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1章 序論 
1-1. はじめに 

環境中の窒素化合物は微生物による変換によって環境中を循環している。従来、この窒

素循環は根粒菌などによって行われる窒素固定、好気条件下で硝化細菌によって行われる

硝化、嫌気条件下で脱窒菌によって行われる脱窒の経路から成り立っていると考えられて

いたが、これらの経路に加えて、嫌気条件下で、亜硝酸とアンモニアから窒素ガスを生成

する嫌気性アンモニア酸化 (anaerobic ammonium oxidization, アナモックス反応) とこの窒素

代謝を行うアナモックス菌が 1995年に発見された (図.1) (1-3)。特に、嫌気的な海域におけ

る固定化窒素の大気中への放出の約 50%をアナモックス菌が担うと見積もられており(1)、

アナモックス菌は環境中の窒素循環において非常に重要である。また、従来のアンモニア

を含む排水の処理は硝化と脱窒の二段階反応により行われており、硝化には曝気が必要で

あり、脱窒には脱窒菌の栄養源として有機物が必要である。これに対して、アナモックス

を用いた排水の窒素除去は爆気、有機物の添加を必要とせず、また、反応槽も一つで良い

ため、低コストで、環境負荷が小さい手法としてヨーロッパなどで広く普及している。 

また、アナモックス菌は還元力が非常に高く多くの生物にとって有害なヒドラジンを生

産すること、他の天然物には見られない複雑な骨格を有するラダラン脂質を生産するなど 

(2)、アナモックス反応以外にも物質生産に関する学術的、工業的に価値のある知見が得ら

れることが期待できるため、アナモックス菌に関する多くの研究がなされてきた。序論で

はアナモックス菌の特徴、及び、ラダラン脂質について述べる。 
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1-2. アナモックス菌の細胞構造と生育 

環境中の窒素化合物は微生物による返還を経て環境中を循環している。従来、この窒素

循環は根粒菌などによって行われる窒素固定、好気条件下で硝化細菌によって行われる硝

化、嫌気条件下で脱窒菌によって行われる脱窒の経路から成り立っていると考えられてい

た。しかし、20世紀半ばごろ、度々、海洋学者によって無酸素の海域から、従来の窒素循

環では説明のつかないアンモニアの消失が報告され (4)、Brodaらは硝酸または亜硝酸を酸

化剤としてエネルギー代謝の最終産物である窒素ガスの生成に用いる化学合成微生物が存

在することを予測した (5)。硝化ではアンモニアは好気性アンモニア酸化細菌もしくはアー

キアによってヒドロキシルアミンへと変換される。当時、不活性なアンモニアを活性化す

るために酸素は必須であると考えられていたため、多くの研究者はBrodaらの予測に対して

懐疑的であった。同様のアンモニアの消失はオランダのGist-Brocades yeast factoryの嫌気性

のリアクター内においてもみられ、その後の研究により、1995年に嫌気条件下で亜硝酸と

アンモニアから窒素ガスを生産する嫌気性アンモニア酸化 (アナモックス) 菌が1995年に初

めて発見された (3)。現在に至るまで、Brocadia属, Kuenenia属, Jettenia属, Anammoxogrobus

属 Scalindua属の5属のアナモックス菌が発見されており、これらは進化系統樹において他

の生物と早期に分岐しており、アナモックスにより生育に必要なATPを得るなど、他の生

物とは大きく異なる特徴を有する (6)。 

アナモックス菌の細胞は3つの細胞内区画 (アナモキソソーム、サイトプラズム、ペリプ

ラズム)から成り立つ (図 2) (1, 2)。アナモキソソームはサイトプラズム内に存在し、アナモ

キソソーム膜と呼ばれる脂質二重膜でサイトプラズムと隔てられており、これは細胞体積

の50−70%を占める (2)。標準的な電子顕微鏡による観察では、ペプチドグリカン層が見え

なかったことから、アナモックス菌はペプチドグリカンを有していないと考えられていた

が、近年、クライオ電子顕微鏡観察や、SDS存在下で細胞を煮沸させることによりペプチ

ドグリカンの糖主鎖を切断するリゾチームにより分解される成分が得られることなどによ
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り、アナモックス菌はペプチドグリカンを有するグラム陰性菌であると定義された (7)。ま

た、クライオ電子顕微鏡画像では、アナモックス菌の外膜はS層と呼ばれる表層タンパク

質層に覆われていることが明らかとなった (8)。S層はバクテリアやアーキアに見られ、そ

の機能として細胞の保護や形状の安定化、細胞間の接着などが挙げられる (9)。アナモック

ス菌Kuenenia stuttgartiensisのS層はkustd1514によってコードされるタンパク質をサブユニッ

トとする六方対称性の複合体によって形成されることが明らかとなっている (10)。アナモ

ックス菌は浸透圧に対して脆弱であること、及びペプチドグリカン層が電子顕微鏡法では

見えないほど薄いことからS層は細胞の形状維持のために存在すると提唱されている (10)。

しかし、実験室の環境下ではアナモックス菌はS層を失うことがあり (9)、それにもかかわ

らずアナモックス菌が生育可能であることから、生理的役割は明らかとはなっていない。 

アナモックス菌は、多糖, (糖) タンパク質, 核酸, 脂質などを含む細胞外高分子化合物 

(Extracellular polymeric substances, EPS) を放出することによって細胞同士が凝集した形での

生育を好む (11, 12)。他のバクテリアにおいて、凝集及びバイオフィルムの形成はcyclic di 

GMP (c-di-GMP) の濃度に依存する (13)。アナモックス菌の浮遊細胞も同様に、低温、酸性

条件、酸素の供給、高濃度の窒素供給などのストレスに応答して、細胞内のc-di-GMP濃度

が上昇し、凝集体を形成する (14)。EPSの組成や特性はアナモックス菌の種間で若干異な

るが、一般的にアナモックス菌のEPSは多くの疎水性の官能基を有しており、他のバクテ

リアのEPSと比較して、より多くのタンパク質を含み、疎水的である。これらの特性は凝

集能を高める (15, 16)。  

アナモキソソームの内部では ATP 合成のための窒素代謝が行われ、これにより、アナモ

キソソーム-サイトゾル間にプロトン濃度勾配が生じる。アナモックスは亜硝酸の一酸化窒

素への還元、亜硝酸とアンモニアのヒドラジンへの変換、及びヒドラジンの窒素ガスへの
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変換の 3段階の反応から成り立つ (図 3)。これらの反応を担う、ヒドラジン合成酵素 (HZS)、

ヒドラジン脱水素酵素 (HDH)、亜硝酸還元酵素 (Nir) はアナモキソソームに、ATP合成酵素

及びプロトン駆動力を形成するためのプロトンポンプである bc1複合体 はアナモキソソー

ム膜に局在している (17)。ヒドラジンの分子状窒素への酸化によって得られた電子は、電

子伝達タンパク質、キノンなどを介して亜硝酸の還元及び、ヒドラジンの合成に用いられ

る(2)。この際、アナモキソソーム膜に存在する bc1複合体がキノンの酸化によって得られ

るエネルギーを用いてプロトンをサイトゾルからアナモキソソームへと汲み出し、プロト

ン濃度勾配が形成されると推定されている (2)。実際に、アナモックス菌から単離したアナ

モキソソームは、アナモックス反応を行うことが確認されている (18)。しかし、その N2生

産活性はアナモックス菌細胞と比較して著しく低く、ヒドラジンを供給した場合のみアナ

モックス菌細胞と同程度であった。これは、アナモックス反応を担う酵素は電子伝達を必

要とし、単離されたアナモキソソームでは、NADH やフェレドキシンなどの電子伝達系が

適切に機能しないためであると考えられる。 

1-3. アナモックス反応を担う酵素の構造と反応機構 

前述のとおり、アナモックスは亜硝酸の一酸化窒素への還元、亜硝酸とアンモニアを用

いたヒドラジンの合成、及びヒドラジンの分子状窒素への変換の 3 段階の反応から成り立

つ。NO はアナモックスのみならず、脱窒においても重要な中間体であり、脱窒菌では、

ヘムタンパク質 NirS (19, 20) もしくは銅含有タンパク質 NirK (21)によって亜硝酸が還元さ

れ、NO が生じる。アナモックス菌 K. stuttgartiensis において、これらのヘムタンパク質の

発現量は他の代謝の鍵酵素と比べて少ない (22-24)。一方で、Scalindua 属において NirS の

発現量は多く (25)、Jettenia属のゲノムには NirKのみがコードされており (26)、Brocadia属

のゲノムには既知の亜硝酸還元酵素が存在していない (27)。これらのことから、様々なア

ナモックス菌において亜硝酸還元の共通したメカニズムは存在しておらず、また、未知の

亜硝酸還元酵素が存在すると考えられる。アナモックス菌のゲノムには 10 または 11 個の

ヒドロキシルアミン酸化酵素 (HAO) と相同性を示す酵素が保存されている (28)。好気性ア

ンモニア酸化細菌 Nitromonus europaea由来 HAO (NeHAO) は 8個の c型ヘムを有するサブ

ユニットから成るホモ三量体である (図 4a) (29)。8個のヘムの内 7つは第 5配位子と第 6配

位子がともに His (His/His配位) の 6配位型ヘムであり、これらは電子伝達を担う。残る一

つ (ヘム 4) は第 5配位子が Hisである 5配位型のヘムであり、触媒部位として働く (図 4b)。

ヘム 4はヘム結合モチーフの 2つの Cysと第 5配位子である Hisを介して NeHAOのサブユ

ニットに結合するが、隣接するサブユニットの保存された Tyr残基とも共有結合する。Tyr

残基との架橋構造はヘムの触媒活性を酸化反応に適するように調節すると考えられている

(30)。 

アナモックス菌において、亜硝酸の NOへの還元は kusete0458及び kuste4574によってコ

ードされる HAO 様の酵素 AmxNir1 と AmxNir2 が担っていると推定されている  (1)。

AmxNir1は kust0458によってコードされる電子伝達タンパク質 (AmxET) と結合し、これら
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がそれぞれ 6個ずつ会合したヘテロ 12 量体を形成する。AmxNir2は kuste4569-74によって

コードされる bc1複合体のサブユニットとして働く (24)。kuste0457, kusete0458, kuste4569-74

に相当する遺伝子はすべてのアナモックス菌ゲノムに保存されている。AmxNir1 と

AmxNir2はNeHAO同様に、7つのHis/His配位のヘムと 5配位型のヘム 4を有しているが、

これは酸化反応に必要な Tyr を欠いており (図 4c)、このため、還元反応を触媒すると推定

された (2)。実際に、アナモックス菌 K. stuttgartiensisから単離された AmxNir1-AmxET複合

体は、ヒドロキシルアミンやヒドラジンを酸化することはできず、電子伝達物質として

phenazine ethosulfate を使用した場合において、亜硝酸を一酸化窒素に還元した (31)。亜硝

酸同様に、AmxNir1-AmxET複合体は一酸化窒素及び、ヒドロキシルアミンを還元するが、

これらの還元には phenazine ethosulfateよりも強力な還元剤であるメチルビオロゲンを要し

た。これらの結果はアナモックス菌細胞内では AmxNir1-AmxET 複合体は亜硝酸を真の基

質としており、アナモックス反応における亜硝酸の一酸化窒素への還元を担っていること
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を強く支持する。AmxNir2 はアミノ酸配列の情報に基づいて、アナモックス菌における亜

硝酸の NO への還元を担っていると推定されているが、これを示す実験的なデータは得ら

れていない (2)。 

アナモックスの 2 段階目の反応であるヒドラジンの合成は、ヒドラジン合成酵素 (HZS)

