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1. はじめに

これまでに多くの生物活性物質が天然から単離
され，それらをリードとした医薬品が市場に送り
出されてきた。一方で，極めて有用な活性を持つ
天然物が，生産起源からの生産量が極めて低いあ
るいは生産起源が培養できないなどの理由によっ
て必要十分量供給できない場合が存在する。天然
物はすべて生合成酵素によって作られるため，こ
うした酵素遺伝子を入手し発現することができれ
ば，供給に大きな問題のある有用海洋天然物など
を安定に生産できる可能性もある。我々は有用天
然物の生合成遺伝子群を大腸菌，出芽酵母，糸状
菌を発現宿主として用い，複雑な構造を有する化
合物の生産を達成してきたのでそのいくつかを紹
介する。また一方で，現状では新規天然物の獲得
が益々難しくなってきている。その理由として
は，（1）長い歴史の中で数多くの天然物が探索さ
れ，既に発見されてしまったこと（2）採集できる
生物，培養できる微生物は限られた一部の種であ
ることから，これらが化合物多様性の限界となっ

ていることなどが挙げられる。最近の研究開発に
よって難培養微生物の培養技術も着々と向上しつ
つある。しかしながら，新規天然物を獲得するた
めのこういったアプローチは決して真新しいもの
ではなく，どちらかと言えば伝統的な天然物化学
の研究手法であると言える。
近年のゲノム解析の目覚ましい進展によって，
多くの生物の遺伝子情報を容易に手に入れられる
ようになった。例えば糸状菌に関しては，遺伝子
情報およびこれまでの分子生物学的研究結果か
ら，実験室における一般的な糸状菌の培養法では
二次代謝産物生合成遺伝子の転写活性は低いこと
が明らかとなった。実際に糸状菌Aspergillus 
flavusでは，55種類の二次代謝産物生合成遺伝子
クラスターが染色体上にコードされていることが
示されているが，生成物である天然物が単離され
生合成経路が明らかとなっているのは数種類のみ
である。また，特定の培養条件に限られるが本菌
種のトランスクリプトーム解析の結果からも，二
次代謝産物の生合成を司る遺伝子群の転写活性が
低いことも示唆されている。つまり，糸状菌のゲ
ノム上に生合成遺伝子はコードされているが天然
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物として生産を確認できない化合物が多数存在す
ると考えられる。そこで我々は，糸状菌が持つ潜
在的な二次代謝産物生合成能力を活用することで
新規天然物の創製および得られる化合物の生合成
機構の精密解析が可能となれば天然物化学に新し
い方法論を付け加えられると考えた。しかしなが
ら，遺伝子クラスターの転写活性が極めて低い場
合，その生合成遺伝子のmRNAを単離し cDNA

を合成することは困難である。そこで，転写され
ていないと推定される目的生合成遺伝子の転写因
子を糸状菌菌体内で発現できれば，転写活性を増
大させることができるのではないかと考えた。あ
るいは，こういった生合成遺伝子がエピジェネ
ティクス制御により転写活性が低い場合は，クロ
マチン構造の改変によって転写活性を増大させる
ことができる。これらの手法を組み合わせること
で，新規化合物の単離へと繋がる。さらに，目的
生合成遺伝子の cDNAを獲得することができれ
ば，遺伝子工学的な異種発現システムの確立され
た出芽酵母を用い，精製酵素による in vitro合成
系で新規化合物の生合成に関する精密機能解
析 1～3）も達成されるであろう。
現代においても新たな新規天然物を取得するこ

との学術的，産業的な重要性は不変である。この
ような状況の下，天然物の生合成遺伝子を用い化
合物の獲得を目指す新しい融合研究分野であるシ
ンセティックバイオロジー（合成生物学）による取
り組みが行われている。本講演では，休眠型生合
成遺伝子クラスターの活性化および天然物生合成
遺伝子の異種発現系による生物合成と酵素機能解
析に関して得られた我々の研究結果も紹介する。

