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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、糸状菌由来ポリケタイドの生合成マシナリーをリデザインして潜在
的生物活性ポリケタイドを創製することを目的として実験を進めた。PKSの反応制御機構の解明では、ポリオー
ルポリケタイドの生合成にかかわるPKSの解析を通して、鎖伸長過程で生成する中間体の立体化学を明確にし
た。また、研究の過程でゲノム編集技術を利用した遺伝子導入法であるHot spot-Knock-in法を確立し、生合成
遺伝子の段階的な導入による天然物の異種宿主生産や転写の有無が問題となるキノコ由来の生合成酵素遺伝子の
解析などを実現した。

研究成果の概要（英文）：Deciphering the biosynthesis of fungal natural products, especially focusing
 on polyketides, was examined by through heterologous expression and in vitro/in vivo functional 
analysis of biosynthetic enzymes. Of particular notable is that missing stereochemical course of the
 PK processings catalyzed by fungal polyketide synthase (PKS) was elucidated. Bioinformatics 
analysis of PKS supports the stereochemical course. During the experiments, we established Hot 
spot-Knock-in method selectively to introduce the biosynthetic genes into the high expression loci 
(Hot spot). This method is applied to reconstitute the biosynthetic machinery of fungal natural 
products and to check the splicing of the biosynthetic genes derived from Basidiomycetes fungi. 

研究分野：天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
天然物は、低分子医薬において中心的な役割をはたしている他、「タンパク質間相互作用の制御」「標的タンパ
ク質の分解誘導」などの新しい概念に基づく創薬研究においても重要性が指摘されている天然由来の化合物であ
る。その最大の特徴は、化学構造の多様性にある。この多様性構築機構を構築するための原理の解明と応用利用
へ向け、本研究では、１）天然物生合成酵素による反応制御機構の解明、２）特徴的な化学反応を触媒する生合
成酵素の機能解析を行った。ここで得られた成果は、人為的な酵素機能制御に基づいた天然物類縁体の合成へと
展開可能であり、将来的には、ケミカルスペースの拡張につながるものと期待している。

※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 
糸状菌は、抗腫瘍活性や抗コレステロール活性など有用な生物活性を示すポリケタイド

（PK）系天然物の主要な供給源の一つである。本化合物群は、①ポリケタイド合成酵素（PKS）
及び PKSと非リボソーム合成酵素（NRPS）とのハイブリッド酵素（PKS-NRPS）による PK
鎖の構築、②修飾酵素による PKの官能基化・構造複雑化を受けることでその多様性が創出さ
れている。この内、PK の構築を担う PKS(-NRPS)は、炭素鎖の伸長と修飾を厳密に制御する
複数の機能単位（＝ドメイン）から構成されるサイズの大きい多機能性酵素である。その最大
の特徴は、一つの触媒ドメインが繰り返し作用するにも関わらず、鎖長・置換パターン・酸化
度が異なる PK鎖が構築されることにある。多くの化学者が「PKS（-NRPS）がどのようにし
てポリケタイド鎖を合成しているのか？」という点には興味を抱いているが、①巨大酵素
（~400kDa）を解析できる実験手法が限定されていること、②各ドメインが繰り返し利用され
る反応の複雑性などから疑問の解決には至っておらず、その反応制御機構の解明は数ある天然
物生合成酵素の中でも最難関の課題の一つと位置づけられている。 
 
このような状況下、申請者らは糸状菌由来天然物生合成系の再構築には麹菌異種発現系が

有効であることを独自に実証し、骨格構築酵素と修飾酵素の同時発現により、化学合成が困難
な複雑骨格天然物の酵素合成（＝異種生産）に成功した実績をもつ。特筆すべきは、細胞内と
いう複雑系での炭素鎖構築であるにも関わらず、天然物の基本炭素骨格と一致するポリケタイ
ド鎖（PK）が得られるという点である。これは、生成した PKの化学構造から PKS（-NRPS）
の機能を高い精度で読み解くことができることを意味している。導入した遺伝子の機能が化合
物構造に忠実に反映される本手法であれば、PKS（-NRPS）の反応制御機構の解明とそれに基
づく自在な機能制御、さらには修飾酵素による構造多様化を実現できると考えて本研究計画を
立案した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、糸状菌由来ポリケタイドの生合成マシナリーをリデザインして潜在的生

