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研究成果の概要（和文）：近年、遺伝子組換え酵母を用いて、種々の有用物質を生産する技術が注目されてい
る。パチョロールはセスキテルペノイドアルコールの一種であり、産業的に重要な化合物である。本研究では、
酵母にパチョロール合成遺伝子を高発現させ、さらに、パチョロール合成に関わるメバロン酸経路全体を最適化
することで、パチョロールを効率的に生産する酵母の創製を目指した。
酵母の広範囲の代謝経路を最適化する独自の手法を開発し、9種類の遺伝子の発現量を最適化することで、パチ
ョロールを効率的に生産する酵母を創製することに成功した。創製した酵母のパチョロール生産量および速度
は、42.1 mg/Lおよび19.8 mg/L/dであった。

研究成果の概要（英文）：The use of genetically modified yeast Saccharomyces cerevisiae to produce a 
variety of useful chemicals has attracted much attention. Patchoulol is a sesquiterpenoid alcohol 
and is an industrially important compound. In this study, I aimed to create yeast that can 
efficiently produce patchoulol by highly expressing the patchoulol synthesis gene in yeast and 
optimizing the entire mevalonate pathway involved in patchoulol synthesis.
I developed an original method for optimizing a wide range of metabolic pathways in yeast and 
succeeded in creating yeast that efficiently produces patchoulol by optimizing the expression levels
 of nine different genes. The constructed yeast produced 42.1 mg/L and 19.8 mg/L/d of patchoulol.

研究分野： 生物化学工学

キーワード： 酵母　代謝工学　植物二次代謝産物　CRISPR　セスキテルペン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、酵母の広範囲の代謝経路を最適化する独自の手法を開発し、パチョロールを効率的に生産する酵母
を創製することに成功した。本技術は、解糖経路やメバロン酸経路などを経由する、他の化合物を生産する代謝
経路の最適化にも容易に応用可能である。従って、今後は本手法を用い、様々なバイオ燃料、バルクケミカル、
ファインケミカルなどの有用物質を効率的に生産する酵母を創製することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
パチョロールはセスキテルペノイドアルコ

ールの一種であり、香水、香料、および昆虫
忌避剤等として使用される。また、抗がん剤
であるパクリタキセルを合成する際の原料と
しての利用も期待されている産業的に重要な
化合物である 1)。パチョロールは、一般に、
植物パチュリの葉から水蒸気蒸留法によって
抽出されるが、このプロセスはエネルギーと
資源を大量に消費する。また、植物からの微
量成分の抽出は、大スケールでの生産に適し
ていない、植物の生育に時間を要する、地域
や気候条件により成分組成や濃度が変化する
といった問題点がある。そのため、微生物を
利用したセルファクトリーによるパチョロー
ル生産に注目が集まっている。 
近年、安全性が高く、温和な条件で高密度

培養が可能であり、遺伝子組換え技術を用い
た代謝改変による有用物質生産効率の向上が
期待できる酵母 Saccharomyces cerevisiae
を用い、グルコースからパチョロールを生産
することが検討されている（Fig. 1）2)。しか
し、既往の研究では限られた数の遺伝子の高
発現や抑制が行われており、グルコースから
パチョロールに至る広範囲の代謝経路の調節
は行われていない。 

既往の研究で、複数種の遺伝子をランダム
に多コピー組込むことで代謝経路全体の遺伝
子発現を最適化することができる Global 
Metabolic Engineering Strategy（GMES）が
開発された 3)。これまでに、GMES を用いるこ
とで、酵母によるグルコースの代謝促進 3)や、
高効率の 2,3-ブタンジオール 4)および D-乳酸 5)などの生産が達成されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、酵母 S. cerevisiae にパチョロール合成遺伝子を高発現させることで、パチョロ

ール生産酵母を作製した。次に、GMES を用い、パチョロール合成遺伝子高発現酵母のメバロン
酸経路を最適化することで、パチョロールを効率的に生産する酵母の創製を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）酵母株および培養方法 
 パチョロール生産に用いる宿主として酵母
S. cerevisiae YPH499 を使用した。 
 96 ディープウェルプレートを用いた培養
は、Dodecane 200 μL と YPD 培地（20 g/L 
Glucose、10 g/L Yeast extract、20 g/L 
Peptone）1000 μL で 30℃、1500 rpm の条件
で行った。500 mL 容三角フラスコを用いた培
養は、ドデカン 30 mL と YPD 培地 150 mL で
30℃、150 rpm の条件で行った。 
 
