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研究成果の概要： 
一般に、抗生物質の生合成における後期修飾過程は、化合物の構造や物性、ひいては生

理活性を大きく変える過程であり、その詳細な反応経路・反応機構の解明は、新薬創製を
目指す上で必要不可欠なものである。 

Streptomyces coelicolor A3(2)の生産する芳香族ポリケタイド抗生物質 actinorhodin 
(ACT)の生合成後期修飾過程においても二段階の酸化反応が必要であり、これら反応は生
合成酵素 ActVA-6 および ActVA-5 によってそれぞれ触媒されると考えられてきた。しか
し、ACT の類縁化合物の生合成研究が進み得られた知見から、以前に提唱されてきた
ActVA-6, ActVA-5 の酵素機能と生合成仮説に疑いが生じた。よって、ActVA-6, ActVA-5
の生合成経路における真の機能を解明すべく、遺伝子破壊体および遺伝子再構築系の組換
体を作成し代謝産物を分析した。また、ActVA-6, ActVA-5 それぞれを大腸菌で発現し、精
製したタンパクと各種アナログ基質を用いて酵素機能を検討した。こうした in vivo、in 
vitro 両実験系から、ActVA-5, ActVA-6 に関する重要な知見を新たに得ることに成功し、
以前とは異なる新たな生合成仮説を提唱することができた。 
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１．研究開始当初の背景 

 
微生物や植物の生産する二次代謝産物の

多くは複雑な構造を有し様々な生理活性を
示す。こういった天然有機化合物には、現在
の有機合成化学技術では実現困難な構造が
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多く残されており、分子生物学的手法の発展
は、微生物、特に放線菌の抗生物質生合成の
多面的な研究と解明を可能にし、人工的な遺
伝子改変や、発現タンパクを用いた試験管内
での生合成の再現・改変を可能にし、ひいて
は新規生理活性物質の創製への応用が期待
できる。 

 
Type II polyketide synthase (PKS)を含む

一連の酵素群によって生合成される放線菌
由来芳香族ポリケタイド化合物には、
doxorubicin (adriamycin) のように抗菌活
性だけでなく抗腫瘍活性を示すものも比較
的多く発見されており、臨床への応用が期待
されている。ポリケタイド生合成のこれまで
の研究の多くは生合成初期に焦点が当てら
れてきたが、最終産物の構造および活性の多
様性は、主に生合成後期修飾過程で生じるも
のであるから、後期修飾過程の解明は、生合
成工学的に新規化合物を創製するうえで重
要である。 

 
本 研 究 で は 、 Streptomyces coelicolor 

A3(2) の生産する芳香族ポリケタイド抗生
物質 actinorhodin (ACT、Fig.1)を題材とし
て用いる。ACT はナフタザリンニ量体という
特異な構造を有し、酸性で赤色、アルカリ性
で青色を呈することからその生産の有無を
視覚的に簡便に検出できる。このため 1960
年代の早い時期から生合成研究が進められ、
その成果は放線菌遺伝学の進展にも大きく
寄与した。 

 
 

 
 

 
Fig.1 Actinorodin (ACT) の構造 

 
 
 
 

 
Fig.2 ACT 生合成遺伝子クラスター 

赤色: actVA-5, 青色: actVA-6, 緑色: actVB 
 

ACT の生合成は、ゲノム上 22 遺伝子から
なる 22kbp の大きさの生合成遺伝子クラス
ターによって制御されている。これら 22 個
の遺伝子それぞれの機能が、生合成経路とと
もに明らかにされてきたが、機能未知の遺伝
子がまだ複数存在しており、それらは特に生
合成後期の修飾過程（tailoring steps）に関
わるもので、この tailoring steps の全貌はま
だ明らかにされていない。加えて、これまで
に提唱されてきた遺伝子機能は、塩基配列お
よびその遺伝子産物のアミノ酸の一次配列

の相同性から推定されたものが多く、実験的
な検証の結果、推定遺伝子機能および推定生
合成経路を改める必要がでることもしばし
ばである。 
 
また、生合成の遺伝子･酵素･機能について

は、かつては｢一遺伝子・一酵素・一機能｣と
いうように遺伝子産物の機能は一義的なも
のと思われていたが、実際には、ひとつの酵
素が数段階の反応に関与しているケースや、
他の酵素が補酵素的に機能し共同して一つ
の機能を発現することもあることが判明し
てきたため、生合成研究は慎重に進める必要
があると、認識されるようになった。 

 
 

