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本研究で用いられている主な略語 
 
 

DCA, dehydrodiconiferyl alcohol 

 

DCA-L, 3-(2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(hydroxymethyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran- 5-

yl)acrylaldehyde 

 

DCA-C, 3-(2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(hydroxymethyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran- 5-

yl)acrylic acid 

 

DCA-CL, 3-(3-formyl-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran-5-yl)acrylic 

acid 

 

DCA-CC, 5-(2-carboxyvinyl)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran- 3-

carboxylic acid 

 

DCA-S, 3-(4-hydroxy-3-(4-hydroxy-3-methoxystyryl)-5-methoxyphenyl)acrylic acid 

 

DCA-AC, 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(3-hydroxyprop-1-enyl)-7-methoxy-2,3-dihydrobenzofuran- 

3-carboxylic acid 

 

DCA-LC, 2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7-methoxy-5-(3-oxoprop-1-enyl)-2,3-dihydrobenzofuran- 3-

carboxylic acid 

 

GGE, guaiacylglycerol--guaiacyl ether 

 

HMPPD, 1,2-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-propane-1,3-diol 

 

PDC, 2-pyrone-4,6-dicarboxylate 

 

PQQ, pyrroloquinoline quinone 

 

FAD, flavin adenine dinucleotide 

 

PMS, 1-methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate 

 

CoQ0, 2,3-dimethoxy-5-methyl-1,4-benzoquinone 

 

CoQ1, 2,3-dimethoxy-5-methyl-6-(3-methyl-2-butenyl)-1,4-benzoquinone 

 

ADH, alcohol dehydrogenase 

 

ALDH, aldehyde dehydrogenase 

 

HPLC, 高速液体クロマトグラフィー 

 

ESI-MS, エレクトロスプレーイオン化法マススペクトロメトリー  

 

LC-MS, 液体クロマトグラフィー−マススペクトロメトリー 
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序章 

 

1. 研究背景 

 

2013 年の気候変動に関する政府間パネル 

(IPCC) 第 5 次評価報告書において、1950 年代

以降に温室効果ガス濃度は増加し続けており、

大気と海洋は温暖化し、それに伴う雪氷の減少

及び海面水位の上昇が確認されていると報告

された。この原因として現代社会がエネルギー

及びマテリアル生産の多くを化石資源に依存

していることが挙げられる。また、化石資源は

有限であり、将来的に枯渇することが懸念され

ている。このような地球温暖化の原因となる温

室効果ガスの排出抑制及び安定した資源確保

の観点から、化石資源に代わる新しい資源とし

て再生可能でカーボンニュートラルな植物バ

イオマスの利用に大きな期待が寄せられてい

る。植物バイオマスからの燃料生産として、ア

メリカやブラジルなどでサトウキビやトウモ

ロコシからのバイオエタノール製造が行われ

ているが、人口増加が続く中での食糧からの燃

料生産に批判が高まっており、農作物の非可食

部や木質及び草本系バイオマスからの燃料や

マテリアルの生産が求められている。日本にお

いては、木質バイオマスである林地残材がほと

んど利用されておらず、有効な利用方法が必要

とされている (Table. 1; バイオマス活用推進基

本計画, 2010)。 

 

 

 

 

 

 

Table 1. 日本におけるバイオマスの利用率 a 

バイオマスの種類 発生量/年 (ton) 利用率 (%) 

廃棄物バイオマス 

家畜排泄物 88,000,000a 90b 

下水汚泥 78,000,000a 77b 

黒液 14,000,000b 100b 

紙 27,000,000a 80b 

食品廃棄物 19,000,000a 27b 

工業残材 3,400,000b 95b 

建設残材 4,100,000a 90b 

   

未利用バイオマス 

農作物非可食部 14,000,000a 85c 

林地残材 8,000,000b 0b 
aバイオマス活用推進基本計画, 2010 

b乾燥重量 
cすき込みを含む 

 

 

2. 木質成分 

 

木質成分は、主に細胞壁成分であるセルロー

ス、ヘミセルロース及びリグニンから構成され

る。セルロースは D-glucose が-1,4 グリコシド

結合で重合したホモ多糖で木質成分の 40~50%

を占めている (Table 2) (1)。-1,4 グリコシド結

合した D-glucose は直鎖上の配置をとり、結晶

化して細胞壁の骨格となるセルロースミクロ

フィブリルを形成している。ヘミセルロースは、

D-xylose、D-arabinose、D-mannose や D-galactose 等

を構成ユニットとする無定形のヘテロ多糖で

あり木質成分中の 15~25%を占める。細胞壁に

おいてヘミセルロースは不均一に分布し、セル

ロースと水素結合、リグニンと共有結合によっ

て会合している。リグニンは針葉樹で 25~35%、

広葉樹で 20~35%、草本系では 10~25%含まれて

いる (Table 2)。リグニンの機能としてはセルロ

ースミクロフィブリル及びヘミセルロースの

接着や細胞同士を接着させることで細胞壁と
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植物体に物理的強度を付与する役割を担って

いる (2)。また、疎水的な性質から木部細胞壁

の水による膨潤を抑制し、水分の散失を防いで

いる。リグニンの化学構造は複雑で微生物によ

る分解を受け難いため植物体を微生物の侵食

から保護していると考えられている (Fig. 1)。 

 

 

 

 

 

Table 2. 植物におけるリグノセルロースの存在比 (1) 

植物体 セルロース (%) ヘミセルロース (%) リグニン (%) 参考文献 

ススキ 45-52 24-33 9-13 (3) 

スイッチグラス 32-37 26-33 17-18 (4) 

トウモロコシ葉茎 37 31 18 (5) 

ポプラ 42-48 16-22 21-27 (6) 

マツ 46 23 28 (7) 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. 推定のリグニンの化学構造 (8). 
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3. リグニンの生合成 

 

リグニンは細胞質でのモノリグノールの合

成、細胞壁への輸送、及び重合を通して生成す

る。モノリグノールにはフェニルプロパノイド

化合物  (C6-C3) である p-coumaryl alcohol、

coniferyl alcohol、sinapyl alcohol の 3 種類が存在

し (Fig. 2) (9)、これらが脱水素重合することに

よってリグニンが形成される。モノリグノール

の 生 合 成 は 細 胞 質 に お い て 行 わ れ 、

phenylalanine から桂皮酸モノリグノール経路に

よって合成される (108, 109) (Fig. 3)。最初に

phenylalanine は脱アミノ化された桂皮酸となり、

次いで芳香環 4 位の水酸化により p-coumarate

に変換される。p-coumarate の側鎖 C位が還元

されることにより p-coumaryl alcohol が生成す

る。また、p-coumarate は芳香環の水酸化とメチ

ル化を受け、側鎖 C位の還元により coniferyl 

aldehyde へ変換される。coniferyl aldehyde には

側鎖 C位がさらに還元された coniferyl alcohol

へ変換される経路と芳香環の水酸化及びメチ

ル化を受けた後に側鎖 C位の還元により

sinapyl alcohol が生成する経路が存在する。 

 

 

 

 

Fig. 2. リグニンを構成するモノリグノールの構

造. 

細胞質中で合成されたモノリグノールの細

胞壁への移行には、ゴルジ小胞または小胞体を

介した輸送、疎水性モノリグノールの受動拡散

による細胞膜の透過、液胞を介した輸送、及び

トランスポーターによる輸送が関わることが

推定されている (10)。これまでに、モノリグノ

ールの細胞膜輸送に ATP-binding cassette 

transporter の関与が報告されている (11, 12)。し

かし、モノリグノールの細胞壁への輸送の全容

は明らかになっておらず、今後の更なる解明が

望まれている。 

細胞質から輸送されたモノリグノールは、セ

ルロースミクロフィブリルの間隙を埋めるヘ

ミセルロースゲル中に拡散されると考えられ

ている。ヘミセルロースゲル中に拡散したモノ

リグノールは過酸化水素の存在下における

peroxidase や laccaseの作用によって 1 電子酸化

されてフェノキシラジカルとなり、カップリン

グ反応によりキノンメチドなどの中間体とな

り準安定化する。その後、水またはヒドロキシ

基の付加により安定化した-aryl ether (-O-4

型)、phenylcoumaran (-5型)、pinoresinol (-型) 

が主要なリグニン二量体として生成する (Fig. 

4) (13, 14)。-aryl ether はモノリグノールのカッ

プリング反応による-O-4結合の生成に伴い

C位に不斉炭素が導入され、続いてキノンメチ

ド中間体が水付加反応を受けて C位も不斉炭

素となりエリスロ型及びスレオ型の-aryl ether

が生成する。Phenylcoumaran と pinoresinol は、

カップリング反応によって生成した環化反応

が可能な分子内水酸基を持つキノンメチド中

間体が再芳香環化することで生成する。生成し

た二量体は再度ラジカル化され、カップリング

反応を繰り返すことにより高分子リグニンが

生成する (108, 109)。針葉樹、広葉樹及び草本
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植物ではリグニンの構造単位が異なり、広葉樹

はグアイアシル型 (coniferyl alcohol) とシリン

ギル型 (sinapyl alcohol) の 2 つを含むのに対し

て、針葉樹のリグニンはグアイアシル型のみで

ある (Fig. 2) (9)。草本リグニンはグアイアシル

型、シリンギル型に加えて p-ヒドロキシフェニ

ル型 (p-coumaryl alcohol) も含んでいる。 

また、リグニンは不斉炭素を数多く含むが光

学活性を示さない。これはモノリグノールの重

合過程において立体選択的な酵素の制御を受

けておらず、後の反応も化学的に進行するため、

各二量体の異性体が等量生成するためと考え

られている (15, 16)。 

 

 

 

 

Fig. 3. 植物におけるモノリグノールの生合成経路. 

Enzyme: PAL, phenylalanine ammonia lyase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate: CoA ligase; HCT, 

hydroxycinnamoyl-CoA: shikimate hydroxycinnamoyl transferase; C3H, p-coumarate 3-hydroxylase; CCoAOMT, 

caffeoyl CoA 3-O-methyltransferase; CCR, cinnamyl-CoA reductase; F5H, ferulate 5-hydroxylase; COMT, caffeate 

3-O-methyltransferase; CAD, cinnamyl alcohol dehydrogenase; SAD, sinapyl alcohol dehydrogenase. 
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Fig. 4. Coniferyl alcohol のラジカルカップリング反応による-aryl ether (-O-4結合), phenylcoumaran (-5

結合), pinoresinol (-結合) の生成. 

 

 

 

4. 高分子リグニンの生分解 

 

自然界において木材腐朽を行う微生物とし

て担子菌、子嚢菌、及び不完全菌などが知られ

ている。この中で、リグニン分解に関与する微

生物の多くは白色腐朽菌に属しており、

Phanerochaete chrysosporium や Trametes 

versicolor がリグニン分解菌として知られてい

る。現在までにリグニン分解酵素として laccase 

(E. C. 1. 10. 3. 2)、lignin peroxidase (E. C. 1. 11. 1. 

14)、manganese peroxidase (E. C. 1. 11. 1. 13)、

versatile peroxidase (E. C. 1. 11. 1. 16) の 4 種類の

酵素が報告されてきた (17, 18)。Laccase は内部

に Cu2+を持ち、フェノール化合物を 1 電子酸化

するがメディエーターの存在下では非フェノ

ール化合物も酸化することができる。Lignin 
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peroxidase は補因子としてヘムを有し、リグニ

ンモデル化合物及び非フェノール化合物を含

む広い基質に対して高い酸化能を示す。

Manganese peroxidaseはMn2+をMn3+に酸化する

活性を持ち、反応により生成した Mn3+が有機酸

と複合体を形成して酸化剤として機能する。

Versatile peroxidase は lignin peroxidase と

manganese peroxidase の両方の活性を示す。これ

らの酵素により 1電子酸化反応を受けたリグニ

ンの芳香環はカチオンラジカルを生成し、高分

子リグニン中の C-C 結合や C-O-C 結合が開裂

されて低分子化される (19, 20)。 

最近、バクテリアにおいて laccase や dye-

decolorizing peroxidase (Dyp; E. C. 1.11.1.19) を

有する株が報告され、これら酵素がリグニン分

解に関与することが示唆されている (21-23)。

しかしながら、自然界におけるバクテリアの高

分子リグニン分解への関与の程度は未知であ

り、今後の更なる解明が必要とされている。一

方、低分子化されたリグニン由来の芳香族化合

物に対してはバクテリアがそれらの無機化に

大きく寄与していると考えられている (24, 25)。

従って、バクテリアによるリグニン由来化合物

の分解系を明らかにすることは、地球上の炭素

循環を理解する上で極めて重要である。 

 

 

5. Sphingobium sp. SYK-6 株におけるリグニ

ン由来化合物の分解 

 

Sphingobium sp. SYK-6 株は、リグニン由来化

合物代謝系が最も詳細に解明されているバク

テリアであり、-プロテオバクテリアに属する

好気性細菌である。本株はリグニン由来の

biphenyl 化合物である 5,5'-dehydrodivanillate 

(DDVA) の資化性菌として製紙工場の希釈さ

れたパルプ廃液中から単離された (26)。SYK-6

株は、biphenyl、-aryl ether、phenylcoumaran 及

びdiarylpropaneなどのリグニン由来二量体化合

物をはじめ、 ferulate、 vanillin、 vanillate、

syringaldehyde 及び syringate などの単量体化合

物を唯一の炭素源、エネルギー源として生育す

ることが可能である。現在までに、SYK-6 株の

-aryl ether、biphenyl 及びリグニン由来単量体

化合物の代謝に関与する酵素遺伝子の同定と

機能解明がなされてきた (Fig. 5)。 

-aryl ether の モ デ ル 化 合 物 で あ る

guaiacylglycerol--guaiacyl ether (GGE) の代謝

には、立体選択的な酵素群が関与することが明

らかにされている。GGE に含まれる 4 つの立体

異性体は最初に C-dehydrogenase である LigD

または LigL/LigN による C位の酸化を受け、

生 じたエ ナンチ オマ ーは glutathione S-

transferase (GST) である LigF または LigE/LigP

による C位へのグルタチオンの求核攻撃によ

るエーテル開裂を受ける (Fig. 6) (27-29)。続い

て GST である LigG によって、LigF の作用で生

じたエーテル開裂物質からグルタチオンが脱

離され-hydroxypropiovanillone (HPV) が生成

する (27, 30)。一方、LigE/LigP の作用で生じた

エーテル開裂物質には異なる GST が働くこと

が示唆されている  。一連の反応で生成する

HPV はさらなる代謝を受け vanillate を経て代

謝されることが示されている (27)。 
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Fig. 5. SYK-6 株におけるリグニン由来化合物の代謝経路. 

Enzymes: LigXa, DDVA oxygenase; LigXc, ferredoxin; LigXd, ferredoxin reductase; LigZ, OH-DDVA meta-

cleavage dioxygenase; LigY, OH-DDVA meta-cleavage compound hydrolase; LigW and LigW2, 5CVA 

decarboxylase; LigD, LigL, and LigN, C-dehydrogenase; LigE, LigP, and LigF, -etherase (glutathione S-

transferase); LigG, glutathione-removing enzyme (glutathione S-transferase); FerA, feruloyl-CoA synthetase; FerB 

and FerB2, feruloyl-CoA hydratase/lyase; LigV, vanillin dehydrogenase. Abbreviations: DDVA, 5,5-

dehydrodivanillate; OH-DDVA, 2,2,3-trihydroxy-3-methoxy-5,5-dicarboxybiphenyl; 5CVA, 5-carboxyvanillate; 

GGE, guaiacylglycerol--guaiacyl ether; MPHPV, -(2-methoxyphenoxy)--hydroxypropiovanillone; HPV, -

hydroxypropiovanillone; DCA, dehydrodiconiferyl alcohol; HMPPD, 1,2-bis(4-hydroxy-3- methoxyphenyl)-

propane-1,3-diol. 
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Fig. 6. SYK-6 株における立体特異的な GGE の変換. 

Enzymes: LigD, LigL, and LigN, C-dehydrogenase; LigE, LigP, and LigF, -etherase (glutathione S-transferase); 

LigG, glutathione-removing enzyme (glutathione S-transferase). Abbreviations: GGE, guaiacylglycerol--guaiacyl 

ether; MPHPV, -(2-methoxyphenoxy)--hydroxypropiovanillone; GS-HPV, -glutathionyl--

hydroxypropiovanillone; HPV, -hydroxypropiovanillone; GSH, reduced glutathione; GSSG, oxidized glutathione. 

 

 

biphenyl のモデル化合物である DDVA は、ゲ

ノム上に分散して存在する遺伝子にコードさ

れる oxygenase (LigXa)、 ferredoxin (LigXc)、

ferredoxin reductase (LigXd) の 3 成分から構成

される DDVA O-demethylase によって脱メチル

を受けて OH-DDVA に変換される (31)。その後、

OH-DDVA meta-cleavage dioxygenase (LigZ) 及

び hydrolase (LigY) による芳香環開裂と側鎖開

裂を受けて 5-carboxyvanillate に変換され (32, 

33)、2つの 5-carboxyvanillate decarboxylase (LigW, 

LigW2) による脱炭酸を経て vanillate に変換さ

れる (34, 35)。SYK-6 株は pinoresinol を完全分

解できないが、pinoresinol から lariciresinol を経

由して secoisolariciresinol までの 2 段階を

pinoresinol reductase (PinZ) により変換する 

(Fig. 7) (36)。ferulate は feruloyl-CoA synthetase 

(FerA) によって C位に CoA が付加された

feruloyl-CoA に変換された後、2 つの feruloyl-

CoA hydratase/lyase (FerB, FerB2) によりアセチ

ル CoA が脱離し、vanillin へと変換される (37, 
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38)。vanillin は vanillin dehydrogenase (LigV) に

よって vanillate へと酸化される (39)。FerA 及

び FerB は sinapinate を syringaldehyde に変換す

る活性も有しており (37, 38)、syringaldehyde は

DesV と LigV を中心とした複数の aldehyde 

dehydrogenase によって syringate へと酸化され

る (Fig. 8) (110)。 

SYK-6 株はグアイアシル型及びシリンギル

型のリグニン由来化合物をそれぞれ vanillateと

syringate を経由して代謝する (Fig. 9)。vanillate

はテトラヒドロ葉酸依存性の vanillate/3-O-

methylgallate O-demethylase (LigM) によって脱

メチルを受けて protocatechuate (PCA) に変換さ

れた後 (40)、PCA 4,5-開裂経路によって代謝さ

れる (41)。一方、syringate はテトラヒドロ葉酸

依存性の syringate O-demethylase (DesA) により

3-O-methylgallate に変換される  (42)。 3-O-

methylgallate は LigM によって脱メチルされて

gallateに変換されてから芳香環開裂を受ける経

路と DesZ 及び LigAB によって芳香環開裂を受

ける二つの経路によって代謝され、両経路は

PCA 4,5-開裂経路に合流する (43-45)。これらの

経路の内、gallate が芳香環開裂を受ける経路が

主要であることが示されている (44)。 

 

 

 

 

Fig. 7. SYK-6 株の pinoresinol reductase (PinZ) による pinoresinol の変換. 

 

 

 

 

 

Fig. 8. SYK-6 株の feruloyl-CoA synthetase (FerA), feruloyl-CoA hydratase/lyase (FerB and FerB2), aldehyde 

dehydrogenase (DesV and LigV) による sinapinate の変換. 

 

  



序章 

10 

 

 

Fig. 9. SYK-6 株における vanillate 及び syringate の代謝経路. 

Enzymes: LigM, vanillate/3MGA O-demethylase; LigAB, PCA 4,5-dioxygenase; LigC, CHMS dehydrogenase; 

LigI, PDC hydrolase; LigU, OMA tautomerase; LigJ, OMA hydratase; LigK, CHA aldolase; DesA, syringate O-

demethylase; DesZ, 3MGA 3,4-dioxygenase; DesB, gallate dioxygenase. Abbreviations: PCA, protocatechuate; 

CHMS, 4-carboxy-2-hydroxymuconate-6-semialdehyde; PDC, 2-pyrone-4,6-dicarboxylate; OMA, 4-

oxalomesaconate; CHA, 4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate; 3MGA, 3-O-methylgallate; CHMOD, 4-carboxy-2-

hydroxy-6-methoxy-6-oxohexa-2,4-dienoate. 

 

 

6. バイオ燃料とリグニン改変植物 

 

木質バイオマスからのエタノール生産は、主

に前処理、糖化、発酵、濃縮の 4 段階からなっ

ており、CO2の発生量は低いがエネルギー消費

量が高いという問題を抱えている (Fig. 10; み

ずほ情報総研株式会社, 2008)。木質バイオマス

を前処理・酵素糖化法で糖化する際の前処理と

しては、微粉砕処理などの物理的処理、希硫酸

処理やアルカリ蒸解などの化学的処理、菌類を

用いた生物的処理など様々な方法が検討され

ている (46, 47)。しかし、リグニンの強固な物

性や複雑な構造、及び難分解性のため、脱リグ

ニンを行うこれらの前処理に多くのエネルギ

ーや薬品が投入されることが系全体のエネル

ギー消費量増大の大きな要因となっている (48, 
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49)。また、リグニンは糖化酵素に吸着し、糖化

効率の低下を招くことも知られている (50)。こ

れらのことから、遺伝子操作によって植物細胞

壁中のリグニン量を低減させることや脱リグ

ニンが容易なリグニン構造に改変することに

より、リグノセルロースの糖化効率及びその後

の発酵プロセスの効率を改善することが強く

望まれている。 

 

 

 

Fig. 10. 燃料 1MJ 製造時のエネルギー消費量と

CO2排出量.  

Symbols: gasoline (black circle); diesel fuel (black 

square); corn (white triangle); sugarcane (white 

square); oil palm (white diamond); wood (white circle). 

(みずほ総合研究所, 2008) 

 

これまでに植物の桂皮酸モノリグノール経

路に関与するさまざまな遺伝子をダウンレギ

ュレーションされた植物が作出され、リグニン

量や構造に与える影響が調べられてきた (51)。

アルファルファやポプラにおいて cinnamate 4-

hydroxylase (C4H) 、 hydroxycinnamoyl-CoA: 

shikimate hydroxycinnamoyl transferase (HCT)、

coumaroyl shikimate 3-hydroxylase (C3H) 及び

caffeoyl CoA 3-O-methyltransferase (CCoAOMT) 

などの発現を抑制した組換え体のリグニン量

と酵素糖化効率が調べられ、リグニン量を人為

的に低下させることによって糖化効率が向上

することが示されている (52-54)。しかし、これ

らの桂皮酸モノリグノール経路に関与する遺

伝子のダウンレギュレーションによって、植物

の生育遅延や矮化、組織及び器官の形態変化な

どの異常が観察される場合がある (55, 56)。モ

ノリグノールの生合成に関与する遺伝子を抑

制することはリグニン含有量の減少による細

胞強度の低下を引き起こすだけではなく、フラ

ボノイドなどの二次代謝産物の生産にも影響

を及ぼすことが生育阻害や形態異常を引き起

こす要因と考えられている (56, 57)。そのため、

桂皮酸モノリグノール経路に関わる遺伝子を

直接改変する方法とは異なる新たなリグニン

改変技術の確立が望まれている。 

最近、新たなリグニン改変技術の一つとして

monolignol ferulate transferase を植物において発

現させることで、通常のリグニン中には存在し

ない monolignol-ferulate 結合をリグニンに導入

する方法が報告された  (58)。これまでに

coniferyl ferulate を分子中に持つ人工リグニン

が作製され、アルカリ処理による分解を受け易

いことが示されている (59)。実際に Arabidopsis

由来の monolignol ferulate transferase (AsFMT, 

At3g26040) を導入したポプラのリグニン中に

おいて sinapyl ferulate と coniferyl ferulate が観察

され、形質に影響を与えずに糖化効率が向上し

たことが報告されている (Fig. 11 A) (58)。 

植物のモノリグノールの生合成に関与する

遺伝子を制御することにより正常な生育に支

障をきたすことから、バクテリア由来のモノリ

グノール変換酵素遺伝子を植物に導入するこ

とでリグニン構造を改変する研究も行われて

いる。Pseudomonas fluorescens AN103 株由来の

hydroxycinnamoyl-CoA hydratase/lyase (O69762) 

を導入した Arabidopsis の変異体においてリグ

ニン量や糖化効率、生育能などが調べられてい
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る (60)。組換え体では野生株と比較して生育に

影響を与えることなく、リグニンの減少及び低

分子化が観察され、糖化効率が向上したことが

報告されている。 

また、細胞壁で生成するリグニン二量体をタ

ーゲットとすることで植物体への影響を抑え

たリグニン改変を行うことができる可能性が

ある。リグニン中に含まれる-aryl ether 結合の

C位をケト構造に変換するとアルカリ中での

分解性が促進されることが知られている (61)。

リグニン中に最も多く含まれる-aryl ether 結合

の C位をケト構造へ改変することを目的とし

て、SYK-6 株由来の C-dehydrogenase 遺伝子 

(ligD) を導入した Arabidopsis の組換え体が作

出された (Fig. 11B) (62)。本組換え体からは

LigD 活性が検出され、リグニン分子中の C位

ケト構造が野生株と比較して有意に増加して

いることが示された。この様にリグニン生合成

の新たな制御ツールとして、SYK-6 株が具備す

る特異性の高い酵素群が有力な候補に挙げら

れている。 

 

 

 

Fig. 11. (A) Monolignol ferulate transferase (AsMFT) 

による coniferyl ferulate の合成. (B) LigD によるア

ルコール型-O-4結合のケト型への変換. 

