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学 位 論 文 題 名 

 

Calyculin生合成経路における活性化機構に関する研究 
 

1986年に海綿動物Discodermia calyxより単離された calyculin Aは、各種がん細胞に対して強力

な細胞毒性を示す主要代謝産物である。その作用機序は真核生物に普遍的に保存されているタン

パク質脱リン酸化酵素 1 および 2A を特異的に阻害することで、細胞周期に変調をきたし、細胞

死を誘発する。そのため calyculin Aを高濃度で含む海綿動物がその毒性に侵されない理由は長年

不明であった。2014 年に所属研究室では、メタゲノムマイニング法により全長約 150 kb に及ぶ

PKS（polyketide synthase）- NRPS（nonribosomal peptide synthetases）hybrid型の calyculin生合成遺

伝子クラスターの単離に成功し、シングルセル分析によって難培養性の共生細菌‘Candidatus 

Entotheonella’属が calyculin 生産菌であることを明らかにした。さらに遺伝子クラスターにコー

ドされているリン酸基転移酵素CalQが calyculin Aをリン酸化し、弱毒性 phosphocalyculin Aへと

変換することを見出した。この反応は、宿主海綿動物における calyculin Aに対する耐性機構を示

唆している。一方で、phosphocalyculin Aを脱リン酸化し、calyculin Aへと変換する毒性発現機構

が不明であった。海綿組織における損傷の有無で代謝物変化を解析した結果、主代謝物は組織傷

害依存的に phosphocalyculin Aから calyculin Aへと変換されていた。すなわち、海綿D. calyxには

組織損傷に応じて高濃度のプロトキシンが瞬時に脱リン酸化され、細胞毒性が 1,000 倍強い化学

防御物質へと生物変換される活性化機構が備わっていることが明らかになった。しかし、その組

織傷害に応じた活性化機構は不明であり、なかでも鍵となる phosphocalyculin Aの活性化を担う脱

リン酸化酵素は未同定であった。そこで本学位論文では phosphocalyculin Aを活性化する脱リン酸

化酵素を同定し、その機能を解析することで活性制御機構の全容解明を目指した。 

 

1．Phosphocalyculin脱リン酸化酵素の同定 

一般的にアミノグリコシド系抗生物質におけるリン酸化/脱リン酸化を介した活性制御に関わ

る酵素は、その生合成遺伝子クラスターにセットで存在することが知られている。そこで初めに

calyculin のリン酸基転移酵素 CalQ の下流にコードされている機能未知の脱リン酸化酵素と配列

相同性を示すCalLに着目し、組換えタンパク質CalLの in vitro機能解析を試みた。しかし、いず

れの反応条件においても phosphocalyculin A脱リン酸化活性は認められなかったことから、生産菌

以外の海綿や他の共生微生物が脱リン酸化酵素の生産者であることが示唆された。 

そこで次に海綿D. calyxの粗酵素抽出液より、海綿組織において活性化を担う phosphocalyculin

脱リン酸化酵素の精製・同定を試みた。Phosphocalyculin脱リン酸化活性を分離の指標に、海綿D. 

calyx（湿重量 1.8 kg）の粗酵素液（7.3 g）より各種カラムクロマトグラフィーを用いて精製し、

最終的に活性画分（286 g）を得た。その活性画分を二次元電気泳動により分析した結果、脱リ

ン酸化酵素の物理化学的特徴は分子量約 45 kDaかつ等電点 pI 8-10の塩基性タンパク質であるこ

とが明らかになった。本特徴をもとに calyculin生合成遺伝子クラスターに着目すると、海綿より

精製した脱リン酸化酵素の特徴はCalLの特徴（43 kDa, pI 9.01）と酷似していた。Phosphocalyculin

脱リン酸化酵素はCalLであると予想し、天然由来酵素をトリプシン消化後、得られたペプチド断

片のアミノ酸配列を LC-MS/MS により解析した。その結果、天然由来脱リン酸化酵素から CalL

と同一のアミノ酸配列断片が検出された。さらに、当初CalLの読み枠 open reading frame（ORF）

のN末端と予想したアミノ酸残基よりも上流のアミノ酸配列に相当するペプチド断片も検出され

たことから、CalL の ORF の開始コドンはより上流に存在することが推察された。そこで遺伝子

calL の上流領域の配列の再解析を行ったところ、N 末端側に 66 残基伸長可能な CalL の ORF を

見出した。これらの結果から、海綿D. calyxより精製した phosphocalyculin特異的脱リン酸化酵素



 

 

