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平成 28年度 博士論文 要約 

「抗腫瘍抗生物質パクタマイシンの生合成に関わるアミノ基転移酵素の機能解析」 

理工学研究科物質科学専攻 江口正研究室 

平山 茜 

 

放線菌 Streptomyces pactum が生産する抗腫瘍抗生物質であるパクタマイシン 1は、高度に修飾された

炭素五員環サイクリトールや天然物では非常に珍しい 3-アミノアセトフェノン部位を有しており、その

生合成機構は興味深い。本博士論文研究では、パクタマイシン生合成の鍵段階と考える窒素原子の導入

機構に着目し、in vitroでの酵素機能解析を中心として生合成機構を調べた。 

パクタマイシンの五員環骨格には 3つの窒素官能基が結合しており、そのうちの 1つはグルコサミン

に由来する。そこで、五員環骨格と N, N-ジメチルカルバモイル基との結合に関わる 1位の窒素原子と、

アセトフェノンとの結合に関わる 3 位の窒素原子の導入に、それぞれピリドキサール 5′-リン酸 (PLP) 

依存型アミノ基転移酵素 PctC および PctV が関与すると推定し、酵素活性を調べた。これまでにパクタ

マイシン生産菌に対する[U-13C6]グルコースや 3-アミノ[ring-U-14C6]安息香酸の投与実験が行われており、

3-アミノアセトフェノン部位は 3-アミノ安息香酸を前駆体として生合成されることと、一次代謝経路で

あるシキミ酸経路から派生して構築されることが示唆されている (Figure 1)。そのため、シキミ酸経路

中間体である 3-デヒドロキナ酸 2 あるいは 3-デヒドロシキミ酸 3 へのアミノ基転移反応が 3-アミノ安

息香酸生合成において重要であると考えた。金属アフィニティーカラムクロマトグラフィーにより精製

した PctC と PctV を用いて種々の検討を行った結果、PctV はアミノ基供与体として L-グルタミン酸を

用いて 3-デヒドロシキミ酸を 3-アミノ安息香酸へと変換する反応を触媒する酵素であることが明らか

となった (Figure 1)。 

 

Figure 1 パクタマイシンの生合成 

 

続いて、PctV によって導入された 3-アミノ安息香酸の窒素原子が炭素五員環またはその前駆体であ

る糖との結合を形成するタイミングを絞り込むために、重水素化標識を施した 3-アミノ安息香酸と 3-ア

ミノアセトフェノンとをパクタマイシン生産菌へと投与した。その結果、3-アミノ安息香酸が非常に効

率よくパクタマイシンの生合成に利用される条件下においても 3-アミノアセトフェノンのパクタマイ

シンへの取り込みは観測されなかった。このことから、3-アミノアセトフェノンはパクタマイシンの生

合成中間体ではないことが強く示唆された (Figure 1)。加えて、糖転移酵素 PctLの基質特異性を調べる

ことで、3-アミノ安息香酸のカルボキシ基がアセチル基へと変換される過程で生じる β-ケト-ACP チオ

エステル体が PctLの基質であることを強く示唆する結果を得た。これらの結果から、パクタマイシンの

3 位の窒素原子が主骨格へと組み込まれるタイミングを提唱した。 



もう 1 つのアミノ基転移酵素である PctC は、パクタマイシンの 1 位の窒素原子の導入に関わると予

想した。対応する位置のアルコールが脱水素酵素によって酸化された後に PctC によるアミノ基転移反

応が進行すると推測し、生合成遺伝子クラスター中に存在する脱水素酵素 PctP による酸化反応と PctC

によるアミノ基転移反応を検討した。その結果、PctP と PctC による酵素反応によって、N-グリコシド 4

の 3 位の水酸基がアミノ基へと変換されることが明らかとなった (Figure 2)。さらに、PctP の反応にお

ける基質特異性を調べることで、C-メチル化反応や脱 N-アセチル化反応が進行するよりも前に N-グリ

コシド 4の 3位の水酸基がアミノ基へと変換されることが強く示唆された。 

 

Figure 2 PctP と PctC による反応 

 

PctV による反応は 1 度のアミノ基転移反応と 2 度の脱水反応により構成されている。PctV のように

3 つの反応を触媒する PLP 依存型酵素の例はないため、その多段階反応の機構に興味を持ち、詳細な反

応機構を調べた。まず、野生型酵素の結晶構造を得て、活性部位に存在すると予想したアミノ酸残基に

対する部位特異的変異体を作製した。その結果、PLP 依存型酵素に保存されるリシン残基である Lys276

に対する変異体でのみ 3-アミノ安息香酸の生成能が失われることが明らかとなった。そこで、Lys276に

対する 2つの変異体の反応における可視紫外吸収スペクトルの経時変化を調べた結果、K276Q 変異体酵

素では PMP と 3-デヒドロシキミ酸とが縮合したイミン体が蓄積し、K276R変異体酵素では 580 nmに極

大吸収を有する反応中間体が蓄積することが明らかとなった。中間体を酵素の内部に含む K276R 変異

体酵素の結晶構造を得ることで、2 つの水酸基を炭素六員環上に有したキノノイド体が中間体として蓄

積していることが判明した。また、K276R変異体酵素とキノノイド中間体との共結晶構造に基づいて更

なる変異体を作製して酵素活性を調べた結果、3-アミノ安息香酸の生成に必須な残基は Lys276のみであ

ることが明らかになった。これらの結果に基づき、PLP 依存型酵素に保存されている残基である Lys276

がPctVの反応に特有の2度の脱水反応にも関与しているというPctVの反応機構を提唱した (Figure 3)。 

 

 

以上、本研究では、これらの結果に基づき、パクタマイシンの生合成経路を新たに提唱した。また、

自然界で広く用いられている PLP 依存型酵素に関する新たな知見を与えた。 

Figure 3 PctV の反応機構 

 


