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研究成果の概要（和文）：本研究では、アミノグリコシド系、マクロラクタム系およびホスホマイシンの生合成
酵素の機能解析を行い、アミノグリコシド系抗生物質カナマイシンの生合成が段階的に進行することを提唱し
た。マクロラクタム系抗生物質においては、これまで未解明であったポリケチド合成酵素のアシルキャリアタン
パク質と他のドメイン間のタンパク質間相互作用を共有結合形成型のプローブを用いて、世界に先駆けてタンパ
ク質間相互作用を解明した。さらにこれらの情報を基にマクロラクタム抗生物質に属するインセドニン及びヒタ
チマイシンの類縁化合物を得ることに成功した。また、ホスホマイシンの生合成経路の全貌を明らかにすること
が出来た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the functions of aminoglycoside, macrolactam, and
 fosfomycin biosynthetic enzymes. In the aminoglycoside antibiotics, we demonstrated that the 
biosynthesis of the aminoglycoside antibiotic kanamycin proceeds stepwise. In macrolactam 
antibiotics, we are the first to elucidate protein-protein interactions between the acyl carrier 
protein of polyketide synthase and other domains by using a covalent bond-forming probe. 
Furthermore, based on this information, we succeeded in obtaining analogs of incednin and 
hitachimycin belonging to macrolactam antibiotics. In addition, we were able to clarify the 
biosynthetic pathway of fosfomycin in streptomyces. 

研究分野：天然物化学

キーワード： 生合成　二次代謝物　リデザイン　酵素　遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、その対象をさまざまな微生物に由来する特徴ある化学構造と有用な生理活性を持つアミノグリコシ
ド系抗生物質およびポリケチド系抗生物質の生合成系を中心にして、酵素タンパク質・分子反応機構を座標軸と
して、特徴ある二次代謝反応系について有機化学、構造生物学と分子生物学を融合して微生物二次代謝生合成系
の精密機能解析に基づいた非天然型天然物の生合成リデザインを指向し、新しい学術の開拓を目的としてきた。
その結果、タンパク質間相互作用解析の手法を新たに示すなど、学術的に大きな成果をもたらした。また、類縁
体創製の面でも成果を挙げており、新たな薬剤開発などに多大な影響を与えることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 植物や微生物由来のいわゆる天然物は、古来より医農薬などとして人類の生活向上に
貢献してきた。様々な生物が生産する天然有機化合物は、多種多様な化学構造と比類無
き生物活性を有し、人類の生存に必要不可欠な医薬や農薬等を提供するだけでなく、化
学、生命化学等の基礎科学を画期的に飛躍させる力を持ち、産業界にも大きく波及して
きた。それ故に天然物化学者は新規天然生理活性物質の発見に大いなるロマンを抱き、
様々な方法でその探索を続けてきた。天然物の最大の魅力は、人智の及ばない構造を有
すること、さらには強力かつ多様な生物活性を示すことである。故に世界各国の学術機
関、製薬企業などが新たな天然物の発見を植物や微生物代謝産物から精力的に行い、数
10 万を数える新規な天然物が見出されてきた。顕著な生理活性を持つ天然物そのもの
や、その誘導体などは、医薬品として供給されてきており、事実、1980 年から 2010 年
までの新薬の由来は、天然物が約 26 ％を占めている。その中でも抗がん剤に限ると天
然物は約 44 ％をも占めている。 
 天然物を生産する生物の中でも特に微生物は、医薬品となる化合物（抗生物質、抗が
ん剤、抗ウィルス剤、血中コレステロール低下剤など）の多くを微生物二次代謝産物と
して生産し、産業上重要な化合物、酵素などの天然資源の宝庫と言われているが、従来
の培養抽出物を用いる方法では、現行のスクリーニングシステムには適合しにくくなっ
てきている。また、微生物由来の天然物に関しては、これまで長きに亘り産業応用およ
び基礎研究の両面から多くの研究が行われた結果、既に多くの天然化合物が見出されて
おり、新規な骨格を持った化合物のさらなる発見は困難になってきている。時代はまさ
に新たな手法による生理活性天然物の創出法を求めている。 
 『化学構造の多様性』とそれに基づく『多彩な生物活性』こそ、二次代謝産物の特徴
であるとすれば、その様々な化学構造を生み出す仕組みが自然の中で長い歴史をかけて
如何に出来上がってきたのかを明らかにし、その基盤に立って新たな創造を生む研究が
極めて重要である。 
 これまでゲノム上に存在する生物固有の天然物の設計図（生合成酵素遺伝子群）は、
単離・同定に多大な労力がかかったが、次世代シーケンス法の登場によりゲノム情報か
ら容易に入手可能になった。機を同じくして微生物への多数の遺伝子導入法が提案され、
生合成リデザインによる複雑な機能分子の合成は、現実のものとなりつつある。そこで、
本研究では 「非天然型天然物の生合成リデザインを指向する微生物二次代謝生合成系
の精密機能解析」と題して、特徴ある化学構造と有用な生理活性を持つアミノグリコシ
ド系抗生物質およびポリケチド系抗生物質を中心とした微生物二次代謝産物の生合成
系の遺伝子・酵素・反応の視点からの精密解析に基づき、これら抗生物質の生合成シス
テムの合理的再構築による非天然型天然有機化合物の生合成リデザインへと展開する
ことを目指す。 
 
