
 

Instructions for use

Title グラム陰性細菌Burkholderia stabilis由来コレステロールエステラーゼの基質結合メカニズムと高生産化に関
する研究

Author(s) 小西, 健司

Citation 北海道大学. 博士(農学) 甲第15294号

Issue Date 2023-03-23

DOI 10.14943/doctoral.k15294

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/89486

Type theses (doctoral)

File Information Konishi_Kenji.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


 

 

 

 

博士学位論文 

 

 

 

グラム陰性細菌 Burkholderia stabilis 由来 

コレステロールエステラーゼの基質結合メカニズムと 

高生産化に関する研究 

 

 

 

小西 健司 

 

北海道大学大学院農学院 

生命フロンティアコース 応用生物化学ユニット 

基礎環境微生物学 

2023 年 3 月 

  



 

 

略語表 

略称 正式名称 

Che コレステロールエステラーゼ 

Lip リパーゼ 

Lif Lipase-specific foldase 

POD ペルオキシダーゼ 

LB 培地 Luria-Bertani 培地 

YS 培地 Yeast sorbitol 培地 

YSO 培地 Yeast sorbitol oleic acid 培地 

NB 培地 Nutrient broth 培地 

TYSS 培地 Tryptone yeast sodium chloride sucrose 培地 

RNA-seq RNA sequence 

DNA-seq DNA sequence 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

Chr Chromosome 

CLL コレステロールリノレート 

4-AA 4-アミノアンチピリン 

NTG N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトロソグアニジン 

SDS ドデシル硫酸ナトリウム 

SDS-PAGE SDS ポリアクリルアミド電気泳動 

RMSD 平均二乗偏差 

FPKM Fragments per kilobase of exon per million reads mapped 

CFU Colony forming unit 

DUF Domain of unknown function 

SMC Structural maintenance of chromosome 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

PDB Protein Data Bank 
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序論 

（１）研究の背景 

コレステロールエステラーゼについて 

コレステロールエステラーゼ（Che、EC 番号：3.1.1.13）は、コレステロールエステルの

加水分解を触媒し、コレステロールと脂肪酸を生成する（図 1）。Che は原核生物から哺乳

類に至るまで様々な生物に普遍的に存在している。特に哺乳類の Che は、生化学分野にお

いて最も研究が進んでいる酵素の一つであり、例えばヒトの Che として知られる胆汁酸塩

刺激リパーゼは、脂質代謝や腸管内腔からの遊離コレステロールの取り込みを促進する

(Mukherjee 2003; Shamir et al. 1996)。胆汁酸塩刺激リパーゼは分子量約 110 kDa の単量体

であり、活性型となるためには胆汁酸塩が必要である(Chen et al. 1998; Comte et al. 2006; 

Hyun et al. 1972)。真核生物では例えば Aspergillus 属や Saccharomyces 属において Che が

確認されており(Köffel et al. 2005; Tőke et al. 2007)、様々な生物がコレステロールエステ

ルを炭素源として利用する能力を有していると考えられる（表 1）。特に、微生物の Che は、

異なる環境下で多種多様な脂肪酸エステルの分解に関与することから、様々な基質特異性

や、有機溶媒耐性、耐熱性などを示すことが知られている。アシルグリセロールやアリール

エステルなどのエステル結合を含む幅広い化合物の加水分解や合成を触媒するもの

(Vaquero et al. 2016)や、パルプ中のピッチと呼ばれる粘着性材料の構成成分であるステロ

ールを分解することにより、紙の品質を向上させるもの(Calero-Rueda et al. 2002)、また食

品や化粧品の添加物として有用なステロールエステルを生産するための触媒として利用さ

れているもの(Vaquero et al. 2016)などが知られており、商業利用のために特許出願されて

いるものも多数存在する（表 2）。また、血清中の総コレステロール値を測定する体外診断

用医薬品にも使用されている(Allain et al. 1974)。このように、Che は産業上非常に重要な

酵素の一つである。 
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図 1．コレステロールエステラーゼの触媒反応 

コレステロールエステラーゼはコレステロールエステルをコレステロールと脂肪酸に加水分解する。図中の R は炭化水素を表す。 
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表 1． Che を持つことが報告されている微生物・真菌 

(Vaquero et al. 2016)の Table 1 を一部改変 

 

 

  

Organism Reference 

Bacteria  

Acinetobacter sp. (Duan et al. 1999) 

Burkholderia cepacia (Takeda et al. 2006) 

Chlamydia trachomatis (Peters et al. 2012) 

Chromobacterium viscosum (Kontkanen et al. 2004) 

Pseudomonas aeruginosa (Sugihara et al. 2002) 

Pseudomonas fluorescens (Uwajima and Terada 1976) 

Pseudomonas mendocina (Svendsen et al. 1995) 

Pseudomonas pseudoalcaligenes (Svendsen et al. 1995) 

Staphylococcus aureus (Harvie 1977) 

Streptomyces sp. (Xiang et al. 2006) 

Streptomyces avermitilis (Xiang et al. 2007) 

Streptomyces griseus (Xiang et al. 2007) 

Streptomyces lavendulae (Kamei et al. 1977) 

Fungi  

Candida rugosa (Rúa et al. 1993) 

Fusarium oxysporum (Okawa and Yamaguchi 1977) 

Melanocarpus albomyces (Kontkanen et al. 2006) 

Nectria haematococca (Vaquero et al. 2015) 

Ophiostoma piceae (Calero-Rueda et al. 2002) 

Phoma glomerata (Pollero et al. 2001) 

Trichoderma sp. (Maeda et al. 2008) 

Trichoderma reesei (Vaquero et al. 2015) 
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表 2．商業利用されている Che 

(Vaquero et al. 2016)の Table ２を一部改変 

Organism Applications 出願人 特許番号 

Pseudomonas fragi 
卵、製紙用パルプ、 

ステロール等の処理 
Novo Nordisk、Barfoed WO 1994023052 A1 

Pseudomonas sp. 洗濯、食器洗い用洗剤 
The Procter & Gamble company、

Vijayarani et al. 
EP0968268 

Ophiostoma piceae ピッチ濃度低減（製紙産業） Calero-Rueda et al. WO 2002075045 B1 

 コンタクトレンズ用洗浄剤 Menicon Co.、Masaki et al. WO 2003066792 A1 

 
アシル化反応による 

フィトステロールの合成 
Barba Cedillo et al. BPCT/ ES 2395582 1 
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リパーゼについて 

リパーゼ（Lip、EC 番号：3.1.1.3）は、トリアシルグリセロールの加水分解を触媒し、グ

リセロールと脂肪酸を生成する（図 2）。Lip は Che と同様、動物や植物、微生物に広く存

在している。特に微生物由来リパーゼは産業用途で使用されており、例えば食品製造や皮革

加工、製紙、繊維、洗剤、化粧品、医薬品、バイオディーゼル合成、バイオレメディエーシ

ョン、廃棄物処理など用途は多岐にわたる。商業利用されている Lip の一例を表 3 に記す

(Akram et al. 2022)。このように Lip は Che と同様、産業上非常に重要な酵素である。 

微生物において Lip は Pseudomonas 属細菌や Burkholderia 属細菌に広く分布している

(Gilbert 1993; Quyen et al. 1999)。特に Burkholderia cepacia の Lip と Burkholderia glumae

由来 Lip はその逆反応を利用してアシル化反応に利用され、その選択性の解明のために多

数の結晶構造が報告されている(Kim et al. 1997; Lang et al. 1998; Luić et al. 2001; Mezzetti 

et al. 2005; Noble et al. 1993; Schrag et al. 1997)。 
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図 2．リパーゼの触媒反応 

リパーゼはトリアシルグリセロールをグリセロールと脂肪酸に加水分解する。図中の R1、R2、R3 は炭化水素を表す。 
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表 3．商業利用されている Lip 

(Akram et al. 2022)の Table 5 を一部改変 

Commercial lipase Applications Manufacturing company References 

Greasex® Ultra 牛皮の脱脂（皮革産業） Novozymes [1] 

Lipex® Evity® 市販の洗剤への添加剤、油脂・グリース状の汚れ落とし Novozymes [2] 

Resinase® A 2X ピッチの沈殿防止（製紙産業） Novozymes [3] 

Palatase® チーズフレーバー付与（乳製品産業） Novozymes [4] 

NovoCor® AD-L 小さな皮の脱脂（皮革産業） Novozymes [5] 

Lipozyme® TL IM エステル交換油脂合成、トランス脂肪酸フリーマーガリンなどの製造 Novozymes [6] 

Eversa® Transform 2.0 FG バイオディーゼルの工業的合成 Novozymes [7] 

Lipopan® 50 生地の強化、均一なクラム構造形成。（製パン業界） Novozymes [8] 

Veron® Hyperbake-ST Flex 生地の安定性とボリュームアップ（製パン業界） AB Enzymes [9] 

Rohalase® PL-XTRA 低 pH での植物油の脱ガム AB Enzymes [10] 

Maxapal® A2 卵黄の乳化性改善 DSM [11] 

Panamore® 生地の強化と品質向上（製パン業界） DSM [12] 

CakeZyme® 柔らかくきめ細かいケーキの製造（製パン業界） DSM [13] 

KM450 Lipase チーズの熟成時間短縮、苦み低減 DuPont [14] 

Lipase 300; 400; and 500 ロマーノチーズやプロヴォローネチーズの製造 DuPont [14] 

Lipase 600 ブルーチーズ、フェタチーズ、モッツァレラチーズ等の製造 DuPont [14] 
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[1] https://biosolutions.novozymes.com/en/leather/products/degreasing/greasex-ultra 

[2] https://biosolutions.novozymes.com/en/laundry/products/lipexr-evityr-200-l 

[3] https://biosolutions.novozymes.com/en/pulp-paper/products/resinaser-2x 

[4] https://biosolutions.novozymes.com/en/dairy/products/cheese/palatase 

[5] https://biosolutions.novozymes.com/en/leather/products/degreasing/novocor-ad-l 

[6]https://biosolutions.novozymes.com/en/oils-fats/products/interestified-fats/lipozyme-tl-im 

[7]https://biosolutions.novozymes.com/en/oils-fats/products/biodiesel/eversa-transform-20-fg 

[8]https://biosolutions.novozymes.com/en/baking/products/dough-strengthening/lipopan-50 

[9]https://www.abenzymes.com/en/your-industry/baking-flour-milling-and-pasta/baking-improvers/emulsifier-free-improvers/ 

[10]https://www.abenzymes.com/en/your-industry/grain-and-oilseed-processing/vegetable-oil-degumming/rohalase-pl-xtra/ 

[11]https://www.dsm.com/food-beverage/en_US/ingredients/savory/table-sauces-and-condiments/maxapal-a2.html 

[12]https://www.dsm.com/food-beverage/en_US/ingredients/bakery-cereal-and-bars/bakery/panamore.html 

[13]https://www.dsm.com/food-beverage/en_US/ingredients/bakery-cereal-and-bars/bakery/cakezyme.html 

[14]https://www.dupontnutritionandbiosciences.com/products/natural-flavor-enzymes.html 
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Burkholderia stabilis 由来 Cheと Lip について 

グラム陰性菌である Burkholderia stabilis FERMP-21014 株は Che（BsChe、GenBank 

accession number: WP_096474789.1)を分泌生産することが知られている菌株の一つであ

る(Konishi et al. 2017; Yoshida et al. 2019)。我々は以前、本菌株の全ゲノム配列を解読し、

本菌株ゲノムが 3 本の染色体（Chromosome 1: 3.6 Mbp、Chromosome 2: 3.2 Mbp、

Chromosome 3: 0.9 Mbp）から構成されており、プラスミドは保有していないことを明らか

にした(Konishi et al. 2017)（図 3）。Chromosome 2 にコードされている BsChe は、高活性、

水溶性、有機溶媒耐性、広い基質特異性を持つ有用な酵素であり、血清中の総コレステロー

ルを測定する体外診断薬として商業的に利用されており、その近縁種である Burkholderia 

cepacia や Burkholderia glumae 由来 Lip と相同性が高い。 

Pseudomonas 属細菌および Burkholderia 属細菌由来の Lip は、Lip 特異的なシャペロン

であるフォルダーゼ（Lif：Lipase-specific foldase）遺伝子を Lip 遺伝子の直後に持ち、オペ

ロンを形成していることが知られている。そして Lif は Lip の活性化に寄与していると報告

されている(Ogino et al. 2013; Rosenau et al. 2004; Verma et al. 2020)。BsChe も独自のフ

ォルダーゼ（BsLif）を直後にコードし、同一のオペロン構造を持つ（図 4）。我々は以前の

研究により、微生物由来の Lif と同様、BsLif は BsChe の活性化に必要であることを明らか

にした(Yoshida et al. 2019)（後述）。 

Pseudomonas 属細菌および Burkholderia 属細菌由来の Lip は Type II 分泌機構によって

細胞外に分泌されていることが報告されており(Rosenau et al. 2004; Verma et al. 2020)、以

下のように分泌生産される（図 5）。まず細胞質内において Lip は転写、翻訳され、Unfolded 

Lip と し て 合 成 さ れ る 。 Unfolded Lip は N 末 端 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ り Sec 

pathway(Tsirigotaki et al. 2017)を介してペリプラズムに輸送される。Unfolded Lip はペリ

プラズムにおいて Lif の働きにより、活性型に折り畳まれる。その後、活性型 Lip は Xcp 分

泌装置(Douzi et al. 2011)によって細胞外に分泌される。我々は以前の研究(Yoshida et al. 

2019)において、UV を用いたランダム変異実験により、BsChe を分泌生産しなくなる変異

体を得た。変異点解析の結果、この変異株は Chr1 上の Type II secretion system protein GspF

（General secretion pathway protein）をコードする BSFP_020620 遺伝子（GeneBank 

Accession number: BAX59237.1）にのみアミノ酸変異が入っていることが判明した。GspF

は複数の Type II 分泌機構をコードする遺伝子とオペロンを形成していた（図 6）。この結
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果と、BsChe が Lip と同様、独自のフォルダーゼである BsLif を持つことから、BsChe も

Lip と同様、フォルダーゼによるフォールディングと Type II 分泌機構が融合した複雑な制

御システムを介して分泌生産されていると考えられる。 
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図 3．各染色体のゲノムマップ 

Chromosome 1（GenBank accession number: AP018111.1）は 3.6 Mbp、Chromosome 2（GenBank accession number: AP018112.1）は 3.2 

Mbp、Chromosome 3（GenBank accession number: AP018113.1）は 0.9 Mbp であり、いずれも環状染色体であった。それぞれ ORF 数は

3324、2821、830 であり、プラスミドは保持していなかった。青色で ORF を、紫色で GC 含量を表す。  



 

12 

 

 

 
 

図 4．BsChe と BsLif オペロンの構造 

Chromosome 2 に存在する BsChe（GenBank accession number: WP_096474789.1）、BsLif

（WP_096474788.1）オペロン。BsChe は 1,095 bp、BsLif は 1,035 bp であり、遺伝子間領

域は 3 bp である。BsChe にはシグナルペプチド（図中オレンジ色）が、BsLif には膜貫通

領域（図中緑色）が存在する。 
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図 5．Type II 分泌機構による Lip の分泌経路 

Rosenau ら(Rosenau et al. 2004)の模式図を一部改変した。Unfolded Lip はシグナルペプチ

ドによりペリプラズムに運ばれた後、膜に貫通している Lif によりフォールディングされ活

性型 Lip となる。活性型 Lip は Xcp 分泌装置により細胞外に分泌される。 
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図 6．GspF をコードする遺伝子の前後の遺伝子 

Type II 分泌機構を形成すると考えられるオペロン構造。GenBank accession number は以下の通り：GspN（BAX59228.1）、GspM

（BAX59229.1）、TypeII protein L（BAX59230.1）、GspK（BAX59231.1）、GspJ（BAX59232.1）、GspI（BAX59233.1）、GspH

（BAX59234.1）、GspG（BAX59235.1）、GspC（BAX59236.1）、GspF(BAX59237.1)、GspE（BAX59238.1）、GspD（BAX59239.1）。  
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BsCheと Lip は大腸菌での組換え発現が困難 

Pseudomonas 属細菌および Burkholderia 属細菌由来の Lip は、図 5 に示したように Lif

によるフォールディングと分泌システムが融合した複雑な制御システムを介して生産され

ている。そのため、同様の分泌システムを持たない汎用的な宿主発現系を用いて生産するこ

とが難しい。最も汎用的に使用されている大腸菌を宿主として発現系を構築した場合、組換

え Lip は封入体として発現する。そのため、別途発現させた組換え Lif 存在下において Lip

封入体をリフォールディングし、活性型 Lip を得るという方法が報告されている(El 

Khattabi et al. 2000; Frenken et al. 1993; Ihara et al. 1995)。 

我々は BsChe においても他の Lip と同様、大腸菌での発現が困難であることを以前報告

している(Yoshida et al. 2019)。BsChe を大腸菌で単独発現させると、その大部分は封入体

として発現した（図 7）。しかし、BsLif を共発現することで Che 活性を確認することがで

きたことから、BsChe の活性化には BsLif が必須であることが示唆された。このとき、BsChe

と BsLif を共発現した細胞由来の可溶性画分を電気泳動しても BsChe は明確なバンドとし

て確認できなかったことから、ごくわずかな活性型 BsChe が得られただけに過ぎないと考

えられた（図 7）。このことから、BsChe においても分泌機構が異なる大腸菌での発現が困

難であることが示された。 
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図 7．大腸菌における BsChe 発現検討 

pET26b ベクターを用いて大腸菌での BsChe 発現を試みた。 
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(a) pET26b ベクターをベースとしたプラスミドコンストラクト。BsChe（図中では

Cholesterol esterase または CE と記載）のみ、あるいは BsChe と BsLif（図中では Foldase

と記載）を pET26b ベクターの pelB シグナル配列下流に挿入したプラスミドを作製した。 

(b) 各プラスミドを導入した BL21(DE3)株を用いて BsChe を発現誘導後の可溶性画分と

不溶性画分の SDS-PAGE。黒矢印で BsChe のバンド位置を示した。 

(c) Che 活性を比色法により検出した結果。0.02 U の BsChe を用いて Che 活性を比較検出

した。BsChe と BsLif を共発現した可溶性画分でのみわずかに Che 活性が確認された。 

我々の以前の報告(Yoshida et al. 2019)から引用。  
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Burkholderia stabilis を用いた発現系の構築 

このように、BsChe は他の Lip と同様、汎用の宿主発現系での発現が難しいと考えられ

た。そこで、我々は BsChe をリフォールディングなどの操作なく分泌生産可能である新規

な B. stabilis 宿主発現系を開発した(Yoshida et al. 2019)。 

発現ベクターとして広域宿主ベクターである pBBR1(Antoine and Locht 1992; Renauld-

Mongénie et al. 1996)由来の pBBR122 を使用して開発を行った。B. stabilis で使用できる

構成発現プロモーターを探索するために、ベースとなる栄養培地に４つの異なる炭素源を

添加した培地（オレイン酸、パルミチン酸、グルコース、グリセロール）と添加していない

培地の計５つの培地で培養した菌株から経時的に RNA を抽出し、RNA シーケンス（RNA-

seq）解析を行った。解析の結果、炭素源の違いに関わらず構成的に高発現する 9 つの遺伝

子 （ BSFP_002050 、 BSFP_006100 、 BSFP_007200 、 BSFP_010140 、 BSFP_025280 、

BSFP_030000、BSFP_034630、BSFP_042710、SFP_052790）を選択し、その遺伝子上流配

列 350 bp にプロモーター領域が含まれると仮定し、BsChe 発現ベクターを構築した（図 8）。 

9 つの遺伝子上流配列を連結した BsChe 発現ベクターを B. stabilis 野生株（FERMP-21014

株）に形質転換した。得られた形質転換体を液体培地で培養し、その培養上清の培地当たり

の Che 活性を測定したところ、複数の形質転換体において BsChe の発現が見られた。特に

BSFP_002050 遺 伝 子 の 上 流 配 列 を 有 す る pP002050-BsChe-BsLif ベ ク タ ー お よ び

BSFP_007200 遺伝子の上流配列を有する pP007200-BsChe-BsLif ベクターを導入した形質

転換体の培地当たりの BsChe 活性は、1.01 U/mL および 0.76 U/mL であり、B. stabilis 野

生株（0.15 U/mL）に比べて約 6.7 倍および約 5.1 倍の BsChe 活性を示した（図 9）。それ

ぞれの培養上清において BsChe タンパク質が生産されていることを、BsChe ポリクローナ

ル抗体を用いたウェスタンブロッティングにより確認した（図 10）。以上の結果から、

BSFP_002050 遺伝子の上流配列および BSFP_007200 遺伝子の上流配列には各遺伝子のプ

ロモーター領域が含まれていると考えられた。 

なお、本論で述べる研究はすべて BSFP_002050 遺伝子プロモーター領域を含むと考えら

れる pP002050-BsChe-BsLif ベクターを使用した。 
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図 8．pBBR122 を用いた発現ベクターマップ 

