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炭素骨格構築を触媒す るポ リケ タイ ド合成酵素

藤井 勲

　酢酸などの 低級脂肪酸を 組 立 単位 と して ，植物や微生

物 に よ り生産 され る ポ リケ タ イ ド化合物 に は ，単環性 の

6一メ チ ル サ リチ ル 酸 （6MSA ） か ら 多員環 マ ク ロ ラ イ ド

類 ま で，化学構造的に も多様 で ，か つ ，抗菌，抗真菌作

用や免疫抑制作用 ，抗高脂 血症作用な どの 生物 活 性 を 示

す さ ま ざま な 化合物 が 含 ま れ て い る．こ れ らポ リ ケ タイ

ド化 合物 の 炭素骨格 は，ポ リケ タイ ド合成 酵素 poly−

ketide　synthase （PKS ） に よ り構築 され る が，各 PKS の

生 成化合 物 の 炭素骨格 は きわ め て 多様 で あ る に もか か わ

らず，PKS の 触媒す る反応 は 共通 の 基本反応 か ら成 り

立 っ て い る ．

ポ リ ケ タイ ド合成酵素PKS

　脂肪酸合成酵素　fatty　acid　synthase （FAS ）は ，
一

つ の

ポ リペ プ チ ド上 に 各触媒酵素 ドメ イ ン が 存在す る多機能

型 type 　I 型 と，各酵素が独立 の ポ リペ プ チ ド と し て 存在

し，多酵素複合体 と し て機 能 す る typc 　ll型 とに 大 きく分

類 され る が
，

PKS もそ の タ ン パ ク 構造 の 特徴 か ら，　 FAS

と同様 の 1型，ll型 と，植物 の カ ル コ ン 合成酵素 の よ うな

縮合酵素 KS 単独型 の type 皿 と に分 け られ る．ま た，type

I型 PKS は バ ク テ リア の マ ク ロ ラ イ ド生 合成に見 られ る

モ ジ ュ
ー

ル 型 modular 　type と糸 状菌 な どに 見 られ る繰

返 し型 iterative　type に さ らに 分類 され る．1）

　PKS 反応 の 概略を図 1 に 示す が，1） ス タ
ー

タ
ー

の 選

択，2）伸長単位 の 選択，3）縮合反応回数 の 制御，4）β
一

カ ル ボ ニ ル の 還 元制御，5）閉環様式 の 制御 ， に よ り，各

PKS に 特異的 で 多種多様 な炭素骨格 の 化合物 が 生成す

る．こ の よ うに 高 い 化合物合成 ポ テ ン シ ャ ル をもっ 酵素

で あ る PKS の 反応 制御機構 を 明 ら か に す る こ と が で き

れ ば，所 望 の 化合物 を 生 成する PKS をデザイ ン す る こ と

が 可 能 に な る もの と期待 され ，PKS を主 た る対象 として

生 合成 工 学 Enginccred 　biosynthcsis，あ る い は コ ン ビ ナ

ト リア ル 生合成 Combinatorial　biosynthesisなどと呼ば

れ る 新 しい 手 法 と して 展 開 しつ つ あ る．本稿 で は ，筆者

ら が 研 究対象 と し て い る 糸 状 菌 の 繰 返 し 型 iterative

typc 　I　PKS に つ い て 紹介す る．
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図 1．ポ リケ タイ ド合 成酵 素の 基本反応
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一
図 2，繰 返 し 型 type 　l　PKS の ア ー

キ テ ク チ ャ t 　 KS ，　 keto−
synthase ；AT ，　acyl 　transferase ；KR ，　ketoreductase；DH ，dehydra−
tase； ER，　 enoyl 　 reductase ； A （〕P，　 acyl 　 carrier 　protehn； TE ，
thioesterase ；Mc

「
1；rllethyltransf α ase ；CYC ，　daisen　cyclase ，

繰返 し型 iterative　type 　1　PKS

　糸 状菌 の PKS 遺伝 子 は 1990年 に MSAS （6MSA 合成酵

素）遺伝子 が 勲 耽 愬 襯 戸α齠 麗阨 よ り ク ロ ー
ニ ン グ され

て 以来，2）ゲ ノ ム 解析 の 進展 と相 ま っ て デ
ー

タ ベ ー
ス ヒ

に 登 録 され る 糸 状菌 PKS 遺伝子 の 数 は 年 々 増大 して い

る が ，い ずれ も哺乳類 の FAS と類似 の 繰 返 し型 iterative

type 　I型 の PKS を コ ード して お り，PKS 産物 が 芳香族 か

還 元 型 か に は よ らない （図 2）．し か し，PKS 直接 の 生 産

化合物 が 化 学的 に 同 定 され て い る例 は 数少ない ．また，

放線菌 に お い て もiterative　type 　1　PKS の 存在が 見 い だ さ

れ て お り，オ ル セ リン 酸合成酵素 AviM や，エ ン ジイ ン

抗 生 物 質 の 母 核 の 生 合 成 に 関わ る と考 え られ て い る PKS

遺伝 子 の ク ロ
ー

ニ ン グ が 報 告 され て い る．
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糸状菌発現系を用 い た芳香族型 iterative　type 　1　PKS

