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略語  
 
A  adenylation 
AA  amino acid 
Abs  absorbance 
ACP  acyl-carrier protein 
Ala  alanine 
AMP  adenosine monophosphate 
APH  aminoglycoside phosphotransferase 
APS  ammonium peroxodisulfate 
ARO  aromatase 
Asn  asparagine 
Asp  aspartic acid 
AT  acyltransferase 
ATP  adenosine triphosphate 
B. cereus  Bacillus cereus 
BLAST  Basic Local Alignment Search Tool 
B. nentina Bugula nentina 
bp  base pair 
C  condensation 
C. albicans Candida albicans 
CARD-FISH  catalyzed reporter deposition-fluorescence in situ hybridization 
CDG  7-carboxy-7-deazaguanine 
cDNA  complementary deoxyribonucleic acid 
cfu  colony forming unit 
CMF-ASW Ca2+ and Mg2+ free-artificial seawater 
C. mycofijiensis Cacospongia mycofijiensis 
CoA  coenzyme A 
COSY  correlation spectroscopy 
CPT  chloramphenicol 3-O-phosphotransferase 
CYC  cyclase 
Cys  cysteine 
DB  double bond 
D. calyx  Discodermia calyx 
D. dissoluta Discodermia dissoluta 
DEBS  6-deoxyerythronolide B 
DH  dehydratase 
DIC  differential interference contrast 
D. kiiensis Discodermia kiiensis 
DMSO  dimethylsulfoxide 
DNA  deoxyribonucleic acid 
DNase  deoxyribonuclease 
dNTPs  deoxynucleoside triphosphate mixture 



ECH  enoyl-CoA hydrotase 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
E. factor  Entotheonella factor 
ER  enoylreductase 
EtOH  ethanol 
FAS  fatty acid synthase 
FISH  fluorescence in situ hybridization 
FDA  Food and Drug Administration 
Gly  glycine 
GTP  guanosine triphosphate 
H. okadaii  Halichondrin okadaii 
HC  heterocyclization 
HCS  HMG-CoA synthase like domain 
His  histidine 
HMBC  heteronuclear multiple bond correlation 
HMG  3-hydroxy-3-methylgultaryl-CoA 
HMQC  heteronuclear multiple quantum coherence spectroscopy 
HPLC  high performance liquid chromatography 
HRMS  high-resolution mass spectroscopy 
HWE  Horner-Wadsworth-Emmons 
IC50  half maximal (50%) inhibitory concentration 

IPTG  Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside 
kb  kilobase pair 
kDa  kilodalton 
KR  ketoreductase 
KS  !-ketoacylsynthase 
KS0  nonelongating ketosynthase 
LC-MS  liquid chromatography - mass spectrometry 
LMD  laser microdissection 
Lys  lysine 
Me  methyl 
MeCN  acetonitrile 
MeOH  methanol 
MMAE  monomethyl auristatin E 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
MT  methyltransferase 
MTT  3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 
NADPH  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
ND  not determined 
NMR  nuclear magnetic resonance 
NRP  nonribosomal peptide 
NRPS  nonribosomal peptide synthetase 



NVSCCs  N-type voltage-sensitive calcium channels 
OABP  okadaic acid binding protein 
OD  optical density 
ODS  octa decyl silyl 
ORF  open reading frame 
Ox  oxidation 
Oxz  oxazole 
P450  cytochrome P450 
PA  peak area 
PCP  peptidyl-carrier protein  
P. clavata  Pseudoceratina clavata 

PCR  polymerase chain reaction 
PKC  protein kinase C 
PKS  polyketide synthase 
pNPP  p-nitrophenylphosphate 
PP1  protein phosphatase 1 
PP2A  peotein phosphatase 2A 
P-pant  4’-phosphopantetheinyl 
ppm  parts per million 
PPTase  phosphopantetheinyl transferase 
preQ0  7-cyano-7-deazaguanine 
PRPS  post-ribosomal peptide synthetase 
RiPPs  ribosomal peptide 
RNA  ribonucleic acid 
RNase  ribonuclease 
rpm  rotation per minute 
rRNA  ribosomal ribonucleic acid 
RT-PCR  reverse transcription polymerase chain reaction 
SA-HRP  streptavidin-horseradish peroxidase 
SB  single bond 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 

SDS  sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
Ser  serine 
S. tropica  Salinispora tropica 

sup  sponge ubiquitous polyketide 

T. swinhoei Theonella swinhoei 

TE  thioesterase 
TEMED  N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine 
Tris-HCl  tris (hydroxymethyl) aminomethane, hydrochloride 
tRNA  transfer ribonucleic acid 
Tyr  tyrosine 
Val  valine 
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序論 
 
第 1 章 海洋天然物の可能性 
 
第 1 節  天然有機化合物  
植物や微生物によって生産される天然有機化合物は、医薬品の開発において重要な役割を担ってき

た。天然物の歴史は植物から始まった。現在でも解熱鎮痛剤として広く利用されているアセチルサリ

チル酸や消炎鎮痛剤サリチル酸メチルは、セイヨウシロヤナギ Salix alba の樹皮に含まれる salicin

（Fig. 1a）から開発が進められ、1899年に世界で初めて合成医薬品として世に出た 1)。1926年に天

然物として初めて臨床応用が認められた morphine（Fig. 1a）は、ケシ植物 Papaver somniferumよ

り単離された二次代謝産物であり、今日まで医療現場において疼痛緩和に用いられてきた重要な化合

物である 1)。その後、1928年に A. Flemingがアオカビ Penicillium notatumの培養液に抗菌作用を

示す penicillin（Fig. 1b）が含まれることを発見した 2)。これをきっかけに糸状菌や放線菌などの微生

物から様々な抗生物質が単離されるようになった。現在では抗生物質のみならず、免疫抑制剤やコレ

ステロール合成阻害剤、抗がん剤など微生物を起源とする二次代謝産物が数多く臨床応用されている

3)-6)（Fig. 1b）。自然界において精緻に構築された分子構造は多様で、また、その生物活性も特異的で

あることから天然有機化合物は今後の医薬品開発においても引き続き不可欠な資源である。 

 

Fig. 1  天然有機化合物の例 （a）植物由来生物活性物質 1)、（b）微生物由来生物活性物質 2)-6) 
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第 2 節   海洋天然物  
 

地球の表面積の約 70%を占める海は生命誕生の源であり、人類はこれまでに多くの恩恵を被ってき

た。その環境は陸上とは異なり特殊で、300,000種以上の多様な生物種が生息すると言われている 7)。

これまでに海洋生物からは様々な二次代謝産物が単離報告されており、その数は 18,000以上にものぼ

る 8)。その構造は多様で、陸上生物の二次代謝産物とは異なった構造を有する場合が多い。1981 年、

K. L. Rinehartらによってカリブ海産ホヤから環状デプシペプチド didemnin B（Fig. 2）が単離され

た 9)。Didemnin B は、抗がん活性や抗菌活性、免疫抑制作用を有し、抗がん剤として臨床開発へ進

められた最初の海洋天然物である。現在、その類縁体である dehydrodidemnin B の臨床試験が進め

られている。また、2011 年には月本らによって千葉県館山で採取された海洋細菌 Tistrella mobilis

から didemnin Bが単離されている 10)。1986年、比嘉らによって沖縄産海綿 Halichrona sp.より単離

された (+)-manzamine A（Fig. 2）は、!-カルボリンアルカロイドの特徴的な骨格を有する 11)。その

後、様々な海綿から多くの manzamine 類縁体が単離されており、抗腫瘍活性や抗菌活性などの多様

な生物活性が報告されている。また、1996 年に村田らによって構造決定が達成された渦鞭毛藻

Gambierdiscus toxicux由来の海産毒 maitotoxin（Fig. 2）は分子量 3422を有し、天然物の中で最も

高分子量のポリケタイド化合物である 12), 13)。梯子状ポリエーテルの特徴的な骨格を有し、カルシウム

チャネルを活性化することで、強力な急性毒性を示す。1998年には、D. J. Faulknerらによって海綿

Halichrona sp.（Adocia sp.）より adociasulfate-2（AS-2）（Fig. 2）が単離された 14)。AS-2は、ス

テロイド骨格を有し、キネシンモータータンパク質を阻害する。 

 

 
Fig. 2 多様な構造を有する海洋天然物 9), 11)-14) 
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このように海洋生物からは、ペプチドやポリケタイド、ステロイドなど多様な構造を有する化合物

が単離されてきた。その生物活性は特異であることから、生化学試薬として利用されている化合物が

多くある。また、抗がん剤などの医薬品リード化合物として期待される化合物も複数存在する 15), 16)。

しかしながら、これまでに臨床応用に至った海洋天然物は数少ない。1969 年に米国食品医薬品局

（FDA; Food and Drug Administration）によって抗がん剤としての臨床応用が承認された cytarabin

（Ara-C）は、カリブ産海綿 Tethya cryptaより単離された spongothymidineおよび spongouridine

の構造がもととなって開発された 17)-19)（Fig. 3）。また、1976年には vidarabine（Ara-A）が抗ウイ

ルス剤として承認された（Fig. 3）。これらはいずれも核酸と類似した骨格を有しており、DNA ポリ

メラーゼを阻害する。本事例は、海洋天然物の類縁化合物が医薬品として応用された初めての例であ

る。 

 

 
 

Fig. 3  Spongothymidine、spongouridine、cytarabinおよびvidarabineの構造17)-19) 

 

 

その 20年以上後の 2004年、"-conotoxin（ziconotide）が慢性疼痛に対する適応で承認された（Fig. 

4）。"-Conotoxinは、食魚性のイモ貝 Conus magusより単離された 25アミノ酸残基からなるペプチ

ドであり 20)、N型電位依存性 Ca2+チャネル（NVSCCs; N-type voltage-sensitive calcium channels）

を遮蔽することにより神経系のシグナル伝達を阻害する 21)。"-Conotoxinは、NVSCCsの発見をもた

らした化合物であり、基礎研究の分野においても大きな寄与を与えた。また、本化合物は天然より単

離されたそのままの構造で臨床応用された初めての海洋天然物である。 

 

 

 
 

Fig. 4 "-Conotoxinの構造20) 
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2007 年には、ecteinascidin-743 が海洋天然物由来の抗がん剤として初めてヨーロッパで承認され

た（Fig. 5）。Ecteinascidin-743はカリブ海に生息するホヤ Ecteinascidia turbinataより単離された

細胞毒性物質であり 22)、その毒性発現はグアニンの 2位窒素のアルキル化による DNA修飾に起因す

ると考えられている 23)。現在、軟部組織肉腫治療薬として多くの国で応用されている。また、乳癌や

前立腺癌など複数の疾患に対する臨床試験が進行中であり、今後、適応症の拡大が期待される 24), 25)。 

 

 

Fig. 5 Ecteinascidin-743の構造22) 

 

 

2010年には、eribrinが転移性乳癌治療薬として FDAによって承認され、2011年には日本でも手

術不能または再発性乳癌の適応で承認された 26)。Eribrin は、1985 年に上村らによって海綿

Halichondrin okadaiiより単離された細胞毒性物質 halichondrin Bの部分構造を有する 27)（Fig. 6）。

チューブリン重合を阻害することで細胞分裂を阻害する。 

 

 
Fig. 6 Halichondrin Bと eribrinの構造 27) 
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2011 年に FDA によってホジキンリンパ腫および未分化大細胞型リンパ腫の適応で承認された

brentuximab vedotinは、dolastatin 10のアナログである monomethyl auristatin E（MMAE）に抗

CD30モノクローナル抗体が結合した分子標的治療薬である 28)（Fig. 7）。Dolastatin 10は、1987年

に B. Pettitらによってアメフラシ Dolabella auriculariaより単離された細胞毒性物質である 29)。そ

の後、2001年に R. E. Mooreらによって海洋シアノバクテリア Symploca sp.から同一化合物が単離

されたことから、dolastatin 10はアメフラシが食物から摂取したシアノバクテリアによって生産され

ることが示唆されている 30)。ビンカアルカロイドと同様に微小管阻害作用を有し、抗がん剤として臨

床開発が進められたが、高い毒性から臨床応用までには至らなかった。その後、抗体医薬と組み合わ

せることにより問題であった選択毒性を改善し、brentuximab vedotinの承認へ至った。 

 

 
Fig. 7 Brentuximab vedotinと dolastatin 10 29) 

 

現在、世界中で 9種類の海洋天然物由来の化合物が臨床応用されており、また、15種類の化合物が

臨床試験の段階にある 31)。その起源は、海綿動物やホヤなど海洋無脊椎動物を起源とする二次代謝産

物が 8割以上を占める（Fig. 8a）。一方、これらの化合物の 8割以上が無脊椎動物に内在するバクテ

リアや藍藻、糸状菌などの微生物によって生産されると推測されている（Fig. 8b）。 

 

Fig. 8 臨床応用あるいは臨床試験されている海洋天然物 31) 

(a) 起源生物、(b) 特定または推測されている生産者 
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第 3 節   海綿動物と共生微生物  
 

海綿動物門 Poriferaの起源は今から約 6億年前に溯り、系統学上最も原始的な多細胞動物として位

置づけられる 32), 33)。世界中の海には 11,000種以上の海綿動物が生息すると言われており、日本では

約 750種が知られている 34)。海綿動物は、神経系や消化器系などの高度に発達した器官を持たず、海

水を濾過することで有機物を摂取して生きている。小孔（ostium）から取り込まれた大量の海水は、

体内に張り巡らされた水溝系を通り、出水孔（osculum）から排出される 35)（Fig. 9）。内部には鞭毛

（choanoderm）を有する襟細胞（choanocyte）が存在し、小孔から出水孔への水の循環を調節して

いる。このようにして一日に海綿 1 kgあたり約 24 m3の海水を濾過する 36)。海綿動物には、濾過の

過程で取り込んだ一過性の微生物とともに、内在性の微生物が共生しており、これらの多くが中膠

（mesohyl）に認められることが報告されている 37)。その細胞数は海綿 1 gあたり約 108~1010にのぼ

り、これは海水中に存在する微生物より 2~4 桁多い 38)。海綿動物によっては体積の 40%以上が共生

微生物で占められるものもあり、その種類は多様である 37), 39)。 

 

 

Fig. 9 海綿動物の構造 35) 
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固着性で岩などに付着して生活する海綿動物は、化学防御物質を保持することで外敵から身を守っ

ていると考えられている。実際に、海綿動物からはこれまでに様々な生物活性物質が単離報告されて

いる 40)。これらの中には、陸上微生物由来二次代謝産物と類似した部分構造を有するものが複数認め

られることから、海綿動物を起源とする生物活性物質の多くは、共生微生物によって生産が担われて

いることが長年疑われてきた。しかしながら、真の生産者を突き止めた研究例はほとんどない。一方

で、海綿より単離された二次代謝産物の生物活性に目を向けてみると、アクチンやチューブリンの重

合・脱重合阻害など細胞骨格系に作用する化合物が多く、抗ガン剤のリード化合物として有望視され

るものが複数存在する 27), 41)-44)（Fig. 10）。また、その構造は陸上に生息する植物や微生物の二次代謝

産物には見られない多様な構造を有するものが多く、海綿動物は医薬品開発において重要な天然資源

である。 

 

 

 
 

Fig. 10  海綿より単離された抗ガン剤のリード化合物 27), 41)-44) 
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第 4 節   海洋天然物の医薬品開発における課題  

 

本章第 2節で示したように、海綿動物を含めた海洋無脊椎動物を由来とする二次代謝産物の中には、

今日の臨床現場で実際に医薬品として応用されている化合物がある（Fig. 3-7）。しかしながら、その

数は、海洋天然物の単離報告例と比較するとわずか一握りである。その大きな原因の 1つとして、量

的供給の問題があげられる。一般に、医薬品の臨床試験において最低数 kg の化合物が必要とされ、

臨床応用される際には安定的に供給されなければならない。これまでに臨床応用あるいは臨床開発に

至った海洋天然物は、maricultrue、半合成あるいは全合成のいずれかの方法により供給されてきた
45), 46)。Maricultrueによる化合物供給の例として、bryostatin 147) が挙げられる（Fig. 11）。Bryostatin 

1は、フサコケムシ Bugula nentinaより単離された生物活性物質であり、プロテインキナーゼ C（PKC）

を活性化する 48)。現在、白血病やアルツハイマー型認知症などを様々な疾患を対象に臨床試験が行わ

れている 49), 50)。Bryostatin 1は、maricultureにより B. nentinaを培養後、単離・精製し、供給さ

れている。しかしながら、培養条件の最適化が困難な上に、広大な敷地を必要とすることから、実際

にこの方法で供給されている化合物はほとんどない。また、欧州やアメリカなど多くの国で抗がん剤

として臨床応用されている ecteinascidin 743 は、半合成によって供給されている。培養可能な

Pseudomonas fluoresensから発酵生産で得られる cyanosafracin Bを原料として、その後 21段階の

工程を経て ecteinascidin 743が合成されている 51)（Fig. 12）。さらに全合成による供給例として、2010

年に FDAによって抗がん剤として承認された eribrin（Fig. 6）が挙げられる。Eribrinは、19の不 

 

 
Fig. 11  Bryostatin 1の構造 47) 

 

 

Fig. 12 半合成による ecteinascidin 743の供給 51) 
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斉中心を有し、構造が極めて複雑であるが、1992年に岸らが達成した全合成によって供給が可能とな

り、臨床応用に成功している 52), 53)。しかしながら、海洋天然物は多様で複雑な構造を有する場合が多

く、必ずしも全合成による大量供給が容易であるとは言えない。また、天然からの化合物供給におい

ても資源に限りがあり、確立された安定的な供給方法が存在しないのが現状である。このような問題

を解決する上で、医薬品のリード化合物として有望な二次代謝産物の生産微生物の同定あるいは生合

成遺伝子の取得は、全合成や半合成による既存の供給法に加えて、微生物発酵生産による安定的な化

合物供給法の確立という点で新たな可能性を与える。しかしながら、海洋無脊椎動物に共生する微生

物の 99%以上は現在の技術では培養困難であり 38), 54), 55)、二次代謝産物の生産菌を同定した例はこれ

までにほとんどない。また、海綿動物を構成する微生物叢は多様で、そこに含まれる遺伝子も複雑で

あることから、生合成遺伝子を取得した例も数少ないのが現状である。 
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第 2 章 Calyculin A 
 
第 1 節   海綿 Discodermia calyx と calyculin A 
 

チョコガタイシカイメン Discodermia calyx  

相模湾に生息するチョコガタイシカイメン Discodermia calyx（Fig. 13）は、1884年に L. Döderlein

によって Lithistida目 Theonellidae科 Discodermia属に属する海綿として同定された 56)。Lithistida

目 57) に属する海綿動物は「多様な生物活性物質の宝庫」とされ、これまでに数百種を超える二次代謝

産物が単離報告されてきた 58), 59)。これらの中にはポリケタイドやペプチド、アルカロイド、ステロイ

ドなどの複雑で多様な構造を有するものが多く、その生物活性も特異的であることから医薬品への応

用が長年期待されてきた。 

 

 

Fig. 13  チョコガタイシカイメン Discodermia calyx 

 

 

 

Calyculin A の単離  

1986年、伏谷らのグループによって D. calyx由来二次代謝産物として calyculin A（Fig. 14）が初

めて単離された 60)。Calyculin Aは、ウニ卵割阻害作用および強力な細胞毒性を有し、海綿湿重量の

0.15%を占める主要な二次代謝産物として報告された。その構造は、分子量 1008、C51H83N4O15P で

あり、ニトリル、リン酸エステル、スピロアセタール環、テトラエン、オキサゾールと多様な官能基

を含むポリケタイドとペプチドのハイブリッド化合物である。その後、D. calyxからは様々な calyculin

類縁体が単離された 61)-65)（Fig. 14）。Calyculin Aの幾何異性体として calyculin B, E, Fが、また、

32位がメチル化された calyculin Cとその幾何異性体である calyculin D, G, Hが報告された。さらに、

末端アミドの類縁体 calyculinamide A, Bおよび F、Br化された類縁体 calyculin J、脱リン酸化体で

ある dephosphonocalyculin A および calyculin A のポリケタイド部分とペプチド部分である

hemicalyculin Aと allos-hemicalyculinなど様々な類縁体が報告されている。 
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Fig. 14  相模湾産 D. calyxより単離された calyculin類縁体 60)-65) 
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Calyculin 関連化合物  

太平洋の様々な海域に生息する複数の海綿から calyculin類縁体が単離されている（Fig. 15a）66)-69)。

これらの海綿は系統学的に全く異なる目（order）に属しており（Fig. 15b）、calyculinの骨格が海綿

に重要であることが推測される。また、同一種であっても、生息する海域によって calyculin 関連化

合物を含む海綿と含まない海綿が認められる。このことは、calyculin関連化合物が海綿自身によって

生産されるのではなく、それぞれの海綿に共生する共通あるいは類似した微生物が生産を担っている

可能性を支持している。 

 

 

Fig. 15  Calyculin関連化合物 （a）構造式 66)-69)、（b）海綿の分類 
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Calyculin A の生物活性  
1989年、唐木らによって calyculin Aはセリン-スレオニンタンパク質脱リン酸化酵素 PP1と PP2A

を強力に阻害することが示された 70)。PP1および PP2Aに対する IC50はそれぞれ 1.4 nMおよび 2.6 

nMであり、海綿 Halicondria okadaiiより単離された okadaic acid71)（Fig. 16）と同等あるいはそれ

以上の阻害活性を有する。また、1990年には藤木、杉村らによって、calyculin Aが発ガンプロモー

ターとしての活性を有することが示された 72)。これまでに、calyculin Aと同様にタンパク質脱リン酸

化酵素を阻害する天然物として、okadaic acidや microcystin-LR73)、tautomycin74), 75) など複数報告

されている（Fig. 16）。これらは全て異なる動物や微生物から単離されており、構造上においてもほ

とんど類似性が認められない一方で、タンパク質脱リン酸化酵素を共通の標的とする現象は非常に興

味深い。また、タンパク質のリン酸化・脱リン酸化は細胞周期やシグナル伝達などあらゆる生体内反

応を制御していることから、現在これらの化合物は重要な生化学試薬として用いられている。さらに、

okadaic acidは海綿 H. okadaiiにおいて化学防御物質としての役割を持つことが報告されており 76)、

calyculin Aも自然界において同様の役割を果たしていることが示唆される。 

 

 

Fig. 16  タンパク質脱リン酸化酵素阻害活性を有する天然物 71), 73)-75), 77)-81) 
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第 2 節   Calyculin A の構造活性相関  
 

複数のグループによってタンパク質脱リン酸化酵素阻害剤の構造活性相関に関する研究が遂行され

てきた。1993年、R. J. Quinnらによって okadaic acid、calyculin Aおよび microcystin-LRの分子

モデルによる比較が行われ、これらの化合物には酸性官能基と疎水性残基が共通して含まれ、類似し

た立体配座を取る可能性が示された 82)。2002年には、脇本らによって calyculin Aの構造活性相関に

関する研究が行われ、酵素阻害活性には酸性官能基であるリン酸基、疎水性残基であるテトラエン構

造および 13位の水酸基が必須であることが報告された 64)（Fig. 17）。また、calyculin Aのペプチド

部分は酵素阻害活性にはほとんど関与しない一方で、細胞毒性の発現には必須であるという興味深い

データが示された。その後、三木らによって X線による calyculin Aと PP1サブユニットである PP1#

との共結晶構造解析が遂行され、calyculin Aのリン酸基が PP1の活性中心のアミノ酸残基と相互作

用し、さらにテトラエン部分が酵素の疎水性ポケットにはまり込むことことで酵素阻害活性を示すこ

とが明らかにされた 83)。また、ペプチド部分は酵素との相互作用には関与しないことが示され、脇本

らによって報告された構造活性相関を支持するデータが示された。一方で、酵素と結合していない状

態の calyculin Aにおいて、36位のジメチルアミノ基と 34位の水酸基がリン酸基の酸素原子と水素結

合を形成し、偽環状構造を取ることが報告されている 60)（Fig. 18）。細胞毒性の発現において、この

偽環状構造の形成により calyculin Aの疎水性が増加し、細胞膜透過性が向上することが重要であると

考えられている。 

 

 
Fig. 17 Calyculin Aの構造活性相関 64) 

 

 

 
Fig. 18 Calyculin Aの X線構造解析 60) 
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第 3 節   Calyculin A の全合成  
 

複数のグループによって calyculin Aの全合成が報告されている 84)。1992年、D. A. Evansらによ

って calyculin Aの鏡像異性体である (+)-calyculin Aの全合成が報告された 85)。1994年には、正宗

らによって天然型の calyculin Aの全合成が達成された 86)。その後も塩入ら 87) や R. W. Armstrong

ら 88)、 A. B. Smithら 89)、A. G. M. Barrettら 90) などのグループによって calyculin Aの合成研究は

遂行されてきた。これまでに報告された calyculin Aの合成ルートでは、テトラエン構造を含む C1-C8、

スピロアセタール環を含むC9-C25およびオキサゾールを含むC26-C37の 3つの断片から合成されて

いる（Fig. 19）。 

 
 

Fig. 19  Calyculin A有機合成ルートの概要 84)-90) 

 

C1-C8 fragmentは、Horner-Wadsworth-Emmons（HWE）、Peterson olefination、Stille coupling

および根岸-鈴木 couplingによる合成例が報告されている（Fig. 20）。1992年の D. A. Evansらによ

って報告された (+)-calyculin Aの合成例では、テトラエンとシアノ基の HWE反応が試されているが、

縮合の際の異性化制御が難しく、Stille couplingなどの sp2-sp2 couplingの有用性が示された 85)。こ

のため、トリエンやジエン骨格をもちいたカップリング反応により合成された例が多い。 

 
Fig. 20  C9-C25 fragmentの合成例の概要 84)-90) 
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C9-C25 fragmentは、スピロアセタール環構造を有し、かつ、11の不斉中心が認められることから、

その立体選択的な合成は難しい。スピロアセタール環部分は大きく 2つの合成ルートが報告されてい

る。A. B. Smithらは dithianateの epoxideへの付加反応によりスピロアセタール環を合成している
89)（Fig. 21(i)）。一方で、aldol 縮合による C19-C20 の縮合反応が複数のグループによって報告され

ている（Fig. 21(ii)）。その後のスピロアセタール環化合物とプロピオン酸ユニットの縮合は、

asymmetric crotylborationや asymmetric aldol、vinylcuprate additionによる反応が報告されてい

る。 

 

 

 

Fig. 21  C9-C25 fragmentの合成例の概要 84)-90) 

 

 

C26-C37 fragmentは、C26-C32部分と C33-C37部分の縮合によって合成されている例が多い（Fig. 

22）。C26-C32 fragment は、特に C30 の不斉中心の立体制御が難しく、Evans’ oxazolidone や

L-pyroglutamic acidを原料に用いる例や、Sharpless epoxidationを用いた合成例が報告されている。

また、C33-C37 fragmentについても 3つの不斉中心が認められ、かつ、反応性に富むアミノ基を含

むことから、この部分の立体選択的な合成は容易ではない。Serine や D-gulonolactone、D-xylose を

出発原料とした合成例が報告されている。 

 

 
 

Fig. 22  C26-C37 fragmentの合成例の概要 84)-90) 
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第 4 節   本研究の目的  
 

ここまで示してきたように、海綿動物からはこれまでに多様な構造を有する二次代謝産物が多く単

離報告されてきた。その生物活性も特異的なものが多く、医薬品のリード化合物として有望視される

ものが複数存在する。しかしながら、その供給法に問題があることから今日までに臨床応用に進んだ

例は未だ数少ない。一方で、多くの海綿二次代謝産物の真の生産者は海綿に共生する難培養性微生物

であることが長年示唆されてきたが、明確なデータによって示された報告はほとんどない。海綿二次

代謝産物の生産を担う微生物の同定および生合成機構の解明は、その有効利用・安定供給を目指す上

で鍵となる。 

本研究では、スピロアセタール環やニトリル、リン酸エステルなどの特徴的な官能基を有する海綿

二次代謝産物 calyculin Aの生合成遺伝子を取得し、この多様な構造がどのように構築されるのか、そ

の生合成機構の解明を目指した。さらに、取得した遺伝子をコードする共生微生物を探索することに

よって calyculin A生産菌の同定を目指した。また、生合成酵素の機能解析を行い、海綿と微生物の共

生意義についての考察を試みた。 
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本論 
 
第 1 章 Calyculin A 生合成遺伝子の探索 
 

第 1 節   序論  

 

ポリケタイド  

ポリケタイドは、アセチル-CoAやマロニル-CoAなどの単純な構造であるアシル-CoAが組合わされ

て生合成される化合物の総称であり、植物や糸状菌、バクテリアなどの二次代謝産物に広く分布する。

これまでに多くのポリケタイド化合物が天然から単離されており、医薬品開発や生化学分野において

重要な役割を担ってきた。この中には抗ガン剤や抗生物質、免疫抑制剤、コレステロール降下剤など

が含まれ、今日の医療現場において臨床応用されている低分子医薬品のおよそ 20%がポリケタイドに

由来する 91)。ポリケタイド合成酵素（PKS; polyketide synthase）は、アシル-CoAを伸長基質として

脱炭酸を伴う Claisen 縮合により!-ポリケトメチレン鎖を伸長し、その反応様式は脂肪酸合成酵素

（FAS; fatty acid synthase）に類似する 92)。脂肪酸合成酵素は、!-ketoacylsynthase（KS）、

acyltransferase（AT）、dehydratase（DH）、enoylreductase（ER）、ketoreductase（KR）、acyl-carrier 

protein（ACP）および thioesterase（TE）の 7つのドメインから構成される多機能型酵素であり、1

回の伸長反応において、これらの酵素が 1 回ずつ作用することで伸長された!-ケトメチレン鎖が完全

に還元され飽和型となる。この反応が繰り返し触媒されることで飽和脂肪酸が生合成される（Fig. 

23a）。一方、ポリケタイド合成酵素では、伸長反応に必須である KS、ATおよび ACPは各段階で作

用するものの、その後の還元反応を担う DH、ERおよび KRについては任意に働く（Fig. 23b）。こ

のため、非還元型の骨格が生み出され、結果的にポリケタイド化合物の構造多様性が創出される。ポ

リケタイド合成酵素は、I型、II型および III型の 3つに分類される。以下、各々のポリケタイド合成

酵素について特徴を述べる。 
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Fig. 23 （a）脂肪酸合成酵素、（b）ポリケタイド合成酵素 92) 
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I 型 PKS 

I型 PKSは、複数の触媒ドメインが 1つのペプチド上に連なったポリケタイド合成酵素であり、主

に微生物や糸状菌に分布する。1 つのモジュールは、伸長や修飾反応を担う複数のドメインから構成

される（Fig. 23b）。I型 PKSは、モジュール型（non-iterative type）と繰り返し型（iterative type）

に分類される。 

 

I 型 PKS（モジュール型）  

モジュール型 PKSの代表例として、erythromycinの前駆体である 6-deoxyerythronolide Bの生合

成酵素 DEBSがあげられる 93), 94)（Fig. 24）。DEBSは、1990年に I型 PKSの初めて例として報告さ

れ、今日まで精力的に研究が進められてきた。モジュール型 PKSは、1つのモジュールによって 1回

の伸長および還元反応が触媒される。各モジュールは、KS、AT および ACP の 3 つのドメインから

構成される。この基本単位に、KRや DH、ERなどの還元や修飾反応を担うドメインが入ることによ

り、ポリケタイドの構造多様性が創出される。 

 

 

Fig. 24  6-Deoxyerythronolide B生合成酵素（DEBS）93), 94) 
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ACPは、80-100アミノ酸からなる比較的分子量が小さいタンパク質である。Phosphopantetheinyl 

transferase（PPTase）により coenzyme A の 4’-phosphopantetheinyl（P-pant）部分が ACP 上の

Ser残基の水酸基に転移されることで、ACPは apo体から holo体へと変換される 95)（Fig. 25）。PKS

における伸長や修飾反応は活性化された ACP上で行われ、反応の足場として機能する。 

 

 
Fig. 25  PPTaseによる ACPの活性化 95) 

 

 

ATドメインは、分子量約 50 kDaであり、マロニル-CoAやメチルマロニル-CoAなどの伸長基質を

厳密に選択し、ACP上へローディングする（Fig. 26a）。保存モチーフである GHSxGの Ser残基の

水酸基が、空間的に近い His 残基により活性化され、アシル-CoA のカルボニル基を求核攻撃するこ

とで伸長基質が ATドメインと結合する 96)（Fig. 26b）。生じたオキシアニオン中間体が、holo型 ACP

のチオールから求核攻撃を受け、伸長基質が ACPへローディングされる。 

 

 
 

Fig. 26  ATドメインの触媒反応 96), 97) 

（a）ATドメインによる伸長基質の転移反応、（b）ATドメインの触媒機構 
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KSドメインは、分子量が約 45 kDaであり、脱炭酸を伴う Claisen 反応による C-C結合の縮合反

応を触媒する（Fig. 27a）。Cys-His-His の活性残基が保存されており、1）生合成中間体の転移、2）

伸長基質の脱炭酸、3）生合成中間体と伸長基質の縮合の 3 段階で反応が進行する 98)。まず、Cys 残

基のチオールが前のモジュールのACP上の生合成中間体を求核攻撃することでKSドメイン上への転

移が起こる。その後、2 つの His 残基によって伸長基質が脱炭酸し、生じたアニオンが生合成中間体

を求核攻撃することで縮合反応が達成される（Fig. 27b）。 

 

 

 

Fig. 27  KSドメインの触媒反応 96)-98) 

（a）KSドメインによる伸長基質の縮合反応、（b）KSドメインの触媒機構 
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KRドメインは、分子量約 45 kDaであり、NADPHを補因子として!-ケトン構造を立体選択的に還

元する（Fig. 28a）。保存モチーフである YxxxNの Tyr残基とその上流に位置する Ser残基によって、

生合成中間体の !-ケトカルボニル基が活性化され、NADPHのヒドリドが求核攻撃することで反応が

進行する（Fig. 28b）。反応後の Tyr残基に生じたオキシアニオンは空間的に近い Lys残基によって安

定化される 99)。この還元反応における立体選択性は、活性残基の Tyrから約 57残基 N末端側に位置

する LDDモチーフ、特に Asp残基の有無に依存する。還元反応後の水酸基の立体化学は、Aspが存

在しなければ A-type（L-体）、Aspを保持すれば B-type（D-体）と制御される 100)（Fig. 28a）。 

 

 

 
 

Fig. 28  KRドメインの触媒反応 96), 97), 99), 100) 

（a）KRドメインによる還元反応と立体選択性、（b）KRドメインの触媒機構 
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DHドメインは、分子量約 33 kDaであり、!-位水酸基の脱水反応を触媒する。反応は、保存モチー

フである HxxxGxxxxPの His残基によって生合成中間体の $-位プロトンの引き抜きが起こり、これ

によって活性化された !-位の水酸基が DxxxxH/Q の Asp残基からプロトンを奪うことで脱水反応が

進行し、$, !-位に二重結合が形成する 101)（Fig. 29）。この脱水反応は syn脱離で進行するため、反応

前の基質の水酸基の立体化学が D-体である場合は trans 体が、また、L-体である場合は cis 体が反応

産物として生じる。つまり、二重結合の幾何異性はそのモジュールに存在する KR ドメインの立体選

択性に依存する（Fig. 28a）。 

 

 

 
 

Fig. 29  DHドメインの推定反応機構 96), 97), 101) 
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ERドメインは、分子量約 35 kDaであり、NADPHを補因子として trans体の $. !-不飽和結合を

還元する（Fig. 30a）。NADPH 結合部位の HxAxxGVGxA モチーフと活性残基 Tyr が保存されてい

る。NADPHのヒドリドが生合成中間体の !-位の炭素を求核攻撃し、生じたエノレート中間体が活性

残基 Tyrのプロトンを引き抜くことで反応が進行する 102)（Fig. 30b）。また、反応基質が $-位に置換

基を持つ場合の立体制御は活性残基である Tyrの有無に依存する（Fig. 30a）。活性残基 Tyrが保存さ

れている場合、プロトンが re面から供与され、L-体の反応生成物が生じる。一方で、Tyr残基が Val

に置換されている場合、空間的に Tyr 残基の逆側に位置する Lys 残基がプロトン供与体として働く。

その際、プロトンの供与は si面から起こり、D-体の生成物が生じる 103)。 

 

 

 
 

Fig. 30  ERドメインの触媒反応 96), 97), 102), 103) 

（a）ERドメインによる還元反応と立体選択性、（b）ERドメインの推定反応機構 
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TEドメインは、分子量約 30 kDaであり、PKSにおいて生成した中間体の環化によるマクロラク

トンの形成あるいは PKS産物の加水分解による生合成酵素からの切り離しを触媒する。TEドメイン

による反応は保存モチーフである GxSxG に含まれる Ser 残基によって進行する。His 残基によって

活性化された Ser残基の水酸基が生合成中間体のチオエステル結合を求核攻撃することでエステル結

合を形成する。その後、ポリケタイド生合成中間体に含まれるアルコールからの求核攻撃が起こり、

環化と酵素からの脱離が同時に起こると推測されている 104)（Fig. 31）。また、環化が起こらない場合

は、水分子からの求核攻撃によって加水分解され、酵素からの脱離が進行する。 

 

 

 
 

Fig. 31  TEドメインの推定反応機構 96), 97), 104) 
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モジュールの低温電子顕微鏡による構造解析が報告された 105), 106)。各ドメインは、反応の足場となる
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cis-AT 型 PKS と trans-AT 型 PKS 

2002年、モジュール型の I型 PKSに属する pederinの生合成遺伝子クラスターpedが報告された
107)。ped遺伝子には全てのモジュールに ATドメインが含まれず、その代わりにクラスターの外に単

独で 2つの ATドメインが認められ、異常な I型 PKSとして報告された。従来のタイプの PKSと区

別するために、各モジュールに ATドメインが必ず含まれるタイプを cis-AT型 PKS、ATドメインが

含まれないタイプを trans-AT型PKSあるいはAT-less PKSと定義された（Fig. 32）。その後、trans-AT

型の二次代謝産物生合成遺伝子が次々と報告されるようになり、cis-AT 型と trans-AT 型の相違点が

少しずつ明らかとなってきた。 

 

 

Fig. 32  I型 PKS cis-AT型と trans-AT型 

 

$-位のメチル化 

cis-AT型 PKSにおいて、$-位のメチル基の有無は伸長基質がマロニル-CoAか、あるいはメチルマ

ロニル-CoAかによって決まり、これは ATドメインの基質特異性に依存する。各モジュールに存在す

る ATドメインの基質特異性は高く、伸長基質が厳密に選別される 96)。一方で、クラスターの外側に

少数（通常 1~2つ）の ATドメインが存在する trans-AT型 PKSにおいては、ほとんどの場合におい

て伸長基質がマロニル-CoA であり、$-位のメチル基はモジュール内に存在する methyltransferase

（MT）の触媒によって挿入される。なお、$-位にエチル基が挿入される場合などにおいてはエチルマ

ロニル-CoAを選択的に転移する ATドメインがクラスターの外に存在する例も報告されている 108)。 

 

!-位のメチル化 

!-位のメチル基は、‘‘!-branch cassete’’と呼ばれる HCS、2つの ECH、KS0、ACPの複数のドメイ

ンによって触媒される（Fig. 33）。活性残基を失った KSドメイン（KS0）によってマロニル-CoAが

脱炭酸され、生じたアセチル-CoA が 3-hydroxy-3-methylgultaryl-CoA（HMG）synthase のホモロ
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グ酵素である HCS（HMG-CoA synthase like domain）によって生合成中間体の !位に付加される。

その後、enoyl-CoA hydrotase（ECH）によって脱水および脱炭酸が起こり、!-位のメチル化が達成

される 109), 110)。これまでに !-branchを有する二次代謝産物の生合成遺伝子が数十種類報告されてい

るが、そのほとんどが trans-AT型 PKSに属する。 

 

 
Fig. 33  !-branchの生合成機構 

 

不飽和結合の !, #-シフト 

DH*ドメインにより $, !-位の不飽和結合が !, #-位へシフトすることが報告されている（Fig. 34a）
111), 112)。!, #-シフトに関与する DH*ドメインは、脱水反応を触媒する通常の DHにおいて保存されて

いる HxxxGxxxxP モチーフの His 残基のみが保存されている。さらに、通常の DH ドメインにおい

て、プロトン供与体として働く活性モチーフ DxxxQ/Hの Aspが、Asn残基へ置換されており、DH*

ドメインは脱水素酵素としての活性を持たない。生合成中間体の#位のプロトンの引き抜きと

Hxxxxxxxxxモチーフの His残基からプロトンの供与が起こり、$, !-位の不飽和結合が !, #-位へシフ

トすると推測されている（Fig. 34b）。現在までに報告されている !, #-シフトが認められる I型 PKS

は全て trans-AT型である。 

 

 

Fig. 34  DH*ドメインによる $, !-位不飽和結合の !, #-シフト 111), 112) 

（a）DH*ドメインによる !, #-シフト、（b）DH*ドメインの推定反応機構 

SH

ACP

S
O

ACP

-O
O

ACP

S
O

ACP

R
O

S
O

ACP

R
HO

O-O

S
O

ACP

R
-O

O

S
O

ACP

R

S
O

AT KS HCS ECH2ECH1

MCoA -CO2 -H2O -CO2

O

S ACP
H

R
O

S ACP

N
N

His

H

H

Leu
O

NH

R

B

N
N

His

H
Leu

O
NHBH+

Si face

S
O

ACP

R

S
O

ACP

R

DH*

!

