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研究成果の概要（和文）：麹菌による異種発現系を用いて、生成物不明の近縁酵素遺伝子の網羅的発現による世
界的にも珍しい物質生産を試み、約５割の確率で天然物生産が可能なことを明らかにした。また新規テルペン合
成酵素の環化機構を明らかにするとともに修飾酵素の発現による既知および新規天然物の生産に成功した。本発
現系が子嚢菌のみならず担子菌の天然物の生産にも適用可能であることを示すとともに、世界初の子嚢菌由来リ
ボソーム依存型ペプチドの生合成機構の解明にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Using Aspergillus oryzae expression system, we have succeeded elucidation of
 enzymatic mechanism of several important natural products such as C20/C25-terpenes, ribosomal 
peptide and mushroom antibiotics. Especially, we proved the expression system is reliable for 
production of known and novel natural products (terpenoids) using uncharacterized biosynthetic gene 
clusters.

研究分野： 生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
生物が生産するペニシリン、プラバスタチン
などに代表される多様な天然物を我々は臨
床用の医薬品として利用してきた。糸状菌な
ど微生物は、そのゲノム上に天然物の生合成
遺伝子クラスターを多数持つことから、多数
の生物活性天然物を生産しているが、同時に
使用することはなく、環境に応じ複雑な制御
機構により使い分けるものと推定されてい
る。天然物の生合成経路の解析には、生合成
遺伝子クラスター上の遺伝子破壊や転写因
子の過剰発現などがあるが、万能ではない上
に個別に適正化しなければならない短所が
ある。 
 我々は、糸状菌天然物の生合成に必要な遺
伝子数が少ないことに注目し、異種発現によ
る物質生産法を検討してきており、方法論の
検証や生合成経路の解析のほか、多数遺伝子
同時導入や生合成における各反応順序の特
定などで実績をあげてきた。遺伝子クラスタ
ーの異種発現法は、あらゆるタイプの糸状菌
天然物がたった一つの方法論で合成できる
ため、世界的にも注目され利用され始めてい
るが、多数遺伝子導入による糸状菌天然物生
産を指向した研究は少ない。我々が扱ってい
る麹菌は種々のホストの中でも導入遺伝子
を忠実に発現する優れた異種発現能があり、
これを用いた様々な応用展開が可能と考え
た。 
２．研究の目的 
糸状菌ゲノム上には、天然物の設計図となる
生合成遺伝子が密集したクラスターが多数
存在するが、その多くが休眠状態にあること
が知られている。最近、我々は代表的な宿主
である麹菌に糸状菌天然物の生合成遺伝子
を順次導入して強制発現させることにより、
生合成各段階の生成物の構造を明らかにし
ながら、標的天然物を生産する生合成マシナ
リー再構築法を開発した。この方法論の応用
例として、より困難な休眠クラスターからの
未知物質の生産を検討する。ここで得る知見
を生かして、ゲノムデータと該遺伝子の発現
解析から、注目する生命現象で作用する物質
のクラスターを同定するとともに異種発現
による産物の構造を決定し、その機能を解明
する。 
３．研究の方法 
公開ゲノムより選択したテルペン環化酵素
遺伝子 25 種を麹菌に導入した株（4 個/株）
のミニライブラリーを作成し、新規化合物
生産株を選別する。新規物質のクラスター
を用いて麹菌にて生合成マシナリーを再構
築（異種発現）し、新規物質を生産する。
この過程で得られた知見を基に、新規ペプ
チド系天然物の普遍的生合成経路の解明、
キノコ由来の生物活性物質の生産を麹菌異
種発現系を用いて達成する。さらに植物病
原糸状菌が、その感染時特異的に発現する
毒素の生合成クラスター情報を基に、その
産物の生産および構造決定を行ない、病害

進行における毒素の機能解析ができるかを
検討する。 
４．研究成果 
 ゲノム上の未知遺伝子クラスター網羅的
に発現して天然物生産が可能かを検証する
ため、C20/C25 テルペン環化酵素（TS）遺伝
子を植物病原菌を中心とした糸状菌から 25
種選び発現した。その結果、約半数の 13 種
で物質生産を確認した。その中で系統樹解析
で 全 く 解 析 例 が な か っ た Neosartorya 
fischeri 由来の NfSS の発現では、新規 4環
性 C25 テルペン sesterfisherol が単離され
た。この NfSS の同位体標識体を用いた in 
vivo 及び in vitro 解析により、水素転位の
みで全く骨格転位を伴わない環化機構を明
らかにした。これにより、初期にシクロペン
タン環の形成が生じた後、様々な環化が生じ
る機構にC20/C25テルペンの２種のタイプが
あることを明らかにした。類似の 100 種を超
える酵素の機能と配列相同性には相関があ
り、アミノ酸配列からおおよその生成物の構
造が推定可能になった。NfSS と近縁の４種の
酵素の機能解析から、類似の骨格を持ちなが
ら環形成時に複数の立体異性体を生じる新
規の環化機構であり、その触媒機構の詳細を
分子軌道計算にて解析することに成功した。 
 Cochliobolus 属菌、Colletotrichum 属菌
などの植物病原菌が感染時特異的にしか発
現していないため、その構造解析が困難だっ
たC25テルペン生合成遺伝子クラスターを麹
菌で発現させ、ophiobolin, terpestacin, 
betaestacin という既知および新規テルペン
系物質の生産に成功した。また生産菌の
betaestacin 生合成の初発酵素遺伝子破壊を
行い、分生子形成能の解析にも展開した。 
 生産菌のゲノム解析から取得した抗生物
質プロイロムチリンの生合成遺伝子クラス
ターを用い、合計 7種ある遺伝子を麹菌で異
種発現した。まず基質合成酵素、環化酵素遺
伝子を導入した株から、プロイロムチリンの
骨格を持つ中間体プレムチリンを単離した。
次いで大腸菌で大量発現した酵素の N-末及
び C-末ドメイン変異株を用いて、直鎖前駆体
ゲラニルゲラニル二リン酸から５−６員環の
二環性骨格中間体を経て、プレムチリンに至
る環化機構を解明した。さらに３種の酸化酵
素遺伝子の導入株が、環化中間体からムチリ
ンを、修飾酵素遺伝子の導入株がさらなる変
換（アシル基転移／水酸化）することにより
プロイロムチリンに変換されることを見出
した。本成果はキノコ代謝産物に関して全経
路を解明しながら異種生産を行った世界初
の例となった。 
 キノコを除く糸状菌から初めて見つかっ
たリボソーム依存性ペプチドであるウスチ
ロキシン に関して、推定した生合成経路に
基づき実験を行った。前駆体ペプチド ustA
と 3 種の予想酸化酵素 ustQ/ustYa/ustYb を
コードする遺伝子を導入した麹菌株は、最初
の単離可能な中間体 N-デメチルウスチロキ



シン F を生産した。これにより糸状菌リボソ
ーム依存性ペプチドに特徴的な大環状エー
テルは、酸化的閉環により形成されることを
明らかにした。ウスチロキシンのユニークな
芳香環側鎖の導入機構は、予想された 3種の
組換え酵素 ustF1/F2/D を用いて機能解析を
行い、非常に興味深いヘテロ原子の酸化や脱
炭酸が関わる変換反応を見出した。 
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