2. 抗生物質リファマイシンの前駆体 
生合成

Rifamycin，ansamitocin P-3，geldanamycinはそ
の構造中に芳香環もしくはナフトキノンを持ち，
ポリケタイド鎖がアミド結合により環化したラク
タム構造を持つアンサマイシン系ポリケタイドに
分類される。放線菌が生産するこれらポリケタイ
ドは抗生物質あるいは抗ガン剤のリード化合物と
して使用され極めて有用である。特に rifamycin

の誘導体である rifampicinは1960年代以来，結核
など感染症治療薬として使用されてきた。さらに
rifapentine，rifaximinといった主にC-3位に関す
る rifamycin誘導体が合成され，薬剤耐性病原微

図1.　アンサマイシン系ポリケタイドの化学構造
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生物に対して使用されてきた（図1）。
Rifamycinのポリケタイド炭素格は，1つの

nonribosomal peptide synthetase （NRPS）-like 

loading moduleと 10個のポリケタイド鎖伸長
moduleにより生合成され，さらに相同性検索に
よってamide synthaseと予測されているRifFで環
化されると考えられている。我々は，アンサマイ
シン系ポリケタイドの開始単位である3-amino-5-

hydroxybenzoic acid（AHBA）の生合成に必要と
なる7つの遺伝子（図2），ならびに rifamycin生合
成遺伝子中で最も大きく，発現タンパク質として
確認することができなかった rifAを同時に大腸菌
で発現し，その生合成産物であるP8/1-OG ［2,6- 

dimethyl-3,5 ,7- t r ihydroxy-7-（3′-amino-5 ′ -

hydroxyphenyl）-2,4-heptadienoic acid］およびN- 

acetyl P8/1-OG4）の生物合成に成功した（図3）。

2-1. AHBA生合成遺伝子発現ベクターの構築
AHBAは，UDP-glucoseを出発基質としRifLに

より酸化，RifKにより glutamineからアミノ基 

を導入された後，RifMにより kanosamineを生 

合成し，さらに RifNによりリン酸化され，
phosphoglucose isomeraseにより3-amino-3-deoxy-

D-fructose 6-phosphate（aminoF6P）を，続いて
transketolaseにより1-imino-D-erythrose 4-phosphate

（iminoE4P）を生合成すると予測されていた。
IminoE4Pは RifHに よ り 3,4-dideoxy-4-amino-D-

arabino-heptulosonic acid 7-phosphate（aminoDAHP），
RifGによる環化反応で5-amino-5-deoxy-3-

dehydroquinic acid（aminoDHQ）を，さらにRifJに
より5-amino-5-deoxy-3-dehydroshikimic acid

（aminoDHS），そしてRifKによりAHBAを生合
成すると予測され（図 2），この iminoE4Pから
AHBAまでの生合成は，shikimic acid生合成と類
似しており大変興味が持たれた。
まずはじめに，これら生合成遺伝子 rifG, -H, -J, 

-K, -L, -M, -Nをそれぞれ単独で発現させ，その発
現を確認したところ，rifG, -Jを除く5種生合成遺

図2.　AHBA推定生合成経路

図3.　P8/1-OGおよびN-acetyl P8/1-OG生合成
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伝子の発現は確認された。そこでansamitocin P-3

開始単位の生合成遺伝子で相同性検索の結果 rifG

および rifJとそれぞれ71%および53%の相同性を
示した asm47と asm23の発現を試みた。その結
果，asm47とasm23両者はそれぞれ単独で発現す
ることが確認された。大腸菌はポリケタイド生合
成における伸長単位であるmethylmalonyl-CoAの
生合成経路を持たないため，その生合成に必要と
な る propionyl-CoA carboxylaseを コ ー ド し た
pccBおよび accA1を発現させるためのベクター
を構築し，それらの発現を確認した。次に大腸菌
を用いAHBAを生合成させるため，上記7つの
AHBA生合成遺伝子と2つのmethylmalonyl-CoA

