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研究成果の概要（和文）： 本研究では, 既に構築済みの大腸菌を宿主とした抗結核薬D-サイクロセリン
（D-CS）の生産システムへ, ATP再生系を導入することにより, D-CSの生産性を向上させることに成功した。ま
た, D-CSの生合成中間体であり, かつ, 抗癌剤であるヒドロキシウレアの合成に必要なDcsAの電子伝達系（フェ
レドキシンおよびフェレドキシン還元酵素）を探索するため, D-CS生産菌のゲノム解析を行い, 電子伝達系の候
補遺伝子を見出すことができた。

研究成果の概要（英文）： In the present study, production level of an anti-tubercular agent, 
D-cycloserine (D-CS), was improved by introducing a ATP regeneration system to the established D-CS 
production system using Escherichia coli.  In addition, candidate genes of electron transfer system 
(ferredoxin and ferredoxin reductase) for DcsA, which is necessary for the synthesis of hydroxyurea 
(an intermediate of D-CS biosynthesis and an anti-cancer drug), were found by genome sequencing of a
 D-CS-producing microorganism.

研究分野：微生物薬品学

キーワード： 抗結核薬　D-サイクロセリン　抗癌剤　異種生産　ATP再生系　ゲノム解析
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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により, 抗結核薬D-CSの大腸菌を宿主とした実用レベル高生産が達成できれば, より安
全で安価なD-CSの供給につながる可能性があり, 意義があると考えられる。また, D-CS生産菌のゲノム解読は, 
新規なアルギニン水酸化酵素の電子伝達系の解明, および, D-CS以外の新規化合物の発見につながる可能性があ
り, 学術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、研究者個人に帰属されます。
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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。しかし
ながら, 構築したシステムによる D-CS 生産は
短時間でプラトーに到達し, D-CS 生合成の最終
段階に必要な ATPの枯渇が原因であると考えら
れた。 
 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（フェレドキシ
ンおよびフェレドキシン還元酵素）が必要であ
ることを明らかにした。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) ATP再生系導入による D-CS生産性の向上 
 ATP再生酵素ポリリン酸キナーゼ（PPK）をコードすると考えられる S. lividans由来の sliv37110
について, 大腸菌の宿主ベクター系を用いて発現させ, 取得したタンパク質を解析することによ
り, Sliv37110 が PPK であることを明らかにする。続いて, これまで構築した D-CS 生産大腸菌
（dcsC, dcsD, dcsEおよび dcsGを保有する大腸菌）へ sliv37110を導入し, D-CS生産に及ぼす影
響を調査する。 
 
(2) 大腸菌を宿主とした HU生産システムの構築 
 dcsA, dcsB, および, ホウレン草由来のフェレドキシン（FDX）およびフェレドキシン還元酵素
（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
産システムを構築する。 
 
(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 生産システムを構築し
ている。上記(2)の研究により, 大腸菌を宿主とした HU 生産システムの構築に成功したならば, 
既存の D-CS 生産システム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生産システムを構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Sliv37110発現大腸菌の作製 
 PCRにより sliv37110を増幅した後, pET-28a(+)ベクターに挿入することにより, sliv37110発現
用ベクターを構築した。sliv37110 発現用ベクターおよびシャペロンプラスミドを大腸菌
BL21(DE3)株に導入することにより, Sliv37110発現大腸菌を作製した。 
 
(2) Sliv37110の機能解析 
 Sliv37110 発現大腸菌の無細胞抽出液から, ニッケルアフィニティークロマトグラフィーによ
り Sliv37110を精製し, その機能解析を行った。機能解析は, ADPから ATPの生成を HPLCで分
析することにより行った。 
 
(3) sliv37110の D-CS生産系における利用 
 既存の D-CS生産大腸菌へ sliv37110を導入した後, 得られた大腸菌の休止菌体を用い, L-セリ
ンおよび HUを原料として D-CS生産を行った。D-CSの定量は HPLCを用いて行った。 
 



(4) ホウレン草由来 FDXおよび FDRの大腸菌における発現 
 ホウレン草由来の FDX および FDR をコードする遺伝子をそれぞれ人工合成した後, pET-
28a(+)ベクターに挿入することにより, FDXおよび FDR発現用ベクターを構築した。発現用ベク
ターを保有する大腸菌を培養することにより, FDXおよび FDRの発現を行った。 
 
