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１．背景 

植物や微生物が生産する二次代謝産物はその構造多様性と複雑さ、高い生物活性から医

薬品のシード化合物として大きな役割を担ってきた。一般に、二次代謝産物合成酵素は活性

部位の微妙な違いでその反応性が大きく変化することが知られており、その反応性を人為的

に拡張する事で、分子多様性と生物活性を備えた広大な非天然型化合物ライブラリーの構築

が可能になる。 
糸状菌由来メロテルペノイド（ポリケタイド-テルペノイド・ハイブリッド型化合物）や、医薬品と

して用いられるセファロスポリン類などの生合成中に見出される非ヘム鉄α-ケトグルタル酸（α-
KG）依存性ジオキシゲナーゼは、広く天然に分布しており、抗ウイルス活性、血糖低下作用な

ど多様な生理活性を持つ、アスコクロリンやステロール-O-アシル基転移酵素の阻害剤として

知られる、ピリピロペンなど、医薬品資源としての利用が期待される化合物が多く見られるメロ

テルペノイドの生合成遺伝子群にも含まれている。特に、糸状菌メロテルペノイド生合成中に

おいては、α-KG依存性ジオキシゲナーゼはスピロラクトン環の構築など、大規模な骨格変換

を伴ったテルペン骨格の位置選択的、立体特異的酸化反応を触媒し、骨格多様性の構築に

重要な役割を担っている1,2。本研究では、創薬ターゲット化合物の創出を目的に、これら酵素

に変異を導入して反応性の改良、基質特異性の拡張等を行うことで、新規化合物の創出を試

みた。 

 
図１：糸状菌メロテルペノイドの構造と活性 

２．実験、結果 

対象酵素として、メロテルペノイドanditominの生合成中、大規模な骨格変換に関わるα-KG
依存性ジオキシゲナーゼ、AndAを用いた。AndAは、preandiloid Bを基質として受け入れ、1, 
2位に二重結合の導入とその後のC、D環の異性化反応を触媒し、andiconin (1)を生成する3

（図２）。AndAの立体構造はすでに我々の研究室において構造が解かれていたため、立体構

造を基盤に変異導入を行った。活性部位の容積、形状を変化させることを目的に、活性部位

底面を構成するアミノ酸残基Met119/Asn121，Met156/Asn158，Ala228/Ala230の組み合わせ

に対してそれぞれsite-saturation mutagenesisを行った。縮重プライマーを用いて部位特異的に

NOO

O

HO

OAcAcO
H

H

AcO

OH
Cl

CHO
HO

O

O

OH

H3CO

HO

O O

O

O

O

O

H

OCH3

O
O

OH
OO

HO
O O

OH

O
O

H

O

O
O

O

O

O

HO H

H

*3*5.6A
(Aspergillus fumigatus)

�!574-O-��4	�
������

0�+�'74�
(Penicillium brevicompactum)
IMP ")$5�%7����

+/�36
(Aspergillus fumigatus)

1 �&6-�0'., �7�8���

���+2'6
(Ascochyta viciae)
��	�

(2-4��&6
(Penicillium paraherquei)

���

�7� '74
(Aspergillus. nidulans)

/��#��6



ランダムな変異を導入し、ランダム変異ライブラリーを

作成した。そのライブラリーを大腸菌に形質転換し、９

６穴ウェルを用いてそれぞれの変異体を6残基のヒス

チジンとの融合タンパク質として発現させ、精製酵素

と基質を混ぜ合わせることで酵素反応を行なった。そ

の後、酵素反応生成物を液体クロマトグラフィー質量

分析法にて解析を行った。野生型と分析プロファイル

を比較し、新たなピークを生成した変異体についてラ

ージスケールで培養し、高純度に精製した酵素を用

いて再度詳細な酵素反応解析を行った。 

その結果、いくつかの変異体において本来の生成

物であるpreandiloid C（2, m/z 411）やandiconin（3, m/z 
411）と比較して-2 Daや+14 Da、+16Daの分子量を有

する新規生成物4, 5, 6が得られた（図４）。新たな生成物を与える変異体の配列解析を行なっ

たところ、Met119/Asn121、Met156/Asn158のアミノ酸残基側鎖が小さく疎水性の残基へ置換

された場合、またはAla228/Ala230が大きく親水性アミノ酸へと置換された場合にこれらの新規

生成物を与えることが明らかとなった。さらに、時間経過での酵素反応を検討したところ、生成

物4, 6は2から、5は4から生成することが判明した。また，各種NMRスペクトル解析を用いて化

合物4と化合物5の構造決定を行なった結果、化合物4はA、B環の間にA/B環の間に5/6スピロ

環を形成した化合物であり、化合物5はそのエポキシ体であると構造決定した（図５）。 

 
図４：変異体のLC-MS解析 

 
化合物の構造解析から、AndAの変異体は１段階目の反応は野生型と同様二重結合の導

入であるものの、２段階目の反応は、C/D環の異性化反応から、A/B環の骨格変換反応へと変

化したことが判明した。野生型の酵素反応メカニズムとしては、活性中心がC12位の水素原子

を引き抜き、ラジカルを生成することで酵素反応が開始される。その後、C-O結合の開裂と新た

なC-C結合の形成により、C/D環の骨格変換が進行する（図５A）2。一方、AndA変異体のメカ
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図３：AndA変異導入箇所 
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図２：AndAの酵素反応 
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ニズムとしては、C12位ではなく、C5位からの水素原子により反応が開始されることが考えられ

る。その後、ラジカルの転移により三環性の中間体を経てA/B環でのスピロ環が形成すると考

察する（図５B）。 

 
図５：AndA野生型と変異体の推定酵素反応メカニズム 

 
３．今後の展望 

本研究では、活性部位の形状を変化させることで、基質の結合様式が変化し、違う位置か

らの水素原子の引き抜きが可能になり、野生型では生成しない新規化合物の創出に成功した。

今後、本研究により得られた知見をもとに、αKG依存性ジオキシゲナーゼの酵素工学研究を

進め、非天然型化合物ライブラリーを構築し、創薬研究へと展開して行きたいと考えている。 
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