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研究成果の概要（和文）：アスカマイシン生産菌の遺伝子を解析したところ、アスカマイシンの生合成に関与する遺伝
子クラスターの存在が明らかになった。シクロヘキサン合成酵素(AsuB3)及び5-アミノレブリン酸合成酵素遺伝子(D3)
を破壊したところ、アスカマイシンが生産されなかったことから、この遺伝子クラスターがアスカマイシンを生合成す
ることが証明された。また、新規アスカマイシンの創製を目的として、これら遺伝子破壊株を利用したmutasyntesisに
よる方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Sequence analysis of genome from asukamycin producing strain revealed a gene clust
er involve in the biosynthesis of asukamycin. Genetic disruption of cyclohexane synthase (asuB3) and 5-ami
nolevulinate synthase (asuD2), individually abrogated asukamycin production, this confirmed the involvemen
t of the asu gene cluster in asukamycin biosynthesis. Mutasynthesis approach using these mutants was devel
oped for the generation of novel asukamycin analogs.
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１．研究開始当初の背景 

これまでに放線菌やカビなどの微生物か
らは、多種多様な生物活性物質が見出されて
きた。その中には、感染症やガンなどの治療
薬として使用され、多くの人命を救ってきて
いるものも少なくない。近年、免疫抑制剤で
あるシクロスポリン、FK506 や糖尿病治療薬
であるアカルボースのように、抗菌活性や抗
ガン活性以外の生物活性を示す代謝産物も
微生物から単離されている。このように医薬
品や医薬リード化合物の探索において、微生
物由来の二次代謝産物はさらに重要な探索
源になると考えられる。しかしながら、毒性
が強い、あるいは、体内で分解されやすいな
どの理由により、医薬品としては利用できな
い生物活性二次代謝産物も多い。このことか
ら、毒性の軽減および薬効の向上、薬物動態
の改善を目的として、有機合成的に代謝産物
の一部を修飾・変換して医薬品開発すること
が多く、高脂血症薬プラバスタチンや糖尿病
薬ボグリボースなども微生物代謝物を化学
変換して開発された。近年、化学的手法だけ
でなく、遺伝子工学的および分子生物学的手
法を用いて活性物質生産菌を改変し新たな
新規類縁体を産生させる技術も確立されよ
うとしている。 

マニュマイシン系抗生物質は、抗菌活性お
よび抗真菌活性、殺虫作用など多様な生物活
性を有することが報告されている。最近、マ
ニュマイシン系抗生物質が RAS ファルネシ
ルトランスフェラーゼ、およびインターロイ
キン 1β変換酵素を阻害することが報告され
ている。これらのことから、抗ガン剤あるい
は抗炎症剤の開発において、新たなマニュマ
イシン類縁体の創製が期待されている。 

 一方、放線菌 Streptomyces nodosus subsp. 

asukaensis ATCC 29757 から産生されるア
スカマイシンは、マニュマイシン系に属する
抗腫瘍抗生物質である。その構造は、マニュ
マ イ シ ン 系 抗 生 物 質 の 特 徴 で あ る
2-amino-4-hydroxy-5,6-epoxycyclohex-2-en

one 部分 (C7N unit)と、“lower chain”およ
び“upper chain”と呼ばれる trans-トリエ
ン構造からなっている。“Upper chain”の末
端にはシクロヘキサン環が、“lower chain”
の末端には 2-amino-3-hydroxycyclopent- 

2-enone (C5N unit)が存在する。今回、著者
らは生物活性および化学構造が興味深いア
スカマイシンに注目し、新たな類縁体の創製
およびアスカマイシンの生合成経路解明を
目指した分子生物学的および分子生物学的
手法を用いたアスカマイシンの生合成研究
に挑戦した。 

 

２．研究の目的 

放線菌は、多種多様な生物活性物質を産生
することが知られており、その中には医薬品
として応用されるものも少なくない。しかし
ながら、強い毒性のために医薬品としては利
用できない代謝産物も多い。このことから、

