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研究成果の概要（和文）：本研究は、トリテルペン環化酵素、特にβーアミリン合成酵素の触媒機構と基質認識
機構を解明することを目的とした。この酵素研究は非常に遅れており、重要なトリテルペンにも関わらず、ほと
んど未解明であった。膜タンパク質のため酵素は不安定であり、酵素活性を評価する手法が限られていたのが大
きな障害であった。独自の活性評価法を提案して、活性部位の同定とその触媒機構に新たな提案をすることが出
来た。例えば、カチオンーπ及び従来報告されてなかったCH-π相互作用を提案できた。また、基質アナログ実
験から、30位のメチル基の重要性やTrp257とのCH-π相互作用を実証できた。すべて国際誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：This study is to elucidate the catalytic mechanism and substrate recognition
 for beta-amyrin synthase. Studies on the triterpene cyclase has encountered a difficulty, becaseu 
of the unstability of the membrane-bound protein. We developted a new strategy to evaluate the 
enzyme activity in vivo by estimating the expression amount of the cyclase enzyme and the quantities
 of triterpene produced. By this procedure, we identified many active site residues, especailly, 
Trp257 residue works not only to stabilize the cationic intermediate via cation-pi interaction, but 
also to tightly hold the Methyl-30 of the substrate via CH-pi interaction. In the substrate analog 
experiments revealed the importance of methyl-30 for the normal folding conformation leading to 
beta-amyrin skeleton.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： トリテルペン　βーアミリン　オキシドスクアレン　部位特異的変異実験　基質アナログ　酵素反応　
ホペン
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１． 研究開始当初の背景 
シクロアルテノールやラノステロール合成酵
素を含めたオキシドスクアレン環化酵素
(OSC)研究は、種々の変異株が産生する様々な
トリテルペンの構造決定とその生成比率に基
づいて機能が推定されてきた。しかし、その
変異体の酵素活性を見積もった事例は、in 
vivo や in vitro 実験を含めて全く報告され
てない。この事は、正確な機能解析に至って
ないことを示している。我々は、機能解析が
ほとんど進んでないβ―アミリン合成酵素を
取り上げ、クローニング及び機構解析を数年
前から開始してきた。Western blotting 法に
よる in vivo によるタンパク質の発現量と in 
vitro で活性のある膜たんぱく質として単離
する方法を確立し、Kmや kcat を求めることに
も成功した。本研究では、部位特異的変異酵
素の酵素活性評価を通して活性部位の同定を
進める。一方、基質アナログを化学合成し酵
素反応に付して、基質のどの構造ユニットが
正常な環化反応に必須か検討し、基質認識機
構解明に迫る。 
 
２． 研究の目的 
トリテルペン環化酵素は、直鎖状のオキシド
スクアレンを基質とし、一つの酵素として多
段階の環化反応を一挙に触媒する多機能型酵
素である。トリテルペン骨格は少なくとも
150 種以上存在するといわれている。この様
な構造多様性を生み出す要因はなにか？この
環化反応の際、基質が chair あるいは boat
型に折り畳まれ、生成するキラルセンターの
立体化学が厳密に制御されている。このよう
な多環性骨格を一挙に構築することは、現代
有機化学の手法を用いても化学合成で模倣す
る事は不可能である。この環化反応機構につ
いては、スイスの ETH グループが発表した
1955 年に遡る[文献 1 及び図１b]。その後ノ
ーベル賞受賞者を含めた著名な化学者が解明
に取り組んできた。1990年代になると幾つか
の OSC のクローニングとアミノ酸配列が明ら
かとなった。分子生物学的手法による異種発
現が試みられたが、E. coli での発現は封入
体を形成し活性がなく、S. cerevisiae によ
る in vivo のみにしか酵素活性が確認されて
ない。これは、OSC は膜たんぱく質のた
め,vitro での酵素活性を保つことが困難な
ためである。そのため、従来の OSCの触媒機
構の解析は、部位特異的変異株（酵母）の in 
vivoでの解析しか行われてない。即ち、変異
体で生産されるトリテルペンの構造決定とそ
れらの生成比率のみを基にして機能解析が報
告されているのが現状であり、in vivo での
酵素発現量とトリテルペン生成量との相関を
見積もった報告例は皆無である。ましてや変
異酵素を単離して酵素活性を見積もった事例
も皆無である。変異体の機能解析には酵素活
性（Kmや kcat）を見積もることが必須である。
我々は、従来の OSC 研究のこの欠点を克服す
るために、数年前から本研究を開始してきた。

