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研究成果の概要（和文）：本研究では RT-PCR によりエゾムラサキツツジの抗 HIV 成分ダウリ

クロメン酸の生合成に関与するポリケタイド合成酵素および酸化閉環酵素の遺伝子をクローニ

ングし、大腸菌および酵母で発現した組み換え酵素のキャラクタリゼーションを行うことによ

りこれら酵素の構造及び機能を解明した。さらにダウリクロメン酸生合成経路のプレニル基（フ

ァルネシル基）転位酵素の遺伝子クローニングを検討した結果、EST 解析を基盤とするスクリ

ーニングによりプロトヘムファルネシル転移酵素のホモログを含め数種の候補遺伝子を得るこ

とができた。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, I cloned genes encoding polyketide synthase and 
oxidocyclase that are involved in the biosynthetic pathway of daurichromenic acid , an 
anti-HIV component in Rhododendron dauricum, by means of RT-PCR, and 
characterized bacterially expressed recombinant polyketide synthase and oxidocyclase 
to clarify the structural and functional properties in detail. In addition, I attempted to 
obtain a gene for the prenyltransferase (farnesyltransferase) that synthesizes the 
carbon skeleton of daurichromenic acid by EST analysis, resulting in cloning of several 
candidate genes for the prenyltransferase. Interestingly, one of these putative 
prenyltransferases showed sequence similarity with a farnesyltransferase (protoheme 
farnesyltransferase). 
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１．研究開始当初の背景 

エ ゾ ム ラ サ キ ツ ツ ジ (Rhododendron 
dauricum)が生産するダウリクロメン酸

(daurichromenic acid)は抗アレルギー作用
などの他、強力な抗 HIV 活性（H9 細胞感染
時 EC50 5.67ng/ml）を示すことが証明され
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ている（Kashiwada et al, Tetrahedron 57, 

1559-1563, 2001）。このため、ダウリクロメ
ン酸は医薬リード化合物として注目されて
きたが、実用的な不斉合成法は報告されてお
らず、また、エゾムラサキツツジは本化合物
と類似した化合物を多数含有するため、これ
を植物から単離することも困難である。従っ
て、生合成酵素を用いたダウリクロメン酸の
新規生物生産システムを確立することは、本
化合物の基礎及び応用研究を推進する上で
重要な課題であり、これに取り組むためには
ダウリクロメン酸生合成経路の酵素遺伝子
を網羅的にクローニングすることが必須の
課題と考えられた。 

ダウリクロメン酸の生合成研究は報告さ
れていないが、研究代表者はダウリクロメン
酸の分子構造を考慮し、①まず初めにポリケ
タイド合成酵素により resorcylic acid の一種
であるオルセリン酸（orsellinic acid）が生成
し、②次いでプレニル転移酵素によりファル
ネシル基が転位してグリフォリン酸（grifolic 

acid）が合成され、③最後に、酸化閉環酵素
がファルネシル基を酸化的に閉環してダウ
リクロメン酸が生合成されるという、３種の
生合成酵素が関与する経路を推定した。なお
興味深いことに、本経路は大麻（Cannabis 
sativa）の活性成分カンナビノイドの生合成
経路と類似しており、各反応ステップは分子
進化上関連した酵素により触媒される可能
性が考えられる。 

カンナビノイドの生合成研究は研究代表
者および欧米の数グループにより検討され
ており、カンナビノイド生合成経路のポリケ
タイド合成酵素、プレニル転移酵素および酸
化閉環酵素が、各々カルコン合成酵素ファミ
リー、ubiA プレニル転移酵素ファミリー及び
FAD 依存型オキシダーゼファミリーに属す
る酵素であることが明らかとなっている。 

これら酵素ファミリーの既知酵素は種を
超えて高い相同性を示す事から、ダウリクロ
メン酸生合成経路の各酵素についても、ホモ
ロジーベースの手法により網羅的にクロー
ニングすることが可能であると考えられた。
そこで本研究では酵素ファミリーのホモロ
ジーを利用したRT-PCRあるいはExpressed 

Sequence Tag（EST）解析により各酵素遺伝
子をスクリーニングすることから研究を開
始することとした。 

 

２．研究の目的 

本研究では RT-PCR 法およびエゾムラサキ
ツツジの EST 解析を基盤として、ダウリク
ロメン酸の生合成に関与する三種の酵素、即
ちポリケタイド合成酵素、プレニル転移酵素
および酸化閉環酵素をコードする遺伝子を
すべてクローニングすることを第一の目的
とした。各酵素は既知酵素とホモロジーを持

つものと予想したが、触媒する反応が既知酵
素と異なるものであるため、それぞれについ
て組み換え酵素を発現し、基質特異性や活性
部位の構造機能など生化学的性質を詳細に
解明することを計画した。 

またクローン化した各酵素遺伝子をセット
として酵母細胞などで大量発現させる事に
より、新たなダウリクロメン酸生物生産シス
テムを開発することも当初の研究目的とし
た。 

