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研究成果の概要：ポリケタイドは天然で最も構造多様性に富む化合物群である。本研究課題の

目的は、微生物及び植物のゲノム解析により見出された機能未同定のIII型ポリケタイド合成

酵素（III型PKS）の網羅的機能解析である。我々は、枯草菌Bacillus subtilisと粘液細菌
Myxococcus xanthusのIII型PKS（それぞれBcsAとFTP）の機能解析を行った。その結果、BcsA
はアルキルパイロンの合成を触媒し、FTPはアルキルレゾシノールの合成を触媒することが明

らかになった。また、イネOryza sativaのARAS1およびARAS2が新規なアルキルレゾシノール
合成酵素であることを明らかにした。また、ウコン Curcuma longa L.から feruloyl-CoAに

malonyl-CoAを縮合し diketide-CoAの合成を触媒する diketide-CoA synthase (DCS)、

feruloyl-CoAと DCSの産物である diketide-CoAからクルクミンの合成を触媒する curcumin 

synthase (CURS)を見出した。以上よりウコンにおいてクルクミはDCS及びCURSの二つの鍵酵

素により炭素骨格が生合成されていることが明らかとなった。この発見により植物はもとより

それ以外の生物種におけるウコンの生産が可能になる。 

  

交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 2,100,000 0 2,100,000 

2008年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 390,000 3,790,000 

 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：農芸化学・生物生産化学・生物有機化学 

キーワード：ポリケタイド、III型ポリケタイド合成酵素 
 
１．研究開始当初の背景 

 微生物や植物は、ポリケタイド、テルペノ

イド、アルカロイド、非リボソームペプチド

などの多種多様な二次代謝産物を生産する。

二次代謝産物はその構造多様性から多様な

生物活性を持つ物が多く、人類は抗生物質、

抗ガン物質などの医薬品や農薬等として多

大な恩恵を受けてきた。しかしながら、限ら

れた化合物資源と限られた生物活性試験の

ため、新規二次代謝産物の発見数は減少の一

途を辿っている。 
 ポストゲノム時代の天然物化学研究とし
てゲノムマイニングは大変興味深い。ゲノム
マイニングとは、ゲノム解析により見出され
た遺伝子を解析することで、既知化合物の生
合成遺伝子の同定や、新規酵素の発見を目指
す研究である。最近、種々の放線菌のゲノム
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配列が明らかになっており、二次代謝物質の
生合成遺伝子が次々と同定されている。興味
深いことに、ほとんどのゲノム解読株におい
て、既知化合物の数よりも未知生合成遺伝子
クラスターの数の方が多く、これらは通常の
培養条件発現しない、「眠っている」遺伝子
であると考えられる。ゲノムマイニングはこ
のような遺伝子の機能解析に有効であり、従
来の逆遺伝学的な手法に比べ効率がよい。 
 
２．研究の目的 
 ゲノム解析により見出された機能未知遺
伝子の解析をゲノムマイニング的な手法を
用いることで、既知二代謝化合物の生合成遺
伝子の同定や新規酵素の発見の効率が飛躍
的に上昇する。ポリケタイドは天然で最も構
造多様性に富む化合物群である。本研究課題
の目的は、微生物および植物のゲノム解析に
より見出された機能未同定のIII型ポリケタ
イド合成酵素（III型 PKS）の網羅的機能解
析である。近年のゲノムプロジェクトの
進展により、50種以上の原核及び真核
微生物から新たに III型PKSが発見され
ており、微生物 III型PKSの多様性は増
加の一途を辿っている。一方、植物のゲ
ノム解析も急激に進展している。イネに
は 30種以上の III型 PKS様配列が見出
されており、いずれの機能も同定されて
いない。以上のように、ゲノム解析によ
り見出された機能未知の III型PKSは、
それぞれが多様なポリケタイドを合成
することが予想され、遺伝子資源として
非常に興味深い。これらの触媒機能の網
羅的解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) III型PKSのクローニング・異種発現系の
構築および酵素活性の検討 
 III型PKSは約400アミノ酸の蛋白のホモダ
イマーであり、大腸菌におけるクローニング、
機能的発現は容易である。そこで真核生物は
cDNAライブラリー、原核生物はクロモソーム
をそれぞれ調製し、これらを鋳型としてPCR
法により目的遺伝子を取得した。大腸菌を宿
主としたpETシステムを用いヒスチジンタグ
融合蛋白として発現・精製し、in vitro活性
を検討する。スターター基質としてC2～C22
の炭素鎖の飽和脂肪酸CoAエステルを、伸長鎖
基質として[2-14C]malonyl-CoAを用い反応を
行い、TLCおよびラジオオートグラフィーによ
り解析した。反応の進行が見られるものにつ
いては、LC-APCIMSを用い、標品との比較によ
り生成物の構造を決定した。本研究課題では
枯草菌Bacillus subtilisのIII型PKS、BcsA
およびイネOryza sativaのIII型PKSの機能解
析を中心に行った。また、ウコンCurcuma 
longaのcDNAライブラリーからクルクミンの

