
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(A)

2014～2011

二次代謝酵素の機能制御と物質生産

Enzyme engineering for natural product biosynthesis

４０３０５４９６研究者番号：

阿部　郁朗（ABE, IKURO）

東京大学・薬学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２３２４１０６８

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円    38,000,000

研究成果の概要（和文）：ポリケタイド合成酵素やクマロイルCoAリガーゼなど、天然物の生合成に関わる二次代謝酵
素の中には、極めて寛容な基質特異性と潜在的触媒能力を有するものがあり、人為的な機能制御と分子多様性創出の格
好のモデルとなりうる。本研究では、Ｘ線結晶構造解析を基盤として、タンパク工学の手法を駆使することにより、さ
らなる酵素触媒機能の拡張に成功した。また、人工基質を作用させることなどにより、一連の新規超天然型天然物を創
出した。加えて、カリクリン、テレオシジン、アンチマイシンなど、一連の複雑骨格生物活性二次代謝産物の生合成遺
伝子クラスターのクローニングと生合成マシナリーの詳細の解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Several enzymes involved in the biosynthesis of natural products, such as plant 
polyketide synthase and CoA-ligase, exhibit remarkable catalytic versatility and substrate promiscuity. 
This makes the enzymes an excellent platform for enzyme engineering and further production of 
structurally divergent molecules. In this study, on the basis of the X-ray crystal structures of the 
enzymes, we succeeded in production of chemically and structurally divergent unnatural natural products, 
by structure-based enzyme engineering and precursor directed biosynthesis. In addition, we succeeded in 
elucidation of biosynthetic machinery of complex natural products including calyculin, teleocidin, and 
antimycin.

研究分野：天然物化学、生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 天然物の基本骨格を構築する二次代謝酵
素の中には、活性部位の微妙な構造の違いで
基質特異性や反応様式が大きく変化するも
のがあり、これが天然物の分子多様性を生み
出す大きな要因となっている。一方、二次代
謝酵素が示す寛容な基質特異性と潜在的触
媒能力を活用することにより、新規有用物質
の生産が可能になる。我々は、これまで一貫
して天然物の生合成に関する研究を精力的
に進めており、多様な構造と生物活性を示す
二次代謝産物の基本骨格構築を担う酵素の
研究が、天然物を基盤とする将来の創薬化学
に貢献をすることを予見し、酵素タンパク立
体構造情報に基づく合理的な触媒機能の改
変による非天然型新規化合物の創出を実現
している。 
	
 我々は、植物ポリフェノールの基本骨格を
構築するⅢ型ポリケタイド合成酵素（PKS）
が、異例とも言える広範な基質特異性を示す
こと、また、クロモンなどの骨格を構築する
全く新しいタイプのⅢ型 PKS のクローニン
グに成功し、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てき
た。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。加えて、結晶構造に基
づき、酵素活性中心キャビティの形状を合理
的に修飾することにより、マロニル CoA縮合
数やポリケタイド鎖長を人為的に制御し、こ
れまでにない骨格をもつ超天然型新規化合
物の生産に成功している。このような酵素触
媒機能の合理的改変は世界的にもほとんど
例がなく、本研究ではこうした一連の成果を
踏まえ、さらなる二次代謝酵素の触媒機能の
制御と高機能性生体触媒の創製に挑戦した。 
 
２．研究の目的 
（１）ポリケタイド合成酵素 
	
 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潜在的触媒能力が挙げ
られる。本酵素反応は立体化学が厳密に制御
された精巧なシステムであるとは言い難く、
むしろ単純なアシル基転移の繰り返しによ
る炭素鎖伸長マシンと捉えることができる。
このような単純なカルボニルの化学を触媒
するⅢ型 PKS に、さらに N などヘテロ原子
を導入した人工基質を作用させれば、N原子
の塩基性を利用した新たな C-Nあるいは C-C
結合の形成も可能になるはずである。反応性
に富む中間体からシッフ塩基の形成を介し
た分子内環化反応が進行して、複雑なアルカ
ロイド骨格を一挙に構築することも可能に
なる。本研究では、こうした含窒素人工基質
などを作用させることで、さらなる非天然型
新規化合物の創出と酵素触媒機能の拡張、最

