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研究成果の概要（和文）： 
 ラジカル SAM酵素が二次代謝産物の構造多様性に関与していると考え、新規ラジカル SAM酵
素遺伝子の探索とその機能解析を行った。放線菌ゲノム DNAを鋳型とした PCRにより新規酵素
遺伝子を取得し、ついで、その遺伝子を含む新規二次代謝生合成遺伝子クラスターを特定する
ことができた。また、生合成酵素を用いて酵素的に合成した基質を用いて、アミノグリコシド
抗生物質ネオマイシン生合成における新規ラジカル SAM 異性化酵素の機能を解明することがで
きた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  Identification of new radical SAM enzyme gene was found to be an efficient strategy 
to identify novel secondary metabolic biosynthetic gene cluster.  Further, a novel 
radical SAM epimerase involved in neomycin biosynthesis was characterized.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 ラジカル S-アデノシルメチオニン（SAM）

酵素は、高く保存された特徴的なシステイン

モチーフ CxxxCxxC を有し、これが[4Fe+4S]

クラスターを核とする活性部位を形成して

いるとされている。その相同性から 3,000以

上のタンパク質が存在することが知られて

おり、DNA 修復や、ビタミン類、補酵素、抗

生物質などの生合成に関与すると推定され

ている。その発見からの歴史も浅く、機能解

明された酵素もリシン 2,3-アミノムターゼ

やビオチン合成酵素などの十数個に留まっ

ている。共通していえることは還元型の

[4Fe-4S]1+クラスターが SAM を還元的に開裂

し、5’-デオキシラジカルを発生させ、様々

なラジカル反応が触媒されるであろうとい

うことである（図１）。モチーフ検索からラ
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ジカル SAM酵素としてアノテーションされて

いる機能未確定の酵素は数多く存在し、それ

らはこれまでにない興味深い新規酵素反応

を触媒すると考えられ、ラジカル SAM酵素の

機能解析は世界各国で盛んに行われている。 

 
図１ ラジカルSAM酵素によるSAMの還元

的開裂による 5’-デオキシアデノシルラジカ

ル形成機構 

 

２．研究の目的 

 

 ラジカル SAM酵素に着目してアミノグリコ

シド生合成遺伝子クラスターを眺めてみる

と、ネオマイシン、ゲンタミシン、フォーチ

ミシン、リビドマイシン生合成遺伝子クラス

ター中にもコードされていることが分かっ

た（論文①）。当然のことながら、これらラ

ジカル SAM酵素の機能を予想するのは困難で

あったが、多様な反応性を潜在的に有するラ

ジカル SAM酵素であれば、異性化反応、C-メ

チル化反応、デオキシ化反応など、これまで

未解明であったアミノグリコシド生合成段

階に関与する可能性が考えられた。 

 これまで、ブチロシンとネオマイシン生合

成系を中心に、その基本骨格形成反応に関わ

る酵素解明を行ってきたが、これら一群の抗

生物質の構造多様性を与えるには、酵素反応

的にバリエーションが少ないことがわかっ

てきた。したがって、これら天然物の構造多

様性は、これまでに例のない酵素反応により

付加されると考えられ、ラジカル SAM酵素が

その一端を担っていると推定された。そこで

本研究では、アミノグリコシド生合成中の新

規酵素反応を触媒していると考えられるラ

ジカル SAM酵素を機能解明し、この興味深い

酵素群の多種多様な反応特異性と生成物の

構造多様性に与える影響を解明することに

した。 

 

 また、アミノグリコシド抗生物質に加えて、

基本骨格に共通性のないチエナマイシン、ホ

スホマイシン、ビアラホス、クロロビオシン

といった生理活性天然物の生合成遺伝子ク

ラスター中にも、ラジカル SAM酵素がコード

されていることが分かってきた。これら化合

物の化学構造と取り込み実験の結果から考

えられる共通点は、不活性と考えられる炭素

が C-メチル化される推定生合成経路である。

それらラジカル SAM酵素はコバラミン結合部

位も有していることから、ラジカル SAMメチ

ル化酵素としてアノテーションされている

が、これまでにその酵素活性を検出したとい

う報告はない。本研究代表者は、化学構造と

取り込み実験の結果から、類似 C-メチル化酵

素反応が含まれると考えられたパクタマイ

シンの生合成遺伝子クラスターを特定する

ために、それら酵素に特徴的なアミノ酸配列

から特異 PCR用プライマーを設計し、生産菌

ゲノムをスクリーニングして、対応すると考

えられる生合成遺伝子クラスターの特定に

成功した。そこで、本研究ではさらに発展さ

せて、様々なラジカル SAM 酵素遺伝子をプ

ローブとすることで、微生物ゲノム中の新規

ラジカル SAM酵素遺伝子含有二次代謝生合成

遺伝子クラスターを特定することにした。そ

のような遺伝子クラスターを保持している

微生物であれば、新規構造の天然物を生産す

ることも期待され、新たな天然物探索の方法

論にもなり得ると考えた。 

 