シクロアルテノール合成酵素（Matsuda ら、
Rice大 USA [2]）やラノステロール合成酵素
（Wuら、台湾交通大 [3]）は、変異株の機能
解析が先行しているが、β―アミリン合成酵
素は研究されてない。本研究では、既にクロ
ーニングに成功したミドリサンゴ由来のβ―
アミリン合成酵素（EtAS）を用いて、下記の
（１）や（２）の課題に取り組む。 

（１）各変異体の酵素活性の評価に基づく触
媒活性部位及び立体化学を制御するアミノ酸
の同定 
真核生物由来の OSC と対比される原核生物由
来のトリテルペン環化酵素（スクアレンーホ
ペン環化酵素 SHCは E. coli で活性たんぱく
質が得られる）に関しては、我々は種々の部
位特異的変異酵素の詳細な速度論的解析を報
告しており、我々は世界的にその先導役を果
たしてきた[5,6]。相同性の比較から F728 残
基が SHC の F601 残基に相当することから、 
EtASの F728残基もカチオン/π相互作用とし
て働く可能性があるのかどうか検討した。し
かし、その変異酵素は、あまりにも活性が低
く Kmや kcatを決定することが困難であり、カ
チオン/π相互作用の証明は不可能であった。
そこで、変異株が wild-type に対してどの程
度の活性を維持しているのかを in vivo での
酵素発現量をWestern blottingにより定量し、
各 変 異 体 の 発 現 量 と 産 物 の 生 成 量 を
wild-type と比較し、相関係数で表した相関
係数は変異酵素の wild-type に対する相対的
な酵素活性を示すため、in vivo での酵素活
性の強さを比較できる。従来の OSC 研究では、
酵素活性を全く算出せずに、カチオン/π相互
作用を論じており、大きな問題点であった。
変異株によっては発現量が非常に低下する場
合があり、産物量の比較だけでは酵素活性を
見積もったことにはならない。これらの成果
を2012年54回天然有機化合物討論会(要旨集
pp453～458)で報告した。本研究では、酵素活
性（変異酵素の Km, kcatあるいは in vivo 発
現量）を決定し触媒機能活性部位の同定を更
に進め、活性部位の詳細な触媒機能の全容を
解明する。また、β―アミリン骨格の立体化
学を制御する重要なアミノ酸を同定し、更に
steric bulk size をアミノ酸置換によって変
更し、chair ⇌ boat の相互変換を達成し、新
規物質（（非天然型天然物）の創製に取り組
む。 
（２）基質アナログの合成と基質認識の分子
機構の解明及び新規物質の創製 
ラノステロール合成酵素による基質アナログ
による研究は、van Tamelen や EJ Corey らの
先駆的な報告がなされた 1960 年代にまで遡
る。図１で示したように oxidosqualene 
(OXSQ) は chair/boat/chair 型で folding さ
れるが、Me-27 と-28 が欠如した 27,28- 
bisnorOXSQ は chair/chair/boat 型へと変わ
ったことから、Coreyらは 10 位のメチル基が
最も重要であると結論づけた[7a]。しかし、
我々は 29-norOXSQ を合成し、酵素反応を行っ
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たところ、 chair/chair/boat/chair へと
folding が大きく変わり、D環が 6員環となっ
た新規骨格の創出に成功した(Hoshino et al. 
Chem. Eur. J. 2012, 18, 13108–13116, 
IF=5.98)。従って、Me-29 がラノステロール
骨格構築の folding に最も重要であることを
実証した。Corey らは、20-oxa-analog の酵素
反応から、中間体 protosteryl cation は
17-side chain であることを証明した[7b]。
従って、Eschenmoser や Arigoni らが提唱し 

