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研究成果の概要（和文）：　本研究では、新規アミド結合形成酵素（ペプチドライゲース, PGM1）の相同遺伝子
について解析を行った。Micromonospora属放線菌の相同遺伝子（KtmD）が、新規シュードペプチドとして単離し
たケトメミシンの生合成中のアミド結合に関わることを明らかにした。ケトメミシンのメチレンケトン部の生合
成について、アルドラーゼ（KtmA）、脱水酵素（KtmC）、PLP依存-オキソアミン合成酵素（KtmB）、還元酵素
（KtmF）の関与で生合成されることを明らかにした。
　その他の相同遺伝子についても周辺の遺伝子クラスターと共に異種宿主発現し、特異的に生産された代謝産物
をいくつか確認した。

研究成果の概要（英文）：We previously identified a novel amide bond forming enzyme (peptide ligase, 
PGM1) responsible for the biosynthesis of peptide antibiotic, pheganomycin. In this study, we 
studied PGM1 orthologs found in actinobacteria. We first analyzed a ortholog (KtmD) responsible for 
the biosynthesis of previously discovered novel pseudotripeptides, ketomemicins, which possess a 
C-terminal pseudodipeptide connected with a carbonylmethylene instead of an amide bond. We showed 
that KtmD was a novel dipeptide ligase catalyzing amide bond formation between amidino-arginine and 
pseudodipeptides in the final step of biosynthesis. We next examined the biosynthesis of 
pseudodipeptide structure in ketomemicins and fully characterized the biosynthetic pathway of the 
pseudodipeptide in vitro. Furthermore, we investigated other orthologs to probe the functions of 
these genes. We heterologously expressed ortholog-containing gene clusters in Streptomyces lividans 
and detected several specific metabolites.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 
微生物や植物が生み出す二次代謝産物は
新しい生理活性物質の発見の重要な源であ
り、それらの生合成に関わる酵素の解析は、
新規酵素反応の発見や、その応用の基盤とな
ることから重要である。当研究室では最近、
ペプチド系抗生物質であるフェガノマイシ
ンの生合成研究において、新奇なペプチドラ
イゲース（PGM1）を発見した。（Noike et al Nat. 
Chem. Biol. 2015, 11, 71.） PGM1はアミジノ
フェニルグリシンのカルボン酸をアデノシ
ン三リン酸（ATP）存在下でリン酸無水物へ
と活性化し、ここにリボソームによって生合
成されたペプチドの N 末端が求核攻撃する
ことでアミド結合形成の反応を触媒する。こ
れは ATP-grasp 型のアミド結合形成反応でペ
プチドを求核剤として用いる初めての例で
ある。興味深いことに、PGM1は求核剤基質
の認識が非常に緩く、様々なペプチドが基質
として受容できるが、これは本酵素が N末端
修飾酵素として応用可能であることを示唆
するものである。そこで、ペプチドライゲー
スの一般性や多様性に興味を持ち、PGM1相
同遺伝子（オルソログ）について解析を行っ
た。ゲノムデータベースを探索したところ、
放線菌を中心に様々な微生物から PGM１の
相同遺伝子が見つかった。また、その多くは
周辺の他の遺伝子群とクラスターをなして
おり、それらが二次代謝産物の生合成に関与
することが予想された。見出した遺伝子クラ
スターうち、３つの放線菌，Micromonospora 
sp.，Salinispora tropica，および Streptomyces 
mobaraensis に見出された遺伝子クラスター
は互いに類似しており、６つの遺伝子をすべ
て共通に有する特徴を持つことから、各クラ
スターの異種宿主発現実験により代謝産物
の解析を行い、新規シュードペプチド天然物
ケトメミシン類を見出した。ケトメミシン
類は通常のペプチド結合がカルボニルメチ
レン構造に置き換わったシュードジペプチ
ド構造を有しており、その N末にアミジノ
アミノ酸がアミド結合したシュードトリペ
プチドであった。 
 
２．研究の目的 
 
ケトメミシン生合成遺伝子クラスター中
の PGM1相同遺伝子である KtmDは、ケトメ
ミシン生合成の最終段階で、アミド結合形成
反応を触媒すると考えられたため、その実証
を行う。また、カルボニルメチレン型の擬
似ペプチドの生合成は未解明である。そこで、
ケトメミシンの擬似ペプチド部の生合成に
ついて、組換え酵素を用いた実験で全容を明
らかにする。 
その他の PGM１の相同遺伝子について、
周辺に見出した遺伝子クラスターと共に異
種宿主し、特異的に得られる代謝産物を分析、
得られた産物の構造を明らかにする。また、

