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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、Cladobotryum属真菌が生産する免疫抑制活性を有するFR901483
の生合成遺伝子クラスターを同定し、さらにその生合成経路をすべて明らかにすることに成功した(JACS, 143, 
132-136, 2021)。加えて、本遺伝子クラスターに存在するFrzK (アミドホスホリボシルトランスフェラーゼ, 
PPAT)が、生産菌における耐性遺伝子であることを示し、その耐性機構を明らかにすることができた(論文執筆
中)。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we identified the biosynthetic gene cluster of 
FR901483, which has immunosuppressive activity produced by Cladobotryum sp. fungi, and further 
clarified the entire biosynthetic pathway (JACS, 143, 132-136, 2021). In addition, FrzK 
(amidophosphoribosyltransferase, PPAT) in this gene cluster was shown to be a resistance gene in the
 producing fungi, and the resistance mechanism was clarified (paper in progress).

研究分野：天然物化学

キーワード： 天然物生合成　標的分子　自己耐性　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
FR901483は、タクロリムスやサイクロスポリンなどの免疫抑制活剤とは異なる作用機序を有する化合物として単
離されてきた化合物である。しかしながら、どのような作用機序かはまだ明らかになっていなかった。我々は、
本化合物の耐性遺伝子を特定し、耐性遺伝子＝標的分子であることを明らかにした。このことから、本化合物が
どのように免疫抑制活性を示したのかがわかった。

※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 
天然資源から生物活性物質を探索する、いわゆる「モノ取り」は、古くから行われてきている

が、単離されやすい化合物はあらかた取り尽くされ、新しい化合物の獲得が困難になってきてい

る。これが大きな要因となり、創薬シーズを古典的手法で獲得する流れは、その費用対効果の低

さから、アカデミア・インダストリー問わず衰退してきている。しかしながら、天然から得られ

る化合物は、人智を超えた構造や活性を有する化合物も多く、その重要性は今なお失われていな

い。 
次世代シーケンサーが普及し、微生物の全ゲノム解析情報が近年、急速に蓄積されてきている。

これらゲノム情報により、化合物生産に関わる生合成遺伝子を容易に探索することが可能とな

っている。また、微生物のゲノム中には獲得されている化合物の数よりもはるかに多い生合成遺

伝子が存在するということが明らかとなってきた (Wang CC et al, Curr. Opin. Chem. Biol. 
2011)。これは、ゲノム上には存在するが、7 割以上の生合成遺伝子が休眠状態であることを示
している。このような遺伝子を活性化する試みが、近年盛んに行われている。エピジェネティッ

クな制御を緩める、クラスター固有の転写制御因子を利用する、クラスターに存在する遺伝子を

すべて異種宿主において発現する等、様々な方法がとられている (Osada H et al, Bioorg. Med. 
Chem. Lett. 2016)。また、研究室で培養できる微生物は、存在する微生物のわずか数パーセン
トしかないと言われており、そのような難培養微生物に関しては、メタゲノムライブラリを利用

した遺伝子発現が行われている (Brady SF et al, Curr. Opin. Chem. Biol. 2012)。このような遺
伝子配列の探索はゲノムマイニングと呼ばれる。休眠している遺伝子や、培養できない微生物の

代謝産物を知る大きなツールとなってきているが、一方で、どの遺伝子を発現するのか、その選

択が問題となっている。ある遺伝子群を発現させても、これまで見つかっている化合物しか見出

せないと、これまでの「モノ取り」研究と同様に、新しい化合物の獲得は困難なままである。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、微生物とくに糸状菌のゲノム情報というビッグデータを活用し、効率的なゲノム

マイニングを行うことで、新しいドラッグリード化合物の獲得を目的とする。微生物の二次代謝

産物生合成遺伝子は、ゲノム中の一部に集積したクラスターとなっている。この生合成遺伝子ク

ラスターの中には、化合物の合成に必要な遺伝子だけでなく、産生菌における耐性遺伝子と考え

られる遺伝子が存在していることがある。毒性の強い化合物は、産生菌にとっても有害であり、

それを回避するための仕組みが当然必要となる。化合物に対する耐性機構は、(1) トランスポー
ターのような排出ポンプによるもの、(2) 化合物の代謝 (解毒)、(3) 化合物と結合するタンパク
質による排出、などが挙げられる。これら耐性機構を担う遺伝子は、生合成遺伝子クラスターに

存在することが多い。特に (3) の結合タンパク質は、その化合物の標的分子 (ターゲット) であ
ることが予想される。例えば、糸状菌の一種である Aspergillus属真菌が産生する高脂血症薬と
して使用されているロバスタチンの生合成クラスターには、その標的である HMG-CoA 
reductaseホモログが存在している。また、抗がん活性を有するフマギリンの標的分子は、メチ
オニンアミノペプチダーゼ II (MetAP2) であり、そのクラスターにもMetAP2ホモログが存在
している。 
すなわち、クラスターに存在する標的分子を指標にしてゲノムマイニングを行うことで、標的分

子と相互作用を持つ化合物の効率的な獲得が可能となる (ターゲットマイニング)。さらに化合
物と標的分子の関係が明らかになっているため、これまでの探索研究よりも迅速に創薬研究に

