
Pharmaceutical Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pharmaoeutioal 　 Sooiety 　 of 　 Japan

　○

　○

最前線

多様性の 科学 ：天然物科学
　　　海老塚 豊
　 　 YUTAKA 　EBIZUKA

東京大学大学院薬学系研究科教授

一 職歎 ・　　　 1　　　 瑞 樋 騾繃 黶糶

　　　　　　　　　 は じめに

　タ イ トル に も ワープ ロ の 変換 ミス がある と喜ん で

い る読者が い る か も知れ ない が，こ の タ イ トル は決

して ミ ス で は な く意図的に つ けた もの で あ る．本 号

の 特集で は天然物化学 の 最 近 の 進歩がテ
ーマ に なっ

て い る が ，最近 の 進歩 の 少 なか らざ る 部分が化学と

い う武器 だ け で 発展 し て きたわ け で はな い こ と に

は，異論は少な い もの と思 う．歴史的 に ， 動植物や

微生物 の 生産する 天然物，ある い は ほ ぼ同義語 とし

て使われ る 2 次代謝産物が ， もっ ぱ ら有機化学者に

よ り研 究対 象 と し て 取 り上 げ られ て きた こ とか ら ，

構造解析や全合成等化学的 乎法に よ る研究だけで な

く，天然物の示す生物活性 や生合成 も天然物化学 の

一
分野 と し て扱わ れ て きた，しか し，天然物の 示す

多彩 な生物活性や複雑 な生合成の機構を更に踏み 込

ん で探究 し よ う と す る と，研究者 は 受容体や 生合成

酵素等の タ ン パ ク質，またそれ ら を コ ー
ドする遺伝

子やそ の遺伝子の 発現 を制御す る遺伝子な どにつ い

て も自らの 手で 扱 う必要性に迫 ら れ て くる．そ こ で，

私と して は天然物 を扱 う学 問を 「天然物科学」 と称

して は どうか とこ こ に提案したい ．私の 研究室 も今

の と こ ろ は 天 然物化学とい う看板 をか け て い るが，

時期 を見 て 変更 しよ うと思 っ て い る．ちなみ に ，科

学研究費補助金 の 複合領域 に 天然物化学，生 物 活性

物質，生体機能，分子認識等をキ ー
ワ
ード とする 「生

物有機科学」と い う細 日が あ る．最初 に 目 に した 時

は若干違和感 を感 じた もの だが，現在で は 関連分野

の 研究者に かな り浸透 して きて い る の で はな い だ ろ

うか．読者諸兄 の ご 意見 を お 聞 か せ 頂 きた い ．

　 さて ，微 生物
・
植 物 の 生 産す る 2 次代謝産物は ，

極め て構造多様性 に富んだ化合物群で あ り，その 多

彩な構造と広範な生理活性 か ら， 医薬，農薬，食品

添加物 ， 香料，色素などとして 人類に多大な恩恵を

もた ら し て きた．現在 ， また近未来 にお い て も医薬

品 を は じめ とする有用物質の探索源 ， 供給源 として

最 も有望 なケ ミ カ ル プ ール と し て期待 され て い る．

天然物は多様な生物種 に 特異的 な代謝産物 で あ り，

またそ れ ぞ れ の 構造多様性 の ゆ えに研究対象 と して

魅力が あ る とすれ ば ， 天然物科学を多様性 の 科学 と

言 っ て 良い だ ろ う．こ れ ら 天然物 の 構 造多様性 は，

多段 階 の 酵素反応か らなる 生合成経路に より創出 さ

れ て い る．本稿で は，天然物の 示す構造多様性 の 根

源 で あ る 生合成経路の 最 ヒ流 の 酵素群 に つ き，我 々