 

図１．ラノステロールとβ―アミリンの
生合成経路 
 

た図１b (chair/boat/chair/boat)は間違っ
ており、図１a (chair/boat/chair/ chair)
が正しいことを示している。しかし、Corey
らは正しい conformation を指摘しなかった
ため、現在でも海外の学術書や著名な化学者
の総説でも間違った図１b が記載されている。
我々は、今後正しい conformation で議論され
ることを期待して、この点についても指摘し
た（Chem. Eur. J. 2012、18, 13108）。以上
記したように基質アナログ研究は重要な知見
をもたらしている。しかし、β-アミリン合成
酵素による基質アナログ研究は進展してない。
これは、β-アミリン合成酵素をもつ植物材料
の cell-free での酵素活性が微々たるためで
あったと考えられる。我々の構築した EtAS
を用いて基質認識の分子機構の解明に迫るこ
とが十分可能であり、新規骨格の創出も期待
できる。 

文献 [1]Eschenmoser and Arigoni et 

al. Helv Chim Acta 1955, 38,1890 [2] 
Matsuda et al. J Am Chem Soc. 2007, 
129,11213 [3] Wu et al. Chem. Rec.2008, 
8, 302 [4] Ito and Hoshino et al, 
submitted [5] Hoshino et al. Angew 
Chem Intl Ed 2004,43,6700 [6] Hoshino 
et al. J Am Chem Soc 2006;128,13184 [7] 
a) Corey et al, J Am Chem Soc.1991, 113, 
4025; b) 1992, 114,1524. 
 

 
３． 研究の方法 
本研究では、(1)quick change による部位特
異的変異体の作成(ラノステロール合成酵素
を欠損している S. cerevisiae に形質転換)
及び酵素活性を vivo and/or vitro で見積も
る。Km や kcat を求め活性部位残基の触媒機能
を提案する。β-アミリン以外にも幾つかのト
リテルペンが生成する筈であるので、単離・
構造決定する。これら産物の生成比率を GC
で定量することにより、活性アミノ酸残基の
局在を提案する（例えば、B 環近傍に存在す
るとか）。また、(２)基質アナログを化学合
成し、どの構造ユニットが正常なフォールデ
ングに必要か検討する。種々の位置で分岐し
たメチル基が欠損したノル体を合成する。精
製酵素を用いて反応産物を HPLC等で単離し、
NMR で構造決定する。生成物の構造が大きく
変化する場合、folding conformation も大き
く変化したことになり、基質認識機構の解明
につながる。 

