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研究成果の概要（和文）：糸状菌ゲノムデータベースを対象に、ポリケタイド合成酵素およびプ

レニル基転移酵素の共存する遺伝子クラスターを検索することで、２種のメロテルペノイド生

合成遺伝子クラスターを見いだし、各酵素遺伝子を異種糸状菌で発現することにより機能同定

した。これらの酵素はいずれも既知生合成酵素とは反応性、特異性を異にする新規な酵素であ

り、天然物の構造多様性拡大への貢献が期待される。また、異種糸状菌での共発現によるメロ

テルペノイド生合成系の再構築に成功し、さらに、非生理的基質を出発基質とすることで非天

然型新規メロテルペノイドの生成に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：By searching for gene-clusters that contain both putative PKS and 

PT in public gene database of filamentous fungi, two meroterpenoid gene clusters have 

been found and identified for the first time. All PKSs, PTs and CYCs found in this study 

show novel reactivity and specificity, and thus are expected to contribute for construction of 

structural diversity in a combinatorial fashion. Heterologous expression of the enzyme 

genes reconstituted a meroterpenoid biosynthesis. Further, a substrate directed 

biosynthesis afforded a non-natural meroterpenoid.  
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１．研究開始当初の背景 

(1)ヒトをはじめとする多くの生物種のゲノ
ム解析により、難治性疾患や新興感染症など
の原因遺伝子・創薬標的タンパクが次々と発
見・同定されてきているが、実際にこれら疾

病の治療や予防に用いられる医薬品の開発に
は、医薬品候補となる物質そのものの多様性
を如何にして創出するかが鍵となることは自
明 で あ る 。 期 待 さ れ た combinatorial 
chemistry では、医薬品リードに求められる
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構造多様性が必ずしも十分に得られず、多様
な化学構造と多彩な生物活性を示す天然有機
化合物（いわゆる天然物）が、合成化合物ラ
イブラリーを凌ぐ創薬資源ケミカルプールと
して再認識されてきている。しかし、従来型
の化学的、また生物活性スクリーニングによ
る探索研究では新規骨格の天然物を見いだす
可能性は極端に低下してきている。一方、天
然物生合成の酵素・遺伝子レベルでの研究は、
従来型の探索法に代わる新規天然物ライブラ
リーの構築や有用標的天然物の選択的生産系
の開発をも可能にするものとして大きな期待
を集めている。 

(2)このような観点から、研究代表者のグルー
プでは、天然物の構造多様性をもたらす生合
成酵素として、各種トリテルペン合成酵素お
よびポリケタイド合成酵素の構造機能研究を
展開し，世界をリードする数々の研究成果を
挙げてきた。これらの酵素群は、それぞれ膨
大な構造多様性をもたらすものであるが、こ
れらテルペン系とポリケタイド系生合成経路
の融合により生産される天然物メロテルペノ
イドを標的とし、生合成酵素の機能構造解析
の成果を基盤とすることで天然物分子構造多
様性の飛躍的な拡大を図ることができる。 

 

２．研究の目的 

 分子内にテルペン構造とポリケタイド構造
を併せ持つ天然物はメロテルペノイドと総称
され、単純なテルペノイドやポリケタイドに
比較し、その構造は格段の多様性を有してお
り、ユニークな生物活性を示すものが多数報
告されている。単純なプレニルフェノール類
を除けば、これらメロテルペノイド化合物の
遺伝子・酵素レベルでの生合成研究はほとん
ど例がなく未開拓の分野である。高等植物で
は、天然物生合成に関与する遺伝子がゲノム
上に分散して存在するのに対し、微生物にお
いては、一種の天然物の生合成に関与する一
連の酵素遺伝子がゲノム上にクラスターを形
成していることが良く知られている。本研究
ではこの点に着目し、研究対象を糸状菌の生
産するメロテルペノイドに絞って検討する。
このような生合成クラスターが得られ、構成
酵素遺伝子産物の構造および機能についての
分子論的理解が得られれば、タンパク工学的、
また遺伝子工学的手法により、非天然型を含
む多様なメロテルペノイド化合物の創出が可
能となる。そこで、本研究では先ず、 
(1) 近年全ゲノム配列が明らかにされた
Aspergillus 属糸状菌のゲノムデータベース
情報を最大限に活用し、特徴的な構造とユニ
ークな生物活性から注目されているメロテル
ペノイド化合物、ピリピロペンおよびテレト
ニンの生合成遺伝子クラスターをクローニン
グする。ピリピロペン A は Acyl-CoA: 
cholesterol acyltransferase の選択的かつ

