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研究成果の概要（和文）：我々はPenicillium cyclopiumシノニム6種およびモデル真菌Aspergillus nidulansが
持つ新規ジテルペン環化酵素の機能解析を行い，環化生成物が極微量で分生子形成の誘導と菌糸の増殖生長を抑
制することを見出した。また、両酵素のバーチャルスクリーニングで得られた阻害剤候補について，実際に阻害
剤を得ることに成功した。一方、A. nidulansにおいてAnDS1環化産物の代謝変換実験を行ったところ，モノアシ
ルグリセロールが蓄積することが明らかとなった。この構成脂肪酸は，Aspergillus属菌においてPsi factorと
呼ばれる胞子形成調節因子であった。

研究成果の概要（英文）：Recently, the fungus Penicillium cyclopium was found to produce conidiogenol
 and conidiogenone as self conidiation inducing-diterpenoids. This finding indicates that a novel 
diterpene synthase would utilize for the biosynthesis of these diterpenoids. To study the 
conidiation in fungi, we have identified two novel diterpene synthases (PeDS and AnDS1) from P. 
cyclopium synonym and Aspergillus nidulans A4. Heterologous expressed in vivo enzyme assays revealed
 that PeDS catalyzes the GGDP synthesis and convert into novel 3-deoxyconidiogenol, and AnDS1 
catalyzes the GGDP synthesis and into novel diterpene hydrocarbon, respectivery. The structures of 
two novel compounds were elucidated by spectral data. These compounds were revealed to have 
conidiation inducing activities in the submerged culture of P. cyclopium synonym and A. nidulans A4,
 respectivery.

研究分野：天然物化学、生物分子科学
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１．研究開始当初の背景 
 真菌類の生活環の多くを占める無性世代
において，分生子（無性胞子）形成は伝播・
拡散を行うための重要な手段であるが，その
誘導メカニズムは不明な点が多く，統一的な
理解には未だに至っていない。とりわけ，マ
ユハキタケ科に属する真菌類は食品製造や
医農薬生産に多く用いられる。また，病原真
菌やカビ毒生産菌など農業的，医学的にも重
要な種を多数含むため，本属の生活環の多く
を占める無性世代の精密な理解は，各方面か
ら強く要望されている。マユハキタケ科に属
するモデル真菌 A. nidulansにおいて，1940
年代から欧米の研究者を中心として遺伝
学・分子生物学的な面からよく研究されてい
る。Adamsらは変異株を用いた研究から，G
タンパク質シグナルが分生子形成とカビ毒
生産を抑制しており，未知の内生低分子活性
物質の下流シグナルが G タンパク質シグナ
ルを止めることにより，分生胞子形成とカビ
毒生産を誘導するという仮説を提案してい
る（T.H.Adamsほか：Microbiol. Mol. Biol. 
Rev., 62, 1998）。しかし，A.nidulans変異株
を用いた分生子形成シグナル伝達系に関す
る研究は精力的に行われているものの，未知
の内生低分子活性物質および受容体は同定
されていなかった。一方，Roncalらはマユハ
キタケ科に属する Penicillium cyclopiumの
液体培養ろ液から、分生子形成を誘導するジ
テルペノイドのコニジオゲノールおよびコ
ニジオゲノンを微量分離した（T.Roncal ほ
か：Tetrahedron Lett., 43, 2002 および
Eukariotic Cell, 1, 2002）。我々はこのような
背景のもとで、コニジオゲノン類の炭素骨格
が既にクローニングされているジテルペン
環化酵素による環化産物ホモプセンと共通
の生合成中間体カチオンを経て生合成され
ると予測し，これらのジテルペノイドの生合
成酵素類と分生子形成の関係に着目した。P. 
cyclopiumシノニム 6種およびモデル真菌A. 
nidulans が持つ新規ジテルペン環化酵素オ
ーソログ／パラログの機能解析を行い，各々
の酵素（PeDS および AnDS1）が環化生成する
新規ジテルペノイド類 2種が極微量でそれぞ
れの真菌における分生子形成の誘導と菌糸
の増殖生長を抑制することを見出した。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，マユハキタケ科に属する 2
種の真菌において，前述の新規ジテルペノイ
ド類と分生子形成誘導の関係を解明するこ
とにあり，第一に，2 種の酵素によるジテル

