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研究成果の概要（和文）：Mycobacterium属細菌のイソプレニル二リン酸合成酵素とプレニル還元酵素を同定で
きた。それらの酵素を利用して「Ｚ型イソプレノイドを環化する経路」に寄与するＺ型セスクアテルペン環化酵
素ZTCの同定のための14C高感度基質の調製に成功した。その系を使って、Native酵素を各種クロマトグラフィー
 によって部分精製し、LC-MS/MSによってZTC候補を絞り出すことができた。また、「非末端から環化を開始する
経路」に寄与するトリテルペン/セスクアテルペン環化酵素ホモログのＸ線結晶構造解析に成功した。モデリン
グ構造から、基質末端が収まるスペースが開始反応部位の近傍あることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We were able to identify isoprenyl diphosphate synthases and prenyl 
reductase of Mycobacterium spp. Using these enzymes, we succeeded in preparing a 14C 
high-sensitivity substrate for the identification of Z-type sesquarterpene cyclase that contributes 
to the "pathway for cyclizing Z-type isoprenoids". Using this system, the native enzyme was 
partially purified by various chromatographies, and ZTC candidates could be narrowed down by 
LC-MS/MS. We also succeeded in X-ray structural analysis of the homologue of the triterpene / 
sesquarterpene cyclase that contributes to the "pathway that initiates cyclization from the 
non-terminal". The modeling structure suggested that there was a space where the substrate ends 
could bind near the initiation reaction site.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 生合成　テルペン　イソプレノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
１）本研究は、天然物探索を目的とした生合成研究であり、古くから世界中で行われてきた伝統的な探索法では
発見できなかった新規性の高い化合物を見出すことができた。２）「新型のテルペン環化経路」を証明し、テル
ペン類の構造多様性に大きな可能性があることを世界に向けて発信することができた。３）本研究で発見された
新しいテルペンや酵素を突破口とした、関連物質等の生理機能に関する研究が世界中で始まる契機となることが
期待される。また、本研究による新規生理活性物質の発見も期待できる。学術界のみならず社会的にも大きな波
及効果が期待される。

※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 
すでに、ホモロジー検索ではわからない「新型のテルペン環化経路」の存在を示唆する結果を２つ得

ている。 

１）Ｚ型イソプレノイドを環化する経路 

我々は、細菌から「Ｚ型イソプレノイドを環化する経路」を見出している。この細菌のゲノムにＥ型

テルペン環化酵素の類似遺伝子はないことから、Ｅ型とは全く異なる新型のＺ型セスクアテルペン環化

酵素（ZTC）の存在が強く示唆される。 

 

２）非末端から環化を開始する経路 

現在、トリテルペン/セスクアテルペン生合成経路の中で、末端から環化を開始する酵素しか同定され

ていない。一方、化学構造から、「非末端から環化を開始する経路」由来と考えられるテルペンは、非

常に少数ではあるが発見されている。このような背景の中、申請者は「非末端から環化を開始する経路」

に寄与するトリテルペン/セスクアテルペン環化酵素（NTC）を細菌からすでに見出している。 
 
 
２．研究の目的 
一般的な生合成のアプローチによる新規テルペンの探索は、既知酵素とのホモロジー検索を基に行わ

れているが、既知酵素に限りがあることから新規性の高い化合物は多くは望めない。それに対して、本

研究では、ホモロジー検索では見つからない新型のテルペン環化経路に関わる酵素をショットガンクロ

ーニング等によって発見し、次にＸ線結晶構造解析・ゲノムマイニング（ゲノム解析から検出される類

似酵素の機能解析）を行うことで、自然界に広く分布する多様な未発見テルペン化合物群を芋づる式に

見つける。さらに、大量に見いだされたテルペン類の生理活性を解析する。これにより、生合成研究か

ら有用なテルペンを見いだす新スキームを創造する。 

 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず「新型のテルペン環化経路」である「Ｚ型イソプレノイドを環化する経路」と「非

