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研究成果の概要（和文）：生物は、エポキシ化酵素（EPX）とエポキシド加水分解酵素（EH）による立体選択的・位置
選択的な反応を巧みに利用して、天然に存在する複雑なポリエーテル化合物を生合成している。本研究課題ではこの反
応制御機構の解明に焦点をあて、①代表的なポリエーテル天然物生合成に関与するEPXとEHの系統的解析、②ポリエー
テル化合物の酵素合成を行い、制御機構の一端を解明した。加えて、本酵素の寛容な基質特異性を利用したオキサスク
アレノイドの酵素化学的合成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Complex polyether natural products are constructed by epoxidations followed by 
cyclizations as exemplified by Cane, Celmer and Westley. Two key enzymes, epoxidase and epoxide 
hydrolase, are involved in the highly regioselective and stereoselective reactions. To elucidate the 
function of those enzymes, we conducted in vitro (or in vivo) analysis utilizing substrate analogs and 
figure out the regulation mechanism in part. Additionally, we achieved chemoenzymatic synthesis of 
oxasqualenoid by utilizing functionally characterized EPX. These findings open the door for the enzymatic 
synthesis of polyether skeleton.

研究分野： 天然物有機化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ポリエーテル 1 とはテトラヒドロフランや
テトラヒドロピランが複数連結したポリエ
ーテル骨格を有する化合物の総称であり（図
１）、イオノフォア活性、イオンチャネル阻
害活性、抗腫瘍性など多様な生理活性を示す。
その特異な化学構造と生物活性から様々な
分野の研究者が興味をもち、全合成研究や構
造活性相関研究が行われている。一方、「複
雑なポリエーテル骨格を生物は如何にして
構築しているのか？」という点についても古
くから興味が持たれ、その生合成研究も活発
に行われている。 

 このような中、申請者はポリエーテル骨格
の構築において鍵反応を触媒することが予
想されたエポキシ化酵素（EPX）とエポキシ
ド加水分解酵素（EH）の機能解明に焦点を絞
って研究を行ってきた。これまでに、「EPX
によるエポキシ化反応 2」と「EH によるカス
ケード型環化反応 3」を世界に先駆けて実証
するとともに、EH の基質特異性の解明や触
媒機構解析、酵素-基質複合体の立体構造解析
に成功してきた 4（図２）。この結果から、酵
素反応によるポリエーテル骨格構築戦略の
特徴は、①ポリエンに対する立体選択的かつ
段階的なエポキシ化反応によるエーテル環
部の立体化学制御、②ポリエポキシドに対す
る位置選択的なカスケード型環化反応によ
る環構造の制御、の２点に集約できることを
明らかにした。さらに、両酵素が単純なポリ
オレフィンに対しても作用してポリエーテ
ル化合物を生成物として与えることも示唆
された。 

 以上の基礎研究の結果を受け、申請者は
「EPX と EH の酵素機能を人為的に制御した
上で合成化学的手法と融合すれば、様々なポ
リエーテル化合物を合成するための普遍的
合成戦略を確立できるのではないか？」とい
う着想を得るに至った。本研究課題では、「分
子設計に基づいた天然物の酵素合成」を志向
し、①酵素機能の系統的解析と制御、②ポリ
エーテル化合物の酵素合成を検討した。 

 
２．研究の目的 
 エーテル環の数と員数が異なるポリエー
テル化合物（ラサロシド、モネンシン、サリ
ノマイシン）の生合成を担うエポキシ化酵素
（EPX）とエポキシド加水分解酵素（EH）に
着目し、①酵素機能の精密解析、②ポリエー
テル化合物の酵素合成、を行う。具体的には、
酵素機能の同定、基質特異性の検討から、EPX
による立体選択的なエポキシ化反応と EH に
よる位置選択的なカスケード型環化反応の
反応制御機構を解明する。さらに、適切な部
分構造を備えたポリオレフィンを設計・合成
した上で数珠玉型及び縮環型ポリエーテル
の酵素合成を検討する。 
 
３．研究の方法 
 本研究目的を達成するためには、注目する
酵素の機能を精密に解析する必要がある。そ
こで本研究では、組替え酵素を用いた in vitro
（もしくは in vivo）解析を適用した。すなわ
ち、①想定される基質及び生成物の化学合成、
②標的遺伝子のクローニングおよび大腸菌
での組替え酵素の調製、③酵素反応および
LC-MS もしくは GC-MS を用いた酵素反応生
成物の分析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）EPX による立体選択的エポキシ化反応
の解析 
 EPX の基質であるポリエンと生成物であ
るポリエポキシドの化学構造を考慮すると、
単一の EPX によるエポキシ化反応の立体選
択性はオレフィンの置換様式にのみ依存す
ると予想された。そこで、ラサロシド生合成
遺伝子クラスター中に見いだされた EPX を
モデル酵素として選択し、エポキシ化反応の
立体選択性を調べた。具体的には、①２重結
合周辺の置換基と幾何異性を系統的に改変
した化合物の合成、②合成基質を使った微生
物変換反応と生成したエポキシドの分析か
ら各基質に対するエポキシ化の立体選択性
を明らかにした。この結果に基づき、EPX
による立体選択的エポキシ化反応を合理的
に説明しうる基質結合モデルを提唱するに
至った（図３、発表論文１）。 

