTGGTTGGTACCATGGGAAATGGCGGTCAGGCCAACTACGCTGCGG
CGAAAGCGGGCTTGATCGGCTTCAGTAAATCACTGGCGTGCGAAGTTGCGTCACGCGGTATTACTGTAAACGTTGTTGCTCCGGGCTTTATTGA
AACGGACATGACACGTGCGCTGAGCGATGACCAGCGTGCGGGTATCCTGGCGCAGGTTCCTGCGGGTCGCCTCGGCGGCGCACAGGAAATCGCC
AACGCGGTTGCATTCCTGGCATCCGACGAAGCAGCTTACATCACGGGTGAAACTTTGCATGTGAACGGCGGGATGTACATGGTCTGACCGCGAT
TTGCACAAAATGCTCATGTTGCGCGCAGTCTGCGTGGTTATGAGTAATAATTAGTGCAAAATGATTTGCGTTATTGGGGGGTAAGGCCTCAAAA
TAACGTAAAATCGTGGTAAGACCTGCCGGGATTTAGTTGCAAATTTTTCAACATTTTATACACTACGAAAACCATCGCGAAAGCGAGTTTTGAT
AGGAAATTTAAGAGTATGAGCACTATCGAAGAACGCGTTAAGAAAATTATCGGCGAACAGCTGGGCGTTAAGCAGGAAGAAGTTACCAACAATG
CTTCTTTCGTTGAAGACCT 

figure 5-3.  ΔfabH Kmr株作製用のコンストラクトの配列	 赤字は aphII遺伝子配列、
青字は fabBの部分配列（start、stop codonは太字）、下線は PCRに用いた相同領域を
示す。lox71および lox66の配列を黄色、二本鎖断片処理に用いた HincIIサイトを赤、
HindIIIサイトを青でハイライトした。破壊に用いた断片は HincII-HindIII断片である。 
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	 pUC19-ΔfabB およびpUC19-ΔfabHを制限酵素処理により二本鎖DNA断片としたの
ち、E. coli BL21/pKD46にエレクトロポレーションで導入した。pKD46はλRedを発現
する温度感受性プラスミドである 32)。λRed による染色体上の相同組換えを行う際、
破壊の標的となる遺伝子の上流および下流の塩基配列と相同性を有する DNA 断片が
必要となる。その相同領域の大きさは 36 bp32)、800〜1000 bp33)と様々である。fabBの
破壊株については、pUC19-ΔfabBを EcoRI、HindIIIで消化し得た上下流 2 kbずつの
コンストラクトを E. coli BL21/pKD46にエレクトロポレーションにて導入することに
よりΔfabB Kmr株をカナマイシン耐性株として取得した。その後、Cre recombinase発
現用プラスミド 705-Cre（GENE BRIDGES社）を導入した。705-Creのプロトコール
に従い、Creタンパク質の発現および loxP部位特異的組換えを行った。 
	 そして、aphIIの脱落による in frame mutantを取得し、サザンハイブリダイゼーシ
ョンで遺伝子破壊の確認を行った（figure 5-4）。また、同様の操作を大腸菌 E. coli 
BL21(DE3)株でも行い、ΔfabB株を取得した（figure 5-4）。 

 

figure 5-4.  ΔfabBおよびΔfabBH株における fabB破壊確認のサザンハイブリダ
イゼーション	 （A）E. coli BL21および BL21(DE3)株の遺伝子配座。（B）ΔfabBお
よびΔfabBH 株の遺伝子配座。（C）サザンハイブリダイゼーション。クロモソームは
制限酵素 SalI および PstI で消化した。プローブは pUC19-ΔfabB を NcoI および MluI
で消化して得られた約 470 bpの断片（図中青）を用いた。BL21および BL21(DE3)株
は 2,682 bp 付近にバンドが見られるのに対し、ΔfabB およびΔfabBH 株では 7,223 bp
付近にバンドが見られる。 
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	 fabHの破壊株に関しては、pUC19-ΔfabHを HincII、HindIIIで消化し得た上流約 400 
bp、下流約 100 bpを含むコンストラクトを E. coli BL21/pKD46にエレクトロポレーシ
ョンにて導入することによりΔfabH Kmr株をカナマイシン耐性株として取得した。そ

の後、ΔfabB株の作製と同様に、705-Creプラスミドの導入、Creタンパク質の発現お
よび loxP部位特異的組換えを行い、in frame mutantを取得した。その確認はサザンハ
イブリダイゼーションで行った（figure 5-5）。また、同様の操作を大腸菌 E. coli 
BL21(DE3)株でも行い、ΔfabH株を取得した（figure 5-6）。 

 

figure 5-5.  BL21 株における fabH 破壊確認のサザンハイブリダイゼーション	

（A）E. coli BL21株の遺伝子配座。（B）ΔfabHおよびΔfabBH株の遺伝子配座。（C）
ΔfabFH 株の遺伝子配座。（D）サザンハイブリダイゼーション。クロモソームは制限
酵素 SphIおよび BglIIで消化した。プローブは pUC19-ΔfabHを SphIおよび PstIで消
化して得られた約 300 bpの断片（図中青）を用いた。BL21株は１,638 bp付近にバン
ドが見られるのに対し、ΔfabHおよびΔfabBH株では 4,868 bp、ΔfabFH株では 3,690 bp
付近にバンドが見られる。 
 
 
 
 
 

(A)� (D)�

(B)�

(C)�

1,638 bp 

4,868 bp 

(bp)�

6557�
4361�

2027�

9416�

1057�

λ-
H

in
dⅢ
�

Φ
-H

in
cI

I�

Δ
fa
bH

"

BL
21
�

Δ
fa
bB
Δ
fa
bH

"

Δ
fa
bF
Δ
fa
bH

"

3,690 bp 

1,638 bp 

fabD plsx fabH 

SphI 
BL21 

probe 

fabG rpmF yceD 

SphI SphI 

3,690 bp 

plsx 

SphI 
probe 

fabD rpmF yceD 

BglII 

lox72 acpP fabG 

 ΔfabH/ΔfabBH  
4,868 bp 

plsx 

SphI 
probe 

fabD rpmF yceD 

BglII 

fabF lox72 

 ΔfabFH  

acpP fabG 

lox72 

PstI 

PstI 

PstI 



 28 

 

figure 5-6.  BL21(DE3)株における fabH破壊確認のサザンハイブリダイゼーショ
ン	 （A）E. coli BL21株の遺伝子配座。（B）ΔfabHおよびΔfabBH株の遺伝子配座。
（C）ΔfabFH 株の遺伝子配座。（D）サザンハイブリダイゼーション。クロモソーム
は制限酵素 SphIおよび BglIIで消化した。プローブは pUC19-ΔfabHを SphIおよび PstI
で消化して得られた約 300 bpの断片（図中青）を用いた。BL21株は１,638 bp付近に
バンドが見られるのに対し、ΔfabHおよびΔfabBH株では 4,868 bp、ΔfabFH株では 3,690 
bp付近にバンドが見られる。 
 
 

5.2 ΔfabF株の取得 
	 ΔfabF Kmr株作製用のコンストラクトは、fabFの上流、下流領域 50 bpずつを PCR
プライマーとしての 5´位に付加することにより、PCRを用い一段階で作製した（figure 
5-7、5-8）。これを大腸菌 E. coli BL21/pKD46にエレクトロポレーションにて導入する
ことによりΔfabF Kmr株をカナマイシン耐性株として取得した。その後、fabB、fabH
の破壊と同様に、705-Cre プラスミドの導入、Cre タンパク質の発現および loxP 部位

特異的組換えを行い、in frame mutantを取得した。fabFの破壊確認はサザンハイブリ
ダイゼーションで行った（figure 5-9）。また、同様の操作を大腸菌 E. coli BL21(DE3)
株でも行い、ΔfabF株を取得した（figure 5-9）。 
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figure 5-7. 	 fabFのノックアウトのスキーム	 遺伝子破壊株が in-frame破壊株にな
るよう、作製したコンストラクトに標的遺伝子の ATGコドン、TGAコドンおよびそ
のすぐ上流 20 bpを組み込んだ（B）。遺伝子破壊株は、19 merのペプチドを生産する
よう設計されており（C）、下流遺伝子に対する極性効果がない。 
 
TCTTTTTGTCCCACTAGAATCATTTTTTCCCTCCCTGGAGGACAAACGTGTACCGttcgtatagcatacattatacgaagttatGAGCTCATTT

AAATCCGTTGGATACACCAAGGAAAGTCTACACGAACCCTTTGGCAAAATCCTGTATATCGTGCGAAAAAGGATGGATATACCGAAAAAATCGC

TATAATGACCCCGAAGCAGGGTTATGCAGCGGAAAATGCAGCTCACGGTAACTGATGCCGTATTTGCAGTACCAGCGTACAGCTTCACGCTGCC

GCAAGCACTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTGACCCCGGATGAATGTCAGCTA

CTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTA

TGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAA

GGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCC

GGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGG

CGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCG

TTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCA

CCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCG

AAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCG

AACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAA

TGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG

CTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGT

TCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAA

AGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCCCGGTAG

GATGCCGCTCGCCAGTCGATTGGCTGAGCTCATGAAGATTTAAATACCGGTataacttcgtatagcatacattatacgaaCGGTACTTTGATCT

TTAAAAAGATCTAAGTTGTCATTTCCCACCCATATAAAAGG 

figure 5-8.   ΔfabF Kmr株作製用のコンストラクトの配列	 赤字はaphII遺伝子配列、
橙色は fabFの部分配列（start、stop codonは太字）、下線は PCRに用いた相同領域を
示す。lox71および lox66の配列を黄色でハイライトした。 
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figure 5-9.  ΔfabFおよびΔfabFH株における fabF破壊確認のサザンハイブリダ
イゼーション	 （A）E. coli BL21および BL21(DE3)株の遺伝子配座。（B）ΔfabF Kmr

株の遺伝子配座。（C）サザンハイブリダイゼーション。クロモソームの制限酵素は
NcoIおよび HindIIIで消化した。プローブは fabFの上流領域を NcoIおよび PvuIIで
消化して得られた約 500 bpの断片（図中青）を用いた。BL21および BL21(DE3)株は
2,864 bp付近にバンドが見られるのに対し、ΔfabF およびΔfabFH株では 1,682 bp付近
にバンドが見られる。 
 

5.3 FAS遺伝子の二重破壊株ΔfabBH株、ΔfabFH株の取得 
	 上述のとおり、私は大腸菌 E. coli BL21および BL21(DE3)における fabB、fabH、fabF
について単一破壊株を作製した。続いて、FAS遺伝子の単一破壊株にさらに遺伝子破
壊を重ねることで FAS 遺伝子の二重破壊株を作製することにした。ΔfabB 株に fabH
の破壊を重ねることでΔfabBH株、fabFの破壊を重ねることでΔfabBF株の作製を試み
た。また、ΔfabF株に fabHの破壊を重ねることでΔfabFH株の作製を行った。これら

のうち、ΔfabBH株、ΔfabFH株に関しては取得することに成功した（figure 5-10）。同
様の操作を大腸菌 E. coli BL21(DE3)株でも行い、ΔfabBH株、ΔfabFH株を取得した。
しかし、ΔfabBF 株に関しては取得できなかった。ΔfabBH 株における fabB の破壊は

figure 5-4、fabHの破壊は figure 5-5、5-6に示したとおり、サザンハイブリダイゼーシ
ョンで確認した。ΔfabFH株における fabFの破壊確認は figure5-9、fabHの破壊は figure 
5-5、5-6に示した。fabBと fabFの二重破壊は、炭素数 4 以上の脂肪酸を合成する能
力を失わせるため、脂肪酸合成が完全に阻害されてしまうために生育が不可能となり、
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成功しなかったと推測される。また、詳細は割愛するが、fabB破壊株は全て脂肪酸要

求性株であり通常の条件では生育できないが、容易にまた再現性よく revertantが生じ
る。この fabB破壊株の revertantをΔfabB*とする。また、ΔfabBH株についても、脂肪
酸を添加しない通常条件で生育する菌株が取得されたために、ΔfabB*に fabH の破壊

を行ったと考えられ、ΔfabB*H株が生じたと考えられる。 
 

5.4 FAS破壊株における脂肪酸量、flaviolin生産量、細胞内 malonyl-CoA、acetyl-CoA
濃度の測定 
	 当研究室の曽根が E. coli BL21株の FAS破壊株における脂肪酸量について、GC-MS
による分析を行った。その結果、親株と比較して FAS 破壊株の脂肪酸総量はΔfabB*

株以外で減少しており、特に FAS二重破壊株では顕著な減少が見られた（figure. 5-11、
5-12）。また、当研究室の大石が FAS 破壊株における flaviolin の生産試験および、生
体内の malonyl-CoA、acetyl-CoAの濃度を測定した。その結果、FAS破壊株は親株よ
りも多くの flaviolinを生産し、その前駆体である malonyl-CoAの生体内濃度も上昇し
ていることが判明した。さらに興味深いことに、malonyl-CoAのみならず、その前駆
体である acetyl-CoA に関しても生体内濃度が上昇していることが明らかとなった
（figure. 5-13から 5-15）。 
 

 

 

figure 5-10.	 本研究で作製した FAS遺伝子破壊株の遺伝子配座	
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figure 5-11.  FAS破壊株の脂質の GC/MS分析（出典: 曽根祐輔修士論文『芳香
族ポリケタイドの新規生合成経路の発掘研究と異種生産』figure 2-1）  
 

 
figure 5-12.	 FAS破壊株の脂肪酸の分布（出典: 曽根祐輔修士論文『芳香族ポリ
ケタイドの新規生合成経路の発掘研究と異種生産』figure 2-2）  
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figure 5-13.  FAS破壊株における flaviolin生産試験の結果（大石奈穂美修士論文
『微生物の脂肪酸合成阻害 有用物質大量生産の基盤の構築』Figure 5-7Aを改変）  

	

figure 5-14.  FAS破壊株における malonyl-CoA濃度解析結果（大石奈穂美修士論
文『微生物の脂肪酸合成阻害 有用物質大量生産の基盤の構築』Figure 5-7Aを改変）	
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figure 5-15.  FAS破壊株における acetyl-CoA濃度解析結果（大石奈穂美修士論文
『微生物の脂肪酸合成阻害 有用物質大量生産の基盤の構築』Figure 5-7Bを改変）   
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6. 脂肪酸合成酵素遺伝子破壊株における qRT-PCRによる転写量解析 
 

6.1 転写量解析による FAS破壊株における malonyl-CoAプール増強の解明 
	 前節で示したとおり、FAS破壊株は親株と比較して生体内 malonyl-CoA量が増加し
ていることが明らかとなった。私はこの malonyl-CoAプールの増強を遺伝子の転写に
よる観点から詳しく解析するために、脂肪酸合成における正のレギュレーターである

FadRに着目した。FadRは fadR自身の転写および、脂肪酸合成における fabHオペロ

ン、fabBの転写を正に制御すると報告されている 3, 4)。大腸菌において、FadRにより
脂肪酸合成が正に制御されると、長鎖 acyl-CoAが生成する。また、長鎖 acyl-CoAは
fadRを負にフィードバックし、FadRを DNAから解離すると報告されている 5, 6)。一

方、前述のとおり FAS破壊株では脂肪酸合成量が低下しており、長鎖 acyl-CoAの生
成量も少なくなっていると予想される。したがって、FAS 破壊株では fadR の転写に
おいて、負のフィードバックが弱くなり、FadR が遺伝子の転写を継続させることが
予想できる。そこで私は、E. coli BL21株および FAS破壊株の対数増殖期における fadR
の転写量を qRT-PCRにより解析した。 
	 その結果、FAS破壊株における fadRの転写量は BL21親株と比較して、いずれの
FAS破壊株においても上昇していることが判明した（figure 6-1）。さらに、FAS破壊
株では fadRの転写量増加に伴い、FAS遺伝子の転写量が上昇していることが予想さ
れた。実際に、fabBの転写量および fabHオペロン中の遺伝子である fabF、fabH、fabD、

fabG、acpPの転写量を解析した結果、いずれの遺伝子に関しても FAS破壊株におい
て転写量が上昇していた（figure 6-1）。 
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figure 6-1.  qRT-PCRによる FAS破壊株における fadR、fabB、fabF、fabH、fabD、
fabG、acpPの転写量解析  FAS破壊株における転写量は、BL21親株の転写量を 1.0
倍としたときの倍率である。それぞれの測定は n=3で行った。 
 

	 また、大腸菌において fadRを過剰発現させると acetyl-CoAを malonyl-CoAに変換
する酵素である acetyl-CoA carboxylase（ACC）の発現が上昇すると報告されている 34)。

上述のとおり、FAS破壊株では fadRの転写量が上昇していることが判明した。した

がって、FAS破壊株における ACC遺伝子である accA、accB、accC、accDの転写量
も増加していることが予想された。実際に ACC遺伝子の転写量を解析した結果、FAS
破壊株において全ての ACC遺伝子の転写量が上昇していた（figure 6-2）。つまり、FAS
破壊株では BL21親株と比較して、acetyl-CoAを malonyl-CoAに変換する流路が増強
されていることが示唆された。 
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figure 6-2.  qRT-PCRによる FAS破壊株における accA、accB、accC、accDの転
写量解析  FAS破壊株における転写量は、BL21親株の転写量を 1.0倍としたときの倍
率である。それぞれの測定は n=3で行った。 
 

6.2 転写量解析による FAS破壊株における acetyl-CoAプール増強の解析 
	 上述のように、FAS破壊株における malonyl-CoAのプール増強は、脂肪酸合成にお
ける転写制御因子 fadRの転写量上昇が起点となっていることを明らかにした。また、
FAS破壊株において、malonyl-CoA濃度のみならず、その前駆体である acetyl-CoA濃
度も上昇していた（figure 5-14）。	  
	 転写制御因子 IclRは、acetyl-CoAの代謝に関するグリオキシル酸回路中の aceオペ
ロンの転写を負に制御すると報告されている 7)。また、iclRの転写は FadRにより正に
制御されることが報告されている。本研究において、FAS破壊株では fadRの転写量

が増加していたので、iclRの転写量も上昇していることが予想された。そこで実際に
FAS破壊株における iclRおよび aceオペロンの aceA、aceB、aceKの転写量を解析し
た。その結果、予想したとおり、いずれの FAS破壊株においても iclRの転写量が上

昇していた（figure 6-3）。一方、aceオペロンにおける 3種類の遺伝子に関しては、い
ずれも FAS破壊株において大幅な転写量の減少が見られた（figure 6-3）。したがって、
グリオキシル酸回路で使用される acetyl-CoAが減少したことが一因となり、FAS破壊
株の acetyl-CoAプールの増強をもたらしたと考えられる。 
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figure 6-3.  qRT-PCRによる FAS破壊株における iclR、aceA、aceB、aceKの転写
量解析  FAS破壊株における転写量は、BL21親株の転写量を 1.0倍としたときの倍率
である。それぞれの測定は n=3で行った。 
 

	 以上の実験結果より、FAS破壊株において脂肪酸合成における正のレギュレーター
である FadRが fadR自身の転写量を上昇させていることが明らかとなった。そして、
fadRの転写量上昇により、ACC遺伝子の転写も正に制御され、acetyl-CoAを
malonyl-CoAに変換する流路が増強されたことが判明した。よって、FAS破壊株では
BL21親株と比較して malonyl-CoAの細胞内プールが増大したことを、遺伝子の転写
の観点から裏付けることができた。また、FAS破壊株における細胞内 acetyl-CoA濃度
の増強に関しても、fadRが関与していることを明らかにした。具体的には、fadRの

転写量が上昇したことにより転写制御因子である iclRの転写が増加し、グリオキシル
酸回路に関する aceオペロンの転写が抑制されていた。そして、グリオキシル酸回路
で使用される acetyl-CoAが減少したことが一因となり、acetyl-CoAプールが増強した
と推測される（figure 6-4）。 
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figure 6-4.  FAS破壊株における acetyl-CoA、malonyl-CoAプールの増強  FAS破
壊株では、fadRの転写量が上昇したことにより転写制御因子 iclRの転写が増強され、

グリオキシル酸回路中の aceオペロンの転写が抑制された。そして、グリオキシル酸
回路で使用される acetyl-CoAが減少したことが一因となり、acetyl-CoAプールが増強
したと推測される。そして、fadRの転写量上昇により、ACC遺伝子の転写も正に制
御され、acetyl-CoAを malonyl-CoAに変換する流路が増強されたことで malonyl-CoA
濃度の上昇に関与したと考えられる。 
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7. 脂肪酸合成酵素遺伝子破壊株における飢餓シグナル ppGppの解析 
	 上述のとおり、FAS破壊株の脂肪酸量は親株と比較して顕著に減少していた。した
がって、FAS破壊株では脂肪酸飢餓による緊縮応答が起きていると予想できる。よっ
て、FAS破壊株では飢餓シグナル ppGppが多く分泌されていると考えられる。そこ
で私は、FAS破壊株の ppGpp量を分析することとした。 
 

7.1 HPLCを用いた脂肪酸合成酵素遺伝子破壊株の ppGpp量解析 
 

	 野村らによる実験方法 35)を参考にして、E. coli BL21親株およびFAS破壊株の ppGpp
の抽出および HPLC分析を行った。2 Lのバッフル付き三角フラスコを用いて、各菌
株を 1 Lの LB培地で OD600が 0.5になるまで培養し、1 L分の菌体を集菌した。その
後、菌体をメタノールに再懸濁し、超音波破砕を行った。そして、遠心分離後のメタ

ノール層にクロロホルムおよび滅菌水を加えて混合し、再び遠心分離を行った。最後

に、水層の濃縮乾固物を 7 mM KH2PO4（pH 4.0）20 µlに溶解し、HPLCのサンプルと
した。HPLC 分析は、陰イオン交換カラム PARTISIL 10 SAX  4.6 ID ×250 mm
（Hichrom社）を用いて行った（実験項）。 
	 HPLCによる ppGpp分析によって、28分あたりに ppGppのピークが見られた（figure 
7-1）。 ppGpp 標品の分析より、検量線を作製し、大腸菌菌体内の ppGpp 量を算出し
た。その結果、E. coli BL21親株では 0.056 nM/OD550であったのに対し、ΔfabH株では

約 3.8倍の 0.21 nM/OD550であった。親株と比較して ppGpp量が明らかに多かったの
はΔfabH株のみであり、残りの FAS破壊株については親株と同等あるいは少量の増加
がみられた程度であった（figure 7-2）。また、Keio collectionにおけるΔfabF株、ΔfabH

株においても同様に、E. coli BW25113 株との ppGpp 量の比較を行った。E. coli 
BW25113株においてもΔfabH株の ppGpp量が親株の 0.095 nM/OD550と比較して約 2.4
倍の 0.226 nMOD550となっており、E. coli BL21株と同様の結果が得られた（figure 7-3）。
本実験においては、E. coli BL21親株および BW25113株の生育ステージが対数増殖期
である、OD600=0.5 の一時点における ppGpp 量だけを測定した。この濁度が全ての菌
株において、同じ生育ステージにあるとは限らず、ΔfabH株においてのみ緊縮応答が

起きていたとも考えられる。したがって、各菌株における ppGpp量に関して、経時的
な分析を行う必要性がある。しかしながら、本実験で用いた ppGppの抽出方法では、
培養量が 1 Lと大容量であるために、ppGppの抽出課程においてバラつきが出てしま
う可能性や HPLC分析におけるカラムへのダメージも懸念される。よって私は、HPLC
よりも高感度で ppGppを測定できると予想される LC-tripleQ MSを用いた ppGppの分
析系を構築することとした。 
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figure 7-1.  E. coli BL21株および FAS破壊株における ppGppの HPLC解析  
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figure 7-2.  E. coli BL21株および FAS破壊株における ppGppの定量  

 

 

figure 7-3.  E. coli BW25113株および FAS破壊株における ppGppの定量  
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7.2 LC-MSを用いた ppGpp分析系の構築 
7.2.1 ppGpp分析条件の検討 
	 7.1のとおり、HPLCを用いた菌体中の ppGpp分析には、1 Lの培養液を用いた。よ
って、複数の菌体から一度に抽出を行うのには困難を要するため、私はより少量の菌

体から ppGppを高感度で分析することを目的とし、LC-tripleQ MSを用いた ppGppの
分析系の構築を目指した。まず私は当研究室の戸塚と共に、ppGpp標品を LC-tripleQ 
MSで分析するための条件を検討した。その結果、figure 7-3で示したMS/MSスペク
トルを有する ppGppの product ionの検出に成功した（figure 7-4）。次に、最適化した
条件を用いて、ppGppの検量線を作成した。1 pmolから 25 pmolの ppGppで LC-tripleQ 
MSで分析した。その結果、相関係数 0.982と精度の良好な検量線を得ることができ
た (figure. 7-5)。続いて私は、実際に大腸菌の菌体から抽出した ppGppをLC-tripleQ MS
で分析することとした。 
 

figure 7-4.  ppGppの構造と negative ion modeでの MS/MSスペクトル  （A）ppGpp
の分子構造。最適化の指標にした product ionを赤矢印で示した。（B）ppGppのMS/MS
スペクトルを示した。 
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figure 7-5.  LC-MSで分析した ppGppの検量線  
 

7.2.2 LC-MSを用いた E. coli BL21株およびΔfabH株における ppGpp量の解析 
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して、そのうちの 5 µlをインジェクションした。 
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ppGpp量の変化を測定することで、FAS破壊株における脂肪酸飢餓による緊縮応答が
生育におけるどの段階で起きているのかを精査したい。 
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figure 7-6.  LC-MSを用いた E. coli BL21株およびΔfabH株における ppGppの定
量  
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8. 第一章のまとめ 
	 第一章では芳香族ポリケタイドの生産に適した微生物宿主の開発を目的として、3
つの方法で大腸菌における脂肪酸合成酵素（FAS）の阻害による malonyl-CoA代謝プ
ールの増強を図った。１つめは、脂肪酸合成酵素 FabF、FabBの阻害剤である cerulenin
を用いた実験、2 つめとして、アンチセンス RNA 法を用いた脂肪酸合成酵素遺伝子
のノックダウン、3 つめに FAS 遺伝子破壊株を作製した。ポリケタイドの前駆体は
malonyl-CoA である。一方、malonyl-CoA は脂肪酸合成の基質でもあり、その生合成
は厳格に制御されている。そのため、微生物において malonyl-CoAを基質とする二次
代謝酵素を発現しても高い生産量は得られない。そこで、大腸菌の脂肪酸合成経路を

