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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、糸状菌由来ポリケタイドの生合成マシナリーをリデザインして潜在
的生物活性ポリケタイドを創製することを目的として実験を進めた。PKSの反応制御機構の解明では、ポリオー
ルポリケタイドの生合成にかかわるPKSの解析を通して、鎖伸長過程で生成する中間体の立体化学を明確にし
た。また、研究の過程でゲノム編集技術を利用した遺伝子導入法であるHot spot-Knock-in法を確立し、生合成
遺伝子の段階的な導入による天然物の異種宿主生産や転写の有無が問題となるキノコ由来の生合成酵素遺伝子の
解析などを実現した。

研究成果の概要（英文）：Deciphering the biosynthesis of fungal natural products, especially focusing
 on polyketides, was examined by through heterologous expression and in vitro/in vivo functional 
analysis of biosynthetic enzymes. Of particular notable is that missing stereochemical course of the
 PK processings catalyzed by fungal polyketide synthase (PKS) was elucidated. Bioinformatics 
analysis of PKS supports the stereochemical course. During the experiments, we established Hot 
spot-Knock-in method selectively to introduce the biosynthetic genes into the high expression loci 
(Hot spot). This method is applied to reconstitute the biosynthetic machinery of fungal natural 
products and to check the splicing of the biosynthetic genes derived from Basidiomycetes fungi. 

研究分野： 天然物化学

キーワード： 天然物　生合成　酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
天然物は、低分子医薬において中心的な役割をはたしている他、「タンパク質間相互作用の制御」「標的タンパ
ク質の分解誘導」などの新しい概念に基づく創薬研究においても重要性が指摘されている天然由来の化合物であ
る。その最大の特徴は、化学構造の多様性にある。この多様性構築機構を構築するための原理の解明と応用利用
へ向け、本研究では、１）天然物生合成酵素による反応制御機構の解明、２）特徴的な化学反応を触媒する生合
成酵素の機能解析を行った。ここで得られた成果は、人為的な酵素機能制御に基づいた天然物類縁体の合成へと
展開可能であり、将来的には、ケミカルスペースの拡張につながるものと期待している。

※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 

糸状菌は、抗腫瘍活性や抗コレステロール活性など有用な生物活性を示すポリケタイド
（PK）系天然物の主要な供給源の一つである。本化合物群は、①ポリケタイド合成酵素（PKS）
及び PKS と非リボソーム合成酵素（NRPS）とのハイブリッド酵素（PKS-NRPS）による PK
鎖の構築、②修飾酵素による PK の官能基化・構造複雑化を受けることでその多様性が創出さ
れている。この内、PK の構築を担う PKS(-NRPS)は、炭素鎖の伸長と修飾を厳密に制御する
複数の機能単位（＝ドメイン）から構成されるサイズの大きい多機能性酵素である。その最大
の特徴は、一つの触媒ドメインが繰り返し作用するにも関わらず、鎖長・置換パターン・酸化
度が異なる PK 鎖が構築されることにある。多くの化学者が「PKS（-NRPS）がどのようにし
てポリケタイド鎖を合成しているのか？」という点には興味を抱いているが、①巨大酵素
（~400kDa）を解析できる実験手法が限定されていること、②各ドメインが繰り返し利用され
る反応の複雑性などから疑問の解決には至っておらず、その反応制御機構の解明は数ある天然
物生合成酵素の中でも最難関の課題の一つと位置づけられている。 
 

このような状況下、申請者らは糸状菌由来天然物生合成系の再構築には麹菌異種発現系が
有効であることを独自に実証し、骨格構築酵素と修飾酵素の同時発現により、化学合成が困難
な複雑骨格天然物の酵素合成（＝異種生産）に成功した実績をもつ。特筆すべきは、細胞内と
いう複雑系での炭素鎖構築であるにも関わらず、天然物の基本炭素骨格と一致するポリケタイ
ド鎖（PK）が得られるという点である。これは、生成した PK の化学構造から PKS（-NRPS）
の機能を高い精度で読み解くことができることを意味している。導入した遺伝子の機能が化合
物構造に忠実に反映される本手法であれば、PKS（-NRPS）の反応制御機構の解明とそれに基
づく自在な機能制御、さらには修飾酵素による構造多様化を実現できると考えて本研究計画を
立案した。 
 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、糸状菌由来ポリケタイドの生合成マシナリーをリデザインして潜在的生
物活性ポリケタイドを創製することを目的として実験を進めた。具体的には、以下に示す３つ
の課題に取り組んだ。 
① 数ある天然物生合成酵素の機能解析の中でも最難関の課題の一つとして位置づけられてい

