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資料1．内部評価（中間）
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資料2．内部評価（最終）
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資料3．外部評価（中間）
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資料4．外部評価（最終）
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資料5-1．商品化事例
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資料5-2．商品化事例
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資料6-1.　2013年度　技苑「プロジェクト研究報告概要」
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資料6-2.  2014年  技苑「プロジェクト研究報告概要」
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資料6-3.  2015年度　技苑「プロジェクト研究報告概要」
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資料6-4.  2016年度  技苑「プロジェクト研究報告概要」
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１． The role of the putative amino acid racemase 

MalY and the citrate metabolism for D-amino acid 

production in Lactobacillus sakei

Johannes Pfeifenschneider＊1, Kazuya Yamanaka＊2 
Tadao Oikawa＊3

　D-amino acids are of high industrial interest and find 
application especially in the pharmaceutical field as 
part of antimicrobial compounds 1）.
　D-amino acids are of high industrial interest and find 
application especially in the pharmaceutical field as 
part of antimicrobial compounds 1）. In this regard, the 
genomes of two Lactobacillus sakei strains that differ 
in their production of D-amino acids have been 
sequenced by our group. L. sakei LK-145 is a high-
producing strain for D-alanine, D-aspartate, and 
D-glutamate whereas LT-13 only produces low 
amounts. The comparison of their genomes revealed 
two major differences: ⅰ）the gene malY that encodes 
for a putative amino acid racemase and is present in 
LT-13 but absent in LK-145 , ⅱ）citD（encoding 
γ-subunit of citrate lyase）is truncated in LT-13. 
Therefore, the effect of MalY and the citrate 
metabolism on the formation of D-amino acids was 
investigated. To study the function of MalY in vivo the 
plasmid-free Leuconostoc mesenteroides LT-38 was 
chosen as a host. In the first step an Escherichia coli-L. 
mesenteroides shuttle vector has been constructed to 
allow for the heterologous expression of malY. The 
constructed shuttle vector consists of the origin of 
replication and plasmid-stabilizing elements of a 
natural plasmid of L. mesenteroides LK-151, an origin 

of replication for E. coli, an erythromycin-resistance 
cassette for selection in lactic acid bacteria, and a 
constitutive ldhl promoter from the genome of L. sakei 
LK-145 for heterologous gene expression 3）. Different 
approaches including electroporation and conjugation 
using E. coli S17-1Δmu and E. coli ET 12567 have 
been carried out to transform L. mesenteroides as well 
as other lactic acid bacteria. It was found that 
transformation of the tested lactic acid bacteria with 
the constructed shuttle vector is very challenging and 
yielded almost no correct clones（Table 1）. As an 
alternative to establish a method for the transformation 
of lactic acid bacteria in our group, the plasmid 
pT1NX 4）from a Lactococcus lactis strain is going to be 
tested.

Table 1． Compatibility of different lactic acid bacteria with 
vectors pKshuttle and pSETshuttle

Strain pKshuttle pSETshuttle

L. casei BL23 no no
L. sakei LK-145 no yes
L. sakei LT-13 no no
L. mesenteroides LT-38 yes （yes）
P. pentosaceus no no

　Previous experiments performed by our group have 
shown that L. sakei LK-145 cells grown in MRS-
medium supplemented with citrate are able to produce 
3- to 4-fold higher levels of D-aspartate, D-alanine, 
and D-glutamate. The ability for citrate utilization as 
sole carbon source and as energy source in L. sakei 
LK-145 and LT-13 was tested to reveal the mechanism 
and effect on D-amino acid production. Both strains 
were grown in MRS-medium supplemented with and 
without 1％ citrate as well as in DLM-minimal 
medium 5） with 1％ glucose, 1％ glucose＋2％ citrate, 

＊1　先端科学技術推進機構ポスト・ドクトラル・フェロー  Ph.D.

＊2　化学生命工学部准教授　博士（生物資源学）
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and 2％ citrate as sole carbon source（Table 2）.  
Samples for analysis of the amino acid levels in the 
supernatant by HPLC were taken after 24 h（and after 
48 h for LT-13 grown in MRS and MRS＋citrate）. 
Apparently, the addition of 2％ citrate led to a growth 
inhibition. Therefore, the growth and amino acid 
production will be tested with different concentrations 
of citrate. Additionally, based on the pH-measurement 
a potential role of the citrate metabolism as a 
secondary proton motive force-generating pathway is 
going to be investigated 6）.  

