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略号 
 

ABTS 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

BLAST Basic local alignment search tool 

CBB Coomassie Brilliant Blue R-250 

DAB 1,4-Dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol 

DIG Digoxigenin 

DMJ 1-Deoxymannojirimycin 

DNJ 1-Deoxynojirimycin 
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Max Maximum 
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TLC Thin layer chromatography 
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Nojirimycin (NJ)D-glucose

1. 緒言 
 

 

1.1 イミノ糖の発見と医薬への応用 

 イミノ糖 1.1.1

イミノ糖 (アザ糖) は微生物や植物などが産生する糖のアナログで、最も基本的なも

のはピラノース環やフラノース環中の酸素が窒素に置換された構造を有する。例えばノ

ジリマイシン (NJ) はグルコースのアナログである (Figure 1-1)。一般に、イミノ糖はそ

れぞれに対応した糖の構造を模擬することでそれらに作用するグリコシダーゼを阻害

する (1–6)。 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-1 Structure of D-glucose and an iminosugar nojirimycin. 

 

 糖尿病治療薬 1.1.2

初めて見つかった天然のイミノ糖は NJ で、Streptomyces 属から 1966 年に日本で発見

された (7)。類似した化合物であるデオキシノジリマイシン (DNJ) (Figure 1-2) は、初

め 1968 年に合成され、後に 1976 年にクワより単離された (3)。DNJ は強い α-、β-グル

コシダーゼ阻害活性を有する。グルコシダーゼは腸内の多糖類の分解に関与しているの

で、その活性を阻害するイミノ糖は糖尿病治療薬や抗肥満薬として期待できる。Miglitol 

(N-ヒドロキシエチル-DNJ) は DNJ の誘導体であり、2 型糖尿病治療薬として市販され

ている。 

CS-1036 はデオキシグルコース、グルコース、及びイミノ糖である 1,4-ジデオキシ-1,4-

イミノ-D-アラビニトールの 3 つのパーツ (以降、A、B、C ユニットと表記) から構成

される糖誘導体であり、食後過血糖改善及び 2 型糖尿病の治療薬として三共株式会社 

(現第一三共株式会社) にて創製された化合物である (8, 9)。作用機序は α-アミラーゼを

阻害することによるグルコースの吸収阻害であり、既に市販されている α-グリコシダー

ゼ阻害剤の薬効を維持しながら、下痢等の副作用低減を期待し開発されていたが、フェ

ーズ 2 における臨床試験で期待した効果が得られずに開発は中断されている。 
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Figure 1-2 Structure of iminosugars. 

 

 ライソゾーム病治療薬 1.1.3

イミノ糖はライソゾーム内の加水分解酵素活性を阻害しうることが知られている。ス

フィンゴ糖脂質の分解は、ライソゾームで一連の加水分解により行われる。スフィンゴ

脂質加水分解酵素の一つあるいは複数が遺伝的に欠損するとライソゾーム内に分解さ

れない物質が蓄積し、ライソゾーム病になる。Miglustat (N-ブチル-DNJ) は DNJ の誘導

体であり、ライソゾーム病の一種であるゴーシェ病やニーマンピック病 C 型の治療薬

として市販されている。Miglustat はスフィンゴ脂質のグルコシル化に関係しているグル

コシルセラミド合成酵素 (グルコシルトランスフェラーゼ) を可逆的に阻害して問題

の加水分解反応における基質の生成を抑制することで機能する (4, 10)。 

 

 N 結合型糖鎖プロセッシングの阻害 1.1.4

イミノ糖は糖蛋白質のプロセッシングも阻害しうる。アスパラギン結合型糖蛋白質の

糖鎖は、まず高マンノース糖鎖がアスパラギン残基に転移後、小胞体やゴルジ体で各種

グリコシダーゼやトランスフェラーゼによりプロセッシングを受ける。これらのうち α-

グルコシダーゼや α-マンノシダーゼなどの活性を阻害しうるイミノ糖が知られている 

(4)。例えば、1979 年に Swainsona canescens から単離されたと報告されたスワインソニ

ン (11) は、α-マンノシダーゼ阻害活性を有し、従って N 型糖鎖のプロセッシングを阻

害することが知られている (12)。なお、スワインソニンは糸状菌である Rhizoctonia 
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Pipecolic acidLysine

Swainsonine

leguminicola や植物の diablo locoweed (Astragalus oxyphysus) 等も生産することが知られ

ている (2, 12)。このようにイミノ糖によって特定の成熟した糖蛋白質の生成を防ぐこ

とで、ウイルス感染 (13–15) やがん (4, 16) などの治療薬への応用が期待されている。 

 

1.2 イミノ糖の生合成 

 スワインソニンの推定生合成経路 1.2.1

イミノ糖の生合成に関しては報告が少なく知見が乏しい。また、それらの報告の多く

は安定同位体を用いた菌体レベルの解析にとどまっている。α-マンノシダーゼ阻害活性

を有するスワインソニンの生合成経路としては、Figure 1-3 に示すように lysine を出発

物質とした pipecolic acid を経る経路が同位体添加実験により推定されている (17, 18)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-3 Proposed biosynthetic pathway for swainsonine in R. leguminicola based on 

stable isotope feeding experiments (17, 18). 

 

 デオキシノジリマイシンの推定生合成経路 1.2.2

イミノ糖類の中で生合成について最も調べられているのは DNJ である。1990 年代前

半に Hardick らは同位体標識した glucose を Bacillus atrophaeus と Streptomyces subrutilus

に添加して DNJ や 1-deoxymannojirimycin (DMJ) への同位体の濃縮を解析して、グルコ

ースを中間体とする DNJ 及び DMJ の生合成経路を推定した (19–21)。また、Shibano ら

は、1-13C glucose の添加実験によって Commelia communis (露草) の DNJ 生合成経路は

B. atrophaeus や S. subrutilus の場合の C2/C6 環化反応とは異なり C1/C5 環化反応を経る

と推定した (22)。最近になって、DNJを産生するBacillus amyloliquefaciensのゲノムDNA

より gabT1、yktC1、gutB1 の 3 つの遺伝子が大腸菌での共発現により DNJ 生合成遺伝子

として同定され、それらは aminotransferase、phosphatase、dehydrogenaseと推定された (23)。

同様の遺伝子は、DNJ 生産株である Bacillus subtilis MORI 3K-85 のゲノムライブラリー
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Glucose Fructose phosphate

glycolysis

YktC1

GabT1

GutB1

epimerization dehydration

NJ DNJ

reduction

のスクリーニングによっても同定された (24)。これらの知見より推定された DNJ の生

合成経路を Figure 1-4 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-4 Proposed microbial biosynthetic pathway of DNJ based on stable isotope 

feeding experiments by Hardick et al (19–21) and putative biosynthetic genes identified by 

Clark et al (23). 

 

1.3 Nectrisine 

Nectrisine (Figure 1-5) は藤沢薬品工業 (現アステラス製薬) により1988年に報告され

た 5 員環を有するイミノ糖で (25, 26)、α-、β-グリコシダーゼ、α-、β-マンノシダーゼ阻

害活性を示し (27)、糸状菌である Nectria lucida F-4490 により産生される (28)。また、

当社 (当時、三共株式会社) においても 1991 年に自社の微生物ライブラリーより

nectrisine 生産菌を見出した。Nectrisine は化学合成も研究されている。例えば D-arabinose

や D-serine、butadiene monoepoxide (26, 29–32) を出発物質とした合成法が報告されてい

る。 

 

 

 

 

 

Figure 1-5 Structure of nectrisine. 
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1.4 Nectrisine の CS-1036 製法への応用 

Nectrisine の構造は、上記で触れた CS-1036 の C ユニットと絶対配置が同じで類似し

ていたため、nectrisine をその原料として利用できる可能性が考えられる。CS-1036 は、

はじめに全合成法が確立されたが、イミノ糖である C ユニットの合成コストが高いこ

とが課題となっていた。そこで、我々は醗酵生産による C ユニットの製造原価低減を

企図した。さらなる菌株のスクリーニングによって糸状菌である Thelonectria discophora 

SANK 18292 株を nectrisine 高生産株として見出したが、工業的に本菌株を利用するには

その生産性は非常に低かった。 

製造原価低減のためには、大量生産に適した微生物による nectrisine 生合成遺伝子を

導入して生産する方法が魅力的と考えられたが、nectrisine の生合成遺伝子や生合成経路

に関する情報は報告されていなかった (33)。 

 

1.5 本論文の目的と概要 

本論文では、糸状菌である T. discophora における nectrisine の生合成機構を解明し、

製法構築へ知見を応用することを目的とした。 

はじめに、第 2 章では、菌体レベルで生合成経路を解析した。 

我々は DNJ に関する先行研究を踏まえて nectrisine の生合成中間体としてペントース

を推測した。そして、D-キシロースと D-リボースの各種 13C 同位体添加実験により、

これらの基質は nectrisine の中間体であることを示した。また、菌体抽出液から

4-amino-4-deoxyarabinitol を単離、X 線結晶構造解析によりその構造を決定した。この化

合物に菌体抽出液を反応させると nectrisine を生じたことから本化合物が nectrisine の前

駆体であると示された。これらより、nectrisine の推定生合成経路を提案した。 

第 3 章では、この反応を触媒する酵素 (NecC) を精製してその特性を解析した。 

まず、NecC を菌体抽出液より精製した。次に、NecC のトリプシン消化物の LC-MS/MS

分析により、NecC の部分アミノ酸配列を推定した。データベース検索により NecC は

oxidase と相同性を示した。また、NecC の補因子や会合状態などの物理化学的性質、活

性の至適 pH や至適温度などの反応特性を解析した。 

第４章では、生合成遺伝子の同定と機能検証を行った。 

まず、推定された NecC の部分アミノ酸配列から設計した縮重プライマーを用いて遺

伝子断片を増幅、クローニングし、さらに T. discophora のゲノムライブラリーをスクリ

ーニングして遺伝子全長をクローニングした。次に、残りの生合成遺伝子を見つけるた

め、ゲノム上の necC 遺伝子座周辺の遺伝子の配列を解析した結果、aminotransferase と

choline kinase に相同性を示す配列 (necA と necB) が見つかった。これらの遺伝子の機

能を遺伝子破壊と相補、及び大腸菌による発現で検証し、これらが nectrisine 生合成遺

伝子であることを示した。以上より、アミノ化、脱リン酸化、酸化の各反応を含む

nectrisine 推定生合成経路を提案した。また、これらの遺伝子の大腸菌での共発現により
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nectrisine が生産できることを示した。これにより異種発現による nectrisine 生産の基盤

を構築できた。本研究の結果得られた nectrisine 生合成の概要を Figure 1-6 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-6 Summary of this study modified from (33). 
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2. Thelonectria discophora SANK 18292 における nectrisine の生

合成経路の解析 
 

 

2.1 緒言 

Nectrisine (Figure 2-1) はイミノ Thelonectria 糖の一種で、糸状菌の Nectria lucida 

F-4490 が産生する化合物である FR-900483 としても知られている (1)。なお、Nectria 

lucida は Chaverri et al. によって Thelonectria lucida と同意として扱われている (2)。

Nectrisine は α-glucosidase、α- and β-mannosidases、α-N-acetylglucosaminidase の阻害活性

を有する (3)。 

Nectrisine の化学合成は D-arabinose や D-serine などのキラル化合物を出発物質とした

方法が知られている (4–7)。Nectrisine の微生物による生産は、T. lucida F-4490 を用いた

例が知られているが、我々のスクリーニングによって、N. mammoidea/N. veuillotiana 

group と Cylindrocarpon group 2 (Nectriaceae、Hypocreales、Ascomycota) に属する (2) 

Thelonectria discophora SANK 18292 (JCM 30947) も nectrisine を生産することを見出し

た。Thelonectria 属は最近枯れたまたは枯れつつある樹皮に見られる (2, 8)。この菌を

nectrisine の工業生産に利用する場合は、菌株改良による nectrisine 生産量の増大や堅牢

性の高い大量培養や大量精製プロセスの構築が必須である。Nectrisine の生合成経路の

情報は、これらを行う上で有用であり、さらには生合成遺伝子を同定して、異種発現系

を構築する上でも重要と考えられるが、その情報は報告されていなかった。 

そこで本研究では、まず、T. discophora SANK 18292 における生合成経路を解明する

ため、13C 同位体標識した基質の nectrisine への取り込みを解析した。また、新規な化合

物 2 (Figure 2-1) を菌体抽出液から単離し、X 線結晶構造解析によりこの化合物が

4-amino-4-deoxyarabinitol であることを示した。そして、この化合物と粗酵素液との反応

により本化合物が nectrisine の前駆体であることを示した。最後に、得られた知見を踏

まえて nectrisine の推定生合成経路を提唱した。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-1 Structures of nectrisine (1) and 4-amino-4-deoxyarabinitol (2). 
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2.2 実験方法と結果 

 菌株の同定 2.2.1

糸状菌である SANK 18292 は、円筒状の分生子で、知られている Thelonectria 

discophora と同様の形態であった (2, 8)。 

また、SANK 18292のリボソームDNA中の内部転写スペーサー (Internal Transcribed 

Spacer、ITS) 配列をITS1-F (9) とITS4 (10) プライマーを用いてpolymerase Chain 

Reaction (PCR) で増幅、配列を決定した。決定した配列はDDBJ/EMBL/GenBankデータ

ベースにアクセッション番号LC020017として登録した。Thelonectria discophora SANK 

18292のITS領域の配列は、DDBJ/EMBL/GenBankデータベースのBLAST検索 (11) で見

出されたThelonectria discophora AR4499 (HM364296) の5.8 S rDNA-ITS領域の配列と

99.1%相同であった。99%以上であれば同一種であると判断するのが妥当であるので 

(12, 13)、SANK 18292がThelonectria discophoraであると同定された。そして、T. discophora 

SANK 18292は、理化学研究所バイオリソースセンター微生物材料開発室 (茨城県つく

ば市) にアクセッション番号JCM 30947として登録された。 

 

 中間体候補物質の探索 2.2.2

イミノ糖である deoxynojirimycin (7) は 6 員環構造を有する天然物で、Figure 2-2 に示

すようにグルコースが初期生合成中間体として提案されている (14)。これより、5 員環

で、炭素原子を 5 つ有する nectrisine の初期生合成中間体としてペントース類を推測し

た。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-2 Biosynthesis of deoxynojirimycin (7) (14–17). 

 

そこで、nectrisine の生合成中間体を同定する上で手がかりを得るため、まず、

D-xylulose (8)、D-xylose (9)、L-xylose (10)、xylitol (11)、D-arabinose (12)、L-arabinose (13)、

D-ribose (14) (Figure 2-3) を培地にそれぞれ単独に添加して培養し、各物質の消費量と

nectrisine 生産量を調べることとした。 

  

D-glucose (4) Deoxynojirimycin (7) 5 6 
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Figure 2-3 Structures of D-xylulose (8), D-xylose (9), L-xylose (10), xylitol (11), 

D-arabinose (12), L-arabinose (13), D-ribose (14), [1-13C] D-ribose (14a), [2-13C] D-ribose 

(14b), [5-13C] D-ribose (14c), [1-13C] D-xylose (9a), and [2-13C] D-xylose (9b). 