相同遺伝子の機能解明も行う。 
 
３．研究の方法 
 
ケトメミシンの遺伝子クラスター中のペ
プチドライゲースの相同遺伝子および、その
他の生合成遺伝子について、大腸菌を用いて
組み換えタンパク質を発現、精製し、in vitro
での酵素反応の検討を行った。 
相同遺伝子を含む遺伝子クラスターを近
縁の放線菌で異種宿主発現し、HPLC や
LC-MSによる代謝産物の分析、NMR等によ
る構造決定を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）PGM1の相同遺伝子である KtmDがケ
トメミシン生合成の最終段階で、アミジノ-L-
アルギニンとシュードジペプチド間のアミ
ド結合形成反応を触媒することを in vitro 解
析により明らかとした。また、KtmD の基質
認識についても検討を行い、本酵素が C末基
質としては通常のジペプチドも認識できる
(シュード)ジペプチドライゲースであること
明らかにした。 
 
（２）ケトメミシン類の構造について、これ
までは平面構造のみ明らかになっていた。
KtmDの N末、C末基質で可能性のあるすべ
ての立体化学のものを有機合成で調製し、
KtmD の酵素反応を行った。また生成物を天
然のケトメミシンと比較することで、ケトメ
ミシン Bの絶対立体配置を決定した。 
 
（３）KtmD は、C 末基質として(シュード)
ジペプチドを認識できる点でPGM1とは異な
り、これは、ペプチドライゲースに多様性が
あることを示している。 
 
（４）ケトメミシンの生合成中、N末基質の
アミジノ-L-アルギニンが 2 分子の L-アルギ
ニンからアミジノ基転移酵素 (KtmE) によ
って生成されることを in vitroで確認した。 

 
（５）これまで報告がなかったカルボニルメ
チレン型のシュードジペプチドの生合成に
ついて、ケトメミシン遺伝子クラスターの６
つの遺伝子の内の残りの４つの遺伝子が関
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与すると予想し、これを組換え酵素を用いて
検証した。 
 
（６）初発反応を担うと考えた KtmAはクエ
ン酸の分解に関わる乳酸菌のクエン酸リア
ーゼと相同性を有しており、当初アセチル
CoA とフェニルピルビン酸からベンジルリ
ンゴ酸 CoA が生成すると予想し酵素反応を
行ったが反応は進行しなかった。しかし、ア
セチル CoAの代わりにマロニル CoAを用い
た場合には反応が進行し、ベンジルリンゴ酸
CoAの生成が確認できた。また、本酵素につ
いて速度論的定数や金属要求性を明らかと
した。 
 
（７）脱水酵素 (KtmC) を KtmAの生成物と
反応させたところ、ベンジルフマル酸 CoAへ
と変換されることを LC-MSで確認した。 
 
（８）PLP依存酵素である α-オキソアミン合
成酵素 (KtmB) がベンジルフマル酸 CoA と
L-フェニルアラニン間の炭素-炭素結合形成
と続く脱炭酸反応を触媒することを、in vitro
での反応解析で解明した。 
 
（９）最後に KtmB生成物の二重結合が還元
酵素 (KtmF) により還元されシュードジペ
プチドが生成することを明らかにした。また、
KtmFは補酵素として NADPHと NADHのい
ずれも受容できることを示した。 
 
（１０）本経路では炭素-炭素結合形成を行う
2 つの酵素がシュードジペプチドの構成アミ
ノ酸残基を決定しており、KtmAが C末側の
アミノ酸基質を、KtmBが N末側基質の認識
と選択している。 

 
 
（１１）ペプチドライゲースのオルソログを
含む遺伝子クラスターの中で、遺伝子クラス
ターに含まれる遺伝子がユニークであった

遺伝子クラスターを 10 菌株選択し、それぞ
れ遺伝子を異種宿主に導入し、得られた生成
物を HPLC で分析した。その内のいくつかに
ついては宿主に存在しない代謝産物のピー
クを見いだした。 
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