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1. 序論 

 

1.1 細胞増殖および代謝 

 地球上に存在する細胞の普遍的特徴として、増殖および分裂が挙げられ、それら

を支えるために代謝を行うことが挙げられる。代謝は、細胞外から取り込んだ有機化合物

を核酸や種々のアミノ酸等の細胞の構成要素を生合成する同化反応、および、エネルギ

ー化合物 ATP や還元力 NAD(P)H に代表される生化学反応の際に必要となる小分子

を生合成する異化反応に分類される。上述した細胞のシステムを解明するために、古くか

らモデル生物大腸菌を始めとした単純な微生物において生化学や遺伝学、分子生物学な

どの分野が発展し、細胞増殖や分裂機構の解明、そして代謝に関しては多様な代謝産物

や酵素の同定が行われた。その結果、各々の代謝物は酵素が示す触媒活性により連鎖

的に生合成され、さらにそれらがネットワーク状に相互に関連し合うことが明らかとなり、そ

の全体像が描かれるまでに知見が蓄積した (図 1) (KEGG PATHWAY Database)。 

 細胞を取り巻く環境は変化する。これまでに行われてきた数多くの研究により、環

境変化に応じてトランスポーターや代謝酵素をコードする遺伝子発現制御を行うことによ

り、エネルギー獲得や細胞の構成要素獲得の手段を最適化することが明らかにされてきた

(Shimizu, 2013) 。特に解糖系やペントースリン酸経路、TCA 回路から構成される中心代

謝経路は全生物に保存された代謝経路であり、エネルギー化合物 ATP や NAD(P)H 

獲得の主要代謝経路であるだけでなく、他の代謝経路、例えば種々のアミノ酸生合成経路

などに基質を供給する機能を担う。従って、中心代謝経路は細胞を維持そして複製する上

で、極めて重要な細胞システムであると考えられる。生命活動を支える基盤システムとして

の理解が進む中で、環境変化に応じた中心代謝経路の制御機構に関して遺伝子発現パタ

ーンの解析、さらに 13C を利用した carbon flux 解析により、環境依存的にどの代謝経路

が利用されているか研究が行われた (図 2) (Gama-Castro et al., 2008; Haverkorn van 

Rijsewijk, et al., 2011)。上述のとおり、細胞は取り巻く状況に応じて代謝経路を切り替える
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ことで、細胞システムを最適化し、自己保持や細胞増殖を達成している。すなわち細胞増

殖と代謝は密接な共役関係にあると考えられる。しかし、環境変化時にどのような細胞シ

ステムが働くことで代謝経路の切り替えが行われ、細胞増殖の最適化が達成されている

かには、未だ未解明な点が多く残されている。 

 

1.2 本博士論文の構成 

 従って、細胞増殖と代謝を結びつける共役機構を解明することは、細胞を理解す

る上で極めて重要である。さらに、近年微細藻類や Corynebacterium glutamicum を始め

とした細菌を資源ととらえ、これら微生物や微細藻類を利用することで biofuel やアミノ酸

等の有用物質を生産させる研究が盛んに行われているが、微生物が示すこのような能力

こそ代謝および細胞増殖に基づくものである。従って、細胞増殖と代謝の共役機構を解明

することにより、人為的に細胞増殖および代謝活性が非常に強力な細菌を創出できるよう

になるだろう。従って、学術面だけでなく産業面においても細胞の普遍的特徴である細胞

増殖と代謝間に存在する共役機構の解明は重要であると考えられる。 

 本研究では、上述の細胞増殖と代謝を介在する共役機構の解明を目的として、モ

デル生物大腸菌を用いて以下に示す 2 つの課題に取り組んだ。 

• 炭素源遷移時における中心代謝経路に存在する Isozyme の役割の解明 

• 大腸菌におけるピリドキサール-5′-リン酸の恒常性における脱リン酸化酵素 YbhA の役

割 

 本博士論文では、以上 2 つの研究課題から得られた成果をまとめた。 
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図 1 代謝経路概要図 (KEGG PATHWAY Database より引用) 
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(Haverkorn van Rijsewijk, et al., 2011) 

図 2 炭素源に応じた代謝経路切り替え 

好気条件下において大腸菌野生株 (BW25113 株) を、13C でラベル化された (A) グル

コースまたは (B) ガラクトースを炭素源とした M9 最少培地で培養した。矢印は carbon 

flux の向きを示しており、その太さは carbon flux 量を示している。数字は、carbon flux 

量絶対値を示す。 
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1. 解糖系および糖新生における各 Isozyme 欠損株および過剰発現株におけるグルコー

ス-酢酸を炭素源とする最少培地を用いた増殖評価 

 

1.1 序 

 上述のとおり、解糖系は glucose-6-phosphate を始発物質として pyruvate にまで

段階的に酸化する代謝経路であり、その過程においてエネルギー化合物 ATP を得る。さ

らに carbon flux をペントースリン酸経路へ供給し、NADPH および DNA や RNA の骨

格となる ribose-5-phosphate などに代表される pentose-5-phosphate を生合成するなど、

細胞システムを支える上で極めて重要な代謝経路である (Fraenkel, 1987)。従って、環境

変化が生じた際に細胞が生き残るには、代謝経路を適切に調節することで、その環境に順

応しなければならない。そのための主要な細胞応答はこれまでに遺伝子発現制御によるも

のであると考えられてきた (Gama-Castro et al., 2008)。しかし近年、合成生物学の発達に

伴いその観点は見直されつつあり、細胞システムが調節される際、遺伝子発現制御を含

めどのような過程を経て環境変化に応じた最適化が達成されるか包括的な細胞システム

の理解に焦点が集まるようになった (Heinemann and Sauer, 2010)。 

 解糖系を介在する不可逆反応過程は、Isozyme と呼ばれる酵素としての活性は

ほぼ同様でありながら、アミノ酸配列において相同性を示さないタンパク質分子としては別

種とみなされる複数の酵素により触媒される。このような不可逆反応過程は、carbon flux 

量を制御する重要な過程として考えられており、大腸菌やコリネバクテリウム等の微生物

を利用した効率的な有益物質生産のための遺伝子欠損または過剰発現の対象となってい

る (Becker et al., 2005; Park et al., 2007; Sundara et al., 2016)。しかしながら、細胞内環境

変化に応じた Isozyme の生理的役割は未解明問題であり、この問題を明らかにすること

で学術的・産業的に重要な知見となると考えられる。 

 本研究室において、炭素源遷移時における炭素代謝状態を観察できる実験系を

開発している (Shimada and Tanaka, 2016)。そこで、本章では解糖系における不可逆反応
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を触媒する各 Isozyme 遺伝子に着目した (図 3)。そして、それら遺伝子の欠損株および

過剰発現株の増殖曲線をその実験系上で測定することで、炭素源遷移時における個々の 

Isozyme の生理機能を明らかにすることを目的とした。 
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1.2 材料と方法 

1.2.1 試薬類 

 本研究で使用した試薬類を本節で記すこととする。 

 純度 99.0% 以上試薬特級 NaHPO4、NH4Cl、NaCl、D-Glucose、CaCl2・2H2O、

MgSO4・7H2O および試薬一級 KH2PO4 は和光純薬化学工業株式会社製を用いた。純度

98.0% 以上 IPTG (isoproryl--D-thiogalactopyranoside) はナカライテスク株式会社製を用

いた。casamino acids として、ハイカザミノ酸「ダイゴ」 (製造: 日本製薬株式会社) は和光

純薬工業株式会社製を用いた。 

 

1.2.2 使用菌株、プライマーおよびプラスミド 

 表 2.1 に本節で使用した大腸菌株を示す。表 2.2 にプライマーおよびプラスミド

を示す。KO コレクション (Baba et al., 2006) より取得した各遺伝子欠損株は、表 2.2 中プ

ライマーおよび Gotaq Green Master Mix (Promega) を用いたコロニー PCR 法にて、目的

遺伝子の欠損を確認した。 

 表 2.1 に示す多重欠損株 (pfk、pyk、3-glpX+) は、P1 ファージを利用した形

質導入、および、pCP20 プラスミドから発現する組み換え酵素 FLP による FRT サイト間

での相同組み換えを利用することで作成した。pfk 株を例に作成手順を本節で述べる 

(図 4)。pCP20 プラスミドで形質転換した 30 g mL-1 kanamycin を添加した 3 mL LB 培

地に pfkA (pfkA::KmR) 株を白金耳で植菌し、30℃、165 rpm の速度で 16-18 時間培養

し、前培養液を得た。その前培養液 60 L を、新しい 3 mL LB 培地へと植菌し 42℃、

125 rpm の速度で 3-4 時間振とう培養した。本培養液を LB 寒天培地へと播種、37℃、 

16-18 時間静置培養することで、pfkA::null 変異候補株を得た。その際、ampicillin および 

kanamycin に対し、感受性を示すか寒天培地上で選択を行い、両抗生物質に感受性を示

した株を、表 2.2 に示す pfkA_F/R プライマーセットおよび Kan_F/Rプライマーセットを

用いてコロニー PCR し、pfkA::null 変異株であることの確認を行った。次に、予め pfkB 
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(pfkB::KmR) 株に感染させることで得た P1 phage lysate を用いて pfkA::null 株に形質導

入した。pfk 候補株の選択は 30 g mL-1 kanamycin を添加した LB 寒天培地上で選択

を行った。pfkB_F/R プライマーセットおよび Kan_F/R プライマーを利用したコロニーPCR

にて、pfkA::null pfkB::KmR であると確認できた株を、pfk 株として本実験にて利用した。 

 各 Isozyme 遺伝子プロモーター活性を測定するため phosphofructokinase pfkA 

および pfkB、pyruvate kinase pykF および pykA、fructose-1,6-bisphosphatase fbp、glpX、

yggF、ybhA遺伝子上流の各プロモーター活性を測定するため、それぞれの ORF (Open 

Reading Frame) から上流 500 bp の領域を PCR 法により増幅し、得られた DNA 断片

を lacZ 遺伝子をコードする pRS551 プラスミド (Simons et al., 1987) 上の EcoR1-

BamH1 サイト間にクローニングした (表 2.3)。このとき、使用したプライマーはセット

は”prs_遺伝子名 p_F/R” を用いた。なお、pRS551-pykA、pRS551-fbp、pRS551-glpX、

pRS551-yggF、pRS551-ybhA に関しては、当研究室島田友裕博士より分与して頂いた。 

 

1.2.3 実験方法 

培養条件 

 Luria-Broth寒天培地 (Bertani, 1951) にグリセロールストックの状態にある各大

腸菌株を画線培養し、30℃ に一晩置き静置培養を行い、コロニーを得た （KO collection 

(Baba et al., 2006) 由来の遺伝子欠損株の培養には 30 g mL-1 kanamycin、ASKA 

library (Kitagawa et al., 2005) から取得した pCA24Ngfp vector を保持する株の培養に

は 20 g mL-1 chrolamphenicol を添加）。グルコースを炭素源とした 0.2% casamino acids 

含有 M9 最少寒天培地へと白金耳にてシングルコロニーを採取、画線培養し、30℃、一

晩静置培養した。前培養液は、M9 最少寒天培地上に得た大腸菌野生株シングルコロニ

ーを、3 mL の 0.2% グルコースを炭素源とする 0.2% casamino acids 含有 M9 最少培

地へと白金耳を用いて植菌し、150 rpm、30℃、24 時間振とう培養することで得た。本培養

は、0.02% グルコース および 0.02% 酢酸を共炭素源とし、0.2% casamino acids を添加
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した 5 mL M9 培地に 500 分の 1 倍量の前培養液を植菌した後、150 rpm、30℃ にて

震とうすることで行った。増殖測定は、30 分毎に  = 600 nm における濁度 (OD600) を

OD-Monitor C & T instrument (TAITEC) を使用して測定した。本培養条件では、OD600 = 

0.4においてグルコース欠乏となることが当研究室で行われた既往研究から明らかにされ

ており、実際、グルコース要求性株である fbp 遺伝子欠損株においては培地中の グル

コース欠乏後に増殖できないことが本実験系において確認されている (Shimada and 

Tanaka, 2016)。pCA24Ngfp vector 上からの遺伝子発現には、本培養時に 500 M 

IPTG を添加した。 

 

Vibrio fischeri 由来 Luciferase 活性測定 

 大腸菌野生株 (BW25113 株) に、pLXUV5 プラスミド (Koga et al., 2005) を形

質転換し、50 g mL-1 ampicillin 含有 LB 寒天培地 (以下、LB+Amp 寒天培地) 上で形

質転換体を培養した。同寒天培地上で得られた各形質転換体シングルコロニーを、さら

に、0.2% グルコース を炭素源とし、0.2% casamino acids を添加した M9 + Amp 最少寒

天培地に白金耳を用いて画線し、30℃、24 時間培養した。前培養液は、上記 M9 最少

寒天培地上に生えた各形質転換体シングルコロニーを 0.2% グルコースを炭素源とし、 

0.2% casamino acids を添加した M9 + Amp 最少培地 3 mL に植菌し、30℃、150 rpm 

で振とう培養して調整した。本培養は、T 字型試験管 においてグルコース制限条件 

(0.002% グルコース、0.2% casamino acids) (Shimada and Tanaka, 2016) M9 最少培地 15 

mL を加え、そこに 500 分の 1 倍量の前培養液を植菌し、30℃、25 rpm で振とう培養し

行った。30 分間間隔で OD600 を SPECTRONIC (MILTON ROY) で測定し、本培養液 

100 L を回収した。ルミノメーター LUMAT LB9507 （EG & G BERTHOLD） の Raw 

data measurement mode を用いて回収した培養液を経時的に測定した。この場合、フォトマ

ルチプライヤでカウントされた光子の数 10 フォトンを 1 RLU に換算した。測定時間は 10 
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秒間とした。Luciferase 活性の単位としては、RLU を培養液の濁度で割った値 

（RLU/OD600） を用いた。 

 

LacZ タンパク質を利用した各 Isozyme 遺伝子プロモーター活性測定 

 大腸菌野生株 (BW25113 株) に、各 pRS551-pfkA、pRS551-pfkB、pRS551-

pykF、pRS551-pykA、pRS551-fbp、pRS551-glpX、pRS551-yggF、pRS551-ybhA プラスミド

を形質転換し、 LB + Amp 寒天培地上で形質転換体を培養した。同寒天培地上で得られ

た各形質転換体シングルコロニーを、さらに、0.2% グルコースを炭素源とし、 0.2% 

casamino acids を添加した M9 + Amp 最少寒天培地に白金耳を用いて画線し、30℃、24 

時間培養した。前培養液は、上記 M9 最少寒天培地上に生えた各形質転換体シングル

コロニーを 0.2% グルコース を炭素源とし、0.2% casamino acids を添加した M9 + Amp 

最少培地 3 mL に植菌し、30℃、150 rpm で振とう培養して調整した。本培養は、T 字型

試験管 においてグルコース 制限条件 (0.002% グルコース、0.2% casamino acids) 

(Shimada and Tanaka, 2016) M9 最少培地 15 mL を加え、そこに 500 分の 1 倍量の前

培養液を植菌し、30℃、25 rpm で振とう培養し行った。各代謝状態 (1. グルコース を炭

素源とした解糖系利用時期、2. 炭素源遷移、3. 酢酸を炭素源とする TCA cycle または

糖新生利用時期、4. 酢酸枯渇後のアミノ酸の異化) (図 5) において OD600 を 

SPECTRONIC (MILTON ROY) で測定し、本培養液 100 L を回収した。回収した培養

液は 900 L Z buffer、 50 L chloroform および 50 L 0.02% SDS からなる混合液と合

わせ、15 秒間激しく vortex した後、2-3 分間 28℃ で静置した。そこへ、 4 mg mL-1 

ONPG を 200 L 添加し、4-5 回転倒混和し、反応時間の測定を開始した。ある程度、同

反応液が黄色に変化したところで 1 M Na2CO3 450 L を添加し、反応を停止、時間測定

を終了し、反応時間 t [sec] を求めた。7000 rpm、3 分間室温にて反応液を遠心し、その

上清を用いて波長 420 nm における光学密度 (OD420) を MULTI PLATE READER 
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MODEL 680 (TAITEC) を用いて測定した。-galactosidase activity は式 ① に従い算出

した。 

 − galactosidase activity [Miller unit] =
1000 × OD420

OD600 × 𝑡
    ① 
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図 3 大腸菌における解糖系、糖新生経路概略図 

赤字は、解糖系および糖新生における不可逆過程、および、その反応を触媒する酵素名

を示す。 

略称: PFK; Phosphofructo kinase、PYK; Pyruvate kinase、FBP; Fructose-1,6-bisphosphatase  
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図 4 Isozyme 遺伝子多重欠損株作成手順の概要 

pfkA 株は pfkA 遺伝子座に Kanamycin 耐性遺伝子 (KmR) が置換される形式で欠損

株となっている。本株は、Kanamycin 耐性遺伝子の上流および下流に FLP recognition 

target (FRT) 領域が配置されている (Baba et al., 2006)。pfkA::null 変異株を得るために、

pfkA 株に pCP20 プラスミドを形質転換し、本プラスミド上から FLP 組み換え酵素を発

現させることで FRT 領域の相同組み換えを行い Kanamycin 耐性遺伝子の欠失を行っ

た。さらに、得られた pfkA::null 変異株を宿主株とし、pfkB 株に感染させた P1 ファージ

を用いて形質導入を行い、phosphofructokinase 多重欠損株 pfk (pfkA::null、pfkB::KmR) 

を得た。 
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(Shimada and Tanaka, 2016) より引用、改変 

図 5 Vibrio fischeri 由来 Luciferase を利用した炭素源代謝状態の推定系 

pLXUV5 プラスミド (Koga et al., 2005) で形質転換された大腸菌野生株 (BW25113 株) 

は、0.002% グルコースを炭素源とする M9 最少培地で培養された。(A) グルコース制限

条件下における(上)増殖曲線(灰色線)、Luciferase 活性(黒線)および (下) LuxB 発現

量。(B) ルシフェラーゼ活性 (黒線)、培養液中 グルコース濃度 (灰色線および黒マーカ

ー)、酢酸濃度(灰色線および白マーカー)。グルコース制限下において Luciferase 活性に

みられる 4 つの特徴的なピークがそれぞれ、1: 解糖系利用時、2: 代謝状態遷移時、3: 

TCA 回路または糖新生経路利用時であることが報告された。また、4 つ目のピークは、

酢酸欠乏後アミノ酸異化代謝状態に相当することが示唆された (Shimada and Tanaka, 

2016)。 
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表 2.1 本節で使用した大腸菌株 

E.coli strain Relevant genotype Source 

BW25113 
W3110 lacIq rrnBT14 lacZWJ16 hsdR514 

araBADAH33 rhaBADLD78 
国立遺伝学研究所 

pfkA BW25113 pfkA::KmR KO collection*  

pfkB BW25113 pfkB::KmR KO collection  

pykF BW25113 pykF::KmR KO collection  

pykA BW25113 pykA::KmR KO collection  

fbp BW25113 fbp::KmR KO collection  

glpX BW25113 glpX::KmR KO collection  

yggF BW25113 yggF::KmR KO collection  

ybhA BW25113 ybhA::KmR KO collection  

pfk BW25113 pfkA::null pfkB::KmR This study 

pyk BW25113 pykF::null pykA::KmR Gifted from Dr. Shimada, T. 

