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The stereochenlical coursc of GGE)P cyclization in blosynthesis of phomactins is proposed by the

stereochemistry of a cyclization product,phomacta-1(lo,37-triene,isolated fЮ m P/70″ 2α SP.and the

results of incorporation experiments with ‖-13c卜  and 11,2-13cl aCetates. This stereospecific

rearrangement suggests that the cyclization of GGDP to、 vard verticHlen-12-yl cation proceeds through a

boat―form transition state. Isolation of series of phomactatriene derivatives fronl mycelial extracts of thc

phomacJn― producing fungus indicated involvement of verticHen 12-yl cation. Quantum mcchanic

methods(MOPAC 6.0)prOposed involvement of the relatcd cationic intermediates,verticilen-11-yl,8-yl

and 4-yl cations 、vhich 、vould afford phomactatrienc, taxadicne and vertic‖ latrienc, respcctively. To

elucidate a detailed reaction mechanism of macrocyclic formation by diterpene synthase,non― cnzymatic

reaction of verticilen-12-yi cation was conducted.Treatment of verticillol with BF30(OEt2)affOrded

phomacta-1(15),37- t� ene and taxadiene.These experimen愴l results pЮ �de further e� dence on

involvement ofthree cationic intermediates、 vhich are predictcd by MOPA(〕 calculation.

研究 目的

従来天然より有用な生物活性物質が単離 された場合、これを合成する手段は化学合成をおい

て他に方法はなかった。 しか し最近の遺伝子工学的手法により、 目的天然物の生合成に関わる

遺伝子お よび酵素が入手可能になってきた。化学合成では多工程を要す る場合大量供給は困難

なため、環境に優 しい酵素合成法には大きな魅力がある。我々は既に DNA pdymerase αの特異

的阻害剤 として知 られ るジテルペンの全生合成遺伝子の取得に成功す るとともに、炭素骨格合

成に関する環化酵素の反応機構に関 して詳細な知見を得た。 この成果を生か し、今回化学合成

では効率の良い合成法の開発が困難な大員環テルペ ン ph01nac� n B(1)を研究対象に選び、それ

らの酵素的合成に関す る基礎的知見を得ることに した。Phomac�n Bは P/1θr22α 属菌か ら血小板

活性化因子 (PAF)ア ンタゴニス トとして単離 されたジテルペンで喘息、腎炎などの予防治療

用薬剤 となる可能性が指摘 されている。本化合物の合成で鍵 となる骨格合成酵素の反応機構に

関 して検討を行つた。



研究経過 と考察

1.生合成前駆体 phomactatriene骨 格合成の反応経路

Phomactin B(1)は geranylgeranyl diphosphate(GGDP)力 洵彙化 して phomac● tricne(2,Schの 026)

に変換 された後、種々の酸化的変換を受けて生合成されるはずである。そこでまず既知化合物

2の相対配置を詳細な NOE実験データに基づき訂正した後、各種 13c_標
識酢酸の取 り込み実験

を行なった。11,2-13cl_酢 酸による標識パターン (Fig.1)か ら環化酵素 (phomacttt� enc合成酵

素)の活性部位内で GGDPが 12員環を与えるのに都合の良い立体配座を取つた後、ピロリン

酸の脱離に伴い 1,15位および H,12位オレフィンとの間で連続的に炭素炭素結合形成が起こり、

ventillen-12-メ ca■On(3)を経て、2が生成すると推定された。この反応機構では GGDPか らカ

チオン 3への環化と3か ら2を与える 2段階の反応に分けて考えると都合が良い (Scheme l)。

取り込み実験の結果 C15-15-Meの 結合は開裂しないことが解 り、これは最初の環化過程では 1,15

位間の炭素炭素結合形成後生 じるカチオン 4は酵素活性部位中で基質がコンパク トに折 り畳ま

れているため、単結合が回転できないことを示 している。すなわち最初の環化過程では大きな

立体配座の変化はなく、2段階日の転移反応で正しい立体化学を持つ 2を与えるのは、予想さ

れる 2種の経路 (Scheme l)の うち a)に 示した舟型遷移状態を経由するものであることが推定

された。

2.Phomactatriene合成酵素が生成する微量成分の構造

最近のテルペン環化酵素に関する研究から、酵素は 1∞ %の収率で生成物を与えるのではな

く、途中に生じるカチオン中間体の構造を反映 した微量成分を与えることが判つてきた。そこ

で菌体アセ トン抽出物の炭化水素画分の GC分析を行つたところ、主成分である 2の ほか数%

の含量で 10種以上のジテルペン炭化水素が検出された。このうち 4成分に関しては標品との比

較から、scheme 2に 示す構造を持つことが判明した。微量成分 6a,6b,7お よび 9がすべて 12

員環構造を有することから、これ らは仮想環化酵素である phomac● t�ene合成酵素により生産

されたものと推定 した。これ ら微量成分が中間体カチオン 3か ら生じるものと仮定 し、最安定

配座から生じるカチオンの安定性をMOPACに よる分子軌道計算により検討 したところ、Scheme

2に示す 3種のカチオン5A-5Cが 候補としてあがってきた。カチオン 5Aか ら一連の 12-転移

が進行すれば 2および 7を与え、非常に珍しい分子内 1,5-プ ロトン転移により生じるカチオン

5B,5Cか らはそれぞれ 8および 9が生成することになる。興味深いことに phomac��cne(2)は

抗腫瘍性抗生物質 ●xolの生合成中間体 taxadた nc(8)と 同一のカチオン中間体 venicillcn-12-ゾ

cation(3)を経由して骨格構築される。また Bοs″ι〃た carた rffと いう植物の精油成分として知ら

れる venに 11lat� ene(9)も 3を経由して生合成されるはずである。



3.非酵素的反応の実験結果に基づく酵素反応機構の考察

Phomactat� cne合成酵素および炭化水素 8、 9を与える環化酵素がどのように生成物を作り分

けるのかに興味を持ち、vcnidllen-12-yl cation(3)と 同じ炭素骨格を持つ venid1lol(10)を 酸処理

し生じるカチオンがどのような反応性を示すか調べた。化合物 10を CH2C12中 BF3・(OEt)2,~78・ C

で処理 したところ、2種の脱水生成物 6a,6bの ほか、phomactat� eneの二重結合位置に関する異

性体 9がほぼ 1:1:1の比で単離された。同一条件下反応温度を上げていくと、 -2ぴ C以上

では taxadた ne(8)を 含む多数の生成物 に変換 され ることがわか った。以上の結果か ら

phomactat� enc型ジテルペン骨格は非酵素的にも容易に形成されることが示され、phomacttt� ene

合成酵素は 6員環上で 3回生じる 12-転移の最後の段階を、愴xadにne合成酵素の反応では最初

の 1,5-プ ロトン転移を効果的に触媒 していることが合理的に推定できた。Phomac●t�ene合成酵

素が 1,5-プ ロトン転移経由の生成物 9を微量ながら生成することは、環化酵素をコー ドする遺

伝子に適当な変異を導入することで、抗腫瘍性物質 協xol生合成の律速酵素 Lxadtne合 成酵素

に変換 しうることを意味する。
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