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非リボソームペプチドの多様性を構築する
アデニル化酵素のエンジニアリング

1.はじめに

石川 文洋

近畿大学薬学部の石川文洋
と申します。このたびは，本ペ
プチドニュースレターに寄稿
する機会をいただきありがと
うございます。お声がけいた
だいた東京大学理学系研究科
の後藤佑樹先生に心より御礼
申し上げます。
筆者は大阪府立大学理学系
研究科の藤井郁雄教授（現大
阪公立大学研究推進機構特任教授）の指導のもと，触
媒抗体の高機能化に関する研究に取り組み 2009 年に
学位を取得しました。その後カリフォルニア大学サ
ンディエゴ校へ留学する機会を得た際，Michael D.
Burkart教授の研究室で，脂肪酸，ポリケチド，非リ
ボソームペプチドの生合成に関わる酵素のタンパク質
間相互作用を解明する研究に従事しました。京都大
学大学院薬学研究科掛谷秀昭教授のもとで特定助教
（2012.12–2017.3）を務めた後に，近畿大学薬学部田邉
元三教授のもとで講師（2017.4–2023.3）および准教
授（2023.4–）として研究する機会をいただき，非リ
ボソームペプチドを生合成する非リボソームペプチド
合成酵素（NRPS）の機能解析，エンジニアリング，
ケミカルバイオロジー研究を行っています。本稿で
は，筆者が取り組んでいる NRPS のエンジニアリン
グに関する研究について紹介します。

2.非リボソームペプチドの多様性を構築するアデニ
ル化酵素
有用な天然物である非リボソームペプチドは NRPS

により生合成されています1。免疫抑制剤であるシク
ロスポリン，抗菌剤であるバンコマイシン，鉄キレー
ト剤であるエンテロバクチンに代表されるように，そ
の多くは非常に重要な生物活性をもっています1。そ
のため，非リボソームペプチドは将来にわたる医薬品
資源として認識されています。しかし，天然物資源は
枯渇しつつあると言われています。近年，天然物をよ
り有効活用するため，その生合成系を改変し，誘導体
を創製する手法がいくつか報告されています2,3,4。ま
た，このような手法が成熟することにより，複雑な天
然物の迅速かつ簡便な誘導体化が可能になるだけでな
く，思い描いた化合物を創ることが可能になると期待
されています。さらに，地球環境を守りつつ持続的に
医薬品資源を供給することは，グリーンケミストリー
の観点からも重要な課題であります。
NRPSによる非リボソームペプチドの生合成には，

20 種類のタンパク質性アミノ酸以外に，500 種類以
上の非タンパク質性アミノ酸も使える利点があり，
創薬への応用が期待ができます5。NRPS 生合成系に
おいてアデニル化酵素は，アミノ酸基質を選択する
“gatekeeper” としての役割を担っています（図 1）。
すなわち，アデニル化酵素のアミノ酸選択性を自在に
制御できれば，非リボソームペプチドの酵素的な誘
導体化が可能になります。そこで我々の研究室では
NRPSの多様性を構築するアデニル化酵素に着目し，
その機能制御に取り組んでいます。

A
SH

T

S
O

NH2

R

TMg2+

ATP PPi

OH

O

R
NH2

O

OH OH

O N

N

N

N
PO
O

NH2
O O

R
NH2

Amino acid Aminoacyl-AMP Aminoacyl-S-T

O P O
O O H

N

O

OH H
N

O
SHT

holo-thiolation domain

Nonribosomal pepides

図 1 非リボソームペプチド生合成におけるアデニル化酵素による触媒反応（A：アデニル化酵素；T：チオレーションドメイン）
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3.立体構造を基盤とするアデニル化酵素のエンジニ
アリング
500 種類以上のアミノ酸がアデニル化酵素の基質と
して利用され，多様な化学構造をもつ非リボソームペ
プチドが生合成されています5。また，様々な安息香
酸誘導体を基質とすることで非リボソームペプチドの
構造多様性が拡張されています。アミノ酸を基質とす
るアデニル化酵素のエンジニアリングは数多く報告さ
れていますが，その基質選択の厳密さゆえ汎用性の高
い方法はありません。また，安息香酸誘導体を基質と
するアデニル化酵素のエンジニアリングは，わずか 2
例報告されているだけです6,7。そこで，我々は，エン

テロバクチン生合成に関与する 2,3-ジヒドロキシ安息
香酸（DHB）あるいはサリチル酸（Sal）を基質とす
るアデニル化酵素（EntE）をモデルとして，厳密な
基質特異性を緩和し，多様な安息香酸誘導体を許容す
るアデニル化酵素の創製を検討しました8（図 2A）。
EntE による DHB の認識機構は，1）基質結合部

位のアミノ酸 Asn235 および Ser240 と DHB の水酸
基との水素結合形成，2）Tyr236 と DHB のベンゼ
ン環との π–π スタッキング相互作用に基づいてい
ます（図 2B）。すなわち，安息香酸誘導体選択的ア
デニル化酵素は，ベンゼン環部の認識に加えて，水
素結合などによる置換基との相互作用により，基
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図 2 （A）エンテロバクチン生合成経路（C：縮合酵素；TE：チオエステラーゼ；ICL：イソコリスメートリアーゼ），（B）野生型
EntE 活性部位のモデリング，（C）基質特異性プロファイル，（D）アデニル化酵素中間体アナログの化学構造，（E）野生型
EntEの X線結晶構造解析9，（F）EntE Asn235Gly変異体の X線結晶構造解析
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質を認識すると推察されます。EntE のベンゼン環
認識部位を維持し，置換基認識部位を拡張できれ
ば，様々な置換基をもつ安息香酸誘導体を基質と
して許容すると期待しました。そこで，EntE の構
造情報に基づき Asn235 をより小さいアミノ酸残基
（Gly，Ala，Ser，Thr）へ置換した変異体を調製し
ました。続いて，22 種類の安息香酸誘導体を基質と
し，酵素活性を測定しました（図 2C）。その結果，
EntE Asn235Gly 変異体は 16 種類におよぶ多様な置
換様式の安息香酸誘導体を基質として許容するこ
とが判明しました。また，野生型 EntE および EntE
Asn235Gly 変異体の酵素反応速度論解析を行いまし
た。その結果，EntE Asn235Gly 変異体は，野生型
EntEと比較して，3-ethynylBA（BA:benzoic acid），
3-fluoroBA，3-chloroBA，3-bromoBA，3-iodoBA，
2-fluoroBA，2-chloroBA に対する基質特異性がそれ
ぞれ 30倍，10倍，3.8倍，14倍，72倍，8.3倍，203
倍上昇しました。さらに，野生型 EntE は 5種類の安
息香酸誘導体（3-nitroBA，3-cyanoBA，2-nitroBA，
2-bromoBA，2-iodoBA）を基質として許容できな
いが，EntE Asn235Gly 変異体はこれら基質を許容
しました。また，MALDI-TOFMS 解析により EntE
Asn235Gly 変異体は，酵素反応速度論解析を行った
すべての安息香酸誘導体を下流のキャリアータンパク
質へ受け渡すことが示されました。このことから，
様々な置換基をもつ安息香酸誘導体をエンテロバク
チン骨格に導入できることが示唆されました。最後
に，EntE Asn235Gly変異体の構造的基盤を明らかに
するため，EntE Asn235Gly変異体と 2種類のアデニ
ル化反応中間体アナログとの複合体の X 線結晶構造
解析を行いました（図 2D，E9，F）。その結果，EntE
Asn235Gly 変異体の基質結合部位は，ベンゼン環を
共通の認識部位とし，嵩高い官能基を許容する非常に
大きな空間を有していることを明らかにしました。

