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研究成果の概要（和文）：　非タンパク性アミノ酸（NPAA）は、生体内においてアミノ酸代謝中間体や神経伝達
物質として機能するだけでなく、生物組織や天然有機化合物の構成成分として機能している。NPAAの最大の魅力
は、その化学構造と物性に起因するユニークな生理活性であり、ペプチド創薬の分野において、今後さらにNPAA
の需要が拡大すると考えられる。そこで我々は、NPAAの新たな探索資源として、微生物が生産するペプチド系二
次代謝産物の構造多様性に着目し、3つのNPAAからなるペプチド化合物resormycin（RM）の生合成機構を解明を
目的とした。

研究成果の概要（英文）：　　Nonproteinogenic amino acids (NPAA) have a crucial role as intermediates
 of amino acid metabolism, neurotransmitters in vivo, and components of natural products. We aim to 
discover the novel NPAAs and the valuable enzymes involved in the NPAA biosynthesis via the study of
 peptide natural product biosynthesis. The most significant feature of NPAA is its unique 
bioactivity due to its chemical structure and physical properties. Moreover, the biosynthetic 
enzymes involved in the NPAA formation are worthy of academic interest and industrial use. 
Therefore, in peptide-drug discovery, the demand for NPAAs and NPAA biosynthetic enzymes is expected
 to expand in the future further. Thus, we focused on the structural diversity of peptide natural 
products produced by microorganisms as a new exploratory resource for NPAAs.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 非タンパク性アミノ酸　二次代謝産物　生合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の創薬研究では、これまでに解明された生体メカニズムを基に標的分子（タンパク質）に対して作用する医
薬品を、合理的に設計する「分子標的治療薬の創成」が試みられている。特にペプチドや抗体などの中分子ペプ
チド創薬への期待が高まっている。申請者らが提案するNPAAのペプチド・抗体創薬分野への利用は、中分子ペプ
チドの構造多様性創出に寄与することができ、さらにはプロテアーゼによる分解を阻害するなどの知見からも、
新規中分子ペプチド創薬の開発を加速す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。
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１．研究開始当初の背景 
これまでに 140 以上の NPAA が生物から同定されている。これらは、生体内においてアミノ酸

代謝中間体や神経伝達物質として機能するだけでなく、生物組織や天然有機化合物の構成成分
として機能している。NPAA の最大の魅力は、その化学構造と物性に起因するユニークな生理活
性であるが、合成化学における重要な中間原料としての役割も大きい。しかし、その多くが有機
合成によって供給されており、一般的に高価であることが最大の欠点である。 
しかしながら、NPAA を活用したペプチド創薬は、構造多様性を与えるだけでなく、プロテア

ーゼによる分解を阻害するなどの知見から、今後さらに NPAA の需要が拡大すると考えられる。
また NPAA 生合成酵素は、アミノ酸に対して特異的な反応を触媒することから、様々な疾病に起
因する血中アミノ酸濃度変化を迅速測定するための臨床検査への応用が期待される。そこで申
請者らは、NPAA の新たな探索資源および安価な供給資源、さらには臨床上有用なアミノ酸修飾
酵素の探索資源として、微生物が生産するペプチド系二次代謝産物の多様性に着目した。本研究
では、resormycin（RM）生合成機構の解明と、NPAA 生合成酵素の機能解析および臨床応用を目
指した。 
 