阻害することで、malonyl-CoAの代謝流路がポリケタイド生産に傾くように宿主を改
良した。 
	 1 つめの FAS 阻害方法である cerulenin の実験では、cerulenin の投与濃度を振り分
けることにより、ポリケタイド増産において最適な cerulenin濃度を発見することがで
きた。大腸菌 E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株に 6.25 µg/mlの ceruleninを投与する
と 103 mg/mlであった。これは cerulenin無添加時と比較し、14 倍の生産量であった。
しかし、それより低濃度では ceruleninの脂肪酸合成酵素阻害効果があまりみられず、
flaviolin 生産量の増加がみられなかった。逆に高濃度においても、flaviolin の増産は
されなかった。 
	 2つめのアンチセンス RNAによる FAS遺伝子 fabH、fabF、fabBのノックダウンで

も、flaviolinの生産量が増加した。最も効果的であったのは、アンチセンス RNA発現
ベクターpHN1257を用いて fabFを発現抑制した場合であり、pHN1257のみを形質転
換したコントロールと比較して約 1.4倍の flaviolin増産がみられた。ceruleninと比べ
るとアンチセンス RNAによる FAS阻害は、阻害効果が小さかった。 
	 FAS阻害方法の 3つめとして、λRed recombinaseによる相同組換えおよび Cre/loxP
系を用い、大腸菌 E. coli BL21株の FAS遺伝子 fabH、fabF、fabBの in-frame mutant
および fabB/fabH、fabF/fabHの二重破壊株を作製した。FAS破壊株では、E. coli BL21
株と比較して脂肪酸量の顕著な減少が見られ、flaviolin 生産量も多くなっていた。ま
た、生体内 acetyl-CoA および malonyl-CoA 濃度を測定した結果、各 FAS 破壊株では
親株よりもそれらの濃度が高かった。特にΔfabFH株では、それぞれ 6倍、45倍濃度
が親株よりも高かった。加えて私は、脂肪酸生合成の正の制御因子 fadR、acetyl-CoA
を malonyl-CoAへと変換する acetyl-CoA carboxylase、accABCDや FAS遺伝子の転写
量を解析した。その結果、各 FAS 破壊株において fadR、accABCD、FAS 遺伝子の転
写量が親株よりも上昇していた。以上より、脂肪酸生合成に関する酵素の転写量の上

昇が malonyl-CoA 量の増大の一因であることが判明した。さらに、各 FAS 破壊株で
はグリオキシル酸回路における負の転写抑制因子 iclRの転写量が上昇し、同回路の生
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合成酵素 aceA、aceB、aceK の転写が抑制されていた。グリオキシル酸回路で消費さ

れる acetyl-CoAの量が減少したことが細胞内 acetyl-CoAプール増強の原因の 1つであ
ると推測された。 
	 また私は、FAS破壊株において親株と比較して脂肪酸量が減少していることから、
脂肪酸飢餓による緊縮応答が起きているのではないかと考えた。そこで、FAS破壊株
における緊縮応答の飢餓シグナルである ppGppの分析を行った。その結果、ΔfabH株
においては、親株や他の FAS破壊株と比べて ppGpp量が高いことが判明した。それ
は、E. coli BL21株だけではなく、E. coli BW25113株におけるΔfabH株（Keio collection）
でも同様であった。くわえて、LC-tripleQ MSによる ppGppの分析系の構築を行った。 
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9. 第一章の実験項 
	

材料	

	 Escherichia coli HST08株、Escherichia coli BL21株、pUC19、DNA polymeraseや制
限酵素、DNA ligaseは Takara biochemical社より購入し、DNA操作に用いた pQE2は
QIAGEN社より購入した。大腸菌 E. coli BW25113株およびΔfabH株（Keio collection）
は国立遺伝学研究所の National BioResource Projectから購入した。E. coliの生育に用

いた LB（Luria-Bertani）broth（Lennox）は Sigma-Aldrich社より購入した。Tween 40、
Tween 80は東京化成工業株式会社より購入した。オレイン酸および ceruleninは和光
純薬工業株式会社より購入した。ppGppは、TriLink BioTechnologies社より購入した。 
 

3.1の実験、pQE2-rppArbsmomAの構築 
	 pQE2-rppArbsmomAを構築するために、まずは pUC19-rppAと pUC19-rbsmomAを作

成した。その後、pQE2に両遺伝子をクローニングした。 
	 まず、pUC19-rppAの構築を行った。pET16b-rppA 19)を鋳型にし、以下のプライマー

を用いて PCRにより rppAを増幅した。PCRで増幅後、エタノール沈殿を行い、rppA

および pUC19を制限酵素 EcoRIおよび HindIIIで消化した。電気泳動後、目的のバン
ドを回収・精製し、T4 DNA ligaseによる ligationにより pUC19-rppAを構築した。ま
た、DNAシークエンスにより PCRエラーがないことを確認した。 
	 次に、pUC19-rbsmomAの構築を行った。pMF1（pIJ6021-rppAmomA）25)を鋳型にし、

以下のプライマーを用いて PCRにより rbsmomAを増幅した。PCRで増幅後、エタノ
ール沈殿し、rbsmomAおよび pUC19を制限酵素 XbaIおよび HindIIIで消化した。電
気泳動後、目的のバンドを回収・精製し、T4 DNA ligaseによる ligationにより
pUC19-rbsmomAを構築した。また、DNAシークエンスにより PCRエラーがないこと
を確認した。 
続いて、構築した 2 つのベクターを、タンパク発現ベクターである pQE2へクロ

ーニングした。pUC19-rppA を制限酵素 NdeI および SpeI で消化した。また
pUC19-rbsmomAを制限酵素XbaIおよびHindIIIで消化した。制限酵素で切断した rppA

配列、rbsmomA配列を pQE2へ ligationした。以上の操作により、pQE2-rppArbsmomA
を構築した。 
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	 赤字は Streptomyces griseusの rppAの配列、および Streptomyces antibioticsの momA
の配列であり、スタートコドンとストップコドンを boldで示す。AGGAGAは pQE2
のリボソーム結合部位である。 
 

 

 

3.1の実験、pQE2-rppArbsmomA組換え大腸菌のサンプル抽出と分析 
	 100 µg/ml のアンピシリンを含む LB 培地（以下、LB amp 培地）2 ml に、
pQE2-rppArbsmomAを有した E. coli BL21を植菌し 37℃で 12時間培養した。この前培
養液を新たな LB amp培地 50 mlに 1%植菌し、30℃で本培養を開始した。本培養開始
から 2 時間後、終濃度が 0.1 mM になるように isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside
（IPTG）を加え、さらに培養した。本培養開始後、12 時間経過した培養液をサンプ
リングした。200 μlの培養上清に、1 N HClを 1滴加え酸性にした後に、800 µlの酢
酸エチルを用いて抽出した。酢酸エチル抽出物を遠心分離後、その酢酸エチル層 700 µl
を遠心エバポレーターで濃縮乾固し、200 µlのメタノールに溶解した。メタノール溶
液 10 µlを新しいマイクロチューブに分注し、全量を HPLC解析に用いた。分析カラ
ムは COSMOSIL 5C18-ARII column (4.6×150 mm ;ナカライテスク)を使用した。溶媒は、
蒸留水/アセトニトリル（0.1%トリフルオロ酢酸、TFA）を用い、カラム温度は 40°C、
流速は 1.0 ml/minに設定した。グラジエントは、アセトニトリルが 19分間で 10%か
ら 100%になるように設定した。吸光度は 280 nmで検出した。分析して検出されたピ
ーク面積値から、flaviolin、mompain の生産量を評価した。flaviolin および mompain
は、精製した標品を用いて検量線を作成することで定量を行った。 
 

3.2の実験、ceruleninによる脂肪酸合成酵素の阻害試験 
	 100 µg/ml のアンピシリンを含む LB amp 培地 2 ml に、E. coli BL21/pQE2- 

rppArbsmomAを植菌し、37°Cで 12 時間振盪培養した。この前培養液を新たな LB amp

培地 50 mlに 1%植菌し、37°Cで本培養を開始した。本培養開始から 1.5 時間後、終

濃度が 0.1 mMになるように IPTGを加え、同時に ceruleninも添加した。cerulenin添

����	 ������� 



rppA_F GAATTC� EcoR�
CATATG�Nde�

5’-GCGGAATTCGCATATGGCGACCCTGTGCC-3’

rppA_R AAGCTT�Hind�
ACTAGT�Spe�

5’-GCAAGCTTACTAGTCGGACAGCGCAAC-3’

momA_F TCTAGA�XbaI 5’- GCGTCTAGAATTAAAGAGGAGAAATTAACT
ATGACCGACCTCATCCTCC -3’

momA_R AAGCTT�HindIII 5’-GCGAAGCTTTCAGCTCCCACTCTGGTTCG -3’
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加時に、培養液 2 mlを試験管へ移動させた。ceruleninの DMSO溶液を、終濃度が 0、

1.6、3.1、6.3、12.5、25、50 µg/mlとなるように添加した。0 µg/mlは、DMSOのみを

添加したネガティブコントロールである。全てのサンプルにおいて、添加した DMSO

が 4 µlになるように調整し、各サンプル間の DMSO量に差異が出ないようにした。

本培養開始後、12 時間経過した培養液をサンプリングした。flaviolin、mompain の抽

出および定量は、3.1の実験と同様に行った。本実験は、n=3で行った。 
 

4.2の実験、 アンチセンス RNA用プラスミドの構築 
	 大腸菌 E. coli W3110株のクロモソームを鋳型にして、以下のプライマーを用いて
PCR によりアンチセンス RNA 発現用ベクターに導入するための DNA 断片を増幅し
た。 
 

fabF用プライマー 
 asfabF F：CTCGAATTCCTCGAGGTCGTTCGACCGCCTGAGTT 
 asfabF R：CAGAAGCTTCCATGGCCAGGTAGACTCTACGGTATT 
fabH用プライマー 
 asfabH F：CGCGAATTCCTCGAGCTGCCAGCGAACTCGCAGTT 
 asfabH R：CACAAGCTTCCATGGGGGCAGATAGCTGCCAGTACCAAT 
fabB用プライマー 
 asfabB F：CGCGAATTCCTCGAGACAAGTGTACGCTATTGTGCAT 
 asfabB R：CACAAGCTTCCATGGAAACAATGCCCAGGC 
GAATTC：EcoRI認識配列、CTCGAG：XhoI認識配列、AAGCTT：HindIII認識配列、
CCATGG：NcoI、赤字は fabF の上流および内部配列（figure 4-4）。青字は fabH の上
流および内部配列（figure 4-3）。緑字は fabBの上流および内部配列（figure 4-5）。 
	 各セットの PCR プライマーを用いて、PCR で増幅後、エタノール沈殿を行った。
その後、各 DNA断片および pUC19を制限酵素 EcoRIおよび HindIIIで消化した。電
気泳動後、目的のバンドを回収・精製し、ligationにより pUC19-asfabF、pUC19-asfabH、
pUC19-asfabBを構築した。DNAシークエンスにより PCRエラーがないことを確認し
た。pUC19-asfabF、pUC19-asfabH、pUC19-asfabBをそれぞれ制限酵素 XhoIおよび NcoI
で消化しアンチセンス配列を回収した。アンチセンス RNA 発現用ベクターpHN678、
pHN1257、 pHN1270を制限酵素XhoIおよびNcoIで消化しアンチセンス配列を ligation
した。以上により、pHN678-fabF、pHN1257-fabF、 pHN1270-fabF、pHN678-fabH、
pHN1257-fabH、 pHN1270-fabH、 pHN678-fabB、pHN1257-fabB、 pHN1270-fabB を
作製した。 
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4.2の実験、大腸菌 E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株へのアンチセンス RNA用プラ
スミドの形質転換 
	 大腸菌 BL21/pQE2-rppA 株のケミカルコンピテントセルに各アンチセンス RNA 用
プラスミドを形質転換した。選択マーカーは、pQE2 ベクターのアンピシリンおよび
各アンチセンスベクターの薬剤耐性遺伝子（pHN678: クロラムフェニコール、
pHN1257: カナマイシン、pHN1270: アプラマイシン）に従って、複数の抗生物質を
LB 培地に添加した。また、Negative Control としてアンチセンス RNA 用ベクターの
みを形質転換した菌株（以下、ネガコン株）も作製した。 
 

4.3の実験、アンチセンス RNAによる脂肪酸合成酵素遺伝子のノックダウン実験 
	 LB amp培地（100 µg/ml）2 mlに、アンチセンス RNA発現株およびネガコン株を
植菌し、37 ℃で 12 時間振盪培養を行った。この前培養液を新たな LB amp培地 2 ml
に 1 %植菌し、37 ℃で本培養を開始した。本培養開始から 1.5 時間後、終濃度が 0.1 
mMになるように IPTGを加えた。本培養においても 12時間培養を行った。本培養終
了後、各培養液の培養上清 200 µlに、1 N HClを 1滴加え酸性にした後に、800 μl
の酢酸エチルを用いて抽出した。抽出物を遠心分離後、酢酸エチル層 700 µlを遠心エ
バポレーターで濃縮乾固し、200 µlのメタノールに溶解した。そのうち、10 µlを新し
いマイクロチューブに分注し、全量 HPLCへとインジェクションした。分析して検出
されたピーク面積値から、flaviolin、mompain の生産量を評価した。本実験のサンプ
ル数は n = 3で行った。 
 

5.1の実験、GENEARTによる pUC19-Δ fabBおよび pUC19-ΔfabHの作製 
	 脂肪酸合成酵素（FAS）の遺伝子破壊株用プラスミドの構築は、GENEART（Seamless 
Cloning and Assembly Kit: invitrogenTM）のプロトコールに従った。以下、箇条書きで説

明する。 
(1) インサート断片を以下のプライマーを用いて PCR法で増幅させ、エタノール沈殿
した。（fab遺伝子の上流 2 kbp、下流 2 kbpおよび loxP配列） 
 

pUC19-ΔfabBの上流領域増幅用プライマー 
fabBup_F  
AATTCGAGCTCGGTACAGCCGCAAACATAAAGAGATCGTC 
fabBup_R 
GAACGGTACATTCAATACCTCTGTAAGTCGCA 
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pUC19-ΔfabBの lox71-aphII-lox66領域増幅用プライマー 
fabBlox_F 
ATTGAATGTACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGAGCTC 
fabBlox_R 
GCGCATTATACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATACCGG 
 

pUC19-ΔfabBの下流領域増幅用プライマー 
fabBdown_F 
GAACGGTATAATGCGCAAGCTGAAAGATTAAT 
fabBdown_R 
AGCTTGCATGCCTGCAGAAGGGAAGATGGTTATTCCGCAA 
 

pUC19-ΔfabHの上流領域増幅用プライマー 
fabHup_F 
AATTCGAGCTCGGTACACTCTATGACGTTACAAAGTTAAT 
fabHup_R 
GAACGGTACATGTACGCTCAGTCACTTTTCGG 
 

pUC19-ΔfabHの lox71-aphII-lox66領域増幅用プライマー 
fabHlox_F 
CGTACATGTACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGAGCTC     
fabHlox_R 
CGCGGAGCTACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATACCGG 
 

pUC19-ΔfabHの下流領域増幅用プライマー 
fabHdown_F 
GAACGGTAGCTCCGCGCTGGTTCGTTTCTAGG     
fabHdown_R 
AGCTTGCATGCCTGCAAGGTCTTCAACGAAAGAAGCATTG 

 

(2) DNAの濃度を測定し、ligationに使用する DNA量を決定した。 
(3) GENEART®の	 説明書に従い、インサート DNA、pUC19Lベクター、5×Reaction 

Buffer、滅菌水、10×Enzyme mixをマイクロチューブに入れ、反応液を調製した。 
(4) 反応液を 30分間室温で静置し、その後、氷上に置いた。 
(5) 反応液 6-8 µlを One Shot® TOP10コンピテントセルに加えた。 
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(6) 30分間氷上で静置した後、42°Cで 30秒間ヒートショックし、氷上に戻した。 
(7) 氷上で 2分間静置後、250 µlの SOC培地を加えた。 
(8) マイクロチューブを水平にし、200 rpm、37°Cで 1時間培養し、薬剤耐性遺伝子

を発現させた。 
(9) 抗生物質入りのプレートにまき、37°Cで一晩培養した。 
(10) 形成されたコロニーを用いて、プラスミドを抽出しインサート DNAの確認を行

った。 
 

5.1の実験、λ red recombinaseによるΔfabB Kmr株、ΔfabH Kmr株の取得 
	 ΔfabB Kmr株を作製するために、pUC19-ΔfabBを EcoRIおよび HindIIIで消化した。
電気泳動後、目的のバンドを回収・精製し、figure 5-2に示す約 5.6 kbの断片が得られ
た。これを fabB破壊用の DNA断片として使用した。 
	 fabH Kmr株を作製するために、pUC19-ΔfabH を HincII および HindIII で消化した。
電気泳動後、目的のバンドを回収・精製し、figure 5-3に示す約 2.3 kbpの断片が得ら
れた。これを fabH破壊用の DNA断片として使用した。 
(1) E. coli BL21株に pKD46を導入し、E. coli BL21/pKD46株を取得した。 
(2) E. coli BL21/pKD46を SOB amp培地（100 µg/ml）1 mlに植菌し、37℃で一晩振盪
培養した。これを前培養液とする。 

(3) 新たな SOB amp培地 2 mlに L-Arabinose水溶液を終濃度が 10 mMになるように加
えた。この培地に前培養液を１％植菌し、30°C で数時間振盪培養を行い
λred recombinaseを発現させた。この菌体を用いエレクトロポレーション用のコン
ピテントセルを作製した。 

(4) 破壊株作製用のDNA断片をエレクトロポレーションで形質転換させた。（1.8 kV、
25 µF、250Ω） 

(5) 370で 2時間培養後、LB Km培地にプレーティングし、37°Cでコロニーが形成さ
れるまで培養した。ΔfabB Kmr株の取得には培地に 0.1% tween 40、0.1% tween 80、
0.02% オレイン酸を添加した。 

(6) ΔfabB Kmr株およびΔfabH Kmr株作製の際は、カナマイシン耐性のコロニーをピッ

クアップし、LB Km培地と LB Amp + Km培地（ΔfabB Kmr株用の培地には

0.1%tween 40、0.1%tween 80、0.02%オレイン酸を添加）の両方に植菌し、アンピ
シリン入りの培地で生育しないことを確認した。アンピシリン耐性株は、破壊株

用 DNA断片作製時に混入した pUC19-ΔfabBまたは pUC19-ΔfabHが形質転換され
た株であると考え除外した。 

(7) 相同組換えチェック用の PCRプライマーを用いてコロニーPCRを行い、染色体上
で相同組換えが起こっていることを確認した。染色体上で相同組換えが起こった
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場合のみに増幅されるように、各脂肪酸合成酵素遺伝子の上流 2 kbpよりさらに上
流の配列を Forwardプライマーとした。また、Reverseプライマーは loxP配列の最
初の 30 bp付近から増幅されるように設計した。 

 

遺伝子破壊株チェック用のコロニーPCRに用いたプライマーを以下に示す。 
ΔfabB用 Forward：CAGAACACAAACCGCGAGAACCTAA 
ΔfabB用 Reverse：ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAC 
ΔfabF用 Forward：CCAGCGCTGTTGACTGCATCTG 
ΔfabF用 Reverse：ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAC 
ΔfabH用 Forward：CAACCACAGGCTGCCTTTTTCTTTG 
ΔfabH用 Reverse：ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAC 
 

5.2の実験、λ Red recombinaseによるΔfabF Kmr株の取得 
	 fabFの破壊に際して、loxP配列を fabF上流 50 bpおよび下流 50 bpで挟む配列が増
幅するように以下のプライマーを設計し、PCRで増幅した。その後エタノール沈殿を
行い、破壊株作製用の DNAとして用いた。その後の実験方法は、5.1の実験と同様。 
 

fabF破壊用プライマー 
Forward:	
TCTTTTTGTCCCACTAGAATCATTTTTTCCCTCCCTGGAGGACAAACGTG 
TACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGAGCTC 
Reverse: 
CCTTTTATATGGGTGGGAAATGACAACTTAGATCTTTTTAAAGATCAAAG 
TACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTA 

 

5.1、5.2の実験、サザンハイブリダイゼーション用プローブ作製 
	 DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter KitⅠ（Roche）のプロトコールに
従い、以下の手順でサザンハイブリダイゼーション用プローブを作製した。 
(1) 制限酵素処理およびゲル精製によりプローブ用 DNA断片を精製した。fabBおよ
び fabHに関しては、GENEART®により構築した遺伝子破壊用プラスミドを用いた。

fabBについては、 pUC19-ΔfabBを NcoIおよびMluIで消化して得られた約 470 bp
の断片を用いた。fabHについては、pUC19-ΔfabHを SphIおよび PstIで消化して
得られた約 300 bpの断片を用いた。fabFについては fabF上流 2 kbpを増幅した
DNAを NcoIおよび PvuIIで消化して得られた約 500 bpの断片を用いた。 

(2) 精製した DNAと滅菌水を合わせて 16 µlになるように調整し、マイクロチューブ
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に加えた。 
(3) 沸騰水中で 10分間 DNAを熱変性させた後、ただちに氷水の入った容器内で冷却
させた。 

(4) よく混和した DIG-High Prime 4 µlを変性させた DNAに加え混和した後、手短に
遠心した。 

(5) 37°Cで１時間インキュベートした。 
(6) 0.2 Mの EDTA 2 µlを加えて、ラベリング反応を停止させた。 
 

5.1、5.2の実験、サザンハイブリダイゼーション  
	 クロモソームの制限源酵素処理およびナイロンメンブレンへの DNAの転写 
(1) クロモソームの制限酵素処理を 37°C、over nightで行った。使用した制限酵素は

ΔfabB Kmr株：SalIおよび PstI、ΔfabH Kmr株：SphIおよび BglII、ΔfabF Kmr株：

NcoIおよび HindIIIである。 
(2) 制限酵素処理後、1%アガロースゲルで電気泳動した。EtBrでゲルを染色後、定規
とともにゲル撮影装置（日本ジェネティクス）で写真撮影した。 

(3) 蒸留水で洗浄し、0.125 M HCl（depurination solution）中で約 10分間振盪した。 
(4) 蒸留水で洗浄後、denaturation buffer中で 30分間振盪し、DNAを一本鎖化した。 
	 	 denaturation bufferの組成 
   1 Lあたりに、87.66 gの NaCl、20 gの NaOHを含む。 
 

(5) 蒸留水で洗浄し、neutralization buffer中で 30分間振盪した。 
neutralization bufferの組成 
1 Lあたりに、87.66 gの NaCl、60. 5 gの Trizma baseを含む。pHは 7.5に調整し
た。 

(6) 蒸留水で洗浄後、ナイロンメンブレン Amersham HybondTM-N+（GE Healthcare）に
DNAを転写した。DNAの転写には、キャピラリーブロッティング装置またはバ
キュームトランスファー装置（BIO CRAFT）を用い、試薬として 20×SSCを使用
した。20×SSCは、1 L中に 88.23 g Tri-sodium citrate、175.32 gの NaClを含み、pH
が 7から 8になるように調整した水溶液である。 

(7) DNA転写後のメンブレンをアルミホイルで包み、80℃で 2時間ベーキングし DNA
を固定させた。 
 

	 この後の操作は、DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter KitI（Roche）の
プロトコールに従った。 
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DNAプローブのハイブリダイゼーション 
(1) ハイブリダイゼーション温度（42℃）まで加温した適量の DIG Easy Hyb（ハイブ
リダイゼーション溶液）を用い、ハイブリダイゼーションオーブンで 30分間プレ
ハイブリダイゼーションを行った。 

(2) DIGラベルした DNAプローブ（約 25 ng/ml）を 5分間煮沸させた後、ただちに氷
水中で冷却させて変性させた。 

(3) 変性後のプローブをあらかじめ 50°Cに加温したDIG Easy Hybに加えて混和した。 
(4) プレハイブリダイゼーション溶液を捨てて、3で作製したハイブリダイゼーション
溶液を加え 50°C、over nightでハイブリダイゼーションを行った。 

ストリンジェンシー洗浄 
(1) 2×SSC、0.1%SDS溶液中で、ハイブリダイゼーション後のメンブレンを振盪させ
て、洗浄を行った。（15〜25°C下、5分間×2回） 

(2) 0.5×SSC、0.1%SDS溶液中でメンブレンを振盪させて、洗浄を行った。（65℃、15
分間×2回） 

 

免疫検出 
用いた試薬 
・	洗浄用バッファー	 0.1 M マレイン酸、0.15 M NaCl、0.3%（v/v）Tween 20、 

pH7.5 

・	マレイン酸バッファー	 0.1 M マレイン酸、0.15 M NaCl、pH7.5 
・	検出用バッファー	 0.1 M Tris-HCl、0.1 M NaCl、pH9.5 
・	ブロッキング溶液	 10×ブロッキングストック溶液をマレイン酸バッファーで 10
分の 1希釈した。 

・	抗体溶液	 抗ジゴキシゲニン-APをブロッキング溶液で希釈し 150 mU/mlにした。 
・	発色基質溶液	 10 mlの検出用バッファーに NBT/BCIT 200 μlを加えた。 
ここからの作業（発色反応を除く）は 15〜25°Cで振盪させながら行った。 
(1) メンブレンを洗浄用バッファー中で 5分間振盪し洗浄した。 
(2) ブロッキング溶液（100 ml/メンブレン 100 cm2）中で、30分間インキュベートし
た。 

(3) 抗体溶液（20 ml/メンブレン 100 cm2）で、30分間インキュベートした。 
(4) 洗浄用バッファー（100 ml/メンブレン 100 cm2）中で、15分間×2回、洗浄した。 
(5) 検出用バッファー中で、5分間平衡化させた。 
(6) 10 mlの発色基質溶液中にメンブレンを入れ、暗下でインキュベートし発色反応を
行った。 

(7) 目的のバンドが見えたので、メンブレンを 50 mlの TE（pH8.0）中で 5分間振盪し
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発色反応を停止させた。 
 