3-glpX+ BW25113 ybhA::null yggF::null fbp::KmR This study 

* KO collection (Baba et al., 2006) 

 

表 2.2 本節で使用したプライマー 

Primer Name Sequence (5' to 3') 

pfkA_F GCATTCCAAAGTTCAGAGGTA 

pfkA_R AAGGAATCTGCCTTTTTCCGA 

pfkB_F GCCAGACTGAAATCAGCCTA 

pfkB_R ACATTGGGGTGATGATTCCC 

fbp_F GTTAAGATTGTTGCGGTCGC 

fbp_R GCGCAGCAATAAAAACGCCT 

glpX_F CAACCCCGCACACATCAATA 

glpx_R GAAGGCTCAATCGATCAAATC 

yggF_F ATTTGGCGTTGATATCGGGG 

yggF_R GGTCTTCCGATAGATCACCA 
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ybhA_F GTGGTATCGGTGTACCATTC 

ybhA_R AAGTGTGTCGATAACCGCCT 

Kan_F GGCTATGACTGGGCACAACA 

Kan_R GGCGATACCGTAGAGCACG 

prs_pfkAp_F CCGGAATTCGGCGCAATTCTGCTGGCG 

prs_pfkAp_R CGCGGATCCTCCAACGAATGTGCAAATAGT 

prs_pfkBp_F CCGGAATTCCGCCCGCCGCATATTTTC 

prs_pfkBp_R CGCGGATCCCATTTCCTCCTATAGGCTGAT 

prs_pykFp_F CCGGAATTCCACATTTCTCGGTACAGTTCA 

prs_pykFp_R CGCGGATCCGACAGTCTTAGTCTTTAAGTTG 

 

 

表 2.3 本節で使用したプラスミド 

Plasmid Source 

pCP20 (Cherepanov and Wackernagel, 1995)  

pCA24Ngfp ASKA library** 

pCA24Ngfp-pfkA ASKA library 

pCA24Ngfp-pfkB ASKA library 

pCA24Ngfp-pykF ASKA library 

pCA24Ngfp-pykA ASKA library 

pCA24Ngfp-fbp ASKA library 

pCA24Ngfp-glpX ASKA library 

pCA24Ngfp-yggF ASKA library 

pCA24Ngfp-ybhA ASKA library 

pLXUV5 (Koga et al., 2005) 

pRS551-pfkA This study 

pRS551-pfkB This study 

pRS551-pykF This study 

pRS551-pykA Gifted from Dr. Shimada, T. 

pRS551-fbp Gifted from Dr. Shimada, T. 
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pRS551-glpX Gifted from Dr. Shimada, T. 

pRS551-yggF Gifted from Dr. Shimada, T. 

pRS551-ybhA Gifted from Dr. Shimada, T. 

** ASKA library (Kitagawa et al., 2005) 
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1.3 結果 

 

1.3.1 解糖系を介在する各 Isozyme 遺伝子欠損株の増殖曲線測定 

 まず各 Isozyme の炭素源遷移時における役割を検証するため、0.02% グルコー

ス、および、0.02% 酢酸を炭素源とする M9 最少培養液 において各 Isozyme 遺伝子欠

損株の増殖曲線を測定した (図 6)。炭素代謝の過程において、解糖系を流れる carbon 

flux の一部はアミノ酸生合成へと利用されるため、エネルギー獲得の際の Isozyme遺伝

子欠損の影響を観察することは困難となる。そこで本実験では、0.2% casamino acids を同 

M9 最少培地に添加することで、エネルギー獲得に利用される carbon flux を観察するた

めの実験系を構築した。 

 

① Phosphofructokinase 単一遺伝子欠損株 (pfkA、pfkB 株) における増殖曲線測

定結果 

 phosphofructokinase 遺伝子をコードする pfkA および pfkB 遺伝子各々の欠損

株 (pfkA、pfkB) においては、pfkA 株で著しい増殖速度の低下が観察された一方、 

pfkB 株では野生株と比較して遺伝子欠損による影響が観察されなかった (図 6 (A))。ま

た、それぞれの遺伝子欠損株において、グルコース欠乏後、酢酸を炭素源として利用する

増殖相 (OD600 = 0.4 以降) に関しても、顕著な表現型は得られなかった。 

 

② pyruvate kinase 単一遺伝子欠損株 (pykA、pykF 株) における増殖曲線測定結

果 

 pyruvate kinase 遺伝子をコードする pykA および pykF 遺伝子各々の欠損株 

(pykA、pykF) の増殖曲線を測定した結果、それぞれの欠損株でグルコース利用時の

増殖速度は野生株と比較して違いはなかった。その一方でグルコース欠乏後、酢酸を炭

素源として利用する増殖相 (OD600 = 0.4 以降)おいては、それぞれの欠損株において増
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殖速度の低下が観察された。このとき、pykF 欠損株においては pykA 株と比較すると

増殖速度の低下が大きかった (図 6 (B))。 

 

③ fructose-1,6-bisphosphatase 単一遺伝子欠損株 (fbp、glpX、yggF、ybhA 株) 

における増殖曲線測定 

 frucotose-1,6-bisphosphatase の各々の遺伝子欠損株 (fbp、ybhA、glpX、

yggF 株) では、グルコース利用時の増殖相においては野生株と比較して遺伝子欠損に

よる影響は全く観察されなかった（図 6 (C)）。その一方、グルコース欠乏後に酢酸を炭素

源として利用する増殖相 (OD600 = 0.4 以降) に遷移した際、fbp 株は増殖停止が観察

された。glpX および yggF 株においては、グルコースから酢酸へ利用炭素源が遷移す

る際に増殖阻害が生じ、増殖速度の低下が観察された。ybhA 株においては、野生株と

比較して遺伝子欠損による影響が全く生じなかった (図 6 (C))。 

 これらの結果から、fructose-6-phosphate を fructose-1,6-bisphosphate へとリン酸

化する際は PfkA が主要なリン酸化酵素であることが示唆された。 

  PEP (phosphoenolpyruvate) を pyruvate へと変換する際には、 PykF が主要な

リン酸化酵素であり、グルコース欠乏後、酢酸を炭素源として利用する際に必要となる糖

新生においても生理的に重要な役割を果たすことが示唆された。 

 糖新生の一過程である fructose-1,6-bisphosphate を fructose-6-phosphate へと

脱リン酸化する際は、Fbpが主に使用される酵素であり、GlpX および YggF は Fbp と

比較して活性が低いことが示唆された。その一方で、YbhA は糖新生においては機能しな

いことが示唆された。 
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1.3.2 各 Isozyme 遺伝子プロモーター活性測定 

 前節で、Isozyme 遺伝子欠損株の増殖を測定した結果、代謝経路での触媒反応

は同様であるにも関わらず、個々の Isozyme 遺伝子欠損株間で増殖速度に違いが出

た。この結果から炭素源遷移時における Isozyme の生理的役割に違いがあることが示唆

された。そこで、個々の Isozyme の生理的役割の違いが遺伝子発現量に基づくものか検

証を行った。当研究室における Vibrio fischeri 由来 Luciferase を利用した既往研究 

(Shimada and Tanaka, 2016) で明らかにされた各代謝状態 (図 5 および図 7 (A) に示す 

Luciferase 活性測定で観察された各ピーク (1-4)) 

 

1. グルコースを炭素源とした解糖系利用時期 

2. 炭素源遷移 

3. 酢酸を炭素源とする TCA cycle または糖新生利用時期 

4. 酢酸枯渇後のアミノ酸の異化期 

 

において、0.02% グルコース、および、0.02% 酢酸を炭素源とする M9 最少培養液から

各 pRS551 プラスミド (表 2.3) を保持する大腸菌野生株を回収し、-galactosidase 活性

の測定を行った (図 7 (B)-(D))。 

 

① phosphofructokinase pfkA および pfkB 遺伝子プロモーター活性測定結果 

 主に解糖系を利用しグルコースを異化する過程 (図 7 (B) 1) において、

phosphofructokinase pfkA のプロモーター活性が pfkB と比べ 1.5 倍程度強く有意差は得

られなかった。さらに、グルコースから酢酸へと利用炭素源が遷移する際においては、pfkA 

および pfkB 遺伝子プロモーター活性に差は見られず、恒常的にプロモーター活性が維持

されていた (図 7 (B) 2-4)。この結果から、pfkA および pfkB においては量的な活性制御

は存在しないことが示唆された。 
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② pyruvate kinase pykA および pykF 遺伝子プロモーター活性測定結果 

 pyruvate kinase pykA および pykF 遺伝子のプロモーター活性を測定した結果、

pykF 遺伝子プロモーター活性が解糖系利用時において pykA 遺伝子と比較して約 2 倍

プロモーター活性が高く (図 7 (C) 1)、グルコース枯渇後、酢酸を炭素源と利用する代謝

状態では差が見られなかった (図 7 (C) 2-4)。この結果から、PykA と比較して PykF が

解糖系利用時に主に発現され、phosphoenolpyruvate から pyruvate への変換に寄与する

ことが示唆された。 

  

③ fructose-1,6-bisphosphatase fbp、glpX、yggF および ybhA 遺伝子プロモーター活性

測定結果 

 fructose-1,6-bisphosphatase をコードする各 Isozyme 遺伝子プロモーター活性を

測定した結果、解糖系利用時において fbp 遺伝子のプロモーター活性は、pfkA や pykF

遺伝子プロモーターと同程度あり、その一方で glpX および yggF 遺伝子プロモーター活

性は fbp と比較し約 2 倍低かった。また、ybhA 遺伝子のプロモーター活性は fbp 遺伝

子と比べ、4 分 1 程度であり著しく低かった (図 7 (D) 1)。グルコース枯渇後、酢酸を利

用して TCA 回路および糖新生を主に利用する代謝状態に遷移した際、fbp、glpX および 

yggF 遺伝子のプロモーター活性は同程度であることが分かり、ybhA 遺伝子に関しては、

変化が見られなかった (図 7 (D) 2-4)。これらの結果から、TCA 回路や糖新生を利用す

る代謝状態においては、fbp だけでなく glpX および yggF 遺伝子の発現が促され、それ

ぞれの酵素が糖新生を触媒することで、グルコース欠乏後、酢酸を炭素源として利用する

代謝状態へと最適化していることが示唆された。さらに、解糖系から TCA 回路および糖

新生へと代謝状態が遷移する際に、ybhA 遺伝子のプロモーター活性に変化が見られず

恒常的に低かったことから、ybhA 遺伝子の発現は炭素源遷移時においては制御されない

ことが示唆された。 
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1.3.3 解糖系を介在する各 Isozyme 遺伝子過剰発現株の増殖曲線測定 

 前節で、 Isozyme 遺伝子欠損株の増殖を測定した結果、代謝経路での触媒反応

は同様であるにも関わらず、個々の Isozyme 遺伝子欠損株間で増殖速度に違いが生じ

た （図 6）。さらに、グルコースから酢酸へと炭素源が遷移する際の各 Isozyme 遺伝子

のプロモーター活性を測定したところ、pyruvate kinase (pykA、pykF) 遺伝子および ybhA 

遺伝子を除く fructose-1,6-bisphosphatase (fbp、glpX、yggF) 遺伝子のプロモーター活性が

異なることから遺伝子発現量に依存した酵素活性の調節により、代謝の最適化が行われ

ていることが示唆された (図 7)。そこで、各代謝反応を触媒する Isozyme 毎に多重欠損

株を作成し （表 2.1）、個々の Isozyme を過剰発現させることで、対となる Isozyme の機

能を相補できるか、また 真に Isozyme の機能は量的に制御されるものか検証を行った。 

 

① phosphofructokinase 多重欠損株を用いた pfkA および pfkB 遺伝子相補実験 

 phosphofructokinase をコードする pfkA および pfkB 遺伝子を欠損した pfk 株

は 0.02% グルコース、および、酢酸を炭素源とし、アミノ酸源として加えた 0.2% casamino 

acids を添加した M9 最少培養液においては増殖できなかった （図 8 (A) および (B)）。

しかし、pCA24Ngfp-pfkA プラスミドを pfk 株へ形質転換した形質転換体の増殖を測定

した結果、IPTG を添加せず pfkA 遺伝子の過剰発現を誘導しなかったにも関わらず、増

殖が pfkA 遺伝子過剰発現と同程度まで回復した。これらの株は、酢酸を炭素源として利

用する増殖状態 (OD600=0.1 以降) においても同様に増殖した (図 8 (A))。

pCA24Ngfp-pfkB プラスミドで形質転換した pfk 株においては、pfkB 遺伝子過剰発現

により増殖が回復した (図 8 (B))。従って、PfkB を過剰発現させることで PfkA を相補す

ることが可能であることが示唆された。 
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② pyruvate kinase 多重欠損株を用いた pykA および pykF 遺伝子相補実験 

 pyruvate kinase 遺伝子多重欠損株 pyk 株においては、グルコース存在時にお

いて pfk 株で観察された著しい増殖阻害は観察されなかった (図 8 (C) および (D))。

pyk 株に、pCA24Ngfp-pykA あるいは、pCA24Ngfp-pykF を形質転換し、これらの遺

伝子を過剰発現させたとき、酢酸 を炭素源として利用する増殖状態 (OD600=0.1 以降) 

において増殖速度の低下が観察された (図 8 (C) および (D))。 

 

③ fructose-1,6-bisphosphatase 遺伝子 3 重欠損株 (glpX+) を用いた fbp、glpX、yggF 

および ybhA 遺伝子相補実験 

 fructose-1,6-bisphosphatase をそれぞれコードする fbp、glpX、yggF、ybhA 遺伝を

3-glpX+ 株に過剰発現させることで、各酵素が糖新生で必須と考えられる Fbpの機能を

相補可能か検証した。fbp 遺伝子を過剰発現させた際、野生株と比較して増殖速度は小さ

いものであったが、fbp 欠損株で観察されたグルコース欠乏に伴う増殖停止 (図 6 (C)) が

抑圧された (図 9 (A))。また、glpX 遺伝子を過剰発現させた際、グルコース欠乏後に増

殖はできず、fbp 遺伝子を相補することはできなかった (図 9 (B))。yggF 遺伝子過剰発

現株においては、3-glpX+ 株では、fbp 遺伝子欠損によるグルコース欠乏による増殖停

止を抑圧できなかった(図 9 (C))。ybhA 遺伝子過剰発現においては、glpX、yggF 遺伝子

同様に 3-glpX+ 株ではグルコース欠乏後に引き起こされる増殖停止を抑圧することはで

きなかった。さらに、野生株において ybhA 遺伝子を過剰発現させた際、著しい増殖阻害

が観察された (図 9 (D))。これらの結果から、酢酸を炭素源とする M9 最少培地におい

て Fbp の発現が必須であり、GlpX や YggF、YbhA では Fbp の機能を相補できないこ

とが示唆された。 
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1.3.4 種々の炭素源における ybhA 過剰発現株の増殖曲線測定 

 前節において、大腸菌野生株 (BW25113株) において プラスミド上から ybhA 

遺伝子を過剰発現させた際、著しい増殖阻害が観察された (図 9 (D))。この原因として、

グルコース取り込み、または、その代謝に異常が生じたことにより増殖阻害が引き起こされ

たと考えられた。大腸菌を始めとする細菌の多くは、グルコースを PTS 

(phosphotransferase system) により細胞内に取り込む (Kotrba et al., 2001)。グルコースだ

けでなく様々な炭素源を ABC トランスポーターや MFS トランスポーターを使い分けるこ

とにより細胞内へと取り込み、同化または異化する (Locher, 2009; Pao et al., 1998)。そこ

で、本節ではグルコースの他に glycerol、malate、galactose を炭素源とした際の ybhA 遺

伝子過剰発現の増殖測定を行い、ybhA 遺伝子過剰発現により引き起こされる増殖阻害

がグルコース特異的なものなのか検証を行った。 

 その結果、ybhA 遺伝子過剰発現はどの炭素源においても著しい増殖阻害を引き

起こし、さらに興味深いことに一度増殖を開始すると野生株と同様の増殖を行った (図 

10)。このことから、YbhA 過剰生産による増殖阻害は炭素源依存的な現象ではないこと

が考えられた。さらに、ybhA 遺伝子欠損株および過剰発現株での増殖測定および LacZ 

をレポータータンパク質としたプロモーター活性結果から、YbhA は炭素代謝に寄与しない

ことが示唆された。 
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1.3.5 LB 培地における ybhA 過剰発現株の増殖曲線測定 

 ybhA 遺伝子欠損株における増殖測定において、野生株と比較して表現型が観察

されなかったが、興味深いことに野生株においてプラスミド上から ybhA 遺伝子を過剰発

現させた際には著しい増殖阻害が観察され、それが炭素源に依存しないことが本研究で

は明らかとなった (図 6 (C)、図 9 (D) および図 10)。従って、ybhA 遺伝子過剰発現は

細胞増殖に必須な代謝物の欠乏を招く、もしくは細胞増殖に対し毒性を示す代謝物の蓄

積を引き起こすことが考えられた。 

 これらの可能性を検証するため、LB 培地において野生株で ybhA 遺伝子を過

剰発現させた際の増殖を測定した。その結果、M9 最少培地で引き起こされた増殖阻害が

引き起こされなかった (図 11)。このことから、細胞増殖に必須な代謝物の欠乏が ybhA 

遺伝子過剰発現により引き起こされることが細胞増殖阻害の原因であることが示唆され

た。YbhA は in vitro screening 系により、fructose-1,6-bisphate だけでなく erythrose-4-

phosphate、pyridoxal-5’-phosphate (vitamin B6)、flavin mononucleotide、thiamin-

pyrophosphate (vitamin B1)、glucose-6-phosphate および ribose-5-phosphate に対して脱リ

ン酸化活性を示すことが明らかにされており、生理機能未知の脱リン酸化酵素である 

(Kuznetsova et al., 2006)。本研究で得られたこれまでの研究結果から、YbhA は生理的に

糖新生には関与しないことが示唆された。従って、ybhA 遺伝子過剰発現により引き起こさ

れた著しい増殖阻害は、これらいずれかのリン酸化代謝物の欠乏に由来するものと考えら

れた。 
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1.3.6 補酵素前駆体添加時における ybhA 遺伝子過剰発現株の増殖測定 