生合成遺伝子を一つのT7 promoterによる制御下
で，各生合成遺伝子の上流部に ribosome binding 

site（rbs）を連結し，一つのT7 terminatorで転写
を終結させるオペロンを構築した（図4A）。

2-2. rifA発現ベクターの構築
RifAは開始単位取り込みに必要なnonribosomal 

peptide synthetase-like loading moduleと三つのポ
リケタイド鎖伸長moduleからなり，全長15 kbp，
その翻訳産物である巨大polypeptideは530 kDaで
あることが知られている（図2）。これまでこの巨
大生合成遺伝子の大腸菌による発現は不可能で
あった。そこで rifAをRifLM＋RifM1とRifM2＋
RifM3の二つの別々のpolypeptideとして発現さ
せた後，その機能の再構築を試みた。
二つのpolypeptideとして発現させた後，機能を

再構築させるため rifamycin生合成遺伝子と同様
に巨大ポリケタイド合成酵素を翻訳産物に持ち，
詳細な研究がなされてきたerythromycin生合成に
おけるpolypeptide linkerを用いた。ポリケタイド
合成酵素は，それぞれのpolypeptide内に存在する
intra-polypeptide linkerと，特定の polypeptide間
の親和性を上昇させる inter-polypeptide linkerの2

種の linkerを持つ。これらの機能により基質と 

その生成物がmodule間を効率よく chain transfer 

されると考えられている。今回の実験では
erythromycin生合成遺伝子にコードされている一

図4.　（A）AHBA生合成遺伝子発現プラスミドマップ；（B）RifAの再構築；（C）発現プラスミ
ドマップ
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組 の inter-polypeptide linkerを 用 い た（図 4B）。
RifAをRifLM＋RifM1とRifM2＋RifM3の二つの
polypeptideに分け，前者C末端側にerythromycin

生 合 成 module 2の C末 端 側 inter-polypeptide 

linker（M2C）を，後者N末端側に同じくmodule 

3のN末端側 inter-polypeptide linker（M3N）を連
結させることで，その一対の inter-polypeptide 

linkerが持つ親和性を利用し，発現された両
polypeptideが互いに親和性を持つように発現ベ
クターを構築した。以上の操作により，二つのT7 

promoterによって発現の制御を受け，二つの rbs，
T7 terminatorを持つ rifA発現ベクターを得た（図
4C）。

2-3. AHBA生合成遺伝子の発現および生合成
得られた発現ベクターを用い形質転換大腸菌を
培養し，培養液から生合成産物を得た。本化合物
はESI-MSより分子量176を与え，1H NMRおよ
び 13C NMRよりAHBAと確認された。従って得
られたAHBA生合成遺伝子発現ベクターは，組み
込まれた合計9つのORF全てが，機能を持つタン
パク質として発現されたことを示した。我々の詳
細な研究により大腸菌を用いた実験においては，
開始単位の類似基質として加えられた benzoic 

acidおよび3-hydroxybenzoic acidは大腸菌の菌体
内へ取り込まれるが，AHBAは取り込まれないこ
とが確認されている。AHBAはラクタム環形成に
おいて必要不可欠であり，AHBA生合成を大腸菌
で可能にしたことは，以後の rifamycin生合成研
究にとって大きな成果となった。

2-4. rifAの発現およびP8/1-OGとN-acetyl P8/ 
1-OGの生合成

rifAの発現は大腸菌BAP1を使用した。BAP1

はapo-acyl carrier protein（apo-ACP）をholo-ACP

に変換するために必要な酵素phosphopantetheinyl 

transferaseをコードした sfp遺伝子をBL21（DE3）

の染色体に組み込んだ大腸菌である。rifA発現ベ
クターとAHBAおよびmethylmalonyl-CoA生合
成遺伝子の発現ベクターを共発現し，ファーメン
ターを用いた培養で2 Lの培養液から2種の生合
成産物を分離精製した。本化合物はESI-MSより
分子量 292および 357を与え，1H NMRより
P8/1-OGおよびN-acetyl P8/1-OGと確認され，二
つの別々のpolypeptideとして発現されたRifAは
天然に存在するタンパク質と同じ活性を持つこと
が示された。従って合計11個のORFは全て発現
され天然と同様の機能を持ち，これら生合成酵素
によってP8/1-OGを生合成することが証明され
た。
我々の知見はポリケタイド生合成研究におけ
る，大腸菌を用いた場合の巨大遺伝子の発現，そ
れによって得られる発現タンパク質を用いた酵素
化学的研究および生合成産物の取得を可能にし
た。

