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S A M（ S - a d e n o s y l - L - m e t h i o n i n e）は 様々 な生物 学的 プロ セス に関与 する 重 要 な代

謝 物 質で あ る 。 S A M は 生 体内 に お けるメ チル 基ド ナー として 、遺 伝子 の転 写・翻

訳 な どの 生 命 の 根 幹を 担 う プ ロ セ ス 制御 に必 須な D N A・ R N A・タ ン パク 質な どの

メ チ ル化 を 支 え て いる ほ か 、 細 胞 膜 脂質 やオ スモ ライ トの生 合成 や修 飾 に も必須

な 機 能性 分 子 で あ る。そ し て 二 次代 謝産 物の生 合成 経 路 にも、S A M を介 した メチ

ル 化 反 応 は 広 く 存 在 す る 。 そ の 中 に は、 医薬 品（ 例 ： m o r p h i n e）や 健 康 食品 原料

（ 例 ： f e r u l i c  a c i d）、 香 料 （例 ： v a n i l l i n） な ど の産 業 上 重 要 な 物質 も 多 い 。 こ れ

ら メ チル 化 物 質 の 工業 的 生 産 は 専 ら それ らを 微量 含む 動植物 から の抽 出 や 化学合

成 に 依存 し て い る ため 、 持 続 的 な 供 給の 観点 から 微生 物生産 によ る安 定 か つ大量

供 給 法へ の 代 替 が 強く 望 ま れ る 。しか し、 S A M の細 胞内 供給・再 生系の 強化 や内

在 の S A M 消 費 系の 遮 断 な ど 、 既存 の知 見に 基づく 従 来 の代 謝工学 的手 法で は限

定 的 な効 果 し か 得 られ て い な い 。S A M は細 胞の 中心 代謝経 路に 深く 埋め 込まれ た

生 体 分子 で あ る た め、 未 発 見 の 制 御 要素 が数 多く 存在 するこ とは 容易 に 推 察でき

る 。 また 、 高 活 性 なメ チ ル 化 酵 素 の 探索 や改 変に よる 活性向 上の 試み も 他 の酵素

に 比 べる と 遅 れ て いる の が 現 状 で あ る。  

こ の 現状 の 最 大 の 理由 の 1 つ が 、メ チル 化酵素 活性 や S A M 供給 活性 に対 する

ス ク リー ニ ン グ 系 の不 在 で あ る 。 メ チル 化物 質の 実用 生産を 達成 する た め には、

メ チ ル化 反 応 の 更 なる 高 速 化 、 そ し て細 胞内 の S A M 供給 力の さら なる 向上が 不

可 欠 であ る が 、S A M 濃 度 に影 響 を 与える 遺伝 的要 素を 既存知 識か ら予 測 する こと

は 難 しい 。 す な わ ち、 順 遺 伝 学 的 な アプ ロー チに より ゲノム ワイ ドに 有 効 因子の

探 索 を行 う こ と が 必要 と な る 。 こ れ を実 現す るた めに は S A M 濃度 検知 シス テム

が 必 須で あ る が 、 従来 の バ イ オ セ ン サで は検 出性 能が 不十分 であ り、 そ の 変化を

ハ イ スル ー プ ッ ト に検 出 す る こ と は 困難 であ った 。ま た、メ チル 化酵 素 の 活性検

出 法 も、 特 定 基 質 のメ チ ル 化 産 物 を バイ オセ ンサ 等で 検出す る汎 用性 の 低 いもの

で あ る。 こ れ ら の 障害 ゆ え 、 こ れ ま でに 開発 され た S A M 依存 性メ チル 化反応 に

よ る 物質 生 産 プ ロ セス で は 、 そ の 前 駆体 であ るメ チル 化基質 より も生 産 収 量は 1

桁 ほ ど低 い 値 に 留 まっ て い る 。  

上 記 背景 の も と 、本論 文 で は あら ゆ る メチ ル化 物質の 生産 性向 上に資 す る S A M