Table 2． Growth of L. sakei LK-145 and LT-13 in MRS-
medium and DLM-medium with and without 
citrate（Measurement of OD600 after 24 h except 
for LT-13 grown in DLM（48 h））

Strain Preculture Main culture OD600 pH
L. sakei 
LK-145 MRS MRS 7.9±0.3 4

MRS＋citrate 8.23±0.6 5

DLM＋glucose 3.02 n.d.

DLM＋glucose/citrate 0.25 n.d.

DLM＋citrate 0.22 n.d.

MRS＋citrate MRS

MRS＋citrate

DLM＋glucose 3.70 n.d.

DLM＋glucose/citrate 0.16 n.d.

DLM＋citrate 0.32 n.d.

L. sakei
 LT-13 MRS MRS 5.3±0.3 4

MRS＋citrate 6.2±0.2 4-5

DLM＋glucose 1.8 n.d.

DLM＋glucose/citrate 0.13 n.d.

DLM＋citrate 0.12 n.d.

MRS＋citrate MRS 4.72±0.16 4

MRS＋citrate 4.7±0.45 4-5

DLM＋glucose 2.07 n.d.

DLM＋glucose/citrate 0.29 n.d.

DLM＋citrate 0.22 n.d.

n.d.：not determined

２． セレン化合物曝露によるシロイヌナズナの遺伝子発

現量の変化

吉田宗弘＊4、細見亮太＊5

２．１．はじめに

　セレン（Se）は高等動物、および一部の細菌類では、
酵素機能などを持つタンパク質中にセレノシステイン
（SeCys）残基として存在しており、生存に必須の微量元
素である。緑藻Chlamydomonas reinhardtii、円石藻
Emiliania huxleyiでは、Seを要求するタンパク質の存在
が示されているが、高等植物ではSeが必須であるとい
う明確な報告はなされていない。植物はSe化合物のも
つ高い反応性を利用しておらず、蓄積されるSe化合物
の化学形態は、解毒を目的に変換した反応性の低い化合
物と考えられている。そのため、植物では特殊な含Se
アミノ酸の生成が知られている。このような特殊なアミ
ノ酸の生成は、高Se曝露の植物において特異的な代謝
系が誘導されることを示唆している。これまでにシロイ
ヌナズナ（Arabidopsis thaliana）は、Se耐性が低いこと
が知られており、レンゲソウ（Astragalus sinicus）由来の
セレノシステインメチルトランスフェラーゼ（SMT）遺
伝子を過剰発現させることで、Se耐性が向上すること
が報告されている7）。また、シロイヌナズナの硫酸イオ
ントランスポーター（Sultr）1 ;2ノックアウト変異体は、
細胞内のSe濃度を減少することで、野生株よりも高い
Se耐性をもつことが報告されている。このような遺伝
子は、高濃度Se曝露での植物体へのSe毒性の緩和に寄
与していると考えられている。私たちも、シロイヌナズ
ナに亜セレン酸ナトリウム（Na2SeO4）を曝露することに
よって引き起こされる遺伝子発現変動をDNAマイクロ
アレイにより解析し、主にresponse to heat, response 
to temperature stimulus, response to high light intensity
などストレス応答に関わる遺伝子セットが変動している
ことを報告している8）。しかし、シロイヌナズナに無機
Se化合物を曝露し、代謝変動の解析や植物体内の含Se
化合物の構造決定は行われているが、有機Se化合物曝
露による報告は見られない。昨年度、シロイヌナズナに
曝露するSe化合物の化学形態の違いによって、Seの蓄
積する部位が異なることを確認した。そのため本研究で
は、昨年度の研究において、生長に大きな変化の見られ
たNa2SeO4およびL-セレノメチオニン（SeMet）曝露に
よる代謝変動について、次世代シーケンサーを用いたト
ランスクリプトーム解析をよって探索を行った。

＊4　化学生命工学部教授　農学博士、医学博士
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２．２．実験方法

（1）Se曝露シロイヌナズナの調製

　シロイヌナズナは、野生株（Columbia-0）を用いた。
20 g/Lスクロース、4.6 g/Lムラシゲ・スクーグ培地用
混合塩類 10）、３mg/Lチアミン塩酸塩、５mg/Lニコチ
ン酸、５mg/Lピリドキシン塩酸塩、８g/Lアガーを含
む培地に、Na2SeO4およびSeMetをSe濃度が 1.0 ppmと
なるように添加した。培地溶液をオートクレーブ滅菌後、
90mm滅菌シャーレに移し、滅菌種子を１粒播種し、長
日条件の光周期のもと、無菌的に 25℃で栽培した。４

週間培養後、１粒の種子から得られた葉と根を分別して
採取し、重量とセレン濃度を測定した。葉の一部は、
RNAlater Tissue Storage Reagent（シグマアルドリッ
チジャパン合同会社，東京）に浸漬して－80℃で分析
まで保管した。
（2）RNA抽出とRNA-sequence解析