によって行われる (32)。これはアナモックス菌に特有であり、アナモックス菌の存在を示

すバイオマーカーとしても知られている (33)。K. suttgartiensis由来の HZS複合体結晶構造

は近年決定され、これに基づいて一酸化窒素とアンモニアからヒドラジンを合成するメカ

ニズムが推定された (34)。K. stuttgartiensis のヒドラジン合成酵素は 3 つのサブユニット

  から構成されるヘテロトライマーのダイマーである (図 5a) 。この酵素の反応や構造

は新規である一方、2つの良く研究された過酸化水素の分解を担う酵素である シトクロム c

ペルオキシダーゼとカタラーゼと同様のメカニズムを用いていると考えられている。サブ

ユニット αは主に six-bladed βプロペラシートによって、サブユニット βは seven-bladed βプ

ロペラによって形成される。βプロペラ構造は亜硝酸還元酵素 NirS、NO還元酵素、メタノ

ールメチルアミン脱水素酵素などの様々なタンパク質で見られ、酸化還元反応に必要な補

因子であるヘムが結合するための構造基盤となる (35, 36) 。 

 サブユニットの構造は、シトクロム cペルオキシダーゼ (37, 38) およびメチルアミン脱

水素酵素の補因子であるトリプトファン トリプトフィルキノンの合成に関与する MauG (39, 

40) の構造に類似しており、これらと同様に 2 分子のへム (ヘム 1,ヘム 2) を有する。サブ

ユニット内部に位置するヘム 1は第 5配位子が Hisの 5配位型のヘムであり、これが基質

結合部位であると推定される。HZS表面に露出しているヘム 2は、典型的な C型ヘム結合

モチーフに結合した His/His 配位の 6 配位型のヘムである。NeHAO において His/His ヘム

は、電子伝達を担うことが明らかとなっている (29)。ヘム 1とヘム 2間の距離は 15 Åで

あり、分子表面に存在するヘム 2 を介して電子伝達物質からヘム 1 へ電子が移動すると

推定されている。 

サブユニットもサブユニット同様に、HZS 内部奥深くに存在する 5 配位型ヘム (ヘム 

1) と表面の近くに存在する His/His配位の c型ヘム (ヘム 2) を有する。ヘム 1の第 5配

位子は Tyr である。Tyr 配位のヘムはカタラーゼカタラーゼに一般的であるが (39, 40)、ヘ

ム 1 の配位子であるTyr591は CXXCHヘム結合モチーフには含まれておらず、また、ヘ

ム結合モチーフのCys303とHis587は亜鉛原子を介してヘム 1と結合しており、ヘム 1

は HZS の二つ目の活性部位として働くと推定されている。この亜鉛原子はHis587 を鉄原

子から離すように回転させ、Tyr591 が結合することを補助する、または、ヘムと相互作

用することで触媒能の調節を担うと推定されている。ヘム1とヘム2間の距離は 31 Åで

あり、電子伝達を行うには遠く、His/His 配位のヘム の機能は明らかとなっていない。

HZSは分子表面から内部に向かって伸びる 2つのトンネル (major tunnel, minor tunnel)を有し

ている。major tunnelは内部で 2つに分岐し、それぞれヘム 2とヘム 1へと通じており、

minor tunnelはヘム1へと通じている。これらのことから、HZS内部に侵入した NOは、ま
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ず、ヘム 2でヒドロキシルアミンへと還元され、続いてヒドロキシルアミンアミンはヘム 

2へ移動し、minor tunnelを通って HZS内部に侵入したアンモニウムイオンがヘムでア

ンモニアへ変換され、ヒドロキシルアミンの窒素原子を求核攻撃することでヒドラジンが

生成されると推定されている。 

K. stuttgartiensis のアナモキソソームにはヒドラジン合成酵素、ヒドラジン脱水素酵素、

亜硝酸還元酵素に加えて、ヒドロキシルアミン酸化酵素 (KsHAO) が局在している (17)。こ

れは NeHAOと 26%しか相同性を示さないが、これらの構造は N末端及び C末端付近を除
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いて同様であり、また、8 つのヘムの位置も保存されている (41)。NeHAO と KsHAO は共

にヒドロキシルアミンを酸化するが、NeHAOによる反応の生成物は亜硝酸であるのに対し、

KsHAO による反応の生成物は一酸化窒素である。NeHAO のヘム 4 の distal 位付近には

Tyr358 が位置しており、これは水と結合し、ヘム 4 に結合した基質を攻撃することを促す

ことで亜硝酸が生じる。一方で、KsHAOは NeHAOの Tyr358に相当する Tyr320を有して

いるが、これはMet323によってヘムから離れるように位置しており、亜硝酸の生成に必要

な水分子が基質を攻撃できないため、生成物が一酸化窒素となる(図 4d)。アナモックス菌

におけるHAOの役割はヒドラジン合成酵素から漏出したヒドロキシルアミンを一酸化窒素

へ変換し、ヒドラジン合成酵素へと戻すことであると考えられている (28)。しかし、ヒド

ラジン合成の過程でヒドロキシルアミンが生産され、これが HZSから漏出することを示す

データは得られていない。 

以上のように、アナモックス反応やこれを担うアナモキソソーム内のタンパク質の存在

に関する多くの知見が得られている。一方で、アナモックスと共役している電子伝達、 ア

ナモキソソーム膜を介したプロトン駆動力の形成と ATP合成、及びアナモキソソーム膜と

の関連を明らかにするための実験的な情報は得られていない。 

1-4. ラダラン脂質 

一般的に脂質二重膜はイオンの透過性が非常に低いが、無視できない膜を隔てたプロト

ンの受動拡散により、ATP 合成の駆動力となるプロトンの濃度勾配が失われることは、ヒ

ドラジン合成酵素の反応が遅いアナモックス菌の生育において大きな障害である。一般的

に、生体膜の主成分はリン酸基などの親水基と、2 つのパルミトイル基などの直鎖上の疎

水基を有するリン脂質であるが、アナモックス菌の膜には 5 つの四員環または六員環と 3

つの四員環が連なった歪みの大きな梯子状疎水基 ([5]-ラダラン, [3]-ラダラン) を有するラダ

ラン脂質が含まれる (図.6) (42, 43)。アナモックス菌の膜のラダラン脂質が占める割合は、

アナモックス菌の種または生育環境、もしくはその両方によって異なるが (43)、アナモッ

クス菌 Brocadia. anammoxidansの総脂質におけるラダラン脂質の割合は 34%, アナモキソソ

ームを多く含む画分におけるラダラン脂質の割合は 53%であり（42）アナモキソソーム膜

には多量のラダラン脂質が含まれる。一般的な脂質二重膜に比べて、ラダラン脂質で形成

された膜はプロトン透過性が極めて低く、プロトン濃度勾配を維持する役割を担うと考え

られている (44)。プロトン濃度勾配の減衰は、脂質二重膜の疎水性領域に水分子が入り込

み、これがクラスター化する、またはワイヤー上に連なることで、プロトンジャンプが起

こることに起因するが、ラダラン脂質で形成された膜において、梯子上疎水基どうしは強

く相互作用し、密にパッキングすることで、水分子の侵入を防いでいると推定されている。

また、天然のラダラン脂質の sn-2位には[3]-ラダランが存在している。天然のラダラン脂質

は常温常圧下でリポソームを形成可能であるが、sn-2位に[5]-ラダランを有する非天然のラ

ダラン脂質は流動性が低く、常温常圧下ではリポソームを形成できないことから、[3]-ラ

ダランの六員環は流動的な脂質二重膜の形成に寄与していると考えられている (44)。 
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また、以前ラダラン脂質はアナモックスによって生じる有害な一酸化窒素やヒドラジン

をアナモキソソーム内に留めることで、サイトゾルに存在する核酸やタンパク質などの生

体分子を保護する役割を持つと提唱されていたが (42)、ラダラン脂質によって形成された

リポソームと一般的な脂質によって形成されたリポソームのヒドラジン透過性に有意な差

は見られなかった (44)。一般的な脂質膜と比較してアナモキソソーム膜が低いヒドラジン

透過性を示すのか明らかではないが、少なくともラダラン脂質にヒドラジンの拡散を防ぐ

役割はないと考えられている。ラダラン脂質の梯子状疎水基は他の天然物には見られずそ

の有機合成が困難であることからその生合成経路・メカニズムが注目されており、また、

単位体積当たりのエネルギーが大きいことからジェット燃料の利用が期待されている (45)。

近年、梯子状疎水基は低収率ではあるが有機合成されており、また、物理的な刺激により、

開裂、自己組織化するユニークな性質を有する化合物の合成も報告されている (図 7) (46)。

ラダラン脂質生合成経路及び生合成メカニズムを解明することで、梯子状疎水基を有する

新規物質を酵素的に合成するための有益な知見が得られることが期待される。  
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1-5. Ⅱ型脂肪酸生合成とラダラン脂質生合成 

アナモックス菌は、他の生物に対して優位に増殖可能な最小培地を用いた嫌気的な連続

培養を行うことで、集積培養が可能であるが、一般的な倍加時間は 1-数週間と増殖が極め

て遅い (1) (2)。また、純粋培養の報告例もなく、プレート培養も困難であるため、天然物

の生合成経路の探索研究に広く用いられる遺伝子破壊操作などをアナモックス菌に対して

行うことができない。これはアナモックス菌の研究を行う上で大きな障害となっており、

ラダラン脂質生合成経路の大部分は未解明であるが、Rattray らは比較ゲノム解析などに基

づいて、ラダラン脂質の生産にはⅡ型脂肪酸生合成 (FASⅡ) が関与すると提案した (47)。

一般的なバクテリアの脂肪酸生合成経路 FASⅡではアシルキャリアプロテイン (ACP) に共

有結合している新生鎖が、伸長反応を担う酵素群により、縮合、還元、脱水、還元の 4 段

階の反応から成る伸長サイクルを繰り返すことで、炭素鎖長が 2 ずつ伸長し、最終産物と

して炭素鎖長 16のパルミチン酸が生産される (48)。ACPは 10 kDaほどの 4ヘリックスバ

ンドルタンパク質であり、分子表面に保存された Ser残基を有している。アポ型の ACPは

保存された Ser残基に 4’-ホスホパンテテイン (ppn) が共有結合することで、ppnを介したア

シル基とのチオエステル結合が可能なホロ型となる (48)。FASⅡの全ての伸長サイクルには
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マロニルACPが必要であり、これはアセチルCoAカルボキシラーゼ複合体によってアセチ

ル CoAに ATP依存的に CO2が転移されることで生じたマロニル CoAから、マロニル基が

マ ロ ニ ル CoA:ACP ト ラ ン ス ア シ ラ ー ゼ に よ っ て ACP へ と 転 移 さ
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れることによって合成される (図 8) (48)。FASⅡによる伸長サイクル (図 9) は、β-ケトアシル

ACP合成酵素Ⅲ (FabH) によって触媒されるマロニル ACPとアセチル CoAの縮合、β-ケト

アシル ACP合成酵素Ⅰ (FabF) または β-ケトアシル ACP合成酵素Ⅱ (FabB) によって触媒され

るマロニルACPとアセチルACPの縮合によって開始される (48)。この反応によって生じた

アセトアセチル ACPは NADPH依存性 β-ケトアシル ACP還元酵素 (FabD) による還元、β-

ヒドロキシアシル ACP 脱水酵素 (FabZ, FabA) による脱水、エノイル ACP 還元酵素 (FabI, 

FabK) による還元を受ける。エノイル ACP還元酵素による還元によって生じたアシル基は

β-ケトアシル ACP 合成酵素ⅠまたはⅡの基質として働くことができ、次の伸長サイクルが開

始される。 脂肪酸の伸長を担う酵素は大腸菌における FabFと FabBや FabZと FabAのよう

に、同一の反応を担う複数の酵素が見られる場合がある。これらは基質特異性や生成物に

違いが見られ、これにより、FASⅡでは直鎖の飽和脂肪酸のみならず、不飽和脂肪酸や分岐

鎖脂肪酸も合成される。例えば、バクテリアの分岐鎖脂肪酸はイソブチル CoA由来のイソ

ブチル基が結合した ACPを初発物質としてアシル基が伸長することで生産され、これは β-

ケトアシル ACP合成酵素の基質特異性に依存する (49)。また、不飽和脂肪酸の生産は伸長

中のアシル基が-ヒドロキシルアシル ACP脱水酵素による脱水後に還元を受けずに次の縮

合反応が起こることで生産される。大腸菌において伸長中のアシル基の脱水は FabZが担い、

その生成物はトランス型の不飽和アシル ACPであるが、FabZのホモログである FabAによ

る脱水ではシス型の不飽和アシル ACP が生じる。FASⅡにおける縮合反応は一般的に FabF

によって行われ、これは直鎖のアシル ACPを基質とするが、FabFのホモログである FabB

はシス型の不飽和アシル ACPを基質とすることができる (48)。 

ACP は FASⅡにおいて生合成中間体を運搬するだけでなく、様々な代謝物の生合成にお

いて、FASⅡで合成されたアシル基の供与体としても働く。大腸菌由来 ACP は脂肪酸生合

成のみではなく、細胞膜の構成成分として働くリポ多糖であるリピド A (50) や哺乳類の細

胞膜を破壊する毒素として働くリポタンパク質であるヘモリシン生合成 (51) にも関与する。

大腸菌 E. coli K12 は AcpPと呼ばれる典型的な脂肪酸生合成に関与する 1種の ACPのみを
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有しており、これがリピド A やヘモリシンなどの生合成を担う。より大きなゲノムを持ち、

