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研究成果の概要（和文）：糸状菌Talaromyces islandicus の染色体上には、40%以上の同一性（identity）を示
すポリケタイド合成酵素遺伝子が３種類存在していた。こうした遺伝子重複は、天然物が多様性を獲得する上で
一つの鍵と考えられている。本研究課題では、見いだした生合成遺伝子を①全てのクラスターに必ず存在する遺
伝子（A群）、②複数のクラスターに存在する遺伝子（B群）、③特定のクラスターにしか存在しない遺伝子（C
群）に分類し、各群の生合成酵素の機能解析を行うことで、「遺伝子の重複が構造多様性の創出に与える影響」
について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Talaromyces islandicus is a unique fungus that produces more than 20 numbers
 of anthraquinones (AQs) and their dimeric natural products, bisanthraquinones (BQs). These 
compounds share a 9,10-anthracenedione core derived from emodin. Two biosythentic genes for 
synthesizing AQs and BQs were characterized by performing heterologous expression, 
biotransformation, and in vitro enzymatic reactions, providing insight into the structural 
diversification mechanism to synthesize structurally related AQs/BQs.

研究分野：天然物化学

キーワード： 天然物　生合成　酵素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
天然物は、生物が数十億年かけてスクリーニングした機能性分子である。低分子医薬において中心的な役割を果
たしている他、タンパク質間相互作用の制御、標的タンパク質の分解誘導などの新しい概念に基づく創薬研究に
おいてもその重要性が指摘されている。こうした多彩な生物活性は、天然物のもつ特徴的な化学構造に起因して
いる。本研究により、その構造多様性が創出されるメカニズムの一端を解明できたため、将来的には、生物シス
テムを模倣する形で、新たな天然物を合理的につくりだすことができるようになると考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 微生物や植物が生産する天然物の魅力は、人知を超えた複雑な化学構造と強力な生物活性に
ある。また、1980年代に天然物をつくるための遺伝子がゲノム上の特定の箇所にまとまって存
在していること（生合成遺伝子群とよぶ）が明らかにされたことを契機として、「複雑な骨格が
如何にして構築されているのか？」を解明する生合成研究も急速に進展してきた。今では、四
大抗生物質（アミノグリコシド、マクロライド、テトラサイクリン、β-ラクタム）をはじめと
して、様々な種類の天然物の生合成経路が解明されている。個々の化学反応を触媒する酵素の
精密機能解析も活発に行われており、天然物特有の化学構造が構築される触媒機構も明らかに
されつつある。一方、申請者の知る限りにおいて、「進化の過程で天然物はどのようにして構造
多様性を獲得してきたのか？」という本質的な問いに迫る研究成果は限定的である。 
 
 こうした背景下、申請者が提案している「PKS-NRPS の共進化仮説」を裏付けるためのバイ
オインフォマティクス解析の過程で、糸状菌 Talaromyces islandicus の染色体上に 40%以上の同
一性（identity）を示す還元型ポリケタイド合成酵素遺伝子が３種類存在していることに気づい
た（TiPKS1-3）。周辺に位置する遺伝子を比較したところ、①全てのクラスターに必ず存在す
る遺伝子（A 群）、②複数のクラスターに存在する遺伝子（B 群）、③特定のクラスターにしか
存在しない遺伝子（C 群）がみつかったことから、これらの遺伝子群は構造類縁体の生合成に
関与することが示唆された。このように、一つの菌株が相同性の高い遺伝子のセットを 3種類
ももっている例は珍しく、天然物が構造多様性を獲得する上で重要とされている“遺伝子重複”
の影響を検証する格好の研究対象と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、天然物が構造多様性を獲得する際の遺伝子重複の重要性などを明らかにす
ることを目的として、以下の３項目について検討した。 
 
(1) T. islandicus の染色体上に重複して存在する天然物生合成酵素遺伝子（A/B群）の網羅的解
析 

(2) 特定のクラスターに存在する修飾酵素遺伝子（C群）の機能解析 
(3) 人為的な遺伝子重複による構造多様性の創出 
 
３．研究の方法 
 
 上述した目的を達成するため、以下に示す４つの項目（A-D）について主に検討した。 
  
（A）項目(1)の検討１：骨格構築酵素と修飾酵素の機能解析 
 相同性検索の結果、各クラスターに共通する骨格構築酵素はアントラキノン系天然物の共通
中間体として知られているエモジンの生合成に関与する骨格構築酵素と高い相同性を示した。
そこで、A群に分類される骨格構築酵素（skyG）、チオエステラーゼ（skyF）、デカルボキシラ
ーゼ（skyH）に加えて、B群に分類される機能未知酵素（skyX）と C群に分類される cytochrome 
P450（skyM）が存在するクラスター１に着目して、麹菌を宿主とした異種発現を行った。具体
的には、形質転換体（AO-skyGFH、AO-skyGFHXM）を構築し、各形質転換体が生産した代謝
産物の単離・構造決定を行った。 
 
