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研究成果の概要（和文）：微生物が産生するペプチド性天然化合物の多くは、非リボソーム性ペプチド合成酵素（NRPS
）によって合成される。そのため、NRPSの’gatekeeper’としての役割を担っているアデニレーション（A）ドメイン
を改変し、非天然化合物を創出する試みが多数報告されているが成功例は非常に少ない。本研究では、Aドメインを標
的にする化学プローブ群を創出し、プローブ分子のビオチン官能基を利用した、ELISA法の開発を行った。プローブ分
子へのAドメインの特異的な結合を指標に、リガンド部位のアミノ酸に基質特異性 (酵素活性)を有するAドメインの迅
速、 簡便、かつ高感度な検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：A significant gap exists between protein engineering and enzymes used for the 
biosynthesis of natural products, largely because there is a paucity of strategies that rapidly detect 
active-site phenotypes of the enzymes with desired activities. Herein, we developed an enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) system for the adenylation (A) domains in nonribosomal peptide synthetases 
(NRPSs) using a combination of active site-directed probes coupled to a 
5'-O-N-(aminoacyl)sulfamoyladenosine scaffold with a biotin functionality
that immobilizes probe molecules onto a streptavidin-coated solid support.When coupled with a chromogenic 
substrate, the antibody-based ELISA technique can visualize probe-protein binding interactions, which 
provides accurate readouts of the A-domain functions in NRPS enzymes.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 非リボソーム性ペプチド　非リボソーム性ペプチド合成酵素　アデニレーションドメイン　化学プロー
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１．研究開始当初の背景 
 微生物が産生する二次代謝産物は、その生
物活性の多様性から重要な研究ツールとな
り創薬シーズとなってきた。そのような天然
有機化合物の多くは非リボソーム性ペプチ
ド合成酵素 (NRPS) およびポリケタイド合
成酵素 (PKS) と呼ばれる酵素群によって合
成される。そのため, これら酵素システムを
人為的に改変し、 非天然有機化合物を創出
する試みが報告されているが、タンパク質工
学的手法が成熟しつつある今日においても
容易なことではない。 一因として、設計し
た基質特異性を有する酵素ドメインを創出
することが困難であることが挙げられる。 
 
２．研究の目的 
微生物の有する多モジュール型酵素 NRPS

により合成される非リボソーム性ペプチド
は、 構造上極めて多様性に富んだ化合物群
である。また、有用な生理活性を有すること
から、将来にわたる医薬品の探索･供給源と
して有望視されている。NRPS モジュールに
必ず存在する A ドメインは非常に厳密な基
質特異性を有し、 天然の 20 種のアミノ酸、 
非天然アミノ酸およびアリール酸などの生
体内プールから特異的に 1 つをアミノアシル
(AA)-AMP に活性化する (Fig. 1a, step 1)。次
に、下流の担体タンパク質 (CP) 上の 4’-ホ
スホパンテテイン末端のチオール基にその
基質を受け渡すことによって、アミノ酸ビル
ディングブロックを含むペプチド性天然有
機化合物の合成が進行していく (Fig. 1a, step 
2)。すなわち、A ドメインは非リボソーム性
ペプチド合成における’gatekeeper’の役割を
担っている。そのため、A ドメインはタンパ
ク質工学の魅力的な標的となってきた。これ
までに、① ドメインスワッピング法を利用
し基質特異性の異なるAドメインをNRPSモ
ジュールに導入する  (J. Ind. Microbiol. 
Biotechnol. 2006, 33, 66-74)、②  NRPS Code 
にランダム変異を導入し A ドメインライブ
ラリーを構築する (Nucleic Acids Res. 2005, 
33, 5799-5808; Chem. Biol. 2011, 18, 601-607)、
2 つの手法が報告されている。しかしながら、
①は CP を介したタンパク質間相互作用を破
壊してしまうため、設計した化合物ができな
いあるいは収量の大幅な低下という結果に
なることがほとんどである (J. Ind. Microbiol. 
Biotechnol. 2006, 33, 66-74; Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 2006, 103, 17462-14767)。一方、② は
A ドメインの活性部位に存在する基質特異性
を決定する重要なアミノ酸残基 (8-10 残基) 
に対してランダム変異を導入しているため、
タンパク質間相互作用を破壊することはな
い。しかしながら、A ドメインライブラリー
から設計した基質特異性を有する A ドメイ
ンを取得することは容易なことではない 
(Chem. Biol. 2011, 18, 601-607)。 これは設計し
た基質特異性を有する A ドメインを選別す
るための明確な指標を欠いていることが挙

げられる。    
我々は L-Phe に基質特異性を有する A ドメ

インを含むNRPSモジュールGrsA (APhe-CP-E 
(E: 異性化酵素)) に特異的に結合する分子プ
ローブ (L-Phe-AMS-biotin 1, Ki = 34.0 ± 2.8 
nM; L-Phe-AMS 6, Ki = 1.20 ± 0.14 nM) の開
発を行ってきた (Fig. 1b) (Bioorg. Med. Chem. 
Lett. 2014, 24, 865-869)。そこで、 ②および分
子プローブを組み合わせれば、設計した基質
特異性を有する A ドメインを分子プローブ
に対する結合を指標にスクリーニングする
ことが可能になると期待して以下の研究を
計画した。 
 

