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研究成果の概要（和文）：トレスタチンおよびアミロスタチンはそれぞれ放線菌Streptomyces dimorphogenesお
よびS. conglobatusから産生されるC7Nアミノサイクリトール化合物で、α-グルコシダーゼ阻害活性を有する。
新たな糖尿病治療薬の開発を目指して、トレスタチンおよびアミロスタチンの生合成研究を行った。トレスタチ
ンおよびアミロスタチンの生産菌の遺伝子解析を行ったところ、これら化合物の生合成に関わる遺伝子クラスタ
ーの取得に成功した。また、これらの情報から、これら二つの化合物の生合成経路を予想することができた。さ
らに、新たな類縁体を創製する目的で、機能タンパク質の欠損株を調製した。

研究成果の概要（英文）：Trestatin and amylostatin are aminocyclitols, which have alpha-glycosidase 
inhibitory activities. In order to develop new diabetes drugs, biosynthetic studies on  trestatin 
and amylostatin, were carried out. Draft sequence analysis of trestatin and amylostatin producing 
strains indicated gene clusters involved in biosynthesis of these compounds. Furthermore, 
biosynthetic pathways of these compounds were predicted on the basis of the amino acid sequence 
data. In addition, we prepared genetic-disruption mutants of several functional proteins for 
creating new analogs of these antibiotics.  　
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 糖尿病は、1 型および 2 型に分類され、日
本人においては約 9 割が 2 型糖尿病というこ
とが知られている。現在、我が国において糖
尿病患者は約 800 万人おり、いつ糖尿病を発
症してもおかしくない糖尿病予備軍を含め
ると 2000 万人を超える勢いで、10 年前に比
べて 1.5 倍増えているという報告もある。 
 2 型糖尿病の発症要因は、遺伝的な因子と
ともに、食習慣、ストレス、運動など環境的
な因子が加わることで引き起こされるが、イ
ンスリンの分泌不全とインスリン抵抗性が 2
型糖尿病発症の成因として挙げられる。欧米
人ではインスリン分泌量は多いが、インスリ
ンの抵抗性が強く、日本人ではインスリンの
抵抗性は強いが、インスリン分泌量は少ない
2 タイプの 2 型糖尿病に大別できる。現在、
我が国における 2 型糖尿病患者の増加は、も
ともとインスリン分泌量が低いうえに、食生
活、食習慣が欧米化されたことにより内臓脂
肪蓄積型肥満が増えてインスリン抵抗状態
が加わったことに起因している。 
 糖尿病は、手のしびれなどの神経障害、網
膜症、腎の機能が低下する腎障害など 3 大合
併症が発症することが問題となっている。そ
の他にも、動脈硬化を起こすことがあり、心
臓病や脳卒中などで死亡するリスクが非常
に高くなる。一方、α-グルコシダーゼ阻害薬
は、オリゴ糖や二糖類の分解を抑制すること
により、腸管からのブドウ糖の吸収を遅延さ
せ、食後の血糖値の急激な上昇を抑える糖尿
病治療薬で、アカルボースやボグリボースが
臨床で使われている。アカルボースは、α-グ
ルコシダーゼ阻害だけでなく α-アミラーゼ
阻害作用を示すため、デンプンなどの多糖類
の分解まで抑制する。そのため、分解されな
いデンプンが腸内細菌で発酵されることに
より、膨満感や下痢などの副作用が発生する
欠点がある。このようなことから、副作用の
軽減や薬効の向上を目的として新たな α-グ
ルコシダーゼ阻害薬の開発が切望されてい
る。 
 
２．研究の目的 
 放線菌から産生されるアミドグリコシド
系やアンサマクロライド系抗生物質は、C7N
部分を含む化合物群である。また、アミノサ
イクリトールは 2-epi-5-epi-valiolone を生合成
の原料とする C7N 含有化合物群で、生物活性
においても興味深い化合物が多い。例えば、
農薬・殺菌剤バリダマイシンや、前述した糖
尿病治療薬アカルボースは、同じ C7N 部分を
持ちながら、前者は抗真菌活性を示し、後者
は α-グルコシダーゼ阻害活性を示す。このこ
とから、この C7N 部分は、活性発現に重要な
構造であるが、糖部分の構造が異なることで、
活性発現の作用点も異なることが示唆され
る。したがって、C7N 部分や糖部分の構造を
変化させることで、新たな抗菌薬や糖尿病薬
治療薬の開発が期待できる。 

 トレスタチンおよびアミロスタチンは、そ
れぞれ放線菌Streptomyces dimorphogenesおよ
び S. conglobatus から産生される C7N アミノ
サイクリトール化合物である。トレスタチン
の構造は、C7N 部分に 6-デオキシグルコース、
2 つのグルコース、末端にトレハロースがグ
リ コ シ ド 結 合 し て い る 。 C7N 部 分 は
2-epi-5-epi-valiolone を出発原料として生合成
されていると予想される。また、トレハロー
ス部分はマルトースが変換され、トレハロー
スとして組み込まれると考えられる。一方、
アミロスタチンは C7N 部分に 2,3-エポキシア
ミノ糖がグリコシド結合している非常に面
白い構造をしている。また、これら 2 つの化
合物は、α-グルコシダーゼ阻害活性を有して
いる。今回、この 2 つの化合物に着目し、生
合成経路の解明及び新規類縁体の創製を目
指した生合成研究を行った。 
 