　シロイヌナズナの葉からRNeasy Mini Kit（QIAGEN）
を用いて総RNA抽出を行った。抽出した総RNAは、
NanoDrop1000を使用してRNA濃度を測定し、バイオア
ナライザー（Agilent Technologies）による品質検査を行っ
た。次に、TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 （Illumina）
によりライブラリー調製を行い、次世代シーケンサー
（NGS） Hiseq 2500 （Illumina）で、100 bpのペアエンド
リード解析を行った。
（3）データマインニング

　FastQCプログラムを用いてクオリティを評価し、
trimmomaticを用いて不要なデータを削除した。クオリ
ティチェック後のデータに対して、tophat2プログラムを
用いて、リードをゲノムにマッピングした。リファレン
スゲノムはTAIR10を用いた。マッピング後のデータか
ら、HTSeq vO.6.1p1プログラムを用いて、発現の見られ
た遺伝子のリード数をカウン卜した。カウン卜された値
に対して、DESeqプログラムを用いて、発現変動遺伝子
を算出した（P value＜0.05）。発現変動遺伝子のアノテー
ション情報を利用してGene Ontology （GO）のBiological 
Processに 基 づ い てDAVID （http://niaid.abcc.ncifcrf.
gov/home.jsp）のgene-annotation enrichment analysis 9）

とQuick GO （http://www. ebi.ac.uk/QuickGO/）10）によっ
て解析した。また、Pathway解析はDAVIDにおいて、
KEGG （http://www.genome.jp/kegg/）を利用して解析
した。
（4）統計解析

　データは、平均±標準誤差で示した。葉・根重量およ
びSe含量については、一元配置分散分析を用いて検定
し、個々の栽培条件ごとの差についてTukey-Kramerの
多重比較を用い、P値が 0.05以下を有意差ありとした。

２．３．結果および考察

　４週間培養したシロイヌナズナから採取した葉の重量
は、505±23mg（無添加群）、293±16mg（Na2SeO4群）、
294±53mg（SeMet群）であり、Se化合物曝露群にお
いて無添加群と比較して有意な低下が確認された。根の
重量は、284±47mg（無添加群）、261±15mg（Na2SeO4
群）、84±25mg（SeMet群）であり、SeMet曝露群にお
いて無添加群およびNa2SeO4群と比較して有意な低下が
みられた。このため、SeMet曝露は顕著に根の生長を阻
害していると考えられる。一方、葉に含まれるSe含量は、
1.7±0.1 µg/g（無添加群）、5.9±1.1 µg/g（Na2SeO4群）、
10.5±2.0 µg/g（SeMet群）であり、Se化合物曝露群に
おいて無添加群と比較して有意な増加が確認され、さら
にSeMet群でNa2SeO4群よりも有意に高い値を示した。
根に含まれるSe含量は、３±１µg/g（無添加群）、160
±12 µg/g（Na2SeO4群）、245±38 µg/g（SeMet群）で
あり、SeMet群で他の２群と比較して有意に高い値を示
した。
　次に、網羅的な遺伝子発現解析による代謝変動予測を
行うため、シロイヌナズナの葉よりRNAを抽出し、
NGSを用いたRNA-Sequence解析に供した。Table 3に
無添加群、Na2SeO4群とSeMet群間で見られた発現変動
した遺伝子数を示した。無添加群とNa2SeO4群、または
SeMet群間で比較した場合、ほぼ同等の発現変動遺伝子
数を示した。

Table 3．発現変動遺伝子数

† 無添加群と比較して, ‡ 無添加群と比較して, § Na2SeO4群と比較して

　各群間の発現変動遺伝子を用いて、GO Biological 
Processのアノテーションに基づきGene-Annotation 
Enrichment Analysisを行った。無添加群とNa2SeO4群、
またはSeMet群間で比較した場合に共通して見られる変
化として、response to wounding、response to jasmonic 
acidが見られた。一方、Na2SeO4群とSeMet群間で比較
した場合には、response to chitin, response to water 
deprivation, response to wounding, plant-type cell wall 
looseningといったストレスに関わる遺伝子セットが顕
著に濃縮されていた。
　次に、発現変動した遺伝子をDAVIDのKEGGアノテー
ションを用い、発現変動遺伝子中に濃縮されたKEGGパ
スウェイを検討した。３群間ともに変化が見られたパス
ウェイとしてPlant hormone signal transduction, alpha-
Linolenic acid metabolismが見られた。さらに、KEGG 
Pathway中のSelenocompound metabolismに含まれる遺
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伝子を選抜し、各遺伝子の発現変動倍率をTable 4に示
した。

