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研究成果の概要（和文）：　メロテルペノイドの生合成は、比較的短工程で複雑な分子骨格を構築する点が特徴
的であり、これは多段階の劇的な骨格変換反応を触媒する多機能型修飾酵素の存在によるところが大きい。本研
究では、人為的な機能制御と分子多様性創出の格好の材料ともいえる、これら特異な反応を触媒する修飾酵素に
ついて、Ｘ線結晶構造解析などにより、酵素反応の立体構造基盤を解明した。さらに、結晶構造に基づき、合理
的な酵素機能の改変と生合成リデザインに成功した。さらに、これらに加えて、インドールアルカロイドやスル
ホンアミドなど、関連する一連の複雑骨格天然物の新規生合成マシナリーの構造機能解析、生合成リデザインに
も成功した。

研究成果の概要（英文）：The biosynthesis of meroterpenoids is characterized by the construction of 
complex molecular scaffolds in a relatively short steps, and this is largely due to the existence of
 multifunctional enzymes that catalyze dramatic multi-step skeletal transformation reactions. In 
this study, we elucidated the structural basis of these chemically unique enzyme reactions by X-ray 
crystallography and other methods. Furthermore, based on the crystal structures, we succeeded in 
creation of complex functional molecules by rational reconstruction of the biosynthetic machineries.
 In addition, we also succeeded in structure-function analyses of the novel enzymes which are 
involved in the biosynthesis of related complex natural products.

研究分野： 合成生物学

キーワード： 生合成リデザイン　合成生物学　生合成工学　天然物化学　生物分子科学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　合理的な生合成リデザインに基づく物質生産は、地球環境負荷の低減や自然資源の効率的利用に資することが
できるばかりでなく、合成化学あるいは工学的な物質生産の研究領域の進展に大きく貢献する。また、新奇な反
応を触媒する酵素（生体触媒）の立体構造基盤の解明は、有機化学的にも重要で新たな触媒概念の確立などにも
道を拓く。将来的にはゲノムから代謝経路まで合理的にデザインすることで、合目的な機能分子の自在な創成が
可能になる。従来の有機合成によるプロセスに比べて、クリーンかつ経済的な新しい技術基盤として期待できる
ことから、社会的にも意義があり、医薬品のみならず、エネルギー、新規素材の生産技術の革新に直結する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ポストゲノムの時代、多くの生物のゲノム情報が容易に入手可能で、ゲノムマイニング（遺伝

子探索）が化合物の探索に直結する時代になった。最近、研究代表者らの研究室でも、海綿共生
菌のメタゲノムなどから、非常に複雑で巨大な分子骨格をもった天然物の生合成遺伝子クラス
ターの取得に次々に成功しており（Nature 2014; Nat. Chem. Biol. 2014）、この遺伝子の設計図をも
とに生合成システムを改変したり、生合成酵素の立体構造情報に基づく触媒機能の操作（PNAS 
2011; Angewandte 2015 など）、また、これら遺伝子の異種発現による微生物を生産工場とした物
質生産系の構築なども既に現実のものになりつつある。これにより、希少有用物質の安定供給や、
天然物に匹敵する新規有用化合物ライブラリーの構築などが可能になる。生合成システムを利
用した効率的な物質生産は、クリーンかつ経済的な新しい技術基盤として、医薬品など広く有用
物質の安定供給を可能にするため、最近米国で報告された、モルヒネ（鎮痛薬、Nat. Chem. Biol. 
2014）、タキソール（抗ガン薬、Science 2010）、アルテミシニン（抗マラリア薬、Nature 2013）な
どの微生物醗酵生産の試みのように、この分野の研究（合成生物学）は、資源が枯渇しつつある
現代にあってますます重要になる。一方、「生合成システムの合理的再構築」による物質生産を
考える上で、各生合成段階を触媒する酵素（生体触媒）の理解が不可欠である。生合成酵素の中
には、微妙な構造の違いで基質や反応様式が大きく変化するものがあり、これが天然物分子多様
性を生み出す大きな要因の一つとなっている。また、これら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で、新規有用物質の生産系の構築が可能になる。 
 
