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研究成果の概要（和文）：高度に官能基化されたナフトキノン(NQ)型天然物の中には、有用な生物活性をもつも
のが多数知られている。本研究では、放線菌が生産するactinodhodinならびにlomaiviticinAの生合成酵素のう
ち、酸素添加と二量化に関与するもの（ActVA-5, ActVB, ActVA-4, ActVA-3, Lom-19）の機能解析を実施し、新
たな高度官能基化NQ生産システム構築の基盤となる成果として、(1) ActVA-5/ActVBが二成分型酸素添加酵素と
して連続水酸化に関わること、(2) ActVA-4/ActVA-3が前例のない新規アリールカップリング酵素系であること
を解明した。

研究成果の概要（英文）：A number of highly functionalized naphthoquinone (NQ)-type natural products 
are known to possess useful biological activities. In this study, we analyzed the functions of the 
actinodhodin and lomaiviticin A biosynthetic enzymes involved in oxygenation and dimerization 
(ActVA-5, ActVB, ActVA-4, ActVA-3, and Lom-19) derived from actinomycetes, and obtained the 
following results, leading to the basis for the construction of a new highly functionalized NQ 
production system.
(1) ActVA-5/ActVB is involved in continuous hydroxylation as a two-component oxygenase.
(2) ActVA-4/ActVA-3 is an unprecedented new aryl coupling enzyme system.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 生合成　ナフトキノン　酸素添加　二量化　モデリング　放線菌　酵素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ビタミンE・Kやメナキノンなどの内在性生理活性物質である他、強力な抗腫瘍活性を有するものまで、ナフトキ
ノン（NQ）骨格を有する天然物は、魅力ある研究対象である。さらにNQ二量化により中分子NQ骨格に展開できれ
ば、医薬品化学領域での応用可能性はさらに大きくなる。本研究により解明されたActVA-4/ActV-3システムによ
るヘテロ二量化反応は、ビアリール生成経路に新たな可能性を付与するものであり、関連領域への波及効果は大
きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 ビタミン E・K やメナキノンなどはナフトキノン（NQ）骨格をもつ内在性生理活性物質である
他、多様な生理活性をもつ二次代謝 NQ 天然物が報告されている。本研究で扱う Actinorhodin 
(ACT)と同じピロ NQ 骨格をもつ Nanaomycin A は皮膚糸状菌症の動物治療薬であり、Medermycin 
(MED) は抗癌剤開発から注目される Ser/Thr キナーゼ Akt の阻害活性を有する。さらにユニー
クな抗 HIV 活性をもつ植物由来の Conocurvone (CON)は、NQ 三量体であり、強力な抗腫瘍活性を
有する、海洋放線菌由来 Lomaiviticin  A（LOM）は、NQ 骨格を含む diazofluorene 誘導体の二
量体である。酸素添加・多量体化・糖転移などが位置ならびに立体特異的に導入されるという高
度に官能基化された NQ 骨格をもつ天然物が、有機合成化学や医薬品化学に挑戦的な研究対象で
ある状況と、研究代表者らが、放線菌代謝産物 ACT の生合成酵素群の中に多段階酸素添加反応と
位置特異的二量化反応を触媒する高度官能基化生合成酵素を同定したことを機に、「高度官能基
化生合成酵素の基質認識機構の解明から多様な NQ 型化合物の効率的創製に応用できないか？」
を本研究の学術的「問い」に掲げた。 

