
京都先端科学大学・バイオ環境学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３０３

基盤研究(C)（一般）

2022～2018

コナダニ類の脂質代謝に関わる酸化的な炭素鎖短縮反応の分子基盤

Molecular basis of oxidative carbon chain shortening reactions involved in lipid
 metabolism in mites

３０４３４６５８研究者番号：

清水　伸泰（Shimizu, Nobuhiro）

研究期間：

１８Ｋ０５４６８

年 月 日現在  ５   ５   ６

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：コナダニの脂肪酸由来代謝物の生合成に深く関与する新規なBaeyer-Villiger 酸化酵
素（BVMO）の同定を目的とし、粗酵素の遠心分離、塩析、各種クロマトグラフィーによる精製を進めた。それに
並行して本酵素の同定を目指したトランスクリプトーム解析により生合成遺伝子群の絞り込みを行った。コナダ
ニのトランスクリプトーム塩基配列について、既知のBVMOと配列類似性を示すタンパク質を検索したところ、6
種のタンパク質が特有のBVMOモチーフ配列と2カ所のRossmanモチーフ配列をもつことが明らかとなった。候補遺
伝子の酵素機能を調べるため、コナダニからmRNAを抽出し、候補遺伝子をクローニングした。

研究成果の概要（英文）：To identify a novel Baeyer-Villiger oxidase (BVMO), which is closely 
involved in the biosynthesis of fatty acid-derived metabolites in the mite, we purified the crude 
enzyme by centrifugation, salting out, and various chromatographic methods. In parallel, 
transcriptome analysis was conducted to narrow down the biosynthetic gene cluster for the 
identification of this enzyme. A search of mite transcriptome sequences for proteins showing 
sequence similarity to known BVMOs revealed six proteins with unique BVMO motif sequences and two 
Rossman motif sequences. To investigate the enzymatic function of the candidate genes, mRNA was 
extracted from the mites and the candidate genes were cloned.

研究分野： 化学生態学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで微生物を中心に発見されたBVMOが触媒する反応形式は、環状ケトンをラクトンに、あるいは芳香族ケト
ンをエステルに変換するものが大半である。それに比べコナダニ由来の酸化酵素は、アルデヒドを基質として直
接、1炭素短縮したアルコールあるいはギ酸エステルへ変換可能な新規な反応を触媒する。BVMOはケトンのラセ
ミ体からエナンチオ選択的酸化により、光学活性ラクトンあるいはエステルを供給できる点において、特に天然
物や医薬品の有機合成分野で有用な生体触媒になりうる。酵素遺伝子および生成機構の全容が解明できれば緩和
に減炭反応を成し遂げる新たな生体触媒の開発が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
昆虫の長鎖炭化水素はクチクラを防水する役割をもつほか、種内および種間のケミカルコミ

ュニケーションにおいて多様に機能している。無気門亜目ダニ（コナダニ）からも多種の炭化水
素は知られているが、その大部分は昆虫と比較すると炭素鎖が短い（< C20）のが特徴である。
コナダニに最も広く分布する炭化水素は tridecane である。不飽和炭化水素では、(Z)-8-
heptadecene（8-C17）がコナダニ科とヒゲダニ科を中心に、さらに (Z,Z)-6,9-heptadecadiene
（6,9-C17）はコナダニ科を中心に広く分布する。8-C17 はヤケヒョウヒダニの性フェロモンと
して、6,9-C17 はマメコバチの巣に寄生する未記載種 Tortonia sp. の警報フェロモンとして同
定されている。    
不飽和炭化水素 6,9-C17 の前駆体はリノール酸であることが、サトウダニ（無気門亜目サトウ

ダニ科）への同位体標識化合物の投与実験で証明された。それに加えてコナダニはリノール酸の
生合成能をもつことや、数種のダニの警報フェロモン neral [(Z)-3,7-dimethyl-2,6-octadienal] 
が、メバロン酸経路を経由して生合成されることなどが実験的に証明されており、コナダニの分
泌成分に関連した脂質代謝機構が徐々に明らかになりつつある。  
一方で、コナダニの代表的な脂肪族化合物として鎖状ギ酸エステルが同定されているが、生合

成に関する研究はこれまで行われてこなかった。Neryl formate [(Z)-3,7-dimethyl-2,6-
octadienyl formate] はケナガコナダニ（無気門亜目コナダニ科）の警報フェロモンとして 1975
年に報告されて以来、コナダニ科数種で警報フェロモンとして同定されている。Lardolure 
[(1R,3R,5R,7R)-1,3,5,7-tetramethyldecyl formate] はコウノホシカダニ（無気門亜目ホシカダ
ニ科）の集合フェロモンとして同定されたが、サトウダニ、ムギコナダニ（無気門亜目コナダニ
科）、ケナガコナダニでも誘因活性を示すことが判明している。 
 
