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研究成果の概要（和文）：フサリウム属真菌が産生するマイコトキシンの一種であるフモニシンB1の生合成関与
の酵素群のうち、key unitであるFum8pとFum13pの異種発現系を構築した。Fum13pを電気泳動上単一バンドにま
で精製することに成功し、酵素学的な特徴付けを行うとともに、タンパク質の結晶化を試みた。Fum8p発現ミク
ロソームと精製Fum13p、細菌由来セリンパルミトイル転移酵素（SPT）で合成した基質を組み合わせ、放射性同
位体標識基質を用いない安価な活性測定系を構築した。フモニシン合成阻害剤の候補化合物のスクリーニング系
として有用である。

研究成果の概要（英文）：We have partially succeeded in constructing the heterologous expression 
system for both Fum8 and Fum13, which were the key unit of the Fum gene cluster participating to 
fumonisin B1 biosynthesis. The Fum13p overproduced in Escherichia coli was homogeneously purified, 
enzymatically characterized and tried to crystallized. New convenient non-RI assay system for the 
detection of the precursor of FB1 was constructed by combination of the Fum8p-overexpressed yeast 
microsomes and the purified Fum13p, and substrates synthesized by bacterial SPT. This assay system 
is useful for the screening of the inhibitor of the fumonisin biosynthesis.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 フモニシン B1（Fumonisin B1；FB1）は植
物病原性フサリウム属真菌が産生するマイ
コトキシン（カビ毒）の一種であり、汚染穀
物を介して家畜の急性中毒を起こすほか、ヒ
トにおいても発癌や新生児神経管欠損のリ
スク因子とされている。海外の研究者を中心
にFB1産生菌の比較ゲノム学的研究が進む一
方で、 FB1 生合成経路の個々の酵素について
の生化学的な研究は進んでいなかった。 
 FB1 はスフィンゴ脂質類似の特徴的な化学
構造を有し、その生合成経路もスフィンゴ脂
質生合成と酷似している。スフィンゴ脂質生
合成の初発酵素はセリンパルミトイル転移
酵素(serine palmitoyltransferase；SPT)で
あり、L-セリンとパルミトイル-CoA の脱炭酸
を伴う縮合反応を触媒し、長鎖塩基を合成す
る。続いて長鎖塩基の 3位ケト基が還元され
てスフィンガニンとなり、セラミド合成酵素
によってアシル基転移反応を受けてジヒド
ロセラミドが生成する。一方、FB1 生合成で
は グリシンや L-アラニンを出発基質として
Fum8p によって長鎖塩基が合成され、Fum13p
によって3位ケト基が還元されてスフィンガ
ニン類似の 3-ヒドロキシ中間体が生成する。
Fum8p は一次構造上 SPT と高い相同性を有し
ており、SPT 類似の反応機構によりグリシン
や L-アラニンから長鎖塩基を合成すると推
測されたが、実態は不明であった。 

 ヒト SPT 遺伝子の点変異に起因する『遺伝
性知覚神経障害 I 型（HSN1）』においては、
SPTの基質特異性がL-セリンからL-アラニン
やグリシンへと変化し、それらを基質として
合成された異常な化学構造を持つ長鎖塩基
を代謝中間体として、毒性のある異常セラミ
ド誘導体が細胞内に蓄積することが判明し
ている。また、FB１処理した培養細胞におい
て“正常セラミドの減少と異常セラミドの増
加”という HSN1 の病態類似の現象が観察さ
れた。SPT の HSN1 型変異による異常セラミド

の合成機構を解明するためにも、野生型・変
異型 SPT の立体構造決定が切望されていた。 
 
２．研究の目的 
 近年日本でも主食米から FB1 が検出され、
FB1 による穀物汚染は世界的に深刻な食料問
題となっている。研究代表者は FB1 産生阻害
剤の創成を最終目標とし、FB1 生合成に関わ
る酵素群を対象とした生化学的研究基盤を
構築することを本申請における第一の研究
目的とした。さらに、フモニシン合成関与
Fum8p とスフィンゴ脂質生合成関与 SPT の構
造－活性相関の解明に並行して取り組み、ま
た、基質となるアミノ酸の動態やスフィンゴ
脂質代謝物の細胞内での新規機能を探索し、
ヒト HSN1 の発症機序の解明に役立つ知見を
得ることを第二の研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)フサリウム属真菌由来 FB1 合成関連遺伝
子の取得との大腸・酵母内大量発現系構築 
 フサリウム菌ゲノムDNAを理研バイオリソ
ースセンターより購入し、これを鋳型に用い
てフモニシン合成遺伝子クラスター遺伝子
に関する PCR クローニングを行なった。 
 取得した遺伝子それぞれを pET system、
pCold system の種々のベクターに組み込み、
発現プラスミドを作成した。これらベクター
でタンパク質発現用大腸菌株を形質転換し、
組み換え酵素の発現量と酵素活性を検証し
た。発現量の微量な分子種に関しては、形質
転換体の培養条件・タンパク質発現誘導の条
件を詳細に検討した。改善できない場合には
遺伝子配列情報をもとにコドン配列を最適
化した人工遺伝子を受託合成し、それらを用
いて組み換えタンパク質の大量発現を再検
討した。依然として改善できなかったものに
ついては、膜結合部位であると推定される領
域の欠失変異体の発現ベクター、あるいは触
媒活性に必須なドメイン領域に限定した発
現ベクターを作成し、発現量の改善を試みた。 
 大腸菌内発現系において活性な酵素タン
パク質が得られないものについては、発現宿
主を出芽酵母、分裂酵母、メタノール資化酵
母に変更した。また酵母用に最適化されたコ
ドン配列を採用して発現量の増強を試みた。 
 
