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研究成果の概要（和文）：新しいタイプの二次代謝酵素TAS1のホモログを用いて、共生糸状菌からの化合物発掘
を行った。グループC TAS1のホモログがテヌアゾン酸を生合成すること及び、グループD TAS1のホモログがテヌ
アゾン酸とは異なる新規化合物を生合成することを見出した。これらの新規化合物は放線菌が生産するラクタシ
スチンなどのプロテアソーム阻害剤と高い類似性を示し、実際に一部はプロテアソーム阻害活性を示した。ま
た、イネいもち病菌が生産する二次代謝産物ネクトリアピロン類とピリキュロール類が微生物間相互作用に関与
することを示唆するデータを得た。更に、二次代謝制御化合物NPD938の作用メカニズムに関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Using homologs of a new type of secondary metabolism enzyme TAS1, compound 
mining from symbiotic filamentous fungi was performed. We found that a group C TAS1 homolog 
biosynthesizes tenuazonic acid and that group D TAS1 homologs biosynthesize novel compounds 
different from tenuazonic acid. These novel compounds showed high similarity to proteasome 
inhibitors such as lactacystin produced by actinomycetes, and in fact some of them showed proteasome
 inhibitory activity. We also obtained data suggesting that nectriapyrones and pyriculols, which are
 secondary metabolites produced by the rice blast fungus, are involved in the interactions between 
microorganisms. Furthermore, we obtained knowledge on the mode of action of the secondary metabolism
 controlling compound NPD938.

研究分野： 応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糸状菌はゲノム中に膨大な数の二次代謝遺伝子を持つが、これらの役割は大部分が不明である。一方、二次代謝
産物は生物間相互作用に重要と考えられている。本研究では、宿主が明らかな「共生糸状菌」を用いて生物間相
互作用における二次代謝産物の役割を明らかにすることを目指した。その結果、新しいタイプの二次代謝酵素を
活用した共生糸状菌からの化合物発掘、二次代謝活性化による共生糸状菌からの化合物発掘に成功し、これらの
化合物の生物活性を明らかにした。本研究の成果は、糸状菌の共生メカニズムの理解を深めることに貢献する。
更に、得られた知見から、糸状菌と宿主の相互作用を特異的に制御する農薬等の開発への応用が期待できる。

※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 
 糸状菌は二次代謝産物の宝庫であり、ペニシリン等の有用化合物や、アフラトキシン等の有害
化合物を生産する。糸状菌ゲノムからは当初の予想より遙かに多くの二次代謝遺伝子が見出さ
れたが、大部分の二次代謝産物の役割は不明である。また、大部分は実験室条件であまり発現し
ない「休眠遺伝子」であり利用できない（Nature Rev. Microbiol. 13:509-23, 2015）。一方、二
次代謝産物は生物間相互作用に重要と考えられている。研究代表者は、モデル植物病原糸状菌で
あるイネいもち病菌 Pyricularia oryzae を用いて研究してきており、イネいもち病菌のように
宿主が明らかな「共生糸状菌」を用いれば、生物間相互作用における二次代謝産物の役割の解析
ができると考えた。 
 糸状菌の二次代謝遺伝子は生合成遺伝子クラスターを形成し、発現は一括制御される。この制
御には、染色体レベルのエピジェネティック制御や生合成経路特異的転写因子が関与するが、こ
れらの制御ではごく一部の二次代謝産物しか生産誘導されず（J. Am. Chem. Soc. 134: 8212-21, 
2012）、新たな手法が求められていた。研究代表者は、イネいもち病菌で環境シグナルへの応答
に関与する二成分情報伝達系を撹乱し、メラニンやテヌアゾン酸等の生産誘導を引き起こすこ
とに成功していた。更に、テヌアゾン酸生合成酵素 TAS1 が新しいタイプの二次代謝酵素である
ことを見出していた。興味深いことに、TAS1 ホモログを持つのは糸状菌のみで、ほとんどが共
生菌（植物病原菌、昆虫と線虫の病原菌、キノコ）だった。 
 以上の状況から、イネいもち病菌を中心とした共生糸状菌を用いて、TAS1 ホモログを活用し
た化合物発掘及び二次代謝活性化による化合物発掘を行い、宿主生物を用いて二次代謝産物の
役割を解明する研究を提案した。 
 
