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研究成果の概要（和文）：　本研究では, 新規アルギニン水酸化酵素DcsAの電子伝達系を同定するため, 抗結核
薬D-サイクロセリン（D-CS）生産菌由来の3種のフェレドキシン（FDX）および2種のFDX還元酵素（FDR）を, 大
腸菌の宿主・ベクター系を利用することにより取得した。しかしながら, DcsAの電子伝達系の決定には至らなか
った。そこで, 電子伝達系としてPseudomonas putida由来のプチダレドキシン（PDX）およびPDX還元酵素
（PDR）の利用を考え, PDXおよびPDRの大腸菌における発現系を構築し, 両タンパク質を可溶性のタンパク質と
して発現させることができた。

研究成果の概要（英文）：   In the present study, in order to identify the redox partner for a novel 
arginine hydroxylase, DcsA, three ferredoxins (FDXs) and two FDX reductases (FDRs) from a 
D-CS-producing microorganism were obtained.  However, the redox partner for DcsA could not be 
determined.  Considering putidaredoxin (PDX) and PDX reductase (PDR) from Pseudomonas putida as the 
redox partner for DcsA, expression system for each protein was constructed using Escherichia coli as
 a host, and each protein was expressed as soluble protein.

研究分野：微生物薬品学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で得られた成果は, 大腸菌を宿主とした抗癌剤ヒドロキシウレア（HU）の生産系の構築につながる可能
性があり, 学術的に意義があると思われる。また, HU生産系の構築が達成されれば, D-CSの大腸菌を宿主とした
実用レベル高生産系が確立され, より安全で安価なD-CSの供給につながる可能性があり, 社会的に意義があると
考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
D-サイクロセリン（D-CS, 図 1）は, 放線菌

Streptomyces (S.) lavendulae ATCC11924により生
産される抗生物質であり, 結核治療の二次選択
薬として用いられている。私はこれまで , 
ATCC11924株から D-CS生合成遺伝子クラスタ
ーをクローニングすることに成功し, その生合
成経路（図 1）を明らかにするとともに, 大腸菌
を宿主としたD-CS生産系の構築に成功した（引
用文献①～⑤）。 
 一方, D-CS の生合成中間体であり, かつ, 抗
癌剤として使用されるヒドロキシウレア（HU）
（図 1）生合成の初発反応は, 遺伝子破壊実験か
ら, DcsAが関与することを明らかにしていたも
のの, その触媒機能は不明であった。そこで, in 
vitroにおける解析を行った結果, DcsAはヘムを
含有する新規のアルギニン水酸化酵素であり, 
その活性発現には, 電子伝達系が必要であるこ
とを明らかにした。そこで, D-CS生産菌におけ
る DcsA の電子伝達系を同定するため , 
ATCC11924株の全ゲノム解析を実施し, フェレ
ドキシン（FDX）をコードする遺伝子を 7 個
（ sla_0278, sla_0641, sla_0828, sla_1644, 
sla_2106, sla_5080, sla_5828）および FDX還元酵
素（FDR）をコードする遺伝子 2個（sla_0456, sla_5644）を見出した。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) DcsAの電子伝達系の同定 
 フェレドキシン（FDX）をコードする遺伝子（sla_0278, sla_0641, sla_0828, sla_1644, sla_2106, 
sla_5080, sla_5828）および FDX還元酵素（FDR）をコードする遺伝子（sla_0456, sla_5644）につ
いて, 大腸菌の宿主・ベクター系を用いて発現させ, クロマトグラフィーの手法を用いてそれぞ
れのタンパク質を精製する。精製した FDX, FDRおよび DcsAを用いて, in vitroで DcsAの活性
を測定することにより, DcsAの電子伝達系を同定する。 
 
(2) 大腸菌を宿主とした HU生産系の構築 
 dcsA, dcsB, および, 上記(1)で同定した FDX および FDR をコードする遺伝子を大腸菌に導入
し, L-アルギニンを原料とした大腸菌による HU生産系を構築する。 
 
(3) L-セリンおよび L-アルギニンを原料とした大腸菌による D-CS生産 
 これまで, 大腸菌を宿主とし, L-セリンおよび HUを原料とした D-CS生産系を構築している。
上記(2)の研究により, 大腸菌を宿主とした HU生産系の構築に成功したならば, 既存の D-CS生
産系と組み合わせることにより, 大腸菌を宿主とし, L-セリンおよび L-アルギニンを原料とした
D-CS生産系を構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) FDXおよび FDR発現大腸菌の作製 
 フェレドキシン（FDX）をコードする遺伝子（sla_0278, sla_0641, sla_0828, sla_1644, sla_2106, 
sla_5080, sla_5828）および FDX還元酵素（FDR）をコードする遺伝子（sla_0456, sla_5644）につ
いて, 大腸菌のコドンに最適化した人工遺伝子を合成し, それらを pUCFa ベクターに組み込ん
だプラスミドを構築した。構築したプラスミドから, 制限酵素消化によりそれぞれの遺伝子を切
り出し, 発現ベクターpET-21a(+)に挿入することにより, 各遺伝子の発現用プラスミドを構築し
た。構築した発現プラスミドを大腸菌 BL21(DE3)株に導入することにより, FDX および FDR発
現大腸菌を作製した。 
 