 

 T. discophora の培養 2.2.2.1

Potato Dextrose Agar (PDA、和光純薬) スラントに生育した T. discophora SANK 18292

より胞子を回収した。A-1培地 (3% (v/v) glycerol、2% (w/v) soluble starch、3% (w/v) glucose、

0.25% (w/v) yeast extract、1% (w/v) soybean meal、0.25% (w/v) gelatin、0.25% (w/v) NH4NO3) 

を 100 mL 三角フラスコに 20 mL 入れて綿栓し、オートクレーブで 30 分間滅菌後、こ

の胞子懸濁液を添加し、23°C、210 rpm で 5 日間培養した。この培養液に等量の 20% 

glycerol 水溶液を加え、混合後、分注して-80°C で保存し、シード液とした。A-1 培地に

このシード液を 1%加え、23°C、210 rpm で 5 日間、前培養した。 

次に、D-xylulose (8)、D-xylose (9)、L-xylose (10)、xylitol (11)、D-arabinose (12)、L-arabinose 

(13)、D-ribose (14) を個別に純水に溶かし 0.22 μm Millex フィルター (Merck Millipore) 

で濾過滅菌し、それぞれ別々に 20 mL の Glycerol-Yeast (GY) 培地 (5% glycerol and 

1.75 % Bacto yeast extract) に終濃度 1 g/L になるように加えた。そして前培養液を 1% 

(v/v) 加え、23°C、210 rpm で 7 日間培養した。 

 

 化合物の分析 2.2.2.2

Nectrisine は UV 吸収がないため、誘導体化してから high performance liquid 

chromatography (HPLC) で検出・定量した。菌体抽出液 (0.1 mL) に用時調製した NaBH4

水溶 液  (1 mg/mL) 50 μL を 加え 5 min 以上 放 置 して 還元 した 。そ し て

4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F) (18, 19) 溶液 (2 mg/mL-MeOH) 0.3 mL を加え攪拌

後、100 mM ホウ酸 pH 8.2 を 50 μL 加えて nectrisine を 7-nitrobenzofurazan (NBD) で標

識し、Unison UK-C18 カラム、4.6×75 mm (Imtakt) を装備した LC2010CHT HPLC シス

テム (島津製作所) で分析した。条件は、溶離液 A：10 mM NH4CO2H、2.2 mM HCO2H in 

8 9 

9a [1-13C] 

9b [2-13C] 

10 11 12 13 14 

14a [1-13C]

14b [2-13C]

14c [5-13C]
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H2O、溶離液 B：2.2 mM HCO2H in CH3CN、グラジエント B：10→90% in 10 min、流量：

1.2 mL / min、カラムオーブンの温度：30°C、検出波長 500 nm とした。 

糖類は示差屈折率検出器 RID-10A (島津製作所) と Wakopak WB-T-130E カラム (和光

純薬) を接続した LC-10A HPLC システムで定量した。条件は、溶離液：純水、流量：

0.6 mL/min、カラムオーブンの温度：65°C とした。 

 

 糖類の消費量と nectrisine 生産量の評価 2.2.2.3

D-arabinose (12) は培養により減少しなかったので、この菌は D-arabinose を資化し難

いと示唆された (Table 2-1)。また、D-arabinose (12) 以外の中間体候補物質は、いずれ

も培養により消費され、特に D-xylose (9)、次いで L-arabinose (13) が顕著に消費された。

これは、T. discophora における D-xylose (9) と L-arabinose (13) の異化経路が同じ経路上

にあるためと推測された。一般に、糸状菌において、D-xylose (9) は xylitol (11) を経て

D-xylulose (8) へ変換され、L-arabinose (13) は L-arabinitol、L-xylulose、xylitol (11) を経

て D-xylulose (8) へ変換されるため (Figure 2-4) (20, 21)、D-xylose (9) と L-arabinose (13) 

の異化経路は xylitol (11) で合流して、D-xylulose 5-phosphate (3) へ導かれることとなる。 

Nectrisine の生産量は、D-ribose を添加した場合、コントロールの 1.6 倍になり、その

他の物質を添加した場合はコントロールとほぼ同等かわずかに減少した。 

これらの知見より、D-xylose (9) と L-arabinose (13)、D-ribose (14) を中間体候補物質

と考えた。ここで、D-xylose (9) と L-arabinose (13) の異化経路が同じ経路上にあること

と、D-xylose が L-arabinose よりも消費されたことから、次の 13C 同位体添加実験で用い

る物質として D-xylose と D-ribose を選抜した。 
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Table 2-1 Consumption of sugar and sugar-alcohol additives and nectrisine production by T. 

discophora 

Additive 

Concentration 

Additive 

at Day 0 

 (mg L-1) 

Additive 

at Day 7 

 (mg L-1) 

Nectrisine 

at Day 7 

 (mg L-1) 

Control - - 49±3 

D-Xylulose (8) 813 440±11 46±9 

D-Xylose (9) 1064 0±0 48±3 

L-Xylose (10) 1026 822±38 46±4 

Xylitol (11) 760 639±24 44±1 

D-Arabinose (12) 864 903±31 49±4 

L-Arabinose (13) 915 217±190 37±8 

D-Ribose (14) 1132 876±55 79±2 

Experiments were conducted in triplicate. Data are presented as means ± standard deviations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-4 L-arabinose and D-xylose catabolism in fungi. 
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 13C 標識した D-ribose と D-xylose の添加実験 2.2.3

D-riboseとD-xyloseの同位体添加実験では、13C標識したD-ribose 3種 ([1-13C] D-ribose 

(14a)、[2-13C] D-ribose (14b)、[5-13C] D-ribose (14c) ) と 13C 標識した D-xylose 2 種 ([1-13C] 

D-xylose (9a)、[2-13C] D-xylose (9b) ) (Figure 2-3) を使用した。400 mg の[1-13C] D-ribose 

(14a)、[2-13C] D-ribose (14b)、[5-13C] D-ribose (14c)、[1-13C] D-xylose (9a)、[2-13C] D-xylose 

(9b) (Cambridge Isotope Laboratories) を個別に純水に溶かし 0.22 μm Millexフィルターで

濾過滅菌し、それぞれ別々に 2 L 容の三角フラスコに入れた 400 mL の Czapek-Dox 培地 

(3% (w/v) sucrose、0.2% (w/v) NaNO3、0.1% (w/v) K2HPO4、0.005% (w/v) MgSO4·7 H2O、

0.05% (w/v) KCl、0.001% (w/v) FeSO4·7 H2O、pH 6.0) に加えた。そして前培養液を 1% 

(v/v) 加え、23°C、210 rpm で 6 日間培養した。 

回収した培養液 (1.2 L) にセライトを加え濾過後、代謝物を抽出するため、得られた

菌体に純水を 2 mL/(g-菌体) 加え凍結融解した。そして 60°C で 10 分間攪拌した後ろ過

し、ろ液を回収した。再び菌体に前回と同量の純水を加え、60°C で 10 分間攪拌した後

ろ過し、ろ液を回収した。これらのろ液を pH 6.0 に調整後、NH4
+が吸着した陽イオン

交換樹脂 SK110 (三菱化学) 100 mL が充填されたカラムに添加した。純水で洗浄後、0.2 

M アンモニア水溶液で樹脂から溶出させた。nectrisine を多く含むフラクションを減圧

濃縮後凍結乾燥し、nectrisine を 31-35 mg 得た。 

生産された nectrisine のエレクトロスプレーイオン化 (ESI) –TOFMS スペクトルを

JMS-T100LC spectrometer (JEOL) を用いて、正イオンモードで取得した。生産された

nectrisine の 13C 同位体存在率は 13C D-ribose 類を添加した場合 5-6%、13C D-xylose 類を

添加した場合 12-16%で、自然界の 13C 同位体存在率である 1.1%より顕著に高かった 

(Table 2-2)。これより D-xylose (9) と D-ribose (14) は nectrisine の生合成中間体であるこ

とが示された。 

 

Table 2-2 Incorporation of 13C-labeled precursors into nectrisine (1) determined with 

mass spectrometry 

Precursors 
Relative intensity of 

[M+H+1] signal (%) a 

Abundance 

of 13C (%) b 

[1-13C] D-ribose (14a) 28 5.6 

[2-13C] D-ribose (14b) 26 5.2 

[5-13C] D-ribose (14c) 23 4.6 

[1-13C] D-xylose (9a) 58 11.5 

[2-13C] D-xylose (9b) 78 15.6 
a Relative to the intensity of [M+H] =100.  
b Natural abundance of 13C is 1.1% 
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次に、nectrisine のどの炭素に同位体が取り込まれたかを 13C NMR で評価した。サン

プルは D2O に溶解させ、Avance III 500 MHz spectrometer (Bruker) を用いて 13C NMR ス

ペクトルを 500 MHz で取得した。Nectrisine の 13C NMR シグナルの帰属は引用文献 (4, 

22) に従った。[1-13C] D-ribose (14a) を添加すると 13C が nectrisine の C-6 ( 61.4) C-2 (δ 

77.0) に最も低いシグナルに対して 5.9 倍、2.5 倍濃縮された (Table 2-3、Figure 2-5)。

[2-13C] D-ribose (14b) を添加すると 13C が nectrisine の C-2 と C-6 に 7.3 倍、4.4 倍濃縮さ

れた。[5-13C] D-ribose (14c) を添加すると 13C が nectrisine の C-5 (δ 170.7) のみに 9.5 倍

濃縮され、他の炭素には濃縮が見られなかった。[1-13C] D-xylose (9a) と [2-13C] D-xylose 

(9b) による nectrisine の 13C 標識パターンは、[1-13C] D-ribose (14a) と [2-13C] D-ribose 

(14b) による 13C 標識パターンとそれぞれ同様であった。これらより、D-ribose (14) ま

たは D-xylose (9) の C-1 から C-5 は nectrisine の C-6、C-2、C-3、C-4、C-5 にそれぞれ

相当することが示唆された。 

Nectrisine への同位体濃縮率は、13C D-xylose からの方が 13C D-ribose からより高かっ

た。これは、未標識のこれらの基質を添加した際に、この菌が前者の方をより資化した

ことと一致している。ただし、未標識体の添加実験では栄養豊富な培地を用い、同位体

添加実験では最小培地を用いたという違いがある点には留意すべきであろう。また、

D-ribose (14) は核酸合成などのより大きな別の用途に使用されたために、nectrisine への

同位体の濃縮が D-xylose の場合より低くなったとも考えられる。このことは、D-ribose 

(14) を培地に添加すると nectrisine 生産量が増加するとともに菌体量の増加がみられた

ことと矛盾しない。 
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Figure 2-5 Isotopically enriched carbons of nectrisine (1) from [1-13C] D-ribose (14a), [2-13C] 

D-ribose (14b), [5-13C] D-ribose (14c), [1-13C] D-xylose (9a), or [2-13C] D-xylose (9b), 

representing. 

Circles, triangles, and squares indicate predominantly labeled carbons. Circles are derived 

from 14a or 9a. Triangles are derived from 14b or 9b. Squares are derived from 14c. 

 

Table 2-3 Carbon-13 NMR chemical shifts and enrichment ratio of nectrisine (1) 

biosynthesized from 13C-labeled precursors 

Carbon 

No.a 

Chemical shift 

(ppm) 

Relative 13C enrichment ratiob 

D-Ribose D-xylose 

[1-13C] [2-13C] [5-13C] [1-13C] [2-13C] 

5 170.7 1.4 1.0 9.5 2.8 1.0 

4 83.6 1.0 1.4 1.2 1.0 1.9 

3 78.5 1.3 1.5 1.0 1.5 1.1 

2 77.0 2.5 7.3 1.0 4.3 12.0 

6 61.4 5.9 4.4 1.2 22.0 6.7 
a The numbering of 1 is described in Figure 2-5. 

b The lowest signal of each carbon was normalized to 1. 

 

13C-labeled D-ribose 

 (14a, 14b, or 14c) 

1 

113C-labeled D-xylose 

 (9a or 9b) 
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 4-amino-4-deoxyarabinitol の X 線単結晶構造解析 2.2.4

 T. discophora の培養と 4-amino-4-deoxyarabinitol の精製 2.2.4.1

T. discophora の前培養液を 15 L の培地 (8% (v/v) glycerol、2.6% (w/v) Bacto yeast extract、

0.2% CaCO3 (w/v)) に植菌し 30 L 容醗酵槽を用いて培養した。セライトを適量添加して

ろ過後、湿菌体重量の 4 倍量の 60°C の水道水にろ過した菌体を投入し、50°C で 1 h 攪

拌することで代謝産物を抽出した。そして室温まで直ちに冷却後濾過した。ろ液 2 L を

pH 6.0 に調整し、SK110 陽イオン交換樹脂 300 mL を充填したカラムに空間速度 3 h で

加えた。樹脂量の 3 倍量の脱イオン水を用いてカラムを洗浄後 0.8 M アンモニア水によ

り溶出させた。溶出液を減圧濃縮後凍結乾燥した。1.61 g の凍結乾燥品を 2 mL の水に

溶解し、Silica gel 60 (メルク) 30 g を充填したカラムに添加した。展開溶媒として

MeOH：水：トリエチルアミン (6：4：0.1) の溶液を用いた。本展開溶媒による Thin layer 

chromatography (TLC) で Rate of flow (Rf) 値が 0.23 付近にスポットが現れた画分を減圧

濃縮して乾固し 125.3 mg のオイル状の茶褐色の物質 2 を得た。2: [α]20
D：-1.16 (c 1.04、

H2O) 、IR (ATR) νmax：3277、2927、2881、1623、1395、1334、1029 cm-1、HRESI-TOFMS 

(正イオンモード) m/z：152.0926 [M + H]+ (C5H14NO4の計算値：152.0923)。ここで、IR

スペクトルは FT/IR-6100 (JASCO) で取得した。20°C での旋光度は Autopol V Plus 

polarimeter (Rudolph Research Analytical) で取得した。セル長は 10 cm であった。 

化合物2の分子式はHRMSスペクトルと元素分析よりC5H13NO4と決定された。また、

本化合物の 1H NMR と 13C NMR の各スペクトルのピークの帰属と HMBC スペクトルの

相関を Table 2-4 に示した。化合物 2 は DEPT スペクトルより 2 つのメチレン ( 61.6、

62.4) と 3 つのメチン (δ 52.8、70.3、70.4) を含み、HMBC と DQF-COSY スペクトルか

ら化合物 2 が 4-amino-4-deoxyarabinitol であることが示された。 

 

Table 2-4 1H and 13C NMR spectroscopic data (500 and 125 MHz, D2O) for aminoalcohol (2) 

Chemical shifts are in ppm relative to TMS 

Positiona δC, Type δH (J in Hz) 
HMBC correlation 

(from H to C) 

1a 61.6, CH2 3.64, dd (11.6, 6.8) 2, 3 

1b 3.83, dd (11.6, 3.9) 2, 3 

2 52.8, CH 3.07, ddd (7.1, 7.1, 4.0) 1, 3, 4 

3 70.4, CH 3.61, dd (7.2, 2.7) 1, 2, 5 

4 70.3, CH 3.86, ddd (7.0, 5.2, 2.8) 2, 5 

5a 62.4, CH2 3.66, dd (11.6, 6.9) 3, 4 

5b 3.68, dd (11.6, 5.2) 3, 4 
a The numbering of 2 is described in Figure 2-8. 
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 X 線単結晶構造解析 2.2.4.2

等モルの 4-amino-4-deoxyarabinitol とシュウ酸を含む EtOH-H2O (20:80、v/v) 溶液から

4-amino-4-deoxyarabinitol シュウ酸塩 (2) (C7H15NO8) の結晶を得た。X 線回折実験は X

線構造解析装置 R-AXIS RAPID (Rigaku) で、グラファイトモノクロメーターで取り出し

た Cu-K線を用いて行った。格子定数は a = 5.6890 (2) Å、b = 6.6505 (3) Å、c = 26.0888 (9) 

Å、V = 987.06 (6) Å3で、斜方晶と一致し、空間群は P212121であった (Table 2-5)。詳細

な結晶データは Cambridge Crystallographic data Centre (CCDC) のデータベースに番号

1017089-1017090 として登録した (http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html、または

CCDC、12 Union Road、Cambridge CB2 1EZ、UK; Fax: +44 1223 336033; E-mail: 

deposit@ccdc.cam.ac.uk.)。 

 

Table 2-5 X-ray crystallographic analysis for oxalate derivative of 2 

Empirical formula C7H15NO8 

Formula weight 241.20 

Crystal system Orthorhombic 

Lattice type Primitive 

Lattice parameters 

a = 5.6890(2) Å 

b = 6.6505(3) Å 

c = 26.0888(9) Å 

V = 987.06(6) Å3 

Space group P212121 

Z value 4 

Linear absorption coefficient (, for CuK) 13.197 cm-1 

No. observations (All reflections) 1782 

No. variables 152 

Residuals: R1a (I>2.00(I)) 0.0417 

Residuals: wR2b (All reflections) 0.1286 

Goodness of fit indicator 1.143 

Flack parameter (Friedel pairs = 700) -0.0(5) 