る PKS(-NRPS)の反応制御機構の解明と自在な機能制御 
② 巨大酵素の機能解析や in vivo でのドメイン交換実験に向けた麹菌異種宿主発現系の改良 
③ 構造多様性の構築に資する生合成酵素の解析 
 
 
３．研究の方法 

基質と酵素の関係が“鍵と鍵穴”に例えられるように、酵素は多数の化合物が混在する中
から特定の化合物のみを認識して反応を触媒する。このため、天然物合成に必要な全ての原料
（一次代謝産物）と酵素が混在した複雑系であったとしても、副産物なく望みとする天然物を
合成できる。この特徴を利用し、我々は細胞（宿主としては麹菌を利用）をフラスコと見立て、
反応を触媒する酵素をつくるための設計図である『遺伝子』を段階的に細胞に導入することで
天然物の全生合成を行ってきた。導入する遺伝子の組み合わせを自在に変えることができるた
め、生合成中間体の合成も可能である。 

本研究課題で着目する PKS（-NRPS）を含む生合成酵素の機能は、遺伝子の導入に伴っ
て生成した代謝産物の化学構造から合理的に推定した。また、修飾酵素遺伝子単独導入株を用
いた微生物変換や組みかえ酵素を用いた in vitro 実験などから、興味深い化学反応を触媒する
酵素の機能を化学的に解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）項目①の検討：PKS の反応制御機構の解明 

多機能性酵素である PKS が触媒する炭素鎖伸長反応は、PKS の ACP と連結した状態で
反応が進行する。生成物の PK 鎖には反応の過程で導入される官能基の立体化学が残っていな
いこともあり、多くの中間体を経由する多段階反応であるにもかかわらず、その立体化学につ
いてはほとんど明らかにされていない（＝各ドメインの立体選択性についてはほとんどわかっ
ていない）。本研究では、ポリオールポリケタイドの生合成にかかわる PKS の解析を通して、
鎖伸長過程で生成する中間体の立体化学を明確にした。既知天然物の立体化学の調査、他 PKS
との配列比較などから、解明した立体選択的性は糸状菌由来の PKS（-NRPS）に共通する特徴



であることが示唆された。以上、複雑な多段階反応であるがゆえに未解明であった立体選択性
の解明に成功した。 
 
（２）項目①の検討：PKS の自在な機能制御 

ポリオールポリケタイドの生合成系では、培養条件により鎖長が異なる生成物が得られる
ことがわかった。この発見を契機として、鎖長制御の因子をつきとめるべく検討を進めたとこ
ろ、PK 鎖の切り出しを触媒する酵素の転写量（~発現量）により生成物の鎖長がかわることを
突き止めた。この事実は、PKS と切り出し酵素の発現量のバランスにより鎖長が制御されてい
ることを示唆している。また、他ドメインの機能制御へ向けた知見を得るべく PKS の「バイ
オインフォマティクス解析」を行った。骨格構築酵素の分子系統解析に加えて修飾酵素の保存
性や機能に着目して解析することで、ハイブリッド PKS の分子系統学的な分類結果は生成物
である PK 鎖の構造ではなく最終産物の化学構造（特徴的な部分構造）を反映していることを
明確にした。この意外な発見を端緒として、分子系統解析の結果を詳細に分析することで、１）
糸状菌が生産するハイブリッドポリケタイドは２９種類であること、２）新規ハイブリッドポ
リケタイドを与えると期待されるグループが１１種類であることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）項目②の検討：麹菌異種宿主発現系の改良 

