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1. はじめに
創薬の魅力的な資源である天然物は，一次代謝から供給される原料やエネルギーをもとにしてそれぞれの生物に固有な二次代謝経路で作られる．それゆえ，植物，微生物，海洋生物など，さまざまな環境に生育する多種多様の生物が天然物の探索資源として用いられてきた．ユニークな化学構造や薬理活性を有する新規天然物の発見は，天然物化学分野の研究の大きなモチベーションの一つである．天然物を形づくる情報はDNAに書き込まれていることから，新しい天然物の発見には新しい遺伝子資源の開拓も必要となる．これまで，多くの研究者は未利用生物資源を各地に探し求め，それらを材料に新しい物質の探索を行ってきた．しかし，新しい資源が枯渇してくるにつれ，新しい天然物の発見も難しくなってきている．もちろん，資源が豊富な国からは依然として新しい天然物が次々と報告されているし，難培養微生物の活用にイノベーションをもたらすと期待されるiChip（iChipは小さい格子の集合でそれぞれが多孔膜で覆われた構造をしている．単一の微生物を自然環境で培養可能にしたもの）1）のように，未利用生物資源の開拓を加速させる技術も開発されるなど，開拓の余地は十分ある．一方で，次世代シーケンサーの登場により，さまざまな微生物のゲノム情報が解読されるにつれ，そのゲノム上には，これまで同定された化合物の数から予想されるよりはるかに多くの生合成遺伝子クラスター*1が存在することが明らかになってきた．既存の生物資源であっても未開拓の遺伝子資源が数多く残されている．これら遺伝子資源は新たな医薬資源として有望であるが従来の培養条件下では大半の生合成遺伝子クラスターが休眠していると言われている．近年，創薬における重要な微生物資源である糸状菌では，遺伝子の休眠にエピジェネティック制御が深く関わっていることが明らかにされ，またその機構も分子レベルで次々に解明されている．これにより，エピジェネティック制御を人為的に改変させることで休眠型二次代謝物*2にアクセスする新しい天然物のスタイルが誕生した．

2. 糸状菌二次代謝はエピジェネティクスに制御されている
糸状菌が作り出す二次代謝物には，ペニシリンやロバスタチンなど有用な薬理活性を示すものから，アフラトキシンやグリオトキシンなど有害なカビ毒までさまざまなものが存在する．これらの物質の生産をコントロールすることができれば，有用物質の産生増大や有害物質の産生抑制が可能となるため，二次代謝制御に関する研究は盛んに行われてきた．ウィスコンシン大のKellerのグループは，Aspergillus nidulansを用いて，アフラトキシンの生合成前駆体であるカビ毒ステリグマトシスチン（ST）の生産制御に関する研究を行うなかで，ST生合成遺伝子クラスター内の転写因子aflRの発現を活性化するLaeA（loss of aflR expression）を見いだした2）．さらに詳細な解析により，LaeAは糸状菌に保存された二次代謝のグローバル制御因子であることが明らかにされた．LaeAは，遺伝子発現制御に関わること，核内に局在すること，S-アデノシルメチオニン結合部位を有することなどから，ヒストンメチル化酵素などと同様にタンパク質メチル化酵素であり，クロマチン構造を変えることにより遺伝子発現制御に関わっていることが予想された．その後の研究で，LaeAはメチル化酵素としては機能しないことが示されたが，この研究により，初めて糸状菌二次代謝とエピジェネティック制御が結びついた．糸状菌の生合成遺伝子クラスターの多くがエピジェネティック制御を受けやすいテロメア近傍の遺伝子座に存在する．このことから，同グループは，エピジェネティック因子の中で最もよく知られているヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）に着目し，A. nidulansを用いてhdaA（HDACの一種）の破壊実験を行い，さまざまな生合成遺伝子の発現が上昇することを明らかにした3）．この研究により，エピジェネティック制御の糸状菌二次代謝への関与が初めて分子レベルで明らかにされた．同じ研究の中で，HDAC阻害剤であるトリコスタチンAを用いても同様の活性化を引き起こせることが実験的に示された．これらの研究成果により，人為的にエピジェネティック制御を改変し休眠型二次代謝物の生産を誘導する方法として，遺伝子工学的なアプローチと化学的なアプローチの両方に道が拓かれた（図1）．
[image: ]図1 エピジェネティック制御の人為的改変による新しい医薬資源の開拓の概略