３．研究の方法 

 

（１）ネオマイシン生合成におけるラジカル

SAM酵素の機能解析 

 

 ネオマイシン生合成に関しては、生合成最

終段階のネオマイシン C からネオマイシン B

への異性化反応だけが未解明の酵素反応で

あった。一方、遺伝子クラスター中で機能が

未確定なのはラジカル SAM酵素をコードする

NeoNだけなので、この酵素がこの異性化反応

を触媒すると推定した。そこで、ネオマイシ

ン Cを基質として、大腸菌で発現させた組換

えタンパク質 NeoN を用いて予想される酵素

反応を検討することにした。 

 

（２）ゲンタミシン生合成におけるラジカル

SAM酵素の機能解析 

 

 ゲンタミシン生合成に関しては、韓国のグ

ループによる放線菌での異種発現実験から、

ゲンタミシン A2 の生合成に必要な生合成酵

素が明らかにされていた。また、他の韓国の

グループはラジカル SAM 酵素遺伝子 gntE 欠

失株中にゲンタミシン A2 が蓄積されたこと

から、ゲンタミシン A2 を基質とするラジカ



ルSAM酵素がC-メチル化に関与すると推定し

ていた。そこで本研究では、ゲンタミシン A2

を基質として、ラジカル SAM 酵素 GntE の機

能を組換えタンパク質を用いて解明するこ

とを目指した。 

 

（３）ラジカル SAM酵素遺伝子含有新規二次

代謝生合成遺伝子クラスターの取得 

 

 二次代謝ラジカル SAM酵素間で高く保存さ

れている領域を利用して特異プライマーを

設計し、PCR により新規ラジカル SAM 酵素遺

伝子をスクリーニングすることにした。本研

究では特に、ラジカル SAMメチル化酵素の関

与が推定される天然物の生産菌のうち、未だ

その生合成遺伝子クラスターが取得されて

いない微生物ゲノムを鋳型としてスクリー

ニングすることにした。 

 

４．研究成果 

 

（１）ネオマイシン生合成におけるラジカル

SAM酵素の反応機構解析 

 

 まず、ネオマイシン B生合成最終段階にお

ける異性化反応の基質として推定されたネ

オマイシン Cを、入手可能なリボスタマイシ

ンから４つの酵素を利用して大量に調製す

ることに成功した（論文②）。次にラジカル

SAM酵素 NeoNを大腸菌にて発現させて、アル

ゴン雰囲気下で細胞破砕して調製した NeoN

含有無細胞抽出液を用いてネオマイシン Cか

らネオマイシン Bへの異性化反応を検討した。

様々な条件を検討した結果、二価の鉄と硫黄

を添加して鉄硫黄クラスターを再構成し、さ

らにジチオナイトで還元した酵素を用いた

時にだけ高い酵素活性を見いだすことに成

功した。当然のことながら、SAM 存在下での

み酵素活性を検出することができたので、他

のラジカル SAMタンパク質と同様に、NeoN活

性部位に存在する１価の[4Fe-4S]1+クラス

ターがSAMを還元的に開裂し5’-デオキシラ

ジカルを発生させ、それがネオマイシンの異

性化反応に関わることが推定された。また、

ネオマイシン Bからネオマイシン Cへの逆反

応は全く観測されなかったことから、厳密な

反応制御機構が存在するとことが分かった。

本酵素を精製し詳細な反応機構解析を行な

う必要性があるが、二次代謝生合成において

ラジカル SAM酵素が異性化反応に関わること

を明らかにした初めての例であり、学術的価

値は非常に高いと考えられる。 

 
図２ ラジカル SAM 異性化酵素 NeoM によ

るネオマイシン B 生合成の最終段階 

 

（２）ゲンタミシン生合成におけるラジカル

SAM酵素の機能解析 

 

