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研究成果の概要（和文）： テトラサイクリン類同様、芳香族ポリケタイド抗生物質に分類されるアクチノロジ
ンの新規類縁体を生合成工学で効率的に種々創出するため、その生合成を試験管で再構成することを目的とし、
二成分系フラビン依存型酸素添加酵素系とエノイル還元酵素の発現系構築及び反応系の構築・最適化に成功し
た。これにより、酸素添加酵素の反応機構及び基質特異性が明らかとなった。エノイル還元酵素と組み合わせた
複合酵素系の再構成も試み、課題が明確となった。本研究により、アクチノロジン生合成の完全再構成の実現可
能性が飛躍的に高まった。

研究成果の概要（英文）：Actinorhodin (ACT) and tetracyclines belong to a class of aromatic 
polyketide antibiotics. To produce new derivatives of ACT efficiently by biosynthetic engineering, 
in vitro reconstitution of their biosynthesis is very important. The two-component flavin-dependent 
monooxygenase system and enoyl reductase involved in ACT biosynthesis were heterologously expressed.
 In vitro assay conditions were successfully optimized, allowing for a clear understanding of 
enzymatic mechanisms and substrate specificities. Furthermore, the combination of the monooxygenase 
system and the enoyl reductase revealed new problems to be solved. In vitro reconstitution of ACT 
biosynthesis will soon be achieved based on the results of this study, and substances that decrease 
tetracycline-resistance rates will thus be identified.

研究分野：天然物化学

キーワード： アクチノロジン　生合成　酸素添加　水酸化　エノイル還元　テトラサイクリン耐性率

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸菌のテトラサイクリン耐性率低下は世界的に喫緊な課題の一つであり、大腸菌の薬剤排出ポンプの阻害剤を
新規に創出できれば、この課題解決に寄与できる。本研究により、テトラサイクリンと類似している抗生物質ア
クチノロジンの、生合成に関わる酵素の一部について発現系、反応系を構築でき、反応機構を明らかとしたこと
の学術的な意義は大きい。加えて、生合成全体の試験管での再構成と新規阻害剤の創出の可能性も高まり、耐性
率低下という社会的な課題解決の一助となる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

1980年代以降、人に対する抗微生物薬の不適切な使用等を背景として病院内を中心に新たな
薬剤耐性菌が増加し、また日本国外では多剤耐性・超多剤耐性結核（抗酸菌）、耐性マラリア等
が世界的に拡大している一方で、新たな抗微生物薬の開発は減少している。このような背景から、
2015 年 5 月の世界保健機関（WHO）総会で薬剤耐性に関する国際行動計画が採択された。加
えて 2016年の G7神戸保健大臣会合においても、薬剤耐性（AMR）は「決定的に重要な国際課
題として、（中略）国際協力を一層喫緊のものとして進める。」（厚生労働省 HPより一部抜粋）
と記載された神戸コミュニケが採択された。我が国の対応として「薬剤耐性（AMR）対策アク
ションプラン（概要）」が厚生労働省 HPにて公表され、成果指標の一つとして、大腸菌のテト
ラサイクリン耐性率を 2014年の 45%から 2020年には 33%以下にする旨が記載された。 
生合成的観点からすれば、テトラサイクリン類（TCs）は type II polyketide synthase (PKS)
を中核とする種々の酵素によって生合成される芳香族ポリケタイドである。TCs のような直鎖
状四環性化合物のほか、アントラキノン系、アンギュサイクリン系、三環性のベンゾイソクロマ
ンキノン系（BIQ）等様々な化合物があり、それらの生合成遺伝子のクローニング、塩基配列解
析、各遺伝子のコードする酵素の機能解析が進められてきた。多くの芳香族ポリケタイドの生合
成が解明されてきたが、機能未知遺伝子や反応機構の詳細不明な酵素は多く残されており、さら
に、type II PKS を始めとする各種生合成酵素がどのように相互作用して高効率な生合成を達成
しているのか、未だに解明されてはいない。 
筆者は、上述 BIQに属する化合物の一つ、放線菌 Streptomyces coelicolor A3(2)が生産する
アクチノロジン（actinorhodin、以下 ACT．図 1）の生合成研究に従事してきた。特徴的な青色
を示し pH指示薬としての性質を有する ACTは、モデル化合物として利用され放線菌遺伝学の
発展に大きく寄与した。しかし ACT 生合成研究は PKS を含む生合成初期段階に関するものが
多く、全貌は未だ明らかとなっていない。抗生物質の生合成経路の完全解明は、遺伝子改変によ
る酵素機能改変、さらに抗生物質の構造変換を可能とし、より有用なシード化合物の取得に繋る。
特に、生合成後期修飾過程の理解こそが構造多様性の創出に直結すると考え、筆者らは ACTを
モデル化合物とし生合成の後期修飾過程を完全解明するべく研究を進め、2018年までに、ACT
の 6, 8 位への酸素添加は ActVA-ORF5/ActVB酵素系によって連続して行われること、10 位二
量化は ACT 生合成の最終反応であり、その制御には生合成酵素 ActVA-ORF4 が必須であるこ
と、ACT 生合成遺伝子破壊体に MED 生合成遺伝子を組込むことで新規化合物が得られること
等を明らかにした 1-5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. ACT生合成後期修飾過程と TC. 
 
