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研究成果の概要： 
 放線菌が生産する抗菌性物質 FR-900848は他に類例のない特異なポリシクロプロパン構造を
有する。この化合物が生産されるメカニズムの鍵となる中間体および骨格形成の時期について、
初めて実験的証拠を得た。また、FR-900848 の生産に関与する酵素遺伝子の探索を行い、遺伝
子取得に向けた基盤を構築して新奇遺伝子発見への道を開いた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 シクロプロパン環は天然有機化合物に
広く存在し、多様な薬理活性に寄与する重
要な官能基である。興奮性伝達物質である
グルタミン酸受容体の拮抗薬研究に代表
されるように、シクロプロパンは炭素̶炭
素２重結合とは異なる反応性を示し、分子
の立体配座を固定することで活性を発現
することが知られている。 
 FR-900848（1）は放線菌 Streptoverticillium 
fervensが生産する抗菌活性物質であり、非

常に珍しい連続したポリシクロプロパン
構造を有する（Figure 1）。1990年に藤沢薬
品工業により単離・構造決定がなされ、植
物病害菌に対する防除効果が報告されて
いる。類縁化合物は U-106305 が知られて
いるだけで、生合成研究の報告もこの１例
のみである。これらの生合成酵素について
は全く不明であり、今後はシクロプロパン
合成酵素（CP）も含めた酵素遺伝子の探
索が重要となってくる。 
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 近年、本研究者は 1の生合成起源を実験
的に明らかにした。不飽和脂肪酸部位は酢
酸ユニット（アセチル CoA）を２炭素の伸
張単位として構築されるポリケタイドで
あり、シクロプロパンの CH2炭素は L-メ
チオニン由来であることが判明した。従っ
て不飽和脂肪酸部位の炭素鎖はポリケタ
イド合成酵素（PKS）により構築されてお
り、シクロプロパンの導入を含む生合成経
路については Path A、Path Bの２通りが考
えられる（Scheme 1）。Path Aは炭素鎖伸
張に伴って段階的にシクロプロパンが導
入されていき、最終的にジヒドロウリジン
部位（2）と縮合して 1 が生合成される。
Path B は炭素鎖伸張の完了後にポリエン
中間体に対してシクロプロパン化反応が
起こる。これらの生合成経路は以前より提
唱されてきたものの、現在のところ証明は
なされていない。そこで、1 のポリシクロ
プロパン部位の生成機構を生合成酵素の
レベルで解明するべく研究を開始した。 
 

２．研究の目的 
 
１）1 の生合成におけるシクロプロパン導
入経路を実験的に明らかにする 
２）1の生合成酵素遺伝子の探索 
 
３．研究の方法 
 
１）抗菌性物質  1 の生合成中間体は、 
(1R,2R)-2-methyl-1-cyclopropane-carboxylic 
acid (Scheme 2, 3) と予想されたので、これに
相当する重水素標識アナログを合成して生
産菌へ投与し、代謝生成物の解析を行った。
中間体アナログは 3 および比較対象として
鏡像異性体 ent-3 についても合成・投与実験
を行った。これらを生産菌に投与した際に、
生体内で代謝された後に生合成経路に取り
込まれる可能性を否定するため、分子内の２
カ所を重水素標識した中間体アナログ（4）
も実験に供することにした。重水素標識体の
合成を種々検討し、3、ent-3 および 4 を合
成した（Scheme 2）。2-propyne-1-ol（5）から
４段階で 8を合成し、既知の方法によりシク
ロプロパン環を導入して 10 および ent-10 と
した。RuCl3 酸化によりカルボン酸として
SNAC（N-acetyl cysteamine）エステル 3およ
び ent-3に変換した。4は 5から３段階で得ら
れる[4,4,4-2H3]-2-butyne-1-ol の LiAlH4還元の
後に重水処理して 11 を合成し、3 と同様に
SNAC エステルまで導いた。これら中間体ア
ナログを 1の生産菌に投与して培養し、生成
した 1 の水酸基をアセチル化後に、重水素
NMRを測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Reagents and conditions: i) TBDPSCl, imidazole, 
DMF, 25 °C; ii) BuLi, CD3OTs, THF, 25 °C; iii) 
HF–pyridine, THF, 25 °C; iv) LiAlH4, NaOMe, 
THF, -10 °C; v) CH2I2, Et2Zn, CH2Cl2, 0 °C; vi) 
RuCl3, NaIO4, CCl4–H2O–CH3CN, 25 °C; vii) 
N-acetylcysteamine, DCC, Ph3P, DMAP, CH2Cl2, 
0 °C; viii) LiAlH4, NaOMe, THF, -10 °C, then 
D2O. 
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２）FR-900848 の生合成酵素遺伝子のうち、
脂肪酸部位はポリケタイド合成酵素（PKS）
により生合成され、ポリエンを生成するドメ
インの組を基本に持つと考えられた。よって、
これまで知られている放線菌の PKS 遺伝子
との相同性を元に、生合成遺伝子クラスター
の探索を行った。FR-900848 の生産菌からゲ
ノム DNAを抽出し、制限酵素処理で 40kb 程
度のサイズとした断片から fosmid ライブラ
リを作製した。異なる種間でよく保存されて
いる PKS の KS の遺伝子配列をもとにして、
degenerate PCRを行った。その結果、既知の
ポリエンマクロライド化合物の KS と相同性
を持つ DNA 断片が得られたので、この断片
をプローブにしてコロニーハイブリダイゼ
ーションとサザンハイブリダイゼーション
によるスクリーニングを経て、得られた陽性
fosmidのショットガンシークエンス解析を行
った。 
 
