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学 位 論 文 の 要 約 

 

博士の専攻分野の名称  博士(理学)  氏名 鵜飼孝大 

 

学位論文題名 

 

人工的機能改変を指向した糸状菌ポリケタイド系天然物の生合成に関する研究 

 

ポリケタイド系天然物は糸状菌、バクテリア、植物などが生産する天然物の一群であり、

高脂血症薬である lovastatin に代表される有用な生物活性物質を含んでいる。その構造多

様性は、①多数の機能ドメインからなるポリケタイド合成酵素（PKS）によるポリケタ

イド鎖の構築、②修飾酵素によるポリケタイド鎖の官能基化・構造複雑化を受けること

で創出されている。①について詳しく述べると、PKS は複数のドメインという機能単位

が連続して反応を触媒する。つまり、伸長単位であるマロニル CoAを ACPのホスホパンテ

テニル鎖へと転位させる AT ドメイン、ACP 上のマロニル CoA と KS に結合したポリケタ

イド鎖とのクライゼン縮合により-ケトチオエステルの生成を触媒する KSドメイン、生成

した-ケトチオエステルを還元して-ヒドロキシチオエステルを生成する KRドメイン、脱

水反応を触媒して,-不飽和チオエステルを生成する DHドメイン、さらにその還元によっ

て飽和鎖へ変換する ERドメインが働くことでポリケタイド鎖が伸長する。これらの内、ど

のドメインがポリケタイド鎖の鎖長、酸化度、分岐メチル基の位置や数を制御しているの

かを確かめることで、任意の構造を有するポリケタイド鎖を合成可能な酵素改変が期待で

きる。しかし PKS の巨大さによる取り扱いの難しさや、異種発現系の汎用性が検証されて

いないことから機能解析は困難であり、研究例は限定的である。 

そこで本学位論文では、1章の序論にて研究背景について述べ、続く 2章では麹菌異種発

現系を利用した標的ポリケタイド系天然物の酵素的全合成について論じた。3章では標的化

合物を定めない機能未知 PKS のゲノムマイニングを行った。4 章では、複雑な生合成機構

が想定されたポリケタイド系天然物の生合成について研究を行った。5章では、これまで得

られた知見をもとに、人工的に機能を改変した非天然型の酵素を作成して機能解析を行っ

た。以下がその概要である。 

 2章では、糸状菌由来植物毒素 betaenoneの酵素的全合成を行った。先行研究において

行われた安定同位体標識前駆体や P450 酸化酵素阻害剤の投与実験より、betaenone はポ

リケタイド系天然物であり、その生合成に P450が関与していることが知られていた。この

情報をもとに、betaenone類の生産菌 Phoma betae PS-13株のドラフトゲノムシーケン

ス解析を行い、機能既知の PKS配列をクエリーとした相同性検索を行った結果、betaenone

類生合成遺伝子クラスター (betクラスター) を見出した。本遺伝子クラスターの機能を麹

菌異種発現系を利用して解析したところ、PKS遺伝子 bet1と、その機能を相補する trans 

ER遺伝子 bet3 の共発現によって新規化合物である dehydroprobetaenone I の異種生産

を達成した。本化合物の構造は既知化合物である probetaenone Iと同様のシクロヘキセン

骨格を有していたため、続く酸化修飾を検討した。そこで P450酸化酵素遺伝子 bet2を追

加で導入すると、シクロヘキセン骨格部における多段階の酸化修飾が進行し、水酸基と-

ケトール構造を有する天然物 betaenone B の酵素的全合成に成功した。また、

dehydroprobetaenone Iのマクロモデルによる最安定配座の計算と、還元反応生成物の構

造から、betaenone 類の構造中に共通してみられるデカリン骨格が形成される経路につい

て推定することができた。2 章を通して、麹菌が異種由来 PKS の機能を忠実に再現し、ポ

リケタイド鎖の炭素鎖伸長や酸化度、分岐メチル基の置換数を厳格に制御可能であると再

確認した。 



 3章では、機能未知遺伝子の強制発現による天然物探索法（＝ゲノムマイニング）を PKS

に適用した。本手法により、新たな医薬品のリード化合物や、化学生物学研究における重

要なツールとして利用されるような興味深い生物活性を示す新規天然物の取得が期待され

る。これまでに、ゲノムマイニングは遺伝子サイズが小さく、取り扱いが容易なテルペン

合成酵素に適応されることが一般的であった。なぜなら、微生物のゲノム DNA上に存在す

る酵素遺伝子の中には、恒常的に発現していないが機能を保持した配列や、一方で機能を

失った配列の両者が存在しているため、対象微生物の保持する酵素遺伝子の網羅的解析を

行う必要があるためである。しかし、テルペン合成酵素に比べて巨大な酵素である PKS を

網羅的に取り扱うことは困難であり、ゲノムマイニングへの応用例は少ない。そこで、対

象微生物のゲノム上に複数存在する候補 PKS やポリケタイド合成酵素-非リボソームペプ

チド合成酵素 (PKS-NRPS) 遺伝子から機能を保持している可能性が高い遺伝子を絞り込

んで解析を行った。糸状菌 Alternaria solani A-17 の生産するポリケタイド系植物毒素

alternaric acidの生産を指標とし、菌体から total RNAを抽出して逆転写し、cDNAを調

製した。これをテンプレートとした RT-PCRで発現解析を行い、機能しうる PKS (-NRPS) 

遺伝子の探索を行った。その結果、1つの PKS-NRPS遺伝子である asolSと、その周辺の

遺伝子群 (asolクラスター)を発見することができた。得られた asol遺伝子クラスターに含

まれる酵素遺伝子のうち、主骨格を形成すると予想された PKS-NRPS 遺伝子である asolS

と、その機能を相補する trans ER遺伝子 asolCを麹菌に導入し、代謝産物を解析した。そ

の結果、新規化合物 protodidymellamide の単離、構造決定に成功した。本化合物の構造

を精査したところ、海洋糸状菌由来ポリケタイド didymellamideの前駆体であることが推

定されたため、続く修飾酵素遺伝子の解析も行った。asol 遺伝子クラスター中に存在する

P450酸化酵素遺伝子 asolAを追加導入すると、テトラミン酸部の酸化的な環拡大反応が進

行し、2-ピリドン骨格が形成されることで天然物 didymellamide Bの異種生産に成功した。

加えて、副生成物として得られた、直鎖のポリケタイド鎖を有する新規化合物

protodidymellamide の構造と、AsolAが protodidymellamide を基質として認識しな

かったことから、テトラミン酸の酸化的な環拡大反応が進行して 2-ピリドン骨格が形成し

た後、Diels-Alder 反応でデカリン骨格が生成していることがわかった。3 章を通し、今後

の PKSを用いたゲノムマイニングにおける知見を得ることができた。 

 4章では、2,3章で得た知見をふまえて、シクロペンテン骨格を共通構造として有するポ

リケタイド系天然物の生合成研究を行った。 

5章では、先行研究に加え、2, 3, 4章で得られた知見をもとに、PKS-NRPSを材料とし

たキメラ酵素の作成および機能解析を行った。 

以上、本学位論文では複雑な機能を有する PKSの機能解析、並びに高度な生合成機構を

もつ天然物の生合成研究を行い、将来的な酵素の人工的機能改変を行う上で有用な知見を

得ることに成功した。 

 

 

 


