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研究成果の概要（和文）：複雑骨格天然物の新奇な生合成マシナリーの詳細とその立体構造基盤の解明と創薬を
目的とした。本研究では、医薬資源として重要な、アルカロイド、テルペン、ポリケタイド、ペプチドなどの薬
用天然物とその関連化合物をとりあげた。有機化学を基盤として、その生合成マシナリーの詳細を酵素・遺伝子
レベルで明らかにするとともに、酵素反応機構とその立体構造基盤を解明した。また、酵素タンパクの立体構造
情報に基づく合理的な触媒機能の拡張などにより、さらなる分子多様性と新規骨格の創出を達成した。合成生物
学と創薬研究の革新的ツールとなる超天然型新規生体触媒と創薬シード化合物を創製した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research was to elucidate the details of novel biosynthetic 
machineries of complex natural products and their three-dimensional structural basis. In this study,
 we focused on medicinal natural products such as alkaloids, terpenes, polyketides, peptides, and 
related compounds that are important as pharmaceutical resources. We clarified the details of their 
biosynthetic machineries at the enzymatic and genetic levels, and elucidated the mechanism and 
three-dimensional structural basis for the enzyme reactions. In addition, we succeeded in 
engineering the catalytic function of the enzyme protein based on its structural information to 
further expand molecular diversity and to create unnatural novel molecules. We have created novel 
supranatural biocatalysts and drug discovery seed compounds that will serve as innovative tools for 
synthetic biology and drug discovery research.

研究分野： 合成生物学、酵素学、天然物化学

キーワード： 合成生物学　生合成工学　酵素工学　天然物化学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
医薬資源として重要な天然物の骨格構築に関わる酵素の合理的な機能拡張と潜在的触媒能力を活用することによ
り、物質生産の可能性をさらに大きく広げることになる。本研究はその学術性が極めて高いのみならず、生合成
研究が天然の秘められた新規化合物の発見を通して創薬研究などへも応用可能なことを示しており、天然物化学
の新しい方法論の可能性を実証した。稀少有用物質の大量供給や、新規機能性分子の創出など、従来の有機合成
によるプロセスに比べて、クリーンかつ経済的な新しい技術基盤として期待できることから、社会的にも意義が
あり、医薬品のみならず、エネルギー、新規素材の生産技術の革新に直結する。

※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 
ポストゲノムの時代、多くの生物のゲノム情報が容易に入手可能で、ゲノムマイニング（遺伝

子探索）が化合物の探索に直結する時代になった。最近、研究代表者の研究室でも、巨大で複雑
な分子骨格をもった天然物の生合成遺伝子クラスターの取得に次々に成功しており、遺伝子の
設計図をもとに生合成システムを改変したり、生合成酵素の立体構造情報に基づく触媒機能の
操作、また、これら遺伝子を用いて微生物を生産工場とした物質生産系の構築等も報告している。
次のブレークスルーは、この生合成マシナリーを如何に活用するか、という点であり、生合成シ
ステムにさらに改良を加えることで、天然物を凌ぐ新規有用物質の創出や、希少有用天然物の大
量、安定供給などが可能になる。今後の医薬資源の開発について考えた場合、多様性に富む化合
物群をいかに効率良く生産し、創薬シードとして提供できるか、が鍵になる。 
 
生合成を利用した物質生産を考える上で、各生合成段階を触媒する酵素（生体触媒）の理解が

不可欠である。医薬資源として重要な天然物の基本骨格を構築する二次代謝酵素の中には、活性
部位の微妙な構造の違いで基質特異性や反応様式が大きく変化するものがあり、これが天然物
の分子多様性を生み出す大きな要因の一つとなっている。研究代表者は、これまで、生合成酵素
の研究が、天然物を基盤とする将来の創薬化学に貢献をすることを予見し、酵素触媒機能の改変
による超天然型新規化合物の創出を実現し、セレンディピティに頼らない合理的な方法論を展
開してきた。本研究ではこうした一連の研究成果を踏まえ、上述した複雑骨格天然物の新奇生合
成マシナリーの詳細を明らかにするとともに、酵素反応の立体構造基盤を解明し、さらに、酵素
タンパクの立体構造情報に基づく合理的な触媒機能の改変により、さらなる分子多様性と新規
骨格の創出を可能とする、合成生物学の革新的ツールとなる超天然型新規生体触媒と創薬シー
ド化合物の創製を実現する。 
 
 
２．研究の目的 
複雑骨格天然物の新奇な生合成マシナリーの詳細とその立体構造基盤の解明と創薬を目的とし

た。本研究では、医薬資源として重要な、アルカロイド、テルペン、ポリケタイド、ペプチドな
どの薬用天然物とその関連化合物をとりあげる。有機化学を基盤として、その生合成マシナリー
の詳細を酵素・遺伝子レベルで明らかにするとともに、酵素反応機構とその立体構造基盤を解明
する。また、酵素タンパクの立体構造情報に基づく合理的な触媒機能の拡張などにより、さらな
る分子多様性と新規骨格の創出をめざす。合成生物学と創薬研究の革新的ツールとなる超天然
型新規生体触媒と創薬シード化合物の創製を実現する。 
 