２．研究の目的 
大腸菌の TC耐性率を低下させる手段の一つとして、TC排出ポンプ Tet類の発現制御タンパ
ク TetRを制御し、排出ポンプを不活化させる方法が考えられる。ACT生産菌 S. coelicolor A3(2)
には TetRの相同タンパク ActRが存在し、ActRは ACT特異的排出ポンプ ActAのリプレッサ
ーとして機能している。我々は ActRと ACT生合成の単離可能中間体(S)-DNPA の共結晶構造
解析について報告していることから 6)、生合成改変によって創出する ACT類縁体から ActR の
阻害剤を探索し、その成果を TetR制御に応用し TC耐性率を低下することを考えた。 
筆者らは、遺伝子改変による酵素機能及び生合成経路の改変、並びに構造改変を迅速・簡便に
するため、異種発現・精製した生合成酵素を活用し ACT生合成を in vitroで再構成することを
大きな目的として研究しており、2017年には中間体(S)-DNPAまでの 23反応の再構成に成功し
た 7)。本研究では、ACT生合成の完全解明と in vitro再構成を目的とし、下の目標を設定した。 

 
1) 二成分系フラビン依存型モノオキシゲナーゼ（Flavin-dependent Monooxygenase, FMO）
として機能する ActVA-5/ActVBの機能解析 
 本研究開始以前、ActVA-5/ActVBが 6-deoxy-dihydrokalafungin (DDHK)を基質とし、そ
の 6, 8位の二か所を水酸化することを in vivoの解析から示したが、アナログ基質を用いた
in vitro assayでは 6位の酸素添加しか確認できていなかった。連続水酸化が進行するよう、
in vitro assay系を最適化し、反応機構の詳細を解明する。また、最適化された assay系に
TCsを供し、TCsの新規類延体が得られるか検証する。 

2) エノイル還元酵素として機能する ActVI-2 およびその相同酵素 ActVI-4 の発現系および in 
vitro assay系の構築と機能解析 
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 ActVI-2の機能は in vivo解析で明らかにしたが、その後 in vitro解析は進めていなかっ
た。また、ActVI-4 は ActVI-2 に相同性を示しながら、in vivo では機能を解明できなかっ
た。そこで、両酵素の発現系と assay系を構築し、機能解析を進める。 

3) ActVI-2/ActVA-5/ActVBの三種酵素複合 assay系の構築 
 ActVI-2の基質である(S)-DNPA までの生合成は、既に in vitroで再現できている 7)。(S)-
DNPA以降の三反応が連続して進行するよう、三種酵素の複合 assay系を構築する（図 1）。 

 
３．研究の方法 
1) 二成分系 FMOとして機能する ActVA-5/ActVBの解析 
既報 4）に従い、ActVA-5, ActVB それぞれを発現、精製した。基質 DDHKは、S. coelicolor 
形質転換体から単離した(S)-DNPA をテトラヒドロほう酸ナトリウムにより還元し、生成物であ
る DDHK及び epi-DDHKの混合物から HPLC分取により精製して取得した。 

