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研究成果の概要（和文）：ポリケタイド化合物の生合成において、アシル基転移酵素 (AT) はアシル基をキャリ
アータンパク質 (CP) へと受け渡す反応を触媒する。本研究では、ATがアシル基を受け渡す相手であるCPをどの
ように認識しているかを明らかにするため、ATとCPとの複合体の結晶構造解析を行った。パンテテインアミド型
プローブを用いたクロスリンク反応を利用することにより、ジソラゾール合成酵素におけるトランス型ATとCPの
複合体などの結晶構造を決定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Acyltransferases (ATs) are key determinants of building block specificity in
 polyketide biosynthesis. Despite the importance of protein-protein interactions between AT and 
carrier protein (CP) during the acyltransfer reaction, the mechanism of CP recognition by AT had 
been poorly understood. In this study, we chemically synthesized pantetheineamide-type cross-linking
 probe to capture transient AT-CP complex in its functional state, and successfully determined the 
crystal structure of AT-CP complex of disorazole polyketide synthase (PKS). The crystal structure of
 the disorazole AT-CP complex provides the first detailed insights into the protein-protein 
interactions between a trans-acting AT and CP in trans-AT PKS assembly lines. We also showed that 
the pantetheineamide-type cross-linking probe is useful for structural characterization of 
adenylation domain-CP complexes.

研究分野： 応用生物化学

キーワード： 結晶構造解析　ポリケタイド　微生物酵素　タンパク質間相互作用　クロスリンク

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリケタイド化合物の生合成において、アシル基転移酵素はポリケタイド骨格の構成単位となるアシル基の種類
を決定づける重要な酵素である。本研究では、ポリケタイド合成酵素におけるアシル基転移酵素とキャリアータ
ンパク質の間のタンパク質間相互作用の詳細を明らかにすることに成功した。得られた構造情報を利用すること
により、非天然型ポリケタイド化合物の微生物生産を目的とした合理的なポリケタイド合成酵素の改変が期待で
きる。

※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 
 微生物が生産するポリケタイド化合物は多様な化学構造と生物活性を有しており、医薬品や
抗生物質として利用されている。ポリケタイド合成酵素 (PKS) の反応では、まず、アシル基転
移酵素 (AT) がポリケタイド化合物の構成単位となるアシル基質 (開始基質や伸長基質) を認
識し、アシル基を対応するキャリアータンパク質 (CP) のホスホパンテテイン鎖上へと受け渡す 
(図 1)。その後、アシル基は CP に結合した状態で PKS の各機能ドメインや各酵素のもとに運ば
れ、縮合反応や種々の修飾反応を受け、炭素鎖が伸長していく。アシル基質として様々な開始基
質や伸長基質が利用されることにより、生成するポリケタイド化合物の炭素骨格に構造多様性
が生まれる。 

図 1: AT によるアシル基転移反応 
 
 AT は特定の CP をタンパク質間相互作用により認識しており (図 1)、本来の相手である CP に
は効率よくアシル基を受け渡すのに対し、その他の CP に対してはアシル基転移活性が低いこと
が報告されている。AT が CP をどのように認識しているかに興味が持たれるが、これまでに AT
と CP の複合体の結晶構造の報告例はなく、CP の詳細な認識機構は不明であった。最近、我々
は 1,2-ビスマレイミドエタンを用いて AT と CP をクロスリンクする手法を開発し、ビセニスタ
チンの生合成において開始基質の受け渡しを触媒する単独型 AT である VinKと単独型 CP (VinL) 
との複合体結晶構造を決定することに成功した (Miyanaga et al., PNAS, 2016)。 
 I 型 PKS は複数の触媒ドメインからなる巨大タンパク質であり、PKS の大部分がこの I 型 PKS
に分類される。I 型 PKS の炭素鎖伸長反応における必要な触媒ドメインのセットはモジュール
と定義されている。I 型 PKS は以下の二つに大別することができる。 
(i) AT や CP など全ての機能ドメインが同一モジュール内に含まれている cis-AT 型 PKS 
(ii) AT がモジュール内に含まれず単独で存在する trans-AT 型 PKS 
である。 
 これらの I 型 PKS の AT が VinK と共通の CP 認識機構を有しているのか、それとも別の CP
認識機構を有するのかは不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PKS の様々な AT を対象に CP との複合体の結晶構造解析を行い、それぞれの CP
認識機構の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 ジソラゾールの生合成に関わる trans-AT や CP など各種タンパク質を大腸菌の系を用いて組
換えタンパク質として発現させた。なお、AT については Cys 変異を導入した変異体も調製した。
次に、パンテテインアミド型プローブを用いてCPを修飾した後に、クロスリンク反応を行った。
得られたクロスリンク複合体を精製し、結晶化を検討した。結晶が得られた場合は、放射光施設
にて X 線回折データを収集し、結晶構造を決定した。さらに、結晶構造を元に、CP 認識に関わ
ると考えられたアミノ酸残基に変異導入を行い、得られた変異体の機能を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究課題で得られた成果を 3 つの項目に分け、以下に記載する。 
 
