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研究成果の概要（和文）：Ⅲ型ポリケタイド合成酵素（PKS）の中でも最多の12分子のマロニルCoA縮合を触媒し、TＷ9
5aへの変換を触媒するオクタケタイド合成酵素（OKS）F66L/N222G変異酵素のX線結晶構造解析に成功した。さらに、本
結果に基づき、TW95aの生産能が約1.5倍に増加したOKS変異酵素の創出に成功した。一方、沖縄県産四季柑からキノリ
ノンへの変換を特異的に触媒する新規Ⅲ型PKSのクローニングに成功した。

研究成果の概要（英文）：We solved crystal structure of an octaketide synthase (OKS) F66L/N222G mutant enzy
me that catalyzes the longest number of malonyl-CoA condensations to produce TW95a. Furthermore, we succee
ded in producing an OKS mutant enzyme that increased enzyme activity for the formation of TW95a to approxi
mately 1.5 times on the basis of the crystal structure. In addition, we succeeded in cloning a novel type 
III PKS that specifically catalyzes the formation of quinolinone.

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合新領域

キーワード： 生合成　ポリケタイド合成酵素　酵素工学　ポリフェノール　アルカロイド
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 植物由来Ⅲ型ポリケタイド合成酵素（PKS）
は、植物に普遍的に存在するフラボノイドか
ら、お茶やワインのポリフェノール、ウコン
のクルクミン、さらにはアクリドンアルカロ
イドに至まで、これら一見互いに無関係な、
実に多岐にわたる化学構造と生物活性を有
する植物二次代謝産物の基本骨格を構築す
る酵素群である。 
 著者らは、先行研究において、コガネバナ
由来のプロトタイプⅢ型 PKS 等に対して人
工基質をプローブとして作用させ、酵素反応
生成物とキネティクスを詳細に検討するこ
とにより、植物Ⅲ型 PKSが異例とも言える広
範な基質特異性と多様な触媒機能を示すこ
とを明らかにした（JACS 122, 11242, 2000な
ど）。さらに、クロモンなどの骨格を構築す
る全く新しいタイプのⅢ型 PKS のクローニ
ングに成功し、これまで関連性の考えられな
かった一連の二次代謝産物の生合成にⅢ型
PKS が広く関与することを明らかにした
（JACS 127, 1362, 2005など）。また、Ⅲ型 PKS
の X線結晶構造解析と、それら結晶構造に基
づく変異の導入により、酵素触媒機能を拡張
させ、3 環性ナフトパイロン骨格やジベンゾ
アゼピン骨格を有する非天然型新規化合物
の創出や、基質を含む結晶化溶液に、ベンザ
ルアセトン合成酵素（BAS）の結晶をソーキ
ングすることにより、Ⅲ型 PKSでは初となる、
活性中心Cys残基に反応中間体がチオエステ
ル結合した複合体結晶構造の取得に成功す
るなど、これまで困難とされてきた酵素触媒
機能の人為的な制御にも展望を開きつつあ
る（Chem. Biol. 14, 359, 2007; JACS 129, 5976, 
2007; PNAS 107, 19778, 2010; PSNA 108, 13504, 
2011; PNAS 107, 669, 2010など）。一方、Ⅲ型
PKSは、互いに 50%以上の高いアミノ酸相同
性を示し、しかも活性中心キャビティの僅か
な形状の違いにより、活性が大きく変化して
しまうため、Ⅲ型 PKSの触媒機能を拡張して
非天然型新規化合物を創出するためには、構
造機能活性相関と触媒機構に関するさらな
る知見を必要とした。 
 
２．研究の目的 
 Ⅲ型 PKS が示す広範な基質特異性と潜在
的触媒能力は注目に値する。従って、こうし
た基質特異性の寛容さと触媒能力を利用・拡
張し、一連の骨格の異なる人工基質を作用さ
せることによって、創薬シードとなり得る有
用物質の生産が可能になる。また、酵素蛋白
質の立体構造に基づく合理的な触媒機能の
改変により、さらなる分子多様性と新規骨格
の創出が期待される。一方、酵素の機能制御
による物質生産に向けては、静的基質認識だ
けでなく、活性中心アミノ酸残基の適正配置
や反応の進行に伴う動的構造変化の解明が
重要である。本研究では、著者らが先行研究
において、Ⅲ型 PKSでは最多の 12分子のマ
ロニル CoA を縮合し、TW95a への生産能の

獲得に成功したオクタケタイド合成酵素
（OKS）の F66L/N222G変異酵素を取り上げ、
構造生物学を基盤として、計算化学、分子生
物学、タンパク質工学に至る幅広い方法論を
駆使することにより、本変異酵素の結晶構造
の解明と、その結果をもとにした酵素触媒機
能の拡張を目指した。 
 
