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研究成果の概要（和文）： エキノカンジン群物質の 1 つである FR901379 を生産する糸状菌

Coleophoma empetri F-11899 のアグロバクテリウム形質転換法による T-DNA 挿入変異解析

と次世代シーケンスによるドラフトゲノム解析によって生合成関連遺伝子群を見いだした。し

かしながら、その生合成関連遺伝子群がコードされているクラスター領域は非常に大きく、機

能未知の遺伝子や酸化還元酵素の遺伝子の数が多いことなどから、FR901379 生産菌のゲノム

配列情報だけからでは生合成経路や反応の単純な推定は困難であった。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）：  T-DNA insertional mutagenesis by Agrobacterium 

tumefaciens-mediated transformation (ATMT) and whole genomic DNA sequencing 
analysis with next generation sequencer for FR901379 producing fungus Coleophoma 

empetri F-11899 derived putative biosynthetic gene cluster encoding FR9013797. However, 
the region of gene cluster of FR901379 was so huge and containing various coding genes 
such as unknown function and oxidoreductases, that it was difficult to speculate the 
pathway for FR901379 biosynthesis without proof of each gene disruption. 
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１．研究開始当初の背景 

深在性真菌症治療薬ミカファンギンは、真

菌細胞壁の構成要素である 1,3--グルカン

の合成酵素を特異的に阻害する作用機序の

薬剤であり世界中で広く使用されている。ミ

カファンギンは糸状菌 Coleophoma empetri 
F-11899株が生産する FR901379を原体とし

て製造されている。この FR901379 の主骨格

は６つの異形アミノ酸の環状リポペプチド

からなり、構造特徴から NRPS 
(non-ribosomal peptide synthetase；非リボ

ソームペプチド生合成酵素)によって生合成

されていると考えられる。FR901379 は、こ

れまで原核微生物から発見されている NRP
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（non-ribosomal peptide）の構造よりも複雑

で糸状菌特異的な二次代謝物質であり、その

生合成機構は不明である。一方、糸状菌類の

形質転換で用いられる手法の１つに ATMT 
(Agrobacterium tumefaciens-mediated 
transformation )法がある。ATMT 法は植物

病原菌である Agrobacterium が植物に感染

する際、自身が持つ Ti-plasmid の T-DNA 領

域を植物ゲノムに挿入する機構を利用した

形質転換法である。この T-DNA 領域は宿主

ゲノムにランダムに挿入され、他の形質転換

法と比べ簡便に大量の変異株を得ることが

でき、破壊された遺伝子の解析が容易な利点

がある。 
 

２．研究の目的 
本研究では C. empetri F-11899 株が生産

する FR901379 生合成機構の解明を目的と

して、ATMT 法による変異株ライブラリーを

構築し、FR901379 非生産株のスクリーニン

グによる FR901379 生合成遺伝子の単離・解

析を試みた。 
 

３．研究の方法 
FR901379 生産菌である C. empetri 

F-11899 は土壌分離株であり、これまで

FR901379 の創薬を中心に研究がなされてい

たため、分子生物学的、遺伝学的な報告は無

く、ゲノム情報も全くない。申請者らは、こ

れまでに糸状菌 NRPS の保存部位の情報か

ら縮重プライマーを作成し遺伝子の単離を

試みたが困難であった。そこで、ゲノムにラ

ンダムに耐性遺伝子が挿入される ATMT 形

質転換法を C. empetri に対して確立するこ

とにより、結果としてゲノムに挿入された耐

性遺伝子によって本来あった遺伝子が破壊

される変異株ライブラリーを構築し、

FR901379 非生産株のスクリーニングによる

FR901379 生合成遺伝子の単離・解析を試み

た。 
 

４．研究成果 

 エキノカンジン群物質の 1 つである

FR901379 を生産する糸状菌 Coleophoma 

empetri F-11899 のアグロバクテリウム形質

転換法による T-DNA 挿入変異解析と次世代

シーケンスによるドラフトゲノム解析によ

って生合成関連遺伝子群を見いだした。しか

しながら、その生合成関連遺伝子群がコード

されているクラスター領域は非常に大きく、

機能未知の遺伝子や酸化還元酵素の遺伝子

の数が多いことなどから、FR901379 生産菌

のゲノム配列情報だけからでは生合成経路

や反応の単純な推定は困難であった。また、

複数の生合成遺伝子の相同組換えによる遺

伝子破壊株の取得と証明を試みたが、残念な

がら得ることが出来なかった。そこで、他の

エキノカンジン群物質を生産する複数の糸

状菌のゲノムを次世代シーケンスにより解

析し、先に見いだした FR901379 生合成関連

遺伝子の塩基配列情報を基に推定される遺

伝子群を見いだし、それらを比較することで

生合成に関わる複数の遺伝子群の絞り込み

を行った。現在、相同組換えによる遺伝子破

壊株が得られ易い生産菌に対して、これらの

遺伝子の情報を基にエキノカンジン群物質

の生合成機構の推定と証明を試みている。 
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