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研究成果の概要（和文）：我々は、アサ由来オリベトール酸閉環酵素（OAC）とその生成物であるオリベトール酸との
複合体X線結晶構造の解析と変異導入実験から、チロシン72とヒスチジン78がOACの触媒残基である可能性を示した。さ
らに、OACの活性中心キャビティー内に見いだした疎水性に富んだペンチル結合ポケットを形成するアミノ酸残基を嵩
高いアミノ酸に置換したところ、酵素活性が減弱することを明らかにした。これらの変異酵素についてX線結晶構造解
析を行った結果、変異の導入によりペンチル結合ポケットの容積が減少し、基質が結合しにくくなったため、酵素活性
を減弱することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We showed the possibility that tyrosine 72 and histidine 78 was a catalyst 
residue of OAC from analysis and a variation introduction experiment of the complex X-rays crystal 
structure with the Oribe Thor acid which was Oribe Thor acid closure enzyme (OAC) derived from hemp and 
the product. Furthermore, We clarified what enzyme activity attenuated when bulky substituted the amino 
acid residue which formed a pentyl-binding pocket full of the hydrophobicity that we found in an active 
site of OAC for a higher bulky residue. Based on the X-ray crystallographic analysis about these 
variation enzymes, the capacity of the pentyl-binding pocket decreased by introduction of the variation, 
and a substrate became hard to be connected, it became clear to attenuate enzyme activity.

研究分野：天然物化学

キーワード： ポリケタイド　生合成　反応機構　タンパク質結晶構造解析　植物　酵素工学
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１．研究開始当初の背景 
 天然物の生合成に関わる二次代謝酵素の
中には，酵素としては異例ともいえる広範な
基質特異性と触媒ポテンシャルを有するも
のがある．これらの酵素に一連の人工基質を
作用させることにより，厳密な基質特異性を
示す酵素を利用するよりも，遥かに容易に，
分子多様性と生物活性を備えた化合物ライ
ブラリーの構築が可能である．著者らは，こ
れまで多様な構造と生理活性を示す植物ポ
リケタイドの骨格を構築する植物Ⅲ型ポリ
ケタイド合成酵素（PKS III）に，人口基質を
作用させ，さらには機能改変することによっ
て，非天然型新規ポリケタイドやアルカロイ
ドを創出してきた． 
 一方，最近になって，カナダの Page教授ら
により，生薬大麻の基原植物アサ Cannabis 
sativa が生産するカンナビノイドのポリケタ
イド部分の生合成に関して新規知見が報告
された．アサから単離された PKS III である
オリベトール合成酵素のみでは，カンナビノ
イドのポリケタイド部分のオリベトール酸
を生成できず，脱炭酸を経てシャント化合物
のオリベトーを生じることが知られていた
が，今回報告されたオリベトール酸閉環酵素
（OAC）は，多くの植物に存在するストレス
応答性タンパク質（DABB）の一つで，アサ
の PKS III が生成したテトラケタイド鎖中間
体に作用してオリベトール酸を生成するも
のであった．この補助因子となる OAC は植
物に広く存在する通用性の高いファミリー
のタンパクである．近年，フラボノイド生合
成系中のカルコンフラバノン異性化酵素
（CHI）ホモログで本来の異性化作用を示さ
ないタンパクが，その系の CHS機能の増幅に
働いているかのような結果を示す報告も見
られている．これまで単一酵素で最終産物に
至ると考えられてきた PKS IIIの系において，
補助的なタンパクの関与に関して信頼でき
る報告が急速に増加してきた．そのため，新
規化合物の創出に有用な新たな PKS III の探
索とともに，これらの補助因子の物質生産へ
の応用が期待された． 

 
２．研究の目的 
 今回のアサに関する報告は，補助因子とな
る OAC がほぼ確実にポリケトメチレン鎖中
間体に作用することを示す．一方，著者らは，
本来 8分子のマロニル CoAを縮合して SEK4
や SEK4b への変換を触媒するキダチアロエ
Aloe arborescensの PKS III，オクタケタイド
合成酵素（OKS）に，ヘキサノイル CoAをマ

