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研究成果の概要（和文）：Streptomyces coelicolorの生産するactinorhodinは有機触媒（触媒作用を持つ金属
原子非含有低分子有機化合物）であるが、生理機能は不明である。そこで、本化合物と結合が示唆される蛋白質
に着目し、有機触媒の生理機能解明を目指した。本研究では目的蛋白質の精製、同定を行い、遺伝子を決定し
た。すると、本化合物の生合成クラスター中の遺伝子であると判明した。次にクローニング、大量発現系を構築
し、表面プラズモン共鳴法により定量的に結合を観察することに成功した。
加えて、他の有機触媒をスクリーニングし、granaticinも有機触媒であることを発見した。

研究成果の概要（英文）：The actinorhodin produced by Streptomyces coelicolor is an organocatalyst. 
However its physiological functions are unknown. The organocatalyst is catalysis which is a low 
molecular mass compound without metal ions. Therefore, we focused on proteins that are suggested to 
bind to this compound and aimed to elucidate the physiological functions of organic catalysts. In 
this study we succeeded the purification of this protein, and detected the gene which was one of the
 actinorhodin gene cluster. Subsequently, we cloned the gene and succeeded in observing binding 
quantitatively by surface plasmon resonance.     
In addition, we screened other organocatalysts and found that granaticin is also an organocatalyst.

研究分野： 応用微生物学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで微生物から見つかっている有機触媒はACTのみであったが、過去の我々の研究から天然にはACT以外にも
有機触媒が存在している可能性が強く示唆されていた。本研究では、自然界の菌から新たな有機触媒の探索に成
功し、この予想が正しいことを証明した。ACTや新たな有機触媒グラナチシンは抗生物質として発見された化合
物である。すなわち、本研究の成果はこれまで抗生物質としての視点で注目されてきた二次代謝産物を、有機触
媒という新たな視点から評価し直し新たな価値を見いだすものであり、近年では困難になりつつある微生物資源
の再発掘につながると期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまでアミノ酸からなる酵素と、RNA（核酸）からなるリボザイムの 2種類が生体内で機能す

る触媒(生体触媒)として知られていた。しかし我々は最近、放線菌 Streptomyces coelicolor 
A3(2)が生産する二次代謝産物の 1つとして知られるアクチノロージン(ACT)が、それだけで（タ
ンパク質等を必要とせず）L-アスコルビン酸および L-システインの酸化反応を触媒することを
発見した (図１)。各種定量分析法を用い、(1)ACT は酸化反応で消費されない、(2)ACT は少量
(触媒量)で多量の基質を酸化する、(3)金属分子を含まない、ことを明らかにした。すなわち、
ACT は生体触媒として機能しうる最初の有機触媒であることが判明した。 
 
触媒は構成する分子の

性状に応じて分類されて
おり、2000 年に定義され
た新しい触媒は有機触媒
と呼ばれ、触媒活性を有
し、金属を含まない低分
子有機化合物を指す。有
機触媒は、工業で一般的
に使用されている金属触
媒と比較して温和な条件
下で化学反応を促進でき
るため、グリーンケミス
トリーへの応用に関心が
高まっている。しかし、生体触媒としての有機触媒は知られていなかった。 
 
我々はさらに、ACT 以外にも植物由来の天然化合物が ACT と同様の触媒活性を有していること

を発見・報告した。このことは、今はまだ報告の無い生体触媒としての有機触媒が、広く生物界
に存在している可能性を示唆するものである。ACT は放線菌の二次代謝産物の１つである。これ
まで二次代謝産物は主として抗生物質等としての特性が注目され、その作用が詳しく調べられ
てきた。一方、我々による発見は、抗生物質の一つと考えられてきた ACT に全く新しい作用と役
割があることを示している。 
 
加えて、ACT の有機触媒証明実験において、ACT が細胞外タンパク質と相互作用することを示唆

する結果が得られた。 
 
２．研究の目的 
生体触媒としての有機触媒は ACT 以外に知られておらず、その機能や生理的・進化的意義は不

明である。加えて、二次代謝産物である ACT が細胞外タンパク質と結合するならば、そのような
例は知られておらず、低分子‐タンパク質複合体の新規な機能の発見にもつながる。 
そこで、有機触媒の生理機能を解明することを目的として研究を行った。本研究では、ACT と

