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研究成果の概要（和文）：2-(2-フェニルエチル)クロモン類（PECs）は沈香の芳香成分として知られている。
我々は沈香の基原植物である牙香樹Aquilaria sinensisから見いだしたⅢ型ポリケタイド合成酵素（PECPS）の
機能解析を行った。その結果，PECPSはPECsの基本骨格であるジアリールペンタノイドを生産する機能を有する
ことを明らかにした。またPECPSの結晶構造データから，本酵素の特異的な機能が発現する要因について解析し
た。

研究成果の概要（英文）：2-(2-Phenylethyl)chromones (PECs) are the principal constituents 
contributing to the distinctive fragrance of agarwood. In this work, we describe a type III 
polyketide synthase (PECPS) identified from Aquilaria sinensis. We demonstrate that the scaffold of 
diarylpentanoid is the common precursor of PECs, and PECPS plays a crucial role in PECs 
biosynthesis. Crystal structure analyses of PECPS employs a one-pot formation mechanism for the 
formation of the diarylpentanoid scaffold. 

研究分野： 天然物化学

キーワード： 沈香　生合成　ポリケタイド合成酵素　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2-(2-フェニルエチル)クロモン類（PECs）の生合成に関与するⅢ型ポリケタイド合成酵素であるPECPSの機能を
明らかにしたことで，薬学的に有用なPECsについて代謝工学を利用して大量に合成できる可能性を示しただけで
なく，沈香がどのように形成されるかをさらに探求するための知見を得ることで，密栽が行われている沈香の作
成に利用される基原植物の生態系を守ることにもつながると期待される。

※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 
 沈香は，高貴な香りのする高級香木として，中国や日本において広く用いられてきた。日本で
は，お香としての需要が高く，さらに中国や日本においては，香料としてのみならず，精神作用
を持つ生薬として中医薬や漢方医薬で用いられている。沈香の基原植物はジンチョウゲ科沈香
属の牙香樹 Aquilaria sinensis や沈香樹 A. malaccensis, 沈香木 A. agallocha であり，その芳
香成分は，2-（2-フェニルエチル）クロモン類であることが既に報告されている。しかし，これ
らの芳香成分は，細菌による感染や摂食生物からの脅威にさらされたときときにのみ生産され
る化合物群であり，基原植物が細菌等に長期にわたり犯されることで初めて十分な芳香成分が
蓄積される。言い換えれば，死に瀕した牙香樹等が沈香としての利用が可能であり，自然界に置
いては，基原植物のうち，沈香として利用できるのはわずか数パーセントである。最近では，基
原植物に人為的ストレスを与えることで沈香の生産が試みられているが，その費用と労力に反
して必ずしも沈香として利用できるわけではなく，その希少性が故に未だ高価な値で取引が行
われている。そのため，密栽が後を絶たず，基原植物の数が激減している。沈香が生産する芳香
成分の生合成に関わる酵素遺伝子が明らかになれば，その酵素遺伝子群の発現を詳細に観測し
ながら，それらが高発現する外部刺激等を検討していくことで，それらの芳香成分を高含量で生
産する人工沈香の開発につながることが十分に期待される。一方，これらの芳香線分の生合成に
関わる酵素遺伝子が明らかになれば，合成生物学的手法を用いて，これらの芳香成分を生産する
ことが可能となる。 
 

 
 

 
 