ActVA-5/ActVB に DDHK を基質として供すると、6, 8 位が水酸化された生成物 hydroxy-
tetrahydro-kalafungin (THK-OH)とその自動酸化体 8-hydroxydihydrokalafungin (DHK-OH)
が生成物として得られるよう、反応 pH、酵素濃度、補酵素濃度、反応時間等について検討し最
適化した後、基質・中間生成物・最終生成物の量を経時的に定量測定した。また、TCsとしてテ
トラサイクリン (TC)、オキシテトラサイクリン (OTC)、およびクロルテトラサイクリン (CTC)
を assay系に供し、新規類縁体が得られるか検証した。 
 
2) ActVI-2及び ActVI-4の発現系と assay系の構築、機能解析 
 ActVI-2 と ActVI-4 それぞれを PCR で増幅し大腸菌発現用プラスミド pET-21b に組み込み
His-ActVI-2及び His-ActVI-4 発現用ベクターを構築し、大腸菌 BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 
株による酵素発現を行った。精製酵素と(S)-DNPA、各種補酵素を用いて assay系を構築した後、
ACT生合成中間体やシャント化合物を基質として assay系に供した。 
 
3) ActVI-2/ActVA-5/ActVBの三種酵素複合 assay系の構築 
 ActVI-2 の assay 系をベースとし、ActVA-5、ActVB、各種補酵素を ActVA-5/ActVB の最適
条件での濃度で加えた assay系を構築し、ActVI-2の基質(S)-DNPAを供した。 
 
４．研究成果 
1) 二成分系 FMOとして機能する ActVA-5/ActVBの解析 

ActVA-5/ActVB 反応条件を最適化し、反応液と反応温度及び時間は以下の通りとした：反応
液 (250 μl), 25 mM PIPES-NaOH (pH6.5), 1 mM NADH, 5 μM FMN, 120 U/ml catalase, 1 
µM His-ActVB, 1 µM His-ActVA-ORF5, 25 µM DDHK, 1%(v/v) methanol, 25 ºC, 10分間。基
質 DDHKの分解を最小限にするため反応溶液の pHを 6.5とし、DDHKの溶解補助剤として少 
量のメタノールを使用した。また、HPLC 分析
の前に、反応液を 60 ºCで 1分間加温すること
で酵素を失活させることとした。この反応条件
では、酵素非存在下で DDHK の約 23%が消失
したが、酵素存在下では生成物 THK-OH と
DHK-OHを検出できた（図 2_A）。特に、DDHK
の 93%が THK-OH へと変換され、反応はほぼ
定量的に進行した。ActVA-5または ActVBのい
ずれかが存在しないと、基質 DDHK と少量の
dihydro-kalafungin (DHK)が検出された（図
2_B, C）。DHKは DDHKの 6位が水酸化され
て得られる T3HNが、自動酸化されたものであ
る。さらに i) 酵素非存在下では大量の DDHK
が検出される、ii) 基質 DDHK で自動酸化され
るのは最大 10%、iii) 補酵素 NADHと FMNは
必須、iv) catalase非存在下では活性が低下する、
ということが明らかとなりを示し、DDHKは間
違いなく ActVA-5/ActVB による 6, 8 位水酸化
反応の基質であると明示した。 

DHK を基質として assay 系に供しても、
THK-OHに変換された（図 2_D）。これは、DHK 
が ActVA-5/ActVB によって T3HN に還元され
たことを意味する。既報の assay条件では DHK
の 8 位水酸化活性を検出できなかった。本成果
との比較から、基質の溶解補助剤として
ethyleneglycol monomethyl ether (EGME)を反
応溶液の 30%の容量で加えていたことによって
8位水酸化が阻害されていたことが判明した。 

 
図 2. 反応条件検討のクトマトグラム． 

2: DDHK, 7: DHK, 8: THK-OH,  
9: DHK-OH, X: T3HN. 

(A) DDHK with ActVA-5/ActVB; (B) DDHK with 
ActVB; (C) DDHK with ActVA-5;  

(D) DHK with ActVA-5/ActVB; (E) DHK with 
ActVB; (F); DHK-OH with ActVB. 