5.3の実験、Creの発現による loxP部位特異的組換え 
	 705-Cre のプロトコールに従い、Cre タンパク質の発現および loxP 部位特異的組換

えを行った。 
 

705-Creのプロトコール 
(1) Δfab Kmr株のコンピテントセルを作製し、705-Creを導入した。Creが発現してプ
ラスミドが脱離しないように 30°Cで 2時間、薬剤耐性遺伝子発現のための培養を
行い、12.5 µg/mlのクロラムフェニコール（Cm）および 15.0 µg/mlのカナマイシ
ンが入った LB寒天培地（LB Cm-Km）にまいた。 

(2) 液体 LB Km培地 1 mlに形成されたコロニーより植菌し、30°Cで 4時間程度振盪
培養した。その後、培養温度を 37°Cに変えて終夜培養した。 

(3) 翌日、Cre発現後の培養液を LB寒天培地にまき、37°Cで培養しシングルコロニ
ーを形成させた。シングルコロニーをピックアップし、LB培地および LB Km培
地に植菌し、37°Cで培養した。 

(4) LB培地のみに生育した株および BL21元株を用いて、fab遺伝子および fab遺伝子
の上下流 2 kbpが増幅するようにプライマーを組み合わせて PCRを行った。増幅
された PCR断片の大きさの違いで、遺伝子が破壊されているかどうかを確認した。 

 

6.1および 6.2の実験 
E. coli BL21株および各 FAS破壊株における RNA抽出と cDNA作製 
	 脂肪酸入り（0.1% tween40、0.1% tween80、0.02% オレイン酸）LB寒天培地に E. coli 
BL21株および FAS破壊株のグリセロールストックを植菌し、37°Cで 12時間インキ
ュベートしコロニーを形成させた。次に、各菌株のシングルコロニーを取り、LB液
体培地 2 mLに植菌し、37°C、245 rpmで前培養を行った。E. coli BL21株とΔfabF株
は 15時間、ΔfabB*、ΔfabH、ΔfabB*H、ΔfabFH株は 18時間培養した。その後、2 mL
の LB液体培地に各前培養液を 1%植菌し、37°C、245 rpmで O.D600が 1.3になるまで
培養した。各菌株の培養液を 0.5 mlずつ取り、RNA抽出に用いた。RNAの抽出は、
RNA protect Bacteria reagent および RNeasy Mini Kit （QIAGEN）を用い、キットのプ
ロトコールに従い RNA抽出を行った。 
 

6.1および 6.2の実験 
qRT-PCRによる遺伝子転写量の測定 
	 qRT-PCRには、Thermal Cycler Dice Real Time System（TaKaRa）を用いた。qRT-PCR
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に用いた各遺伝子のプライマーおよび qRT-PCRの反応液組成は以下に示したとおり
である。qRT-PCRの反応条件は、95°Cで 30秒間初期変性を行った。その後、95°C
で 5秒、60°Cで 30秒反応させるサイクルを 40サイクル行い、変性およびアニーリ
ング/伸長反応を行った。rrsAを標準遺伝子としてΔΔCt法を用いて各遺伝子の転写量
について E. coli BL21親株を 1.0倍とした時の値を算出した。サンプル数は n=3で行
った。 
qRT-PCRの反応液組成 
SYBR Premix Ex Taq	 Ⅱ	  12.5 µl 
PCR Forward Primer 1 µl 
PCR Reverse Primer 1 µl 

cDNA ( 9 ng/µl ) 1 µl 
dH2O 8.5 µl 
 

6.1および 6.2の実験に用いた qRT-PCR用のプライマー 
rrsA-RTPCR-F AGATCTGGAGGAATACCGGT 

rrsA-RTPCR-R GTCGACTTAACGCGTTAGCT 

fadR-RTPCR-F ATCTGGAATAACCGCTTCC 

fadR-RTPCR-R ATTATTCACCTTCGTCGGC 

fabF-RTPCR-F GGCAATACCGTAGAGTCTACCT 

fabF-RTPCR-R GCGAGATAATGTCCTCACAGT 

fabB-RTPCR-F ATCGGTAATAACCAGCAGGA 

fabB-RTPCR-R GATTGCCTGCTCCATAGAA 

fabH-RTPCR-F CGAGTGGATTGTCACTCGTA 

fabH-RTPCR-R GTGCGTAGCAGAAGTCGTT 

fabD-RTPCR-F GCCAGCTGAAGAACTGAATAA 

fabD-RTPCR-R TACGGCTTCTTGCATGAAC 

fabG-RTPCR-F AAGTTATTGGCACTGCGAC 

fabG-RTPCR-R TATCACGAGTGATACCGGC 

acpP-RTPCR-F AGCACTATCGAAGAACGCG 

acpP-RTPCR-R CTGGTGGCCGTTGCTGTA 

accA-RTPCR-F GTTAGCCGTCAGGATGAGAA 

accA-RTPCR-R GGTATAAGGACGCTGTGGAT 

accB-RTPCR-F ATCGAGCTGGTTGAAGAATC 

accB-RTPCR-R CGTACGATGTGACCACTGAT 
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accC-RTPCR-F AACTGGCACAATCCATCTCC 

accC-RTPCR-R CGTTCCGCCAGATAGATAGC 

accD-RTPCR-F ATTCCTGAAGGGGTGTGGA 

accD-RTPCR-R CCTTCATCTAACAGGCTATGC 

iclR-RTPCR-F AGCCCAACTGAGCGAAGAACA 

iclR-RTPCR-R GTTCACGGTGCTCATCGAAA 

aceA-RTPCR-F GGCAGAAAAACCTCGACGAC 

aceA-RTPCR-R GCTGCTGCACTTTCTCAACG 

aceB-RTPCR-F ACAGGCAACAACAACCGATG 

aceB-RTPCR-R CAGGCAACGTTCCGTTATCA 

aceK-RTPCR-F GCTTCGAGATTGCGGAGA 

aceK-RTPCR-R TAACGCGCATCAGCAGAG 

 

7.1の実験 E. coli BL21株および FAS破壊株における HPLCを用いた ppGppの定量 
	 野村らの論文 35)を参考にし、以下の方法で E. coli BL21株および FAS破壊株におけ
る ppGppを抽出した。まずは、脂肪酸入り(0.1% tween40、0.1% tween80、0.02% オレ
イン酸）LB寒天培地に E. coli BL21株および FAS破壊株のグリセロールストックを
植菌し、37°Cで 12時間インキュベートしコロニーを形成させた。次に、各菌株のシ
ングルコロニーを取り、LB液体培地 50 mLに植菌し、37°C、120 rpmで前培養を行
った。E. coli BL21株とΔfabF株は 15時間、ΔfabB*、ΔfabH、ΔfabB*H、ΔfabFH株は
18時間培養した。次に、新たに 2 Lのバッフル付き三角フラスコに LB培地 1 Lを用
意し、前培養液を 1%（10 ml）植菌し、OD600が 0.5になるまで 30°C、100 rpmで本培
養を行った。本培養終了後、1 L分の菌体を集菌した。その後、各菌株のペレットを
30 mlの methanolに懸濁し、超音波破砕した。破砕後、4°C、10,000 rpmで 30分間遠
心分離を行った。50 mlのプラスチックチューブを用意し、上清を 15 mlずつ分けて、
クロロホルム 25 ml、滅菌水 10 mlを入れて混合した。そして、4°C、10,000 rpmで 15min
を行った。その後、水層を全量取り、遠心エバポレータで濃縮乾固した。1 ml以下ま
で濃縮後、全量をフィルターで濾過し、完全に濃縮乾固させた。濃縮乾固物を 20 µl
の low ionic bufferに溶解し、全量を HPLCで分析した。HPLCの分析条件は以下の通
りである。ppGpp標品の分析から検量線を作製し、菌体からの抽出物からの面積値を
検量線に当てはめることで、ppGpp量を算出した。 
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HPLC分析条件 
カラム : PARTISIL 10 SAX  4.6 ID×250 mm （Hichrom） 
 溶媒	 :   A（low-ionic strength buffer） : 7 mM KH2PO4  pH 4.0   
          B（high-ionic strength buffer） : 0.5 M KH2PO4 + 0.5 M Na2SO4  pH 5.4  
グラジエント  A/B : 0 min （100/0）、20 min（0/100）、40 min（0/100）、41 min （100/0） 
254 nmで分析	  
 

7.2.1の実験 LC-MSを用いた ppGppの分析系の構築 
7.2.1 tripleQ MSを用いた ppGppイオン化の条件の最適化検討 

	 ppGppのイオン化の条件は、毎回測定時に最適化を行った。その一例の条件を示す。 
 
Ion mode: negative ion mode 
Tune method  

・	Spray voltage	 4000 V 
・	Vaporizer temperature	 0 °C 
・	Sheath gas pressure	  50 
・	Ion sweep gas pressure	 0 
・	Aux gas pressure	 0 
・	Capillary temperature	 270 °C 
・	Tube lens offset	 -115 V 
・	Collision pressure	 1.5 mTorr 
・	Collision energy 25 V 
 

negative ion mode におけるMS/MSの測定条件 
parent ion  m/z  602.  product ion  m/z  504.2 

 

7.2.1の実験	 ppGppの検量線の作成 
	 TriLink Biotechnologies社から購入した ppGpp標品（100 mM水溶液）を、20 mM 
CH3COONH4とアセトニトリルの等量混合液で希釈した。作製した標品から 1 pmol、5 
pmol、10 pmol、15 pmol、20 pmol、25 pmolをインジェクションし、その面積値から
検量線を作製した。 
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7.2.1の実験 LC-MS解析における LCの条件 
カラム :  SeQuantZIC-HILIC 3.5 µm 200Å 2.1 ID×150 mm （Merck社） 
溶媒	 :  A: 20 mM CH3COONH4	 B : acetonitrile 
Isocratic分析 A/B : 50/50 
 

7.2.2の実験 LC-MSを用いた E. coli BL21株およびΔfabH株における ppGpp量の解析 
	 脂肪酸入り（0.1% tween40、0.1% tween80、0.02% オレイン酸）LB寒天培地に E. coli 
BL21株およびΔfabH株のグリセロールストックを植菌し、37°Cで 12時間インキュベ
ートしコロニーを形成させた。次に、各菌株のシングルコロニーを取り、LB 液体培
地 2 mLに植菌し、37°C、120 rpmで前培養を行った。E. coli BL21株は 15時間、ΔfabH

株は 18時間培養した。これを前培養液とした。50 mLの新たな LB 液体培地を用意
し、前培養液を 1%植菌し、OD600が 0.5になるまで培養した（37℃、120 rpm）。10 mL
の菌体を集菌した（8,000 rpm、10 min、4℃）。ペレットを 500 µl の methanolに懸濁
し、超音波破砕した（BIORUPTOR を用いて 30 秒の破砕を 10 回行った）。その後、
上清を得るために遠心分離を行った（15000 rpm、20 min、4℃）。上清 500 µlを取り、
クロロホルム 800 µl、滅菌水 300 µlを入れて混合した。水層とクロロホルム層を分け
るために、遠心分離を行った（15,000 rpm、15min、4℃）。水層を取り、ultra MCフィ
ルター（Merck）で濾過後（12000 g、4 min、4℃）、0.22 µmの水層フィルター（ラボ
ラボカンパニー）で更に濾過し、遠心エバポレーターで濃縮乾固した。50 µlの 20 mM 
CH3COONH4:acetonitrile=1:1溶液に溶かして LC-MSサンプルとした。そのうちの 5 µl
をインジェクションした。LC-MSの分析条件は 7.2.1の実験と同様である。 
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第二章 大腸菌生体内における一次代謝流量を調節する因子の探索と解析 
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10. 序論 
 
10.1	 Keio collection  

 
figure 10-1.	 Keio collection  

（出典: http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/strain/nbrp/explanation/KEIOCollection.jsp） 
	 大腸菌には 4,288の遺伝子がある。奈良先端科学技術大学院大学の森浩禎博士らが
作製した Keio collection（figure 10-1）は、E. coli K-12 BW25113株を親株として、3,985
種類の非必須遺伝子について単一遺伝子欠損株を作製したものである 36)。森らは、λ

Redによる相同組換え 32)を用い、予想遺伝子の 4,288遺伝子の遺伝子破壊を試みた。
その結果、303遺伝子が必須遺伝子であることが判明し 36)、結果として、3,985遺伝
子の破壊株コレクションの作製に成功した。本破壊株コレクションは、FRT/FLPリコ
ンビネーションを用いて欠失株として作製されている（figure 10-1）。FLP recognition 
target （FRT）配列に挟まれたカナマイシン耐性遺伝子配列の外側から、λRedの認識
に必要な 50 bpの相同領域を有する PCRプライマーで増幅し、染色体上の相同遺伝子
と相同組換えを起こさせる。この相同組換え体に FLPリコンビナーゼを発現させるこ
とで、2つの FRT配列間で相同組換えが起こり、挟まれたカナマイシン耐性遺伝子が
脱落する。以上の操作により、遺伝子欠失株が作製できる。特徴的な点としては、破

壊する遺伝子の開始コドンおよび終始コドンとそのすぐ上流 18 bpをPCRプライマー
（50 bpの相同領域を有する）にそれぞれ含めることで、遺伝子欠失株は破壊する遺
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伝子の内部配列が開始コドンと終始コドンに挟まれた 102 bpの配列に置き換わる点
である（figure 10-2）。遺伝子欠失株は、本来のタンパク質の変わりに機能がない 34
アミノ酸のペプチドを生産し（figure 10-3）、また、親株の終始コドンとそのすぐ上流
18 bpの配列がそのまま残っているため、下流遺伝子への極性効果がない。 

 

figure 10-2.  Keio collection mutantのコンストラクション（出典: Baba, T et al. Mol. 
Syst. Biol., 2, 1-10 (2006) Figure 2） 
 

 

figure 10-3.  Keio collection mutantが産生する 34アミノ酸の scar peptide （出典: 
Baba, T et al. Mol. Syst. Biol., 2, 1-10 (2006) Figure 3） 
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10.2 Keio collectionを用いた一次代謝流量を調節する未知因子のスクリーニング 
	 私は大腸菌における RppA の発現プラスミド pQE2-rppA（figure 10-4）を構築する
ことにより、生体内の malonyl-CoA 量を簡便に評価する系を構築した。そして、
pQE2-rppAを Keio collection全 3,985株に導入した。前章でも述べたように、RppAは、
5分子の malonyl-CoAから THNの合成を触媒する。THNは空気中で直ちに酸化され
て、赤色色素 flaviolinに変換される。したがって、菌株が生産する flaviolinを測定す
ることによって菌体内におけるmalonyl-CoA量を間接的に定量することが可能である。
本実験においては、各菌株の flaviolin生産量に関して、96穴プレートを用いて吸光度
測定を行うことで比較した。 

 

figure 10-4.	 pQE2-rppAのコンストラクト	 RBSは ribosome binding site、amprはア

ンピシリン耐性遺伝子、ColE1は複製起点を示す。 
 

	 私は当研究室の山本と共に、3,985 株の rppA 組換え体について、LB 培地、37℃に
おいて好気的に 24 時間培養し、それらの培養上清中の flaviolin 量を定量した。その
結果、遺伝子を欠損させると flaviolin 生産量が上昇する陽性株がいくつか得られた。
本論文では、そのうち陽性株であるΔpdxJ 株について詳細を述べることとする。PdxJ
は、vitamin B6の生合成に関与している。私は、yhjB遺伝子の欠損が如何にして flaviolin
の生産量を上昇させたのかを明らかにするために以下の実験を行った。	
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11. ΔpdxJ株における極性効果による acpSの転写抑制 
 
11.1 PdxJ 

	 PdxJは、vitamin B6誘導体の 1つである pyridoxine 5-phosphate （PNP）の合成を触
媒する。PdxJ は、その反応基質として 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate （dXP)を用い
る。dXP は、非メバロン酸経路においてピルビン酸とグリセルアルデヒド-3-リン酸 
(G3P)より dXP synthase によって合成される（figure. 11-1）37)。pdxJ 欠損株において

malonyl-CoA プールが増強された要因として 2 つの可能性が考えられる。1 つめの可
能性として、極性効果による必須遺伝子 acpS の転写抑制が挙げられる。染色体上に
おいて pdxJ のすぐ下流には、脂肪酸合成において重要な役割を果たすアシルキャリ

アープロテイン (AcpP)の holo化を触媒する acpSがある（figure. 11-2）。すなわち、
pdxJ の破壊による極性効果により acpS の転写が抑制されたと考えられる。脂肪酸合
成が阻害されると、malonyl-CoAプールが増強されるのは第一章に示したとおりであ
る。 
	 またもう一つの可能性として、pdxJ が欠失することで dXP の消費が抑制され、ピ
ルビン酸が余剰となり、余剰となったピルビン酸の代謝流路が変化し、acetyl-CoAお
よび malonyl-CoA合成に用いられるという可能性が考えられる。私は、1つめの可能
性を検討すべく、pdxJ欠損株の in-frame mutantの作製および acpS遺伝子の転写量解
析を行った。 

 

figure 11-1.  PdxJの反応	 Vitamin B6生合成経路（A）および非メバロン酸経路 
（B）AHPと非メバロン酸経路の生成物である dXPの反応を触媒し、PNP (Vitamin B6)
を生成する。 

figure 11-2. pdxJを含むオペロン	 pdxJのすぐ下流には必須遺伝子 acpSが存在する。 
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11.2 ΔpdxJ株における極性効果による acpSの転写抑制 
	 Keio collectionは figure 10-2で示したように、ターゲットとなる遺伝子に対してカ
ナマイシン耐性遺伝子と相同組換えを起こすことによって目的遺伝子の欠損株を取

得している。したがって、この状態の遺伝子欠損株は in-frame mutantではないために、
欠損させた遺伝子の下流に極性効果が生じている可能性がある。本実験における pdxJ
欠損株において、脂肪酸合成において重要な acpSの転写が抑制された可能性を検証
するために、pdxJ欠損株に FLPリコンビナーゼを発現させカナマイシン耐性遺伝子
を除去することで、in-frame mutantを取得した。本実験では、pdxJ欠損株のうちカナ
マイシン耐性遺伝子保有株をΔpdxJ（Kmr+）株、in-frame mutantをΔpdxJ（Kmr-）株と
呼ぶこととする（figure 11-3）。 
	 私は、E. coli BW25113株、ΔpdxJ（Kmr+）株、ΔpdxJ（Kmr-）株の対数増殖期にお
ける acpSの転写量を qRT-PCRにより解析した。その結果、E. coli BW25113株の acpS
転写量を 1.0 とした場合、ΔpdxJ（Kmr+）株では 0.1、ΔpdxJ（Kmr-）株では 0.3 とな
った（figure 11-4）。つまり、ΔpdxJ（Kmr-）株では極性効果がなくなったことによっ
て、acpSの転写量が回復したと考えられる。また私は、同 3菌株における脂肪酸量お
よび細胞内 malonyl-CoA量および脂肪酸量を測定した。その結果、脂肪酸量について
は、E. coli BW25113親株における総脂肪酸を 100とした場合、ΔpdxJ（Kmr+）株では
69と減少していた。ΔpdxJ（Kmr-）株では、acpSの転写量が回復したために、脂肪酸
合成量も増え、親株の 79%の脂肪酸量が見られた（figure 11-5）。一方、malonyl-CoA
濃度に関しては、親株では 0.19 nM/OD600であったのに対し、ΔpdxJ（Kmr+）株では脂
肪酸合成が阻害されていることが起因して 0.68 nM/OD600と増加していた。なお、ΔpdxJ
（Kmr-）株では、0.21 nM/OD600であり親株と近い値を示した（figure 11-6）。 
 
 

	 figure 11-3.  ΔpdxJ（Kmr+）株およびΔpdxJ（Kmr-）株における遺伝子配座。  
	  
 
 

ΔpdxJ (Kmr+）� ΔpdxJ (Kmr−）#
（in-frame mutant）�

acpS Kmr recO acpS recO 
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figure 11-4.  E. coli BW25113、ΔpdxJ（Kmr+）、ΔpdxJ（Kmr-）における qRT-PCR 
による acpSの転写量解析  各サンプルは n=3で行った。 
 
 

 

 
figure 11-5.  E. coli BW25113、ΔpdxJ（Kmr+）、ΔpdxJ（Kmr-）における脂肪酸の
分析  （A）GC/MSによる脂質の分析結果、（B）総脂肪酸量の比較。各サンプルは n=3
で実験を行った。 
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figure 11-6.  E. coli BW25113、ΔpdxJ（Kmr+）、ΔpdxJ（Kmr-）における細胞内
malonyl-CoAの分析  各サンプルは n=3で行った。 
 

	 以上の実験結果より、私は pdxJ欠損株による下流遺伝子の極性効果により acpSの

転写量が減少し、脂肪酸合成が阻害されたことが flaviolin増産に寄与したことを明ら
かにした（figure 11-7）。figure. 11-4に示したように、ΔpdxJ（Kmr+）株での acpSの転
写量は親株と比較して 9 割減少しており、ΔpdxJ（Kmr-）株では親株の 7 割少なかっ
た。それでも、この 2 割の acpS 転写量の差が脂肪酸合成において、重要な課程であ
るACPの holo化に大きな影響を与えたと考えられる。よってこの acpS転写量の差が、
figure. 11-5および figure. 11-6に示したとおり、菌体内の脂肪酸量、malonyl-CoA量の
違いにも現れたことが示唆される。また、in-frame mutantであるΔpdxJ（Kmr-）株にお
いて acpS の転写量が親株と同等まで回復しなかったのは、欠損した pdxJ 中に acpS
の転写を制御している塩基配列がある可能性が考えられる。または、PdxJが合成され
ないことで、一部の一次代謝のバランスが崩れたことが、脂肪酸合成に関する遺伝子

の転写量に影響を及ぼした可能性も考えられる。 

figure 11-7.  pdxJ欠損株におけるポリケタイド増産の要因  
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12. 第二章のまとめ 
	 奈良先端科学技術大学院大学の森浩禎博士らが開発した Keio collectionは、大腸菌
E. coli BW25113株を親株とした 3,985種類の非必須遺伝子の単一遺伝子欠損株コレク
ションである。私は、これらの中に、欠損させるとポリケタイドの生産量を上昇させ

る遺伝子が存在するのではないかと考えた。そこで私は、全欠損株に pQE2-rppAを導
入した Keio collection を用い、flaviolin の定量を行った。その結果、いくつかの遺伝
子欠損株について、flaviolinの生産量が親株である E. coli BW25113/pQE2-rppAよりも

増加した。flaviolin 生産量が増加した理由として、malonyl-CoA の代謝流量が増強さ
れた、細胞内 ATP などの発酵エネルギーが上昇した、プラスミド、mRNA、タンパ
ク質の安定性が向上しポリケタイド合成酵素の量が増えた等の可能性が考えられた。

私は、スクリーニング陽性株のうちΔpdxJ 株に関して、flaviolin 生産量が上昇した要
因について精査した。 
	 pdxJ欠損株では、Keio collectionにおいて in-frame mutant作製前のカナマイシン耐
性遺伝子が除去されていない株によって、下流遺伝子の転写が極性効果を受けたこと

が判明した。pdxJ の即下流の遺伝子である脂肪酸合成に関する acpS の転写量が減少
し、脂肪酸合成が阻害されたことが flaviolin増産に寄与したことを明らかにした。 
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13. 第二章の実験項 
 

10.2の実験  
Keio collectionの pQE2-rppA形質転換体が生産する flaviolinの定量 
(1) 96穴ディープウェルに 800 μlずつ LB Amp培地（50 µg/ml）を入れ、グリセロー
ルストックを 5 μl植菌した。コントロールとして、KEIO collectionの元株である
E. coli BW25113株に pQE2、pQE2-rppAを形質転換した	 E. coli BW25113/pQE2株
および E. coli BW25113/pQE2-rppA株も同じ 96穴ディープウェルプレートの空ウ
ェルに植菌した。 

(2) 12時間 1,500 rpmで振とう培養し、前培養とした。 
(3) 96穴ディープウェルに 800 μlずつ LB Amp培地を入れ、前培養液を 20 μlずつ植
菌し、37°C、1,500 rpmで本培養を開始した。n = 2で行った。 

(4) 本培養開始 1.5時間後に 4 mM IPTGを 20 μl（終濃度 0.4 mM）入れてタンパク質
の発現を誘導した。 

(5) 本培養 24時間後に培養を止めた。 
(6) 96穴ディープウェルを 3,500 rpmで 10分間遠心して集菌した。 
(7) 上清 200 μlを 96穴マルチプレートに入れ、マルチプレートリーダーで flaviolinの
吸収波長である 447 nmの吸光度を測定した。 

 

11.2の実験  
E. coli BW25113株およびΔpdxJ株における qRT-PCRによる acpSの転写量解析 
 

RNA抽出と cDNA作製 
	 LB寒天培地に E. coli BW25113株、ΔpdxJ（Kmr+）株、ΔpdxJ（Kmr-）株のグリセ
ロールストックを植菌し、37°Cで 12時間インキュベートしコロニーを形成させた。
次に、各菌株のシングルコロニーを取り、LB液体培地 2 mLに植菌し、37°C、245 rpm
で 18時間前培養を行った。その後、2 mLの LB液体培地に各前培養液を 1%植菌し、
37℃、245 rpmで O.D600が 1.3になるまで培養した。各菌株の培養液を 0.5 mlずつ取
り、RNA抽出に用いた。RNAの抽出は、RNA protect Bacteria reagent および RNeasy 
Mini Kit （QIAGEN）を用い、キットのプロトコールに従い RNA抽出を行った。 
 

qRT-PCRによる遺伝子転写量の測定 
	 qRT-PCRには、Thermal Cycler Dice Real Time System（TaKaRa）を用いた。qRT-PCR
に用いた各遺伝子のプライマーおよび qRT-PCR の反応液組成は以下に示したとおり
である。qRT-PCR の反応条件は、95°C で 30 秒間初期変性を行った。その後、95°C
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で 5 秒、60°C で 30 秒反応させるサイクルを 40 サイクル行い、変性およびアニーリ
ング/伸長反応を行った。rrsAを標準遺伝子として、ΔΔCt法を用いて各遺伝子の転写
量について、E. coli BL21親株を 1.0倍とした時の値を算出した。各サンプル数は n=3
で行った。 

 

qRT-PCRの反応液組成 
SYBR Premix Ex Taq	 II	  12.5 µl 
PCR Forward Primer 1 µl 
PCR Reverse Primer 1 µl 
cDNA ( 9 ng/ml ) 1 µl 
dH2O 8.5 µl 
 

qRT-PCRに用いたプライマー 
rrsA-RTPCR-F AGATCTGGAGGAATACCGGT 

rrsA-RTPCR-R GTCGACTTAACGCGTTAGCT 

acpS-RTPCR-F AGCACGGATATTGTGGAGAT 

acpS-RTPCR-R CCGAGCTCATCATTGAATACT 

 
 

