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リベロマイシンA生合成にかかわる未知酵素の解明 

スピロアセタール環化酵素の発見

微生物は，臨床的に重要な薬剤として使われているさ
まざまなポリケチド化合物（エリスロマイシン，エポチ
ロン，ラパマイシン，ロバスタチンなど）を生産する．
ポリケチド合成酵素 （PKS） により生合成された中間体
はそのままでは活性を示さず，さまざまな酵素の修飾を
受けて多様な構造を形成した後に生理活性を獲得するた
め，構造多様化にかかわる酵素反応を解明することは，
新しい薬剤開発に必要な生合成理論構築につながる．筆
者らは，バクテリア，渦鞭毛藻，海綿動物から広く見い
だされているポリケチド化合物のなかで，さまざまな生
理活性（イオノホア，プロテインホスファターゼ阻害，
駆虫作用，抗菌作用など）をもつことで知られており，
立体特異的構造の形成機構が不明なスピロアセタール化
合物に着目した．
1991年に長田らは，がん細胞の増殖を阻害する物質

として放線菌 （Streptomyces sp. SN-593） よりリベロマ
イシンA （RM-A） を見いだした（1）．これまでに，RM-A
の細胞内標的分子は，イソロイシルtRNA合成酵素であ
り，破骨細胞選択的にアポトーシスを誘導し骨吸収を阻
害する活性を有すること（2），肺がんや前立腺がんによっ
て誘導される骨転移を阻害することを明らかにしてい
る（3, 4）．また，RM-Aのスピロアセタール立体構造の構
築は難題であったが，多くの有機化学者を魅了し，多段
階のステップを経て合成が達成されている（5）．一方，生
合成に関しては情報がなく，遺伝子クラスター取得によ
り生合成機構を解明することは，効率的な化合物の創製
に重要な知見を与えると考えられた．
スピロアセタール環化機構は大きく2つに大別でき

る．一つは，ポリエーテル化合物のモネンシンA生合
成におけるエポキシド・ケトン中間体経由の環化反応（6） 
であり，もう一つは，エバーメクチン，トウトマイシ
ン，スピランギエンの生合成においてジヒドロキシケト
ンを経由する脱水環化反応である．エバーメクチン（7），
トウトマイシン（8） の生合成ではI型PKSにより直接環
化前駆体であるジヒドロキシケトンを生成し，スピラン
ギエンAの生合成ではI型PKSが環化前駆体（トリオー
ル構造）を生成した後にP450がジヒドロキシケトンを
誘導して非酵素的に環化すると考えられている（9）．広範