" "
#

（b）

（a）



 29 

KSドメインの配列相同性 

2009年、J. Pielらによって配列情報を基にした cis-AT型 PKSと trans-AT型 PKSの KSドメイ

ンの解析が遂行された。それぞれの KSドメインのアミノ酸配列の系統樹解析により、cis-AT型は生

産される化合物毎に、つまり生産菌毎に配列相同性を示す一方で、trans-AT型は伸長される基質の構

造に依存して配列相同性を示すことが報告された 113)。このことは、cis-AT型 PKS由来のポリケタイ

ドは宿主内で少しずつ試行錯誤を繰り返すことで二次代謝産物が生産されるように進化してきたのに

対し、trans-AT型PKS由来の化合物は水平伝播によって進化してきたことを示唆する報告でもある。

また、trans-AT 型 PKS においては KS ドメインのアミノ酸配列から生合成中間体の部分構造が予測

可能であることを示しており、本研究ではこの特徴を基盤として生合成遺伝子の探索を進めた。 

 

その他 

その他の相違点として、trans-AT型 PKSではモジュール内にERドメインが存在することは稀で、

ATドメインと同様にクラスターの外から機能する場合が多い。また、特定のモジュールが複数回繰り

返して機能する例や、活性残基が保存されているにも関わらず生合成過程でモジュールやドメインが

スキップされる例も報告されている。このように、cis-AT 型 PKS はコードされたドメインに規則正

しく従うのに対し、trans-AT 型 PKS は不規則で配列情報のみからは予測できない反応が所々で起こ

ることが特徴である。そのため、cis-AT型 PKSは遺伝子情報から PKS産物の構造を予想するゲノム

マイニングが比較的容易であるのに対し、trans-AT 型 PKS においては遺伝子情報から最終産物の詳

細な構造を推測することは難しい場合が多い。 
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I 型 PKS（繰り返し型）  

繰り返し型の I型 PKSは主に糸状菌やバクテリアに分布する。このタイプに分類される PKSとし

て、糸状菌 Aspergillus terreusより単離された HMG-CoA reductase阻害剤である lovastatinの生

合成酵素があげられる 114)（Fig. 35）。繰り返し型の I型 PKSは、伸長反応に必要な AT、KS、ACP

の 3つのドメインに加えて、!-ケトカルボニル基の修飾反応を担う KR、DH、ERおよびMTドメイ

ンから構成され、これらの触媒ドメインが繰り返し働くことでポリケタイド鎖の伸長と !-ケトカルボ

ニル基の還元反応が起こる。芳香族やエンジイン構造を有する化合物の多くがこの繰り返し型 I 型

PKSによって生合成される 92)。 

 

 

Fig. 35  I型 PKS（繰り返し型）による lovastatinの生合成 114) 

 

 

II 型 PKS 

II 型 PKS は主に放線菌などの微生物に分布し、2 つの KS ドメイン（KS$、KS!）と ACP の複合

体で構成される（Fig. 36）。この基本ドメインが繰り返し働くことで、ポリケタイド鎖が伸長される。

これに加えて、KRドメインや環化ドメイン（CYC; cyclase）、芳香化ドメイン（ARO; aromatase）

が作用することで骨格が構築する。II 型 PKS は、doxorubicin115) に代表されるように、主に芳香族

ポリケタイドの生合成に関与する 92)。 

 

 
Fig. 36  II型 PKS による doxorubicinの生合成 115) 
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III 型 PKS 

III型 PKSは主に植物に広く分布するポリケタイド合成酵素であり、近年、バクテリアや糸状菌に

も見出されている 92)。III型 PKSの代表例として、カルコンやスチルベン生合成酵素が挙げられる 116)

（Fig. 37）。I型や II型 PKSとは異なり、1つの KSドメインでアシル-CoAの転移、伸長、環化の一

連の反応が触媒される。環化様式の違いにより構造多様性が創出される。また、様々な開始基質を受

け入れるのも III型 PKSの特徴である。 

 

 
 

Fig. 37  III型 PKSによる chalconeの生合成 116) 
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ペプチド  

これまでに、糸状菌やバクテリアなど様々な生物種から生物活性を有するペプチドが単離されてき

た。その構造に着目すると、20 種類の天然型アミノ酸から構成されるペプチドはわずか数%であり、

大部分が非天然型のアミノ酸を含む 117)。ポリケタイドと同様に、天然より単離されたペプチド化合物

には、抗生物質や免疫抑制剤など医薬品として臨床応用されている化合物が複数存在する（Fig. 38）。

また、海綿動物を含む海洋生物からも多くのペプチド化合物が単離されてきた 40)。これらは生合成の

観点からリボソーム型ペプチド合成酵素（PRPS; post-ribosomal peptide synthetase）によって生合

成される ribosomal peptide（RiPPs）と非リボソーム型ペプチド合成酵素（NRPS; nonribosomal 

peptide synthetase）によって生合成される nonribosomal peptide（NRP）に分類される。 

 

 
 

Fig. 38  天然物由来ペプチド化合物 

（a）臨床応用されているペプチドの例 118), 119)（NRPS由来）、（b）海綿由来ペプチドの例（PRPS由

来）120) 
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リボソーム型ペプチド合成酵素（PRPS）  

PRPSによって生合成されるペプチド RiPPsは、植物や糸状菌、放線菌、バクテリアなどから見出

されている。これまでに報告された RiPPs の代表例として、ランチオニンを含む lantipeptide、

thiopeptide、D-体のアミノ酸を含む proteusin、アゾリンやアゾールを含む化合物などが挙げられる
121)。これらは 20 種類の天然型アミノ酸が基本骨格となり伸長された後に、酸化や環化、メチル化な

どの修飾を受けるため、多様な構造を有する。1928年に、RiPPsとして nisinが初めて報告され 122)、

1988年にその生合成遺伝子が同定された 123)。また、八丈島産海綿 Theonella swinhoeiより単離され

た polytheonamidesは、48アミノ酸からなる巨大なペプチドで、2012年にその生合成遺伝子が報告

された 124)。近年のゲノムシークエンス技術の発展により、多くの RiPPs 生合成遺伝子が報告されて

おり、その特徴が少しずつ明らかにされてきた。 

PiPPs の骨格は、一次代謝におけるタンパク質生合成と同様のメカニズムによって構築される。伸

長基質となるアミノ酸は aminoacyl-tRNA synthataseによってアデニル化された後に、tRNA の 3’-

末端の CCA 配列に付加され、aminoacyl-tRNA を生じる。その後、mRNA のコドンと相補的な

aminoacyl-tRNAのアンチコドンが塩基対を形成し、順次ペプチド結合が形成される（Fig. 39a）。多

くの場合、RiPPの骨格となる core peptideを含む 20~110残基からなる precursor peptideが最初に

生合成される（Fig. 39b）。その後、N末端の leader peptideを認識して翻訳後修飾が起こり、modified 

precursor peptideが生じる。複数のペプチドは C末端に recognition peptideを有しており、この部

位が認識されてペプチド鎖の環化などが起こる。最終的に、leader peptideなどの骨格に余分な配列

が切断され、成熟した RiPPが生じる 121)。 

 

 

 

Fig. 39 リボソーム型ペプチド合成酵素 121) 

（a）PRPSによる RiPPsの生合成機構、（b）PRPSの概要 
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非リボソーム型ペプチド合成酵素（NRPS）  

NRPSは、モジュール型のペプチド合成酵素で、adenylation（A）ドメイン、condensation（C）

ドメインおよび peptidyl-carrier protein（PCP）の 3つのドメインによってアミノ酸が伸長される 125)。

NRPSによる生合成機構は、モジュール型 PKSによるポリケタイドの生合成機構と類似する。 

PCP ドメインは、分子量 8~10 kDa のタンパク質であり、PKS における ACP と同様の機能を有

する。ACPの場合と同様に PPTaseにより CoAの P-pant部分が PCPドメイン上の Ser残基の水酸

基に転移されることで apo体から holo体へと変換され（Fig. 25）、NRPSにおける伸長反応の足場と

して機能する 95)。 

Aドメインは、分子量約 50 kDaのタンパク質であり、伸長基質となるアミノ酸をアデニル化した

後に PCPへローディングする。Aドメインの基質特異性は高く、伸長されるアミノ酸は基質の結合に

関与する 10個のアミノ酸残基から推測可能である（NRPSコード）126)。Aドメインに受け入れられ

たアミノ酸は、カルボン酸部分がアデニル化されて aminoacyl-AMPを生じ、その後、PCPドメイン

の phosphopantetheinyl基へローディングされる 127), 128)（Fig. 40）。 

 

 

Fig. 40  Aドメインの触媒反応 128) 

 

 

C ドメインは、分子量約 50 kDa であり、ペプチド結合の形成を触媒する。伸長基質である

aminoacyl-S-PCPnのアミノ基から生合成中間体である peptidyl-S-PCPn-1のチオエステル結合へ求核

攻撃が起こり、ペプチド結合が形成する 128)（Fig. 41）。I型 PKSの場合と同様に、伸長したペプチド

鎖は TEによる加水分解により生合成酵素から切り離される（Fig. 31）。 

 

 

Fig. 41  Cドメインによる縮合反応 128) 
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海綿由来二次代謝産物の生合成研究  

2000年以降、分子生物学を中心とした科学技術の発展により、二次代謝産物の生合成研究は大きく

進んできている。特に、次世代シークエンサーの開発により全ゲノム解析が比較的安価に行われるよ

うになり、これに伴って二次代謝産物の生合成遺伝子も入手しやすくなってきた。実際に、その報告

数はここ 10 年間で急激に上昇している。一方で、海綿より単離された二次代謝産物の生合成遺伝子

の単離例は未だ少ないのが現状である 129)。これまでに報告された成功例は、J. Piel らによる

Theonella swinhoei 由来の onnamide130) および polytheonamide124) を含む二次代謝産物、

Psammocinia aff. bulbosa由来の psymberin131) のみである。一方で、かつて抗ガン剤候補化合物と

して臨床試験まで進んだ Discodermia dissoluta由来の discodermolide生合成遺伝子の取得が失敗に

終わった報告もされており 132)、海綿由来二次代謝産物の生合成遺伝子の同定は一筋縄ではいかないこ

とを示している。その要因の一つとして、海綿動物に共生するバクテリアの存在が挙げられる。序論

第 1章でも述べたように、海綿動物には多様で膨大な量のバクテリアが共生していることが過去の研

究から明らかにされている。海綿を起源とする二次代謝産物の多くはこれらの共生微生物によって生

産されることが長年示唆されてきたが、現在の技術ではこれらの微生物を実験室下で培養することが

困難であることから、生産菌を海綿から単離することができない。このため、二次代謝産物の生合成

遺伝子の取得は共生微生物を含む海綿全体のメタゲノムからの探索に限られる。しかしながら、多種

多様で複雑な微生物叢を構成する海綿メタゲノムから、目的の生合成遺伝子を同定することは極めて

難しいのが現状である。本研究では calyculin Aの構造に着目し、遺伝子の配列情報と生合成中間体の

部分構造の相関に基づいた手法により、共生微生物を含む海綿メタゲノム DNA から本化合物の生合

成遺伝子の探索を行った。 
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メタゲノム法  

地球上に生息する微生物は、約 106種類に上ると推測されているが、その 99%以上が培養困難であ

り、今日までに同定されている微生物はほんの 5000種にも満たない 133), 134)。このような難培養性微

生物には、動物や糸状菌などに共生する微生物も含まれ、新規天然化合物の探索において重要な資源

の一つとして注目されている。実験室下で培養困難な微生物資源を有効利用する方法の一つとして、

メタゲノム法が挙げられる。この方法は、土壌や海水などの環境中に生息する微生物や共生微生物か

ら培養工程を踏まずに直接 DNA を抽出し、大腸菌などの異種宿主へ形質転換してライブラリーを構

築する。構築したライブラリーを ‘Function-based analysis’ あるいは ‘Sequence-based analysis’ に

よってスクリーニングすることで、難培養性微生物の遺伝子にアプローチできる方法である(Fig. 42) 

135), 136)。‘Function-based analysis’ は、抗菌活性や色素判定などにより、挿入した遺伝子の表現型を

ベースに選別する方法である。実際に、この方法を応用することにより terragine類 137) や porphyrin

類 138) が単離されている。また、‘Sequence-based analysis’ は遺伝子やタンパク質の配列相同性を基

に縮重プライマーを設計し、生合成遺伝子などを配列ベースで探索する方法である。この方法は、主

に共生微生物に由来する I 型 PKS139) や新規 II 型 PKS140) の探索に用いられてきた。本研究では、

‘Sequence-based analysis’ を用いたメタゲノム法により、calyculin生合成遺伝子の探索を行った。 

 

 
Fig. 42  メタゲノム法の概要 
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第 2 節   Calyculin A 生合成経路の推定  
 

Calyculin Aの構造は、ペプチド部分とポリケタイド部分から構成されることから（Fig. 43）、NRPS

と PKSのハイブリッド経路によって生合成されると予想した。そこで calyulin Aの生合成経路を推

測した（Fig. 44）。Calyculin Aは、アミド結合の様式からペプチド部分より生合成されると考えられ

た。ペプチド部分は NRPS と PKS がモザイク状に連なった機構で生合成されると予想した。まず、

開始基質である Serのアミノ基と水酸基がメチル化されトリメチルセリンが形成した後、PKSによっ

て 1分子のマロニル-CoAが伸長する。同様に Glyと 1分子のマロニル-CoAが伸長する。さらに Ser

が伸長された後に、環化および酸化されることでオキサゾリンを経てオキサゾールが形成され、

calyculin A のペプチド部分が生合成されると推測した。その後、PKS によりポリケタイド部分が構

築される。既に報告されている I型 PKSの生合成機構に従って calyculin Aの生合成経路を予想した

結果、ポリケタイド部分の生合成経路において 2つの疑問が生じた。まず、ポリケタイド部分の炭素

数について疑問であった。PKSの基本的な伸長基質はマロニル-CoAであり、C2単位で炭素鎖が伸長

する。しかながら、オキサゾールが形成された後の calyculin Aの骨格構築に必要な炭素鎖は C25で

あり、奇数である。つまり、calyculin A のポリケタイド部分が生合成される過程で、減炭あるいは

C1ユニットの炭素原子の伸長がなされなければならないが、その機構については不明であった。また、

calyculin Aの生合成修飾機構について疑問が生じた。Calyculin Aの構造に特徴的な 5,6-スピロアセ

タール環やニトリルがどのように生合成されるのか、その詳細な機構は不明であった。一方で、

calyculin Aはテトラエン部分に !-branchの特徴的な部分構造を有する（Fig. 43）。本章第 1節でも

述べたように、!-branch は HCS ドメインを含む複数の修飾酵素（!-branch cassete）によって導入

される。この !-branch 構造を有する化合物の 9 割以上が trans-AT 型 PKS 由来であったことから、

calyculin Aも trans-AT型 PKSによって生合成されると予想した。さらに、trans-AT型 PKSの KS

ドメインはアミノ酸の一次配列から生合成中間体の部分構造が推測可能である。この特徴を利用して

KSドメインの配列を足がかりに calyculin Aの生合成遺伝子の探索に着手した。 

 

 

Fig. 43  Calyculin Aの構造 
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第 3 節   海綿 Discodermia calyx 由来 KS ドメインの解析  
 

D. calyx メタゲノム DNA の抽出  

海綿 D. calyx より共生微生物を含むメタゲノム DNA を抽出した。複数種類の市販のゲノム DNA

抽出キット、また、その他様々な抽出方法を試したが、高純度のメタゲノム DNA を得ることができ

なかった。そこで、2005年に報告されている D. calyxと同属の海綿 D. dissolutaのゲノム DNA抽出

方法 132) を参考に、フェノール-クロロホルム法により抽出した。その結果、高純度の D. calyxメタゲ

ノム DNAを得ることに成功した。取得した DNAは、次項の KSドメインの解析に用いた。なお、抽

出したメタゲノム DNA をアガロースゲル電気泳動に供した結果、主要な DNA が 40 kb付近にある

ことを確認したことから（Fig. 45）、本章第 4節においても、ここで取得した D. calyxメタゲノム DNA

を用いてフォスミドライブラリーの構築を行った。 

 

 
 

Fig. 45  フェノール-クロロホルム法を用いた海綿 D. calyxメタゲノム DNA の抽出 

M; DNA marker、1-3; D. calyxメタゲノムDNA（applied volume; （1）20 µL、（2）10 µL、（3）5 µL）、

C; control DNA（40 kb） 
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D. calyx メタゲノム DNA 由来 KS ドメインの解析  

Calyculin A は PKS-NRPS ハイブリッド経路によって生合成されると予想されたことから、海綿

D. calyxに含まれる I型 PKSを解析した。I型 PKSの KSドメインには、活性残基を含む DPQQお

よび HGTGTのアミノ酸レベルで保存された領域が認められる。そこで、これらの保存領域に特異的

なプライマーを用い、D. calyxメタゲノム DNAを鋳型として PCRを行った 141)-144)。その結果、目的

の遺伝子断片のサイズに相当する約 700 bp付近に PCR産物を得た（Fig. 46）。得られた PCR産物を

pT7 Blue vectorへ導入し、58種類のクローンについてプラスミド DNAを抽出後、シークエンス解

析および NCBI protein BLASTによる相同性解析を行った。その結果、解析した配列は trans-AT型

KS（DCKS1-8）、cis-AT型 KS（DCKS9-14）、sup（sponge ubiquitous polyketide）（DCKS15-19）

および機能未知タンパク質の 4 種類に分類可能であった（Table 1）。さらに、8 種類の trans-AT 型

KS（DCKS1-8）について詳細に行ったところ、4つの cladeに分類可能であった 145)（Table 2）。こ

れらはいずれも calyculin Aに認められる部分構造であり、calyculin A生合成遺伝子の一部である可

能性が示唆された。 

 

 

Fig. 46  海綿 D. calyxメタゲノム DNAの KSドメイン遺伝子断片の増幅 

M; DNA marker、1; PCR産物 
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Table 1  海綿 D. calyx由来 KSドメインの分類 

 

 

 

Table 2  海綿 D. calyx由来 trans-AT型 PKSに属する KSドメインの clade 

 

 

 

DCKS 2, 6, 7 DCKS 3 DCKS 4 DCKS 1, 5, 8

Substrate 
structures 

!-Me "-OH !-Me, DB DB

R

O

S Enz

R

O

S Enz
R

O

S Enz

OH
R

O

S Enz R

O

S Enz

!-Me; methyl group at !-position, "-OH; hydroxyl group at "-position, DB; double bond 

  No 
Sequence similarity 

Product 
Identity/ 

Similarity 

(%) 

Accession code Type 
Protein Organism 

DCKS1 2 MlnC Bacillus amyloliquefaciens Macrolactin 62/75 ZP_10042662.1 trans-AT 

DCKS2 11 VirF Streptomyces virginiae Virginiamycin 62/75 BAF50722.1 trans-AT 

DCKS3 6 DszA Sorangium cellulosum Disorazol 62/76 AAY32964.1 trans-AT 

DCKS4 3 RhiB Burkholderia rhizoxinica Rhizoxin 69/81 CAL69889.1 trans-AT 

DCKS5 2 DfnJ Bacillus amyloliquefaciens Difficidin 65/78 YP_001421789.1 trans-AT 

DCKS6 3 RhiD Burkholderia rhizoxinica Rhizoxin 70/81 CCJ27871.1 trans-AT 

DCKS7 2 PsyD Uncultured bacterium psy1 Psymberin 61/69 ADA82585.1 trans-AT 

DCKS8 2 MlnC Bacillus amyloliquefaciens Macrolactin 58/75 YP_007186189.1 trans-AT 

DCKS9 5 DEBS Fischerella sp. 6-deoxyerythronolide-B 66/80 ZP_08985492.1 cis-AT 

DCKS10 2 JamM Lyngbya majuscula Jamaicamide 59/75 AAS98784.1 cis-AT 

DCKS11 1 DEBS Stanieria cyanosphaera 6-deoxyerythronolide-B 58/75 AFZ35459.1 cis-AT 

DCKS12 2 McyG Anabaena sp. 90 Microcystin 63/74 YP_006995587.1 cis-AT 

DCKS13 1 DEBS Fischerella sp. 6-deoxyerythronolide-B 65/76 ZP_08988402.1 cis-AT 

DCKS14 2 DEBS Clostridium papyrosolvens 6-deoxyerythronolide-B 75/84 ZP_08192096.1 cis-AT 

DCKS15 1 Ketosynthase Uncultured bacterium of T. swinhoei Unknown 95/97 ABK01347.1 sup 

DCKS16 1 Ketosynthase Uncultured bacterium of T. swinhoei 

swinhoei 

Unknown 62/67 ABK01341.1 sup 

DCKS17 1 Ketosynthase Uncultured bacterium of P. clavata 

 clavata 

Unknown 97/99 ABB73277.1 sup 

DCKS18 1 PKS Uncultured bacterium of D. dissoluta Unknown 88/95 AAW84199.1 sup 

DCKS19 1 Ketosynthase Uncultured bacterium of C. mycofijiensis Unknown 97/99 ABK01326.1 sup 
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第 4 節   メタゲノムライブラリーのスクリーニング  
 

D. calyx メタゲノムライブラリーのスクリーニング  

第3節において、D. calyxメタゲノムDNAには calyculin Aの部分構造と一致する cladeの trans-AT

型 KS が含まれることが判明し、calyculin PKS の一部である可能性が支持された。そこで、これら

の配列を含む遺伝子を取得するため、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; 35 kb、ライブラリーサイズ; 2.5 x 105 cfu）を構築した。さらに、DCKS4、5および 8

に特異的なプライマーをそれぞれ設計し、構築した D. calyxメタゲノムライブラリーより PCRスク

リーニングを行った（Fig. 47）。スクリーニングには、膨大な候補の中から効率的に目的のクローン

を選別できる 3D-gel法 146) を用いた。取得した陽性クローンについて挿入配列の末端シークエンスを

解析した結果、いずれも PKS あるいは NRPS と高い配列相同性を示すことが判明した。そこで、各

クローンの末端配列に対して新たにプライマーを設計し、同様の方法にてスクリーニングを繰り返し

た。その結果、最終的に 12クローンのフォスミド pDCYE1-12を得た。さらに、PCR法を用いた解

析によって、DCKS4-8が同一遺伝子上にコードされていることを明らかにした。 

 

 

Fig. 47  海綿 D. calyxメタゲノムライブラリーからのスクリーニングの概要 
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HCS ドメインの探索  

スクリーニングによって取得した pDCYE1-12について、!-branchの生合成に関与する修飾酵素を

コードする遺伝子の有無を検討した。本章序論で述べたように、I 型 PKS の !-branch は !-branch 

casetteと呼ばれる HCS、2つの ECH、KS0および ACPによって生合成される（Fig. 33）。そこで、

!-branch casetteの 1つである HCSドメインに特異的な縮重プライマーを用いた PCRを行うことと

した。これまでに報告されている !-branch を有するポリケタイドの生合成遺伝子クラスターから

‘‘HCS’’とアノテーションされている ORFを NCBIデータベースより抽出し、アライメントした（Fig. 

48）。アミノ酸レベルでよく保存されている領域 CS(T)ESGIDと FSYGSGCを見出し、この配列に特

異的な縮重プライマーHCSF および HCSR を設計した。スクリーニングで取得したフォスミド

pDCYE1-12を鋳型 DNAとして PCRを行った結果、pDCYE1から約 700 bpの遺伝子断片が増幅さ

れることを確認した（Fig. 49a）。そこで、PCR産物を pT7 Blue vectorへ TAクローニング後、シー

クエンス解析および NCBI protein BLASTによる相同性解析を行った。その結果、pDCYE1より増

幅した遺伝子断片は、myxovirescinの 12位の !-branchの生合成に関与する TaC（HCS）と最も高

い配列相同性を示した 147)（Fig. 50）。以上の結果より、pDCYE1には HCSドメインをコードする遺

伝子配列が含まれることが判明した。 

 

 

A ドメインの探索  

フォスミド pDCYE1-12について、NRPSをコードする遺伝子の有無を検討するため、Aドメイン

に特異的な縮重プライマーを用いた PCRを行った。プライマーは、2005年に A. Ayuso-Sacidoらに

よって報告された A3F/A7R148) を用いた。その結果、pDCYE2を鋳型とした場合、目的の大きさであ

る約 700 bp付近に遺伝子断片の増幅を確認した（Fig. 49b）。増幅した遺伝子断片を HCSドメインの

場合と同様に TAクローニング後、そのシークエンスを解析した。その結果、pDCYE2には少なくと

も 2種類の Aドメインが含まれることが明らかとなった（Fig. 50）。これらの Aドメインの基質結合

に関与する 10個のアミノ酸残基 NRPSコードを解析した結果、それぞれ Glyおよび Serをアデニル

化する AGlyおよび ASerであることが強く示唆された。特に、ASerについては rhizoxin149) のオキサゾ

ール形成を担う Aドメインと最も高い配列相同性を示したことから、オキサゾールの生合成に関与す

ることが期待された。 
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Fig. 48 !-branch生合成に関与する HCSドメインのアライメント 

Bae; bacillaene、Bry; bryostatin、Cur; curacin、Dif; difficidin、Fr9; FR901464、Jam; jamaicamide、

Lnm; leinamycin、Mup; mupirocin、Onn; onnamide、Ped; pederin、Ta; myxovirescin、Vir; 

virginiamycin、■; プライマーHCSF/HCSR設計領域

Fr9K 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M N F Q G I E A M N L Y A G V A S L D V T A L A R H R G L D M R R F N N L 47
TaC 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M G P V G I E A M N A Y C G I A R L D V L Q L A T H R G L D T S R F A N L 37
BaeG 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M A A A G I E A I N V F G G T A Y L D V M Q L A E Y R N L D P A R F E N L 37
DifN 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M N V G I E A M N V F G G T A Y V D V M E L A E H R N L D K K R F E N L 36
CurD 1 M P S A I A L L L A A S I Q L Y Y W A R S K A M Q Q V G I E A L S V Y G G A A Q L E L R K L A Q A R Q L D I S R F D N L 60
JamH 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M Q S V G I E A L S V Y G G A A Q L D V R K L V Q A R Q L D I S R F D N L 37
BryR 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M R Y I G I E S M N A F G G T A F L D V M K L A Q H R Q L E M S R F D N L 37
OnnA 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M I T A G I E A M N V F G G T A F L D V R K L A E H R N L D M T R F D N L 37
PedP 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M P V G I E A M N L Y G G S A F V D V M E L A V Y R K H D L S R F D N L 36
MupH 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M T R Q V G I E A M N V F G G A A S L D V T M L A R H R K L D S Q R F G N L 38
VirC 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M K P V G I E A I N V Y C G E T Y V D V P T L F A A R Q L D D S R I D N L 37
LnmM 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - M T A T G A E Q A Y G I E A L N V Y C G L A R L T A A D L F A G R G L D P E R L D N L 43

Fr9K 48 M M K E K T V A L P Y E D P V T F A V N A A M P I V D A L T Q S E R D Q I R M V I T C T E S G F D F S K S M S T Y C H D 107
TaC 38 L M E E K T V P L P Y E D P V T Y G V N A A R P I L D Q L T A A E R D S I E L L V A C T E S S F D F G K A M S T Y L H Q 97
BaeG 38 L M K E K A V A L P Y E D P V T F G V N A A K P I I D R L T E A E K D R I E L L I T C S E S G I D F G K S L S T Y I H D 97
DifN 37 L M K E K V V A L P Y E D P I T F A V N A A K P I I D S L S E E E R N Q I E M V I T C T E S G I D F G K S I S T Y V H D 96
CurD 61 M M K E K A V S L P Y E D P V S Y A V N A A K P I I D R L S D A D K Q R I E M V I T C S E S G I D F G K S M S T Y I Q E 120
JamH 38 M M K E K A V S L P Y E D P V S Y A V N A A K P I I D R L S N A D K Q R I E M V I T C S E S G I D F G K S M S T Y I Q E 97
BryR 38 L M H Q K S V A L P Y E D P I T F G V N A A K P I I D G L S D V E K N N I E L L I T C S E S G I D F S K S M S T Y I H K 97
OnnA 38 L M E E K A V A L P Y E D P I T F A V N V A K P L I D E L S P R Q K A R I E M V V T C S E S G I D F G K S M S T Y I H D 97
PedP 37 L M K Q K T V A L P Y E D S V S F A I N A A Q P L I D T L S E T E K E R I E L L I T C S E S G I D F G K S I S T Y I H H 96
MupH 39 L M H E K S V A L H S E D P V T F A V N A A K P L I D A L S P Q E R D Q I E L L I T C T E S G I D F G K S V S T Y V H D 98
VirC 38 M M A R K S V A L H C E D A V S F A V N A A K P I V D A L S E E E R G R I E L L I V G T E S G V D F G K S L A T Y V H D 97
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Fig. 49  HCSおよび Aドメイン遺伝子断片の増幅 

（a）HCSドメイン縮重 PCR（目的の遺伝子断片; 約 700 bp）、（b）Aドメイン縮重 PCR（目的の遺

伝子断片; 約 700 bp）、M; DNA marker 

 

 

（a） 

 Homology protein Organism Product Identities Similarities 

Cal HCS TaC Paenibacillus polymyxa SC2 Myxovirescin 72% 85% 

Cal AGly Ta-1 Paenibacillus polymyxa SC2 Myxovirescin 61% 79% 

Cal ASer RhiB Burkholderia rhizoxinica Rhizoxin 65% 75% 

 

  

 

Fig. 50  フォスミド pDCYE1および 2に含まれる HCSドメインと Aドメインの相同性解析 

（a）NCBIデータベースによる相同性解析、（b）Myxovirescinおよび rhizoxinの構造（■; TaCが

生合成に関与すると推測されるメチル基、■; Ta-1および RhiBが生合成に関与する部分構造）147), 149) 
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第 5 節   cal 遺伝子の解析  
 

pDCYE1-12 のシークエンス解析  

第 4節において、フォスミド DNA pDCYE1-12には、!-branchの生合成に関与する HCSドメイ

ンおよび Gly、Ser のアデニル化を担う A ドメインがコードされていることを明らかにした。これら

はすべて calyculin Aに認められる部分構造であることから、pDCYE1-12に calyculin Aの生合成酵

素がコードされている可能性が支持された。そこで、次世代シークエンサーGenome Analyzer II

（Illumina）により pDCYE1-12の DNA配列を解析した。その結果、100 bpの塩基配列を 27,220,593

リード得た。de novoアッセンブリーの結果、約 217 kbのコンティグを取得した。多数のギャップや

不確定な塩基が認められたため、Ion PGMTM（Life Technologies）によりシークエンスの再解析を行

った。その結果、200 bpの塩基配列を 453,503リード得た。取得したデータを Genome Analyzer II

による解析で得られた 217 kbの配列に対して referenceアッセンブリーを行ったところ、26カ所の

不確定塩基が残った。これらの不確定塩基をキャピラリーシークエンサーにて決定し、最終的に

217,478 bp の核酸配列を取得した。得られた遺伝子配列について、NCBI protein BLAST および

PKS-NRPS analysisにより解析した結果、pDCYE1-12には全長約 150 kbにおよぶ PKS-NRPSを

コードする calA-calI および生合成過程における修飾反応に関与すると考えられる複数の ORF 

calJ-calYがコードされていることを明らかにした（Fig. 51, Table 3）。 
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Fig. 51 Calyculin A生合成遺伝子クラスター 

（a）cal遺伝子、（b）calyculin A推定生合成経路 

0 50 100 150 kbp

calA calB calC calE calF calH calIcalG

0 10 20 kbp

calY calW calU calT calS calQ calJ

calVcalX

calD

calR calP calO calN calM calL calK

（a）

（b）

A; adenylation, ACP; acyl-carrier protein, C; condensation, DH; dehydratase, ECH; enoyl-CoA hydratase,  
ER; enoylreductase, HC; heterocyclization, KR; ketoreductase, KS; ketosynthase, MT; methyltransferase, 
Ox; oxidation, PCP; peptidyl-carrier protein, TE; thioesterase 
KS clades: KS0; nonelongating ketosynthase, DB; double bond, SB; single bond, Oxz; oxazole, AA; amino 
acid 
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Table 3  cal遺伝子の推定ORF 

ORF 
Protein size 

(aa) 
Proposed function 

Sequence similarity Identity/Similarity 

(%) 
Accession code 

Protein Origin 

calY 787 AT Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase Oceanibaculum indicum P24 54/71 ZP_11129640.1 

calX 82 ACP Acyl carrier protein Sorangium cellulosum So ce56 57/79 YP_001613822.1 

calW 409 KS0 Beta-ketoacyl synthase Pelosinus fermentans JBW45 65/81 ZP_15538843.1 

calV 132 Hypothetical protein  Hypothetical protein ACP_1149 
Acidobacterium capsulatum 

ATCC 51196 
39/63 YP_002754252.1 

calU 706 ABC transporter  
ABC-type multidrug transport system,  

ATPase and permease component 
Pleurocapsa sp. PCC 7327 44/66 YP_007079509.1 

calT 424 HMG-CoA synthase like activity 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA synthase Leptolyngbya sp. PCC 7375 70/80 ZP_18905080.1 

calS 268 Enoyl-CoA hydratase Enoyl-CoA hydratase/isomerase Clostridium papyrosolvens DSM 2782 61/73 ZP_08192880.1 

calR 249 Enoyl-CoA hydratase PKS enoyl-CoA hydratase, pksI-like protein Paenibacillus polymyxa E681 63/77 YP_003871374.1 

calQ 381 Putative phosphotransferase  Aminoglycoside phosphotransferase Ktedonobacter racemifer DSM 44963 30/41 ZP_06974247.1 

calP 231 Putative phosphotransferase  Chloramphenicol 3-O phosphotransferase Uncultured bacterium AOCefta2 31/52 ACS83703.1 

calO 269 Glyoxalase 
Glyoxalase/ 

bleomycin resistance protein/dioxygenase 
Rhizobium sp. PDO1-076 38/51 ZP_13490391.1 

calN 423 Hypothetical protein  Hypothetical protein BTH_II1215 Burkholderia thailandensis E264 28/47 YP_439411.1 

calM 232 Putative phosphotransferase  Chloramphenicol phosphotransferase family protein 
Mesorhizobium amorphae 

CCNWGS0123 
31/47 ZP_09089298.1 

calL 384 Protein phosphatase Phosphoprotein phosphatase Burkholderia cenocepacia H111 40/52 YP_002485801.1 

calK 397 Transposase  Transposase IS4 family protein  Nitrosomonas sp. Is79A3 48/64 YP_004693916.1 

calJ 563 Hypothetical protein Unknown protein 
Bacterium symbiont of Theonella 

swinhoei pTSMAC1 
78/85 AFS60661.1 

calA 3784  PKS/NRPS (A, MT, PCP, MT, KS0, ACP, KS, KR, ACP) 

calB 6683  PKS/NRPS (KS0, ACP, C, A, PCP, KS, DH, KR, MT, ACP, ACP, ER, KS, ACP, KS0, ACP, HC, HC) 

calC 4626  PKS/ NRPS (A, PCP, Ox, Ox, KS0, ACP, KS, DH, KR, ACP, KS, KR, ACP) 

calD 375 Oxygenase Flavin-dependent oxygenase 
Nostoc sp. 'Peltigera 

membranacea cyanobiont' 
68/83 ADA69238.1 

calE 7932  PKS (KS0, DH, ACP, KS, ACP, KS, KR, MT, ACP, KS, KR, ACP, KS0, ACP, KS, MT, ACP, ACP, KS, KR, ACP) 

calF 5858  PKS (KS0, ACP, KS, KR, ACP, KS0, MT, ACP, KS, KR, MT, ACP, KS, KR) 

calG 5808  PKS (MT, ACP, KS, DH, KR, MT, ACP, KS, ACP, ACP, KS, DH, KR, ACP, KS) 

calH 4808  PKS/NRPS (ECH, ECH, ACP, ACP, KS, ACP, C, A, PCP, KS, DH, KR, ACP, KS0) 

calI 2674 PKS/NRPS (DH, ACP, KS, ACP, C, A, PCP, TE) 
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ペプチド部分の生合成  

calA-calIにコードされている PKS-NRPSは 34モジュールから構成され、約 130 kbにおよんでい

た（Fig. 51b）。上流部分に位置する calA-calCには NRPSと PKSのモジュールが交互に並んでコー

ドされていた。NRPSコードより、本遺伝子クラスターの上流に存在する 3つの Aドメイン CalA1、

CalA2および CalA3の推定基質はそれぞれ Ser、Glyおよび Serであった（Fig. 52）。まず、calAの

最初の A ドメインにより Ser がローディングされた後、連続する 2 つの MT ドメインによって Ser

のアミノ基と水酸基がメチル化され、calyculin Aに特徴的なトリメチルセリンの部分構造の形成が支

持された。その後、2つの PKSモジュールが存在するが、モジュール 2の KSドメインには伸長反応

に必須である 3つの活性残基 Cys-His-Hisが保存されていないため、このドメインは機能しないと推

測された（Fig. S1）。モジュール 3においてマロニル-CoAが 1分子付加され C2ユニットが伸長する

と考えられる。calB の上流には再度活性残基を失った KS ドメイン（KS0）を含むモジュールがコー

ドされており、その後、2つ目の NRPSモジュールが存在する。CalA2の NRPSコードは 10アミノ

酸残基のうち 9残基が Glyの NRPSコードと一致していたが、1残基については通常 LeuまたはMet

の部分が Thrに置換されていた。天然から C32位がメチル化された類縁体 calyculin Cが単離されて

いることを考慮すると、CalA2の基質特異性は厳密ではなく、Glyと Alaをアデニル化する可能性が

考えられる。なお、海綿における calyculin Aと calyculin Cの存在比は約 9:1であることから、CalA2

の Glyおよび Alaに対する基質特異性も同等と推測される。さらに下流には PKSが存在する。まず、

モジュール 6で $-メチルオレフィン中間体が生成した後に、モジュール 7の ERドメインによってオ

レフィン部分が還元され飽和型の $-メチル構造が形成されると予想された。ERドメインの配列を解

析した結果、活性残基である Tyrが保存されていたことから、還元反応生成物は calyculin Aと同じ

L-体の立体化学を有することが支持された（Fig. 30、Fig. 53）。また、trans-AT型 PKSにおいて ER

ドメインはモジュール外から働く場合が多く、このようにモジュール内に含まれる例は珍しい。その

後、モジュール 8には NRPSがコードされていた。Serをアデニル化すると推測可能な CalA3の上流

と下流には、環化酵素 HC（heterocyclization）ドメインおよび酸化酵素 Ox（oxidation）ドメインが

それぞれ認められ、伸長した Serはオキサゾリンを経由してオキサゾールへ変換されると推測された。

ここまでの cal遺伝子の配列情報から予測される構造は、calyculin Aのペプチド部分の構造と非常に

良い一致を示した。 
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 235 236 239 278 299 301 322 330 331 517 

Ser consensus D V W H L S L I D K 

Cal A1 D V W H I S L I D K 

Cal A3 D V W H L S L V D K 

Cal A5 D V W H I S L I D K 

           
Gly consensus D I L Q L G L/M I W K 

Cal A2 D M L Q I G T V W K 

           Ala consensus D L L F G I A V L K 

BaeN D V S N M A I I Y K 

Cal A4 D V S N M A I I Y K 

 

Fig. 52  cal遺伝子にコードされる Aドメインの NRPSコード 

 

 

 

 

 
     >CalB_ER 

     GDIDDLSLAASPLPELGKNEVRIAVCAFSLNFADLLCVRGLYPNMPPYPF 

     TPGDEAAGIVLAVGDAVTRFQVGDAVVCMTPGCHTELLTCPEGQVYAKSA 

     NLSFEEACSLPIVTLTMLHAFRKADLQPGERILIQTAAGGVGLAAVQLAQ 

     HAGAEIYATAGSQAKLDYLRDLGVPHLINYRESDFEAELLRLTGGEGVDV 

     VINTLSGDSIQKGLNCLRQGGRYIEIAMAALKSTRSVDISVLNRNQTFFS 

     IDLGLLGSEQPERIRRAWEDMSHLLEQGVIRPTVSKVFPFEAFRDAYRSL 

     DHRDNIGKVVV 

       !; Conserved tyrosine correlated with (2S)-methyl brach 

       !; NADPH binding site 

 

Fig. 53  ERドメインのアミノ酸配列 
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ポリケタイド部分の生合成  

Ox ドメインによるポリケタイド鎖の減炭  

3つの NRPSモジュールの下流には 90 kbにおよぶ巨大な PKSモジュールが認められた。オキサ

ゾールが形成した後の生合成中間体が calyculin Aとなるには、残り 25の炭素原子の伸長が必要であ

った。しかしながら、PKSによる炭素鎖の伸長は通常 C2単位で起こることから、奇数の炭素鎖がど

のように伸長されるのか疑問であった。一方で、calC の下流には 1.2 kb から成る flavin 依存性

monooxgenase（Ox）と配列相同性を有する calDが認められた（Fig. 51b）。このように PKSの中に

Oxドメインが含まれる例は過去に数例報告されており、FR901464生合成遺伝子にコードされる Ox

ドメイン（FR9H-Ox）については機能解析がなされている 150)。FR901464 の生合成過程において、

FR9H-Oxは !-ヒドロキシチオカルボニル基をBaeyer-Villiger酸化し、エステル結合を導入する（Fig. 

