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研究成果の概要（和文）：特殊な条件下でのみAquilaria microcarpaに発現する芳香性セスキテルペン生合成酵
素δ-guaiene synthase遺伝子(GS)の転写活性の誘導にRac型GTPaseが関わることを示し、更に、このGTPaseに
GTPが結合したままの状態で保持されるよう変異を入れたCArac2をA. microcarpa培養細胞に導入したところ顕著
なGS発現が観察されることを明らかにした。また、大腸菌及びタバコBY2細胞を宿主として、GSとその基質供給
酵素であるFPSとを共発現させることで、高いδ-guaiene生産性を有するプラットフォームを構築した。

研究成果の概要（英文）：δ-Guaiene is an aroma sesquiterpene compound accumulated in the trunk of 
Aquilaria microcarpa upon the microbial infection or mechanical wounding. We demonstrated that 
Rac-GTPase, a class of monomeric GTP binding protein, plays a central role in the transcriptional 
activation processes ofδ-guaiene synthetic enzyme gene (GS). We also showed that transformation of 
A. microcarpa with a modified gene of Rac-GTPase, CArac2, of which translate is capable of binging 
to GTP continuously, resulted in an appreciable expression of GS in the plant cells.
In order to construct the bio-production systems of δ-guaiene, GS plus farnesyl diphosphate 
synthase gene were co-expressed in Escherichia coli or tobacco BY2 cells. Upon the addition of 
mevalonolactone as the precursor, δ-guaiene contents in the transformed E. coli was 37.9 mg/L 
culture while 428 mg/L of the compound was accumulated in BY2 cells. 

研究分野：植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 植物ホルモンの一種であるジャスモン
酸あるいはジャスモン酸メチルは多彩な二
次代謝物の生合成能を誘導・活性化する機能
を有することが知られているが、細胞内情報
伝達機構については ubiquitin- proteasome
系を介して核内にメッセージが届くことが
示されているにとどまっており、このホルモ
ンによる刺激がどのようにして二次代謝関
連遺伝子の発現に結びつくかは不明のまま
であった。 
 (2) 最近我々はジャスモン酸で誘導される
二次代謝能の誘導に calmodulin をキィとす
る細胞内 Ca カスケードの活性化が必須であ
って、これには Rac 型と呼ばれる植物に特異
的な単量体GTP結合タンパクが関わっている
ことを見出した（図１）。 

(3) 更に、この Rac 型 GTPase の翻訳産物の
アミノ酸配列にGTPが結合したままとなる変
異を導入して常時活性型とした CArac2、更に
GDP のみが結合するよう変異を導入し常時不
活性型とした DNrac2 を過剰発現した組み換
え体において、CArac2 変異体の二次代謝能が
顕著に活性化されることを示している。 
 
２．研究の目的 
香木として知られるジンコウ（沈香）の基原
植物の一つである Aquilaria microcarpa は
二環性セスキテルペンであるδ-guaiene を
主な芳香成分として産生することが示され
ているが、その生合成酵素であるδ-guaiene 
synthase をコードする遺伝子（GS）はジャス
モン酸処理によってはじめて転写が誘導さ
れる。今回の実験は、δ-guaiene を効率良く、
また再現性良く生産するシステムを構築す
るために、Rac 型 GTPase 及びその変異体を
A. microcarpa 培養細胞に導入・過剰発現さ
せ、GS の転写活性を恒常的に高いレベルに維
持することを目的とした。また、大腸菌及び
タバコ BY2 細胞による異種発現系を用いて、
δ-guaiene の高効率生物生産システムの構
築についても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) Calmodulin 遺伝子である cam1、Rac 型
GTPase 遺伝子である rac2、変異を導入し恒

常活性型とした CArac2、不活性型とした
DNrac2 を発現ベクターpBI-OX-GW にそれぞ
れサブクローニングした後、アグロバクテリ
ウム法によって A. microcarpa 培養細胞に導
入した。また、レポーター遺伝子としては GFP
を用いた。抗生物質含有培地上での選抜によ
って細胞株を確立後、RNA を調整し逆転写反
応を行ったサンプルについて RT-PCR により
GS の転写活性を測定した。 
（2）大腸菌を宿主とする生物生産システム
の作成にあたっては、放線菌から単離したメ
バロン酸経路関連酵素遺伝子クラスター、あ
るいは酵母由来の isopentenyl diphosphate 
isomerase遺伝子、ラット由来のacetoacetyl 
CoA ligase遺伝子をそれぞれ順次連結した発
現ベクター、 pAC-Mev、pAC-Mev/Scidi、
pAC-Mev/Scidi/Aacl による形質転換を行っ
た。その後、バイアル内の組み換え大腸菌培
養液のヘッドスペースに蓄積した化合物を
micro-extraction 法によってファイバーに
吸着させ、GC-MS あるいは GLC によって解析
と定量を行った。 
（3）タバコ BY2 細胞を用いた生物生産シス
テムにおいては2箇所のクローニングサイト
を有する pRI201-ON を発現ベクターとして、 
A. microcarpa 培養細胞の場合と同様にアグ
ロバクテリウム法によって FPS と GS 遺伝子
を導入した。寒天培地上で組み換え体を選抜
し液体培地へと移行して、バイアル内の培養
液のヘッドスペースに蓄積された化合物を
GC-MS、GLC によって解析・定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 特殊な条件下でのみ A. microcarpa が生
成する芳香性セスキテルペンδ-guaiene の
生合成酵素である GS をコードした遺伝子ホ
モログの単離を試み、GS-2、GS-3、GS-4 と名
付けた3種類の遺伝子断片を新たに単離した。
遺伝子マイニングによって N 末端の 10 アミ
ノ酸、C 末端の 9 アミノ酸相当の配列をそれ

