
１． はじめに

キノマイシン系抗生物質エキノマイシン（図１Aの化合
物１）は，放線菌 Streptomyces lasalienis から単離された C２
対称＊１のデプシペプチド化合物＊２である．エキノマイシン
の骨格には２分子のキノキサリン＊３が含まれており，この
キノキサリン分子が DNAの二本鎖にインターカレートす
ることで抗腫瘍活性などの生物活性を示す．この化合物の
特徴は，数多くの天然物において類をみないチオアセター
ル構造＊４を有することである．これまでの研究により，
ecm1～ecm18（echinomycin biosynthetic genes：ecm，エキ
ノマイシン生合成遺伝子）を含む全長４６kbpからなる生
合成遺伝子クラスターが，エキノマイシン生合成を担うこ
とが報告されている．チオアセタール構造の形成は，その
中の二つの酵素，Ecm１７および Ecm１８により触媒される．
まず FAD依存的酸化酵素 Ecm１７によって，二つのシステ
イン残基がジスルフィド結合を形成しトリオスチン A（図
１Aの化合物２）が生成する．次いで，メチル基転移酵素
Ecm１８により，メチル基導入と同時にチオアセタール構
造が形成される．今回我々は，これら二つの酵素の機能解
析を行ったので報告する．

２． キノマイシン系抗生物質

放線菌が生産する，キノキサリンやキノリン類をクロモ
フォア＊５として有し，非リボソーム依存性ペプチド合成酵
素（non-ribosomal peptide synthetase：NRPS）によって生
合成される C２対称の環状デプシペプチド化合物をキノマ
イシン系化合物と総称する１）．エキノマイシン（１），トリ
オスチン A（２），チオコラリンやサンドラマイシンなどと
いった数多くの類縁体がこれまでに報告されている（図１

A）．キノマイシン系化合物は，グラム陽性菌に対する抗
菌活性，および強い抗腫瘍活性を有する．このような活性
は，二つのクロモフォアが二本鎖 DNAへインターカレー
トし，DNAの転写（DNA依存的 RNAポリメラーゼ）が
抑制されることで生じると考えられている．このクロモ
フォアおよびアミノ酸の種類によりインターカレートする
DNAの配向性が変化し，その生物活性が多様化する．た
とえば，チオコラリンなどは DNAポリメラーゼ の阻害
活性を有し，またサンドラマイシンは HIV-I逆転写酵素の
阻害活性を有することが知られている２，３）．

３． エキノマイシンの生合成

１９５７年に Streptomyces echinatus から単離された初めて
のキノマイシン系化合物がエキノマイシンである４）．同一
放線菌からこれまでにキノマイシン Bおよび Cも単離さ
れている（図１A）．エキノマイシンはキノキサリン，L-ア
ラニン，L-システイン，D-セリンおよび L-バリンから構成
されており，その二つのシステイン残基由来のチオアセ
タール構造が最大の特徴である．エキノマイシンの生合成
に関しては，標識アミノ酸の取り込み実験から，L-トリプ
トファンからキノキサリン骨格が形成され，D-セリンは
L-セリンがエピマー化し導入されていることが明らかにさ
れていた５）．またチオアセタール結合の構築に関しては，
［３５S］標識トリオスチン Aの取り込み実験により，［３５S］
標識エキノマイシンの生成が確認されたことから，エキノ
マイシンはジスルフィド体であるトリオスチン Aから形
成されることが示唆されていた６）．２００６年筆者らは，エキ
ノマイシンおよびトリオスチン Aの生産菌である Strepto-
myces lasaliensis よりその生合成遺伝子クラスターを単離
した．１８個の ORF（open reading frame）から構成される
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全長４６kbpの遺伝子クラスターであり（図２A），酵素の
予想機能からエキノマイシン類の生合成経路を図のように
予想した（図２B）７）．まずクロモフォアのキノキサリン-２-
カルボン酸は Ecm２，３，４，８，１１，１２，１３および１４によ
り生合成され，Ecm１でアデニル化される．アデニル化さ
れた後，脂肪酸生合成に関わるタンパク質 FabCとチオエ
ステル交換により結合する．このキノキサリンを開始基質
として NRPSである Ecm６および７により順次ペプチド鎖
が伸長する．キノキサリンおよび四つのアミノ酸から伸長
したペプチド鎖が二量化し，Ecm７のチオエステラーゼド
メインによる切離しとラクトン環の形成が一挙に進行し，
環状デプシペプチドが生成する８）．筆者らは，それら全生
合成遺伝子を大腸菌に異種発現することによりエキノマイ
シンの生物全合成を達成し，本遺伝子クラスターがエキノ
マイシン生合成遺伝子クラスターであることを証明した７）．
しかしながら，トリオスチン Aのジスルフィド結合形成

