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研究成果の概要（和文）：m-トルイル酸を認識する転写制御因子XylSの認識能の改変を試みた。そのためのスク
リーニング系を構築し、6サイクルの指向性進化を行い、p-トルイル酸を認識する変異XylSの取得を試みた結
果、5箇所に変異の入ったXylSが得られた。また、これらのうち、3箇所が特にp-トルイル酸の認識に重要である
ことを示した。この位置に飽和変異を導入し、よりp-トルイル酸の認識する変異XylSを得た。本改変系を改良
し、生合成経路の構築に用いられる改変系の構築を目指す。また、FdeRやQdoRを利用してスチルベン合成酵素の
環化特異性改変の構築を目指したが、これらの転写制御因子は改変に適切な特性を持っていなかった。

研究成果の概要（英文）：We constructed screening system to modify the ligand specificity of XylS 
which is a transcriptional activator which recognize m-toluic acid. Based on this system we carried 
six round of directed evolution and obtained XylS mutant which recognized p-toulic acid. This mutant
 has 5 mutations. Further analysis showed that three of them are important for p-toluic acid 
recognition. Saturated mutagenesis at these three sites resulted in XylS mutant which recognize 
p-toluic acid more selectively. By improving this screening system, we would like to develop a 
system to design artifical biosynthetic pathway. We also attempted to construct screening system to 
engineer stilbene synthase by using FdeR and QdoR. However, these enzymes do not have appropriate 
property for screening. 

研究分野： 生合成

キーワード： engineering　biosynthesis
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 微生物の持つ代謝能力に関する研究は近
年、一時ルク進展しており、生物の持つ様々
な酵素の多様な触媒能力とその反応メカニ
ズムが明らかになりつつある。それらの知見
は酵素エンジニアリングへと応用すること
により、微生物の持つ代謝経路をエンジニア
リングすることで、新規化合物を生産する微
生物の構築も可能になりつつある。しかし、
代謝経路の改変を行う場合、多段階の酵素の
エンジニアリングをする必要があるため、微
生物が本来持つ代謝経路とは大きく異なる
経路を設計する場合、既知の知見からだけで
は困難な場合も多い。その解決策として指向
性進化を利用した酵素エンジニアリングが
多くの研究者により行われている。しかし、
そのような場合、目的活性を持つ酵素を効率
よく選抜可能なスクリーニング系の存在な
しには現実的に新規代謝経路の設計には多
大な労力がかかる。そのため、新規な方法論
の開発が常に求められている。 
 
２．研究の目的 
 上記の問題を可決するため、合成生物学の
ツールである低分子認識型の転写制御因子
を利用することを試みた。最終産物のターゲ
ットとしてテレフタル酸を設定し、テレフタ
ル酸の生合成経路の設計を目指す。そのため
に、まず、転写制御因子の低分子認識能改変
系を確立する。ついで、それを利用してテレ
フタル酸を認識する転写制御因子を開発す
る。最後にその転写制御因子を利用して効率
的な酵素改変系を設計し、テレフタル酸を生
産可能な微生物の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
 まず、転写制御因子の低分子認識能改変の
モデル実験を行う。薬剤耐性遺伝子を利用し
たスクリーニングシステムを構築し、そのス
クリーニング系により低分子認識能改変が
可能か検証する。 
 平行して転写制御因子を利用した酵素改
変が可能か検証する。そのために、スチルベ
ン合成酵素 (STS) をカルコン合成酵素 
(CHS)に変換するモデル実験を行う。これを
用いて酵素の活性の改変系を構築する。 
 最後にこれら 2つの方法を組み合せ、テレ
フタル酸生合成経路の設計を試みる。まず、
テレフタル酸を認識する転写制御因子を構
築する。得られた転写制御因子を用いて、反
応経路の下流の反応を担う酵素から順次改
変することで、生合成経路の設計を目指した。 
 
