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研究成果の概要（和文）：キチナーゼ阻害物質アロサミジンの示す抗喘息作用の機能解析を行い、

アロサミジンプローブと結合するキチナーゼ様タンパク質を鍵タンパク質として同定した。他

のアロサミジンターゲット候補タンパク質を含めて組換体タンパク質発現系を確立し、アロサ

ミジン類との相互作用解析等による抗喘息作用解明の基盤を築いた。アロサミジン生合成遺伝

子クラスターの一部の取得に成功し、アロサミジンの放線菌に対するキチナーゼ生産促進作用

の環境中での役割を探るための基盤を築いた。 
 
研究成果の概要（英文）：Allosamidin, a chitinase inhibitor, shows anti-asthmatic and 
chitinase production promoting activities toward mammals and Streptomyces bacteria, 
respectively. Allosamidin photo-affinity probe was used to identify a chitinase-like protein 
as a key allosamidin-binding molecule for anti-asthmatic activity of allosamidin. 
Expression systems to obtain recombinant candidate proteins for allosamidin’s target 
molecule including the chitinase-like protein were constructed. Gene cluster responsible for 
allosamidin biosynthesis was obtained, which is useful for investigating the role of 
allosamidin in environment.    
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者が１９８６年に発見したアロ
サミジンは放線菌の代謝産物であり、キチン
ミミックの擬似三糖構造を有し（図３）、キ
チナーゼの触媒活性部位に触媒遷移状態ホ
モログとして強く結合する。アロサミジンは
種々の生物におけるキチナーゼの生理的役
割の解明に用いられて来たが、近年アロサミ
ジンの有する２つの生理作用が新たに見出

された。一つは、喘息マウスに対する抗喘息
作用であり、もう一つは放線菌に対するキチ
ナーゼ生産促進作用である。アロサミジンの
抗喘息作用のターゲット分子の解明は新た
な作用点を有する抗喘息剤の開発に有用で
あり、喘息発症メカニズム解明の基礎研究と
しても重要である。また放線菌のキチナーゼ
生産に関与するアロサミジンの作用解明に
も大きな意義がある。土壌には昆虫やカビ由

機関番号：１２６０１ 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2008 ～ 2010   

課題番号：２０３８００６６ 

研究課題名（和文） アロサミジン分子を基盤としたケミカルバイオロジーの新展開 

                     

研究課題名（英文） Development of chemical biology based on allosamidin molecule  

 

研究代表者 

作田 庄平（SAKUDA SHOHEI） 

東京大学・大学院農学生命科学研究科・准教授 

 研究者番号：８０１９２０８７ 

 



来のキチン質が多く存在し、土壌微生物にと
ってキチンは重要な栄養源である。放線菌は
土壌のキチン分解における主役でありその
キチナーゼ生産調節は環境中のキチン代謝
さらには生態系に大きな影響を与えると考
えられる。アロサミジンはその中で鍵となる
シグナル物質として機能する可能性がある。
以上より、研究代表者はアロサミジンの持つ
それら生理活性の作用機構を分子レベルで
解明することを目的に研究を進めている。本
研究開始当初での知見は以下の通りであっ
た。 

抗喘息作用におけるアロサミジンのター
ゲット分子は当初、喘息マウスの肺において
発現が誘導される哺乳類酸性キチナーゼで
あるとされていた。しかし、研究代表者らは
アロサミジン類縁体であるデメチルアロサ
ミジン（図３）がアロサミジンよりはるかに
優れた抗喘息作用を示し、両者の活性の違い
は酸性キチナーゼに対する阻害活性の違い
によるものではないことを明らかにした。即
ち、酸性キチナーゼだけではデメチルアロサ
ミジンの強い抗喘息作用は説明できず、抗喘
息作用において重要なアロサミジン類のタ
ーゲット分子が別に存在することが示唆さ
れた。 
放線菌のキチナーゼ生産促進活性では、ア

ロサミジンがキチン分解物の作用により放
線菌の菌体外に放出され、キチナーゼ遺伝子
の上流にコードされるタンパク質で構成さ
れる二成分制御系のセンサー部位に作用す
ることでキチナーゼ生産を促進することが
明らかとなった。しかし、アロサミジンの作
用の詳細な分子機構には不明な点が多く残
されており、また環境中での役割については
全く不明である。 
 
２．研究の目的 
 喘息は、抗原によって活性化された Th2 細
胞より分泌されるインターロイキン 13
（IL-13）が主なサイトカインとして機能し、
そのシグナルが好酸球の活性化、ケミカルメ
ディエーターの分泌を促し、気管支収縮等が
おこり発症するとされる（図１）。アロサミ
ジンは IL-13 投与で誘導した喘息マウスにお
いて好酸球の活性化等の喘息症状を緩和す
ることよりそのターゲット分子は IL-13 の下
流でシグナル分子として機能すると考えら
れた。従って、アロサミジンのターゲット分
子としては IL-13によって発現が誘導されア
ロサミジンによってその機能が阻害される
タンパク質であると推定された。そこで本研
究ではまず、喘息マウスの肺において発現が
上昇しアロサミジンと結合する分子を取得
することを目的とした。次に得られたアロサ
ミジン結合タンパク質をもとにアロサミジ
ンとデメチルアロサミジンの作用の違いを