は、N末端側に伸長した新たなORFのCalLであることが示唆された。 

次に新たに見出した ORF の CalL が phosphocalyculin 脱リン酸化酵素として機能する可能性を

検討するために、異種宿主発現により調整した組換え酵素 CalLの in vitro酵素反応を試みた。そ

の結果、読み枠を修正した組換え酵素CalLは phosphocalyculin A脱リン酸化活性を示し、その定

常状態速度論的パラメーターの値も天然由来の酵素の値と良い一致を示した。以上の結果から、

phosphocalyculin脱リン酸化酵素は calyculin生合成遺伝子クラスターにコードされる CalLである

ことが明らかになった。 

2. Phosphocalyculin脱リン酸化酵素の生化学的特徴の同定 

CalLは機能既知の脱リン酸酵素との配列相同性が低く、その生化学的特徴は不明であったため

第 2 章では CalL の生化学的特徴の同定を行った。各種脱リン酸化酵素との系統樹解析および脱

リン酸化酵素阻害剤との感受性実験の結果、CalLはどの機能既知の脱リン酸化酵素グループから

も独立した新たな酵素グループに属しており、purple acid phosphatase（PAP）と類似した生化学的

特徴を有することが予想された。実際に CalL の至適反応条件や金属結合残基を欠損させた変異

体の in vitro機能解析を検証した結果、CalLは哺乳類または細菌由来の PAPと同様にモノマーと

して存在し、CalLの至適 pHや金属結合残基は PAPのそれらと良い一致を示した。一方で様々な

基質のモノ・ジ・トリリン酸エステル基に対して加水分解活性を示す基質特異性の広い PAPとは

異なり、CalLは高い基質特異性を示し、リン酸モノエステル基を加水分解せず phosphocalyculinの

ピロリン酸エステル基を選択的に脱リン酸化する酵素であった。また CalL の活性中心金属を同

定するために誘導結合プラズマ質量分析 ICP-MS とキレート比色定量分析を行った。その結果、

PAPの活性中心に保存されているヘテロ二核金属 [Fe-M]（M = Fe, Mn, Zn）と異なり、CalLはこ

れまで脱リン酸化酵素において報告のないヘテロ二核金属Cu-Znを有する酵素であることが明ら

かになった。 

3.  海綿Discodermia calyxにおけるCalLを介した活性化機構の解明 

第 3章では海綿の組織傷害後からプロトキシンが活性化に至るまでの経路を検証した。陸生植

物において傷害直後にプロトキシンを活性化する機構には、予め活性化酵素とプロトキシンがそ

れぞれ細胞小器官などへ蓄積・区画化されていることが重要であることが知られている。そこで

酵素の区画化に関する知見を得るために CalL のアミノ酸配列を解析した結果、菌体内において

ペリプラズムへの酵素輸送に重要なシグナル配列が CalL の N 末端側に保存されていることが示

唆された。実際に天然由来 CalL の LC-MS/MS データを精査したところ、酵素をペリプラズムへ

放出する signal peptidase Iの開裂によって生じるペプチド断片が検出された。さらに大腸菌におけ

る組換え酵素CalLの局在を検証した結果、ペリプラズム酵素の抽出画分にCalLの存在が認めら

れ、LC-MS/MS 解析においても組換え CalL の N 末端配列が天然酵素と同一であった。以上のこ

とから、CalLは生産菌のペリプラズムへ輸送されることが示唆された。 

次に phosphocalyculin 脱リン酸化反応が Entotheonella 細胞内で進行する可能性を検証するため

に、細胞内の遊離モノリン酸の濃度変化をマラカイトグリーン試薬で染色し顕微鏡下で観察した。

比較対象として、組織傷害に応じて代謝物変化が認められない近縁種の海綿 D. kiiensis 由来の

Entotheonella 細胞を用いた。その結果 D. calyx の生産菌特異的に細胞が濃い緑色に染色されたこ

とから、脱リン酸化反応は生産菌の細胞内で生じることが示唆された。 

以上の結果から次の活性化機構を推定している。平時の Entotheonella 細菌内において CalL と

phosphocalyculin Aがそれぞれペリプラズムと細胞質に区画化・蓄積されている。そこへ外敵によ

り細菌膜に傷が生じると CalL とプロトキシンが瞬時に反応し、活性化された calyculin A が毒性

を示すことで化学防御が発動する。 

本学位論文では、宿主海綿動物における自己耐性と化学防御の両立のために共生菌が編み出し

た巧妙な機構を明らかにした。 

 

 