２．研究の目的 
 
化合物の生合成における酸素の添加は、化

合物の極性や物性、ひいては生理活性を大き
く変化させるため、新規医薬品またはそのリ
ード化合物の創製を目指すうえで、詳細に理
解しなければならないものである。この観点
から、ACT 生合成後期修飾過程にける 2 段階
の必須の酸化反応、すなわち、生合成中間体
6-deoxydihydrokalafungin (DDHK)6位への
酸素添加によるキノン形成と、それに続く
dihydrokalafungin (DHK)8 位への水酸基導
入（Fig.3）もまた、その制御機構を解明すべ
き重要な問題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3 ACT 生合成後期修飾過程における 

二段階の酸化反応スキーム 
 

ACT 生合成遺伝子の塩基配列解析から、
actVA-6 は他の monooxygenase に相同性を
示し、また遺伝子クラスター中 actVA-6 の上
流に位置する actVA-5が他の芳香族ポリケタ
イドの生合成に関わる hydroxylase に相同性
を示した。このことから、actVA-6 のコード
するタンパク ActVA-6 が 6 位キノン形成、つ
まり DDHK から DHK への変換（Fig.3）を
触媒し、ActVA-5 が DHK の 8 位水酸化（Fig. 
3）を触媒すると推定された。これらの知見
に基づき、ActVA-6の精製タンパクは in vitro 
assay 系で DDHK の四環性アナログ基質に



 

 

酸素を添加しキノンを形成することが示さ
れた。さらにタンパクの結晶化と X 線結晶解
析も行われ、得られた結果はこの機能仮説を
支持するものであった。（Sciara, G., et al., 
(2003) EMBO J., 22, 205-215.） 

 
一方、ActVA-5 についても in vitro 実験系で
の検討が行われ、嫌気性条件下で、変換効率
が低いながらも、DHK（Fig.3）の 8 位を水
酸 化 す る こ と 、 さ ら に ActVA-5 が
hydroxylase として機能するためには、
flavin:NADH oxidoreductase として機能す
る ActVB が必須であることが示された。
（Valton, J., et al., (2006) J. Bio. Chem., 
281, 27-35.） 
 
 上に述べたように、バイオインフォマティ
クスおよび生化学的検討から、ActVA-6 が 6
位キノン形成を触媒し、ActVA-5 が ActVB
と two-component system を構築し 8 位水酸
化を触媒するという推定は理に適っている
ようにみえる。しかしながら、ACT の類縁化
合物である granaticin （ GRA と略、 S. 
violaceoruver Tü22 由 来 ） お よ び
medermycin（MED と略、Streptomyces sp. 
AM-7161 由来）の生合成遺伝子クラスター
を ACT のそれと比較すると、GRA, MED と
も構造上 6位にはキノンが形成されているに
もかかわらず、遺伝子両クラスターに Act 
VA-6 の相同遺伝子は存在せず、かわりに
ActVA-5, ActVB はよく保存されている。さ
らに、MED は構造上 8 位に水酸基がないこ
とから、MED クラスター中の ActVA-5 相同
遺伝子産物が hydroxylaseとして機能してい
るとは考え難い。 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.4 GRA と MED の構造 

 
 こういった状況に基づき、「actVA-5 がコー
ドするタンパクは、hydroxylase に相同性を
示しながらも水酸化ではなく酸化を触媒す
る新規の monooxygenase である」という仮
説を新たに立て、この仮説について再度詳細
に検討し、特に in vivo での ActVA-6, ActVA- 
5 両酵素の機能と生合成経路への関連を解明
することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
i) 遺伝子破壊体の代謝産物分析 

まず、S. coelicolor M510 株を親株（以降
wild type, WT と表記）として actVA-6 破壊
体（以降∆actVA-6 と表記）、actVA-5・actVA-6
二重破壊体（∆actVA-5,6）を作成した。act 
VA-5 は actVA-6 の上流に隣接し翻訳共役し
ているため、actVA-5 破壊は actVA-6 にも影
響を与えることが想定されたため、二重破壊
体とした。 

ActVA-5 が in vitro assay で 8 位水酸化活
性を示すには ActVB が必須であるという
Valton らの知見から、ActVB 破壊体（∆act 
VB）と、さらに actVA-6・actVB 二重破壊体
（∆actVA-6∆actVB）を作成した。 