 fructose-1,6-bisphosphatase としてアノテーションされていた YbhA は糖新生に寄

与せず、また過剰発現させた際には炭素源に依存せず著しい増殖阻害を引き起こす。そら

にこの増殖阻害は、細胞増殖に必須な代謝物の欠乏が引き起こされることが示唆されて

いる。 Kuznetsova らの報告によると、YbhA は炭素代謝に関与する酵素の補酵素 

thiamine-pyrophosphate (TPP、vitamin B1) および、アミノ酸やグリコーゲン代謝に関与する

酵素の補酵素である pyridoxal-5’-phosphate (PLP、vitamin B6) に対して脱リン酸化活性

を示すことが明らかにされている。これらの補酵素は全生物において必須とされており、そ

の欠乏は細胞増殖に影響を与えることが知られている (Begley et al., 1999; Fitzpatrick et 

al., 2007; John, 1995)。 

 そこで本節では、生物が必須とするこれらの補酵素を培養液中に加えた際の 

YbhA 過剰生産株の増殖を測定し、補酵素の枯渇が増殖の原因であるか検証することと

した。しかし、TPP および PLP は大腸菌では直接細胞内に取り込まれないことが報告さ

れている (Dempsey and Pachler, 1966; Nakayama and Hayashi, 1972)。そのため、TPP の

前駆体として既に報告されている thiamine、また vitamin B6 前駆体として pyridoxal 

(PL)、 pyridoxine (PN)、および pyridoxamine (PM) を培養液中に添加した際の ybhA 遺

伝子過剰発現株の増殖を測定することとした。 thiamine は thiamine kinase ThiK および 

thiamine monophosphate kinase ThiL による段階的リン酸化により、補酵素として生理活性

を示す TPP に変換されることが報告されている (Begley et al., 1999)。また、PL は 

PL/PM/PN kinase PdxK および PL kinase PdxY によるリン酸化、PM および PN は

PdxKおよび PMP/PNP oxidase PdxH による段階的なリン酸化と酸化により生理活性を示

す PLP へと変換されることが明らかにされている (Lam and Winkler, 1992; Safo et al., 

2004; Yang et al., 1996)。これら添加物による培養液の pH 変動を防ぎ、精度の高いデー

タを得るため緩衝能の高い MOPS 最少培地 (Neidhardt et al., 1974) を用いた。大腸菌

野生株に pCA24Ngfp-ybhA を形質転換した形質転換体を 0.2% グルコースを炭素源と
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したときの MOPS 最少培地で培養し、増殖を測定した (図 12)。その結果、thiamin 添加

では ybhA 遺伝子過剰発現による増殖阻害を抑圧できなかった (図 12 (A))。その一方

で、PL、PM、PN を添加した際、ybhA 遺伝子過剰発現による増殖阻害が抑圧された (図 

12 (B))。これらの結果から、ybhA 遺伝子過剰発現による増殖阻害は PLP 欠乏に由来す

ることが示唆された。 
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図 6 解糖系および糖新生を触媒する各 Isozyme 遺伝子欠損株の増殖曲線 

0.02% グルコース、および、0.02% 酢酸を炭素源とし、0.2% casamino acids を添加した

M9最少培養液において 30℃、150 rpm で振とう培養し、OD600 を測定した。(A) 

phosphofructokinase pfkA および pfkB欠損株、(B) pyruvate kinase pykA および pykF欠

損株、(C) fructose-1,6-bisphosphatase fbp、ybhA、glpX および yggF 欠損株。  
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図 7 代謝状態遷移時 (図 5) における各 Isozyme 遺伝子プロモーター活性測定 

T 字型試験管内で 0.02% グルコース、および、0.02% 酢酸を炭素源とし、0.2% casamino 

acids を添加した M9 最少培養液において 30℃、25 rpm で振とう培養した。(A) 大腸菌

野生株 (BW25113株) に pLXUV5 プラスミドを形質転換し、OD600 (黒線) および 

luciferase activity (青線) を測定した。 (B)-(D) Luciferase 活性を示すグラフにおける数字

はそれぞれ 1: 解糖系利用時、2: 代謝状態遷移時、3: TCA 回路または糖新生経路利用

状態、4: 酢酸欠乏後アミノ酸異化代謝状態に相当する (Shimada and Tanaka, 2016)。そ

れぞれのピークに合わせ、-galactosidase activity を測定するためのサンプリングを行い、

-galactosidase activity を測定した。(B) 各 phosphofructokinase 遺伝子プロモーター活

性、(C) 各 pyruvate kinase 遺伝子プロモーター、(D) 各 fructose-1,6-bisphosphatase 遺伝

子プロモーター活性。  
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図 8 phosphofructokinase および pyruvate kinase 遺伝子多重欠損株における各 

Isozyme 遺伝子過剰発現時の増殖測定 

0.02%グルコース、および、0.02% 酢酸を炭素源とし、0.2% casamino acids を添加したM9

最少培養液において 30℃、150 rpm で振とう培養し、OD600 を測定した。IPTGは、終濃

度 500 M になるよう同培地に添加した。大腸菌野生株 (BW25113 株、図中 WT) また

は (A)-(B) pfk 株に、 pCA24Ngfp-empty (図中 vector)、(A) pCA24Ngfp-pfk (図中 

pfkA)、 (B) pCA24Ngfp-pfkB (図中 pfkB)、(C)-(D) pyk 株に pCA24Ngfp-pykA (図中 

pykA)、または (D) pCA24Ngfp-pykF (図中 pykF) を形質転換し、上記培地にて増殖曲線

を測定した。 
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図 9 fructose-1,6-bisphatase 遺伝子多重欠損株における各 Isozyme 遺伝子過剰発現時

の増殖測定 

0.02% グルコース、および、0.02% 酢酸を炭素源とし、0.2% casamino acids を添加した 

M9 最少培地において 30℃、150 rpm で振とう培養し、OD600 を測定した。IPTG は、終

濃度 500 M になるよう同培地に添加した。大腸菌野生株 (BW25113 株、図中 WT) 

または 3-glpX+ 株に、pCA24Ngfp-empty (図中 vector)、(A) pCA24Ngfp-fbp (図中

fbp)、 (B) pCA24Ngfp-glpX (図中 glpX)、(C) pCA24Ngfp-yggF (図中 yggF)、または 

(D) pCA24Ngfp-ybhA (図中 ybhA) を形質転換し、上記培地にて増殖曲線を測定した。 
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図 10 YbhA 過剰生産による増殖阻害は炭素源に依存しない 

大腸菌野生株 (BW25113 株) に pCA24Ngfp-ybhA プラスミドを形質転換し、各炭素源

が終濃度 0.2% になるよう添加された M9 最少培地で 30℃、150 rpm で振とう培養し

た。OD600 は 2 時間ごとに測定した。ybhA 遺伝子過剰発現の際、500 M IPTG を培養

液中に添加した。 
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図 11 LB 培地では YbhA 過剰生産による増殖阻害が生じない 

大腸菌野生株 (BW25113 株) に pCA24Ngfp-ybhA プラスミドを形質転換し、LB 培地

で 30℃、150 rpm で振とう培養した。OD600 は 30 分毎に測定した。ybhA 遺伝子過剰発

現の際、500 M IPTG を培養液中に添加した。 
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図 12 YbhA 過剰生産による増殖阻害は vitamin B6 類の添加により抑圧される 

pCA24Ngfp-ybhA プラスミドを保持する大腸菌形質転換体 (図中 YbhA) を 0.2% グル

コースを炭素源とする MOPS 最少培地を用いて 30℃、150 rpm で培養した際の増殖曲

線。OD600 は 2 時間ごとに測定した。IPTG は終濃度 500 M になるよう培養液中に添

加した。 (A) vitamin B1 前駆体 thiamine 添加による YbhA 過剰生産株の増殖への影

響評価、 (B) vitamin B6 前駆体 pyridoxal (PL)、 pyridoxine (PN)、および pyridoxamine 

(PM) 添加時における増殖曲線。vitamin B6 前駆体類は終濃度 100 M になるよう培養

液中に添加した。 
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1.4 考察およびまとめ 

 本章では、解糖系および糖新生における不可逆反応が Isozyme により触媒され

る点に着目し、グルコースから酢酸へ炭素源が遷移する際における個々の Isozyme の役

割を理解することで代謝経路調節機構の解明に取り組んだ。その一環として、グルコース 

制限条件下において各 Isozyme 遺伝子欠損株の増殖曲線を測定した (図 6)。 

 

① phosphofructokinase 解析結果 

 fructose-6-phosphate を fructose-1,6-bisphosphate へのリン酸化を触媒する 

phosphofructokinase に関しては、PfkA が主にその反応を触媒しており、PfkB の過剰生

産により PfkA の機能を相補することが可能であることが明らかとなった (図 6 (A)、図 8 

(B))。pfk 株に pCA24Ngfp-pfkA プラスミドを形質転換し、グルコース制限条件下にお

いて増殖曲線を測定した際、IPTG による遺伝子発現誘導を行わなかった培養液におい

て、細胞増殖が確認された (図 8 (A))。pCA24Ngfp プラスミドでは、PT5lac プロモーター

が遺伝子発現に利用されており、誘導物質がなくてもプロモーター活性を示す leaky プロ

モーターであることが報告されている (Kitagawa et al., 2005)。従って、発現が IPTG が添

加されなかった場合においても行われ、PfkA が発現されたと考えられる。 

 LacZ を用いたプロモーター活性測定においては、解糖系を主に利用しエネルギ

ーを獲得している代謝状態においては、pfkA プロモーター活性は pfkB 遺伝子と比較し 

1.5 倍程度高く、著しい違いは観察されなかった。(図 7 (B))。この結果は、PfkA および 

PfkB において遺伝子発現量に依存した酵素活性制御は行われていないことを示唆して

いる。 

 グルコースを炭素源として主に解糖系を利用してエネルギー獲得を行う際には、

PfkA が主要な phosphofructokinase として機能することを支持するものであると考えられ

る。本研究により観察された PfkA の優位性は、既に Kotlarz らの研究グループにより

証明されており、PfkB に比べその酵素活性が 20 倍高く、PfkA が生理的に主要な 

phosphofructokinase であることが明らかにされていた (Kotlarz et al., 1975)。さらに、pfkA 
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株および phosphofructokinase 遺伝子完全欠損株 (pfk 株) で観察された著しい増殖速

度の低下が、pfkB 遺伝子過剰発現株により改善されることも既に報告されていた 

(Robinson and Fraenkel, 1978)。従って、本研究で得られた実験結果は、これらの報告の再

評価に留まった。 

 

② pyruvate kinase 解析結果 

 PEP を pyruvate へと変換する触媒能を持つ pyruvate kinase においては、酢酸

を炭素源として利用する代謝状態では pykF 遺伝子欠損株および pykA 遺伝子欠損株

において、大腸菌野生株と比較して増殖速度の低下が観察された (図 6 (B))。酢酸利用

時に観察された増殖速度の低下は、両遺伝子欠損株 pyk 株においても同様であった 

(図 8 (C) および (D))。さらに、pykF または pykA 遺伝子過剰発現ではこの表現型が消

失されなかったことから、酢酸を炭素源として TCA 回路または糖新生を利用している状

態においては、PykF および PykA が協奏的に機能することにより、細胞増殖が支持され

る事が示唆された (図 8 (C) および (D))。pyruvate は、serine 生合成のための基質とな

るだけでなく、脂質生合成の基質である acetyl-CoA の供給源でもあるため、pyruvate の

欠乏は増殖阻害を呈すると考えられる。その一方で、培養液中に グルコース が存在する

とき、phosphotransferase system コンポーネントの一つ PtsI (Enzyme Isugar) により 

phosphoenol pyruvate から pyruvate への変換が触媒され供給されるため、pyruvate 

kinase 遺伝子欠損による表現型が表れなかったものと考えられる。また、大腸菌をモデル

生物とし、グルコースを炭素源とする M9 最少培地で pyruvate kinase 遺伝子欠損株に

おける 13C を利用した carbon flux 解析から、phosphoenol pyruvate carboxylase (Ppc)、 

malate dehydrogenase (Mdh)、malic enzymes (MaeA および MaeB) を介在した carbon 

flux rerouting により pyruvate が供給されることが報告されている (Emmerling et al., 

2002)。中心代謝経路が大腸菌とほぼ同様の系である Corynebacterium glutamicum にお

いて pyruvate kinase 遺伝子欠損により、酢酸を炭素源とする最少培地では増殖阻害が
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生じることが既に報告されている (Netzer et al., 2004)。Netzer らの報告によれば、malate 

の脱炭酸反応を触媒し pyruvate へと変換する malic enzyme 遺伝子 malE の過剰発現

により、この表現型が解消されることが明らかにされた。この報告は、酢酸を炭素源とした

際、malic enzyme による pyruvate の生合成が細胞増殖に極めて重要であることを示唆

している。総合すると、本研究により得られた結果は、pyruvate kinase 遺伝子欠損株にお

ける酢酸利用時の表現型を捉えることには成功したが、主目的である炭素源遷移時にお

ける PykF および PykA 間の生理機能の違いを捉えることはできなかった。 

 

③ fructose-1,6-bisphosphatase 解析結果 

 fructose-1,6-bisphosphate を fructose-6-phosphate へと変換する触媒能を持つ 

fructose-1,6-bisphosphatase 活性を有する各 Isozyme の炭素源遷移時における解析で

は、単一遺伝子欠損株および多重欠損株における各 Isozyme 遺伝子の過剰発現株の増

殖曲線測定からは、Fbp がグルコース欠乏後、酢酸を炭素源としたエネルギー獲得およ

び細胞構成要素の生合成に必須であることが示唆された。その一方で、GlpX および 

YggF は fructose-1,6-bisphosphatase としての活性が低く、YbhA は生理的にその活性を

示さないことが示唆された (図 6 (C)、図 9)。Fraenkel および Donahue らは、大腸菌 

fructose-1,6-bisphosphatase に関して in vitro 系を用いた酵素活性測定を行い Fbp が糖

新生において必須な酵素であり主要な fructose-1,6-bisphosphatase であり、GlpX および 

YggF は Fbp と比較して酵素活性がそれぞれ 30 倍、90 倍低いことが明らかにされてお

り、単一遺伝子欠損株で得られた実験結果もこれに基づくものとなった (Brown et al., 

2009; Donahue et al., 2000; Fraenkel and Horecker, 1965)。 

 YbhA のみは fructose-1,6-bisphosphatase として生理活性を示す結果を本研究

においては得られなかった (図 6 (C))。そして、YbhA 過剰生産による増殖阻害が、アミノ

酸およびグリコーゲン代謝に関連する酵素の補酵素である vitamin B6 PLP の欠乏に起

因することが示唆された (図 12)。この結果は、大腸菌は vitamin B6 を過剰に蓄積しない



44 

 

細胞システムを保持しており、vitamin B6 の蓄積が大腸菌の生理機能に何らかの不具合

をもたらすことを暗に示していると考えられる。 

 本章をまとめると、本研究では解糖系および糖新生において律速段階である不可

逆過程を触媒する phosphofructokinase、pyruvate kinase、そして fructose-1,6-

bisphosphatase に関して炭素源遷移時における個々の Isozyme の解析を行ったが、既に

知られている現象が観察された一方で、in vitro screening 系の報告のみで生理機能未知

脱リン酸化酵素 YbhA が fructose-1,6-bisphosphatase としてアノテーションされていたが

(Kuznetsova et al., 2006)、本研究では vitamin B6 代謝に関与することが示唆された (図 

12)。従って、生理的な機能未知遺伝子または酵素の機能解明は細胞内での役割を理解

する上で、極めて重要なプロセスであることが分かる。 
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2 章 

大腸菌におけるピリドキサール-5’-リン酸の恒常性にお

ける脱リン酸化酵素 YbhA の役割 
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1. 序論 

 

1.1 Vitamin B6 (PLP: Pyridoxal-5’-phosphate ) の特性および生理学的意義 

 細胞においてアミノ酸は、細胞を構成するために必要なタンパク質の構成要素と

なるだけでなく、核酸の構成要素であるプリン・ピリミジン骨格、および、栄養飢餓時におけ

る炭素・窒素源の供給源としても重要な役割を果たす事が知られている。従って、アミノ酸

代謝 （生合成・分解） は、細胞にとって重要な細胞プロセスであると捉えることができる。 

 Vitamin B6 は生化学的に相互転換性を有する 3-hydroxy-2-methylpyridineの 6 

つの化合物 （Pyridoxal（PL）、Pyridoxal-5’-phosphate (PLP)、Pyridoxine（PN）、Pyridoxine 

5’-phosphate (PNP)、PM （Pyridoxamine）、PMP （Pyridoxamine 5’-phophate）） (図 13) 

の総称であり、PLP のみが生理活性を示し、全生物が必須とする。PLP は、主にアミノ酸

代謝に関連する反応 （アミノ基転移、脱炭酸、ラセミゼーション、/-炭素の除去・置換） 

を触媒する酵素の補酵素として機能する。さらに、アミノ酸代謝だけではなく、グリコーゲン

代謝を触媒する酵素の補酵素としても機能することがこれまでの研究により明らかにされ

てきた (John, 1995; Percudani and Peracchi, 2003, 2009)。また、酵母において、PLP がエ

ネルギー代謝を触媒する酵素の補酵素として機能する Vitamin B1 (Thiamine) の前駆体

となることが示唆されている (Zeidler et al., 2001)。 

 PLP が示す多様な酵素との親和性は、PLPが持つ 4’位アルデヒド基によるリジ

ン残基との Schiff 塩基形成反応が平衡反応であるために、タンパク質を始めとする他の

アミノ基が存在する条件下では、容易に他のアミノ基との交換反応が進行し、新たな別の 

Schiff 塩基が形成されることに起因すると考えられている (John, 1995; Salvo et al., 

2012)。次世代シーケンサーの登場により、膨大なゲノム情報が蓄積され、PLP 依存酵素

の多様性に関して検証が進められ、原核細胞においてはゲノム上の遺伝子の 1.5％、真

核細胞においては 0.5-1.0% の遺伝子が PLP 依存酵素をコードすることが予測されてい

る。さらに、それらの酵素が関与する触媒反応の種類は 140 種類以上存在すると考えら

れている (Percudani and Peracchi, 2003)。 
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 従って、PLP は細胞増殖および代謝を支える極めて重要な補酵素の一つとして

