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ロドコッカス属細菌を宿主としたシトクロムP450を

介するビタミンD3水酸化体生産に関する研究

学位論文内容の要旨

  微生物を宿主細胞として用いたファインケミカルや汎用化学品など有用物質の生産は、現在では
数多く実用化されている。一例として、世界で初めて工業化された徽生物触媒による汎用化学品（ア
クリルアミド）の製造は、Rhodococcus属放線菌を宿主として確立されている。Rhodococcus属放
線菌は高GC含竝グラム陽性菌で有機溶媒耐性を示すほか、脂肪族をはじめ芳香族や複索環式化合
物などを変換する生体触媒活性も強く、種によっては広範I淵な渦J領域(4～35℃）での増殖も可
能な既存の汎用型宿主とは異なる表現型を有する細菌である。私が所属する旬f究室では、
Rhodococcus erythropo仏細菌を多目的用途に使用可能な物質生産のプラットフォームとするた
め、組換えタンパク質を発現させるための各種発現ベクターの開発や、1司属細菌の機能解析を行う
た め の ト ラ ン ス ポ ゾ ン ベ ク タ ー な ど 、 宿 主 ‐ ベ ク タ ー 系 の 開 発 を 行 っ て い る 。

  ビタミンD3 (VD3)と各穏誘導体は、骨粗鬆症や乾癖等の治療薬として使用されているが、化
学合成法による活性型VD.3製造の場合、コレステロールを原料に製造工程が約20工程あり、収世
も著しく低い（1％）。一方、徽生物による変換は不活性型VD3を原料に1工程で済む。このことよ
り微生物を利用した高効率なVD3水酸化系の技術開発が求められている。最近、活性型ビタミン
D3の実生産tこ用いられているPqeudonocnrdia autoti．0pカた‘っより、不活性型VD8を活性型
（25（OH）VD8およぴla，25（0H）2VD8）に変換するシトクロムP450Vdh（vit．aminDhydroxylase）
が1刊定された。このVdhは哺乳類におけるVD3の2段階水酸化反応（ロF臓でのCYP27A1による
25位酸索添加と腎臓でのCYP2781による1Q位酸索添加）の襾反応を触媒する分f蛍44，3G8の可
溶性勝素で、―‘次構造の1‘Hf刊性からCYP107ファミリーに属するP450であるニとがャIJ明した。こ
のVdhとR．モuツHlr〔）p0ヱなN186／21由来の電．f伝達系タンパク質ThcC，ThcDをR．eり′めヱ叩0n8
細菌に共発現した組換え体を構築することにより、VD3から25（OH）VD3^ の生産が可能であるこ
とが確認されている。

  そこで本研究では、R. erythropoガsJCM3201株をモデル宿主とした高効率なビタミンD3水酸
化休生産系の構築を臼指した。

（1）R． erythropolisJ CM3201株を宿主としたビタミンD3水酸化体生産に影響を及ばす細胞内
    凶子の探索

    VD,3水酸化に影響を及ぼす細胞内I矧子を探索するために、トランスポゾンベクターpTNRを用
いてVclhと同分子に共役するレドックスパートナー分子、ThcC，ThcD(R. erythropolis NI86/21
I士1来）の共発現ベクターを導入したR．  elytlu-opolis tjCM3201株を宿主としたトランスポゾン変興
ライブラリーを作製した。一方、VD3水酸化体の検出が説覚的に可能なtwo-hybrid系を利用した
レポーター酵母との共培養系を構築し、変異体ライブラリーに対してスクリーニングを行った。
構築した典培養系システムは、Vdh、ThcC，ThcD典発現株によるVD3変換反応、レポータ一酵母
によるVD3水酸化体検出までの一連の反応をーっの96ウェルプレート上で行なうことが可能であ
るため、ハイスループットなスクリーニングに適している。この系を用いてトランスポゾン変異体
約40，800株に対する1次スクリーニングを行ない、約70個のVD3水酸化体検出不能株を取得し
た。さらに、HPLCにてVD3水酸化活性を個別に測定する2次スクリーニングを行った結果、活



性が著しく低下した12個の陽性株を得た。各変異体におけるトランスポゾン挿入部位を解析した

ところ、機能不明のタンパク質や、膜タンパク質、転写調節因子、電子伝達タンパク質などの遺
伝子への挿入が確認された。同定された膜タンパク質は薬剤排出型のものであると推定されたが、
過剰発現により細胞の生育阻害が起こるため、発現レベルを制御した系の構築が必要であること考
えられた。一方、電子伝達タンパク質（[2Fe-2S]フェレドキシン）は、Vdhと[2Fe-2S]フェレドキシ
ンおよびThcDとの共発現ベクターを導入した組換え体を使用した襾wvo実験よりThcCと同様
にVdhへの電子伝達が可能であることが確認された。