２．研究の目的 

 本研究は、「非天然型天然物の生合成リデザインを指向する微生物二次代謝生合成系
の精密機能解析」と題し、特徴ある化学構造と有用な生理活性を持つアミノグリコシド
系抗生物質およびポリケチド系抗生物質を中心とした微生物二次代謝産物の生合成系
に焦点を絞り、それらの生合成系を遺伝子・酵素、反応レベルで精密に機能を解析する。
さらに、これら多様な二次代謝産物の遺伝子情報を基盤とした生合成リデザインによる
非天然型天然物の生産へと応用することを最終的な目的とする。 
 これらの抗生物質は可変部分と共通部分を有しており、構造の多様性を遺伝子・酵素・
反応の視点から精密機能解析し、リデザインする格好の対象である。二次代謝に関わる
酵素群は、進化学的に必ずしも最適化されておらず、人為的かつ積極的なリデザインに
よる改変・機能向上の可能性が大きい。これは非天然型化合物の合理的生合成リデザイ
ンを行えることを意味している。この視点に立ち本研究では、アミノグリコシド系抗生
物質およびポリケチド系抗生物質の生合成系に存在する特徴的な生合成酵素群を中心
にして、その触媒する反応情報と反応機構の情報、立体構造情報、基質認識と反応速度
論的情報、二次代謝系に占める位置、塩基配列およびゲノム中での構成様式を含む遺伝
子情報等々を系統的に解明集積して、それぞれの酵素遺伝子を改変するとともに関連遺
伝子の挿入、破壊等を含む生合成リデザインを進めて、非天然型天然物の生合成リデザ
インへと展開することを目指す。 
 
３．研究の方法 

 本研究では、微生物二次代謝産物の生合成系の遺伝子情報の拡大に努めながら、多様
な二次代謝産物の生合成系を遺伝子・酵素，反応レベルで精密に機能を解析する。さら
に、これらの遺伝子情報を基盤とした生合成リデザインによる新物質生産への応用する



