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研究成果の概要（和文）：天然物Sch210972 (1) の立体選択的な閉環反応に関わるDAase, CghAを見出した。
CghAは1のオクタリン環形成においてendo選択的な分子内Diels-Alder (IMDA) 反応を触媒する。我々はCghAによ
るIMDA反応の詳細なメカニズムについて, CghAの分子構造・速度論解析および計算化学によるエネルギー計算に
より基質認識・立体選択的環化・生成物阻害回避機構に関する合理的な知見を得ることができた。また, CghAの
構造に基づいた部位特異的変異導入によりexo選択的IMDA反応を触媒するDAaseの創出に成功した。

研究成果の概要（英文）：By structural characterizations, in vitro assays of CghA and its mutants and
 computational analyses, we determined how a Diels-Alderase (DAase) could evade product inhibition 
and how CghA exerts diastereoselectivity over the [4+2] cycloaddition reaction. CghA assumes a 
unique fold comprised of two flattened lipocalin-like beta-barrel domains. Structural analyses 
combined with in vitro assays of CghA mutants permitted rational engineering of CghA to favor the 
disfavored exo adduct formation, indicating that subtle tuning of the shape complementarity of the 
binding pocket to the reaction transition state is key to establishing desired diastereoselectivity 
in octalin-forming DAases. The CghA and 1 complex structure and computational analyses of the CghA 
catalyzed reaction show that CghA is optimized to bind higher-energy transition states than those 
involved in the nonenzymatic reaction pathways that give alternate isomers.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 天然物　生合成　酵素反応機構　活性物質　遺伝子　タンパク質構造解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Diels-Alderaseは一体どのようにして生成物阻害を回避しているのかといった学術上核心をなす疑問があった。
我々は酵素CghAを発見し解析した結果、ジエンとジエノフィルを有する鎖状基質分子は酵素活性部位内で(E)
-exo-enol体のコンフォメーションを保持され軌道の重なりと共に環化することが明らかとなった。しかしなが
ら、天然物である生成物は(Z)-exo-enol体であることが既に知られていた。CghAは生成物(Z)-exo-enol体よりも
エネルギー準位が高い(E)-exo-enol体を中間体とすることで生成物阻害を見事に回避し、極めて高い活性で環化
生成物を放出することを突き止めた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 現状では新規天然物の獲得が益々難しくなってきている。その理由としては、(1) ⻑い歴史の
中で数多くの天然物が探索され、既に発⾒されてしまったこと (2) 採集できる⽣物、培養でき
る微⽣物は限られた⼀部の種であることから、これらが化合物多様性の限界となっていること
などが挙げられる。最近の研究開発によって難培養微⽣物の培養技術も着々と向上しつつある。
しかしながら、新規天然物を獲得するためのこういったアプローチは決して真新しいものでは
なく、どちらかと⾔えば伝統的な天然物化学の研究⼿法であると⾔える。 

近年のゲノム解析の⽬覚ましい進展によって、多くの⽣物の遺伝⼦情報を容易に⼿に⼊れられ
るようになった。例えば⽷状菌に関しては、遺伝⼦情報およびこれまでの分⼦⽣物学的研究結果
から、実験室における⼀般的な⽷状菌の培養法では⼆次代謝産物⽣合成遺伝⼦の転写活性は低
いことが明らかとなった。実際に⽷状菌 Aspergillus flavus では、55 種類の⼆次代謝産物⽣合
成遺伝⼦クラスターが染⾊体上にコードされていることが⽰されているが、⽣成物である天然
物が単離され⽣合成経路が明らかとなっているのは数種類のみである。また、特定の培養条件に
限られるが本菌種のトランスクリプトーム解析の結果からも、⼆次代謝産物の⽣合成を司る遺
伝⼦群の転写活性が低いことも⽰唆されている。つまり、⽷状菌のゲノム上に⽣合成遺伝⼦はコ
ードされているが天然物として⽣産を確認できない化合物が多数存在すると考えられる。そこ
で我々は、⽷状菌が持つ潜在的な⼆次代謝産物⽣合成能⼒を活⽤することで新規天然物の創製
および得られる化合物の⽣合成機構の精密解析が可能となれば天然物化学に新しい⽅法論を付
け加えられると考えた。しかしながら、遺伝⼦クラスターの転写活性が極めて低い場合、その⽣
合成遺伝⼦の mRNA を単離し cDNA を合成することは困難である。そこで、転写されていない
と推定される⽬的⽣合成遺伝⼦の転写因⼦を⽷状菌菌体内で発現できれば、転写活性を増⼤さ
せることができるのではないかと考えた。あるいは、こういった⽣合成遺伝⼦がエピジェネティ
クス制御により転写活性が低い場合には、クロマチン構造の改変によって転写活性を増⼤させ
ることができる (Nakazawa, T., et al., JACS, 2013)。これらの⼿法を組み合わせることで、
新規化合物の単離へと繋がる。さらに、⽬的⽣合成遺伝⼦の cDNA を獲得することができれば、
遺伝⼦異種発現システムの確⽴された出芽酵⺟を⽤い発現酵素を得た後、精製酵素による in 
vitro 合成系で新規化合物の⽣合成に関する精密機能解析 (Tsunematsu, Y., et al., Nature 
Chemical Biology, 2013) も達成されるであろう。 