の研究を含め た い くつ か の 例 を挙げ分子生物学的手

法に よ る機能解析研究 の 最近 の 成果 を 紹介し た い ．

灘 鑼嬲 騨 嬲鰈 騰 ｝　 ．2　． ：
P 鱗 灘驪 飆 韆 鑼 驪

　　　　　　 OH＄，SUper．　FamilY

　カ ル コ ン 合成酵素 （CHS）は，植物 の 2 次代謝産物

生合成に関わ る酵素と して ，最も古 くか ら研究 され

た酵素 で あ る．こ の 酵 素は ，p一ク マ ロ イ ル ーCoA と

マ ロ ニ ル ℃ oA を基 質 と し， す べ て の フ ラ ボ ノ イ ド

の 生合成鍵 中間体 とな る カ ル コ ン を合成す る ポ リ ケ

タ イ ド合成酵素の 一種で ある．現在 まで に，配列相

同性 を利用 した分子生物学的手法に よ り，多 くの 植

物 か ら 200種 を越 え る 相 同遺伝 」
二
が 得 ら れ て お り

CHS 　 Super　 Family と 総称 され て い る．u
こ れ ら の

遺伝子 の 産物 は い ずれ も42〜43kDa の タ ン パ ク で

互 い に 60％ 以上 の 配列相 同性 を示 す。大腸 菌や酵

母 など異種生物で 活性タ ン パ ク と し て発現可能で あ

る が ， 酵素機能が 同定さ れ て い る ク ロ ーン は 必ずし

も多 くない ．ヨ
ーロ ッ パ 産 の マ ツ やナ ン キ ン マ メ か
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図 1CHSSuper 　Famlly　Member の 酵素 機能

ら得 られ るク ロ
ー

ン に は，CHS 反応 と全 く同 じ基

質か らス チ ル ベ ン の 骨格 を与 え る もの があ る （ス チ

ル ベ ン 合成酵 素，STS ），

　また，我々 が ア マ チ ャ か ら得た ク ロ ーン は炭素鎖

の 伸長はするが閉環機能 を持 た ず ， 結果 と し て ク マ

ロ イル トリア セ テ ィ ッ ク ラ ク トン を生成す る沖 そ

の 他に も基質特異性がか な り異 なる ク ロ
ー

ン が存在

する．こ れ らの 例を図 1 に 示 した．CHS は植物 に

特異的な もの と考え られて い たが ， 放線菌か らも約

30％ の 配列相同性 を示 すク ロ ー ン （RppA ）が得 ら

れ，大腸菌で 発現 し た タ ン パ ク は 5 分 fの マ ロ ニ

ルーCoA か ら 1，3，6，8一テ トラ ヒ ドロ キ シ ナ フ タ レ ン

（T4HN ）を生成 し（図 ／0参照），こ の 放線菌に お け

る メ ラ ニ ン 合成 を担 っ て い る こ とが判明 して い る．
3〕

現在キ メ ラ酵素や 変異酵素 の 作成 に よ りこ れ ら の

ク ロ ーン の 示す基質 ・生成物特異性 の 制御機構 が多

くの グ ル ープ に よ り研究さ れて い る．パ セ リ 由来 の

CHS に続 き，昨年に は ガ ーベ ラ 由来 の 4一ヒ ドロ キ

シー6一メ チ ル ピ ロ ン 合 成酵素 につ い て も約 2A の 解像

度で X 線結晶搆造が報告 され た．
’i．

近 々 に は 2 種 の

異 な る植物由来 の STS に つ い て も X 線結晶構 造が

報告され る と聞い て い る，CHS と ピ ロ ン 合成 酵素
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は全体と して は 良 く似た 活性部位構造を有 して お

