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研究成果の概要（和文）：放線菌によって生産される抗生物質ストレプトスリシン（ST）は、
その側鎖にβリジンオリゴペプチドを有する。本研究で我々は、ST の生合成に関与する 3 つ
の非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）を同定し、ORF 5 は単独型アデニル化ドメイン、
ORF 18 はチオレーションドメインと縮合ドメイン、ORF 19 は単独型アデニル化ドメインで
あった。 
 
研究成果の概要（英文）：The streptothricin (ST) antibiotics, produced by Streptomyces 
bacteria, contain L-β-lysine oligopeptides as pendant chains. In this study, we 
identified three unusual nonribosomal peptide synthetases (NRPSs) involved in ST 
biosynthesis: ORF 5 (a stand-alone adenylation (A) domain), ORF 18 (containing thiolation 
(T) and condensation (C) domains) and ORF 19 (a stand-alone A domain).  
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１．研究開始当初の背景 

我々は、強力な抗菌活性や抗ガン活性など
の有用な生理活性を示すにも関わらず、毒性
のためにこれまで実用化されていない抗生
物質ストレプトスリシン（ST）について、そ

の有効利用の可能性を探ってきた。ST の構造
に含まれ、強力なポリカチオン性を示すβ-リ
ジンペプチド構造（1～7残基）は細胞膜の流
動性にダメージを与えることで自身の細胞
膜透過性を改善することで抗菌活性を発揮



すると考えられている。 
 

２．研究の目的 
 多くの天然化合物は、医薬品リード化合物
の潜在能力を持っているにも関わらず、利用
されないまま薬品庫に眠ったままになって
いる。これら化合物において、生体膜の透過
性を促進させることができれば、生理活性が
向上し、臨床応用につながる新たな化合物を
見出すことができると考えられる。我々は、
この化合物ライブラリーの質的向上に、ポリ
カチオン性を示すβ-リジンペプチドによる
修飾が有効であると考えている。また、抗生
物質耐性菌の多くが薬剤排出タンパク質の

変異によって抗生物質耐性を獲得している
ことを考えると、薬剤をβ-リジンペプチド化
し、その透過性を高めることができれば、そ
の抗菌活性を復活させることが可能になる
と考えられる。特に、耐性菌で問題になって
いるアミノグリコシド系抗生物質（AGs）に
ついて、膜透過性を向上できれば、その有用
性は高い。抗ガン抗生物質においても、その
薬剤耐性メカニズムの多くが細胞における
薬剤排出タンパク質の変異であることから、
耐性メカニズムを回避する手段として、化合
物の透過性を改善できる新たな方法として
期待できる。 
そこで、本研究では、ST の生合成メカニズ

ム、特に、β-リジンペプチドの生合成にメカ
ニズムを解明し、それら生合成酵素の応用利
用によって、化合物のポβ-リジンペプチド化
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 すでに ST生産放線菌 Streptomyces rochei 
NBRC12908ゲノムよりST生合成遺伝子クラス
ター（約 34Kbp）を取得しており、非リボゾ
ームペプチド合成酵素(NRPS)遺伝子が複数
存在することを明らかにしている。また、本
遺伝子断片を持つコスミドを異種放線菌
Streptomyces lividans に導入したところ、3
残基以上のβ-リジンペプチドを有する ST の
生産を確認したことから、本遺伝子断片（約
34Kbp）に ST 生合成遺伝子セットの全てが含
まれていることを明らかにしている。そこで、
本研究課題では、各遺伝子の破壊コスミドを

構築し S. lividans に導入することで、本遺
伝子群に含まれる各 ORFの機能解析を行った。
また、得られた導入株の生成物を解析し、生
合成中間体を同定すると同時に各遺伝子の
機能推定と組換え酵素による解析を行った。 
 放線菌 Streptomyces lavandurae NBRC127
89 は、S. rochei と同じく ST 生産菌として
知られている。しかし本菌株は、S. rochei
と異なりβ-リジン 1残基を有する ST-F のみ
生産することを我々は突き止めていた。した
がって、S. lavandurae NBRC12789 由来の ST
生合成遺伝子群にはβ-リジンペプチド合成
酵素遺伝子が存在しておらず、既得の S. ro
chei 由来 ST 生合成遺伝子群と比較すること
で、遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
 ST は、1943 年にワックスマン博士によっ
て Streptpmyces lavendulae の培養液から初
めて単離され、以来、数多くの放線菌から見
つかっている抗生物質である。ST の特筆すべ
き特徴は、その化学構造に 1 残基のβ-リジ
ンあるいは 2～7残基のβ-リジンペプチドを
有していることであり、また、このβ-リジ
ンペプチド側鎖が長くなるほど生理活性が
強い。 
 放線菌S. rochei NBRC12908はST-F、ST-E、
ST-D、ST-C を生産する。そこで、本菌株のゲ
ノムライブラリーより、ST生合成遺伝子を有
するコスミドを取得した。本コスミドの全塩
基配列を決定したところ、4 つの非リボソー
ム型ペプチド合成酵素（NRPS）遺伝子（orf 5、
orf 13、orf 18、orf 19）を含む遺伝子群が
見出された。さらに、本コスミドを異種放線
菌 Streptomyces lividans TK23 に導入した
ところ、ST-F、ST-E、ST-D、ST-C を生産した
ことから、このゲノム断片（32 kbp）には、
ST の生合成に必要な全ての遺伝子セットが
含まれていることを明らかにした。さらに、
これら NRPS 遺伝子の破壊実験、および、組
換え酵素を用いた酵素反応によって、ST生合
成中間体であるストレプトスリサミンを同
定するとともに、ST の生合成メカニズムを次

