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研究成果の概要（和文）：　本研究は、微生物二次代謝酵素反応系にコードされているラジカルSAM酵素の機能
および反応機構解析を目的とし、アミノグリコシド抗生物質アプラマシン、トブラマイシン及び抗生物質ホスマ
イシンの生合成遺伝子クラスターに含まれるラジカルSAM酵素を研究対象とした。その結果、アプラマイシン、
トブラマイシン生合成において、AprD3, D4の2種類の酵素により、パロマミンがデオキシ化されリビダミンへと
変換されることを明らかにし、さらにラジカルSAM酵素AprD4の基質特異性を明らかにした。また、ホスホマイシ
ン生合成において、ラジカルSAM メチル化酵素Fom3 C-メチル化機構を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, functional analysis of a radical S-adenosyl-L-methionine 
(SAM) dehydratase AprD4 and a methylcobalamin-dependent radical SAM methyltransferase Fom3 were 
performed. 
A radical SAM dehydratase AprD4 and an NADPH-dependent reductase AprD3 are responsible for the C3′
-deoxygenation of pseudodisaccharide paromamine in the biosynthesis of apramycin/tobramycin. AprD4 
catalyzes the C3’-dehydration of paromamine via a radical-mediated reaction mechanism to give 4’
-oxolividamine, which is then reduced by AprD3 with NADPH to afford lividamine. Further, the 
substrate specificity of this unique combination of enzymes has been investigated. 
A methylcobalamin-dependent radical SAM methyltransferase Fom3 was found to catalyze the 
C-methylation of cytidylyl-2-hydroxyethylphosphonate to give cytidylyl-2-hydroxypropylphosphonate in
 the biosynthesis of a unique C-P bond containing antibiotic fosfomycin in Streptomyces.

研究分野：天然物有機化学

キーワード： ラジカルSAM酵素　生合成　反応機構
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体内の酵素反応は、ほぼすべてイオン的
な反応メカニズムによって触媒されると古
くは広く考えられてきた。しかしながら、約
40 年前頃から有機ラジカル中間体が関与す
る酵素反応の例が明らかになり始め、現在で
はいくつかの生化学反応でラジカル中間体
を経由する反応機構が広く受け入れられて
いる。例えば、シトクロム P450、メタン・モ
ノオキシゲナーゼ、リボヌクレオチド還元酵
素およびビタミン B12酵素などの例がよく知
られている。概して、ラジカル機構を利用す
る酵素は、イオン的なメカニズムによって触
媒するのが難しい、あるいは不可能と考えら
れる活性化されていないC—H結合の水素原子
を引き抜き、ラジカル中間体を生成する。 
 この様なラジカル機構で生化学反応を触
媒する酵素として 2001 年に、ラジカル S-ア
デノシルメチオニン（SAM）酵素群の存在が
提唱された。本酵素群に含まれるものとして
1970 年にリシン-2,3-アミノムターゼの反応
機構が初めて解明され、ラジカル中間体が関
与してアミノ基転位反応が進行することが
明らかとなった。その後、数種の酵素がラジ
カル機構で反応が進行し、共通に高く保存さ
れた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
部位を有していることが明らかとなり、共通
の酵素群であることが認識されて 2001 年に
ラジカル SAM 酵素と分類された。現在では、
ラジカルSAM酵素はその相同性から約48,000
種もが見出されており、DNA 修復、ビタミン、
補酵素あるいは抗生物質の生合成に関与す
ると考えられている。しかしながら、詳細に
その酵素機能が解明されたされたものは、リ
シン-2,3-アミノムターゼ、ビオチン合成酵
素など数 10 種に留まっている。その原因と
してラジカルSAM酵素が酸素に対して非常に
不安定で酵素精製等が非常に困難であり、ま
た、活性部位である[4Fe-4S]クラスターの調
製が難しいこともあり、本酵素の取り扱いが
出来る研究室は世界でも限られている。 
 ラジカル SAM 酵素の共通した反応機構は、
活性型の[4Fe-4S]＋クラスターが、SAM を還元
的に開裂し、5’-デオキシアデノシルラジカ
ルを発生させ、種々のラジカル反応を開始す
ることである（図１）。 