特異的に結合するタンパク質に焦点をあて、(1)その相互作用機序を生化学的・遺伝学的手法に
より明らかにする。(2)同様の特性を示す低分子-タンパク質複合体の探索を、遺伝子情報を基に
行う。これらを通じて生体触媒の成り立ちに関する分子進化の系譜に関する新しい理解を進め
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、ACT の持つ可視光域の吸光と SDS-PAGE を指標とし、カラムクロマトグラフィーにより

ACT 結合タンパク質を精製した。そして部分アミノ酸配列情報に基づくペプチドマスフィンガー
プリント法を用いてタンパク質の同定を行なった。S. coelicolor A3(2)はモデル放線菌であり
ゲノム配列が解読されているため、アミノ酸配列情報から遺伝子を特定した。特定された遺伝子
を、ACT 非生産菌を宿主として大量発現させ、組換えタンパク質を得た。一方で ACT はカラムク
ロマトグラフィーを用いて精製し、これらの結合を検証するため表面プラズモン共鳴装置
（biacore）、超遠心分析装置を用いて測定した。さらに遺伝学的アプローチで本タンパク質およ
び ACT の生理機能の解明を試みた。まずは本遺伝子の破壊株を相同組換え法で作出し、その表現
型の違いを観察した。 
さらに天然には ACT 以外の有機触媒が存在すると考え、(1)天然から菌を単離しスクリーニン

グを行なうと同時に、(2)ACT 結合タンパク質の遺伝子情報をもとに Blast 検索を行い、相同性
を示すタンパク質を保有する菌を探索した。 
 
４．研究成果 
(1)ACT 結合タンパク質の精製および同定 
ACT との結合が示唆されるタンパク質を精製し同定した結果、本タンパク質は ACT 生合成クラ

スター中に存在する SCO5074 タンパク質であると判明した。本タンパク質には細胞外に分泌さ

図１ 有機触媒アクチノロージン 



れるのに必要なシグナル配列が存在していることがアミノ酸配列情報から判明した。 
 
(2)遺伝子のクローニングおよび大量発現系
構築 
SCO5074は ACTと結合しているためか、ACT

同様に pH 中性で紫色を呈している。ACT と
SCO5074 タンパク質の結合を調べる為には、
ACT非含有 SCO5074タンパク質を獲得する必
要がある。そこで、ACT 非生産放線菌を宿主
として、sco5074 遺伝子のクローニングおよび
大量発現を行なった。図２は組換えSCO5074タ
ンパク質を発現、精製した SDS-PAGE の結果で
ある。これより、目的タンパク質の取得に成功
した。 
 

(3)ACT と SCO5074 タンパク質の結合 

精製した ACT と ACT を含まない組換え
SCO5074 とを、表面プラズモン共鳴装置
（biacore）および超遠心分析法を用いて測
定した。その結果、結合を観察することに
成功し、その測定結果から解離定数 Kd=100 
nM、結合比＝1:1 であることが判明した（図
３）。 
 
 
 
(4)遺伝子破壊法を用いた有機触媒生理機能解明 
ACT との結合が確認された遺伝子を、相同組換えを

用いて破壊した。その結果、親株（WT）では青紫の色素
（ACT）が見られたが、破壊株（Δsco5074）では赤紫を
呈し、ACT 生産が減少した（図４）。 
 
(5)他の有機触媒のスクリーニング 
新たな有機触媒の探索の結果、約 800 株の菌から顕

著な活性を持つ菌を４株獲得した。またこの中から１
株選抜し､有機触媒の精製に成功した。sco5074 の遺伝
子情報を基に新規有機触媒の探索を行った結果では、
グラナチシンが有機触媒であると発見した。これは微
生物由来有機触媒として 2例目である。 
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図２ 組換え SCO5074 の SDS-PAGE 結果 
1; 精製した組換え SCO5074,  
M; 分子量マーカー 

図３ biacore を用いた組換え SCO5074 と ACT 結合測定結果 

図４ S.coelicolor A3(2)野生株と sco5074 破壊
株の表現型 
WT; S. coelicolor A(3)2,  
Δsco5074; S. coelicolor A(3)2 Δsco5074 
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