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プ ロ リン の アナ ログ で あ るcis－4一ヒ ドロキ シーL一プ ロ」 ン （CHOP） は 、 コ ラー ゲ ン生

合 成 の 際 に セプ ロ リン と競 合 して 取 り込 まれ1正 常 な コラV・一一・；ゲ ン構 造 の 形成 を妨 げ る

た め 、抗 腫 瘍 剤 な どの原 料 と して期 待 され て い る。｜しか しな が ら、CHOPは 、安 定 性 、

ノ 溶 解 性
、 細 胞 選 択 性 な どの 点 で 問 題 が あ り、 ま た 非 コ ラー ゲ ン性 タ ンパ ク質 へ の 取 込

み に よ る毒 性 もあ る。 これ ま で に 、CHOPの ポ リエ ヂ レン グ リ コー ル 修 飾 に よ り溶 解

性 や 毒性 を改 善 した例 が 報 告 され てお り、CHOPの 化 学修 飾 （アセ チル 化 な ど） は新

しい プ ロ ドラ ッ グの 開 発 に繋 が る可 能 性 が あ る。 そ こ で本 研 究 で は 、 プ ロ ドラ ッグ と

して未 だ 報 告 の ないCHOPのN一 ア セ チ ル化 に着 目 し、煩 雑 な化 学 合 成 で は な く、徴 生

物 でL一プ ロ リン か らCHOPを 経 由 してN一 ア セ チルCHOPを 生 産 す る こ と を 目的 と した 。

ま ず 、 当研 究 室 でL一 ア ゼ チ ジ ンー2一カ ル ボ ン酸 （プ ロ リン アナ ログ） を解 毒 す る酵 素

と して 見 出 した酵 母Saccharo〃zycescerevisiaeのN一 ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ ラー ゼMprl

に つ い て 、、種 々 の プ ロ リン ア ナ ロ グ を用 い て 基 質 特 異1生 を検 討 した とこ ろ 、新 た な基 ．

質 と してCHOPがN一 アセ チルCHOPに 変 換 され る こ とをinvitroお よびinvivoで 確 認

した。 ま た 、Mpr1を 発 現 す る大 腸 菌 はCHOPに 対 す る耐 性 を示 した。 さ らに 、NaCl

を培 地 に 添加 す る と、細 胞 内へ のCHOPの 取 込 み が促 進 され 、そ の結 果 、Mpr1発 現 株

で はNaClを 添加 しな い 場 合 に比 べ て 、N一アセ チルCHOPの 生 産 量 が増 加 し、2％NaCl

の存 在 下 で 細 胞 湿 重 量9あ た り最 高52μmolのN一 ア セ チルCHOPが 生 成 した。

次 に、 安 価 な基 質 のL． プ ロ リン を用 い てN一 ア セ チルCHOPの 微 生 物 生 産 を試 み た。

共 同研 究 先 で見 出 され た 土壌 細 菌Sinorhizobiummeliloti由 来 のL一 プ ロ リンcis・・4一ヒ ドロ

キ シ ラー ゼSmP4HはL一 プ ロ リン をCHOPに 変 換 す る酵 素 で あ る。 そ こで 、 大 腸 菌 の

L一プ ロ リンオ キ シ ダー ゼPutAの 遺 伝 子破 壊 株 でSmP4HとMpr1を 共発 現 させ た とこ ろ、

L．プ ロ リン添加 培 地 で培 養 す る こ とで 著 量 のN一 アセ チ ルCHOPを 検 出 で きた 。 また 、

培 養 条 件 を検 討 した結 果 、培 地 中のL一 プ ロ リン の取 込 み を促 進 す るNaCl、SmP4Hの

触媒 反 応 に必 要 なL一 ア ス コル ビ ン酸 、2一オ キ ソグル タル 酸 を添加 す る こ とで 、42時 間

培養 後 に細 胞 湿 重 量9あ た り最 高26μmolのN一 ア セ チ ルCHOPが 生 成 した。 しか しな

が ら、定 常 期 の細 胞 で はN一 アセ チルCHOP生 産 量 が低 下 して お り、分 解 が 示 唆 され た。

最 後 に 、N一ア セ チ ルCHOPの 生 産 性 向 上 を 目的 に 、大 腸 菌 の 細 胞 内 にお け るN一 アセ

チルCHOPの 分 解 に 関す る解 析 を行 い 、 代 謝 経 路 の 推 定 を試 み た。N一 アセ チルCHOP

に 大腸 菌 の 細胞 抽 出液 を添加 す る と、N一アセ チルCHOP量 が 減 少 し、 分 解 産 物 と思 わ

れ る5種 類 の未 同定 化 合 物 が検 出 され た 。 そ こで 、大 腸 菌 に存 在 す る8種 類 の脱 アセ

チ ル化 酵 素 に着 目 し、解 析 を行 っ た が 、 分 解 に 関 与 す る脱 アセ チル 化 酵 素 は 同定 で き

なか った。 ま た 、 高濃度CHOPの 存 在 下 で 大 腸 菌 を培 養 す る と赤 色 色 素 が生 成 す る こ

とを見 出 し、酸 化 酵 素 を介 した五 員 環 化 合 物 （ピ ロー ル ）へ の変 換 経 路 が示 唆 され た。
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プ ロ リン の ア ナ ロ グで あ るcis－4一ヒ ドロキ シーL一プ ロ リン （CHOP） は 、抗 腫 瘍 剤 な ど
ぺ し ノ