２．研究の目的 
 糸状菌はゲノム中に膨大な数の二次代謝遺伝子を持つが、これらの役割は大部分が不明であ
る。一方、二次代謝産物は生物間相互作用に重要と考えられている。本研究では、宿主が明らか
な「共生糸状菌」を用いて生物間相互作用における二次代謝産物の役割を明らかにすることを目
指した。 
 研究項目は以下の三つである。(1) 新しいタイプの二次代謝酵素を活用した共生糸状菌からの
化合物発掘、(2) 二次代謝活性化による共生糸状菌からの化合物発掘と活性化メカニズムの解析、
(3) 共生糸状菌の宿主を用いた二次代謝産物の役割の解析。 
 本研究で、糸状菌の共生メカニズムの理解を深めることが期待できる｡更に、得られた知見か
ら、糸状菌と宿主の相互作用を特異的に制御する環境に優しい農薬の開発への応用が期待でき
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 新しいタイプの二次代謝酵素TAS1のホモログを用いて、共生糸状菌から化合物発掘を行う。
TAS1 は我々がイネいもち病菌（Pyricularia oryzae）から発見した新しいタイプの二次代謝酵
素であり、一つの酵素でテヌアゾン酸を生合成する。TAS1 は C-A-PCP-KS のユニークなドメ
イン構造を持ち、KSドメインがユニークな環化反応を行う。C-A-PCP-KS のドメイン構造を持
つホモログは糸状菌に特異的である。TAS1 ホモログを持つのはほとんどが共生菌（植物病原菌、
昆虫と線虫の病原菌、キノコ）であり､共生への関与が期待される。TAS1 ホモログは A から D
の 4 グループに分類できる。 
 
(2) 二次代謝活性化による共生糸状菌からの化合物発掘と活性化メカニズムの解析を行う。テヌ
アゾン酸及びその類縁化合物以外の化合物を取得するために、イネいもち病菌を用いて二次代
謝を活性化し、化合物を発掘する。化合物の生合成遺伝子クラスターを同定し、その転写活性化
メカニズムを明らかにする。更に､見出した二次代謝活性化法の一般性を明らかにする。 
 
(3) 共生糸状菌の宿主を用いた二次代謝産物の役割の解析を行う。発掘した化合物あるいは化合
物の生合成遺伝子の操作株を用いて､宿主生物に対する活性を解析する｡更に、発掘した化合物
を用いて非宿主生物に対する活性を評価し､化合物の生物間相互作用における役割を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
(1) 新しいタイプの二次代謝酵素 TAS1 のホモログを用いた共生糸状菌からの化合物発掘 
 グループ C から Gloeophyllum trabeum（キノコ、植物病原菌）のホモログ（GtTAS1）、グ
ループ D から Tolypocladium album（かび毒の生産菌）と Fusarium oxysporum（植物病原菌）
のホモログ（TaTAS1 と FoTAS1）を使用して解析を行った（図 1）。GtTAS1 のイネいもち病菌
での異種発現を行ったところ、テヌアゾン酸の大量生産が認められ、グループ C はグループ A



 

 

と同様にテヌアゾン酸の生産に関与していることが示唆された。一方、グループ D の TAS1 ホ
モログの大量発現株ではテヌアゾン酸ではない化合物の大量生産が引き起こされた。化合物を
精製し、構造決定したところ、TaTAS1 が新規化合物 1、FoTAS1 が新規化合物 1 と 2 を生合成
していることが明らかになった。1 と 2 の構造から、ベータラクトン構造の前駆体の存在が予想
されたため、T. album の TAS1 ホモログ大量発現株を短時間培養したところ、新規化合物 3 を
生産していることが明らかになった。更に、2 の前駆体と予想される 4 を有機合成した。1-4 の
生物活性を解析したところ、3 に動物細胞とマラリア原虫に対する生育阻害活性が認められた。
1-4 の構造は放線菌が生産するプロテアソーム阻害剤ラクタシスチンと類似の構造であったた
め、プロテアソーム阻害活性を測定したところ、3 に強力な活性、4 に中程度の活性が認められ
た。以上の結果から、グループ D の TAS1 ホモログはプロテアソーム阻害活性を示す新規化合
物の生産に関与し、生物間相互作用に何らかの関与をしていることが示唆された。 

