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研究成果の概要（和文）：BE-40644の生合成を担う新規テルペン環化酵素を同定するため、in vivo解析を行った。BE-
40644生合成遺伝子クラスターorf8-15から推定テルペン環化酵素orf15を除きpKU1021に連結し、Streptomyces avermit
ilisに形質転換した。また、orf15の推定活性部位E44のAla変異株とプレニルトランスフェラーゼホモログorf14の欠損
株を作成した。orf15欠損株からは産物が得られなかったが、E44A変異株とorf14欠損株から生成物が得られた。また、
ORF15とファルネシルヒドロキノンなどの基質アナログとの酵素反応を行ったが、生成物は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：To identify the novel terpene cyclase responsible for synthesis of BE-40644, in 
vivo analysis of BE-40644 biosynthetic gene cluster was performed. The putative terpene cyclase orf15 was 
deleted from pKU1021-orf8-15 and the resultant plasmid was transformed into Streptomyces avermitilis. 
Moreover, the E44A mutant of orf15 and the deletion mutant of putative prenyltransferase orf14 were 
constructed. The orf15 deletion mutant gave no product. On the other hand, a new product was accumulated 
in the E44A mutant and the orf14 deletion mutant. Incubation of ORF15 with substrate analogues such as 
farnesyl hydroquinone gave no product.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 BE-40644（1）は放線菌 Actinoplanes sp. 
A40644から単離された抗腫瘍活性、抗HIV
活性を有するメロテルペノイドである 1)。メ
ロテルペノイドには、抗腫瘍活性やコレステ
ロール低下作用等の有益な生理活性を示す
ものが多く存在することから、医薬品の有望
なターゲットとなっている。1 の生合成遺伝
子クラスターは既に取得されており、その推
定生合成経路が提唱されているが 2)、生合成
において中心的な役割を果たすテルペン環
化酵素は未知のままである（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
1) 1の生合成を担うテルペン環化酵素を同定
する。本テルペン環化酵素は、末端二重結合
のプロトン付加により環化反応を開始する
と考えられる（図 1）。これまで同定されてい
るメロテルペノイドの環化酵素は末端のエ
ポキシドのプロトン付加により環化反応を
開始する酵素である。本研究により、1 の生
合成を担う新規テルペン環化酵素を同定す
ることは、メロテルペノイドの生合成研究に
おいて新たな知見を与える。 
 
2) メロテルペノイドの生合成を担うテルペ
ン環化酵素と基質アナログとの in vitro 反
応により、非天然型メロテルペノイドを創製
した例は無い。有益な生理活性物質が多く存
在するメロテルペノイドの非天然型を創製
することは、新規有用物質の発見に繋がる。
そこで、1 の生合成を担うテルペン環化酵素
を用いて、基質アナログとの酵素反応を行う
ことにより、非天然型メロテルペノイドを創
製する。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) テルペン環化酵素と考えられる遺伝子を
欠損または変異させた 1の遺伝子クラスター
を放線菌にて発現させる。その代謝産物を解
析することにより、テルペン環化酵素を同定
する。 
 
2) 大腸菌や放線菌にて 1 の生合成を担うテ
ルペン環化酵素を過剰発現させる。得られた
酵素溶液を用いて化学合成した基質アナロ
グとの酵素反応を行い、非天然型メロテルペ
ノイドを創製する。 
 

４．研究成果 
 
1) 1 の生合成は、まず 7 炭糖の sedo- 
heptulose-7-phosphate が環化、脱水、酸化
したキノン 2 にファルネシル基（C15）が付
加することで 3 が生じる。その後、テルペン
環化酵素が 3の末端二重結合のプロトン付加
により環化反応を開始することで 1 を合成
すると考えられている（図 1）。図 2の生合成
遺伝子クラスター（orf8~15）を過剰発現さ
せた放線菌にて 1の生産が確認されているが
2)、生合成の最終段階となるテルペン環化酵
素は同定されていない。1 の生合成遺伝子ク
ラスターには機能未知遺伝子ORF15 が存在
する（図 2）。ORF15 は、真菌由来のメロテ
ルペノイド pyripyropene の生合成に必須な
テルペン環化酵素 Pyr4 3)と弱い相同性
（identity 26%）を示し、どちらも膜タンパ
ク質である。そのことから ORF15 は 1の生
合成を担う新規テルペン環化酵素と考えら
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで、ORF15の機能を同定するため、in 
vivo 解析を行った。まず、大腸菌-放線菌シ
ャトルベクターであるpWHM3に1の生合成
遺伝子クラスターが連結されたプラスミド
pWHM3-orf8-15 を放線菌 Streptomyces 
lividansに形質転換した。培養菌体抽出物を
HPLCにて解析した結果、1の生産が確認で
きた。続いて、ORF15 の機能を解析するた
め、1の生合成遺伝子クラスターから ORF15
を除いたプラスミド pWHM3-orf15 を作成
した。本プラスミドを S. lividansにて過剰発
現させることで、1 への環化反応が行われず
に 3 が蓄積することが期待された（図 1）。
pWHM3-orf15をS. lividansに形質転換し、
培養菌体抽出物を解析した結果、1 は生産さ
れなくなったが、期待された 3などの直鎖状
テルペンにキノンが付加した化合物の生産
も見られなかった。 
 
