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研究成果の概要（和文）：医薬資源として重要なメロテルペノイドは、テルペノイドとポリケタイドの構造を併せ持つ
、ハイブリッド型化合物である。我々はピリピロペンA、テレトニン、アンジトミン、アンドラスチンなど、数種の糸
状菌由来生物活性メロテルペノイドの生合成遺伝子クラスターを同定し、麹菌を宿主として、遺伝子異種発現・物質生
産系を構築した。また、これら生合成アセンブリーラインに、メロテルペノイドの構造多様性を生み出す、新規膜結合
性環化酵素や多機能型酸化酵素など、興味深い化学反応を触媒する一連のユニークな酵素群を見出し、その反応機構を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Meroterpenoids are hybrid natural products of both terpenoid and polyketide 
origin. We identified several biosynthetic gene clusters of pharmaceutically important fungal 
meroterpenoids, which includes that is responsible for the production of pyripyropene A, terretonin, 
anditomin, and andrastin, through reconstituted biosynthesis in a heterologous fungal expression system. 
Interestingly, the biosynthetic assembly lines are rich sources for interesting enzymes and chemistry, 
such as previously unknown membrane-bound terpene cyclases and multifunctional oxygenases, for the 
generation of structurally divergent complex fungal meroterpenoids.

研究分野：天然物化学、生物有機化学

キーワード： メロテルペノイド　生合成　遺伝子クラスター　多様性創出　機能制御　二次代謝酵素

  ２版



様	
 式	
 Ｃ－１９	
 

１．研究開始当初の背景 
	
 今後の医薬資源の開発について考えた場
合、多様性に富む化合物群をいかに効率良く
生産し、創薬シードとして提供できるか、が
鍵になる。医薬資源として重要な天然物の基
本骨格を構築する二次代謝酵素の中には、活
性部位の微妙な構造の違いで基質特異性や
反応様式が大きく変化するものがあり、これ
が天然物の分子多様性を生み出す大きな要
因の一つとなっている。一方、二次代謝酵素
が示す寛容な基質特異性と潜在的触媒能力
を活用することにより、有用物質生産系の構
築が可能になる。また、酵素タンパクの立体
構造情報に基づく合理的な触媒機能の改変
により、さらなる分子多様性と新規骨格の創
出が期待される。 
	
 本研究では、人為的な酵素機能の制御と分
子多様性創出の格好のモデルともいえる、糸
状菌由来メロテルペノイド生合成酵素群を
とりあげる。テルペノイドとポリケタイドの
部分構造を併せ持つメロテルペノイドは、そ
れぞれの多様性を相乗した分子構造多様性
を有する可能性を秘めている。本研究では、
有機化学を基盤として、分子生物学や構造生
物学、タンパク工学の技術などを駆使するこ
とにより、新たな酵素触媒機能の開拓と新規
有用物質生産系の構築をめざす。各生合成酵
素の精密機能解析を基盤として、酵素機能の
改変や、非天然型基質と反応させることなど
により、メロテルペノイド構造多様性の拡大
を図り、創薬シードとなりうる新規ハイブリ
ッド型有用天然物の創製を試みる。 
	
 我々は、これまで一貫して天然物の生合成
と生理活性に関する研究を中心課題として
取り上げ、天然物の生合成工学に関する研究
を精力的に進めている。多様な構造と生理活
性を示す二次代謝産物の基本骨格構築を担
う生合成鍵酵素の研究が、天然物を基盤とす
る将来の創薬化学に貢献をすることを予見
し、酵素機能の改変による非天然型新規化合
物の創出を実現し、セレンディピティに頼ら
ない合理的な方法論を展開している。糸状菌
由来のメロテルペノイドには、顕著なコレス
テロール低下作用を有するピリピロペン類
や、タンパクのファルネシル化阻害作用を有
し抗癌剤として期待されるアンドラスチン
類など、顕著な生理活性を示し、創薬シード
として期待される化合物が数多くあるが、そ
の生合成に関しては今後の研究が待たれて
いるのが現状である。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、まず、既にそのクローニング
と機能解析が進行中の Aspergillus fumigatus
由来ピリピロペンをはじめとして、一連の糸
状菌由来メロテルペノイドの生合成遺伝子
クラスターを対象とする。酵素遺伝子のクロ
ーニングを行い、得られた生合成酵素群の精
密機能解析によりメロテルペノイド生合成
の構築原理を解明する。また、その生合成マ

