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研究成果の概要（和文）：本研究では、テルペン環化酵素のメカニズムを実験化学と計算化学を用いて解析し
た。トリフルオロメチル基を有する人工基質を合成し、カルボカチオンの求電子性向上や二重結合の電子密度低
下が環化反応に与える影響とMe基の役割を明らかにした。また、spiroalbateneとpeniroquesineの生合成反応機
構を解明した。本研究は、テルペン環化反応機構の深い理解と「自然に学ぶものづくり」への応用という工学的
意義、およびカルボカチオンの反応性という基礎学理の追求という意義を併せ持つ。研究成果として、総説1
報、原著論文3報を発表した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the mechanism of terpene cyclase was analyzed using 
experimental and computational chemistry. Artificial substrates with trifluoromethyl groups were 
synthesized to elucidate the role of the Me group and the effect of increased electrophilicity of 
the carbocation and decreased electron density of the double bond on the cyclization reaction. The 
biosynthetic reaction mechanism of spiroalbatene and peniroquesine was also elucidated. This 
research has both an engineering significance of deep understanding of the mechanism of terpene 
cyclization and its application to “manufacturing by learning from nature” and a significance of 
pursuing the basic science of the reactivity of carbocation. As research results, one review article
 and three original papers have been published.

研究分野： 計算化学

キーワード： テルペン　計算化学　天然物化学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、テルペン環化反応における反応制御機構の解明を目的とし、CF3基を有する人工基質を用いて、カル
ボカチオンと低求核性二重結合の反応性、およびMe基の役割を明らかにすることを目指しています。この研究
は、従来の実験科学的手法に加え、最新の計算化学を組み合わせた独自のアプローチを採用しており、学術的に
新規性と独創性を有しています。本研究成果により、自在にテルペン化合物を生産する酵素設計や、低環境負荷
型物質生産によるSDGsへの貢献の可能性を秘めています。さらに、CF3基を有する環化生成物は、新規医薬品リ
ード化合物や新規機能性分子としての応用が期待されるため、社会的意義も大きいと考えられます。

※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』は微生物や動植物の持つ生合成のダイナミズムが作り出す多彩な化学構造と機能を
持つ有機分子群である. 多種多様な天然物の骨格は, これまで薬の種として多くの医薬品や農
薬を生み出してきた. 20 世紀に入り, バイオテクノロジーの進歩と相まって様々な天然物有機
化合物（以下、天然物）の生合成遺伝子・酵素が発見された. さらに近年, 人工的に生合成経路
を再構築する合成生物学的手法が注目を集めている. 植物など成長の遅い生物種の生合成遺伝
子を大腸菌などの成長の早い生物種に導入（異種発現）することにより, 大量かつ安定に有用天
然物の安定供給が可能となれば, 低環境負荷型物質生産による持続可能社会の実現が期待され
る. また, 天然の酵素を再設計・機能改変することにより, 自然界には存在しない新規化合物を
生産する人工的な酵素の設計技術にも注目が集まっている（図 1）.  

 
図 1. 計算化学と天然物化学の協奏による新奇天然物・植物分子の創出 

 
人工的な酵素を設計していく上で, 生合成反応機構の深い理解は必要不可欠である. しかし, 

8 万種以上の化合物を含む最大の天然物化合物群であるテルペン化合物でさえ, いまだに反応
機構の完全解明はなされておらず, 「自然界がどのようにして化合物の構造多様性を生み出して
いるのか？・どのようにして反応制御を行なっているのか？」などの学術的「問い」に関する答
えは見つかっていないのが現状である. テルペン生合成は, 「カチオンの化学」と呼ばれており, 
カルボカチオン中心への二重結合の  電子による攻撃によって C–C 結合が構築される. カル
ボカチオンの反応性をより詳細に解析することにより, 自在にテルペン化合物を生産する酵素
の設計を行うことができると考えられる.  
 
２．研究の目的 
 
近年の申請者らの研究（H. Sato, et al. Angew. Chem. Int. Ed., 2018, 57, 14752–14757.）と 

2002 年の星野らの研究（T. Hoshino et al., Chem. Commun., 2002, 291–301.）によりテルペン
環化反応では Me 基が反応性の調節に重要であることが示唆されている. そこで本研究課題で
は, テルペン環化反応の反応制御機構の解明を目的とし, 強い電子求引基である CF3  基を有
する人工基質を合成し, 超求電子性のカルボカチオン, 低求核性二重結合の反応性, Me 基が環
化反応において果たす役割, を明らかにすることを目的とし研究を行う. 
 