 
∆actVA-5,6 については、actVA-5, actVA-6

それぞれを単独で導入した相補株を作成し、
相補実験も行った。 

 
作成した破壊体はすべて、WT と共に

R5MS 寒天培地および R5MS 液体培地で培
養し、液体培養については培地上清を直接
HPLC に供し、培地中の代謝産物を分析・比
較した。 
 
ii) 遺伝子再構築系による機能検討 

S. coelicolor A3(2)から ACT 生合成遺伝子
クラスター全域を欠損させた株 CH999 に、
生合成遺伝子を必要とされる順番で導入し
ていくと、生合成の途中までの経路を再構築
し、中間体、もしくは shunt product を生産
させることができる。 

 
上記方法 i)で得られた知見に基づき、生合

成の途中段階までを再構築することを試み
た。この際に得られた S. coelicolor CH999
の組換体の代謝産物については、i)と同様に
培養・HPLC 分析を行った。 
 
iii) in vitro 実験系での機能解析 
 i), ii)で in vivo での機能を検討した
ActVA-6, ActVA-5, ActVB について、His-tag
融合タンパクを大腸菌で発現させ、ニッケル
キレートカラムで精製したタンパクを用い
て in vitro assay を行った。アナログ基質に
は emodinanthrone など、構造の類似してい
る市販品を用いた。（次の「成果」項目を参
照。） 
 

Assay mixture の組成は既報（Valton, J., 
et al., (2006) J. Bio. Chem., 281, 27-35.）に
従ったが、反応は通常の酸素濃度条件化で行
っ た 。 反 応 後 の 酢 酸 エ チ ル 抽 出 物 を
LC/TOF-MS にて分析した。 

 
 
４．研究成果 
 



 

 

i) 遺伝子破壊体の代謝産物分析 
WT、∆act VA-6, ∆actVA-5,6 を同条件で培

養し、培地中の代謝産物を HPLC で分析・比
較したところ、∆act VA-6 の代謝産物プロフ
ィールは WT のそれとほぼ同様で、最終産物
ACTおよびACTのラクトン体であるγ-ACT、
γ’-ACT を同程度生産した。このことから、
ActVA-6 の in vivo における生合成への寄与
はわずかなものであると考えられた。 
これに対して、∆actVA-5,6 は ACT 類を一

切生産せず、代わりに新規黄色化合物を蓄積
することが明らかとなった。この新規化合物
を単離・精製し、併せて[1,2-13C2]酢酸の取込
実験も行い、新規の perylenequionone 型
shunt product で あ る と 構 造 決 定 し 、
actinoperylone (ACPL)と命名した。ACT 生
合成における 6 位キノン形成とは、生合成中
間体 DDHK の 6 位に酸素が添加される反応
であるが、ACPL の構造は、DDHK の 6 位
に酸素が添加されることなく二量化したこ
とを示唆するものであった（Fig.5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 5 Actinoperyloneの構造と推定生成経路 
 
また、∆actVA-5,6 に actVA-5, actVA-6 そ

れぞれを単独で導入した相補実験において
actVA-5 で相補した場合のみ、ACT 類の生産
が回復することを確認した。 
以上の結果から、6 位キノン形成について、

この反応を触媒するとそれまで信じられて
きた ActVA-6 の寄与はわずかであり、Act 
VA-5 が主に機能し触媒しているということ
を示した。 

 
続いて、∆actVB が ACT 類（WT の 30%

程度の量）と ACPL を同時に生産・蓄積する
ことが明らかとなった。このことは、「in vivo 
においても ActVA-5 が機能するには ActVB
が必要であるが、actVB 破壊により ActVA-5
が機能しなくなったために生合成が DDHK
で止まり ACPL が蓄積された。ただし、Act 
VA-6 は存在しており、わずかながら 6 位キ
ノン形成を触媒したために少量の ACT 類と
ACPL が同時に蓄された」ということを示唆
すると説明できる。 
さらに∆actVA-6∆actVBはACPLのみを蓄

積することが明らかとなり、上の説明を支持

するものであった。 
 
ここまでの小括として、ACT 生合成におけ

る 6 位キノン形成を主に触媒するのは
ActVA-5 と ActVB によって構成される two- 
component monooxygenase system であり
（Fig.5）、ActVA-6 は、ActVB が機能しなく
なったときに代替経路として機能する、とい
う推定経路を新たに提唱した。 
 