本研究では、ステロイドに匹敵する多様で重要な生物活性を有し、優れた医薬品シードとなる

糸状菌由来メロテルペノイドの生合成をとりあげる。メロテルペノイドはポリケタイドとテル
ペンの部分構造を併せもつハイブリッド型化合物であり、その生合成の制御は天然物「生合成リ
デザイン」のモデルシステムとなりうる。既に申請者らは、数種の生合成遺伝子クラスターを同
定し、その遺伝子を麹菌に異種発現、再構成することにより、これら複雑骨格天然物を、30-100 
mg/L のレベルで発酵生産させることに成功している（Nat. Chem. 2010; JACS 2013; JACS 2014 な
ど）。また、基本骨格構築を担うポリケタイドやテルペン合成酵素については、その生合成マシ
ナリーを解明し、コンビナトリアル生合成のツールとしての酵素遺伝子のコレクションも揃い
つつある。加えて、これまで困難とされてきた、立体構造情報に基づく合理的な酵素触媒機能の
拡張にも展望を開きつつある。本研究では、こうした研究成果を踏まえ、複雑骨格天然物生合成
マシナリーの合理的再構築により、狙ったものを正確に作る、天然物を凌ぐ新規希少有用物質
の大量安定供給の実現を目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
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は通常 20-30 kb 程度、比較的コンパク

トで扱いが容易であり、ポリケタイドやテルペン合成酵素に加え、さらなる分子の構造多様性を
創出する種々の骨格修飾酵素をコードしている。比較的短工程で複雑な分子骨格を構築する点
が特徴的であり、これは多段階の劇的な骨格変換反応を触媒する多機能型酸素添加酵素（非ヘム
鉄要求性ジオキシゲナーゼ、フラビンまたは P450 モノオキシゲナーゼ）の存在によるところが
大きい。 

 
 生合成の「設計図を読み解く」から、さらに「新しい設計図を書く」方向に飛躍的な展開を図
るためには、各生合成段階を触媒する酵素の理解が不可欠である。立体構造情報を基盤として、
合理的な酵素触媒機能の制御により生合成経路を一から組み立て、実用に供する生産系を構築
することが鍵となる。そこで本研究では、人為的な機能制御と分子多様性創出の格好の材料とも
いえる、メロテルペノイドの構造複雑化に決定的な役割を担う多機能型酸素添加酵素について、
基質特異性など酵素の精密機能解析を行い、X 線結晶構造解析により、酵素反応の立体構造基盤
を明らかにして、構造機能相関を確立する。次に、立体構造情報に基づき酵素触媒機能を合理的
に拡張、最適化する。そして、これら酵素遺伝子を基本骨格構築酵素の遺伝子と組み合わせ、ク
ラスターを再構成し、コンビナトリアル生合成による非天然型新規メロテルペノイドの人工生
合成システムを構築する。所望の構造を有する天然物を凌ぐ新規有用物質創製のための基盤技
術を確立し、複雑骨格天然物のさらなる構造多様性の拡大とグラムスケール物質生産系の構築
をめざす。 
 
本研究で取り組む生合成工学や合成生物学の技術基盤の確立は、人類が全く新しい機能性分子

創生技術を手にする将来へ向けた礎となる。この天然模倣型生物合成システムの物質生産への
応用が可能になれば、地球環境負荷の低減や自然資源の効率的利用に資することができるばか
りでなく、合成化学あるいは工学的な物質生産の研究領域の進展に大きな貢献をもたらすこと
が期待される。また、新奇な反応を触媒する酵素（生体触媒）の立体構造基盤の解明は、有機化



学的にもきわめて興味深く、新たな触媒概念の確立などにも道を拓き、学術的にも意義がある。
将来的にはゲノムから代謝経路まで人為的に、合理的にデザインし、さらに進化工学的に適切な
選抜・淘汰過程を組み合わせることで、合目的な天然物様機能分子の自由自在な創成が可能にな
る。合理的な「生合成リデザイン」に基づく物質生産は、従来の有機合成によるプロセスに比べ
て、クリーンかつ経済的な新しい技術基盤として期待できることから、社会的にも意義があり、
医薬品のみならず、エネルギー、新規素材の生産技術の革新に直結する。 
 
 
３．研究の方法 
酵素の結晶構造解析と構造機能相関の解明 まず研究代表者の研究室でその生合成遺伝子クラ
スターを取得し、物質生産系の構築に成功した、Penicillium brasilianum 由来パラヘルクオニンや
Aspergillus nidulans 由来オーシノールの生合成において、多段階の劇的な骨格変換反応を触媒し、
その構造複雑化に決定的な役割を演じる、多機能型非ヘム鉄要求性ジオキシゲナーゼ PrhA と 
AusE について、X 線結晶構造解析を行い、酵素反応の立体構造基盤を明らかにする。両酵素は
アミノ酸レベルで互いに高い配列相同性（80%）を示すものの、共通の基質から全く異なった骨
格変換反応を触媒することから、その構造機能相関に興味がもたれる。スピロラクトン環を構築
する AusE については、大腸菌に過剰発現した精製組み替え酵素を用いて、既に 2 Åの分解能で
結晶構造解析に成功しており、基質アナログとの共結晶や、７員環への環拡大反応を触媒する
PrhA と活性部位構造の比較が待たれている。両酵素の基質特異性を精査、精密機能解析を行い、
性状の違いを明らかする。また、関連酵素との構造の比較、部位特異的変異等により活性部位を
構成するアミノ酸残基を特定し、酵素の構造機能相関を解明する。メロテルペノイド構造複雑化
に重要な役割を演じる他の一連の酸素添加酵素、修飾酵素等についても、同様に、酵素の精密機
能解析と結晶構造解析を進め、酵素反応の立体構造基盤を明らかにする。これら新奇な反応を触
媒する酵素（生体触媒）の立体構造基盤の解明は、有機化学的にもきわめて興味深く、新たな触
媒概念の確立、生体触媒の創製などにも道を拓く。 
 
