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（1）テーマ               ※スペースが⾜りない場合は、枠を追加いただいて構いません。 
 
革新的ヌクレオシド系抗生物質生産手法の開発研究 
 

 
（2）本研究の期間 
 
（⻄暦）   2025 年 4 ⽉ 〜   2026 年 3 ⽉ 
 

 
（3）本研究の⽬的 
本研究では、微生物による発酵生産を利用した天然には存在しない新規な抗生物質の開発を目指

し、ウリジン−ペプチド融合化合物の酵素による創出基盤の確立を目的とした。これまで我々の研
究グループでは抗結核菌活性を示すウリジン含有ヌクレオシド系抗生物質カプラザマイシンの生

合成機構の解明に取り組んできた。カプラザマイシン類(CPZs)は放線菌 Streptomyces sp. MK730-
62F2 の培養液より単離されたリポウリジン
ファミリーに属するヌクレオシド系抗生物質で

ある (右図)。カプラザマイシンは他のウリジン
含有ヌクレオシド系抗生物質と同様に、バクテ

リアの細胞壁であるペプチドグリカンの生合成

の初期段階に関与するトランスロケース I 
(MraY)を阻害することが知られている。加え
て、本化合物の半合成誘導体である CPZEN-45
は超多剤耐性結核菌にも活性を示す抗菌剤とし

て開発が進んでいる。これらのことから CPZs
は有望なファーマコフォアであると言える。 
このような背景から我々は、さらなる高生産

菌の育種を目的に、微生物がどのようにしてこ

のカプラザマイシンを生合成するのかを解明す

る研究を行ってきた。本研究ではまず、 CPZs
に特有のジアゼパノン環の形成機構を明らかと

することを目指した。ジアゼパノン環は3つの

不斉炭素七員環ラクタムであり、その形成機構

には未知の生体触媒の関与が期待される。した

がって本形成機構の解明によりさらなる誘導体

展開や新たな生体触媒の発見を期待し研究に着

手した。 

一方でこれまでの CPZs の生合成機構解析の過程で、我々はこれまでに類を見ない、ヌクレオシ
ドとペプチドの縮合反応を触媒する酵素を見出した。そこで本研究においては上記研究と合わせ

て、このヌクレオシドとペプチドの縮合反応機構に関連する酵素の機構解明に取り組むととも

に、これを理論的に改変・応用することで、非天然型ウリジン−ペプチド融合化合物を酵素合成す
る戦略の確立を目指した。特に本研究課題は天然物の生合成系の論理改変により本来の生産物と

は大きく異なる化合物の創生を試みるものであり、天然物化学研究に新たな潮流を生み出すもの

である。 

O

HO OH

N
O

NH

O

OH

O

HO OH

H2N

N

N O

O

O OH

O

R

O

O

O

O

O

O
O

O
Me

Me

Me

ジメチルジアゼパノン環

カプラザマイシン類 (CPZs)

O

HO OH

N
O

NH

O

O
H2N O

OH

H

O

O OH

H2N

PO3H2

O

HO OH

N
O

NH

O

OH

O

O OH

H2N

N

N O

HO

O OH

PO3H2

O

HO OH

N
O

NH

O

OH

O

HO OH

N
H

N

N O

HO

O OH

ペプチド ヌクレオシドアナログ+

生合成機構の解明

生合成酵素を利用した
非天然アナログの創生

?

本研究の目的



 
 

3 / 6 

  

（4）本研究の概要 

本研究では、新規抗生物質の開発に向けたウリジン−ペプチド融合化合物の酵素による創出基盤
の確立を目指し、抗結核菌活性を示すカプラザマイシン（CPZs）の生合成機構の解明と、その応
用展開に取り組んだ。具体的には、CPZs 特有のジアゼパノン環形成機構の解明、およびウリジン
−ペプチド縮合酵素の機能解析と理論的改変による非天然型化合物の酵素合成戦略の構築を行っ
た。 

1. ジアゼパノン環形成機構の解析 
本研究では、CPZs の生合成におけるジアゼパノン環形成機構の全容解明に取り組んだ。これまで
の遺伝子破壊実験等から、CPZs 中の 5'-O-(5''-amino-5''-deoxy-α-D-ribose)-5'-C-glycyluridine 形成
経路は予測されていたが、本研究では遺伝子破壊、生合成中間体の単離・構造決定、および組換

え酵素による in vitro解析により、詳細なジアゼパノン環形成機構を以下の通り解明した（図 1）。 
すなわち、Cpz26 による基質（化合物 1）のアミノ基のメチル化反応に始まり、続く Cpz13 によ
る SAM由来の 3-アミノ-3-カルボキシプロピル基導入反応が触媒される。その後、メチル基転移酵
素ホモログである Cpz11 により SAM 依存的なラクタム環形成反応が進行し、最後に Cpz26 が再
びラクタム環アミドの窒素原子へのメチル化を触媒することを見出した。本生合成機構は、補因子

