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研究成果の概要（和文）：イオノフォアポリエーテル生合成における２種類の鍵酵素（エポキシ

化酵素、エポキシド加水分解酵素）の機能解析から、「生物によるポリエーテル骨格構築戦略」

の一旦を化学的に解明した。本成果は、化学合成が困難なポリエーテル骨格の酵素合成を展開

する上での基盤になることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Functional analysis of two enzymes, epoxidase and epoxide
hydrolase, involved in ionophore polyether biosynthesis advances our understanding of the
enzymatic asymmetric epoxidation and epoxide-opening cascades. These findings open the
door for the enzymatic synthesis of polyether skeleton.
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１．研究開始当初の背景
イオノフォアポリエーテルとは、テトラヒ

ドロフラン（THF）やテトラヒドロピラン
（THP）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、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。その活性発現におい
て重要なポリエーテル骨格の生合成機構は、
「ポリエン-ポリエポキシド仮説」により統
一的に説明されている。この仮説では、ポリ
ケタイド合成酵素（PKS）により生合成され
た鎖状ポリオレフィン前駆体に対する不斉
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図１イオノフォアポリエーテルの推定生合成経路



エポキシ化と続くエポキシドの連続的な開
環反応によりポリエーテル骨格は構築され
ると提唱されている（図１）。2001 年以降、
代表的なイオノフォアポリエーテルである
モネンシンに加え、ナンチャンマイシン、ナ
イジェリシン、ラサロシド、及び類縁化合物
であるテトロノマイシンの生合成遺伝子ク
ラスターが解析され、ポリエン-ポリエポキ
シド仮説において重要な２種類の遺伝子（エ
ポキシ化酵素遺伝子、エポキシド加水分解酵
素遺伝子）が見いだされた。さらに、モネン
シン生合成遺伝子クラスターに見いだされ
たエポキシ化酵素遺伝子（monCI）とエポキ
シド加水分解酵素遺伝子（monBI、monBII）
の遺伝子破壊実験から、両酵素がエポキシ化
とエーテル環構築に関与することが立証さ
れた（図１）。以上の結果を踏まえ、我々は
「ポリエーテル骨格の生合成機構」を化学的
に解明するため、両酵素の精密機能解析を開
始した。

２．研究の目的
本研究課題では、①「生物によるポリエー

テル骨格構築戦略」に対する基礎的知見の拡
充、②ポリエーテル化合物の酵素合成、を志
向し、「立体選択的エポキシ化反応」と「連
続的エポキシド開環反応」を触媒するエポキ
シ化酵素とエポキシド加水分解酵素の精密
機能解析を行った。

３．研究の方法
有機化学・酵素学・遺伝子工学の手法を駆

使して各酵素機能を解明する。具体的には、
①想定される基質及び生成物の化学合成（図
２）、②部位特異的な変異の導入による各種
変異体の作製、から実験に必要な基質と酵素
を調製した。酵素反応生成物の解析は、生成
物の LC-MS、GC-MS、NMR 解析から行った。一
方、生合成遺伝子クラスターの解析について
は、常法に従って染色体 DNA を取得した後、
次世代シーケンサーを使った高速シーケン
ス解析を外部機関に委託した。

４．研究成果
本研究課題で得られた成果を４つの項目

に分け、以下に記載する。

(1) Lsd19 によるエポキシド開環反応の反応
機構解析

Lsd19による２度のエポキシド開環反応は、
いずれもエポキシドに対する水酸基の求核
攻撃により進行すると考えられた。これは、
類似した反応を触媒するリモネンエポキシ
ド加水分解酵素（LEH）にみられる反応機構
と同一である。LEH では一組の酸性アミノ
酸残基が酸-塩基触媒残基として作用するこ
とで開環反応を触媒することから、Lsd19 に
おいても酸性アミノ酸が同様の働きをする
と予想し、部位特異的な変異の導入実験を行
った。構築した各種変異体を酵素反応に供し
たところ、N 末ドメイン（Lsd19A）上の一
組の酸性アミノ酸残基（D38、E65）が１回
目の 5-exo 環化反応に、C 末ドメイン
（Lsd19B）上の一組の酸性アミノ酸残基
（D170、E197）が２回目の 6-endo 環化反応
における触媒残基であることがわかった。さ
らに、単独で発現した C 末ドメインに 6-endo
環化活性があることも確認した。以上の実験
から、Lsd19 による２段階のエポキシド開環
反応は独立した２つのドメインにより別々
に触媒されることを証明した（図３；発表論
文１、学会発表３-６）。

