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研究成果の概要（和文）：  本研究は、キノコが生産するエリナシンを題材として、これまでに報告例のないゲ
ノムDNA配列を利用した麹菌で異種生産を検討した。１、CRISPR/Cas9法を用いたノックイン法を適用し、高い形
質転換効率を達成し。また、マーカーリサイクル法を用いて多重、多数の生合成遺伝子の同時発現が可能となっ
た。２、エリナシン生合成に必要な遺伝子のゲノム配列を麹菌に導入した、90％のイントロンが正しく除かれ
た。３、エリナシン生合成遺伝子クラスター外に見出したアセチル基転移酵素遺伝子、植物由来のUDP-キシロー
ス生合成遺伝子等計10遺伝子を二回の形質転換によって麹菌に導入し、天然物エリナシンQの生合成を達成し
た。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we investigated the biosynthesis of erinacin isolated from 
mushrooms. 1. The CRISPR / Cas9 method that achieves high transformation efficiency. Furthermore, 
the marker recycling method has enabled the simultaneous expression of multiple biosynthetic genes. 
2. The genomic DNA required for the synthesis of erinacine is introduced into Aspergillus oryzae, 90
% of introns are correctly splicing. 3. We also found an acetyltransferase outside the erinacien 
gene cluster, and UDP-xylose synthetic genes derived from plants. A total of 10 genes were 
introduced into Aspergillus oryzae, the erinacine Q was successfully produced.

研究分野： 天然物化学

キーワード： erinacine　mushroom　Aspergillus oryzae　heterologous expression　CRISPR/Cas9
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研究成果の学術的意義や社会的意義
キノコ由来天然物の生合成研究においては、従来cDNA配列を用いた異種発現が検討されてきた。しかし、通常の
培養条件で転写されない遺伝子のcDNA配列を得ることが困難であり、研究対象が限られていた。子嚢菌と担子菌
のイントロンを比較すると、長さや認識配列が非常に似ていることから、麹菌は担子菌由来の遺伝子でも正しく
スプライシング可能だと着想した。本研究では、キノコが生産する神経成長因子合成促進物質エリナシンを題材
として、これまでに報告例のないゲノムDNA配列を利用した異種生産を達成した。この方法はキノコ由来天然物
質の汎用的な物質生産法につながると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
キノコは我々の生活に密接に関わっている重要な食用資源であり、古くから

健康食品として広く利用されてきた。近年では、免疫活性や抗酸化活性、抗腫瘍
活性を有することから、その薬用効果にも高い関心が寄せられている。このよう
に、キノコは人類にとって有益な機能や成分を有する重要な資源と言える。しか
し、キノコは子実体形成の有無や培養条件の違いで異なる代謝物を与えるため、
その代謝物の安定供給は困難である。この問題の解決には、異種宿主を用いた物
質生産が有効だと考えられるため、本課題では麹菌異種発現系を利用したキノ
コ由来生物活性物質の異種生産を検討した。 
麹菌異種発現系は、テルペンをはじめとする糸状菌代謝産物の生合成経路の

解明と異種生産に活用されてきた。本課題では、これまでほとんど例のないキノ
コ由来の主要なジテルペンの異種生産を試みた。標的に選ぶのは神経成長因子
合成促進物質エリナシンである。キノコの遺伝子は一般にイントロンが多く取
り扱いが難しいが、本研究ではゲノム配列の直接導入による異種発現を検討し
て効率的かつ汎用的な異種発現法の確立を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでほとんど異種宿主を用いた生産例がないキノコ由来の

テルペン系天然物の生合成経路の解明と汎用的異種発現法の確立を目的として
研究を行った。医薬品リードなど高付加価値物質の生産を目指す。従来は目的化
合物の生産条件でキノコを培養して、cDNA を調製する必要があり、生産菌細胞
内で転写されていない遺伝子を対象とすることができなかった。しかし、近年の
ゲノム解析の結果からキノコには一株当たり 10 種以上のテルペン生合成遺伝子
が存在することがわかっており、それら未開拓の遺伝子資源の利用は重要な課
題である。麹菌でゲノム配列の直接導入による異種発現が可能になれば、標的遺
伝子の転写の有無に依存しない天然物探索が可能になると期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子の転写とスプライシング 
エリナシン生合成に必要な遺伝子のゲノム配列をクローン化し、麹菌に導入し
た。得られた形質転換体を培養し、定法に従って Total RNA を抽出した。これを
用いて、逆転写反応を行うことで cDNA を調製した。さらに cDNA をテンプレ
ートとした PCR によってそれぞれの遺伝子を増幅し、遺伝子の転写を確認した。
また、増幅した配列をシーケンス解析し、スプライシングを解析した。 
（２）CRISPR/Cas9 を用いた形質転換 
遺伝子導入にはゲノム編集技術の一つである CRISPR/Cas9 を用いたノックイン
法を適用した。4 か所の遺伝子導入箇所に対して、マーカーリサイクル法を用い
て多重の形質転換を行うことで、最大 10 個の生合成遺伝子を共発現した。遺伝
子導入株を培養して代謝物を分析し、生成物が確認できたものを大量スケール
で培養することで、目的物を単離・構造決定した。 
（３）組換え蛋白質を用いた試験管内反応 
糖転移酵素である EriJ が触媒する反応を明らかにするために、組換え蛋白質を
調製し、試験管内反応を検討した。組換え蛋白質は大腸菌を宿主として発現し、
EriJ タンパク質を調製した。基質は UDP-glucose 及び UDP-xylose を糖供与体と