黒の矢印は pBBR122 由来の遺伝子を表し、白の矢印は新たに導入した遺伝子を表す。BsChe

（図中では Cholesterol esterase と記載）および BsLif（図中では Foldase と記載）の上流に

各遺伝子（BSFP_002050、BSFP_006100、BSFP_007200、BSFP_010140、BSFP_025280、

BSFP_030000、BSFP_034630、BSFP_042710、SFP_052790）のプロモーター領域が含ま

れると考えられる遺伝子上流配列 350 pb（Promoter Pi）を連結した。コントロールとして

Promoter Pi 領域に遺伝子を導入しないベクターも作製した（図 9、図 10）。前後の遺伝子

からの影響を避けるために、B. stabilis 由来のターミネーター配列を含むと考えられる

T3000（BSFP_030000 遺伝子のストップコドン下流 87 bp）と T5218（BSFP_052180 遺伝

子のストップコドン下流 97 bp）を前後に連結した。 
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図 9．各プロモーターによる BsChe 発現量 

各遺伝子上流領域を有する発現ベクターを導入した形質転換体の培地当たりの BsChe 活性

(a)と OD660(b)を示す。Cholesterol esterase と記載したバーは培地当たりの Che 活性を、

Normalized activity と記載したバーは OD660 あたりの Che 活性を表す。P0205 は

BSFP_002050、P0610 は BSFP_006100、P0720 は BSFP_007200、P1014 は BSFP_010140、

P2528 は BSFP_025280、P3000 は BSFP_030000、P3463 は BSFP_034630、P4271 は

BSFP_042710、P5279 は BSFP_052790 それぞれの遺伝子上流配列（350 bp）を有する発

現ベクターを導入した形質転換体の結果を表す。プロモーター配列を持たない発現ベクタ

ーを導入した形質転換体（P-less）をコントロールとした。実験は N=3 で行い、エラーバ

ーは平均値±SD で示した。 
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図 10．ウェスタンブロッティングによる Che 検出 

各遺伝子上流領域を有する発現ベクターを導入した形質転換体の培養上清(a)および可溶化

上清(b)の BsChe を、BsChe ポリクローナル抗体を用いたウェスタンブロッティングによ

って検出した。M はマーカー、P0205 は BSFP_002050、P0610 は BSFP_006100、P0720

は BSFP_007200、P1014 は BSFP_010140、P2528 は BSFP_025280、P3000 は

BSFP_030000、P3463 は BSFP_034630、P4271 は BSFP_042710、P5279 は

BSFP_052790 それぞれの遺伝子上流配列（350 bp）を有する発現ベクターを導入した形

質転換体の結果を表す。プロモーター配列を持たない発現ベクターを導入した形質転換体

（P-less）をコントロールとした。e.l(empty lane)は何も泳動していないレーンを表し、

P0205-sup は培養上清の P0205 と同じサンプルを表す。 
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（２）研究の目的 

研究の背景で記述したように Che や Lip は産業上非常に有用な酵素であり様々な分野で

利用されている。しかしながら、新規な特性を持つ Che や Lip を得るための機能改変を試

みている例は少なく、微生物群から目的とする機能を有する酵素を発現している菌体の単

離が主な方法である。これは以下の 2 つの理由に起因すると考えられる。 

 

(1) Che や Lip について多数の酵素の結晶構造解析が行われているにもかかわらず、基質結

合性や選択性に関する知見は限定的であり、機能改変を行うに足る十分な情報が得られ

ていない。 

(2) BsChe や Burkholderia 由来 Lip は専用のフォルダーゼ分子による成熟化（フォールデ

ィング）と TypeII 分泌システムが融合した複雑な制御システムを介して生産されてい

るため、大腸菌等の汎用宿主発現系での発現が困難である。 

 

そこで我々は BsChe の結晶構造解析や in silico 解析を通して、Che や Lip の基質結合メ

カニズムを明らかにすることを目的とし研究を行った（本論 第１章）。また、得られた知見

を用いて Lip に Che 活性を付与するなど、基質特異性を改変することができるか検討を行

った。 

次に我々は BsChe を産業上実用生産可能なレベルまで高生産化することを目的として研

究を行った（本論 第２章）。我々は以前の研究で B. stabilis FERMP-21014 株を用いた新た

な宿主ベクター系を構築し、活性を示す組換え BsChe を分泌生産することに成功した。し

かし、その生産量は大腸菌で通常使用される T7 プロモーターを用いた組換え発現システム

の生産量と比較して低く(Dubendorff and Studier 1991)、実用的ではなかった。そこで我々

は、ランダム変異導入と DNA シーケンス（DNA-seq）解析を用いて高生産化に寄与する遺

伝子の特定を行うとともに、得られた宿主ベクター系にて BsChe ホモログである Lip の高

生産化検討も実施した。 
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本論 

第１章 コレステロールエステラーゼの基質結合メカニズムの解析 

第１節 緒言 

コレステロールエステラーゼ（Che）は、コレステロールエステルの加水分解を触媒し、

コレステロールと脂肪酸を生成する。Che は真核生物から哺乳類に至るまで普遍的に存在

しており、様々な Che が産業利用されている。その一つである Burkholderia stabilis 由来コ

レステロールエステラーゼ（BsChe）は血清中の総コレステロール値を測定する体外診断用

医薬品に使用されている。 

リパーゼ（Lip）は、トリアシルグリセロールの加水分解を触媒し、グリセロールと脂肪

酸を生成する。Che と Lip はそれぞれ触媒反応が異なるが、Burkholderia cepacia 由来 Lip

（BcLip）は BsChe と 90%以上の高いアミノ酸配列相同性を有している。興味深いことに、

BsChe は Che 活性と Lip 活性の両方の活性を示すが、BcLip は Lip 活性のみを有し Che 活

性を持たない。これはコレステロールエステルの嵩高いステロール骨格構造が影響してい

る可能性が考えられる。 

そこで我々は BsChe の基質結合メカニズムの解明を目的として研究を行った。最初に、

BsChe について 2 つの異なる晶系および格子定数からなる Crystal を得たため、それぞれの

結晶を用いた BsChe の立体構造解析結果を記述する。その後、これらの結晶構造に対して

BsChe の基質であるコレステロールリノレート（CLL）を用いたドッキングシミュレーシ

ョンを行い、基質特異性に寄与するアミノ酸を推定した。部位特異的変異導入による検証を

行い、推定したアミノ酸が基質特異性に寄与していることを証明した。一連の実験により、

BsChe や Lip の基質特異性について新たな知見を見出した。 
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第２節 材料および方法 

1-2-1. 菌株、プラスミド、培地 

本研究で使用した菌株およびプラスミドをそれぞれ表 4 および表 5 に示す。培地は以下

の通りである。 

 

 Luria-Bertani（LB）培地：Becton Dickinson and Company 社製。1%の Tripton、

0.5%の Yeast extract、および 1%の塩化ナトリウムを含む培地。 

 Yeast sorbitol（YS）培地：30 g/L の Yeast extract（Becton Dickinson and Company

社製）と 30 g/L のソルビトールを含む培地（pH7.0 に調整） 

 Nutrient broth（NB）培地：Becton Dickinson and Company 社製。0.5%のペプトン、

0.3%の Beef extract を含む培地。 

 

必要に応じてカナマイシンを添加した。寒天培地はそれぞれの培地成分に 1.5% アガロ

ースを加えて作製した。 
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表 4．本研究で使用した菌株 

Strain Relevant characteristic Origin or reference 

E. coli 
  

DH5α Cloning host and helper host of conjugal transfer Takara Bio 

B. stabilis 
  

FERMP-21014 Expression host, wild-type (Konishi et al. 2017) 
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表 5．本研究で使用したプラスミド 

Plasmids Properties and construction information Origin or reference 

pP002050-BsChe-BsLif pBBR122-pP002050-BsChe-BsLif (Yoshida et al. 2019) 

pP002050-BsChe (WT) pBBR122-pP002050-BsChe(WT)-BsLif This study 

pP002050-BsChe (L266V) pBBR122-pP002050-BsChe(L266V)-BsLif This study 

pP002050-BsChe (I287V) pBBR122-pP002050-BsChe(I287V)-BsLif This study 

pP002050-BsChe (L266V/I287V) pBBR122-pP002050-BsChe(L266V/I287V)-BsLif This study 

pP002050-BcLip (WT) pBBR122-pP002050-BcLip(WT)-BcLip This study 

pP002050-BcLip (V266L) pBBR122-pP002050-BcLip(V266L)-BcLip This study 

pP002050-BcLip (L287I) pBBR122-pP002050-BcLip(L287I)-BcLip This study 

pP002050-BcLip (V266L/L287I) pBBR122-pP002050-BcLip(V266L/L287I)-BcLip This study 

pP002050-BuLip (WT) pBBR122-pP002050-BuLip(WT)-BcLip This study 

pP002050-BuLip (V266L) pBBR122-pP002050-BuLip(V266L)-BcLip This study 

pP002050-BuLip (L287I) pBBR122-pP002050-BuLip(L287I)-BcLip This study 

pP002050-BuLip (V266L/L287I) pBBR122-pP002050-BuLip(V266L/L287I)-BcLip This study 

pP002050-BtLip (WT) pBBR122-pP002050-BtLip(WT)-BcLip This study 

pP002050-BtLip (L287I) pBBR122-pP002050-BtLip(L287I)-BcLip This study 

pP002050-BgLip (WT) pBBR122-pP002050-BgLip(WT)-BcLip This study 

pP002050-BgLip (L287I) pBBR122-pP002050-BgLip(L287I)-BcLip This study 
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1-2-2. 遺伝子クローニング 

本研究で使用したプライマーを以下に示す（表 6）。 

プラスミドへの遺伝子クローニングには Takara Bio 社製 In-Fusion HD Cloning Kit を用

いた。方法は In-Fusion HD Cloning Kit のプロトコルに従い以下のように行った。プラス

ミド上の挿入部位の近辺 15 bp のオーバーラップ配列を付加してプライマーを設計し、PCR

を行った。PCR は KOD Plus Neo もしくは KOD FX Neo（いずれも東洋紡社製）を用いて

行い、それぞれのプロトコルに従い実施した。得られた PCR 産物をアガロースゲル電気泳

動に供し、目的の DNA を含むゲル断片を QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen 社製) を用

いて精製した。精製 DNA 断片を In-Fusion HD Cloning Kit によりプラスミドと連結し、大

腸菌 DH5α に導入した。25μg/mL カナマイシンを含む LB 寒天培地に塗布し 30℃で 24

時間培養し形質転換コロニーを得た。得られたコロニーを、抗生物質を含む LB 培地に植え

継ぎ、30℃で 12 時間培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)を用いて、プラスミド

を抽出した。 
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表 6．本研究で使用したプライマー 

下線は In-Fusion HD Cloning Kit で使用するオーバーラップ配列を表す。 

 

   

 

  

Primer name Sequence (5' to 3') Used for 

vector-F 5’- GCCGCGGTTTTCGACTGCTTCAAAG -3’ Cloning of BsChe, BcLip, BuLip, BtLip, and BgLip 
vector-R 5’- TGCTTTACCTCCGCTAAGTGGTGATGAAC -3’ Cloning of BsChe, BcLip, BuLip, BtLip, and BgLip 
BsChe-F 5’- AGCGGAGGTAAAGCAATGGCCAGATCGATGCGTTC -3’ Cloning of BsChe 
BsChe-R 5’- GTCGAAAACCGCGGCTTACTGCGCGCTGCCCGCCC -3’ Cloning of BsChe 
BcLip-F 5’- AGCGGAGGTAAAGCAATGGCCAGATCGATGCGTTCCAGG -3’ Cloning of BcLip 
BcLip-R 5’- GTCGAAAACCGCGGCTTACTGCGCGCTGCCCGCCCCGCGA -3’ Cloning of BcLip 
BuLip-F 5’- AGCGGAGGTAAAGCAATGGCCAGATCAATGCGTTCCAGGGT -3’ Cloning of BuLip 
BuLip-R 5’- GTCGAAAACCGCGGCTTACCGAGGGGCCGCCGCGCCGCGA -3’ Cloning of BuLip 
BtLip-F 5’- AGCGGAGGTAAAGCAATGGCCAGAACGATGCGATCCAGG -3’ Cloning of BtLip 
BtLip-R 5’- GTCGAAAACCGCGGCCTATTGCGTCTGCGCCGCCGCGC -3’ Cloning of BtLip 
BgLip-F 5’- AGCGGAGGTAAAGCAATGGTCAGATCGATGCGTTCCAGGGT -3’ Cloning of BgLip 
BgLip-R 5’- GTCGAAAACCGCGGCCTAACCGCCCGCGCCGCGATCGAG -3’ Cloning of BgLip 
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1-2-3. BsChe の精製 

結晶構造解析を行うために、市販の BsChe（旭化成ファーマ株式会社製）を再精製して使

用した。BsChe を 5 mg/mL になるように Buffer A（10 mM Tris-HCl、pH 8.0）に溶解し

た後、Buffer A を用いて 4℃で一晩透析を行った。DEAE Sepharose Fast Flow カラム（GE 

Healthcare 社製）を Buffer A で平衡化した後、透析後の BsChe 溶液をロードした。カラム

に結合した BsChe は、0-500 mM 塩化ナトリウムの linear gradient によって溶出した。得

られた各フラクションの純度は、ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動（SDS-PAGE）で分析した。BsChe が高純度に精製されているフラクションを回収し、

Buffer A を用いて再度透析を行い、精製 BsChe を得た。精製 BsChe は Amicon Ultra 遠心

限外ろ過デバイス（分画分子量 10kDa、Merck Millipore 社製）を用いて約 12 mg/mL に濃

縮し、4℃で保存した。 

 

1-2-4. 結晶化条件の最適化 

初期結晶化実験は、Sparse-matrix crystallization-screening kit（Crystal Screen I and II、

Index Screen、PEG-Rx（Hampton Research 社製）、Wizard Screen I and II（Rigaku 社製））

を用いて、20℃で 96 ウェルプレート内にてシッティングドロップ蒸気拡散法を用いて行っ

た。 サンプル溶液とリザーバー溶液（各 100 nL）を混合し、70 μL のリザーバー溶液で平

衡化した。初期ヒット条件は、20℃の 24 ウェルシッティングドロッププレートで、沈殿剤

濃度と pH を変化させることにより最適化した。1.0 μL のサンプル溶液と 1.0 μL のリザ

ーバー溶液を混合した後、500 μL のリザーバー溶液で平衡化させた。その結果、2 条件に

おいて X 線構造解析に適した結晶を得た。0.1 M イミダゾール（pH 6.5）、15% PEG 3350、

40% 2-プロパノールからなるリザーバー溶液で立方体の結晶 (Crystal I) を成長させた。

0.5 M クエン酸ナトリウム（pH 6.0）、8% PEG 4000、30% 2-プロパノールからなるリザー

バー溶液を用いて，針状結晶（Crystal II）を得た。 
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1-2-5. 構造決定と精密化 

結晶は、10% 2-プロパノールと 20% グリセロールを含むリザーバー溶液に短時間浸し

た後、液体窒素で急冷した。X 線回折実験は Photon Factory（PF、つくば市）のビームラ

イン AR NE-3A および BL-17A で放射光を利用して実施した。得られた回折データに対し

て、XDS ソフトウェア(Kabsch 2010)を用いて反射の指数付けを行い、各反射スポット間の

スケーリング、およびデータのマージングを行った。Crystal I は C-centered orthorhombic 

space group C2221 に属し、Unit-cell dimension は a = 58 Å、b = 61 Å、c = 147 Å であっ

た。つぎに、BcLip (Protein Data Bank [PDB] accession code: 1YS1) の原子座標を検索プ

ローブとして用い、MOLREP(Vagin and Teplyakov 2010)による分子置換法によって構造

を決定した。異方性温度因子を用いた水素含有モデルの精密化は REFMAC5(Murshudov et 

al. 2011)と Phenix(Adams et al. 2010)を用いて行った。Crystal II の X 線データは、

Orthorhombic space group（P212121）、Unit-cell dimension として a = 47 Å、b = 70 Å、c = 

186Å で初期処理を行った。分子置換は、Crystal I の BsChe 構造を探索プローブとして、

MOLREP(Vagin and Teplyakov 2010)を用いて行った。その結果、P212121 格子の非対称ユ

ニットにある 2 つの BsChe モノマーについて、明確な解を得ることができた。しかし、

REFMAC5(Murshudov et al. 2011)を用いたモデル精密化計算の結果、Rwork と Rfree ファクタ

ーは約 35%までしか低下せず、実験データと構築したモデルの間の誤差が非常に大きく、

実験データに何らかの問題が存在していることが示唆された。一般にこのようなケースは、

結晶の対称性を誤って取り扱っているか、あるいは 2 成分の結晶が混合した twin 結晶であ

る可能性が考えられる。そこで、twin 結晶であるかどうかを検定するための解析手法であ

る L-test を行い、Crystal II は確かに twin であることを確認した(Padilla and Yeates 2003)。

そこで、我々はデータを再処理し、Monoclinic space group（P21）、Unit-cell dimension を

a = 186 Å、b = 47 Å、c = 70 Å、β = 90.1°に対称性を縮小させた。すなわち、消去した２

回軸対象は twin に由来する非結晶学的擬似対称であったと仮定した。このようにデータを

再処理し、より精度の高い分子置換法計算が可能なソフトウェアである PHASER(McCoy 

et al. 2007) を利用することで、正しい分子置換法の解を得ることに成功した。モデルの精

密化は REFMAC5(Murshudov et al. 2011)と Phenix(Adams et al. 2010)を用い、Twinning 

operator (-h, -k, l)を用いて行った。非結晶学的対称性の拘束は、モデル精密化中に適用され

なかった。手動でのモデルフィッティングは、Coot(Emsley et al. 2010)を使用して行った。
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最終的な精密化モデルの立体化学的妥当性を MolProbity(Chen et al. 2010)を用いて評価し

た。データ収集と精密化の統計情報を表 7 にまとめた。分子図は、PyMol version 2.3.4

（Schrödinger 社製）を用いて作成した。斜方晶および単斜晶の BsChe の原子座標と構造因

子の振幅は、それぞれ accession code: 7COF および 7COG で RCSB Protein Data Bank 

(PDB)に登録し、公開した。 
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表７．BsChe の結晶回折データの収集とモデル精密化の統計 

 Crystal I Crystal II 

Data collection   

Beamline PF BL-17A PF AR-NE3A 

Wavelength (Å) 0.9800 1.0000 

Temperature (K) 100 100 

Detector Pilatus 3S 6M Pilatus 2M-F 

Space group C2221 P21 

Unit-cell parameters (Å, °) 
a = 58.2, b = 61.4, 
c = 147.2  

a = 186.3, b = 47.1,  
c = 70.1, β = 90.1 

Resolution (Å)a 50–1.08(1.15–1.08) 50–2.10 (2.23–2.10) 

Unique reflections 103,889 71,702 

Rmeasa,b 0.040 (0.220) 0.122 (0.552) 

Mean I/σ (I)a 28.9 (7.1) 8.7 (2.3) 

Completeness (%)a 93.0 (62.0) 99.5 (98.7) 

Multiplicitya 6.02 (3.92) 3.36 (3.36) 

Wilson B value (Å2) 6.6 16.2 

Model refinement   

Rwork/Rfreec,d 0.098/0.118 0.219/0.252 

Twinning operator (twinning fraction) - -h, -k, l (0.44) 

Number of atoms 
All/solvent 

5,172/309 9,472/88 

Average B-factors (Å2) 
All/solvent 

9.2/20.0 24.9/18.3 

R.m.s.d. from ideal 
Bond lengths (Å)/Bond angles (°)  

0.011/1.31 0.002/0.50 

Ramachandran plot 
Favored/allowed/outliers (%) 

98.43/1.57/0.0 96.46/3.38/0.16 

a The values shown in parentheses are for the outermost resolution shell. 
b Rmeas = ΣhΣi |Ih,i − <Ih>| / ΣhΣi Ih,i, where <Ih> is the mean intensity for a set of equivalent 

reflections.  
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c Rwork = Σ |Fobs – Fcalc| / Σ Fobs for 95% of the reflection data used in the refinement. Fobs and 

Fcalc are the observed and calculated structure factor amplitudes, respectively.  
d Rfree is the equivalent of Rwork, except that it was calculated for a randomly chosen 5% of 

reflections, which were excluded from refinement. 
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1-2-6. ドッキングシミュレーション解析 

分子ドッキング計算には、Crystal I のデータを精密化し、水素原子を含む BsChe の原子

モデルを使用した。コレステロールリノレート（CLL）の原子モデルは PDB の Chemical 

Component Library から入手した（Ligand code：CLL）。入力原子座標ファイルは，Autodock 

Tool Kit version 1.5.6(Morris et al. 2009)を用いて生成した。ドッキングシミュレーション

は、Autodock Vina version 1.1.2(Trott and Olson 2010)を用いて実施した。BsChe モデル

は rigid body として扱い、動的残基の定義は行わなかった。グリッドボックスのサイズは

30 × 45 × 20 Å とし、BsChe の活性部位クレフトを完全にカバーするように設定した。

Exhaustiveness value を 8～800 の間で変更し複数回ドッキング計算を行った。触媒残基で

ある Ser87 の側鎖 OG と CLL の C28 の原子間距離が 4 Å 以内に収まるドッキングモデル

を、酵素活性に適したドッキングモデルと定義した。 

 

1-2-7. Hisタグ付き組換え酵素の作製 

各 His タグ付き組換え酵素を作製した。B. stabilis、B. cepacia (GenBank accession number: 

