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研究成果の概要（和文）：医薬資源として重要な化合物群であるポリケタイド化合物の基本炭素

骨格を作り出すポリケタイド合成酵素 PKS、なかでもタイプ I 繰返し型 PKS を対象として、反

応制御機構の解明を試みた。6-メチルサリチル酸合成酵素においては、これまで未同定であっ

た新規機能ドメインとその機能を明らかにした。また、多環性芳香族化合物や還元型化合物合

成の PKS、PKS とペプチド合成酵素が融合した PKS-NRPS についても反応制御に関わる新たな知

見を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Polyketide synthases (PKSs) are important enzymes involved in the 
construction of basic carbon skeletons of polyketides. In this study, structure and 
reaction control mechanisms by iterative type I PKSs were investigated. On the 
6-methylsalicylic acid synthase, a new catalytic domain named “Thioester Hydrolase” 
domain was identified which is involved in the product release. In addition, new aspects 
on the reaction control mechanisms of non-reducing type I PKSs, reducing type I PKSs, 
and PKS-NRPS (non-ribosomal peptide synthase) were identified. 
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１．研究開始当初の背景 
 糸状菌の生産するポリケタイド化合物は、
ロバスタチンなどのスタチン類や、グリセオ
フルビンに代表されるように様々な生理活
性物質の供給源であるが、その構造がロバス

タチンなどの還元型化合物かグリセオフル
ビンなどの芳香族化合物であるかに関わら
ず、縮合酵素 KS、アシル基転移酵素 AT、ア
シルキャリヤープロテイン ACPを基本ドメイ
ンとするほぼ同一の architecture からなる
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タイプ I 繰返し型ポリケタイド合成酵素
（PKS）によって、各酵素特異的に生産され
ており、その反応制御の巧妙さとともに、タ
イプ I繰返し型 PKS の有する物質生産の高い
ポテンシャルを示している。このタイプ I繰
返し型 PKS においては、各活性中心が繰返し
て反応に関与して化合物合成活性を示すこ
とから、その反応制御機構に興味が持たれて
きたが、その理解はほとんど進んでいなかっ
た。また、タイプ I繰返し型 PKS は、モジュ
ール型 PKSの単独モジュールに相当するもの
の、最も小さな PKS であってもサブユニット
の分子量が 20 万近くであり、その構造に関
する情報はほとんど得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
 糸状菌のタイプ I 繰返し型 PKS は、一本の
大きなポリペプチド上にポリケタイド生成
反応に関わる機能ドメインである KS、AT、ACP
の基本ドメインの他、還元、脱水、メチル化、
閉環などの修飾ドメインが存在し、これらが
機能的に協調し、見掛け上、繰返して反応に
関与し、最終的に各 PKS に特異的な炭素骨格
が 構 築 さ れ る 。 こ の 基 本 的 に 同 一 の
architectureをもつPKSにより生み出される
化合物は、多環性芳香族化合物から高度に官
能基化を受けた脂肪族化合物に至るまで、炭
素鎖長、閉環様式など非常に多様性に富み、
これが糸状菌タイプＩ繰返し型 PKSの特徴と
なっている。しかし、その反応制御機構、例
えば生成物の炭素鎖長の制御や還元段階の
制御などの機構については、未だ不明な点が
多く、これを明らかにしていくことが本研究
の目的である。研究代表者がこれまでに取得
してきた芳香族、還元型の各種糸状菌由来の
タイプ I 繰返し型 PKS 遺伝子を材料として、
そのタンパク構造と反応制御機構をできる
だけ詳細に解析し、そこで得られた情報を基
盤としてタイプ I繰返し型 PKS 反応制御機構
のロジック組み立てを目指した。 
 
３．研究の方法 
 これまでの研究からタイプＩ繰返し型 PKS
の各ドメインの基本的な機能については明
らかにされてはいるが、各酵素に特異的な機
能、例えば、如何に縮合反応の回数が制御さ
れ、生成物の炭素鎖長が決定されるか、ある
いは、還元反応やメチル化などの修飾反応の
位置特異性がどのように制御されているか
などは未解明であった。このタイプＩ繰返し
型 PKSのタンパク構造と反応制御機構を解明
することが本研究の課題であり、単環性芳香
族化合物合成の SA-PKS、多環性芳香族化合物
合成の AR-PKS、還元型化合物合成の RD-PKS、
PKS と非リボソームペプチド合成酵素のハイ
ブリッドである PKS-NRPS について、以下の
方法で検討した。 

