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研究成果の概要（和文）：NukMはランチビオティック「ヌカシンISK-1」の前駆体ペプチドNukAの特定の部位のセリン
、トレオニン残基を脱水・環化し、異常アミノ酸を導入する。NukMのN末端側のみを発現・精製しNukAと反応させたと
ころ、NukM-N末領域が脱水を触媒していることを明らかとした。NukTはペプチダーゼドメインとATP結合ドメインを持
つ。解析の結果、NukTの活性はATP依存的であることと、NuKTの二つのドメインが協調的に作用してターゲット領域の
切断と菌体外輸送を行うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nukacin ISK-1 is a lantibiotic produced by Staphylococcus warneri ISK-1. Ribosomal
ly synthesized precursor peptide, NukA undergoes introduction of unusual amino acids by a single modificat
ion enzyme, NukM, and the leader sequence is removed and the mature peptide is secreted by ABC transporter
 NukT. NukM was divided into two domains, NukMN and NukMC, based on a prediction that each domain is respo
nsible for dehydration (phosphorylation and further phosphate elimination) and cyclization, respectively. 
The in vitro reconstitution of NukM, NukMN, and NukMC revealed that NukM can fully modify NukA, and NukMN 
could partially phosphorylate and dehydrate it. A series of NukT mutants were constructed and their transp
ort activity in vivo and peptidase activity in vitro were investigated. It was suggested that peptidase ac
tivity of NukT depends on ATP hydrolysis, and the N-terminal peptidase domain of NukT may cooperatively fu
nction with the C-terminal ATP-binding domain.
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１．研究開始当初の背景 
「ランチビオティック」は微生物が生産す

るペプチド性の抗菌物質である。リボソーム
上で前駆体ペプチドが合成されたのち、翻訳
後修飾を経て異常アミノ酸が導入される（図
１）。ランチビオティックの特徴は高い構造
安定性、高い抗菌活性、耐性菌が出現しにく
いことであり、これらはすべて異常アミノ酸
の存在に依存している。 

 

 
図 1 ヌカシン ISK-1 の生産と抗菌作用 
 
本研究では微生物のランチビオティック

生産機構を利用して任意のペプチドに異常
アミノ酸を導入し、安定性や新たな生理活性
を付与する「ランチビオティック工学」（図
２）を提唱している。この技術により新規生
理活性ペプチドの創製やポスト抗生物質と
なり得る強化型ランチビオティック創製、さ
らにはこれらの新規ペプチドの微生物によ
る大量生産を目指している。 
 

 
図 2 ランチビオティック工学の全体像 
 
２．研究の目的 
ランチビオティック「ヌカシン ISK-1」の

生産はリボソーム上で前駆体 NukA が合成さ
れることにより始まる。NukA は N 末端側の
リーダー領域とC末端側のプロ領域から構成
される。NukM は NukA プロ領域中の Ser・
Thr 残基をリン酸化、脱リン酸化反応を経た
脱水反応、および分子内 Cys 残基との環化反
応を触媒する。修飾後の NukA は NukT の働
きによりリーダー領域が切断され、ヌカシン 

ISK-1 として菌体外へ輸送されると推定され
ている（図１）。 
本研究ではヌカシン ISK-1 をモデルとした

「ランチビオティック工学」実現のための基
盤づくりを目的とした。具体的には生合成酵
素 NukM、NukT の機能解析と改変を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1)異常アミノ酸形成酵素 NukM 
 NukM の触媒および基質認識ドメインの探
索のために、NukMNと NukMCの in vitro にお
ける活性試験を行った。具体的には、in vitro
において His-NukA と His-NukMN および
His-NukMCの反応を 2 時間行い、LC-MS によ
り反応物の質量変化を解析し、脱水・環化の
評価を行った。また、酵素である NukM、
NukMN および NukMC と、基質である NukA
とその類縁体（修飾 NukA、NukA のリーダー
ペプチド、nukacin ISK-1）の相互作用を、表
面プラズモン共鳴を用いて測定した。表面プ
ラズモン共鳴とは、光学現象を応用してタン
パク質間やタンパク質と DNA 間などの生体
分子間の相互作用をリアルタイムに測定す
る実験手法である。具体的には、基質をリガ
ンドとしてセンサーチップ CM5 に固定化し、
酵素をアナライトとして注入し、それぞれの
分子間の相互作用を求めた。 
 NukM の N 末端がリーダーペプチド認識に
関与すると考えられたため、この結果を基に
NukM の基質特異性の改変を行った。具体的
には、N 末端にリーダーペプチドを付与した
変異体 LP-NukM を構築し、リーダーペプチ
ドを持たない NukA のプロペプチド部分と反
応させ、LP-NukM の修飾活性評価を行った。
修飾活性の評価には、前述したように LC-MS
を用いた。 
 