Table 4．セレン化合物代謝に関わる遺伝子

＊ P＜0.05, † 無添加群と比較して, ‡ 無添加群と比較して
§ Na2SeO4群と比較して

　Selenocompound metabolismに含まれる遺伝子の中で
発現変動が見られたのは、メチオニンをメチルメルカプ
タンとαケト酪酸、アンモニアに不可逆的に分解する
methionine gamma-lyaseのみであった。これまでに行っ
た同植物への亜セレン酸ナトリウム 10 ppm曝露では、
無添加群と比較してセレノシステインをSeとアラニンに
分解するcysteine desulfurase 2 （selenocysteine lyase）
と、亜セレン酸代謝に関連するグルタチオン合成系の
glutathione S-transferaseの発現上昇が見られたが、本
研究ではSe化合物曝露濃度が低かったためか、変動は
見られなかった。

３．各種HDAC阻害剤による神経突起伸長作用の分子基盤

下家浩二＊6

３．１．はじめに

　神経変性疾患では、脳内の神経細胞が死滅することか
ら、生体の様々な部位において特有の症状が生じる。例
えば、パーキンソン病では、黒質のドーパミン作動性神
経細胞が特異的に死滅（小胞体ストレス誘導型アポトー
シス様に神経細胞が死滅する）し、その結果、主として
無動、固縮、振戦（ふるえ）の様な行動異常の症状が現
れる。この症状に対し、ドーパミンを補充する薬剤
（L-DOPA）による治療方法が確立している。ただし、
長期間服用していると薬の効果が下がり、効果がある時
とない時が出てくることが良く知られている（ウエアリ
ング・オフ現象）。そこで、効果が出ない時期に別の作
用点を有する薬剤も開発された。さらに、アルツハイマー
病においても、コリン作動性神経細胞が小胞体ストレス

誘導型アポトーシス様に死滅するが、その死滅を抑制し、
痴呆や認知異常などの症状を改善するためにコリンエス
テラーゼ阻害剤が処方されるようになった。この薬剤も
長期に服用してもコリン作動性神経細胞の死滅は止まら
ず、症状は次第に進行する。従って、小胞体ストレス誘
導型アポトーシス様に神経細胞が死滅する現象を抑制し
ながら薬効を期待することにはそもそも限界がある。そ
のために、ヒトiPS細胞による神経細胞の補充療法によ
る完治を目指した応用研究が全世界的に進められてい
る。しかし、無限増殖する細胞を脳内に注入して副作用
の無い効果が見込めるのか、特定の神経細胞からなる神
経回路を再構築できるのか、治療後の患者の性格や記憶
が元にもどるのか、などの根本的な疑問点が残されたま
まであり、実用化にはかなり高いハードルを越える必要
がある。
　そこで、本研究では脳内に存在している神経幹細胞に
対し、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDAC阻害剤）
が、神経突起伸長に必要な遺伝子をエピジェネティック
な遺伝子発現機構を介していることや発現上昇した遺伝
子を同定する。この研究により、神経突起伸長作用の能
力を最大限に引き出し、神経変性疾患の薬剤の開発に寄
与することが期待される基礎研究を本稿で紹介する。

３．２．バルプロ酸とMS-275による神経突起伸長作用

　バルプロ酸（VPA）とMS-275は、クロマチン構造を
ユークロマチンに変化させるHDAC阻害剤として広く
知られている（Fig. 1）。ヒストンアセチルトランスフェ
ラーゼ（HAT）の活性が優勢になり、転写因子などの
タンパク質が接近できる空間を提供している（Fig. 1）。
そして、VPAは既に上市された薬剤であり、神経突起
伸長作用について優秀な研究結果が得られれば、効能追
加申請も可能であり、開発にかかるハードルはかなり低
くなることからヒトiPS細胞での再生医療が安定的な治
療法として確立されるまでの間に開発を進めることが重
要であると考えている。