物活性ポリケタイドを創製することを目的として実験を進めた。具体的には、以下に示す３つ
の課題に取り組んだ。 
① 数ある天然物生合成酵素の機能解析の中でも最難関の課題の一つとして位置づけられてい
る PKS(-NRPS)の反応制御機構の解明と自在な機能制御 
② 巨大酵素の機能解析や in vivoでのドメイン交換実験に向けた麹菌異種宿主発現系の改良 
③ 構造多様性の構築に資する生合成酵素の解析 
 
 
３．研究の方法 
基質と酵素の関係が“鍵と鍵穴”に例えられるように、酵素は多数の化合物が混在する中

から特定の化合物のみを認識して反応を触媒する。このため、天然物合成に必要な全ての原料
（一次代謝産物）と酵素が混在した複雑系であったとしても、副産物なく望みとする天然物を
合成できる。この特徴を利用し、我々は細胞（宿主としては麹菌を利用）をフラスコと見立て、
反応を触媒する酵素をつくるための設計図である『遺伝子』を段階的に細胞に導入することで
天然物の全生合成を行ってきた。導入する遺伝子の組み合わせを自在に変えることができるた
め、生合成中間体の合成も可能である。 
本研究課題で着目する PKS（-NRPS）を含む生合成酵素の機能は、遺伝子の導入に伴っ

て生成した代謝産物の化学構造から合理的に推定した。また、修飾酵素遺伝子単独導入株を用
いた微生物変換や組みかえ酵素を用いた in vitro実験などから、興味深い化学反応を触媒する
酵素の機能を化学的に解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）項目①の検討：PKSの反応制御機構の解明 
多機能性酵素である PKS が触媒する炭素鎖伸長反応は、PKS の ACP と連結した状態で

反応が進行する。生成物の PK鎖には反応の過程で導入される官能基の立体化学が残っていな
いこともあり、多くの中間体を経由する多段階反応であるにもかかわらず、その立体化学につ
いてはほとんど明らかにされていない（＝各ドメインの立体選択性についてはほとんどわかっ
ていない）。本研究では、ポリオールポリケタイドの生合成にかかわる PKS の解析を通して、
鎖伸長過程で生成する中間体の立体化学を明確にした。既知天然物の立体化学の調査、他 PKS
との配列比較などから、解明した立体選択的性は糸状菌由来の PKS（-NRPS）に共通する特徴



であることが示唆された。以上、複雑な多段階反応であるがゆえに未解明であった立体選択性
の解明に成功した。 
 
（２）項目①の検討：PKSの自在な機能制御 
ポリオールポリケタイドの生合成系では、培養条件により鎖長が異なる生成物が得られる

ことがわかった。この発見を契機として、鎖長制御の因子をつきとめるべく検討を進めたとこ
ろ、PK鎖の切り出しを触媒する酵素の転写量（~発現量）により生成物の鎖長がかわることを
突き止めた。この事実は、PKSと切り出し酵素の発現量のバランスにより鎖長が制御されてい
ることを示唆している。また、他ドメインの機能制御へ向けた知見を得るべく PKS の「バイ
オインフォマティクス解析」を行った。骨格構築酵素の分子系統解析に加えて修飾酵素の保存
性や機能に着目して解析することで、ハイブリッド PKS の分子系統学的な分類結果は生成物
である PK鎖の構造ではなく最終産物の化学構造（特徴的な部分構造）を反映していることを
明確にした。この意外な発見を端緒として、分子系統解析の結果を詳細に分析することで、１）
糸状菌が生産するハイブリッドポリケタイドは２９種類であること、２）新規ハイブリッドポ
リケタイドを与えると期待されるグループが１１種類であることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）項目②の検討：麹菌異種宿主発現系の改良 
実験開始以降、ハイブリッド PKSのような 12 kbpを超えるサイズの遺伝子を麹菌へと導

入する際、①遺伝子の導入効率が悪いこと、②遺伝子の導入位置の制御が困難であること、な
どが問題点として浮かび上がってきた。この問題を解決するため CRISPR/Cas9（Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR-Associated Proteins 9）システ
ムによるゲノム編集技術を利用した遺伝子導入法である Hot spot-Knock-in法を確立した。本
手法の特徴は、１）遺伝子が確実に転写される領域（Hot spot）に対して標的遺伝子を選択的
に導入できること、２）遺伝子導入効率が高い（~90%）ためにスクリーニングが不要である
こと、３）プラスミドのリサイクリングによる多重遺伝子改変が可能であること、などが挙げ
られる。研究を進める過程で、PKS のようなサイズの大きい遺伝子の導入だけでなく、10 種
以上の生合成遺伝子の段階的な導入、転写の有無が問題となるキノコ由来の生合成酵素遺伝子
の解析などにも応用できる汎用性の高い手法であることがわかった（項目③参照）。本研究は丸
山（A02班）との共同研究であり、まさに、領域研究の強みを生かした研究成果である。 
 
