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研究の目的 
 糸状菌メロテルペノイド(テルペン含有化合物)は、コレステロール低下剤シードで

ある pyripyropene A や、その誘導体が免疫抑制剤として用いられる mycophenolic acid
など、有用活性を持つ化合物を多く含む 1,2)。その複雑な骨格は有機合成で合成する

のは容易でなく、生合成反応による物質生産が期待される。糸状菌メロテルペノイ

ド生合成系は主に、ポリケタイド合成酵素(PKS)、テルペン転移酵素(PT)、エポキシ

化酸化酵素(FMO)、テルペン環化酵素(CYC)、テルペン部の酸化的再構築に関わるジ

オキシゲナーゼ(DOX)によって構成されるが、共通の中間体を受け入れるものの、

異なる生成物を与える酵素が多い。そこで、本研究では、各生合成ステップにおい

て「反応性の異なる多様な生合成酵素を発掘し、それらを組み合わせて A. oryzae 中

で発現することで、新規メロテルペノイド生産系の創出」を目指した。 
 
方法 
 糸状菌メロテルペノイド生合成酵素のうち、特に複雑骨格生成を担うジオキゲナ

ーゼ(DOX)を糸状菌ゲノムより同定することを目指して以下の研究を行った。

Paraherquonin 生産菌 Penicillium brasilianum NBRC 6234 のゲノムシーケンスを行い、

その中から新規 DOX 酵素の探索、同定を行った。既知のメロテルペノイド生合成酵

素をクエリーとして相同性検索を行い、その結果、既知の DOX 酵素、AusE と 78%
の相同性を持つ新規酵素(PrhA と命名)を見出した。PrhA と酸化酵素 PrhIJK を糸状菌

Aspergillus oryzae NSAR1 株にて発現し、protoaustinoid A を投与し、得られた化合物

を NMR、MS 分析にて構造決定することで、PrhA の生成物を構造決定し、生合成反

応の決定を行った。PrhA の特異な生合成反応を用いて、糸状菌生体内での新たな物

質生産系の構築を行った。 
 
結果 
 PrhIJK に加えて、PrhA を A. oryzae にて発現した結果、新たに 2 種の生成物が得ら

れることが明らかとなった。NMR, MS 分析の結果、PrhA の 2 種の生成物を

berkeleyone B, berkeleydione と構造決定した。この結果により、protoaustinoid A の 3
位の水酸基が PrhI により酸化され protoaustinoid B が生成し、PrhJ によって 5’位が水

酸化され preaustinoid A が生成し、PrhK によって preaustinoid A が生成し、そこから

PrhA によって berkeleyone B, berkeleydione を生じる、計 5 種のメロテルペノイド生



産系の構築に成功した 3) (図１)。 
 

 
図１ Paraherquonin 生合成酵素を用いた物質生産 

 
また、PrhA の preaustinoid A1 から、berkleydione に至る一連の反応経路を以下のよう

に提唱した(図２)。既知の DOX 酵素 AusE が共通の基質を受け入れ、１位の水素原

子の引き抜き、スピロ環形成を触媒するのに対し、PrhA は、５位の水素原子の引き

抜き、二重結合を形成、その後に、1 位の水素原子を引き抜き、生じたラジカルが二

重結合上の π電子と反応して、六員環ラクトンを生じ、最終的に特徴的な 6-7 員環

形成へと導くことで、berkleydione を形成する反応を触媒することを明らかにした。

現在、AusE、PrhA の反応の比較を行うべく、その結晶構造解析を行っており、その

両者の基質複合体の結晶構造の取得に成功し、その解析を進めている。 
 

 
図２ PrhA の触媒する酸化反応 

 
結論 
 Paraherquonin 生合成酵素をゲノムマイニングにより発掘し、その機能同定を行な

った。これらの遺伝子を糸状菌 A. oryzae にて発現することで、計５種のメロテルペ

ノイド生産系の構築に成功した。本研究を行うにあたり、（公財）野田産業科学研究



所より、多大な支援を頂き、ここに厚く御礼申し上げます。 
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