4. NRPS Code を利用したアデニル化酵素のエンジニ
アリング
NRPS生合成系において，アデニル化酵素が非リボ
ソームペプチドへ導入するアミノ酸を規定していま
す。そのため，アデニル化酵素のアミノ酸選択性を制
御できれば，天然物誘導体を生合成することが可能
になります。しかし，長い進化や淘汰の過程におい
て生き残ったアデニル化酵素のエンジニアリングは
困難であるのが現状です。実際，EntE Asn235Gly変

異体は 16 種類におよぶ多様な置換様式の安息香酸誘
導体を基質としますが，その酵素活性は野生型 EntE
の DHB に対する酵素活性に遠く及びません8。アデ
ニル化酵素の構造と機能の体系的な研究により，ア
ミノ酸選択性を決定する活性部位の 10 アミノ酸残
基（NRPS Code）が明らかになりました10,11,12。すな
わち，あるアデニル化酵素の NRPS Code を目的の
アミノ酸選択性の NRPS Code に丸ごと入れ替える
ことでアデニル化酵素のアミノ酸選択性を制御でき
ると期待しました13。そこで，DHB を基質とするア
デニル化酵素 EntEの NRPS Codeを Salを基質とす
るアデニル化酵素の NRPS Code に入れ替えた 9 種
類の変異体（Tyr236Phe，Ser240Cys，Val339Ile，
Val339Leu，Asn340Cys， Tyr236Phe/Ser240Cys，
Tyr236Phe/Ser240Cys/Asn340Cys，Tyr236Phe/Ser
240Cys/Val339Ile/Asn340Cys，Tyr236Phe/Ser240
Cys/Val339Leu/Asn340Cys）を調製しました12（図
2Bおよび図 3A）。特に EntE Tyr236Phe/Ser240Cys/
Val339Ile/Asn340Cys変異体および EntE Tyr236Phe
/Ser240Cys/Val339Leu/Asn340Cys変異体は，Salを
基質とするアデニル化酵素の NRPS Code を丸ごと
入れ替えた変異体になります。続いて，DHB および
Sal を基質とし，酵素反応速度論解析を行いました。
その結果，EntE Tyr236Phe/Ser240Cys/Val339Ile/
Asn340Cys変異体（DHB: 9cat/ m = 21mM−1min−1;
Sal: 9cat/ m = 293mM−1min−1）は，野生型 EntE
（DHB: 9cat/ m = 1,311mM−1min−1; Sal: 9cat/ m =

412mM−1min−1）と比較して，Sal に対する基質特
異性が 45 倍上昇しました（図 3B）。また，EntE
Tyr236Phe/Ser240Cys/Val339Ile/Asn340Cys 変異体
の Salに対する酵素活性（9cat/ m）は，野生型 EntE
と比較して同程度であることがわかりました（図
3B）。一方，マイコバクチンの生合成に関与する Sal
を基質とするアデニル化酵素MbtAの酵素活性（Sal:
9cat/ m = 913mM−1min−1）と比較可能な酵素活性
をもつことが判明しました14（図 3B）。このことか
ら，長い進化や淘汰の過程において生き残った NRPS
Code を利用することで，効率的にアデニル化酵素を
エンジニアリングできることが示唆されました。

(A) (B)

図 3 （A）DHBおよび Salを基質とするアデニル化酵素の NRPS Code，（B）野生型 EntEおよび EntE Tyr236Phe/Ser240Cys/
Val339Leu/Asn340Cys変異体の酵素反応速度論解析
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5.おわりに

本研究では，非リボソームペプチドの多様性を構築
するアデニル化酵素のエンジニアリングに関する検討
を紹介しました。立体構造に基づく合理的な部位特異
的変異導入によって，基質結合部位を改変し，アデニ
ル化酵素の基質許容能を拡張することに成功しまし
た。天然にはない 16 種類におよぶ多様な置換様式の
安息香酸誘導体に酵素活性を示しますが，その酵素活
性は天然酵素と比較すると非常に低いという問題点を
抱えています。また，NRPSCodeを利用することで，
アデニル化酵素をエンジニアリングするとともに，
天然酵素に匹敵する酵素活性を実現しました。しか
し，NRPS Code の利用できない基質（天然にはない
基質）に対する効率的な酵素活性を創出することはで
きないなどの問題点を抱えています。NRPSをエンジ
アニアリングするための汎用性の高い方法を開発する
ことは，難しいのが現状ですが，計算化学をはじめと
する多様な技術を融合して NRPS エンジニアリング
研究に挑戦していきたいと考えています。そして，思
い描いた化合物を創ることを実現していきたいです。
最後になりましたが，本研究を行うにあたり，近畿
大学薬学部医療薬学科有機薬化学研究室田邉元三教
授，東京工業大学理学院化学系江口正教授，工藤史貴
准教授，宮永顕正助教（現東京大学農学生命科学研究
科准教授）に多大なご助力を賜りました。この場を借
りて厚く御礼申し上げます。
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ペニシリン結合タンパク質型

チオエステラーゼを用いた環状ペプチドの
効率的な化学 –酵素合成

はじめに

松田 研一

脇本 敏幸

温和な条件下，位置・化
学・立体選択的な反応を効
率よく触媒する生体触媒は，
様々な官能基が共存するペ
プチドの修飾に適している。
我々は天然物の生合成機構
を解明する過程で，ペプチ
ド主鎖を選択的にマクロラ
クタム化する新規なペプチ
ド環化酵素ファミリー「ペニ
シリン結合タンパク質型チ
オエステラーゼ（PBP-type
TE）」を発見し，その触媒利
用を目指して研究を展開し
てきた。本稿ではその発見
から最新の研究成果までを
概説する。

新規なペプチド環化酵素 PBP-type TE ファミリーの
発見と機能解析
ペプチド骨格の環状化によるコンフォメーション制

限は，代謝安定性や生体膜透過性，作用標的特異性を
向上する重要な構造修飾であるが，競合する分子間反
応を抑制しつつ効率良く分子内で結合を形成すること
は困難である。一方で，天然に豊富に存在する多様な
環状ペプチドの生合成過程では，ペプチド環化酵素が
位置選択的な環化反応を効率良く触媒する。これまで
様々なタイプのペプチド環化酵素がバクテリアや植物
から発見されてきたが，研究試薬として実用化された
ものはいずれも長鎖ペプチドに限定的であり，10 残
基以下の短鎖ペプチドは環化できない。長鎖と比べて
高い組織移行性が期待できる短鎖ペプチドを簡便かつ
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図 1 PBP-type TE を介する非リボソーム環状ペプチド surugamide 類の生合成。a）Surugamide 類の生合成遺伝子クラスター，
b）SurE が触媒するペプチド環化反応。NRPS の最終モジュールに担持された直鎖中間体が SurE の触媒セリン残基に転移し
た後，N末端アミンからの攻撃により環状骨格が形成される。SurEは 2つの異なる NRPS，SurD，SurCに作用し，それぞれ
環状オクタペプチドと環状デカペプチドを与える。

