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緒緒  言言  

 
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、本ステップは比較的難易度の高い反応であり、煩雑な保護・脱保護、異性化や

分子間反応の抑制といった克服すべき問題を抱えている。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。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、14 残基以上の比較的大型の

ペプチドに対して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末端に融合した末端ドメインが知られるのみであった。 
そのような中、我々は最近、海洋放線菌に由来する非リボソームペプチド surugamide類［1，2］の生合成に関わる

新規ペプチド環化酵素SurEを同定した［3］。一般的な非リボソームペプチドの生合成では、ペプチドの環化を触媒す

る末端ドメインはNRPS のC 末端に融合しているのに対し、我々の見出したSurE はNRPS から独立して存在する。

SurE は従来の末端ドメインとは配列相同性を示さず、細胞壁合成を担うペニシリン結合タンパク質 PBP に類似する

ことから、これを新しいタイプの末端ドメイン「PBP-type TE」として提唱している（図1a、b）［3］。続く詳細な解

析により、SurE が基質ペプチドの配列・鎖長に対して寛容なペプチド環化酵素であること、その認識には基質両末端

のアミノ酸残基が重要であることを明らかにしてきた［4，5］。データベース検索の結果、類似のPBP-type TE遺伝子

は、三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

見出されたほか、放線菌ゲノム情報中に 200 個以上見出された（図 1c）このことから PBP-type TE は、多くの環状 

ペプチドの生合成に関与する普遍的なペプチド環化の仕組みといえる。興味深いことに周辺の遺伝子情報から、多様な

配列・鎖長のペプチド鎖が生合成されることが容易に予想された。このことはそれぞれの環化酵素の基質選択性が  

大きく異なっていることを示唆している（図1c）。 
そこで本研究では、放線菌に眠る機能未知のPBP-type TEファミリーを一挙にクローニングし、化学合成した基質

類縁体を用いて、その基質スペクトルの全容を明らかにすることを目指した。同時に、タンパク質 X 線結晶構造解析 

およびモデル構造により PBP-type TE の基質選択性発現のメカニズムを明らかにし、各酵素の選択性発現に重要な 

「モチーフ構造」の同定を試みた。さらにはモチーフ残基に変異を導入し基質スペクトルを拡張した改変酵素の創成を

目指した。 
非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）のエンジニアリングは様々な修飾ペプチドの醗酵生産を可能にする技術で

あるが、現状成功例は極めて少なく、汎用性の高い改変技術の確立には至っていない。これを困難にする主要因の一つ

として従来の末端ドメインの厳密な基質選択性が挙げられる。一方、我々の見出したPBP-type TEは寛容な基質選択

性を有することから、従来型の環化ドメインをPBP-type TEに換装することで、この問題は解決されうる。本研究で
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は、上述のPBP-type TE の触媒利用を目指すことに加え、PBP-type TE 遺伝子を基軸としたNRPS エンジニアリン

グによって非天然型環状ペプチドの生物生産技術の確立を目指す。 
 

 
 

図1．非リボソーム型マクロラクタム surugamide類の生合成 
a） surugamide類生合成遺伝子クラスター。 
b） ペプチド環化酵素SurEによるsurugamide類の環化反応。SurEはSurC/Dの両方にtransで

作用し、鎖長・配列の異なる基質を環化する。  
c） PBP-type TEのアミノ酸配列系統樹。機能が明らかなものを矢印で示した。また各酵素の

基質鎖長を数字で示した。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

  

11．．SSuurrEEのの基基質質選選択択性性のの検検証証  
環状オクタペプチド surugamide Bの環化前駆体を模倣したペプチドチオエステル体（SNAC体）をモデルに、基質