４．研究成果 
XylS 認識機構改変系のためのスクリーニン
グ系の構築 
 まず、モデルとして XylS の低分子認識能
の改変を試みた。XylS は芳香族化合物分解酵
素の発現を制御する転写制御因子であり、m
トルイル酸を認識することが知られている。

まず、xylS遺伝子を lac プロモーターの下流
に 配 置 し た プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 
(pCDFlac-xylS, 図 1)。また、Pm プロモータ
ー (XylS により認識され活性化するプロモ
ータ) の下流にアンピシリン耐性遺伝子と
tetR 遺伝子からなるオペロンを配置した遺
伝子断片と、tetRプロモーターの下流にクロ
ラムフェニコール耐性遺伝子を配置したプ
ラスミドを構築した (pUKN009, 図 1)。XylS
を改変する際に抗生物質耐性をレポーター
として目的リガンドを認識する XylS の取得
を試みることとした。しかし、大腸菌内在性
の化合物を認識する変異 XylS やリガンド非
存在下でも転写活性化を行う変異 XylS もス
クリーニング系に偽陽性として混入してく
る可能性がある。そこで、その偽陽性を排除
するシステムとして tetR 遺伝子とクロラム
フェニコール遺伝子を用いていうる。TetR は
DNA に結合して転写抑制をするタンパク質で
ある。そのため、TetR が発現すればそれがク
ロラムフェニコール耐性遺伝子のプロモー
ターに結合し転写を抑制するはずである。そ
のため、偽陽性が生じた場合、クロラムフェ
ニコール感受性となることが期待されるた
め、この耐性の変化を利用して偽陽性を排除
することが可能となる。 
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図 1 本研究で用いたプラスミドの模式図と
スクリーニング系の概要。 
 
XylS 改変スクリーニング系の実用性の検証 
 これら 2 つのプラスミドをもつ大腸菌は
XylS のリガンドである m-トルイル存在下で
はアンピシリン耐性、クロラムフェニコール
感受性に、一方、m-トルイル酸非存在下では
逆にアンピシリン感受性、クロラムフェニコ
ール耐性と期待された。m-トルイル酸存在下
では期待通りの表現形を示したが、予想外な
ことに m-トルイル酸非存在下ではアンピシ
リンとクロラムフェニコール双方に感受性
となった。これは微弱に m-トルイル酸非存在
下で発現している TetRが tetRプロモーター
を強力に抑制しているため起こったと考え
られる。そこで、TetR の転写抑制能を弱める
ために微量のテトラサイクリンを添加した
ところ、期待通りのフェノタイプを示した。
期待通りのフェのタイプが得られているこ
とを確認するために異なる m-トルイル酸濃
度で菌体をアンピシリン、もしくはクロラム
フェニコール存在下で培養し、培養 10 時間
後に OD600 を測定した (図 2)。その結果、m-
トルイル酸濃度が増加するほどアンピシリ
ンに耐性、クロラムフェニコールに感受性と



なることがわかった。 
 

 
図 2 m-トルイル酸存在下で培養した時の大腸
菌の生育。(●)アンピシリン存在下、(○)ク
ロラムフェニコール存在下で培養した時。 
 
 次にこのシステムを用いて目的の菌体を
濃州区できるか確認するためにモデル実験
を行った。pUKN009 に加え、pCDF-1 (XylS な
し)もしくはpCDFlac-xylSを添加した大腸菌
を構築した。これらの菌体を混合し、m-トル
イル酸存在下で液体培養を行なった。その結
果、アピシリン存在下では培養 36 時間後に
は pCDFlac-1 を持つ大腸菌は淘汰された。一
方、クロラムフェニコール存在下では
pCDFlac-xylS を持つ大腸菌が淘汰された。こ
れにより、本スクリーニング系が機能してい
ることがわかった。 
 
