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研究成果の概要（和文）：本研究では、真菌Talaromyces pinophilus FKI-3864から発見したモナピノンA (MPA)
をビアリル型二量体化合物ダイナピノンA (DPA)へと位置選択的に生合成するモナピノン二量化酵素(monapinone
 coupling enzyme, MCE)を用いて、芳香環同士が炭素系－炭素結合したビアリル型二量体化合物の生合成制御機
構について研究した。
本研究により、MCE を大量に精製する技術を確立し、3種の宿主を用いて異種発現系を構築した。さらに、酵素
学的解析を進め、MCEの基質特異性を明らかにし、その過程で新規二量体化合物の創製にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Atropisomer dinapinones A1 and A2 (DPA1 and DPA2) were isolated from a 
culture of Talaromyces pinophilus FKI-3864. Monapinone coupling enzyme (MCE) which dimerizes 
naphthopyranone monapinone A (MPA) to regioselectively synthesize DPA (a mixture of atropisomers 
DPA1 and DPA2) was purified from T. pinophilus FKI-3864. In this study, we established an efficient 
procedure to purify MCE easily and heterologous expression system of MCE gene in Escherichia coli, 
Aspergilluys oryzae and Saccharomyces cervisiae. Furthermore, to identify regioselective coupling 
reaction of MCE, enzymatic analysis and substrate specificity were investigated.

研究分野： 天然物化学・生化学

キーワード： 二量体化　マルチカッパーオキシダーゼ　ビアリルカップリングエンザイム　ダイナピノンA
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１．研究開始当初の背景 
	 我々は、動物細胞における中性脂質 (トリ
アシルグリセロール) 蓄積を阻害する物質と
して、真菌 T. pinophilus FKI-3864の培養液よ
り芳香環同士が炭素系−炭素結合したビアリ
ル型ナフトピラノン（naphthopyranone）骨格
を有するダイナピノン A (DPA) を発見した 
(図１、Ohte et al. J. Antibiot. 64, 489 (2011)、
Uchida et al. J. Antibiot. 65, 419  (2012))。DPA 
は軸異性体である成分 A1(DPA1) と成分 A2 
(DPA2) に分離できる。さらに、真菌 T. 
pinophilus FKI-3864 株を、海水存在下で培養
すると DPA の生産量は激減し、代わって単
量体であるモナピノン A (MPA) を大量に生
産する (図 1、Kawamoto et al, J. Antibiot. 64, 
503 (2011))。この知見は、DPA は MPA が二
量体化して生成することを示唆するもので
あった。これまでに微生物培養液中や植物な
どからビアリル型二量体化合物が多数報告
されてきたが、それらが酵素反応によって生
成するのか、あるいは化学反応によって生成
するのか不明であった。しかし、DPA の場合
MPA から位置特異的に二量体化が起こり、
DPA が生成すると予想された。そこで、実際
に MPA と生産菌の破砕液をインキュベーシ
ョンしたところ、選択的に DPA1 と DPA2 が
生成することから酵素的に反応が進むこと
を確認した。さらにこの生産菌の破砕液から
モナピノン二量体化酵素 (MCE: monapinone 
coupling enzyme) を精製することに成功した。
この MCE 酵素の N 末端側アミノ酸配列と、
生産菌 T. pinophilus FKI-3864 株の全ゲノム
解析の結果と照らし合わせ、DPA 生合成遺伝
子として 7 つの ORF を特定し、各 ORF の
機能解析から ORF6 (multicopper oxidase 
(MCO) と相同性 40〜60%) が MCE と予想
した。 
	 また、MPA や DPA と構造的に類似してい
るセミビオキサンチン(SVX)やビオキサンチ
ン  (VX) を 生 産 す る 真 菌 Penicillium 
citreoviridae は、立体選択的にVXを生産し、
P 体のみが報告されている (Bode SE et al., 
Angew. Chem. Int. Ed., 46, 5916-5920 (2007))。 

 
２．研究の目的 
	 芳香環同士が炭素系−炭素結合したビアリ

ル  (biaryl) 型二量体化合物は自然界に多数
存在し、さまざまな生物活性を示す。我々は
真菌 T. pinophilus FKI-3864 からビアリル型
二量体化合物 DPAとその単量体MPAを発見
した。DPA はモナピノン二量体化酵素 
(MCE) と命名した酵素によって生成する。そ
こで本研究では、1) この酵素 MCE を大量に
精製する技術の確立、2) 異種発現系の構築、
3) 基質特異性の解明、4) 酵素学的解析を通
して、酵素による位置選択的な二量体化反応
機構の解明を目的とする。さらに、類似の構
造を有する SVXや VXを生産するが、二量体
化合物の立体制御が大きく異なる真菌 P. 
citreoviridae の 二 量 体 化 酵 素 (SCE: 
semivioxanthin coupling enzyme) と比較する。
将来的には、X線による結晶構造の解明や多
様なビアリル型二量体化合物ライブラリー
を期待する。 
 