複雑な二次代謝産物を生産する生物は、複数の ACP を有している場合が多く、これらは独

立した一つのタンパク質もしくは多機能酵素のドメインとして存在する。例えば、放線菌

多様な二次代謝産物を産生することが知られており、放線菌 Streptomyces coelicolor はポリ

ケチドまたはポリペプチド生合成系に関与する多数の酵素の ACPドメインと 8 種の独立し

た ACPを有する (52)。脂肪酸やその他の代謝産物の生合成において AcpPやその他 ACPは

適切な量の最終産物を生産するために、アセチル CoAなどの炭素源を適切な酵素へ受け渡

すことでカーボンフラックスを調節する重要な働きを担っていると考えられている (52)。 

根粒菌 Sinothizobium meliloti は AcpPに加えて NodFと呼ばれるホモログを有している。こ

れらは S. meliloti が宿主に認識され、根粒を形成するためのシグナル伝達物質であるリポキ

チンオリゴ糖, nodulation factor (Nod因子) の生産に関与する。Nod因子が有するアシル基は

いくつかの種類が存在するが、トランス不飽和アシル基を有する Nod 因子は-ケトアシル

ACP合成酵素NodEまたはNodFを欠損させた変異体においては生産されない。このことか

ら、NodE によってミリストイル AcpP とアセトアセチル NodF が縮合し、続く-ケトアシ

ル基の還元、ヒドロキシアシル基の脱水によって生じたトランス不飽和アシル基が FabIの

還元を受けずにキチンオリゴ糖へと転移されると推定されている (図 10) (52)。また、スフ

ィンゴ脂質を生産する αプロテオバクテリアCaulobacter crescentusはAcpPに加えて、AcpR

と呼ばれる ACP を有する。スフィンゴ脂質生合成中間体である 3-オキソ-スフィンガニン

はパルミトイル-AcpR と L-セリンの縮合によって生産され、これはセリンパルミトイルト

ランスフェラーゼ (SPT) によって触媒される。AcpRへとパルミチン酸を転移させるアシル
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ACP合成酵素（AasR）は、AcpPを基質として認識せず、AcpRのみへ選択的にパルミトイ

ル基を転移し、C. crescentus由来 SPTはパルミトイル-AcpR から L-セリンへパルミトイル

基を転移させるが、パルミトイル AcpPを基質として認識しない(図 11) (53)。 

このように、天然物生合成において、生合成中間体を運搬する ACPが生合成を担う酵素に

認識されることは非常に重要である。 

 

 

アナモックス菌 K. stuttgtartiensis も FASⅡ遺伝子クラスターを有しているが、FASⅡの典型的

な酵素や ACP に加えて、一般的な脂肪酸生合成に関与しない S-アデノシルメチオニン 

(SAM) 依存性メチル基転移酵素 (SAM methyl transferase, SAM MTase), ラジカル SAM酵素 

(radical SAM enzyme, RSE), フィトエン不飽和化酵素と相動性を有する酵素 (phytoene 
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desaturase PDS) などが含まれていた (図 12)。RSEは SAMの還元的開裂によって生じるデオ

キシアデノシルラジカルを用いて、分子内または分子間の官能基の転移、脱水素、DNA 修

復など非常に多様な反応を行い (54)、SAM MTase は幅広い化合物へ SAM のメチル基を基

質へと転移させる (55)。これらの酵素の中には、オキセタノシン A生合成において 4員環

を構築するラジカル SAM 酵素 OxsB (56) やメチル基転移に伴い 6 員環を形成する SAM 

MTase TelD (57) など、環化反応を行うものも報告されている (図 13, 14)。 
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また、FASⅡにおいて脂肪酸の縮合は β-ケトアシル合成酵素によって行われ、アナモックス

菌は複数の β-ケトアシル ACP 合成酵素のホモログを有するが、これらの内、kuste2805, 

kuste3348, kuste3606は β-ケトアシル ACP合成酵素に保存されている触媒残基が欠損してお

り (図 15)、縮合反応とは異なる反応を行うと推定される (47)。RSEや PDSホモログを含む

FASⅡ遺伝子クラスターは一部のデルタプロテオバクテリアに保存されており、好冷性硫酸

還元菌 Ｄesulfotalea psychlophilaとアナモックス菌 K. stuttgtartiensisの FASⅡ遺伝子クラスタ

ーに共通して存在する SAM依存性酵素遺伝子などが多く存在することが報告された (47)。

D. psychlophilaはラダラン脂質を有していないが、多価不飽和炭化水素を有している。また

K. stuttgtartiensisのラジカル SAM酵素 kuste2803 と SAM MTase kuste3347はＤ. Psychlophila

の SAM MTaseや RSEと相同性を示さず、kuste3347 (AmxMTase1) は進化系統樹において他

の SAM MTaseと早期に分岐していることから、梯子状疎水基を構築する酵素の有力な候補

として挙げられている。これらのことから、ラダラン脂質は PDSホモログなどによって合

成された多価不飽和アシル ACPが kuste2803または AmxMT1によって環化されることで生

産されると推定された (47)。しかし、多価不飽和脂肪酸のラダランへの変換は吸熱的であ
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り自発的には起こりえないこと、さらにオリゴシクロプロパンの梯子状疎水基への変換が

ほぼ thermoneutralであることが Tantilloらによる理論科学計算により示された (図 15) (58)。

脂肪酸へのシクロプロピル基の挿入は、大腸菌 Escherichia coli や結核菌 Mycobacterium 

tuberculosisなどにおいて、SAM MTaseに分類されるシクロプロパンシンテースによってな

される (59, 60)。また、放線菌 Streptoverticillum fervens由来ポリケチド Jawsamycineはオリ

ゴシクロプロパンを有しており (61)、これはポリケチド合成酵素 Jaw4と transエノイルACP

レダクターゼによって伸長された不飽和アシル基にメチル基が転移されることで構築され

る。シクロプロパン間の形成がアシル基の伸長が完了した後に起こるか、伸長途中に起こ

るかは明らかではないが、少なくとも、この反応はラジカル SAM酵素 jaw5 が担うことが

明らかとなっている(61)。 
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このため、FASⅡ遺伝子クラスターにシクロプロパン環の形成が可能な SAM MTaseやラ

ジカル SAM酵素を有するアナモックス菌において、ラダラン脂質がオリゴシクロプロパン

を基に生産されることは Tantilloらの提唱と矛盾しない。このように、ラダラン脂質生合成

に関する遺伝的な情報、計算科学的に実現可能なラダラン脂質生合成経路の知見は得られ

ているが (58)、天然物生合成経路の解明に広く用いられる遺伝子破壊をアナモックス菌に

対して行うことは極めて困難であり、ラダラン脂質生合成に関与する酵素や生合成中間体

を示す実験的なデータは得られていない。 

アナモックス菌  K. stuttgartiensis は 3 種の ACP, kuste1387 (AmxACP1), kuste3340 

(AmxACP2), kuste3603 (AmxACP3) を有しており、これらはゲノムが公開されている淡水生

のアナモックス菌である Brocadia属及び Jettenia属においても保存されている (図 12)。ア

ナモックス菌の ACP の内、ACP1 は大腸菌由来 ACP との相同性 (query cover 92%, identity 

54%) が高いことから、典型的な脂肪酸生合成に関与すると推定されるが、ACP2 と ACP3

は大腸菌由来 ACPとの相同性が低い (AmxACP2: query cover: 39%, identity 41%, AmxACP3: 

query cover: 38%, identity 47%)。ACP3は結晶構造解析が行われており、ヘリックスⅢが非常

に柔軟な 310ヘリックスであることや、ヘリックス 1と 2の間に、長いアシル基が ACPへ

とロードされた際に、チオエステル結合を加水分解から保護すると推定される dual 

phenylalanine motiefを有するなど、他の ACPとは異なる特徴を有する（62）。上述の通り、

ACP による代謝物の生産、カーボンフラックスの制御は重要であるが、ラダラン脂質生合
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成においてアナモックス菌が有する 3 種の ACP が脂肪酸の伸長を担う酵素, RSE, SAM 

MTase, PDSなどの酵素と相互作用し、ラダラン脂質生合成に関与するかは明らかとなって

いない。 

 

1-6. 本研究の目的 

本研究ではラダラン脂質生合成経路及び生合成メカニズムの解明に向けて、まず、3種

のアナモックス菌由来ACPとAmxMT1の相互作用をプルダウンアッセイにより確認し、結

晶構造及びACP-AmxMT1複合体モデルを用いて、アナモックス菌由来ACPが典型的な脂肪

酸合成に関与しないSAM依存性酵素と相互作用するかを推定する。また、天然物の生合成

経路の探索研究に広く用いられる遺伝子破壊をアナモックス菌に対して行うことは困難で

あるため、アナモックス菌からACPを精製し、これに結合している生合成中間体を同定す

ること、並びにACPと相互作用する酵素、すなわちラダラン脂質生合成に関与する酵素を

単離・同定することを目指した。 
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2章 アナモックス菌の SAM MTaseの結晶構造解析と ACPとの相互作用につい
て 
2-1. 緒言 

アナモックス菌に特有のラダラン脂質 (42, 43) は、複数の四員環が連なった歪みの大きな

梯子状疎水基を有することからその生合成メカニズムが注目されている。一般的にバクテ

リアの脂肪酸はⅡ型脂肪酸生合成系 (FASⅡ) によって生産される。この経路ではアシルキ

ャリアプロテイン (ACP) に共有結合している新生鎖に対して FASⅡの酵素群が、縮合、還

元、脱水、還元の 4 段階の反応から成る伸長サイクルを繰り返すことで、炭素鎖長が 2 ず

つ伸長し、最終産物として炭素鎖長 16のパルミチン酸が生産される (図 9) (48)。アナモッ

クス菌 Kuenenia stuttgtartiensis の FASⅡ遺伝子クラスターには、FASⅡの典型的な酵素やACP

に加えて、一般的な脂肪酸生合成に関与しない S-アデノシルメチオニン (SAM) 依存性メチ

ル基転移酵素 (SAM methyl transferase, SAM MTase), ラジカル SAM酵素 (radical SAM enzyme, 

RSE) などが含まれており (図 12) (47)、これらの SAM依存性酵素のなかには環化反応を触

媒するものも存在する (図 13, 14)(56, 57)。アナモックス菌と他の生物の FASⅡ遺伝子クラ

スターの比較などにより、ラダラン脂質は ACPに結合している生合成中間体が SAM 依存

性酵素などによって環化されることで生産されると推定されている。特に kuste3347によっ

てコードされる SAM MTase (AmxMT1) は進化系統樹において他の SAM MTaseと早期に分

岐していることから、梯子状疎水基の構築に関与する酵素の有力な候補として挙げられて

いる (47)。 

また、FASⅡにおいて ACP は生合成中間体を様々な酵素へ運搬するうえで非常に重要で

ある。ACPは 10 kDaほどの 4ヘリックスバンドルタンパク質であり、分子表面に保存され

た Ser 残基を有しており、これは 4’-ホスホパンテテイン (ppn) と共有結合する (48)。ACP

はアシル基と ppn とのチオエステル結合を介して結合する。FASⅡにおいてアシル基の伸

長を担う酵素はすべて ACP と特異的に相互作用し、ACP-酵素複合体を形成する (48))。伸

長サイクルの初発反応である 2分子のアシル ACPの縮合を担う−ケトアシル ACP合成酵

素や 3段階目のエノイルACPの脱水を担うエノイルACPデヒドロゲナーゼなど、いくつか

の大腸菌由来 ACP-酵素複合体は結晶構造が得られている (63, 64)。これらの複合体におい

て、ACPの分子表面に保存された Ser残基に ppnを介して結合したアシル基が、ACPに結

合した酵素の基質ポケット内部に収められる 4次構造で複合体を形成している (図 17)。K. 

stuttgartiensisは kuste1387, kuste3340, kuste3603によってそれぞれコードされる 3種の ACP 

(AmxACP1-3) を有しており (47) 、これらはゲノムが公開されている淡水生のアナモックス

菌である Brocadia属及び Jettenia属においても保存されている。アナモックス菌の ACPの

内、AmxACP1は大腸菌由来 ACPとの相同性が高い (query coverage 92%, identity 54%) こと

から、典型的な脂肪酸生合成に関与すると推定されるが、AmxACP2とAmxACP3は大腸菌

由来 ACPとの相同性が低い (AmxACP2: query coverage: 39%, identity 41%, AmxACP3: query 

coverage: 38%, identity 47%)。AmxACP3の結晶構造はすでに決定されており、ヘリックスⅢ
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が非常に柔軟な 310ヘリックスであることや、ヘリックス 1 と 2 の間に、長いアシル基と

ppnのチオエステル結合を加水分解から保護すると推定される dual phenylalanine motiefを有

するなど、他の ACPとは異なる特徴を有する（62）。 

現在提唱されている仮説通りに、ラダラン脂質生合成に FASⅡが関与しているのであれ

ば、ラダラン脂質生合成を担う酵素と ACPの相互作用は非常に重要であるが、アナモック

ス菌が有する 3種の ACPが RSE, SAM MTase, PDSなどの典型的な脂肪酸生合成には関与し

ない酵素との特異的な相互作用は未だ確認されていない。本研究では、まず、3 種のアナ

モックス菌由来ACPをそれぞれ固定化した担体を用いて、AmxMT1を発現させた大腸菌破

砕液上清に対してプルダウンアッセイを行うことで、ACP-AmxMT 間に特異的な相互作用

が働いているか確認した。続いて、AmxMT1 の結晶構造と既知の SAM MTase の結晶構造

を比較することで、AmxMT1 が触媒する反応について考察した。また、高い精度でタンパ

ク質の立体構造を予測する AlphaFold2 (65, 66) を用いて AmxACP-AmxMT1複合体モデル構

築し、ACPが運搬するアシル基がAmxMT1の基質ポケットに挿入され酵素反応が進行し得

るかについて考察した。さらに、AmxMT1 の結晶構造を用いてドッキングシミュレーショ

ンを行い、得られたモデルと既知の SAM MTase の反応メカニズムから、AmxMT1 がメチ

ル化する基質を推定した。 
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結果・考察 

2-2. ACP固定化担体の作製 

大腸菌にアナモックス菌 Brocadia fulgida 由来 AmxACP1-3を発現させ、これを精製し (図

18)、セファロース担体に固定化した。固定化された ACP がパートナータンパク質と結合

することが可能であるか確認するため、この担体を用いて、ACP に ppn を結合させる B. 