ペン環化メカニズムを基盤とする酵素阻害
剤を探索・創生すること，第二に環化酵素以
降の代謝を担う生合成酵素を明らかにする
こと，第三として，受容体の探索を含め既知
の分生子誘導シグナル伝達系と新規ジテル
ペノイド類との関係を明らかにすることで
ある。 
 
３．研究の方法 
（1）ジテルペン環化酵素 PeDS および AnDS1
の環化メカニズムを基盤とする酵素阻害剤
を探索・創生する。具体的には，両酵素のテ
ルペン環化ドメインと相同性の高いセスキ
テルペン（アリストロケン）合成酵素の X線
結晶解析データを基に，SWISS-MODEL により
構築した PeDS および AnDS1 の立体構造モデ
ルと化合物構造ライブラリーを用いたバー
チャルスクリーニングにより，阻害剤の候補
構造を得る。さらには得られた化合物につい
て，リコンビナント酵素を用いた阻害アッセ
イ，培養液浸漬条件下およびペーパーディス
ク法により分生子形成阻害活性の評価を行
う。また, AnDS1 環化産物からの化学誘導に
よって，共通の生合成中間体カチオンを模し
た酵素阻害剤の創生を検討する。 

 

 
（2）環化酵素以降の代謝を担う生合成酵素
を明らかにする。P. cyclopium シノニムにお
いては次世代シーケンサーを用いて明らか
にしたゲノム配列上で PeDS 近傍に P450 酵素
遺伝子が存在することから、酵母を用いた機
能解析またはノックアウト体（KO 体）の作出
により，環化産物の代謝への関与を検討する。
A. nidulans A4 株においては，AnDS1 近傍で
はないが相同性の非常に高い P450 酵素遺伝
子が存在することから，同様にこれの機能解
析を行う。これによって，永らく未知であっ
た A. nidulans における分生子誘導因子活性
本体の構造を明らかにする。一方で，機能解
析等がうまく行かない場合も想定して，
AnDS1 環化産物の代謝変換によって，分生子



誘導因子活性本体となる代謝産物の同定も
検討する。 
 
（3）既知の分生子誘導シグナル伝達系と新
規ジテルペノイド類との関係を明らかにす
る。PeDS および AnDS1 環化産物や代謝産物の
投与，得られた阻害剤や KO 体等を用いて既
知シグナル伝達系と新規ジテルペノイド類
の関係を明らかにする。また，P. cyclopium
シノニムおけるコニジオゲノンおよび A. 
nidulans において相当する分生子誘導因子
活性本体が（2）において明らかになった場
合，それぞれ非特異的クロスリンクによるビ
オチンリンカーとのコンジュゲートを合成
して，これを用いた受容体探索を試みる。 
 