２．研究の目的 
 
我々の先行研究において、コナダニ科の未記載種 Sancassania sp. sasagawa（無気門亜目コ

ナダニ科）の主要分泌成分として 2 種のギ酸エステル(Z,Z)-8,11-heptadecadienyl formate（8,11-
F17）と(Z)-8-heptadecenyl formate（8-F17）を同定した。二重結合位置をもとに、8,11-F17 の
生合成の前駆体はリノール酸で、8-F17 の前駆体はオレイン酸と推測することができる。本種ダ
ニで見つかる不飽和炭化水素 6,9-C17 と 8-C17 の生合成前駆体もそれぞれリノール酸とオレイ
ン酸であることを考え合わせると、同じ前駆体をもとにギ酸エステルの生成機構を推察するた
めには炭素鎖の短縮およびギ酸エステル化に関する新たな知見を必要とする。すなわち、これま
で昆虫などで報告された炭化水素の生合成機構では、ギ酸エステルの生成機構を推察すること
は困難である。  

Sancassania sp. sasagawa に対して摂食による 13C 標識化合物のトレーサー実験を実施し、
核磁気共鳴分光計（NMR）とガスクロマトグラフィー質量分析計（GC/MS）から得られた 13C 
NMR スペクトルおよび MS スペクトルに基づいて、代謝物であるギ酸エステルの 13C 標識パタ
ーンを決定した。我々はそれらの結果をもとに、脂肪族ギ酸エステルの生合成にはこれまで報告
例のない Baeyer-Villiger 酸化酵素（BVMO）が関与していると仮説を立てた。我々の知る限り、
本反応を触媒する酵素は発見されていない。よって本課題ではコナダニ特有の BVMO の酵素遺
伝子や酵素機能を明らかにし、将来的に産業利用を見据えた高機能な生体触媒の創製を目指し
た。 
また、コナダニで広くフェロモン活性が報告されている neryl formate の生合成について、昆

虫の中でも特にアリ類の報告例を参考にして、ギ酸分子の生合成を同位体標識アミノ酸のトレ
ーサー実験を通して検証を行った。 

 



３．研究の方法 
 
我々が提案するギ酸エステルの生成機構は、脂肪酸（脂肪族アシル CoA）がアルデヒドに還

元された後、Bayer-Villiger 酸化でギ酸エステルが生成する機構である。アルデヒドが直接の生
合成前駆体であることを証明するため、同位体ラベル化アルデヒドを調製してダニへの投与実
験を実施した。しかし、アルデヒドがダニに対して毒性を示し、生育状態が悪化したため、本実
験は断念した。 
そこで、ダニから調製した粗酵素と基質の同位体ラベル化アルデヒドとの変換反応により、

生成物が同位体でラベル化されるかどうかを検証した。反応条件を種々検討した結果、ギ酸
エステルがラベル化されていたことから、本反応の前駆体をアルデヒドと決定した。次のス
テップとしてコナダニ由来の粗酵素の精製およびトランスクリプトーム解析を行った。 
さらに、コナダニで広くフェロモン活性が報告されている neryl formate の生合成につい

て、昆虫での報告例を基にした仮説の検証を行った。特に生体内でのギ酸生成機構に着目し
て、推定した前駆体アミノ酸の摂食実験を通して合成経路の特定を進めた。 
 
４．研究成果 
 
 大量繁殖させたコナダニから粗酵素液を調製して、遠心分離法によって得た沈殿画分に酵素
活性を認めた。酵素活性はリノレイルアルデヒドを基質として加えて 8,11-F17 への変換の有無
で判断した。沈殿画分に Triton X-100 を添加すると酵素が可溶化できたため、膜タンパク質お
よび核タンパク質である可能性が示唆された。硫安による塩析と各種クロマトグラフィーによ
る精製を進めており、アミノ酸配列の決定を行う予定である。 
目的の酵素を同定するもう一つのアプローチとして、トランスクリプトーム解析を行った。本

種ダニのようにゲノム配列の分かっていない非モデル生物でも de novo RNA-seq を行うこと
で、RNA 分子の情報を網羅的に調べることができる。ゲノムに代わるダニのトランスクリプト
ーム塩基配列について、Blast 検索を含めた Gene ontology（GO）解析を行うことで、アノテー
ションを付加することができる。これらの情報をもとに既知の BVMO と配列類似性を示すタン
パク質を検索したところ、6 種のタンパク質が特有の BVMO モチーフ配列と 2 カ所の Rossman
モチーフ配列をもつことが明らかとなった。 
近年、フラビン含有モノオキシゲナーゼ（FMO）も Baeyer-Villiger 酸化を触媒するものが報

告され、BVMO と類似のモチーフ配列をもつことが分かっている。現在、異種発現系により候
補遺伝子の酵素機能を調べるため、ダニから mRNA を抽出し、cDNA を合成後、これをテンプ
レートとして候補遺伝子をクローニングしている。今後、これらをタンパク質発現ベクターに挿
入し、大腸菌にて融合タンパク質を異種発現させる予定である。 
コナダニ由来のモノテルペンはメバロン酸経路を経由することが判明しているため、neryl 

formate 生合成の最終工程である nerol とギ酸との縮合、特にギ酸分子の由来が不明である。昆
虫の中でも特にアリの報告例をもとにギ酸の生合成の検証を行った。コナダニの飼育培地に安
定同位体ラベル化アミノ酸を餌に混合して摂食させた。その結果、投与したアミノ酸はホルミル
化テトラヒドロ葉酸の合成に関与することで、ギ酸の前駆体となっていることが明らかになっ
た。さらに、アミノ酸のカルボキシ基もギ酸の合成に利用されていることが新たに示唆されたこ
とから、昆虫には見られないギ酸の合成経路がコナダニに存在していると考えている。 
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