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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒカゲノカズラ科植物オニトウゲシバ由来のLycopodiumアルカロイド生
産内生糸状菌Paraboeremia sp. Lsl3のku遺伝子破壊株を用い、pyrG遺伝子破壊株の作出を試みた。また、
Aspergillus属糸状菌の異種発現ホストとして、A. oryzaeのΔpyrG株、ΔligD/ΔpyrGおよびΔligD/ΔargB株の
作出に成功した。さらに、生合成遺伝子の異種発現において、得られた形質転換体の培養液より、pelletierine
とともにLycopodiumアルカロイド様新奇化合物を発見することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Preparation of a pyrG gene disrupted strain from Paraboeremia sp. Lsl3, a 
Lycopodiaceae plant-drived endophytic fungus producing Lycopodium alkaloids, was tried, and 
preparation of ΔpyrG strain,  ΔligD/ΔpyrG strain, and ΔligD/ΔargB strain of Aspergillus oryzae 
as heterologous expression hosts has been succeeded. Furthermore, a Lycopodium alkaloid-like novel 
skeleton compound has been discovered from a transformant along with pelletierine.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 植物内生糸状菌　生合成遺伝子　異種発現　Lycopodiumアルカロイド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Lycopodiumアルカロイドは、アルツハイマー病改善薬候補であるhuperzine Aに代表される構造多様性に富んだ
化合物群であり、その骨格構築に関するメカニズムは多くの研究者の興味を集めている。本研究では、生合成遺
伝子の異種発現において、Lycopodiumアルカロイド様の新奇化合物を発見した。今回得られた知見は、植物由来
の複雑骨格天然物を構築する同様のメカニズムを微生物が保有することをこれまで以上に強く示した。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒカゲノカズラ科植物は、構造多様性に富む Lycopodium アルカロイドを含む。これらの化合物
群は分子内で複雑環骨格を形成するため、頻繁に単離構造決定および有機化学的な全合成のタ
ーゲットとされてきたが、1881 年に lycopodine が発見されて以来、約 140 年もの間、その生合
成機構の詳細は解明されてこなかった。 
 
２．研究の目的 
非常にユニークかつ多様な環骨格を形成する Lycopodium アルカロイドの生合成機構を化合物
生産植物に内生する糸状菌において解明することを目指すとともに、植物内生糸状菌が生産す
る新規化合物の化学構造を決定する。 
 
３．研究の方法 
(1) Lycopodium アルカロイド生産糸状菌 Paraboeremia sp. Lsl3 の pyrG 破壊株作出 
Lsl3 株のゲノムより、pyrG 遺伝子と高い相同性を示す PABO_08511 を見出した。PABO_08511
領域外の配列を PCR により増幅後、ネオマイシン耐性遺伝子を選択マーカーとする pyrG 遺伝
子破壊ベクターを構築し、Lsl3Δku 株をプロトプラスト-PEG 法により形質転換した。さらに得
られた形質転換体よりゲノム DNA を抽出し、PCR により遺伝子破壊の確認を行った。 
 
(2) Aspergillus oryzae の栄養要求性株作出 
まず、A. oryzae の野生株をピリチアミン耐性遺伝子を選択マーカーとした pyrG 遺伝子破壊ベ
クターを作成し、ΔpyrG 株を作出した。続いて、pyrG 遺伝子を選択マーカーとした目的遺伝子
破壊ベクターを構築後、マーカーリサイクルを利用することで、A. oryzae の ΔligD/pyrG 株、
ΔligD/argB 株を作出した。 
 
(3) Lycopodium アルカロイド生合成遺伝子の異種発現 
Lsl3 株のゲノム上に見出された、ornithine decarboxylase をコードする遺伝子 (PABO_07432)
および copper amine oxidase をコードする遺伝子 (PABO_05900)等について、出芽酵母および
麹菌を宿主とする異種発現により機能解析を行った。 
 
(4) ヒカゲノカズラ科植物およびツツジ科植物由来内生糸状菌 Penicillium citreosulfuratum 
LY111、Penicillium sp. VBP6 の成分探索 
LY111 株のサブロー寒天培地およびポテトデキストロース寒天培地のメタノール抽出物より得
た酢酸エチル可溶画分をシリカゲルカラムクロマトグラフィー、逆相カラム、逆相 HPLC で分
離し、単離精製した化合物を NMR 等の分光学的手法により構造解析を行った。また、VBP6 株
についても、ポテトデキストロース寒天培地による培養物を同様の手法で化合物の単離構造解
析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) PABO_07432 は、L-lysine および L-ornithine を cadaverine および putrescine へと変換す
る二機能性の脱炭酸酵素をコードする遺伝子である可能性を示した。Lysine/ornithine 
decarboxylase の機能を有する糸状菌由来の生合成遺伝子は、前例がない。 
 
(2) 生合成遺伝子の異種発現において、得られた形質転換体より、Lycopodium アルカロイドの
初期生合成中間体である pelletierine とともに Lycopodium アルカロイド様新奇化合物を単離
し、その化学構造を相対配置まで明らかにした。この知見は、植物由来の複雑骨格天然物を構築
する同様のメカニズムを微生物が保有することをこれまで以上に強く示した。 
 
(3) Penicillium citreosulfuratum LY111 のサブロー寒天培地抽出物およびポテトデキストロー
ス寒天培地より、それぞれ1種の新規citreoviridinol類縁体 (1)および1種の新規raistrickindole
類縁体 (2)を 6 種の既知化合物とともに単離構造決定した。また、Penicillium sp. VBP6 の培養
抽出物より、1 種の新規ドリマン型セスキテルペン (3)を 7 種の既知化合物 (4−10)とともに単
離構造決定した。また、VBP6 より単離した化合物 (4−10)について、生物活性評価を行った結
果、3 は、マウス海馬由来 HT22 細胞に対し、細胞毒性 (IC50 = 7.0 µM)を示した。また、5, 6, 
7, 9, 10 は、100 µM の濃度で SIRT3 選択的に脱アシル化を有意に促進したのに対し、2 (100 
µM)は、SIRT6 選択的に脱アシル化を促進することを見出した。さらに、6, 8, 9 (各 100 µg/ml)
は、糖化終末化合物 (AGEs)生成阻害活性を示した。 



 
図 1. LY111 株および VBP6 株より単離した二次代謝産物の構造 
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