　　　　　　　　　の 機能解析

　筆者 ら は 応 御 g漁 ∫ 卿 r鵬 よ り ク ロ ーニ ン グ し た atX

遺伝 子 を α
一ア ミ ラ

ーゼ プ ロ モ ーターを 利用 し て 異種糸

状菌 Aspergillu∫ o胆 配 を 宿主 と し て 発現 させ ，　 atX が

MSAS をコ
ードす る こ と，ま た ，形 質転換体 の 6MSA 生

産量 が 〜1g〃 に も及 ぶ こ と を 確認 し た．：3）糸状菌 の 遺伝

子 は ORF 中，数十 bp 程度な が ら も い くつ か の イ ン トロ

ン を含む 場 合 が あ る こ と，ま た，PKS が 活 性 型 とな る た

め に は ア シ ル キ ャ リア
ー
タ ン パ ク ACP ドメ イ ン の Ser残

基 が ホ ス ホ パ ン テ テ イ ニ ル 化 され る 必 要 が あ る が，異種

糸状菌を ホ ス トと し て 糸状菌 PKS を 発現 させ た 場 合 に

は，ホ ス ホ パ ン テ テ イ ン 転移酵素を共発現 させ な く て も，

ホ ス トの 酵素 に よ り PKS が 修飾，ポ ロ 化 され る と い う利

点がある．

　我 々 は，こ の 糸状菌発 現 系を用 い る こ とに よ り，芳香

族ペ ン タ ケ タイ ド合成酵 素 で あ る ColletotrzZ’hum 　lagenarium

の PKS1 ，4｝同 ヘ プ タ ケ タ イ ド合成酵素 で あ る A．sPergillus

nidulans の WA ，「，）AsPer．gitlus　fumisratzasの Alb　l　p　
6） や，

P んo  sp ．糸状菌 よ り ク ロ
ー

ニ ン グ した ノ ナ ケ タイ ド合

成酵素PNK27 ）などの 発現 に成功 して い る．WA 　PKS は ，

A ．nidulans の 緑色胞子色素 生 合成の 中間 体 で あ る黄色色

素生 成 に 関 わ る PKS と し て ，　Timberlake らに よ りク ロ
ー

ニ ン グされ た もの で あるが ，彼 ら の 報告で は ，
KS −＞ AT

−＞ ACP1 −＞ ACP2 の ドメ イ ン 構造 を 持 つ 全長 1986　aa の

タ ン パ ク を コ ードす る もの と され て い た．S）筆者 ら は，こ

の 報告 に従い
， 発 現プ ラ ス ミ ドを構築 し，A．oryzae で 発

現 させ た と こ ろ，予想 に 反 して ，可視部に ほ と ん ど吸収

をもた な い ヘ プ タ ケ タ イ ド化合物 シ ト レ オ イ ソ ク マ リ

ン 類 が 生成す る こ とを確認 した P｝当初，こ の 化合物 が さ

ら に 二 次的変換 を受けて 黄色中間体 とな り，重 合 して 緑

色胞子色素が 生成す る もの と考 え た が ，wA の 塩 基 配 列

を 再確認 した と こ ろ，報告 され て い た 配列 の C 一末端 に塩

基 の 見 落 と しがあ り，こ れを訂 正 した ORF は ACP2 よ

り さ ら に 下 流 に 伸 び，チ オ エ ス テ ラーゼ TE ドメ イ ン の

存在も確 認 され た．先 の 発現プ ラス ミ ド構築に お い て は ，

ACP2 の す ぐ下流 で wA 遺伝子 を 切断 して お り，C一末端

が 切 断 され た 変異体 を発 現 さ せ て い た こ と が 判 明 し た，

そ こ で，全長発現用 の プ ラ ス ミ ドを 再 構築 し
， 発現 させ

たと こ ろ，黄 色 ヘ プ タ ケ タ イ ド YWAI の 生成を確認 し，

τvA が YWAI 合 成 酵 素 を コ
ー

ドす る こ と を明 らか に す る

と と もに，ACP2 の 下 流 の TE を含 む 領域 が ，単 に 酵 素

か ら 生成物 を加水分解的 に 切 り 出す TE で は な く，YWAi
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図 3．芳香族 PKS の CYG ドメ イ ン が触 媒す る 閉環反 応

