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1. はじめに 
天然物と称する小分子は、生産生物を利する生物活性と共に分子進化した化合物

と考えられる。これゆえ、その複雑な構造と共に有機分子の中で特異な存在である。

10 年前、新学術領域「生合成マシナリー」が開始した際、本セミナーで膨大な生合

成遺伝子クラスター（BGC）と呼ばれる設計図が見つかるので微生物由来の天然物

を酵素合成すると宣言させて頂いた。現在、天然物の酵素合成に関しては、種々のメ

ディアで特集号が出る程、認知されてきた。また設計図となる遺伝子には、生産生物

と設計図を構成する遺伝子群の情報が紐づけられており、進化や水平伝搬などの情

報が付随し、間接的に生物活性とも関係がある。本講演では、特定の天然物群の BGC
を使った網羅的合成、ゲノム上に眠る天然物生産能を利用した新規物質を生産、全

く新しい天然物群を合成する試みと共に分子進化についても触れてみたい。 
 
2. インドールジテルペンの網羅的酵素合成 
天然物はマクロライドやポリエーテルといった類似の構造モチーフを持つファミ

リーとして見つかる。その初期生合成経路は機能相同な酵素によって、共通骨格を

有する中間体を経由して合成される。つまり中間体から段階的に分岐して多様な分

子が合成されるため、鍵中間体を調達できれば、少ない労力で個々の天然物が網羅

的に合成できるはずである。酵素の異種発現法を整備しながら、効率よく生産する

方法を開発してきた 1。BGC という設計図を用いて経路解明と酵素合成を達成した

例として、我々が行ってきたインドールジテルペン（IDT）の研究について紹介する。 
 

 
 

まず IDT の構造多様性の源となる基本反応を知るため paxilline の酵素合成を行

った 2（図 1）。インドール環の由来を調べつつ、最初の 3 段階の反応が、1) C20-プ
レニル化; 2) エポキシ化; 3) 環化と進行し、paspaline に変換される（反応 2, 3 は二

回繰り返す）ことを突き止めた。これら基本反応 [1) 鎖長(C15/C20）、2) 酸化位置

(9,10- or 13,14-）、3) 異なる環化モード(＞5 種）] で、多様な IDT が生成可能とな

る。次いで P450 による特徴的修飾反応（減炭 +1 or 2回の 3級炭素の水酸化）で

paxilline のような複数の鍵中間体が得られる（図 1）2b。  
修飾が進んだ IDT としては 3 種類あり、それらの構造から当初これらは全て共通
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の機構（C5-プレニル化単位が 2回/酸化的環化）で環形成されると予想された。しか

し実際には酵素ならではのトリッキーな変換で生合成されていた。最初の Penitrem
の場合は、まず酸化酵素以外の遺伝子（ptmHDVI）の導入株を使って paxilline か
ら PC-M5 への 4 段階の変換を突き止めた（図 2）。残る 6 種の酸化酵素遺伝子

（ptmKUNLJO）導入株に PC-M4 を添加した微生物変換で 5 種の酵素機能を同定

した 3。これら実験で残った二つの酵素を in vitro で前駆体に作用させ、一旦転位を

伴ったアリルアルコールへの PtmO による酸化により PC-M5 へ変換したのち、最

終的に PtmE による C5-プレニル化が起こると同時に環化することを確認した 3（図

2）。janthitrem/shearinine の生合成では、プレニル化酵素 JanD がジプレニル化し

た後、FAD依存酸化酵素 JanO が環化することは突き止めたが、その詳細は不明で

あった。そこで重酸素水（H218O）中で反応を行いエーテル環酸素の由来を決めた後、

本来とは少し構造が異なる基質を用いた際、shearinine B と共に生じた副生物の構

造をヒントに合理的な反応機構を推定した 4（図 2）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後の lolitrem の場合は LtmE でジプレニル化が起こった後、P450 である LtmJ

