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ペプチドの構造に多様性を与える新規酵素の探索

北海道大学大学院工学研究院 小 笠 原 泰 志

は じ め に
アミノ酸の重合体であるペプチドは，生命活動におけるシグ

ナル分子や抗生物質，毒などとして様々な役割を担っている．
天然物として単離されるペプチドは修飾されたものが多く，そ
の骨格に非タンパク質性アミノ酸や d-アミノ酸を含有するも
の，N-メチル化や環状化されたものなどが存在する．一般に
修飾されたペプチドは高い生理活性も有すると同時に，高い生
体内安定性 （ペプチダーゼ耐性） も持つことが知られている．
本研究ではペプチドに構造多様性を付与するペプチド修飾酵素
について解析し，いくつかの新規酵素を見出した．
1.　新規ペプチドライゲースの相同遺伝子の機能解析

これまで当研究室では，放線菌が生産するペプチド系抗生物
質であるフェガノマイシンの生合成に関与する新規ペプチドラ
イゲース （PGM1） を見出している （図1A）．本酵素はアミジ
ノフェニルグリシン誘導体のカルボキシル基を ATP の存在下
でリン酸無水物へと活性化させ，ここにリボソームによって生
合成されたオリゴペプチドの N末端が求核攻撃することでア
ミド結合形成反応を触媒する．これは ATP-grasp型のアミド
結合形成酵素の中で，ペプチドを求核剤として用いる初めての
例である．本酵素は求核剤基質の認識が非常に緩く，様々なペ
プチドを受容可能であったことから，ペプチドの N末端を非
タンパク質性アミノ酸で修飾する酵素として応用面でも興味が
持たれた．ペプチドライゲースの多様性や一般性を明らかとす
るため，PGM1相同遺伝子の機能解析を行った．

初めに，フェガノマイシンと構造が類似しているレゾルシノ
マイシンの生合成に注目した．この場合，アミド結合はアミジ
ノフェニルグリシン誘導体とグリシンとの間で起こることが予
想される．実際に生産菌のゲノム解析を行ったところ，その生
合成遺伝子クラスターには PGM1相同遺伝子 （res5） が含まれ

ていた．また，Res5 がレゾルシノマイシンの生合成における
アミド結合形成に関与していることを，クラスターの異種宿主
発現および遺伝子破壊実験により証明した （図1B）．

続いて，PGM1 の相同遺伝子をゲノムデータベースに探索し
た結果，一部の放線菌に見いだすことができ，それらは何れも
固有な遺伝子群とクラスターをなしていた．この中で 3 つの放
線菌，Micromonospora sp., Salinispora  tropica，および Strep-
tomyces mobaraensis に見出された遺伝子クラスターは互いに
類似しており，6 つの遺伝子をすべて共通に含んでいた．この
ような遺伝子構成のクラスターはこれまで知られておらず，そ
の代謝産物は新規な骨格を持つことが期待された．そこで，そ
れら推定生合成遺伝子クラスターを各々異種宿主である Strep-
tomyces  lividans で発現し，培養液を分析した結果，何れにお
いても特異的な代謝産物が検出された．また構造解析の結果，
それらはすべて新規化合物 （ケトメミシンと命名した） である
ことが分かった．図2 には 2 つの構造のみ示すが，ケトメミシ
ン類はいずれも通常のペプチド結合がカルボニルメチレン構造
に置き換わったシュードジペプチド構造を有しており，その N
末にアミジノアミノ酸がアミド結合したシュードトリペプチド
である．

その生合成について検討した結果，PGM1 の相同酵素である
KtmD はケトメミシン生合成の最終段階でアミド結合形成反応
を触媒する （シュード）ジペプチドライゲースであること明ら
かにした （図1C）．これは C末基質に（シュード）ジペプチド
を認識する初の例であり，先のアミノ酸を求核剤とする Res5
と合わせて，ペプチドライゲースの多様性を示す重要な知見で
ある．また，N末基質のアミジノ-l-アルギニンについては 2分
子の l-アルギニンからアミジノ基転移酵素 （KtmE） によって
生成されることも in vitro で確認した．
2.　カルボニルメチレン型シュードジペプチドの生合成

ケトメミシン類のシュードジペプチドにみられるカルボニル
メチレン構造は，アミドの生物学的等価体である．これまで，
カルボニルメチレン構造を持つシュードペプチド天然物はペプ
チダーゼ阻害剤として単離されたアルファメニン類にのみが知