Max shift/error in final cycle 0 
a R1 = Σ ||Fo| - |Fc||/Σ |Fo| 
b wR2 = [Σ (w (Fo2 - Fc2)2)/ Σ w (Fo2)2]1/2, where w is least squares weights. 
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化合物 2 はシュウ酸塩として結晶化できた。X 線による結晶構造解析により、その相

対配置が 4-amino-4-deoxyarabinitol であることが示された (Figure 2-6)。なお、Flack 

parameter (23) は-0.0 (5) であったため、化合物 2 の絶対配置は決定できなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-6 X-ray ORTEP drawing of oxalate derivative of 2. 
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 菌体抽出液による 4-amino-4-deoxyarabinitol の nectrisine への変換 2.2.5

4-amino-4-deoxyarabinitol (2) と nectrisine (1) は、7 日間培養した菌体の抽出液中に、

典型的には 4：6 から 5：5 の割合で存在しているが、この抽出液を室温で放置すると、

4-amino-4-deoxyarabinitol が減少するとともに nectrisine が増加した。この変換を確認す

るため、精製した 4-amino-4-deoxyarabinitol と菌体抽出液を混合して反応が進行するか

調べた。 

 

 菌体抽出液の調製 2.2.5.1

7 日間培養した T. discophora 培養液を 0.9% NaCl 水溶液で洗浄後、-80°C で凍結し、

乳鉢と乳棒を用いてすりつぶした。これを 50 mM NH4OAc、pH 7.0 に溶解させた。この

上清から低分子化合物を除くため、Amicon ultra フィルターユニット (10 kDa カット、

ミリポア) と 50 mM NH4OAc、pH 7.0 で洗浄、濃縮し、菌体抽出液とした。 

 

 ELSD–HPLC 2.2.5.2

Nectrisine や 4-amino-4-deoxyarabinitol を直接検出するため、Evaporative light scattering 

detection (ELSD)-HPLC を ELSD 検出器モデル 300S (SofTA) と Atlantis silica HILIC カラ

ム、4.6x150 mm、3 μm (Waters) を接続した Agilent 1100 HPLC システム (Agilent 

Technologies) を用いて行った (24)。条件は、溶離液 A：CH3CN、溶離液 B：100 mM 

NH4OAc in H2O、B 濃度：12% for 50 min、流量：1 mL/min、カラムオーブンの温度：30°C、

スプレーチャンバー：50°C、ドリフトチューブ：60°C とした。 

 

 菌体抽出液による 4-amino-4-deoxyarabinitol の nectrisine への変換 2.2.5.3

この菌体抽出液を 4-amino-4-deoxyarabinitol 水溶液へ添加したところ、nectrisine が増

加し、4-amino-4-deoxyarabinitol が減少した。一方、4-amino-4-deoxyarabinitol を glycine-HCl 

pH 3.0、リン酸 pH 7.5、glycine-NaOH pH 10.0 の各バッファー中で室温で置いた場合は、

少なくとも 3 日間は 4-amino-4-deoxyarabinitol の濃度は変化せず、nectrisine は生成しな

かった。これより、4-amino-4-deoxyarabinitol は抽出液中に存在する酵素の働きにより

nectrisine へ変換されることが推測された。 
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Figure 2-7 Time course of nectrisine (1) production in solution of purified 

4-amino-4-deoxyarabinitol (2) supplemented with a cell-free extract of T. discophora. 

 

 

2.3 考察 

 Nectrisine の推定生合成経路 2.3.1

本研究の結果、D-ribose や D-xylose は nectrisine の生合成中間体で、D-ribose または

D-xylose の C-1 から C-5 は nectrisine の C-6、C-2、C-3、C-4、C-5 にそれぞれ相当する

こと、及び 4-amino-4-deoxyarabinitol が nectrisine の前駆体であることが推定された。こ

れらより、nectrisine の T. discophora における生合成経路を Figure 2-8 のように推測した。

本経路では、まず、ペントースリン酸回路の物質で 4-amino-4-deoxyarabinitol と立体配

置が類似している D-xylulose 5-phosphate (3) から 4-amino-4-deoxyarabinitol (2) が生成す

ると推測した。次に、4-amino-4-deoxyarabinitol から nectrisine への変換は、まず、

4-amino-4-deoxyarabinitol のヒドロキシル基が酸化されて中間体 15 となると考えた。続

いて 15のアミノ基が分子内でカルボニル基へ付加することで自発的に環化して 16へ変

換され、16 は脱水されて nectrisine (1) を生じると推測した。この経路では、脱リン酸

化とアミノ化、酸化が起こると考えられる。 

同様の生合成経路はイミノ糖である deoxynojirimycin の Streptomyces subrutilus や 

Bacillus subtilis (14, 16, 17)、植物である Commelina communis による推定生合成経路 (15) 

においても見られる。これらの先行研究では、D-glucose が Deoxynojirimycin の生合成
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中間体であり、その生合成反応にはアミノ化と酸化が含まれると報告されている。さら

に、最近になって Bacillus subtilis MORI 3K-85 (25) と Bacillus amyloliquefaciens (26) に

おける deoxynojirimycin の推定生合成遺伝子には、Aminotransferase、phosphatase、

oxidoreductase をコードする遺伝子が含まれていると推定された。 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-8 Proposed biosynthetic pathway of nectrisine (1) from D-xylulose 5-phosphate (3). 

 

今回の実験の結果、13C 標識した D-ribose と D-xylose を添加した場合の nectrisine への

同位体の濃縮パターンが同様であったことは、ペントースリン酸回路を用いて説明する

ことができる。13C 標識した D-ribose は ribokinase によりリン酸化されて D-ribose 

5-phosphate (17) となり (27–29)、ペントースリン酸回路によりD-xylulose 5-phosphate (3) 

へ変換される (Pathway 1、Figure 2-9 (A) )。この一連の D-xylulose 5-phophate への変換反

応で、炭素骨格は D-ribose (14) から変化せず、D-ribose に由来する D-xylulose 5-phosphate

の炭素の並びは C1C2C3C4C5 となる。D-ribose (14) から D-xylulose 5-phosphate (3) に至

るもう一つの経路は、glucose 6-phosphate (19) を経由する比較的長いものが考えられる 

(Pathway 2、Figure 2-9 (B) )。始めに、D-ribose (14) は pathway 1 と同様に ribose 5-phosphate 

(17) と ribulose 5-phosphate (18) を経由して D-xylulose 5-phosphate (3) に変換される。

Ribose 5-phosphate (17) と D-xylulose 5-phosphate は transketolase と transaldolase によって

fructose 6-phosphate (22) へ変換される。そして、6-phosphogluconate (21) が fructose 

6-phosphate (22) から 3 ステップの反応で生成する。これらの反応によって炭素骨格は

D-ribose (14) の C1C2C3C4C5 から C1C2C1C3C4C5 へ変化する。その後、脱炭酸反応

と異性化反応により D-xylulose 5-phosphate (3) が生じる。この時、D-xylulose 5-phosphate

の炭素骨格は C2C1C3C4C5 となり、pathway 1 を経た場合の D-xylulose 5-phosphate の炭

素骨格と異なる。従って、[1-13C] D-ribose (14a) または [2-13C] D-ribose (14b) を添加し

た場合、pathway 2 によって、nectrisine の炭素に 2 番目に大きな同位体濃縮が引き起こ

されると考えられる。このことは、Table 2-3 に示された実験結果と一致している。 

今回の結果、13C 標識された D-xylose と D-ribose をそれぞれ添加した場合の nectrisine

の 13C 同位体標識パターンは Figure 2-5 と Table 2-3 に示されているように同様であるこ

とがわかった。D-xylose (9) は、Figure 2-4 に示したように、数ステップを経てペントー

スリン酸回路の物質である D-xylulose 5-phosphate (3) に変換される (20, 21)。よって、

D-xylose (9) から D-xylulose 5-phosphate (3) への代謝経路は、D-ribose (14) からの場合

1 2 3 15 16 
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と同様にペントースリン酸回路を用いて説明でき、短いものと長いものの 2 種類が考え

られる (Figure 2-9)。これらの代謝経路を経ることによって起こる D-xylose (9) から

D-xylulose 5-phosphate への炭素骨格の変化は、D-ribose からの場合と同一と推定される。

そして、13C 標識された D-ribose を添加した場合と同様に、この炭素骨格の変化によっ

て、13C 標識された D-xylose を添加した場合の nectrisine への 13C 濃縮パターンを矛盾な

く説明できる。これらより、ペントースリン酸回路は nectrisine の生合成に含まれてい

て、D-xylulose 5-phosphate (3) がその中間体の一つと推測される。 
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Figure 2-9 Proposed biosynthetic pathway of nectrisine (1) from D-ribose (14) or D-xylose 

(9) through the pentose phosphate pathway depicted in (A) a short pathway (Pathway 1) and (B) 

a long pathway (Pathway 2). 

Numbers near each compound represent the fate of specific carbon atoms in 14 or 9. Carbons 

and their numbers derived from xylulose 5-phosphate (3) and 14 were colored blue and red, 

respectively.  

 

(A) 
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2.4 小括 

培地への安定同位体添加実験によって D-xylose と D-ribose が nectrisine の中間体であ

ることが示された。また、13C D-xylose または 13C D-ribose に由来する同位体標識パタ

ーンより、ペントースリン酸回路の物質が nectrisine の潜在的な中間体であると示唆さ

れた。T. discophora から抽出、精製された新規物質は、X 線結晶構造解析、NMR や他

の分光法などにより 4-amino-4-deoxyarabinitol であると決定した。そして、粗酵素を用

いた実験により 4-amino-4-deoxyarabinitol が nectrisine の生合成後期段階の中間体である

ことが示された。これらより、nectrisine の推定生合成経路として、D-xylulose 5-phosphate 

と 4-amino-4-deoxyarabinitol を経る経路を提案した (30)。 
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2.6 補遺 

 

 

 

 

 

Figure S1. 1H NMR spectrum of 2 in D2O (500 MHz) . 

 (A) region of 0 to 8 ppm, (B) region of 3.14 to 2.98 ppm and 3.90 to 3.76 ppm, 3.75 to 3.58 

ppm. 
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Figure S2. 13C NMR spectrum of compound 2 in D2O. 

 

 

Figure S3. DEPT spectra of 2 in D2O. 
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Figure S4. HSQC spectrum of 2 in D2O. 
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Figure S5. HMBC spectrum of 2 in D2O. 
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Figure S6. DQF COSY spectrum of 2 in D2O. 
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Figure S7. HR-ESI-TOF-MS spectrum of 2. 
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Figure S8. LR-ESI-TOF-MS spectrum of 2. 
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3. Nectrisine 生合成酵素の Thelonectria discophora SANK 18292
からの精製と特性解析 

 

 

3.1 緒言 

Thelonectria discophora SANK 18292 の 培 養 ブ ロ ス よ り 単 離 さ れ た

4-amino-4-deoxyarabinitol に菌体抽出液を添加すると nectrisine が生じたことから、

4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine に変換する酵素が菌体抽出液に含まれている

と示唆された。しかし、nectrisine の生合成酵素に関する知見は全く報告されていない。

T. discophora を用いた効率的な nectrisine の製造プロセスを構築し、さらには合理的

な設計による遺伝子の改変によって nectrisine 高生産株を作出するために、生合成酵素

を取得しその特性を明らかにすることは重要である。 

本章では、4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine へ変換する酵素 (以下、NecC) を

精製し、その性質を明らかにすることを目的とした。始めに、nectrisine への変換活性

を指標にNecCを精製し、LC-MS/MS解析で部分アミノ酸配列を推定した。そしてNecC

の物理化学的特性や反応特性を調べた。最後に nectrisine の抽出について調べ、

nectrisine 生産プロセスを開発する上での留意点を示した。 
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3.2 実験方法と結果 

 T. discophora の培養と 4-amino-4-deoxyarabinitol oxidase (NecC) の3.2.1

精製 

本章では、Nectrisine 生産菌である T. discophora SANK 18292 (JCM 30947) を用いた。 

Potato Dextrose Agar (PDA、和光純薬) スラントに生育した菌から胞子を回収し、A-1

培地 (1) に接種し、23°C、210 rpm で 5 日間、回転振盪機で撹拌した。この培養液を

GPYC-3 培地 (Glycerol 8%、Potato granule 1%、Yeast extract 2.6%、CaCO3 0.2%) に 1% v/v

添加し、23°C、210 rpm で 4 日間培養した。菌体を遠心して回収し、0.9% NaCl 水溶液

で洗浄後、上清を除き、液体窒素で菌体を凍結させた。そして凍結菌体を乳鉢で粉砕し

た。粉砕菌体 13.07 g を 20 mL の 50 mM リン酸 pH 7.0 に溶解し、8200 rpm、10 分間遠

心後、その上清をろ過して細胞などの残骸を除き、同バッファーを加えて 50 mL に調整

して菌体抽出液を得た。 

この液にミキサーで粉砕した (NH4)2SO4 を終濃度 30%になるように加えてタンパク

質を析出させ、これを遠心して沈殿を回収した。この沈殿を 30% (NH4)2SO4 を含む 50 

mM リン酸 pH 7.0 で洗浄後、50 mM リン酸/5 mM ジチオスレイトール (DTT) pH 7.0 

(バッファーA) を加えて溶解させ、さらに同バッファーで Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette 

(10000 M.W.カット) (Thermo Fisher Scientific) を用いて透析し、30%硫安沈殿画分とした。 

これをバッファーA で平衡化した陰イオン交換カラム (HiTrap DEAE FF 5 mL、GE ヘ

ルスケア) に ACTAprime plus クロマトグラフィーシステム (GE ヘルスケア) にて 5 

mL/min で添加して吸着させた。バッファーA でカラムを洗浄後、50 mM リン酸/5 mM 

DTT/1 M NaCl pH 7.0 (バッファーB) を用いて 15 分間にバッファーB の濃度を 0%から

50%に直線勾配にて増大させることにより溶出させ、分画した。4-amino-4-deoxyarabinitol

の nectrisine への変換活性を示した画分を回収し、グリセロールを加えて 50%グリセロ

ース溶液とし、-20°C で保存した。 

タンパク質の定量は DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) でメーカーの説明通り行った。タ

ンパク質の純度はドデシル硫酸ナトリウム -ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

(SDS-PAGE) で確認した。その際、染色は Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB) で行い、

分子量マーカーとして Sea Blue Plus 2 Pre-Stained Standards (Life Technologies) を用いた。 

4-amino-4-deoxyarabinitolの nectrisineへの変換活性は 0%から 30%硫安沈殿画分にほぼ

100%回収され、7.8 倍に精製された (Table 3-1)。続く DEAE 陰イオン交換クロマトグラ

フィーではこの変換活性のある画分を収率 25%で回収し抽出液に対して 6 倍に精製さ

れた。精製された NecC の活性は 0.67 U/mg で、SDS-PAGE では分子量 60 kDa 付近にダ

ブルバンドを示した (Figure 3-1)。 
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Table 3-1 Purification of NecC from T. discophora 

Purification step 

Total 

Protein 

(mg) 

Total 

Activity

(U) 

Specific 

activity 

(U/mg) 

Yield

(%) 

Purification

(fold) 

Mycelium extract 363.9 40.7 0.11 100 1.0 

Ammonium sulfate 

precipitation 
49.4 43.1 0.87 106 7.8 

DEAE 

chromatography 
14.9 10.0 0.67 25 6.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-1 Purification of NecC from T. discophora.  