強力な阻害剤であり、スタチン系薬剤に代わ
る脂質代謝異常症治療薬として開発が期待さ
れている化合物であり、テレトニン類は高頻
度で検出されるマイコトキシンである。 
次いで、 
(2) メロテルペノイド生合成の鍵酵素とな
るポリケタイド合成酵素(PKS)、プレニル基転
移酵素(PT)及びテルペン部分の環化酵素
(CYC)を中心にそれぞれのクラスターを構成
する生合成酵素の機能を異種生物種における
発現により同定する。 
(3) これら酵素の示す基質・生成物特異性が
メロテルペノイド分子多様性の最も重要な起
源となることから、基質および生成物特異性
を詳細に解析する。非生理的基質や合成基質
類縁体の適用2により、潜在酵素機能を最大限
に引きだし分子多様性の拡大を計る。 
以上を総合し、新機能物質探索源となる人工
メロテルペノイドライブラリーの構築、およ
び実用的な標的メロテルペノイド化合物生産
系開発、の可能性を検証する 
 
３．研究の方法 
(1)  公開された A. fumigatus およ A. 
terreus の全ゲノム配列データベース中にそ
れぞれピリピロペンおよびテレトニン生合成
遺伝子クラスターを検索する。 
 ピリピロペンの生合成には、ピリジン環を
有するニコチン酸-CoAをスターター基質とし、
2 分子のマロニル-CoA を縮合してピロン環
（ポリケタイド部）を形成するポリケタイド
合成酵素(PKS)と、炭素数 15 から成るファル
ネシル基（テルペン部）を PKS 産物に転移す
るプレニル基転移酵素(PT)の存在が必須であ
る。その後、テルペン部分が環化した後、水
酸化、アシル基転移等の修飾を受けて最終産
物が生成する。ニコチン酸由来の CoA 体をス
ターター基質とするポリケタイド合成酵素
（PKS）はこれまでに報告がなく、このスター
ター基質がいかにして供給されるかと併せ注
目される。ピリピロペン生合成遺伝子クラス
ターの探索では、テルペン部分の生合成が鍵
となるが A. fumigatus ゲノムデータベースに、
既知のPTおよびPKSの相同遺伝子が共存する
クラスターを検索し、更にその中から、酸化
酵素やアシル基転移酵素などピリピロペンの
構造との関連を予想させる酵素遺伝子の存在
するクラスターに絞り込む。 
 テレトニン生合成クラスターについても同
様に、A.terreus ゲノムデータベース中に、
既知のPTおよびPKSの相同遺伝子が共存する
クラスターを検索する。更にその中から、数
種の酸化酵素およびカルボン酸のメチル化に
関わるO-メチル基転移酵素の共存するクラス
ターに絞り込む。 
(2) 得られた候補生合成遺伝子クラスター内
の各酵素遺伝子を異種生物に導入発現し、コ



 

 

ードされるタンパクの酵素機能を同定する。 
 (3) 得られた PKS, PT,その他クラスター構
成酵素の入れ替え、あるいは非生理的な出発
基質の投与などの方法により、天然には存在
しない「非天然型メロテルペノイド」の作成
を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) 公開されている A.fumigatus Af293株お
よび A. terreus NIH2624 株のゲノムデータベ
ース中に、PKS と PT の共存する遺伝子クラス
ターを検索した。さらに投与実験の結果から
推定されている酸化酵素、メチル基転移酵素、
アシル化酵素等、修飾酵素群が存在すること
を指標に絞り込みを行い、ピリピロペン A お
よびテレトニン生合成の候補となる遺伝子ク
ラスターを見いだした。これらのクラスター
は、既知のテルペン環化酵素の相同遺伝子を
含まないことを除けば、それぞれピリピロペ
ン A(9遺伝子,pyr)およびテレトニン(14遺伝
子,trt)生合成遺伝子クラスターとして矛盾
のないものであった。 
(2) pyr-クラスター中には酸化酵素に加え、
CoA ligase（CL）と思われる遺伝子も存在し、
ピリピロペンに特徴的なニコチン酸由来の
CoA 体の生成に関与しているものと推測され
た。そこで、本クラスター中の CL（pyr1）と
PKS（pyr2）遺伝子を A. oryzae M-2-3 株を用
いた異種糸状菌発現系にて共発現し、ニコチ
ン酸を基質としてピリピロペン生合成中間体
であるピロン体4-hydroxy-6-(3-pyridinyl)- 
2H-pyran-2-one (HPPO)）を生成することを明
らかにした。次いで、同じ発現系を用いて
CL,PKS ならびに PT（pyr6）の 3遺伝子共発現
を試みた。その結果、これら遺伝子を導入し
た A. oryzae 形質転換株において HPPO にファ
ルネシル基の付加した farnesyl-HPPO が生成
することを明らかにした。さらに、PT,FMO 共
発現体を作製し培地に PT の基質となるピロ
ン体を投与したところ、ジヒドロキシ体が得
られた。この結果は、末端二重結合のエポキ
シ体は生成しているものの、環化酵素の非存
在下ではホスト由来の酵素により加水分解さ
れるものと予想した。環化酵素の候補として、
pyr-, trt-両クラスターに共通して存在して
いる”integral membrane protein”とアノテー
ションされている遺伝子 pyr4 が存在してい
る。そこで、Pyr4 の機能を解析するため、
PT,FMO、Pyr4の３遺伝子共発現体を構築した。
培地にピロン体を投与し、pyr4 特異的な生産
物の分析を行ったところ、環化産物の生産が
確認された。また Pyr4 が単独で環化酵素とし
て機能することを証明するため、化学的に調
製したエポキシ体を pyr4 導入株のミクロソ
ーム画分と反応させ、in vitro で環化活性を
確認した。Pyr4 はテルペノイドの環化を触媒
する新規環化酵素である。 