（2）YPH499/PATX の作製 
15 種類のプロモーターと Pogostemon 

cablin 由来のパチョロール合成酵素遺伝子
を連結した DNA 断片で酵母 S. cerevisiae YPH499 を形質転換した。得られた 178 株の形質転換
体を YPH499/PATX（X; 1–178）とした（Fig. 2）。 
 

（3）YPH499/PAT167/MVAX の作製 
15 種類のプロモーターと Fig. 1 に赤字で示したメバロン酸経路の 8種類の遺伝子を含む DNA

断片で、YPH499/PATX の中で最も高いパチョロール生産性を示した株を形質転換した。得られた
999 株の形質転換体を YPH499/PAT167/MVAX（X; 1–999）とした（Fig. 2）。 

Fig. 1 酵母におけるパチョロール 

生合成経路 

Fig. 2 パチョロール生産酵母の構築 



（4）分析方法 

パチョロールの定量は培養液のドデカン相を薄層クロマトグラフ（TLC）またはガスクロマト
グラフ質量分析（GC-MS）で分析することにより行った。 
TLC による分析では、培養液のドデカン相 6 μLを TLC プレート（LiChrospher HPTLC Silica 

gel 60 F254s）にアプライし、展開溶媒（Hexane:Acetone = 9:1）で展開した。次に、発色試薬
（6 g/L Vanillin、100 mL Ethanol、1 mL Sulfuric acid）を噴霧し 120℃で 6 min 静置した。
発色操作後の TLC プレートをデジタルカメラで撮影し、バンドの発色強度を数値化した。パチョ
ロール量は 0.25 μgパチョロールの発色強度に対する相対値として算出した。 
GC-MS による分析では、ガスクロマトグラフ質量分析計 GCMS-QP5050A （島津製作所）および

ZB-5HT カラム（島津ジーエルシー）を用いた。GC-MS の分析にはパチョロールを標準物質として
用いた。 
 

（5）転写量の測定 
ドデカンを含む YPD 培地で 48 h 培養後の細胞から全 RNA を抽出し、逆転写反応を行うことに

よって cDNA を取得した。取得した cDNA をテンプレートとして用い、Real time-PCR 法によりパ
チョロール合成遺伝子およびメバロン酸経路に関与する 8 種類の遺伝子の転写量を測定した。
内在性コントロール遺伝子として、S. cerevisiae YPH499 の PDA1 遺伝子を用いた。 
 
４．研究成果 
（1）パチョロール高生産株の TLC によるスクリーニング  
YPH499/PATX を 96 ディープウェルプレートで 72 h 培養し

た後に最も多いパチョロール生 産量 を 示し た 株は
YPH499/PAT167 であった。 
YPH499/PAT167 のメバロン酸経路をランダムに代謝改変す

ることで得られた 999 株の形質転換体 YPH499/PAT167/MVAX
（X; 1–999)を 96 ディープウェルプレートで 72 h 培養した。
ドデカン相中のパチョロールを TLC により分析した際の相対
発色強度を Fig. 3 に示す。 
YPH499/PAT167/MVAX の 999株のうち相対発色強度が1.2以

上となった上位 25 株（Fig. 3 の赤プロット）を選抜し、GC-
MS での定量によるパチョロール高生産株のスクリーニングに
用いた。 
 
（2）パチョロール高生産株の GC-MS によるスクリーニング 
メバロン酸経路をランダムに代謝改変することで得られた

YPH499/PAT167/MVAX の 999 株のうち、TLC による分析でパチ
ョロール生産量が高かった上位 25 株および YPH499、
YPH499/PAT167 を 96 ディープウェルプレートで 72 h 培養し、
ドデカン相のパチョロールを GC-MS により分析した結果を
Fig. 4 に示す。 
宿主YPH499はパチョロールを全く生産しなかった。一方で、

TLCによりスクリーニングしたYPH499/PAT167/MVAX のパチョ
ロール生産性上位 25 株は、何れも青いバーで示した
YPH499/PAT167 と比較してパチョロール生産量が向上した。
GC-MS による分析で高いパチョロール生産量を示した上位 3
株(YPH499/PAT167/MVA442、/MVA457、/MVA682)を選抜し、パチ
ョロール生産量の経時変化の測定に用いた。 
 
（3）パチョロール生産量の経時変化 
（2）で選抜したメバロン酸経路をランダムに代謝改変する

ことで得られた YPH499/PAT167/MVA442、/MVA457、/MVA682、
パチョロール合成酵素のみを高発現した YPH499/PAT167、およ
びそれらの宿主 YPH499 を三角フラスコで培養した。24 h ごと
にドデカン相を採取し、パチョロール濃度を GC-MS により分
析した（Fig. 5 および Table. 1）。 
宿主 YPH499 は何れの培養時間においてもパチョロールを生