Fig. 1．ヒストン修飾によるクロマチン構造の変化
＊6　化学生命工学部教授　博士（理学）
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　この研究手法は、所謂、トランスレーショナルリサー
チに分類されるが、本研究では、基礎研究として新たな
創薬ターゲット遺伝子の発掘なども研究の目標としてい
る。これまでの研究成果として、両薬剤はヒストンH3
内の14番目のリシン残基のアセチル化（H3K14ac）を介し、
nur77 遺伝子の発現上昇によって神経突起伸長を誘導す
ることを報告している1,2）。その結果に加え、ヒストンH3
内の９番目のリシン残基のアセチル化（H3K9ac）を介し、
nur77 遺伝子の発現上昇によって神経突起伸長を誘導す
ることを見出した。更に、Nur77はNeuroD1やSynapsin1
の発現を上昇させることも見出した。この結果から、
NeuroD1やSynapsin1の発現上昇を誘導する薬剤が神経
変性疾患に対して有用であることを示唆することができ
た。次に、これらの遺伝子の発現抑制に関与するHDAC
を探索するため、HDAC1、2、3に対するsiRNAを設計し、
それぞれを細胞内に導入する実験を行った。その結果、
HDAC3に対するsiRNAを導入した細胞では、神経突起
の伸長作用が抑制されたことから、少なくともHDAC3
を含む大型の転写因子複合体が存在し、神経突起伸長作
用を制御していることが明らかになった。

４．フォルスコリンによる神経突起伸長作用

下家浩二、細見亮太、丸岡弘規＊7

４．１．はじめに

　フォルスコリン（FSK）は、Coleus forskohliiより発
見された植物由来の天然物である。現在ではサプリメン
トとしても販売されている。FSKは、動物細胞内に移行
した場合、アデニレートサイクレース活性を上昇させる
作用を有することから、細胞内cAMP量の上昇を引き起
こす。その後の細胞内では、PKAによるリン酸化のシ
グナル伝達（最終的には、CREBのリン酸化による転写
活性化）や遺伝子発現によるシグナル伝達によって様々
な表現型が現れる。　PC12細胞に限定すると、神経突
起が大きく伸長する3）。この時の細胞内分子機構を解析
した。これまでに、HDAC阻害剤の添加後と同様にヒス
トンH3内の14番目のリシン残基のアセチル化（H3K14ac）
を介し、nur77 遺伝子の発現上昇が神経突起の伸長につ
ながることを証明している。新たに解明したこととして、
ヒストンH3内の 9番目のリシン残基のアセチル化
（H3K9ac）を介し、nur77 遺伝子の発現上昇によって神
経突起伸長を誘導することを見出した。また、FSK添加
後 24時間でβⅢ-TubulinやSynapsin1の発現の上昇が観
察されたが、nur77 遺伝子に対する特異的なsiRNAを用
いて解析した結果、Synapsin1のみが神経突起伸長に必
要であることが分かった（Fig. 2）。

Fig. 2．FSKによる神経突起伸長のメカニズム

４．２．まとめ

　HDAC阻害剤やFSKが神経突起伸長作用を有してい
ることは明らかにしていたが、Nur77の下流分子の探索
や新たなエピジェネティックな遺伝子発現の分子機構を
解析したところ、表現型は同じ神経突起の伸長を示すが、
NeuroD1やSynapsin1の下流分子における分子の使い分
けがあることが分かった。また、エピジェネティックな
ヒストン修飾もH3K14acだけではなく、H3K9acも神経
突起の伸長に寄与していることが分かった。更に、
PKAによるシグナル伝達では、CREBのリン酸化が大き
く寄与している可能性があり、解析の課題を残した。あ
らゆる課題を解明し、分子機構がどのように使い分けら
れ、神経突起の伸長を誘導するかを解析することが、今
後の臨床応用に向けた研究の展開に重要である。更なる
研究結果を蓄積せねばならない。

５． ビスフェノールA分解菌Sphingomonas bisphenolicum 

AO1株のゲノム構造解析

松村吉信＊8

５．１．はじめに

　科学技術の進歩や新興国への技術移転によってヒトの
社会生活は安全で快適なものに大きく変わっている。一
方で、世界規模の工業化による環境汚染の広がり、特に
CO2排出量の増加に伴う地球温暖化と自然分解速度の遅
い合成有機化合物による環境破壊が世界的にも懸念され
ている。また、多量の合成・使用されるプラスティック
製品やその原料は使用量の膨大さと高い環境安定性およ
び生物毒性か隠れた問題として認識されている。我々の
研究室では、合成化学物の微生物処理法の開発に着手し、
内分泌撹乱作用を示すと予想されているビスフェノール
A （BPA）を分解するSphingomonas bisphenolicum AO1
株の単離に成功している。さらに、本株の特性から環境
浄化および有機系廃棄物の生物学的処理への可能性につ