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
ル生成機構 
 
先にも述べたように本酵素群に属する酵素
には，機能未確定の酵素が数多く存在してお
り、それらの中にはこれまでには無い興味深
い反応機構で未知の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
界各国で活発に行われてきている。 
 我々は、この様なラジカル SAM 酵素の機能
解析に興味を持ち、アミノグリコシド抗生物
質ブチロシンとネオマイシンの生合成おけ
るラジカル SAM 脱水素酵素 BtrN およびラジ
カル SAM エピメリ化酵素 NeoN の機能を既に
明らかにした。これらはラジカル SAM 酵素が
水酸基の酸化あるいは不斉炭素のエピメリ
化を行うことをいずれも世界で初めて明ら
かにした例である。２つの酵素はアミノグリ
コシド抗生物質の生合成クラスターにコー
ドされた酵素であるが、他の抗生物質の生合
成遺伝子にもラジカルSAM酵素遺伝子が存在
している。この様な背景のもと、本研究では
未解明のラジカルSAM酵素の機能および反応
機構解析を目的とし、種々の抗生物質生合成
遺伝子クラスターにコードされているラジ
カル SAM 酵素を研究対象とした。  
 
２．研究の目的 
 本研究は、機能未解明のラジカル SAM 酵素
の機能解明および反応機構解析を目的とす
る。ラジカル SAM 酵素は、一般に共通したシ
ステインモチーフ CxxxCxxC を持ち、これが
活性部位である[4Fe-4S]＋クラスターを保持
して、S-アデノシルメチオニン（SAM）を還
元的に開裂し、5’-デオキシアデノシルラジ
カルを発生させ、それを契機に特異な酵素反
応を触媒する。ラジカル SAM 酵素はその相同
性から約 48,000 種もが見出されているが、
その酵素機能が解明されたものは、わずか数
10 種に留まっている。本研究では、本酵素群
のなかでも特に種々の抗生物質生合成系に
含まれるラジカルSAM酵素の反応機構解明を
目的とする。すなわち、アミノグリコシド抗
生物質アプラマシン、トブラマイシン及び抗
生物質ホスマイシンの生合成遺伝子クラス
ターに含まれるラジカル SAM 酵素である。こ
れらの酵素の機能は、化学構造と類似の抗生
物質の生合成経路等から推定できるものの、
詳細な反応機構は、何が基質であるかを含め
て未解明であり、非常に興味深い。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、二次代謝酵素反応系にコードさ
れている機能未解明のラジカルSAM酵素の機
能および反応機構解析を目的としている。目
的達成のため、まず種々の抗生物質生合成遺
伝子クラスターに存在するラジカルSAM酵素
のクローニングを行う。次に酵素合成あるい
は化学合成によりラジカルSAM酵素の考えら
れる基質の調製を行う。さらに調製した基質
を用いての酵素活性の検出、生成物の同定を
行い、ラジカル SAM 酵素機能解明を行う。さ
らに活性の見られた酵素に関して、安定同位
体標識した基質を用いての酵素反応等の実
験を行い、機能未解明のラジカル SAM 酵素の
反応機構解析を目指す。本研究では、ラジカ
ル SAM 酵素のクローニング、異種発現に成功



したアミノグリコシド抗生物質アプラマシ
ン/トブラマイシン及び抗生物質ホスマイシ
ンの生合成遺伝子クラスターに含まれるラ
ジカル SAM 酵素を研究対象とした。 
 
４．研究成果 
（１）アミノグリコシド抗生物質アプラマシ
ン/トブラマイシンの生合成遺伝子クラスタ
ー内に含まれるラジカル SAM 酵素 
  
 アミノグリコシド抗生物質は、様々なバク
テリアに対して幅広い抗菌活性を有してお
り、ネオマイシンやカナマイシンなどが古く
から臨床薬として用いられてきた。アプラマ
イシン、トブラマイシンは 2-デオキシストレ
プタミン(DOS)を中心アグリコンとして有す
るアミノグリコシド抗生物質であり、放線菌
Streptomyces tenebrariusから単離された（図 2）。
アプラマイシン及びトブラマイシンは、C-3’
位に水酸基を有していないことが構造上の
特徴の一つである。カナマイシンなどに見ら
れる C-3’位水酸基は抗生物質耐性酵素によ
るリン酸化標的部位であり、この部位がデオ
キシ化された抗生物質は耐性菌にも有効で
ある。従って、アプラマイシン/トブラマイシ
ン生合成における C-3’位デオキシ化反応は、
耐性菌にも有効な抗生物質を、生合成工学に
より創製する上で有用であるが、その生合成
機構は明らかとなっていない。 
 

 
図 2. アプラマイシン、トブラマイシンと類
似アミノグリコシドの生合成経路 
 
類似アミノグリコシドの化学構造と、それら
生合成酵素をコードしている遺伝子クラス
ターの解析から、アプラマイシン生合成遺伝
子クラスター中の AprD3 と AprD4 の 2 つの
酵素が、このデオキシ化反応に関与すると推
定された。そこで本研究では、これら二つの
酵素の組換えタンパク質を調製して酵素反
応解析を行い、アプラマイシン/トブラマイシ
ン生合成における C-3’位デオキシ化機構の
解明を試みた。 
 AprD3はNAD(P)+依存型酸化還元酵素と推
定されたため、特徴的な極大吸収を有する還
元型の NADH, NADPHとの結合能を調べた。
その結果、NADPH のみ酵素と結合した状態
で得られたため、これを補酵素として用いる
こととした。AprD4 は、ラジカル SAM 酵素
に特徴的な 4Fe-4S クラスター結合モチーフ