7. リグニンの工業利用 

 

リグニンの工業利用としては製紙用パルプ

の製造過程に発生する黒液の利用が挙げられ

る。黒液はパルプ原料の木材からリグニンを除

去する際に発生する可溶化されたリグニンや

薬剤等を含む溶液で、薬剤成分の除去及び濃縮

後に燃焼されパルプ製造のエネルギー源とし

て利用されている。また、高分子リグニンを工

業的に利用する方法としてリグニン-フェノー

ル誘導体の利用が挙げられる。リグノセルロー

スにフェノール誘導体を加え、酸性水溶液中で

撹拌することによってリグニンを含むフェノ

ール層とセルロースを含む水層に分離するこ

とができる (63)。本方法によって得られたリグ

ニン-フェノール誘導体はプラスチックや接着

剤、ポリマー原料などに利用できることが報告

されている (63)。 

一方、リグニンを低分子化し、バクテリア等

を用いて特定の有用物質に変換する技術の開

発が期待されている。P. putida KT2440株はリグ

ニン由来化合物であるferulate、p-coumarate、

caffeate、vanillateなどを代謝できることが示唆

されており (64)、窒素源枯渇下で生分解性ポリ

マ ー や バ イ オ 燃 料 の 前 駆 体 と な る

polyhydroxyalkanoates (PHA) を生成することが

知られている。最近、P. putida KT2440株を用い

てトウモロコシ茎葉をアルカリ処理して得ら

れたリグニンからPHAを生産したことが報告

されている (65)。また、Ralstonia eutropha H16

株はリグニンの誘導体である4-hydroxybenzoate

存在下においてPHAを生成することが知られ

て い る 。 最 近 、 R. eutropha H16 株 は 4-

hydroxybenzoateからPHAを乾燥重量で63% (wt) 

まで蓄積できることが報告され、gentisate及び
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protocatechuateを炭素源とした場合においても

PHAを蓄積することが示された (66)。 

当研究室と東京農工大学、森林総合研究所と

の共同研究の過程で、SYK-6 株がリグニン由来

化合物の中間代謝物として生成する 2-pyrone-

4,6-dicarboxylate (PDC) (Fig. 7) が高機能性有機

材料の原料化合物として利用できることが見

出された。PDC は重縮合することによってポリ

マー化することが可能であり、合成された PDC

ポリエステルは、高い熱安定性と金属及びガラ

スを強力に接着する性質を有している (67)。ま

た、PDC を骨格とするエポキシ接着剤が合成さ

れ、金属、木材を問わず強固な接着性を示すこ

とが報告されている (68)。リグニンをアルカリ

−ニトロベンゼンで酸化することによって

vanillin が比較的高収率で得られることから 

(69)、SYK-6 株及び P. putida の酵素遺伝子を利

用した vanillin からの PDC 生産系が構築されて

いる (70)。今後、多様な構造のリグニン由来化

合物からの PDC 生産系の構築が望まれること

から、SYK-6 株の様々なリグニン二量体化合物

の代謝に関与する酵素遺伝子と機能を明らか

にする必要がある。 

 

 

8. 微生物における phenylcoumaran型化合物

の分解 

 

これまでに phenylcoumaran 型化合物である

dehydrodiconiferyl alcohol (DCA) の分解経路に

ついては真菌である Fusarium solani M-13-1 株

と -プロテオバクテリアの Sphingomonas 

paucimobilis TMY1009 株において報告されてい

る (Fig. 12)。

 

 

 

Fig. 12. (A) Fusarium solani M-13-1 株における推定の DCA 代謝経路. (B) Sphingomonas paucimobilis 

TMY1009 株における推定の DCA 代謝経路.
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F. solani M-13-1 株は土壌中から DCA を唯一

の炭素源・エネルギー源として生育できる株と

して単離され、DCA 培養時に中間体として得ら

れた化合物から分解経路が推定されている 

(71)。F. solani M-13-1 株において DCA は B 環

側鎖 C位アルコールがアルデヒドに酸化され

た DCA-L を経由してカルボン酸に酸化された

DCA-C に変換される (Fig. 12A)。その後、DCA-

C の B 環側鎖が C-C開裂を受け、 5-

acetylvanillyl alcoholと vanillate を経由して代謝

されると推定されている。一方、S. paucimobilis 

TMY1009株ではDCA変換能を欠損した種々の

変異株を用いて中間代謝物の同定が行われた 

(72)。その結果、DCA-C、DCA-C の A 環側鎖 C

位が脱離した DCA-S、5-formylferulate、vanillate

が検出された。これらの結果から、DCA は初め

に B 環側鎖 C位アルコールがカルボン酸に酸

化され、その後 A 環側鎖 C位が脱離し、C-C

開裂を受けて 5-formylferulate と vanillin が生成

すると推定されている  (Fig. 12B)。また、S. 

paucimobilis TMY1009 株において DCA-S を 5-

formylferulate と vanillin に変換する活性を有す

る lignostilbene ,-dioxygenase が 4 種報告され

ている (73, 74)。 

 

 

9. 本研究の目的 

 

Phenylcoumaranはリグニン中に含まれる分子

間結合の約 3~10%を占めており (75)、植物にお

けるリグニン生合成初期段階で形成される主

要な二量体化合物の一つであることが知られ

ている (13, 14)。従って、バクテリアによる

phenylcoumaranの代謝系を明らかにすることは、

微生物によるリグニン分解機構の解明に繋が

るだけでなく、リグニン代謝系遺伝子を植物の

リグニン構造の改変やリグニンからの物質生

産に利用する上で不可欠であると考えられる。

しかし、現在までにバクテリアにおける

phenylcoumaran の代謝に関する知見は、代謝経

路の一部が明らかにされているに過ぎず、酵素

及び遺伝子に関する情報はほとんど得られて

いない。 

リグニン由来化合物分解菌の Sphingobium sp. 

SYK-6 株は、phenylcoumaran 型化合物である

DCA の分解能を有するが、本株においても代謝

経路及び本代謝経路に関与する酵素遺伝子に

関する知見は得られていなかった。本研究では

SYK-6 株における DCA の詳細な代謝経路を推

定するとともに、代謝に関与する酵素遺伝子を

同定し、酵素遺伝子の機能を解明することを目

的とした。 

本論文は、序章、第 1 章、第 2 章及び第 3 章

で構成されており、序章では、研究背景及びこ

れまでに行われてきた微生物、特にバクテリア

におけるリグニン由来化合物代謝に関する研

究を中心に概説した。 

第 1 章では、SYK-6 株の細胞抽出液を用いて

DCA の代謝産物を同定することによって DCA

の代謝経路を推定した。さらに DCA の各代謝

段階における補因子の要求性、変換活性の誘導

性、そして変換酵素の細胞内局在性を明らかに

した。 

 第 2 章では、DCA 代謝の第 1 段階と第 2 段

階に関わる酵素遺伝子の同定を試みた。初めに

SYK-6 株の遺伝子ライブラリーから DCA 変換

能を宿主に与える酵素遺伝子を単離し、単離し

た遺伝子と相同性を有する複数の酵素遺伝子

の機能解析を行った。続いて DCA 変換酵素に

よって DCA から生成する DCA-L の変換酵素
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遺伝子を同定するために、関与が推定された

aldehyde dehydrogenae 遺伝子について網羅的な

解析を行った。 

 第 3 章では、DCA-L 変換酵素によって DCA-

L から生成する DCA-C の変換に関与する酵素

遺伝子を第 1章で得られた知見と遺伝子の発現

プロファイルから予想し同定を行った。同定さ

れた DCA-C 変換酵素遺伝子については、遺伝

子産物の酵素学的諸性質を明らかにした。 
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第 1 章 Sphingobium sp. SYK-6 株における dehydrodiconiferyl alcohol (DCA) の 

代謝経路の解明 

 

緒言 

 

Phenylcoumaranはリグニン中に含まれる分子

間結合の約 3~10%を占めており (75)、植物にお

けるリグニン生合成初期段階で形成される主

要な二量体化合物の一つである (13, 14)。これ

までに、 phenylcoumaran 型モデル化合物

dehydrodiconiferyl alcohol (DCA) の生分解に関

する知見は Fusarium solani M-13-1 株及び

Sphingomonas paucimobilis TMY1009株において

報告されている。M-13-1 株において、DCA は

最初に B 環側鎖 C位がアルデヒドに変換され

たDCA-Lを経由してB環側鎖 C位がカルボン

酸に酸化された DCA-C へと変換される (Fig. 

12A) (71)。その後、DCA-C の B 環側鎖 C-C

間で開裂が起きた後、5-acetylvanillyl alcohol と

vanillate へ変換されて代謝される。一方、

TMY1009 株において、DCA は B 環側鎖 C位

がカルボン酸に酸化された DCA-C へと変換さ

れた後、A 環側鎖 C位が脱離した DCA-S へと

変換され、A 環側鎖 C-C開裂を受けて 5-

formylferulate と vanillin へと変換されて代謝さ

れる (Fig. 12B) (72)。TMY1009 株においては

DCA-S の A 環側鎖 C-C開裂活性を示す

lignostilbene ,-dioxygenase が報告されている

が、両株ともに DCA の詳細な代謝経路及び代

謝に関わる他の酵素遺伝子の同定には至って

いない。 

 Sphingobium sp. SYK-6 株は DCA の分解能を

有するが、代謝経路及び代謝に関与する酵素遺

伝子は明らかにされていない。第 1 章では、

SYK-6 株における DCA の詳細な代謝経路を推

定することを目的として、SYK-6 株の細胞抽出

液を用いて DCA の代謝中間体を同定し、各反

応段階について補因子要求性、酵素活性の誘導

性、酵素の細胞内局在を調べた。 

 

 

 

 

 

材料と方法 

 

供試菌、プラスミド、培養条件 

 SYK-6株はlysogeny broth (LB; 10 g/liter of bacto 

tryptone, 5 g/liter of yeast extract, and 5 g/liter of NaCl) 

も し く は Wx-SEMP (10 mM sucrose, 10 mM 

glutamate, 0.13 mM methionine, and 10 mM proline) 

培地 (38) を用いて30°Cで培養した。振盪培養に

おける振盪速度はL字管での培養が160 rpm、バッ

フル付きフラスコでの培養は120 rpmとした。 

 

酵素、試薬、基質、遺伝子操作 

各種酵素及び試薬の使用方法はそれぞれTakara 

Bio Inc. (Shiga, Japan), Tokyo Chemical Industry Co. 
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Ltd. (Tokyo, Japan), Toyobo Co. Ltd. (Osaka, Japan), 

Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Tokyo, Japan), 

Sigma Chemical Co. Ltd. (Missouri, USA), New 

England Biolabs Inc. (Massachusetts, USA) の取扱説

明書に従って使用した。DCA, DCA-C, DCA-CC, 

DCA-S, 5-formylferulateは森林総合研究所の菱山

正二郎博士から譲り受けたものを用いた。これら

の基質は100 mMとなるようにdimethyl sulfoxide 

(DMSO) で溶解して30Cで保存した。基本的な

遺伝子操作は、Molecular cloning (111) 及びバイオ

実験イラストレイテッド第2巻 (112) に従った。 

 

HPLCの分析条件 

 High-performance liquid chromatography [HPLC; 

ACQUITY ultraperformance liquid chromatography 

(UPLC) system; Waters] 及びACQUITY TQ detector 

(Waters) を用いた分析条件を以下に示す。移動相

は0.1%のギ酸を含むアセトニトリル25%と水75%

として流速は0.3 ml/minで分析した。カラムは

TSKgel ODS-140HTP column (2.1 by 100 mm; 

Tosoh) を使用した  (76)。Electrospray ionization-

mass spectrometry (ESI-MS) の検出はnegative-ion 

modeで行った。検出条件はcapillary voltage, 3.0 kv; 

cone voltage, 10-40 V; source temperature, 120C; 

desolvation temperature, 350C; desolvation gas flow 

rate, 650 liters/h; and cone gas flow rate, 50 liters/hで

分析を行った (76)。 

 

SYK-6株の細胞抽出液の調製 

 SYK-6株をLBで24 h培養した培養液を5,000 g, 

15 min, 4Cで遠心分離して集菌し、菌体をWx培地

で洗浄してOD600が0.2となるようにWx-SEMP培

地に植菌した。DCAで誘導をかける場合はOD600

が0.5になるまで培養し、DCAを終濃度2 mMとな

るように添加してさらに2 h培養した。培養液を

5,000 g, 15 min, 4Cの遠心分離して集菌し、菌体

を50 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 (buffer A) で洗浄し

た。Buffer Aで懸濁した菌体を超音波破砕機 (UD-

201; Tomy Seiko Co. Ltd.) (36) によって細胞を破砕

した。得られた菌体破砕液を19,000 g, 15 min, 

4Cで遠心分離することにより不溶性画分を除き、

上清を細胞抽出液として得た。細胞抽出液の一部

については、限外ろ過フィルター (Amicon Ultra-

0.5 mL Centrifugal Filters; Merck Millipore) を用い

て3 kDa以下の画分を除去した。タンパク量の定量

はProtein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories Inc.) を用

いた Bradford法で行い、標準タンパク質にはウシ

血清アルブミン (Bio-Rad Laboratories Inc.) を用

いた。 

 

DCA変換産物の同定 

 Buffer Aを用いて、「SYK-6株の細胞抽出液の調

製」で得られた細胞抽出液  (DCA, 500 g of 

protein/ml; DCA-C, 1.0 mg of protein/ml; DCA-CC, 

100 g of protein/ml) と100 MのDCA, DCA-C, 

DCA-CCを500 M NAD+の存在下または非存在下

において30Cで反応させた。DCA, DCA-C, DCA-

CCとそれぞれ10 min, 60 min, 10 min反応させ、反

応液にメタノールを等量加えて酵素反応を停止

させた。反応液を19,000  g, 15 min, 4Cで遠心分

離して不溶化したタンパク質を除き、上清を

「HPLCの分析条件」に従ってLC-MSで分析した。

DCA及びDCAの変換産物の検出は230 nmで行い、

DCA-C、DCA-CC及び両基質の変換産物の検出は

290 nmで行った。 

 

SYK-6株の細胞抽出液の分画 

「SYK-6株の細胞抽出液の調製」で得られた細

胞抽出液9 mlを120,000  g, 60 min, 4Cで超遠心し

た (Optima XPN-100; Beckman Coulter, Inc.)。得ら
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れた上清 (約8 ml) と沈殿物をそれぞれ可溶性画

分と膜画分とした。膜画分は1 mlのbuffer Aに懸濁

した。タンパク量の定量はDC protein assay kit (Bio-

Rad Laboratories Inc.) を用いたLowry法で行い、標

準タンパク質にはウシ血清アルブミン (Bio-Rad 

Laboratories Inc.) を使用した。 

 

SYK-6株のDCA代謝に関わる酵素の活性測定 

「SYK-6 株の細胞抽出液の調製」と「細胞抽出

液の分画」に従って調製した細胞抽出液、可溶性

画分、及び膜画分  (DCA, 300 g of protein/ml; 

DCA-C, 500 g of protein/ml; DCA-CC, 50 g of 

protein/ml; DCA-S, 200 g of protein/ml) と 100 M

のDCA及びDCA-Cを各補因子の存在下 [500 M 

NAD+; 400 M pyrroloquinoline quinone (PQQ) + 400 

M 1-methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate 

(PMS) + 3 mM CaCl2; 400 M flavin adenine 

dinucleotide (FAD) + 400 M PMS] または非存在

下において反応させ、100 M の DCA-CC 及び

DCA-S は補因子を添加せずに反応させた。DCA, 

DCA-C, DCA-CC, DCA-S をそれぞれ 30°C で 10, 

30, 5, 10 min 反応させ、methanol を等量加えて酵

素反応を停止させた。反応液を 19,000  g, 15 min, 

4C で遠心分離して得られた上清に終濃度 17%と

なるように 50% acetonitrileを加えて HPLCで分析

した。「HPLC の分析条件」に従って分析を行い、

DCA, DCA-C, DCA-CC, DCA-S の検出波長はそれ

ぞれ 277, 327, 324, 323 nm とした。酵素活性の 1 

unit (U) は、1 min 当たりに 1 mol の基質を減少

させる酵素量と定義し、酵素の比活性は U/mg of 

protein で表した。 
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結果 

 

1. SYK-6 株による DCA 代謝産物の同定 

 

 SYK-6 株における DCA の詳細な代謝経路を

推定するために、2 mM DCA 存在下で培養した

SYK-6 株の細胞抽出液による DCA の変換産物

の同定を行った。SYK-6 株の細胞抽出液 (500 

g of protein/ml) と 100 M DCA を 10 min 反応

させ、反応液を液体クロマトグラフィー−マス

スペクトロメトリー (LC-MS) で分析した。し

かし、DCA の減少量が少なく、変換産物の同定

には至らなかった (Fig. 13C)。そこで、500 M 

NAD+の存在下で SYK-6 株の細胞抽出液 (500 

g of protein/ml) と 100 M DCA を 10 min 反応

させ、反応液を LC-MS で分析した。その結果、

DCA の減少と保持時間 2.3 min (compound I) と

3.2 min (compound II) に反応産物のピークが検

出された (Fig. 13A, B)。Compound I と DCA-C

標品の保持時間及び脱プロトン化イオンの m/z

の比較から compound I は DCA-C であることが

示された (Fig. 13D)。エレクトロスプレーイオ

ン化法マススペクトロメトリー (ESI-MS) 分

析 (ネガティブモード) の結果から compound 

II の脱プロトン化イオンの m/z は 355 であるこ

とが示され、compound II は DCA の B 環側鎖

C位アルコールがアルデヒドに酸化された

DCA-L であると推定された (Fig. 13E)。以上の

結果から、DCA は DCA-L を経由して DCA-C

へと酸化されることが示唆された (Fig. 14)。 

 

 

 

Fig. 13. SYK-6 株の細胞抽出液による DCA の変換.  

DCA 存在下で培養した SYK-6 株の細胞抽出液 (500 g of protein/ml) を 500 M NAD+存在下または非存

在下で 100 M DCA と 10 min 反応させ, 反応液を LC-MS で分析した. HPLC 分析は検出波長 230 nm で

行った. (A) NAD+存在下における SYK-6 株細胞抽出液と DCA の反応直後の HPLC クロマトグラム. (B) 

NAD+存在下における SYK-6 株細胞抽出液と DCA の反応 10 min 後の HPLC クロマトグラム. (C) NAD+

非存在下における SYK-6株細胞抽出液とDCAの反応 10 min後のHPLCクロマトグラム. (D, E) compound 

I 及び II のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. 
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Fig. 14. SYK-6 株における DCA の代謝経路.  

化合物名の下に DCA 及び各代謝物の脱プロトン化イオンの m/z を示す. 

 

 

2. SYK-6 株による DCA-C 代謝産物の同定 

 

DCA-C の変換産物を同定するために、2 mM 

DCA 存在下で培養した SYK-6 株の細胞抽出液

を用いて DCA-C の分解実験を行った。限外ろ

過によって 3 kDa 以下の低分子画分をほとんど

除いた SYK-6 株の細胞抽出液  (1 mg of 

protein/ml) を 100 M DCA-C と 60 min 反応さ

せ、LC-MS で分析した結果、保持時間 1.9 min

に反応産物のピーク (compound III) が検出さ

れた (Fig. 15B)。ESI-MS 分析 (ネガティブモー

ド) を行った結果、本化合物の脱プロトン化イ

オンの m/z は 369 であることが示され、

compound III は DCA-C の A 環側鎖 C位アルコ

ールがアルデヒドに酸化された DCA-CL であ

ると推定された (Fig. 15D)。一方、限外ろ過し

た SYK-6 株の細胞抽出液 (1 mg of protein/ml) 

に 500 M NAD+を添加した場合、100 M DCA-

C から保持時間 1.0 min (compound IV) と 1.3 

min (compound V)のピークが検出された (Fig. 

15C)。compound IV と compound V は標品の保

持時間及び脱プロトン化イオンの m/z との比較

から、それぞれ vanillate と ferulate であると同

定された (Fig. 15E, F)。以上の結果から DCA-C
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Fig. 15. 低分子画分を除いた SYK-6 株の細胞抽出液による DCA-C の変換.  

DCA 存在下で培養した SYK-6 株の細胞抽出液から限外濾過によって低分子画分を除いた粗酵素 (1 mg 

of protein/ml) を 500 M NAD+存在下または非存在下で 100 M DCA-C と 60 min 反応させ, 反応液を LC-

MS で分析した. HPLC 分析は検出波長 290 nm で行った. (A) NAD+非存在下における SYK-6 株粗酵素と

DCA-C の反応直後の HPLC クロマトグラム. (B) NAD+非存在下における反応 60 min 後の HPLC クロマ

トグラム. (C) NAD+存在下における反応 60 min 後の HPLC クロマトグラム. (D) compound III のネガティ

ブイオン ESI-MS スペクトル. (E) compound IV のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (F) compound V

のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. 

 

 

は補酵素の添加を必要としない酵素によって

DCA-CL に変換され、その後、NAD+依存性の

aldehyde dehydrogenase (ALDH) によって酸化

された後、vanillate と ferulate に分解されると推

定された (Fig. 14)。 

 

3. SYK-6 株による DCA-CC 代謝産物の同定 

 

DCA-C は DCA-CL へと変換された後、

vanillate と ferulate に変換されることが示され

たが DCA-CL から vanillate 及び ferulate まで

の中間代謝物の同定には至っていない。しかし

ながら、限外ろ過によって低分子画分を除いた

SYK-6 株の細胞抽出液を DCA-C と反応させた

場合に DCA-CL が生成したのに対して、NAD+

存在下においては vanillate 及び ferulate まで変

換した。これらの結果から DCA-CL は NAD+依

存性の ALDH によって酸化されることが示唆

された。この反応によって DCA-CL は A 環側

鎖 C位アルデヒドがカルボン酸に酸化された

DCA-CC に変換されると予想された。そこで、 

DCA の中間代謝物と推定された DCA-CC の代

謝経路を同定するために、2 mM DCA 存在下で

培養した SYK-6 株の細胞抽出液  (100 g of 

protein/ml) と 100 M DCA-CC を 10 min 反応さ

せ、反応液を LC-MS で分析した。その結果、
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DCA-CC の減少と保持時間 1.4 min (compound 

VI) と 2.0 min (compound VII) 及び 7.5 min 

(compound VIII) に反応産物のピークが検出さ

れた (Fig. 16B)。compound VI と compound VII

は標品の保持時間及び脱プロトン化イオンの

m/z との比較から、それぞれ vanillin と 5-

formylferulate であると同定された (Fig. 16C, D)。

一方、compound VIII の保持時間と脱プロトン

化イオンの m/z は DCA-CC の A 環側鎖 C位カ

ルボン酸が脱離したスチルベン化合物である

DCA-S 標品と一致した (Fig. 16E)。以上の結果

から DCA-CC は A 環側鎖 C位が脱炭酸して

DCA-S に変換された後、C-C開裂を受けて

vanillin と 5-formylferulate に変換されたことが

示唆された (Fig. 14)。また、DCA-C 及び DCA-

S の変換産物としてそれぞれ ferulate と 5-

formylferulate が観察されたことから、 5-

formylferulate は 5 位のホルミル基が脱離して

ferulate に変換されると推定された。 

F. solani M-13-1 株 及 び S. paucimobilis 

TMY1009株においてDCA変換の代謝経路が部

分的に示されていたが、本研究では SYK-6 株に

おける DCA 中間代謝物の解析をから Fig. 14 に

示す DCA 代謝経路を推定した。本経路は基本

的に TMY1009 株で報告された経路と同様であ

ったが、本研究によって経路の詳細が明確とな

り関与する酵素系の推定が可能となった。 

 

 

 

 

Fig. 16. SYK-6 株の細胞抽出液による DCA-CC の変換.  

DCA 存在下で培養した SYK-6 株の細胞抽出液 (100 g of protein/ml) を 100 M DCA-CC と 10 min 反応

させ, 反応液を LC-MS で分析した. HPLC 分析は検出波長 290 nm で行った. (A) SYK-6 株細胞抽出液と

DCA の反応直後の HPLC クロマトグラム. (B) 反応 10 min 後の HPLC クロマトグラム. (C) compound VI

のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (D) compound VII のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (E) 

compound VIII のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. 
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4. DCA 代謝に関与する酵素の特性 

 

SYK-6 株の DCA 代謝に関わる酵素の特性を

知るために、SYK-6 株における DCA、DCA-C、

DCA-CC、DCA-S に対する変換活性の誘導性に

ついて調査を行った。また、DCA と DCA-C の

変換への NAD+、pyrroloquinoline quinone (PQQ) 

+ 1-methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate 

(PMS)、flavin adenine dinucleotide (FAD) + PMS

の添加効果を調べた。DCA 存在下または非存在

下で培養した SYK-6株の細胞抽出液 (300 g of 

protein/ml) を上述の各補因子の存在下で DCA

と反応させ変換能を調べた。その結果、DCA 存

在下で培養した SYK-6 株の細胞抽出液の DCA

に対する変換活性は、NAD+を添加した時に最

も高い 170 mU の活性を示し、PQQ + PMS また

は FAD + PMS を添加した場合には NAD+添加

時の 35~43%の比活性が観察された (Table 3)。

また、NAD+添加時の活性は DCA の存在、非存

在下で培養した細胞において同等であったこ

とから、NAD+依存性の DCA 酸化酵素をコード

する遺伝子は構成的に発現していることが示

唆された。 

DCA-C (100 M) に対する SYK-6株の細胞抽

出液 (500 g of protein/ml) の比活性は、FAD + 

PMS 添加時に有意な活性化が観察された 

(Table 3)。DCA 存在下で培養した細胞由来の抽

出液の FAD + PMS 存在下における DCA-C 変

換活性は、DCA 非存在下で培養した細胞由来の

抽出液と比較して約 1.7 倍高かった (Table 3)。

この結果から、DCA 培養下で DCA-C 変換活性

は低いレベルで誘導されることが示唆された。

また、DCA-C 存在下で培養した場合においても

DCA-C 変換活性が誘導されることが示された。

DCA-CC と DCA-S の変換活性は、DCA 存在下

で培養した場合にそれぞれ約 1.8 倍と 1.3 倍に

活性化された。 

 

5. DCA 代謝に関与する酵素の局在 

 

 DCA 代謝に関与する酵素の局在性を明らか

にするために、SYK-6 株の細胞抽出液を超遠心

により可溶性画分と沈殿画分 (膜画分) に分画

した。その結果、可溶性画分と膜画分は質量比

で全タンパク質のそれぞれ 75%及び 9.4%と算

出された。細菌における一般的な膜タンパク質

の量比は 20~30%であり、本研究において分画

された膜画分の割合は低い値であった。超遠心

による分画後、上清と沈殿画分の間に中間層が

生成していたことから、細胞外多糖の存在によ

り膜画分の一部が完全に沈殿しなかったため

に膜タンパク質の収率が低下したものと推定

された。 

DCA 変換活性が細胞質と細胞膜のどちらに

存在しているかを調べるために、10 mg の細胞

抽出液に含まれる可溶性画分 (7.5 mg) と膜画

分 (0.94 mg) の DCA、DCA-C、DCA-CC、DCA-

S に対する活性を比較した。その結果、DCA 変

換活性は可溶性画分に NAD+を添加した時の活

性が主要であることが示され (Table 3)、細胞質

に局在する酵素が DCA の酸化に主要な役割を

果たすことが示唆された。一方、FAD + PMS 添

加時の DCA-C 変換活性は可溶性画分と膜画分

の両者で観察され (Table 3)、分画の際に膜画分

の一部が回収できなかったことを考慮すると、

DCA-C 変換酵素が細胞質と細胞膜に同等に存

在すると考えられた。また、DCA-CC 及び DCA-

S の変換活性はいずれも可溶性画分にのみ検出

され (Table 3)、これら酵素が細胞質に存在する

ことが示唆された。 
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Table 3. SYK-6株の細胞抽出液, 可溶性画分, 膜画分のDCAとDCA誘導体に対する変換活性 

Substrate Fraction Cofactor 

Activitya (mU) 

SEMP 
SEMP 

+ DCA 

SEMP 

+ DCA-C 

DCA Cell extract None 21 ± 7 36 ± 3 46 ± 10 

  NAD+ 160 ± 2 170 ± 2 140 ± 1 

  PQQ + PMS 61 ± 2 59 ± 0.6 56 ± 0.2 

  FAD + PMS 43 ± 0.8 73 ± 3 74 ± 4 

 Soluble None 5.7 ± 3 11 ± 6 –c

  NAD+ 110 ± 2 120 ± 2 – 

  PQQ + PMS 20 ± 0.4 16 ± 2 – 

  FAD + PMS 15 ± 3 16 ± 1 – 

 Membrane None 6.8 ± 0.4 12 ± 0.4 – 

  NAD+ 6.3 ± 0.1 13 ± 0.7 – 

  PQQ + PMS 18 ± 0.2 18 ± 0.1 – 

  FAD + PMS 9.4 ± 0.3 21 ± 0.8 – 

DCA-C Cell extract None 3.5 ± 0.4 14 ± 0.8 6.0 ± 0.6 

  NAD+ 2.4 ± 1 14 ± 0.2 6.4 ± 1 

  PQQ + PMS 3.2 ± 0.5 16 ± 0.3 9.1 ± 2 

  FAD + PMS 19 ± 0.6 32 ± 0.4 27 ± 0.7 

 Soluble None NDb 1.7 ± 0.2 – 

  NAD+ NDb 1.4 ± 0.5 – 

  PQQ + PMS 1.3 ± 0.3 3.0 ± 0.1 – 

  FAD + PMS 5.3 ± 0.6 6.9 ± 0.2 – 

 Membrane None 0.8 ± 0.04 3.0 ± 0.1 – 

  NAD+ 0.7 ± 0.05 3.1 ± 0.08 – 

  PQQ + PMS 0.8 ± 0.1 3.2 ± 0.05 – 

  FAD + PMS 2.4 ± 0.02 3.8 ± 0.07 – 

DCA-CC Cell extract None 1300 ± 30 2400 ± 70 2200 ± 100 

 Soluble None 1300 ± 20 2100 ± 10 – 

 Membrane None NDb ND – 

DCA-S Cell extract None 180 ± 40 240 ± 20 – 

 Soluble None 130 ± 8 190 ± 20 – 

 Membrane None NDb 4.1 ± 2 – 
a SYK-6 株の細胞抽出液 (10 mg of protein)とそこに含まれる可溶性画分 (7.5 mg of protein) と膜画分 

 (0.94 mg of protein)の酵素活性をそれぞれ mU/10 mg of protein, mU/7.5 mg, mU/0.94 mg として示す.  

