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研究成果の概要（和文）：当研究室で見出した、シュードトリペプチド（ケトメミシン）が持つカルボニルメチ
レン構造の生合成機構の解明を行った。ケトメミシン生合成遺伝子クラスターに存在する4つの遺伝子の関与が
考えられたため組換え酵素を用いて検討した。その結果、アルドラーゼがマロニルCoAとフェニルピルビン酸か
らベンジルリンゴ酸CoAの生成を触媒し、次いで脱水酵素によりベンジルフマリルCoAへと変換され、ピリドキサ
ールリン酸依存酵素であるグリシン-C-アセチルトランスフェラーゼが2回目の炭素-炭素結合形成を触媒し、最
後に還元酵素により二重結合が還元されカルボニルメチレン構造を持つシュードジペプチドが生成することを証
明した。

研究成果の概要（英文）：We recently discovered novel pseudotripeptides, ketomemicins, which possess 
a C-terminal pseudodipeptide connected with a carbonyl methylene instead of an amide bond. The 
carbonyl methylene structure is stable than amide bond and its biological significance has been 
shown in several natural and synthetic compounds. Despite the biological significances of these 
compounds, little is known about its biosynthetic machinery. We therefore examined it by in vitro 
studies with recombinant enzymes. Consequently, an aldolase, dehydratase, PLP-dependent 
glycine-C-acetyltransferase, and dehydrogenase were revealed to be involved in the formation of the 
pseudodipeptide with malonyl-CoA and phenylpyruvate as starter substrates.

研究分野： 生合成工学
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１．研究開始当初の背景 
 
多様な構造を持つペプチド系天然物の

生合成では、RiPPS と総称されるリボソーム
関与（Nat. Prod. Rep., 30, 108、2013）や NRPS
（Nat. Prod. Rep., 26, 987, 2009）に代表される
リボソーム非関与の生合成機構が用いられ
る。後者では、非タンパク性のアミノ酸の利
用が可能であり、さらに様々なモジュールに
よる多様な修飾も可能である。しかし、生合
成遺伝子が巨大であるため人工的な改変は
困難である。他方、技術的に改変が容易なリ
ボソームを利用した系でも多様な骨格が構
築可能であることが polytheonamides の生合
成や（Science, 338, 387, 2012）、東大・菅らの
フレキシザイムを用いた系で示された（Annu. 
Rev. Biochem., 83, 727, 2014）。 

筆者は、これらと異なる機構として、フ
ェガノマイシンの生合成研究を通じて、ペプ
チドリガーゼとリボソームによる新規なペ
プチド骨格形成機構を見出した。この生合成
でカギとなる新規ペプチドリガーゼは、
ATP-grasp モチーフを持ち、ATP を用いて多
様な化合物のカルボン酸をリン酸化し、種々
の配列や長さからなるペプチドを求核剤に
用いてアミドの形成を触媒した（Nat. Chem. 
Biol., 11, 71, 2015）。この幅広い基質認識機構
を明らかにするため、結晶構造を解いた結果、
全体的には、本酵素が属する ATP-grasp モチ
ーフを持つ酵素群と同様の構造を有してい
たが、他に見られない巨大な cavity と cleft
を持つことが判明した。 

本酵素のオーソログ（相同遺伝子）をゲ
ノムデータベースに探索した結果、放線菌を
中心に多くの微生物に分布し、何れも個々の
クラスターに固有な遺伝子群（合計 6 遺伝子）
とクラスターを成していた。これら遺伝子群
の機能を解明するため、オーソログを含む推
定生合成遺伝子クラスターを Streptomyces 
lividans を宿主に用いて異種宿主発現させた
結果、カルボニルメチレン構造を持つシュー
ドトリペプチド（ケトメミシンと命名）が生
産された。 

 
２．研究の目的 

 
これまでシュードペプチドの生合成機

構に関する報告は無いことから、ケトメミシ
ン生合成遺伝子を用いて全容解明を試みた。 
 
３．研究の方法 

 
ケトメミシン生合成遺伝子クラスター

に存在する 6 つの遺伝子の組換え酵素を用い
て in vitro 実験を行った。 

 
４．研究成果 

 
ケトメミシン生合成遺伝子クラスター

に存在する 6 つの遺伝子のうち、ペプチドリ

ガーゼとアミジノ基転移酵素については組
換え酵素を用い詳細な酵素学的諸性質を明
らかにした。また本結果から、ペプチドリガ
ーゼとアミジノ基転移酵素遺伝子以外の 4 つ
の遺伝子がカルボニルメチレン構造の形成
に関与すると予想されたことから組換え酵
素を用いて解析を行い、シュードトリペプチ
ド（ケトメミシン）の生合成は以下の 4 つの
酵素が関与することを明らかとした。①アル
ドラーゼ (KtmA)；マロニル CoA とフェニル
ピルビン酸からのベンジルリンゴ酸 CoA の
生成、②デヒドラターゼ (KtmC)；脱水反応
によるベンジルフマル酸 CoA の生成、③α-
オキソアミンシンターゼ (KtmB)； 2 回目の
炭素-炭素結合形成反応、④リダクターゼ 
(KtmF)； 二重結合の還元。 

また、これら 4 つの酵素のオーソログを
ゲノムデータベースに探索した結果、4 つの
遺伝子全てを持つクラスターに加え、ktmF
は持たないが、ktmA-C とオルニチンシクロ
デアミナーゼの 4 つの遺伝子を共通に持つ遺
伝子群を幾つかの微生物に見出した。これら
遺伝子群が関与する代謝産物を明らかにす
るため、4 株の放線菌 Salinispora tropica、
Streptomyces griseus、Streptomyces afghaniensis
及び Streptomyces sclerotialus 由来の推定生合
成遺伝子群を近縁のStreptomyces lividansで異
種宿主発現し、特異的に生産される化合物を
HPLC で分析した。その結果、S. sclerotialus
由来の遺伝子群が関与する特異的な代謝産
物を 1 つ確認した。今後の構造解析が待たれ
る。 
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