 ラジカル SAM 酵素 GntE の基質として推定

されたゲンタミシン A2 は、先述の韓国のグ

ループによる方法で調製可能であるが、酵素

反応を検討するための基質供給方法として

は、その収量は極めて低いものであった。そ

こで、入手可能なパロマミンを基質とする酵

素反応により調製する方法を検討すること

にした。 

 糖供与体 UDP-キシロース（UDP-Xyl）は、

購入可能なUDP-グルクロン酸からのNAD依存

型脱炭酸酵素反応により調製できると考え

られたが、ゲンタミシン生合成遺伝子クラス

ターには該当する酵素がコードされていな

い。そこで、アビラマイシン生合成遺伝子ク

ラスターにコードされている NDP-グルコー

ス-4,6-デヒドラターゼ類似酵素が UDP-グル

クロン酸脱炭酸酵素として解明されている

ので、ゲノム解読菌である Streptomyces 
coelicolor A3(2)にコードされるホモログ

SCO6170を利用して UDP-キシロースを大量調

製した。 

 パロマミンの配糖化を触媒する糖転移酵

素 GntD の大腸菌での組換え酵素を用いた酵

素反応検出の報告がなかったので、GntEの推

定基質を大量に供給するためにはこの糖転

移酵素反応を最適化する必要があった。また、

糖転移酵素の大腸菌での活性発現は困難で

あることが多いので、カナマイシン生合成に

おける GntD ホモログである KanM2 も同時に

大腸菌にて発現させて酵素反応を検討する

ことにした。 

 まず、発現条件を種々検討した結果、GntD

と KanM2を共に可溶性タンパク質として得る

ことができた。次にパロマミンを基質として

各種糖供与体を用いた配糖化反応を検討し

た結果、GntD は UDP-Xyl を供与体として、

KanM2 は UDP-Glc を供与体として特異的に認

識し配糖化反応を触媒することが明らかと

なった。KanM2に関しては、酵素反応のスケー



ルアップに成功し、配糖化物を 8 mg 調製す

ることができた（論文③）。GntD を用いた反

応に関しても、GntEの機能解析に基質を供す

るために、大量スケールでの酵素反応を検討

している。 

 
図３ ゲンタミシン、カナマイシン生合成に

おける配糖化酵素の機能解析 

 

（３）ラジカル SAM酵素遺伝子含有新規二次

代謝生合成遺伝子クラスターの取得 

 

 まず、二次代謝ラジカル SAM酵素遺伝子を

取得するために、相同性解析にて高く保存さ

れている領域を特定し、特異 PCRプライマー

を設計した。次に、カルバペネム抗生物質を

生産するとして理研バイオリソースセン

ターで保存されている放線菌のゲノム DNAを

鋳型として PCRを行なった結果、３株のうち

２株からラジカル SAM酵素遺伝子を見いだす

ことができた。 

 そのうち１株に関してはドラフトゲノム

解析を行い、PCR で取得したラジカル SAM 酵

素遺伝子が推定カルバペネム抗生物質生合

成遺伝子クラスターを形成する遺伝子の一

つであることが分かった。生産されるカルバ

ペネム抗生物質の生合成には、ラジカル SAM

酵素が関与すると推定されるので、本方法に

より特異的に二次代謝生合成遺伝子クラス

ターを特定できたと言える。また、取得した

遺伝子は全ゲノム DNA配列の中で、この遺伝

子クラスターだけに特異的に存在しており、

ラジカル SAM酵素遺伝子の取得が、二次代謝

生合成遺伝子クラスターの特定に直結する

ことが明らかとなった。現在、この遺伝子ク

ラスターを異種放線菌株で発現させて、カル

バペネム生合成に関与することを明らかに

すべく検討している。 

 

 最近では、高速 DNAシークエンサーを用い

て低コストで微生物ゲノムのドラフト解析

が行なえるようになっており、世界各国で

様々な微生物のゲノムが解読されている。

従って、ラジカル SAM酵素遺伝子を in silico
スクリーングすることで新規二次代謝生合

成遺伝子クラスター、並びに、新規二次代謝

産物の取得につながると期待される。もちろ

ん、微生物ゲノム解析はコストと時間がかか

るので、新規ラジカル SAM酵素遺伝子を包括

的に探索するには、本研究で利用した PCR法

と併用することが重要と考えられる。 

 今後も興味深い触媒活性を有するラジカ

ル SAM酵素の機能解析と探索を行なうことで、

生物科学の発展に貢献できると考えている。 
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