で lolitriol に変換された。この時注意深い観察により少量のエポキシアルコールが

蓄積することを見出し、多段階反応を触媒する LtmJ がそれを経由して最終産物

lolitriolへ変換することを確認した 5。エポキシアルコールがラジカル経由で環化す

る経路の妥当性を計算化学的に検証した後、最終的にはモデル化合物 Xに Bu3SnH
を作用させ、ラジカル経由での環化体の生成を実証した 5。 
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以上のように鍵中間体である paxilline, paspalinine や terpendole I（図 1）を用

いることで反応機構を明らかにしつつ短工程で効率よく酵素合成が可能なことを立

証した。今回示した複雑な IDT の生合成経路でほとんどの IDT の変換反応が予想で

き、同じ戦略で天然物ファミリーの網羅的全合成が可能であることを示した 2a。 
進化という面から天然物ファミリーを考察してみると、IDT の BGC は多数の生

物種から発見されることがわかる。つまりこれは BGCごとの水平伝搬が比較的高い

頻度で起こっていると予想できる。従って高い生物活性の示す天然物は、さらなる

分子進化により多くの子孫を残し、天然物ファミリー形成に貢献しているとも考え

られる。実際に優れた活性を有する天然物の BGC が多くのゲノムに集積しているこ

とは、最近我々が行ったポリケタイド系天然物のケミカルスペースを扱った論文で

も議論している 6。 
 
3. セスタテルペンのゲノムマイニング 
天然物の設計図を使った酵素合成に関するもう一つのアプローチは、機能未知

BGC を異種発現して新規物質を生産（ゲノムマイニング）することである。最近行

ったのは、山形大の佐々らが長年の研究の末に発見した、原料供給（PT: C20直鎖中

間体）とその環化（TS）の二つのドメインを有する糸状菌由来二機能性ジテルペン

環化酵素（BFTS: bifunctional terpene synthase）7を用いた研究である。当初興味

深い骨格が得られることを期待して、公開データベース上に見つかった BFTS 遺伝

子 AcOS を発現したところ、C20 ではなく C25 テルペン ophiobolin F を発見した

（図 4）8。これは世界初の C25 テルペン環化酵素の発見であり、新規物質の発見を

予感した。公開データから取得した 120 種 BFTS の系統樹解析から、未知のクレー

ド IA に狙いを定め、一つの

BFTS NfSS を発現して、新規

4 環 性 C25 テ ル ペ ン

sestafisherol の単離に成功し

た（図 5）9,10。同位体標識前

駆体の取り込み実験から環化

機構を調べると、2種の経路が

提唱できた 10,11 (図 6)。一般に

疎水性の高い活性部位で進行 
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するテルペンの環化は、気相反応として扱った分子軌道計算で環化機構をうまく説

明できる 12。NfSS に関する 2 種の環化機構も、全ての段階は大きなエネルギー障壁

を持たず非酵素的にも進行可能なものであった 11。これと符合するように二種の経

路中のカルボカチオン中間体から派生する 2–4 環性の生成物を与える酵素もクレー

ド IA に見つかり、計算による予想が正しいことを立証できた 9,13（図 5, 6）。 
この研究を通して環化酵素

（TS）の進化がどのように起こ

るのかを考察してみた。BFTS
によって合成される C20/C25 
テルペンと構造類似の天然物

は、植物や細菌からも見つかる

が（図 7）、最近、それらを触媒

する酵素が見つかり、異なる生

物由来の TS は配列相同性が低

かった 9。則ち糸状菌/細菌/植物

由来の全く異なる酵素か

ら環化モードが類似した

TS に収斂進化したと考え

られる。単なる確率論から

すれば、環化反応はその機

構から、二重結合の数が増

えればより多様な生成物

を与えるはずである。つま

り環化モードが類似する

必然性は全くない。さらに

報告されたテルペンの中で、最も種類が多いのは C15 であり、C20, C25 の順となる

のも合点がいかない。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この疑問に答えるのに”生物は生存に有利となる天然物を利用している”という仮