それぞれの値は 3 回測定した平均値を示す. ± は標準偏差を示す. 
b ND, not detected. 
c (–), not tested. 
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考察 

 

SYK-6 株の細胞抽出液を用いた DCA の変換

実験において、補酵素の非存在下では DCA の

変換活性が低く変換産物がほとんど生成しな

かった。しかし NAD+の存在下では DCA-L と

DCA-C の生成が観察された (Fig. 13B, C)。これ

らの結果から DCA は、最初に B 環側鎖 C位ア

ルコールがアルデヒドに酸化された DCA-L に

変換され、続いてカルボン酸へと酸化された

DCA-C を生成すると推定された。また少なくと

も DCA の酸化には NAD+依存性の酵素が関与

することが予想された。 

DCA-C と限外ろ過によって 3 kDa 以下の低

分子画分を除いた SYK-6 株の細胞抽出液を反

応させた結果、DCA-C の A 環側鎖 C位がアル

デヒドに酸化された DCA-CL の生成が観察さ

れた (Fig. 15B)。さらに同反応を NAD+存在下

において行ったところ、vanillate と ferulate が生

成した (Fig. 15C)。これらの結果から DCA-C は

DCA-CL に変換され、その反応には補因子の添

加を必要としない酵素が関与することが示唆

された。また、A 環側鎖 C位がカルボン酸に酸

化された DCA-CC の生成は観察されなかった

が、DCA-CL が NAD+の存在下で変換を受けた

ことから、DCA-CL が NAD+を補酵素とする

ALDH によって DCA-CC に酸化されて代謝さ

れることが予想された。DCA-CC は SYK-6 株

の細胞抽出液によってスチルベン型化合物で

あるDCA-S及び vanillinと 5-formylferulateへと

変換されることが示され (Fig. 16)、これらの反

応は補因子の添加を必要としなかった。 

以上の結果から SYK-6 株において DCA は、

Fig. 14 に示す経路で代謝されることが強く示

唆された。本経路において、i) DCA は初めに B

環側鎖 C位がアルデヒドに酸化された DCA-L

に酸化される。ii) DCA-L は B 環側鎖 C位がカ

ルボン酸に酸化された DCA-C に酸化される。

iii) DCA-C は A 環側鎖 C位がアルデヒドに変

換された DCA-CL に酸化される。iv) DCA-CL

は A 環側鎖 C位がカルボン酸に酸化された

DCA-CC に酸化される。v) DCA-CC は脱炭酸を

受けて DCA-S に変換される。vi) DCA-S は A 環

側鎖の C-C開裂を受けて vanillin と 5-

formylferulate に変換される。vii) 5-formylferulate

は 5 位のホルミル基が脱離して ferulate へと変

換される。F. solani M-13-1 株において DCA は

DCA-L を経由して DCA-C へと変換されるが、

その後、DCA-C の B 環側鎖の C-C開裂を受

けて代謝されることが示唆されており (71)、

SYK-6 株とは異なる代謝経路と考えられた。一

方、S. paucimobilis TMY1009 株において DCA

は、DCA-C を経由して DCA-S へと変換され、

vanillin と 5-formylferulate に変換されて代謝さ

れることが示されており (72)、SYK-6 株と同一

の代謝経路であると考えられた。 

本章では SYK-6 株の細胞抽出液及び細胞抽

出液を分画して調製した可溶性画分と膜画分

を用いて各反応段階に関与する酵素の細胞内

局在性を調べるとともに、DCA 及び DCA-C の

変換については補因子要求性について調査を

行った。DCAの変換活性をNAD+、PQQ + PMS、

FAD + PMS 存在下で比較したところ、NAD+存

在時に PQQ + PMS または FAD + PMS 存在時と

比較して2.6~3.7倍の比活性を示した (Table 3)。

このことから SYK-6 株における DCA の変換は、

主に NAD+依存性の酵素が関与することが示唆

された。さらに、NAD+依存性の DCA 変換酵素
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は細胞質に局在すること、PQQ 及び FAD 依存

の変換活性は可溶性画分と膜画分の両方に局

在することが示唆された。また、NAD+及び PQQ

依存性の DCA 変換酵素遺伝子は構成的に発現

していることが示唆された。 

DCA-C の変換は、FAD + PMS を添加した場

合にのみ活性の上昇  (2.3 倍) が観察された 

(Table 3)。これらの結果から、DCA-C の変換に

は FAD 要求性の oxidoreductase が関与すること

が予想された。また、本酵素は膜と細胞質の両

者に局在することが示唆され、DCA または

DCA-C 存在下での培養時に低いレベルで誘導

されることが示された (Table 3)。 

DCA-CC 変換活性は、補因子の非存在下で可

溶性画分に検出されたことから、DCA-CC 変換

酵素は、補因子の添加を必要としない細胞質に

存在する酵素であることが示唆された (Table 

3)。また本酵素は DCA または DCA-C の存在下

での培養時に低いレベルで誘導されることが

示された (Table 3)。 

DCA-S 変換活性も補因子の非存在下で可溶

性画分に検出されたことから、補因子の添加を

必要としない細胞質に存在する酵素であるこ

とが示唆された (Table 3)。また、本酵素も DCA-

C 及び DCA-CC 変換酵素と同様に DCA の存在

下での培養時に低いレベルで誘導されること

が示された (Table 3)。S. paucimobilis TMY1009

株 に お け る DCA-S の 変 換 に は 、

lignostilbene ,-dioxygenase (LSD) が関与する

ことが示唆されている (73, 74)。TMY1009 株に

は、、、サブユニットから構成される

4 種の LSD の存在が報告されており、及び

から構成される酵素が DCA-S に対して高い変

換能を示すことが報告されている (73, 74)。し

かし、実際に DCA-S の変換に関与する酵素遺

伝子は明らかにされていない。TMY1009 株の

LSD の内、サブユニット(Q53353) とサブユ

ニット(Q52008) をコードする遺伝子の塩基配

列が明らかにされており (77, 78)、SLG_37540

及び SLG_36640 がサブユニットとサブユニ

ットのそれぞれに 98%以上のアミノ酸配列相

同性を示した。加えて SYK-6 株のゲノム中に

は、 SLG_37540 及び SLG_36640 以外にも

TMY1009株のLSD サブユニット及びサブユ

ニットと 35~58%のアミノ酸配列相同性を示す

6 つの遺伝子が存在することが示された (Fig. 

17)。今後、SYK-6 株の LSD 遺伝子の破壊株を

作製し、DCA-S の変換に関与する遺伝子を明ら

かにしていく必要がある。 
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Fig. 17. 既知または推定のlignostilbene ,-dioxygenaseとcarotenoid dioxygenaseの系統樹.  

Lignostilbene ,-dioxygenases : LSD I_Sp, lignostilbene ,-dioxygenase isozyme I of S. paucimobilis TMY 

1009 (Q53353); LSD III_Sp, lignostilbene ,-dioxygenase isozyme III of TMY 1009 (Q52008). Carotenoid 

dioxygenases : VP14_Zm, 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase of Zea mays (O24592); NCED5_At, 9-cis-

epoxycarotenoid dioxygenase of Arabidopsis thaliana (Q9C6Z1); NCED5_At, 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 

of A. thaliana (Q9LRM7); NCED9_At, 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase of A. thaliana (Q9M9F5); CCD1_Ps, 

carotenoid 9,10 (9',10')-cleavage dioxygenase of Pisum sativum (Q8LP17); CCD_Cs, carotenoid 9,10 (9',10')-

cleavage dioxygenase of Crocus sativus (Q84KG5); CCD1_Pv, carotenoid 9,10 (9',10')-cleavage dioxygenase 1 of 

Phaseolus vulgaris (Q94IR2); CCD1_At, carotenoid 9,10 (9',10')-cleavage dioxygenase 1 of A. thaliana (O65572); 

CCD1_Ohc, carotenoid 9,10 (9',10')-cleavage dioxygenase 1 of Oncidium hybrid cultivar (C3VEQ4); CCO_Mt, 

carotenoid 13,14/15,15'oxygenase of Mycobacterium tuberculosis H37Rv (P9WPR5); CCO_Sp, 8'-apo--carotenal 

15,15'-oxygenase of Synechocystis sp. PCC 6803 (P74334). Putative lignostilbene ,-dioxygenases and carotenoid 

dioxygenases: SLG_09440, SLG_11300, SLG_12860, SLG_36640, SLG_37540, SLG_12580, SLG_27970 and 

SLG_27300 of Sphingobium sp. SYK-6; Saro_0802, Saro_2809 and Saro_3580 of Novosphingobium 

aromaticivorans DSM 12444; PP1Y_AT11756 and PP1Y_Mpl6341 of Novosphingobium sp. PP1Y; Sala_1008 and 

Sala_1698 of Sphingopyxis alaskensis. 
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第 2 章 DCA 及び DCA-L 変換酵素遺伝子の同定と機能解析 

 

緒言 

 

第 1 章の解析から、SYK-6 株において DCA

が Fig. 14 に示される経路で代謝されることが

強く示唆された。本章では、DCA 代謝に関与す

る酵素遺伝子を解明するための第一歩として、

DCA 及び DCA-Lの変換に関与する酵素遺伝子

の同定を試み、各遺伝子の機能解析を行った。 

第 1 章の SYK-6 株の細胞抽出液を用いた

DCA の変換実験において、DCA の DCA-L へ

の変換活性は NAD+を添加した場合に顕著に高

いことが示された。また、NAD+要求性の本酵素

活性は細胞質に局在し、DCA 培養時に誘導され

なかったことから、これらの酵素遺伝子は構成

的に発現していることが示唆された。また、

PQQ + PMS または FAD + PMS を添加した時に

おいても DCA 変換活性の促進が観察された。

これらの結果から DCA の変換には NAD+を要

求する dehydrogenaseを中心に PQQまたは FAD

及び電子受容体を必要とする酵素が関与する

ことが予想された。一方、DCA-L は B 環側鎖

C位のアルデヒドがカルボン酸に酸化された

DCA-Cに変換されることが示された。SYK-6株

の細胞抽出液を用いた DCA の変換において、

NAD+の存在下で DCA は DCA-L を経由して

DCA-C に変換されたことから、本反応に NAD+

依存性の aldehyde dehydrogenase (ALDH) が関

与すると予想した。 

本章では DCA 変換酵素遺伝子を単離するた

めに、SYK-6 株の遺伝子ライブラリーからスク

リーニングを行い、単離した酵素遺伝子及びそ

れらのホモログについて機能解析を行った。ま

た、DCA-L 変換酵素遺伝子を同定するために、

以前作製された SYK-6 株の ALDH 遺伝子発現

ライブラリーを用いて、DCA-L の変換活性を調

査した。 

 

 

 

 

 

材料と方法 

 

供試菌、プラスミド、培養条件 

 第2章で使用した菌株とプラスミドはTable 4に

示した。SYK-6株の培養は第1章と同様に行った。

遺伝子破壊株はLB培地を用いて30°Cで培養した。

Pseudomonas putida PpY1100株はLBを用いて30°C

で培養した。必要に応じてkanamycin (Km) 及び

nalidixic acid (Nal) をそれぞれ50 mg/lと25 mg/lで

使用した。E. coliはLBを用いて37°Cで培養した。

E. coliの形質体の選択培地に加える抗生物質濃度

は、ampicillin (Ap) とKmをそれぞれ100 mg/lと25 

mg/lとした。 
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Table 4. 第2章で使用した菌株及びプラスミド 

a Nalr, Smr, Apr and Kmr, resistance to nalidixic acid, streptomycin, ampicillin and kanamycin, respectively. 

 

酵素、試薬、基質、遺伝子操作 

各種酵素及び試薬の使用方法は第1章で示した

メーカーの取扱説明書に従った。基本的な遺伝子

操作は、第1章と同様に行った。 

 

 

三親接合による宿主への遺伝子導入 

宿主のP. putida PpY1100株、ヘルパープラスミ

ドpRK2013を持つE. coli HB101株、及びコスミド

ベクターpVK100に構築したSYK-6株のSalI遺伝子

ライブラリーを持つE. coli HB101株をそれぞれ選

択培地で培養した。各菌体をLBに1% (vol/vol) 植

Strain or plasmid Relevant characteristic(s)a Reference or source 

Sphingobium sp. 

SYK-6 

SME044 

 

Pseudomonas putida 

PpY1100 

 

E. coli 

BL21(DE3) 

 

HB101 

NEB 10-beta 

 

 

Plasmids 

pVK100 

pRK2013 

pBluescript II KS(+) 

pT7Blue 

pET-16b 

pCold-TF 

  

pV39 

pV44 

pV66 

pV82 

pV123 

pKS66-15 

pKS82-09 

pKS82-12 

pT04410 

pT05620 

pT07280 

pT12260S 

pT12260L 

pT09420 

pT09790 

pT24930 

pT24940 

pCTF04410 

pCTF05620 

pCTF07280 

pCTF12260 

 

pET09420 

pET09790 

pET24930 

pET24940 

 

Wild type; Nalr Smr 

SYK-6 derivative; bzaA::bla; Nalr Smr Apr 

 

 

Nalr Smr 

 

 

F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3); T7 RNA polymerase gene under control of the lacUV5 

promoter 

recA13 supE44 hsd20 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 

(ara-leu) 7697 araD139 fhuA ΔlacX74 galK16 galE15 e14- ϕ80dlacZΔM15 recA1 relA1 

endA1 nupG rpsL (Smr) rph spoT1 (mrr-hsdRMS-mcrBC)  

 

 

Broad-host-range cosmid vector; Kmr Tcr 

Tra+ Mob+ ColE1 replicon; Kmr 

Cloning vector; Apr 

Cloning vector; Apr 

Expression vector; T7 promoter, Apr 

Expression vector; cspA promoter, Apr 

 

pVK100 with partially SalI-digested fragments of SYK-6 carrying SLG_24930 

pVK100 with partially SalI-digested fragments of SYK-6 carrying SLG_05620 

pVK100 with partially SalI-digested fragments of SYK-6 carrying SLG_05620 

pVK100 with partially SalI-digested fragments of SYK-6 carrying SLG_24930 

pVK100 with partially SalI-digested fragments of SYK-6 carrying SLG_24930 

pBluescript II KS(+) with 1.5-kb SalI fragment carrying SLG_05620 from pV66 

pBluescript II KS(+) with 0.9-kb SalI fragment carrying SLG_24930 from pV82 

pBluescript II KS(+) with 1.2-kb SalI fragment carrying SLG_24930 from pV82 

pT7Blue with a 2.0-kb PCR-amplicon carrying SLG_04410 

pT7Blue with a 2.2-kb PCR-amplicon carrying SLG_05620 

pT7Blue with a 2.2-kb PCR-amplicon carrying SLG_07280 

pT7Blue with a 0.8-kb BamHI fragment of a PCR-amplicon carrying SLG_12260 

pT7Blue with a 1.3-kb NdeI-BamHI fragment of a PCR-amplicon carrying SLG_12260 

pT7Blue with a 1.2-kb PCR-amplicon carrying SLG_09420 

pT7Blue with a 1.2-kb PCR-amplicon carrying SLG_09790 

pT7Blue with a 1.2-kb PCR-amplicon carrying SLG_24930 

pT7Blue with a 1.1-kb PCR-amplicon carrying SLG_24940 

pCold-TF with a 2.0-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_04410 from pT04410 

pCold-TF with a 2.2-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_05620 from pT05620 

pCold-TF with a 2.2-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_07280 from pT07280 

pCold-TF with a 2.1-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_12260 from pT12260S and 

pT12260L 

pET-16b with a 1.2-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_09420 from pT09420 

pET-16b with a 1.2-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_09790 from pT09790 

pET-16b with a 1.2-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_24930 from pT24930 

pET-16b with a 1.1-kb NdeI-BamHI fragment carrying SLG_24940 from pT24940 

 

(79) 

(80) 

 

 

(79) 

 

 

(81) 

 

(82) 

New England 

Biolabs 

 

 

(83) 

(84) 

(85) 

Novagen 

Novagen 

Takara Bio 

 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

 

This study 

This study 

This study 

This study 
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菌してOD600が0.5になるまで培養した。各培養液

を1 mlずつ混合し、ニトロセルロースメンブレン 

(0.45 μm by 22 mm; Advantec) に菌体を捕集した。

メンブレンをLB寒天培地上に菌体を捕集した面

が上になるように置いて30ºCで4 h培養した。メン

ブレンに捕集した菌体を1 mlのLBで懸濁してKm

とNalを含むLB寒天培地に塗布して接合伝達体を

選択した。 

 

サザンハイブリダイゼーション解析 

 サザンハイブリダイゼーション解析は、DIG 

DNA labeling kit 及び DIG nucleic acid detection kit 

(Roche Diagnostics) の説明書に従って行った。 

 破壊株の全DNAもしくはDCA分解活性を示し

た形質転換体から単離したコスミドを制限酵素

処理後に0.8%アガロースゲル電気泳動で分離し、

脱プリン及びアルカリ処理を行った。その後、ゲ

ルからバキュームブロッター (model 785; Bio-Rad 

Laboratories Inc.) を用いてナイロンメンブレン 

(Hybond-N+; GE Healthcare) にDNAを転写した。メ

ンブレンを風乾し、UVを5 min照射してDNAをメ

ンブレンに固定した。プレハイブリダイゼーショ

ンを65Cで1 h行った。DIG DNA labeling Kitを用

いたランダムプライマー法により目的のDNA断

片をジゴキシゲニン標識してプローブを作製し

た。プローブを添加して65Cで8 h以上ハイブリダ

イゼーションを行い、メンブレン上のDNAを標識

した。メンブレンを洗浄液1 (300 mM NaCl, 30 mM 

Na-citrate･2H2O, 0.1% SDS) で2回洗浄した後、洗

浄液2 (15 mM NaCl, 1.5 mM Na-citrate･2H2O, 0.1% 

SDS) を用いて 65Cで 2回洗浄した。 buffer 1 

(pH7.5; 0.1 M maleate, 0.15 M NaCl) でメンブレン

を洗浄した後、buffer 2 (buffer 1 + 10% blocking 

stock solution) によりブロッキング処理をした。酵

素標識抗体 (Anti-Digoxigenin-AP-conjugate) を含

むbuffer 2にメンブレンを浸して酵素免疫測定法 

(ELISA法) によりメンブレン上のDNAを標識し

た。メンブレンをbuffer 1で洗浄して未反応の抗体

を除去した後、buffer 3 (pH9.5; 0.1 M Tris-HCl, 0.1 

M NaCl, 50 mM MgCl2) で平衡化した。発光基質

CDP-Star (Roche Diagnostics) を添加してalkaline 

phosphatase反応によってメンブレン上のシグナル

を化学発光検出解析装置 (LumiVisionPro 140 EX; 

TAITEC) で検出した。 

 

塩基配列の決定 

塩基配列の決定は、CEQ Dye Terminator Cycle 

Sequencing (DTCS)-Quick Start Kit (Beckman Coulter, 

Inc.) を用いてサンプルの調製を行い、CEQ 

2000XL genetic analysis system (Beckman Coulter, 

Inc.) を使用した。シークエンス解析には

MacVector (MacVector, Inc.) を用いた。相同性検索

はNational Center for Biotechnology Informationの

BLASTP program (86) を使用した。マルチプルア

ライメントとペアワイズアライメントにはそれ

ぞれEMBL-EBIのClustalW2 (87) 及びEMBOSS 

program (88) を利用した。 

 

DCA変換酵素遺伝子のスクリーニング 

「三親接合による宿主への遺伝子導入」により

得られた300株の形質転換体を50 M DCAとKm

を含む1/5 LB (2.0 g/l bacto tryptone, 1.0 g/l yeast 

extract, 5 g/l NaCl) において1,500 rpm, 30ºCで培養

した。培養12 h後、培養液を19,000  g, 15 min, 4C

の遠心分離によって菌体を除き、得られた上清を

「HPLCの分析条件」に従ってHPLCで分析した。

DCA分解活性を示した形質転換体から単離した

コスミドをSalIで消化して「サザンハイブリダイ

ゼーション解析」に従ってサザン解析を行った。

プローブには各コスミドのSalI消化断片を用いた。
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サザン解析で交雑が見られた SalI 断片を

pBluescript II KS(+) にサブクローニングして「シ

ークエンス解析」に従って各SalI断片の塩基配列

を決定した。 

 

SLG_05620及びSLG_24930ホモログの発現プ

ラスミドの構築 

SYK-6 株 の total DNA を 鋳 型 と し て

quinohemoprotein ADH をコードする SLG_05620

と 相 同 性 を 有 す る SLG_04410, SLG_05620, 

SLG_07280 と aryl ADH をコードする SLG_24930

と 相 同 性 を 有 す る SLG_09420, SLG_09790, 

SLG_24940 を増幅するプライマー  (Table 5) 及

び PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara Bio 

Inc.) を用いた PCR によって 5末端に NdeI 部位

を、そして 3末端に BamHI 部位を付加した各遺

伝子の全長を含む DNA 断片を得た。得られた増

幅断片を NdeI-BamHI で消化して pT7Blueの同部

位に挿入し、pT04410, pT05620, pT07280, pT09420, 

pT09790, pT24930, pT24940 を作製した。各プラス

ミドに導入した遺伝子の塩基配列は「シークエン

ス解析」に従って確認した。SLG_05620 のホモロ

グは pCold-TF の NdeI-BamHI 部位に挿入して

pCTF04410, pCTF05620, pCTF07280 を取得した。

SLG_24930 のホモログは pET-16b の NdeI-BamHI

部位に挿入して pET09420, pET09790, pET24930, 

pET24940 を得た。SLG_12260 は遺伝子領域内部

に BamHI サイトが存在したため、PCR 増幅産物

を NdeI-BamHI 消化し、pT7Blue を NdeI-BamHI 消

化したプラスミドと BamHI 消化したプラスミド

にそれぞれ挿入して pT12260L と pT12260S を作

製した。塩基配列の確認後、それぞれのプラスミ

ドから遺伝子断片を切り出し、pCold-TF に挿入し

て pCTF12260 を作製した。 

 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

遺伝子の発現及び変性条件下での分子量測定

は、濃縮ゲル5%、分離ゲル12%のSDS-ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) によって行

った。煮沸により変性させた10 gの細胞抽出液を

100 Vの定電圧で120 min泳動した。泳動終了後に

ゲルを染色液 [0.1% (wet/vol) Coomassie Brilliant 

Blue R-250, 50% methanol, 5% acetate] に浸して室

温で30~60 min振とうした。ゲルを純水で洗浄後、

脱色液 (40% methanol, 10% acetate) に浸して室温

で脱色した。分子量マーカーにはSharp Pre-stained 

Protein Standard (invitrogen) とFull-Range Rainbow 

Molecular Weight Markers (GE Healthcare) を用いた。 

 

大 腸 菌 を 宿 主 に 用 い た SLG_05620 及 び

SLG_24930ホモログの発現 

 Quinohemoprotein ADHをコードするSLG_05620

のホモログの発現プラスミドであるpCTF04410、

pCTF05620、pCTF07280、pCTF12260はE. coli NEB-

10 株に導入し、 aryl ADH をコードする

SLG_24930 のホモログの発現プラスミド、

pET09420、pET09790、pET24930、pET24940はE. 

coli BL21(DE3) 株に導入した。各菌株をLB + Ap

で12 h以上前培養を行い、得られた前培養液をLB 

+ Apに1% (vol/vol) 植菌し、30CでOD600が0.5にな

るまで培養した。終濃度 1 mMとなるように

isopropyl--D-thiogalactopyranoside (IPTG) を加え、

NEB-10形質転換体は 16C で 24 h誘導し、

BL21(DE3) 形質転換体は30Cで4 h誘導を行った。

培養液を5,000  g, 5 min, 4Cで遠心分離して集菌

し、菌体をbuffer Aで洗浄した後、各菌体をbuffer 

Aで懸濁して超音波破砕機によって細胞を破砕し

た。粗酵素溶液を19,000  g, 15 min, 4Cで遠心分

離することにより不溶性画分を除き、上清を細胞

抽出液として得た。各遺伝子の発現については

「SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動」に従っ

て調べた。 
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Table 5. 第2章で使用したDNAプライマーの塩基配列 