11.2の実験  
E. coli BW25113株およびΔpdxJ株における LC-MSによる細胞内 malonyl-CoA量解析 
	 E. coli BW25113株およびΔpdxJ（Kmr+）株、ΔpdxJ（Kmr-）株のグリセロールスト
ックを LB寒天培地に植菌し、37°Cで 12時間インキュベートしコロニーを形成させ
た。シングルコロニーをピックアップし、LB液体培地 2 mlに植菌し、37°C、245 rpm
で 12時間培養した。これを前培養とした。次に、丸底フラスコに 50 mlずつ LB培地
を入れ、前培養液を 500 µl植菌し、30°C、120 rpmで本培養を開始した。本培養 8時
間後に培養を止め、集菌を行った（10,000 rpmで 5分間）。50 ml分の菌体を 1 mlの滅
菌水に懸濁し、懸濁液を2 mlのマイクロチューブに移した。430 µlの6 % Perchloric acid
を加え、菌体を完全に懸濁させることで、細胞の破砕を行った。その後、3 M K2CO3

を加え、発泡がなくなるまで混合し、pH 試験紙によって中性になっていることを確
認した。そして、15,000 rpm、4°Cで 10分間遠心分離を行い、上清を 0.22 µmの親水
性フィルター（ラボラボカンパニー）で濾過した。そのろ液を LC-tripleQ MSのサン
プルとした。 
	 LC-tripleQ MS（Thermo 社 TSQ Quantum）での分析カラムは、COSMOSIL Packed 
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Column 3C18-EB 2.0×150 mm（Nacalai Tesque）を用いた。溶媒は、5 mM 酢酸アンモ
ニウム/メタノールを用い、流速は 200 µl/minに設定した。グラジエントは、5 mM 酢
酸アンモニウム/メタノールが、0-2.5 min 95/5、2.5-8 min 55/45、8-8.5 min 95/5、8.5-15 
min 95/5となるように設定した。カラム温度は 40°C に設定した。parent ion m/z 854.1、
product ion m/z 346.7で検出した。本実験は n＝3で行った。 
 

11.2の実験  
E. coli BW25113株およびΔpdxJ株における GC-MSによる脂肪酸の定量 
	 E. coli BW25113株およびΔpdxJ株、ΔpdxJ（Kmr+）株、ΔpdxJ（Kmr-）株のグリセロ
ールストックを LB寒天培地に植菌し、37°Cで 12時間インキュベートしコロニーを
形成させた。シングルコロニーをピックアップし、LB液体培地 2 mlに植菌し、37°C、
245 rpmで 12時間培養した。これを前培養とした。次に、丸底フラスコに 50 mlずつ
LB培地を入れ、前培養液を 500 µl植菌し、30°C、120 rpmで本培養を開始した。本
培養 8時間後に培養を止め、集菌を行った（10,000 rpmで 5分間）。培養液 1.5 mlよ
り菌体を回収し遠心エバポレーターで 2 時間乾燥を行った。脂肪酸の抽出には
methylation and purification of fatty acids （Nacalai tesque）を用いた。分析カラムは HP-5 

MS (30 m ×0.25id, 0.25 µm film thickness; Aßgilent) を使用した。グラジエントは 100°C 

5 min, 100°Cから 250°C を 10°C/minで 15 min, 250°Cで 10 min 合計 30 min であり、

移動相は He を用いた。化合物データベースの中から各脂肪酸メチルエステルの分子

量を照合し、各ピークの面積を求めた。それらの合計を総脂肪酸量とした。 
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第三章 Rhodococcus jostii RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路の in vitro再構築 
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14. 序論 
14.1 β-ケトアジピン酸経路 
	 β-ケトアジピン酸経路（β-ketoadipate pathway）は、原核微生物およびカビに広く保
存されている芳香族化合物の分解経路である 38)。β-ケトアジピン酸経路は、
protocatechuate branch と catechol branch と呼ばれる分岐経路から構成される（figure 
14-1）。protocatechuate branchは、p-cresol、4-hydroxybenzoateやリグニンのモノマーか
ら生成される protocatechuate をβ-ケトアジピン酸に異化する経路である。catechol 
branchは、芳香族炭化水素、含窒素芳香族化合物やリグニンのモノマーから生成され
る catecholをβ-ケトアジピン酸に異化する経路である。β -ケトアジピン酸は、さらに
2段階代謝されることにより、TCA回路の基質である acetyl-CoAおよび succinyl-CoA
に異化される 38)。 
	 本経路は、原核微生物において広く保存されており、グラム陽性菌では Bacillus属、
Rhodococcus属、Arthrobacter属、Nocardia属に存在している 38)。また、グラム陰性菌

では、Acinetobacter属、Alcaligenes属、Burkholderia属、Comamonas属、Enterobacter
属、Pseudomonas属、Azotobacter属、Rhizobium属、Bradyrhizobium属、Agrobacterium
属に保存されている 38)。また、真菌においても同経路は存在しており、Aspergillus属、

Penicillium属、Rhodotorula属などに広く分布していることが知られている。β-ケトア
ジピン酸経路に関与する酵素群の解析は、Pseudomonas putida39, 40)、Acinetobacter 
calcoaceticus 41, 42, 43)、Agrobacterium tumefaciens 44. 45. 46)などのグラム陰性菌において広く

研究されている。 
 

 
figure 14-1. グラム陰性菌におけるβ-ケトアジピン酸経路  
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14.2 Rhodococcus jostii RHA1 

	 Rhodococcus jostii RHA1（以下、RHA1）は、γ-ヘキサクロロシクロヘキサン（lindane）
汚染土壌から単離された放線菌である 47)。また、RHA1は Rhodococcus属で最初に全
ゲノム配列が決定された菌株である 48)。RHA1は環境汚染物質として懸念されている
ポリ塩化ビフェニル（polychlorinated biphenyl、PCB）やフタル酸類縁化合物などの難
分解性芳香族化合物を効率的に分解する能力を持っており、バイオレメディエーショ

ンへの応用が期待されている。一般にβ-ケトアジピン酸経路に関する遺伝子は染色体
上にコードされており 38)、RHA1 においても pca 遺伝子群、cat 遺伝子群は染色体上
にコードされている 48)。RHA1 は、線上プラスミドである pRHL1、pRHL2、pRHL3
の 3 つを有しており、pRHL1 には、テレフタル酸（terephthalate）を protocatechuate
に異化する tpa 遺伝子群、フタル酸（phthalate）を protocatechuate に異化する pad 遺
伝子群がコードされている 48)。また、catechol branchの上流となる安息香酸（benzoate）
を catecholに異化する ben遺伝子群は、染色体上にコードされている 49)。このような

多様な代謝酵素の存在が、RHA1の特徴の 1つである。 

	 上述のとおり、RHA1における pca遺伝子群は染色体上に存在し、pcaJIHGBLFRか
らなるクラスターを形成している 47, 50)。これらの酵素により protocatechuate は
acetyl-CoAおよび succinyl-CoAまで異化される。pcaHおよび pcaGは protocatechuate 
3,4-dioxygenase の 2 つのサブユニットをコードしている 48) 。 pcaB は

3-carboxy-cis,cis-muconate lactonizing enzyme を コ ー ド し て お り 、

3-carboxy-cis,cis-muconateのラクトン化を触媒する 48)。pcaLはγ-carboxymuconolactone 
decarboxylase およびβ-ketoadipate enol-lactone hydrolase からなる融合タンパク質をコ
ードしている 48, 50, 51)。また、cat遺伝子群は catRABCから構成されている 50, 52)。catA

は catechol 1,2-dioxygenase、catB は cis, cis-muconate lactonizing enzyme、catC は
muconolactone isomeraseをコードしている 53)。 
 

14.3 RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路に関する遺伝子破壊株の生育実験とトラン
スクリプトーム解析 
	 原らは、RHA1のβ-ケトアジピン酸経路における protocatechuate branch中の遺伝子
pcaB、pcaLの各単独破壊株であるΔpcaB株、ΔpcaL株を作製し、テレフタル酸または
フタル酸を唯一の炭素源としたときの生育能を調べた。その結果、ΔpcaL株はテレフ
タル酸、フタル酸の両者で生育可能であるが、ΔpcaB株はフタル酸を唯一の炭素源と

して生育できないことを明らかにした。したがって、原らは RHA1がテレフタル酸を
炭素源とする時、β-ケトアジピン酸経路の protocatechuate branchおよび catechol branch
の両方を使用している可能性があると結論づけた 54)。  
	 また、原らは、テレフタル酸を唯一の炭素源として RHA1を生育させたとき、ピル
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ビン酸を唯一の炭素源とした場合と比較して、発現が 2倍以上上昇した遺伝子が 521
個存在することをマイクロアレイ解析により見いだした 54)。その中には、catechol 異
化に関与する cat遺伝子群が含まれているだけでなく、acetyl-CoA carboxylaseと相同
性の高い ro02782 も含まれていた。ro02782 遺伝子は、テレフタル酸を唯一の炭素源

として R. jostii RHA1を生育させた場合、ピルビン酸を炭素源とした時と比較して、
発現が約 40倍向上していた。原らは、この機能未知酵素 Ro02782が RHA1のβ-ケト
アジピン酸経路における protocatechuate branchから catechol branchへのバイパス経路
に関与している可能性が高いと推測した 54)。 
	   

14.4ビオチン依存性カルボキシラーゼ 
	 ビオチン依存性カルボキシラーゼは3つのサブユニットまたはドメインで構成され
ている。具体的には、biotin carboxylase（BC）、biotin carboxyl carrier protein（BCCP）、
carboxyltransferase（CT）である。これらは 2段階の反応によって炭酸イオンを有機化
合物に固定する。1 段階目の反応は BC を触媒として補酵素であるビオチンに炭酸を
固定する反応である。2 段階目の反応は CT を触媒としてビオチンに固定された炭酸
を、基質におけるカルボキシル基の受容体に転移させる反応である。この 2つの反応
を架橋するのが BCCPであり、ビオチンの保持、炭酸の固定、運搬を担っている。ま
た、BCCP のリジン残基にビオチンを付加する BirA もビオチン依存性カルボキラー
ゼの反応に関係する。 
	 細菌では、acetyl-CoA carboxylase（ACC）は複数のサブユニットから構成されてい
る。大腸菌においては、BCサブユニット、BCCPサブユニット、2つの CTサブユニ
ットからなり、accABCDという遺伝子にコードされている。ここでは、大腸菌におけ

る acetyl-CoAを malonyl-CoAに変換する反応について概説する。まず、BirAが BCCP
のリジン残基にビオチンを付加し、BCが BCCPに付加したビオチン上に CO2を固定

化する。CT がこの CO2を acetyl-CoA に受け渡すことによって、malonyl-CoA が生成
される（figure 14-2）。 
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figure 14-2. BC、BCCP、CT、BirAによる反応  BirAは BCCPにビオチンを結合し
活性化状態である holo体にする酵素である。次に BCが触媒することによって、ATP
と CO3

-により BCCPに付加したビオチンに CO2を結合する。そして、CTにより CO2

が acetyl-CoAに結合される。以上の反応により、acetyl-CoAは malonyl-CoAに変換さ
れる。 
 
 

	 一方、ほとんどの真核生物では、ACCは約 250 kDaの大きさをもつ一本鎖のマルチ
ドメイン酵素である。他のビオチン依存性カルボキシラーゼとして、propionyl-CoA 
carboxylase（PCC）55)、3-methylcrotonyl-CoA carboxylase（MCC）56)、pyruvate carboxylase
（PC）57, 58)、urea carboxylase（UC）59)などが挙げられる。ACC、PCCはα位のカルボ
キシル化を行い、MCCはγ位のカルボキシル化を行う。 
	 Tranらは、データベース解析により、細菌が持つ約 120 kDaの新規単鎖マルチドメ
イン型ビオチン依存性カルボキシラーゼを同定した 60)。本酵素群は N末端に BCドメ
イン、中央に BCCPドメイン、C末端に CTドメインをもつ（figure 14-3）。この酵素
のホモログはグラム陽性菌、グラム陰性菌の両者に存在する。例えば、Mycobacterium 
avium subspecies paratuberculosis、Rhodopseudomonas palustris、緑膿菌 Pseudomonas. 
aeruginosaなどに存在し、それぞれが高度に保存されたアミノ酸配列を有している 60) 。
また、Tran らは R. palustris における新規カルボキシラーゼを用いて、この酵素が短

鎖・中鎖の acyl-CoA よりも長鎖 acyl-CoA に高い反応性を示すことを明らかにした。
その結果、これらの新規マルチドメイン型カルボキシラーゼを long-chain acyl-CoA 
carboxylase（LCC）と名付けた 60)。 
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figure 14-3. 新規単鎖マルチドメイン型ビオチン依存性カルボキシラーゼのド
メイン構造  Mycobacterium avium subspecies paratuberculosisにおける LCC（MapLCC）
の例を示す。BCは biotin carboxylase、BCCPは biotin carboxyl carrier protein、CTは、
carboxyltransferaseである。数字は N末端からのアミノ酸数を示す。 
 

14.5 本章の目的 

	 本章では、RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路について、その全容解明を目指し
た。グラム陰性菌のβ-ケトアジピン酸経路経路とは異なる部分があるにも関わらず、
それらが見過ごされている可能性を考え、以下の実験を行った。まず、β-ケトアジピ
ン酸経路のうち protocatechuate branchにおける PcaHG、PcaB、PcaLについて、大腸
菌を用いて組換えタンパク質を精製し in vitro再構築を行った。その結果、PcaHGの
protocatechuate 3,4-dioxygenase活性、PcaBの 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase

活性、PcaL の γ-carboxymuconolactone decarboxylase および β-ketoadipate enol-lactone 

hydrolase活性を in vitroで再構築することに成功した。次に、catechol branchにおける
CatA、CatB、CatC に関して in vitro 再構築を行った。CatA は大腸菌を用いて、CatB
および CatC は RHA1 を用いて組換えタンパク質を精製し、CatA の catechol 
1,2-dioxygenase活性、CatBの cis,cis-muconate cycloisomerase活性、CatCのmuconolactone 
isomerase活性を確認した。 
	 続いて、RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路の遺伝子破壊株を用いて、経路中の
化合物である catechol、protocatechuateを投与した時に、異化中間体の蓄積が見られる
かどうかを検討した。第一にΔcatC株を作製し、catCの欠損が catecholの異化に与え
る影響を調べた。第二に、ΔpcaIJ株を用いた catecholおよび protocatechuate異化物の
解析を行った。第三に、ΔpcaB株を用いた protocatechuate異化物の解析を行った。さ
らに RHA1のβ-ケトアジピン酸経路において、protocatechuate branchと catechol branch
のバイパス経路に関与する可能性が指摘されている機能未知酵素である Ro02782 お
よび Ro02781（後述）について、その機能解析を目指した。 
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15. protocatechuate branchの in vitro再構築 
15.1 組換え PcaHG、PcaB、PcaLタンパク質の精製 
	 β-ケトアジピン酸経路における protocatechuate branchの in vitro再構築を行うために、 
protocatechuate branchに関する 3つの酵素をコードする pcaHG、pcaB、pcaLをクロー

ニングした。まず、RHA1のクロモソームを鋳型に PCR法にて各遺伝子の配列を増幅
した。次に、PCR産物を pUC19に連結し、pUC19-pcaHG、pUC19-pcaB、pUC19-pcaL
を構築した。シーケンス解析により、インサートに PCRエラーがないことを確認し
た。その後、各インサートを発現ベクターpColdIにサブクローニングし、pColdI-pcaHG、
pColdI-pcaB、pColdI-pcaLを構築した。次に、各プラスミドを大腸菌 E. coli BL21株へ
と導入した。それぞれの大腸菌を 0.1 mM IPTG誘導下、常法に従って培養した結果、
可溶性画分および不溶性画分に PcaHG、PcaB、PcaLタンパク質が SDS-PAGEにより
検出された。そこで、各可溶性画分から Ni-NTA spin column（QIAGEN）を用いて組
換えタンパク質を精製し、酵素標品とした (figure 15-1)。 
 

 

figure 15-1.  PcaHG、PcaB、PcaLタンパク質の精製	 アクリルアミド濃度 12%の
ゲルを使用した。ゲルは Coomassie Brilliant Blue R-250で染色した。PcaHGに関して
は PcaHと PcaG という 2つのサブユニットのヘテロダイマーであり、それぞれのバ
ンドが見えている。PcaH、PcaG、PcaB、PcaLの理論分子量はそれぞれ 29 kDa、22 kDa、
47 kDa、40 kDaである。 
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15.2 PcaHGの反応 
	 protocatechuate branchにおける最初の反応は PcaHGによって触媒される。PcaHGは
protocatechuate 3,4-dioxygenase をコードしており、protocatechuate（1）を酸化開裂し
3-carboxy-cis,cis-muconate（2）を生成する 61, 62)。His-tag精製した PcaHGを protocatechuate
とインキュベートし、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filters（Merck Millipore）を用いて
反応液の限外ろ過を行った。続いて、HPLC を用いてその反応ろ液の分析を行った。
その結果、PcaHG反応生成物 2のピークが確認できた（figure 15-2B）。ネガティブコ
ントロールとして、boiled enzymesを用いた場合には反応生成物のピークは見られな
かった（figure 15-2B）。 
	 PcaHG反応生成物である化合物 2は、LC-ESI/HRMSおよび 1H- NMR解析によって
同定した。HRMS解析の結果から、化合物 2 の m/zはネガティブモードで 185.00800
であり、3-carboxy-cis,cis-muconate の[M-H]−イオンの理論値 185. 00916 と近似の値を
示した（figure 15-2C)。また、化合物 2は不安定な化合物 57)であるため、大量に精製

することが困難であった。そのために 13C-NMRや二次元 NMR解析を行うことができ
なかった。化合物 2の幾何異性に関しては、1H-NMRスペクトルからカップリング定
数を計算することで決定した。具体的には、4位と 5位のプロトン間において、カッ
プリング定数が 12.0 Hzであった。この結果は二重結合を形成している 4位と 5位の
プロトンが cisであることを示している（figure 15-3、15-4)。加えて、5位のプロトン
が ddになっていることから、2位と 5位のプロトン間には遠隔カップリングが起こっ
ていると考えられる（figure 15-4)。さらに、2位と 3位のプロトンに関しては、それ
らの dienylic couplingが 1.7 Hzであることから cis体と同定した（figure 15-4）。以上
の結果より、protocatechuateと PcaHGの反応生成物 2 が 3-carboxy-cis,cis-muconateで
あることを同定した。 
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figure 15-2.  PcaHGの in vitro反応-HPLCと MSスペクトル	  （A）protocatechuate 
branchの反応経路。赤字は PcaHGの反応。（B）PcaHG反応の HPLCチャート。（i）
Boiled PcaHGを使用した反応、（ii）active PcaHGを使用した反応。UV吸収は 200 nm
で測定した。（C）3-carboxy-cis,cis-muconate（2）の LC-ESI/HRMSスペクトル。化合
物 2の[M-H]−、[M-CO2-H]−、[M-2CO2-H] –イオンが確認できた。 
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figure 15-3.   化合物 2の 1H-NMRスペクトル  

 

figure 15-4. 化合物 2の 1H-1H couplingと coupling定数  
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15.3 PcaHG + PcaBの反応 
	 Protocatechuate branch に お け る 続 い て の 反 応 は 、 PcaB に よ る

3-carboxy-cis,cis-muconate のラクトン化（異性化）である。反応物として
γ-carboxy-muconolactone（3）が生成する 63)。in vitro 反応の結果、active な PcaHG と
PcaB を同時に反応させた時にのみ、PcaB 反応生成物のピークが確認できた（figure 
15-5B）。一方、ネガティブコントロールとして boiled enzymeを使用した反応におい
ては、生成物のピークは得られなかった（figure 15-5B）。また、HRMS解析の結果か
ら、PcaB反応生成物 3の m/zは negtive modeで 185.00841であった（figure 15-5C）。
その値はγ-carboxy-muconolactoneにおける[M-H]-イオンの理論値 185. 00916と近似し
ていた。以上の結果より、化合物 3 をγ-carboxy-muconolactoneと同定した。また、化
合物 3 は下記に述べるように不安定な化合物であるが故に、NMR 解析を行うことが
できなかった。 
	 次に、化合物 3の不安定性を確かめるため、PcaHGと PcaBの反応ろ液を 30℃でイ
ンキュベートした。そのろ液を HPLC にて分析した結果、経時的に化合物3が減少し

ていった（figure 15-6）。化合物3は非常に不安定な化合物であり、自発的な脱炭酸に

よってβ-ketoadipate enol-lactone（4）が生成することが知られている 39)。さらに、

β-ketoadipate enol-lactoneとその異性体である muconolactone（8）は平衡状態にあると
報告されている（figure 15-7）39)。今回の実験条件においては、4よりも 8の方へ平衡
が傾いていた（figure 15-8）。 
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figure 15-5. PcaHGと PcaBの in vitro反応  (A) protocatechuate branchの反応経路。赤
字は PcaHG、PcaBの反応。 (B) PcaHGと PcaB反応の HPLCチャート。(i) Boiled PcaHG
と active PcaBを使用した反応、(ii) active PcaHGと boiled PcaBを使用した反応、（iii）

active PcaHGと active PcaBを使用した反応。UV吸収は 200 nmで測定した。(C) 
γ-carboxy-muconolactone（3）の LC-ESI/HRMSスペクトル。[M-H]−、[M-CO2-H]−、
[M-2CO2-H] –イオンが確認できた。 
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figure 15-6. protocatechuate+PcaHG+PcaB の反応ろ液の HPLC 分析   反応ろ液を
30℃でインキュベートし、60 分毎に HPLC 分析を行った。インキュベート開始時点
では PcaB 反応生成物であるγ-carboxy-muconolactone（3）のピークが見えているが、
経時的に化合物 4のピークが減少し、β-ketoadipate enol-lactone（4）およびmuconolactone
（8）のピークが見えた。化合物 4 よりも化合物 8 の方へ平衡が傾いていた。＊は未
同定の化合物。 
 

 

figure 15-7. γ-carboxy-muconolactone （3）の脱炭酸反応とβ-ketoadipate enol-lactone
（4）、muconolactone（8）への異性化反応  Ornstonらによる予想反応 57)。  
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	 muconolactone（8）の分子式はC6H6O4であり、[M−H]-イオンの理論分子量は141.01933
である。HRMS解析の結果、化合物 3が脱炭酸して生成した化合物 4のm/zは 141.01831
であり、理論値とほぼ一致した（figure 15-8）。化合物 8と同様に、化合物 4に関して
も分子量の確認をおこなった（figure 15-9）。化合物 8の 1H-NMRデータは次のように
帰属した。6.24 ppmと 7.81 ppmのダブレットは、dihydrofuran ring の 3位と 4位のプ
ロトンであると帰属した。5.57 ppmに見られる ddddは 5位のプロトンである。カッ
プリング定数が 16.6 Hz あることを考慮すると、2.71 ppmと 2.95 ppmの ddは、C1'

の geminal protonsであると帰属した（figure 15-10）。また、化合物 4の NMRデータの
帰属も行った（figure 15-11）。 
 

figure 15-8.  化合物 8の MSスペクトル  サンプルは protocatechuate + PcaHG + PcaB
の in vitro反応から精製した。 

 

figure 15-9. 化合物  4の MSスペクトル  サンプルは protocatechuate + PcaHG + PcaB
の in vitro反応から精製した。 
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figure 15-10. 化合物 8 の 1H-NMR スペクトル   測定溶媒は D2O。サンプルは
protocatechuate + PcaHG + PcaBの in vitro反応から精製した。 
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figure 15-11.  化合物 4の 1H-NMRスペクトル	 測定溶媒は D2O。サンプルは
protocatechuate + PcaHG + PcaBの in vitro反応から精製した。 
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15.4 PcaHG + PcaB + PcaLの反応 
	 PcaL はγ-carboxy-muconolactone（3）の脱炭酸化酵素のドメインとβ-ketoadipate 
enol-lactone（4）の加水分解酵素のドメインの両者を有する融合タンパク質である。
Protocatechuateと PcaHG、PcaB、PcaLを同時に反応させた結果、保持時間 3.3分に反
応生成物 5のピークが見られた（figure 15-12B）。このピークは boiled酵素を用いた反
応では得られなかった（figure 15-12B）。また、protocatechuate（1）と PcaHG、PcaB
の反応ろ液に PcaLを反応させた時にも同様の結果が得られた（figure 15-13A）。HRMS
解析の結果より、本生成物の m/z は 159.02892 であり、β-ketoadipate における[M−H]-

イオンの理論値である 159.02990と近似の値となった（figure 15-12C、15-13B）。さら
に、1H-NMR解析の結果も合わせて、PcaL反応生成物 5がβ-ketoadipateであることを
確認した（figure 15-14）64)。さらに、PcaLと化合物 4の in vitro反応および PcaLと化
合物 8の in vitro反応を行った。その結果、PcaLは化合物 4とは反応し化合物 5を生
成したが、8 とは反応しなかった（figure 15-15）。これらの結果より、PcaL が
γ-carboxymuconolactone decarboxylase活性とβ-ketoadipate enol-lactone hydrolase活性の
両方を有することを確認し、PcaLの最終的な生成物としてβ-ketoadipateを同定した。 
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figure 15-12.	 PcaHG、PcaB、PcaLを用いた in vitro反応における HPLCクロマ
トグラムとMSスペクトル  (A) PcaHG、PcaB、PcaLの反応。(B) protocatechuate、PcaHG、
PcaB、PcaLを用いた in vitro反応における HPLCクロマトグラム。(i) boiled PcaHG、
PcaB、PcaLの反応、(ii) PcaHG、boiled PcaB、PcaLの反応、(iii) PcaHG、PcaB、boiled 
PcaL の反応、(iv) PcaHG、PcaB、PcaL の反応。UV 吸収は 200 nm で測定した。(C) 
β-ketoadipate（5） の LC-ESI/HRMSスペクトル。[M-H]−イオンが確認できた。 
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figure 15-13. PcaHG+PcaB反応のろ液と PcaLの in vitro反応（A）boiled PcaL（i）
および active PcaL（ii）を使用した反応の HPLCクロマトグラム。（B）boiled PcaL（i）
および active PcaL（ii）を使用した反応のm/z 159におけるイオンクロマトグラム。active 
PcaLを用いた時にのみ、化合物 5の生成が確認できた。 
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figure 15-14. 化合物 5の 1H-NMRスペクトル  測定溶媒は CD3OD。サンプルは
protocatechuate + PcaHG + PcaB + PcaLの in vitro反応から精製した。 
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figure 15-15.  PcaLと化合物 4または化合物 8の  in vitro反応における HPLCク
ロマトグラム  (i) boiled PcaLと 8の反応、(ii) active PcaLと 8の反応、(iii) boiled PcaL
と 4の反応、(iv) active PcaLと 4の反応。化合物 4のみが PcaLと反応し、化合物 5
を生成した。 
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ることを確かめることができた。バイドメイン酵素である PcaL については、本研究
において初めて in vitro反応を行い、PcaLがグラム陰性菌における PcaCおよび PcaD
の反応を触媒することを確認した。 
	 Chariらは化合物 2の 1H-NMRスペクトルを報告していたが、ロングレンジ・カッ
プリングについては触れていなかった 66)。 また、Ainsworthらは化合物 2のカップリ
ング定数に関して、dienylic couplingが J = 0.9 Hz、allylic couplingが J = 2.1 Hzである
と報告している 67)。彼らはこの異常なカップリング定数は、非平面性によるものであ