の 中央 の 芳香環 の ク ラ イ ゼ ン 型閉環 に 関わ る機能 ドメ イ

ン で ある こ とを 明 らか に す る こ とがで きた．10）糸状菌 の

多環性 芳香族化合物 の 生成 に お い て は，こ の ク ライ ゼ ン

型 の 閉環反応 の 関与 が考え られ る も の が 多 い が，こ れ ま

で に 遺伝子 が ク ロ
ー

ニ ン グされ て い る C．」αg8翩 γピt侃 の

PKS 　I や A．　nidul αns の STCA な どい ずれ もC 一末端 に こ の

TE 様 の ドメ イ ン をも っ て お り，こ れ をク ラ イ ゼ ン サ イ

ク ラ
ーゼ ドメ イ ン CYC と し て 提唱 で きる もの と考 え て

い る （図 3）．

　糸状菌 の 還元型 PKS 遺伝子 と して は ，
　 A ，　terreus よ り

ロ バ ス タ チ ン 生合成に関わ る PKS 遺伝子 が ク ロ
ー

ニ ン

グ され ，そ の 生合成遺伝 子ク ラ ス ター
の 解析 か ら，2 っ

の PKS 遺伝 子 ，
　 lovB，　 lovFが 同定 された ．11）ロ バ ス タ チ

ン は 二 本 の ポ リケ タイ ド鎖，つ ま り，主鎖で あ る ノ ナ ケ

タ イ ド鎖 に ダイ ケ タ イ ド鎖 が エ ス テ ル 結合 し て お り，

towBが ノ ナ ケ タ イ ド合成酵素 で ある LNKS を コ ー ドす

る こ と，tovFが ダイ ケ タイ ド合成酵素 LDKS を コ ードす

る こ とが 明 らか に され て い る．興味深 い こ と に LNKS を

単独 で A ．nidulans で 発 現 させ た場合，ヘ プ タ ケ タ イ ドお

よ び ペ ン タ ケ タ イ ドの ピ ロ ン 化合物 が 生 成す る の に 対

し，エ ノ イ ル 還 元 酵 素 を コ ードす る と考 え られ る lovc と

ともに A ，nidulans で 共 発 現 させ た場合，本来 の デ カ リン

骨格 を持 つ ジ ヒ ドロ モ ノ コ リ ン L が生成す るこ と が 示 さ

れ て い る．こ れ は，PKS 上 で 伸長 中の ポ リケ トメ チ レ ン

鎖 に 独 立 の 酵素 タ ン パ ク が モ ジ ュ レ
ー

タ
ー

と して 作用す

る こ とに よ り PKS と して の 本来 の 機能 を発揮す る こ と

が 示 され た 最 初の 例 で あ る．ま た，Diels−Alder 反応 に よ

るデ カ リン 骨格 牛成が lovBと tovcの 共発現 で 確認 され

た こ と は ，lovB の コ
ードす る PKS タ ン パ ク LNKS 自身

が Dicls−Alder 反 応 を も触媒す る こ と を示 唆して い た が，

実際，LNKS 精製酵素を用 い た 沈 漉 ザo の 実験 に よ り確

認 され て い る．IL’） （図 4）

　 筆者 ら は，ロ バ ス タ チ ン と 同様，そ の 生合成 に Diels−

Alder 反応 の 関 与 が 示 され て い る ソ ラ ナ ビ ロ ン を 生 産 す

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

246 藤井　　勲 生物 工学　第82巻

　 　 　 　 　 　 　 LNKS （LovB ）

　 KS 　　　　 AT 　　DH 　　　　Me τ　　　　　　　KR 　ACF 　｛PSED 〕

。翼 2 ）
↓，

£ づ

磁 唖釦滋：謡
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 臼　　　　　　　　　　　　　 同
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 dihydromQnQcohn 　L

図 4．LNKS と LovC の 触媒す る反応
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■ 　メ チオ ニ ン 由來の メ チ ル 基