3. 抗腫瘍性生物活性物質エキノ 
マイシンの生物全合成

Echinomycin（図 5），vancomycin，bleomycin 

A2，cyclosporin A，gramicidin S，tyrocidine A等
の化合物は，複雑な構造とその多様性から様々な
生理活性を持つ天然物である。天然においてこれ
らの化合物は，NRPSによって生合成されること
が知られている。多くのNRPSは，複数の酵素が
繋がったモジュールと呼ばれる基本単位複数個か
らなる巨大ポリペプチドである。モジュールは 

アミノ酸が縮合する回数だけ存在し，その機能は
L-アミノ酸を基質とし，少なくとも condensation

（C）， adenylation（A）， peptidyl carrier protein

（PCP）の3個の触媒ドメインによりアミド結合形
成反応を触媒することにある。遺伝子工学的手法
を用い，ドメイン変換あるいは異なった起源のモ
ジュールを組み合わせることにより，様々な
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NRPSを作製し，さらに構造の複雑な優れた生理
活性を持つ非天然型化合物の生合成が期待されて
いる。
我々はこれまで遺伝子工学的手法を用いた生合
成研究の報告例がなく，depsipeptideの一つで抗
腫瘍性抗生物質として広く知られる echinomycin 

（1）に注目し，その全生合成遺伝子のクローニン
グおよび生合成に必要な合計16個の生合成遺伝
子を同時に大腸菌で発現し，echinomycinの生物
全合成を達成した 5～9）。

3-1. Echinomycin全生合成遺伝子のクローニング
Echinomycin全生合成遺伝子は Streptomyces 

lasaliensisの全DNAより作製されたコスミドラ
イブラリーをスクリーニングすることによって得
られた。それぞれ異なった2個の挿入断片を含む
コスミドの解析から，本生合成遺伝子クラスター
の全長は約40 kbからなることがわかった。相同
性検索の結果，開始単位である quinoxaline-2-

carboxylic acid（QXC, 2）は Ecm2, -3, -4, -8, -11, 

-12, -13, -14によって生合成されることが，また 

1の二量体型ペプチド骨格は ecm1, -6,-7および
fabCによって形成され，最後にecm 17および -18

によって特徴的な thioacetal構造へと変換される
と予測された。このほか本クラスターには耐性遺
伝子等を加え，合計17個の機能予測可能なopen 

reading frame（ORF）と1個の機能不明ORFおよ
び1個の不活性タンパク質をコードした遺伝子を
含んでいた。

3-2. QXC生合成経路およびQXC遺伝子発現ベ
クターの構築

QXC （2）の生合成経路は相同性の高い酵素遺
伝子の機能に基づき，図6Aに示したように予想
した。まず出発基質である L-tryptophanが一旦
adenylationされ，aminoacyl thioester酵素中間体
が形成された後，hydroxylation，加水分解により
3へと変換される（Ecm2, -8, -12, -13）。続いてイ
ンドール環の酸化開裂，アミドの加水分解により
β-hydroxykynurenine （4）を与える（Ecm11, -14）。
さらに非常に珍しい酸化的アミノ基転移を経て5
を与えた後，酸化的脱炭酸，環化が生じ6に変換
され，最終的に空気酸化により2を生合成する
（Ecm3, -4）。
次に大腸菌を用いて2を生産させるため，上記

8個の生合成遺伝子それぞれに T7 promoter，
ribosome binding siteおよびT7 terminatorを連結
し，T7 promoterによる制御下で発現するmultiple 

gene polycistronic発現ベクターAを構築した。こ
れまでに多くのpolyketide synthase（PKS）および
NRPSの塩基配列が決定されてきたが，その多く
は放線菌由来のGC含量の高い塩基配列であるこ
とが知られている。そこでこれら生合成遺伝子を
大腸菌で高発現させるために，大腸菌において翻
訳頻度が低いコドンに対応する tRNAをコードし
た領域を上記発現システムに加えた。それによ
り，2生合成遺伝子をさらに高発現できる発現ベ
クターBを構築した。

