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研究成果の概要（和文）： 抗腫瘍性物質サフラマイシン生合成で最も重要な骨格合成酵素 SfmC
に標的を絞り、その酵素活性の検出を試みた。長鎖アシル基を有するジペプチド CoA 誘導体お
よびチロシン誘導体を基質として、ATP および NADPH を補酵素として添加する条件下反応を行
ったところ、望む５環性環化生成物が得られた。その詳細な反応機構を解析した結果、本酵素
SfmC は、３回の還元反応、２回の炭素炭素結合反応（Pictet-Spengler 反応）を含む７段階の
反応を触媒する興味深い酵素であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) promotes condensations
of amino acids forming amide linkages, with some modifications. We found that a single
NRPS SfmC of the potent antitumor agents saframycin catalyzes a seven-step
transformation from readily synthesized dipeptidyl substrates with long acyl chains into a
pentacyclic tetrahydroisoquinoline scaffold. Based on deletion mutant analyses, we
proposed the detailed mechanism involving the reductions of various peptidyl thioesters by
an identical R-domain followed by the C-domain-mediated Pictet-Spengler reactions in an
iterative manner.
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１．研究開始当初の背景
生物は常温常圧下、強酸、強塩基の助けを

借りずに、驚く程単純な方法論で天然物の複
雑な構造を作り上げることができる。現状で
は有機合成による大量供給は天然物の構造
が複雑になればなるほど困難になることか
ら、高い分子認識能を有するため保護・脱保

護あるいは官能基変換の繰り返しを必要と
しない酵素を用いた合成法の利点は大きい。

抗生物質、抗がん剤、酵素阻害物質として
利用される天然物の生合成遺伝子に関する
解析が最近急速に進んできた。ここ十年間の
二次代謝産物生合成研究における目覚まし
い進展により、ひと昔前までは天然物を合成
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するといえば 100%化学合成を指していたが、
ポリケタイド合成酵素（PKS）やポリペプチ
ド合成酵素（NRPS）といった生合成酵素を
用いた合成も十分可能性のある方法論にな
ってきた。

異種生物由来の遺伝子に大腸菌での発現
に必要な配列を付加する一般的な手法（発現
カセット法）を開発し、複数遺伝子の導入が
可能で各遺伝子が安定に発現するベクター
を構築した。本手法を用いて抗腫瘍性物質エ
キノマイシンの生合成に必要な全長約 35 kb
の 16 個の遺伝子を大腸菌に導入し、この菌
を用いてエキノマイシンを生産することに
成功した（H. Oikawa et al., Nature Chem.
Biol., 2006, 2, 423）。これは培養法の確立し
た大腸菌を用いて通常の培地成分のみから
生理活性物質を生産した世界で最初の例で
ある。残念ながら上述の手法による薬剤生産
はまだ一例のみであり、有用性を確立するた
めには他の物質の生産に適用可能であるこ
とを示す必要がある。

２．研究の目的
今回取り上げる NRPS は縮合に必要な 3+

α個の触媒基本単位をアミノ酸の縮合回数
だけ持つモジュラー型酵素であり、アミノ酸
の識別に関与する A ドメインやペプチド鎖
修飾に関わるドメインを入れ替えることに
より、様々な有用ペプチド系天然物が合成可
能になるはずである。大腸菌による様々な生
物由来の異種タンパク発現の有用性は確立
されていたものの、複数の酵素を同時に発現
させての有用物質生産は困難であった。そこ
で最近我々が開発した発現カセット法を用
いて、臨床試験で有望視されていながらホヤ
から微量しか単離されない抗腫瘍性物質
ecteinascidin の大量供給を目的とする。標的
とする ecteinascidin の生合成遺伝子は同定
されておらず、その代わりとして類似の骨格
を持つ抗ガン剤 saframycin の生合成遺伝子
を利用し、ecteinascidin に容易に変換可能な
合成中間体を大腸菌で生産させる。

３．研究の方法
Saframycin と構造が類似する safracin の

生合成遺伝子群は、データベースから入手可
能であり、人工合成により必要遺伝子は調達
する。既に我々は cyanocycline の生合成遺
伝子群を取得したが、saframycin の生合成遺
伝子群の情報は一部しか得られないため、生
産菌のゲノムライブラリーから、目的遺伝子
群を特定する。こうして得られた 3 種の物質
由来の NRPS は分子量が 7-16 万と比較的大き
なタンパクであるが、すべてを発現させ、in
vitro で酵素活性を検出するとともに、酵素
反応により生合成中間体を合成する。既に
我々は分子量 34 万と巨大な echinomycin