ると説明していた。しかし、私の測定した化合物 2におけるカップリング定数は、figure 
2-5で示したとおり、dienylic couplingが J = 1.7 Hz、allylic couplingが J = 0.9 Hzであ
った。この値は、化合物 2が 3-carboxy-cis,cis-muconateであることを強く示している。 
	 また、Ornstonらが記述しているとおり、化合物 3は非常に不安定であることが、
本研究中においても確認できた。その不安定さ故に、化合物 3は自発的に脱炭酸反応
し化合物 4になり、その後異性化して化合物 8になることも確認された。このこと
から、PcaLが 1つの酵素で、γ-carboxy-muconolactone decarboxylaseとβ-ketoadipate 
enol-lactone hydrolaseの 2つの機能を持つことの利点が挙げられる。それは、3を脱炭
酸し 4にした後に、即座に 5への変換が可能な点である。PcaLが PcaCと PcaDに分
かれている微生物においては、3が PcaCと反応し 4を生成した後に、一度生成物を
放出することになる。その後、4と PcaDが反応する間に 4が 8へと異性化する可能
性が考えられる。RHA1のような PcaLを有する微生物においては、PcaCと PcaDの
反応が同一の酵素により触媒されるので、反応中間体の放出がなく、経路の下流へと

速やかに中間体を送ることができるメリットがあると言える。さらに、化合物 2もま
た熱や酸に不安定な化合物であるために、精製して NMR解析をすることが困難であ
った。この化合物の不安定さから生じる化合物に関しては、後述の pcaB破壊株にお
ける protocatechuate異化物の解析の項で詳しく触れる。 
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16. catechol branchの in vitro再構築 
16.1 組換え CatA、CatB、CatCタンパク質の精製 
	 続いて、β-ケトアジピン酸経路における catechol branchの in vitro再構築を行うため
に、同経路中の 3つの遺伝子 catA、catB、catCをクローニングした。RHA1のクロモ
ソームを鋳型に PCR法にて各遺伝子の配列を増幅し、pUC19にクローニングするこ
とで、pUC19-catA、pUC19-catB、pUC19-catCを構築した。シーケンス解析により、
PCRエラーがないことを確認した後、各インサートをタンパク質発現ベクターpColdI
にサブクローニングし、pColdI-catA、pColdI-catB、pColdI-catCを構築した。次に、各
プラスミドを大腸菌 E. coli BL21株へと導入した。それぞれの大腸菌を 0.1 mM IPTG
誘導下、常法に従って振盪培養した結果、CatAのみが可溶性タンパク質として取得
できた。よって、CatAに関しては可溶性画分から Ni-NTA spin columnを用いて、組
換え CatAを精製し、酵素標品とした（figure 16-1）。 
	 一方、大腸菌からは可溶性タンパク質として取得できなかった CatBおよび CatCに
関しては、RHA1株をホストにした発現を試みた。具体的には、産業技術総合研究所
の田村具博博士らが開発した、Rhodococcus 属用のタンパク質発現ベクターである
pTipQC168)を用いることとした。同ベクターを用いて、pTipQC1-catB、pTipQC1-catC

を構築し、エレクトロポレーション法によって R. jostii RHA1株を形質転換した。そ
れぞれの形質転換体を 1 µg/ml チオストレプトン誘導下、30°Cで 48時間培養した結
果、CatBおよび CatCを可溶性タンパク質として取得できた。そこで、CatAと同様に
Ni-NTA spin columnを用いて、組換え CatB、CatCを精製した（figure 16-1）。 
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figure 16-1.  組換え CatA、CatB、CatCの SDS-PAGE アクリルアミド濃度 12%の
ゲルを使用した。ゲルは Coomassie Brilliant Blue R-250で染色した。CatA、CatB、CatC
の理論分子量はそれぞれ 31 kDa、40 kDa、11 kDaである。 
 
 
 

16.2 CatAを用いた in vitro反応 
	 Catechol branch における初発反応は CatA によって触媒される。CatA は catechol 
1,2-dioxygenase をコードしており、 catechol（ 6）の酸化開裂反応を触媒し、
cis,cis-muconate（7）を生成する 69)。大腸菌より精製した組換え CatAを catecholとイ
ンキュベートし、反応液の限外ろ過を行った。HPLCを用いてその反応ろ液の分析を
行った。その結果、CatA 反応生成物である cis,cis-muconate のピークが確認できた
（figure 16-2B）。ネガティブコントロールとして、boiled enzymeを用いた場合には反
応生成物のピークは見られなかった。LC-ESI/HRMS解析の結果、CatA反応生成物の
m/z は negative モードで 141.01823 であった。この値は、cis,cis-muconanate における
[M−H]-イオンの理論値 141.01933と近似した（figure 16-2C）。 
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figure 16-2. CatA反応生成物の HPLCおよび MS解析  (A) catechol branchにおける
反応経路。赤色は CatAによる反応。 (B) CatAの in vitro反応における HPLCクロマ
トグラム。  (i) boiled CatAと化合物 6の反応、(ii) active CatAと化合物 6の反応、(iii) 
cis,cis-muconoate（7）標品。 UV吸収は 230 nmで測定した。 (C) cis,cis-muconoate（7）
の LC-ESI/HRMSスペクトル。[M-H]−および[M-CO2-H]−イオンが検出された。 
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16.3 CatBを用いた in vitro反応 
	 catechol branchにおける 2段階めの反応は、CatBによる cis,cis-muconate（7）のラ
クトン化である。その結果として、(S)-muconolactone（8）が生成する 70)。Active な
CatB を cis,cis-muconate と反応させ HPLC 解析を行った結果、保持時間 3.8 分に反応
生成物のピークが検出された（figure 16-3B）。一方、boiled enzymeを用いた場合には
このピークは見られなかった（figure 16-3B）。MS 解析の結果より、本化合物の m/z
は 141.01825であり、(S)-muconolactoneにおける[M−H]−イオンの m/z 141.01933と近似
の値を示した（figure 16-3C）。標品として用いた(S)-8 は、CatB 発現用に形質転換を
行った大腸菌 E. coli BL21/pQE2-catB株を用いて、catecholを異化させることで精製し
た（実験項）。また、CatB による cis,cis-muconate の分子内ラクトン化で生成する
muconolactoneは S体であるということが報告されている 66)。また、(S)-8 の旋光度を
測定した結果、[α]20

D  +45.2（c 0.15, CH3OH）であった。この値は、以前に報告された
値と近似していた 71, 72)。 
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figure 16-3. CatB反応生成物の HPLCおよび MS解析  (A) catechol branchにおける
反応経路。赤色は CatBによる反応。(B) CatBの in vitro反応における HPLCクロマト
グラム。  (i) boiled CatBと化合物 7の反応、(ii) active CatBと化合物 7の反応、(iii) 
(S)-muconolactone（8）標品。 UV吸収は 230 nmで測定した。 (C) (S)-muconolactone
の LC-ESI/HRMSスペクトル。[M-H]−および[M-CO2-H]−イオンが確認できた。 
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16.4 CatCの in vitro反応 
	 Catechol branchにおける次の反応は、CatCによる(S)-muconolactone（8）の異性化で
ある 73)。その生成物は、β-ketoadipate enol-lactone（4）である。(S)-muconolactone（8）
と CatCの in vitro反応によって、HPLCの結果から、保持時間 4.9分に生成物のピー
クが検出された（figure 16-4B）。これは、前節においてγ-carboxy-muconolactone（3）
が脱炭酸して生成した化合物 4 の保持時間と一致した。このピークは boiled CatCを
用いたネガティブコントロールでは見られなかった（figure 16-4B）。また、CatC反応
生成物のHRMS解析の結果、m/zはネガティブモードで 141.01835であり、β-ketoadipate 
enol-lactoneにおける[M−H]−イオンの理論値 141.01933と近似した 。よって、CatC生
成物としてのβ-ketoadipate enol-lactoneを確認することができた。 
	 また、active CatCと化合物 4の in vitro反応を行った。その結果、化合物(S)-8と同
じ保持時間に生成物のピークが見られた（figure 16-4C）。Ornstonらが報告した通り、
CatC はβ-ketoadipate enol-lactone から(S)-muconolactone への異性化も触媒し、両化合
物の平衡状態は化合物 4 から化合物(S)-8へと強く傾いていることが確認できた 39)。 
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figure 16-4. CatC反応生成物の HPLC解析  (A) catechol branchにおける反応経路。
赤色は CatCによる反応。CatCは化合物 4 から化合物 (S)-8 への異性化を強く触媒す
る。(B) (S)-muconolactone（8）と CatCの in vitro反応における HPLCクロマトグラム。
(i) Boiled CatC を用いた反応、(ii) active CatC を用いた反応、(iii) β-ketoadipate 
enol-lactone（4）標品。 (C) 化合物 4と CatCの in vitro反応における HPLCクロマト
グラム。  (i) Boiled CatC を用いた反応、 (ii) active CatC を用いた反応、 (iii) 
(S)-muconolactone（8）標品。UV吸収は 230 nmで測定した。 
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16.5 CatCと PcaLの反応 
	 上述の通り、CatCは化合物 (S)-8を化合物 4へと異性化する反応よりもその逆反応
を強く触媒した。そこで、(S)-8を基質として CatCと PcaLを同時に反応させ、その
反応ろ液を HPLCで分析した。その結果、保持時間 3.3分にβ-ketoadipate（5）のピー
クが見られた（figure 16-5）。このピークはネガティブコントロールには検出されなか
った（figure 16-5）。この結果は、CatCによって4が生成すると PcaLによる加水分解
が速やかに起こり、5が生成するということを示している。 
 

 

figure 16-5. (S)-muconolactone (8)と CatC 、PcaL反応の HPLCクロマトグラム  (i) 
boiled catC, と active PcaL の反応、(ii) active CatCと boiled PcaL の反応、(iii) active 
CatC と active PcaL の反応。UV 吸収は 230 nm で測定した。(iii)のみにおいて、
β-ketoadipte（5）のピークが検出された。 
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れているのと同様の反応を触媒することを確かめた。 
	 Ornstonらが P.putidaで示したのと同様、RHA1株の CatCに関しても(S)-8から 4へ
の異性化反応を触媒するだけでなく、その逆反応も触媒した。また、Patrauchanらは、
pcaL 破壊株が benzoate を唯一の炭素源とした培地で生育可能であることを示してい
る 75)。 benzoateは ben遺伝子群によって異化されて、catechol branchへと流入する 49)。

pcaL破壊株では catecholを異化する際に 4が 5に変換されずに、CatCにより(S)-8へ
と異性化されるはずである。その状況において pcaL破壊株が生育するためには、(S)-8
を炭素源にするしかないと考えられる。つまり、(S)-8 を異化する未知の経路が存在
する可能性が強く示唆された。そこで、私は RHA1株における catC破壊株を作製し、
catCの破壊が catecholの異化に与える影響を調べることとした。 
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17. β-ケトアジピン酸経路に関する遺伝子破壊株を用いた基質異化物の解析 

17.1 ΔcatC株における catechol異化物の解析 
	 前節において、β-ケトアジピン酸経路中の catechol branchを in vitroで再構築した。
その結果、CatC は(S)-muconolactone からβ-ketoadipate enol-lactone への異性化よりも
β-ketoadipate enol-lactone から(S)-muconolactoneへの異性化を強く触媒した。さらに、
RHA1株における catechol branchにおいて、(S)-8の異化に関する CatC以外のルート
の存在が示唆された。したがって、私は RHA1株の catC破壊株であるΔcatC株を作製

し、catechol異化物の解析を行うこととした。 
 

17.1.1 ΔcatC株の作製 
	 catC 遺伝子の上流と下流をそれぞれ PCR で増幅し、pUC19 にクローニングし、
pUC19-catCupおよび pUC19-catCdownを作製した。続いて、シーケンス解析によって
PCRエラーがないことを確認した後に、pK18mobsacB76)と 3断片ライゲーションする
ことで、pK18mobsacB-ΔcatCを作製した。次に、同プラスミドを大腸菌 E. coli S17-1
株 77)に導入し、RHA1株と接合伝達することで、single crossover株を取得した。single 
crossover株を植え継ぎ培養することで double crossover株を取得した（figure 17-1）。
double crossover 株の確認は、サザンハイブリダイゼーションにより行った（figure 
17-2）。 
 

17.1.2 ΔcatC株における catechol異化物の解析 
	 続いて、catC の欠損が catechol 異化に与える影響を調べるため、RHA1 株および
ΔcatC 株について catechol の異化物を解析することとした。RHA1 株およびΔpcaB 株

を 1/5 LB液体培地で定常期まで生育させた。次に、菌体を集菌し Tris-HCl bufferで

wash後、再度 Tris-HCl bufferに懸濁し、1 mM catecholを添加した。30°Cでインキュ

ベートし、catecholの異化を経時的に追った。培養液は、24時間毎にサンプリングし、

培養上清の酢酸エチル抽出物を HPLCにて解析した。 

	 HPLC分析の結果、RHA1株においては培養開始前のサンプルに catechol（6）のピ

ークが見られたが、本培養 3日後には 6が異化されてそのピークは完全に消失し、保

持時間 9.5分に cis,cis-muconate（7）のピークが見られた。7のピークは本培養 5日後

時点においても検出された（figure 17-3A）。一方、ΔcatC株では本培養 3日後には化

合物 7 だけではなく、保持時間 3.8 分に(S)-muconolactone（8）ピークが検出された。

本培養 5 日後には、catC が破壊されているにも関わらず、蓄積した(S)-8 が減少して

いた（figure 17-3B）。 
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	 また、(S)-8が Tris-HCl buffer中で安定であることを確認した（figure 17-4）。これら
の結果から、RHA1 株において catC を介さない未知の(S)-8 の異化経路が存在してい

ることが示唆された（figure 17-5）。 

 
figure 17-1.  ΔcatC株作製のスキーム  
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figure 17-2. ΔcatC株のサザンハイブリダイゼーション  (A) RHA1株の遺伝子配座。
(B) ΔcatC株の遺伝子配座。(C) サザンハイブリダイゼーション。クロモソームは制限
酵素BamHIおよびBglIIで消化した。プローブは catC_up_confプライマーと catC_up_R
プライマーで増幅した約 900 bpの断片（図中青）を用いた。RHA1株は 2,107 bp付近
にバンドが検出されたのに対し、ΔcatC株では 4,173 bp付近にバンドが見られた。 

figure 17-3. RHA1 株およびΔcatC 株における catechol 異化物の HPLC 解析	 (A) 
RHA1株のクロマトグラム。(i) 本培養 1日後、(ii) 本培養 3日後、(iii) 本培養 5日後
の培養上清抽出物の解析。 (B) ΔcatC株のクロマトグラム。(i) 本培養 1日後、(ii) 本
培養 3日後、(iii) 本培養 5日後の培養上清抽出物の解析。UV吸収は 230 nmで検出し
た。ΔcatC株において(S)-muconolactone（8）が蓄積し、経時的に同化合物が減少して
いく様子が見られた。 
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figure 17-4.  化合物(S)-8 における Tris-HCl buffer 中での安定性の確認  Tris-HCl 
buffer (pH7.5) 1ml中に 1 mMになるように(S)-8 を入れ、30°C、120 rpmで振盪培養を
行った。培養前と培養 72時間後に 200 µlずつサンプリングし、酢酸エチル抽出物の
メタノール溶解物を HPLCで分析した。(i)  培養開始前、(ii) 培養 72時間後のサンプ
ル。(S)-8は 30°Cの Tris-HCl buffer中で安定であった。 
 

 

figure 17-5. ΔcatC株における(S)-muconolactone（8）異化に関する新規経路の存在  
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17.2 ΔpcaIJ株による protocatechuateおよび catechol異化物の解析 
	 上述のとおり、ΔcatC株における catechol異化物を解析した結果、(S)-8が蓄積した
後に CatC を伴わない未知の経路によって異化されていることが示唆された。次に私
は、β-ケトアジピン酸経路中の pcaIJに着目した。pcaIJはβ-ケトアジピン酸経路にお

いて、β-ketoadipate:succinyl-CoA transferaseをコードしており、β-ketoadipateを基質と

した場合は succninyl-CoAと反応し、β-ketoadipyl-CoAと succinateを生成する 40, 78, 79)。 
	 RHA1株において pcaIJを欠損させた場合、Rhodococcus属においてもグラム陰性菌

と同様の経路であれば、protocatechuate または catechol を与えた時に、両ルートから

β-ketoadipate（5）までは異化されるがそれ以降の異化反応が進行せず、化合物 5が蓄

積すると考えられる。そこで、私は pcaIJ の破壊株であるΔpcaIJ 株を作製し、

protocatechuate、catecholを異化させた時の異化物の解析を行うこととした。 
 

17.2.1 ΔpcaIJ株の作製 
	 ΔpcaIJ株作製のため、pcaIの上流と pcaJの下流をそれぞれ PCRで増幅し、pUC19
にクローニングし、pUC19-pcaIupおよび pUC19-pcaJdownを作製した。続いて、シー
ケンス解析によって PCRエラーがないことを確認した後に、pK18mobsacBと 3断片
ライゲーションすることで、pK18mobsacB-ΔpcaIJ を作製した。次に、作製した
pK18mobsacB-ΔpcaIJを大腸菌 E. coli S17-1株に導入し、RHA1株と接合伝達すること
で、single crossover株を取得した。single crossover株を植え継ぎ培養することで double 
crossover株を取得した（figure 17-6）。double crossover株の確認は、サザンハイブリダ
イゼーションにより行った（figure 17-7）。 
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figure 17-6. ΔpcaIJ株の作製スキーム  
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figure 17-7. ΔpcaIJ株のサザンハイブリダイゼーション  (A) RHA1株の遺伝子配座。
(B) ΔpcaIJ株の遺伝子配座。(C) サザンハイブリダイゼーション。クロモソームは制
限酵素 SphI および BamHI で消化した。プローブは pcaI_up_R プライマーと
pcaI_up_confプライマーで増幅した約 860 bpの断片（図中青）を用いた。RHA1株は
1,522 bp付近にバンドが検出されたのに対し、ΔpcaIJ株では 2,538 bp付近にバンドが
見られた。 
 

 

17.2.2 ΔpcaIJ株による protocatechuateおよび catechol異化物の解析 
	 次に、作製したΔpcaIJ 株について、protocatechuate（1）および catechol （6）の異
化物を解析することとした。まず、RHA1株およびΔpcaIJ株を 1/5 LB液体培地で定常
期まで生育させた。続いて、菌体を集菌し Tris-HCl buffer で wash 後、再度 Tris-HCl 
bufferに懸濁し、1 mMの 1または 6を添加した。30°C、120 rpmでインキュベートし、
各基質の異化を調べた。培養は、24時間毎にサンプリングし、培養上清の酢酸エチル
抽出物を HPLCにて解析した。培養 3日後の HPLC解析の結果を figure 17-8 に示す。 
	 PcaIJはβ-ketoadipate:succinyl-CoA transferaseであり、ΔpcaIJ株ではβ-ketoadipate（5）
を異化することができずに化合物 5 が蓄積すると考えられた。HPLC 解析の結果、
protocatechuate の異化においては、RHA1 株では protocatechuate が acetyl-CoA、
succinyl-CoAまで異化されたために蓄積物のピークは見られなかった。それに対して、
ΔpcaIJ株では予想通りに化合物 5の蓄積が見られた（figure 17-8）。一方、catecholの
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異化においては、ΔpcaIJ株において(S)-muconolacone（8）のピークは見られたが化合
物 5のピークは確認できなかった（figure 17-8）。ΔpcaIJ株において5が蓄積しなかっ

たということは、やはり Rhodococcus における(S)-8 の異化に関して、CatC ではない
別の異化ルートが存在している可能性が示唆された。 
 
 

 
figure 17-8. RHA1株およびΔpcaIJ株における protocatechuate、catechol異化物の
HPLC解析  (A) protocatechuate異化物のクロマトグラム。(i) RHA1株 (ii) ΔpcaIJ株 
(iii) β-ketoadipate（5）の標品。(B) catechol異化物のクロマトグラム。(i) RHA1株 (ii) 
ΔpcaIJ株 (iii) 5の標品。波長は 200 nmで測定した。Protocatechuate、catecholを添加
してから 3日間培養後のサンプルにおける結果を示した。 
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17.3 ΔpcaB株における protocatechuate異化物の解析 
 

17.3.1 ΔpcaB株における protocatechuate異化物の HPLC解析 
	 原らは、β-ケトアジピン酸経路の遺伝子破壊実験により、protocatechuate branch か
ら cathecol branchへのバイパス経路が存在することを主張した 80)。具体的には、プロ

トカテク酸以降の代謝に関与する pcaB、pcaLの各単独破壊株であるΔpcaL株、ΔpcaB
株を作製し、テレフタル酸またはフタル酸を唯一の炭素源としたときの生育能を調べ

た。その結果、ΔpcaL株はテレフタル酸、フタル酸の両者で生育可能であるが、ΔpcaB
株はフタル酸を唯一の炭素源として生育できないことを明らかにした。したがって、

原らは RHA1 株がテレフタル酸を炭素源とする時、β-ケトアジピン酸経路の
protocatechuate branchおよび catechol branchの両方を使用している可能性があると結
論づけた 54)。 
	 そこで私は、RHA1株および原博士から分与していただいたΔpcaB株について、テ

レフタル酸およびフタル酸異化経路の合流点となる protocatechuate（1）の異化物の解
析を行い、catechol branch中の異化中間体が存在するかどうかを確かめた。まず、RHA1
およびΔpcaB 株を 1/5 LB 液体培地で定常期まで生育させた。次に、菌体を集菌し
Tris-HCl bufferで wash後、再度 Tris-HCl bufferに懸濁し、1 mMの protocatechuateを
添加した。30°C でインキュベートし、protocatchuate の異化を経時的に調べた。培養
液は、24 時間毎にサンプリングし、培養上清の酢酸エチル抽出物を HPLC にて解析
した。本培養 4日後のサンプルを分析した結果、両菌株において protocatechuateが残
存していた。RHA1株においては protocatechuate以外のピークは見られなかったのに
対し、ΔpcaB株では protocatechuate異化物と思われるピークが複数見られた。本培養
7 日後には、両菌株において protocatechuate のピークが完全に消失していた。RHA1
株においては蓄積物のピークは全く見えず（figure 17-9A）、4 日後のサンプルで見ら
れたΔpcaB 株における蓄積物のピークは 7 日後のサンプルでも検出された（figure 
17-9B ）。 β- ケ ト ア ジ ピ ン 酸 経 路 に 従 え ば 、 ΔpcaB 株 で は お そ ら く

3-carboxy-cis,cis-muconateが蓄積していると考えられる。しかし、HPLC上では 3つの
未知化合物のピークがみられた（ figure 17-9B）。そこで私は ΔpcaB 株による

protocatechuate異化物を解析するために、培養上清よりそれらの分離・精製を行った。 
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figure 17-9. RHA1株およびΔpcaB株における protocatechuate異化物の HPLC解析	
(A) RHA1株のクロマトグラム。(i) 本培養 4日後、(ii) 本培養 7日後の培養上清抽出
物の解析。(B) ΔpcaB株のクロマトグラム。 (i) 本培養 4日後、(ii) 本培養 7日後の培
養上清抽出物の解析。UV吸収は 230 nmで検出した。ΔpcaB株において RHA1株に
は見られない 3つのピーク 9、10、11が検出された。 
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17.3.2 ΔpcaB株におけるプロトカテク酸異化中間体の同定 
	 ΔpcaB株のプロトカテク酸異化中間体の構造を解析するために、50 mlの培養上清
から酢酸エチルで抽出し、酢酸エチル層の濃縮乾固物を順相シリカゲルクロマトグラ

フィー、逆相 HPLC による分取を行い、それぞれ単一のピークになるまで精製した。
分取・精製を行った結果、3つの化合物が得られた。それらの化合物を HPLCの保持
時間の短い方から化合物 9、10、11とする。3つの化合物について DART/TOF-MSに
より精密分子量を決定した。また、化合物 9、11 においては NMR により 1H、13C、
HSQC、HMBC 解析を行った。化合物 10 に関しては、その構造が非常に不安定であ
り、精製中に異性化してしまったため単一化合物の NMRを取得できなかった。 
	 化合物 9のDART/TOF-MSスペクトル、13C-NMRスペクトル、1H-NMRスペクトル、
HSQC スペクトル、 HMBC スペクトルを解析した結果、化合物 9 は
β-carboxy-muconolactone（9）であることが判明した（figure 17-10）。化合物 9におけ
る各 NMRスペクトルの詳細は figure 17-11から figure 17-14に示す。 
 

 
figure 17-10. β-carboxy-muconolactoneの構造	 β-carboxy-muconolactone (9).  1H 
NMR (400 MHz, (CD3OD): δ 2.61 (dd, 1H, J = 8.0, 16.5 Hz, C1′Ha), 3.06 (dd, 1H, J = 3.2, 
16.5 Hz, C1′Hb), 5.51 (ddd, 1H, J = 2.0, 3.2, 8.0 Hz, C2H), 6.77 (d, 1H, J = 2.0 Hz, C4H); 
13C NMR (CD3OD): δ 36.7 (C1′), 78.6 (C2), 125.7 (C4), 158.4 (C3), 162.2 (C5), 170.5 
(C2′), 171.0 (carboxyl group of C3).  Positive mode DART/TOF-MS, m/z 187.02607 
(calculated for C7H7O6

