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研究成果の概要（和文）： 
多様な構造と生物活性を有する一連の植物ポリフェノールの基本骨格を生合成するⅢ型ポリケ
タイド合成酵素について、Ｘ線結晶構造解析により得られた立体構造情報に基づき、部位特異
的変異を導入することにより、これまで困難とされてきた合理的な酵素触媒機能の改変に成功
した。また、これら酵素が示す寛容な基質特異性を利用して、人工基質を作用させることによ
り、在来見られない骨格を有する非天然型新規化合物の生産に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Type III polyketide synthases catalyze the biosynthesis of structurally diverse, biologically active plant 
polyophenols. On the basis of the X-ray crystal structures of the enzymes, we rationally designed and 
generated a set of site-directed mutant enzymes with novel and expanded catalytic functions. Further, by 
exploiting the promiscuous substrate specificities of the enzymes, we succeeded in production of an 
array of chemically and structurally divergent unnatural novel compounds. 
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１．研究開始当初の背景 
 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、さらに
は大麻のカンナビノイドに至るまで、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
の基本骨格が、カルコン合成酵素（CHS）ス
ーパーファミリーと総称される一連のⅢ型
ポリケタイド合成酵素（PKS）によって生合
成されることが最近になり次第に明らかに
されつつある。 
 これまでに研究代表者は、合成人工基質を
プローブとして酵素に作用させ、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、これら植物Ⅲ型 PKS が異例ともいえ
る広範な基質特異性と多様な触媒機能を示
すこと明らかにした（JACS 122, 11242, 2000
など）。また、クロモンやアンスロン配糖体
などのポリケタイドを豊富に産生する薬用
植物アロエ（Aloe arborescens）から、ペンタ
ケタイドクロモン合成酵素（PCS）及びオク
タケタイド合成酵素（OKS）など、植物に普
遍的に存在する CHS とは異なり、５分子から
８分子のマロニル CoA を基質としてクロモ
ンの骨格を構築する全く新しいタイプの植
物Ⅲ型 PKS のクローニングに世界に先駆け
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て成功し、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; JACS 127, 12709, 2005 など）。
さらに、この特異な酵素のＸ線結晶構造解析
の結果から、基質及び生成物特異性を決定す
る活性中心アミノ酸残基を同定し、部位特異
的変異を導入することにより、これまで困難
とされてきた酵素触媒機能の拡張にも展望
を開きつつある（ChemBiol 14, 359, 2007 など）。
最近では、本来５分子のマロニル CoA を縮合
してクロモンの骨格を構築する PCS に、結晶
構造に基づく三重変異の導入により、これま
でに例のないマロニル CoA９分子の縮合に
よる超天然型新規ノナケタイドを生産させ
ることにも成功している（JACS 129, 50976, 
2007）。本研究では、こうした一連の研究成
果を踏まえ、植物由来Ⅲ型 PKS のさらなる酵
素触媒機能の開拓と物質生産に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
 ポリケタイドの分子多様性を生み出す要
因として、酵素反応の開始基質、伸長基質マ
ロニル CoA の縮合回数、そして最終的な閉環
反応様式の違いが挙げられる。上述したよう
に、これまでに研究代表者らは、５分子ある
いは８分子のマロニル CoA を基質としてク
ロモンの骨格を構築する新規Ⅲ型 PKS、アロ
エ由来 PCS 及び OKS について、基質および
生成物特異性を決定する活性中心アミノ酸
残基を明らかにし、さらに、これら残基への
部位特異的変異の導入により、ポリケタイド
鎖長の人為的な制御に成功した。今後は、(1)
ポリケタイド鎖長をどこまで伸ばせるか、閉
環反応の様式をいかに制御するかといった
点が課題になる。そこで本研究では、まず、
両酵素のＸ線結晶構造解析の結果に基づき、
活性部位キャビティの大きさや形状、アミノ
酸残基の配置を変化させることにより、さら
なるポリケタイド鎖の伸長に挑戦した。活性
部位キャビティの大きさから考えると、少な
くともマロニル CoA１２分子程度の縮合は
十分可能であるものと予想された。 
 次に、閉環・芳香環形成反応の制御に関し
ては、PCS の F80A/Y82A/M207G 三重変異酵
素が、マロニル CoA９分子の縮合により、非
天然型新規３環性ナフトパイロン骨格の合
成能を新たに獲得したことがヒントになる
（JACS 129, 50976, 2007）。現段階では、この
アルドール縮合を介した芳香環の形成に関
与するアミノ酸残基の特定には至っていな
いが、今後、両酵素において、これまでに検
討した 80, 82, 207 番の残基に加えて、新たに
出現した活性部位ポケットを構成する残基
や、ポリケタイド鎖伸長反応において重要な
役割を演ずる 204, 224, 266, 351 番などの活性
部位残基について、部位特異的変異を導入す

