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1   はじめに 
臨床医学上重要な抗生物質であるアミノグリコシ

ド抗生物質の多くは、2-デオキシストレプタミンを
アグリコンとする擬似オリゴアミノ糖である。その

生合成においては、共通中間体であるパロマミンを

生成した後、それぞれの生合成経路に特徴的な修飾

反応をうけ、多種多様なアミノグリコシド抗生物質

が構築される。近年耐性菌の出現が問題となってい

るが、アミノグリコシド抗生物質の構造多様化に関

わる生合成酵素の機能や構造を明らかにし、得られ

た知見を生合成工学に応用することによって、耐性

菌に有効な非天然型アミノグリコシド化合物を創製

できる可能性がある。 
当研究グループでは、アミノグリコシド抗生物質

ブチロシンの生合成研究を進めてきた。4'-デオキシ
ブチロシンは、ブチロシンの 4'位がデオキシ化され
た化合物であり、一部のブチロシン耐性菌にも抗菌

活性を示すことが知られている。4'位水酸基の有無
が抗菌活性の有無に寄与すると考えられ、4'-デオキ
シブチロシン生合成における 4'位のデオキシ機構に
興味が持たれた。遺伝子クラスターの解析や酵素反

応解析などから、酸化還元酵素と相同性を示す

BtrZ1とヌクレオチド転移酵素と相同性を示す BtrZ2
が4'位のデオキシ化反応に関わると考えられた (図1)。
そこで、本研究では、4'位のデオキシ化反応の機構
に関する知見を得るため、BtrZ2 の結晶構造を決定
することを目的とした。 

 
図 1：デオキシブチロシンの生合成経路 

 
2実験 
まず、BtrZ2 の組換えタンパク質を大腸菌にて異
種発現させ、精製タンパク質を用いて結晶化を検討

した。得られた結晶を用いて、KEK-PF の構造生物
学ビームラインにおいて、X 線回折測定実験を行っ
た。また、BtrZ2 の結晶に基質アナログであるネア
ミンなどを浸透させ、複合体結晶を得たのち、同様

に X線回折測定実験を行った。これらの測定データ
について、それぞれ分子置換法により位相を決定し、

構造を解析した。 
 

3  結果および考察 
まず、BtrZ2 のリガンド非結合型の結晶構造を分
解能 2.4 Åで決定した。BtrZ2はホモ二量体で存在し
ていた。 
次に、BtrZ2 の基質認識機構に関する知見を得る
ため、ネアミンとの複合体構造を 2.35 Åで決定した。
ネアミンは、BtrZ2 の活性部位において、多数の酸
性アミノ酸残基と相互作用していた。これらの残基

の変異体を作製したところ、いずれの変異体につい

ても活性が大幅に低下したことから、これらの残基

が基質認識に関わっていることが明らかになった。 

図 2：BtrZ2の結晶構造 
 

4   まとめ 
4'-デオキシブチロシン生合成において 4'位のデオ
キシ化に関わる BtrZ2 の結晶構造解析を行った。
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BtrZ2 と基質アナログとの複合体構造の決定に成功
し、BtrZ2の基質認識機構に関わる知見を得た。 
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