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研究成果の概要（和文）：アミノ酸がつながったペプチドは、タンパク質の加水分解や有機合成によって得られ
ており、血圧降下作用、抗疲労効果。脳機能改善効果などの生理機能を有するペプチドが多く市販されている。
また、抗体に代わる新たな中分子医薬品としても注目されているが、これらペプチドの効率的合成法は確立され
ていない。
本研究では自然界における微生物のペプチド性抗生物質合成メカニズムに学び、非天然アミノ酸も含むキラリテ
ィを制御した任意のペプチドや、環状ジペプチドのような多様な構造を有するアミド化合物の革新的合成法を開
発した。

研究成果の概要（英文）：Peptides, which are linked amino acids, are obtained by protein hydrolysis 
or organic synthesis. Many peptides with physiological functions such as blood pressure reduction, 
anti-fatigue, and brain function improvement are commercially available. They are also attracting 
attention as new middle-molecular drugs that can replace antibodies. However, efficient synthetic 
methods for these peptides have not been established.
In this study, we learned from the mechanism of peptide-based antibiotic synthesis in microorganisms
 and developed innovative synthetic methods for chirality-controlled arbitrary peptides, including 
nonnatural amino acids, and amide compounds with diverse structures such as cyclic dipeptides.

研究分野：応用生物化学　（微生物酵素利用工学）

キーワード： ジペプチド　ジケトピペラジン　環状ジペプチド　非リボソーム型ペプチド合成酵素　アデニル化ドメ
イン　キラリティ　ジケトモルホリン　アミド化合物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多様な機能を有するペプチドは産業上も有用であり、機能性食品や創薬原料などとして天然タンパク質の加水分
解や有機合成によって生産されている。しかし、製法は煩雑で非効率的なため供給に課題があり、ペプチドの可
能性が十分に発揮されていない。
本研究成果は、微生物が産生するペプチド性抗生物質の生合成機構を学ぶことで、酵素の新たな潜在的機能や代
謝制御系の曖昧さなどを顕在化し、タンパク質の進化や生命システムにおける新たな知見を見出すなど学術的意
義を示した。また、それら知見を活用して革新的な合成法を開発し、関連分野への波及効果などその可能性をさ
らに拡張できることを示すなど社会的意義も大きい。

※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 
ペプチドはアミノ酸が連結した化合物で、構造はタンパク質ほど複雑ではないがその機能は
多様であり、医薬品、化成品、健康食品などで幅広い用途が期待されている。血圧降下作用や抗
疲労効果などの生理的機能を有するペプチドの多くは天然のタンパク質の加水分解物から探索
されたものである。また、抗体に代わる新たな中分子医薬品としてペプチドが注目され有機合成
法が開発されているが、効率的合成法は確立されていない。一方、自然界には多様なペプチド性
抗生物質が存在しており、それらは、微生物の生存戦略に基づいて D-アミノ酸を含有するもの
や環状構造を有するものなど、多岐にわたり多様化している。我々は、これら多様なアミド化合
物の生合成機構を学ぶことで、無保護のアミノ酸から任意のペプチドを合成する画期的な酵素
法を開発してきた。さらに、微生物由来非リボソーム型ペプチド合成酵素のアデニル化ドメイン
を利用する化学酵素的アミド結合形成反応法を開発し、非天然アミノ酸などを任意に含む多様
なアミド化合物の革新的合成法も開発してきた。しかし、当該合成法は限定的であり、多くの産
業分野への波及を図るにはさらなる機能拡張を図る必要があった。 
 
２．研究の目的 
我々が開発したアデニル化酵素を用いるキラリティ制御可能なアミド結合形成反応を基盤と
して、新規機能性アミド化合物創製への拡張と効率的な合成法の開発を目指す。具体的には、L-
アミノ酸のみならず D-アミノ酸や非天然型アミノ酸を含有する任意のジペプチド及びその誘導
体で環状のジケトピペラジンやジケトモルホリンのような特殊構造を有する機能性分子、さら
にはポリアミノ酸やペプチドに限定されない多様なアミド化合物の創製を可能とする効率的な
合成法を開発し、中分子医薬品や機能性化成品の開発研究に貢献することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) アデニル化ドメインの基質特異性の評価 
非リボソーム型ペプチド合成酵素(NRPS)にはケト酸や脂肪酸、芳香族カルボン酸などアミノ酸
以外の化合物のカルボキシ基をアデニル化するドメインも存在する。アデニル化活性を有する
新規活性ドメインの取得と機能検証を行い、基質特異性の解析評価を進め、構造の多様化と高機
能アミド化合物候補の創出を目指す。 
 
(2) 多様なアミド化合物からの環状ペプチド及び類縁化合物の合成法の検討 
我々が開発したアミド結合形成反応によって従来にはない多様なアミド化合物の効率的合成が
可能となったが、基質にアミノ酸、求核剤にアミノ酸エステルを使用すると、任意のジペプチド
エステルが合成し、その後進行する自発的な分子内環化によって環状ジペプチドであるジケト
ピペラジン(DKP)が合成する。化学酵素的アミド結合形成反応によるジペプチドエステルを合成
する前段階の律速点や反応条件等を検討して、ワンポットでの DKP の効率的合成法を開発する。
また、環状デプシペプチドのジケトモルホリン(DKM)合成についても検討する。 
 