り，また触媒残基 も共通 に存在す るもの の
，

メ チ ル

ピ ロ ン 合成酵素に お い て は ス タ
ー

タ
ー

を認 識す る 部

位 の 体積が明 らか に小 さ く，こ れ が基質及 び 生成物

特異性 を制御 して い る と い わ れ て い る．X 線結 晶構

造が得 ら れ た 2 種 の STS の うち
一
方はむ し ろ CIIS

に近 い 活性 部位構造 を持 つ と い わ れ て お り，CHS

と STS の 生 成物特異性 の 制御に つ い て は 未だ結 論

には至 っ て い な い ようで あ る評

、一 獣 跏 ．　　　 3　　　　 亳鱗 礁一

　　　　 オキシ ドスクワ レン閉環酵素

　高等植物に は 80種に の ぼ る ト リ テ ル ペ ン 骨格が

存在し て お り，その 大部分は オ キ シ ドス ク ワ レ ン の

閉環反応 で 形成 される．高等植物では環化生成物 の

トリ テ ル ペ ン ア ル コ ール は さ らに骨格上 の 様 々 な変

換 を受けた後，糖 転移酵素 によ り配糖化 されサポ ニ

ン と して 蓄積 さ れ る こ とが 多い （図 2）．こ れ らの 中

には，ニ ン ジ ン の ジ ン セ ノ サイ ド，カ ン ゾ ウ の グ リ

チ ル リチ ン
， サ イ コ の サ イ コ サポニ ン 等 ， 漢薬 の 有

効成分 と な っ て い る もの も多い ．
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図 2 オ キシ ドス ク ワ レ ン 閉環 酵素と トリテ ル ペ ン サ ボニ ン

　我 々 の グ ル
ープ で は， トリテ ル ペ ン生産植物 を材

料 に 相同性 を 利用 し た PCR 法 に よ る オ キ シ ドス ク

ワ レ ン 閉環酵素 cDNA の 探索 を試み，こ れ まで に

約 30種 の ク ロ
ー

ン を得 て い る ．得 ら れ た 遺伝子産

物の 酵素機能につ い て は酵母 の 発現 系で 同定した．

ル ペ オ ール合成酵素，
m

β
一ア ミ リ ン 合成酵素 ，

T，S）
ク

ク ル ビ タ ジ エ ノ ー
ル 合 成酵素

5
乏 い っ た 骨格特異 的

合成酵素 と共 に，複数の 異な る骨格 の 生成物を与え

る 多機能型酵 素が存在す る こ と も明 らか に し た。H・1°
1
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酵素機能未同定の もの もある が，こ れ らの ア ミ ノ酸

配列は 互 い に 50％ 以上 の 相同性 を示 し， 系統樹を

作成す る ど
11

（
一

部の ク ロ ー ン を除 き）生 成物 が 同
一’

の ク ロ ーン が ク ラ ス ターを形成す る こ とか ら，酵素

機能 の 分化 が植物種 の 分化 に先だ っ て起 こ っ て い る

こ とが明 らか とな っ た （図 3）．また， トリ テ ル ペ ン

骨格合成酵素は，植物に普遍 的に存在す る ス テ ロ
ー

ル 合成系 の サ イ ク ロ ア
ー

テ ノ ール 合成酵素を遺伝的

祖先と して進化 した こ とが分 かる．シ ロ イ ヌ ナズナ

か ら得た 1 ク ロ ーン は ， 何 と 9 種もの異なる骨格の

生成物を与える多機能型酵素であるが ，
こ の ク ロ ー

ン は ， 同 じシ ロ イ ヌ ナズナ由来 の 低特異性ル ペ オ ー

ル 合成酵素（マ イナ
ー生成物 として β

一ア ミ リ ン な ど

4 種 の 化合物を生 成），エ ン ドウ 由来 の 多機 能型酵

素（α
一ア ミ リ ン

， β
一ア ミリ ン を主生成物 とし計 7種

の トリ テ ル ペ ン を生成）と共に系統樹中最 も分化 の

進 ん だ位置に存在 し て お り，こ の こ とが 何を意味 し

て い る の か 興味が 持た れ る．
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図 3 植物由来オキ シ ドスク ワ レン閉環酵 素 の系統 樹

