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研究成果の概要（和文）：我々がヒト病原性糸状菌であるAspergillus lentulusから発見した新規化合物レント
フラニンとフミマイシンの生合成研究を行い、これらの化合物が反応性の高い化合物アズラクトンの一種である
フマリルアズラクトンを経由して生合成されていることを明らかにした。これまでに天然における存在が報告さ
れていないアズラクトンの発見と、一般的には環状ペプチドを合成する非リボソームペプチド合成酵素がアズラ
クトンを合成していることの発見により、微生物の有する複雑な物質生産システムの一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Previously, we discovered a novel compound lentofuranine and a 
structurally-related substance fumimycin from pathogenic fungus Aspergillus lentulus. The 
biosynthetic genes for these two compounds were investigated by gene deletion analysis and both 
Alter cluster (AlterA-C) and AlsidE were found to be indispensable. Alter cluster is known to 
produce common aromatic ring in lentofuranine and fumimycin and thus AlsidE seems to biosynthesize 
the remaining part. To clarify the role of AlsidE, reaction of heterologously-expressed AlSidE was 
conducted in the presence of hydroquinone, an analogue of Alter cluster product, and fumimycin 
analogue was produced in this condition. The ultrafiltrate of AlSidE reaction could also react with 
hydroquinone to give fumimycin analogue, suggesting fumarylazlactone was produced by AlSidE. Careful
 extraction of AlSidE reaction made us to detect fumarylazlactone, a highly-reactive compound, and 
the same compound was found in the culture broth of A. lentulus.

研究分野：天然物化学

キーワード： アズラクトン　NRPS　Aspergillus

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アズラクトンは有機合成で生じさせることができるものの反応性が高く容易に分解してしまうため天然において
生産されているとは考えられていなかった。さらに、天然物の母骨格の生合成を担っている非リボソームペプチ
ド合成酵素がこのような高反応性の化合物を生産することも予想外のことであった。本研究で達成した発見はこ
れまでの天然物生合成の常識を変えるものであり、学術的な意義は大きいといえる。
また、アズラクトンから二種類の骨格の異なる化合物が生合成されるという発見をもとに、人類にとって有用な
新規化合物の発見や創出が可能となると期待される。

※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 
研究開始以前に我々はヒト病原糸状菌 Aspergillus lentulus の培養抽出液よりベンゾフラン
骨格を有する新規化合物レントフラニンおよびそれと似た骨格を有する化合物フミマイシンを
見出した。ベンゾフラン骨格は多くの医薬品に含まれる骨格であるものの天然からの報告例が
少なく、その生合成が未解明である。そこで生合成機構を明らかにするべく遺伝子破壊実験を行
ったところ、異なる骨格を有する化合物テレインの生合成遺伝子 AlterAがレントフラニンやフ
ミマイシンの生合成に関与していることが明らかとなった。しかし、ポリケチド合成酵素遺伝子
であるAlterA周辺にはレントフラニンやフミマイシン中に存在するアラニンを導入する遺伝子
が存在しなかった。微生物は一般的に同じ遺伝子領域にまとまって存在する生合成遺伝子群（生
合成遺伝子クラスター）を協調的に機能させることで二次代謝物を生産するとされるが、近年そ
の例外も見出されている。このことからレントフラニンやフミマイシンにおいても別の領域に
存在する遺伝子が関与することで生合成されることが示唆され、そのメカニズム解明により二
次代謝物の構造多様性を生み出すメカニズムの一端が明らかになると期待された。 

 
２．研究の目的 

Aspergillus lentulusにおいてレントフラニン、フミマイシン、テレインいう三つの異なる骨
格を有する化合物が同じ遺伝子産物から生産されているメカニズムを明らかにすることを目的
として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
レントフラニンとフミマイシンの炭素骨格のうちテレインの生合成由来箇所を明らかにする
ために 13C標識酢酸ナトリウムの取り込み実験を行った。また、テレインの生合成遺伝子クラス
ターである Alterクラスターの構成遺伝子のノックアウトライブラリーを作成し、生産化合物の
変化を調べた。また、この結果からフマリルアラニンの生合成遺伝子として報告されていた
AlsidEがレントフラニンやフミマイシンの生合成に関与していると予想し、AlsidEや周辺遺伝
子をノックアウトして代謝物を調べることでAlsidEがレントフラニンやフミマイシンの生合成
遺伝子であることを明らかにした。 
続いて大腸菌を宿主として AlSidEの組み換え酵素を調製し in vitro反応により詳細な機能解
析を行った。さらに生成が予想された不安定化合物フマリルアズラクトンを有機合成により調
製し、微生物代謝物や AlSidEの酵素反応溶液中に存在するかを調べた。また、変異体酵素を調
製して酵素反応を行うことで酵素反応に重要なアミノ酸残基を明らかにした。 
 
