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研究成果の概要（和文）：本研究ではエゾムラサキツツジが生産する抗HIV天然物ダウリクロメン酸の生合成に
関与する酵素遺伝子の完全解明を検討し、その結果生合成経路を構成するポリケチド合成酵素、プレニル転移酵
素及び酸化閉環酵素（ダウリクロメン酸合成酵素）の遺伝子をクローニングすることに成功し、組み換え酵素を
用いたキャラクタリゼーションにより各酵素反応の生化学的性質を解明した。以上によりダウリクロメン酸の生
物生産に必要な生合成遺伝子を完全解明し、また組み換え酵素の異種発現に関わる技術基盤を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this project, I have attempted comprehensive understanding and 
elucidation of the biosynthetic genes of daurichromenic acid, a meroterpenoid with a potent anti-HIV
 activity isolated from a medicinal plant Rhododendron dauricum. I have successfully cloned genes 
coding for polyketide synthase, prenyltransferase, and oxidocyclase (DCA synthase) that constitute 
the DCA pathway. This study comprehensively identified the biosynthetic genes and established the 
heterologous expression system of each biosynthetic enzyme to develop the biotechnological 
production of daurichromenic acid.

研究分野： 生薬学

キーワード： 生合成　メロテルペノイド　ダウリクロメン酸　バイオテクノロジー
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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、図 1) が生産するダウリクロメン酸
（daurichromenic acid, DCA）は強力な抗 HIV
活性をはじめとする特徴的な薬理活性を示
すことから、医薬資源として期待が持たれて
いる。近年本化合物の全合成研究が盛んに行
われてきたが、効率的な調製法は確立してい
ないのが現状であり、また一方、エゾムラサ
キツツジからの本化合物の抽出単離にも複
雑な操作が必要である。このような背景から、
バイオテクノロジーによる DCA の生産は魅

力的であるが、これ
を実現するためには
生合成メカニズムを
解明し、生合成遺伝
子を網羅的に取得す
る必要がある。 

図 1	 開花期のエゾムラサキツツジ 

 
２．研究の目的 
	 本研究では、図 2 に示す DCA 生合成経路
の各ステップを触媒する生合成酵素、即ちポ
リケチド合成酵素、プレニル転移酵素および
酸化閉環酵素（DCA synthase）の遺伝子を初
めてクローン化し、その構造機能および生化
学的性質を明らかにすることを第一の目的
とした。またこれを達成した後には、各遺伝
子をセットとしてメチロトロフ酵母（Pichia 
pastoris）に導入、発現することにより DCA
生物生産システムを構築する計画とした。 

	  
	 	 図 2	 DCAの生合成経路 
 

３．研究の方法 
エゾムラサキツツジ若葉のトランスクリプ
トーム解析： 
	 エゾムラサキツツジ若葉より mRNA を抽
出、 精製し、イルミナ社サンプル調製キッ
トにより、cDNA ライブラリーを調製した。
次いで Gemone Analyzer IIx を用いたシーケ
ンシングによりショートリードを取得し、
Rnnotatorを用いたアセンブルを行い、平均鎖
長 535bpの cDNA contig 71,944種からなるト
ランスクリプトームデータを構築した。DCA
生合成経路を構成するポリケチド合成酵素、
プレニル転移酵素および DCA synthase の候
補遺伝子はトランスクリプトームデータを
local DNA database とするホモロジーサーチ
により行った。 
 
組み換え酵素の機能解析に基づく遺伝子同
定： 
	 ホモロジースクリーニングにより得られ
た各候補遺伝子は PCR増幅の後、発現ベクタ
ーにサブクローニングした。ポリケチド合成
酵素に関しては大腸菌を、またプレニル転移
酵素及び DCA synthase に関しては Pichia 
pastorisを宿主として組み換え酵素を調製し、
各酵素活性を確認することにより目的とす
る生合成酵素をコードする遺伝子を同定し
た。 
	 得られた各組み換え酵素に関しては基質
特異性及び反応速度などの基礎的な生化学
的性質を詳細に分析した。以下、各酵素に関
する研究成果の詳細を報告する。 
	 	 