およびエキノマイシンのチオアセタール形成における詳細
なメカニズムは明らかにされておらず，今回それら酵素の
機能解析を行うこととした．

４． ジスルフィド結合形成酵素 Ecm１７

天然には，FK２２８やグリオトキシン，ホロマイシン（図
１B）など，ジスルフィド結合を有する低分子化合物が存
在している．最近，これら化合物のジスルフィド結合を触
媒する酵素の機能が報告された９～１１）．FK２２８，グリオトキ
シンおよびホロマイシンのジスルフィド結合生成酵素はそ
れぞれ FAD依存的酸化酵素と相同性を有する DepH，GliT
および HlmIと推定されていた．その機能は in vitro 反応
によって確かめられ，それぞれの化合物の二つのチオール
基を酸化し，ジスルフィド結合を形成することが明らかと
なった．エキノマイシン生合成クラスターには，これら

図１ キノマイシン類およびジスルフィド結合を有する化合物の構造
（A）Ecm１８によるトリオスチン A（２）からエキノマイシン（１）への変換．化合物１，２およびその類縁体の構
造．（B）ジスルフィド結合を有する天然有機化合物の構造．
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DepH，GliTおよび HlmIと高い相同性を有する酵素
Ecm１７が存在する．このことから本酵素が，システイン
残基由来のチオール基のジスルフィド結合を触媒している
ことが推定された．そこで，Ecm１７の大腸菌由来組換え
タンパク質を調製し，還元したトリオスチン Aを用いて
in vitro 反応を試みた．その結果，Ecm１７は速やかにトリ
オスチン Aを生成することが明らかとなり，DepHなどの
酸化酵素と同様の活性を有することがわかった．また，こ
れらジスルフィド結合を触媒する酵素がどの程度基質を許
容するか調べるために，GliTの組換えタンパク質を調製
し，Ecm１７と同様にトリオスチン Aの還元体を基質とし
て in vitro 反応に供した．その結果，GliTは Ecm１７とほぼ
同程度の酸化活性を示した．これまでの報告によると，グ
リオトキシン生合成酵素 GliTは，活性は落ちるもののホ
ロマイシン前駆体のホロマイシン還元体を酸化することも
示されている１１）．分子量が２００程度のホロマイシンおよび
１０００以上のトリオスチン Aという構造や大きさが極端に
異なる分子にも関わらず，これらの酵素は同様の活性を示
すことから，Ecm１７を含むチオール基酸化酵素の基質特
異性は非常に低いことが明らかとなった．このことから，
その活性中心（二つのシステイン残基）は酵素の内側に存
在しているのではなく，外側に配位していることが示唆さ
れた１２）．

