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研究成果の概要（和文）：　放線菌の産生する非リボソームマクロラクタムの生合成に関わる新規環化酵素SurE
を解析し、基質選択性を明らかにするとともにその構造基盤を解明した。SurEと2つのホモログ酵素との生化学
的・構造的に比較し、基質選択性の違いを生み出す構造を明らかにした。得られた知見に基づき酵素の基質選択
性の論理的な改変に成功した。さらに、酵素基質の合成スキームを検討し、高効率な合成法を確立した。本手法
と酵素的環化反応を連続的に行うことで、環状ペプチドのシームレスな化学酵素合成が可能になった。

研究成果の概要（英文）：SurE, a novel peptide cyclase involved in the biosynthesis of nonribosomal 
macrolactams produced by actinomycetes, was analyzed to elucidate its substrate selectivity and its 
structural basis; biochemical and structural comparison between SurE and two homologous enzymes was 
performed to clarify the structure that generates differences in substrate selectivity. Based on the
 findings obtained, we succeeded in logically modifying the substrate selectivity of the enzyme. 
Furthermore, we investigated the synthesis scheme of the enzyme substrate and established a highly 
efficient synthetic method. The modified solid phase peptide synthesis combined with sequential 
enzymatic cyclization realized seamless chemoenzymatic synthesis of cyclic peptides.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 環状ペプチド　生合成　非リボソームペプチド　環化酵素　生体触媒　酵素工学　放線菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ペプチドの環化反応は、代謝安定性や標的特異性が向上する創薬上重要な修飾反応である。一方で、有機合成的
な環化反応は、多量の廃棄物や分離困難な副生成物を生じる問題を抱えている。本研究では、独自に発見した新
規ペプチド環化酵素の触媒利用を目指し、この有用酵素ファミリーに関する基礎的知見を数多く獲得した。得ら
れた知見は、有機合成的手法の課題を克服した環境調和性の高いペプチド環化反応の実現に向けた基盤となると
考えられる。

※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 

 免疫抑制剤シクロスポリンや抗 MRSA 抗菌薬ダプトマイシンに代表される天然由来の環状ペ
プチドは、多くの生物活性物質を含む重要な医薬資源である。ペプチドは大環状化することで剛
直な構造をとり、作用標的特異性、膜透過性、分解酵素への耐性が向上する。このため、ペプチ
ドの大環状形成反応は生物活性を示すペプチドの化学合成において非常に重要なステップであ
る。しかし、有機化学的合成手法の発展した現代においても本ステップは克服すべき問題を抱え
ており、その例として、位置選択的な環化のために煩雑な保護・脱保護のステップが必要な点や、
縮合剤の使用によりC末端アミノ酸残基の α

炭素が異性化する点、さらには高濃度での反
応では分子内環化反応よりも分子間反応が
優先してしまう点などが挙げられる。一方、
天然物の生合成では、各ペプチドに特化した
ペプチド環化酵素が、保護基を用いることな
く位置選択的な環化を効率よく触媒する（図
１）。このため、基質特異性の寛容なペプチド
環化酵素は、ペプチド環化触媒としての応用
が期待される。リボソームに由来するペプチ
ドに作用する環化酵素はこれまでに微細藻
類や植物などから endopeptidase 型の環化酵
素がいくつか報告されており、幅広い基質特
異性を有することが示されている。一方、リ
ボソーム由来ペプチドに比べ複雑な異常ア
ミノ酸を多く含む非リボソーム経路に由来
するペプチドの環化酵素の例は乏しく、非リ
ボソーム型ペプチド合成酵素 NRPS の C 末
端に位置するチオエステラーゼ(TE)ドメイ
ンが知られるのみであった。 

 そのような中、申請者らは最近、海洋放線菌に由来する非リボソームペプチド Surugamide 類
の生合成に関わる新規ペプチド環化酵素 SurE を同定した（文献１）（図２）。一般的な非リボソ
ームペプチドの生合成では、NRPS の C 末端に融合した TE ドメインによって、中間体の直鎖状
ペプチドの大環状化が触媒されるのに対し、申請者の見出した SurE は NRPS から独立して存在
する。SurE は通常の TE ドメインとは配列相同性を示さないことから、これを新しいタイプの
TE ドメイン「PBP type TE」と名付けた。さらに化学合成した基質ペプチド類縁体を用いること
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図２. 非リボソームマクロラクタム surugamide とその生合成 

a) surugamide 類の化学構造。 b) surugamide 類の生合成遺伝子クラスター。c) surugamide 生合成

におけるマクロラクタム化反応。反応は NRPSから独立したタンパク質 SurEによって触媒される。 

図１. ペプチドの大環状化反応 



で、SurE が生体内で全く異なる二種類の
ペプチドの環化を担う寛容なペプチド環
化酵素であり、その認識には基質 C 末端
の脂肪族 D-アミノ酸の存在が重要である
ことを明らかにしてきた（文献２）。さら
に本環化酵素は、チオエステル体だけでな
くメチルエステル体の環化も触媒可能で
あった（図１）。データベース検索の結果、
PBP type-TE 遺伝子は、３つの抗菌活性環
状 ペ プ チ ド mannopeptimycin や
desotamide、ulleungmycin の生合成遺伝子
クラスター中にも見出されたことから、
PBP type-TE はこれら環状ペプチドの生合
成においても大環状化を担うと考えられ
た。これ以外にも PBP type-TE 遺伝子は放
線菌ゲノム中に 200 以上見出され（図３）、
その近傍には産物未同定の NRPS がコー
ドされていた。興味深いことに、これら
NRPS のドメイン構成は様々であり、PBP 

