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研究成果の概要（和文）：放線菌が生産するteleocidin Bは特徴的な環状テルペノイド構造と９員環ラクタム構
造を有する、強力なprotein kinase C活性化化合物である。本研究では、N-methyl-L-valyl-tryptophanol
（NMVT)のN13位、C4位間にC-N結合を形成することによって９員環ラクタムindolactam Vを合成するP450TleBに
注目し、基質アナログを用いた酵素反応やX線結晶構造解析からTleBとそのホモログ酵素HinDの触媒機構の解明
し、反応メカニズムを元に新規indolactam類縁体を創出した。その他に、HinDホモログHinCの反応解析を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Teleocidin B is a cyclic peptidic terpenoids characterized with 9-membered 
ring indolactam structure and a potent protein kinase C activator. In this study, we report the 
mechanistic characterization of indolactam-forming P450 enzymes TleB and its homolog HinD. 
Interestingly, the TleB and HinD accepted the various dipeptide substrates, and generated not only 
indolactam analogs but also unusual 6/5/6 ring structures in vitro. Comparisons of the complex 
crystal structures with different substrates revealed the important residues and possible binding 
modes in the active site. Combination of the findings from the enzyme assays and X-ray crystal 
structures of TleB and HinD, we proposed a mechanism of the enzyme catalyzed intramolecular C(sp2)-H
 bonds amination. We also identified the reaction of HinD homologs from Streptoalloteichus 
hindustanus.

研究分野：天然物化学、酵素工学、合成生物学

キーワード： 生合成　酵素構造解析　物質生産
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、環境に優しく、立体構造の形成に秀でた生合成酵素を改変し、非天然型の基質を作用させること
で、多数の新規化合物を取得した。テルペンインドール化合物テレオシジン生合成酵素のうち特異なP450酸化酵
素TleBを例として、X線結晶構造解析を行い、その立体構造を明らかにし、その触媒メカニズムを明らかにし
た。本結果は、酵素を用いた物質生産系構築のための基盤を構築し、多様な代謝経路で重要な役割を果たすP450
酸化酵素の新たな触媒能力を解明することで、幅広い学術領域に大きなインパクトを与えた。これを基盤に、新
たな物質生産の方法論が提唱され、医薬品製造技術への貢献を通して、公共の福祉に大きく貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
天然物は、以前より医薬品シード化合物として多く用いられているが、天然から単離される有
用化合物は減少の一途にあり、医薬品シード化合物取得のためには新たな手法が必要である。ポ
ストゲノムの時代、多くの⽣物のゲノム情報が容易に⼊⼿可能で、ゲノムマイニング、遺伝⼦探
索が新規化合物や酵素の探索に直結する時代になった。遺伝⼦の設計図をもとに⽣合成システ
ムを改変したり、⽣合成酵素の⽴体構造情報に基づく触媒機能の操作、また、これら遺伝⼦を⽤
いて微⽣物を⽣産⼯場とした物質⽣産系の構築等が報告されている。次のブレークスルーは、こ
の⽣合成マシナリーを如何に活⽤するか、という点であり、⽣合成システムにさらに改良を加え
ることで、天然物を凌ぐ新規有⽤物質の創出や、希少有⽤天然物の⼤量、安定供給などが可能に
なる。今後の医薬資源の開発について考えた場合、多様性に富む化合物群をいかに効率良く⽣産
し、創薬シードとして提供できるか、が鍵になる。本計画では、環境に優しく、立体構造の形成
に秀でた生合成酵素の基質特異性、反応性を改変する手法に注目する。酵素の反応解析を行う中
で、現在最も有力な手法は X線結晶構造解析である。酵素-基質の複合体構造を X線結晶構造解
析することで、基質の近傍に位置し、基質認識に重要なアミノ酸が明らかとなる。これにアミノ
酸変異を加えることで、酵素の基質認識が変わることが期待されるが、特定のアミノ酸を他すべ
てのアミノ酸に変異させる飽和変異や、複数のアミノ酸を同時に変異させるランダム変異など、
基質特異性、反応性が変わった酵素を見出す為には、いくつかの変異の組み合わせを試す必要が
ある。また、よりターンオーバーの大きい酵素を取得しようとする場合、広い領域を無作為に変
異させた酵素を作る必要性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、放線菌より単離されるテルペンインドールであるテレオシジン生合成酵素に注
目する。テレオシジンは細胞内のシグナル伝達に関わる主要なセリン-スレオニンキナーゼであ
る PKC(protein kinase C)の強い活性化作用を持つ。近年、ガン細胞における PKC変異のほと
んどが機能欠損型であることが示され、PKC活性化が有効な制ガン戦略として考えられている。
よって、天然物の骨格を基盤として、PKC 活性化にみられる発ガン促進性、炎症性を取り除い
たアナログを合成することで、有用化合物の創出が期待される。申請者によって、近年、非リボ
ソームペプチド合成酵素(NRPS)TleA、P450 酸化酵素 TleB、プレニル基転移酵素 TleC、テル
ペン部のメチル化、環化に関わる酵素 TleD がテレオシジン B 生合成酵素として同定された
(Awakawa JACS 2014, 136, 9910)。これらの反応は in vitro反応によってその詳細が同定され
ているが、それぞれの基質特異性は寛容ではなく、これらを用いて多様な物質の生産を行うため
には、その基質特異性の拡張、反応性の改良が必要である。 
 