3. 遺伝子工学的なアプローチ
ゲノム情報が利用でき，かつ形質転換法が確立されている菌種においては，エピジェネティック因子のノックアウト，ノックダウンもしくは過剰発現などの遺伝子操作が可能である．モデル糸状菌であるA. nidulansでさまざまな実験が行われるなかで，ヒストンメチル化酵素をコードするcclAの破壊株において，休眠型生合成遺伝子クラスターの発現が活性化され，新規ポリケタイド化合物の生産が誘導された4）．CclAと上述のHdaAは糸状菌に高度に保存された酵素であり，さまざまな菌の休眠型生合成遺伝子クラスターの覚醒に利用できる．たとえば植物内生糸状菌であるPestalotiopsis ficiやCalcarisporium arbusculaにおいて，hdaAホモログやcclAホモログの破壊株でも休眠型二次代謝物の生産が誘導され新規天然物の取得に成功している5, 6）．一般に，エピジェネティック制御に関わる酵素の標的は複数存在し，さまざまな機能を発揮する．それゆえ，破壊すると生育することができない因子もある．たとえば，糸状菌のクラス1 HDACであるRpdAは，トータルHDAC活性への寄与は小さいものの生育には必須である．ウィスコンシン大のKellerとイリノイ大のKelleherのグループは共同研究において，rpdA遺伝子のプロモーターをキシロース誘導型に置換することでrpdAの発現が抑制された株を作製した．rpdA抑制株の代謝物のメタボロミクス解析により，MSイオンレベルでは相当な数の二次代謝物の生産が変動していることが示され，さらに新規ペプチド系二次代謝物aspercryptin類の取得にも成功している7）．遺伝子工学的な手法は，適応できる菌種が限られるものの，二次代謝物の探索が網羅的になされているモデル糸状菌のA. nidulansであっても新しい天然物を獲得できており，新規休眠型二次代謝物を取得する強力な方法の一つであるといえる．また，特定の因子を選択的に改変できる点も大きな利点である．今後，二次代謝制御に関わる新たな因子の発見や，さまざまな糸状菌のモデル化が進むことで，この方法を利用した新しい医薬資源の開拓が加速することが期待される．

