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研究成果の概要（和文）：担子菌由来天然物の生合成遺伝子を利用した合成法を確立するため、ゲノム編集を用
いたCas9プラスミドのマーカーリサイクリングと、高発現株のゲノム解析により同定したHot spotへのknockin
を組み合わせた手法を開発した。神経成長因子の合成促進作用を持つジテルペンerinacine類および抗腫瘍性物
質melleolideの全遺伝子の導入による麹菌による効率的生産を達成した。これに加え、Hot spot-ノックイン法
の適用例を増やすべく、生物活性糸状菌代謝産物の機能解析を行い、顕著な成果をあげることに成功した。

研究成果の概要（英文）：To develop the versatile methodology for genome mining of mushroom 
metabolites, we examined the production of terpenes using genomic DNA sequences. In this report, we 
initially identified high expression loci (hot spots) in Aspergillus oryzae by sequencing the 
genomic DNAs from highly yielding transformants which were obtained in our previous biosynthetic 
studies. Genome editing knock-in of all biosynthetic genes directly to the hot spot showed that A. 
oryzae correctly spliced more than 90% of the introns in the mushroom genomic DNA gene sequences. 
Then, we reconstituted two biosynthetic gene clusters using multiple rounds of knock-in of the cDNAs
 and newly developed repeatable genetic engineering by plasmid recycling. At 100% transformation 
rate, we obtained a transformant that produced bioactive terpenoids such as nerve growth- factor 
synthesis activator erinacine antitumor agent melleolides and other fungal metabolites.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： 担子菌　天然物　ゲノム編集　生合成　ゲノムマイニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生合成遺伝子の発現による物質生産は、近年実現した新たな物質生産法であり、現在までにゲノム解析株が1600
株以上公開されていながら、我々の研究成果が報告されるまで、ほとんど例がなかった。今回担子菌由来の天然
物生産におけるスプライシングの問題を解決するため、新たに汎用性の高いHot spot-ノックイン発現法を開発
し、その適用により初めて汎用的な生産が可能になった。ここで開発された手法は、担子菌のみならず子嚢菌を
含めた糸状菌の代謝産物が生産にも応用出来る点は注目に値する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
担子菌（キノコ）は古くから食用のみならず生薬として利用され、その薬効成分として抗腫瘍

性、オピオイド受容体拮抗、神経成長因子誘導促進、脱分極など特異な作用を示す天然物が多数
発見されている。その潜在的な利用価値の高さに反して、急激に増え続ける遺伝子情報（公開担
子菌ゲノム＞700）を活用した天然物の生産は、ほとんど例がなかった。そこで果たして担子菌
の遺伝子情報を活用した天然物の生産は可能かを検証する必要があった。 
従来キノコの遺伝子機能解析は、当該遺伝子の cDNA を取得して、汎用宿主で発現させて行