バ イ オセ ン サ の 開 発と 基 質 や 生 成 物 を問 わず あら ゆる S A M 依存 性メ チル 化酵素

の 活 性測 定 を 可 能 とす る 迅 速 か つ 汎 用的 なス クリ ーニ ング系 の構 築に 取 り 組んだ 。 

本 論 文は 五 章 で 構 成さ れ て い る。  

第 一 章で は 、 細 胞 生理 に お け るメ チ ル化 の役 割や 代謝 経路及 び S A M との 関わ

り を 概説 し 、 メ チ ル化 反 応 を 含 む 有 価二 次代 謝産 物の 微生物 生産 にお け る 既報の

代 謝 工学 戦 略 を 整 理し た 。 そ の 過 程 でメ チル 化物 質の 生産ボ トル ネッ ク が 、宿主

細 胞 の S A M  供 給 力 不 足 と メ チ ル化 酵 素の 活性 不足に ある と結 論づ け、 S A M 供給

力 を 高め る 未 知 の 遺伝 的 要 素 の 探 索 とメ チル 化酵 素活 性（ S A M 消費 力 ）を向上 さ

せ る こと が 、 現 状 打破 に お け る 最 も 有効 な手 段だ と提 案した 。続 いて S A M とメ
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チ ル 化活 性 の ハ イ スル ー プ ッ ト 検 出 を目 指し た既 往研 究を精 査し た。 そ れ ら研究

で の 技術 的 問 題 点 を指 摘 し 、 本 研 究 の目 的を メチ ル化 物質の 生産 性向 上 に 資する

S A M と メ チル 化 酵 素 活 性の 汎 用 的 な 検 出技術 を構 築す るこ とと定 め、具 体的な 戦

略 策 定へ 展 開 し た 。  

第 二 章で は 、大 腸 菌 由 来 の 転 写因子 M e t J を利 用し た S A M バイ オセ ンサ 構築 に

つ い て述 べ た 。転 写 因 子 M e t J は S A M と結 合し て構 造変化 を起 こし 、特 定 の D N A

配 列（ m e t b o x）を認 識 し て 下流 遺伝 子の 転写を 抑制 す る 。本 章で は M e t J によ る遺

伝 子 発現 制 御 系 を 合成 生 物 学 的 手 法 によ り再 構成 し S A M バイ オセ ンサ 系の構 築

を 進 めた 。強 力 な 構 成 型 プ ロ モ ータ の 周 辺の 様々な 位置 に m e t b o x を配 置し た M e t J

応 答 性プ ロ モ ー タ を複 数 設 計 し 、ゲ ノム 中の M e t J を介 した 抑制 強度や S A M 濃度

変 化 に対 す る 応 答 をプ ロ モ ー タ 下 流 に配 置し た G F P（ g r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n）

の 蛍 光強 度 で 評 価 した 。多 コ ピ ー型 プ ラ スミ ドで発 現し た M e t J は過 度に 抑制 的で

あ っ たた め 、me t J 遺 伝 子を e r r o r - p r o n e  P C R によ り増 幅 し ラン ダムに 変異 を与 え、

S A M 濃 度 に応 じ た 蛍 光 強 度 を 指 標 に ス クリー ニン グを 行った 。選 抜さ れ た M e t J

変 異 体か ら は S A M 濃 度 変化 に 良 好 な 応答性 を示 した ものが 複数 得ら れ 、 S A M 濃

度 が 上昇 す る と 出 力が 減 少 す る ” S A M - O F F ”型 センサ の 構 築に 成功し た。  

第 三 章で は T I（ t r a n s c r i p t i o n a l  i n t e r f e r e n c e）と いう 現象 をバイ オセ ンサ の レ ポ