図 1. 沈香に含有する 2-（2-フェニルエチル）クロモン類の化学構造の基本骨格 
 
２．研究の目的 
 北京中医薬大学の共同研究者らが作成した牙香樹のカルスの遺伝子発現を精査することで，
沈香の芳香成分である 2-（2-フェニルエチル）クロモン類の産生に対応して発現する 4 つのⅢ
型ポリケタイド合成酵素（PKS）遺伝子（2-(2-phenylethyl)chromone precursor synthase，
PECPS）を見いだした。2-（2-フェニルエチル）クロモン類の生合成経路は未だ不明であるが，
その構造からクルクミンや申請者らが報告したアルキルキノロンの生合成のように，開始基質
にマロニル CoA を 1 分子縮合させるⅢ型 PKS と，伸長基質として CoA フリーのジケト酸を芳
香族アシル CoA に縮合させるⅢ型 PKS の連続反応により，その基本骨格が生合成されると考
えられる。また最近では，生合成酵素や機能改変酵素の遺伝子を他の生合成遺伝子とともに異種
生物に取り込むことで，本来とは異なる生物を用いて，稀少有用化合物や非天然型化合物を生産
することもできる。また，結晶構造に基づく合理的な触媒機能の改変により多様な化合物を創出
することも可能である。そこで，本研究では，（1）本仮説に基づき，PECPS が 2-（2-フェニル
エチル）クロモン類の基本骨格を構築することを明らかにすることを主たる目的とする。また，
同時に（2）PECPS の結晶構造解析と（3）基質アナログを用いた非天然型化合物の創出にも取
り組む。 
 
３．研究の方法 
（1）PECPS の大腸菌での異種発現と機能解析 
 PECPS の酵素遺伝子は既に取得済みであり，本研究では，大腸菌にて異種発現して精製した
酵素の酵素反応生成物を精査することにより，2-（2-フェニルエチル）クロモン類の生合成の解
明を図る。まず，PECPS は，His-tag 等との融合蛋白質として大腸菌に発現させる。次に Ni-キ
レートアフィニティーカラムを用いて精製した PECPS について，2-（2-フェニルエチル）クロ
モンの基本骨格から想定されるフェニルプロピオニルCoAやベンゾイルCoA等をマロニルCoA
やフェニルプロピオニル基やベンゾイル基を有するジケト酸とともに基質として作用させ，反
応生成物を LC-MS を用いて分析する。牙香樹の 2-（2-フェニルエチル）クロモン生合成に関与
するⅢ型 PKS の役割と 2-（2-フェニルエチル）クロモン骨格の生合成経路の詳細を確定する。 
 
（2）PECPS の X 線結晶構造解析 
 2-（2-フェニルエチル）クロモン骨格の形成に関わることが明らかとなった上記Ⅲ型 PKS に
ついて，その構造を詳細に解析することで触媒機構を解明する。具体的には，対象となった
PECPS について，イオン交換カラムやゲル濾過カラムを用いてさらに高純度に精製し，申請者
がこれまでⅢ型 PKS 等の結晶化において良好な結果を得てきた独自のスクリーニングキット等
を用いて結晶化を行い，最適化を得て構造解析レベルの結晶を取得する。次に，放射光施設を用
いて得られた結晶の X 線回折データを取得して，他のⅢ型 PKS の結晶構造を鋳型とした分子置



換法により，結晶構造を取得する。 
 
（3）PECPS 変異体の作製及び X 線結晶構造解析による酵素反応機構の推定 
 PECPS 野生型の X 線結晶構造解析の結果に基づき，酵素反応機構に関与すると推測されるア
ミノ酸残基について，変異を導入し PECPS 野生型の精製と同様の手法にて組換え酵素を作製す
る。次いで，フェニルプロピオニル CoA とマロニル CoA を用いた酵素反応を行い，LC-MS 解
析を行うことで，酵素活性に影響を及ぼすアミノ酸残基を明らかにする。また高純度に精製した
PECPS 変異酵素について，X 線回折データを取得して PECPS 野生型の結晶構造を鋳型とした
分子置換法により，結晶構造を取得する。PECPS 野生型を用いた酵素反応の結果及び X 線結晶 
構造解析から PECPS の酵素反応機構を推定する。 
 