酵素の合理的機能改変 得られた酵素の立体構造情報をもとに、基質の配向に関わるアミノ酸
残基等に変異を加え、基質や生成物特異性、反応性の異なる変異型酵素を取得する。結晶構造に
基づくドッキングシミュレーションにより、活性中心キャビティにおける中間体の静的配置及
び酵素反応の進行に伴う動的変化を解明し、酵素反応の化学を合理的に制御する。また、基質ア
ナログなどを作用させることで、さらなる非天然型新規化合物を創製し、酵素触媒機能を操作す
る。さらに、ランダム変異など進化分子工学の手法も併用し、酵素触媒機能のさらなる拡大と最
適化をはかる。 
 
生合成マシナリーの合理的再設計による新規物質生産系の構築 メロテルペノイドの基本骨格
構築を担う一連のポリケタイドやテルペン合成酵素と、これら酸素添加酵素など骨格修飾酵素
遺伝子を組み合わせ、生合成遺伝子クラスターを再構成し、コンビナトリアル生合成による非天
然型新規メロテルペノイドの人工生合成システムを構築する。これにより所望の構造を有する、
天然物を凌ぐ新規有用物質創製のための基盤技術を確立し、複雑骨格天然物のさらなる構造多
様性の拡大とグラムスケール物質生産系の構築をめざす。 
物質生産への展開を考えた場合、クリアすべき課題の一つに生産効率の向上が挙げられる。本

研究では麹菌や酵母などを宿主（生産工場）としたコンビナトリアルな物質生産系を構築し、こ
れら複雑骨格天然物を g/L のレベルでの発酵生産する。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等、コンビバイオによる迅速な酵素触媒機能の改変にも挑戦する。
A02 班との連携により、新機能賦与微生物の作出による実用に供する物質生産系の構築を実現
する。 
 
予想される問題点とその解決策、連携研究者、研究協力者の役割 
 従来から二次代謝酵素の研究が必ずしも大きく進展しないのは、酵素タンパク質の取り扱い
に困難が多かったことに起因する。酵素活性が微弱で不安定な場合には、より高感度のアッセイ
系が要求されるが、研究代表者らは永らくこうした二次代謝酵素の研究に従事しており、遺伝子
や酵素タンパクの取り扱いから、基質の合成、アッセイ系の構築、微量天然物の単離構造解析に
至るまで、ノウハウをもちあわせている。また、本研究のもう一つの柱となる酵素タンパク質の
Ｘ線結晶構造解析に関しては、酸化還元酵素の構造解析の専門家として、高エネ研・千田俊哉教
授に連携研究者に加わってもらった。大型放射光施設 PF、Spring 8 のビームタイムを共有する体
制が整っている。これ以外にも、遺伝子クラスターの異種発現などに関して分子遺伝学の専門家
や、バイオ工学や醗酵工学などの異分野の研究者との共同研究を積極的に推進する。また、本研
究により得られる新規化合物については、文部科学省がん特定研究総合がんスクリーニング委
員会で実施しているがん細胞パネルを中心とする種々の分子標的スクリーニング系などを活用
し、生物活性を詳細に検討する。いずれの連携研究者とも、研究計画、進捗状況など、連絡を密
にとりあっている。研究協力者としては、教室スタッフに加えて、ポスドク２名、大学院生１０
名を予定した。 
 



４．研究成果 
１年目 
酵素の結晶構造解析と構造機能相関の解明。まず申請者の研究室でその生合成遺伝子クラスタ

ーを取得し、物質生産系の構築に成功した、Penicillium brasilianum 由来パラヘルクオニンや
Aspergillus nidulans 由来オーシノールの生合成において、多段階の劇的な骨格変換反応を触媒し、
その構造複雑化に決定的な役割を演じる、多機能型非ヘム鉄要求性ジオキシゲナーゼ PrhA と 
AusE について、X 線結晶構造解析を行い、酵素反応の立体構造基盤を明らかにした。両酵素は
アミノ酸レベルで互いに高い配列相同性（80%）を示すものの、共通の基質から全く異なった骨
格変換反応を触媒することから、その構造機能相関に興味がもたれた。両酵素の基質特異性を精 
査、精密機能解析を行い、性状の違いを明らかにした。また、関連酵素との構造の比較、部位特
異的変異等により活性部位を構成するアミノ酸残基を特定し、酵素の構造機能相関の解明に成
功した。メロテルペノイド構造複雑化に重要な役割を演じる他の一連の酸素添加酵素、修飾酵素
等についても、同様に、酵素の精密機能解析と結晶構造解析を進めた。その他、糸状菌由来セス
タテルペン、放線菌由来ポリエン、インドールアルカロイドなど複雑骨格天然物の生合成マシナ
リーの構造機能解析、生合成リデザインにも成功した。 
 