　異 な る骨烙 の 生成物を与え る ト リ テ ル ペ ン 合成酵

素の ク ロ ーニ ン グ に成功した こ とか ら， 生成物特異

性 を もた ら す機構 の 解析を タ ン パ ク レ ベ ル で行うこ

とが 可 能 と な っ た ．そ こ で ，β
一ア ミ リ ン 合成 酵素

とル ペ オ ー
ル 合成酵素を材料 に ， ポ リペ プチ ド…ltの

生成物特異性 の 制御 に関与す る領域 の 特定を試 み

た．［E〕
ル ペ オール とβ

一ア ミ リ ンの 骨格生成反応は途

中ま で 全 く同 じ メ カ ニ ズ ム で 進行 し，仮想 中間体 で

ある ル ペ ニ ル カ チ オ ン における メ チ ル 基 か らの 脱プ

ロ ト ン （図 4 経路 a ＞に よ りル ペ オ ー
ル が ， また ル ペ

囎
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図 4 ルペ オ
ー
ルと β

一ア ミ リンの生成機構

ニ ル カ チ オ ン に対 し 5 員環 の C−C 結 合が 転 移 し，

以
．
ド2 回 の L2 一ヒ ドリ ド転移 ， 12α プ ロ トン の 脱

離 （経路 b）に よ りβ一ア ミ リ ン が 生成す る と考えら

れ る．

　β
一ア ミ リ ン合成酵素 とル ペ オ

ール 合成酵 素の ア

ミ ノ 酸 配列 は全 領域 に わ た り 70％ と高 い 相同性を

示す．両 者 の 全長 をほぼ均等 に 4等分す る 共通 の 制

限酵素部位を利用 し可能な組み 合わせ すべ て の キ メ

ラ体を構築 し た ．また 混合 PCR 法に よ る キ メ ラ体

も作成した．その 結果，数種の キ メ ラ体に よ る形質

転換酵母に お い て ル ペ オ ール とβ
一ア ミ リ ン の 両者

を生成 して い る こ とが分か り，その 生成比 の 違 い か

ら ポ リペ プ チ ド全体 の うち約 1割 に当 た る N 末側

か ら 258〜340残基 の 領域 （図 5☆）が 生 成物特異性

に 重要で あ る こ とを明ら か に し た．
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図 5 ル ペ オ
ー

ル 合成 酵 素と β
一ア ミ リ ン 合 成酵 素 間 の キ メ

　　 ラ 酵素

　こ の 領域に お い て 両酵素問で 異な る ア ミ ノ 酸残基

につ き，部位特 異的変異導入 に よ る 生成物特異性に

関与する ア ミ ノ 酸残基 の 特定を試み た ．1：）

今 まで に

ク ロ ーニ ン グ され たすべ て の β
一ア ミ リ ン 合成酵 素

に お い て保存 され て い る 259 番 目の Trp を Leu（ル
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ペ オール 合 成酵素 の 配列）に改 変 した と こ ろ（図 6

a），ル ペ オ ール とβ
一ア ミ リ ン を約 2 ：1の 比率で 生

成し，逆に ル ペ オr ル 合成酵素の Leu を Trp （β
一ア

ミ リ ン 合 成 酵 素 の 配 列）に改 変 し た と こ ろ （図 6

b），β
一ア ミ リ ン を ほ ぼ 単

一
に 生 成す る こ とが 明 ら

か と な っ た．こ の こ とは Leu か ら Trp へ の 変異が

ル ペ ニ ル カ チ オ ン 以 降 の 環拡大へ と反応 を進行さ せ

た こ と を意味し，ル ペ オ
ー

ル 合成酵 素に新た な機能

を付加 したもの とい え る．こ れ らの酵素タ ン パ ク の

構造 に つ い て は ア ミ ノ 酸配列 以 上 の 情報は得ら れ て

お らず ， 現在の とこ ろは推定にす ぎな い が，ル ペ ニ

ル カ チ オ ンか ら環拡大が起 こ っ た後の オ レ ア ニ ル カ

チ オ ン を こ の Trp の π 電子 が 安定化する た め と考

えて い る．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Lupeot

　　
 