３．研究の方法 
本研究では、環境に優しく、立体構造の形成に秀でた生合成酵素を改変し、非天然型の基質を
作用させることで、数多くの新規生成物を得ることを目的とした。そのため、テルペンインドー
ル化合物テレオシジン生合成酵素を例として、その立体構造を明らかにし、その情報を元にアミ
ノ酸変異を導入し、基質特異性、反応性の改変した変異酵素を創出する。アミノ酸変異は、基質
結合部位周辺のアミノ酸に対して網羅的に行い、多くの変異酵素ライブラリーを創出する。得ら
れた変異酵素遺伝子ライブラリーを用いて基質、反応性スクリーニングを行うことによって、非
天然型基質の合成、受け入れを評価する。得られた変異酵素の結晶構造解析を行い、その基質受
け入れ能力の変化を評価する。 
 
４．研究成果 
  放線菌が生産する teleocidin B（1a, 1b）は特徴的な環状テルペノイド構造と９員環ラクタム
構造を有する、強力な protein kinase C（PKC）活性化化合物である。過去の teleocidin 誘導体の
構造活性相関研究により、９員環ラクタム indolactam V (2)の構造が活性発現に必須であること
が判明している。これまで当教室の過去の研究において、teleocidin 類の生合成遺伝子クラスタ
ーを同定し、シトクロム P450 酸化酵素 TleB が indolactam V の生合成に関わることを報告した
(図１)。TleBは、非リボソーム依存性ペプチド合成酵素 TleAにより合成された N-methyl-L-valyl-
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図１ teleocidinの生合成スキーム 
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tryptophanol（NMVT, 3）の N13位、C4位間に C-N結合を形成することによって 2を生成する。
この C-N結合はジペプチド化合物の二級アミン N13位と比較的反応性の低い indole環 C4位と
の間に形成されている。生合成における TleBの９員環ラクタム形成反応の推定メカニズムはい
くつか提唱されていたものの、その詳細については未だ明らかとされておらず、酵素における C-
N結合の位置選択性や反応機構に興味が持たれた。そこで、本研究では、基質アナログを用いた
酵素反応や X線結晶構造解析から TleBとそのホモログ酵素 HinDの触媒機構の解明、さらには
反応メカニズムを元に新規 indolactam 類縁体の創出反応をデザインすることによる新規生理活
性物質の創出を目的として研究に着手した。 
精製した TleB とホモログ酵素 HinD に対し、合成した 3 および N-methyl-L-phenylalanyl-L-

tryptophanol (NMFT, 4)を基質として用いて酵素反応を行った結果、TleBは 3を、HinDは 3, 4を
基質として受け入れ indolactam 類 2, 5 をそれぞれ生成した(図１)。次に、N13 位、N1 位の違い
による酵素の基質特異性や反応性を検討すべく、3、4 のアナログ化合物として 13 位の-NHCH3

基を-NH2 (6)、-OCH3 (7, 9)、-OH (8, 10)へ置換した化合物や、indole 環を水素原子のない
benzo[b]thiophene (11, 12)や N1-methyl indole (13, 14)へ置換した化合物を合成し酵素反応を行った
(図２)。興味深いことに、TleBは 6–8を受け入れ、９員環構造ではなく 14-OHから C2位への６
員環形成反応が進行した三環性化合物 15–17を、また 7からは 16のみならず、N13位からの脱
メチル化反応が進行した 8を生成した。一方 HinDは TleBより広範な基質特異性を示し、6–14
全ての基質を受け入れ、6–10 からは TleB 同様、三環性化合物 15–19 と脱メチル化化合物 8, 10
を生成した。また、benzo[b]thiophene 置換体 11, 12からも 13位の脱メチル化が進行した 20, 21
を、N1-methyl indole置換体 13, 14からは N1-methyl基が酸化された 22, 23が生成した。本結果
より、N13位、N1位が酵素の反応点であり、酵素反応中 N1位と N13位の水素原子が引き抜か
れ C-N結合形成反応が進行することが示唆された。 

