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研究成果の概要（和文）：ジベレリンの合成中間体であるent-カウレン酸(KA)から代謝され、ヒメツリガネゴケ
の分化を誘導する活性型代謝物として、KAの3位が水酸化された3OH-KAを同定した。加えてNGS解析からの成果と
してKAの 2位を水酸化する酵素（KA2ox）遺伝子を特定し、2OH-KA合成過程が不活性化反応であることも示し
た。さらに、KA2ox遺伝子の発現応答様式を解析して、上記3OH-KAが活性本体であることも示した。これら一連
の研究成果は査読付き原著論文として受理され、公表の機会を得た（Miyazaki et al., 2018）。

研究成果の概要（英文）：The moss Physcomitrella patens has a partial biosynthetic pathway for 
gibberellin and produces an intermediate, ent-kaurenoic acid (KA). Protonemal cell differentiation 
is incomplete under KA-deficiency and restored by KA application but not by gibberellin. Herein, two
 KA-metabolites, ent-3β-hydroxy-kaurenoic acid and ent-2α-hydroxy-kaurenoic acid were identified. 
The oxidation of KA at the C-3/C-2 position determines the activation or inactivation of the 
KA-metabolism, which appears to be an ancient type of gibberellin regulation.

研究分野：植物活性制御学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  研究代表者は他と共同してジベレリン
受容体を特定し、ジベレリン依存的に信号伝
達抑制因子 DELLA の機能制御を受容体が直
接行うことを明らかにした。この受容体によ
る信号伝達の仕組みは、高等植物・シダ植物
において共通して認められるのに対して、コ
ケ植物由来の分子には受容体としての機能
が確認できない。よって、コケ植物からシダ
植物への進化過程で、ジベレリン信号伝達の
仕組みが植物に付与されたものと結論して
いる。 
  他方、研究分担者と連携研究者は共同し
て、ジベレリン生合成酵素の解析を通じて植
物の進化過程を考察してきた。それによれば、
高等植物・シダ植物からジベレリンが検出さ
れるのに対して、コケ植物からは生合成の途
中段階、ent-カウレン酸の生成過程までは確
認できるものの、以降の過程に必要な酵素遺
伝子がゲノム上欠如しており、予想されると
おりジベレリンは検出されない。従って、こ
の方面からも植物のジベレリン利用はコケ
植物からシダ植物への進化過程で付与され
たとする上記結論を支持した。 
  そこで、3 研究者らは連携を図り、「ジ
ベレリンを生産できないコケ植物が、なぜ途
中の ent-カウレン酸までの合成能を持つか」
に注目し、解明に着手した。そして、コケ植
物の生活環における重要な一時期、栄養生長
から生殖生長へとフェーズを切り替える分
化の過程に、ent-カウレンを経由して生合成
される未同定の生理活性物質が関与するこ
とを明らかにした(Plant Physiol., 2010)。
2012 年から 3 年間、3 研究者で企画・提案
した基盤研究(B)が採択となり、資金面の大
きなサポートが得られた。「生物有機化学・
分子生物学・生化学」の 3 視点に基づくアプ
ローチを展開して、物質 X の特定に近づく一
定の成果を得た。本研究はその物質特定に向
けた継続課題である。 
 
２．研究の目的 
ヒメツリガネゴケ原糸体の分化促進物質 X 
の同定を最終目的とした。その達成に向け、
以下 3 視点に基づきアプローチを展開した。  
 (1)生物有機化学の視点から： 回復応答生
物検定系を用いた物質 X の同定を狙った。 
 (2)化学生物学の視点から ： 受容体アン
タゴニストを用いた物質 X の同定を狙った。 
 (3)分子生物学の視点から ： 生合成酵素
の機能確認に伴う物質 X の同定を狙った。 
 
３．研究の方法 
  アプローチ(1)について：ent-カウレン
酸代謝物の検出においては、既にカウレン合
成能欠損に伴う分化阻害状態のコケ変異株
を対象に ent-カウレン酸を投与し、回復応答
を示した個体を集め、HPLC 上で ent-カウレ
ン酸とは明らかに保持時間が異なる 2 つの
画分に回復活性を検出していた。そこで新た