を有していた。ラジカルSAM酵素は一般に、
活性型の [4Fe-4S]+クラスターが還元的に
SAMを開裂させ、生じた 5’-デオキシアデノ
シルラジカル(5’-dA・)が様々なラジカル反応
を触媒する。[4Fe-4S]クラスターは空気酸化
されやすいことが知られており、異種発現大
腸菌の細胞破砕、精製、鉄-硫黄クラスターの
再構成など、酵素の取扱いは全てグローブボ
ックス内で嫌気的に行った 
 AprD4 の[4Fe-4S]クラスターは、ジチオナ
イトによる還元の前後での可視紫外吸収ス
ペクトルの変化で確認した。EPRスペクトル
でも、還元後に本クラスターに特徴的な軸対
称型のシグナルが得られ、[4Fe-4S]+クラスタ
ーの存在が確認された。本デオキシ化の反応
機構では、AprD4により C-4’位水素を引き抜
き抜いてラジカル中間体を生じさせ、C-3’位
水酸基の脱離を経て C-4’-ケト体を与えると
推定した(図 3)。その後、C-4’-ケト体が AprD3
により還元されることで C-3’位デオキシ化
体が生成すると仮定し、酵素機能解析を行っ
た。 

図 3. AprD3 と AprD3 の予想反応経路 
 
 疑似二糖アミノグリコシドであるパロマ
ミンをデオキシ化反応の候補基質として検
討した結果、デオキシ化物と考えられる生成
物が観測された。まず、パロマミンからAprD3, 
D4 反応により生じた化合物をイオン交換ク
ロマトグラフィーにより精製し、各種 NMR
解析した結果、パロマミンの C3’位がデオキ
シ化されたリビダミンが生成物であること
が分かった。 
 次に、AprD4の反応だけで C-4’-ケト体が生
成するか検証することにした。AprD4反応生
成物を直接単離することができなかったの
で、AprD3による還元反応時に重水素化した
NADPH を用いることで間接的に証明するこ
とにした。その結果、(4S)-[4-2H]NADPHを用
いたときに、リビダミンの C-4’位に重水素が
取り込まれた。つまり、AprD4の反応生成物
は C-4’ケト体であり、それが AprD3により立
体選択的に還元されることで C-3’位デオキ
シ化が完了すると示唆された。さらに、ラジ
カル SAM酵素 AprD4による脱水機構に興味
が持たれたため、本酵素反応を詳細に解析す
ることにした。AprD3, D4反応を重水中で行
うと、重水素が 2’-エカトリアル位に導入され
ていることが分かった。 



また、AprD4と AprD3によるデオキシ化反応
では、5’-デオキシアデノシン（5’dA）が等量
生成していた。したがって、この反応では
SAM が触媒的に使われるわけではないこと
が分かった。以上の結果より、AprD3とAprD4
の反応は、図４のように進行すると考えられ
た。 

 
図 4. AprD3 と AprD3 の反応機構 
 
 さらに、ラジカル SAM酵素 AprD4の基質
特異性を検討した。その結果、疑似二糖であ
るパロマミンのグルコサミン部分の C-6’位
が水酸基であること、C-2’位のアミノ基と
2-デオキシストレプタミン部の C-5位の水
酸基が修飾されていないことが重要である
こと分かった。 
以上、本研究ではアプラマイシン生合成に
おいて、AprD3, D4の 2種類の酵素により、
パロマミンがデオキシ化されリビダミンへ
と変換されることを明らかにした。 
 
