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研究成果の概要（和文）：本研究では、放線菌 Streptomyces calvus T-3018 が生産するヌクレオチド天然物
nucleocidin の生合成経路における、リボース骨格へのフッ素原子の導入および、スルファメート部位の形成を
含む生合成経路の解明を目的とし、 遺伝子破壊実験と in vitro 酵素反応解析を計画した。生合成遺伝子クラ
スターに含まれる遺伝子を網羅的に破壊することにより、生合成に必須である遺伝子を同定し、生合成機構を提
唱した。生合成を担うと考えられる酵素を可溶性タンパク質として大腸菌または放線菌から異種発現、精製し、
生合成初期段階における酵素の機能を同定した。

研究成果の概要（英文）：Genes in the nucleocidin biosynthetic gene cluster were individually deleted
 by genetic manipulation. Enzymes responsible for the initial steps during the biosynthesis were 
characterized by in vitro assays. Based on the results, a possible biosynthetic pathway has been 
proposed.

研究分野：天然物化学

キーワード： 天然物生合成　ヌクレオシド天然物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヌクレオシド骨格は抗ウイルス薬や抗生物質などの医薬品に頻繁にみられる化学構造であり、生物活性の発現に
重要な役割を果たしている。 本研究により得られた生合成情報をもとにヘテロ原子を含む希少ヌクレオチド天
然物の新規生合成経路や新規酵素の発見が期待できる。また、同定した生合成酵素あるいは適切なアミノ酸置換
を施した酵素変異体を用いることにより新規生物活性ヌクレオシド化合物の創出も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
微生物由来のヌクレオシド二次代謝産物は構造的多様性に富み、抗菌、抗がん、抗ウイルス活性
など様々な生物活性を示すため、医薬品開発における利用が期待されている。Streptomyces 
calvus T-3018  が生産する nucleocidin は 4-フルオロリボースを基本骨格とし、また一級スル
ファメート部位 (R–OSO2NH2) を側鎖として持つ極めてユニークなヌクレオシド天然物であ
る。Nucleocidin はフッ素原子を含む数少ない天然物の一つであることから、古くからその構造
と生物活性に興味が持たれてきたが、その生合成経路の詳細は未だ明らかになっていない。特に、
どのようにフッ素原子がリボース骨格に組み込まれるのか、またどのようにスルファメート部
位が形成するのかは不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、nucleocidin の生合成経路における、リボース骨格へのフッ素原子の導入およ
び、スルファメート部位の形成に関わる酵素群を同定し、それらの触媒機能を解明することを目
的とした。天然に存在する炭素–フッ素結合形成を触媒する酵素は、S-アデノシル-L-メチオニン
とフッ素アニオンを基質として 5′-フルオロ-5′-デオキシアデノシンを合成する fluorinase 
が唯一報告されている。一方、nucleocidin 生産菌 S. calvus T-3018 はこの酵素をコードする
遺伝子を持たないため、nucleocidin 生合成におけるヌクレオシド骨格のフッ素化については大
部分が謎である。さらに、一級スルファメートは硫酸エステルとアミン基質の縮合によって形成
されると予想されるが、それに関与する酵素群は、他の天然物生合成経路においても一切報告さ
れていない。したがって、本提案における nucleocidin の生合成研究では、新機能を持つ酵素群
の発見が大いに期待される。 
 
３．研究の方法 
Nucleocidin の生合成路を明らかにするために放線菌 Streptomyces calvus T-3018 を用い
て複数の生合成遺伝子を破壊し、破壊株の代謝物を HPLC、LCMS によって解析する。 また生合成
酵素を大腸菌または放線菌から異種発現、精製し、in vitro 酵素反応解析を行なう。その結果
に基づき Nucleocidin の予想生合成経路を提唱する。 
 
４．研究成果 
まずはじめに、報告されている条件下で Streptomyces calvus T-3018 を培養し、Nucleocidin
の生産を試みた。HPLC や LCMS によって培養液を解析したが、Nucleocidin は検出されなかった。
そこで、S. calvus T-3018 中の nucleocidin 生合成クラスターを手がかりに、nucleocidin を
生産しうる、放線菌株を探索した。その結果、Streptomyces aureorectus DSM 41692 が
nucleocidin の生産を少量生産することを明らかにした。 
次に nucleocidin の生合成経路に関与する遺伝子を同定するため、遺伝子破壊実験を行った。
遺伝子 nucG, nucI, nucJ, nucK, nucL, nucN, nucO, nucP, nucQ を破壊し、代謝物を LCMS で解
析した。その結果、nucJ を除く全ての破壊株で nucleocidin が生産されなかった。このことか
ら, nucG, nucI, nucK, nucL, nucN, nucO, nucP, nucQ は nucleocidin の生合成経路に必須で
あることが明らかとなった。nucJ 破壊株では nucleocidin の生産が確認されたものの、その量
は野生株と比べで著しく低下した。このことから nucJ は nucleocidin の生合成には直接関与し
ないものの、nucleocidin を増加させる役割があることが示唆された。nucleocidin 生合成遺伝
子クラスターの発現を制御している可能性が考えられる。また、nucQ 破壊株では野生株では検
出できない新たな化合物を検出した。この化合物は生合成中間体、または生合成中間体の分解物
であることが考えられるため、現在構造決定を行っているところである。 
nucL と nucP はメチル基転移酵素をコードする。しかしながら、nucleocidin の構造はメチ
ル基を持っていないが, 遺伝子破壊の結果から nucL と nucP は nucleocidin の生合成に関わっ
ていることが明らかとなった。 
次に生合成遺伝子がコードする酵素の触媒機能を明らかにするため、in vitro 反応解析を行
った。まず、スルファメート部位の形成に関わると考えられた NucA, NucB, NucW を大腸菌、ま
たは放線菌ホストを用いて発現、精製し、反応に用いた。その結果から、NucA, NucB, NucW は
PAPS の生産を担っていると考えられた(図１)。 
 

 
図１.PAPS の予想生合成経路 



 
次に、nucleocidin 生合成遺伝子クラスターによってコードされる糖転移酵素 NucGT を発現、
精製し、反応に用いた。アデノシンと UDP グルコースを用いたときにグルコースによって修飾さ
れたアデノシンが生成し、構造を NMR によって決定した。このことから、nucleocidin 生合成は
アデノシンから開始し、NucGT によって糖修飾される可能性が示唆された(図 2)。なお、最近同
様の結果が、O'Hagan らによっても報告されている。 
 

 

図 2.NucGT の反応 

 

以上の結果より、nucleocidin 生合成初期段階と生合成に関与する酵素群を明らかにした。 

 

さらに、nucleocidin 生合成を明らかにするため、NucG, NucI, NucK, NucL, NucN, NucO, 
NucP, NucQ を大腸菌、または放線菌ホストを用いて発現、精製を完了した。 
本研究では、放線菌 Streptomyces calvus T-3018 が生産するヌクレオチド天然物
nucleocidin の生合成経路における、リボース骨格へのフッ素原子の導入および、スルファメー
ト部位の形成を含む生合成経路の解明を目的とし、 遺伝子破壊実験と in vitro 酵素反応解析
を計画した。生合成遺伝子クラスターに含まれる遺伝子を網羅的に破壊することにより、生合成
に必須である遺伝子を同定し、生合成機構を提唱した。生合成を担うと考えられる酵素を可溶性
タンパク質として大腸菌または放線菌から異種発現、精製し、生合成初期段階における酵素の機
能を同定した。今後は、遺伝子破壊代謝物の構造解析と酵素反応解析を行い、nucleocidin の生
合成解析を進める。 
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