２年目 
酵素の結晶構造解析と構造機能相関の解明。引き続き、パラヘルクオニンやオーシノールの生

合成において、多段階の劇的な骨格変換反応を触媒し、その構造複雑化に決定的な役割を演じる、
多機能型非ヘム鉄要求性ジオキシゲナーゼ、PrhA と AusE について、X 線結晶構造解析を行い、
酵素反応の立体構造基盤を解明、さらに、結晶構造に基づき、合理的な酵素機能の改変と生合成
リデザインに成功した。結果を印刷公表した。加えて、メロテルペノイド構造複雑化に重要な役
割を演じる酸素添加酵素、プレニル転移酵素、新規異性化酵素など、一連の修飾酵素についても、
同様に、酵素の精密機能解析と結晶構造解析に成功した。一方、これらに加えて、糸状菌由来セ
スタテルペン、インドールアルカロイドなど、関連する一連の複雑骨格天然物の生合成マシナリ
ーの構造機能解析、生合成リデザインにも成功し、研究成果を印刷公表した。 
 
３年目 
酵素の結晶構造解析と構造機能相関の解明。アンジトミン、ノボフミガトニン、アスコフラノ

ン、アスコクロリンなどの生合成において、多段階の劇的な骨格変換反応を触媒し、その構造複
雑化に決定的な役割を演じる、多機能型非ヘム鉄要求性ジオキシゲナーゼについて、X 線結晶構
造解析を行い、酵素反応の立体構造基盤を解明、さらに、結晶構造に基づき、合理的な酵素機能
の改変と生合成リデザインに成功した。結果を印刷公表した。加えて、メロテルペノイド構造複
雑化に重要な役割を演じる酸素添加酵素、プレニル転移酵素、新規異性化酵素など、一連の修飾
酵素についても、同様に、酵素の精密機能解析と立体構造基盤の解明に成功した。さらに、これ
らに加えて、インドールアルカロイド、スルホンアミド、ネオアンチマイシンなど、関連する一
連の複雑骨格天然物の生合成マシナリーの構造機能解析、生合成リデザインにも成功し、研究成
果を印刷公表した。 
 
４年目 
酵素の結晶構造解析と構造機能相関の解明。引き続き、アンジトミン、ノボフミガトニン、ア

スコフラノン、アスコクロリンなどの生合成において、多段階の劇的な骨格変換反応を触媒し、
その構造複雑化に決定的な役割を演じる、多機能型非ヘム鉄要求性ジオキシゲナーゼについて、
X線結晶構造解析を行い、酵素反応の立体構造基盤を解明、さらに、結晶構造に基づき、合理的
な酵素機能の改変と生合成リデザインに成功した。結果を印刷公表した。加えて、メロテルペノ
イド構造複雑化に重要な役割を演じる酸素添加酵素、プレニル転移酵素、新規異性化酵素など、
一連の修飾酵素についても、同様に、酵素の精密機能解析と立体構造基盤の解明に成功した。一
方、インドールアルカロイド、スルホンアミド、ネオアンチマイシンなど、関連する一連の複雑
骨格天然物の新規生合成マシナリーの構造機能解析、生合成リデザインにも成功し、研究成果を
印刷公表した。 
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引き続き、アンジトミン、ノボフミガトニンなどの生合成において、多段階の劇的な骨格変換

反応を触媒し、その構造複雑化に決定的な役割を演じる、多機能型非ヘム鉄要求性ジオキシゲナ
ーゼについて、X線結晶構造解析を行い、酵素反応の立体構造基盤を解明、さらに、結晶構造に
基づき、合理的な酵素機能の改変と生合成リデザインに成功した。結果を印刷公表した。加えて、
メロテルペノイド構造複雑化に重要な役割を演じる環化酵素、酸素添加酵素、プレニル転移酵素、
新規異性化酵素など、一連の酵素についても、同様に、酵素の精密機能解析と立体構造基盤の解
明に成功した。さらに、これらに加えて、関連する一連の複雑骨格天然物の新規生合成マシナリ
ーの構造機能解析と生合成リデザインにも成功し、研究成果を印刷公表した。 
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