ロニル CoAとともにさせると，ヘキサノイル
CoA に５分子または 6 分子のマロニル CoA
を縮合して，レゾルシノール誘導体（C16 レ
ゾルシノール）やフロログルシノール誘導体
（C18 フロログルシノール）を生産すること
を見いだしている．OACは，アサ由来 PKS III
がヘキサノイルCoAと3分子のマロニルCoA
から生成したペンチルテトラケタイド CoA
を基質とすることから考えると，OKSがヘキ
サノイル CoAとマロニル CoAから生産した
ペンチル基を有する反応中間体を OAC が基
質として受容し，OKSとは異なった部位で閉
環反応を生じさせることにより新たな化合
物の生産が期待される．本研究では，新規機
能を有する植物由来 PKS III の探索を引き続
き行うとともに，これまで申請者らが単離し
てきた PKS III群とOACを組み合わせること
で，新規化合物の創出を目指した． 
 
３．研究の方法 
(１) ゴシュユ由来新規 PKS IIIのクローニン
グと異種発現系の構築及び酵素反応生成物
の解析 
 ゴシュユ由来新規 PKS III 遺伝子は，富山
大学薬用植物園で採取したゴシュユ Evodia 
rutaecarpa の蕾から，グアニジンチオシアネ
ート法を用いて得た total RNA を鋳型し，
RT-PCR を行うことにより，コア配列を得，
次いで，各々のコア配列にもとに作成した特
異的なプライマーを用いて，5’RACE と
3’RACE 法を行うことにより得た．次に，６
残基のヒスチジンとの N 末融合タンパク質
として大腸菌に各々異種発現させ，Ni-NTA
アフィニティーカラムを用いて精製した．精
製した酵素に，N-メチルアントラニロイル
CoA，マロニル CoA，デカノイル CoA 等の
CoAエステルを基質として作用させ，酵素反
応生成物を LC-MSを用いて解析した． 
 
(２) OACと OKSの酵素反応生成物の解析 
 OKSと OACを大腸菌に各々異種発現させ，
Ni-NTA アフィニティーカラムを用いて精製
した．精製した OACと OKSの共反応液にヘ
キサノイル CoA等の脂肪酸 CoAとマロニル
CoAを基質として作用させ，酵素反応生成物
を LC-MSや NMRを用いて解析した． 
 
(３) OACの X線結晶構造解析 
 OAC 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，SAD 法により，本
変異酵素の X線結晶構造を取得した．変異の
導入は，PCR法にて行った． 
 



４．研究成果 
(１) ゴシュユ由来新規 PKS IIIのクローニン
グと機能解析 
 生薬呉茱萸の基原植物であるミカン科の
ゴシュユはキノロンアルカロイドのエボカ
ルピンを生成する．エボカルピンは，カルシ
ウム拮抗作用，強心作用，子宮収縮作用を有
する有用天然物である．また，ゴシュユから
はエボカルピン以外にも脂肪酸の炭素鎖長
や飽和・不飽和の位置と数が異なるアルキル
基がキノロン骨格に結合したアルキルキノ
ロンアルカロイドも単離されている． 

 
一方，アルキルキノロンアルカロイドは緑膿
菌からも単離されている．このうち，
Pseudomonas aeruginosa が生産する 4-ハイド
ロキシ-2-アルキルキノロン（HAQ）は，FabH
様酵素である PqsB，PqsC，及び PqsDにより
生合成されることが報告されている．しかし，
植物においては，FabH 様酵素の関与により
生合成されるアルカロイドは報告されてい
ない．一方，PKS IIIであるキノロン合成酵素
はキノリノンアルカロイドを生合成する．ま
た，ウコンのクルクミンは，PKS IIIであるジ
ケタイド CoA 合成酵素がフェルロイル CoA
とマロニル CoAからジケタイド CoAを生成
し，その加水分解産物である β-ケト酸を，同
じく PKS III であるクルクミノイド合成酵素
がフェルロイル CoA と縮合することで生成
する．このことから，エボカルピン類は N-
メチルアントラニロイル CoA，長鎖脂肪酸
CoA，マロニル CoAの 3種の基質から 2種の
PKS III の触媒によって生合成されると予想
された．そこで，ゴシュユの蕾から得た total 
RNA を鋳型として RT-PCR 法を行うことに
より 2種のゴシュユ由来新規 PKS III，ErADS
と ErAQS を得た．これらは互いに 61%のア
ミノ酸相同性を示した．さらに，ErADS と
ErAQS は，PKS III の 3 つの触媒残基 Cys，
His，Asnを保存した．ErADSは，PKS IIIの
基質特異性と生成物特異性を決めるのに重
要であるとされるアミノ酸残基のうち，191
番目と 259番目及び 332番目が Cys，Tyr，Trp，
ErAQSは，それらが Tyr，Leu，Glyに置換さ
れていた．他の PKS III と相同性比較を行っ
た結果，ErADS はカルコンを生合成する
Medicago sativa CHS（MsCHS）と 63%，ErAQS
はキノロンを生合成する Citrus microcarpa 
QNS（CmQNS）と 60%の最も高い配列相同
性を示した．次に，大腸菌に異種発現させ精
製したADSとAQSの共反応液にN-メチルア
ントラニロイル CoA，デカノイル CoA，マロ

