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研究成果の概要（和文）：ヒメツリガネゴケはGA生合成中間体，ent-カウレン酸(KA)から3位水酸化KAを生産
し，成長制御に利用していることを明らかとした．またトランスクリプトーム解析からKAの代謝に関わる酵素を
特定し，酵素変換物は2位水酸化KAであると構造決定した．KA2位水酸化酵素欠損変異体は原糸体の分化活性が野
生株より高く，2位水酸化KAが原糸体分化活性を示さない結果と併せると，KAの2位水酸化反応は不活性化経路上
で機能していることを明らかとした．これらヒメツリガネゴケの生合成経路における活性制御は顕花植物のGA生
合成経路でも見られる3位水酸化による活性化、2位水酸化による不活性化であることを明らかとした．

研究成果の概要（英文）：The moss Physcomitrella patens does not respond to active GAs, and GAs have 
not been detected in the moss. However, P. patens has a partial GA biosynthetic pathway. Using 
biochemical approaches, we found that a KA-derived diterpenoid functions as a potent regulator of 
protonemal cell differentiation in the moss. Bioassay-guided exploration with a Ppcps/ks mutant led 
to the detection of a bioactive metabolite from KA, and its structure was elucidated as 3OHKA. 
Transcriptome analysis identified a gene involved in the oxidation of KA to 2OHKA, an inactive 
metabolite in cell differentiation. These results indicate that P. patens converts KA to an active 
form by 3-oxidation and to an inactive form by 2-oxidation, identifying a potential 
activation/inactivation system for GA biosynthesis in flowering plants.

研究分野：天然物化学

キーワード： ジテルペノイド　コケ植物　ジベレリン　カウレン酸　ヒメツリガネゴケ 　次世代シークエンサ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は普遍的に植物ホルモン類を生産し，生活環で利用していると考えられていた．しかし，ヒメツリガネゴケ
はGAを生産せず，3OHKAを利用していた．陸上植物の進化と成長制御機構の共進化に関する重要な知見が得られ
た．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
顕花植物は成長制御物質としてジベレリン(以下，GA)類を普遍的に生合成し生活環上で利用
するが，ヒメツリガネゴケ(Physcomitrella patens)から GAは検出されていなかった(Hayashi et 
al., Plant Physiol., 2010)．しかし興味深いことに，ヒメツリガネゴケのゲノムデータベースを
精査すると顕花植物の GA生合成酵素遺伝子のいくつかについてそのホモログが同定された．
研究代表者は，ヒメツリガネゴケにおける GA生合成酵素遺伝子ホモログの機能解析を実施し，
ヒメツリガネゴケは ent-カウレン酸まで顕花植物と同じ GA生合成経路を保有することを明ら
かとした(Miyazaki et al., FEBS lett., 2011)． GAを持たないコケが一部の GA生合成経路を保
存していることに着目し，ent-カウレン酸以降の代謝産物の生理機能を解析するために作出さ
れた ent-カウレン酸生合成能欠損変異体（以下，Ppcps/ks 変異体）は，赤色光下で[細胞分化
の抑制]が矮性に似た表現型として観察され，これは ent-カウレン酸で回復するが GA4 (活性型
GA)では回復しない(Hayashi et al., 2010)．すなわちヒメツリガネゴケは ent-カウレン酸以降、
GAと異なる GA様成長制御物質（以下、原始 GA）を生合成する可能性を示している．さらに
研究代表者は，原始 GAが[青色光への忌避応答]にも関与することを変異体解析から明らかにし
た(Miyazaki et al., Planta 2014, Miyazaki et al., Plant Signal Behav., 2015)．顕花植物において
は赤色光・青色光が関与するシグナル伝達制御として発芽過程や花芽形成過程に GAが関わっ
ており，ヒメツリガネゴケで確認された二種の光応答の制御に原始 GAが関わることは両生理
活性物質が進化的にも類似のイベントを制御する可能性を強く示唆する． 
  