３．研究の方法 
MCEに関する研究 
1) MCEの大量精製法の確立 
	 真菌 Talaromyces pinophilus FKI-3864 株を 
3 日間種培養後、スクロースを主成分とする
生産培地で 14 日間静置培養した。得られた
菌体 (63 g) に 50 mM クエン酸緩衝液 (pH 
5.0)を加え、氷冷下で 15 分間超音波破砕し
た。その後、アセトン分画を行ない、疎水性
樹脂によるカラムクロマトグラフィー、最終
的にゲル濾過によるカラムクロマトグラフ
ィーにより、目的酵素 MCE を精製した。
MCE 酵素活性は、MPA を基質とした二量体
化反応により生成した DPA を UFLC で定
量した (50℃ の条件下、1 時間で1 µgのDPA
を生成する酵素活性を 1 unit (U) とした)。 
 
2) 異種発現系の構築 
	 発現用宿主として、 Escherichia coli、
Aspergillus oryzae お よ び Saccharomyces 
cerevisiae を選択した。次に、MCE遺伝子を
それぞれの発現ベクターである pColdIV、
pTAex3、pYES-DEST52 に組み込み、その形
質転換体を作製した。得られた形質転換体を
培養し、上記に示した方法で MCE 酵素活性
を測定した。 
 
3) 基質特異性の解明 
	 まず、真菌 T. pinophilus FKI-3864の培養液
から得られた MPAから MPEを基質とし、精
製した MCEを用いて、50℃で 20分間酵素反
応後、酢酸エチル抽出を行ない、生成物を
UFLC で解析した。さらに、我々の保有する
天然化合物ライブラリーや市販の試薬から
多環性芳香族構造を有する化合物を選別し、
MPA（もしくは MPE）と組み合わせ、同様に、
50℃で 20 分間酵素反応後、酢酸エチル抽出
を行ない、生成物を UFLCで解析した。 
 
4) 酵素学的解析 
	 MCEは、MCOに対して相同性が高いので
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(40〜60%)、MCOファミリーの酵素学的特徴
である金属イオンに対する酵素活性の影響
を検討した。すなわち、MPAを基質とし、精
製した MCE と 8 種の二価金属イオンを用い
て、50℃で 20 分間酵素反応後、酢酸エチル
抽出を行ない、生成物を UFLC で解析した。
また、MCE 酵素活性に対する NaCl の影響、
ウルシ由来ラッカーゼによる酵素反応、MPA
と MPE の酵素反応の速度パラメーター
(Vmaxと Km)を求めた。 
 
SCEに関する研究 
	 SCEは、真菌 P. citreoviridae ATCC42743の
培養液から SCE を精製する生化学的手法と
ゲノム配列を取得し、mce 遺伝子と相同性の
高い遺伝子を選別し、異種発現株を作製し、
SCE を精製する分子生物学的手法からアプ
ローチし、MCEと比較した。 
 
４．研究成果 
MCEに関する研究 
1) MCEの大量精製法の確立 
	 MCEを精製した当時は、精製効率が非常に
悪かったが、各精製工程の条件検討を進めた
結果、初回精製当時に比べて、MCEの精製効
率は約 40 倍上昇した。次に、真菌  T. 
pinophilus FKI-3864 の培養条件の検討も行っ
た。MCEは、活性中心に Cu2+を持つ MCOに
相同性 40〜60%を示すため、培養液中に Cu2+ 

を添加することで、MCE酵素活性がどのよう
に影響を与えるか検討した。その結果、生産
培地  (Sucrose 3.0%、Soluble starch 3.0%、
MgSO4・7H2O 0.05%、Malt extract 1.0%、
KH2PO4 0.5%、Ebios 0.3%)に、0.25 mM 及び 
2.5 mM CuSO4を添加すると、MCE酵素活性
は無添加の時と比べて、約 2.5 倍上昇した。
現在、確立した精製方法と検討した培養条件
を組み合わせ、大量の MCE 調製を進めてい
る。将来的には、X線による結晶構造解析を
目指している。 
 
2) 異種発現系の構築 
	 3種の異種発現宿主を用いて、MCEの形質
転換体を作製した結果、E. coli を宿主とした
系では MCE タンパク質の発現は SDS-PAGE
で確認できたが、MCE酵素活性は確認できな
かった。また、S. cerevisiae を宿主とした系
では、MCEタンパク質の発現を確認し、MCE
酵素活性も確認できたが、その酵素活性は非
常に低かった。A. oryzae を宿主とした系では、
目的の分子量に MCE タンパク質を確認し、
MCE 酵素活性も確認した。菌体量あたりの
MCE 酵素活性量は、生産菌 T. pinophilus 
FKI-3864 より約 10倍高かった。現在、1) で
確立した精製方法と作製した形質転換体を
用いて、MCEの精製を進めている。最終的に
は、大量の MCE を調整し、X 線による結晶
構造解析を目指している。 
	 さらに、N末端と C 末端に Hisタグをつけ
た MCE の形質転換体の作製にも成功し、タ