４．研究成果 
（1）ジテルペン環化酵素 PeDS および AnDS1
の環化メカニズムを基盤とする酵素阻害剤
の探索・創生 
 PeDSおよびAnDS1両酵素のテルペン環化ド
メインと相同性の高いセスキテルペン（アリ
ストロケン）合成酵素の X線結晶解析データ
を基に，SWISS-MODEL により構築した PeDS お
よび AnDS1 の立体構造モデルと 3 万 3000 件
の化合物構造ライブラリーを用いたバーチ
ャルスクリーニングを行い，8 種の阻害剤候
補化学構造を得ることができた。初年度はこ
れらを購入して，種々の酵素阻害アッセイお
よび分生子形成阻害実験を行う予定であっ
たが，ウクライナ紛争による国際情勢で入手
ができなかったことから，新たに 60 万件の
化合物構造ライブラリーを用いたバーチャ
ルスクリーニングを行い，新たに 8種の阻害
剤候補化学構造を追加した。 
 得られた 16 種の阻害剤候補について，調
製したAnDS1リコンビナント酵素へのゲラニ
ルゲラニル二リン酸（GGDP）を基質とする環
化反応阻害作用を検討すべく，酵素カイネテ
ィクスを求めた。良好な反応条件が設定でき
たことから，Vmax/2 となる GGDP 濃度で阻害
剤候補の阻害作用を検討したところ，全般的
に阻害作用が現れた。特に強い酵素阻害作用
の現れた 5種類の化合物について，固形培地
上でのペーパーディスク法による分生子形
成阻害実験を行ったところ，20μM 以下で
AnDS1 リコンビナント酵素の環化反応活性を
ほぼ完全に阻害した阻害剤 8は，固形培地上
0.25μmol/disc の濃度で A. nidulans の分生
胞子柄の形成を半分以下に抑えることが明
らかとなった。また，40μM から顕著な環化
反応阻害を示す阻害剤5は固形培地上におい
て濃度依存的に A. nidulans の分生胞子柄の
形成に抑制ことが明らかとなった。特に 0.5
μmol/disc の濃度で分生胞子柄の形成をほ
ぼ完全に抑制し，AnDS1環化産物50nmol/disc
の同時添加で分生胞子柄の形成を若干回復
することから，直接の酵素阻害作用に加えて，
別の作用の存在も示唆された。 
 

 
 一方，AnDS1 環化産物からの化学誘導によ
って，共通の生合成中間体カチオンを模した
酵素阻害剤を創生すべく，AnDS1 環化産物の
組換え大腸菌による大量調製とエポキシド
誘導体反応を行った。得られたエポキシド誘
導体の立体異性体混合物はAnDS1リコンビナ
ント酵素の環化反応活性を強く阻害したこ
とから，阻害活性本体の生成を試みたが，精
製時における分解反応によって，阻害活性本
体の同定には至らなかった。 
 
（2）環化酵素以降の代謝を担う生合成酵素
の解明 
 P. cyclopiumシノニムにおいては次世代シ
ーケンサーを用いて明らかにしたゲノム配
列上で PeDS 近傍に P450 酵素遺伝子が存在す
ることから、酵母を用いた機能解析を行った。
P450酵素遺伝子およびＰ450還元酵素を発現
ベクターにクローニングし，形質転換した酵
母の培地にPeDS環化産物の3－デオキシコニ
ジオゲノールを添加した場合，および PeDS
との共発現も検討したが，想定される酸化物
であるコニジオゲノールおよびコニジオゲ
ノンは検出されなかった。このことから当該
Ｐ450酵素遺伝子のKO体の作出を試みている。 
 
（3）既知の分生子誘導シグナル伝達系と新
規ジテルペノイド類との関係 
 A. nidulans においてコニジオゲノールお
よびコニジオゲノンに相当する分生子誘導
因子活性本体は明らかになっていない。P. 
cyclopium シノニムにおいては 3－デオキシ
コニジオゲノールの代謝変換実験により，速
やかにコニジオゲノールおよびコニジオゲ
ノンへと代謝されることが明らかになった
ことから，AnDS1 環化産物の組換え大腸菌に
よる大量調製および A. nidulans による代謝
変換実験を試みた。AnDS1 環化産物は速やか
に消え，AnDS1 環化産物無添加区には無い化
合物が明瞭にAnDS1環化産物添加区に現れた
ことから，当初はこれを代謝産物として精製
を進めたところ，予想に反して得られた化合
物は各種スペクトル解析の結果，モノアシル
グリセロールであることが明らかとなった。
このモノアシルグリセロールを構成する脂



肪酸は Aspergillus 属菌において Psi factor
と呼ばれる胞子形成調節
因子の一つであったこと
から，図らずも胞子形成に
関わる既知シグナル伝達
系との関係を繋ぐ成果が
得られた。AnDS1 環化産物
は速やかに消えたことか
ら代謝は行われているも
のと推測されるが、代謝産
物が直接に分生子形成を
誘導するのではなく，Psi 
factor を介して誘導する
メカニズムが存在してい
ることが強く示唆される
結果となった。 
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