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研究成果の概要（和文）：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。

研究成果の概要（英文）：Here we show the crystal structure of CghA&#8211;product complex at 2.0 
resolution. Our result provides the second structural information of eukaryotic Diels&#8211;
Alderases and adds yet another fold to the family of proteins reported to catalyse [4+2] 
cycloaddition reactions. Site-directed mutagenesis-coupled kinetic characterization and 
computational analyses allowed us to identify key catalytic residues and propose a possible 
catalytic mechanism. Most interestingly, we were able to rationally engineer CghA such that the 
mutant was able to catalyse preferentially the formation of the energetically disfavoured exon 
adduct. This work expands our knowledge and understanding of the emerging and potentially widespread
 class of natural enzymes capable of catalysing stereoselective Diels-Alder reactions, and paves the
 way toward developing enzymes potentially useful in various bio/synthetic applications.

研究分野： 天然物生合成

キーワード： 天然物　生合成　Diels-Alder　反応メカニズム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リポカリン型の構造を有する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。

※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 
 
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長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。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. 研究の目的 
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)。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。 
 
 
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-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。 
 
【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

 

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 



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)。 

 
４. 研究成果 
【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-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-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, -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。 

 
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 

 
Fig.3 基質および基質アナログの構造 
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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 



 
【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 1’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-1’) 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-2’ > TS-1’ > 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)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 



 
 
 

 
 

 
Fig.6 CghA によるオクタリン環形成における IMDA 反応の予想経路 
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