グをつけた MCE の精製を、アフィニティー
カラムを用いて検討している。 
 
3) 基質特異性の解明 
	 単量体 MPA〜MPE をそれぞれ単独で反応
させ、生成物を UFLC解析した結果、MPAか
らホモ二量体 DPA1 (M 体)と DPA2 (P 体)、
MPE からホモ二量体 DPE1(M 体)と DPE2 (P
体)を確認し、本条件では、MPB、MPC 及び
MPDのホモ二量体は確認できなかった。次に、
5種のMPから 2種のMPを混合し反応させ、
生成物を UFLC 解析した結果、MPA に MPB
から MPE が位置選択的に結合したヘテロ二
量体 DPABから DPAEが生成し、これら全て
に２つの軸異性体が存在することを確認し
た。本条件では、MPAから生成したヘテロ二
量体よりは生成量が少なかったが、MPE に
MPB、MPC、MPD が結合したヘテロ二量体
DPBE、DPDE、DPDEも生成し、これら全て
に２つの軸異性体が存在することを確認し
た。ホモ二量体 DPE、ヘテロ二量体 DPBE、
DPDE、DPDEは、T. pinophilus FKI-3864の培
養液では確認できなかった新規化合物であ
った。以上の結果から、MCEに対する反応性
の高い基質は、MPA、MPE、MPB〜MPD の
順であった。 
	 次に、MCE 酵素反応の高かった MPA と
MPE を用いて、類縁化合物 SVX や多環性芳
香族化合物との反応を検討した結果、新規ヘ
テロ二量体 3成分を見出し、全てに２つの軸
異性体が存在することを確認した。現在、ホ
モ二量体 DPE、ヘテロ二量体 DPBE、DPDE、
DPDEを含め新規ヘテロ二量体 7成分の精製
を進め、生物活性（中性脂質蓄積阻害活性な
ど）の評価を進めている。 
 
4) 酵素学的解析 
4-a) 金属イオンの影響 
	 精製した MCE を用いて、酵素学的検討を
進めた。MCOファミリーは、活性中心に Cu2+

を保持し、酵素反応にCu2+を添加することで、
その酵素活性が上昇する(Forootanfar H et al., 
Biotechnol Prog., 31, 1443-1463 (2015))。そこで、
精製した MCEに Cu2+を添加し、MCE酵素反
応を検討した。その結果、10 mM CuSO4を添
加した場合、MCE酵素活性が約 4倍上昇した。
さらに、他の 2 価金属イオンの MCE 酵素反
応に対する影響を評価した結果、Fe2+が強力
に MCE酵素反応を阻害した。 
 
4-b) NaClの影響 
	 真菌 T. pinophilus FKI-3864 株を、海水存在
下で培養すると DPA の生産量は激減し、代
わって単量体であるモナピノン A (MPA)が得
られることから、海水により MCE 酵素活性
が抑えられることが示唆された。そこで、精
製した MCE に NaCl を添加し、MCE 酵素反
応を検討した。その結果、用量依存的に MCE
酵素反応は低下し、100 mM NaClで 90%以上
低下した。海水の NaCl は約 500 mM である



ことから、海水添加した時の真菌 T. pinophilus 
FKI-3864 株のMPAとDPAの生産量と良い一
致を示した。 
 
4-c) 他の MCOについて 
	 MCO ファミリーの１つであるウルシ由来
ラッカーゼによる MPA の二量体化反応を検
討した。その結果、ウルシ由来ラッカーゼ(1 
mg)の二量体化反応は、全く進まなかった。
また、精製した MCE を用いて、ラッカーゼ
の標準活性評価方法であるシリングアルダ
ジンの酸化呈色反応を検討した結果、酸化呈
色反応は進まなかった。 
 
4-d) MPAと MPEの Vmaxと Kmについて 
	 3) の実験からMCEに対する基質特異性の
高い MPAと MPEについて、Vmaxと Kmを
算出した。その結果、MPA の Vmax は 11.6
±0.5 nmol/min、Kmは 7.1±1.6 µM、MPEの
Vmaxは 2.6±0.2 nmol/min、K33.2±6.9 µMで
あった。 
 
SCEに関する研究 
	 真菌 P. citreoviridae ATCC42743のゲノム情
報から、二量体化酵素 SCEの候補遺伝子の特
定に成功した。さらに、A. oryzae に発現させ、
目的の SCE酵素活性を確認した。現在、真菌
P. citreoviridae ATCC42743 の培養液からの
SCE 精製も同時に進めており、SCE と MCE
の両者の酵素学的特徴の比較を進めている。 
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