に、安定同位体標識 ent-カウレン酸を調製し、
LC/MS/MS および GC/MS を用いて当該画分中
に含まれる ent-カウレン酸代謝物の構造情
報の収集を予定した。変異株同様に、その投
与により分化阻害を誘導する化合物が数種
利用可能であることから、本生物検定を用い
てその投与に伴う代謝物の消長を把握し、代
謝物を再び変異株へ投与して再代謝を調べ
ることを予定した。なお、ent-カウレン酸か
ら代謝過程を経るに連れて次第に水溶性を
増すと予想したため、この手法では生合成の
3〜4 過程が把握できれば良しと考えていた。
活性本体(物質 X)まで多段階で構成される場
合は次アプローチ(2)との連携の重要性が増
す。また、DELLA 因子を経由して分化応答過
程が進行することを検証すべく、ジベレリン
の信号伝達時に倣い、当該コケの DELLA 相同
タンパク質が、物質 X からの信号伝達時に分
解される可能性を調べるため、ウエスタンブ
ロットにおいて用いる DELLA 特異抗体か、あ
るいは、GFP あるいはHis 等の検出用Tag と
融合したDELLAレポーターラインの作出を予
定した。 
  アプローチ(2)について：受容体アゴニ
スト候補の選抜では、上記アプローチ(1)で
用いるカウレン合成能欠損変異株に、1 万種
を越える市販ライブラリーに収録された化
合物を投与して、ent-カウレン酸投与時と同
様の回復応答を示す化合物の選抜を予定し
た。阻害応答でなく回復応答を示すものを選
抜対象とするため、コケの生育一般に影響し
得るニセ物を誤って拾う可能性は低く維持
できると期待した。続いて、選抜した化合物
を対象に有機合成の手法を用いて、構造類縁
体を調製してその投与効果を調べたり、回復
応答を示す親化合物の周辺に回復阻害応答
を示す構造類縁体が検出されるかに主眼を
おき評価し、最終的に親化合物の回復応答活
性をも阻害するのを受容体アンタゴニスト
候補、同時に、親化合物を受容体アゴニスト
候補と位置づけて事後の展開に利用する予
定としていた。 
  アプローチ(3)について：P450 酵素機能
欠失型変異株の作出に関しては、異所発現系
を用いて翻訳産物を調製を図るが、必ずしも
P450 酵素の活性維持が保証されない点の打
開策として、ent-カウレン酸代謝酵素候補の
選抜のため、発現応答情報と相同情報の双方
に基づき可能性が高い上位 10 種程度の候補
分子に関する各々の機能欠損型変異株を作
出する予定としていた。この中に、(1)･(2)
両アプローチで用いるカウレン合成能欠損
変異株と類似形質を示すものを探索し、
「ent-カウレン酸投与では回復せず、(1)で
入手する ent-カウレン酸代謝物あるいは(2)
で入手する受容体アゴニスト候補らの投与
では回復する」ことを確認することを予定し
た。また、研究分担者が熟知する酵素反応系
に供し、酵素活性について in vitro レベル
での確認を予定した。物質 X生合成前駆体の



逐次調製では、物質 X 生合成過程で機能する
酵素分子種が特定できた段階で、in vitro 酵
素反応系を用いて ent-カウレン酸代謝物を
調製することとし、また、高純度に 13C 標識
された代謝物も調製して機器分析時の内部
標準物質として活用することを予定した。
ent-カウレン酸応答性遺伝子の把握では、次
世代シーケンサを用いた物質 X 生合成酵素
遺伝子の探索に改めて挑戦することを計画
した。これは前回の本課題 3 年間において、
当該アプローチがうまく奏功しなかった主
要因として、RNA 調製時のコケ材料の精度が
低く、応答に寄与しない部位が多々含まれて
いたからと考えた。この対応として、物質 X 
が引きおこす分化部位は主にコケ外周部の
みで顕著に認められるが、その部位だけを収
穫することが極めて難しく、できるだけ分化
部位を高純度にサンプルとする調製法の検
討を継続するとともに、他方で本課題に関わ
る研究者らが明らかにした「分化応答に加え、
物質 X が青色光からの逃避応答にも関与す
る点」も利用して、コケを一列に並べる調製
法の採用も視野に入れて奏功を図ることを
予定した。 
 
４．研究成果 
  アプローチ(1)について：モノ取り手法
を整備して、従来は GC/MS でしか行えなかっ
た ent-カウレン酸およびその代謝物を
LC/MS/MS を用いて高感度検出できるよう分
析系を開発した。加えて、生物検定系を整備
し、本過程の進行状況について定量的評価が
可能となった。この 2点の整備を終えた段階
から、ent-カウレン酸代謝物の追跡を展開し
た結果、生理活性強度が上昇した分子として
3位に水酸基が導入された3OH-KAがコケ生体
内で生合成されることをつきとめた。 
  アプローチ(3)について：当該コケ植物
ゲノム中に存在するチトクロム P450 候補遺
伝子を対象として、ent-カウレン酸の代謝に
関わるものを探索したが、この方向からの候
補分子の絞り込みは奏功しなかった。しかし、
細心の注意を払い実施した次世代シーケン
サーによる網羅的な遺伝子の発現解析結果
より、ent-カウレン酸投与に応じてその発現
量を変動させる応答性遺伝子の絞り込みに
成功し、その異所発現産物の中から ent-カウ
レン酸を代謝させるもの 1種を特定した。結
果、ent-カウレン酸の 2位水酸化過程を触媒
する酵素遺伝子であることが判明した。当該
遺伝子の発現応答様式を調べることにより、
アプローチ(1)で明らかにした 3 位に水酸基
を持つ ent-カウレン酸代謝物 3OH-KA は、そ
の前段階である ent-カウレン酸が具有しな
い「短時間処理条件での遺伝子発現誘導能」
を有することを明らかとし、3OH-KA が活性本
体であることを裏付けた。 
  アプローチ(2)について：本現象を司る
受容体単離に有効な分子ツールとして、化合
物ライブラリーの中から候補分子を見出し

た。しかし、アプローチ(1)と連動させて進
めていたDELLA様タンパク質に関する信号伝
達利用の可能性は非常に低いことが期中に
判明し、この報告からの短期受容体特定には
至らないと判断して他へ勢力を集中させる
体制をとった。 
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