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研究成果の概要（和文）：本研究は、微生物由来ポリカチオン性ペプチドによる化学修飾（ポリカチオン化修
飾）にて低分子化合物の生体膜透過性と水溶性を一挙に改善させる基盤技術の構築を目的とした。対象化合物
は、「生合成リデザインで創出する新規化合物」と「既存化合物」とし、新規化合物を創出するために、各種ペ
プチド化合物の生合成機構を解明した。さらに、新規な微生物由来ポリカチオン性ペプチドを同定し、その生合
成機構を解明した。また、ε-poly-α-L-lysineとε-oligo-β-L-lysineに反応基を導入する微生物変換法と酵
素法を開発し、クリックケミストリーを基盤とした既存化合物のポリカチオン化修飾法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Our research aims include chemical modification (polycationic modification) 
of small molecule compounds with bacterial polycationic peptides to improve the water solubility and
 the cell membrane permeability simultaneously. New small compounds generated by biosynthetic 
re-design and known small compounds were our target molecules for the polycationic modification 
approach, and biosynthetic studies were performed to generate new peptide compounds in this study. 
In addition, we identified novel bacterial polycationic peptides and demonstrated their biosynthetic
 mechanisms. The polycationic modification of known compounds were achieved with clickable ε-poly-
α-L-lysine and ε-oligo-β-L-lysine, which were produced by microbial transformation and enzymatic 
reaction, respectively.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
薬物である機能性低分子・中分子化合物の細胞膜透過性を改善できれば、生理活性の増強が期待できる。細胞膜
透過性を改善するための一般的な戦略は、化合物の疎水化である。しかし、その反面生じる水溶性の低下は、予
期しない副作用の出現や製剤調製の複雑化など新たな問題を生む。したがって、生体膜透過性と水溶性を一挙に
改善させる薬剤の化学修飾技術を開発できれば、現在の創薬スピードを加速させることができる。そこで本研究
では、細胞膜透過性と水溶性を一挙に改善する化学修飾分子として、微生物由来ポリカチオン性ペプチドに着目
し、実践的なポリカチオン化修飾法を確立した。

※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 
薬物である機能性低分子・中分子化合物の細胞膜透過性を改善できれば、生理活性の増強が
期待できる。細胞膜透過性を改善するための一般的な戦略は、化合物の疎水化である。しかし、
その反面生じる水溶性の低下は、予期しない副作用の出現や製剤調製の複雑化など新たな問題
を生む。実際に、上市されている医薬品の約 40%、候補化合物に至っては約 70%が難水溶性で
ある現状において、薬物の水溶性と細胞膜透過性を両立させることは創薬技術開発の重要なフ
ァクターとなっている。したがって、生体膜透過性と水溶性を一挙に改善させる薬剤の化学修飾
技術を開発できれば、現在の創薬スピードを加速させることができる。 
天然有機化合物における生合成研究の発展は目覚ましく、複雑骨格分子が生合成されるメカ
ニズムの理解はかなり深まってきた。しかし、狙った骨格分子を生合成酵素で論理的に組み立て
られるほど技術は成熟していない。例えば、細胞膜透過性と水溶性の両者が優れた化合物を分子
設計できたとしても、それを一から生合成酵素だけで全合成することは極めて困難である。一方
で、機能性低分子・中分子化合物の構造上の狙った部位に官能基を導入する、あるいは、メチル
基やアシル基などで保護されている官能基を丸裸にする生合成リデザインは、現在の技術でも
十分可能である。創出した官能基（例えばアミノ基）を基点にした細胞膜透過性と水溶性を一挙
に改善する化学修飾が可能になれば、化合物の付加価値をさらに高めることができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、機能性化合物の細胞膜透過性と水溶性を一挙に改善する化学修飾分子として、
ポリカチオン性ペプチドに着目した。塩基性アミノ酸を主成分とするポリカチオン性ペプチド
は、分子量が 1,000を超える超極性化合物にも関わらず、優れた細胞膜透過性を示すことから細
胞膜透過性ペプチド（CPP）と呼ばれる。細菌の細胞膜表層には酸性リン脂質が露出しており、
動物細胞表面には硫酸基やカルボキシル基を多く含む糖鎖が豊富にあるため、その表層は負に
帯電している。正電荷の塩基性ポリペプチドや合成ポリカチオン抗菌剤は、この負電荷表層に引
き寄せられ、細胞膜を容易に透過し細胞内に移行することが知られている。さらに、高分子化合
物であるタンパク質においても CPP でポリカチオン化修飾することで動物細胞内に直接移行す
ることが観察されている 1。 
現在、ポリカチオン化修飾法には塩基性オリゴペプチド（8 残基アルギニンペプチド：R8）
が汎用的に利用されているが 2,3、ポリカチオン
修飾するためのCPPには反応基（アジド基など）
を有機化学的に導入する必要があり、また、CPP
の合成も固相有機合成法に頼るしかない。その
高額な製造コストは、この種の研究における大
きな障壁であった。そこで我々は、放線菌由来
の天然ポリカチオン性ペプチドである-poly--
L-lysine（-PL）4、および、-oligo--L-lysine（-
OL）5 が既存の CPP に代わる究極的低コスト
CPPとして利用できるか検証した（図 1）。 
また、-PL と-OL 以外の微生物由来ポリカチオン化合物は数種しか同定されていない。
そこで、微生物ゲノム情報をもとに新規ポリカチオン化合物を生産する微生物の探索を試みた。
見出した新規ポリカチオン化合物については、その生合成機構を解析し、既存の CPP に代わる
究極的低コスト CPPとして利用できるか検証した。 
本研究では、微生物由来ポリカチオン性ペプチドで化学修飾する対象化合物として「生合成
リデザインで創出する新規化合物」と「既存化合物」を設定している。そこで、各種ペプチド化
合物（Q6402および BD-12）の生合成機構を解明し、新規化合物の創出について検討した。 
 
