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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、Fungi界に広く分布するペプチド環化因子UstYaホモログ（旧
DUF3328）のシクロファン環化構造形成にかかる反応機構解明を目的として研究を進めた。結果、当該因子は糸
状菌内で他の2つのペプチド環化に必須な因子とともに液胞に局在し、ペプチド環化も液胞で行われると考えら
れることを示した。当該因子の大腸菌での異種発現と結晶構造解析、in vitro反応については、明確な成果を得
ることはできなかった。しかし、同因子のホモログについて大腸菌異種発現により可溶化成分での発現を確認し
ており、精製量を増やすことで目的を達成できると考えている。

研究成果の概要（英文）：In this project, we worked on elucidating the cyclization mechanism of 
DUF3328 cyclization factor for fungal ribosomal peptides, which catalyzes the formation of 
cyclophane structure. We identified that the factor localized in vacuole with other two 
indispensable factors for core peptide cyclization. On the other hand, it was difficult to obtain 
the purified target protein neither from E. coli nor from the filamentous fungus. As we succeeded to
 observe another homologous cyclization factor in a soluble fraction from E. coli, we expect to 
obtain sufficient amount of the target protein for crystal structure analysis and function analysis.

研究分野： 応用微生物
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で標的としている環状ペプチド生合成経路はキノコを含むFungi界に広く多様に保存されており、前駆体
ペプチドは一株平均5個、コアペプチドの種類は800種類以上存在する。本研究は当該環状ペプチド生合成系の要
である環化因子の生合成分子機構解明を目指すもので、これによりFungi界の生命活動に普遍的かつ不可欠に関
わる環状ペプチド群の生合成に関する新規知見を得られるだけでなく、コアペプチド配列の改変や修飾酵素のす
げ替えにより望む機能を持つ環状ペプチドをデザイン・創製できる系としての展開が可能となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生物オミクス情報の取得が容易になった現在、微生物や植物が作る二次代謝物質および生合