 



DHKが THK-OHに変換された反応液を精査
したところ、反応生成物の THK-OH, DHK-OH
に加え、T3HNの存在も確認できた（図 2_D）。
ACT 生合成研究において T3HN を検出できた
のは、本成果が初である。加えて、DHK から
T3HNへの還元には ActVB、NADH、FMNが
必須であることが判明した（図 2_E）。また、
ActVB は NADH および FMN 存在下、DHK-
OH を THK-OH に変換した（図 2_F）。THK-
OH は T4HN の互変異性体であることから、
ActVBは、キノン体（DHK及び DHK-OH）を
ヒドロキノン体（T3HN及び T4HN）に変換す
る活性も有することが明らかとなった。この
ActVBのキノン還元活性は既に報告されていた
が、嫌気的条件下で確認された活性であった。放
線菌は好気性菌であるため、ACT生合成も好気
的条件下で進行すると考えられ、好気的条件下
でActVBのキノン還元活性を確認できたのは本
成果が初めてである。 
連続水酸化反応の機構として、以下の二パタ
ーンが想定される：1) ActVA-5 は DDHK のみ
を基質として認識し、結合サイト内で 6, 8位を
連続して水酸化し、生成物 T4HNを排出する単
一基質認識方式、2) DDHKの 6位水酸化と、中
間生成物 T3HN の 8 位水酸化は異なる ActVA-
5分子で制御されるステップワイズ方式。どち 
らの機構であるか検証するため、反応液中の ActVA-5 濃度を低くした条件で反応時間 20 分ま
で、経時的に DDHK, DHK及び THK-OHの濃度をモニターした結果、基質 DDHKの濃度が直
線的に減少するのに合わせて DHK が蓄積すること、THK-OH は反応開始 10 分から生成され
ることが明確となり、6, 8位の連続水酸化反応はステップワイズ方式で進行していることを明ら
かにした。 
以上、ActVA-5/ActVB の in vitro assay 系を最適化し、DDHK から連続水酸化反応により

T3HN というヒドロキシナフタレン型中間体を経て THK-OH へと変換されることを明らかに
した。また、ActVBは還元型フラビンを供給するだけでなく、DHK, DHK-OHというキノン体
をヒドロキノン体へ還元する活性も併せ持つことも明らかにした。 
 続いて、ActVA-5/ActVBの最適化された条件に、テトラサイクリン (TC)、オキシテトラサイ
クリン、およびクロルテトラサイクリンを供した。25 ºC, 10分間の反応後、反応液を 60 ºCで
1分間加熱し酵素を失活させ、HPLCで生成物を分析した。いずれの基質においても新たなピー
クは検出されず、TCsは ActVA-5/ ActVBの基質とならないことが判明した。 
 DDHKが三環性化合物なのに対して TCsは四環性化合物である。ActVA-5の基質結合サイト
に入らない可能性が高い。今後、X 線結晶解析やホモロジーモデリング等により ActVA-5 の基
質結合サイトを検証し、周辺のアミノ酸残基を置換し基質結合サイトの容積を大きくすれば、基
質特性が変化し TCsも基質として認識されることが期待される。 
 
2) ActVI-2及び ActVI-4の発現系と assay系の構築、機能解析 
 ActVI-2及び ActVI-4を精製した結果、単一のバンドとして得ることに成功した。 
反応液と反応温度及び時間は以下の通りとした：反応液 (100 μl), 20 mM MES (pH6.5), 1 mM 

NADPH, 0.6 µM His-ActVI-2 or His-ActVI-4, 40 µM (S)-DNPA or the other substrates, 1%(v/v) 
methanol, 30 ºC, 20~30 分間。酵素反応は 0.05 M 塩酸含有メタノールを添加して停止した。
ActVI-2 は、NADPH 存在下 10 分間で完全に、(S)-DNPA の 14,15 位を立体特異的に還元し
DDHKを生成した。補酵素を NADHに変えると全く反応が進行せず、ActVI-2の NADPH要
求性が明らかとなった。(S)-DNPAのエナンチオマー(R)-DNPAも NADPH存在下 20分間でほ
ぼ完全に epi-DDHKに変換されたが、シャント化合物の一つ DMACは変換されなかった。 
一方、ActVI-4は NADPH存在下でも(S)-DNPA, (R)-DNPA, DMACのいずれも還元しなかっ
た。DHK-OHのラクトン化誘導体にのみ活性を示したが、その変換後の構造については、今後
の検討が期待される。 
 
