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研究成果の概要：２つの新規環状 C35 テルペンを発見した。また、環状 C35 テルペンが直鎖

状 C35 イソプレノイドの環化によって生合成されることを証明した。そのような証明が成され

ている天然物は他に例がない。M. chlorophenolicumと M. vanbaaleniiから合計５種類の Z型

プレニル鎖延長酵素遺伝子を見出した。M. vanbaalenii由来の２種類は機能解析でき、各々主

に C35 と C15 を生産することが判明した。
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１．研究開始当初の背景

当初、Mycobacterium 属細菌から１つの新規

環状 C35 テルペンを見出していた。他に C35

テルペン類は発見されておらず、また遺伝子

を含めた生合成研究は殆ど成されていなか

った。
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構造決定した C35テルペンの１つ

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

A B C

A
b

u
n
d

a
n
c
e

o
f

m
/z

4
8

4
in

1

Z型プレニル鎖延長酵素１

始めに読んだ領域

ゲノムウォーキングゲノムウォーキング

Z型プレニル鎖延長酵素２

ゲノムウォーキングゲノムウォーキング

？

？

？

？

始めに読んだ領域

ゲノムウォーキングの概念図

直鎖状C35イソプレノイドの環化による生合

成

２．研究の目的

１）C35 テルペンの探索を行い、新規天然物

を見出す。

２）生合成酵素の遺伝子クローニングを含め

た生合成の解析を行う。

３．研究の方法

１）GC-MS分析で新規C35テルペンを探索し、

大量培養後、各種クロマトグラフィーによっ

て単離する。NMR等によって構造決定する。

２）直鎖状 C35 プレノールから二リン酸体を

合成する。それを基質として M.

chlorophenolicum の無細胞抽出液と反応さ

せ、C35 テルペンが直鎖状 C35 イソプレノイ

ドの環化によって生合成されることを証明

する。

３）Z型プレニル鎖延長酵素遺伝子を縮重プ

ライマーを用いた PCRによってサブクロー

ニングした後、ゲノムウォーキングによって

周辺の上・下流の塩基配列を読み、テルペン

環化酵素を始めとした他の関連生合成遺伝

子を見つけ出す。

４）見出された生合成酵素を pET 系などの

ベクターへ導入し、発現・精製後、各種プレ

ニル二リン酸基質と反応させることで機能

解析する。

４．研究成果

１）マイナー成分と培養定常期以降に生産さ

れる C35 テルペンを単離・構造決定した。以

前見出した C35 テルペンが更に代謝された

構造を持つ新規化合物であった。

２）直鎖状 C35 プレニル二リン酸を無細胞抽

出液と反応させたところ、環状 C35 テルペン

が生産された。直鎖状 C35 イソプレノイドの

環化によって生合成されるテルペンとして

は初めての例となった。

３）M. chlorophenolicum から２種類の Z型

プレニル鎖延長酵素遺伝子を見出し、ゲノム

ウォーキングした。しかし、上・下流から

C35 テルペンの生合成に関係すると考えら

れる遺伝子を見出すことはできなかった。ま

た、ゲノム既知の M. vanbaaleniiからも３種

類の Z型プレニル基延長酵素遺伝子の存在が

確認された。
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４）M. chlorophenolicum 由来の Z型プレニ

ル基延長酵素は発現量が非常に低かったの

で、M. vanbaalenii由来のものを機能解析し

た。１つは主に C35 を生産し、１つは主に C15

を生産し、１つは活性を見出せなかった。
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