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研究成果の概要（和文）：本研究では、ユニークな骨格修飾反応を触媒するメロテルペノイドα-ケトグルタル
酸（α-KG）依存性ジオキシゲナーゼの中でも異例な、α-KGを利用せず異性化反応を触媒する酵素NvfEと天然に
おいても珍しいエンドペルオキシドの形成を触媒する酵素NvfIの精密機能解析、立体構造解析、および構造を基
盤とした変異解析を達成し、これらの酵素が触媒する化学反応の詳細なメカニズムを解明した。今後、これらの
生合成酵素の知見を基盤として応用することで、超天然型新規化合物の酵素合成への利用へとつながることが期
待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed biochemical and structural studies of an unique 
meroterpenoid dioxygenase NvfE, which catalyzes isomerization reaction without utilizing α-KG as a 
co-factor. Based on these results, we proposed the detailed mechanism of NvfE-catalyzed orthoester 
formation reaction.  In addition, structure and functional analysis of homologue enzyme NvfI, which 
catalyzes endoperoxide formation reaction, was also succeeded. The detailed mechanistic analysis of 
the enzyme by using isotope-labeled oxygen and water, and the X-ray crystal structure analysis 
revealed the structural basis for the endoperoxide formation reaction.

研究分野：天然物化学

キーワード： 生合成　結晶構造解析　酵素

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、これまで非常に困難とされてきた、合理的な酵素機能の改変に成功したものであり、超天然型
化合物の酵素合成への利用へとつながることが期待される。特に、エンドペルオキシドを含有する化合物には抗
マラリア薬アルテミシニンなど、高い生物活性を示すものが多い。本研究の知見を利用することで、他のエンド
ペルオキシド含有化合物の生合成の解明につながることも期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糸状菌メロテルペノイドは多様かつ種々の生物活性を有する化合物群であり、臨床応用され
た化合物や有望な創薬リード化合物も多数知られている。このメロテルペノイド化合物は、とり
わけ構造多様性に富むのみならず、非常に特異な分子構造を有するものが多い。我々は、様々な
糸状菌メロテルペノイドの生合成遺伝子群を発見し、その機能解析を行ってきた。その中で、遺
伝子群内に存在している非ヘム鉄 a-ケトグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼがテルペン部位環
化後の複雑骨格の形成に中心的な役割を果たすことが明らかとなってきた。しかしながら、これ
まで酵素について触媒する反応が明らかとされているものの、酵素立体構造や、詳細な反応メカ
ニズムまで解明されているものは数例しか存在せず、未だ一般的な多様化機構の議論には至っ
ていなかった。この酵素群はメロテルペノイドの多様性構築に重要であり、さらなる本酵素群の
探索や詳細なメカニズム解析を行うことは、天然における化合物の構造、生物活性多様性の構築
機構を明らかとするとともに、新規生物活性天然物の発見、創出にもつながる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ユニークな骨格修飾反応を触媒するメロテルペノイド a-KG依存性ジオキシゲナ
ーゼの中でも異例な、a-KGを利用せず異性化反応を触媒する酵素群の詳細なメカニズム解明と
ホモログ酵素の機能解析を行う。具体的には、最近申請者の研究室において見出された、糸状菌
由来 novofumigatoninの生合成に関わる新規異性化酵素 NvfEとホモログ酵素 NvfIについての研
究を行う。NvfE は他のメロテルペノイド生合成に関わる非ヘム鉄 a-KG 依存性ジオキシゲナー
ゼと相同性を示すにもかかわらず、a-KGを利用せず、酸化反応ではなく、エンドペルオキシド
の異性化反応を行う特殊な新規異性化酵素である。一方 NvfIは、生合成中間体の asnovolin Aを
基質とし、天然においても珍しいエンドペルオキシド構造の形成を触媒し、fumigatonoid Aを生
産する。興味深いことに、NvfIは他の a-KG要求性ジオキシゲナーゼと相同性を示さず、系統樹
解析においてはこれまでに解析された a-KG 要求性ジオキシゲナーゼとは異なる系統群に属す
ることが見出された。そこで、メロテルペノイド化合物の多様化に重要な a-KG依存性ジオキシ
ゲナーゼ酵素 NvfE、NvfIの機能解析、X線結晶構造解析を介した詳細な反応メカニズムの解明
と構造を基盤とした変異導入による機能改変を試みた。 
 
３．研究の方法 
これまでに、in vitroにおいて NvfEのエンドペルオキシドの異性化反応、NvfIのエンドペルオ
キシド形成反応は確認されているものの、金属に対する選択性や、基質特異性など、酵素の生化
学的性質については全く解析されていない。そこで、NvfEや NvfIの精製酵素を用いて生化学的
性質についての解析を行う。種々金属イオンや、生合成研究において得られた本来の基質のアナ
ログ化合物を用いた酵素反応、a-KG存在下、非存在下などでの酵素反応を行い、酵素触媒反応
の差異について深く検討する。また、詳細な反応メカニズムを解明するために、両酵素の X 線
結晶構造解析にも着手する。野生型酵素構造と基質アナログ、もしくは生成物アナログとの複合
体構造を得、触媒反応に関与するアミノ酸残基を同定し、部位特異的変異導入により、その残基
の役割を明らかとする。 
 