　 　 　 ↓

搬 ⊥
　 　 　 　 0　　　　　　 10　　　　　　 20　　　　　　 30　　　　　　　　　 mm

　 　 （切

Lupeot　Syn宦ha5eL265WMutari
ヒし 誤

O　 　 　 　 　 　 　 to
　 　 　 　 min2D

　 　 　 　 　　 30

図 6 点変異導入 による トリテ ルペ ン合 成酵素 の機能 変換

　さ らに すべ て の 5 環性 トリテ ル ペ ン 合成酵素に お

い て 保存 され て い る 261番 目の Tyr を His に 改 変

し た と こ ろ，β
一ア ミ リ ン ，ル ペ オ ール い ず れ とも

異な る トリテ ル ペ ン が 生 成 した （図 7）．各種機器分

析 を行 っ た と こ ろ ダ ン マ ラ ン 骨格 の ジ エ ノール 3 種

の 混合物で ある こ とが 明ら か とな っ た．こ の 結果は

閉環反応 が 4 環性 の ダ ン マ レ ニ ル カ チオ ン で 停止

し，置換 した His残 基 に よ る 脱 プ ロ トン が生 じた こ

とを意味 し て お り，
一

方，本来の Tyr 残基 は D 環

が 6員環 へ 拡大 した後に生 じる カ チ オ ン 中間体の安

定化 に 寄与 し て い る こ とが 示唆さ れ た ．以 上 の よ

うに ， 約 750残基か らな る ポリペ プ チ ドの わずか 1

ア ミノ 酸残基 の 置換 に よ り生成物特異性 を劇的 に制

610　 フ ァ ル マ シ ア 　 Vol．37，」＞o．7200 ノ

、」，・H

HODammara

・IS，21・dien・3斉d

、、，・H

HODammara

，18｛2B），21．dien．3βol

図 7　点変異（Y261　H）β
一ア ミ リン 合成 酵素の生成 物

御で きる こ と をみ い だ し，また そ の 特異性を支配す

る化学的原理 に つ い て も重要な知見を得る こ とが で

きた ．活性部位構成ア ミノ酸残基 の 合理 的な置換に

よ り，生成物特異性 の 異 なる合成酵 素を自由 にデザ

イ ン し ， さ らに は 非天然型 トリ テ ル ペ ン 骨格の創出

に も道 が 拓 けた と考え て い る．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4　 　 　 　
一