４．研究成果 
 
１）上記実験の結果、中間体アナログの標
識位置に対応する化学シフトに重水素シグ
ナルが観測され、3 および 4 の取り込みが
確認された（Figure 3）。4 についてはシグ
ナルの積分値の比が 4 の重水素化率を反映
した結果となった。また、アナログ ent-3 は
取り込まれなかったことから、生合成酵素
は鏡像異性体を明確に区別していることが
示された。以上のように、生合成における
ポリケタイド伸長反応と平行してシクロプ
ロパン環が構築される（Scheme 1, Path A）
ことを初めて実験的に証明した。今後、化
合物 1 の生合成酵素遺伝子を探索するうえ
で重要な情報となる。 
 大腸菌や結核菌の細胞壁脂質成分に由来
する脂肪酸に働くシクロプロパン合成酵素
（CP）は以前から知られているが、その反
応は孤立炭素–炭素２重結合に S-アデノシ
ルメチオニン（SAM）が求電子剤として作
用するものである（Scheme 3, a）。これに対
して SAM が求核剤として作用し、α,β-不
飽和チオエステル中間体を経由する反応機
構（Scheme 3, b）も提唱されていたものの、
そのいずれであるかはこれまでのところ不
明であった。今回の結果は後者のメカニズ
ムを支持しており、更に、ポリケタイド合
成酵素と協同的に働く新規 CP の関与を示
唆している。 
 
２）生合成遺伝子探索の結果、放線菌
Streptomyces natalensis と avermitilis にそれ
ぞれ由来するマクロライドPimaricinおよび
Filipin に類似の生合成遺伝子が得られた。
それらが持つATドメインの数と ERドメイ
ンの存在は、予想する生合成遺伝子とは異

なるものであった。従って、このプローブ
で検出されないか感度の弱い他の fosmid中
に目的の生合成遺伝子クラスターが存在す
る可能性が示唆された。また、先の
degenerate PCR では他に粘液細菌由来の
PKSに類似する DNA断片も得られており、
今後はこれをプローブにして目的遺伝子を
取得できる可能性がある。以上のように、
化合物 1 の生合成遺伝子クラスター取得に
向けた基盤を構築し、新奇 PKS遺伝子発見
への道を開いた。 
 これまでのところ、１）で示唆されたメ
カニズムの反応を触媒する酵素は発見例が
無い。また構造の特異性や予想生合成経路
から、新規 PKSドメインの存在が強く示唆
される。有機合成化学においてポリエン化
合物へ自在にシクロプロパンを導入するこ
とは困難であり、探索の目的とする酵素遺
伝子は、酵素反応を利用したシクロプロパ
ン環合成法の開発にも繋がるものである。
将来的には他のポリケタイド合成酵素と組
み合わせることで、新規抗生物質開発への
応用も期待される。 
 
Figure 3 
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