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研究成果の概要（和文）：アミノ基キャリアタンパク質(AmCP)は、自身のC末端にアミノ基を介して結合した基
質を生合成酵素に運ぶ新しいタンパク質である。本研究では、放線菌を主たる研究対象として各生合成酵素の立
体構造及びAmCP認識機構を解明すると共に、AmCPを介して二次代謝産物を生合成するシステムによる天然化合物
の構造多様性を創出・拡張機構を解明することを目指したものであり、いくつかの新規かつユニークな機構の発
見・解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Amino-group carrier protein (AmCP) is a newly found protein that carries (a)
 substrate(s) bound to its C-terminus via an amino group to enzymes in the primary and secondary 
metabolite biosynthesis. In this project, we tried to determine the three-dimensional structures of 
biosynthetic enzymes involved in secondary metabolite biosynthesis in Actinomycetes to elucidate the
 mechanism for the AmCP recognition and expansion of the structural diversity of natural compounds 
via the AmCP system. Through this project, we discovered and elucidated several new and unique 
mechanisms.

研究分野： 農芸化学

キーワード： 微生物　放線菌　生合成　二次代謝　構造生物学　キャリアタンパク質　生物活性物質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AmCPは、微生物の塩基性アミノ酸生合成だけでなく、二次代謝産物の生合成においても重要な機能を果たす。本
研究により、AmCPを介して生合成される化合物の多くは新規非タンパク質性アミノ酸であり、それらが様々な生
物活性物質へと組み込まれることが分かった。これらは、これまでの生物活性物質の探索で見落とされてきた天
然化合物群であり、新規反応を含む多様な生合成システムの解析により、天然化合物の多様性創出機構の解明に
貢献した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
アミノ基に結合する新規なキャリアタンパク質として発見した AmCP は、リジンやアルギニン
生合成といった一次代謝だけでなく、二次代謝産物の生合成にも広く利用されることが分かっ
てきた。AmCP を介したシステムが一次代謝という生命活動の維持だけでなく、天然化合物の多
様性の拡張という重要な役割を有することを示しているが、その機構解明はあまり進んでいな
かった。 
 
２．研究の目的 
近年の我々の研究により、AmCP は二次代謝産物の生合成システムに転用され、より複雑化し、
構造の多様性を創出するシステムとして用いられていることが明らかになりつつある。放線菌
では多様な二次代謝産物が作られることが知られているが、今まで生合成研究されているもの
の多くが、テルペン、ポリケチドなどの一群の化合物である。本研究では、放線菌を主たる研究
対象として新たな天然化合物生合成システムとしてのAmCPシステムの解明を目指すとともに、
新規反応を担う酵素の発掘を目指した。 
 
３．研究の方法 
AmCP 生合成システムが、リジン・アルギニン生合成などの一次代謝や放線菌をはじめとする
様々な微生物の二次代謝において効率的に利用され、ユニークな物質変換系を構成しているの
かを、微生物学、生化学、分子生物学、生物有機化学、酵素学、構造生物学などを駆使した学際
的研究を展開することにより解明した。 
 
４．研究成果 
◯一次代謝に関わる研究成果 
1. 高度好熱菌 Thermus thermophilus のリジン生合成酵素の構造と機能 
T. thermophilus のリジン生合成経路は 2-オキソグルタル酸を初発物質として 2-
オキソアジピン酸(AAA)を生成した後、そのαアミノ基に AmCP である LysW
が結合したまま生合成が進行し、最終的に AmCP に付加した AAA がリジンに
変換されたのち、AmCP からリジンを切り離す。その最終段階に係る酵素 LysK
について、リジン複合体結晶構造の決定に成功し、その構造を基にした改変体 
を作製、機能解析を行なった。得られた機能解析結果を満たす LysK·LysW 複  図 1. LysK·LysW 
合体モデル構造を作製した(図１)。                                          複合体モデル 
 
2. Sulfolobus acidocaldarius のホモクエン酸合成酵素(SaHCS)の構造と機能 
SaHCS の活性調節機構の解析を行った。これまで、HCS の活性制御は活性中心へのリジンの結
合を介する基質との拮抗阻害のみが知られているが、SaHCS では通常転写因子に付加して転写
制御を担うエフェクター結合ドメインである RAM ドメインが C 末端に付加されている。解析
の結果、RAM ドメインへのリジン結合により RAM ドメインのオリゴマー化が誘導され、それ
に伴って HCS ドメインの構造変化が誘発され酵素活性が調節されることを明らかにした(図２)。 
 

図 2. RAM ドメインを介した SaHCS の
活性制御. 
A.ドメイン構造．B.リジンの効果．C.
ゲル濾過クロマトグラム．B, C ともに
左: SaHCS; 右:SaHCS(ΔRAM)．赤線は
リジン添加．D.リジンによる構造変化．
緑、橙はそれぞれ触媒、RAM ドメイン． 

 
 
また SaHCS の結晶構造の決定に成功し、今まで正確な機能が分かっておらずリンカードメイン
と呼ばれている領域が基質であるアセチル-CoA の結合に寄与することを明らかにした(図 3)。 
 

図 3. SaHCS(ΔRAM)·2-オキソグ
ルタル酸·Acetyl CoA 複合体の
結晶構造． 
A. 二量体の全体構造．B. Acetyl 
CoA 結合部位の拡大図． 
 

 
 
3. その他の酵素の構造と機能 



さらに、アーキアのリジン生合成と他のアミノ酸生合成の進化を解明する手がかりとなるオル
ニチンアミノ基転移酵素についてその性質を明らかにした。 
これ以外にも、AmCP と同様に酵素タンパク質に基質を共有結合して生合成するユニークなシ
ステムをシアノバクテリアのビオチン生合成において発見し、その反応機構を解明した。 
 