２．研究の目的 
GAが顕花植物に利用される前にコケ植物で機能していた可能性がある，コケ植物に特有な生
理活性物質“原始 GA”の構造と生合成経路を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 原始 GAの同定 
生物活性を指標として物質を追跡する「もの取り」研究で原始 GAを追跡することとした．単
離，構造決定に向け，①ent-カウレン酸生合成能欠損変異体(Ppcps/ks 変異体)が ent-カウレン
酸で回復する表現型を生物検定法として利用し，②ent-カウレン酸代謝産物の分析系の立ち上
げ，③追跡に用いる非天然型 ent-カウレン酸の合成，の 3つの準備を行った． 
① まず定量的な生物検定法の構築を目指した．Ppcps/ks 変異体が ent-カウレン酸で回復する
生物検定法は全て目視でその分化の可否を判断していた．客観的かつ数値として評価できる系
を検討し，画像処理ソフト（ImageJ）を導入することとした．ent-カウレン酸代謝産物はクロ
ロネマ細胞からカウロネマ細胞への分化を制御している．クロロネマ細胞は，葉緑体量が多く
緑色が濃いのに対し，分化後の細胞は葉緑体量が少なく薄くなる．画像を白黒の 2色化とする
ことで濃淡をソフトに認識させ，図 2に示すようにクロロネマ細胞とカウロネマ細胞を識別す
る閾値を設定し，全体に占めるカウロネマ細胞の割合を評価値とした（Miyazaki et al. Methods 
Mol Biol., 2019）．これにより，細胞分化率が高いほど画像処理後の評価値が高くなり，この定
量法を用いて ent-カウレン酸終濃度 0.001〜1 µMの範囲において濃度依存的に評価値の増加が
認められた． 
② ２つ目の準備として高感度分析系の立ち上げを行った．これまで単純な炭化水素骨格をもつ
ent-カウレンやこれに似た ent-カウレン酸だけでなく，GA類に関しても GC-MSでの分析が主
となっていた．近年，LC-MS/MS を利用した高感度分析系が多く利用され，GA に関しても
LC-MS/MS を用いた分析報告が増えていた． ent-カウレン酸を LC-MS/MS で分析すると，ネ
ガティブモードで分子イオンを検出することは可能であったが，フラグメントイオンは得られ
なかった．しかし，このフラグメント化しにくい特徴を利用し，十分にイオン化した ent-カウ
レン酸の分子イオンを二つ目のマスでも再選択することにより，LC-MS/MSを用いた ent-カウ
レン酸やその類縁化合物群の高感度検出系を構築した（Miyazaki et al., Biochem Biophys Rep, 
2015）． 
③ 最後の準備として内部標準物質の調製を行った．ent-カウレン酸の代謝産物を追跡するにあ
たり，その代謝物質が ent-カウレン酸由来かどうか検証するために非天然物質を用いることと
した．しかし市販の重水素体 ent-カウレン酸を投与試験に利用するほど準備するのは困難と判
断し，13C 標識化合物を利用することにした．テルペノイド化合物の特徴を活かして炭素 5 個
のみ 13C標識した 13C5-ent-カウレン酸を酵素的に合成した． GA生合成経路を模倣し，非標識
FPPと 13C-IPPから 13C5-ent-カウレン酸を調製した． 
(2)生合成酵素遺伝子の探索 
顕花植物において ent-カウレン酸を基質に GA12へと変換する KAO はヒメツリガネゴケに存
在しない．そこで生合成酵素遺伝子の探索は次世代シークエンサを用いたトランスクリプトー
ム解析で実施することとした．Ppcps/ks欠損変異体に ent-カウレン酸を投与した ent-カウレン
酸投与区と非投与区を設定し，その総発現遺伝子を次世代シークエンサで網羅的に解析するこ
とで生合成酵素遺伝子の探索をすることにした． 
 