（１）SA-PKS 
 単環性芳香族化合物合成の SA-PKSとして、
6-メチルサリチル酸合成酵素 MSAS とオルセ
リン酸合成酵素 OAS を取り上げた。糸状菌
Aspergillus terreus 由来の MSAS である ATX
について、既に N-末欠失体と C-末欠失体の
酵 母 で の 共 発 現 実 験 に よ り 、
subunit-subunit 間の相互作用と四次構造の
推定を報告したが、これをより詳細に検討す
るため、各活性中心ドメインにマルチで変異
を導入した変異体の共発現を行う。更に ATX
タンパクを酵母あるいは糸状菌の高発現系
を用い、タンパク精製、結晶化を試みる。ま
た、OAS として、放線菌由来のタイプＩ繰返
し型 PKS である AVIM を用い、その精製と結
晶化を試みる。OAS は縮合酵素 KS、アシル基
転移酵素 AT、およびアシルキャリヤープロテ
イン ACP の基本ドメインのみからなる PKS タ
ンパクであり、これにケト還元 KR、脱水 DH
のドメインが付加した PKS が MSAS であり、
OAS と ATX(MSAS)の構造を比較することによ
り、MSAS 反応における KR、DH ドメインの構
造的、機能的関わりの解析を目指した。 
 
（２）AR-PKS 
 多環性芳香族化合物合成の AR-PKS は、縮
合酵素 KS の上流、N-末部分に機能未同定の
領域と C-末に申請者らが同定した Claisen 
cyclase ドメイン CYC をもつ。AR-PKS は同一
architecture でありながら、２環性ペンタケ
タイドから４環性ノナケタイド以上の生成
物炭素鎖長を酵素特異的に規定しており、こ
の炭素鎖長決定機構の解明が一つの課題で
あった。それまでの予備的検討を基に、N-末
から KS-AT-ACP までの PKS 本体と C-末の
Claisen cyclase ドメイン CYC を切り離して
も、両者を共発現させることにより互いに機
能相補し、本来の PKS 活性を示すことが考え
られていた。そこで、これまで代表者がこれ
までに取得した各種 AR-PKS 遺伝子を中心と
して、それぞれの CYC ドメインを単独酵素と
して発現させ、Claisen 閉環における基質特
異性などについて検討した。 
 
（３）RD-PKS 
 還元型化合物合成の RD-PKS は、その生産
化合物の構造が最も多様性に富むものであ
り、その反応制御機構もより複雑であること
が想定された。そこで、既に遺伝子をクロー
ニングし、発現、機能同定を報告しているア
ルタナピロンの合成酵素 PKSN についてまず
検討した。その触媒する反応の特徴は、位置
特異的なマルチ C-メチル化と還元の制御で
あり、9 回の縮合反応中、8 回のメチル基導
入が PKSN 酵素中央のメチル基転移酵素ドメ
イン MeT の働きにより触媒されるため、この
ドメインに位置特異的変異導入を行い、各ア



ミノ酸残基の役割について検討した。また、
PKSN を得たジャガイモ夏疫病菌 Alternaria 
solani よりソラナピロン生合成遺伝子クラ
スターのクローニングを行い、ソラナピロン
生合成の初発酵素である RD-PKS プロソラナ
ピロン合成酵素 PSSの機能についても検討し
た。 
 
（４）PKS-NRPSハイブリッド酵素 
 研究代表者が進めてきた糸状菌 PKS遺伝子
のクローニングにおいて、また、糸状菌のゲ
ノムプロジェクトの結果からもタイプＩ繰
返し型PKSのC-末に非リボソーム型ペプチド
合成酵素(NRPS)が付加した PKS-NRPS ハイブ
リッド酵素遺伝子の存在が見出されていた。
しかし、遺伝子破壊などにより PKS-NRPS ハ
イブリッド酵素の関与が示されているもの
はいくつか報告されてはいたものの、
PKS-NRPS ハイブリッド酵素の機能が直接同
定されたものはなかった。そこで、麹菌
Aspergillus oryzae に見出された PKS-NRPS
を機能的に発現させ、その機能を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）SA-PKS 
 単環性芳香族化合物合成の SA-PKSとして、
A. terreus 由来 6-メチルサリチル酸（6MSA）
合成酵素 ATX について、その活性中心ドメイ
ン KS、AT、脱水酵素 DH、還元酵素 KR、ACP
変異体の酵母での発現を行い、KR 変異体以外
は、活性を失うこと、KR変異体は triacetic 
lactone（TAL）を遊離することを確認した。
次いで、各ドメイン変異体を全ての組合せで
酵母にて共発現させ、いずれの組合せでも
6MSA 合成能を回復すること、さらに単独ドメ
イン変異体とそれ以外の 4ドメイン多重変異
体の共発現では、いずれの組合せにおいても
6MSA 合成能を回復することを確認した。この
結果は、ATX において、各活性ドメインが他
のサブユニット上の各ドメインと非常に大
きな自由度で相互作用できることを示して
おり、そのサブユニット間相互作用モデルを
提出した。この高次構造を確認するため、ATX
の精製について検討してきたが、大腸菌を宿
主として、ホスホパンテテイン転移酵素と共
発現させることにより、活性型として発現で
きること、また、His-tag を付加することに
より、アフィニティーカラムで精製できるこ
とを確認した。 
 KR ドメインによる還元を受けて生成した
トリケタイド還元中間体の水酸基を脱水す
ると考えられていたDHドメインの変異体DHm
で生成物が確認されなかったことから、DH が
中間体の脱水反応以外の機能をもつ可能性、
特に生成物の ACP からの release などに関与
する可能性について検討した。まず、ATX を

