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研究成果の概要（和文）：抗生物質streptothricin（ST）の生合成において、アミノ糖とβリジンのペプチド結
合形成は、NRPSによって触媒される。本研究では、βリジンの代わりにグリシン側鎖を有するST類縁化合物
BD-12の生合成について検証し、アミノ糖とグリシン側鎖のペプチド結合がNRPSではなくFem様酵素Orf11によっ
てtRNA依存的に形成されることを見出した。すなわち、Orf11はGly-tRNAを基質として利用する。さらに、Orf11
のホモログ酵素Sba18を同定し基質特性を評価したところ、Gly-tRNAだけでなくAla-tRNAとSer-tRNAを基質とし
て認識し、新規ST類縁化合物を生産した。

研究成果の概要（英文）：     The antibiotic streptothricin (ST) possesses an amino sugar bound to an
 L-β-lysine (β-Lys) residue via a peptide bond. The peptide-bond formation has been shown to be 
catalyzed by a nonribosomal peptide synthetase (NRPS) during ST biosynthesis. The focus of this 
study is the closely related ST analogue BD-12, which carries a glycine-derived side chain rather 
than a β-Lys residue. In the biosynthetic studies of BD-12, we revealed that the peptide bond 
between the amino sugar and the glycine residue is catalyzed by a Fem-like enzyme (Orf 11) in a 
tRNA-dependent manner rather than by an NRPS; Orf 11 utilizes Gly-tRNA as a substrate.
   From a genome database, we further identified the enzyme (Sba18) homologous to Orf11 and 
investigated the substrate specificity. Interestingly, Sba18 was found to accept Ala-tRNA and 
Ser-tRNA as well as Gly-tRNA, producing new ST-related compounds which carry alanine and serine side
 chains.

研究分野：応用微生物学

キーワード： ペプチド結合　tRNA
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１．研究開始当初の背景 
	
 抗生物質 streptothricin（ST）は、強力な
抗菌活性を示すにも関わらず、真核生物への
毒性が強く医薬品として利用されていない。
さらに、1943 年に放線菌の培養液から初めて
単離されて以来、多くの研究者が有機合成化
学的な修飾で真核生物への毒性緩和にチャレ
ンジしてきた抗生物質としても知られている。
ST の特徴は、その化学構造に 1 残基の β リ
ジンあるいは 2～7 残基の β リジンペプチド
を有していることであり（図 1）、また、この
βリジンペプチド側鎖が長くなるほど生理活
性が強いことを明らかにしている（J.	
 Biol.	
 
Chem.,	
 281,	
 16842-16848,	
 2006）。申請者ら
は、ST の抗生物質としての実用化を目指し、
生合成工学的アプローチにてその毒性緩和へ
の試みを展開してきた。さらに最近、ST の β
リジンペプチド側鎖が新規触媒機能を有する
３つの非リボソームペプチド合成酵素（NRPS:	
 
Orf5,	
 Orf18,	
 0rf19）によって生合成される
ことを明らかにした（Nature	
 Chem.	
 Biol,	
 8,	
 
791-797,	
 2012）（図 2A）。また、本研究で新に
得た β リジンペプチドのみの構造は、枯草菌
選択的に抗菌活性を示したことから、ST	
 類縁
化合物としては、真核生物への毒性緩和を達
成できた初めての成功例であり、生合成工学
的アプローチの重要性を示したと言える。	
 
	
 

	
 	
 
２．研究の目的	
 
	
 天然には、ST 類縁抗生物質がいくつか知ら
れており、BD-12（図 1）はその 1 つである。
その化学構造は、β リジンの代わりにグリシ
ン類縁体（N ホルムイミドイルグリシン）を有
し、さらに、2 つの N-メチル基を有している。
そ こ で 、 BD-12 生 産 菌 Streptomyces	
 
luteocolor	
 NBRC13826 のドラフトゲノム解析
から BD-12 生合成遺伝子を同定したところ、
極めて興味深いことに、ST 生合成酵素におけ
る β リジンとアミノ糖の縮合反応（ペプチド
合成反応）に必須な Orf5 と Orf18 のホモログ
遺伝子が BD-12 生合成遺伝子群に存在しない
ことを明らかにした。また、その他の NRPS や

ペプチド合成酵素をコードする遺伝子も存在
していなかったことから、BD-12の生合成酵素
に新規ペプチド合成酵素が存在する可能性が
強く示唆された。	
 
	
 そこで本研究では、BD-12の生合成メカニズ
ムを解明するとともに、さらに、その他微生
物ゲノムに存在する ST 類縁化合物の生合成
遺伝子群を同定し、これらも利用したコンビ
ナトリアル生合成で新規 ST 類縁化合物の創
製を目指した。	
 

 
３．研究の方法 
S.	
 luteocolor	
 NBRC13826 のドラフトゲノム
解析シーケンス	
 
	
 ドラフトゲノム解析は、MiSec	
 desktop	
 
sequencer（イルミナ社）を用いて行った。500	
 
bp のゲノムライブラリーを構築し、300	
 bp の
ペアエンド法にて約 1900 万リード（ゲノムサ
イズの約 600 倍）を解析した。塩基配列のア
センブルを行い、計 9,298,666	
 bp からなる
262 のスカフォードを得た。BD-12 生合成遺伝
子 ク ラ ス タ ー を 同 定 す る た め に 、
MetaGeneAnnotator を用い遺伝子予測を行っ
た。	
 