(3) ポリアミノ酸合成の検討 
化学酵素的アミド結合形成反応の特性を踏まえ、アデニル化されるカルボキシ基と求核攻撃を
行うアミノ基を有する化合物を基質とすれば、ホモポリアミドの合成が可能と考えられる。 
 
(4) 各種ジペプチドやアミド化合物の生物活性などの評価 
ジペプチドをはじめアミド化合物は多様な生物活性を有することが期待できる。アミノ酸のキ
ラリティを制御し、かつ非天然型アミノ酸を含む多様なペプチドや環状ジペプチドの創出は、そ
の構造多様性に連動してこれまでにない新たな生物活性などが期待できる。そこで、活性評価系
を有している研究室や企業との共同研究によって機能ならびに活性評価の検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) NRPS 由来アデニル化ドメインの基質特異性に関する特性と活性評価 
我々は、エピメリ化ドメインの上流に存在するアデニル化ドメイン(A ドメイン）は、基質アミ
ノ酸の光学異性に関わらずアデニル化するものが多いことを明らかにしている（Appl. Environ. 
Microbiol.,85e00120-19(2019) 生化学: 93(3), 338 (2021)）。その実験的事実を踏まえ、α-ケ
ト酸を含有するペプチド合成を担う NRPS において、ケトレダクターゼドメイン(KR ドメイン)の
上流に位置する A ドメインは生理基質であるα-ケト酸に加えα-ヒドロキシ酸も基質にすると
いう仮説を立てた。そこで、15 員環テトララクトン構造を有するデプシペプチドである
neoantimycin 類を産生する Streptomyces orinoci NBRC13466 由来 neoantimycin synthetase の
中から候補となる 3つの Aドメイン(NatB2-A, NatB3-A, NatD-A)を選択し、L-Pro を求核剤とし
た化学酵素的アミド結合形成反応によるジペプチド類似体の合成の可否によってこの仮説の検
証を行った。その結果、予想通り、全ての Aドメインが生理基質であるα-ケト酸に加えα-ヒド



ロキシ酸を認識し、ケトイソ吉草酸など 16 種類のカルボン酸をアデニル化することを見出した
（Fig.1）。その結果、本手法で合成可能なα-ケトアミドやα-ヒドロキシアミドの大幅な拡張に
成功した。 
我々が Brebibacillus parabrevis IAM1031 由来 tyrocidine synthetase のアデニル化ドメイ
ン(TycA-A)などで見出した NRPS 由来アデニル化ドメインが有する寛容な基質認識と同じように、
厳密な生命制御システムに潜む分子進化の可能性を裏付ける現象と思われ、興味深い。 
さらに、我々の開発した化学
酵素的アミド化合物合成法を
適用することで、多様なジペプ
チド類似体の合成にも成功し
た。α-ケトアミドは多重結合
形成などの有機合成反応に利
用されており、α-ヒドロキシ
アミドは生理活性を有する天
然化合物、特にデプシペプチド
の合成において有用な構造と
なっている。さらに、α-ケトア
ミドやα-ヒドロキシアミドを
骨格に持つ化合物は免疫抑制
剤や抗菌剤など生理活性を有
しており、構造多様性の拡張に
より、新規生理活性を見出すこ
とも可能であると思われる。 
 
(2) 多様なアミド化合物からの環状ペプチド及び類縁化合物の合成法の検討 
我々が開発した NRPS 由来アデニル化ドメインを利用する画期的なジペプチド合成法において、
求核剤となるアミノ酸をエステル体とすると、分子内環化によって容易に環状ジペプチド(ジケ
トピペラジン:2,5-DKP)が合成可能であることを見出している(Fig.2-①)。 
アデニル化ドメインの有する寛容な基質特異性から、ヒドロキシ酸とアミノ酸エステルがア
ミド結合したヒドロキシアミドの合成と分子内環化によって環状デプシペプチドであるジケト
モルホリン(2,5-DKM)の合成も可能であることを確認した(Fig.2-②)。但し、DKP 合成に比較し
て DKM 合成では求核性が劣るため(-NH2 > -OH)、環化活性が弱く、合成量も低い。この点に関し
ては、酸の添加と水の除去によって大幅に活性が向上することを見出している。 
多様な生物活性を評価のため DKP を対象として合成収量を高める反応条件を検討した。DKP の
ワンポット合成にて 100 種
類を超える DKP の合成に成
功しているが、中間体ジペプ
チドエステルの蓄積や原料
アミノ酸からの変換率が低
く、改良の余地がある。環化
反応は pH が 6.5～9.5 では
効率的に進行するがそれ以
外では顕著に抑制され、pH
条件が重要であることを見
出した。 
その結果、モデル化合物と
した cyclo(L-Trp-L-Pro)の
合成では、至適反応条件にて
1.13g/L(対 L-Trp モル収率
41%)を達成した。 
 