（２）EH による位置選択的環化反応の解析 
 EH による環化反応の特徴は、①環化様式
の制御（5-exo vs 6-endo 環化）、②タンパク質
間相互作用によるカスケード型環化反応の
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反応回数の制御にある。本研究課題では、サ
リノマイシンとモネンシンの生合成に関わ
る環化酵素をモデルとしてこれら２つの項
目について検討した。 
 
①機能解析１〜サリノマイシン〜 
 サリノマイシンは、ビススピロアセタール
構造と５員環•６員環エーテルが連結した特
徴的なポリエーテル構造を有する。2012 年に
その生合成遺伝子クラスターが同定され、
我々が機能解析に成功した EH と相同性を示
す３種の EH ホモログが見いだされた。これ
ら３種の EH（のいずれか）がポリエーテル
骨格構築に関与することが予想されたため、
組替え酵素を用いた in vitro 解析を行った。化
学合成したビスエポキシドを用いて酵素反
応を行ったところ、目的とする 5-6 員環エー
テルの構築が観測された。酵素反応条件を変
えて検討を進めることで、SalBII が Baldwin
則に反する 6-endo 環化反応を触媒すること
を見いだした。本研究の過程で報告された２
つの研究成果（①SalBIII が独立した THP 環
の構築を担う、②メチル基転移酵素がビス汗
タール構造の構築を担う）を考慮すると、
別々に存在する２種の EH（SalBI、SalBII）
が 5 員環•6 員環構築を担うと考えられた。こ
の環化反応は、我々が世界で初めて同定した
EH（Lsd19）と同様である。 
 
②機能解析２〜モネンシン〜 
 モネンシンは、スピロアセタールに３つの
５員環エーテルが連結したポリエーテル骨
格を持つ。その生合成遺伝子クラスターには
２種の EH（MonBI、MonBII）が存在してい
る。ラサロシド生合成における環化反応との
相違点は、別々に存在する２つの EH 間の相
互作用が反応制御を担っている可能性があ
るという点に集約される。 
 この複雑なカスケード型環化反応を解析
するには、「実験系を如何にして単純化する
か？」という点がポイントになる。そこで本
研究では、前駆体の部分構造を模倣したアナ
ログ体を用いて酵素機能の解析を行うこと
にした。具体的には、３回のカスケード型環
化反応の内、後者２回の環化反応を解析する
ためのビスエポキシドアナログを設計した。 
 Johnson-Claisen 転移、鈴木•宮浦クロスカ
ップリング、Shi 不斉エポキシ化を鍵反応と
して、市販の methacrolein から 13 工程を経
て目的とするビスエポキシドアナログを化
学合成した（図４）。 

 次いで、合成したビスエポキシドを用いた
酵素反応を検討したところ、環化反応の進行

を確認することはできた。しかしながら、①
用いた基質がジアステレオマー混合物であ
ったこと、②アセタール化の際にも新たな不
斉中心が生じることなどの理由により、複数
の基質、反応中間体（モノエーテル体、ビス
エーテル体）、最終生成物が生じてしまい、
反応に関与する２種類の環化酵素の機能を
明確にするには至らなかった。標的アナログ
を不斉合成すれば、この問題を回避できると
考えられる。 
 
（３）オキサスクアレノイドの酵素化学的合
成 
 天然には、オキサスクアレノイドと呼ばれ
るトリテルペンに由来するポリエーテル系
天然物がある。そのポリエーテル骨格は、上
述した天然物と同様、エポキシドを経由した
環化反応によって構築されるものと考えら
れる。EPX の寛容な基質特異性を考慮すると、
適切な分子を設計すれば本化合物の酵素化
学的合成が可能であると予想された。そこで、
本化合物をモデルとして、酵素化学合成の可
能性を検証することにした。 
 オキサスクア
レノイドの部分
構造を模倣した
基 質 に 対 し て
EPX を作用させ
たところ、エポ
キシ化反応と自
発的な環化反応
が進行して対応
するポリエーテ
ル骨格が構築さ
れた（図５）。た
だし、生成物が２種のジアステレオマー混合
物であったことから、本エポキシ化反応は立
体選択的に進行していないと予想された。今
後の検討により、我々が同定した酵素（EPX、
EH）の物質生産に対する応用可能性が広がる
ものと考えている。 
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