◯二次代謝に関わる研究成果 
1. 放線菌の 1-アザビシクロ[3.1.0]ヘキサン環(アザビシクロ環)の合成と修飾機構 
a)放線菌の vazabitide A 生合成において、機能未知タンパク質である Vzb10 と Vzb11 が複合体を
形成して、アザビシクロ環形成反応に先立つアジリジン環合成を行うことを突き止めた。同様な
アザビシクロ環骨格を有するアジノマイシン B の生合成における Vzb10/Vzb11 のホモログタン
パク質である AziU3/AziU2 を対象として、X 線結晶構造解析に成功した(図 4)。その結果、 
AziU3/AziU2 によるアジリジン環合成は、
AmCP を介して生合成された 2,6-diamino-
5,7-dihydroxy heptanoic acid (DADH)の 7 位
水酸基がスルホ化された化合物を基質とし
て、7 位の硫酸基の脱離を伴って、6 位のア
ミノ基の孤立電子対が 7 位炭素を求核攻撃
する SN2 反応により起こることが明らかと
なった。アジリジン環合成反応はいくつか
の抗がん剤マイトマイシン C などの二次代
謝産物の生合成で見出されるが、その構造
基盤が明らかになったのは初めてである 
（論文投稿中）。             図 4．DADH から aziridoline への生合成経路 
 
b) vazabitide A と同様にアザビシクロ環を
有する抗菌物質 ficellomycin は vazabitide 
A のアザビシクロ環の水酸基がグアニジ
ル基に置き換わっている。ficellomycin に
おけるグアニジル基導入機構を解析した
結果、それが Fic13、Fic16、Fic36 が順に
反応することで、vazabitide A 型アザビシ
クロ環含有アミノ酸の水酸基をグアニジ
ル基へと変換すること、生じたグアニジ 
ル基を有するアザビシクロ環含有アミノ 図 5．アザビシクロ環含有アミノ酸 1 から ficellomycin 
酸が Fic15 によって Val と縮合することで   までの生合成経路. 
ficellomycin が生合成されることを明らかにした(図 5）。 
DADH 生合成クラスターの遺伝子を query として用いたゲノムマイニング
によって見出した化合物 s56-P1 は、自身のアザビシクロ環上の水酸基にグ
リオキシル酸ヒドラゾンを付加した構造を有している(図 6)。N-N 結合を含
むこの部分の生成に Spb38-40 が関わることを見つけ出した。さらに Spb40 
が直接的に N-N 結合形成を担うことを見出した。Spb40 は N 末側に Cupin 
ドメイン、C 末側に MetRS ドメインを有する。MetRS ドメインで生成した 図 6．s56-p1 の構造 
グリシル AMP が、Cupin ドメインで Nヒドロキシリジンと縮合した後、分 
子内 rearrangement により N-N 結合が形成されることを明らかにしつつある。 
 
2. 放線菌における AmCP を介した meleymycin 生合成およびそこに含まれる新規な非タンパク
質性アミノ酸生合成システムの発見 
Streptomyces sp. SpE090715-01 が有する AmCP 遺         図 7．Maleimycin の構造 
伝子クラスターが、生合成経路が未知であった抗
菌物質maleimycin類の生合成を担うことを明らか
にした(図 7)。同生合成系では、AmCP の C 末端
に付加されたグルタミン酸側鎖がセミアルデヒ
ド化された後、Mmy7 が 4 炭素化合物のオキサロ
酢酸を基質として、脱炭酸を伴いながらグルタミ
ン酸セミアルデヒド側鎖を 3 炭素増炭する新規な
反応を行い、新規の非タンパク質性アミノ酸を生 
成すること(図 8)、そしてそれ以降にマレイミドが  図 8．Mmy7 が触媒する新規反応 
形成することが明らかになりつつある。     
 
3. 放線菌以外の微生物における AmCP を介した二次代謝産物生合成 
Serratia sp. ATCC 39006 に見出した AmCP 遺伝子クラスターは、DADH 生合成酵素遺伝子の各種
ホモログに加えて、機能未解明の 4 つのタンパク質をコードする遺伝子を含んでいる。現在まで
に、AmCP の C 末端にグルタミン酸が付加された後、それが 2-アミノ-5,7-ジヒドロキシ-6-オキ



ソヘプタン酸(ADOH)へと変換されることが明らかになっている(図 9)。一方で、同株による培養
や同クラスターにコードされた酵素群による in vitro 反応では、AmCP-DADH や DADH の生成
が検出されない。したがって、同クラスターが DADH 以外の化合物の生合成に関わっているこ
とが推測される。同遺伝子クラスターには DADH の 6 位にアミノ基を転移するアミノ基転移酵
素のホモログ(ser5)に加えて、アミノ基転移酵素の前半部分のみをコードするアミノ基転移酵素
ホモログ(ser4)が含まれる。最近、これらがヘテロ二量体を形成することを明らかにし、その結
晶構造を決定することに成功した。これはヘテロ複合体構造を持つ初めてのアミノ基転移酵素
の発見となっている。同ヘテロダイマー型アミノ基転移酵素の機能解析などを通して、本生合成
酵素遺伝子クラスターによる二次代謝産物生合成全容の解明に近づけると考えている。 
 
 
 
 
 
 

図 9．Serratia sp. ATCC 39006 の AmCP 遺伝子クラスターと DADH 生合成経路との違い 
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