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研究成果の概要（和文）：微生物が有する未知の二次代謝生合成遺伝子の機能を解明し、新規化合物生産に活用するこ
とはポストゲノム時代の重要課題である。本研究では、放線菌(Streptomyces reveromyceticus)が有するリベロマイシ
ンA生合成遺伝子クラスターにコードされている新規の酵素群に着目し、その生化学的性質を詳細に解析することによ
って、ポリケチド多様化に関わる生合成機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In a post genome era, it is important to reveal the function of unknown genes 
included in microbial secondary metabolite gene cluster. The findings can be utilized for the production 
of novel compounds. In this study, we focused on novel enzymes encoded in reveromycin gene cluster from 
Streptomyces reveromyceticus. Based on biochemical analyses of the enzymes, we demonstrated novel 
biosynthetic mechanisms responsible for the diversification of polyketide compounds.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
リ ベ ロ マ イ シ ン A (RM-A) 生 産 菌

(Streptomyces reveromyceticus)ゲノム解読
を行い、RM-A 生合成遺伝子クラスターを同定
していた。また、遺伝子クラスターに存在す
る機能不明遺伝子の破壊解析によって、未知
反応を触媒する酵素群の存在が示唆されて
いた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、RM-A 生合成に関わる新規の酵

素反応に着目し、新規天然化合物の創製につ
ながる生合成機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
RM-A 生合成遺伝子クラスターから見出さ

れた新規遺伝子群は、スピロアセタール生合
成、エステル化反応、2-アルキルマロニル CoA
生合成に関わる酵素をコードする。これら酵
素群の反応機構を解明するために蛋白質結
晶化および生化学的解析を行った。 
(1)スピロアセタール立体構造の制御機構を
理解するために RevG 及び RevJ を精製し結晶
構造解析を行った。 
(2) エステル化に関与すると考えられる酵
素群を調製し、複合酵素系の反応を検討した。 
(3) 脂肪酸生合成とβ酸化経路の一部を活
用した2-アルキルマロニルCoA生合成を予想
した。CoA 誘導体を合成するとともに、各酵
素に対する基質特異性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) スピロアセタール形成機構の解明：RevG
及びRevJは、反応に必須の酵素であり、反応
機構解析には結晶構造の取得が重要である。
そこで、数千以上にのぼる結晶化条件を検討
した結果、微結晶様の沈殿物が得られたが、X
線回折実験に適した結晶を得ることはできな
かった。構造解析に適した結晶が得られない
理由として、RevG、RevJともに溶液中で多量
体を形成するために、その分子量が単一では
ないと考え、精製過程で単分散になるように
精製方法を改良した。 
(2) 新規エステル化酵素反応の解明：遺伝子
破壊実験により反応の関与が示唆されている
RevK, L, Mに着目した。第一に、各酵素は不
安定であることから、高活性の酵素を取得す
るために、精製条件の検討を行った。また、
複合体形成を予想し、各精製酵素を混合しゲ
ル濾過を行ったが、検討したbuffer条件にお
いては多量体形成を示唆する結果は得られな
かった。また、生成する二リン酸を定量する
ことでRevL基質特異性を評価した。一方、RevL
反応産物の同定は困難であり、今後の課題で
ある。 
(3) アルキルマロニルCoA生合成機構の解明
：異種発現し均一に精製したRevSを用いて、
脂肪酸基質、CoA、及びACP(アシルキャリアー
プロテイン)との反応性を詳細に解析した。
RevSは、アミノ酸配列からACPリガーゼと予想

されたが、炭素数8－10の遊離中鎖脂肪酸をア
シルCoA体に変換するCoAリガーゼであり、ACP
リガーゼではないことが明らかになった。還
元カルボキシル化酵素(RevT)を用いて基質特
異性を生化学的に検討したところ、アシルCoA
のみを基質にすることが明らかになった。生
化学解析からリベロマイシン類の構造多様化
に関わるアルキル側鎖生合成にはRevS, RevT
が重要な機能を担うことが判明した。また、
RevRは、脂肪酸生合成の初期反応に関わる酵
素であることが遺伝子破壊実験から示唆され
ているが、反応系構築が困難であるため、反
応動力学的解析は今後の課題である。 
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