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研究成果の概要（和文）： 
	
 トリテルペンの骨格は、鎖状分子オキシドスクアレンが閉環して生成する。多くのトリテル
ペン合成酵素が四環性、あるいは五環性の構造の生成物を与えるに対し、本研究で対象とした
マーネラル合成酵素とアキレオール合成酵素の両酵素はともに一環性の生成物を与える。これ
らの酵素をジオキシドスクアレンが蓄積した酵母で発現させ、両端から環を巻いた新規化
合物を得ることを試みたところ、アキレオール合成酵素を発現させた系で目的化合物と推定
される化合物が TLC で検出された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Skeleton	
 of	
 triterpene	
 is	
 formed	
 from	
 oxidosqualene	
 by	
 triterpene	
 synthase.	
 Many	
 
triterpene	
 synthases	
 give	
 tetra-	
 or	
 penta-cyclic	
 products,	
 while	
 marneral	
 synthase	
 and	
 
achilleol	
 synthase	
 give	
 a	
 mono-cyclic	
 product.	
 In	
 this	
 study,	
 these	
 two	
 enzymes	
 were	
 
expressed	
 in	
 the	
 yeast	
 where	
 di-oxidosqualene	
 was	
 accumulated	
 to	
 obtain	
 a	
 new	
 natural	
 
triterpene	
 with	
 two	
 separate	
 rings	
 which	
 was	
 produced	
 by	
 cyclization	
 of	
 di-oxidosqualene	
 
from	
 both	
 ends.	
 TLC	
 analysis	
 showed	
 that	
 the	
 target	
 compound	
 was	
 produced	
 by	
 the	
 
transformed	
 yeast	
 with	
 squalene	
 epoxidase	
 and	
 achilleol	
 synthase	
 genes. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 天然物有機化合物（以下、天然物）は、構
造多様性を有し、様々な分野で有用性が大き
い。薬学において天然物は医薬品のシーズと
して極めて重要である。先人たちはこれまで

多種の天然物を発見し、医薬品開発へ大きな
貢献を果たしてきた。引き続き私たちは、ガ
ンなどの難治疾患を解決するため、また、生
活習慣病などの新たな疾患の治療のために
新規天然物の探索を継続する必要がある。し
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かし、新規天然物の発見は材料への依存度が
高く、地球の資源は有限であるため、従来の
手法では、天然物にどんなに構造多様性があ
るとしても将来にわたっての継続的な新規
天然物の発見は難しい。このような閉塞的状
況を打開するには、何らかの手法で天然物の
構造多様性を拡大する必要がある。 
	
 天然物は生物の中で酵素反応により生合
成される。近年の分子生物学の進歩により、
「遺伝子を異種生物で発現させてタンパク
質を得ること、遺伝子に変異を導入して、改
変タンパク質を得ること」が可能になった。
これらの手法を天然物研究に応用すれば、
(1)特定の酵素を大量に得て、特定の天然物
を酵素合成すること(2)異種発現系を天然物
の大量生産系に利用すること(3)酵素機能を
変えて新しい天然物を創りだすこと(4)	
 複
数の生合成酵素を組み合わせて非天然型生
合成系を再構築し、新規天然物を創りだすこ
と(5)機能未知の酵素遺伝子を発現させて新
しい天然物を作り出すことなどが可能とな
る。すなわち、これらの手法により「生合成
の人為的制御による天然物の構造多様性の
拡大」が可能となる。 
	
 本研究ではトリテルペンを対象化合物と
した。トリテルペンは、主に植物に分布し、
タラキサステロールの抗発ガン活性、ベツリ
ン酸の抗 HIV 活性、ジンセノサイド Rg3 の抗
腫瘍活性など様々な生物活性をもち、医薬品
のシーズとして魅力的な化合物群である。	
 
	
 天然のトリテルペンの構造多様性は、骨格
構造による多様性、酸素官能基導入により生
じる多様性、糖付加による多様性の 3要素か
ら構成され、これまで単離されてきた数以上
にその潜在的構造多様性は膨大である。本研
究においては、改変酵素の作成、シュード遺
伝子として存在する生合成酵素遺伝子の完
全型への改変、生合成酵素の非天然型組み合
わせによる非天然型トリテルペンの創出な
どによりトリテルペンの構造多様性の人為
的拡大を図ることを当初の目的とした。	
 
 
２．研究の目的 
	
 本成果報告書においては、当初の目的のう
ち重点的に行った「生合成酵素の非天然型組
み合わせによる非天然型トリテルペンの創
出」について報告する。	
 
	
 トリテルペンの骨格は、鎖状分子オキシド
スクアレンが閉環して生成する。この反応を
触媒する酵素は、共通の基質の名称に基づき
オキシドスクアレン閉環酵素、生成物の総称
に基づきトリテルペン合成酵素、あるいは特
定の生成物の構造に基づきβ−アミリン合成
酵素などと呼ばれている。天然に存在するト
リテルペンは大部分がオレアナン骨格を有
しており、この骨格はβ−アミリン合成酵素
により作り出されている。このβ−アミリン

合成酵素は、1998 年に本申請者により世界で
初めてオタネニンジンからクローニングさ
れた。その後、本申請者を含め複数の研究グ
ループにより 30 種を超えるトリテルペン合
成酵素がクローニングされている。	
 
