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１． 研究課題 

現代社会は環境問題、エネルギー問題など様々な課題に直面している。これらを解決し、持続可

能な社会の実現に向けた動きが加速する中で、化学産業ではより環境調和性の高いプロセスへの転

換が求められている。近年、微生物や酵素の有する高い機能性を活用したバイオテクノロジーに期

待が寄せられており、バイオ手法による物質生産法の開発はこれに大きく貢献すると考えている。 

本研究では、化成品や医薬品、機能性食品素材など様々な分野・用途で利用されるアミド化合物

を合成ターゲットとし、我々が開発した“アデニル化酵素を利用した化学酵素的アミド結合形成反

応”を基盤技術として、多様なアミド化合物の生産への応用を検討している。 

 

２． 主な研究成果 

2. 1  -ケト酸・-ヒドロキシ酸アデニル化酵素の探索とペプチド類似体合成 

 ジペプチドをはじめとするペプチド化合物は単体のアミノ酸にはない有用な生理活性を示すも

のが数多く知られている。しかしながら、一般的な L-アミノ酸のみからなるペプチドは生体内で加

水分解を受けやすいことや膜透過性が低いことなどが創薬研究において課題となっている。これら

の課題に対して、我々は天然に存在する特殊ペプチドの構造に倣い、構成アミノ酸を-ケト酸や-

ヒドロキシ酸といった構造類似体に置換したペプチド類似体の合成法開発を検討した。 

これまでに非リボソーム型ペプチド合成酵素(NRPS)のアデニル化ドメイン(A ドメイン)である

Vlm2A や EchA-A などが複数の-ケト酸や-ヒドロキシ酸を基質とすることを見出し、ジペプチ

ド類似体の合成にも成功している。本研究ではさらに合成可能なペプチド類似体の拡張を目的とし

て、NRPS のモジュール構成に着目した新規 A ドメインの探索を行った。 

我々は NRPS において L-アミノ酸を D-アミノ酸へ変換するエピメリ化ドメインの上流に存在す

る A ドメインは L-アミノ酸と D-アミノ酸の両方をアデニル化可能であることが多いことを明らか

にしている。この実験的事実を踏まえ、-ケト

酸を-ヒドロキシ酸へ変換するケトレダクタ

ーゼドメイン(KRドメイン)の上流に位置する

A ドメインはこれら両方を認識する可能性が

高いのではないかという仮説を立てた。検証

には Streptomyces orinoci NBRC13466 由来

ネオアンチマイシン合成酵素の 3 種類の A ド

メインNatB2-A, NatB3-A, NatD-A(図1)を選

択し、化学酵素的アミド結合形成反応によるジ

ペプチド類似体の生成確認により行った。 

図 1. Streptomyces orinoci NBRC13466 由来
ネオアンチマイシン合成酵素のモジュール構成 



 

 各A ドメインの生理基質を含む 6種類の-ケト酸とそれに対応する 6 種類の-ヒドロキシ酸を基質と

し、L-Pro と反応させることでジペプチド類似体合成試験を行った。LC-MS 分析による評価を行ったと

ころ、NatB2-A と NatD-A は 12 種類の基質すべてに対応するジペプチド類似体の合成が確認できた。

NatB3-A は 5 種類の-ケト酸と 3 種類の-ヒドロキシ酸の計 8 種類に対して合成が確認された(図 2)。 

以上の結果より、選択したすべての A ドメインが-ケト酸のみならず-ヒドロキシ酸も基質として認

識しており、KR ドメインがヒドロキシ酸を認識可能な A ドメインの探索指標となりえるという仮説を

実証できた。また、これら A ドメインが多岐にわたる-ケト酸と-ヒドロキシ酸を基質とすることも明

らかとなり、合成可能なペプチド類似体の種類拡張にも成功した。 

 
図 2. NatB2-A, NatB3-A, NatD-A の-ケト酸および-ヒドロキシ酸に対する基質特異性評価 

   

2. 2  ジペプチド類似体の分解性試験 

 L-アミノ酸のみからなるジペプチド L-Phe-L-Pro と、L-Phe を L-フェニル乳酸(L-PLA)に置換し

たジペプチド類似体 L-PLA-L-Pro の生体における加水分解抵抗性の比較を行った。アデニル化酵素

を用いて両化合物を合成し、その反応液に対して大腸菌の細胞抽出液、ドライイースト、土壌微生

物の細胞抽出液を添加して加水分解試験を行った。大腸菌抽出液を作用させた場合、L-Phe-L-Pro

は時間経過に伴って分解されているのに対して、L-Phe-L-Pro では 24 時間の反応後でも分解され

ていなかった(図 3)。ドライイーストや土壌微生物抽出液でも同様の結果が得られ、ジペプチド類

似体はペプチダーゼ等の加水分解酵素に対して分解抵抗性を示すことが示唆された。 

 
図 3. ジペプチド(L-Phe-L-Pro)とジペプチド類似体(L-PLA-L-Pro)の加水分解抵抗性の比較 
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５． 研究活動の課題と展望 

NRPS のモジュール構成に着目した新規 A ドメインの探索手法を実証するとともに、幅広い-ケ

ト酸および-ヒドロキシ酸を基質とすることが可能な A ドメインを複数見出すことができた。これ

ら A ドメインは-ケトアミドや-ヒドロキシアミドなど様々なジペプチド類似体の合成に適用で

きるほか、-ヒドロキシアミドの環化体であるジケトモルフォリン(DKM)の合成にも展開可能であ

る。定量的解析と効率的な生産法の開発を推進する。また、ジペプチドとジペプチド類似体の機能

性比較の一例として微生物を利用した加水分解試験を行い、後者の方が優位であることを示した。

分解抵抗性以外にも高い機能性や新規な機能を有することが期待されるため、各種生理活性評価や

機能性評価も実施していきたい。 