XylS リガンド認識能の改変 
 この大腸菌を利用して、偽陽性を排除しつ
つ、指向性進化によりXylSの低分子認識特異
性の改変を目指した。まず、モデル実験とし
て p-トルイル酸を選択的に認識する変異
XylS の構築を目指した。6サイクルの変異実
験の結果、p-トルイル酸を優位に認識する変
異 XylS の取得に成功した。取得した XylS の
変異点を解析した結果、この XylS は 5 つの
アミノ酸置換変異を持つことが明らかとな
った。次に、この変異 XylS のリガンド認識
能を Pm プロモーターの下流に mCherry を配
置したプラスミド (Pm-mCherry) を用いて
詳細に検討した。その結果、この XylS は p-
トルイル酸と m-トルイル酸を同程度認識す
ることがわかった。 
次にこれらのうちどの変異がリガンド認識
能の変化に必須か調べるために、これらの変
異を一つずつ導入した XylS を構築した。次
にこれらのリガンド認識能を調べたところ、
これらのうち3つにおいてp-トルイル酸の認
識能が上昇していることがわかった。次に、
これら 3箇所に飽和変異を導入し、p-トルイ
ル酸よりも m-トルイル酸を強く認識する変
異 XylS の取得を試みた。その結果、m-トル
イル酸よりもp-トルイル酸を2倍程度強く認

識する変異 XylS の取得に成功した（図 3）。
この変異 XylS 遺伝子と Pmプロモーターの下
流にmCherry遺伝子を配置したプラスミドを
大腸菌に形質転換し、蛍光タンパク質の生産
量を基準に認識活性を評価した。その結果を
図 3に示す。 
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図 3 得られた二つの変異 XylS の m-トルイル
と p-トルイル酸の認識能。いずれにおいても
m-トルイルよりも p-トルイル酸を用いた時
の方がより高い蛍光活性を示している。 
 
しかし、現状、m-トルイル酸の認識能が低下
した変異 XylS はなかなか得られていない。
この原因は様々な原因が考えられるが、抗生
物質添加の際に生じるパーススタントなど
生き残ってしまう、リガンド非存在かでも微
弱に耐性遺伝子が発現しているため、完全に
菌を殺しきれないなどの原因が考えられる。 
 
転写抑制型の転写制御因子 QdoR リガンド認
識能改変系の構築 
 また、フラボノイドを認識する転写制御因
子、QdoR を用いて同様のスクリーング系の構
築を目指した。しかし、構築した組換え大腸
菌はリガンドの有無でクロラムフェニコー
ル耐性に大きな差が生じなかった。そのため、
転写抑制因子である QdoR はこのスクリーニ
ングに向かないと判断した。 
 
転写制御因子を利用したスチルベン合成酵
素の環化特異性の改変 
 次に、フラボノイドを認識する別の転写活
性化因子である FdeR を利用して、III 型ポリ
ケタイド合成酵素の環化特異性改変系の構
築を目指した。fdeRを lac プロモーターの下
流に、クロラムフェニコール耐性遺伝子を
FdeR 認識プロモーターの下流に配置したプ
ラスミドを構築した。このプラスミドを用い
てスチルベン合成酵素 (STS) のエンジニア
リングが可能か検証した。しかし、検証の過
程で、FdeR はフラボノイドを認識すると文献
に報告されていたが、フラボノイド以外にも
様々な芳香族化合物を認識することとが明
らかとなった。また、特に深刻であったのが、
FdeRがSTSの基質である p-coumaroyl-NACも
認識した点である。そのため、STS のエンジ
ニアリングを行うためにはまず、FdeR のエン



ジニアリングが必要であることが示された。
そのため、FdeR を用いた STS のエンジニアリ
ング研究には至らなかった。 
 
まとめ 
 上述のように、XylS のリガンド改変系の構
築に成功するとともに、低分子認識転写制御
因子の利用と改変における様々な問題が明
らかとなりつつある。本研究により得られた
知見を元に、この改変系をさらに改良し、テ
レフタル酸生産系の構築に向け研究を継続
する予定である。 
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