酵素が触媒する化学反応には、C-C 結合形成による複数の不斉中心の一挙構築、選択的 C-H 結

合の活性化など、有機合成化学が格段に進歩した今日にあっても、酵素のみが唯一効率よく行う
ことが可能なものも少なくない。生合成の新奇な反応を触媒する酵素（生体触媒）の精密機能解
析により、有機合成化学の新たな触媒概念の確立などが可能になる。常温常圧下、マイルドな条
件下、驚くほど単純な工程で、複雑な天然物の骨格を作り上げる、生体触媒を用いた合成法の利
点は計り知れないものがある。従来の有機合成によるプロセスに比べて、クリーンかつ経済的な
新しい技術基盤として期待できることから、社会的にも意義があり、医薬品のみならず、エネル
ギー、新規素材の生産技術の革新に直結する。 

 
本研究において、酵素の機能制御による物質生産に向けては、精密な静的基質認識だけでなく、

活性中心アミノ酸残基の適正配置や動的構造変化の解明が重要であり、この点を重視した研究
を推進する。本研究の特徴は、有機化学を基盤としながらも、生化学、分子生物学、構造生物学、
分析化学、計算化学に至るまで、多領域の学問分野の方法論を巧みに応用している点にある。低
分子化合物の合成から、微量酵素反応生成物の単離構造解析、さらに、遺伝子やタンパクの取り
扱いに至るまで、研究手法は多岐にわたる。 

 
医薬資源として重要な天然物の骨格構築に関わる酵素の合理的な触媒機能の拡張と、これら酵

素が示す寛容な基質特異性や潜在的触媒能力を利用することにより、物質生産の可能性をさら
に大きく広げることになる。本研究はその学術性が極めて高いのみならず、生合成研究が天然の
秘められた新規化合物の発見を通して創薬研究などへも応用可能なことを示しており、天然物
化学の新しい方法論の可能性を実証することになる。稀少有用物質の大量供給系の開発や、代謝
工学による多様な新規非天然型天然物からなるケミカルライブラリーの構築など、広く化学界
全般に寄与するものとしてさらに発展することが期待される。本研究により、一連の生物活性複
雑骨格天然物の生合成マシナリーの詳細を酵素遺伝子レベルで解明し、複雑多様な分子構造の
構築原理を明らかにすることができる。 
 



３．研究の方法 
本研究は令和 2 年度から３年間の計画で取り組んだ。まず、①酵素反応機構と立体構造基盤の

解明、②類縁酵素との比較による酵素の構造機能相関の解明、③ホモログ生合成遺伝子クラスタ
ーの解析に同時に着手する。次に、順次、④酵素触媒機能の拡張、⑤生合成マシナリーの合理的
再構築による新規機能分子の創製に着手した。 

 
各酵素については、放線菌や大腸菌、酵母などにおいて異種発現を行い、His-tag 組み換え精製

酵素を用いて、基質および生成物特異性などを精査した。His-tag 精製の他に、イオン交換、ゲル
濾過クロマトグラフィー精製を行うことで高純度タンパク質を調製し、結晶化スクリーニング
に供する。また、精製した組み換え酵素を用いて、pH 依存性、金属依存性、基質特異性など、
in vitro における精密機能解析により、その性状を精査し、C-C 結合形成の酵素反応機構の詳細
を明らかにする。酵素反応は、各種基質アナログを作用させ、微量なものを含め、反応生成物を
単離構造決定することで精査し、一連の非天然型類縁体の人工的な創出をめざす。 

 
次に、X 線結晶構造解析やクライオ電顕解析により酵素反応の立体構造基盤の解明をめざした。

結晶構造に基づくドッキングシミュレーションなどより、活性中心キャビティにおける中間体
の静的配置及び酵素反応の進行に伴う動的変化を解明し、酵素反応の立体化学の制御をめざし
た。基質アナログなどを作用させることで、さらなる基質特異性の拡大と酵素触媒機能の拡張、
最適化をめざした。酵素タンパクの立体構造情報に基づく合理的な触媒機能の操作により（本研
究ではランダム変異など進化分子工学の手法も併用した）、さらなる基質特異性の拡大と合成生
物学の革新的ツールとなりうる超天然型新規生体触媒の創製をめざした。 

