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研究成果の概要（和文）：　中分子ペプチドは抗体と低分子の特徴を併せ持つ特性が注目され、医薬への応用が
期待される。ラッソペプチドは環状ペプチドであり、プロテアーゼ耐性および生理活性を有することで創薬のタ
ーゲットとして注目されている。本研究課題において、複数のペプチドの異宿主生産に成功した。スフィンゴモ
ナスを宿主とする異宿主生産システムを確立した。さらにそのシステムを用いて新規ペプチドkoreensinの異宿
主生産に成功した。NMRおよびMSスペクトルを用いて化学構造を明らかにして、NOE実験を行い、三次元立体構造
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Middle-molecular-weight peptides are attracting attention for their 
properties that combine the characteristics of antibodies and low-molecular-weight peptides, and are
 expected to be applied to medicine. Lasso peptides are cyclic peptides that are attracting 
attention as targets for drug discovery due to the protease resistance and bioactivity. In this 
research project, we succeeded in producing several peptides by heterologous production. We 
established a heterologous production system using Sphingomonas as a host. Furthermore, we have 
successfully produced a novel peptide koreansin in a different host using the system. The chemical 
structure was elucidated using NMR and MS spectra, and NOE experiments were performed to clarify the
 three-dimensional structure.

研究分野：応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　中分子ペプチドは抗体と低分子の特徴を併せ持つ特性が注目され、医薬への応用が期待されている。特に発酵
生産でこの中分子ペプチドを生産することはこれまで難しかった。本研究において、代謝されにくい環状ペプチ
ドの発酵生産法が確立できた。さらに遺伝子組み換えで、配列の異なるペプチドを生合成することも明らかとな
った。NMRを用いた化学分析の結果、得られたペプチドは構造的にも非常に安定な三次元構造を有していること
を確認することが出来た。今後、本研究で得られた成果は、ペプチド医薬の創出研究に汎用的に用いることが期
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 

細菌由来ラッソペプチドは、環状中分子(アミノ酸残基 20 程度)で、代謝されにくい性質（プ

ロテアーゼ耐性）を有し、創薬の標的として研究が行われている。しかし、その生産機構につい

て、まだ多くが未解明であり、実際の応用への展開に関しても検討することが多い。ラッソペプ

チドが、プロテアーゼ耐性を与えるループ構造を含むコンパクトな三次元立体構造を有してい

るこれらの成果を基盤に、ラッソペプチドの新たな異宿主生産システムを開発した。本研究はこ

のシステムを利用し、新しい環状ペプチドを生み出そうとするものである。 

２．研究の目的 

中分子ペプチドは抗体と低分子の特徴を併せ持つ特性が注目され、医薬への応用が期待され

る。“ラッソペプチド”とは細菌の生産するある種の中分子ペプチドの総称である。ラッソペプ

チドはループ構造を有し、プロテアーゼ耐性および生理活性を有することで創薬のターゲット

として注目されている。バクテリアゲノムにラッソペプチド生合成遺伝子は分布しているが、二

次代謝産物であり通常の培養で生産されることは稀である。本研究は、ゲノム情報に保存されて

いるラッソペプチドの遺伝子クラスターを用いて、新規ラッソペプチドの生産を行い、その生理

活性を明らかにすることを目的とし、本研究によって新たな医薬のシーズとなる新規環状ペプ

チドを創出する。 

 

３．研究の方法 

微生物 (Sphingomonas subterrenea NBRC16086T および Sphingomonas koreensis 

NBRC16723T を含む細菌株) は、NBRC カルチャー コレクション (NITE Biological Resource 

Center) から入手した。PCR 増幅の鋳型として、S. koreensis の細胞からゲノム DNA を抽出

した。テンプレートゲノム DNA と 16723L-F および 16723L-R のプライマーペア、EmeraldAmp 

PCR マスター ミックスを使用してサーマルサイクラーにより、遺伝子断片の増幅を行った。

Koreensin 生合成遺伝子クラスターを含むインサート DNA 断片とシャトルベクターpHSG396Sp

を、制限酵素 XbaI および KpnI で消化後、T4 DNA ligation mix を使用して DNA 産物を連結

し、シャトルベクターpHSG396Sp-16723L を得た。シャトルベクターpHSG396Sp-16723L をエレク

トロポレーションによって S. subterrenea に形質転換した。発現シャトルベクターを有する

S. subterrenea を培養し、菌体を得た。菌体をメタノールにより抽出を行い、HPLC の分離によ

り新規ラッソペプチド koreensin を得た。得られた koreensin は溶媒として重 DMSO を用い、各

種二次元 NMR 測定により化学構造を決定した。ESI-MS を用いて精密質量の測定を行った。 

 