SAM が通常のメチル基ドナーとしてだけで

なく、基質ドナーおよびラクタム環形成のた

めのカルボニル活性化因子としても機能する

点で、極めて特異的かつ新奇な反応系である

と言える。 
なお、これら Cpz11 および Cpz26 の反応基
盤を分子レベルで明らかにするため、X 線結
晶構造解析を試みた。Cpz11 については結晶
を得ることに成功し、回折データを用いた分

子置換による構造決定を試みた。 
 
2. ウリジン−ペプチド融合化合物の創生と応用 
ウリジン−ペプチド縮合酵素のアシル化反応機構の詳細解析、およびそれを応用した新規な融合
分子の創生を目的とし、試験管内（in vitro）翻訳反応を組み合わせたハイスループットな多様化シ
ステムを構築した。 
従来は大腸菌発現系由来の組換えタンパク質を精製して利用していたペプチド基質について、新

たに in vitro 翻訳系を適用することで、ペプチド調製から縮合までをワンポットで行うタンデムな
反応系を確立した。本反応系を用いて種々の鋳型 DNA から多様なペプチドを供給し、基質特異性
を詳細に解析した結果、反応に必須となるペプチドの残基や配列特性の知見を得た。 
加えて、FITシステム（Flexible In-vitro Translation ; Goto, Y., Katoh, T. & Suga, H. Flexizymes for 

genetic code reprogramming. Nat Protoc 6, 779–790, 2011) ）を利用することで、非天然アミノ酸
を導入したペプチドを基質とする融合化合物の構築にも成功した。これらの検証の過程におい

て、本来の最終生産物である CPZs とは骨格が全く異なる、新規なウリジン−ペプチド融合化合物
を 30種類以上構築することに成功した。 
さらに、AlphaFold3 を用いた基質ペプチド–酵素複合体の構造予測により、その結合様式に関す
る理論的知見も獲得した。 
 
 
 
 
 
 

Cpz11
Cpz13 
Cpz10
Cpz26

図2 CPZs生合成におけるジアゼパノン環形成機構
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（5）本研究の内容及び成果 
1. ジアゼパノン環形成機構解析 
＜方法＞  
CPZs 類の生合成遺伝子クラスター中にコードされた各遺伝子破壊株の培養液解析から、2 つの S-

adenosyl-L-methionine（SAM）依存型メチル基転移酵素ホモログである Cpz11 および Cpz26 が、そ
れぞれジアゼパノン環の窒素原子のメチル化反応を担うことが示唆されていた。そこで本研究では、

この仮説を検証すべく組換え酵素を調製し、試験管内（in vitro）での各種反応の再構成を試みた。 
また、その反応基盤を分子レベルで明らかにするため、Cpz11 と Cpz26 の結晶構造解析を展開し
た。各酵素の N末端または C末端に Hisタグを付加した組換え体として発現ベクターを構築し、大腸
菌および放線菌をそれぞれ宿主として異種発現を行った。細胞破砕上清を Ni-NTA カラムによるア
フィニティ精製に供した後、サイズ除去クロマトグラフィー（SEC）によりさらに高純度へと精製
し、結晶化スクリーニングを行った。得られた結晶に対して大型放射光施設等での X 線回折実験を実
施し、位相決定には重原子同型置換法、または AlphaFold により予測した立体構造モデルを用いた分
子置換法を試みた。 
＜結果＞ 
Cpz11 組換え酵素を用いた反応液を解析した結果、当初予想していたメチル化産物は検出されな
かったが、予想外の現象としてラクタム環形成反応の進行が検出された。これにより、Cpz11 はメチ
ル基転移酵素ではなく、新奇なラクタム環形成反応を触媒する酵素であることが明らかとなった。 
一方で、Cpz11 の機能が判明したことで、もう片方の窒素原子へのメチル基導入を担う酵素が不明
となった。そこで、このメチル化反応ももう 1つのホモログである Cpz26が二段階で担っている（二
機能性をもつ）と仮説を立てて検証を行った。その結果、目的に適う 2 つ目のメチル基転移反応の進
行を明確に検出することに成功した。以上の結果とこれまでの知見を合わせることで、CPZs のジア
ゼパノン環形成機構の全容解明を達成した。 
なお、構造解析においては Cpz11 の結晶を得ることに成功し X 線回折実験に供したものの、分子置
換法による構造決定に至る十分な分解能の回折データを得ることはできなかった。 

2. ヌクレオシドーペプチド融合化合物創生 
＜方法＞  
基質となるペプチド CpzXを in vitro（試験管内）翻訳反応により調製し、引き続いて縮合反応を触
媒する酵素および CPZs 生合成中間体を用いたワンポットでの縮合反応へと供した。各種基質濃度や
反応温度などのパラメータを精査し、最適な反応条件を算出した。 
次に、構築した反応系を用いて CpzX の種々の変異体を調製し、同様に反応へと供した。また、in 

vitro 翻訳反応に FIT（Flexible In-vitro Translation）システムを適用することで、CpzX へ非天然アミ
ノ酸を導入した変異体ライブラリーの構築と反応性評価を試みた。 
＜結果＞ 
 CpzXの N末端アミノ酸残基の検討を行った結果、1〜44番目の残基を欠失させた場合でも縮合反
応が進行し、ペプチドーヌクレオシド融合化合物の形成が可能であることが判明した（基質の短縮に

