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研究成果の概要（和文）：糸状菌 Aspergillus fumigatus の生産するメロテルペノイド、ピリピ

ロペンは、コレステロール低下剤としての応用が期待される化合物である。本研究では、その

生合成遺伝子クラスターの同定に成功し、それら生合成酵素の機能解析を異種糸状菌での発現

により行った。さらに、テルペン部分の環化に関わる新規膜結合型テルペン環化酵素を見出す

ことに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Pyripyropene, produced by a fungus Aspergillus fumigatus, is a 
meroterpenoid that is expected to be developed as a cholesterol lowering drug. The entire 
biosynthetic gene cluster was discovered and the function of each enzyme in the pathway 
was analyzed using fungal expression system. A completely novel terpene cyclase that is 
predicted to comprise of transmembrane helices was discovered for the first time.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 天然有機化合物は微生物や植物などが生
産する二次代謝産物であり、分子構造の多様
性からもたらされる様々な生理活性を有し、
医薬品資源として大変重要な化合物群であ
る。これら天然物の構造多様性は、生産生物
における生合成過程で構築される。天然物は
生合成経路により、テルペノイド、ポリケタ

イド、アルカロイド、フラボノイドなどに分
類されている。なかでもテルペノイドは、分
子構造の多様性において最も広範であり、こ
れまでに 24,000 種以上もの化合物が単離・
報告されている。テルペノイドの構造多様性
は、主に炭素骨格生合成の過程で構築され、
これにはテルペン環化酵素が関与している。
テルペン環化酵素は、鎖状のイソプレノイド
を基質とし、カルボカチオンを経由するカチ
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オン-・環化反応により、環状の骨格を単一
の反応で作り上げる驚異的な酵素である。こ
の際、環化反応の立体化学や位置選択性、転
位反応などが厳密に制御される。一般に、鎖
状のイソプレノイド基質においては何通り
もの環化様式が可能であり、これがテルペノ
イドの炭素骨格の多様性を産み出している。
一方、自然界には複数の生合成経路が組合わ
さって生合成されるハイブリッド型の天然
物が存在する。テルペノイドとポリケタイド
のハイブリッドであるメロテルペノイドは、
その代表例である。メロテルペノイドは、微
生物である放線菌や糸状菌などから主に見
出されており、多様な生物活性を有する。こ
のようなメロテルペノイドにおいては、テル
ペノイドとポリケタイドの構造多様性を併
せ持つことで、より一層の多様性を産み出す
ことが可能となる。メロテルペノイドの生合
成に関しては、これまでに放線菌を中心に研
究が進められており、ナフテルピンを始めと
して数種類のメロテルペノイド生合成遺伝
子クラスターが明らかになっている。これら
は全てポリケタイド部分に 1,3,6,8-テトラ
ヒドロキシナフタレン（THN）誘導体を有し、
これにゲラニル基などが付加して生成する。
一方、糸状菌由来メロテルペノイドにおいて
は、ポリケタイド部分が芳香環やピロン環な
ど多様な構造を有しており、より構造の多様
性は幅広い。しかしながら、糸状菌由来メロ
テルペノイドの生合成遺伝子の報告例はこ
れまでに全くない。 
 
２．研究の目的 
 
 糸状菌由来のメロテルペノイドには、顕著
なコレステロール低下作用を有するピリピ
ロペン類や、タンパクのファルネシル化阻害
作用を有するアンドラスチン類が存在し、医
薬品資源として大変重要な化合物である。本
研究では、糸状菌 Aspergillus fumigatus の
生産するメロテルペノイドであるピリピロ
ペンの生合成遺伝子のクローニングを行い、
得られた生合成酵素群の機能解析を通じて
複雑なメロテルペノイド化合物の構築原理
を明らかにし、その生合成を再構築すること
で、非天然型基質と反応するなどして新規ハ
イブリッド型有用天然物の創製を試みた。ピ
リ ピ ロ ペ ン は 、 acyl-CoA: cholesterol 
acyltransferase（ACAT）の強力な阻害剤で
あり、コレステロール低下剤や動脈硬化の予
防治療薬の候補として有望視されている。ま
た、類縁体であるテリトレム類は、A. terreus
より単離され、選択的アセチルコリンエステ
ラーゼ阻害活性を有することから、アルツハ
イマー病治療薬のリード化合物として注目
されている。ピリピロペンとほぼ同様の炭素
骨格を有するが、ピロン環に結合したピリジ