成経路の研究は、ゲノム情報から検出した天然化合物の生合成経路を強化・再構築することで活
性を持つ化合物を新たに見出す方向が主流となっている。我々はこれまで、ゲノム情報と遺伝子
発現情報を有効に組み合わせて二次代謝遺伝子群を迅速・正確に検出するアルゴリズムを開発・
適応することで、糸状菌 Aspergillus flavus においてリボソームペプチド (RiPP) 生合成経路を見
出すことに成功した (図 1) (Umemura et al., Fungal Genet. Biol., 68: 23, 2014)。これは Ascomycota
（カビ）で初めての RiPPs の例であり、我々は Aspergillus 属ゲノムに関して本解析を進めること
で、新規環状ペプチド化合物の発見に成功している (Nagano, Umemura et al., Fungal Genet. Biol., 
86: 58, 2016)。 
 この一連の研究において明らかにした本
生合成系の重要な特徴は、1) 化合物骨格構
造となるコアペプチドが前駆体ペプチドに
おいて高度に繰り返す、2) 化合物が芳香環
から直接エーテル結合によって環を巻くシ
クロファン構造をとる、3) 環状化に必須な
機能未知の Pfam DUF3328 モチーフを有する
遺伝子を経路に含む点にある。これら 3 つの
特徴は、バクテリアを含めこれまでに見出さ
れたRiPPs生合成経路のいずれのタイプにも
該当しない、新規なカビ特有の RiPPs 生合成
経路である。注目すべきは、この経路がキノ
コを含む Fungi 界に広く保存されており、前駆体ペプチドは一株平均 5 個、コアペプチドの種類
は 800 種類以上見出される点にある (Umemura, Fungal Biol. Biotechnol., 7: 11, 2020)。すなわち本
経路は、Fungi 界の生命活動において普遍的かつ不可欠な機能を有する多様で豊富な新規環状ペ
プチドの生合成遺伝子シーズであるだけでなく、コアペプチド配列の改変や修飾酵素のすげ替
えにより、新規機能を付与した人工環状ペプチドをデザイン・創製できる系であると期待される。
一方、本系の利用と展開には DUF3328 ペプチド環化因子によるシクロファン環化機構の解明が
不可欠だが、これまでコアペプチドの環化に必須であること以外全く機能未知の状態であった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、DUF3328 環化因子の機能を細胞内局在観察とタンパク質発現・精製・結
晶構造解析、in vitro 反応から明らかにすることを目的とする。その結果に基づき、コアペプチド
配列の認識に働くアミノ酸残基の改変等によって、人工的な前駆体ペプチドを環化できる系の
構築を目指す。DUF3328 環化因子はチロシンやトリプトファン等の芳香環に直接エーテル結合
によって環を巻くシクロファン構造の形成を触媒するが、おそらくこの構造によって、本経路化
合物は高い水溶性を示しながら疎水性相互作用も持つというユニークな両親媒性を示すため、
疎水性の高いこれまでの低・中分子にはなしえなかった形でのタンパク質との相互作用を実現
する可能性が高い。またコアペプチドの多様性を考えると、本 DUF3328 環化因子の機能解明と
改変によって得られる機能性環状ペプチドの多様性は非常に高いと期待される。本研究により
DUF3328 環化因子の細胞内局在と機能を明らかにすることで、Fungi 界を含む真核生物 RiPPs 研
究の更なる進展と、in vitro 反応系を含めた人工環状ペプチドのデザイン・生合成系への展開が
見込まれる。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、以下の内容に基づき研究を進めた。 
３－１．DUF3328 環化因子の細胞内局在観察による反応オルガネラ同定 
 図 1 に示した最初の本経路 RiPP である ustiloxin の生合成系を題材に、選択マーカーを 4 種類
有する Aspergillus oryzae NSAR1 株をホスト株として、まず UstYa の N/C 末側に緑色蛍光タンパ
ク質を融合させて共焦点顕微鏡観察を行ったところ、C 末側に融合した株は発色が見られなかっ
た。そこで N 末融合株をホスト株として、さらに赤色蛍光タンパク質を融合した 7 種類のオル
ガネラマーカーおよび 8 種類の ustiloxin 生合成タンパク質をそれぞれ共発現させて（表 1）、共
焦点顕微鏡観察により緑色および赤色蛍光タンパク質融合タンパク質の共局在を解析した。 
 
３－２．DUF3328 環化因子の大腸菌異種発現・精製と結晶構造解析および機能解析 
 Ustiloxin の DUF3328 環化因子である UstYa や、別の本経路 RiPP である asperipin-2a の環化因
子である AprY について、pET 等の高発現ベクターに組み込んで大腸菌にて異種発現させた。タ
グ精製後、いくつかのバッファー下で基質である合成ペプチドとともに in vitro 反応させて、反
応液を LC-MS 測定により解析した。結晶作製に足る純度と状態のタンパク質は得られなかった。 



 
Table 1. Proteins fused and expressed with mCherry 
Protein/peptide mCherry position Function 
Organelle markers  
H2B C Nucleus localization marker 
Use1 N ER localization marker 
Sed5 N Golgi apparatus localization marker 
Nyv1 N Vacuole localization marker 
Tlg2 N Endosome localization marker 
PTS1 N Peroxisome localization signal 
PlaA C Mitochondrion localization marker 
Ustiloxin biosynthetic proteins 
UstYb N Cyclization factor (homologous to UstYa) 
UstQ N Tyrosinase (indispensable for cyclization) 
UstT N Major facilitator transporter 
UstM N Methyltransferases 
UstC N Cytochrome P450 
UstF1 N Flavin-containing monooxygenase 
UstF2 N Flavin-containing monooxygenase 
UstD N Cysteine desulfurase 