４．研究成果 

(1)koreensin の異宿主生産 

ゲノムマイニングの過程で、スフィンゴモナス科に属する細菌のゲノムデータから、ラッソ

ペプチド前駆体ペプチドコード遺伝子（benA1）のアミノ酸配列を用いた BLASTP 検索により、

ラッソペプチド前駆体コード遺伝子が発見された。アラインメントにより、リーダー ペプチド

配列のコンセンサス モチーフ Leu-Ile/Val-Asp-Leu-Gly が明らかになった (図 1)。しかしな

がら、コアペプチドのコアペプチドアミノ酸配列は、１番目の Gly および８番目の Asp/Glu を

除いて保存されたモチーフを有していなかった。前駆体をコードする遺伝子は、共通のモチー

フ、リーダー ペプチドの最後の 2 つのアミノ酸として -Thr-X- を持っていた。コア配列は 



Gly で始まり、コアペプチドの 1 番目の Gly から数えて 8 番目に Asp/Glu があった (図 

1)。通常、Lasso ペプチドは、1 番目の Gly と 7 ～ 9 番目の Asp または Glu の間でマクロ

ラクタムを形成する。したがって、マクロラクタムは、ペプチドの 1 番目の Gly と 8 番目の 

Asp/Glu の間に形成されると予想された (図 2)。前駆体の中で、前駆体ペプチド（korA、コー

ディング遺伝子アクセッション番号：WP_107525062.1）は、リングおよびテール配列に天然の

細胞接着モチーフ KGD および DGR を持っていた（図 1の灰色の背景の文字）。 korA のアミノ

酸配列には 2 つのモチーフ (KGD と DGR) が含まれているため、S. koreensis の成熟型ラッ

ソペプチドには細胞接着阻害活性があると考えられた。したがって、korA を含む遺伝子クラス

ターを使用して異種生産を行った。 

 

 

 

 

 

 

図 1. ラッソペプチド前駆体ペプチドコード遺伝子のアミノ酸配列のアラインメント 

 

また、図 2に示すように、lasso ペプチド生合成遺伝子クラスターは、GntR ファミリーの転

写調節因子（WP_066573229.1）、前駆体ペプチド（korA：WP_107525062.1）、修飾酵素

（korB：WP_157926355.1、korC：WP_066573225）、イソペプチダーゼ (WP_157926354.1)、TonB 

依存性受容体 (WP_075152903.1)、FecR 様タンパク質 (WP_066573215.1)、および FecI 様タン

パク質 (WP_082737884.1)をコードする 8つの遺伝子で構成されていた。遺伝子クラスターの構

成は、既知のラッソペプチド astexin の構成と同じであった。遺伝子 korB には、リーダーペ

プチドを切断できるペプチダーゼドメインが含まれており、korC は環状化酵素をコードしてイ

ソペプチド結合を形成することが予想された。図 2に示すように、新しいラッソペプチド

koreensin は、酵素 KorB および KorC による修飾により、前駆体 KorA から生成されると予想さ

れた。 

予想されるペプチドの異種生産を実行するために、生合成遺伝子 (korA、korB、および 

korC、図 2) の最小セットをクローニングした。発現用シャトルベクターpHSG396Sp は、プロテ

オバクテリア Sphingomonas subtarranea 用で形質転換できるよう以前に確立しており、それを

本研究でも用いた。遺伝子 korA、korB、および korC を含む DNA フラグメントを PCR で増幅

し、発現シャトルベクターpHSG396Sp に組み込んで、pHSG396Sp-16723L を得た。プラスミドは

大腸菌を用いてクローニングした、エレクトロポレーションによって宿主細菌株 S. 

subtarrenea に形質転換した。 培養後、菌体の MeOH 抽出物を HPLC および ESI-MS で分析し

た。その結果、形質転換体は期待されたペプチドを産生することが示された。構造決定および

生物学的試験に十分な量を得るために、形質転換体を 1 L の改変基本培地を使用して培養し

た。オープンカラムクロマトグラフィーの後、60% MeOH 画分を繰り返し HPLC 精製にかけ、1 

L の培養液から 2.8 mg のペプチドを得た。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．Koreensin の生合成経路 