３．研究の方法 
-PL簡便精製法の確立 
微生物培養液から-PL を簡便かつ高純度に精製する手法は、本研究において必須の技術で
あった。そこで、-PLとイオン対を形成するアニオン性化合物を探索し、イオンコンプレック
ス形成を基盤とした高純度精製法を検討した。 
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図 1 



 
-PLと-OLの細胞膜透過性評価 
我々は、-PLおよび-OLの合成酵素を同定しており、また、その触媒機能も明らかにして
いる 4,5。そこで、これら酵素の基質特異性を応用し、-PLおよび-OLの化学構造にアジド基
を導入する微生物変換法および酵素反応の至適条件を検討した。さらに、アジド基を介したクリ
ックケミストリーにて-PLおよび-OLに蛍光色素を導入し、細胞膜透過性を示すか検証した。 
 
放線菌由来の新規ポリカチオン性ペプチドの探索とその生合成機構 

-PLと-OL以外の微生物由来ポリカチオン化合物は数種しか同定されていない。そこで、
微生物ゲノム情報をもとに新規ポリカチオン化合物を生産する微生物の探索を行った。放線菌
のゲノム情報から-PL合成酵素遺伝子のホモログを探索し、遺伝子破壊および異種発現によっ
てホモログ遺伝子および関連遺伝子の機能解析を行った。 
 
放線菌由来のペプチド化合物（Q6402）の生合成研究および新規ペプチド化合物の創製 
放線菌によって生産される Q6402（図 2）は、2-methyl-1-

aminocyclopropanecarboxylic acid（methyl-ACC）を含む 6残基の
アミノ酸からなる環状オリゴペプチド構造を有し、抗炎症作用
を持つ生理活性ペプチドである。ACC は植物ホルモンの 1 つ
である ethylene の生合成前駆体であり、S-adenosylmethionine
（SAM）から PLP依存型 ACC synthaseの触媒によって生合成
される。また大腸菌が生産する colibactin 生合成においても、
ACC が SAM を基質として非リボソーム型ペプチド合成酵素
の関与によって生合成されることが報告されている 6。さらに
最近、抗生物質 guangnanmycinの化学構造に存在する ACCが、
PLP依存型 aminotransferaseである GnmYによって生合成され
ることが判明し、植物由来 ACC synthase と同様の触媒機構を有する新規バクテリア由来 ACC 
synthaseであることが報告された 7。しかしながら、これまでに methyl-ACC生合成を明らかにし
た例はなく、本研究では Q6402生合成遺伝子群から methyl-ACC生合成に関わる遺伝子群の探索
を行った。 
 
放線菌由来のペプチド化合物（BD-12）の生合成研究および新規ペプチド化合物の創製 
放線菌によって生産される streptothricin（ST）は、幅広い抗菌スペクトルを有する強力な抗生
物質であり、その化学構造に 1 残基の β-lysine（β-Lys）あるいは-OL を有している（図 3A）。
我々はこれまでに、ST の β-Lys 側鎖および-OL 側鎖が 3 つの非リボソームペプチド合成酵素
（NRPS）によって生合成されることを報告している 5。したがって、ST類縁体である BD-12の
glycine 誘導体側鎖においても同様に NRPS による生合成が推測された。そこで、本研究では、
BD-12の生合成遺伝子群を同定し、glycine誘導体側鎖の生合成機構の解明を行った。 

 
 