（１）各種部位特異的変異酵素の作成による
活性部位と反応産物の同定 
β―アミリン合成酵素の X線による 3次元構
造が解明されてない。現在、トリテルペン環
化酵素で X 線構造解析に成功しているのは
SHC と human lanosterol のみである。β-ア
ミリンは、hopene や lanosterol とは異なっ
た生成機構で構築される（図１）。そのため、
homology modeling で活性部位を正確に同定
することは困難である。Clustal Wによる種々
の OSC のアミノ酸配列に基づいて、保存され
た箇所の部位特異的変異株の作成を通して活
性部位の同定を進める。現在、種々のβ-アミ
リン合成酵素やルペオール合成酵素がクロー
ニングされているので、変異箇所として幾つ
かの活性部位の候補を絞り込んだ。また、
D485C486TA motifが環化開始のプロトン供与部
位として広く認められているが、驚くことに
実験的証明が未だ報告されてない。DCTA 
motif が SHCの DXDDTA motif に相当すること
から、推定されているに過ぎない(DXDDTA 
motif の機能解析は我々が初めて報告し
た:Biosci Biotechnol Biochem, 1999, 63, 
2189-2198、被引用数 48編)。重要な事は、各
変異酵素を精製して速度論定数を OSC として
初めて決定できた点である。以上、我々は in 
vitro や in vivo の両面から酵素活性を見積
もる手法を確立したので、正確な機能解析が
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提案できる状態となっている。更に OSC とし
て初めて CD 測定にも成功した。活性残基の酵
素内での局在については、変異株が産生する
トリテルペンの構造から考察できるので、生
成物の単離と構造決定に取り組む。 
（２）基質アナログの合成と酵素産物の同定 
上記したように、ラノステロール合成酵素に
よる基質アナログ研究はかなり進展している。
しかし、β-アミリン合成酵素については、ほ
とんど知見が得られてない。化学合成法によ
り各ノル体を合成し、酵素産物の単離・構造
決定する。まず、どのメチル基が正常な
folding conformation を取る上で必要か調べ
る。また、同様な方法で C1ユニット大きいエ
チル体アナログを合成し、酵素反応に付し、
生成物を単離同定し、立体的なかさ高さが環
化反応に及ぼす影響について考察する。 
 
４． 研究成果 
下記の論文に成果を発表した。数多くの成果
を得ることができた。内容を（１）活性部位
の同定とその機能（２）基質アナログ実験に
分けて記載する。 
（１） 活性部位の同定とその機能 

① DCTA motif の機能解析（発表論文①） 
野生株の Km と kcat の算出に成功し、かつ
DCTA motifの変異酵素を作成し、機能解析に
成功した。オキシドスクアレン環化酵素とし
てはじめて CD測定に成功した。 
 

② Phe728 残基の機能（発表論文②） 
活性測定は、酵素発現量を Western blot法で、
生産されたトリテルペン量を GC 分析で定量
した。実験誤差もあるが、十分解釈できる信
頼性を得ることが可能であることを確認した。
脂肪族アミノ酸置換体ではβ―アミリン合成
活性が大きく低下したが、Tyr 置換体はほぼ
野生株と同等な活性を得た。この事は、Phe
残基が cation-π相互作用の役割を示してい
る。脂肪族アミノ酸置換体が生産する化合物
から、baccharenyl cation の安定性に関与す
る残基と同定できた。 

③ Phe474 残基の機能（発表論文③） 
上記の活性測定法を用いて機能評価した。脂
肪族置換体 Leuや Met置換体は野生株の活性
に近い高い活性を示した。この事は、Phe474
のπ電子は反応には関与しないことを表して
いる。立体サイズの小さな Glyや Ala 置換体
では、β―アミリン生成量は大幅に低下した
が、２環性化合物が多く生産された。これら
の事実は、Phe474 残基はβ―アミリン骨格の
A/B-環近傍に存在することを示唆している。 

④ Phe413, Tyr259 及び Trp257 残基の
機能（発表論文⑧） 

Phe413 の機能は、相対的な活性比較から
Phe474 残基と同様に立体的なサイズが反応
に重要であることを実証できた。Val や Met
置換体は、野生株に近い活性を示したので、
そのπ電子は反応には関与しない。立体サイ