AAA50466.1)、B. ubonensis（WP_059898556.1）(Yang et al. 2016)、B. thailandensis

（AIP27624.1）(Daligault et al. 2014)、B. glumae（CAA02073.1）をコードする各遺伝子の

シグナルペプチドの直後に 6 つのヒスチジンから成る His タグ配列を接続した配列、およ

びその下流の Lif をコードする遺伝子を含む配列を GenScript 社に依頼して全合成した。ま

た、以下に示すアミノ酸置換酵素が得られるように変異点を挿入した遺伝子についても全

合成した。得られた配列を BsChe（WT）、BsChe（L266V）、BsChe（I287L）、BsChe

（L266V/I287L）、BcLip（WT）、BcLip（V266L）、BcLip（L287I）、BcLip（V266L/L287I）、

BuLip（WT）、BuLip（V266L）、BuLip（L287I）、BuLip（V266L/L287I）、BtLip（WT）、

BtLip（L287I）、BgLip（WT）、BgLip（L287I）とする。 

BsChe 発現ベクターの構築：得られた合成遺伝子配列（BsChe（WT）、BsChe（L266V）、

BsChe（I287L）、BsChe（L266V/I287L））を鋳型とし、BsChe-F と BsChe-R プライマーを

用いて PCR を行い、各遺伝子断片を得た。また、pP002050-BsChe-BsLif を鋳型とし、vector-

F と vector-R プライマーを用いて PCR を行い、ベクター断片を得た。このベクター断片は

他の宿主由来 Lip 遺伝子をクローニングする際にも使用した。遺伝子断片とベクター断片
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を In-Fusion HD Cloning Kit に よ り 結 合 し 、 pP002050-BsChe (WT) 、 pP002050-

BsChe(L266V)、pP002050-BsChe(I287L)、pP002050-BsChe(L266V/I287L))を作製した。 

BcLip 発現ベクターの構築：得られた合成遺伝子配列（BcLip（WT）、BcLip（V266L）、

BcLip（L287I）、BcLip（V266L/L287I））を鋳型とし、BcLip-F と BcLip-R プライマーを用

いて PCR を行い、各遺伝子断片を得た。この遺伝子断片と BsChe 形質転換体時に作製した

ベクター断片を In-Fusion HD Cloning Kit により結合し、pP002050-BcLip(WT)、

pP002050-BcLip(V266L)、pP002050-BcLip(L287I)、pP002050-BcLip(V266L/L287I)を作

製した。 

BuLip 発現ベクターの構築：得られた合成遺伝子配列（BuLip（WT）、BuLip（V266L）、

BuLip（L287I）、BuLip（V266L/L287I））を鋳型とし、BuLip-F と BuLip-R プライマーを

用いて PCR を行い、各遺伝子断片を得た。この遺伝子断片と BsChe 形質転換体時に作製し

たベクター断片を In-Fusion HD Cloning Kit により結合し、pP002050- BuLip (WT)、

pP002050-BuLip(V266L)、pP002050-BuLip(L287I)、pP002050-BuLip(V266L/L287I)を作

製した。 

BtLip 発現ベクターの構築：得られた合成遺伝子配列（BtLip（WT）、BtLip（L287I））を

鋳型とし、BtLip-F と BtLip-R プライマーを用いて PCR を行い、各遺伝子断片を得た。こ

の遺伝子断片と BsChe 形質転換体時に作製したベクター断片を In-Fusion HD Cloning Kit

により結合し、pP002050- BtLip (WT)、pP002050-BtLip(L287I)を作製した。 

BgLip 発現ベクターの構築：得られた合成遺伝子配列（BgLip（WT）、BgLip（L287I））

を鋳型とし、BgLip-F と BgLip-R プライマーを用いて PCR を行い、各遺伝子断片を得た。

この遺伝子断片と BsChe 形質転換体時に作製したベクター断片を In-Fusion HD Cloning 

Kit により結合し、pP002050- BgLip (WT)、pP002050-BgLip(L287I)を作製した。 

 Bsche、BcLip、BuLip、BtLip、そして BgLip それぞれの発現ベクターは、「1-2-8 項 B. 
stabilis のコンピテントセル作製と形質転換法」に従い B. stabilis 野生株（FERMP-21014
株）に形質転換した。 
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1-2-8. B. stabilisのコンピテントセル作製と形質転換法 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）を 100 mL の LB 培地にて対数増殖期に至るまで

30℃で振盪培養した後、遠心分離にて菌体を回収した。回収した菌体に 100 mL の氷冷滅菌

水を加え、懸濁後再び遠心分離し菌体を回収した。この操作をもう一度繰り返した後、回収

した菌体に 5 mL の冷却 10%グリセリン溶液を加え、よく懸濁し、遠心分離により菌体を

回収した。回収した菌体に 5 mL の氷冷 10%グリセリン溶液を加え、懸濁し、40 μL ずつ

分注し、-80℃で凍結しコンピテントセルを得た。コンピテントセルを氷中で融解し、得ら

れた各発現ベクターをエレクトロポレーション法（2.5kV、200Ω、25μF）により導入した。

100 μg/mL カナマイシンを含む NB 寒天培地に植菌し、28℃で 2 日間培養することで、形

質転換体を得た。 

 

1-2-9. 形質転換体の培養および Che 精製 

得られた各形質転換体 1 コロニーを寒天培地上からかきとり、100 μg/mL カナマイシン

を含む 5 mL の YS 培地に植菌し、28℃で 72 時間培養した。培養液を遠心分離し、各組換

え体酵素を含む培養上清を得た。Ni キレートアフィニティーカラム（樹脂量: 0.1 mL）を平

衡化溶液（50 mM リン酸ナトリウム（pH 8.0）、300 mM 塩化ナトリウム）で平衡化した

後、培養上清をアプライした。洗浄 Buffer（50 mM リン酸ナトリウム Buffer（pH 6.0）、

300 mM 塩化ナトリウム、20 mM イミダゾール）でカラムを洗浄した後、0.1 mL の溶出

Buffer（50 mM リン酸ナトリウム Buffer（pH 6.0）、300 mM 塩化ナトリウム、400 mM イ

ミダゾール）を用いて各 His タグ付き組換えタンパク質を溶出した。溶出サンプルを SDS 

PAGE に供し、クーマシーブリリアントブルー（CBB）により染色後、脱イオン水により脱

色した。単一バンドに精製できていることを確認し、Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo 

Fisher Scientific 社製）を用いて総タンパク質濃度を計算した。 

 

1-2-10. Che および Lip活性の測定 

精製した His タグ付きタンパク質の Che 活性は、コレステロールオキシダーゼとペルオ

キシダーゼ（POD）の作用により生成するキノンイミン色素を測定する比色法を用いて測

定した（図 11）。  
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図 11．Che 活性測定の原理 

コレステロールエステルはコレステロールエステラーゼによりコレステロールと脂肪酸に

加水分解される。続いて精製したコレステロールがコレステロールオキシダーゼの働きに

よりコレステノンへ変換され、その過程で過酸化水素（H2O2）が発生する。生成した過酸

化水素は POD の働きにより 4-AA、TODB と縮合し、キノンイミン色素が生成する。キノ

ンイミン色素は 546 nm の吸収極大を持つ。 

 

 

  



 

38 

 

活性測定には、以下の反応試薬を調整した。 

 

［反応試薬］ 

40 mM  リン酸カリウム緩衝液（pH6.8） 

0.02%     N,N-bis(4-sulfobutyl)-3-methylaniline（TODB）（同仁化学研究所製） 

10 U/mL  ペルオキシダーゼ（Sigma-Aldrich 社製） 

0.3%      Triton X-100 

2.5 U/mL コレステロールオキシダーゼ（旭化成ファーマ株式会社製） 

10%       仔牛血清液（Thermo Fisher Scientific 社製） 

0.035%  4-アミノアンチピリン（4-AA）（同仁化学研究所製） 

 

反応試薬を 37℃で 10 分間予備加温し、日立 7080 自動分析装置（日立製作所製）を用い

て、150μL の反応試薬に 3 μL の Che を含む培養上清等のサンプルを添加し、37℃で反

応させた。反応がリニアになった添加後約 77 秒から約 119 秒の主波長 546 nm、副波長 660 

nm における吸光度を測定し、単位時間当たりの吸光度変化量（ΔA/min）を得た。下記の

式から Che 活性を算出した。 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝐸𝐸 (𝑈𝑈 𝐸𝐸𝑚𝑚⁄ ) =
∆𝐴𝐴546 𝑛𝑛𝑛𝑛/𝐸𝐸𝑎𝑎𝐸𝐸

36 × 1/2
×

153
3

×
1

1000
 

 

なお、式中のΔA546nm/min は上記反応試薬を添加した 76.69 秒から 119.35 秒の主波長

546 nm、副波長 660 nm における吸光度を測定し、得られた単位時間当たりの吸光度変化

量を示す。36 はキノンイミン色素の 546 nm におけるミリモル分子吸光係数、1/2 は 2 mol

の過酸化水素が 1 mol のキノンイミン色素を生成することから計算される係数、153 は反応

総体積、3 は上記培養上清等サンプルの体積をそれぞれ意味する。37℃で 1 分間に 1 μmol

のコレステロールを生成する酵素量を 1 Unit（1 U）の Che 活性と定義した。 

 

精製した His タグ付きタンパク質の Lip 活性は、Oil-polyvinyl alcohol method(Yamaguchi 

et al. 1973)を一部改変した方法を用いて測定した。50 g のオリーブ油（日本薬局方）と 50 

g のアデカトール SO-120（ADEKA 社製）を 150 mL の精製水に懸濁し基質懸濁液を調整

した。5 mL の基質懸濁液と 2 mL の精製水を試験管にて攪拌したあと、37℃で 10 分間イ



 

39 

 

ンキュベートした。10 分後、0.5 mL の培養上清等のサンプルを加え混和し、37℃で 20 分

間インキュベートした。インキュベート後、アセトン-エタノールを 1:1 の比率で混合した

反応停止液を 16mL 加えた。さらに、1% フェノールフタレイン-エタノール溶液を加え、

50 mM 塩化ナトリウムで滴定した。盲検としてサンプルの代わりに盲検サンプル（0.1 M 

リン酸二水素カリウム緩衝液、0.1% ウシ血清アルブミン、0.1% アジ化ナトリウム）を用

いて同様の滴定を行った。Lip 活性は下記の式から算出した。 

 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝐸𝐸 (𝑈𝑈 𝐸𝐸𝑚𝑚⁄ ) =
(𝑉𝑉𝑉𝑉 − 𝑉𝑉𝑎𝑎) × 𝐹𝐹

20
× 50 ×

1
0.5

 

 

なお、式中の Vs はサンプルを使用した時の滴定量（mL）を、Vc は盲検を使用した時の

滴定量（mL）を表す。Ｆは JIS K8001 試薬試験方法通則によって算出された滴定液（50 mM 

NaOH）の濃度補正係数を表す。50 は滴定液の濃度、0.5 は反応に供したサンプル液量（mL）

を表す。37℃で 1 分間に 1μmol の脂肪酸を生成する酵素量を 1 Unit（1 U）の Lip 活性と

定義した。 
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第３節 結果および考察 

1-3-1. BsChe の結晶構造解析 

BsChe について結晶化を行い、2 つの異なる晶系および格子定数からなる Crystal を得た 

(Crystal I と Crystal II)（図 12）。Crystal I の回折強度データに基づく原子モデルは分解能

1.08Å まで精密化され、Rwork と Rfree はそれぞれ 11.8%と 9.8%であった。この非対称ユニッ

トには、1 つの BsChe モノマー（Chain ACI）、1 つの Ca2+イオン、1 つのイミダゾール分子、

2 つのグリセロール分子、2 つの 2-プロパノール分子、および 324 個の溶媒分子が含まれて

いた。Crystal II の原子モデルは 2.1Å まで精密化され、Rwork と Rfree はそれぞれ 21.9%と

25.2%であった。Crystal II の非対称ユニットには、4 つの BsChe モノマー（Chain ACII-DCII）、

4 つの Ca2+イオン、および 90 個の溶媒分子が含まれていた。BsChe は 35×35×40Å の典

型的な α/β-ヒドロラーゼの構造を持ち（図 13）、疎水性の活性部位は中央の β シートの

C 末端にあり、触媒残基 Ser87 と His286 はその活性部位の底に位置していた。 

BsChe の構造は、これまでに報告されているB. cepacia 由来 Lip（BcLip, PDB code: 1YS1）

の構造(Kim et al. 1997; Noble et al. 1993; Schrag et al. 1997)とよく重なっており、DALI サ

ーバーによるペアワイズ構造比較(Holm and Rosenström 2010)を用いて解析したところ、

BsChe と BcLip 構造の相同性は高く、平均二乗偏差（RMSD）は 0.4Å、主鎖原子の Z score

は 57.5 であった。この結果から、BsChe の活性部位クレフトの形状は、BcLip と非常によ

く似ていることがわかった。しかしながら、BcLip は Che 活性を持つという報告はない。 

今回得られた結晶構造モデルの 5 つのモノマー（Chain ACI と ACII-DCII）の主鎖の RMSD

は約 0.6Å であり、互いによく重なった。しかしながら、活性部位クレフト付近の 18～27 番

目のアミノ酸残基には明らかな立体構造の違いが見られた。構造変化の様子を図 14 に、構

造変化領域の電子密度マップ（2mFo-DFc マップ）を図 15 に示す。構造変化の詳細は以下

のとおりである。Chain ACI、ACII、BCII、DCII の 18-27 番目のアミノ酸残基は BcLip の構造

と同様に主鎖間および側鎖間の多数の水素結合相互作用を介してコンパクトに折りたたま

れ（コンパクトコンフォメーション）、α ヘリックス 5（α5）の下方に収まることで活性部

位クレフトの下側の壁を形成していた（図 14、図 16A）。一方、Chain CCII の 18-27 番目の

アミノ酸残基は α5 上に拡張しており（拡張コンフォメーション）、コンパクトコンフォメ

ーションで観察された水素結合が失われ、活性部位クレフトの下側の壁が部分的に崩れて

いた（図 14、図 16B）。このように、18-27 部位の構造変化は、ヒンジの動きによって 18-
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27 領域の構造塊の位置が移動したのではなく（すなわち、酵素の構造変化でよくみられる

オープン／クローズの構造変化ではなく）、18-27 領域のアンフォールディングだと解釈で

きる。 

BcLip のこれまでの三次元構造研究および計算機シミュレーションの結果、基質結合時お

よび触媒反応時に全体的なコンフォメーションダイナミクスが起こる可能性が示されてい

る(Barbe et al. 2009; Trodler et al. 2009)が、BsChe で見られた今回の拡張コンフォメーシ

ョンは BcLip の構造研究では報告されていない。この拡張コンフォメーションは、隣接す

る ACII 鎖の 221～223 番目のアミノ酸残基との分子間接触によって安定化されていた。コン

パクトコンフォメーションでは Thr18 と水素結合を形成してクレフトの側壁を作っていた

Tyr23 は、拡張コンフォメーションでは大幅に離れており（約 5Å）、溶媒に完全に露出して

いる。このような 18～27 番目のアミノ酸残基の構造的側面を考慮すると、コンパクトコン

フォメーションと拡張コンフォメーションの二つのコンフォメーション変化は、基質の結

合と生成物の放出による構造変化を反映しているのかもしれない。Crystal II の非対称ユニ

ットは大きな容積を有し４分子の BsChe を含むことができたため、拡張コンフォメーショ

ンの状態で偶発的に捕縛できた可能性が考えられる。 
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図 12．２つの BsChe 結晶 

構造解析に使用した（A）立方体の結晶（Crystal I）および(B)針状結晶（Crystal II）を示し

た。 
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図 13．BsChe 結晶構造 

BsChe 単量体の構造と 60°回転させた構造をリボン図で示した。α-ヘリックス、β-スト

ランド、ループはそれぞれ赤、黄、緑で色分けした。二次構造要素 (α1-α11、β1-β5、

b1-b2、および G1-G2 (310-helix))は、以前に報告されている表示方法(Lang et al. 1996)に

従ってラベルした。また、結合している Ca2+イオンは水色の球体で示した。触媒残基であ

る Ser87 と His286 はそれぞれオレンジとマゼンタの棒状モデルとして示した。 
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図 14．Chain ACI と ACII-DCII の構造の違い 

(A) 決定した 5 つの BsChe モノマー (Chain ACI と ACII-DCII)の構造を重ね合わせた。コンフォメーションが異なる 18～27 番目のアミノ酸残

基を赤丸で示した。また、コンパクトコンフォメーションと拡張コンフォメーションを、それぞれ赤と青の矢印で示した。 

(B) 18～27 番目のアミノ酸残基の 2 つのコンフォメーション状態を拡大した図。コンパクトコンフォメーション (Chain ACII)と拡張コンフ

ォメーション (鎖 CCII)を示し、それぞれ黄色と青色で示した。Thr18 と Tyr23 の側鎖水酸基の間に形成される水素結合を点線で示した。 
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図 15．5 つの BsChe モノマー（Chain ACI と ACII-DCII）の構造変化領域（18-30）の最終モデルと 

1.2σレベルで計算した電子密度マップ（2mFo-DFc マップ） 
構造変化が始まる両端の Leu17 と Trp30、及び最も遠い位置まで移動していた Tyr23 にラベルした。それぞれの主鎖の流れに従って、明瞭
な電子密度マップが観察される。  
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図 16．各コンフォメーションの分子表面図 

(A) コンパクトコンフォメーションの分子表面。活性部位クレフトを赤い点線で示し、クレフトの上側（Upper side）と下側（Lower side）

も示した。18～27 番目のアミノ酸残基は黄色で着色した。触媒残基である Ser87 と His286 はそれぞれオレンジとマゼンタで示した。 

(B) 拡張コンフォメーションの分子表面。18～27 番目のアミノ酸残基は青で着色し、触媒残基である Ser87 と His286 はそれぞれオレンジ

とマゼンタで示した。拡張コンフォメーションでは、18～27 番目のアミノ酸残基によって活性部位クレフトの下側のコンフォメーションが

部分的に崩れていることがわかる。  
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1-3-2. コレステロールリノレートを用いたドッキングシミュレーション解析 

BsChe のステロール特異性の構造的メカニズムを調べるために、BsChe の結晶を飽和コ

レステロールエステルまたはコレステロールの入った溶液に浸した。しかし、結晶化した

BsChe の活性部位クレフト中に基質や生成物は見出されなかった。そこで、BsChe の原子

モデル（Chain ACI）と、BsChe の基質中で最も反応性が良いコレステロールリノレート

（CLL）を用いてドッキングシミュレーションを行った。Exhaustiveness-input value を 8～

800 の間で変更し複数回ドッキング計算を行った結果、結合エネルギーが-7.4 から-9.6 

kcal/mol の範囲となる 79 個のドッキングモデルが生成された。CLL はいずれのドッキン

グモデルにおいても活性部位クレフト内にドッキングし、様々なコンフォメーションと方

位でドッキングした。BsChe の触媒残基である Ser87 と CLL の C28（エステル結合開裂の

ために Ser87 が攻撃する標的炭素原子）は近くに存在していると考えられるため、これらの

ドッキングモデルのうち Ser87 の側鎖水酸基と CLL の C28 の原子間距離が 4.0 Å 以下であ

るモデルを触媒反応に適したモデルと定義した。79 個のモデルのうち触媒反応に適したモ

デルは 17 個であった（図 17）。 

同じドッキングシミュレーション手順を BsChe の拡張コンフォメーション（Chain CCII）

にも適用し、結合エネルギーが-7.9～-9.0 kcal/mol の範囲となる 60 個のドッキングモデル

を作成した。しかしながら、これら 60 個のモデルの中に触媒反応に適したモデルは含まれ

ていなかった。これはコンフォメーションの拡張により、クレフトの下側の体積が大幅に減

少し、ステロール基のクレフト下部への結合を妨げているためと考えられる。特に、18～23

番目のアミノ酸残基は、触媒反応に適したドッキングモデルではステロール基の近くに位

置していたが、拡張コンフォメーションでは突出し、溶媒に露出していた。以上の結果から、

コンパクトコンフォメーションは基質との結合とそれに続く触媒反応に適した状態であり、

触媒反応後の生成物はコンパクトコンフォメーションから拡張コンフォメーションへ移行

する際に起こる構造変化によって放出される可能性が示唆された。 
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図 17．BsChe と CLL を用いたドッキングシミュレーション結果 

ドッキング計算には BsChe のコンパクトコンフォメーションの構造を用いた。 

(A) CLL がドッキングした活性部位クレフトの分子表面図の拡大図を示す。17 種類のドッ

キングモデルを細い棒状のモデルで表し、シアンで示した。触媒残基である Ser87 と His286、

および 18～27 番目のアミノ酸残基は、前図と同様オレンジ、マゼンタおよび黄色で示した。

さらに、ステロール特異性のための 2 つの重要なアミノ酸残基である Leu266 と Ile287 を

緑色で示した。Ile287 の側鎖分岐付近のステロール構造の C18 の位置を黒の丸い点線と矢

印で示した。 
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(B) A で示した 17 個のドッキングモデルを約 90°回転させた図。Ser87 と His286 の側鎖