ニル CoAを基質として作用させた．その結果，
1-methyl-2-nonyl-4(1H)-quinolone（C9アルキル
キノロン）を生成することが確認された．現
在，C9アルキルキノロンの生成における各々
の酵素の役割や基質特異性の検討が進行中
である． 

 
 

(２) OACと OKSの酵素反応生成物の解析 
 大腸菌にて異種発現し精製した OKS と
OAC の酵素反応液に，ヘキサノイル CoA 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及び NMRを
用いて解析を行った．その結果，OKSと OAC
の共反応により，新規ナフタレンを生成する
ことが判明した．本化合物は，OKSがヘキサ
ノイル CoAと 6分子のマロニル CoAから生
産したヘキサノイルヘプタケタイド CoA を
OACが基質として受容し，OKSとは異なっ
た閉環反応を触媒することにより生じたと
考察できる．そこで，ヘキサノイル CoAより
も炭素数の短い，もしくは長いアシル基を有
する CoA チオエステルをヘキサノイル CoA
の代わりに基質としてOKSとOACの共反応
を行った．しかしながら，いずれにおいても，
OKS が単独で生産するレゾルシノールやフ
ロログルシノールの生産が確認されるのみ
で，OAC が共存したことにより生産すると
考えられる新たな化合物の生産は確認でき
なかった．このことから，OAC の基質特異
性は，基質のペンチル基に特化していると考
察された． 

 

(３) OACの X線結晶構造解析 
 OAC の基質特異性の変換に有用な情報を
得ることを目的として，OAC の X 線結晶構
造解析を行った．その結果，1.7 Å の分解能
で OAC と生成物であるオリベトール酸との
複合体結晶構造を取得した．OACは２量体を
形成することにより，α-β-β-αモチーフを形成
することが示された．先に提唱されていたよ
うに OACは DABBファミリーに属する酵素



であることが明らかとなった．また，本結晶
構造中で，オリベトール酸は α-βモチーフの
間に結合することが示された．OACの活性中
心キャビティーは，この位置に存在すること
が強く示唆された． 

 
 そこで，OACの活性中心キャビティーにつ
いて解析を行った．その結果，OACの活性中
心キャビティーは，疎水性残基で囲まれた約
９Åストロームの長さからなるペンチル結合
ポケットを有し，ここにオリベトール酸のペ
ンチル基を結合することが判明した．また，
ペンチル結合ポケットを構成するアミノ酸
残基のうち，その底部を形成する 24 番目の
チロシンと 59 番目のバリン，及び入り口付
近に位置する 7番目のイソロイシンをより嵩
高いフェニルアラニン，ロイシン，メチオニ
ンにそれぞれ置換すると，オリベトール酸生
成活性が 36%，51%，35%減少することが判
明した．さらに，OACの I7F及び V59M変異
酵素について X線結晶構造解析を行い，それ
らの活性中心キャビティーについて解析を
行ったところ，変異の導入により，置換した
7番目のフェニルアラニンと59番目のメチオ
ニンが，野生型の活性中心キャビティニーに
より突き出し，それにより，野生型よりも活
性中心キャビティーを小さくしていること
が示された．これらの結果は，これらの変異
酵素においては，ペンチル結合ポケットの容
積が小さくなったことにより，基質の結合が
されにくくなったため，これらの変異酵素は
酵素活性を減弱したと考察される．このこと
から，ペンチル結合ポケットは，OACの酵素
反応において，基質のペンチル基の結合に重
要な機能を有していることが強く示唆され
た． 

