
富山大学・学術研究部薬学・和漢系・准教授

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）

１３２０１

基盤研究(C)（一般）

2020～2018

アルザノール生合成経路の完全解明および生物生産プラットフォームの確立

Comprehensive elucidation of the biosynthetic pathway of arzanol to establish 
its microbial production platform

００３０１３４１研究者番号：

田浦　太志（Taura, Futoshi）

研究期間：

１８Ｋ０６７１５

年 月 日現在  ３   ６ １８

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究ではカレープラントが生産する薬効成分アルザノールの生合成に関与する酵素
遺伝子の完全解明を検討した。この結果、アルザノール前駆体の生合成反応を触媒するポリケチド合成酵素およ
びプレニル基転移酵素を初めて同定し、これらの酵母発現系を確立するとともに、組換え酵素を用いたキャラク
タリゼーションにより各酵素反応の生化学的性質を詳細に解明することに成功した。最終ステップを触媒する酸
化カップリング酵素の同定には至らなかったものの、本研究で得られた各酵素はともにPichia pastorisでの大
量発現が可能であり、重要天然物アルザノールの微生物生産に向けた基盤整備を行うことができたと考えてい
る。

研究成果の概要（英文）：In this project, I have attempted comprehensive understanding and 
elucidation of the biosynthetic genes of arzanol, a meroterpenoid with a potent anti-inflammatory 
activity isolated from a medicinal plant Helichrysum italicum. I have successfully cloned genes 
coding for a polyketide synthase named HiPKS1 and a prenyltransferase HiPT2, which are involved in 
arzanol biosynthetic pathway, and characterized their structural and biochemical properties. In 
addition, I  established the heterologous expression system of each biosynthetic enzyme to develop 
the biotechnological production of arzanol. Although I have not identified the enzyme catalyzing the
 final step to synthesize arzanol, I made a considerable progress concerning arzanol biosynthesis 
leading to biological production of this invaluable natural product.

研究分野： 生薬学

キーワード： アルザノール　カレープラント　生合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カレープラントが産生する多様な二次代謝産物の中でも、アルザノールはNF-κBの活性化、TNF-αの放出、
prostaglandin E2の生合成をいずれも阻害することで強力な抗炎症作用を発現するほか、T細胞でのHIV-1の複製
阻害およびがん細胞に対する細胞毒性など種々有用な生物活性を示すことが報告されている。本研究ではアルザ
ノールの生合成に関与するポリケチド合成酵素およびプレニル基転移酵素を初めて同定した。得られた各酵素は
ともにPichia pastorisでの大量発現が可能であり、重要天然物アルザノールの微生物生産に向けた基盤整備を
行うことができたと考えている。

※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 
カレープラント（Helichrysum italicum、図 1）が生産するアルザノール（arzanol）は強力な抗炎

症作用をはじめ、T 細胞での HIV-1 の複製阻害およびがん細胞への細胞毒性など、種々有用な生
物活性を示すことが報告されており、医薬資源として期待される化合物である。しかしながら、
本化合物の効率的な全合成スキームは確立していないのが現状であり、さらにカレープラント
は非常に多様な芳香族化合物を含有するため、植物から本化合物を抽出単離するには複雑な操
作が必要である。このような背景から、バイオテクノロジーによるアルザノールの生産は魅力的
であるが、これを実現するためには生合成メカニズムを解明し、生合成酵素をコードする遺伝子
を網羅的に取得する必要があった。 

 
図 1. カレープラント（Helichrysum italicum） 
 
２．研究の目的 
本研究では、図 2 に示すアルザノール生合成経路の各ステップを触媒する生合成酵素、即ちポ 

リケチド合成酵素（PKS）、プレニル基転移酵素（P T）および酸化カップリング酵素の遺伝子を
初めてクローン化し、その構造機能および生化学的性質を明らかにすることを第一の目的とし
た。またこれを達成した後には、各遺伝子をセットとしてメチロトロフ酵母（Pichia pastoris）に
導入、発現することにより、アルザノールの生物生産システムを構築する計画とした。 なお従
来、アルザノールのようなポリケチドヘテロ二量体を基本骨格とするメロテルペノイドの生合
成研究は前例がなく、本研究により植物生化学の世界で新規性の高い成果が得られることが期
待された。  