類縁体をペプチド固相合成法により調製した（図2a）。両末端を除く配列内部のアミノ酸残基を、立体化学を保持した

ままそれぞれ Ala へと置換した基質類縁体を合成し、組換え SurE と 2 時間反応した。その結果、反応速度の低下が 

見られたものの、ほとんどの基質が定量的に環化産物へと変換された。また、いずれの基質を用いた場合でも、    

加水分解や多量体化といった副反応の進行は認められなかった。このことからSurEは配列内部のアミノ酸残基に対し

て寛容な選択性を示すことが明らかになった。また、SurE の基質末端残基に対する選択性を検証したところ、両末端

の脂肪族アミノ酸残基を親水性アミノ酸や側鎖の小さい D-Ala や Gly へと置換した基質では環化反応が進行しなかっ

た。一方で、芳香族アミノ酸へと置換した基質は野生型の基質よりも高い効率で環化産物へと変換された。また基質末

端アミノ酸残基の立体化学に対する選択性を検証するため、N 末端の L-Ile をD-allo-Ile に置換した基質、及びC 末端

の D-Leu を L-Leu に置換した基質をそれぞれ合成し酵素反応に供した。その結果、N 末端の立体置換体は徐々に    

加水分解されるのみであり、環化反応の進行は認められなかった。またC末端置換体の場合は、基質の消費は認められ

なかった。このことからSurEは基質両末端残基の立体化学を厳密に認識し、両末端のヘテロキラルな残基（N末端の

L-アミノ酸とC 末端のD-アミノ酸）間のマクロラクタム化を選択的に触媒することが明らかとなった［6］。 
22．．SSuurrEEののXX線線結結晶晶構構造造解解析析  

SurEの立体選択性の発現メカニズムを明らかにするため、SurEのX線結晶構造解析を行った。SAD法によりSeMet
置換体の構造を分解能 2.7 Åで取得し、分子置換法により野生型 SurE の apo 体構造を 2.2 Åで取得した。非対称  

単位には 2 分子のモノマーが含まれており、N 末端の PBP に類似したドメインと、C 末端のβ-バレル構造の      
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リポカリンドメインはフレキシブルなリンカーにより結合していた（図 2b）。リポカリンドメインは PBP ドメインの

活性中心に覆いかぶさるように位置しており、二つのドメインの間に基質結合ポケットが形成されていた。SurE の  

基質 C 末端残基に対する立体選択性について検証するため、apo 体構造と、基質ペプチド鎖の C 末端を模倣した   

N-formyl- D-Leuを基にペプチド-酵素複合体のモデル構造を生成した（図2c）。ペプチド鎖の最安定配座を計算したと

ころ、N -formyl- D -Leu を結合したモデルは、N -formyl- L-Leu を結合したモデルと比較して安定であった。C 末端 

D-Leu の側鎖は活性中心付近のLeu231 やVal309 によって形成される疎水性ポケットに格納されており、このポケッ

トが C 末端 D-アミノ酸の認識に重要な役割を果たす可能性が示唆された（図 2c）。基質のソーキングによりペプチド-
酵素複合体の構造決定を試みた結果、ペプチド鎖に相当する電子密度は観察されなかったものの、触媒Ser残基に結合

したD-Leu残基の電子密度が確認された。またこの時、187～228のループが大きく構造変化し、ループ中のH225/M226
画活性中心に向かって接近する様子が観察された（図2d、e）。H225残基の変異体H225Aでは野生型に比べて同等の

Kmを示す一方でkcatが約3倍低下したことから、このループはペプチド鎖の環化の段階に関与することが示唆された。

このループの長さとアミノ酸配列はホモログ間で大きな差異があるため、基質選択性を左右する重要なモチーフ構造で

ある可能性が考えられる［6］。 

 
 

図2．SurEの基質選択性の検証およびX線結晶構造解析 
a） SurEの基質選択性の検証。 
b） SurEのX線結晶構造解析。 
c） 基質酵素複合体モデルの最安定配座計算結果。 
d） 基質結合に伴うループ領域の動き。 
e） holo体の基質結合サイト（ループ中のH225/M22が活性中心に接近している）。 

 
33．．短短鎖鎖ペペププチチドドのの環環化化にに特特化化ししたたPPEEPP--ttyyppee  TTEE,,  PPeennAAのの機機能能解解析析  
データベース中に存在するPBP-type TEの基質選択性の多様性を明らかにすることを目的に、PBP-type TE遺伝子

を有する放線菌株を購入し、PBP-type TE 遺伝子のクローニングを行った。このうち、放線菌由来環状ペンタペプチ

ド pentaminomycin 類およびBE-18257 類の生合成におけるペプチド環状化反応を担うPenA の組換えタンパク質を

可溶性画分に取得できたため、in vitro にてその基質選択性を詳細に検討した。その結果、PenA は SurE と同様に、

1．N, C末端残基に対する厳密な立体選択性（N末端は L-アミノ酸、C末端はD-アミノ酸）及び2．基質配列内部のア

ミノ酸に対する寛容な選択性、を示した。一方、これらの酵素は基質の鎖長に対しては異なる選択性を示した。特筆す

べきことに、テトラペプチドを基質とした反応において、SurEは単量環化体及び二量環化体を与えたのに対し、PenA
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は二量環化体を与えず、単量環化体を選択的に与えた（図3）。このことからPenAはSurEと比較して、より短鎖のペ