(3) trt-クラスターのテレトニン生合成への
関与を確認するため、まず trt4 のコードする
PKS の形質転換株が予想生合成中間体である
2,4-dihydroxy-3,5,6-trimethylbenzoic 
acid（DTBA）を生成することを明らかにした。
次いで、PKS および PT（trt2）両遺伝子を共
発現し、DTBA にファルネシル基の付加した
farnesyl-DTBA が生成することを明らかにし
た。本反応は、6 位炭素上に置換反応ではな
く付加反応でファルネシル基を転移し、芳香
環の崩れた化合物を与える大変興味深い反応
である。さらに、フラビン要求性モノオキシ
ゲナーゼ(FMO)をプレニル基転移酵素と共発
現し2,4-dihydroxy-3,5,6-trimethylbenzoic 
acid を投与したところ、epoxyfarnesyl 化さ
れた生成物を単一のジアステレオマーとして
確認した。以上の結果から trt-クラスターが
テレトニン生合成遺伝子クラスターであるも
のと結論した。 
(4) A.fumigatus の pyr-クラスター中に見い
だした膜結合型新規テルペン環化酵素 Pyr4
には、既知テルペン環化酵素に見られる酸性
アミノ酸残基からなる活性モチーフ(DXDXXD, 
DCTAE 等)が見られない。そこで、Pyr4 のホモ
ログに共通して存在する酸性アミノ酸残基で
あるGlu63あるいはAsp218の変異体を作成し
たところ、これらの変異体はいずれも環化活
性を失ったことから、これら酸性アミノ酸残
基が協同的に働き基質のエポキシ環をプロト
ネーションすることで環化反応を開始するこ
とを明らかにした。 
(5) ピリピロペン生合成酵素遺伝子群を用い
て、構造類縁体の創製を試みた。ニコチン酸
の代わりに安息香酸を出発基質とし、異種糸
状菌 A. oryzae で発現したピリピロペン生合
成の 5 段階の酵素群と反応させ、ピリジン環
がベンゼン環に置換されたピリピロペン類縁
体の生成に成功した。この類縁体は天然ピリ
ピロペン類に共通の基本構造を有しており、
さらに酸化酵素、アシル化酵素と組み合わせ
て反応することにより多様なピリピロペン類
縁体の生産が可能である。 

(6)生合成系の融合による分子多様性のさら
なる拡大を図るため、糸状菌由来新規 I型 PKS
１種(Solanapyrone Synthase from Altenaria 
solani)および III 型 PKS２種(CsyA, CsyB 
from A. oryzae)をクローニングし、異種発現
タンパクを用いた機能同定に成功した。また、
糸状菌由来では初のトリテルペン環化酵素と
して A. fumigatus のプロトスタジエノール合
成酵素をクローニングし、本酵素のモデル構
造からデザインした変異体を作成することに
よりラノステロール合成酵素への機能変換に
も成功した。また、構造多様性拡大の観点か
らの関連研究として、PKS-NRPS ハイブリッド
天然物のモデルとなる A. flavus におけるシ
クロピアゾン酸生合成酵素の機能同定も行っ
た。 



 

 

 
 本研究で見出した pyr-, trt-遺伝子クラス
ターはメロテルペノイド生合成遺伝子クラス
ターとして初めて同定されたものである。ま
たこれらのクラスター中に存在する PKS, PT, 
FMO, CYC 等の生合成酵素は、既知生合成酵素
には見られない反応性や特異性を示す全く新
規なものであり、さらに詳細な構造機能解析
を進めることで、天然物の構造多様性の構築
に大きく貢献することが期待される。本研究
で対象とした A.fumigatus や A. terreus 以
外にも既に３０種を越える糸状菌の全ゲノム
配列が明らかにされている。これらの中には
メロテルペノイド生合成に関わると推定され
る遺伝子クラスターが多種存在する。本研究
の成果を踏まえ、これら遺伝子クラスターの
機能解析を推進することで、糸状菌由来天然
物を基盤とする生物活性有用物質プールの構
造多様性を飛躍的に拡大することが期待でき
る。 
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