実験開始以降、ハイブリッド PKS のような 12 kbp を超えるサイズの遺伝子を麹菌へと導
入する際、①遺伝子の導入効率が悪いこと、②遺伝子の導入位置の制御が困難であること、な
どが問題点として浮かび上がってきた。この問題を解決するため CRISPR/Cas9（Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR-Associated Proteins 9）システ
ムによるゲノム編集技術を利用した遺伝子導入法である Hot spot-Knock-in 法を確立した。本
手法の特徴は、１）遺伝子が確実に転写される領域（Hot spot）に対して標的遺伝子を選択的
に導入できること、２）遺伝子導入効率が高い（~90%）ためにスクリーニングが不要である
こと、３）プラスミドのリサイクリングによる多重遺伝子改変が可能であること、などが挙げ
られる。研究を進める過程で、PKS のようなサイズの大きい遺伝子の導入だけでなく、10 種
以上の生合成遺伝子の段階的な導入、転写の有無が問題となるキノコ由来の生合成酵素遺伝子
の解析などにも応用できる汎用性の高い手法であることがわかった（項目③参照）。本研究は丸
山（A02 班）との共同研究であり、まさに、領域研究の強みを生かした研究成果である。 
 
（４）項目③の検討：構造多様性の構築に資する生合成酵素の解析 

項目②で確立した Hot spot-Knock-in 法の有用性を検証するため、他起源の天然物の生合
成酵素の解析を行った。具体的には、１）10 遺伝子の段階的な導入によりロリトレムの生合成
経路の解明、２）12 遺伝子の段階的な導入により erinacine の生合成経路の解明を通して、本
手法が生合成遺伝子の段階的な導入による天然物合成に応用可能であることを実証した。また、
導入した遺伝子が確実に転写されるという利点を生かし、キノコ由来の生合成酵素遺伝子の麹
菌内におけるスプライシングを詳細に調べることにも成功した。この解析は、我々が知る限り
において、子嚢菌を用いてキノコ由来の遺伝子のスプライシングを解析した最初の例である。
本手法をキノコ由来のセスキテルペン環化酵素の機能解析に応用したところ、検討した 30 種
の環化酵素の内、29 種の環化酵素の機能を解析することができた。その他、１）ポリケタイド
系天然物の生合成における２量化酵素の同定、２）アブシジン酸生合成にかかわる新規環化酵
素 BcABA3 の同定、３）テルペン環化酵素の集中的解析による構造類縁体の合成などにも成功
した。 
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本化学会 第101春季年会 (2021)

日本化学会 第101春季年会 (2021)

日本農芸化学会2021年度大会

日本化学会 第101春季年会 (2021)

 ２．発表標題

 ２．発表標題

小谷 明里、瀧野 純矢、尾﨑 太郎、望月 進、秋光 和也、南 篤志、及川 英秋

深谷 充功、尾﨑 太郎、劉 成偉、南 篤志、及川 英秋

瀧野 純矢、小谷 明里、尾﨑 太郎、南 篤志、及川 英秋

山本 真太郎、尾﨑 太郎、劉 成偉、丸山 潤一、南 篤志、及川 英秋

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

カンキツbrown spot病菌由来宿主特異的毒素ACR-toxinの生合成

糸状菌が生産するアントラキノンダイマーの生合成研究 (4)

繰り返し構造を有するポリケタイド系天然物phialotideの生合成 (1)

糸状菌由来酸無水物二量体phomoidride Bの生合成研究 (2)

 ３．学会等名



2021年

2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本化学会 第101春季年会 (2021)

日本化学会 第101春季年会 (2021)

日本化学会 第101春季年会 (2021)

日本化学会 第101春季年会 (2021)

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

佐藤 芳郎、瀧野 純矢、尾﨑 太郎、劉 成偉、南 篤志、及川 英秋

小谷 明里、瀧野 純矢、尾﨑 太郎、望月 進、秋光 和也、南 篤志、及川 英秋1

山本 紘嵩、佐藤 優哉、佐藤 輝歩、成田 興司、尾﨑 太郎、南 篤志、及川 英秋

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

ゲノム編集による高効率遺伝子導入法を用いたテルペン系カビ毒PR-toxinの生合成研究-3-

宿主特異的毒素ACR-toxinの生合成研究

麹菌発現系を利用した生物活性セスタテルペノイドのゲノムマイニング-2-

糸状菌由来ペプチド系マイコトキシンphomopsin Aの生合成研究 -3-

 １．発表者名

 １．発表者名
曽ヶ端 花帆、五十嵐 祐也、尾﨑 太郎、劉 成偉、南 篤志、及川 英秋
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 ３．学会等名
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
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 ２．発表標題

