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研究成果の概要（和文）：①糸状菌が生産するFusicoccinの12位水酸基を除去した誘導体が新規抗がん剤のリード化合
物として期待されている。そこで生合成工学により、目的中間体を蓄積する菌株を育種した。②カビ由来のインドール
ジテルペンの生合成に関与するプレニル基転移酵素PaxC、PaxD、AtmDの機能解析を行った。③メナキノン新規生合成経
路中間体であるフタロシンの生成機構の解明を行い、S-アデノシルメチオニン由来のアデノシルラジカルを直接基質に
用いる新規酵素の機能解明に成功した。④非タンパク性のアミノ酸をリン酸化し、次いでペプチドのアミノ基を求核剤
に用いてアミドを形成する新規ペプチドリガーゼを見出した。

研究成果の概要（英文）：1. Fusicoccin A is a diterpene glucoside produced by the fungus Phomopsis 
amygdali and its derivative lacking the OH group at the 12-position is revealed to be a potential 
anti-cancer drug. We therefore constructed a mutant producing the desirable intermediate by biosynthetic 
engineering. 2. Three fungal prenyltransferases, PaxC, PaxD, and AtmD, all of which are responsible for 
biosynthesis of indole diterpene compounds, were characterized. 3. Aminodeoxyfutalosine is the first 
intermediate in the new menaquinone biosynthetic pathway. We demonstrated that a radical S-adenosyl 
methionine enzyme (MqnE) catalyzed the addition of the adenosyl radical to the double bond of 
3-[(1-carboxyvinyl)oxy]benzoic acid derived from chorismate by MqnA. 4. During the biosynthetic studies 
of pheganomycin, we identified a new ATP-grasp enzyme, which phosphorylated the non-proteogenic amino 
acids with ATP and the successive nucleophilic attack of the peptides.

研究分野：生合成工学

キーワード： 生合成　インドールジテルペン　糸状菌　プレニルトランスフェラーゼ　フタロシン　ペプチドリガー
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１．研究開始当初の背景 
 
 （１）フシコクシン生合成マシナリーの同
定と再構築：糸状菌 Phomopsis amygdaliが
生産するフシコクシン A（FC）および糸状菌
Cladosporium sp. 501-7Wが生産するコチレ
ニン A（CN）はジテルペン配糖体であり、
極めて類似した構造を持つ。しかし、CN の
みがヒト急性白血病細胞（HL-60）に対して
分化誘導活性を示し、新規抗がん剤のリード
化合物として有用であった。しかし、CN 生
産菌は長期保存の間に増殖能を失い、当時
CNの新規調製は不可能な状況であった。 
 
（２）インドールジテルペン生合成酵素の解
析：インドールジテルペンは、糸状菌が生産
する代表的なマイコトキシンであり古くか
ら研究が行われてきた。その生合成研究は、
Scott らにより paxilline 生産菌である糸状
菌 Penicillium paxilliを用いて、主に遺伝学
的手法により進められてきた。その結果、生
合成遺伝子クラスター中の 6 つの遺伝子が
paxilline の生成に必要であると示唆されて
いた。また及川らは、Aspergillus oryzaeを
用いて 6つの遺伝子を異種発現させることに
より個々の遺伝子の機能を明らかにしてい
た。 
 
（３）ヌクレオシド系抗生物質生合成マシナ
リーの解明：大腸菌や枯草菌では、メナキノ
ンの生合成は、コリスミ酸からスクシニル安
息香酸を経る経路が既に明らかにされてい
る。しかし筆者は、放線菌では新規経路（フ
タロシン経路）で生合成されることに気づき、
その概略を 2008年に明らかにした（Science, 
321, 1670-1673 (2008)）。 
 
（４）ペプチドリガーゼ相同遺伝子の機能解
析；つい最近筆者らは、非タンパク性のアミ
ノ酸のカルボン酸をリン酸化し、次いでリボ
ソームで合成されたペプチドのアミノ基を
求核剤に用いてアミドを形成する新規ペプ
チドリガーゼを見出した。 
 
２．研究の目的 
 
 （１）フシコクシン生合成マシナリーの同
定と再構築：構造活性相関試験で FC の 12
位の水酸基の存在が抗ガン活性を妨げてい
ることが判明した。そこで FCの生合成を解
明し、12位の水酸基が除去され、半合成に適
した中間体（FC H）生産菌の創製を目的と
した。 
 
（２）インドールジテルペン生合成酵素の解
析：初発反応を触媒し geranylgeranyl indole 
を生成する PaxCの真の基質や、クラスター
に存在し、プレニル転移酵素と相同性を有す
る paxDの機能は不明なままである。また A. 
flavus が生産し paxilline の類縁体である

aflatrem の推定生合成遺伝子クラスターも
同定されているが、プレニル転移酵素と相同
性を有する atmD遺伝子の機能解明は行われ
ていない。そこで、組換え PaxC、PaxD お
よび AtmD を用いた詳細な機能解明を目的
とした。 
 