毒性の軽減および薬効の向上を目的とした
類縁体合成が望まれている。近年、分子生物
学的手法を使った抗生物質の生合成研究が
盛んに行われるようになり、このような手
法を利用すれば新規類縁体の創製が期待で
きる。このようなことから、今回、申請者
は、放線菌 S. nodosus subsp. asukaensis 

ATCC 29757が産生するアスカマイシンに注
目し、新たな類縁体創製を目指して、以下の
研究を計画した。 

（1）アスカマイシン生合成遺伝子クラスタ
ーのクローニング 

（2）遺伝子破壊株による新規アスカマシン
類縁体の創製 

（3）遺伝類縁体の生産性の向上のための遺
伝子改変株の調製 

 

３．研究の方法 

（1）アスカマイシン生合成遺伝子クラスタ
ーのクローニング 

本化合物の生合成遺伝子クラスターを得
る目的で、生産菌 ATCC 29757 のゲノム DNA

から Fosmid 遺伝子ライブラリーを構築した。
また、高速ゲノムシーケンサー  (Illumina 

Genome Analyzer IIx) やプライマーウォーキ
ングなどを利用して、陽性 Fosmid クローン
を得る。さらに、得られた陽性クローンの塩
基配列を特定し、ホモロジー解析を行い、遺
伝子クラスターを特定する。これを基に、本
化合物の生合成経路を予測する。 

（2）遺伝子破壊株による新規アスカマシン
類縁体の創製 

取得した遺伝子クラスターがアスカマイ
シンの生合成に関わっているかを確認する
目的で、シクロヘキサン環、および C5N 部分
の生合成に関与すると考えられる酵素遺伝
子 (asuB3、および asuD2、両遺伝子)を破壊
した株（asuB3 株、asuD2 株、asuB3/D2

株）を調製する。Mutasynthesis とは、遺伝子
破壊株に生合成中間体もしくは、それによく
似た構造の基質を添加して培養することに
より、新規類縁化合物を産生させる方法であ
る。この方法を利用して、取得した遺伝子破
壊株に種々のシクロアルカンカルボン酸を
添加して培養し、新たな類縁体の創製を行う。 

（3）遺伝類縁体の生産性の向上のための遺
伝子改変株の調製 

シクロアルカンカルボン酸を添加した破
壊株の培養物からは、新規類縁体の産生は確
認できたが、様々な生物活性試験に供するた
めの十分な量は確保できなかった。したがっ
て、大量に新規類縁体が産生されるシステム
を構築する必要があった。クラスター中には、
転写因子などの調節遺伝子が存在していた。
これら調節遺伝子を導入した株を作製して、
新規類縁体の生産性を向上させることを試
みる。 

 
４．研究成果 
（1）アスカマイシン生合成遺伝子クラスタ



ーのクローニング 

 本菌株のゲノムシーケンサーなどの解析
によりドラフト配列が得られた。この配列を
基に ORF 解析および機能タンパク質のアノ
テーション解析を行ったところ、シクロヘキ
サン環部分を生合成する cyclohexane carbonyl 

(CHC) CoA ligase、および C7N unit を生合成
する 3,4-AHBA 合成酵素と非常に相同性が高
い遺伝子が認められた。そこで、これら酵素
遺伝子の配列を基にプライマーを作製して
遺伝子ライブラリーの PCR スクリーニング
を行った。その結果、陽性の Fosmid クロー
ンを取得し、asukamycin 生合成遺伝子クラス
ターの存在が類推できた。 

 アスカマイシンの生合成経路を予想した。
C7N 部分の生合成は、また、dihydroxyacetone 

phosphate (DHAP) お よ び aspartate 

4-semialdehyde (ASA)を基質として、わずか 2

ステップで 3,4-AHBA を生成する酵素 GriH

および GriI が発見されている。クラスター中
にあるAsuA1およびAsuA3は、それぞれGriH

および GriI と非常に相同性が高いことから、
アスカマイシンの 3,4-AHBA もこれら酵素に
より生合成されていることが予想された。 

一方、AsuB1-B4 は、シクロヘキサンカルボ
ン酸を合成する酵素群と高い相同性を示し
た。したがって、 CHC CoA は、シキミ酸か
らこの酵素群より生合成されることが支持
された。また、C5N unit は、glycin および
succinyl CoA を原料として 5-aminolevulinate 