成功）。 
さらに、各種残基を順次アラニンに置換する「アラニンスキャニング（Ala スキャニング）」を実施
した。その結果、わずか 2 箇所の残基を除くすべての変異体において、野生型と同様にペプチドーヌ
クレオシド融合化合物の形成が検出された。この反応の進行が消失した 2 箇所の残基に対し、さらに
他の 18 種類の天然アミノ酸へと置換した変異体を調製して検証したところ、His や Phe などの芳香
族アミノ酸へと置換した場合に反応性が回復（進行）することが明らかとなった。以上の基質許容性

の検証を通じて、本研究では合計 30種類を超える非天然型誘導体の酵素合成を達成した。 
並行して、詳細な反応機構を理論的に解明するため、本酵素、基質ペプチド、およびCPZ生合成中
間体の三者複合体構造モデルを AlphaFold3 により予測した。その結果、酵素による基質ペプチドの
認識には、酵素側の複数の Arg（アルギニン）残基と、ペプチド側の酸性アミノ酸残基との間の水素
結合形成が密接に関与していることが強く示唆された。 
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（6）本研究の考察 
 
本研究では、ウリジン含有ヌクレオシド系抗生物質カプラザマイシン（CPZs）の生合成におけ
るジアゼパノン環形成機構の全容解明、および in vitro 翻訳系を応用した非天然型ウリジン−ペプ
チド融合化合物の酵素的創成において、学術的に極めて重要な知見を得た。 
第一に、ジアゼパノン環形成において、SAM依存型メチル基転移酵素ホモログである Cpz11が
新奇なラクタム環形成反応を触媒し、Cpz26 が二段階のメチル化を担うという、当初の予想を覆
す生合成経路を明らかにした。特に補因子 SAM が、通常のメチル基ドナーに留まらず、3-アミ
ノ-3-カルボキシプロピル基のドナー、およびカルボニル活性化因子としても機能する多機能性
は、天然物生合成において前例のない極めてユニークな触媒機構である。この分子メカニズムの

解明は、酵素化学における新たな触媒パラダイムの提示に繋がる。一方、Cpz11 の結晶構造解析
において十分な回折分解能が得られなかった原因としては、結晶内におけるドメインの柔軟な運

動性や、溶媒領域の乱れが影響した可能性が考えられる。今後は、補因子 SAM や基質アナログ

との共結晶化による構造の安定化、あるいはクライオ電子顕微鏡による単粒子解析の適用を試み

ることで、高解像度での三次元構造の決定を目指したい。 
第二に、融合化合物創生研究では、試験管内翻訳反応の導入により、基質ペプチドの最小化

（1–44残基の欠失許容）と、30種類以上の非天然型誘導体の迅速な構築を達成した。Alaスキャ
ニングにより判明した必須残基が、His や Phe といった芳香族アミノ酸へ置換可能であった事実
は、酵素の基質ポケットが特定の側鎖の「疎水性・芳香族性」や「嵩高さ」を厳密に認識してい

ることを示唆している。これは、AlphaFold3による構造予測から得られた相互作用モデルとも整
合性が高く、本予測の妥当性を裏付けるものである。 
今後は、本研究で得られた構造的・生化学的知見を基盤とし、酵素側の合理的変異（プロテイン

エンジニアリング）を進め、さらなる基質許容性の拡張とライブラリーの多様化を展開する。こ

れにより、超多剤耐性結核菌をはじめとする病原菌に対する新規活性化合物のスクリーニングへ

と繋げ、天然物化学研究の新たな潮流を創出したい。 
 

（7）共同研究者（所属機関名、役職、⽒名） 
 
該当なし 
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（8）本研究の成果の公表先 
  
【学会発表】 
1. Taro Shiraishi, "Functional Analyses and Applications in Nucleoside Antibiotic Biosynthesis", 2025 

The 3rd Taiwan-Japan Bilateral Symposium on Natural Products Biosynthesis, Kaoshung, 
2025/11/12-16 

 
2. Taro Shiraishi, "Functional Analyses and Applications in Nucleoside Antibiotic Biosynthesis", 第１

回 A3 Foresight Program⽇韓ミニシンポジウム, Incheon, 2026/2/4 
 
3. 内村 亮太、「カプラザマイシン生合成に関わるペプチド転移酵素の基質特異性に関する研

究」、農芸化学会 2026年度京都大会、京都、2026/3/11 
 
 

 
［注］この報告書を当財団のホームページ等に掲載します。予めご了承ください。 


