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研究成果の概要： 

ジテルペン化合物は（炭素数 20）、香料、医薬・医薬中間体、植物ホルモンなど重要な

化合物を含んでいる。これら化合物の生合成の第一段階は、環化酵素が直鎖状の基質であ

るゲラニルゲラニル 2リン酸の末端オレフィンをプロトン化、または 2リン酸を脱離する

ことによってカルボカチオンを生成することから始まる。最終的にカルボカチオンが捕捉

中性化されるまで、各環化酵素特有のカチオン中間体を経る反応が順次進行し、多種多様

なイソプレノイド骨格へと導かれる。反応の第一段階が共通であるにもかかわらず、最終

的に多様な骨格を持つ化合物が生成する事実は、環化酵素の特定アミノ酸残基のみが反応

に関与するのではなく、酵素全体のアミノ酸残基が種々のカルボカチオン中間体の生成に

関与することを示唆する。従って、これら環化酵素の構造機能相関解析を行うことにより、

任意の段階でカルボカチオンが捕捉中性化された化合物の生成を制御できる可能性があ

る。しかし環化酵素に関しては、真核生物を材料に用いた場合、酵素調製が難しいことな

どから一部の酵素を除いて殆ど解析が行われていない。 

このような背景下、筆者は原核生物と真核生物起源のイソプレノイド生合成遺伝子を多

数取得しており、今回、（１）お米由来の 2 つの ent-copalyl diphosphate 生合成酵素、

（２）原核生物の Nocardia 属放線菌が生産するジテルペン化合物、brasilicardin A 生合

成遺伝子クラスターの取得、（３）原核生物の Streptomyces 属放線菌により生産されるテ

トラテルペン化合物（KS-505a）生合成遺伝子クラスターの取得とこれらの機能解析を行

った。 
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研究開始当初の背景 

イソプレノイド環化酵素の反応機構に関

しては、炭素数 30 のトリテルペン環化酵素

を用いて詳細な研究が行われている。しかし

ながら炭素数 20 のジテルペン化合物、およ

び炭素数 40 のテトラテルペン化合物は、こ

れまでに取得されている遺伝子が少ないこ

とから、トリテルペンのような詳細な解析は

なされていない。ジテルペンでは、植物ホル

モンであるジベレリンの生合成に関与する

ent-copalyl diphosphate（e-CDP）生合成酵

素と ent-kaurene生合成酵素の遺伝子がカビ

と植物から、抗がん剤として開発が進められ

て い る taxol の 生 合 成 中 間 体 で あ る

taxadiene 生合成酵素がいちいの木から、

abietadiene 生合成酵素がもみの木から、

aphidicolan-16 beta-ol生合成酵素がカビか

ら、また、つい最近、お米の phytoalexins

の生合成に関与するジテルペン環化酵素が

相次いで同定されたが、未だに数えられる程

度の取得例しかない。しかも、これらの殆ど

は、定性的には組換え酵素を用いて触媒する

反応が明らかにされているが、詳細な酵素学

的諸性質についてはジベレリン生合成酵素

と abietadiene生合成酵素を除くと不明なま

まである。さらにテトラテルペンにいたって

は真核生物、原核生物を問わず全く報告例が

無い。 

 

研究の目的 

  このような背景下、筆者は、真核生物の

お米と原核生物の放線菌から種々のジテル

ペンおよびテトラテルペン生合成遺伝子を

取得していることから、今回これらの機能解

析を行った。 

 

研究の方法 

  （１）既得のお米由来の 2 つの

ent-copalyl diphosphate 生合成酵素を組換

え酵素として発現させ、詳細な酵素学的諸性

質の違いを調べた。（２）原核生物の Nocardia

属放線菌が生産するジテルペン化合物

brasilicardin A の生合成遺伝子を取得し遺

伝子破壊を行った。（３）原核生物の

Streptomyces 属放線菌が生産するテトラテ

ルペン化合物（KS-505a）の生合成遺伝子の

取得も行い、遺伝子破壊を行った。 

 

