
本研究は「ゲノム研究基軸放線菌における抗生物質生
合成遺伝子機能の網羅的解析(2000～2002年)」として実
施し、2003年に標記の研究課題名に発展的に変更となっ
ている。

〈研究の目的と進め方〉
(2000～2002年)

ゲノム研究基軸放線菌Streptomyces coelicolor A3 (2)
の生産する抗生物質アクチノロジン(ACT) 並びにこれと
類縁の他のベンゾイソクロマンキノン(BIQ)系抗生物質
に注目し，その生合成を司る構造遺伝子群の機能・制御
を解析し，二次代謝制御を通じた遺伝子ネットワーク解
明さらには生命現象の網羅的理解に資することを目的に、
４観点（遺伝子破壊と表現型；再構築遺伝子群の同時発
現；構造遺伝子の個々の過剰発現と合成基質を用いた酵
素化学的検討；比較ゲノム解析）から検討する。

(2003年)
S. coelicolor A3 (2) の生産する代謝経路的に独立した４

種の抗生物質のひとつでポリケタイド(PK)経路由来のア
クチノロジンに注目し、その生合成に関与する構造遺伝
子うち鍵酵素タンパクをコードするものに関してその産
物の構造及び機能について比較ゲノム・タンパクモデリ
ング・酵素化学の観点から解析し、ゲノム中での二次代
謝関遺伝子機能の分子進化的位置付けを解明する。

〈研究開始時の研究計画〉
(2000～2002年)
1) 抗生物質生合成遺伝子クラスター内において当該物質

の生合成に直接関わる構造遺伝子並びにそれを制御す
る転写制御遺伝子等を取り上げ、その機能を明らかに
すべく遺伝子破壊体の作成し、その表現形を物質レベ
ルで精査する。

2) 多段階酵素反応である抗生物質生合成の機構を網羅的
に解析するため、ACT生合成酵素遺伝子の多重遺伝子
発現系をその制御遺伝子並びにプロモーター遺伝子を
利用して構築する。構築した発現系はACT遺伝子クラ
スターを予め欠損させてあるS. coelicolor を宿主とし
て発現させることにより、導入遺伝子機能を選択的に
解析できるシステムを利用する。

3) ACT生合成遺伝子の中で抗生物質生合成の鍵となる酵
素を取り上げ、その酵素機能を重点的に解析する。鍵
酵素としては、抗生物質の生理活性機能の発現に必須
の構造因子である立体化学制御遺伝子を取りあげる。
立体化学制御酵素の一つに還元酵素が知られるが、本
研究では還元酵素の各種アナログ基質を合成化学的手
法により供給し、その還元性のエナンチオ選択性を検
証するとともに、各種点変異導入実験を行い、酵素機
能のメカニズムを探る。

4) 抗生物質生合成遺伝子機能の網羅的解析の一環とし
て、比較ゲノム解析を行うこととし、ACTと同じBIQ
系抗生物質の生合成遺伝子クラスターを異種放線菌株
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からクローニングし、生合成遺伝子クラスター内での
各遺伝子の配置状況などゲノムレベルの構造比較を行
う。

(2003年)
5) ACT生合成に関わる鍵生合成酵素としてac tV I -

ORF1(RED1)、S. vilolaceoruberよりgra-ORF6 (RED2)
を同定している。両者は異なるファミリーに属するケ
ト還元酵素類であり、まず、ゲノム解読を終了した基
軸放線菌を中心とする各種生物種でそれらの類縁遺伝
子をデータベース上で探索する。BLASTで有意な相同
性のあったものから一次代謝・二次代謝に関与すると
思われるものを選択し、立体構造既知のタンパク配列
とアラインメントが取れたものに関してホモロジーモ
デリング法（FAMS）を用いて立体構造の予測を行う。

6) モデリング結果を基に、既に機能同定を行った上記２
者のケト還元酵素との全体構造、鍵残基等の比較によ
り構造と機能の関係を推定する。この間、前年度まで
に準備を進めてきた、in vitro系での還元酵素類の活性
検出系の最適化を行い、酵素学的検討を進める。

〈研究期間の成果〉
(2000～2002年)
1) ACT生合成遺伝子クラスター中に存在する遺伝子

actVI-ORFAはデータベースからその機能が推定できな
いものの後述の比較ゲノム解析からはBIQ系抗生物質
の他、多くの芳香族系PK抗生物質生合成遺伝子クラス
ター中に広く分布していることが判明した。本遺伝子
の破壊体の代謝産物を精査したところ、新規シャント
化合物である(S)-NHABを見出した。炭素13及び重水
素を用いた標識実験を行うことによりNHABがACT生
合成経路から派生することを証明した(論文5)。また、
本遺伝子破壊体は最終産物のACTを野生株と比較して
約20%生産しており、actVI-ORFAが構造遺伝子の転写
制御に関わっている可能性も示されたので、ACT生合
成の初発段階、後期過程に関わる酵素遺伝子を各転写
単位毎にRT-PCR法にて解析したところ、ACT生合成
後期過程で機能する遺伝子の転写レベルが低下してい
ることが判明した。