研究代表者が研究対象としてきた ACT の生合成に関して、反応中間体支持タンパク Acyl 
carrier protein (ACP)から 7種類の酵素による、ワンポットで 20 段階の反応を経て ACT 生合
成中間体(S)-DNPA を調製できる再構成系の構築に成功した（ChemBioChem, 2017, 18, 316-
323）。特に B環の環化酵素 ActIV は、生合成中間体を ACP から分離する Thioesterase としても
機能する二機能性であることも見出し、TypeII 型ポリケタイド生合成の基本骨格形成段階と構
造修飾段階の分岐点を解明した初めての例となった。(S)-DNPA 以降に関しては、①二成分型 FMO
である ActVA/VB による連続酸素添加反応と単一反応型酸素添加 FMO として機能する Med-7
（ActVA-5 ホモログ）の発見（Chem. Biol., 2013, 20, 510-520）②ActVA4/VA3 による A環特
異的二量体化反応(Bioorg. Med. Chem. Lett., 2012, 22, 5041-5045）を in vivo 解析 によ
り発見している。研究分担者熊本らはDDHKの合成法を確立(日本薬学会第136年会, 28AB-pm025, 
2016）し、ActVA5/VB の性状解析を共同研究中である（第 33 回日本放線菌学会大会, P-37, 2018）。
一方、研究分担者熊本は CON の単量体相当の Teretifolione B の全合成に成功し（Tetrahedron, 
2017, 73, 5063-5071）、LOM とその類縁体
kinamycin 類の合成研究にも取り組んでい
る。LOM は、ACT と共通する高度官能基化
NQ 骨格をもち、生産する海洋放線菌から
LOM 生合成遺伝子群を同定した論文
（Tetrahedron, 2014, 70, 4156）では、
actVA-4 の相同遺伝子 lom19 の存在を報告
している。研究実施体制も具体的に整った
ことを受けて本研究課題を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
  ACT は、NQ 二量体の基本骨格を有し、Type II 型 polyketide synthase (PKS)を中核とする
単機能酵素群による 23 段階の多段階反応の中に、C-6, 8 位の連続酸素添加並びに C-10 位の位
置特異的二量体化という高度官能基化を伴って生合成される芳香族ポリケタイド化合物である。
ACT ならびに NQの C-配糖体構造をもつ MED と granaticin (GRA)に関与する生合成酵素群を利用
して、NQ 骨格形成に含まれる高度官能基化機構の統合的解明を基盤として以下の年次目標①～
⑥を設定した。 
①フラビン依存型酸素添加酵素（FMO）ActVA-5/ActVB と類縁酵素の機能解析 
②改変型 FMO 酵素群の設計・調製と二量体化酵素 ActVA-4/ActVA-3 の機能解析 
③天然型および改変型各種 FMO による各種多環性基質への酸素添加システム構築 
④ActVA-4/ActVA-3 による各種 NQ 型基質による多量体化反応の試行 
⑤AcVA-4/ActVA-3 類縁酵素による NQ 型化合物の多量体化反応の実施 
⑥改変型高度官能基化酵素システムの設計 
 
 
３．研究の方法 
 
 各目標に関する研究方法は以下の通りである。 
①フラビン依存型酸素添加酵素（FMO）ActVA-5/ActVB と類縁酵素の機能解析 
・DDHK から DHK-OH に至る連続酸素添加酵素の性状解析 
・各種 DDHK 誘導体を利用した ActVA-5/ActVB 基質特異性の検討 



・Gra-21/Gra-34・Med-7/Med-13 と ActVA-5/ActVB の比較機能解析 
②改変型 FMO 酵素群のデザイン・調製と二量体化酵素 ActVA-4/ActVA-3 の機能解析 
・酸素添加機能タンパク ActVA-5, Gra-21, Med-7 の変異体設計と発現系構築 
・関係 3タンパク質の三次元立体構造予測（ソフトウェア：MOE）により、リガンド（基質なら
びにフラビン補酵素）結合部位に関与するアミノ酸候補を選択し、点変異導入や相違残基入れ
替え型タンパクを設計 
・上記改変型タンパクの発現系構築  
・DHK-OH の二量体化に関与する ActVA-4 と ActVA-3 の発現系の構築 
・ActVA-4/ActVA-3 系による in vitro 機能解析の実施 
③天然型および改変型各種 FMO による各種多環性基質への酸素添加システム構築 
・各種 FMO による各種 DDHK 誘導体の基質認識活性の統合的解析 
・FMO の単段階反応性と二段階反応性の選択性に関与するアミノ酸残基特定（変異タンパク質
の機能解析） 