54）。 

 

 

 
  

Fig. 54  FR901464生合成における Baeyer-Villiger酸化機構 150) 
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同様に CalDも Baeyer-Villiger酸化を触媒すると考えた場合、減炭反応に関与する可能性が示唆さ

れた（Fig. 55）。cal遺伝子の配列情報から、オキサゾールが生成後、モジュール 11および 12におい

てマロニル-CoA の伸長が 2 回起こると考えられた。その後、CalD によって生合成中間体の $-位が

水酸化され、$, !-ジオールが生じる。さらにモジュール 13の DHドメインによって脱水反応が起こ

り、エノール中間体が生じる。ケト・エノール平衡により生成した $-ケトチオエステル構造が再度

CalDにより Baeyer-Villiger酸化され、混合酸無水物中間体の生成が推測される。一方で、配列情報

から予想されるモジュール 15の KSドメイン（KS12）は single bondを基質として受け入れること

が支持された。これを考慮すると、Baeyer-Villiger 酸化によって生じた混合酸無水物はモジュール

14の cladeが不明な KS11の Ser残基から求核攻撃を受け、脱炭酸を伴った減炭が起こった後に、生

合成中間体はモジュール 15へ転移する可能性が示唆された。 

 

  
Fig. 55  Oxドメインによる推定ポリケタイド鎖減炭機構 
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KR ドメインによって生じる水酸基の立体化学  

cal遺伝子には 13の KRドメインが認められ、NADPHの結合に関与する GGxGxxGモチーフおよ

び活性残基である Tyrはすべて保存されていた（Fig. 56）。このことから、コードされている KRド

メインはすべて !-ケトカルボニル基の還元反応を担うことが支持された。また、本章第 1節で示した

ようにPKS産物の水酸基の立体化学およびオレフィンの幾何異性はKRドメインによって制御される

（Fig. 28）。特に 95番目の Aspの有無が立体選択性に大きく関わると考えられている 100)。Table 4

に示すように、cal遺伝子に認められた KRドメインの配列から推測される立体選択性は、calyculin A

の 17 位を除く全ての水酸基およびオレフィンの立体化学と完全に一致した。一方、17 位の水酸基は

リン酸エステルの結合部位であり、また、スピロアセタール環を構成する部分でもあることから、こ

れらの修飾反応が互いに関与している可能性が示唆される。 

 
Fig. 56  KRドメインのアライメント 

G G x G x x G
Cal_KR1 F S I T A D G V Y V I S G G T S G I G L E I A R Y L V S R G A R
Cal_KR2 S R Y R H G G V Y V V I G G A G G I G E A W S R S L I E T Y Q A
Cal_KR3 L P W K D G G I Y L I T G G A G G L G R L L V R E I A N H C E H
Cal_KR4 P V F R S G A T Y L L T G G F G P V G E L L C R E L A Q R - Y R
Cal_KR5 S G L R E Q G V Y V I A G G S G T V G R A I T R C L L R D H H A
Cal_KR6 S V W K H G G V Y L L T G G M G G L G S I C A R E I A A R T H G
Cal_KR7 T H F K R H G T Y L I A G A T G Y I G E Q F C R E L A S R - Y Q
Cal_KR8 S P W K N K G T Y L I T G G L G A L G L I F A R E I A A T T T G
Cal_KR9 T G L R Q N G V Y V I V G G S G T V G R I V T E H L M R V Y Q A

Cal_KR10 S G L K Q G G V Y V I L G G S G V V G Q I M T R Y L I R E Y A A
Cal_KR11 T R Y R K G G V Y V V I G G A G G I G E V W S R Y V I E Q H G A
Cal_KR12 C P W Q D R G V Y L I T G G L G G L G L V F A R D I A E R T E G
Cal_KR13 I P W K N N G V W L I T G G A G G L G M I F A E D I A R K S D H

G V x H x A *
Cal_KR1 I R R E S G P - - - - I K G V V H S A G V Y S D I K N S A F V T
Cal_KR2 I R Q H H P C - - - - I H G L V H A A L V L D D G - - - S L A N
Cal_KR3 I V R N H G N - - - - L H G I I H A A G V L D D D - - - F I I R
Cal_KR4 V R R E V G P - - - - I H G V I H L A R L V E D G - - - P I L S
Cal_KR5 I R A Q H P V - - - - I H G A I F S G I V F S L N N - - A V A T
Cal_KR6 I R K A F G R - - - - L D G I L H T A G L I Q G D - - - F I I G
Cal_KR7 I K Q Q V G T - - - - I D G V A N L T R T H E N R - - - M I A M
Cal_KR8 L R N E V S G A A K S L N G I L H C A G L I R D S - - - F I L K
Cal_KR9 I K Q A Y A T - - - - I H G A I F A G L V F H L E N - - A V D K

Cal_KR10 I R E R Y E T - - - - I N G A I F S G L V F D H E N - - S V A Q
Cal_KR11 I R Q R H P R - - - - I H G V I H S A I V L L D K - - - S L A R
Cal_KR12 I Q T A F G G - - - - L N G I L H S A G V H R D N - - - F I I N
Cal_KR13 I G R E Q G T - - - - L D G V L H C A G I V K D S - - - F I L K

Y x x x N
Cal_KR1 T S F I P L L A R G I S D Y A M A N A F L D F F S A W Q H H H Q
Cal_KR2 T S F D R A A G Q - - S N Y A A G C T F E D A F A H Q L S Q T W
Cal_KR3 S G V F G N V A Q - - A D Y A A A N G F L D A V A T A H - - - -
Cal_KR4 M G A F G I R G S - - A D Y G Y S A A F Q N A F A A W R R - Q M
Cal_KR5 Q N F A F S G A A T L S A Y A T G I T F S D T F V A S L Q D S A
Cal_KR6 A G A M G T P G L - - A D Y A A A N A F M D A Y A E S R - - - -
Cal_KR7 L G S F G I S G S - - S D Y A Y A T A F Q N A F A R Y R N - K L
Cal_KR8 A G A F G N T G Q - - A D Y A A A N G F M D A C A A R - - - - -
Cal_KR9 Q A F S F L S S G D S A G Y A T G I T L A D T L V A A L Q D K A

Cal_KR10 Q T F S F L S A R D S C G Y A T G I S F A D T F V R S I E D - A
Cal_KR11 Q S F T R G A G Q - - S N Y A A G C T F K D A F A H G L A T S W
Cal_KR12 A G A A G S L G Q - - A D Y A A A N G F M D A Y A A Q R N E C L
Cal_KR13 V G A L G S P G Q - - A D Y A A A N A F M N A F A E E R Q - - -

NADPH binding site

Active site

Conserved motif72-103 region

136-167 region

3-34 region



 54 

 

Table 4  KRドメインの立体選択性 

 Module Asp95 Predicted product Partial structure of calyculin A 

KR1 3 + !-D-OH !-D-OH（C35） 

KR2（+DH+ER） 6 + !-D-OH to single bond single bond（C31） 

KR3（+DH） 11 + !-D-OH to trans-orefin trans-orefin（C26） 

KR4 12 + !-D-OH unknown 

KR5 15 - !-L-OH !-L-OH（C23） 

KR6 16 - !-L-OH !-L-OH（C21） 

KR7 19 - !-L-OH !-D-OH（C17, phosphate） 

KR8 21 + !-D-OH !-D-OH（C15） 

KR9 23 - !-L-OH !-L-OH（C13） 

KR10 24 - !-L-OH !-L-OH（C11） 

KR11（+DH） 25 + !-D-OH to trans-orefin trans-orefin（C9） 

KR12（+DH） 27 + !-D-OH to trans-orefin trans-orefin（C5） 

KR13（+DH） 31 + !-D-OH to trans-orefin unknown 

 

 

 

メチル基の導入  

trans-AT型 PKSにおいて、多くの場合、$-位のメチル化は各モジュール内の MTドメインによっ

て触媒される。cal遺伝子には 9つのMTドメインがコードされており、これらは calyculin Aのメチ

ル基の位置と完全に一致した（Fig. 51b）。また、!-位のメチル化は HCSと 2つの ECH、KS0および

ACP で構成される !-branch cassete と呼ばれる複数の触媒酵素の複合反応により達成される。

PKS-NRPSの上流には CalR（ECH）、CalS（ECH）、CalT（HCS）、CalW（KS0）および CalX（ACP）

が認められ、これらの酵素によって !-位のメチル化反応が起こることが推測可能であった。また、過

去に報告されている I型 PKSにおいて !-branch形成に関与するモジュールには 2つ ACPが連続し

て存在する。これらは通常の ACPには認められないアミノ酸残基 Trpと Tyrを保持おり、それぞれ

ACPの構造維持と HCSとの相互作用に関与することが報告されている 151)。Calyculin Aの 7位およ

び 3位のメチル化が起こると考えられるモジュール 26と 28には 2つの連続する ACPが存在し、こ

れらすべてにおいて !-branch cassete特有の Tyr残基が保存されていることから、HCSのホモログ

である CalTと相互作用することが示唆された（Fig. 57）。また、モジュール 26は KSと ACPのみで

構成されており、上流に認められた CalR、CalS、CalT、CalW が 7 位のメチル化を触媒する可能性

が示唆される。一方で、モジュール 28には 2つの ECHが存在しており、CalTおよび CalWとの複

合反応により 3位のメチル化が進行すると考えられる。 
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KS ドメインの clade 

cal 遺伝子に含まれる KS ドメインについて、既に報告されている trans-AT 型 PKS に属する KS

ドメインの配列と系統樹解析を行った（Fig. 51b、Fig. S2）。その結果、配列情報から予想される KS

ドメインが受け入れる基質の部分構造は calyculin Aと良い一致を示した。ただし、モジュール 14の

KS11については既知の KSドメインと相同性が認められず、cladeが不明であった。KS11の上流で

は CalD（Ox）による減炭反応が推測されたことから、この過程で生じた混合酸無水物を基質として

受け入れる新たな clade の可能性がある。また、KS5、KS11 および KS26 の 3 つのドメインについ

ては、伸長反応に必要な活性残基 Cys-His-Hisが保存されているが（Fig. S1）、calyculin Aの骨格構

築には必要ない。trans-AT 型 PKS において、このように活性残基を保持しながらも生合成過程にお

いてスキップされるドメインやモジュールが存在する例が報告されており 152)-154)、cal 遺伝子に認め

られたこれらの KS ドメインも同様にスキップされる可能性が示唆される。さらに、活性残基が保存

されていない KS0が複数認められた。KS0の機能や存在意義について現段階では不明であるが、これ

らの多くは PKS と NRPS の中間部分や、メチル化やスピロアセタール環形成、オレフィン構造の異

性化など、修飾反応が起こると予想される位置に存在する傾向が認められた。このことから、このよ

うなの修飾反応によって導入される官能基や部分構造は calyculin A の構造において不可欠であり、

calyculin Aの分子骨格が精緻に創り上げられたことが示唆される。 

 

 

cal 遺伝子下流の解析  

Calyculin A の末端部分であるテトラエンが生合成されると考えられるモジュールの下流には予想

外のモジュールが認められた。モジュール 30の Aドメイン CalA4は、基本的な NRPSコードとは不

一致であったが、Ala をアデニル化する bacillaene の生合成酵素 BaeN155) の NRPS コードと完全に

一致しており、Alaが基質であることが支持された。また、その後、モジュール 31によって 1分子の

マロニル-CoA が伸長されると考えた。その下流のモジュール 32 は KS0、DH、ACP で構成される。

この DHドメインは、脱水反応の際のプロトン供与体である DxxxQ/Hモチーフの Aspが Asnへ置換

されていることから、従来の脱水反応触媒酵素としての機能は持たず、$, !-位の二重結合を !, #-位へ

シフトする異性化に関与することが推測可能であった 111), 112)。二重結合の !, #-シフトによって生じた

エナミド構造が加水分解されることで、末端アミドの類縁体である calyculinamide Aが生合成される

と予想した（Fig. 58）。このような加水分解反応は、myxothiazolの末端部分の生合成経路において、

同様の機構が推測されている 156),。さらに、アミド部分の脱水により最終的に calyculin Aのニトリル

が形成すると推測した。なお、アミドからニトリルの生成機構の推定経路は第 3章で述べる。 
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Fig. 58  末端アミド構造の推定生合成機構 
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その他の修飾酵素  

calAの上流には金属依存性タンパク質脱リン酸化酵素と 40%の配列相同性を有する calLが認めら

れた。calLがコードするタンパク質 CalLは、（i）calyculin/phosphocalyculin結合タンパク質、（ii）

phosphocalyculin脱リン酸化酵素（第 4章で詳しく述べる）、（iii）転写制御調節脱リン酸化酵素とし

ての機能を有する可能性が推測される。CalLを大腸菌にて異種発現後、機能解析を試みたが、詳細な

機能解明には未だ至っていない。また、さらに上流には 3種類のリン酸基転移酵素と相同性を示す

calM/P/Qがコードされていた。これらはいずれも抗生物質耐性に関与するバクテリア由来のタンパク

質と配列相同性を示した。Calyculin Aは構造中にリン酸基を有することから、このいずれかが

calyclin Aのリン酸化を担っている可能性が示唆された。詳細な解析については、第 3章で述べる。 

 

cal 遺伝子の水平伝播の可能性  

calAの上流に存在する calJは、八丈島産海綿 T. swhinhoeiの共生微生物 ‘Candidatus 

Entotheonella factor TSY1’ に由来する unknown protein ORF5および ORF16（bacterium 

symbiont of Theonella swinhoei pTSMAC1）124), 157) とアミノ酸レベルで 78%（similarity; 85%）の

高い配列相同性を示した。‘Candidatus Entotheonella factor TSY1’ 由来の本タンパク質は、

polytheonamide生合成遺伝子クラスターの両端にコードされている 124)。それに加えて、cal遺伝子

の両端には、約 1 kbの完全に同一の核酸配列が認められた。これらの核酸配列は cal遺伝子の水平伝

播の可能性を示唆している。 

 

 

 

第 6 節   cal 遺伝子のトランスクリプトーム解析  
 

逆転写 PCR による cal 遺伝子の発現解析  

海綿 D. calyx における cal遺伝子の発現の有無を検討するために、逆転写 PCR を用いたトランス

クリプトーム解析を行った。海綿 D. calyxより total RNAを抽出後、逆転写反応により cDNAを合

成した。得られた cDNAを鋳型として cal遺伝子に特異的なプライマーを用いた PCRを行った結果、

目的の遺伝子断片の増幅を確認した。以上の結果より、cal遺伝子は海綿 D. calyxにおいて発現して

いることを明らかにした（Fig. 59）。 

 

 

Fig. 59  逆転写 PCRによる cal遺伝子の発現解析 

1; D. calyx cDNA、2; D. calyx total RNA（negative control） 

calTE

calKS12
1 2
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第 7 節   小括  
 

本章において、trans-AT 型 PKS 特有の KS ドメインの配列と基質の部分構造との間に認められる

相関性を利用し、メタゲノムマイニングによる calyculin Aの生合成遺伝子の取得を目指した。まず、

KSドメインの解析から、海綿 D. calyxには cis-AT型、trans-AT型および supに分類される I型 PKS

が存在することを明らかにした。さらに、取得した trans-AT型 KSドメインの cladeは calyculin A

に認められる部分構造と一致していたことから、D. calyxメタゲノムライブラリーよりこれらの配列

をコードする遺伝子を探索した。スクリーニングにより得られたフォスミド pDCYE1-12 の挿入配列

を次世代シークエンサーにて解析した結果、約 150 kbにおよぶ PKS-NRPSをコードする cal遺伝子

の配列を得た。本生合成遺伝子は、これまでに報告されている trans-AT型 PKSの中でも最大であっ

た。cal遺伝子の配列を詳細に解析した結果、Aドメインの基質特異性、KRドメインの配列から予想

される水酸基の立体化学とオレフィンの幾何異性、MTドメインの位置、KSドメインの caldeおよび

全体のモジュールの並びは calyculin A の構造と非常に良い一致を示したことから、cal 遺伝子が

calyculin Aの生合成遺伝子であることが強く示唆された。さらに、逆転写 PCRによる解析から、cal

遺伝子は海綿で発現していることを明らかにした。また、cal遺伝子にはイントロンが認められなかっ

たことから、本遺伝子が原核生物由来であることが判明した。 
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第 2 章 Calyculin 生産菌の特定 
 
第 1 節   序論  
 
海綿動物を起源とする生物活性物質の中には、陸上微生物由来二次代謝産物と構造上類似している

ものや昆虫など生物種を超えて類縁化合物が単離されている例が複数ある。これらの知見を根拠に海

綿由来生物活性物質の多くは共生微生物が生産を担っていることが長年疑われてきた。しかしながら、

そのほとんどが現在の技術では難培養性であるため、真の生産者の同定は困難であった。海綿を起源

とする二次代謝産物の生産者に関する研究の始まりは今から 30 年以上前に遡る。1983 年、D. J. 

Faulkner らのグループにより、海綿 Aplysina fistularis 由来二次代謝産物 aerothionin および

homoaerothioninが海綿細胞に局在することが報告された 158)。1984年には、伏谷らによって海綿に

由来する最初の生物活性ペプチドとして Discodermia kiiensisより discodermin Aが単離・構造決定

された 159)。Discodermin Aは構造中に D-体のアミノ酸や tert-Leuといった異常なアミノ酸を有して

おり、同様の部分構造が放線菌 Streptomyces bottropensis由来 bottromycin A2160) に認められたこ

とから、論文中では ‘‘It is interesting to speculate whether this unusual peptide is biosynthesized 

by the sponge or produced by an associated organism.’’と述べられている。その 10年後の 1994年、

D. J. Faulkner らによって海綿 Dysidea (Lamellodysidea) herbacea の乾燥重量 12%を占める

polybrominated biphenyl ethers類がシアノバクテリアに局在することが示された 161)。さらに、1996

年には、パラオ産海綿 Theonella swinhoeiの密度勾配遠心法による細胞分画が試みられ、シアノバク

テリアの他に、単細胞状および単細胞が数珠状に連なった特徴的なフィラメント状バクテリア 

‘Candidatus Entotheonella palauensis’ が存在することが報告された 162), 163)。T. swinhoei由来の二

次代謝産物の局在を解析した結果、theopalauamideはフィラメント状バクテリア画分で、swinholide 

A は単細胞画分で検出されたことから、これらのバクテリアがそれぞれの化合物の生産菌であること

が示された。また、2008年には、酒井らのグループによって海綿 D. herbacea（L. chondrodes）よ

り単離された興奮性アミノ酸 dysiherbaine がシアノバクテリア Synechocystis sp.に局在することが

報告されている 164)。このように過去 30年間の海綿由来二次代謝産物の生産菌の解析例は少数であり、

それらはいずれも化合物の局在に基づく報告であった。一方で、2005年にW. H. Gerwickらのグル

ープは、前述の polybrominated biphenyl ethers の生合成遺伝子をコードするシアノバクテリアを

Oscillatoria spongeliaeと同定した 165)。また、2004年に J. Pielらによって報告された八丈島産海綿

T. swinhoei由来の onnamide生合成遺伝子である onn遺伝子は、海綿由来生物活性物質の生合成遺

伝子として初めての単離例であり、原核生物由来であることが明らかにされた 130)。その 10年後、onn

遺伝子をコードするバクテリア ‘Candidatus Entotheonella factor TSY1’ が onnamide生産菌として

同定された 157)。これまでに報告されている遺伝子レベルでの生産菌特定の成功例はわずか 2 例であ

り、海綿に由来する二次代謝産物の生合成研究や生産菌の探索が困難であることを示している。しか

しながら、海綿由来生物活性物質の真の生産者を突き止めることは、実験室下での培養条件の確立や

量的な安定供給に繋がることから、海綿由来二次代謝産物の臨床応用を目指す上でも重要な知見であ
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る。本章では、calyculin Aの真の生産者の同定を目指した。第 1章において、取得した cal遺伝子に

はイントロンが認められなかったことから、calyculin Aの生産者は原核生物、つまり海綿に共生する

バクテリアであることが示唆された。そこで、cal遺伝子をコードするバクテリアを特定することによ

り calyculin生産者の同定を目指した。 

 

 

 

第 2 節   海綿 Discodermia calyx 共生微生物の解析  
 
16S rRNA 解析による海綿 D. calyx 共生微生物の多様性  

海綿 D. calyxに共生する微生物の多様性を遺伝子レベルで検討するため、16S rRNA解析に着手し

た。D. calyxメタゲノム DNAを鋳型とし、16S rRNAに特異的なプライマー166) を用いて PCR を行

った結果、約 1,500 bp付近に目的の遺伝子断片の増幅を確認した（Fig. 60）。得られた PCR産物を

pT7 Blue vectorへクローニング後、無作為に 30クローン選び、その挿入配列を解析した。その結果、

取得したクローンはいずれも異なる核酸配列を有しており、それぞれ異種バクテリアに由来するもの

であった。NCBI nucleotide BLASTによる相同性解析を行った結果、30種類の 16S rRNAは全て難

培養性バクテリア（uncultured bacterium）に由来する配列と最も高い相同性を示し、そのほとんど

が海綿を起源とする微生物であった（Table 5）。さらに、系統樹解析の結果、D. calyxメタゲノムよ

り取得した 16S rRNAは、$%, #%, &%proteobacteriaや Chloroflexiなど様々なバクテリアに由来する

ことを明らかにした（Fig. 61）。以上の結果より、これまでに報告されている様々な海綿と同様に、

D. calyx にも多様な微生物が共生することが示唆された。また、その中には D. calyx と同じ

Theonelladae 科に属するパラオ産海綿 T. swinhoei に共生する主要なバクテリアとして報告された 

‘Candidatus Entotheonella’ sp. が内在することを 16S rRNAレベルで明らかにした。 

 

 
 

Fig. 60  D. calyxメタゲノム DNAに含まれる 16S rRNA遺伝子断片の増幅 

M; DNA marker、1; D. calyxメタゲノム DNA、2; no template（negative control） 
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Table 5  海綿 D. calyx由来 16S rRNAの相同性解析 

D.calyx_SB Closest bacterium Source % Accession No. 

1 Uncultured bacterium clone HH-E12 Haliclona hogarthi 99 GU981905 

2 Uncultured bacterium clone GBc128 Geodia barretti 98 JQ612281 

3 Uncultured bacterium clone GBc121 Geodia barretti 97 JQ612303 

4 Uncultured Chloroflexi bacterium clone CtgComparison_2 Aplysina cauliformis 99 KF286001 

5 Uncultured Entotheonella sp. clone Dd-Ent-A87 Discodermia dissoluta 97 AY897123 

6 Uncultured Acidobacteria bacterium clone XA2F04F Xestospongia testudinaria 99 FJ269280 

7 Uncultured Chloroflexi bacterium clone PK016 Plakortis sp. 99 EF076083 

8 Uncultured bacterium clone TO10-919_C30 Ircinia oros 99 JX206635 

9 Uncultured Entotheonella sp. clone Dd-Ent-A87 Discodermia dissoluta 98 AY897123 

10 Uncultured gamma proteobacterium clone ONGS206 coastal soil 96 JX241001 

11 Uncultured actinobacterium clone LSI107H8f_c02 Aplysina cauliformis 99 KF286051 

12 Uncultured microorganism clone WGA_7.12.-5G Aplysina aerophoba 98 JN002377 

13 Uncultured bacterium clone GBc093 Geodia barretti 98 JQ612351 

14 Uncultured bacterium clone GBc138 Geodia barretti 99 JQ612186 

15 Uncultured bacterium clone B17/GW947 Vaceletia crypta 98 HE817794 

16 Uncultured Chloroflexus sp. clone XA3A12F Xestospongia testudinaria 97 FJ481252 

17 Uncultured bacterium clone GBc005 Geodia barretti 98 JQ612231 

18 Uncultured bacterium clone IS-67 Ircinia strobilina 99 GU982167 

19 Uncultured delta proteobacterium clone BZ40D8f_f09 Aplysina cauliformis 99 KF286212 

20 Uncultured bacterium clone XB3A11F Xestospongia muta 99 HQ270322 

21 Uncultured bacterium clone BA88-C18 Ircinia felix tan morph 99 JX280351 

24 Uncultured bacterium clone GBc019 Geodia barretti 99 JQ612206 

25 Uncultured Chloroflexi bacterium clone XD2033 Xestospongia testudinaria 97 JN596763 

26 Uncultured bacterium clone GBc038 Geodia barretti 99 JQ612356 

27 Uncultured bacterium clone B17/GW947 Vaceletia crypta 98 HE817794 

28 Uncultured Chloroflexi bacterium clone PK017 Plakortis sp. 98 EF076100 

29 Uncultured bacterium clone GBc089 Geodia barretti 99 JQ612195 

30 Uncultured bacterium clone 1101F18 soybean stem 98 AB459757 

31 Uncultured marine bacterium clone MS2-15 marine sediment 99 GU368020 

32 Uncultured bacterium clone B4-72 permafrost soil 99 KF494546 
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Fig. 61  海綿 D. calyx由来 16S rRNAの系統樹解析 
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光学顕微鏡下における共生微生物の観察  

採取後の新鮮な海綿 D. calyxをナイフで細かく破砕し、CMF-ASW（Ca2+-Mg2+ free artificial sea 

water）167) に懸濁した上清を位相差顕微鏡にて観察した。その結果、単細胞やフィラメント状細胞な

ど様々な微生物を観察した（Fig. 62）。その中でも、8~20の単細胞が数珠状連なったフィラメト状バ

クテリア（Fig. 62, F）と 2~4細胞が連なった位相差顕微鏡下において光を帯びて見える短いフィラ

メント状バクテリア（Fig. 62, S）を D. calyxに特徴的なバクテリアとして確認した。フィラメント

状バクテリア F の形状は、パラオ産海綿 T. swinhoeiに特徴的な共生微生物として D. J. Faulknerら

によって報告された ‘Candidatus Entotheonella palauensis’ 163) に類似していた。16S rRNA解析で

は特定の微生物に収束することなく様々な微生物に由来する 16S rRNAを検出した一方で、顕微鏡下

ではフィラメント状バクテリア F および S を主要な微生物として認めた。このことから、D. calyxに

はバクテリアFおよびS以外にも顕微鏡では確認できない多様な微生物が潜在していると考えられる。 

 

 
Fig. 62  位相差顕微鏡下における D. calyx細胞懸濁液の観察 
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第 3 節   シングルセル解析による calyculin 生産菌の特定  
 
Fluorescence in situ  hybridization（FISH）による calyculin 生産菌の検出  

第 1 章において取得した cal 遺伝子を保持する微生物を探索することで、遺伝子レベルでの

calyculin A生産菌の特定を目指した。生産菌が保持する生合成遺伝子のコピー数が不明であったため、

検出にはより好感度に目的の遺伝子断片を検出できる catalyzed reporter deposition-fluorescence in 

situ hybridization（CARD-FISH）法 168), 169) を用いた。断片化した cal遺伝子をプローブとし、FITC

にて検出した。その結果、フィラメント状バクテリア F が特異的に蛍光検出され、cal 遺伝子がコー

ドされていることが判明した（Fig. 63）。 

 

 

     

Fig. 63  CARD-FISHによる cal遺伝子の検出 

（a）cal gene probe（+）、（b）cal gene probe（-）、DIC; differential interference contrast、

FITC; fluorescein isothiocyanate 
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レーザーマイクロダイセクションを用いたシングルセル解析  

CARD-FISHにおいて、フィラメント状バクテリア F が cal遺伝子を保持していることを明らかに

した。さらに確証を得るため、レーザーマイクロダイセクション（LMD）を用いたシングルセル解析

を行った。採取後の新鮮な海綿 D. calyxをナイフで細かく砕き、CMF-ASWで懸濁した上清をマイク

ロダイセクション専用のスライドガラスに塗布した。フィラメント状バクテリア F および S をそれぞ

れ LMDで直接 PCRチューブに回収し（Fig. 64）、凍結融解によって細胞を融解後、cal遺伝子に特

異的なプライマーを用いた PCRの鋳型 DNAとして用いた。その結果、フィラメント状バクテリア F

特異的に目的の遺伝子断片の増幅を確認した（Fig. 65）。以上の結果から、バクテリア F を calyculin

生産菌として特定した。 

 

 

Fig. 64  LMDによるバクテリアの単離 

（a）D. calyx 細胞懸濁液を LMD専用スライドガラスに塗布、（b）目的のバクテリアを選択、 

（c）選択した領域をレーザーで切断、（d）サンプルを PCRチューブへ回収 

 
 

 
Fig. 65 LMD-PCRよる calyculin生産菌の特定 

F; フィラメント状バクテリア F（F1-4; シングルフィラメント、F5-7; 4 フィラメント）、S; フィラ

ント状バクテリア S（S1-4; 4フィラメント、S5-7; 8フィラメント）、P ; D. calyxメタゲノム DNA

（positive control）、N ; no template（negative control） 

（a） （b）

（c） （d）

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 P N 
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Calyculin 生産菌の 16S rRNA 解析  

Calyculin 生産菌の属を特定するためにフィラメント状バクテリア F の 16S rRNA 解析を行った。

前項と同様に、LMDを用いて目的のバクテリア F を単菌後、16S rRNAユニバーサルプライマー166) 

を用いて PCRを行った。しかしながら、目的の遺伝子断片の増幅は確認されなかった。前項での PCR

産物は約 200 bpであるのに対し、本実験では約 1,500 bpであり、目的の遺伝子断片サイズが増大し

たために増幅されなかったと考えた。実際に、LMD-PCRにおいて遺伝子断片の長さが増幅効率に影

響を与えるという報告がある 170)。そこで、鋳型 DNAの濃度を上げるために 500フィラメントのバク

テリア F を単菌し、同様に PCR を試みたが状況は改善されなかった。また、LMD でバクテリア F

を単菌し、'29 DNAポリメラーゼ 171) による全ゲノム増幅を行った後に 16S rRNAの PCRによる増

幅を試したが、目的の遺伝子断片は得られなかった。そこで、顕微鏡での観察においてフィラメント

状バクテリア F の形状がパラオ産海綿 T. swinhoei の共生微生物として過去に報告されている 

‘Candidatus Entotheonella palauensis’ に類似している点に注目した。本章第 2節 D. calyxメタゲノ

ム DNAの 16S rRNA解析において、‘Candidatus Entotheonella’ sp. を検出していたことから（Fig. 

61）、特異的なプライマーを設計し、PCR を行った。10 および 100 のフィラメント状バクテリア F

とバクテリア Fが存在しない領域 50画分をそれぞれレーザーマイクロダイセクションにより単離し、

DNAを抽出した。得られた DNAを鋳型として D. calyx ‘Candidatus Entotheonella’ sp. 16S rRNA

および cal遺伝子に特異的なプライマーを用いて PCRを行った。その結果、両プライマーからフィラ

メント状バクテリア F 特異的に目的の遺伝子断片の増幅を確認したことから、calyculin 生産菌を 

‘Candidatus Entotheonella’ sp. と特定した（Fig. 66）。 

 

 

 

 

 

Fig. 66  LMD-PCRによる 16S rRNA解析 

F100; 100フィラメント状バクテリア F、F10; 10フィラメント状バクテリア F、O50; フィラメント

状バクテリア F 以外の D. calyx懸濁液上清塗布領域 50画分、P; D. calyxメタゲノム DNA（positive 

control）、N; no template（negative control） 
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第 4 節   小括  
 

本章では、生合成遺伝子をコードする微生物を探索することにより、calyculin生産菌の特定を目指

した。16S rRNA解析の結果、D. calyxには多様なバクテリアが共生することが示唆された。一方で、

光学顕微鏡下、人工海水中で破砕した海綿の懸濁液には特徴的な形状を有する２種類のフィラメント

状バクテリアを検出した。そこで、cal遺伝子をプローブとして CARD-FISHを行った結果、8~20の

単細胞が数珠状に連なったフィラメント状バクテリア F を特異的に検出した。さらに、D. calyxに特

徴的なバクテリアとして認めた２種類のフィラメント状バクテリアをそれぞれレーザーマイクロダイ

セクションにて単菌し、cal遺伝子に特異的な PCRの鋳型 DNAとして用いた。その結果、バクテリ

ア F においてのみ特異的に目的の遺伝子フラグメントが増幅されたことから、本バクテリアを

calyculin 生産菌として突き止めた。16S rRNA 解析により calyculin 生産菌を  ‘Candidatus 

Entotheonella’ sp.と特定した。‘Candidatus Entotheonella palauensis’ は、1996年、D. J. Falkner

らによって、パラオ産海綿 T. swinhoeiに共生する特徴的なバクテリアとして示され、環状ペプチド

theopalauamideの生産菌として報告された 163)。その後、海綿 Discodermia dissolutaにもフィラメ

ント状のバクテリア ‘Candidatus Entotheonella’ spp. が共生することが報告されている 132)。D. 

dissolutaからは、抗がん剤のリード化合物として第 II相臨床試験まで進んだ discodermolideが単離

されている。さらに、2014年には私たちの共同研究者である J. Pielらのグループによって、八丈島

産海綿 T. swinhoeiの共生バクテリア ‘Candidatus Entotheonella factor TSY1’ に polytheonamide

や onnamide、keramamide など本海綿から単離されたポリケタイドやペプチド類のほとんどの生合

成遺伝子がコードされていることが示された 157)。その結果、‘Candidatus Entotheonella factor TSY1’ 

は二次代謝産物生産能に秀でたバクテリア ‘‘metabolically talented bacteria’’ として報告され、

candidate phylum ‘Tectomicrobia’ が提唱された。本研究において、式根島産 D. calyx にも 

‘Candidatus Entotheonella’ sp. が共生しており、細胞毒性物質 calyculin Aの真の生産者であること

を突き止めた。また、私たちの研究室では D. calyx より単離された二次代謝産物である calyxamide

類およびkasumigamideの生合成遺伝子も同一バクテリアにコードされていることを明らかにしてい

る。‘Candidatus Entotheonella’ sp. は、海綿 D. calyxにおいても二次代謝産物の生産を担う重要な

共生微生物であると考えられる。また、 ‘Candidatus Entotheonella’ sp. は、Theonella 属や

Discodermia属以外の海綿にも広く分布しており 157), 172)、海綿由来生物活性物質の多くの生産を担っ

ている可能性を示唆している。 
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第 3 章 Calyculin 推定生合成修飾酵素の機能解析  
 
第 1 節   序論  
 

第 1章において取得した cal遺伝子は、その配列情報から calyculin生合成遺伝子であることが強く

示唆された。しかしながら、遺伝子情報から予測できる PKS-NRPS産物が最終的に calyculin Aとな

るには、スピロアセタール環やニトリルの形成など複数の修飾反応が必要であり、このように特徴的

な部分構造の生合成機構には興味が持たれる。また一方で、取得した遺伝子クラスターが calyculin

の生合成遺伝子であることを示すには、cal遺伝子によって calyculin類が生産されることを実証しな

ければならない。生合成研究において、遺伝子クラスターの証明には主に 3つの方法が用いられてい

る。1 つ目は、遺伝子の表現型を生産菌ベースで証明する方法である。生産菌が保持する生合成遺伝

子を破壊し、代謝産物生産への影響を評価することで、その関与を検討する。この方法は、実験室下

で培養可能な微生物の生合成研究において広く用いられている方法である。しかしながら、現段階の

試みでは実験室下において cal 遺伝子をコードする共生バクテリア ‘Candidatus Entotheonella’ sp. 

の培養に成功していないため、cal遺伝子の表現型を生産菌ベースで証明することは困難であった。2

つ目として、培養可能な微生物を宿主として、目的の遺伝子を異種発現によって評価する方法が挙げ

られる。本方法は、生産菌を実験室下において培養できない場合や生産菌が未同定である場合に用い

られる。実際に、海綿 T. swinhoei 由来の polytheonamide 生合成遺伝子クラスターの異種発現など

成功例も複数報告されている 124)。しかしながら、150 kb におよぶ cal 遺伝子はこれまでに報告され

てきた二次代謝産物生合成遺伝子クラスターの中で最も大きく、このような遺伝子クラスターの異種

発現例は報告がなかったため、本方法を用いるのは難しいことが予想された。3 つ目は、目的の遺伝

子がコードするタンパク質を異種発現にて取得し、in vitroにおいてその機能を評価する方法がある。

生合成酵素として予想されるタンパク質を大腸菌にて異種発現後、基質や補酵素と反応させることで

二次代謝産物の生産に成功した例も報告されている。本方法では、タンパク質発現系の問題、反応基

質や補因子など様々な条件を検討する必要がある。cal 遺伝子にコードされているタンパク質は最大

800 kDa 以上であり、かつ、生合成中間体となる基質も入手困難であったことから、cal 遺伝子の生

合成産物をこれらの方法によって証明することは難しいことが予想された。そこで、本章では cal 遺

伝子にコードされる生合成修飾酵素と推測された ORF を機能解析することで、本クラスターの

calyculin 生合成への関与を検討した。同時に、PKS-NRPS によって組み立てられた骨格が最終的に

calyculin Aへと成熟するためには、複数の修飾反応が必要であることから calyculn Aの生合成経路

における修飾反応の解明を目指した。 
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第 2 節   Calyculin A 生合成機構の推定  
 

PKS-NRPS 産物から calyculin A への変換機構の推定  

cal遺伝子の配列から予想される PKS-NRPS産物が最終的に calyculin Aとなるには、1）アミド部

分の加水分解、2）5,6-スピロアセタール環の形成、3）17位の水酸基の立体反転、4）17位のリン酸

化、5）ニトリルの形成が起こる必要がある（Fig. 67）。そこで、過去に報告されている例を参考に

calyculin Aの生合成に関与するこれらの修飾反応を推定した。 

 

 

Fig. 67  PKS-NRPS産物から calyculin Aの修飾経路 

 

 

リン酸化の推定機構  

放線菌 Streptomyces pulveraceus由来の二次代謝産物である fostriecin79), 80) は、calyculin Aと同

様にタンパク質脱リン酸化酵素阻害活性を有する。構造中にはリン酸を有しており、その生合成機構

は明らかにされている 173)。Fostriecinのリン酸基は、homoserine kinaseと配列相同性を有する FosH

によって付加される。FosHは ATPをリン酸ドナーとして fostriecin前駆体の水酸基をリン酸化する

（Fig. 68）。海綿 D. calyxから脱リン酸化体である dephosphonocalyculin Aが単離されていることか

ら、calyculin A の生合成経路においても同様の修飾反応が起こる可能性が考えられた。つまり、

calyculin Aは dephosphonocalyculin Aの 17位の水酸基がリン酸化されて生じる可能性が考えられる

（Fig. 69）。ただし、第 1章における cal遺伝子の配列情報に基づいた解析では、リン酸基が結合する

17位の水酸基の立体化学は calyculin Aの立体化学と異なっていた。この点を踏まえると 17位の立体

反転とリン酸化反応が双方に関与して起こり、calyculin Aが生合成される新規の機構が備わっている

可能性も考えられる。 
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Fig. 68  Fostriecinのリン酸化機構 

 

 

 

 
 

Fig. 69 Calyculin Aの推定リン酸化機構 
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スピロアセタール環形成機構の推定  

スピロアセタール環やポリエーテル環を有する二次代謝産物はバクテリアや渦鞭毛藻などから広く

単離されてきた（Fig. 70）。今日までに明らかにされているスピロアセタール環生合成機構は大きく 2

つのメカニズムに分類される。1つ目は、エポキシドを経由する機構であり、monensin A174), 175) の生

合成経路において報告されている（Fig. 71a）。2 つ目の機構は、spirangien A176)や reveromycin177)

などに認められる。本機構では、dihydroxyketone からオキソニウムイオンを生じた後にスピロアセ

タール環へと変換される（Fig. 71b）。 

 

 

 

Fig. 70  スピロアセタール環あるいはポリエーテル環を有する天然物 

 

 

 

 

Fig. 71 スピロアセタール環の生合成機構 

（a）エポキシド中間体を経由するスピロアセタール環形成機構、（b）オキソニウムイオン中間体を

経由するスピロアセタール環形成機構 
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Calyculin A のスピロアセタール環形成機構の推定  

（i）エポキシド中間体を経由する場合 

cal 遺伝子の配列情報から予測される生合成経路では、既に 15 位が O-メチル化がされており、

C15-C16がエポキシ化する可能性は低い。C16-C17がエポキシ化された中間体を経てスピロアセター

ル環の形成が起こる可能性が考えられる（Fig. 72）。この場合、まず C17の水酸基が脱水し、C16-C17

に二重結合が形成した後、酸化酵素によってエポキシ化される。さらに生じたエポキシドに対して 19

位のカルボニル酸素から求核攻撃が起こるが、5 員環を形成するためには C16 へ起こる必要があり、

ボールドウィン則に反する。過去の研究において、lasalocid A（Fig. 70）の 6員環形成は生合成酵素

Lsd19の制御によって、ボールドウィン則に反し 6-endo環化が起こることが報告されている 178)。同

様に calyculin Aの生合成においても、5-endo環化によるエポキシド中間体を経由した 5,6-スピロア

セタール環の形成が起こる可能性が考えられる。 

 

 

Fig. 72  エポキシド中間体を経由する calyculin Aスピロアセタール環推定生合成機構 

 

 

 

（ii）Dihydroxyketone中間体を経由する場合 

Calyculin Aのスピロアセタール環形成が dihydroxyketone中間体を経由する場合、16位が水酸化

される必要がある。cal遺伝子において、16位の炭素原子は calEのモジュール 19において伸長され

ると支持された（Fig. 51b、Fig. 73）。そのすぐ下流に存在する calFのモジュール 20は、活性残基を

失った KSドメイン（KS0）と ACPのみで構成されており、ここで何らかの修飾反応が起こる可能性

が考えられる。Dihydroxyketone中間体を経由してスピロアセタール環が生合成される場合、このモ

ジュール 20において $-位の水酸化が起こる可能性が示唆される。なお、calyculin Aのスピロアセタ

ール環部分は、オキサゾールを含む最もかさ高い側鎖がエクアトリアル位にあり、それに加えて、21

位の水酸基と 5員環を形成する酸素原子が 1,3-ジアキシャル位で水素結合を形成しており、熱力学的

に最も安定なコンフォメーションをとっている（Fig. 74）。このため、16位が水酸化された後のスピ

ロアセタール環形成については酵素的あるいは非酵素的、両方起こりうると考えられる。 
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Fig. 73  Dihydroxyketone中間体を経由する calyculin Aスピロアセタール環推定生合成機構 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 74  Calyculin Aのスピロアセタール環部分のコンフォメーション 
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ニトリル生合成機構の推定  

ニトリルを有する天然物の単離例はそれほど多くない。二次代謝産物におけるニトリル形成機構と

して、（i）アルドキシム中間体を経由する機構、（ii）カルボン酸中間体を経由する機構、（iii）オキサ

ゾール分解による機構の 3種類がこれまでに報告されている。 

 

（i）アルドキシム中間体を経由する機構 

Cyanogenic glycosideは、植物や糸状菌、バクテリアなど生物種を超えて広く分布する。Cyanogenic 

glycoside を構成するニトリルはアミノ酸由来であり、P450 によりアミノ基が酸化されて生成したア

ルドキシム中間体が更に脱水することでニトリルが形成する 179)（Fig. 75）。 

 

 

 Fig. 75 Cyanogenic glycosideの生合成経路 

 

 

Cyanogenic glycoside と類似したニトリル形成機構が放線菌 Streptomyces parvulus が生産する

borrelidinの生合成経路で見出されている 180)。Borrelidinのニトリルは、メチル基が BorI（P450）

によって酸化され、生じたアルデヒドにアミノ基転移酵素 BorJ が作用することによってアミン中間

体が生成する。再度、BorIにより酸化されて生じたアルドキシム中間体が、脱水してニトリルを生成

する（Fig. 76）。 

 

 
Fig. 76  Borrelidin 1のニトリル生合成機構 180) 
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（ii）カルボン酸中間体を経由する機構 

放線菌 Streptomyces 属には deazapurine 骨格を有する二次代謝産物が広く分布する。その中の 1

つにニトリルを有する二次代謝産物 toyocamycinが単離されており、さらに、そのアミド類縁体とし

て sangivamycinが報告されている。これらの前駆体である 7-cyano-7-deazaguanine（preQ0）は GTP

から生じる 181), 182)。GTPが複数の酵素の触媒によりカルボン酸を有する 7-carboxy-7 -deazaguanine

（CDG）へと変換され、その後、ToyMによってニトリルを有する preQ0へと変換される。ToyMは

ATPase スーパーファミリーに属し、ATP 存在下においてカルボン酸からニトリルへの変換反応を触

媒する。投与実験によりニトリルの窒素源は NH4+であることが明らかにされている。詳細な反応機

構については深く言及されていないが、カルボン酸の酸素原子が ToyMによってリン酸化され、生じ

た中間体に NH3の窒素原子が求核攻撃し、リン酸基の脱離に伴ってニトリルが生成することが推測さ

れる（Fig. 77）。さらに、toyocamycinは nitrile hydrolaseの $、!、# サブユニットである ToyJ、

ToyKおよび ToyLの触媒によって加水分解され、アミド体 sangivamycinが生成される。 

 

 

 
 

Fig. 77  Toyocamycinのニトリル生合成機構 181), 182) 
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（iii）オキサゾールの分解によるニトリル形成機構 

Calyculin類縁体である hemicalyculin Aや rhizoxin類縁体である rhizoxin N1の構造中には、ニ

トリルが認められる（Fig. 78a）。これらのニトリルは、オキサゾールの一重項酸素による分解を経て

形成されることが報告されている 65), 183)（Fig. 78b）。 

 

 

 

Fig. 78 （a）Hemicalyculinと rhizoxin N1、（b）オキサゾールの一重項酸素分解によるニトリル形

成機構 65) 
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Calyculin A のニトリル形成機構の推定  

cal遺伝子の近傍には P450およびアミノ基転移酵素と相同性を示す ORFは見出されなかったこと

から、calyculin Aのニトリルはアルドキシム中間体を経由する機構とは異なる反応機構によって生合

成される可能性が強く示唆された。また、cal遺伝子の配列情報から、テトラエン部分を生合成するモ

ジュールの下流にはオキサゾールの形成に関与するモジュールが存在しないことから、オキサゾール

の一重項酸素による分解によってニトリルが形成する可能性は低いと考えられた。一方で、D. calyx

からは calyculin Aの末端アミド類縁体 calyculinamide Aが単離されており、sangivamycinの場合

と同様に、calyculinamide Aは calyculin Aのニトリルの加水分解によって生じる可能性が考えられ

る。しかしながら、cal 遺伝子の近傍に preQ0のニトリル形成に関与する ToyM のホモログ酵素は見

出されておらず、calyculin Aのニトリル形成機構については不明である。 

第 1 章において解析した cal 遺伝子の配列情報から、テトラエンが生合成された後に 1 分子の Ala

が付加し、さらにエナミド構造が形成することが推測された（Fig. 51b、Fig. 58）。生じたエナミド中

間体が加水分解されることにより、まず calyculinamide Aが生成する可能性が考えられる。つまり、

calyculin A は calyculinamide A を経由して生合成されることが 1 つの可能性として推測された。

Bezerramycin 類の生合成経路において、アミド構造を経由したニトリルの生合成機構が提唱されて

いる 184)（Fig. 79）。カルボン酸を有する bezerramycin Bからアミド類縁体 bezerramycin Aが生成

し、アミド部分のリン酸化および脱リン酸化を伴いニトリルを有する bezerramycin C が生合成する

と推測されている。しかしながら、二次代謝産物の生合成においてこのような反応機構を証明した例

はない。 

 

 

 
Fig. 79  Bezerramycins A-Cの推定生合成機構 184) 
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一方で、NiFe-hydrogenase の金属リガンドの生合成機構において、リン酸化および脱リン酸化を

伴うチオアミドからチオシアネートの形成機構が報告されている 185), 186)。NiFe-hydrogenaseは、金

属リガンドとして COと CN-を酵素内に保持する。この CN-は、NH3と CO2から生じたアミドが ATP

によりリン酸化され、さらに脱リン酸化を伴ってチオシアネートが形成され、最終的に CN-として脱

離する（Fig. 80）。 

 

 

Fig. 80  NiFe-hydrogenase金属リガンド CN-の生合成機構 185), 186) 

 

 

 

Calyculin Aが calyculinamide Aから生合成されると仮定した場合、同様にアミドの酸素原子がリ

ン酸化され、iminophosphate中間体を経由してニトリルが生じると推測した（Fig. 81）。 

 

 

Fig. 81  Calyculin Aのニトリルの推定生合成機構 
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第 3 節   推定リン酸基転移酵素の機能解析  
 

Calyculin 生合成におけるリン酸基転移酵素の機能推測  

cal遺伝子の上流には、phosphotransferase と配列相同性を有する 3 つの ORF、calM、calP およ

び calQがコードされていた。これらはいずれもバクテリア由来の抗生物質耐性に関与するリン酸基転

移酵素であった。CalQ は aminoglycoside phosphotransferase（APH）とアミノ酸レベルで 30%の

配列相同性を示した。APH は、kanamycin や neomycin などのアミノグリコシド系抗生物質生産菌

や耐性菌に分布しており、これらの抗生物質をリン酸化修飾することにより自己耐性を獲得する。

APHはリン酸化する水酸基の位置によって複数のファミリーに分類される 187)。CalQと最も高い配列

相同性が認められた aminoglycoside 3'-phosphotransferaseは、ATPをリン酸ドナーとして Mg2+存

在下で 3’位の水酸基をリン酸化する（Fig. 82）。海綿 D. calyx からは calyculin A の脱リン酸化体

dephosphonocalyculin Aが単離されており、本化合物が生合成中間体である可能性がある。構造類似

性から、アミノグリコシド系抗生物質の糖の水酸基をリン酸化する APH のホモログ CalQ によって

dephosphonocalyculin Aの 5員環に位置する 17位の水酸基がリン酸化され、calyculin Aが生合成さ

れると推測した（Fig. 69）。 

 

 

Fig. 82  Aminoglycoside 3'-phosphotransferase（APH）によるリン酸化反応  

 

 

CalMおよび CalPは、chloramphenicol 3-O phosphotransferase（CPT）とアミノ酸レベルで 31%

の配列相同性を示した。CPTは chloramphenicol生産菌より同定されたリン酸基転移酵素であり、自

己耐性に関与する修飾酵素である。APH の場合と同様に、ATP をリン酸ドナーとして Mg2+存在下、

chloramphenicolの3位の水酸基のリン酸化を担う 188)（Fig. 83）。本章第2節で述べたように、calyculin 

Aが有するニトリルは calyculinamide Aのアミド部分がリン酸化された後に生じる可能性が推測され

た（Fig. 81）。この変換反応に CalMあるいは CalPが関与する可能性を考えた。 

 

 
Fig. 83  Chloramphenicol phosphotransferase（CPT）によるリン酸化反応 
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CalM、CalP および CalQ の異種発現  

cal 遺伝子にコードされている 3 種類のリン酸基転移酵素のホモログ CalM、CalP および CalQ の

in vitro における機能解析を行うため、大腸菌を宿主とした異種発現を試みた。目的の遺伝子断片を

PCRにより増幅後、pET22b(+)や pColdII、pQE vectorへ導入し、大腸菌 BL21（DE3）および BLR

へ形質転換した。タンパク質の発現は T7プロモーター下、IPTGにより誘導した。IPTGの濃度や培

養温度、培養時間、またタンパク質抽出に用いる緩衝液の組成など様々な条件を検討したが、目的の

タンパク質はすべて不溶性画分に得られた。そこで、分子シャペロンとの共発現を試みた。複数の分

子シャペロンとの共発現を検討した結果、GroESおよび GroEL189) と共発現した場合、目的のタンパ

クを可溶性画分に得ることに成功した。それぞれのタンパク質を N 末端 His タグ融合タンパク質

Nhis-CalM、Nhis-CalP および Nhis-CalQ として発現させ、Ni アフィニティーカラムを用いて精製

した。精製タンパク質を SDS-PAGEに供した結果、GroES-GroELも共存することを確認したが（Fig. 

