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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、ピリピロペンの生合成に関与するトランスポーター
様の新規テルペン環化酵素の活性部位残基の同定と、A. fumigatusおよびFusarium graminearumより見出された新規メ
ロテルペノイド遺伝子クラスターの機能解析を目指し、A. fumigatusの新規遺伝子クラスター内のPKSがTALを生成する
ことを見出した。

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. Among the pyripyropene biosynthetic gene clust
er, a novel terpene cyclase was identified that resembled more like a transporter. In this study, detailed
 analysis of its active site residue was carried out. Besides, a second meroterpenoid biosynthetic gene cl
uster was identified from A. fumigatus as well as from a fungus Fusarium graminearum, which causes Fusariu
m head blight. The PKS among the second gene cluster in A. fumigatus was shown to produce TAL.
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１．研究開始当初の背景 
 
	 炭素を基本骨格とした有機化合物は我々
人類の生活にとってかけがえのない貢献を
果たしており、なかでも自然界由来の天然有
機化合物（天然物）は我々の生活に大きく関
わっている。天然物は、微生物や植物などが
生産する二次代謝産物であり、多様な分子構
造からもたらされる様々な生理活性を有し、
医薬品、食品、香粧品や材料などとして様々
に利用されている。天然物の最大の特徴であ
り、我々にとって最も利用価値があるのはこ
の分子構造の多様性であり、現代の化学工業
においても天然の分子を凌駕する多様生を
作り出すのは不可能である。この分子構造の
多様性は、生産生物における天然物の合成の
過程、すなわち生合成の過程で構築される。
天然物の生合成は、テルペノイドやポリケタ
イド、アルカロイドなど、いくつかの主要経
路によって分類されている。なかでもテルペ
ノイドは、最大の分子構造多様性を有し、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、
主にテルペン環化酵素により構築される。テ
ルペン環化酵素は、鎖状のイソプレノイド基
質に対して、カルボカチオンを経由するカチ
オン-π環化反応により、複雑な環状の骨格を
作り上げる驚異的な酵素である。この反応は
一段階の反応ながら、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
ており、何通りもの可能な環化様式の中から
特定の環化様式のみが制御される。テルペン
環化酵素は、モノテルペンからトリテルペン
に至るまで存在し、分子量 60~80kDa、可溶
性のタンパク質であり、主にα-ヘリックスの
みから成るテルペン合成酵素フォールドを
形成している。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し、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、相乗的に多様性を
産み出すことが可能となる。糸状菌の生産す
る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
ンドラスチンが存在し、医薬品資源として大
変重要な化合物が含まれる。これまでに糸状
菌 Aspergillus fumigatus の生産するピリピロ
ペンの生合成遺伝子群の同定に成功し、異種
糸状菌である A. oryzaeの発現系を用い、各生
合成酵素の機能解析とピリピロペン前駆体
の生産に成功し、さらに基質類縁体の投与に
よりピリピロペンの構造類縁体の創製に成
功している。ピリピロペンの生合成は、ニコ
チン酸由来の CoA 体からポリケタイド経路

により生成したピロン体がファルネシル化
された後、ファルネシル部分が環化して生成
する。 
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図 1	 ピリピロペンの生合成 
 
このファルネシル基の環化反応を担うテル
ペン環化酵素（Pyr4）が同定され、驚くべき
ことに既存のテルペン環化酵素とは全く類
似性がなく、241 アミノ酸残基から成る大変
小さなタンパク質であり、分子量は 27 kDa、
α-ヘリックスのみから成る 7回膜貫通型のタ
ンパク質と推測された。ゲノム解析において
も本酵素はトランスポーターと予測されて
いた。 
 
２．研究の目的 
 
	 このような、ピリピロペンの生合成に関与
するテルペン環化酵素（Pyr4）は、全く前例
を見ないものであり、タンパク質の 1 次、2
次、3 次構造が既存のテルペン環化酵素とは
大きく異なっており、その触媒機構の詳細に
興味が持たれた。特に、環化反応の生成物特
異性を決定すると考えられる脱プロトン化
を行う塩基性アミノ酸残基に注目し、変異導
入による活性残基の特定を目指した。 
	 さらに、A. fumigatusのゲノム配列中からは、
ピリピロペンとは異なる別のメロテルペノ
イドと思われる生合成遺伝子クラスターが
見出された。本クラスター中にはポリケタイ
ド合成酵素（PKS）、プレニル基転移酵素（PT）
と共に、Pyr4と相同性のある新規テルペン環
化酵素、そしてゲラニルゲラニル二リン酸合
成酵素（GGPS）の各遺伝子が含まれていた。
一方、農業上重篤な問題を引き起こすコムギ
赤 カ ビ 病 の 病 原 菌 で あ る Fusarium 
graminearum のゲノム配列中からも、興味深
いメロテルペノイド生合成遺伝子クラスタ
ーが見出された。本クラスター中にも PKS、
PT の他に新規テルペン環化酵素（FgCYC）
が存在していたが、FgCYC は N 末側にデヒ



ドロゲナーゼと相同性のあるタンパクを融
合した新規な構造を有していた。 
 

 
図 2	 A. fumigatusの別のメロテルペノイド生
合成遺伝子クラスター 
 
そこで、これらメロテルペノイド生合成遺伝
子クラスター中の遺伝子の機能解析を行い、
様々な新規テルペン環化酵素の機能を明ら
かにすることで構造と機能の解明を目指し
た。 
 

