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研究成果の概要（和文）：ゲノム情報を基盤とした生合成研究はゲノムマイニングと呼ばれるこ

とがある。ゲノムを宝の山と見立て、採鉱するという意味合いだ。我々は、放線菌、糸状菌、

イネのゲノムからポリケタイド合成酵素をスクリーニングした。その結果、新規な I 型および
III型ポリケタイド合成酵素を見いだすことができた。また、それらのポリケタイド合成酵素を
用いてポリケタイドの微生物生産に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：	
 Genome	
 mining	
 is	
 an	
 innovative	
 approach	
 to	
 isolating	
 novel	
 natural	
 
products	
 by	
 utilizing	
 the	
 genome	
 data	
 of	
 bacteria,	
 fungi,	
 and	
 plants.	
 	
 We	
 characterized	
 
novel	
 type	
 I	
 and	
 type	
 III	
 polyketide	
 synthases	
 by	
 genome	
 mining	
 studies	
 of	
 Streptomyces,	
 
Aspergillus,	
 and	
 Oryza	
 sativa.	
 	
 We	
 manipulated	
 polyketide	
 biosynthesis	
 to	
 generate	
 
libraries	
 of	
 “unnatural”	
 natural	
 products	
 by	
 microorganisms.	
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総	
 計 18,600,000	
 5,580,000	
 24,180,000	
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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、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、種々の生物のゲノ
ム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。	
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２．研究の目的	
 
	
 糸 状 菌 Aspergillus 属 、 放 線 菌
Streptomyces 属、イネ Oryza	
 sativa などの
ゲノムデータベースから機能未知遺伝子の
探索を行い、新規有用物質合成酵素の取得を
目指す。また得られた遺伝子資源を用いて有
用物質の生産系の構築を目指す。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 生合成酵素遺伝子のクローニング・異種
発現系の構築および酵素活性の検討	
 
	
 各生物のゲノム情報を基に触媒機能を試
験する酵素遺伝子を選定した。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
題では放線菌 Streptomyces	
 griseus、枯草菌
Bacillus	
 subtilis、イネ Oryza	
 sativa、粘
菌 Myxococcus	
 xanthusの III 型ポリケタイ
ド合成酵素、の III 型ポリケタイド合成酵素、
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）Actinoplanes	
 missouriensis 由来の新
規テルペノイドーポリケタイド融合化合物
合成に関わる遺伝子クラスターの機能解析	
 
	
 希少放線菌 Actinoplanes	
 missouriensis
由来の	
 III 型ポリケタイド合成酵素（AgqA）
を含む Agq オペロンの機能を解明した。III
型ポリケタイド合成酵素（AgqA）は、長鎖脂
肪酸、マロン酸、メチルマロン酸由来の基質
から alkylresorcinol の合成を触媒する。メ
チル基転移酵素（AgqB）、酸化酵素（AgqC）、
プレニルトランスフェラーゼ（AgqD）の作用
に よ り 、 alkylresorcinol	
 は
alkyl-O-geranyl-hydroquinone に変換され
る。本経路は、A.	
 missouriensis における
Agq オペロンの共発現体および野生株が生産
する	
 alkyl-O-geranyl-hydroquinone	
 類を
単離・精製することにより機能を決定した。	
 
	
 
（2）I 型ポリケタイド合成酵素から生成物を
解離するβ-lactamse 型チオエステラーゼの
機能解析	
 
	
 β -lactamse	
 superfamily に 属 す る

atrochrysone	
 carboxyl	
 ACP	
 thioesterase	
 
(ACTE)	
 が、糸状薗 Aspergillus	
 terreus の
非還元型 I型ポリケタイド合成酵素からの生
成物の解維を担うことを示した。ACTE	
 は既
知の thioesterase	
 (TE)	
 ドメインとは異なり、
金属を活性中心にもつ新規な TE であると予
想された。その触媒機構に興味がもたれたた
め、以下の実験を行った。大腸菌を宿主とし
て組換え ACTE を発現・精製した本酵素は分
子量約 32	
 kDa のモノマーであり、0-45℃に
おいて安定であった。また基質アナログであ
る anthraquinone-2-carboxyl	
 acid	
 NAC	
 
thioesterの加水分解反応において至適pHは
8.5 であり、Km は 1.	
 01	
 土 0.10μM、kcat は
24.	
 5 土 0.	
 9	
 min−1であった。キレート剤処
理、部位特異的変異導入、ICP-AES 分折の結
果、β-lactamase	
 と同様の金属結合	
 