84）、これらシャペロンタンパク質は酵素反応に影響を及ぼさないと考え、得られた精製タンパク質

を用いて in vitroにおける酵素反応を行うこととした。 

 

 

 
 

Fig. 84  精製タンパク質 Nhis-CalM、Nhis-CalP、Nhis-CalQ 

M; Protein marker、1; Nhis-CalP (27.0 kDa)、2; Nhis-CalM (27.1 kDa)、3; Nhis-CalQ (45.3 kDa)、

▲; Nhis-CalM、Nhis-CalP、Nhis-CalQ、△; GroES-GroEL 
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in vitro における酵素反応  

精製タンパク質について、in vitro における機能解析を行った。酵素反応の基質として、末端アミ

ドの類縁体 calyculinamide Aおよび脱リン酸化体 dephosphonocalyculin Aを用いた。pH5~pH9に

おいて、ATPまたは GTPおよび 2価の金属イオン（Mg2+、Mn2+、Co2+、Zn2+、Cu2+、Ca2+、Fe2+）

存在下、精製タンパク質 Nhis-CalM、Nhis-CalP、Nhis-CalQと各基質を 20 °Cで反応させた。酵素

反応進行の有無は ODS-HPLCにて評価した。その結果、dephosphonocalyculin Aを基質として用い

た場合には、いずれの精製酵素存在下においても新たな生成物は得られなかった（Fig. 85b）。一方で、

calyculinamide Aを基質とした際、pH6~pH7.5、ATPまたは GTPおよびMg2+、Mn2+、Co2+存在下

において、CalQとの反応溶液に新規生成物を得た（Fig. 85a）。そこで、本酵素反応生成物について

LC-MS分析を行った結果、1107の m/z が得られ、calyculinamide A（m/z = 1027 [M+H]+）より分

子量が 80増加した化合物であることが判明した。この時点で、calyculinamide Aのアミド構造の酸

素原子に 1分子のリン酸基が付加した imino phosphate構造を有した化合物を期待した。しかしなが

ら、予想に反し、CalQは calyculin A（m/z = 1009 [M+H]+）および C（m/z = 1023 [M+H]+）をも基

質として受け入れ、calyculinamide Aの場合と同様に分子量が 80増加した化合物（m/z = 1089およ

び 1103 [M+H]+）を与えることが判明した（Fig. 86）。つまり、CalQは末端ニトリルの calyculin A

および Cについてもリン酸化することから、先に得られた CalQと calyculinamide Aの酵素反応生成

物は imino phosphate構造を有する化合物ではないことが強く示唆された。これまで、calyculin Aお

よび Cは D. calyx中に主要に含まれる二次代謝産物として報告され、生合成の最終産物として考えら

れていたため、CalQによって calyculin類がリン酸化される意義はこの段階で不明であった。 
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Fig. 85  CalQの in vitro酵素反応 

（a）Calyculinamide A、（b）Dephosphonocalyculin A、（i）基質のみ、（ii）基質および CalQ酵素

反応液、（iii）基質および煮沸変性 CalQ反応液 

!"# $"# %"#&'(#"#

（i） Calyculinamide A

（ii） CalQ + calyculinamide A

（iii） Boiled-CalQ + calyculinamide A

New product [M+H]+ m/z=1107 

（)）
[M+H]+ m/z=1027 

!"# $"# %"#&'(#"#

（i） Dephosphonocalyculin A

（ii） CalQ + dephosphonocalyculin A

（iii） Boiled-CalQ + Dephosphonocalyculin A

（)）
[M+H]+ m/z=929 
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Fig. 86  Calyculin Aおよび Cと CalQ酵素反応生成物 

（a）Calyculinamide A、（b）Dephosphonocalyculin A、（i）基質のみ、（ii）基質および CalQ酵素

反応液、（iii）基質および煮沸変性 CalQ反応液 

!"# $"# %"#&'(#"#

（i） Calyculin A

（ii） CalQ + calyculin A

（iii） Boiled-CalQ + calyculin A

（)）

New product [M+H]+ m/z=1089 

[M+H]+ m/z=1009 

!"# $"# %"#&'(#"#

（i） Calyculin C

（ii） CalQ + calyculin C

（iii） Boiled-CalQ + calyculin C

（)）

New product [M+H]+ m/z=1103 

[M+H]+ m/z=1023 
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第 4 節   海綿 Discodermia calyx 抽出物の再精査  
 

海綿 D. calyx 抽出物の再精査  

これまで伏谷らや私たちのグループによって D. calyxの成分研究が遂行されてきたが、calyculin A

や calyculinamide A がリン酸化された化合物の報告は皆無であった。そこで、リン酸化された

calyculin 類の天然における存在意義を明らかにするために、海綿 D. calyx の抽出物を再度精査する

こととした。採集後-30 °Cにて保存しておいた D. calyxのMeOH抽出物を再分析したが、主要に含

まれるのは calyculin Aであり、そのリン酸化体は検出されなかった（Fig. 87a）。凍結保存中におこ

る酸化などによる代謝物の変化を考慮し、採集直後の新鮮な海綿の抽出物を分析した。採集後の D. 

calyxを EtOHや DMSO、人工海水 CMF-ASW、50 mM Tris-HCl（pH8.0）で抽出し、ODS-HPLC

にて分析したが、凍結保存海綿のMeOH抽出物と同様に主要に検出されるのは calyculin Aであった

（Fig. 87b）。そこで、D. calyxを採集後、直ちに液体窒素中で瞬間凍結し、凍結乾燥した海綿のMeOH

抽出物を分析した。その結果、上記の抽出方法において主要代謝物として認められた calyculin Aはほ

とんど検出されず、その代わりに calyculin Aと同一の極大吸収を有する新規ピークを主要代謝産物と

して検出した（Fig. 87c, 88）。さらに、同様の極大吸収を有する凍結海綿では認められなかったマイ

ナーなピークも検出した。新たに認めたこれらの化合物について LC-MS 解析を行った結果、m/z = 

1089および 1103が得られ、それぞれ calyculin Aおよび Cより分子量が 80増加した化合物であるこ

とが判明した。さらに、ODS-HPLC分析により、これらは calyculin Aおよび Cを基質とした際に得

られた CalQ酵素反応生成物と一致することを明らかにした（Fig. 87d, e）。 
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Fig. 87  海綿 D. calyx抽出物の ODS-HPLC分析 

（a）凍結保存海綿 D. calyx MeOH抽出物、（b）新鮮な生海綿 D. calyx EtOH抽出物、（c）凍結乾燥

海綿 D. calyx MeOH抽出物、（d）Calyculin Aおよび CalQ酵素反応生成物、（e）Calyculin Cおよ

び CalQ酵素反応生成物 
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Fig. 88  UV吸収スペクトル（a）Calyculin A、（b）Phosphocalyculin A 

 

 

 

第 5 節   Phosphocalyculin A および C の単離と構造決定  
 

新規化合物の構造決定  

海綿 D. calyxの MeOH抽出物の再精査により、採集後、液体窒素により瞬間凍結し、凍結乾燥し

た海綿抽出物には CalQ の酵素反応生成物と一致する化合物が主要代謝産物として含まれることを明

らかにした。これらの化合物を構造決定するために、凍結乾燥海綿より単離・精製することとした。

凍結乾燥海綿 D. calyxをMeOH抽出し、ゲルろ過 LH-20カラムに供した。得られた新規化合物画分

を ODS-HPLCおよび Hilic-HPLC分取により精製し、無色の粉末の phosphocalyculin A 17.4 mgお

よび phosphocalyculin C 6.8 mg を得た（Fig. 89）。1H-NMR および 13C-NMR 解析の結果、

phosphocalyculin A のスペクトルは calyculin A とほぼ一致していた。13C-NMR 解析により、C17

（2JC,P = 6.0 Hz）と C16（3JC,P = 7.2 Hz）においてダブレットのシグナルが認められた一方で、その

他の炭素原子に相当するシグナルは全てシングレットであった。このことから、calyculin Aの水酸基

はいずれもリン酸基が結合していないことが判明した。さらに、31P-NMR解析により 2本のダブレッ

トのシグナル（2JP,P = 16.0 Hz）を検出したことから、本化合物を calyculin Aのリン酸基部分がリン

酸化されたピロホスフェート体 phosphocalyculin A と構造決定した（Fig. 90）。また、

phosphocalyculin Cは phosphocalyculin Aのスペクトルとほぼ類似していた。両者で大きく異なる

点として、phosphocalyculin Aは 1-2 ppmの高磁場領域に 4つのダブレットのシグナルが認められた

のに対し、phosphocalyculin Cでは 5つのダブレットのシグナルを確認した。さらに、HMBC解析

の結果、C32位がメチル化されていることが支持され、calyculin Cと同様の骨格であることが判明し

た。また、phosphocalyculin Aの場合と同様に、13C-NMR解析において、C17（2JC,P = 6.0 Hz）お

よび C16（3JC,P = 6.0 Hz）のみダブレットのシグナルが認められ、31P-NMR解析で 2本のダブレッ

トのシグナル（2JP,P = 16.1 Hz）を確認したことから、本化合物を calyculin Cのピロホスフェート体

phosphocalyculin Cと構造決定した（Fig. 90）。 
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Fig. 89  Calyculin新規類縁体の精製チャート 

 

 

 

Fig. 90  Phosphocalyculin Aおよび Cの構造 
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第 6 節   小括  
 

cal遺伝子の配列から推測される PKS-NRPS産物が最終的に calyculin Aへと変換されるには、い

くつかの修飾反応が必要であることから、本章において、予想される修飾酵素の機能解析を試みた。

17位のリン酸化およびニトリルの生合成において、リン酸基転移反応が重要な役割を担っていること

が推測された。そこで、クラスターの上流に存在する phosphotransferaseと配列相同性を有する 3

つの ORF、calM、calPおよび calQにコードされているタンパク質を大腸菌を宿主として異種発現し

た後に、in vitroにおける機能解析を行った。その結果、APHと配列相同性を示す CalQと calyculin 

Aおよび C、calyculinamide Aとの酵素反応液においてそれぞれ分子量が 80増加した新規生成物を

得た。CalQは calyculin類をリン酸化することを明らかにしたが、これまでに天然からリン酸基が 1

分子付加した calyculin類縁体の報告例はなかった。そこで、海綿抽出物を再度精査した。様々な溶

媒や緩衝液を用いた抽出方法を試したが、検出される主要代謝産物は calyculin AおよびCであった。

一方で、海綿を採集後、液体窒素下で瞬時に凍結させ、そのまま凍結乾燥した D. calyxのMeOH抽

出物では、calyculin Aおよび Cは検出されず、その代わりに分子量が 80増加した m/z = 1089およ

び 1103を有する化合物が新たに検出された。さらに、これらはそれぞれ calyculin Aおよび Cを基質

として用いた場合の CalQ酵素反応生成物と一致することが明らかとなった。そこで、これらの化合

物を凍結乾燥海綿MeOH抽出物より分画・精製した結果、calyculin Aおよび Cのピロホスフェート

体 phosphocalyculin Aおよび Cと構造決定した。 

本章において、cal遺伝子の機能解析によりピロホスフェート体 phosphocalyculin Aおよび Cを海

綿 D. calyxより新たに発見し、さらに、これらが生合成の最終産物であることを明らかにした。同時

に、cal遺伝子にコードされている CalQは calyculin生合成に関与するタンパク質であることを示し

た。これらの結果は、cal遺伝子が calyculinの生合成遺伝子であることを強く支持するものである。

また、本章で見出した結果は、主要代謝産物として単離構造決定された天然物が必ずしも生合成最終

産物であるとは限らないことを提示する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 90 

第 4 章  海綿 Discodermia calyx における phosphocalyculin A の意義の解明   
 
第 1 節   序論  
 

第 3章においてピロホスフェート体 phosphocalyculin Aおよび Cを新たに単離し、本化合物が生

合成の最終産物であることを明らかにした。本章では海綿 D. calyx における phosphocalyculin 類の

存在意義の解明を目指した。 

 
 
 
第 2 節   Phosphocalyculin A の生物活性  
 

細胞毒性試験  

Phosphocalyculin Aのマウス白血病細胞 P388およびヒト子宮頸癌細胞 HeLaに対する細胞毒性を

MTT アッセイにより検討した。その結果、phosphocalyculin A の IC50は calyculin A より約 1,000

倍高い値を示すことが判明した（Table 6）。 

 

抗菌活性試験  

Phosphocalyculin Aの抗菌活性をペーパーディスク法により検討した。アッセイには 4種類の微生

物 Escherichia coli、Bacillus cereus、Saccharomyces cerevisiae、Candida albicansを用いた。そ

の結果、calyculin Aと phosphocalyculin Aのグラム陰性菌 E. coliおよびグラム陽性菌 B. cereusに

対する抗菌活性は認められなかった。一方で、酵母 S. cerevisiaeおよび糸状菌 C. albicansに対して

穏和な活性を示し、その強さは calyculin Aの方が phosphocalyculin Aより約 100~1000倍高いこと

が判明した（Table 6）。 

 

脱リン酸化酵素阻害活性試験  

Phosphocalyculin A の脱リン酸化酵素 PP2A に対する阻害活性を検討した。その結果、

phosphocalyculin Aの IC50は calyculin Aより約 40倍高い値を示すことが明らかとなった（Table 6）。 
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Table 6  Phosphocalyculin Aの生物活性 

 Phosphocalyculin A Calyculin A 

Cytotoxicity（IC50）   

  HeLa 50 nM 0.02 nM 

  P388 120 nM 0.07 nM 

Antimicrobial   

  E. coli - - 

  B. cereus - - 

  S. cerevisiae +, >500 µg/disc +, >0.5 µg/disc 

  C. albicans +, >50 µg/disc +, >0.5 µg/disc 

Enzyme Inhibition（IC50）   

  PP2A 200 nM 5 nM 

Half maximal (50%) inhibitory concentration (IC50) 
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第 3 節   Phosphocalyculin A から calyculin A への変換  
 
凍結乾燥海綿 D. calyx 抽出物の分析  
第 3章において、新鮮な海綿 D. calyxより直接MeOH抽出した試料と瞬間凍結後凍結乾燥した試

料のMeOH抽出物に含まれる代謝産物には大きな違いがあることを明らかにした。この違いの要因を

探るため、採集後直ぐに瞬間凍結および凍結乾燥した D. calyxを H2O、50%、100% MeOHで抽出し、

含まれる化合物を ODS-HPLCにて分析した。その結果、100% MeOH抽出物には phosphocalyculin 

Aが主要に含まれるのに対し、H2O抽出物では calyculin Aが主要代謝産物であることを確認した（Fig. 

91）。また、50% MeOH抽出物には、phosphocalyculin Aおよび calyculin Aが約 9 : 1の割合で含ま

れることを確認した。そこで、50% MeOH抽出物について経時的に分析した。その結果、時間が経つ

につれて徐々に phosphocalyculin Aから calyculin Aへ変換されることが判明した（Fig. 92a-d）。一

方で、精製した phosphocalyculin Aを室温下、H2O中で放置した場合、calyculin Aへの変換はほと

んど認められなかった（Fig. 92e）。これらの結果より、phosphocalyculin Aから calyculin Aへの変

換には D. calyxの存在が必須であることが判明した。また、H2O抽出過程では瞬時にこの変換反応が

起こることから、phosphocalyculin Aの脱リン酸化は酵素依存的変換であると推測した。 

 

 

 
Fig. 91凍結乾燥 D. calyx抽出物の分析（a）MeOH抽出、（b）50% MeOH抽出、（c）H2O抽出 

!"# $"# %"#&'(#"#

（a） 100% MeOH extracts

（b） 50% MeOH extracts

（c） H2O extracts

Phosphocalyculiln A 

Calyculin A 
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Fig. 92  凍結乾燥 D. calyx 50% MeOH抽出物の経時的な変化（a）3時間後、（b）2日後、（c）
7日後、（d）14日後、（e）H2O中で 7日間放置した精製 phosphocalyculin A 

 

 

 

!"# $"# %"#&'(#"#

Phosphocalyculiln A 

Phosphocalyculin C 

Calyculin C 

（a） after 3 hrs

（b） after 2 days

（c） after 7 days

（d） after 14 days

（e） Phosphocalyculin A in H2O after 7 days

Calyculin A 
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海綿粗酵素液による phosphocalyculin の脱リン酸化  

Phoshocalyculinの脱リン酸化が酵素依存的であることを検討するために、海綿 D. calyxより粗酵

素を抽出し、phosphocalyculinを主要に含む凍結乾燥 D. calyxのMeOH抽出物と反応させた。その

結果、粗酵素を加えて数分の間に phoshocalyculinから calyculinへ変換されることを確認した（Fig. 

93b）。一方で、90 °Cにて 20分間熱変性した粗酵素液では phosphocalyculinの脱リン酸化が認めら

れなかった（Fig. 93c）。また、同じ Theonellidae 科に属する海綿 Discodermia kiiensis および T. 

swinhoei の粗酵素液を用いた場合においても、phosphocalyculin の脱リン酸化が認められなかった

（Fig. 93d）。以上の結果から、phosphocalyculinから calyculinへの変換が海綿 D. calyx特異的に

存在する酵素によって進行することを確認した。これらの結果と合わせて、第 3章第 4節の海綿抽出

物の再分析において、採取後の新鮮な海綿 D. calyxの EtOH抽出物では phosphocalyculinは検出さ

れず、既に calyculin へ変換されていたこと、および、本章第 2 節の生物活性試験の結果から考察す

ると、海綿に何らかの外部刺激が加わった際に、不活性化体である phosphocalyculinから強力な細胞

毒性を示す calyculinへと瞬時に変換されることが示唆された。 

 

   

Fig. 93  海綿粗酵素液を用いた phosphocalyculin脱リン酸化反応の検討 

（a）基質（凍結乾燥海綿 D. calyx MeOH抽出物）、（b）海綿 D. calyx粗酵素液、（c）煮沸変性した

D. calyx粗酵素液（d）海綿 T. swinhoei粗酵素液 

Calyculins 

Phosphocalyculins 

!"# $"# %"#&'(#"#

（c） Boiled-D. calyx crude enzyme 

（b） D. calyx crude enzyme 

（d） T. swhinhoei crude enzyme 

（a） Substrate 
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CalL による phosphocalyculin 脱リン酸化反応の検討  

cal遺伝子には、金属依存性タンパク質脱リン酸化酵素と配列相同性を示す calLが認められ、本遺

伝子がコードするタンパク質 CalLが phosphocalyculin類の脱リン酸化酵素である可能性が考えられ

た。そこで、CalL を異種発現し、酵素反応を行うこととした。第 3 章第 3 節における CalM、CalP

および CalQ の異種発現と同様の方法にて、大腸菌を宿主として様々な条件下での発現を試みたが、

CalL 単独での異種発現で得られるタンパク質はすべて封入体であった。そこで、分子シャペロン

GroES および GroEL189)との共発現を行った結果、目的のタンパク質を可溶性画分に得た。N 末端

Hisタグ融合タンパク質 Nhis-CalLとして発現させ、Niアフィニティーカラムを用いて目的のタンパ

ク質を精製した（Fig. 94）。精製後の Nhis-CalLを用いて、phosphocalyculin類との酵素反応を試み

た。酵素反応における補酵素が不明であったため、海綿抽出液を煮沸にてタンパク質を変性後、その

上清を反応液に添加した。また、複数の 2 価金属イオン（Mg2+、Mn2+、Ca2+）存在下における酵素

反応についても試みた。しかしながら、現段階では、いずれの反応条件においても CalL による

phosphocalyculin脱リン酸化活性は検出されていない。 

 

 

 
Fig. 94  CalLの異種発現と Niアフィニティーカラムによる精製 

M; Protein marker、1; CalL発現後全タンパク質画分、2; 可溶性画分、3; Flow through画分、4; 洗

浄画分、5; 溶出画分、▲; Nhis-CalL、△; GroES-GroEL 
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第 4 節   海綿 D. calyx における activated chemical defense 
 

Activated chemical defense の再現  

第 3節において、海綿 D. calyxにおける phosphocalyculin Aから calyculin Aへの酵素依存的脱リ

ン酸化反応は、外敵からの攻撃など組織傷害に起因することが示唆された。そこで、本節では海綿に

物理的な傷害を与えた際に起こる代謝産物の変化を分析した。採集直後の海綿 D. calyxを 2分間ナイ

フで切り刻むことによって物理的な傷害を与え、その後一定時間毎に液体窒素中で瞬間凍結し、その

まま凍結乾燥した。乾燥後の試料をMeOH抽出し、ODS-HPLCにて分析した。その結果、物理的な

刺激を受けていないコントロール群では phosphocalyculin Aが主要に含まれていたのに対し、傷害を

受けた海綿組織においては phosphocalyculin Aから calyculin Aへ瞬時に変換されることを確認した

（Fig. 95）。 

 

 

 
 
Fig. 95  海綿組織傷害による phosphocalyculin Aの生物変換 
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第 5 節   小括  
 
本章において、1）phosphocalyculin Aの細胞毒性は calyculin Aより約 1,000倍減弱すること、2）

海綿 D. calyxに物理的な傷害を与えた際に phosphocalyculin Aが瞬時に脱リン酸化され calyculin A

が生成すること、3）phosphocalyculin類の脱リン酸化は D. calyxに特異的に存在する酵素によって

反応が進行することを明らかにした。これらの結果を踏まえると、D. calyxにおける phosphocalyculin

－calyulin変換システムは activated chemical defense機構に基づくと考えられる（Fig. 96）。Activated 

chemical defense機構は、1）生物活性が低い化合物から高い化合物へ変換される、2）数秒から数分

の間に瞬時に化合物変換される、3）酵素依存的に化合物変換される化学防御機構と定義されており
190)、本章で得られた結果はこれらを満たす。タンパク質のリン酸化-脱リン酸化は真核生物において

重要なな生体反応であり、タンパク質脱リン酸化酵素を強力に阻害する calyculin Aは海綿自身にとっ

て有毒であることが推測される。そこで、D. calyx は化学防御物質として calyculin 類を利用する際

に、リン酸化により不活性化された phosphocalyculin類を前駆体として貯蔵し、外敵からの攻撃など

防御が必要な際に瞬時に活性化体 calyculin 類へ変換することで自己に対する毒性を制御しながら身

を守っていると考えられる。これまでに報告されている海綿における化学防御物質と自己耐性機構の

研究例は数少ないが、その１例として calyculin A と同様にタンパク質脱リン酸化酵素を阻害する

okadaic acid の例が挙げられる。Okadaic acid が単離された海綿 H. okadaii からは okadaic acid 

binding protein（OABP）1および 2 が自己耐性に関わる結合タンパク質として同定されている 191), 192)。

本研究において、海綿 D. calyxには、H. okadaiiにおける自己耐性システムとは異なる毒性回避機構

が備わっていることを見出した。 

 

 

 
 
Fig. 96  海綿 D. calyxにおける calyculin Aを利用した activated chemical defense機構 
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Activated chemical defenseは、高等植物において見出された化学防御機構である 193)。その例とし

てシアノヒドリン配糖体を利用した化学防御機構が挙げられる。植物に蓄積されたシアノヒドリン配

糖体が !-グリコシダーゼによって分解し、生じたアグリコンがシアン化水素となることで毒性を発現

する。前駆体は液胞や細胞質に、活性化酵素である !-グリコシダーゼは葉緑体にそれぞれ貯蔵されて

おり、外敵からの組織傷害に伴って両者が混合することで、毒性物質が瞬時に生成する。高等植物に

広く分布する防御機構である一方で、海綿動物における activated chemical defense機構の報告はわ

ずか 2例のみである。1993年、P. Prokschらのグループによって、地中海産 Aplysina 属海綿におけ

るジブロモチロシン由来アルカロイドの組織傷害依存的な変換機構が初めて報告された 194), 195)。また、

2008年にはP. J. Schuppらによってグアム近海に生息する海綿Aplysinella rhaxよりpsammaplin A

の脱硫酸化による化学防御機構が報告された 196)。これらはいずれも前駆体から活性本体への化合物変

換のみの報告である。本研究では、海綿 D. calyxにおける activated chemical defense機構を生合成

遺伝子を基に初めて示した。 

詳細は不明であるが、毒性制御機構について本章で得られた結果を基に考察する。まず、本章第 3

節において、凍結乾燥海綿の H2O 抽出物では calyculin 類が主要に検出されたことから考察すると、

活性化を担う phosphocalyculin脱リン酸化酵素は傷害を受けて発現するのではなく、既に海綿に保持

されていると考えられる。また、第 4 節において、海綿を破砕した直後は時間依存的に

phospohocalyculin の脱リン酸化が起こる一方で、破砕後 5 分辺りを過ぎるとこの変換反応は頭打ち

となり 100%の変換は認められなかった。この結果から、海綿の組織傷害に伴う phosphocalyculin脱

リン酸化反応は、海綿全体で生じるのではなく、傷害を受けた部位局部的に起こると考えられる。つ

まり、必要最小限の毒性発現が伺える。この酵素依存的な phosphocalyculin脱リン酸化反応は、何が

引き金となって活性化するのか、巧妙な毒性発現の制御機構については不明であるが、現段階におい

て 2 つの可能性が考えられる。1 つ目として、高等植物におけるシアノヒドリン配糖体の活性化機構

と同様に、活性型の脱リン酸化酵素が phosphocalyculin類とは異なる分画に局在し、細胞膜が傷害を

受けることで両者が混じり合い calyculin 類が生成する機構である。もう 1 つの可能性として、不活

性型の脱リン酸化酵素が海綿組織の傷害に伴い、修飾などにより活性化される機構が考えられる。ま

た、phosphocalyculin脱リン酸化酵素が、calyculin生産菌 ‘Candidatus Entotheonella’ sp. 由来か、

海綿由来か、あるいは全く異なる共生微生物由来か、その起源にも興味が持たれる。Calyculin 類を

利用した細胞毒性発現機構の詳細な解明は今後の課題である。 
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総括 
 

本研究において私は、化合物の構造と trans-AT型 PKS特有の配列情報の相関を基にしたメタゲノ

ムマイニングにより式根島産海綿 D. calyxを起源とする細胞毒性物質 calyculin Aの生合成遺伝子の

取得に成功した。2000年以降、ゲノムシークエンス技術の革新により様々な微生物のゲノム解析が急

速に進み、多くの二次代謝産物の生合成遺伝子が同定されてきた。その一方で、海綿を起源とする生

物活性物質の生合成遺伝子の取得は依然として困難な状況にある。本成果は、trans-AT 型 PKS に由

来する二次代謝産物において、複雑な海綿メタゲノムからでも効率的にその生合成遺伝子が探索可能

であることを示している。 

Calyculin Aは、ニトリルや 5,6-スピロアセタール環、リン酸エステルなどユニークな部分構造を有

しており、その生合成機構には興味が持たれる。本研究によって取得した cal遺伝子には 34モジュー

ルからなる PKS および NRPS がコードされており、その配列情報から推測可能な生合成産物は、

calyculin Aの骨格と非常に良い一致を示していた。これまでに報告されている trans-AT型PKSには、

モジュールの外に存在する修飾酵素が生合成中間体に対して機能する例や、モジュールのスキップ、

繰り返しなど遺伝子情報からは推測不可能で不規則な生合成経路をとる例が多く認められており、cal

遺伝子のように遺伝子情報と構造が高い相関性を示す例は珍しい。一方で、遺伝子クラスターの最も

下流に位置する calHおよび calIには、calyculin Aの構造とは相関が認められない 6つのモジュール

がコードされていた。海綿抽出液において、この余分なモジュールによって生合成されると推測可能

な calyculin 類縁体は現在のところ検出されておらず、このモジュールの生合成的な意味について興

味が持たれる。また、PKS-NRPS産物が最終的に calyculin Aの骨格へと成熟するためには、複数の

修飾反応が必要であるが、本研究においてこれらの解明には至らなかった。特に、ニトリルおよびス

ピロアセタール環の生合成機構および酸化酵素と配列相同性を示す CalD によって触媒されると予想

される減炭機構については、これまでに報告例が少なく、その解明は今後の課題である。 

calKおよび cal遺伝子の上流、下流には、複数の transposaseが認められた。また、calIは八丈島

産海綿 T. swinhoeiの共生バクテリア ‘Candidatus Entotheonella factor TSY1’ の機能未知 ORFと

高い配列相同性を有していた。この機能未知 ORFは、polytheonamide生合成遺伝子クラスターの両

端にコードされている。さらに、cal遺伝子の両端には約 1 kbの全く同一の核酸配列が認められた。

これらの知見は、calyculin生産菌が cal遺伝子を水平伝播によって獲得した可能性を示唆する。 
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また、cal 遺伝子を用いたシングルセル解析によって共生バクテリア ‘Candidatus Entotheonella’ 

sp. を calyculin生産菌として特定した。このように海綿メタゲノムから直接取得した生合成遺伝子の

配列をもとに、生産菌の特定を達成した例は本研究が初めてである。‘Candidatus Entotheonella’ sp. 

は、1996年、D. J. Faulknerらのグループによってパラオ産海綿 T. swinhoeiに共生する特徴的な形

状を有するバクテリアで、二次代謝産物 theopalauamideの生産菌として初めて報告された 162)。さら

に、2014年には J. Pielらのグループによって同様のバクテリアが八丈島産海綿 T. swinhoeiに由来

するほとんどの二次代謝産物の生産を担っていることが示された 157)。その結果、 ‘Candidatus 

Entotheonella’ sp. は二次代謝産物生産能に秀でたバクテリア ‘‘metabolically talented bacteria’’ と

して報告され、candidate phylum ‘Tectomicrobia’ が提唱された。私たちの研究室では、calyculin以

外に、式根島産海綿 D. calyxに由来する二次代謝産物 calyxamide類や kasumigamideの生合成遺伝

子が ‘Candidatus Entotheonella’ sp. にコードされていることを明らかにしており、D. calyxにおい

ても本バクテリアが化合物生産を担う重要な共生微生物であることが分かっている。従来より、

Discodermia属や Theonella属が属するイシカイメン目の海綿は、医薬品リード化合物として有望視

される二次代謝産物が特に多く単離されていることから、「生物活性物質の宝庫」として報告されて

いる 58)。これらの多くが ‘Candidatus Entotheonella’ sp. によって生産されている可能性が示唆され

る。共生バクテリア ‘Candidatus Entotheonella’ sp. は未だ難培養性であるが、生産微生物の可培養

化あるいは生合成遺伝子の異種発現系の開拓によって、希少生物資源である海綿由来有用天然物の供

給法の確立に繋がることが期待される。 

 

Fig. 97  本研究において提示する方法論と今後の可能性 
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Fig. 98  海綿 D. calyxにおける activated chemical defense機構 

 

cal 遺伝子に含まれる calyculin 生合成修飾酵素の機能解析により、ピロホスフェート体

phosphocalyculin Aおよび Cを生合成の最終産物として新たに同定した。本研究成果は、本来短寿命

であるために検出できなかった生合成最終産物を生合成遺伝子の解析をもとに示したと同時に、主要

代謝産物として単離構造決定された天然物が必ずしも生合成の最終産物であるとは限らないことを提

示する。さらに、phosphocalyculin Aの生物活性は calyculin Aより大きく減弱しており、それに加

え、海綿組織の傷害に伴って phosphocalyculin類から calyculin 類の酵素依存的な変換反応が認めら

れた。以上の結果から、D. calyx には phosphocalyculin-calyulin を利用した ‘‘activated chemical 

defense’’ 機構が備わっていることを明らかにした（Fig. 98）。本研究は、海綿動物における ‘‘activated 

chemical defense’’ 機構を生合成遺伝子に基づいて示した初めて例である。 

構造活性相関に関する研究から、calyculin Aがリン酸化されることで生物活性が減弱する理由とし

て以下のように考察する。Calyculin Aのリン酸エステルはタンパク質脱リン酸化酵素 PP1の活性中

心に入り込み、さらに、テトラエン部分が酵素の疎水性ポケットにはまり込むことで酵素阻害活性を

示す 83)。酵素阻害活性に最も重要な calyculin Aのリン酸基がリン酸化修飾されることで、立体的な

かさ高さが増し、酵素との親和性が減少すると考えられる。また、calyculin Aのペプチド部分は酵素

阻害活性には関与しない一方で、細胞毒性発現に必須である 64)。これは、calyculin Aのペプチド部分

に認められるジメチルアミノ基とリン酸基が水素結合により、擬似的な環状構造を形成することで分

子の疎水性が増し、膜透過性を高めることに起因すると考えられている（Fig. 18）。ピロホスフェー

ト体 phosphocalyculin 類の 1H-NMRおよび 13C-NMR解析において、calyculin類のスペクトルと比

較するとオキサゾール付近のケミカルシフトに顕著な変化が認められたことから、phosphocalyculin

類では calyculin類で認められる擬似的な環状構造が変化している可能性が考えられる。 
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天然物のリン酸化による生物活性の減弱は、アミノグリコシド系抗生物質やクロラムフェニコール

生産菌あるいはその耐性菌において広く見出されている。これらは自己耐性を獲得するための化合物

修飾である。一方で、本研究で見出した calyculin 類のリン酸化の意義はこれらの例とは異なる。

Phosphocalyculin類および calyculin類は大腸菌など原核生物に対する抗菌活性を示さないことから、

これらは生産菌 ‘Candidatus Entotheonella’ sp. にとって無害である可能性が高い。その一方で、

calyculin 類の標的であるタンパク質脱リン酸化酵素は真核生物に普遍的に存在するため、calyculin

類は海綿に対して毒性物質である可能性が高い。つまり、calyculin類のリン酸化は生産菌自身の耐性

獲得ではなく、ホストである海綿に対する無毒化あるいは低毒化の役割を果たしていると推測される。

ホストを気遣って、共生バクテリアが化学防御物質の前駆体を生産する本機構は、海綿動物と微生物

との共生関係を探る上で非常に興味深い。また、真核生物においてタンパク質のリン酸化-脱リン酸化

は、細胞周期やシグナル伝達などあらゆる生体反応を司る重要なシステムである 197)。同様に、原核生

物においても二成分情報伝達系や低分子のリン酸化を介したシグナル伝達、環境応答が備わっている

198), 199)。本研究で見出した現象は、calyculin 類のリン酸化を介した海綿 D. calyx と共生バクテリア 

‘Candidatus Entotheonella’ sp. 間でのクロストークの可能性を示唆するものであり、生物における

リン酸化反応の新たな重要性を提示する。本研究において、活性化を担う phosphocalyculin脱リン酸

化酵素が傷害を受けた海綿組織において機能することを明らかにしたが、その起源などについては未

だ不明であり、今後、この巧妙な細胞毒性発現機構の解明を目指す。 
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実験項 
 

本研究では、以下の実験機器・試薬類を用いた。 

 

実験機器類   

超純水装置 Elix® 5 UV, Milli-Q Labo（Millipore） 

オートクレーブ BS-325、KS-243（Tomy） 

遠心機 MX-305（Tomy） 

天秤 PJ400（メトラー） 

分光光度計 UV-1700（SHIMADZU）、Gene Spec III（Hitachi） 

ブロック恒温槽 DTU-1BN（TAITEC） 

恒温振とう培養機 BR-42FL, BR-3000LF（TAITEC） 

クリーンベンチ CCV（Hitachi） 

アガロースゲル電気泳動層 Mupid-2 plus（ADVANCE） 

アガロースゲル撮影装置 AE-6933FXES-W（ATTO） 

サーマルサイクラー TP600（Takara） 

DNAキャピラリーシークエンサー ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer（Life Technologies） 

次世代シークエンサー Genome Analyzer II（Illumina） 

Ion PGMTM（Life Technologies） 

光学顕微鏡 IX70（OLYMPUS）、AE30-SA1（SHIMADZU） 

蛍光顕微鏡 AF6000（Leica） 

レーザーマイクロダイセクション LMD7000（Leica） 

超音波ホモジナイザイー UH-300（SMT） 

凍結乾燥機 FDU-2200（EYELA） 

HPLC LC solution（SHIMADZU） 

LC-MS Agilent 1100 series（Agilent technologies） 

JMS-T 100LP AccuTOF LC-plus（JEOL） 

NMR ECX-500、ECA-500（JEOL） 

  旋光度計 DIP-1000 Digital Polarimete（JASCO） 

細胞培養用 CO2インキュベーター NAPCO7000（Thermo Fisher Scientific） 

マイクロプレートリーダー Infinite® 200 PRO（Tecan） 
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試薬・溶媒類  

Acetonitrile for LC-MS（関東化学） 40(w/v)%-Acrylamide/Bis Mixed Solution (29:1)（ナカライ） 

Agar（関東化学） 

Agarose L（ニッポンジーン） 

Agarose S（ニッポンジーン） 

Ampicillin（ナカライ） 

APS（ammonium peroxodisulfate）（Bio-Rad） 

ATP (adenosine triphosphate)（和光純薬工業） 

BactoTM Polypeptone（BD Biosciences） 

BactoTM Tryptone（BD Biosciences） 

BactoTM Yeast extract（BD Biosciences） 

CBB Stain One (Ready To Use)（ナカライ） 

Chloramphenicol（ナカライ） 

Chloroform（和光純薬工業） 

EDTA・3Na（和光純薬工業） 

Ethanol（和光純薬工業） 

Ethidium bromide solution（和光純薬工業） 

Formaldehyde（和光純薬工業） 

Glycerol（関東化学） 

GTP (guanosine triphosphate)（和光純薬工業） 

dNTPs (deoxynucleoside triphosphate mixture)（日本ジェネティクス） 

Hydrochloric acid（和光純薬工業） 

Imidazole（ナカライ） 

Isoamyl alcohol（和光純薬工業） 

IPTG (isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside)（ナカライ） 

Hi-Di formamide（Life Technologies） 

L-arabinose（和光純薬工業） 

Methanol for LC-MS（関東化学） 

MTT (3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)（和光純薬工業） 

Paraformaldehyde（和光純薬工業） 

Sodium acetate（和光純薬工業） 

Sodium chloride（和光純薬工業） 

Sodium dodecyl sulfate (SDS)（ナカライ） Sodium hydroxide（和光純薬工業） 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane（ナカライ） 

10% Tween-20（Bio-rad） 

TEMED（N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine）（ナカライ） 

Urea（和光純薬工業） 
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生化学試薬類   

DNA polymerase 

 

KAPATaq Extra DNA polymerase（日本ジェネティクス） 

PrimeSTAR® HS DNA polymerase（Takara） 

Ligase DNA Ligation Kit Ver 2.1（Takara） 

DNase, RNase 

 

DNase I（ニッポンジーン） 

Plasmid Safe ATP dependent DNase（Epicentre） 

RNase A（ニッポンジーン） 

Restriction enzyme 

 

Hind III（Takara） 

Nde I（Takara） 

Protease Proteinase K（和光純薬工業） 

Protein phosphatase PP2A（Merck millipore） 

DNA ladder 

 

KAPA DNA Universal Ladder（Nippon Genetics） 

(-EcoT14 I/Bgl II digest（Takara） 

Protein marker Protein Markers for SDS-PAGE（ナカライ） 

 

 

キット類  

 BigDye Terminator ver. 3.1（Life Technologies） 

 BioNickTM DNA Labeling System（Life Technologies） 

 CopyControl™ Fosmid Library Production Kit（Epicentre） 

 Genomic DNA Buffer Set（QIAGEN） 

 Hi-Di formamide（Life Technologies） 

 Ion XpressTM Library Kit（Life Technologies） 

 Ion OneTouchTM 200 Template v2 Kit（Life Technologies） 

 Ion PGMTM 200 Sequencing Kit（Life Technologies） 

 QIAGEN® Genomic-tip 20/G（QIAGEN） 

 QIAshredder（QIAGEN） 

 RNeasy® Mini Kit（QIAGEN） 

 Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit（Roche） 

 TSATM Plus Fluorescein System（PerkinElmer） 

 Ion 314TM Chip Kit（Life Technologies）  

 Wizard SV Gel and PCR Clean Up System（Promega） 

 Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Kit（Promega） 

   ※キット類は添付のプロトコールに従って使用した 
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ベクター・プラスミド DNA 類  

pT7blue （Novagen） 

pCC1FOS（Epicentre） 

pET22b (+)（Novagen） 

pColdII（Takara） 

Chaperone Plasmid Set（Takara） 

 