Plasmid primer Sequences (5 to 3) 

pCTF04410 04410F GGAGGGATCATATGCGTCGTTCG 

 04410R GGGGGATCCTGAATGGGCCGTGC 

pCTF05620 05620F AGGGGAACATATGGCAAGGCAGGCAAAGC 

 05620R GCGGATCCTGCGAGGCGACCG 

pCTF07280 07280F TGATCGGGCATATGTGCCTGCTGGCG 

 07280R TCGGGGATCCCGGATGGCGCTCC 

pCTF12260 12260F GGAATGAGCATATGAAGCGATGG 

 12260R CGGGATCCGGCAGTTTTTCAACACC 

pET09420 09420F GACTGAGCCATATGAAGATCACCGC 

 09420R CGTGGATCCAGTGCCGTAAGC 

pET09790 09790F GAGGAGATCATATGAAGACACGTGC 

 09790R GTGGATCCCGGAAACGAAAAGC 

pET24930 24930F GGAGCAACATATGACCACGACCACCC 

 24930R TGGGATCCTCTCGGCATGTTCGG 

pET24940 24940F ATGACACACATATGCGCGCCGC 

 24940R CGAAGGATCCAGTGGCCCGAAAGC 

 

SLG_05620及びSLG_24930ホモログ遺伝子産

物の酵素活性 

「大腸菌を宿主に用いた SLG_05620 及び

SLG_24930ホモログの発現」に従って調製した細

胞抽出液  (10~100 g of protein/ml) と100 Mの

DCA, DCA-C, coniferyl alcohol, vanillyl alcoholを各

補因子 (SLG_24930ホモログ [aryl ADH], 500 M 

NAD+; SLG_05620 ホモログ  [quinohemoprotein 

ADH], 400 M PQQ + 400 M PMS + 3 mM CaCl2) 

の存在下において30°Cで反応させた。それぞれ

1~10 min反応させ、methanolを等量加えて酵素反

応を停止させた。反応液を19,000  g, 15 min, 4°C

で遠心分離して不溶化したタンパク質を除去し、

得られた上清に終濃度17%となるように50% 

acetonitrileを加えてHPLCで分析した。DCAと

DCA-Cは「HPLCの分析条件」に従って分析した。

Coniferyl alcoholと vanillyl alcoholの分析条件は

0.1%のギ酸を含むアセトニトリルと水を15:85及

び5:95としたものをそれぞれ移動相として流速は

0.3 ml/minで分析した。DCA, DCA-C, coniferyl 

alcohol, vanillyl alcoholの検出波長はそれぞれ277, 

327, 263, 279 nmとした。 

 

DCA-Lの調製 

pET24930を導入したE. coli BL21(DE3) 株をLB 

+ Apで12 h以上培養を行い、得られた前培養液を

LB + Apに1% (vol/vol) 植菌し、30CでOD600が0.5

になるまで培養した。終濃度1 mMとなるように

IPTGを加え、30Cで4 h誘導を行った。培養液を

5,000  g, 5 min, 4Cで遠心分離して集菌し、菌体

をbuffer Aで洗浄した。菌体を50 mlのbuffer Aに

OD600が5.0となるように懸濁し、DCAを終濃度2 

mMとなるように加えて、30Cで36 h培養した。培

養液を5,000  g, 15 min, 4Cで遠心分離して上清を

回収した。等量のethyl acetateを加えて懸濁し、

ethyl acetate画分を回収した。この操作を3回繰り

返した。得られたethyl acetate画分をロータリーエ

バポレーター (Tokyo Rikakikai Co. Ltd.) で濃縮し、

benzene : ethyl acetate : methanol (7:3:2) を展開溶媒

として、薄層クロマトグラフィー (Silica Gel 60 
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F254; Merck Millipore) を用いて分離した。DCA-L

の検出には254 nmのトランスイルミネーターを

用いた。Rf 値0.73に観察されたDCA-Lのスポット

を掻き取り、ethyl acetateで抽出し、遠心エバポレ

ーター (CVE-3000; Tokyo Rikakikai Co. Ltd.) を用

いて減圧乾固した。得られた粉末状のDCA-Lを

DMSO溶液に溶解して「HPLCの分析条件」に従っ

て分析した。DCA-Lの検出波長は346 nmとした。 

 

大腸菌を宿主に用いたaldehyde dehydrogenase 

(ALDH) 遺伝子の発現 

当研究室の後藤によって作製されたSYK-6株に

存在する23種のALDH遺伝子発現プラスミドをE. 

coli BL21(DE3) 株に導入した。各菌株をLB + Ap

で前培養を行い、得られた培養液をLB + Apに1% 

(vol/vol) 植菌して30CでOD600が0.5になるまで培

養した。終濃度1 mMとなるようにIPTGを加えて

30Cで4 h培養を行った。培養液を5,000  g, 5 min, 

4Cの遠心分離で集菌し、菌体をbuffer Aで洗浄し

た。各菌体をbuffer Aで懸濁して超音波破砕機によ

って細胞を破砕した。細胞破砕液を19,000  g, 15 

min, 4Cで遠心分離することにより不溶性画分を

除き、上清を細胞抽出液として得た。各遺伝子の

発現については「SDS-ポリアクリルアミドゲル電

気泳動」に従って調べた。 

 

ALDHの酵素活性 

「大腸菌を宿主用いたaldehyde dehydrogenase 

(ALDH) 遺伝子の発現」に従って調製した各

ALDHを含む細胞抽出液 (10~100 g of protein/ml) 

と100 MのDCA-Lを500 M NAD+の存在下にお

いて30°Cで反応させた。それぞれ1~10 min反応さ

せ、methanolを等量加えて酵素反応を停止させた。

反応液を19,000  g, 15 min, 4°Cで遠心分離して不

溶化したタンパク質を除去し、得られた上清に終

濃度17%となるように50% acetonitrileを加えて

HPLCで分析した。「HPLCの分析条件」に従って

分析を行い、DCA-Lの検出波長は346 nmとした。 

 

SLG_27910破壊株のDCA-L変換能 

SLG_27910 破壊株 (SME044) を LB で 24 h 培

養し、得られた前培養液を LB に 1% (vol/vol) 植

菌して 30C で 12 h 培養した。培養液を 5,000  g, 

15 min, 4C で遠心分離して集菌し、菌体を buffer 

A で洗浄した。菌体を buffer A で懸濁して OD600

が 0.5 となるように調製した SME044 の休止細胞

と 100 M DCA-L を 1,500 rpm, 30ºC で反応させ

た。経時的に試料を分取して 19,000  g, 15 min, 

4C で遠心分離して菌体を除去することにより反

応を停止させた。上清を「HPLC の分析条件」に

従って分析し、DCA-L の検出波長は 346 nm とし

た。 
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結果 

 

1. DCA 変換酵素遺伝子のスクリーニング 

 

 DCA変換に関与する酵素遺伝子を単離する

ために、SYK-6株の遺伝子ライブラリーをDCA

変換能をほとんど持たないPseudomonas putida 

PpY1100株に導入してDCA変換能を獲得した

組換え体を選抜した。300株の形質転換体から

DCA変換能を有するクローンをHPLCによって

スクリーニングした結果、DCA変換能を示す9

個のクローンが得られた (Fig. 18, 19)。 

 

 

 

 

Fig. 18. DCA 変換酵素遺伝子のスクリーニング. 

300クローンの各形質転換体のDCA変換能をHPLC分析におけるDCAピーク面積の減少で示した. DCAの

検出波長は276 nmとした. 
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Fig. 19. 形質転換体による DCA 変換の HPLC 分析. 

SYK-6株の遺伝子ライブラリーを導入したP. putida PpY1100株の形質転換体を50 M DCA, 1/5LB, 50 mg/l 

カナマイシンを含む200 lの培地で12 h培養し, 培養上清をHPLCで分析した. HPLCの分析波長は276 nm

とした. (A) pVK100ベクターを導入した形質転換体のHPLCクロマトグラム. (B-J) DCA変換能を示す形質

転換体のHPLCクロマトグラム. DCAの保持時間, 1.9 min. 
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これらのポジティブクローンから5つのコス

ミド pV39、pV44、pV66、pV82、pV123が単離

された。DCA変換酵素遺伝子が存在するコスミ

ド中のDNA断片を同定するために、全てのコス

ミドクローンのSalI消化物に対して、pV44と

pV82をプローブとしたサザンハイブリダイゼ

ーション解析を行い、共通して存在するSalI断

片を調べた。その結果、pV44をプローブにした

場合はpV44とpV66に共通した2.1 kbと1.5 kbの

SalI断片が含まれることが示された (Fig. 20A, 

B)。pV82をプローブにした場合はpV39、pV82、

pV123に共通して1.2 kbと0.9 kbのSalI断片が含

まれることが示された (Fig. 20C, D)。 

 

 

 

Fig. 20. 宿主に DCA 変換能を与えるコスミドの

サザンハイブリダイゼーション解析.  

(A, C) 各コスミドの SalI 消化物のアガロースゲ

ル電気泳動. (B) pV44 の SalI 消化物を DIG 標識し

てプローブに用いたサザン解析. (C) pV82 の SalI

消化物をプローブに用いたサザン解析. Lanes: 1, 

pV39; 2, pV44; 3, pV66; 4, pV82; 5, pV123; M, 

molecular size markers. 

pV44とpV66に共通して含まれる1.5-kb SalI断

片の両末端の塩基配列を決定した結果、本断片

はSLG_05610とSLG_05620の一部を含むことが

示された (Fig. 21A)。また、1.5-kb断片の両隣に

は2.0 kbと2.1 kbのSalI断片が存在することから、

これらはサザン解析で交雑が見られた断片で

あると考えられた。これら3つのSalI断片からな

る領域に完全なオープンリーディングフレー

ム (ORF) としてはSLG_05620のみ存在した。

SLG_05620はP. putida HK5株のquinohemoprotein 

alcohol dehydrogenase (quinohemoprotein ADH)-

IIB 、 quinohemoprotein ADH-IIG (89) 及 び

Comamonas testosterone ATCC15667 株 の

quinohemoprotein ethanol dehydrogenase (90) と

アミノ酸レベルで43~50%の相同性を示した。 

pV39、pV82、pV123 の共通断片である 1.2-kb

と 0.9-kb SalI 断片の両末端の塩基配列を決定し

た結果、本領域は SLG_24920、SLG_24930、

SLG_24940 を含むことが示された (Fig. 21B)。

これら断片中に完全な ORF として含まれてい

るのは SLG_24930のみであった。SLG_24930は

P. putida mt-2 株の TOL プラスミド上にコード

されている aryl ADH 遺伝子 xlyB (91) 及び

Castellaniella defragrans 65Phen 株の geraniol 

dehydrogenase (92) とアミノ酸レベルでそれぞ

れ 46%と 42%の相同性を示した。また、本酵素

遺伝子は Streptomyces sp. NL15-2K株の coniferyl 

alcohol dehydrogenase と 35%の相同性を示した 

(93)。 
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Fig. 21. 宿主に DCA 変換能を与えるコスミドに共通して含まれる DNA 断片.  

(A) pV44 と pV66 に共通して含まれる DNA 断片. (B) pV39, pV82, pV123 に共通して含まれる DNA 断片. 

ORFの下にある細い矢印は, 塩基配列を決定した領域を示す. 制限酵素: Ap, ApaI; Ba, BamHI; EV, EcoRV; 

Hd, HindIII; Ps, PstI; Pv, PvuII; Sc, SacI; SII, SacII; Sl, SalI; Sm, SmaI; Sp, SphI; Xh, XhoI. 

 

 

2. SLG_05620とSLG_24930の相同遺伝子の

探索と大腸菌での発現 

 

SYK-6 株のゲノム中には、SLG_05620 と

24~46%のアミノ酸配列相同性を示す 6 個の遺

伝子 (Fig. 22) 及び SLG_24930 と 21~43%のア

ミノ酸配列相同性を示す 15 個の遺伝子 (Fig. 

23) が存在することが予測された。これらの遺

伝子産物が DCA の酸化活性を有するかを調べ

る た め に 、 SLG_05620 と 3 つ の 推 定

quinohemoprotein ADH 遺伝子  (SLG_04410、

SLG_07280、SLG_12260) 及び SLG_24930 と 3

つの推定 aryl ADH 遺伝子  (SLG_09420、

SLG_09790、SLG_24940) を選択し、各遺伝子を

pET-16b に挿入した発現プラスミドを作製後、

E. coli で 発 現 さ せ た 。 し か し 、 推 定

quinohemoprotein ADHをコードするSLG_05620、

SLG_04410、SLG_07280、SLG_12260 の発現が

観察されなかったため、コールドショック遺伝

子プロモーターを利用した pCold-TF を用いて

トリガーファクター融合タンパク質として発

現させた。各細胞抽出液の SDS-PAGE の結果、

SLG_09790 は発現量が低く、SLG_24940 はほと

んど発現が観察されなかったが、他の遺伝子に

ついては十分な発現が見られた (Fig. 24)。 
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Fig. 22. SYK-6 株に存在する 7 個の SLG_05620 ホ

モログと既知の quinohemoprotein ADH の系統樹.  

太字は本研究において解析を行った SYK-6 株の

遺伝子を示す . Enzymes: Gcd_Ec, quinoprotein 

glucose dehydrogenase of E. coli K-12 (P15877); 

XoxF_Me, methanol dehydrogenase of 

Methylobacterium extorquens AM1 (P16027); 

QgdA_Pp, quinohemoprotein ADH (ADH IIG) of P. 

putida HK5 (Q4W6G0); QheDH_Ct, 

quinohemoprotein ethanol dehydrogenase of 

Comamonas testosteroni ATCC 15667 (Q46444); 

QbdA_Pp, quinohemoprotein ADH (ADH IIB) of P. 

putida HK5 (Q8GR64). 

 

 

 

 

 

Fig. 23. SYK-6株に存在する16個のSLG_24930ホモログと既知のaryl ADHの系統樹.  

太字は本研究において解析を行った SYK-6 株の遺伝子を示す. Enzymes: XylB_Pp, benzyl ADH of P. putida 

mt-2 (P39849); GeoA_Cd, geraniol dehydrogenase of Castellaniella defragrans 65Phen (H1ZV38); CadH_Ss, 

coniferyl alcohol dehydrogenase II of Streptomyces sp. NL15-2K (M5AJW4); Adh_Tb, isopropanol dehydrogenase 

of Thermoanaerobacter brockii HTD4 (P14941); AdhT_Gs, ADH of Geobacillus stearothermophilus NCA1503 

(P12311). 
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Fig. 24. SYK-6株が持つSLG_05620及びSLG_24930

ホモログのE. coliにおける発現.  

SDS-12% PAGEによって10 gのタンパク質を分

離してクーマシーブリリアントブルーによって

染色した . (A) SLG_05620ホモログ  (quinoprotein 

ADH) を発現させたE. coli NEB10の細胞抽出液. 

Lanes: 1, pCold-TF (vector); 2, pCTF04410; 3, 

pCTF05620; 4, pCTF07280; 5, pCTF12260. (B) 

SLG_24930ホモログ (aryl ADH)を発現させたE. 

coli BL21(DE3) の細胞抽出液. Lanes: 1, pET-16b 

(vector); 2, pET09420; 3, pET09790; 4, pET24930; 5, 

pET24940; M, molecular size markers. 

 

 

3. SLG_05620 と SLG_24930 の相同遺伝子産

物の DCA 変換活性 

 

SLG_05620 及び SLG_24930 相同遺伝子を発

現させた E. coli の細胞抽出液 (10~100 g of 

protein/ml) と 100 µM の DCA、DCA-C、coniferyl 

alcohol 及び vanillyl alcohol を 400 µM PQQ + 

PMS もしくは 500 M NAD+の存在下で反応さ

せ、各基質に対する変換活性を調べた。その結

果、SLG_04410 を除く 7 つの遺伝子産物におい

てDCAに対する変換活性が検出されDCA-Lの

生成が観察された  (Fig.25, Table 6)。中でも

SLG_05620 遺伝子産物が高い比活性 (210 ± 20 

mU/mg of protein) を示した。一方、SLG_09790

と SLG_24940 の発現量は低かったにも関わら

ず、両遺伝子産物は他のものと同等の比活性を

有していた。 

 

 

 

 

 

Fig. 25. SLG_05620 及び SLG_24930 を発現させた

E. coli の細胞抽出液による DCA の変換.  

SLG_05620 を導入した E. coli の細胞抽出液 (10 

g of protein/ml) は 400 M PQQ + PMS 存在下で

100 M DCA と反応させ, SLG_24930 を導入した

E. coli の細胞抽出液 (100 g of protein/ml) は 500 

M NAD+存在下で 100 M DCA と反応させた. そ

れぞれ 30°C で 10 min 反応させ、反応液を LC-MS

で分析した. HPLC 分析の検出波長は 290 nm とし

た. (A) pCold-TF を導入した E. coli の細胞抽出液

と DCAの反応 10 min後のHPLCクロマトグラム. 

(B) SLG_05620 を導入した E. coli の細胞抽出液と

DCA の反応 10 min 後の HPLC クロマトグラム. 

(C) pET-16b を導入した E. coli の細胞抽出液と

DCA の反応 10 min 後の HPLC クロマトグラム. 

(D) SLG_24930 を導入した E. coli の細胞抽出液と

DCA の反応 10 min 後の HPLC クロマトグラム.
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Table 6. SLG_05620とSLG_24930ホモログ遺伝子産物の 

DCA及び他のリグニン由来化合物に対する酸化活性 

Gene products 

Specific activity a,b (mU/mg of protein) 

DCA DCA-C 
Coniferyl 

alcohol 

Vanillyl 

alcohol 

Quinohemoprotein ADH homologs 

SLG_04410 ND ND ND ND 

SLG_05620 210 ± 20 ND 63 ± 3 35 ± 2 

SLG_07280 45 ± 4 2.2 ± 0.1 23 ± 7 ND 

SLG_12260 36 ± 0.2 0.6 ± 0.1 280 ± 50 5.4 ± 0.5 

     

Aryl ADH homologs 

SLG_09420 57 ± 7 ND 58 ± 3 2.1 ± 0.3 

SLG_09790 50 ± 1 ND 34 ± 2 ND 

SLG_24930 49 ± 2 ND 38 ± 8 18 ± 3 

SLG_24940 36 ± 0.5 ND 25 ± 3 1.3 ± 0.3 
a ND, not detected. 
bそれぞれの値は3回測定した平均値を示す.  

± は標準偏差を示す. 

 

 

DCA に対して活性を示した全ての遺伝子産

物において coniferyl alcohol 変換活性が観察さ

れ、特に SLG_12260 において高い比活性 (280 

± 50 mU/mg of protein) が検出された。一方、

vanillyl alcohol に対しては活性が無い、もしく

は活性が低い傾向が示された。また、SYK-6 株

のゲノム中には、これら酵素遺伝子と類似した

遺伝子が他に 15 個存在しており (Fig. 22, 23)、

DCA の変換には基質特異性の広い多数の ADH

遺伝子が関与することが予想された。また、本

研究で発現させた 8 つの遺伝子産物の内、

SLG_07280と SLG_12260がDCA-Cに対して弱

い活性 (2.2 mU/mg of protein 及び 0.6 mU/mg of 

protein) を持つことが示された。 

 

 

4. DCA-L 変換酵素遺伝子の推定 

 

SYK-6株においてDCA-Lは B環側鎖C位ア

ルデヒドがカルボン酸に酸化した DCA-C に変

換されると推定され、この反応には aldehyde 

dehydrogenase (ALDH) 遺伝子が関与すると考

えられた。SYK-6 株のゲノム中には 23 個の推

定 ALDH 遺伝子が存在する。これら遺伝子と

benzaldehyde 、 4-hydroxybenzaldehyde 、 4-

nitrobenzaldehyde 、 succinic semialdehyde 、 2-

carboxybenzaldehyde 、 phenylacetaldehyde 、

betainealdehyde、coniferyl aldehyde の分解に関与

する ALDH 遺伝子のアミノ酸配列のアライメ

ントによって作製した系統樹から、これらの遺

伝子は大きく 8 個のクラスターA から H に分

かれることが示された (Fig. 26)。 
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Fig. 26. SYK-6 株に存在する LigV を含む 23 個の ALDH と既知 ALDH の系統樹.  

Enzymes: Vdh_Ps, vanillin dehydrogenase of Pseudomonas sp. HR199 (O05619); XylC_Pp, benzaldehyde 

dehydrogenase of P. putida MT53 (P43503); MmsA_Pa, methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase of P. 

aeruginosa PAO1 (P28810); Kgs_Ab, -ketoglutaric semialdehyde dehydrogenase of Acinetobacter bayli ADP1 

(Q6FFQ0); CalB_Ps, coniferyl aldehyde dehydrogenase of Pseudomonas sp. HR199 (O86447); CymC_Pp, 

cuminaldehyde dehydrogenase of P. putida F1 (O33455); PuuC_Ec, 3-hydroxypropionaldehyde dehydrogenase of 

E. coli K12 (P23883); GgaD_Ec, succinate-semialdehyde dehydrogenase of E. coli K12 (P25526); 

SLG_07060_LigV, vanillin dehydrogenase of SYK-6 (G2IMC6). 

 

 

 SYK-6 株に存在する 23 個の推定 ALDH 遺伝

子の産物の内、DCA-L 酸化能を有するものを明

らかにするために、各遺伝子を pET-21a に挿入

した発現プラスミドを E. coli BL21(DE3) 株に

導入し、組換え体から細胞抽出液を得た。細胞

抽出液の SDS-PAGE の結果、SLG_32240 と

SLG_34940 の発現は見られなかったが、それ以

外については十分な量の遺伝子産物の生産が

観察された (Fig. 27)。各細胞抽出液 (10~100 g 

of protein/ml) と 100 µM DCA-Lを 500 M NAD+

の存在下で反応させた結果、クラスターE と G

に属する 4 つの遺伝子産物  (SLG_27910、

SLG_07790、SLG_07610、SLG_07270) が比較的

高い DCA-L 酸化活性を示し、DCA-C の生成が

観察された (Fig. 28, Table 7)。特に SLG_27910

遺伝子産物が最も高い比活性 1,800 ± 180 

mU/mgを示した。SYK-6株における SLG_27910

の DCA-L 酸化への関与を調べるために、以前

作製された SLG_27910 破壊株 (SME044) を用

いて (80)、DCA-L 変換能を調べた。その結果、
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野生株と比較して DCA-L 変換に有意な遅延が

観察された (Fig. 29)。DCA-L に対して高い酸化

活性を示した SLG_27910 、 SLG_07790 、

SLG_07610 、 SLG_07270 は vanillin 及 び

syringaldehyde に対しても高い酸化活性を持つ

ことから (80) (110)、DCA-L の変換には基質特

異性の広い複数の ALDH 遺伝子が関与してい

ると考えられる。 

 

 

 

 

Fig. 27. SYK-6株が持つ推定ALDH及びligVのE. coliにおける発現.  

SDS-12% PAGEによって23個のALDH遺伝子をそれぞれ導入したE. coliの細胞抽出液 (10 g of protein) 

を分離し, クーマシーブリリアントブルーによって染色した. Lanes: M, molecular size markers; 1, pET-

21a(+); 2, SLG_31150; 3, SLG_12190; 4, SLG_12800; 5, SLG_34940; 6, SLG_27910; 7, SLG_07790; 8, 

SLG_07610; 9, SLG_28320; 10, SLG_27920; 11, SLG_07270; 12, SLG_12020; 13, SLG_38120; 14, SLG_11410; 

15, SLG_09510; 16, SLG_27210; 17, SLG_p_00680; 18, SLG_20400; 19, SLG_18210; 20, SLG_09400; 21, 

SLG_28150; 22, SLG_09920; 23, SLG_32240; 24, SLG_07060. 

 

 

 

 

 

Fig. 28. SLG_27910 を発現させた E. coli の細胞抽出液による DCA-L の変換. 

SLG_27910 を導入した E. coli の細胞抽出液 (10 g of protein/ml) を 500 M NAD+存在下で 100 M DCA-

L と 10 min 反応させ反応液を HPLC で分析した. HPLC 分析は検出波長 330 nm で行った. (A) pET-21a を

導入した E. coli の細胞抽出液と DCA-L の反応直後の HPLC クロマトグラム. (B) pET-21a を導入した E. 

coli の細胞抽出液の反応後 10 min の HPLC クロマトグラム. (C) SLG_27910 を導入した E. coli の E. coli

の細胞抽出液と DCA-L の反応直後の HPLC クロマトグラム. (D) SLG_27910 を導入した E. coli の E. coli

の細胞抽出液の反応後 10 min の HPLC クロマトグラム. 
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Table 7. SYK-6株由来ALDHのDCA-Lに 

対する酸化活性 

Cluster Gene products 
Specific activity a,b 

(mU/mg of protein) 

A SLG_07060 (LigV) ND 

B SLG_28150 ND 

C SLG_09920 8 ± 2 

C SLG_32240 ND 

C SLG_18210 ND 

D SLG_09400 ND 

D SLG_20400 60 ± 1 

E SLG_27910 (BzaA) 1800 ± 200 

E SLG_07790 420 ± 3 

E SLG_07610 360 ± 40 

F SLG_38120 63 ± 0.3 

F SLG_11410 30 ± 2 

F SLG_09510 20 ± 1 

F SLG_27210 ND 

F SLG_p_00680 6 ± 3 

G SLG_28320 51 ± 4 

G SLG_27920 (BzaB) 58 ± 0.5 

G SLG_07270 330 ± 20 

G SLG_12020 5 ± 3 

H SLG_31150 ND 

H SLG_12190 ND 

H SLG_12800 75 ± 30 

H SLG_34940 ND 
a ND, not detected. 
b それぞれの値は3回測定した平均値を示す.  

± は標準偏差を示す. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29. SYK-6 株と SME044 (SLG_27910 破壊株) 

の DCA-L 変換能.  