＊7　倉敷紡績株式会社技術研究所研究員　博士（工学） ＊8　化学生命工学部教授　博士（工学）
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いて検討した14）。さらに、研究室内だけではなく、土壌
環境中でも十分に合成化合物分解能を発揮することも示
した15）。また、AO1株由来のビスフェノールA分解遺伝
子を他菌種に導入し、遺伝子組換え体のBPA分解能の
向上が確認された16）。これら研究成果はAO1株の応用
利用の可能性を広げるものであるが、一方で、AO1株
で一部遺伝子領域が欠落する機能低下現象を経験し17）、
ゲノム構造の不安定性がAO1株の利用を困難にしてい
る。そこで、本プロジェクトでは昨年度までにAO1株
の完全なゲノム構造を明らかにし、RNA-Seq法を利用
したトランスクリプトーム解析からAO1株のBPA分解
の一部の遺伝子発現が非常に高い状態であること、一方
でBPA分解の下流に位置するβ-ケトアジピン酸経路に
関わる遺伝子の一部の発現が極端に低いことを見出して
いる。そこで、本年度はこれまでのAO1株における遺
伝子アノテーションからのBPA代謝経路予想とAO1株

の培養液中から単離されBPA非分解変異株AO1L株の全
塩基配列の決定を試みた。

５．２．AO1株のBPA代謝経路の推測

　次世代シーケンサーMiseq（Illumina社）とPacBioII
（Pacific Biosciences社）の解読配列データをHGAP3ソ
フトウエア（Pacific Biosciences社）とCLC genomic 
workbench（Quiagen社）を用いて、２個の染色体と４個
もプラスミドからなる全ゲノムの完全な塩基配列を明ら
かにした。この配列をもとに、NMPDRデータベース
（http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/Main/
WebHome）を用いたRASTシステム（http://rast.nmpdr.
org）で遺伝子推定を行い、代謝経路予測を試みた結果、
BPA代謝経路はFig. 3であると予測された。これまでの
生化学的研究からBPAはモノオキシゲナーゼによって
水酸化された後、脱水反応あるいは水和反応を経て、二

Fig. 3．AO1株による予想BPA代謝経路
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Table 5．BPA非分解変異株AO1L株の欠失遺伝子一覧
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つのフェノール系化合物に開裂されることが確認されて
いた。今回の研究で、4-hydroxybenzoateがカテコール
に変換後、βケトアジピン酸経路を介してTCA回路に進
むことが予想された。一方、4-hydroxyphenacyl alcohol
や 4-hydroxyaceto- phenoneの代謝については不明で
あった。

５．３．BPA非分解変異株AO1L株の変異部位

　AO1L株のゲノムDNAを定法にしたがって抽出し、
MiSeq（Illumina社）でシーケンシングし、AO1株ゲノ
ム配列を参照配列としたde novoシーケンス法を行った。
その結果、pBAR1とplasmid 4の複数箇所に欠失領域が
確認された（Table 5）。この欠失領域には多くのBPA代
謝経路遺伝子が含まれており、AO1L株のBPA分解能の
欠失に繋がっていると予想された。今後、AO1株にお
いて可動因子や不要遺伝子の欠失と環境汚染物質分解に
関わる低発現遺伝子の発現量改善により、AO1株の機
能改良を行う予定である。

６． 抗菌剤耐性株に生じたゲノム変異の特定と耐性菌の

形質解析

松村吉信、中田訓浩＊9

６．１．はじめに

　病原性微生物による感染症の発生は、公衆衛生管理の
徹底や効果的な抗生物質の使用により、一部の例外を除
いて大きな脅威ではないものの、医療環境などでは薬剤
耐性菌の出現により、入院患者を中心とした集団感染の
発生が報告され、場合によっては死亡事故にもつながり、
大きな社会問題となっている。この薬剤耐性菌の発生原
因について解明されていないものの、継続的な必要以上の
抗菌剤使用が微生物を耐性化させているものと予想され、
薬剤耐性菌の微生物制御法の構築や薬剤耐性菌を生み出
さない抗菌剤の開発が求められている。本研究では、大
腸菌における抗菌剤耐性化の過程とその耐性株の形質の
解析から耐性菌制御に向けたシステム構築を目的とした。
　これまでの研究で、大腸菌細胞を抗菌性陽イオン界面
活性剤（第四アンモニウム塩）臭化トリメチルアンモニ
ウム（CTAB）で連続処理すると一部が比較的高い耐性を
示すことを報告している18）。この過程で取得された大腸
菌CTAB耐性株OW66株のゲノム構造を野生型OW6株
との比較ゲノム構造解析により、７カ所に変異が生じて
いることを確認し、これらの変異全てが薬剤耐性化につ
ながっていた。また、OW66株が多くの抗生物質を含む
抗菌剤に耐性を示す多剤耐性株であると同時に、soxR66
は単独でCTAB耐性化に寄与できることから、抗菌剤耐