解明することにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アロサミジンのキチナーゼ生産促進機構

として、アロサミジンは放線菌の菌体内に生
産されるがキチンの存在下で菌体外に放出
され菌体の外から二成分制御系のセンサー
ヒスチジンキナーゼのセンサー部位にシグ
ナルを与え、キチナーゼの生産を促進し、キ
チンの分解を早め、菌の成育を活性化するこ
とが示されている（図２）。しかし、センサ
ー部位に結合するリガンド分子が何である
かは不明である。アロサミジンそのものある
いはアロサミジンとタンパク質との複合体
がリガンドの候補として考えられた。そこで
まずアロサミジンと結合する分子の同定を
目的としアロサミジンの作用を探ることに
した。また、環境中でのアロサミジンの機能
を解析するために有用なアロサミジン生合
成遺伝子の取得を目指すことにした。 

以上のように本研究では、アロサミジンの
抗喘息作用およびキチナーゼ生産促進作用
の分子機構をケミカルバイオロジーの手法
を用いて解明することを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 アロサミジン結合タンパク質の取得およ
び結合活性測定のためにアロサミジンおよ
びデメチルアロサミジンのフォトアフィニ
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ティプローブおよびビオチン化プローブを
調製した。アロサミジンの非還元末端のアセ
トアミドを酸加水分解して得られるアミン
をもとにプローブを調製することにした。 
 喘息マウスの気管支肺胞洗浄液（BALF）
に存在するアロサミジン結合タンパク質の
取得を、フォトアフィニティプローブを用い
て試みた。また。放線菌の膜タンパク質画分
および可溶性タンパク質画分に存在するア
ロサミジン結合タンパク質の同定を、同様に
プローブを用いて試みた。 
 肺胞洗浄液中から得られたアロサミジン
結合タンパク質の同定を行った。同定された
結合タンパク質を、大腸菌を用いて発現する
系の確立を試みた。 
 喘息マウスの肺において発現が上昇しア
ロサミジンと結合する可能性が高いキチナ
ーゼおよびキチナーゼ様タンパク質の組換
体タンパク質の発現系の確立を試みた。 
 アロサミジン生合成の最終段階であるデ
メチルアロサミジンからアロサミジンへの
変換酵素であるメチルトランスフェラーゼ
の酵素活性測定系を確立し酵素の精製を試
みた。 
 アロサミジン生産菌のゲノムを解析し、全
ゲノムをカバーしていると考えられる約２
０００の DNA 断片配列を得た。アロサミジ
ン生合成酵素をコードしていると考えられ
る DNA 断片をもとに生合成遺伝子クラスタ
ーの取得を試みた。 
 
４．研究成果 
 アロサミジンおよびデメチルアロサミジ
ンを 0.5 M HCl で脱アセチル化しモノアミン
を得、フォトアフィニティおよびビオチン化
プローブを調製した（図３）。得られたプロ
ーブはアロサミジンと同等の強いキチナー
ゼ阻害活性を維持していた。 
 IL-13処理した喘息誘導マウスのBALFに含
まれるアロサミジン類結合タンパク質を、フ
ォトアフィニティプローブを用いて検出し
た。45 KDa 付近にプローブと結合するバンド
が検出され、そのバンドはアロサミジンある
いはデメチルアロサミジンを加えた競合阻
害実験では消失したため、アロサミジン類特
異的結合分子であると考えられた。またその
バンドは喘息誘導マウスで発現が上昇した
タンパク質のバンドと一致していた。バンド
に含まれるタンパク質は N末端アミノ酸配列
解析により Ym1 および/または Ym2 であるこ
とが分かった。両者はアミノ酸配列で高い相
同性がありアミノ酸配列解析では区別が難
しかった。そこでマウス肺由来の cDNA を解
析し喘息誘導マウスにおいて mRNA レベルで
Ym1 が主に発現していることを明らかにした。
Ym1 とアロサミジン類プローブとの結合は組
換体 Ym1 を用いて確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ym1 はキチナーゼ様タンパク質に属する。

キチナーゼ様タンパク質は哺乳類、昆虫、植
物等に存在するがそれらの分子レベルでの
作用機構に関する知見はほとんど得られて
いない。キチナーゼ様タンパク質はキチナー
ゼと類似したアミノ酸配列および立体構造
を有するが、触媒活性に必須の酸性アミノ酸
残基の変異によりキチン分解活性は失われ
ている。いくつかのキチナーゼ様タンパク質
では、変異した触媒部位にキチンや N-アセチ
ルグルコサミンオリゴマーが結合すること
が知られている。しかし哺乳類には生体成分
としてキチンは存在せず、キチナーゼ様タン
パク質が結合する分子は不明である。2004 年
に喘息と酸性キチナーゼの関連が指摘され
て以来、酸性キチナーゼおよびキチナーゼ様
タンパク質の作用とそれらの喘息との関わ
りについての研究にしのぎが削られて来て
おり、酸性キチナーゼ、Ym1/Ym2 および他の
キチナーゼ様タンパク質である BRP39がマウ
スの喘息発症と関与するとの報告がなされ
ている。 
そこでそれらキチナーゼおよびキチナー