2) ACT生合成酵素遺伝子６個をACT生合成遺伝子クラス
ター内に見出されたプロモーター配列直下に結合して
構築した多重遺伝子発現系を利用し、ACT生合成後期
過程で鍵となる遺伝群を付加的に加えて酵素遺伝子総
数で７～１０の多重遺伝子発現系を構築した。この中
でactVI-ORF1遺伝子はACT生合成の立体化学を決定す
るケト還元酵素であるこが判明し、その立体（エナン
チオ）選択性はACT生合成中間体DNPAの段階で特異
的（100%）に(S)-体を与えることが判明した。本系を
利用して、BIQ抗生物質ジヒドログラナティシン
(DHGRA)生産菌からgra-ORF6遺伝子がACTとは逆の
立体特異性を有するケト還元酵素であることが見出さ
れた(論文1, 2)。DHGRAは基本骨格上ACTと逆の立体



化学を有しており、gra-6がactVI-ORF1とは逆の特異性
を有する還元酵素をコードすることが見出されたこと
は妥当な結果だと考えられる。また、actVI-ORF1と
gra-ORF6は遺伝子レベルまた翻訳アミノ酸レベル共に
一次配列上で有意な相同性を示さない。両遺伝子がコ
ードするケト還元酵素は同一のBIQ生合成中間体を認
識すると考えられ、二次代謝系でこのような例が見出
されたのは初めてであり、抗生物質生合成遺伝子クラ
スターの分子進化を考える上でも興味深い知見であ
る。

3) 上記で見出した興味深い還元酵素遺伝子actVI-ORF1並
びにgra-ORF6がコードする酵素タンパクを遺伝子と明
確に区別する意味でRED1並びにRED2と称し機能解析
を進めることにした。RED1は、ACT生合成中間体の
β-ケトエステル部分を認識し、β-ケト位を立体特異
的に還元する酵素であると考えらたので、β-ケトエス
テル部分を有する１１種類の人工基質を合成し、
RED1の放線菌における効率的な発現系として構築し
たCH999/pIJ5675系を利用し、本基質のバイオトラン
スフォーメーションによる還元性を検証した。各β-ケ
トエステルのうち、１０種の人工基質については９５
～９９％eeの選択性で対応するキラルアルコールに還
元されることが判明した。本研究により、RED1はβ-
ケト酸以外の部位を広く基質として受容する酵素であ
ることが判明した(論文6)。一方、RED2は同様の発現
系において人工基質を認識して還元生成物を与えるこ
とはなく、RED1に比較して基質認識が厳密であるこ
とが示唆された。

4) 比較ゲノム研究の一環として、異種放線菌株からの
BIQ系抗生物質の全生合成遺伝子クラスターを取得す
ることを目的にStreptomcyces sp. AM-7161株よりメダ
マイシン(MED)生合成遺伝子クラスターのクローニン
グを試みた。MEDは立体制御を含むPK基本骨格が
ACTと同一であり、ACTがBIQの２量体であるのに対
して、デオキシヘキソース(DOH)部分を有することが
ACTと異なっている。PK基本骨格を形成するのに必須
であるポリケタイド合成酵素(polyketide synthase:
PKS)並びにDOH生合成経路の初発段階で機能する
TDP-glucose 4,6-dehydrataseをコードする遺伝子につ
いてHomology-based PCRを行い、AM-7161株より
MED生合成遺伝子断片と考えられる遺伝子断片を得
た。本断片をプローブとしてAM-7161ゲノム遺伝子の
コスミドライブラリーをスクリーニングし、MED遺伝
子生合成遺伝子を全て含むと考えられるインサート長
約36キロ塩基対のコスミドを取得した。インサートの
全遺伝子配列(36,202bp)を決定し、フレーム解析に付
したところ、34個のORFが見出された。本コスミド全
インサートをゲノム組込み型発現ベクターに組込み、
異種放線菌に導入したところ、形質転換体でMED生産
が認められたことから本コスミドにMED生合成経路に
必須な遺伝子が全て含まれることが証明された。また、
同定された３４個のORFの遺伝子産物をデータベース
検索並びに既に筆者らが得ている、ACT並びに
DHGRA生合成遺伝子の全クラスターと併せて３種類
の全BIQ生合成遺伝子クラスターの比較ゲノム解析を
行った。その結果、MED遺伝子クラスターの長さは約
30キロ塩基対、29個のORFからなることが示唆された。
機能未知ながら３クラスターに共通に存在する相同遺
伝子が３種類あり、そのうちの一つは本研究課題でも
先に検討したactVI-ORFA遺伝子（相同遺伝子としては、
gra-ORF31, med-ORF10）であり、比較ゲノム解析から
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も本遺伝子の重要性が裏付けられた（論文3）。また、
本研究課題課題終了後の発展的成果として、MED生合
成遺伝子クラスター中に見出されたmed-12遺伝子につ
いては先に機能解析したactVI-ORF1と同一の機能

