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研究成果の概要（和文）：（１）ペプチドグリカン新規生合成経路の中間体UDP-MurNAc-L-Ala-L-Gluの末端
L-Gluのエピメリ化を触媒するMurLのX線結晶構造解析を行った結果、MurLの基質結合部位の揺らぎが判明し反応
機構解析にはアデニル化された反応中間体との共結晶が必要なことがわかった。（２）リボソームにより合成さ
れるMS-271ペプチドのC末のTrpを異性化するMslHのX線結晶構造解析を行い、活性残基、基質結合残基、2価金属
を配位するアミノ残基を同定した。（３）ポリグルタミン酸に含まれるD-Gluの比率は、生合成酵素PgsAが決定
していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) MurL catalyzing the epimerization of the terminus L-Glu of 
UDP-MurNAc-L-Ala-L-Glu, an intermediate in the alternative biosynthetic pathway of peptidoglycan, 
was shown to activate the substrate by adenylation of α-carbonyl of the L-Glu. By crystal structure
 analysis, we were unable to determine the active amino acid residues of MurL, and co-crystal of 
MurL with a mimic of adenylated substrate was thought to be essential for estimation of the active 
residues and the reaction mechanism. (2) MslH catalyzed the epimerization of C-terminal L-Trp in a 
ribosomal peptide MS-271. By crystal structure analysis, active amino acid residues, divalent cation
 trapping residues, and several substrate recognition residues were identified. (3) Polyglutamate 
contains D-Glu besides L-Glu. PgsA, a polyglutamate biosynthetic enzyme, was suggested to be the 
epimerase catalyzing isomerization of terminal L-Glu that is just ligated to the elongating 
polyglutamate substrate.  

研究分野：生合成工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
（１）ペプチドグリカンの新規生合成経路に関与するMurLは、イネ白葉枯病菌（Xanthomonas属細菌）や果樹病
原菌（Xylella属細菌）が利用することから、その阻害剤を見出せれば特異的農薬としての開発が期待される。
（２）MslHは補酵素を要求しない異性化酵素である。その反応機構が解明できれば他の酵素に応用し安価な光学
活性化合物の製造に利用できる可能性がある。（３）ポリグルタミン酸は、乾燥土壌での保湿剤としての利用が
見込まれているが分解されやすいのが難点である。D-Glu含有度が高いと分解されにくい報告がありD-Gluが100%
のポリグルタミン酸の製造に応用できる可能性がある。

※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 
これまで微生物が生産する多くの低分子化合物が医薬品として開発されてきた。また近年では、
特異性の高さから抗体医薬に代表される高分子医薬品も上市されている。しかし、前者では特異
性の低さが、また後者では開発費の高騰が問題になっている。このような背景下、比較的低コス
トで構造と生理活性の多様性を生み出せるペプチド系医薬品が着目されている。リボソームで
合成される天然ペプチドでは、メチル化、水酸化、ランチオニン・チアゾール・オキサゾール形
成などの翻訳後修飾により、多様な構造や生理活性を生み出している。ノンリボソーマルペプチ
ド合成酵素（NRPS）で合成されるペプチドでは、上記の修飾に加え、非蛋白質性アミノ酸の利用
やペプチド骨格のアシル化やグリコシル化修飾も報告されている。しかし、有用な天然生理活性
ペプチドの中には、生合成機構が解明されていないものが多い。その一つに天然ペプチドに含ま
れる D 体アミノ酸の生成機構が挙げられる。ペプチド内に D 体のアミノ酸が存在するとプロテ
アーゼ耐性となることが知られている。進化上、この安定化機構が有利に働いたためか D体アミ
ノ酸を含む天然ペプチドは多い。しかし、解明された異性化機構は polytheonamide の生合成に
関与するラジカル SAM 酵素と NRPS のエピメラーゼドメインの 2 例しかない。筆者は、新たに以
下の３種類の新規エピメラーゼを発見したが、これらは既知酵素と全く相同性がないことから、
詳細な反応機構の解明を試みた。 
 