３．研究の方法 
 

【計算化学的手法】 
 有機合成化学実験と生化学実験の結果に加え, DFT 計算も用いることにより閉環反応のメカ
ニズムを精査し, 活性化エネルギーや反応機構の詳細を明らかにすることを目的とする.  
酵素認識に関しては, David Baker らが開発したタンパク質モデリングソフト Rosetta を用

い, 2017 年に Tantillo らが発表したテルペン環化酵素のドッキングシミュレーション法に従い
進める（T. E. O’Brien, et al., Chem. Sci., 2016, 7, 4009–4015.）. DFT 計算で得られた基質の初
期配座の結果と比較し, Me 基がどのように初期配座に影響を与えるのかを明らかにすることを
目的とする.上述の計算化学的手法を駆使して, 実験科学によって得られた定性的な結果を定量
化する. 



 
４．研究成果 
 

1. Spiroalbatene 生合成 

spiroalbatene は、Allokutzneria albata よりを単離されたジテルペン化合物である。予想生合

成経路では、cyclopropylcarbinyl cation という非古典的カチオン種が中間体として存在するこ

とが予想されていた。我々は、これまで種々のテルペン環化酵素の解析をしてきており、さまざ

まな非古典的カチオン種を明らかにしてきた。しかし、spiroalbatene のような立体化学的に混

み合った化合物において 3 員環形成反応が進行するかは疑問であった。そこで、我々計算化学

的手法を用いて spiroalbatene 生合成の反応機構について精査することにした。計算の結果、

大きく 3 つの新たな知見が得られた。1. spiroalabatene 生合成では環化の初期過程で E/Z 異

性化が進行している、2. cyclopropylcarbinyl cation のような非古典的カチオン種は中間体とし

て存在しない、3. spiroalbatene 生合成では一見遠回りに見える転位反応が進行することが明ら

かとなった。さらに詳細な解析の結果、IM5 における 10 員環部分の立体的制約により 3 員環

生成反応が進行しないことが明らかとなった。本研究成果は、今後のテルペン環化酵素の人工設

計や合理的機能改変に有用な知見を与えるものと考えられる。 

 

図2．Spiroalabatene 生合成反応機構解析の結果 

 

2. Scalarane 型セスタテルペノイドの生合成 

反応機構解析では、ステロイド骨格における 7 員環生成機構のメカニズムを明らかにした。

Scalarane 型セスタテルペノイドの生合成では、図 3 (B) 左の構造に示すように 6 員環部分が

開環した後に、転位反応が進行して 7 員環が構築される。[2] その際に図 3 (B)に示す共鳴構造

が可能である。我々は、カチオンの安定性について調べるために 8 位の Me 基を置換した人工

基質を作成して計算を行った。その結果、図 3 (C) に示すように遠隔位に存在する Me 基によ

って協奏性と活性化エネルギーが制御されていることを明らかにした。テルペン環化酵素では、

反応制御に基質の Me 基が関与していることが示唆されている。本研究結果は、テルペン環化

酵素の基質認識と反応制御機構に新たな知見を与えるものと考える。本研究は、Chem. Eur. J. 

誌に掲載された。 



 

図3．Scalarane 型セスタテルペノイド生合成での遠隔位 Me 基の効果 

A) IM1_H: C8 位を Me 基に置換したしたモデル中間体、IM1_iPr: C8 位を iPr 基質

に置換したモデル中間体、B) 環拡大反応の中間体における平衡状態、C) C8 位の置換基を変

化させた際のエネルギーダイヤグラム 

3. peniroquesine 生合成 

peniroquesine は、Penicillium roqueforti YJ-14 から単離されたセスタテルペノイドである。

図 4 に示すように、当初の予想生合成経路では、一般的に不安定とされる 2 級カチオンが 3 

連続で生成することが示唆されていた。また、生合成終盤において、7/4 員環の縮環部分におい

て複雑な転位反応が進行して 6/5 員環の D/E 環部分が構築されていたが、こちらの詳細なメ

カニズムも未解明であった。我々は、計算化学的手法を用いて、この複雑な環化メカニズムの解

明に取り組んだ。その結果、10 段階以上にも及ぶ超連続多段階反応を計算機上で再現すること

に成功した。２級カチオンは、実際には中間体としては存在せず、transient な構造として存在

し、協奏的に反応が進行することが明らかとなった。また、転位反応に関しては縮環部分の立体

配座が非常に重要であることが明らかとなった。本研究は、JACS Au 誌に掲載された。 

 

 

図4．Peniroquesine 生合成での予想生合成反応機構  

A) Peniroquesine の標識実験の結果、B) Peniroquesine の予想生合成経路 
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