４．研究成果	 
DCA synthaseの遺伝子クローニング及びキャ
ラクタリゼーション 
	 DCA synthaseは基質 grifolic acid（GFA）の
ファルネシル基を立体選択的に酸化閉環す
ることにより DCA を合成する。本研究では
エゾムラサキツツジ若葉のトランスクリプ
トーム解析を基盤として DCA synthase をコ
ードする遺伝子をクローン化することに成
功した。DCA synthaseは大麻のカンナビノイ
ド合成酵素に構造機能が類似した FAD 結合
型オキシダーゼであるが、メロテルペノイド
の生合成に関わる FAD オキシダーゼは稀で
あり、またファルネシル基を酸化閉環する酵
素としても初めての例である。 
	 Pichia pastorisをホストとして発現、精製し
た組換え酵素を用いたアッセイの結果、本酵
素は GFA に最も高い活性を示す一方、イソ
プレノイド部分がゲラニル基およびゲラニ
ルゲラニル基の GFA アナログに対しても弱
いながら活性を示し、各々に対応する DCA
アナログを合成することを確認した。さらに、
これら DCA アナログ及びその前駆体をエゾ
ムラサキツツジの微量成分として同定し、本
植物が DCAに加え C10および C20のイソプ
レノイド部分を有するメロテルペノイドを
生産することを確認した。なおジテルペン骨
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格を含む diterpenodaurichromenic acid は新規
化合物として同定した。 
	 エゾムラサキツツジは有鱗片シャクナゲ
の一種である。我々は、DCA synthaseが若葉
の表面を覆う鱗片（図 3）に局在し、細胞外
（アポプラスト）で生合成反応を触媒するこ
とを証明した。DCAは抗菌、抗カビ活性を有
するため、鱗片のアポプラストという植物の
最外層において生体防御に機能すると考え
られる。また DCA及び GFAは植物細胞にも
毒性を示すことを確認している。このため本
植物は鱗片という特殊な組織の細胞外にこ
れらを蓄積する生合成スタイルを選択し、自
己毒性の回避と化学防御を両立したと推察
される。(Plant Physiol 2017) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 図 3	 エゾムラサキツツジ若葉の鱗片 
 
プレニル基転移酵素 RdPT1 の遺伝子クロー
ニング及び生化学的性質 
	 次いで GFA の生合成に関わる芳香族プレ
ニル基転移酵素の同定を試みた。植物二次代
謝経路のプレニル基転移酵素は多くがプラ
スチドに局在し、MEP経路由来のイソプレノ
イドを基質とするが、一方でFPPは一般的に、
細胞質のメバロン酸経路で合成される。我々
はイソプレノイド経路の代謝阻害実験を行
い、その結果グリフォリン酸のファルネシル
基は MEP 経路に由来するという予想外の知
見を得た。そこでプラスチド局在型のプレニ
ル基転移酵素をスクリーニングし、組み換え
酵素の活性を確認することにより、GFAを合
成する新規プレニル基転移酵素（RdPT1）を
コードする遺伝子を同定した。 
	 既知の二次代謝系プレニル基転移酵素は
いずれも DMAPP（C5）あるいは GPP（C10）
に特異的であり、FPP（C15）を生理的な基質
として認識するメンバーは RdPT1 が初めて
である。組換え酵素を用いた解析から、RdPT1
は orsellinic acid (OSA) に特異的である一方、
プレニル基質に関しては FPP のみならず、
GPPやGGPPにも弱いながら活性を示すこと
を明らかとした。従って RdPT1 は DCA 
synthaseとともに、C10, C15および C20のイ
ソプレノイド部分を含むメロテルペノイド
の生合成に機能すると考えられる。また本酵
素が示すユニークな基質特異性の構造基盤
について分子モデリングによる解明を検討
し、本酵素は OSAの結合部位に加え、GGPP
までのプレニル基質を受容可能な疎水性領
域を有することを確認した。（佐伯ら、投稿
中） 

 
ポリケチド合成酵素の遺伝子クローニング
及び OSA生合成機構 
	 OSA生合成に関与する PKSの候補として、
orcinol synthaseと称する新規酵素の cDNAを
ク ロ ー ン 化 し た 。 Orcinol synthase は
acetyl-CoA をスターター基質とし OSA 脱炭
酸体の orcinol を主生成物として合成した他、
OSA を 含 む 5 種 の 化 合 物 を 与 え る
multifunctional enzymeであった。また興味深
いことに orcinol synthaseの酵素反応に大麻由
来ポリケチド環化酵素 olivetolic acid cyclase
を共存させると OSA の合成が著しく促進さ
れた。以上から orcinol synthaseはエゾムラサ
キツツジにおいて未知の cyclase と共に OSA
の生合成に関与すると推察した（Front Plant 
Sci 2016）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 図 4	 オルセリン酸の推定生合成メカニズム 
 
Pichia pastorisを宿主とする DCA生物生産の
検討 
	 Pichia pastoris は Saccharomyces cereviciae
と比較して各種異種タンパクの高発現が可
能であり、生物生産の宿主として適している
と考えられる。我々はこれまでにポリケチド
合成酵素の orcinol synthaseに加えて olivetolic 
acid cyclaseを共発現させることにより、未発
表ながら 50 mg/LレベルでのOSA生産に成功
している。また RdPT1及び DCA synthaseに
関してもそれぞれ Pichiaを宿主とする活性発
現に成功していることから、これら遺伝子の
多重導入に基づく DCA 生産が可能と考え、
現在検討を行っている。 
	 以上のように本研究では DCA 生合成経路
を構成する酵素遺伝子の完全解明に成功し、
いずれも Pichiaを宿主として活性発現に成功
したことから、DCA生物生産に向けた技術基
盤を確立することが出来た。 
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