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研究成果の概要（和文）：本研究では、強い細胞毒性活性を有するoxaleimide類の骨格構築機構の解明を目指し
た。遺伝子ターゲティング法を用いて、生合成に関わる遺伝子の欠損株の作製を行った。デカリン環からインダ
ン環への環縮小反応において、初発のデカリン環二重結合の酸化反応を担う酵素(P450)を同定した。また、末端
二重結合およびイミド形成の連続反応に関わる酵素も同定した。

研究成果の概要（英文）：We identified the enzymes which are responsible for two key reactions in the
 biosynthesis of oxaleimides through gene targeting and in vitro reaction. One of the key reactions 
is the decalin ring modification to indane ring, and another is a rearrangement of the olefin from 
the amino acid building block to yield the maleimide scaffold compound. We propose oxidation of the 
decalin ring at C3, followed by hydroxylation at C2 to give a hydroxy ketone compound, which can 
undergo a semipinacol rearrangement to afford an indane ring compound. We characterized the enzyme 
PoxD, which is a member of cytochrome P450 enzymes, can catalyze the oxidation of the olefin at C3 
in the decalin ring, and PoxK can hydroxylate the C2 carbon. Furthermore, we identified PoxN is 
involved in the rearrangement of the olefin from the amino acid. We established the purification 
method of fungal P450 enzymes, which can be a powerful tool to analyze the complex and intriguing 
reaction catalyzed by P450 enzymes.

研究分野：天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糸状菌Penicillium oxalicumが生産するoxaleimide類の骨格構築機構の解明を進めるうえで、P450およびそのパ
ートナータンパク質であるNADPH還元酵素の精製法を確立した。両酵素とも膜貫通型のタンパク質であり、微生
物の二次代謝に関わるP450を含む膜タンパク質には興味深い反応を触媒するものが多いが、精製が壁となり分子
レベルでの解析が困難であった。本研究で用いた精製法は今後の膜タンパク質の研究の強力なツールとなると言
える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ペニシリウム属糸状菌から抗生物質ペニシリンが発見されたのを皮切りに、多くの微生物や
植物などの天然資源から生物活性低分子有機化合物の探索が行われてきた。そのうち、抗菌・
抗腫瘍活性などの生物活性を有するものが長らく医薬品もしくはそのシーズとなってきた。し
かしながら、あらかたの化合物が取り尽くされた現在では、新規天然物の獲得は困難となって
おり、研究開発コストのかかる天然物探索研究の規模はアカデミアのみならず製薬会社を中心
とした産業界においても縮小している。それでも微生物などの天然資源から作られる多様性に
富んだ構造は人智を超えたものであり、天然物探索は新規医薬品の創製において依然重要な役
割を担っている(Newman JD, et al, J. Nat. Prod. 2016)。問題は、いかに効率よく新規天然
物を獲得できるかということである。上述したように天然資源からの新規骨格を有する天然物
の探索は、古典的手法では困難であり、異なるアプローチが必要である。 
天然物の生産者である微生物のゲノムには、生産される天然物よりもはるかに多くの天然物
の生合成遺伝子が存在することが明らかとなっている。大部分の遺伝子は常時発現しているの
ではなく、休眠しているとされる。この微生物の眠っているポテンシャルを引き出すことで、
天然物の獲得が可能となる。加えてゲノム解読技術の飛躍的な向上により、膨大な数の微生物
ゲノムが入手可能となっている。これらゲノム情報を用いて休眠生合成遺伝子の覚醒を行った。
我々が実際に行ったことは、糸状菌のゲノム情報からこれまでに報告のない配列や組み合わせ
をもつ二次代謝に関わる遺伝子群を見つけ出し、それを発現させるゲノムマイニング手法であ
る(Medema HM, et al, Fungal. Genet. Biol. 2016)。ペニシリウム属真菌ゲノムから、ポリケ
タイド合成酵素(PKS)および PKS-非リボソームペプチド合成酵素(NRPS)が隣接した遺伝子クラ
スター(以下、pox クラスターとする)を発見した。このような遺伝子クラスターはこれまでに
報告がなく新規化合物の生合成に関わると予想されたため、pox クラスターを利用した化合物
獲得を試みた。本遺伝子は通常の研究室培養条件下では不活性であったため、転写制御に関わ
る因子を改変し、その活性化を試みた。その結果、期待通り類縁体を含む９つの新規化合物群
(oxaleimide)を得ることに成功した(Sato M, et al JACS, 2017)。Oxaleimide は末端二重結合
およびマレイミド、もしくはスクシイミド骨格を有する化合物であり、いくつかの oxaleimide
類縁体は Hela 細胞に対し、強い細胞毒性活性を示した。Oxaleimide の類縁体に関しては、こ
れまでに一つしか報告されておらず (Ishii, T et al, J. Antibiot. 2000)、作用機序や生合
成経路は全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究ではユニークな化学構造を有し、強い細胞毒性を示す新規天然物 oxaleimide の生合成
に関わる酵素の機能解析を行う。先述したように Oxaleimide は末端二重結合およびマレイミド、
もしくはスクシイミド骨格を有する化合物であり、いくつかの oxaleimide 類縁体は Hela 細胞
に対し、強い細胞毒性活性を有する。Oxaleimide の作用機序や生合成経路は全く分かっていな
い。しかしながら申請者によるこれまでの研究から、本化合物の生合成経路においては、以下
の二つの興味深い骨格形成反応が関わっていると推定されている。 
 
