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研究成果の概要（和文）：ポリケチド合成酵素（PKS）や非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）は現在広く普
及している薬の生合成に関わっているが、kcatやKMなど生化学的なデータに関してはほとんど知見がない。本研
究では２つのPKSと１つのPKS-NRPSハイブリッドを研究対象とした。その結果、１つのPKSに関しては大腸菌と放
線菌を併用して必要なタンパク質の生産・精製に成功し生化学的データの取得に成功したものの、その他の酵素
に関しては必要なタンパク質を全て取得することは困難であった。今後も大腸菌と放線菌を併用しPKSやNRPSの
生化学的知見を蓄積することで新規薬剤の開発に役立てたい。

研究成果の概要（英文）：Polyketide synthases (PKS) and nonribosomal peptide synthetases (NRPS) are 
involved in the biosynthesis of many widely used drugs, but there is little biochemical data such as
 kcat and KM values. In this study, we focused on two PKSs and one PKS-NRPS hybrid. As a result, for
 one PKS, we successfully produced and purified the necessary protein using a combination of 
Escherichia coli and Streptomyces albus and obtained biochemical data, but it was difficult to 
obtain all the necessary proteins for the other enzymes. In the future, we aim to contribute to the 
development of new drugs by accumulating biochemical knowledge of PKS and NRPS using these protein 
production systems. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリケチド合成酵素（PKS）や非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）は現在広く普及している多様な抗生物質
の生合成に関わっている。一方で近年新規抗生物質の発見速度は著しく低下しており新たな戦略が求められてい
る。我々は既存のPKSの機能改変により抗生物質様の化合物を生産する取り組みを行なっており、それら研究に
おいてkcatやKMのような生化学的データは重要な要素の１つである。本研究によって新たに1つのPKSの生化学的
データの取得に成功したものの、当該分野全体でも数種類のPKSの生化学的データしかないのが現状である。引
き続き研究に邁進し、当該分野の発展に貢献したい。

※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 
本研究では、モジュラーポリケチド合成酵素（モジュラーPKS）の至適温度、至適 pH、kcat、KM

等の生化学的データを取得して比較解析することで、当該酵素の理解をより一層深めていく。モ

ジュラーPKS は現在広く普及している複数の薬剤の生合成に関わっており、機能改変により各

種医薬品アナログの生産も可能なため、本研究が成果に至れば新規医薬品の開発も加速される

と期待される。 
 
２．研究の目的 
モジュラーポリケチド合成酵素（モジュラーPKS）は多様な薬剤の基本骨格の生合成を担う巨大

なマルチドメイン酵素であり、その機能や構造の解析が盛んに試みられている。しかし野生型モ

ジュラーPKSの試験管内再構成を達成した例は世界で 1例しかなく、至適温度、至適 pH、至適

イオン強度、kcat、KM等の基本情報が一般にどんな分布を示すかは明らかにされてない。そこで

本研究では、これまで利用されていない非大腸菌タンパク質生産系も併用し、新たに 2種類の野

生型モジュラーPKS の試験管内再構成およびそれらの生化学的解析を実施する。当該酵素の理

解がより一層進めば、モジュラーPKS の機能改変による医薬品アナログの開発も飛躍的に進展

すると考えられるため、新たな薬剤の創出が期待できる。 
 
３．研究の方法 
本研究ではトリコスタチン PKS、コリバクチン PKS-NRPSハイブリッド、エリスロマイシン PKS

の試験管内再構成を試み、至適温度、至適 pH、kcat、KM等を in vitroで測定し比較解析を行う。 

 

トリコスタチン PKS：トリコスタチン PKSを構成する 3つの野生型タンパク質、TsnB1 (151 kDa)、

TsnB2 (192 kDa)、TsnB3 (211 kDa)のうち TsnB1と TsnB3に関しては大腸菌からタンパク質を精

製することに成功したが、TsnB2に関しては大腸菌内で不溶となり取得に至らなかった。一方で、

最近になって放線菌を活用した系で発現条件を詳細に検討した結果、TsnB2を十分量精製するこ

とに成功した。さらには Hisタグを利用した一次精製後の TsnB1（大腸菌で生産）、TsnB2（放線

菌で生産）、TsnB3（大腸菌で生産）を用いて野生型トリコスタチン PKS の試験管内再構成も達

成し、およそ 1 min-1の kcatを記録した（未発表）。当該システムに関しては、各タンパク質の二

次精製後（ゲルろ過で活性体のホモダイマーのみを精製する）、各種生化学的データの取得を行

う。 

 

コリバクチン PKS-NRPS：コリバクチン PKS-NRPSを構成する 10種類のタンパク質、ClbB (353 

kDa)、ClbC (95 kDa)、ClbH (177 kDa)、ClbI (108 kDa)、ClbJ (243 kDa)、ClbK (238 kDa)、ClbL (53 

kDa)、ClbN (162 kDa)、ClbO (90 kDa)、ClbQ (27 kDa)のうち、ClbJに関しては大腸菌における生

産が困難であることが先行研究により示されている。そこで TsnB2 の精製における申請者の経

験を活かし、ClbJを上記放線菌を利用した系により取得することを目指す。Hisタグを利用した

ClbJの一次精製が成功に至れば、そのたタンパク質の二次精製を行い、各種生化学的データの取

得を行う。 

 