末端から環化を開始する経路」のそれぞれに寄与する ZTC と NTC を発見する（研究①と②）。次に、

各々のＸ線結晶構造解析・ゲノムマイニングを行い、自然界に広く分布する多様な未発見テルペン化合

物群を芋づる式に見つける（研究③）。見出した化合物は、網羅的な生理活性解析も行う（研究④）。 

 

 

４．研究成果 

研究①-1：「Ｚ型イソプレノイド

を環化する経路」に寄与する

ZTC の同定のための高感度基質

調製 

Mycobacterium属細菌の E型と

Z 型イソプレニル二リン酸合成

酵素を網羅的に機能解析し、図

１のように同定した。図２のよ

うに、14C 標識 IPP・フィトール

および酵素 Mv3822 を利用して

ZTC の 14C 標識基質 1 を合成す

 
図１ Mycobacterium 属細菌の E 型と Z 型イソプレニル二リン酸

合成酵素の機能同定（Chembiochem 2020） 



ることに成功し、微量のマイナー天然物 2 への変換を検出できる高感度な系を確立した（Chembiochem 

2020）。 

さらに、大腸菌組換え酵素の in vitro 反応解析と Mycobacterium 属細菌における発現抑制によって、

新規 E,Z-混合型プレニル還元酵素を同定することに成功した。その還元酵素を用いて、14C 標識基質 1

から 3 へ変換し、メインの天然物 4 への変換を検出できる高感度な系を確立した（図２）。 

 

研究①-2：「Ｚ型イソプレノイドを環化する経路」に寄与する ZTC の同定 

ゲノムを制限酵素で切断後、大腸菌へショットガンクローニングし、上記の 14C 標識基質を用いた酵

素アッセイ系を使って、クローンライブラリーを絞っていき、ZTC 遺伝子を見いだす実験を行った。し

かし、目的の活性を示すものを検出することができなかった。その後、方針転換し、上記の 14C 標識基

質を用いた系で酵素活性を指標に Native 酵素を各種クロマトグラフィーによって部分精製し、LC-

MS/MS によって ZTC 候補を絞り出すことができた。現在、それらの遺伝子を大腸菌にて発現し、精製

酵素の活性を解析中である。 

 

研究②：「非末端から環化を開始する経路」に寄与する NTC の機能同定 

NTC はスクアレンの「非末端から環化を開始」して、環状生成物を生合成することが分かっていた。

今回、C35 を基質としたときの生成物を単離・構造決定したところ、「非末端から環化を開始」した生

成物であることが判明した。また、元菌の天然物を解析したが、菌がそれらの化合物を生産しているこ

とは確認でなかった。現在、様々な条件で培養して解析中である。 

 

研究③：Ｘ線結晶構造解析とゲノムマイニング 

NTC のホモログである BmeTC（末端開始型）の純度の高い精製法を確立し、様々な結晶化条件を検

討した後、Ｘ線構造解析に成功した。基質アナログを合成し、基質アナログ結合型の構造も明らかにす

ることができた。以前モデリング構造から示されていた活性部位残基とは異なるものも見出すことがで

き、詳細な触媒機構解明につながるものと考えられる。BmeTC をもとにした NTC のモデリング構造で

は、基質末端が収まるスペースが開始反応部位近傍にあることが示唆された。現在、そのスペースを埋

めるための変異酵素を作成してお

り、生成物が末端開始型になるか

どうか解析中である。NTC の純度

の高い精製法を確立して、Ｘ線結

晶構造解析も現在進めている。ま

た、現在、数種のゲノムマイング

も行っている。 

 

研究④：生理活性解析 

研究②で見出された新規テルペ

ンを用いて、抗ガン・抗アルツハ

イマー・抗アレルギー・骨形成・抗

菌に関する生理活性を現在解析中

である。
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図２ ZTC の高感度基質の合成 
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