fulgida由来ホロ ACP合成酵素 (ACPS) を発現させた大腸菌破砕液上清に対してプルダウン

アッセイを行った。ネガティブコントロールである ACPを固定化していない担体を用いた

場合と比較して、いずれの ACP固定化担体を用いた場合においても ACPSのバンドが濃く

見られ、固定化された ACPがパートナータンパク質と結合することが可能であることが確

認できた（図 19）。 

 

 
2-3. AmxMT1と ACPの相互作用 

アナモックス菌 Brocadia fulgida 由来 AmxACP1, AmxACP2, AmxACP3をそれぞれ固定化

した担体を用いて、Hisタグを融合した B. fulgida 由来 AmxMT1を発現させた大腸菌破砕液
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上清に対してプルダウンアッセイを行った。プルダウン後の試料に対して、抗 His タグ抗

体を用いて、ウェスタンブロッティングを行ったところ、ネガティブコントロールである

ACPを固定化していない担体を用いた場合と比較して、いずれのACP固定化担体を用いた

場合においてもバンドが濃く見られ、AmxMT1が 3種の ACP全てと相互作用することが明

らかとなった（図 20）。 

 
2-4. AmxMT1の結晶構造 

B. fulgida由来 AmxMT1の結晶構造解析を SAD法を用いて行い、分解能 1.69 Åの結晶構

造が得られた (図 21 a, 表 2)。AmxMT1は NAD(P)-binding Rossmann fold と類似した 7-stranded 

bシートと 6本のアルファヘリックスにより構成されるコアドメイン (N151-V280, P320-349) 

と 5本のヘリックスバンドルから成る N末端ドメインを有しており、これらは他のクラス

1 MTase にも広くみられる (55)。また、コアドメインと N 末端のドメインには、多機能酵

素であるポリケチド合成酵素のメチルトランスフェラーゼドメイン (PKS C-MT) にみられ

るようなヘリックスが存在していた (67)。このヘリックスと AmxMT1の N末端ドメイン

はコアドメインの上部を覆うように位置することで細長い基質ポケットを形成していた。

また、結晶の作製の際にはメチル基ドナーである SAMを加えていたが、基質ポケットの底

部の電子密度は SAMではなく、SAMのメチル基が脱離した S-アデノシルホモシステイン 

(SAH) と一致していた (図 21 b)。SAHのアデノシル基の 2つの水酸基は G182の主鎖、水、

D202 の側鎖と水素結合を形成し、芳香環の周辺には疎水性残基である F138、F203, F232, 

Y254, W229の側鎖が位置しており、F203と F232の側鎖は芳香環と π-π スタッキングによ

り結合していた。SAHのカルボニル基は R159の側鎖と塩橋を、水分子, Y181と A249の主

鎖のカルボニル基, 及び G184と F185の主鎖の NH基と水素結合ネットワークを形成してい

た。SAHのアミノ基は水分子, D186の側鎖, C180の主鎖のカルボニル基, 及び A249の主鎖
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のアミノ基と水素結合ネットワークを形成していた (図 21 c)。 

AmxMT1は放線菌 Aspergillus fumigatus Af293由来のポリケチド-非リボソーム型ペプチド

化合物である pseurotin生合成においてメチル基転移反応を担う PsoF (68) と最も高い構造類

似性を示した (図 22 a)。PsoF の他に構造決定されている PKS C-MT は、真菌 Monascus 

purpureus由来ポリケチド化合物である citrinin 生合成を担う PKSCTにおいてメチル基転移

を触媒する PKSCT C-MT (69) や、海洋性シアノバクテリア Moorea producens由来ポリケチ

ド化合物 Curacin A生合成を担う CurJ においてメチル基転移を触媒する CurJ C-MT (67) が

挙げられる。これらの酵素は AmxMT1同様にホスホパンテテインとアシル基が収容可能な

細長い基質ポケットを有している (図 22 b-d)。バクテリアと真菌由来 PKS-CTの基質ポケッ

ト内部には、His-Glu catalytic dyadと Tyrが保存されており、これらの酵素反応は、基質の

炭素から His-Glu catalytic dyadが基質からプロトンを引き抜き、これによって生じたカル

ボアニオンが SAM のメチル基を求核攻撃することで進行する (67-69)。この反応の遷移状

態において、SAM のメチル基は部分的に正電荷を帯びており、Tyr は SAM のメチル基と

CH-O 水素結合を形成し、遷移状態を安定化させることで、メチル基転移を促進させる(67, 

70)。AmxMT1の基質ポケットにも、PKS C-MTとは位置は異なるが catalytic dyadであると

推定される H304と E308, 及び遷移状態の安定化に寄与すると推定される Y254が存在して

いた (図 22 e)。これらのことから、AmxMT1は PKS C-MTと同様のメカニズムで基質をメ

チル化すると推定された。また、AmxMT1は Rattrayらにより、梯子状疎水基の構築を担う
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酵素の候補として挙げられているが、その基質ポケットには嵩高い梯子状疎水基が収納で

きるほどの空隙が無く、少なくともラダラン脂質生合成において環化反応を担ってはいな

いと考えられる。 

 

2-5. ACP-SAM AmxMT1複合体モデルを用いた ACP-AmxMT1間の相互作用の考察 

PKSCT C-MT, CurJ C-MTは多機能酵素である PKSの ACPドメインに結合したアシル基

を基質とする (66, 68)。このことから、これらの PKS C-MTと ACPドメインは FASⅡにおけ

る ACPと-ケトアシル ACP合成酵素に見られるような複合体 (62) を形成すると推定され

る。大腸菌由来 ACP--ケトアシル ACP合成酵素複合体予測モデルを、AlphaFoldを用いて

構築すると、予測モデルにおけるACPの-ケトアシルACP合成酵素に対する配向は結晶構

造における ACPの-ケトアシル ACP合成酵素に対する配向とほぼ一致する (図 23a)。この

ような結合様式は、アナモックス菌の AmxACP1--ケトアシル合成酵素複合体予測モデル

においてもみられた (図 23b)。ACPACP-PKS C-MT 複合体の結晶構造は報告例が無いが、

ACP-PKSCT C-MT複合体と ACP-CurJ C-MT複合体の予測モデルをそれぞれ Alpha Foldによ

り構築すると ACPの分子表面に保存された Ser残基が PKS C-MTの基質ポケット入り口付
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近に位置したモデルが得られ、Ser残基に結合したアシル基が基質ポケット内部に侵入する

ことが可能なモデルが得られた (図 24)。これらのことから、AlphaFold で構築した

AmxACP-AmxMT1複合体予測モデルを用いて、ACPが運搬するアシル基が AmxMTによっ

てメチル化されるかどうかを推定できると期待された。 
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K. stuttgartiensis, B. fulgida. J. caeni 由来の AmxACP1-AmxMT1, AmxACP2-AmxMT1, 

AmxACP3-AmxMT1複合体の構造をそれぞれ alphafold2を用いて構築したところ、モデルが

5つずつ得られた (図 25-27)。AmxACP1-AmxMT1複合体モデルの内、K. stuttgartiensis由来 

AmxACP1-AmxMT1複合体 rank1,3, 及び B. fulgida由来 AmxACP1-AmxMT1複合体 rank1, 4, 

5において、アシル基と ppnを介して結合する Ser残基 (Ser36) は基質ポケット入り口付近

に位置していたが (図 25b)、これらのモデルの predicted alignment errorは非常に大きく信頼

性は低い (図 25e)。また、いずれの種由来の AmxACP2-AmxMT1 複合体のいずれのモデル

においても、保存された Ser残基 (Ser36) は基質ポケット入り口から離れていた (図 26 a-c)。
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これに対して、K. stuttgartiensis 由来 AmxACP3-AmxMT 1 rank1-5, B. fulgida 由来 AmxACP3-

MT1 rank1-5, J. caeni由来 AmxACP3-AmxMT1 rank1-5において、保存された Ser残基 (Ser41) 

は基質ポケット入り口付近に位置しており (図 27a-c)、これらの内、多くのモデルは

predicted alignment errorが小さく信頼性の高いモデルであった (図 27d-f)。信頼性の高い、K. 

stuttgartiensis由来 AmxACP3-AmxMT1複合体 rank1, B. fulgida由来 AmxACP3-AmxMT1複合

体 rank1, J. caeni由来 AmxACP3-AmxMT1複合体 rank1を重ね合わせると、これらのモデル

における AmxACP3の AmxMT1に対する配向および Ser41の位置はほぼ同じであった (図

29)。これらのモデルとプルダウンアッセイの結果から、AmxMT1は AmxACP3が運搬する

アシル基を基質として認識すると推定された。 
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2-6. ドッキングシミュレーションによる AmxMT1の基質の推定 

PKS C-MTが基質の炭素原子に SAMのメチル基を転移させる際、反応は基質の脱プロト

ン化によって開始される (67)。メチル化される炭素原子は隣接する２つのカルボニル基に

よって脱プロトン化が促進される必要があり、例えば、CurJ C-MTは-ケトアシル ACPを

メチル化するが、ベータヒドロキシアシル ACPをメチル化できない (67)。また、AmxMT1

の基質ポケットは浅く、SAM 結合部位よりも奥にアシル基を収容可能な空隙が存在しない

ことから、AmxMT は短鎖-ケトアシル ACP をメチル化すると推定される。そこで、

webinaを用いて、最も短い β-ケトアシル基を有するアセトアセチル ppn (AAppn) をドッキ

ングシミュレーションにより AmxMT1 の結晶構造に結合させた。その結果、AAppn が

AmxMT1の基質ポケットに隙間なく収まるモデルが得られた (図 28)。AAppnの炭素は基

質からプロトンを引き抜く catalytic dyadであると推定される His304と Glu308、及び SAH

の硫黄原子近い位置にあった。これらの結果から、AmxMT1 はアセトアセチルなどの短鎖

-ケトアシル基をメチル化することが示唆された。 

近年、Tantillo らにより、定量的科学計算により、オリゴシクロプロパンの梯子状疎水基

への変換がほぼ thermoneutralであることが示された (図 15) (58)。脂肪酸へのシクロプロピ

ル基の挿入は、大腸菌 Escherichia coliや結核菌 Mycobacterium tuberculosisなどにおいて、

SAM MTase に分類されるシクロプロパンシンテースによってなされる (59, 60)。また、放

線菌 Streptoverticillum fervens由来ポリケチド Jawsamycineが有するシクロプロピル基は不飽

和アシル基にメチル基がラジカルSAM酵素 jaw5によって挿入されることで構築される (60)。

このため、FASⅡ遺伝子クラスターにシクロプロパン環の形成が可能な SAM MTase やラジ

カル SAM酵素を有するアナモックス菌において、ラダラン脂質がオリゴシクロプロパンを
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基に生産されることは Tantillo らの提唱と矛盾しない。このため、AmxMT1 がシクロプロ

パン環を形成する可能性についても考察した。大腸菌や結核菌由来のシクロプロパン合成

酵素はアシル基の二重結合にメチル基を転移させ、シクロプロパン環を形成する (59, 60)。

これらの基質ポケットには、シクロプロパン環形成後に、基質からプロトンを引き抜くこ

とにより反応を停止させると推定される重炭酸イオンが存在する(59, 60, 71)。本研究で得

られた AmxMT1 の結晶構造において、重炭酸イオンは見られず、加えて、SAM と基質が

反応の進行が可能なコンフォメーションをとるように基質ポケットに収まった場合に、重

炭酸イオンが入るだけの空隙がないため、既知の MTaseと同様のメカニズムでは AmxMT1

はシクロプロパン合成酵素としては働かないと推定される。AmxMT1 の真の基質は明らか

ではないが、本研究で得られた情報、及び既知のSAM MTaseの反応メカニズムはAmxMT1

が短鎖−ケトアシル AmxACP3をメチル化することを支持する。 

 