懸 飜 一

　　　 糸犠菌由来ポリケタイ ド合成酵素

　糸状 菌の ポ リ ケ タ イ ド合成酵素（PKS ）は ，
い ずれ

も分子量 200kDa 前後 の 多機能型 の タ イ プ 1型 で あ

り，か つ 放線 菌 の マ ク ロ ラ イ ド系 PKS が module

型 で ある の とは異な り，炭素鎖伸長の たび ご と に同

じ活性部位が 繰 り返 し使 わ れ る iterative型で ある

こ とが 明 らか にな っ て きた（図 8）．14）

しか し，実 際

の 生成物が 同定 さ れ て い る例は ほ とん どな く， β
一

ポ リ ケ トメ チ レ ン 鎖 の 鎖長や 閉環様式を どの よ うに

制御し て い る か は 全 く不明で あ っ た．我 々 は，趣ρ8厂
一

giilus　terreus よ りク ロ ーニ ン グ し た atX 遺伝子
1tV

を

例 に，先に構築 した異種糸状繭発現系 が糸状 菌 PKS

の 酵素機能解析に極め て 有用 で あ る こ とを明らか に

した．こ の 発現系 を用 い 数種 の 糸状菌由来 PKS に

つ い て 機能解析 を行 っ て きた．

　 　 　 　 　 ms 　　　　　　　 AT 　　　　D団　　　　　　　　KR 　　　　AC 尸
剛副黼 滋齢　一 ■

一一一一 研 … ／

。鞠備 辮”　 L一 臼・呻蚓
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CYC

。。鮠瀟 毎翩 r − 　
・21 醐

。靱 溜。  s　− 一一トー一一 一 　
〔z’” za／

伽 榊 旙瓢脚ゆ 肋
ト 十 一一一 一 　．鋤 剛

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ER

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ／sezs　．．　“／
耀湖撫＿、　 一 一

Ks 　　　　　At 　　　OHMT 　　　　　　　　　KH 　　　ACP

図 8　糸状菌タイプ ｝型 PKS の 遺伝子構造
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　Aspergillus　nidulans よ りク ロ ーニ ン グされた w’A

遺伝 子 は 無性世代緑色 胞子色素の 生合成に 関わ る遣

伝子とされ て い たが，生成化合物も含め そ の 機能は

不明 で あ っ た，こ の wA 遺伝子 を導入 した Aspergit−

lus　 oryzae の 形 質転換体はヘ プ タ ケ タ イ ド（C−14）の

イ ソ クマ リ ン 化合物を生 産 し，wA 遺伝子が ヘ プ タ

ケ タ イ ド合成酵素を コ ー
ドして い る こ とが明 らか に

な っ た．1G）

そ の 後，報告 され て い た wA 遺伝子 の 塩

基配列に 誤 りをみ い だ し ， 訂 正 した完全 長 wA 遺伝

子 （nveA ）を同じ発現系で 発現 させ ， 完全 長タ ン パ ク

の 実際の 生成物が 同様に ヘ プ タ ケ タ イ ドで はあ るが

ナ フ トピ ロ ン 化合物 で あ る こ とを明 らか に した．，了’

こ の ナ フ トピ ロ ン が 本来の A． nidulans 胞子色素の

前駆体で あ る．

　C 末領域 の 欠失に よ り本来の ナ フ トピ ロ ン では な

く， イ ソ ク マ リ ン 体が生成 し た こ とか ら，こ れ まで

チ オエ ス テ ラーゼ と さ れ て い た C 末領域が ，実際

は ナ フ トピ ロ ン 生成 の 際 の ク ラ イ ゼ ン 型 閉環反応 を

触媒する領域 で ある こ とが 示唆され た．そ こ で ，C

末の 段 階的欠失 ， 部位特異的変異導入を行 い ，ク ラ

イ ゼ ン 型 の 閉環 に Ser−1967，　 His−2129 が 必須 で あ る

こ とを証明した．ls）
こ れ らの 残基は他 の ク ラ イゼ ン

閉環 型 PKS に お い て も保存 され て お り， His残基

に よっ て活性化 された Ser残基 に最後の 縮合反応 を

終えた ポ リケ タ イ ド中間体が ACP か ら転 移 し，ポ

リ ケ トメ チ レ ン 鎖 上 に 生 成 した カ ル バ ニ オ ン が チ オ

エ ス テ ル の カ ル ボ ニ ル炭素を攻撃す る と い う共通 の

反応機構を提唱 して い る （図 9）．

A，nidulans 　WA 　PKS

　 　 wo

a
・fLms
　　　A卵

　 　　　　　　　　　　　　
騨
讌

　 　 　 　 　 　 　
’
　 ，　蟻

　 　 　 　 　 KS 　　　　 AT 　　　　　 ACP 　 CVC

・｛盤C瓢 櫨
　　 ACP 　鮮c

・｛爺イ・
捗

・囎 源

　　『欝 　 　　 　 　　
1一 齡

KS 「p−kθtoacyi　synthase ．　AT ：ecyltransfemase ．　ACP：靭 l　carr／erproteln．　CYC ：Claisencydase