も示した。赤い点線は Ser87 の側鎖水酸基と CLL のエステル結合の C28 との距離を表し、

距離が 4Å 以内であればドッキングモデルは妥当であると判断した。 

(C) ドッキングモデルによる活性部位構造の立体視。CLL のコレステロール部位に近い残

基の側鎖を棒モデルで表し、ラベルを付与した。下部クレフトの側壁にある 2 つの水素結

合は点線で示されている。 

選択した 17 個のモデルすべてにおいて、ドッキングした各 CLL のステロール基はクレフ

トの下側のほぼ同じ位置に存在し、リノール酸部分は様々なコンフォメーションでクレフ

トの上側に結合していることがわかった。この結果は、ステロール基がクレフトの下側を形

成する残基によって認識されていることを示している。 
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1-3-3. BsChe のコレステロールエステル特異性に関するアミノ酸 

ドッキングシミュレーション解析の結果、触媒反応に適したドッキングモデルにおける

ステロール骨格の A、Ｂ、Ｃ、D 環は、主に Thr18、Tyr23、Leu266、Ile287 の側鎖によ

って挟まれていることがわかった（図 17C）。これらのアミノ酸残基のうち、Thr18 と

Tyr23 は Lip ホモログ間で保存されていることから、保存性が高くない Leu266 や Ile287

の 2 つのアミノ酸残基が BsChe のコレステロール特異性に必須である可能性が考えられ

た。そこで His タグを付与した BsChe 変異体を B. stabilis により組換え生産した。それぞ

れの単一変異体である BsCheL266V、BsCheI287L および二重変異体である BsCheL266V/I287L を

作製した。得られた各変異体は His タグにより精製し、Che 活性と Lip 活性を測定した。

その結果、いずれの変異体も野生型 BsChe に比べて Che 活性が大幅に低下し、特に

BsCheL266V/I287L は野生型 BsChe（135 U/mg）よりかなり低い活性（1.0 U/mg）を示した

（図 18A）。一方、すべての変異体は、野生型 BsChe と同程度の Lip 活性を保持していた

（図 18B）。 

これらの結果から、Leu266 と Ile287 は BsChe 活性部位クレフトでのステロール基の結

合において重要な役割を担っていることが示唆された。ドッキングモデルでは、Leu266

の側鎖はステロール A 環の上に位置しており、エステル結合部位と触媒部位の配置を安定

化させていると考えられる。Leu266 がより小さな Val に置換されている場合、A 環の配置

を安定化させないと考えられる。同様に、Ile287 はステロール環 B～D の近くに位置し、

特にステロールの C18 は Ile287 の sec-ブチル基の分岐形状によくフィットする（図 17）。

一方、BcLip Leu287 の側鎖は C18 と立体障害を起こす可能性があり、ステロールの認識

には不適当であると考えられる。 
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図 18．各変異体酵素の Che 活性と Lip 活性 

His タグ付き BsChe、BcLip、BuLip、BtLip、BgLip とそれらの部位特異的変異体の Che 活性（A）と Lip 活性（B）を示す。各実験は

N=3 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。  
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1-3-4. L266/I287 の導入による Burkholderia Lip への Che 活性付与 

以上の結果から、BsChe の Leu266 と Ile287 が Che 活性に必要な残基であることが示唆

された。この仮説が正しいとすると、Lip ホモログに対し Leu と Ile を導入することによ

り Che 活性を獲得することができる可能性が考えられた。そこで、BsChe とのアミノ酸配

列相同性が 78%から 96%である 4 種類の Burkholderia Lip ホモログである BcLip、

Burkholderia glumae 由来 Lip（BgLip）、 Burkholderia ubonensis 由来 Lip（BuLip）

(Yang et al. 2016)、Burkholderia thailandensis 由来 Lip（BtLip）(Daligault et al. 2014)お

よび B. cepacia ST-200 株由来 Che（CheS）(Takeda et al. 2006)を選択した（表 8）。これ

ら BcLip、BuLip、BtLip、BgLip に対し、BsChe の Leu266 と Ile287 に該当するアミノ酸

残基に部位特異的突然変異導入を行った（図 19）。 
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表 8．BsChe、BcLip、BuLip、BtLip、BgLip、CheS の相同性（identity） 

 

  BsChe BcLip BuLip BtLip BgLip CheS 

BsChe 100.0 96.25 89.06 78.02 83.12 96.25 

BcLip   100.0 89.69 89.34 84.06 95.31 

BuLip     100.0 85.89 81.25 88.44 

BtLip       100.0 84.33 89.69 

BgLip         100.0 82.19 

CheS           100.0 
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図 19．BsChe、BcLip、BuLip、BtLip、BgLip、CheS のアミノ酸配列アライメント 
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本研究で見出された 18～27 番目のアミノ酸残基を青い点線で示した。また、触媒残基である Ser87 と His286、Che 活性を決定する残基で

ある Leu266 と Ile287 をそれぞれ黒と青の矢印で示した。完全に一致しているアミノ酸残基を赤で、高く保存されているアミノ酸残基を黄

色で示した。図 13 で示した二次構造要素 (α1-α11、β1-β5、b1-b2、および G1-G2 (310-helix))をアラインメントの上部に示し、アミノ

酸配列のアラインメントは ESPript プログラム(Robert and Gouet 2014)を用いて行った。 
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His タグを付与した各酵素および各変異体タンパク質を B. stabilis 発現系を用いて作製

した。野生型の BcLip と BuLip の Che 活性は非常に低かったが、V266L と L287I を含む

変異体は野生型酵素に比べて最大で 500 倍高い Che 活性を示した（図 18A）。特に、

BcLipV266L/L287I 二重変異体の比活性は 104.2 U/mg であり、野生型 BsChe と同程度であっ

た。野生型 BtLip と BgLip はある程度の Che 活性（～5 U/mg）を示したが、これは両酵

素が BsChe の Leu266 に該当するアミノ酸残基（BtLip は Leu266、BgLip は Leu265）を

持つためと考えられる。単一変異体である BtLipL287I と BgLipL286I もそれぞれ野生型 BtLip

と BgLip 酵素の約 3 倍高い Che 活性を示した。本研究で検証した Burkholderia Lip ホモ

ログの変異体はすべて Che 活性が上昇しており、Leu と Ile 残基が様々な Burkholderia 

Lip ホモログにおける Che 活性の主要な決定要因であることが強く示唆された。興味深い

ことに、BcLip のアイソザイムである CheS は、BsChe よりも低い Che 活性レベルではあ

るものの、Che 活性を持つ酵素として報告されている(Takeda et al. 2006)。Leu266 と

Ile287 は共に CheS に保存されており、CheS の Che 活性においても同一の役割を担って

いることが示唆される。 

今回検討した変異体では Lip 活性に有意な差は見られなかった（図 18B）。このことか

ら、Leu と Ile 残基は活性部位クレフトにおけるアシル鎖の結合様式に影響を及ぼさない

ことが示唆された。BcLip において、活性部位クレフトのアミノ酸置換によって酵素のア

シル鎖長選択性が変化することが報告されている。しかしながら、Lip 活性を劇的に増減

させるアミノ酸残基は同定されていない(Yang et al. 2002)。アシル鎖は構造的に柔軟であ

ることから、特定のアミノ酸残基によってではなく、疎水性の活性部位クレフトの全体的

な構造によってアシル鎖が認識されると考えられる。Lang らは、BcLip と長鎖アシル鎖を

含む阻害剤との複合体の構造を報告しているが(Lang et al. 1998)、この構造では、アシル

鎖は強固に結合しているのではなく、活性部位クレフトの側壁に沿って横たわっており、

長い鎖部分は溶媒中に突き出ると予測される。これに対し、ステロール基は構造的に剛直

な構造をしており、ステロール基を活性部位クレフトに収容するためには、活性部位のア

ミノ酸残基との特異的な相互作用が必要である可能性がある。本研究で明らかになった

Che 活性に重要なアミノ酸残基の存在は、トリグリセリドとステロールエステル化合物の

物理化学的特性の違いを反映していると考えられる。 
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本研究で得られた知見を用いることで、遺伝子改変により Lip ホモログに Che 活性を付

与することが可能となった。また、Lip 活性と Che 活性を併せ持つ酵素から Che 活性のみ

を取り除くことで基質特異性を高めることも可能である。これにより全く新しい Che や

Lip の創出が可能になることが期待される。 
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第２章 コレステロールエステラーゼの高生産化 

第１節 緒言 

コレステロールエステラーゼ (Che)はコレステロールエステルを遊離コレステロールと

脂肪酸に加水分解する。Burkholderia stabilis FERMP-21014 株は Che（BsChe)を生産する

ことが知られている菌株の一つである(Konishi et al. 2017; Yoshida et al. 2019)。 

BsChe は自身のシャペロンである BsLif による成熟化（フォールディング）と分泌システ

ムが融合した複雑な制御システムを介して生産されている。汎用的に使用される宿主発現

系ではその複雑な制御システムを持たないため生産が困難である。我々は以前の研究で B. 

stabilis FERMP-21014 株を用いた新たな宿主ベクター系を構築したが、その生産量は大腸

菌で通常使用される T7 プロモーターを用いた組換え発現システムの生産量と比較して低

く実用的ではなかった。 

そこで我々は BsChe の高生産化を目的として研究を行った。最初に変異剤とトランスポ

ゾンを用いた変異実験により高生産化株を作製し、DNA シーケンス（DNA-seq）解析によ

り高生産株に共通する変異遺伝子を推定した。推定された各遺伝子の破壊・相補実験により

推定された遺伝子が高生産化に寄与する遺伝子であることを証明した。本章では高生産化

した原因についても考察した。得られた高生産化株を用いた発現系は BsChe のホモログで

ある Lip の大量生産にも応用可能であり、一連の実験により、新たな高生産化機構の知見を

見出した。 

 

 

 

  



 

59 

 

第２節 材料および方法 

2-2-1. 菌株、プラスミド、培地 

本研究で使用した菌株およびプラスミドをそれぞれ表 9 および表 10 に示す。培地は以下

の通りである。 

 

 Luria-Bertani（LB）培地：Becton Dickinson and Company 社製。1%のトリプトン、

0.5%の Yeast extract、および 1%の塩化ナトリウムを含む培地。 

 Yeast sorbitol（YS）培地：30 g/L の Yeast extract（Becton Dickinson and Company 社

製）と 30 g/L のソルビトールを含む培地（pH7.0 に調整） 

 Yeast sorbitol oleic acid（YSO）培地：30 g/L の Yeast extract、30 g/L のソルビトール、

30g/L オレイン酸を含む培地（pH7.0 に調整） 

 Nutrient broth（NB）培地：Becton Dickinson and Company 社製。0.5%のペプトン、

0.3%の Beef extract を含む培地。 

 Tryptone yeast sodium chloride sucrose（TYSS）培地：0.33% トリプトン、0.17% Yest 

extract、0.5% 塩化ナトリウム、10% スクロース、1.5% アガロースを含む培地 

 

必要に応じて各培地にカナマイシン、アンピシリン、亜テルル酸カリウムを添加した。寒

天培地はそれぞれの培地成分に 1.5% アガロースを加えて作製した。 
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表 9．本研究で使用した菌株 

Strain Relevant characteristic Origin or reference 

E. coli   

DH5α Cloning host and helper host of conjugal transfer Takara Bio 

DH5α λpir Donor host of conjugal transfer Biomedal 

HB101 Helper host of conjugal transfer Takara Bio 

B. stabilis   

FERMP-21014 Expression host, wild-type (Konishi et al. 2017) 

ΔChr3 Chrmosome3 deletion mutant This study 

ΔBSFP_068720 BSFP_068720 deletion mutant This study 

ΔBSFP_068730 BSFP_068730 deletion mutant This study 

ΔBSFP_068740 BSFP_068740 deletion mutant This study 
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表 10．本研究で使用したプラスミド 

Plasmids Properties and construction information Origin or reference 

pUTmini-Tn5 Tel ApR,TelR Biomedal 

pRK2013 KmR Biomedal 

pP002050-BsChe-BsLif pBBR122-pP002050-BsChe-BsLif (Yoshida et al. 2019) 

pK18mobsacB KmR (Schäfer et al. 1994) 

pBBR122 KmR,CmR Mobitec 

pK18mobsacB-P002050 pK18mobsacB-P002050 This study 

pK18mobsacB-BSFP_068720-UpDown pK18mobsacB-P002050-BSFP_068720-Upstream-Downstream This study 

pK18mobsacB-BSFP_068730-UpDown pK18mobsacB-P002050-BSFP_068730-Upstream-Downstream This study 

pK18mobsacB-BSFP_068740-UpDown pK18mobsacB-P002050-BSFP_068740-Upstream-Downstream This study 

pP015170-BsChe-BsLif pK18mobsacB-P015170 This study 

pP015170-BSFP_068720 pBBR122-pP015170-BSFP_068720 This study 

pP015170-BSFP_068730 pBBR122-pP015170-BSFP_068730 This study 

pP015170-BSFP_068740 pBBR122-pP015170-BSFP_068740 This study 

pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068720 pBBR122-pP002050-BsChe-BsLif-pP015170-BSFP_068720 This study 

pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068730 pBBR122-pP002050-BsChe-BsLif-pP015170-BSFP_068730 This study 

pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068740 pBBR122-pP002050-BsChe-BsLif-pP015170-BSFP_068740 This study 

pBBR122-asd pBBR122-asd fragment This study 

pP002050-BcLip-BsLif pBBR122-pP002050-BcLip-BsLif This study 

pP002050-BpLip-BpLif pBBR122-pP002050-BpLip-BpLif This study 

pRK2-P002050-BsChe-BsLif pRK2-P002050-BsChe-BsLif This study 
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2-2-2. 遺伝子クローニング 

本研究で使用したプライマーを以下に示す（表 11）。 

プラスミドへの遺伝子クローニングには Takara Bio 社製 In-Fusion HD Cloning Kit を用

いた。方法は In-Fusion HD Cloning Kit のプロトコルに従い以下のように行った。プラス

ミド上の挿入部位の近辺 15 bp のオーバーラップ配列を付加してプライマーを設計し、PCR

を行った。PCR は KOD Plus Neo もしくは KOD FX Neo（いずれも東洋紡社製）を用いて

行い、それぞれのプロトコルに従い実施した。得られた PCR 産物を 0.8%アガロースゲル

電気泳動に供した。アガロースゲルはミドリグリーンアドバンス（日本ジェネティクス社製）

で染色した。目的の DNA を含むゲル断片を QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen 社製) を

用いて精製した。精製 DNA 断片を In-Fusion HD Cloning Kit によりプラスミドと連結し、

大腸菌 DH5α に導入した。必要に応じてカナマイシンまたはアンピシリンを含む LB 寒天

培地に塗布し 30℃で 24 時間培養し形質転換コロニーを得た。得られたコロニーを、抗生物

質を含む LB 培地に植え継ぎ、30℃で 12 時間培養後、QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

を用いて、プラスミドを抽出した。 

 

2-2-3. B. stabilisのコンピテントセル作製と形質転換法 

B. stabilis の各株を 100 mL の LB 培地にて対数増殖期に至るまで 30℃で振盪培養した

後、遠心分離にて菌体を回収した。回収した菌体に 100 mL の氷冷滅菌水を加え、懸濁後再

び遠心分離し菌体を回収した。この操作をもう一度繰り返した後、回収した菌体に 5 mL の

冷却 10%グリセリン溶液を加え、よく懸濁し、遠心分離により菌体を回収した。回収した

菌体に 5 mL の氷冷 10%グリセリン溶液を加え、懸濁し、40 μL ずつ分注し、-80℃で凍結

しコンピテントセルを得た。 

コンピテントセルを氷中で融解し、各発現ベクターをエレクトロポレーション法（2.5kV、

200Ω、25μF）により導入した。100 μg/mL カナマイシンを含む NB 寒天培地に植菌し、

28℃で 2 日間培養することで、形質転換体を得た。 
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表 11．本研究で使用したプライマー 

下線は In-Fusion HD Cloning Kit で使用するオーバーラップ配列を表す。 

 

Primer name Sequence (5' to 3') Used for 

Chr1-check-F 5’-GACGGCGAACTCGTGTGCATCTTC-3’ Chr1 check 
Chr1-check-R 5’-GTCCTTGCTGCGCTGGTCGGTATTG-3’ Chr1 check 
Chr3-checkA-F 5’-GCTGAAAGCTTACCTGAGCTTAAAAG-3’ Chr3 check 
Chr3-checkA-R 5’-CAGCGTGTTCAGCATTATTCCATTTG-3’ Chr3 check 
Chr3-checkB-F 5’-ACGAGCTCCGCGTAGATCGTTTCCGGCGTGTC-3’ Chr3 check 
Chr3-checkB-R 5’-CAGTATAGTACCCGTCGAAATCGAG-3’ Chr3 check 
pK18mobsacB-F 5’-ATGAACATCAAAAAGTTTGCAAAACAAGCAAC-3’ pK18mobsacB modification for B. stabilis 
pK18mobsacB-R 5’-ATGGGTTAAAAAGGATCGATCCTCTAGCG-3’ pK18mobsacB modification for B. stabilis 
P002050-F 5’-TCCTTTTTAACCCATGCAATTCCACGTCTACCGAT-3’ pK18mobsacB modification for B. stabilis 
P002050-R 5’-CTTTTTGATGTTCATTGCTTTACCTCCGCTAAGTG-3’ pK18mobsacB modification for B. stabilis 
BSFP_068720Up-F 5’-ACATGATTACGAATTGGCGCATGAATATTGTCAAC-3’ Gene deletion 
BSFP_068720Up-R 5’-CCAGCCGGCCTGATGACGCTCCAGCTGACGCCGGC-3’ Gene deletion 
BSFP_068720Down-F 5’-CATCAGGCCGGCTGGCGATGGGGCGAACGCCGTCG-3’ Gene deletion 
BSFP_068720Down-R 5’-GGCCAGTGCCAAGCTTCCGCCGAAGTCGTGGATAC-3’ Gene deletion 
BSFP_068730Up-F 5’-ACATGATTACGAATTCCGGACAAGATGGCGTTGTG-3’ Gene deletion 
BSFP_068730Up-R 5’-TGTCGGGCGATGATCCTCTCCCCTATG-3’ Gene deletion 
BSFP_068730Down-F 5’-GATCATCGCCCGACAATGGCGCATCGACGGCTGCT-3’ Gene deletion 
BSFP_068730Down-R 5’-GGCCAGTGCCAAGCTCGTAGGGCAGTCACATTGTT-3’ Gene deletion 
BSFP_068740Up-F 5’-ACATGATTACGAATTGATGACTGAGGCGATTGCAG-3’ Gene deletion 
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BSFP_068740Up-R 5’-CGCGTCCGCTGTGCCTGTCCGAAATTCGGTC-3’ Gene deletion 
BSFP_068740Down-F 5’-GGCACAGCGGACGCGAGACCAGCAGAGGTCGATGG-3’ Gene deletion 
BSFP_068740Down-R 5’-GGCCAGTGCCAAGCTCCGTGTGATGCTCCTGATAC-3’ Gene deletion 
BSFP_068720delcheck-F 5’-GGCGCATGAATATTGTCAAC-3’ Deletion check 
BSFP_068720delcheck-R 5’-TCCGCCGAAGTCGTGGATAC-3’ Deletion check 
BSFP_068730delcheck-F 5’-CCGGACAAGATGGCGTTGTG-3’ Deletion check 
BSFP_068730delcheck-R 5’-CGTAGGGCAGTCACATTGTT-3’ Deletion check 
BSFP_068740delcheck-F 5’-GATGACTGAGGCGATTGCAG-3’ Deletion check 
BSFP_068740delcheck-R 5’-CCGTGTGATGCTCCTGATAC-3’ Deletion check 
P015170-F 5’-TCGCGCGCGGTGCCGCCGCACGACGTCTGCAGGTC-3’ Complementation test 
P015170-R 5’-CTGCTGTCCTTATCGTCTGATGGAAATGGGTGAAC-3’ Complementation test 
pP002050-BsChe-BsLif-Prm-F 5’-ACGTTGGCCAGATCTTCGCGCGCGGTGCCGCCGCA-3’ Complementation test 
pP002050-BsChe-BsLif-Prm-R 5’-CATCGATCTGGCCATCTGCTGTCCTTATCGTCTGA-3’ Complementation test 
pP015170-BsChe-BsLif-F 5’-ACGGGAATTGGCATGCGGGATTTCGGCGAAACAAT-3’ Complementation test 
pP015170-BsChe-BsLif-R 5’-CTGCTGTCCTTATCGTCTGATGGAAATGGGTGAAC-3’ Complementation test 
BSFP_068720-F 5’-CGATAAGGACAGCAGATGCCACTGGATGAACTTGG-3’ Complementation test 
BSFP_068720-R 5’-CATGCCAATTCCCGTTCAAGAATAAGTCCATTGGC-3’ Complementation test 
BSFP_068730-F 5’-CGATAAGGACAGCAGGTGGAGACAGCCCAGCTATT-3’ Complementation test 
BSFP_068730-R 5’-CATGCCAATTCCCGTTTAGTCCTCGCTCTGCGGCA-3’ Complementation test 
BSFP_068740-F 5’-CGATAAGGACAGCAGATGACCTCGATTAGCAAACG-3’ Complementation test 
BSFP_068740-R 5’-CATGCCAATTCCCGTTCACTCCCCGTCCATCACAC-3’ Complementation test 
pP015170-BSFP-F 5’-GTGGAATTGCAGATCTCGCGCGCGGTGCCGCCGCA-3’ Complementation test 
pP015170-BSFP-R 5’-AACGTTGGCCAGATCGGTGGCGTTGAAGTGACAAG-3’ Complementation test 
asd-insertF 5’-ACCACTGCGATCCCCACTGGATGACGGCGATGACC-3’ qPCR 
asd-insertR 5’-GAATGCTGTTTTCCCGTCGATGTCGAGGATGGCGG-3’ qPCR 
qPCR-asd-F 5’-ACTGGATGACGGCGATGACC-3’ qPCR 
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qPCR-asd-R 5’-GTCGATGTCGAGGATGGCGGAAG-3’ qPCR 
qPCR-pBBR122-F 5’-CTGTGGCCGATCTAGGGCTG-3’ qPCR 
qPCR-pBBR122-R 5’-ACGCGCTTTGAGATTCCCAG-3’ qPCR 
BcLip-F 5’-CGATAAGGACAGCAGATGGCCAGATCGATGCGTTC-3’ Cloning of BcLip 
BcLip-R 5’-ACGTGCCGCCATCGATTACACGCCCGCCAGCTTCA-3’ Cloning of BcLip 
Bc-002050-F 5’-TGCTTTACCTCCGCTAAGTGGTGATGAAC-3’ Cloning of BcLip 
Bc-002050-R 5’-TCGATGGCGGCACGTGAAGGGCGCGCGCCGCTGGC-3’ Cloning of BcLip 
BpLip-F 5’-AGCGGAGGTAAAGCAATGGTCAGATCGATGCGTTC-3’ Cloning of BpLip and BpLif 
BpLif-R 5’-GTCGAAAACCGCGGCCTAACCGCCCGCGCCGCGAT-3’ Cloning of BpLip and BpLif 
Bp-002050-F 5’-TGCTTTACCTCCGCTAAGTGGTGATGAAC-3’ Cloning of BpLip and BpLif 
Bp-002050-R 5’-GCCGCGGTTTTCGACTGCTTCAAAG-3’ Cloning of BpLip and BpLif 
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2-2-4. NTG 変異導入 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）を LB 寒天培地にて培養し、1 コロニーを 5 mL の