(5) ホウレン草由来 FDXおよび FDRの分析 
 ニッケルアフィニティークロマトグラフィーにより精製した FDXおよび FDRについて, 分光
光度計を用い, 吸収スペクトルを解析した。 
 
(6) HU生産用大腸菌の作製 
 dcsA, dcsB, および, ホウレン草由来の FDX および FDR をコードする遺伝子をデュエットベ
クター（pETDuet-1, pACYCDuet-1, pRSFDuet-1）に挿入した後, 大腸菌 BL21(DE3)株に導入する
ことにより, HU生産用大腸菌を作製した。 
 
(7) HUの生産および検出 
 HU の生産は, L-アルギニンを基質とし, HU 生産用大腸菌の休止菌体を用いて行った。HU の
検出は TLCにより行った。 
 
(8) ATCC11924株のゲノム解析 
 D-CS 生産放線菌 ATCC11924 株のゲノムシークエンシングは, PacBio RSII シークエンサーを
用いて行った。得られたリードのアッセンブルは HGAPにより行った。また, アノテーションは 
Prokka v.1.12bにより行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ATP再生系導入による D-CS生産性の向上 
 まず, sliv37110の機能解析を行った。シャペロンタンパク質の共存下, Sliv37110は可溶性のタ
ンパク質として良好に発現した。そこで, Sliv37110 を精製した後, 鎖長 6 のポリリン酸および
Mg2+イオンの存在下, Sliv37110と ADPを反応させたところ, ATPの生成が認められた。この結果
から, Sliv37110 は PPK であることが判明した。続いて, ATP 生成反応の特性解析を行った結果, 
至適温度は 37℃, 至適 pHは 9.5であった。また, 鎖長 3, 4, 6のポリリン酸のうち, 鎖長 6のポ
リリン酸が Sliv37110の最も良好な基質であった。 

Sliv37110 は PPK であることが明らかになったため, sliv37110 遺伝子の D-CS 生産システムに
おける利用を試みた。その結果, sliv37110を共存させると, 非共存下と比べ, D-CSの生産が上昇
し, 大腸菌を宿主とした D-CS 生産性の向上に, sliv37110 の利用が有効であることを明らかにす
ることができた。 
 
(2) 大腸菌を宿主とした HU生産システムの構築 
 大腸菌を宿主としたHU生産システムを構築するにあたり, まず, DcsAの電子伝達系として利
用するホウレン草由来の FDXおよび FDRについて, 大腸菌における発現を試みた。大腸菌のコ
ドンに最適化した人工合成遺伝子を用いた結果, 両タンパク質は可溶性のタンパク質として良
好に発現した。そこで, 両タンパク質を精製した後, 吸収スペクトル解析を行った。その結果, 
FDX は鉄―硫黄クラスターを有するタンパク質に特徴的なスペクトル, FDR はこのファミリー
に特徴的なスペクトルを示し, 両タンパク質は活性を保持した状態で発現するものと考えられ
た。 
 そこで, dcsA, dcsB, および, 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 生産を試みたが, HU 生産は認められなかった。この原因と
して, ホウレン草由来の FDXおよび FDRは, DcsAの電子伝達系として機能するものの, 活性が
微弱なため, 活性体として大腸菌内で発現しても, DcsA による十分なアルギニン水酸化が起こ
らなかったためではないかと考えられた。大腸菌を宿主とした HU 生産システムの構築が達成
できなかったため, 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生産研究は実
施できなかった。 
 
(3) DcsAの電子伝達系をコードする遺伝子の探索 
 D-CS 生産放線菌である ATCC11924 株においては, DcsA の電子伝達系が必ず存在するはずで
ある。そこで, ATCC11924株のゲノム解析を実施し, DcsAの電子伝達系をコードする遺伝子の探
索を行った。ゲノム解析の結果, 3つのコンティグ（総計 8.06 Mb）が得られ, 7,235個のコーディ
ングシークエンス（CDS）が存在することが推定された。CDSの詳細な解析の結果, FDXの候補
遺伝子を 8個（sla_0278, sla_0637, sla_0824, sla_0899, sla_1629, sla_2082, sla_4744, sla_5718）, お
よび, FDRの候補遺伝子を 4個（sla_0455, sla_1205, sla_3051, sla_5535）見出すことができた。 
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