SYK-6 株及び SME044 を LB で培養し, OD600 = 0.5

に調整した各菌体の休止細胞と 100 M DCA-L を

反応させ , 経時的に反応上清をサンプリングし

HPLC で DCA-L 量を測定した. Symbols: SYK-6 

(circles); SME044 (triangles). それぞれの値は 3 回

測定した平均値を示す. エラーバーは標準偏差を

示す. 
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考察 

 

第 2 章では、DCA 及び DCA-L の変換能を有

する酵素をコードする遺伝子の同定と機能解

析を行った。DCA 変換酵素遺伝子を単離するた

めに、SYK-6 株の遺伝子ライブラリーからスク

リーニングを行い、quinohemoprotein ADH をコ

ードする SLG_05620と aryl ADH をコードする

SLG_24930 を単離した。SYK-6 株のゲノム中に

おけるこれら遺伝子のホモログの存在を調べ

たところ、SLG_05620 と 24~46%のアミノ酸配

列相同性を示す遺伝子が 6 個、SLG_24930 と

21~43%のアミノ酸配列相同性を示す遺伝子が

15 個存在することが示された (Fig. 22, 23)。こ

れらの遺伝子産物が DCA の酸化活性を有する

かを調べるために、SLG_05620 を含む 4 つの

quinohemoprotein ADH 遺伝子  (SLG_04410、

SLG_07280、SLG_12260) と SLG_24930 を含む

4 つの aryl ADH 遺伝 子  (SLG_09420 、

SLG_09790、SLG_24940) を選択し、E. coli で発

現させた。その結果、SLG_04410 を除くすべて

の遺伝子産物で有意な DCA 変換活性が認めら

れた (36~210 mU/mg of protein; Table 6)。これら

の結果から SYK-6 株には DCA の酸化能を有す

る多数の quinohemoprotein ADH と aryl ADH が

存在することが明らかとなった。第 1 章の解析

において、SYK-6 株の細胞抽出液の DCA 変換

活性は NAD+依存性の活性が主要であったこと

を考慮すると (Table 3)、SYK-6 株細胞中での

DCA の酸化には、SLG_24930 をはじめとする

複数の aryl ADH が主要な役割を担っていると

考えられる。 

本章で解析したADHの中で SLG_04410を除

く 7つのADHがDCAに加えて coniferyl alcohol

に対して変換活性を示した (23~280 mU/mg of 

protein; Table 6)。しかし、vanillyl alcohol (C6-C1

構造) に対しては活性がない、もしくは低い活

性を示したことから  (<35 mU/mg of protein; 

Table 6)、これらの ADH は coniferyl alcohol (C6-

C3 構造) の誘導体を良い基質とすることが示

唆された。また、quinohemoprotein ADH をコー

ドする SLG_07280 と SLG_12260 が DCA-C に

対して弱い活性 (2.2 ± 0.1 mU/mg of protein と

0.6 ± 0.1 mU/mg of protein) を持つことが示され

た (Table 6)。これらの遺伝子が DCA-C の変換

に関与している可能性も考えられるが、SYK-6

株の細胞抽出液によるDCA-C変換が FAD添加

時に顕著に活性化されたことから (Table 3)、

DCA-C の変換にはこれらとは異なる FAD 依存

性酵素が関与すると考えられる。 

DCA-Lの DCA-C への酸化に関与する酵素遺

伝子を単離するために、以前作製された SYK-6

株の ALDH 遺伝子発現ライブラリーに含まれ

る 23個の遺伝子産物のDCA-L変換活性を調べ

た。その結果、各遺伝子の発現量が異なるため

に単純に比較することはできないが、相対的に

高い比活性 (>330 mU/mg of protein) を示した

SLG_27910 、 SLG_07790 、 SLG_07610 、

SLG_07270 が DCA-L 変換酵素遺伝子の候補に

挙げられた。最も高い比活性を示した

SLG_27910の破壊株 (SME044) においてDCA-

L 変換能に有意な低下が観察されたことから 

(Fig. 29)、SLG_27910 が部分的に DCA-L の変換

に関与することが示唆された。しかし SME044

は DCA-L の変換能を保持しており、DCA-L の

酸化に複数の ALDH が関与することが強く示

唆された。 

今後、DCA-L 変換に関与する ALDH 遺伝子
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を同定するためには、SYK-6 株の精製 ALDH 遺

伝子産物の DCA-L 変換活性を評価し、真に比

活性の高い酵素をコードする遺伝子について

多重破壊株を作製して DCA-L 変換活性を調べ

ていく必要がある。また、ALDH 以外の酸化酵

素が DCA-L の変換に関わる可能性も否定でき

ないため、SYK-6 株からの DCA-L 変換酵素の

精製も検討する必要がある。 
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第 3 章 DCA-C 変換酵素遺伝子の同定と機能解析 

 

緒言 

 

SYK-6 株において、DCA は初めに B 環側鎖

C位が酸化されて DCA-C に変換され、その後

DCA-C の A 環側鎖 C位がアルデヒドに酸化さ

れた DCA-CL を経由して DCA-CC へと変換さ

れることが示された。第 2 章において

quinohemoprotein ADHをコードするSLG_07280

と SLG_12260の遺伝子産物がDCA-C 変換活性

を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、

quinohemoprotein ADH は反応に PQQ を要求す

るのに対して、SYK-6 株の細胞抽出液による

DCA-C の変換は FAD + PMS 存在下での活性が

主要であり、これら遺伝子産物とは異なる FAD

依存性酵素が DCA-C の変換に関与することが

示唆された。第 1 章の解析から、DCA-C 変換酵

素は上述の特性に加えて、細胞質と細胞膜の両

方に局在すること、また DCA-C 変換活性が

DCAまたはDCA-C存在下での培養時に1.4~1.7

倍促進されることが示されている。 

第 3 章では、以上の情報を基にして、DCA 存

在下での培養時に誘導性を示す FAD 依存性の

oxidase 遺伝子を探索することによって DCA-C

変換酵素遺伝子を同定し、同遺伝子の機能解析

を行った。 

 

 

 

 

 

材料と方法 

 

供試菌、プラスミド、培養条件 

第3章で使用した菌株とプラスミドはTable 8に

示した。SYK-6株及び遺伝子破壊株の培養は第1章

と同様に行った。必要に応じてKm及びtetracycline 

(Tc) をそれぞれ50 mg/lと12.5 mg/lの濃度で使用

した。E. coliの培養は2章と同様に行った。 

 

酵素、試薬、基質、遺伝子操作 

各種酵素及び試薬の使用方法は第1章で示した

メーカーの取扱説明書に従った。基本的な遺伝子

操作は、第1章と同様に行った。DCA-AC, HMPPD, 

-hydroxypropiovanilonは森林総合研究所の菱山正

二郎博士から譲り受けたものを用いた。これらの

基質は 100 mMとなるように dimethyl sulfoxide 

(DMSO) で溶解して30Cで保存した。 

 

phcC-phcD 破壊用プラスミドの作製 

SYK-6 株の total DNA を鋳型として phcC から

phcD を増幅するように設計したプライマー 

(Table 9) 及び PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 

(Takara Bio Inc.) を用いた PCR によって、phcC の

C末端にHindIII部位が付加された phcCから phcD

を含む 3.9 kb の DNA 断片を得た。得られた増幅

断片を HindIII-BamHI で消化し、pT7Blue の同部



第 3 章 

47 

位に挿入し、pT09480-500 を作製した。pT09480-

500 を HincII で消化して内部の phcC 上流から

phcD 下流までを含む領域を削除し、同部位に

pIK03からEcoRVによって切り出したカナマイシ

ン耐性遺伝子を含む 1.3-kb 断片 (カナマイシンカ

セット) を挿入して pT09480-500K を作製した。

本プラスミドを SphI-BamHI で消化し 3.0 kb 断片

を pK19mobsacB の同部位に挿入し phcC-phcD 破

壊用プラスミド pKmb09480-500K を作製した。 

 

 

Table 8. 第 3 章で使用した菌株及びプラスミド  

a Nalr, Smr, Apr, Kmr, and Tcr, resistance to nalidixic acid, streptomycin, ampicillin, kanamycin, and tetracycline, respectively. 

Strain or plasmid Relevant characteristic(s)a Reference or source 

Sphingobium sp. 

SYK-6 

SME110 

SME111 

SME112 

 

E. coli 

BL21(DE3) 

 

HB101 

NEB 10-beta 

 

 

Plasmids 

pT7Blue 

pBluescript II KS(+) 

pET-16b 

pJB866 

pJB861 

pK19mobsacB 

pIK03 

pKS09480-500 

pKS09480 

pKS09500 

pKS09480K 

pKS09500K 

pKmb09480K 

pKmb09500K 

pT09480-500 

pT09480-500K 

 

pKmb09480-500K 

 

pT09480 

pT09500 

pT09480Xba 

pT09500Xba 

pET09480 

pET09500 

pJBVI09480 

pJBVI09500 

pJBI09480 

pJBI09500 

 

Wild type; Nalr Smr 

SYK-6 derivative; phcC::kan; Nalr Smr Kmr 

SYK-6 derivative; phcD::kan; Nalr Smr Kmr 

SYK-6 derivative; phcC-phcD::kan; Nalr Smr Kmr 

 

 

F- ompT hsdSB(rB
- mB

-) gal dcm (DE3); T7 RNA polymerase gene under control of the lacUV5 

promoter 

recA13 supE44 hsd20 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 

araD139 (ara-leu)7697 fhuA lacX74 galK (ϕ80 lacZ M15) recA1 endA1 nupG 

rpsL (Smr) (mrr-hsdRMS-mcrBC) 

 

 

Cloning vector; Apr 

Cloning vector; Apr 

Expression vector; T7 promoter, Apr 

RK2 broad-host-range expression vector; Tcr Pm xylS 

RK2 broad-host-range expression vector; Kmr Pm xylS 

oriT sacB; Kmr 

KS(+) with a 1.3-kb EcoRV fragment carrying kan of pUC4K; Apr Kmr 

KS(+) with a 3.9-kb PCR-amplicon carrying phcC and phcD 

KS(+) with a 2.4-kb BglII-BamHI fragment carrying phcC from pKS09480-500 

KS(+) with a 2.7-kb XhoI-SacI fragment carrying phcD from pKS09480-500 

pKS09480 with a 1.3-kb EcoRV fragment carrying kan from pIK03 into HincII site of phcC 

pKS09500 with a 1.3-kb EcoRV fragment carrying kan from pIK03 into HincII site of phcD 

pK19mobsacB with a 3.7-kb KpnI-BamHI fragment carrying disrupted phcC of pKS09480K 

pK19mobsacB with a 4.0-kb KpnI-SacI fragment carrying disrupted phcD of pKS09500K 

pT7Blue with a 3.9-kb PCR-amplicon carrying phcC and phcD 

pT09480-500 with a 1.3-kb EcoRV fragment carrying kan from pIK03 into HincII site of phcC 

and phcD 

pK19mobsacB with a 3.0-kb SphI-BamHI fragment carrying disrupted phcC and phcD of 

pT09480-500K 

pT7Blue with a 1.7-kb PCR-amplicon carrying phcC 

pT7Blue with a 1.8-kb PCR-amplicon carrying phcD 

pT7Blue with a 1.8-kb XbaI-BamHI fragment carrying phcC from pT09480 

pT7Blue with a 1.9-kb XbaI-BamHI fragment carrying phcD from pT09500 

pET-16b with a 1.7-kb NdeI-BamHI fragment carrying phcC from pT09480 

pET-16b with a 1.8-kb NdeI-BamHI fragment carrying phcD from pT09500 

pJB866 with a 1.8-kb HindIII-BamHI fragment carrying phcC from pT09480Xba 

pJB866 with a 1.9-kb HindIII-BamHI fragment carrying phcD from pT09500Xba 

pJB861 with a 1.8-kb KpnI-BamHI fragment carrying phcC from pJBVI09480 

pJB861 with a 1.9-kb KpnI-BamHI fragment carrying phcD from pJBVI09500 

 

(79) 

This study 

This study 

This study 

 

 

(81) 

 

(82) 

New England 

Biolabs 

 

 

Novagen 

(85) 

Novagen 

(94) 

(94) 

(95) 

(42) 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

 

This study 

 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 



第 3 章 

48 

Table 9. 第 3 章で使用した DNA プライマーの塩基配列 

Plasmid Primer Sequences (5 to 3) 

pKS09480-500 9480FB GCGGGATCCACGGCGGGAAGAGGG 

 9500SD ATCTTCACCGGGCCGGCGCCGTAGC 

pET09480 9480RN AACTCTGACATATGGCCAGCAAAACG 

 9480FB GCGGGATCCACGGCGGGAAGAGGG 

pET09500 9500RN CCGAGAGCATATGAATCATCATGAACTCC 

 9500FB GAAGGATCCGATATAGCGCTCGAAATCC 

RT-PCR 9500-480R GCACATCGTCATAGCTCCA 

 9500-480F GGCATCTTCCTCAACCTGT 

phcC 破壊用プラスミドの作製 

「phcC-phcD 破壊用プラスミドの作製」に従っ

て PCR によって、phcC の C 末端に HindIII 部位

が付加された phcCから phcDを含む 3.9 kbのDNA

断片を得た。得られた増幅断片を HindIII-BamHI 

で消化し、pBluescript II KS(+) の同部位に挿入し、

pKS09480-500 を作製した。pKS09480-500 を BglII 

(平滑化)-BamHI で消化して phcC の全長を含む

2.4-kb の DNA 断片を、pBluescript II KS(+) の XhoI 

(平滑化)-BamHI 部位に挿入して pKS09480 を作製

した。pKS09480 を HincII で消化してカナマイシ

ンカセットを挿入することにより phcC が破壊さ

れたプラスミド pKS09480K を作製した。

pKS09480K を KpnI (平滑化)-BamHI で消化し破壊

された phcC を含む 3.7-kb 断片を pK19mobsacB の

SalI (平滑化)-BamHI 部位に挿入して phcC 破壊用

プラスミド pKmb09480K を構築した。 

 

phcD 破壊用プラスミドの作製 

pKS09480-500 を XhoI-SacI で消化し phcD の全

長を含む 2.7-kbのDNA断片を pBluescript II KS(+) 

の同部位に挿入することで pKS09500 を作製した。

pKS09500 を HincII で消化してカナマイシンカセ

ットを挿入することにより phcD が破壊されたプ

ラスミド pKS09500K を作製した。pKS09500K を

KpnI-SacI で消化した後、平滑化して破壊された

phcD を含む 4.0-kb 断片を pK19mobsacB の SmaI

に挿入して phcD 破壊用プラスミド pKmb09500K

を構築した。 

 

遺伝子破壊株の作製 

SYK-6 株を LB で 24 h 前培養した後、LB に 1% 

(vol/vol) 植菌して OD600 が 0.5 になるまで培養し

た。培養液を 19,000  g, 15 min, 4°C で遠心分離し

て集菌し、菌体を 0.3 M sucrose で 2 回洗浄し、300 

l の 0.5 M sucrose に懸濁した。菌体懸濁液 100 l

に対して 1 g のプラスミド DNA (pKmb09480K, 

pKmb09500K, pKmb09480-500K) を加え、Gene 

pulser (Bio-Rad Laboratories Inc.) を用いて抵抗 800 

、電圧 12 kV/cm、静電容量 25 F の条件でパル

スをかけた。パルス後、1 ml の LB を加えて 30C

で 6 h 培養した。LB + Km 寒天培地に塗布して相

同組換えを起こした株を選抜した。得られた Km

耐性株を 10% sucrose を含む LB + Km で 24 h 培養

した。培養液を新たな 10% sucrose を含む LB + Km

に 2% (vol/vol) 植菌して 30C で 24 h 培養した。

この操作を 3 回繰り返した後、培養液を LB で希

釈して 10% sucrose を含む LB + Km 寒天培地に塗

布した。得られたコロニーを遺伝子破壊株候補と

した。 

 

total DNA の回収 

SYK-6 株及び遺伝子破壊株を LB で 24 h 培養

し、培養液を 19,000  g, 15 min, 4C で遠心分離し

て集菌した。菌体を STE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 

mM EDTA, 100 mM NaCl; pH 8.0) で洗浄し、同
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buffer に懸濁した。終濃度が 2 g/l となるように

lysozyme を加えて混合し、37°C で 15~60 min 静置

した。終濃度が 0.2 g/l となるように proteinase K

を加えて軽く混合し、37°C で 15~60 min 間静置し

た。終濃度が 0.5%となるように 10% SDS を混合

し、65°C で 15~60 min 静置して溶菌させた。フェ

ノールクロロホルム処理後にエタノール沈殿を

行って total DNA を回収した。total DNA を含む沈

殿物を RNase A を含む TE buffer に溶解し、37C

にて 1 h の RNA 消化を行って total DNA 試料とし

た。 

 

遺伝子破壊株のサザンハイブリダイゼーショ

ン解析 

各遺伝子の破壊を確認するために SYK-6 株及

び各遺伝子破壊株候補の全 DNA を制限酵素で消

化した後、0.8%のアガロースゲル電気泳動で分離

し、「第 2 章のサザンハイブリダイゼーション解

析」に従いサザン解析を行った。phcC、phcD 及び

phcC-phcD 遺伝子破壊の確認には、全 DNA の

HindIII-EcoRI、PstI-SalI 及び XhoI 消化物を使用し

た。検出のためのプローブにはそれぞれ pT09480, 

pT09500, pKS9480-9500から切り出した phcC全長

を含む 1.7-kb NdeI-BamHI 断片、phcD 全長を含む

1.8-kb NdeI-BamHI 断片及び phcC-phcD 全長を含

む 3.9-kb Hind-BamHI 断片を用いた。また、kan の

検出には pIK03 から切り出した kan を含む 1.3-kb 

EcoRV 断片をプローブに用いた。作製した phcC

破壊株、phcD 破壊株及び phcC-phcD 破壊株をそ

れぞれ SME110、SME111 及び SME112 と命名し

た。 

 

遺伝子破壊株の休止細胞を用いた DCA 及び

DCA-C 変換実験 

SME110、SME111、及びSME112をLBで24 h前培

養を行い、前培養液をLBに1% (vol/vol) 植菌して

30Cで12 h培養した。培養液を5,000  g, 15 min, 

4Cで遠心分離して集菌し、菌体をbuffer Aで洗浄

した。菌体をbuffer Aで懸濁してOD600が0.5及び1.0

となるように調製したSME110、SME111、SME112

の休止細胞と100 MのDCA及びDCA-Cをそれぞ

れ1,500 rpm, 30ºCで反応させた。経時的に試料を

分取して19,000  g, 15 min, 4Cで遠心分離するこ

とにより菌体を除いて反応を停止させた。上清を

「第1章のHPLCの分析条件」に従って分析し、

DCA及びDCA-Cの検出波長はそれぞれ277 nmと

327 nmとした。 

 

Chiral-HPLC による DCA と DCA-C の分離 

Chiral-HPLC を用いた DCA-C の分析には、

ACQUITY UPLC I-Class system (waters) を用いた。

移動相は 0.1%のギ酸を含むアセトニトリル 25%

と水 75%とし、流速 0.7 ml/min、室温で分析した。

カラムは Chiralcel OD-RH column (4.6 by 150 mm; 

DAICEL) を使用した。 

 

phcC 及び phcD 発現プラスミドの作製 

 SYK-6 株の total DNA を鋳型として phcC 

(SLG_09480) と phcD (SLG_09500) をそれぞれ増

幅するように設計したプライマー (Table 9) 及び

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara Bio, Inc.) 

を用いた PCR によって、5'末端に NdeI 部位及び

3'末端に BamHI 部位が付加された各遺伝子の全

長を含む DNA 断片を得た。得られた増幅断片を

NdeI-BamHI で消化して pT7Blue の同部位に挿入

し、pT09480 と pT09500 を作製した。各プラスミ

ドに導入した遺伝子の塩基配列は「第 2 章のシー

クエンス解析」に従って確認した。phcC と phcD

を含む DNA 断片を NdeI-BamHI で切り出して

pET-16b の同部位に挿入して E. coli での発現用プ
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ラスミド pET09480 と pET09500 を取得した。 

 pET09480 と pET09500 を XbaI-BamHI で消化し

て得られた DNA 断片を pT7Blue の同部位に挿入

して pT09480Xba と pT09500Xba を作製した。こ

れらのプラスミドを HindIII-BamHI で切り出して

phcC と phcD を含む DNA 断片を pJB866 の同部

位に挿入して相補用プラスミド pJBVI09480 と

pJBVI09500 を作製した。これら相補用プラスミド

を KpnI-BamHI で消化して得られた DNA 断片を

pJB861 の同部位に挿入して SYK-6 株での発現用

プラスミド pJBI09480 と pJBI09500 を作製した。 

 

破壊株の相補実験 

エレクトロポレーションによって SME110及び

SME111 に pJBVI09480 と pJBVI09500 をそれぞれ

導入した。これらの株を LB + Tc で 36 h 以上前培

養を行い、得られた前培養液を LB + Tc に 2% 

(vol/vol) 植菌し、30C で 24 h 培養した。終濃度 1 

mM となるように m-toluate を加え、30C で 12 h

誘導を行った。培養液を 5,000  g, 15 min, 4C で

遠心分離して集菌し、菌体を buffer A で洗浄した。

菌体を buffer A で懸濁して OD600 が 1.0 となるよ

うに調製して 100 M の DCA-C と 1500 rpm, 30ºC

で反応させた。経時的に試料を分取して 19,000  

g, 15 min, 4Cで遠心分離することにより菌体を除

いて反応を停止させた。上清を「第 1 章の HPLC

の分析条件」に従って分析し、DCA-C の検出波長

は 330 nm とした。 

 

E. coli における phcC と phcD の発現及び分画 

phcC 及び phcD 発現プラスミド pET09480 と

pET09500 を導入した E. coli BL21(DE3) 株を LB 

+ Ap で 12 h 以上前培養を行い、得られた前培養

液を LB + Apに 1% (vol/vol) 植菌し、30CでOD600

が 0.5 になるまで培養した。終濃度 0.1 mM とな

るように IPTG を加え、16C で 24 h 培養を行っ

た。培養液を 5,000  g, 5 min, 4C で遠心分離して

集菌し、菌体を buffer A で洗浄した。両菌体を

buffer A で懸濁して超音波破砕機によって細胞を

破砕した。菌体破砕液を 19,000  g, 15 min, 4C で

遠心分離することにより不溶性画分を除き、上清

を細胞抽出液として得た。さらに細胞抽出液から

「第 1 章の細胞抽出液の分画」に従って膜画分を

取得した。各遺伝子の発現は「第 1 章の SDS-ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動」に従って調べた。 

 

SYK-6 株における phcC と phcD の発現 

phcC 及び phcD 発現プラスミド pJBI09480 と

pJBI09500 を導入した SYK-6 株を LB + Km で 24 

h 以上前培養し、得られた前培養液を LB + Km に

1% (vol/vol) 植菌し、30C で 12 h 培養した。終濃

度 1 mM となるように m-toluate を加え、30C で

12 h 培養を行った。細胞抽出液及び膜画分は「E. 

coli における phcC と phcD の発現及び第 1 章の細

胞抽出液の分画」と同様の方法で調製した。 

 

PhcC 及び PhcD の局在性 

「SYK-6 株における phcC と phcD の発現」に

より調製した細胞抽出液 (100 g of protein/ml)、

可溶性画分 (PhcC, 200 g of protein/ml; PhcD, 500 

g of protein/ml) 及び膜画分 (20 g of protein/ml) 

を 100 M DCA-C と 300 M FAD + 300 M PMS

の存在下で 3 min (PhcC) または 5 min (PhcD) 反

応させ、methanol を等量加えて酵素反応を停止さ

せた。反応液を 19,000  g, 15 min, 4C で遠心分離

して得られた上清に終濃度 17%となるように

50% acetonitrile を加えて HPLC で分析した。分析

は「第 1 章の HPLC の分析条件」に従い、DCA-C

の検出波長は 327 nm とした。 
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DCA-C 変換産物の同定 

「E. coli における phcC と phcD の発現及び分

画」に従って調製した膜画分  (PhcC, 10 g of 

protein/ml; PhcD, 100 g of protein/ml) と 200 M 

DCA-C を 300 M FAD + 300 M PMS の存在下に

おいて 30°C で反応させた。それぞれ 30 min 反応

させ、methanol を等量加えて酵素反応を停止させ

た。反応液を 19,000  g, 15 min, 4°C で遠心分離し

て不溶化したタンパク質を除去し、得られた上清

に終濃度 17%となるように 50% acetonitrileを加え

て HPLC で分析した。分析は「HPLC の分析条件」

に従い、DCA-C の検出波長は 327 nm とした。 

 

PhcCとPhcDの精製 

「E. coliにおけるphcCとphcDの発現及び分画」

で得られたPhcC及び「SYK-6株におけるphcCと

phcDの発現」で得られたPhcDを含む膜画分から

Membrane Protein Purification Kit (GE Healthcare) 

を用いて両酵素の精製を行った。界面活性剤はn-

dodecyl--D-maltoside, n-decyl--D-maltopyranoside, 

lauryldimethylamine-N-oxide, n-

dodecylphosphocholine, dodecyl octaethylene glycol 

ether, cyclohexyl-1-pentyl--D-maltoside, n-octyl--

D-glucoside を使用した。精製には His Mag 

Sepharose Ni (GE Healthcare) を利用した。各酵素

の精製度合は「第1章のSDS-ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動」に従って調べた。 

 

薄層クロマトグラフィーによる DCA-C の分離 

「DCA-C 変換産物の同定」によって得られた反

応液に 0.2 N HCl を加えて pH を 2.0 以下にした。

等量の ethyl acetate を加えて混合し、12,000 rpm, 1 

min, 室温で遠心分離して ethyl acetate 層を回収し

た。この操作を 3 回繰り返した。得られた ethyl 

acetate 層を遠心エバポレーター  (CVE-3000; 

Tokyo Rikakikai Co. Ltd.) で濃縮し、benzene : ethyl 

acetate : acetate (10:3:1) を展開溶媒として、薄層ク

ロマトグラフィー  (Silica Gel 60 F254; Merck 

Millipore) を用いて分離した。DCA-C の検出には

254 nm のトランスルミネーターを用いた。Rf 値

0.41に観察されたDCA-Cのスポットを掻き取り、

ethyl acetate で抽出し、遠心エバポレーターを用い

て減圧乾固した。得られた粉末状のDCA-Cを 25% 

acetonitrile 溶液に溶解し、「Chiral-HPLC による

DCA と DCA-C の分離」に従って分析を行った。

DCA-C の検出波長は 327 nm とした。 

 

PhcC 及び PhcD の DCA-C 及びリグニン由来

化合物の変換能 

「E. coli における phcC と phcD の発現及び分

画」に従って調製した膜画分  (PhcC, 5 g of 

protein/ml; PhcD, 50 g of protein/ml) と 100 M の

DCA, DCA-L, DCA-C, DCA-AC, GGE, HMPPD, 

coniferyl alcohol, -hydroxypropiovanillone, vanillyl 

alcohol を 300 M FAD + 300 M PMS の存在下に

おいて 30°C で反応させた。PhcC は 3 min 及び

PhcD は 5 min 反応させ、methanol を等量加えて酵

素反応を停止させた。反応液を 19,000  g, 15 min, 

4°C で遠心分離して不溶化したタンパク質を除去

し、得られた上清をHPLCで分析した。DCA, DCA-

L, DCA-C は「第 1 章の HPLC の分析条件」に従

って分析した。GGE, HMPPD, coniferyl alcohol, -

hydroxypropiovanillone, vanillyl alcohol は 0.1%の

ギ酸を含むアセトニトリルと水をそれぞれ 20:80, 

5:95, 15:85, 10:90, 5:95 の比率で混合した溶媒を移

動相とし、流速は 0.3 ml/min で分析した。DCA, 

DCA-L, DCA-C, GGE, HMPPD, coniferyl alcohol, -

hydroxypropiovanillone, vanillyl alcohol の検出波長

はそれぞれ 277, 346, 327, 277, 279, 263, 304, 279 nm

とした。 
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PhcC 及び PhcD の至適温度、至適 pH 及び電

