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我々は、Bacillus 属細菌の生合成研究を行っている。その中で、 B. clausii にお
ける E 型のイソプレニル二リン酸合成酵素（E-IDS）の解析を行った。その菌
体には E-IDS ホモログは、ホモダイマー型（E-IDS-1）とヘテロダイマー型（E-
IDS2S/L）しか存在しなかった。機能解析の結果、E-IDS1 は FPP/GGPP 合成酵
素であり、E-IDS2 は GFPP/HexPP/HepPP を合成する初めての三機能性の酵素で
あった。また、その下流の生成物について解析した結果、鎖状テルペンとメナ
キノンでは主に利用するイソプレノイドの鎖長が異なることが判明した。この
ことから、本菌において、一つの多機能性 E-IDS のあいまいな生成物特異性が
イソプレノイドの多様性を創出し、下流酵素の基質特異性もイソプレノイドの
生成分布に影響を与えていることが示唆された。
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3P-270 乳酸菌 Lactobacillus otakiensis における D-分岐鎖アミノ
酸の局在と機能
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【背景と目的】 分析技術の向上により、生物環境中に多様な D-アミノ酸が存在
することが明らかとなった。乳酸菌 Lactobacillus otakiensis は、対数増殖期に D-

分岐鎖アミノ酸(D-BCAA)を培地中に分泌し、本菌株からは新規アミノ酸代謝酵
素である BCAA ラセマーゼ (BCAA-R)が見出された。そこで本研究は、BCAA-
R の特性解析及び、生産物である D-分岐鎖アミノ酸の局在と、生体内での役割
を明らかにすることを目的とした。

【方法】L. otakiensis における D-BCAA の局在と機能を明らかにするために、
(1)BCAA-R の機能解析、(2)qRT-PCR による BCAA-R 遺伝子の転写解析、(3)L.
otakiensis の細胞外、細胞壁、細胞質画分における D-BCAA の局在と含量を経時
的に測定した。

【結果・考察】 BCAA-R は BCAA に対して高い特異性を持ち、BCAA-R 遺伝子
の転写レベルは、定常期では対数増殖期の約 2.5 倍上昇することが明らかとなっ
た。 培養経時的に D-BCAA の局在を検討したところ、細胞外画分では対数増殖
期において D-allo-Ile, D-Leu, D-Val が増加したが、一方、細胞質画分においては定
常期に D-allo-Ile のみ増加した。細胞壁には D-Leu, D-Val が多量に含まれることが
明らかになった。これらの結果より、Lactobacillus otakiensis は細胞壁構造体と
して D-Leu, D-Val を利用していると推察した。現在、より詳細な細胞分画を行
い、各画分の構成アミノ酸分析を行っている。さらに、BCAA-R ノックアウト
株を作製し、表現型やゲノムワイドな転写プロファイルについて野生型株との
比較を行い、D-BCAA の機能や代謝経路について解析していく予定である。
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【目的】パラベンは食品や化粧品等の防腐・抗菌剤として広く使用されているに
も関わらず、アレルギーや接触性皮膚炎等の危険性が指摘されており、添加量
の低減が求められている。パラベンの抗菌活性を維持しつつ、その添加量を低
減させ得る介助因子を検索したところ、ブロッコリー成分の sulforaphane (SFN)
に目的となる活性を見いだした。本研究においては、抗菌活性の増幅因子であ
る SFN を抗菌剤組成物として応用することを目的として、パラベン＋ SFN に
よる抗菌効果について検討した。

【方法】パラベンの抗菌作用におけるブロッコリー抽出液の影響については
Saccharomyces cerevisiae を試験菌としてペーパーディスク法によって判定した。
パラベン＋ SFN による生菌数への影響はコロニーカウント法によって評価し、
相乗的効果の判定にはチェッカーボード法を用いた。また、細胞膜障害の指標
として細胞内 K+ および核酸の細胞外への漏出を測定した。

【結果】S. cerevisiae に対するメチルパラベン (MP) の生育阻害作用は、ブロッコ
リー抽出液の添加により著しく増幅した。また、SFN の添加によっても同様の
効果が認められた。SFN はエステル部分の異なる他種パラベンとの組合せにお
いても生育阻害作用の増幅効果を示した。SFN 存在下において致死濃度以下の
MP で処理された細胞は、致死濃度の MP 単独での処理細胞と同様に K+ および
核酸の細胞外への漏出が認められたことから、SFN は MP による細胞膜障害作
用を増幅する可能性が示された。
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＜目的＞シクロピアゾン酸(CPA)は Aspergillus oryzae 一部菌株やその近縁種が生
産する二次代謝物であり、小胞体 Ca2+-ATPase 阻害活性を有する。CPA 生合成
遺伝子クラスターの cpaH と cpaM は A. flavus で欠失しているが A. oryzae では
保持されている。cpaH は毒性がより低い 2-oxoCPA の生産に関わることが示さ
れているが、cpaM はメチル基転移酵素をコードすると推定されているのみで
機能解析はされていない。本研究では A. tamarii の二次代謝物として見いださ
れた speradine A が 2-oxoCPA のメチル化体であることに注目し cpaM の機能解
析を行った。
＜方法及び結果>speradine A 生産株の A. tamarii NBRC4099 の cpaM ホモログ
(AtcpaM )をクローニングし、推定 ORF を含む 5’-及び 3’- flanking 領域を A.
oryzae NBRC4177 に導入した。取得した AtcpaM 発現株は親株が生産する 2-
oxoCPA に加えて speradine A に一致する化合物を生産した。MS/MS 解析で精製
speradine A とプロダクトイオンが一致したことから、AtcpaM は 2-oxoCPA の
speradine A への変換に関わることが強く示唆された。一方、speradine A を生産
しない A. oryzae においては cpaM が機能してないと推定され、cpaM 中の塩基
欠失とそれに伴う終止コドンの生成が原因として考えられた。
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