（ 2）VdhとR. eiythropo仏JCM3201株由来の電子伝達タンパク質の共発現によるビタミン
    D3水酸化体生産効率

  Rhodococcus属細菌は同属同種であっても株間で内在性プラスミドに多様性があることが確認
されている。また、．恥0dococcus属細菌のグノム解析や機能解析が十分でないことから、R．
eザ珀j即。轟ヨJCM3201株のゲノム解析を次世代シークエンサーにて行い、927contigからなる総
塩基数約6．0Mbのゲノム配列情報を得た。このDNA配列情報をもとにP450と共役するレドッ
クスパー卜ナー分子を検索すると、前述（1）のスクリーニングにより同定された［2Fe．2S］フェレ
ドキシンの他に、3種の［3Feー4S］フェレドキシンおよび2種の［7Fe．4S］フェレドキシンがゲノム．L
にコードされていることが判明した。［2Fe．2S］フェレドキシンをコードする遺伝干には、その下流
にP450を挟んでフェレドキシンレダクターゼがコードされていることも明らかとなった。これら
の遺伝干情報を基に、Vdhと各種フェレドキシンとフェレドキシンレダクターゼの共発現ベクター
を導入した組換え休を作製しVD3水酸化体生産活性比較検討した。その結果、［2Fe．2S］フェレドキ
シンおよび3種の［3Fe‐4S］フェレドキシンは、VdhとThcDとの共発現においてThcCとI司様に
Vdhへの電子伝達が可能であることが確認できた。中でも2種の［3Fe‐4S］フェレドキシンにおいて
は他のフェレドキシンと比較してVD3水酸化体生産活性が若干高くなる傾1司が確認された。フェ
レドキシンレダクターゼ（Fdr）は、ThcDと1司様に各種フェレドキシンヘの電子伝達が可能であ
ることが・確認できた。

（3）標的細胞膜に孔を形成して抗菌活性を示すNisinを利用した新たなVD3水酸化体生産系の
    構築

  上述した一連の研究結果から、VD3の水酸化体生j莖効率はVclhやレドックスパートナー分千の
細胞内発現世と比例しないことから、1司効率の上昇には宿主細胞のVD3膜透過性の改蕎が盈要で
あることが示唆された。VDaは水に雌溶なため、シクロデキストリン（CD）に包接した状態で反応を
行う。よって標的細胞の細胞膜に孔を形成し抗菌活性を示すNisinを利用して、R. erythropo丘s
JCM3201株にNisin孔を形成させ、細胞内へのVD3．CD複合体透過量を亢進させることでVD3
の水酸化効率上界が期待される。Vdhとレドックスパートナーの共発現ベクター導入株に対し、
Nisin存在下／非存在下のVD8水酸化活性を測定した。Nisin添加により細胞膜上に孔が形成され
た細胞は99％致死するが、溶菌することなく、基質（シクロデキストリンに包接されたVD3）の
透過性が蕃しく上昇していることが予想された。またNi8in処理した細胞を16hrを1サイクルと
した繰返し反応を行うと、1回毎のVD3水酸化率は最大90％近くまで向上することが明らかとな
った。更に、4サイクル反応後にNisin未処理細胞と比較すると、VD3水酸化体総収量を約6倍と
著しく上ニ昇させることが可能であった。

  本田『究成果から、微生物における物質変換系においてその変換効率を高める要凶探索と解決法と
して、上記開発したレポーター酵母との共培養系によるスクリーニング技術や、Nisinを利用した
VD:3の膜透過Iq．卜による水酸化体生産系．は、他の脂溶性ホルモン傑物質の変換系構築や宿主細胞に
とって有毒な物質の微生物変換への応用が大いに期待できる。
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ビタミンD3 (VD3)の水酸化体である活性型VD3 (25(OH)VD3およびla，25(OH)2VD3)とその

誘導体は、骨粗鬆症や乾癬等の治療薬として使用されている。活性型VDヨの製造法としては
化学合成法と（コレステロールを原料に約20の製造工程あり低収量（1%))、微生物変換による

製造法（不活性型VD3を原料に1工程）が知られている。微生物変換による製造は、反応工程

も少なく環境にやさしいという特徴を持っが、生産効率の向上や副反応産物生成の抑制など
改善すべき問題がある。最近、活性型ビタミンD3の実生産に用いられている放線菌

Pseudonocardia autotrophicaより、不活性型VD3を活性型に変換するシトクロムP450 Vdh
(vitaminDhydroxylase)が同定され、VD3水酸化体製造に関する分子・細胞レベルでの機能

解析が可能になってきた。本研究は、放線菌Rhodococcus erythropolisをモデル宿主とし、微

生物変換によるビタミンDユ水酸化体の生産効率化を展開する上で非常に有益な知見が得ら
れている。

まず月． erythropolis JCM3201株を宿主とした、ビタミンDユ水酸化体生産に影響を及ばす細
胞内因子の探索技術に関する研究を行った。VD3水酸化体は、HPLCによる検出が一般的で

