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研究成果の概要（和文）：東北大五味教授との共同研究として5種のベクターが使用可能な栄養要求性麹菌変異株を用
いた異種遺伝子発現系を活用した糸状菌由来の生物活性物質の全生合成を検討した。その過程で、遺伝子導入を短縮し
、かつ限られたベクター数の効率の良い使用が問題となったが、一挙に4個の遺伝子を導入する（Tandem法）を考案し
、化合物種に関係なく遺伝子数4-17個を使って、構造の複雑な天然物が自在に合成できるシステムを開発した。このほ
か抗腫瘍性物質や抗生物質を含む放線菌由来の骨格構築酵素の機能解析や構造多様化に向けたハイブリッド酵素系の開
発を検討した。その結果、生合成酵素の複合体の精妙な制御系を見出した。

研究成果の概要（英文）：“Total biosynthesis” is a novel approach to provide natural products. To 
achieve total biosynthesis of fungal metabolites, Aspergillus oryzae expression system is one of a 
promising tool due to highly reliable expression of biosynthetic enzyme genes. Complete stepwise 
reconstitution of biosynthetic machinery is a key issue of total biosynthesis. This provides not only 
information of complete reaction sequence but target natural product together with all reaction 
intermediates which allow us to study enzymatic mechanism of a specific step. We have achieved genome 
mining, total biosynthesis of structurally unique metabolites and elucidation of complex reaction 
mechanism of modification enzymes.

研究分野： 生物有機化学、ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
 申請者らは、これまで異種生物由来の遺
伝子を大腸菌で発現する一般的な手法（発現
カセット法）を用い、複数遺伝子の導入が可
能で各遺伝子が安定に発現するベクターを
構築した。本手法を用いて抗腫瘍性物質エキ
ノマイシンの生合成に必要な全長約 35kb の
16 個の遺伝子からなるクラスターを、3 個の
ベクターに分けて大腸菌に導入して生合成
マシナリーを再構築し、エキノマイシンを生
産することに成功した(H. Oikawa e tal., 
Nat. Chem. Biol., 2006, 2, 423)。生合成に
必要な全遺伝子を大腸菌で発現させたのは
我々が最初であり、遺伝子操作法および培
養法が確立している汎用宿主を用いるメリ
ットは大きい。今回我々が創案した手法は
一般性があり、今後様々な天然物の異種生
産が可能になることが期待される。またこの
マシナリーを用いて多様性創出にも成功し
ている(H. Oikawa et al., Curr. Opin. Chem. 
Biol. 2009; ChemBioChem, 2009; JACS, 
2009; Chem. Biol., 2008)。残念ながら上述の
手法による薬剤生産はまだ一例のみであり、
多様な汎用宿主を用いた系で有用性を確立
するためには他の物質の生産に適用可能で
あることを示す必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
 最近容易に入手可能になった二次代謝産
物生合成遺伝子情報を駆使して、我々が開
発した大腸菌クラスター発現系あるいは本
プロジェクトで開発する発現系を用い、物質
生産を行うシステム(生合成マシナリー)を構
築し、臨床用抗ガン剤エクチナサイジン
(ET)の酵素合成法に適用し、効率に問題が
ある現在の供給法を改善すべく効率的合成
法の検討を行う。さらに類似の骨格を有す
る抗腫瘍性物質の生合成マシナリーを構築
し、多様性創出機構を解析する。得られた
知見の一般性を検討すべく、機能解析の済
んだ糸状菌代謝産物の単純な生合成マシナ
リーを構築し、多様性創出に関する詳細な
実験を行い、このアプローチの可能性と限
界を検証する。本領域研究での共同研究を
通し、化合物種によらない二次代謝産物の生
合成酵素による新たな物質生産法を提案す
る。 
 
３．研究の方法 
 
 最近我々はサフラマイシンの生合成酵素
SfmC が 7 段階の反応を触媒し、一挙に 5 環
性の分子骨格を合成することを見出した
(Nat. Chem. Biol., 2010)。この結果よりサ
フラマイシンと構造が近縁の抗腫瘍性物質
数種の生合成遺伝子クラスターを A03 班と
共同で同定し、大量発現させた SfmC に相当
する各骨格合成酵素の機能を様々な合成基

質アナログを使って、in vitro にて構造多様
性創出の仕組みを解明する。この知見を基
に、工程数が長く供給量に問題のある臨床
用抗ガン剤エクチナサイジンの生産に使わ
れている重要中間体の合成法を確立する。
次いでペプチド部分の生合成酵素、原料とな
る異常アミノ酸合成用酵素と修飾酵素の各
遺伝子から生合成マシナリーを構築し物質
生産を検討する。 
 このほか、A02 班が開発した実用化間近い
糸状菌効率的遺伝子導入法を用いて、遺伝
子既知で各酵素反応が解析済みの糸状菌由
来生物活性物質数種の in vivo 生産系を確立
して、上述と同様の手法で構造多様性創出
の仕組みを検討する。さらに生合成マシナ
リーの有用性を確認すべく、A03 班の遺伝子
クラスターの機能推定に基づき、微生物ゲ
ノム上に眠る機能未知生合成遺伝子群の発
現による新規物質生産を行う。こうした共同
研究を通して、生合成マシナリーを用いた天
然物合成の一般法を開発する。 
 