+, 187.02371). 
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figure 17-11. 化合物9の 1H-NMRスペクトル  
 

 

figure 17-12. 化合物9の 13C-NMRスペクトル  
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figure 17-13. 化合物 9の HMBCスペクトル  

 

figure 17-14. 化合物 9の HSQCスペクトル  
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	 化合物 11 についても同様に、DART/TOF-MS スペクトル、13C-NMR スペクトル、
1H-NMRスペクトル、HSQCスペクトル、HMBCスペクトルの解析を行った。その結
果 、 化 合 物 11 の 候 補 と し て 、 3-carboxy-trans,trans-muconate お よ び

3-carboxy-cis,trans-muconateの 2つが考えられた。1H-NMRにおける 4位と 5位のプロ
トン間の J値は 16.1であり、その幾何異性は transであると判断した。さらに、NOESY
スペクトルを解析し、化合物 11には 3-carboxy-trans,trans-muconateでなければ現れな
いシグナルの存在が確認された（ figure 17-20）。よって、化合物 11 を
3-carboxy-trans,trans-muconate（10）と同定した（figure 17-15）。化合物 11における各
NMRスペクトルの詳細は figure 17-16から figure 17-20に示す。 
	 また、化合物 10 については、DART/TOF-MS において Negative モードで m/z 
185.00810 に分子イオンピークが観測された。また、1H-NMR スペクトルの解析によ
り、3-carboxy-trans,trans-muconateと類似しているがケミカルシフトの異なるシグナル
が得られた。4位と 5位のプロトン間の J値が 16.0であり、その幾何異性は transで

あると判断した（figure 17-21）。4位と 5位のプロトンが transである 3-carboxy-muconate
の異性体には、trans,trans体（化合物 11）および cis,trans体が考えられる。化合物 11
を trans,trans 体と同定したことから、化合物 10 は cis,trans 体、すなわち

3-carboxy-cis,trans-muconateであると同定した（figure 17-22）。 
 

 

 
 
figure 17-15. 化 合 物 11 （ 3-carboxy-trans,trans-muconate ） の 構 造

3-carboxy-trans,trans-muconate (11).  1H NMR (400 MHz, (CD3)2SO): δ 6.63 (d, 1H, J = 
16.1 Hz, C5H), 6.75 (s, 1H, C2H), 8.24 (d, 1H, J = 16.1 Hz, C4H); 13C 

NMR((CD3)2SO):δ 128.5 (C5), 131.6 (C2), 136.7 (C4), 140.9 (C3), 167.9 (C1), 168.3 
(carboxyl group of C3), 169.7 (C6).  Negative mode DART/TOF-MS, m/z 185.01105 
(calculated for C7H5O6

-, 185.00916).   
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figure 17-16. 化合物11の 1H-NMRスペクトル  

 

figure 17-17. 化合物11の 13C-NMRスペクトル  
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figure 17-18. 化合物 11の HMBCスペクトル  

 

 

figure 17-19. 化合物 11の HSQCスペクトル  
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figure 17-20. 化合物 11の NOESYスペクトル  
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figure 17-21. 化合物 10の 1H-NMRスペクトル  

 

 

 

figure 17-22. 化合物 10の構造	 3-carboxy-cis,trans-muconate (10) . 1H-NMR (400 MHz, 
CD3OD): δ 6.11 (d, 1H, J = 16.0 Hz, C5H), 6.24 (s, 1H, C2H), 7.32 (d, 1H, J = 16.0 Hz, 
C4H).  Negative mode DART/TOF-MS, m/z 185.00810 (calculated for C7H5O6

-, 
185.00916). 
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17.4 17節の小括 
	 本節では、RHA1 株のβ-ケトアジピン酸経路中の遺伝子である catC、pcaIJ、pcaB
の破壊株を用いて基質の異化中間体を解析した。第一に、ΔcatC 株において catechol
を投与すると、一度 CatC の基質となる(S)-muconolactone（8）が蓄積するが、経時的
に(S)-8 が異化されることが明らかとなった。この結果より、RHA1 株において catC

を介さない未知の(S)-8異化経路の存在が示唆された。 

	 第二に、ΔpcaIJ株において protocatechuate（1）および catechol（6）の異化中間体を
解析した。その結果、1の異化に関してはβ-ketoadipate（5）の蓄積が確認できた。一
方、6 の異化に関しては(S)-8 の蓄積は見られたものの、5 の蓄積は見られなかった。
この結果より、やはり RHA1株において(S)-8が CatC以外のルートによっても異化さ
れるのではないかと推測された。 
	 第三に、3-carboxy-cis,cis-muconate（2）のラクトン化を触媒する pcaBの破壊株 ΔpcaB
株を用いて、protocatechuate異化中間体の化学的分析を行った。当初の予想では、ΔpcaB

株の protocatechuate異化中間体として、化合物 2が蓄積すると思われた。しかし今回、
培養上清の酢酸エチル抽出物から単離・精製できた化合物はβ-carboxy-muconolactone
（9）、3-carboxy-cis,trans-muconate（10）、3-carboxy-trans,trans-muconate（11）の 3 つ
であった。これらは、いずれも 2の異性体である。これらは 2が構造的に不安定であ
るために、培養上清を酸性にする段階や酢酸エチル抽出を行っている間に異性化した

ものと考えられる。また、ΔpcaB 株において protocatechuate を異化させても catechol 
branch 中の化合物が蓄積することがなかった。したがって、ΔpcaB 株を用いた
protocatechuateの異化中間体の解析では、protocatechuate branchから catechol branchへ
のバイパス経路を証明することができなかった。また、原らは、protocatechuate branch
から catechol branchへバイパスさせるタンパク質として、acetyl-CoA carboxylaseと相
同性を有するが機能未知である Ro02782が関与すると推測している 54)。したがって、

次節において私は Ro02782 および、それと隣接する Ro02781 の機能解析を行い、
Rhodococcus におけるβ-ケトアジピン酸経路の未知バイパス経路を解明する糸口を探
ることとした。 
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18. 新規長鎖 acyl-CoA carboxylase Ro02782および新規長鎖脂肪酸 CoA ligase Ro02781
の機能解析 
 

18.1 Ro02782の相同性検索 
	 RHA1株におけるβ-ケトアジピン酸経路のバイパス経路に関与する可能性のある未
知酵素 Ro02782 と既知の LCC との Blast 解析を行った結果、M. avium subspecies 
paratuberculosisの LCC (MapLCC)と 71%、R. palustrisの LCC (RpLCC)と 53%という
高いアミノ酸配列の相同性を示した（figure 18-1）。したがって、Ro02782もMapLCC
や RpLCCと同様に acyl-CoA carboxylase活性を示す可能性が考えられたので、組換え
Ro02782タンパク質を調製し、in vitro反応を行うこととした。 
	 また、ro02782遺伝子のすぐ上流には、ro02781遺伝子が存在しており（figure 18-2）、
ro02781 の終止コドンが ro02782 の開始コドンと重なることから、これらの遺伝子が
共転写されることが予想された。さらに Blast 解析から、ro02781 は長鎖脂肪酸 CoA
結合酵素と相同性を示した。興味深いことに、M. avium subspecies paratuberculosisお

よび R. palustrisの LCCの上流にも脂肪酸 CoA ligaseが存在している。私は、Ro02781
がβ-ケトアジピン酸経路のバイパス経路に関与する可能性も考えて、Ro02781につい
ても組換えタンパク質を作製し in vitro反応を行うことにした。 
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figure 18-1. Ro02782 とそのホモログのシークエンスアライメント  RHA1 株にお
ける Ro02782は、M. avium subspecies paratuberculosisの LCC （MapLCC）と 71%、
R. palustris の LCC （RpLCC）と 53%のアミノ酸配列相同性を示した。上段から、
Ro02782、MapLCC、RpLCCの順番である。アライメントは ESPript81)を使用して作製

した。 
 

 

figure 18-2. RHA1株における ro02782周辺の遺伝子配座	 ro02780は、TetR family 
transcriptional regulator、ro02781は、AMP-dependent CoA ligase、ro02782は、acetyl-CoA 
carboxylase biotin carboxylase subunit、carboxyl transferase、biotin carboxyl carrier protein、
ro02783は、alcohol dehydrogenase/quinone oxidoreductaseとそれぞれ相同性がある。 

Ro02782     1      LL ANRGEIA RI R A E    TVA    DDA S HV  A  A    G G  AYL   A    A   G    HPGYGFLSENA  A  CA           V       L  I T   M      VYA      P  RA  E   L  S P    D   IL A  E  ATAV            F RA  EAG ...MT                 E  SVD      E   D       T  VA R    S    PR   G  A F                A         L

MapLCC      1      LL ANRGEIA RI R A E    TVA    DDA S HV  A  A    G G  AYL   A    A   G    HPGYGFLSENA  A  CA           V       L  I T   LGM    VYAA     P   A DE   LP S P    N    L    N  AT I           EF  A   A  .MTAS                 T    R          H    H     MP      P    QA L AV E T   L               K   A SH

RpLCC       1      LL ANRGEIA RI R A E    TVA    DDA S HV  A  A    G G  AYL   A    A   G    HPGYGFLSENA  A  CA           I                 GL    I  A        R  D     P        D   V  A       A            D  R   E G MPFRK          I  A A A S  T    HP    A L   I  H EQI  R AR    IE  IV  KAA CD L            L  R   E I

Ro02782    98 TF GP    L   G K  A   A    VP    T GP       AFFA        MIKA AGGGGRG R V  A      Y  C  EA   FG     A  V  SPDV D F D    REA VAA   VL A      LD V        HPGGI    L              D V E     AS   LG  NPALF            I    SS        K    T  T  TD  G R    E..                 I A RS  R E E RL     Q          

MapLCC    100 TF GP    L   G K  A   A    VP    T GP       AFFA        MIKA AGGGGRG R V  A      Y  C  EA   FG     A  V     V EL  N  A R A IAAG   LAA    S  EDIE       HPGGI    L       M       QIA A  R A    LG  DPALF      DGR    L   T   R        T    D   GV        A..                   K HN A   G  Q   A  R          

RpLCC     101 TF GP    L   G K  A   A    VP    T GP       AFFA        MIKA AGGGGRG R V  A      Y  C  EA   FG     A  I  SPE   LF D  A  E     G  I A     S LEEVQ           V    M       M      EE ADA  R  S           Y         A R     V  K L KRC    I G I   T         SLGDKPA               V ER   L    A  Q   KAA  YEGV  

Ro02782   196 E L   ARHIEVQ                 R C  QRR QKL EIAP   L   LR     AA  L A      L T EFLV          F F E NP A L         VVAAP   VT ALAVGD D SV       V    AQG   G  S LHE   R C  VGYRG A V      D        V L V      DG            QAG  R              H            DP    E     A    S             FR G......        

MapLCC    198 E L   ARHIEVQ                 R C  QRR QKL EIAP   L   LR     AA  L A      L T EFLV          F F E NP A L D       VVAAP G  T ALAVGD D S        I    AQG SE     LHQ   R C  VG RG A V      E        V L V      G             A HQ H          M   Y              E  RA     V    R  L          SG R......        

RpLCC     201 E L   ARHIEVQ                 R C  QRR QKL EIAP   L   LR     AA  L A      L T EFLV          F F E NP     N       II    G V       E E  I       I        SEG  S   D          Y            E                R IR          GDRH N SQ...LW    T    N        SPS       RIV   KT A AAN DS G F    DS AGEGDGA A I A  

Ro02782   290 R QVEHTVTE     DLV  Q   A G               G      P   RG A Q RVN ET        P  GTL  F PP GPGVRVDT G  G I        EVTGV   AV   V   A Y  L LP GV A  LD  G  AA   I V     M  M  DG     A    V             Y RP                      ID  R  D GD S  D  S V   TS T   A      A       RP  QAV A    S  S  T             

MapLCC    292 R QVEHTVTE     DLV  Q   A G               G      P   RG A Q RVN ET        P  GTL  F PP GPGVRVDT G  G I        Q TG    AV LAI G   Y  L LP GI     E  G  AA   I I L        AD      A         S        Y RP            T  L            ES YR G  A  ASD T VI E   Q          A  FG  FSVL S    TA C                

RpLCC     298 R QVEHTVTE     DLV  Q   A G               G      P   RG A Q RVN ET        P  GTL  F PP GPGVRVDT G  G          EV  V      LAV G A            A  LD            I L   M  M A G          I    S        F     L          LS    RS        M.........LT L   QASV RP.  F           D K ATK TG   A  E             YA 

Ro02782   390    S  YDSLLAKVIV   G     A  KA  AL EF   GV TNI  L   LA        V T         L  AA                     L   P           H R  S  A VR  D       VE      GF RAI  D  F  G    D   E M   VD    HQP  VA E  ELR      SP  R           S  P FS       A  A  V    P            PG AD V G  HLA R SA     HV   AE  S TL   A....

MapLCC    392    S  YDSLLAKVIV   G     A  KA  AL EF   GV TNI  L   LA        V T         L  AA                     L   P                SW A  R  D       VE      GF R    EQ    G    DFVDE L E       HQP        EL       VV  Q          AVH S  R  M    T  S  G    A       RL    RLET W N      K P  AA  LT   GPQPG.AV  YP....

RpLCC     388    S  YDSLLAKVIV   G     A  KA  AL EF   GV TNI  L   LA        V T         L  AA                                     H R   W   V                       AI   N F        FID    D VE     D   IA D  D R     YTT AA           G  .D AE  A  SR  R  RAG  V   PL Q    H D KANR S S   RHVA      QQF QPL  T GA N SSAAA

Ro02782   486          G     A   GTVV     EG     G QL V E MKM H  AA       R     G     G P                    DLD            ED LR  MA    E A    A V   A  V L A   Q VI  P G  V   LV P Q V   D L V  RT G E GDVAD AT     .........   V   H       A .G   T ES                   A AV Q N  S   N NA    V IR  . S A     S     RE

MapLCC    487          G     A   GTVV     EG     G QL V E MKM H  AA       R     G     G P                    DLD            EDALR  LA    EVA    A     A  V L A   Q V   PD  R   VLVTP Q V   D LLVF RT G DDGE    AT     .........       Q         .P   DYPA               L    AL TV        V GT       T  T G    SETA     LT

RpLCC     487          G     A   GTVV     EG     G QL V E MKM H  AA       R     G     G P                    DLD              A    L      I       V              E  V   QG RI  I  T        E  L F       D  VAE        AASKEPVPE AV IA P Q    A TVA  DV RP Q  A I S     L   E  G  R  VA D VTLMQ   I Y EPQEVEG HV   QDV   AI

Ro02782   575 R DL E   R   TLD  RP     R     R AR N   LVD GSF EYG L  AAQR RR   DLI NTPADGLV G ATV    FG   A   V  Y A  A I Q H          AIAK  K GR      IDD   P   V           S  SEQ            A L   N D       QAV  S        R   EV   AA  A     T L   S  A               P VL             E               G V  SRD     L  

MapLCC    577 R DL E   R   TLD  RP     R     R AR N   LVD GSF EYG L  AAQR RR   DLI NTPADGLV G ATV    FG   A   V  Y A    V E HA    E   DAVAK    GR T  E IDD   P   V     AI    S  SEE            A L    AD     A QAV  S     D  I    R    G        HRQ                      A                A              G  R  PA      A  

RpLCC     587 R DL E   R   TLD  RP     R     R AR N   LVD GSF EYG L  AAQR RR   DLI NTPADGLV G ATV    FG   A   V  Y    A      A    E   D V    K    T  E V Q             AI         D                  NA      A         P    MLA Q N    N   S GR R TNQ       A    E   M   S       R  PL    K        T V     KQ  EH  RCM IA 

Ro02782   675 DYTVLAGTQG  NH K DR   L      P V  AEGGGGRPGDTD     GLD   F   A L G VP V  VSG CFAGNAA  G CDV IAT  A I          MR  A T  V E A RK   V LF             G AA     T R L        L SV   R       LA V       PD N                     I   G  QV                 A P     LN   S  A N K                        L        

MapLCC    677 DYTVLAGTQG  NH K DR   L      P V  AEGGGGRPGDTD     GLD   F   A L G VP V  VSG CFAGNAA  G CDV IAT  A I          MR  A T  V D A RKRL V LF             GGAA    PT R L        L SV   R       LA V   I   PD N                     F   A                     V       V    M  G R R                                 

RpLCC     687 DYTVLAGTQG  NH K DR   L      P V  AEGGGGRPGDTD     GLD   F   A L G VP V  VSG CFAGNAA  G CDV IAT  A I                           RM    Y              G      P                I           M      I    N             HM  K I  MLT VEQW   L F             RL MT   G S VQF K S L  V G    Y        L C       Q  S 

Ro02782   775 GMGGPAM EGGGLGVY P   GP   Q  NGV      DE  A   A  YLSYFQG    W APD R  R   P NRLR YD       I D  SVLELR       V          EDI  V V RR   IDLLAR  AH V L KK       AL E E   E LA HVV E    A  VRSAVEA A VG                      R       D                   E             P                                         

MapLCC    777 GMGGPAM EGGGLGVY P   GP   Q  NGV      DE  A   A  YLSYFQG    W APD R  R   P NRLR YD       I D  SVLELR       I          E I  I V RR   V L AR  AH V L K         L   Q      A HVV Q    A  V  AIEA   VG                      P  A    A        G V        S   Q       R DR     P V               HR     V         

RpLCC     787 GMGGPAM EGGGLGVY P   GP   Q  NGV      DE  A   A  YLSYFQG    W APD R  R   P NRLR YD       I D  SVLELR       I           EV  V        VD L            K       A  E     Q L    I E       IRS ID  A                         H A     SF SP     I VQ  EE TRV Q         VA  K      L QA       V     V  L   EE      

Ro02782   875  D GVG  TA  R EG P GL AN   HLGGAIDA A DK   FL LC  F  P  SLCDTPGFMVGP  E  A VR     FV GA  TVP   I LRKR     IV  LI V    Y  V  S H          A   AR  E  ES GL VV            D  KE    RFG L     RM    G  I     H             A        S         V    M                            S    T     K   A       Y T     

MapLCC    877  D GVG  TA  R EG P GL AN   HLGGAIDA A DK   FL LC  F  P  SLCDTPGFMVGP  E  A VR     FV GA  TVP   I LRK  Y   IV  LV V    Y  I  S H        E A  A       ES GL VI            DA  Q    RFGRM     RL   LG  I   P               V        T               GD  A                         T  A         L         M     

RpLCC     887  D GVG  TA  R EG P GL AN   HLGGAIDA A DK   FL LC  F  P  SLCDTPGFMVGP  E  A VR     FV GA  TVP   I LRKR F    I   I I    F  I             D    AAR  Q  D     IV            EA K        RM      L   L   V         M   F     K       NPK          G           A DI                   T I  HVA    T  S     FG     

Ro02782   975 GYGLGA  M GG F A  FT AWPTGE G MGLE  VRLG RKE  A  DPAER       V   Y  GKA   A  FE D VIDPA  R W              MA A  S H SE  V      I      GA    F   LE I      N  F QL  AA QH   L A TI  L D     DS A I RL R                               A                  D      TA A   D         N                    V  R P.

MapLCC    977 GYGLGA  M GG F A  FT AWPTGE G MGLE  VRLG RKE  A  DPAER       V   Y  GKA   A  FE D VIDPA  R W              MA A  S    Q  V      I G     A    Y   L  V      Q  F  L AAA QH   L A T   L D      S A I RL                  R P                 S          A  T      NL DR            R   T          A     T  SGG.

RpLCC     987 GYGLGA  M GG F A  FT AWPTGE G MGLE  VRLG RKE  A  DPAER       V   Y  GKA   A  FE D VIDPA  R W                      H S            G    G     F   ME I      E  Y N  A             V    N     E    V    R        QS I  G    F  A      F       Y            A      AY K K  EL AN   VSI S   I        T R  MAGL SV

Ro02782 .................                                                                                   

MapLCC .................                                                                                   

RpLCC    1087 PTPPARTERKRPCIDTW                                                                                   
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18.2 組換え Ro02782を用いた in vitro反応 
 

18.2.1 組換え Ro2782の精製 
	 私は ro02782の機能解析を行うために、組換え Ro02782を精製し、in vitro反応を行

うことにした。そこで、RHA1株のクロモソームを鋳型に PCR法にて ro02782配列を
増幅し、pUC19にクローニングすることで、pUC19- ro02782を構築した。次に、ro02782
を発現ベクターpColdIにクローニングし、pColdI-ro02782を構築した。続いて、構築

したプラスミドを大腸菌 E. coli BL21株に導入した。BL21/pColdI-ro02782を 0.1 mM 
IPTG 誘導下で振盪培養したところ、Ro02782 を可溶性タンパク質として取得するこ
とができた。そこで、その可溶性画分からNi-NTA spin columnを用いて組換えRo02782

を精製し、酵素標品とした（figure 18-3）。 
 

 

figure 18-3. 大腸菌 E. coli BL21/pColdI-ro02782による組換え Ro02782の発現  
Eは Elute画分を示す。組換え Ro02782を矢印でハイライトした。 
 
 

18.2.2 組換え Ro02782を用いた in vitro反応 
	 Tran らは R. palustris における新規単鎖マルチドメイン型ビオチン依存性カルボキ

シラーゼ（RpLCC）を用いて、種々の炭素鎖をもつ acyl-CoAとの反応性を解析した。
そして、RpLCCが短鎖・中鎖の acyl-CoAよりも長鎖 acyl-CoAに高い反応性を示すこ
とを明らかにした 60)。したがって、本実験で得られた組換え Ro02782でも同様に様々
な acyl-CoA と反応する可能性が示唆された。そこで私は、組換え Ro02782 と

M
ar
ke
r 

66.2�

45.0�

116.0�

(kDa)�

35.0�

25.0�

E�



 127 

acetyl-CoA、hexanoyl-CoA、octanoyl-CoA の in vitro 反応を行った。反応は、50 mM 
Tris-HCl (pH7.5)、20 mM NaHCO3、5 mM MgCl2、10 mM KCl、1 mM CoA体、2 mM ATP、
組換え Ro02782 1 µgを 100 µlスケール、30°Cで 1時間インキュベートした。反応液
は、MILLIPORE社の Amicon Ultra 3Kを用いて限外ろ過し、ろ液の一部を HPLC分析
した（figure18-4、figure18-5）。その結果、いずれの反応においても反応の進行は見ら
れなかった。 
	 また私は、RHA1株において組換え Ro02782を調製すれば、活性のあるタンパク質
が得られるのではないかと考えてRHA1株での発現用プラスミド pTipQC1-ro02782を
作製して、 RHA1 株に導入した。しかしながら、現段階において私は
RHA1/pTipQC1-ro02782による組換え Ro02782の精製に成功していない。 
 

figure 18-4. 組換え Ro02782と acetyl-CoAの in vitro反応  

 

figure 18-5. 組換え Ro02782と hexanoyl-CoA、octanoyl-CoAの in vitro反応  
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18.3 組換え Ro02781を用いた in vitro反応 
 

18.3.1 RHA1株を用いた組換え Ro2781の精製 
	 続いて、Ro02781の機能解析を行うために、組換え Ro02781を精製し、in vitro反応

を行うことにした。Ro02782と同様に、RHA1株のクロモソームを鋳型に PCR法にて
ro02781配列を増幅し、pUC19にクローニングすることで、pUC19- ro02781を構築し
た。次に、インサートを pTipQC1へ導入し、pTipQC1ro02781を構築した。続いて、

構築したプラスミドを R. jostii RHA1 株に導入した。RHA1/pTipQC1-ro02781 を 1 
µg/ml チオストレプトン誘導下で振盪培養したところ、Ro02781 を可溶性タンパク質
として取得することができた。そこで、その可溶性画分から Ni-NTA spin columnを用
いて組換え Ro02781を精製し、酵素標品とした（figure 18-6）。 

 

figure 18-6. RHA1/pTipQC1-ro02781による組換え Ro02781の発現  Eは Elute画分を
示す。 
 
18.3.2 組換え Ro02781を用いた in vitro反応 
	 Ro02781は Ro02782と共転写されている可能性を述べたが、その基質として脂肪酸
と反応し acyl-CoAを生成し、Ro02781によって作られた acyl-CoAが Ro02782と反応
するのではないかと考えた。そこで私は、Ro02781の基質としてヘキサン酸ナトリウ
ム、オクタン酸ナトリウムを用いて in vitro反応を行った。反応は、50 mM Tris-HCl 
(pH7.5)、0.25 mM CoA-SH、0.5 mM ATP、2.5 mM MgCl2、0.2 mMヘキサン酸ナトリ
ウムまたはオクタン酸ナトリウム、組換え Ro02781 1 µgを 200 µlスケール、30°Cに
て 1時間インキュベートした。反応液は、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filtersを用いて
限外ろ過し、ろ液の一部を HPLC分析した（figure 18-7）。その結果、いずれの反応に
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おいても反応の進行は見られなかった。 
	 また私は、Ro02781が RHA1株におけるβ-ケトアジピン酸の protocatechuate branch
から catechol branch へのバイパスに関わっているのであれば、Ro02781 が
protocatechuate branch中の化合物と反応するのではないかと考えた。したがって私は、
組換え Ro02781と protocatechuate、Pca酵素を組み合わせた in vitro反応も行った。反
応は、50 mM Tris-HCl (pH7.5)、1 mM CoA-SH、0.2 mM ATP、5 mM MgCl2、1 mM 
protocatechuate、組換え Ro02781 1 µg、Pca酵素 1 µgを 200 µlスケール、30°Cにて 1
時間インキュベートした。反応液は、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filtersを用いて限外
ろ過し、ろ液の一部を HPLC分析した（figure 18-8）。しかし、こちらにおいても全て
の反応で反応生成物は見られなかった。 
 

 
figure 18-7. 組換え Ro02781とヘキサン酸ナトリウム、オクタン酸ナトリウムと
の in vitro反応  Ro02781はどちらの基質とも反応が進行しなかった。 
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figure 18-8. 組換え Ro02781、プロトカテク酸、Pca酵素の反応  protocatechuate + 
Ro02781、protocatechuate + PcaHG + Ro02781、protocatechuate + PcaHG + PcaB + 
Ro02781、protocatechuate + PcaHG + PcaB + PcaL +Ro02781、全ての反応において反応
が進行しなかった。 
 

