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研究成果の概要（和文）：糸状菌Aspergillus fumigatusの生産するfumagillin (1)は強力な血管新生阻害活性
を示す。我々は1が有する重要なファーマコフォアに着目し、生合成経路を改変することで非天然型誘導体を創
製を目的に研究を行った。同時に、全く別のファーマコフォアを有する 血管新生阻害剤synerazol (2)の創製に
も挑戦した。4種類の新規fumagillin誘導体を10種類以上の新規synerazol誘導体を獲得し、その化学構造を決定
した。さらに極めて興味深いことに、ある種の生合成遺伝子破壊株からは、1や2とは全く異なる骨格構造を有す
化合物も獲得された。

研究成果の概要（英文）：We identified a novel mechanism of an enzymatic trans-to-cis isomerization 
of an olefin that plays a part in generating the observed chemical diversity among the 
pseurotin-type fungal secondary metabolites. In vitro characterizations of pseurotin biosynthetic 
enzymes revealed that the glutathione-S-transferase PsoE required a participation of the 
bifunctional epoxidase-C-methyltransferase PsoF to complete the trans-to-cis isomerization of a 
pathway intermediate, presynerazol. The PsoE-glutathione-presynerazol complex crystal structure 
indicated that stereospecific glutathione-presynerazol conjugate formation is the principal function
 of PsoE. Moreover, this study revealed PsoF to have an additional, unexpected oxidative isomerase 
activity, making it a trifunctional enzyme that is key to the complexity generation in pseurotin 
biosynthesis.

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 
着香料や染料、芳香剤、薬剤などの高付加価
値物質、あるいはそれら化合物の前駆体およ
び原料となるファインケミカルの多くは、原
油を用いた化学合成によって供給されてい
る。また、化学合成には加圧、加熱、冷却、
乾燥などを行なうために電力や燃料の使用
が必要不可欠となり、有限な化石燃料などの
資源を多大に消費する。また、化学合成は毒
性を示す副産物や環境に有害な有機溶媒や
ガスの排出も伴う。従って、環境に調和した
持続可能な工業生産を実現するには、有限な
資源消費の抑制および化学合成に必要なエ
ネルギーと副産物の発生の削減が必須とな
る。主要なファインケミカルの一つである芳
香族化合物、特にカテコール（CAQ）は用途
が広く、主に香料、芳香剤、農薬の原料とし
て使用されている。CAQ は年間 2000 万トン
レベルで工業生産されており、全世界におけ
る年間生産額は約 100 億円に達する (Fiege, 
H. et al. Ullmann ’ s Encylcopedia of 
Industrial Chemistry 2000)。CAQ の最終生
産過程である過酸化水素によるフェノール
の水酸化は低公害なプロセスである (Sato, 
K., et al. Science 1998)。一方、フェノール 
(Weber, M., et al. Ullmann’s Encylcopedia 
of Industrial Chemistry 2004) およびその
原 料 と な る ベ ン ゼ ン  (Folkins, H.O. 
Ullmann ’ s Encylcopedia of Industrial 
Chemistry  2000)、プロペン (Griesbaum, 
K., et al. Ullmann ’ s Encylcopedia of 
Industrial Chemistry 2000) の生産は原油
由来の炭化水素の加工と精製に依存してい
る。また、CAQ から生合成可能な本研究課
題の目的化合物の一つである cis,cis-ムコン
酸（ccMA）は、ナイロンなどのポリアミド
系プラスチックの原料であるアジピン酸の
前駆体である。現在、アジピン酸の工業生産
によって温室効果の原因となる一酸化二窒
素や酸性雨の原因となる窒素酸化物を含む
有害な副産物を排出することが知られてい
る。しかしながら、アジピン酸は年間約 25
億 ト ン  (Musser, M.T. Ullmann ’ s 
Encylcopedia of Industrial Chemistry 
2000) もの莫大な量が消費されている。この
ような状況下、これまでに無い革新的な環境
調和型の生産プロセスの開発が望まれてい
る。さらに芳香族化合物に関しては、
carbofuran（農薬）やバニリン（香料）、
4-tert-butylcatechol（重合停止剤）などの化
学製品の重要原料であり、大量に生産されて
いる。これらの製造プロセスに関しても環境
調和型の生産プロセスへ移行することが近
年期待されている。 
 上記の期待に応えるべく、本研究によって
得られる知見から、代謝経路、培養条件およ
び化合物の精製技術の最適化を探索し、シア
ノバクテリアを活用した高効率な化合物の
生合成システムの確立を目指す。将来的には、

