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研究成果の概要（和文）：本研究は、放線菌由来のBIQ系ポリケタイドの生合成経路上に存在するエノイル還元
酵素群の機能解明を目的に行った。その結果、アクチノロジン生合成に関与するエノイル還元酵素ActVI-2が高
い立体選択性を有した反応を触媒することを明らかにする出来た。さらに、分子モデリングソフトによる解析に
より反応機構の一部を明らかにすることが出来た。また、ActVI-2類縁酵素として、ActVI-2とは逆の立体選択性
示す酵素を見出しており、今後詳細な機能解析を行うことで、エノイル還元酵素群の反応機構の解析に大いに寄
与することが可能と考えている。また、これらの研究結果の一部は、国際雑誌や国内学会で発表を行っている。

研究成果の概要（英文）：This study was perfomed to elucidate the functions of a group of enoyl 
reductases on the biosynthetic pathway of BIQ-based polyketides from actinomycetes. As a result, it 
was clarified that ActVI-2, an enoyl reductase involved in actinolodine biosynthesis, catalyses the 
reaction with high stereoselectivity. Furthermore, part of the reaction mechanism was clarified by 
analysis using molecular modelling software. In addition,  an enzyme which is an ActVI-2 analogous 
enzyme showed opposite stereoselectivity to ActVI-2 has been found, and detailed functional analysis
 in the future will greatly contribute to the analysis of the reaction mechanism of the enoyl 
reductase group. Some of the results of these studies have been published in international journals 
and at national conferences.

研究分野： 天然物化学

キーワード： Streptomyces　enoyl reductase　actinorhodin　polyketide

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、エノイル還元酵素としてActVI-2の機能を明らかにした。これにより、これまでに未解明であった
ACT生合成経路の一工程を解明することができた。さらに、本酵素が厳密な立体制御機構を有していたことか
ら、最終生成物であるACTの立体化学の構築に大きく関与していることを明らかにすることできた。ACTは、放線
菌由来の二次代謝産物研究においてモデル化合物として世界中で広く研究対象とされている。そのため、ACT生
合成酵素の同定は、ACT生合成研究だけでなく、これらの研究を基礎とする多くの研究に新たな知見を与えるこ
とで、将来的な研究の発展に寄与することができたと考えている。

※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 

 

ベンゾイソクロマンキノン （BIQ）系ポリケタイドは、 抗菌活性を含む有用な生理活性を示
すことから、近年、新薬開発への応用を目指した生合成経路の解明が試みられている（Taguchi 

et al, Chem. Biol., 2013）。特に、放線菌由来 BIQ 系ポリケタイドの基本骨格の構築に関与する
Type II 型ポリケタイド合成酵素（PKS）の in vitro 解析が盛んに行われてきた（Ichinose et al, 

ChemBioChem, 2017）。一方、BIQ 系ポリケタイドの多様性を創出する生合成後半では、生合
成酵素遺伝子は推定されているが、生合成中間体の不安定さ等から酵素機能の解明は進んでい
ない。特に、DNPA の立体選択的なエノイル還元反応は、最終生成物の BIQ 骨格の 15 位に不
斉炭素を構築することにより、BIQ 系ポリケタイドの構造的多様性を創出する重要な分岐点で
ある（図１）。さらに、本反応は、BIQ 系ポリケタイドのアクチノロジン（ACT）やグラナチシ
ン（GRA）等の生合成経路に共通して存在しており生合成において重要な酵素であることが推
測されるにも関わらず、本酵素の機能解析は行われておらず、還元機構についても検討が行われ
ていなかった。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、エノイル還元酵素群を用いた非天然型 BIQ 系ポリケタイドの創製を目指し、本
酵素群による立体選択的なエノイル還元機構を解明する。研究期間内には、エノイル還元酵素群
の発現システムの構築、酵素機能解析およびアミノ酸改変体の解析を通じ、本酵素群の反応基質
に対する立体化学認識能を含めたエノイル還元機構を分子レベルで明らかにすることを目的に
研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 
 本研究では、上記の背景およびこれまでの研究成果をもとに、エノイル還元酵素群の機能解析
および本酵素群による立体選択的なエノイル還元機構の解明を目的に、下記の方法（Step1-4）
で以下のことを明らかにする。 
 
[Step 1] ACT 生合成経路由来 ActVI-2の機能解析 
 ActVI-2 によるエノイル還元機構の解明のために、精製 ActVI-2の機能解析（至適 pH/温度、
基質特異性など）を行う。まず、精製 ActVI-2 と(S)との酵素実験により至適 pH/温度の検討を
行う。さらに、(R)-DNPAとの酵素実験を行い、ActVI-2 の反応基質に対する立体選択性の検討を
行う。基質特異性の検討に用いる基質は、生合成酵素遺伝子を導入した放線菌の培養抽出液から
取得する。さらに、反応生成物の標準品は、有機化学的手法により、(S)または(R)-DNPAから誘
導体化後、HPLC などを用いて精製する。 
 
[Step 2] エノイル還元酵素群の発現と精製 
 エノイル還元酵素の機能解析を行うため、大腸菌を用いた組換え酵素の発現システムの構築
を行う。まず、推定エノイル還元酵素遺伝子（actVI-4, med9, gra28, gra30）を大腸菌用のタ
ンパク発現用ベクターに導入し、酵素発現用ベクターを構築する。これらは、タンパク発現用大
腸菌株に形質転換し、得られた形質転換体を用いて酵素の発現・精製を行う。発現・可溶化がう
まく進まない場合は、発現用宿主やコドンの最適化を行う。 
 
