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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 

 微生物や植物の生産する天然物は、医薬品をはじめとする有用物質の探索源、供給源として最も有望

視されている。それら天然物の構造多様性は、多段階の酵素反応からなる分岐的な生合成経路により創

出されている。本研究においては、天然物の中でも最も構造多様性に富むポリケタイドおよびトリテル

ペンの基本骨格構築にかかわる生合成酵素を取り上げ、有機化学及び分子生物学的手法を駆使し、精密

な構造および機能解析を基盤とした分子多様性の創出を試みる。 
 まず、①植物・微生物のゲノム情報を活用し、効率的に新規生合成酵素遺伝子をクローニングし、②

個々の酵素機能を異種生物における発現により同定する。③組み換え酵素タンパクの in vitro の反応に

より基質生成物特異性を詳細に解析する。この際、非生理的基質や合成基質類縁体の適用により、潜在

酵素機能を最大限に引きだし分子多様性の拡大を計る。ついで④大量異種発現した酵素タンパクを精

製・結晶化し、X 線結晶構造解析を行う。⑤結晶の得られない酵素については、機能を異にする相同酵素

間でのキメラの作成や点変異酵素の作成により、活性部位構造についての情報を得る。さらに、⑥得ら

れた活性部位構造情報をもとに、基質・生成物特異性の改変を試みる。⑦これらの結果を総合的に解析

し、基質・生成物・反応特異性を支配している基本原理を化学的に記述し、未だ自然界から得られてい

ない「超天然物」とも言うべき「非天然型天然物」を生成する人工酵素を合理的にデザイン作製する。

このことは、これら生合成酵素の自然界における未来の機能分化を先取りすることに他ならない。以上

を総括し、遺伝子組み換え酵素による実用的な有用化合物の供給系の開発、また新機能物質探索源とな

る人工分子ライブラリー構築への可能性を検証する。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

1）トリテルペン合成酵素 
 初年度から 2 年間にわたり複数のトリテルペン生産植物から、トリテルペン合成酵素のクローニングを行

った。カボチャ(Cucurbita pepo)からククルビタシン生合成に関与するククルビタジエノール合成酵素、全ゲ

ノム配列が決定されたシロイヌナズナ(Arabidopsis thalina)から、複数の閉環産物を与えるクローン、閉環後

開裂した生成物を与えるクローン、三環性の生成物を与えるクローンなどを、そして、セイヨウタンポポ

(Taraxacum officinale)から計 10 種のトリテルペン合成酵素のクローンを得た。得られた酵素の機能解析か

ら、反応の終了がプロトンの引き抜きだけでなく水の添加でも生じ、水の添加の反応の立体化学の制御は酵素

によって厳密に制御されていることを見いだした。また、トリテルペン合成酵素は炭素−炭素結合形成反応と

メチル基及びヒドリドの転位反応により骨格を創出するのに加え、環状構造形成後、炭素−炭素結合の開裂反

応も行うことも見いだした。これらの知見は、本年度から計画している酵素機能の改変による天然物の分子多

様性の拡大にとって有用な知見であると考えている。また、セイヨウタンポポのクローンの中には、これまで

セイヨウタンポポから単離の報告のないアキレオールなどのトリテルペンを生成物として与えるクローンも

3 種含まれていた。この結果は、機能ゲノム学的アプローチによる新規化合物の探索の可能性を示すものと考

えられる。次に、新規有用物質の生産及び反応機構の解明を目的に、β−アミリン合成酵素の基質アナログに

対する反応の解析を行った。末端二重結合を還元したもの、二つの末端メチル基を欠損したもの、及び、メチ

リデン基を付加させたもの(MOS)などの基質アナログを化学合成し、エンドウ由来 β−アミリン合成酵素と反

応させた。その結果、MOS 以外の基質アナログは基質として認識され bacchar-12-en-3β-ol などの複数の非

天然型新規環状ポリプレノイド位置異性体の生成が高収率で認められた。また、化学合成した安定同位体標識

基質を反応させ、生成物を詳細に検討したところ、本来の β-アミリンの生成の際に経る反応中間体と同型の

ビスノルバッカレニル 1 級カチオンの代わりに、熱力学的により安定で E 環がよりひずみの少ない 6 員環構

造をとるビスノルオレアニル 2 級カチオンの生成を経て進行することが明らかとなった。一方、MOS は阻害

剤として働き、しかも放射標識した MOS を用いた実験から MOS が酵素タンパクと結合することが明らかと

なった。この知見はペプチドマッピングによる活性部位を構成するアミノ酸の同定の可能性を示唆するもので

ある。 
2）糸状菌ポリケタイド生合成酵素 
 還元型ポリケタイド化合物ソラナピロンを生産するバレイショ夏疫病菌 Alternaria solani より新規デカケ