確立したシアノバクテリア合成システムに
様々な代謝経路を導入し、多くの医薬品や機
能性食材の原料となりうる化合物の実用的
な供給を試みる。 
 
２．研究の目的 
 
糸状菌 Aspergillus fumigatus は化学構造の
全く異なる 2 種類の血管新生阻害剤、
fumagillin (1)およびpseurotin類を生産する。
これまでに 1 の合成誘導体 TNP-470 につい
て抗がん剤としての臨床開発研究が行われ
ていたが、その副作用や薬物動態の悪さのた
めに現在では開発が中止されている。我々は、
依然として医薬品リードとして重要な 1につ
いて、生合成遺伝子および生合成経路が未解
明であったこと、遺伝子工学的手法を用いて
非天然型誘導体を創出することで新たな医
薬品候補を世に提供することを目的として、
その生合成研究に着手した。 
 
３．研究の方法 
 
[Fumagillin-pseurotin 複合型生合成遺伝子
クラスターの発見]  
その化学構造より、1 はテルペン骨格とポリ
ケタイド骨格から構成されていると推測さ
れた。そこで A. fumigatus ゲノム中よりテ
ルペン環化酵素、ポリケタイド合成酵素を含
む遺伝子クラスターを探索したところ、第 8
番染色体上にこれらの条件を満たすクラス
ターが確認された。続いて本領域に含まれる
テルペン環化酵素の遺伝子破壊株Δfma-TC
株を構築した。その代謝産物を LC-MS にて解
析したところ、1 の生産消失が認められた。
以上の実験から、1 の生合成遺伝子クラスタ
ーを同定することに成功した。興味深いこと
に 、 fma-TC は 全 く 別 の 二 次 代 謝 産 物
pseurotin A (2)生合成に必須な遺伝子 psoA1
のすぐ近傍の約 2.5 kb 離れた位置に存在し
ていた。 

 
図 1. Fumagillin-pseurotin 生合成遺伝子ク
ラスター  
 
 続いて、1の生合成経路解明を目指した。1
の生合成遺伝子クラスターに存在する約 15
種の酵素遺伝子について、それぞれの遺伝子
破壊株を作製した。その結果、8 種の遺伝子
破壊株において 1の生産が失われ、これらの
遺伝子が1の生合成に必須であることが示唆
された。一方、別の 2 種の遺伝子破壊株(Δ



psoF, ΔpsoG)では、1の生産に変化は認めら
れなかったものの、予想外なことに 2の生産
が消失していた。さらに転写因子遺伝子 fapR
破壊株においては、1 と 2 が共に生産されて
いなかった。以上の結果から、染色体上の本
領域において 1と 2の生合成に必須な遺伝子
が互いに交じり合って存在していること、加
えて、一つの転写因子 FapR により各化合物
の生合成が統一的に制御されていることが
示唆された。そこで、当初 2の生合成遺伝子
として推定されていた計 6 種の遺伝子(psoA
を含む) についても同様に遺伝子破壊を行
い、うち 4種の遺伝子が 2の生合成に必須で
あることを実験的に確認した。以上、全く別
の化学構造を持つ 1 および 2 が、約 20 種の
酵素遺伝子から構成される一つの巨大クラ
スターによって生合成されると決定した(図
1)。 
 
４．研究成果 
 
[Fumagillin 生合成経路の解明] 
2013 年、上述した我々の研究とは独立して
Tang らは 1の生合成遺伝子を同定し、テルペ
ン環化酵素 Fma-TC が 1 のテルペン骨格の前
駆体であるβ-trans-bergamotene (3)の合成
を触媒することを報告した。同様な解析を行
っていた我々は、1 の生合成の完全解明を目
指して Tang らとの共同研究を開始した。1の
テルペン部分はその生合成中間体である3と
比較すると、高度に酸素官能基化されている
ことがわかる(図 2)。すなわち、3 より
fumagillol (7)に至る経路においては数段階
の酸化反応が行われていると推測された。本
クラスターには酸化酵素として、α-ケトグ
ルタル酸依存型ジオキシゲナーゼFma-C6Hお
よびシトクロム P450 である Fma-P450 が含ま
れていたため、まずはこれら遺伝子破壊株の
代謝産物解析を行った。 
 Δfma-C6H株からはLC-MSにおいてm/z 429
を示す代謝産物の生産が認められた。本物質
を精製し、NMR スペクトル解析によりその化
学構造を 6-demethoxyfumagillin (8)と決定
し た 。 同 様 に 、 Δ fma-MT 株 か ら は
6-demethylfumagillin (9)を単離・構造決定
した。 