４．研究成果 
(1) 原始 GAの同定 



上述の準備を整えて「もの取り」研究を開始した．Ppcps/ks 欠損変異体に ent-カウレン酸を
投与し，カウロネマ細胞へと十分に分化した細胞から有機化合物類を抽出し，逆相 HPLCを用
いて複数の画分を得た．再度 Ppcps/ks 欠損変異体に投与し，各画分の分化活性を①の手法に
より評価したところ， fraction（fr）15及び 18に検出できた．fr. 18には投与した ent-カウレ
ン酸が含まれており，fr. 15に ent-カウレン酸からの活性代謝産物が含まれていることが明らか
となった．次に，この画分に含まれる化合物の構造情報を取得するため，②の手法で分析した．
fr.15の代謝産物は 317>317で検出し，fr.18の ent-カウレン酸をネガティブモード 301>301の
MRMチャンネルで検出した．つまり，ent-カウレン酸より分子量が 16大きい化合物が生産さ
れ，その化合物は ent-カウレン酸から水酸化を受けたことが示唆された．この代謝産物が ent-
カウレン酸由来である確証を得るため，非標識 ent-カウレン酸と③で調製した 13C5-ent-カウレ
ン酸を Ppcps/ks欠損変異体に投与し，逆相 HPLCで分画した画分を LC-MS/MSで分析したと
ころ，fr.15 において分子量 317 と 322 が投与した割合で検出されたことから，変換物は ent-
カウレン酸由来である確証を得た．さらなる構造情報取得のため，fr.15 中の化合物を GC-MS
で分析したところ，そのマスフラグメント及び保持時間と一致する化合物情報が得られた．こ
の化合物を入手し，直接比較したところ保持時間，マスフラグメントが一致したことから fr.15
に含まれる ent-カウレン酸代謝産物は ent-3β-ヒドロキシカウレン酸（以下，3OHKA）である
と同定した．3OHKA と ent-カウレン酸の分化活性を比較したところ， 3OHKA は KA より有
意に分化活性が高い結果が得られた．次に，3OHKA から活性代謝産物がさらに生合成されて
いるか検証するため，3OHKAを Ppcps/ks欠損変異体に投与して，試験したが活性代謝産物の
検出には至らなかった． 
(2)生合成酵素遺伝子の探索 
次世代シークエンサから得られたデータの中から ent-カウレン酸を基質とし得る酵素遺伝子
を数十選抜した．それらに関して組換え酵素を調製し，ent-カウレン酸との酵素反応に供した．
その結果，ある一つの 2-オキソグルタル酸依存性 2原子酸素添加酵素が ent-カウレン酸を基質
として触媒活性を示した．その酵素代謝物は 3OHKAとは異なり，機器分析から同定には至ら
なかった．そこでこの新規 ent-カウレン酸代謝産物の構造を NMR で決定するため，酵素合成
にて mg スケールの代謝物を得ることにした．最終的に各種多次元 NMR で解析することで，
ent-2α-ヒドロキシカウレン酸（2OHKA）であると構造決定した．この 2OHKA を Ppcps/ks
欠損変異体に投与して分化活性を確認したところ，活性を示さなかった．生体内での機能を明
らかにするため，2OHKA 合成酵素，PpKA2ox の過剰変異体と欠損変異体の作出を試みたが，
過剰発現体が得られず，複数の欠損変異体を得るのみであった．この欠損変異体の表現型を観
察すると，赤色光条件で培養すると野生株より細胞が分化する表現型が得られ，それにあわせ
て KA及び 3OHKA量が有意に蓄積していた．すなわち，PpKA2oxは ent-カウレン酸代謝経路
において不活性化経路で機能していることを示している．  
以上の結果から，ヒメツリガネゴケは ent-カウレン酸以降，GA類を生産しない代わりに 3位
の水酸化によって活性型の 3OHKA が，2 位の水酸化によって不活性型の 2OHKA が生合成さ
れていることが明らかとなった（Miyazaki et al. Mol Plant, 2018）．  
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