(ALA) synthase により、ALA を経て生合成さ
れると考えられる。トリエン構造は type II 

PKS により生合成されると予想された。 

CHC CoA および 3,4-AHBA を出発原料と
して、これら酵素による炭素鎖伸長により
upper および lower chain のトリエン体が構築
される。その後、得られた 2 つのトリエンが
amide synthetase (AsuD1)によりペプチド結合
を形成し、lower chain の末端に C5N unit が縮
合して protoasukamycin が作られる。さらに、
monooxygenase (AsuE3、E2)により AHBA 部
分がエポキシ体へと導かれアスカマイシン
が得られると予想できる。 

（2）遺伝子破壊株による新規アスカマシン
類縁体の創製 

クラスター内の各タンパクの機能を確か
める目的で、シクロヘキサン合成酵素の機能
を破壊した株asuB3、および C5N 部分を合
成する酵素を破壊した株asuD2、両方の機
能 を 破 壊し た ダブ ルノ ッ クア ウ ト株
asuB3/D2 を調製した。 

asuB3 は、シクロヘキサン部分が欠如し
た類縁体が産生されていた。また、asuD2

は C5N 部 分 が 欠 如 し た 類 縁 体 が 、
asuB3/D2 は、両方の部分の化学構造が欠如
した類縁体が産生されていた。そこで、これ
ら破壊株に、生合成中間体によく似た基質を
加えて培養すると、全く新しい類縁体が産生
されると考え、asuB3 に、シクロペンタン
カルボン酸、シクロブタンカルボン酸などを

添加して培養したところ、シクロヘキサン部
分が置き換わった化合物が産生されていた。
さらに、ダブルノックアウト株⊿asuB3/D2

に、これらカルボン酸を加えたところ、C5N

部分は欠如し、シクロヘキサン部分が置き換
わ っ た 類 縁 体 が 産 生 さ れ て お り 、
mutasynthesisによる新規類縁体の創製に成
功した。 

（3）遺伝類縁体の生産性の向上のための遺
伝子改変株の調製 

遺伝子破壊株asuB3 およびasuB3/D2 を
利用した mutasynthesis により、新規類縁体の
産生は確認できたが、様々な生物活性試験に
供給するだけの生産性は示していなかった。
そこで、大量に新規類縁体が産生されるシス
テムを構築する必要があった。生合成遺伝子
クラスター中には、転写因子などの調節遺伝
子と相同性の高い asuR1-5 が存在していた。
それぞれの遺伝子を破壊した株を調製して
培養したところ、asuR1 および R5 株からは、
全くアスカマイシンが産生していなかった。
このことから、asuR1 および R5 は、生合成
遺伝子の転写を促進することが考えられた。
そこで、asuR1 および R5 を大量発現できる
ベクターを作製し、親株にベクターを導入し
た改変株を調製した。しかしながら、アスカ
マイシンの産生量は、親株に比べて、asuR1

導入株は 5 倍程度高かったが、asuR5 導入株
は同程度しかなかった。クラスターでは、
asuR1-R4 が連続して存在しているため、この
4 つの調節遺伝子をカセットとして導入した
株を作製した。その結果、アスカマイシンの
生産量は親株に比べて 20 倍と飛躍的に向上
した。このことは、asuR1-R4 の 4 つの遺伝子
が生合成クラスター全体の転写の促進に関
わっていることがわかった。 

したがって、asuB3 およびasuB3/D2 に調
節遺伝子 asuR1-R4 を導入した株にも、種々
のシクロアルカンカルボン酸を添加した場
合、数倍以上の生産量の向上が期待できた。
そこで、この遺伝子改変株を調製し、同様に
基質を添加して培養したところ、数倍程度の
生産性が向上した。 
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