type-TEの基質ペプチドの鎖長・構成アミノ酸には非常に大きな多様性があることが示唆された。
上述の通り、SurE の場合では基質 C 末端の脂肪族アミノ酸が酵素認識に重要であったが、ホモ
ログにおいてはその限りではなく、C末端に親水性アミノ酸や芳香族アミノ酸の存在が予想され
るケースが多くみられた（図３）。これらの環化酵素の基質特異性は SurE とは大きく異なると考
えられる。以上ゲノムデータの解析から、PBP type-TE を介して生合成される多様な未同定環状
ペプチド群の存在と、それを環化する様々な基質特異性を有するペプチド環化酵素群が存在す
ることが示唆された。しかしそれらの化学構造の多様性や、各環化酵素の基質特異性の多様性の
実際は全くの不明である。 

 

文献１. Kuranaga, T., Matsuda, K., Sano, A., Kobayashi, M., Ninomiya, A., Takada, K., Matsunaga, S., 

Wakimoto, T. Total synthesis of the nonribosomal peptide surugamide B and identification of a new 

offloading cyclase family. Angew. Chem., Int. Ed. 57, 9447-9451, (2018). 

文献２. Matsuda, K., Kobayashi, M., Kuranaga, T., Takada, K., Ikeda, H., Matsunaga, S., Wakimoto, T. 

SurE is a trans-acting thioesterase cyclizing two distinct non-ribosomal peptides. Org. Biomol. Chem. 17, 

1058-1061, (2019). 

 

２．研究の目的 

 本研究では、PBP type-TE を介して生合成される環状ペプチドを探索し、その構造多様性を明
らかにする。また、基質が明らかとなった環化酵素の基質類縁体を化学合成し、その酵素の基質
許容性を詳細に解析する。さらには各酵素のアミノ酸配列の比較と立体構造のモデリングによ
り、基質特異性発現の仕組みを明らかにする。以上により、PBP type-TE ファミリーのペプチド
環化触媒能の全容を明らかにする。 

 PBP type-TE の最大の特徴は、多数のホモログの存在である。これらホモログ遺伝子の近傍領
域には、多様なドメイン構造や基質特異性を持つ NRPS がコードされており、この事実は、それ
ぞれの PBP type-TE によって生合成される「環状ペプチドの構造多様性」、さらにはそれぞれの
環化酵素が受け入れることのできる「基質許容範囲の多様性」を強く示唆している。これらを詳
細に解析することは、汎用性の高いペプチド環化触媒ライブラリーの構築や、触媒能を向上させ
た環化酵素のエンジニアリングへの展開が期待でき、ペプチド環化反応のための生体触媒とし
ての実用化も見込める。PBP type-TE は申請者らが初めて明らかにした未開拓な酵素ファミリー
であり、これを世界に先駆けて開拓する本研究は高いオリジナリティと発展性を有する。 

 

３．研究の方法 

PBP-type TE の基質選択性を検証するためのペプチド基質は、ペプチド固相合成に続く液相での
脱離基（SNAC）の縮合反応により調製した。生化学・構造解析のための組換えタンパク質は大
腸菌を用いて調製した。タンパク質モデル構造の作成と安定配座の計算には macromodel 

(Schrödinger)を用いた。 

 

４．研究成果 

SurEの詳細な生化学解析 

 SurE は、C 末端に D-アミノ酸残基を有するペプチドを選択的に環化することが判明していた
が、基質のその他の部分に対する許容性は不明であった。これを検証するため、各ポジションの
アラニンスキャンを行ったところ、SurE は基質内部の配列に対して寛容な選択性を示し、同党
の触媒効率にて環化反応を触媒することが判明した。また、末端残基を置換した基質アナログを
用いた検証により、SurE は末端に嵩高い疎水性残基を好むことがわかった。また、N 末端の立
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体化学については、基質アナログを用いた検証から、L-アミノ酸に対して選択的であることが判
明し、SurE はヘテロキラルな残基間（N末端の L-アミノ酸と C 末端の D-アミノ酸）でマクロラ
クタム化を触媒する特異な選択性を有することが明らかになった。 

 データベースを検索したところ、従来の cis 型の非リボソームペプチド環化ドメイン（TE ド
メインと CTドメイン）によって生合成される head-to-tail 型のマクロラクタムにおいても、多く
の場合でヘテロキラルな残基間でのカップリング反応が進行することが判明した。その一方、ヘ
テロキラルな残基の立体化学は SurE のそれとは逆転しており、N 末端の D-アミノ酸と C 末端の
L-アミノ酸でマクロラクタム化が進行していた。このことから SurE をはじめとする PBP-type TE