2-7. 実験手法 

2-7-1. ACPの発現・精製 

Brocadia fulgida由来 AmxACP1, AmxACP2, AmxACP3をそれぞれコードする遺伝子を大腸

菌での発現に適したコドン使用頻度となるように人工合成し、これらをそれぞれpET28bに

挿入した。また、AmxACP1の C末端には HRVC3認識配列と 8×Hisタグを、AmxACP2と

AmxACP3の C末端には TEVプロテアーゼ認識配列と 8×Hisタグを付加した。AmxACP1, 

AmxACP2, 及び AmxACP3発現ベクターをそれぞれ導入した大腸菌 BL21(DE3) 培養液 1 mL

を 25 g/mLのカナマイシン, 500 μM IPTG, 0.025%グルコースを含む LB培地 100 mLに加

え、30℃, 150 rpmで振盪培養した。16-24 h後に培養液を 4℃, 6000 rpmで 10分間遠心分離

し、ペレットを-80℃で保存した。アナモックス菌由来 ACPの精製はHisタグの切断に使用

するプロテアーゼを除いてすべて同じ条件で行った。アナモックス菌由来 ACPを発現させ

た大腸菌を菌体 1 g当たり 5 mLのACP Aバッファー (50 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 500μM 

DTT) に懸濁し、PMSF, Sm2ヌクレアーゼ, リゾチーム, TritonX 100をそれぞれ終濃度 2 mM, 

6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるように加え、4℃, 30 min転倒混和した。続いて、無細胞抽

出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、上清を再度、4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離した。上

清に等量の 2-プロパノールを加え、4℃, 10 min静置し、ACP Aバッファーで 2倍希釈し、

4℃, 10000 rpm, 10 min 遠心分離した。上清を Aバッファーで平衡化した Ni-NTA agaroseを

充填したカラム へアプライし、20 CVの ACP Aバッファーで洗浄を行った。ACPは、ACP 

Bバッファー (200 mM NaCl, 250 mM イミダゾール, 500 μM DTT, 50 mM KPi pH8.0) で溶出し

た。得られた ACPの濃度を 280 nmの吸光度から算出し、AmxACP1には HRV3Cプロテア

ーゼを AmxACP2と AmxACP3には TEVプロテアーゼをそれぞれ 1/10等量加え、4℃, o/n

転倒混和した。ACP Cバッファー (50 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 500 μM DTT) で 12.5倍

希釈し、再度 Ni -NTA agaroseへアプライし、フロースルーを回収した。1CVの ACP Cバッ

ファーで担体を洗浄し、これをフロースルーと混合し、Amicon Ultra 3 kを用いて濃縮した。 
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2-7-2. ACP固定化担体の調製 

AmxACP1, AmxACP2, AmxACP3をそれぞれカップリングバッファー (0.2M NaHCO3, 500 mM 

NaCl) に希釈と濃縮を繰り返すことで置換し、BCA アッセイにより濃度を測定し、0.7 

mg/mLとした。1 mM HClで洗浄した NHS-activated Sepharose 100 μLと 200 μLの 0.7 mg/mL 

ACP 溶液を混合し、4℃, o/n 転倒混和し、ACP を担体に固定化した。スピンダウンし担体

を回収し、上清に未反応の ACPが残っていないことを SDS-PAGEにより確認した。担体に

200 μLのブロッキングバッファー (500 μM エタノールアミン pH8.3, 500 mM NaCl) を加え、

4℃, o/n 転倒混和し、未反応の NHS 基を不活性化した。スピンダウンすることで担体を回

収し、1 mLの PBSTで 3回洗浄した。 

2-7-3. ACPSの発現・抽出 

B. fulgida由来 ACPSをコードする遺伝子 (broful00293) を大腸菌での発現に適したコドン使

用頻度となるように人工合成し、pET28bに挿入した。これを導入した大腸菌BL21(DE3) 培

養液 1 mLを 25 g/mLのカナマイシン, 500 μM IPTG, 0.025%グルコースを含む LB培地 100 

mLに加え、30℃, 150 rpmで振盪培養した。24 h後に培養液を 6000 rpmで 10分間遠心分離

し、ペレットを-80℃で保存した。PMSF, Sm2ヌクレアーゼ, リゾチーム, TritonX 100をそれ

ぞれ終濃度 2 mM, 6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるように加え、4℃, 30 min転倒混和した。

続いて、無細胞抽出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、上清を再度、4℃, 18000rpm, 20 min

遠心分離した。 

2-7-4. AmxMT1の発現・精製 

B. fulgida由来 AmxMT1をコードする遺伝子を大腸菌での発現に適したコドン使用頻度と

なるように人工合成し、これを pET28bに挿入した。AmxMT1の C末端には TEVプロテア

ーゼ認識配列と 6×His タグを付加し、また、ディスオーダー領域であると予測された N 末端 5

残基は欠損させた。AmxMT1発現ベクターを導入した大腸菌 C43(DE3) pGro7培養液 1 mLを

25 g/mL, 30 g/mLのカナマイシン, 500 μM IPTG, 0.025%グルコース, 0.026%アラビノース

を含む TB培地 700 mLに加え、25℃, 150 rpmで振盪培養した。16 h後に培養液を 4℃, 6000 

rpm で 10 分間遠心分離し、ペレットを-80℃で保存した。AmxMT1 を発現させた大腸菌を

菌体 1 g当たり 5 mLの AmxMT1 Aバッファー (50 mM Tris-HCl pH8.0, 100 NaCl, 10 %グリセ

ロール, 20 mM イミダゾール) に懸濁した。PMSFを終濃度 2 mMとなるように、少量のリ

ゾチームと Sm2 ヌクレアーゼを加え、菌体を超音波破砕し、無細胞抽出液を 4℃, 10000 

rpm 30 min遠心分離した。上清を Aバッファーで平衡化した Ni-NTA agaroseを充填したカ

ラム へアプライし、20 CV の AmxMT1 A バッファーで洗浄を行った。AmxMT1 は、

AmxMT1 Bバッファー (50 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl, 10 % グリセロール, 250 mMイ

ミダゾール) で溶出した。Amicon Urutla 30 kを用いて、AmxMT1を体積が 10 mL以下にな

るまで濃縮し、濃度を 280 nm の吸光度から算出し、等量の TEV プロテアーゼと混合し、

半透膜に入れ、1Lの AmxMT1 Cバッファー (50 mM Tris-HCl pH8.0, 100 NaCl, 10 %グリセロ
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ール 4℃) を用いて 4℃で、一晩透析した。再度 Ni -NTA agaroseを用いて精製し、フロース

ルーと洗浄画分を回収した。続いて、superdex75カラムと AmxMT1 Cバッファーを用いて

ゲルろ過精製を行った。 

2-7-5. プルダウンアッセイ 

AmxMT1, ACPSを発現させた大腸菌をそれぞれ菌体 1g当たり、5 mLのプルダウンバッ

ファー (20 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 10 % グリセロール) に懸濁し、PMSF, Sm2ヌクレア

ーゼ, リゾチーム, TritonX 100をそれぞれ終濃度 2 mM, 6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるよう

に加え、4℃, 30 min転倒混和した。続いて、無細胞抽出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、

上清を再度、4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離し、上清を回収した。AmxMT1, または ACPS

を含む大腸菌破砕液上清 500μLをそれぞれ 25μLの ACP固定化担体と混合し、4℃, 一晩転

倒混和した。スピンダウンし、担体を回収し、これを 500μL のプルダウンバッファーで 2

回洗浄した。担体に50μLのSDSサンプルバッファーを加え 95℃, 5 minインキュベートし、

溶出物に対して、マウス由来 Hisタグ抗体と HRP標識ヤギ由来抗マウス IgGを用いてウェ

スタンブロッティングを行った。また、ネガティブコントロールとして、ACP 固定化担体

の代わりに、エタノールアミンによるブロッキングのみを行ったセファロース担体を用い

て同様の操作を行った。 

 

2-7-6. AmxMT1の結晶構造解析 

精製後の AmxMT1を 10 mg/mLになるまで、Amicon Ultra 30 Kを用いて濃縮し、DTTと

SAMをそれぞれ終濃度 5 mM, 2.25 mMとなるように加えた。1 μLの AmxMT1溶液と等量

の 0.1 M HEPES pH 7.0, 15 % polyethylene glycol 2000を混合し、蒸気拡散法により 20 ℃で結

晶化させた。SAD 法による位相決定に用いる結晶は飽和濃度のセレノウレアを含む 250 

mM 酢酸ナトリウム, 25 % ポリエチレングリコール 3,350, 10 % グリセロール, 10 mM ジチオ

ナイトに浸した (72)。結晶は 100 K の窒素ガスの気流下で瞬間凍結し、セレノウレアを結

合させた SAD法に用いるデータセットは 0.9794 Å, 高分解能データセットは 1.0 Åの X線を

用いて、 SPring-8 BL32XUで収集した。高分解能の AmxMT1結晶構造は SAD法により得

られた構造を用いて、分子置換法により決定した。SAD 法による位相決定及び初期のモデ

ル構築は Phenix suiteを、モデル構築及び精密化は Cootと Phenix refineにより行った。 (73, 

74). 

 

2-7-7. Alpha Foldによるタンパク質の構造予測 

全ての予測モデルは AlphaFold2 advancedを用いて構築した。複合体のモデル構築の際に

は ACP:酵素を 1:1とした。 

 

2-7-8. ドッキングシミュレーション 

ドッキングシミュレーションはWebina 1.0.3を用いて行った。Chem3D 16.0 (Perkin Elmer) 
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で MM2処理により構造を最適化した S-アセトアセチル-4’-ホスホパンテテインのモデル構

造をリガンドとして、水素原子を付加し SAH を取り除いた AmxMT1 の結晶構造をアクセ

プターとして用いた。ボックスサイズは 15×8×15 Å３を使用し、SAHとリガンドのクラッシ

ュを避けるように設定した。 
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3章 アナモックス菌のネイティブ ACPに対する抗体の作製と ACPの精製 
3-1. 緒言 

アナモックス菌が生産するラダラン脂質 (42, 43) は 5つの四員環または六員環と 3つの四

員環が連なった歪みの大きな梯子状疎水基 ([5]-ラダラン, [3]-ラダラン) を有することからそ

の生合成メカニズムが注目されている。一般的にバクテリアの脂肪酸はⅡ型脂肪酸生合成

系 (FASⅡ) で生産される。この経路ではアシルキャリアプロテイン (ACP) に共有結合してい

る新生鎖が、FASⅡの酵素群により、縮合、還元、脱水、還元の 4 段階の反応から成る伸

長サイクルを繰り返すことで、炭素鎖長が 2ずつ伸長し、最終産物として炭素鎖長 16のパ

ルミチン酸が生産される (48)。比較ゲノム解析などに基づいて、ラダラン脂質は FASⅡと

同様に、ACPに結合している生合成中間体を基に生産されると提案されている。ACPは 10 

kDaほどの 4ヘリックスバンドルタンパク質であり、分子表面に保存された Ser残基を有し

ており、これは 4’-ホスホパンテテイン (ppn) と共有結合する (48)。ACPは 10 kDaほどの 4

ヘリックスバンドルタンパク質であり、分子表面に保存された Ser 残基を有しており、こ

れは 4’-ホスホパンテテイン (ppn) と共有結合する。ACPはアシル基と ppnとのチオエステ

ル結合を介して結合し、伸長反応を担う様々な酵素へと運搬する (48)。アナモックス菌の

FASⅡ遺伝子クラスターには 3種の ACP (AmxACP1, AmxACP2, AmxACP3) がコードされて

いる (47)。これらの内、AmxACP1 は典型的な脂肪酸生合成に関与する大腸菌由来 ACP と

の相同性 (query coverage 92%, identity 54%) が高いことから、典型的な脂肪酸生合成に関与

すると推定されるが、AmxACP2 と AmxACP3 は大腸菌由来 ACP との相同性が低い 

(AmxACP2: query coverage: 39%, identity 41%, AmxACP3: query coverage: 38%, identity 47%)。

また、ACP3 は結晶構造解析が行われており、ヘリックスⅢが非常に柔軟な 310ヘリックス

であることや、ヘリックス 1と 2の間に、長いアシル基が ACPへとロードされた際に、チ

オエステル結合を加水分解から保護すると推定される dual phenylalanine motief を有するな

ど、他の ACPとは異なる特徴を有する（62）。 

天然物生合成経路探索研究の解明には、遺伝子破壊が広く用いられているが、アナモッ

クス菌は増殖が極めて遅く、遺伝子組み換えを行えない。このため、ラダラン脂質生合成

経路の解明には、アナモックス菌の遺伝子破壊を必要としない方法が求められる。大腸菌

において、ACPは細胞内に豊富に存在しており、大腸菌湿潤菌体重量 1 g当たり約 120-150 

g 得ることができ、その 8-12%にはアシル基が結合している（75）。大腸菌のアシル ACP

の大部分は FASⅡの生合成中間体である炭素鎖長が 15以下の中鎖アシル ACPであり、最終

産物である炭素鎖長が 16のパルミトイルACPはほとんど存在しない (75)。このことから、

アナモックス菌においても同様に、ラダラン脂質生合成中間体が結合している ACPが蓄積

していると期待される。そこで、アナモックス菌からネイティブ ACPを精製し、これに結

合している生合成中間体を同定すること、及びラダラン脂質生合成中間体の運搬を担う

ACP を同定することを目指す。前述のとおり、アナモックス菌は遺伝子組み換えが行えな

いため、ACP にタンパク質の精製に広く用いられる His タグなどのタグを付加することは
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できない。タグのついていないタンパク質を精製することは容易ではなく、また、収量も

