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Tabtoxin合成細菌からの新規 L-アミノ酸リガーゼの取得
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TabtoxinはTabloxinine-，8-laclamとThreonineが縮合したジペプチドで、Pseudomonassyringaeが

合成する事パコ野火病の原因物質である。我々は Tabloxinのペプチド結合形成にuアミノ酸リガーゼ

(Lal)が関与することを予測し、P目 syringaeNBRC14081のTabloxin生合成遺伝子ヲラス事ーから、

tabSと命名する新たな Lal遺伝子を取得した。 TabSは、事ンパヲ質構成アミノ酸lこかAlanineを加え

た計 21種類のアミノ酸を基質にすると、 136種類に及ぶ組み合わせでジペプチドを合成するなど広

範な基質特異性を示すとともに、少量ではあるがLalとしては初めてc末端に Prolineを含有したジ

ペプチド Prolyl-prolineや、高い発毛抑制作用を示す Phenylalanyl-，8-alanineも合成可能であった。

1 はじめに

ペプチドはアミノ酸がアミド結合を介して縮合した

化合物で、構成するアミノ酸単体には見られない新た

な生理活性が発現したり、熱安定性、溶解度等の物理

化学的性質が改善したりする例が多数見られ、様々な

分野での応用展開が期待されている。

2005年に、協和発酵パイオ(旧 協和発酵工業)の

田畑らによって、保護基を持たない遊離の L-アミノ酸

2分子をATPの加水分解反応と共役して直接縮合(図 1)

する酵素、レアミノ酸リガーゼ (L叫、 EC6.3.2.28)が

報告された[1]。輸液等に利用されるA1a-Glnの生産で

当該酵素を利用した発酵プロセスが開発されるなど、

La1の工業利用が進んでいる[2]0しかしながら、本法に

より合成可能なジベプチドの種類は、酵素の基質特異

性に制限されるため、合成ジペプチドの多様化・拡張

を考えると新たなLa1の取得が必要となる。

刷工叩十二叩J23JL「Hγ町

レAminoacid 1 L-Amino acid 2 Dip<p嗣s

図1.La1によるジペプチドの合成反応

筆者らは新たな基質特異性を有するLa1を探索する

にあたり、 (a)既知のLa1との相向性に基づく、ゲノム

情報を活用した insilico探索、 (b)ベプチド性二次代

謝産物に着目し、その生合成に関与すると推定される

La1の探索、という 2つの戦略を実践してきた[3]。後者

においては、ペプチド性抗生物質Rbizo凶cmや植物病

原性ペプチド Pba問。10旬x面を生産する微生物からペプ

チド結合形成に関わるタンパク質を推定し、基質特異

性の異なる新規La1を見出すことに成功している[4-6]。

本研究では、ある特定の P.syringaeが生産するタパ

コ野火病の原因物質Tab阻，xinに着目した。百b加xin(図

2)はTab旬x出血e-s-1ac回血と百rが縮合したジベプチド

で、このベプチド結合形成をLa1が担っていると予測し、

T曲toxin合成細菌からのLa1の取得を試みた。
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図2.Ta凶血の化学構造

2. Tabloxin合成細菌由来の新規 Lalの探索

T曲師岨nにおいてはP の;ringaeBR2由来の生合成遺

伝子クラスターが報告されていたが[7]、生合成機構に

ついては未だ明らかとされていなかった。そこで、 BR2

株由来の遺伝子クラスターを詳細に解析したところ、

AAP13071遺伝子にロガーゼ酵素に特有な K四ーG四 sp

motif [8]が存在することを見出した。 BR2株が適当な

分譲機関にリストされていなかったことから、同じく

Tabtox血合成活性を有する P.syringae NBRC14081のゲ

ノム DNAを鋳型として、該当する遺伝子を AAP13071

遺伝子の塩基配列を基に PCR法により増幅した。取得

した遺伝子を師bSと命名し、塩基配列を決定した結果、

AAP13071遺伝子と塩基配列で 99%、アミノ酸配列では

とする反応を行った (pH9.0， 30"C， 20 h)。その結果、(1)

では目。-A1a(6.3血閉が主生成物となったが、Pro-Pro

(0.6田附も生成した。また、 (2) においては、Phe-Phe

に加えて Phe-s-A1a(0.12 mM)の生成を確認した。両合

成活性ともにM としては初めての報告となる。

完全に一致していた。 4. 今後の展望

3. TabSの基質特異性評価と諸性質検討

TabSは、大腸菌を用いて、 N末端His-回g融合タンパ

ク質として調製した。タンパク質構成アミノ酸にかA1a

を加えた計21種類のアミノ酸を組み合わせてベプチド

合成反応(12.5mMA血ino岨 dsubs回国， 12.5mMATP， 

12.5 mM MgSO，・7H20，aod 0.1 mg/m1 ofTabS in 100 mM 

Tris-HC1 bu官官'，pH8.0)を行い、生成物を LC-ESI-MSで

解析した。その結果、使用した基質から予想されるジ

ベプチドに相当する分子量ピークが数多く検出され、

その組み合わせは 136種類に及んだ(図 3)。なお、 D-

体のアミノ酸は基質として認識しなかった。
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図3.LC-ESI-MS分析による TabSの基質特異性評価

L印を基質とした際の最適温度は 40"C、最適 pHは

9.5であった(反応時間 3h)。また、加熱安定性につい

ては4O"C、15分間の加熱までは高い安定性を示したが、

45"C以上において急激に失活した。2価の金属イオンと

しては、 Mg'+の他に Co2+も利用可能であった。

さらに、C末端pro含有ペプチドには血圧降下作用が、

Phe-s-A1aには発毛抑制作用がそれぞれ報告されている

ことから、これらジペプチドの合成を検討した。先の

条件を一部変更し、基質アミノ酸を(1)A1a (20回附+

Pro(100皿附あるいは (2)Phe (40 m附 +s-A1a (40 ni附

最近、ジペプチドの多様な生理機能が明らかとなっ

てきている。本研究により合成可能なジペプチドがさ

らに拡張したことで、今後は有用性の高いジベプチド

の合成プロセスの構築が期待される。また、アミノ酸

が 3個以上結合したオリゴベプチドにも有用な生理活

性を有するものが多い。筆者らはオリゴベプチド合成

活性を有する La1を複数見出しており [6，9]、これらを

組み合わせた草新的なベプチド合成法の開発を検討し

ている。

また、筆者らが insilico解析にて取得したLa1の多く

は微生物体内で果たす役割について未解明のままであ

るが、本研究の Tabto:話nやRhizoc'由也、 Pbas回，10toxin

生産菌におけるLa1研究は、微生物の二次代謝産物合成

に関わる学術的知見の集積にも大きな役割を果たして

いる。

今後は、新たな基質特異性を有するLa1の探索と併せ

て、基質特異性や鎖長制御の機構を立体構造解析から

明らかにし、新規La1の創製に挑戦していく予定である。
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