Reducing 12% SDS-PAGE gels contain the following: lane 1 and 3, marker proteins; lane 2, 

cell-free extract; lane 4, 0% to 30% ammonium sulfate fraction; lane 5, purified NecC after 

DEAE-sepharose column chromatography. 
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 Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) によ3.2.2

る NecC の部分アミノ酸配列の推定 

NecC の部分アミノ酸配列を推定するため、NecC をゲル内でトリプシン消化し

LC-MS/MS 解析した。方法は既報 (2, 3) を若干変更した。CBB 染色された NecC の

SDS-PAGE 上のバンドを切り出し、CBB を除くため 50 mM NH4HCO3、pH 8.0 /30% 

CH3CN 中で 37°C、15 分置いた。次にこのゲル断片を CH3CN に浸漬し減圧乾燥するこ

とで脱水した。これに 10 mM DTT、20 mM NH4HCO3、pH 8.0 を加えて 50°C で 30 分置

くことでタンパク質を還元、5 mM iodoacetamide、20 mM NH4HCO3、pH 8.0 を加えて暗

所で 20°C で 20 分置いてアルキル化した。このゲル断片を減圧乾固後、50 μL の 20 mM 

NH4HCO3、10 ng/μL trypsin (Sequencing Grade Modified Trypsin; プロメガ)、0.005% (w/v) 

dodecyl-maltoside、pH 8.0 を加え 37°C で 12 時間おいた。得られたペプチドを 0.05% (v/v) 

ギ酸/水で 1 回、0.05% (v/v) ギ酸/CH3CN で 2 回抽出後、減圧乾燥して約 20 μL に調整し

た。 

LC-MS/MS は、LTQ-Orbitrap 質量分析計 (Thermo Fisher Scientific) と、自家製の BEH 

C18 (1.7 μm、Waters) electrospray ionization tip カラム (0.15 x 50 mm) と Inertsil C18 (3 μm、

ジーエルサイエンス) トラップカラム (0.3 x 1 mm) を装備した DiNa nano-flow 液体ク

ロマトグラフィーシステム (KYA Technologies) で、移動相 A：0.1% (v/v) ギ酸/水、移

動相 B：0.1% (v/v) ギ酸/CH3CN、グラジエント溶出 B：5→35%  in 60 min、温度：室温、

流速：150 nL/min の条件で行った。MS/MS スペクトルは National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) のタンパク質データベースを Mascot プログラム (Matrix Sciences) 

で検索し同定した。Mascot 検索で同定されなかった主要なプリカーサーイオンは手動

で解析してアミノ酸配列を同定した。 

その結果、いくつかの主要なクロマトグラムのピークは同定できなかったが (Figure 

3-2a)、Mascot 検索により 2 つのペプチドを、手動解析により 7 つのペプチドを同定し

た (Figure 3-2b)。同定したペプチドは、NCBI アクセッション番号 XP_388379 の、

“hypothetical protein FG08203.1 [Fusarium graminearum PH-1]” (注：現在はデータベースか

ら削除されている) と相同性が高かった (Figure 3-2c)。この蛋白質は NCBI の conserved 

domain database (4) 検索でフラボ蛋白質である glucose-methanol-choline (GMC) 

oxidoreductase ファミリー (5) の特徴を有すると推定された。 
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1 MDHLLHLDTD VVCLLAKLDS YDYIIVGSGF GGGPLAENLA SKKKKVLLIE
51 RGGVIFSTHV LNTSRPFYKR GASNSPEGNE RVYDAVKAKV QLTDSSDSYV
101 GGPVYCVGGR TNLWGTWIPE IGNETLNAYF PPEIVKYLKE GGYADTYKYL
151 TDDDPRDGIY PEGDGAHEVS AQDIGFAKQK LNHALEKAEF GIMPIAAQFN
201 APAPYKFAQG AYSTTLSIMN RMYANDPYLS VLLNTEVIAV QCSEDDAPEK
251 MVTALQIRDK STGALKELGV GKAKVILAAG TIGTASIALN SGLQKSNELV
301 GKGLIDHNIC YARFAKEKSG GFTEKPLNLK THLKVGGEEC LVTVTINANF
351 FLAGSSATLS TTHFYDKEGR LLGPKSPANE QKNFDTICVL FEFVGKLADG
401 NSVLSIPGLD PVLDFRRDPL KHEVQCAMED IVRNVRDAFV DAQPFKSPTT
451 GHELCPDPGL RPQHLGFGVF SHECGTMRMD GPTKKDGVVD SDLKVKGIEN
501 LWVCDLSVMP VSPEANPALT LAALSLRLAE HLSPEVQV

 

 

Reference sequence: XP_388379 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-2 Identification of NecC tryptic peptides by LC-MS/MS. 

a, Total ion current chromatogram of NecC tryptic digests. Mascot search identified peaks i 

and ii homologous to XP_388379. De novo sequencing using MS/MS data also identified peaks 

a-g homologous to XP_388379. “try” indicates a trypsin autocleavage product. b, Identified 

peptide sequences (upper rows) and a reference sequence, XP_388379 (lower rows). a-g, and i 

and ii correspond to the panel a. Square indicates identical peptides. c, Position of the identified 

sequences on the sequence of XP_388379. Underlines, sequences i and ii; Dotted underlines, 

sequences a-g. 
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 NecC の補因子の分析 3.2.3

T. discophora から精製した NecC は黄色を呈していたので補因子を保持していること

が示唆された。そこで、精製した NecC の PBS、pH 7.4 溶液 (1 mg/mL) の吸収スペクト

ルを DU-730 分光光度計 (Beckman-Courter) で測定した。NecC の吸収スペクトルは、

272 nm、388 nm、457 nm に極大波長があり、480 nm 付近に肩が見られた (Figure 3-3)。

これは、フラボタンパク質の吸収スペクトルの特徴 (6) に一致した。 

次に、補因子がNecCに共有結合しているかどうか確認するため、5 μLの trichloroacetic 

acid (TCA) (和光純薬) を 100 μL の NecC 溶液に加え、室温で 1 時間置いて NecC から補

因子を脱落させた後、16000 g で 5 分遠心して不溶性タンパク質を沈殿させ、この上清

の吸収スペクトルを測定した。このとき、Flavin adenine dinucleotide (FAD) (ナカライテ

スク) の 4.8% (v/v) TCA/PBS 溶液をコントロールサンプルとして用いた。波長 300 nm

から 500 nm の上清の吸収スペクトル (Figure 3-3) は、沈殿の前後で波形と強度がほぼ

同様であったことから、補因子は非共有結合でタンパク質と結合していることが示唆さ

れた。この補因子の吸収スペクトルは同じバッファー中の FAD の吸収スペクトルと類

似していたので、この補因子はフラビン骨格を有していると推定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-3 Adsorption spectra of NecC from T. discophora before and after precipitation with 

TCA. 

Spectra of the untreated enzyme in PBS, pH 7.4 (A), supernatant after the precipitation of the 

enzyme (B) and FAD standard in PBS containing 4.8% TCA (C) are shown. 
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 NecC の会合状態の分析 3.2.4

NecC のオリゴマーは blue native PAGE (7, 8) と size exclusion chromatography (SEC) で

分析した。 

blue native PAGE は NativePAGE 3–12% gel (Life Technologies) を用い、CBB で染色し

た。分子量マーカーとして NativeMark Unstained Protein Standards (Life Technologies) を

使用した。 

SE-HPLC は Acquity UPLC BEH200 SEC カラム、4.6 × 150 mm、1.7 μm 粒子サイズ 

(Waters) を装備した LC2010 CHT HPLC システム (島津製作所) で行った。移動相は 20 

mM リン酸ナトリウム/0.2 M KCl/pH 6.8、流速は 0.2 mL/min、カラムオーブン温度は

40°C、検出波長は 280 nm とした。 

NecC は SDS-PAGE で 60 kDa 付近に泳動されたが (Figure 3-1)、Native PAGE では少

なくとも 6 個のバンドを 500 kDa から 1000 kDa 付近の範囲に形成した (Figure 3-4a)。よ

って、NecC はいくつかのサイズの異なる非共有結合性のオリゴマーを形成しているこ

とが示された。NecC の単量体の分子量計算値は 61.3 kDa なので、Native PAGE で見ら

れた 500 kDa、750 kDa、880 kDa のバンドはそれぞれ 8 量体、12 量体、14 量体に相当

すると推測された。SEC 分析での主なピークは空隙容積付近の位置に溶出され、分子量

マーカーとの比較よりその分子量は 670 kDa 以上で、Native PAGE で見られた 750 kDa

以上の分子種に相当すると推測された (Figure 3-4b)。2 番目に大きな SEC ピークの分子

量は約 500 kDa で、Native PAGE で見られえた 500 kDa のバンドに相当すると推測され

た。 
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Figure 3-4 Blue native PAGE (a) and size-exclusion chromatogram (b) of NecC protein 

produced by T. discophora. 

Lane 1, marker proteins; lane 2, NecC. Triangles in b indicate elution positions of marker 

proteins. 
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 NecC の反応特性 3.2.5

NecC の活性は過酸化水素の生成を peroxidase と指示薬を用いたカップリング反応に

より測定した (9, 10)。終濃度がそれぞれ 0.6 mM の 2、2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline 

6-sulfonic acid) (ABTS) (Sigma-Aldrich)、3 units の peroxidase from horseradish、1 mM の

4-amino-4-deoxyarabinitol、47.1 mM のリン酸カリウムバッファー、pH 7.0 を含む 1 mL

の溶液 を 30°C で平衡化後、適当量のサンプルを加え 30°C で 10 分間置いた。4 N HCl

水溶液を 0.1 mL 加えて酵素反応を終了させ、波長 420 nm の吸光度を分光光度計 (日立

製作所) で測定した。1 unit の酵素活性は、上記の反応で 2 μmol の ABTS を 1 分間に酸

化する酵素量とした。この測定条件を標準条件とした。 

4-amino-4-deoxyarabinitol を基質に用いて NecC 活性を pH 5-10 の範囲で測定した 

(Figure 3-5a)。pH 5-6.5 がクエン酸 / リン酸バッファー、pH 6.5-8 がリン酸バッファー、

pH 9-10 がグリシン/NaOH バッファーを用いた。NecC 活性の至適 pH は 7.0 であると示

された。また、pH 5 以下または pH 10 以上では、NecC 活性は微弱であると示唆された。 

次に、反応温度を 4-70°C の範囲で変化させて、NecC 活性を測定した (Figure 3-5b)。

NecC 活性の至適温度は 30°C であり、50°C においては著しく酵素活性が低下し、60°C

以上においては、今回の測定条件では活性がほぼ検出されなかった。 

NecC 活性の熱安定性を評価するため、NecC 溶液を 20-70°C の各種温度で 1 時間保温

した後、標準条件で酵素活性を測定した。活性は 30℃以下で 8 割以上保持され、50°C

においては著しく低下し、60℃では検出されなかった。 

NecC の熱安定性は MicroCal VP-Capillary DSC システム  (Malvern) を用いた

differential scanning calorimetry (DSC) でも評価した。参照バッファーとして PBS pH 7.4

を用い、サンプル (0.45 mg/mL、PBS pH 7.4) を 20°C から 90°C まで 60°C/h で加熱しデ

ータを取得した。そしてバッファースキャンをサンプルスキャンから差し引きタンパク

質濃度で規格化した。NecC の DSC サーモグラムは単峰性を示し、そのオンセットは

45°C から 50°C 付近で、Tm は 57.3°C であった (Figure 3-5c)。これらより、NecC の熱

による失活は、NecC の変性によるものと推測された。 

NecC の酵素活性測定溶液中の 4-amino-4-deoxyarabinitol の濃度がその活性に与える影

響を評価した (Figure 3-5d)。4-amino-4-deoxyarabinitol 濃度が高いほど活性が低下したこ

とから、NecC 活性は基質阻害を受ける可能性が示唆された。 
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Figure 3-5 Effect of pH、temperature and 4-amino-4-deoxyarabinitol concentration on NecC 

activity. 

a, The enzyme activity was measured under standard assay conditions except for pH. ■, 

citrate/phosphate buffer; ▲, phosphate buffer; ●, glycine/NaOH buffer. b, The enzyme activity 

was measured under standard assay conditions at various temperatures (●). For the stability 

study、the enzyme in 50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0 was preincubated for an hour at 

the indicated temperature, then the remaining activity was measured under the standard 

condition (▲). c, DSC thermogram of NecC in PBS, pH 7.4. d, The enzyme activity was 

measured under standard assay conditions except for 4-amino-4-deoxyarabinitol concentration. 

  

a b

c d
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NecC の D-sorbitol、D-arabinitol、xylitol に対する酵素活性はアッセイ溶液中の

4-amino-4-deoxyarabinitol をそれぞれの基質に変更して測定した。D-sorbitol、D-arabinitol、

xylitol の 4-amino-4-deoxyarabinitol に対する相対活性はそれぞれ 46%、47%、48%であっ

たので、4-amino-4-deoxyarabinitol は NecC が反応しやすい基質であると示唆された。1 

mM の 4-amino-4-deoxyarabinitol の存在下においては、NecC 活性は 1 mM の各種糖アル

コールの添加により阻害されなかった (Table 3-2)。 

NecC 活性は 1 mM の NaCl または MgCl2、KCl+、CaCl2
2+、CoCl2、NiCl2、ZnCl2の添

加によりほぼ変化しなかった。 1 mM の CuCl2 またはキレート剤である

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) を添加した場合は、NecC 活性が 73%、40%にそれ

ぞれ低下し、MnCl2を添加した場合は、NecC活性が若干向上した。0.2 mMまたは 1 mM、

5 mM の MnCl2を添加すると、NecC 活性は 20%または 27%、30%それぞれ向上した。 

 

Table 3-2 Effect of additives on NecC activity 

The enzyme activities were measured under standard assay conditions containing 1 mM 

4-amino-4-deoxyarabinitol with 1 mM per additives, unless otherwise specifically noted. Values 

are an average of three independent experiments. 

 

Additives Relative activity (%)

None 100 

D-sorbitol 98 

D-arabinitol 97 

Xylitol 101 

NaCl 97 

MgCl2 102 

KCl 101 

CaCl2 100 

MnCl2 (0.2 mM) 120 

MnCl2 (1 mM) 127 

MnCl2 (5 mM) 130 

CoCl2 92 

NiCl2 89 

CuCl2 73 

ZnCl2 99 

EDTA 40 
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 4-amino-4-deoxyarabinitol の菌体内での蓄積 3.2.6

ナスフラスコ中で 61°C に調整されたお湯 400 mL に、4°C に設定された冷蔵庫内で冷

却された T. discophora のろ過菌体 100 g を添加し、51°C から 54°C で 70 分間撹拌して代

謝物を抽出した。そして氷水でただちに冷却、濾過して酵素反応の進行を抑制した。抽

出液中の 4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine に変換するため、抽出液を 4°C に設定さ

れた冷蔵庫内で撹拌した。 

Nectrisine と 4-amino-4-deoxyarabinitol を検出するため、evaporative light scattering 

detection (ELSD)-HPLC を ELSD 検出器モデル 300S (SofTA) と Xbridge BEH HILIC カラ

ム、4.6 × 75 mm、2.5 μm (Waters) (11) を接続した Agilent 1100 HPLC システム (Agilent 

Technologies) を用いて行った。条件は、移動相：90% CH3CN/10% H2O/20 mM CH3CO2NH4、

流速：1 mL/min、カラムオーブン温度：40°C、スプレーチャンバー：40°C、ドリフトチ

ューブ、オプティカルセル、イグゾーストチューブ：60°C とした。 

抽出直後 (Figure 3-6、0 min) は、4-amino-4-deoxyarabinitol が多く存在し、nectrisine

は微量であった。よって、nectrisine ではなく 4-amino-4-deoxyarabinitol が T. discophora

に蓄積されていると示唆された。 

抽出液を攪拌すると 4-amino-4-deoxyarabinitol が減少するとともに nectrisine が増加し、

40 時間後には 4-amino-4-deoxyarabinitol はほぼ消失した。これは抽出液に含まれる NecC

による作用と推測されるので、NecC は菌体水溶液から加熱によって抽出され得ること

が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-6 Time course of nectrisine (●) and 4-amino-4-deoxyarabinitol (▲) in filtrated T. 

discophora extracts stirred at 4°C. 
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3.3 考察 

 NecC の精製 3.3.1

第 2 章では、13C 同位体を用いて、nectrisine の生合成経路として D-xylulose 5-phosphate

と 4-amino-4-deoxyarabinitol を経る経路を推定した。また、T. discophora から得た菌体抽

出液を 4-amino-4-deoxyarabinitol に作用させると nectrisine が生成したことを報告した 

(1)。そこで本章では、4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine へ変換する酵素 (NecC) を