うのが一般的である。これに対しカビの遺伝子の場合、汎用宿主である麹菌にて発現させれば、
ほとんどの場合 splicing が正常に起こるため、cDNA の調製は不要となる。pleuromutilin の異
種発現による生産でも、一旦物質の生産条件で cDNA を調製してから実験を行ったが、カビと
同様糸状菌であるキノコでもこの便利なホストの利用を考えた。 
 実際、pleuromutilin の生合成遺伝子で試してみたところ、原料供給酵素/環化酵素 Ple3/4 遺
伝子(intron 数 3/4)導入株から調製した cDNA は 確実に除去され、intron の数が多いほか、異
常に短い exon 配列があり、除去が困難とされる P450 酸化酵素 Ple5/6/1 (intron 数 13/11/10) 
でも一部残るだけであった(残存 intron 数 0/0/1)。しかも除去された intron と残存 intron は
Augustus で予測した位置及び長さと実験結果が完全に一致していた。これは intron が残った
場合でも、fusion-PCR 等の手法で容易に除去可能なことを示しており、キノコのゲノム配列を
用いた天然物生産の可能性を示唆した。そこで今回様々な種由来のテルペン環化酵素遺伝子の
網羅的発現解析で、本手法の汎用性を確認し、次いで修飾酵素遺伝子も同様な手法で麹菌異種発
現することで官能基を具備した生物活性テルペンの生産ができるか確かめることを計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では予備実験で好結果を示した麹菌を宿主としたゲノム配列による遺伝子発現に基づい
て、担子菌ゲノム上に多数見出され、発現容易な テルペン環化酵素で物質生産を行う。これに
より困難なキノコの遺伝子操作を簡便化して新たな有用天然物生産法を確立する。また異種発
現で 問題となる形質転換効率および高生産株の取得を改善するため、ゲノム編集を用いた迅速
化を検討する。具体的にはまだ適用例が少ない遺伝子導入法を使って天然物生産を行う。この際、
宿主の最適な導入場所を確定するため、申請者が選抜してきた天然物高生産株をゲノム解析し、
得られた hot spot にノックインすることで、高効率で高生産株を得る。次いで担子菌では intron
数が多く、扱いが困難な酸化酵素 P450 などの発現も行い、多様な天然物の生産を行う。さらに
機能未知遺伝子の発現による天然物のゲノムマイニングに挑戦する。合わせて新規酵素合成法
を用いて、広く糸状菌代謝産物の生産に適用し、その汎用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 我々が開発したカビ由来の有用物質のモデルホスト株での生産法は、標的物質の生合成に関
与する遺伝子を特定し、ゲノム情報を用いて異種株で発現する必要があった。その前提として、
あらゆるカビの遺伝子をモデル宿主のカビが正確にスプライシングすることを想定している。
カビからカビの場合機能したシステムは、同じ糸状菌でもキノコでも正常に機能するかが、最大
の課題であった。テルペン環化酵素（TC）の発現を指標に、スプライシング機構を調べた結果、
ホスト株はキノコの遺伝子を約 90％の効率でイントロンを除去するが、残る 10％は、人工的に
除去する必要があった。 
 高々10％ながら実用的な生産には 100％除去する必要があり、どの遺伝子が機能しないかを特
定し、どこに残存イントロンがあるかの決定を要した。このためには、100％の効率で遺伝子導
入が可能で、100％の発現効率でなければ、異種発現は実用性がないことになった。そこで、麹
菌モデル株に特化したゲノム編集システムを導入し、さらに導入遺伝子数に制限をなくすため、
不要になったCas9ベクターを除去する方法を検討した。また100％の発現効率を達成するため、
我々がこれまでの研究で取得した高発現株のゲノム解析を行い、麹菌ゲノム上にあるホットス
ポットの特定を行うことにした。 
 最終的には、マーカーリサイクリング用ホスト株 A. oryzae PlD1 を用いて、導入遺伝子の導
入・発現ともに、約 100％を達成することに成功し、これを使って実際に物質生産に成功した。 
 
４．研究成果 
担子菌由来天然物の生合成遺伝子を利用した合成法を確立するため、麹菌にセスキテルペン

環化酵素（STS）遺伝子をゲノム DNA として導入する方法を検討した。30 種の STS 遺伝子のうち、
約半数が正常にスプライシングされ、環化体が生成。残る半数も単純なイントロンスキップが 1-
2 箇所/遺伝子であったため、PCR 法で除去したものを再導入するとほとんど（29/30 種）で、生
産が確認できた。次いで当研究室の生合成研究において高収量を与えた形質転換体のゲノム解
析を行い、標的とする遺伝子座を同定した。当該箇所に上記 STS 遺伝子導入にゲノム編集を利用
したところ、>90％の高確率で導入され、ほぼ 100％が 20-50mg/L と好収量で環化体を与えた。 