LB 培地に植菌し、30℃で一晩培養した。得られた培養液を新しい 100 mL の LB 培地に 1 

mL 植菌し、28℃で 20 時間培養した。培養液 30 mL を遠心分離し、上清を取り除き、菌体

を得た。菌体に 30 mL の 0.85% 塩化ナトリウム水溶液を加え懸濁した。懸濁した菌体 9.5 

mL に 0.5 mL のトリス‐マレイン酸緩衝液（2Ｍ Tris、2Ｍ マレイン酸、pH6.2）を加えた

のち、80 μL の N-メチル-N'-ニトロ-N-ニトロソグアニジン（NTG）溶液（NTG を 50 

mg/mL となるように N,N-ジメチルホルムアミド(脱水)（関東化学社製）で溶解した溶液）

を加え、28℃、200 rpm で 60 分振盪した。振盪後、NTG を除去するため遠心分離を行い

上清を取り除き、得られた菌体に 10 mL の 0.85% 塩化ナトリウム水溶液で懸濁し遠心分離

をた。この操作をもう一度繰り返し、得られた菌体に 10 mL の LB 培地を加え、28℃で 2

時間振盪培養した。抗生物質を含まない LB 寒天培地に希釈濃度を変え 100 μL ずつ植菌

し、28℃で 48 時間培養し生育したコロニーを別の LB 寒天培地にシングルコロニーとなる

ように植菌し、変異体を得た。 

得られた変異体に pP002050-BsChe-BsLif プラスミド(Yoshida et al. 2019)を「2-2-3 項 

B. stabilis のコンピテントセル作製と形質転換法」に従い導入し、形質転換体を得た。得ら

れた形質転換体の Che 活性を「2-2-6 項 リコンビナントタンパク質（BsChe、BcLip、

BpLip）の発現検討」に記載した方法で測定した。 

NTG 変異株の形質転換体と野生株の形質転換体の染色体の有無は、以下のプライマーを

用いた PCR で確認した。Chr1 の確認には Chr1-check-F と Chr1-check-R、Chr3 の確認に

は Chr3-checkA-F と Chr3-checkA-R、Chr3-checkB-F と Chr3-checkB-R。ネガティブコン

トロールとして、テンプレートを加えずに PCR を行った。 

 

2-2-5. トランスポゾン変異導入 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）に pP002050-BsChe-BsLif プラスミドを導入した

形質転換体を親株として接合によるトランスポゾン変異導入を行った。方法は pUTmini-

Tn5 Tel Kit（Biomedal 社製）のプロトコルに従い、ドナー株である pUTmini-Tn5 Tel プ

ラスミドを導入した大腸菌 DH5αλpir、ヘルパー株である pRK2013 を導入した大腸菌
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DH5α を用いて、トランスポゾンを形質転換体に導入した。それぞれ 50 μg/mL のアンピ

シリンを含む LB 寒天培地と 20 μg/mL のカナマイシンを含む LB 培地に生育したドナー

株、ヘルパー株である大腸菌を、それぞれ１コロニーずつかきとり、それぞれの抗生物質を

含む 10 mL の LB 培地に植菌し、37℃で一晩培養した。親株である B. stabilis の形質転換

体を 100μg/mL のカナマイシンを含む NB 培地にて 30℃で一晩培養した。1 コロニーをか

きとり、100μg/mL のカナマイシンを含む 10 mL の LB 培地に植菌し、30℃で一晩培養し

た。ドナー株、ヘルパー株、親株の 3 種の各培養液を 1 mL ずつ遠心分離し、LB 培地で 2

回洗浄した。洗浄後の各細胞ペレットを 500μL の LB 培地にそれぞれ懸濁した後すべて混

合し 3 種の菌の混合液を調整した。この混合液を LB 寒天培地に直径約 1.5 cm～2 cm にな

るように滴下し、30℃で一晩培養した後、生育した菌体すべてをコンラージ棒でかきとり 1 

mL の 10 mM 硫酸マグネシウム水溶液に懸濁した。懸濁液をさらに 10 mM 硫酸マグネシ

ウム水溶液で希釈し、この溶液を 200μg/mL カナマイシン(pP002050-BsChe-BsLif の選

択)と 20μg/mL 亜テルル酸カリウム(Tn5 の選択)を含む NB 寒天培地に植菌した。30℃で

2 日間培養後、トランスポゾン挿入変異株を得た。 

 

2-2-6. リコンビナントタンパク質（BsChe、BcLip、BpLip）の発現検討 

B. stabilis 変異株や形質転換体の BsChe を以下のようにして分泌生産させた。100μg/mL

カナマイシンを含む NB 寒天培地に生育させた B. stabilis 変異株または形質転換体 1 コロ

ニーをかきとり、100μg/mL カナマイシンを含む 5 mL の YSO 培地に植菌し、28℃で 72

時間培養した。得られた培養液を遠心分離し得られた培養上清を必要に応じて希釈液（1% 

Triton X-100 を含む 10 mM Tris-HCl（pH 7.0））で希釈し Che 活性を測定した。 

Burkholderia cepacia 由来 Lip をコードする遺伝子（UniProtKB accession code: P22088.2）

（BcLip）の配列を GenScript 社に依頼し全合成した。全合成遺伝子を鋳型とし、プライマ

ーである BcLip-F と BcLip-R を用いて PCR を行い、遺伝子断片を得た。一方、pP002050-

BsChe-BsLif を鋳型として、Bc-002050-F および Bc-002050-R プライマーを用いて PCR 増

幅を行い、プラスミド断片を得た。これらの断片を In-Fusion HD Cloning Kit により結合

し、pP002050-BcLip-BsLif プラスミドを作製した。同様に、Burkholderia plantarii 由来の

Lip および Lif をコードする遺伝子（ALK34136.1 および ALK34135.1）を全合成した（BpLip、

BpLif）。全合成遺伝子を鋳型とし、プライマーである BpLip-F および BpLif-R を用いて PCR 
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を行い、遺伝子断片を得た。一方、pP002050-BsChe-BsLif を鋳型としてベクター断片は、

プライマーBp-002050-F と Bp-002050-R を用いて PCR 増幅を行い、プラスミド断片を得

た。BcLip と同様にこれらの断片を連結し、pP002050-BpLip-BpLif プラスミドを作製した。 

得られた pP002050-BcLip-BsLif、pP002050-BpLip-BpLif プラスミドを B. stabilis 野生株
（FERMP-21014 株）に「2-2-3 項 B. stabilis のコンピテントセル作製と形質転換法」に
従い導入し、形質転換体を得た。 

これらの形質転換体を 100 μg/mL カナマイシンを含む 5 mL の YS 培地に植菌し、28℃

で 72 時間培養した。培養液を遠心分離し、得られた上清は BsChe と同様に必要に応じて希

釈液で希釈し、「2-2-7 項 BsChe、BcLip、BpLip 活性測定」に記載した方法で Lip 活性測

定を行った。 

RK2 プラスミド(Schmidhauser et al. 1983)をベースとした発現ベクターを構築するため

に、RK2 プラスミドの複製に必要な領域である RK2 ori、trfA に加え、カナマイシン耐性

遺伝子、P002050 プロモーター、BsChe、BsLif、ターミネーター領域を含む遺伝子を

GenScript 社に依頼し全合成し、pRK2-P002050-BsChe-BsLif を得た。得られたベクター

を B. stabilis 野生株に「2-2-3 項 B. stabilis のコンピテントセル作製と形質転換法」に従い

導入し、形質転換体を得た。得られた形質転換体の BsChe の活性を「2-2-7 項 BsChe、

BcLip、BpLip 活性測定」に記載した方法で測定した。 

 

2-2-7. BsChe、BcLip、BpLip 活性測定 

BsChe の活性測定は、第１章 第２節 材料および方法の「1-2-10 項 Che および Lip 活性

の測定」と全く同じように、コレステロールオキシダーゼとペルオキシダーゼの作用により

生成するキノンイミン色素を測定する比色法を用いて測定した。 

BcLip および BpLip 活性においても、第１章 第２節 材料および方法の「1-2-10 項 Che

および Lip 活性の測定」と全く同じように、Oil-polyvinyl alcohol method(Yamaguchi et al. 

1973)を一部改変した方法を用いて測定した。 

 

2-2-8. SDS-PAGE とウェスタンブロッティングによる BsChe の検出 

各株を 28℃で 72 時間培養した培養上清をドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動（SDS-PAGE）に供した。SDS-PAGE はクーマシーブリリアントブルー（CBB）
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により染色後、脱イオン水により脱色した。また、ウェスタンブロッティングは以前報告さ

れている方法(Yoshida et al. 2019)を改変し以下のように実施した。なお、BsChe 抗体も同

論文に記載のホクドー社に依頼して作製されたものを使用した。125 倍に希釈した培養上清

10 μL に 10 μL のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を含むサンプルバッファーである

EzApply（ATTO 社製）を加え、95℃で 10 分間加熱した。加熱後のサンプルのうち 10 μ

L を SDS-PAGE に供し、タンパク質をポリビニリデンフルオライド（PVDF）膜に転写し

た。PVDF 膜を抗 BsChe ポリクローナル抗体で標識した後、結合した抗体をペルオキシダ

ーゼ結合抗ウサギ二次抗体（Cytiva 社製）で標識した。標識後の BsChe は ECL Western 

Blotting Detection Reagents (Cytiva 社製)を用いて Bio-rad Universal Hood II GelDoc 

System（Bio-rad 社製）を用いて可視化した。 

 

2-2-9. DNA-seq 解析 

各変異体から、フェノール-クロロホルム法を用いて全 DNA を抽出した。DNA を TruSeq 

DNA PCR-Free Library Prep Kit (Illumina 社製)の標準プロトコル（350 bp Insert）に従い

シーケンスライブラリ調整を行った。続いて、Illumina HiSeq2500 (Illumina 社製)を用いて

Paired end、100 bp/リードで DNA-seq を行った。得られた配列データからトランスポゾン

挿入位置をマッピング法によって同定した(Heaton et al. 2013; Ikegame et al. 2020)。トラ

ンスポゾンの配列（「5'-CTGTCTTGATCAGATC-3'」）を全シーケンスデータのリード中か

ら検索し、HIT した配列の上流側の配列を抽出した。これらの配列を Bowtie 2(Langmead 

and Salzberg 2012)を用いて B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）ゲノムにマッピングし、

挿入位置を特定した。各変異体の変異点は、Pilon (Walker et al. 2014)を用いて抽出した。 

 

2-2-10. 遺伝子破壊 

遺伝子破壊は pK18mobsacB(Schäfer et al. 1994)上の sacB（レバンスクラーゼ）遺伝子を

用いた 2 回組換え法によって行った。しかしながら、B. stabilis においては sacB 遺伝子が

発現しなかった。そこで sacB プロモーターを B. stabilis の構成的プロモーターP002050 に

置き換えるように以下のように改変し使用した。pK18mobsacB を鋳型とし、pK18mobsacB-

F および pK18mobsacB-R プライマーを用いて PCR により pK18mobsacB のベクター断片
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を得た。次に B. stabilis ゲノムを鋳型として P002050-F と P002050-R プライマーを用いて

PCR により P002050 のプロモーター断片を得た。これらベクター断片とプロモーター断片

を In-Fusion HD Cloning Kit を用いて連結し、pK18mobsacB-P002050 ベクターを作製し

た。BSFP_068720 遺伝子の上流領域と下流領域を含む DNA 断片を B. stabilis ゲノムを鋳

型にして BSFP_068720Up-F と BSFP_068720Up-R プライマー、BSFP_068720Down-F と

BSFP_068720Down-R プライマーを用いて PCR-増幅させた。同様に BSFP_068730 遺伝子

の上流領域と下流領域を含む DNA 断片を B. stabilis ゲノムを鋳型にして BSFP_068730Up-

F と BSFP_068730Up-R プライマー、 BSFP_068730Down-F と BSFP_068730Down-R プ

ライマーを用いて、BSFP_068740 遺伝子の上流領域と下流領域を含む DNA 断片を B. 

stabilis ゲノムを鋳型にして BSFP_068740Up-F と  BSFP_068740Up-R プライマー、 

BSFP_068740Down-F と BSFP_068740Down-R プライマーを用いて増幅した。 

pK18mobsacB-P002050 を EcoRI と HindIII で消化してベクター断片を得た。ベクター断

片と BSFP_068720 の上流領域断片と下流領域断片の 3 つの遺伝子断片を In-Fusion HD 

Cloning Kit で連結し、破壊用ベクターpK18mobsacB-BSFP_068720-UpDown を得た。同様

にして、ベクター断片と BSFP_068730 の上流領域断片と下流領域断片の 3 つの遺伝子断片

を連結し、破壊用ベクターpK18mobsacB-BSFP_068730-UpDown を、ベクター断片と

BSFP_068740 の上流領域断片と下流領域断片の 3 つの遺伝子断片を連結し、破壊用ベクタ

ーpK18mobsacB-BSFP_068740-UpDown を得た。これらの 3 つ破壊用ベクターをそれぞれ

大腸菌 DH5α 株に形質転換し、100 μg/mL カナマイシンを含む LB 寒天培地に植菌し、 

37℃で一晩培養することでドナー株を得た。ドナー株とヘルパー株（pRK2013 を導入した

大腸菌 HB101 株）それぞれ１コロニーをかきとり、100 μg/mL カナマイシンを含む

10mL の LB 培地にそれぞれ植菌し、37℃で一晩培養した。別途、NB 寒天培地にて 28℃

で 2 日間培養した B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）1 コロニーを 5mL の LB 培地に

植菌し、30℃で 12 時間培養した。各培養時間後、ドナー株、ヘルパー株、B. stabilis 野生

株を遠心分離し、上清を取り除き、2mL の LB 培地を加えて懸濁し菌体を洗浄した。これ

を 2 回行い、菌株を洗浄した。さらに遠心分離を行い得たドナー株、ヘルパー株、B. 

stabilis 野生株のペレットを 100μL の LB 培地で懸濁、混合し、LB 寒天培地にスポットし

た。30℃で一晩培養した後、生育した菌体すべてをコンラージ棒でかきとり、1 mL の 10 

mM 硫酸マグネシウム溶液に懸濁した。懸濁液をさらに 10 mM 硫酸マグネシウム水溶液
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で希釈し、この溶液を 200μg/mL カナマイシンと 50μg/mL アンピシリンを含む NB 寒

天培地に植菌した。30℃で 2 日間培養し、１回組換え体を得た（図 20A）。この形質転換

体を LB 培地に植菌し、30℃で 12 時間培養した後、LB 培地で希釈し、TYSS 寒天培地に

プレーティングし、30℃で 2 日間培養した。1 回組換え体は TYSS 寒天培地に含まれるス

クロース存在下で致死になるため、遺伝子破壊株か野生株が得られる。得られたコロニー

を 200μg/mL カナマイシンを含む NB 寒天培地に植菌し、カナマイシン耐性を失ってい

る株を破壊株候補とした（図 20B）。各遺伝子が破壊できているかを確認するために、

BSFP_068720delcheck-F と BSFP_068720delcheck-R プライマー、BSFP_068730delcheck-

F と BSFP_068730delcheck-R プライマー、BSFP_068740delcheck-F と

BSFP_068740delcheck-R プライマーを用いてコロニーPCR を行った。得られた PCR 断片

をアガロース電気泳動に供し、該当遺伝子が短くなっている株を破壊株とした。「2-2-3 項 

B. stabilis のコンピテントセル作製と形質転換法」に従い、得られた各遺伝子破壊株のコ

ンピテントセルを作製し、pP002050-BsChe-BsLif を導入した。得られた形質転換体の

BsChe の活性を「2-2-7 項 BsChe、BcLip、BpLip 活性測定」に記載した方法で測定し

た。 
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図 20．2 回組換え法による遺伝子破壊 

破壊遺伝子の上流領域断片と下流領域断片を含む pK18mobsacB を用いて破壊を行った。１

回組換え体はカナマイシン耐性を得るが、SacB によりスクロースはレバンに変換されるこ

とにより致死になる。Second cross over が起きる領域によって遺伝子破壊株か野生株のど

ちらかが得られる。 
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2-2-11. 遺伝子相補実験 

各破壊株にそれぞれの遺伝子を相補し、表現型が回復するか試験した。まず、遺伝子相補

ベクターを以下の手順で作製した。B. stabilis ゲノムを鋳型として P015170-F と P015170-

R プライマーを用いて PCR にて増幅し、BSFP_015170 プロモーター断片を得た。同様に

pP002050-BsChe-BsLif を鋳型にして pP002050-BsChe-BsLif-Prm-F と pP002050-BsChe-

BsLif-Prm-R プライマーで増幅しベクター断片を得た。これらプロモーター断片とベクタ

ー断片を In-Fusion HD Cloning Kit を用いて連結し、BsChe の上流に BSFP_015170 プロ

モータを配置した pP015170-BsChe-BsLif を作製した。次に、pP015170-BsChe-BsLif を鋳

型にして pP015170-BsChe-BsLif-F と pP015170-BsChe-BsLif-R プライマーを用いて PCR

により増幅し、pP015170-BsChe-BsLif ベクター断片を得た。BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 の各遺伝子断片は B. stabilis ゲノムを鋳型にして BSFP_068720-F と

BSFP_068720-R プ ラ イ マ ー 、 BSFP_068730-F と BSFP_068730-R プ ラ イ マ ー 、

BSFP_068740-F と BSFP_068740-R プライマーを用いて増幅した。pP015170-BsChe-BsLif

ベクター断片とそれぞれの遺伝子断片を In-Fusion HD Cloning Kit を用いて連結し、

pP015170-BSFP_068720、pP015170-BSFP_068730、および pP015170-BSFP_068740 を作

製した。これらのベクターでは BSFP_015170 プロモーターが各遺伝子の上流領域に結合し

ている。pP015170-BSFP_068720、pP015170-BSFP_068730、pP015170-BSFP_068740 そ

れぞれを鋳型にして pP015170-BSFP-F と pP015170-BSFP-R プライマーを用いて増幅し、

P015170 プロモータを含む遺伝子断片を得た。pP002050-BsChe-BsLif ベクターを BglII で

消化し、得られたベクター断片とこれら P015170 プロモータを含む遺伝子断片を In-Fusion 

HD Cloning Kit を用いてライゲーションし、pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068720、

pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068730、および pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068740 を得

た。各ベクターを ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株に形質転換

し、相補性試験用の形質転換体を得た。 

 

2-2-12. RNA-seq 解析 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）と ΔChr3 株ならびに両株に pP002050-BsChe-

BsLif ベクターを導入した形質転換株それぞれ１コロニーを 5 mL の YS 培地（pP002050-
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BsChe-BsLif ベクターを導入した株においては 100 μg/mL でカナマイシンを添加）に植