ことを最終的な目的としている。 
 我々は、世界に先駆けてアミノグリコシド系抗生物質やマクロラクタムポリケチド系
抗生物質の生合成を遺伝子・酵素、反応レベルで明らかにしてきた。アミノグリコシド
系抗生物質の多様な構造的特徴は、糖転移反応の基質特異性、糖転移反応後のデオキシ
化、アミノ化やエピメリ化などの官能基修飾によって生まれる。また、ポリケチド系抗
生物質の多様性の要因の１つとして、ポリケチド合成酵素の開始基質の多様性にある。
低級脂肪酸のみならず、様々な脂肪酸あるいはアミノ酸までが開始基質に用いられ、ポ
リケチド抗生物質の多様性を生んでいる。マクロラクタム抗生物質はアミノ酸が開始基
質に用いられ、ポリケチド系抗生物質の多様性を解析する格好の題材である。 
 そこでまず、これらの生合成酵素群の反応機構の情報、立体構造情報、基質特異性の
情報を有機化学的あるいは構造生物学的な精密さで明らかにするとともに、得られたこ
れらの情報を統合的に活用して、試験管内酵素反応系および生産菌相互の遺伝子導入や
遺伝子破壊、さらにはキメラ型酵素による抗生物質生産による多様性拡大の可能性を明
らかにし、生合成リデザインによる新規な非天然型抗生物質や有用工業資源などの創製
と生産へ向けて展開する。 
 
４．研究成果 

本研究では、以下に述べるアミノグリコシド系抗生物質カナマイシン、マクロラクタム
ポリケチド系抗生物質及びホスホマイシンの生合成酵素の機能解析を行い、成果を挙げ
てきた。 
 
１）アミノグリコシド系抗生物質カナマイシンの生合成酵素の機能解析 
アミノグリコシド抗生物質カナマイシンの生合成機構を詳細な酵素反応レベルで解明
することを目的として、本年度は種々の酵素の発現を行い、主に基質特異性および基
質認識機構の解明を行った。まず、脱水素酵素 KanD2 およびアミノ基転移酵素 KanS2
が 3 糖である 3“-デアミノ-3“-ヒドロキシカナマイシン群（A,B,C）を認識し、
KanD2 が補酵素として NAD+を用い、3’’位の水酸基の酸化、KanS2 アミノ基転移反応
を行い、カナマイシン A,B,C へと変換することを明らかにした。また、KanD2 と 3”-
デアミノ-3”-ヒドロキシカナマイシンとの複合体結晶の構造解析に成功し、詳細な基
質認識機構を明らかにした。これにより，これまでに提唱されてきたカノサミンが生
合成中間体であることを明確に否定できた。さらに、脱水素酵素 KanQ、2-オキソグル
タル酸依存性ジオキシゲナーゼ KanJ の基質特異性を検討し、カナマイシンがカナマイ
シンからカナマイシン Bを経由してカナマイシン Aに至ることを明らかにし、カナマ
イシン生合成が段階的に進行することを提唱した。 

 
 
 
２）ポリケチド合成酵素内におけるアシルキャリアタンパク質と他のドメイン間との
相互作用解明 

これまで未解明であったポリケチド合成酵素のアシルキャリアタンパク質とアシル基
転移酵素およびアデニル化酵素とのタンパク質間相互作用を共有結合形成型のプロー
ブを用いて、２者のタンパク質複合体の形成、結晶化、構造解析を世界に先駆けて成功
し、タンパク質間相互作用を解明した。 
 
 
 
 
  



 

 
３）マクロラクタムポリケチド系抗生物質類縁体の調製 

マクロラクタム抗生物質に属するインセドニン及びヒタチマイシンの遺伝子破壊およ
びムタ生合成研究の結果、両者の類縁化合物を得ることに成功した。これにより、天
然型とは異なったβ-アミノ酸を取り込ませ、新たなマクロラクタム化合物の創製も期
待できると考えている。これにより、当初の目的の一つであった。遺伝子情報を基盤
とした生合成リデザインによる新物質生産への応用に成功したものと考えられる。 