(2) モネンシン生合成におけるエポキシド加
水分解酵素の機能解析

①の成果により、イオノフォアポリエーテ
ル生合成における酵素的エポキシド開環反
応は、エポキシド加水分解酵素による段階的
な触媒反応により進行することが推定され
た。このモデルが正しければ、複数回のエポ
キシド開環反応を各素反応に分割して解析
することができるはずである。そこで、３回
のエポキシド開環反応により生合成される
モネンシンに着目し、上述したモデルの妥当
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図３ Lsd19 による酵素的エポキシド開環反応
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図４ モネンシン生合成における酵素的エポキシド
開環反応



性について検証した（図４）。化学合成した
エポキシアルコール（推定される中間体の部
分構造を有する）をエポキシド加水分解酵素
（MonBI、MonBII）による酵素反応に供した
ところ、モネンシン生合成で予想される
5-exo 環化反応の進行が確認できた（学会発
表１、４）。本成果は、MonBI と MonBII の機
能を in vitro で解析した初めての例である
とともに、モネンシン生合成においても酵素
的エポキシド開環反応が段階的に進行する
ことを実証したものである。

(3) エポキシ化酵素の触媒能の同定

ポリエーテル骨格構築を担うエポキシ化
酵素の特徴は、置換基の数、末端からの距離、
２重結合周辺の官能基が大きく異なるにも
関わらず、単一の酵素が立体選択的なエポキ
シ化を触媒している点にある。こうした特異
なエポキシ化を触媒するエポキシ化酵素の
機能解明のため、類縁酵素で使用実績のある
リナロールを使って酵素活性の検出を試み
た。反応条件や発現用宿主を様々に検討した
ところ、放線菌を宿主とした in vivo での反
応においてエポキシ化反応が進行してリナ
ロールオキシドを生成物として与えること
を見いだした（図５；学会発表２、４）。本
成果は、エポキシ化酵素の機能解析を進める
上での学術的基盤になる成果であると考え
ている。今後、上述した実験で合成した各種
基質を使ったエポキシ化反応を検討したい。

(4) キジマイシン生合成遺伝子クラスターの
解析

ポリエーテル骨格構築の普遍性について
理解するため、我々は４回のエポキシド開環
反応により構築されるイオノフォアポリエ
ーテルであるキジマイシンの生合成解析を
開始した。常法に従い染色体 DNA を取得した
後、次世代シーケンサーを使った高速シーケ
ンス解析を行ったところ、上述したエポキシ
化酵素とエポキシド加水分解酵素を含むコ
ンティグを見いだした。このコンティグを足
がかりとして PCR法により周辺の遺伝子を解
析したところ、約６０キロ塩基対からなる生
合成遺伝子クラスターの一部を取得するこ
とに成功した（図６）。本クラスターには、
キジマイシン生合成において必要だと予想
される修飾酵素遺伝子の全てと１２個のモ
ジュールからなると予想されるポリケチド

合成酵素遺伝子の大部分が含まれていた。本
解析により、エポキシドの開環反応の数に関
わらず反応を触媒するエポキシド加水分解
酵素は２つであるという大変興味深い結果
を得た。今後は、成果１から３で述べた結果
を踏まえて、キジマイシン生合成におけるポ
リエーテル骨格構築戦略を化学的に解明す
る。

以上１から４に記載したイオノフォアポ
リエーテル生合成おける２種類の鍵酵素（エ
ポキシ化酵素、エポキシド加水分解酵素）の
機能解析から、「生物によるポリエーテル骨
格構築戦略」の一旦を化学的に解明すること
ができたと考えている。将来的には本成果を
踏まえ、化学合成が困難なポリエーテル骨格
の酵素合成を展開したい。
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