 
４．研究成果 
４－１．DUF3328 環化因子の細胞内局在観察による反応オルガネラ同定 
 最初に UstYa とオルガネラマーカーの共局在を観察したところ、液胞マーカー (Nyv1) とのき
れいな共局在が観察された（図 2）。一方、エンドソームマーカー (Tlg2) とも一部共局在してお
り、5 um/s 程度の速度ですばやく液胞へ取り込まれるベシクルも観察されたことから、UstYa は
エンドソームを介して液胞へ局在することが示唆された。次に他の ustiloxin 生合成タンパク質
との共局在を同様に観察したところ、UstYaとともに環化に必須なUstYbとUstQ、および ustiloxin
のチロシン残基へのノルバリン修飾に必須な輸送体 UstT は、いずれもきれいに UstYa と共局在
を示した（図 3）。合成不良のタンパク質として分解されるために液胞へ局在しているのではな
いことを示すために、Aspergillus flavus 株においてエンドソームから液胞への輸送を補助する vb1

遺伝子を破壊して ustiloxin 生産性を LC-MS 測定によ
り解析したところ、エンドソームでの生合成が知ら
れる aflatoxin は生産性が増大した一方、ustiloxin の
生産は全く見られなくなった（図 4）。以上より、
ustiloxin は液胞で UstYaYbQ の 3 因子によって生合
成されると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



４－２．DUF3328 環化因子の大腸菌異種発現・精製と結晶構造解析および機能解析 
 Ustiloxin の環化に必須な UstYa, UstYb, UstQ のうち、まず UstYa について大腸菌での異種発現
を試みた。UstYa には膜貫通領域が存在するため、全長のものに加えて膜貫通領域の異なる位置
でトリムした 3 種類を試験した。様々な大腸菌宿主と発現系を検討したところ、本タンパク質を
大腸菌で発現させることはできるが、大部分が凝集して不溶化成分に行ってしまうことが分か
った。そこで不溶化成分からのリフォールディング条件を検討したところ、ある程度単量体ない
し二量体程度に分散する条件を見つけることができた。ただし凝集体は残っており、結晶形成は
困難な純度だったため、精製したタンパク質を長さの異なる 4 種類の合成した前駆体ペプチド
とともに 5 種類のバッファーで 30 度一晩 in vitro 反応を行った。しかし LC-MS 測定では、環化
したペプチドに相当するピークは残念ながら見出されなかった。UstYa とともにペプチド環化に
機能するとみられる UstYb、UstQ を別途大腸菌で異種発現させて、UstYa と合わせて同様に in 
vitro 反応を行ってみたが、やはり環化したペプチドに相当するピークは見られなかった。 
 糸状菌からの UstYa 精製も試みた。まず大腸菌と同様に、膜貫通領域を異なる位置でトリムし
て N 末に His タグをつけた UstYa 変異株を作製し化合物生産性を LC-MS 測定により解析したと
ころ、膜貫通領域をトリムしていないものだけが化合物生産性を維持していた。このことから、
糸状菌内での UstYa 機能発現に膜貫通領域は必須であることが分かった。次に、膜貫通領域のつ
いた His タグ融合 UstYa を糸状菌菌体から精製しようと試みたが、いずれのイミダゾール濃度の
溶出画分にも相当するタンパク質のピークはウエスタンブロッティングによって観察されなか
った。 
 Ustiloxin の環化には UstYaYbQ という 3 つの酵素が必要となるが、asperipin-2a では 1 つの
UstYa ホモログでコアペプチドの 2 か所での環化が行われる。そこで現在、asperipin-2a の
DUF3328 環化因子である AprY について、UstYa で得られた知見に基づき発現と精製を行ってい
る。可溶化成分での発現は確認できているため、今後は結晶構造解析および in vitro 反応に必要
な量を確保することに注力する予定である。期間内に UstYa の結晶構造解析および機能解析を
達成することはできなかったが、可溶化成分でのタンパク質発現を可能にするバッファー条件
や環化因子の細胞内動態に関する知見は蓄積することができた。これらの知見は、今後の本生合
成系を利用した環状ペプチドのデザイン・生合成・生産系の実現につながると考えている。 
 

以上 
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