 次に、TleB、HinDの詳細な酵素触媒機構を明らかとするため、酵素の X線結晶構造解析に着
手した。その結果、TleB、HinDのアポ体構造と基質 3, 4、基質アナログ 8, 11との複合体構造の
取得に成功した。基質の活性部位における結合様式を精査したところ、3, 4と 8いずれの場合に
おいても indole環の N1位がヘム鉄に近づくことが判明し、C-N結合形成および、６員環形成反
応はまず N1 位からの水素原子の引き抜きによって開始することが示唆された(図３)。また、11
との複合体構造においては、N13位がヘム近傍に位置しており、N1位の水素原子の引き抜き後、
基質酵素複合体のコンフォメーション変化が生じ、N13 位がヘムに近づくことで N13 位の水素
原子が引き抜かれ、ラジカルが生じると考えられた。実際に、ラジカルを補足するために-NHCH3

を cyclopropane基に置換した基質を合成し酵素反応を行ったところ、cyclopropane環が開環した
化合物を生成することが判明し、酵素によって N13 位の水素原子が引き抜かれ、ラジカルが発
生することが示された。 
以上の基質アナログを用いた in vitro酵素反応と結晶構造解析の結果から、TleB、HinDの酵素
反応機構は、N1位と N13位の二つの位置から水素原子を引き抜き、ジラジカルが形成し、ラジ
カルカップリング反応により C-N結合を形成すると考察される。まず、基質が結合したのちに、
酵素内で活性化された鉄−オキソ中間体が基質の N1 位の水素原子を引き抜き、ラジカルを生成
することで反応が開始される。次に、基質と活性部位残基のコンフォメーション変化が起こり、
鉄−ハイドロオキソ中間体が N13 位の水素原子を引き抜きジラジカルが形成し、C4 位との間で
ラジカルカップリングが進行することで C-N 結合が形成すると考えられる(図４)。13 位の原子
と水素原子の解離エネルギーが高い場合には C3位が水酸化し、3b-hydroxy-indolenine 中間体が
生成した後に 14-OH から C2 位への閉環反応が進行することで三環性化合物が生成すると考え
られる。 

 
図２ 基質アナログを⽤いた TleB と HinD 酵素反応  
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その他に、放線菌由来の HinD ホモログ HinCの反応解析を行い、HinDとは異なる水酸化反応
を触媒することを示している。また、HinCは基質に対して、HinDとは異なる微量生成物を与え
ることを明らかにした。さらに HinCの結晶構造解析に取り組み、そのアポ体結晶構造を明らか
にした。本結果より、相同性の高いバクテリア由来 P450の構造機能相関につながる新規酵素学
的知見が得られた。その一方で、Hinクラスターを放線菌宿主にて、発現を試み、2-methylTrp, 6-
Chloro-Trp, 2-methyl-6-Chloro-Trpといった各種基質とともに培養したが、生成物は得られず、本
クラスターの生成物、機能は未知のままであった。今後、クラスター中各種酵素の in vitro解析
によって、その機能が同定されることが期待される。 
本研究では、環境に優しく、立体構造の形成に秀でた生合成酵素を改変し、非天然型の基質を
作用させることで、多数の新規化合物を取得した。テルペンインドール化合物テレオシジン生合
成酵素のうち特異な P450 酸化酵素 TleB を例として、X 線結晶構造解析を行い、その立体構造
を明らかにし、その触媒メカニズムを明らかにした。本結果は、酵素を用いた物質生産系構築の
ための基盤を構築し、多様な代謝経路で重要な役割を果たす P450酸化酵素の新たな触媒能力を
解明することで、幅広い学術領域に大きなインパクトを与えた。これを基盤に、新たな物質生産
の方法論が提唱され、医薬品製造技術への貢献を通して、公共の福祉に大きく貢献することが期
待される。 
 
 

 

図４：TleB、HinDの９員環ラクタム生成機構 
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図３：TleBと 3の複合体構造 
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微生物からの医薬品骨格生合成酵素の発掘と利用
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メロテルペノイドVerruculide A/Chrodrimanin Aの生合成研究
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複合培養法を利用した希少放線菌からの生物活性物質探索
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淡川孝義、阿部郁朗

パートナー天然物化学改訂第４版、アルカロイドおよびそのほかの含窒素化合物
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淡川孝義
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