多くは見込めない。そこで、抗 ACP抗体を作製・精製し、これを固定化した担体を用いて、

アナモックス菌からネイティブ ACPを精製した。 

 

結果・考察 

3-2. アナモックス菌の培養 

アナモックス菌の培養には反応器の出口をアナモックス菌が透過できないポアサイズの

膜で覆うことで増殖した細胞の漏出を防ぐことができる Membrane bio reactor (MBR) (1,2, 

76) を用いた。アナモックス菌が他の生物に対して優位に生育可能な、有機物を含まず、

NO2-と NH4+を含む培地を用いて、MBR を窒素で充填させることで嫌気的に保ちながら、

湖山池の堆積物からアナモックス菌が dominant となる菌叢を培養した。バクテリアの

16SrRNA V3-V4 領域の配列を増幅するプライマーを用いて、菌叢解析を行ったところ、

44.5 ％が Brocadia属アナモックス菌であった (図 29)。 
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3-3. アナモックス菌の総脂質の分析 

アナモックス菌がラダラン脂質を生産していることを確認するため、当研究室で培養し

たアナモックス菌から、総脂質を抽出し、メタノリシスによって脂肪酸のメチルエステル

化を行った。得られた脂肪酸メチルエステルを GC-MS により分析したところ、[3]-ラダラ

ンと[5]-ラダランにそれぞれ特徴的な m/z=131, 161のピーク (43) が検出され (図 30) 、当研

究室で得られたアナモックス菌の総脂質にラダラン脂質が含まれていることが確認できた。 
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4-4. 抗 ACP抗体の作製・精製 

大腸菌に異種発現させ、精製することで得られた AmxACP1-3 をそれぞれ用いて、ウサ

ギを免疫し、血清を得た。血清から、AmxACP1-3をそれぞれ固定化した担体を用いて、抗

ACP抗体を精製し、精製後の試料の SDS-PAGEを行ったところ、抗 AmxACP1, 2, 3抗体が

それぞれ得られていることが確認できた (図 31)。 

 

3-5. AmxACPの発現確認及び精製 

アナモックス菌を破砕・遠心分離し、上清に対して抗 AmxACP1, 2, 3抗体及び HRP標識
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抗ウサギ IgG抗体を用いて、ウェスタンブロッティングを行ったところ、AmxACP2は検出

されなかったが、AmxACP1は及び AmxACP3が検出された。 

続いて、AmxACP1と AmxACP3をそれぞれ抗 AmxACP1抗体固定化担体と抗 AmxACP3

抗体固定化担体を用いて精製した。精製後の試料に対してウェスタンブロッティングを行

ったところ、AmxACP1, AmxACP3ともに得られていることが確認できた。大腸菌からACP

を精製した場合、湿潤菌体 1 g 当たり 120-150 g の ACP が得られると報告されているが 

(75)、アナモックス菌から得られた AmxACP1と AmxACP3は共に、湿潤菌体 1 g当たり、

10g 以下であり、ACP に結合している生合成中間体の同定に十分な量の ACP は得られな

かった。ラダラン脂質生合成中間体の同定には至らなかったが、本研究室のアナモックス

菌の総脂質にはラダラン脂質が含まれており、その破砕液上清からAmxACP1とAmxACP3

のみが検出されたことから、ラダラン脂質生合成中間体が ACPによって運搬されるのであ

れば、ラダラン脂質生合成には AmxACP1 と AmxACP3 のいずれか、またはその両方が関

与し、一方で AmxACP2 は関与しないことが示唆された。しかし、これを立証するために

は、大規模なアナモックス菌の遺伝子クラスターを他の生物へ導入し、ラダラン脂質生産

系を構築したうえで、AmxACP を欠損させ、そのラダラン脂質生産能を調べる必要がある。 

 

3-6. 実験操作 

3-6-1. アナモックス菌の培養 

湖山池堆積物を付着させた担体を反応器に入れ、35℃で適量の NaNO2と(NH4)2SO4を含

むアナモックス培地 (5 M KHCO3, 200 M KH2PO4, 33 M MgSO4, 1.2 M CaCl2, EDTA・2Na, 

33 M FeSO4, 1.5 M ZnSO4, 1 M CoCl2, 5 M MnCl2, 1 M CuSO4, 1.2 M Na2Mo, 800 nM 
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NiCl2,550 nM NaSeSO4, 71 nM H3BO4) を供給し、供給した量と等量の培地を反応器から吸引

することですることで、アナモックス菌を連続培養した。アナモックス培地の NaNO2と

(NH4)2SO4の濃度は、ほぼすべての NO2-と NH4+がアナモックス反応に消費されるよう、ア

ナモックス菌の増殖に応じて上昇させ、リアクター内のNH4+濃度は 5 mg/L以下に保った。

また、アナモックス菌が反応器から流出することを防ぐために反応器の出口はメンブレン

で覆った。 

3-6-2.アナモックス菌の菌叢解析 

GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma aldrich) を用いてアナモックス菌のゲノムを

抽出し、株式会社生物技研に 16SrRNAのV3-V4領域のアンプリコンシーケンス解析を依頼

した。 

3-6-3.アナモックス菌の総脂質の分析 

アナモックス菌をフリーズドライし、乾燥菌体重量 1 mg当たり 140 μLのメタノールに

懸濁し、これを氷上でソニケートした。続いて、ジクロロメタン/メタノール (1:1) を加え、

懸濁し、4℃, 800g 15 min遠心分離した。上清を減圧乾燥することで、アナモックス菌総脂

質を得た。アナモックス菌総脂質 1 mgをメタノール/ヘキサン (1:1) 1 mLに溶解させ、BF3-

HCl 200 μL, 2, 2-ジメトキシプロパン 50 μLを加え、60 ℃, 10 minインキュベートした。ヘキ

サンを 500 μL加え、激しくボルテックスし、これを 800 g, 5 min遠心し、ヘキサン層を回

収した。スパーテル 1 杯分の無水硫化ナトリウム加え、30 min 攪拌した後に、硫化ナトリ

ウムの沈殿を除去した。上清を減圧乾燥により濃縮し、DB-1 カラム (Agilent) を用いて GC-

MSにより分析した。 

3-6-4. 抗 ACP抗体の作製・精製 

アナモックス菌由来ACPの発現・精製及び、これを固定化した担体は 2-7-7, 2-7-8と同様

に行った。大腸菌に異種発現させ精製したAmxACP1, AmxACP2, AmxACP3を用いてウサギ

を免疫し、免疫後のウサギから抗血清を得た。ウサギの免疫及び血清の調製は北海道シス

テムサイエンス株式会社とユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼した。これを PBS バ

ッファーで 10 倍希釈し、PBS バッファーで平衡化した ACP 固定化担体にアプライした。

20 CVの PBSバッファーで担体を洗浄した後に、3CVの 100 mM Gly-HCl pH2.9で抗 ACP

抗体を溶出させた。溶出後の試料は 1/20等量の 1 M KPi pH9.0で中和させ、濃縮と PBSバ

ッファーを用いて希釈することを繰り返すことで PBSバッファーに置換した。 

3-6-5. アナモックス菌における ACPの発現確認 

アナモックス菌を菌体 1g当たり 5 mLのプルダウンバッファー (50 mM KPi pH8.0 200 mM 

NaCl, 10 % グリセロール, 500 μM DTT) に懸濁し、超音波破砕した。得られた無細胞抽出物

を 15000 rpm 30 min遠心分離した。遠心分離後の上清に対して、抗 ACP抗体及び HRP標識

抗ウサギ IgG抗体を用いてウェスタンブロッティングを行った。 

3-6-6. 抗 ACP抗体固定化担体の調製 

抗 AmxACP1抗体, 抗 AmxACP2抗体, 及び抗 AmxACP3抗体をそれぞれカップリングバッ
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ファー (0.2M NaHCO3, 500 mM NaCl) に希釈と濃縮を繰り返すことで置換し、BCAアッセイ

により濃度を測定し、1 mg/mLとした。1 mLの抗 AmxACP1抗体, 抗 AmxACP2抗体, 及び

抗 AmxACP3をそれぞれ 1mM HClで洗浄した NHS activated sepharoseと混合し、4℃で一晩

転倒混和した。スピンダウンし担体を回収し、上清に未反応の抗 ACPが残っていないこと

を SDS-PAGEにより確認した。担体に 1 mLのブロッキングバッファー (500 μM エタノール

アミン pH8.3, 500 mM NaCl) を加え、4℃, o/n転倒混和し、未反応の NHS基を不活性化し

た。スピンダウンし担体を回収し、1 mLの PBSTで 3回洗浄した。 

3-6-7. アナモックス菌のネイティブ ACPの精製 

前述の方法で調製したアナモックス菌破砕液上清 5 mLを 1 mLの抗 ACP抗体固定化担体

にアプライした。担体を 20 CVの PBSTで洗浄し、3CVの 100 mM Gly-HCl pH2.9で ACPを

溶出させ 1/20等量の 1 M KPi pH9.0で中和させた。 
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4章 アナモックス菌由来 ACPと相互作用する酵素の同定に向けた近接依存性標
識 
4-1 緒言 

アナモックス菌に特有のラダラン脂質は四員環が連なった梯子状疎水基を有する (1, 2, 

42)。この疎水基は他の天然物には見られず、有機合成が困難であることから、その生合成

メカニズムが注目されている。ラダラン脂質生合成経路の大部分は未解明であるが、これ

には一般的なバクテリアの脂肪酸生合成系であるⅡ型脂肪酸生合成系 (FASⅡ) が関与すると

推定されている (47)。FASⅡではアシルキャリアプロテイン (ACP) に共有結合している新生

鎖が、FASⅡの酵素群により、縮合、還元、脱水、還元の4段階の反応から成る伸長サイク

ルを繰り返すことで、炭素鎖長が2ずつ伸長し、最終産物として炭素鎖長16のパルミチン

酸が生産される (48)。ACPは10 kDaほどの4ヘリックスバンドルタンパク質であり、分子表

面に保存されたSer残基を有している (48)。翻訳された直後のアポ型のACPは保存されたSer

残基に4’-ホスホパンテテイン (ppn) が共有結合することで、ppnを介したアシル基とのチオ

エステル結合が可能なホロ型となり、アシル基を様々な酵素へと運搬する (48)。アナモッ

クス菌のFASⅡ遺伝子クラスターには3種のACP (AmxACP1, 2, 3) がコードされている。3章

で述べたとおり、これらの内、AmxACP1とAmxACP3はラダラン脂質を生産しているアナ

モックス菌において、発現していることが確認されている。AmxACP1は典型的な脂肪酸生

合成に関与する大腸菌由来ACPとの相同性が高い (query coverage 92%, identity 54%) ことか

ら、典型的な脂肪酸生合成に関与すると推定されるが、AmxACP3は大腸菌由来ACPとの相

同性が低い (query cover: 38%, identity 47%)。AmxACP3は結晶構造解析により、アシル基と

のチオエステル結合を加水分解から防ぐと推定されているdual phenylalanine motiefを有する

など、他の生物のACPとは異なる特徴をもつことが明らかとなっている（62）。ラダラン

脂質生合成において梯子状疎水基の構築を担う酵素は、FASⅡの酵素群がACPと特異的に

相互作用するように、アナモックス菌のACP と特異的に相互作用すると推定される。そこ

で、本研究では、これらの酵素を単離・同定することを目指す。Pseudomonas aeruginosaの

カタラーゼKatAはACPと結合することでその酵素活性が抑制されるが、この酵素とACPが

相互作用することはプルダウンアッセイによって明らかとなった (76)。異種発現させた

AmxACPを固定化した担体を用いてアナモックス菌破砕液に対してプルダウンアッセイを

行うことは可能であるが、ラダラン脂質生合成に関与する酵素はアシルACPを基質とする

と推定されるため、これらの酵素はACPと一時的にしか結合せず、プルダウンアッセイを

行う際に、洗浄の過程で除去されてしまうことが懸念される。実際、P. aeruginosaにおい

て典型的な脂肪酸生合成に関与するAcpPと相互作用する酵素がプルダウンアッセイにより

同定された際には、アシル基の伸長反応を担う酵素の内、β-ケトアシルACP合成酵素やエ

ノイルACPレダクターゼなどの酵素が同定されなかった (76)。そこで本研究では、弱いも

しくは一時的なタンパク質間相互作用の解析が可能な近接依存性標識法 (proximity labeling, 
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PL) を用いる (77-81)。この手法には基質特異性を失ったビオチンリガーゼ変異体やアスコ