菌し、28℃で 24hr 培養した。培養液 50 μL を新しい 50 mL の YS 培地（pP002050-BsChe-

BsLif ベクターを導入した株においては 100 μg/mL でカナマイシンを添加）に植菌し、

28℃で 24 時間培養した。24 時間後、オレイン酸を 1 mL 添加し引き続き 28℃で培養した。

オレイン酸添加後の各時間（0, 6, 12, 24, 36, 48 時間）で 1 mL ずつ菌体を回収した。RNeasy 

Lipid Tissue Mini Kit（Qiagen 社製）を用いて各菌体から RNA を抽出した。方法は RNeasy 

Lipid Tissue Mini Kit のプロトコルに従って実施した。抽出した RNA の rRNA 除去を

RiboMinus Transcriptome Isolation Kit (Bacteria)（ThermoFisher 社製）のプロトコルに従

って行い、TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit（Illumina 社製）を用いてシーケンス

ライブラリ調整を行った。続いて、Illumina HiSeq2500 (Illumina 社製)を用いて Paired end、

100 bp/リードで RNA-seq を行った。得られた配列を、fastp(Chen et al. 2018)により前処

理し、Bowtie 2(Langmead and Salzberg 2012)により B. stabilis 野生株ゲノムにマッピング

し、Cuffnorm(Trapnell et al. 2010)により各遺伝子の FPKM（Fragments per kilobase of exon 

per million reads mapped）を算出した。 

 

2-2-13. プラスミドのコピー数測定 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に pBBR122 を導入した各形質転換体を 100 μg/mL カナマ

イシンを含む 5 mL の LB 培地に植菌し、28℃で 12 時間前培養した。前培養液を 100 μg/mL 

カナマイシンを含む 5mL の LB 培地に菌体濁度 OD660 が 0.2 になるように添加し、28℃で

48 時間培養した。QIAprep Spin Miniprep Kit（Quiagen 社製）を使用して菌体からベクタ

ーを抽出し XhoI で消化し、0.8%アガロースゲル電気泳動に供した。 

ベクターのコピー数は Choi ら(Choi et al. 2008)の qPCR （quantitative PCR）の方法を

参考に以下の手順で B. stabilis 染色体上の Aspartate β-semialdehyde dehydrogenase 遺伝

子 (asd)で検量線を作成し測定した。 

(1)pBBR122-asd の作製 

B. stabilis 野生株を鋳型とし、asd-insertF と asd-insertR プライマーを用いて PCR により

増幅し、asd 遺伝子中の約 140 塩基からなる asd 遺伝子断片得た。pBBR122 を SmaI で消
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化して得たベクター断片と asd 遺伝子断片を In-Fusion HD Cloning Kit を用いて連結し、

pBBR122-asd を得た。 

(2)asd 遺伝子上の領域と pBBR122 上の領域について検量線を作成 

pBBR122-asd を 10 倍ずつの連続希釈したサンプルを作製した。各サンプルを鋳型とし、

qPCR-asd-F と qPCR-asd-R プライマー（asd 遺伝子上の領域を増幅）、または qPCR-

pBBR122-F と qPCR-pBBR122-R プライマー（pBBR122 上の領域を増幅）を用いて、

LightCycler FastStart DNA Master PLUS SYBR Green I (Roche Diagnostics 社製) を用いて

qPCR を行った。装置は LightCycler 480 (Roche Diagnostics 社製)を用い、条件は 95℃で

10 分間のプレインキュベーション、95℃で 10 秒間の変性反応、60℃で 30 秒間のアニーリ

ング反応、72℃で 1 秒間の伸長反応で行った。各サンプルについて、閾値サイクル値が出

力された。次に、各希釈サンプルのベクターのコピー数を、以下の式で算出した。 

 

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐴𝐴 𝑎𝑎𝑐𝑐𝑐𝑐𝐸𝐸 𝐸𝐸𝑛𝑛𝐸𝐸𝑛𝑛𝐸𝐸𝑛𝑛 (𝑎𝑎𝑐𝑐𝑐𝑐𝐸𝐸) =
6.02 × 1023 (𝑎𝑎𝑐𝑐𝑐𝑐𝐸𝐸 𝐸𝐸𝑐𝑐𝑚𝑚⁄ ) × 𝐷𝐷𝐷𝐷𝐴𝐴 𝑎𝑎𝐸𝐸𝑐𝑐𝑛𝑛𝐸𝐸𝑎𝑎 (𝑔𝑔)

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐴𝐴 𝑚𝑚𝐸𝐸𝐸𝐸𝑔𝑔𝑎𝑎ℎ (𝑛𝑛𝑐𝑐) × 660 (𝑔𝑔 𝐸𝐸𝑐𝑐𝑚𝑚⁄ /𝑛𝑛𝑐𝑐)
 

 

各希釈ベクターのコピー数の対数値を x 軸に、閾値サイクル値を y 軸にプロットして検

量線を作成した。asd 遺伝子上の領域と pBBR122 上の領域について増幅効率が異なるため

異なる検量線が得られた。 

(3)ベクターのコピー数算出 

B. stabilis 野生株、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3

株に pBBR122 を導入した各形質転換体を 100 μg/mL カナマイシンを含む 5 mL の LB 培

地に植菌し、28℃で 12 時間前培養した。前培養液を 100 μg/mL カナマイシンを含む 5mL

の LB 培地に菌体濁度 OD660 が 0.2 になるように添加し、28℃で 24 時間培養した。QIAprep 

Spin Mini Kit（Quiagen 社製）を使用して pBBR122 を含む全 DNA を細胞から抽出し、こ

の DNA を用いて検量線作成時と同様に qPCR-asd-F と qPCR-asd-R プライマー（染色体上

の asd 遺伝子上の領域を増幅）、または qPCR-pBBR122-F と qPCR-pBBR122-R プライマ

ー（pBBR122 上の領域を増幅）を用いて qPCR を行った。qPCR-asd-F と qPCR-asd-R プ

ライマーを用いて qPRC を行った結果出力された閾値サイクル値から(2)で作成した検量線

を用いて asd 遺伝子のコピー数、すなわち染色体のコピー数を算出した。qPCR-pBBR122-

F と qPCR-pBBR122-R プライマーを用いて qPCR を行った結果出力された閾値サイクル



 

76 

 

値から(2)で作成した検量線を用いて pBBR122 上の領域のコピー数、すなわち pBBR122 の

コピー数を算出した。染色体のコピー数は 1 コピーであることから、pBBR122 のコピー数

は pBBR122 のコピー数を染色体のコピー数で割ることにより算出した。 

 

2-2-14. プラスミド保持アッセイ 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に pP002050-BsChe-BsLif を導入した形質転換体を、抗生

物質を含まない 5 mL の LB 培地に植菌し、28℃で 24 時間培養し、1 日目の培養液を得

た。得られた培養液 2 μL を新たな 5 mL の LB 培地に植菌し、28℃で 24 時間培養し、2

日目の培養液を得た。さらに同様にして新たな LB 培地に植菌し、3 日目の培養液を得

た。1 日目、2 日目、3 日目の培養液をそれぞれ希釈し、100 μg/mL カナマイシンを含む

LB 寒天培地およびカナマイシンを含まない LB 寒天培地にプレーティングし、30℃で 2

日間培養し、Colony forming unit（CFU）を計測した。 

 

2-2-15. 染色体保持アッセイ 

1 回組換え体を、抗生物質を含まない 5 mL の LB 培地に植菌し、28℃で 24 時間培養し、

1 日目の培養液を得た。得られた培養液 2 μL を新たな 5 mL の LB 培地に植菌し、28℃で

24 時間培養し、2 日目の培養液を得た。さらに同様にして新たな 5 mL の LB 培地に植菌

し、3 日目の培養液を得た。1 日目、3 日目の培養液をそれぞれ希釈し、100 μg/mL カナマ

イシンを含む LB 寒天培地およびカナマイシンを含まない LB 寒天培地にプレーティング

し、30℃で 2 日間培養し、CFU を計測した。 

 

2-2-16. 形質転換効率の測定 

B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に pP002050-BsChe-BsLif をエレクトロポレーション法に

より導入し、200 μg/mL カナマイシンを含む NB 寒天培地にプレーティングした。形質転

換効率は CFU をプラスミド DNA 濃度（μg）で割ることで算出した。 
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2-2-17. 遺伝子機能の予測 

Hypothetical protein としてアノテーションされている BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 の機能を予測するために、National Center for Biotechnology Information

（NCBI）の Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）を用いて検索を実施した。また

保 存 ド メ イ ン の 検 索 に は 、 NCBI conserved domain search 

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）を用いた。アミノ酸配列のアラ

イ ン メ ン ト は 、 ClustalW (Thompson et al. 1994) を 用 い て 行 い 、 三 次 元 構 造 は

AlphaFold2(Jumper et al. 2021; Mirdita et al. 2022)を用いて予測した。予測原子モデルを

DALI サーバー (Holm 2020; Mirdita et al. 2022)を用いて検索し、類似のフォールディング

トポロジー、構造モチーフを持つタンパク質を同定した。結晶構造の重ね合わせと分子図作

成は、PyMOL version 2.3.4（Schrödinger 社製）を用いて作成した。 

 

2-2-18. 統計解析と再現性 

統計解析の詳細については図の説明中に記載したが、2～5 回の独立した実験から得られ

た平均値±標準偏差（SD）を表すデータを用いてグラフを作成した。データは一元配置分

散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。すべての統計的検

定には p＜0.05 の有意性閾値を用いており、統計解析は R バージョン 4.1.3 (R Core Team, 

2022; https://www.R-project.org/)を用いて実施した。 
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第３節 結果 

2-3-1. BsChe 高生産化に Chr3 が関与している 

BsChe の生産量を向上させるために、B. stabilis 野生株（FERMP-21014 株）に対して

NTG を作用させ、ランダム変異導入を行った。得られた 4,089 個の変異株それぞれの株を

5 mL の培養液で培養し、Che 活性を測定した。その結果、多くの株で野生株と同等の活性

を示したが、活性が失われる株や活性が向上する株が得られた（図 21）。活性向上株のうち

野生株の 120%以上の活性を示す 43 株を選択し、培養液量を 100 mL に増やして培養した

ところ、すべての株で野生株よりも Che 活性が高かった（図 22）。 

変異による内在性 Che の発現が向上したことから、変異が導入された遺伝子依存的に発

現ベクター由来 BsChe の生産量が変化するか検討を行った。活性向上株変異株 43 株から

無作為に選んだ 5 つの株(No.1, 10, 37, 40, 42 株)について、BsChe の発現ベクターである

pP002050-BsChe-BsLif (Yoshida et al. 2019)を導入した。得られた形質転換体を同様に培養

し、Che 活性を確認したところ、Clone No. 37 株において、野生株の 1.5 倍程度の活性向上

から発現ベクター導入により約 12.4 倍という高い Che 活性（109.0 U/mL）を示すことが

わかった（図 23）。 

この結果から、Clone No.37 株は NTG による変異導入により発現ベクター由来 BsChe の

生産量が向上したと考えられる。そこで高生産化に寄与した原因遺伝子を調べるために、

Clone No.37 株から染色体 DNA を抽出し、次世代ゲノムシーケンサーによる DNA-seq 解

析を行い、野生株と比較した。その結果、Open reading frame（ORF）と推測される領域に

9 か所、遺伝子間領域に 3 か所の変異が入っていることがわかった。また、Chromosome 3

（Chr3）にリード配列がマッピングできなかったことから、Chr3 が欠損している可能性が

示唆された。そこで野生株と Clone No.37 株の染色体に対し、PCR による染色体の有無の

確認を行った。それぞれ染色体１(Chr1)上の遺伝子と Chr3 上の遺伝子を増幅可能なプライ

マーセットを用いて PCR を行い、増幅した PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に供した。

その結果、野生株において増幅が確認された Chr3 上の領域は Clone No.37 株では増幅され

なかった（図 24）。以上のことから、Clone No. 37 株は Chromosome ３を欠損していると

考えられる。以後、この Clone No.37 株を ΔChr3 株と呼ぶ。 

 

  



 

79 

 

 

 
 

図 21. NTG 変異株の野生株に対する相対 Che 活性(%)（5 mL 培養液） 

NTG 変異株 4,089 株の野生株に対する相対 Che 活性を低いものから順に並べたもの。5 

mL の培養液を用いてスクリーニングを実施した。 
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図 22．NTG 変異株の野生株に対する相対 Che 活性(%)（100 mL 培養液） 

5 mL の培養液スクリーニングで野生株よりも高い Che 活性を示した 43 株について 100 

mL の培養液で再度相対 Che 活性を確認した結果。灰色で示した株を選択し、発現ベクタ

ー導入を行った。 
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図 23．形質転換体の Che 活性 

野生型および無作為に選んだ 5 つの NTG 変異株へ pP002050-BsChe-BsLif を導入した形

質転換体の Che 活性。各実験は N=5 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。統計的

有意性は一元配置分散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。

異なる文字は統計的に有意差があること示す(p < 0.05)。 
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図 24．Chr1 と Chr3 の PCR 増幅結果 

Clone No.37 株（ΔChr3 株）および WT に対して、Chr1（831 bp、ゲノム上の領域：

232859-233689）、Chr3（1024 bp、ゲノム上の領域：597271-598294）、Chr3（559 bp、

ゲノム上の領域：613885-614443）を PCR にて増幅した。ネガティブコントロール

（negative control）としてテンプレートを加えずに PCR を行った。得られた PCR 産物を

0.8%アガロースゲル電気泳動で分離し、ミドリグリーンアドバンス（日本ジェネティクス

社製）で染色した。 
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2-3-2. Chr3上の BSFP_068720、BSFP_068730は BsChe の生産を抑制する 

BsChe 高生産化に寄与する遺伝子を特定するために、トランスポゾン変異導入を行った。

NTG による変異導入ではゲノム上の多数の箇所に変異が入るが、トランスポゾン変異導入

ではトランスポゾンの転移による変異が行われるため、変異箇所は１か所、多くとも数か所

となることが期待され、NTG による変異導入よりも原因遺伝子の特定が容易であると考え

られる。NTG による変異導入実験で pP002050-BsChe-BsLif ベクターを導入することで劇

的に高生産化する株（ΔChr3 株）が得られたため、トランスポゾン変異導入では親株とし

て野生株に BsChe 発現ベクターである pP002050-BsChe-BsLif ベクターを導入した形質転

換体を使用し、発現ベクター導入により高生産化される変異株の取得を目指した。 

野生株が亜テルル酸耐性を持たないことを確認できたため、pUTmini-Tn5 Tel Kit

（Biomedal 社製）を用いて、亜テルル酸耐性遺伝子をマーカーとして染色体にトランスポ

ゾン導入を行った。その結果、亜テルル酸耐性を獲得したトランスポゾン挿入株として

1,200 株の変異体を取得した。これらの変異株を培養し、Che 活性値が高い株から低い株ま

でをランダムに 140 株を選抜した（0.2～117.6U/mL）。さらに 140 株について再度培養を

行い、Che 活性を測定したところ、親株よりも高い Che 活性を示す 88 個の変異体が得られ

た（図 25）。 

BsChe 高生産化に寄与する遺伝子を特定するため、88 個の変異体について染色体を抽出

し、次世代ゲノムシーケンサーによる DNA-seq 解析によりトランスポゾンの挿入位置を特

定した。しかしながら、Che 活性が高い変異体に共通するトランスポゾン挿入部位は同定さ

れなかった（図 26A）。そこで、これら Che 活性が高い変異株はトランスポゾン挿入部位と

は無関係にゲノム上に変異があり、その変異により BsChe 生産量が向上している可能性を

考えた。次世代ゲノムシーケンスで得られたリード配列を用いてゲノム上の変異点を調べ

た結果、仮説通りトランスポゾンの挿入とは無関係にゲノム上に変異が入っており、活性が

高い株に共通する変異が見られることが分かった（図 26B）。Che 活性が高かった上位 10 個

の変異体と下位 10 個の変異体についてトランスポゾンが挿入された領域を確認したところ

（表 12、表 13）、上位の変異株において、Chr3 上の遺伝子である BSFP_068720 と

BSFP_068730 に変異点が集中しており、これらの変異点はアミノ酸変異を伴っていた（図

27）。この結果から、アミノ酸変異により BSFP_068720 と BSFP_068730 の働きが失われ

ることにより BsChe の生産量が向上している可能性が示唆された。 
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BSFP_068720 と BSFP_068730 のゲノム上の並びを確認したところ、BSFP_068720 と

BSFP_068730 は BSFP_068740 とオペロンを形成していた（図 27）。以上の結果から、こ

のオペロンが BsChe の生産に関与していると考えられた。  
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図 25．トランスポゾン変異導入により得られた高活性化株 

親株とトランスポゾン変異導入によって得られた変異体の Che 活性。黒色で親株の Che 活

性を示し、その他はトランスポゾン変異株の Che 活性を示す。矢印で示す Che 活性が高い

上位 10 株と Che 活性が低い下位 10 株のゲノム DNA を解析した。 
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図 26．ゲノム上のトランスポゾン挿入部位とゲノム上の変異点 

上部に Chr1、Chr2、Chr3 の位置を示した。各変異株を一つの細い長方形で表し、Che 活

性が高かった変異株から順に並んでいる。トランスポゾンが挿入された遺伝子上の位置

（A）とトランスポゾンとは無関係に変異が挿入された遺伝子上の位置（B）を点で示し

た。高活性株で変異点が集中していた領域（BSFP_068720 と BSFP_068730）を矢印にて

示した。  
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表 12．ゲノム上のトランスポゾン挿入部位とゲノム上の変異点（活性上昇株） 

BSFP_068720 と BSFP_068730 への挿入があるものを太字で示した。 
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表 13．ゲノム上のトランスポゾン挿入部位とゲノム上の変異点（活性低下株） 
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図 27．BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 オペロンの構造 

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 の ORF の長さは、それぞれ 1209 bp、

3450 bp、864 bp である。すべての遺伝子は GeneBank では Hypothetical protein として

アノテーションされていた。黒い三角形はトランスポゾン変異導入実験時に偶発的に突然

変異が起きた箇所を示す。変異は BSFP_068730 においては 2 箇所（472 番目の Leu が

Arg への変異、844 番目の Met が 1 塩基欠失により Arg へ変異し、フレームシフトにより

20 残基下流の配列が停止コドンとなる変異）、BSFP_068720 においては 1 箇所（337 番目

の Val が Gly への変異）で確認された。変異点の表記法は den Dunnen らの方法(den 

Dunnen et al. 2016)に従った。 

 

  



 

90 

 

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 が BsChe の高生産化に寄与しているかを

調べるためにそれぞれの遺伝子破壊株を pK18mobsacB (Schäfer et al. 1994)を用いた 2 回

組換え法により作製した。1 回組換え株は pK18mobsacB 上のカナマイシン耐性遺伝子によ

り、2 回組換え体は sacB 遺伝子によるカウンターセレクションにより容易に取得すること

ができる。しかし、B. stabilis では sacB 遺伝子が働かず 2 回組換え体の取得が困難であっ

た。この原因は、sacB 遺伝子の上流のプロモーターであることが考えられたため、プロモ

ーターを B. stabilis で働くことを確認済みである BSFP_002050 プロモーターに置換した。

その結果、sacB 遺伝子が機能し、2 回組換え体を取得することができた。得られた 2 回組

換え体に対し、コロニーPCR による遺伝子破壊の確認を行った。各遺伝子を増幅するプラ

イマーセットを用いて PCR を行い各遺伝子を増幅し、アガロースゲル電気泳動に供した（図

28）。その結果、各遺伝子が短くなっていることから、BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 が 破 壊 で き て い る こ と が 確 認 で き た 。 以 後 、 そ れ ぞ れ の 破 壊 株 を

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株とする。 

得られたこれらの破壊株において、BsChe 生産量が向上しているかを確かめるために野

生株、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に空ベクタ

ーである pBBR122 または発現ベクターである pP002050-BsChe-BsLif を導入した。得られ

た各形質転換体を培養し、Che 活性を測定した。その結果、空ベクターの導入による Che

活 性 に 有 意 差 は な か っ た 。 一 方 、 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た ΔBSFP_068720 株 、

ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株の Che 活性はそれぞれ 103.2、110.6、

110.8、90.2 U/mL であり、発現ベクターを導入した野生株の Che 活性 (6.9 U/mL) の約

15.0、16.1、16.1、13.1 倍であり、各破壊株の Che 活性は野生株に比べて有意に高かった

（図 29）。以上の結果から、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、

ΔChr3 株において、リコンビナント BsChe 生産量が向上していることが示唆された。 

さらに、野生株にΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株および

ΔChr3 株に発現ベクターを導入した形質転換体における BsChe の生産量を SDS-PAGE と

ウェスタンブロッティングにより確認した（図 30）。ウェスタンブロッティングは BsChe

ポリクローナル抗体を用いて行った。SDS-PAGE、ウェスタンブロッティング共に、野生株

の形質転換体に比べ、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株および

ΔChr3 株の形質転換体で BsChe 生産量が向上していることがわかった。 
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以上、Che 活性のデータと SDS-PAGE、ウェスタンブロッティングの結果から、Δ

BSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株および ΔChr3 株の発現ベクタ

ー形質転換体において BsChe が有意に高生産されていることが示された。 
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図 28．PCR による遺伝子破壊の確認 

