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研究成果の概要（和文）：マイコバクテリアの研究から、E 型アリル基質によって C35 と C50の

生成物を作り分ける二機能性 Z 型プレニル鎖伸長酵素を初めて発見した。また、２種類の新規

C35 テルペンを見出すことができ、その構造から E と Z の両プレニル基を還元する酵素の存在

が示唆された。一方、枯草菌の研究から、新型テルペン環化酵素と 5 環性 C35テルペン環化酵

素を in vitro 酵素反応によって同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：A bifunctional Z-prenyltransferase that preferentially synthesize C35 or C50 

products was found from the study on the mycobacterial C35 terpenes. The structure of two novel C35 

terpenes suggested that a prenyl reductase reducing both E and Z prenyl residues was responsible for the 

biosynthesis of C35 terpenes. On the other hand, a novel family of terpene cyclases and 

tetraprenyl--curcumene cyclase from Bacillus subtilis could be identified by the in vitro enzymatic 

reaction. 
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１．研究開始当初の背景 

既存のテルペンの分類に当てはめられな
い環状 C35 テルペンが、マイコバクテリアと
枯草菌から 2008 年に続々と発見された（図
１と２）。それらの細菌内での機能や他生物
に対する活性は殆ど不明であった。また、生
合成酵素に関しても新規性が高く、新型が存
在することが示唆された。 

 
２．研究の目的 

本研究は、新型を含めた C35 テルペン生合

成酵素を発掘し、それを利用して新規 C35 テ

ルペンの探索や生理機能・生物活性の解析を

行うことを目的とする。 
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３．研究の方法 

（１）C35 テルペンの新規生合成酵素の取得  

①マイコバクテリア由来の Z 型プレニル鎖伸

長酵素（Z-PT）とプレニル還元酵素（PR）

の解析：３種類の Z-PT ホモログと２種類

の PR ホモログを pET 系等によって大腸菌

で発現させた後、各種想定基質と反応させ

て C35 テルペンの生合成に関与する Z-PT

と PR を見つける。 

②マイコバクテリア由来の新型 C35 テルペン

環化酵素（Cyc1）の探索：M. vanbaalenii

と M. smegmatis（1 を生産しないゲノム既

知のマイコバクテリア）のゲノム比較を行

い、Z-PT と PR の近傍に位置する遺伝子の

中で M. vanbaalenii にのみ存在するものを

Cyc1 の第一候補とする。候補遺伝子を M. 

smegmatis 発現ベクターpMV261 にクロー

ニングする。M. smegmatis は、4 までは生

合成していることから（図１）、Cyc1 を発

現すると 1 を生産するようになる。もし、

候補遺伝子がハズレだった場合は、M. 

smegmatis へランダムにショットガンクロ

ーニングし、培養した菌体の炭化水素を

GC-MS 分析することによって、Cyc1 遺伝

子を見つけ出す。 

③枯草菌由来の新型 C35 テルペン環化酵素

（Cyc2）の探索：国立遺伝学研究所から枯

草菌遺伝子破壊株ライブラリー（2515 株の

内、最初は機能未知遺伝子の 256 株）を分

譲して頂き、菌体の炭化水素を TLC 分析す

ることで Cyc2 破壊株を探索する。Cyc2 は、

大腸菌でも発現させ、FPP と IPP から E 型

C35 プレニル鎖伸長酵素（E-PT）によって

合成した5との反応によって in vitroでの証

明も行う。 

④枯草菌由来の 5 環性 C35 テルペン環化酵素

（Cyc3）の解析：枯草菌から 6 と 7 を単離

した後、大腸菌で発現させた Cyc3 と反応

させて証明する。 

 

（２）新規 C35 テルペンの探索  

①生合成遺伝子欠損株および遺伝子過剰発

現株を用いた新規 C35 テルペンの探索：マ

イコバクテリアと枯草菌の生合成遺伝子

過剰発現株は、各々、pMV261 と pHT01 に

Cyc1～Cyc3 を導入することで作成する。

また、マイコバクテリアと枯草菌の遺伝子

破壊株は、各々、pYUB854 と pMUTIN に

Cyc1～Cyc3 を導入することで達成する。

遺伝子過剰発現株と遺伝子欠損株の脂質

成分を野生株のものと TLC や LC-MS によ

って比較することによって新規 C35 テルペ

ンを見つける。 

②培養条件の変化によって生産される新規

C35 テルペンの探索：マイコバクテリアと

枯草菌の両者において様々な培養条件を

検討し、C35 テルペンを見出す。新規 C35

テルペンは、大量培養後、単離・構造決定

する。 

③枯草菌以外のバチルス由来の新規 C35 テル

ペンのゲノムマイニング：枯草菌以外の３

種類のバチルスのゲノムから Cyc3 ホモロ

グをクローニングし、大腸菌で発現させた

後、6 や 7 と酵素反応させることによって

C35 テルペンを生産させる（ゲノムマイニ

ング）。新規物質は大量に反応させて単

離・構造決定する。 

 