図1.　ペプチドライゲースおよびその相同酵素の反応
図2.　S. mobaraensis由来の生合成遺伝子クラスターおよびケ

トメミシンの構造
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られているが，このシュードペプチド構造は合成品ではヒトラ
イノウイルス C3 プロテアーゼ阻害剤であるルピントリビルの
部分構造として用いられるなど重要である．これまでその生合
成の報告はないことから解明を行った．遺伝子クラスターの 6
つの遺伝子の内，残りの 4 つの遺伝子が生合成に関与すると予
想されたため．各反応を組換え酵素を用いて検証した （図3）．
初発反応を担うと考えたアルドラーゼ （KtmA） はクエン酸の
分解に関わるクエン酸リアーゼと相同性を有しており，当初ア
セチル CoA とフェニルピルビン酸からベンジルリンゴ酸CoA
が生成すると予想し酵素反応を行ったが反応は進行しなかっ
た．しかし，アセチル CoA の代わりにマロニル CoA を用いた
場合には反応が脱炭酸を伴って進行し，ベンジルリンゴ酸
CoA の生成が確認できた．続いて，脱水酵素 （KtmC） をアル
ドラーゼ生成物と反応させたところ，ベンジルフマル酸CoA
へと変換された．さらに PLP依存酵素であるα-オキソアミン
合成酵素 （KtmB） が 2回目の炭素-炭素結合形成を触媒し，最
後に二重結合が還元酵素の KtmF により還元されシュードジ
ペプチドが生成することを明らかにした．本経路では炭素-炭
素結合形成を行う 2 つの酵素がシュードジペプチドの構成アミ
ノ酸を決定しており，KtmA が C末基質，KtmB が N末アミ
ノ酸基質の認識と選択に重要である．
3.　新規ペプチドグリカン生合成経路の解明

細菌の細胞壁の成分であるペプチドグリカンは，N-アセチ
ルグルコサミン （GlcNAc）  と N-アセチルムラミン酸 （Mur-
NAc） の繰り返し構造を持つ糖鎖にオリゴペプチドが結合し，
さらにペプチド鎖同士がクロスリンクした網目構造をしてい
る．その生合成中間体である UDP-MurNAc-ペンタペプチドは
UDP-MurNAc のカルボキシル基に l-Ala, d-Glu, meso-ジアミノ
ピメリン酸，d-Ala-d-Ala が順次アミド結合することで形成さ
れる．本経路において，d-Glu はグルタミン酸ラセマーゼまた
は d-アミノ酸アミノ基転移酵素によって生合成される．しか
し，植物病原菌の Xanthomonas属細菌のゲノムには，UDP-
MurNAc-ペンタペプチドを形成する遺伝子群のうち，d-Glu を
供給する遺伝子のみが一切見いだせなかった．この事実は
Xanthomonas において未知の d-Glu供給系が存在することを示
している．そこで，グルタミン酸ラセマーゼ欠損に由来する
d-Glu要求性大腸菌を用いて，d-Glu要求性を相補する遺伝子断
片を Xanthomonas ゲノムからショットガンクローニングで取
得し，最終的に XOO_1319及び XOO_1320 の 2 つが相補に必
要であることが分かった．XOO_1319 は既知タンパク質との相
同性は見られなかったものの XOO_1320 は既存の MurD と相
同性を有していたことから，当初XOO_1319 がグルタミン酸
ラセマーゼと予想し，組換え酵素を用いて in vitro アッセイを
行ったが活性を確認できなかった．しかし，UDP-MurNAc-l-

Ala と l-Glu に 2 つの酵素を共に添加した場合には UDP-Mur-
NAc-l-Ala-d-Glu の生成が確認できた．これを足掛かりに組換
え酵素を用いた解析を行い，XOO_1320 が UDP-MurNAc-l-
Ala に l-Glu を結合する酵素であり，続いて XOO_1319 が
UDP-MurNAc-l-Ala-l-Glu の末端のグルタミン酸を異性化し
UDP-MurNAc-l-Ala-d-Glu を生成することを明らかとした （図
4）．XOO_1319 は，既知酵素と全く相同性がなく，特徴的なモ
チーフ配列や補酵素結合領域も持たない．また，反応の補基質
に ATP を用い AMP を副生するが，この点でも既知酵素とは
明確に異なり興味深い．XOO_1319 はペプチド鎖上のアミノ酸
の立体反転酵素としての応用が期待できる．
お わ り に

微生物の二次代謝経路は新規な反応を触媒する酵素の宝庫で
ある．本研究ではペプチド天然物の構造多様性に注目し，これ
までの知見では説明できない 3 つの新規ペプチド修飾反応を明
らかとした．これら結果は，自然が生み出したペプチド修飾酵
素の多様性を示す点で興味深いだけでなく，遺伝子改変による
非天然型の新規ペプチド化合物生産のための基盤としても重要
である．今後も，ゲノムマイニングや有機化学的な手法を駆使
した新規酵素の探索や生合成の解明，新規化合物の探索研究に
取り組んでいきたいと考えている．
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図3.　シュードジペプチド部の生合成経路

図4.　新規ペプチドグリカン生合成経路と XOO_1319 が触媒
するペプチド異性化反応