正確に合成する方法論の確立は，ペプチド創薬や周辺
領域に新たな展開をもたらす可能性を秘めている。
一方で我々は，非リボソーム型環状ペプチドの生合
成に興味を抱き研究を行ってきた。Surugamide 類
は海洋放線菌から単離された head-to-tail 型の環状
ペプチドであり，カテプシン B の阻害活性を示す。
本化合物はいくつかの D-アミノ酸残基を含む典型的
な非リボソーム型環状ペプチドであり，その化学構造
を一見しても生合成過程の新規性は見当たらない。と
ころがその生合成遺伝子クラスター（図 1a）を精査
すると，環状骨格の形成を担うはずの一般的なチオエ
ステラーゼドメイン（TE）が存在しないことが判明
した1。このため通常とは異なる機構によってその環
状骨格が形成される可能性を考え検証を進めた結果，
その環状骨格は新規なペプチド環化酵素 SurE によっ
て形成されることが明らかになった2（図 1b）。長大
なペプチド合成酵素に融合して存在する一般的な TE
ドメインとは異なり，SurE は 350 残基程度の独立し
たタンパク質であった。また SurE は，従来のペプチ
ド環化酵素類とは配列相同性を示さない一方で，バク
テリアのペプチドグリカン生合成においてペプチド架
橋反応を担う PBP に相同性を示した。このことから
我々は，これを新たなペプチド環化酵素ファミリーと
して PBP-type TE と命名した2,3。Surugamide 類は
アミノ酸配列や鎖長の異なる 2種類の非リボソームペ
プチドから構成されるが，SurE はその両方の生合成
に等しく関与し環化を触媒する4（図 1b）。このこと
から SurE は非常に寛容な選択性を備えていると考え
られた。
複数の基質アナログを合成し，その選択性を検証し
たところ，SurE は基質の内部配列や鎖長に対して非
常に寛容な選択性を示した。特に既存の生体触媒では
環化できない 10 残基以下のペプチドを効率よく環化
した。また配列内部を 5〜23 アミノ酸残基相当のサ
イズの PEG 鎖で置き換えた基質に対しても，加水分

解反応や多量体化を伴わずに効率よく環化反応を触媒
した。一方で環化点となる残基に対しては選択性を示
し，N末端に L-アミノ酸，C末端に疎水的なD-アミノ
酸を厳密に要求することが判明した（図 2）。C 末端
D-アミノ酸残基に対する厳密な選択性は，本酵素ファ
ミリーが D-Ala-D-Alaジペプチドモチーフを認識する
PBP と近縁であることと一致している。興味深いこ
とに，従来型の TE ドメインが触媒する head-to-tail
環化における N 末端残基は必ず D-アミノ酸，C 末端
残基は L-アミノ酸であり，PBP-type TE とは相補的
な関係にある。その生物学的な意義は現在のところ不
明であるが，PBP-type TE は，D-アミノ酸を C 末端
残基としてペプチドを環化するために，従来型の環化
酵素とは独立して進化したユニークな酵素ファミリー
といえる5。

PBP-type TE を利用した環状ペプチドの効率的な化
学 –酵素合成
非リボソームペプチド環化酵素の生体内における本

来の基質は，巨大な非リボソームペプチド合成酵素に
ホスホパンテテインを介して担持されたチオエステ
ルである。2000 年にハーバード大学の C. Walsh ら
は，ホスホパンテテインを N-アセチルシステアミン
（SNAC）で簡略化した疑似基質を用いて，TE ドメイ

D

L

寛容な選択性 疎⽔性残基に選択的
N - - C

環化部位の⽴体化学に対して厳密な選択性

図 2 SurEの基質選択性
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ンの触媒する環化反応を試験管内で再現することに成
功した6。それ以来，SNAC 基質は環化酵素の機能解
析に広く用いられてきたが，縮合剤によってペプチ
ド C 末端にチオエステルを導入する一般的な合成法
は低収率であり，副生成物の除去にも多大な労力がか
かる。このため，多様な基質配列の並列的な合成や，
大量合成は現実的ではなかった（図 3a上段）。このこ
とが非リボソームペプチド環化酵素の触媒利用におけ
る大きな課題の一つであった。一方で，PBP-type TE
は脱離基に対しても一定の許容性を有し，チオエステ
ルに加えてエステル基質も受け入れる。我々はこの性
質に着目し，簡便で高収率なエステル基質合成法を考
案した（図 3a下段）。具体的には，安価なエチレング
リコールを脱離基に採用し，これをあらかじめ担持し

た樹脂上でペプチド固相合成を行うことで，これまで
ボトルネックだった脱離基を付加する合成ステップを
回避した。これにより従来では 30％程度だった合成
収率を 80％以上に改善した。基質ペプチドは樹脂か
ら切り出した段階で純度が高く，HPLCでの精製工程
を経ずに酵素反応に直接供することができる。本法に
より surugamide B の環化前駆体を調製し，SurE と
混合したところ，基質は定量的に環化された。これに
より基質合成と酵素による環化反応を連続して実施で
きる効率的な化学 –酵素合成法が確立できた7。
本法で合成できる環状ペプチドの多様性は，環化酵

素の基質選択性によって制限される。特に SurE は基
質 C 末端に疎水性 D-アミノ酸を要求するため，その
適用範囲は限定的である。一方で，GenBank 等の公

LIle-1AEEA-DLeu

(96.1%) LIle-2AEEA-DLeu

(98.7%) LIle-3AEEA-DLeu

(98.5%) LIle-4AEEA-DLeu

(97.7%)
LIle-5AEEA-DLeu

(88.8%) LIle-6AEEA-DLeu

(66.0%)
LIle-7AEEA-DLeu

(51.5%)

deoxypentaminomycin C 

(96%)

wollamide B1 (98%)

desprenylagaramide C 

(99%)

tyrocidine A (70%)

linear-tyrocidine A (29%)