 
３．研究の方法 
（1)トレスタチンおよびアミロスタチン生
合成遺伝子クラスターを得る目的で、それぞ
れの生産菌を培養し、染色体を取得する。得
られた染色体を約 40 Kbp に断片化し、Fosmid
クローンを調製して遺伝子ライブラリーを
構築する。また、ゲノムシーケンサーの解析
により染色体のドラフト配列を取得しアノ
テーションを行い、目的のタンパク質を検索
する。その後、遺伝子ライブラリーから目的
のタンパク質を含むクローンを得て、DNA 配
列を決定して ORF 解析することでこれら化
合物の生合成遺伝子クラスターを得ること
ができる。 
 
（2) 遺伝子クラスターがトレスタチンおよ
びアミロスタチンの生合成に関与している
か確認する目的で、2-epi-5-epi-valiolone 合成
酵素やグルコシルトランスフェラーゼなど
の機能タンパクを破壊した株を調製して、産
生されたかを確認する。 
 
（3) 新たな類縁体を見出すために、遺伝子
破壊株および改変株を培養して、産生物質の
変化を観察した。 
 
４．研究成果 
（1) トレスタチン産生菌S. dimorphogenesの
染色体をゲノムシーケンサーを利用して解
析することによりドラフト配列が得られた。

 

トレスタチン A (n=2)
B (n=1)
C (n=3)C7N unit

aminoglycoside unit

treharose unit

C7N unit

アミロスタチン



染色体の塩基配列を基に ORF (Open Reading 
Frame) 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、C7N 部分の生
合成中間体 2-epi-5-epi-valiolone を合成する酵
素、及び糖を結合させる酵素グリコシルトラ
ンスフェラーゼと非常に相同性が高い遺伝
子群が認められた。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、これら生合成遺伝子群が含
まれる Fosmid クローンを取得し、さらなる
遺伝子解析を行ったところ、下図のように、
C7N 部分を生合成する遺伝子群（黒色の矢印）、
糖の結合に関係する酵素遺伝子群（灰色の矢
印）が含まれており、これらがトレスタチン
の生合成遺伝子クラスターであることが推
測された。 
 一方、アミロスタチン産生菌 S. conglobatus
も同様に染色体を取得し、遺伝子解析を行っ
たところ、C7N 部分の生合成遺伝子群と糖の
結合に関する遺伝子群が含まれている領域
があり、これらがアミロスタチンの生合成遺
伝子クラスターと類推できた。 

 
（2）トレスタチン生合成遺伝子クラスター
の各酵素からトレスタチンの生合成経路を
予想した。最初に、sedo-heptulose-7-phosphate
に 2-epi-5-epi-valiolone 合 成 酵 素 が 働 き
2-epi-5-epi-valiolone へと導かれる。次に、
2-epi-5-epi-valiolone が 2-epi-5-epi-valiolone 
dehydratase/epimerase の作用により 2 位がエ
ピメリ化、5 位が脱水されることで valienone
が生成する。その後、oxidoreductase の作用に
よる 1 位が還元を経て、C7cyclitol-7-kinase、
1-epi-valienol-7-phosphate-1-kinase により 1 位
と 6 位がリン酸化される。最終的に
adenyltransferaseにより1位がアデニル化され
サイクリトール(C7N)部分が生合成されると
予測される。次ぎに、グルコース-1-リン酸が
thymidylyltransferase により 1 位がチミジル化
され、続いて dTDP-glucose 4,6-dehydratase の
作用により 4 位の水酸基の酸化、6 位の水酸
基の脱水がおこる。その後、4 位がアミノ化
され、dTDP-4-amino-6-deoxyglucose が生成し、
サイクリトール部分と SN2 反応することで
アミノグリコシド中間体が得られる。糖部分
が glycosyltransferase の作用により伸長し、ト
レスタチンが生合成されると考えられた。 
 一方、アミロスタチンの生合成経路は、ア
ミノサイクリトール部分まではトレスタチ
ンと同様の生合成酵素遺伝子群が観察され
たことから、アミノサイクリトール部分はト
レスタチンと同様に生成されると予測した。
糖部分は、グルコースの水酸基が glucose 
4,6-dehydratase の作用により 4 位が酸化、6

位が脱水される。その後、 アミノ化転移酵
素による 4 位のアミノ化、 機能未知の酵素
(AmyB7)による 3 位のハロゲン化を経て、最
後 に haloacid dehalogenase に よ っ て
2,3-epoxy-4-amino-6-deoxy-glucose を形成する。
このエポキシアミノ糖とサイクリトール部
分が SN2 反応し、アミロスタチンが生成する
と考えている。 
 両菌株から得られた遺伝子クラスターが
実際におよびアミロスタチン生合成に関与
しているか確認するため、酵素の機能を破壊
した株を調製した。2-epi-5-epi-valiolone は、
上述したようにアミノサイクリトール (C7N
部分) 生合成する上で重要な中間体である。
この生合成に関わる 2-epi-5-epi-valiolone 合成
酵素の機能を欠損させた株を調製した。その
結果、両化合物の生成は確認できなかった。
このことから、これら遺伝子クラスターは 2
つの代謝物の生成に関与していることが証
明できた。 
 
（3）両化合物の生産菌から様々な機能を欠
損させた株を調製した。現在、詳細な代謝産
物の変化を観察しているところであり、新た
な糖尿病治療に繋がる化合物が見出される
ことを期待している。 
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