 
 現代においても新たな新規天然物を取得することの学術的、産業的な重要性は不変である。こ
のような状況の下、天然物の⽣合成遺伝⼦を⽤い化合物の獲得を⽬指す新しい融合研究分野で
あるシンセティックバイオロジー（合成⽣物学）による取り組みが⾏われている。また⽶国では、
1000 株の⽷状菌ゲノム解読プロジェクト (http://1000.fungalgenomes.org/home/) が進
⾏しており、これまでよりも熾烈な世界的競争が起こることは疑う余地のないところである。
我々はこの新しい研究分野が⽣み出す⽅法論を天然物獲得の新機軸とすべく、休眠型⽣合成遺
伝⼦クラスターの活性化および天然物⽣合成遺伝⼦の異種発現系による⽣物合成を試みる。さ
らに、活性型クラスターを構成する酵素遺伝⼦を⽋損あるいは機能改変することでゲノム情報
に基づく新規分⼦の⽣合成リデザインを達成する。 
 
 
２．研究の目的 
 
ペリ環状反応は有機合成化学において広く利⽤されてきたにもかかわらず, ⽣化学 (酵素化

学) の分野おいては, その反応が⼀次代謝経路中に⻑らく⾒出されずにいたことから⾮常に希
少な存在であった 1。酵素触媒による有機化学変換反応は, 主にイオン反応とラジカル反応に⼤
別されるが, Diels-Alder 反応 (以下 DA 反応とする) はそのどちらにも属さず, 電⼦環状遷移
状態を経るペリ環状反応機構によって⼆つの炭素－炭素共有結合形成反応を⼀挙に進⾏させる



 

 

（Fig. 1）。有機合成の中で環化分⼦の構築や炭素⾻格の構造に⼤きな変化を与えるため, ⽣体
内 DA 反応を触媒する酵素"Diels-Alderase (DAase)"に極めて⾼い興味が持たれ, 実在性を証
明する研究が盛んに⾏われてきた 2。 

我々はこれまで⽷状菌由来⼆次代謝産物の⽣合成における, DAase について研究を⾏ってき
た。その中で抗 HIV 活性を有する化合物, Sch210972 (1) の⽴体選択的な閉環反応に関わる
DAase, CghA を⾒出した (Fig.1)3。CghA は, 1 のオクタリン環形成において endo選択的な
分⼦内 Diels-Alder (IMDA) 反応を触媒する。しかしながら現在までに CghA を含む IMDA反
応を触媒する酵素の構造的知⾒に関する報告は少ない。我々は, DAaseにおける基質認識・⽴体
選択的環化・⽣成物阻害回避機構について, その分⼦基盤を解明することを⽬的に研究を⾏った。 
今回, CghA による IMDA反応の詳細なメカニズムについて, CghA の分⼦構造・速度論解析お
よび計算化学によるエネルギー計算から, 合理的な知⾒を得ることができた。また, CghA の構
造に基づいた部位特異的変異導⼊により, exo選択的 IMDA反応を触媒する DAaseの創出に成
功したので, 合わせて報告する。 

 
 
 
３．研究の方法 

 

