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研究成果の概要（和文）：  
 
リベロマイシン生合成遺伝子クラスターの遺伝子破壊株を作製し、蓄積した中間代謝物の単

離・構造解析を行った。これにより生合成経路の推定に必要な多くのリベロマイシン類縁体の
構造が明らかとなった。さらに異種発現酵素を用いて反応を解析した結果、RM-A1a(トリオール
中間体)を基質としてジヒドロキシケトン合成酵素(RevG)及びスピロアセタール環化酵素
(RevJ)により立体特異的にスピロアセタール環を形成する新規反応が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We disrupted reveromycin biosynthetic gene cluster and analyzed the structure of 

biosynthetic intermediates isolated from each disruptant. We identified various 
reveromycin derivatives required for the speculation of its biosynthetic pathway. 
Moreover, the analysis of biosynthetic mechanisms using RM-A1a (triol intermediate) and 
recombinant enzymes resulted in the identification of dihydroxy ketone synthase (RevG) 
and spiroacetal synthase (RevJ), which are involved in stereospecific spiroacetal 
formation. 
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１．研究開始当初の背景 

放線菌は二次代謝産物の宝庫であり、医薬
品や生命現象を解明するバイオプローブな
ど多くの化合物を生産する。近年、放線菌の
ゲノム解析が行われ、二次代謝物生産に関わ
ると予想される多数の生合成遺伝子クラス
ターが見出されている。クラスター中には、
相同性検索による機能推定が困難な遺伝子
群が存在し、これらの解明はポストゲノム時
代の重要課題である。  

これまでに、骨粗鬆症治療薬として開発が
期待されているリベロマイシン Aを生産する
放線菌 (Streptomyces reveromyceticus)の
ゲノム配列解析と遺伝子機能アノテーショ
ンを進め、機能未知遺伝子群を含む全長約 90 
kb のリベロマイシン生合成遺伝子クラスタ
ーを同定していたが、生合成機構の解明は進
んでいなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、リベロマイシン生合成遺伝子
クラスターに存在する新規ポリケチド修飾
酵素群の中で、有機化学的には困難だが、酵
素的には容易な反応に着目した。創薬シーズ
導出にむけた新規誘導体の創製手法の開発
を目指し、未知の酵素反応の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
リベロマイシン生合成遺伝子クラスター

の全遺伝子破壊を効率的に進めるために、
λRed システムを用いた。これまで、破壊ベ
クター作成は制限酵素サイトに依存し、ベク
ター構築に時間を要していたが、効率的組み
換えが可能な大腸菌システムを利用するこ
とで、標的遺伝子部位への耐性遺伝子導入や
必要に応じた耐性マーカーの in frame 除去
を行なった。 

リベロマイシン生産菌への遺伝子導入は、
接合法を用いた。上記のように作製した遺伝
子破壊ベクターを用いて、リベロマイシン生
合成遺伝子クラスターの各遺伝子の破壊を
行い、サザンハイブリダイゼーションにより
遺伝子破壊株を確認した。その後、破壊株を
培養し、代謝産物を LC/MSを用いて解析した。
蓄積する生合成中間産物を単離・精製し、構
造決定を行なった。 

中間代謝産物は、破壊された遺伝子産物で
ある酵素の基質と考えられるため、大腸菌ま
たは放線菌を用いた異種発現系を用いて酵
素の大量発現・精製を行い、生化学的反応を
解析した。 
 
４．研究成果 

遺伝子破壊と中間代謝産物の解析：リベロ
マイシン生合成遺伝子破壊株を作製し、蓄積
した中間代謝産物の単離・構造解析を行った

結果、生合成経路を推定するために必要な多
くのリベロマイシン類縁体(RM-A1a, RM-T な
ど)の構造が明らかとなった。一方、不安定
な中間体を経由する場合には代謝中間産物
の特定が困難であることから、異種発現酵素
を用いて反応を解析した。その結果、
RM-A1a(トリオール中間体)を基質としてジ
ヒドロキシケトン合成酵素(RevG)及びスピ
ロアセタール環化酵素(RevJ)により立体特
異的にスピロアセタール環を形成すること
が明らかになった。これまでに非酵素的に進
行すると考えられてきた脱水環化反応に酵
素が関与することが初めて示された。立体特
異的スピロアセタール化合物を化学合成す
ることは困難であるため、RevG 及び RevJ を
用いた酵素的合成法は新規化合物創製につ
ながる。 
 

2. 生化学反応の解析：異種発現が困難であ
ったフラビンアデニンジヌクレオチド(FAD)
依存酵素の可溶化条件を検討した。大腸菌の
コドン使用頻度を考慮することにより、FAD
が結合した高活性の酵素を調製することに
成功した。また、脂肪酸-ポリケチドハイブ
リット形成に必要な鍵酵素(脂肪酸-CoA リガ
ーゼ)を調製し、反応条件を検討した結果、
飽和及び不飽和脂肪酸に関わらず広い基質
特異性を有する事が明らかとなった。 
 
3. X 線結晶解析：P450 の結晶構造をもとに
してアミノ酸の部位特異的変異導入を行っ
た。変異導入後の活性減少が問題であり、活
性を損なわない部位への変異導入を検討し
た。FAD 依存酵素、脂肪酸-CoA リガーゼにつ
いては、結晶解析に適した、良好な結晶の創
出に向けた条件を検討した。 

 

以上、基盤研究(C)補助金を得ることにより
Nature Chemical Biology への論文掲載を筆
頭として リベロマイシン生合成について飛
躍的な研究成果を上げることが出来た。 
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