２．研究の目的 
3 つの NPAA（Phe 誘導体、hydroxy-L-Val、β-homolysine）から構成されるペプチド化合物 RM

は、Streptomyces 属放線菌が生産する植物病原真菌特異的な抗生物質である。構成成分の一つ
であるβ-homolysine は、有機合成品が医薬品の合成原料やアミノ酸アナログとして市販されて
いるが、天然物からは見つかっておらず、RMは数少ない天然由来β-homolysine 含有化合物であ
る。これまでにβ-homolysine 生合成に関する研究報告はなく、β-homolysine は新規経路によ
って生合成される可能性が示唆された。また L-Val のメチル化、水酸化誘導体は、数多くの天然
有機化合物に含まれており、生理活性に重要な役割を担っているが、L-Val のメチル化および水
酸化酵素が実際に同定された例は少ない。これら修飾酵素は、創薬研究においてペプチド系化合
物の多様性創出に有用なだけでなく、臨床分野においてもアミノ酸濃度測定法への活用が期待
されている。さらに Phe 修飾酵素については、フェニルケトン尿症の診断薬として臨床利用され
るなど、需要が高い。本研究で明らかにする RM 生合成機構は、このような学術的、工業的に価
値の高い NPAA および NPAA 生合成酵素を新たに創造すると期待している。そこで本研究では、次
の 3つの研究項目を 3年の研究計画で進めた。 
研究項目（1） RM 生合成遺伝子群の同定および機能解析 
研究項目（2） β-homolysine の発酵生産法の確立 
研究項目（3） Phe 誘導体生合成酵素群の血液中アミノ酸濃度測定法への応用研究 

 
３．研究の方法 
（1）RM 生合成遺伝子群の同定および機能解析 

RM 生産菌のドラフトゲノム情報を AntiSMASH にて解析し、RM 生合成に関与する遺伝子群を探
索したところ、2つの非リボソーム型ペプチド合成酵素（NRPS）遺伝子を含む約 50 kbp の遺伝
子群を見出した。これら NRPS が持つ、基質アミノ酸の活性化を触媒するアデニル化ドメイン（A
ドメイン）について、組換え酵素を用いて基質特異性を調べたところ、2つの Aドメインがそれ
ぞれ、L-Val と β-homolysine を特異的に認識することを明らかにした。よって RM のペプチド
構造がNRPSによって生合成さ
れると予想された。また本遺
伝子群には NRPS 遺伝子の他
に、Phe のクロル化や水酸化に
関わる遺伝子も含まれてお
り、RM 生合成遺伝子群である
と予想された。そこで本研究
項目では、本研究で見出した
約 50 kbp のゲノム断片を BAC
ベクターへクローニングし、
resormycin を生産しない異種
放線菌を宿主とした異種発現
を行った。 
 

（2）β-homolysine の発酵生産法の確立 
 申請者らが見出した遺伝子群の機能推定から、β-homolysine の生合成酵素遺伝子を探索した
ところ、L-Lys を基質とする酵素遺伝子は lysine-2,3-aminomutase 遺伝子の他にはなく、β-
homolysine の炭素骨格が L-Lys に由来しない可能性が考えられた。しかし興味深いことに、本
遺伝子群には、agmatine を加水分解し、putrescine と urea を形成する酵素 agmatinase に相同
性を示す酵素遺伝子が存在したことから、β-homolysine が putrescine に由来することが予想
された。そこで本研究項目では、β-homolysine 生合成に関わる酵素遺伝子を同定し、放線菌を



宿主とした発酵生産菌の分子育種を試みた。 
 
（3）Phe 誘導体生合成酵素群の血液中アミノ酸濃度測定法への応用研究 
フェニルケトン尿症やメープルシロップ尿症は、Phe や Val などの分岐鎖アミノ酸の代謝異常

に起因する先天性代謝異常症であり、重篤な発達障害を引き起こす。これらの診断方法の一つと
して、血液中アミノ酸濃度測定法が適応されており、RM 生合成研究から明らかにする Phe 誘導
体や hydroxy-L-Val の生合成酵素は、上記の診断キットの開発に有用であることが予想される。
そこで、これら生合成酵素の同定と反応条件の最適化、酵素安定性の向上によるキット開発の基
盤研究を行った。 
 
４．研究成果 
（1）RM 生合成遺伝子群の同定および機能解析 
RM生産菌のドラフトゲノム情報より見出した約 50 kbp のゲノム断片を BACベクターにクロー

