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研究成果の概要（和文）：　放線菌由来抗生物質の生合成に関与する本酵素はアミノ酸配列相同性解析からプレ
ニル基合成酵素ファミリーに属する蛋白質であると示唆されたが，基質や触媒残基、触媒反応機構は不明であっ
た．そこで，本酵素遺伝子を大腸菌異種発現系に導入し大量発現させた．また，単離精製した酵素を結晶化し，
また，基質と推定される化合物と混合し酵素反応させLC-MSで解析することで機能解析を実施した．
　その結果，結晶化により本酵素の低分解能な回折像を得ることに成功し，さらに，機能解析の結果，インドー
ル環を持ついくつかの化合物に対し，ファルネシル基を付加可能な基質寛容性を持つプレニル基転移酵素である
ことを明らかにした．

研究成果の概要（英文）： Although the enzyme derived from an antibiotics gene cluster in 
Streptomyces was predicted a prenyltransferase, it had unclear how the enzyme catalyzes its 
substrate, and where the catalytic residues locate on as well.  In this study, the enzyme was over 
expressed using E. coli system, and C-terminal His-tag fused enzyme was purified as soluble 
fraction.
 The enzyme was mixed with compounds that were substrate candidates. LC-MS analyses suggested that 
the enzyme accommodated some indole compounds as acceptor substrate and released the prenylated 
indole products. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では抗生物質生産に関与する生合成酵素のうち，遺伝子解析から抗生物質の基本骨格を形成すると予想
された酵素をターゲットとした．本酵素を精製して実際に基本骨格を形成する酵素であることを立証したのは本
研究がはじめてである．また，本研究から，本酵素は一つの化合物のみを限定して化学変換する酵素ではなく，
受け入れる化合物には一定の許容範囲が存在することが立証された．今後，この基質認識機構の特徴を活かし，
本酵素の機能を改変することで全く新規な骨格を有する有用化合物を創出する応用研究へと発展させることで，
社会問題である感染症やガンなどに対する医薬品等への展開を目指す．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 プレニル基転移酵素（PT）によって修飾された天然化合物は母骨格の化合物に比べ強力な生
物活性（抗菌，抗酸化，抗腫瘍等）を獲得することがある．これらのプレニル化化合物には抗
不整脈薬アジュマリン，抗高血圧薬レセルピンや鎮痛薬エルゴタミンなど医薬品に利用されて
いる化合物が多く存在する．このように PT が産生する化合物は非常に有益な化合物が多く存
在するため，PT の機能解析や構造解析から機能改変した酵素を用いた新規化合物生産の研究が
進められている．一方，PT のうちインドールに対してプレニル基を転移する酵素（IPT）は，
非天然型化合物への変換に向けた応用研究が進められているが，IPT の立体構造情報を基にし
た合理的な機能改変研究は進んでいなかった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，IPT のなかでも異なる基質特異性を持つ複数の IPT の機能・構造解析から，IPT
の持つ普遍的な基質認識機構と，個々の IPT が持つ基質特異性に関与する構造的特徴を明らか
にすることで，効率的に有益物質を生産可能な変異型 IPT の創出を目指した．  
 
３．研究の方法 
 上記目的を達成するために，以下に示す方法により研究を進めた． 
(1) IPT 候補遺伝子の発現 
 IPT 候補遺伝子は大腸菌発現系で発現するために大腸菌のコドンに最適化した二本鎖 DNA
の合成を依頼購入した．購入した二本鎖 DNA は Clonetech 社の InFusion により pQE80L，pET22b
または pGEX6P-1 プラスミドベクター中のマルチクローニングサイトにそれぞれ N 末端 His タ
グ，C 末端 His タグおよび N 末端 GST タグになるように組み込み，大腸菌 BL21 (DE3)によっ
て発現させた．得られた融合タンパク質はアフィニティカラムとゲルろ過カラムおよび陰イオ
ン交換カラムを用いて高純度に精製した． 
 
