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研究成果の概要（和文）：

土壌微生物である細胞性粘菌で初めて発見された新規ハイブリッド型ポリケタイド合成酵素
(PKS)のSteelyは今まで別個と考えられていた I型PKSと III型PKSが融合したものである。
本研究ではどのように 2 つの酵素が協調して働くのか、どのような産物を与えるのか、その産
物はどのような生物学的機能をもつのかを調べた。

研究成果の概要（英文）：

The soil microorganism, Dictyostelium, has novel hybrid-type polyketide synthase(PKS)
known as ‘Steely’; Steely enzyme is formed by the fusion of type I and type III PKSs.
In this study, we examined how these two different enzymes work together and what are
the products of Steely enzymes. Finally, we examined the biological functions of these
products.
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１．研究開始当初の背景

(1) ポリケタイド研究の現状として、ポリケ
タイドは貴重な医薬品資源としての重要な位
置を占めているものの、一方で資源の枯渇が
問題となり新たな物質資源開発が解決を迫ら
れる重要な課題であった。

(2) 原生生物のポリケタイドおよびその合
成酵素研究は未開発研究分野であり、新たな
物質資源開発の観点からもこの分野の開発

が必要であった。

(3) 研究代表者は細胞性粘菌でのみ見られ
る新規ハイブリッド型ポリケタイド合成酵
素をゲノム情報の解析から見つけ出し、２つ
の Steely 酵素のうちのひとつ SteelyB 酵素
が、細胞性粘菌の柄細胞分化誘導分子 DIF-1
の合成を司る事を明らかにした。

(4)しかし、Steely 酵素の産物は DIF-1 だけ
ではない事が示唆されており、さらに
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SteelyA 酵素の産物については未解明の状態
であった。

(5)研究開始当初は Steely 酵素の III 型 PKS
領域を大腸菌で発現させ、この機能を解析し
ていたため in vivo での機能解析および
Steely 酵素の産物の生物学的機能に関する
研究はまったくなされていない状態にあっ
た。

２．研究の目的

別個の酵素と考えられていたI型PKSとIII
型 PKS がどのように協調して機能している
のか、どのようにして異なるいくつかの産
物を作り出しているのかを明らかにする事
を目指した。
その第一歩としてSteely酵素全長を使って
酵素機能を in vitro で再構成する実験を中
心としてその作用機構を明らかにする事を
目指した。以下の 3 点の解明を研究目的と
した。

(1) 精製 SteelyB 酵素を用いた in vitro
酵素活性再構成実験による作用機構の理解

(2) Steely 酵素の in vivo での未知の合成
産物の構造解析とその合成経路の推定

(3) Steely酵素の合成産物の生物学的機能解
析

３．研究の方法

以下のような方法によって新規ハイブリッ
ド型ポリケタイド合成酵素の産物と機能、及
び生合成機構の解析を行った。

(1) stlB 遺伝子欠損株の表現型の観察及び、
マーカー遺伝子の時間的、空間的発現パター
ンの解析。
これにより SteelyB 酵素の産物(DIF-1)がど
の細胞型の分化を誘導するのかを解析し、産
物の生物学的な機能を解析した

(2) 精製 Steely 酵素を用いた in vitro 再
構成実験。
これにより SteelyB 酵素がどのような機構で
柄細胞分化誘導分子の骨格を合成している
かを推定した。

(3)野生型株と stlA 欠損株が細胞外に放出す
る低分子化合物の分析。
これにより SteelyA 酵素の産物の耕造を決定
した。

(4)stlA 遺伝子欠損株の表現型の観察および、
欠損が(3)で同定した化合物で回復するかの
観察。

(5)stlA 欠損株でのマーカー遺伝子の発現解
析。
以上の(4),(5)によって SteelyA 酵素の産物
の生物学的な機能を解析した。

４．研究成果

SteelyA 酵素については、
(1) 産 物 の ひ と つ と し て 4-methyl-5-
pentylbenzene-1,3-diol (MPBD)（図１）の
合成を司っている事を明らかにした。

図 １ SteelyA 酵 素 の 産 物
4-Methyl-5-pentylbenzene-1,3-diol

(2) stlA遺伝子欠損株は胞子細胞の成熟がで
きず、胞子塊が不完全な細胞からなるという
欠損がある事、この胞子形成の欠損が外から
200nMのMPBDを与える事によって回復する事
を明らかにした。つまり SteelyA 酵素は MPBD
を合成し、MPBD は胞子細胞の成熟を誘導する
という生物学的な機能を明らかにした。
下の表１は MPBD の量に依存して胞子細胞分
化が回復していく事を示したもの。

表１MPBD による stlA−株の胞子形成の回復

SteelyB 酵素については

MPBD Encapsulation ratio(％)

(nM) Ax2 stlA null

None 100 22 ± 17

10 98 ± 7 35 ± 19

100 97 ± 12 65 ± 20

200 102 ± 9 83 ± 17

500 100 ± 7 86 ± 16
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(3)SteelyB 酵素の産物 DIF-1（図３）は柄細
胞のうちの basal disc と lower cup とよば
れる細胞群の分化を誘導する事が明らかに
した（図２）。

図２ stlB 欠損株（A）では basal disc とよ
ばれる柄の基部と、胞子塊を支える lower
cup(矢印)が欠損している。

図３SteelyB 酵素の産物 DIF-1 の構造

(4)SteelyB 酵素の pull down 画分を用いた
in vitro 再構成実験の結果、他のタンパク質
の介在無しに SteelyB 酵素は単独で DIF-1 の
ポリケタイド骨格を作った。この結果は I型
酵素と III型酵素の間をアシルキャリアプロ
テイン（ACP）ドメインが仲介していると言
う 考 え を 支 持 す る も の で あ っ た
（unpublished data）。

(5) SteelyB 酵素の発生後期の DIF-1 以外の
産物は III 型 PKS の部分が切り離されて機能
している可能性が示唆された（unpublished
data）。

以上の研究から、細胞性粘菌でみられる２つ
のハイブリッド型 PKS について、それぞれの
酵素の産物とその生物学的な機能について
の検証を行った。
細胞性粘菌の細胞分化が他に例をみないハ
イブリッド型酵素の Steely 酵素によって調
節されている事を明らかにした。
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