（３）ヌクレオシド系抗生物質生合成マシナ
リーの解明：初発のフタロシン（FL）が生成
する反応と MqnC が触媒するデヒポキサン
チ ニ ル フ タ ロ シ ン  (de-hypoxanthinyl 
futalosine (DHFL))から cyclic DHFLが生成
する反応が未解明のままであったことから
全容解明を目的とした。 
 
（４）ペプチドリガーゼ相同遺伝子の機能解
析；新規ペプチドリガーゼのオーソログは放
線菌など多様な微生物ゲノムに見いだされ、
何れも個々に固有な遺伝子とクラスターを
成していたことから、異種宿主発現により、
それらの機能解明を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）フシコクシン生合成マシナリーの同定
と再構築：フシコクシン生産菌からフシコク
シン生合成遺伝子を取得し、組換え酵素を用
いた in vitro解析や遺伝子破壊により、12位
の水酸化遺伝子を同定し、遺伝子破壊により
目的中間体生産菌を育種した。 
 
（２）インドールジテルペン生合成酵素の解
析：PaxC、PaxDおよび AtmDの cDNAを
取得後、組換え酵素を用いた in vitroアッセ
イにより機能解明を行った。また、FC 生産
菌のゲノム配列中に見出した、amyDに関し
ては、麹菌で強制発現させ cDNA を取得後、
組換え酵素を調製して使用した。 
 
（３）ヌクレオシド系抗生物質生合成マシナ
リーの解明：MqnCが触媒する反応に関して
は、放線菌 Streptomyces coelicolor A3(2)の
SCO4550（MqnC）組換え酵素を調製し in 
vitro解析に用いた。初発のフタロシン（FL）
が生成する反応に関しては、これまでに、
SCO4506（MqnA）が本反応に関与すること
を明らかにしているが、本酵素のみでは FC
生成が認められなかったことから、他の酵素
が必要と考え、探索後、組換え酵素を用いて
in vitro解析に用いた。 
 
（４）ペプチドリガーゼ相同遺伝子の機能解
析；放線菌に見出した、新規ペプチドリガー
ゼのオーソログを含む遺伝子クラスターを、
機能解明のため Streptomyces lividansを用
いて異種宿主発現させた。次いで形質転換株
を培養し、特異的代謝産物の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 



 （１）フシコクシン（FC）生合成マシナリ
ーの同定と再構築 
①FC 全生合成遺伝子クラスターの取得；以
前筆者らは P. amygdaliから FCの基本骨格
をなすフシコッカジエン（FD）の生合成遺伝
子を取得し、その周辺領域の解析を行ったが、
一部分の遺伝子しか見出せなかった。そこで、
P. amygdali のドラフトゲノム解析を行った
結果、以前 FC類縁体であるブラシシセンの
生産菌 Alternaria brassicicolaから取得した
FD の 8 位の水酸化に関与する P450 と高い
相同性を有するオーソログである orf5 を見
出した。その周辺領域を探索した結果、約 21 
Kbの DNA断片内に、さらに 3つの P450遺
伝子（P450-3 (orf7), P450-4 (orf10), P450-5 
(orf13)）、糖転移（orf6）、メチル基転移（orf8）、
アセチル基転移 2つ（orf9と orf12）、プレニ
ル基転移遺伝子（orf11）の合計 9個の遺伝子
からなるクラスターを同定し、合計 13 個の
FC生合成遺伝子を同定した。 
②FC生合成遺伝子群の機能解析 
 見出された P450 は、酵母を用いた異種発
現、および相同組換えによる破壊実験により、
P450-2 (ORF5)、P450-1 (ORF3) 、P450-3 
(ORF7)、P450-4 (ORF10)が、FDの 8、16、
9、12の位置を順次水酸化することが分かっ
た。したがって、P450-5 (ORF13)は 19位水
酸化酵素と推定される。その他の修飾酵素に
関しては、それぞれを組換え酵素として発現
させ in vitroアッセイで活性を検出できた。
以上により、フシコクシン生合成マシナリー
の全容を解明した。 
③12 位の水酸基が除去された FC H 生産性
を、orf10 破壊株を用いて検討した結果、野
生株が生産する FC以上の生産性が認められ、
他の FC関連化合物の副生もほとんど見られ
なかった（95％以上）。FC Hからは、CN以
上の活性を有する抗がん剤が容易に合成で
きることから当初の目的を達成した。 
 
（２）インドールジテルペン生合成酵素の解
析 
①PaxC の機能解析：組換え PaxC 酵素を用
いて解析を行った結果、 indole-3-glycerol 
phosphate (IGP)と indoleが基質となったが、
速度定数を求めた結果、IGPが真の基質であ
ると推定された。  
②PaxDの機能解析：paxilline生合成遺伝子
クラスターには、プレニル転移酵素と相同性
を有する paxD が存在する。組換え酵素と
paxilline を基質に用いて機能解析を試みた
結果、paxillineの 21,22位を regular型でダ
イプレニル化する反応を触媒した。カビのプ
レニル基転移酵素はモノプレニル化する例
しか報告が無く、PaxD はダイプレニル化を
触媒する初めての例である。 
③AtmDの機能解析：A. flavusは、paxilline
の類縁体である aflatremと-aflatrem を生
産し、Scott らにより生合成遺伝子クラスタ
ーも同定されている。クラスター内には、プ