適化をめざした。また、結晶構造に基づくド
ッキングシミュレーションなどより、活性中
心キャビティにおける中間体の静的配置及
び酵素反応の進行に伴う動的変化を解明し、
閉環反応化学の制御に挑戦する。 
 
（２）4-クマロイル CoAリガーゼ 
	
 4-クマロイル CoAリガーゼ（4CL）が本来
の CoAとのチオエステル結合に加えて、広く
アミンを基質としてアミド結合の形成をも
触媒する多機能型酵素であるとの予備デー
タに基づき、さらなる酵素機能の制御と反応
機構の解明をめざした。4CLを含む一連のア
デニル化酵素は、C 末端に特徴的なループ構
造を有しており、酵素反応の進行に伴い C末
端ドメインが大きな動的構造変化を起こす
ことが知られている。こうした構造変化が上
述したチオエステルやアミド、ジペプチドの
形成に大きな意味を持つことになる。そこで
シロイヌナズナ由来 4CL 野生型および変異
型酵素の X線結晶構造解析、また、遷移状態
中間体アナログ等との共結晶により、酵素反
応の立体構造基盤を明らかにすることを目
的とした。また、結晶構造に基づく酵素触媒
機能の拡張により、新たな生体触媒の創製を
めざした。 
 
３．研究の方法 
（１）ポリケタイド合成酵素 
	
 結晶構造解析に基づく酵素触媒機構の解
明と閉環反応の化学の制御。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
ルベンゾイル CoA を開始基質として作用さ
せた場合、２分子のマロニル CoAを縮合して、
6-5-6 縮合環構造を有する３環性非天然型新
規アルカロイドを単一生成物として高収率
で与えることを見出している。 
	
 本研究では、こうした結果を踏まえ、大腸
菌に異種発現させた PKS1 野生型及びその各
種変異酵素の X線結晶構造解析を行い、また、
6-5-6 縮合環構造を有する非天然型新規アル
カロイドなど酵素反応生成物との共結晶、さ
らに、結晶構造と酵素反応中間体とのドッキ
ングシミュレーションなどにより、活性中心
キャビティにおける反応中間体の静的配置
及び酵素反応の進行に伴う動的変化を解明
し、閉環反応の化学の合理的な制御に挑戦す
る。結晶構造に基づき、活性中心キャビティ
の大きさや形状を変化させ、マロニル CoA縮
合数や閉環反応の化学を制御することによ
り、さらなる酵素触媒機能の拡張と最適化を
はかる。 
	
 また、フェニルアラニンやトリプトファン、
また、リジンやオルニチン、プロリンなど、
一連の光学活性アミノ酸の CoA チオエステ
ルを新たに化学合成し、各種Ⅲ型 PKSと反応



させることにより、さらなる非天然型新規化
合物の創出と新たな酵素触媒機能の開拓を
実現する。カルボニルの化学を触媒するⅢ型
PKSに、N原子を導入した人工基質を作用さ
せ、N 原子の塩基性を利用して新たな C-N, 
C-C 結合の形成を起こさせることにより、非
天然型新規アルカロイドの生産が予想され
る。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が期待される。 
 
（２）4-クマロイル CoAリガーゼ 
	
 野生型および変異型酵素の X 線結晶構造
解析。シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana由
来 4CL（At4CL2）は、大腸菌に異種発現可能
な、分子量 60 kDaの単量体からなる可溶性タ
ンパクであり、比較的安定で良く研究がなさ
れている酵素である。上述したように、4CL
を含むアデニル化酵素は、酵素反応の進行に
伴いC末端ドメインが大きな動的構造変化を
起こすことが知られており、こうした構造変
化がチオエステルやアミド結合、ジペプチド
の形成に大きな意味を持つことになる。そこ
で本酵素反応の立体構造基盤を解明するた
め、At4CL2 について、野生型及び、ジペプ
チド合成酵素活性を新たに獲得した、Y253F, 
Q345A 両変異型酵素の X 線結晶構造解析を
行う。 
 