 
図 3	 F. graminearum の新規メロテルペノイ
ド生合成遺伝子クラスター 
 
３．研究の方法 
	 
	 Pyr4において、脱プロトン化に関わると考
えられる塩基性アミノ酸残基を同定するべ
く、Pyr4と類似したタンパク質間で保存され
た His残基に注目した。これら残基の部位特
異的変異導入を行い、活性がどのように変化
するかを調べた。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。
CD-starch培地で誘導培養した後、細胞を破砕
し粗酵素液を抽出した後、超遠心によりミク
ロソーム画分を調製した。本画分と基質であ
る epoxyfarnesyl-HPPOを反応させ、生成物を
HPLCにより検出した。 
	 さらに、A. fumigatusのゲノム配列中から見
出された別のメロテルペノイド生合成遺伝
子クラスター中の PKS、PT、GGPSの機能解
析を行うため、各々の遺伝子を A.fumigatus 
F37 よりクローニングし発現ベクター
pTAex3R に導入した。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	 
	 
	 Pyr4 や類似の新規テルペン環化酵素にお
いて、反応終結の脱プロトン化に関わると考
えられる保存された His残基を調べたところ、
His105 と His128 が該当した。これらを各々
Ala と Phe に置換した変異体を作製し、A. 

oryzaeの異種発現系にて機能解析を行ったと
ころ、H105F と H128A では環化反応生成物
である deacetyl-pyripyropene E が検出されず
活性が消失した。しかしながら、Ala に置換
し た H105A と H128F で は deacetyl- 
pyripyropene E が検出され活性を保持してい
た。このことから、His105 と His128 は環化
活性に何らかの影響はあるものの、必須の残
基ではないと推測された。 
	 次に、A. fumigatusのゲノム中に見出された
第二のメロテルペノイド生合成遺伝子クラ
スターの解析を行うべく、クラスター内に見
出されたゲラニルゲラニル二リン酸合成酵
素（GGPS）（Afu8g02400）、ポリケタイド合
成酵素（PKS）（Afu8g02350）、プレニル基転
移酵素（PT）遺伝子（Afu8g02410）のクロー
ニングと発現プラスミドの構築を行った。
PKS 遺伝子（Afu8g02350）は pTAex3R に導
入し、また GGPS（Afu8g02400）および PT
遺伝子（Afu8g02410）はピリチアミン耐性遺
伝子を有する pPTR Iに導入した。 
	 まず、PKS 遺伝子のみを単独で A. oryzae
にて発現させた。形質転換体を誘導培養後、
菌体を酢酸エチルで抽出し、TLC ならびに
LC-MSで分析したところ、導入遺伝子特異的
な生成物が確認された。質量分析ならびに標
品との比較を行ったところ、本生成物は
triacetic acid lactone (TAL)であることが明ら
かとなった。TAL は、3 分子の malonyl-CoA
が縮合後、酵素から遊離しラクトン化して生
成するポリケタイド化合物である。 
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図 4	 TALの生合成 

 
本 PKSは、スターターアシルトランスフェラ
ーゼ（SAT）、ケト合成酵素（KS）、アシルト
ランスフェラーゼ（AT）、product template 
domain（PT）、acyl carrier protein（ACP）の各
ドメインからなる糸状菌 Type I 型 PKS であ
る。TAL を主生成物として生成する Type I
型 PKS は初めての例であり、TAL の生成機
構に興味が持たれた。生成物の特異性を決定
することが近年明らかになった PT ドメイン
において、他の PKSの PTドメインと配列の
比較を行ったところ特徴的な違いがみられ、
これらの残基により PT ドメイン内のポケッ
トが著しく小さくなり、2 回の縮合しか行わ
れず TALを生成したものと推測された。 
	 続いて、PKS、PTならびに GGPSの共発現
を試みた。各々の遺伝子を導入した pTAex3R
及び pPTR Iベクターを A. oryzaeに導入し、
培養菌体抽出物を HPLCにて分析したが、導
入遺伝子特異的な生成物は検出されなかっ
た。 
	 本クラスター中の PKSが TALを生成し、
クラスター中に GGPS が存在することから、



本クラスターが生成するメロテルペノイド
は TAL にゲラニルゲラニル基が付加して生
成した化合物であると推測された。文献を精
査したところ、A. fumigatusの完全世代である
Neosartorya sp.からそのような化合物の単離
報告例があった。 
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図 5	 Neosartorya sp.より単離されたメロテ
ルペノイドの構造 
 
本遺伝子クラスターはおそらくこれらのメ
ロテルペノイド化合物の生合成を担ってい
ると考えられ、この中の新規テルペン環化酵
素はゲラニルゲラニル基部分の 2 環または 1
環の環化反応を触媒しているものと推測さ
れた。Pyr4との基質特異性そして環化反応の
違いは大変興味深い。 
	 一方、F. graminearumから見出された新規
メロテルペノイド生合成遺伝子クラスター
の機能を解明するべく、クラスター内の PKS
遺伝子のクローニングと発現ベクターの構
築を行った。本 PKS は、TAL を生成する A. 
fumigatus 由来 PKS とドメイン構造ならびに
配列同一性が似ていたが、メチルトランスフ
ェラーゼドメインをさらに有していた。酵素
反応生成物を確認するまでは推測の域を出
ないが、TALにメチル化が起こったようなポ
リケタイド産物を生産するのではないかと
考えられた。なお、F. graminearumからはそ
のような代謝物はこれまで単離報告例がな
く、本遺伝子クラスターはこれまで未知のメ
ロテルペノイドの生合成に関与しているの
ではないかと期待された。 
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