図 2. Q6402の化学構造 
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４．研究成果 
-PL簡便精製法の確立 
各種アニオン性化合物を検討した結果、bis(2-ethylhexyl) sulfosuccinateと-PLのイオンコン
プレックスは、培養上清中で沈殿を形成することを見出した。さらに得られたイオンコンプレッ
クスはアルコールに可溶であり、tetrabutylammonium bromideを添加することで、-PLを臭化水
素塩の沈殿として高純度に精製できることを明らかにした 8。 

 
-PLと-OLの細胞膜透過性評価 
我々が解明した ε-PαLと-OLの生合成機構をもとに、これらポリカチオンペプチドの C末
端にアジド基などクリックケミストリーに利用できる官能基を導入する微生物変換法と酵素法
を確立した 9。さらに、これらポリカチオンペプチドと蛍光色素のコンジュゲートをクリックケ
ミストリーにて合成し、動物細胞における細胞膜透過性を調べたところ、両ポリカチオンペプチ
ドは、エネルギー依存的なエンドサイトーシスの機構ではなく、直接的膜透過の機構によって細
胞内に移行し、細胞質に拡散するとともに核内にも意向することを明らかにした 9。さらに、ε-
PαL とタンパク質/酵素のコンジュゲートも直接的膜透過の機構によって細胞内に移行し、抗体
においては、エンドサイトーシスの機構で細胞内に移行することを証明した 9。以上の結果から、
優れた細胞膜透過性を示すポリカチオンペプチドとして ε-PαL と-OL を PIECE と命名し、新
しいタイプの CPPとして提唱した。 

放線菌由来の新規ポリカチオン性ペプチドの探索とその生合成機構 
放線菌によって生産されるポリカチオン性ペプチドは、-PL と-OL の他に、-poly-L-

diaminobutyric acid （ Poly-L-Dab ）、 -poly-D-diaminobutyric acid （ Poly-D-Dab ）、 -poly-L-
diaminopropionic acid（Poly-L-Dap）が知られている。Poly-L-Dap は、-PL合成酵素 4のホモロ
グによって生合成されることが報告されているが、Poly-L-Dabと Poly-D-Dabについては未解明
であり、特に、生合成における L体と D 体を決定するメカニズムは特に興味深い。そこで本研
究では、生産菌のゲノム情報から-PL合成酵素遺伝子のホモログを探索し、遺伝子破壊および
異種発現によって Poly-L-Dabと Poly-D-Dabの生合成遺伝子を同定した。さらに、Poly-D-Dab生
合成遺伝子の近傍に新規ラセマーゼ遺伝子を見出したことから、本遺伝子が D-diaminobutyric 
acidモノマーユニットの生産に関与していることが示唆され、実際に、Poly-D-Dab生合成酵素の
A-domainは、diaminobutyric acidの D体特異的に活性を示した 10,11。 
 
放線菌由来のペプチド化合物（Q6402）の生合成研究および新規ペプチド化合物の創製 

Q6402の methyl-ACC構造が、SAMから生合成されるかを検証するために、Q6402生合成遺
伝子群を異種の放線菌に導入し、Q6402 生産菌を構築した。さらに、その培養液に [1-13C]-L-
methionine及び[methyl-13C]-L-methionineを添加し、Q6402生産培養を行った。その結果、methyl-
ACC構造の炭素原子が 13Cで標識されたことから、methyl-ACC構造は SAM 由来の炭素骨格を
有することが示唆された。さらに、B12結合型 radical SAM酵素に相同性を示す Orf29、および、
PLP 依存型 aminotransferase に相同性を示す Orf30 の組換え酵素を用いた機能解析を行った。そ
の結果、Orf29が SAM のメチル化反応を触媒し methyl-SAMを生成すること、そして、Orf30は
methyl-SAM を基質に PLP 依存的に methyl-ACC を与えることを見出した。すなわち、methyl-
ACCは、3分子の SAMから生合成されることを明らかにした（図 4）12。 

 
放線菌由来のペプチド化合物（BD-12）の生合成研究および新規ペプチド化合物の創製 
ドラフトゲノム解析によって、ST生合成遺伝子群と相同性を示す 34-kbの遺伝子群（accession 

no. LC122485）を同定した。しかし興味深いことに、この遺伝子群に ST生合成遺伝子である Orf5

図 4 



および Orf18 に相同性を示す遺伝子が存在しなかったことから、glycine 誘導体側鎖の生合成は
NRPSとは異なる経路によって生合成されることが示唆された。そこで、各遺伝子産物の相同性
について精査したところ、Orf11が tRNA依存性のペプチド合成酵素に相同性を示すことが判明
した。そこで、組換え酵素を用いて種々検証したところ、Orf11 が glycyl-tRNAGly依存的にアミ
ノ糖生合成中間体（streptothrisamine）と glycine のペプチド結合形成を触媒することを明らかに
した（図 3B）13。 
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