性化に最も重要な変異であると予想された。さらに、
soxR66 変異はSoxR機能を構成的とするため、結果とし
て細胞のスーパーオキシド適応性が向上していた19）。一
方、同様の処理で新たに取得したCTAB耐性株でも複数
のゲノム上の変異が確認され、抗菌剤処理による変異の
蓄積に再現性が確認された。さらに、新規耐性株L-200
株で、対数増殖期中の永生細胞（persister cell）の割合
が高い変異株であると確認された。そこで、今年度の研
究では永生細胞の抗菌処理耐性能を調査した。

６．２．新規耐性変異株の永生細胞の抗菌処理耐性能調査

　複数の変異株から調製した永生細胞を 50℃熱処理、
０℃または 10℃低温処理、カナマイシン処理した結果、
カナマイシン処理に対して永生細胞は高い耐性を示した
が、50℃熱処理（Fig. 4）や低温処理では野生株より感
受性化していた。CTAB耐性株の栄養細胞の耐熱性は永
生細胞よりも高いものであった。これまでの結果を総合
すると、CTAB耐性株は様々な抗菌剤には耐性を示すも
のの温度変動には感受性を示したことから、加熱処理な
どの温度変動処理と抗菌剤処理の併用処理、あるいはこ
れらの連続処理が薬剤耐性株の殺滅に有効であると予想
された。

Fig. 4． CTAB耐性大腸菌変異株（Lシリーズ株）細胞の50℃
加熱処理による死滅

  （実線は永生細胞、点線は栄養細胞の熱処理後の生細
胞数。○は野生型OW6株栄養細胞、■はL-100株、
●はL-200株、◆はL-300株、×はL-420株、▲は
L-540株を示す。）

７． シロイヌナズナ由来ホモシステインS-メチルトラン

スフェラーゼ３の発現と酵素科学的特性解明

山中一也、老川典夫

７．１．はじめに

　セレン（Se）は、動物においてグルタチオンペルオキシ
ダーゼなどの酵素に要求される必須微量元素であり、生体
内で代謝され最終的にセレン糖として尿中に排泄される。
一方、植物においても微量のSeが間接的に植物の成長を
促すことが知られており､有用元素と考えられている。＊9　有限会社日革研究所研究員　博士（工学）
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種々の高等植物の内、Se高蓄積植物として知られるレン
ゲソウ（Astragalus bisulcatus）やブロッコリー（Brassica 
oleracea）では、SeをSe-methyselenocysteine（Se-MeSeCys）
として蓄積し、更にSe-MeSeCysは揮発性のdimethyl 
diseleide（DMDSe）へと代謝された後、生体外へ排出さ
れる。このSe代謝経路における鍵酵素selenocysteine 
methyltransferase（SMT）は、selenocysteine（SeCys）の
Se-メチル化により非タンパク性アミノ酸であるSe-
MeSeCysへの変換を特異的に触媒する酵素であり、
SeCysから誘導され得るselenomethionine（SeMet）のタ
ンパク質への取り込みを抑制することで、高濃度Se環境
下での植物体への毒性緩和に寄与している。実際、レン
ゲソウ由来のSMT（Ab-SMT）を高発現させることによ
り、双子葉モデル植物であるシロイヌナズナ（Arabidopsis 
thaliana）及びカラシ菜（Brassica juncea）、更に大腸菌に
おいてもSe耐性及び蓄積が増強することが報告されて
いる20）。また、セレン酸暴露下のブロッコリーでは、
SMT遺伝子の発現及びSe-MeSeCys生産量が顕著に上昇
することも確認されていることから21）、他の多くの生物
においてもSMTがSe代謝の中心的役割を果たしている
と言える。
　一方、モデル植物であるA. thaliana（シロイヌナズナ）
においては、SMTに関する研究報告はない。しかし、
同植物ゲノム上にはレンゲソウ由来のSMT（Ab-SMT）
と高い一次構造上の相同性を示す３つのHomocysteine 
S-methyltransferase （At-HMT-1, -2, -3） 遺伝子の存在
が確認されていることから（Fig. 5）、A. thalianaでは
HMTがSe代謝に関与する可能性が考えられる。実際、
本プロジェクトにおいて先行して実施された亜セレン酸
暴露した同植物のmRNAマイクロアレイ解析の結果は、
At-HMT-3の発現がSe暴露に応答する、すなわちSe代
謝への関与を示すものであった。更に、植物体内での