大腸菌株   
  BL21（DE3） F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5 

  BL21（DE3）pLys F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5 pLysS  

 (CamR ) 

  BLR（DE3） F– ompT hsdSB (rB– mB–) gal dcm lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5  

 "(srl-recA)306::Tn10 (TetR) 

  DH5$ F– #80dlacZ$M15 $(argF-lacZAY)U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK- mK+) supE44  

 mcrA- mcrB+ !- thi-1 gyrA96 relA1 

  EPI300TM-T1R F– mcrA "(mrr-hsdRMS-mcrBC) #80dlacZ"M15 "lacX74 recA1 endA1 araD139  

 "(ara, leu) 7697 galU galK %– rpsL nupG trfA tonA dhfr 

  NovaBlue endA1 hsdR17 (rK12- mK12+) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 

 F'[proA+B+ lacIq Z!M15::Tn10] (TetR) 
 

培養細胞株  

HeLa  DSファーマバイオメディカルより購入 

P388   東京大学大学院理学系研究科福沢世傑先生より分与 

 

培地・緩衝液類  

LB培地 1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl 

LB寒天培地 1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl, 1.5% agar 

Semi-liquid LB培地 1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl, 0.6% SeaPrep® agarose 

YPD培地 2% polypeptone, 1% yeast extract, 2% glucose 

サブロー培地 1% peptone, 4% glucose 

    ※微生物培養用培地はすべて 121°Cで 20分間オートクレーブした 

細胞培養用培地 RPMI1640 (和光純薬工業), 10% ウシ胎仔血清 (MP Biomedical),  

 10 µg/mL penicillin-streptomycin (Invitrogen) 

    ※ウシ胎仔血清は 56 °Cにて 30分間インキュベートし、非働化した後に用いた 

CMF-ASW167) 10 mM Tris-HCl (pH8.0), 2.5 mM EGTA (pH8.0), 449 mM NaCl, 9 mM KCl,  

 33 mM Na2SO4, 2.15 mM NaHCO3 
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本研究で用いたプライマー  
Primer name Sequence 
KSDPQQF 5’-MGN GAR GCN NWN SMN ATG GAY CCN CAR CAN MG-3’ 
KSHGTGR 5’-GGR TCN CCN ARN SWN GTN CCN GTN CCR TG-3’ 
KS1Up 5'-MGI GAR GCI HWI SMI ATG GAY CCI CAR CAI MG-3' 
KSD1 5'-GGR TCI CCI ARI SWI GTI CCI GTI CCR TG-3' 
degKS2F.i 5'-GCI ATG GAY CCI CAR CAR MGI VT-3' 
degKS5R.i 5'-GTI CCI GTI CCR TGI SCY TCI AC-3' 
degKS2F.gc 5'-GCS ATG GAY CCS CAR CAR CGS VT-3' 
KSR5.gc 5'-GTS CCS GTS CCR TGS SCY TCS AC-3' 
KSLF 5'-CCS CAG SAG CGC STS YTS CTS GA-3' 
KSLR 5'-GTS CCS GTS CCG TGS GYS TCS A-3' 
DKF 5'-GTG CCG GTN CCR TGN GYY TC-3' 
DKR 5'-GCG ATG GAY CCN CAR MG-3' 
M13F 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3' 
M13R 5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3' 
A3F 5'-GCS TAC SYS ATS TAC ACS TCS GG-3' 
A7R 5'-SAS GTC VCC SGT SCG GTA-3' 
HMGSF 5'-GGS RTY GAY TTY RGC AAR TC-3' 
HMGSR 5'-CTG WAR AAY TCS GAR CAR CAR CC-3' 
DCKS4F 5'-TTG CCA CGA TCT CGA ACC G-3' 
DCKS4R 5'-ATC CGG ACC TCG CAC AGA-3' 
DCKS5F 5’-CAA TGA GGC CTC GGT GAT C-3' 
DCKS5R 5’-AGC ATG CCA GCA TCG TTG GA-3' 
DCKS8F 5’-CGA ATC GGG TTT TGC GAT CTC G-3' 
DCKS8R 5’-CCA TCT GCA TCT CGG CCA A-3' 
CalKS9F 5’-AAC CGC GTA TTG CCG CAT TG-3' 
CalKS9R 5’-AGC GCT GAC AAC ACG ATC GGA-3' 
CalKS26F 5’-GGA TGT ACA CTC AGG TTG ACC-3' 
CalKS26R 5’-TAC ACC GCT GAT CGC GAG GA-3' 
CalTEF 5’-CGA ACA GGA ACC ACT CAA CG-3' 
CalTER 5’-AGT TCT GTC TCA CTC GTG TC-3' 
27f 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' 
1492r 5'-TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-3' 
DCEnto2F 5'-TCG CCG GTC TGA GAT GAG CTT G-3' 
DCEnto2R 5'-GCT TTG GGG GTA CCG TCA TCA TC-3' 
CalMF 5'-CCA CAT ATG TTG AAT GGT GCA CAC TGC-3' 
CalMR 5'-TTA AAG CTT CTA CCA CCA TTG GAC CGG AA-3' 
CalPF 5'-CCG CAT ATG ATC AAC GAA GGC GAA AT-3' 
CalPR 5'-GAG AAG CTT TTA CCA CAA TGC CAC AGG AA-3' 
CalQF 5'-TGT CAT ATG GAG GAC GTT GTG TTT CC-3' 
CalQR 5'-TAT AAG CTT TCA TCC CTG CTC CTC TGC CT-3' 
T7 promoter 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3' 
T7 terminator 5'-CTA GTT ATT GCT CAG CGG TG-3' 
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第 1 章  Calyculin A 生合成遺伝子の探索  

 

海綿 D. calyx の採集  

海綿 D. calyx は、2011年 5月式根島においてスキューバダイビングにより採集した。採集後の試

料は一部を RNA laterに浸し-80 °Cにて保存し、残りは-30 °Cにて保存した。 

 

D. calyx メタゲノム DNA の抽出  

-30 °Cにて保存しておいた凍結海綿 10 gを液体窒素下において乳鉢および乳棒を用いて破砕した。

試料を 50 mLファルコンチューブに移し、20 mLの lysis buffer（8 M urea, 2% SDS, 350 mM NaCl, 

50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)）132) を加え、60 °Cにて 1時間インキュベートした。室温、

500g、5分間遠心し、上清を回収した。得られた上清に等量のフェノール:クロロホルム:イソアミルア

ルコール（25:24:1）を加え、転倒混和した後、室温、800g、5 分間遠心し、水層と有機層に分けた。

水層を回収し、再度等量のフェノール:クロロホルム:イソアミルアルコール（25:24:1）を加え、転倒

混和した後、室温、800g、5分間遠心した。水層を回収し、等量のクロロホルム:イソアミルアルコー

ル（24:1）を加え、転倒混和した後、室温、800g、5分間遠心する操作を 2回繰り返した。得られた

DNA 溶液に 0.1 倍量の 3M 酢酸ナトリウム（pH5.2）および 2.5 倍量の 99.5%冷エタノールを加え、

析出してきた白い繊維状の沈殿をパスツールピペットで回収した。得られた DNAを 70%冷エタノー

ルで 2回洗浄した後、風乾し、DNase-RNase free waterで溶解した。得られた DNA溶液に 100 µg/mL 

proteinase K（ナカライ）および 0.5% SDSを加え、50 °Cで 1時間インキュベートした。インキュ

ベート後、再度フェノール-クロロホルムにて DNAを抽出し、D. calyxメタゲノム DNAとした。 

 

D. calyx 由来 PKS KS ドメインの縮重 PCR 

50 µLスケールで PCRを行い、反応液の組成は 1.75 mM MgCl2、1 µMプライマー、0.3 mM dNTP 

mixture、1.25 U KAPATaq Extra DNA polymerase（日本ジェネティクス）、10 µg D. calyx メタゲ

ノム DNAとした。プライマーは既に過去報告されている PKSの KSドメインの保存配列に特異的に

設 計 さ れ た 6 種 類 の 縮 重 プ ラ イ マ ー KSDPQQF/KSHGTGR141) 、 KS1Up/KSD1142) 、

degKS2F.i/degKS5R.i、degKS2F.gc/KSR5.gc132)、KSLF/KSLR143) および DKF/DKR144)を用いた。

また、反応条件は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °Cで 30秒、アニーリング 54 °Cで

30秒、伸長 72 °Cで 75秒を 35サイクル行った。更に、PCR産物 1 µLを鋳型とし、上記の組成およ

び反応条件で 2nd PCRを行った。 
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KS ドメイン遺伝子断片の TA クローニング  

PCR産物 50 µLを 1%アガロースゲル電気泳動に付し、約 700 bpの目的の DNA断片を切り出し、

Wizard SV Gel and PCR Clean Up System（Promega）を用いて精製した。精製後の DNA断片を

TA クローニングした。ライゲーション反応液の組成はインサート DNA100 ng、pT7Blue vector

（Novagen）100 ngおよび等量の ligaseを含む Ligation Kit Ver.2.1 Solution I（Takara）とし、16 °C

で 45 分インキュベートした。得られたライゲーション産物を熱ショックにより大腸菌へ形質転換し

た。ライゲーション反応液 1 µLをコンピテント化した大腸菌 Novablue 50 µLと混合し、氷上で 40

分間インキュベートした。42 °Cで 90秒間熱ショックを加え、再度氷上で 3分間急冷した後、直ちに

LB培地 500 µLを加え、37 °Cにて 1時間振とう培養した。形質転換後の菌体を 100 µg/mLアンピシ

リン含有 LB 寒天培地へプレーティングし、37 °C にて一晩静置培養した。翌日、寒天培地に形成さ

れた大腸菌の単一コロニーを採取し、コロニーPCRを行った。PCRは 10 µLスケールで行い、反応

液の組成は 1.75 mM MgCl2、0.4 µMプライマー、0.3 mM dNTP mixture、1.25 U KAPATaq Extra 

DNA polymerase（日本ジェネティクス）とした。プライマーはM13FおよびM13Rを用いた。また、

反応条件は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °Cで 30秒、アニーリング 55 °Cで 30秒、

伸長 72 °Cで 80秒を 25サイクル行った。PCR産物 5 µLを 1%アガロースゲル電気泳動に付し、約

800 bpの遺伝子断片が増幅されたクローンを陽性とした。 

 

KS ドメイン遺伝子断片のシークエンス解析  

TAクローニングにおいて陽性であったクローンについて、単一クローンを 100 µg/mLアンピシリン

含有 LB培地 10 mLに植菌し、37 °C 、200 rpmにて一晩振とう培養した。翌日、培養液を 4 °C、5,000g

にて 10 分間遠心し、大腸菌を回収した。Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System

（Promega）を用いて、プラスミド DNA を抽出および精製した。抽出したプラスミド DNA を鋳型

としてサイクルシークエンスを行った。反応は 10 µLスケールで行い、組成はBigDye Terminator ver. 

3.1、sequence buffer（Life Technologies）、10 pmolプライマーおよびプラスミド DNA 200 ngとし

た。プライマーはM13FおよびM13Rを用いた。また、反応条件は変性 98 °Cで 10秒、アニーリン

グ 55 °Cで 5秒、伸長 68 °Cで 4分を 25サイクル行った。サイクルシークエンス後の反応溶液をエ

タノール沈殿にて精製し、DNAを 10 µLの Hi-Di formamideに再溶解した。98 °Cで 5分間熱変性

した後、氷上にて 3分間急冷し、キャピラリーシークエンサーABI PRISM 3100 Genetic Analyzer

（Life Technologies）に泳動した。泳動後、取得した核酸配列をアミノ酸配列へ変換し、NCBI Protein 

BLASTにて相同性検索を行った。 
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海綿 D. calyx メタゲノムライブラリーの構築  

CopyControlTM Fosmid Library Production Kit（Epicentre）を用いて D. calyxメタゲノムライブ

ラリーを構築した。第 2節において抽出した D. calyxメタゲノム DNA 100 µgを 0.8%低融点アガロ

ースゲル agarose L（ニッポンジーン）を用いて 50 Vで 20時間電気泳動し、40 kb部分の DNAを切

り出した。70 °Cにて 10分間インキュベートし、アガロースゲルを完全に融解した。300 mgのアガ

ロースゲルに対し 1 Uの GELase enzyme preparationを加え、45 °Cにて 2時間インキュベートした

後、70 °Cで 10分間インキュベートすることで GELaseを不活化した。室温下 11,000gで 20分間遠

心した後、上清を回収し、2.5 倍量の 99.6% EtOH と 0.1 倍量の 3M 酢酸ナトリウム（pH7.0）を加

え、室温下 11,000g で 30 分間遠心した。上清を除去し、冷 70% EtOH で 2 回洗浄した。沈殿した

DNAを 50 µLの 10 mM Tris buffer（pH8.5）で再溶解した。得られた DNAに End-repaire enzyme 

mixを加え、室温にて 45分間インキュベートした後、70 °Cで 10分間インキュベートすることによ

り反応を終結した。再度、エタノール沈殿を行い、精製した平滑末端化 DNAを pCC1FOS vectorへ

ライゲーションした。なお、ライゲーションにはインサート DNA 240 ngおよびベクターDNA 500 ng

を用いた。ライゲーション後の反応液 10 µLにMaxPlaxTM Lambda Packaging Extracts 25 µLを加

え、30 °Cで 120分間インキュベートした。この操作を 2度行った。パッケージング後のファージ 10 

µLを大腸菌 EPI300TM-T1R 100 µLと混合し、37 °Cにて 1時間インキュベートした。ファージ感染

後の EPI300TM-T1Rを 12.5 µg/mLクロラムフェニコール含有 LB寒天培地へ塗布し、37 °Cにて一晩

静置培養した。翌日、形成したコロニーをカウントし、ライブラリーサイズを算出した（Table 7）。

同様の方法にて、ライブラリーファージを大腸菌 EPI300TM-T1Rへ感染させ、2500 cfu/plate となる

ように 12.5 µg/mLクロラムフェニコール含有 LB寒天培地へ塗布し、37 °Cにて一晩培養した。培養

後、形成したコロニーを 1 mLの LB培地で回収し、終濃度 20%のグリセロールを加え、D. calyx メ

タゲノムライブラリーとして-80 °Cで保存した。 

 

Table 7  海綿 D. calyxメタゲノムライブラリーのタイター 

Dilution 
# of colony Efficiency 

(cfu/mL) 

Library size 

(cfu) white blue 

1 Many 3 - 

2.5 x 105 
10 246 0 2.5 x 105 

100 25 0 2.5 x 105 

1000 4 0 4 x 105 
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D. calyx メタゲノムライブラリーのスクリーニング  

構築した D. calyx メタゲノムライブラリーより DCKS4、5および 8を含む遺伝子を保持するクロ

ーンを PCR法によりスクリーニングした。スクリーニングには、J. Pielらによって報告された 3D-gel

法を用いた 146)。3D-gel 法は、室温で半個体状態を維持できるアガロースを LB 培地に混和すること

で、大腸菌が三次元でコロニーを形成できる（Fig. 99a）。コロニー形成後の培養液を混和し、大腸菌

を均一した後、その一部を鋳型 DNAとして PCRを行うことで、大量の候補の中から目的の遺伝子を

効率的に選別できる方法である。まず、-80 °Cにて保存しておいたライブラリー大腸菌を用いて PCR

により一次スクリーニングを行った。PCRは 10 µLスケールで行い、反応液の組成は 1.75 mM MgCl2、

0.4 µMプライマー、0.3 mM dNTP mixture、1.25 U KAPATaq Extra DNA polymerase（日本ジェ

ネティクス）とした。プライマーは DCKS4F/ DCKS4R、DCKS5F/ DCKS5R および DCKS8F/ 

DCKS8Rを用い、ライブラリー大腸菌 1 µLを鋳型 DNAとした。また、反応条件は 95 °Cで 5分間

の初変性を行った後、変性 95 °Cで 30秒、アニーリング 60 °Cで 30秒、伸長 72 °Cで 30秒を 35サ

イクル行った。PCR産物 5 µLを 1% アガロースゲル電気泳動に付し、陽性クローンの有無を確認し

た。陽性であったライブラリーストックを LB培地で希釈し、OD600を測定した。OD600 = 1を 1 x 109 

cfu/mLとして、大腸菌の濃度を算出した。この値を目安に、12.5 µg/mLクロラムフェニコール含有

3D-gel LBに 1000 cfu/tubeとなるように 1次スクリーニング陽性ライブラリーを 20チューブに植菌

し、37 °Cで一晩培養した。なお、実際の cfu数を確認するために、一部を 12.5 µg/mLクロラムフェ

ニコール含有 LB寒天培地に植菌し、一晩培養後のコロニー数をカウントした。3D-gel LB中で形成

した大腸菌コロニーをボルテックスにて均一に混和し、これを鋳型 DNA として 2 次スクリーニング

を行った。PCRの反応液、反応条件は 1次スクリーニングと同様とした。1チューブ辺りに培養する

大腸菌の cfu 数を約 1/10 ずつ減らしながらこの操作を繰り返し、10 cfu/tube以下となった時点で、

陽性大腸菌培養液を 12.5 µg/mLクロラムフェニコール含有 LB寒天培地へ塗布し、形成した単一コロ

ニーを PCR の鋳型 DNA とすることで最終スクリーニングとした（Fig. 99b）。得られた陽性クロー

ンのフォスミド DNAをWizard Plus SV Minipreps DNA Purification System（Promega）を用いて

抽出した。単離したフォスミド DNA の挿入領域の両端の核酸配列の解析を行った。サイクルシーク

エンスの反応液の組成は、第 1 章の KS ドメイン遺伝子断片のシークエンス解析と同様とした。

また、反応条件は変性 98 °Cで 30秒、アニーリング 55 °Cで 10秒、伸長 68 °Cで 4分を 30サイク

ル行った。シークエンス解析の結果、PKS または NRPS と相同性を示したクローンについては、さ

らにその領域のプライマーを設計し、再度 3D-gel法によるライブラリースクリーニングを繰り返した。 
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Fig. 99  3D-gel法によるライブラリーのスクリーニング 

(a) 3D-gel LBでの大腸菌コロニー形成、(b) 3D-gel法によるライブラリーのスクリーニング 

 

 

HCS ドメイン遺伝子断片の増幅および解析  

スクリーニングによって取得したフォスミド DNA pDCYE1-12について、I型 PKSの!-branch の

生合成に関与する修飾酵素遺伝子の有無を検討するために、!-branchの生合成を担う酵素群の一つで

ある HMG-CoA synthase like domain（HCS）に特異的なプライマーを用いた縮重 PCRを行った。

縮重プライマーを設計するために、過去に報告されている I型 PKSの生合成遺伝子で‘‘HCS”とアノテ

ーションされているアミノ酸配列を NCBIデータベースより収集後、アライメントした。アライメン

トの結果、アミノ酸配列が保存されている領域に対して特異的な縮重プライマーHCSFおよび HCSR

を設計した（Fig. 48）。また、反応条件は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °Cで 30秒、

アニーリング 54 °Cで 30秒、伸長 72 °Cで 75秒を 35サイクル行った。増幅した PCR産物について、

KS ドメインの解析と同様の方法にて TAクローニングおよびシークエンス解析を行った。 

 

A ドメイン遺伝子断片の増幅および解析  

スクリーニングによって取得したフォスミド DNA pDCYE1-12 について、NRPS をコードする遺

伝子の有無を検討するために、Aドメインに特異的な縮重プライマーを用いた PCRを行った。50 µL

スケールでPCRを行い、反応液の組成は 1.75 mM MgCl2、1 µMプライマー、0.3 mM dNTP mixture、

1.25 U KAPATaq Extra DNA polymerase、フォスミド DNA pDCYE1-12 10 µgとした。プライマー

は既に過去報告されている A ドメインの保存配列に特異的に設計された縮重プライマーA3F/A7R148)

を用いた。PCR 反応液の組成および反応条件は、本章 HCS ドメイン遺伝子断片の増幅および解

析と同様とした。PCR により増幅した遺伝子断片について、KS ドメインの解析と同様の方法にて

TAクローニングおよびシークエンス解析を行った。 

PCR with specific primers 

Culture E.coli with gel LB medium 

Plate positive pool Colony PCR 
Pure clone 

D
ilute positive pool 

Dilute positive pool in new tubes 

（b）（a）
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pDCYE1-12 のシークエンス解析  

徳島文理大学薬学部浅川義範教授、伊藤卓也講師および兼目裕充講師との共同研究にて、スクリー

ニングによって取得したフォスミド pDCYE1-12 の DNA 配列を次世代シークエンサーGenome 

Analyzer II（Illumina）にて解析した。方法はマニュアルに従った。各フォスミド DNA 5mgを用い

てシークエンス解析用ライブラリーを作製し、シークエンス解析した。その結果、pDCYE1-12 のイ

ンサート DNA に由来する 100 bp の塩基配列を 27,220,593 リード得た。取得した核酸配列を CLC 

genomic workbench software（CLC Bio）を用いて de novoアッセンブリーし、500 bp以上の塩基

配列のコンティグを 1,775断片得た。さらに、Geneious assembler（Biomatters）により de novoア

ッセンブリーを行った結果、217 kbのコンティグを取得した。多数のギャップや不確定な塩基が認め

られたため、Ion PGMTM（Life Technologies）によりシークエンスの再解析を行った。フォスミド

DNA pCDYE1-12を抽出後、Plasmid safe ATP dependent DNase（Epicentre）で一晩処理し、DNA

抽出過程で残存した大腸菌由来のゲノム DNA を除去した。エタノール沈殿にて、分解した核酸を除

き、Ion Xpress Library Kit（Life Technologies）を用いて、シークエンス解析用ライブラリーを作製

した。Ion PGM 200 Sequencing Kit（Life Technologies）および Ion 314 Chipを用いて、シークエ

ンスを解析した。方法は、マニュアルに従った。解析の結果、200 bpの塩基配列を 453,503リード取

得し、Geneious assemblerを用いて先に得られた 217 kbの核酸配列に対して referenceアッセンブ

リーを行った結果、217 kbの遺伝子配列中に 26カ所の不確定塩基が残った。これらの不確定塩基を

キャピラリーシークエンサーにて決定し、最終的に 217,478 bp の核酸配列を取得した。FramePlot 

2.3.2200) および Glimmer 3.02により protein-coding sequences（CDSs）を決定し、さらに、NCBI 

Protein BLASTおよび PKS/NRPS analysis201) により既知タンパク質との相同性を解析した。 

 

逆転写 PCR による cal 遺伝子のトランスクリプトーム解析  

採取後直ちに RNA laterに浸し、-80 °Cにて保存しておいた D. calyx 3 g（湿重量）を液体窒素下

で、乳鉢および乳棒を用いて粉状になるまですり潰した。破砕後の試料から RNeasy mini kitおよび

QIAshredder（QIAGEN）を用いて total RNAを抽出した。方法は、添付のマニュアルに従った。さ

らに、Transcriptor high fidelity cDNA synthesis kit（Roche）を用いて、得られた total RNA 3 µg

を鋳型とし、逆転写反応を行った。プライマーは random hexamerを用い、その他の方法および反応

条件は添付のマニュアルに従った。逆転写反応後の cDNAを用いて PCRを行った。PCRは 20 µLス

ケールで行い、反応液の組成は 1.75 mM MgCl2、0.4 µMプライマー、0.3 mM dNTP mixture、1.25 

U KAPATaq Extra DNA polymerase とした。プライマーは、DCKS4F/DCKS4R および

CalTEF/CalTERを用いた。また、反応条件は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °Cで 30

秒、アニーリング 60 °Cで 30秒、伸長 72 °Cで 30秒を 25サイクル行った。なお、ネガティブコン

トロールとして、逆転写反応に供していない total RNA を鋳型 DNA として用いた。得られた PCR

産物を 1%アガロースゲル電気泳動にて確認した。増幅後の遺伝子断片を TA クローニングにより

pT7Blue vectorへ導入し、そのシークエンスを確認した。 
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第 2 章 Calyculin 生産菌の特定  

 

D. calyx メタゲノム DNA の 16S rRNA 解析  

海綿 D. calyxメタゲノム DNAに含まれる 16S rRNA解析を行った。PCRは 50 µLスケールで行

い、反応液の組成は 1.75 mM MgCl2、0.4 µM プライマー、0.3 mM dNTP mixture、1.25 U 

KAPATaq Extra DNA polymeraseとした。プライマーは 16S rRNAユニバーサルプライマー27fお

よび 1492r166) を、また、第 1章において抽出した D. calyxメタゲノム DNAを鋳型 DNAとして用い

た。反応条件は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °Cで 30秒、アニーリング 54 °Cで 30

秒、伸長 72 °Cで 90秒を 30サイクル行った。PCR産物を 1%アガロースゲル電気泳動に付した後、

約 1,500 bpの遺伝子断片を切り出し、Wizard SV Gel and PCR Clean Up System（Promega）を用

いて精製した。精製後の DNA 断片を KS ドメイン遺伝子断片と同様の方法で TA クローニングした。

TA クローニングにおいて陽性であったクローンについて、無作為に 30 クローンを選択し、KS ドメ

イン遺伝子断片と同様の方法でプラスミド DNA 抽出後、シークエンス解析した。取得した DNA 配

列を NCBI Nucleotide BLASTで相同性解析し、さらに、MEGA 5.10202) を用いて Neighbor-joining

法 203) により系統樹解析した。 

 

光学顕微鏡下における共生微生物の観察  

採集した海綿D. calyxをナイフで細かく砕き、Ca2+ and Mg2+ free-artificial sea water（CMF-ASW）

に懸濁し、室温にて 15分間静置した。その間、5分毎に転倒混和した。上清を光学顕微鏡にて観察し

た。 

 

CARD-FISH による calyculin 生産菌の検出  

前項において調製した共生微生物を含むD. calyx懸濁液に終濃度 4%の paraformaldehydeを加え、

細胞を固定した。98 °C の湯上で顕微鏡観察用スライドガラスに細胞懸濁液を熱固定し、50%、70%

および 96% EtOHに 3分間ずつ浸し、脱水した。さらに、60 °Cにて一晩ハードニングした。翌日、

5 µg/mL proteinase Kで 37 °C、30分間処理し、CARD-FISH用試料とした。BioNickTM DNA Labeling 

System（Life Technologies）を用いて、biotin化 DNAプローブを作製した。方法は添付のマニュア

ルに従い、プローブ作製には PKS-NRPSの領域をコードしているフォスミド pDCYE3-10を用いた。

バクテリアを固定したスライドガラスを 46 °Cにて 1時間、ハイブリダイゼーション用緩衝液（0.9 M 

NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.01% SDS, 30% formamide）中インキュベーションした。プレハ

イブリダイゼーション後、終濃度 2 ng/µLのビオチン化プローブを加え、46 °Cにて 4時間インキュ

ベーションした。その後、48 °Cにて 10分間洗浄用緩衝液（0.7 M NaCl, 20 mM Tris-HCl（pH 7.4）, 

50 mM EDTA, 0.01% SDS）中でインキュベーションする操作を 3回繰り返した。さらに、TSATM Plus 

Fluorescein System（PerkinElmer）を用いてハイブリダイズしたプローブを可視化した。方法は添

付のマニュアルに従った。細胞を室温下、TNB buffer（0.15 M NaCl, 0.1 M Tris-HCl（pH 7.4）, 0.5% 

blocking reagent）で 30 分間インキュベーションすることでブロッキングし、100 倍希釈した
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streptavidin-horseradish peroxidase（SA-HRP）を加え、さらに 1 時間インキュベートした。その

後、TNT buffer（0.15 M NaCl, 0.1 M Tris-HCl (pH 7.4), 0.05% Tween 20）中で 5分間インキュベ

ートする洗浄操作を 3回繰り返し、fluorophore tyramide working solutionを加え 10分間インキュ

ベートした。再度、TNT bufferによる 3回の洗浄の後、蛍光顕微鏡（Lieca）にて測定した。なお、

ネガティブコントロールとして、プローブを加えず同様の操作を行った。 

 

レーザーマイクロダイセクションを用いたシングルセル解析  

顕微鏡下における共生微生物の観察において調製した D. calyx 細胞懸濁液をレーザーマイクロ

ダイセクション専用Membrane slides（PEN-Membrane 2.0 µm, Leica）に塗布し、風乾した後、50%、

70%および 96% ethanol に 3 分間ずつ浸し、脱水した。再度風乾し、ダイセクション用試料とした。

バクテリアの単菌には LMD7000（Leica）を用いた。顕微鏡下で試料を観察後、目的のバクテリアを

レーザーで切り取り、直接 PCRチューブへ回収した。この方法で、バクテリア F を 1および 4フィ

ラメント、また、バクテリア S を 4および 8フィラメント分離した。単菌した PCRチューブに LMD

用 lysis buffer（10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, 0.1% Tween 20）5 µLを加え、ボルテッ

クスにより混和した。-80 °Cで 10分間および 50 °Cで 5分間の凍結融解を 3回繰り返し、98 °Cで

10分間インキュベートすることで細胞を融解した。調製した細胞融解液に 2x PCR premixを 5 µL加

え、終濃度 1.75 mM MgCl2、0.4 µMプライマーDCKS8F/DCKS8R、0.3 mM dNTPs、0.25 U KAPATaq 

Extra DNA polymeraseとした。PCRの反応条件、は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °C

で 30秒、アニーリング 60 °Cで 30秒、伸長 72 °Cで 30秒を 40サイクル行った。得られた PCR産

物を 1%アガロースゲル電気泳動に付し、目的の遺伝子断片の増幅の有無を確認した。 

 

Calyculin 生産菌の 16S rRNA 解析  

レーザーマイクロダイセクションを用いたシングルセル解析と同様の方法にて、calyculin 生

合成遺伝子陽性バクテリア F をレーザーマイクロダイセクションにて単菌し、細胞融解後、16S rRNA

ユニバーサルプライマー27fおよび 1492rを用いて、PCRを行った。しかしながら、目的の約 1500 bp

の遺伝子断片の増幅は確認されなかった。目的の PCR産物の大きさに対して、鋳型 DNAの濃度が不

十分である可能性が考えられたため、レーザーマイクロダイセクションによりバクテリア F を

300-1000フィラメント単菌し、同様に PCRを行ったが、結果は改善されなかった。また、鋳型 DNA

の純度を高めるため、単菌したバクテリア F から DNA を抽出して PCR に用いたが、依然として目

的の PCR産物を得ることができなかった。そこで、パラオ産海綿 T. swinhoeiに特徴的な共生微生物

として過去に報告されている ‘Candidatus Entotheonella palauensis’ に形状が類似していることに

注目した。海綿 D. calyx metagenome DNA の 16S rRNA 解析において、D. calyx にも

‘Candidatus Entotheonella’ sp.の共生が示唆されたことから、この 16S rRNAに特異的なプライマー

を設計し、PCRをおこなった。なお、プライマーは、海綿 D. calyx metagenome DNA の 16S 

rRNA解析で得られたD. calyx由来16S rRNAをアライメントした後に、‘Candidatus Entotheonella’ 

sp.に特異的な配列を見いだし、PCR産物の大きさが約 200 bpとなるように設計した。レーザーマイ
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クロダイセクションによりバクテリア F を 10フィラメントおよび 100フィラメント、また、ネガテ

ィブコントロールとしてバクテリア F を含まない D. calyx 細胞懸濁液塗布領域を 50 画分回収し、

Genomic DNA Buffer Setおよび QIAGEN® Genomic-tip 20/G（QIAGEN）を用いて DNAを抽出し

た 。 抽 出 後 の 精 製 DNA を 鋳 型 と し 、 D. calyx 由 来 ‘Candidatus Entotheonella’ sp.

（DCEnto2F/DCEnto2R）および DCKS8（DCKS8F/DCKS8R）に特異的なプライマーを用いて PCR

を行った。反応条件はレーザーマイクロダイセクションを用いたシングルセル解析と同様とした。

PCR産物を 1%アガロースゲル電気泳動に付し、目的の遺伝子断片の増幅の有無を確認した。 

 

 

 

第 3 章 Calyculin 推定生合成修飾酵素の機能解析  

 

CalM、CalP および CalQ の異種発現用プラスミド DNA の構築  

リン酸基転移酵素と高い相同性を示す 3つの ORF、calM、calPおよび calQの異種発現用プラスミ

ドを構築するため、それぞれの DNA配列に特異的なプライマーを設計した。なお、Forwardプライ

マー、Reverseプライマーにはそれぞれ NdeIと HindIIIの制限酵素サイトを組み込んだ。PCRは 50 

µL スケールで行い、反応液の組成は 1.75 mM MgCl2、0.4 µM プライマー（CalMF/CalMR、

CalPF/CalPR、CalQF/CalQR）、0.3 mM dNTPs、1.25 U PrimeSTAR HS DNA polymerase

（Takara）、pDCYE1 10 µgとした。また、反応条件は 95 °Cで 5分間の初変性を行った後、変性 95 °C

で 30秒、アニーリング 60 °Cで 30秒、伸長 72 °Cで 90秒を 25サイクル行った。PCR産物を 1%ア

ガロースゲル電気泳動後、目的の断片を切り出しWizard SV Gel and PCR Clean Up System（プロ

メガ）を用いて精製した。精製後の DNA 断片およびプラスミド pColdII（Takara）、pET22b（+）

（Novagen）を 37 °Cで 3時間、NdeIおよび HindIIIで制限酵素処理した。制限酵素処理後の DNA

をWizard SV Gel and PCR Clean Up System（プロメガ）で精製し、ライゲーションした。ライゲ

ーション反応液の組成はインサート DNA 50 ng、ベクターDNA 50 ng および等量の ligase を含む

Ligation Kit Ver.2.1 Solution I（Takara）とし、16 °Cで 3時間インキュベートした。反応後のライ

ゲーション産物を熱ショックにより大腸菌 BL21 pLys（DE3）および BLRへ形質転換後、100 µg/mL

アンピシリン含有 LB 寒天培地へプレーティングし、37 °C にて一晩静置培養した。翌日、寒天培地

上に形成された大腸菌の単一コロニーを採取し、コロニーPCRでインサート DNAが挿入されている

ことを確認した。コロニーPCRにおいて陽性であったクローンについて、プラスミド DNAを抽出し、

キャピラリーシークエンサーABI PRISM 3100 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でインサー

ト DNAの配列を確認した。 
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CalM、CalP および CalQ の異種発現の条件検討  

CalM/CalP/CalQ発現用プラスミドを形質転換した BL21 pLys（DE3）および BLRを 100 µg/mL

アンピシリンおよび 20 µg/mLクロラムフェニコール含有 LB培地 10 mLに植菌し、37 °C、180 rpm

で一晩振とう培養した。翌日、同様の抗生物質を含む LB培地 20 mLに前培養液 200 µL（1/100量）

を加え、OD600値が 0.6に達するまで約 3時間、37 °C、180 rpmで振とう培養した。培養液を氷上で

30分間冷やし、終濃度 0.1-0.5-1.0 mMの IPTGを添加し、15 °C、20 °C、30 °Cで 5時間または 16

時間、振とう培養した。培養液を 4 °C、10,000g、10分間遠心し、得られた沈殿を buffer A（50 mM 

Tris-HCl（pH8.0）、300 mM NaCl、10% glycerol）1 mLで再懸濁後、氷上で超音波にて菌体を破砕

した。4 °C、10,000g、20分間遠心し、上清を可溶性タンパク質画分、沈殿を不溶性タンパク質画分

として回収した。各サンプルを 10% アクリルアミド SDS-PAGEに供した結果、各条件下において発

現した CalM、CalPおよび CalQは全て不溶性タンパク質であった。そこで、分子シャペロンタンパ

ク質 GroEL-GroES との共発現を試した。 pGro7（Takara）を導入した BL21（DE3）に

pColdII-calM/calP/calQ をそれぞれ形質転換し、上と同様の方法で発現条件を検討した。その結果、

0.5 mM IPTG添加後、15 °Cにて 16時間培養することでそれぞれ目的のタンパク質を可溶性画分に

得ることを確認した。 

 

CalM、CalP および CalQ の異種発現と精製  

pColdII-calM/calP/calQおよび pGro7を導入した BL21（DE3）を 100 µg/mLアンピシリンおよび

20 µg/mLクロラムフェニコール含有 LB培地 10 mLに植菌し、37 °C、180 rpmで一晩振とう培養し

た。翌日、同様の抗生物質および 500 µg/mL L-アラビノースを含む LB培地 1 Lに前培養液 10 mL

（1/100量）を加え、OD600値が 0.6に達するまで、37 °C、180 rpmで振とう培養した。培養液を氷

上で 30分間冷やし、0.5 mM IPTGを添加後、15 °Cにて 16時間振とう培養した。培養液を 4 °C、

10,000gで 10分間遠心し、得られた沈殿を 5 mMイミダゾールを含む buffer A 10 mLで再懸濁後、

超音波にて菌体を破砕した。4 °C、10,000gで 20分間遠心し、上清をCOSMOGEL His-Accept（Nacalai 

Tesque）2 mLにアプライした。10 mMイミダゾールを含む buffer A 40 mLで洗浄したのち、300 mM

イミダゾールを含む buffer A 10 mLで Nhis-CalM、Nhis-CalPおよび Nhis-CalQを溶出した。溶出

したタンパク質画分を Amicon Ultra 10K（Merck Millipore）で限外ろ過し、溶液を buffer Aで置換

および濃縮した。濃縮後のNhis-CalM、Nhis-CalPおよびNhis-CalQを精製タンパク質として in vitro

における酵素反応に用いた。 

 

in vitro における酵素反応  

精製後の Nhis-CalM、Nhis-CalPおよび Nhis-CalQを用いて、in vitro酵素反応を行った。基質と

して、calyculinamide A、dephosphonocalyculin Aおよび calyculin Aを用いた。酵素反応は 50 µL

スケールで行い、組成は 100 mM各種緩衝液、10 mM 2価の金属塩、1 mM ATPまたは GTP、各基

質10 µgおよび精製酵素Nhis-CalM/Nhis-CalP/Nhis-CalQとした。なお、緩衝液としてCitrate-NaOH

（pH5.0、5.5）、MES（pH6.0、6.5）、HEPES（pH7.0）、Tris-HCl（pH7.5、8.0、8.5、9.0）を
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用いた。また、2 価の金属塩として MgCl2、CaCl2、MnCl2、FeCl2、CoCl2、NiCl2、CuCl2、ZnCl2

を用いた。20 °Cで 1時間インキュベートした後、ODS-HPLCで分析した。カラムは Cosmosil MS-II 

C18; 4.6 x 250 nm（Nacalai Tesque）を用い、流速 0.8 mL/min、0.05% TFAを含むアセトニトリル

水溶液 30-100-100%（0-20-30 min）のグラジエント、検出波長 340 nmで分析した。 

 

海綿 D. calyx 抽出物の再精査  

海綿 D. calyxについて、採集後、保存状態の異なる 3種類の試料を用いて、それぞれの抽出物を分

析した。採集後、-30 °Cにおいて保存しておいた海綿 D. calyx 10 g（湿重量）をMeOH 50 mLに浸

し、室温にて抽出した。また、採集後の新鮮な海綿 D. calyx 10 g（湿重量）を 99.5% EtOH、50 mM 

Tris-HCl（pH8.0）、CMF-ASW および DMSOそれぞれ 50 mLに浸し、室温で抽出した。さらに、

採集後、液体窒素下で瞬時に凍結し、そのまま凍結乾燥した後、-30 °Cにおいて保存しておいた海綿

D. calyx 3 g（乾燥重量）をMeOH 50 mLに浸し、室温にて抽出した。各溶媒または緩衝液に浸して

3 時間後、それぞれの上清を ODS-HPLC にて分析した。分析条件は、前項の in vitro における酵

素反応と同様とした。 

 

Phosphocalyculin 類の単離  

2013年 5月静岡県南伊豆中木にて採集した D. calyxを液体窒素下にて瞬間凍結し、そのまま凍結

乾燥した。乾燥した海綿 80 g（乾燥重量）をMeOH 500 mLで抽出した。ひだ折りろ紙を用いてろ過

し、ろ液のMeOHをエバポレーターでとばした。得られた残査を約 5 mLのMeOHに再溶解し、ゲ

ルろ過 Sephadex LH-20（'2.5 x 79 cm）に供した。流速 0.66 mL/minで 5 mLずつ分画し、Fr. 150

（Kd=3.3）まで溶出した。Phosphocalyulin Aおよび Cを含む Fr.30-40（Kd=0-0.3）を、ODS-HPLC

（Cosmosil MS-II C18; 10 x 250 mm（Nacalai Tesque）、流速 3.0 mL/min、0.05% TFAを含む 80% 

MeOH）で 2種類の化合物を分取した。得られた化合物を再度、HPLC（Cosmosil Hilic; 10 x 250 mm

（Nacalai Tesque）、流速 3.0 mL/min、50 mM酢酸アンモニウムを含む 50% MeCN）で精製し、

最終的に無色粉末の phosphocalyculin A（17.4 mg）と phosphocalyculin C（6.8 mg）を得た。精製

後の phosphocalyculin Aおよび Cを用いて旋光度および HRMSを測定した。Phosphocalyculin A: 

["]D25 = &65 (c = 0.05 in CH3OH), HRESIMS  (m/z), [M+H]+ calcd. for C50H83N4O18P2, 1,089.5178; 

found 1,089.5174、phosphocalyculin C: ["]D23 = &49 (c 0.25 in CH3OH), HRFABMS (m/z), [M+Na]+ 

calcd for C51H85N4O18P2, 1125.5154; found, 1125.5145 
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第 4 章  海綿 Discodermia calyx における phosphocalyculin A の意義の解明  

 

細胞毒性試験  

Phosphocalyculin Aのマウス白血病細胞 P388およびヒト子宮頸癌細胞 HeLaに対する細胞毒性を

をMTTアッセイにより評価した。細胞は 10 µg/mLペニシリンおよびストレプトマイシン、10%ウシ

胎児血清を含む RPMI1640培地を用い、5% CO2存在下 37 °Cで培養した。100 µLの 5 x 105 cells/mL

の P388細胞および 1 x 105 cells/mLの HeLa細胞を滅菌済みの 96穴マイクロプレートに捲き、培地

で段階希釈した phosphocalyculin Aおよび calyculin A 100 µLを加え、同一条件下で 24時間培養し

た。1 mg/mLの 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide（MTT）50 µL

を加え、さらに 4 時間インキュベートした。室温下、4000g で 20 分間遠心し、上清を除去した。残

った沈殿を DMSO 100 µLで溶解し、プレートリーダーを用いて 570 nmの吸光度を測定した。式（1）

により、生存率を算出し、生存率 50%のときの化合物の濃度を IC50として算出した。なお、同様のア

ッセイを 3回行い（n=3）、IC50値はその平均値より算出した。 

      
AbsS570 ; サンプルを与えた細胞の Abs570、AbsN570 ; サンプルを与えていない細胞の Abs570 

 

 

抗菌活性試験  

Phosphocalyculin A のペーパーディスク法による抗菌活性試験を行った。E. coli、B. cereus、S. 

