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要旨（和文 2000 字程度） 
Thesis Summary （approx.2000 Japanese Characters ） 

I型ポリケチド合成酵素 (PKS) に属するモジュール型PKSはポリケチド天然物の炭素骨格形成

反応に関わり、1 回の炭素鎖伸長に関わる触媒ドメインのまとまりであるモジュールが 1 つ以上

連なった巨大タンパク質である。モジュール型 PKSの反応において、アシルキャリアタンパク質 

(ACP) に結合したポリケチド中間体に対してモジュール内の各触媒ドメインがそれぞれ変換反

応を触媒した後に、次のモジュールにポリケチド中間体を受け渡すことを繰り返すことでポリケ

チド鎖が伸長していく。N番目のモジュール中のケト合成酵素 (KSN) ドメインは、その前のモジ

ュールの ACPN–1からポリケチド中間体を触媒残基 Cys上に受け取った後に、モジュール内のマロ

ン酸類縁体-ACPNとの間で脱炭酸を伴うクライゼン型縮合反応を触媒する。KS ドメインは炭素-

炭素結合形成反応を触媒するだけでなくモジュール順番制御を担うと考えられる主要触媒ドメイ

ンである。しかし、モジュール順番制御に関わると考えられる ACPN–1–KSN間相互作用の詳細と、

脱炭酸を伴うクライゼン型縮合の反応機構は未解明である。そこで本研究では、モジュール順番

制御に関わる KS ドメインのアシル基転移反応の解析と、脱炭酸過程の反応機構解明に向けてケ

ト合成酵素様脱炭酸酵素 (KSQドメイン) の機能構造解析を行った。 

1. KSドメインのモジュール間アシル基転移反応に関わるタンパク質間相互作用の解析 

KSN ドメインは ACPN–1 からのみポリケチド中間体を受け取ることでモジュールの順番を制御

していると考えられる。N–1, N番モジュール間の境界が別々のポリペプチドに分断されている場

合、モジュール間アシル基転移反応にはドッキングドメイン (DD) 間の相互作用が重要であると

いう報告例が複数あるが、ACPN–1–KSN間相互作用の重要性を示した研究は一例のみであり一般性

があるか不明であった。そこでこの 2 つのタンパク質間相互作用がモジュール間アシル基転移反

応に与える影響を評価するため、抗生物質ビセニスタチンの生合成に関わるモジュール型 PKS 

VinP2モジュール 4の KS (KS4) ドメインを機能解析の対象とした。VinP2 KS4ドメインは VinP1

モジュール 3の ACP (ACP3) からポリケチド鎖を受け取ると考えられ、VinP2 KS4ドメインはその

N末端にドッキングドメイン NDD4を、VinP1 ACP3は C末端にドッキングドメイン CDD3をそれ

ぞれ有する。まず、VinP1 ACP3CDD3から VinP2 NDD4KS4ドメインへのアシル基転移反応の検出

を試みた。 

  ビセニスタチン生合成において VinP2 KS4ドメインが受け取るポリケチド中間体を模したチグ

リン酸を代替アシル基とし、チグリル-VinP1 ACP3CDD3から VinP2 NDD4KS4へのアシル基転移反

応を検出することができた。VinP2 NDD4KS4のアシル基転移反応におけるタンパク質間相互作用

について評価するため、VinP1 ACP3CDD3の CDD3をなくしたタンパク質や ACP部分を他のモジ



ュールのACPに変えたキメラタンパク質でアシル基転移反応を試みた。その結果、VinP2 NDD4KS4
は CDD3を欠いたチグリル-VinP1 ACP3からはアシル基を受け取らず、ACPを変えたキメラタンパ

ク質でもチグリル-VinP1 ACP3CDD3と比べて大幅にアシル基転移活性が低下した。これらの結果

は VinP2 KS4ドメインのアシル基転移反応において、VinP1 CDD3–VinP2 NDD4間相互作用と VinP1 

ACP3–VinP2 KS4ドメイン間相互作用のどちらも重要であることを示唆する。モジュール間アシル

基転移反応におけるタンパク質間相互作用の重要性を示した他の報告例と本研究の結果と合わ

せ、一般にモジュール間アシル基転移反応には 2つのタンパク質間相互作用である、ACPN–1–KSN
ドメイン間相互作用および CDDN–1–NDDN間相互作用が重要であることを示すことができた。 
 
