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研究成果の概要（和文）：ピラジン類は、フェロモンやにおい成分などとしてよく知られる化合物群である。
我々はPseudomonas fluorescens SBW25の単環式ピラジン類を生合成するための新しいメカニズムを発見した。
天然のアミノ酸である4APheが、新規α-oxoamine synthaseのPapDによりアミノケトンへと変換され、これが自
然重合して生じる還元型のジヒドロピラジンがPapFにより酸化されピラジンが形成される生合成機構を明らかと
した。これらの2つの酵素は、単環式ピラジンを合成するユニークなメカニズムを構成しており、天然のアミノ
酸からピラジン誘導体を生合成するための新たな戦略となりうる。

研究成果の概要（英文）：Pyrazines are biologically active pheromones and odors distributed among 
biological systems while their biosynthesis mechanism are fairly understood. The function of 
bacterial pap gene cluster revealed unique pathway for 2,5-dimethyl-3,6-bis(4-aminobenzyl)-pyrazine 
(DMBAP) synthesis that novel family of α-oxoamine synthase initially converts an amino acid to 
aminoketone, which couples to be a dihydropyrazine and forms the pyrazine DMBAP by novel 
dihydropyrazine oxidase. This finding establishes the novel enzymic framework of pyrazine 
biosynthesis. 

研究分野： 生化学、応用微生物学

キーワード： ピラジン　生合成　アミノ酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然界でピラジン類縁体が発見されてから半世紀以上経つが、本研究により初めてアミノ酸を原料としたピラジ
ン環の生合成機構が明らかとなった。PapDおよびPapFをコードすると予想される遺伝子は細菌に広く保存されて
いたため、多くの細菌が同様の機構でピラジン類縁体を生合成している可能性がある。自然界にはアミノ酸を原
料とすると予想されるピラジン類縁体が多く存在するため、本知見はこれら化合物の生合成経路を解明するため
の基礎的知見として重要である。また、本生合成経路を改変・利用することで、アミノ酸原料からのピラジン化
合物の生産といった、合成生物学的な研究を行うことが可能になると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 ピラジン類は，ベンゼンに 1,4-窒素原子を置換した芳香族複素環化合物で，香料，医薬品，
化学品の原料として広く利用されている。これまで抗菌、抗真菌、抗がん、抗ウイルスなどの幅
広い生理活性を有するピラジン類が天然から多数単離されており、医薬品や農薬原料として期
待されている。 
 フラバコールは Aspergillus flavus から単離された最も原始的なピラジンであり，ロイシン
とイソロイシンから得られるジケトピペラジンの脱水生成物であると考えられている。  
Corynebacterium glutamicum は、分岐鎖アミノ酸の生合成の中間体であるアシロインを介して
アルキルピラジンを合成する。 Serratia や Vibrio 属細菌は、スレオニン脱水素酵素を用いて
スレオニンをアミノアセトンに変換し、これを中間体としてアルキルピラジンを生合成する。こ
れらは、アリのフェロモンや細菌のオートインデューサーとして機能することが明らかとなっ
ている。しかしながら、ピラジン環の形成に関わる酵素はいまだに解明されておらず、スレオニ
ン以外のアミノ酸からのピラジンの生合成は未知であった。 
 
２．研究の目的 
 これまでに、P. fluorescens SBW25 株の papABC が 4-アミノフェニルアラニン(4APhe) 生合
成遺伝子であることを示し、これを用いて 4APhe とその類縁体の発酵生産系を構築してきた。そ
の研究の過程で、papABC に近接する 3つの機能未知遺伝子[PFLU_1773 (papD)、PFLU_1774 (papE)
および PFLU_1775 (papF)]を見出した。papABCDEF を発現させた大腸菌の代謝産物の解析結果か
ら、これらの遺伝子は、新規なピラジン類縁体である 2,5-ジメチル-3,6-ビス(4-アミノベンジ
ル)ピラジン(DMBAP)の生合成に関わると示唆された。本研究では、papDEF がコードする各酵素
の機能を明らかとすることで、このピラジン化合物の生合成機構を明らかとすることを目的と
した。また、本生合成機構を利用してアミノ酸を原料とした新たなピラジン化合物の生産系の構
築に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
（１）大腸菌宿主での papABCDEF の異種発現 
 P. fluorescens SBW25 株の papA、papB、papC、papD、papE および papF をそれぞれ人工合成
し、pET-duet1、pCDF-duet1 あるいは pRSF-duet1 の T7 プロモーターの下流に連結した。得られ
たプラスミドを大腸菌に導入し、Modified M9 培地を用いて培養した。IPTG 添加後の培養液に含
まれる代謝産物を HPLC を用いて分析した。 
（２）組換え酵素の調製 
 papD、papE および papF をそれぞれ pET28a プラスミドに連結し、得られた pET-papD、pET-papE
および pET-papE 大腸菌 BL21(DE3)にそれぞれ導入した。得られた組換え大腸菌を用いて、PapD、
PapE および PapF の組換え酵素を調製した。組換え酵素は、HisTrap アフィニティーカラムを用
いて精製した。 
（３）変異型 PapD 発現大腸菌の作製とスクリーニング 
 Error-prone PCR により papD を増幅し、得られた遺伝子断片を pET28a プラスミドに連結し
た。これを大腸菌 BL21(DE3)に導入し、20000 個のコロニーを取得した。変異の導入率は 1000 bp
あたり 5.4 塩基であった。得られたコロニーをピックし、Auto-induction 用培地 ZYM-5052 に植
菌し、96 well プレートを用いて 30oC で 24 h 培養した。集菌した菌体を破砕したのち、Nickel-
Chelating Resin を用いて変異型 PapD を簡易精製した。得られた組換え酵素を用いて、種々の
アミノ酸を基質とした際の活性を測定した。活性測定には 5, 5-dithiobis- (2-nitro- benzoic 
acid) (DTNB)法を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）papABCDEF 発現大腸菌の代謝産物解析 
 papABCDEF 発現菌の代謝産物を解析したところ、ピラジン化合物 DMBAP の生産が確認された。
papABC は 4APhe の生産に関わることから、papDEF は 4APhe の DMBAP への変換に関与すると考え
られた。papABCDEF 発現菌からそれぞれ papD、papE および papF を欠損させた株を作製した。
HPLC、LC-MS 等を用いてこれらの株の代謝産物を解析したところ、papD を欠損させた株では、
4APhe は生産するものの、DMBAP を全く生産しなくなることが分かった。一方、papF を欠損した
株では、DMBAP の生産量が著しく減少し、その代わり生合成中間体と予想された化合物 Xを蓄積
させることが示された。papE を欠損させた株では、papABCDEF 発現菌とほぼ同程度の DMBAP を生
産していた。代謝産物を詳細に解析したところ、papABCDEF 発現菌で生産されるメチル化された
DMBAP が、papE を欠損させた株では生産されなくなることが示された。以上の結果から、PapD は
4APhe を化合物 X へと変換し、PapF がこれを DMBAP へと変換し、PapE によりメチル化されると
いう生合成経路が予想された。 
 