(1) ジソラゾール生合成に関わる trans-AT と CP との複合体の構造解析 
 代表的な trans-AT 型 PKS として、ジソラゾール合成酵素 (DSZS) を挙げることができる。
DSZS PKS は、7 つの PKS モジュールから構成されているが、AT ドメインは各モジュール内に



 

 

含まれず、trans-AT である DisD として存在している (図 2)。DisD AT は、DSZS PKS のモジュー
ル 1 からモジュール 7 に存在する 7 つの CP ドメインにそれぞれマロニル基を受け渡す反応を触
媒する。DisD AT はこれら CP ドメインをタンパク質間相互作用によって認識していると考えら
れ、その認識機構に興味が持たれた。7 つの CP ドメインをそれぞれ組換えタンパク質として発
現させたところ、モジュール 1 の CP ドメイン (CP1) の発現量が高かったことから、これを DisD 
AT との複合体構造解析に用いることとした。 

図 2: ジゾラゾール生合成に関わる DSZS PKS 
 
 AT と CP とのタンパク質間相互作用は一時的で弱く、混合しただけでは安定な複合体を形成
しないため、そのままでは AT と CP の複合体の結晶構造解析が困難である。そこで、クロスリ
ンク反応により AT と CP との複合体の状態でトラップした後、結晶構造解析を行う方法を検討
した。まず、VinK-VinL 複合体の結晶構造解析の時と同様に、1,2-ビスマレイミドエタンを用い
たクロスリンク反応を検討した。しかし、DisD AT と CP1 の場合は、非特異的な反応が進行し、
目的のクロスリンク複合体を得ることができなかった。そこで、別のアプローチとして、反応性
官能基を先端に有するパンテテインアミド型プローブを用いたクロスリンク反応を検討した 
(図 3)。数種類のパンテテインアミド型プローブを有機合成し、CoA 合成酵素群を用いた酵素反
応によりプローブを CP1 上に担持させることによって、修飾 CP1 をそれぞれ調製した。DisD AT
の触媒残基 Ser86 を Cys に変異させ、修飾 CP1 との間でクロスリンク反応を検討したところ、
ブロモアセトアミド基を有するプローブで修飾した CP1 を用いた際に、特異的にクロスリンク
反応が進行した。得られた DisD AT-CP1 のクロスリンク複合体を精製し、結晶化を検討したとこ
ろ、結晶が得られ、分解能 2.03 Å で結晶構造を決定することができた (Miyanaga et al., JACS, 
2018)。 

図 3: パンテテインアミド型プローブを用いた AT-CP 複合体の結晶構造解析 
 
 DisD AT-CP1 複合体の構造においては、DisD AT は CP1 のループ 1 領域やヘリックス III'領域
と相互作用していた (図 4)。ループ 1 領域においては、CP1 の Asp45 が DisD AT の Lys180 と塩
橋を形成しており、CP1 の Phe40 が DisD AT の Ile127 と疎水性相互作用を形成していた。ヘリ
ックス III'領域においては、CP1 の Phe69 が DisD AT の Gly272 や Ala275 や Gln276 と疎水性相互
作用を形成していた。また、CP1 の Glu70 は DisD AT の Arg279 と塩橋を形成していた。これら
の CP1 のアミノ酸残基 (Asp45、Phe69、Glu70) は、DSZS PKS の他の CP ドメインにおいても保
存されていたことから、DisD AT は DSZS PKS の 7 つ CP ドメインを共通の機構で認識している
ことが示唆された。CP1 の Asp45、Phe69、Glu70 をそれぞれ変異させたところ、DisD AT とのク
ロスリンク反応の効率が有意に低下したことから、これらの残基の重要性が示唆された。 