の 医薬 品や香粧 品の原料 として期待 され てい る。 しか しなが ら、CHOPは 、血 中での

安定性、溶解性 の点で問題 が あ る。また、CHOPは タンパ ク質 が合成 され る際、L一プ ロ

リン と競合 してペ プチ ド鎖 に取 り込 まれ 、 タンパ ク質 の正常 な構造形成 を妨 げる と考

え られ 、細胞 毒性 も無視 で きない。 これ まで に、 ポ リエ チ レング リコール修 飾 に よ り

CHOPの 溶解性 や毒性 を改善 した例 が報 告 されてお り、CHOPの 化学修飾 （ア セ チル ’

化 な ど） は新 しい プロ ドラ ッグの開発 に繋が る可能性 があ る。 申請者 は、プ ロ ドラ ッ

グ として報告 のないCHOPのN一 アセチル化 に着 目 し、微 生物でL一プ ロ リンか らCHOP

を経 由 してN一 アセ チルCHOPを 生産す る ことを試 み、以 下に示 す新 たな知 見 を得た。

1） 酵母 由来 のN一 アセチル トランスフェ ラーゼMpr1の 基 質 として、種 々のプ ロ リン

アナロ グの 中か らCHOPを 新 たに同定 し、既知 の基質 （L一アゼチ ジンー2一カル ボ ン

酸） と同程度 の触媒活性 を示す こ とを明 らかに した。 また、inv．itroでの酵素反応

お よび大腸菌 内での発 現実験 か ら、Mpr1がCHOPをN一 アセチルCHOPに 変換す

る ことで、CHOPの 細胞 毒1生を緩和す る こどを見出 した。 さ らにNaClが 細胞 内へ

のCHOPの 取込み を促進 し、N一アセ チルCHOPの 生産に有効で あるこ とを示 した。

2） 土壌細菌Sinorhizobiummeliloti由 来 の酵素 でL一プ ロ リンをCHOPに 変換す るL一プ

ロ リンcis－4一ヒ ドロキシ ラーゼSmP4Hと 、Mpr1を 大腸 菌の細胞 内で共過剰発現 させ

る ことで、培 地 に添加 したL一プ ロ リンか らN一アセ チルCHOPが 生産 され るこ とを

初 めて示 した。また、培 地 中のL一プ ロ リンの取込み を促進す るNaCl、SmP4Hの 触

媒反応 に必 要なL一アス コル ビン酸 、2一オキ ソグル タル 酸 の添加 によって、42時 間

培養後 に細胞 湿重量9あ た り最 高26μmolのN一 アセ チルCHOP生 産量 を達成 した。

3） 上記“N．アセチルCHOP生 産菌 の培養i過程 で得 られ た知見に基づ き、大腸菌 内にお

け るN．アセチルCHOPの 分解 を想 定 し、代謝経路の推定 を試み た。そ の結果 、未
、

同定酵素 に よる 脱 アセチル化 を介 した分解経路 、お よび酸化酵 素 を介 した五員環

化合物 （ピロープレ） か ら赤色色 素への変換経路 の存在 を示唆す ることができた。

現在 、N一アセチルCHOPは 化 学合成 が可能で あるが、構造異性体 の生成 、アセ チル

基 の分子 内移 動な どの問題 点 があ り、微 生物 の酵素反応 を利用 した製法 は有用 であ る。

以上の よ うに、本論文 はアセ チル化酵 素Mpr1・ の基質 としてCHOPを 同定す るとと

もに、大腸 菌内でL一プ ロ リンcis－4一ヒ ドロキ シラーゼ とMprlを 共発 現 させ、プ ロ リン

か らN一 アセチルCHOPが 高生産 され る培養 条件 を見 出 した。 また、大腸 内におけ る

N一アセチルCHOPの 代謝経 路の推 定 を試 み 、生理機能 の理解や 生産性 向上に繋 が る知

見 を得 た ものであ り（、学術上 、応 用上貢献 す る ところが少 な くない。 よって審査委員

一 同は、本論文 が博 士 （バ イオサイエ ンス）の学位論文 と して価値 あ るもの と認 めた。