 

（図２） 



ぞれ補ったものを大腸菌で過剰発現させ、翻
訳産物をglutathione-S-transferaseとの融
合タンパクとして得た後にアフィニティカ
ラムクロマトグラフィーによって精製した。
組み換えタンパクを用いた酵素反応の生成
物を GC-MS によって解析した結果、ここで得
た 3 種類の遺伝子がいずれもδ-guaiene 
synthase をコードしていることが明らかに
なった。 
更に、ジャスモン酸刺激によって誘導された
GS の転写活性が、calmodulin 阻害剤の W-7、
並びにユビキチン・プロテオソーム系阻害剤
の NSC23766 によって用量依存的に抑制され
ることを RT-PCR によって確認した。 また、
calmodulin 遺伝子である cam1、Rac 型 GTPase
遺伝子であるrac2、変異を導入したCArac2、
DNrac2 をそれぞれ A. microcarpa 培養細胞
に導入したところ、cam1、rac2、CArac2 を過
剰発現した組み換え体においてはジャスモ
ン酸非存在下であっても顕著な GS 転写活性
の誘導が見られることを示した（図２）。 
(2) 次の実験では、生合成マシナリーを意識
して大腸菌を用いたδ-guaiene 生産系の構
築を試みた。すなわち、テルペンサイクラー
ゼであるGSと、基質供給酵素であるfarnesyl 
diphosphate synthase 遺伝子（FPS）を共発
現するベクターを構築し、大腸菌 BL21 株の
形質転換を行った。その結果、FPS のみの発
現ではδ-guaiene 生成は検出できず、また
GS のみでは 0.004 mg/L と、極めて微量の産
生能しか見られなかった。これに対して、FPS
と GS を共発現させた大腸菌ではδ-guaiene
生成量の有意な増加がみられ、富栄養培地で
ある Terrific broth 中で組み換え体を培養
した場合には生産量が 0.6 mg/L culture で
あった。 
テルペン化合物の生合成前駆体の供給系と
して大腸菌に6種類のメバロン酸経路関連遺
伝子を導入・過剰発現し、更にメバロノラク
トン(MVL)を添加したところ、δ-guaiene 生
成量が 31 mg/L culture となった。更にメバ
ロン酸経路関連遺伝子を 7種類あるいは 8種

類とし MVL あるいはリチウムアセテート
(LAA)を培養に添加したところ、δ-guaiene
量が 35‐42 mg/L culture にまで上昇した。
このように、大腸菌へのメバロン酸経路関連
遺伝子群の導入と前駆体の供給とによって、
効率良くδ-guaiene を生産するシステムが
構築された（図３）。 
 (3) 続いて、より高効率な生物合成系の構
築を目指してタバコ培養細胞BY2株を宿主と
するδ-guaiene 生産系の構築を試みた。発現
ベクターとして pRI201-ON を用い、その二つ
のクローニングサイトに GS と FPS をそれぞ
れ組み込み BY2 の形質転換を行った。その結
果、GS のみの発現では 0.2 mg/L culture の
低い産生能しか見られなかったのに対して、
FPS と GS を共発現させた組み換え体では
4.5-11.8 倍程度のδ-guaiene 生成量の増加
がみられた。FPS/GS 共発現体の中で最も生産
性が高かった株について撹拌効率を上げて
エアリングを促したところ、δ-guaiene 量
が 5.9 mg から 102 mg/L culture へと飛躍的
に上昇し、更に、MVL 添加によって 428 mg/L 
culture の高生産性を示した。一方、メチル
ジャスモン酸(MJ)添加によるδ-guaiene 生
成量の変化は明確ではなく、二次代謝に阻害
的に作用するとされるアンモニウム塩を除
いたM-9培地中で変異株を培養した場合もセ
スキテルペン量の大きな変動は認められな
かった（図４）。 

このように、テルペンサイクラーゼ遺伝子と
FPS とをタバコ BY2 細胞で共発現させること
によって高効率なδ-guaiene 生産プラット
フォームを構築することができた。 
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