NRPS 遺伝子を発現させており、その経験を生
かせば、発現は十分可能だと考えている。

様々な合成前駆体（ジ-、トリペプチド
SNAC 体）を用いた酵素反応を行ない、基質特
異性を調べる。また saframycin 生合成に関
与する NRPS は酵素反応としてはあまり例の
ない Pictet-Spengler型反応による環化反応
が複数回使われている。最後のモジュールに
存在する Rドメインが、ペプチド鎖の還元的
切り出し、環形成反応を行っていると推定さ
れるが、この多段階反応はどのように進行す
るのかに関し、この酵素の反応機構を速度論
解析、補因子の有無、合成基質の変換能など
について詳細に調べる。

この特異な多段階反応の妥当性を検証
するために、生合成中間体のアナログを使っ
て、アミドカルボニル基の還元、脱水による
イミンの形成、引き続く Pictet-Spengler 型
反応など生合成類似の反応を行なう。
Saframycin にはチロシン由来の異常アミノ
酸が存在するが、その供給に必要とされる 3
種の遺伝子を一つのプラスミドに導入して、
大腸菌で発現させる。またこのアミノ酸は有
機合成的にも適当な不斉補助基を用いて合
成する。

In vitro の解析結果を踏まえ、我々が開発
した”発現カセット法”を利用して、骨格合
成に関わる 2あるいは 3種の NRPS 遺伝子を
一つのベクターに、もう一つのベクターには
原料となるチロシン誘導体生合成遺伝子の
ほか Tドメインに必須な
phosphopantetheinyl 基を導入する Sfp 遺伝
子など組み込む。これら生合成遺伝子発現用
プラスミドで形質転換した大腸菌を培養し
て物質生産を行なう。これ以前の検討は、
LC-MS を用いて化合物を同定することになる
が、発現条件、細胞密度を最適化させた後、
培養液から生成物を単離して、その構造を確
認する。

４．研究成果
抗腫瘍性物質サフラマイシン生合成で最

も重要な骨格合成酵素 SfmC に標的を絞り、
その酵素活性の検出を試みた。長鎖アシル基
を有するジペプチド CoA誘導体およびチロシ
ン誘導体を基質として、ATP および NADPH を
補酵素として添加する条件下反応を行った
ところ、望む５環性環化生成物が得られた。
その詳細な反応機構を解析した結果、本酵素
SfmC は、３回の還元反応、２回の炭素炭素結
合反応（Pictet-Spengler 反応）を含む７段
階の反応を触媒する興味深い酵素であるこ
とがわかった。さらにアシル基部分の鎖長が、
反応速度に劇的な影響を与えることも明ら
かにした。本変換反応で最も興味深い
Pictet-Spengler 反応を触媒するドメインを
特定するため、調製した複数の変異酵素を用



いて、単一触媒回転実験を行ったところ、本
来ペプチド結合形成を触媒する Cドメインが、
還元（R）ドメインによって生じたアルデヒ
ドとアミノ酸（チロシン誘導体）の間でイミ
ン形成後、生じたイミンとフェノールの隣接
炭素の間で結合形成を触媒することを明ら
かにした。本研究では、ペプチド合成酵素
（NRPS）の新規機能を発見したのみならず、
サフラマイシンと同一の骨格を有する臨床
用抗ガン剤の酵素合成に適用可能な重要な
変換反応を見出した。

またアシル基の鎖長を C2 から C16 まで変
えたジペプチド CoA 誘導体およびチロシン誘
導体を基質として反応を行ったところ、C14
以上の鎖長有する場合のみ望む５環性環化
生成物を与えた。次いで重水素標識した
NADPH を用いて還元に使用される水素を調べ
たところ、4S 側水素が特異的に利用されるこ
とがわかった。さらに補酵素を NADH および
NADPH をとして濃度を変化させて行ったとこ
ろ、望む環化生成物は低濃度では NADPH、高
濃度では NADH を用いた場合良好な結果が得
られた。これにより比較的大量の生成物を得
て、その解析から構造を確定することができ
た。CoA 誘導体からアルデヒドへと基質を替
えた場合、鎖長依存性が低下し、収量も大き
く向上することが判った。本研究全体を通し、
ペプチド合成酵素（NRPS）におけるペプチド
鎖の切り出しを行う還元ドメインおよび縮
合ドメインに関する新規機能を見出した。
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