大腸菌において活性型として発現させ、アフ
ィニティーカラムに供することで精製 ATXを
調製した。次いで、[2-14C]malonyl-CoA を含
む基質混合液と、野生型 ATX および DHm をそ
れぞれ反応させたところ、DHm タンパクのみ
が 14C 標識され、一方、野生型 ATX 反応溶液
からは 14C 標識 6MSA が遊離された。この結果
から、DH の反応が起こらないと 6MSA は遊離
せず、中間体が酵素に結合したままになるこ
とが明らかとなった。中間体が結合した DHm
の化学的加水分解反応により 6MSA が検出さ
れ、DHm 結合中間体はテトラケタイドであり、
ATXの反応においてDH様ドメインの関与なし
にテトラケタイド中間体の形成まで反応が
進行することが確認された。この結果はまた、
DH が酵素から生成物を遊離するための機能
ドメインであることを示唆した。そこで、中
間体を結合した DHm と intact の ATX を
incubate したところ、6MSA が酵素的に遊離
されることが確認された。DHm 自身にはこの
遊離活性は認められず、これまで DH と呼ば
れてきたこのドメインが酵素から生成物を
遊離するための機能ドメインであることを
明らかにした。さらに、この DH 様ドメイン
と Inter Domain からなるフラグメントタン
パクを発現させ、その活性をモデル基質であ
る 6MSA S-NAC（N-acetylcysteamine）体を用
いて検討したところ、このフラグメントが
6MSA S-NAC体の加水分解活性を持つことが確
認された。そこで、この DH 様ドメインを新
たな機能ドメイン Thioester Hydrolase（TH）
と命名した。 
 オルセリン酸合成酵素 AVIM については、
その大腸菌での発現を試みたが、タンパクと
しては高発現するものの、酵素活性が認めら
れなかった。現在、大腸菌のコドンに合わせ
た全長 AVIM 遺伝子を合成し、その発現を試
みている。 
 
（２）AR-PKS 
 多環性芳香族化合物生成の AR-PKS につい
ては、これまでにヘプタケタイド合成酵素で
あ る Aspergillus nidulans 由 来 wA 、
Aspergillus fumigatus 由来 alb1、ノナケタ
イド合成酵素である Phoma sp.由来 pnk2、
Colletotrichum lagenarium 由来ペンタケタ
イド合成酵素である pks1 などの各 PKS 遺伝
子の取得、発現と機能解析を行ってきた。
AR-PKS の炭素鎖長制御機構解明のための新
しい対象を得るため、Wangiella dermatidis
より得られた WdPKS について、その異種糸状
菌での発現を検討した。その結果、これがヘ
キサケタイドであるアセチルテトラヒドロ
キシナフタレン合成酵素であることを確認
し、AR-PKS の炭素鎖長制御機構解明のための
新しい対象を得ることができた。 
 ついで、ヘプタケタイドナフトピロン合成



酵素である Alb1 について、その C 末の
Claisen サイクラーゼドメイン CYC を欠失さ
せた単独酵素として酵母にて発現させた。こ
の欠失酵素はヘプタケタイド合成酵素とし
ては機能するものの、CYC の欠失により非酵
素的にデヒドロシトレオクマリン DHCI を遊
離する。そこで、異なる炭素鎖長を与える
AR-PKS の CYC が Alb1 欠失体 ACP 上のヘプタ
ケタイド中間体を認識し、Claisen 閉環と遊
離を触媒できるかどうかを確認するため、ノ
ナケタイド合成酵素 PNK2 の CYC、およびペン
タケタイド合成酵素 PKS1 の CYC をそれぞれ
Alb1 の CYC 欠失体と酵母にて共発現させた。
その結果、PNK2-CYC は Alb1-CYC と同様の閉
環活性を示しナフトピロン YWA1を生成した。
一方、PKS1-CYC においてはその活性は認めら
れなかった。このことは、単に閉環基質とな
るポリケタイド鎖の鎖長認識の違いだけで
はなく、Alb1-CYC と PNK2-CYC が同様の反応
機構で Claisen型閉環反応を触媒するのに対
して、PKS1-CYC は異なる反応機構で閉環反応
を触媒するためと考えられる。マクロライド
の閉環に関わるチオエステラーゼ TEとして、
DEBS TE についても検討してみたところ、
Alb1-CYC の機能を相補することはできず、
CYC と TE の機能的相違が確認された。 
 また、Alb1-CYC を大腸菌で発現させ、
His-tag による精製法を確立した。今後、CYC
による ACP上のポリケタイド中間体の鎖長と
閉環に関わる認識機構をその構造から検討
する予定である。 
 