産していなかった。一方で、メバロン酸経路をランダムに代謝
改変することで得られた 3 つの株 YPH499/PAT167/MVA442、
/MVA457、および/MVA682 は、何れの培養時間においても、パ
チョロール合成酵素のみを高発現した YPH499/PAT167 よりも
高いパチョロール生産量を示した。 
培養 48 h において、YPH499/PAT167 は 8.4 mg/L のパチョロ

Fig. 3 TLC スクリーニング 

Fig. 4 スクリーニング株の 
パチョロール生産量 

Fig. 5 パチョロール 
生産量の経時変化 



ールを生産したのに対して、YPH499/PAT167/MVA442 は 39.5 mg/L のパチョロールを生産した。
従って、メバロン酸経路を改変することで培養 48 h 時点でのパチョロール生産量を 4.7 倍向上
させることに成功した。YPH499/PAT167/MVA442は培養120 hで最大のパチョロール生産濃度42.1 
mg/L に達した。また、YPH499/PAT167/MVA442 の最大パチョロール生産速度は 19.8 mg/L/d であ
った。 
 
 

 
 
（4）転写量の測定 
パ チ ョ ロ ー ル 合 成 酵 素 の み を 高 発 現 し た

YPH499/PAT167 の遺伝子転写量を基準とした、メバロ
ン酸経路を改変した YPH499/PAT167/MVA442 の各メバ
ロン酸経路遺伝子とパチョロール合成遺伝子の相対転
写量を Fig. 6 に示す。YPH499/PAT167/MVA442 ではメ
バロン酸経路中の 4つの遺伝子 ERG20、tHMG1、ERG13、
および ERG19 が高発現していることが確認された。特
に ERG20 の転写量向上は顕著でありその相対転写量は
23.6 であった。 
既往の研究において、酵母 S. cerevisiae による、

メバロン酸経路を経由するカロテノイドやセスキテル
ペンの生産において、tHMG16)や ERG207)によって触媒さ
れる反応が律速段階となることが示唆されている。従
って、YPH499/PAT167/MVA442 における tHMG1 や ERG20
の高発現がパチョロール生産性の向上に寄与している
と考えられる。一方で、ERG13 や ERG19 の高発現がメ
バロン酸経路を経由する化合物の生産性に与える影響
は報告されていない。今後は、tHMG1 や ERG20 の他に
ERG13 や ERG19 の発現がメバロン酸経路の代謝に与える影響を解析することで、メバロン酸経路
経由化合物の更なる高効率生産を実現することが期待される。 
 
（5）まとめ 
本研究では酵母 S. cerevisiae にパチョロール合成遺伝子を組込むことでパチョロール生産

酵母 YPH499/PAT167 を作製し、酵母でパチョロールを生産することに成功した。また、
YPH499/PAT167 のメバロン酸経路を代謝改変することでパチョロール高生産酵母
YPH499/PAT167/MVA442 を創製することに成功した。YPH499/PAT167/MVA442 は既往の研究と比較
して非常に高いパチョロール生産量および生産速度を示した。 
本研究では、GMES を用いてグルコースからパチョロールに至る広範囲の代謝経路を最適化す

ることで、パチョロールを効率的に生産する酵母を創製することに成功した。GMES は他の化合
物生産代謝経路の最適化にも容易に応用可能であるため、今後は GMES を用いた様々な有用物質
生産酵母の創製が期待される。 
 
 

＜引用文献＞ 
1) Holton RA et al.; J Am Chem Soc, 116, 1599 (1994). 
2) Albertsen L et al.; Appl Environ Microbiol, 77, 1033 (2011). 
3) Yamada R et al.; ACS Synth Biol, 6, 659 (2017). 
4) Yamada R et al.; Bioresource Technology, 245, 1558 (2017). 
5) Yamada R et al.; Biotechnol Bioeng, 144, 2075 (2017). 
6) Li Q et al.; FEMS Microbiol Lett, 345, 94 (2013). 
7) Ignea C et al.; Microb Cell Fact, 10, 4 (2011). 
 

株名 株の特徴 最大パチョロール 
濃度[mg/L] 

最大生産速度 
[mg/L/d] 

YPH499 宿主 0 0 
YPH499/PAT167 PAT 高発現 18.4 5.66 

YPH499/PAT167/MAV442 PAT 高発現/ 
メバロン酸改変 

42.1 19.8 
YPH499/PAT167/MAV457 41.5 16.2 
YPH499/PAT167/MAV682 40 11.6 

Fig. 6 最適化した株の 
相対遺伝子転写量 

Table 1 酵母のパチョロール生産性 
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