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研究成果の概要（和文）：エピジェネティック制御に関わる HDAC や DNA メチル化酵素の低

分子阻害剤を用いる化学的手法に関して，幅広い糸状菌の二次代謝を活性化するのに有効な条

件を見出した．それを用いて，通常の培養条件では生産されない数多くの新規物質の取得に成

功した．得られた化合物の構造は多様性に富んでおり，本手法がケミカルスペースの広い天然

物ライブラリの拡充に有用であることを示した．また，エピジェネティック因子の一つである

LaeA の過剰発現により糸状菌の二次代謝を活性化できるという知見を得た． 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found some effective conditions for activating 

fungal secondary metabolism by using epigenetic modifiers such as HADC and DNA 

methyltransferase inhibitors. Using the conditions, we successfully isolated structurally 

diverse novel fungal secondary metabolites from cryptic biosynthetic pathways, showing 

the utility to enlarge chemical space composed of natural products. In addition, we 

obtained the evidence that over expression of LaeA, an epigenetic enzyme, in fungi is 

possible way to enhance their production of secondary metabolites. 
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１．研究開始当初の背景 

 糸状菌のゲノム解読が進み，数多くの二次
代謝物生合成遺伝子が，通常培養では休眠状
態にあることが示唆されて以降，これら休眠
遺伝子の利用ならびにそれらにコードされ
る新規物質の取得を目指す研究が天然物化
学の主流の一つになってきた．最近，ヒスト
ンや DNA への化学修飾を介した転写制御機
構であるエピジェネティック制御が，糸状菌
の二次代謝物の生産制御に深く関与してい
ることが明らかになってきた．また，ヒスト
ンや DNA の化学修飾に関わる酵素の遺伝子

破壊や過剰発現，それらの低分子阻害剤によ
り，糸状菌のエピジェネティクスを改変する
ことで，様々な生合成遺伝子発現を変動させ，
二次代謝を活性化できる可能性が示唆され
た．このように，エピジェネティック制御に
着目した手法は，休眠遺伝子の発現を誘導し，
従来の培養方法では取得困難な新規天然物
の効率的な発見に有力な手法になりうるこ
とが期待されるが，天然物探索に応用された
例は，国内では全くなく，国外でもほとんど
ないという状況であった．我々は，予備実験
により，数種の昆虫寄生糸状菌に対して，ヒ
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ストン脱アセチル化酵素 (HDAC) 阻害剤を
添加することで，それらの二次代謝が活性化
され，数種の新規化合物の取得に成功した．
エピジェネティック制御に基づく手法を，幅
広い糸状菌に適応可能な汎用性の高い手法
へと最適化することで，多様な新規有用物質
の取得につながることが期待される． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，糸状菌に潜在する未利用生合
成遺伝子をエピジェネティック（後天的）に
発現させる以下の 2 つの方法を確立し，医薬
品開発に繋がる新規有用天然物を創出する
ことを目的とする． 

(1) DNA メチル化酵素阻害剤と HDAC 阻
害剤を用いた新規物質探索法． 

(2) 糸状菌におけるAspelgillus nidulans由
来 LaeA 大量発現系を用いた新規物質探索法． 

 

 

３．研究の方法 

(1) 酵素阻害剤を用いた化学的手法の開発 
① 各種阻害剤の最適条件の設定 
各エピジェネティックな化学修飾酵素阻害
剤 (図 1) の有効濃度および使用方法を検討
し，二次代謝物の組成の変化を指標に最適条
件を設定する．二次代謝物の変化は逆相 HPLC
と TLCによって追跡する．使用方法について
はそれぞれの阻害メカニズムを考慮に入れ
て検討する．例えば，5-Azacytydine による
DNAメチル化の阻害は複製された DNAに対す
るメチル化の維持を阻害することが知られ
ており，細胞分裂毎にメチル化 DNA の割合が
減少することを考慮する必要がある．また，
選択性の異なる酵素阻害剤を用いることで
様々な変化が期待できる．各々の最適条件を
設定後，阻害剤のコンビネーションによる有
効性についても検討する． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. エピジェネティック酵素阻害剤 
 
② 阻害剤による二次代謝物組成の変化と
エピジェネティックな化学修飾変化の関連
付け 
 酵素阻害剤を作用させた菌のメチル化 DNA
およびヒストンアセチル化の量的変化を測
定し，阻害剤による二次代謝物の組成の変化
とエピジェネティックな化学修飾変化を関
連づける。メチル化 DNAの定量にはメチル化

感受性制限酵素もしくはメチル化依存性制
限酵素を用いた手法により、またアセチル化
ヒストンの変化は抗体を用いたウエスタン
ブロット法により測定する。 
 
③ 新規有用物質の探索 
 特異な生活環を有する昆虫寄生糸状菌や
植物内生糸状菌，有用物質生産菌が多く属す
る Chaetomium 属菌を中心に探索を行い，多
様な新規物質の取得を目指す． 
 
(2) LaeA大量発現系を利用する遺伝子工学的
方法の開発 
 
① Aspergillus nidulans 由来 laeA高発現
ベクターの作成 
 A. nidulans より laeA遺伝子を取得し、高
発現用ベクターに組み込む．耐性マーカーと
して，ハイグロマイシン，ビアラホス，ピリ
チアミンを用いる laeA高発現ベクターをそ
れぞれ作成し，導入する菌株に対して最も感
受性が高い薬剤の耐性マーカーを選択可能
にする． 
 
② LaeA 大量発現株の作成およびその有用
性の検討 
 ①で作成したベクターを糸状菌に PEG(ポ
リエチレングリコール)法を用いて導入する．
宿主のゲノム上へは相同的組み替えにより
ランダムに導入する．薬剤耐性を指標に形質
転換株取得する．形質転換株における laeA
の発現量を確認する．その後，液体培養を行
い，二次代謝物生産に与える影響を調べる．
はじめは、laeAと高い相同性を示す遺伝子を
有していることが明らかにされている，
Aspergillus 属，Penicillium 属などの糸状
菌を用いて大量発現株を作成し，二次代謝物
組成の変化を調べ，本手法の有用性を確認す
る．変化を顕著に示した菌株は大量培養し，
新規有用物質の取得を試みる．A. nidulans
由来の laeA でも相同性の高さとヒストンメ
チル化の機能を考えると，異種の糸状菌にお
いても十分機能すると考えられ． 
  
４．研究成果 
(1) 酵素阻害剤を用いた化学的手法の開発 
本研究により，幅広い糸状菌の二次代謝を活
性化するのに有効な阻害剤の種類，濃度およ
び添加方法を見出した．現在，この条件を参
考とした研究が増えている．この条件を用い
て，昆虫寄生糸状菌，植物内生糸状菌，
Chaetomium 属菌をスクリーニングした結果，
構造多様な新規天然物の取得に成功した．中
には，新規骨格を有するものもあり，本手法
の有用性を示すことができた．図 2に得られ
た新規構造の一部を示す． 
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図 2. 本研究により得られた新規化合物 
 
(2) LaeA大量発現系を利用する遺伝子工学的
当初の計画通り，LaeA過剰発現により糸状菌
二次代謝が活性化されることは確認できた
が，新規物質の取得には至っていない．より
多くの遺伝子の発現を変動させ，新規物質の
取得に繋げるために，LaeAと複合体を形成し，
二次代謝制御に関わることが示唆されてい
る因子を共発現させるなどの検討を行う必
要がある． 
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