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研究の目的 

放線菌は顕著な生理活性かつ複

雑な分子骨格を有する二次代謝産

物を生合成する。我々は放線菌

Streptomyces rochei 7434AN4株の多

重遺伝子変異株においてアゾキシ

アルケン化合物 KA57A (図 1A) の

蓄積を見いだした (論文 1)。本化

合物は特異なアゾキシ結合を有し

ており、本菌のゲノム解析 (論文

2) を行ったところ、従来知られて

いる窒素・窒素結合形成酵素の相

同性遺伝子が見いだされず、新規

酵素である可能性が示唆された。

また、本株は２つのヒドラジド化

合物 KA57D1, KA57D2 を蓄積した (図 1B) (論文 3)。標識アミノ酸の取り込み実験か

ら KA57-A がセリン、KA57D1 がバリン、KA57D2 がイソロイシンを起源としてお

り、窒素・窒素結合形成酵素は様々なアミノ酸を認識する可能性が示唆された。本課

題では、KA57A生合成遺伝子の網羅的遺伝子破壊解析と推定生合成基質の酵素変換

実験、さらには他のアゾキシアルケン化合物生合成遺伝子のスクリーニングなどを

駆使し、特異な二次代謝産物生合成メカニズムの解明を目指した。 

 

方法 

 図 2 に KA57A 推定生合成経路を示す。まずヘキシルアミンとセリンが縮合し、

ヒドロキシルアミン中間体が転位・酸化されてアゾキシ (N=N+–O–) 結合を形成し、

次いで様々な官能基変換を経て 1’,2’-ジヒドロ KA57A が合成され、最後に C1’-C2’ 

の不飽和化が生じて KA57A が生合成される(論文 1)。また、KA57A, valanimycin お

よびmaniwamycin (図 1;論文 4) 生合成遺伝子クラスターを比較したところ、N-ヒドロ

キシラーゼやキナーゼなど共通遺伝子を見いだした。本研究では、共通遺伝子の破

壊株構築と代謝産物解析を中心とし、生合成経路の全容解明を目指した。 

 

図 1. (A) アゾキシアルケン化合物の化学構造 

   (B) 放線菌 S. rochei KA57 株が生産するヒドラジド化合物 
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結果 

Streptomyces sp. TOHO-M025 株の次世代シークエンス解析を行い、maniwamycin生

合成遺伝子 (mwm) を解読した。KA57A生合成遺伝子 (azx) クラスター (論文 2) に

ついて、mwm と比較検討したところ、N-ヒドロキシラーゼ遺伝子  (M025-432, 

SRO_1832) やキナーゼ遺伝子(M025-426, SRO_1821) など共通遺伝子を見いだした 

(表 1)。これらについて網羅的に遺伝子破壊を行い、得られた破壊株の代謝産物解析

を行った。N-ヒドロキシラーゼ遺伝子に関して、valanimycin の遺伝子破壊株と同様

に当該アゾキシアルケン化合物 KA57Aを生産せず、本遺伝子群の生合成への関与が

強く示唆された。キナーゼ遺伝子 SRO_1821 破壊株について代謝産物解析を行った

図 2. アゾキシアルケン化合物 KA57A とヒドラジド化合物 KA57D1, KA57D2 の生合成経路 



ところ、KA57Aが親株の 10%程度生産されていた。このことは、本遺伝子以外のキ

ナーゼが代替している可能性を示唆している。本株については微量代謝産物も確認

されており、構造解析を通して生合成機構に関する知見の獲得が期待できる。 

 

結論 

アゾキシアルケン化合物生合成に関しては、近年窒素・窒素結合含有天然物にお

いて窒素・窒素結合形成メカニズムの報告が相次いでいるが、クレミオマイシンに

みられる亜硝酸生成経路、s56-p1 にみられるヒドラゾンユニット生成経路、に該当

する遺伝子群は、S. rochei ゲノム上の KA57A 生合成遺伝子クラスター (論文 1) お

よび maniwamycin 生産菌 (論文 4) には一切認められなかった。しかしごく最近、

アゾキシアルケン化合物 valanimycin や azodyrecin 生合成において、ヒドロキシル

アミンとアミノ酸が縮合して形成される中間体が、VlmO により異性化されて窒素・

窒素結合形成、次いで VlmB によりアゾ基 (N=N) 形成とアゾキシ基 (N=N+–O–) 形

成が引き起こされることが報告された (論文 5,6) 。このことは、窒素・窒素結合形

成酵素の多様性を示唆している。 

我々は本研究の一環で、KA57A 生産菌において、異なるアミノ酸を認識してヒドラ

ジドを形成することを明らかにした (論文 3)。このことは、窒素・窒素結合形成酵素

の基質多様性を強く示唆しており、本酵素の分子基盤解明により天然物を凌駕する新

規生理活性分子の創製が期待できる。現在 in vitro変換実験による脂肪酸・アミノ酸縮

合分子の構築を遂行中であり、新規アゾキシ化合物の生合成リデザインを目指す。 
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