３．研究の方法 
(１) OKS F66L/N222G変異酵素の X線結晶構
造解析 
 OKS F66L/N222G 変異酵素を６残基のヒス
チジンとのC末融合タンパク質として大腸菌
に異種発現させ、Ni-キレートアフィニティー
カラム、陰イオン交換カラム、ゲルろ過カラ
ムを用いて高純度に精製した。次に、これを
用いて、市販のスクリーニングキットにて結
晶化スクリーニングを行い、結晶化条件の最
適下を経て得たアポ型結晶について、筑波・
フォトンファクトリーにて X 線回折データ
を得、野生型 OKS を鋳型とした分子置換法
により、OKS F66L/N222G変異酵素の X線結
晶構造を取得した。また、アポ型結晶を、マ
ロニル CoA を含む結晶化溶液に浸すことに
より、酵素反応中間体複合体を結合した OKS 
F66L/N222G変異酵素の X線結晶構造を得た。 
 
(2) 四季柑由来新規Ⅲ型 PKSのクローニング
と機能解析、および、X線結晶構造解析 
 沖 縄 県 で 採 取 し た 四 季 柑 （ Citrus 
microcarpa）の葉よりフェノール SDS法にて
total RNAを抽出し、オリゴ d(T)プライマーを
用いて逆転写反応を行うことにより、1 本鎖
cDNA ライブラリーを得た。次に、これを鋳
型として、Ⅲ型 PKSのアミノ酸配列の中でも
特に保存された領域をもとに設計・作成した
縮重入りプライマーを用いて 1st PCRおよび
nested PCRを行うことにより、四季柑由来Ⅲ
型 PKS遺伝子のコア配列２種を取得し、各々
のコア配列に対して特異的なプライマーを
用いて、5’RACE 法と 3’RACE 法を行うこと
により、四季柑由来キノロン合成酵素（QNS）
とアクリドン合成酵素（ACS）の遺伝子配列
を取得した。 
 得られた酵素遺伝子を大腸菌内発現ベク
ターpQE80L に組み込み、６残基のヒスチジ
ンとの N 末融合タンパク質として大腸菌に
異種発現させ、上記と同様にして３種のクロ
マトカラムを用いて高純度に精製した。次に、
精製した酵素に、N-メチルアントラニル CoA
やクマロイル CoA、ベンゾイル CoA、ヘキサ
ノイル CoAの構造の異なる CoAエステルと
マロニル CoAを基質として作用させ、酵素反
応生成物について LC-MSを用いて解析した。 
 一方、高純度に精製した酵素について、市
販のスクリーニングキットにて結晶化スク
リーニングを行い、結晶化条件の最適下を経
て得た結晶について、筑波・フォトンファク
トリーにて X線回折データを得、各々のモデ
ル構造を鋳型とした分子置換法により、QNS



と ACSの X線結晶構造を取得した。 
 
４．研究成果 
(１) OKS F66L/N222G変異酵素の X線結晶構
造解析 
 OKS は，８分子のマロニル CoA を縮合し
て SEK4/SEK4bを生産する。先行研究におい
て、OKS の活性中心キャビティを構成する
Asn222に Gly変異を導入することで、マロニ
ル CoA１０分子縮合からなる SEK15 を、さ
らに、この変異酵素の結晶構造に基づき、
Phe66をN222G変異と同時に Leuに置換する
ことで、１２分子のマロニル CoA縮合からな
る TW95aの生産に成功した。 

 
 本研究では、Ⅲ型 PKSのさらなる触媒機構
の拡張を目指して、OKS F66L/N222G二重変
異酵素の X 線結晶構造解析を行ったところ、
2.49 Åの分解能でそのアポ型構造を得るこ
とに成功した。その結果、F66L変異の導入は
活性中心キャビティ周辺の二次構造に動的
変化をもたらし、これにより、活性中心キャ
ビティを拡大して、１２分子のマロニル CoA
縮合を可能にしている可能性が示された。次
に、F66L/N222G 変異酵素と反応中間体複合
体が結合した結晶構造を 2.50 Åの分解能で
取得し、その活性中心キャビティの形状と二
次構造のゆらぎについて検討したところ、や
はりこの場合でも、F66L変異の導入により、
その周辺の二次構造に動的変化が起きやす
くなっている可能性が示唆された。さらに、
本解析では、Tyr50と Ala219の後方に新たな
ポケットが生じる可能性が示された。 

 

 そこで、F66L/N222G変異と同時に、Tyr50
とAla219を PheとGlyに各々変換した３重変
異体酵素を作成し、マロニル CoAを基質とし
たそれらの酵素反応生成物について LC-MS

を用いて分析した。その結果、OKS の
F66L/A219G/N222G変異酵素が、SEK4bの生
成量を飛躍的に増大し、さらに TW95a の生
成量を約 1.5 倍増大することが判明した。他
の基質と組み合わせることにより、また、さ
らなる変異の導入により、新規化合物の創出
が期待される。 
 