 
Fig 1. (a) A ドメインの触媒反応機構。(b) 分
子プローブ aminoacyl-AMS-biotin および
aminoacyl-AMS の構造。(c) NRPS A ドメイン
に対する酵素免疫吸着法 (ELISA)。NRPS は
担体タンパク質 (CP または T と表記)、アデ
ニレーション (A) ドメイン、縮合酵素 (C) 
ドメインを基本構成単位として有している。 
 
３．研究の方法 
分子プローブを利用することの最大の利点
は、 設計した基質特異性を有する A ドメイ
ンを選別できることである。さらに、天然の
20 種のアミノ酸に限らず天然に存在しない
基質特異性を有する A ドメインを創出でき
る 可 能 性 が あ る そ の た め に は
aminoacyl-AMS-biotin scaffoldの汎用性を示す
ことが最初のステップである。本若手研究 
(B)では、種々のアミノ酸やアリール酸を導入
した aminoacyl-AMS-biotin プローブの合成お



よび機能評価を行うとともに、A ドメイン変
異体をスクリーニングするための酵素免疫
吸着法 (ELISA) を確立する (Fig. 1c)。さらに、 
Aドメイン変異体を作製し、本ELISA platform
の可能性を検討する。 
 
①  A ドメインに対する分子プローブ
aminoacyl-AMS-biotin の設計および合成 
分子プローブ aminoacyl-AMS-biotin の設計
は、 A ドメインの触媒反応における高反応
性中間体である AA-AMP のリン酸エステル
結合を安定なスルファモイル基で置換する
こ と に 基 づ く  ( 生 物 学 的 等 価 体 ) 
(ChemBioChem 2003, 4, 903-906)。 プローブの
96 穴プレートへの固定化およびストレプト
アビジンと NRPS モジュールとの立体的な反
発を最小限にする目的で 56Åのスペーサー
を有する PEG12-biotin をアデノシンの 2’位ヒ
ドロキシル基に導入する (Fig. 1b)。また、
aminoacyl-AMS-biotin スカフォードの汎用性
を示す目的でリガンド部位のアミノ酸を
L-Pro 2、L-Tyr 3、DHB 4 (2,3-ジヒドロキシ安
息香酸)、Sal 5 (サリシル酸) に置換した分子
プローブの合成を行う。 
 
② 分子プローブの機能解析 
抗生物質グラミシジン S の生合成に関与す
る NRPS (GrsA: APhe-CP-E)、抗生物質チロシ
ジンの生合成に関与する NRPS (TycA: 
APhe-CP-E, TycB1: C-APro-CP)、タンパク質分解
酵素カルパイン阻害剤アウレウシミンの生
合成に関与する NRPS (AusA2: ATyr-CP-R (還
元酵素))、鉄キレーター (シデロフォア) エン
テロバクチンの生合成に関与する NRPS 
(EntE: ADHB) の NRPS モジュールあるいは A
ドメインを大腸菌組換えタンパク質 (C 末端
ヒスチジン tag) として調製する。分子プロー
ブの機能評価は、大腸菌組換えタンパク質と
して調製したNRPSモジュールあるいはAド
メインに対する阻害定数 Ki を算出すること
により行う。Kiは、ヒドロキシルアミン-MesG
アッセイ系を利用し、 A ドメインの触媒反
応により放出される PPi を分光光度計 (355 
nm)で間接的に定量する (Anal. Biochem. 2010, 
404, 56-63)。 
 
③  分子プローブを固定化した ELISA 
platform の開発 
 テーラーメイドな A ドメインの創出に向け、
設計した基質特異性を有する A ドメインを
スクリーニングするシステムを構築するこ
とが鍵となる。そこで、迅速、簡便、高感度
な ELISA platform の開発を行う (Fig. 1c)。分
子プローブのビオチン官能基を利用し、 ス
トレプトアビジンを担持したプレートに分
子プローブを固定化する。続いて、NRPS タ
ンパク質と結合反応を行う。分子プローブ/
タンパク質相互作用は、一次抗体として抗
His-tag 抗体、二次抗体として西洋わさび由来
のペルオキシダーゼ (HRP) を縮合した抗マ

ウス抗体を用いて検出を行う。 
 
④ A ドメイン変異体の構築 
 DHB-AMS-biotin 4に特異的に結合する EntE 
(ADHB) を用いて変異体の構築を行う。EntE
の NRPS code (活性部位を構成しているアミ
ノ酸残基で、基質特異性を決定している 8-10
アミノ酸残基) に、部位特異的変異導入を行
うことにより 9 種類の EntE 変異体の作製を
行った。 
 