D-Phe

L-Leu

D-Arg

Gly

L-Leu

L-Trp

L-Ile

D-Phe

AEEAs

a

b

c

+

図 3 PBP-type TE を用いた環状ペプチドの化学 – 酵素合成。a）従来の基質合成法（上段）と新たに開発した合成法（下段）の比
較，b）エチレングリコールを付与したペプチドの環化反応。HPLC により算出した環化反応収率を示した，c）配列内部に
1〜7個の AEEA を導入した基質の環化。AEEA 部位を赤で示した。N-，C 末端残基はそれぞれ L-Ile，D-Leu である。3時間
の酵素反応における環化反応収率を示した。基質サイズが大きくなるに連れて反応速度が低下したが，反応時間を延長するこ
とでいずれの基質も定量的に環化体へと変換された。この時，加水分解反応や多量体化反応の進行は見られなかった。
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共のデータベースには，SurE と大きく異なる選択性
を有すると考えられるホモログ酵素遺伝子が 600 以
上登録されている。このうち，抗菌性環状ヘキサペプ
チド wollamide/desotamide の生合成遺伝子クラス
ター中にコードされる WolJ について，その酵素活性
を検証したところ，その基質選択性は SurE と相補的
であり，SurE が効率よく環化できない C 末端に親水
性 D-アミノ酸やグリシンをもつペプチドを効率よく
環化した。また，たった一残基の変異により SurE の
基質選択性を大きく転換することも可能であった。
SurE の X 線結晶構造解析5によって基質 C 末端 D-ア
ミノ酸を認識することが示唆されていた触媒残基付近
のポケットに変異を導入したところ，野生型が全く環
化できない C 末端がグリシンのペプチドを定量的に
環化できる改変酵素が得られた。これら野生型酵素や
改変酵素を，前述の方法によって合成した基質ペプチ
ドに対して作用させたところ，複数種類の環状ペプチ
ドがいずれも 96％以上の非常に高い環化反応収率で
得られた7（図 3b）。また，エチレングリコールを付
与したペプチドは従来型の TE によっても環化可能で
あり，tyrocidine 生合成に関わる TycC-TE を用いる
と 70％の反応収率で環化体（tyrocidineA）が得られ
た7（図 3b）。

おわりに

本稿では，ペプチド環化酵素 PBP-type TE ファミ
リーの発見からその触媒利用にむけた最近の取り組み
までを概説した。その基質選択性の寛容さには目を見
張るものがあり，環化反応のための生体触媒として開
発するには有望な酵素ファミリーといえる。特に，内
部に様々な鎖長の PEG を許容した点は興味深く，非
ペプチド性のオリゴマーを含む環状中分子の合成に広
く適用できる可能性がある（図 3c）。今後，様々な基
質選択性を有する野生型酵素や変異酵素を集積するこ
とで，確立した化学 –酵素合成法の適用範囲をさらに
拡張できると考えている。
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非タンパク質性アミノ酸の生合成に

関わる新規酵素

1.はじめに

小笠原 泰志

大利 徹

天然からは様々な生理
活 性 ペ プ チ ド が 単 離 さ
れていますが，ペプチド
天然物はその生合成機構
によって大きくリボソー
ム 翻 訳 系 翻 訳 後 修 飾 ペ
プチド（ribosomally syn-
thesized and posttransla-
tionally modified peptide:
RiPP）と非リボソームペプチ
ド（nonribosomalpeptide:
NRP）に分けられます。い
ずれの場合も非タンパク質
性のアミノ酸を含むことが
多く，それらが生理活性の
発現や構造多様性の拡大に
寄与しています。前者では
リボソームで生合成される
ペプチドがペプチド修飾酵
素によって翻訳後修飾を受けることで非タンパク質
性のアミノ酸が導入されます。これに対して後者で
は，非リボソームペプチド合成酵素（nonribosomal
peptide synthetase: NRPS）と呼ばれる複数ドメイ
ンからなる巨大酵素複合体により逐次的にペプチド鎖
が合成されますが，伸長単位となるアミノ酸はタンパ
ク質性のものに限らず様々な非タンパク質性アミノ酸
も用いることができます。近年の創薬モダリティーと
して分子量 500〜2,000 程度の中分子ペプチドが注目
されていますが，ペプチド天然物の生合成における非
タンパク質アミノ酸の新規導入酵素の解明は，学術的
に興味深いだけでなく，生合成工学的手法を用いた
新規生理活性物質の創製にも重要です。本項では，
RiPP 生合成に関わるペプチド修飾酵素と NRP 生合
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成に関わる非タンパク質性アミノ酸の生合成酵素につ
いて，最近当研究室で見出したものを一つずつ紹介し
ます。

2. NRP 天然物のシクロプロパン含有アミノ酸生合成
に関わる新規酵素
生理活性天然物の中には炭素三員環であるシクロプ
ロピル構造がしばしば見られますが，シクロプロピル
構造は剛性と環ひずみが大きく，生理活性発現に重
要な役割を果たします。ホルマオマイシン1,2（1）と
ベラクトシン3（2）は，いずれも 3-シクロプロピル
アラニンを含むペプチド天然物で，前者はストレプ
トミセス属放線菌の Streptomyces griseoflavus W-384
から単離されたコリネ細菌に対する狭域抗生物質であ
り，後者は Streptomyces sp. KY11780から単離された
プロテアソーム阻害剤です。生合成について，ホルマ
オマイシン（hrm）とベラクトシン（bel）の生合成
遺伝子クラスターは既に取得されており（図 1），ま
た，安定同位体を用いた標識実験で L-リジン（3）が
3-(2-ニトロシクロプロピル)-アラニン（4）に変換さ
れてから NRPS に取り込まれることが示されていま
した4–7。しかし，4の生合成に関する報告はなかった
ため解析を行いました。
3-シクロプロピルアラニン構造がホルマオマイシ
ンとベラクトシンに共通であることから，遺伝子ク
ラスターの比較を行ったところ，両クラスターで
隣接する 2 つの機能未知遺伝子（hrmI/belK および
hrmJ/belL）が保存されていました。HrmI/BelK は
二鉄酸化酵素（HDO）と，HrmJ/BelLは鉄/α-ケトグ
ルタル酸（α-KG）依存酸化酵素と相同性を示し，これ
らが 3 から 4 への変換に関わることが予想されまし
た。そこで，3を基質に hrmI, belK, hrmJ, belL をそ
れぞれ発現した大腸菌の静止菌体を用いて in vivo 反
応をおこなった結果，hrmIと belKの発現株で 3の末
端アミノ基の酸化で得られる L-ニトロノルロイシン
（5）の生産が確認できました。また，組換え酵素を用
いた in vitro解析で HrmIと BelKが酸素分子を酸化
剤に 3 から 5 への 6 電子酸化反応を触媒することが
示されました。続いて，5を基質に鉄/α-KG 依存酸化
酵素である HrmJと BelLについて in vitroで解析し

た結果，いずれの酵素も 5の 4位と 6位の間の炭素–
炭素結合形成が起こり 4を与えました。一方，3を基
質とした場合には反応が進行せず，シクロプロパン化
反応にニトロ基が重要であることも分かりました。こ
れは 鉄/α-KG 酸化酵素によるシクロプロパン生成の
最初の例です。なお，興味深いことにホルマオマイシ
ンとベラクトシンでは構造中に含まれる 3-シクロプ
ロピルアラニンの立体化学が異なります（図 2）。両
異性体は LC-MS での分離が困難でしたが，13C で同
位体標識した 5と HrmJ と BelL の反応産物を NMR
で分析した結果，HrmJ と BelL 生成物が互いに立体
異性体であることが分かり，最終産物のシクロプロパ
ン環の立体化学は環化段階で決定されることが分かり
ました。HrmJ と BelL の活性部位の差異により 4の
2 種類の立体異性体が生成すると考えられます。今回
2 種類の酸化酵素による新規シクロプロパン形成機構
を見出しました。3-シクロプロピルアラニン構造を持
つ天然物はこれまでホルマオマイシンとベラクトシン
のみが知られていましたが，ゲノムデータベースには
hrmI/belK と hrmJ/belL の相同遺伝子を共に含むク
ラスターが多数見出されたことから，未発見の新規シ
クロプロパン含有天然物の探索につながることが期待
されます。