（B）項目(1)の検討２：クリソファノール生合成経路の解明 
 T. islandicusのもつ２つ目のクラスターに着目すると、B群に分類される修飾酵素遺伝子（chrB）
が存在する。この脱水酵素をクエリーとして検索すると、chr オーソログを含む他のクラスタ
ーでは２つの還元酵素遺伝子が隣接して存在することが多いことがわかった。これを踏まえて、
還元酵素遺伝子を改めて探索すると、染色体上の別の位置に２つの還元酵素遺伝子（chrK，chrC）
を見いだした。これら３種の酵素の機能を解明するため、エモジンを基質とした微生物変換お
よび組み換え酵素を用いた in vitro反応を行った。 
 
（C）項目(2)の検討：二量化酵素の機能解析 
 項目(1)の実験過程で、C群に分類される SkyMがエモジンの２量化反応に関与することが示
唆された。そこで、本酵素の機能を解明するため、５種のエモジン類縁体を用いた微生物変換
反応を行った。 
 
（D）項目(3)の検討：T. islandicusの遺伝子操作法の確立 



 T. islandicusにおける人為的な遺伝子重複を行うためには、遺伝子操作法の確立が必要不可欠
である。そこで、T. islandicusが生産する cyclochlorotineの生合成遺伝子を対象として、遺伝子
破壊の実験手法を確立した。 
 
４．研究成果 
 
・項目(1)に関する研究成果 
 構築した形質転換体（AO-skyGFH、AO-skyGFHXM）の生産した代謝産物を単離・構造決定
したところ、AO-skyGFHではエモジン、AO-skyGFHXMではスカリシンの生産を確認した。以
上の結果と相同性検索の結果を考慮すると、SkyGFHXによりエモジンが生産された後、SkyM
がエモジンの２量化反応を触媒してスカイリンが生産したと考えられる（図１）。また、この実
験の過程で、エモジンやスカイリンのような色素を生産する形質転換体は寒天培地上でも特徴
的な色を呈するため、スクリーニングが不要であるという新しい知見を得た。後述する実験結
果を考慮すると、T. islandicusは生合成中間体に相当するエモジンの生合成遺伝子を重複して保
持しており、その結果として、20種類以上におよぶ類縁体を合成していることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：スカイリンの生合成経路と取得した２量体の化学構造 
 
 また、B 群に分類された３種の修飾酵素がエモジンからクリソファノールへの変換反応に関
与することを明らかにした。この反応では、ChrK によるキノン部分の還元、ChrC による二重
結合の還元、ChrB による脱水反応が段階的に進行し、最終的にはエモジン A 環上にある２つ
の水酸基の一方が除去される。解明したメカニズムは、A/C 環の他の水酸基が除去された AQ
類縁体の生合成経路も説明できるものである。１）クリソファノールの生合成に関わる遺伝子
が２箇所に分断して存在していたこと、２）T. islandicusが生合成に関連する複数の遺伝子群を
保持していることを考えると、T. islandicusにとって AQ/BQは重要な生物活性をもっており、
そのため、水平伝播などにより獲得した AQ/BQ 生合成遺伝子を積極的に保存しているのでは
ないかと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：エモジンからクリソファノールへの生合成経路 
 
・項目(2)に関する研究成果 
 SkyMによる２量化反応をエモジン類縁体（カテナリン、ω-ヒドロキシエモジン、フィシオ
ン、クリソファノール、イスランジシン、クリサジン）を用いて検討した結果、カテナリンで
のみ、対応する２量体ジカテナリンの生成を確認した。また、エモジンとカテナリンを混合し
た場合には、スカイリンとジカテナリンに加えて、各モノマーユニットが連結したヘテロ２量
体の生成を確認した。スカイリンとジカテナリンの CD スペクトルはミラーイメージになって
いたことから、鏡像体の関係になっているという興味深い知見を得た。ここで単離したジカテ
ナリンは、T. islandicusから単離されたジカテナリンのエナンチオマーであるため、T. islandicus
には SkyMとは異なる２量化酵素が存在することが示唆された。 
 



・項目(3)に関する研究成果 
 T. islandicusが生産する cyclochlorotineの生合成に関わる６つの遺伝子（cctP1, cctP2, cctO, cctR, 
cctQ, cctS）を対象として遺伝子破壊実験を行うことで、生合成中間体の蓄積を観測した。これ
により、T. islandicusにおける遺伝子破壊操作が適切に行えていることを確認した。さらに、蓄
積された中間体を単離・構造決定すると、想定された中間体の構造異性体であるという興味深
い知見を得た。 
 
・その他の研究成果 
 本研究により、麹菌を宿主とした異種発現においては、細胞内という複雑系であるにも関わ
らず、本来の機能に応じたポリケタイド鎖を生産していることがわかった。そこで、他骨格構
築酵素の機能解析を行ったところ、直鎖ポリヒドロキシポリケタイドを与える骨格構築酵素の
機能解析にも成功した。 
 
 以上の結果は、原著論文４報、図書１冊、学会発表９件として公表した。 
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