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研究成果の概要（和文）：含ハロゲン化合物であるローレンシンを生産するウラソゾから、その生合成酵素の一つとし
て環化と臭素化を触媒するバナジウム依存型ブロモペルオキシダーゼのクローニングに成功し、組換え酵素を用いてそ
の臭素化活性を明らかにした。含ハロゲンセスキテルペノイドであるローリンテロールを生産するミツデソゾから、バ
ナジウム依存型ブロモペルオキシダーゼのクローニングに成功し、その性状を明らかにした。さらに、含ハロゲントリ
テルペノイドを生産するマギレソゾから、同酵素のクローニングに成功し、その性状を明らかにした。ブロモアレンを
有するC15化合物であるオマエザレンの構造を報告すると共に、その全合成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Vanadium dependent bromoperoxidase (VBPO) was cloned from the red alga Laurencia 
nipponica which produces a halogenated compound, laurencin. The enzyme catalyzed cyclization and 
bromination of a precursor of laurencin. Bromination activity of recombinant enzyme was investigated. A 
similar type of VBPO was cloned from L. okamurae which produces a halogenated sesquiterpenoid, 
laurinterol. The recombinant enzyme showed bromination activity. In addition, another type of VBPO was 
cloned from L. saitoi which produces a halogenated triterpenoid. Its properties were investigated by 
using its recombinant protein. The structure of bromoallene containing C15 compound, omaezallene was 
reported. Its totaly syntehsis was successfully achieved.

研究分野： 海洋天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 付着生物を防止するための船底防汚塗料
として有機スズ化合物が過去に使われたが、
国際条約によりその使用が禁止された。禁止
をうけて現在使われている代替防汚塗料の
付着防止機能は有機スズ化合物に劣る上、生
態毒性のために国によっては一部の使用を
禁止している。さらに、生物の越境移動防止
の観点からも、バラスト水管理に続いて、船
体への生物付着の防止が世界的課題となっ
ていた。そのため、より新しい防汚技術が求
められ、付着生物の幼生が付きにくい微細構
造や高分子ヒドロゲルなどの開発が進めら
れる一方、付着阻害活性を有する天然有機化
合物の探索が各国で盛んであった。我々の研
究室で船底防汚塗料開発を目指して天然物
を探索した結果、紅藻ソゾ由来の含ハロゲン
化合物に付着阻害活性が見いだされていた。
また、生合成酵素の研究がめざましく、酵素
反応による合成の可能性が著しく高まって
いた。一方、ソゾのハロゲン化酵素の研究は
配列未決定のタンパク質を使ったものに限
られていた。紅藻サンゴモのようにバナジウ
ム依存型のブロモペルオキシダーゼがタン
パク質として大量に単離することが可能で
あるものについては、その性状解析が進んで
いた。それでも、２次代謝産物の生合成反応
を明確に説明はしていない。一方、放線菌で
はバナジウム依存型クロロペルオキシダー
ゼにより２次代謝産物の塩素化および環化
反応を触媒することが我々によって明快に
示されていた。 
 
２．研究の目的 
 海藻の２次代謝産物への臭素導入および
骨格構築に重要な機能を果たしていると考
えられるブロモペルオキシダーゼの構造お
よび機能解析を目指した。将来的には本酵素
およびテルペノイド生合成酵素あるいは脂
肪酸関連物質合成酵素群により付着阻害物
質を生産したり、酵素を改変して新規付着阻
害物質を創製したりすることができるよう
な知見を得ることが目的である。また、ハロ
ゲンを有する天然付着阻害物質の有機的全
合成も目指した。 
 
３．研究の方法 
①ローレンシンのブロモペルオキシダーゼ 
 付着阻害活性を有する中員環エーテルで
あるローレンシンの臭素化と環化を制御す
るブロモペルオキシダーゼを大腸菌で発現
させ、精製したタンパク質を各種試験に供し
た。モノクロロジメドンを用いて、塩素化、
臭素化、pH 依存性などを調べた。さらに、ロ
ーレンシン前駆体をローレンシンからの還
元により調製し、当該化合物を用いて酵素反
応を解析した。しかし、その前駆体は不安定
であったので、TMS で保護して反応に供した。 
②ローリンテロールのブロモペルオキシダ
ーゼ 