シナリーを再構築し、合理的な酵素機能の改
変や、非天然型基質をプローブとした潜在的
触媒能力の開拓により、非天然型新規メロテ
ルペノイドのコンビナトリアル生合成を実
現する。さらに、物質生産、生合成工学への
展開をはかる。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子異種発現系の構築と機能解析 
	
 まず、糸状菌 A. fumigatus 由来ピリピロペ
ンの生合成遺伝子クラスターを構成する各
遺伝子の異種発現系を構築する。メロテルペ
ノイド生合成において分子骨格構築の鍵と
なるのはポリケタイド部分の生合成を担う
ポリケタイド合成酵素（PKS）、テルペノイド
部分を縮合するプレニル基転移酵素（PT）、
末端二重結合に対するエポキシ化を触媒す
るフラビン要求性の酸化酵素（FMO）、そし
て閉環反応を担う環化酵素（CYC）である。
これら４種の酵素が構造多様性を産み出す
基盤となる。具体的には、酵母 Saccharomyces 
cerevisiaeあるいは麹菌 A. oryzae を宿主とし
て、PKS、PT、FMO、CYC の４遺伝子を同
時に導入した異種発現系、即ち、メロテルペ
ノイド生合成アセンブリーラインを再構築
する。また、同時に、酵母や大腸菌を用いて
これら４酵素を単独で異種発現させた組み
替え酵素を用いて酵素の精密機能解析に着
手する。in vitroで各々基質類縁体を反応させ
基質および生成物特異性を検討する。非天然
型基質として、種々の芳香族や脂肪族の CoA
体を開始基質とし、テルペノイド部分に関し
てはプレニル鎖長の異なるもの等を用いる。
同時に、in vivoにおいてもこれら人工基質を
投与し、非天然型新規メロテルペノイドの生
産を検討する。 
 
（２）酵素の精密機能解析と反応機構の解明 
	
 生合成クラスターを構成する各酵素につ
いて、他のホモログ酵素との配列比較、また
は、ホモロジーモデルなどに基づく、部位特
異的変異の導入などにより酵素の構造機能
相関を検討し、酵素反応機構の解明と分子多
様性創出をめざす。また、上述した４酵素の
うち、PKS と CYC はメロテルペノイドの基
本炭素骨格構築の鍵となる。とりわけ、PKS
はニコチン酸 CoA 体を開始基質とするこれ
までに例のないものであり、また、分子進化
の過程で、アミノ酸残基の置換などにより、
複数のドメインが機能を喪失したことが予
想される。そこでこれら残基に変異を導入し、
機能を回復させてやれば、さらに複雑で新た
な骨格をもったメロテルペノイドの生産も
期待される。一方、テルペノイド部分の環化
を担う CYC は既知のテルペン環化酵素とは
相同性を示さない７回膜貫通型の全く新規
な酵素である。部位特異的変異などにより活
性中心触媒残基の同定など、酵素の構造機能
相関を検討する。 
 



（３）基質特異性と潜在的触媒能力を利用し
たコンビナトリアル生合成 
	
 二次代謝酵素が示す最大の特徴の一つに、
その寛容な基質特異性と潜在的触媒能力が
挙げられる。従って、こうした寛容な基質特
異性の甘さを利用して、一連の人工基質を酵
素に作用させることにより、非天然型新規化
合物ライブラリーの構築が可能になる。天然
型基質の場合と同様な酵素反応の進行が予
想される一方で、基質の構造に対応して、活
性部位におけるフォールディング・コンフォ
メーションが微妙に影響を受け、在来見られ
ない骨格を生成する可能性も期待される。 
 
（４）有用物質生産系の構築 
	
 物質生産への展開を考えた場合、今後クリ
アすべき問題の一つに生産効率の向上が挙
げられる。本研究では酵母や麹菌などを生産
工場としたコンビナトリアルな物質生産系
を構築する。一方、こうした発現系は、物質
生産のみにとどまらず、将来的には、進化分
子工学の手法を用いた網羅的な変異酵素の
作成など、コンビバイオによる迅速な酵素触
媒機能の改変にも道を拓く。 
 
