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Characterization and Crystal structure of L-ribose isomerase from 
Geodermatophilus obscurus NBRC13315
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希少糖とは自然界にほとんど存在しない単糖と定義されている。近年で
は、商品化もされてきている。その希少糖生産酵素の一つである L-リボー
スイソメラーゼ (L-RI)は、L-リボースから L-リブロースへの可逆的異性
化反応を触媒する。さらには、同様に L-アロース・L-プシコース間等を触
媒する、広い基質特異性を有する酵素である。本研究では、新たに得られ
た Geodermatophilus obscurus由来 L-RIの大量発現と、X線構造解析によ
る三次元構造を明らかにし、希少糖生産に応用することを目的とした。G. 
obscurus由来推定 L-RI遺伝子をもとにプラスミドを合成し、大腸菌を形質転
換させた。得られた組み換え酵素酵素をアフィニティーカラムに供し、精製
酵素を得た。精製酵素の諸性質を検討し、基質特異性は、L-リボースに対す
る活性を 100%としたとき、D-リキソース (66.2%)、D-タロース (97.7%)、
L-アロース (8.69%)、L-グロース (3.16%)、D-マンノース (1.61%)に対し
て活性を示した。また、約 20 mg/mlまで濃縮した精製酵素液を、1.26 M 
ammonium sulfate、0.1 M Tris-HCl buffer (pH 8.5)、0.2 M lithium sulfateの
リザーバー溶液と混合し、シッティングドロップ蒸気拡散法を用いて結晶化を
行った。得られた結晶から 2.26 Å分解能回折データを得て，既知の L-RIの
構造を用いた分子置換法により位相決定を行った。構造の精密化を行い、R因
子 0.285(Rfree0.364)を得ている。G. obscurusL-RIは結晶中で四量体を形成
しており、活性部位には金属イオンが結合していた。
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組換え遺伝子の作製とその解析には大腸菌で作製するプラスミドが通常用いら
れているが、PCR産物での遺伝子操作が可能になると、プラスミド作製の必
要がないので、大幅な作業量の軽減と効率的な解析が可能となる。特に哺乳動
物細胞への一過性の遺伝子導入発現においては、PCR産物を扱うことで解析
能力が格段に上がると予想される。しかし、これまで遺伝子導入効率や発現量
の低さなどの問題がありほとんど利用されていない。そこで、PCR産物の遺
伝子導入効率を上昇させる方法と発現可能な DNA構築法を開発し、PCR産
物を用いて遺伝子操作をする‘リニア DNAテクノロジー’を用意してきた。
今回はこの技術のさらなる応用を目指し、哺乳動物細胞での迅速な変異遺伝子
の作製と解析を行った。
PCRを利用することで C末側の変異作製は容易となるので、C末端にあるペ
ルオキシソーム局在配列 Ser-Lys-Leu (SKL)と Gタンパク質の膜局在に必要
な CAAXモチーフをそれぞれモデルに用いて、システマティックなアミノ酸
置換による変異解析を行った。プライマーに変異を与え PCRで作製した変異
遺伝子コンストラクト（80種類の SKL変異 , 160種類の CAAX変異）をそ
れぞれ HEK293細胞に導入し、蛍光顕微鏡下で局在に影響を及ぼす変異を調
べた。その結果、ペルオキシソーム局在に影響を及ぼすアミノ酸を明らかにす
ることができた。また CAAXモチーフの膜局在のアミノ酸の組合せは複雑で
あることが分かり、簡便で迅速に解析ができる遺伝子変異解析法を確立するこ
とができた。
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【背景と目的】 海洋細菌Moritella marina MP-1から単離されたドコサヘキサ
エン酸（DHA）合成遺伝子群は，pfaA，pfaB，pfaC，pfaD，pfaEの 5つの
合成に必須な遺伝子から構成されており，これらを導入した大腸菌では DHA
の生産が確認されている。以前の研究により各遺伝子産物のドメイン構造は推
定されているが，それらの生合成における役割は明らかとなっていない。そこ
で，これらの機能を解明するため個々の遺伝子産物の発現を試みた。
【方法】M. marina MP-1由来の DHA合成遺伝子（pfaA，pfaB，pfaC，pfaD，
pfaE）を，Brevibacillus In vivo Cloning法（BIC法）により Brevibacillus発
現用ベクター pBICに組み込んだ。培養液上清および菌体はそれぞれ定法に
従って処理し，SDS-PAGEにより pfa遺伝子産物を確認した。
【結果】 BIC法により，pfaA-E遺伝子をそれぞれ pBICに組み込んだ株が得ら
れた。遺伝子の大きさが約 3 kbを超えるものは多段階の組み込みをおこなう
ことにより，組み込み効率を低下させることなく組み換え体を得た。得られ
た組み換え株のうち，pfaE遺伝子発現株において約 33 kDaに遺伝子産物を
確認できた。PfaEの N末端に分泌シグナル配列を付加し菌体外分泌を試みた
が，いずれの株においても PfaEの分泌は見られず菌体内に蓄積されることが
わかった。
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【目的】 私たちは , これまでに , 抗結核薬 D-サイクロセリン（D-CS）生産菌
Streptomyces lavendulae ATCC11924から , D-CS生合成遺伝子クラスター
（dcsA~dcsJ：ただし dcsIおよび dcsJは自己耐性遺伝子）をクローニング後 , 
遺伝子破壊および組換えタンパク質を用いた実験により , D-CS生合成経路を
決定している。本研究では , D-CS生合成遺伝子導入により , 大腸菌を宿主と
した D-CS高生産システムの開発を目指した。
【方法および結果】 まず , dcsE, dcsD, dcsCおよび dcsGの 4遺伝子を T7プロ
モーターの支配下に置き , かつ , タンデムに連結した D-CS生産用ベクター 
pET-21a(+)/dcsE/dcsD/dcsC/dcsGを構築した。この組換えベクターの大腸
菌 BL21(DE3)株への導入により ,  大腸菌での D-CS生産が認められたが , S. 
lavendulae ATCC11924の 1/7程度の生産量しかなかった。そこで , 大腸菌に
おける D-CS生産量を向上させるべく , BL21(DE3)株の L-セリン代謝関連遺
伝子（cysK, cysM）に加えて , 硫化水素の生成に関わる遺伝子（cysJ）の破壊
株作製を行った。当該遺伝子破壊株は Red/ETリコンビネーション法を用いて
作製し , その遺伝子破壊の成否は PCR法により確認した。上記遺伝子を破壊
した大腸菌に pET-21a(+)/dcsE/dcsD/dcsC/dcsGを導入した結果 , cysJ, cysK
および cysMのいずれの破壊株においても , BL21(DE3)株に比べ , D-CS生産
量は明らかに数倍増加した。特に , cysK破壊株の D-CS生産量は ATCC11924
株とほぼ同じであった。
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