考えることができる。 

 

1.2 PLP 生合成経路および恒常性維持の重要性 

 PLP のみが補酵素として生理活性を示すことから、PLP の生合成経路に関して

多くの研究が展開されてきた。そして、大腸菌を始めとする細菌・植物・菌類において、

Deoxyxylulose 5’-phosphate (DXP) 依存または非依存の 2 種類の生合成経路、および

PLや PM、PN から PLP へと変換するサルベージ経路が解明されてきた (図 14)。一方

で動物細胞は新規生合成経路を持たないことから、食事、またはサルベージ経路による 

PLP 獲得が必須であるとされている (Fitzpatrick et al., 2007)。大腸菌などの -

proteobacteria は 7 酵素 (Epd、Dxs、PdxB、SerC、PdxA、PdxJ、PdxH) が DXP を中間

代謝産物とする DXP 依存経路を形成し、PLP を生合成する (Fitzpatrick et al., 2007)。そ

の一方で、植物や菌類、枯草菌等細菌の多くは 2酵素 （Pdx1, Pdx2） から構成される 

DXP 非依存経路により PLPが生合成される (図 14) (Ehrenshaft et al., 1999; 

Mittenhuber, 2001; Tambasco-Studart et al., 2005)。 

 PLP は細胞にとって必須の補酵素であり、その欠乏は癲癇性脳症の発症に関与

することが示唆されている (Gospe, 2009; Musayev et al., 2009)。一方で、PLP は 4’位アル

デヒド基に由来する高反応性を示す化合物であり、非特異的にタンパク質中のリジン残基

やアミン、システイン残基と反応し酵素を不活化する側面を持つ。このことは in vitro 系で

の検証により明らかにされており (Hisao and Claudio, 1981; Vermeersh et al., 2004)、細胞

内での PLP の蓄積は細胞増殖に対し影響を与えることが考えられる。しかし、PLP 誘導

体である PMP や PNP 蓄積時における細胞増殖への影響が研究されるに留まり、PLP 

そのものの蓄積に関して、また PLP 蓄積を防ぐ分子機構に関する研究はあまり行われて

いない (Colinas et al., 2016; Prunetti et al., 2016)。モデル生物大腸菌を用いた既往研究に

て、PLP 新規生合成経路の最終反応を触媒する PNP/PMP oxidase PdxH およびサルベ
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ージ経路の始発反応を触媒する PL/PM/PN kinase PdxK が PLP によるフィードバック阻

害を受けることが明らかにされている （図 14） (Ghatge et al., 2012; Roseann and Walter, 

1970; Zhao and Winkler, 1995)。この PLP によるフィードバック阻害は、過剰な PLP 蓄積

を阻害し適正濃度を維持するための機構の一つだと考えられる。上述のとおり、PLP の新

規生合成は PLP による PdxH、PdxK に対するフィードバック阻害により制御されている

と考えられるが、この他にも動物細胞において PLP 特異的な脱リン酸化酵素が同定され

ている(Fonda, 1992; Gao and Fonda, 1994)。従って、PLP の生合成制御および脱リン酸化

により、PLP の恒常性が厳密に維持されていると考えられる。大腸菌由来の溶菌液から 

PLP 脱リン酸化活性が示されているが、PLP 特異的脱リン酸化酵素および遺伝子の同定

は行われておらず、明らかにされていない (Yang et al., 1998)。 

 

1.3 研究の目的 

 前述のように、PLP は Vitamin B6 において補酵素として唯一生理活性を示し、

細胞増殖および代謝を支える極めて重要な化合物であり、細胞内濃度は厳密に制御され

ていると考えられる。しかし、PLP 欠乏の生理的な影響については、これまでに多くの知見

が蓄積されているが、PLP 過剰による細胞生理への影響はほとんど明らかにされておら

ず、PLP 恒常性維持機構に関する全容は未だ解明されていない。 

 本博士論文 1 章において、糖新生を触媒する fructose-1,6-bisphosphatase の 

Isozyme としてアノテーションされている生理機能未知脱リン酸化酵素 YbhA が PLP 

phosphatase であることが示唆された (1.3.6 節参照)。その結果から、YbhA が PLP を脱

リン酸化し、細胞内過剰蓄積を阻害することにより PLP 恒常性維持に寄与することが考

えられる。すなわち、PLP 過剰蓄積は細胞システムに何らかの障害を引き起こし、細胞増

殖に影響を与えることが予想される。 
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 そこで本章では、モデル生物大腸菌 (Escherichia coli) を用いて、未観測である

PLP 蓄積による細胞増殖への影響評価、および、それを解消する酵素の同定を試み、

PLP恒常性維持機構の一端を明らかにすることを目指した。 
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図 13 Vitamin B6 群構造式 
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図 14 PLP新規生合成/サルベージ経路 

黒矢印は PLP 新規生合成経路を、灰矢印はサルベージ経路を示す。DXP 依存経路およ

びサルベージ経路は、主に Escherichia coli を用いた研究により解明された経路を、DXP

非依存経路は Cercospora nicotianae、および、Aspergillus nidulans を用いた研究により解

明された経路を示している (Ehrenshaft et al., 1999; Fitzpatrick et al., 2007; Osmani, May, 

and Osmani, 1999)。中抜き白矢印は、PLP を PL へと脱リン酸化する反応を触媒する 

（非）特異的 phosphatase を表している。PLP による PNP/PMP oxidase PdxH、PL/PM/PN 

kinase PdxK に対するフィードバック阻害は、⊥ マークにより示した (Ghatge et al., 2012; 

Zhao and Winkler, 1995)。 

  

(Fitzpatrick et al., 2007)より引用、改変) 
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2. PLP salvage pathway における PLP 前駆体 （PL: Pyridoxal、PM: Pyridoxamine, 

PN: Pyridoxine） 添加による増殖への影響評価 

 

2.1 序 

 PLP （Pyridoxal-5’-phosphate, Vitamin B6） は細胞増殖および代謝を支える極め

て重要な補酵素である一方、4’位アルデヒド基に由来する高反応性化合物であり、140 反

応以上の酵素反応に補酵素として機能する。従って、細胞内にて PLP が過剰に蓄積した

際、様々な酵素活性に影響を与えると考えられる。過去の研究において、リジン残基特異

的な Schiff 塩基形成能を PLP が示し活性中心近傍の立体構造の変化に寄与すること

から、酵素活性とタンパク質構造に焦点を当てた研究においては PLP が酵素の不活性

化に用いられていた (Piszkiewicz et al., 1970; Rippa et al., 1967; Strausbaucht and Fischer, 

1969)。これらの知見から、細胞内において PLP は適正濃度に維持されていると考えられ

る (John, 1995; Percudani and Peracchi, 2009)。実際に、DXP 依存 PLP 生合成経路にお

ける PNPおよび PMP oxidase PdxH、PLP サルベージ経路における PL、PM、PN kinase 

PdxK が、PLP によりフィードバック阻害を受けること (Ghatge et al., 2012; Roseann and 

Walter, 1970; Zhao and Winkler, 1995)、および、動物細胞や微生物が PLP phosphatase 

活性を示すことから、PLP の生合成・分解両方の活性制御により、PLP の恒常性が維持

されることが重要と考えられる (Fonda, 1992; Yang et al., 1998)。 

 PLP 欠乏に関する研究は、細菌だけでなく動物細胞においても行われ、多くの知

見が蓄積されている (Gospe, 2009; Musayev et al., 2009; Oka et al., 1993)。一方で、PLP 

蓄積に関する研究は行われておらず、主に PLP-酵素間相互作用に関する知見の蓄積が

進められてきたに留まる (John, 1995)。近年、PLP 誘導体である PNP および PMP に関

する恒常性維持機構に関して、それぞれ Escherichia coli、Arabidopsis thalina を用いて

研究が展開されたが、PLP 蓄積による生理的な影響に関しては未だ未解明である 

(Colinas et al., 2016; Prunetti et al., 2016)。 
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 本章では、PLP 恒常性維持機構の一端を明らかにするために、PLP 蓄積条件の

検討および細胞増殖への影響を明らかにし、未知である PLP 蓄積が細胞増殖に与える

影響を捉えることを目的とした。 

  



63 

 

2.2 材料と方法 

 

2.2.1 試薬類 

 本研究で使用した試薬類を本節で記すこととする。 

 純度 99.0% 以上の MOPS および Tricine は同仁化学研究所製を用いた。試

薬特級 FeSO4･7H2O、NH4Cl、CaCl2･2H2O、MgCl2･6H2O、NaCl、K2HPO4、H3BO3、

Co(NO3)2･6H2O、CuSO4･5H2O、ZnSO4･7H2O、メタノールおよびクロロホルムは和光純薬

工業株式会社製を用いた。また、試薬一級 K2SO4 は和光純薬工業製を用いた。分子生

物学用 MnCl2･4H2O も同様に和光純薬工業株式会社製を用いた。試薬特級 Na2MoO4･

2H2O はナカライテスク株式会社製を用いた。超純水は、MERC MILLIPORE 社 Q-POD 

を用いて取水した。純度 99％ 以上のピリドキサール塩酸塩、ピリドキシン塩酸塩、ピリド

キサミン二塩酸塩およびピリドキサール-5’リン酸水和物は SIGMA-ALDRICH 製を用い

た 

 

2.2.2 使用菌株 

 

 本研究では、大腸菌野生株 BW25113株 （W3110 lacIq rrnBT14 lacZWJ16 

hsdR514 araBADAH33 rhaBADLD78） および recA1 変異株 (BW25141 株; W3110 lacIq 

rrnB3 lacZ4787 hsdR514 (araBAD)567 (rhaBAD)568 phoBR580 rph-1 galU95 

endA9 uidA(MluI)::pir(wt) recA1) を利用した (Datsenko and Wanner, 2000; Haldimann 

and Wanner, 2001)。 

 

2.2.3 実験方法 

 

培養条件 
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 Luria-Broth寒天培地 (Bertani, 1951) にグリセロールストックの状態にある大腸

菌野生株を画線培養し、30℃に一晩置き静置培養を行い、コロニーを得た。そこで得た大

腸菌野生株シングルコロニーを、0.2 % グルコース を炭素源とする MOPS 最少寒天培

地 (Neidhardt et al., 1974) へと白金耳に画線培養し、30℃、一晩静置培養した。前培養液

は、MOPS 最少寒天培地上に得た大腸菌野生株シングルコロニーを、3 mL の 0.2 % グ

ルコース を炭素源とするMOPS最少培地へと白金耳を用いて植菌し、150 rpm、30℃、24 

時間振とう培養することで得た。本培養は、5 mL 同培地に 500 分の 1 倍量の前培養液

を植菌し、150 rpm、30℃にて震とう培養し行った。増殖測定は、2 時間毎に  = 600 nm 

における濁度 (OD600) を OD-Monitor C & T instrument (TAITEC) を使用して測定した。 

 

大腸菌培養液中への PL (Pyridoxine) / PM (Pyridoxamine) / PN (Pyridoxine) 添加 

 大腸菌野生株本培養の際に、超純水にて 500 mMになるよう調製し、MERC 

MILLIPORE社 Millex-GV PVDF Filter (0.22 m) で滅菌した各 B6 vitamer （PL、PM、

PN） を終濃度 1-3 mM になるよう培養液に添加した。 

 

HPLC を利用した大腸菌細胞内における PLP （Pyridoxal-5’-phosphate） 濃度の測定 

 オートクレーブにて 120℃、20 分間滅菌処理を施した 300 mL三角フラスコ内

に、0.2 % グルコース を炭素源とする MOPS 最少培地を 100 mL調整した。そこへ、同

培地 3 mL にて前培養した大腸菌野生株 BW25113 を 500 分の 1 量植菌し、30℃、

150 rpm で震とう培養を行った。細胞増殖は、DU640 SPECTROMENTER （BECKMAN） 

にて OD600 を測定した。対数増殖期 （OD600 = 0.5） に達した際、500 mM PLを終濃度 2 

mM になるよう添加し、1 時間後に MERC MILLIPORE 社製 Isopore Membrane HTTP 

Filter (0.4 m) を用いて菌体を回収した。菌体回収後速やかに超純水にて菌体を洗浄し、

2 mL メタノールに菌体が吸着したフィルターを浸し、30 秒間 超音波洗浄機 （AS52GTU, 

ASONE） にて超音波処理を施し、10 分間静置し、細胞懸濁液を得た。10 分後、その 1.6 
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mL の細胞懸濁液に同量のクロロホルムおよび 640 μL 超純水を添加し、ボルテックスに

て再懸濁した。再懸濁液を 4℃、5 分間、4600 g にて遠心分離 （CF16RXII、HITACHI） 

し、水溶性画分を回収した。次に、HPLC assay with fluorescence detection kit 

(Immundiagnostik) 内の試薬を用いて、得られた水溶性画分からタンパク質等の高分子量

化合物を除去し、蛍光検出するために誘導体化を行った。そのサンプルを用いて PLPの

検出を行った （Excitation 320nm、Emission 415nm）。この際、Nexera X2 HPLC system 

(Shimadzu) および prontoSIL EuroBOND C-18 column (125  0.4 mm, 0.5 μm particle 

size; BISCHOFF CHROMATOGRAPHY) を使用した。移動相は、HPLC assay with 

fluorescence detection kit (Immundiagnostik) 内の移動相を利用した。 
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2.3 結果 

 

2.3.1 HPLC による PLP 検量線作成および大腸菌における PLP 濃度定量 

 細胞内 PLP 濃度を測定するにあたり、まず PLP 濃度毎に HPLC 解析を行

い、検量線を作成することとした。この際、PLP 標準品として和光純薬工業株式会社より 

PLP を購入し、細胞由来サンプルを解析する手順と同様の処理を行った （2.2.1.3節参

照）。 

 PLP 検量線作成の際に得られたクロマトグラムおよび検量線を図 15 に示す。保

持時間が約 1.2 分および 5.2 分の位置に、それぞれピークが観察され、PLP 濃度に依

存して著しく約 5.2 分の位置のピークが変動した （図 15 (A)）。HPLC assay with 

fluorescence detection kit (Immundiagnostik) によれば、約 5.2 分の保持時間に観察され

るピークが PLPであるとしているため、このピークを用いて検量線を作成し、大腸菌野生

株由来の PLP 定量に用いることとした （図 15 (B)）。 

 次に、0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地で大腸菌野生株を培養

し、2 時間毎に OD600 を測定し (図 22 (A))、増殖相に応じた細胞内 PLP 濃度を定量し

た (図 16 (B))。その結果、lag phase における細胞内 PLP 濃度は 4000 nmol 程度であ

ったのに対し、log phase および stationary phase では、200 nmol 程度であった (図 16 

(B))。この結果から、大腸菌における細胞内 PLP 濃度は増殖相に依存して調節されるこ

とが示唆された。 
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2.3.2 PL/PM/PN 添加による増殖への影響評価 

 前節において、大腸菌は増殖相に応じて細胞内 PLP 量を調節することが示唆さ

れた。この結果から、細胞増殖を行うには PLP の生合成または分解を行うことで最適な 

PLP 濃度を維持する必要があると考えられる。PLP の欠乏は大腸菌において増殖阻害を

引き起こすことが Dempsey らにより既に報告されているが、PLP 過剰蓄積が及ぼす生理

的影響に関しては未だ知見が無い （Depmsey and Pachler, 1966）。そこで、本節では PLP 

蓄積による細胞増殖への影響を観察することを目的とした。 

 細胞内 PLP 蓄積の影響を観察するためには、培養液中に PLP を添加し、その

影響を観察することが簡便である。しかし、過去に行われた既往研究により、特異的なトラ

ンスポーターは発見されていないが、大腸菌は PL、PM、PN は取り込むことが可能であ

り、一方で、PLP は細胞内に取り込まれないことが示されている (Dempsey and Pachler, 

1966)。そこで本研究では PL、PM、PN を終濃度 1-3 mM において培養液中に添加した

際の大腸菌野生株の増殖を測定し、細胞増殖への影響を観察した （図 17 (A), (B) およ

び 図 18）。その結果、 PM および PN の添加は、大腸菌野生株の増殖に影響を与えな

かった（図 17 (A) および (B)）。その一方で、PL の添加は、濃度依存的な増殖開始の遅

延を引き起こし、増殖開始以降の増殖速度に関しては影響を与えなかった。さらに、3 mM 

以上の PL 添加の際には増殖は観察されなかった （図 18）。 
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2.3.3 PL 添加による細胞内 PLP 濃度の変化 

 2.3.2 節で PL 添加時のみ増殖開始が遅延する表現型が観察された （図 18 参

照）。この表現型が、PLP 蓄積による由来するものか検証するために、HPLC 解析を行っ

た。その結果、大腸菌野生株において 2 mM PL 添加し、1 時間培養した後は添加する

前と比較して約 4 倍 PLP の蓄積が観察された （図 19）。これらの結果から、大腸菌野

生株培養液中への PL 添加は PLP の蓄積を促進し、その結果増殖開始が遅延すること

が示唆された。 
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2.3.4 PL 添加による増殖開始阻害における遺伝子変異検証実験 

 なぜ PL 添加により増殖の開始が遅延されるのかを検証する一環として、2.5 

mM PL を添加した 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地で大腸菌野生株 

(BW25113株) および recA1 変異株 (BW25141 株) (Datsenko and Wanner, 2000; 

Haldimann and Wanner, 2001) の増殖曲線を測定した (1 次培養)。そして、OD600 = 0.1 

に達した培養液の上清を回収した。その上清に再度各大腸菌株の前培養液を 500 倍希

釈して植菌し増殖測定を行った （2 次培養）。 

 その結果、1次培養では大腸菌野生株および recA1 変異株 (BW25141 株) で 

PL 添加による増殖開始の遅延が観察された。その一方で、2 次培養ではその表現型は

観察されなかった (図 20 (A) および (B))。 このことから、何らかの PL分解経路が存在

することが考えられる。1 次培養において recA1 変異株培養液中における PL 添加によ

り野生株同様の増殖開始の遅延が観察されたことから、PLP 過剰蓄積における増殖開始

の阻害および再開は、遺伝子変異による起因するものではなく、何らかの細胞システムが

阻害されたことによるものであることが示唆された (図 20 (B))。  
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図 15 HPLC 解析により得られた PLP クロマトグラムおよび検量線 