(2)酵素活性測定系の構築 
 研究代表者がこれまでに確立したSPT活性
測定法を改変して、放射性同位体標識・非標
識のそれぞれの基質を使用する Fum8p、
Fum13p の活性測定系を構築した。 

 



 
(3)組み換えタンパク質の精製と結晶化 
 組み換えタンパク質を複数のクロマトグ
ラフィーを組み合わせて精製し、精製表品に
ついて、市販のキットを用いて結晶化条件を
スクリーニングした。 
 
(4)基質および基質誘導体の合成 
 細菌由来 SPT を酵素源として用いて、L-セ
リン、グリシン、L-アラニンおよびアシル
-CoA を基質として 3-ケト長鎖塩基を合成し
た。また、異なる炭化水素鎖長をもつ非反応
性の基質アナログを化学合成した。 

 
４．研究成果 
(1)FB1 生合成に関わる酵素群を対象とした
生化学的研究基盤の構築 
 フモニシン合成に関わる酵素群のうち
Fum8p については、発現宿主株や培養条件の
検討を重ねた結果、全長・N 末膜貫通領域欠
失型変異体共に大腸菌内で大量発現させる
ことができた。しかし、いずれのコンストラ
クトも封入体となって沈殿し、本申請期間内
の取り組みにおいては活性を有する酵素を
得ることはできなかった。Fum8p の機能ドメ
インごとに分けて発現させることも試みた
が、可溶性発現には成功しなかった。大腸菌
に替えて、酵母を用いた発現系を検討した。
酵母内発現系では全長・N 末膜貫通領域欠失
型変異体共に大量発現を達成することはで
きなかったが、小胞体画分において酵素活性
が確認された。 
 Fum13p については、大腸菌内で大量発現さ
せた上、電気泳動上単一バンドにまで精製す
ることに成功した。精製表品を用いてタンパ
ク質結晶化スクリーニングを行なった。本申
請の期間内に結晶構造解析に耐えうるクオ
リティを備えた結晶を作成することはでき
なかった。結晶化スクリーニングは今後も継
続する予定である。 
 Fum13p の基質が市販されていないため、実
験法で述べたように、これまでに研究代表者

が確立した実験系である細菌由来SPTを用い
て L-セリン、あるいは L-アラニンとアシル
-CoA から 3−ケト長鎖塩基を合成し、これを
Fum13p の基質として供給する活性測定系を
構築した。Fum13p は NADPH 依存性に反応を触
媒することが判明した。このことから NADPH
の吸収変化を指標として反応進行を追跡す
る活性測定系を作成した。Fum8p 発現酵母ミ
クロソームと細菌由来 SPT と Fum13p 精製標
品を併用して高価な放射性標識した基質を
用いない Fum8p や SPT の活性測定も可能とな
った。 
(2)ヒト HSN1 発症機序の分子基盤の解明 
 SPT に関しては真核生物 SPT のサブユニッ
トタンパク質の発現系の改善を行った。酵素
の疎水性アミノ酸残基に可溶性を増加する
ように設計した変異を導入することで、格段
に水溶性度を向上させることに成功した。今
後は複数の部位に変異を導入し、酵素活性を
維持した状態でのさらなる可溶性向上を進
める予定である。真核生物酵素のモデル系で
ある細菌由来SPTについては基質誘導体との
複合体結晶の作成と立体構造解析をさらに
進めた。SPT 結晶中においては副反応が進行
しやすい傾向があることが判明した。結晶中
で酵素タンパク質と基質（誘導体）分子が高
濃度で長時間インキュベーションされるこ
とが原因と推察している。反応条件を調整す
ることにより、結晶中で観測された副反応が
水溶液中でも進行する可能性が示され、今後
詳細な機構を解析する予定である。 
 細胞内の L-セリンのホメオスタシスに関
わる酵素群の立体構造解析を行い、これらの
酵素の基質認識における制御機構を明らか
にした。また、SPT と同じフォールドタイプ
に分類され、グリシンのみを基質として厳密
に認識する酵素の立体構造解析に成功した。
SPT の立体構造と併せて考察することで、野
生型と HSN1-変異型 SPT の基質認識機構のさ
らなる考察が可能になった。 
 スフィンゴ脂質代謝物の新規機能として、
細胞内においてスフィンゴシン 1-リン酸
（S1P）が HSP90 と相互作用することを明ら
かにし、S1P 受容体非依存性シグナル伝達に
関与する可能性を示した。精製 HSP90 を用い
た pull down assay によって両者が直接相互
作用する可能性が示され、HSP90 の ATPase 活
性が S1Pの添加によって濃度依存的に阻害さ
れることを確認した。速度論的解析によって
阻害機構は混合型阻害の様式であることが
示唆された。 
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