４．研究成果 
（１）レントフラニンとフマリルアラニンの生合成遺伝子の特定 

Alter クラスター中に含まれている化合物変換に関わる遺伝子をノックアウトしたところ、
AlterA (PKS), B (DH-KR), C (FMO) の 3つの遺伝子をノックアウトした時にのみレントフラ
ニンとフミマイシンの生合成が消失することが明らかとなった。他グループの研究によりこの 3
つの遺伝子から生合成される化合物はヒドロキノン中間体とされており、これは 13C 標識酢酸
ナトリウムの取り込みが確認された骨格と一致していた。このことからレントフラニン、フミマ
イシンとテレインとの生合成は AlterCが働いたのちに分岐していることが明らかとなった（図
3）。続いてフミマイシンの構造からヒドロキノン中間体を除いた構造から、残りの構造がフマリ
ルアラニン由来であると予想した。フマリルアラニンは A. lentulus の近縁種である A. 
fumigatus の酵素 SidE によって生産されることが報告されており、A. lentulus におけるオー
ソログ遺伝子であるAlsidEをノックアウトしたところ予想通りレントフラニンとフミマイシン
の生産が消失し、テレインの生産に変化は見られなかった。AlsidE 近傍には還元酵素が存在し
ていたがこのノックアウトでは化合物生産に変化が見られなかった。 



 
（２）AlSidEによるフマリルアズラクトン生成の発見 

AlSidEの産物がどのようにしてフミマイシンやレントフラニンを生産するかを明らかにする
べく、大腸菌を宿主として調製した AlSidE を用いて様々な条件で反応を行った。その結果、
AlterA-C の生産化合物の代替としてメトキシヒドロキノンを酵素溶液に混ぜるとフミマイシン
類縁体が生成されることが明らかとなった。このフミマイシン類縁体は AlSidEの反応生成物を
メトキシヒドロキノンと混ぜても生成し、フマリルアラニンとメトキシヒドロキノンを混ぜる
だけでは生成しなかったことから、AlSidEの真の産物がフマリルアラニンではないことが示唆
された。AlSidEの末端ドメインが環化反応を触媒する CTドメインであったことから、我々は
AlSidE真の生産物を高反応性化合物であるアズラクトンに分類されるフマリルアズラクトンで
あると仮定した。アズラクトンは水とも容易に反応して対応するカルボン酸を生じるため、フマ
リルアズラクトンが分解されたフマリルアラニンが検出されることとも矛盾はない。これまで
に天然でアズラクトンが生合成されているという報告がなかったため証明方法に苦慮したが、
AlSidEの酵素反応物を温和な条件で濃縮して速やかに分析し、有機合成したフマリルアズラク
トンと比較することで AlSidEがフマリルアズラクトンを生産していることを明らかにした。ま
た、有機合成したフマリルアズラクトンの NMR 解析の過程でこれが通常のアズラクトンとは
異なる異性化を経ることを見出し、このことからレントフラニンとフミマイシンの推定生成経
路を提唱するに至った（図 3）。 

 
（３）新規アズラクトン合成酵素の発見と機能解析 

AlSidEがアズラクトンを合成することを世界で初めて明らかにすることができたが、どのよ
うにしてこれが可能となっているか不明であった。そこで AlSidEのほかにアズラクトンを生じ
うる酵素を探索したところ、AlSidE と高い相同性を有する AlFtpA を見出した。これは A. 
fumigatus においてフマリルチロシンを生産することが報告されている FtpA のオーソログで
あり末端ドメインが環化反応を触媒する CTドメインである。フマリルアラニンが生産物だと誤



解されていた SidEと同様に真の生産物はアズラクトンと予想された。そこでこれを大腸菌にて
発現させて機能解析を行った。AlSidEと比較すると大腸菌での発現量が低く直接アズラクトン
を検出することはできなかったものの、メトキシヒドロキノンを添加した際に新たなフミマイ
シン類縁体が生じたこと、生成するフマリルチロシンがラセミ体であることから真の生産物が
アズラクトンであることを確認することができた。また、AlSidEと AlFtpAの配列を比較して
保存されている領域に変異を導入することで CT ドメイン中の His 残基が重要な働きを担うこ
とを明らかにした。 
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