ー タ ー設 計 に 導 入 した 。 2 つ の プロ モー タを 対向さ せ る と、 それぞ れの プロ モー

タ か ら転 写 を 開 始 し た R N A ポ リ メ ラ ーゼ どう しが 衝 突を 起こ し遺 伝 子 発現が 相

互 抑 制さ れ る （ T I）。 本 研 究で は 、抑 制型 転写 因子 M e t J によ るプ ロモ ータ制 御が

対 向 する 定 常 プ ロ モー タ よ り 出 力 さ れる タン パク 質の 転写へ の抑 制効 果 を 上下す

る 様 式 を デ ザ イ ン し て 出 力 反 転 を 実 現 し 、 ” S A M - O N ”セ ン サ と し て 振 る 舞 う セ ン

サ 系 の構 築 に 成 功 した 。 こ れ を さ ら に発 展さ せ、 対向 したプ ロモ ータ の そ れぞれ

の 制 御下 に 色 の 異 なる 蛍 光 タ ン パ ク 質を それ ぞれ 配置 し、そ の蛍 光強 度 比 をバイ

オ セ ンサ の 出 力 と する セ ン サ 方 式 を 試作 した とこ ろ、 S A M の消 費活 性、 S A M の

供 給 活性 の 双 方 が 蛍光 強 度 の 変 化 と して 検出 でき るこ とを確 認し た。 さ ら に、こ

の セ ンサ 形 式 に は 2 つ の 利点 、す な わ ち（ 1）互い に反 転 関係 にあ る 2 つ の蛍光 シ

グ ナ ルの 比 を と る ため 、 出 力 ダ イ ナ ミッ クレ ンジ が向 上する こと 、（ 2） 転写因 子

駆 動 型の セ ン サ の 弱点 で あ る 細 胞 の 翻訳 リソ ース 変動 による 出力 ノイ ズ が 大幅に

軽 減 され 、 サ ン プ ル間 の 出 力 誤 差 が 著し く減 少す るこ と、が 認め られ た 。 このセ

ン サ 構成 は 原 理 的 にあ ら ゆ る 転 写 制 御系 に適 用で きる 新規な 技術 であ り 、 様々な

転 写 誘導 系 の 高 性 能化・堅 牢 化 に 貢献 すると 期待 され る。さらに 、 S A M の生 合成

遺 伝 子 me tK（ S A M  s y n t h e t a s e）の ラン ダム変 異ラ イブ ラリ から、細胞 内 活 性の向

上 し た新 規 変 異 体 を取 得 す る こ と に よっ て、 本章 で開 発した S A M バイ オセ ンサ

が 細 胞内 S A M 濃 度 の 変 動 因 子 の 探索 に 応用 可能 である こと を実 証し た。  

第 四 章で は 、 あ ら ゆる メ チ ル 化酵 素 に適 用で きる 汎用 的な蛍 光検 出系 の 構 築と

応 用 につ い て 述 べ た。 メ チ ル 化 酵 素 には 様々 な基 質が 想定さ れる が、 全 て に共通
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す る のは そ の S A M 消 費 活性 で あ る。本 章で は、 個々 の生産 物の 検出 で はな く、

こ の S A M の消 費 活 性 の 可 視 化の 方 法を 考案 した。 具 体 的に は、 u r o p o r p h y r i n o g e n  

I I I と S A M を 基 質 に 3 段 階 のメ チル 化反 応によ って 、 鮮 やかな 桃色 蛍光 を発 する

t r i m e t h y l p y r r o c o r p h i n を 与 える 酵素 変 異 体 C y s G ( A )を大 腸 菌 細胞 に定 常発現 させ る。

こ の 細胞 に 評 価 対 象の メ チ ル 化 酵 素 を導 入し 、同 じ細 胞内で S A M 消費 を C y s G ( A )

と 競 合さ せ る 。 目 的の メ チ ル 化 酵 素 が十 分に 高い メチ ル化活 性を 示す と 、 その高

い S A M 消 費 活 性 に よ り C y s G ( A )へ 供 給 さ れ る S A M 量 を 減 じ る 。 す な わ ち 、

t r i m e t h y l p y r r o c o r p h i n に 由 来 す る 蛍 光 強 度 の 減 少 を 、 目 的 メ チ ル 化 酵 素 の 活 性 の

強 度 と し て ハ イ ス ル ー プ ッ ト に 評 価 で きる 。実 際 に 2 つの メ チ ル化 酵素 （ E g t D ;  