子受容体 

「E. coliにおける phcC、phcDの発現及び分画」

に従って調製した膜画分 (PhcC, 5 g of protein/ml; 

PhcD, 50 g of protein/ml) と 100 M DCA-C を 300 

M FAD + 300 M PMS の存在下において、反応

温度を 10~50C の範囲に設定して DCA-C 変換活

性を調べた。反応を開始する前に反応溶液を所定

の温度でで 3 min 保温した後に DCA-C 変換活性

を調べた。 50 mM GTA buffer (50 mM 3,3-

dimethylglutaric acid, 50 mM Tris, 50 mM 2-amino-2-

methyl-1.3-propanediol; pH 5.0-9.0) 及び 50 mM 

CHES buffer [50 mM 2-(N-cyclohexylamino) 

ethanesulfonic acid; pH 8.6-10.0] を用いて各 pH で

の DCA-C 変換活性を上述の条件で調べた。 

電子受容体として PMS の代わりに 2,3-

dimethoxy-5-methyl-p-benzoquinone (CoQ0) もしく

は 2,3-dimethoxy-5-methyl-6-(3-methyl-2-butenyl)-

1,4-benzoquinone (CoQ1) を用いて上述の条件で

DCA-C 変換活性を調べた。 

 

PhcC 及び PhcD のフラビン補因子の同定 

「E. coli における phcC と phcD の発現及び分

画」に従って調製した PhcC または PhcD を含む

膜画分 485 g を純水 100 l に懸濁し 10 min 煮沸

して PhcC 及び PhcD を変性させた。反応液を

19,000  g, 15 min, 4°C で遠心分離してタンパク質

を除去し、得られた上清を HPLC で分析した。移

動相は 0.1%のギ酸を含むアセトニトリル 10%と

水 90%として、流速は 0.5 ml/min とした。カラム

は Acquity UPLC BEHC18 column (2.1 by 100 mm; 

Waters) を使用した。FAD の検出波長は 266 nm と

した。

  



第 3 章 

53 

結果 

 

1. DCA-C 変換酵素遺伝子の探索 

 

DCA-C 変換に関与する酵素遺伝子を単離す

るために、SYK-6 株の遺伝子ライブラリーを

DCA-C 変換能がない Pseudomonas putida 

PpY1100 株及び Sphingomonas sanguinis IAM 

12578 株に導入して DCA-C 変換能を示す組換

え体を選抜した。しかし、約 1,000 個の組換え

体についてDCA-C変換能を調べたがDCA-C変

換活性を示す組換え体は得られなかった。 

SYK-6 株において FAD + PMS 存在下での

DCA-C 酸化活性が、DCA 培養時に低レベルで

誘導されたことから (Table 3)、DNA マイクロ

アレイ解析によって、SEMP 培養時と比較して

SEMP + DCA 培養時に誘導される FAD 要求性

の酸化還元酵素をコードする遺伝子を探索し

た。その結果、SEMP 培養時と比較して DCA 培

養時に 2.3倍 (P value < 0.081) と 2.2倍 (P value 

< 0.013) に発現がそれぞれ誘導される glucose-

methanol-choline (GMC) oxidoreductase family に

属する SLG_09480 と SLG_09500 が見出された 

(Table S1)。これら遺伝子の発現は DCA の代謝

中間体であるバニリン酸の存在下で培養した

場合には誘導されなかったことから、DCA 培養

時に特異的に誘導されたことが示唆された。 

 

2. SYK-6 株ゲノム上における SLG_09480 と

SLG_09500 の遺伝子配置と転写単位 

 

SLG_09480 及び SLG_09500 はいずれも TTG

を開始コドンとし、それぞれ 541 アミノ酸と

576 アミノ酸をコードしていた。SLG_09480 と

SLG_09500 は、機能未知の SnoaL_2 like domain

を含む 126 アミノ酸の hypothetical protein をコ

ードする SLG_09490 を挟み、並んで存在した 

(Fig. 30A)。SLG_09480 と SLG_09500 はアミノ

酸配列レベルで 42%の相同性を示し、E. coli K-

12 株の choline dehydrogenase (96) とそれぞれ

41%と 40%の相同性を示した。 

SLG_09480 及び SLG_09500 が同一の転写単

位であるかを調べるために、DCA 存在下で培養

した SYK-6 株の total RNA を用いて RT-PCR 解

析を行った。その結果、SLG_09480SLG_09500

間の増幅が見られたことから、これら遺伝子が

オペロンを形成していることが示された (Fig. 

30B)。 

 

 

 

Fig. 30. phcC-phcD 遺伝子間領域の RT-PCR 解析.  

(A) phcC 及び phcD 周辺の ORF マップ. ORF の下

にある線は RT-PCR の増幅領域を示す. (B) RT-

PCR 増幅産物のアガロースゲル電気泳動. PCR は

SYK-6 株の total DNA (lane 1); SYK-6 株の total 

RNA 逆転写反応産物 (lane 2); SYK-6 株の total 

RNA (lane 3) を用いて行った . M, molecular size 

markers. 

 

SLG_09480と SLG_09500近傍にDCA代謝に

関与する可能性のある遺伝子が存在するかを

調べたところ、MarR-type transcriptional regulator 

をコードする SLG_09520 と lignostilbene α,β-
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dioxygenase をコードする SLG_09440 が存在し

た。これら遺伝子が SLG_09480 と SLG_09500

の転写制御及び DCA-S の変換に関与する可能

性があるため、今後、遺伝子破壊株を作製し検

証する必要がある。SLG_09420 は aryl ADH を

コードしており、第 2 章でその遺伝子産物が

DCA の酸化能を有することが示された (Table 

6)。また、SLG_09400 と SLG_09510 は ALDH

をコードするが、第 2 章でこれらの遺伝子産物

には DCA-L の変換活性がないまたは比較的低

い活性 (20 ± 1 mU/mg of protein) を示すことを

確認している (Table 7)。 

 

3. DCA-C 変換酵素遺伝子 phcC と phcD の同

定 

 

SLG_09480と SLG_09500がDCA-Cの変換に

関与しているかを調べるために相同組換えに

よ っ て SLG_09480 破 壊 株  (SME110) 、

SLG_09500 破壊株 (SME111)、及び SLG_09480 

SLG_09500 二重破壊株 (SME112) を作製した 

(Fig. 31)。 

 

 

 

Fig. 31. SLG_09480, SLG_09500, SLG_09480-9500 破壊株のサザンハイブリダイゼーション解析.  

(A, C, E) SME110, SME111, SME112 における kan 挿入領域の模式図. (B) SME110 のサザン解析. Lanes: 1 

and 3, SYK-6 株の全 DNA HindIII-EcoRI 消化物; 2 and 4, SME110 の全 DNA HindIII-EcoRI 消化物. DIG 標

識した 09480 プローブ (lane 1, 2) と kan プローブ (lane 3, 4) を用いてハイブリダイゼーションを行っ

た. (D) SME111 のサザン解析. Lanes: 5 and 7, SYK-6 株の全 DNA PstI-SalI 消化物; 6 and 8, SME111 の全

DNA PstI-SalI 消化物. DIG 標識した 09500 プローブ (lane 5, 6) と kan プローブ (lane 7, 8) を用いてハイ

ブリダイゼーションを行った. (F) SME112 のサザン解析. Lanes: 9 and 11, SYK-6 株の全 DNA XhoI 消化

物; 10 and 12, SME112 の全 DNA XhoI 消化物. DIG 標識した 09480-09500 プローブ (lane 9, 10) と kan プ

ローブ (lane 11, 12) を用いてハイブリダイゼーションを行った. 
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Fig. 32. SME110, SME111, SME112 の DCA-C 及び DCA 変換能.  

(A) LB で培養した SYK-6 株, SME110, SME111, SME112 の休止細胞 (OD600 = 1.0) による 100 M DCA-C

の変換. (B) LB で培養した SYK-6 株, SME110, SME111, SME112 の休止細胞 (OD600 = 0.5) による 100 M 

DCA の変換と DCA-C の蓄積. 経時的に反応上清をサンプリングし HPLC を用いて分析を行った. 

Symbols: SYK-6 (circles); SME110 (squares); SME111 (diamonds); SME112 (triangles). 黒と白のシンボルは

それぞれDCA と DCA-Cの濃度を示す. それぞれの値は 3回測定した平均値を示す. エラーバーは標準

偏差を示す. 

 

各破壊株の休止細胞と 100 M DCA-Cを反応

させ HPLC で変換活性を調べた結果、SME110

と SME111 の DCA-C 変換活性は顕著に低下し

ており、野生株が 2.5 h の反応で 100 M DCA-

C の全てを変換するのに対して 5 h の反応にお

いて基質の約 50%が残存した (Fig. 32A)。さら

に SME112 においては DCA-C の変換活性が消

失した。一方、各破壊株の休止細胞を DCA と

反応させた場合、DCA の変換速度に変化は見ら

れなかったが、野生株が DCA の代謝中に DCA-

C をほとんど蓄積しなかったのに対して、

SME110 と SME111 は添加した DCA の約 50%

モルに相当する DCA-C を蓄積した (Fig. 32B)。

また、SME112 は添加した DCA とほぼ等モル

の DCA-C を蓄積した。以上の結果から、SYK-

6株において SLG_09480と SLG_09500はDCA-

Cの変換に必須の遺伝子であることが明らかと

なり、各遺伝子をそれぞれ phcC 及び phcD と命

名した。 

SME110 及び SME111 が DCA-C の約 50%を

変換したことから、PhcC と PhcD が DCA-C に

含まれると考えられる立体異性体の (+)-DCA-

C と ()-DCA-C のいずれかを認識しているこ

とが予想された。DCA-C 標品に含まれる立体異

性体を調べるために DCA-C を chiral-HPLC で

分析した結果、保持時間 10.8 min と 12.2 min の

2 つのピークに分離され、DCA-C 標品に 2 つの

異性体が含まれていることが示された  (Fig. 

33A)。旋光度分析の結果から前のピークが (+)-

DCA-C、後ろのピークが ()-DCA-C であるこ

とが明らかとなった (Fig. 33B)。DCA-C 標品に

は  (+)-DCA-C (ca. 49.6%) と  ()-DCA-C (ca. 

50.4%) がほぼ等量ずつ含まれていた。 

SME110 と SME111 の休止細胞を 100 M 

DCA-C と 5 h 反応させ、反応液を chiral-HPLC

で分析した。その結果、SME110 の反応液では 

()-DCA-C がほぼ消失し、(+)-DCA-C が残存し

た (Fig. 34B)。一方、SME111 との反応において

は逆の結果が得られた (Fig. 34C)。以上の結果

から、PhcC と PhcD は、それぞれ (+)-DCA-C と 
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()-DCA-Cに高い特異性を持つことが強く示唆

された。 

DCA-C 変換能の欠損が真に phcC と phcD を

破壊したことに起因するのかを調べるために

phcC 及び phcD を pJB866 ベクターに組み込ん

だ pJBVI09480 と pJBVI09500 をそれぞれ導入

した SME110 と SME111 の休止細胞を用いて

DCA-C の変換能を調べた。その結果、相補プラ

スミドを導入した SME110 と SME111 は DCA-

C を完全に変換することが示された (Fig. 35)。

以上の結果から両遺伝子が DCA-C の変換に必

須であることが明らかとなった。 

  

 

 

Fig. 33. Chiral-HPLC による DCA-C の分離.  

(A) UV 検出器 (327 nm) によるクロマトグラム. 

(B) 旋光度計によるクロマトグラム. (C) (+)-DCA

と ()-DCA の絶対配置はそれぞれ (2S,3R)-DCA

及び (2R,3S)-DCA であることが報告されている 

(97). 

 

 

 

 

Fig. 34. SME110 及び SME111 の DCA-C に対する

立体選択性.  

LB で培養した SME110 及び SME111 の休止細胞 

(OD600 = 1.0) と 200 M DCA-C を反応させ, 経時

的に反応上清をサンプリングし chiral-HPLC で分

析した. 検出波長は 327 nmとした. (A) SEM110 と

DCA-Cの反応直後の chiral-HPLCクロマトグラム. 

(B) SEM110 と DCA-C の反応 5 h 後の chiral-HPLC

クロマトグラム. (C) SEM111 と DCA-C の反応 5 h

後の chiral-HPLC クロマトグラム.
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Fig. 35. 相補プラスミドを導入した SME110 及び SME111 の DCA-C 変換能.  

相補プラスミドを導入した SME110 及び SME111 の休止細胞 (OD600 = 1.0) と 100 M DCA-C を反応さ

せ, 経時的に反応上清をサンプリングし HPLC で分析した. 検出波長は 330 nm とした. (A) phcC 相補プ

ラスミド pJBVI09480を導入した SEM110とDCA-Cの反応直後のHPLCクロマトグラム. (B) pJBVI09480

を導入したSEM110とDCA-Cの反応8 h後のHPLCクロマトグラム. (C) phcD相補プラスミドpJBVI09500

を導入した SEM111 と DCA-C の反応直後の HPLC クロマトグラム. (D) pJBVI09500 を導入した SEM111

と DCA-C の反応 8 h 後の HPLC クロマトグラム. 

 

4. PhcC と PhcD の局在 

 

第1章での解析から、SYK-6株においてDCA-

C変換酵素は可溶性画分と膜画分の両方に局在

することが示された (Table 3)。そこで、PhcC と

PhcD の SYK-6 株における細胞内局在性を明ら

かにするために、pJB861 をベクターに用いて

phcC と phcD を SYK-6 株で発現させ、DCA 酸

化活性の細胞内局在性を調べた。 

phcCと phcDをそれぞれ発現させた細胞から

得られた抽出液の DCA-C 変換活性は SYK-6 株

と比較して、それぞれ 95 倍 (180 ± 4 mU/mg of 

protein) と 26 倍 (49 ± 4 mU/mg of protein) に上

昇した。これらの結果から導入した両遺伝子が

SYK-6 株において強く発現したことが示され

た。細胞抽出液を超遠心によって可溶性画分と

膜画分に分画し、SDS-PAGE によって解析した

結果、PhcC の生産を示す 59 kDa のバンドが可

溶性画分と膜画分の両方で観察され、PhcD に

ついては膜画分に 65 kDa のバンドが見られた 

(Fig. 36)。細胞抽出液 10 mg あたりの PhcC と

PhcD を含む各膜画分 (PhcC, 1.1 mg; PhcD, 1.2 

mg) のDCA-C変換活性はそれぞれ 340 ± 40 mU

と 330 ± 60 mU であり、可溶性画分 (PhcC, 6.8 

mg; PhcD, 6.7 mg) にはそれらの 162% (550 ± 5 

mU) 及び 11% (37 ± 3 mU) の活性が観察され

た。これらの結果から PhcC と PhcD は存在比

に違いがあるものの細胞膜と細胞質の両方に

局在することが示唆された。 

 

 

Fig. 36. phcC と phcD の SYK-6 株での発現.  

SDS-12% PAGE によって phcC または phcD を導

入した SYK-6 株の細胞抽出液, 可溶性画分, 膜画

分 (各 10 g of protein) を分離し, クーマシーブリ

リアントブルーによって染色した. Lanes: 1, 4, and 

7, pJB861 (vector); 2, 5, and 8, pJBI09480 (phcC); 3, 

6, and 9, pJBI09500 (phcD); 1-3, 細胞抽出液; 4-6, 

可溶性画分; 7-9, 膜画分; M, molecular size markers.
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5. phcC と phcD の発現と酵素精製 

 

PhcC と PhcD の酵素学的諸性質を明らかに

するために、N 末端に His タグを融合した phcC

と phcD を E. coli及び SYK-6 株で発現させ精製

を試みた。phcC を pET-16b に導入したプラスミ

ドを E. coli で発現させ、n-dodecyl--D-maltoside

及び他の 6種類の界面活性剤を用いて膜画分か

ら酵素を可溶化し、精製を行った (Fig. 37)。し

かし、精製 PhcC の DCA-C に対する比活性は、

300 M FAD の存在下において膜画分の約 12% 

(260 ± 20 mU/mg) にまで低下した。一方、His-

tag 融合 phcD を pJB861 に導入したプラスミド

を SYK-6 株で発現させ、膜画分から界面活性剤

を用いて可溶化後、精製を行ったが、300 M 

FAD + PMS の存在下において精製 PhcD は失活

していた。また、phcC を発現させた E. coli の

可溶性画分から精製した PhcC は失活していた。

そこで本研究では、phcC と phcD を高発現させ

たE. coliの細胞抽出液から調製した膜画分を用

いて酵素学的諸性質を調べることとした。膜画

分において、phcD は phcC と比較して発現量が

低いものの、両遺伝子産物の解析には十分な発

現が得られた (Fig. 38)。

 

 

 

Fig. 37. E. coli 及び SYK-6 株で生産させた PhcC と

PhcD の精製.  

SDS-12% PAGE によって 10 g のタンパク質を分

離し, クーマシーブリリアントブルーによって染

色した. Lanes: 1-2, E. coli BL21(DE3) cells harboring 

pET09480 (phcC); 3-4, SYK-6 cells harboring 

pJBI09500 (phcD); 1 and 3, 膜画分 ; 2 and 4, Ni 

Sepharose 溶出画分; M, molecular size markers. 

 

 

Fig. 38. E. coli BL21(DE3) での phcC 及び phcD の

発現.  

SDS-12% PAGE によって 10 g のタンパク質を分

離し, クーマシーブリリアントブルーによって染

色した. Lanes: 1, 4, and 7, E. coli BL21(DE3) cells 

pET-16b (vector); 2, 5, and 8, E. coli BL21(DE3) cells 

pET09480 (phcC); 3, 6, and 9, pET09500 (phcD), 1-3, 

細胞抽出液 ; 4-6, 可溶性画分 ; 7-9, 膜画分 ; M, 

molecular size markers. 
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6. PhcC と PhcD の DCA-C 変換活性 

 

 PhcCと PhcD が実際にDCA-Cの酸化能を有

するかを調べるために PhcC (10 g of protein/ml) 

または PhcD (100 g of protein/ml) を含む膜画

分と 200 M DCA-C を 300 M FAD + PMS の存

在下で 30 min 反応させ、反応液を HPLC で分

析した。その結果、保持時間 3.1 min に DCA-CC

が主生成物として検出され、少量の DCA-CL 

(保持時間 2.0 min) の生産が見られた (Fig. 39)。

これらの結果から、PhcC 及び PhcD は DCA-C

の A 環側鎖 C位アルコールの酸化能を有する

ことが示された。 

 

 

 

 

Fig. 39. phcC 及び phcD を発現させた E. coli の膜画分による DCA-C の変換.  

PhcC または PhcD を含む膜画分 (PhcC, 10 g of protein/ml; PhcD, 100 g of protein/ml) を 300 M FAD + 

PMS存在下で 200 M DCA-Cと 30 min反応させ反応液を LC-MSで分析した. HPLC分析は検出波長 320 

nm で行った. (A) PhcC を含む膜画分と DCA-C の反応直後の HPLC クロマトグラム. (B) PhcC を含む膜

画分の 30 min反応後の HPLCクロマトグラム. (C) PhcDを含む膜画分と DCA-Cの 30 min反応後の HPLC

クロマトグラム. (D) compound I のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (E) compound II のネガティブ

イオン ESI-MS スペクトル. (F) DCA-CL と DCA-CC の構造. 
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7. PhcC と PhcD の立体選択性 

 

phcC 及び phcD 破壊株の解析から、PhcC と

PhcDがDCA-Cの異なる立体異性体に特異性を

持つことが示唆された。両酵素の DCA-C 異性

体に対する立体選択性を確かめるために、PhcC

または PhcD を含む膜画分  (PhcC, 10 g of 

protein/ml; PhcD, 100 g of protein/ml) と 200 M 

DCA-Cを 300 M FAD + PMSの存在下で 10 min

反応させた。Chiral-HPLC においては DCA-C と

生成物である DCA-CC の保持時間が近接して

いるため、反応で残存した DCA-C を薄層クロ

マトグラフィーで分離回収し、その後 chiral-

HPLC で分析した。その結果、PhcC 及び PhcD

と DCA-C の反応においてそれぞれ ()-DCA-C

と (+)-DCA-C が残存していることが示された 

(Fig. 40)。以上の結果から、PhcC 及び PhcD が

それぞれ (+)-DCA-C と ()-DCA-C に対して特

異性を持つことが明らかとなった。 

 
 

 

Fig. 40. phcC 及び phcD を発現させた E. coli の膜

画分の DCA-C に対する立体選択性.  

PhcC または PhcD を含む膜画分 (PhcC, 10 g of 

protein/ml; PhcD, 100 g of protein/ml) を 300 M 

FAD + PMS 存在下で 200 M DCA-C と 10 min 反

応させ反応液を LC-MS で分析した. HPLC 分析は

検出波長 327 nm で行った. (A) DCA-C 標品の

chiral-HPLC クロマトグラム. (B) PhcC を含む膜画

分と DCA-C との反応 10 min 後に残存した DCA-

C の chiral-HPLC クロマトグラム. (C) PhcD を含む

膜画分と DCA-C との反応 10 min 後に残存した

chiral-HPLC クロマトグラム. 
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8. PhcC と PhcD の至適温度と至適 pH 

 

PhcC または PhcD を含む膜画分 (PhcC, 5 g 

of protein/ml; PhcD, 50 g of protein/ml) と 100 

M DCA-C を 300 M FAD + PMS 存在下で反応

させ、PhcC 及び PhcD の DCA-C 変換における

至適温度と至適 pHを測定した。至適 pHはGTA 

buffer (pH 5.0~9.0) と CHES buffer (pH 8.6~10.0) 

を用いて 30°Cで調べた。至適温度はGTA buffer 

(PhcC, pH 9.0; PhcD, pH 7.5) を用いて 10~50°C

の間で反応させることで至適温度を調べた。そ

の結果、PhcC の至適温度は 30°C で至適 pH は

9.0、PhcD の至適温度は 40°C で至適 pH は

7.0~8.0 であった (Fig. 41)。 

 

 

9. PhcC と PhcD のフラビン補因子の同定 

 

GMC oxidoreductase family に属する酵素は

FAD を補因子として要求することが知られて

いる (98)。そこで、PhcC と PhcD に結合してい

るフラビンを調べるためにphcCまたはphcDを

発現させた E. coli の膜画分 (485 g) を 100 l

の純水で懸濁し、10 min 煮沸して上清を HPLC

で分析した。FAD 標品との比較の結果、PhcC は

補欠分子族として FAD を含むことが示された 

(Fig. 42C, E)。一方、PhcD の煮沸物上清からは

有意なピークは検出されなかった (Fig. 42D)。

これは、PhcD の発現量が PhcC と比較してかな

り低く、検出限界以下であったためと考えられ

た。 

 

 

 

Fig. 41. PhcC 及び PhcD の至適温度と至適 pH.  

(A and C) PhcC 及び PhcD の至適 pH. GTA buffer (pH 5.0~9.0) と CHES buffer (pH 8.6~10.0) を用いて PhcC

または PhcD を含む膜画分 (PhcC, 5 g of protein/ml; PhcD, 50 g of protein/ml) と 100 M DCA-C を 300 

M FAD と 300 M PMS の存在下において 30°C で反応させ、基質の減少量から比活性を求めた. (B and 

D) PhcC 及び PhcD の至適温度. GTA buffer (PhcC, pH 9.0; PhcD, pH 7.5) を用いて PhcC または PhcD を含

む膜画分 (PhcC, 5 g of protein/ml; PhcD, 50 g of protein/ml) と 100 M DCA-C を 300 M FAD と 300 M 

PMS の存在下で 10~50C で反応させ、基質の減少量から比活性を求めた.それぞれの値は 3 回測定した

平均値を示す. エラーバーは標準偏差を示す. 
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Fig. 42. PhcC と PhcD に含まれるフラビン補因子

の同定.  

PhcC または PhcD を含む膜画分を純水に懸濁し

10 min 煮沸することでフラビンを抽出して HPLC

で分析した. HPLC の検出は 266 nm で行った. (A) 

FAD 標品 (50 M) の HPLC クロマトグラム. (B) 

pET-16b を導入した E. coli の膜画分を煮沸した上

清の HPLC クロマトグラム. (C) PhcC を煮沸した

上清の HPLC クロマトグラム. (D) PhcD 抽出成分

の HPLC クロマトグラム. (E) FAD 標品の UV-VIS

スペクトル. (F) PhcCを煮沸した上清のUV-VISス

ペクトル. 

 

 

 

10. PhcC と PhcD の基質特異性 

 

PhcC と PhcD の基質特異性を調べるために、

それぞれを含む膜画分  (PhcC, 5 g of 

protein/ml; PhcD, 50 g of protein/ml) と 100 M

の DCA、DCA-L、DCA-C、-O-4'型化合物 (GGE) 

及び-1'型化合物 (HMPPD)、リグニン由来モノ

マ ー の coniferyl alcohol 、 -

hydroxypropiovanillone、vanillyl alcoholを 300 M 

FAD + PMS の存在下で反応させ、反応液を

HPLC で分析した。その結果、PhcC 及び PhcD

は DCA に対してそれぞれ 2,200 ± 100 mU/mg of 

protein と 230 ± 8 mU/mg of protein の活性を示

し、DCA-C に対する活性 (2,100 ± 300 mU/mg of 

protein 及び 180 ± 20 mU/mg of protein) と同等

の値を示した (Table 10)。PhcC と DCA との反

応で生成した産物を LC-MS で解析した結果、

DCA の A 環側鎖 C位アルコールがカルボン酸

に酸化されていることが示された (Fig. 43B, C)。

また PhcC と PhcD は DCA-L に対しても活性を

有しており DCA-C に対する活性の 67%及び

47%を示した。PhcC と DCA-L との反応によっ

て生成した産物も A 環側鎖 C位アルコールが

カルボン酸に酸化されていることが示された 

(Fig. 43E, F)。PhcC は coniferyl alcohol に対して

DCA-C に対する比活性の約 4 %の活性を示し

たが、PhcC 及び PhcD は他のリグニン二量体化

合物や単量体化合物に対して活性を示さなか

った。 

 

Table 10. PhcC 及び PhcD の DCA 及びリグニン 

由来化合物に対する酸化活性 

Substrate 

Specific activity a, b 

(mU/mg) 

PhcC PhcD 

DCA 2200 ± 100 230 ± 8 

DCA-L 1400 ± 100 85 ± 20 

DCA-C 2100 ± 300 180 ± 20 

GGE ND ND 

HMPPD ND ND 

Coniferyl alcohol 80 ± 20 ND 

Hydroxypropiovanillone ND ND 

Vanillyl alcohol ND ND 
a ND, not detected. 
bそれぞれの値は 3 回測定した平均値を示す． 

± は標準偏差を示す. 
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Fig. 43. phcC 及び phcD を発現させた E. coli の膜画分による DCA と DCA-L の変換.  