図5.　Echinomycinと triostin Aの化学構造
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3-3. Echinomycin生合成におけるoctadepsipeptide
骨格生合成遺伝子およびechinomycin耐性遺伝子
発現ベクターの構築

Echinomycin骨格生合成の詳細な経路は，図
6BCに示したように予想した。NRPSのAドメイ
ンと高い相同性を示す Ecm1によって 2が
adenylationされ活性化された後，ArCPと aryl 

thioester酵素中間体を形成する。次いで 2個の
NRPSモジュール（M1, M2）で構成されるEcm6

によってL-SerおよびL-Alaが縮合される。この際
M1にはL-Ser由来の不斉中心をエピメリ化するE

ドメインが含まれている。続いて2個のNRPSモ
ジュール（M3, M4）で構成されるEcm7によって
L-CysおよびL-Valが順次縮合される。この場合も
M3， M4にはN-メチル化を触媒するMドメイン
がそれぞれ1個ずつ存在した。必要な構成成分が
すべて揃ったペプチド鎖は図6Cに示す機構によ
り thioesterase（TE）ドメインの触媒作用で二量体
化および環化により7を与える。酸化酵素Ecm17

によりジスルフィド結合が形成されて triostin A （8）
に変換された後，メチル化酵素と予想される
Ecm18の作用でS-メチル化後，sulfonium ylideを

図6.　Echinomycin生合成経路
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経由して thioacetalが生成されると予想した。ま
た，echinomycin生合成遺伝子クラスターには耐
性遺伝子と推定されたecm16を確認した。大腸菌
菌体内で生合成された echinomycinのDNA結合
活性による宿主大腸菌の死滅を防ぐことを目的と
して，ecm16も合わせて発現ベクターに組み込む
ことを試みた。そこで上記生合成遺伝子をecm1, 

-16, -17, -18, fabC, sfpと ecm6, -7の二つのグルー
プに分け，2の生合成遺伝子発現ベクターAと同
様にmultiple gene polycistronic構造を持つ，2個
の異なる発現ベクターCおよびDを構築した。得
られた合計4個の発現ベクターを一つの細胞中で
安定に複製し遺伝子発現させ生合成産物を得るた
め，それぞれ4種の異なる複製開始点および薬剤
耐性遺伝子を持つ発現ベクターによる発現システ
ムを構築した。

3-4. Echinomycinおよび triostin Aの生物全合成
上記4個の発現ベクターをBL21（DE3）で共発
現し，ファーメンターを用いた培養で2 Lの培養
液から生合成産物0.3 mgを分離精製した。本化合
物はESI-MSより分子量1139 ［M＋K］＋，1123 ［M

＋Na］＋，1101 ［M＋H］＋および1053 ［M-SCH3］＋

を与え，1H NMRより1と確認され，発現された
合計16個の生合成酵素は天然に存在するタンパ
ク質と同じ機能を持ち，大腸菌によって1を生産
可能であることが証明された。さらに，thioacetal

の形成に必須と予測された ecm18を含まない
triostin A生合成遺伝子発現ベクターの作製を
行った。これを上記と同様に発現させ，ファーメ
ンターを用いた培養で2 Lの培養液から生合成産
物0.5 mgを分離精製した。本化合物はESI-MSお
よび 1H NMRより 8と確認された。従って，
ecm18は特異なS-メチル化および転移反応により
8から1へと変換する酵素遺伝子であることが証
明された。この結果大腸菌を用いた発現システム
が持つ利点によって簡便に誘導体生合成を可能に

することが立証された。最近我々はEcm18のX線
構造解析に成功したので，合わせて紹介する予定
である。
本研究成果はechinomycin生合成の全過程を分

子レベルによる変換反応として詳細に解析するこ
とを可能とし，一つの複雑な構造を有する生理活
性天然物の全生合成遺伝子を発現することで，有
機合成化学による全合成とは全く異なる方法論を
用いた天然物供給の可能性を示した。