(1) 末端二重結合およびイミド骨格形成反応 (化合物 1から化合物 2) 
(2) デカリン(6-6 員環)から 5-6 員環への環縮小反応 (化合物 3から化合物 4) 
  

 
 
 
３．研究の方法 
 化合物 oxaleimide の生産菌である Penicillium oxalicum のゲノム中に存在する、化合物の
生合成各遺伝子を遺伝子ターゲティングにより欠失させ、上記の反応を担う遺伝子の特定を行
う。また、該当する酵素を獲得し試験管内にてその機能を確認する。酵素のメカニズムに関し
ては、得られたタンパク質を結晶化し、その構造解析から明らかにする。 
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図 1. Oxaleimide の生合成におけるカギ反応 

 



４．研究成果 
【末端二重結合およびイミド形成反応】 
 本化合物の骨格は、PKS(ポリケタイド合成酵素)-NRPS(非リボソームペプチド合成酵素)ハイ
ブリッド酵素によって構築される。基質となるアミノ酸は、合成アミノ酸および 13C 標識酢酸
の取り込み実験から 2-amino-dec-4-enoic acid であることが明らかになっている。このことか
ら、oxaleimide の末端二重結合およびイミド形成は図 1 に示す機構で進行すると考えられた。
はじめに遺伝子ターゲティングによる各生合成遺伝子欠損株の作成を行った。次にその変異株
培養液の抽出物を LC-MS 解析に供した。図 1に示す化合物 1およびその類縁化合物の質量電荷
比を指標に探索し、本反応に関わる遺伝子の特定を試みた。しかしながら、化合物 1に相当す
る明確なシグナルは得られなかった。一方で、化合物 1に近い質量電荷比を有する化合物群が
多数現れた変異株が得られた。その変異株の該当遺伝子は integral membrane protein(IMP)を
コードする遺伝子であった。これは、IMP の欠損株で蓄積するはずの化合物が分解もしくは糸
状菌による代謝を受けたことが原因と考えられる。これら類似した化合物は多数見られたもの
の、生産量が少なく単離・構造決定は困難であった。そのため、酵素の基質になり得る化合物
は取得できなかった。今後は各生合成遺伝子の異種発現もしくは有機合成での基質の供給を目
指す。また IMP に関しては 4回膜貫通型のタンパク質であり、大腸菌での発現をやめ出芽酵母
での発現を行った。基質化合物の調製を行った後、IMP 発現酵母の無細胞抽出液をタンパク質
溶液として用い、試験管内での反応に供す予定である。 
【デカリンからインダン環への環縮小反応】 
Oxaleimide 類生合成における環縮小反応に関しては、デカリン環の二重結合の酸化、および
2 位の 3 級炭素への水酸基の導入が必要であると考えられている。この反応は、導入された水
酸基の酸素原子における非共有電子対からの電子の押し込みを起点としたセミピナコール型の
転位反応によって進行すると考えられる。遺伝子欠損株の作製およびその培養液抽出物の解析
結果から、デカリン環における二重結合の酸化には、PoxD(P450)の関与が示唆された。また
alpha-ケトグルタル酸依存性酸化酵素である PoxK は、3 級炭素に水酸基を導入する酵素 CmcJ
と相同性があることから、デカリン環の 2位に水酸基を導入すると考えられる。 
はじめに PoxD および PoxK の精製を行った。前者はシトクローム P450 に分類される、1回膜
貫通型の酵素である。PoxD は膜貫通型のタンパク質であるため、まず膜貫通領域を欠失させ可
溶化タンパク質獲得を試みた。しかしながら大腸菌を宿主として発現させたが、活性型タンパ
ク質は得られなかった。そこで膜貫通領域の N末端側を改変し界面活性剤を含む可溶化バッフ
ァーを用いたところ、活性型のタンパク質が得られることが分かった。大量培養し、大腸菌膜
画分を回収し、その膜画分を界面活性剤を含む可溶化バッファーに懸濁した後、Ni-NTA と結合
させアフィニティ精製を行った。続いて陽イオン交換、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーに
供し、高純度精製を行った。本酵素を試験管内でのデカリン二重結合の酸化反応に供したとこ
ろ、基質の酸化反応が確認できたことから、本化合物のデカリン環の酸化に PoxD が関わってい
ることが明らかとなった。現在、高純度精製した PoxD の結晶化スクリーニングを行っている。 
一方 PoxK においては、多量かつ純度の高いタンパク質が得られたため、結晶化を試みた。複
数の結晶が得られ、それらを X線回折装置に供した。しかしこれまでに得られた回折像の分解
能は 4Åまでであり、詳細な反応機構を解析するには至っていないため、より高い分解能を示
す結晶の作成を行っている。 
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