cerevisiae、C. albicansを各液体培地 10 mLに植菌し、一晩 180 rpmで振とう培養した。翌日、前

培養液 1 mLを各寒天培地 100 mLに混合してシャーレに捲き、抗菌試験用プレートとして用いた。

Phosphocalyculin Aまたは calyculin A MeOH溶液を所定量（500、50、5、0.5、0.05 µg）6 mmの

ペーパーディスクにのせ、乾燥させた。乾燥後のペーパーディスクを抗菌試験用プレートにのせ、各

培養温度にて一晩静置培養し、翌日、抗菌活性の有無を判定した。なお、用いた液体培地と培養温度

は Table 8に示す。 

 

Table 8  各微生物培養に用いた培地と培養温度 

 Medium Temperature（°C） 

 E. coli LB 37 

 B. cereus LB 37 

 S. cerevisiae YPD 30 

 C. albicans Sabouraud 37 

 

 

 

AbsS570

AbsN570 
生存率（%）= x 100   ………（1）
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脱リン酸化酵素阻害活性試験  

Phosphocalyculin A のタンパク質脱リン酸化酵素 PP2A に対する阻害活性を評価した。40 mM 

Tris-HCl（pH8.0）、20 mM KCl、30 mM MgCl2、2 mM DTT、p-nitrophenylphosphate（pNPP）

および PP2Aを含む酵素反応溶液に段階希釈した phosphocalyculin Aまたは calyculin Aを加えた。

20 °Cで 20分間インキュベートした後、400 nmの吸光度を測定した。式（2）により、酵素阻害率

を算出し、阻害率が 50%のときの化合物の濃度を IC50として算出した。 

      
AbsS400 ; サンプルを添加した酵素反応液の Abs400、AbsN400 ; サンプルを添加していない酵素反応液の Abs400 

 

 

凍結乾燥海綿 D. calyx 抽出物の分析  

2013年 12月静岡県伊豆半島中木にて採集したD. calyxを液体窒素中で凍結し、さらに凍結乾燥し

た試料約 0.5 g（乾燥重量）を H2O、50% MeOH、100% MeOH に浸した。3 時間後その上清を

ODS-HPLCにて分析した。分析条件は、第 3章の in vitro における酵素反応と同様とした。50% 

MeOH抽出物については 14日後まで継続して HPLC分析した。 

 

海綿粗酵素液による phosphocalyculin 類の脱リン酸化  

湿重量 10 gの海綿 D. calyx、D. kiiensisおよび T. swinhoeiをそれぞれ乳鉢および乳棒を用いて細

かく砕き、50 mM Tris-HCl（pH8.0）10 mLで懸濁した。氷上で 10分毎に転倒混和しながら、1時

間インキュベートし、4 °C、20,000gで 1時間遠心した。遠心後の上清を回収し、海綿粗酵素液とし

た。Phosphocalyculin類を主要に含む凍結乾燥 D. calyxのMeOH抽出物を、phosphocalyculin類約

10 µg/tube となるようにサンプルチューブに分注し、遠心エバポレーターによって MeOH を除去し

たものを酵素反応の基質として用いた。基質を含むサンプルチューブに海綿粗酵素液 50 µL を加え、

20 °Cにて 3時間インキュベート後、ODS-HPLCで分析した。なお、D. calyx粗酵素液を 90 °Cにて

20分間加熱したものを熱変性後 D. calyx粗酵素液とし、同様の酵素反応を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AbsS400

AbsN400 
酵素阻害率（%）= x 100   ………（2）
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Activated chemical defense の再現  

2013年 12月静岡県伊豆半島中木にて採集した約 1 cm3の D. calyxをナイフで 2分間切り刻んだ。

その後、15、60、120、180、240、300秒後に液体窒素中で瞬間的に凍結させ、そのまま凍結乾燥し

た 196)。なお、物理的な刺激を与えていない D. calyxをコントロールとして用いた。乾燥後の試料を

MeOH 1 mLに浸し、その上清を ODS-HPLCにて分析した。HPLC分析後、式（3）、（4）によって

各試料に含まれる calyculinおよび phosphocalyculinの割合を算出した。なお、同様の実験を 3回行

い（n=3）、その平均値を結果として用いた。 

      

      
                PACaly; calyculin類のピーク面積、PACaly; phosphocalyculin類のピーク面積  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PACaly

PACaly + PAPcaly 
Calyculin類の含量（%）= x 100   ………（3）

PAPcaly

PACaly + PAPcaly 
Phosphocalyculin類の含量（%）= x 100   ………（4）
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Supplementary data 
 
Sequence data 
 
■; A、■; ACP or PCP、■; C or HC、■; DH、■; ER、■; KR、■; KS、■; MT、■; Ox 
 
CalA（A-MT-PCP-MT-KS0-ACP-KS-KR-ACP） 
MMGRGSSFVYQSEGNGPPDNWNDTDVGYPNIKCIHQLVETQARKTPDAIALVYGKQQLTYEELNRRSSCLARYLQLQGIQP
DQPVGLCVERSLEMVVGILGILRAGGAYLPLEPQYPGERLQYMLQDSRVEWVLTQSRFTASLSPLLDDSVHLLSLDREWES
ITEGAQRQPALKRQVRLHHLAYILYTSGSTGRPKGVMLEHRALCNRILWMEDEYGLSPEDRVLQKTPFSFDVSGWEFFWPL
ITGARLVLAAPEKHKDPYYLRDTICRSGITVLHFVPSMFHSFLGIAEVERCNSIRKVFCSGEALTVQHTTRFFETFGDREL
HNLYGPTEAAIDVSYYACRKEASVVPIGKPIANIRLYILDSRMNPSPIGSEGELCIAGIGLARGYLNRPDLTADRFFPDPF
ASTPGAHLYRTGDLARWLPDGNIEYLGRIDNQIKLRGNRIEPGEIEVAFREHEAVSECAVVVQQDERGERRLVAWFSPDAR
HARAILKHMEMEAQGLLADRKRHTLPNGMEIIHLNPGETDFLYQEIFEDNGYLKHGLAVLPGDCVFDVGANIGLFSLCMAR
EQVQVHAFEPMPEVYEVMRLNTRMYSDTIRTYPCGLSDAPGQETFTYYPNVTILSGAHADLEEEIGVVRSYLSGENDGHEH
QVNDAEVDELLRARLETREVRCQLRTISEIIAEQGIKTIDLLKIDVEKMEHKVIEGIAAKDWPKIRQMVIEVHDIENRAQQ
MQALLAAKGFTVVVEQDDALRNTPIYSLYARRTSVRTDQPHVNTDRQWYNRAGLVRDIELHLASRLPEYMQPSAIIPLVEI
PLTTSGKLDRGQLTTREIERTRTKQISLPQSEVEEQMLEIWEDLLGIMDISLEDGFLEAGGNSLLAISLIERINKTFGCSL
TTTTLFKYPSIKELSAHIAATTTPTVAVAAAPTVLPAVATATPETPVSQAFSDIEAALAEHPSVAQSVVFARENKGQQTLV
AYVRPNWTYFRQKKADQDAAELLKNWIPIWEQNYEPILDGEESSEETLNSIGYVTSDSGDQIPEAEVRECVDLAVGQVMDH
RPTKMLEIGCGSGMLLFQLAGRVEHYYATDLSENAIEHIHASLVSKPYRDRVTCFRCDASDLKDVPLEEVDTVMIHSVIQY
FPGIDYLTNLIRTLAERLPARARIFIGDVRDLRLLKAFHAAVLAHQCPPETSRERFAQMLSDRVRLEKELVIDPLYFKNLT
RTLPRIKQVRIAPKKGQYHNEFIKYRFDTLLYLDEPCKEGALPQITPWPEQSPGDMLDWVTANPQSRLLTGVPNRRVWREQ
AILDWMNRPEGELSLGAALARIDATPDHDKGVDPFTVLSTCNTEAVAATIHWEHPHEDGRFEIYLQPASKGVGELPHRLAY
KQDEPMELDGANFPGFSVVWQDNLPLLKRHLDERLAKGRIPARFIFQTSLPTTADGQVDRAAVTGEQPAPPTVPTAIAGTE
PMLAAAPVAHRAAKTVLPAYYADSFAIIGISCHVPGAQDHHYFWQNLLNGHESVALLSAEELAAAGIAEELRQNPNYVPAR
LTIEDKDCFDPAFFNISPRNAAYMDPQARLLLLHSWKAMEDAGLAVGDTPETGVFMSATTNFYQLPLGLPVHALQGADGHA
AGIQAQGGMIPNTISYHLGLKGPSMFVQSLCSSSLVGLKLACQSLQAGEAKMALIGGANLFAFSRVGHLYEPEMNLSDDGH
CRTFDAAATGVVEGEGVCVIVLKKALDAVADRDHIYALLRGISLNNDGADKAGFHAPGVKGQAAAARAVLTATGVDPTTIR
YVEAHGTGTPSGDAIEVAALSEAYPNGTHRCAIGSLKPNIGNLDTAGGLAGVIKVALGLYHGAIPPQINFNEPAPDIDFTD
SPFYVPTQAEPWQDDKAPRRAAQNHYSLGGTNVHAIYEAVAPASPSPAAAGPFIVPLSARDDNRLHEMVQNLIAFLQGEPA
TDLSELAYTLQVGRVAMKQRVAFLVRDNEALSALMHDFLAGRENSACLRGTAERREQRLFENDEDAKELMQGWLRKGRLEK
LAELWVKGVRVDWRCLHATPYPRRISMPTYPFARERYWIPETAPDAPAPMALRTTPQPVAVPVAELASRTHGSLLSDQVAV
VLKGIISDLLMVGIDDLDPISPFNEFGFDSVSLISFANRLNQEYDLDLKPMVLFENPTIQSFTTYLVETYGDILAARLQAP
APGSKDMDSRADSQPPQGLVVPPSPSPVMASTPAVRAVAMPQPSESARHDAPIAIIGMSGSFPAAPDLDTFWENLRDGRDC
ISEIPPDRWDWRAIEGDPSEDGNKTKVRWGGFIDGVAEFDPLFFGISPREAESMDPQNRLLMTHVWLAMEDAGHSAQSLSG
SDTGIFVGTGDTGYASLMGRAAGTENYAFLGIFPFGGPNRMSFFLNLHGPSEPINTGCSSSLVAIHKAVTAIRDGSCRMAF
AGGVNTVPTPDGHISFSRAGMLCEDGRCKAFAANANGFVRGEGVGILVLKPLADAEQDGDHIYAVIRGSAQNHGGRSNSFT
APNPKAQAALLTEAYTRTGVDPAHVGYIETHGTGTHLGDPIEIEGLKTAFRQLNGSQTENKGHCGLGAVKSNIGHSEMAAG
IAGLIKVVLQLKNKTLAKNLHCQEINPYIQIEDSPFYIVQETRDWSPIRDAQGRALPRLAGVSSFGIGGVNAHVIVEEYIP
PVAAATPASPEPALIVLSAKNGERLREMAANLHRFVAHQAVQSDVEPAQLLANLAYTLQVGREPLEERLAFTVTSLDMLRD
KLAAFLNKGSNGTTDTTFFHGRIKQFREALTIFMSDDDMQTAVDAWVAKKKYAQLLQLWVRGMHFDWNRLYTTEWPRRMSL
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PTYPFARERYWVETEPAAQPASTFPASPSSARPETQARRLLTPGLAEDASSGESSGQSRQYIENRWTPVPLAGDIDWQARL
KQQEGTAITVIYSEEKRKDELFALLRNLEGAANLARPLMLDAVHVQDLARALGRADVVLFLGPGPELPPQPPSTVATHVDA
LVEHLREPAWDRPVHIYCLYEGDATRPRPDCEALAGVMNAAIAKNPRHAWTLIGHCDPESDTTGYQRLLGEWLAEPIANAP
AKPTRTREIRYEASQRLVRQTATVAKTENVLAKVWEQKNLPTGDARPLAGKILVIVNPESIHLGQTLFAATNEVVLAGDGL
SDRITYHFDPNDVNSGRSAAQRILSEVGELTLILDLSDLYTTPRERAESSLGKVSFYQILVGAFSPYQLVYVTLGLQHFRA
ERMSLAGAKFAGLVKMMSAEYRHLSARCIDIDRALCNDPRAFEAVILGECHMPLEETEICYRHGDRFVPTLEVGEPARYDR
DEVNRRFSITADGVYVISGGTSGIGLEIARYLVSRGARRLVLMGITPLPPRDQWVSTIREGENARLAALNALAAELERLDI
YTGTLSNAAALANFFNRIRRESGPIKGVVHSAGVYSDIKNSAFVTRDIEDMRQILEPKVNGMEHLAECFADDPLDFFVSFS
SLTSFIPLLARGISDYAMANAFLDFFSAWQHHHQRTHYRAITWVDWNETGVAQRMTPEEFALVEKNLERVGLSSFSNEEGR
HFFEQAMLLPNQHHVLPCFIDAARLNAARAELLHGISRNLAESVPETPHPVVKAAPMGAALPAVSNMDRRDDLVSPDWQLK
ARVTQWEQQGEALSFETLTRYVSFDQLKQQDPTLIQRVYQLLYPDEPAAIGNDSVSPKPSESDGEPISEIVYRALLDVLKI
DGIDEHESFANYGLDSISAMVFSTRLEKRLDMEIPPHWLIDFPTIQTLSEQIQQNQVLA 
 
CalB（KS0-ACP-C-A-PCP-KS-DH-KR-MT-ACP-ACP-ER-KS-ACP-KS0-HC-HC） 
MNIDEQLERMKAGFDAAQKTQIHAGTLLNRIERGMKNVVPSESKRDGALASAANGDRTMRAEAQNSRSLPLKADIPEPIAI
TGLSGYLPGCASVHAFWEALDQDRSLIEEVPASRFDWRTMYEPGEKSVSRWGGFIPDIRGFDAHFFGILPAEAKRLDPRQR
LLLMSVYQTLEDAGYASDSLKKSRTGVFVALEENEYAQLLQEHGVAQDGPDQAASLLPNRISYFFDFRGPSEFVDTMCSGA
AVALHRAVTSLRMGEIDRAIVAGANLILRPDAYITLSRAGQLSPCDTVHSFGEAASGHVRAEGVASLLLTPLSQAVANGDA
IYAVIRNTAINYNGRGGTSMAAPNPAAHADLIRDCYEQAGIDVRRVGYIESQGMGNPVADLAEWQAYNRALTTLAREQGVE
LPAGNCRISTLKPMSGHMEAASALGALLKIIRAFHTHTVHQILNFTNAHPDMEIHGTPCRLLSDTEAWPSEDVPRMAGLHA
YGTGGNNAHILLEEYREDDRAPSVTPPGGPFCIPLSAANEAPLRQRVDDLHRFLVRHESVDLANLAFTLQTGRTAMAYRVA
FVVGTRQELIRALEQFQSGDEPQQNDVPIFSGRAEPNIQSFAPPESEPAAQARFWVQGGRFDWPARRDAVHRISLPIYPFE
TLDYWFGETRELATVTPDQDETSEQAIRSHLISALAMALRLPPEKINCDKHLQDYGIDSLMGTDLIRGLEKAFSCKVYGRD
LLAHPSINALSAFLAQQLNTVDQPAMHEGGAPAQETALASEPFPLSANQQGLWILQKVAPEMCAYNFPLAVRLVHKMDAAC
FKQACQFLLQQHPILTHTFEEIDAQLQQRSKPLGQITIVQEDISHLEADQVSAYLQDRARIPFALDRDPLIRFHLLRRGEQ
EWIVLLVLHHIIVDGFSIHPLYTALLDAYQQLLRGATPVIAPPSGNSFRDFVAWERHLLQGDEGERLRTWWHQNLSGRWPT
LNLPTDRPRTETFHFRGRVHQVSMSPDLSRQLFSFAQDARVNLAPFFLALYQLLLYRYTGQQDILVGMPTRSRPEGFETTI
GYFTNLIPIRTSDFAGGSFADLLQQVQVTVLDSLDHRALPFPEIVRDMTAERTELTPVFQALYEYQNFFSSNGLDELQNRY
QDFSINFIRDLHQEGEAELVLEVVRQDDQVRLHFKYNPDLFSDGAITRMAQHYLTLAEQAVAEPDRPIETLNLLSQTERQT
LLNDWNQSETDYPRDWCVHDLFERQAAQTPTAVALRCGDTTLTYSELDRRSTILACYLQSHGVSPGTRVAIFTDRSVNTHI
GLMGVLKAGSTYIPLDPDFPVNRLVYMLEDSQALMALTVSQLQDKIAGLLSQSGRDIPIVCLDTEWQPIAEQAAGRTVRRV
RGAEHLAYIIYTSGSSGRPKGVMIPHRALTNFLLSMAQTPGITASDTLLAVTTTSFDMSVLDLYLPLVCGATIAFCPSGIA
RDVEMLKAEIRRHKPTIMQGTPPTWAMLFHSGWQNEEKVRIICGGESLPESLRQRFAVANCEVWHTYGPTETTVWSSVCRL
NDEGPISIGKPIANTEIYILDRHLAPLPVGIAGELCIAGDGLAHGYLNRPDLTADRFIAHPFRSGARLYRTGDLARWLPDG
TLEHLGRMDFQVKVRGYRIELSEIETRLAQFPNIRECVVVAREDESGGQLIAYYLPSDADTAVGSRELVDHLAADLPGYMI
PALFFPLTEFPLNNNGKIDRKVLMNRPLTAVSRTHEPTEPVLPQEQAVLEIWKSVLSIDAISTTDGFFEVGGDSLRAVLLA
ERIGKRFGVSFTTTEVFRHASVQAMAQKIASLSTGTHDMSSQDRGERQKPTANPQTDKVDQHPDYYRDSLAIVGISCHFPD
AEDHATFWQNLREGHDSAVFLSEEQLRDAQAGESLINDPNFIPFQLTVADKNRFDNAFFNISHKNAGYMDPQLRRLLQHAW
LAVEDAGYVTEDIPDTGVFIATSNSFYQAPLYQGEVDLYDADAYVAWVLAQPGSVATMIAYQLGLKGPAFAVHSNCSSSLV
GLNSAWQSLRMHETRQALVGAASLMPSNKLGYVHQPGLNFAGDGRCKTFDADADGMVGGEGLAVVMLKRAEDAIADGDHIY
ALLRGVAVNNDGRDKAGFYAPGIGGQADVIRKALDKTGIDPESIGYVEAHGTGTRLGDPVEVAALTEAYRQTTEKRQYCGI
GSVKSNIGHMDTAAGLAGLIKIALSLNHGEIPPTLHYKTANPEIDFAASPFYVADRLHAWPQTAQPRRAALSSFGLGGTNT



 124 

HAIFEAYPPLPEALDRPKKKVLVLLSAANAEQLRVYAERLHHFLQHAPADLNLDSLAYTLQVGRKAMRARLAFVVKNRASL
LARLEQFLAGEEPKGCYQGTAAQDAQRVPEALISGRKFGKLSRLWVAGARVVWKQLYHDSRPRRMSLPAYPFAGDVFTLPQ
TPAAVAPKATVARLHPLLHRSTATSDGLQFSSRFTGHEFFLSDHVVNGRRILPGVAYLEMARVAMEQATKISDPARVRLRN
VVWVRPLVLEEQPETVHTRLVKDGWNRMQYEIVSEPRDGEATPTQILHGQGVIELMEHPGSRPRLDLGALRTRMEQHRFSA
DQCYTAFATYGISYGPAFRALDTVYADGPNPTQLLACLRLPEGVRNLSEFVLHPSMLDAAIQSSIGFIIGSQEETPSLPFA
LEEVGIYGPCSSEMWALVRRTGHGSQERLDIDLCDQQGRVCVELRGFSNRPFHSGLPLQAGQAEQNGVSRGFLHIETPVWN
EMVPAAEAEIWPPLAEKTLLVGGSARQKGQLRALHQPWPSLHEITLDPLTDDLAGAGDLADLSSPVGHVIWIAPDEETADG
EAIIEAQERGVLQLFHLVKTLLATGYGVRPLGLTLITTQAVAVVRHERIRPAHAAVHGFAGSLAQEYTHWKIRLLDLESSS
EWPAQMFNLPPDVEAGAYAWRGGTPTTPLWFQQALRPVRDLDRGPSRYRHGGVYVVIGGAGGIGEAWSRSLIETYQAHIIW
IGRRPLDDEIRSRCDALAHFGPAPRYIQADASERGDLERARAEIRQHHPCIHGLVHAALVLDDGSLANLDENRFRAVLKAR
IDVSVRLSQVFQEPLDFVLFHSSMTSFDRAAGQSNYAAGCTFEDAFAHQLSQTWPVSPNGDRPLIRVVNWGYWGSVGAVSA
PVYRERMEKAGVGSIEVTEGLTIIDHLLSGSLAQMAVFKTLSNASGETPDAVSVYPESIPAVLDHLSFPVAIAVPSNRHAA
AIDEAQVGLLWALLQPLCGNNTFSPADLVTVPDNTLTQWAQESCRILAAHDFLEPVGNAYRISNKHPANTDPWQAWTRQKA
VWLEEPSLRAQIELVEITLKALPDILAGRQRATEVLFPNASMERVEGIYKDNPIADYFNDILSDALMACLQQRLVQAECLG
CTSPQCTACNGVSPIRILEIGAGTGGTTAGLLPRLQPYEDHLEEYGYTDLSQAFLIHARKHYAPGRPWLTTRIFNVSEPLA
DQDIQAGSYDLVIATNVLHATADIRRTLRNVKAALKKNGILFLNEISRHGLFDHLTFGLLDGWWLHEDEALRIPGCPGLTP
RNWEMVLRQEGFSSVRFPAEADHDLGQQIVLAQSDGLVRQAVAAKNEPRPRPVRTSNPVRTNPPVTATVTGRMIEDHVQEI
IRESLAEALAMAPSQIHDERSFAALGVDSITAVRIVNQINQQCDLLLPTTILFDHTSVDQLTAHILAEHRQSLQTSLQEDM
VSQEDQMPSPEVNEPEVSPLTEHMVEDHVRDIIRESLGLSLHMPEEQIRDDRPFSEYGVDSIIAVQLVNRINQGFGLLLQT
TVLFDYNSVNDLTTHILEAFGPALNGALSVDMAPSVDITPRAVAREKQPVPERQVLPRTYAQSGDSDNYRHLQIRGPGDID
DLSLAASPLPELGKNEVRIAVCAFSLNFADLLCVRGLYPNMPPYPFTPGDEAAGIVLAVGDAVTRFQVGDAVVCMTPGCHT
ELLTCPEGQVYAKSANLSFEEACSLPIVTLTMLHAFRKADLQPGERILIQTAAGGVGLAAVQLAQHAGAEIYATAGSQAKL
DYLRDLGVPHLINYRESDFEAELLRLTGGEGVDVVINTLSGDSIQKGLNCLRQGGRYIEIAMAALKSTRSVDISVLNRNQT
FFSIDLGLLGSEQPERIRRAWEDMSHLLEQGVIRPTVSKVFPFEAFRDAYRSLDHRDNIGKVVVQLPPVTGAEVISPSRPR
RETVPQQVRTSATPEPIAIIGMSARFAQSENVQAFWEHLAAGHHLVEEVNRWDLGNAEGDGRCRYGSFLEHFDHFDAAFFN
ISEEEATFMDPQQRLFLEECWKALEDAGHGGEAVRGSRCSVYVGCCRGDYPQLFPETPPAHAFWGNEASVIPARISYVLDL
HGPAVAVDTACSSSLVAVHDACRDLWSHDCDMALAGGVFVQPTPEFYRASNDAGMLSPTGKCHSFDKRADGFVPGEGVGVI
LLKRLADAEADGDHVYAVIRGSGVNQDGSTNGLTAPGARSQERLIREVYDRFQIDPEEITMMEAHGTGTHLGDAIEFEALS
RSFRKDTDKVGYCALGSVKTNIGHASTAAGISGVIKILQSLQHGQIPPSLHFESSSVALETSPFFLNQQLRNWVAPQGSPR
CAAISSFGFSGTNAHLVIAEAPPMPRVHEQKPSYPIVLSAQTALQLEARVTDLLNHLRREDCADDLGNISYTLLTGRKHWH
HRLACVVRSTGELANLLERWLQKGRTPQIAVAELSEDGSRRHGSLEKLGNQCIQACLAADSPESYLEHLATVTDLYLQGCG
LAYEQLFKSGYARVPLPTYPFQRKRYMVAAMPEPTVAMTQPHEPQSHEPQSHEAVTDAGGDEDTAHHLREWIADRLQQPAG
RISTSHRFFELGLDSVQLTELARELQKHTGDFPATLLFEHITIADLASYLAQHHPGLTDLGHGVTRPDINRTVENAPLPRP
ATVPNERATYLASAGSAPSTNASAQKLAIAVVGISGQFPQAKDLNEFWSNIEAGRNSITTIPAERQELRNGSHADNHWGGF
LEDIDRFDPLFFGISPTEATFMDPQQRLLLIHVWRALEDAAITSKTLAQRPTGVFTALASEEYEQRVAQSDQSALAQASAG
ASTMPNRISQILDLCGPSANYESACSSSILALHHAVQAMRNGECEQAIVAAANLILSPDGFAGSDVMGNLSSTGRVRSFQA
EADGYVRAEGVGAVLLKPLHHAVQDRDHVHAMIRGTGVAHGGRSMSLTAPNANGMQRAMVQAFRGTDIDPCTLSYIEAHGT
GTPLGDGIEVRALQNGYRELVNAQARDAAPHHPTPIHLGSIKPCIGNGEIASGMAQLLKVILAIRHQIVPGIPGFITLHEQ
ISLQDGPFQISAHNRQWDRQTDAEGKALPRRAGINSYGISGVNAHVVVEEYLPRAGADQAIPSGHIKDKPQIIVLSARNPQ
RLKVAATDLLEFLLQESAEVTYQAHLLRHELCRILARLLGVAQDEIEADQSFEDHGVDPLQRARLHEELSEVLAIPLASES
FQRALSPVALIGELLADERVAQSIPQHELSNAAISTARAASPGLADLAYTLQVGRVAMEYRLALVVESRTALIEGLKTWLD
GGSGSLIFSGNTEAEEARPLLSDGPESRLGMAEARLANAWAWGEEVPWETLHQSAHRVSLPGYPFEDDRYWIDPPDHTRHA
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RPGRQIAEPSIGEPTQNRMVRLKQMIGEILGIEPAQLPTRKPLSDLGFSSLCALSLKSMLEQEFNREIPLVGIDVYATLEQ
LTVELEAVFPSDHSATIPLETRAEALFPEIVPNPEARFEPFPLSDIQEAFLLGRRLGVEGDQVGCHVYLEMEFGDLDIYRL
NRAWQRLIDQHDMLRVFMRSDGSQQVQAETPAYRFRVVDLRRKPAKVRSERLEDIRERMSHKVYEAKQWPLFEIRVSVCPD
RQIVHFSIDELILDASGIDLLFQQWQMLYDDADAKLPQADITFRDYILAVKKFETTRRYRDDLDFKLEKLKNLPKGPALPL
KTHLEKPGNRYRRLAESLDPSLWRVLKGRAEQCSVSPTALMLGIFSAVLHAHCGPDAFSLILTRANRDAIHPHLLRVVGPF
ISTSIFITPGQRELKDLILLTQQRLFEDLDRSSASGIRILRELRSRRWIDKKHFLPVVFTSLLGHQPISDNEGFNQQLSCF
LTQTPQVFLDHQLYEHDGKLRFSWDVINNYFEPGSIDALFRDYCQVLRRLAADINLWDDALEVTKVSSSPFPLTDQQQAYA
FGRTPYGAGTNTLVYLEYDAEELDIPRLEQAWRKLMETHDMLVTSILSDGTAQHLKQVPDYAIVVADLRTYAVSLRQAELQ
KIEQEMMSRVCPLDDWPYFELRVSRIDGKSRIHLAIDMIIADGPSIDLLLCQLFDFYRDPQMQARPPAYTFRDYIMALEAH
KQSPDYGESLDYWKQKFSHMPSGPELPSRTSIIHETERFTVTIKGWTGLRETAERLSVSPGMILLTAYAEVLAAWSSPSPF
TIVIPCWQRPQLHPAINEVVGDFTAMSWLVVDQTQASFEARVIRNHRMVQEDLAHMKVSGLKVLRRVMARQNASFPVVFTD
LSPQPNPALPPGFAAGRSLSRTPQVHMDNTSTEFGDCLELNWDVQRDRYPQGMVARMFVGYQRLLDCLRRDPKSWTWMDFD
SFIDAEPEKYQQTAAIRALPVEVGMKGIGMKGVGMKKESTE 
 
CalC（A-PCP-Ox-Ox-KS0-ACP-KS-DH-KR-ACP-KS-KR-ACP） 
MSMNLPAPYPRSLHELSCLHELIEARLLAAPTAMALSFAGETLSAGELNRRANQCAHYLRGLGVGPDVVVAVLMERSLEAM
SAFLGILKAGGAYLPLDPEHPGERLHLILEDAGVSIILTQAHLEDSVAMFDGTLLALDRDRYVLDGELETGPEQIALPEDL
AYVIYTSGSTGKPKGCMVPHRAICNRLLWMREQYNVGEHDRILQKTPFTFDVSVWEIFLPMLTGACMVIARPGGHKDNAYL
IKTIRAEAITICHFVPSMLRFFLNQQEAGACVSLSRIFTSGEALGNELMSRCLNTLQAELHNLYGPTEAAVDVTYWPCAPR
PDHKVPIGRPIANVTIHILDAAGNEQPAGEAGELYIGGIGLARGYLNQPALTREKFIPDRFSDAPNAHLYKTGDKARLLPD
GNIEFLGRLDFQVKLRGFRIELGEIESVLRNHEAIREAVVLVREPDSEDPRLVAYIETHGQPVTPQQARAYAKTSLPEYMV
PNLFVPMSALPVTQHGKVDRAALPWPINGRVVEVPPVVLPVAPAPLATEPAPPDRIVKTLLALFGEALNVPDLTVSDDLFD
VGATSFTMVRMVEQVDEHFGISVPIDVFLDQPTVAAIAEYLIAQRPDLLPDGAQRMVNGTARVEPESQEKAFALPEIRFTA
RSGVMRHFSGLLRREPFDRFLSLLKCHDGKYLYASAGGLNPTRTYVYIQAVEGIPQGVYYLHPLEHALYPICRPAAIDAAV
FAERDRPLFAKADFAVFLIAQMDAIEPIYQDAAPTLVVLEAGYMGQLLFSRAVDFGLNVVPATGVDFANIRDLFDPGPEHQ
FIHCLLGGVADSHIGEQEQSRAGDFASSADLFAHCQQDGFAAFLTQVGGSAFPTPEVSERLHREQPQIRQFDENVVPITLA
NEPVDPQRYRIRACQRDYLEQPVPLASFSGFLSLLRPLGDQDTFLYPSLMCSLANTPGLNCYVYVRPDGVAGVPGGIYHYN
PVRHELTTVRPGLSHELHHCYTPFNRKHAQQARFALFLVAPLAALRPLYGENSLYLALLESGYMGQLLLDRQAEFSIGVCP
IGGMLFDKIRDDFRLAQDDTLVHSFVCGSYETQMPRHWQYLSPPPSAAQNGSVEMARDSRMYDIAITGISGRYPGAPDIKT
FGRNLMEGRDSFRTLHFSDADHYHLEDDGGYSHHGGFLEDIDQFDSLFFGITPVEARHMDPQERLMLEVAQACLEDAGYTG
EALNHGGRVGVYIGAMWDDYQHHGSACWQADDDEQASSSHASIANRISYFFDFKGPSVSFDTSCSSAMTALHHACVAINSG
HIQAALVGGVNLMSHPYHQGLLQQLDMLSPDAHCHAFGRDADGWVAGEGVGAILIKARANAERDGDTIRALIRGTTIGHSG
RTFRFGAPSAHAQEAAIRDALGHSGVTPDSINYVEAAAPGAAIADAAEFNALAAVFADSATRVGSVKPNIGHLESASAMSQ
LTKVLLQLKDHRIFPTIHVTTLNPMIKLVDGGLSIATSLQPWDSRCDDRGSPLPRRALINAFGATGSNGHAVLEEYVTAPL
PEIRIPVLIVLSAETTEQLTSVARQLHDFLDTPPLPRLVDMGHTLRIGRVALTERLVLVAETHDELREKLERFISTGGGPD
LYRGHANQGSTAAHTDASPEDLHGLAQQWVDGAAVSWDLLSRHGERRVPLPTYPFAGPRHRLAGRMPQLHALAPISRNKSA
AAGALVPHLKTLIAQVSEIPISRLNERATFDTYGLTSAMITKLTALLEKDLGECSKTMFFEYQSIQDLADYLAANHADQLQ
RLGDPPAVTEPARPMRRPGTRPAPVSRTPSSGEPIAVIGLSGRYPGAPSPEVFWENLKNGVDSISEIPRERWDYRTLPDGA
IARWGGFIDDVDCFDPLFFNISPREAERMDPQERLFLETVWHAVEDAGYSREALEAAFAGRVGVFTGAMYGEYQFFSAPLS
ESGFAISTSYGSIANRVSYIFNLHGPSLAIDSLCSSSLTALHLAVESIRRGECLAAIAGGVNLSLHPNKYLLLAEMQMASA
DGRCRSFGAGGTGMVPGEGVGAVLLKPLAQAERDGDRIYGMIRASAINHDGRTNGYTVPNPNAQAEMIESALARAGTCPEW
ISYVEAHGTGTPLGDPIEIAGLTRAFATDKTGYCALGSVKSNIGHPEAAAGIAGLTKILLQMQHCQLVPSLHAEETNPSID
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FARTPFTLQRECCEWKRPTIDGREIPRLACISSFGAGGANAHAVIEEYRETASEPRGEQRPVVIVLSARDDERLHQVGENL
LRFLEMEGRETGCGLNDLAFTLQVGREAMEERLAFIANDLDGVRESLTVFLNQTDSAGLFRDRINTRQDGIALLTDDEDSR
DLIDKWIAKGRLDKIAELWVRGFAIDWPRPVGARRIALPLYPFARERYAPPAGAAMAPVPTNVSAGLLHPLLHRNTSDFSE
QRYTSSFHGQAFFLADHVVVLHDREQQVLPAVAYLEMARAAITQASGMPTANELLSLQFHNIVWVQPLVVADRAQDVHISL
ALEEGAEADRLGPIHFEVYTDNGQRAVHSQGIATFADFEESTLDLTALQAEIDRPGPDCESFYRAFRDAGLHHGPAYRGLS
QLHSSAKESVILARLELPAMVSETLTTPTDAGADRFLLHPSMMDAALQASAALYTDSDHHAPALPFALDELQIHGRCTQTM
WAVVRPAAGVASDKIRKCDIDLCDEEGRVRVRMKGFSSRLLETNATAPTGTLLYQPVWRSAPIVDEPFSPAYATRELLVGN
GLELDIAGTRLDTSRGEEGYVDIAAQTFETIKTLLARKRQGNMLLQILLPGPPSAFSGLIGLLRTAHLENPRFIGQLIEID
AATACSGNALNDILDACAALPDQDHIRYRDNGRELADWEEIEGPEGQPHLPWKDGGIYLITGGAGGLGRLLVREIANHCEH
ATVILSGRSARQETSDIPSGIRVEYRQTDITSREAVADLLGSIVRNHGNLHGIIHAAGVLDDDFIIRKSAEAFRAVLEPKV
LGTSWLAREASDLDFLVLFSSTSGVFGNVAQADYAAANGFLDAVATAHPEIPFLSVNWPLWQEGGMRPDAATEQELAQSTG
AMAMSEHDGFAALYRGLELENPRLLVLSGQRQRLRHTMDATAQEAETEAPPSAPVRPSVETTPAALTEQAHLYFKSLLCDT
LRLPTHRIRAEEPLERYGIDSIMVMQMTNQLETVFGSLSKTLFFEYQTLAELTEYFLGQYGDRMRQLLGGKKELDSPIRRP
AANGLRRHSAMKDMPPPQAAPPPQTTPPPQAKTVGIAVIGLTGRYPEAADLDTFWQNLAEGRNSISEVPAERWDWHDWFSQ
DATRTGVHLSRWGGFLDDVDKFDPLFFNIAPRDARFMDPQERLFLEGAWSAMEDAGYRRSDLPARTGVYAGVMYGEYQLLG
LEASPNGRETATSNLYASIANRISYALNLHGPSMTIDTMCSSSLTCLDLALRDLQQGRTDLAFAGGVNLTIHPNKYTILSD
SRFISNRGYCESFGEGGDGYIPGEGVGVAVLKRLDDALRDHDHIYGVIIGSAVNHDGKTNGYTVPNPRAQQMAIADALAES
GVHAEDISYIEAHGTGTKLGDPIEMTGLTRAFSEHTSKTAYCRIGSAKSNIGHCESAAGIAGVTKVLLQMQKGLIAPSLHS
EKLNPNIDFAATPFVVNQTLRPWDRPASGAPRMAGISSFGAGGSNAHLIIREHIDAAPRSTGTHHSHLHPIVLSALNEERL
KVYAGQLLAWLEKHQNSATPTVPMARDRFENEVRTILAELLQVDVAEIETNASLEEYGIEPVHLNTLFERLRESFPHSVPE
TVPSVRSIAAICDLLLQQVPAETTPLLLTDLAYTLLVGREHLEERLGLIVTSAEELRRKLGAFLEGTETDLFRGNTKEKTT
LFEADEALAGVVDTWLQRRQYDRLLKLWVSGHDLEWQKLWQDEDPSSHPHRISLPSYPFARQRYWLPDKKPNTGPDTITRP
VAPQAEKHLAPQAEKTLAPRAETSLMSQSGKQWLCVAETWHDHSLPEDLDWQEALQHNDGKHIAIIYQDEAKATALQSLLE
QLGQALPKGLHIDTVPVDALTNDKPCVESPDVVLFAGPQQAVELVAQPVEADLAAVFHLSQTLMQGAWNKPIRIYYLHSSG
DGPRLDCEALSGFLKSAVMENSRHGWTCIDSDGDLVANQAQLMIQEWLADAAATPPPFVELRYRRGQRQLRRLEETYPQQP
DAPVFRSGATYLLTGGFGPVGELLCRELAQRYRARLVILSRGALDEERRSLCRDLETLGASVHYHAVDIGDRDALQKTYAE
VRREVGPIHGVIHLARLVEDGPILSKKWSSFQQVIRAKVQGTIYLDACTADEPLDFFLLFSSMGAFGIRGSADYGYSAAFQ
NAFAAWRRQMQERGGRPGETTALCWGFWSVDRYMPANREQTITESGFDPIDMAAAFPMIEAGCSHQNPALGLMAVRDGDRA
RRELGLTPSRAELLANQLPLWEQRQRQGIPLSIDDIHELIDAEEISTLDPELVTRLHRLLFPQTNDLDTPTEPLESVDPPQ
MSPPTAGPPTASLELTDTIRATLAEILEIDDIDENQPFPDYGLDSISGMRLTVSLEKKLAREIDAQWLIDFPTVKSLSQQL
AKQQEPIMR 
 
CalD（Ox） 
MSVSVEELLGIKPKAASAETVDQKIAFSFLFFSDVRKDISDAQKYDFMRDITLFADREGFTSIYLPERHFYEFGSIYANSA
VMAAYLIPQTQQIRFRTAGVSLPLHHPAEVVEWWAMNDILSGGRVDLGFGSGWNKADFIYAPDNYDGRREICSERIEMVKQ
LWRGEEISFPGPDGESYPVKVFPRPIQKELNVWLLVAKNTEAFIHAGRQGYNIFTMLYGNNLEAMKEPIRLYRQAREEVSL
DPKQGIITLMLHTLVHEDVDLVQREAEAPFKAYIASALDAHVKAAIVPGEVVTDDEKQKILAYAYQRYFKTSGIFGSLAHG
REIIEEAISVGVDDIACLVDFGVDYQIVQQSLPYLKELIAPYIKKNRSTGC 
 