[Step 3] エノイル還元酵素 ActVI-2の機能解析 
 エノイル還元酵素群による反応機構の解明のために、Step 2 で精製した酵素を用いて、反応
に必要な補酵素の決定および機能解析を行う。酵素反応液の HPLC 分析により反応生成物が検出
された場合には、LCMS や NMR を用いて構造解析を行う。エノイル還元活性が確認出来ない場合
は、Fe2+などの金属イオンや異なる補酵素を添加し、反応への影響を検討する。 
 
[Step 4] エノイル還元酵素 ActVI-2の部分的アミノ酸変異体の作製および機能解析 
 エノイル還元酵素 ActVI-2 の詳細な反応機構の解明のために、Step 3までに用いたエノイル
還元酵素群のアミノ酸改変体を作製する。分子モデリングソフト MOE を用いた各エノイル還元
酵素の反応基質とのドッキングシミュレーションや立体構造の比較により、酵素による反応基
質の立体化学認識能などに関与すると推測される候補アミノ酸残基を探索する。反応に関与す
る可能性のあるアミノ酸のアミノ酸変異体は、(S)、(R)-DNPAや生合成中間体に対する酵素活性
を評価する。これにより、立体選択的エノイル還元活性に関与するアミノ酸残基を特定し、本酵
素群の反応機構を明らかにする。 



 

 

４．研究成果 
 
エノイル還元酵素 ActVI-2は、Rhodococcus erythropolis L88 株を発現用宿主として用い、

組換え酵素とし取得した（図 1B）。これを用いて緩衝液中で(S)-DNPA に対するエノイル還元能を
評価した結果、(S)-DNPAの消失に伴う DDHKの生成が観察された（図 1C）。さらに、本酵素のさ
らなる機能解析を行った結果、本酵素によるエノイル還元活性は、至適 pHが 6.5で補酵素 NADPH
を必要とすることが明らかになった。また、基質特異性を評価した結果、15 位立体異性体であ
る(R)-DNPAに対してはエノイル還元を示したが、ACT生合成関連化合物である DMAC に対しては
活性を示さなかった。 
 

 
図 1. ActVI-2による(S)-DNPAのエノイル還元 

 

 ActVI-2 のエノイル還元能の反応機構解明を目的に、(S)または(R)-DNPA の化学的還元反応に

よって作製した 4種類の DDHK 誘導体を標準品として（図 2E, F）、ActVI-2 による生成物の LCMS

による詳細な解析を行った。その結果、LCMS分析においても(S)-DNPA の生成物として DDHKのみ

が検出され、15-epi-DDHKは全く検出されなかった（図 2A, C）。一方、(R)-DNPA の生成物とし

ても 3-epi-DDHKのみが検出され、ent-DDHKは全く検出されなかった（図 2B, D）。以上の結果、

ActVI-2 のエノイル還元能は、DNPA の 3 位の立体化学に影響されず、15 位を R 体に還元するこ

とが明らかになった。LCMS分析から立体異性体が検出されなかった結果から、ActVI-2のエノイ

ル還元の立体選択性は厳密に制御されていることが明らかになった。以上の実験結果から、

ActVI-2がエノイル還元酵素として、ACT生合成経路において ACTの立体制御に大きく関与して

いることを明らかにすることができた。また、ActVI-2 と共にエノイル還元に関与することが推

測されていた ActVI-4 についても、上記の ActVI-2と同様の機能解析を行ったが、エノイル還元

能は観察されなかった。一方、ACT 以外の BIQ 系ポリケタイドであるメダマイシン（MED）やグ

ラナチシン（GRA）の生合成に関与するエノイル還元酵素（Med9, Gra28, Gra30）については、

推測される酵素遺伝子の酵素発現および機能解析を行った。Med9 については、大腸菌や

Rhodococcus などの酵素発現用宿主を用いて組換え酵素の取得を試みたが、機能解析を行うため

に十分な酵素を取得することは出来なかった。また、Gra28/30 については、大腸菌を用いるこ

とで組換え酵素を取得することは出来たが、(S)および(R)-DNPA に対してエノイル還元能を示さ

なかった。これらのエノイル還元酵素群の探索は引き続き進めていく予定である。 
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 エノイル還元酵素として同定出来た ActVI-2 による反応機構の解析を行うため、分子モデリ

ングソフト MOE を用いた in silico解析を行った（図 3）。その結果、ActVI-2によるエノイル還

元において、重要と推測される候補アミノ酸を複数選抜した。そこで、これらのアミノ酸のエノ

イル還元活性への寄与を評価するため、対象のアミノ酸を Ala に置換したアミノ酸変異酵素を

作製した。作製したアミノ酸変異酵素のエノイル還元能を評価した結果、トリプトファンなどの

複数のアミノ酸が反応に寄与していることが明らかになった。特に、反応基質である(S)-DNPAの
カルボン酸と相互作用していたトリプトファンは、酵素内において基質の位置を固定すること

で、エノイル還元活性に大きく寄与していることが明らかになった。今後は、反応に関与する可

能性があるアミノ酸に注目した分子モデリング解析を行うことで、ActVI-2 の立体制御機構を解

明する予定である。 

 

 
図 3. 分子モデリングソフト用いて構築した ActVI-2と NADPH の分子モデル 
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