４．研究成果 
	
 以下に主な研究成果について簡潔に記述
する。詳細については、印刷公表した下記の
論文を参照されたい。 
 
（１）ポリケタイド合成酵素 
	
 Huperzia serrata由来 PKS1に，カルバモイ
ル基を有する安息香酸やピコリン酸などの
CoA チオエステルを開始期質として作用さ
せた場合、炭素鎖伸長の後、シッフ塩基の形
成を介した C-N 結合形成と閉環反応が進行
して、非天然型新規アルカロイド骨格を生成
することを見出した。そこで、X線結晶構造
解析に基づく変異酵素との組み合わせによ
り、さらなる酵素触媒機能の拡張と非天然型
新規化合物の創出を試みた。その結果、S348G
変異体において、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３分子
のマロニル CoAを縮合の後、シッフ塩基の形
成を介したC-N結合形成とC-C結合形成が進
行して、環拡大した 6-7-6 縮合環構造をもつ
非天然型新規アルカロイドを新たに生成す
ることを見出した。一方、光学活性アミノ酸
誘導体をプローブとした新規酵素触媒機能
の開拓にも取り組んだ。その結果、光学活性
アミノ酸誘導体をプローブとして、非天然型
新規化合物の創出と酵素触媒機能の拡張に
成功した。 
	
 加えて、キノリノンやアクリドン・アルカ
ロイドの骨格を構築する新規酵素、また長鎖

アルキルゾルシノールの骨格を構築する新
規酵素の結晶構造の取得に成功した。また、
今回新たに、ポリケタイド還元酵素、プレニ
ル転位酵素などとのコンビナトリアル生合
成に関する研究に着手した。ポリケタイド合
成酵素に還元酵素をカップリングさせるこ
とができれば、また、プレニル転位酵素との
カップリングにより、天然有機化合物のさら
なる分子多様性創出と物質生産の能力の飛
躍的な増大が期待される。 
 
（２）4-クマロイル CoAリガーゼ 
	
 シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana 由来
4CL（At4CL2）について、野生型および変異
型酵素の X線結晶構造解析に成功した。上述
したように，本酵素は，C 末端に特徴的なル
ープ構造を有しており，酵素反応の進行に伴
いC末端ドメインが大きな動的構造変化を起
こすことが知られている。こうした構造変化
がチオエステルやアミド結合、ジペプチドの
形成に大きな意味を持つことになる。そこで
本酵素反応機構の構造基盤を確立するため、
4CL野生型および変異型酵素の共結晶に用い
る酵素阻害剤の開発に着手した。まず、阻害
剤についてはクマル酸アデニル化体の遷移
状態中間体アナログを化学合成し、予想通り
本化合物が酵素反応を nM レベルで阻害する
ことが示された。一方。大腸菌に異種発現し
た組み換え酵素の結晶化にも成功し、現在さ
らに精密化を進めている。 
 
（３）その他の二次代謝酵素 
	
 上海有機化学研究所のWen Liu教授との共
同研究を進め、放線菌由来 PKS/NRPSハイブ
リイド型抗生物質アンチマイシンの生合成
遺伝子クラスターのクローニング、またコン
ビナトリアル生合成による非天然型新規ア
ンチマイシン誘導体ライブラリーの構築に
成功した。現在さらに、アンチマイシン生合
成に関わる鍵酵素の結晶構造解析を進め、そ
の構造基盤の解明をめざしている。	
 
 
	
 一方、各種有用二次代謝産物の生合成にお
いて重要な役割を演じる、プレニル転移酵素、
メチル化酵素、酸化酵素、Pictet-Spengler酵素
等についても、同様に、その精密機能解析、
Ｘ泉結晶構造解析による立体構造基盤の解
明、酵素機能制御、物質生産系の構築に関す
る研究を進めた。酵素の精密機能解析、Ｘ線
結晶構造解析による立体構造基盤の解明に
成功した。 
 
	
 最後に、海綿メタゲノムより強力な細胞毒
性物質であるカリクリン、また、放線菌が生
産する強力な protein kinase C（PKC）活性化
作用を示す発癌プロモーターであるテレオ
シジンなど、一連の複雑骨格生物活性二次代
謝産物の生合成遺伝子クラスターの同定と
その生合成マシナリーの解明にも成功した。
現在、これら遺伝子を異種発現系に再構成す



ることにより、構造多様性の拡大と物質生産
系の構築を進めている。 
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