 



(2) FDXおよび FDRの発現 
 FDXおよび FDRの発現は, Overnight Express Autoinduction System 1を用いて, 自動誘導により
行った。培養は, OD600が 1.0になるまで 28℃で行い, その後, 18℃にて 24時間培養した。タンパ
ク質発現の確認は, Tricine-SDS-PAGEにより行った。 
 
(3) FDXおよび FDRの精製 
 100 mL の培養液から大腸菌を回収し, 結合バッファーに懸濁した後, 超音波破砕により菌体
を破砕した。遠心することにより無細胞抽出液を取得し, ニッケルアフィニティークロマトグラ
フィー樹脂を加え, タンパク質を吸着させた。洗浄バッファーを用いて樹脂を洗浄後, 溶出バッ
ファーを用いて FDXおよび FDRを溶出させた。タンパク質精製の確認は, Tricine-SDS-PAGEに
より行った。 
 
(4) FDXおよび FDRの分析 
 FDXおよび FDRが活性を保持しているか推定するため, 分光光度計を用いて, 260～600 nmの
吸収スペクトルを測定した。 
 
(5) Pseudomonas putida 由来プチダレドキシン（PDX）および PDX 還元酵素（PDR）発現大腸
菌の作製 

 PDXおよび FDRをコードする遺伝子について, 大腸菌のコドンに最適化した人工遺伝子を合
成し, それらを pUCFa ベクターに組み込んだプラスミドを構築した。構築したプラスミドから, 
制限酵素消化によりそれぞれの遺伝子を切り出し, 発現ベクターpET-21a(+)に挿入することによ
り, 各遺伝子の発現用プラスミドを構築した。構築した発現プラスミドを大腸菌 BL21(DE3)株に
導入することにより, PDXおよび PDR発現大腸菌を作製した。 
 
(6) PDXおよび PDRの発現 
 PDXおよび PDRの発現は, Overnight Express Autoinduction System 1を用いて, 自動誘導により
行った。培養は, OD600が 1.0になるまで 28℃で行い, その後, 18℃にて 24時間培養した。タンパ
ク質発現の確認は, Tricine-SDS-PAGEにより行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)  D-CS生産菌における DcsAの電子伝達系の同定 
 D-CS生産菌由来のフェレドキシン（FDX）をコードする遺伝子（sla_0278, sla_0641, sla_0828, 
sla_1644, sla_2106, sla_5080, sla_5828）, および, FDX 還元酵素（FDR）をコードする遺伝子
（sla_0456, sla_5644）について, 大腸菌のコドンに最適化した遺伝子を用いて大腸菌における発
現を試みた。その結果, FDXでは 3種（Sla_0278, Sla_2106, Sla_5080）, FDRでは 2種（Sla_0456, 
Sla_5644）が可溶性のタンパク質として発現することが明らかになった。そこで, 5種のタンパク
質について, ニッケルアフィニティークロマトグラフィーによる精製を行った結果, 全てのタン
パク質をほぼ単一タンパク質として取得することができた。精製したタンパク質について, 活性
を保持しているか否か調査するため, 吸収スペクトルの測定を行った。その結果, FDXについて
は, Sla_0278および Sla_5080において, 鉄―硫黄クラスターを保有するタンパク質に特徴的なス
ペクトルが観測され, これらは活性を保持しているものと考えられた。Sla_2106については, 特
徴的なスペクトルは観測されず, 活性を保持していないものと考えられた。一方, FDRについて
は, Sla_0456 および Sla_5644 ともに, フラビンタンパク質に特徴的なスペクトルは観測されず, 
これらは活性を保持していないものと考えられた。これらの結果から, D-CS生産菌由来の DcsA
の電子伝達系を同定するのは困難になったため, Pseudomonas putida 由来の PDX および PDRを
電子伝達系として利用する研究方策に変更した。 
 
(2) PDXおよび PDRの大腸菌における発現 
 PDXおよび FDRをコードする遺伝子（pdx, pdr）について, 大腸菌のコドンに最適化した遺伝
子を用いて大腸菌における発現を試みた。その結果, 両タンパク質ともに可溶性のタンパク質と
して発現することが明らかになった。 
以上の成果から, 目的(1)を達成するには至らなかった。そのため, 目的(2)および(3)を達成す
るための研究は実施できなかった。 
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