４．研究成果 
 PECPS は系統樹解析の結果，非カルコン合成酵素に分類され，また PECPS は N 末端に His-
tag を持つ融合蛋白質として大腸菌で発現が可能であった。Ni-カラムクロマトグラフィーによ
り精製を行った組換え PECPS は分子量約 40ｋDa の単一のバンドとして SDS-PAGE 上で確認
され，計算値の分子量 43ｋDa とよい一致を示した。PECPS の酵素活性を確認するために開始
基質として 4－ヒドロキシフェニルプロピオニル CoA を選択し，伸長基質としてマロニル CoA
を用いて酵素活性を確認したところ，C6-C7-C6 骨格構造を持つジアリールヘプタノイドが特異
的に生成した。LC-MS 解析の結果，生成した化合物はテトラヒドロビスデメトキシクルクミン
（1）と決定した。ジアリールヘプタノイド誘導体は沈香から単離報告はされていない。また，
ベンゾイル CoA とマロニル CoA，4-ヒドロキシフェニルプロピオニル CoA を同時に作用させ
ることで，C6-C5-C6型骨格の構築を試みた結果，1 の生成に加えて，分子式 C17H16O3 の未知化
合物が生成した。NMR 解析により得られた未知化合物は 5-（ヒドロキシフェニル）-1-フェニル
ペンタン-1,3-ジオンであることが確認された。興味深いことにジアリールペンタノイドについ
ては沈香からの単離が報告されている。よって，沈香の芳香成分である 2-（2-フェニルエチル）
クロモン類は C6-C5-C6型骨格を前駆体として生合成されると推定される。 
 

 
 
 

 
 
 

 
図 2. PECPS によるテトラヒドロビスデメトキシクルクミンと 5-（ヒドロキシフェニル）-1-フ
ェニルペンタン-1,3-ジオンの生成 
 
 PECPS が生産する C6-C5-C6 型骨格の反応機構について推定する
ために，イオン交換クロマトグラフィーとゲル濾過クロマトグラフィ
ーにより高純度に精製した PECPS について，結晶化を行い，1.98Å
の分解能で結晶構造を取得した。PECPS の結晶構造は，他のⅢ型
PKS と同様にホモ二量体構造を示していた。また，Ⅲ型 PKS の触媒
残基である Cys-His-Asn についても立体的に保存されていた。しか
し，PECPS とナリンゲニンカルコンを生成する Midicago sativa 
CHS（MsCHS）の構造と比較したところ，PECPS には MsCHS に
存在するクマロイル結合ポケットとして知られる部分が欠如してい
ること確認された。原因として，MsCHS の Ser338 に相当するアミ
ノ酸残基が立体障害の大きい Phe340 になっており，触媒に関与する
ポケットが先細りになっていることが挙げられる。しかしながら，ド
ッキングシミュレーションの結果から，PECPS の触媒ポケットには
4-ヒドロキシフェニルプロピオニル-β-ジケトユニットを収容するた
めに十分な容積があることが確認された。そこで，Phe340 をよりかさ高い Trp に変異させて，
酵素活性を確認したところ，この変異体は 1 の生成能を保持していた。HPLC や等温滴定カロ
リメトリーの結果は，PECPS 野生型の結果と同等であり，解析した PECPS F340W 変異体の
結晶構造から，触媒ポケットのサイズと形状が野生型と同様であると確認された。よって，
Phe340 近傍の立体障害については，酵素反応中の基質や中間体の結合に影響がないことが示唆
された。興味深いことに PECPS の活性部位は，クルクミノイド合成酵素（CUS）の活性部位と
は明らかに異なっていた。CUS は，植物に特有なⅢ型 PKS であり，2 つの p-クマロイル CoA
と 1 つのマロニル CoA の縮合からビスデメトキシクルクミンの生成を触媒する酵素である。
CUS の触媒ポケットは非常に大きく（640Å3）であり，PECPS の触媒ポケット（247Å3）の 2．
5 倍の容積を有する。これらの容積の大きな違いの要因として Asn199 の立体障害と配置に起因