(A) 遺伝子破壊の模式図。各遺伝子を増幅するようにプライマーを設計し PCR を行った

場合、破壊株は野生株よりも短い PCR 産物が得られる。 

(B)BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 が破壊できていることを、

BSFP_068720delcheck-F と BSFP_068720delcheck-R プライマー、BSFP_068730delcheck-

F と BSFP_068730delcheck-R プライマー、BSFP_068740delcheck-F と

BSFP_068740delcheck-R プライマーを用いたコロニーPCR により確認した。得られた

PCR 産物を 0.8%アガロースゲル電気泳動で分離し、ミドリグリーンアドバンス（日本ジ

ェネティクス社製）で染色した。遺伝子破壊株において PCR 産物が短くなっていること

を確認した。  
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図 29．各形質転換体における Che 活性 

野生株(WT)、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に空ベクターである pBBR122（Emp）、発現ベクターである pP002050-BsChe-BsLif

（Exp）、または相補ベクターである pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068720、pP002050-

BsChe-BsLif-BSFP_068730、pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068740（Comp）を導入した

形質転換体における Che 活性を示す。各実験は N=3 で行い、エラーバーは平均値±SD で

示した。統計的有意性は一元配置分散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc 

test で評価した。異なる文字は統計的に有意差があること示す(p < 0.05)。 
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図 30．SDS-PAGE およびウェスタンブロッティング 

野生型（WT）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に発現ベクターである pP002050-BsChe-BsLif を導入した形質転換体の培養上清の SDS-

PAGE およびウェスタンブロッティングの結果。BsChe は 33.2 kDa であり、黒い三角形で

示される位置に見られる。 
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BsChe 生産量向上が BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 の破壊によるもので

あることを確かめるために、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株

にそれぞれの遺伝子を相補し BsChe 活性の変化を確認した。リコンビナント BsChe を発現

するために必要な BsChe-BsLif オペロンに加え、各破壊遺伝子を含む pBBR122 を骨格に持

つ相補ベクターを作製し（図 31）、各破壊株に導入した。なお、各遺伝子のプロモーターと

してグリセロール-3-リン酸デヒドロゲナーゼとアノテーションされている BSFP_015180

遺伝子（GenBank accession number: WP_0964719.1）のプロモーター用いた。この

BSFP_015180 遺伝子は、我々が以前行った RNA-seq 解析で構成的に発現していると推測

された遺伝子であり(Yoshida et al. 2019)、各相補遺伝子は構成的に発現すると考えられる。 

相補ベクターを導入した各破壊株（遺伝子相補型株）について、Che 活性を確認したとこ

ろ、野生株と有意差のないレベルまで BsChe 活性が低下した（図 29）。この結果から、

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 遺伝子の導入により各破壊株の表現型が相補

され、野生株と同等の表現型になったと考えられる。以上の結果から、BSFP_068720、

BSFP_068730、BSFP_068740 は破壊することによってリコンビナント BsChe の生産量が

向上することが示された。 

pBBR122 以外のベクターでも同様に BsChe 生産量が向上するかを確かめるために、広域

宿主ベクターである RK2 プラスミドを用いて検討を行った。pBBR122 と同様に BsChe を

P002050 プロモーターで発現させる発現ベクターである pRK2-P002050-BsChe-BsLif を作

製した（図 32）。野生株、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、

ΔChr3 株に pRK2-P002050-BsChe-BsLif を導入し、得られた各形質転換体を培養し、Che

活性を測定した。その結果、発現ベクターを導入した ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730

株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株の Che 活性はそれぞれ 48.2、48.4、50.4、31.9 U/mL

であり、発現ベクターを導入した野生株の Che 活性 (9.0 U/mL) の約 5.3、5.4、5.6、3.5

倍であり、各破壊株の Che 活性は野生株に比べて有意に高かった（図 33）。以上の結果は、

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株におけるリコンビ

ナント BsChe 生産量は発現ベクターの種類にかかわらず向上することを示している。 
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図 31．相補ベクターのプラスミドマップ 

pBBR122 を骨格に持つ各相補ベクター（pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068720、

pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068730、pP002050-BsChe-BsLif-BSFP_068740）のプラス

ミドマップ。相補用の各遺伝子は BSFP_015170 のプロモーター配列（P015170）で発現

し、BsChe 発現の干渉を避けるために、BsChe-BsLif と逆向きに配置した。 

 

 

  



 

97 

 

 

 
 

図 32．pRK2-P002050-BsChe-BsLif のプラスミドマップ 

広域宿主ベクターである RK2 プラスミド由来 pRK2-P002050-BsChe-BsLif のプラスミド

マップ。RK2 ベクター由来の RK2 ori、TrfA を持つ。B. stabilis での発現のためにカナマ

イシン耐性遺伝子も持つ。 
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図 33．各形質転換体における Che 活性 

野生株(WT)、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に発現ベクターである pRK2-BsChe-BsLif を導入した形質転換体における Che 活性を示

す。実験は N=2 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。統計的有意性は一元配置分

散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。異なる文字は統計

的に有意差があること示す(p < 0.05)。 
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2-3-3. BSFP_068720/30/40 の機能予測 

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 は Hypothetical protein とアノテーション

されている。これらの遺伝子の機能を相同性の高いタンパク質から予測するために、BLAST

検索を行った。その結果、相同性が高い遺伝子は Burkholderia 属由来であり、Hypothetical 

protein や DUF（Domain of unknown function）domain-containing protein などの機能未知

タンパク質であった（表 14）。 

相 同 性 が 高 い タ ン パ ク 質 か ら は 機 能 予 測 が 難 し か っ た た め 、 BSFP_068720 、

BSFP_068730、BSFP_068740 のドメイン構造を確認した。NCBI Conserved Domain Search

によりドメイン構造を検索したところ、BSFP_068730 には SMC (Structural maintenance 

of chromosome) superfamily に属するドメインが含まれていることがわかった。SMC 

superfamily は細胞分裂の際の染色体の凝縮分離に関与する SMC タンパク質に保存されて

おり、SMC タンパク質には Walker-A、C-motif、Walker-B/D-loop と呼ばれる ATP 結合

と 加 水 分 解 に 関 連 す る 配 列 モ チ ー フ が 報 告 さ れ て い る (Nolivos and Sherratt 2014; 

Petrushenko et al. 2011)。BSFP_068730 にもこれらのモチーフ配列が存在するかを調べた

ところ、Walker-A、C-motif、Walker-B/D-loop の配列モチーフが存在することがわかった

（図 34）。この結果から、BSFP_068730 は SMC タンパク質と類似した機能を有している

可能性が考えられた。 
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表 14．BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 の相同性タンパク質 

Query protein Homologous protein Accession number Sequence identity 

BSFP_ 068720 DUF3322 and DUF2220 domain-containing protein WP_081076493.1 99% 

BSFP_ 068720 DUF2220 family protein WP_212116153.1 93% 

BSFP_ 068720 DUF3322 and DUF2220 domain-containing protein WP_110386206.1 92% 

BSFP_ 068720 hypothetical protein CA831_14020 OXH89423.1 92% 

BSFP_068730 hypothetical proteins WP_155637459.1 99% 

BSFP_068730 hypothetical proteins WP_110386205.1 94% 

BSFP_068730 hypothetical proteins WP_060097226.1 94% 

BSFP_068740 DUF4194 domain-containing protein WP_081076492.1 99% 

BSFP_068740 DUF4194 domain-containing protein WP_155633426.1 91% 

BSFP_068740 DUF4194 domain-containing protein WP_110386204.1 91% 
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図 34．BSFP_068730 と SMC タンパク質のアミノ酸配列アラインメント 

BSFP_068730 と代表的な細菌由来 SMC タンパク質と BSFP_068730 とのアミノ酸配列のアラインメントを示す。EcMukB は大腸菌由来

MukB、BsSMC は Bacillus subtilis 由来 SMC、 CcSMC は Caulobacter crescentus 由来 SMC を示し、Walker-A、C-motif、Walker-B/D-loop

におけるコンセンサスモチーフを示す。黒い枠は完全一致するアミノ酸を、灰色の枠は相同性が 50%より高いアミノ酸を示す。 
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さらに BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 の機能を予測するために、三次元

構造予測プログラムである AlphaFold2 を用いて立体構造モデルを構築した。

BSFP_068740 の N 末端と C 末端領域は信頼性スコア（pLDDT）が低かったが、その他

の領域、および BSFP_068720、BSFP_068730 については pLDDT が高く予測できた。

（図 35A～C）。 

DALI サーバーを用いて、これらの予測された結晶構造と相同性が高いタンパク質を PDB

（ Protein Data Bank ） か ら 探 索 し た 。 そ の 結 果 、 BSFP_068720 は 、 Type II DNA 

topoisomerase subunit A（PDB code: 2ZBK chain A (Graille et al. 2008)；Z score: 12.2；

rmsd（root mean square deviation）:194 Cα atoms, 8.8Å）、BSFP_068730 は SMC タンパク

質 MukB（PDB code: 7NYW chain A(Bürmann et al. 2021)；Z score: 24.1；rmsd: 367 Cα 

atoms, 6.0 Å）、BSFP_068740 は Kite family protein MukE（PDB code: 7NYW chain 

E(Bürmann et al. 2021)；Z score: 11.5；rmsd: 162 Cα atoms, 4.0 Å）と相同性が高いこと

がわかった。 

MukBEF 三者複合体は大腸菌の SMC タンパク質としてよく知られている(Bürmann et al. 

2021)。BSFP_068730 と BSFP_068740 の結晶構造はそれぞれ MukB と MukE と相同性が

高かったが、BSFP_068720 の結晶構造は MukF ではなく、Type II DNA topoisomerase II 

A subunit と相同性が高かった。Type II DNA topoisomerase II A subunit の触媒残基である

Glu209 と Asp261 は、BSFP_068720 ではそれぞれ Glu266 と Asp309 と対応し、保存され

ていた（図 35A）。BSFP_068720 は Type II DNA topoisomerase II A subunit のほかに、

Small topoisomerase-primase domain protein（PDB code: 2FCJ (Řezáčová et al. 2008)；Z 

score: 8.4）、 Ribonuclease M5（PDB code: 6TPQ(Oerum et al. 2020)；Z score: 7.3）、DNA 

primase（PDB code: 5GUJ (Zhou et al. 2017)；Z score: 6.8）と相同性が高かったが、これ

らのタンパク質はすべて DNA/RNA の切断または合成に関連していると考えられることか

ら、BSFP_068720 も DNA/RNA の切断または合成に関与している可能性が考えられる。 
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図 35．予測された結晶構造と相同性タンパク質の結晶構造 
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(A) BSFP_068720 の AlphFold2 三次元予測モデルと、DALI サーバーによって導き出された予測モデルと最も構造相同性が高いタンパク質

である Type II DNA topoisomerase subunit A（PDB code：2ZBK chain A）の構造モデル。左側に示した AlphaFold2 三次元予測モデルは、

残基ごとに信頼性スコア（pLDDT）で色分けされており、赤色が最も信頼度が高く、青になるにつれて信頼度は低い。トランスポゾン変異

導入で同定された変異（Val337Gly）の位置も示されている。右側に示した Type II DNA topoisomerase subunit A の構造モデルは、N 末端か

ら C 末端に青色から赤色になるようにグラデーションで色付けされており、灰色で AlphaFold2 三次元予測モデルを重ねて示している。拡大

図として保存されている Glu/Asp 残基を含む金属結合部位を示し、部分的なアミノ酸配列のアラインメントも示されている。 

(B) BSFP_068730 の AlphFold2 三次元予測モデルと予測モデルと最も構造相同性が高いタンパク質である大腸菌の MukB（PDB code: 2NYW 

chain A）の構造モデルを示す。トランスポゾン変異導入で同定された変異（Lau472Arg、Met844Arg）の位置も示されている。 

(C) BSFP_068740 の AlphFold2 三次元予測モデルと予測モデルと最も構造相同性が高いタンパク質である大腸菌の MukE（PDB code: 2NYW 

chain E）の構造モデルを示す。 
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2-3-4. BSFP_068720/30/40 はプラスミドのコピー数抑制と安定性低下に関与する 

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株において、リコ

ンビナント BsChe の生産量が向上した。これは発現ベクターを導入することにより BsChe

の mRNA 量が増加したためと予想される。そこで、培養経過における BsChe の mRNA 量

の変化を確認した。野生株と ΔChr3 株、およびそれぞれの株に BsChe 発現ベクター

（pP002050-BsChe-BsLif）を導入した株を YS 培地にて 24 時間培養後、オレイン酸を添加

した。オレイン酸添加時点を 0 時間として 48 時間までの BsChe の mRNA 量（FPKM）の

変化を確認した（図 36）。オレイン酸はネイティブの BsChe の誘導剤として働くことから、

いずれの株においてもオレイン酸添加直後に BsChe の mRNA 量の上昇がみられた。オレ

イン酸添加時点（0 時間）において、ΔChr3 株に BsChe 発現ベクターを導入した株の mRNA

量は野生株に BsChe 発現ベクターを導入した株に比べて顕著に mRNA 量が高かった。ま

た、野生株に BsChe 発現ベクターを導入した株では 12 時間をピークにそれ以降 mRNA 量

の低下がみられたのに対し、ΔChr3 株に BsChe 発現ベクターを導入した株では 36 時間ま

で mRNA 量の低下は見られなかった。これらの現象から、ΔChr3 株において、プラスミド

のコピー数の増加やプラスミドの安定化が起きている可能性が考えられる。 

この仮説を確 かめるために、まずプ ラスミドのコピー数を 調べた。野生株、Δ

BSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に pBBR122 を導入

した形質転換体を作製し、プラスミドのコピー数を調べた。それぞれの形質転換体を、カナ

マイシンを含む LB 培地に植菌し、28℃で 12 時間振盪培養した後、新しいカナマイシンを

含む LB 培地に菌体濁度 OD660 が 0.2 になるように添加し、28℃で 48 時間振盪培養した。

培養後の菌体からベクターを抽出し、XhoI で切断後アガロースゲル電気泳動に供した。そ

の結果、各破壊株にベクターを導入した形質転換体のベクター濃度は野生株にベクターを

導入した形質転換体にくらべて高いことがわかった（図 37）。次に、ベクターのコピー数を

定量するために、qPCR を行った。検量線は Choi ら(Choi et al. 2008)の報告の通り、B. 

stabilis の Aspartate β-semialdehyde dehydrogenase（asd）遺伝子を用いて行った。野生株、

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株 に pBBR122 を

導入し、これらの形質転換体をカナマイシン含有 LB 培地で 28ºC、24 時間、振盪培養し、

pBBR122 を含む全ゲノムを抽出した。検量線を用いて pBBR122 のコピー数を算出したと

ころ、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株のコピー数
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はそれぞれ 374 コピー、449 コピー、354 コピー、354 コピーであり、野生株の 48 コピー

に対してそれぞれ 7.8 倍、9.4 倍、7.4 倍、7.2 倍であった。各破壊株におけるベクターのコ

ピー数は野生株に比べて有意に高かった（図 38）。 

pBBR122 以外のプラスミドにおいてもコピー数が増加するかどうかを確かめるために、

RK2 プラスミドをベースとしたベクターpRK2-P002050-BsChe-BsLif 用いて pBBR122 と

同様の検討を行った。その結果、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740

株、ΔChr3 株において、アガロースゲル上にプラスミドに由来する明確なバンドが見られ、

pBBR122 だけでなく RK2 プラスミドにおいてもコピー数が向上することが示唆された（図

39）。 

以上の結果から、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 を破壊することによりベ

クターのコピー数が向上することから、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 はベ

クターのコピー数の抑制に寄与していることが示唆された。そして、各破壊株でリコンビナ

ント BsChe 生産量が向上したのはコピー数の増加が要因の一つとして考えられた。 
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図 36．各株における Che 活性と BsChe 転写量 

オレイン酸添加後の培養上清における BsChe の mRNA 量（FPKM）の変化。黒色塗りつぶ

しの丸は野生株、黒色の白抜きの丸は野生株に pP002050-BsChe-BsLif ベクターを導入し

た株、オレンジ色塗りつぶしの丸は ΔChr3 株、オレンジ色の白抜きの丸は ΔChr3 株に

pP002050-BsChe-BsLif ベクターを導入した株の結果を表す。 
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図 37．アガロースゲル電気泳動による pBBR122 濃度の確認 

野生株（WT）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に pBBR122 を導入した形質転換体から抽出した pBBR122 を XhoI で消化した断片を

0.8%アガロースゲル電気泳動に供した結果。アガロースゲルは、ミドリグリーンアドバン

ス（日本ジェネティクス社製）で染色した。pBBR122 は 5,304 bp であり、pBBR122 は黒

い三角形で示した場所に見られる。野生株の形質転換体に比べ、各破壊株の形質転換体で

バンドが濃いことから、pBBR122 の濃度が濃いと考えられる。 
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図 38．各株における pBBR122 のコピー数 

野生株（WT）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に pBBR122 を導入した形質転換体から抽出した pBBR122 を qPCR により定量した。実験

は N=3 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。統計的有意性は一元配置分散分析

（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。異なる文字は統計的に有

意差があること示す(p < 0.05)。 
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図 39．アガロースゲル電気泳動によるプラスミド濃度の確認 

野生株（WT）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に pRK2-P002050-BsChe-BsLif を導入した形質転換体から抽出したベクターを XhoI で消

化した断片を 0.8％アガロースゲル電気泳動に供した結果。アガロースゲルはミドリグリー

ンアドバンス（日本ジェネティクス社製）で染色した。pRK2-P002050-BsChe-BsLif は XhoI

で消化された場合、黒い三角形で示した 3804 bp と 2192 bp にバンドが見られる。野生株

の形質転換体に比べ、各破壊株の形質転換体でバンドが濃いことから、pRK2-P002050-

BsChe-BsLif の濃度が濃いと考えられる。 
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次に、プラスミドの安定性を確認した。発現ベクターである pBBR122-P002050-BsChe-

BsLif を形質転換したΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3

株、野生株それぞれの形質転換体について、以下に示す方法でプラスミド保持アッセイを行

った。ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株、野生株そ

れぞれの形質転換体を、抗生物質を含まない LB 培地で 1 日、2 日、3 日間振盪培養した。

この培養条件では培地に抗生物質を含まないため、選択圧が働かずプラスミドは脱落する

ことが可能である。各日数培養後、カナマイシンを含む LB 寒天培地とカナマイシンを含ま

ない LB 寒天培地に植菌し、CFU を計測した。カナマイシンを含む LB 寒天培地での CFU

は発現ベクターを保有している細胞数を表し、カナマイシンを含まない LB 寒天培地での

CFU はすべての細胞数を表す。そのため、プラスミド保持率は、カナマイシンを含む LB 寒

天培地の CFU を、カナマイシンを含まない LB 寒天培地の CFU で割ることで算出した。

LB 培地での培養後の発現ベクターを保有している野生株の細胞数は発現ベクターを保有し

ている各破壊株の細胞数よりも有意に少ないことがわかった（図 40）。形質転換体のプラス

ミド保持率を計算すると、野生株はそれぞれ 6.7±0.4%、2.7±0.4%、1.4±0.3%であり 10%

未満であったが、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株は、約 80-

104%の保持率であり、各破壊株における発現ベクター保有率は野生株よりも有意に高かっ

た。 
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図 40．カナマイシンを含まない LB 培地で振盪培養後の CFU 

野生株（WT）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に pP002050-BsChe-BsLif を導入した形質転換体
を、カナマイシンを含まない LB 培地で 1 日（1day）、2 日（2day）、3 日（3day）間、振盪培養した後の CFU。Km(-)はカナマイシンを含ま
ない培地、Km(+)はカナマイシンを含む培地での CFU を表す。実験は N=3 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。統計的有意性は一
元配置分散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。異なる文字は統計的に有意差があること示す(p < 0.05)。  
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この結果から、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 を破壊することによりベク

ターの保持率が向上することから、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 はプラス

ミドの安定保持を妨げることが示唆された。 

以上のように、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 はその機能が失われること

に よ り 発 現 ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 と 安 定 性 が 増 加 す る こ と か ら 、 BSFP_068720 、

BSFP_068730、BSFP_068740 が外来プラスミドの排除を積極的に行っている可能性が示唆

された。 

 

Mycobacterium smegmatis 由来 SMC 様タンパク質である EptABCD および Pseudomonas 

aeruginosa 由来 SMC 様タンパク質である JetABCD は、外因性プラスミドの形質転換効率

を抑制する因子として最近報告されている(Deep et al. 2022; Doron et al. 2018; Panas et al. 