 
 一方，オリベトール酸の芳香環とカルボキ
シル基は，OACの活性中心キャビティーの入
り口近辺に結合しており，この周辺において，
27 番目のチロシンと 78 番目のヒスチジン，
72 番目のチロシンが水素結合によるネット
ワークを形成し，このうちの 72 番目のチロ

シンがオリベトール酸のカルボキシル基を
水素結合により認識していることが確認さ
れた．また，これに加えて，活性中心キャビ
ティーの入り口に位置する 5番目のチロシン
が，オリベトール酸のカルボキシル基を水素
結合により結合していることが確認できた．
大変興味深いことに，本解析により，78番目
のチロシンの側鎖が，オリベトール酸の 1位
と 6位に向かってつきだしていることが明ら
かとなった．本部位は，OACによるオリベト
ール酸への変換において，アルドール縮合さ
せる部位に一致する．これらのことから，こ
れら 4 つのアミノ酸残基が OAC の触媒残基
であることが想定された． 

 
 そこでこの 4つのアミノ酸残基に変異を導
入し，変異が酵素活性に及ぼす影響について
検討した．まず，78 番目のヒスチジンと 72
番目のチロシンについて変異導入実験を行
った結果，これらの残基に変異を導入すると，
オリベトール酸生成活性が完全に消失する
ことが確認できた．さらに，OACの H78S及
び Y72F変異酵素について X線結晶構造を取
得し，その活性中心キャビティーについて解
析を行ったところ，変異の導入により，これ
まで野生型で見られていた 78 番目のヒスチ
ジンと 72 番目のチロシンの水素結合がこれ
ら変異酵素では消失しているのに対して，他
のアミノ酸残基の立体構造は野生型のそれ
らとほぼ同一に保持されていることが確認
できた．このことから，OACの酵素反応にお
いて，78 番目のヒスチジンと 72 番目のチロ
シン間の水素結合は必須であり，この２つの
アミノ酸は OAC の触媒残基であることが強
く示唆された．一方，5 番目のヒスチジンを
グルタミンやロイシンに置換した場合では，
酵素活性がそれぞれ 78%，64%減弱すること
が確認されるのみであった．また，27番目の
チロシンについても同様で酵素活性の減弱
が確認されるのみであった．これらのことか
ら，この２つのアミノ酸は，OACの触媒残基
というよりも，むしろ OAC の酵素反応にお
いて基質の結合に重要なアミノ酸であると
考察された．しかしながら，これまで OAC
の最終生成物は，オリベトール酸であると提
唱されてきたが，著者らの X線結晶構造解析
及び推定酵素反応中間体とのドッキングシ
ミュレーションでは，CoAの開裂や芳香環化
に直接関わると考えられるアミノ酸，金属イ
オン，水分子は見いだすことはできなかった．
このことから，OACはチオエステラーゼ活性
及びアロマテース活性を消失しており，OAC



は，72番目のチロシンによって活性化された
78番目のチロシンが基質の2位のプロトンを
引き抜くことにより，C2-C7アルドール縮合
が進行して閉環した化合物を生成し、この化
合物を最終産物として生産しているものと
考察される． 

 
 これらのことから，OAC は，ペンチル結
合ポケットの長さが 9Åであったため，ペン
チル基よりも長いアシル基を有する基質を
結合することができなかったことが明らか
となった．また，オリベトール酸の芳香環と
カルボキシル基は活性中心キャビティーの
入り口付近に結合し，その多くは蛋白質表面
に露出している。このことから，OAC のポ
リケタイド部分との結合は弱く、OAC の基
質の結合はペンチル結合ポケットに大きく
依存していると想定される．ペンチル基より
も短いアシル基を有するポリケタイド CoA
は，OAC のペンチル結合ポケットとの結合
力が弱く，そのため，OAC はペンチル基よ
りも短いアシル基を有するポリケタイド
CoAを基質とすることができず，反応生成物
を与えることができなかったと考察する．現
在，これらの情報をもとに，OACの機能改変
を進行しているところである． 
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