エリスロマイシン PKS：エリスロマイシン PKSを構成する 3つのタンパク質、EryAI (371 kDa)、

EryAII (374 kDa)、EryAIII (332 kDa)のうち、EryAIに関しては大腸菌における生産が困難である



ことが先行研究により示されている。そこで TsnB2の精製における申請者の経験を活かし、EryAI

を上記放線菌を利用した系により取得することを目指す。Hisタグを利用した EryAIの一次精製

が成功に至れば、EryAI、EryAII、EryAIIIの二次精製を行い、各種生化学的データの取得を行う。 
 
４．研究成果 
 
トリコスタチン PKS に関しては、現在論文執筆に向けて実験データを取得中であるため、一般
公開される本報告書には研究成果を記載しない方針とした。 
 
コリバクチン PKS-NRPS に関して研究成果を以下に報告する。前述したようにコリバクチン
PKS-NRPSを構成する 10種類のタンパク質のうち ClbJのみがこれまでタンパク質生産が報告さ
れていない（表１）。そこで ClbJの遺伝子をコードする大腸菌用と放線菌用の発現ベクターを構
築した。興味深いことに大腸菌においてタンパク質は生産されたものの、放線菌においては当該
タンパク質の生産は確認できなかった。トリコスタチン PKSにおける TsnB2と全く逆の結果と
なった。一方、大腸菌内で生産可能とされていた ClbBに関しては、各種発言条件を検討したが
我々の研究室では大腸菌でも放線菌でも取得できなかった。結果として全てのタンパク質を精
製することができず試験管内再構成を断念した。 
 
表 1 コリバクチン PKS-NRPSを構成するタンパク質の大腸菌における生産の可否 
タンパク質の名前 大腸菌での生産の可

否（報告済） 
大腸菌での生産の可
否（湯澤研究室） 

放線菌での生産の可
否（湯澤研究室） 

ClbB 可 (PMID = 28805802) 不可 不可 
ClbC 可 (PMID = 26890481) 可  
ClbH 可 (PMID = 28805802) 可  
ClbI 可 (PMID = 26890481) 可  
ClbJ 不可 可 不可 
ClbK 可 (PMID = 26890481) 可  
ClbL 可 (PMID = 31251062) 可  
ClbN 可 (PMID = 23406518) 可  
ClbO 可 (PMID = 26890481) 可  
ClbQ 可 (PMID = 27547923) 可  

 
エリスロマイシン PKS に関して研究成果を以下に報告する。前述したようにエリスロマイシン
PKS を構成する 3 種類のタンパク質のうち EryAI のみがこれまでタンパク質生産が報告されて
いない（表 2）。そこで EryAI の遺伝子をコードする大腸菌用と放線菌用の発現ベクターを構築
した。残念ながら大腸菌においても放線菌においては当該タンパク質の生産は確認できなかっ
た。結果として全てのタンパク質を精製することができず試験管内再構成を断念した。 
 
表 2 エリスロマイシン PKSを構成するタンパク質の大腸菌における生産の可否 
タンパク質の名前 大腸菌での生産の可

否（報告済） 
大腸菌での生産の可
否（湯澤研究室） 

放線菌での生産の可
否（湯澤研究室） 

EryAI 不可 不可 不可 
EryAII 可 (PMID = 24161212) 可  
EryAIII 可 (PMID = 24161212) 可  

 
以上の結果をまとめる。トリコスタチン PKSを構成する 3種類のタンパク質のうち TsnB2は放
線菌のみでタンパク質生産が可能であった。PKS や NRPS の多くが放線菌由来であるため、放
線菌をタンパク質生産ホストとして使用することで多様な PKS や NRPS の試験管内再構成が可
能であると考え本研究を行なった。一方で、エリスロマイシンの系では放線菌を使用しても
EryAIは取得できなかった。したがって、放線菌由来のタンパク質の生産に放線菌が優位である
という結論は得られなかった。コリバクチン PKS-NRPS は大腸菌に由来する。したがって、放
線菌ではなく、大腸菌の方がタンパク質生産に適していると考えた。これまでタンパク質生産が
報告されていない ClbJに関してはタンパク質の生産温度を 15℃まで下げることでタンパク質の
生産が可能となった（放線菌では取得できなかった）。しかしながら、大腸菌で生産可能と報告
されていたClbBがどのような条件でも取得できず、残念がら試験管内再構成には至らなかった。
今後も引き続き各種 PKS や NRPS のタンパク質生産方法を模索し、当該分野の生化学的知見の
蓄積に貢献したい。 
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