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研究成果の概要（和文）：一般に生体を構成するアミノ酸はL体であるが、D体のアミノ酸も細菌や動植物を問わ
ず広く分布している。D-アミノ酸含有ペプチドの生合成では、L-アミノ酸からなるペプチドに対するエピメリ化
 (立体反転反応) でD体残基が導入される例はあまり知られていなかった。本研究では細胞壁の構成成分である
ペプチドグリカンと天然物であるMS-271の生合成に新規なペプチドエピメリ化酵素が関わることを見出し、その
反応の詳細について解明した。

研究成果の概要（英文）：While most natural peptides consist of L-amino acids, D-amino acids are also
 widely identified both in primary and secondary metabolites. The presence of D-amino acids in 
secondary metabolites is generally a hallmark of peptides biosynthesized via non-ribosomal peptide 
synthetases and only a few peptide epimerases that introduce D-amino acids residue into polypeptides
 via epimerization have been reported. In this study, we investigated two novel types of peptide 
epimerases and revealed novel enzyme chemistry. 

研究分野：天然物化学

キーワード： 天然物化学　生合成　ペプチド　エピメラーゼ　酵素　阻害剤

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
見出した２つの新規エピメリ化酵素は、有機合成的手法では難しい、Lアミノ酸からなる通常のペプチドの選択
的なエピメリ化反応を触媒してペプチドにD-アミノ酸残基を導入する。このような酵素はこれまでほとんど知ら
れておらず、本研究は生合成酵素の新たな可能性を見出した点で学術的に重要である。また、D-アミノ酸残基の
導入は、一般にペプチドの安定化に寄与することが知られているため、本酵素を用いた生理活性ペプチドの安定
化技術への応用が期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
  一般に生体を構成するアミノ酸は L 体であるが、D 体のアミノ酸も細菌や動植物を問わず広
く分布している。例えば細菌の細胞壁であるペプチドグリカンには D-アラニン (Ala) や D-グル
タミン酸 (Glu) がその構成成分として含まれている。また、納豆のネバネバ成分であるγ-ポリ
グルタミン酸や抗生物質のペニシリン、バンコマイシンなどの二次代謝産物にも D-アミノ酸が
含まれている。多くの場合、D-アミノ酸含有ペプチドの生合成では、アミノ酸ラセマーゼや非リ
ボソームペプチド合成酵素のエピメラーゼドメイン等により D-アミノ酸が生成し、その後にペ
プチド結合の形成が起こる。これに対して、通常の L-アミノ酸からなるペプチドが生成した後
に D体に変換される例はあまり知られていない。 
 
① 最近、当研究室ではイネ白葉枯病の原因菌 Xanthomonas oryzaeにペプチドグリカンの新規
生合成経路を見出した。本経路では、ペプチドグリカンの生合成中間体であるUDP-N-アセチル
ムラミン酸(UDP-MurNAc)-L-Ala に MurD2 が L-Glu を付加して UDP-MurNAc-L-Ala-L-Glu
が生成し、続いて新規ペプチドエピメラーゼ (MurL) が触媒する L-Glu→D-Glu 立体反転によ
りUDP-MurNAc-L-Ala-D-Gluが生合成される (図１)。MurLは既知酵素と全く相同性がなく、
特徴的なモチーフ配列や補酵素結合領域も持たない。また、本酵素は反応にアデノシン三リン酸 
(ATP) を用いる点で既知のエピメラーゼとは明確に異なるため反応機構に興味が持たれる。 
 

 
図１ペプチドグリカン生合成の既知経路と新規経路 

 
② MS-271は、放線菌由来のラッソペプチド抗生物質であり、C末端に D-トリプトファン (Trp) 
残基を有する (図 2)。ラッソペプチドは一般的にリボソームで生合成されるため、MS-271のＣ
末端の D-Trp の由来に興味を持った。これまで生産菌のドラフトゲノム解析で生合成遺伝子ク
ラスター (msl) を同定した。また、クラスターの解析から MS-271 の前駆体ペプチド (MslA) 
が C末 Trpを含んで翻訳され、翻訳後に D-Trpに変換されることを見出した。遺伝子クラスタ
ー中には既知のエピメラーゼと相同性を持つ遺伝子はなかったが、クラスターの異種発現実験
で MS-271 の生産が確認されたため、立体反転反応を触媒する全く新規な酵素遺伝子がクラス
ターに存在することが示唆されていた (図 2)。 

 
図２ MS-271の構造と生合成遺伝子クラスター 



 
２．研究の目的 
① MurL は反応の補基質として一当量の ATP を用い、アデノシン一リン酸 (AMP) を副生す
る。これまで ATPを用いるエピメラーゼは知られておらず、その反応機構が興味深い。そこで
本研究では本反応機構の解明を目的とした。また、ペプチドグリカンの新規経路は植物病原菌の
Xanthomonas属細菌、Xylella属細菌、日和見感染菌である Stenotrophomonas属細菌に分布
し、これら微生物の生育に必須である。MurD2/MurLは、上記の病原微生物に特化した抗菌剤
の阻害ターゲットになることが期待できるため、本研究ではペプチドグリカン新規経路特異的
な阻害剤の探索も目的とした。 
 