4. Spirotryprostatinの生物全合成

糸状菌Aspergillus fumigatusが産生する超微量
成分 spirotryprostatinの生物全合成を目指した
我々の研究成果を報告する。

Spirotryprostatin類は糸状菌A. fumigatus BM939

株より発見された化合物である 10）。同糸状菌をは
じめとしたAspergillus属や近種であるPenicillium
属 糸 状 菌 か ら は spirotryprostatinと 同 様 に
L-tryptophanと L-prolineからなるdiketopiperazine

骨格を有した数多くの類縁化合物が発見されてお
り，これらの化合物は5員環もしくは6員環が4

ないし5つ連続した共通骨格を有している。その
生物活性としては，動物細胞に対する細胞周期阻
害活性などが知られている 11）。

Spirotryprostatin AおよびBはA. fumigatusの約
400 Lもの培養液中からそれぞれ，1.2 mgおよび
11 mg程度しか得られない超微量成分である。有
望な薬剤リード化合物の候補であるにも関わら
ず，さらなる詳細な生物活性の評価を行うには化
合物量が絶対的に不足している。その興味深い生
物活性と特徴的なスピロ環構造から，多くの合成
化学者の興味を引き，それぞれの研究グループに
おいて各種独創的な方法論に基づく全合成が達成
されてきた 12）。そこで我々は，spirotryprostatin生
合成に関与する遺伝子を取得し，出芽酵母および
Aspergillus nigerを用いた異種宿主による発現系
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にて spirotryprostatin生合成経路を再構築するこ
とで生物による全合成をおこない，本化合物の効
率的な供給を目指すとともに，その特徴的なスピ
ロ環構造の形成機構を解明することを目的とし
た。

Spirotryprostatinの類縁化合物である tryprostatin

類，fumitremorgin類，verruculogenの生合成につ
いては，いくつかのグループにより多くの遺伝子
の機能が明らかにされている 13）。それによると，
これらの化合物の骨格構造はNRPSであるFtmA

により構築されbrevianamide Fを生合成し，さら
にプレニル基転移酵素（FtmB）により tryprostatin 

Bが，続いてシトクロムP450酵素（FtmC）および
メチル基転移酵素（FtmD）が働くことで tryprostatin 

Aが生成する（図7）。続いて，シトクロムP450酵
素（FtmE）により indole環とdiketopiperazine環が
縮環し fumitremorgin Cを生成し，もう一つ別の
シトクロムP450酵素（FtmG）が働くことで12α, 

13α-dihydroxyfumitremorgin Cが，さらにプレニル
基転移酵素（FtmH）が働くことで fumitremorgin B

が生成する。最後にα-ケトグルタル酸依存型ジオ
キシゲナーゼ（FtmF）が働くことでverruculogen

が生成する。このように，主骨格を形成する一つ
のNRPS酵素と多くの種類の修飾酵素が働くこと
で，数多くの関連化合物が生産されている
tryprostatin類であるが，ほぼすべての生合成遺伝
子の機能解析が行われているにも関わらず，
spirotryprostatin類に至る生合成経路やスピロ環
形成に関与する生合成遺伝子については同定され
ていなかった。そこで，まずは出芽酵母により
spirotryprostatin類の推定前駆体を生産させるシ
ステムを構築することとし，その候補化合物とし
てdemethoxyfumitremorgin Cの生産を検討した。
Demethoxyfumitremorgin Cを生合成する遺伝子
は，A. fumigatus IFO4057株のゲノムDNAからク
ローニングし，自律複製可能な出芽酵母用シャト

図7.　Spirotryprostatin類の生合成経路
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ルベクターへ導入し目的の発現ベクターを構築し
た。導入した生合成遺伝子群は，ftmA，ftmB，
ftmCであり，それぞれ酵素の機能はNRPS，プレ
ニル基転移酵素およびシトクロムP450である。
また，生合成遺伝子群に含まれるシトクロム
P450酵素活性の効率的な再生のため，出芽酵母
由来NADPH-シトクロムP450還元酵素遺伝子
（NCP1）を合わせて導入した。上記プラスミドを
用い目的化合物を出芽酵母発現系で高収量にて合
成するために，宿主染色体中に基質供給系遺伝子
群を導入することとした。酵母宿主SCKW5を上
記で構築した適切な発現ベクターで形質転換した
後，液体培養によって 2%ガラクトースを加え
15°Cで発現誘導し，得られた培養液から各種クロ
マトグラフィーによって目的化合物を分離精製し
た。その結果，brevianamide Fを22 mg/L，tryprostatin 