（２）抗生物質ホスマイシンの生合成遺伝子
クラスターに含まれるラジカル SAM 酵素 
 
 ホスホマイシンは Streptomyces 属や 
Pseudomonas 属によって生産される抗生物質
であり、その幅広い抗菌活性から臨床医学に
おいて広く利用されている(図5)。ホスホマイ
シンは天然物の中でも比較的小さな分子であ
りながら、オキシラン環にホスホン酸ユニッ
トが直接結合しているというユニークな構造
を持つことから、その構築機構に興味が持た
れ、古くから生合成研究が精力的に行われて
きた。 
 Streptomyces 属において、ホスホマイシン
生合成はホスホエノールピルビン酸から始ま
る (図5)。まず、リン酸基転位酵素 Fom1 に
よって炭素-リン結合が形成され、続くFom2 
による脱炭酸反応、FomCによる還元反応を経
て、2-ヒドロキシエチルホスホン酸 (HEP) へ
と変換される。次に、コバラミン依存ラジカ
ルSAM酵素 Fom3 が HEP のC2 位のメチル化
を触媒し、(S)-2-ヒドロキシプロピルホスホ
ン酸 ((S)-HPP) を形成すると推定されてい
る。しかし、報告されているFom3 の活性は非
常に低いものであり、生成物の構造に関する
詳細な情報は得られていない。最後に、酸化
酵素Fom4 によってエポキシドが形成され、ホ

図5. Streptomyces 属のホスホマイシンのこ
れまでの推定生合成経路 
 
スホマイシンが生合成される。従って、HEP と
(S)-HPPの間を繋げる生合成メカニズムの解
明が残された課題であった。  
 最近、Fom1 のN 末端側に存在するシチジリ
ル基転移酵素ドメインがHEP をシチジリル化
すること、fom1 遺伝子破壊株に対してHEP を
投与してもホスホマイシンの生産が回復しな
かったことが共同研究により明らかにした。
この事実を踏まえると、HEP へのシチジリル
基転移反応はホスホマイシン生合成において
必 須 で あ り 、 シ チ ジ リ ル 化 さ れ た
HEP(HEP-CMP) がFom3 の真の基質である可能
性が考えられた (図6. Path B)。そこで、本
研究では、ホスホマイシン生合成におけるC-
メチル化の全容を明らかにすべく、検討を行
った。 
 

図 6. Streptomyces 属のホスホマイシン生合
成経路におけるメチル化. Path A; 従来考え
られてきたメチル化経路、Path B; 新たな経
路 
 
 コバラミン依存ラジカルSAM 酵素では、鉄
硫黄クラスターを補因子としてSAM を還元的
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に開裂させ、その際に生じる 5'-デオキシア
デノシルラジカル (5'-dA•) が基質から水素
を引き抜くことによってラジカル反応を開始
させる。この基質ラジカルにメチルコバラミ
ン上のメチル基がラジカル的に転移すること
によってC-メチル化が完了すると推定されて
いる。 
 fom3 遺伝子と鉄硫黄クラスター生合成マ
シナリーを大腸菌にて共発現させ、金属アフ
ィニティークロマトグラフィーによりほぼ純
粋な組換え酵素を得た。嫌気条件にて、精製
Fom3 の鉄硫黄クラスターを再構成した後、メ
チルコバラミン、ジチオトレイトール (DTT)、
NADH、メチルビオローゲン存在下にてSAM と
HEP-CMP を混合したところ、メチル化生成物
が確認できた。また、同時にもう一つの生成
物である5'-デオキシアデノシン、S-アデノシ
ルメチオニンも確認できた。さらにシチジリ
ル化されていないHEP をHEP-CMP の代わりに
反応させた時には5'-デオキシアデノシンは
生成しなかったことから、HEP-CMP がFom3 の
真の基質であることが明らかとなった。 

図 7. Streptomyces 属におけるホスホマイシ
ンの生合成経路 
 
 さらにFom3 反応によって生じた HPP-CMP 
は加水分解によりHPP に変換される必要があ
る。相同解析から、この脱シチジリル化過程
は生合成遺伝子クラスター中にコードされて
いる機能未知酵素 FomD によって触媒される
と予想し、fomD 遺伝子を大腸菌にて異種発現、
精製し、機能解析を行った。その結果、FomD

はMn2+ またはCo2+ 存在下で (S)-HPP-CMP を
加水分解することが分かった。基質選択性を
検討したところ、(S)-HPP-CMP, (R)-HPP-CMP, 
HEP-CMP について加水分解が進行し、中でも 
(S)-HPP-CMP に対する活性が最も大きかった。
一方、Fom1 のシチジリル基転移活性はHEP に
対して最大だった。これらの結果から、ホス
ホマイシン生合成において、メチル化されて
いないHEP に対してシチジリル化が進行し、
メチル化されたHPP-CMP に対して脱シチジリ
ル化が優先して進行すると示唆された。 
 以上、本研究によって、ホスホマイシン生
合成における C-メチル化機構を明らかにす
ることができた。すなわち、ラジカル SAM メ
チル化酵素Fom3 の基質認識においてCMP 部
分が重要な役割を果たしており、HEP が Fom1 
によってシチジリル化されることで C-メチ
ル化が進行する。その後、FomD によって CMP 
部分が取り除かれて、ホスホマイシンへと変
換されると考えられる（図 7）。 
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