５． チオアセタール形成酵素 Ecm１８

エキノマイシンの生合成遺伝子クラスターにおいて，チ
オアセタール結合を触媒する酵素を探索した結果，S -アデ
ノシルメチオニン依存的メチル基転移酵素（S -adenosyl-L-
methionine-dependent methyltransferase：SAM-MTase），Ecm１８
が推定された．先述したように，エキノマイシンの前駆体
はトリオスチン Aであると考えられたため，組換えタン
パク質 Ecm１８およびトリオスチン Aを in vitro 反応に供
したところ，エキノマイシンの生成を確認した７）．このチ
オアセタールの形成メカニズムを，次のように推測した
（図２C）．チオアセタール形成反応には，二つのステップ
があると考えられる．第１ステップでは，ジスルフィド結
合を形成している硫黄原子からの SAMのメチル基への求
核攻撃により，メチルスルホニウムカチオンが生成する．
第２ステップでは，このスルホニウムカチオンに結合する
メチレンのプロトンが引き抜かれることにより，スルホニ
ウムイリドが形成される．続いてこのスルホニウムイリド
のカルボアニオンがもう一つの硫黄原子へ求核攻撃し，三
員環の遷移状態を経てチオアセタール結合が形成される．
我々は，メチル基転移酵素がチオアセタール結合の形成と
いう特異な反応を触媒することに興味を持ち，そのメカニ
ズム解明を目指した．まず，タンパク質 Ecm１８の結晶化

を試みたが，基質であるトリオスチン Aとの共結晶はも
ちろん酵素単独での結晶も得られなかった．しかし幸運に
も酵素の反応後産物であるエキノマイシンおよび S -アデ
ノシル-L-ホモシステイン（S -adenosyl-L-homocystein：SAH）
をリガンドとして加えた場合にのみタンパク質の結晶を得
ることができた．得られた結晶を X線結晶構造解析に供
したところ，１．５A°の高分解能で回折像を得ることに成功
した．
SAM結合ドメインと基質結合ドメインがはっきりと区

分されている SAM-MTaseは Class Iに分類される．Ecm１８
は Class Iの SAM-MTaseであり，Class Iの SAM-MTaseの
一つ，ラット由来カテコールメチル基転移酵素（catechol
O -MTase：COMT）と比較すると，タンパク質の構造，
SAMおよびリガンド結合部位に対して非常に高い相同性
を持つことが明らかとなった（図３A-a）．N末端側に SAM
結合ドメインが，C末端側に基質結合ドメインが構成され
ており，この構成がさまざまな基質を許容するためのルー
プ構造を形成している．
Ecm１８において，SAHは SAM結合ドメインに結合して

おり，そのリボース残基は １鎖と Aへリックスを連結
するループ（GxGxG，ヌクレオチド結合モチーフ）に固
定されている（図３A-b）．また ２鎖の C末端側のアスパ
ラギン酸（D６８）は，リボースのヒドロキシ基と水素結合
を生じている．多くのメチル基転移酵素では，SAMの側
鎖カルボン酸は結合ポケットにおけるアミノ酸側鎖（アル
ギニン側鎖など）と結合しているが，Ecm１８における SAH
のカルボン酸はどのアミノ酸とも結合せず，タンパク質に
内在する水分子と強固に水素結合を形成していることが明
らかとなった（図３A-b）．また Ecm１８のエキノマイシン
結合ドメインは，N末端側の Yへリックス，４および
Dにはさまれた３１０へリックスの １，２へリックス，２
および Eへリックスのループ部分，６および ７鎖によ
り構成されていた（図３A-a）．SAHは Ecm１８といくつも
の強固な水素結合により，安定的に保持されている．一
方，エキノマイシンと Ecm１８の間には，二つの水素結合
しか観測されない（Q１５３側鎖のアミノ基とキノキサリン
のカルボニル酸素，および Q１５３側鎖のカルボニル酸素と
エキノマイシンのアラニン残基のカルボニル酸素の水分子
を介した水素結合，図３A-c）．このことから Ecm１８の基
質結合特異性は，水素結合による安定化というより，酵素
の基質結合ポケットにエキノマイシンの構造が“密に収ま
る”ことで生じていることが示唆された（図３A-d）．また
エキノマイシン類のバリン残基部分は，これまで発見され
ているキノマイシン系化合物において最も構造が多様化し
ている部分である．N -メチル-L-アロイソロイシンや N，-
ジメチル-L-アロイソロイシンなどに置き換わった化合物
が報告されている（図１A）．興味深いことに，このバリン
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図２ エキノマイシン生合成
（A）化合物１の生合成遺伝子クラスターの模式図．（B）化合物１の生合成経路の概略．（C）チオアセタール結
合形成の推定メカニズム．
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図３ Ecm１８およびエキノマイシンの X線結晶構造解析
（A-a）Ecm１８―エキノマイシン―SAH複合体の X線結晶構造全体図．（A-b）Ecm１８―エキノマイシン―SAH結合部位拡大図．
（A-c）Ecm１８―エキノマイシン結合部位拡大図．（A-d）Ecm１８―エキノマイシン結合部位の空間充填モデル図．（B-a）エキ
ノマイシン（化合物１）の Ecm１８結合型，（B-b）非結合型，（B-c）DNA結合型，（B-d）トリオスチン A（化合物２）の非
結合型，（B-e）および DNA結合型の X線結晶構造解析図．（B-a）の○印は cis型のアミド結合を示す．
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残基周辺の結合ポケットは，トリオスチン Cやキノマイ
シン Cの有するかさ高い N，-ジメチル-L-アロイソロイシ
ンをも受け入れられるように形成されており，Ecm１８は
広い基質特異性を有していることが示唆される．これが
Ecm１８によりすべてのトリオスチン類が対応するエキノ
マイシン類へ変換される要因であると考えられる．
また驚くべきことは，共結晶中のエキノマイシンの構造