 ローレンシンのブロモペルオキシダーゼ
をもとにプライマーを設計して、セスキテル
ペノイドであるローリンテロールを生産す
るミツデソゾからブロモペルオキシダーゼ
のクローニングを実施した。得られた遺伝子
情報をもとに、ブロモペルオキシダーゼの組
み換えタンパク質を大腸菌で発現させ、精製
後のタンパク質とモノクロロジメドンを用
いて酵素反応を解析した。 
③チルシフェロールのブロモペルオキシダ
ーゼ 
 トリテルペノイドであるチルシフェロー
ルを生産するマギレソゾからブロモペルオ
キシダーゼをクローニングし、塩基配列の全
長を決定した。大腸菌を使って組み換えタン
パク質を作製・精製し、モノクロロジメドン
を用いて酵素反応を解析した。 
④オマエザレンおよびハチジョウジマレン
の合成 
 未同定紅藻ソゾから得られた付着阻害活
性を有するオマエザレンおよびハチジョウ
ジマレンの全合成を各種条件の検討により
実施した。 
 
４．研究成果 
①ローレンシンのブロモペルオキシダーゼ 
 ウラソゾ由来バナジウム依存型ブロモペ
ルオキシダーゼ組み換えタンパク質を大腸
菌発現系により作製した。得られた組み換え
タンパク質を DE52 陰イオン交換カラムクロ
マトグラフィーにより精製した。モノクロロ
ジメドンを用いた酵素反応に供したところ、
塩素化は起こさない一方で、他の海藻のブロ
モペルオキシダーゼと同程度に臭素化活性
を示した。至適pHおよび温度耐性も調べた。
ローレンシンの前駆体と考えられるローレ
ジオールを天然ローレンシンの還元により
調製し、酵素反応に供したところ、臭素付
加・環化によって得られるデアセチルローレ
ンシンと考えられるピークがLC/MSで検出さ
れた。同酵素は天然藻体からもタンパク質と
して精製された。 
②ローリンテロールのブロモペルオキシザ
ーゼ 
 ミツデソゾ由来バナジウム依存型ブロモ
ペルオキシダーゼ組み換えタンパク質を大
腸菌発現系により作製した。得られた組み換
えタンパク質を精製後、モノクロロジメドン
を用いた酵素反応に供したところ、ウラソゾ
の酵素に近い性状を示した。 
③チルシフェロールのブロモペルオキシダ
ーゼ 
 マギレソゾ由来バナジウム依存型ブロモ
ペルオキシダーゼをクローニングし、全長塩
基配列を決定した。ウラソゾ由来遺伝子との
同一性は 65%であり、バナジウム活性中心を
構成するアミノ酸残基は良好に保存されて
いたものの、配列の差異が大きいことがわか
った。大腸菌発現系で組み換えタンパク質を
調製し、酵素反応を解析した。モノクロロジ



メドンに対する臭素付加活性はウラソゾに
比べて低かった。他の海藻では至適 pH が 6
～7であるのに対し、８付近であった。また、
透析・濃縮などにより失活するなどウラソゾ
やミツデソゾ由来酵素に比べて不安定であ
った。スクワレンエポキシドに対する反応性
も調べた。次世代シークエンサーによる
RNAseq 解析から、別のブロモペルオキシダー
ゼの配列を得ることができた。 
④オマエザレンおよびハチジョウジマレン
の全合成 
 紅藻ソゾ由来のオマエザレンの全合成に
成功した。つまり、D-グルコースから合成し
た既知のアルデヒドから E-オレフィンのブ
ロモエーテル化反応による臭素原子を含む
２連続不斉中心の立体選択的構築を鍵反応
に、１８段階でオマエザレンを合成した。 
 ハチジョウジマレンの全合成を目指して、
１３工程を経て β－ヒドロキシケトンを合
成した。その後ハチジョウジマレン骨格を合
成するための反応を検討した。 
⑤まとめ 
 異なる２次代謝産物を生産する３種のソ
ゾからバナジウム依存型ブロモペルオキシ
ダーゼをクローニングし、その組換えタンパ
ク質を用いて臭素化反応を触媒することお
よび pH 依存性の違いなどを明らかにした。
また、２次代謝産物の前駆体を用いて酵素反
応に供したところ、LC/MS で期待する反応産
物を検出することができた。しかしながら、
確実な同定と収率の向上が課題である。オマ
エザレンの有機合成に成功した。 
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