④ActVA-4/ActVA-3 による各種 NQ 型基質による多量体化反応の試行 

・CON および LOM の合成中間体に対する酸素添加・多量体化反応の実施 

⑤AcVA-4/ActVA-3 相同酵素による NQ 型化合物の多量体化反応の実施 
・Lom-19 の効率的発現系の構築と各種多環性 NQ 型基質に対する Lom-19 による多量体化反応の
試行 
⑥改変型高度官能基化酵素システムの設計 
・調製と高度官能基化 NQ 化合物の創製 
・前年度までに構築した最適 FMO システムに二（多）量体化酵素系を組み込み、拡大型高度官
能基化システムを構築し、多段階反応による高度官能基化 NQ 化合物を創製 

 
４．研究成果 
 
各目的に関する成果は、以下の通りである。 
 
① ActVA-5/ActVB は生合成中間体DDHKの C-6, C-8 連続水酸化を行う酵素活性を見出し、DDHK

からの化学変換率 93%で hydroxy-tetrahydrokalafungin （THK-OH）を与える条件を確立した。
THK-OH は、DHK-OH の C-9,10 が還元された構造で、互変異性によって tetrahydroxy 
naphthalene(T4HN)構造をとり得るものである。さらに、ActVA-5 の相同性タンパクで GRA 生合
成に関わる Gra-21、MED 生合成に関わる Med-7 についても DDHK を基質とするアッセー系で活性
を評価、Gra-21 が C-6, C-8 連続水酸化反応を触媒する二機能性酵素であるのに対し、Med-7 は
C-6 のみ水酸化する単機能酵素であることが示された。 



②③ FMO 活性には，還元型補酵素を供給する flavin reductase （FR）が必要であり、個別酵
素として FMO と二成分系を構成している。これらの機能選択性に関わるアミノ酸残基を探索す
ることを目標に，FMO の homology modeling（HM）による立体構造予測と基質分子の docking 
simulation（DS）を行った。ソフトウェアは Molecular Operating Environment (MOE)を使用し、
テンプレートタンパク質の探索とアラインメントを MOE の PDB データベース において FMO
（ActVA-5, Gra-21, Med-7）をクエリ―とした配列相同性検索したところ、Acinetobacter 
baumannii 由来 4-hydroxyphenylacetate(4-HPA) 3-hydroxylase（二成分系 FMO）の酸素添加酵
素（エントリー：2JBT）が妥当なテンプレートして見出された。本テンプテートには、リガンド
として単環性の 4HPA の他、補酵素として FMN が存在したため、両リガンドを含むターゲットタ
ンパクの HM を実行し、妥当なモデルが構築できた。さらに各酵素に対して， Induced-fit 
docking を行うことにより，真の基質（DDHK）と補酵素が妥当な位置にドッキングされたモデル
を得ることができた。各モデルから基質認識と酸素添加の選択性への関与が示唆される重要ア
ミノ酸が見出されたほか、基質ポケットの大きさやポケット開口部を制御するアミノ酸残基の
相違も各酵素タンパクで見出され、FMO の二機能性（連続水酸化）と単機能の機能選択を説明で
きる知見を得た。 
また、MED と GRA の生合成に関与する FMO/FR である、Med-7/Med-13 と Gra-21/Gra-34 の各酵

素の組み合わせによる水酸化活性および FR による DHK、DHK-OH に対するヒドロキノン生成活性
を各 FMO と FR の組み合わせ（計 9通り）で検討した結果、ActVA-5/ActVB が最も THK-OH 生成量
が高かった。また、ActVA-5 および Gra-21 を用いた場合、FR に関わらず THK-OH が主生成物であ
ったが、Med-7 の場合、DHK が主生成物であった。このことから、DDHK に対する連続水酸化反応
の相対活性は、FMO は ActVA-5 > Gra-21 > Med7、FR は ActVB > Gra-21 ≒ Med-13 の順と考え
た。また、DHK-OH に対するヒドロキノン生成活性は、いずれの FR においても確認された。 
さらに、ActVA-5 に対する DDHK や補酵素 FMN との相互作用をモデリング解析したところ、複