 
(2) 二次代謝活性化による共生糸状菌からの化合物発掘と活性化メカニズムの解析 
 NPD938は我々が理研天然化合物バンクNPDepoの化合物ライブラリーから取得したテヌアゾ
ン酸生産誘導化合物である（図 2）。NPD938 による二次代謝活性化が既知の制御因子を介して
いるかどうかを明らかにした。二次代謝のグローバルレギュレーターLAE1 及び MAP キナーゼ
OSM1 の遺伝子破壊株を用いた解析により、NPD938 によるテヌアゾン酸生産誘導はこれらの因
子がなくても引き起こされることが明らかになった。また、LAE1 の遺伝子破壊株では、生産誘
導が抑制されていたことから、LAE1 を介する経路も存在することが示唆された。RNA-seq によ
る解析により、NPD938処理によりテヌアゾン酸の生合成遺伝子 TAS1 の発現誘導が確認できた。
また、同時にメラニンの生合成に関与する遺伝子群の発現抑制が観察された。次に、二次代謝制
御メカニズムの一般性を明らかにするため、イネいもち病菌で有効な二次代謝活性化法が、他の
糸状菌でも有効かどうかを解析した。その結果、Tolypocladium album（かび毒の生産菌）でも、
NPD938 は二次代謝産物の生産誘導能を示した。生産誘導された化合物はピリドキサチン及びそ
の類縁化合物であることが明らかになった。RNA-seq による解析により、NPD938処理により発
現誘導される遺伝子クラスターを見出
した。この遺伝子クラスターの中の生
合成の鍵遺伝子（PKS-NRPS 遺伝子）
の破壊株ではこれらの化合物の生産が
消失したことから、この遺伝子クラス
ターが生合成に関与することが示唆さ
れ た 。 ま た 、 NPD938 で糸状菌
Fusarium sp. RK97-94を処理するこ
とにより、非常に強力な抗マラリア活
性（IC50=1.5 nM）を示す新規化合物
dihydrolucilactaene（DHLC）を取得し
た。以上の結果から、NPD938 が糸状菌
の二次代謝の制御化合物であることが
示唆された（図 2）。 
 
(3) 共生糸状菌の宿主を用いた二次代謝産物の役割の解析 
 イネいもち病菌を用いて二成分情報伝達系の撹乱を行なうことにより、ポリケタイド化合物
であるネクトリアピロン類の生産誘導を引き起こし、生合成遺伝子クラスターを同定していた。
生合成遺伝子を大量発現させることによりネクトリアピロン類の大量生産を可能にし、新規の
類縁化合物を同定した。また、生合成遺伝子の大量発現株が放線菌 Streptomyces griseus との競合
において有利になることを見出し、ネクトリアピロン類が微生物間相互作用に関与することが
示唆された。また、イネいもち病菌を放線菌 Streptomyces griseus が生産するタンパク質合成阻害
剤シクロヘキシミドで処理することにより、二次代謝産物の dihydropyriculol（DHP）の生産が誘
導されることを見出した。DHP の生理作用は今まで知られていなかったが、DHP は S. griseus に
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対して強力な生育阻害活性を示すことを見出し､微生物間相互作用に関与することが示唆された。
更に、イネいもち病菌において、テヌアゾン酸の生合成遺伝子 TAS1 の発現は感染後期に誘導さ
れ、テヌアゾン酸が感染後期に何らかの機能を持つことが示唆された。また、TAS1 を常時発現
させると、イネのジャスモン酸応答遺伝子等の発現誘導を引き起こし、いもち病菌の感染を阻害
することが示唆された。 
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