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研究成果の概要（和文）：研究者らが構造決定したヒメツリガネゴケ分化制御物質自身が活性本体であることの
実証に挑んだ。制御物質の生合成酵素の同定が最重要の課題と捉えて、遺伝子発現状況から有力候補の絞り込み
と、酵母発現系や植物を用いる一過的発現系を種々の確度から検討したが標的の酵素活性は最終的に見出せなか
った。視野を拡大し、絞り込み範囲に従来は含めなかった分子種も検討に加えたところ、1つ以上の分子種から
物質代謝に関与し得る酵素活性を見出した。これらが分化制御物質の生合成に直接関わるか慎重に検討し、各遺
伝子破壊株取得に向けた準備を進める状況にある。

研究成果の概要（英文）：We have planed to elucidate that the endogenous regulator of a moss 
differentiation is physiologically active itself, and challenged to identify its biosynthetic 
enzyme. We narrowed down several candidates for the enzymes, based on the genes expression, and 
examined the all candidates with heterologous expression in the yeasts or plants. Unfortunately, the
 target enzyme activity could not be found in them. So then, we expanded our view points and added 
molecular species that were not previously included. We detected any enzyme activity that could be 
involved in the regulator's metabolism. Now we are in the process of carefully examining whether 
these are directly involved in the biosynthesis and we are preparing the moss strains of which each 
gene is knocked out.

研究分野：天然物生理化学・生物有機化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の進化を論じる上で、高等植物の対極に位置づけて論じられることが多いコケ植物の重要性が一段と認識さ
れるようになってきた。コケ植物はそれ自身がバイオマス素材として注目されるほか、震災発生後は放射能汚染
地域の土地有効活用案として植物工場に注目が集まり、その室内において土に代わる素材としても有用視されて
いる。コケ原糸体の分化制御は、栄養生長から生殖生長への切り替えを司ることから研究者らがその構造を解明
した生理活性物質の量的制御が人為的に可能となれば、コケ植物の産業活用の観点からも多大な貢献が期待され
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 
 
2010 年、本研究を組織する 3 研究者らはコケ植物の生活環に作用する分化促進物質として、ent-
カウレン酸を経由する未同定生理活性物質の存在を報告した。すなわち、このコケ植物には植物
ホルモン・ジベレリンの生合成中間体と位置づけられる上記 ent-カウレン酸までの合成能力が
あるものの、以降の代謝に必要な酵素群が欠けており、現に生体内からはジベレリンが検出され
ず、おそらく無い可能性が濃厚である。それにも関わらずジベレリン合成経路を途中で遺伝的ま
たは化学的に遮断した結果、当該コケ植物の分化に影響が生じた。そして、ジベレリン投与でこ
の影響は回復しないが、生合成中間体 ent-カウレン酸の投与ならば完全に回復した。これを根拠
として「ジベレリンとは構造の異なる ent-カウレン酸代謝物が当該コケ植物の分化制御に関わ
る」ことを報告した。これを受け、ent-カウレン酸欠損変異体に ent-カウレン酸を投与して回復
の兆しを見せる個体群を集め、逆相 HPLC 上で ent-カウレン酸と保持時間の異なる回復活性画
分を見出し、安定同位体標識 ent-カウレン酸と LC-MS/MS を駆使した ent-カウレン酸代謝物の
追跡、GC/MS あるいは NMR を用いた構造解析、さらに遺伝子の発現解析を通じて活性本体と
目される物質の分子構造を特定した。ただし、この段階において研究者らが構造を決定した物質
が生理作用を直接及ぼす活性本体であると断定するには時期尚早であり、さらに別の物質へ向
かう生合成中間体である可能性を排除するものではなかった。よって、この物質自身が生理活性
を持ついわゆる活性本体であることを確定することが最も重要な課題であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、構造を決めたコケ内在性分化誘導物質の生合成酵素あるいは受容体を特定し、
この物質がコケの分化制御に直接関わる活性本体であることを確定させることである。 
 
３．研究の方法 
 
目的の達成に向けて以下のアプローチを展開した。酵母を用いた異所発現系、および、植物にお
ける一過的発現系を利用して、網羅的解析の結果から入手したコケ遺伝子に関する発現応答状
況に基づき、生合成酵素候補として絞り込んだ各遺伝子からのリコンビナント調製を展開し、
GC/MS を用いた酵素活性の検出を試みた。加えて、構造を決めたコケ内在性分化誘導物質それ
自身が思惑どおり生理活性本体であるとするならば、その生合成酵素は「最終活性化酵素」と表
現することができる。従って、この酵素の遺伝子破壊株は当該分化誘導物質の生産能が激減する
と予想され、また、ent-カウレン酸投与では当該物質が正常に生合成されないことから明瞭な回
復応答を示さないとの予想を立てた。そこで、候補遺伝子の破壊株を順次作出した。継代過程に
おいて、分化過程の進行状況にわずかであっても影響が生じたものを残し、ent-カウレン酸投与
による回復試験を実施した。うち 2 株については、明瞭な回復が認められなかったことから、
LC-MS/MS を用いて当該物質および関連物質の内生量を測定して当該物質の低下が確認される
か検討した。他方、分化制御に関わるコケ内在性分化誘導物質に対する受容体を生化学的に特定
し、そのリガンド選択性を直接調べることにより「当該物質＝生理活性本体」を明らかにするア
プローチも展開した。分化制御に関わる受容体候補分子検出のため、既に選抜済みの人工的分化
誘導化合物の構造類縁体を調製し、投与効果を調べて構造−活性相関情報を蓄積した。光親和標
識能付与を視野に入れた構造類縁体を調製してコケ変異体に投与し、生理活性強度の評価まで
は到達した。結局、光親和標識体の調製には至らず、受容体候補断片の配列解析、受容体候補の
遺伝子破壊株の作出等はできなかった。 
 
４．研究成果 
 
研究グループによりその分子構造が決定されたコケ内性物質(Mol Plant, 2018)について、ヒメ
ツリガネゴケの分化制御を司る生理活性本体であることを明らかにすることを本研究の主眼に
据えてきた。最終年度に向けた本研究の推進効率化向上のため、受容体候補の生化学的同定用プ
ローブ合成については展開規模を縮小した。その代わり、原糸体の分化を促すコケ内性物質こそ
がヒメツリガネゴケで機能する生理活性本体であることの確証を得るアプローチに集中する体
制をとった。このアプローチでは、分化を促すコケ内性物質の生合成酵素遺伝子の同定が成否の
カギとなっており、以前に実施した網羅的発現解析等の結果に基づいて遺伝子発現状況の比較
から有力な候補遺伝子を絞り込み、これらを対象に酵母を用いた発現系を検討した。また本年度
から新たに植物を用いた一過的発現系も検討したが、最終的に標的とする酵素活性を見出すこ
とはできなかった。次世代シーケンサによる発現解析結果を用いて効率良い候補の絞り込みを
達成したにも関わらず、未だ分子の特定までは至らず、「異所発現させた当該物質の生合成酵素



 

 

は活性維持が難しい分子」と推測している。これらの状況から期中において絞り込みの視野を拡
大し、これまでは生合成酵素遺伝子の候補絞り込み範囲に含めていなかった分子種についても
検討に加え吟味したところ、1 つ以上の分子種がコケ内性物質の代謝変換に関与し得る酵素活性
を持つことを見出した。これらが活性本体と目するコケ内性物質の生合成・代謝に直接関わるも
のであるか慎重に検討を加えるとともに、各遺伝子破壊株の取得に向けて準備を進める状況に
ある。 
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