4. 化学的なアプローチ「ケミカルエピジェネティクス」
オクラホマ大のCichewiczらは，エピジェネティック制御に関わる酵素の阻害剤を用いて休眠遺伝子を覚醒させる「ケミカルエピジェネティクス」の手法を考案した8）．いくつかの糸状菌をモデルとした実験では，数種類のHDAC阻害剤やDNAメチル化酵素阻害剤が検討され，SAHA（suberoylanilide hydroxamic acid, HDAC阻害剤）と5-azacytidine（DNAメチル化酵素阻害剤）に休眠型二次代謝物の生産を活性化する効果が見いだされた．さらに同グループは，酵素阻害剤処理したA. nigerの二次代謝生合成遺伝子の発現解析を行い，多くの遺伝子の発現は数倍から数十倍まで活性化されていることを示した．発現が抑制される遺伝子もあったが，この方法が遺伝子発現パターンを変動させ休眠型生合成遺伝子クラスターを覚醒させるのに十分効果があることが実証された9）．
エピジェネティック制御に関わる酵素は糸状菌内で高度に保存されていること，また，ゲノム情報の有無に関わらず培養可能なすべての糸状菌に適応可能であることから，糸状菌に潜在する多様な新規二次代謝物の創出を可能にする，汎用性の高い実用的な方法になりうる．しかし，本法を利用した本格的な天然物探索は行われていなかった．そこで，筆者らは，二次代謝活性化に最適な酵素阻害剤の探索や対象とする糸状菌の検討を行い天然物探索に実用的な方法を確立し，多様な新規天然物の獲得を目指した．
まず，先行研究を参考に転写不活性化に寄与するエピジェネティック酵素であるHDACおよびDNAメチル化酵素の阻害剤について検討した．市販されているもしくは容易に調整できる阻害剤について，糸状菌の二次代謝活性化への影響を詳細に検討した．HDACには加水分解の様式に関してZn2＋型とサーチュイン（sirtuin）としても知られるNAD＋依存型がある．NAD＋依存型のHDACはテロメア近傍のサイレンシングに関わっていることが知られており，NAD＋型HDAC阻害剤も休眠型二次代謝物の生産を誘導できると期待して選択した．数種の菌をモデルに種々の酵素阻害剤が糸状菌二次代謝に与える影響を評価した結果，Zn2＋型HDAC阻害剤SBHA（suberic bishydroxamic acid）とNAD＋依存型HDAC阻害剤ニコチンアミドに休眠型二次代謝物の生産を誘導する効果があることを見いだした．それぞれについて使用条件を検討したところ，SBHAは500 μM以上の高濃度で，ニコチンアミドは10–100 μM程度の濃度で幅広い糸状菌に効果を示すことを見いだし，両阻害剤を用いる汎用性の高い天然物探索法を確立した（図2）．なお，本研究では積極的には用いていないがDNAメチル化酵素阻害剤とHDAC阻害剤には併用効果があることも見いだしている．続いて，さまざまな糸状菌の休眠型二次代謝物の探索を開始した．ケミカルエピジェネティクスによる二次代謝活性化法は，生物に潜在する二次代謝能を引き出すものであり，探索資源の生合成遺伝子の“質”がきわめて重要になる．たとえば，寄生菌や共生菌が宿主内という特殊な環境でのみ何らかの二次代謝物を生産するならば，これらは探索資源として最適であると考えられる．そこで，本研究ではまず昆虫寄生菌と植物内生菌に着目した．また，特徴ある構造や薬理活性を示す化合物を生産するChaetomium属菌もその高い生合成能を期待して選択した．これらの菌を上記の阻害剤条件下で小スケール培養したところ，およそ2割程度の菌で二次代謝物の生産に変化が認められ，1割弱の菌で顕著に休眠型二次代謝物の生産が誘導されるのを確認した．顕著に休眠型二次代謝物の生産が誘導された菌については，培養をスケールアップし，新たに誘導された二次代謝物の単離および化学構造の決定を行った．その結果，新規骨格を有するもの，ユニークな生合成起源を有するもの，薬理活性を示す化合物などを含め，多様性に富んだ新規天然物を単離することができた10–12）（図3）．たとえば，C. indicumでは，SBHA添加により，きわめて構造多様性に富む芳香族ポリケタイドの生産が誘導された．ユニークな縮環構造を持つケトフェノールCや分子内環化付加で形成される特徴的な二量体構造を有するケトフェノールDの単離は，本法が複雑な構造の天然物の生産を誘導できることを示す例である（図4）．さらに，C. indicumのドラフトゲノムからケトフェノール類の共通前駆体を生合成する非還元型ポリケタイド合成酵素をコードする遺伝子pksCH-2を同定し，その発現解析およびヒストンのアセチル化レベルの解析を行った．その結果，未利用遺伝子周辺のヒストンアセチル化の上昇に伴うエピジェネティック制御を介して，それら遺伝子が活性化されて二次代謝物の生産が誘導されていることが示された13）．本研究により，ケミカルエピジェネティクスが多様な新規天然物を獲得するのに有効であること，休眠遺伝子が新しい医薬資源として有望であることを実証した．なお，我々が確立した条件は，他の多くの天然物探索研究グループによって利用されている．
[image: ]図2 本研究で見いだした二次代謝活性化能を有するエピジェネティック酵素阻害剤（HPLC検出波長215 nm）