3. RiPP 天然物 MS-271 の生合成に関わる新規ペプチ
ド C末エピメラーゼ
MS-271（6）は，ストレプトミセス属放線菌の

Streptomyces sp. M-271 から単離された 21 アミノ酸
残基からなるラッソペプチド天然物です（図 3）。
ラッソペプチドは特異な投げ縄構造を持つ天然物の一
群で，N 末側の 8〜10 アミノ酸残基で構成されるマ
クロラクタム環に C 末側のペプチド鎖が貫通した特
殊な立体構造をしています。ラッソペプチドは一般
にリボソームで生合成されることが知られています
が，MS-271は C末端に D-Trp残基を有することから
D-Trp 残基の導入機構に興味を持ち生合成解析を行い
ました。はじめに，生産菌のドラフトゲノム解析で生
合成遺伝子クラスターを同定した結果，MS-271 の C
末端の Trp を含んだ全長 42アミノ酸からなる前駆体

図 1 ホルマオマイシンとベラクトシンの構造と生合成遺伝子クラスター
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ペプチドの遺伝子（mslA）が見いだされたことから，
D-Trp が翻訳後のエピメリ化で導入されることが分
かりました。また，mslA の周辺には投げ縄構造の構
築に関わる遺伝子（mslC，mslB1，mslB2）やジスル
フィド形成酵素遺伝子（mslE，mslF）に加えて機能未
知遺伝子（mslH）が見出されました。本クラスター
には既知のラセマーゼやエピメラーゼと相同性を有す
る遺伝子はありませんでしたが，近縁の Streptomyces
lividansを宿主に用いたmslクラスターの異種発現実
験で MS-271 が生産されたことから，クラスター中の
唯一の機能未知酵素である MslH が Trp のエピメリ
化に関与すると推定し，解析を進めました。
生合成におけるエピメリ化がどの段階で起こるか
が不明であったため，初めに前駆体ペプチド遺伝子
（mslA）を mslH や投げ縄構造構築に関わる mslB1，
mslB2，mslCと大腸菌で共発現し，MslAに D-Trpが
導入されるか in vivo で検証しました。各共発現株か
ら精製したMslAを塩酸で加水分解後にキラル誘導体
化して LC-MSで分析したところ，mslAをmslHと共
発現した場合に D-Trp が検出されたことから，MslH

が新規エピメラーゼであり，リボソームで生合成され
た直後のMslA（7）を基質として epi-MslA（8）を生
成することが分かりました（図 4）。また，前駆体ペ
プチド認識因子（mslB1）を追加で共発現した場合に
は 8の生成量が増えたことから，MslH は前駆体ペプ
チド認識因子を利用するペプチド修飾酵素であること
が示唆されました。さらに，MslA，MslH，MslB1の
組換えタンパク質を用いた in vitro 実験でも，MslH
によるエピメリ化と，MslB1による反応促進が確認で
きました。また，リーダペプチドが基質認識に必須で
あることと有機補欠分子を必要としないことも示され
ました。MslHは，補欠分子非依存的にペプチド C末
端アミノ酸残基のエピメリ化を行う初の酵素です12。
これまでペプチドエピメラーゼとして，ラジカル反
応でエピメリ化を触媒する PoyD13や，当研究室で植
物病原菌 Xanthomonas 属細菌の新規ペプチドグリカ
ン生合成に見出した ATP 依存ペプチドエピメラーゼ
MurL14など少数しか報告されておりませんでしたが，
MslH はこれらとは全く異なる新規酵素として重要で
あり，現在エピメリ化の詳細な分子機構の解明を進め

図 2 ホルマオマイシンとベラクトシン生合成におけるシクロプロパン環形成機構

図 3 MS-271の構造と生合成遺伝子クラスター

9



ています。

4.おわりに

ペプチド天然物は構造の多様性が大きく，その生合
成には多くの新規酵素が関与していると考えられま
す。本項では，NRP と RiPP 天然物中の生合成に関
わる新規非タンパク質性アミノ酸導入酵素に関する，
当研究室で得られた最近の成果について紹介しまし
た。これらの発見は，今後の生合成工学を利用した非
タンパク質性アミノ酸含有ペプチド天然物創製への利
用が期待できます。
最後になりますが，ペプチドニュースレターへの寄
稿の機会を与えて頂きました東京大学の後藤佑樹先
生に厚く御礼申し上げます。また本研究は，科研費
JP16H06452，JP18H03937，JP22H04976（大利）お
よび JP22H05130，JP23H02145（小笠原）の支援に
より遂行されました。この場をお借りして感謝申し上
げます。
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放線菌が生産する二次代謝産物の生合成研究

1.はじめに

濱野 吉十

丸山 千登勢

この度、PNJ への執筆の
機会をくださいました後藤
佑樹先生（東京大学）に感謝
申し上げます。当研究室で
は長年，放線菌が生産する二
次代謝産物の生合成研究を
行ってきました。放線菌は
実に多種多様な生理活性物
質を生産しており，これまで
に数万種類にも及ぶ化合物
が発見されています。しか
し，その中で実際に医薬品や
農薬として実利用に至って
いるものはほんのわずかで
あり，多くは様々な問題から
未利用なままになっていま
す。そこで我々は，このよう
な未利用化合物の生合成経
路を明らかにし，その仕組み
を使って有用な化合物へと導くことができれば，創薬
スピードを加速させることが可能であると考えていま
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す。その一例として，我々は，未利用化合物の一つで
ある抗生物質ストレプトスリシン（ST）をモデル化
合物として研究を行ってきました。本ニュースレター
では，これまでに明らかにした ST および ST 類縁化
合物の生合成に関わるペプチド合成酵素を解説し，生
合成酵素群を応用利用した新規化合物の創製と実用化
についてご紹介いたします。