同定しその特性を明らかにすることを目的とした。 

NecC の精製では、硫安沈殿の分画が酵素活性の回収率の高い効果的な操作であった。

続く陰イオン交換クロマトグラフィーでは SDS-PAGE上でのNecCの純度は向上したが、

単位質量あたりの酵素活性は若干低下した。この原因としては、NecC が吸着した陰イ

オン交換樹脂をバッファーで洗浄した際に、NecC に非共有結合で結合している補因子 

(Figure 3-3) が一部脱落した可能性が考えられた。 

 

 NecC の会合状態 3.3.2

NecC のアミノ酸配列の一部は、LC-MS/MS 分析で推定され、その配列はフラボ蛋白

質である GMC oxidoreductaseファミリー (5) の特徴を有する蛋白質と相同性を示した。

一般に、GMC oxidoreductase 類はオリゴマーを形成することが知られている。例えば、

2 量体を形成する glucose oxidase (12, 13)、8 量体を形成する alcohol oxidase (14–18)、4

量体を形成する pyranose oxidase (19, 20) などがあり、これらは、天然状態においてそれ

ぞれ単一のサイズのオリゴマーであるといわれている。しかし、NecC は天然状態にお

いていくつかのサイズの異なるオリゴマーを形成した。また、NecC は変性条件下であ

る SDS-PAGE で 60 kDa 付近に 2 重のバンドを形成した。NecC のアミノ酸配列には潜在

的な N 型糖鎖付加サイトが 3 つあることと、大腸菌で生産した NecC は SDS-PAGE で

単一のバンドを形成したことより、この糸状菌由来 NecC の SDS-PAGE での 2 重バンド

形成は、おそらく NecC の部分的な糖鎖付加によるものと推測される。従って、NecC

のオリゴマーはアミノ酸配列が単一のサブユニットから成り立っていると考えられる。

なお、糖鎖付加は SDS-PAGE においてバンドを移動させ、分子量の決定に影響を与え

得ることが知られている (21)。 

 

 NecC の反応特性 3.3.3

NecC は nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) などの添加物の非存在下で

4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine に変換する。また、peroxidase を利用した NecC の

酵素活性測定条件において ABTS は酸化されることから本酵素反応で H2O2を生じると

推測される。これらより、本反応の電子受容体は O2であると示唆される。O2が還元さ

れ H2O2を生じるのは典型的な GMC oxidase による反応でも同様である (5, 19)。これら

より、NecC の反応は Figure 3-7 のように推測される。この反応モデルでは、始めに
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4-amino-4-deoxyarabinitol の水酸基が酸化され中間体 3 を生じる。続いて分子内でアミノ

基がカルボニル基に攻撃して環化した化合物 4 が得られ、化合物 4 は非酵素的に脱水さ

れて nectrisine を生じる。中間体候補化合物である 3 と 4 は NecC 反応液の LC-MS 分析

では検出されなかったので、これらは通常の条件では安定に存在し得ないと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-7 Postulated scheme for reaction catalyzed by NecC 

 

Nectrisine と β-pyrone 構造を有する抗生物質である cortalcerone の類似点は、糸状菌に

より生産される抗生物質で、oxidase がその生合成に関与していることである。

Cortalcerone は、いくつかの白色腐朽糸状菌が生産し、NecC と同様に GMC oxidoreductase

ファミリーに属する pyranose oxidaseが cortalceroneの生合成を触媒する (19, 20, 22, 23)。

Cortalcerone はそれを産生する糸状菌を微生物の攻撃から防御する役割を果たしている

といわれている (19, 20)。Nectrisine も cortalcerone のように微生物の攻撃から nectrisine

を生産する糸状菌を防御する役割を果たしているのかもしれない。 

 

 Nectrisine の製法構築への応用 3.3.4

Nectrisine の商用生産プロセスを開発するためには、糸状菌からの nectrisine の抽出機

構を解明することは重要である。今回の検討結果より、nectrisine が生成する過程は以下

のように描ける：① 4-amino-4-deoxyarabinitol と NecC が加熱処理により抽出される ② 

菌体外で 4-amino-4-deoxyarabinitol が NecC により nectrisine に変換される。よって、

nectrisine 製造時における抽出工程においては、基質だけでなく NecC も活性を維持し

た状態で抽出しなければならないであろう。なお、同様の熱による抽出は白色腐朽糸状

菌からの pyranose oxidase の抽出でも報告されている (24) 。これらの知見は、nectrisine

の工業的生産製法を T. discophora を用いて構築する上で、特に大スケールの場合に重要

となるであろう。 
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3.4 小括 

本章では、4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine へ変換する酵素 (NecC) を精製

し、その性質を明らかにすることを目的とした。始めに、nectrisine への変換活性を指

標に NecC を精製した。次に、LC-MS/MS 解析で本酵素のアミノ酸配列の一部を推定

し、NecC は GMC oxidoreductase ファミリーと相同性があることがわかった。NecC

はフラビン骨格を有する補因子を含有し、オリゴマーを形成していることが示された。

ま た 至 適 pH 、 至 適 温 度 な ど の 反 応 特 性 も 明 ら か に し た 。 最 後 に 、

4-amino-4-deoxyarabinitol から nectrisine への変換反応は菌体から抽出後に in vitro

で主に起こることを示して、nectrisine 製造時における抽出工程においては、基質だけ

でなく NecC も活性を維持した状態で抽出しなければならないことを提言した (25)。 
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4. Nectrisine 生合成遺伝子の同定と機能解析 
 

 

4.1 緒言 

イミノ糖である Nectrisine は、3 つの不斉炭素原子を保持しており、例えば D-arabinose

や D-serine、butadiene monoepoxide を出発物質として化学合成できる (1–6)。しかし、

高純度な医薬品レベルの nectrisine を合成する場合、その合成の収率が低いことと出発

物質の原価が高いことなどからその合成コストは高いと見積もられる。原価低減のため

には、微生物による nectrisine の直接生産あるいは in vitro での酵素反応を用いた合成が

魅力的である。しかし、nectrisine の生合成に関与する酵素や遺伝子も知られていなかっ

た。一般に、イミノ糖類は様々な病気の治療に用いることができる可能性を潜在的に有

しているものの、それらの生合成遺伝子に関する情報は非常に限られている。そこで、

2 章では T. discophora における nectrisine の生合成経路を菌体レベルで解析し、

4-amino-4-deoxyarabinitol を生合成中間体として同定した (7)。さらに、3 章において

4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine へ変換する酵素 (NecC) を T. discophora から精製

し、その特性を解析した (8)。また、NecC のアミノ酸配列の一部が LC-MS/MS により

推定された。しかし、necC 遺伝子についての情報は得られていなかった。また、nectrisine

の生合成において necC による反応以外の反応ステップを触媒する酵素をコードする遺

伝子群も明らかになっていなかった。 

そこで本章では nectrisine 生合成遺伝子の全貌を明らかにすることを目的とした。ま

ず、3 章で推定された部分アミノ酸配列を手がかりとして T. discophora のゲノム DNA

ライブラリーより necC 遺伝子全長を取得した。次にゲノム上の necC 遺伝子座周辺の遺

伝子から nectrisine 生合成遺伝子の候補を選抜した。そして、これらの遺伝子の機能を

遺伝子破壊と相補及び大腸菌による発現で検証した。 
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4.2 実験方法と結果 

 ヌクレオチドのアクセッション番号  4.2.1

NecA、necB、necC の各ゲノム DNA 配列は、オープンリーデングフレームを指定して、

EMBL/GenBank/DDBJ データベースにそれぞれ LC150594、LC150595、LC056029 とし

て登録された。また、GabT1、yktC1、gutB1 は、Bacillus amyloliquefaciens のゲノム (ア

クセッション番号：CP000560) に含まれている。 

 

 糸状菌の株と培養条件 4.2.2

本研究では、T. discophora SANK 18292 (JCM 30947) を使用した。T. discophora の培養

は 3.2.1 節と同様に行った。T. discophora のコロニーは Potato Dextrose Agar (PDA) (日水

製薬) 培地または Yeast Mold Agar (YMA) (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, 

USA) 培地で培養した。 

 

 細菌の株と核酸の取り扱い及び PCR 用プライマー 4.2.3

Escherichia coli JM109 はタカラバイオ社より、E. coli XL1-Blue MR はアジレント・テ

クノロジー社より購入し、プラスミド構築と調製のために使用した。また、E.coli BL21 

(DE3) (Merck Millipore, Billerica, MA) を用いて組換え蛋白質を生産した。E. coli を用い

た一般的な組換え DNA 技術や培地、生育条件は標準的な方法を用いた (9)。本章で用

いた PCR プライマーを Table 4-1 に示した。 
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Table 4-1 PCR primers 

Name Sequence (5’-3’)  

AO1L-f AAIISICCIGAIGGIAAIGARWSIGTITAYGAYGC 

AO3L-r ACITAITAIATRTCRTGRTCCATIARNCC 

AO2L-f TAYGTIGGIGGICCIGTITAYTGYGTIGGNGG 

NdeI-AO-f AGATATACACATATGGATCATCTTCTCCATATCGACA 

AO-SalI-r ATAGTCGACTTGAGCGTCGTTTCCAATCTTC 

EcoRI-Ppgk1-f CCCGAATTCATGCCAAGTGAGATGAAG 

HindIII-Ppgk2-r CCCAAGCTTGATTGTTTGTGGAGGAGA 

KpnI-dis1-f ATATGGTACCACTTCAACCGCGGAGCGAGCAACTC 

BglII-dis2-r ATATAGATCTAGATCGGTATCGACGACTCCGTCTC 

KpnI-ATdis1-f ATATGGTACCCAACGTAGCCTACTGCCACCCAGGC 

BglII-ATdis2-r ATATAGATCTGCGTAGCCGTCGTACGTGCCCCCCG 

KpnI-AKdis1-f CGATATAATGGTACCACCACGCCGAGATTCGCGTCAAGGC 

BglII-AKdis2-r GCATTATATAGATCTAGTAAAAGCCAGGGAAGCCCCGGAA

MluI-AOcomp1-f ATATACGCGTTGATGGGGGACACGGGAAAGAATGT 

AOcomp2-BglII-r ATATAGATCTAGGTGGATGAATTTGATGGCGGGGA 

NotI-ATcomp1-f ATATGCGGCCGCTGGCCATTGTGACTCGACTCACTCG 

ATcomp2-Kpn1-r ATATGGTACCAGAGGCCAGACCGTTCCAACCAACC 

KpnI-AKdis1-f CGATATAATGGTACCACCACGCCGAGATTCGCGTCAAGGC 

BglII-AKdis2-r GCATTATATAGATCTAGTAAAAGCCAGGGAAGCCCCGGAA

BamHI-AK-f GCATATAATGGATCCGATGACCGACATCCCGTTCGTGCAGC

AK-HindIII-r CGATTATATAAGCTTTCACGGGGCTGCCCATCTTTCCTCT 

NdeI-AT-f2 CGATATAATCATATGGGTTCCCAAGGTCCAAAGAACA 

AT-HisKpnI-r 
CGATTATATGGTACCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAACG

GCGCACACCTTGGTAGTCACC 

BamHI-AO-f ATATGGATCCAATGGATCATCTTCTCCATATCGACA 

AO-NotI-r ATATGCGGCCGCCTATTGAGCGTCGTTTCCAATCTTC 

Underlined texts denote the restriction site sequences. 

 

 necC 遺伝子のクローニング 4.2.4

3 章において、LC-MS/MS 分析により NecC のアミノ酸配列の一部が推定された。こ

の配列を手がかりに、まず T. discophora DNA より PCR で necC DNA 断片を得、さらに

DNA ライブラリーをスクリーニングして necC 遺伝子全長の取得を試みた。 
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 necC 遺伝子断片のクローニング 4.2.4.1

T. discophora 培養液を遠心し、上清を除いた後、0.9 M NaCl aq.で洗浄した。この菌体

を液体窒素で凍結させ乳鉢で粉砕した。この菌体から Dneasy Plant Kits (Qiagen) を用い

て DNA を抽出した。 

LC-MS/MS分析で得られた9個の部分アミノ酸配列のうちの４個の配列から縮重プラ

イマーを 5 種類作成した。5 組のプライマー対を用いて PCR を行ったところ、3 組で目

的のサイズの PCR 産物が検出された。このうちの 1 組の縮重プライマー、AO1L-f と

AO3L-r を用いた Polymerase chain reaction (PCR) は、各プライマーを 16 M ずつ使用し

て Expand high fidelityplus PCR system (Roche) を用いて (94°C for 2 min)×1、(94°C for 15 

sec、52°C for 30 sec、72°C for 75 sec) ×30、(72°C for 7 min) ×1 の条件で行った。PCR 産

物をアガロースゲル電気泳動し、予想されるサイズ (717 bp) のバンドを切り出して

Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) で精製した。次に、この PCR 産物をテンプレート、

縮重プライマーは AO2L-f と AO3L-r を用いて、Expand high fidelity PCR system (Roche) 

にて、(94°C for 2 min)×1、(94°C for 15 sec、54°C for 30 sec、72°C for 45 sec) ×10、(94°C for 

15 sec、54°C for 30 sec、72°C for 45 sec+5 sec/cycle) ×15、(72°C for 7 min) ×1 の条件で

nested PCR を行った。得られた PCR 産物は精製後、pDrive Cloning Vector (Qiagen PCR 

Cloning Kit; Qiagen) に組み込み、E.coli JM109 に導入した。カルベニシリン 100 mg/L を

含む LB 寒天培地に塗布して 37℃で 14-16 時間培養した。得られたコロニーをカルベニ

シリン 100 mg/L を含む LB 液体培地 2 mL 中に懸濁して 37℃で 14-16 時間培養後、DNA

自動分離装置 (クラボウ) でプラスミドを抽出した。このプラスミドを EcoRI (Takara 

bio) で消化し、電気泳動でインサートの有無を確認した。 

インサートが確認できたクローンについて Dye Terminator Cycle Sequencing System 

with AmpliTaq DNA polymerase (Applied Biosystems) と 3730xl DNA Analyzer (Applied 

Biosystems) を用いてシーケンス解析した。得られた塩基配列より演繹されるアミノ酸

翻訳配列は、LC-MS/MS 解析によって推定されたアミノ酸配列と一致した。よって、目

的の酵素の遺伝子断片が得られたと判断した。 

 

 T. discophora ゲノム DNA ライブラリーの構築とスクリーニング 4.2.4.2

T. discophora の粉砕菌体から Dneasy Maxi Kit (Qiagen) を用いて DNA を抽出した。た

だし、キット付属の QIAshredder は用いず、フェノール/クロロホルム処理を行った。得

られたゲノム DNA 100 μg を 2 Unit の MboI で 37℃、4 分間部分消化し、calf intestinal 

alkaline phosphatase (CIAP) で脱リン酸化した。これを、XbaI 消化、CIAP を用いた脱リ

ン酸化処理後 BamHI 消化したコスミドベクター (Supercos1; Stratagene) に組み込んだ。

Gigapack III Gold packaging extract (Stratagene) を用いてこれらの DNA をメーカーの説

明に従ってパッケージングした。この組み換えファージを E. coli XL1-Blue MR (Agilent 

Technologies) に感染させた。 
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本ゲノムライブラリーから約 50000 コロニーを Amersham Hybond-N+ メンブレンフ

ィルター (GE healthcare) にブロットした。そして、Dig High Prime (Roche) を用いて

digoxigenin (DIG) 標識した necC DNA 断片と Dig easy hyb (Roche) 溶液中で 43°C で

14-16 時間置くことでハイブリダイゼーションさせた。このメンブレンは 0.5×SSC、

0.1% SDSで 55°Cにて洗浄し、CDP-Star (Roche) でDIGに起因するシグナルを検出した。

この陽性コスミド、RB185 は、EcoRI と BamHI で個別に消化後、pUC118 EcoRI/BAP ベ

クターまたは pUC118 BamHI/BAP ベクター (Takara bio) に組み込みサブクローニング

した。この DNA 断片のシーケンスを解析して得られた配列を Genetyx ソフトウェア 

(Genetyx) で元の DNA 配列に再構成した。 

データベース検索によりコスミド RB185 に含まれる necC 遺伝子全長配列を推定した。

また、necCのゲノムDNAと cDNAを比較することによりイントロンを推定した (Figure 

4-1 小文字部)。イントロンは全長遺伝子中に一つ挿入されており、その長さは 50 bp で

あった。このイントロンは糸状菌の 5’-splice 部位及び 3’-splice 部位のコンセンサス配

列 (5’-GTDHSY 及び 5’-YAG。ここで D=A、G、or T; H=A,C、or T; S=C or G; Y=C or T) (10) 

に一致した。本タンパク質のアミノ酸残基数は 558 であり、等電点計算値は 5.5、推定

分子量は 61303 で、SDS-PAGE で観測された分子量に近かった。また、潜在的 N 型糖

付加サイトである (Asn-X-Ser/Thr) 配列 (11) を 3 箇所、Asn-62、-79、-547 に保持して

いた。 

NecC アミノ酸配列について EMBL/GenBank/DDBJ データベースを BLAST プログラ

ム (12) で検索したところ、推定 fungal glucose-methanol-choline (GMC) oxidoreductase と

65%の相同性を示した。構造が実験的に決定されたタンパク質中には、NecC に高い相

同性を示す配列は見られなかった。NCBI の conserved domain database (13) で NecC に含

まれる保存されたドメイン配列を検索したところ、Adenosine diphosphate (ADP) 結合ド

メイン (pfam13450) が特異的にヒットした。ADP 結合-フォールドモチーフである

N 末端付近の GXGXXG 配列は GMC oxidoreductase のような FAD 結合タンパク質に保

存されている (14–16)。NecC においては、27 から 32 番のアミノ酸残基である GSGFGG

中にこの保存された 3 つのグリシン残基を認めた。 
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Figure 4-1 The sequence of necC from T. discophora. 