生合成に関与する酵素の探索を行った。 
 
 
４．研究成果 

(1) イネOryza sativaのIII型PKSの網羅

的機能解析 

イネ Oryza sativaのゲノムは、30種以上

の III型ポリケタイド合成酵素様遺伝子が

コードされている。我々は、これら遺伝子

の網羅的な機能解析を行った。そのうちの

1遺伝子os07g17010（CUSと命名）は、2分

子 の 4-coumaroyl-CoA と 1 分 子 の

malonyl-CoAからクルクミノイドを合成す

ることが判明した。また、CUSは、ウコン

の主要なクルクミノイドであるクルクミン

の合成も触媒した。これまでクルクミノイ

ドの合成を触媒する酵素の報告例は無く、

本活性は非常に興味深い。本発見により、

CUSを用いたクルクミンの微生物による生

産などが可能になると考えられ、その応用

に期待が持たれる。  

 イネ Oryza sativaはアルキルレゾルシノー

ルと一般的に呼ばれる化合物群を生産する。

植物においてアルキルレゾシノールは、病原

性糸状菌等に対する防御機構のひとつとして

生産される化合物である。これまでに原核微

生 物 Azotobacter vinelandii 、 放 線菌

Streptomyces griseus、糸状菌 Neurospora 

crassaにおいてIII型PKSがその生合成酵素

であることが明らかにされている。しかしな

がら植物においてはその生合成酵素が不明で

あった。  
 我々は、イネのIII型PKS様配列os10g08620
及びos10g07040の大腸菌組換え酵素を調製
し、 その触媒機能を試験したところ、いず
れの酵素もアルキルレゾシノールの合成を
触媒することが 明らかになった。そのため、
os10g08620及びos10g07040をそれぞれ
alkylresorcylic acid synthase1 (ARAS1)及
びARAS2 とそれぞれ命名した。微生物のアル
キルレゾシノール合成酵素とは異なり、 
ARAS1及び2はアルキルレゾシリックアシッ
ドがその直接の生成物である点が新規であ
る。 
      
(2)ウコンCurucuma longaにおけるクルク
ミン生合成に関与する酵素の探索 
 イネOryza sativaのCUSは2分子の 
feruloyl-CoA と1分子のmalonyl-CoAから
クルクミンの合成を触媒する。我々は、この
知見を基にウコンCurcuma longa L.からIII
型PKS遺伝子と相同性を有するc DNAを複数
種クローニングし、その機能解析を行った。



 

 

その結果、 diketide-CoA synthase (DCS)と
命名した酵素は、feruloyl-CoAに
malonyl-CoAを縮合しdiketide-CoAの合成を
触媒する新規酵素であることが判明した。ま
たcurcumin synthase (CURS)と命名した酵素
は、feruloyl-CoAとDCSの産物である
diketide-CoAからクルクミンの合成を触媒
する酵素であることが判明した。イネはクル
クミンを生産しないためCUSのイネにおける
生理的意義は不明である。一方、ウコンはそ
の有効成分としてクルクミンを生産し、DCS
及びCURSの二つの鍵酵素により炭素骨格が
生合成されていることが分かった。この発見
により植物はもとよりそれ以外の生物種に
おけるウコンの生産が可能になる。 
 
(3)枯草菌Bacillus subtilis由来III型ポ
リケタイド合成酵素BcsAの過剰発現株によ
り生産される脂溶性ポリケタイドの構造解
析 
 枯草菌B. subtilisのゲノム上のIII型PKS、
BcsAを枯草菌で過剰発現すると、組換え体は
アルキルピロンを生産した。また、大腸菌組
換え酵素を用いたin vitro反応においても
同様な結果が得られたことからBcsAはアル
キルピロン合成酵素であることが明らとな
った。 
 
(4)Myxococcus xanthusのCoA-independentプ
ライミング機構 
 粘性細菌M. xanthusにおいてIII型PKSは、
AMPエステルを反応中間体として遊離脂肪酸
をACP体とするFatty acid AMP ligase (FAAL)
ホモログ及びアシルキャリアープロテイン
（ACP）とオペロンを形成している。そのため
我々は、M. xanthusには脂肪酸がCoAを介さず
にIII型PKSの基質となる新規プライミング機
構が存在すると考えた。M. xanthusのIII型
PKS、ACP、FAALホモログを大腸菌組換え蛋白
質としての調製を行い、in vitro反応を試験
した。その結果、FAALは基質となる長鎖脂肪
酸をAMPエステル化し、生じたAMPエステルと
ACPとの間でエステル交換反応を行い脂肪酸
のACPエステルを生成することが判明した。ま
た、このACPエステルはIII型PKSであるFTPの
基質となることが判明した。本経路のIII型
PKSのプライミング反応においてCoAは関与し
ておらず、III型PKSにおいてCoA非依存的なプ
ライミングが初めて発見された。 
 
(5) I型脂肪酸合成酵素とIII型ポリケタイド

合成酵素間の新規な基質の受け渡し機構の解

明 

 我々は以前、窒素固定細菌Azotobacter 
vinelandiiからphenolic lipidの生合成に関
与するarsオペロン（arsABCD）を発見した。
ArsB及びArsCはIII型ポリケタイド合成酵素

であり、phenolic lipidのフェノール部位合

成を触媒する。今回、ArsA及びArsDが、

phenolic lipidの脂質部位の合成を触媒する

新規なI型脂肪酸合成酵素であることが明ら

かとなった。ArsA及びArsDはmalonyl-CoAから

炭素鎖長22、24、26の脂肪酸を合成する。こ

の反応の生成物はArsAに共有結合しているが

、反応にArsBまたはArsCを加えると生成物は

ArsBまたはArsCに受け渡されそれらの基質と

なる。I型脂肪酸合成酵素からIII型ポリケタ

イド合成酵素への基質の受け渡しの報告例は

無く、本機構を利用した新規ポリケタイドの

合成などの応用が期待される。 
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