2) Pyripyropene の生合成を担うテルペン環
化酵素 Pyr4の in vitro解析が行われており、
E84とD218の変異株が環化活性を示さなか
ったことから、両酸性アミノ酸残基が活性部
位であることが報告されている 3)。Pyr4 と
ORF15 のアミノ酸アライメントを作成した
ところ、ORF15 においてもこれらの酸性ア
ミノ酸残基、E44とD185が保存されていた。
このことから、1 の生合成遺伝子クラスター
内のORF15の E44またはD185に変異を導
入することで、環化活性が無くなり、3 など
が蓄積することが期待される。そこで、

図2  BE-40644の生合成遺伝子クラスター 
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orf8-15内の ORF15の E44を Alaに置換し
た変異プラスミド pWHM3-orf15 E44Aを作
成した。本プラスミドを S. lividansに形質転
換し、培養菌体抽出物を解析したところ、特
異的な代謝産物が確認できた。しかしながら、
この産物は微量であったことから、構造解析
には至らなかった。 
 
3) pWHM3-orf15 E44A/S. lividansの系で得
られた生成物が微量であったことから、生成
物量の向上を目的とし、発現系の変更を行っ
た。強力な恒常発現プロモーターrpsJp を有
する pKU1021 に orf8-15 を連結したプラス
ミ ド pKU1021-orf8-15 を 構 築 し た 。
Streptomyces avermitilisに形質転換し、培
養菌体抽出物を解析したところ、1 の生産量
が pWHM3-orf8-15/S. lividansの系の 5倍程
度向上した。また、強力な発現プロモーター
PtipAを有する pIJ6021に生合成遺伝子クラ
スターを連結し、S. lividansに形質転換した
ところ、こちらの系でも 1の生産量の増加が
確認できた。 
 
4) pKU1021-orf8-15からorf15を欠損させた
プラスミド pKU1021-orf15を構築した。本
プラスミドを S. avermitilisに形質転換し、
菌体抽出物を解析したところ、pWHM3- 
orf15/S. lividans の系と同様に 1 は生産さ
れなくなったが、3 などの直鎖状テルペンに
キノンが付加した化合物の生産も見られな
かった。 
 続いて、orf8-15内の ORF15の推定活性部
位E44とD185をAlaに置換したプラスミド
pKU1021-orf15 E44A と pKU1021-orf15 
D185Aを構築した。それぞれのプラスミドを
S. avermitilis に形質転換し、菌体抽出物を
解析した。D185A変異株では生成物が得られ
なかったが、E44A 変異株において特異的な
生成物を確認することができた。この生成物
は pWHM3-orf15 E44A/S. lividansの系にて
得られた生成物と同じであると考えられる。
pKU1021-orf8-15 E44A/S. avermitilisの系
に変更したことにより生成物量が増加した
ことから、この系を用いて生成物の単離、構
造決定を行っていく。この代謝産物の構造を
決定することで、ORF15 の機能を明らかに
する。 
 
5) orf15 の欠損株からは、3 のような直鎖上
テルペンにキノンが付加した化合物が得ら
れなかった。テルペン環化酵素の基質の同定
および 1の生合成経路の解明を目的とし、キ
ノン体の単離を試みた。pKU1021-orf8-15か
らプレニルトランスフェラーゼのホモログ
遺伝子である orf14を欠損させたプラスミド
pKU1021-orf14を構築した。本プラスミド
をS. avermitilisにて過剰発現させることで、
2 のようなキノン体が蓄積することが期待さ
れた（図 1）。 pKU1021-orf14 を S. 
avermitilisに形質転換し、培養菌体抽出物を

解析した結果、特異的な生成物を確認するこ
とができた。今後、この生成物を単離し、構
造決定を行う。 
 
6) 非天然型メロテルペノイドの創製を目的
とし、ORF15 と基質アナログとの酵素反応
を行った。orf15 を pColdI および pColdTF
に連結し、大腸菌にて発現させた。また、orf15
を pIJ6021に連結し、S. lividansを宿主とし
た発現も行った。その結果、pColdTFに連結
し、大腸菌で発現させることにより、可溶性
タンパク質を得ることができた。得られた
ORF15の酵素溶液と farnesyl hydroquinone
などのキノン部分を改変した基質アナログ
との酵素反応を行い、酵素反応抽出物を
GC-MS にて解析したが、生成物は得られな
かった。今回発現させた ORF15 は TF が融
合した形で発現させている。そのため、
ORF15 が活性型で得られなかった可能性が
ある。今後、TF の除去、もしくは放線菌や
酵母など他の発現系で ORF15 の可溶性タン
パク質を調製し、酵素反応を行うことにより、
非天然型メロテルペノイドの創製に取り組
んでいく。 
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