3) ActVI-2/ActVA-5/ActVBの三種酵素複合 assay系の構築 
 ActVI-2 の assay 系を基に、ActVA-5/ActVB の反応に必要な酵素、補酵素を加え、以下の条
件とした：反応液 (250 μl), 25 mM MES (pH6.5), 1 mM NADPH, 1 mM NADH, 5 μM FMN, 
120 U/ml catalase, 0.6 µM His-ActVI-2, 1 µM His-ActVB, 1 µM His-ActVA-ORF5, 40 µM (S)-
DNPA, 1%(v/v) methanol。基質を供し 25 ºC, 30分間反応させた。加温による酵素失活はせず、

 
図 3. ActVA-5/ActVB反応の経時変化． 

2: DDHK, 7: DHK, 8: THK-OH, 9: DHK-OH. 
(A) the standard assay; (B) the assay with a 
reduced concentration (one-fifth) of ActVA-5 
(means ±S. E., n = 3) 



反応開始後 30分に反応液の一部（10 µL）を HPLCに供し、生成物を確認した。 
(S)-DNPAは完全に消失し、ActVI-2の生成物 DDHKと、ActVA-5/ActVBの中間生成物 DHK
が蓄積した。しかし、THK-OH 及び DHK-OH は生成せず、2 段階目の 8 位水酸化は進行しな
かった。ActVA-5/ActVBの assayでは、基質濃度が 25 µM以上だと DHKにより 8位水酸化が
阻害される可能性が高い。本検討においては、ActVI-2 の条件に合わせて(S)-DNPA 濃度を 40 
µMとしたため、DHKの濃度が高すぎ阻害されたと考えらえれる。 
また、(S)-DNPA の 3 位エナンチオマーである(R)-DNPA を基質としたところ、30 分後に完
全に消失し、3epi-DDHK 及び 3epi-DHK が検出された。ActVA-5/ActVB は、反応効率は少し
低下するものの、15epi-DDHKを 15epi-THK-OHに変換する。ACT生合成中間体の 3位、15
位の立体化学は ActVI-2, ActVA-5の活性に大きな影響を及ぼさないことが明らかとなったこと
に加え、これらを利用して ACT及び各種中間体の立体異性体を得られることが判明した。 
 
4) 結論 
 大腸菌のテトラサイクリン耐性率を低下させるため、TetR タンパクと相互作用する化合物の
探索を考え、ACT生合成を in vitroで再構成したうえで生合成工学的に新規化合物を種々創出
し探索源として利用することを目的とした。 
 ActVA-5/ActVBの in vitro assay系の最適化に成功し、反応の経時的分析から、6, 8位の水酸
化反応は別の ActVA-5 タンパク分子によって制御されるステップワイズ方式で進行することを
明らかにした。フラビン還元酵素 ActVB が、還元型フラビンを ActVA-5 に供給するだけでな
く、反応生成物が自動酸化された際に還元し、生合成ルートに戻す働きをする二機能性タンパク
であることを明らかにした。また、その一方、残念ながらテトラサイクリン類は基質とならない
ことも明らかとなった。 
 ActVI-2, ActVI-4の発現系と in vitro assay系の構築にも成功した。ActVI-2は(S)-DNPAの
みならず(R)-DNPAもエノイル還元するすることを明らかにした。一方、ActVI-4の基質同定に
は至らず、更なる検討が必要である。 
 ActVI-2/ActVA-5/ActVB の三種酵素複合 assay系では、エノイル還元と 6位水酸化反応の二
反応のみ、連続進行することを確認できた。8位水酸化が進行しなかったのは、中間生成物によ
る基質阻害のためと考察した。基質濃度や酵素濃度の最適化により、三反応の連続進行も実現可
能と思われる。ActVI-2の基質(S)-DNPAまでの in vitro再構成は既に実現しており 7)、本研究
の成果と組合わせることで、ACT生合成の in vitro再構成は、最終反応である二量化反応を残
すのみで大半を達成したこととなる。今後、ACT 生合成の個々の反応がより詳細に解明される
と共に、様々な新規化合物が創出され、テトラサイクリン耐性率の低下を始め、医療・衛生分野
で有効利用されるものと期待する。 
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