図 9WA 　PKS の クライ ゼ ン 型閉環反応

　 ぜ

 
最前

礬

　ウリ類炭疸病菌 Colletotrichum　 tagenarium よ りメ

ラ ニ ン 生合成に 関 わ る遺伝子 と してク ロ
ーニ ン グさ

れた PKS 　1 遺伝子 を ， 同様 に Aoo ’
zae で 誘導発現

させ た と こ ろ ，DHN 一メ ラ ニ ン 生合成 （図 11）の 最初

の 中間体と され て い る 1，3，6， 8一テ トラ ヒ ドロ キ シ ナ

フ タ レ ン （T4HN ）を主た る生成物 と して 同定 した

（上記 RppA の 生成物 と同 じ化合物）．さ ら に マ イ

ナ ーな生 成物 を検索 し た と こ ろ ，T4HN と 同 じ ペ

ン タケ タ イ ド（C −10）で ある単環性の フ ェ ノ ール カ ル

ボ ン酸を同定 した．19｝
本 化合物 は ， T4HN 生 成反

応 に お い て ， ナ フ タ レ ン 環の 2環 目の 閉環が 進行せ

ず生成し た と考え ら れ た ．こ の化合物が得られた こ

と は 2 環 目の 閉環が ク ラ イ ゼ ン 型 の 反応 で 生成 した

こ とを示 して お り， そ うだ とする と本反応 の ス ター

ターが ア セチ ル ーCoA で はな くよ り活性化 された マ

ロ ニ ル ーCoA で あ る こ とが 想 定され た．実 際 に ， 形

質転換体 よ り部分精製 した 酵 素を用 い る in　 vitro の

系で ，マ ロ ニ ル ーCoA が伸長単位 と して だけで な く，

ス タ
ー

タ
ー

として こ の 反応 に関与 して い る こ とを明

らか に した．　L°）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 OH 　 OH

＿ 捻 養蝓
　　　　　　　　 　　 D・・a・b。xyl・ttSn 　 l　 　 °

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HVdroトysus　　　HO
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CH3

図 10　PKS 　1の 反応

　ヒ トの 真菌感染症 で あ る ア ス ペ ル ギ ル ス 症 の病原

菌A3那 rg 漁 ∫ ．filmi8atusに お い て は，胞
．
」
ニ メ ラニ ン

の 生成が，ヒ トへ の 感染 の 重要 な因子で あ る こ とが

明 らか に さ れ て い る．胞 了
・色素変 異株 の 変異相補 を

指標 とし ， 胞子色素生合成遺伝子ク ラ ス ターをク ロ

ーニ ン グ した と こ ろ，6 個 の ORF が 存在 し て お り，

PKS （atb 　1）の ほ か DHN 一メ ラ ニ ン 生 合成に 関与す

る酵素を コ ード し て い る もの と考え ら れ た ．Alb　1

の 配列は上記ペ ン タ ケ タ イ ド合成酵素 PKS 　1（43％）

よ りもヘ プ タケ タイ ド合成 酵素 で あ る WA （67％）

と 高 い 相 同性 を示 し ， そ の 生成物 に 興味が もた れ た．

Alb　1　PKS を A ．　 oryzae で 誘導発現 さ せ 生成化合物

を同定 し た と こ ろ WA の 生 成物 と 同 じナ フ トピ ロ
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．ゑ勤、∴ ．65．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ち 3，6，8・TeヒrahydrexynaPhthalene