2014; Snapper et al. 1990)。前述の機能予測の結果、BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 は SMC タ ン パ ク 質 と 相 同 性 が あ る こ と が 示 唆 さ れ た こ と か ら 、

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 においても、形質転換効率に影響を与えてい

る可能性が考えられた。そこで、野生株、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に pP002050-BsChe-BsLif をエレクトロポレーション法に

より導入し、形質転換効率を算出した。その結果、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株の形質転換効率は野生株よりも有意に低いことがわかった。一方、

ΔChr3 株の形質転換効率は野生株と有意差が見られなかった（図 41）。 

以上の結果から、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 は、EptABCD や

JetABCD とは異なり、形質転換効率向上に寄与している可能性が示された。また、

ΔChr3 株においては、形質転換効率は野生株と有意差は見られなかったが、これは Chr3

上の他の遺伝子が欠失したことにより BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 破壊

の効果が失われたと考えられる。 
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図 41．各株における形質転換効率 

pP002050-BsChe-BsLif を用いた野生株（WT）、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株における形質転換効率。実験は N=3 で行い、エラーバーは

平均値±SD で示した。統計的有意性は一元配置分散分析（One-way ANOVA）および Tukey

の Post hoc test で評価した。異なる文字は統計的に有意差があること示す(p < 0.05)。 
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2-3-5. BSFP_068720/30/40 の欠失は、Chr3 の安定性に影響しない 

SMC タンパク質は細胞分裂期の染色体分離に関与しており、大腸菌の SMC タンパク質

（MukB）を破壊すると、破壊株は染色体をもたない細胞となることが報告されている

(Nolivos and Sherratt 2014)。NTG 変異誘導を行った際、Chr3 欠損株が得られたことから、

Chr3 は B. stabilis において必須ではなく、脱落しやすい可能性が考えられる。BSFP_068720、

BSFP_068730、BSFP_068740 が SMC タンパク質と同様の働きをしている場合、各破壊株

は Chr3 を脱落する可能性が考えられたため、染色体保持アッセイを行った。 

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 の各 1 回組換え体は、Chr3 上にある

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 各遺伝子の機能が pK18mobsacB の挿入によ

り失われており、なおかつカナマイシン耐性を獲得している（図 20A）。そのため、これら

1 回組換え体において Chr3 が脱落すると pK18mobsacB の挿入領域ごとカナマイシン耐性

遺伝子が脱落するため、カナマイシン感受性を示すようになると考えられる。ベクター保持

アッセイと同様に、カナマイシンを含まない LB 培地で 1 日または 3 日間、振盪培養した

後、LB 寒天培地に植菌して CFU を計測した。その結果、BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 の各 1 回組換え体はいずれも 3 日間の培養後でもカナマイシン耐性を有して

おり、このことから Chr3 は脱落していないと考えられた（図 42）。 

以上の結果より、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 は、Chr3 の安定性に影

響を及ぼさないことが明らかとなった。 
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図 42．カナマイシンを含まない LB 培地で振盪培養後の CFU 

BSFP_068720（レーン 1）、BSFP_068730（レーン 2）、BSFP_068740（レーン 3）の各 1 回

組換え体を、カナマイシンを含まない LB 培地で 1 日（1day）、3 日（3day）間、振盪培養

した後の CFU。Km(-)はカナマイシンを含まない培地、Km(+)はカナマイシンを含む培地

での CFU を表す。実験は N=3 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。統計的有意性

は一元配置分散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。異な

る文字は統計的に有意差があること示す(p < 0.05)。 
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2-3-6. BSFP_068720/30/40 の破壊により、類縁酵素の生産性も向上する 

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740、および Chr3 の破壊が、BsChe 以外のリ

コンビナントタンパク質の生産量向上にも寄与するかを調べるために、Burkholderia 

cepacia 由来 Lip（BcLip）および Burkholderia plantarii 由来 Lip（BpLip）の発現検討を行

った。BsChe と同様にリコンビナント BcLip、BpLip を pBBR122 ベクター上で P002050

プロモーターを用いて発現させ、培養上清の Lip 活性を測定した。ΔBSFP_068720 株、

ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に各発現ベクターを導入した形質転換

体の培養上清における BcLip 活性はそれぞれ 860.7、884.7、847.9、1435.6 U/mL であり、

BpLip 活性はそれぞれ 942.0、984.2、799.2、676.1 U/mL であった。これらは、野生株（BcLip: 

178.7 U/mL、BpLip: 85.4 U/mL）と比較して、それぞれ 4.8、5.0、4.7、8.0 倍（BcLip）、

11.0、11.5、9.4、7.9 倍 （BpLip） であり、有意に高かった（図 43）。以上の結果から、

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740、および Chr3 の破壊が、BsChe 以外のリコ

ンビナントタンパク質の生産量向上にも寄与していることが示唆された。 
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図 43．各形質転換体における BcLip、BpLip 活性 

野生株(WT)、ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株

に各発現ベクターを導入した形質転換体の培養上清における BcLip および BpLip 活性を示

す。実験は N=2 で行い、エラーバーは平均値±SD で示した。統計的有意性は一元配置分

散分析（One-way ANOVA）および Tukey の Post hoc test で評価した。異なる文字は統計

的に有意差があること示す(p < 0.05)。 
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第４節 考察 

2-4-1. Ch3 はリコンビナント BsChe の生産量抑制に寄与する 

BsChe の生産量を向上させるためには BsChe の発現量を制御している転写因子等の責任

遺伝子の特定が必要であると考え、まず野生株に対して NTG による染色体への変異導入

を行った。その結果、BsChe の生産量に影響を与える責任遺伝子を特定するには至らなか

ったが、発現ベクターを導入することにより顕著に高い Che 活性を示す変異株を得ること

ができた。DNA-seq 解析の結果、この変異株では Chr3 が欠損していたことから、発現ベ

クター上の遺伝子の発現を抑制する因子が Chr3 上に存在し、リコンビナント BsChe の生

産量を抑制していることが示唆された。また、∆Chr3 は通常の条件下で生育可能であった

ことから Chr3 は B. stabilis の生育に必須ではないことがわかった。Chr3 の欠失変異株は、

一部の Burkholderia 属細菌において報告されており(Agnoli et al. 2012; Price et al. 2017)、

B. stabilis においても Chr3 は脱落しやすいことがわかった。このことから、Chr3 上には生

育上必須な遺伝子はコードされていないと考えられる。 

B. stabilis は BsChe を分泌生産しているが、我々の以前の研究で BsChe の分泌は Chr1 上

の Type II secretion system protein である GspF（図 6）を含むオペロンが関与しているこ

とが明らかにした。また、B. stabilis に BsChe 発現ベクターを導入した際の培養上清と可溶

化上清のウェスタンブロッティングにより、BsChe は培養上清だけでなく可溶化上清にも

検出された（図 10）。このことから、BsChe の分泌生産量向上に向けて Type II 分泌機構が

律速となる可能性が考えられた。しかしながら、本研究において、Chr3、BSFP_068720、

BSFP_068730、BSFP_068740 遺伝子のいずれかの破壊により BsChe 分泌生産量は劇的に

向上した。このことから、B. stabilis の野生株における本研究で示した Che 生産レベルでは

Type II 分泌機構は律速にはならないと考えられる。 
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2-4-2. BSFP_068720/30/40 はプラスミドのコピー数低下と安定性低下に寄与する 

トランスポゾン変異導入を行い、リコンビナント BsChe の発現量を増加させる因子の同

定を試みた。この結果、野生株よりも有意に高いリコンビナント BsChe 生産性を示す変異

体が得られた。この株の変異点を DNA-seq 解析により同定したところ、Che 活性が高い上

位の株において、オペロンを構成する 2 つの遺伝子（BSFP_068720 と BSFP_068730）に共

通の変異が見られた。BSFP_068720 と BSFP_068730 は BSFP_068740 とオペロンを形成

しており、このオペロンが BsChe の生産量に影響を与えていることが示唆された。実際、

各遺伝子の破壊株を作製し発現ベクターを導入したΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、

ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株は野生株に比べ 16.1 倍高い Che 活性を示した。 

発現ベクターの導入により顕著な活性上昇がみられたことから、BSFP_068720、

BSFP_068730、BSFP_068740 遺伝子から成るオペロンは、プラスミドのコピー数と安定性

に関与している可能性が考えられた。そこで、各株のコピー数と安定性を確認したところ、

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株の発現ベクターの

コピー数は野生株の約 9.4 倍と野生株に比べて有意に高く、安定性も野生株に比べて有意に

高いことがわかった。なお、ΔChr3 株はプラスミドコピー数が増加している点、プラスミ

ド安定性が向上している点、組換え BsChe 生産量が向上している点すべてにおいて

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株と同じ表現型であったことか

ら、ΔChr3株表現型はChr3上にコードされた遺伝子群のうちBSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 の欠失により表現型が現れた可能性が考えられる。 

pBBR122 とは異なるベクターでも同様の効果が得られるかを確認するために、pBBR122

とは別の RK2 プラスミドを用いて BsChe 生産量とコピー数を調べたところ、Δ

BSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株において、BsChe 生産量とコピ

ー数の増加が見られた。RK2 はθ型複製プラスミドである(Duan et al. 1999)。一方、

pBBR122 の複製機構は未だ解明されていないが(Antoine and Locht 1992)、以下の４つの

特徴を有することから pBBR122 はローリングサークル（RC）型複製プラスミドと考えら

れる。 

(1) pBBR122 のニック領域は RC 型複製プラスミド pMV158 のニック領域と一致する

(Szpirer et al. 2001)。 
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(2) pBBR122 には Staphylococcus 由来の RC 型複製プラスミドである pC194 の DSO 領域

（Double-strand origin）および SSO 領域（Single-srand origin）(Bikard et al. 2010; 

Wassenaar et al. 2016)と相同性が高い領域が存在する（図 44）。 

(3) pBBR122 は多数の RC 型複製プラスミドに共通してみられる MOB 領域（Mobile 

element）を有する(Ruiz-Masó et al. 2015)。 

(4) pBBR122 には θ 型複製プラスミドに特徴的にみられる DnaA ボックスや AT-rich 領

域が存在しない。 

以上から、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 によるプラスミドコピー数の抑

制と安定性低下機構は、プラスミドの複製機構に依存しないことが示唆された。このような

現象はこれまでに報告がなく新規な発見である。 

プラスミド上の発現遺伝子の転写量を高く保つためには、プラスミドのコピー数と安定

性に加えてプロモーターが恒常的に発現する必要がある。ΔChr3 株に発現ベクターを導入

した株では、BsChe の mRNA 量が 36 時間まで高く保たれており（図 36）、本研究で使用

した P002050 プロモーターは恒常的に働いていることが示唆された。一方、野生株に発現

ベクターを導入した株では 12 時間以降に BsChe の mRNA 量の低下がみられたが、これは

プラスミドの脱落の影響を受けていると考えられる。これらの結果から、ΔBSFP_068720

株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に発現ベクターを導入した株が顕

著に高い BsChe 活性を示したのは、高いプラスミドコピー数と安定性を獲得した

ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株に加え、恒常的に

働く P002050 の組み合わせの相乗効果のためであると考えられ、この宿主発現ベクター系

は B. stabilis におけるタンパク質発現において非常に有用であると考えられる。 
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図 44．pC194 と pBBR122 の DSO 領域、SSO 領域の相同性 

pC194 と pBBR122 の DSO 領域と SSO 領域の相同性を示す。黒い枠で完全一致している

塩基を示した。pBBR122 は DSO 領域と SSO 領域と相同性が高い領域が存在する。 
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2-4-3. BSFP_068720/30/40 は従来の SMC タンパク質とは異なるメカニズムで働く 

AlphaFold2 で予測した立体モデルに基づき、BSFP_068730 と BSFP_068740 は SMC タ

ンパク質である MukB、MukE と構造的に類似していることを見出した。SMC タンパク質

は原核生物から真核生物に至るまで広く保存されており、細胞分裂時の染色体の分離に関

与していることが知られている。細菌由来の SMC タンパク質としては、現在までに

MukBEF、SMC-ScpAB、MksBEF の 3 つのファミリーが知られている。MukBEF は大腸菌

と Gammaproteobacteria に保存されており、その他のほとんどすべての細菌では SMC-

ScpAB が保存されている。MksBEF は多くの病原性細菌を含む多様な細菌に保存されてお

り、MukBEF もしくは SMC-ScpAB と同一ゲノム内に共に存在する。そして、MksB は複

製部位に集まり細胞複製の開始を助けることが知られている(Hiraga et al. 1989; Nolivos 

and Sherratt 2014; Petrushenko et al. 2011; Zhao et al. 2020)。BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 は以下の３つの理由からこれまで見出された SMC タンパク質とは異なる可

能性が考えられる。 

(1) B. stabilis には、SMC タンパク質と相同性の高いタンパク質をコードする遺伝子群が

存在する。染色体分離に関与するとアノテーションされた 6 つの遺伝子（BSFP_002120、

BSFP_008030、BSFP_012470、BSFP_037270、BSFP_059150、BSFP_061680）と、す

でに調べられている SMC タンパク質（大腸菌由来 MukBEF、Bacillus subtilis と

Caulobacter crescentus 由来 SMC-ScpAB）との相同性を確認した（表 15）。その結果、

Chr1 上の３つの遺伝子（BSFP_008030、BSFP_012470、BSFP_002120）はそれぞれ B. 

subtilis 由来 SMC、ScpA、ScpB と相同性が高かった（Identiy はそれぞれ 29%、37%、

41%）。この結果から、これらの３つの遺伝子は従来の SMC タンパク質として染色体

の分離に寄与している可能性が考えられる。 

(2) SMC タンパク質は例えば大腸菌の MukBEF のように 3 つのタンパク質から構成され

ている。しかし、BSFP_068730 と BSFP_068740 はそれぞれ MukB と MukE に対応す

るが、BSFP_068720 は Type II DNA topoisomerase もしくは Small topoisomerase-

primase domain protein と相同性が高く、MukF との相同性は見出されなかった。 

(3) BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 を破壊しても染色体分離に異常をきたす

ことはなく、プラスミドの安定性とコピー数のみが増加した。 
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以上３つの理由から、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 は SMC タンパク

質とは構造上の類似性を示すものの機能的には異なる SMC 様タンパク質である可能性が

示された。 

 

これまでの研究で、プラスミド安定性に関連する因子として、F プラスミドにおける

sopABC システム、R プラスミドにおける parRMC システムなどが知られている(Million-

Weaver and Camps 2014)。sopABC システムは F プラスミド上の sopA、sopB、sopC 遺伝

子がプラスミド安定性に関与し、染色体複製には全く関与しないことが報告されている

(Tomizawa and Som 1984; Watanabe et al. 1992)。また、parRMC システムでは、DNA 分

配複合体を形成するためにプラスミド上の parR、parM 遺伝子と parC 領域が必要である。

また、ColE1 型プラスミド上にコードされる Rop タンパク質はプラスミド複製開始に関与

していることが知られており、Rop タンパク質の欠失はプラスミドのコピー数を５倍程度

増加させると報告されている(Cesareni et al. 1991; Tomizawa and Som 1984)。以上の通り、

sopABC システム、parRMC システム、および ColE1 型プラスミド、いずれのシステムに

おいてもプラスミドの安定性やコピー数の制御に関与する各種遺伝子や塩基配列領域はプ

ラスミド DNA 上にコードされている。一方、BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740

は染色体上にコードされていることから、ゲノム上の遺伝子として様々なタイプの外来プ

ラスミドの複製の抑制やプラスミド不安定性に関与している可能性がある。 
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表 15．B. stabilis における染色体分離にかかわると考えられるタンパク質 

 

Gene Location Annotation Number of amino acid residues 

BSFP_002120 Chr1 SMC-Scp complex subunit ScpB 343 

BSFP_008030 Chr1 Chromosome segregation protein SMC 1170 

BSFP_012470 Chr1 Segregation and condensation protein A 290 

BSFP_037270 Chr2 Chromosome segregation ATPase 122 

BSFP_059150 Chr2 Condensation protein 453 

BSFP_061680 Chr3 Chromosome segregation protein SMC 1156 
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MukBEF などの SMC タンパク質複合体は V 字型の構造をとり染色体 DNA と相互作用

することが知られている。BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 から成る 3 者複合

体も、他の SMC タンパク質複合体と同様、巨大な V 字型構造を形成してプラスミド DNA

と相互作用している可能性が考えられる。一方、立体構造予測モデルから、BSFP_068720

は DNA topoisomerase、Primase、Ribonuclease と構造相同性が高く、触媒残基である

Glu/Asp 残基も保存されていたことから、BSFP_068720 は V 字構造体に参加して、結合し

た DNA 鎖を切断する役割を担っているのかもしれない。 

Mycobacterium smegmatis 由来 SMC 様タンパク質である EptABCD および Pseudomonas 

aeruginosa 由来 SMC 様タンパク質である JetABCD は、外因性プラスミドの形質転換効率

を抑制する因子として最近報告されている(Deep et al. 2022; Doron et al. 2018; Panas et al. 

2014; Snapper et al. 1990)。アミノ酸配列比較の結果、BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 遺伝子は、それぞれ EptD/EptC/EptB、JetD/JetC/JetB に対応し、アミノ酸

配列同一性は 18～26％であった（表 16、図 45）。  
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表 16． BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 と EptABCD/JetABCD の相同性 

 

Query protein Homologous protein  Similarity 

EptA1 - - 

EptB1 BSFP_068740 20% 

EptC1 BSFP_068730 26% 

EptD BSFP_068720 26% 

JetA - - 

JetB BSFP_068740 18% 

JetC BSFP_068730 19% 

JetD BSFP_068720 22% 
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図 45．BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 と EptABCD、JetABCD のオペロン構造比較 

対応する遺伝子を同じ色で示した。遺伝子間の距離および重複する塩基数を示した。  
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一 方 、 SMC 様 タ ン パ ク 質 で あ る と 考 え ら れ る BSFP_068720 、 BSFP_068730 、

BSFP_068740 と EptABCD、JetABCD には２つの大きな違いが存在する。 

(1) MukF ホモログをコードする遺伝子（EptA、JetA）は、BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 オペロンには存在しない。 

(2) ΔBSFP_068720 株、ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株は、外因性プラスミドに

よる形質転換効率が低下したが、EptABCD においては、EptC の破壊、JetABCD にお

いては JetC または JetD の破壊により、外因性プラスミドの形質転換効率が向上した

と報告がある(Deep et al. 2022; Panas et al. 2014)。このように、BSFP_068720、

BSFP_068730、BSFP_068740 の破壊と EptABCD、JetABCD の破壊では完全に逆の表

現型を示した。 

以上 2 点から、新たな SMC 様タンパク質である BSFP_068720、BSFP_068730、

BSFP_068740 は EptABCD オペロン、JetABCD オペロンと似た構造を取りながらも、

EptABCD や JetABCD とは異なる仕組みを持ち、外来遺伝子の排除という新規な機能を有

していることが示された。 

B. stabilis では、0.9 Mb という大きなサイズの Chr3 の脱落が見られたように、遺伝子を

積極的に排除する機構が備わっている可能性が考えられる。そして、その遺伝子排除機構に

より外来遺伝子の侵入から自身を防御している可能性が考えられる。一方、Mycobacterium 

smegmatis や Pseudomonas aeruginosa は遺伝子排除機構ではなく形質転換時に外来遺伝子

からの防御を行っているのかもしれない。今回見出した SMC 様タンパク質である

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 により、さらなる SMC タンパク質の研究が

促進されることが期待される。 
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2-4-4. まとめ 

我々は BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 オペロンはプラスミドのコピー数

低下と安定性低下に寄与していることを見出した。そのため、ΔBSFP_068720 株、

ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株は、外来プラスミドのコピー数が高く

安定に保たれるためリコンビナントタンパク質の生産に適していると考えられる。また、恒

常的に発現するＰ002050 プロモーターをこれらの株と組み合わせて使用することでリコン

ビナントタンパク質を高生産できることを見出した。実際、ΔBSFP_068720 株、

ΔBSFP_068730 株、ΔBSFP_068740 株、ΔChr3 株 を用いた組換え発現系を用いて BsChe

だけでなく、2 種類の Burkholderia 属由来 Lip（BcLip, BpLip）の高生産化に成功した（図

43）。 

Burkholderia 属細菌には進化的に近縁な多数の Lip が保存されており、広い基質特異性

と高い耐熱性、有機溶媒耐性を有することから工業的に有用な酵素であると考えられる。一

方、その多くが自身のタンパク質に加えシャペロンタンパク質をその直後にコードしてお

り、大腸菌等での組換え発現は困難であるものが多い。今回得られた宿主発現系を用いるこ

とで新たな機能を持った Che や Lip の高生産化が期待される。また、組換え Che および

Lip を工業的に大量生産することにより、大幅な省エネルギー化の実現が期待される。 
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総括 
我々は産業上非常に有用な酵素である Che と Lip に着目して研究を行った。 

第一章では BsChe の結晶構造解析を通して、Leu266 と Ile287 が Che 活性に必要な残基

であることを見出した。また、これらのアミノ酸残基に変異を加えることで、Che から Che

活性を失わせて Lip に改変したり、Che 活性を持たない Lip に Che 活性を付与したりする

ことが可能となった。この知見により遺伝子改変による新たな機能をもつ Che や Lip の創

出が可能となった。一方、Che や Lip は組換え発現が難しい酵素である。そのため、遺伝子

改変ができたとしても有用な新規 Che や Lip の大量生産は難しい。 

そこで、第二章で我々はランダム変異実験と DNA-seq 解析を通して、Chr3 上の

BSFP_068720、BSFP_068730、BSFP_068740 オペロンがベクターの不安定性、コピー数低

下を介して外来遺伝子の排除に寄与していることを見出した。そしてこれらの遺伝子破壊

株ではベクターのコピー数増加と安定化により組換えタンパク質発現量が劇的に向上する

ことを見出した。この知見により、難生産であった Che や Lip の大量発現が可能となった。

第一章の知見と組み合わせることで、新たな Che や Lip の遺伝子工学による設計から工業

生産までが可能となった。 

Che や Lip は現在、日常生活や産業上欠くことのできない重要な酵素である。我々が見

出した二つの知見により、これまでになかった新規な Che や Lip が工業的に生産され、様々

な分野で利用されることが期待される。 
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