図 2. Fumagillin 生合成経路 
 
よって、1 の 6 位メトキシ基は Fma-C6H によ
る酸化、Fma-MT によるメチル化により形成さ
れると考えられた。そこで大腸菌を用いて調
製した Fma-C6H 酵素について、8を基質に in 

vitro 反応を試みたが、この場合、変換は全
く認められなかった。そこで、この酸化反応
がポリエン鎖付加前に起こると予想し、8 を
ア ル カ リ 加 水 分 解 し て 得 た
6-demethoxyfumagillol (5)を基質として反
応させたところ、速やかに生成物として
6-demethylfumagillol (6)を与えた。なお、
Fma-C6Hと Fma-MTの共存下において5が7へ
と変換されることも確認した。 
 Δfma-P450 株においては 1 が生産されず、
一方で 3の生産が検出された。A. fumigatus
野生株における3の生産量は検出限界以下で
あることから、Fma-P450 酵素損失に伴い 3が
蓄積していると予測され、3が Fma-P450 の基
質であることが示唆された。出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae異種発現系を用い
て調製したFma-P450酵素に対し基質として3
を 加 え た と こ ろ 、
5-epi-demethoxyfumagillol (10)の生成が認
められた。ところがその 5位水酸基は天然物
1とは逆の立体配置（S配置）を有しており、
10 をΔfma-TC 株培養系に添加しても 1 の生
合成能の回復が認められなかったことから、
10 は生合成中間体ではないことが示唆され
た。その推定反応機構から Fma-P450 の真の
産物はケトン体 4であり、10 は出芽酵母内在
性の酵素により立体選択的に還元され生成
したと考えられた。我々は、1 の生合成経路
においては Fma-KR が 4 の 5 位ケトンを立体
選択的(R 配置)に還元すると推測した。
Fma-KRは一般的なPKSに含まれるDH-KRドメ
イン領域に相同性を示す、不完全な PKS 様酵
素である。本遺伝子破壊株Δfma-KR において
は 1の生産量が極端に減少したことから、本
遺伝子は偽遺伝子などではなく、確かに機能
を持つことが示唆された。そこで、異種発現
により調製したFma-KRタンパク質について、
4 を添加したところ、予想通り 5 の生成が確
認された。以上、生合成初期段階において、
3を基質として Fma-P450、Fma-KR、Fma-C6H、
Fma-MTの4つの酵素により7が形成されるこ
とを証明した。特に Fma-P450 は複数回の酸
化反応を触媒する性質を持つ上で興味深い。
その反応機構として、(i) 3 の 5 位水素の引
き抜きと続く水酸化、(ii) 9 位水素の引き抜
きに基づく bicyclo[3.1.1]構造のラジカル
的開裂、及び続く 5位水酸化と 8,9 位のオレ
フィン形成、(iii) 8,9 位へのエポキシ化、
(iv) 1,2 位へのエポキシ化、という連続的な
変換反応を触媒することが示唆された(図 3)。 

 
図 3. Fma-P450 による連続的酸化反応の推定
反応機構 
 
 ところで Tang らは、1のポリケタイド部分
が dodecapentaenoate に由来し、これが
Fma-PKS により合成されること、アシル基転
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移酵素 Fma-AT によって 7 の 5 位にアシル化
されることを報告している。一方、1 の生合
成のためにはdodecapentaenoate部分の炭素
-炭素二重結合が開裂する必要があり、本反
応を司る酵素が存在すると予測された。
Fma-ABM は DUF4188 と定義された機能不明ド
メインを持つタンパク質とアノテーション
されており、当初その機能予測が困難であっ
た。その遺伝子破壊株Δfma-ABM株からはm/z 
455 を示す化合物が検出され、その化学構造
を prefumagillin (11)、すなわち二重結合開
裂前の中間体であると決定した。そこで
fma-ABM を出芽酵母にて発現させ、基質とし
て 11 を添加したところ 1 への変換が認めら
れた。以上の実験から Fma-ABM が 1 の生合成
の最終段階、ポリケタイド鎖二重結合の位置
選択的開裂反応を触媒することを証明した
(図 2)。 
 