レニル転移酵素と相同性を有する atmD遺伝
子が存在することから、paxillineと組換え酵
素を用いて解析を行った結果、20 位または
21位を reverse型でモノプレニル化する反応
を触媒した。 
④AmyD の機能解析：FC A 生産菌 P. 
amygdaliから amyDの cDNAを取得できな
かった。そこで、amyDを麹菌内で強制発現
させ cDNAを取得後、組換え酵素を用いて機
能解析を行った。その結果、AmyD は
paxillineの 20位と 21位に regular型でダイ
プレニル化する活性を有していた。 
また、上記の糸状菌由来の 3つのプレニル
転移酵素、PaxD、AtmD、AmyD の基質特
性をさらに検討した。有機合成した非天然型
のインドール誘導体 139サンプルを北大・及
川研から供与を受け、これら酵素の基質とな
り得るか検討した。その結果、AtmDが最も
許容性が高く 8つの化合物が基質となり、殆
どの基質で複数の生成物が得られた。また、
変換率に関しても AtmD が高い活性を示し、
最大、40％の値が得られた。 
 
（３）ヌクレオシド系抗生物質生合成マシナ
リーの解明：MqnCが触媒する反応に関して
は、S. coelicolorの SCO4550と、より熱安
定 と 考 え ら れ る 好 熱 菌 Thermus 
thermophilus由来の MqnCの組換え酵素発
現系を構築後、Texas A & M大学の T. Begley
教授との共同研究を行い、MqnCの酵素活性
の検出に成功し、そのユニークな反応機構を
推定した。 
初発反応に関しては、更なる遺伝子・酵素
が関与すると推定し探索を行った。その過程
で、新規経路の遺伝子群をゲノム解析が終了
した微生物に再探索すると、多くの場合、
個々の遺伝子は染色体上に分散しているが、
好 熱 放 線 菌 で あ る Acidothermus 
cellulolyticus では遺伝子群が 2 箇所にクラ
スターを成しており、その一方にアデノシン
デアミナーゼ遺伝子（Acel_0264）が含まれ
ていた。微生物では関連遺伝子がクラスター
を成す場合が多いことから、本酵素の新規経
路への関与を最初に検討した。化学合成した
アミノ体のフタロシン（アミノデオキシフタ
ロシン、AFLと略す）と組換えアデノシンデ
アミナーゼを反応させた結果、予想通り FL
が生成した。また、本菌株が持つMqnB（フ
タロシンの核酸の塩基部分を除去する酵素）
は、AFLに作用せず、FLのみに作用した。
し た が っ て 放 線 菌 で は コ リ ス ミ 酸
→AFL→FL→デヒポキサンチニルフタロシ
ン  (de-hypoxanthinyl futalosine (DHFL))
の順番で生合成されると推定された。 
他方ピロリ菌の持つ MqnB は他の菌株の

MqnBと相同性が低い。実際、組換えMqnB
とFLを反応させてもDHFLの生成は認めら
れなかった。そこで、AFLと反応させた結果、
DHFLが生成したことから、ピロリ菌ではコ
リスミ酸→AFL→DHFL の順番で生合成さ



れると推定された。以上の結果から、新規経
路の初発反応の生成物は AFL であること、
その後の DHFL 生成経路には多様性がある
ことが判明した。 
上述したように A. cellulolyticusでは、新
規経路遺伝子がクラスターを成していると
推定された。このクラスター中には、ラジカ
ル SAM 酵素と総称される酵素遺伝子が含ま
れていた（Acel_0259、mqnE）。同様に、S. 
coelicolor においても、ラジカル SAM 酵素
である SCO4494（mqnE）がプレニル転移酵
素（SCO4491、大腸菌経路のmenAに相当）
とクラスターを成していた。そこでこれらの
酵素が AFL の生成に関与する可能性を検討
した。最初に、SCO4494 遺伝子を破壊した
結果、完全ではないもののMK要求性となっ
た。そこで in vitro で実証するために、T. 
Begley教授との共同研究を行った結果、予想
通り、 SCO4506（MqnA）と SCO4494
（MqnE）のみで AFLが生成することが分か
った。興味深いことに、通常ラジカル SAM
酵素は、S-アデノシルメチオニン由来のアデ
ノシルラジカルが反応の起点となり、種々の
ラジカル反応を触媒するのに対し（触媒的役
割）、SCO4494は、生じたアデノシルラジカ
ルそのものを基質として用い、SCO4506
（MqnA）により生じた芳香環化したコリス
ミ酸に付加することが分かった。 
 
（４）ペプチドリガーゼ相同遺伝子の機能解
析； データベース検索により見出した 4 つ
の新規ペプチドリガーゼについて、クラスタ
ーを成していると予想された周辺遺伝子群
とともに S. lividans で異種宿主発現した結
果、何れにおいても特異的生産物を検出でき
た。現在構造解析を行っている。 
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