（A） PLP 標準試薬を 8 nM-4 μM の各濃度で HPLC を用いて解析した際のクロマトグ

ラム、（B）クロマトグラムより作成した PLP 検量線 （水色）。これから近似式 （点線） y 

(PLP conc [nM]) = 0.0027  Peak Area - 293.33 を算出し、大腸菌野生株から得た HPLC 

サンプル中の PLP 濃度を定量することとした。 
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図 16 細胞内 PLP 濃度は増殖相に依存して変動する 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地における(A)大腸菌野生株増殖曲線お

よび (B) PLP 濃度。30℃、150 rpm で培養し、2 時間毎に OD600 を測定した。エラーバ

ーは標準誤差を示す。増殖曲線中に示された数字 (1-3) および (B) 横軸は対応してい

る。 
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図 17 培養液中への Pyridoxine （PN） および Pyridoxamine （PM） 添加は大腸菌野生

株 （BW25113 株、図中WT） の増殖に影響を与えない 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌の培養に利用し、2 時間毎に

OD600 を測定した。（A） 培養液中への PN 添加、（B） 培養液中への PM 添加の際の

大腸菌野生株の増殖曲線をそれぞれ示している。 
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図 18 Pyridoxal（PL） の添加は、増殖開始を阻害する 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌の培養に利用し 30℃、150 

rpm で振とう培養した。2 時間毎に OD600 を測定した。図中に示す終濃度で PL を添加

した際の大腸菌野生株の増殖への影響を示した。 
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図 19 大腸菌野生株培養液中への PL添加は、 PLP の蓄積をもたらす 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌野生株の培養に利用し、2 時

間毎に OD600 を測定した。log phase (OD600=0.5) の培養液に終濃度 2 mM PL を添加

し、1 時間後の培養液を回収、HPLC 解析により細胞内 PLP 濃度の定陵を行った。(A) 

HPLC クロマトグラム、(B) PLP 定量結果。* は student t 検定に基づく統計的な有意差

を示す (p < 0.1)。 
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図 20 PL 添加後の増殖開始は、培養液中に添加した PL の不活性化に起因する 

(A) 大腸菌野生株 (BW25113 株) および (B) recA1 株 (BW25141 株) (Datsenko and 

Wanner, 2000; Haldimann and Wanner, 2001) を 2 mM PLを添加した MOPS 最少培地

で培養し、OD600 = 0.1 (黒矢印) の点で、培養液を回収、遠心分離して上清を回収した。そ

の上清に各大腸菌株前培養液を植菌し増殖測定を行った。30℃、150 rpm の条件で振と

う培養し、2 時間毎に OD600 を測定した。 
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2.4 考察 

 本章では、PLP 蓄積による細胞増殖への影響を検証することを目的に実験を行

い、大腸菌野生株に PL を添加した際、約 4 倍の PLP の蓄積および増殖の開始特異

的に増殖阻害が生じる現象を発見した (図 18 および図 19)。一方で、PM および PN の

添加に対して大腸菌野生株は感受性を示さないことが明らかとなった （図 17）。PL は、

PL、PM および PN kinase PdxK または PL kinase PdxY によるリン酸化により PLP へ

と変換される （Yang et al., 1998; Yang and Winkler, 1996）。また、PM および PN は、

PdxK による PMP、PNP へのリン酸化反応および PMP、PNP oxidase PdxH による酸化

反応の 2 反応により PLP へと変換される (Lam and Winkler, 1992; Yang et al., 1996)。

前述のとおり、PdxK および PdxH は PLP によるフィードバック阻害を受けるため、PM 

および PN に対して感受性を示さなかったと考えられる。 

 PL および PLP は、リン酸基の有無による違いがあるのみで両化合物共に、そ

の４’位にアルデヒド基を持っている （図 13）。従って、培養液中へ過剰に添加された PL 

によるタンパク質および代謝産物に対する非特異的な相互作用が考えられる。しかし、pH 

が中性の水溶液である場合、PL の 4’位アルデヒドは水和されることにより PLP と比較し

て反応性が著しく低いことが明らかとなっている (Ahrens et al., 1977; Peterson and Sober, 

1954)。従って、今回観察された PL 添加による細胞増殖開始の遅延は PLP 蓄積による

表現型であると考えることができる。今回の結果を受け、本章以降の章において PLP 蓄

積条件下での大腸菌培養の際は、PL を添加することとした。 
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3. 大腸菌において PLP phosphatase活性を示す YbhA、Cof、YigL の過剰発現および

遺伝子欠損株を用いた PLP 蓄積の際の増殖評価によるスクリーニング 

 

3.1 序 

 前節において、大腸菌は細胞増殖の過程で細胞内 PLP 濃度を制御すること、お

よび、培養液中への PL 添加による PLP の蓄積が細胞増殖の開始を阻害することが明

らかとなった (図 16、図 18 および図 19)。さらに、recA1 株においても野生株同様に 

PL 添加による増殖開始の阻害が観察された (図 20)。従って、細胞内における PLP の

蓄積は様々な酵素の不活性化、および、代謝産物への相互作用をもたらし、細胞増殖の

開始に影響を及ぼしたと考えられる。 

 細胞内 PLP 濃度は適切な濃度に維持される必要があり、その機構に関して様々

な研究が実施され知見の蓄積が進められてきた。その成果の一つとして、大腸菌をモデル

生物とした研究からは PLP による PL/PM/PN kinase PdxK、PMP/PNP oxidase PdxH の

フィードバック阻害による酵素活性の制御が報告されている (Ghatge et al., 2012; White 

and Dempsey, 1970; Zhao and Winkler, 1995)。動物細胞を対象とした研究からは、PLP 脱

リン酸酵素が発見された (Fonda, 1992; Gao and Fonda, 1994)。これら既往研究から、PLP 

の恒常性は生合成の制御だけではなく、自発的に脱リン酸化することによる PLP の不活

性化の 2 つの機構により維持されていると考えられる。PLP 脱リン酸化活性は、大腸菌

溶菌液からも見つかっていたが、同定はされていなかった (Yang et al., 1998)。 

 近年、大腸菌ゲノムの解析が進められ、少なくとも 1186 の酵素が代謝に関与

し、代謝産物は 1005 種にも及ぶことが報告されている (Keseler et al., 2005)。PLP を始

めとするリン酸化代謝産物は生理学的に重要であることから、それに関連する遺伝子およ

び酵素の同定が行われ、知見が蓄積されてきた。その一つとして、Haloacid dehaloge 

(HAD) -like phosphatase と呼ばれるタンパク質ファミリーの存在が明らかとなった (Koonin 

and Tatusov, 1994)。既往研究によれば、 HAD-like phosphatase family は細菌・古細菌・
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真核細胞に広く保存されていることが明らかとされているが、このタンパク質ファミリーに属

する多くの酵素に関して、生化学および生理学的な機能は明らかにされていなかった 

(Koonin and Tatusov, 1994)。近年、大腸菌に保存されている可溶性 HAD-like 

phosphatase に関して、それらの酵素の基質特異性を解明するための研究が in vitro 系

を用いたスクリーニングにより行われた (Kuznetsova et al., 2006)。その結果、YbhA、Cof、

そして YigL の 3 酵素が PLP 脱リン酸化活性を示すことが明らかになった。さらにこれ

らの酵素は、PLP だけではなく、様々なリン酸化代謝産物に対して脱リン酸化能を示すこ

とも明らかとなった (Kuznetsova et al., 2006)。しかし、これら酵素の細胞内における機能は

明らかにされておらず、細胞内で PLP 脱リン酸化酵素として機能するかは未知である。 

 本博士論文 1 章で、糖新生を触媒する fructose-1,6-bisphosphatase にアノテー

ションされた Isozyme の解析を行った際、YbhA 過剰生産株において著しい増殖阻害が

生じ、その表現型が PL、PM および PN の添加により抑圧されることが明らかとなったこ

とから、 YbhA の生理機能は PLP phosphatase であることが示唆された (図 12)。そこ

で、本節では YbhA だけでなく、Cof および YigL を対象として細胞内で PLP 蓄積に対

する寄与を明らかにし、生理的に PLP 特異的脱リン酸化酵素の同定を目的とした。 
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3.2 材料と方法 

 

3.2.1 試薬類 

 本研究で使用した試薬類を本節で記すこととする。 

 純度 99.0% 以上の MOPS および Tricine は同仁化学研究所製を用いた。試

薬特級 FeSO4･7H2O、NH4Cl、CaCl2･2H2O、MgCl2･6H2O、NaCl、K2HPO4、H3BO3、

Co(NO3)2･6H2O、CuSO4･5H2O、ZnSO4･7H2O、メタノール、クロロホルムは和光純薬工業

株式会社製を用いた。また、試薬一級 K2SO4 は和光純薬工業製を用いた。分子生物学

用MnCl2･4H2O も同様に和光純薬工業株式会社製を用いた。試薬特級 Na2MoO4･2H2O 

はナカライテスク株式会社製を用いた。超純水は、MERC MILLIPORE 社 Q-POD を用

いて取水した。純度 99％ 以上のピリドキサール塩酸塩は SIGMA-ALDRICH 製を用い

た。 

 

3.2.2 使用菌株およびプラスミド 

 本研究で使用した大腸菌株、および、プラスミドをそれぞれ表 3.1、表 3.2 に示

す。 

 

P1 ファージ形質導入法による ybhA 復帰株 (ybhA+) 株作成手順 

 pCP20 （AmpR遺伝子保持） で形質転換した大腸菌野生株 BW25113 の培地に

は 100 g mL-1 Ampicillin を添加した。また、Keio collection (Baba et al., 2006) の大腸菌

株においては 30 g mL-1 Kanamycin を添加した培地を使用した。 

 ybhA 株から KmR 遺伝子を除去するために、pCP20 プラスミドで形質転換した

形質転換体を LB 寒天培地上で選択し、3 mL 同培地で前培養した。さらに、前培養液か

ら 500 分の 1 量を取り、本培養は 3 mL LB 培地へと植菌、42℃、6 時間振とう培養し

た (Baba et al., 2006; Cherepanov and Wackernagel, 1995)。その培養液を、LB 寒天培地
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に塗布、37℃ で静置培養を行った。得られたコロニーを、さらに

LB+Ampicilin+Kanamycin 寒天培地上で生育できないことを確認し、pCP20 plamisd およ

び KmR 遺伝子の除去に成功したか検証を行った。Ampicilin および Kanamycin 感受

性株を、Gotaq Green Master Mix （Promega） を用いたコロニー PCR にて ybhA::null と

なっていることを確認、ybhA-null 変異株とした。 

 ybhA 復帰株 （ybhA+株） は、P1 ファージを利用した形質導入法にて作成した。

その際、ホスト株として先述した ybhA-null 変異株を用いた。 ybhA 遺伝子座に近接し、

遺伝子欠損によって表現型を示さなかった ybhD (ybhD::KmR) 株を ybhA 遺伝子ドナ

ー株として利用した。本株も ybhA 株同様に Keio コレクションから得た。 ybhA+ 株の

選択は、LB+Kanamycin 寒天培地上で行い、コロニー PCR にて株の確認を行った （図 

21）。 

 

 red を用いた Recombieering による ybhA-his 株作成手順 

 ybhA-His 株は pKD46 プラスミド上から発現する  ファージ由来組み換え酵素

を利用して作成した (Datsenko and Wanner, 2000)。pRSH-ybhA プラスミドを鋳型にし、

ybhA_reF および ybhA_reR プライマーセットで、ybhA 遺伝子 C 末端領域に 6  His 

tag を付加した配列、および、その下流に spectinomicyn 耐性遺伝子を配した dsDNA 

断片を増幅した。pKD46 プラスミドを形質転換した大腸菌野生株 (BW25113 株) を 

30℃、130 rpm で振とう培養した 3 mL LB + Ampicillin 培地上で本形質転換株を培養し

た。 OD600=0.3-0.4 に達した培養液に 0.2% arabinose を添加し、30 分間同条件にて培

養した。培養液全容量を用いて、エレクトロポレーション用コンピテントセルを調製した。50 

L コンピテントセルに 250 g の PCR で増幅した dsDNA を混ぜ、1 mm gap cuvvet 

にてエレクトロポレーション (1.8 kV, 25 μF, 200 Ω) した。すぐに 氷冷した 3 mL SOC 培

地を加え、30℃、130 rpm で out growth を 2 時間行った。培養液 100 L を 40 g mL-
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1 spectinomycin を含む LB 寒天培地上で組み換え体の選択を行った。概要図を図 22 

に示す。 

 

 

3.2.3 使用したプライマー 

 本研究で使用したプライマーを表 3.3 に示す。 
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表 3.1 大腸菌株リスト 

E.coli strain Relevant genotype Source 

BW25113 
W3110 lacIq rrnBT14 lacZWJ16 hsdR514 

araBADAH33 rhaBADLD78 
Keio collection* 

ybhA BW25113 ybhA::KmR Keio collection 

cof BW25113 cof::KmR Keio collection 

yigL BW25113 yigL::KmR Keio collection 

ybhA-null BW251113 ybhA::null This study 

ybhA+ ybhA-null ybhA+ ybhD::KmR This study 

ybhA-His BW25113 ybhA-6xHis- SpecR T7ter- This study 

* (Baba et al., 2006) 

 

表 3.2 プラスミドリスト 

Plasmid Source 

pCA24Ngfp ASKA library** 

pCA24Ngfp-ybhA ASKA library 

pCA24Ngfp-cof ASKA library 

pCA24Ngfp-yigL ASKA library 

pCP20 (Cherepanov and Wackernagel, 1995) 

pRSH-ybhA This study 

pKD46 (Datsenko and Wanner, 2000) 

** (Kitagawa et al., 2005) 

 

表 3.3 プライマーリスト 

Primer Name Sequence (5' to 3') 

ybhA_F GTGGTATCGGTGTACCATTC 

ybhA_R AAGTGTGTCGATAACCGCCT 

ybhD_F GGTTACATTAAGGGCAAAGC 

ybhD_R AGGGACCAATGTGGGTGGTG 

Kan_F GGCTATGACTGGGCACAACA 

Kan_R GGCGATACCGTAGAGCACG 

ybhA_reF CATGAACTGGGACTGGAGTGTGAAT 
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ybhA_reR 
TCAAGGCGCCTTGAATGCTCGCTGTACGCGCAAATTAAAAGT

GTGTCGATAACCGCCTG 
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図 21 各変異株取得概要図 

ybhA 株は ybhA 遺伝子座に Kanamycin 耐性遺伝子が置換される形式で欠損株とな

っている。本株は、Kanamycin 耐性遺伝子の上流および下流に FLP recognition target 

(FRT) 領域が配置されている (Baba et al., 2006)。ybhA-null 株を得るために、ybhA 株

に pCP20 プラスミドを形質転換し、本 plamid から FLP 組み換え酵素を発現させること

で FRT 領域の相同組み換えを行い Kanamycin 耐性遺伝子の欠失を行った。さらに、得

られた ybhA-null 株を宿主株とし、ybhD 株に感染させた P1 ファージを用いて形質導

入を行い、ybhA 復帰株 (ybhA+株) を得た。 
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図 22 ybhA-His 株作成概要図 

pKD46 で形質転換した大腸菌野生株 (BW25113 株) を始祖とし、0.2% arabinose を培

養液中に添加し、 ファージ由来組み換え酵素 (図中  red) の発現を誘導した。その株

に PCR で増幅した dsDNA (ybhA-6  His tag-spectinomycin 耐性遺伝子-T7ter) をエレ

クトロポレーションにて導入した。 
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3.2.4 実験方法 

 

各 ybhA/cof/yigL 遺伝子過剰発現株を用いた増殖曲線測定 

 pCA24Ngfp vector 形質転換体の選択には 20 g mL-1 chloramphenicol 含有

培地を用いた。 

 LB 寒天培地 (Bertani, 1951) 上で pCA24Ngfp-empty、pCA24Ngfp-ybhA、

pCA24Ngfp-cof、pCA24Ngfp-yigL プラスミドで形質転換した大腸菌野生株 (BW25113 

株) をそれぞれ選択した。得られた各形質転換体シングルコロニーを、0.2% グルコースを

炭素源とする MOPS 最少寒天培地 (Neidhardt, Bloch, and Smith, 1974) へと白金耳に

画線培養し、30℃、一晩静置培養した。前培養液は、 MOPS 最少寒天培地上に生えた

各形質転換体のシングルコロニーを、3 mL の 0.2% グルコース を炭素源とする MOPS 

最少培地へと白金耳を用いて植菌し、150 rpm、30℃、24 時間振とう培養することで得た。

本培養は、500 M IPTG を添加した 5 mL の同培地に 500 分の 1 倍量の前培養液を

植菌し、150 rpm、30℃ にて震とう培養することで行った。増殖測定は、2 時間毎に  = 

600 nm における濁度 (OD600) を OD-Monitor C & T instrument (TAITEC) を使用して測

定した。 

 

YbhA 過剰発現株の PL/PM/PN 添加に対する感受性評価 

 pCA24Ngfp vector 形質転換体の選択には 20 g mL-1 chloramphenicol 含有

培地を用いた。 

 LB寒天培地 (Bertani, 1951) 上で pCA24Ngfp-empty、pCA24Ngfp-ybhA プラ

スミドで形質転換した大腸菌野生株 (BW25113 株) をそれぞれ選択した。得られた各形

質転換体シングルコロニーを、0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少寒天培地

(Neidhardt et al., 1974) へと白金耳に画線培養し、30℃、一晩静置培養した。前培養液

は、MOPS 最少寒天培地上に生えた各形質転換体のシングルコロニーを、3 mL の 0.2% 
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グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地へと白金耳を用いて植菌し、150 rpm、30℃、

24 時間振とう培養することで得た。本培養は、2 mM PL および 0-75 μM IPTG を添加し

た 5 mL 同培地に 500 分の 1 倍量の前培養液を植菌し、150 rpm、30℃ にて震とう培

養することで行った。増殖測定は、2 時間毎に  = 600 nm における濁度 (OD600) を

OD-Monitor C & T instrument (TAITEC) を使用して測定した。 

 