② 取得したMS-271生合成遺伝子クラスターには既知のエピメラーゼ相同遺伝子は見い出せな
かったが、異宿主発現実験により、クラスター中の何れかの遺伝子がエピメリ反応を触媒するこ
とを実証済みである。本研究ではその同定と解析を目的とする。 
 
３．研究の方法 
① 大腸菌を用いてMurLの組換えタンパク質を発現、精製し、in vitroでの酵素反応を検討し
た。また、MurD2/MurL阻害剤を放線菌や糸状菌の培養液ライブラリーに探索し、得られたサ
ンプルから活性本体を各種クロマトグラフィーで生成した。 
 
② 大腸菌を用いて前駆体ペプチド遺伝子 (mslA) をエピメリ化酵素の候補遺伝子と共発現後、
得られたMslAのキラル分析を行うことで、エピメリ化酵素の同定を検討した。また、見出した
エピメラーゼ (MslH) の組換えタンパク質を発現、精製し、in vitroでの酵素反応を検討した。 
 
４．研究成果 
 
① MurLの反応解析に必要な基質 UDP-MurNAc-L-Ala-L-Gluを 3つの組換え酵素を用いて調
製した。また、基質アナログについても有機合成的、酵素的に調製した。続いて、これらを用い
た反応解析で MurL の反応機構について解析を進め、当初予想した反応機構を裏付ける結果を
得た。 
 また、MurD2/MurLの阻害剤を放線菌や糸状菌の培養液ライブラリーから探索した。既知経
路でペプチドグリカンを生合成する Streptomyces lividans と新規経路を利用する
Micromonospora sp.の 2種の近縁放線菌を被検菌に、ライブラリー中の各培養液の生育阻止検
定を行い、後者にのみ生育阻止活性を示すサンプルを選別した。選別したサンプルがMurD2の
阻害活性を示すことを in vitro試験で確認後、活性本体をシリカゲルカラムクロマトグラフィー
で精製した。また、各種 NMRと X線結晶解析で活性本体がアクチノマイシン Dであることを
明らかにした (図 3)。さらに、Xanthomonas oryzaeに対する最小生育阻止濃度は 25 μMであ
り、MurD2に対する阻害定数 Kiは、UDP-MurNAc-L-Ala、L-Glu、ATPに対してそれぞれ 0.46 
mM, 1.9 mM, 2.8 mMと求められた。アクチノマイシン Dはペプチドグリカンの新規経路で見
出した初の経路選択的阻害剤である。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３  アクチノマイシン Dの構造 

 
② 生合成遺伝子クラスター中には前駆体ペプチド MslAに加えて投げ縄構造の構築に関わる酵
素 (MslC: マクロラクタム合成酵素, MslB1: 前駆体ペプチド認識因子, MslB2: ペプチダーゼ) 、
に加えて機能未知酵素 (MslH) の遺伝子が含まれており、これらが MS-271 の生合成に関わる
と推定された。唯一の未知酵素MslHがエピメラーゼと予想されるが、エピメリ化の段階は不明
であったため、大腸菌 BL21(DE3)を宿主に前駆体ペプチド遺伝子の mslA を mslH や mslC、
mslB1、mslB2 と様々な組み合わせで共発現し、得られた MslA を加水分解後に Trp をキラル
誘導体化し LC-MSで分析した。その結果、MslHが新規エピメラーゼであり、リボソームで生
合成されたMslAを基質として epi-MslAを生成することが確認された。また，前駆体ペプチド
認識因子 (mslB1) をmslHと共発現した場合に epi-MslAの生成量が増加したことから、MslB1
がMslHの前駆体ペプチド認識を補助することが示唆された。次に、精製した組換えタンパク質 
(MslA，MslH，MslB1) で in vitro反応を行い、MslHによるMslAのエピメリ化の進行とMslB1



による反応促進が確認された。また、MslHの基質認識にMslAのリーダーペプチド部が必須で
あること、反応は可逆であることが示された (図 4)。 
 

 
 
 
 
 
  
       
 
 
 
 
 
 

図４  MslHのエピメリ化反応 
 

 次に MslH の基質特異性を確認するため、S. lividans を宿主にした異種発現系を用い mslA
遺伝子のコアペプチド配列に変異を導入し、MS-271類縁体の生産を試みた。その結果、C末端
の Trp を Phe や Tyr に置換した場合には、対応する類縁体の MS-271-W21F および MS-271-
W21Yの生産が見られ、キラルアミノ酸分析でそれぞれ D-Phe、D-Tyrの生成が確認 C末端の
芳香族アミノ酸がエピメリ化反応に重要であることが示唆された。また、MslAのコアペプチド
をMS-271と同じ位置にジスルフィド結合を有するがアミノ酸配列が大きく異なる sviceucinと
置換した変異体や、N末側 sviceucin/C末側MS-271のキメラ変異体についても検討した結果、
C末端に D-Trpを持つ類縁体の生産が確認され、特に svi-CFW、svi-VCFW、svi-AIVCFWの
生産量が顕著であったことから C末端の「CFW」配列が基質認識に重要であることが明らかと
なった。MslH はペプチド基質の C 末カルボン酸の α 位をエピメリ化する初の酵素である。本
酵素は既知の保存領域やモチーフを持たず、新規な反応機構が予想されることから今後の解析
が待たれる。 
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