(2) IPT 候補蛋白質の酵素反応試験 
 100 µg IPT 候補蛋白質は 1 mM ファルネシルピロリン酸と 1 mM プレニル基受容基質（イン
ドール等）と混合し，20℃で 16 時間反応させた．その後，反応溶液と当量の n-ヘキサンと混
合して有機層のみを抽出し，30%から 100%アセトニトリル（0.08%トリフルオロ酢酸）の直線
勾配を駆けた C18 逆相 HPLC により生成化合物を分析した． 
 
(3) IPT 酵素反応生成物の同定 
 酵素反応試験で検出された生成化合物を分取し，EASY-nLC 1000 HPLCを接続したQ-Exactive
を装備した orbitrap MS を用いて質量分析を行った． 
 
(4) IPT の結晶化と X 線結晶構造解析 
 高純度精製した IPT は市販のスクリーニングキットを用いて結晶化を行った．得られた単結
晶は高エネルギー加速器研究機構の PF-1A，17A，NW12 を用いて回折像を取得した． 
 
４．研究成果 
 次世代ゲノムシーケンサーおよびデータベースを用いて放線菌数種類から IPT 候補遺伝子を
探索し，4種類の IPT候補遺伝子はそれぞれ個別に大腸菌異種発現用プラスミドへ組み込んだ．
4 種類の候補遺伝子のうち，オリダマイシン生合成遺伝子クラスターと推定されるクラスター
に存在した遺伝子について大腸菌による発現条件の検討と，安定な精製条件の検討を行った．
安定な精製条件の検討には精製用タグ（N 末端 His タグ，C 末端 His タグおよび N 末端 GST タ
グ）や精製用タグの切断のための TEV プロテアーゼ認識配列を付加し，これらの各種精製タグ
等を付加した候補蛋白質を大腸菌により発現させた． 
 その結果，2 種類の IPT において（IPT1，IPT2 と明記する），N 末端 His タグおよび C 末端
His タグを付加した試料で LB 培地 1 L 当たり 5 mg 以上の発現量で試料を調製可能となった．
しかし，IPT1 および IPT2 に精製タグを融合した試料は白濁沈殿を生じないものの溶液中で
soluble aggregation 状態として存在し，プレニル基転移活性を示さなかった．そこで，各精製タ
グ融合試料について，精製条件を検討した結果，4℃条件下で数日間単量体状態を保持した IPT1
の調製に成功した． 
 単量体化した IPT1 についてプレニル基転移活性を解析した．LC-MS 測定の結果，IPT1 はフ
ァルネシルピロリン酸をプレニル基供与基質，インドールをプレニル基受容基質として受け入
れることでインドールにファルネシル基が付加された分子と一致した m/z が観測され，IPT1 が
プレニル基を転移可能なプレニル基転移酵素であることを明らかにした（図 1）．さらに，イン
ドールの 3 位にエチルアミンが付加されたトリプタミンについても同様に LC-MS で解析した
結果，IPT1 はインドールだけではなくトリプタミンに対してもファルネシル基を付加できるプ
レニル基転移酵素であることを明らかにした（図 2）．インドールはオリダマイシン生合成にお
けるスタート基質であると考えられている．しかし，本知見から酵素単独の機能として考える
と，IPT1 はインドール環を有するトリプタミンに対しても基質触媒反応を示すことが可能であ
り，オリダマイシン生合成機構において，オリダマイシン以外の複雑な化合物も産生している



可能性も示唆された． 

 
 プレニル基転移酵素であることが確定した IPT1 についてはさらに結晶化スクリーニングキ
ットを用いて初期結晶の結晶化条件を探索した．その結果，1 辺が 10 µm 程度の微小結晶を得
ることができたが，良好な回折像が得られる結晶化条件ではなかった．さらなる結晶化条件の
最適化を行っているが，立体構造は現在までのところ得られていない．そこで，既に構造解析
されている類縁酵素の立体構造を基にモデル構造を構築した．現在は，このモデル構造から基
質結合・触媒残基を推定し，変異酵素を作成中である． 
 今後は，さらなる結晶化条件の探索と，モデル構造から得られた変異酵素による機能解析を
進め，また，生合成遺伝子クラスターの構成から他の基質を受け入れると推定される酵素との
機能・構造比較を進めることで，人工的な新規 IPT 酵素の創出を目指す． 
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