４．研究成果 
（1） NvfEの構造機能解析 
まず、酵素の金属依存性を調べるために、野生型 NvfE を fumigatonoid A と共に Fe2+, Mn2+、

Cu2+、Co2+、Ni2+などの様々な金属イオンを添加し in vitro酵素反応を行った。その結果、Fe2+の
添加時のみ異性化反応が進行し、NvfE の活性には Fe2+が必須であり、他の金属イオンでは置換
できないことが明らかとなった。 

 
さらに反応機構を理解するため、NvfEの X線結晶構造解析を行った。NvfEの全体構造は、AndA
（PDB ID：5ZM3）など、他のメロテルペノイド生合成に関わる Fe(II)/ a-KG依存性ジオキシゲ
ナーゼ（AndA は anditomin の生合成に
おいて二重結合の導入と異性化の 2 段
階の反応を触媒する。）と同様な構造を
有していた。NvfE と AndA の活性部位
を比較したところ、活性中心の 2-His-1-
Asp と鉄との相互作用様式はほぼ一致
していた。一方、NvfE の立体構造と、
AndA/α-KG/基質の三者複合体との主
な違いは、3つのループ領域に見出され
た。NvfEでは、loop A（Ser70-Cys83間）
が AndA のものと比較して短く置換さ
れていた。AndAの構造解析において、

 
図１. (A) NvfE と (B) AndAの活性部位ループの比較 
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基質の結合していない apo 型構造では、loop Aの電子密度は見られず、複合体を形成し、基質と
相互作用することでコンフォメーションが固定されることが明らかとなっている。しかし、NvfE
の立体構造では、Y78と E149との相互作用により、基質が結合していない状態でも loop Aの電
子密度が観測され、コンフォメーションが固定されていることが判明した（図１）。さらに、隣
接するモノマーからの Pro288-Gly294間の loop Bも、基質と相互作用することが知られている。
NvfEにおいてこの loop Bは、AndAや他のジオキシゲナーゼのものよりも短く置換されていた。
さらに、NvfEの結晶構造では、隣接モノマーからの長い loop Cが活性部位近傍に位置している。
このように、これらの構造の違い、特に loop A のコンフォメーションの違いが NvfE の特徴的
な基質特異性、反応性の理由の一つであると考えられる。 

NvfEがa-KGを副基質として必要としない理由をさらに解明するために、変異実験を行った。
まず、Y78A、Y78F、E149Q、および二重変異体 Y78F/E149Qを作成し、酵素反応を行なった。
意外なことに、これらの変異体は、野生型酵素と比較して活性がわずかに低下するのみであった。
これらの結果から、Y78と E149との相互作用だけでなく、他の相互作用も重要であることが示
唆された。そこで、活性部位に存在する極性アミノ酸残基 D76A、D135A、S136A、S140A、S177A、
Y226A、E261Aの変異体を作成し、酵素反応を行なった。その結果、全ての変異体は野生型酵素
と同等の活性を示した。これらの結果から、単一変異体では十分ではなく、複合的にコンフォメ
ーションの固定が起きていること、活性部位残基は触媒活性に必須ではないことが示唆された。
したがって、NvfE の酵素としての機能は、基質のエンドペルオキシド部位を鉄中心に近い位置
に配置して、エンドペルオキシド結合の切断と異性化を行うことであると考えられる。 
以上の結果より、NvfEが触媒する反応機構を以下のように考察した（図２）。この反応では、ま
ず活性中心に固定さている Fe(II)が酸素と結合して O-O結合が切断され、酸素上にラジカルが生
成する。その後β開裂反応を経て C3’位にラジカルが転位する。最後に、Fe(III) による酸化に
よってカルボカチオンが形成し、閉環することで fumigatonoid C を生成する。 