 

(2)koreensin の構造決定 

Koreensin の分子式は精密質量分析によって C73H113N21O23 と決定した。平面化学構造を決定す

るために、1H、13C、DEPT135、DQF-COSY、TOCSY、NOESY、HMBC、および HSQC 実験を含む NMR 分

光法を実行した。ペプチドの 17 アミノ酸すべては、2D NMR スペクトル データからのスピン 

システム同定を使用して割り当てた。 NOESY および HMBC データによって、3 つの線形ペプチ

ド配列 (Gly1-Pro2-Lys3-Gly4、Asp5-Phe6-Pro7-Asp8-Val9-Gly10-Asp11-Gly12-Arg13-Ile14、

および Leu15-Ala16-Gly17) が確立された (図 3)。 Gly1 の N 末端は、Gly1 のアミド プロ

トンから Asp8 の β-カルボニル炭素への HMBC クロスピークと、Gly1 のアミド プロトンお

よび Asp8 の プロトン間の NOESY 相関に基づいて、Asp8 の側鎖に結合してイソペプチド結

合を形成することが示された。以上により、全構成アミノ酸の帰属が達成された。 興味深いこ

とに、4 つのアミノ酸 (LTDE) を持つ C 末端ペプチドは、おそらく S. subterranea の内因性

プロテアーゼによって、異種生産中に切断を受けたと考えられる（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．Koreesin の NMR 実験による構造決定 

 

 

 



(3)koreensin の三次元立体構造の決定 

Koreensin の構成アミノ酸の絶対立体化学は、マーフィー法によって分析された。すべての

構成アミノ酸は、L型であると決定された。 NOE 相関と NMR 実験で得られた結合定数に基づ

いて、三次元立体構造の解析を行った。図 4 に示すように、三次元立体構造が得られた。 

Gly1 から Asp8 までのアミノ酸配列はマクロラクタムを形成した (図 4 の黄色)。 Val9 から

Asp11 までのアミノ酸がループ構造を形成し、Gly12 から Gly17 までの C末端配列のアミノ酸が

テールを形成した。 三次元立体構造は、典型的な「なげなわ」構造であることが示された (原

子座標データ:Protein Data Bank、PDB ID: 7BW5 登録済)。かさばるアミノ酸 Arg13 は、尾部

がマクロラクタムから外れるのを防ぐ立体的なロックのようであった。細胞接着モチーフ KGD

は外部に露出したマクロラクタムにあり、他の細胞接着モチーフ（DGR）はマクロラクタムの内

部に位置していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4．Koreesin の三次元立体構造 

 

(4)koreensin のバリアントペプチドの生産及び細胞接着阻害活性試験 

KGD 配列の代わりに RGD 配列を有するバリアントペプチドを得るために、部位特異的突然変

異導入実験をコリーンシン発現ベクターで行った。その結果、変異ベクターpHSG396Sp-16723L-

RGD を得た。Lys3 の代わりに Arg3 を有する koreensin バリアント（koreensin-RGD）の単離を

行った。Koreensin-RGD の構造は、ESI-MS および NMR によって決定された。Koreensin および 

koreensin-RGD が細胞接着に対する阻害活性を有するかどうかを調べるために、それぞれのペ

プチドの存在下でヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC) を用いた細胞接着アッセイを実施した。それ

ぞれのペプチドは KGD または RGD の細胞接着モチーフを持っていたため、この結果は予想外で

あった。Koreensin の 3D 構造をさらに調べると、Lys3 のアミノ残基と Asp11 のカルボキシ

ル残基の間に塩橋が形成されている可能性が示された。 Lys3 の側鎖のアミノ残基の窒素と 

Asp11 のカルボキシル残基の酸素との間の距離は、最低エネルギー構造で約 4.4 オングストロ

ームと計算された。塩橋は通常 4 オングストローム以内であるため、これは塩橋としては少し

長いが、ペプチドは溶液中で構造的に柔軟である可能性があるため、塩橋形成の可能性を排除

することはできない。一方、Arg13 のグアニジン基の窒素と Asp5 のカルボキシル残基の酸素

との間の距離は 7 オングストローム以上と計算され、塩橋を形成するには遠すぎると思われ

た。 Lys3 と Asp11 の間の塩橋の形成は、細胞接着阻害活性を示さなかった理由の 1 つとし

て考えられる。Koreensin-RGD の立体構造は得られなかったが、同様の立体構造を持っている

可能性がある。 
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