	
 
BD-12 生合成遺伝子のクローニング	
 
	
 S.	
 luteocolor	
 NBRC13826 の BAC ライブラ
リーを構築し、BD-12生合成遺伝子クラスター

図 2	
 ST（A）および BD-12（B）の生合成機構	
 

図 1	
 streptothricin およびその類縁化合物
の化学構造式	
 



（34	
 kbp）を含む BAC クローンを取得した。
さらに、λ-RED 組換え酵素を用いた遺伝子置
換法にて、BD-12 生合成遺伝子クラスター（34	
 
kbp）を染色体組み込み型ベクターに連結した
（pKU493A-BD12）。	
 
	
 
BD-12 生合成遺伝子の異種発現による機能解
析	
 
	
 pKU493A-BD12 を 異 種 放 線 菌 で あ る
Streptomyces	
 lividans	
 TK23 に導入し、その
培養液を高分解能 ESI 質量分析 HPLC（HPLC-
HR-ESI-MS）で分析した。	
 
	
 
組換え Orf11 の発現と精製	
 
	
 大腸菌用発現ベクターpQE30を用い、定法に
したがって N 末ヒスタグ融合タンパク質とし
て組換え Orf11（rOrf11）を得た。	
 
	
 
rOrf11 の酵素反応	
 
	
 rOrf11 の基質である aminoacyl-tRNA は、E.	
 
coli	
 T7	
 S30	
 Extract	
 Systemを用い調製した。	
 
50	
 mM	
 Tris-HCl	
 (pH	
 8.0) 、 1	
 mM	
 
streptothrisamine（図 1）、1	
 mM	
 グリシン（あ
るいは 0.5	
 mM タンパク性アミノ酸）、20μL	
 
S30	
 premix、15μL	
 S30	
 extract、100μg/mL	
 
rOrf11 を含む酵素反応液 200μL を 37℃で 3
時間インキュベートした。また、RNase を加え
て酵素反応も行った。反応液に等量のクロロ
ホルムを加え、ボルテックスにて攪拌した。
遠心操作にて水層画分を回収し、HPLC-HR-
ESI-MS で分析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
BD-12 生合成遺伝子クラスターの異種発現に
よる機能解析	
 
	
 pKU493A-BD12 を異種放線菌である S.	
 
lividans	
 TK23 に導入し、その培養液を HPLC-
HR-ESI-MS で分析した。その結果、導入株にお
いて BD-12 の生産を観察したことから、クロ
ーニングした遺伝子クラスターは実際にBD12
生合成遺伝子クラスターであることを明らか
にした（図 3）。	
 

	
 
	
 

rOrf11 の発現と精製	
 
	
 BD-12 生合成遺伝子クラスターに存在する
orf11 遺伝子は、femXAB ファミリーの遺伝子
に相同性を示した。FemXAB は、細菌のペプチ
ドグリカン合成に関わる aminoacyl-tRNA 依
存的なペプチド合成酵素として知られている。
したがって、Orf11 が Gly-tRNAGly依存的に、
生合成中間体である streptothrisamine と
glycine 側鎖のペプチド結合形成を触媒する
と予想した（図 2B）。そこで、Orf11 の触媒機
能を明らかにするために、大腸菌で rOrf11 を
調製した。可溶性画分に得られた rOrf11 は、
SDS-PAGE 上で 33kDa を与え、ゲル濾過分析に
おいては 67kDa を示したことから、本酵素は
ホモ二量体であることが判明した。	
 
	
 

	
 
rOrf11 の酵素反応	
 
	
 streptothrisamine、および、Gly-tRNAGlyを
基質に、rOrf11 の酵素反応を行ったところ、
予想通り、streptothrisamine と glycine が
ペプチド結合でつながったglycylthricin（図
1）の生産を確認した（図 5A）。RNase を加え
た酵素反応では glycylthricin の生産が観察
されなかったことから（図 5B）、本酵素の tRNA
依存的な反応を確認できた。	
 
	
 さらに、aminoacyl-tRNA に関する基質特異
性を評価したところ、本酵素は、Gly-tRNAGlyに
高い基質特性を示した。	
 
	
 

	
 
Orf11 ホモログ酵素の探索	
 
	
 放線菌のゲノムデータベースから、Orf11の
ホモログ酵素遺伝子を探索したところ、70%程
度の相同性を示す遺伝子（sba18）を見出した。
そこで、本酵素の組換え酵素（rSba18）を構築
し、rOrf11 と同様に基質特性を評価したとこ
ろ、Gly-tRNAGlyだけでなく、Ala-tRNAAla、Ser-

図 3	
 BD-12 生合成遺伝子クラスターの異種発
現。（A）BD-12 標準化合物。（B）pKU493A-BD12/S.	
 
lividans	
 TK23。（C）pKU493A（空ベクター）/S.	
 
lividans	
 TK23。	
 

図 4	
 rOrf11 の酵素学的諸性質	
 

図 5	
 rOrf11 の酵素反応	
 



tRNASerも基質として認識に、alanylthricinお
よび serylthricin を生産した。これら化合物
は新規 ST 類縁化合物であり、本研究の最終目
標を計画通りに達成できた。	
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