Coding DNA sequence and introns are shown in capital letters and lowercase letters, 

respectively. The deduced amino acid sequence is indicated below the coding sequence. 

Potential N-linked glycosylation sites of the conserved sequence, NX (S/T), are underlined. 
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 necC 遺伝子の大腸菌発現による機能検証 4.2.5

同定した NecC 配列が正しいか検証するため、大腸菌にて NecC を生産し、得られた

NecC の酵素活性を確認した。 

 

 necC 遺伝子の大腸菌による生産と精製 4.2.5.1

T. discophora の全 RNA を、上述のように凍結して乳鉢ですりつぶした細胞から

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) と RNase-Free DNase Set (Qiagen) を用いて抽出した。こ

の RNA を ReverTraAce-- と Oligo (dT) 20 プライマー (Toyobo) を用いてメーカーの

説明書に従って逆転写した。そして、2 種類のプライマー、NdeI-AO-f と AO-SalI-r、及

び Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) を用いて (98°C for 30 

sec) ×1, (98°C for 10 sec, 60°C for 20 sec, 72°C for 60 sec) ×30 cycles, (72°C for 7 min) ×1 の

条件で necC cDNA を PCR 増幅した。この PCR 産物を NdeI と SalI で消化し、同じく

NdeI と SalI で消化した pET21b ベクター (Merck) に組み込んだ。得られたプラスミド

は pET21bnecC と名付けた。これを E coli BL21 (DE3) (Merck) に導入し、100 mg/L のア

ンピシリンを添加した2×YT培地 (Life Technologies) 中、OD600が1.0になるまで37°C、

170 rpm で培養後、isopropyl beta-D-thiogalactoside (IPTG) を終濃度が 0.4 mM になるよう

に添加して necC 遺伝子の発現を誘導し、さらに 16°C、170 rpm で 21 時間培養した。遠

心して細胞を回収し、100 mM リン酸ナトリウム、300 mM NaCl、pH 7.8 に再懸濁した。

凍結融解後、氷上で超音波により細胞を破砕し、遠心して得た上清にグリセロールを

5%添加した。これを 20 mM リン酸ナトリウム、500 mM NaCl、30 mM imidazole、pH 7.4 

(バッファーA) で 10 倍希釈し、流速 5 mL/min で AKTAexplorer 10S クロマトグラフィ

ーシステム (GE Healthcare) を用いて Ni sepharose カラム (HisTrap HP、GE ヘルスケア) 

に添加した。吸着したタンパク質は 20 mM リン酸ナトリウム、500 mM NaCl 500 mM 

imidazole、pH 7.4 (バッファーB) のグラジエント溶出、0→100% B for 20 column volumes 

(CV)、で溶出させた。得られたタンパク質は phosphate buffered saline (PBS) (Takara Bio) 

に透析した。 

 

 Nectrisine と 4-amino-4-deoxyarabinitol の LC-MS 分析 4.2.5.2

Nectrisine と 4-amino-4-deoxyarabinitol を HPLC で検出、分離するため、サンプルを 

4-fluoro-7-nitrobenzofurazan (NBD-F) (Dojindo Laboratories) (17, 18) で標識した。菌体抽出

液 20 μL に 10 μL の NaBH4水溶液 (1 mg/mL) を添加し、nectrisine を 1、4-Dideoxy-1、

4-imino-D-arabinitol (DAB) へ変換した。これに 2 g/L NBD-F-メタノール溶液を 60 μL と

100 mM ホウ酸バッファー、pH 8.2 を 10 μL 加え、60°C で 2 分間加熱後、ただちに室温

へ冷却し、0.5 M HCl 水溶液を 10 μL 添加した。 

LC-photo diode array-positive electrospray ionization-mass spectrometry (LC-PDA-ESIMS) 

は Acquity UPLC システムと Synapt G2-S 質量分析器 (Waters) で行った。NBD 標識した
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サンプルを Unison UK C18 4.6 × 150 mm カラム (Imtakt) に流速 1 mL/min、オーブン温

度 30°C で注入した。移動相 A は 10 mM NH4CO2H/2.2 mM HCO2H 水溶液、移動相 B は

2.2 mM HCO2H/CH3CN 溶液で、10% B for 8 min、10→90% B for 20 min、90% B for 2 min

のプログラムでグラジエント溶出した (8)。 

 

 necC 遺伝子の大腸菌発現による機能検証 4.2.5.3

遺伝子組換え大腸菌で生産したHisタグ融合NecC (NecC-His) は SDS-PAGE で単一の

バンドを与えた。その分子量は分子量マーカーとの比較により 62 kDa と推定され、こ

の値は分子量の計算値と一致した。4-amino-4-deoxyarabinitol 水溶液に NecC-His を添加

して 15°C で 12.5 時間置くと、nectrisine が増加した (Figure 4-2)。一方、この酵素を添

加しなかった場合は、nectrisine は増加しなかった。ここで、nectrisine は LC-PDA-ESIMS

分析により保持時間と分子量で同定した。以上より、大腸菌で生産した NecC はカビの

NecC と同様に 4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine へ変換活性を有しており、組換え

大腸菌に導入した necC 遺伝子が正しい配列であることが示された。 
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Figure 4-2 Conversion of 4-amino-4-deoxyarabinitol to nectrisine with His-tagged NecC 

expressed by recombinant E. coli. 

a, b, and c, Absorbance chromatograms; d, e, and f, the extracted MS chromatograms for m/z 

297.1 which is the [M+H]+ ion for reduced and NBD-labeled nectrisine. Conversions of 

4-amino-4-arabinitol in the presence (a and d) or absence (b and e) of the recombinant NecC are 

shown. For reference, chromatograms of reduced and NBD-labeled nectrisine which is equal to 

NBD-labeled 1,4-Dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol are depicted in c and f 
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 necC 周辺のゲノム DNA 配列の解析 4.2.6

イミノ糖である deoxynojirimycin や多くの糸状菌由来 2 次代謝産物の生合成遺伝子は

クラスター化していることから (19–24)、nectrisine 生合成遺伝子群もクラスター化して

いると推測した。よって、nectrisine 生合成遺伝子は、necC 周辺に存在すると考え、necC

周辺のゲノム DNA を調査することとした。 

ここで、necC はコスミド RB185 の 3’末端付近に存在していたため、NecC の 3’末端

以降の配列が不明であった。そこで、この部分の配列を得るため、プラスミドを用いた

T. discophora のゲノム DNA ライブラリーも以下に示すように構築した。HindIII 消化さ

れたゲノム DNA をアガロースゲル電気泳動し、正に帯電したナイロンメンブレン 

(Roche Diagnostics) にブロットした。DIG 標識したコスミド RB185 の 3’末端領域断片 

(199 bp) とこのブロット上の DNA とのハイブリダイゼーションによりアガロースゲル

上での陽性の DNA の位置を確認した。次に検出した陽性バンドをアガロースゲルより

回収して HindIII/BAP ベクターへ組み込み、それらを大腸菌に導入した。そして上記の

プローブを用いてコロニーハイブリダイゼーションにより necC の 3’末端以降の DNA

配列を含むプラスミドをスクリーニングした。 

得られたコスミド RB185 と RB246 及びプラスミド RB237 は necC 遺伝子を含むひと

続きのゲノム DNA を形成した (Figure 4-3)。データベース検索の結果、5 つの open 

reading frame (ORF) が necC 近傍に見出され、それらは、糸状菌に特異的な転写因子 

(ORF1) 、aminotransferase (ORF2) 、phosphotransferase (ORF3) 、transporter (ORF4) と推

定された (Table 4-2)。ここで、アミノ酸配列の相同性と類似性は Discovery Studio ソフ

トウェア ver. 4.0 (Dassault Systemes Biovia) で計算した。ORF5 は oxidase をコードする

necC と一致した。ORF5 の下流に位置する ORF6 と ORF7 は、データベースに登録され

ているアミノ酸配列と高い相同性を示さなかったため、それらの機能は推定できなかっ

た。Aminotransferase は Pfam database (http://pfam.sanger.ac.uk/) においてシーケンスのマ

ルチプルアライメントに基づいて 5つのサブグループに分けられている (25)。necAは、

class III aminotransferase と相同性が高かった。Class III aminotransferase には、

acetylornithine aminotransferase、ornithine aminotransferase、ω-amino acid aminotransferase、

4-aminobutyrate aminotransferase などが属している。ORF3 は choline/ethanol amine kinase

と相同性を示した。 
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Figure 4-3 The nectrisine biosynthetic gene cluster. 

The restriction endonuclease map, inserted positions of cosmid RB185, cosmid RB246 and 

plasmid RB237, and localization of genes are shown. The arrows indicate the putative direction 

of transcription based on sequence analysis and homology searches. Abbreviation: B, BamHI. 

 

Table 4-2 Deduced function of enzymes encoded in the nectrisine biosynthetic cluster 

Gene 
Homologous protein 

(protein, origin, accession no.) 

Putative 

function 

No. of 

amino 

acids 

% Identity/

Similarity

ORF1 
FVEG_12058, Fusarium verticillioides

(EWG53678) 

Transcription 

factor 
- - 

ORF2 

(necA) 

FPSE_08018, Fusarium 

pseudograminearum 

(XP_009259411) 

aminotransferase 487 72/86 

ORF3 

(necB) 

AOL_s00078g295, Arthrobotrys 

oligospora 

(XP_011121860) 

phosphotransfer

ase 
382 48/69 

ORF4 

Predicted protein, Nectria 

haematococca 

(XP_003042865) 

MFS transporter - - 

ORF5 

(necC) 

FVEG_12711, Fusarium verticillioides

(EWG54502) 
Oxidase 559 65/80 
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第 2 章での生合成経路の解析により、nectrisine 生合成反応には NecC による酸化の他

にアミノ化と脱リン酸化反応が含まれていると示唆されていた (7)。よって、ORF5 

(necC) に加えて ORF2 (necA) と ORF3 (necB) が nectrisine 生合成遺伝子の候補であると

考えた。 

NecA タンパク質のアミノ酸残基数は 487 で、分子量は 52583 Da、NecB タンパク質

のアミノ酸残基数は 381 で、分子量は 42600 Da であるとそれぞれの cDNA 配列より推

定された。また、cDNA とゲノム DNA との比較によりイントロンを同定した。NecA の

コード領域には 2 つのイントロンが挿入されており、その長さは 66 bp と 63 bp であっ

た。一つ目のイントロンは、糸状菌の 5’-splice 部位及び 3’-splice 部位のコンセンサス

配列 (5’-GTDHSY 及び 5’-YAG；ここで、D=A、G または T；H=A、C、または T；S=C

または G；Y=C または T) (10) のうち一塩基を除いて一致した。2 つ目のイントロンは

上記のコンセンサス配列に完全に一致した。 

NecB のコード領域には 5 つのイントロンが挿入されており、それぞれの長さは、64 bp、

52 bp、63 bp、66 bp、139 bp であった。糸状菌の 5’-splice 部位及び 3’-splice 部位のコ

ンセンサス配列と各イントロンの配列の違いは、1 つ目のイントロンが 1 塩基、2 つ目

が 1 塩基、3 つ目が 2 塩基、4 つ目が 1 塩基であり，5 つ目は完全に一致した。 

 

 T. discophora 形質転換系の確立 4.2.7

 遺伝子破壊・相補のための基本ベクターの構築 4.2.7.1

プラスミド pSAK2000 (26) のマルチクローニングサイトが逆向きに構成されたプラ

スミドである pSAK451 を馬場悟史博士 (第一三共株式会社) より頂き、このプラスミ

ドから遺伝子破壊・相補用のプラスミド pNEC001 を作製した。T. discophora の

phosphoglycerol kinase (pgk) 遺伝子のプロモーター領域をまずクローニングした。この

配列を T. discophora DNA より Expand High Fidelity PCR System (ロシュ・ダイアグノス

ティックス社) 、EcoRI-Ppgk1-f プライマー、HindIII-Ppgk2-r プライマーを用いて PCR

により増幅した。PCR の条件は、 (94°C for 2 min; 10 cycles of 94°C for 15 s, 50°C for 30 s, 

72°C for 55 s; 15 cycles of 94°C for 15 s, 50°C for 30 s, 72°C for 55 s + 5 s per cycle; 72°C for 

7 min) とした。この PCR 産物を EcoRI と HindIII で切断し、pSAK451 のプロモーター

領域と置換して得られたプラスミドを pNEC001 と名付けた。このプラスミドは

neomycin phosphotransferase 遺伝子を Geneticin/G418 耐性のために保持している。次に、

ハイグロマイシン B 耐性を付与するため、pNEC001 の neomycin phosphotransferase 遺伝

子を pSAK1000 (27) より得た大腸菌由来 hygromycin B phosphotransferase 遺伝子と置換

した。得られたプラスミドを pNEC002 と名付けた。 

 

 形質転換系の検討 4.2.7.2

G418 またはハイグロマイシン B による形質転換体の選別が可能か確認するため、T. 
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discophora をG418またはハイグロマイシン Bを終濃度で 10 mg/L含む PDA培地で 23℃

6 日間培養した。T. discophora の生育は認められなかったので、T. discophora は G418 ま

たはハイグロマイシン B に感受性であると判断した。 

次に、等張成分の影響を確認した。G418 またはハイグロマイシン B を終濃度で 100 

mg/L 含む YMA 培地に等張成分として 0.6 M KCl/50 mM CaCl2 を加えた場合、T. 

discophora は生育した。よって、0.6 M KCl/50 mM CaCl2存在下では，G418 又はハイグ

ロマイシン B の抗菌活性が F-10058 株に対して発揮されないと示唆された。 

そこで、他の等張成分として 1.2 M sorbitol、1 M glucose、0.6 M sucrose、1 M sucrose

をそれぞれ単独で用いた場合を検討した。いずれの場合も、T. discophora は G418、ハ

イグロマイシン B に感受性であり、これらの等張成分は T. discophora 形質転換体の選別

で使用できることが示された。 

Yatalase 処理によって得た T. discophora のプロトプラストに pNEC001 を導入して

G418 耐性遺伝子を保持する形質転換体を得、上記の 1.2 M sorbitol または 1 M glucose、

0.6 M sucrose、1 M sucrose、及び G418 を添加した培地で培養したところ、1 M sucrose

を用いた場合にプロトプラストからの再生率が良好であった。また、ハイグロマイシン

B 耐性遺伝子を有する pNEC002 が導入されたプロトプラストも 1 M sucrose を等張成分

としたハイグロマイシン B 入りの培地で良好に再生した。よって、プロトプラストか

ら再生する際に用いる培地に添加する等張成分として 1 M sucrose を選択した。 

 