（RED1としての立体特異的還元酵素）であることを本
研究課題で使用したのと同様の手法で証明した（論文
7）。

(2003年)
5) ACT生合成に関与する立体化学制御タンパク（RED1）

遺伝子としてactVI-ORF1遺伝子、並びにACTとは逆の
立体配置を有するDHGRAの生合成に関与する立体化
学制御タンパク(RED2)遺伝子として，gra-ORF6を見
出したことを受けて、両遺伝子産物の基質認識機構及
び３次元構造を探るべく、両還元酵素の３次元構造を
ホモロジーモデリング法(FAMS: ゲノム情報科学班員
北里大学梅山秀明教授・岩舘満雄博士のご協力)によ
り予測した。RED1はヒト由来3-ヒドロキシアシルCoA
デヒドロゲナーゼRED2は真菌由来のヒドロキシナフ
タレン還元酵素をそれぞれ鋳型とする有意な３次元構
造モデルを得ることができたが、両者の３次元構造に
有意な相同性は見出されなかった。また、RED1に関
してはゲノム解析においてアノテーションの終了した
S. ceolicolor A3(2)ゲノム全タンパクからBLAST スコ
アー(100bits以上)の相同タンパクが９種、さらにゲノ
ムデータベース全体でも少なくとも４５種以上の相同
タンパクが見出された。見出された相同タンパクのう
ち、二次代謝関連と推定される６種のタンパクについ
てもFAMSによりホモロジーモデリングを行い、
RMSD値においてプログラムの基準を満たすモデルの
作成を行うことができた。

6) モデリング結果から推定されたRED1とRED2に関して
その触媒機能の発現に重要なアミノ酸残基に点変異を
導入し、両還元酵素活性をin vivoでの還元酵素生成物
の生産レベルで解析した結果、RED1についてはH129

とE141、RED2についてはS144、Y157とK161いずれも
活性の消失または著しい低下がみられた。この結果を
受けて、活性残基の活性発現への寄与を推定すべく、
モデリングタンパクに補酵素(NADPH) 結合させた複
合体モデル　FAMS Ligand & Complex (北里大学薬学
部梅山秀明教授・志鷹－竹田真由子助教授のご協力)
を用いて作成した。その結果、初期のホモロジーモデ
リングの結果から予測された重要なアミノ酸残基は、
補酵素ニコチンアミド部位からハイドライドの酵素反
応基質への供与に際して、基質へのプロトン供与体ま
たは補酵素のリボース部分への水素結合供与体として
機能することが示唆された（論文4）。また、RED1に
ついては、actVI-ORF1をC末端にHisタグを導入した
pET21a(+)ベクターによる大腸菌発現系を構築し、先
述したβ-ケトエステル系人工基質を利用してin vitro酵
素活性検出系を確立した。RED1タンパクは可溶性タ
ンパクとして回収され、ニッケルキレートカラム並び
にゲルろ過カラムクロマトグラフィーによりSDS-
PAGE上で単一バンドになるまで精製した。actVI-
ORF1配列から算出される予想分子量は34.7 KDaであ
り、ゲルろ過での本タンパクの挙動から推定される分
子量63.8KDaであったことを考えるとホモダイマーと
して存在することが示唆された。本実験結果は先のホ
モロジーモデリングからも妥当なホモダイマーコンプ
レックスが得られたことにも符合する。さらに、精製
RED1を利用して酵素生成物の経時的変化を追尾した



ところ、基質であるβ-ケトエステルはエステル部分が
加水分解されてβ-ケト酸となり、真の基質となって還
元反応が進行することが示唆された。これを証明する
ため取扱いが難しいβ-ケト酸基質を反応直前に調製
し、吸光度法により酵素反応をリアルタイムでモニタ
ーするアッセー系を確立して検討したところ、β-ケト
酸型基質に対して親和性が極めて高い（Km値=15マイ
クロM）ことが判明した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
(2000-2002年)
各生物種のゲノム研究が進行する中で基軸モデル種