研究成果 

（１） お 米 は phytohormone で あ る

gibberellin と phytoalexins である

oryzalexin や phytocassane の生合成の

ための 2 つの ent-copalyl diphosphate 

生 合 成 酵 素 （ 各 々 OsCPS1 と

OsCPS2/OsCyc2）を持っている。これらの

酵素を組換え酵素として発現させ、酵素

学的な両者の違いを詳細に検討した。そ

の結果、至適ｐH・温度、2価金属要求性、

基質であるゲラニルゲラニル 2 リン酸に

対する Km、Vmax 等はほとんど同じであっ

たのに対し、基質阻害は OsCPS1 が 50–60 

μM で 阻 害 を 受 け た の に 対 し 、

OsCPS2/OsCyc2 は本濃度では影響を受け

なかった。また環化酵素阻害剤である

Amo-1618 に対して OsCPS1 はより強い感



受性を示した。 

（２） 原核生物の Nocardia 属放線菌は、

類縁の Streptomyces 属細菌には見られ

ない特異的な構造を持つ二次代謝産物を

生産する。中でも、千葉大学真菌医学研

究所の三上 襄教授らにより取得された

ジテルペン化合物 brasilicardin A は、

ジテルペン骨格に芳香環、L-rhamnose と

アミノ酸誘導体が付加したユニークな構

造を有し、その生理活性も特異であるこ

とから医薬のリード化合物として有用で

ある。従って、その生合成遺伝子を取得・

改変する事により新規な関連化合物の生

産を誘導することは大変興味深い。そこ

でこれまでに、brasilicardin A 生産菌

である Nocardia brasiliensis IFM 0406

株から、ジテルペン化合物の共通出発原

料であるゲラニルゲラニル 2 リン酸を生

成する酵素（イソペンテニル 2 リン酸を

4つ縮合し、炭素数 20 の直鎖状前駆体を

生成する）遺伝子を取得し、その周辺領

域を探索することにより、brasilicardin 

A 生合成遺伝子クラスターと推定される

DNA 断片を取得している。今回、この中

の環化酵素遺伝子を破壊することにより、

これら遺伝子群が実際に brasilicardin 

Aの生産に関与することの証明を試みた。

通常、放線菌の形質転換はプロトプラス

ト・PEG 法で行われるが、Nocardia 

brasiliensis IFM 0406 株はプロトプラ

スト化が困難なため接合による遺伝子導

入と相同組換えによる遺伝子破壊を行っ

た。DNA 断片中、環化酵素遺伝子のみを

thiostrepton耐性遺伝子で置換したのち

接合ベクターに導入した。接合後

thiostrepton耐性株を取得しPCRで確認

した結果、何れの耐性株も予想通り環化

酵素遺伝子のみが thiostrepton 耐性遺

伝子と置換されていた。そこでこれらの

破壊株を培養した結果、brasilicardin A

の生産性は消失していたことから上記環

化酵素遺伝子が brasilicardin A の生産

に関与することを証明できた。 

（３） ジテルペン化合物の生合成研究に

加え、以下に述べるユニークな構造を持

つテトラテルペン化合物（炭素数 40）で

ある KS-505a の生合成遺伝子の取得も行

った。原核生物である Streptomyces 属放

線 菌 に よ り 生 産 さ れ る KS-505a 

(longestin)は、多環性テトラテルペン骨

格にメチルグルクロン酸とスクシニル安

息香酸が付加したユニークな構造を有し

ている。その生合成機構を知る第一歩と

して生合成遺伝子群の取得を試みた。最

初に C40 の基質を供給するオクタプレニ

ル 2 リン酸（OPD）生合成酵素遺伝子を

PCR で取得し、次いでその周辺領域を探

索した結果、24 からなる遺伝子群を見出

した。その中の OPD の環化に関与すると

推定される遺伝子を破壊した結果、

KS-505a の生産性を失ったことから、こ

れら遺伝子群が実際に KS-505a の生合成

に関与していると推定された。 
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