 

 

図 4: DisD AT-CP1 複合体の結晶構造 
 
 今回決定した DisD AT-CP1 の複合体構造を以前に決定した VinK-VinL 複合体構造と比較した
ところ、CP の結合様式が異なっていることが明らかになった。VinK-VinL 複合体構造において
は、VinK は VinL のヘリックス II 領域を主に認識していたのに対し、DisD AT-CP1 の複合体構造
では CP1 のヘリックス II 領域はほとんど相互作用に関わっていなかった。このことから、AT と
CP との間の相互作用には多様性があり、AT と CP の種類によって様々な結合様式が存在するこ
とが示唆された。 
 
(2) ビセニスタチン生合成に関わる VinK と VinP1LdCP との複合体の構造解析 
 ビセニスタチン生合成において、単独型 AT である VinK は、ジペプチジル基を単独型 CP で
ある VinL から受け取り、VinP1 PKS のローディングモジュールの CP ドメイン (LdCP) へと受
け渡す反応を触媒する。VinK はアシル基供与体として VinL を、アシル基受容体として LdCP を
認識していると考えられ、それぞれの CP 認識機構に興味がもたれる。以前に 1,2-ビスマレイミ
ドエタンを用いたクロスリンク反応によって、VinK-VinL の複合体構造解析に成功した 
(Miyanaga et al., PNAS, 2016)。一方で、VinK-LdCP の複合体構造は未決定であり、VinK が LdCP
をどのように認識してジペプチジル基を受け渡しているかは分かっていなかった。 
 そこで、パンテテインアミド型プローブを用いたクロスリンク反応によって VinK-LdCP の複
合体の結晶構造解析を試みた。VinK の触媒残基 Ser106 を Cys に変異させ、修飾 LdCP との間で
クロスリンク反応を検討したところ、特異的にクロスリンク反応が進行した。得られた VinK-
LdCP のクロスリンク複合体を精製し、結晶化を検討したところ、結晶が得られ、分解能 3.0 Å
で結晶構造を決定することができた。さらに、変異体解析により、相互作用に重要なアミノ酸残
基を明らかにすることができた。 
 
(3) ヒタチマイシン生合成に関わるアデニル化酵素 HitB と CP との複合体の構造解析 
 次に、(1) において合成したパンテテインアミド型プローブが AT 以外の酵素にも適用可能か
どうかを調べた。そのターゲットとして、ヒタチマイシン生合成に関わる単独型アデニル化酵素
HitB と単独型 CP である HitD を選定した。HitB は基質である β-フェニルアラニンを HitD へと
受け渡す反応を触媒するが、その際、基質を受け渡す相手として HitD をタンパク質間相互作用
によって認識していると考えられる。HitB の HitD 認識機構を解明すべく、パンテテインアミド
型プローブを用いたクロスリンク反応を検討した。HitB の Asp221 を Cys に変異させた変異体を
調製し、ブロモアセトアミド基を有するプローブで修飾した HitD と混合したところ、期待通り
に特異的なクロスリンク反応が進行した。得られたクロスリンク複合体を精製し、結晶化を検討
したところ、結晶を得ることができ、その結晶構造を分解能 2.0 Å で決定することができた 
(Miyanaga et al., ACS Chem. Biol., 2020)。決定した HitB-HitD 複合体の構造において結合界面に存
在していたいくつかの HitD 残基を変異させたところ、それぞれ基質の受け渡し効率が低下した
ことから、決定した複合体構造は実際の受け渡しの際の相互作用を反映していることが示唆さ
れた。以上の結果から、パンテテイン型プローブを用いたクロスリンク反応の手法はアデニル化
酵素と CP の複合体構造解析においても有用であることが示された。 
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