２．研究の目的 
（１）多くの微生物のペプチドグリカンの生合成では、UDP-MurNAc-L-Ala に、ラセマーゼにより
L-Glu から供給される D-Glu が結合する。しかし、Xanthomonas 属細菌などは、Glu ラセマーゼを
持たず、MurD と相同性がある MurD2 酵素が UDP-MurNAc-L-Ala に L-Glu を結合し、新規酵素 MurL
が生成物末端の L-Glu を異性化（エピメリ化）することを明らかにした（J. Am. Chem. Soc., 
139, 4243, 2017）。MurL は他の機能既知酵素との相同性を有さず反応機構は未解明である。そ
こで、in vitro 反応での詳細な解析と X 線結晶構造解析を行った。 
（２）リボソームにより合成されるラッソペプチド（MS-271）の C末の Trp は D 体である。MS-
271 の生合成遺伝子クラスターを取得した結果、Trp を C-末に持ち、MS-271 の全配列を含む 77
アミノ酸からなる前駆体 ORF を見出した。この事実は、C-末の Trp は翻訳後にエピメリ化される
ことを示唆するが、近傍には、既知の異性化酵素（ラセマーゼやエピメラーゼ）と相同性を有す
る遺伝子は見いだせなかった。クラスター中の唯一の機能未知遺伝子（mslH）がエピメリ化に関
与すると推定されたことから検証した。 
（３）ポリグルタミン酸（PGA）の D-Glu は、ラセマーゼにより L-Glu から供給され伸長鎖に取
り込まれると長年考えられてきた。しかし、上記の MslH が PGA 生合成酵素の一つ（PgsA）と部
分的に相同性を有していたことから、PGA 生合成においても D-Glu は L-Glu が伸長鎖に取り込ま
れた後に異性化（エピメリ化）する可能性が考えられたことから検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）基質である UDP-MurNAc-L-Ala を既知の酵素法で調製した。また X. oryzae の組換え His-
Tag 付きの MurL も調製し、in vitro 酵素アッセイと結晶構造解析に供した。 
（２）MS-271 生合成遺伝子クラスターを Streptomyces lividans で異種宿主発現させ、C末 Trp
の異性化が進行するか検証した。また、同様の手法で異性化に必要な遺伝子を絞り込んだ。さら
に 77 アミノ酸からなるプレカーサ―ペプチドを大腸菌で発現させ、SDS-PAGE で分離後、精製し
基質として使用した。MslH も His-Tag 付きの組換え酵素として発現、精製後、in vitro アッセ
イと結晶構造解析に供した。 
（３）PGA 生合成に必須な 3 つの酵素は何れも膜酵素であり in vitro 解析は困難である。そこ
で、グルタミン酸ラセマーゼ欠損大腸菌を宿主に用いた in vivo 解析を行った。本株に 3 つか
らなる PGA 生合成遺伝子（pgsBCA）を導入し、重水素標識した L-Glu または D-Glu をフィード
後、生成した PGA に取り込まれた D-Glu の質量分析を行い、生成した PGA に取り込まれた D-Glu
の由来を検証した。また、PgsA は上記 MslH と部分的ではあるが相同性を有するため、MslH の結
晶構造を基に PgsA の基質結合領域の構
造を推定後、100％と 60%の D-Glu 含有
PGA を合成する 2 種類の PgsA 間で異な
るアミノ酸残基を相互交換し、生成 PGA
の D-Glu 含有率を検証した。 
 
４. 研究成果 
（１）MurL の解析；MurL は ATP を補酵
素に用い、基質である UDP-MurNAc-L-
Ala-L-Glu をアデニル化により活性化
し、逆反応は触媒しないことがわかっ
た（右図）。基質の L-Glu の α位のカル
ボニル基がアデニル化されることを証 



 

