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研究成果の概要（和文）：近年我々が見出した新規酵素シクロペナーゼは酸素運搬タンパク質であるヘモシアニ
ンとよく似たアミノ酸配列を有していながら全く異なる酵素活性を示す。この原因の一つとしてシクロペナーゼ
のみが有するヘム結合ドメインが考えられたため、その機能を明らかにするべく研究を行った。酵素中に存在す
るヘムの量を減少させると基質との親和性に影響を与えず酵素活性を低下させたこと、金属結合ドメインに変異
がある酵素とヘム結合ドメインに変異のある酵素を混合すると酵素活性が回復したこと、ヘムを含まない状態で
も酵素活性を示すシクロペナーゼを見出したことから、シクロペナーゼ中のヘムは酵素活性の制御に関与してい
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We recently reported that hemocyanine-like enzyme cyclopenase converts 
cyclopenin to viridicatin. Why does cyclopenase show such activity? One reason is the difference of 
metal ion in active sites and another one is the heme-binding domain present only in cyclopenase. In
 this work, we tried to elucidate the role of heme-binding domain in cyclopenase.
Reducing the content of heme in cyclopenase AsqI clearly decreased the reaction rate but not the 
affinity to substrate, suggesting that heme-binding domain is not related to substrate binding. 
Mutation at either metal-binding domain or heme-binding domain abolished enzyme activity, however, 
mixture of both mutants converted cyclopenin to viridicatin. Cyclopenase from Aspergillus lentulus 
showed enzymatic activity despite mutation at heme-binding domain. These findings indicated that 
heme-binding domain is involved in regulation of cyclopenase.

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
本研究では酸素運搬タンパク質とシクロペナーゼの違いの一つであるヘム結合ドメインがどのようにして機能し
ているかを明らかにするべく実験を行った。本研究期間では完全な解明には至っていないが研究を突き詰めて酵
素活性の違いを生む要因を明らかにすることで、タンパク質に新しい機能を与えるための知見が得られる。これ
により、将来的に望みの活性を有する新規酵素を創出できるようになると期待できる。

※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 
微生物が産生する天然有機化合物（天然物）は多様な構造を有しており、様々な生物活性を示
すことから研究用試薬、農薬、医薬品等として人類に貢献してきた。天然物は様々な二次代謝酵
素の働きで生合成されているが、その中でも基質化合物の骨格を変換する酵素は天然物の多様
性創出において重要な役割を担っている。 
近年我々は基質化合物の骨格を変換する酵素として新たにシクロペナーゼを見出した
（Kishimoto, S. et al. Nat. Commun. 2018, 9, 2826）。シクロペナーゼはヘモシアニンという酸素運
搬タンパク質に似たアミノ酸配列を有しているが、猛毒物質であるメチルイソシアネートの脱
離を伴いながらジペプチドであるシクロペニンをキノロン骨格含有化合物ビリジカチンへ変換
するというユニークな酵素活性を有する（図１）。天然物の生合成酵素の中には類似タンパク質
と異なる機能を示すものは多いがシクロペナーゼほどかけ離れた機能を示すものは珍しい。こ
のような機能の違いを生む原因は主に二つ考えられた。一つはタンパク質の中心に存在する金
属の違いであり、もう一つの違いがドメイン構成である。シクロペナーゼにはヘモシアニンが有
する金属結合ドメインに加えてヘム結合ドメインが存在し、このヘム結合ドメインやそこに存
在するヘムを除くとシクロペナーゼは酵素活性を失う。従ってヘム結合ドメインは重要な役割
を担っていると考えられたが、これがどのように機能しているか不明であった。 

 
２．研究の目的 
シクロペナーゼにおけるヘム結合ドメインの機能を明らかにし、酸素運搬タンパク質である
ヘモシアニンとシクロペナーゼがなぜ全く異なる酵素活性を示すのかを明らかにすることを目
的として研究を開始した。 
 
