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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒカゲノカズラ科植物オニトウゲシバに内生する糸状菌 (Paraboeremia
 sp. Lsl3)より、紫外線照射による変異誘導株を作出することで、アルツハイマー病改善薬の候補化合物である
huperzine Aの潜在的な生産能力を覚醒させることに成功した。また、同化合物の生産調節機構を解明する手が
かりとして、Lsl3株の分子遺伝学実験を行うためのシステムを整備し、さらに同菌株の全ゲノム配列の解読に成
功した。

研究成果の概要（英文）：An ultraviolet-irradiated strain of Paraboeremia sp. Lsl3, a Lycopodiaceae 
plant-derived endophytic fungus was successfully prepared, and the potential production ability of 
huperzine A, a candidate natural product of Alzheimer’s disease treatment, has been proved. 
Furthermore, a facile gene manipulation system of Lsl3 strain was established, and the whole genome 
sequence has been completed.

研究分野： 天然物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アルツハイマー病改善薬候補であるhuperzine Aは、植物により生産される有効成分であることで知られるが、
その生産メカニズムはいまだ明らかにされていない。本研究では、新種の植物内生糸状菌がhuperzine Aを潜在
的に生産する能力を持つことを証明し、同菌の遺伝子実験システムを整備することで、生合成機構の解明に向け
て大きく前進することができた。このことは、huperzine Aの大量生産システム構築への足がかりにもなり、医
薬品開発における新しい供給戦略となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Huperine A (HupA)は、ヒカゲノカズラ科植物により生産されることで知られるアルツハイ
マー病の改善薬候補である。HupA は、植物内でごく微量にしか生産されないことから、医薬品
開発を指向する上で、新しい大量生産法の確立が期待されている。近年、抗がん剤 paclitaxel に
代表される植物由来の有用成分を内生糸状菌が生産することが報告されており、植物内生糸状
菌が新たな医薬資源として注目を集めている。研究代表者は、これまで HupA を生産する糸状
菌の発見に成功した一方で、同菌株が安定的に化合物を生産しないという課題に直面していた。 
 
２．研究の目的 
HupA 生産菌に紫外線照射することで遺伝子変異株を作出し、化合物生産性の回復を目指した。
さらに、同糸状菌株の遺伝子実験システムの整備ならびに全ゲノム配列の解読を行い、HupA の
生産調節メカニズム解明のための研究基盤確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 紫外線照射による変異株誘導と代謝物分析。 
HupA 生産菌 Paraboeremia sp. Lsl3 の菌糸よりプロトプラストを誘導し、これに紫外線を一定
時間照射することで遺伝子変異株を作出した。得られた変異株をメタノールで抽出後、分配によ
り得られて塩基性画分について、MS および LC-MS 分析を行った。 
 
(2) 目的化合物を生産するヒカゲノカズラ科植物の探索 
代謝物分析により、Lsl3KI076 株が Lycopodium アルカロイドを生産していることが明らかとな
った。生産化合物の同定を行ったところ、同化合物は、既知化合物に該当しなかったため、9種
のヒカゲノカズラ科植物のアルカロイド画分について、LC-MS 分析を行った。 
 
(3) Phlegmariurus nummulariifolius の抽出分離 
P. nummulariifolius の全草をメタノールで抽出分配後、得られた塩基性画分をアミノシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーおよび逆相 HPLC で分離精製を行った。単離した目的化合物の構造
を NMR 等の各種スペクトルデータにより解析した。 
 
(4) Lsl3KI076 株による生産化合物の同定 
P. nummulariifolius より単離した 12-epi-lycopodine を標品として、Lsl3KI076 株の塩基性画
分を LC-MS 分析した。 
 
(5) Lsl3 株の形質転換条件の検討 
菌糸前培養培地、菌糸量、細胞壁溶解酵素組成、酵素処理時間およびプロトプラストのろ取法に
ついて検討を行い、Lsl3 株のプロトプラスト誘導条件を最適化した。さらに、ハイグロマイシ
ン B耐性遺伝子発現ベクターを構築後、プロトプラスト-PEG 法により、Lsl3 株の形質転換を試
みた。 
 
(6) Lsl3Δku 株の作出 
Lsl3 株のゲノムより、非相同末端結合修復に関与する ku 遺伝子と高い相同性を示す PABO_00870
を見出した。PABO_00870 の外領域の配列を PCR により増幅後、ハイグロマイシン B 耐性遺伝子
を挟む形で、出芽酵母の相同組換えにより、ku 遺伝子破壊ベクターを構築した。作成した遺伝
子破壊ベクターを制限酵素処理後、Lsl3 株の形質転換を行った。さらに、得られた形質転換体
よりゲノム DNA を抽出し、PCR により遺伝子破壊の確認を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Lsl3 株の紫外線照射による変異誘導により、1,267 株の遺伝子変異株を作出した。得られた
遺伝子変異株の代謝物分析を行った結果、Lsl3KI076 株において、Lycopodium アルカロイドの生
産が示唆された。続いて、生産化合物の同定行った結果、Lsl3KI076 株は、huperzine A および
lycopodine と共に、天然物として初の報告となる 12-epi-lycopodine を生産することを明らか
にした。 

図 1. Paraboeremia sp. Lsl3KI076 により生産された Lycopodium アルカロイドの構造 

N

O

HupA

N

O

NH
O

lycopodine 12-epi-lycopodine

NH2



(2) Phlegmariurus nummulariifolius より、5種の新規アルカロイド phlenumdine A−E を単離
構造決定した。また、Lsl3 株により生産される 12-epi-lycopodine の生物活性について評価し
た結果、同化合物の誘導体である 12-epi-lycopodine-N-oxide が、インターロイキン-10 により
誘導されるヒト単球由来マクロファージの CD163 発現に対して抑制効果を示すことを明らかに
した。同抑制効果は、P. nummulariifolius より単離した phlenumdine A、Eおよび hupermine A
についても有意に認められた。  

図 2. P. nummulariifolius より単離した Lycopodium アルカロイドの構造 
 
(3) Lsl3 株は、分生子を形成しないため、形質転換が困難な菌株であったが、プロトプラスト
誘導条件を検討した結果、検討前と比較して約 10 倍量のプロトプラスト化に成功し、プロトプ
ラスト-PEG 法による形質転換実験を可能とした。 
 
(4) Lsl3 株の遺伝子ターゲティングを可能とするため、ku70 遺伝子と相同性の高い PABO_00870
の破壊を試みた結果、96株の形質転換体のうち 1株のみにおいて、ku遺伝子の破壊が確認され
た。 
 
(5) 本研究では、紫外線照射による植物内生糸状菌の Lycopodium アルカロイド生産性回復に成
功した。さらに、Lsl3 のゲノム情報の取得および遺伝子実験システムの整備をはじめ、鍵とな
る研究基盤が確立できたことから、今後、変異箇所の特定および遺伝子破壊実験を継続し、目的
とする化合物生産メカニズム解明の達成を目指す。 
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