ルビン酸ペルオキシダーゼ (APEX) が用いられる (77-81)。PLに用いられるビオチンリガー

ゼ変異体はビオチンとATPから反応性の高いビオチニルAMPを生成し、近傍に位置するタ

ンパク質を非選択的にビオチン化する (78, 81)。一方で、APEXは過酸化水素を分解する際

にアスコルビン酸の代わりにビオチンフェノールを電子供与体として用いることができ、

この反応によって生じる活性種はAPEX近傍のタンパク質を非選択的にビオチンフェノー

ル化する (79)。ビオチンリガーゼ変異体もしくはAPEXにACPを融合させた場合、これらの

酵素の近傍にACPと相互作用するタンパク質が位置しやすくなり、選択的にビオチン化さ

れる。このため、任意のタンパク質を融合させたAPEXもしくはビオチンリガーゼ変異体

を細胞内で発現させることで、融合させたタンパク質と相互作用するタンパク質をビオチ

ン化できる。これらは、ストレプトアビジンなどのビオチンと特異的に結合するタンパク

質を固定化した担体を用いて精製できる (77)。本手法では、担体の洗浄の際に、ACP-酵素

間の相互作用が維持される必要が無いことから、プルダウンアッセイでは同定できない酵

素も同定できると期待される (77-81)。従来、ビオチンリガーゼ変異体を用いた近接依存性

標識には、大腸菌由来ビオチンリガーゼ (BirA) のArg118をSerに置換したBioIDが用いられ

てきた (77, 78, 80, 81)。野生型のビオチンリガーゼはATP依存的にビオチンを活性化し、基

質のタンパク質のリジン残基をビオチン化するが、反応中間生成物であるビオチニルAMP

との相互作用に関わるArg118に変異を導入すると本来の基質であるタンパク質をビオチン

化する前にビオチニルAMPを放出する(78, 80, 81) BioIDは野生型BirAと比べて反応速度が遅

く、標識に18時間以上の長い時間を要する欠点を有する (80, 81)。この問題を解決するため、

TurboID (80), MiniTurbo (80), AirID (81) などの、より効率的にPLを行うことのできる酵素が

いくつか開発されている。TurboIDはBirAにランダム変異導入及びスクリーニングを行う

ことなどにより反応速度が向上した変異体であり、標識を10 min程度で行える  (80)。

MiniTurboはTurboIDのN末端ドメインを欠損させており、TurboIDと比べて、反応速度は劣

るが、サイズが小さく、融合させたタンパク質への影響が小さいと期待される (80)。しか

し、これらのBirA変異体はBioIDと比較して、宿主細胞への毒性が高い、非選択的な標識

が多いなどの欠点も有する (81)。AirIDは様々な種由来のBirAをもとにそれらの祖先的な

BirAの配列を予測することで得られた人工ビオチンリガーゼであり、BioIDと比較して反

応速度が速く、TurboIDよりも非選択的な標識や細胞毒性が低い (81)。また、APEXによる

標識はTurboIDによる標識よりもさらに早く、標識に1 minしか要さないが、過酸化水素を

必要とし、これは細胞毒性が非常に高い (77, 80)。近接依存性標識は従来細胞内で行われて

きたが (77-81)、アナモックス菌の遺伝子組み換えは行えないため、本研究では大腸菌に異

種発現させ、精製したACP融合MiniTurbo, AirID, APEXをそれぞれ用いて、アナモックス菌

破砕液に対してPLを行った。 
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4-2 ACP融合MiniTurboによるアナモックス菌破砕液上清に対する標識 

前述のとおり、AmxACPとACPS及びAmxMT1は相互作用する。ACP固定化担体を用いて

AmxACPと ACPS及び AmxMT1の相互作用をプルダウンアッセイにより確認した際、担体

に結合している ACPの C末端にはプロテアーゼ認識配列の一部が残っていた。このことか

ら、AmxACP の C 末端は ACP-パートナータンパク質間の相互作用を阻害しないと考えら

れる。そこで、C末端にMiniTurbo (MTur)を融合させた AmxACP1 (ACP1-MTur) を大腸菌に

発現させた。その破砕液上清に対してストレプタクチン HRPを用いてウェスタンブロッテ

ィングを行ったところ ACP1-MTur は大腸菌細胞内で自己ビオチン化していた（図 34a）。

ACPがビオチン化された場合、ビオチンが ACPとそのパートナータンパク質間の相互作用

を阻害することが懸念されるため、ACP1-MTurの精製は行わなかった。ACPの N末端と C

末端はいずれもアシル基が結合する保存された Ser 残基とは離れているため (図 34b)、MT

を ACPの C末端に融合させた場合でも ACPとパートナータンパク質間の相互作用に影響

は無いと考え、MTur, AmxACP1とAmxACP3のC末端にそれぞれMTurを融合させたMTur-

ACP1, MTur-ACP3を大腸菌に発現させ、精製した (図 34c-e)。これらを用いてアナモックス

菌に対して近接依存性標識を行ったところ、MTurACP1 と MTurACP3を用いた場合にのみ

見られるバンドが検出されたが (図 34f)、これらは切断された ACP 融合 MTur の断片であ

り、ACPと相互作用するタンパク質は標識されていなかった。このことから、ACPの構造

に基づいた推定に反して、MTur は ACP とそのパートナータンパク質の相互作用を阻害し

ていると考えられる。これは ACPの N末端に MTurを付加する、リンカーの長さを変える

などして、改善されると期待される。しかし、MTur は発現量が低く、Ni 精製後の収量は

培地 4.2 Lから 1 mg以下と非常に少なく、また、精製後の試料には夾雑タンパク質が多く

含まれていた。これはタンパク質濃度を算出する際に影響し、また、標識の条件検討を行

うことが困難であることから、PLに使用する酵素は安定した発現が見込める APEXに変更

した。 

4-3 ACP融合 APEXによる ACPSを発現させた大腸菌破砕液上清及びアナモックス菌破砕

液上清に対する標識 

APEX, C末端にAPEXを融合させたAmxACP1とAmxACP3 (ACP1-APEX, ACP3-APEX) を大

腸菌に発現させ、精製した (図34a)。APEXは補因子としてヘムを必要とするため、得られ

た試料ヘムが結合していることを紫外可視吸収スペクトルの測定により確認した。APEX, 

ACP1-APEX, ACP3-APEX ともに、ヘムの吸収極大である407 nm 付近に吸収が見られた (図

34b) (20)。これらを用いて、アナモックス菌破砕液上清と、ポジティブコントロールとし

てACPとの相互作用が明らかなACPSを発現させた大腸菌破砕液上清に対してそれぞれPL

を行った。いずれの場合においてもAPEXとACP融合APEXに有意な差は見られなかった 

(図34c)。ACPSとAPEXを融合させたACPが相互作用をするか確認するため、ACP-APEXを

用いてACPSを発現させた大腸菌破砕液に対してプルダウンアッセイを行ったところ、

ACP-APEXとACPSは相互作用しないことが確認された (図34d)。これがACPに融合させた
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APEXが立体障害によってACP-ACPS間の相互作用を阻害することに起因するのであれば、

リンカーの長さの検討等により、ACPのパートナータンパク質を標識することが可能とな

ることが期待される。しかし、APEXは非特異的な標識が非常に多く、ACPと特異的に相

互作用するタンパク質が標識される条件であってもこれを検出しづらいと考えられる。そ

こで、安定して可溶性発現し、非特異的な標識が少ないAirIDを用いて、標識の条件検討を
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行った。 

4-4. ACP融合 AirIDによる ACPSを発現させた大腸菌破砕液に対する近接依存性標識 

MTurは発現量が少なく、APEX は非特異的に相互作用するタンパク質の標識が非常に多か

ったため、PL に使用する酵素を非特異的標識が少なく、大腸菌において安定して可溶性発

現する AirIDに変更した。AirID, C末端に 5残基のリンカーと AirID, 10残基のリンカーと

AirIDをそれぞれ付加した AmxACP1 (ACP1-5-AirID, ACP1-10-AirID) をそれぞれ大腸菌に発

現させ、精製した (図 35a)。これらを用いて ACPSを発現させた大腸菌破砕液上清に対して

PLを行ったところ、ACP1-5-AirIDと ACP1-10-AirIDは AirIDと比べて酵素反応の速度が向

上した、もしくは自己標識される頻度が増大したが、いずれも ACPS を標識することはで

きなかった (図35b)。また、N末端にAirIDと5残基のリンカーを融合したAmxACP1 (AirID-

ACP1) を同様に大腸菌に発現させ、精製し (図 35a)、これを用いて ACPSを発現させた大腸

菌破砕液に対して PLを行ったところ、ACPSは標識されなかったが、精製の際に除去しき

れなかった GSTが標識された (図 35b)。この結果からの ACPの N末端 AirIDを融合させた

場合、これは少なくとも近傍のタンパク質をビオチン化できることが明らかとなった。ま

た、非特異的に AmxACP1 または AirID に結合した GST が標識されたにもかかわらず、

AmxACP1と特異的に相互作用するACPSが標識されないことから、何らかの理由により、

ACPSが PLにおけるポジティブコントロールとして適していないことが懸念された。 

4-5. ACP 融合 AirID による AmxMT1 を発現させた大腸菌破砕液、及びアナモックス菌破

砕液に対する近接依存性標識 

AirID-ACP1とAmxACP3の C末端にAirIDを融合させたAirID-ACP3を発現・精製し、GST

を完全に除去した後に (図 35c)、これらを用いて、AmxMT1に対して PLを行ったところ、

ネガティブコントロールであるアナモックス菌破砕液を加えていない条件と比較して有意

な差は見られなかった。これまでに検討した条件では、ACPのN末端, C末端は共にアシル

基が結合するSer残基から離れているにも関わらず、ACPと相互作用するACPSやAmxMT1, 

及びアナモックス菌破砕液中のタンパク質のいずれも標識することはできなかった。

ACPS が PL のポジティブコントロールとして適切であるかどうかは疑問が残るが、

AmxACP1の C末端に AirIDを融合させた場合、そのリンカーの長さに関わらず ACPSを標

識できなかった。このことから、ACPと AirIDが非特異的に結合することにより、ACPと

そのパートナータンパク質の結合が阻害され、リンカーの長さを変えた場合においてもこ

れは解消されなかったと推定した。ACP と AirID は共に分子表面に電荷を有する残基が多

く存在していることから、静電的相互作用を阻害するために過剰量の LiCl 存在下で

AmxMT1を発現させた大腸菌破砕液に対して PLを行った。この試料に対して HRP標識-ス

トレプタクチン,  マウス抗 Hisタグ抗体, 及び HRP標識抗マウス IgG抗体を用いてウェスタ

ンブロッティングを行ったところ、AirID-ACP1 または AirID-ACP3 を用いた条件のみ

AmxMT1 が標識されたことが確認できた。しかし、同様の条件でアナモックス菌破砕液上

清に対して PLを行ったところ、ACPと相互作用するタンパク質は標識されなかった。 
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4-6実験操作 

4-6-1 MiniTurbo及び ACP融合MiniTurboの発現・精製 

タンパク質をコードする遺伝子は全て大腸菌での発現に適したコドン使用頻度となるよ

うに人工合成した。MTurをコードする遺伝子を pET28b に挿入することで MTur 発現ベク

ターを構築した。また、MTur-ACP1の C末端には HRVC3認識配列と 6×Hisを付加した。

AmxACP1 発現ベクターの AmxACP1 をコードする領域の上流と下流にそれぞれ AmxACP

をコードする遺伝子をと MTur-ACP1 発現ベクターを構築した。MTur, ACP1-MTur, 及び

MTur-ACP1発現ベクターをそれぞれ導入した大腸菌 BL21(DE3) 培養液 1 mLを 25 g/mLの

カナマイシン, 500 μM IPTG, 0.025%グルコースを含む LB培地 700 mLに加え、18℃, 150 rpm

で振盪培養した。24 h後に培養液を 4℃, 6000 rpmで 10分間遠心分離し、ペレットを-80℃
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で保存した。これらをそれぞれ菌体 1 g当たり 5 mLの PL Aバッファー (50 mM KPi pH8.0, 

200 mM NaCl, 10 %グリセロール, 500μM DTT) に懸濁し、PMSF, Sm2ヌクレアーゼ, リゾチ

ーム, TritonX 100をそれぞれ終濃度 2 mM, 6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるように加え、4℃, 

30 min転倒混和した。続いて、無細胞抽出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、上清を再度、

4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離した。上清を Aバッファーで平衡化した Ni-NTA agaroseを

充填したカラム へアプライし、20 CVのMTurAバッファーで洗浄を行った。MTurとMTur-

ACP1は、PL Bバッファー (200 mM NaCl, 10 % グリセロール, 250 mM イミダゾール, 500 μM 

DTT, 50 mM KPi pH8.0) で溶出し、Amicon Urutla 30 kを用いて体積が 1 mLとなるまで濃縮

した。得られたタンパク質の濃度を 280 nm の吸光度から算出し、HRV3C プロテアーゼを

1/10等量加え、4℃, o/n転倒混和した。PL Cバッファー (50 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 

10% グリセロール 500 μM DTT) で 12.5倍希釈し、再度 Ni -NTA agaroseへアプライし、フロ

ースルーを回収した。1CVの PL Cバッファーで担体を洗浄し、これをフロースルーと混合

し、Amicon Urutla 30kを用いてタンパク質濃度が 1 mg/mLとなるまで濃縮し、-80℃で保存

した。 

 