３．研究の方法 

AsqI、PngLの類縁酵素遺伝子を近縁種である Aspergillus novofumigatus、Aspergillus lentulus、
Penicillium thymicola からクローニングし、大腸菌で発現させることで novoAsqI、lentAsqI、PenL
を取得した。また、各シクロペナーゼについて点変異を導入した酵素を調製した。得られた酵素
について紫外可視吸収スペクトルを測定し、ヘムに特有な Soret帯の吸収（428 nm）と芳香族ア
ミノ酸由来の吸収（280 nm）を比較することで相対的なヘムの含量を決定した。さらに各酵素に
ついて酵素活性試験や詳細な速度論的解析、X線結晶構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ヘムと共有結合する Cys667を Alaに置換
した変異体 AsqI (AsqI-M9)は発現の際にヘムの
原料であるアミノレブリン酸を添加していなけ
れば全くヘムを含まず酵素活性を示さないが、
発現の際にアミノレブリン酸を添加すると野生
型の 15％程度ヘムを含有する状態で得られた
（図２）。そこで野生型 AsqI と少量のヘムを含
む AsqI-M9 について酵素反応のパラメータを比
較すると、基質との親和性を示す Km は大きな
差が見られない（0.104 mM vs. 0.115 mM）のに対
して酵素の触媒回転数を示す kcat は野生株の
12％程度となった（19.6 min-1 vs. 2.3 min-1）（表
１）。一方、酵素反応の場と推測している金属結
合ドメイン周辺に変異を導入した変異体 AsqI-



M4 (H176A), M5 (H180A), M6 (H208A), M23 (D322L), M24 (N347L)のいずれも野生型と比較して
Kmが大きくなり kcatが顕著に低下している（表１）。以上の結果から、AsqIにおいてヘムは基
質との結合には関与せず別の形で酵素活性に関与していることが示唆された。 
 
（２）AsqIでは得られなかった基質との共結晶、ヘムの位置を特定でき
る結晶を得るために酵素反応がほとんど進行しない変異体酵素 AsqI-
M5, M24を用いた結晶化を行った。基質である cyclopeninや酵素反応の
競合阻害剤との共存化で結晶化を行うと結晶が得られ（図３）、KEK に
て X 線照射を行うとこれまでに得られていた AsqI の結晶よりも良い分
解能を与えた。しかし、野生型と同じく基質やヘムの存在を確認するこ
とができず、新たな知見を得ることはできなかった。 
 
（３）金属結合ドメインとヘム結合ドメインが AsqIの同一分
子内に必要であるかを調べるために二つのドメインを切り離
した変異体を設計したがいずれの変異体も安定性が悪く解析
が困難であった。そこでそれぞれのドメインの変異体である
M4とM21 (M668L)を混合して酵素活性試験を行った。M4と
M21の合計濃度を一定にしてM4とM21の比率を変化させる
と、それぞれ単独ではほとんど活性を示さないのに対して
M21 を 25-75％の比率で混合した際には検出可能なレベルで
酵素活性を示した（図４）。これにより同じ分子内でなくとも
正常な二つのドメインが存在していれば酵素反応を進行させ
ることができることが明らかとなった。 
 
（４）AsqI の類縁酵素である novoAsqI、lentAsqI、PenL それぞれについて大腸菌を宿主として
合成させるといずれもヘムを有する酵素が得られたが、安定性に問題があり Niアフィニティク
ロマトグラフィで精製しても純度が低い酵素を少量得るのみであったため、結晶化は断念した。
しかし酵素活性は測定可能と考え、Aspergillus lentulus を培養して lentAsqI の基質と予想された
cyclopenol、生成物と考えられる viridicatol を取得した。得られた cyclopenol や cyclopenin、4-
methyoxycyclopeninを用いて酵素活性試験を行うと、lentAsqI と novoAsqI は AsqI と同じくすべ
てを基質として認識し、PenL は 4-methyoxycyclopenin のみを基質とした。続いて lentAsqI が有
するヘムが酵素活性に寄与しているかを調べるために AsqIとの配列相同性から予測したヘム結
合部位に変異を導入した lentAsqI を作製した。得られた変異体の紫外可視吸収スペクトルを測
定するとヘム由来の吸収が消失しており、lentAsqIでもヘム結合部位は保存されていることが確
認できた。ところが予想外なことにこのヘムを失った変異体 lentAsqI は野生型と比べて弱いも
のの酵素活性を示した。lentAsqIの純度が低いため詳細は不明であるが、lentAsqIでは AsqIにお
けるヘムの機能を別の何かが代替していると考えられる。 
 
以上の結果から、シクロペナーゼにおいてヘム結合ドメインは酵素活性の制御を担っている可
能性が高いと現在推測している。しかし、なぜ AsqIがヘムを必要としているのに対して lentAsqI
がヘムなしで酵素活性を示すのか明らかとなっておらず、ヘム結合ドメインの機能の完全な解
明には至っていない。今後、この違いを生む原因を明らかにすることでその全容が明らかになる
と期待される。 
 
（５）本研究の当初の目的ではなかったが、cyclopenol を Aspergillus lentulus から取得するため
に培養を行っている過程で３種類の新規化合物を見出すことができた。これらの化合物は既知
化合物にはほとんど見られず生合成機構が明らかになっていない骨格を有しており、その生合
成機構の解明もまた二次代謝物の多様性理解につながると期待される。 
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