	
 本研究では、それらトリテルペン合成酵素
の中で、マーネラル合成酵素とアキレオール
合成酵素に着目した。多くのトリテルペン合
成酵素が四環性、あるいは五環性の構造の生
成物を与えるに対し、本研究で対象とした両
酵素はともに一環性の生成物を与える。	
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 オキシドスクアレンは一方の末端にエポ
キシ基を有しており、このエポキシ基にプロ
トネーションすることにより酵素反応が開
始される。植物の細胞内での反応では、これ
らの酵素の基質はオキシドスクアレンであ
り、生成物は一方の末端から環を巻いたもの
である。しかし、もしマーネラル合成酵素、
あるいはアキレオール合成酵素がジオキシ
ドスクアレンと反応し、両端から環を巻いた
ならば、新規天然物を作り出すことができる。	
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 現在まで、ジオキシドスクアレンが植物の
細胞内に存在することは報告されていない
が、オキシステロールの生合成に見られるよ
うに動物の細胞内には、その存在が知られて
いる。また、ラノステロール合成酵素欠損酵
母株に、ジオキシドスクアレンが蓄積するこ
とが知られている。スクアレンエポキシダー
ゼをさらに過剰発現させれば、ジオキシドス
クアレンの蓄積量が増大するはずである。そ
こで、スクアレンエポキシダーゼを過剰発現
させたラノステロール合成酵素欠損酵母株
で、マーネラル合成酵素、及びアキレオール
合成酵素を発現させ、新規天然物創出を試み
ることにした。また、マーネラル合成酵素と
アキレオール合成酵素を共発現させること
により２種の異なった環をもつトリテルペ
ンの創出をも目指した。	
 
 
３．研究の方法	
 
	
 	
 アキレオール合成酵素、及びマーネラル
合成酵素は、それぞれセイヨウタンポポ
(Taraxacum	
 officinale)、及びシロイヌナズ
ナ(Arabidopsis	
 thaliana)由来のものを用い
た。これらの酵素の遺伝子は既にクローニン
グされており、酵母発現ベクターpYES2 に組
み込まれている。pYES2 を用いた発現系では
発現できる外来遺伝子は１種に限定される
ので、本研究では２種の外来遺伝子を発現さ
せることができる酵母発現ベクター
pESC-URA を用いることにした。また、スクア
レンエポキシダーゼはデータベースの配列
をもとに酵母(Saccharomyces	
 cerevisiae)よ
りクローニングすることにした。	
 
	
 まず、スクアレンエポキシダーゼを
pESC-URA に組み込み、pESC-EPOX を構築する。
次に、pESC-EPOX にアキレオール合成酵素、
及びマーネラル合成酵素の遺伝子を組み込
む。また、これらとは独立に、アキレオール
合成酵素とマーネラル合成酵素を pESC-URA
に組み込む。	
 
	
 得られたプラスミドを、ラノステロール合
成酵素欠損酵母株 GIL7 に組み込む。形質転
換酵母を培養し、導入した遺伝子を発現させ、
酵母細胞から生成物を抽出して生成物を単
離、構造決定する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 酵母(Saccharomyces	
 cerevisiae)由来ス
クアレンエポキシダーゼを PCR によりクロ
ー ニ ン グ し 、 pESC-URA	
 に 組 み 込 み
pESC-EPOX を構築した。得られた pESC-EPOX
の塩基配列を決定し、PCR による配列の誤
りが生じていないことを確認した。	
 
	
 pYES2 に組み込まれたアキレオール合成
酵素(TRA)、及びマーネラル合成酵素遺伝子
(MFO)を鋳型に PCR を行い制限酵素サイト

を導入し、PCR 生成物を上記 pESC-EPOX に
組み込んだ。得られたプラスミドの塩基配
列を決定し、PCR による配列の誤りが生じ
ていないことを確認し、それぞれ、
pESC-EPOX-TRA、pESC-EPOX-MFO と命名した。
同様に、TRA と MFO を pESC に組み込み、得
られたプラスミドの塩基配列を決定し、PCR
による配列の誤りが生じていないことを確
認し pESC-MFO-TRA と命名した。	
 
	
 得られたプラスミドを用いてラノステロ
ール合成酵素欠損酵母変異株 GIL77 を形質
転換した。形質転換酵母を培養し、蓄積物
をそれぞれ TLC で解析した。	
 
	
 pESC-EPOX-MFO、及び pESC-MFO-TRA で形
質転換した酵母からの抽出物には、
negative	
 control と比較して顕著なスポッ
トは検出できなかったが、pESC-EPOX-TRA
で形質転換したものに、目的の化合物と思
われるコントロールには見られない高極性
のスポットを検出した。形質転換酵母を大
量（4L）に培養して生成物の単離を試みた
が、純度の高いものを得ることが出来ず、
構造決定に至っていないが、二環の化合物
は一環の化合物より高極性になり、このス
ポットに対応する化合物は目的の二環の化
合物である可能性が極めて高い。現在、培
養法の検討を行っているところである。	
 
	
 いずれの形質転換酵母においても、目的
の生成物が検出できないか、検出できても
生成量は極めて少なかった。原因の一つと
して、形質転換酵母細胞内に本来の基質で
あるオキシドスクアレンも蓄積しているた
め、本来の基質との反応が優先的に進行し
一環の生成物のみが生成し、目的の化合物
の生成が進行しなかったことが考えられる。
スクアレンエポキシダーゼとトリテルペン
合成酵素を同時に発現させるのではなく、
スクアレンエポキシダーゼを先行して過剰
発現させ、ジオキシドスクアレンが蓄積し
た状態で、トリテルペン合成酵素を発現さ
せる等の改良が必要であると思われる。	
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