図 5，PKSN と そ の 生 産化 合物 ア ル タナ ビ ロ ン

る馬 鈴薯夏疫 病 菌 Altemaria　solα ni よ り ， 還 元 型 PKS 遺

伝子 の ク ロ ー
ニ ン グ を試み，こ れまで に PksN，　PhsF，郷 κ

と名付 け た 3 種類 の 遺伝子 を取得 して い る が，13）蜘 N を

A ．　OiJvzaeで 発 現 させ た と こ ろ，新規化合物 ア ル タ ナ ビ ロ

ン が 生産 され た ．ア ル タナ ビ ロ ン は ，標識酢酸 お よび メ

チ オ ニ ン の 投与実験 か ら，デ カ ケ タ イ ド鎖 に メ チ オ ニ ン

由 来 の 8 個 の 側 メ チ ル が 導 入 され 生合成され る化合物 で

あ る こ と を確認 した．14）　PKSN 酵素 タ ン パ ク は，そ の ほ

ぼ中央 に メ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ MeT ドメ イ ン を

持 っ て お り，こ れ が 9回 の 縮合反応 の うち，8回 の 各縮合

反応後 に AGP 上 の β
一ケ トア シ ル チ オ エ ス テ ル に ∫一ア デ

ノ シ ル メ チ オ ニ ン を基質 と して メ チ ル 基 を 導入 す る もの

と考 え られ ，還 元 型 PKS に 特徴的な β一位 の 還 元制御 と

と もに縮合サイ ク ル 特異的なメ チル 基導入 の 機構 に 興味

が 持 た れ る （図 5）．なお ，前 出 の LNKS は MeT ドメ イ

ン を持 っ が，ノ ナ ケ タ イ ド鎖 に メ チ ル 基 を
一

つ だ け 導入

す る．

酵母発現 系を用 い た iterative　type 　1　PKS の 発現 と

　　　　　　　　　機能解析

　上 記 の よ うに 異種糸状 菌発現系 は 機能解析系 と して

も，また，化 合物 生 産 の た め の 生 物合成系 と し て もす ぐ

れ た 系 で は あ るが ，糸状菌 の 形 質転換効 率 が 低 く，か っ ，

形 質転換体が 得 られ る ま で に 7〜10日前後 の 時間を要す

る こ とが 問題点とな る．そ こ で，遺伝学，遺伝子 工 学的

に 詳細に 研究 され て い る酵 母 や 大 腸 菌 を 宿 主 とす る 発現

が iterative　tγpe　I　PKS に つ い て も試 み られ て い る．その

最初 の 報告は，Kosan 社 に よ る RP αtulum の MSAS の 発

現 で あ っ た．15）た だ し，外 来 性 PKS の ACP ドメ イ ン は ，

酵母や大腸菌 の ホ ス ホ パ ン テ テ イ ン 転移酵素 で は ほ とん

ど修飾 を受けな い こ とが 知 られ て お り，そ こ で，NRPS

（non −ribosomal 　pepdde　synthasc ）の ACP 修飾に お い て

基質 特異性 の 広 い こ と が 知 られ て い た Baciltzas　subtili．s

サ
ー

フ ァ ク チ ン 生 合成 の ボ ス ホ パ ン テ テ イ ン 転移酵素

SfP が 用 い られ ，こ れ を PKS と共発 現 させ る こ と に よ り，

酵 母 や大腸菌 に お い て も外来性 PKS の 機能発現 が 可能

とな っ た ．酵母をホ ス トし た発現 で は，ADH2 （alcohol

dehydrogenase　2）プ ロ モ
ー

ターを 用 い る こ とに よ り，培

養 ll あ た り，　 L7 　g の 6MSA の 生産 が 達成さ れ て お り，

これ は も と も との 生 産菌 RPatulum の 約 2 倍 の 生 産 量 で

あ る．

　糸状菌発現系を利用 した芳香族型 iterative　type 　1　PKS
WA の 機能解析 に つ い て はすで に 述 べ た が ，　A ．fumigatus
の A ！blp　PKS に つ い て ，酵母発現系を用 い た機能解析 の

例 を最後 に 紹介す る ．ヒ トの ア ス ペ ル ギ ル ス 症病原菌 で

ある A ．　fumigαttLSの 胞 子 色素生合成遺伝 子 ク ラ ス ターに

見い だ された PKS 遺伝子 albl は当初，ペ ン タ ケ タ イ ド

1
，3，6，8一テ トラ ヒ ドロ キ シ ナ フ タ レ ン （T4HN ）の 合成酵

素 を コ
ー

ドす る も の と考え られ た が ，筆者 ら に よ る A ．

oryzae で の 発 現 に よ り，WA と同様，ヘ プ タ ケ タ イ ド

YWAl の 合成酵素で あ る こ とが 確認 された．A．fumi．vatus
にお い て は，こ の YWAI が 加 水分解的 に C −C ボ ン ドを