(3) ポリアミノ酸合成の検討 
機能性素材として工業的利用が期待される多様なポリアミド化合物の合成法への展開可能性
を検証した。TycA-A の基質となる 8種類のアミノ酸の L-,D-体を単独基質として反応を行ったと
ころ、LC-MS 分析にて解析した結果、何れのアミノ酸においてもオリゴマーの生成を確認し、
Table 1 に示す鎖長のホモポリアミノ酸に相当するピークを検出した。本結果は、Fig.3 のスキ
ームで合成が進行したことを示唆するものであり、鎖長に課題はあるがポリアミノ酸合成への
可能性を明らかにすることができた。 
さらに、当該反応が酵素・基質・求核剤の自由な組み合わせにより多様なアミド化合物の合成
が可能であることから、クリック反応との連携によるポリアミドの合成法を検討した。クリック
反応に必要な反応部位を両末端に有する二官能性のアミド化合物を当該反応によって調製し、
クリック反応を試みた。その結果、そのアミド化合物をモノマー単位とするオリゴマーの合成を
確認することができ、ポリアミド合成展開への可能性を見出した。本手法により、合成可能なポ



リアミドの多様性がさらに拡張され、新たな機能性高分子素材の開発の道を切り拓く有力な手
段になり得ると期待できる。 

 
(4) 各種ジペプチドやアミド化合物の生物活性などの評価 
 DKP は 2 分子のアミノ酸が縮合・環化した化合物であり、構成アミノ酸の種類や立体異性によ
り抗菌性や抗腫瘍性、抗高血糖性など様々な機能性を発揮する。我々はアデニル化酵素を利用し
た化学酵素的アミド結合形成反応によるジペプチドエステル合成とその自発的な分子内環化反
応を連携させた DKP のワンポット合成法を開発しており（Fig.2）、100 種類を超える DKP の合成
に成功している。そこで、DKP の多様な機能や生物活性を評価するために、不斉有機触媒として
の活性確認や、オートファジー活性の評価や農薬としての可能性検証を行った。 
 本手法によって合成される DKP は、水系の反応溶液中から酢酸エチルで容易に抽出・単離する
ことできる。DKP に期待される機能性の評価を目的に、遊離アミノ酸である L-Proline(Pro)で報
告されている不斉アルドール反応触媒能に着目し、ペプチドである DKP の不斉有機触媒として
の利用可能性を検討した。DMSO 溶媒中での Acetone と p-nitrobenzaldehyde の不斉アルドール
反応において、Pro 含有 DKP に不斉有機触媒としての活性を初めて見出すことができた。 
 また、DKP に期待する生物活性評価は、食品成分によるオートファジー活性評価を研究してい
る本学人間科学学術院の原太一教授と矢野敏史助教の協力を得て行った。細胞内リサイクリン
グシステムで、様々な疾患の予防やアンチエイジングに関与しているオートファジーへの影響
の有無を初めて検証した。我々が提供した D-/L-アミノ酸を含む 28 種類の DKP を対象に一次評
価を実施した結果、オートファジーを活性化する DKP を 4 種類、反対に抑制する DKP を 4 種類
見出した。このように、アミノ酸の種類とその D-/L-の違いにより活性化と抑制の逆の効果を示
す DKP の存在が明らかになったことは興味深い。また、その作用機序の解析から、オートファジ
ーの主要な制御に関わる mTORC1 キナーゼに依存しないシグナルを介してオートファジーを活性
化していることも示唆された。詳細は、別途報告を予定している。 
 また、ブドウの葉で発生する絶対寄生菌(らん菌)による伝染病のベト病は、ブドウ栽培（ワイ
ン製造）に大きな被害を与えているが、cyclo(L-Leu-L-Phe)など一部の DKP に防除効果が報告さ
れている。そこで、山梨大学ワイン科学研究センターの鈴木俊二教授と青木是直助教の協力を得
て、cyclo(L-Leu-L-Phe)を基本とした類似 DKP によるベト病菌に対する防除活性を評価した。現
時点で新たに 1種類の DKP に再現性良く防除活性を認めている。 
以上、特殊構造を有する環状ジペプチドでは、遊離アミノ酸とは異なる物性や構造特性に起因
する多様な生物活性が期待でき、今後、具体的な評価系によって新たな機能を有する DKP や DKM
が見出されるものと思われる。こうしたアミノ酸誘導体やペプチドは、加工食品中にも多く含ま
れているが、一方で、生体に取り込まれたタンパク質が分解されて生成するなど、私たちは普段
の食生活の中で、微量ではあるが多種類の DKP などを摂取していると考えられる。それらは、特
異的な生体内シグナルとして機能している可能性が高く、本研究の展開として、食と健康（生命
維持）における新たなメカニズムの発見につながるものと思われる。また、本研究成果によって
合成可能となる DKP の拡張は、オートファジーのみならず多くの生物活性の発見や用途開発に
貢献すると確信している。 
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