大腸菌野生株 BW25113 および ybhA 株を用いた細胞内 PLP 濃度定量のための

HPLC 解析 

 オートクレーブにて 120℃、20 分間滅菌処理を施した 300 mL三角フラスコ内

に、0.2% グルコース を炭素源とする MOPS 最少培地を 100 mL 調整した。そこへ、同

培地 3 mL にて前培養した大腸菌野生株および ybhA 株を 500 分の 1 量植菌し、

30℃、150 rpm で震とう培養を行った。細胞増殖は、DU640 SPECTROMENTER 

（BECKMAN） にて OD600 を測定した。対数増殖期 （OD600 = 0.5） に達した際、500 mM 

PLを終濃度 2 mMになるよう添加し、1 時間後にMERC MILLIPORE 社製 Isopore 

Membrane HTTP Filter (0.4 m) を用いて菌体を回収した。菌体回収後速やかに超純水に

て菌体を洗浄し、2 mL メタノールに菌体が吸着したフィルターを浸し、30 秒間 超音波洗

浄機 （AS52GTU, ASONE） にて超音波処理を施し、10 分間静置し、細胞懸濁液を得

た。10 分後、その 1.6 mL の細胞懸濁液に同量のクロロホルムおよび 640 μL 超純水を

添加し、ボルテックスにて再懸濁した。再懸濁液を 4℃、5 分間、4600 g にて遠心分離 

（CF16RXII、HITACHI） し、水溶性画分を回収した。次に、HPLC assay with fluorescence 

detection kit (Immundiagnostik) 内の試薬を用いて、得られた水溶性画分からタンパク質

等の高分子量化合物を除去し、蛍光検出するために誘導体化を行った。そのサンプルを

用いて PLPの検出を行った （Excitation 320nm、Emission 415nm）。この際、Nexera X2 

HPLC system (Shimadzu) および prontoSIL EuroBOND C-18 column (125  0.4 mm, 0.5 
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μm particle size; BISCHOFF CHROMATOGRAPHY) を使用した。移動相は、HPLC assay 

with fluorescence detection kit (Immundiagnostik) 内を利用した。 

 

各遺伝子欠損株における Pyridoxal kinase PdxK および PdxY 過剰発現による増殖へ

の影響評価 

 大腸菌野生株 BW25113 および ybhA、cof、yigL 各遺伝子欠損株、ybhA+ 

株を、pCA24Ngfp-empty、pCA24Ngfp-pdxK、pCA24Ngfp-pdxY で形質転換し、LB 寒

天培地上で形質転換体の選択を行った。その後、得られた各形質転換体シングルコロニ

ーを、0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少寒天培地 (Neidhardt et al., 1974) へ

と白金耳に画線培養し、30℃、一晩静置培養した。各形質転換体シングルコロニーを、500 

M IPTG を含む MOPS 最少寒天培地へ、白金耳で画線し 30℃ で 24 時間静置培養

した後、各寒天培地の写真を FAS-IV （NIPPON Genetics） で撮影した。 

 

YbhA および既知、または、PLP phosphatase と予測されるアミノ酸配列相同性の評価 

 NCBI より各生物種の PLP phosphatase のアミノ酸配列を取得した。取得したアミ

ノ酸配列は、ClustalW (McWilliam et al., 2013) によりアライメントを行った。 
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3.3 結果 

 

3.3.1 各 ybhA/cof/yigL 遺伝子過剰発現株を用いた増殖曲線測定 

 in vitro 系で PLP 脱リン酸化能を示すことが報告されている YbhA、Cof および

YigL の過剰発現により、前節で示唆された PLP 蓄積による増殖開始の遅延がこれら酵

素の過剰発現で緩和されるか検証することで、PLP蓄積に対する寄与を検証することにし

た。そこで、500 M IPTG および 2 mM PL を添加した 0.2% グルコースを炭素源とする

MOPS 最少培地で、これら酵素の過剰発現株の増殖測定を行った。その結果、コントロー

ル株である pCA24Ngfp-empty、cof および yigL プラスミド形質転換体は、IPTG の有

無に関わらず、PL の添加により増殖開始の遅延が観察された。その一方で YbhA 過剰

発現株のみ PL 添加に対する感受性が著しく緩和されることが明らかになった （図 

23(A)）。 

 pCA24gfp プラスミドは、multi cloning site 上流に 6  His タグ配列を持ち、過

剰発現させる遺伝子はその下流に位置するため、6  His タグ抗体によるタンパク質の検

出が可能である (Kitagawa et al., 2005)。そこで、過剰発現した YbhA、Cof および YigL 

の発現量を Western blotting 法で検出し、Cof および YigL の発現量が不足したことで 

PLP phosphatase 活性が示されなかったのか検証を行った。その結果、YbhA、Cof、YigL 

の発現量は同程度であることが示された (図 23 (B))。タンパク質発現量は同程度あるに

もかかわらず、YbhA のみ PL 添加による増殖開始の阻害を抑圧したことから、YbhA の

みが PLP phosphatase として機能し、PLP 過剰蓄積を抑制することで恒常性維持に寄与

することが示唆された。 
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3.3.2 YbhA 過剰発現株の PL 添加に対する感受性評価 

 PLP の欠乏は、細胞増殖に影響を及ぼすことが報告されている (Dempsey and 

Pachler, 1966)。前節で、YbhA が PLP 脱リン酸化酵素として示唆されたため、 ybhA 遺

伝子の過剰発現により PLP の脱リン酸化が触媒され、細胞増殖に影響が生じることが考

えられた。そこで、0.2 % グルコース を炭素源とした MOPS 最少培地にて、0-500 M 

IPTG 添加時における pCA24Ngfp-empty または pCA24Ngfp-ybhA プラスミドで形質

転換した大腸菌野生株の増殖を測定した。その結果、IPTG 濃度に依存して YbhA 過剰

発現株の増殖速度の減少が観察された （図 24（A））。 

 YbhA の過剰発現により観察された増殖速度の低下が PLP 枯渇に起因すると

仮定すると、増殖速度に依存して PLP 濃度が異なることが期待された。実際に、HPLC 

解析により PLP 定量を行った際、IPTG を添加しなかった培養液においては、 320 pmol 

mg-1 の PLP が細胞内に存在することが示された (図 24 (B)、4)。一方で、500 M IPTG 

を添加した YbhA 過剰発現株では、増殖速度が 0.011 h-1 と著しく低く増殖が阻害されて

いる状態では、細胞内 PLP 濃度は 約 54 pmol mg-1 であり、増殖再開後においては、

約 310 pmol mg-1 であり、コントロール株と同程度の PLP 量 が確認された (図 24 (B) 

1 および 3)。また、 75 M IPTG 添加時の YbhA 過剰発現株は増殖速度が 約 0.04 h-

1 程度であったが (図 24 (A))、その状態にあるときは 約 60 pmol mg-1 の PLP 濃度で

あることが示された (図 24 (B) 3)。 

 さらに、PL と同様に PdxK および PdxH により PLP へと変換される PM およ

び PN の添加の際も YbhA 過剰発現の表現型が抑圧された (図 12(B))。これらの結果

から、YbhA 過剰発現は PLP 脱リン酸化による PLP の欠乏を引き起こすことで、増殖

速度の低下が生じることが示唆された。 
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3.3.3 YbhA および既知、または、PLP phosphatase と予測されるアミノ酸配列相同性の

評価 

 Fonda によりヒト (H. sapiens) の赤血球から PLP phosphatase (hPLPP) が既に

同定されている (Fonda, 1992)。さらに、Gao および Fonda により、活性中心が N 末端

から 26 残基にある cysteine 残基が PLP phosphatase 活性に必須であることが示唆さ

れた (Gao and Fonda, 1994)。また、近年カイコ (B. mori) においても PLP phosphatase が

同定された (Huang et al., 2017)。そこで、BLAST search から取得したヒトおよびカイコの 

PLP phosphatase のホモログとして考えられるアミノ酸配列を、ハツカネズミ (M. 

musculus)、ゼブラフィッシュ (D. rerio)、イースト (S. cerevisiae) を取得した。さらに細菌か

らは、C. glutamicum、S. elongatus PCC 7942 および PCC 6803 株からも hPLPP ホモロ

グと予想されたアミノ酸配列を取得し、 YbhA がこれら既知、または、予測される PLP 

phosphatase とどの程度相同性を示すか検証を行った。 

 その結果、真核生物 (ハツカネズミ、ゼブラフィッシュ、イースト、カイコ) において

は、hPLPP のアミノ酸配列と比較して約 29-45% の相同性が確認され、さらに、活性中心

として考えられる cysteine 残基も保存されていた (図 25)。 

 YbhA および C.glutamicum、 S. elongatusから PLP phosphatase として予測され

たアミノ酸配列においては、hPLPP と比較して それぞれ 6% 程度の相同性を示した。さ

らに、 hPLPP で活性中心と考えられる cysteine 残基が保存されていなかった (図 25)。 
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3.3.4 PLP 蓄積時の ybhA 遺伝子発現の影響 

 これまでに、YbhA が PLP phosphatase として生理活性を示すことが示唆され

た。そこで、細胞内 PLP 濃度の上昇がシグナルとなり ybhA 遺伝子の発現が制御される

か検証するために、PL 添加時における ybhA 遺伝子プロモーター活性および YbhA タ

ンパク質量を LacZ レポーターアッセイおよび western blotting 解析を行った。 

 0.2 % グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地で pRS551-ybhA プラスミドで

形質転換した大腸菌野生株を log phase (OD600=0.4) まで培養し、10 M、1 mM、2 mM 

各濃度の PL を培養液中に添加し、1 時間継続して培養した。その後、各培養液を回収

し、-galactosidase 活性を測定した。その結果、どの濃度においても PL を添加しなかっ

た培養液と比較して差が生じなかった (図 26 (A))。また、 PLP 蓄積時における細胞内 

YbhA 量を明らかにするため、ゲノム上の ybhA 遺伝子 C 末端に 6  His tag を挿入し

た ybhA-His 株を作成した。ybhA-His 株を同培地にて log phase (OD600=0.4) まで培養

し、2 mM PL、PN および PM を添加し、1 時間後の培養液を用いて western blotting 解

析を行った。その結果、 どの場合においても YbhA 量はコントロールと比較して同程度

であった (図 26 (B))。これらの結果から、ybhA 遺伝子発現および 細胞内 YbhA 量は

細胞内 PLP 量に依存しないことが明らかになった。 
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3.3.5 各遺伝子欠損株における Pyridoxal kinase PdxK および PdxY 過剰発現による

増殖への影響評価 

 ybhA遺伝子の生理的役割が PLP 脱リン酸化による PLP 蓄積の阻害であれ

ば、ybhA 株では PL 添加により野生株 (BW25113 株) と比較して顕著な増殖阻害が

観察されることが期待された。そのため、PL を 0-2.5 mMの各濃度で添加した際の野生

株 (BW25113株) および ybhA 株の増殖を測定した。 

 野生株に 2.5 mM PL を添加すると増殖開始が約 35 時間にまで遅延するのに

対し、ybhA 株では 2.5 mM PL 添加により増殖阻害が観察されるものの、増殖開始に

関しては PL を添加していない野生株や ybhA 株と比べて大きな違いは観察されなか

った （図 27(A)）。そこで、HPLC 解析により細胞内 PLP 濃度の定量実験を行った結

果、野生株では、2 mM PL 添加により約 6 倍 PLP の蓄積が観察されたが、ybhA 株

では PLP の蓄積が観察されなかった （図 27(B)）。 

 次に、これまでに PLP 蓄積が細胞増殖開始の遅延を引き起こすことが示唆され

ていたことから （図 18）、PL/PM/PN kinase PdxK、PL kinase PdxY を過剰発現させ、PLP 

蓄積状態を模倣した際に ybhA 株の増殖に影響が生じるか検証することで、ybhA 遺伝

子の PLP phosphatase としての生理的役割を確認することとした。そこで、500 M IPTGを

含む 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少寒天培地上で、pCA24Ngfp-pdxK、

pCA24Ngfp-pdxY プラスミドで形質転換した野生株および ybhA 株の増殖を観察した。

その結果、野生株では PdxK、PdxY の過剰発現では増殖に影響が生じなかった （図 28 

(A)）。しかし、ybhA 株では PdxK の過剰発現によりほとんど生育できなくなり、PdxY 過

剰発現ではコロニーが薄く、僅かではあるが増殖阻害が生じたことが示唆された (図 28 

(B))。ybhA復帰株 （ybhA+株） では、ybhA 株で観察されたこれらの表現型が消失し、野

生株と同様の結果となった (図 28 (C))。また cof、yigL 株に pCA24Ngfp-pdxK、

pCA24Ngfp-pdxY プラスミドで形質転換し、同様の実験を行ったが ybhA 株で示された

増殖阻害は観察されず、野生株同様の結果となった （図 29）。 
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図 23 YbhA の過剰発現は、PL 添加による増殖開始遅延を緩和する 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌の培養に利用し、2 時間毎に

OD600 を測定した。(A) PLは 2 mM、IPTG は 500 M の終濃度になるよう培養液中へ

添加し、PL 添加に対する ybhA、cof および yigL 遺伝子過剰発現の影響を観察した。

（B） pCA24Ngfp-empty、pCA24Ngfp-ybhA、pCA24Ngfp-cof、pCA24Ngfp-yigL プラ

スミドから発現させた各 PLP phosphatase を 6  His タグ抗体により検出した (Tanaka et 

al., 1993)。可溶性画分タンパク質 4 g を 12% gel 上で SDS-PAGE を行った。 
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図 24 YbhA 過剰発現は、PLP の欠乏が引き起こすことで増殖速度の低下をもたらす 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌の培養に利用し、2 時間毎に

OD600 を測定した。（A） 図中に示す各 IPTG 濃度添加時の pCA24Ngfp-empty (WT)、 

pCA24Ngfp-ybhA プラスミドで形質転換した大腸菌野生株 (YbhA) の増殖曲線。（B） 

ybhA 遺伝子過剰発現株における細胞内 PLP 濃度。（C） pCA24Ngfp-ybhA プラスミド

で形質転換した大腸菌野生株培養液に各濃度の PL を添加した際の増殖曲線。ybhA 遺

伝子過剰発現のために IPTG は終濃度 500 M になるよう添加した。 
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図 26 ybhA 遺伝子の発現は PLP 蓄積による制御は受けない 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地で培養した。(A) pRS551-ybhA プラス

ミドで形質転換した log phase (OD600 = 0.4) の大腸菌野生株培養液に各濃度の PL を添

加し、1 時間後に -galactosidase 活性を測定した。 (B) log phase (OD600 = 0.4) における 

ybhA-His 株培養液に、2 mM PL、PN、PM をそれぞれ添加し、1 時間後の培養液を回

収、タンパク質可溶性画分を抽出し、12% gel 上で SDS-PAGE を行い、6  His tag 抗体

で検出した (Tanaka et al., 1993)。 
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図 27 ybhA 株は、PL 添加に対して PLP の蓄積が生じず増殖開始の遅延を示さない

0.2% グルコース を炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌の培養に利用し、2 時間毎

に OD600 を測定した。（A） 大腸菌野生株 (BW25113 株) および ybhA 株の増殖測定

を 2.5 mM PL 添加条件下で行った。(B) 2 mM PL 添加 1 時間後の大腸菌野生株およ

び ybhA 株の細胞内 PLP 濃度を HPLC により解析、定量した。 
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図 28 ybhA 株は、pdxK および pdxY 遺伝子過剰発現の影響を相殺できない 

500 M IPTGを含む 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少寒天培地上で、

30℃、24 時間静置培養を行った。(A) 野生株 (BW25113 株)、(B) ybhA、(C) ybhA 復

帰株 （ybhA+）、それぞれの大腸菌株にて、pdxK および pdxY 遺伝子過の剰発現を誘導

し増殖を観察した。図中 pdxKoex、pdxYoexは過剰発現を示す。 
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図 29 cof および yigL 株は、PdxK、PdxY 過剰発現の影響を受けない 

500 M IPTG を含む 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少寒天培地上で、

30℃、24 時間静置培養を行った。(A) 野生株 (BW25113 株)、(B) cof、(C) yigL 株、

それぞれの大腸菌株にて、pdxK および pdxY 遺伝子の過剰発現を誘導し増殖を観察し

た。図中 pdxKoex、pdxYoex は過剰発現を示す。 
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3.4 考察 

 

 本章では、可溶性 HAD-like 脱リン酸化酵素ファミリーの in vitro screening 系に

より PLP 脱リン酸化活性を示すことが明らかにされた (Kuznetsova et al., 2006) YbhA、

Cof、YigL を対象として PLP 蓄積に寄与するか検証を進めた。その結果、YbhA 過剰発

現株のみ PL 添加による増殖開始の遅延を著しく阻害し （図 23）、また、YbhA 過剰発

現により生じる増殖速度の低下が PLP の欠乏に起因することが示唆された (図 24)。 

 1 章において、グルコースおよび酢酸を炭素源とした際にはプロモーター活性に

変化が観察されなかった (図 7 (D))。 そこで、ybhA 遺伝子の発現は PLP 蓄積をシグナ

ルとして調節されると考え、PLP 蓄積条件下における ybhA 遺伝子プロモーター活性およ

び 細胞内 YbhA 量を測定したが、PL を培養液中に添加しなかったコントロールと比較

して差が観察されなかった (図 26)。従って、ybhA 遺伝子発現は未知の機構により遺伝

子発現の制御がされることが示唆された。また、PLP 脱リン酸化において YbhA は量的

な活性調節を行うわけでなく、タンパク質修飾に依存した形式で YbhA 活性が制御されて

いると考えられる。 

 ybhA、cof、yigL 株において PdxK、PdxY 過剰発現による PLP 蓄積状態を

模倣した際、ybhAでのみ増殖が阻害された。これらの結果は、YbhA が細胞内で PLP 

脱リン酸化酵素として機能することで PLP蓄積を阻害するという仮説を支持するものであ

る。ybhA 株において、PL/PM/PN kinase PdxK または PLkinase PdxY を過剰発現した

際、PdxY 過剰発現による増殖阻害は PdxK と比べ僅かなものであった （図 28）。PdxK

は、PdxY と比べて約 100 倍酵素活性が強いことが明らかにされており、今回本研究で

得られた結果も、PdxK および PdxY の酵素活性の違いに由来すると考えられる。

Kuznetsova らの報告によると、YbhA、Cof、YigL が PLP に対して示すミカエリス-メンテ

ン定数 Km  は、それぞれ 0.37、0.68、1.5 mM であることが明らかにされており 

(Kuznetsova et al., 2006)、大腸菌から見つかった PLP 脱リン酸化酵素において YbhA 
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が最も PLP との親和性が大きいことも本研究結果を支持するものであると考えることが

できる。しかし、0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地における ybhA 株の

増殖測定を行った際、予測とは反対に PL 添加による増殖開始の遅延が生じず、PLP の

蓄積も観察されなかった （図 27）。このことから、YbhA は直接的、または、間接的に細

胞内への PL 移送に関与することが示唆されたが、PL 取り込みに関する機構は未解明

であり、今後の課題として残る。 
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4. PLP蓄積 ・ 欠乏による代謝への影響 