ニングし、RM を生産しない異種放線菌を宿主とした異種発現実験を行った。その結果、RM を生
産蓄積することが判明した。このことから、本研究で取得したゲノム断片には RM 生合成に関わ
る全ての遺伝子セットが含まれていることを明らかにし、本ゲノム断片を RM 遺伝子群とした。
RM 遺伝子群について、遺伝子破壊実験および組換え酵素を用いた機能解析の結果から、(1)RM の
ペプチド構造が NRPS によって生合成されること、(2) β-homolysine が生合成中間体として生
合成された後に RM へと取り込まれること、(3)L-Val 水酸化反応はペプチド構造が形成された後
に触媒されることを明らかにした。 
 
（2）β-homolysine の発酵生産法の確立 
  RM 遺伝子群の各遺伝子を破壊し、RM 生合成中間体の探索による機能解析を行った結果、NRPS
遺伝子破壊株において、RMの生産性が完全に消失し、β-homolysine が生合成中間体として生産
蓄積されることを明らかにした。このことから、各遺伝子破壊株において、β-homolysine の生
産蓄積を調べることにより、β-homolysine 生合成に関わる酵素遺伝子を選抜できると考えた。
実際にβ-homolysine 生産性の消失を指標とした遺伝子破壊実験から、RM 遺伝子群の 7 つの酵
素遺伝子に絞り込むことができた。さらにこれらの 7つの遺伝子について機能推定したところ、
その一つである Orf14 が、L-Arg の代謝物である agmatine を putrescine に変換する agmatinase
に相同性を示すことを明らかにし、β-homolysine が L-Arg から生合成される可能性を見出し
た。 
 そこで、β-homolysine を生産蓄積する NRPS 遺伝子破壊株に、13C-L-Arg を用いた添加培養実
験を行い、生成物を HPLC/HR-TOF-MS2にて分析したところ、13C-L-Arg 由来の putrescine が、RM
のβ-homolysine 分子内に取り込まれた可能性が強く示唆された。このことから、β-homolysine
は、これまでに報告のない、新規経路にて生合成される可能性を導くことができた。 
 
（3）Phe 誘導体生合成酵素群の血液中アミノ酸濃度測定法への応用研究 
  RM 構造内の Phe 誘導体は、その化学構造から、ベンゼン環に 1 箇所のクロル化と 2 箇所の水
酸化、またβ位の脱プロトン化の触媒を受けて生合成されると予想された。そこでこれらの修飾
反応を触媒する酵素遺伝子を探索したところ、halogenase に相同性を示す orf5 と、Phe のβ位
を水酸化に関わる orf7 および orf16 を見出した。しかしながら、Phe 誘導体には 2 箇所の水酸
基が存在するが、興味深いことに、本遺伝子群には Phe-4-水酸化酵素に相同性を示す酵素遺伝
子は orf8 遺伝子一つしか存在しなかった。そこで Phe-4-水酸化酵素で報告されている反応組成
を参考に、Orf8 組換え酵素を用いた in vitro 反応を試みたところ、Phe を基質に 2箇所の水酸
化反応を触媒した。したがって Orf8 は、既存の Phe 水酸化酵素群と同様に、5,6,7,8-
tetrahydropteridine（BH4）を補酵素とする水酸化酵素であるが、1つの酵素で 2度の水酸化反
応を触媒する新規 Phe 水酸化酵素であることが判明した。すなわち、これまでの Phe 定量用酵素
と比較して、2 倍の酵素活性を示す高感度な
Phe 診断用酵素としての開発が期待された。 
そこで、さらに詳細に Orf8 の機能を調べ

るために、既存の Phe-4-水酸化酵素（Tyr 合
成酵素）の X線結晶構造解析をもとに、Orf8
のモデリング解析を行なったところ、Phe-4-
水酸化酵素や Phe-3-水酸化酵素で高く保存
されている活性残基はよく保存されていた
が、水酸化部位の決定に重要なアミノ酸残基
はいずれの既存酵素にも一致せず、基質であ
るPheのベンゼン環周辺に広い空間を形成す
る可能性が考えられた。この領域のアミノ酸
残基の違いが、Orf8 の水酸化部位選択性に重
要であることが強く示唆された。 
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