CalE（KS0-DH-ACP-KS-ACP-KS-KR-MT-ACP-KS-KR-ACP-KS0-ACP-KS-MT-ACP-ACP-KS-KR-ACP） 
MLSESEKSVRCRSIPPFGGSVMTIEEQRKQLADLLRTKDSKHPPPKAELRPEPARHHAARQSMAIIGLAGRYPNAPDLEAF
WENLIENRNCIREVGNERYDTAAIFGDPKSEVGKTDIRHFGLLDDIYRFDARFFNVSNREAEVMDPHMRLLLETVWSCVEN
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AGYRPRALAPKTGIFISFYNHEYSDLLRELEVEKSSEPYLGTGTVGAIFANRISYLLGLNGPSEVYDTACSTVLVALHRAI
QAIAAGDCEQALIGGVSLLLTPGRVLDLSKLGILNKGPICNPYSHPANQENIGEGVGALMIKPLEAAIAAGDYIYAVVSGT
DVNHHGNMSGHLTMPSARALTDLLNTTWTRLDLKPGELAYIEGHGAGSEADVVELVACQDSLKNRLSAGEKVPIGSVKSNI
GFGEGSGGVAQLTKCALSFHHGTLPATLHFDKTDPIFDLEASHLQILTQNTPLASNTAAYMSILAYGLGGANAHVVLSRYV
PEPVSNSHQTPVSGPFPMLFSAGDRDTLRAYIERVFRHLERPSNLDRYRHLCADESYLLHSLSRTLMARERHESCRIVFLV
DSPADFLQCCTAFLADRELPQIIQPGEKSGGDERRNWVAGAEIAWPQQTYQTLPLPPVPFRGKVLRLQPKQRQTLAIGERL
VTTRNGTLTTVAVTLRQDDYFISQHVVDGTPILPGAGYLALLTHIAHQVFGQQSCTLRNVAWLLPFDVPESTANLLFEFDP
DGHFRVFRQGREPLYCKGQLLRDSVPQAGEFAAQIDGTADTAAAPLITKEAFWQWLNAPETRQQHGPDFRRINGLYHVDDR
IVALLEPHHHDLPLPEIPFFDSALAASGGFGLLEQATQSPAIPFAIERFHHLAPMEPTRPVYLAVRERPGKLLRYDISLED
GQGQIYAVFEGLFVKSFQALQTTPVIAESPQPEKQPVYEPAESSSVGRQTALVAELRRRIADFLKCELEEVPLDESLEPLG
LDSIAVNELTDQLGRKLNIEIPATTMFEYTNINDVATFLCDEFADALADSDLAPSDLPAAPRPAPVSALSSHLVAARTDEA
RTDEAIAIVGVGGFFPGAENFHDFWGKILAGQDLISEMPEPRRSSVYTVYEQEISDLNGLYGGFIKNADRFDADFFQYRHE
EVMAMDLQQRLFLEATWATLEDAGYHPLSLSEQQVGVYVGAIGNDYRAFLEDCGYPIDMFYEGTGASLAGIANRTSYFYNF
NGPSQIVDTACCSSLYAVDMAVQAIRQSLCETAIAGGVSSICTATGFHMYAAMDYLSKDWRCKTFSDEGDGWSKGEMVAAV
YLKPYDKALRDRDHIYGLIRSSGTNHGGRAFFYTQPNNSKHVALIKDVYRKAGVDPRDVAYIEAHGSGTKMGDALEYNGIS
RALKELAREADVGLDNGRCGIGSIKSNIGHTEAAAGIAGLLKALMILHDGQIPASLHIDRENENIAKASPLYLTRERQPLP
PARIAGRPRHAGVHSFNFSGATVHALLAEHIEPVEEKPHLPLTRYPICLSGETPETLAARCRELAAFLADRSELRDDFDRI
VVTLNRSRSFMQYRLGLIVTSYDDLQTQLTALPSEFSDSDHTRYGRVDKKAPRIQPPELGDDTVPQLIDQWLHNPRFDWAK
LLDPYGIEKIPLPTYPFAHEVSYFPGTTGAALVRKPPPRVTMAETATPLTVGVEPVPPAPAVADVATGDIDGELRRIFAQL
LEVSVDDIDLDESVSEFGFDSLKITSLSEAINARFGLHTHPPDIFEFATPGELAAFIRKEADPSTMAATPVETPVEMTGQT
PPVIAAKSPGTAPIPREARATTAGGHRPIEIAVIGKSGRFPGAEDLDRFWENLVNGRDAISEIPADRWDWRATYGDPQRED
NKTNIKWGGFINGVADFDPLFFSISPREAEMMDPQQRLLMTYVWLAIEDAGYSTASLSGSATGIFAGTADSGYFNLIMEAD
SVIEGFGATGAIPSIGPNRMSHLLNFHGPSEPIETSCSSSLVAIHRAIAAIAMGDCDAAIAGGINTILTPENHIGFSRAGM
LCEDGRCKTFDDRANGYVRGEGVGMVFLKQLEAAEADGDTILAVIRGSAENHGGRSNSLTAPNPNAQADLLVAAYKRAGID
PRTVTYIETHGTGTKLGDPIEIKGLKQAFTTLCAATGEPRVAEPHCGLGAVKTHIGHLELAAGIAGVIKVLLQLEHGTLVR
NLHCDTVNPYIDLTGSPFYLLDQNRPWTRLKDEQGRDLPRRAGVSSFGFGGVNAHLVIEEYVGGSRRPPTASGPQMIVLSA
KKETVLRTYAATLLTFVKEKGSELDLRDLAYTLQVGRDAMSERLALIAATPTALVAKLDGWLAGKTELFRGRATRSAELDD
LRDAILVWIDQKQYDRLLHHWVRGLALDWNVFYEADRPRRISLPPRPFASQRYWVGKPETKAAESAPDCDGLSYLPIWQEM
ASAAPAIEERAVETVLLVYHTSPYDFADSLSEHLLGAQPGSRVIRVRLADQTAAGDEHERCCGVDDVHGFAACLADLDTPD
RVFFLSTPPACENDELALLHQNQELQLLRLVRYLREKNHGKAGLPLYVLTLDNRPLDDAAANPIGGGLTGLTYAIAQGDHR
LHVRHLDLPHAELANRAHHAALITMILAEPPCDRGEPTRLQDGIRHRQAFLRFNPPPQSGLREQGVYVIAGGSGTVGRAIT
RCLLRDHHAHVIWLGRTAPDDADLGERLAAFAGMGSSLTYLQADVIDPDALHAAGDRIRAQHPVIHGAIFSGIVFSLNNAV
ATTTEEEFRCILHVKTLGSVNFYNAFREPSLDFMCFFSSAQNFAFSGAATLSAYATGITFSDTFVASLQDSAPFPVGCINW
GFWQTEGVADDFSRNASSLTHEEGYHCFARFTHLLREGYAWRLLCMRASEPVKLLMNIVADETARIAEPAAPVLVTQLQPV
THHAEPVLPDEPHAGPFDAWLAHFLLAQLQSLGILQAGDTPADAAELRTRAGILDVYARWWSETVRILENQGLVKMRAGQI
WLHVETTIDATTPALQKKAWLAEAEMQAQTDLVADCLEALPAILTGGTQATDVLFPNASMAKVEAIYGRHALSAYCNGIIA
DTVETYVRKRIELDPAARIRLIEIGAGTGGTTATILPRLAPLQDHIDTYGYTDLSQAFLMHAESTFAPDHPYLKGKIWNIE
QPPQVQDIEVGSYDLVIAANVLHATCRMRDTLRHAKAALRPNGLLLLNEISDHSLFAHLTFGLLDGWWRYEDAALRIPGSP
GLYPATWQRLLSEEGFAPVLFPARVAHPHGLQIVVAQSNGMIRESVGRSTPTAAPPPRTQTAPVAEVKQAKTTVKGSNPRE
TVAALILDSLSQTIKIEPDEIERDVAFSDYGIDSILGVGFVNRIGDTLGVSLNTAILFDYVNTTELTSHLAEVYADKVALA
TEPTSPPADPIHIETQRSPVQSKPEIHTTRVDHTGDEIAVIGISGQFPGARDVQTFWHNLVNGIDGVAELSGPYLGPNGDG
QTLHGGMLEDRACFDPVFFHISPREAESMNPHQRLVMQEGWKCLEDAGYNPKALSGERVGVFIGAEPGGYAHETFTGSSDA



 128 

LVASRLSYYLNFKGPAMVVNTGCSSSASAIHLACESLRSGESELVLAGGVFAVLDHHLLRTLGDLEMLSSFGRCRTFDAAA
DGTVFSEGIAVVALKRLSDALSDEDPIHGIIMASAMNQDGASNGLTAPAGPAQESLIADLYRRRQINPEAISYVEAHGTGT
RLGDPVEANALSRAFKQFTDKKAFCAVGSAKAHIGHASAAAGVIGLVKILLSMRHHQLPGLLHFNQLNPLMEFDDSAFYIN
KPLSAWRSERPLIAAMNAFGHSGTNVHIVVREATTTARPPAPEQPQLIVLSAADETLLRDMAANLRDHLRADHRLQDIAYT
LQVGREAMKQRLALVVSTVVDLKQCLDDFIRGEATADVYRGLAANGQSLAANGQGLAANRQDVAPEIAAGTASPTQALEQL
AAPWVQGAPVDWEQCHQGTPPPRRTHLPTYAFAREHYWRPEEGEVQAPVRSDDSQASKALVLCQPVWRSRPTSQIMTPAPA
IGRHIVMICEPDAGTAHAVDGAIRLHVSGDDLADDYQNLVVQVFTTVRDCLENRVNGVTLVQILLVTDRAFHPFSGLSGLL
KTAHLEDPSFVGQLIQIDPANLDRWAENTAHPQDDQIRYHNGQREVLRWEKVQAPATPASVWKHGGVYLLTGGMGGLGSIC
AREIAARTHGATLILVGRSQVEQRDIEQLGLANARIVYRSVDVSNGSAVSELVRDIRKAFGRLDGILHTAGLIQGDFIIGK
DLESFPAILAAKVAGTINLDRATDDLDLDFVLFSSIAGAMGTPGLADYAAANAFMDAYAESRVLEGRLIRSINWPHWQEGG
MQMGAASEAAMTEVTGLLPMQTRSGIQALTFGLARDDARLMVLEGDSNMIEQNYLQDDASQQLQAKQLQAPVATTTPVATT
AVNPATLQAQTLTLLIRLFAEVTRLAETRINPHEPLETYGIDSLVVTWINRSLEKALGPVSKTMFYEFQTLDALAQHLTEA
YPDGCAAWTGLGPASVTAAALTAESQSPRVARDEAHDPDANAVAIIGLSGRYPQADDLETFWQNLIEARNCIGEIPGERWD
WRAYFLADPKHAGRLKKSYSRWGAFLENPYDFDPLFFNMAPREAESIDPQERLFLMEAWKAMEDAGYAASRLPDEVRRRTG
VFAGITKQGFQLYNRDNDDALPRTSFSSLVNRVSYYLDLQGPSMPVDTMCSSGLVAVHEACEYLRSGRGKLAIAGGVNLYL
HPATYVALSADQVISDTDRCPAFEEGGRGFVPGEGVGALVLKPYRQAVRDGDGIYAIIRGSAVNHGGKTNGYTVPNLNQQA
EVIREALDMAGCDPREINYIESAANGSQMGDAIEMTALTRVFADRQNTTGDYRIGSLKPAIGHGESVSGIAQITRTVFALR
HRLLPPIPRRERLNSDIQFDHLPFQLHQEPTPWTAVTVDGQTVPLRAGITSIGAGGVNAHLVLEEAPARPPRQKETAASPM
VFTLSARRRDRLEAYADRWLRYLETHEELDLEQVLYTLQVGREAMACRLAIVCPDRAALIAALQSWRQHHDTPGCYENRLD
GGPPAESVAISLSSDPHQIARAWVDGHPITWEVPGKSRLNRLPGYPFAERRCWIHPEPDHGAEMNPENMTRQNPDSYPKPK
RETVRAADRGFTRNRGLRAELAQMFSRILGLATAEIEEIGSFQEMGINSVNALELLEAINTRFHLELPTSLVFDCPTLEAL
AVHLENVLPAEAAMMAHLAPVSGPVSHSAPPPATAPSHADTPAAHLDDVAIVGLSCRCAGANDSEAFWKLISEGRDCITDV
DKPDWLDFFRQNGESNFPFRYGAMSDLDYFDSLFFRISPKEAESMDLTQRIVLEESYRALENAGQAPTALAGKRVGTYIGT
CGESAPVYDDFSHFALLGTDMSILAARLAFFLNLKGPALAINTACSSSLVAMDLAYKAVRHGEVDLALAGGISIWGTPALF
LSMHNAGMLSPQGTCRPFDDRADGIVVGDGVGIVVLKRLRDAERDRNPIYGVIRASDTNQDGQTSGITVPSYLAQSQLQTS
VYRQAGIDVEEIGLIEAHGTGTRLGDPVEIHGLTESFAGAARKQFCAISSVKANIGHTTAAAGVLSVIKVLLSLQHRQIPP
SINFDQENQHIDFTKSPVYVNTELKDWPTNARGTRMAAVSSFGFSGTNAHMVLESHRPPPRTGTADQGPFLFVLSARDKTR
LKEVAANLQRFIEERQSDVACIEANDTEPPCLPLQQHICGLLCETLHLEPETLPFEQRFQEYGIEPIHRILLLEQLQDLFG
TDISTLDFLEQDSIVALAQLLNRDERVRVFFGSEPVRLQPPGGLSLSDLAYTLQVGREAMAERFAIVAGDHDTLLAALTAF
GQDHIWENSYSGHVSKGLKNVELLQDDAESQALIDRWIAGGQLTTLAELWVQGAVIDWEKIYRGMDPGSLPRRITLPSYPF
AREYCRFHQSSILTSTIRKHDGSLLACLNRNMAVYEQKLNTALQTRDPEIVNGFNEWIVRLLFVQLRERGIFRDFHPQNPT
SLRQQAGILDKFDRWWQEALAILEEHGLLYADADGIRPTQMVQTWKPADELWLEWASLAPFFNRVPELQTAVVLANDSLRQ
LPEILTGKVLVTDVLFPSASMEKMAALYKNNEIPDTLNRIAAEAAKTYIEERIAADPGARIRLIEIGAGTGGTTAIVLHHL
KPLQDHIETYCYTDLSKAFLKHAEKQYGPDNPYLDYQICNIAKPLEDQGITIGSYDIAIAANVLHATQDLRQTLRHARSAL
KHNGILILNEAIEKTIFNTLIFGLFDGWSYYHDADLRLPGSPLLPVASWERILSEELGPVLFPVPAAEATGLQIIVAENAA
EIPTSPVAVSRAASASLPEPRQAHTTRTMPAMPDAMTDRMLEDHVRDTIIANLSAALELATSRIDEEESFADYGVDSITGS
NLINNINQALQIDLNTTSLYDHNSVRRMTDHILSTHREVLKTSSKAAQTKKEQAAAAPDRVPSPTATATVTGRMIEDHVRN
AIVGELAEALGLAPGRIDHDESFADYGVDSITGSNLINKINRALAIDLNTTTLFDYNSVNQLAEHILARHGDVLAINQNGI
DPAGDRERERPPAKIEAQEKIEAQEKIETPEAKRIPPQPSGQTWEPIAVIGMSGRFAQSPSLAAFWEHLAAGDDLVDEITR
WDLSGEPLQEGRPVCLYGSFLDDIASFDPLFFQISGTEALYTDPQQRLFLEESWKALEDAGYAGSGLRGQLCGVYVGCGAS
DYLDQFQENLPPQAFWGNANSITSARIAYHLDLQGPAIAVETACSSSLVATHLACQGLWSRETDMALAGGVFVQTTPEFQL
MATKAGMLSPTGRCHTFDSRADGFVPGEGVGVVVLKRLQEAVADGDHIYGVILGSGINQDGTTNGITAPSARSQERLERYV
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YDRFGIDPREIQMVEAHGTGTILGDPIEYEALTKAFRRYTNDEAFCALGSVKTNIGHVATGAGIAGVLKILLSLQHRQIPP
SLHFQQGNPNIQFANSPFDVNTELRDWSVDAGVRRQAAVSAFGFSGTNAHMVIGEPPLNTRTHAENPGYLVVLSARTESQL
HDVAANLLTWCRQSNGFDLGNLSFTLFVGRKHWHHRMVCVVHSEMELMETLETWLERDQAPQAQVASLAETGLREQAALKG
YGNQCIDTCLDSDDPVRYLESLDAIAELYLQGYRLKFERLYRGDYSRIALPTYPFARERYWPDDQDTQTTTSPVPAAPKAV
SGGPAEWLFFKEEWVPRPVPDSLDWASALDRYRGQNIMLLYTDEADKTAFCSLLQQVEQAVNATDHLPIRCLHIAEMEAAQ
FAEMPDVVLFLTPEPQESPEATPDMERVSHIFNLSRDLMRQGWEDVVEIYFLYQGNSRGPRLDHEALSGFLRSAMLENERH
VWEVIRYDDPVPDLTSYQVLLREWLLTEPFLIGSRKNLEIRYRGLQRSIKRLAEAPLLPVGGTTHFKRHGTYLIAGATGYI
GEQFCRELASRYQATLVILARRLAEQAGALCRELEAAGAIVHYHAVDITDRDALESLWPDIKQQVGTIDGVANLTRTHENR
MIAMKSWDAFTRVIQTKVHGSIYLDELTRKEPLDFFMLFSSLGSFGISGSSDYAYATAFQNAFARYRNKLSSRGQRSGVSI
TQCWGPWLQDQLFPESRAQLQDAGYSLIEVDAGFAAIEASLTSSDPVVGLMGVHDRERVAREFGICLSAFPQEEKPQITDR
SDDAWDTDSLLSKISGWEQQQRNGEDVTDQIAAALSPTDLEHVEPDLVERIEALLFADTAEVGARPTLASGQTEQEADLAA
LVRSTFSEVMRVAEVDPKTDFSSYGLDSVGAMQFATRLQKRLKQEIEPQWLIDHPTIDSFSAFLKKQQAPEPAGI 
 
CalF（KS0-ACP-KS-KR-ACP-KS0-MT-ACP-KS-KR-MT-ACP-KS-KR） 
MSTRDKRERIAARLHELAVRNQAPAQARGPEHKSINERVAARLRELSVRNGAPVATPAPTHVPETGVPSEATREPIAIIGL
SGYLPGCGSVREFWQALDREVSLIEEIPRSRFDWRACYDPEGKDPNRMATRWGGFIPNIRGFDPTFFRTVPRQADYLDPRL
RLLMMSVYQTLEDAGHAPSSLKGQKVGVFIGVEDDEYQEQIKADGLPQDIDPVPSSLIANYLSYLYDFRGPSEFINTLCSS
GAVALHRAVSALRSGEADQAVVGAANLILRPDPFIQLSRSGQMSRSATVHSFGRDAAGFLRAEGVASVLLKPLSQAERDGD
AIYAVIRNSAVNYNGQGGVSIASPNISTHAALIADCYRQAGIDPRDLDYIEAQGMGNPVADIAEWGACNQALRTLAEEQHV
SLAPGSCRISTLKPFCGHMHAASALGALFKIIHALQSEHIPKILDFDQMSPDLDDPGQPCRIAQKREAWPDGSRPRLAGLH
SYGAGGSNAHLLIEEYARRSSEVDSRSSEVDNKTVILPVSAATEAACRTKIELLLVAVEQTDAPLVAIAGTLQLGRDAMTC
RVAFVTQDREAWLRQVRSYLSTVDGESLPDGVFAGRATDEGRDKHIAQQAPAILAREWTLGAAVTWPSLKQHTRLHLPTHP
FNLVDCWYDEPSSETTPQSESANQPVGEDLRKRAEHILRHLLAPQLKIEAGELNLDMPFEQWGFDSILVLRLAETLHRDHG
FAVEAAHFFEFTTPRSLAAYLAEQLAEQAQPAGAERPCVQRRPTRPVPRTVADEPIAIIGLAGTYPHAPNLETFWQNLLEG
RDCIDEIPAERWSLDFFDPDPKAAAQNGRSYGKWGGFIENLYHFDPLFFGISPREAVIMNPKEPLVMQCAWHVLEDAGYSP
DGLSDKTVGVFIGVTRAGTDPYPGTFASMTNRISYAFDFQGPSFPIDTMCSSSLVAIHEACRHLRDGECSVALAGGVNAYV
DPSHYAVLAAGQFLSPDGRCRSFGADANGMVPGEGVGVLLLKPLSRAEQDGDHIYAVIRGSATNHGGRTNGFTVPNPKAHR
DLIRLALDRAGVDARQVSYVEAHGTGTTLGDPIEIRGLAQAFAYDTEDTGFCSIGSVKSNIGHLEAAAGISGITKILLQMK
HGSLVPSLHSDSLNRQIDFPSTPFFVQQDVEPWNPTDENGDPKARIACVSSFGAGGSNAHVVLEAYTKLTHRLPAIGEKPH
AIVLSARDETRLGEQAAQLLSFLGREVAAPVQSSDCEPRQPLTARLCQMLADIIGVDADDIDIDEPFSDYGVEPLHQEVLL
EKTGDAFQTPALKNVLSYATVAELADALIRSNMPLFHVNCFCLQEDEPRLEDIAFTLQVGREAMSERFACVVTSKAGLTDC
LRGLIDHPDGPFDGKTTFRGRTQAHGGQPAGAPREADGLAAVLESWVAGHWVDWHRLNREHEARRISLPGYPFAREYHRMD
DTIVATTSDAAAATPAPMVVHPSQIASRETHMLAYRPVWKDAPIPSQRVTDDISRQVFLCGLPEGGPEPEVSYRHLHSDQL
TPDARYTDLAIQLFEQIRALFEARERGRVLVQVLVPGETEDGYSGLAALLKTAHQENPRCLFQLIELDEQALQEIPRILRE
DRHPEETHIRYCNQRRERLHWQEIPTFSQAPQKDESPWKNKGTYLITGGLGALGLIFAREIAATTTGATLILTGRSRLTAT
RREQLAKLERLGAQVRYERVDVGQRDQVEALITELRNEVSGAAKSLNGILHCAGLIRDSFILKKTGEEFRSVLAPKVAGTA
HLDQVTRDMALDFFALFSSGAGAFGNTGQADYAAANGFMDACAARDGHRFTAINWPLWQEGGMKMDTEAERILRRHTGATP
LQTGNGIAALVRALSTHETRLMVVEGDPDVIRHNLSGRTAVDVDKMPVSAPVAPDVDNLGEQTLDRLCQLLGSTIGLDAED
IDAQEPLESYGIDSVLIMQLTDALEAVFGALSKTLFYQYLNLADLADFLVEAYPDGCQKWCKALSTAADGAEQGPEGCGDE
SEVEPIQISEPASRVAHPAEADPWRNAVAIIGISARHPLADDLESFWQNLLDGRECIREIPEERWDWREAERNGNASRWGA
FLEDCFTFDPMFFKIPPREADNIDPQERLFLEASWKAMEDAGYAPSQLPDGLRRRTGVFAGITKQGFNLYSQTVDNVFPMT
SFSSMVNRVSYQLNLQGPSIPFDTMCASSLVALHEACDYLRRGDGDMALAGGVNLYLHAATYTALTLGQILSSGSHCAAFG
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TEGDGFVPGEAVGAVVLKRYQDAVADGDDIYAVIRGSAVNHGGKTNGYTVPNPNQQAAAIRQALDMGGIDAETVSYIEAAA
NGSPMGDAIEMTALTEVFGSAGPRAGYHIGSIKPNIGHGESASGISQLTRVLLAMRHKTLPPTVLHGELNGNIQFDQLPFA
LVREATPWTAPILAGKTAPRRAGITNVSSGGVNAHLILEEYLPPKPVDRPHGQVLFVLSARNEERLEAYMAQWLDYLKRHP
LADLAAIAYTLQVGRDAMPCRLAIVANDVETLKHGLSDKAACVHSTVAKVKGDRREAVRQASAAGDLEQLAELWVAGHTIP
WPELHCNMSRINGLPTYPFARKRCWILPPNQIKPFQEQEELMSDQEYENKAAEYYTHATRGADENFQEEYLTFAPFEEKIP
GFSSSRVWLDPVKNAADHELMKSKQVEMRQVLFCSEDFQRIESLIDIGCGHGTDVIQVAGLYPHITTHGFTITKAQAELGN
HRIASRNLAPRARIFHKNSAVAPFPGRYDVAIGIEVTFHIRDKDALFGNIVAGLKDNGRILLMDYIANLRGQIVDHDVEVS
ILTRQNWLDLLARHRLRITELIDVSPQVANFLYDPECEENIKGLPKVTQDLWLNHANQAIALEKGWITYCLMKFQKEPQLD
EAALRQHNLEKVTHQTPYPEALRAMLQSGHIPYPQPQRLQTPAPEPGASVPEPAAIDPAPAQTPASTPDRSRIRARLITIF
SRVLGFEKREIEENDNFEDLGISSINAVELLEAINTAFDLYLPTSIVFECNDLDSLSEHVQASLPTIPSPEVLALEVPVPE
APLRQAPVGSEPAPPRAGISIPATVPAQRAPVAEPVARPQVRERDDIAAIGIACRCAGANDKEAFWKLVSEGLDGLERVGD
RRVLDDFSSHSENEAVLRYGIMSEPDLFDPLFFHISPKEAEMMDYTQRILLEESYKAWEDAGCAPSSLKKQSVGTYIGVTG
EQHPVSQASHLAILGADPSILAARIAFFLDLKGPALAINTACSSSLVAMDLAYRALQQGDIDLAIVGGITISGSIDTYASM
NNAGMISPSGTCRPFDNAADGIVVGDGVGVVILKRLRDAQRDHHTIYGVIRGSGTNQDGRTSGITVPSYLAQSELECAVYR
GAGINAADIQYVEAHGTATKLGDPVEVHALTHSFAQFTPQKRFCAIGSLKANIGHTAAAAGVLSAIKVLLSLKHGQIPPSI
NFTSENEHIDFQNSPVYVNTELVDWPHNEHGYRLAAVSSFGYSGTNAHMLLSDVAQTAESVAPFGDNHLFVLSATSEDQLR
EQARNLLAWLQAHPDCNLTDVAYSLQVGRDAMAERLGLIVSSQADLCAKLTAYLAGDEDDDALYRDRVQRNDTLALFDTDE
ALQEATEKWLWSGRLGSLLALWVKGLAFDWNRLYTGTRPRLISLPTYPFKRDHYPLGGTVETQSAPRATSVPLSDAPTALQ
AVWDGFSFLPQWQEAPLAIATAAGSGTYRSILVVSSGDADHLVTALGNRCRREQPDAALFRIRLGEQTRQISEHEWSCGAD
PNGLATCLEASPVFDAVFFISCDEGMENLGASECQLLRLIQRLRHQMTDLYLLTADNFRVGLGSPVAGGGGLTGLACSIAQ
GDHRLRVRNLDLAREDLRDPDQCRILADHIMDEPASERGEVFCLPHGRRYQRHFLKLNVASLPTTGLRQNGVYVIVGGSGT
VGRIVTEHLMRVYQAKVIWIGRRPRQELDLNESPQPSLYVQADLTRPETMQAALQRIKQAYATIHGAIFAGLVFHLENAVD
KTSEREFKEIIDVKIAGSLNFYQTFVPEPLDFMCWFSSVQAFSFLSSGDSAGYATGITLADTLVAALQDKAPFPIGMINWG
YWQASVAGTVLEQRLKNHFETIADEDGCRFFERFAAALRAGLFHQALYLGASPAVRQLMNCPETETVSLAPVGAPALLHDL
RQYHNERPFAQLLKNDPWPELNTWMARLLFVQMRRLEIFSDDGLEDSETLRKRAGVIDKYARWWHECCLSILEDSGYLACN
GTLVALSDSGRRMEDGETVWKTWETYQQRYRDNPDLKTSVNLVDACLRGLPEILRGTLQATEVIFPRSSMENVENIYKRNV
LSDYFNAMVAEVVARYIRGRLAEDANARIRIIEIGAGTGGTTAIVLPALMPLQEHIDEYCYTDLSKAFLMHAEQHYGPDCP
FLSQDLWNVEQSPASQGIKGTFDIAIATNVLHATRDIRQTLRNAKAALKHNGILVLNENIAKTMLGTLTFGLLDGWWLYED
ESLRIPGCPLLTPQSWQQVLAEEGWTTALLQEDAARTLGQQIIVAQGNGIIRQQPEQARPESIIRPVQQSVTTHESEGEFK
GNIGNIVKAAIRQSLSQSLNLPTGDIDGRIPFSDYGIDSILGVSFINQANESLDISMNTTILFDQTTVDDLTDFILNAHGE
EIAGRLAKEGGQKEEPTLTPVPSEPVRQTRQPRATQRPVRRPAATGTDRPVRGTSIAVIGLSGQFPGAKDPAAFWQNLVEG
IDGIRELSAEYGSGPDSCRWGGMLEDRHCFDPLFFHIAPREAEVMNVHQRLVLQESWKSLEDAGYNPRSLTNTKAGIYIGA
EPSGQINASLTGSSDAIIASRLSYHLNLKGPAMVVNTGCSSSGVAIHLACESLRSHETEMALAGGVFATMVANGLNTLADV
EMLSPTGACHTFDKTANGTVLSEGVGIVVLKRLEDAIAAGDPIYGVIEGSGVNQDGASNGITAPNGAAQEALMTDVYRRFD
IDPGEISYFEAHGTGTRLGDPVEANAMVRAFTRFTDRKASCAIGSAKSYIGHTSAAAGVIGLIQILLSLKYRQLPKLLHFH
ELNPLIEFDDSPFYVNTELREWASADGKPRMAALNSFGHSGTNAHLVVREYIAAPSAPAAPGPYLIALSARDEQRLREYAG
RLLDFVRGETPHPADLAYTLQVGRDAMEERLGLQVASLAELEDKLVAFLETKPGSPPGDGFCRGQVRPNRETIDLLAEDED
THHTIDAWMQKRKYTPLLALWVRGLPLDWDWLYDDAARPRRIHLPTYPFARNHYGVDGEETQPGDQPAVALSAPVKPATSM
PAVADEIPPESFGYLPRWEEAETLFDGEAAALSHRDILLVHGSESFHFETTIRAFYQERYPQARVRQIRLADHTRHIAEDE
WLCDVADPEGLVTCLQDAPVPDALYFIASFQERSEMMETETLNQSLETNEIQLLRLIKLLRERMQPGDGLDCYLLTVDNHA
VMEASNPYGAGVSGLAYAIAQGDHRIRVRNLDLAREEMENTVEQEELPAAILAEPPSDRGEAIRLQYGTRQRRHFFRLDWN
RIEGSGLKQGGVYVILGGSGVVGQIMTRYLIREYAAHVVWIGRQPESAPVLHERLAPFREAGSEPFYIQADVTDADAMMAA
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VRRIRERYETINGAIFSGLVFDHENSVAQTSEADYRAILDVKTRGSLNFYNAFRSEPLDFMCWFSSIQTFSFLSARDSCGY
ATGISFADTFVRSIEDAPFPLGIVNWGYWAASVLGSPLEERLKNHFAFIEDECGFRYFEKYTAVLRQGVRQMLCLGPRATM
RELMHCNDKEIISIYESSVLLELELP 
 
CalG（MT-ACP-KS-DH-KR-MT-ACP-KS-ACP-ACP-KS-DH-KR-ACP-KS） 
MSREDIDKLINNSLWEELETWMGRLLFAQMRTMGAFENAETHDASWRAAGVLEKYARWWRECGLDILEQNGHLRPMPSGLL
AADATAASPAAVWQAWEPRLQAFLQEPEVQAAVQLVDACLRRLPEILRGTVPATEVLFPRSSMSQVEHIYRRNTLADYFNG
LVADAVSSHVEQRIAADRGTRIRLIEIGAGTGGTTAVVLPALQSRRDFIETYCYTDISKAFLIHAQTHFLPDYPYLERQLW
NVEEPLPDTIPSGFFDIAIATNVLHATRNIRETLRHTKAALKSGGLLILNEGIQKTTLNSLTFGLLDGWWRFEDPNLRIPG
SPLLNARNWRRVLAQEGFRNRPLPAKATRGLGQQVFVAESDGIVRRTVALTPPPTIAEAVATPVQPEEANVSVPTPVSVAT
DAVDVRAFATDTIREALAHSLKIDEAVETDIPFSDYGIDSILGVRFVDQINEGLGLSLNTAILFDYTTVDRLAGYLAEEFS
DRIRLPQVTEEQTDAPAAAMAPPTAATIPTPVAAAPVAATMVAPAPTSPVRSAAKPTPAPIPVDEPDGIAVIGIAGQFPGA
SDTETFWRNLIEGRDGVSQLPEEYLDLDKLVGLDEEGNPYYQSGGFLENRNCFDPLFFSIAPREAESMNPHQRLILQESWK
ALEDAGYNPRGLDGSEVGIFIGSEPTEYFYESFTGASEAIVASRLSYHLNLRGPALVVNTGCSSSGVAVHLACESLRRHES
NLALAGGVSAVMKQSGLNTLAEAGMLSPTGACHTFDASGNGTVLSEGVGVVVLKRLCEAIADEDPIYGVILASGMNQDGTS
NGITAPNGLAQEALIRNVYRRSHIDPEQITYVEAHGTGTQLGDPVEGNALVRAFRHFTKRKHYCKVGSAKAHIGHTSAAAG
VIGLIKILLSLKHRQQPGLLHFEQLNPQIDFEDSPFLIDHRAAAWEAQPGVPLMAALNSFGHSGTNVHLVVSEARVPAAPA
ATDNRAHLVAVSAADEDRLNEYVANLLAFIESATATTEKPILAKTARPSEALIRKTLAGIIHVDETEIEVEERFDEYGVGP
LHQNVLLEQLGEILDVDLTYLRESSIATLAARLDAAHPQPATGDLVPALHPLRLCDLAYTLQVGREAMSERVIFLVHNLAE
LQTRLKEYLQSGKTTDCWSGRVTGTRNKMQALSMDEDTREMIARWTAKEKLNKLAELWIEGVKIDWELLRDGYARRISLPS
YPFAKEYYDAPGKTSTDNLKRDDSVSVLHPLVHRNTSNFGEQRFTSTFTGDEFFFQDHQVHGRRVLPGVAYLELARVAVAL
TLDCAAVDPPQVQLKNVVWARPISIENDPLDVHIALTPQEDRNGNEEVHFQIYTEPSGERRVHAEGIAVIATPDAVTLDLA
ELQRAIQQGELDAETCYDAFRQMGIEYGPGHRGLTGLRFGTFNRNGTSVEPQILAKLQLPAGQHGHDYLLHPGLMDSALQA
SIGFMLAEDLETDEASMKPSLPFALEELAILRPCPVAPWVWTRPSPGTSFRDRVQKLDIDLFDDQGRVCVRLQRFSSRTLD
GDIPSEIGNKARTGLMTLSPVWNVFRPEALPLAPAERVAVIGGEAPLLDQIRSIYPKTQSLSLAGTEAPEALSARLAALGP
IDHLVWIAPSAQPDSLADEALITDQEQGVIQVFRLVKALLASGYGEREFAWSLITTQTLAIRQDDIVNPTHAGVHGLAGSL
AKEYPHWRIRLLDLEAGRLPSASWLFSLPPHEEGDALVIRGDACFTRALVPVAEPVLDNPTRYRKGGVYVVIGGAGGIGEV
WSRYVIEQHGAHVFWLGRRPLDQEIRDRLASFDAKGPVPEYIQADAGDPVALQQALEQIRQRHPRIHGVIHSAIVLLDKSL
ARMDEPRFRAGLSAKIDVSVHLAQVFQKEDLDFILFFSSLQSFTRGAGQSNYAAGCTFKDAFAHGLATSWPGADKPPLIRI
MNWGYWGGVGIVTDEAYRERMAQGGLGSIEPDEGMAALDTLLRGQLEQLILLKTLVPEVVEAMCAPETVTIHPAAIPACID
TFRRHLPPRNDDVEQIHVSMGPDFAEMNTLYVKLLGAVLHSLGLFGNNPPRLPQLYDRWFAESINILKEHDHLSGEAQSGW
TVSAELDLDARWREWEHCRPTWIEAENQKAQIILVEVCLRALPDILNGRRQATDVLFPNASMELVEGIHKGNMAADLFNEV
LEDTVVAYLEERCKQPGTEIRILEIGAGTGGTTAGLLPRLQPYRDHIREYCFTDISRAFLLHAETNYASQNPFLTTAMFDV
SLPLEGQNITPDRYDLVIATNVLHATANIRQTLRNTKATMHRDGLLILNELCSNSLFAHLTFGLLEGWWLYEDDELRIPGC
PGLHPETWASVLEDEGFAPVFFPAESMRDLGQQVIVAPSDGIVRQAWLGQEHPIVSVPVSVELETEAGVKTSPDGASLREK
SAAYIKRIVASTLRMSSRQLDTAQPLEAYGLDSILVVHLTNAMRKHFDNITSTLFFEVQTIDALVDHLLEYQKDALVKQVG
ETPKTAAPAPTPVVAAPTKKPVIKARSRLAPAPSAPVVQEAPPVPPGPPGAHGVCDVAIIGLSGRYPKAKNVDEFWQRLKE
GTNCIEEIPADRWDWKRYHSDEKGVHGKVYSRWGGFIDEHDRFDPLFFQISPREARLMDPQERIFLETAHACIEDAGYTPA
TVADERRRVGVYVGVMNSTYAPQPNFATISNRISYVFDFHGPSMSLDTACSSSLTAIHLALESLYAGTSDCALAGGVHLNL
HPIHYQGLCEVRMLSSDGRCKSFSEDADGFVPGEGSGVVLLKPLDQAIADGDHIYAVIKGSTINAGGKTNGYTVPNPNAQY
RLIADTLERAGVDARTVGYIEAHGTGTSLGDPIEISALNRAFQQSPHHKVGETYCAIGSVKSNLGHCESAAGIAGLTKVLL
QMKHAQLVPSLHAQQLNSRIDFEATPFTVQRTLAEWPRPELNLDGVTQQIPRRAGVSSFGAGGANAHLVLEEFVSQKEPAS
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AETERVHLIVLSARKEDRLKEMVGNLHHFLVSASQRSQPLSMASLAFTLQIGREAMDERLALLARTPEELEAKLQRLLEQW
AAGEPEEVEDFFRGSVPGGPSGQDDNALSVFAADEELQEAIEKWIQRGKYARLLEVWVKGLSFDWFRLYEDASRPLPKCMS
LPTYPFARDRYWMNGGDWVPALEDEGSSMGPRAVNLGVWQQAAPAGHEAEPAAQAATPPTPVVPSPPAPVVVKPADPLPSG
KPEGLVLLTSLSDIKPLGPEKVQPATPLVPAAASAPAPARETLQHELTASLADALFMQVDDISLDKPFIEMGLDSIIGVEW
IQTINATYELSLPATRLYDSPNIRELADFLHEQLQDGSQPTAVVPPNVEPVAVLAKPRISLTPTDAMTAAPQEPPRPEGEP
AVAKPAVAVEQPPFEPQEPEQTLRDRPLEILRVEVRDMLAEALFMQPGEVDIDTPFIAMGLDSIIGVEWMQSINERYGLEL
QATRIYDFPTICEFAAFLQQVCPLPPADVPIPAVVAITATVPQPETSADSVLEVDAVTPVLAREAPLPVKAKATVSHTEPQ
PSVSAPPAVARPQGGKRQREASPQEPIAIIGMSGRYPGAADLDQFWQNLTRGVDSVVEVPASRWNVADFYDPDPTKPGGIY
CKWLGVLDDVDCFDPLFFMISPAEAEGIDPQHRLFLQEGWRAFEDAGLNRDALGNTRCGVYLGIMSNEYAYLVSKNPDDVS
VSGNSFAIAAARIAYALNLKGPAIPIDTACSSSLVATHLACQALANREIDMALVGGVSLYLGPEPYLGMCASGMLSPEGKC
KTFDNSADGFVPGEGVGTVVLKRLAEAEADGDRIEAVIIGSGINQDGKTNGITAPSTSSQIALEREVYRRNRIDSQSIGYV
ETHGTGTKLGDPIELEALATVFNETQPPGDHCAIGSVKTNLGHTSAAAGVASIHKVVLCLRERSLVPSLHFKEANAHLDLE
NSPFYVNTEFKPWEGGATLRRAAISSFGFSGTNAHVVIEEYPQPAAVPQSDAPALTLVPLSAKDGDRLLEMADRLLHYLQA
GSEAVPVQPVRDDRVARRALEERIGAMLSQILHVREQDIDNEQDFIEYGVDPIHQARLCDMVEKAFSVELDGREFMQKDSV
TAIVNDLLIDRVAVNAAVSGDEVERARPVRRPRELRLADLAHSLQNGRETMEERVAFIASSPAELIQLLREFIAQNGQPHS
GSRIFRGSIRDYREVLAGIGSLEDLNAIVDLRIERRDLARLAGYWTCGVALDWNRLFGGSRPQPLSLPTYPFAKERYWAVA
DSQPVETQGPVTGVLHPLLHRNTSNLEAQRFTTTLTGREFFLEDHVVRIDGLPAAHILPGVAHLEMAWAAVAHTLDATEPF
RLANIVWLRPLIVNDTCDVHIRLFPENTDLASPLGFEIYEEVEGERIIYSQGRVLRDRQPSSSDVKGSNAIDLPALRADLS
QRVYSGDECYRAFEAMGISYGPAQRALATVYSDARSVLAELNLPDIIVGSAATYTLHPSLLDVALQASIALFLEDGEGTGE
PPRAVGLPFALDEVAMLADTRPAWARIQPAQSDGELQRLDVDLLDEEGRVCIRLKGFTSRTAAKPVAEALVCTRVWQPGET
AAGEHAAYTAHLLFVAEPLRLTAHACGWSDNISVHTLASRETAPAQRYRALAGQVFAAVKPLLQDMPGGRVLVQLIFPATE
EARLLRGLGALLKTAQLENPGLVGQVIEVAPDEQDLPARLRECSRVPQETEIRYRAGRREATLWEERSDSGSVSCPWQDRG
VYLITGGLGGLGLVFARDIAERTEGAVLVLVGRSPLEADRRKQLAAIETLGARTVYRQVDISQAEAVDALVREIQTAFGGL
NGILHSAGVHRDNFIINKSEAEFDAVFAPKVAGTVNLDEATRHLELDVFLLFSSSAGAAGSLGQADYAAANGFMDAYAAQR
NECLRARGNHASRTLSINWPLWKEGGMQLDPQTEQRLWQETGMAAMETEAGIRALERGLATGQDQVMVLAGDTHRLRRTLA
GAAAEPATAPTLVTAVAPANPPSEALPKRALAWFRQLLSSVLKIPVERILGDEPFENYGIDSIIVVKLSTGLEEVFGPISK
TIFFEYGNLKEITAYFLENHGEALQRLLVEPPVLKPQKNRLPAQKPKSAPPERLPERLPDIAVIGLSGRYPCSRDLDAFWK
NLSEGRDCITEIPEDRWNWRDYYTADREEPGAHYSRWGGFIEDADKFDSLFFNISPNEARFLDPQERLFLEHVWAAMEDAG
YRRQDLLAHEQRASQVGVYAGVMYGEYQFYGVEASLHGKRMGFAGTLAGIANRVSYVFNLHGPSMTVETMCSSSLTSLHLA
CQDLKYGVTDMAVAGGVNLSVHPNKYLMLSSGQFISSHGRCESFGEGGDGYIPGEGVGVAILKRLADAERDHDHIYGVIRG
SAINHGGKTNGYSVPNPRAQQMAVTGALDCAGIDPRRISYIEAHGTGTRLGDPIEITGLTWAFREHTPDTQFCRIGSAKSN
IGHCEAAAGIAGFTKVLLQLKHGYIVPSLHSQVLNPNIDFATTPFIVNQELCPWERPVVDGETVARTAGISSFGAGGSNAH
ILVEEYRESVREAPPGPYAIVISAKTEDRLQAIATNLLHFLDKNPSVAMADVAYTLQVGREALTERLAFTVSDCDDMQERL
RAFLAGPDAAADGFVRGRVRRDREPPEWSEMGADLFDAIDHRRYAGLLDLWVQGLDVDWNRLWPEQPFRISLPTYPFAGQH
YWAERPSVEVKQTVAVNGFHSQPDNDDAFEQFHSALLDRLSSEEIAIDDALQIIRGR 
 