タイド化合物アルタナピロンの合成酵素遺伝子 pksN を既に取得しているが、さらに 2 種の還元型ポリケタイ

ド合成酵素(PKS)遺伝子 pksF、pksK をクローニングした。pksF 形質転換体は C22、C23の 2 種のポリエン系

ポリケタイドを生産し、その構造解析の結果から、PKSF は 10 回の縮合反応後の β-カルボニルの還元の有無

により、C22ポリエンピロンと C23ポリエンフェノール化合物を生成するものと考えられる。また、A. solani
よりさらに 4 種の新規 PKS 遺伝子をクローニングし、現在、異種糸状菌発現系を用いた機能同定を進めてい

る。ヒト DNA トポイソメラーゼ I 阻害物質トポピロン類を生産する糸状菌 Phoma sp. BAUA 2861 株よりク

ローニングした新規芳香族 PKS 遺伝子 pnk2 が、トポピロン生合成のノナケタイド合成酵素をコードするこ

とを確認した。これは糸状菌の芳香族型ノナケタイド PKS として同定された最初の例であり、PKS による鎖

長制御機構解明への足掛りとなることが期待される。アスペルギルス症原因菌 Aspergillus fumigatus のヒト

への感染要因となっている DHN-メラニンの生合成において、ヘプタケタイドであるナフトピロン YWA1 か

らペンタケタイドであるテトラヒドロキシナフタレンT4HNへの骨格変換の鍵反応を触媒する酵素Ayg1pに

ついて、大量発現、精製を行い、精製酵素を用いて本酵素がヘプタケタイド YWA1 の側鎖アシル基とナフタ

レン環の炭素-炭素結合を加水分解的に開裂し、アセト酢酸と T4HN を生成することを実証した。また、本酵

素の大腸菌での発現系を確立し、部位特異的変異体の解析から、セリン残基が活性中心として働き、アシル化

酵素中間体を経る反応機構であることを明らかにした。本酵素 Ayg1p は polyketide shortening 反応を触媒す

る酵素として同定、特性化された初めての例である。また、繰り返し型タイプ I PKS である糸状菌 PKS の

ドメイン機能の解析を進めているが、ペンタケタイド T4HN 合成酵素 PKS1 の C 末端のクライゼンサイクラ

ーゼドメイン(CYC)の機能について、本酵素のCYC変異体、並びにヘプタケタイドであるナフトピロンYWA1
合成酵素 WA の CYC とのキメラ体を発現させた結果、PKS1 の CYC は、WA の CYC とは異なり、クライゼ

ン型の閉環反応だけではなく、生成物の炭素鎖長の制御にも関与することを明らかにした。さらに酵母を宿主

とした繰り返し型タイプ I PKS 発現系をヘプタケタイド合成酵素 Alb1p について確立し、その CYC ドメイ

ンを単独のタンパクとして発現させ、これが Alb1p PKS の ACP 上に生成したヘプタケタイド中間体に独立

した CYC 酵素として作用できることを初めて明らかにした。これは、繰り返し型タイプ I PKS の機能ドメ

インを単独の酵素タンパクとして発現させ、その機能を確認した初めての例である。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