Se-MeSeCysの蓄積も観察されている。これまでに、A. D. 
Hansonらの研究によってAt-HMT-1及び-2が共に
SMT活性を示さないことが示されているが 22）、At-
HMTアイソザイムの内、唯一At-HMT-3は直接的な
SMT活性評価は行われておらず、本酵素のSe代謝への
関与は未だ不明なままである。
　そこで本研究では、Ab-SMTと高い相同性を示し、そ
の遺伝子発現がSe暴露に対して明確な応答を示すAt-
HMT-3の酵素科学的性質を明らかにし、シロイヌナズ
ナにおけるSe代謝への関与を検証することを目的とし
て、研究に着手した。

７．２．方法及び結果

（1） 難可溶性発現タンパク質の可溶性発現を実現する

T7プロモーター駆動型MBP融合タンパク質発現系

の開発

　理化学研究所から入手したA. thalianaのcDNAクロー
ン（RAFL19-23-M07）から、At-HMT3遺伝子をPCR増
幅し、汎用大腸菌発現ベクターであるpET-21bにクロー
ン化した。定法に従いE. coli Rosetta（DE3）を宿主とし
てAt-HMT3の発現を試みたが、そのほとんどは不溶性
顆粒（インクルージョンボディー）を形成し、機能的可溶
性酵素として得ることは出来なかった。そこでAt-
HMT3の可溶性発現検討に先立って、可溶性発現の向
上に高い効果を有することが知られているマルトース結
合タンパク質（MBP）との融合タンパク質として目的タ
ンパク質発現を実現するT7 プロモーター駆動型の新規
MBP融合タンパク質発現系の開発に着手した。NEB社
製のMBPタグ融合発現ベクターpMAL-c5Xを鋳型とし
て、Factor Xa recognition siteコード領域を含むmalE
遺伝子をPCR増幅し、pET-21bマルチクローニングサ
イト上流へ挿入した。構築したpET21-MALbベクター

Fig. 5．レンゲソウ由来のSMT（Ab-SMT）とイロイヌナズナ由来HMTアイソザイムのアミノ酸配列アライメント
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（Fig. 6）で形質転換したE. coli BL21（DE3）は、IPTGに
よる発現誘導で著量のMalEタンパク質を細胞内に生産
蓄積したことから、本ベクターシステムの機能性が確認
された。

Fig. 6．新規MBP融合タンパク質発現ベクター

（2） 新規MBP融合タンパク質発現ベクターを用いたAt-

HMT3の可溶性発現

　PCR増幅したAt-HMT3遺伝子を定法に従い、pET21-
MALbベクターへクローン化した。構築したpET21-
MALb－At-HMT3を同様にE. coli Rosetta（DE3）へ導
入し、低温下で発現誘導したところ、期待したとおり
MBP-At-HMT3融合タンパク質の大部分はサイトゾル
可溶性タンパクとして生産されていた。また、C-末端
ヘキサヒスチジンタグを介したNi-アフィニティーシス
テムを用いた簡易精製により、MBP融合At-HMT3タン
パク質をSDS-PAGE上で単一のバンドを示す精製タン
パク質として得ることに成功した（Fig. 7）。更にこの精
製酵素標品のFactor Xa切断により、MBPタグを含まな
い可溶性At-HMT3を調製することにも成功した。

Fig. 7．MBP-At-HMT3の発現と精製

（3）MBP融合At-HMT3のin vitro機能解析

　得られた精製MBP融合At-HMT3の機能性を確認するた
めに、in vitroでメチル基供与体MeMetからL-homocysteine

へのメチル基転移反応を行い、反応の結果生じるL-Met
の増加をHPLC法により評価した。その結果、期待した
通り、反応時間依存的なL-Metの増加、すなわちHMT
活性が検出され、MBP融合タンパク質として発現させ
たAt-HMT3の機能性が確認された。このように当初は
大腸菌を宿主とした組換えタンパク質発現系では機能的
可溶性酵素として調製することすら不可能であったAt-
HMT-3を、MBP融合タンパク質として発現させること
で機能的可溶性酵素として調製することに成功した。
　一方、SeCysを基質とした際にはL-Metの生成は認め
られなかったことから、予想に反してAt-HMT3はSMT
活性を示さないことが確認された。しかしながら、先述
のように、本プロジェクトにおいて先行して実施された
亜セレン酸暴露した同植物体からは、Se-MeSeCysの蓄
積が観察されている。従って、シロイヌナズナ植物体に
おいては、既知のSMT及びHMT経路非依存的なSe-
MeSeCys生成機構が存在する可能性が示唆される。ま
た、At-HMT3の酵素科学的諸性質は未解明であること
から、本研究の過程で構築したMBP融合At-HMT3を用
いた機能解析を通して、本酵素の生理的役割を明らかに
すべく研究を進めているところである。
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