ン環がベンゼン環に置換されている点が異
なる。 
 
３．研究の方法 
 
 ピリピロペンの生合成は、ニコチン酸由来
の構造を含むポリケタイド部分（ピロン環）
にファルネシル二リン酸（FPP）由来のテル
ペノイド部分が縮合・環化して形成された骨
格が、さらに酸化、エステル化されることで
構築されるものと推測されている。これら生
合成の際に分子構造構築の鍵となるのは、ポ
リケタイド部分の生合成を担うポリケタイ
ド合成酵素（PKS）に加え、テルペノイド部
分を縮合するプレニル基転移酵素（PT）と環
化反応を担う環化酵素である。そこで、近年
明らかにされた糸状菌の全ゲノム配列を活
用し A. fumigatus のゲノムを調べた結果、
PKSおよびPT遺伝子を含む遺伝子クラスター
が見出され、ここにはシトクロム P450 やフ
ラビン要求性の酸化酵素（FMO）、それにアセ
チル基転移酵素遺伝子が含まれていた。さら
に、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のではない
かと推測された。しかしながら、テルペノイ
ド部分の環化酵素と思われる遺伝子は存在
していなかった。 
 そこで、この遺伝子クラスターが実際にピ
リピロペンの生合成に関与しているかどう
か、予想生合成経路に沿って、酵素の機能を
各々解析することとした。各遺伝子は、ピリ
ピロペン生産株 A.fumigatus F37 よりクロー
ニングし、発現には A. oryzae M-2-3 株を用
いた異種糸状菌発現系を用いた。本発現系に
おいては、各遺伝子をアミラーゼプロモータ
ー下流に配置し、CD-starch 培地で誘導培養
することで、酵素反応生成物が菌体もしくは
培養液中に蓄積する。 
 
４．研究成果 
 

 まず、最上流の CL（pyr1）と PKS（pyr2）

の機能を解析するため、両遺伝子をA. oryzae 

M-2-3 株に組み込んだ共発現体を構築した。

ニコチン酸を投与した培地にて誘導培養の

後、培養液を解析したところ、導入遺伝子特

異的産物の生産が確認された。大量培養の後、

構造解析を行ったところ、予想産物であるピ

ロン体

（4-hydroxy-6-(3-pyridinyl)-2H-pyran- 

2-one (HPPO)）1 であると同定された。 
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 次に、ファルネシル基の転移に関与する PT

（pyr6）の機能解析を行った。CL、PKS なら

びに PT の各遺伝子を組み込んだ三遺伝子共

発現体を構築し、ニコチン酸を投与した培地

にて誘導培養を行った。その結果、菌体中よ

り特異的産物の生産が確認され、大量培養の

後、構造解析によりピロン体にファルネシル

基の付加した farnesyl-HPPO 2 であると同定

した。 

 次にエポキシ化に関与する酸化酵素遺伝

子の同定を試みた。本クラスター中には、テ

ルペノイド部分の環化酵素と思われる遺伝

子は存在しないことから、環化はエポキシ化

と同時に進行するのではないかと考えた。エ

ポキシ化酵素としては、糸状菌の生産するイ

ンドールジテルペンの生合成に関与する FMO

が知られていたため、これと相同性のある遺

伝子がメロテルペノイドの生合成にも関与

しているのではないかと推定した。そこで、

クラスター中に唯一存在している FMO（pyr5）

遺伝子の機能解析を行った。PT と FMO の共発

現体を作製し、培地に前駆体であるピロン体

1 を投与し誘導培養を行った。その結果、菌

体中より導入遺伝子特異的な産物が確認さ

れた。構造解析を行ったところ、予想される

エポキシ体 3ではなく、エポキシドが加水分

解されたジオール体であることが判明した。

これにより、3 は生成しているものの、環化

酵素が存在していない状態ではホスト由来

の酵素により、速やかに加水分解されるもの

と予想された。 

 そこで、クラスター中のいずれかの遺伝子

が新規な環化酵素であると予想し、唯一機能

の推定が困難な、integral membrane protein

とアノテーションされている遺伝子（pyr4）

に注目した。本遺伝子をクローニング後、PT

ならびに FMO と三遺伝子共発現体を作製し、

1 を投与した培地中で誘導培養を行った。そ

の結果、菌体中より新たな化合物の検出が確

認され、構造解析を行ったところ、環化産物

である deacetylpyripyropene E 4 であるこ

とが判明した。本化合物は、ピリピロペン類

に共通の基本炭素骨格を有しており、本化合

物の旋光度は天然物由来のものと一致した。

さらに、epoxyfarnesyl-HPPO を化学合成し、

in vivo と in vitro にて Pyr4 と反応させた

ところ、deacetylpyripyropene E の生成が確

認されたことから、Pyr4 が単独で機能するテ

ルペン環化酵素であることが判明した。Pyr4

は 7 回膜貫通型タンパク質と予想され、既存

のテルペン環化酵素とは配列相同性がない

ことから、全く新規の膜結合型テルペン環化

酵素である。これにより、クラスター内の 5

遺伝子の異種糸状菌での発現機能解析によ

り、ピリピロペンの基本炭素骨格の構築に成

功した。 
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 以上の結果より、A. fumigatus から見出さ
れた本遺伝子クラスターがピリピロペン生
合成に関与することが明らかとなり、その生
合成過程を異種糸状菌において再構築する
ことに成功した。 
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