【CghA の結晶構造解析】 
 ⽷状菌由来の CghA の塩基配列を⼤腸菌のコドン頻度に最適化した後, ⼤腸菌を⽤いて組換
え CghA タンパク質を得た。CghA 単体および CghA-1複合体の結晶化を⾏い, それぞれ X 線
結晶解析に供したところ, 両結晶ともに良好な分解能を持った回折像が得られた。得られた結晶
構造から CghA は, N 末端および C 末端側にそれぞれb-バレルドメインを有するリポカリン型
の酵素であり, 両バレルドメインにより1を挟み込んだ構造であることが明らかとなった (Fig. 
2A)。また CghA の活性部位においては⽐較的広い空間が形成されており, 1 と相互作⽤するア
ミノ酸残基の存在が確認された。 
CghA の 3つのアミノ酸残基, Asn82, His94および Lys352 は, 1 の 23 位の⽔酸基および

24位のカルボン酸と⽔素結合を形成していることが明らかとなった。加えて 2 つのトリプトフ
ァン残基Trp183, Trp235 は, オクタリン環を挟み込む形で配位しており, これらが鎖状基質の
酵素への固定化に寄与していると予想さ
れた(Fig. 2b)。また , Ser65 および
Asn364 がテトラミン酸のカルボニル基
とそれぞれ⽔素結合を形成しており, こ
の⽔素結合が, 鎖状基質における 1-10
位のジエノフィルのLUMOエネルギーを
低下させ, それにより DA 反応が加速し
ていることが⽰唆された。 

Fig.1 Sch210972 (1) におけるテトラミン酸およびオクタリン環の構築 
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Fig.2 CghA–1複合体の結晶構造. (a) 構造の
全体図 (b) CghA の活性中⼼ 



 

 

 
【鎖状基質の合成】 

次に複合体結晶構造から得られた
CghA と 1 の相互作⽤を確認するため
に, 酵素反応に⽤いる鎖状基質の合成
を試みた。基質の合成にあたり, エピメ
リ化を起こしやすいメチル基を除去し, 
テトラミン酸を構成するアミノ酸を L-
グルタミン酸に置き換えた鎖状基質ア
ナログを設計した (Fig. 3)。3つのフラ
グメントをそれぞれ合成し, まずテト
ラミン酸を有する右フラグメントと中
央フラグメントのヨウ化ビニルを結合
した後, 得られたフラグメントを左フ
ラグメントとの鈴⽊–宮浦カップリン
グ反応に供し, 所望の基質を得ること
に成功した (Fig. 3)。 
【CghA および CghA変異体の速度論解析】 
先に述べた複合体結晶より得られた結果をもとに, 基質と相互作⽤する CghA のアミノ酸に

変異を導⼊した酵素を作製した。合成した基質アナログを⽤いて, 変異導⼊酵素の速度論解析を
⾏った (Fig 4b)。その結果, 2 つのトリプトファン残基 Trp183, Trp235 によるオクタリン環
の相互作⽤の消失により, ⼤幅な酵素活性低下を確認した。加えて, テトラミン酸のカルボニル
基との⽔素結合形成に関与するアミノ酸 Ser65 の変異においても, 活性の消失を確認した。1
のg-ヒドロキシメチルグルタミン酸側鎖結合部位 His94 および Lys352 に変異を導⼊した酵素
においては, 約 20〜50％程度の活性の低下にとどまった。しかし, 同じくg-ヒドロキシメチル
グルタミン酸側鎖と⽔素結合を形成してい
る Asn82への変異では, 活性の⼤部分の消
失が確認された。複合体結晶構造を詳細に
解析したところ, Asn82 は 2 つの⽔分⼦を
介して Ser65 と相互作⽤していることがわ
かった。以上の結果から CghA は, g-ヒドロ
キシメチルグルタミン酸側鎖およびオク
タリン環周辺のアミノ酸残基により基質
のコンフォメーションを制御しているこ
と, テトラミン酸のカルボニル基との⽔素結合の形成は必須であり, ジエノフィルの電⼦求引
性増⼤により, DA反応を加速していることが明らかとなった。 