4-6-2 アナモックス菌由来 ACP融合MTurを用いたアナモックス菌破砕液上清に対する PL 

2-7-5と同様に調製したアナモックス菌破砕液上清と総タンパク質濃度が 1 mg/mLの MTur

及びMTur-ACPをそれぞれ 1:1で混合し、ビオチン, ATP, MgCl2をそれぞれ終濃度 500 M, 2 

mM, 10 mMとなるように加え、35℃, 2 hインキュベートした。 

4-6-3 APEX及びアナモックス菌由来 ACP融合 APEXの発現・精製 

タンパク質をコードする遺伝子は全て大腸菌での発現に適したコドン使用頻度となるよ

うに人工合成した。大豆由来 APEXをコードする遺伝子を pET28bとAmxACP1発現ベクタ

ーの AmxACP1 をコードする領域の下流にそれぞれ挿入することで APEX 発現ベクターと

ACP1-APEX発現ベクターを構築した。また、APEXのC末端にはHRVC3認識配列と 6×His

を付加した。APEX 発現ベクターと ACP1-APEX 発現ベクターをそれぞれ導入した大腸菌

BL21(DE3) 培養液 1 mLを 25 g/mLのカナマイシン, 500 M 5-アミノレブリン酸を含む TB

培地 100 mLに加え、37℃, 150 rpmで振盪培養し、OD600が 0.5に達したとき IPTGを終濃度

500 μM となるように加え、25℃, 150 rpmで振盪培養した。24 h後に培養液を 4℃, 6000 rpm

で 10分間遠心分離し、ペレットを-80℃で保存した。これらを菌体 1 g当たり 5 mLの ACP 

Aバッファー (50 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 500μM DTT) に懸濁し、PMSF, Sm2ヌクレア

ーゼ, リゾチーム, TritonX 100をそれぞれ終濃度 2 mM, 6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるよう

に加え、4℃, 30 min転倒混和した。続いて、無細胞抽出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、

上清を再度、4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離した。上清を ACP Aバッファーで平衡化した

Ni-NTA agaroseを充填したカラム へアプライし、20 CVの ACP Aバッファーで洗浄を行っ

た。APEXと ACP-APEXは、ACP Bバッファー (200 mM NaCl, 250 mM イミダゾール, 500 

μM DTT, 50 mM KPi pH8.0) で溶出した。得られたタンパク質の濃度を 280 nmの吸光度から
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算出し、HRV3Cプロテアーゼを 1/10等量加え、4℃, o/n転倒混和した。ACP Cバッファー 

(50 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 500 μM DTT) で 12.5倍希釈し、再度 Ni -NTA agaroseへア

プライし、フロースルーを回収した。1CVの ACP Cバッファーで担体を洗浄し、これをフ

ロースルーと混合し、Amicon Urutla 30 kを用いて濃縮した。得られたタンパク質の濃度を

APEXにおけるヘムの 407 nmのモル有効係数 107 mM-1cm-1から算出し 20 Mとなるように

ACP Cバッファーで希釈し、-80℃で保存した。 

4-6-4 アナモックス菌由来 ACP融合 APEXを用いた ACPSを発現させた大腸菌破砕液上清

及びアナモックス菌破砕液上清に対する PL 

2-7-5と同様に調製したアナモックス菌破砕液上清または ACPSを発現させた大腸菌破砕液

上清にビオチンフェノール, APEXまたはACP1-APEX, H2O2をそれぞれ終濃度 100 M, 1 M, 

100 Mとなるように加え、4℃, 10 minインキュベートした。 

4-6-5 AirID及びアナモックス菌由来 ACP融合 AirIDの発現・精製 

タンパク質をコードする遺伝子は全て大腸菌での発現に適したコドン使用頻度となるよ

うに人工合成した。AirIDをコードする遺伝子を pET28bに挿入することで AirID発現ベク

ターを構築した。N 末端に 5 残基のリンカー (SGGGG) または 10 残基のリンカー 

(SGGGGSGGGG) を付加した AmxACP1をコードする遺伝子を AirID発現ベクターの AirID

をコードする領域の上流にそれぞれ挿入することでAirID-5-ACP1発現ベクターとAirID-10-

ACP1発現ベクターを構築した。また、pCold1のGSTをコードする領域の下流にHRV3C認

識配列, AirID, N末端に SGGGGを付加した AmxACP1または AmxACP3を挿入することで

AirID-ACP1発現ベクターと AirID-ACP3発現ベクターを構築した。 

AirID, AirID-5-ACP1, AirID-10-ACP1 発現ベクターをそれぞれ導入した大腸菌 BL21(DE3) 

培養液 1 mLを 25 g/mLのカナマイシン, 500 μM IPTG, 0.025%グルコースを含む LB培地

100 mLに加え、18℃, 150 rpmで振盪培養した。24 h後に培養液を 4℃, 6000 rpmで 10分間

遠心分離し、ペレットを-80℃で保存した。AirID-ACP1発現ベクターと AirID-ACP3発現ベ

クターをそれぞれ導入した大腸菌 BL21(DE3) 培養液 1 mLを 25 g/mLのカナマイシンを含

む LB培地 100 mLに加え 37℃, 150 rpmで振盪培養し、OD600が 0.5に達したとき IPTGを終

濃度 500 μM となるように加え、氷床で急速に冷却し、15℃, 150 rpmで振盪培養した。24 h

後に培養液を 4℃, 6000 rpmで 10分間遠心分離し、ペレットを-80℃で保存した。 

AirID及び ACP融合 AirIDは全て同じ条件で精製した。菌体 1 g当たり 5 mLの ACP Aバ

ッファー (50 mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 500μM DTT) に懸濁し、PMSF, Sm2ヌクレアーゼ, 

リゾチーム, TritonX 100をそれぞれ終濃度 2 mM, 6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるように加

え、4℃, 30 min転倒混和した。続いて、無細胞抽出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、上

清を再度、4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離した。上清を ACP Aバッファーで平衡化した Ni-

NTA agaroseを充填したカラム へアプライし、20 CVの ACP Aバッファーで洗浄を行った。

APEXと ACP-APEXは、ACP Bバッファー (200 mM NaCl, 250 mM イミダゾール, 500 μM 

DTT, 50 mM KPi pH8.0) で溶出した。得られたタンパク質の濃度を 280 nmの吸光度から算
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出し、HRV3Cプロテアーゼを 1/10等量加え、4℃, o/n転倒混和した。ACP Cバッファー (50 

mM KPi pH8.0, 200 mM NaCl, 500 μM DTT) で 12.5倍希釈し、再度 Ni -NTA agaroseへアプラ

イし、フロースルーを回収した。1CVの ACP Cバッファーで担体を洗浄し、これをフロー

スルーと混合し、Amicon Urutla 30 kを用いて希釈・濃縮を繰り返すことで PL Dバッファ

ー (50 mM HEPES pH7.0, 200 mM NaCl, 10 %グリセロール, 500 M DTT) に置換した。GST

を含まない高純度の AirID-ACP1と AirID-ACP3を調製する際は、得られたタンパク質を PL 

Dバッファーで平衡化した GST accept (ナカライテスク) を充填したカラムにアプライし、

フロースルーを回収した。得られたタンパク質は BCAアッセイにより測定し、20 Mとな

るように PL Dバッファーで希釈し、-80℃で保存した。 

4-6-6 AirID及びアナモックス菌由来 ACP融合 AirIDを用いた ACPSまたは AmxMT1を発

現させた大腸菌破砕液上清及びアナモックス菌破砕液上清に対する PL 

AmxMT1または ACPSを発現させた大腸菌をそれぞれ菌体 1g当たり、5 mLの PL D バッ

ファーに懸濁し、PMSF, Sm2ヌクレアーゼ, リゾチーム, TritonX 100をそれぞれ終濃度2 mM, 

6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるように、懸濁液 50 mL当たり 1錠の cOmplete™ EDTAフリー

プロテアーゼ阻害剤カクテルを加え、4℃, 30 min 転倒混和した。続いて、無細胞抽出液を 

10000 rpm, 30 min遠心分離し、上清を再度、4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離し、上清を回収

した。アナモックス菌を 5 mLの PL D バッファーに懸濁し、PMSF, リゾチーム, Sm2ヌクレ

アーゼ, TritonX 100をそれぞれ終濃度 2 mM, 6 μg/mL, 0.5 mg/mL, 0.5％となるように加え、

懸濁液 50 mL当たり 1錠の cOmplete™ EDTAフリープロテアーゼ阻害剤カクテルを加え、氷上

でソニケートした。続いて、無細胞抽出液を 10000 rpm, 30 min遠心分離し、上清を再度、

4℃, 18000rpm, 20 min遠心分離し、上清を回収した。AmxMT1または ACPSを発現させた

大腸菌破砕液上清に対して PLを行う際は、反応液の組成を 250 mM ビオチン, 2 mM ATP, 60 

mM クレアチンリン酸, 100 unit クレアチンリン酸キナーゼ, 10 mM MgCl2, 4 M AirIDまた

はアナモックス菌由来 ACP融合 AirIDとし、反応液の体積の半分を大腸菌破砕液上清また

はアナモックス菌破砕液上清が占めるようにし、これを 35℃, 2 h, インキュベートした。 
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5 章 結言 

アナモックス菌が生産するラダラン脂質は複数の四員環が連なった歪みの大きな梯子状

疎水基を有する。この梯子状疎水基は他の天然物に見られず、その有機合成が容易ではな

いことから、生合成メカニズムが大きな注目を集めている。 

一般的にバクテリアの脂肪酸はⅡ型脂肪酸生合成系 (FASⅡ) によって生産される。この

経路では、アシルキャリアプロテイン (ACP) に共有結合しており、様々な脂肪酸合成酵素

が逐次複合体を形成し、炭化水素鎖が伸長される。比較ゲノム解析などに基づいて、ラダ

ラン脂質の生合成では、アシルキャリアプロテイン (ACP) に結合した疎水基を基質として、

S-アデノシルメチオニン (SAM) 依存性メチル基転移酵素 (SAM MTase) などの SAM依存性

酵素によって梯子状疎水基が構築されているとの仮説が提案されている。また、アナモッ

クス菌は 3種の ACP (AmxACP1-3) を有しており、AmxACP3は結晶構造解析により、アシ

ル基とのチオエステル結合を加水分解から防ぐと推定されている dual phenylalanine motief

を有するなど、他の生物のACPとは異なる特徴をもつことが明らかとなっている。 天然物

生合成経路の解明には遺伝子破壊が広く用いられるが、アナモックス菌の純粋培養は報告

例が無く、遺伝子組み換えを行うことは極めて困難であり、ラダラン脂質生合成に関与す

る酵素や生合成中間体を示す実験的なデータは得られていない。そこで、本研究ではアナ

モックス菌の遺伝子破壊を必要としない手法により、ラダラン脂質生合成経路の解明を目

指した。 

アナモックス菌の SAM MTaseの一つ AmxMT1は他の SAM MTaseと進化系統樹において

早期に分岐していることから梯子状疎水基の構築を担う候補として挙げられている。そこ

で、まずはアナモックス菌由来 ACP を用いて AmxMT1 に対してプルダウンアッセイを行

ったところ、ACP-AmxMT1間の相互作用が確認された。続いて、AmxMT1の結晶構造と他

の SAM MTaseを比較することで、AmxMT1が酸塩基触媒であると推定される His-Glu dyad

を有しており、ポリケチド生合成においてメチル基転移を担う C-メチル基転移酵素と同様

の反応を担うと推定した。また、高い精度でタンパク質構造の予測が可能な AlphaFold2 を

用いて構築した AmxMT1 と ACP の複合体モデル及び、C-メチル基転移酵素の反応メカニ

ズムから推定される基質のドッキングシミュレーションの結果から、AmxMT1 は

AmxACP3が運搬する短鎖-ケトアシル基をメチル化すると推定された。 

また、本研究では抗 ACP 抗体を用いてアナモックス菌から ACP を精製し、これに結合し

ている生合成中間体を同定すること、並びに ACPと相互作用する酵素すなわちラダラン脂

質生合成に関与すると推定される酵素を、近接依存性標識を用いて精製し、同定すること

も目指した。アナモックス菌の ACP が運搬するアシル基や ACP と相互作用する酵素の同

定には至らなかったが、ラダランを生産することが確認されている当研究室で得られたア

ナモックス菌において、AmxACP1とAmxACP3が発現しており、これらの内いずれか、ま

たは両方がラダラン脂質生合成に関与する可能性が示唆された。 
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本研究により得られた知見は、いずれもラダラン脂質生合成経路する酵素や生合成中間体

を示すものではない。しかし、アナモックス菌由来 ACPが典型的な脂肪酸生合成に関与し

ない SAM依存性酵素と相互作用すること、及びラダラン脂質を生産するアナモックス菌に

おいて AmxACP1, 3 が発現していることは、現在提唱されているラダラン脂質生合成の仮

説を支持する初めての実験的なデータである。 
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