ることにより、縮合数や閉環反応様式に与え
る影響を明らかにする。閉環・芳香環形成反
応機構を解明し、アロエが豊富に産生するア
ンスロン骨格の形成など、Ⅲ型 PKS の酵素触
媒機能のさらなる拡張と、新規触媒活性を有
するスーパー生体触媒の創出をめざした。 
 また、(2)一連の人工基質をプローブとして
酵素に作用させることにより、基質の分子認
識機構を明らかにし、単純な系からより複雑
な系へ、さらなる分子多様性の創出と物質生
産に取り組む。人工基質の構造に対応して、
活性部位におけるフォールディング・コンフ
ォメーションが微妙に影響を受け、在来見ら
れない骨格を有する非天然型化合物の生産
も大いに期待された。 
 
３．研究の方法 
（１）酵素Ｘ線結晶構造解析に基づく酵素機
能の制御とスーパー改変酵素の創出 
 本研究では、ポリケタイド鎖長をどこまで
伸ばせるか、閉環反応の様式をいかに制御す
るかといった課題に取り組んだ。まず、Ｘ線
結晶構造解析に基づき、これまでに検討した
80, 82, 207 番のアミノ酸残基に加えて、ポリ
ケタイド鎖伸長において重要な役割を演ず
る Val351、及び、その近傍の 224, 266 番など
の活性部位残基についても、他の 19 種のア
ミノ酸に網羅的に置換することにより、活性
部位キャビティの大きさや形状、アミノ酸残
基の配置を変化させて、さらなる縮合数の増
加と炭素鎖の伸長に挑戦する。活性部位キャ
ビティの大きさから考えると、少なくとも１
２分子程度のマロニル CoA の縮合は十分可
能であるものと予想される。次に、閉環・芳
香環形成反応の制御に関しては、上述した
PCS の三重変異酵素が、３環性ナフトパイロ
ン骨格の合成能を新たに獲得したことがヒ
ントになる。現段階ではこの非天然型新規芳
香環の形成に関与するアミノ酸残基の特定
には至っていないが、新たに出現した活性部
位ポケットを構成するアミノ酸残基、また、
ポケットの入り口部分を構成する Thr204 等
についても、変異を導入し、マロニル CoA 縮
合数や閉環反応に与える影響について精査
する。また、これらの変異を組み合わせるこ
とにより、酵素反応基質や、ポリケタイド鎖
長および閉環・芳香環形成反応を人為的な制
御を試みた。 
 
（２）広範な基質特異性と触媒ポテンシャル
を利用した非天然型新規化合物の創出 
 Ⅲ型 PKS が示す最大の特徴の一つに、その
広範な基質特異性と触媒ポテンシャルが挙
げられる。Ⅲ型 PKS の酵素反応は、立体化学
が厳密に制御された精巧な酵素システムと
は言い難く、むしろアシル基転移（脱炭酸を
伴ったクライゼン縮合）の繰り返しによる、



 

 

