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研究成果の概要（和文）：近年、合成生物学的手法を代謝工学へ応用することで、微生物により生産可能な化合
物種が飛躍的に拡大されている。生産可能な化合物種のさらなる拡張にはS-アデノシルメチオニン依存酵素の利
用は重要である。そこで本研究では、それら酵素を活用するためのプラットフォーム開発を目的とした。その検
証にフェニルエタノールアミン-N-メチル基転移酵素が、副産物S-アデノシルホモシステインによる反応阻害の
回避に大腸菌のもつ分解経路が利用できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Microbial production of various useful compounds has been reported using 
synthetic biology and metabolic engineering methods. To further expand the products, application of 
S-adenosylmethionine-dependent enzymes are important. Therefore, this study aimed to develop a 
platform for utilizing these enzymes. As the results, it was confirmed that 
phenylethanolamine-N-methyltransferase was useful for the verification. To avoid inhibition by the 
by-product S-adenosylhomocysteine, the degradation pathway of Escherichia coli could be used.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： S-アデノシルメチオニン　メチル基転移酵素　補酵素　葉酸　代謝工学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
S-アデノシルメチオニン依存メチル基転移酵素を用いた有用物質生産はすでに報告されているが (鎮痛剤モルヒ
ネ等)、その生産量は数十μMと非常に低く、内在性SAMで十分賄えるレベルであった。しかし生産量が増えた場
合、SAM供給不足だけでなく反応によって生じる副産物S-アデノシルホモシステインによる反応阻害も無視でき
ない。したがって、供給系と分解系を強化したプラットフォームは今後のバイオプロセス開発において解決すべ
き重要な課題といえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 人類は植物や微生物から医薬品や香料等として利用可能な多くの化合物を見出し、使用して
きた。それらの中には蓄積量が低い、製造コストが高い、乱獲による動植物資源の枯渇が懸念
される等の理由により、その使用が制限される化合物もあり、新たな製造プロセス開発に興味
がもたれる。バイオテクノロジーは、その一端を担う技術として注目され、各国で様々な研究
開発が展開されており、特に近年では、合成生物学的手法を利用した微生物による有用物質生
産技術が注目され、その進展は著しく、多種多様な化合物を生産可能とする微生物が創出され
ている。微生物よって生産可能な化合物種をさらに拡張するには、物質生産に応用可能な酵素
種の拡張が重要である。酵素の中には、反応に補酵素を要求するものがあり、その利用が鍵と
なる。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、これまでに補酵素であるコエンザイム Aやテトラヒドロプテリンを利用した
有用物質生産バイオプロセスの開発に成功している（J. Biosci. Bioeng. 122, 660 (2016), A. 
Microbiol. Biotechnol. 94, 365 (2012), Metab. Eng. 14, 603 (2012) 他）。そこで本研究
では、新たなターゲットとして「S−アデノシルメチオニン (SAM)」に着目した。 
 有用化合物の多くは化学修飾を受け、本来の機能が発揮されるものが多数存在する。修飾酵
素の中でも SAM 依存酵素は多種多様な反応を触媒することが知られており (Struck, AWS ら, 
ChemBioChem 13,2642 (2012), Broderick, JB ら, Chem. Rev. 114, 4229 (2014))、その物質
生産への応用は今後ますます重要になると考えられる。SAM 依存酵素の多くは、メチル基転移
反応を触媒し、鎮痛剤モルヒネ、神経伝達物質アドレナリンや香料バニリンなどの合成に用い
られている。これまで SAM の発酵生産に関する試みは報告があるが、SAM を利用した物質生産
法の高効率化については報告がなかった。そこで本研究では SAM 依存酵素利用のための大腸菌
を宿主としたプラットフォームの構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 S-アデノシルホモシステイナーゼ（SAHase）遺伝子は Gulbenkiania sp. SG4523 株より、SAH
ヌクレオシダーゼ（Mtn）と S-リボシルホモシステイナーゼ（LuxS）遺伝子は大腸菌より PCR
法にて増幅し取得した。遺伝子はそれぞれ pCF1s-Red ベクター（図 1左）の tac プロモーター
下流にクローニングした。SAM 依存メチル基転移酵素遺伝子はすべて大腸菌コドンに最適化し
た人工遺伝子を合成し、それぞれ pQE1a-Red ベクター（図 1右）の tac プロモーター下流にク
ローニングした。 

 構築したプラスミドで大腸菌 BW25113 株を形質転換し、組換え株を作製した。組換え株は LB
培地、培養温度 30℃で培養後、IPTG でタンパク質発現を誘導し集菌した。その後、超音波破砕
し粗酵素素液を調製、in vitro 反応を行い、反応液を HPLC で解析した。 
 大腸菌を用いたシネフリン合成は以下のように行った。まずは組換え株を M9最少培地で一晩
培養した。その培養液を新しい M9最少培地に植菌し培養温度 30℃で培養した。ODが 0.5 に達
した時点で IPTG を添加し、さらに 5時間培養した。集菌後、等量のオクトパミン含有 M9 最少
培地に植菌し、30℃で培養した。適時サンプリングし、その遠心分離後の上清を HPLC で解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) SAH 分解経路の構築 
 SAM 依存メチル基転酵素は、SAM をメチル基供与体とする生体内メチル化反応を触媒し、反応
副産物として S-アデノシルホモシステイン（SAH）を生じる（図 2）。生成した SAH は SAM 依存