（４）項目③の検討：構造多様性の構築に資する生合成酵素の解析 
項目②で確立した Hot spot-Knock-in法の有用性を検証するため、他起源の天然物の生合

成酵素の解析を行った。具体的には、１）10遺伝子の段階的な導入によりロリトレムの生合成
経路の解明、２）12遺伝子の段階的な導入により erinacineの生合成経路の解明を通して、本
手法が生合成遺伝子の段階的な導入による天然物合成に応用可能であることを実証した。また、
導入した遺伝子が確実に転写されるという利点を生かし、キノコ由来の生合成酵素遺伝子の麹
菌内におけるスプライシングを詳細に調べることにも成功した。この解析は、我々が知る限り
において、子嚢菌を用いてキノコ由来の遺伝子のスプライシングを解析した最初の例である。
本手法をキノコ由来のセスキテルペン環化酵素の機能解析に応用したところ、検討した 30 種
の環化酵素の内、29種の環化酵素の機能を解析することができた。その他、１）ポリケタイド
系天然物の生合成における２量化酵素の同定、２）アブシジン酸生合成にかかわる新規環化酵
素 BcABA3の同定、３）テルペン環化酵素の集中的解析による構造類縁体の合成などにも成功
した。 
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10.1039/C9NP00073A

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Total synthesis of alkaloids using both chemical and biochemical methods

Natural Product Reports 1098～1121

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Tanifuji Ryo、Minami Atsushi、Oguri Hiroki、Oikawa Hideaki 37
 １．著者名

10.1038/s41929-020-0454-9

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Fungal-derived brevianamide assembly by a stereoselective semipinacolase

Nature Catalysis 497～506

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Ye Ying、Du Lei、Zhang Xingwang、Newmister Sean A.、McCauley Morgan、Alegre-Requena Juan V.、
Zhang Wei、Mu Shuai、Minami Atsushi、et al
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2019年
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2019年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.1039/C8OB02824A

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Heterologous production of asperipin-2a: Proposal for sequential oxidative macrocyclization by
a fungi-specific DUF3328 oxidase

Org. Biomol. Chem. 39～43

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Ye, Y.; Ozaki, T.; Umemura, M.; Liu, C.; Minami, A.; Oikawa, H. 17
 １．著者名

10.1080/09168451.2019.1618700

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Elucidation of biosynthetic pathway of a plant hormone abscisic acid in phytopathogenic fungi

Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry 1642～1649

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Takino Junya、Kozaki Takuto、Ozaki Taro、Liu Chengwei、Minami Atsushi、Oikawa Hideaki 83
 １．著者名

10.1128/AEM.00409-19

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Ascomycete Aspergillus oryzae Is an Efficient Expression Host for Production of Basidiomycete
Terpenes by Using Genomic DNA Sequences

Applied and Environmental Microbiology e00409

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 １．著者名  ４．巻
Nagamine Shota、Liu Chengwei、Nishishita Jumpei、Kozaki Takuto、Sogahata Kaho、Sato Yoshiro、
Minami Atsushi、Ozaki Taro、Schmidt-Dannert Claudia、Maruyama Jun-ichi、Oikawa Hideaki
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10.1021/jacs.9b08935

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Efficient Reconstitution of Basidiomycota Diterpene Erinacine Gene Cluster in Ascomycota Host
Aspergillus oryzae Based on Genomic DNA Sequences

Journal of the American Chemical Society 15519～15523

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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Takino, J.; Kozaki, T.; Sato, Y.; Liu, C.; Ozaki, T.; Minami, A.; Oikawa, H. 140
 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
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 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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Nat. Prod. Rep. 1330～1346

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する
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 １．著者名



2018年

2018年

2018年

2017年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する
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Organic Letters 5026～5029

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
糸状菌テルペン環化酵素遺伝子のゲノムマイニングによる新規天然物の生産

バイオサイエンスとインダストリー 20～25

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 １．著者名

10.1002/cbic.201700434
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 ３．学会等名
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 ４．発表年
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 １．著者名
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 オープンアクセス  国際共著
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 ２．発表標題
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山本真太郎、尾﨑太郎、劉成偉、丸山潤一、南篤志、及川英秋
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 １．発表者名

 ３．学会等名
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 ２．発表標題

 ２．発表標題
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