 ２．発表標題
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南篤志

瀧野 純矢、小崎 拓登、佐藤 芳郎、劉 成偉、尾崎 太郎、南 篤志、及川 英秋

曽ケ端花帆、五十嵐祐也、尾崎太郎、劉成偉、南篤志、及川英秋

 ３．学会等名

新学術領域研究「生合成リデザイン」第４回公開シンポジウム

第30回 万有札幌シンポジウム

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

Development of versatile heterologous expression system for synthesizing Basidiomycete natural products

糸状菌由来ポリケタイド系天然物生合成機構の解明と制御

植物ホルモンアブシジン酸の全生合成と骨格構築酵素の特異な環化機構の解明

糸状菌由来ペプチド系マイコトキシンのphomopsin Aの全生合成研究

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2019年

2019年

2019年

2019年

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本化学会北海道支部2019年夏季研究発表会

第61回天然有機化合物討論会

日本農芸化学会北海道支部2019年度第２回講演会

佐藤芳郎、瀧野純矢、劉成偉、尾崎太郎、南篤志、及川英秋

劉 成偉、蒋 雨露、尾崎太郎、工藤洸星、松本知之、丸山 潤一、南 篤志、及川英秋

Yulu Jiang, Taro Ozaki, Chengwei Liu, Kosei Kudo, Tomoyuki Matsumoto, Jun-ichi Maruyama, Atsushi Minami, Hideaki Oikawa

瀧野 純矢、小崎 拓登、佐藤 芳郎、劉 成偉、尾崎 太郎、南 篤志、及川 英秋

日本農芸化学会北海道支部2019年度第２回講演会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

ゲノム編集による高効率遺伝子導入法を用いたテルペン系カビ毒PR-toxinの全生合成研究-第1報-

糸状菌由来インドールテルペン類の網羅的全生合成法の開発

Studies on the biosynthesis and structural diversification of the indole diterpene lolitrems

植物ホルモンアブシジン酸の全生合成と特異な環化機構の解明

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
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日本化学会 第100春季年会 (2020)
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

ゲノム編集を用いた糸状菌由来セスキテルペンの異種生産

糸状菌におけるアブシジン酸の生合成研究-2-

抗生物質zopfiellinの生合成研究（３）

ゲノム編集による高効率遺伝子導入法を用いたテルペン系カビ毒PR-toxinの生合成研究(2)
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 ３．学会等名
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深谷充功、水野上裕亮、尾﨑太郎、劉成偉、南篤志、及川英秋

山本真太郎、尾﨑太郎、劉成偉、丸山潤一、南篤志、及川英秋

西下純平、長嶺翔太、尾﨑太郎、劉成偉、丸山潤一、南篤志、及川英秋

長嶺翔太、南篤志、劉成偉、尾﨑太郎、丸山潤一、及川英秋

日本化学会 第100春季年会 (2020)

日本化学会 第100春季年会 (2020)
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 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

糸状菌が生産するアントラキノンダイマーの生合成研究 (3)

糸状菌由来酸無水物二量体phomoidride Bの生合成研究

キノコ由来テルペン系天然物の生合成研究

異種発現系を用いた担子菌由来メレオライド類の生合成研究（３）
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日本農芸化学会2020年度大会

小谷明里、劉成偉、尾﨑太郎、呉静、河岸洋和、丸山潤一、南篤志、及川英秋

椎名哲也、松優佑、長嶺翔太、尾﨑太郎、劉成偉、南篤志、及川英秋

西下純平、長嶺翔太、尾﨑太郎、劉成偉、丸山潤一、南篤志、及川英秋
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 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

担子菌由来ジテルペン系化合物erinacineの全生合成

酸無水物型二量体ゾフィエリンの特異な八員環形成機構

担子菌由来テルペン系天然物の異種生産

担子菌由来ジテルペンerinacine生合成経路の解明と効率的再構築
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日本農芸化学会2020年度大会
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小谷明里、劉成偉、尾﨑太郎、呉静、河岸洋和、丸山潤一、南篤志、及川英秋
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瀧野純矢、小崎拓登、劉成偉、尾﨑太郎、南篤志、及川英秋
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 ４．発表年

 ４．発表年
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 １．発表者名
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担子菌由来ジテルペン系化合物erinacineの全生合成

糸状菌由来ポリケタイド系天然物生合成機構の解明と制御

麹菌異種発現系を用いたAbscisic Acidの生合成研究（4）

麹菌異種発現系を用いたPR-toxinの生合成研究
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田澤聡大、叶英、尾﨑太郎、劉成偉、南篤志、小笠原泰志、大利徹、及川英秋

長嶺翔太、南篤志、劉成偉、尾﨑太郎、及川英秋
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Minami, A., Ozaki, T., Oikawa, H.