な解析にもかかわらず，スピロアセタール形成にかかわ
る脱水環化の生化学的機構は全く証明されていなかっ
た．筆者らは，これらの疑問に答えるために，化学，分
子生物学，生化学的手法を用いて脱水環化機構が予想さ
れるRM-Aの生合成機構を包括的に解析することにし
た．
放線菌二次代謝産物の生合成遺伝子はクラスターを形
成している．遺伝子クラスターを取得するには，特徴的
な化学構造の形成に必須の遺伝子をプローブとして，ハ
イブリダイゼーションにより類似遺伝子を検出する手法
が一般的である．RM-Aの場合，スピロアセタール構造
形成やサクシニル基転移にかかわる遺伝子が不明であ
り，関与が予想できるP450およびI型PKSは，放線菌
ゲノム中に相同性の高い遺伝子が多数存在するため，特
異的なDNAプローブをデザインすることが困難であっ
た．そこで，高生産培地を開発し，RM-A生合成遺伝子
群を選択的に増幅する手法を考えた．通常，Streptomy-
ces sp. SN-593が作るRM-Aの生産量は少ないが，トマ
トエキスを加えて培養すると，RM-A生産性が飛躍的に
向上する．そこで，高生産培地と低生産培地での遺伝子
発現の差を利用すれば，RM-A生産時に特異的に発現す
るPKS遺伝子の同定が可能である．RT-PCRにより，
特異的に発現が増大するPKS遺伝子断片を取得し，さ
らにこれをプローブとして，フォスミドライブラリーか
ら遺伝子探索を行った．Streptomyces sp. SN-593ゲノム
のドラフト解析も同時に行ったが，PKS遺伝子配列の
連結が困難であることから，フォスミドクローンの情報
を統合することで配列を解析した．その結果，RM-Aの
炭素骨格の生合成にかかわるPKS遺伝子群 （revA, revB, 
revC, revD） と発現制御や構造修飾にかかわると予想さ
れる21個の遺伝子を含む約91 kbに及ぶ遺伝子クラス
ターを見いだすことに成功した（10） （図1A）．
Streptomyces sp. SN-593の代謝産物を解析することに
より，RevA, RevB, RevC, RevDの機能ドメインから推
測された環化前駆体 （RM-A1a） を見いだすことができ
た（図1B）．RM-A1aが反応副産物ではなく，生合成中
間産物であることを確認するために，ポリケチド骨格を
生合成できないPKS遺伝子破壊株にRM-A1aを添加し
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たときにRM-A生産が回復することを確認した（10）．
RM-A1aの同定によりスピロアセタール形成が C11, 15, 
19トリオール構造からの脱水環化であることが予想さ
れたが，確証を得るために，［1-13C,18O］ 酢酸および 
［1-13C,18O］ プロピオン酸の取り込み後にNMR解析を行
うことでC‒O結合の起源を解析した結果，RM-A生合
成はエポキシド・ケトン経由ではなく，ジヒドロキシケ
トンを経由する脱水環化機構であることが証明され
た（10）．次に，脱水素酵素と機能アノテーションされる
RevGによるジヒドロキシケトン生成を予想しrevG遺
伝子破壊株を解析したところ，予想どおり前駆体として
RM-A1aを蓄積することが判明した．RevGは，RM-
A1aを基質として脱水素反応を行うことが強く示唆され
たため，精製酵素を用いて反応産物を解析したところ，
補酵素NAD＋存在下でジヒドロキシケトンを生成する
ことが判明した．溶媒にギ酸を含むHPLC条件では，
RevG反応産物は非酵素的環化を起こし，15Sおよび
15Rの立体構造の異なるスピロアセタール化合物を3 : 2
の割合で生成した（図1B）．しかしながら，Streptomy-

ces sp. SN-593が生産するRM-Aは15Sのスピロアセ
タール構造のみを立体特異的に生産することから，非酵
素的に環化するのではなく，立体制御酵素の存在を予想
した．そこで，生合成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を進めたところ，RM-A生産減少
にかかわる遺伝子 （revJ） を見いだした．立体特異的環
化反応を試験管内で証明するために，RevGおよびRevJ
の精製酵素を調製し，RM-A1aを基質とするカップリン
グ反応を解析したところ，RevJが反応系に存在すると
きのみ，非酵素的反応が進まない弱アルカリ条件でもス
ピロアセタール環化が効率良く進行し，反応産物はすべ
て15Sであることを見いだした（10） （図1B）．スピロアセ
タール合成酵素 （RevJ） と高い相同性を示す遺伝子は，
スピロファンジンA生産菌のゲノム配列中にのみ見い
だされる非常にユニークなものである．スピロアセター
ル立体構造は生理活性に重要であり，立体構造制御にか
かわるRevJの結晶構造解析は今後の研究進展の鍵とな
るだろう．
長い間，ジヒドロキシケトン生成に続く脱水環化によ
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るスピロアセタール形成は，熱力学的に安定な立体構造
が非酵素的に選択されると考えられていたが，RM-A生
合成においては，2つの酵素，ジヒドロキシケトン合成
酵素 （RevG）, スピロアセタール合成酵素 （RevJ） によ
り立体選択的に生合成されていることが明らかとなっ
た．生物の遺伝子探索から解明された効率的な生合成機
構を用いることによって，生命科学・医薬分野に貢献す
る新たな生理活性化合物創製研究の進展が期待される．
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（高橋俊二，長田裕之，理化学研究所）
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