[image: ]図3 ケミカルエピジェネティクスを用いて獲得した新規天然物の例


5. 休眠型生合成遺伝子を活用する医薬資源の開拓
休眠遺伝子をもともとの宿主内で活性化させることで医薬資源として有望な新規天然物の獲得を効率よく行うことができることを概説した．天然物の化学構造は，多段階の酵素反応過程を経て作られるため，潜在的にタンパク質との親和性が高く，そのため新薬開発における魅力的な資源であり続ける．最近，天然物の化学構造を部分的にとどめたものや天然物を想起させる化合物など，いわゆる擬天然物が医薬資源として注目されるようになり，それらの多様性を効率よく拡大させる方法が盛んに研究されている14）．筆者らは，こうした時流に乗り，ケミカルエピジェネティクスで発見した休眠遺伝子を利用した多様な擬天然物の創出方法を模索した．上述のように，C. indicumでは，SBHAを作用させるとケトフェノール類の生産が誘導される．これらの化学構造の多様性は，休眠型ポリケタイド遺伝子pksCH-2にコードされる生合成中間体を起点に広がっている．多様な天然物の生合成の起点となる化学構造は，潜在的に優れた分子展開力を有している可能性がある．すなわち，生合成中間体の多能性を人為的に活用することで効率よく多様な擬天然物ができる．そこで筆者らは，ケトフェノール類の生合成中間体を合成する遺伝子を麹菌（Aspergillus oryzae）で異種発現させる方法と単離した中間体を化学変換する方法を組み合わせた半合成的なアプローチにより40種以上の多様性に富む非天然型ポリケタイド化合物の創生に成功した（図4）．それら化合物から，現在有効な治療薬がないアデノウイルスに対する抗ウイルス作用を示す化合物が見いだされた．このことは，本法が新しいケミカルスペースの開拓に有効であることを強く示している15）．休眠型生合成経路は糸状菌に数多く存在し，その中にはさらに多くの多能性中間体が潜んでいる．麹菌異種発現システムを用いれば，これら休眠型生合成経路内の多能性中間体にアクセス可能である．それらに対して筆者らが提案する多様性指向型半合成を適応すれば，未踏のケミカルスペースを占有する新たな医薬資源を開拓できる．
[image: ]図4 休眠型ポリケタイド遺伝子pksCH-2にコードされる生合成中間体を起点する多様性の創出


6. おわりに
最近，天然物は創薬の主役の座から遠のいている．しかし，天然物の有する3次元的な構造多様性や分子サイズの多様性は，さまざまなタイプの創薬シーズの探索源としてまだまだ魅力的である．本稿では，最近の生命科学分野において目覚ましい発展を遂げているエピジェネティック制御を天然物化学に取り入れることで，新しい医薬資源を開拓する方法を解説した．他にも，糸状菌と放線菌の共培養など，もともとの宿主内で休眠型二次代謝物の生産を誘導する試みが行われている．しかしながら，こうした方法でアクセスできる休眠型二次代謝物はまだほんの一部に限られている．いまだ数多く残された休眠型二次代謝物をいかにして取得しそれらを薬理活性評価にまわすかが天然物創薬を活性化する一つの鍵となる．エピジェネティクスは転写制御機構であるが，たとえば翻訳制御など，生命科学分野で明らかにされるさまざまな制御機構を天然物化学に取り入れることが新しい方法の開発，そして新たな休眠型二次代謝物の獲得への近道かもしれない．一方で，モデル微生物内で生合成遺伝子クラスターを再構成することで，標的クラスターにコードされる二次代謝物を異種生産する方法も発展している．未知の生合成遺伝子クラスターの再構成には解決しなければならない課題も多いものの，休眠型二次代謝物の獲得の強力な方法になりうる可能性がある．現在，筆者らも，麹菌異種生産系を用いた休眠型新規天然物の探索研究を勢力的に展開している．従来の生物資源に依存する天然物探索に加え，未利用遺伝子資源を利用する天然物探索が発展することで，新しい創薬研究を立ち上げるような魅力的でインパクトの強い天然物の発見につながると信じている．そのような化合物を我々の手で発見し，天然物創薬の活性化に貢献したいと強く思っている．
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[image: ]図2 本研究で見いだした二次代謝活性化能を有するエピジェネティック酵素阻害剤（HPLC検出波長215 nm）
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[image: ]図4 休眠型ポリケタイド遺伝子pksCH-2にコードされる生合成中間体を起点する多様性の創出

（a）ケミカルエピジェネティクスにより誘導される多様なケトフェノール類，（b）生合成中間体を活用する多様性指向型半合成による多様な非天然型ポリケタイド化合物の創出．
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