つなげられる。またこの手法を確立することで、培養できない未知の微生物のポテンシャルを効

率的に引き出すことも可能となる。本手法は、微生物による天然物生産における一つのブレーク

スルーとなり得る。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題においては、生合成クラスターに存在する耐性遺伝子 (潜在的標的分子) の機能を



明確にするとともに、標的分子を指標に生合成遺伝子クラスターを探索し、化合物の同定を試み

る。前者に関しては、合物⇔標的分子の関係が予想されるため、これらの関係性を明らかにする。

具体的には、はじめに推定標的分子をクローニングし、大腸菌もしくは出芽酵母を用いて組み換

えタンパク質を獲得する。次いで得られたタンパク質を用いて、試験管内にて本来の反応を触媒

するかを確認する。加えてタンパク質と対応する化合物との相互作用を解析する。相互作用解析

においては、タンパク質-化合物の共結晶、プルダウンアッセイ、ビアコアや NMR などを利用
する。また、本来の標的分子はクラスター内ではなくゲノム中の別の座にコードされているため、

それをクローニングしコントロールとして用いる。化合物と二つの標的分子の関係性を明確に

することで、生合成クラスターに存在する推定標的分子の意義を生理学的に証明することがで

きる。表 1には、化合物とその生合成クラスターが明らかになっているものの中で、耐性遺伝子
を有する化合物が示されている。これら化合物と標的分子の解析を行う。 

 

 

後者に関しては、化合物が特定されていない未知の生合成クラスターに存在する耐性遺伝子

に着目する。我々はこれまでに、耐性遺伝子と考えられる遺伝子を有する生合成クラスターを、

様々な真菌ゲノムから探索し、発見している。例えば、U2というスプライソソームを構成する
核内低分子リボヌクレオタンパク質をコードする遺伝子を有するクラスターである。スプライ

ソソームは、標的分子として研究されているが、これを標的とした治療は、臨床的にはまだ確立

していない。また、アミドホスホリボシルトランスフェラーゼ (PPAT) を有するクラスターも
見出している。本酵素は、プリン生合成の初発段階を担う酵素である。免疫抑制薬であるレフル

ノミドは、核酸の de novo合成を阻害する。PPATが耐性遺伝子であるならば、このクラスター
が産生する化合物は、免疫抑制薬のドラッグリード化合物への応用が期待できる。これら二つの

遺伝子クラスターは、RT-PCRの結果から休眠型であることがすでに明らかとなっている。そこ
で、遺伝子を有するクラスターを活性化し、化合物の生産を試みる。生産された化合物の構造を

明らかにするとともに、化合物の生物活性を明らかにする。 

 
 
４．研究成果 
 我々は、上述した PPAT が耐性遺伝子と考えられる遺伝子クラスターを見出し、本遺伝子ク
ラスターが、免疫抑制活性を有する FR901483 (1) の生合成遺伝子であることを明らかにした
(図 1)。本遺伝子クラスターに存在する各遺伝子を糸状菌 A. nidulansにすべて導入することに
より、化合物 1の全生合成を達成した (J. Am. Chem. Soc., 2021, 143, 132-136)。このとき、リ
ン酸基転移酵素を除く遺伝子導入株においては、化合物 1の脱リン酸体の生産量は高かったが、
すべての遺伝子を導入した株においては、化合物 1の生産量は著しく低下した。しかしながら、
クラスター中に存在する推定耐性遺伝子の PPATホモログ、FrzKを導入することで、この現象
を回避することができた。このことから、FrzKは化合物 1の耐性に関わる酵素であることが明
らかとなり、潜在的な標的分子であることが示唆された。 
 さらに、化合物 1 がどのように PPATを阻害しているのか、および FrzKが 1 による阻害を
どのように回避しているのか、そのメカニズムの解明を目指した。まず、大腸菌由来 PPATが化
合物 1 による活性阻害を受けることを確認し、1 存在下で大腸菌由来 PPAT のタンパク質の結
晶化を行い、その構造を解析した。その結果、大腸菌 PPAT と 1 の複合体結晶構造が得られ、
その阻害メカニズムを明らかにすることができた (論文執筆中)。また、FrzK と他種生物由来
PPAT のアミノ酸配列のアライメント、FrzK の構造モデルから、1 による阻害活性をどのよう
に回避しているかを推定し、部位特異的変異導入により、その仮説を立証することに成功した 
(論文執筆中)。 

Target Natural products Fungal species
HMG-CoA reductase lovastatin Aspergillus terreus
MetAP2 fumagillin A. fumigatus

ATP synthase, ATPase aurovertin Metarhizium anisopliae

IMP dehydrogenase mycophenolic Acid PKS Penicillium 
brevicompactum

Histidine kinase-like 
ATPases

cytochalasin A.clavatus

G3PDH heptelidic acid Trichoderma virens

表 1. 天然物とクラスターに存在する推定耐性遺伝子およびその生産糸状菌 



 
 

 
 
 本研究課題において、これまでその阻害剤が見つかっていない PPAT の阻害剤として
R901483 を見出し、その阻害機構を明らかにすることができた。また、これまでに生合成クラ
スターに存在する耐性遺伝子に言及した研究報告は少なく、その機能を明らかにしたことは、そ
れら遺伝子の生理的意味を明らかにできたという点において、学術的にも重要な知見となった。 
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