ズの小さな Ala 変異株は、4 環性化合物を多
く生産した。したがって、Phe413 残基は D-
環近傍に位置することを証明できた。Tyr259
残基の機能も同様に、相対活性を算出した。
脂肪族の変異株はほとんど活性を示さなかっ
たが、Phe 置換体は、野生株と同等な活性を
示した。この事は、Tyr259 残基は、カチオン
ーπ相互作用で中間体カチオンの安定化に寄
与することを明確にした。Ｖ,ＬやＩ変異株は
4 環性の dammarenyl cation を多く生産する
こ と か ら 、 6/6/6/6-fused の 4 環 性 の
baccharenyl cation の安定化に関与すること
を実証できた。即ち、カチオンーπ相互作用
として関与する。Trp257 残基は、カチオンー
π相互作用と CH-π相互作用を併せ持ってい
ることが分かった。脂肪族変異株 Ala, Val
や Leu 置 換 体 は 大 幅 に 活 性 低 下 し 、
6/6/6/6/5-fused の5環性のlupeolが分布比
率的に多く生産した。この事は、この Trp残
基は、6/6/6/6/6－fused の oleanyl cation
の安定化に関与することを示している。しか
し、同じ芳香族置換体の Phe や Tyr も多くの
lupeol を生産した。これは、π電子密度が Trp 
≫Tyr≧Pheのためとも考えられる。発表論文 
⑤と⑦で、我々は、Me-30(23Z-me)が酵素に強 
く捕捉されることを証明した。基質の周りに
あるアミノ酸を Ala 変異株にしてもβ―アミ
リンの生成のみであり、反応中間体から由来
する他の化合物は生産されなかった。従って
Me-30 基は、Trp257 残基が CH-π錯体の機能
があると提案した。 
その他、Val483, Trp583, Met729 残基の機能
も特定している（投稿論文執筆中）。 
 
（２） 基質アナログ実験 

① 基質の Me-30 が酵素に強く捕捉され
る。 

末端の部位(23位)に存在する Me-24と Me-30
がそれぞれ欠如した基質を化学合成した。そ
れぞれの基質を野生株の精製酵素を用いて、
反応を行った。24-noroxidosqualene（Me-30
は保持されている）は、正常な反応がおきほ
ぼ 100%β―アミリン骨格が生産された。一方、
Me-30 が欠如した 30-noroxidosqualene の反
応では、―アミリン骨格がわずか 19％であっ
た。この事実は、23Z-Me (Me-30)が酵素に強
く捕捉されることを意味している。 

② 23 位に存在する Me 基の立体サイズ
の許容性（発表論文⑤及び⑧） 

末端の 23位の E-と Z-配置に ethyl基、propyl
基を置換した基質を合成し、酵素反応を行っ
た。Ethyl 及び propyl 基を基質とし許容する
ことが分かった。しかし、E-と Z-配置に水素
置換体の酵素反応を比較したとき、Z-配置が
水素のとき活性が大幅に低下した。また、
23Z-Meを 23Z-CH2OHにすると反応が途中で停
止し、そのカチオンに OH基が求核攻撃したエ
ーテル環を持つ新規物質を見出した。一方
23E-CH2OH 基の場合は、最終カチオンの
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oleanyl cation に求核攻撃した新規物質を生
産した。これらの事実は、正常な反応が進行
するためには 23 位に疎水性残基が必須であ
ることを示したいる。Trp257 残基と Me-30基
との CH-π相互作用があることを提案した。 

③ 19 位のメチル基の立体サイズが反
応に及ぼす影響（発表論文④） 

基質の 19 位の Me基を水素およびエチル基に
置換したアナログの酵素反応産物は、それぞ
れ 6/6/6/6-fused の４環性新規化合物を、エ
チル基アナログは、β―アミリン骨格と
6/6/6/5-fused４環性（dannmarenyl cation
由来）を与えた。従って、19 位の立体サイズ
を許容するクレフトは、23位よりも狭いこと
を意味している。 

④ 基質の 6 位、10 位および 15 位の立
体サイズ（発表論文⑨） 

基質の 6 位、10 位および 15 位を水素、エチ
ル基に置換したアナログを検討した。水素置
換体はすべて最終カチオン由来の産物であっ
たが、エチル体はすべて反応しなかった。従
って、6位、10位および 15位を受け入れるク
レフトは 19 位のものよりも更に狭いことが
判明した。 

⑤ 基質アナログ反応のまとめ 
環化開始部位は狭く、後半部位はすこし広い
という知見が得られた。 
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