 
[Pseurotin 類生合成経路の解明] 
 2 やその類縁体である azaspirene (12)、
synerazol (15)もまた血管新生阻害活性を示
すことが知られており、これらは 1とは全く
異なるファーマコフォアを持つことから医
薬品リード候補としてまた重要である。加え
て2の化学構造中にはスピロ環構造が含まれ、
このような立体的に複雑な化学構造が如何
にして構築されるのか未解明であったこと
から、その生合成研究に着手した。 
 
 PsoFはそのN末端領域にフラビン依存型酸
化酵素(FMO)ドメインを、C末端領域にはメチ
ル基転移酵素(MT)ドメインを有すことから
他に類を見ない二機能性酵素であると推測
された。ΔpsoF 株においては 2の生産が消失
し、その代わりに化合物 16 が極僅かながら
生産された。16の構造は15と比較して、10,11
位のエポキシ基、3 位メチル基が欠如してい
たことから、PsoF がこれらの官能基を形成す
る機能を持つことが予測された。PsoF の MT
ドメインは一般的な O-メチル基転移酵素よ
りもむしろ PKS 中に含まれる MT ドメインに
高い相同性を示した。つまり、その機能は伸
長中のポリケタイド鎖に対する C-メチル化
であると予測された。そこでポリケタイド鎖
伸長途中の基質ミミックを合成し酵素反応
に供したところ、予想通り PsoF 依存的な C-
メチル化反応が観測された。この C-メチル化
は PsoA 酵素反応における PKS モジュールか
ら NRPS モジュールへのアシル基転移に重要
な役割を担っていた。すなわち PsoF が反復
型 PKS(PsoA)におけるマロニル CoA の縮合回
数の正確性を規定するゲートキーパーとし
て機能していることが強く示唆された。 
 
 一方、PsoF の FMO ドメインは 15 の 10,11
位のエポキシ環形成に関与すると考えられ
た。そこで別途ΔpsoE 株から獲得した
presynerazol (14)について、組み換え PsoF

タンパク質による酵素反応に供したところ、
確かに10,11位オレフィンに対するエポキシ
化が確認された。しかし、本酵素反応の生成
物は天然物 2ではなく、その 12,13 位二重結
合がトランス体である 17 であった。17 は A. 
fumigatus 野生株からは全く検出されない化
合物であったが、ΔpsoE 株において多量に生
産されていた。 
 

図 4. Pseurotin 類の生合成経路 

 
図 5. PsoE と PsoF によるグルタチオン依存
的な酸化的二重結合の異性化 
 
 以上のことから、グルタチオン転移酵素
PsoE が二重結合の異性化に関与すると推 
測された。そこで実際に基質14に対してPsoE
及び PsoF を共処理したところ、生成物とし
て 15 および 2 を選択的に与えた。詳細な検
討の結果、本反応の進行には触媒量の還元型
グルタチオン(GSH)が必須であること、PsoF
を反応系中に加えなければ異性化は全く進
行しないことが判明した。次にその反応の詳
細を解明することを目指し、PsoE タンパク質
の X 線結晶構造解析に着手した。その結果、
PsoE-14-GSH の三者複合体の結晶構造を 2.5 
Åの分解能にて得ることに成功した。結晶構
造中の PsoE タンパク質内部において、基質
14 はその 13 位炭素と GSH が共有結合を形成
していた。PsoF 非存在下においては 14 の異
性化が起こらないことを加味すると、本反応
において(i) PsoE による 14 の 13 位への GSH
共役付加、(ii) PsoF による GSH 由来硫黄原
子の酸化（スルホキシド生成）、(iii) スル
ホキシドのsyn脱離によるシス型オレフィン
の形成、(iv) PsoF による 10,11 位オレフィ
ンのエポキシ化、という過程を経て 15 が形
成されていると考えられた。 
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