 遺伝子破壊と相補による necA、B、C 遺伝子の機能検証 4.2.8

 遺伝子破壊ベクターの構築 4.2.8.1

NecC DNA 断片 (1.3 kbp) と necA DNA 断片 (1.2 kbp) 、necB DNA 断片 (1.1 kbp) を

プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 KpnI-dis1-f/BglII-dis2-r 、 KpnI-ATdis1-f/BglII-ATdis2-r 、

KpnI-AKdis1-f/BglII-AKdis2-r、をそれぞれ用いて PCR にて増幅した。得られた PCR 産

物を KpnI と BglII で切断し、pNEC001 の KpnI-BglII サイトにそれぞれ導入して

pNEC001disnecC と pNEC001disnecA、pNEC001disnecB.を得た。そして得られたプラス

ミドを XhoI で切断し直鎖状にした。 

 

 遺伝子相補ベクターの構築 4.2.8.2

necC 遺伝子全長を含む 3.6 kbp の DNA 配列を MluI-AOcomp1-f と AOcomp2-BglII-r の

プライマー及び Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs、東京都) を

用いて PCR にて増幅した。PCR の条件は (98°C for 30 s; 30 cycles of 98°C for 10 s, 66°C 

for 20 s, 72°C for 2 min; 72°C for 7 min) とした。得られた PCR 産物を MluI と BglII で切

断し、pNEC002 の MluI-BglII サイトにそれぞれ導入して pNEC002compnecC を得た。そ

して得られたプラスミドを NheI で切断し直鎖状にした。necA 遺伝子全長を含む 3.1 kbp

のDNA配列をNotI-ATcomp1-fとATcomp2-KpnI-rのプライマー及びPhusion High-Fidelity 
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DNA Polymerase (New England BioLabs、東京都) を用いて PCR にて増幅した。PCR の条

件は (98°C for 30 s; 30 cycles of 98°C for 10 s, 66°C for 20 s, 72°C for 2 min; 72°C for 7 min) 

とした。得られた PCR 産物を NotI と KpnII で切断し、pNEC002 の NotI-KpnII サイトに

それぞれ導入して pNEC002compnecA を得た。そして得られたプラスミドを XhoI で切

断し直鎖状にした。 

 

 プロトプラストの調製と PEG を用いた形質転換 4.2.8.3

T. discophora の胞子、6 × 107個を GY 培地 (5% glycerol/1.6% yeast extract) 中で 23°C、

16 時間、210 rpm で培養後、濾過して若い菌糸を回収し、浸透圧を調整した KC バッフ

ァー (1 M KCl/50 mM CaCl2) で洗浄した。回収した菌糸 0.5~1.0 gを 30 mLの 2% yatalase 

(Takara Bio) /KC バッファーに添加し、30°C で 1 時間、50 rpm で攪拌した。これを 3GP160

ガラスフィルター (柴田科学) で濾過し、10 mL の KC バッファーで固形分を洗浄して

プロトプラストを回収し、遠心して上清を除いて 100 μL に調整した。これに 15 μg (7.5 

μL) のベクターを添加し穏やかに攪拌後、氷上で 10 分間置いた。これに 100 μL の PEG

液 (5% PEG3350/50 mM CaCl2/10 mM Tris-HCl、pH 8.0) を添加しさらに氷上で 20 分間

置いた後、500 μL の PEG 液を添加し室温で 10 分間置いた (28)。このプロトプラスト

を5 mLのSCTバッファー (1 M sucrose/50 mM CaCl2/10 mM Tris-HCl、pH 8.0) で洗浄後、

1 mL の SCT バッファーに再懸濁させた。これを 42°C に調整された 5 mL の YMA-Soft 

(yeast mold (YM) broth/0.6% agar/1 M sucrose) に添加し、YMA (yeast mold (YM) 

broth/2% agar/1 M sucrose) プレートに重層後、23°Cで16時間置いて菌糸を再生させた。

このプレートに、80 mg/L の G418 またはハイグロマイシン B が添加された YMA-soft

を 5 mL 重層し (G418 またはハイグロマイシン B の終濃度は 20 mg/L) 、23°C で 3 日

間培養した。 

 

 サザンハイブリダイゼーション 4.2.8.4

形質転換された T. discophora の DNA を BglII、SphI、BamHI、あるいは HindIII でそ

れぞれ切断し、1xTAE バッファーを用いてアガロースゲル電気泳動を行い、正に帯電し

たナイロンメンブレン (Roche Diagnostics) にブロットした。そしてこのブロット上の

DNA と DIG 標識した necC、necA、necB とを DIG システム (Roche Diagnostics) を用い

てメーカーの説明に従ってハイブリダイゼーションさせ DIG のシグナルを CDP-Star 

(Roche Diagnostics) で検出した。 

 

 代謝産物の抽出と LC-MS 分析 4.2.8.5

T. discophora 菌体を凍結融解後、60°C で 10 分間加熱して T. discophora の代謝産物を

抽出した。この操作は２回繰り返した。得られた抽出液を遠心して上清を回収し濾過し

た。この抽出液中の 4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine に変換するため、抽出液を純
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水で 10 倍希釈後、3 時間室温で置いた。次に陽イオン交換固相抽出カラム (OASIS MCX 

Plus Short Cartridge, 225 mg, Waters) を以下に示すように用いて T. discophora または組換

え大腸菌の抽出液から Nectrisine と 4-amino-4-deoxyarabinitol を抽出した。サンプルに

0.02 mL のギ酸を添加して酸性にした後、メーカーの説明に従って平衡化した固相抽出

カラムに添加した。0.2% ギ酸水溶液と 4 mL のメタノールで洗浄後、3 mL の 2% アン

モニア水/メタノールを添加して代謝物をカラムより溶出させ、減圧乾燥して乾固し、

0.2 mL の純水で再溶解した。 

代謝物の LC-MS 分析は上記と同様に行った (8)。サンプルと nectrisine スタンダード

の波長 500 nm のシグナルを比較してサンプル中の nectrisine 濃度を算出した。 

 

 necC 遺伝子の破壊と相補による機能検証 4.2.8.6

pNEC001disnecCプラスミドを T. discophoraに相同組換えにより導入して necCを破壊

した。サザンハイブリダイゼーションにより確認された BglII、SphI または BamHI によ

るゲノム DNA の切断パターンは、pNEC001necC が一つ挿入された場合と一致した 

(Figure 4-4A、B)。次に、necC 遺伝子全長を含んでいる pNEC002compnecC プラスミド

を necC 破壊株に相同組換えにより導入して、necC を相補した。サザンハイブリダイゼ

ーションにより確認された BglII、SphI または BamHI による T. discophora ゲノム DNA

の切断パターンは、pNEC002necC が一つ挿入された場合と一致した (Figure 4-4A、B)。 

T. discophoraから抽出した代謝産物は、還元後NBD化してLC-PDA-ESIMS分析した。

NecC の 破 壊 に よ り nectrisine は 生 産 さ れ な く な る と と も に 、 多 量 の

4-amino-4-deoxyarabinitol が生産されたことが NBD 由来のシグナルで確認された 

(Figure 4-4C)。この nectrisine の非生産は、抽出イオンクロマトグラム (NBD-nectrisine：

m/z 297.08, [M+H]+、NBD-4-amino-4-deoxyarabinitol：m/z 315.09、[M+H]+) でも確認され

た (Figure S1)。次に、necC 破壊株に necC を相補すると nectrisine の生産が回復し、

4-amino-4-deoxyarabinitol の生産は大きく減少した。破壊株、相補株により生産された

nectrisine と 4-amino-4-deoxyarabinitol のピークは HPLC の保持時間とポシティブ ESI-MS

スペクトルにより同定された (Figure 4-4C)。これらより、4-amino-4-deoxyarabinitol を

nectrisine に変換する necC は nectrisine の生合成に関与していることが示された。 
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Figure 4-4 Disruption and complementation of necC. 

(A) The predicted disruption and complementation events caused by homologous 

recombination with xhoI-digested plasmids, pNEC001disnecC and pNEC002compnecC. The 

deduced restriction patterns of genomic DNA of parent strain (top), necC disruptant (ΔnecC, 

middle) and necC-complemented mutant (CompnecC, bottom) are shown. Bg, BglII; Sp, SphI; 

Ba, BamHI. (B) Genomic southern hybridization patterns with DIG-labeled necC for genomic 

DNAs of the parent strain, ΔnecC and CompnecC digested with the indicated enzymes. (C) 

HPLC chromatograms and ESI-mass spectra of reduced and NBD-labeled authentic nectrisine, 

authentic 4-amino-4-deoxyarabinitol, and metabolites produced by parent strain, ΔnecC and 

CompnecC. 
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 necA 遺伝子の破壊と相補による機能検証 4.2.8.7

pNEC001disnecA が導入された T. discophora 形質転換株の ScaI、HindIII または BamHI

によるゲノム DNA の切断パターンは、pNEC001necA が一つ necA 遺伝子座に相同組換

えで挿入された場合と一致した (Figure 4-5A、B)。続いて、necA 遺伝子全長を含んでい

る pNEC002compnecA を necA 破壊株に導入し、その導入様式をサザンハイブリダイゼ

ーションで確認した。ScaI または BamHI による T. discophora ゲノム DNA の切断パター

ンは、pNEC002necA が一つ挿入された場合と一致した (Figure 4-5A、B)。 

T. discophoraから抽出した代謝産物は、還元後NBD化してLC-PDA-ESIMS分析した。

necA 破壊株の抽出液の分析において、nectrisine と 4-amino-4-deoxyarabinitol の NBD 由

来のシグナル (Figure 4-5C) は検出されず、抽出イオンクロマトグラム (Figure S1) でも

両 者 と も に 検 出 さ れ な か っ た 。 よ っ て 、 necA 破 壊 株 は nectrisine と

4-amino-4-deoxyarabinitol を生産しないことが示された。この necA 破壊株に necA を相補

すると nectrisine の生産が回復した。相補株により生産された nectrisine は HPLC の保持

時間とポシティブ ESI-マススペクトルにより同定された (Figure 4-5C)。これらより、

necA は 4-amino-4-deoxyarabinitol の生合成に関与していることが示された。 
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Figure 4-5 Disruption and complementation of necA. 

(A) The predicted disruption and complementation events caused by homologous 

recombination with xhoI-digested plasmids, pNEC001disnecA and pNEC002compnecA. The 

deduced restriction patterns of genomic DNA of parent strain (top), necA disruptant (ΔnecA, 

middle) and necA-complemented mutant (CompnecA, bottom) are shown. Sc, ScaI; H, HindIII; 

Ba, BamHI. (B) Genomic southern hybridization patterns with DIG-labeled necA for genomic 

DNAs of the parent strain, ΔnecA and CompnecA digested with the indicated enzymes. (C) 

HPLC chromatograms and ESI-mass spectrum of reduced and NBD-labeled metabolites 

produced by parent strain, ΔnecA and CompnecA. 
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 necB 遺伝子の破壊による機能検証 4.2.8.8

遺伝子破壊ベクターpNEC001disnecB による形質転換で少なくとも 8 つの形質転換株

が得られた。HindIII 消化したゲノム DNA のサザン解析により、このうちの 6 つはこの

ベクターが 1 つ導入されており、2 つはこのベクターが 2 つ連なって導入されているこ

とが示唆された。この遺伝子導入様式をさらに確認するため、ベクターが 1 つ導入され

たと示唆された一つの株について、Figure 4-6A、B に示すように 3 つの制限酵素を用い

てサザン解析したところ、これらの DNA 切断パターンはやはり相同組換えで

pNEC001disnecB が necB 遺伝子座に導入された場合と一致した。この necB 破壊株の

nectrisine 生産量は親株の 24%に減少したことを 1 回の実験で確認した。necB 破壊株に

より生産された nectrisine は HPLC の保持時間とポシティブ ESI-MS スペクトルにより

同定された (Figure 4-6C)。 
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Figure 4-6 Disruption of necB. 

(A) The predicted disruption events caused by homologous recombination with xhoI-digested 

plasmids, pNEC001disnecB. The deduced restriction patterns of genomic DNA of parent strain 

(top), necB disruptant (ΔnecB, middle) are shown. H, HindIII; Sc, ScaI; Ba, BamHI. (B) 

Genomic southern hybridization patterns with DIG-labeled necB for genomic DNAs of the 

parent strain, ΔnecB digested with the indicated enzymes. (C) HPLC chromatograms and 

ESI-mass spectrum of reduced and NBD-labeled metabolites produced by parent strain and 

ΔnecB. 

 

 

 necA、necB、necC の大腸菌での共発現 4.2.9

necB が nectrisine の生合成に関与しているかどうか確認するため、necA と necC、ま

たは necA と necB、necC を大腸菌でそれぞれ共発現させた。 

 

 方法 4.2.9.1

上記と同様に調製した T. discophora cDNAから necB cDNA を BamHI-AK-f プライマー

と AK-HindIII-r プライマーを用いて PCR にて増幅した。得られた PCR 産物をゲルで精

製後、BamHI と HindIII で切断し、P15A レプリコンとクロラムフェニコール耐性遺伝

子を保持している pACYCDuet-1ベクター (メルク) の BamHI-HindIIIサイトに導入した。

得られたプラスミドを pACYCDuetnecB と名付けた。次に、ColE1 レプリコンとアンピ

シリン耐性遺伝子、T7 promoter/lac オペレーターの支配下にある 2 つの multiple cloning 

site (MCS) を保持している pETDuet-1 ベクター (メルク) を用いて necA と necC の共発

現用のベクターを以下のように構築した。necA と necC をプライマーセット、

C 
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BamHI-AO-f/AO-NotI-r と NdeI-AT-f2/AT-HisKpnI-r、を用いて PCR にて増幅した。得ら

れた PCR 産物をゲルで精製後、BamHI と NotI で切断し、pETDuet-1 ベクターの MCS1

にある BamHI-NotI サイトに導入した。得られたベクターは pETDuetnecC と名付けた。

次に、necA PCR 産物を NdeI と KpnI で切断し、pETDuetnecC ベクターの MCS2 にある

NdeI-KpnIサイトに導入した。得られたベクターは pETDuetnecCnecAと名付けた。NecA、

necB、necC の共発現のため、E. coli BL21 (DE3) を pACYCDuetnecB と pETDuetnecCnecA

にて形質転換した。細胞は 1 g/L の D-ribose と 100 mg/L の carbenicillin、30 mg/L の

chloramphenicol を添加した LB 培地 (和光純薬) 中で OD600が 0.6~1.0 になるまで 37°C

で振盪培養した後、冷却し、isopropyl beta-D-thiogalactoside (IPTG) を最終濃度 0.3 mM

になるように加え、18°C で 36 時間、210 rpm で培養した。次に細胞を遠心してペレッ

ト化し 100 mM NaH2PO4/300 mM NaCl pH 7.8 で再懸濁した。超音波で細胞を破壊した後、

遠心して可溶性画分を回収し、還元 SDS-PAGE を行った。ゲルを Coomassie Brilliant Blue 

R250 で染色またはウエスタンブロット用にメンブレンに転写した。His-tag 標識された

これらの蛋白質を Penta-His HRP Conjugate (Qiagen) と ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE ヘルスケア) を用いて検出した。 

 

 結果 4.2.9.2

necA/necC 共発現株及び necA/necB/necC 共発現株の抽出液から得られた可溶性画分を

ウエスタンブロットで分析した結果、それぞれのタンパク質の生産が確認できた 

(Figure 4-7A)。necA、necB、necC を個別に E. coli で発現させた場合との比較により、Figure 

4-7A 中の上、中、下のバンドはそれぞれ NecC、NecA、NecB に対応することがわかっ

た。また、SDS-PAGE において分子量マーカーとの比較により見積もった分子量と配列

から計算した分子量は、いずれの His-tag 融合タンパク質ともに一致した。次に、各培

養液の上清を LC-PDA-ESIMS 分析した (7)。necA/necB/necC 導入株のみならず necB を

導入せず necA と necC のみ導入した株からも nectrisine を検出した (Figure 4-7B)。なお、

Nectrisineのピークは保持時間とMS スペクトルで同定した。以上より、NecBは nectrisine

の生合成に関与していると推測されるが、NecB の反応を触媒する他の酵素が存在する

ことが示された。 

第 2 章において、D-ribose は nectrisine の生合成中間体と考えられ、D-ribose を培地に

添加するとT. discophoraによる nectrisine生産量が増加したことを報告した (7)。そこで、

necA、necB、necC を導入した組換え E. coli に D-ribose を添加して培養したところ、

nectrisine の生産量が 1 mg/L から 3 mg/L に予想どおり増大したことが 1 回の実験で示さ

れた。 
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Figure 4-7 Co-expression of necA, necB and necC by recombinant E.coli. 