（２）PapD の機能解析 
 NMR を用いた構造決定により、化合物 Xは 3-アミノ-4-(4-アミノフェニル)-2-ブタノン（APB）
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であることが示された。組換え PapD を用い
て様々な条件で酵素反応を行ったところ、
基質として、4APhe と Acetyl-CoA を添加し
た際に APB が生産されることが示された。
同位体標識した 4APhe と非標識の Acetyl-
CoA を用いて酵素反応を行い、生じた APB を
LC-MS/MS 分析した。得られたイオンフラグ
メントの m/z から、PapD は 4APhe のカルボ
キシ基を脱炭酸したのち、Acetyl-CoA のア
セチル基を転移する、4APheアセチルトラン
スフェラーゼであることが示された。また、
吸収スペクトルから、本酵素は 330 nm と
415 nm に吸収極大を有する PLP 酵素である
ことが示された。PapD のアミノ酸配列を基
に、分子系統解析を行ったところ、PapD は
オキソアミン合成酵素の新たなサブファミ
リーを構成する新規酵素であることが示さ
れた。 
 
 
（３）PapF の機能解析 
 PapF は、グリシンオキシダーゼと相同性を示す。組換え PapF の吸収スペクトルから、本酵素
は 379 nm と 450 nm に吸収極大を有するフラビン酵素であることが示された。組換え PapF は
4APhe および APB を基質としなかったが、APB が重合して生じる還元型のジヒドロピラジンに対
しては活性を示し、反応産物として DMBAP を生産することが示された。このような活性を示す
FAD 依存酸化酵素はこれまで知られておらず、PapF は新規なジヒドロピラジン酸化酵素である
ことが示された。 
 
（４）PapE の機能解析 
 組換え PapE を用いて、S-アデノシルメチオニンをメチル基供与体、DMBAP を基質として酵素
反応を行ったところ、メチル化 DMBAP が生産された。また、本酵素は APB に対しても活性を示す
ものの、APB による基質阻害を受けることが明らかとなった（Ki= 0.16 ±0.02 mM）。 
 
 一連の解析から明らかとなった、ピラジン化合物の生合成機構を図２に示す。 

 
（５）変異型 PapD のスクリーニング 
 PapD の基質特異性を改変・利用することで種々のアミノ酸をアミノケトンへと変換し、これ
をもとに DMBAP とは側鎖の異なる多様なピラジンを生産することが可能となる。PapD の分子系
統解析を基に他生物由来の PapD 様酵素、あるいは部位特異的変異を導入した改変 PapD を調製
し基質特異性を調べたものの、4-アミノフェニルアラニン以外のアミノ酸に対し十分な活性を
示すものが得られなかった。そこで、ランダム変異による改変酵素のスクリーニングを行った。
まず、変異型 PapD を発現する大腸菌ライブラリーおよび 96 ウェルプレートを用いたスクリー
ニング系を構築した。これを用いて、大腸菌ライブラリー1000 株のスクリーニングを行ったと
ころ、グルタミン酸、アスパラギン酸、リシン、チロシンおよびトリプトファンに活性を示す変

図１. PapD の分子系統解析 

 

図２．ピラジン生合成経路 
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異体をそれぞれ 16、12、11、5 および 11株取得した。しかしながら、精製酵素を用いた活性測
定では、いずれの変異型 PapD も目的アミノ酸に対して活性を示さなかった。本スクリーニング
の酵素活性測定には CoA-SH の比色定量を用いたが、その反応特異性が低いため擬陽性の株を多
数取得してしまったものと予想された。目的の変異型 PapD を取得するためには、より特異性の
高い新たなスクリーニング系の構築が必要であると考えられた。 
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