（株）の他に同属他種のゲノム構造を続々と明らかになっ
ている。Streptomyces属放線菌も本研究課題で取り扱っ
たS. coelicolorの他にも全ゲノム配列が明らかになったも
のが１種、現在進行中のものも１種ある。単一種（株）
のゲノム研究で一般に全ゲノムタンパクの３～４割が機
能未知タンパクであるとされる中、比較ゲノムを行うこ
とにより機能が未知ながら共通の表現形に関与する重要
遺伝子の存在が明らかになってきた。ポストゲノム研究
の対象としてこの種の重要遺伝子の優先順位が高いのは
明らかであり、本研究では抗生物質生合成という特化し
た表現形に関して、今後の課題は残しているものの、パ
イオニアとして研究例を示すことができたと考えている。

（2003年）
生合成の鍵遺伝子の機能研究に関しては、その機能研

究を行うにあたり、本ゲノム研究領域での班員協力を十
分に活用し、バイオインフォマティクスと連携した酵素
機能解析を行うことができた。今後別の鍵遺伝子に関し
ても同様の研究手法を展開しようと考えている。

本研究課題で対象としたRED1遺伝子に関しては本研
究の結果、本来の生合成基質以外にも幅広い基質を認識
し、極めて高いエナンチオ選択性で還元することから、
本酵素に関する海外からの共同研究の申し入れがあり、
発展的研究として英国研究者と鋭意共同研究を進めてい
る。

以上を総括すると本研究は、有機化学を基盤とする機
能ゲノム科学研究としてポストゲノム研究の一翼を担う
ことが期待される他、未利用遺伝子資源の活用に向けた
新たな研究領域を開拓する可能性を有するものと位置付
けられる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
（2000～2002年）
1) 多段階生合成系全体の制御に関わると考えられる機能

未知タンパク(actVI-A産物)の機能解析に関して、タン
パク機能を直接的に証明する実験データが得られてい
ない。先述した通り、本遺伝子ファミリーはその配列
上からは機能既知のタンパクとは相同性が認められ
ず、転写制御因子には容易に見出されるDNA結合領域
配列も見出されない。比較ゲノム解析で見出された遺
伝子間の機能相補実験も試みたがmed-10遺伝子による
actVI-ORF欠損相補は部分的にしか確認できなかった。

2) 特になし。
3) 人工基質に対する還元活性をRED1タンパクに関して

は、見出せたが、RED2に関しては見出せていない。
RED1とRED2の共通の基質はBIQ生合成の中間体であ
り、β-ketoエステル構造から容易に脱炭酸と環化を受
けると考えられるため化学的に供給することができな
い。RED1の機能解析ができたのは、環化に関与する
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部分を構造的に欠損させた人工基質を基質として認識
したからだが、RED2に関する酵素学的な解析を進め
るためには人工基質の更なる構造修飾が必要と考えら
れる。

4) 特になし。

（2003年）
5) 特になし。
6) 特になし。

〈今後の課題〉
放線菌のゲノム研究で明らかになってきたのは、その

全ゲノムに二次代謝関連タンパクが著しく多いことであ
る。本研究課題で取り上げたS. coelicolorでは全ゲノムサ
イズ8.6メガ塩基対のうち、366キロ塩基対、実に4.2％に
達する。ゲノム研究が開始される以前から本菌株は放線
菌の中で最も実験的解析が進んだモデル株とされた来た
が、二次代謝関連遺伝子でみれば143キロ塩基対（1.6%）
に過ぎない。放線菌は二次代謝産物の代表である、既知
の抗生物質の大半を生産することが知られるなど、新た
な医薬品や機能性物質の供給源としての魅力は計り知れ
ない。これまで看過されてきた新たな物質生産系がゲノ
ム研究の進展によって展開できる可能性があり、今後、
未利用遺伝子の有効利用などポストゲノム研究としての
応用研究の展開が期待される。

また、本研究成果で有用性が明らかになった通り、生
物情報科学分野と実験科学系分野の共同研究は今後も積
極的に推進すべきである。例えば、本研究で対象とした
タンパクは還元酵素であり、酵素基質の他に補酵素を要
求する。タンパクの３次元構造から酵素機能を解析する
場合、本件の場合、タンパク・基質・補酵素の三位一体
の複合体構造を明らかにすることが理想であるが、本研
究では補酵素－タンパク複合体の構築の段階である。複
合体基質認識能を更に追及するために三位一体複合体の
モデリングの可能性を検討していきたい。
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