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研究の目的

オフタルミン酸（γ-Gluamyl-2-aminobutyryl-glycine, Fig. 1）は、水晶体レンズや、

急性肝障害時の血中に高濃度見いだされる内因性のトリペプチドである。その生理機能

は不分明ながら、オフタルミン酸は、カルシウム感知受容体 （CaSR)のアゴニストと

してこく味ペプチドとしても機能することや、血中濃度が肝障害・酸化ストレスのバイ

オマーカーとして利用できることなどが報告されている。オフタルミン酸の供給は現在

のところ高価な化学合成品のみが知られているが、我々は最近、E. coli の機能未知ピリ

ドキサールリン酸結合タンパク質 YggS の欠損株がオフタルミン酸を高濃度蓄積する

初めての例であることを見出した 1）。本研究では、yggS 欠損株を用いたオフタルミン

酸の新規な発酵生産法の開発を目指した。

方法

2-アミノ酪酸（2-AB）合成に関与するトレオニンデヒドラターゼ（IlvA）、アラニン

-バリンアミノトランスフェラーゼ（AvtA）、これに加えてγ―グルタミルシステイン合

成酵素（GshA）、およびグルタチオン合成酵素（GshB）を yggS 欠損株（∆yggS）に

過剰発現させ、オフタルミン酸蓄積量に対する影響を検証した。また、γ―グルタミル

トランスフェラーゼ（GGT）の欠損株

(∆yggS∆ggt)を作製し、その影響を検証し

た。GshA および GshB 双方を過剰発現

させる発現ベクターや、この GshA に生

成物阻害脱感作変異(S495F 変異)を導入

し た ベ ク タ ー を 作 製 し 、 こ れ を

∆yggS∆ggt へ導入することで、オフタル

ミン酸高生産株の構築を検討した。また、

グルタチオンインポーター（YliABCD 複

合体）の欠損株を作製し、その効果を検

証した。

結果

① オフタルミン酸生合成フラックスの増強

オフタルミン酸は、グルタチオン中システインが 2-アミノブチル酸(L-2-AB)に置換さ

Fig. 1 推定オフタルミン酸代謝経路 



れた構造を有するトリペプチドであり、L-Glu、L-2-AB、Gly よりグルタチオン合成酵

素（GshA および GshB）によって生合成されると示唆される (Fig. 1)。また、L-2-AB は

2-ケト酪酸からのアミノ基転移反応によって生合成され、この供給量がオフタルミン酸

合成量を規定すると予想された。L-2-AB の生合成に関与すると予想された IlvA および

AvtA、GshA、GshB を過剰発現させ、菌体内のオフタルミン酸含量を定量したところ、

特に GshA と GshB の過剰発現がオフタルミン酸生産量の向上に効果的であることが示

された (Fig. 3)。 
 

② オフタルミン酸分解系の減弱 

∆yggS において、培養液中（菌体および培地中）オフタルミン酸量は定常期初期に最

大となり、その後減少したため、何らかのオフタルミン酸異化酵素の存在が示唆された。

オフタルミン酸を含めた γ―グルタミルペプチドの異化は GGT が主要な役割を担うこ

とが予想された。そこで、ggt 欠損株を作製し、その影響を観察した。yggS と ggt の二

重欠損株では、∆yggS で見られた定常期に

おけるオフタルミン酸蓄積量の減少が観

察されなかった (Fig. 2)。従って、GGT が

オフタルミン酸の主要な異化酵素である

ことが確認された。ggt 欠損は、オフタル

ミン酸の定常期以降の培養系内での保持

に有効であることが示された。 
 

③ GshA、GshB 共発現ベクターの構築と培養条件の検証 

 先に示したように GshA および GshB の過剰発現はそれぞれ、オフタルミン酸の高蓄

積に効果的であった。そこで、GshA・GshB 共発現がオフタルミン酸生産性に与える影

響を検証した。しかしながら、GshA・GshB 共発現はオフタルミン酸生産性に顕著な影

響を与えなかった。GshA はグルタチオンによる生成物阻害を受けることが知られてい

た。このため、この脱感作を目的とした点変異（S495F 変異）を GshA に導入し(GshA*)、

この影響を検証した。∆yggS ∆ggt 株に GshA*および GshB を共発現させ、1 mM のオフ

タルミン酸構成アミノ酸を含む M9 最少培地で培養したところ、212 µmol/L（73 mg/L）
のオフタルミン酸の生産が可能となった(Fig.3)。 
 

④ グルタチオンインポーター（YliABCD 複合体）欠損の影響 

大腸菌において、オフタルミン酸のアナログであるグルタチオンは、対数増殖期に菌

体外に排出され、その後菌体内へと取り込まれる。菌体外へ排出されたオフタルミン酸

の菌体内への再取り込みを抑制する目的で、グルタチオンインポーターとして知られる

YliABCD 複合体の欠損株（∆yggS∆ggt∆yliAB）を作製し、その影響を検証した。同三

重変異株は、1 mM のオフタルミン酸構成アミノ酸を含む M9 最少培地において 246 
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Fig. 2 ggt 変異がオフタルミン酸生産性に与える影響 



µmol/L (85 mg/L)を生産し、オフタルミン酸蓄積量は親株（∆yggS∆ggt）と比較して 16％
増大した(Fig.3）。 

結論 
 本研究では、ピリドキサールリン酸結合タンパク質 YggS の欠損株が示す、オフタル

ミン酸高蓄積能に着目し、この欠損株を用いた新規なオフタルミン酸発酵生産法の開発

を目指した。yggS・ggt・yliAB 三重欠損株に変異型 GshA および GshB を過剰発現さ

せることで、1 mM のオフタルミン酸構成アミノ酸を含む最少培地中で、85 mg/L のオ

フタルミン酸を生産することが可能となり、新規のオフタルミン酸発酵生産法の確立へ

の道を開いた。 
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Fig. 3 オフタルミン酸の発酵生産法の確立（まとめ） 




