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研究成果の概要（和文）：本研究では, 抗結核薬D-サイクロセリン（D-CS）の生合成遺伝子（dcsC, dcsD, dcsEおよび
dcsG）を導入した大腸菌を用いて, D-CS自己耐性遺伝子（dcsJ）を共発現させること, および, 宿主大腸菌の代謝工学
的手法による改変を通じて, 大腸菌を宿主としたD-CSの高生産システムの構築に成功した。また, D-CSの生合成に関与
するDcsAおよびDcsGタンパク質について, それらの酵素機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, high level heterologous production system of an 
anti-tubercular agent, D-cycloserine (D-CS), by Escherichia (E.) coli was established through 
co-expression of the four D-CS biosynthetic genes (dcsC, dcsD, dcsE and dcsG) and a self-resistance gene, 
dcsJ, in combination with metabolic engineering of the E. coli host. In addition, enzymatic functions of 
DcsA and DcsG involved in the D-CS biosynthesis were clarified by using recombinant proteins expressed in 
E. coli and purified.

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　遺伝子破壊　代謝工学　異種生産
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１．研究開始当初の背景 
 D-サイクロセリン  (D-CS) は , 放線菌
Streptomyces (S.) lavendulaeなどにより生産さ
れる抗生物質であり, 抗結核薬として実用的
に用いられる。私は, D-CS生産菌S. lavendulae 
ATCC11924から, 世界に先駆けて D-CS生合
成遺伝子クラスターのクローニングに成功
し , D-CS 生合成経路を提案するとともに 
[①], 遺伝子破壊実験等を遂行することによ
り, D-CS生合成経路を図 1に示すとおり明ら
かにした。 

 
 
 D-CS は少数の遺伝子産物で生合成される
ことから, 生合成遺伝子を導入することによ
り, 大腸菌を宿主とした D-CS 生産が可能で
あると考えられた。そこで, 4つの生合成遺伝
子 (dcsC, dcsD, dcsEおよび dcsG)を連結した
ベクターpET-21a(+)/dcsEDCG を大腸菌に導
入し, L-セリンとヒドロキシウレア (HU) を
基質として D-CS 生産を試みた結果, 大腸菌
を宿主とした D-CS 生産に初めて成功したも
のの, その生産性はD-CS生産菌 S. lavendulae 
ATCC11924の 1/10程度であった。 
 
２．研究の目的 
(1) D-CS生産性の向上 
① pET-21a(+)/dcsEDCG を保有する大腸菌の
生育菌体を用いた場合 , D-CS の生産性は
D-CS生産菌の 1/10程度であった。そこで, 休
止菌体を用いた系による D-CS 生産を行い, 

D-CS生産性が向上するか否か検討する。 
② 4 つの生合成遺伝子に加え, D-CS の排出
を担うと考えられるタンパク質をコードす
るdcsJを共発現させることにより, D-CS生産
性の向上を試みる。 
③ D-CS の生合成中間体である O-アセチル
L-セリンのプール増大を狙い, 染色体 DNA
上に存在する cysJ, cysKおよび cysMを破壊し
た大腸菌を作製し, これらを宿主とすること
により D-CS生産性の向上を試みる。 
 
(2) 放線菌を宿主とした抗癌剤 HU の生産系
の構築 
D-CS の生合成経路において, L-アルギニン
から一連の反応を経て生成する HU は, 慢性
骨髄性白血病などの治療に用いられる抗癌
剤である。これまで, 微生物を宿主とした HU
の生産は報告されていないことから, HU の
生成に関与する dcsAおよび dcsBを放線菌 S. 
lividans 66 に導入することにより, L-アルギ
ニンから HUを生産する系を構築する。 
 
(3) DcsAの解析 
 これまで, 遺伝子破壊および組換えタンパ
ク質を用いた実験により, DcsA は L-アルギ
ニンの水酸化に関与するヘムタンパク質で
あることを明らかにしているが [②], in vitro
における DcsA の活性は検出していない。そ
こで, in vitroにおける DcsA活性の検出を試
みる。 
 
(4) DcsGの解析とその応用 
 D-CS 生合成の最終ステップを触媒する
DcsG について, その速度論的解析を行うと
ともに, D-アミノ酸および D-アミノ酸誘導体
を基質として, それらの環状化体の生成を試
みる。 
 
３．研究の方法 
(1) cysJ, cysK, cysM破壊大腸菌株の作製 
大腸菌 BL21(DE3)株の cysJ, cysK および

cysM の単独破壊株  (cysJ, cysK および
cysM), 二 重 破 壊 株  (cysJcysK, 
cysJcysM およびcysKcysM), および三重
破 壊 株  (cysJcysKcysM) は , Red/ET 
recombination法により作製した。 
 