（３）C35テルペンの生理機能と生物活性の
解析 
①マイコバクテリア由来 C35テルペンの生

理機能の解析：遺伝子過剰発現株と遺伝
子欠損株における環境汚染物質の分解
活性を測定し、野生株のものと比較する。 

②枯草菌由来 C35テルペンの生理機能の解
析：様々な培養条件による定性・定量分
析の結果をもとに解析を進める。 

③C35テルペンの他生物に対する生物活性
試験：抗菌活性試験は申請者自ら行うが、
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それ以外の生物活性試験は外部機関で
行って頂く。 

 
４．研究成果 

（１）C35 テルペンの新規生合成酵素の取得  

①マイコバクテリア由来の Z 型プレニル鎖伸
長酵素（Z-PT）とプレニル還元酵素（PR）
の解析：Mvan_3822 は、GPP から C50 まで
伸長し、FPP と GGPP から C35 まで伸長す
る二機能性酵素であることが判明した（図
３）。また、Mvan_4662 と Mvan_1705 は各々
GPP から C15 と FPP から C20 を合成した。
二機能性および C20を主生成物とする Z-PT

は初めての発見であった。PR に関しては、
発現・可溶化に問題があったため、現在、
別のベクター系を検討中である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

②マイコバクテリア由来の新型 C35 テルペン
環化酵素（Cyc1）の探索：２種類の候補遺
伝子を pMV261 にクローニングし、M. 

smegmatis に導入したが、1 の生産を確認す
ることができなかった。現在、M. smegmatis

へランダムにショットガンクローニング
し、培養した菌体の炭化水素を GC-MS 分
析している。 

③枯草菌由来の新型 C35 テルペン環化（Cyc2）
の探索：枯草菌遺伝子破壊株ライブラリー
の中で 6 と 7 を生産しない株を１つ見出す
ことができた。その遺伝子（cyc2）を大腸
菌で発現させ、FPP と IPP から E 型 C35プ
レニル鎖伸長酵素（E-PT）によって合成し
た5との反応によって in vitroでの証明も達
成した。Cyc2 は既存のテルペン環化酵素の
モチーフが存在しない新しいファミリー
の酵素であり、触媒機構は完全に未知であ
る。また、多くのバクテリアにホモログが
存在している。 

④枯草菌由来の 5 環性 C35 テルペン環化酵素
（Cyc3）の解析：枯草菌から単離した 6 と 7

を大腸菌で発現させた Cyc3 と反応させて、
生成物を単離・構造決定した。その構造は
2010 年に他のグループによって報告された
11 と 12 と一致していた（図４）。11 は立体化
学が不明であったが、初めて決定できた。精   

製酵素を用いた実験でも、7→11 および 6→12

を証明できた。また、Cyc3 はスクアレンと反
応しないと報告されていたが、２環性トリテ
ルペン 13 を生産することが判明した（図４）。
B. megaterium においては、6-12 とともにスク
アレンと 13 を検出することができ、Cyc3 が
二機能を果たしていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

（２）新規 C35 テルペンの探索  

①生合成遺伝子欠損株および遺伝子過剰発
現株を用いた新規 C35 テルペンの探索：枯
草菌の Cyc2 破壊株を解析し、野生株より
も著しく生産が増加した化合物の存在を
HPLC 解析によって確認できた。現在、単
離中である。他の生合成遺伝子欠損株およ
び遺伝子過剰発現株については、現在作製
中である。 

②培養条件の変化によって生産される新規
C35 テルペンの探索：マイナー成分 14 と 15

を単離・構造決定した（図３）。このこと
は、C35 テルペンの生合成において E と Z

の両プレニル基を還元する酵素が存在す
ることを示しており、そのような基質特異
性の酵素は現在知られていない（図３）。
一方、マイコバクテリアが合成培地にて特
異的に生産する新規 C35 テルペンを少なく
とも 10 種類検出することができた。現在、
単離中である。 

③枯草菌以外のバチルス由来の新規 C35 テル
ペンのゲノムマイニング：３種類のバチル
ス由来の Cyc3 ホモログを大腸菌にて発現
させた。１種類については発現しなかった。
２種類については、発現・可溶性に問題が
なく、現在酵素活性を解析中である。 

 

（３）C35テルペンの生理機能と生物活性の
解析 
①マイコバクテリア由来 C35 テルペンの生

理機能の解析：遺伝子過剰発現株と遺伝
子欠損株を現在作製中であり、株ができ
次第、環境汚染物質の分解活性を測定し、
野生株のものと比較する予定である。 

②枯草菌由来 C35テルペンの生理機能の解
析：様々な培養条件を試したが、C35テル
ペンの生産量に大きな影響を与える条
件を見出すことができなかった。 

③C35 テルペンの他生物に対する生物活性
試験：単離できた C35 テルペンに関して
抗ガン活性を解析中である。 
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