切断す る酵素 Ayglp に よ り T4HN へ と二 次的 に 変換 さ

れ，メ ラ ニ ン が 生 成す る こ と が 明 らか に な っ て い る．16）

　 こ の AlblpPKS を Sfp と と もに 酵 母 で 共 発 現 させ た と

こ ろ ， 糸状菌を宿主 と した 場合 と同様 に YWAI が 生産 さ

れ，酵母 に お い て も多環性芳香族型 PKS が機能的 に発

現す る こ とを確認 した ．次 い で ，Alblp の G一末端 か ら順

次 deletionを か けた 変異体を発現 させ たとこ ろ，CYC の

活性 中心と考 え られ るセ リン 残 基 （Sertg62） の
．
ド流を欠

く変異体 Cd −1，　ACP2 の 下 流 を欠 く変異体 Cd −2，　ACPl

の 下 流 を 欠 く変異体 Cd −3 の い ずれ に お い て も，生 成産

物 が YWA1 で は な くク ラ イゼ ン 型 の 閉環 を 受 けず 酵素

か ら遊離 され た デ ヒ ドロ シ トレ オ イ ソ ク マ リ ン （DHCI ）

が 生 産され た ，YWAI は 生 産 され な か っ た もの の ，Alblp

PKS の N 一末 端 か ら ACPI ま で 領域 の み で ，ヘ プ タ ケ タ
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　こ の 結果 は，糸状菌に 見 られ る iterative　type 　1　PKS に

お い て ，そ の 機能 ドメ イ ン を分離 ・独 立 して 発現 させ，

こ れ が PKS 本体 と相 互 作用 し，全長 PKS と同等 の 機能

を再構成 で きる こ と を 示 した最初の 例 と考 え られ る．

　PKS は 非常に 巨大 な タ ン パ ク で あっ た り，あ る い は酵

素複合体 で あ っ た りす る た め，直接觀 癬 ザo で の 反 応 に 用

い 化合物 を得 る こ と は，少 な く と も 現在 の とこ ろ 実用的

で は な い ．しか し，ア シ ル GoA を基質 と して，非常に複

雑な炭素骨格 の 化合 物 を 生 み出す こ と が で き る PKS の

合成 ポ テ ン シ ャ ル は 高い ．今後，発現 系 の 改良や ドメ イ

ン 交換な ど の 遺伝子 工 学的 手 法 を 基盤 と し て 論理 的 に

PKS をエ ン ジ ニ ア リン グ す る 方 法論 を さ ら に発 展 させ
，

生物 をホ ス トとし た 生 物合成系 の 主 役 と して 医 薬原料 の

供給などに 貢献 で き る よ うに なる こ と を願 っ て い る．

イ ド鎖 の 生 成 と 1環 目の 閉環ま で が 正 常 に 進行する こ と

が 明 らか に な っ た ．

　次 に C 一末端欠失体 Cd −3 とそ の 欠失 した 領域 を含む

C 一末端 断 片 と が 機 能 的 に 相 互 作用す る か 否 か を 両者の

共発 現 に よ り検討 した ．Cd −3 と AT ドメ イ ン よ り下流 の

G 一末端断片 （Nd −1）と の 共 発 現で は ，　 CYG が 機能 し た

YWA1 の 生 産 が わ ず か に 認 め られ た が ，　 ACP2 以 下 か ら

な る Nd −3 と共発現 させ る と YWA1 の 生産 は Nd −1との 場

合 の 約 6倍 に 達 し，CYC ドメ イ ン の み か らな る Nd −4 と の

共発現 で は ，YWAl の 生 産 は 約 8倍 に 増大 し た．こ の 結

果 は，iterative　type 　l　PKS に お い て，　CYC ドメ イ ン を独

立 の タ ン パ ク と し て 発現 させ た 場合 で も，PKS の ACP

上 の ヘ プ タ ケ タ イ ド中間体 に 作 用 し，CYC と し て機能 し

得 る こ とを示 して い る．ま た，Cd −3 単独 で の DHCI 生

産性 と比べ ，Cd −3 と Nd −4 と の 共 発現 で は YWAI 生産性

が著し く 高 い こ と か ら，CYC ド メ イ ン を 欠 く Gd −3単独

で は 縮合反応 は 正 常に進行するもの の ，生成チ オ エ ス テ

ル の 非酵素的な加水 分解 に よ る酵素か ら の 遊離が律速

と な り DHCI の 生 産性 が 押 さ え られ て い る も の と考 え

られ る （図 6）．17）
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