(2) 休止菌体による D-CS生産 
 D-CS 生産用ベクターを保有する大腸菌を
所定時間培養後, 10 mMのリン酸カリウムバ
ッファー (pH 7.2) に OD = 1.0となるように
懸濁し, 2.5 mMのL-セリンおよびHU存在下, 
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28°Cにて 4時間 D-CS生産を行った。 
 
(3) pET-21a(+)/dcsEDCGJの構築 
 pET-21a(+)/dcsEDCG における dcsG の下流
に, dcsJをXbaI/SpeIカセット法により連結し, 
pET-21a(+)/dcsEDCGJを構築した。 
 
(4) D-CSの定量 
 D-CS の検出は, 陽イオン交換カラムを用
いた HPLC により行い, 内部標準法により
D-CS濃度を算出した。 
 
(5) HU生産用放線菌の作製 
 dcsA および dcsB 遺伝子を発現ベクター
pIJ8600に挿入し, pIJ8600/dcsABを構築後, 接
合伝達法により S. lividans 66に導入すること
で, S. lividans 66::pIJ8600/dcsABを作製した。 
 
(6) HUの検出 
 S. lividans 66::pIJ8600/dcsABによるHU生産
の確認は, TLCにより行った。 
 
(7) DcsAおよび DcsGの発現および精製 

DcsA および DcsG の発現は, pET-21a(+)ベ
クターを用いて行い, 各タンパク質はニッケ
ルアフィニティークロマトグラフィーによ
り精製した。 
 
(8) DcsAおよび DcsGの酵素機能解析 
 DcsAおよびDcsGの酵素機能解析は, 反応
生成物を HPLC解析することにより行った。 
 
４．研究成果 
(1) D-CS生産性の向上 
 まず, pET-21a(+)/dcsEDCGを保有する大腸
菌を用いて, 休止菌体による D-CS 生産を試
みた結果, 生育菌体を用いた系と比べ, 約 3
倍生産性が向上した。そこで, 以下の検討は
全て, 休止菌体を用いた生産系により行った。 
 次に, dcsJの共発現による効果を検討した。
その結果, pET-21a(+)/dcsEDCGJ を保有する
大腸菌の D-CS 生産性 (660 ± 31 M) は, 
pET-21a(+)/dcsEDCG を保有する大腸菌のそ
れ (350 ± 20 M) に比べ, 有意に向上するこ
とが明らかになった。 
 続いて, 宿主大腸菌 BL21(DE3) の染色体
DNAに存在する cysJ, cysKおよび cysM遺伝
子の破壊効果を検討した。2 種の D-CS 生産
用ベクターを, 作製した 7 つの遺伝子破壊株 
(cysJ, cysK, cysM,cysJcysK, cysJcysM, 
cysKcysM, cysJcysKcysM)に導入し , 
D-CSの生産性を調査した。その結果, いずれ

の D-CS 生産用ベクターを用いた場合でも, 
cysJcysK を宿主とした時, 親株に比べ, 有
意に D-CS生産性が向上した。D-CS生産用ベ
クターとして pET-21a(+)/dcsEDCGJ, 宿主と
してcysJcysK株を用いた場合, D-CS生産性
は 980 ± 57 Mとなり, D-CS生産菌である S. 
lavendulae ATCC11924 の生産性 (930 ± 36 
M) に匹敵するまで向上させることができ
た。 
 
(2) 放線菌を宿主とした抗癌剤 HUの生産 
 dcsA および dcsB 遺伝子を保有する S. 
lividans 66::pIJ8600/dcsABを作製し, HU生産
を試みたが, 検討した条件下において, HUの
生産は認められなかった。 
 
(3) DcsAの解析 
 DcsA はヘムタンパク質であることから, 
その活性発現には電子伝達系が必要である
と考えられた。そこで, ホウレン草由来のフ
ェレドキシン, フェレドキシン NADP+レダ
クターゼおよび NADPH 再生系 (グルコース
およびグルコースデヒドロゲナーゼ) の存在
下, L-アルギニンを基質として, DcsA活性の
検出を試みた。HPLC解析の結果, L-アルギニ
ンから N-ヒドロキシ-L-アルギニンの生成が
認められたことから, DcsA は新規の L-アル
ギニン水酸化酵素であることを明らかにす
ることができた。 
 
(4) DcsGの解析とその応用 
 精製した組換え DcsG を用いて速度論的解
析を行った結果, 基質である O-ウレイド-D-
セリンに対する Km値は 10 ± 1 mM, kcat/Kmは
210 ± 30 M-1S-1であると算出された。また, 50 
mMのO-ウレイド-D-セリン存在下, ATPに対
するKm値を求めた結果, 73 ± 8 Mであった。 
 続いて, 数種の D-アミノ酸および D-アミ
ノ酸誘導体を基質として, DcsGによる環状化
反応を行った。その結果, O-ウレイド-D-セリ
ンには劣るものの, D-ホモシステインが良好
な基質となることが明らかになり, D-ホモシ
ステインチオラクトンを生成させることが
できた。 
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