こうした結果を踏まえ、神経成長因子の合成促進作用を持つ担子菌 Hericium erinaceus が生
産するジテルペン、erinacine 類の生合成経路の解明および酵素を用いた物質生産を上記方法の
適用を検討した。当初 3 種のシトクロム P450 の 2種で発現に問題が生じたが、 生産菌の P450 
還元酵素 およびクラスター内の酸化還元酵素遺伝子を共発現することで解決した。糖転移酵素
は、その活性を in vitro 実験で確認できたものの、in vivo ではほとんど生成しなかった。そ
の原因を糖転移酵素の基質供給系に問題があると考え、生産菌由来の 2 種の酵素遺伝子を導入
することで高生産株の調製に成功した。 
これまで担子菌自身の遺伝子操作が困難で、優れた異種発現系がなく、生合成遺伝子クラスタ

ー再構築による物質生産は困難であったが、以上の研究成果をもとに、生産条件が特定できず、
cDNA が入手できない場合でも、ゲノム情報のみを頼りに実現可能であることを実証した。 
 
ナラタケ Armillaria mellea が生産する抗腫瘍性物質 melleolide の全遺伝子の導入による麹

菌による効率的生産を目指して研究を行った。問題の水酸化酵素 P450 は、ナラタケ由来の P450
還元酵素遺伝子を共発現することで機能し、重要中間体である protoilludene のトリヒドロキ
シ体を得た。一つの立体化学が望む立体配置ではなかったため、4種の redox 酵素をスクリーニ
ングして、そのうち 2種を共発現することで、立体化学の反転に成功した。残る 9遺伝子中 7遺
伝子を追加導入することで、反応工程は不明ながら、懸案であった二重結合の異性化のほか、5
段階の反応が一挙に進行し、melleolide の水酸化体の合成に成功した。>200mg/L と生産菌を遥
かに上回る収量であった。 
担子菌のゲノム上に存在する生合成遺伝子クラスター（BGC）を用いた物質生産において、酵

素触媒は時々極めて興味深い変換反応を触媒することが知られる。今回抗腫瘍性物質
melleolide の生合成において、鍵中間体の二重結合の異性化する特異な酸化酵素を見つけたが、
その詳細を解明すべく検討した。その結果、通常半反応しか触媒しない酸化酵素が逆反応である
還元も触媒する際、他の酸化還元酵素と共同で二重結合を異性化することを見出した。先に発見
した 2 種の酸化還元酵素による立体化学の反転や erinacine における酸化補助機能とともに、
担子菌の BGC 上に存在する類似の redox 酵素の異常反応で、天然物に構造多様性を付与する戦
略が採用されていることを明らかにした。 
この好結果を受けて、ツキヨタケの毒成分であり、抗腫瘍性物質としても知られる illudin の

異種発現も検討した。文献に報告された遺伝子情報を元に、候補となる必要遺伝子 14 種の cDNA
の調製に成功するとともに 4種のベクターに分割してプラスミドを作成して、illudin の生産を
試みている。またゲノム編集を用いた Cas9 プラスミドのマーカーリサイクリングとよる Hot 
spot-knockin 法を組み合わせた手法により、担子菌由来代謝産物の原料である sterpurene, 
hirsutene 生産株のゲノム上に存在する BGC をモデルホストである麹菌に導入し、異種発現を検
討した。水酸化酵素チトクローム P450 など修飾遺伝子の導入により、重要中間体を得ることに
成功した。BGC の最終産物が不明なため、今後追加導入により、活性物質の生産が期待される。 
これに加え、本プロジェクトで開発された Hot spot-ノックイン法の適用例を増やすため、 

インドールジテルペン-ロリトレム、マイコトキシン-ブレビアナミド、酸無水物二量体ゾフィエ
リン宿主特異的毒素 ACR-toxin、黄変米中毒原因毒素 cyclochlorotine、特異な 5環性構造を有
するセスタテルペン aspterpenacid など生物活性糸状菌代謝産物の機能解析を行い、顕著な成
果をあげることに成功するとともに、ポリケタイド系天然物の鎖状生成物の立体制御における
論理的予測則の提案などへの適用も行った。 
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