 
４．研究成果 

 
【CghA のエンジニアリング】 

DA反応によるオクタリン環の形成における⽴体選択性に関しては, アルキル鎖を受け⼊れる
活性部位の空間的な制御によるものと考えられた。すなわち鎖状基質のジエン周辺のアミノ酸
Ala242, Met257 (Fig.5a) による空間的制御が, endo 付加環化選択性の要因と推測された。
我々はこれらアミノ酸に exo 付加環化に有利となるような変異を導⼊することで, 天然物とは
異なるジアステ
レオ選択性を⽣
み出す酵素を作
製することに成
功 し た 
(Fig.5b)4。 
 
【DA 反応におけ
る遷移状態のエ

Fig.3 基質および基質アナログの構造 
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Linear precursor

Linear precursor
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Fig.4 (a) Ser65–Asn82 の⽔分⼦を介した
相互作⽤  

(b) 各変異酵素の触媒回転数 

Fig.5 (a) Ala242 および Met257のオクタリン環との相互作⽤ 
(b) 各変異酵素における endo および exo 付加体の⽣成⽐ 
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ネルギー計算】 
DA反応は合成化学上価値の⾼い反応であるため, ⼈為的な酵素すなわち DA反応を触媒する

抗体触媒の開発が古くからおこなわれてきた。しかしながら, このような抗体 DAaseの代謝回
転数は極めて低いことが知られている。DA反応を触媒する抗体触媒は, 遷移状態アナログを抗
原として作製されるが, DA 反応の遷移状態は⽣成物に類似していることが, ⽣成物による酵素
活性の阻害が引き起こされる要因となっている。⼀⽅で天然有機化合物の⽣合成に関わる
DAase においては, 抗体触媒に⾒られるような⽣成物阻害は観測されない。それらがどのよう
に⽣成物阻害を回避しているのかは, DAase研究における⼤きな謎の⼀つである。 そこで複合
体 結晶構造解
析 結 果 と計算
化 学 に よ り算
出した DA反応
の遷移状態の
⾃由 エ ネルギ
ー値を も と に
そ の謎の 解 明
にあたった。 
CghA – 1 の

複合 体 結晶構
造において, 1
の 構造は 17, 
18 位が E 体の
1ʼであることが
分かった。⼀般
的 に
Pyrrolidine-
2,4-dione ⾻格を有する化合物において, その⾃由エネルギーは E 体よりも Z 体の⽅が低い 5。
これが CghA の⽣成物阻害回避機構に関わっていると考え, 予想される⽣合成中間体の鎖状基
質における⾃由エネルギーを算出した (Fig. 6)。その結果, 予想通り E 体 (R-1ʼ) の⽣合成中
間体の⾃由エネルギーは Z 体 (R-1) よりも⼤きく, 鎖状基質の DA反応遷移状態における⾃由
エネルギーは, TS-2ʼ > TS-1ʼ > TS-2 > TS-1 の順となった。17, 18位が Z 体の基質の⾃由エ
ネルギーが, E 体よりも⼩さいにもかかわらず, CghA はエネルギーの⾼い E 体を基質としてい
ることから, ⽣合成的に不利な E 体を基質とし, 遷移状態の構造を 1 (Z 体)と異にすることで, 
⽣成物阻害を戦略的に回避していることが明らかとなった (Fig. 6)4。 

 
【総括】 
以上, 我々は DAase における基質認識・⽴体選択的環化・⽣成物阻害回避機構について, そ

の分⼦基盤を解明することを⽬的に研究を⾏ってきた。酵素の結晶構造解析から, CghA はこれ
までに報告されている DAaseとは異なる, リポカリン型の構造を持つことが確認された。この
ような構造を有する DAase は報告がなく, 天然における DAase の収斂進化を⽰唆するもので
あった。また CghA-1 の複合体結晶構造解析および変異体の速度論解析からは, 酵素の基質許
容に関する知⾒が得られ, ジエノフィルの電⼦求引に関わるアミノ酸残基を明らかにすること
ができた。さらに⽴体選択性に関しては, 基質のコンフォメーションを endo ではなく exo 付
加に優位となるよう改変することで, ⽴体選択性の異なる酵素の創製に成功した。また, DAase
の⽣成物阻害回避機構については, 計算解析による遷移状態の⾃由エネルギーを算出すること
で, 合理的な説明が可能となった。 
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