2.様々な放線菌が創り出す ST および ST 類縁化合物
の化学構造
放線菌が生産する抗生物質 ST（図 1）は，1943年に
ワックスマン博士によって Streptomyces lavendulae
の培養液から初めて単離され1，以来,数多くの放線菌
から見つかっている抗生物質です。ST は，真核・原
核生物の両者に対して強力な抗菌活性を示すにも関わ
らず，マウスなど動物への毒性が強く医薬品や農薬と
して利用されていません2–13。微生物由来の天然生理
活性物質を探索する多くの研究者にとっては「よく出
くわす」化合物ではありますが，ST が持つ強力な抗
菌活性を有効活用するために，有機化学的な手法によ
る毒性緩和への努力が 1980 年代ごろまで試みられ，
多くの類縁化合物が創製されてきましたが，実際に
医薬品として利用された報告はありません。ST 及び
ST 類縁化合物は共通して，streptothrisamine 骨格
（図 1）を有しますが，この骨格だけでは各種微生物
に対する抗菌活性も細胞毒性も示しません。しかしア
ミノ酸側鎖として，1〜7 残基の β-lysine（β-Lys）ま
たは β-Lys oligopeptide［oligo(β-Lys)］1，あるいは
glycine 誘導体14–19が結合した多くの類縁化合物は強
力な抗菌活性と細胞毒性を示します（図 1）。また，こ
の oligo(β-Lys) 側鎖の長さが長くなればなるほど抗
菌活性が強くなることから，ST 類縁化合物の生理活
性には，アミノ酸側鎖構造が重要であることがわかっ
ています。さらに，前述したように，これまでに数多
くの ST 類化合物が微生物から発見されていますが，
興味深いことに，アミノ酸側鎖構造としては，β-Lys
タイプと glycineタイプの 2種類しか発見されていま
せん。したがって，このアミノ酸側鎖部分にこれら以
外のアミノ酸を結合させることができれば，新しいタ
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図 1 streptothricin（ST）および ST 類縁化合物の化学
構造

イプの ST 類縁化合物を創製することができ，真核生
物への毒性がなくなった化合物が創出できると考えま
した。そこで我々は，この生理活性に重要なアミノ酸
側鎖構造の生合成機構に着目し，その仕組みを解明す
るとともに，その応用利用によって新規 ST 類縁化合
物の創製を目指しました。

3. ST が有する oligo(β-Lys) 側鎖および glycine 誘導
体側鎖の生合成研究
放線菌 Streptomyces rocheiNBRC12908は，1〜4残

基の β-Lys をアミノ酸側鎖に有する ST を生産しま
す。そこでまず，S. rochei のゲノムライブラリーよ
り，ST 生合成遺伝子群を同定し，各遺伝子の機能
推定を行ったところ，本遺伝子群には非リボゾー
ムペプチド合成酵素（NRPS）遺伝子を含む遺伝子
群が見出され，ST の生合成の一部は，NRPS が関
与していると推測されました。次に，各遺伝子の破
壊実験による生合成中間体の同定と，各種生合成
酵素の組換え酵素を用いた生化学的な解析から，
我々は oligo(β-Lys) が新規反応メカニズムを有する
NRPS によって生合成されることを明らかにしまし
た20（図 2A）。単独型の adenylation (A)-domain で
ある Orf5と Orf19は，両者とも β-Lysをアデニル化
によって活性化しますが，Orf5 によって活性化さ
れた β-Lysだけが Orf18の thiolation (T)-domainに
ローディングされることがわかりました。興味深いこ
とに，Orf19 によって活性化された β-Lys は，Orf18
の T-domainに結合した状態で進行する oligo(β-Lys)
合成の伸長基質として直接使われ，そのペプチド合成
反応は Orf19 が直接触媒する極めて興味深いメカニ
ズムでした。これまでに様々な NRPS の A-domain
が報告されていますが，基質の活性化だけでなく，
それを直接基質として利用し，さらにペプチド結
合形成反応を繰り返し触媒できる A-domain は初め
ての例でした。T-domain 上で伸長した oligo(β-Lys)
は，Orf18 の condensation (C)-domain の触媒によ
り ST生合成中間体 streptothrisamineと縮合し，ST
として Orf18からリリースされます（図 2A）。
次に我々は，BD-1214,15（図 1）が有する glycine

誘導体側鎖の生合成機構を解明するために，ST の
生合成研究で見出した streptothrisamine 骨格の生
合成遺伝子群を指標に，BD-12 生産菌 S. luteocolor
NBRC13826 から約 30 kbp からなる BD-12 生合成遺
伝子群を同定しました。我々は，BD-12 における
glycine 側鎖も ST の β-Lys 側鎖と同様に NRPS に
よって生合成されると予想し，BD-12生合成遺伝子群
から Orf5，Orf18，Orf19のホモログ酵素遺伝子を探
索しました。しかし予想に反し，そのようなホモログ
酵素遺伝子は存在しませんでした。そこで，各遺伝子
産物の構造予測を基にアミド合成に関わる酵素遺伝子
を探索した結果，Orf11が FemXA familyに相同性を
示すことが判明しました。FemXA は，微生物のペプ
チドグリカン生合成過程におけるペプチド架橋反応を
触媒する tRNA依存型ペプチド合成酵素として知られ
ていたことから，BD-12の glycine側鎖は，NRPSで
はなく，tRNA 依存的な機構で生合成される可能性が
示唆されました。そこで我々は，Orf11 の機能解析を
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行うために，Orf11 組換え酵素を用いた in vitro 反応
を試みました。Orf11の基質となる aminoacyl-tRNA
の供給には，大腸菌由来 in vitro タンパク質合成シ
ステムを利用し，streptothrisamineと glycineを基
質に酵素反応を行ったところ，BD-12 生合成中間体
glycylthricin（図 1）の生成が確認されました21（図
2B）。さらに Orf11 の基質特性を調べるために，タン
パク性アミノ酸 20 種類を基質として用いて同様の酵
素反応を行ったところ，興味深いことに，わずかに
alanineを基質認識し，alanine側鎖を有する新規 ST
類縁化合物 alanylthricinを与えました。
また本研究を通して，ST 類縁化合物を生産する
放線菌は，非タンパク性アミノ酸（β-Lys）を構成
成分とする場合には NRPS を，タンパク性アミノ酸
（glycine）を利用する場合は，tRNA 依存型ペプチド
合成酵素を使い分ける微生物の巧みな生合成戦略を明
らかにしました。

4. ST が 有 す る oligo(β-Lys) 側 鎖 の 役 割 と は？
oligo(β-Lys)の応用利用に関する研究
前述の通り，ST は oligo(β-Lys) 側鎖が長くなるほ
ど，抗菌活性や細胞毒性が強くなることが知られてい
ます。一般的にカチオン性ペプチド化合物は高い細胞
膜透過性を有することが知られており，ST において
も，oligo(β-Lys) 側鎖が長くなることによって生じる
高いカチオン性が，ST の動物細胞への取込み活性の
向上に寄与していると考えられました。すなわち，
種々の化合物を oligo(β-Lys) で化学修飾することで，
動物細胞内に送達させることができると考えました。
そこでまず，oligo(β-Lys) で化学修飾する基盤技術の
構築に取り組みました。
3.で示した通り，ST の oligo(β-Lys) 生合成に関わ
る 3つのNRPSによる酵素反応において，Orf19はフ

リーの β-Lys（伸長基質）と Orf18 に結合した β-Lys
（アクセプター基質）を基質としてペプチド合成（オ
リゴマー化）を触媒します（図 2A）。そこで，アクセ
プター基質の構造アナログとして，β-Lys-PEG3-azide
を用いて酵素反応を行ったところ，興味深いこと
に，β-Lys のオリゴマー合成活性を検出しました（図
3A）。さらに，酵素反応の至適条件を確立するこ
とで，アジド基を有する oligo(β-Lys)n-PEG3-azide
を著量合成することができました（図 3A）。そこ
で，oligo(β-Lys)n-PEG3-azideのアジド基を利用した
Click Chemistry で蛍光色素（FAM）と結合し（図
3B），HeLa 細胞への取り込み実験を行いました。
その結果，oligo(β-Lys)n を持たない FAM 分子は，
HeLa 細胞内に全く取り込まれませんが，我々の予想
通り，oligo(β-Lys)n で化学修飾した FAM は細胞内
に存在する様子が観察され，oligo(β-Lys)n が高い細
胞膜透過性を有することを明らかにしました22（図
3C）。