は、従来の環化ドメインでは環化できない残基間で環化を触媒し、立体化学の観点から環化点に
多様性をもたらす生合成メカニズムであることが明らかになった。 

 

SurEの結晶構造解析 

 SurE の特異な末端残基立体化学選択性の構造基
盤を解明することを目指し、SurE の X-線結晶構造
解析を、東京大学大学院薬学系研究科 阿部郁朗教
授、森貴裕助教との共同研究により行った。その結
果、SurE の apo 体の構造解析に成功した。SurE は、
N 末端の触媒ドメインと C 末端のリポカリンドメ
インから構成される 2 ドメイン性のタンパク質で
あり、両ドメインの境界に位置するクレフトの底
部に触媒残基が位置していた。得られた apo 体構
造を基に、ぺプチド－酵素複合体のモデル構造を
作成し、ペプチド（C 末端を模倣した N-formyl-D-

Leu）部分の再安定配座を計算したところ、触媒残
基近傍の疎水性ポケットに C 末端残基が格納され
る配座が得られた（図 4）。ペプチド部分を L-体に
したモデルの再安定配座では、このような格納は
見られず、その安定化エネルギーは 30 kJ/mol 程
度上昇していた。このため触媒残基近傍の疎水性
ポケットが基質 C 末端の D-アミノ酸の認識に重
要であることが示唆された（文献３）。 

 

非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）の改変による非天然マクロラクタムの生物合成 

 SurE の寛容な基質選択性は生体内でも発揮されるため、この性質を利用し、NRPS の改変によ
る非天然マクロラクタムの生物合成を試みた。デカペプチド生合成を担う NRPS-SurC の C末端
2 残基の伸長を担う 2 モジュールを、終始コドンの挿入により破壊した。本形質転換体はデカペ
プチドの生産能を失う一方で、2 残基短縮した非天然マクロラクタムを新たに生産した。このこ
とから、SurE は本来のペアではない PCP ドメインに担持された非天然基質を受け入れ、生体内
で環化反応を触媒できることが明らかになった（文献３）。 

 

ホモログ酵素の探索 

 公共のゲノムデータベースを探索
したところ、PBP-type TE の候補遺伝
子が 700 個以上見出された。これらを
アミノ酸配列の類似性に基づくネッ
トワーク解析に供したところ、基質選
択性に応じて 40 種類程度のクラスタ
ーに分類されることが分かった（図
５）。本解析により、新規性の高いホモ
ログ酵素を効率的に開拓することが
可能になった。そこで、各クレードを
代表するホモログ酵素を 10 種選び、
それらのクローニングと異種発現を
試みた。組換えタンパク質発現用プラ
スミドを作製し、大腸菌を宿主とした
発現と Ni レジンによるアフィニティ
クロマトグラフィーによってリコンビナント酵素を精製した。その結果、10 個のホモログ酵素
のうち 8 個が不溶性酵素として得られた。可溶化タンパク質として２つ得られた（Nsm16 と
SurE14988）。さらに、2020 年に静岡大学の小谷らによって環状ペンタペプチドである
pentaminomycin 類が PBP-type TE によって生合成されていることが報告された。そこで、その環
化を担う PenA を Streptomyces cacaoi NBRC 12748 よりクローニングし、大腸菌にて異種発現を
試みた。その結果、可溶性タンパク質として得ることに成功した。 

  

図3. SurEのペプチドー酵素複合体モデルの安定配座計算
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ホモログ酵素 PenAの機能解析 

 PenA は Streptomyces cacaoi が生
産 す る 環 状 ペ ン タ ペ プ チ ド
pentaminomycin 類、BE-18257 類の生
合成に関与する PBP-type TE であ
る。PenA は、これまで詳細な機能解
析がなされた SurE よりも環サイズ
の小さな環状ペプチドを与えるた
め、その詳細な基質特異性の検討を
行なった。その結果、 PenA は
surugamide B の環化を触媒すること
ができない一方で、短鎖基質に特化
した酵素であることが明らかにな
った（図６c）。具体的には、SurE は
5〜11 アミノ酸残基のペプチドを環
化できる一方で、4 残基の基質に対
しては、環化の他に基質の二量体化が進行した。それに対し PenA は、4〜5 残基のペプチドの環
化し、4 残基の基質に対しても二量体を生成することなく環化反応を選択的に触媒した（図６
a,b）。また PenA のタンパク質モデル構造から、その特異な選択性に関与すると推測されるルー
プ構造を見出した（文献４）。 

 

 

文献３. Matsuda, K., Zhai, R., Mori, T., Kobayashi, M., Sano, A., Abe, I., Wakimoto, T. Heterochiral 

coupling in nonribosomal peptide macrolactamization. Nature Catalysis, 3, 507–515, (2020). 

文献４. Matsuda, K., Fujita, K., Wakimoto, T. PenA, a penicillin-binding protein-type thioesterase 

specialized for small peptide cyclization. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 48, kuab023, (2021). 

 

 

図６. PenAの機能解析 
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