(2) 四季柑由来新規Ⅲ型 PKSのクローニング
と機能解析、および、X線結晶構造解析 
 四季柑やリンゴなど限られた植物によっ
て生産されるフロレチンは、癌細胞のアポト
ーシス誘導作用を有する機能性食品因子と
して著名なポリフェノールである。その構造
類似性から、フラボノイド前駆体ナリンゲニ
ンカルコンと同様、カルコン合成酵素（CHS）
とファミリーを形成する新規植物 III 型ポリ
ケタイド合成酵素（PKS）によって生合成さ
れると予想される。また、ミカン科植物は、
一般に、キノリノンアルカロイドを生産する。
新規機能を有するⅢ型 PKS の取得を目指し、
四季柑の葉より PCR 法を用いてクローニン
グを行った。その結果、396 アミノ酸と 391
アミノ酸残基をコードする２種の四季柑由
来新規Ⅲ型 PKS全長 cDNA（qns、acs）の取
得に成功した。これらは互いに 60%のアミノ
酸相同性を示した。また、QNSは、キノリン
骨格とアクリドン骨格を構築するミカン科
ベルノキ（Aegle marmelos）由来QNSと 59%、
ACSは、アクリドン骨格を構築するミカン科
ヘンルーダ（Rura graveolens）由来ACSと 81%
の最も高いアミノ酸相同性を示した。また、
四季柑由来 QNSと ACSは、Ⅲ型 PKSの３つ
の触媒残基 Cys-His-Asn を保存していた。一
方、従来、Ⅲ型 PKSの機能多様性を決めるた
めに重要とされるアミノ酸残基のうち、四季
柑由来 QNSにおいては、132番目、197番目、
256番目、265番目、338番目の５つのアミノ
酸残基がMet、Tyr、Ala、Leu、Glyに、四季
柑由来 ACSにおいては、132番目と 265番目
の２つのアミノ酸残基が Ser と Val に置換さ
れているのが特徴的であった。このことから
四季柑由来 QNSと ACSは、Ⅲ型 PKSのプロ
トタイプとも言える CHS とは機能を異にす
ると予想された。 
 そこで、キノリノンやアクリドン生合成前
駆体 N-メチルアントラニロイル CoA、フラボ
ノイド生合成前駆体クマロイル CoA、ベンゾ
フェノン生合成前駆体ベンゾイル CoA、フロ
ログルシノール生合成前駆体ヘキサノイル
CoA のいずれかとマロニル CoA を基質とし
て作用させ、その酵素反応生成物について
LC-MSを用いて分析を行った。 
 まず、四季柑由来 QNS の酵素反応生成物
について解析を行ったところ、本酵素が、N-
メチルアントラニル CoA に対して高い基質
特異性を示し、これに 1分子のマロニル CoA
を縮合した後にアミド結合を形成して、4-ヒ
ドロキシ-1-メチル-2-キノリノンへの変換を
触媒することが判明した。一方、クマロイル



CoAを基質とした場合では、酵素反応生成物
は何も確認されず、ベンゾイル CoAとヘキサ
ノイル CoAを基質とした場合では、これらに
2分子のマロニル CoAが縮合した、CHSなど
の in vitro 酵素反応での副生成物であるパイ
ロン化合物が確認されるのみであった。ベル
ノキ由来 QNS は、キノリノンの生合成に関
わるとして報告されているが、この QNSは、
アクリドンへの変換も触媒することが示さ
れている。キノリノンへの変換を特異的に触
媒するⅢ型 PKSはこれが最初である。 

 
 一方、四季柑由来 ACSの酵素反応生成物に
ついて解析を行ったところ、ACSが、クマロ
イル CoAや N-メチルアントラニル CoA、ベ
ンゾイル CoA、ヘキサノイル CoA に３分子
のマロニル CoAを縮合して、カルコン、アク
リドン、ベンゾフェノン、フロログルシノー
ルを生産することが確認された。通常の CHS
は、アクリドンへの変換を触媒しないことが
報告されている。四季柑由来 ACSは、アクリ
ドン生合成に関わる新規Ⅲ型 PKS であると
推定する。 

 

 四季柑由来 QNSと ACSの機能について立
体構造的知見を得ることを目的に、両酵素の
X線結晶構造解析を行った。その結果、2.47 Å
と 2.35 Åの分解能で、QNSと ACSの X線結
晶構造の取得に成功した。これらの全体構造
は、他のⅢ型 PKSの全体構造をよく保存した。 
 

 

 まず、PKS2と PKS1の全体構造を比較した
ところ、開始基質のローディングやマロニル
CoA の脱炭酸縮合に直接関与する３つの触
媒残基 Cys-His-Asn の立体構造も含め、これ
らは互いによく保存がなされていた。次に、
活性中心キャビティの構造について比較を
行ったところ、QNS では、132 番目、194 番
目、197番目、256番目、265番目のアミノ酸
残基が、ACS がコードする Ser、Thr、Thr、
Gly、Valよりも嵩高い Met、Met、Tyr、Ala、
Leuに置換されていることにより、QNSの活
性中心キャビティの容積が、ACS よりも 2.6
倍減少していることが判明した。QNS は、
ACS よりも小さな容積の活性中心キャビテ
ィを有することにより、N-メチルアントラニ
ル酸との CoA エステルを基質として受容で
きたものの、ACSのように 3分子のマロニル
CoA を縮合できず、マロニル CoA が 1 分子
縮合した段階でポリケタイド鎖の伸長が停
止して、キノリノンを生産したと考察する。 
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