5.おわりに

本研究で我々は，生合成酵素群を応用利用すること
により，β-Lys，glycine 誘導体に続く第 3 のアミノ
酸側鎖を有する新規 ST 類縁化合物を創出することが
できました。今は量的な問題から，生理活性試験には
至っていませんが，真核生物への毒性が緩和されてい
るか，大変興味深いところです。またこれらアミノ酸
側鎖の生合成酵素群の機能改変により，今後はさらに
多様なアミノ酸側鎖を持つ ST 類縁化合物の創出が可
能となり，その中には真核生物に毒性を示さない有用
化合物が存在するかもしれません。
また，酵素合成によって，カチオン性ペプチド

oligo(β-Lys)n の創出に成功し，本化合物は高い細胞
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膜透過性から，様々な化合物の細胞内送達を実現する
ポリカチオン化修飾剤としての応用が期待されます。
本研究で我々は，「ただの毒」である未利用資源か
ら，2 つの新規化合物を創製することができました。
実用化に向けた検討はまだまだ必要な段階ですが，未
利用資源から有用資源を見出す成功例となることを目
指し，今後も研究を続けてまいります。
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糸状菌が生産するペプチド系天然物の

生合成に見出された新規酸化酵素の機能多様性

はじめに

尾﨑 太郎

このたび，東京大学の後藤佑
樹先生から本ニュースレター
の「ペプチドの酵素合成分野」
をテーマとした企画への寄稿
のお話をいただきました。貴
重な機会をいただきましたこ
とを，編集委員の先生方に心よ
り御礼申し上げます。筆者は，
放線菌や糸状菌等の微生物が
生産する多様な天然有機化合
物を対象として，生合成研究を行っています。複雑か
つユニークな化学構造を有する天然物の生合成経路や
そこに関わる酵素の機能を明らかにし，得られた知見
を新規化合物の探索や創製，化合物の構造展開に活か
すことを目指しています。特に最近は，天然物の構造
多様性と生物活性の発現に寄与する酸化酵素に着目し

て研究を進めてきました1。本稿では，ペプチドの酵
素合成に関わる話題ということで，糸状菌が生産する
ペプチド系天然物の生合成に関わるユニークな酸化酵
素の機能についてご紹介いたします。

背景

ペプチド系天然物の中には，RiPPs（Ribosomally
synthesized and Posttranslationallymodified Pep-
tides）と呼ばれるグループが知られています。これ
は，生体内の他のタンパク質と同様に，遺伝子の転写
と翻訳によって合成されたペプチド（あるいはタンパ
ク質）が前駆体となり，これが種々の翻訳後修飾によ
り天然物が生合成されるという特徴から提案された名
称です2。多様な化学構造と優れた生物活性を示す化
合物が多い魅力的な化合物群であり，生合成研究にお
いては RiPPs の生合成酵素を利用した修飾ペプチド
の創製なども盛んに試みられています3。RiPPs は動
物や植物，微生物などすべての生物に普遍的に分布し
ていますが，糸状菌（カビやキノコなど）においては
キノコ毒として知られるアマトキシン等限られた例し
か知られておりませんでした。近年，マイコトキシン
の一種である ustiloxin Bも RiPPsの一種であること
が報告されましたが，本化合物が有する特徴的な 13
員環エーテルの構築に関わるのが二種の機能未知酵素
UstYa/UstYbです4,5（図 1）。前駆体遺伝子 ustAを，
ustYa/ustYb 及びチロシナーゼ様酵素遺伝子 ustQ と
共発現することで環状ペプチドが生産されることが報
告されています5。UstYa/UstYb は互いに相同性を示
し，機能未知酵素ドメイン DUF3328 のみで構成され
ています。チロシン・イソロイシン残基間の酸化的な
エーテル環化に関わることから新たなタイプの酸化酵
素だと考えられています。UstYa のホモログは糸状菌
に広く分布しており6，様々な環状ペプチドの生合成
に関わると考えられますが，それらの機能はほとんど
わかっておりませんでした。近年，これらの酵素がペ
プチドの環化以外にも様々な分子変換に関わることが
明らかになりつつあり，以下に筆者が携わった 2つの
研究を挙げたいと思います。

ustiloxin B

Y

A

I

G

UstYa/Yb

UstQ

UstA (前駆体)

(DUF3328)

(tyrosinase-like)

図 1 Ustiloxin B生合成における環状エーテルの構築
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Phomopsin Aの生合成研究

Phomopsin A（1）はマイコトキシンの一種で，
チューブリンの重合を強力に阻害することから抗がん
剤のシード化合物としても期待されています。
化学構造上の特徴としては，ustiloxin と共通する

13 員環エーテルを有することに加え，側鎖に炭素–炭
素二重結合を含むデヒドロアミノ酸残基を多数含有す
ることが挙げられます。化合物 1 も RiPPs の一種で
あり，前駆体タンパク質 PhomAの中に繰り返し現れ
る YVIPID という 6 残基のペプチドが翻訳後修飾を
受けることで生合成されますが，各酵素の機能や経路
の詳細は不明でした7。
著者らは，1 の生産菌において各生合成遺伝子を
ノックアウトし，その各変異体の生産物を分析するこ
とで各酵素の機能解析を進めました。1 の生合成には
PhomYa–Yeの 5種のUstYaホモログが関わりますが
（図 2A），このうち PhomYa 及び PhomYb はそれぞ
れチロシン残基 Cβ のヒドロキシ化とエーテル環化
を担います。また，残る 3 種の PhomYc，PhomYd，
PhomYe がそれぞれイソロイシン，アスパラギン酸，
プロリン残基の不飽和化に関与することを示しまし
た8（図 2B）。この他にも 2 種のチロシナーゼ様酵
素 PhomQ1 と PhomQ2 によるチロシン残基の塩素
化・ヒドロキシ化や，メチル基転移酵素（MTase）
PhomMの機能などを明らかにし，生合成の概要を図

2B のように提唱しています。現在は，遺伝子ノック
アウトにより間接的に機能が示されたのみですが，今
後酵素反応機構など詳細の解明が待たれます。
生合成系を利用したペプチドの生産・創製という点

に関して述べると，1 の生合成酵素の基質認識が比較
的緩く，幅広い基質を受容できるということが特筆す
べき点として挙げられます。本研究で構築した各生合
成遺伝子の欠失変異株は，1 を生産することができま
せんが，多くの場合標的とした生合成酵素に対応する
部分のみが未修飾の構造類縁体を生産しました8。こ
れは，一部の修飾が行われない場合でもUstYaホモロ
グ等の各生合成酵素が機能していることを示していま
す。本研究では，9 種の変異株を作製し合計 13 種の
phomopsin 類縁体を同定することができました。こ
の結果は，生合成経路や酵素の利用が 1のような複雑
な構造を有するペプチド系天然物の供給や構造展開に
おいて有用な手法であることを示すものと言えます。