プチド基質の環化に特化した環化酵素であることが明らかとなった。またPenAのモデル構造をSurEのアポ体の構造

と比較したところ、C 末端ドメインのターンループが 10 残基ほど伸長しており、基質ポケットの入り口に覆いかぶさ

るように位置することが示唆された。このことから本ループ構造がPenAに短鎖ペプチド選択性を付与する重要な構造

モチーフである可能性が示唆された［7］。 
 

 
図3．SurEとPenAの基質選択性の差異とタンパク質モデル構造の比較 

図左半分にはSurEの立体構造とSurEによって生合成される天然物の構造を示した。またSurEの構造の下に

は、テトラペプチドを基質としてSurEが与える酵素生成物の構造を示した。また、図右半分にはPenAの   

モデル構造とPenAによって生合成される天然物の構造を示した。PenAのモデル構造の下にはテトラペプチド

を基質としてPenAが与える酵素生成物の構造を示した。 
 
44..  非非天天然然型型 ssuurruuggaammiiddee類類縁縁体体のの iinn  vviivvoo生生産産  

SurE の寛容な基質選択性は試験管内だけでなく生体内でも発揮されることから、SurE を利用した非天然型の環状

ペプチドの生物合成を試みた。環状デカペプチド cyclosurugamide Fの環化前駆体のC 末端2残基L-Val-D-Alaの伸

長を担う NRPS、SurC のモジュール 5、6 の機能を終始コドンの挿入により破壊し、アッセンブリーラインを短縮し

た（図4a）。形質転換体の代謝物のLC-MS分析の結果、本形質転換体は cyclosurugamide Fの生産能を失った一方で、

非天然型の環状ペプチド11とその直鎖類縁体22を生産した（図4b、c）。このことからSurEはNRPS末端モジュール

だけでなく、本来相互作用しない内部モジュールの PCP ドメインに担持された非天然の基質にも作用し、環化できる

ことが示された［6］。 
 

考考  察察  

 
非非リリボボソソーームム型型環環状状ペペププチチドドのの環環化化機機構構ににおおけけるるPPBBPP--ttyyppee  TTEEのの位位置置付付けけ  

PBP-type TEと協働するNRPSはいずれも末尾の terminal moduleにアミノ酸残基の異性化を担うepimerization 
（E）ドメインを有しており、なおかつ先頭の loading module にはEドメインが存在しない。このことから、いずれ

の環化前駆体のN 末端も L-アミノ酸であり、C 末端はD-アミノ酸であると考えられ、本研究でSurEが示した基質末

端残基の立体化学に対するヘテロキラルな選択性はPBP-type TE全体に共通する特徴であると考えられる。一方で、
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従来型の非リボソームペプチド環化ドメインによる環化点の立体化学を調べてみると、やはりほぼすべての環化点がヘ

テロキラルな残基間に位置していた。さらに興味深いことにその立体化学は PBP-type TE の基質とは逆であった  

（N 末端にD-アミノ酸、C 末端に L-アミノ酸）。したがってPBP-type TEは、従来型の環化ドメインに対して相補的

なヘテロキラリティーを有する残基間のマクロラクタム化を触媒することで、環化過程の立体化学的制約を補完し、非

リボソーム型環状ペプチドの多様化を実現する機構であると考えられる。 
 以上、本研究ではSurEの基質選択性を検証し、その寛容な基質選択性を明らかにした。また、PBP-type TEの特異

な立体選択性を明らかにし、PBP-type TE が非リボソームペプチドマクロラクタム化における環化点の立体化学を多

様化するシステムであることを見出した。また、X線結晶構造解析によりPBP-type TEの立体構造を解明した。さら

にSurEの寛容な基質選択性を利用して非天然型の環状ペプチドの生物合成に成功した。またホモログ酵素PenAの機

能解析により、基質選択性に影響をすると考えられるモチーフ構造を見出した。本研究により、PBP-type TE を利用

した環状ペプチドの化学－酵素・生物合成法の確立に向けた基盤となる知見が得られた。 
 

 
 
図4．PBP-type TEを介した非天然環状ペプチドの生物合成 

a） SurCの末尾2モジュールの遺伝子破壊。 
b） 野生株とΔsurC -m56の代謝物のLC-MS分析。 
c） 形質転換体（ΔsurC -m56）が新たに産生した非天然ペプチド11、22の化学構造。 
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