(A) western blot probed with anti-His antibodies. Lane 1, molecular weight marker proteins; 

Lane 2, necA/necC expressing strain harboring plasmid pETDuetnecCnecA; Lanes 3, 

necA/necB/necC expressing strains harboring plasmids, pETDuetnecCnecA and 

pACYCDuetnecB. (B) HPLC chromatograms and ESI mass spectra of reduced and 

NBD-labeled supernatants of the E. coli culture. (i) reduced and NBD-labeled authentic 

nectrisine whose calculated molecular mass ([M+H]) is 297.08, (ii) necA/necC expressing strain 

harboring plasmid pETDuetnecCnecA, (iii) necA/necB/necC expressing strains harboring 

plasmids, pETDuetnecCnecA and pACYCDuetnecB. 
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4.3 考察 

 Nectrisine の推定生合成経路 4.3.1

本章では、T. discophora の nectrisine 生合成に関与する遺伝子を同定した。これらの結

果より、nectrisine の推定生合成経路は Figure 4-8 のように描ける。necC の破壊・相補実

験により、NecC は 4-amino-4-deoxyarabinitol (2) を nectrisine (1) に変換する反応を触媒

しており、nectrisine の生合成に関与していることが示された。NecC は alcohol oxidase

であるので、4-amino-4-deoxyarabinitol はまずアルデヒド 3 に変換され、そしてアミノ基

がカルボニル基に分子内で反応して環状化合物 4 が生成し、続いて非酵素的に脱水され

て nectrisine が得られると推測される (8)。Aminotransferase をコードする necA は、今回

の検討結果より、4-amino-4-deoxyarabinitol の生合成に関与していることが示された。

NecB に関しては、予想に反して necB 遺伝子の破壊により nectrisine の生産を完全には

抑えられなかった。よって、necB は 4-amino-4-deoxyarabinitol の生合成に必須ではない

ことが示唆された。これは、necB の E. coli による異種発現でも確かめられた。すなわ

ち、necA/necC 共発現株は necB を発現することなしに nectrisine を生産することができ

た。しかし、T. discophora の necB 破壊株の nectrisine 生産は顕著に低下したことより、

necBは4-amino-4-deoxyarabinitolの生産に必須ではないが、関与していると推測される。

4-amino-4-deoxyarabinitol は NecA と NecB により生合成されるのが妥当と考えられるた

め 、 NecB は D-xylulose 5-phosphate (5) の 脱 リ ン 酸 化  ( 経 路 1) ま た は

4-amino-4-deoxyarabinitol phosphate (7) の脱リン酸化 (経路 2) を触媒すると考えられる。

ペントースリン酸経路より供給される D-xylulose 5-phosphate は nectrisine の推定生合成

中間体である (7)。Choline/ethanolamine kinase ファミリーの一員と推定される necB の基

質としては、D-xylulose 5-phosphate (5) より alcoholamine 7 が適していると推測されるた

め、経路 2 が経路 1 より妥当であろう。また、経路 2 は 6 員環のイミノ糖である

deoxynojirimycin の Bacillus amyloliquefaciens における推定生合成経路とも似ている。こ

の推定経路では、アミノ化、脱リン酸化、酸化の各反応が経路 2 と同じ順番で起こる (20)。 
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Figure 4-8 Proposed pathway for nectrisine biosynthesis in T. discophora. 

 

 Nectrisine 生合成遺伝子クラスター 4.3.2

イミノ糖の生合成遺伝子クラスターは、deoxynojirimycin のもの以外は知られていな

い。Deoxynojirimycin の生合成遺伝子クラスターは gabT1 と yktC1、gutB1 を含み、それ

ぞれ推定 aminotransferase、phosphatase、dehydrogenase をコードしており (19, 20)、

nectrisine の生合成における necA、necB、necC に対応しているように見える。しかし、

Bacillus amyloliquefaciens 由来の GabT1、YktC1、GutB1 に対する NecA、NecB、NecC ア

ミノ酸配列の相同性はそれぞれ 25%、14%、17%で、類似性はそれぞれ 48%、31%、33%

であり、いずれも低かった。 

T. discophora の necB 破壊株や necB を発現していない組換え E. coli による nectrisine

の生産は、choline kinase のように広い基質選択性を持つ他の酵素が NecB 反応を代替し

たために起きたと考えられる。多くの choline kinase は choline と ethanolamine を基質と

して利用できることが知られている (29–31)。necB のような必須ではない生合成遺伝子

が生合成遺伝子クラスター内に存在し得ることは報告されている。例えば

aminotransferase を コ ー ド す る tdiD 遺 伝 子 は Aspergillus nidulans に お け る

bis-indolyquinone 生合成のために必須ではないと示されている (32)。この報告において、

A. nidulans ゲノム中に tdiD に類似した遺伝子が見つかったことから、TdiD の反応を代

替する酵素の存在が考えられた。これは、NecB の場合と同様である。さらに、E. coli

の代謝に関するゲノムスケールモデルの解析で、37%の酵素が複数の基質に作用し得る

Route 2

Route 1

NecA?

NecA?

NecB?

NecB?

NecC

1 

2

34
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6
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との報告もある (33)。このことからも NecB 代替酵素が存在し得ると考えられる。 

ORF1 は、様々な糸状菌に見られる典型的な正の転写制御因子である GAL-4 タイプの

ジンクフィンガータンパク質 (34, 35) の一員であると推定された。よって、ORF1 は

nectrisine 生合成の転写制御因子である可能性がある。この点は、今後明らかにするべき

であろう。 

 

4.4 異種発現による nectrisine の生産 

医薬品を商用生産する際には、安価で大量に再現性良く製造できる堅牢性の高いプロ

セスが求められる。このような商用生産を想定した場合、遺伝子組換え E. coli による物

質生産は糸状菌による物質生産より魅力的であろう。なぜならば、糸状菌による生産で

は、菌の生育と形態の不十分な制御や生育の遅さに起因する低い生産性や、高い粘度の

ために濾過や抽出工程で扱いが難しいなどのスケールアップに関する問題にしばしば

出くわすためである (36–40)。今回明らかになった nectrisine 生合成遺伝子クラスターの

情報は nectrisine やさらには 4-amino-4-deoxyarabinitol などの nectrisine 中間体の E. coli

やその他ホストによる生産系の構築に資するであろう。 
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4.5 小括 

本章では、nectrisine 生合成遺伝子の全貌を明らかにすることを目的とした。NecC 近

傍の T. discophora ゲノム DNA 配列から nectrisine 生合成遺伝子候補を選抜し、それらの

機能を遺伝子破壊と相補、及び大腸菌による発現で検証した結果、necA、necB、necC

が nectrisine 生合成遺伝子であり、それらは nectrisine の生合成においてアミノ化、脱リ

ン酸化、酸化を触媒していると推定された。また、大腸菌によるこれら 3 つの遺伝子の

共発現により、nectrisine が生成することを示した。これらの知見により、nectrisine の

異種発現による生産が可能となり、nectrisine またはその中間体の高効率生産プロセス開

発に向けた基盤が構築できた。 
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4.7 補遺 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1 Extracted ion chromatograms of reduced and NBD-labeled metabolites produced 

by parent strain, necC disruptant (ΔnecC), necC-complemented mutant (CompnecC), necA 

disruptant (ΔnecA), necA-complemented mutant (CompnecA) and necB disruptant (ΔnecB). 
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5. 結論と今後の展望 
 

5.1 結論 

本論文では、glycosidase 阻害活性を有するイミノ糖である nectrisine の生合成機構を

解明し、製法構築へ応用することを目的とした。 

 

第 2 章では、nectrisine の生合成経路を菌体レベルで解析し、以下の知見を得た。 

 D-xylose と D-ribose は nectrisine の中間体であることを各種 13C 同位体添加実験に

より示した。また、その同位体の nectrisine への濃縮パターンはペントースリン

酸回路で矛盾なく説明できた。 

 T. discophora菌体抽出液中に4-amino-4-deoxyarabinitolが含まれていることを精製

物の X 線結晶構造解析により明らかにした。 

 4-amino-4-deoxyarabinitol と菌体抽出液の反応により本化合物が nectrisine の前駆

体であることが示された。 

以上より、nectrisine の T. discophora における推定生合成経路を提案した。 

 

第 3 章では、第 2 章でその存在が示唆された nectrisine 合成酵素を菌体抽出液より精

製し、その特性を解析した。そして以下の知見を得た。 

 菌体抽出液より 4-amino-4-deoxyarabinitol を nectrisine へ変換する酵素 (NecC) を

硫安沈殿と陰イオン交換クロマトグラフィーにより精製した。 

 NecC の部分アミノ酸配列を LC-MS/MS により推定した。NecC はフラボ蛋白質

である GMC oxidoreductase ファミリーと相同性が高いことがデータベース検索

により示唆された。 

 NecC はフラビン骨格を有する補因子を含有し、オリゴマーを形成していること

が示された。 

 NecC 活性の至適 pH は 7.0、至適温度は 30°C であり、EDTA により阻害され、

MnCl2により若干上昇した。また、NecC の変性中点温度は 57°C であった。 

 4-amino-4-deoxyarabinitol から nectrisine への変換反応は菌体から抽出後に in vitro

で主に起こることを示した。そして、nectrisine の発酵生産にあたっては、基質だ

けでなく NecC も活性を維持した状態で抽出されなければならないことを提言し

た。 

 

第 4 章では、第 3 章で得られた酵素の部分アミノ酸配列を手がかりとして、nectrisine

の生合成遺伝子群を同定、機能解析し、以下の知見を得た。 
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 NecC 部分アミノ酸配列から設計した縮重プライマーで necC 遺伝子断片を取得、

クローニングし、さらに T. discophora のゲノムライブラリーをスクリーニングす

ることで necC 遺伝子全長のクローニングに成功した。 

 ゲノム上の necC 遺伝子座周辺の遺伝子を解析した結果、aminotransferase と

choline kinase に相同性を示す配列 (necA と necB) が見つかった。 

 necA、necB、necC の機能を遺伝子破壊と相補、及び大腸菌による発現により検

証した結果、necA、necB、necC が nectrisine 生合成遺伝子であり、NecA、NecB

により 4-amino-4-deoxyarabinitol が生じ、NecC により nectrisine が生じると推定さ

れた。また、necB は nectrisine の生合成に関係しているが必須ではないと示唆さ

れた。 

 necA/necB/necC または necA/necC の各共発現ベクターを導入した組み換え大腸菌

は、nectrisine を生産できることを示した。 

 得られた知見より、アミノ化、脱リン酸化、酸化の各反応を含む nectrisine の推

定生合成経路を提案した。 

 

5.2 今後の展望 

 生合成遺伝子と酵素の解析 5.2.1

NecC は物理面では会合体を形成すること、機能面では基質特異性や基質阻害など興

味深い知見が得られた。今後は結晶構造解析によって会合の様式や基質認識機構、補因

子などを明らかにするとともに、基質特異性についてさらに詳細に調べるべきであろう。 

NecA や NecB は、今回の検討の結果、遺伝子が同定され、組換え大腸菌で生産でき

ることも確認された。今後は酵素レベルで推定された反応を検証するとともに、これら

の酵素の性質を明らかにするべきであろう。これにより、in vitro での酵素反応による

nectrisine やその中間体の生産も可能になると考えられる。 

 

 異種発現による nectrisine 生産 5.2.2

Nectrisine の生合成遺伝子の情報を用いて実際に遺伝子組み換え大腸菌による異種発

現で nectrisine を生産できた。しかし、その生産量は非常に少なかったので、工業利用

する場合は生産性の向上が必須である。生産量増加のために、生合成遺伝子の転写因子

を利用できる場合がある (1–4)。例えば、compactin (ML-236B) 生合成遺伝子の転写因

子として見出された mlcR を ML-236B 生産菌に導入して発現を強化することで、

ML-236B 生産量が増加したとの報告がある (3, 4)。T. discophora ゲノム DNA 上で

nectrisine 生合成遺伝子群の近傍に存在している ORF1 は、様々な糸状菌に見られる典型

的な正の転写制御因子である GAL-4 タイプのジンクフィンガータンパク質 (5, 6) の一

員で、nectrisine 生合成遺伝子群を制御している可能性がある。よって ORF1 を nectrisine

生産菌のゲノムDNAに組み込み発現を強化することで nectrisine生産量の増加が期待さ
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れる。そして、代謝工学 (7–11) の手法を適用して、代謝経路の分析とそれに基づく遺

伝子改変を行うことでさらなる生産性向上が期待される。 

 

 元菌による nectrisine の大量生産 5.2.3

 CS-1036 の製法への応用 5.2.3.1

2 型糖尿病の治療薬として当社にて創製された化合物である CS-1036 は、はじめに全

合成法が確立されたが、1 章で触れたようにイミノ糖である C ユニットの製造コストが

高いことが課題となっていた。Nectrisine は C ユニットと絶対配置が同じであり、その

生産性を向上させ CS-1036 の合成パートに組み込むことができれば、コスト低減が期待

できる。検討の結果、T. discophora の発酵生産により nectrisine を得、それを還元して相

対的に安定な 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol に導き、さらなる有機合成によって

CS-1036 に導くルートが確立された (Figure 5-1) (12)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 5-1 Synthesis of CS-1036 using nectrisine produced by T. discophora as a starting 

material. 

 

 T. discophora による nectrisine の大量生産法の開発 5.2.3.2

しかし、T. discophora を工業的に利用する場合、元株の nectrisine 生産性が非常に低か
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っ た こ と か ら 、 高 生 産 株 の 育 種 と 培 地 改 良 を 平 行 し て 検 討 し た 。

N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG)、Ethylmethane sulfonate (EMS)、紫外線による

変異処理株や glucose アナログである 2-deoxy-D-glucose 耐性株を総計で約 19000 株スク

リーニングした。また、培地成分中の炭素源や窒素源、pH 安定化剤を nectrisine 生産性

と培地原料の価格、入手性の観点から詳細に検討した。そして、元株の約 65 倍の

nectrisine 生産性を示す菌株の取得に成功した。培養のスケールアップにあたっては、培

養液の粘度を考慮して培地を選択し、培養温度及び溶存酸素濃度を最適化した。その結

果、ラボスケール (30 L 醗酵槽) と同等の醗酵生産をパイロットスケール(6 kL 醗酵槽)

において達成できた (12)。 

Nectrisine を T. discophora より抽出する際は、NecC 酵素も活性を維持した状態で抽出

されなければならない (13) ことを踏まえて抽出条件を検討した結果、抽出溶媒として

水を選択した。また、至適抽出温度は 51-54℃付近で、48℃や 60℃では大きく収率が低

下した。このように、良好な収率を与える抽出温度の領域が非常に狭いことから、パイ

ロットスケールでは、その温度制御が課題となった。50 L タンクを用いた実験では、抽

出工程の収率は 55%に低下した。これは、至適温度に到達するための時間が大幅に増加

したことが一因と考えられた。そこで、60℃に加温した水に冷蔵保存した湿菌体を投入

して直ちに至適温度に到達させるとともに、タンクのジャケット温度を 55℃付近とし

た温度制御方法に変更したところ、収率は 81%に向上した。この温度制御方法を適用し

たことにより、パイロットスケール (6 kL タンク) において堅牢性の高い抽出操作をラ

ボスケールと同様の収率で達成できた (12)。 

 

 他のイミノ糖の生合成遺伝子の取得 5.2.4

イミノ糖の生合成遺伝子に関する知見は報告が非常に少ない。本研究で得られた遺伝

子をプローブとして天然物またはデータベース上の遺伝子を探索することで、他のイミ

ノ糖の生合成機構の解明にも役立つのではないかと期待している。 
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