 

4.1 序 

 近年、Vitamin B6 である PMP、PNP の恒常性に関して、シロイヌナズナおよび

大腸菌において報告がされた (Colinas et al., 2016; Prunetti et al., 2016)。Colinas らの報

告において、シロイヌナズナの生育および分化の阻害が観察された PMP/PNP 酸化酵素 

PDX3 変異株において PMP の蓄積が引き起こされ、代謝、特にアミノ酸代謝に著しく影

響が生じることによりアミノ酸が蓄積されることを明らかにした。さらにアンモニウム塩の添

加によりその表現型が抑圧されたことから、PMP 蓄積が硝酸還元酵素 NR の活性を阻

害することでアミノ酸代謝に影響が生じることを提案した （図 30） (Colinas et al., 2016)。

Prunetti らは大腸菌を用いた研究を展開し、全生物に広く保存されている COG0325 タン

パク質ファミリーに分類される yggS 遺伝子の欠損株が PN に対して感受性を示し、 

PNP 蓄積による増殖阻害が引き起こされる現象を発見した。さらに彼らは、蓄積した PNP 

が PLP 依存で分岐鎖アミノ酸 （valine、leucine、isoleucine） 合成の最終段階を触媒する

アミノ基転移酵素 IlvE の活性に影響を及ぼすことにより、PN 感受性をもたらすことを示

唆しているが詳細な機構に関しては未解明である (Prunetti et al., 2016)。 

 本研究では、初めて大腸菌野生株 (BW25113 株) 培養液に PL を添加すること

で PLP が蓄積され、増殖開始の遅延が生じる現象を発見した。さらに、様々な基質に対

して脱リン酸化活性を示し生理機能が未知であった YbhA が PLP 脱リン酸化を触媒す

ることで PLP 蓄積を阻害することが示唆された。しかし、PL 添加による PLP の蓄積お

よび YbhA 過剰発現による PLP の欠乏で観察された増殖阻害が、どのような機構によ

り引き起こされるかは未解明であるが、上述した既往研究 (Colinas et al., 2016; Prunetti et 

al., 2016)および、PLP の生理機能から、アミノ酸代謝異常増殖阻害が PLP 蓄積により引

き起こされていると推測された。 



112 

 

 そこで、本章では細胞内 PLP 蓄積による増殖開始の遅延、および、ybhA 遺伝

子過剰発現によって引き起こされる PLP 欠乏時に観察された増殖速度の低下の機構に

関して解析を進めた。 
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図 30 シロイヌナズナにおける PMP 蓄積による増殖阻害モデル 

左図: 標準的な土壌条件下において、野生型シロイヌナズナは窒素源として硝酸 (NO3-)

を取り込み、硝酸還元酵素 NR さらに亜硝酸還元酵素 NIR により 2 段階の還元反応

によりアンモニアへと変換され、アミノ酸等に同化され生育する。右図: PMP酸化酵素

PDX3変異型シロイヌナズナ pdx3 では、PMP を PLP へと酸化することができず、 

PMP が蓄積する。蓄積した PMP が NR 活性を阻害することで、アンモニアを生合成で

きないため、生育および分化不全が生じる (Colinas et al., 2016)。 
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4.2 材料と方法 

 

4.2.1 試薬類 

 純度 99.0% 以上の MOPS および Tricine は同仁化学研究所より購入した。試

薬特級 FeSO4･7H2O、NH4Cl、CaCl2･2H2O、MgCl2･6H2O、NaCl、K2HPO4、H3BO3、

Co(NO3)2･6H2O、CuSO4･5H2O、ZnSO4･7H2O、メタノール、クロロホルムは和光純薬工業

株式会社より購入した。また、試薬一級 K2SO4 は和光純薬工業より購入した。分子生物

学用MnCl2･4H2O も同様に和光純薬工業株式会社より購入した。試薬特級 Na2MoO4･

2H2O はナカライテスク株式会社より購入した。超純水は、MERC MILLIPORE 社 Q-

POD を用いて取水した。純度 99％ 以上のピリドキサール塩酸塩は、SIGMA-ALDRICH 

より購入した。 

 

4.2.2 使用菌株およびプライマー、プラスミド 

 本研究で使用した大腸菌株一覧を表 4.2.1に示す。 

 

4.2.3 実験方法 

カザミノ酸が PLP 蓄積および欠乏時の増殖阻害に与える影響 

 pCA24Ngfp プラスミドで形質転換した大腸菌に関しては、20 g mL-1 

Chrolamphenicol を添加した下記の培地で培養を行った。 

LB寒天培地 (Bertani, 1951) に BW25113 株、pCA24Ngfp-empty または 

pCA24Ngfp-ybhA で形質転換した BW25113 株を画線培養し、30℃ に一晩置き静置

培養を行い、コロニーを得た。そこで得た各々の株のシングルコロニーを、0.2%グルコース

を炭素源とする MOPS 最少寒天培地 (Neidhardt, Bloch, and Smith, 1974) へと白金耳に

画線培養し、30℃、一晩静置培養した。前培養液は、MOPS 最少寒天培地上に生えたそ

れぞれのシングルコロニーを、3 mL の 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培
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地へと白金耳を用いて植菌し、150 rpm、30℃、24 時間振とう培養することで得た。本培養

は、5 mL 同培地に 500分の 1 倍量の前培養液を植菌し、150 rpm、30℃ にて震とう培

養することで行った。その際、2mM PL、アミノ酸混合液として 0.2% casamino acids を添加

した。増殖測定は、2 時間毎に  = 600 nm における濁度 (OD600) を OD-Monitor C & T 

instrument (TAITEC) を使用して測定した。 

 また、0.2% casamino acids 含有 MOPS 最少寒天培地上で行った pCA24Ngfp-

pdxK、pCA24Ngfp-pdxY で形質転換した ybhA 株の増殖測定は、0.2% グルコースを

炭素源とし、PdxK および PdxY の過剰発現誘導のため 500 M IPTG を添加した。培

養は、30℃、24 時間静置することで行った。 

 

野生株および ybhA 遺伝子過剰発現株における PLP 蓄積 ・ 欠乏時のメタボローム解

析 

 メタボローム解析は、Saito らの手法で行った （Saito et al., 2009）。 

 オートクレーブにて 120℃、20 分間滅菌処理を施した 300 mL 三角フラスコ内

に、0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を 100 mL 調整した。そこへ、同

培地 3 mL にて前培養した大腸菌野生株を 500 分の 1 量植菌し、30℃、150 rpm で震

とう培養を行った。細胞増殖は、DU640 SPECTROMENTER （BECKMAN） にて OD600 

を測定した。対数増殖期 （OD600 = 0.5） に達した際、500 mM PLを終濃度 2 mM になる

よう添加し、1 時間後にMERC MILLIPORE社製 Isopore Membrane HTTP Filter (0.4 

m) を用いて菌体を回収した。菌体回収後速やかに超純水にて菌体を洗浄し、2 mL メタ

ノールに菌体が吸着したフィルターを浸し、30 秒間 超音波洗浄機 （AS52GTU, ASONE） 

にて超音波処理を施し、10 分間静置し、細胞懸濁液を得た。10 分後、その 1.6 mLの細

胞懸濁液に同量のクロロホルムおよび 640 μL 超純水を添加し、ボルテックスにて再懸濁

した。再懸濁液を 4℃、5 分間、4600 g にて遠心分離 （CF16RXII、HITACHI） し、水溶

性画分を回収した。タンパク質等の生体高分子は、Ultra-free MC （MERC MILLIPORE） 
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により除去し、水溶性画分を乾燥させた。その後、乾燥させた水溶性画分を 25 L の超純

水にて再懸濁し、capillary-electrophoresis time-of-flight MS (CE-TOF-MS) にて代謝産物

の同定および定量を行った。 
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表 4.2.1 本研究で使用した大腸菌株および遺伝型 

E.coli strain Relevant genotype Source 

BW25113 
W3110 lacIq rrnBT14 lacZWJ16 

hsdR514 araBADAH33 rhaBADLD78 

Keio collection (Baba et al., 

2006) 

ybhA BW25113 ybhA::KmR 
Keio collection (Baba et al., 

2006)  

 

 

表 4.2.2 本研究で使用したプラスミド 

Plasmid Source 

pCA24Ngfp ASKA library (Kitagawa et al., 2005) 

pCA24Ngfp-ybhA ASKA library (Kitagawa et al., 2005) 

pCA24Ngfp-pdxK ASKA library (Kitagawa et al., 2005) 

pCA24Ngfp-pdxY ASKA library (Kitagawa et al., 2005) 
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4.3 結果 

 

4.3.1 カザミノ酸が PLP 蓄積および欠乏時の増殖阻害に与える影響 

 PLP は、アミノ酸代謝に関与するアミノ基転移、脱炭酸、ラセミゼーション反応等を

触媒する酵素の補酵素であり、これらの酵素活性制御を担っている (Fitzpatrick et al., 

2007; John, 1995)。従って、これらの表現型がアミノ酸代謝異常に起因することが考えられ

た。そこで本研究ではアミノ酸添加による PLP 蓄積、および、欠乏時に観察された増殖阻

害 （図 18 および図 24） に対する影響の観察を行った。 

 まずカザミノ酸をアミノ酸源として、2.5 mM PL を添加した大腸菌野生株の培養液

中へ添加した際の増殖測定を行った。その結果、カザミノ酸無添加の培養液では、35 時

間の増殖開始の遅延が観察される一方で、カザミノ酸含有培養液では 6 時間の増殖開

始遅延となり、著しく PLP 蓄積による増殖開始阻害を緩和した（図 31 (A)）。 

 また、pCA24Ngfp-ybhA プラスミド上からの YbhA 過剰生産による PLP 欠乏

から引き起こされた増殖阻害に関しても、カザミノ酸添加により著しく緩和された （図 31 

(B)）。さらに、ybhA 株において PL/PM/PN kinase PdxK および PL kinase PdxY を過剰

発現した際にそれぞれ増殖阻害が観察されたが （図 28）、カザミノ酸添加によりその表現

型が抑圧された （図 32）。 

 これらの結果から、PLP 欠乏だけでなく蓄積もまた、アミノ酸代謝の異常を引き起

こすことで増殖開始を阻害することが示唆された。 
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4.3.2 野生株における PLP 蓄積時のメタボローム解析 

 前節で、PLP 恒常性の崩壊時 （蓄積および欠乏） に観察される増殖阻害が、カ

ザミノ酸添加により著しく緩和された結果を得た。このことから、アミノ酸代謝の異常が 

PLP 蓄積により引き起こされており、それがカザミノ酸により相補されたことで増殖が可能

になったことが示唆された。そこで、本節では対数増殖気 (OD600 = 0.5) の大腸菌野生株

培養液中に 2 mM PL を添加し 1 時間培養した後のサンプルを利用して、メタボローム

解析を行い PLP 蓄積による代謝への影響を解析した。データ解析は、2 mM PL を添加

した大腸菌野生株培養液および PL 無添加条件の培養液を比較し行った。表 4.3.1に 

PLP 蓄積時のメタボローム解析結果を示す。 

 

① 解糖系における代謝産物 

 結果として、解糖系においては Pyruvate にのみ、PLP 蓄積によって 1.4 倍の蓄

積が観察された。その一方で、Glucose-6-phosphate や Fructose-1,6-bisphosphate 等は 

PL を添加していない細胞と比較して、平均 0.78 倍の蓄積量に留まり、減少する傾向に

あることが明らかとなった （表 4.3.1、図 33 (A)）。 

 

② TCA cycle における代謝産物 

 TCA cycle を介在する代謝産物、Citrate や Fumarate、Malate でそれぞれ 1.6 

倍、1.8 倍、1.7 倍の蓄積が認められ、その一方で Acetyl CoA に関しては、PL を添加し

なかった細胞と比較し影響は観察されなかった （表 4.3.1、図 33 (B)）。 

 

③ Pentose phosphate pathway における代謝産物 

 Pentose phosphate pathway を介在する代謝産物は、PLP 蓄積により平均 0.7 倍

の蓄積量となっており減少する傾向にあった （表 4.3.1、図 33 (C)）。 
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④ 各アミノ酸 

 Glycolysis、TCA cycle、Pentose phosphate pathway それぞれの代謝産物と比較し

て、アミノ酸は蓄積する傾向にあり、その蓄積量も Pro では 2.3 倍、Met では 1.8 倍と変

化が大きく、平均 1.5 倍蓄積することが認められた。その一方で、Arg、Asn や Tyr はそ

れぞれ 0.6 倍、0.73 倍、0.7 倍と減少していた （表 4.3.1、図 34）。 

 

 これらの結果から、PLP 蓄積は多様な代謝経路、特にアミノ酸代謝に影響を与え

ることで増殖開始の遅延を引き起こすことが示唆された。 
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4.3.3 Arg、Tyr、Asn、および、これら 3 種アミノ酸混合溶液添加の際の PL 添加による

増殖開始遅延への影響検証 

 前節 4.3.2 において、過剰な PL 添加により Arg、Asn、Tyr の細胞内濃度が減

少する結果を得た (図 34)。この実験から、PL 添加で生じる PLP 過剰蓄積時に観察さ

れる増殖開始の遅延は、これらアミノ酸代謝の異常に起因すると考えられた。 

 そこで、PL 2.5 mM を添加した大腸菌野生株培養液に、Arg、Asn、Tyr をそれぞ

れ 50 M で添加し増殖曲線を測定した。その結果、Arg、Asn、Tyr の添加は PL 添加

による増殖開始の遅延を抑圧しなかった (図 35)。また、Arg、Asn、Tyr を終濃度 50 M 

になるよう混合したアミノ酸 mix を同条件の大腸菌野生株培養液に添加した際において

も同様に、PL 添加による増殖開始の遅延に対する影響は小さかった (図 35)。 

 これらの結果は、Arg、Asn、Tyr の欠乏だけが増殖開始の遅延の原因ではない

ことを示しており、増殖開始にはアミノ酸代謝の恒常性が極めて重要であることを示唆して

いる。 
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4.3.4 ybhA 遺伝子過剰発現による PLP 欠乏時におけるメタボローム解析 

 4.3.1 節において、ybhA 過剰発現による増殖阻害がカザミノ酸添加により著しく

抑圧された (図 31 (B))。この結果は、PLP 欠乏による増殖阻害は PLP 蓄積時と同様に

アミノ酸代謝異常に起因することを示唆している。そこで、本節ではコントロール株として 

pCA24Ngfp-empty、および、PLP 欠乏を誘導させるため pCA24Ngfp-ybhA プラスミド

で形質転換した大腸菌野生株のサンプルを利用して、メタボローム解析を行い PLP 欠乏

時の代謝への影響を解析した。データ解析は、ybhA 遺伝子過剰発現株および コントロー

ル株のメタボローム解析結果を比較し行った。表 4.3.2 に PLP 欠乏時のメタボローム解

析結果を示す。 

 

① 解糖系における代謝産物 

 解糖系においては PLP 欠乏時においては代謝産物の全てで減少が観察され

た。特に、細胞内 G6P、Pyuvate 濃度は、ybhA 遺伝子を過剰発現させなかった場合と比

較して半減していた（表 4.3.2、図 33 (A)）。 

 

② TCA cycle における代謝産物 

 TCA cycle を介在する代謝産物では、Acetyl CoA の細胞内濃度がコントロール

と比較し約 8 倍蓄積されていた。また、Citrate においてはコントロールと比較し 0.3 倍程

度の量にまで減少していた。Succinate、Fumarate、Malate においては大きな変化はなかっ

た（表 4.3.2、図 33 (B)）。 

 

③ Pentose phosphate pathway における代謝産物 

 Pentose phosphate pathway を介在する代謝産物は、PLP 欠乏により平均 0.7 倍

の蓄積量となっており減少する傾向にあった （表 4.3.2、図 33 (C)）。しかし、その一方で、 

Ru5P は約 12 倍の蓄積が認められた。 
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④ 各アミノ酸 

 細胞内各種アミノ酸量は減少する傾向にあり、その減少量も Gly では 0.5 倍、 

Val では 0.3 倍程度にまで減少しており、平均 0.6 倍減少することが認められた。その一

方で、Glu の細胞内濃度はコントロールと比較して変化なかった。 （表 4.3.2、図 34）。さら

に、PLP 蓄積時に 0.6 倍程度まで減少した Arg が、欠乏時においては約 5 倍蓄積して

いた。 

 

 これらの結果から、ybhA 遺伝子過剰発現による PLP 欠乏もまた、PLP 蓄積の

場合と同様に多様な代謝経路、特にアミノ酸代謝に影響を与えることがメタボローム解析

より明らかになった。また、PLP 欠乏によるアミノ酸代謝に与える影響は、PLP 蓄積とは

大きく異なることが示唆された。 
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図 31 PLP 蓄積および欠乏による増殖阻害は、カザミノ酸添加で抑圧される 

30℃、150 rpm において 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地で、大腸菌

の培養に利用し、2 時間毎に OD600 を測定した。カザミノ酸は終濃度 0.2% になるよう添

加した。（A） 大腸菌野生株 (BW25113 株) の増殖曲線。（B） pCA24Ngfp-ybhA プラ

スミドを形質転換し、YbhA を過剰発言する大腸菌野生株 (BW25113 株) の増殖曲線。 
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図 32 カザミノ酸添加は、ybhA 株における PdxK および PdxY 過剰発現による増殖

阻害を抑圧する。 

500 M IPTG、0.2% カザミノ酸 （CAA: Casamino acids） を含む 0.2% グルコースを炭素

源とする MOPS 最少寒天培地上で、30℃、24 時間静置培養を行った。(A) 野生株

BW25113、(B) ybhA、それぞれの大腸菌株にて pdxK、pdxY 遺伝子の過剰発現を誘導

し増殖を観察した。図中 pdxKoex、pdxYoex は過剰発現を示す。 
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表 4.3.1 PLP 蓄積時におけるメタボローム解析結果 

Metabolites 

Concentraition [pmol/OD/mL] 

Ratio (+PL/-PL) 