モチーフをもち、活性にはFeに加えCo	
 、Ni、
Mn	
 のいずれかが必要であることが明らかと
なった。また速度論解析の結果、ACTE はベン
ゼン環、ナフタレン環を含む基質より、アン
トラキノン環を含む基質を好むことがわか
った。	
 
	
 
(3)Myxococcus	
 xanthus の fatty	
 acyl-AMP	
 
ligase依存的primingを介した芳香族ポリケ
タイドの生合成	
 
	
 ポリケタイド合成酵素のスターター基質
は一般に CoA 体である。我々は Myxococcus	
 
xanthus ゲノム中に fatty	
 acyl-AMP	
 ligase	
 
(FAAL)	
 と	
 acyl	
 carrier	
 protein	
 (ACP)、	
 III
型ポリケタイド合成酵素(FtpA)の 3種のタン
パク質をコードするオペロンを見い出した。
FtpA の反応における、	
 FAAL による CoA 非依
存的なスターター基質の供給経路の存在を
明らかにした。LC-MS	
 、	
 NMR 分析により、FtpA
オベロンを過剰発現させた Streptomyces	
 
1ividans は alkylresorcinol	
 を生産するこ
とが示された。	
 In	
 vitro反応では、	
 FtpA	
 は
長鎖脂肪酸の CoA	
 体、methylmalonyl-CoA	
 、	
 
malonyl-CoA 、 2	
 分 子 を 用 い 、	
 
alkylresorcylic	
 acid を 合 成 し た 。	
 
Alkylresorcylic	
 acidは非酵素的脱炭酸によ
り alky	
 lresorcinol	
 に 変 化 し た 。
[14C]malonyI-CoA	
 を用いた解併により、	
 
FtpA の重合反応の順番は、スターター基質、	
 
methylmalonyl-CoA 、 malonyl-CoA 、	
 
malonyl-CoA であることが明らかになった。	
 
	
 
(4)放線菌 Streptomyces	
 griseusにおける新
規メチルトランスフェラーゼの機能解析	
 
	
 	
 SrsA は放線菌 S.	
 griseus 由来の III 型ポ
リ ケ タ イ ド 合 成 酵 素 で あ り 、
alkylresorcylic	
 acid の合成を触媒する。
SrsA と SrsB を放線菌で共発現すると
alkylresorcinol	
 methyl	
 ether を生産するこ
とから SrsB はメチル化酵素であることが予



 

 

想されていた。我々は膜蛋白 SrsB を放線菌
で発現し、精製 SrsB	
 を用いて in	
 vitro反応
を行った。SrsB を Alkylresorcinol、SAM と
共に振とうしたところ、反応は進行しなかっ
た。そこで、SrsA の alkylresorcylic	
 acid
生成反応と SrsB 反応を同時に行ったところ
反応が進行し、 alkylresorcinol	
 methyl	
 
ether が生じた。これは、alkylresorcinol
ではなく、alkylresorcylic	
 acid が SrsB の
真の基質であることを示している。	
 
	
 
（5）イネ Oryza	
 sativaの III 型ポリケタイ
ド合成酵素の網羅的機能解析	
 
	
 イネ Oryza	
 sativaは 28 種類の III 型ポリ
ケタイド合成酵素をそのゲノムに有するが、
サクラネチン、トリシンやアルキルレゾルシ
ノールなど小数のポリケタイドしか単離さ
れていない。つまり、イネのゲノムには単離
されたポリケタイドよりも多くの III 型ポリ
ケタイド合成酵素が存在し、イネの潜在的な
ポリケタイド生産能に期待がもたれる。我々
は、イネの III 型 PKS の機能解析を網羅的に
行った。	
 
	
 OsPKS11、OsPKS30 とそれぞれ命名した III
型ポリケタイド合成酵素は、いずれものナリ
ンゲニンカルコンの合成を触媒するカルコ
ン合成酵素と高い相同性を有していた。実際、
OsPKS11、OsPKS30 は、カルコン合成酵素活性
を示し、OsPKS11、OsPKS30 がイネにおけるサ
クラネチン、トリシンの生合成酵素であるこ
とが判明した。カルコン合成酵素は植物に幅
広く存在する酵素であり、フラボノイドの生
合成鍵酵素である。また、ARAS1、ARAS2 とそ
れぞれ命名した III 型 PKS はいずれも
alkylresorcylic	
 acidを生産する酵素である
ことが判明した。従って、ARAS1、2 がイネに
おけるアルキルレゾルシノールの生合成酵
素であることが明らかとなった。	
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