の よ う に 明 ら か に し た 。 単 独 型 の
adenylation (A)-domainであるORF5とORF19
は、両者ともβ－リジンをアデニル化によっ
て活性化するが、ORF5 によって活性化された
β－リジンだけが ORF18 の thiolation 
(T)-domain にローディングされる。興味深い
ことに、ORF19 によって活性化されたβ－リ
ジンは、ORF18 の T-domain に結合した状態で



進行するβ-リジンペプチド合成の伸長基質
として直接使われ、そのペプチド合成反応は
ORF19 が直接触媒する極めて興味深いメカニ
ズムであった。これまでに様々な NRPS の
A-domain が報告されているが、基質のアデニ
ル化（活性化）だけでなく、それを直接基質
として利用しペプチド結合をも合成できる
A-domainは初めての例である。S. lavandurae 
NBRC12789 は、β-リジン 1残基を有する ST-F
のみ生産する放線菌であり、本菌株から ST
生合成遺伝子クラスターを取得したところ、
ORF19 のホモログ遺伝子は認められなかった。 
 T-domain 上で伸長したβ-リジンペプチド
は、ORF18 の condensation (C)-domain の触
媒により ST 生合成中間体ストレプトスリサ
ミンと縮合し、ST として ORF18 からリリース
される。例えば、ORF18 の T-domain に 4 残基
のβ-リジンペプチドが結合した時に、
C-domain によってストレプトスリサミンと
の縮合が起これば、ST-C が生成する。すなわ
ち、ST 上のβ－リジンペプチドの鎖長は、ど
のタイミングで C-domain がストレプトスリ
サミンとβ－リジンペプチドの縮合を触媒
するかで決まる。他方、T-domain 上でのβ－
リジンペプチドの鎖長は、ORF19 の触媒回数
によって決まる。言い換えれば、ORF19 の反
応が早いか、あるいは、ORF18 の C-domain の
反応が早いかで ST のβ－リジンペプチドの
鎖長が決まる、いい加減なメカニズムと言え
る。実際、C-domain の触媒アミノ酸残基に部
位特異的変異を導入し活性を弱めた変異型
酵素（Q288A）を用いて反応では、C-domain
によるストレプトスリサミンとβ－リジン
ペプチドの縮合のタイミングが遅れ、より長
いβ－リジンペプチド鎖長を有する ST が生
産された。 
 ORF5とORF19の基質特異性を評価したとこ
ろ、β-リジンの構造アナログであるβ-ホモ
リジンも基質になることが判明した。そこで、
基質としてβ－ホモリジン、ストレプトスリ
サミン、そして 3つの酵素 ORF5、ORF18、ORF19
にて酵素反応を行ったところ、ストレプトス
リサミンにβ－ホモリジンが 1～3 残基結合
した新規 ST 類縁化合物 ST-hF、ST-hE、ST-hD
が合成された。また、最近、ORF19 はアミノ
グリコシド系抗生物質であるカナマイシン
とアミカシンのβ-リジン化を触媒すること
を見出した。 
 さらに興味深いことに、T-domain 上で伸長
したβ-リジンペプチドがストレプトスリサ
ミンの代わりに H2O と反応した場合、β－リ
ジンペプチドのみの構造としてリリースさ
れる。さらに、リリースされたβ-リジンペ
プチドは ST の生合成に利用されることは無
く、in vitro の反応で創製された新規 ST 類
縁化合物であった。最近我々は、各種 ORF18
の変異型酵素を用いた研究において、この反

応は ORF18 の C-domain によって触媒される
のではなく、非酵素的な加水分解反応で進行
すること明らかにした。さらに、H2O だけで
なく、グリセロール、トリスとも反応しこれ
ら化合物とのエステル体も生成することを
明らかにしている。 
 STのβ-リジンペプチドはSTの生理活性に
重要な役割を有していることから、β-リジ
ンペプチドのみの構造が有する生理活性に
は、大変興味が持たれた。また、生合成中間
体であるストレプトスリサミンの生理活性、
さらには、in vitro の反応で創製された新規
ST 類縁化合物の生理活性は大変興味深い。そ
こで、本研究で創製できた新規化合物のうち
単離精製できた化合物についてその生理活
性を評価した。その結果、ストレプトスリサ
ミンは、原核・真核細胞ともに全く抗菌活性
を示さないことが判明し、強毒性として知ら
れる ST の生理活性には、1 残基以上のβ-リ
ジンが必要であることを初めて明らかにし
た。ST-hF は、ST-F と同程度の生理活性を示
し、真核生物への毒性は緩和されていなかっ
た。その一方で、6残基からなるβ-リジンペ
プチドのみの構造においては、Bacillus 
subtilis に対して特異的な抗菌活性を示し
た。 
 現在、本研究課題の最終目標である種々化
合物のβ-リジンペプチドを可能にする ORF5、
ORF18、ORF19 の変異型酵素の構築を進めてい
るところである。研究期間内に計画した最終
目標を達成するとこまであと一歩ではあっ
たが、ST の生合成メカニズムを解明した研究
成果は国内外で高く評価された（５．主な発
表論文等を参照）。 
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