単純な炭素鎖伸長マシン（Cys-His- Asn から
なる活性中心触媒残基は、全てのⅢ型 PKS に
おいて例外なく保存されており、同一の化学
でポリケタイド鎖伸長反応が進行する）と捉
えるのが適当かもしれない。従って、こうし
た基質特異性の寛容さを利用して、一連の人
工基質を酵素に作用させることにより、非天
然型新規化合物ライブラリーの構築が可能
になる。天然型基質の場合と同様な酵素反応
の進行が予想される一方で、基質の構造に対
応して、活性部位におけるフォールディン
グ・コンフォメーションが微妙に影響を受け、
在来見られない骨格を生成する可能性も十
分考えられる。そこで本研究では、アロエ由
来 PCS や OKS の野生型及び変異型酵素など
についても、脂肪酸やクマル酸の CoA チオエ
ステル、また、より一層の生物活性が期待で
きるヘテロ芳香環を導入した人工基質など
を作用させ、酵素反応生成物を精査した。 
 
４．研究成果 
（１）結晶構造に基づくオクタケタイド合成
酵素の機能拡張 

 
 キダチアロエ由来OKSは、８分子のマロニ
ルCoAの繰り返し縮合によりC16芳香族オク
タケタイドSEK4/SEK4bの骨格を構築する新
規Ⅲ型PKSである。我々は、本酵素のX線結
晶構造解析に 2.6 Åの分解能で成功し、活性
中心Cys174 を起点としてポリケタイド鎖が
伸張していく際に壁となるAsn222 残基にラ
ンダム変異を導入した結果、Gly置換体でマ
ロニルCoA縮合数が 10 分子まで拡大して、非
天然型C20ベンゾフェノン誘導体SEK15 を単
一生成物として与えること、また、N222G置
換体のX線結晶構造解析の結果、実際に
N222G変異の導入によりキャビティの容積が
大きく変化することを明らかにした。さらに
加えて、Asn222 の近傍に位置するPhe66 残基
へのF66L変異の導入により、マロニルCoA12
分子の繰り返し縮合による非天然型新規ポ
リケタイド化合物の生産にも成功した。結晶
構造解析に基づく合理的な変異の導入によ

り、C2単位縮合数の拡大、非天然型炭素-炭素
結合の形成、また、芳香環縮合系の構築など、
これまで困難とされてきた酵素触媒機能の
操作に展望を開いた。 
 
（２）結晶構造に基づく非天然型新規C21カル
コン及びC19スチルベンの創出 
 本来８分子のマロニルCoAを縮合するOKS
にクマロイルCoAを開始基質として作用させ
た場合、クマロイルCoAに５分子あるいは６
分子のマロニルCoAが縮合、ポリケタイド鎖
が伸長の後、アルドール型縮合により芳香環
を形成した、これまでに例のない，非天然型
新規C21カルコン及びC19スチルベン骨格が生
成することを見出した。ただし、収率は芳し
くなく、さすがに基質がこれだけ嵩高くなる
と酵素反応がうまく進行しないのも当然に
思われた。しかし、上述した、結晶構造に基
づき活性中心キャビティを拡大したOKS 
N222G点変異酵素にクマロイルCoAを開始基
質として作用させた場合、酵素反応生成物の
割合が劇的に変化して、非天然型新規C21カル
コンの生成量が飛躍的に増大し主生成物と
して与えた。 

 
 
（３）含窒素人工基質を用いた非天然型新規
ピリドイソインドール骨格の創出 
 トウゲシバ Huperzia serrata 由来 PKS1 は、
比較的大きな基質結合部位を有する新規Ⅲ
型 PKS であり、クマロイル CoA を開始基質
として３分子のマロニル CoA を順次縮合の
後カルコンを生成する。本酵素に化学合成し
た 2-カルバモイル安息香酸の CoA チオエス
テルを開始基質として作用させた場合，２分
子のマロニル CoA（またはメチルマロニル
CoA）を順次縮合の後，6-5-6 縮合環構造を有
する３環性非天然型新規アルカロイドを収
率 80％で単一生成物として与えることを見
出した。一方、これとは対照的に、前述した
OKS では、2-カルバモイル安息香酸 CoA は
ほとんど開始基質として受け入れられず、８
分子のマロニル CoA の縮合によりオクタケ



 

 

