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研究成果の概要（和文）：　アラレマイシンをリード化合物として19種類の誘導体を合成した。大腸菌hemB欠損株を宿
主として、マラリア原虫を含む様々な生物種由来のPBGSの異種発現系を構築した。構築した株を用いてアラレマイシン
および誘導体の感受性を調べた結果、PBGSの由来によって感受性が異なることが判明した。
　アラレマイシン生産菌のゲノム解析を行ったところ、２つのALA生合成酵素ホモログの遺伝子hemAとALASが見出され
た。ALA要求性変異株の相補性試験により、hemAがALAの合成を担うことが明らかとなった。一方、ALASはその下流の３
つの遺伝子とともにアラレマイシン生合成に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Nineteen derivatives were synthesized using alaremycin as a lead compound. 
Heterologous expression systems were constructed with an E. coli hemB disruptant and PBGS genes derived 
from various organisms including malaria parasite. It was shown that sensitivity to alaremycin as well as 
its derivatives differ among these PBGSs.
 Two genes encoding ALA synthase homologs, hemA and ALAS, were found in the genome sequence of the 
alaremycin producer strain Streptomyces sp. A012304. It was shown that the hemA gene was responsible for 
ALA biosynthesis by complementation test of an E. coli ALA auxotrophic mutant. On the other hand, it was 
revealed that the ALAS gene was involved in the biosynthesis of alaremycin together with its downstream 
three genes.
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１．研究開始当初の背景 
アラレマイシン（5-acetamido-4-oxo-5- 

hexenoic acid）は、ポルフィリン合成の前駆
体である 5-アミノレブリン酸（ALA）と類似
の構造を有する抗生物質として発見された。
ポルフィリン合成の初発反応は、2 分子の
ALA がポルフォビリノーゲン合成酵素
（PBGS：HemBタンパク質）の作用により縮
合しポルフォビリノーゲンとなる過程であ
る。その構造からアラレマイシンは PBGSを
阻害することが期待された。そこで、緑膿菌
の PBGSに対するアラレマイシンの作用機構
の解析を行った。アラレマシンは、緑膿菌
PBGSを Ki=1.3 mMで阻害した。さらにアラ
レマシンの阻害機構を明らかにするために、
PBGS‐アラレマシシン複合体の結晶構造解
析を行った。その結果、アラレマシンの 4位
のケトンと ALA 結合部位のひとつ P-部位の
Lys-260がシッフ塩基を形成し、7位のケトン
がもうひとつの ALA結合部位である A-部位
の Lys-205 と水素結合を形成していることが
判明した。つまり、PBGSの 2つの ALA結合
部位をアラレマイシンは 1分子で効率的にブ
ロックしていたのである。このような阻害様
式をもつ PBGS阻害剤はこれまでに知られて
おらず、非常にユニークな阻害剤であるとい
える。好気呼吸を行なうすべての生物はポル
フィリンを必要とすることから、様々な生物
種に対するアラレマイシンの効果を調べた
ところ、これまでの予備的な解析ではアラレ
マイシンがマラリア原虫に有効であること
が見出された。アラレマイシンは、既存の
PBGS 阻害剤より 100 倍以上低濃度でマラリ
ア原虫の増殖を阻害したことから、抗マラリ
ア薬のリード化合物として期待された。 
 
２．研究の目的 
土壌分離放線菌培養液から見出された新
規抗生物質アラレマイシンはポルフィリン
合成の初発段階を触媒する PBGSを特異的
に阻害することが明らかとなった。ポルフ
ィリン合成を標的とした抗生物質はこれま
で開発されていないことから、新規標的を
有する抗生物質開発のリード化合物となる
ことが期待される。予備的な解析からマラ
リア原虫に対する効果が高いことが判明し
たため、本研究ではアラレマイシンをリー
ド化合物とした抗マラリア薬の開発の可能
性を探ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）PBGS-アラレマイシン複合体の結晶構
造をもとに in silicoドッキング解析により、
高い阻害効果の期待できるアラレマイシン
誘導体を設計する。例えば、C7 のケトンと
Lys205 との距離を近づけることによってシ
ッフ塩基を形成できるようにする。アラレマ
イシンのアセチル基の周りに空間的な余裕
が認められるので、この部位の変換の効果を
調べる。C5=C6と酵素との相互作用が見られ

ないのでこの部位の変換も試みる。有望な化
合物については結晶構造解析を行う。 
（２）大腸菌のPBGSをマラリア原虫のPBGS
に置換した株を構築し、合成した誘導体の感
受性を調べる。 
（３）アラレマイシン生産株のゲノムシーク
エンシングを行ない、PBGS 遺伝子を同定す
る。本菌の PBGSがアラレマイシンに耐性を
示すメカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）アラレマイシンをリード化合物として
19 種類の誘導体を合成した。Pseudomonas 
putida 由来のポルフォビリノーゲン合成酵素
（PBGS）に対する in vitroでの阻害活性を調
べたところ、アラレマイシンより 10～100倍
程度阻害活性が上昇したものが得られた。 
（２）マラリア原虫の PBGSに対するアラレ
マイシンの阻害効果を簡便に検定できるよ
うにするために、大腸菌の PBGSをコードす
る遺伝子（hemB）をマラリア原虫の PBGS遺
伝子に置換した株を構築した。red相同組換
え系を用いて、大腸菌の hemB遺伝子を欠失
させ、マラリア原虫 PBGS遺伝子の発現プラ
スミドを導入した。マラリア原虫由来の
PBGS遺伝子は、hemB欠失株の増殖を回復さ
せたことから、大腸菌細胞の中で発現し機能
していると思われた。同様にして、様々な生
物種由来の PBGSを hemB欠損株で発現させ
た。構築した株を用いて、合成した誘導体の
阻害活性をアッセイした結果、PBGS の由来
によってアラレマイシンおよびその誘導体
に対する感受性が異なることが明らかとな
った。 
（３）アラレマイシン生産菌である
Streptomyces sp. A012304株はアラレマイシン
に耐性を示すことが分かっている。そこで
A012304 株から標的酵素をコードする hemB
遺伝子のクローニングを行った。近縁の
Streptomyces 属細菌 3 種の配列をもとにプラ
イマーを設計し、hemB 遺伝子部分断片を増
幅した。これをもとに周辺領域を増幅して
hemB 遺伝子全長を得ることに成功した。得
られた hemB遺伝子の配列を決定したところ、
A012304株に特有のアミノ酸置換が６ヶ所に
認められた。コリネ型細菌 Corynebacterium 
glutamicumを宿主として、生産菌 PBGSの精
製に成功した。精製酵素を用いてアラレマイ
シン感受性を調べたところ、生産菌 PBGSは
感受性菌の PBGS に比べて約 10 倍アラレマ
イシンに耐性であることが判明した。 
（４）アラレマイシン生産菌 Streptomyces sp. 
A012304株のゲノム解析をしたところ、ALA
合成酵素ホモログが２つ見出された。一つは
細菌型の hemB遺伝子であり、もう一つは動
物型の ALAS遺伝子ある。ALA要求性変異株
の相補性試験からhemAがALAの生合成を行
っていることが明らかとなった。一方、大腸
菌で異種発現系により ALASは下流の 3つの
遺伝子とともにアラレマイシンの生合成に



関与していることが明らかとなった。 
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