説が大きなヒントとなる。この要求に酵素が応えるためには、効率の良い環化体の

図 7 
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創出が重要で、その性能が高い方が淘汰されるため、これに叶った触媒を我々は目

にしているのであろう。以前より TS は、鎖状基質の特定配座を固定し、カルボカチ

オンを発生させると殆ど何もせずとも生成物を生じる酵素と言われてきた 14。想像

を逞しくすれば、C15-TS の場合、配座の自由度が高すぎる中間体を嫌い、まず適度

な反応性を持つマクロ環を形成することで迅速に生成物を与えると考えられる（図

8）。図に示した酵素の役割を満たすように今回見出した C20/C25-TS が、C15-TS と

同じ戦略で進化しているとすれば、何故限られた環化モードしか使わず、多様性は

限定的なのかが、ある程度理解できる。 
 
4. 糸状菌で発見された新規ペプチド生合成経路 
既に数多くの天然物生合成経路が解析され、新たな経路の発見は極めて稀とされ

ていたが、8 年前に従来のような遺伝子相同性に依拠しない方法論で、糸状菌特有の

新規ペプチド生合成経路が見つかった。特にその骨格構築には糸状菌にしか存在し

ない新規酸化酵素が関与していた。最近この酸化酵素遺伝子が他の経路の BGC でも

発見されることから、その普遍性が注目されつつある。問題の環状ペプチド生合成

経路は、普通のタンパク質と同様、リボソームで合成された繰返し配列を持つタン

パク質が前駆体となり生合成される。我々は共同研究により、チロシンなど芳香族

アミノ酸と脂肪族アミノ酸の間で酸化的エーテル環形成が起こり、骨格構築するこ

とを ustiloxin B15aと asperipin-2a15bの２つの系で実験的に証明した（図 9）。新規

酸化酵素は、新たなモチーフ（DUF3328: HxxHC を２組）を持つ膜酵素であり、機

能解析は簡単ではない。候補前駆体ペプチドを化学合成して、酵素活性の検出を試

みたがこれまでのところ成功していない。 
そこで微生物では一般的なリボソームに依存しないペプチド合成系（NRPS）由来

のマイコトキシン cyclochlorotine を取り上げた。その設計図には DUF3328 酵素が

含まれているものの、その機能は不明であった。生産菌の遺伝子破壊および酵素合

成により、酸化酵素 CctP2/O/R が生合成後期の 3 段階反応を触媒することを見出し

た 16。これら酸化酵素は、小さなタンパク質（30－40 kDa）ながら不活性な sp3炭
素の塩素化、水酸化、脱水素化、酸化的エーテル環化など多様な触媒活性を持つ P450
に匹敵する多機能性酵素であり、興味が持たれる。DUF3328 酵素 CctP2/O/R は特

有のオルガネラ中で作用することも分かり、糸状菌の発現系が何故効率よく進行す

るのかを突き止めるモデル系となる可能性もある。今回 3 種の基質が特定されたこ

とから、酵素機能の解明に期待がかかる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9 



5. おわりに  
1980 年代半ばに最初の BGC が見つかってから、天然物生合成研究は、飛躍的に

進展した。2000 年代初めまで天然物の酵素合成など非現実視されていた時代に育っ

た我々の世代にとって、夢のような時代に変貌している。テルペン環化酵素で紹介

したように、一見複雑な反応を触媒する酵素の動作原理は単純である。生物が選択

した装置の種類は限定的で、進化可能であり、反応機構は精緻な計算化学の支援で

予想できる。まだ膨大な数の設計図は手付かずで残っており、タンパク質の設計、改

変はさらなる進化を遂げようとしている。こうした中、独自の視点で切り込めば、酵

素の機能改変と共に新たな生物活性を持った天然物の取得も夢ではない。 
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