図 2. アルザノールの推定生合成経路 
 
３．研究の方法 
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カレープラント若葉のトランスクリプトーム解析:  
カレープラント若葉より mRNA を抽出、精製し、イルミナ社サンプル調製キットにより、cDNA

ライブラリーを調製した。次いで Genome Analyzer IIx を用いたシーケンシングによりショート
リードを取得し、Trinity を用いたアセンブルを行うことで 200bp 以上の cDNA contig 216,863 種
からなるトランスクリプトームデータを構築した。アルザノール生合成経路を構成する PKS、
PT および酸化カップリング酵素の候補遺伝子はトランスクリプトームデータを local DNA 
database とする tBLASTn ホモロジーサーチにより検索した。  
 
組み換え酵素の機能解析に基づく遺伝子同定:  
ホモロジースクリーニングにより得られた各候補遺伝子は PCR 増幅の後、発現ベクターにサブ

クローニングした。PKS に関しては大腸菌を、また PT および酸化カップリング酵素に関しては
Pichia pastoris を宿主として組換え酵素を調製し、各酵素活性を確認することにより目的とする
生合成酵素をコードする遺伝子を同定した。  
得られた各組み換え酵素に関しては基質特異性および反応速度などの基礎的な生化学的性質を

詳細に分析した。以下、各酵素に関する研究成果を報告する。  
 
４．研究成果 
PKS の遺伝子クローニングおよび組換え酵素の生化学的解析 
カレープラントの各組織抽出液を HPLC 分析した結果、アルザノールは若葉で最も蓄積してい

ることを確認した。そこで若葉由来トランスクリプトームデータのホモロジーサーチをもとに、
HiPKS と称する新規 PKS をコードする cDNA をクローン化した。HiPKS は 398 アミノ酸からな
り、植物 PKS においてポリケチド伸長反応に関わる触媒残基 Cys, His 及び Asn は保存されてい
たものの、既知植物 PKS との相同性が 60〜75％と比較的ユニークな配列を有していた。HiPKS
の構造的特徴を検討するため、構造機能研究が詳細に行われている Medicago sativa 由来カルコ
ン合成酵素（CHS）の結晶構造を鋳型として分子モデルを作製し、比較した結果、活性部位を構
成するアミノ酸残基のうち CHS の Ser338 が HiPKS では Trp に置換しており、これにより内部
ポケットの容積が大きく減少することから、本酵素は植物に普遍的に存在する CHS とは異なる
触媒活性を示すものと推察した。 
大腸菌で発現した組換え HiPKS について Ni Sepharose クロマトグラフィーによる精製を検討し

た結果、SDS-PAGE 上約 44kDa の単一バンドを示すまで本酵素を精製した。得られた精製酵素
を用いて malonyl-CoA を基質とするアッセイを行った結果、本酵素は主生成物として
phloroacetophenone（PAP）を合成した。またmethylmalonyl-CoAを基質とするアッセイでは methyl-
-pyrone を合成したことから、HiPKS はアルザノールを構成する 2 種のポリケチドの両方を生
合成する PKS と考えられた。なお PAP は古くからポリケチドの一種と推察されてきたが、これ
を合成する植物 PKS を明らかにしたのは初めてである。  
また、アルザノールの微生物生産に向けた第一ステップとして、本研究で得られた Pichia 

pastoris HiPKS 発現株を用いたポリケチドの生産を検討した。この結果、本組換え体はメタノー
ル含有培地での液体培養において、基質の供給なしに PAP を 1mg/L レベルで生成可能であると
いう驚くべき結果が得られた。以下に述べる通り、酸化カップリング酵素が得られていない現状
ではあるが、本組換え Pichia はアルザノール関連化合物の微生物生産プラットフォームとして
有用と考えられる。 
  