４．研究成果 
 
 既に機能解析に成功した抗腫瘍性物質
saframycin と構造的に近縁な cyanocycline
（CYA）、quinocarcin（QCN）生合成遺伝子の
機能解析を行ない、以下の結果を得た。1）
酸化酵素Cya16,Qcn18を大量発現およびそれ
を用いた in vitro の解析から、これまで未
同定であった４番目の構成単位となる非タ
ンパク性アミノ酸をL-dehydroarginineと決
定した；2）骨格を構築するペプチド合成酵
素が、補助タンパク Qcn16 の存在下でのみ、
良好に発現可溶化することを突き止めた；3）
Qcn16 は、2 種の非リボソーム依存ペプチド
合成酵素（NRPS）, Qcn17/Qcn19 と複合体を
形成し機能する；4）2 種の NRPS のアミノ酸
の 活 性 化 能 を 調 べ 、 三 者 複 合 体 は 、
dehydroarginine に比べ、芳香族アミノ酸
3-hydroxytyrosine や修飾チロシン誘導体を
優先的に（5〜10 倍）活性化することから、
基質のサイズに対応して、鎖状アルデヒドと
二環性アルデヒドの二種の基質を使い分け
るなど複雑な機構で多環性骨格を構築する
ことを突き止めた。以上の結果から、5 種の
NRPS のモジュールのうち、4種の基質を特定
し、dehydroarginine、芳香族アミノ酸と鎖
状の合成基質を用いて標的化合物の骨格を
in vitro で合成可能になった。次いで
cyanocycline NRPS の機能解析を行い、QCN
の場合と同様、補助タンパク Cya16 は、2 種
の NRPS, Cya17/Cya19 と複合体を形成して活
性を示すことがわかった。機能解析が終了し
たことから、宿主で生合成マシナリーの再構
築を試みているが、最終産物の毒性のためか、
現在までのところ成功していない。 
 A02 班の東北大五味教授との共同研究とし
て5種のベクターが使用可能な栄養要求性麹
菌変異株を用いた異種遺伝子発現系を活用



し、DNA ポリメラーゼ α 特異的阻害剤
aphidicolin の効率的生産（130mg/L 相当）
を達成した。max-K イオンチャネルの特異的
阻害剤paxillineの酵素合成を達成するとと
もに、インドール骨格へのゲラニルゲラニル
基の導入、エポキシ化-環化を繰り返して行
なう変換等、新規変換反応を見出しながら、
６個の生合成酵素の機能をすべて解明する
ことに成功した。インドールジテルペン
aflatrem の全生合成には、7個の遺伝子が必
要と予想されたが、遺伝子導入を短縮し、か
つ限られたベクター数を効率良く使用する
ため、一つに 2個ずつ遺伝子を組み込んだ同
種のベクター2 個を用いて、一度の形質転換
で合計4個の遺伝子を導入する手法を開発し
た。最初の 4個の導入で paspaline の生産し
た後、さらに修飾酵素3個を導入することで、
一挙に aflatrem の全生合成に成功した。 
 本手法を適用し、さらに複雑な天然物であ
る penitrem（生合成酵素遺伝子数 17 個）を
全 生 合成す る ことに し た。ま ず 上 記
paspaline 生産株に、修飾酵素遺伝子 2 個を
導入して、paxilline の生産を確認した。次
に野生株に遺伝子4種の導入を種々試したと
ころ、paxilline の投与により、還元；プレ
ニル化；脱水が進行した化合物が単離された。
残る7種の酸化酵素とプレニル化酵素遺伝子
を種々の組み合わせで試して、最終的に生合
成経路を確定すると同時に penitrem A の生
合成を達成した。これまでに報告された糸状
菌天然物に関与する最大の生合成酵素遺伝
子数は、aflatoxin の 17 個であり、それと同
数が必要な penitrem を全生合成に成功した
ことより、理論上あらゆる糸状菌由来の代謝
産物が、麹菌異種発現法で合成できることに
なった。 
 成功例の少ない糸状菌由来ポリケタイド
合成酵素（PKS）-NRPS のハイブリッド酵素遺
伝子の発現に挑戦し、アクチン重合阻害剤サ
イトチャラシンの骨格合成に成功した。さら
にポリケタイド系植物毒素である betaenone
のゲノム解析データから推定した遺伝子ク
ラスターに存在する PKS、エノイル還元酵素、
P450 水酸化酵素の各遺伝子を導入したとこ
ろ、鎖状中間体が環化し、さらに一挙に 3段
階の酸化が進行した betaenone B の全合成に
成功した。これにより 10 個程度と予想され
る糸状菌由来天然物の生合成遺伝子を用い
た、汎用的な物質生産法の開発がより現実的
になった。これとは別にゲノム公開株から、
機能未知テルペン環化酵素を選択し、世界で
初めてC25の基質を利用する多機能性テルペ
ン合成酵素が、オフィオボリン Fを与えるこ
とを見出した。以上のように、麹菌異種発現
法は、生合成経路の解明および物質生産、さ
らには新規物質の探索としてのゲノムマイ
ニングに有用であることを実証した。 
 このほか天然物にはポリエーテルと呼ば
れる化合物群があるが、その代表的化合物ラ
サロシドの骨格合成を担う鍵酵素であるエ

ポキシド加水分解酵素 Lsd19（二種の独立し
た触媒ドメイン）とその不安定な基質との複
合体の X線結晶構造解析に成功した。これに
より2組の酸性アミノ酸残基が関与する詳細
な触媒機構が明らかにされた。このほか関連
するポリエーテル系抗生物質モネンシンの
生合成において、その特徴的な環状ポリエー
テル環の骨格構築には MonBI、BII の二種の
酵素が必須である。本酵素は 4回の環化を触
媒するが、一段階目、二段階目のエーテル環
構築が両酵素の存在下でのみ進行する理由
を、native MS や表面プラズモン共鳴、さら
にはX線結晶構造解析を使って調べたところ、
両酵素が弱いながらヘテロ二量体を形成す
ることを証明した。これにより未解明だった
多環性ポリエーテルの構築機構に有力な説
を提唱できた。 
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