 
明するため、反応液に 15N ヒドロキシルアミンを添加し生成物を精製後、NMR 解析した。その結
果、予想通り α位にヒドロキサム酸の存在が確認できた。 

本酵素は ATP を補酵素に用いる初の異性化酵素であり、既知酵素と相同性がなく特異的モチ
ーフもないことから、反応機構の手掛かりを得るため X 線結晶構造を解析した。ATP アナログと
の共結晶が得られ、解析の結果、基質を捕捉すると推定される領域が揺らいでおり（上左図）、
基質認識残基や反応機構を推定するには、アデニル化された反応中間体や、その類縁体との共結
晶体を得る必要があることがわかった。そこで、これら化合物の有機・酵素合成を現在行ってい
る（上右図）。 
 
（２）MslH の解析；MS-271 生産 Streptomyces 属放
線菌からクローニングした 9個の生合成遺伝子を S. 
lividans で異種宿主発現させた結果、C 末端に D 体
の Trp を持つ MS-271 が生産された。異性化に必要な
遺伝子を絞り込んだ結果、プレカーサーペプチド遺
伝子（mslA）、プレカーサーペプチド認識蛋白質遺伝
子（mslB1）、機能未知遺伝子（mslH）の共発現で異性
化が進行した。そこで、プレカーサーペプチド（MslA）
と組換えMslHを用いてin vitro実験を行った結果、
可逆的異性化活性を検出できた（右上図）。なおプレ
カーサーペプチドからリーダーペプチドを除去した
コアペプチドを基質に用いた場合は、ほ
とんど異性化は進行しなかった。したが
って、他のリボソームペプチド修飾酵素
と同様に、異性化反応にはリーダーペプ
チドが必須であることが分かった。ま
た、反応機構解明のため C末の Trp を削
除したプレカーサーペプチドとの共結
晶体の X 線結晶構造を解析した（右下
図）。その結果、活性残基、基質結合残
基、さらに 2価の金属が含まれることが
判明し配位するアミノ残基も推定でき
た。現在、これら残基を Ala 置換し異性
化反応への関与を調べている。 
 
（３）pgsA の機能解析；重
水素標識された D-Glu と L-
Glu を化学合成した。これ
らを、PGA 生合成酵素遺伝
子（pgsBCA 遺伝子）を持つ
D-Glu 要求性大腸菌 WM335
株（Glu ラセマーゼ欠損株）
に投与した。生産された
PGA を酵素法でモノマーに
分解後、キラルカラムで分
離し、質量分析を行った。
その結果、重水素標識され
たD-Glu を投与した際、PGA
に重水素 D-Glu は全く取り込まれなかったのに対し、重水素標識された L-Glu を投与した場合
は、PGA に重水素 L-Glu と D-Glu の両方が取り込まれた（上図）。以上の結果より、PGA の D-Glu
は L-Glu が取り込まれた後、エピメリ化により生成することが証明された。 
 3 つの酵素複合体である PGA 合成酵素（PgsABC）のいずれがエピメリ化に関与するか調べるた
め、100％と 60%の D-Glu 含有 PGA を合成する 2 種類の酵素遺伝子を用いて各 pgsBCA 酵素遺伝子
を交換し、生成 PGA の D-Glu 含有率を比較した。その結果、多くの組合せで生産能が消失した
が、pgsA が D-Glu 含有率を決定することを示唆する結果を得た。そこで、PgsA は上記 MslH と部
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分的ではあるが相同
性を有することから、
MslH の結晶構造を基
に PgsA の基質結合に
関与するアミノ酸残
基を推定し（右図）、
100％と 60%の D-Glu
含有 PGAを生成する2
種類の PgsA で異なる
アミノ酸残基の相互
置換を行ったが、全て
の変異酵素が PGA 生
産能を失った。そこ
で、一アミノ酸置換で
はなく、基質結合残基
を含む領域（～7アミ
ノ酸残基）を入れ替えた結果、PGA が生産され、含有 D-Glu は領域の入れ換えに用いた PgsA が
生産する本来の PGA の D-Glu 比率とほぼ同じであった。したがって、PgsA がエピメリ化を触媒
することが強く示唆された。 
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