であり，Ecm１８の活性部位に非常に小さく折りたたまれ
て存在していることが明らかとなった（図３B-a）．これま
で，エキノマイシンやトリオスチン Aは単独結晶および
DNAとの共結晶が得られており，その構造が明らかにさ
れている（図３B）．二つのクロモフォアの距離は，そのす
べての構造において１０A°以上離れたコンホメーションを
とる．一方，Ecm１８の活性部位においては，その距離が
５．４A°と極端に狭いコンホメーションをとることが今回明
らかとなった．このコンホメーションをとることができる
要因は，活性部位の空間構造とキノキサリンクロモフォア
の -相互作用による安定化のためと考えられる．
通常メチル基を転移するには，求核剤となる炭素や窒

素，および酸素原子を脱プロトン化し活性化する必要があ
る．しかし，ジスルフィド結合の場合，荷電子数の多い硫
黄原子においてはそのような活性化は必要がなく，第１ス
テップのメチル基転移反応は SAMと基質が近接していれ
ば進行していくものと考えられる．実際，SAHとエキノ
マイシンは非常に近い距離に位置している（図３A-c点線）．
またチオアセタール形成の第２ステップにおける，メチレ
ンプロトンの引き抜きには，１１５番目のヒスチジン残基が
関与すると考えられる（図３A-c）．
エキノマイシンおよびトリオスチン Aの X線結晶構造

から，エキノマイシンよりも開いた構造をとるトリオスチ
ン Aの方がより自由度が大きく（図３B-bと d），エネル
ギーが高い．そのため，Ecm１８の活性部位にトリオスチ
ン Aを固定するにはエキノマイシンよりも高いエネル
ギーが必要であると考えられる．また，ジスルフィド構造
よりもチオアセタール構造の方が“固い”結合であり，結
合の距離も短いため安定な構造である．このエネルギー差
が，第２ステップのプロトンの引き抜きからイリド形成お
よびチオアセタール結合形成への駆動力となり，反応を終
結させている１３）．

６． おわりに

チオアセタール構造を有する天然物は，キノマイシン系

化合物以外にはほとんど報告例がない．先行研究によりエ
キノマイシンはトリオスチン Aよりも強い生物活性を有
することが明らかとなっている．またエキノマイシンの類
縁体である SW-１６３類において，チオアセタール結合を有
する SW-１６３Eの抗腫瘍活性はジスルフィド結合を有する
SW-１６３Cと比較して，１００倍以上強いことも示されてい
る１４）．このことからチオアセタール構造は生物活性に重要
であり，この活性の差を生み出す要因は，チオアセタール
構造によるコンホメーションの安定化にあると考えられて
いる．今回，我々はジスルフィドおよびチオアセタール結
合の構築について研究を行い，その詳細なメカニズムの解
明に成功した．これら酵素を利用することで，新たなキノ
マイシン系化合物の創製につながることが期待される．
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