して、acetylcyathatriol を糖受容体として反応した。 
 
４．研究成果 

Cyathane 型ジテルペンはキノコが生産する重要な化合物であり、100 種以上の
誘導体が存在する。その中でも、エリナシン（erinacines） と striatals は特徴な
化学構造と生物活性を持つことから、その薬用効果にも高い関心が寄せられて
いる。2017年に、Yangらはエリナシン生合成遺伝子クラスターを見出し（図１）、
UbiA タイプのプレニル基転移酵素である EriG が、GGPP から環化体 2 を作るこ
とを明らかにした。しかし、2 の生成以降のエリナシン生合成経路は明らかにさ
れていない。本研究では生産菌のゲノム配列を用いて、麹菌を宿主とする物質生
産を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
過去の研究で高収量を与えた麹菌形質転換体のゲノム解析を行い、麹菌染色

体上で、外来遺伝子が導入されている部位を決定した。同定した導入位置を、外
来遺伝子の高発現部位としてホットスポット (以下 HS) と呼ぶことにする。 4
箇所同定した導入位置、HS201・HS401・HS601・HS801 に対して、エリナシン
生合成遺伝子を導入した。 
まず、遺伝子の転写とスプライシングを解析した。エリナシン生合成に必要な

遺伝子のゲノム配列をクローン化し、麹菌に導入した。cDNA 合成配列シーケン
スした結果、90％のイントロンが正しく除かれていることを明らかにした。残り
の 10%は、PCR により簡単に修正可能である。以上の結果から、麹菌はキノコ
由来遺伝子発現可能であることを示した。 
形質転換には、ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 法を適用し、上記の HS を標的

として部位特異的に相同組み換えを誘発することで、生合成遺伝子を導入した。
宿主である麹菌 ligD 欠損株（AO-NSPlD1）の HS801 にエリナシン基本骨格を作
るために必要だと考えられる eriEG 遺伝子を導入し、形質転換体 AO-eriEG を構
築した。上記のゲノム編集技術の適用により、得られた形質転換体の 90％以上
で標的遺伝子の導入が確認できた。形質転換体の代謝産物を分析し、目的化合物
cyathadiene (2, 30.6 mg/L)を生産していることを明らかにした。 
遺伝子クラスターには三つの P450 遺伝子 eriACI が存在する。それぞれの P450

は、化合物２の C11/C14/C15 位のヒドロキシ化を触媒すると予測した。各酵素
の機能や反応の順序を調べるために、形質転換体 AO-eriEGIJ、 AO-eriEGAC、
AO-eriEGACIJ、AO-eriC、 AO-eriAを構築した。各形質転換体の生産物の分析及
び微生物変換によって、EriI が C14 のヒドロキシ化、EriC が C15 のヒドロキシ
化を触媒することが分かった。EriA はシトクロム P450 還元酵素 (CPR) 或いは

図１：A：エリナシン類化合物；B：エリナシン生合成遺伝子クラスター。 



short chain reductase（EriH）存在下、C11 のヒドロキシ化を触媒することを明ら
かにした。 
エリナシン生合成にはアセチル基転移酵素が必要である、しかし、2017 年に

報告された遺伝子クラスター内には該当する酵素遺伝子が存在しない。我々は
pleuromutilin 生合成クラスターにコードされるアセチル基転移酵素 Ple2 のアミ
ノ酸配列をクエリとして、エリナシン生産菌ゲノム配列に対して相同性検索を
行い、28％の相同性を示す酵素遺伝子 eriL を見出した。本酵素の機能解析によ
り、EriL が O-アセチル化を触媒することを明らかにした。 
続いて、エリナシン生合成に関わると考えられる遺伝子 eriEGICAHLJ をすべ

て麹菌に導入した。これにより天然に存在するキシロース配糖体 erinacine Q (1) 
が生産されることを期待したが、目的の 1 は生産されなかった。代わりに glucose
配糖体 erinacine Q2（12）が生産された。これは、麹菌細胞内で UDP-xylose が供
給されていないためだと考えられた。そこで、植物シロイヌナズナ由来の UDP-
xylose（11）生合成遺伝子（AtUGD3, AtUXS3）を麹菌に導入し、1 の生産を再度
検討した。これにより、最終産物 1 の全生合成を達成した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
糖転移酵素である EriJ が触媒する反応を明らかにするために、組換え蛋白質

を調製し、試験管内反応を検討した。9 と 10 を糖供与体として、化合物 6 を糖
受容体として反応を行った。反応生成物を LC-MS で解析した結果、どちらの糖
供与体を用いた場合にも反応の進行が確認できたが、9 を用いた方がより速く反
応が進行したことから、9 が真の糖供与体であることが分かった（図 3）。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2：エリナシン生合成経路 
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図 3：EriJ の酵素反応解析 



本研究は、麹菌で外来遺伝子高発現部位 HS を同定した。また、遺伝子導入に
ゲノム編集技術の一つである CRISPR/Cas9 を用いたノックイン法を適用するこ
とで、高い形質転換効率を達成した。エリナシン生合成に必要な遺伝子のゲノム
配列をクローン化し、麹菌に導入した。遺伝子の転写とスプライシングを解析し、
90％のイントロンが正しく除かれていることを明らかにした。残りの 10%は、
PCR により簡単に修正可能である。以上の結果から、麹菌はキノコ由来遺伝子
発現可能であることを示した。最後に、エリナシンの生合成遺伝子や、遺伝子ク
ラスター外に見出したアセチル基転移酵素遺伝子、植物由来の UDP-キシロース
生合成遺伝子等計 10 遺伝子を二回の形質転換によって麹菌に導入し、天然物 1
の生合成を達成した。 
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