1）トリテルペン合成酵素 
 1955 年に Ruzicka らによって提唱されたイソプレン則以来、トリテルペンの骨格形成機構についての

研究が多くの有機化学者によって精力的になされてきた。トリテルペン合成酵素は膜タンパク質であり不

安定なため、酵素学的研究は遅れていたが、近年の分子生物学の進歩により、異種発現系を用いての酵素

活性の検出が可能となり急速に進展した。高等植物から単離されたトリテルペン骨格は 80 種を越え、そ

の構造の精密さから、骨格の数に対応する酵素が存在するものと考えられていたが、本研究において、シ

ロイヌナズナを初めとして多くの植物に複数の生成物を与える多機能型酵素が存在することが明らかと

なり、80 種を越えるトリテルペン骨格は、単一生成物を与える酵素と多機能型酵素の両者によって作り

出されることが明らかとなった。この結果は 1 種の酵素が 1 種の生成物を与え、生成物に対応する数の

酵素が存在するという従来の考え方を大きく変える新しい知見であり、学問的インパクトは非常に大き

い。また、多機能型酵素の存在は、単機能型トリテルペン合成酵素が他の骨格のトリテルペンを生成物と

して与える潜在的能力を持つことを示唆しており、酵素の機能改変による新規トリテルペンの創出を格段

に発展させるものと思われる。 
 また、シロイヌナズナから開裂型トリテルペンを生成物として与える酵素が見いだされたことにより、

これまで生合成機構が不明であった開裂型トリテルペンの骨格が、トリテルペン合成酵素によって創りだ

されることが明らかとなった。この新たな知見は、トリテルペン合成酵素に起因するトリテルペン骨格の

構造多様性が増大したことのみならず、トリテルペン合成酵素が炭素−炭素結合形成反応とメチル基及び

ヒドリドの転位反応に加えて、環状構造形成後、炭素−炭素結合の開裂反応も行うことを示しており、有

機化学的インパクトが極めて大きい。 
 また、トリテルペン合成酵素は基質特異性が厳密であると考えられていたが、ジデメチルオキシドスク

アレンやジオキシドスクアレンなどの基質類縁体が基質として反応することが明らかとなった。この知見

は、今後の基質類縁体を用いた新規化合物の創出の可能性を格段に発展させるものと考えられる。 
  
2）糸状菌ポリケタイド合成酵素 
 ポリケタイド合成酵素反応において、生成物の炭素鎖長が如何に決定されるか、その制御機構を明らか

にすることは、今後、反応特異性、生成物特異性の改変を目指す上で、重要な点である。バクテリアに見

られるモジュール型の PKS では、モジュールの数によって縮合回数、つまり生成物の炭素鎖長が基本的

に決定されるのに対し、糸状菌などの繰り返し型タイプ I PKS においては、見かけ上の繰り返し反応を

制御する機構については手探りの状態であった。これまでの本研究により新たに芳香族ノナケタイド合成

酵素遺伝子 pnk2 をクローニングしたが、これにより繰り返し型タイプ I PKS として、テトラケタイド

から、ペンタケタイド、ヘプタケタイド、ノナケタイド各 PKS 遺伝子を手中にすることができたことに

なり、今後、繰り返し型タイプ I PKS がどのように鎖長制御、縮合回数の制御をしているか解析を進め

る上で、必要な素材を得ることができたものと考えている。 
 また、ヘプタケタイド生成物をペンタケタイドに変換する polyketide shortening 反応を触媒する加水

分解する初めての酵素として、Aspergillus fumigatus より Ayg1p を精製、特性化、機能解析することが

できた。これは PKS 反応産物に直接働きその鎖長変換反応を触媒する酵素の存在を示した初めての例で

あり、本酵素をポリケタイド生合成系のエンジニアリングに応用することが期待される。また、芳香族型

PKS に見いだした Claisen cyclase ドメイン(CYC)について、酵母発現系を利用することにより、単独の

酵素として発現、機能することを示したが、これは繰り返し型タイプ I PKS のドメインが単独で機能す

ることを示した最初の例であり、各芳香族型 PKS ついて、その CYC の精製、特性化、構造解析に道を

開くものであり、CYC ドメイン酵素を利用した閉環様式の変換などへの応用が考えられる。 
 高脂血剤ロバスタチンを始めとして、繰り返し型タイプ I PKS 反応中に C-メチル化を伴い生成する還

元型ポリケタイド類が知られているが、PKS のメチルトランスフェラーゼドメインによる C-メチル化の

位置特異性を決定する機構は不明であるが、今回、Alternaria solani より先にクローニングした pksN
について、alternapyrone 生成において、9 回の縮合反応のうち 8 回の反応においてメチル基転移反応が

生じていることを確認し、現在さらに cell-free 系を用いた検討を進めており、これら還元型 PKS におけ

るメチル化制御機構の解明につながるものと考えている。 
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英秋、「Alternaria solani 還元型ポリケタイド合成酵素遺伝子のクローニングと機能解析 」；下牧重樹、吉田奈央、藤井勲、海老塚豊、
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誠、海老塚豊、越智幸三、市瀬浩志、「ベンゾイソクロマンキノン(BIQ)系抗生物質の生合成研究（21）BIQ クラスターに共通に存在する

推定機能未知遺伝子の機能解析」：柏延之、藤井勲、海老塚豊、「糸状菌ポリケタイド合成酵素遺伝子の研究（22）「トポピロン生産菌 Phoma 
sp. の芳香族 PKS 遺伝子のクローニングと機能解析」：笠原堅、下牧重樹、藤井勲、海老塚豊、及川英秋、「糸状菌ポリケタイド合成酵素