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 tT　　 N ）
　 　 　 　 　 　 　 o　 　 　 　

　　
＝

冠 ¢6 − DH −

　 　 　 　 　 1，3DihydK｝xynaphthalene

図 11DHN 一メ ラニ ン 生合成と Alb　l　PKS

ン で ある こ とが明らか とな っ た．t” こ の ナ フ トピ ロ

ン は ヘ プ タケ タ イ ド（C−14）で あ り，ペ ン タ ケ タ イ ド

（C−10）である T4HN とは異な り A．　 nidut αns にお け

る緑色胞子色素の 前駆体で あ る．しか し， A ル祕 gα
一

tus の alb 　1 遺伝子破壊株は全 くメ ラ ニ ン を生 産せ

ず ， また，こ れに alb　1 遺伝子 を導入す ると メ ラニ

ン を生 産す る．こ の こ と か ら ，
alb 　1 遺伝子 が異種

糸状菌 A．Oty
’
zae で は正 し く機 能せず ナ フ トピ ロ ン

を与え る 可能性 ， ある い は ， ク ラ ス ター中に コ ード

され る の 他の 酵素タ ン パ ク と共同で機能する こ とに

よ りペ ン タケ タイ ドT4HN 合成酵素 として 機能す

る可能性が考えら れ た。そ こ で ，遺伝子ク ラ ス ター

中 の 機能未知 の 遺伝子 ayg 　1 を atb 　Z とと もに A ．

orvzae に形質転換導入 し同時に発現 誘導 した と こ

ろ，ナ フ ト ピ ロ ン の 生産 は 全 く認 め られ ず T4HN

の 生産が 確認 で きた．次 い で ，そ れ ぞれ 弔独で 発現

した 菌体 よ り調製 し た粗酵素液を用 い ，in　 vitro で

の 反応を検討 した と こ ろ，ヘ プ タ ケ タ イ ドの ナ フ ト

ピ ロ ン が Ayg 　1 に よ り2次 的 に側 鎖切 断 を受 け

T4HN が 生成する と い うこ れ まで に 例 の な い 新 し

い DHN 一メ ラニ ン 生合成系 の 存在を実証する こ とが

で きた．
22 ｝

こ の Ayg 　1の 触 媒す る反応 は，芳香環 と

カ ル ボ ニ ル 炭素間 の C−C 結合 を加水分解 的 に 切 断

する他に類例 の ない 反応で あ り，現在本酵素の精製

と 特性化 及 び 反応機構 の 解析 を進 め て い る．

おわりに

　こ こ で 紹介 した生合成酵素群は い ずれも 2 次代謝

産物 生 合 成経路 の 上 流 に位置 し，普遍的 に存在す る

基質を利 用 して お り 1 次代謝 との 分岐点と な っ て い

る．こ れ らの 生合成酵素はそれぞれ の グル
ー

プ内 で
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は高い 配列相 同性を示すが ， 個 々 の 酵素 の 示す基質

特異性 や 生成物特異性 は ，微妙 に，また時 として 劇

的に異な っ て い る．こ の こ とは，生合成酵素遺伝子

が，酵素と して の 活性を保持 しつ つ ，活性部位の 構

造 を微妙に 変化 させなが ら分化 し特異性 が多様化 し

て きた こ とを示 し て い る ．世紀の 変わ り目に な っ て

ヒ トの ，また 高等植物 と し て は シ ロ イ ヌ ナ ズナ の 全

ゲ ノ ム配列が 報告さ れ ，今後も多 くの 生物種の ゲ ノ

ム 解析が加速 されるだ ろ う．CHS や STS の ように ，

た と え遺伝子取得が 容易に な りタ ン パ ク の X 線結

晶構造が得 られた と して も ， 酵素 タ ン パ ク の 示す基

質生成物特異性が直ち に解明され る わ け で はな い ，

天然物 の 示す構造多様性の 起 源 とな る 生合成酵素の

反応特異性 につ い て は
， 異種発現 タ ン パ クの 生化学

的解析 な ど従来か らの 方法論 に よ る解析 を着実 に進

めなければ ならな い ．そ の 際 ， 起源生物 の 生産す る

2 次代謝産物に つ い て の 情報が大 きな助 け に な る こ

とは い うまで もない ．シ ロ イヌ ナズナ は モ デ ル植物

として 植物関連分野 の 研 究 に 多大 な貢献 をして きた

が ，残念なが ら 同定さ れ て い る 2次代謝産物の 数は，

現在 で もフ ラ ボ ノ イ ドや テ ル ペ ノ イ ドなど数える ほ

どにす ぎな い の で ある．
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