 
４）ホスホマイシンの生合成経路の全容解明 

ホスホマイシンは1969年に放線菌から単離された抗生物質であり、その幅広い抗菌活
性から臨床にて常用されている抗菌薬である。構造的特徴として、オキシラン環にメ
チル基とホスホン酸基が直接結合していることが挙げられる。この特異な分子構造の
構築機構に興味が持たれ、古くから精力的に研究されてきた。ホスホマイシンの生合
成はホスホエノールピルビン酸から始まる。まず、リン酸基転位酵素Fom1によって炭
素-リン結合が形成され、続くFom2による脱炭酸反応、FomCによる還元反応を経て、2-
ヒドロキシエチルホスホン酸 (HEP) へと変換される。次に、コバラミン依存ラジカル
S-アデノシル-L-メチオニン (SAM) 酵素Fom3がHEPから (S)-2-ヒドロキシプロピルホ
スホン酸 ((S)-HPP) への変換反応を触媒すると推定されていた (Path A)。しかし、
報告されているFom3の活性は非常に低いものだった。最後に、酸化酵素Fom4によって
エポキシドが形成され、ホスホマイシンが生合成される。 
2017 年に Fom1 の N 末端側に存在するドメインが HEP へのシチジリル基転移反応を触
媒することが報告された。この報告を踏まえると、シチジリル化された HEP (HEP-CMP) 
が Fom3 の真の基質である可能性が考えられた (Path B)。そこで Fom3 の機能解析に着
手した。 
 
ラジカル SAM 酵素は、鉄硫黄クラスターを補因子として生体内ラジカル反応を触媒す



る酵素群の一つである。鉄硫黄クラスターに配位した SAM が還元的に開裂することで
5'-デオキシアデノシルラジカル (5'-dA•) を生じ、これが基質の不活性な C-H から水
素原子を引き抜くことで、ラジカル反応を開始する。 
鉄硫黄クラスター生合成マシナリーを発現させた大腸菌にて fom3 遺伝子を異種発現
させて精製し、HEP-CMP を基質として嫌気条件にて反応させた結果、推定した通り、メ
チル化されたシチジリル 2-ヒドロキシプロピルホスホン酸 (HPP-CMP) が生成した。ま
た、本反応では 5'-デオキシアデノシン (5'-dA) と S-アデノシル-L-ホモシステイン 
(SAH) がそれぞれ化学量論量生成した。さらに、生成した HPP-CMP は S体であること、
および、C2 位のジアステレオトピックな 2 つの水素原子のうち pro-R の水素原子が立
体特異的に引き抜かれることが分かった。以上の結果から、Fom3 が触媒する C-メチル
化反応の機構は図 2に示すように推定された。すなわち、5'-dA•が HEP-CMP の C2 位の
pro-R の水素原子を引き抜くことで生じたラジカル中間体に対して、引き抜かれた水素
原子とは反対側からメチルコバラミン上のメチル基が転移して (S)-HPP-CMP が生成す
る、という機構である。シチジリル化された基質とメチルコバラミンが適切に配置され
ることで立体選択的な C-メチル化反応が触媒されると考えられる。なお、シチジリル
化されていない HEP を HEP-CMP の代わりに反応させた時には 5'-dA が生成しなかった
ことから、HEP-CMP が Fom3 の真の基質であることが明らかとなった。 
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 ２．論文標題  ５．発行年
An Engineered Aryl Acid Adenylation Domain with an Enlarged Substrate Binding Pocket

Angewandte Chemie International Edition 6906～6910

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名

Functional and structural characterization of IdnL7, an adenylation enzyme involved in
incednine biosynthesis

Acta Crystallographica Section F Structural Biology Communications 299～306
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Kudo Fumitaka、Tsunoda Takeshi、Yamaguchi Kaito、Miyanaga Akimasa、Eguchi Tadashi 58
 １．著者名

10.1021/acs.biochem.9b00897

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Functional and Structural Analyses of the Split-Dehydratase Domain in the Biosynthesis of
Macrolactam Polyketide Cremimycin

Biochemistry 4799～4803

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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NAD+-Dependent Dehydrogenase PctP and PLP-Dependent Aminotransferase PctC Catalyze the First
Post-glycosylation Modification of Sugar Intermediate in Pactamycin Biosynthesis

ChemBioChem 126-130
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 １．著者名

10.1021/acschembio.1c00003
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Mutational Biosynthesis of Hitachimycin Analogs Controlled by the β-Amino Acid?Selective
Adenylation Enzyme HitB

ACS Chemical Biology 539～547

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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