 
図 1. 使用したベクターのマップ 



メチル基転酵素の阻害剤として機能し、生体内メチル化反応を低下させ、タンパク質合成や細
胞機能に重大な障害となるため、速やかに分解される必要がある。ヒトをはじめとしたある種
の生物は、S-アデノシルホモシステイナーゼ（SAHase）をもち、その分解を行う。他方、SAHase
をもたない生物も知られ、SAH ヌクレオシダーゼ（Mtn）と S-リボシルホモシステイナーゼ（LuxS）
による分解経路をもつ。SAH 分解によって生じるホモシステインは、タンパク質アミノ酸であ
るメチオニンとなり、SAM 合成にリサイクルされる。したがって、SAM を利用した物質生産法の
高効率化には SAH 分解経路が重要となるため、それについて検討した。 

 SAHase に関しては、研究代表者が以前に単離した Gulbenkiania sp. SG4523 株より遺伝子を
クローニングした。本遺伝子を発現した大腸菌の粗酵素液を用い、SAH を基質に in vitro 解析
を行ったが活性を確認できなかった。 
 本研究で宿主とする大腸菌は Mtn と LuxS をもつため、その利用を検討した。大腸菌の粗酵素
素液を調製し、SAH を基質に in vitro 反応を行い、反応液を HPLC で解析した。しかし活性を
確認できなった。この結果より、通常の生育条件下では、その活性は低く抑えられていると考
えられた。そこで、まずは Mtn 遺伝子をタンパク質発現ベクターへクローニングし高発現させ、
上述と同様に解析したところ、反応 15分で SAH のピークが完全に消失し、反応産物であるアデ
ノシンが検出された。ホモシステイン生成の確認はチオール基検出試薬 DTNB を用い行ったが、
検出されなかった。続いて LusS も高発現させ解析した結果、ホモシステインを検出でき、SAH
をホモシステインまで分解できることがわかった。しかし、その反応は Mtn と比較し非常に遅
かった。 
 
(2) SAM 依存メチル基転移酵素の選抜 
 SAM 依存メチル基転移酵素として、これまでに機能解析の報告のある 3 種の酵素、ラットお
よび粘液細菌 Myxococcus xanthus 由来カテコール-O-メチル基転移酵素（COMT と SafC）および
ヒト由来フェニルエタノールアミン-N-メチル基転移酵素（PNMT）を用いた。すべての遺伝子は
大腸菌コドンに最適化した人工合成遺伝子として取得、大腸菌タンパク質発現用ベクターへク
ローンングし使用した。 
 カテコール-O-メチル基転移酵素（図 3）については、プロトカテク酸を基質に大腸菌粗酵素
液を用いた in vitro 反応を行い、HPLC で解析した。その結果、SafC はバニリン酸を、一方 COMT
は主産物としてバニリン酸、副産物としてイソバニリン酸を生成した。このように各酵素につ
いて活性を確認できた。しかし、反応後、すべての反応液が褐色に変色していた。この原因と
して、基質の酸化が予想された。この変質は今後の定量解析に支障をきたすため、本研究への
使用を断念した。 

 フェニルエタノールアミン-N-メチル基転移酵素 PNMT（図 4）についてはノルアドレナリンを
基質に、上記と同様の方法で解析した。その結果、生成物であるアドレナリンが検出され、目
的の酵素活性を確認できた。しかし、この場合においても反応液が褐色に変色し、基質や生産
物の酸化が予想された。そこで、より安定な化合物の使用を検討した。シネフリンはアドレナ
リンの 3位水酸基を欠如した化学構造をもち、陳皮 (チンピ) 、枳実 (キジツ) 、呉茱萸 (ゴ
シュユ) などミカン科植物を基原とする生薬に含まれるアルカロイドとして知られている。シ

 
図 3. カテコール-O-メチル基転移酵素の反応 

 
図 2. SAM 依存メチル基転移酵素の利用のためのプラットフォーム 



ネフリンは、その構造からオクトパミンを基質に PNMT による N-メチル化反応により合成され
ると予想された（図 4）。そこで、オクトパミンを基質として上述と同様の解析を行った結果、
目的生成物を検出した。よって、ヒト由来 PNMT はオクトパミンをシネフリンへと変換可能と判
明した。この際、反応液の変色は認められず、HPLC で定量解析可能であり、基質・生成物いず
れも安定であった。次に、大腸菌を用いたシネフリン合成について検討した。オクトパミン含
有 M9 最少培地に先の PNMT 発現大腸菌を植菌し、その培養液を HPLC で解析した。その結果、シ
ネフリンの合成が確認され、また、大腸菌はそれらを代謝せず定量解析に適していることがわ
かった。 

 
 現在、ヒト由来 PNMT と SAH 分解系との共発現条件の最適化を進めている。さらに SAM 供給系
の強化も行い、SAM 依存酵素活用のためのプラットフォームを完成させる。 
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