BW25113 

BW25113 + 2 mM 

PL 

G6P 76.89 65.63 0.85 

F6P 24.69 23.28 0.94 

F1,6P 64.20 38.86 0.61 

G3P 4.26 N/A N/A 

2,3-DPG 10.27 8.40 0.82 

3PG 1128.83 878.95 0.78 

2PG N/A N/A N/A 

PEP 444.39 296.94 0.67 

Pyruvate 42.27 58.97 1.40 

Acetyl CoA 23.96 21.88 0.91 

Citrate 20.19 32.17 1.59 

cis-Aconitate N/A N/A N/A 

Isocitrate N/A N/A N/A 

2-Oxoglutarate N/A N/A N/A 

Succinyl CoA N/A N/A N/A 

Succinate 70.43 78.27 1.11 

Fumarate 41.60 74.98 1.80 

Malate 81.99 136.88 1.67 

6PG 10.47 7.91 0.76 

Ru5P 28.27 36.65 1.30 

R5P 11.13 8.34 0.75 

S7P 71.04 41.90 0.59 

G3P 4.26 N/A N/A 

Gly 275.76 256.10 0.93 

Ala 294.25 418.15 1.42 

Ser 116.87 180.89 1.55 

Pro 178.98 416.30 2.33 

Val 360.85 491.04 1.36 

Thr 451.90 584.93 1.29 

Cys N/A N/A N/A 

Ile 173.63 257.11 1.48 

Leu 198.60 254.11 1.28 

Asn 749.68 545.62 0.73 

Asp 1118.03 1023.05 0.92 
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Gln 865.92 1111.22 1.28 

Lys 4577.00 5564.18 1.22 

Glu 1837.76 3251.76 1.77 

Met 35.78 46.87 1.31 

His 106.03 187.30 1.77 

Phe 196.58 168.19 0.86 

Arg 497.76 299.68 0.60 

Tyr 193.59 135.53 0.70 

Trp 52.56 60.31 1.15 

 

表中の各文字の色は、次に示すように代謝経路毎の代謝産物であることを示す。黒; 

Glycolysis、紺; TCA cycle、黄; Pentose phosphate pathway、青; Amino acid。 

略称: G6P; Glucose-6-phosphate、F6P; Fructose-6-phosphate、F1,6P; Fructose-1,6-diphosphate、2,3-

DPG; 2,3-bisphospho-glycerate、3PG; 3-phospho-glycerate、PEP; Phosphoenol-pyruvate、6PG; 6-

phosphogluconage、Ru5P; Ribrulose-5-phosphate、R5P; Ribose-5-phosphate、S7P; Sedoheptulose-7-

phosphate。N/A は検出不可であったことを示す。 
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表 4.3.2YbhA 過剰発現による PLP 欠乏時の際のメタボローム解析結果 

Metabolites 
Concentration[pmol/OD/mL] Ratio (YbhA 過剰発現株

/Control 株) Control 株 YbhA 過剰発現株 

G6P 29.92 15.67 0.52 

F6P 14.5 6.2 0.43 

F1,6P 53.65 4.48 0.08 

G3P 1.95 N/A N/A 

2,3-DPG 13.8 2.0 0.15 

3PG 706.1 132.7 0.19 

2PG N/A N/A N/A 

PEP 239.8 58.4 0.24 

Pyruvate 35.1 16.4 0.466 

Acetyl CoA 8.9 69.7 7.82 

Citrate 19.0 6.4 0.33 

cis-Aconitate N/A N/A N/A 

Isocitrate N/A N/A N/A 

2-Oxoglutarate N/A N/A N/A 

Succinyl CoA N/A N/A N/A 

Succinate 64.4 64.6 1.00 

Fumarate 28.8 21.1 0.73 

Malate 59.2 44.1 0.74 

6PG 6.1 1.4 0.22 

Ru5P 19.5 224.5 11.54 

R5P 18.6 6.0 0.32 

S7P 32.9 25.1 0.76 

G3P 1.9 N/A N/A 

Gly 464.98 247.86 0.53 

Ala 417.01 371.83 0.89 

Ser 90.53 71.33 0.79 

Pro 172.18 137.41 0.80 

Val 731.82 221.63 0.30 

Thr 531.23 348.81 0.67 

Cys N/A N/A N/A 

Ile 330.82 144.17 0.44 

Leu 581.07 234.70 0.40 
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Asn 880.24 297.15 0.34 

Asp 546.72 232.44 0.43 

Gln 114.55 101.94 0.89 

Lys 3314.40 1706.46 0.51 

Glu 409.46 433.92 1.06 

Met 181.19 84.56 0.47 

His 402.72 157.17 0.39 

Phe 114.19 90.45 0.79 

Arg 74.48 409.08 5.49 

Tyr 109.51 102.91 0.94 

Trp 27.17 10.20 0.38 

表中の各文字の色は、次に示すように代謝経路毎の代謝産物であることを示す。橙; 

Glycolysis、灰; TCA cycle、緑; Pentose phosphate pathway、赤; Amino acid。 

略称: G6P; Glucose-6-phosphate、F6P; Fructose-6-phosphate、F1,6P; Fructose-1,6-diphosphate、2,3-

DPG; 2,3-bisphospho-glycerate、3PG; 3-phospho-glycerate、PEP; Phosphoenol-pyruvate、6PG; 6-

phosphogluconage、Ru5P; Ribrulose-5-phosphate、R5P; Ribose-5-phosphate、S7P; Sedoheptulose-7-

phosphate。N/A は検出不可であったことを示す。 
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図 33 PLP 蓄積および欠乏は、中心代謝経路に影響を与える 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌野生株 (BW25113 株) の培

養に利用した。2 mM PL を培養液に添加 1 時間後にサンプリングし、メタボローム解析

を行った。また、pCA24Ngfp-empty プラスミド、pCA24Ngfp-ybhA プラスミドでそれぞれ

形質転換した大腸菌野生株を、0.2% グルコースを炭素源とし、500 M IPTG を添加した 

MOPS 最少培地を大腸菌野生株の培養に利用した。データは、PLを添加していない細

胞、および、pCA24Ngfp-empty プラスミドで形質転換した細胞との比をそれぞれとること

で処理した。（A） Glycolysis、（B） TCA cycle、(C) Pentose phosphate pathway における代

謝産物の変化量。 

略称: G6P; Glucose-6-phosphate、F6P; Fructose-6-phosphate、F1,6P; Fructose-1,6-diphosphate、2,3-

DPG; 2,3-bisphospho-glycerate、3PG; 3-phospho-glycerate、PEP; Phosphoenol-pyruvate、6PG; 6-

phosphogluconage、Ru5P; Ribrulose-5-phosphate、R5P; Ribose-5-phosphate、S7P; Sedoheptulose-7-

phosphate。 
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図 34 PLP 蓄積および欠乏はアミノ酸代謝異常を引き起こす 

0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地を大腸菌の培養に利用した。2 mM PL

を培養液に添加し、1 時間後にサンプリングし、メタボローム解析を行った。また、

pCA24Ngfp-empty プラスミド、pCA24Ngfp-ybhA プラスミドでそれぞれ形質転換した大

腸菌野生株を、0.2% グルコースを炭素源とし、500 M IPTG を添加した MOPS 最少培

地を大腸菌野生株の培養に利用した。データは、PLを添加していない細胞、および、

pCA24Ngfp-empty プラスミドで形質転換した細胞との比をそれぞれとることで処理した。 
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図 35 Arg、Tyr、Asn およびこれら 3 種混合アミノ酸添加による PL 添加で生じる増殖

開始遅延抑圧検証 

30℃、150 rpm において 0.2% グルコースを炭素源とする MOPS 最少培地で、大腸菌

野生株 (BW25113 株) の培養に利用し、2時間毎に OD600 を測定した。PL は終濃度 

2.5 mM になるよう培養液中に添加した。さらにその培養液に Arg、Tyr、Asn を終濃度 

50 M になるよう培養液中に添加した。また、図中 Mix は Arg、Tyr、Asn 混合溶液 

(各アミノ酸終濃度 50 M) を 2.5 mM PL 添加培養液に加えた際の増殖曲線を示す。 
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4.4 考察 

 メタボローム解析により、PLP 蓄積および欠乏における代謝産物の定量を行っ

た。その結果、PLP 蓄積によって His、Glu、Pro において 1.8-2 倍の蓄積が認められ、

Arg や Tyr では 0.6-0.7 倍程度の蓄積量であり減少することが確認された。その一方

で、ybhA 遺伝子過剰発現による PLP 欠乏時においては、Arg、Glu を除くアミノ酸で平

均 0.6 倍の蓄積量であった。 

 さらに解糖系や TCA cycle 等の代謝経路においても影響が生じることが確認さ

れたことから、PLP蓄積・欠乏による影響はアミノ酸代謝だけではなく、非特異的に様々な

酵素の活性に影響を与えることが示唆された （表 4.3.1、表 4.3.2、図 33 および 図 

34）。 

 PL 添加による PLP 蓄積が引き起こす増殖開始の遅延、および、ybhA 遺伝子

過剰発現により引き起こされる PLP 欠乏による増殖阻害が、アミノ酸源として採用したカ

ザミノ酸の添加でどのような影響が生じるか増殖測定を行った際、カザミノ酸添加により、

これらの表現型が著しく緩和される結果を得た （図 31 および図 32）。これらの結果か

ら、PLP 蓄積 / 欠乏による増殖開始遅延 / 増殖阻害はアミノ酸代謝の異常を引き起こし

アミノ酸の恒常性が崩壊されたことに起因する、すなわち増殖開始にはアミノ酸の恒常性

が極めて重要であることを示唆している。 

 大腸菌野生株における解糖系、ペントースリン酸経路、そして TCA cycle および

各アミノ酸生合成 / 分解経路を触媒する酵素が PLP 依存か調べた結果、解糖系、ペン

トースリン酸経路、そして TCA cycle では PLP 依存酵素は無かった。その一方で、His 

を除く全てのアミノ酸生合成 / 分解経路においては PLP 依存酵素が存在した (図 36)。

PLP 蓄積および欠乏時、pyruvate、Acetyl CoA の細胞内濃度変動の挙動が異なる(図 

33 (A)、表 4.3.1 および表 4.3.2)。これらの結果から、PEP を Pyruvate へと変換する 

Pyruvate kinase PykA、PykF およびその逆反応を触媒する PpsA、Oxaloacetate を PEP 

へと変換する Pck およびその逆反応を触媒する Ppc の酵素活性もしくは遺伝子発現制
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御に PLP 恒常性の崩壊が影響を及ぼしていることを示唆している。すなわち、解糖系、ペ

ントースリン酸経路、TCA cycle においてもアミノ酸代謝の恒常性は重要であると考えられ

る。それに加えて、PLP 蓄積が解糖系などの代謝経路にも影響を及ぼした原因として、

PLP が持つアルデヒド基に由来する非特異的な酵素等への相互作用が考えられる。 

 本研究では PLP 蓄積による増殖開始の遅延がアミノ酸の恒常性を崩壊させるこ

とであることを示すことができた。しかし、最大の目的であった機構までは解明することがで

きなかった。その理由として、大腸菌において PLP 要求性酵素は約 60 あることから、

PLP の蓄積による影響が副次的に積み重なるからであることが考えられる （Percudani 

and Peracchi, 2003, Prunetti et al., 2016）。 
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(KEGG pathway、BRENDA、 Ecocycより作図) 

図 36 解糖系、ペントースリン酸経路、TCA cycle および各アミノ酸代謝経路を介在する 

PLP 酵素 

 

解糖系、ペントースリン酸経路、TCA cycle (黒矢印) においては PLP 依存酵素は存在し

なかった。また、His を除く全てのアミノ酸代謝 (青矢印) に関与する PLP 依存酵素を示

す。図中番号は、右部各代謝経路毎の PLP 依存酵素リストと同一である。 
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5. まとめ 

 アミノ酸代謝に関与する酵素の活性制御を担う補酵素 Vitamin B6 （PLP） に関

する研究は、その重要性から古くから行われ膨大な知見が蓄積されてきた (Fitzpatrick et 

al., 2007; John, 1995)。PLP の欠乏による増殖阻害は、細胞の生育に影響を及ぼすことが

明らかにされている (Dempsey and Pachler, 1966; Gospe, 2009; Musayev et al., 2009; Oka 

et al., 1993)。その一方で、in vitro 系において過剰な PLP が酵素の不活性化する現象の

報告はあるものの、PLP 蓄積による細胞への影響は報告がなく、またその機構に関しても

未知であり、これまで 4’位アルデヒド基による非特異的な酵素との反応が原因であると推

測されていた (Hisao and Claudio, 1981; Rippa et al., 1967; Surtees et al, 2006; Vermeersh 

et al., 2004)。 

 本研究では、大腸菌を用いて培養液中への PL 添加により PLP の蓄積が増殖

の開始の遅延を引き起こす現象を見出した （図 18 および 図 19）。さらに、カザミノ酸添

加により PLP 蓄積による増殖の開始遅延が抑圧されたことから、アミノ酸代謝の異常に

起因することを明らかにした （図 31）。メタボローム解析による細胞内代謝産物の分析の

結果、細胞内 PLP の蓄積によりアミノ酸の蓄積および減少が観察されたことからも、PLP 

蓄積による増殖開始の遅延がアミノ酸代謝異常によるものであることが示唆された （図 

34）。実際、Bacillus megaterius 由来のグルタミン酸生合成酵素を材料として行われた既

往研究により、過剰な PLP がその酵素活性を著しく阻害することを報告されているが、生

理的影響に関する知見は未だ報告がなかった (Hemmila and Mantsala, 1978)。従って、本

研究は初めて細胞内 PLP の過剰蓄積による生理的影響の観察に成功し、その機構に関

しても詳細は未だ未解明ではあるが、アミノ酸の恒常性崩壊に由来することを明らかにし

たものである。 

 上述のとおり、PLP の欠乏だけでなく、蓄積もまた細胞増殖阻害を示すことは、

PLPの恒常性が生理的に極めて重要であることを示唆している。このため、PLP 新規生

合成、サルベージ経路において最終反応を触媒する PL/PM/PN kinase PdxK および
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PNP/PMP oxidase PdxH は、PLP による負のフィードバック制御を受けることで PLP の生

合成は制御されている （図 14） (Ghatge et al., 2012; Zhao and Winkler, 1995)。それに加

え、PLP 脱リン酸化酵素による細胞内 PLP 濃度の減少は、PLP 恒常性を維持するため

の機構として捉えることができるだろう。本研究では、PLP 蓄積を解消する系として PLP 

脱リン酸化酵素のスクリーニングを行い、細胞内で様々な代謝産物を脱リン酸化すること

から生理的機能が未知であった ybhA 遺伝子が、PLP の恒常性維持に関与することを初

めて明らかにした （図 23 および 図 24）。従って、本研究の遂行により機能未知脱リン

酸化酵素であり、fructose-1,6-bisphosphatase としてアノテーションされていた YbhA は生

理機能は PLP 脱リン酸化による PLP 恒常性の維持であることを提案する（図 35）。 
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図 35 本研究から考察される生理的な PLP 恒常性の意義および PLP 脱リン酸化酵素

YbhA による PLP 恒常性への関与 

本研究から PLP の欠乏および蓄積は増殖開始の遅延を引き起こす （図 17および 図 

23） が、カザミノ酸添加によりそれらの表現型が消失することから、PLP 恒常性の崩壊は

アミノ酸代謝の異常を招き、アミノ酸恒常性をも崩壊させることで増殖開始の遅延が引き起

こされることが明らかとなった。そのため PLP の恒常性は厳密に制御されており、これま

でに PLP 生合成の最終反応を触媒する PdxH および PdxK が PLP により直接的な

負のフィードバック阻害を受けることが明らかにされている (Ghatge et al., 2012; Zhao and 

Winkler, 1995)。さらに、新たに YbhA が PLP 脱リン酸化酵素として、PLP 恒常性の維
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持に関与することを明らかにした。略称: E4P; Erythrose 4-phosphate、G3P; Glycelaldehyde 3-

phosphate.  
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巻末 

 

各種培地組成 

 

LB液体培地 

Yeast extract   5 g 

NaCl    10 g 

Polypeptone   10 g 

dH2O    1 L 

Total    1 L 

↓ 

オートクレーブ (120 ℃, 15 min) で滅菌処理を行った。 

 

M9液体培地 

KH2PO4   0.6 g 

Na2HPO4   2.56 g 

NH4Cl   0.2 g 

NaCl    0.1 g 

dH2O    200 mL 

Total    200 mL 

↓ 

オートクレーブ (120 ℃, 20 min) で滅菌処理を行った。 

↓ 

1 M CaCl2 : 20 L, 1 M MgSO4 : 200 L, 40 % D-グルコース : 1 mL、40 % Casamino acid 

4 mLを加えた。 
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10  MOPS 液体培地ストック 

 

MOPS    41.86 g 

Tricine    3.59 g 

dH2O    180 mL 

↓ 

上記混合液に、 10 M KOH を滴下し、pH=7.4 に調整した。 

↓ 

dH2O で 220 mL にメスアップし、そこに 用時調整した 0.01 M FeSO4・7H2O 5 mL を添

加した。① 

 

①に対し、以下の化合物を添加した。 

Component Volume 

1.9 M NH4Cl 25 mL 

0.276 M K2SO4 5 mL 

0.02 M CaCl2・2H2O 0.125 mL 

2.5 M MgCl2 1.05 mL 

5 M NaCl 50 mL 

Micronutrient  0.1 mL 

dH2O up to 500 mL 

 

なお、 Micronutrient は以下の組成に則り調整した。 

Component Grams for 50 mL 

(NH4)6Mo7O24・4H2O 0.009 

H3BO3 0.062 

CoCl2 0.018 

CuSO4 0.006 

MnCl2 0.04 

ZnSO4 0.007 

 

10  MOPS 最少培地ストックは、使用時には 滅菌した dH2O で 10 倍に希釈し利用し

た。この時、オートクレーブで滅菌処理した炭素源、および、K2HPO4 (終濃度 1.32 mM) を

添加した。 
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LacZ レポーターアッセイ試薬組成 

 

Z buffer 

 

Na2HPO4   4.914 g 

NaH2PO4・2H2O   4.2 g 

MgSO4・7H2O   0.1876 g 

KCl    0.573 g 

-mercaptethanol  2.0 mL 

dH2O    upto 700 mL 

 

 

0.02 % SDS 

 

10 % SDS   100 L 

dH2O    upto 50 mL 

 

 

10  PBS (-) 

 

NaCl    80.02 g 

KCl    2.0 g 

Na2HPO4・12H2O  28.97 g 

KH2PO4    2.0 g 

dH2O    600 mL 

↓ 

10 N NaOH を加え、室温で pH = 7.4 に調整した。 

↓ 

dH2O で 1.0 L にメスアップした。 

↓ 

オートクレーブ (120℃、20 min) で滅菌処理を行った。 

 

 

4 mg mL-1 ONPG 

 

ONPG    0.2 g 

1  PBS (-)   50 mL 
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1 M Na2CO3 

 

Na2CO3    105.99 g 

dH2O    upto 1.0 L 
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