４．研究成果 
	
 以下に主な研究成果について簡潔に記述
する。詳細については、印刷公表した以下の
論文を参照されたい。 
 
（１）まず、遺伝子異種発現系の構築と機能
解析に着手した。糸状菌 A. fumigatus 由来ピ
リピロペンの生合成遺伝子クラスターを構
成する各遺伝子の異種発現系を構築した。具
体的には、麹菌 A. oryzae NSAR1 株を宿主と
して、PKS、PT、FMO、CYC の４遺伝子な
どを同時に導入した異種発現系、即ち、メロ
テルペノイド生合成アセンブリーラインを
再構築した。また、同時に、酵母や大腸菌を
用いてこれら４酵素を単独で異種発現させ
た組み替え酵素を用いて酵素の精密機能解
析を行った。 
 
（２）次に Aspergillus terreus由来テレトニン
生合成経路の解明に着手した。数多くのテレ
トニン類縁体が天然から単離されており、そ
の中には医薬品資源として期待されるもの
も含まれる。A. terreusのゲノム情報をもとに
テレトニン合成遺伝子クラスターを同定し、
ポリケタイド合成酵素(Trt4)、プレニル基転移
酵素(Trt2)によって、farnesyl-DMOAが合成さ
れることを示した。また、Trt4、Trt2 に加え
て、フラビン依存型酸化酵素(Trt8)、環化酵素
(Trt1)を A. oryzaeを宿主とした異種発現に成
功した。その結果、Trt8により farnesyl-DMOA
が酸化され、epoxyfarnesyl-DMOAが生成した。
一方、環化前にカルボキシル基がメチル化さ
れる可能性を考え、メチル化酵素(Trt5)を、
Trt1,2,4,8発現系に加えて発現した。その結果、
プレテレトニンの生成を確認し、Trt5による

カルボキシル基のメチルエステル化が、環化
反応に必須であることを明らかにした。テレ
トニンの後期生合成段階の解明にも成功
し、A. oryzaeにおける異種発現系を構築し、
その生物的全合成を達成した。 
 
（３）3,5-ジメチルオルセリン酸を共通の生
合成中間体とするメロテルペノイドには、テ
レトニン以外にもオースチノール、アンドラ
スチンなど、多様な骨格が知られており、テ
ルペノイド部位の環化様式や環化後の種々
の修飾反応の多様性により、これら化合物群
の構造多様性が生み出される。オースチノー
ルとアンドラスチンについても、麹菌を宿主
として、遺伝子異種発現・物質生産系を構築
し、メロテルペノイドの構造多様性を生み出
す、閉環様式を異にする環化酵素や、閉環後
の修飾反応に関わる酵素群の探索ならびに
機能解析を行った。なかでもオースチノール
生合成においては、スピロ環形成と多段階の
酸化反応を触媒する特異な新規多機能型ジ
オキシゲナーゼを見出し、その精密機能解析
に成功した。さらに、アンドラスチン生合成
に関しては、A. oryzaeにおける異種発現系を
構築し、その生物的全合成を達成した。 
 
（４）Aspergillus variecolorが産生するアンジ
トミンの生合成マシナリーの全容を解明し
た。単離・構造決定より三十余年を経て初め
て、その生合成分子基盤を明らかにするとと
もに、自然界の巧みな合成戦略の一端を見出
すことに成功した。当初生合成への関与が予
想された Diels-Alder反応は、実際にはアンジ
トミン生合成に関与しないことが判明した
が、一方でジオキシゲナーゼ AndAが特異な
分子内架橋構造の形成を担うことを解明し
た。さらに、生合成の最終段階においても、
異なるジオキシゲナーゼ AndF が酸化的転位
反応を触媒しアンジトミンを与えることを
見出した。これら特異な反応を触媒する一連
のジオキシゲナーゼの機能をより詳細に明
らかにすべく、X線結晶構造解析にも着手し
た。 
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