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学位論文内容の要旨

  糖含有グリセ口リン脂質Glycoglycerophospholipid (GGPL：GGPL-I，GGPL-III)はMycoplasma

fermentansに特異的な膜脂質である．古くからM. fermentansの関与が指摘されてしゝた，関節リウ

マチ（凡り患者患部組織からGGPL抗原が検出されたこと，炎症性サイトカイン放出活性があるこ

とが報告され，GGPLがRAの発症・病態進行に関与するという仮説が提唱されている，このこ

とから，GGPLはRAの新規パイオマーカーやワクチン素材として期待されており，その安価な

生産法の確立が求められている．

  本研究では酵素生産に着目し，M. fermentans PG18株（基準株）のゲノム解析に基づいて探索さ

れたGGPL合成酵素候補遺伝子をク口ーニング，宿主に組換え酵素を生産させ，GGPLの合成を

試みた．

  ゲノム解析の結果，Haemophilus influenzaeのLicDとアミノ酸配列での相同性が23％である遺伝

子mfl (accession numberAB457170）が得られた，LicDは細胞表面のLPSなどのglycop01ymerを生

成するcholi11ephosphotranSfあ・．aseと推測されている．MnとLicDsuperfa血ly夕ンバク質のアミノ

酸配列を比較し，系統解析を行った結果，″．f理〃“e門閲eやAタc印なs班nが属するFinmcutesのLicD

に比べ，凡岱D6ロc絶ガ甜Mれ甜C昆ロfMmSubSp．門甜Cf8ロfMmATCC25586（aCCeSSionnumberNP一604143）と最も

近いことが分かった．

  以上のことから，MnはCh01inephOSphotranSferaSeであり，也―glucopリanOSy1‐1，2－dipalrnitoylglycerol

ま たはGGPL‐IIにCDP‐ cholineの phosphocholineを転移することでGGPL・IおよびGGPL一mを生

成すると考えられた，

  さらに，ぢD門℃ぬ6“曙あめぬのgりcosyltranSf訂aseとアミノ酸配列での相同性が27％である遺伝

子 ″卵（accessionnunlberAB464840）が得 られた ．B． 6H曙あ巾 ガのglycosyltransferaseは

1，2－diacylglycerolにUDP－galactoseからgalactoseを転移することでmonogalactosy1－diacylglycer01を

生成することが報告されている，MBと他のglycosyltranSferaseのアミノ酸配列を比較した結果，

M011icutesに属するイc轟Dムヶ轟硲mdなf批Wfのglycosyltransferaseに比べ，D．めg鬧D．めfZ甜聊，丑ウ昭f〃む

のglycosyltranSferaseが最もMBに近しゝことが分かった．

  以上のことから，Mf3はglycosyltra亅1sR慧aseであり，1，2‐dipalrnitoylglycer01にUDP＿glucoseの

glucoseを転移することで蝕‐glucopリanosy11，2‐dipa1血toylglycerolを生成すると考えられた．
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  GGPL生合 成酵素の 候補と して探索 された mflおよ びザを M. fermentans PG-18からク口ーニ

ングし，大腸菌を宿主とする発現ベクターを構築した．Mycoplasmaのゲノムでは一般的には終止

コドンであるTGAがトリプトファンをコードしているため，異種発現させるためには一般的なト

リプ トフんン コドンTGGに変 換する必 要があ った．そ こでmfl，mf3に含まれ るそれぞれ5ケ所

の TGAコ ド ンに 対し，DpnI法 による 点変異導 入を行 った．変 異導入 した遺伝 子mflw，mf3wを

発 現さ せ る ベク ターpDEST14mflw，pDEST14mBwを 構築し， 培養温 度30℃の条 件にて ，目的タ

ン パ ク 質 が 可 溶 性 タ ン パ ク 質 と し て 良 好 に 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た ．