あり、多検体のスクリーニングには適さない。よってハイスループットな検出系を構築するため、

twoーhybrid系を利用したレポーター酵母と月．erythropolisとの共培養系による活性型VD3の
新規検出システムを構築した。本系は、組換えR． erythropolisで生成された25(OH) VD3が、

レポーター酵母内のVD3レセプターに結合した後、発現するレポーター遺伝子の酵素活性を
検出する方法である。この検出系確立によりに、96－wellプレートを使用した多検体同時解析を

可能にした。また、本系が既存のステロイドホルモン検出用レポーター酵母にも応用可能であ

ることも示され評価に値する。
本システムを用いて、トランスポゾン変異体約40，800株より、約70個のVD3水酸化体検出不

能株を取得した。さらに、HPLCにて再度VD3水酸化活性を測定し、最終的に12個の陽性株
を得ている。各変異体におけるトランスポゾン挿入部位を解析したところ、機能未知のタンパク
質や、膜タンパク質、転写調節因子、電子伝達タンパク質などの遺伝子ーの挿入が確認され

た。同定した電子伝達タンパク質([2Feー2S]フェレドキシン）にっいては、組換えタンパク質を用

- 1347－



いたm vivo実験よりVdhへの電子伝達が可能であることを示した。
次に、Vdhと月．erythropolis JCM3201株由来の電子伝達タンパク質の共発現によるビタミン

Dヨ水酸化体生産効率を検討した。」rlhodococcus属細菌は同属同種であっても遺伝子構造が

多様なため、使用した胃． erythropolis JCM3201株のゲノム解析を行い、927 contigからなる総
塩基数約6.0 MbのDNA配列情報を得ている。この情報をもとにP450と共役するレドックスパ

ートナー分子を検索し、上述のスクリーニングにより同定された[2Fe―2S]フェレドキシン(Fdx)の
他に、3種の[3Fe―4S]Fdxおよび2種の［7Fe－4SlFdxを同定した。また、［2Fe―2S]Fdxをコード

する遺伝子下流には、P450を挟んでフェレドキシンレダクターゼ(Fdr)がコードされていることを

見出した。これらの遺伝子情報を基に、Vdhと各種FdxとFdxの共発現株を作製しVDユ水酸
化体生産能を比較検討した結果、[2Feー2S]Fdxおよぴ3種の[3Feー4SlFdxは、Vdhへの電子

伝達が可能であることを示した。また同定したFdrは、各種フェレドキシンへの電子伝達が可能
であることも示した。ただし、分子間により電子伝達効率が違うことから、VdhによるVD3水酸化

反応の効率化には、電子伝達効率を念頭に置いたレドックスパートナー分子の組み合わせが

重要であることを明らかにした。
  また一連の研究から、VD3の水酸化体生産効率はVdhやレドックスパートナー分子の細胞

内発現量と比例しないことを見出し、同効率の上昇には宿主細胞のVDヨ膜透過の改善が重要
であることを示唆した。VD3は水に難溶性を示すため、シクロデキストリン(CD)に包接した状態

で反応を行う。そこで標的細胞(R. erythropolis JCM3201株）の細胞膜に抗菌物質nislnにより

膜孔を形成させ、その孔からVDユ－CD複合体を細胞内ヘ移行させることでVD3水酸化効率の
上昇を期待し研究が展開されている。

細胞にnislnを添加すると細胞膜上に孔が形成され99％以上の細胞は致死するが、溶菌や
細胞内タンパク質の漏出が無いないことを見出した。更に、過酸化物によって発光する緑色化

学発光V．シクロデキストリン（Green Chemi-luminescence CD，GCCD)をモデル基質と

して同CDの細胞内取り込みを調べると、nislnの濃度と処理時間に依存して高くなり、
nisln孔がCDの通り道として利用できることを確認した。そこで、実際VD3を包接させた

CD複合体を基質としてnisin処理細胞での水酸化反応を調べると、nisln未処理細胞に比べ
て数倍高い水酸化効率が得られることを見出した。更に、nisin処理した細胞を用いて、16hrを

1サイクルとした繰返し反応を行うと、1回毎のVD3水酸化率を最大90％近くまで向上させうる

こと、そして、4サイクル反応後にnisin未処理細胞に対してVD3水酸化体総収量を約6倍上昇
させることを見出し、生細胞を利用して得られる結果より逢かに高効率な水酸化生産系の構築

に成功した。本結果は、難溶性物質を利用した微生物変換系としては極めて有用な技術情報
であり、また新規性も含め高く評価される。

本研究では、微生物における物質変換効率を高める細胞内因子探索法として、レポーター
酵母との共培養系によるスクリーニング技術や、nisinにより形成された膜孔を利用した基質の

変換反応向上に関する研究が展開されてきた。本研究により、VD3水酸化研究の発展性のみ
ならず、他のP450を介した変換反応や脂溶性物質に対する変換反応への広い応用性につい
ても評価に値する。

よって、審査員一同は、井元紀子が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するも

のと認めた。
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