数のアミノ酸の関与が示唆された。これらの活性への関与が予想されるアミノ酸のうち、7種類
のアミノ酸残基を置換した変異酵素を作製し、活性を評価したところ、活性に必須なアミノ酸残
基として S144 と H358 を見出した。 
 

 ②④ ActVA-4 の aryl coupling (AC)活性を調べるために、His タグ融合タンパクとして本酵
素を調製後、NADPH と THK-OH を含む AC 反応系で評価した結果、少量の化合物 Xの生成が確認さ
れた。この実験では、THK-OH の減少はわずかであったが、THK-OH から非酵素的に生じた DHK-OH
が減少したことから、DHK-OH が本来の基質である可能性が示唆された。そこで、基質を DHK-OH
にして同様の評価を行った結果、期待した通りに DHK-OH が消失し、少量の ACT とともに化合物
Xが主生成物として検出された。さらに、化合物 Xは、極大吸収スペクトルが THK-OH と同じで、
高分解能質量分析から、化合物 Xは THK-OH_dimer であると予測した。一方、DHK を基質にした
場合、新たな生成物が確認されなかった。これらは、ActVA-4 は DHK-OH を基質に、位置選択的
な AC 反応を触媒することを示す結果であり、AC 反応の活性には DHK-OH の 8 位水酸基が必須で
あることが示された。 
次に機能未知な酸化酵素遺伝子 actVA-ORF3 の ACT 生成への関与を調べた。DHK-OH を基質に

ActVA-3 と ActVA-4 を含む AC 反応系で評価した結果、DHK-OH から ACT が定量的に生成した。な
お、ActVA-3 単独では DHK-OH から ACT に変換されなかった。これらの結果は、ACT の生合成に
ActVA-3 も関与するとともに、ActVA-4 が化合物 X
を ACT へ変換する酵素であることを強く示唆した。
そこで、酵素的に調製した化合物 X を抽出後、
ActVA-4 の基質として反応させた結果、ACT への変
換が確認された。また、本反応には補酵素が不要で
あること、単量体である THK-OH を DHK-OH に変換す
る活性も確認できた。さらに、本反応には過酸化水
素の生成が伴うことから、反応には分子状酸素が関
与することが示唆された。これらの結果は、ACT の
最終段階が、天然ビアリール化合物を生成する AC
反応としては、前例のない反応機構で進行すること
を示している。 
AC 反応機構の詳細について MOE を用いての

ActVA-4 の立体構造を推定後、DHK-OH と NADH をリ
ガンドとして、本酵素のポケット残基との相互作用
を調べた。続いて、相互作用が予想されたアミノ酸
残基を別のアミノ酸に置換した変異酵素を作製し、
酵素活性を調べたところ、Y262 が DHK-OH、N154 は
補酵素の保持にそれぞれ重要であること、E90 や



K129、R173、Y254 が二量化に関与するこ
とが示唆された。これらの結果を総合す
ると、ActVA-4 は二分子の DHK-OH のう
ち一分子（DHK-OH_1）を補酵素により還
元し THK-OH（もしくは T4HN）に変換後、
もう一分子の DHK-OH（DHK-OH_2）の C-
10 位に位置選択的な AC 反応を行うこと
が予想された。さらに、DHK-OH における
C-8 の水酸基は、ActVA-4 の基質保持に
必須であると考えられ、DHK-OH は基質と
なり得るが DHK は基質にならない、とい
う実験結果を強く支持する。 
 
⑤ ActVA-4 の類縁酵素 Lom-19 の配列ならびに予想立体構造の類似性から、改変型各種 Lom-19
を調製して、DHK-OH から ACT を生成する AC 活性を付与する試みを行ったが研究実施期間内には
成功しなかった。 
 
⑥ 高度官能基化酵素システムの設計を目指し、ACT 生合成の完全再構成系をモデルとして、
Malonyl-CoA を創製する試みを行った。Molonyl-CoA から(S)-DNPA、(S)-DNPA から ACT までの各
ワンポット再構成は達成し、形式的な ACT 完全再構成モデルの構築には成功している。 
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