Bを4.0 mg/L，demethoxyfumitremorgin Cを2.6 mg/

Lの収量にて得ることに成功した。続いて
spirotryprostatin Aの生物合成を達成すべく出芽酵
母に ftmA, -B, -C, -D, -Eおよびフラビン依存型モ
ノオキシゲナーゼ（fqzB）を導入したが目的化合
物の生成を確認することができなかった。また，
ftmA, -B, -E, -Gを導入した場合においても
spirotryprostatin Bの生成を確認できなかった。そ
こで宿主を生産菌と近縁な糸状菌A. nigerを用い
再度生合成を試みた。これらの遺伝子に強発現
promoterをそれぞれ連結し異種発現させたとこ
ろ，目的とした spirotryprostatin AおよびBの生産
を確認し，生物全合成を達成した。

5. 休眠型生合成遺伝子群の活性化に 
よる天然物探索法の確立

機能不明の休眠型生合成遺伝子群を活性化させ
天然物を生物合成させるため，以下に示す4種類
の方法を用い天然物の生産を試みた。（1）プロ
モーターを天然のものから強発現型へと変換する

ことで，転写活性を増加させこれまでに生産の確
認できなかった分子を生物合成する方法。成功例
として我々は，糸状菌Chaetomium globosumに
コードされるCHGG_05358（推定PKS-NRPS，全
長12 kb）のpromoterを変換して化合物17を得る
ことに成功した（図8）。（2）転写因子を高発現さ
せるかあるいはノックアウトすることで休眠型生
合成遺伝子群を活性化させ天然物を生物合成する
方法 14～16）。成功例として生合成遺伝子群の中に
存在する推定転写因子を高発現させ，A. nigerか
ら化合物18および多くの類縁体を得ることに成
功した（図8）。（3）異種発現宿主に休眠型遺伝子
を導入し異種発現によって天然物を生物合成させ
る方法 17）。成功例としてA. fumigatusにコードさ
れた合計6個の生合成遺伝子群を高発現させ，天
然の生産菌からはこれまでに単離されていない化
合物19の生物合成に成功した（図8）。上に示した
成功例から，これら3種類の手法は休眠型生合成
遺伝子群を活性化させる上で有効であることが実
験的に証明された。
次に，Chaetomium属糸状菌を分子遺伝学的に
容易に取り扱うことができるように改変された変
異株 18,19）を用い，（4）二次代謝産物生合成のエピ
ジェネティクス制御因子と予測される遺伝子
（veA, laeA, sptJ）を欠損させた。これら遺伝子の

図8.　休眠型生合成遺伝子群の活性化により
得られた天然物
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推定機能は，光感受性タンパク質で有性胞子形成
過程において機能するVeAおよびDNAのメチル
化に関与するタンパク質（LaeA），ヒストンアセ
チル化に関与するタンパク質（SptJ）であると考
えられている。これらの遺伝子を欠損させ，ヘテ
ロクロマチン構造を改変することで，新しい天然
物の創出を試みた。野生株と改変された株を同じ
条件下で培養した後，HPLCを用い分析すること
で得られるUV-Visクロマトグラムを比較したと
ころ野生株には無いピークを観測した。これらを
単離し構造決定した結果を図9に示す。本実験で
比較した野生株と改変された株の代謝産物に大き
な変化を観察することができたが，得られた化合
物の新規性としては期待通りの結果とはならな
かった。ゲノムが解読された菌種では，その菌種
が生合成できる二次代謝産物（生合成中間体を除
く）の個数を推測できる。すなわち，我々は目的
とした菌株一種類に関して，化合物の探索におけ

る上限を設定することができる。つまり，もうこ
れ以上探索をしても新しい化合物をこの菌種から
は得られないと見極めができることを意味する。
天然物探索におけるゲノム解読の重要性はこの点
にあると我々は考えている。従って上でも述べた
通り，複数の手法を組み合わせることによって今
後新しい化合物の探索を効率的に進められると期
待できる。
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