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海洋天然物 Calyculin A生合成遺伝子クラスターのクローニング
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【目的】Calyculin A1) は伊豆半島沿岸に生息するチョコガタイシカイメン
Discodermia calyxより単離された強力な細胞毒性物質である。その構造は tetraene、
5,6-spiroketal、phosphate、oxazole を含み、PKS と NRPS のハイブリッド経路より
生合成されると推測されるが、詳細については未だ報告されていない。また、海
綿由来の生物活性物質の多くは共生微生物が真の生産者であると考えられている
が、そのほとんどが難培養性である。そこで、本研究では海綿内共生微生物を含
むメタゲノム DNAより calyculin Aの生合成遺伝子クラスターの探索を試みた。 
【方法・結果】D. calyxから抽出したメタゲノム DNAより ketosynthase (KS)ドメイ
ンに特異的な縮重プライマーを用いた PCR 法により KS ドメイン遺伝子フラグメ
ントを得た。得られた KSドメインの配列情報から相同性検索を行った結果、type 
I PKSである cis-AT、trans-ATおよび supに属する KSの存在を明らかにした。さ
らに、trans-AT に属する KS の系統樹解析を行った結果、4 種類の KS について
calyculin A生合成への関与が示唆された。そこで、D. calyxメタゲノム DNAより
フォスミドライブラリー（平均インサート長約 35 kb、2.5×105 cfu）を構築し、
calyculin A生合成への関与が示唆されたKSの配列を基にスクリーニングを行った。
その結果、約 100 kbをカバーす
るポジティブクローンを得た。
現在、これらのシークエンス解
析を行っている。 
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