PT の遺伝子クローニングおよび組換え酵素の生化学的性質 
カレープラントのトランスクリプトームデータに対し、シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) 

由来 AtVTE2-1 をクエリーとしてアルザノール生合成に関与する PT 候補遺伝子 (HiPT1〜4) を
スクリーニングした。これらの組換え酵素を Pichia pastoris において異種発現し、ミクロソーム
画分を用いて酵素活性を確認した。PAP および DMAPP を基質とした酵素反応の結果、いずれの
候補 PT を用いた場合でも 3-prenyl-PAP の生成が確認された。その中でも、HiPT2 は非常に高い
ジメチルアリル基転移活性を有しており、定量分析の結果、他の候補 PT と比較して 40 倍以上
高い比活性が確認された。このことから、HiPT2 がアルザノール生合成に関与する PT であるこ
とが示唆された。 

PAP を含む 12 種の芳香族化合物を用いた酵素反応の結果、芳香族基質に対する HiPT2 の厳密
な基質特異性が明らかになり、また本酵素の基質認識にアセチル基が必要であることが示唆さ
れた。次いで炭素数 5〜20 のプレニル基質を用いた酵素反応の結果、本酵素は DMAPP の他に
GPP も受容し、3-geranyl-PAP を合成した。反応速度解析の結果、本酵素の DMAPP に対する触
媒効率は GPP に対する値と比較して有意に高く、カレープラントにおいて本酵素が DMAPP を
優先的に利用していることが推察された。なお、HiPT2 分子モデルに対するドッキングシミュレ
ーションにおいて、GPP は HiPT2 の活性中心に結合可能であるが、PAP との反応点の距離が比
較的遠位になることが示唆された。 
予測されたトランジットペプチド領域を含む 52 アミノ酸残基と GFP の融合タンパク質の一過

性発現をタバコ（Nicotiana benthamiana）の葉で行った結果、融合タンパク質の大部分は葉緑体
に輸送された。従って HiPT2 は主にプラスチドで機能し、MEP 経路由来のプレニル基質を利用
することが示唆された。以上のように本研究ではアルザノール生合成経路で機能する HiPT2 を



同定し、その機能解析に成功した。 
 
酸化カップリング酵素の探索 
次いで、アルザノールを生成する酸化カップリング酵素の探索を検討した。本推定反応のよう

に分子間メチレン架橋形成を触媒する酸化酵素は未知であるが、植物二次代謝において、酸化的
な分子内メチレン架橋形成を触媒するベルベリン架橋酵素（BBE）と類似した構造の酵素である
可能性を想定し、カレープラント若葉のトランスクリプトームデータより、9 種の BBE ホモロ
グをセレクトした。これらの cDNA 全長を PCR 増幅し、発現ベクターpPICZA に組み込んだ後、
Pichia pastoris に導入した。得られた組換え体についてメタノールを含む培地で液体培養して組
換え酵素の発現を誘導し、細胞抽出液および培養上清を用いたアッセイを行った。しかしながら、
9 種の組換え体いずれを用いた場合も、アルザノールを生成する活性を見出すことができなかっ
た。このことから、アルザノールの生合成には BBE 以外の酵素が関与すると推察した。また一
方、アルザノールの生合成機構に関してはホルムアルデヒドを媒介とした非酵素反応による生
成メカニズムも提唱されている（Appendino et al., J Nat Prod 70:608–612, 2007）。このような非酵
素的メチレンカップリング反応はスイートクローバーにおけるジクマロール生成反応において
進行することが知られており、アルザノール生合成が非酵素的に進行する可能性について検討
が必要と考えている。 
以上のように本研究ではアルザノール生合成経路を構成する HiPKS および HiPT2 遺伝子を初

めて同定し、それらの生化学的性質を詳細に解明した。これらアルザノール前駆体の生合成酵素
は、いずれも Pichia を宿主として大量発現可能であり、アルザノール生物生産に向けた技術基 
盤を確立することが出来たと考えている。 
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