  Mfl粗酵 素 を 用い て GGPLの 合成 を 試みた ．反応産 物のMS解 析の結果 ，GGPL-Iに相 当するイ

オン（［M十H］゛，m/Z 896)が得られ，これをMS/MS解析に供したところ，化学合成したGGPL-Iと同

様にコリン(m/Z104），ホスホコリン（m/Z184），グルコースが結合したホスホコリン（rn/z328）等の

プロダクトイオンが検出され，反応産物に検出されたイオン（m/Z896）がGGPL‐Iであることが示

唆さ れ た． しかし， GGPL―mは生成さ れなか った，こ のことか ら，Mnは GGPL＿Iを特異的 に生

成する酵素であること，または大腸菌の細胞由来の夾雑物と非特異的な反応をしている可能性が

考えられた．

  MB粗酵素を用いて，d‐glucopyranosyl－1，2－dipalmitoylglycerolの合成を試みた．反応産物のMS

解析の結果，矼‐glucopyranosyl‐1，2‐dipalmitoylglycerolに相当するイオン（［M十Na］゛，川z753）が検出

された，

  さらに，1，2‐dipむmitoylglycerolを基質としてMf3，Mnの連続反応によりGGPL‐Iが生成され

るかを確認した，反応産物のMS解析の結果，GGPLーIに相当するイオン（［M十H］゛，m/Z896）が得ら

れ，このイオンのMS／MS解析の結果，化学合成したGGPL‐Iと同様に（m/Z896）からコリン（m/Z104），

ホスホコリン（m/Z184），グルコースが結合したホスホコリン（m/Z328）等のプロダクトイオンが検

出された．このことから反応産物に検出されたイオン（m／z896）がGGPL－Iであることが示され，

1，2‐dipmmitoylglycer01からMBおよぴMf1の連続反応によりGGPL－Iが生成されたことが示唆さ

れた，

  以上のことから，M. fermentansのGGPL－I生合成経路では，Mf3による1，2-dipalmitoylglycerol

への glucose転 移，およ びMflによるphosphocholine転移によりGGPL-Iが生成されていることが

示唆された， M. fermentansからけ卵およぴmj3を欠損させることで実際に生合成に関与している

かを解析することが可能であると考えられる．

  本研究では，M. fermentans PG-18株のゲノム解析に基づぃて探索された酵素遺伝子mflおよぴ

ザを，大腸菌を宿主として発現させることで，1，2－dipalmitoylglycerolからのGGPL‐Iの合成に成

功した．また，卿は既知のAタc印たびmロ属細菌の遺伝子と相同性を持たないことから，GGPL‐I

がMカ′mゼ門加J特異的に存在することが，カヂをもっためであると示唆された，今後，酵素学的

解析を行うことで効率的なGGPL．I合成が可能となり，酵素による実生産法の確立が期待される．

また，GGPLーm合成酵素遺伝子の探索も待たれる．
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本論文は本文132頁，図46，表8，4章からなり，参考論文1編が付されている

  Glycoglycerophospholipid (GGPL：GGPL-I，GGPL-III）はMycoplasma fermentansの特異的膜

脂質である．関節リウマチ(RA)患者患部組織から検出されたこと，炎症性サイトカイン放出

活性があることが報告され，RAの発症・病態進行に関与するという仮説が提唱されている，

RAのバイオマーカーやワクチン素材としても期待されており，安価な生産法が求められて

いる，本研究では酵素生産に着目し，M. fermentans PG18株のゲノム解析に基づいて探索さ

れ たGGPL合成 酵素候補遺伝子を用いて組換え酵素を生産し，GGPLの合成を試みた．

  Haemophilus influenzaeのLicDとアミノ酸配列相同性が23％であるmfl (accession number

AB457170)，Borrelia burgdor名nのglycosyltransferaseとアミノ酸配列相同性が27％である灯め

（ AB464840） が 得 ら れ た ． LicDは 細 胞 表 面 の LPSな ど glycopolymerを 生 成 す る

CholinephOSphotranSferaSeと推測されている．glycoSyltranSferaSeは1，2‐diaCylglyCer01に

galactoseを転移することでmonogalactosyl・diacylglycerolを生成することが報告されている，

Mf1は説＿glucopyranosyl‐1，2‐dipalmitoylglycerolまたはGGPL－IIにphosphocholineを転移して

GGPL‐Iお よびGGPL―川を，Mf3は1，2‐dipalmitoylglycerolにglucoseを転移して

＆ ― glucopyranosy11， 2‐ dipalmitoylglycer01を 生 成 す る と 予 測 し た ，

  ′印，釘屮をAケカrmピ門f口門sPG－18からクローニングした．A0c〇p′ロsmaのゲノムでは一般的

には終止コドンであるTGAがトリプトファンをコードしているため，叩，靜tDに含まれる

各5ケ所のTGAコドンに点変異導入を行った．この遺伝子を用いて発現ベクターを構築し，
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可溶性タンパク質として良好に発現することを確認した．

  Mflを用いてGGPLの合成を試みた．反応産物のMS解析の結果，GGPL-Iに相当するイオ

ン（［M十H］゛，m／z896)が得られ，MS/MS解析に供したところ，化学合成したGGPL-Iと同様に

コリン(m/z 104)，ホスホコリン(m/z 184)，グルコースが結合したホスホコリン(m/z 328)等の

プロダクトイオンが検出され，GGPL-Iであることが示唆された，しかし，GGPL-IIIは生成

されなかった，このことから，MflはGGPL-Iを特異的に生成する酵素であることが示唆さ

れた．

  Mf3を用いて，a-glucopyranosyl-l，2-dipalmitoylglycerolの合成を試みた，MS解析の結果，

目 的 産 物 に 相 当 す る イ オ ン （ ［ M十 Na］ ゛ ， m／ z753） が 検 出 さ れ た ．

  さらに，1，2-d,ipalmitoylglycerolを基質としてMf3，Mflの連続反応によりGGPLーIが生成

されるかを確認した．MS，MSMS解析の結果，GGPL-Iであることが示唆された．よって

1，2-dipalmitoylglycerolからMf3およびMflの連続反応によりGGPL-Iが生成されたことが示

された，

  M. fermentansのゲノム解析に基づぃて探索されたmflおよびmf3を発現させた酵素を用い

て，1，2-dipalmitoylglycerolからのGGPL-I合成に成功した．また，既知のMycoplasmロ属細菌

の遺伝子と相同性を持たないことから，け屮，mf3をもっためGGPLがM. fermentans特異的

であると示唆された．

  Mf3精製酵素を用いて特性解析を行った結果，pH6.0およぴ37℃が最適であり，鉄，亜鉛，

銅，カドミウム，スズにより活性が著しく阻害された．

  今後反応系の検討を行うことで効率的なGGPLーI合成が可能となり，酵素による実生産法

の確立が期待される，

  これらの研究結果のうち，Mflについては原著論文一報が英文学術誌Current Microbiology

誌に受理された（掲載予定）．Mf3については英文学術誌Journal of Bioscience and

Bioengineering誌に投稿中である．また，MflおよびMf3を用いてGGPLを製造する方法（特

願2008-235783）として特許出願を行った．

  よって，審査員一同は，石田訓子が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有する

ものと認めた．
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