遺伝子の研究（21） Alternaria solani 還元型ポリケタイド生合成遺伝子のクローニングと機能解析」：下牧重樹、 笠原堅、藤井勲、海

老塚豊、及川英秋 、「糸状菌ポリケタイド合成酵素遺伝子の研究(20) Alternaria solani 還元型ポリケタイド生合成遺伝子 PKSN の機能解

析」：「ステロイドサポニンの生合成研究(10)-Costus speciosus 由来ステロール糖転移酵素の cDNA クローニング-」；星野雅輝、渋谷雅明、

海老塚豊、河合賢一、城始勇、「シロイヌナズナ由来トリテルペン合成酵素 LUP1 の反応機構の解析(2)」；土開絵里子、堤武彦、山中理代、

渋谷雅明、海老塚豊、「セイヨウタンポポ由来トリテルペン合成酵素のクローニング」；伊藤崇敬、田口貴章、海老塚豊、市瀬浩志、「ベン

ゾイソクロマンキノン(BIQ)系抗生物質の生合成研究(22)-actVI-ORF1 遺伝子産物による合成アナログ基質の立体特異的還元-」■日本放線

菌学会（淡路、7 月）李愛英、海老塚豊、市瀬浩志、「ベンゾイソクロマンキノン(BIQ)系抗生物質の生合成研究（23）-立体制御に関わる

メダマイシン生合成遺伝子の機能解析 -」■第２２回日本植物細胞分子生物学会秋田大会・シンポジウム（秋田、8 月）土開絵里子、堤武

彦、山中理代、渋谷雅明、海老塚豊、「セイヨウタンポポにおけるトリテルペンの生合成研究」■日本生薬学会第 51 回年会（神戸 9 月）

土開絵里子、堤武彦、山中理代、渋谷雅明、海老塚豊、「セイヨウタンポポにおけるトリテルペンの生合成機構」・日本生物工学会（名古

屋、9 月）勢〆康代、藤井勲、Praveen Rao Juvvadi、北本勝ひこ、「Aspergillus oryzae の新規ポリケタイド合成酵素遺伝子のクローニ

ングと機能解析」・第 46 回天然有機化合物討論会（広島、10 月）笠原堅、吉田奈央、下牧重樹、藤井勲、海老塚豊、及川英秋、「Alternaria 
solani 還元型ポリケタイド合成酵素遺伝子のクローニングと機能解析」■第 4 回糸状菌分子生物学コンファレンス（仙台、11 月）笠原堅、

藤井勲、海老塚豊、及川英秋、「Alternaria solani 還元型ポリケタイド合成酵素遺伝子の発現と機能解析」；勢〆康代、藤井 勲、Praveen 
Rao Juvvadi、北本勝ひこ、「麹菌 A. oryzae の新規ポリケタイド合成酵素遺伝子 cysA の機能解析」；森口智美、藤井勲、海老塚豊、「芳

香族繰返し型タイプ I ポリケタイド合成酵素の発現と機能解析」  【2005】■日本薬学会第 125 回年会（東京、3 月）土開絵里子、堤

武彦、山中理代、渋谷雅明、海老塚豊、「セイヨウタンポポ由来トリテルペン合成酵素のクローニング」；笠原堅、藤井勲、海老塚豊、及

川英秋、「糸状菌ポリケタイド合成酵素遺伝子の研究(23)- Alternaria solani 還元型ポリケタイド合成酵素遺伝子の発現と機能解析」；李愛

英、海老塚豊、市瀬浩志、「ベンゾイソクロマンキノン（BIQ）系抗生物質の生合成研究(24)- 立体化学制御に関わるメダマイシン生合成

遺伝子の機能解析 -」、伊藤崇敬、田口貴章、海老塚豊、市瀬浩志、「ベンゾイソクロマンキノン（BIQ）系抗生物質の生合成研究(25)- 
actVI-ORF1 遺伝子産物 RED1 の異種発現と精製 -」；森口智美、藤井勲、海老塚豊、「糸状菌ポリケタイド合成酵素遺伝子の研究(24)- 芳
香族繰返し型タイプ I ポリケタイド合成酵素の発現と機能解析」；相婷、渋谷雅明、海老塚豊、「オタネニンジン由来シトクローム P450
型酸化酵素のクローニング」■The 23rd Fungal Genetics Conference (Asilomar, USA,2005. 3) Yasuyo Seshime, Praveen Rao Juvvadi, 
Isao Fujii, Katsuhiko Kitamoto,"Identification and characterization of novel type III polyketide synthases in Aspergillus oryzae" 

  