 
本研究の特徴は、有機化学を基盤としながらも、微生物学、生化学、分子生物学、構造生物学、

計算化学に至るまで、多領域の学問分野の方法論を巧みに応用している点にある。基質の合成か
ら、微量酵素反応生成物の単離構造解析、遺伝子やタンパク、微生物の取り扱いに至るまで、研
究手法は多岐にわたる。 

 
膜結合性タンパク酵素、遺伝子によっては異種発現系の構築に困難が予想された。その際には、

専門家に技術・情報提供を仰ぐことにより、最適化宿主発現系の構築などに取り組んだ。従来か
ら二次代謝酵素の研究が必ずしも大きく進展しないのは、酵素タンパク質の取り扱いに困難が
多かったことに起因する。酵素活性が微弱で不安定な場合には、より高感度のアッセイ系が要求
されるが、申請者らは永らくこうした二次代謝酵素の研究に従事しており、遺伝子や酵素タンパ
クの取り扱いから、基質の合成、アッセイ系の構築、微量天然物の単離構造解析に至るまで、ノ
ウハウをもちあわせている。 

 
酵素の機能制御に向けては、精密な静的基質認識だけでなく、活性中心アミノ酸残基の適正配

置や動的構造変化の解明が重要であり、この点を重視した研究を推進した。結晶構造では捉えに
くい酵素の動きを予測するため、MD 計算を用いた。基質中間体の電子状態が酵素の立体構造に
どのような影響を与えるのか、共同研究により計算を行いシミューレートした。 

 
酵素構造機能相関検討の過程で得られた興味深い触媒活性を示す酵素などについて、酵素立体

構造に基づく合理的な機能改変、あるいは、ランダム変異の導入など進化分子工学の手法も駆使
して活性の最適化をはかった。立体構造情報に基づき部位特異的変異を導入し、基質特異性や反
応性の合理的な拡張をめざした。一連の基質アナログを作用させることで、非天然型類縁体の人
工的な創出をめざした。さらなる分子多様性の拡大と創薬シードとなりうる新規骨格の創出を
めざした。 

 
酵素タンパク質のＸ線（クライオ電顕）結晶構造解析に関しては、千田俊哉 教授（高エネ研）

とは長年の共同研究の実績があり、また、クライオ電顕については 吉川雅英 教授（東京大学）
にも協力を仰いだ。一方、酵素反応化学の DFT 計算に関しては 内山真伸 教授（東京大学）や 
Dean Tantillo 教授 (UC Davis) との共同研究として取り組んだ。加えて、分子配座解析に関して 
大和田智彦 教授（東京大学）、結晶スポンジ法による低分子化合物の構造解析に関して 藤田 誠 
教授（東京大学）、遺伝子発現系構築に関して 新家一男 教授（産総研）らとの長年の共同研究
の実績がある。タンパク質の動きを予測するための MD シミュレーションに関しては、寺田 透 
准教授（東京大学）、Sheryl Tsai 教授 (UC Irvine) 、Thomas Poulos 教授 (UC Irvine)との共同研究
が進行中である。 

 
最後に、化合物の生物活性評価に関しては、一連の抗菌活性、細胞毒性試験を含め、文部科学

省新学術領域研究・先端モデル動物支援プラットフォーム・分子プロファイリング支援活動など
を活用し、各方面から創薬シードとしての可能性をフルに追求した。いずれの研究協力者とも、
研究計画、進捗状況など、連絡を密にとりあっており、遺伝子異種発現などに関しても、分子遺
伝学の専門家や、バイオ工学や醗酵工学など、異分野の研究者との共同研究を積極的に推進した。 
 



４．研究成果 
 以下に、今回得られたれた３つの、代表的な研究成果について簡潔に記述する（いずれも東京
大学鎧プレス発表）。その他の研究成果の詳細については、印刷公表した論文を参照されたい。 
 
1. -NAD as a building block in natural product biosynthesis 

Barra, L., Awakawa, T., Shirai, K., Hu. Z., Bashiri, G., Abe, I.  
Nature, 600, 754-758 (2021) 
 
天然由来アルカロイドは未知の生合成反応によって合成されるものが数多く存在し、これ

らの中から新規な骨格形成酵素の発掘が期待される。特異なテトラヒドロアザインダン骨
格を持つアルテミシジンは抗腫瘍活性を持つ細菌由来抗生物質として知られていた。 
 
今回我々は、アルテミシジン生合成経路を同定し、その生合成中の 初発反応として、補酵

素-NAD と SAM を基質として受け入れ、二回の C-C 結合形成により、ジヒドロアザイン
ダン生成物を与える新規生合成酵素 SbzP を同定した。生体内での酸化反応の補酵素とし
て広く知られている NAD を、天然物の基本骨格生合成反応の基質として受け入れ、生成
物を与える酵素としては、最初で唯一の報告になった。さらに、SbzP 相同遺伝子は 100 種
近くのグラム陽性、グラム陰性細菌ゲノムに広く分布し、これらがそれぞれ SbzP と同一の
生成物を与えることを示し、同様の生合成経路が天然に広く存在することを明らかにした。 