L - h i s t i d i n e  N - m e t h y l t r a n s f e r a s e  と C C S 1 ;  c a f f e i n e  s y n t h a s e）を それぞ れ大 腸 菌 に発

現 さ せた と こ ろ 、同細 胞 に 共 発 現 さ せ た C y s G ( A )に由 来 す る細 胞蛍 光が、対 応す る

基 質 （ L - h i s t i d i n e と t h e o b r o m i n e） の 添 加 量 に 従 い 減 少 す る こ と が 観 察 さ れ た 。

C y s G ( A )活 性 に よ る t r i m e t h y l p y r r o c o r p h i n の蛍 光強 度と C C S 1 活性 によ る c a f f e i n e

生 産 量と の 関 係 を 検証 し た と こ ろ 、 相関 係数 r  =  - 0、 9 5 2（決 定係 数 r 2  =  0、 9 0 6）

で 表 され る 、 負 の 相関 関 係 が 明 ら か にな った 。  

さ ら に、構 築 し た ス ク リ ー ニ ン グ系 の堅 牢性 を高め る た めに 、 C y s G ( A )へ s f G F P

を 融 合さ せ た 。 こ れに よ り s f G F P に由 来す る一 定強度 の緑 色蛍 光が C y s G ( A )活性

に よ る桃 色 蛍 光 と 合わ さ り 、 黄 色 か ら緑 色へ の蛍 光色 変化と して 目的 メ チ ル化酵

素 の 活性 の 強 度 を 検出 で き る こ と が 分か った 。以 上よ り、視 認性 の低 か っ た上述

の ス クリ ー ニ ン グ 系の ダ イ ナ ミ ッ ク レン ジを 高め 、評 価に用 いた 大腸 菌 菌 体の色

の 変 化を 指 標 と す るハ イ ス ル ー プ ッ トな 検出 が可 能と なった 。  

基 質 特異 性 改 変 酵 素の 創 製 に も本 ス クリ ーニ ング 系が 有効で ある こと を 実 証し

た 。 E g t D の 基 質ポ ケ ッ ト に 位置 す る 3 つの 残基 （ T 2 1 3、 M 2 5 2、 E 2 8 2）に 関す る

飽 和 変異 ラ イ ブ ラ リを 作 製 し 、 L - p h e n y l a l a n i n e、 L - t r y p t o p h a n、 L - l e u c i n e に加 え非

標 準 アミ ノ 酸 で あ る L - p h e n y l g l y c i n e を培 地に 添加 して 培養し たと ころ 、それぞ れ

C y s G ( A )の 産 物 に 由 来 す る コ ロニ ーの 桃色 蛍光 が低下 し 、緑 色蛍 光のコ ロ ニ ーを 与

え る E g t D 変 異 体 が 多 数 取 得 された 。そ れぞ れの培 養 液 から はそ れぞれ のア ミノ

酸 基 質の N -メ チ ル 化 体 が 確 認 され、 コロ ニー 蛍光色 の 変 化が E g t D 変異 体の 機能

と 対 応す る こ と が 確認 さ れ た 。 な お L - l e u c i n e や L - p h e n y l g l y c i n e をト リメ チル 化

す る 酵 素 は こ れ ま で に 報 告 が な い 。 以 上 よ り 、 C y s G ( A )と の 競 合 を 利 用 し た S A M

消 費 活性 の 可 視 化 シス テ ム を 用 い る こと によ って 、新 たな基 質特 異性 を 示 すメチ

ル 化 活性 の 創 出 や 活性 の 向 上 を 目 的 とし たス クリ ーニ ングへ の展 開が 可 能 である

こ と を明 ら か と し た。  

第 五 章で は ， 本 論 文の 研 究 内 容を 総 括し た上 で、 今後 のメチ ル化 物質 生 産 研究

を 展 望し 、 本 研 究 成果 で あ る 細 胞 内 S A M 濃度 の検 出系 （バイ オセ ンサ ） お よび

S A M の 消 費活 性 の ス ク リー ニ ン グ 技 術 がもた らす 波及 効果 につい て論 じ た 。  
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