ゼ様遺伝子の発現を、喘息モデルマウスの肺
由来の cDNA を用いて調べた。その結果酸性
キチナーゼ、Ym1、Ym2、BRP39 遺伝子全てに
おいて喘息発症時での発現の上昇が見られ
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た。 
本研究においてアロサミジン類が Ym1と結

合することを示されたが、BRP39 についても、
アロサミジン類と結合する可能性は高いと
考えられる。即ち、酸性キチナーゼ、Ym1、
Ym2、BRP39 全てが喘息発症に関与しており、
アロサミジン類はそれら全てに結合し作用
を阻害する可能性があることになる（図１）。
そこでそれらタンパク質の組換体を作製し
アロサミジン類との結合活性を調べること
を計画した。大腸菌を用いた発現系で可溶性
画分に得やすい GST 融合タンパク質として発
現する系を構築し、GST 融合酸性キチナーゼ、
GST 融合 Ym1、GST 融合 Ym2、GST 融合 BRP39
の発現に成功した。今後、それら GST 融合タ
ンパク質および GST 部分を除去した組換体タ
ンパク質用いて、アロサミジン類との結合の
強さ、培養細胞を用いた実験でのアロサミジ
ンの作用、酸性キチナーゼ、Ym1/Ym2、BRP39
それぞれの結合分子等をひとつひとつ解明
することで、アロサミジン類の抗喘息作用の
全体像を明らかすることが重要である。その
中でアロサミジンとデメチルアロサミジン
の示す活性の違いは大きな手がかりになる
と考えられる。 
アロサミジンフォトアフィニティプロー

ブを用いてアロサミジン生産菌の膜タンパ
ク質画分においてプローブと結合するタン
パク質を検出した。その結果、アロサミジン
によって生産促進され培養液上清に分泌さ
れる 46 kDa キチナーゼをコードする遺伝子
が生産する 65 kDa キチナーゼが結合タンパ
ク質として検出された。65 kD キチナーゼは
フィブロネクチンタイプⅢドメインを有し
ているが培養上清の 46 kDa キチナーゼでは
存在しない。また、センサーヒスチジンキナ
ーゼもアロサミジン結合タンパク質として
同定された。これらの結果はアロサミジンが
キチナーゼと複合体を作り、複合体が二成分
制御系のセンサー部分に作用することを示
唆していた（図２）。今後さらなる解析を行
いアロサミジンのキチナーゼ生産促進機構
の全体像を明らかにする予定である。 
デメチルアロサミジンからアロサミジン

への変換を司るメチルトランスフェラーゼ
の酵素反応系として、重水素ラベルデメチル
アロサミジンを S-アデノシルメチオニン存
在下酵素液と反応させ、生成した重水素ラベ
ルアロサミジンを LC-MSで分析する方法を確
立した。アロサミジン生産菌Streptomyces sp. 
AJ9463 の培養菌体破砕液上清より、硫安沈殿、
DEAE-Sepharose、MonoQ、Phenyl-5PW、SUPER 
SW-3000 による精製を行い比活性が１００倍
以上上昇した酵素液を得ることができた。精
製サンプルの SDS-PAGE を行い、検出された
複数のバンドの N末端アミノ酸配列解析を行
い目的の酵素である可能性のある配列を持

つバンドを特定することができた。 
AJ9463株のDNA配列を受託解析により解析

し、約２０００の DNA 断片配列を得た。その
中でアロサミジン生合成に関与すると考え
られるアミジノトランスフェラーゼとオキ
シドレダクターゼを含む DNA 断片に注目し、
その前後の配列をインバース PCR により取得
した。現在 25 kbp の DNA 配列が得られてお
り、その中にはアロサミジンの生合成酵素を
コードすると考えられる遺伝子が並んでい
るが、いくつか生合成に必要と考えられる酵
素遺伝子が不足しておりさらなる解析によ
り生合成遺伝子全長を取得する予定である。
また今後、コスミドライブラリーを作製し、
宿主放線菌にアロサミジン生産させる方法
でアロサミジン生合成遺伝子であることの
証明を行い、さらに、得られたアロサミジン
生合成遺伝子を解析し、アロサミジンのキチ
ナーゼ生産促進活性の機能につながる遺伝
子がないか調べる。また、実際の環境中での
アロサミジン生合成遺伝子の発現を調べ、ア
ロサミジンの環境における役割を探る予定
である。 
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