 
ii) 遺伝子再構築系による機能検討 
 これまでに判明している ACT 生合成経路
では、生合成中間体(S)-DNPA の 14,15 位の
二重結合が立体特異的に還元され DDHK に
変換され、この DDHK の 6 位に酸素が添加
されキノンが形成され DHK に変換される。
この(S)-DNPA から DDHK への立体特異的
還元は ActVI-2 が触媒すると、塩基配列の相
同性および遺伝子破壊実験から考えられて
きたが、実験による直接的な証拠は得られて
いなかった。そこで、(S)-DNPA の生合成ま
でに必要な遺伝子すべてを有する plasmid, 
pIJ5660と、ここにactVI-2を加えたpIJ5658
の 2 種の plasmid で S. coelicolor CH999 形
質転換し、得られた形質転換体の代謝産物を
比較した。 
 結果、CH999/pIJ5660 が確かに(S)-DNPA
を生産するのに対し、actVI-2 を加えた CH 
999/pIJ5658 から(S)-DNPA は検出できず、
変わりに ACPL が蓄積されることが明らか
となった。ACPL は DDHK のであるから、
この結果から、ActVI-2 はたしかに、(S)- 
DNPA を還元し DDHK を与える、というこ
とを証明したといえる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.6 ActVI-2 による(S)-DNPA から DDHK

への変換と ACPL の生成 
 

尚、DDHK が二量化して ACPL となるに
は、他の酵素による触媒が必要と思われ、他
の研究例から、P450 が関与している可能性
が高い。しかしながら ACT 生合成遺伝子ク
ラスターには P450 型遺伝子は存在しない。
よって、DDHK から ACPL への二量化は、
ACT 生合成遺伝子クラスターの外にある
P450 遺伝子が関与する可能性が高い。 



 

 

iii) in vitro 実験系での機能解析 
 6 位キノン形成反応の基質となるのは
DDHK であるが、安定性の問題から単離は不
可能である。そこで、構造が比較的類似して
いる emodinanthroneをアナログ基質として、
in vitro でのキノン形成活性を検討した。 
 ActVA-6 は他の補酵素を一切必要とせず、
in vitro で emodinanthrone を emodin に変
換することを確認した。（Fig.7） 
 一方、ActVA-5 は、ActVB, NADH, FMN
が共存した場合のみ 6 位キノン活性を示し、
emodinanthrone を emodin に変換すること
を確認した。また、emodinanthrone と構造
の 類 似 し て い る 三 環 性 化 合 物 で あ る
anthrone、dithranol もアナログ基質として
検討したところ、それぞれ anthraquinone
および chrysazin に変換されること（Fig.7）、
つまり ActVA-5/ActVB system はこれらの化
合物に対してもキノン形成活性を示すこと
を明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.7 ActVA-5/ActVB system の in vitro 反
応で用いたアナログ基質および反応生成物 

 
 
なお、この反応系において、 emodin- 

anthrone、anthrone、dithranol のそれぞれ
の構造上、ACT の 8 位に相当する部分が水酸
化された化合物を検出することはできなか
った。 
 また、この 6 位キノン形成が確認できる条
件で、これまで 8 位水酸化の基質と思われて
きた DHK を in vitro assay 系に供したとこ
ろ、Valton らが DHK-OH（Fig.3）として報
告しているような化合物は検出できず、代わ
りに kalafungin（KAL）に酸素が 1 分子添
加したと思われる化合物が検出できた。この
化合物の吸光スペクトルはナフタザリン様
化合物のものとは異なることから、Valton ら
の報告とは異なる結果が得られた。 
また negative control との比較から、

ActVA-5/ActVB system は、反応溶液中 DHK
から自然に変換されて（自動酸化で）できる
KAL を基質としている可能性が高まった。 
 
総括 
以上、in vivo、in vitro 両実験系において、

ActVA-5/ActVB monooxygenase system こ
そが ACT 生合成における 6 位キノン形成を
触媒するものであり、ActVA-6 は代替経路と
して機能するということを明らかにし、新し
い ACT 生合成経路（Fig.8）を提唱した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.8 ACT 生合成における 15 位立体特異的
エノイル還元と 6位キノン形成に関する新し

い推定経路 
 
 

ActVA-5はアミノ酸一次配列の相同性検索
からは hydroxylase として推定されるもので
ある。また、これまでの in vitro 実験系から
提唱された 8 位水酸化への関与も、本研究か
ら否定されるものではなく、また我々の in 
vitro 実験の結果からも、6 位キノン形成のほ
かに酸素導入を触媒する可能性が強く示唆
されている。 

ActVA-5/ActVB system に DHK を供して
得られる化合物の構造決定、反応系の最適化
などから、ActVA-5/ActVB system の反応制
御機構を詳細に解明することが今後の課題
となる。 
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