タイド SEK4/SEK4b が主生成物としてて、ま
た、2-カルバモイル安息香酸 CoA に３分子の
マロニル CoA が縮合したラクトンが副生成
物として得られるのみであった。次に、2-カ
ルバモイル安息香酸 CoA の芳香環を、ピリジ
ン環やナフタレン環で置換した修飾基質を
化学合成し、トウゲシバ由来 PKS1 に作用さ
せた場合、同様にして、２分子のマロニル
CoA を順次縮合の後、閉環反応が進行して、
３環性および４環性の非天然型新規アルカ
ロイドを高収率で単一生成物として生成す
ることを見出した。いずれの場合も、トリケ
タイド中間体へ炭素鎖伸長の後、シッフ塩基
の形成を介して、酵素的に C-N 結合形成と閉
環反応が進行するものと考えられる。 

 
 
（４）アミノ酸 CoA チオエステルを用いた生
物活性テトラミン酸誘導体の創出 
 ダイオウ（Rheum palmatum）由来ベンザル
アセトン合成酵素（BAS）は、１分子のクマ
ロイルCoAと１分子のマロニルCoAとの脱炭
酸を伴った縮合によりジケタイドの骨格を
構築するⅢ型PKSである。我々は、本酵素に
化学的に合成したL-型およびD-型のPheおよ
びTrp由来アミノアシルCoAチオエステルを
開始基質としてマロニルCoAとともに作用さ
せた場合、１分子のマロニルCoAを縮合の後，
酵素的に分子内ラクタム化が進行してテト
ラミン酸が生成することを見出した。いずれ
の場合においても、テトラミン酸が自発的に
二量化して非天然型新規テトラミン酸誘導
体へと変換されることが確認された。今回得
られた 4 種のテトラミン酸二量体についてマ
ウス白血病細胞を用いて細胞毒性試験を行
った結果，D-型のPhe由来アミノアシルCoA
チオエステルから生成したテトラミン酸二
量体のみが細胞毒性活性を示すことが判明
した（IC50  =１g/ml）。テトラミン酸二量体
の立体化学および置換基の違いが細胞毒性
活性を決定することが示され、さらなる構造
活性相関の解明に興味が持たれた。 
 
（５）ベンザルアセトン合成酵素の結晶構造
解析と酵素反応機構の解明 
 ジケタイドの骨格を構築する III 型 PKS で

ある BAS の触媒機構やその構造機能相関の
解明をめざして、野生型 BAS の結晶構造解析
を行った。大腸菌にて発現させた組み替え酵
素を、３種のカラムクロマトを組み合わせる
ことにより高純度に精製し、次にシッティン
グドロップ蒸気拡散法により結晶化させ、
SPring-8 にて X 線回折強度の測定を行った。
CNS プログラムによる CHS 結晶構造を鋳型
とした分子置換法により初期構造を得、同プ
ログラムを用いて構造の精密化を行った結
果、1.6Åと 1.8Åの分解能で BAS の apo 型お
よびクマロイル基が活性中心システイン残
基に結合した複合体の結晶構造を得ること
に成功した。まず、アミノ酸レベルで 70%の
相同性を示すアルファルファ由来 CHS の結
晶構造との比較により、両酵素はタンパク全
体ではほぼ同一のフォールディングを共有
することが示された。しかも、ほとんどの活
性中心アミノ酸残基を重ね合わせることが
可能であった。一方、活性部位キャビティの
形状と大きさの違いが、酵素反応の基質と生
成物特異性を決定することになる。BAS では、
L215 と S338 残基に加え、L132 残基により、
キャビティの大きさと形状が実際に大きく
変化し、CHS で見いだされたクマロイル結合
ポケットの入り口が閉じ、そのため中間体の
芳香環が活性部位の下側に向かって伸長し、
これによりポリケタイド鎖の伸長が停止し
て、ジケタイドが生成することが解明された。
III 型 PKS によるジケタイドへの触媒メカニ
ズムを解明したのは、これが最初の例であり、
しかも酵素反応中間体構造の取得に成功し
たことは特筆に値する。 
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