PhcC または PhcD を含む膜画分 (PhcC, 5 g of protein/ml; PhcD, 50 g of protein/ml) を 300 M FAD + PMS

存在下で 200 M DCA もしくは DCA-L と 10 min 反応させ, 反応液を LC-MS で分析した. HPLC 分析の

検出波長は, DCA 及び DCA-L を基質とした時, それぞれ 290 nm と 320 nm とした. (A) PhcC を含む膜画

分と DCA の反応直後の HPLC クロマトグラム. (B) PhcC を含む膜画分の反応 10 min 後の HPLC クロマ

トグラム. (D) compound III のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (D) PhcC を含む膜画分と DCA-L の

反応直後の HPLC クロマトグラム. (E) PhcC を含む膜画分と DCA-L の反応 10 min 後の HPLC クロマト

グラム. (F) compound IV のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (G) DCA-AC 標品の HPLC クロマトグ

ラム. (H) DCA-AC 標品のネガティブイオン ESI-MS スペクトル. (F) DCA-AC と compound IV の構造. 

 

 

11. PhcC と PhcD の電子受容体 

 

 phcC と phcD をそれぞれ発現させた SYK-6

株での DCA-C 酸化活性に基づくと、約半分の

PhcC と大部分の PhcD が細胞膜に存在すると

考えられた。従って、SYK-6 株の DCA-C 酸化

反応においては、膜に存在するユビキノン 

(CoQ10) を電子受容体として利用している可能

性が考えられた。そこで、PMSの代わりにCoQ10

誘 導 体 で あ る 2,3-dimethoxy-5-methyl-p-

benzoquinone (CoQ0) もしくは 2,3-dimethoxy-5-

methyl-6-(3-methyl-2-butenyl)-1,4-benzoquinone 

(CoQ1) を用いて PhcC と PhcD の DCA-C 変換

活性を調べた。PhcC または PhcD を含む膜画分 
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(PhcC, 5 g of protein/ml; PhcD, 50 g of 

protein/ml) と 200 M DCA-C を 300 M FAD と

300 M CoQ0 もしくは CoQ1 の存在下で反応さ

せ、反応液を HPLC で分析した。その結果、PhcC

では CoQ0 及び CoQ1 を用いた時にそれぞれ

2,000 ± 200 mU/mg of protein と 1,900 ± 600 

mU/mg of protein、PhcD では 180 ± 20 mU/mg of 

protein と 160 ± 10 mU/mg of protein の比活性が

得られた (Table 11)。これらの値は PMS を電子

受容体とした場合とほぼ同等であったことか

ら、PhcC と PhcD はユビキノンを電子受容体と

して利用することが強く示唆された。 

Table 11. PhcC 及び PhcD の電子受容体 

存在下における DCA-C 酸化活性 

Electron acceptor 
Specific activity a (mU/mg) 

PhcC PhcD 

PMS 2100 ± 300 180 ± 20 

CoQ0 2000 ± 200 180 ± 10 

CoQ1 1900 ± 600 160 ± 10 

None 770 ± 300 60 ± 10 
aそれぞれの値は 3 回測定した平均値を示す． 

± は標準偏差を示す. 
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考察 

 

本章では DCA-C の酸化に働く酵素遺伝子と

して GMC oxidoreductase family に属するタンパ

ク質をコードする phcC と phcD を同定した。

GMC oxidoreductase family に属する酵素は一級

アルコールと二級アルコールを酸化する活性

を有しており、glucose oxidase (EC 1.1.3.4)、

cholesterol oxidase (EC 1.1.3.6)、pyranose oxidase 

(EC 1.1.3.10)、methanol oxidase (EC 1.1.3.13)、aryl 

alcohol oxidase (EC 1.1.3.7)、choline oxidase (EC 

1.1.3.17) 及び choline dehydrogenase (EC. 1. 1. 99. 

1) など様々な酵素が属している (98, 99)。GMC 

oxidoreductase family に属する酵素は FAD を補

因子とすることが知られており (98)、N 末端に

FAD 結合ドメインが保存されている (100)。

PhcC 及び PhcD のアミノ酸配列と、結晶構造が

解かれている Mesorhizobium loti の pyridoxine 4-

oxidase (PnoX, BAB53014) 、 Arthrobacter 

globiformis の choline oxidase (CodA, Q7X2H8)、

Pleurotus eryngii の aryl alcohol oxidase (Aao, 

AAC72747)、Aspergillus niger の glucose oxidase 

(Gox, P13006) とのアミノ酸配列の比較から、

PhcC 及び PhcD においても N 末端に ADP-

binding  fold が保存されており、PhcC につ

いては実際に FAD を結合していることが示さ

れた (Fig. 42)。また、各酵素で活性部位として

報告されているC末端の histidineが保存されて

おり、PhcC と PhcD においても同様のアミノ酸

残基が保存されていることが示唆され  (Fig. 

44B)、この histidine が PhcC 及び PhcD の活性

に重要であると考えられた。 

SYK-6 株のゲノム上には phcC と phcD を含

む 6 つの GMC oxidoreductase family に属する酵

素遺伝子が存在しており、系統解析からこれら

の酵素遺伝子は全て choline dehydrogenase に属

することが示された (Fig. 45)。 

 

 

Fig. 44. PhcC 及び PhcD と GMC oxidoreductase family に属する結晶構造が解かれている酵素のアミノ酸

配列のアライメント. (A) N 末端に存在する ADP-binding  fold を青色で示す. (B) C 末端に保存されて

いる活性部位の histidineを赤色で示す. PnoX, Pyridoxine 4-oxidase of Mesorhizobium loti (BAB53014); CodA, 

choline oxidase of Arthrobacter globiformis (Q7X2H8); Aao, aryl alcohol oxidase of Pleurotus eryngii 

(AAC72747); Gox, glucose oxidase of Aspergillus niger (P13006). 
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Fig. 45. PhcC及びPhcDと既知または推定のGMC oxidoreductase family enzymeの系統樹.  

GMC oxidoreductase family enzymes: PhcC (SLG_09480) and PhcD (SLG_09500), DCA-C oxidases of 

Sphingobium sp. SYK-6; BetA_Ec, choline dehydrogenase of E. coli K-12 (P17444); BetA_Cs, choline 

dehydrogenase of Chromohalobacter salexigens DSM 3043 (Q9L4K0); BetA_Rm, choline dehydrogenase of 

Rhizobium meliloti 1021 (P54223); AlkJ_Pp, alcohol dehydrogenase of Pseudomonas putida GPo1 (Q9WWW2); 

PegA_St, polyethylene glycol dehydrogenase of Sphingopyxis terrae (Q93I49); Pno_Ml, pyridoxine 4-oxidase of 

Microbacterium luteolum YK-1 (Q9AJD6); BetA_Mm, 5-hydroxymethylfurfural oxidase of Methylovorus sp. 

MP688 (E4QP00); Gox_An, glucose oxidase of Aspergillus niger NRLL-3 (P13006); Gox_Pa, glucose oxidase of 

Penicillium amagasakiense (P81156); P2ox_Pc, pyranose 2-oxidase of Phanerochaete chrysosporium BKM-F-

1767 (Q6QWR1); P2ox_Tv, pyranose 2-oxidase of Trametes versicolor (P79076); P2ox_Pg, pyranose 2-oxidase of 

Phlebiopsis gigantea DSM 13218 (Q6UG02); P2ox_Tm, pyranose 2-oxidase of Tricholoma matsutake (Q8J2V8); 

ChoB_Bs, cholesterol oxidase of Brevibacterium sterolicum (P22637); ChoA_Ss, cholesterol oxidase of 

Streptomyces sp. SA-COO (P12676); ChoD_Mt, cholesterol oxidase of Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

(P9WMV9); Mox_Pa, methanol oxidase of Pichia angusta (P04841); Aod1_Cb, alcohol oxidase of Candida 

boidinii S2 (Q00922). Putative GMC oxidoreductase family enzymes: SLG_11400, SLG_12830, SLG_20170, and 

SLG_27980 of Sphingobium sp. SYK-6; WYH_02651, WYH_02653, and WYH_02869 of Altererythrobacter 

atlanticus 26DY36; TS85_05630 and TS85_05635 of Sphingomonas sp. WHSC-8; L288_14545 of Sphingobium 

quisquiliarum P25; NSU_1606 of Novosphingobium pentaromativorans US6-1; Caul_3245 of Caulobacter sp. 

K31; M529_19015 of Sphingobium ummariense RL-3; YP76_13265 of Sphingobium chungbukense DJ77. 
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Chiral-HPLC 解析から DCA-C 標品には (+)-

DCA-C と()-DCA-C がほぼ等量含まれており 

(Fig. 32)、PhcC と PhcD はそれぞれ(+)-DCA-C

と()-DCA-C に高い立体選択性を示す oxidase

であることが明らかとなった (Fig. 33, Fig. 40)。

SYK-6株において phcCと phcD はそれぞれ(+)-

DCA-C と()-DCA-C の変換に必須であること

が示され (Fig. 31A)、phcC phcD 二重破壊株は

DCA-C の変換能を失い、DCA とのインキュベ

ーションによって、添加した DCA とほぼ等モ

ルの DCA-C を蓄積した (Fig. 32B)。これらの結

果から、DCA が DCA-C を経由して代謝され、

DCA-C の変換に PhcC と PhcD が必須であると

結論された。これまでに当研究室において、

SYK-6 株による-aryl ether 化合物である GGE

の変換において、4 つの立体異性体を特異的に

認識して C位アルコールの酸化を行う C-

dehydrogenase (LigD, LigL, LigN) と C-

dehydrogenase 反応産物である 2 つの立体異性

体に対してエナンチオ選択的にエーテル開裂

を行う glutathione S-transferase (LigF, LigE, LigP) 

が関与することが明らかにされてきた (Fig. 6) 

(27-29)。本研究で示された様に、SYK-6 株は-

aryl ether だけでなく phenylcoumaran 型のリグ

ニン由来化合物についても立体異性体を分解

するために必要とされる酵素系を獲得してき

たことが示された。特に phcC と phcD が 1 つの

転写単位を構成して、低いレベルではあるが

DCA 培養下で誘導されることからもそのこと

が伺える (Fig. 30, Table 3)。phcCと phcDはDCA

異性体を炭素源として利用するために、SYK-6

株もしくは、その祖先において生じた遺伝子重

複を通して獲得されてきたもの可能性が考え

られる。phcC と phcD に相同性を示すタンパク

質をデータベースから検索したところ、

Altererythrobacter atlanticus 26DY36 

(WYH_02651, WYH_02653) と Sphingomonas sp. 

WHSC-8 (TS85_05630, TS85_05635) において

phcC及びphcDと高いアミノ酸配列相同性 (51-

65%) を示す遺伝子がセットで存在した (Fig. 

45)。両株のこれら遺伝子産物が DCA-C の類似

化合物を立体選択的に酸化する能力を有する

可能性が考えられる。なお本研究は、ラセミ体

に含まれる各異性体に対して、それぞれが高い

立体選択性を示す GMC oxidoreductase family に

属する 2つの酵素を明らかにした初めての研究

である。 

SYK-6 株において DCA-C 変換活性は、細胞

質と細胞膜の両方に観察された (Table 3)。この

結果と対応して、phcC と phcD を SYK-6 株で

発現させた際に両酵素は細胞質と細胞膜の両

方に局在し、特に高発現した phcC においては

FAD + PMS 存在下で細胞質と細胞膜で同等の

DCA-C 変換活性を示した。SYK-6 株における

PhcC と PhcD の細胞内局在性と類似して、GMC 

oxidoreductase family に属する Sphingopyxis 

terraeのpolyethylene glycol dehydrogenase (PegA) 

も可溶性画分と膜画分の両方に局在すること

が報告されている  (101)。また同じく GMC 

oxidoreductase family に属する P. putida GPo1 株

の alcohol dehydrogenase (AlkJ) は膜に局在する

ことが示されている (102)。PhcC、PhcD、PegA 

及び AlkJ はいずれもシグナル配列及び膜貫通

ドメインを持たないことから、これら酵素は膜

表在性タンパク質であると推定される。これら

の酵素がどのようにして膜に局在しているか

については興味深く、今後の解析が必要である。

また、PegA と AlkJ はそれぞれユビキノン 

(CoQ10) 及びその誘導体 (CoQ0 及び CoQ1) を

電子受容体として利用可能であることが示さ
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れている (102, 103)。さらに CoQ1及び基質の存

在下で AlkJ から cytochrome c への電子伝達が

観察されており、AlkJ 及び PegA は基質から奪

った電子を呼吸鎖に伝達することが示唆され

ている (102, 103)。一方、PhcC と PhcD も同様

にユビキノン誘導体である CoQ0 と CoQ1 を電

子受容体として利用可能であり、PMS を電子受

容体とした時と同等の DCA-C 酸化活性を示し

た。さらに、DNA マイクロアレイ解析から、

SYK-6 株の DCA 培養時に vanillate 培養時と比

較して、cytochrome c family protein をコードす

る SLG_38090 が約 6 倍に誘導されることが示

された (Fig. S1)。これら全ての結果から、膜に

局在する PhcC と PhcD は DCA-C 酸化時に得ら

れた電子をユビキノンに渡し、SLG_38090 がコ

ードする cytochrome c を経由して呼吸鎖に電子

伝達することが推測された。一方、細胞質に存

在する PhcC 及び PhcD は酸素を電子受容体と

することが可能かもしれないが、反応効率が低

く (Table 11)、有毒な H2O2を生成することから、

細胞質に存在する PhcC と PhcD は in vivo にお

ける DCA-C の変換には主要な役割を担ってい

ないと考えられる。 

PhcCとPhcDを含む膜画分によってDCA-Cは

カルボン酸誘導体であるDCA-CCに変換され、

アルデヒド誘導体であるDCA-CLの生成は微量

であった (Fig. 39)。この結果は、両酵素がDCA-

Cをカルボン酸誘導体まで酸化する能力を有す

ることを示唆している。GMC oxidoreductase 

familyに属するaryl alcohol oxidase (AAO) はさ

まざまなbenzyl alcohol誘導体をbenzaldehydeに

酸化する活性を有する。その一方で、AAOはい

くつかの芳香族アルデヒドに対して酸化能を

示す。エリンギ由来AAOのbenzaldehydeの酸化

活性はbenzyl alcoholの酸化活性の1%未満であ

るが、 4-nitrobenzaldehyde の酸化活性は 4-

nitrobenzyl alcohol酸化活性の約半分の値を示す 

(104)。このアルデヒド誘導体からのカルボン酸

誘導体の生成機構は、アルデヒド誘導体の水和

反応でgem-diolが生成し、この中間体をAAOが

酸化することによると考えられている (105)。

同様の反応は、betaine aldehydeを経由して

choline を glycine betaine ま で 酸 化 す る

Arthrobacter globiformisのcholine oxidaseにおい

ても知られている (106)。以上のことから、PhcC

またはPhcDとDCA-Cとの反応によってDCA-

CLのgem-diolが生成し、その後DCA-CL gem-diol

がDCA-CCまで酸化したことが推定される。し

かし、本研究ではPhcCとPhcDを含む大腸菌の

膜画分を用いて実験を行っていることから、今

後は精製した酵素を用いてDCA-Cの反応産物

を検証する必要がある。また、第1章において

SYK-6株の細胞抽出液から限外ろ過により低分

子画分を除去した粗酵素とDCA-Cを反応させ

た結果、DCA-CLの生成が観察された (Fig. 13)。

さらに反応液にNAD+を添加するとDCA-CLが

DCA-CCに変換された。これらの結果から、

PhcCとPhcDはDCA-CをDCA-CLに酸化し、さら

にDCA-CCまで酸化する能力を有しているが、

細胞質に存在するNAD+依存性ALDHもDCA-

CLのDCA-CCへの酸化に働いているものと推

定される。 

PhcC と PhcD が酸化可能な基質を調べたと

ころ、これら酵素は DCA-C 酸化活性と同等の

DCA の A 環側鎖酸化活性を有していた。この

結果から PhcC と PhcD によって DCA の A 環

側鎖が初めに酸化される経路が存在する可能

性が考えられた。しかしながら SYK-6 株の細胞

抽出液を用いた DCA 変換実験では、B 環側鎖

C位アルコールが酸化されたDCA-LとDCA-C
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が検出されたのに対して DCA の A 環側鎖 C

位アルコールが酸化された化合物は検出され

なかった (Fig. 13)。さらに phcC phcD 二重破壊

株の SME112 と野生株の DCA 変換能に差異が

見られなかったことから、SYK-6 株において

PhcC と PhcD は DCA の変換には関与しないと

考えられる (Fig. 31B)。
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総括 

 

Sphingobium sp. SYK-6 株は、リグニンの主要

な分子間結合を持つさまざまなリグニン由来

の二量体及び単量体化合物を唯一の炭素源・エ

ネルギー源として生育できるバクテリアであ

る。SYK-6 株の多様なリグニン由来化合物代謝

に関わる酵素遺伝子を解明することによって、

これら遺伝子を利用したリグニンからの工業

原料生産系の構築や木質バイオマスの効率的

な有効利用に資するリグニンの構造改変が可

能になると期待される。本研究では、これまで

に明らかにされていなかった-5結合を持つ

phenylcoumaran 型化合物、 dehydrodiconiferyl 

alcohol (DCA) の代謝経路及び本代謝経路に関

与する酵素遺伝子について解析を行った。 

SYK-6株によるDCAの代謝産物の解析から、

DCAは初めにB環側鎖Cγ位アルコールがカル

ボン酸に酸化された DCA-C へと変換され、そ

の後、DCA-C の A 環側鎖 Cγ 位アルコールがカ

ルボン酸に酸化され、脱炭酸を受けた後にスチ

ル ベ ン 型 構 造 を 経 て vanillin 及 び 5-

formylferulate に代謝されることが示唆された。

SYK-6 株の遺伝子ライブラリーから宿主に

DCA 変換能を与える酵素遺伝子として、

quinohemoprotein alcohol dehydrogenase遺伝子と

aryl alcohol dehydrogenase 遺伝子にそれぞれ相

同性を示す SLG_05620 と SLG_24930 が単離さ

れた。これらの遺伝子産物は、DCA を DCA の

B環側鎖Cγ位がアルデヒドに酸化されたDCA-

L に変換する活性を有していた。SYK-6 株のゲ

ノム中には、SLG_05620 及び SLG_24930 と相

同性を示す複数の酵素遺伝子が存在し、少なく

とも両遺伝子を含む 7 つの遺伝子の産物が

DCA 変換活性を有することが示された。一方、

DCA-L の酸化に関与する酵素遺伝子として、

SYK-6 株 に 存 在 す る 21 個 の aldehyde 

dehydrogenase 遺伝子に着目し、各遺伝子産物の

DCA-L 酸化活性を調べた。その結果、4 つの遺

伝子産物に顕著な活性が見られた。これらの中

で高い酵素活性を示した SLG_27910 の遺伝子

破壊株において DCA-L 変換の有意な低下が観

察された。以上の結果から、DCA から DCA-C

への変換に関わる 2 段階の酸化反応には、複数

の alcohol dehydrogenase と aldehyde 

dehydrogenase が関与すると結論された。 

SYK-6 株の細胞抽出液を用いた実験から

DCA-C 変換酵素は、i) FAD の存在下で活性化

されること、ii) 細胞膜と細胞質の両者に局在

すること、iii) DCA 培養時に比活性が約 1.7 倍

と低レベルに誘導されることが示された。これ

らの情報と DNA マイクロアレイ解析の結果に

基づき、候補遺伝子として DCA 培養時に約 2

倍に発現が誘導される 2 つの oxidase 遺伝子

SLG_09480 (phcC) と SLG_09500 (phcD) を見

出した。これら遺伝子の推定アミノ酸配列は、

glucose-methanol-choline oxidoreductase family に

属 す る 酵 素 と 相 同 性 を 有 し 、 reverse 

transcription-PCR 解析から両遺伝子が 1 つのオ

ペロンとして転写されていることが示された。

phcC 破壊株と phcD 破壊株の DCA-C 変換活性

が SYK-6 株と比較して顕著に低下し、phcC 

phcD二重破壊株がDCA-C変換活性を失ったこ

とから、これら遺伝子が DCA-C の変換に必須

であることが明らかとなった。phcC 及び phcD

を大腸菌で発現させ、膜画分を用いて PhcC と

PhcD の酵素学的諸性質を解析した。PhcC と

PhcD による DCA-C 変換能を調べた結果、これ

ら酵素は DCA-C の A 環側鎖 Cγ 位アルコール

をカルボン酸に酸化する活性を持つことが示

された。キラルカラムを用いた高速液体クロマ

トグラフィー分析から、PhcC と PhcD は、それ

ぞれ (+)-DCA-C と ()-DCA-C の変換に特異的
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な立体選択的 oxidase であることが明らかとな

った。さまざまなリグニン由来化合物を用いて

基質特異性を調べたところ、PhcC と PhcD は

DCA とその誘導体の A 環側鎖 Cγ 位の酸化に

特異的に作用することが示された。PhcC と

PhcD の大部分が膜に局在することから、両酵

素の電子受容体は膜に存在することが推定さ

れた。実際に両酵素はユビキノン (coenzyme 

Q10) 誘導体である CoQ0 と CoQ1 を電子受容体

として利用可能であり、加えて DCA 培養時に

シトクロム c をコードする SLG_38090 の発現

が顕著に誘導されることが示された。以上の事

実から、膜に局在する PhcC と PhcD は DCA-C

を酸化する際にユビキノンに電子を渡し、

cytochrome c を経由して呼吸鎖に電子を伝達す

ることが示唆された。 

本研究では、これまでほとんど知見のなかっ

た微生物（バクテリア）における phenylcoumaran

型化合物 DCA の詳細な代謝経路を推定し、

DCA 及びその中間代謝物である DCA-L 及び

DCA-C の変換に関与するまたは関与が示唆さ

れる酵素遺伝子を明らかにした。今後、残る酵

素遺伝子に加えて、DCA-C 代謝系遺伝子の転写

制御や DCA の細胞内への取り込み機構を明ら

かにしていく必要があるが、本研究で得られた

知見は微生物によるリグニンからの有用物質

生産を図る上で重要な基盤になると考えられ

る。また、DCA 代謝に関与する酵素遺伝子を用

いて植物中のリグニン生合成で生じる DCA の

構造を変化させることが原理的には可能であ

るが、DCA の構造を大幅に変化させるには、複

数の遺伝子を植物で発現させなければならな

い。今後、DCA 代謝系遺伝子の改変等によって、

より少数の反応段階で効果的に DCA の構造を

変化させることができる酵素系の開発が望ま

れる。 
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SLG_38080 の単離 

 

SYK-6株において FAD存在下でのDCA-C酸

化活性が、DCA 培養時に低レベルで誘導された

ことから (Table 3)、DNA マイクロアレイ解析

によって、SYK-6 株の SEMP 培養時と比較して

SEMP + DCA 培養時に誘導される FAD 要求性

の酸化還元酵素をコードする遺伝子を探索し

た。その結果、SEMP 培養時と比較して DCA 培

養時に 6.7 倍に誘導される FAD 結合 oxidase と

相同性を示す SLG_38080 が見出された。本遺

伝子は DCA の代謝中間体であるバニリン酸の

存在下で培養した場合には誘導されなかった

ことから、DCA 培養時に特異的に誘導されたこ

とが示唆された。 

SLG_38080 破壊株の DCA-C 変換能 

 

SLG_38080 が DCA-C の変換に関与している

かを調べるために相同組換えによって

SLG_38080 破壊株を作製した (Fig. S1)。本研究

において作成したSLG_38080破壊株をSME113

と命名した。本破壊株の休止細胞と 100 M 

DCA-C を反応させ HPLC で変換活性を調べた

結果、SME113 の DCA-C 変換活性は野生株と

ほとんど同等であった (Fig. S2)。以上のことか

ら SLG_38080はDCA-Cの変換に関与しないこ

とが示された。 

 

 

 

 

Fig. S1. 38080 株のサザンハイブリダイゼーション解析． 

(A) SME113 における kan 挿入領域の模式図. (B) SME113 のサザン解析. Lanes: 1 and 3, SYK-6 株の全 DNA 

ApaI 消化物; 2 and 4, SME113 の全 DNA ApaI 消化物. DIG 標識した SLG_38080 プローブ (lane 1, 2) と

kan (lane 3, 4) プローブを用いてハイブリダイゼーションを行った. 

 

 

 

Fig. S2. SME113 の DCA-C 分解能. 

SYK-6 株及び SME113 を Wx-SEMP で培養し, 

OD600=0.5 に調整した各菌体の休止細胞と 100 M 

DCA-C を反応させ, 経時的に反応上清をサンプ

リングし, HPLC で分析した. SYK-6 株と SME113

の DCA-C 分解を HPLC 分析における DCA-C の

ピーク面積 (検出波長, 327 nm) の減少で示した. 

Symbols: SYK-6 (circles); SME113 (diamonds).
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Fig. S3. 標品の HPLC クロマトグラム, UV-VIS スペクトル, ネガティブイオン ESI-MS スペクトル及び

化学構造. (A-D) DCA; (E-H) DCA-C; (I-L) DCA-CC. 
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Fig. S4. 標品の HPLC クロマトグラム, UV-VIS スペクトル, ネガティブイオン ESI-MS スペクトル及び

化学構造. (A-D) DCA-S; (E-H) DCA-AC; (I-L) 5-formylferulate. 
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Fig. S5. 標品の HPLC クロマトグラム, UV-VIS スペクトル, ネガティブイオン ESI-MS スペクトル及び

化学構造. (A-D) ferulate; (E-H) vanillin; (I-L) vanillate. 
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Microarray preparation.  

An array of 5,542 specific oligonucleotides (5,447 45-

mer and 95 35-mer; melting temperature, 72 ± 5°C) 

was designed based on the Sphingobium sp. SYK-6 

genome sequence (GenBank accession no. AP012222 

and AP012223). The oligonucleotides were designed 

using sequences from the 4,063 putative genes and 

synthesized by Sigma-Genosys (Sigma-Aldrich) and 

printed onto glass slides by Kaken-Geneqs. As a 

positive control, all of the oligonucleotides were mixed 

and printed at the corners of each subgrid. 