図 3. PECPS 野生型
の結晶構造の触媒ポ
ケットの拡大図  
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している。そこで，Asn199 の立体障害により，主の触媒ポケットから切り離されたキャビティ
ーが酵素反応に関与しているかを確認するため，切り離されたキャビティーに入り込む可能性
のある突出した側鎖を有する PECPS A210E 変異体を作成した。しかしながら，A210E 変異体
は触媒活性を失わず，野生型とほぼ同等の 1 の生成活性を示した。また A210E 変異体の結晶構
造から，野生型にあった切り離されたキャビティーが存在した空間を Glu210 の側鎖が占有して
おり，キャビティーが消失していることが確認された。よって，この切り離されたキャビティー
は酵素反応中の基質や中間体の結合に関与していないことが示唆された。また Asn199 につい
ても，Leu199 及び Phe199 に置換した変異体を作製し，Asn199 の役割を確認した。N199L 及
び N199F 変異体は，野生型 PECPS と比較して 1 の生成がそれぞれ 35％と 56％減少している
ことが確認された。これらの変異体酵素の結晶構造について，野生型 PECPS の結晶構造と比較
した結果，決定的な構造の差は見られなかった。野生型 PECPS 及び N199F 変異体の複合体に
ついてドッキングシミュレーションを行った結果，Asn199 の側鎖が水素結合を介してリガンド
の結合に必須であることが予測された。このことから，N199L, N199F の酵素活性が低下した
と考えられる。 
 反応機構について推定するため，PECPS の基質として 4-ヒドロキシフェニルプロピオニル
CoA を用いて酵素反応を行った反応混合物について，LC-MS で解析した結果，4-ヒドロキシフ
ェニルプロピオニル-β-ジケチド CoA 及びβ-ジケト酸を中間体として捕捉することができた。
また，ジケチド CoA 中間体は反応溶液中で対応するジケト酸へ加水分解することを確認した。
しかしながら，ベンゾイル CoA を基質として用いた際には，対応するジケチド CoA 及びジケト
酸中間体は生成しなかった。これらの結果から，PECPS による C6-C5-C6型骨格形成反応機構を
推定した。PECPS はまず，4-ヒドロキシフェニルプロピオニル CoA を開始基質として受け入
れ，1 分子のマロニル CoA を縮合して，4-ヒドロキシフェニルプロピオニル-β-ジケチド CoA
中間体を形成する。PECPS の触媒ポケットの容積からこれ以上のマロニル CoA の縮合は進行
しない。よって，ジケチド CoA 中間体は触媒ポケットから放出される。その結果，ベンゾイル
ユニットを触媒部位に結合できるようになる。ベンゾイルCoAが触媒中心のCys166に結合し，
その後，4-ヒドロキシフェニルプロピオニル-β-ジケチド CoA の非酵素的加水分解（または未同
定のチオエステラーゼによって）により生じたβ-ジケト酸中間体がベンゾイルユニットと脱炭
酸縮合することにより，C6-C5-C6 型骨格を有する 5-（ヒドロキシフェニル）-1-フェニルペンタ
ン-1,3-ジオンが生成すると推定される。 
 本研究では，A. sinensis からジアリールペンタノイドを生産するⅢ型 PKS を同定した。さら
に PECPS は，沈香の芳香成分の 2-（2-フェニルエチル）クロモン類の基本骨格となる C6-C5-C6

型骨格の生成に関与することが示唆された。結晶構造解析の結果から，PECPS は他の既知Ⅲ型
PKS では報告されていない，ジケチド CoA 中間体を含む特異ななワンポット触媒機構を有する
ことが確認された。2-（2-フェニルエチル）クロモン類の生合成経路の主要な中間体である C6-
C5-C6型骨格の生成に PECPS が関与していることは，これらの薬学的に重要な分子の過剰生産
などに知見が得られたと考えられる。さらに，今回の研究では，沈香の生産機構のさらなる探索
に貢献すると思われる。 
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