日本化学会北海道支部2018年夏季研究発表会
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 ２．発表標題
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

特殊条件下で生産される植物病原由来ジテルペンの全生合成と多様性創出機構

異種発現系を用いた担子菌由来メレオライド類の生合成研究（２）

Biosynthetic study of abscisic acid in fungi

Unique enzymes in the biosynthesis of terpenoids

 １．発表者名

 １．発表者名
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第60回天然有機化合物討論会
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尾﨑太郎、山根桃華、田澤聡大、叶英、劉成偉、小笠原泰志、大利徹、南篤志、及川英秋

澤田光平、南篤志、久米田博之、斎尾智英、松丸尊紀、及川英秋、前仲勝実、尾瀬農之

西下純平・長嶺翔太・小崎拓登・劉成偉・尾﨑太郎・丸山潤一・南篤志・及川英秋

長嶺翔太・西下純平・劉成偉・尾﨑太郎・丸山潤一・南篤志・及川英秋
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

真菌由来希少テルペノイドの生合成研究と異種生産

ポリエーテル生合成経路中に存在する新型ペア型酵素の戦略を解明する

担子菌がもつセスキテルペン環化酵素の網羅的解析－1－

担子菌がもつセスキテルペン環化酵素の網羅的解析－2－

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本化学会 第99春季年会 (2019)

日本化学会 第99春季年会 (2019)

日本農芸化学会2019年度大会

 ３．学会等名

深谷充功・南篤志・尾﨑太郎・劉成偉・丸山潤一・及川英秋

齋藤 直也、片山 琢也、南 篤志、及川 英秋、丸山 潤一

瀧野純矢・小崎拓登・佐藤芳郎・劉成偉・尾﨑太郎・南篤志・及川英秋

椎名哲也・長嶺翔太・松優佑・尾﨑太郎・劉成偉・南篤志・及川英秋

日本化学会 第99春季年会 (2019)

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

糸状菌が生産するアントラキノンダイマーの生合成研究-2-

ゲノム編集を利用した麹菌Aspergillus oryzaeにおける異種二次代謝産物生産および生産性の向上

糸状菌におけるアブシジン酸の生合成研究-1-

抗生物質Zopfiellinの生合成研究(2)

 １．発表者名

 １．発表者名
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2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名
日本農芸化学会2019年度大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本農芸化学会2019年度大会

尾崎 太郎、シンデ サンディップ、高 磊、奥泉 諒、劉 成偉、小笠原 泰志、大利 徹、南 篤志、及川 英秋

瀧野 純矢、小崎 拓登、佐藤 芳郎、劉 成偉、尾崎 太郎、南 篤志、及川 英秋

曽ケ端 花帆、尾崎 太郎、劉 成偉、丸山 潤一、南 篤志、及川 英秋

椎名 哲也、長嶺 翔太、松 優佑、尾崎 太郎、劉 成偉、南 篤志、及川 英秋

日本農芸化学会2019年度大会

日本農芸化学会2019年度大会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

ロンゲスチン生合成における特異なメチル基導入機構の解明

植物ホルモンAbscisic Acidの生合成における新規環化酵素の機能解析-1-

ゲノム編集技術CRISPR/Cas9を用いた糸状菌天然物の異種生産 (2)

糸状菌が生産する酸無水物多量体の生合成に関する研究
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 １．発表者名

 ２．発表標題
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 ３．学会等名
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日本農芸化学会2019年度大会

日本農芸化学会2019年度大会

深谷 充功、南 篤志、尾崎 太郎、劉 成偉、丸山 潤一、及川 英秋

劉 成偉、佐藤 芳郎、尾崎 太郎、呉 静、丸山 潤一、南 篤志、河岸 洋和、及川 英秋

西下 純平、長嶺 翔太、小崎 拓登、劉 成偉、尾崎 太郎、丸山 潤一、南 篤志、及川 英秋

長嶺 翔太、西下 純平、劉 成偉、尾﨑 太郎、丸山 潤一、南 篤志、及川 英秋
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名
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