 
図２. NvfE の酵素反応機構 

 
（２）NvfIの構造機能解析 
通常、非ヘム鉄α-KG要求性ジオキシゲナーゼは、１回転の触媒反応において 1分子の基質と

α-KGを消費し、酸化反応を触媒する。そこでまず、実際に NvfIが１回転の触媒反応で 3つの
酸素原子を導入することを確認すべく、基質 asnovolin Aと a-KGの比率を変化させ酵素反応を
行った。その結果、NvfIは一回転の反応で 1当量の a-KGと 2当量の O2を消費し、asnovolin A
から fumigatonoid A へ変換を触媒することが示された。 
次に、NvfIによって生成された fumigatonoid Aの酸素原子の由来を解析するため、18O2と H218O
を用いた標識実験を行った。その結果から、fumigatonoid Aには、O2から 2つ、溶媒の H2Oから
2つ、合計 4つの酸素原子が取り込まれることが判明した。そのうち 1つの酸素原子については
2 の生成後 C-4'カルボニル基に H2O から非酵素的に導入されることを確認しており、酵素反応
において、2つの O2由来酸素原子、1つの H2O由来酸素原子が取り込まれることが明らかとな
った。fumigatonoid Aの構造から考察すると、2つの O2由来酸素原子はエンドペルオキシド部分
に取り込まれると考えられ、酵素反応で導入された 3つ目の C-3'水酸基は、H2Oから取り込まれ
ることが示唆された（図３）。 
 NvfIの詳細な酵素触媒機構を明らかとするため、酵素の X線結晶構造解析に着手した。そ
の結果、NvfIのアポ体構造と基質 asnovolin Aとの複合体構造の取得に成功した。アポ体と複合
体の活性部位構造を比較したところ、活性部位を構成する 2つのループ部分（loop I, loop II）の
コンフォメーション変化が見られ、基質結合によって活性部位残基の大きな動きが誘起される
ことが示唆された（図３）。また、酵素-基質の結合様式を精査した結果、基質は活性部位残基と
多くの水素結合を形成して固定され、asnovolin Aの水素原子が引き抜かれると考えられる C-13
と鉄原子の間の距離は 6.5 Åと比較的遠い位置に結合しており、酵素反応中の活性部位構造の変
化が水素原子の引き抜きに重要であることが考察される。さらに、これらの構造変化の重要性を
調べるために、特に構造変化の大きいループ上の Phe127や Trp199 残基の変異体を作成し活性を
評価した。Phe127と Trp199を Alaで置換した場合、酵素活性は完全に消失し、F127I、W199F変
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異体においては、エンドペルオキシド形成活性が劇的に低下する一方、C-13-アルデヒド化合物
を生成していることが判明した。酵素反応中における活性部位残基が、厳密に基質認識や生成物
特異性、エンドペルオキシド形成反応を制御していることが明らかとなった。 

 

図３. NvfIの酵素反応と立体構造 
COX や FtmOx1 の反応において tyrosine 残基が活性中心残基として重要な役割を果たしてい
る。NvfIおいては、全体で 8つの tyrosine 残基を有するが、そのうち Tyr116のみが基質周辺に
位置し、活性部位を形成している。Tyr116 残基の NvfI触媒作用に対する関与を検討するため、
Tyr116 を Ala および Phe で置換した変異体を作成し、活性評価を行なった。興味深いことに、
Y116A、Y116F 両変異体において、野生型と同程度のエンドペルオキシド形成活性が維持されて
いることが判明した。この結果から、Tyr116 残基は NvfIの触媒機構には関与しておらず、COX
や FtmOx1の触媒機構とは明確に異なることが示唆される。さらに触媒残基を検討するため、基
質 asnovolin A 周辺に位置し、活性中心残基となり得る他の親水性残基、Ser114、His138、Arg201, 
Glu208 を Ala、もしくは Phe で置換した。H138A 変異体においてはエンドペルオキシド形成活
性が低下し、(2'S,3'R) C-2'-C-3'エポキシド化合物が主生成物として得られることが判明した。一
方、H138F変異体の反応では、酵素反応生成物の LC-MS プロファイルは野生型と同様であった。
またその他の S114A、R201A, E208A変異体においてもエンドペルオキシド形成活性は維持され
ていた。これらの結果より、NvfIは触媒機構において、tyrosyl radicalをはじめとして、水素原子
の脱離や供与を仲介するために活性部位残基を利用しないことが示唆された。 
以上の結果をもとに、NvfI 触媒によるエンドペルオキシド形成反応について、次のように考

察した。まず、基質が活性部位に結合したのちに、基質の結合に伴う loop Iの移動により、活性
部位の構造が変化する。次に、Fe(IV)=O が asnovolin A の C-13 から水素原子を引き抜きラジカ
ルが発生し、酵素反応が開始する。その後、活性部位のさらなるコンフォメーション変化により
C-13位ラジカルが活性中心から離され、Fe(III)-OHではなく、活性部位に入ってきた分子状酸素
と反応する。その結果生成した C-13位のペルオキソラジカルが C-2'を攻撃し、エンドペルオキ
シドを含む C-3'ラジカル中間体が生成する。最後に Fe(III)-OHからの C-3'ラジカル中間体に対す
る酸素添加により fumigatonoid Aが生成する。あるいは、C-3'ラジカル中間体において電子が直
接鉄活性中心に単電子移動することで、C-3'カルボカチオン中間体を形成し、そこに水分子が付
加することで fumigatonoid Aが生成されると考察する。その際、水酸化反応や水分子の付加の立
体化学は、活性部位における基質の結合様式によって Rに固定されるものと考えられる。 

 
図４. NvfIの酵素反応機構 
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