2. ケト合成酵素様脱炭酸酵素 (KSQ) ドメインの機能構造解析 

KSQドメインは KS ドメインとアミノ酸一次配列の高い同一性を有するものの触媒残基 Cys が

Gln に置き換わっており、KS ドメイン触媒反応のうちのマロン酸類縁体-ACP の脱炭酸反応のみ

を触媒すると予想されていた。当研究室では、抗生物質 FD-891 の生合成に関わるモジュール型

PKS GfsA KSQドメインがマロニル-GfsA ACPLの脱炭酸活性を有することを明らかとしていたが、

その反応機構と基質認識機構は未解明であったため GfsA KSQドメインの機能構造解析に取り組

んだ。GfsA KSQドメインの X線結晶構造解析を検討した結果、基質のマロン酸パンテテインチオ

エステル部を模したリガンドが活性中心に結合した複合体構造の決定に成功した。このリガンド

の結合様式をもとに GfsA KSQドメインの反応機構を以下のように推定した。基質のマロン酸チオ

エステル部分は Gln197, His332, Thr334, Thr336, His370との水素結合により脱炭酸に適した配座で

固定され、脱炭酸反応が促される。生じたエノラートは Thr334と Thr336 の側鎖水酸基との水素

結合で安定化され、His332 からプロトンを奪うことで生成物となる。KS ドメインでは、これら

アミノ酸残基のうち KS触媒残基 Cysが置き換わった Gln197を除いて全て保存されており、本推

定反応機構と類似した機構で KSドメインの脱炭酸過程が触媒されることが示唆される。 

次に基質マロニル-GfsA ACPLの ACPL部分に対する基質認識について知るため、GfsA KSQドメ

イン–ACPLクロスリンク複合体の構造解析を試みた。クロロアセチルパンテテインアミドプロー

ブで修飾した crypto-GfsA ACPLと、GfsA KSQドメインの Q197C変異体を反応させて得られたク

ロスリンク複合体の結晶構造解析に成功し、GfsA ACPLはその Helix 2と Loop 1が GfsA KSQドメ

インおよび KSQ–隣接ドメイン間のリンカー領域と相互作用することで認識されることが示唆さ

れた。 

  以上本研究では、VinP2 KS4ドメインの機能解析によりモジュール間アシル基転移反応における

タンパク質間相互作用の重要性を示した。さらに GfsA KSQドメインの機能構造解析によりその基

質認識機構を詳細に解明し、KSドメインにも通ずると期待される推定反応機構を提唱した。これ

らの知見はモジュール型 PKS KSドメインの完全な機能解明に繋がる重要な知見となると考えら

れる。 
備考：論文要旨は、和文 2000 字と英文 300 語を 1 部ずつ提出するか、もしくは英文 800 語を 1 部提出してください。 
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要旨（英文 300 語程度） 
Thesis Summary （approx.300 English Words ） 

Type I polyketide synthases (PKSs) are comprised of multiple modules, each of which contains a set 
of catalytic domains for one round of polyketide chain elongation. The ketosynthase (KS) domain is 
the primary domain responsible for controlling module order through intermodular transacylation 
reaction and catalyzing decarboxylative Claisen-like condensation reaction to form carbon-carbon 
bonds. However, the details of module order mechanism and reaction mechanism of decarboxylative 
Claisen-like condensation remain to be elucidated. In this study, for elucidation of the function of KS 
domain, we analyzed protein-protein interactions involved in the intermodular transacylation reaction, 
and analyzed the function of the ketosynthase-like decarboxylase (KSQ) domain to clarify the 
mechanism of decarboxylation process in reactions catalyzed by KS domain. 
Protein-protein interactions in the intermodular transacylation reaction were analyzed for VinP2 

module KS (KS4) domain involved in vicenistatin biosynthesis. Analysis of the VinP2 KS4 domain 
revealed that it preferentially receives acyl groups from the VinP1 ACP3 among the multiple ACPs 
present during vicenistatin biosynthesis. This suggests that the protein-protein interaction between 
ACP–KS is important for the regulation of module order in type I PKSs. 
KSQ domains have high amino acid sequence identity with KS domains, but are expected to catalyze 

only the decarboxylation process because it lacks one of the catalytic residues. Therefore, we 
performed a functional analysis of the modular PKS GfsA KSQ domain involved in the biosynthesis of 
FD-891. X-ray crystallography of GfsA KSQ domain revealed a complex structure with a ligand 
mimicking the malonyl pantetheine thioester moiety of the substrate, malonyl-GfsA ACPL. Based on 
this structure, we proposed a reaction mechanism for the GfsA KSQ domain. The amino acid residues 
involved in this putative mechanism are conserved in KS domains. This suggests that the 
decarboxylation of KS domains is catalyzed in the same mechanism as that of the GfsA KSQ domain. 
In conclusion, this study demonstrated the importance of protein-protein interactions in the 

intermodular transacylation reaction catalyzed by the KS domain and proposed a new mode of 
mechanism for the decarboxylation process. 
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