 

３．研究の方法 

(1) RT-PCRによる候補遺伝子のクローニング 
ダウリクロメン酸は若葉で最も生産され

ているため、若葉より mRNA を抽出し、逆転
写により鋳型 cDNA を調製した。次いで既知
の植物ポリケタイド合成酵素、プレニル転移
酵素および酸化閉環酵素の保存配列を基に
設計したプライマーを用いて PCR を行い、部
分長 cDNA 断片を得た。更に、各々の遺伝子
について 5’RACE及び 3’RACEを行うことで、
全塩基配列を明らかにした。 
(2)EST データ解析による候補遺伝子のクロ
ーニング 
 若葉由来の mRNAから mRNASeqシステム（イ
ルミナ社）の定める方法に従い、増幅および
断片化した cDNA ライブラリーを作製した。
得られたサンプルについてイルミナ社ゲノ
ムアナライザーを用いたショットガンシー
クエンスを行い、配列断片を得た。本データ
につき、各種のソフトウェアを用いたアセン
ブルを行い、数万単位のコンティグを含む
EST データを作成した。このようにして得ら
れたデータベースに関し、カンナビノイド生
合成経路の酵素をはじめとする、既知酵素を
query とする BLAST 検索を行うことで、候補
遺伝子の絞り込みを行った。 
(3)ポリケタイド合成酵素の大腸菌での発現
および機能解析 
（1）の検討で得られたポリケタイド合成酵
素遺伝子 2種について発現ベクターpET24aに
組み込み、大腸菌 BL21(DE3)を宿主として組
み換え酵素を発現し、金属キレートカラムに
より精製した。得られた組み換え酵素につい
て、オルセリン酸前駆体と推察される
acetyl-CoA および malonyl-CoA をはじめ、各
種 acyl-CoA を基質とするアッセイを行い、
生成物を HPLC 分析することにより酵素機能
を検討した。 
(4)酸化閉環酵素の酵母での発現および機能
解析 
（1）の検討で得られた酸化閉環酵素の候補
遺伝子 3 種について発現ベクターpPICZ に組
み込み、メチロトロフ酵母 X-33 を宿主とし
て組み換え酵素を発現した。組み換え体より
得られた菌体抽出液および培養上清につい
て、グリフォリン酸を基質とするアッセイを



行い、生成物を HPLC 分析することにより、
ダウリクロメン酸の合成活性を検討した。 
(5)酸化閉環酵素の酵母での発現および機能
解析 
（2）の EST 解析で得られたプレニル転移酵
素の候補遺伝子について発現ベクターpPICZ
に組み込み、メチロトロフ酵母 X-33 を宿主
として組み換え酵素の発現系を確立した。 
 
４．研究成果 
本研究ではエゾムラサキツツジが生産す

る抗 HIV成分ダウリクロメン酸の生合成酵素
遺伝子の網羅的解明、即ちポリケタイド合成
酵素、プレニル転移酵素及び酸化閉環酵素の
遺伝子クローニングを目的として各種検討
を行い、以下の成果を得た。 
(1)ポリケタイド合成酵素の遺伝子クローニ
ングと機能解析 
各種植物ポリケタイド合成酵素に保存さ

れたアミノ酸配列を基にプライマーを合成
して RT-PCR を行い、次いで RACE 法による遺
伝子 5’及び 3’末端部の増幅を行う事によ
り、PKS1 および PKS2 と称する 2 種のポリケ
タイド合成酵素の cDNAをクローニングした。
これらのうち PKS2 は植物に普遍的に存在す
るカルコン合成酵素と 90%以上のアミノ酸が
一致する高いホモロジーを示したものの、興
味深いことに PKS1 とカルコン合成酵素のホ
モロジーは 60%以下と比較的低く、また活性
部位近傍のアミノ酸に数種の変異が確認さ
れたことから PKS1 はカルコン合成酵素から
進化した新規酵素である可能性が考えられ
た。 
そこでこれらの機能解析を行うため、PKS

遺伝子を pET24a にサブクローニングし、大
腸菌で組み換え酵素を発現して His bind 
resin カラムで電気泳動上単一に精製した。
得られた組み換え酵素について、先ずカルコ
ン合成酵素の基質である p-coumaroyl-CoAお
よび malonyl-CoAを基質とするアッセイを行
ったところ、PKS2 はカルコンを合成したこと
から、本酵素がカルコン合成酵素であること
が 明 確 と な っ た が 、 一 方 PKS1 は
p-coumaroyl-CoA を開始基質として生成物を
与えないことが判明した。 
次にオルセリン酸の生合成基質と推定さ