(2) ABC トランスポーターNukT 
 NukT の保存領域に変異を導入し、各ドメ
インを失活させた NukT 変異体を構築した。
①輸送活性は nukacin ISK-1 異種発現系を用
いて培養液上清と菌体内のペプチドを質量
分析法で評価した。②リーダー領域の切断活
性は、NukT 発現株から調製した反転膜小胞
を用い、前駆体と反応後、抗菌活性および質
量分析法により評価した。 
 
４．研究成果 
(1)異常アミノ酸形成酵素 NukM 
 NukM をランチビオティック工学に応用す
るためには、機能ドメインや基質特異性など
を調べる必要があるが、これらのことは未だ
明らかになっていない。そこで本研究では、
NukM の触媒および基質認識ドメインの探索
のために、NukM を１～577 アミノ酸残基ま
での NukM を N 末端（NukMN）と 578～917
アミノ酸残基までの C 末端（NukMC）とに分
け活性試験を行い、その結果を元に NukM の
基質特異性の改変を行った。 

His-NukMNとの反応物から 2 脱水・1 リン
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酸化・1 環化を生じた His-NukA と 3 脱水・1
環化を生じた His-NukA に相当する 6 価のピ
ークが確認できた。このことから NukM の N
末端は単独でも脱水、リン酸化、環化活性を
持つことが確認できた。また、His-NukMC と
の反応物からは何の修飾も生じていない
His-NukA に相当する 6 価のピークが確認で
きた。さらに、His-NukMNと His-NukMCとの
反応物からは、His-NukMNのみと反応させた
時と同様の結果が得られた。このことから
NukM の C 末端は単独でも NukMN 存在下で
も触媒反応を示さないことがわかった。しか
しながら、NukM の N 末端だけでは全長の
NukM のような完全修飾は行うことはできな
かったため、完全修飾のためには C 末端の存
在も不可欠であると推察された（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 NukM の触媒ドメインの探索 
 
表面プラズモン共鳴の実験結果からは、

NukM、NukMNどちらも NukA との親和性が
最も高く、nukacin ISK-1 との親和性は極めて
低いことが明らかとなった。また、NukMCは
すべてのペプチドに対して相互作用を示さ
なかった。リーダーペプチドを持たない
nukacin ISK-1 の親和性が著しく低下したこ
とから、NukM がリーダーペプチドを認識し
ていることが示唆され、特に、NukM の N 末
端が基質認識（リーダー認識）に関与すると
考えられた（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 NukM の基質認識ドメインの探索 

 
N 末端にリーダーペプチドを付与した変異

体 LP-NukM は、リーダーペプチドを持たな
い NukA のプロペプチド部分に 4 脱水 2 環化
を導入することができた。一方、NukM とプ
ロペプチドの反応では、何の修飾も確認でき
なかったことから、NukM の N 末端にリーダ
ーペプチドを付加することで、その基質特異
性の拡張が出来ることが明らかとなった。 
今後は、NukM の立体構造情報や遺伝子工

学的手法を元に LP-NukM のさらなる改変を
行い、様々なペプチドへ異常アミノ酸を導入
する新規ペプチド工学、ランチビオティック
工学へと展開する予定である。 
 
(2) ABC トランスポーターNukT 
 NukT は ATP 依存型の膜輸送を行う ABC
トランスポーターに分類される。また、NukT
は N 末端側にはシステインプロテアーゼと
相同性を示すペプチダーゼドメイン（PEP）、
C 末端側には ATP 結合ドメイン（ABD）を有
する ABC transporter Maturation and Secretion
（AMS）型タンパク質である。NukT の異種
発現株より調製した反転膜小胞を用いた実
験より、NukT は ATP 依存的にリーダー領域
切断を触媒することが明らかとなった。さら
に、PEP、ABD の部位特異的変異体を用い、
これら二つのドメインの協調的作用が NukT
活性（リーダー領域切断と菌体外輸送）に必
須であることが示唆された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 NukT 変異体を用いた輸送活性とリー

ダー領域の切断の評価 
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