CalH（ECH-ECH-ACP-ACP-KS-ACP-C-A-PCP-KS-DH-KR-ACP-KS0

） 
MHEAIEEVYRKVAEKALSKAEALTLLKALRLKTAADVQGDRPVRLAKPENITLLDPASVPIIYPLAGPRKVHTLNPLHQAS
SRETAVTLDDQGDGVFVIRARLQAGFGESVGDGLARCFEVINQQPQARVAILLGGAFLADLQQDETAADPSLACNVPVIAV
MQGDAIGPALRYAARCDLMLCSEEGRHHAGETSAPERDLLVDRFGEHLADILGTVGTPPTGRMLRKEGAGFPILAKTEVEG
HAFELAGELASSSRQALTLLKQHFHRARPRLETSAGPRDTQALLASLAHQSASVSDAPVTVTIDSDVVNMAVYPDGVVLVT
LHDRQGKNAFSPGIAAGLFDVFERIRTTPDYKVLVLTGYDHYFASGGTKAGLIGIQQGTTRYTDAPIYKLILHCEIPVIAA
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MQGHGIGAGWAMGMYCDLPIFAEESVYSSRFMRYGFTPGFGSTLIFPHRFGMDLGREILFTARDYKGRELKSRGLTMPVLP
RRAVLAHALDTAHRMALSPRETLVQDKDRRNRSLRARLDDVVARELVMHEQTFVGSGETLRRIEAEYGTGLVKDDRSSRPV
AETAAPDPSHEADMLEEVVQTLRTSLAEELGMERDMVDETIPLTELGLDSITGVTWVRRINRHYGLDIATARLYDFSNLNA
FARFVMEEGLQNGLFRTTSARPLAPATSPLAPARSRPVATPEPTLETSVAAILEETSETLRTMLAEELGMEPERVEDHAPL
TELGLDSITGVTWIRRINRHYDMDISAAKIYDHATLAAFAQFVAEEGMRATTQTAPPTPKAAADVPVTRQQVAEPTPAETA
LRDAHRGTRVAAPQPISMTPQEAARDVAVVGMSGRFPMADDIDQFWQNLLEGRHCIGEIPADRWDWQDYVPSGGEEQMAGI
RWGGFIDGIDQFDPLCFGISPRDARFMDPQQRLLLLFTRMALDHAGLTPADLQEDSTGVFIAAAPGNYAHIAAAAASAEKP
LELTSMAPSVIPNRISYVFNLRGPSECYETVCASAFVALHHAVQAIRSGECEQAVVGGIHLLLSPMQFNSVASMGYLSPDG
RSRPFQEDASGFARSEGVGVIILRAFEKAKKDNNTIYALVRGTGVAHGGRGLSLTSPSETGMKTAMTQAYRAAGTDPRTVA
YIEAHGTATPLGDGIEMEALKAGYREVAETCTQTQAEPTPCTISSLKPCIGHSEIASGMAALIKVIMAMRHEVLPGLPNFT
RLHEHVSLANSPFHISPDNATWTPLQDETGWVLPRRASLNSYGFGGVNAHVVLEAYGDTSAVREDGSDPHVILLSAGSDEQ
LLKLAGNLHGELTRNREMDLTNLSYTLQLGREAMAYRLALLASSIDEVIRQLERYLTSPEVQLLERHRIYIGHLANGSGDR
LPRYIRKMYDRNQVEAKIQQREWDDLAMLWIGGIDIPWATLYRGQGVRRIALPGHPFDLQRYWIETPETAVPAVVIQAPAP
SEVPEPAEPSRQNPASPEEALVALIADLVELPQEQIERDRPLQYLGWDSVLTLQMVRLLDERFAVTLSNRELLEHDTVASL
VALLAEKLPLAPDAAVTQASAEGSAETQPQTPAVSALPTPPISFPLSEGQRGLWLLQKGHPHMIAYNVPIALGINEPIDED
LLRQACARMLRKHPALQTTFITGDDGRPMQFYDSHKPLFFERRTMPSQNEAERLELLKATFKQPFHLDGDPLMRVHLFSAS
ENDHILLITLHHIIFDGTSMLTFTGDLLSAYQALREGRTPDESDESGSYAEFVTWEQEQLESEGDNLLAWWKERLSDPLPL
LELTPDKPRARHRSFAGASFIAHLSAEQSDALRQLAKSRGVSMFVAMLAIYKVMLFRHTHQEDLIVGTPTSGRPERRFDRT
VGYFINTITLRSTLDGERIFAEYLEQLKWLVAESLDHAVYPFPRLVSELGITPSATHAPIYQTTFLLQNFFSVRAQEAFAA
RFPQWSSVNGLKQEGEDDLALHVFEGKDACSLGFSYNPDLFHGETIERMAAHYIRLVEGVCRDPQQPIGSYDLLSETEKRK
LFVSWNDSAENFGEISCLHDLFAQKVRQRPDQVALAMMRGSERDTLTFRQLADHVSLLASFLRTQGIGPDRLVPICFRRSF
DMVIAILAILEAGGAYVPMDPDHPEERIGYMVRDTDASLVLTSAELYEHVRGCGVETIALDRDQDMIRTNAGQAASAGVRP
DNLAYVIYTSGSTGNPKGVMVEHRQILNTLHFLEARYPLQERDAYLLKTNYTFDVSLSELFGWFIGNGHLVILPPGDEKSP
ERLTEVIEQHRITHLNFAPSALNAFIKVAQNRSAFLDACSLKYLMVAGEAFPKDLVAQSVATFPQARVENIYGPTEASIYG
SYFSCSGREIHSVNLPIGIPVSNSRLYIVDEALRPVPIGVPGELCLSGAGLARGYLNRPELTREKFVPNPFVNSGANPGDD
TGDYARLYRTGDLTRWLADGNVEYMGRIDHQIKVRGFRMESGEIETQLDRHPMVRESVVVPREQTGQLACYYLPANPVQPP
APETLRQHLRAILPDYMVPAFFIPLQDIPLSSSGKVNRKELMAREIVLDHSEPQASPAPAQTLSREAITTIVLELWRTVLQ
IDNIALDDAFFEVGGDSLNAVILAEKIQERLGCDFTAALLLQYPKVAAVADYIADLTGADHGDVAVVKSTPEAIELTEERS
VELFDTRPASATVSVWSPQSDAGETEPMPPDQADDGVAIIGISCLFPGAQDHQEFWNNMGLGNECGIRHTEAELRAARVPE
ALIRDPHFIPLQMGIEDRELFDHEFFNLSSRDALFMDPQFRLLLQHSWQAVEDAGYVAADIRETSVYMSASTTLYQTMLHN
AELVCPQDRYVSWILSQSGTIPTRISYHLGLTGPSMFVHTNCSSSLTGLHAAFQSIRNGDATYALVGGATVSPTPSLGYFH
QPGLNFSGDGLCKTFDADADGMVGGEGVAVVLLKRAREAIADGDPIYAILRGIAINNDGADKAGYYAPSVSGQAAVINKVL
QSTGIDPESIGYIEAHGTGTKLGDPIEVAALSEIYRGYTDKKQFCGLGSVKTNIGHLDTASGLAGCIKVALSLHHGELPPS
LNYRRPNPAIDFANSPFYVVDQLTKWRREETPRRAALSSFGIGGTNVHAIFEEHVGRPDSDRRFLPVDEEQGQFLVVLSAQ
NEERLKEMARNLHQFVLVPYGFRLVDLAYTLQVGRAAMEERVAFVVGNRRELIGALEAFLAGEPGAFQRGSTGSSATSTVF
SAEDLAGMLQKWVRDRRLDKVATLWLQGSTVDWKQLYEVRPRRMSLPTYPFAKERFHVERPVKKQLHVLHPLVHENVSTLR
QQGYRSTFNGTEFFLADHVVRGQKLLPGAVYLEMARDAVVRAHGDVAEAGIQLRNIVWLRPFAVEDGENPIHISLEPGESG
DGVRFEIYSEADSDEALVHCRGIAALAGQETDATLDLAGLREQCDRMQVDAAHCYNMFRRVDVDYGPAFRTIEQLFTGDRQ
VLAQLTLPETPYPADGFMLHPSMLDGALQACIGLKLEPQDTTAQAADAPVRFSLPFALQTLEISRRCTDQMWAWIRHAEGT
TADDRMRKLDIDLCDEQGRVCIRIRGFSSRVVAASENTPENMPEQSSLSQTLLFEPCWQAREAGDESSLFPQNTRHVVLLC
DPTQEHEDLRNHVDATVLTLRSGRPEMRYDDLAIRVFEEIRSLLADWTDGYTFVQVLLPSPFLSGLGGLLKSAHAEQPRLV
GQLIELEGHETAAVLARYLATNTRRPEDTTVRYRAGRREVLSWEEQSTSEKQPPIPWKNNGVWLITGGAGGLGMIFAEDIA
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RKSDHPTLYLIGRSPATPVHQEKVATLEALGARVAYRQVDVCDAAAVQELVAEIGREQGTLDGVLHCAGIVKDSFILKKSA
NTFRDVLAPKVTGTLNLDRATRELDPELFVLCSSGVGALGSPGQADYAAANAFMNAFAEERQTHCPDRKTLSVGWPLWQDG
GMRVTPAHERTMAESVGIRPMSTEKGLVALYRGLASFLPQVLVLEGLAERLRSFLKPATLVRETPPTARPSSGISEAALAA
ATLDLVSGVLADTTRSAREKIRPEMSFEQLGVDSILQMSVIEALEKVTGELPKTLLFEYPNLNELVDHLIAAYAEPLQRAF
GPVAAVEAPAEKPPKALEPPVTSVDDQSATNGRFRFRQPQDKPVETEEKGDQQTGIAIIGISGRYPQSPNLEALWQHLLAG
DNCITQADDFRWHHSLSTALGELGDDSPRYGGFLDDTDRFDHHLFGIPEEQVLNLSPELRLFLETTWLTFEDAGYSRAALQ
AFQEANETGVGVFAGIMYHQYAWSIPSPSTAVLSSNVSEWHIPNRTSHFFNLTGPSLAVNSACSSSMSAIHMACESLHQGT
CSMAIAGGVNLTLDRSKYALLEKSRMLDSGDRSRSFGNGSGYIPGEGVGTVLLKPLARAVSDGDHIHAVIRGSFANHSGGR
QMYTAPDPKQQTQVIVDSLRRAAIDPATIGYVESAANGSDLGDPLEVLALKKAFAAATDRRHFCALGSVKSNLGHLEAASG
ISQLSKVLLQLRHRTLVPTINAEPRNPKISLDGSAFYLQERCEDWPVMHDPQSGLPLPRRGMINSFGAGGSYTNLIIEEYV
PTAPKPQSAPASPRDQLFLFAAASASGLAVYLKRFRDFLDSHLTADLGAVSAALWHRDHSLAHRVAIAAGSLSELAQKLAL
VGAVPRTLPESDIYASHDAVAVSDVPNIRGDLQRHELVQLASCWAAGESLDLAPLYHDARAIELPAYAFDHSIVFKHGSVD
PDMDYYLDLAEKITNGELSEEQFEQLITG 
 
CalI（DH*-ACP-KS-ACP-C-A-PCP-TE） 
MNLKSLYQQVRDDQIDHHEFARRMKRLKALYDQQKRVSSKALRQAFPGETYVFNEPYLRDHTIEGKQVLIGVTHASLAIDA
FFRIHPQETAVHLQRLNFVQPIEVAANQRAEVRIEPTPGPDVIEFQAVYRYAANETWQPSANGKLKKTALAFKSIDVAQLR
EGLTPFADLDQLYAAGEPAFGVGDSYRVIRQLDCGEETALARVSLDPSPDHHHLLNPLITYSAFTALMPLLQHSGLGGAFL
PFGIKDLYFARMEPLTDCLVFVRLVKNSGEIILFDVDVFDDQNRQVAHYAGCSIKRLRQLQPQPKASATLPRTAAVRPEAS
ETAANLESRIREHVRHQLADAVGIPAGTLAVDANLMDVGMASTQLVELAADLEREAKIELDPTLFFEYPNIRELAAYFAKE
HQVAFQRLLGSENSASVTPAARAEVPAPTIDHRPAGEAASKAPGSPAAKAEASAPIPDRRPAKVFTSSDDGALAVIGMHGL
FAGATDLDSFWEQLRDGRNLITEVPADHWDVDAWYDPSPGTADKTYCRWGSFIDDVGGFDRDFFNFSEREAQWMDPQVRLL
LHTIYATAEDAGLINEIRGSNTGVFAGICFDDYASEIAALGLPISPYTLTSSSEGAANRVSFQFDLKGPSLVFNTACSSSL
SALHAARLALKNGECGMAFVAGANLVLSSQHYRYFSALGSLSQRGRCSSFDEAADGYVSGESVAAILLKPLAQAVADGDRI
HAVIKGSAALHAGYTPSFTAPGVAGQENVLVKAWEDAGIDPESLSYIEAHGIGTRLGDSIEIASLKKAFSRFTTKKNFCAV
GTLKAHIGHTEGAAGIAGVLKVILQMKHREIPGLSHFNELNRYIRLDGSPFYTNREPTSWAVDAGPRRAGVSAFGYSGTYA
HVVLEEYVAPPGSRLQATASPEMIVLSARDETGLRASATQLLAFIERQTTMTGETAEQPHRAVRQHWAERLRAILAELLQV
DAAEIERDVCLEDYGVAPVFYAQLAERLARFDVELAPADFLDLKTPALIAKRLSQMADNSEPDTDTDLGLNLADLAYTLQV
GREAMPERLGLIAYSIDEVKQKLGHFLSASPCDGLFVDRADRHQETLALFADDEEMTGVVDTWFARHRYAKLLALWVKGFA
LDWFRFHAASGLNPRRIGLPTYPFAKDRYWHPALLKERQPAQSQAETPQVAVERTQEEQAAVTWRFSAATANNETDQAHPE
PRAKAELLLRQLVAIQLGQPIERIEAGHGYLEVGLDSRGLVALVQGVSHLLQENFSPGLLFEHTTIDAFADYLADQHGDRL
RGLVATRQHREETEGESHLAAPRERLPLSEGQQGLWILQKVAPDMSAYNCQLCFRATLDVSRFEQACHLLLQHLPILTTIC
GEDCDGLPYQALRPKAVLELNHAVLAAGDEALELLRVSGRQPFDMAQGLFRVTLFRTDTAETVVLFTVHHLIFDGSSFALL
LNTLHRIYQTLVAGQQPVVEPPAITYQDYVAEERQLLAGDAGARRLAYWRLQLENIPPRLEIPGDHPCCTAATFTGSTHTV
RIPVEDSQRIRAFANDHAVFLSTVFLSVFKGLLYCYSGRDDIIVGMPVNERTPAYRDVIGYFINMVPIRSRELDRHTFAAS
LKKCQVTMVDSMANSYPFPALVRELKLPISDDAPVFQVAYEYQNFPINPNRDSPDQDHPKTLPLNIVEGLHQAGGYDLDLE
VYDRHDGFELNLKYKANLFGADTIANMMRHYQTFLDAVLANPELHPDEINLLSPAEEQALHQTWNNTTESDESERCIHAFF
EQQAAATPDATAIVFNGASMSYAELEQRSRALACYLQQRGVGPEVRVGLCLERSFEMIIGLLGILRAGGAYVPLDPDYPAE
RLAYLVADAAPLLTLTVSRLADHLPASDAAHILLLDREAELLRAESDNTLIRSVGPGNLVYVLYTSGSTGRPKGVMLEHRA
LVNRMRWMQAQYGLTAQDRILQKTPFSFDVSGWEFHWPLMVGATLVMAAPEKHKEPAYLKTIIREERITMLHFVPSMLQAF
LAADGVAARTGLRKVFCSGEALDPSLKTRFFALFPRQELHNLYGPTEAAIDVSYHHCLKQETTVPIGRPIANIQLDITNKR
GRPVPSGIAGELCIAGIGLARGYLNRPDLTAERFVASPSEPTDGADAVGGTRMYRTGDLARRLPNGEIEYLGRIDNQVKIR
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GLRIEPGEIEGTLQRQSGIREAVVEVREINGEKQLVAFYVTHGNQPLDHGSLRDALRSHLPSYMIPSVFSALDSMPLTASG
KTDRRALATRPVALQSNRAFRPPRTETETKLAGIWQEVLGQVRIGVDDHFFELGGHSLLGLQLLTKIDRIFGRNLPLSTLL
EAPHLSELAARIEQPDMAEPEPFYLLPLQTNGARRPLYFVHGAGGNSLNYIPLSRALGQDQPLFVFQPPXLNGEQEPLNAI
EALAAFYVDQLLGQDLLEDFELGGWSIGGVIAYEMACRLEAMNKTVSRLILVDSYLPEHFQRFSELLTNQGFSPSLLPNGN
DTSETELFRMLLKELGCDRVPDLQQGGEVDTFDLLLHHPEIRQVLNMEPDTIRKLLKVQVRNQEAFKNYTAGRTFSGEVLY
FYATHRDLNQGDDDLVVAEAGLRTCLQDETRIIWEKYLNPSTLHFFPIDSSHYAMIQEPHVSHIASEIHRMSEVMKNGIVT
N 
 
CalJ（Unknown） 
MGTVIQDMPPINPGRQPRWDRFERADRFEQYRELRTQGSSERQAAKELKVPRTTLQAWRAGHDTLDIGPHVAKFLQSGPGL
AFLHRLVIAFHRVCVEIGACGIRLVGLFLNLTGLNCFVAASSGAQQQVNRRVEEAMVDYRETETARLAQEMPRKDITVTQD
ETCTGGLCLVTMDPESHCIILEQLAQTRDQHVWHDLMAPALAQLHGRVIQSTSEEAPGLLAYVEHYLEAHHSPDLFQVQHE
LVKAVSGPIATKERAAHKAVTEAQEQLAQVQTHLQSTGDEPEKRGPGRPPKEPVSLEQAEQALETAWREHERFAGQRPQVQ
ANIRSIGHNYHFVDLERGVRRNGQLIASDIQGHIEQIRTIAQHEGLSQNCLERIEKAERVVPKMQATTDFVSSYVNQPVDP
LGLTPPVSFAMHAQLIPSYDLDRVAQTRTVEGGEPIRELAERLRAPWCERGGILSDLSPETRDQLHGEAKRLAAVFQRSSS
NVEGRNGYLSLRNHPLRGLDLPRKRECFTAIHNFFLTRPDGTTAAERFFGQKPRSMLAAILDSVQLAPAPLRPPRKA 
 
CalK（Transposase） 
MCFSDINPLSETCPMDTPNAIDHMFFYFAKVEDPRRPHATRLHSLEAILLITILGTICGAHNWVEIEQWGQSRRAWLCEFL
HLPHGIPSHDTFGRVFALLDPESLHQAFVAWMSALAQLGQEIMALDGKTIRRSLDRADGKGPIHVVSAWASRNELVLAQFK
VDAKSNKITALPELLALLNLEGNVVTIDAMGCQVEIARQIIDQGGEYVLSLKENQPNLYEDCVALFTWLKGPHTLDEKIVL
GADEQVDGGHGRVETRQVWCTSGLDGVVSCERWPGLRSLVMVEAPRHIGGQDEVEQRYSISSLPGATDTDATRLNGVIRTH
WEIENRVHWVLDVAMAEDSNRTRKGESAQNLALIRKLALNLLRRETSVQTGLAAKQKRAGWDHNYLLKILAQT 
 
CalL（Phosphoprotein phosphatase） 
MQARSTTPPEGFDIRVCERELPAATKSVVFAKKPLPLAKRKPRRIVIIGDTGCRVFTYKTMVDVQNCNGVEGYGPAWPFPK
IATAVAAARPDLIIHLGDYHYRETPCPKGNKGCAGSPSGFTWPSWEADFFAPARDLLTRAPWVFIRGNHESCARAWLGWFY
LLDPNPLPANPWQASQCPAISDPYPISLESLQLLVQDSSGVHYSPKGHEASVALYTKVYNEVNKMVSASSENWSLTHEPIW
GIQPGATPQGTVLYPLQLTLQAALKKTSLGRFDPRIGFLLSGHVHLFESFNFTDGRPPMMVIGNSGTKRSPSITNKVLEGS
KILQTLGVAPADFISEDDFNYALAEAFGDGWEISLYKLNGDVSKKFVLKNKKMVSKSQLK 
 
CalM（Phosphotransferase） 
MNKQGEVIMLNGAHCAGKTTLAREVQKLAERPILATGYYDYLWMLALKYVGLDPEIRVDGWPGPDPGLPQTQAGFEILREG
EGENATFRMMCGEIGWNVMYGMRRSFAAMANAGNDLVLGEVNTEIMLKDYCNAFKDLERVYMIGVFCPLEELERREDVMPH
RRVGCARMQIDQVHMPGAYDFTVDTGKDDAEECARQVLNFVDNNPPVVFKQLVERYGEIEEVNQFPVQWW 
 
CalN（Hypothetical protein） 
MPTTAGIDDIFRRRESLTVSEPRLCWDVSTVGSNVAQALAKSHPAVLSICEAIKEKGLPHPVRRGSMKNDPFVRPSGHGRA
FYIDLNTLGQDESTKNPEGCIAIKGSEAVATDFVPWMHRLRGHRMYWTFRAFHTLPLQLDTEINNLDRWPVLERKVPGVLT
QAEATNESSIAFEYQKAHLKRYGEFAHLPIPLLVYAWPDEVCARVRSDLLPLLSKRGADIVEHTLESGIGIYVYFYPTVPT
RLLAEVDKYEGPGLTLDKDLQYIERMSTIKSGGLDVQRIIEGWTKVLVQMMAVGYLPKDPGSLLTADCMQPWNVCVDGGWV
DLDSVVPIESLLDEKEISDVVRRSVRALAINICYLMVGKAALSTGIRDRFVEIDWLVMNEVSRRILEEDRERGVDDRLRKV
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FATSGLYPGLDRLFSLAY 
 
CalO（Glyoxalase） 
MHLTYQHGHFMWHELITTDPGGAAAFYAHVVGWQTNSYYPAGSSTPYTTWLDERGPLGALLSLDDEAHESGISPHWFANVM
VWNLDVCLARVIESGGKLLSGPEAMGTVGRWAAIQDPQGIKLAVFAAKDPLEARHPAKHGGVTWNELMSTNHRAAFEFYCS
IFDWQVLRTVNPGASDEYIVYGAYDEPLGGMFTRPSDHPLPIGWVYYIQVSELEVARARAEEQGAQIVTLAVEIPGRGRTA
QIIDPQGASVALREAVAREDPKDLVT 
 
CalP（Phosphotransferase） 
MIKEGEIIIINGTSCSGKTTLAREIQGAARKPYISTGHDDFLPMFPGRYVGIEKTVQPEIATWPEPGNALSSMGFEVILTR
PGDPPEFNFSCGPVGWNMLAGMHRAFATMARAGNNLVIADVISEVPMYDYCAALKEIKTVYLIGIQCPLPELERREATHAN
RTVGGARMQLKKINHPGDYDFTVDTGRDSPEACARQVLDYIDNNLPRAFAKLVERYGDFEVKQFPVALW 
 
CalQ（Phosphotransferase） 
MFPTQVGELSIVWLNQTLTDQENRQGARVVDFSTEPLADQGRTSAVYLLTLTYDQLTEMPTKLVLKFAMDQDFVKDALQDQ
NVFEREVTFYRRFGDGAGIPVPRCYAAAYDAEKNACVLLLEYIENAHQPDLFHGSVAEVDIAVEHLAPFHARWWQRQEELA
GIPCEYDRPDQHVQNVTRALEKIPEEHRDDVGRTVIEVLELWLKHRSQIVVHCARGPLTLCHGSFHRQQLLCPTAENDPFR
VIDWQSATIDCGPIDLARLLVTGLLPAARRAHETRLVERYHALLVENGVADYPLEQVWQHYRLGIVRVLVLHIQVFAHFNV
KLMLEHWGRVAEEQSLWKVLFQWPEQALMEHAVPELLRQIARETPTIEAEEQG 
 
CalR（ECH） 
MVDLSEIEPGIVLLQMQDRIHKNAFTDDMTLALLNAFDTIAHHDRYKVVVLTGFDSYFSTGGDQASLLRLHEGRGHFATTN
LYSLALNCRIPVISAMQGHGIGGGFVIGLFADVVILSRESVYTTNFMRYGFTPGMGATYIVPLKLGTALGHEMLFLARNYR
GEELKQRGAPFTVLPRAEVLPEAMKMSRQLAEKPRVSLMTLKDHLVADQRRKLPDIIRSEVAMHEQTFHQDEVKQNILSLF
GK 
 
CalS（ECH） 
MGNLNVAFHTIRFRTDAGIAYLQFDRPEANNTINDLLVAECRQALADHGEGIRVLVLEGLPEVFCFGADFQAIHGASSEPQ
LDNETQSADVLYDLWTDLATGPYVTIAHVRGKANAGGIGFVAACDIVLADERAVFSLSELLFGLFPACVLPFLIRRIGMQK
AHYMTLMTAPIPVEEAHRWGLVDAYAADSADLLRRHLLRLRRLSKSGIRRYKQYRASIDAFLTASKMKAVAGNREVFSDPE
NLETIACFVETGQFPWERRHDASGG 
 
CalT（HCS） 
MTTPAGIELMNFFGGLAYLDVRKLAEHRELDTTRFENLLMKQKAVAMPYEDPITLGINAAKPILDRMSEAEKDRIELLVTC
TESAFDFGKSLSTYMHDYLGLNRNCRLFELKNACYSGVAGLQMACNFILSQTSPGARALVIATDLSRFAVETETQDIEGLK
GEWSFSEPSGGSGAVAMLVSEQPYVFRIDPGASGYYGYEVMDACRPMPDGDAGDADLSLLSYLDCCENAFLEYQKRVADSD
YATTFGYLAFHAPFGGMVKGAHRKMMRTMVKAQPPEIEADFKRRVMPSLTYCQRVGNILGATTALSLVSTIDNADFESPQR
IGCFSYGSGCCSEFFSGVATQEGQALLASFEMERQLDERYELDMEEYDMLLRGNAAVRFGTSNVILDPDLLPGVRQVLERS
NRLYLKEIRDYHRIYEWAT 
 
CalU（ABC-transporter） 
MKNGRVTSLLYCRSALPGRERWDVANLRGKPFLAQQLESELHCRMGIIEVKANAMTGRILLVFDQQVLNNTAELLREVIDH
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FVARIDEKLLEARHADPKNRQDFEHQDNESILDLIRSVEHSSTLRWKATGLTSLSTIFSLTPPITLGLIMATAVSGGLPFL
SGLGLSQLGQIGLLSGVFVGANMANTFSEYHAKMAWQQYASTIEHELRVKAYSHVQHLDMAYLDHESSGQILSVIHDDSVK
IREFLGQLPDSVIDRLTTFVLGGLFLIYISPVSFLLSLVPLPVMMFIYRRYHKQIAKRYMEQGEKQQAMRKLLSNNLSGMP
TIKGFSREDYEQQRLMDSSSELQHSTTAAFADAMRYADITKFAMVAGLGLPIIYAGSLMIMGKISVTVFMLQSFIMPKMIG
AMGGLDHDYDLYQSSTAASKRLSQILSVQPKIRNGAQHIDLASVHGDLRFEEISFSYPGANELFENFHLHIPARSSVALVG
TTGSGKSTLTRLLLRFYEINGGRVLLDEMDICDLDFNDLRQVIGLVSQDVFLFHGTIYENIHYGRLDATMEEVMAAAKMAE
ALHFIEALPDGFDTIVGERGQMLSGGQRQRISIARVILKNPPILILDEATSSVDNETEAAIQHSISLLAKDRSTIVIAHRL
STVRHLDQLYLIDHGQVIEAGTHEQLLEMDKTYAALWKLQMGERPEAQGLPTLASVHP 
 
CalV（Hypothetical protein） 
MQENGEQVVKNGVKIVDELLLPGTSLLLDGKIRPGMAHSAVGLLAGVALGVPGAMLVAANALAQSVTGAGLIANLTNNSPK
NPRDVNLAERVAVDVAEGMTYEEIREDILEDIEDLYHEATADKTPHQKDAV 
 
CalW（KS0

） 
MINSLPSELVLSGLGVTSAIGQGKTAFSAALMRGDHAFRVMQRHGRQRGDSAFLGAEIGDLSIPDTLSKRLLQAATFSGKL
ALVTLAEAWEEAHLEGVDPQRIGLVIGGSNVQQREQQQTQENYANRLHFLHPNYALNFLDSDLCGLCSEQFGVKGFAYTLG
GASASGQAALIQAAEAVLANRVDVGIAMGAMMDLSFWECAGFRTLGAMGSDRYGQQPALACRPFDANRDGFIYGESCGVVV
VEKAHSARERHLTPYAALAGWAMGMDGNRGPNPSLEGEIHVIQTALAQAGLTPLDIDYVNPHGTGSLIGDETERQAIAACG
LGHAFINATKSITGHGLSSAGTVELIATLLQMRNARLHPSRNLETPIDPSLNWVREQALDHRMISALKLSLGFGGINTAVC
ISEL 
 
CalX（ACP） 
MDNEAIFKLIVDHTREILPELQDYPFQRADSLKDLGANSLDRSEILMMTLEAINLKMPAVEFHGPENIGELTDMIYDKLVT
V 
 
CalY（AT） 
MKILLFPGQGSQRKGMGKALFDAFPELTQRANDLLGYSIQELCLEDPLNQLGQTQFTQPAIYVVNCLSYLEQTRAEPKSDY
VLGHSVGEYSALFVAGIIDFETGLSMVQKRGALMSEAHGGGMAAVLGLDETKVSDILKAEFLVNLSIANFNSPHQLVISGP
KSDVEKAEPFFIEGGARHYRVLDVSGAFHTRFMAEAGMQFAEFVRDVHLGEMTIPIISNVTARPYRKDQMRAHIIDQITTP
VRWSESIRYLLAKGATDQDFVELGGSGVGVVKALALQTSREAGPLEPAVLWAEEEQESRVHAEKQAKKRARAEPHGDWEQP
VTAPVPMAQDLSAYPDFTADSLGCASFKAAFNLKYAYLAGAMYQGISSAEMVIRMARSGLLAFFGTAGLPLAQVEDSIRTI
QSALTGEGYGVNLVADLEHPEQNEAMIDLFIRCNVPIVEASAFMQITPGLVRYRATGLARQPGGEIRRAHRVIAKVTRPET
ALVFLNPAPERVVNNLLACGAITPEQADLLGNLPMADALIVAADSGWQTDEGMPYAVVPTLRRLRDEVQNQHDDTQKVYIG
AAGGIGTAESAAAAFILGTDFILTGSINQCTVEAGTSEATKDLLQNMNIQDTDYAPFGDVFELGMRAQVLKRGVFFPARAN
KLYSLYRHCNSLDELDPTTAEQIQKRYFKRDFTAVFKEVQNRLSAAEIEKAERDPKYKMGLVFRWYFDYATQLALSGASDS
RVDYQIHTGPALGAFNQWVKGTDLEDWRNRHVDRIAEKIMTEAAEFLNQRFRLMAHQD 
 
 
Fig. S1  Calyculin推定生合成酵素CalA-CalYのアミノ酸配列 
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Phylogenetic tree 
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Fig. S2  Cal KSドメインの系統樹解析 
Bae; bacillaene, Bry; bryostatin, BTH; Burkholderia thailandensis polyketide, Chi; chivosazol, 
Cor; corallopyronin A, Dif; difficidin, Dsz; disorazol, Gura; Geobacter uraniumreducens polyketide, 
Lkc; lankacidin, Lnm; leinamycin, Mln; macrolactin, Mmp; mupirocin, Onn; onnamide, Ped; 
pederin, Rhi; rhizoxin, Sor; sorangicin, Ta; myxovirescin, Vir; virginiamycin 
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Spectrum data 
 

Table S1  1H, 13C and 31P NMR data for phosphocalyculin A in CD3OD 

position 
13C 1H 31P 

ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) 
1 116.8 – – 
2 94.0 5.27 (1H, s) – 
3 157.9 – – 
4 128.1 6.76 (1H, d, 14.7) – 
5 134.0 7.13 (1H, dd, 11.3, 14.7) – 
6 124.1 6.36 (1H, d, 11.3) – 
7 144.5 – – 
8 135.4 – – 
9 131.2 5.97 (1H, d, 10.0) – 

10 35.7 2.73 (1H, ddq, 2.3, 10.0, 7.2) – 
11 77.6 3.39 (1H, dd, 2.3, 9.6) – 
12 43.4 1.53 (1H, m) – 
13 70.4 3.77 (1H, m) – 

14a 34.9 1.43 (1H, dd, 10.2, 13.0) – 
14b – 1.65 (1H, m) – 
15 78.6 3.67 (1H, m) – 
16 84.3 (d, 7.2)a 4.09 (1H, ddd, 1.7c, 4.2, 9.6) – 
17 84.6 (d, 6.0)b 4.52 (1H, dd, 4.2, 10.8d) – 
18 50.4 – – 
19 108.4 – – 

20a 29.2 1.61 (1H, m) – 
20b – 1.89 (1H, m) – 
21 71.0 3.87 (1H, m) – 
22 37.6 1.65 (1H, m) – 
23 67.3 4.45 (1H, dt, 11.9, 2.5) – 

24a 36.0 2.09 (1H, m) – 
24b – 2.51 (1H, m) – 
25 136.5 6.97 (1H, ddd, 5.1, 10.2, 16.2) – 
26 114.5 6.33 (1H, d, 16.2) – 
27 133.6 – – 
28 136.5 8.00 (1H, s) – 
29 170.6 – – 
30 29.6 3.64 (1H, m) – 

31a 32.0 1.89 (1H, m) – 
31b – 2.23 (1H, m) – 
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32a 35.8 3.14 (1H, m) – 
32b – 3.55 (1H, m) – 
33 173.9 – – 
34 72.6 4.04 (1H, d, 8.2) – 
35 68.8 4.35 (1H, dd, 2.3, 8.2) – 
36 65.8 3.72 (1H, m) – 

37a 66.1 3.88 (1H, m) – 
37b – 3.91 (1H, m) – 
38 58.0 3.42 (3H, s) – 
39 39.9 2.93 (3H, s) – 
40 41.9 2.95 (3H, s) – 
41 17.2 1.35 (3H, d, 7.4) – 
42 9.6 0.91 (3H, d, 7.4) – 
43 21.6 0.97 (3H, s) – 
44 16.8 1.26 (3H, s) – 
45 59.5 3.55 (3H, s) – 
46 10.6 0.69 (3H, d, 6.8) – 
47 17.4 1.03 (3H, d, 7.2) – 
48 13.0 1.86 (3H, s) – 
49 13.7 2.01 (3H, s) – 
50 18.0 2.09 (3H, s) – 
P1 – – -11.42 (d, 16.0)e 
P2 – – -10.41 (d, 16.0)e 

    a, 3JC,P, b, 2JC,P, c, 4JH,P, d, 3JH,P, e, 2JP,P 
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Table S2  1H, 13C and 31P NMR data for calyculin A in CD3OD 

position 
13C 1H 31P 

ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) 
1 117.0 - - 
2 94.1 5.27 (1H, s) - 
3 157.4 - - 
4 128.2 6.76 (1H, d, 14.7) - 
5 134.0 7.13 (1H, dd, 11.3, 14.7) - 
6 124.1 6.37 (1H, d, 11.3) - 
7 144.4 - - 
8 136.0 - - 
9 131.0 5.99 (1H, d, 9.6) - 

10 35.9 2.78 (1H, ddq, 2.8, 9.6, 6.8) - 
11 78.0 3.39 (1H, m) - 
12 42.8 1.61 (1H, m) - 
13 70.7 3.97 (1H, m) - 

14a 34.2 1.50 (1H, ddd, 1.7, 9.6, 14.7) - 
14b - 1.66 (1H, m) - 
15 78.4 3.74 (1H, t, 9.6) - 
16 84.0 4.14 (1H, ddd, 1.7c, 4.5, 9.6) - 
17 84.2 4.40 (1H, dd, 4.5, 9.6d) - 
18 50.2 - - 
19 108.4 - - 

20a 29.3 1.60 (1H, m) - 
20b - 1.83 (1H, m) - 
21 70.8 3.87 (1H, m) - 
22 37.3 1.65 (1H, m) - 
23 67.1 4.42 (1H, m) - 

24a 36.0 2.10 (1H, m) - 
24b - 2.44 (1H, m) - 
25 131.4 6.65 (1H, ddd, 4.5, 9.6, 15.9) - 
26 117.9 6.26 (1H, d, 16.4) - 
27 137.7 - - 
28 135.0 7.75 (1H, s) - 
29 169.1 - - 
30 30.8 3.14 (1H, q, 7.4) - 

31a 33.6 1.82 (1H, m) - 
31b - 2.04 (1H, m) - 
32a 36.2 3.23 (1H, m) - 
32b - 3.37 (1H, m) - 
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33 173.6 - - 
34 72.2 3.98 (1H, m) - 
35 68.8 4.32 (1H, dd, 1.7, 6.8) - 
36 65.8 3.58 (1H, m) - 

37a 65.7 3.86 (1H, m) - 
37b - 3.88 (1H, m) - 
38 58.1 3.41 (3H, s) - 
39 40.2 2.89 (3H, s) - 
40 40.4 2.89 (3H, s) - 
41 17.3 1.33 (3H, d, 6.8) - 
42 9.5 0.90 (3H, d, 7.4) - 
43 21.4 0.98 (3H, s) - 
44 16.7 1.21 (3H, s) - 
45 59.5 3.55 (3H, s) - 
46 10.3 0.73 (3H, d, 6.8) - 
47 17.3 1.04 (3H, d, 6.8) - 
48 13.0 1.88 (3H, s) - 
49 13.6 2.03 (3H, s) - 
50 18.0 2.09 (3H, s) - 
P1 - - -1.10 (s) 

 P2 - - - 
    a, 3JC,P, b, 2JC,P, c, 4JH,P, d, 3JH,P 
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Table S3  1H, 13C and 31P NMR data for phosphocalyculin C in CD3OD 

position 
13C 1H 31P 

ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) 
1 117.0 - - 
2 94.1 5.27 (1H, s) - 
3 157.4 - - 
4 128.2 6.75 (1H, d, 15.3) - 
5 133.9 7.12 (1H, dd, 10.8, 15.3) - 
6 124.1 6.34 (1H, d, 11.3) - 
7 144.5 - - 
8 135.5 - - 
9 131.0 6.02 (1H, d, 9.6) - 

10 35.8 2.73 (1H, ddq, 2.3, 9.6, 7.4) - 
11 77.5 3.35 (1H, dd, 2.3, 9.6) - 
12 43.6 1.56 (1H, m) - 
13 70.2 3.73 (1H, m) - 

14a 35.0 1.39 (1H, m) - 
14b - 1.52 (1H,m) - 
15 78.7 3.64 (1H, m) - 
16 84.4 (d, 6.0)a 4.07 (1H, ddd, 1.9c, 4.8, 9.1) - 
17 84.6 (d, 6.0)b 4.52 (1H, dd, 4.8, 10.2d) - 
18 50.4 - - 
19 108.5 - - 

20a 29.4 1.59 (1H, m) - 
20b - 1.88 (1H, m) - 
21 70.9 3.90 (1H, m) - 
22 37.7 1.64 (1H, m) - 
23 67.8 4.42 (1H, dt, 11.9, 2.3) - 

24a 35.9 2.05 (1H, m) - 
24b - 2.52 (1H, m) - 
25 137.1 7.05 (1H, ddd, 4.5, 10.8, 16.2) - 
26 113.6 6.28 (1H, d, 16.2) - 
27 133.6 - - 
28 135.9 7.93 (1H, s) - 
29 171.0 - - 
30 29.1 3.60 (1H, m) - 

31a 38.2 1.73 (1H, m) - 
31b - 2.22 (1H, m) - 
32 41.9 4.14 (1H, m) - 

32Me 20.6 1.12 (3H, d, 6.8) - 
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33 174.3 - - 
34 72.0 4.00 (1H, d, 8.8) - 
35 69.9 4.46 (1H, dd, 2.3, 8.8) - 
36 65.7 3.93 (1H, m) - 

37a 65.8 3.96 (1H, m) - 
37b - 3.97 (1H, m) - 
38 58.0 3.42 (3H, s) - 
39 39.2 2.96 (3H, s) - 
40 43.2 2.90 (3H, s) - 
41 16.4 1.33 (3H, d, 6.8) - 
42 9.6 0.91 (3H, d, 6.8) - 
43 21.8 0.96 (3H, s) - 
44 16.8 1.26 (3H, s) - 
45 59.7 3.53 (3H, s) - 
46 10.4 0.72 (3H, d, 7.4) - 
47 17.3 1.03 (3H, d, 7.4) - 
48 13.0 1.85 (3H, s) - 
49 13.7 2.02 (3H, s) - 
50 18.1 2.09 (3H, s) - 
P1 - - -10.47 (d, 16.1)e 
P2 - - -10.74 (d, 16.1)e 

    a, 3JC,P, b, 2JC,P, c, 4JH,P, d, 3JH,P, e, 2JP,P 
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Table S4 1H, 13C and 31P NMR data for calyculin C in CD3OD 

position 
13C 1H 31P 

ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) ppm (mult, J in Hz) 
1 116.9 - - 
2 94.1 5.27 (1H, s) - 
3 157.3 - - 
4 128.1 6.75 (1H, d, 15.3) - 
5 134.6 7.12 (1H, dd, 10.8, 15.3) - 
6 123.8 6.34 (1H, d, 11.3) - 
7 144.6 - - 
8 133.9 - - 
9 131.4 6.02 (1H, d, 9.6) - 

10 33.6 2.73 (1H, ddq, 2.3, 9.6, 7.4) - 
11 79.7 3.35 (1H, dd, 2.3, 9.6) - 
12 42.3 1.56 (1H, m) - 
13 73.2 3.73 (1H, m) - 

14a 36.4 1.39 (1H, m) - 
14b - 1.52 (1H,m) - 
15 78.0 3.64 (1H, m) - 
16 84.21 (d, 6.0)a 4.07 (1H, ddd, 1.9c, 4.8, 9.1) - 
17 82.5 (d, 6.0)b 4.52 (1H, dd, 4.8, 10.2d) - 
18 50.3 - - 
19 108.5 - - 

20a 29.4 1.59 (1H, m) - 
20b - 1.88 (1H, m) - 
21 71.2 3.90 (1H, m) - 
22 37.5 1.64 (1H, m) - 
23 67.1 4.42 (1H, dt, 11.9, 2.3) - 

24a 35.8 2.05 (1H, m) - 
24b - 2.52 (1H, m) - 
25 132.3 7.05 (1H, ddd, 4.5, 10.8, 16.2) - 
26 116.6 6.28 (1H, d, 16.2) - 
27 137.6 - - 
28 135.3 7.93 (1H, s) - 
29 169.7 - - 
30 29.8 3.60 (1H, m) - 

31a 37.9 1.73 (1H, m) - 
31b - 2.22 (1H, m) - 
32 41.5 4.14 (1H, m) - 

32Me 20.1 1.12 (3H, d, 6.8) - 
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33 174.9 - - 
34 70.2 4.00 (1H, d, 8.8) - 
35 71.9 4.46 (1H, dd, 2.3, 8.8) - 
36 65.0 3.93 (1H, m) - 

37a 64.7 3.96 (1H, m) - 
37b - 3.97 (1H, m) - 
38 58.0 3.42 (3H, s) - 
39 39.6 2.96 (3H, s) - 
40 42.9 2.90 (3H, s) - 
41 17.2 1.33 (3H, d, 6.8) - 
42 9.7 0.91 (3H, d, 6.8) - 
43 21.4 0.96 (3H, s) - 
44 16.8 1.26 (3H, s) - 
45 59.8 3.53 (3H, s) - 
46 11.1 0.72 (3H, d, 7.4) - 
47 17.4 1.03 (3H, d, 7.4) - 
48 12.1 1.85 (3H, s) - 
49 13.6 2.02 (3H, s) - 
50 18.0 2.09 (3H, s) - 
P1 - - -0.62 (s) 
P2 - - - 

    a, 3JC,P, b, 2JC,P, c, 4JH,P, d, 3JH,P  
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Fig. S3  1H-NMR spectrum of phosphocalyculin A in CD3OD 

 

 

 
Fig. S4  13C-NMR spectrum of phosphocalyculin A in CD3OD 
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Fig. S5  COSY spectrum of phosphocalyculin A in CD3OD 

 

Fig. S6  HMBC spectrum of phosphocalyculin A in CD3OD 
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Fig. S7  HMQC spectrum of phosphocalyculin A in CD3OD 

 

  
Fig. S8  31P-NMR spectrum of phosphocalyculin A in CD3OD 
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Fig. S9  1H-NMR spectrum of calyculin A in CD3OD 

 

 

 
Fig. S10  13C-NMR spectrum of calyculin A in CD3OD 
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Fig. S11  COSY spectrum of calyculin A in CD3OD 

 

 

 
Fig. S12  HMBC spectrum of calyculin A in CD3OD 
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Fig. S13  HMQC spectrum of calyculin A in CD3OD 

 

 
Fig. S14  31P-NMR spectrum of calyculin A in CD3OD 
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Fig. S15  1H-NMR spectrum of phosphocalyculin C in CD3OD 

 

Fig. S16  13C-NMR spectrum of phosphocalyculin C in CD3OD 
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Fig. S17  COSY spectrum of phosphocalyculin C in CD3OD 

 

 
Fig. S18  HMBC spectrum of phosphocalyculin C in CD3OD 
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Fig. S19  HMQC spectrum of phosphocalyculin C in CD3OD 

 

 

Fig. S20  31P-NMR spectrum of phosphocalyculin C in CD3OD 
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Fig. S21  1H-NMR spectrum of calyculin C in CD3OD 

 

 
Fig. S22  13C-NMR spectrum of calyculin C in CD3OD 
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Fig. S23  COSY spectrum of calyculin C in CD3OD 

 

 

 
Fig. S24  HMBC spectrum of calyculin C in CD3OD 
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Fig. S25  HMQC spectrum of calyculin C in CD3OD 

 

 

Fig. S26  31P-NMR spectrum of calyculin C in CD3OD 
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