 

RNA isolation and cDNA synthesis for 

microarray analysis.  

Cells of SYK-6 were grown in Wx-SEMP until the 

OD600 of the culture reached 0.5. Cultures were 

further incubated with 2 mM DCA for 2 h, with 2 mM 

vanillate for 6 h, or without any substrates for 2 h. Total 

RNA was isolated using Isogen II reagent (Nippon 

Gene) according to the manufacturer’s instructions. 

Purified RNA was then treated with RNase-free DNase 

I (Roche) to remove any contaminated DNA. RNA 

samples isolated from three independent cultures were 

used for cDNA synthesis. Total RNA (6 g) was 

labeled using an indirect method in which aminoallyl-

dUTPs were incorporated by reverse transcription 

using a mixture of two kinds of random hexamers, 

normal GC content (Invitrogen) and high GC content 

(70%) (Sigma), 5-(3-aminoallyl)-dUTP (Ambion), and 

PrimeScript II reverse transcriptase (TaKaRa Bio Inc.). 

The RNA template was then degraded through 

incubation with 0.2 N NaOH and 0.1 M EDTA, 

followed by a neutralization using 1 M HEPES (pH 

7.5). For a control of microarray hybridization, 

genomic DNA (gDNA) was prepared. gDNA was 

isolated from SYK-6 and fragmented by sonication to 

an average size of 1,000 bp. Resultant gDNA (4 g) 

was labeled using 5-(3-aminoallyl)-dUTP and Klenow 

fragment (Roche). Cy3 and Cy5 dyes were coupled to 

the aminoallyl-dUTP in the cDNA and gDNA, 

respectively, in the presence of 0.1M sodium 

bicarbonate (pH 9.0). The unlabeled dyes were 

removed using the QIAquick PCR purification system 

(Qiagen). 

 

Microarray hybridization and data analysis.  

We performed duplicate competitive hybridization 

experiments using equal amounts of Cy3- and Cy5-

labeled probes. Hybridizations were performed in a 

GeneTac HybStation instrument (Genomic Solutions). 

Hybridized arrays were immediately scanned using a 

GenePix 4000B scanner (Axon Instruments), and the 

spot intensities were quantified using Imagene 6.1 

(BioDiscovery). To clarify the expression pattern of 

Wx-SEMP plus DCA–Wx-SEMP and Wx-SEMP plus 

vanillate–Wx-SEMP, in silico analysis was conducted 

by the LIMMA (linear model for microarray analysis) 

loess (subgrid) method using ArrayPipe 2.0. Average 

normalized expression ratios (treatment/control) were 

calculated for each gene and tested for significant 

variation between treatments (analysis of variance 

[ANOVA]). 

 

Reverse transcription-PCR (RT-PCR).  

Total RNA was prepared from SYK-6 cells grown with 

DCA according to the method described above. cDNA 

was synthesized by the method described previously 

(107) except for using PrimeScript II reverse 

transcriptase. PCR was performed with the resultant 

cDNA with primers 5’-
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GCACATCGTCATAGCTCCA-3’ and 5’-

GGCATCTTCCTCAACCTGT-3’ and Q5 Hot Start 

highfidelityDNApolymerase (New England BioLabs 

Inc.). A control PCR was performed with reverse 

transcriptase-negative samples to verify the absence of 

genomic DNA contamination. The resultant PCR 

products were subjected to agarose gel electrophoresis. 

 

Microarray data accession number.  

Details of the microarray design, transcriptomic 

experimental design, and transcriptomic data have 

been deposited in the NCBI Gene Expression 

Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) and are 

accessible through GEO series accession number 

GSE71789. 
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Table S1. DCA 培養時に誘導される遺伝子の発現誘導倍率 

Gene Product 
DCAa 

(P value) 

VAb 

(P value) 

Expression 

(DCA/VA) 

SLG_38050 TonB-dependent receptor-like protein 35.4 (0.0007) 1.5 (0.0258) 23.1   

SLG_38040 hypothetical protein 21.9 (0.0002) 1.1 (0.2385) 19.4   

SLG_12740 (ligM) vanillate/3-O-methylgallate O-demethylase 18.6 (0.0005) 15.5 (0.0045) 1.2   

SLG_25000 (desA) syringate O-demethylase 12.6 (0.0008) 34.1 (0.0029) 0.4   

SLG_38070 oxidoreductase 12.0 (0.0013) 1.1 (0.2630) 11.4   

SLG_34630 efflux pump outer membrane protein 11.0 (0.0032) 1.3 (0.0951) 8.2   

SLG_12940 NAD-dependent formate dehydrogenase subunit gamma 10.2 (0.0009) 9.6 (0.0012) 1.1   

SLG_38090 cytochrome c family protein 8.5 (0.0003) 1.4 (0.0627) 5.9   

SLG_12930 NAD-dependent formate dehydrogenase subunit beta 8.5 (0.0065) 11.1 (0.0124) 0.8   

SLG_12910 NAD-dependent formate dehydrogenase subunit alpha 8.4 (0.0010) 5.6 (0.0007) 1.5   

SLG_30940 cold shock protein 8.4 (0.0027) 1.3 (0.0767) 6.5   

SLG_20730 acetolactate synthase small subunit 8.1 (0.0007) 2.4 (0.0410) 3.4   

SLG_09330 TonB-dependent receptor-like protein 6.9 (0.0016) 1.6 (0.1215) 4.2   

SLG_37530 protocatechuate 4,5-dioxygenase subunit alpha 6.6 (0.0051) 13.5 (0.0066) 0.5   

SLG_38080 FAD-linked oxidase 6.5 (0.0003) 1.0 (0.4855) 6.7   

SLG_10210 hypothetical protein 6.4 (0.0655) 2.4 (0.0531) 2.7   

SLG_25010 hydrolase 6.3 (0.0097) 4.7 (0.0011) 1.4   

SLG_09360 hypothetical protein 6.1 (0.0031) 1.0 (0.6698) 6.0   

SLG_11720 polyribonucleotide nucleotidyltransferase 6.1 (0.0008) 1.7 (0.0342) 3.5   

SLG_12890 formate dehydrogenase accessory protein 6.0 (0.0058) 4.8 (0.0740) 1.3   

SLG_38030 major facilitator superfamily protein 5.6 (0.0019) 1.1 (0.2185) 4.9   

SLG_09340 hydrolase 5.6 (0.0016) 1.4 (0.0210) 4.0   

SLG_34620 efflux pump inner membrane protein 5.5 (0.0021) 1.0 (0.7019) 5.4   

SLG_03330 (desB) gallate_dioxygenase 5.3 (0.0002) 7.9 (0.0099) 0.7   

SLG_25030 (ferB) feruloyl-CoA hydratase/lyase 5.1 (0.0007) 0.6 (0.4226) 8.2   

SLG_12760 (ligH) 10-formyltetrahydrofolate synthetase 5.1 (0.0001) 3.1 (0.0248) 1.7   

SLG_34600 hypothetical protein 5.0 (0.0003) 1.3 (0.4270) 3.8   

SLG_27990 hypothetical protein 4.9 (0.0022) 9.6 (0.0060) 0.5   

SLG_20720 hypothetical protein 4.9 (0.0031) 2.2 (0.0061) 2.3   

SLG_19730 hypothetical protein 4.8 (0.0030) 1.5 (0.0328) 3.3   

SLG_21740 hypothetical protein 4.8 (0.0121) 1.6 (0.1302) 3.0   

SLG_12920 molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis protein A 4.8 (0.0112) 3.3 (0.0077) 1.4   

SLG_26230 hypothetical protein 4.7 (0.0218) 4.2 (0.0316) 1.1   

SLG_35530 50S ribosomal protein L5 4.7 (0.0032) 0.8 (0.5012) 5.5   

SLG_20710 acetolactate synthase large subunit 4.7 (0.0003) 1.4 (0.0076) 3.5   

SLG_12750 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase 4.7 (0.0002) 3.4 (0.0116) 1.4   

SLG_23110 NADH-quinone oxidoreductase subunit H 4.6 (0.0124) 1.7 (0.0369) 2.7   

SLG_28690 hypothetical protein 4.6 (0.0241) 5.4 (0.0389) 0.8   

SLG_15690 hypothetical protein 4.3 (0.0610) 0.7 (0.9926) 5.8   

SLG_12860 hypothetical protein 4.2 (0.0003) 4.3 (0.0019) 1.0   

SLG_05470 hypothetical protein 4.2 (0.0094) 0.9 (0.9118) 4.7   

SLG_19900 conjugal transfer protein TraU 4.2 (0.0297) 2.4 (0.0723) 1.7   

SLG_30920 hypothetical protein 4.0 (0.0015) 0.8 (0.1199) 5.3   

SLG_p_00200 hydrolase 4.0 (0.0034) 0.9 (0.2339) 4.2   

SLG_04720 hypothetical protein 4.0 (0.0398) 2.1 (0.0792) 1.9   

SLG_31760 hypothetical protein 3.9 (0.0265) 7.1 (0.0095) 0.6   

SLG_00860 hypothetical protein 3.9 (0.0005) 1.1 (0.0535) 3.6   

SLG_01450 translation initiation factor IF-3 3.8 (0.0130) 2.0 (0.0045) 1.9   

SLG_38060 hypothetical protein 3.8 (0.0050) 1.1 (0.7131) 3.6   

SLG_06970 ABC transporter permease 3.8 (0.0508) 6.6 (0.0611) 0.6   
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Gene Product 
DCAa 

(P value) 

VAb 

(P value) 

Expression 

(DCA/VA) 

SLG_24880 acetate kinase 3.8 (0.0491) 2.3 (0.0155) 1.6   

SLG_12900 NAD-dependent formate dehydrogenase subunit delta 3.7 (0.0005) 4.1 (0.0066) 0.9   

SLG_22590 transcription antitermination protein 3.7 (0.0164) 0.8 (0.0103) 4.4   

SLG_00400 membrane-bound lytic murein transglycosylaseA 3.6 (0.0090) 3.6 (0.0305) 1.0   

SLG_24980 hypothetical protein 3.6 (0.0151) 2.2 (0.0046) 1.6   

SLG_37270 primosomal protein N' 3.6 (0.0733) 1.7 (0.0929) 2.1   

SLG_p_00210 hypothetical protein 3.6 (0.0094) 1.1 (0.6673) 3.3   

SLG_23670 MarR family transcriptional regulator 3.6 (0.0117) 2.8 (0.0085) 1.3   

SLG_29490 metalloprotease 3.6 (0.0019) 2.2 (0.0023) 1.6   

SLG_09380 hypothetical protein 3.6 (0.0059) 0.5 (0.0316) 7.7   

SLG_26040 conjugal transfer protein TrbC 3.5 (0.0333) 1.2 (0.0614) 3.1   

SLG_00340 inner membrane protein 3.5 (0.0062) 0.8 (0.2750) 4.5   

SLG_30930 hypothetical protein 3.5 (0.0021) 0.9 (0.3048) 4.1   

SLG_08190 sugar transporter 3.5 (0.0010) 1.8 (0.0110) 1.9   

SLG_09370 hypothetical protein 3.5 (0.0184) 0.8 (0.0584) 4.3   

SLG_09260 TonB-dependent receptor-like protein 3.4 (0.0065) 1.8 (0.1073) 1.9   

SLG_12560 hypothetical protein 3.4 (0.0069) 4.6 (0.0085) 0.7   

SLG_26050 conjugal transfer protein TrbB 3.4 (0.0125) 1.1 (0.0515) 3.1   

SLG_16690 AsnC family transcriptional regulator 3.4 (0.0006) 0.8 (0.0186) 4.0   

SLG_09530 hypothetical protein 3.3 (0.0079) 1.6 (0.0077) 2.0   

SLG_p_00180 lgt prolipoprotein diacylglyceryl transferase 3.3 (0.0036) 1.6 (0.0213) 2.1   

SLG_17250 50S ribosomal protein L25 3.3 (0.0042) 1.0 (0.7026) 3.2   

SLG_11350 major facilitator superfamily protein 3.3 (0.2977) 1.5 (0.5911) 2.2   

SLG_09490 hypothetical protein 3.3 (0.0184) 1.1 (0.1037) 2.9   

SLG_12520 (ligJ) 4-oxalomesaconate hydratase 3.3 (0.0055) 5.7 (0.0109) 0.6   

SLG_16650 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta 3.2 (0.0032) 0.9 (0.0660) 3.7   

SLG_12820 major facilitator superfamily protein 3.2 (0.0039) 2.2 (0.0001) 1.5   

SLG_16640 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit alpha 3.2 (0.0040) 0.9 (0.0210) 3.6   

SLG_36650 hypothetical protein 3.2 (0.1265) 1.2 (0.3950) 2.8   

SLG_32600 (ligP) beta etherase 3.1 (0.0019) 1.6 (0.0046) 2.0   

SLG_00090 hypothetical protein 3.1 (0.0016) 1.0 (0.4303) 3.1   

SLG_06840 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase III 3.1 (0.0389) 1.8 (0.0767) 1.7   

SLG_12870 MarR family transcriptional regulator 3.1 (0.0050) 3.5 (0.0055) 0.9   

SLG_06940 efflux pump outer membrane protein 3.1 (0.0636) 2.4 (0.1234) 1.3   

SLG_25990 conjugal transfer protein TrbF 3.1 (0.0153) 1.5 (0.2711) 2.1   

SLG_08780 major facilitator superfamily protein 3.0 (0.0015) 1.0 (0.6588) 3.1   

SLG_19400 hypothetical protein 3.0 (0.0743) 1.5 (0.1834) 2.0   

SLG_10200 glycosyltransferase 3.0 (0.5096) 2.3 (0.1040) 1.3   

SLG_08900 phosphate transport system ATP-binding protein 3.0 (0.0036) 2.9 (0.0673) 1.0   

SLG_05170 aspartate-semialdehyde dehydrogenase-like protein 3.0 (0.0243) 1.0 (0.9460) 2.9   

SLG_02940 flagellar hook-basal body protein 3.0 (0.0958) 1.7 (0.0061) 1.8   

SLG_12490 (ligC) CHMS dehydrogenase 3.0 (0.0049) 4.7 (0.0286) 0.6   

SLG_13690 tryptophan synthase subunit alpha 3.0 (0.4473) 1.6 (0.0634) 1.9   

SLG_14710 protein translocase subunit 3.0 (0.0197) 4.0 (0.0145) 0.7   

SLG_03820 hypothetical protein 3.0 (0.0008) 12.2 (0.0105 0.2   

SLG_24950 (mdlC) benzoylformate decarboxylase 3.0 (0.0618) 2.7 (0.0544) 1.1   

SLG_36180 hypothetical protein 2.9 (0.0116) 0.7 (0.1530) 4.0   

SLG_15730 nicotinamide nucleotide transhydrogenase subunit alpha 1 2.9 (0.0016) 2.0 (0.0781) 1.5   

SLG_12850 hypothetical protein 2.9 (0.0136) 3.1 (0.0003) 0.9   

SLG_13240 hypothetical protein 2.9 (0.0112) 0.9 (0.3129) 3.1   

SLG_38390 cytochrome c oxidase cbb3-type subunit II 2.9 (0.0040) 13.2 (0.0052) 0.2   
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Gene Product 
DCAa 

(P value) 

VAb 

(P value) 

Expression 

(DCA/VA) 

SLG_12570 (ligI) 2-pyrone-4,6-dicarboxylic acid hydrolase 2.9 (0.0121) 2.4 (0.1330) 1.2   

SLG_05250 50S ribosomal protein L36 2.9 (0.0265) 1.1 (0.2594) 2.7   

SLG_38100 hypothetical protein 2.8 (0.0080) 1.0 (0.4350) 2.9   

SLG_p_00700 copper resistance protein 2.8 (0.1025) 5.6 (0.0026) 0.5   

SLG_04900 hypothetical protein 2.8 (0.1540) 1.0 (0.4459) 2.8   

SLG_25020 (ferA) feruloyl-CoA synthetase 2.8 (0.0029) 1.2 (0.0308) 2.3   

SLG_28340 oxidoreductase 2.8 (0.0738) 1.6 (0.3486) 1.8   

SLG_30770 phosphopantetheine adenylyltransferase 2.8 (0.0004) 1.1 (0.0541) 2.4   

SLG_04400 hypothetical protein 2.8 (0.0029) 2.5 (0.0361) 1.1   

SLG_30370 conjugal transfer protein TrbC 2.7 (0.0503) 2.4 (0.0406) 1.2   

SLG_25040 MarR family transcriptional regulator 2.7 (0.0241) 0.8 (0.3200) 3.2   

SLG_23100 NADH-quinone oxidoreductase subunit I 2.7 (0.0024) 1.9 (0.1076) 1.4   

SLG_24860 poly-beta-hydroxybutyrate polymerase 2.7 (0.0020) 2.0 (0.0152) 1.4   

SLG_23130 hypothetical protein 2.7 (0.0001) 2.2 (0.0024) 1.2   

SLG_27040 hypothetical protein 2.7 (0.0389) 0.7 (0.0617) 3.9   

SLG_30230 hypothetical protein 2.7 (0.0247) 1.3 (0.4043) 2.1   

SLG_35680 elongation factor G 2.7 (0.0029) 1.5 (0.0113) 1.9   

SLG_29410 ferric uptake regulation protein 2.7 (0.0005) 0.9 (0.0029) 3.1   

SLG_15530 (3R)-hydroxymyristoyl-(acyl-carrier-protein) dehydratase 2.6 (0.0023) 1.6 (0.0214) 1.6   

SLG_09520 MarR family transcriptional regulator 2.6 (0.0213) 1.7 (0.0557) 1.6   

SLG_38370 cytochrome c oxidase cbb3-type subunit III 2.6 (0.1042) 26.6 (0.0113) 0.1   

SLG_29710 glycosyltransferase 2.6 (0.0300) 2.6 (0.0244) 1.0   

SLG_35570 50S ribosomal protein L29 2.6 (0.0141) 2.2 (0.0027) 1.2   

SLG_08880 phosphate regulon transcriptional regulatory protein 2.6 (0.0002) 1.9 (0.0064) 1.4   

SLG_37760 hypothetical protein 2.6 (0.0016) 1.5 (0.0100) 1.8   

SLG_31380 hypothetical protein 2.6 (0.0001) 0.9 (0.4576) 2.9   

SLG_36670 inorganic pyrophosphatase 2.6 (0.0007) 1.0 (0.9374) 2.6   

SLG_p_01350 hypothetical protein 2.6 (0.0293) 1.9 (0.0033) 1.4   

SLG_30170 chromate transport protein 2.6 (0.0607) 1.7 (0.0186) 1.5   

SLG_24480 hypothetical protein 2.6 (0.0855) 4.0 (0.0271) 0.6   

SLG_21960 hypothetical protein 2.6 (0.0219) 1.9 (0.2129) 1.4   

SLG_07010 catalase 2.6 (0.0723) 0.7 (0.9925) 3.5   

SLG_12500 (ligB) protocatechuate 4,5-dioxygenase subunit beta 2.6 (0.0044) 5.0 (0.0231) 0.5   

SLG_p_01300 ParA-like protein 2.6 (0.0248) 2.2 (0.0531) 1.1   

SLG_05320 hypothetical protein 2.6 (0.0053) 0.8 (0.1377) 3.3   

SLG_01440 hypothetical protein 2.6 (0.0120) 0.9 (0.2955) 3.0   

SLG_07080 delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 2.6 (0.0156) 1.1 (0.8727) 2.4   

SLG_04910 acetyltransferase 2.6 (0.0028) 2.1 (0.0365) 1.2   

SLG_35940 hydrolase 2.5 (0.0490) 3.1 (0.0789) 0.8   

SLG_35610 30S ribosomal protein S19 2.5 (0.0149) 1.2 (0.0893) 2.0   

SLG_29300 glutamate synthase (NADPH) large chain 2.5 (0.0027) 3.1 (0.0057) 0.8   

SLG_21320 30S ribosomal protein S18 2.5 (0.0815) 3.5 (0.1372) 0.7   

SLG_15210 hypothetical protein 2.5 (0.0034) 1.6 (0.3128) 1.6   

SLG_12530 phosphogluconate dehydrogenase 2.5 (0.0232) 6.2 (0.0078) 0.4   

SLG_12770 hypothetical protein 2.5 (0.0191) 2.9 (0.0642) 0.9   

SLG_02490 biopolymer transport protein TolR/ExbD 2.5 (0.0057) 1.9 (0.0547) 1.3   

SLG_23680 multidrug resistance protein A 2.5 (0.0175) 2.0 (0.0524) 1.2   

SLG_07490 efflux pump periplasmic linker protein 2.5 (0.0223) 0.7 (0.2745) 3.4   

SLG_12100 hypothetical protein 2.5 (0.0313) 2.3 (0.0305) 1.1   

SLG_17980 nitrogen regulation protein 2.4 (0.0088) 1.5 (0.0024) 1.7   

SLG_01690 hypothetical protein 2.4 (0.0081) 1.2 (0.1240) 2.0   
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Gene Product 
DCAa 

(P value) 

VAb 

(P value) 

Expression 

(DCA/VA) 

SLG_19580 peptidase S8 family protein 2.4 (0.0186) 1.2 (0.0452) 2.0   

SLG_20510 glycosyltransferase 2.4 (0.0064) 1.1 (0.7325) 2.2   

SLG_20740 ketol-acid reductoisomerase 2.4 (0.0198) 1.8 (0.0158) 1.3   

SLG_09770 hypothetical protein 2.4 (0.0081) 1.3 (0.0010) 1.8   

SLG_29390 ribosomal-protein-alanine acetyltransferase 2.4 (0.0113) 1.3 (0.0426) 1.8   

SLG_33550 hypothetical protein 2.4 (0.0062) 1.8 (0.0447) 1.4   

SLG_13030 hypothetical protein 2.4 (0.0173) 1.8 (0.0303) 1.4   

SLG_p_01290 ParB-like protein 2.4 (0.0224) 1.3 (0.2911) 1.8   

SLG_34610 efflux pump periplasmic linker protein 2.4 (0.0105) 0.7 (0.0802) 3.4   

SLG_16560 30S ribosomal protein S1 2.4 (0.0164) 1.8 (0.0068) 1.3   

SLG_23040 biotin protein ligase 2.4 (0.0030) 1.8 (0.0014) 1.3   

SLG_31010 hypothetical protein 2.3 (0.0584) 1.2 (0.6516) 1.9   

SLG_37260 transaldolase 2.3 (0.0202) 2.2 (0.0340) 1.1   

SLG_31900 hypothetical protein 2.3 (0.0081) 0.5 (0.1105) 4.7   

SLG_19920 mating pair stabilization protein 2.3 (0.1771) 1.2 (0.0908) 2.0   

SLG_28090 glutathione S-transferase 2.3 (0.0108) 1.4 (0.1600) 1.6   

SLG_15460 ribosome-recycling factor 2.3 (0.0087) 1.7 (0.0609) 1.3   

SLG_05310 methionine aminopeptidase 2.3 (0.0401) 0.9 (0.8108) 2.5   

SLG_09480 choline dehydrogenase 2.3 (0.0809) 1.2 (0.0158) 2.0   

SLG_23120 NADH-quinone oxidoreductase subunit G 2.3 (0.0274) 2.7 (0.0160) 0.9   

SLG_14020 Na(+)/H(+) antiporter subunit E 2.3 (0.0244) 1.4 (0.0344) 1.7   

SLG_12510 (ligA) protocatechuate 4,5-dioxygenase subunit alpha 2.3 (0.0046) 4.2 (0.0093) 0.5   

SLG_10220 glycosyltransferase 2.3 (0.0550) 1.4 (0.0115) 1.7   

SLG_01990 outer membrane lipoprotein carrier protein 2.3 (0.1066) 1.6 (0.0925) 1.4   

SLG_35490 50S ribosomal protein L18 2.3 (0.0164) 2.3 (0.0043) 1.0   

SLG_35110 hypothetical protein 2.3 (0.0757) 1.4 (0.0731) 1.6   

SLG_13700 hypothetical protein 2.2 (0.0150) 1.1 (0.2388) 2.1   

SLG_09850 hypothetical protein 2.2 (0.0915) 2.2 (0.0035) 1.0   

SLG_01680 bifunctional purine biosynthesis protein 2.2 (0.3404) 2.1 (0.1201) 1.1   

SLG_03650 epoxide hydrolase 2.2 (0.0694) 1.8 (0.0176) 1.2   

SLG_28910 hypothetical protein 2.2 (0.0003) 1.2 (0.0101) 1.9   

SLG_05070 hypothetical protein 2.2 (0.0069) 1.9 (0.1621) 1.2   

SLG_01590 hypothetical protein 2.2 (0.0805) 1.7 (0.7009) 1.3   

SLG_08230 hypothetical protein 2.2 (0.0212) 0.9 (0.6918) 2.4   

SLG_33740 GTP-binding protein 2.2 (0.0031) 0.8 (0.0433) 2.7   

SLG_05910 UDP-N-acetylmuramoylalanine-D-glutamate_ligase 2.2 (0.0038) 2.8 (0.0292) 0.8   

SLG_08940 phosphate regulon sensor protein 2.2 (0.0181) 2.0 (0.0490) 1.1   

SLG_05140 helicase 2.2 (0.0285) 1.0 (0.7026) 2.2   

SLG_12410 hypothetical protein 2.2 (0.0209) 1.1 (0.3475) 2.0   

SLG_09500 choline dehydrogenase 2.2 (0.0128) 0.7 (0.0062) 3.3   

SLG_18960 pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 2.2 (0.0189) 2.1 (0.0024) 1.1   

SLG_00360 glutathione S-transferase 2.2 (0.1529) 1.8 (0.1141) 1.2   

SLG_19100 hypothetical protein 2.2 (0.0165) 1.3 (0.0204) 1.7   

SLG_09960 hypothetical protein 2.2 (0.0455) 2.0 (0.0517) 1.1   

SLG_31460 3-oxoadipate CoA-transferase subunit alpha 2.2 (0.0093) 0.7 (0.0083) 3.2   

SLG_15470 undecaprenyl pyrophosphate synthase 2.2 (0.0037) 1.5 (0.0087) 1.4   

SLG_35100 hypothetical protein 2.2 (0.0106) 1.5 (0.0555) 1.5   

SLG_05630 alkyl hydroperoxide reductase subunit C 2.2 (0.0151) 1.1 (0.1904) 1.9   

SLG_12810 (ligW2) 5-carboxyvanillate decarboxylase 2.2 (0.0129) 1.2 (0.1218) 1.8   
a Wx-SEMP 培地での培養に対する Wx-SEMP-DCA 培地での培養における各遺伝子の発現誘導倍率. 
b Wx-SEMP 培地での培養に対する Wx-SEMP-vanillate 培地での培養における各遺伝子の発現誘導倍率. 