（３）RD-PKS 
 Alternaria solani のアルタナピロン合成
の還元型 PKS である PKSN について、そのタ
ンパク中央に存在するメチル基転移酵素ド
メイン MeTの位置特異的なマルチメチル化能
にアプローチするため、酵母発現系を構築し、
これを利用して種々の位置特異的変異導入
実験を行い、MeT 活性に重要な Motif とその
活性アミノ酸残基を同定した。 
 また、A. solani よりクローニングした PKS
遺伝子のうち、Sol1 PKS を A. oryzae で発現
させたところ、その形質転換体生産産物がソ
ラナピロン生合成の最初の前駆体である
desmethylprosolanapyrone Iであることを同
定し、本遺伝子がソラナピロン生合成の PKS
遺伝子であること確認した。次いで、ゲノム
ウォーキングにより sol生合成遺伝子クラス
ター21 kb の全塩基配列を決定し、このクラ
スターがソラナピロン生合成に必要な各酵
素をコードしていることを確認した。なかで
も Diels-Alder環化反応によりソラナピロン
のデカリン骨格生成を触媒する酸化酵素を
コードすると予想された sol5 遺伝子を A. 
oryzae で発現させることにより、この酸化酵
素 Sol5 が prosolanapyrone II か ら

solanapyrone A へ の exo 選 択 的 な
Diels-Alderase であることを確認した。次い
で本酵素の精製を試みたが、大腸菌での発現
では活性を示さなかったため、Pichia 発現系
を用いることにより活性酵素として高発現
させることに成功し、精製標品を得た。精製
酵素においても exo 選択的な Diels-Alder 環
化を触媒することを確認した。ロバスタチン
生合成の PKS である LovB は、PKS 反応と同時
に Diels-Alder反応も触媒するとされており、
Sol システムと対比させることにより、LovB
の Diels-Alder活性に関わる領域についても
アプローチすることが可能になると考えら
れる。 
 
（４）PKS-NRPS 
 ゲノム解析された麹カビ A. oryzae RIB40
株には全長 PKS-NRPS をコードする３つの遺
伝子に加え、欠失のある不完全長 PKS-NRPS
遺伝子が存在している。その周辺遺伝子情報
の検討から、これが、元々はマイコトキシン
として知られるシクロピアゾン酸（CPA）の
生合成に関わっていたことが推定された。
RIB40 株は CPA を生産しないため、A. oryzae
の CPA 生産株 NBRC4177 と比較したところ、
生産株では対応する完全長の PKS-NRPS をコ
ードする ORF を持つこと、また、CPA 生産株
において、この遺伝子を破壊すると CPA 生産
能が失われることから、この PKS-NRPS 遺伝
子が CPA 生合成に関与することを確認した。
次いで、A. oryzae のゲノム情報をもとに CPA
の 生 合 成 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー を 生 産 菌
Aspergillus flavus のゲノムに見出した。そ
の機能を確認するため、対応する A. flavus
の PKS-NRPS 遺伝子 cpaA をα-アミラーゼプ
ロモーター下に A. oryzae で発現させたとこ
ろ、CPA 生合成前駆体であるシクロアセトア
セチルトリプトファン（cAATrp）の生産が確
認され、その機能を確定することができた。 
 
 以上の本研究の結果から、繰返しタイプ I
型 PKS においても、6-メチルサリチル酸合成
酵素の Thioester Hydrolase ドメインや
AR-PKS の Claisen cyclase ドメインなどの機
能ドメインが単独の酵素タンパクとしても
本体 PKS と機能的相互作用し、活性を示すこ
とが明らかとなった。全長 PKS は極めて大き
なタンパクであることから、当初目的の一つ
とした全長タンパクの精製、結晶化、構造解
析には至らなかったが、上記の Thioester 
Hydrolase ドメインや Claisen cyclase ドメ
インなど、単独でも機能しうるドメインを見
出すことができ、また、その精製にも目途を
つけることができた。これは、繰返しタイプ
I 型 PKS の構造解析を目指す今後の研究にお
いて基盤となるものである。 
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