れる acetyl-CoA および malonyl-CoA を基質
として酵素活性を検討したところ、PKS1 は
derailment product と考えられる triketide
および tetraketide pyrone とともに、オル
セリン酸とその脱炭酸体であるオルシノー
ルを合成することが確認された。オルセリン
酸の生成が確認されたことから、PKS1 はダウ
リクロメン酸の生合成に関与するポリケタ
イド合成酵素である可能性が示唆されたが、
酵素反応の速度論的解析を行った結果、オル
セリン酸合成反応（kcat:1.01/min）に比し

てオルシノール合成反応(kcat:21.8/min)の
方で明らかに反応効率が高いことが確認さ
れた。このことから、酵素反応中に生成した
オルセリン酸の脱炭酸により、オルシノール
が生成している可能性が考えられたが、オル
セリン酸とオルシノールの生成比率は反応
時間によらず一定であったことから、両化合
物は独立的に合成されていることが示唆さ
れた。本酵素がダウリクロメン酸前駆体のオ
ルセリン酸でなくオルシノールを主生成物
として合成した原因についてさらに精査す
る必要があると考えている。 
(2)酸化閉環酵素の遺伝子クローニングと機
能解析 
酸化閉環酵素に関しても同様に、FAD 依存

型オキシダーゼに属する既知酵素の保存配
列を基にした重複プライマーによる PCR及び
RACE 法を組み合わせて検討することで
oxidocyclase 1～3(OC1～3)と仮称する 3 種
の候補遺伝子を得た。OC1～3 はいずれもカン
ナビノイド合成酵素など FAD依存型オキシダ
ーゼと 40%程度のアミノ酸が一致し、またこ
れらに特徴的な FAD 結合モチーフ、さらにシ
グナルペプチドと推察される N末端配列を含
んでいた。 
OC1～3 の機能を明らかにするため、これら

の遺伝子を発現ベクターpPICZ にサブクロー
ニングしてメチロトロフ酵母 X-33に導入し、
メタノール添加条件で培養することにより、
組み換え酵素の発現を誘導した。 
誘導後の菌体抽出液および培養上清につ

いて、ダウリクロメン酸の前駆物質であるグ
リフォリン酸を基質としてインキュベート
し、反応生成物を HPLC 分析した結果、OC1 及
び OC2 の培養上清に、グリフォリン酸のファ
ルネシル基を酸化閉環してダウリクロメン
酸を合成する酵素活性の存在が確認された。
これにより、OC1 および OC2 はダウリクロメ
ン酸を合成する酸化閉環酵素であることが
確認できた。即ち、研究開始当初の予想通り
カンナビノイド合成酵素に類似した FAD依存
型オキシダーゼがダウリクロメン酸の生合
成に関与することを証明することができた。
一方、OC3 に関しては前者 2 種の酵素とアミ
ノ酸が 85％以上一致するにもかかわらずダ
ウリクロメン酸の合成活性を示さなかった。
このことから、本酵素に関しては、酵素活性
に必須なアミノ酸残基に変異を生じている
ものと推察された。 
(3)プレニル転移酵素の遺伝子クローニング 
近年の研究から、微生物や植物に存在する

所謂 ubiA ファミリーに属するプレニル転移
酵素のホモログが植物二次代謝産物の生合
成に関与することが報告されている。そこで
本研究では初めに、既知のプレニル転移酵素
に保存された配列を基に RT-PCR によるプレ
ニル転移酵素の候補遺伝子のクローニング



を検討したが、適切と考えられるクローンを
得るには至らなかった。そこで次に、エゾム
ラサキツツジの EST解析を基盤としてプレニ
ル転移酵素をコードする遺伝子の探索を検
討した。即ち、エゾムラサキツツジ新鮮葉か
ら RNA を抽出し、断片化 cDNA ライブラリー
を調製した後、次世代シークエンサーにより
ショットガンシークエンスを行った。得られ
た短鎖配列について各種ソフトウェアを用
いたアセンブルを行うことで数万単位のコ
ンティグを含む EST データを構築し、既知植
物プレニル転移酵素を要求配列とする BLAST
検索により候補遺伝子を抽出した。この結果、
二次代謝経路のプレニル転移酵素を含め各
種の既知酵素と相同性を持つ候補遺伝子の
配列を 8 種決定することができた。  
なおダウリクロメン酸生合成経路のプレ

ニル転移酵素はファルネシル基を転移する
が、興味深いことに得られた配列のうち一種
は protoheme farnesyltransferase と類似し
た配列を有していた。以上の操作により得た
プレニル転移酵素遺伝子については現在メ
チロトロフ酵母を宿主とする発現系の確立
を検討中であり、組み換え酵素の機能解析に
よりダウリクロメン酸の生合成に関与する
プレニル転移酵素を確定できるものと考え
ている。 
以上のように本研究ではダウリクロメン

酸の生合成に関与するポリケタイド合成酵
素および酸化閉環酵素の遺伝子クローニン
グに成功し、プレニル転移酵素の候補遺伝子
を得ることができた。これらの成果は今後生
合成酵素によるダウリクロメン酸生産シス
テムを構築する上で重要なステップである
と考えている。 
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