 
本研究成果は、医薬品シードとして有望なアルテミシジンの生合成経路の解明、これまで

に 前例のない基質特異性、反応性を持つ酵素反応の同定など、学術的意義がきわめて高く、
今後、合成生物学や生合成工学を駆使して、有用天然物の大量安定供給や、創薬研究への貢
献が大いに期待される。 

 
 
2. Molecular insights into the endoperoxide formation by Fe(II)/α-KG-dependent oxygenase NvfI  

Mori, T., Zhai, R., Ushimaru, R., Matsuda, Y., Abe, I.  
Nature Commun., 12, Article number: 4417 (2021) 
 
エンドペルオキシド構造は天然においても珍しい構造であり、本構造を持つ化合物群は顕 

著な生物活性を示すことから、重要な医薬品資源として注目されている。これまでに、エン 
ドペルオキシド構造を形成する酵素としては 2 種類の酵素、ヘム鉄要求性プロスタグラジ 
ン H 合成酵素（シクロオキシゲナーゼ、COX）と、Aspergillus fumigatus 由来の非ヘム鉄 α- 
ケトグルタル酸（α-KG）要求性ジオキシゲナーゼ(注 5)であるフミトレモルギン B 合成酵 
素 FtmOx1 が報告されているが、これらはいずれも基質に 2 つの酸素原子を導入する酸素  
添加酵素であった。 
 
今回、我々は、糸状菌由来エンドペルオキシド含有天然物フミガトノイド A の生合成に関 

わる、一回の反応で基質に 3 つの酸素原子を一挙に導入してエンドペルオキシド構築と水 
酸化を同時に触媒する世界初の新奇非ヘム鉄酸素添加酵素 NvfI について、酵素反応の立 
体構 造基盤を明らかにした。安定同位体を用いた酵素反応の精密機能解析や X 線結晶構 
造解析、さらには立体構造をもとにした部位特異的変異導入により、本酵素はこれまでに 
解析されているエンドペルオキシド形成酵素とは大きく異なる反応機構でエンドペルオキ 
シド構築と水酸化を同時に触媒することを明らかにした。自然界には依然として多くの未 
開拓酵素が眠っており、有機化学の常識を打ち破るような酵素反応を発掘し、その触媒原 
理を解明し、さらに有用化合物生産へ応用することで、薬科学の発展に貢献できる。 

 
 
3. Discovery of non-squalene triterpenes 

Tao, H., Lauterbach, L., Bian, G., Chen, R., Hou, A., Mori, T., Cheng, S., Hu, B., Lu, L., Mu, X., Li, 
M., Adachi, N., Kawasaki, M., Moriya, T., Senda, T., Wang, X., Deng, Z., Abe, I., Dickschat, J. S., 
Liu, T. 
Nature, 605, 414-419 (2022) 
 
テルペノイド化合物は、知られているだけで 80,000 以上の分子が単離されている天然物

の一群であり、生物活性を持つ化合物が数多く含まれることから、医薬品候補化合物の探
索ソー スとしても非常に重要な化合物群である。その中でも、炭素数 30 のトリテルペン 
は、微生物、植物、動物に普遍的に見いだされ、細胞膜の重要な構成成分の一つであり、生
物 の生理機能を調節するステロイド化合物の前駆体などが含まれる。これまでに、トリテ
ルペンの生合成経路としては、炭素数 15 のファルネシル二リン酸が 2 量化して生成する
スクアレンを経由するものしか知られていなかった。 

 



今回、我々は、高エネルギー加速器研究機構の千田俊哉教授、武漢大学の Tiangang Liu 教
授、ボン大学の Jeroen Dickschat 教授らの共同により、カビ由来テ ルペン合成酵素の機能解
析を行い、スクアレンに由来せずに、C5 イソプレン単位であるジメチルアリル二リン酸と
イソペンテニル二リン酸を基質として、C30 トリテルペンの骨格を一挙に構築する、画期
的な新奇生合成酵素を世界に先駆けて発見した。 

 
さらに、安定同位体を利用した酵素反応機構の精密解析や、 酵素の X 線結晶構造解析、

クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析、さらには立体構造をもとにした部位特異的変異
導入により、2 種類のトリテルペン合成酵素の反応機構の詳細を解明した。本成果は既存の
常識を覆す新たな生合成経路と画期的な新奇酵素の発見であり、新しい分子認識化学の開
拓や新たな触媒概念の確立など、学術的に大きなインパクトを与えるとともに、今後、合成
生物学の手法を用いた生合成マシナリーの再設計により、天然物を超える新規機能分子の
創製など、創薬研究に幅広く貢献することが期待される。 
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