⑤ ELISA platform による活性部位の微細な
構造変化の検出 

DHB-AMS-biotin 4 および Sal-AMS-biotin 5
を固定化する。 続いて、作製した 9 種類の
EntE 変異体との結合実験を行う。常法に従い、
分子プローブ/タンパク質相互作用の解析を
行う。さらに、酵素動力学的パラメーターを
算出し、分子プローブへの結合活性と酵素機
能 (基質特異性) の関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
① A ドメインに対する分子プローブ
aminoacyl-AMS-biotin の設計および合成 
L-Pro、L-Tyr、 DHB および Sal をリガンド部
に 有 す る L-Pro-AMS-biotin 2 、
L-Tyr-AMS-biotin 3、DHB-AMS-biotin 4 および
Sal-AMS-biotin 5 の合成は、入手可能なアデノ
シンから 9 段階で合成を行った。 
 
② 分子プローブの機能解析 
合成した分子プローブ L-Pro-AMS-biotin 2、

L-Tyr-AMS-biotin 3、DHB-AMS-biotin 4 は、そ
れぞれ NRPS A ドメインに対して高い阻害能
を有していることがわかった (2: Ki = 6.4 ± 
0.88 µM (TycB1: C-APro-CP)、3: Ki = 220 ± 37 
nM (AusA2: ATyr-CP-R)、4: Ki = 13.6 ± 2.1 nM 
(EntE: ADHB))。また、Peg12-bitotin 修飾を持た
ない L-Pro-AMS 7、L-Tyr-AMS 8、Sal-AMS 9
の TycB1、AusA2、EntE に対する阻害定数 (Ki) 
はそれぞれ 431 ± 42 nM、471 ± 69 nM、
10.7 ± 2.4 nM であった。これら結果から、
アデノシン骨格の 2’位水酸基への化学修飾
は、分子プローブの A ドメインに対する阻害
能に影響を与えないことが明らかとなった 
(TycB1- L-Pro-AMS-biotin 2 を除く)。 
 
③ 分 子 プ ロ ー ブ を 固 定 化 し た ELISA 
platform の開発 
 ストレプトアビジン/ビオチンの強固な相
互作用を利用することで、分子プローブ 1-4
を 96 穴プレートへ固定化した。 次に、GrsA 
(APhe-CP-E) 、 TycA (APhe-CP-E) 、  TycB1 
(C-APro-CP)、AusA2 (ATyr-CP-R)、EntE (ADHB) 
との結合反応を行った。大腸菌組換えタンパ
ク質の tag 分子を利用し、一次抗体として抗
tag 抗体を、二次抗体として HRP 縮合抗マウ
ス抗体を組み合わせることで、分子プローブ
/タンパク質相互作用の特異的検出を行った。



その結果、分子プローブ 1-4 は、リガンド部
アミノ酸に基質特異性を有する A ドメイン
を特異的に検出できることが明らかとなっ
た。すなわち、L-Phe-AMS-biotin 1 は GrsA お
よび TycA を、L-Pro-AMS-biotin 2は TycB1 を、
L-Tyr-AMS-biotin 3 は AusA2 を 、 
DHB-AMS-biotin 4 は EntE のみを特異的に検
出可能であった。さらに、本 ELISA 法は、A
ドメインを過剰発現させた E. coli 抽出液を
用いた夾雑系においても特異的に標的を検
出できることを確認した。 
 
④ A ドメイン変異体の構築 
 EntE の NRPS Code (活性部位を構成してい
るアミノ酸残基で、基質特異性を決定してい
る 8-10 アミノ酸残基) に、部位特異的変異導
入を行うことにより 9 種類の EntE 変異体の
作製を行った。すべての EntE 変異体は大腸
菌組換えタンパク質 (C 末端ヒスチジン tag) 
として調製した。 
 
⑤ ELISA platform による活性部位の微細な
構造変化の検出 
 DHB-AMS-biotin 4 および Sal-AMS-biotin 

5 をプレートに固定化した。続いて、作製し
た 9 種類の EntE 変異体との結合実験を行い、
常法に従い、分子プローブ/タンパク質相互作
用の解析を行った。9 種類の EntE 変異体のう
ち 4 種類は DHB-AMS-biotin 4 ではなく、
Sal-AMS-biotin 5 に特異的に結合することが
明らかとなった。この結果から、 4 種類の
EntE 変異体は、本来の基質である DHB では
なく、Sal に基質特異性を有する A ドメイン
へと酵素機能が改変されていることが予想
された。そこで、4 種類の EntE 変異体につい
て速度論的解析を行った。その結果、野生型
EntE と比較して 26-58 倍 Sal に対して基質特
異性が高くなっていることが確認できた。分
子プローブへの結合と酵素機能 (基質特異
性) は良い相関を示すことから、分子プロー
ブを駆使した本 ELISA 法は、A ドメイン変異
体ライブラリーから設計した酵素機能を有
する A ドメインを取得するための有用な基
盤技術となることが示された。 
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