 

18.4 Δro02781株およびΔro02782株の作製 
	 次に私は、ro02781および ro02782遺伝子の欠損が RHA1株のβ-ケトアジピン酸経
路に及ぼす影響を調べるために、それぞれの単独破壊株を作製することとした。遺伝

子の破壊方法はΔcatC株およびΔpcaIJ株の作製と同様の方法で行った。 
 

18.4.1 Δro02781株の作製 
	 Δro02781株作製のため、ro02781の上流と ro02781の下流をそれぞれ PCRで増幅し、
pUC19 にクローニングし、pUC19-81up および pUC19-81down を作製した。続いて、
シーケンス解析によって PCR エラーがないことを確認した後に、pK18mobsacB と 3
断片ライゲーションすることで、pK18mobsacB-Δ81 を作製した。次に、作製した
pK18mobsacB-Δ81を大腸菌E. coli S17-1株に導入し、RHA1株と接合伝達することで、
single crossover 株を取得した。single crossover 株を植え継ぎ培養することで double 
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crossover株を取得した。double crossover株の確認は、サザンハイブリダイゼーション
により行った（figure 18-9）。 
 

 
 
figure 18-9. Δro02781株のサザンハイブリダイゼーション  (A) RHA1株の遺伝子配
座。 (B) Δro02781株の遺伝子配座。ro02779以降の遺伝子は、ro027を省略して表記

した。 (C) サザンハイブリダイゼーション。クロモソームを BamHIで消化した。プ
ローブは 81_up_confプライマーと 81_up_Rプライマーで増幅した 1,074 bpの断片（図
中青）を用いた。RHA1株は 1,285 bp付近にバンドが検出されたのに対し、Δro02781

株では 2,737 bp付近にバンドが見られた。 
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18.4.2 Δro02782株の作製 
	 Δro02782株作製のため、ro02782の上流と ro02782の下流をそれぞれ PCRで増幅し、
pUC19 にクローニングし、pUC19-81up および pUC19-81down を作製した。続いて、
シーケンス解析によって PCR エラーがないことを確認した後に、pK18mobsacB と 3
断片ライゲーションすることで、pK18mobsacB-Δ82 を作製した。次に、作製した
pK18mobsacB-Δ82を大腸菌E. coli S17-1株に導入し、RHA1株と接合伝達することで、
single crossover 株を取得した。single crossover 株を植え継ぎ培養することで double 
crossover株を取得した。double crossover株の確認は、サザンハイブリダイゼーション
により行った（figure 18-10）。 
 

 
 

figure 18-10. Δro02782株のサザンハイブリダイゼーション  (A) RHA1株の遺伝子
配座。(B) Δro02782株の遺伝子配座。(C) サザンハイブリダイゼーション。クロモソ
ームをMluIおよび EcoRIで消化した。プローブは 81_down_Fプライマーと 82_up_R
プライマーで増幅した 410 bpの断片（図中青）を用いた。RHA1株は 1,897 bp付近に
バンドが検出されたのに対し、Δro02782株では 2,380 bp付近にバンドが見られた。 
 

 

	 以上のように、本実験においてΔro02781 株およびΔro02782 株の作製に成功した。
今後は、本菌株に protocatechuate や catechol を投与した時に、従来のβ-ケトアジピン
酸経路どおりに投与した化合物が異化されるのかを確かめたい。もしも、未知の化合

物が蓄積するのであれば、その化合物について精査したい。 
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18.5 Ro02782および Ro02781に関する考察 
	 本節では、RHA1 のβ-ケトアジピン酸経路において、protocatechuate branch から
catechol branchへのバイパスに関与する可能性がある、新規長鎖 acyl-CoA carboxylase 
carboxylase Ro02782と新規長鎖脂肪酸 CoA ligase Ro02781の機能解析を目的として実
験を行った。まず私は、Ro02782 に関して大腸菌を用いて組換え Ro02782 を調製し
acetyl-CoA、hexanoyl-CoA、octanoyl-CoA との in vitro 反応を行った。しかしながら、
いずれの反応も進行しなかった。これには以下の理由が考えられる。1つめは、大腸
菌において精製した組換え Ro02782がビオチン化されていないために、活性タンパク
質として取得できていない可能性が挙げられる。この問題は、Ro02782の発現と同時
に大腸菌において acyl-CoAのビオチン化を触媒する BirAを発現させることによって
解決するかもしれない。2 つめの可能性として、Ro02782 の基質が通常の脂肪酸合成
の課程で生じる acyl-CoAではなく、全く別の CoA体であることが考えられる。この
場合、RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路と関連付けるのであれば、本経路中に存
在する CoA 体であるβ-ketoadipyl-CoA もしくは本経路中の脂肪酸の CoA 体と反応さ
せてみることによって、生成物が見られるかもしれない。また、私は RHA1株におい
て組換え Ro02782を調製すれば、活性のあるタンパク質が得られるのではないかと考
えて RHA1 での発現用プラスミド pTipQC1-ro02782 を作製して、RHA1 に導入した。
しかしながら、現段階において私は RHA1/pTipQC1-ro02782による組換え Ro02782の
精製に成功していない。 

	 次に私は、Ro02781に関して RHA1を用いて組換え Ro02781を調製した。そして、

ヘキサン酸ナトリウム、オクタン酸ナトリウムとの in vitro反応および protocatechuate、

Pca酵素との組み合わせによる in vitro反応を行った。Ro02781についても、全ての反

応で反応生成物は見られなかった。 

	 また私は、ro02781および ro02782遺伝子の欠損が RHA1のβ-ケトアジピン酸経路
に及ぼす影響を調べるために、それぞれの単独破壊株を作製した。なお、Tran らは、
緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）における LCCのノックアウト株（ΔPA14_46320）
の作製に成功している 60)。Tranらは、本破壊株においてフマル酸を唯一の炭素源とし
た時や、Met-Val を唯一の窒素源として与えた場合に、その細胞への取り込まれ方が
親株と変化していることを明らかにした 60)。RHA1においてもこのような現象が見ら
れる可能性が考えられる。 
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19. 第三章のまとめ 
	 第三章では、土壌放線菌 Rhodococcus jostii RHA1の芳香族化合物の異化経路である
β-ケトアジピン酸経路について、組換えタンパク質を用いた in vitro再構築を行った。
また、本経路の遺伝子破壊株を作製し、それらの機能解析を行った。くわえて、本経

路中の protocatechuate branchから catechol branchへのバイパスに関与すると示唆され
ている機能未知の長鎖 acyl-CoA carboxylase carboxylase Ro02782および、同じく機能
未知である長鎖脂肪酸 CoA ligase Ro02781 の機能解析を目指した。ro02781 および

ro02782に関してはその単一遺伝子欠損株の作製も行った。 
	 RHA1における本経路の in vitro再構築に関して、protocatechuate branchの PcaHG、
PcaB、PcaLおよび catechol branchの CatA、CatB、CatCによる反応の in vitro再構築

を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 PcaHG 、 PcaB 、 PcaL の 反 応 で は 、 そ れ ぞ れ

3-carboxy-cis,cis-muconate、γ-carboxy-muconolactone、β-ketoadipateが生成することが確
認できた。加えて、Cat 酵素に関しても、CatA、CatB、CatC の反応で、それぞれ
cis,cis-muconate、(S)-muconolactone、β-ketoadipate enol-lactoneが生成することを確かめ
た。 
	 また、RHA1株に catecholを異化させると中間体が検出されないのに対し、catC破

壊株で catechol を異化すると(S)-muconolactone が蓄積され、培養を継続すると
(S)-muconolactone が徐々に減少することが判明した。加えて、ΔpcaIJ 株において、
catecholを投与すると、(S)-muconolactoneの蓄積は見られたが、β-ketoadipateの蓄積は
見られなかった。これらの結果から、(S)-muconolactone の異化に関与する CatC を介
さない未知経路の存在が示唆された。機能未知酵素である Ro02782 および Ro02781
に関しては、組換えタンパク質を調製し in vitro反応を行ったが全ての反応において、

反応生成物は見られなかった。 
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20. 第三章の実験項 
 

使用した試薬、菌株 
	 プロトカテク酸、カテコール、cis,cis-muconateは和光純薬工業株式会社から購入し
た。Luria-Bertani（LB）Lennox培地は Sigma-Aldrich社から購入した。大腸菌 Escherichia 
coli HST08株、pColdIプラスミド、制限酵素、その他の DNA修飾酵素はタカラバイ
オ株式会社より購入した。大腸菌 E. coli BL21株は国立遺伝学研究所の National 
BioResource Projectから購入した。Rhodococcus. jostii RHA1株は長岡技術科学大学の
福田雅夫教授より分譲していただいた。pTipQC1プラスミドは独立行政法人、産業技
術総合研究所、生物プロセス部門の田村具博博士から分譲していただいた。その他の

試薬は全て、和光純薬工業株式会社より購入した。 
 

15.1の実験	 組換え PcaHG、PcaB、PcaLタンパク質の精製 
pColdI-pcaHG、pColdI-pcaB、pColdI-pcaLの構築 
	 R. jostii RHA1の染色体を鋳型とし、Table 1に示すプライマーを用いて各遺伝子を
クローニングするための PCRを行った。pcaHGには PcaHG_Fと PcaHG_R、pcaBに

は PcaB_Fと PcaB_R、pcaLには PcaL_Fと PcaL_Rを用いた。PCRにより増幅した
DNA断片を pUC19ベクターに連結し、pUC19-pcaHG、pUC19-pcaB、pUC19-pcaL 
を構築した。各インサートに PCRエラーがないことを確認し、タンパク質発現用ベ
クターpColdIへと連結した。そして、pColdI-pcaHG、pColdI-pcaB、pCold-pcaLを構築
した。 
 

15.1および 16.1の実験	 組換え PcaHG、PcaB、PcaL、CatAの発現と精製 
	 pColdI- pcaHG、pColdI-pcaB、pColdI-pcaL、pColdI-catAを導入した大腸菌 E. coli BL21
株を 2 mlの LB amp培地（100 µg/ml）で 37°Cにおいて 12時間培養した。その培養
液を前培養液とし、新たな LB amp培地 50 mlに 1%植菌し、37°Cで本培養を開始し
た。OD600が 0.5に達したところで 15℃へと移動し、30分間静置した。その後、0.1 mM
となるように IPTGを添加し、タンパク質の発現誘導を行った。そして、15°Cにおい
て 24時間培養を行った。培養終了後、集菌を行い Lysis buffer（50 mM NaH2PO4 (pH 8.0)、 
300 mM NaCl、 10 mM imidazole、 10% glycerol）に再懸濁した。超音波破砕機によっ
て菌体を破砕した後、4°C、15,000 rpmで 20分間遠心分離を行った。遠心分離後、可
溶性画分を Ni-NTA columns （QIAGEN）にアプライした。その後、wash buffer（50 mM 
NaH2PO4 (pH 8.0)、 300 mM NaCl、20 mM imidazole、10% glycerol）で 2回 washした。
Hisタグ精製タンパク質は Elution buffer（50 mM NaH2PO4 (pH 8.0)、300 mM NaCl、250 
mM imidazole、10% glycerol）300 µlで 2回溶出した。その後、透析 buffer（10 mM Tris-HCl 
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(pH 7.5) 、10% glycerol）で 2 L×2回透析を行った。精製タンパク質の濃度は Bio-Rad 

Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories)を用いて測定した。タンパク質のスタンダード
としてウシ血清アルブミン（BSA）を用いた。精製タンパク質は−80°Cで保存した。 
 

15.2 – 15.4の実験 protocatechuateと Pca酵素の in vitro反応 
	 本実験で用いた酵素反応液の組成は以下のとおりである。Pca酵素 1 µg、1 mM 
protocatechuate、50 mM Tris-HCl（pH7.5）をトータル 300 µlになるように調製した。 
各酵素を5分間ボイルしたものをネガティブコントロールとして用いた。酵素反応は、
30°Cで 5分間行い、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filters（Merck Millipore）でろ過する
ことにより、反応を停止させた。そのろ液を HPLCのサンプルとして用いた。HPLC
にインジェクションした量は 5 µlである。HPLCは日本分光製の装置を用いた。逆相
HPLCに用いたカラムは、COSMOSIL 5C18-PAQ column (4.6 × 150 mm、ナカライテス
ク）である。溶媒は 3%アセトニトリル水溶液（0.1% トリフルオロ酢酸（TFA））を
用いて、isocratic分析を行った。流速は 1 ml/min、カラム温度は 40°C、検出波長は 200 
nmである。 
 

15. の実験 Pca酵素による反応生成物の NMRおよびMS解析 
	 化合物 4、5、8については、10 mlの in vitro反応液より各化合物を精製し、NMR
およびMS解析を行った。化合物 4、5、8の精製のために、酵素反応液を 1 N HClで
酸性にし、酢酸エチル抽出を行った。次に、酢酸エチル層を遠心エバポレーターで濃

縮乾固した。続いて、粗抽出物を少量のメタノールに溶解し、逆相 HPLCで各化合物
の分取を行った。カラムは COSMOSIL 5C18-AR-II column (20 × 250 mm; ナカライテス
ク）を用いた。溶媒は 10%メタノール（0.1% TFA）を用いた。流速は 3 ml/minであ
り、室温で分取を行った。化合物 2に関しては、酸性や熱により容易に異性化してし
まう恐れがあったため、10 ml分の in vitro反応液を Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filters
でろ過し、凍結乾燥を行った。凍結乾燥物をそのまま NMR分析に用いた。 
	 NMR解析は Bruker AVANCE III 400 FT-NMR spectrometer (Bruker Corporation）を用
いて行った。LC-ESI/HRMS解析は、Q Exactive ™ (Thermo Fisher Scientific）を使用し
た。LC-ESI/HRMS解析に用いたカラムは、COSMOSIL 5C18-PAQ column (2.0 × 150 mm;
ナカライテスク）であり、溶媒は 3%アセトニトリル（0.1%ギ酸）を用いた。流速は
0.2 ml/minであり、カラム温度は 40°Cで分析を行った。 
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16.の実験 
16.1の実験 pColdI-catA、pQE2-catB,、pTipQC1-catB、pTipQC1-catCの構築 
	 R. jostii RHA1の染色体を鋳型とし、Table 1に示すプライマーを用いて各遺伝子を
クローニングするための PCRを行った。pcaHGには PcaHG_Fと PcaHG_R、pcaBに

は PcaB_F と PcaB_R、pcaL には PcaL_F と PcaL_R を用いた。PCR により増幅した
DNA断片を pUC19ベクターに連結し、pUC19-pcaHG、pUC19-pcaB、pUC19-pcaLを
構築した。各インサートに PCR エラーがないことを確認し、タンパク質発現用ベク
ターpColdIへと連結した。そして、pColdI-pcaHG、pColdI-pcaB、pCold-pcaLを構築し
た。 
 

16.1の実験 組換え CatB、CatCの発現と精製 
	 pTipQC1-catB または pTipQC1-catCのRHA1への導入はエレクトロポレーション法
で行った。形質転換された RHA1をクロラムフェニコール入り LB培地（LB cm、34 
µg/ml）2 mlで 30℃において 24時間培養した。それを前培養液とし、新たな LB cm
培地 50 mlに 1%植菌し、37°Cで本培養を開始した。24時間後、1 µg/mlとなるよう
にチオストレプトンを添加し、タンパク質の発現を誘導した。さらに 24時間培養し、
集菌を行い 2 mg/mlのリゾチーム入り Lysis bufferに再懸濁した。氷上で 1時間静置
後、Pca酵素と同様に超音波破砕およびNi-NTAカラムによるHisタグ精製を行った。 
 

16.2 – 16.5の実験 Cat酵素の in vitro反応 
	 本実験で用いた酵素反応液の組成は以下のとおりである。Cat酵素 0.5 µM、1 mM
の各基質（catechol、cis,cis-mucononate、（S）-muconolactone、β-ketoadipate enol-lactone）、
50 mM Tris-HCl（pH7.5）をトータル 300 µlになるように調製した。各酵素を 5分間
ボイルしたものをネガティブコントロールとして用いた。酵素反応は、30°Cで 60分
間行い、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filtersでろ過することにより、反応を停止させた。
そのろ液を HPLCのサンプルとして用いた。HPLCにインジェクションした量は 5 µl
である。HPLC分析条件は、検出波長が 230nmであること以外は、15.2-15.4の実験と
同様である。16.5においてβ-ketoadipateの検出を行う際は 200 nmで分析を行った。 
 

16.3の実験 (S)-muconolactoneの精製 
	 LB amp寒天培地に生育した E. coli BL21/pQE2-catBを釣菌し、2.5 mlの LB amp液
体培地（50 µg/ml）に植菌し、37°C、245 rpmで 12時間培養した。これを前培養液と
し、新たな LB amp液体培地 200 mlに 1%植菌し、30°C、120 rpmで本培養を開始し
た。OD600が 0.5になった時点で 0.1 mMとなるように IPTGを添加した。さらに、24
時間 30°Cで培養を行った。その後、菌体を回収し、100 mlの 50 mM Tris-HCl buffer
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に再懸濁した。さらに、約 7 mgの cis,cis-muconateを添加し、30°C、120 rpmで 24時
間培養を行った。 
	 100 mlの培養上清を 1 N HClで酸性にし、酢酸エチル抽出を行った。酢酸エチル層
をロータリーエバポレーターおよび遠心エバポレーターで濃縮乾固した。次に、粗抽

出物を少量のメタノールに溶解し、逆相 HPLCで(S)-muconolactoneの分取を行った。 
カラムは COSMOSIL 5C18-AR-II column (20 × 250 mm; ナカライテスク）を用いた。溶

媒は 10%メタノール（0.1% TFA）を用いた。流速は 3 ml/minであり、室温で分取を

行った。 
 

16.3の実験 muconolactoneの旋光度測定 
	 muconolactoneの旋光度測定は、JASCO P-2200 digital polarimeter（日本分光）を用い

た。測定溶媒はメタノール、温度は 20°Cで行った。 
 
 

17.1、17.2、18.4の実験	 ΔcatC、ΔpcaIJ、Δro02781、Δro02782株の作製 
 

RHA1における遺伝子破壊用プラスミドおよび接合実験用の大腸菌作製 
	 RHA1における遺伝子破壊株を作製するために、破壊の標的となる遺伝子の上下流
約 1,500 bpを PCRによって増幅した。PCRに用いたプライマーは以下の Table2から
Table5に示す。 
	 ΔcatC株作製のため、catC上流を PCRで増幅し、その末端には EcoRIと XbaIサイ
トを付けた。一方、catC下流には XbaIと HindIIIサイトを付けた。それぞれを pUC19
ベクターに連結し、pUC19-catCupおよび pUC19-catCdownを作製した。シークエンス
解析によりインサートにエラーがないことを確認した。次に、インサートを切り出し

て、pK18mobsacBに連結し、pK18mobsacB-ΔcatCを作製した。本プラスミドを E. coli 
S17-1に導入した。作製した E. coli/pK18mobsacB-ΔcatCを用いて RHA1と接合実験を
行った。同様の操作をΔpcaIJ株、Δro02781株、Δro02782株の作製に関しても行った。
ΔpcaIJ 株用に pUC19-pcaIJup、pUC19-pcaIJdown、pK18mobsacB-ΔpcaIJ、大腸菌 E. 
coli/pK18mobsacB-ΔpcaIJ株を作製した。Δro02781用には、pUC19-81up、pUC19-81down、
pK18mobsacB-Δ81、E. coli/pK18mobsacB-Δ81を作製した。Δro02782用には、pUC19-82up、
pUC19-82down、pK18mobsacB-Δ82、E. coli/pK18mobsacB-Δ82を作製した。 
  

RHA1と大腸菌の接合実験 
	 RHA１と組換えE. coli S17-1株の接合実験はVan der Geizeの論文 81)を参考にして行

った。ここでは例として、ΔcatC株の作製について述べる。まず、30 µg/mlのナリジ
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クス酸入り 1/5 LB（ペプトン 2 g/L、Yeast extract 1 g/L、NaCl 10 g/L）寒天培地（1/5 LB 
Nal）に RHA1を植菌し、30°Cで 3日間インキュベートした。生育した RHA1の菌体
を白金耳で掻き取り、新たなただの 1/5 LB液体培地 1 mlに懸濁した。 
	 また、E. coli S17-1-pK18mobsacB-ΔcatCについては、50 µg/mlのカナマイシン入り
LB（LB Km）寒天培地に植菌し、37°Cで 12時間培養し生育させた。RHA1と同様に
新たなただの LB培地に菌体を懸濁した。両菌株の懸濁液をそれぞれ 750 µlずつマイ
クロチューブに入れて混合した。そして、遠心分離を行い、上清を捨て新たな 1/LB
液体培地 1 mlに懸濁した。その内 200 µlを 1/5 LB寒天培地に植菌し、30°Cで一晩静
置培養した。翌日、生育した菌体を白金耳で掻き取り、新たな 1/5 LB液体培地 1 ml
に懸濁した。その内、150 µlをナリジクス酸およびカナマイシン入りの 1/5LB寒天培
地（1/5 LB Nal Km）に植菌した。その後、30°Cで 3日間培養し、コロニーを形成さ
せた。 
	 次に、形成されたコロニーを新たな 1/5 LB Nal Km寒天培地およびナリジクス酸と
10%スクロース入りの 1/5 LB寒天培地（1/5 LB Nal Suc）の両方に植菌した。この操
作によって、カナマイシン耐性とスクロース感受性の両方を有する 1回組換え体をス
クリーニングした。また、接合体が取得できているかを確認するために、sacB配列の

有無を PCRに確認した。 
	 続いて、2回組換え体を取得する操作を行った。1回組換え体のコロニーを 1 mlの
1/5 LB Nal液体培地に植菌し、30°Cで 1日から 2日間、振盪培養を行った。その培養
液の一部を 1/5 LB Nal Suc寒天培地に植菌し、30°Cで静置培養し、コロニーを形成さ
せた。形成されたコロニーを用いて、2回組換え体が取得できているかを確認するた
めに、1/5 LB Nal Suc寒天培地および 1/5 LB Nal Km寒天培地に植菌して、1/5 LB Nal 
Suc寒天培地のみに生育する株を選択した。最終的な遺伝子破壊の確認はサザンハイ
ブリダイゼーションで行った。 
 

RHA1における遺伝子破壊株のサザンハイブリダイゼーション 
	 サザンハイブリダイゼーションにおける基本操作は、第一章の大腸菌における FAS
破壊株の確認と同様の方法で行った。ΔcatC 株において、クロモソームを制限酵素

BamHIおよび BglIIで消化した。プローブは catC_up_confプライマーと catC_up_Rプ
ライマーで増幅した約 900 bpの断片を用いた。ΔpcaIJ株では、クロモソームを SphI
および BamHI で消化した。プローブは pcaI_up_R プライマーと pcaI_up_conf プライ
マーで増幅した約 860 bpの断片を使用した。Δro02781株に関しては、クロモソーム
を BamHIで消化した。プローブは 81_up_confプライマーと 81_up_Rプライマーで増
幅した 1,074 bpの断片を用いた。Δro02782株については、クロモソームをMluIおよ
び EcoRIで消化した。プローブは 81_down_Fプライマーと 82_up_Rプライマーで増
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幅した 410 bpの断片を使用した。 
 

17.1の実験 RHA1およびΔcatC株における catechol異化物の HPLC解析 
	 RHA1およびΔcatC株のグリセロールストックを1/5 LB Nal寒天培地に植菌し、30°C
で静置培養を行い、コロニーを形成させた。コロニーを釣菌し、1/5 LB Nal液体培地
2 mlに植菌した。30°C、120 rpmで 48時間培養し前培養液とした。その後、新たな
1/5 LB Nal液体培地 50 mlに前培養液を 1%植菌し、30°C、120 rpmで 48時間培養し
た。50 mlの培養液から集菌し、50 mlの 50 mM Tris-HCl (pH7.5) bufferに懸濁し菌体
の washを行った。そして、新たな 50 mlの 50 mM Tris-HCl (pH7.5) bufferに再懸濁す
ると同時に、catecholを 1 mMとなるように添加した。この時点において、培養開始
前のサンプリングを 200 µlずつ行った。30°C、120 rpmでインキュベートを開始した。
24時間毎に培養液を 200 µlずつサンプリングした。培養は 5日間行った。培養上清
200 µlに対して 1 N HClで酸性にし、酢酸エチル抽出を行った。酢酸エチル層を遠心
エバポレーターで濃縮乾固した。次に、粗抽出物を 100 µlのメタノールに溶解し、そ
のうち 5 µlを逆相 HPLCで分析した。HPLCでの分析条件は、15.および 16.の実験に
おける in vitro反応の実験と同様である。検出波長は 230 nmである。 
 

17.2の実験  

RHA1およびΔpcaIJ株における protocatechuate、catechol異化物の HPLC解析 

	 RHA1 およびΔpcaIJ 株のグリセロールストックを 1/5 LB Nal 寒天培地に植菌し、
30°Cで静置培養を行い、コロニーを形成させた。コロニーを釣菌し、1/5 LB Nal液体
培地 2 mlに植菌した。30°C、120 rpmで 48時間培養し前培養液とした。その後、新
たな 1/5 LB Nal液体培地 50 mlに前培養液を 1%植菌し、30°C、120 rpmで 48時間培
養した。50 mlの培養液から集菌し、50 mlの 50 mM Tris-HCl (pH7.5) bufferに懸濁し
菌体の washを行った。そして、新たな 50 mlの 50 mM Tris-HCl (pH7.5) bufferに再懸
濁すると同時に、protocatechuateまたは catecholを 1 mMとなるように添加した。こ
の時点において、培養開始前のサンプリングを 200 µlずつ行った。30°C、120 rpmで
インキュベートを開始した。培養は 3日間行った。24時間毎に培養液を 200 µlずつ
サンプリングした。培養上清 200 µlに対して 1 N HClで酸性にし、酢酸エチル抽出を
行った。酢酸エチル層を遠心エバポレーターで濃縮乾固した。次に、粗抽出物を 100 µl
のメタノールに溶解し、そのうち 5 µlを逆相 HPLCで分析した。HPLCでの分析条件
は、15.および 16.の実験における in vitro反応の実験と同様である。検出波長は 200 nm
である。 
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17.3の実験 RHA1株およびΔpcaB株における protocatechuate異化物の HPLC解析 
	 RHA1 およびΔpcaB 株のグリセロールストックを 1/5 LB Nal 寒天培地に植菌し、
30°Cで静置培養を行い、コロニーを形成させた。コロニーを釣菌し、1/5 LB Nal液体
培地 2 mlに植菌した。30°C、120 rpmで 48時間培養し前培養液とした。その後、新
たな 1/5 LB Nal液体培地 50 mlに前培養液を 1%植菌し、30°C、120 rpmで 48時間培
養した。50 mlの培養液から集菌し、50 mlの 50 mM Tris-HCl (pH7.5) bufferに懸濁し
菌体の washを行った。そして、新たな 50 mlの 50 mM Tris-HCl (pH7.5) bufferに再懸
濁すると同時に、protocatechuateを 1 mMとなるように添加した。この時点において、
培養開始前のサンプリングを 200 µlずつ行った。30°C、120 rpmでインキュベートを
開始した。培養は 7日間行った。24時間毎に培養液を 200 µlずつサンプリングした。
培養上清 200 µlに対して 1 N HClで酸性にし、酢酸エチル抽出を行った。。酢酸エチ
ル層を遠心エバポレーターで濃縮乾固した。次に、粗抽出物を 100 µlのメタノールに
溶解し、そのうち 5 µl を逆相 HPLC で分析した。HPLC での分析条件は、15.および
16.の実験における in vitro反応の実験と同様である。検出波長は 230 nmである。 
 

