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葉酸は，核酸やアミノ酸合成に関与する補酵素であり，
すべての生物において必須の化合物である．植物や微生
物の多くは自ら生合成しているが，ヒトは合成できず食
事から摂取している．葉酸はプテリン，パラ－アミノ安
息香酸（pABA），およびグルタミン酸より構成される．
pABA生合成に関しては，PabABCが関与するコリスミ
酸を基質とした生合成経路が知られていたが，我々は，
ゲノム配列が公開されている細菌の中には既知pABA生
合成遺伝子オーソログをもたない株が存在することに気
づいた．しかし，それらの中には野生株であっても遺伝
子欠損によるpABA栄養要求株も含まれていると考えら
れる．そこで最初に，乳酸菌Lactobacillus fermentumに
ついてはpABA原栄養性であることを実験的に確認し
た 1)．また亜硝酸菌Nitrosomonas europaeaは化学合成
独立栄養細菌であるためpABA原栄養性と考えられた．
したがって，両菌株は新規なpABA生合成経路を有す
ると予想し，その生合成遺伝子を探索することとした．
目的遺伝子の探索は，pABA栄養要求性大腸菌の相補

を指標としたショットガンクローニングにより行った．
宿主にはpabABC遺伝子すべてを破壊した大腸菌を用い
た．本破壊株はpABA要求性を示し，最少培地で増殖
できない．したがって最少培地で増殖する株はpABA
生合成遺伝子の獲得を意味し，容易にスクリーニングで
きる．その結果，L. fermentumゲノムをDNA供与体と
した場合にはpABA要求性相補株を得ることはできな
かったが，N. europaeaゲノムをDNA供与体とした場
合には相補株が十数株得られた．その挿入遺伝子を詳細
に解析することにより，NE1434遺伝子がpABA要求性
を相補することを明らかとした．さらにNE1434遺伝子
を高発現させたpABA要求株の培養液をLC/MS解析し
た結果，pABAの蓄積が確認された．以上より本遺伝子
がpABA生合成に関与することを証明した．

NE1434遺伝子は，補酵素ピロロキノリンキノン
（PQQ）生合成遺伝子の一つpqqCに高い相同性を示し
た．そこで，pqqCがpABA生合成に関与するか検証した．
PQQ合成細菌Pseudomonas putidaよりpqqC遺伝子を
クローニングし，pABA要求性を相補するか検証した．

しかしpqqC遺伝子では相補されなかった．PQQ生合成
遺伝子は一般的にpqqABCDEFの6遺伝子から構成され
るが，Nitrosomonas属細菌はpqqC（NE1434遺伝子）
以外のオーソログをもたないことから，pqqC遺伝子と
NE1434遺伝子の機能は異なると結論づけた．

NE1434遺伝子オーソログは亜硝酸菌を含む
Thaumarchaeotaに属する細菌にも見いだされた．また，
偏性細胞内寄生菌であるChlamydia属やRickettsia属細
菌にも存在した．これら細菌も既知pABA生合成遺伝
子オーソログをもたないため，NE1434遺伝子オーソロ
グがpABA生合成に関与していると推測された．そこ
でChlamydia trachomatisのNE1434遺伝子オーソログ
であるCT610遺伝子をpABA栄養要求性大腸菌に導入
した結果，NE1434遺伝子と同様に相補することが確認
され，CT610遺伝子もpABA生合成に関与することが
示された．
最後に，NE1434遺伝子産物の機能解明を組換え酵素
を用いて試みた．既知pABA生合成経路ではコリスミ酸
を基質として生合成されるため，コリスミ酸を基質とし
た in vitro解析を行った．しかし種々の条件を検討した
がpABAの生成は確認されなかった．そこで次に，遺伝
子破壊株を用いたin vivo解析による基質の推定を試みた．
相補実験により，本遺伝子産物は菌体内に存在する代謝
物を基質としてpABAを生合成していると考えられる．
また芳香族化合物は主にシキミ酸経路中間体より合成さ
れるため，その中にNE1434遺伝子産物の基質が存在す
ると予想した．これを検証するため，先のpABA要求
株からシキミ酸経路のaroB，-C，および -D遺伝子破壊
株をそれぞれ構築し相補試験を行った．しかし，何れの
破壊株においてもpABA要求性が相補された．以上の
結果よりNE1434遺伝子産物はコリスミ酸およびシキミ
酸経路中間体を基質としないことが示唆された．この結
果は，既知経路とはまったく異なる経路の存在を示唆し
ており，現在も全容解明に向けて研究を進めている．
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