Cyclochlorotineの生合成研究

既に UstYa のホモログが RiPPs の生合成に広く分
布していることを述べましたが，最近これらの酵
素が非リボソームペプチドの生合成に関わる例も
見出されました。Cyclochlorotine（2）は，糸状菌
Talaromyces islandicus が生産するマイコトキシンの
一つであり，塩素化されたプロリン等を含有する環状

phomA (DNA)

PhomA (前駆体タンパク質)

転写・翻訳
phomopsin A (1)

PhomYa

PhomYe
PhomYc

PhomYdPhomYb

塩素化・ヒドロキシ化
タンパク質の消化

環化・ヒドロキシ化
・不飽和化・メチル化

PhomQ1/Q2

PhomYa–Ye

PhomM

前駆体遺伝子

(tyrosinase-like)

(DUF3328)

(MTase)

DUF3328 (UstYa)

A

2 kb

phomC D T E F Ya P1 Yb A R O M B P2 Yc Q1 Q2 Yd Ye G

ustO F1 C A Ya P Yb H D F2 Q T R M S

B

tyrosinase-like

……YVIPID……

……YAIG……

図 2 Phomopsin Aの生合成。（A）Phomopsin A及び ustiloxin Bの生合成遺伝子クラスター（BGC）の比較。Phomopsin Aの
BGCには ustiloxin Bのものよりも多くの UstYaホモログ及びチロシナーゼ酵素遺伝子が存在し，これが両者の構造の違いの
一因になっている。（B）Phomopsin A 生合成の概要。各酵素が作用する順序やタンパク質の消化されるタイミングなどは分
かっていない。
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ペンタペプチドです。そのペプチド骨格の合成にはリ
ボソームペプチド合成酵素（NRPS）CctN が関わる
ことが知られていました9（図 3A）。一方，塩素化反
応については，既知のハロゲン化酵素のホモログがゲ
ノム上に存在せず，候補遺伝子の探索・解析が行われ
たものの知見が得られておりませんでした。
筆者らは，染色体上で NRPS 遺伝子の近傍に 3 種
の ustYa ホモログ cctO，cctP2，cctRが存在すること
に着目し，これらが 2の生合成における修飾酵素遺伝
子ではないかと仮説を立てました（図 3A）。実際に，
各遺伝子のノックアウトや異種宿主での発現等を行
い，CctP2 がプロリン残基の塩素化，CctR がアミノ
酪酸（aminobutyric acid: Abu）残基のヒドロキシ
化に関わることを明らかにしました。また，通常の
NRPSはアミノ酸の縮合によりペプチド結合を形成し
ますが，2の生合成においてはNRPSによるペプチド
鎖伸長の過程でセリンと Abu の間でエステル結合を
形成し，デプシペプチド 3が生成することが分かりま
した。続く塩素化により 4 が生成した後，CctO が分
子内アシルシフトを触媒することにより 2 が生合成
されることがわかりました10（図 3B）。この異性化は
非酵素的にも容易に進行しますが，cctO欠損株では 4
が蓄積することから生体内では確かに CctO が存在し
ないと進行しないようです。なぜ T. islandicus がこ
のような回りくどい方法でペプチド結合を作るのか？
という問いに対する合理的な説明は今のところなく，
さらなる解析が必要な状況です。上記 3 種の UstYa
ホモログの機能発現には，同じく NRPS 遺伝子近傍
に存在する 2 種の輸送酵素遺伝子（図 3A の cctQ と
cctS）との共発現が必須であったことから，各生合成

酵素の局在や生合成中間体の細胞内輸送について知見
を得ることで上記の問いに対する答えに迫れるのでは
ないか，と考えています。

おわりに

以上ご紹介したように，当初 RiPPs の生合成にお
ける環化酵素として発見された UstYa ですが，エー
テル環化以外に塩素化や不飽和化などにも関わること
がわかり，その機能の多様性には目を見張るものがあ
ります。生体内の酸化酵素・代謝酵素としてよく知ら
れるシトクロム P450 もヒドロキシ化やエポキシ化な
どの単純な酸化反応以外に多様な反応を触媒すること
が知られておりますが，UstYa もそれに匹敵する機能
の多様性を持つ酵素ファミリーであると考えられま
す11。また，RiPPsだけでなく NRPSの生合成に関わ
る例も見つかるなど，対象とする化合物という点でも
広がりを見せています。本稿で挙げた以外にポリケチ
ドやテルペノイド等ペプチド以外の生合成遺伝子の近
傍に ustYaホモログが存在する事例も見つかりつつあ
り，糸状菌天然物の生合成に広く関わる重要な酵素群
なのではないかと推測して，現在も研究を進めていま
す。今後，この興味深い酵素ファミリーの機能がより
詳細に明らかになることで，ユニークな構造を有する
ペプチド系天然物の探索や生合成系を利用した新規ペ
プチドの創製が加速するものと期待しています。
本稿は北海道大学大学院理学研究院の有機反応論研

究室で行った研究を中心に執筆いたしました。終始ご
指導を賜りました及川英秋先生，南篤志先生，一緒に
研究を進めていただいた研究室のメンバー，そして研

CctP2 CctO CctR

cyclochlorotine (2) hydroxycyclochlorotine4

3

塩素化
O-N

アシルシフト
ヒドロキシ化

エステル結合の形成Ser Pro

Abu Ser

b-Phe

2段階のペプチド結合形成

CctN

2 kbcctN O P2 P1 Q R SA

B

NRPS

DUF3328 (UstYa)

図 3 Cyclochlorotine の生合成。（A）Cyclochlorotine の BGC，（B）Cyclochlorotine の生合成経路と 3種の UstYa ホモログの
機能。
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究遂行に多大なお力添えを賜りました共同研究者の
方々に深く感謝申し上げます。本研究は，JSPS 科研
費 19H04635の助成を受けたものです。
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世話人：河野 健一（京都大）

小林 数也（京都薬科大）
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編集後記

ペプチドニュースレター No. 129号はいかがでした
でしょうか？本号では「ペプチドを合成/修飾する酵
素」をテーマとして，5 本の研究紹介記事をお届けい
たしました。本学会の研究者の多くは化学合成法でペ
プチドを生産されていると思いますが，最近では生合
成分野の先生方の討論会参加が増えてきております。
そこで，当該分野の最新研究をまとめてお伝えする機
会として本特集を企画いたしました。ペプチド天然物
の生合成系は NRPSと RiPPの二大クラスに大別され
ます。これら両方のクラスについて，「新規酵素の同
定と生化学的解析」あるいは「酵素の改変/流用によ
る人工誘導体の合成」を行う幅広い研究事例を網羅し
た特集になったと自負しております。改めて執筆者の
先生方にこの場を借りて感謝申し上げます。

129号アンケートフォーム URL：
https://forms.gle/psmsSXp4MXgCwTk5A
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