17.3の実験 化合物 9、10、11の精製および NMR、MS解析 

	 上記の実験における、ΔpcaB株の培養 7日めの培養上清 50 mlを 1N HClで酸性に
し、酢酸エチルで抽出した。続いて、酢酸エチル層の濃縮乾固物を順相シリカゲルク

ロマトグラフィー、逆相 HPLCによる分取を行い、それぞれ単一のピークになるまで
精製した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーは、ベンゼン:アセトン=1:1 で行っ
た。分取 HPLCに用いたカラムは COSMOSIL 5C18-AR-II column (20 × 250 mm; ナカラ

イテスク）である。溶媒は 10%メタノール（0.1% TFA）を用いた。流速は 3 ml/min

であり、室温で分取を行った。 
 

18.2の実験 組換え Ro02782の精製 

pColdI-ro02782および pTipQC1-ro02782の作製 

使用したプライマー 

82-F  5’-CGTCTAGACAT ATGACCCTGCTGGTCGCCA-3’  （斜体は NdeIサイト、下
線は XbaIサイト） 
82-R  5’- CGAAGCTT GCGTCGCCCCCGTGAGTACTT-3’	 	（斜体は HindIIIサイト） 
 

	 R. jostii RHA1の染色体を鋳型とし、上記に示すプライマーを用いて ro02782をクロ
ーニングするための PCR を行った。PCR により増幅した DNA 断片を EcoRI および
HindIIIで消化し、pUC19ベクターに連結し、pUC19-ro02782を構築した。インサート

に PCRエラーがないことを確認し、pColdIおよび pTipQC1へと連結した。そして、
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pColdI-ro02782および pTipQC1-ro02782を構築した。E. coli BL21にはケミカルコンピ
テントセルを用いた形質転換法で pColdI-ro02782、RHA1 にはエレクトロポレーショ
ン法により pTipQC1-ro02782を導入した。 
 

18.2の実験 E. coli BL21/pColdI-ro02782を用いた組換え Ro02782の精製 
	 E. coli BL21/pColdI-ro02782株を 2 mlの LB amp培地（100 mg/ml）で 37°Cにおいて
12時間培養した。その培養液を前培養液とし、新たな LB amp培地 50 mlに 1%植菌
し、37°Cで本培養を開始した。OD600が 0.5に達したところで 15°Cへと移動し、30
分間静置した。その後、0.1 mMとなるように IPTGを添加し、タンパク質の発現誘導
を行った。そして、15°Cにおいて 24時間培養を行った。培養後の菌体を用いて、15.
の実験と同様にタンパク質を精製し、濃度測定も行った。 
 

18.2の実験 RHA1/pTipQC1-ro02782を用いた組換え Ro02782の精製 
	 RHA1/ pTipQC1-ro02781株をクロラムフェニコール入り LB培地（34 µg/ml）2 ml
で 30°Cにおいて 24時間培養した。それを前培養液とし、新たなクロラムフェニコー
ル入り LB 培地 50 ml に 1%植菌し、37°C で本培養を開始した。24 時間後、1 µg/ml
となるようにチオストレプトンを添加し、タンパク質の発現を誘導した。さらに 24
時間培養し、集菌を行い 2 mg/mlのリゾチーム入り Lysis bufferに再懸濁した。氷上
で 1 時間静置後、Pca 酵素、Cat 酵素と同様に超音波破砕を行い、タンパク質の発現
を SDS-PAGEで確認したが、可溶性タンパク質として取得できなかった。 

 

18.2の実験 組換え Ro02782と acetyl-CoA、hexanoyl-CoA、octanoyl-CoAの in vitro反

応と HPLC解析 

	 反応液の組成は、50 mM Tris-HCl (pH7.5)、20 mM NaHCO3、5 mM MgCl2、10 mM KCl、
1 mM 基質、2 mM ATP、組換え Ro02782 1 µgを 100 µlスケールに調整した。反応液
を 30°Cで 1時間インキュベートした。反応終了後、MILLIPORE社の Amicon Ultra 3K
を用いて限外ろ過し、ろ液 5 µlを HPLC分析に用いた。 

 

HPLC分析条件 
	 逆相HPLCにより分析を行った。分析カラムは、COSMOSIL Packed Column 5C18 PAQ
（4.6 × 150mm; Nacalai Tesque）を用いた。溶媒は 5 mM酢酸アンモニウム (pH 6.5)/
メタノールを用い、カラム温度は 40°C、流速は 1.0 ml/minに設定した。グラジエント
は、5 mM酢酸アンモニウム (pH 6.5)/メタノールが 0-5 min 99/1, 5-30 min 10/90となる
ように設定した。吸光度は 259 nmで検出した。 
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18.3の実験 組換え Ro02781の精製 

pTipQC1-ro02781の作製 
 

使用したプライマー 

81-F  5’-CGGAATTCCATATGCCCACTTCGCCTTCG-3’  （斜体は NdeIサイト、下線
は EcoRIサイト） 
81-R  5’- GCAAGCTTACGATTGGCGACCAGC-3’	 	 （斜体は HindIIIサイト） 
 

	 R. jostii RHA1の染色体を鋳型とし、上記に示すプライマーを用いて ro02781をクロ
ーニングするための PCR を行った。PCR により増幅した DNA 断片を EcoRI および
HindIIIで消化し、pUC19ベクターに連結し、pUC19-ro02781を構築した。インサート
にPCRエラーがないことを確認し、RHAにおけるタンパク質発現用ベクターpTipQC1
へと連結した。そして、pTipQC1-ro02781を構築した。エレクトロポレーション法に

より pTipQC1-ro02781を RHA1へ導入した。RHA1/ pTipQC1-ro02781株を LB cm液体
培地（34 µg/ml）2 mlで 30°Cにおいて 24時間培養した。それを前培養液とし、新た
な LB cm液体培地 50 mlに 1%植菌し、37°Cで本培養を開始した。24時間後、1 µg/ml
となるようにチオストレプトンを添加し、タンパク質の発現を誘導した。さらに 24
時間培養し、集菌を行い 2 mg/mlのリゾチーム入り Lysis bufferに再懸濁した。氷上
で 1時間静置後、Pca酵素、Cat酵素と同様に超音波破砕および Ni-NTAカラムによる
Hisタグ精製を行った。精製したタンパク質は SDS-PAGEによって確認し、濃度はブ
ラッドフォード法によって測定した。BSAをタンパク質濃度測定の検量線作製に用い
た。 
 

18.3の実験 組換え Ro02781を用いた in vitro反応と HPLC解析 

Ro02781とヘキサン酸ナトリウム、オクタン酸ナトリウムの反応	  

	 反応液の組成は、20 mM Tris-HCl (pH7.5)、0.25 mM CoA-SH、0.5 mM ATP、2.5 mM 
MgCl2、0.2 mMヘキサン酸ナトリウムまたはオクタン酸ナトリウム、組換え Ro02781 
1 µgであり、200 µlスケールで行った。反応液を 30°Cにて 1時間インキュベートし
た。反応液は、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filtersを用いて限外ろ過し、ろ液 5 µlを
HPLC分析に使用した。HPLC分析の条件は、Ro02782の実験と同様である。 
 

Ro02781と protocatechuate、Pca酵素を組み合わせた in vitro反応 

	 反応液の組成は、50 mM Tris-HCl (pH7.5)、1 mM CoA-SH、0.2 mM ATP、5 mM MgCl2、

1 mM protocatechuate、組換え Ro02781 1 µg、Pca酵素 1 µgを 200 µlに調整した。酵
素反応液を 30°Cにて 1時間インキュベートした。反応後、Amicon Ultra-0.5 Centrifugal 
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Filtersを用いて限外ろ過し、ろ液のうち 5 µlを HPLC分析に用いた。 
 

各化合物の NMRデータおよびMSデータ 
3-carboxy-cis,cis-muconate (2).  1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 6.01(dd, 1H, J = 0.9, 12.0 
Hz, C5H), 6.50 (m, 1H, C2H), 6.77 (dd, 1H, J = 1.7, 12.0 Hz, C4H).  Negative mode 
LC-ESI/HRMS, [M–H]− = 185.00800 (calculated for C7H5O6

-, 185.00916).  

γ-carboxymuconolactone (3).  Negative mode LC-ESI/HRMS, [M–H]− = 185.00841 
(calculated for C7H5O6

-, 185.00916). 

β-ketoadipate enol-lactone (4).  1H NMR (400 MHz, D2O): δ 3.36 (d, 2H, J = 2.0 Hz, C2H2), 
3.49 (s, 2H, C3H), 5.58 (s, 1H, C5H2).  Negative mode LC-ESI/HRMS, [M–H]− = 
141.01835 (calculated for C6H5O4

-, 141.01933). 
β-ketoadipate (5).  1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 2.55 (t, 2H, J = 6.5 Hz, C5H), 2.86 (t, 
2H, J = 6.5 Hz, C4H), 3.39 (s, 2H, C2H2).  Negative mode LC-ESI/HRMS, [M–H]− = 
159.02898  (calculated for C6H7O5

-, 159.02990). 
muconolactone (8). 1H NMR (400 MHz, D2O):δ 2.71 (dd, 1H, J = 8.2, 16.6 Hz, C1'Ha), 2.95 
(dd, 1H, J = 4.8, 16.6 Hz, C1'Hb), 5.57 (dddd, 1H, J =1.4, 1.9, 4.8, 8.2 Hz, C5H), 6.24 (dd, 
1H, J = 1.9, 5.8 Hz, C3H), 7.81(dd, 1H, J = 1.4, 5.8 Hz, C4H).  Negative mode 
LC-ESI/HRMS, [M–H]− = 141.01831 (calculated for C6H5O4

-, 141.01933).  

β-carboxy-muconolactone (9).  1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 2.61 (dd, 1H, J = 8.0, 16.5 
Hz, C1′Ha), 3.06 (dd, 1H, J = 3.2, 16.5 Hz, C1′Hb), 5.51 (ddd, 1H, J = 2.0, 3.2, 8.0 Hz, C2H), 
6.77 (d, 1H, J = 2.0 Hz, C4H); 13C NMR (CD3OD): δ 36.7 (C1′), 78.6 (C2), 125.7 (C4), 158.4 
(C3), 162.2 (C5), 170.5 (C2′), 171.0 (carboxyl group of C3).  Positive mode 
DART/TOF-MS, [M+H]+ = 187.02607 (calculated for C7H7O6, 1.81 mmu error). 
3-carboxy-cis,trans-muconate (10) . 1H-NMR (400 MHz, CD3OD): d 6.11 (d, 1H, J = 16.0 Hz, 
C5H), 6.24 (s, 1H, C2H), 7.32 (d, 1H, J = 16.0 Hz, C4H).  Negative mode DART/TOF-MS, 
[M–H]− = 185.00810 (calculated for C7H5O6

-, 185.00916). 
3-carboxy-trans,trans-muconate (11).  1H NMR (400 MHz, (CD3)2SO): d 6.63 (d, 1H, J = 
16.1 Hz, C5H), 6.75 (s, 1H, C2H), 8.24 (d, 1H, J = 16.1 Hz, C4H); 13C 
NMR((CD3)2SO):d 128.5 (C5), 131.6 (C2), 136.7 (C4), 140.9 (C3), 167.9 (C1), 168.3 
(carboxyl group of C3), 169.7 (C6).  Negative mode DART/TOF-MS, [M–H]− = 185.01105 
(calculated for C7H5O6

-, 185.00916). 
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Table 1. RHA1におけるβ-ketoadipate pathwayの in vitro再構築関連の PCRプライマー 
Name 配列 (5’-3’) 備考 

PcaHG_F 
CGGAATTCCATATGCTGCATCTGCCAGCCC 

下線部は EcoRI、 
イタリックは NdeI 

PcaHG_R CGCAAGCTTCGACACCTTTCTGCGTTGTG 下線部は HindIII 
PcaB_F 

CGGAATTCCATATGAACTCTCCGGAGCCTT 
下線部は EcoRI、 
イタリックは NdeI 

PcaB_R CGCAAGCTTGTGTGCGAGTGCGACTG 下線部は HindIII 
PcaL_F 

CGTCTAGACATATGACAGTCGCACTCGCA 
下線部は XbaI、 
イタリックは NdeI 

PcaL_R CGCAAGCTTCGTCGGTTCGGTAGCGG 下線部は HindIII 
CatA_F 

GCGAATTCCAAGGAGAAACATATGACCACC 
下線部は EcoRI、 
イタリックは NdeI 

CatA_R GCGAAGCTTTCTCTACGGGTGGAACGGG 下線部は HindIII 
CatB_F 

CGGAATTCCATATGACCGACCTGTCGATCG 
下線部は EcoRI、 
イタリックは NdeI 

CatB_R CGCAAGCTTAAAGAGTGCCATCGGGTGGG 下線部は HindIII 
CatC_F 

CGGAATTCCATATGGCACTCTTTCACGTCC 
下線部は EcoRI、 
イタリックは NdeI 

CatC_R CGCAAGCTTGAGTCCAGAGACTCGCTGAC 下線部は HindIII 
   

Table 2. catC破壊株作製のための PCRプライマー 
Name 配列 (5’-3’) 備考 

catC-up_F GCGGAATTCAGATCACCACGATCCAGCC 下線部は EcoRI 
catC-up_R GCGTCTAGAGGACCTTCGGGTCGAGGTCA 下線部は XbaI 
catC_up_conf AACGAGTCGTCGCCAATGCA シーケンス解析用 
catC-downF GCGTCTAGAATCGAGATCATGCCGCTCAC 下線部は XbaI 
catC-downR GCGAAGCTTGTAGAGCGCAGGAAGCAGCT 下線部は HindIII 
catC_down_conf TCATCGCGCAACGCCTCAT シーケンス解析用 
sacB_F GGCACTGTCGCAAACTATCA sacB確認用 
sacB_R TTGCCTTTGATGTTCAGCAG sacB確認用 
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Table 3. pcaIJ破壊株作製のための PCRプライマー 
Name 配列 (5’-3’) 備考 

pcaI_up_F GCGGAATTCAACAGTCCGACGTTGATGTG 下線部は EcoRI 
pcaI_up_R GCGCTGCAGTTGTTGCTGACCGTCTCGA 下線部は PstI 

pcaI_up_conf AAGAACGGATCGTCCGGGAA シーケンス解析用 
pcaJ_down_F CGCCTGCAGACAGCGTCGAGGACGTTCA 下線部は PstI 
pcaJ_down_R CGCAAGCTTCAACAGCGCCTTCCCGTAAC 下線部は HindIII 

pcaJ_down_conf CGCACAAAGTCCGCTCGAAT シーケンス解析用 
sacB_F GGCACTGTCGCAAACTATCA sacB確認用 
sacB_R TTGCCTTTGATGTTCAGCAG sacB確認用 

   

Table 4. ro02781破壊株作製のための PCRプライマー 
81_up_F CGCGAATTCATGGTCGCGCATCTCATC 下線部は EcoRI 
81_up_R CGCTCTAGAGTGTCGCAGGTAGTCGATCA 下線部は XbaI 

81_up_conf ATAGTGCTCGACCGGCCG シーケンス解析用 
81_down_F GCGTCTAGATCAAGACCAACGGAATGAGC 下線部は XbaI 
81_down_R GCGAAGCTTGGAGGAAGCCGATATTGGTG 下線部は HindIII 

81_down_conf ATCTCGACGAGTTTCTGGTGG シーケンス解析用 
   

Table 5. ro02782破壊株作製のための PCRプライマー 
82_up_F CGCGAATTCTGATCGACTACCTGCGACAC 下線部は EcoRI 
82_up_R CGCTCTAGAGACTGTCCGCATCGTCCT 下線部は XbaI 

82_up_conf TTGGCGGCACTGAACTACA シーケンス解析用 
82_down_F GCGTCTAGAAGGAACTCGAGGCCATCG 下線部は XbaI 
82_down_R GCGAAGCTTCGGACGTCACCATCGAAT 下線部は HindIII 

82_down_conf ATCGTGCCCGGCATCGAT シーケンス解析用 
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第四章	 総括	

 

	 ポリケタイドは微生物や植物が生産する二次代謝産物であり、その多様な構造が反

映された様々な生物活性を示す。しかしながら、生産生物からの収量が少ない場合、

複雑な構造のため有機合成が煩雑な場合など、ポリケタイドは大量調製が困難なこと

が多い。そのため、有用な化合物であっても実用化に至っていないものがある。一方、

大腸菌や放線菌の組換え体を用いたポリケタイドの異種生産が注目されている。しか

しながら、大腸菌は本来、二次代謝産物を生産しないため、組換え大腸菌によるポリ

ケタイド生産では収量が少ない。また、放線菌は一次代謝量が豊富であり、二次代謝

物の生産量も多くなる。しかし、放線菌にはβ-ケトアジピン酸経路などの芳香族化合
物の異化経路が存在し、組換え放線菌ではポリケタイドの分解が懸念される。本研究

ではメタボリックエンジニアリングにより大腸菌の一次代謝流量の増強を行い、ポリ

ケタイド収量の改善を目指した。また、不明な部分が多い土壌放線菌 Rhodococcus jostii 
RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路の全容解明を目的として実験を行った。そして
私は、これらの微生物による芳香族化合物の生産と異化に関する研究から、大腸菌お

よび放線菌を用いた芳香族ポリケタイド大量生産に適したクリーンホストを構築す

るための基盤構築を目指した。 
 

第一章	 大腸菌における脂肪酸合成の阻害による細胞内 malonyl-CoA量の増大 
	 ポリケタイドの微生物生産においては、その前駆体である malonyl-CoAが十分に供

給される必要がある。また、malonyl-CoAは脂肪酸合成の前駆体でもある。故に、微
生物菌体内においてmalonyl-CoAの生合成は脂肪酸合成と同時に厳しく制御されてお
り、malonyl-CoAの濃度は低く抑えられている。本研究では、メタボリックエンジニ
アリングにより大腸菌の一次代謝流量の改善を行い、malonyl-CoAのプールを増強さ

せることで芳香族ポリケタイドの大量生産を目指した。その方法として、第一章では

3 つの方法で大腸菌における脂肪酸合成酵素（FAS）の阻害による malonyl-CoA 代謝
プールの増強を図った。１つめは、脂肪酸合成酵素 FabF、FabB の阻害剤である
cerulenin を用いた実験、2 つめとして、アンチセンス RNA 法を用いた脂肪酸合成酵
素遺伝子のノックダウン、3つめに FAS遺伝子破壊株を作製した。 

	 1 つめの FAS 阻害方法である cerulenin の実験では、cerulenin の投与濃度を振り分
けることにより、ポリケタイド増産において最適な cerulenin濃度を発見することがで
きた。大腸菌 E. coli BL21/pQE2-rppArbsmomA株に 6.25 µg/mlの ceruleninを投与する
と 103 mg/mlであった。これは cerulenin無添加時と比較し、14 倍の生産であった。 
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	 2つめのアンチセンス RNAによる FAS遺伝子 fabH、fabF、fabBのノックダウンで

も、flaviolinの生産量が増加した。コントロール株と比較して、最大約 1.4倍の flaviolin
増産がみられた。 
	 FAS阻害方法の 3つめは、λRed recombinaseによる相同組換えおよび Cre/loxP系を
用いた大腸菌 E. coli BL21株の FAS遺伝子壊株作製である。FAS破壊株として、fabH、
fabF、fabBの単一破壊株および fabB/fabH、fabF/fabHの二重破壊株を作製した。FAS
破壊株では、E. coli BL21株と比較して脂肪酸量の顕著な減少が見られ、flaviolin生産
量も多くなっていた。また、生体内 acetyl-CoAおよび malonyl-CoA濃度を測定した結
果、各 FAS破壊株では親株よりもそれらの濃度が高かった。特にΔfabFH株では、親
株よりも acetyl-CoAでは 6倍、malonyl-CoAでは 45倍濃度が高かった。加えて私は、
脂肪酸生合成の正の制御因子 fadR、accABCDや FAS遺伝子の転写量を解析した。そ
の結果、各 FAS 破壊株において fadR、accABCD、FAS 遺伝子の転写量が親株よりも
増加していた。以上より、脂肪酸生合成に関する酵素の転写量の増加が malonyl-CoA
量の増大の一因であることが判明した。さらに、各 FAS 破壊株ではグリオキシル酸
回路における負の転写因子 iclRの転写量が上昇し、同回路の生合成酵素 aceA、aceB、
aceK の転写が抑制されていた。グリオキシル酸回路で消費される acetyl-CoA の量が
減少したことが acetyl-CoA量の増大の原因の 1つであると推測された。 
	 また私は、FAS 破壊株において親株と比較して脂肪酸量が減少していることから、
脂肪酸飢餓による緊縮応答が起きているのではないかと考えた。そこで、FAS破壊株
における緊縮応答の飢餓シグナルである ppGppの分析を行った。その結果、ΔfabH株
においては、親株や他の FAS 破壊株と比べて ppGpp 量が高いことが判明した。それ
は、E. coli BL21株だけではなく、E. coli BW25113株におけるΔfabH株でも同様であ

った。くわえて、LC-tripleQ MSによる ppGppの分析系の構築を行った。 
 

第二章 大腸菌生体内における一次代謝流量を調節する因子の探索と解析 
	 第二章では、大腸菌 E. coli BW25113株における非必須遺伝子の単一破壊株コレク
ション Keio collectionを用いて、欠損させるとポリケタイドの生産量を上昇させる因
子をスクリーニングした。私は、全欠損株に pQE2-rppAを導入した Keio collectionを
用い、flaviolinの定量を行った。その結果、いくつかの遺伝子欠損株について、flaviolin
の生産量が親株である E. coli BW25113/pQE2-rppAよりも増加した。flaviolin生産量が
増加した理由として、malonyl-CoAの代謝流量が増強された、細胞内 ATPなどの発酵
エネルギーが上昇した、プラスミド、mRNA、蛋白の安定性が向上しポリケタイド合
成酵素の量が増えた等の可能性が考えられた。私は、スクリーニング陽性株のうち

Vitamin B6の生合成に関与する pdxJの欠損株について、flaviolin生産量が上昇した要
因について精査した。 
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	 pdxJ欠損株では、Keio collectionにおいて in-frame mutant作製前のカナマイシン耐
性遺伝子が除去されていない株によって、下流遺伝子の転写が極性効果を受けたこと

が判明した。pdxJ の即下流の遺伝子である脂肪酸合成に関する acpS の転写量が減少
し、脂肪酸合成が阻害されたことが flaviolin増産に寄与したことを明らかにした。 
 

第三章 Rhodococcus jostii RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路の in vitro再構築 
	 第三章では、R. jostii RHA1の芳香族化合物の異化経路であるβ-ケトアジピン酸経路
の全容解明を目指した。まず私は、本経路に関して組換えタンパク質を用いた in vitro
再構築を行った。また、本経路の遺伝子破壊株を作製し、それらの機能解析を行った。

くわえて、本経路中の protocatechuate branchから catechol branchへのバイパスに関与
すると示唆されている機能未知の長鎖 acyl-CoA carboxylase Ro02782および、同じく
機能未知である長鎖脂肪酸 CoA ligase Ro02781の機能解析を目指した。ro02781およ
び ro02782に関してはその単一遺伝子欠損株の作製も行った。 
	 RHA1における本経路の in vitro再構築に関して、protocatechuate branchの PcaHG、
PcaB、PcaLおよび catechol branchの CatA、CatB、CatCによる反応の in vitro再構築
を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 PcaHG 、 PcaB 、 PcaL の 反 応 で は 、 そ れ ぞ れ

3-carboxy-cis,cis-muconate、γ-carboxy-muconolactone、β-ketoadipateが生成することが確
認できた。加えて、Cat 酵素に関しても、グラム陰性菌で報告されているのと同様の
反応を触媒することを確かめた。 
	 また、R. jostii RHA1に catecholを異化させると中間体が検出されないのに対し、catC
破壊株で catechol を異化すると(S)-muconolactone が蓄積され、培養を継続すると
(S)-muconolactone が徐々に減少することが判明した。加えて、ΔpcaIJ 株において、

catecholを投与すると、(S)-muconolactoneの蓄積は見られたが、β-ketoadipateの蓄積は
見られなかった。これらの結果から、(S)-muconolactone の異化に関与する CatC を介
さない未知経路の存在が示唆された。機能未知酵素である Ro02782 および Ro02781
に関しては、組換えタンパク質を調製し in vitro反応を行ったが全ての反応において、
反応生成物は見られなかった。 
 

	 以上、本研究で開発した大腸菌の FAS破壊株は acetyl-CoA、malonyl-CoAを前駆体
とする種々の二次代謝産物の異種生産に活用できると考えられる。また、Keio 
collectionを用いたスクリーニングにより、欠損させるとポリケタイドの生産性を飛躍
的に向上させる因子を発見した。最後に R. jotii RHA1におけるβ-ケトアジピン酸経路
の in vitro再構築に初めて成功した。また、本経路における未知経路の発見から、RHA1
における本経路の全容解明に近づいたことで、組換え放線菌を用いた芳香族ポリケタ

イドの異種生産に向けた基盤を構築した。 
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