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研究成果の概要（和文）：イチイが産生するタキサジエン系化合物には抗がん薬として利用されるパクリタキセ
ルやその類縁薬品の原料となる中間体化合物が含まれる。この化合物群の生合成の仕組みについては未解明な部
分が多く、目下パクリタキセルの安定供給を目指す研究開発の主要な障壁となっている。本研究では細胞内区画
の利用に関わる輸送体や生合成酵素をコードする遺伝子の同定を目的とした。生物情報学と合成生物学を駆使し
た手法で輸送体3種と新規酵素遺伝子２種を同定し、酵母での反応系を大幅に改善した。これらの成果は、新た
に開発した解析手法の有効性を示したと同時に、合成生物学的な技術開発に資すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Taxadiene-derived compounds, made in yew tree, contain anti-cancer drug 
paclitaxel and the synthetic intermediates of related drugs. The natural biosynthesis system has 
been largely unknown, and it made synthetic biology approaches impossible to complete the 
construction of paclitaxel biosynthetic pathway in microorganisms. This matter is a major problem to
 develop the basic technology for sustainable supply of taxadiene-derived anti-cancer drugs to the 
world. This research project aimed to identify genes encoding biosynthesis enzymes and transmembrane
 transporters involved in the biosynthesis system of taxadiene-derived compounds. As the results, 
novel two enzyme genes and three transporter genes were identified and improved yeast-mediated 
synthesis system greatly. These results indicated efficiency of the research strategy and may 
contribute synthetic biology approaches to develop biosynthesis pathway in microorganisms.

研究分野：植物合成生物学

キーワード： 二次代謝　メタボローム解析　トランスクリプトーム解析　NPF輸送体　BAHDアシル基転移酵素　イチイ
　タキサジエン系化合物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タキサジエン系化合物の生合成に関する未解明部分は抗がん薬パクリタキセルの持続的供給を目指す研究開発の
障壁となっている。イチイは遺伝子研究が困難な木本植物であるため、研究基盤の整備が重要な課題であるほ
か、異種生物での生合成の再現が主な研究目的として想定される研究対象である。本研究ではゲノム・メタボロ
ーム等の大規模情報とその解析ツール群を開発し、酵母で機能する遺伝子セットの解明と、反応系の最適化に成
功した。これらの成果は今後の遺伝子同定研究に大きなヒントを与えるほか、パクリタキセルの合成生物学的生
産技術開発に資する成果であると考えられる。

※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 
 

 イチイはタキサジエンを出発物質とする一連の二次代謝物群を産生しており、世界中で

抗がん薬として広く利用されているパクリタキセルや、その生合成中間体などを含有して

いる。その生合成の仕組みにはテルペン合成酵素に属するタキサジエン合成酵素遺伝子、タ

キサジエン骨格に酸素を付与する P450遺伝子群、O-アシル基を付与する BAHDアシル転

移酵素遺伝子群が関わることが知られている。しかし、社会的に最も重要とされるパクリタ

キセルの生合成経路についてさえ全貌は未だ明らかでなく、酵素や中間体化合物の多くは

未だ発見されていないと考えられている。また、イチイについてはゲノム、トランスクリプ

トームなど遺伝子に関する情報基盤が未整備であり、メタボロミクス研究技術には未同定

化合物の取り扱いを想定したものがほとんど無かった。以上のことはパクリタキセルおよ

び類縁抗がん薬の安定供給を目指す研究開発の主な障壁となっている。また、近年、植物二

次代謝物の生合成における細胞内区画の利用についての報告がなされ、膜輸送体遺伝子の

重要性が示唆されていた。このような状況について研究代表者は、独自にトランスクリプト

ーム・メタボローム解析技術を開発し、新規に膜輸送体遺伝子を見出した。この膜輸送体遺

伝子は、酵母で生合成反応の一部を再現することを可能にした。以上の研究基盤は、新規な

生合成酵素をコードする遺伝子の同定と、合成生物学的な利用に資すると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 

 そこで本研究では、イチイ遺伝子に関する情報基盤と解析技術を発展させてタキサジエ

ン系化合物の生合成に関わる遺伝子を見出し、酵母におけるパフォーマンスを含めてその

機能を明らかにすることを目的とした。また、得られる情報や解析ツールはさらなるイチイ

研究に資するため研究基盤として一般公開し、主な成果については論文にまとめて紹介す

ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 

 メチルジャスモン酸の投与でタキサジエン系化合物の生合成をオン／オフできるイチイ

の培養細胞を利用して、遺伝子発現と化合物生産の変化に関する一連のオミックス情報を

得た。これによりタキサジエン系化合物の生産に関連する遺伝子を選抜・単離し、分子生物

学的な機能解析に供することでその性質を評価した。遺伝子に関する情報についてはゲノ

ムの解読と発現量の測定を行い、化合物については未同定化合物を想定したメタボローム

解析技術を開発した。機能解析では酵母でのパフォーマンスを含めた解析を実施し、生成化

合物の解析には独自に開発したメタボローム解析技術を駆使した。 
 
４．研究成果 
 

(1) 主な成果 
① イチイ培養細胞のメタボローム解析と解析ツールの開発・公開 
イチイ培養細胞にメチルジャスモン酸を投与し経時的に LC-MS 解析を実施した。
得られたデータを解析するために３次元 GUI を基盤とするクロマトグラフィー解析
ツールGrassHopper を開発、GitHub を通じて公開した。GrassHopper は LC-MS測



定データに色を割り当てて３次元CG空間上に同時に表示することで、化合物の量的
な差をピークの模様として可視化するツールであり、ユーザーがカーソルを操作する
ことで同定情報の有無に関わらず任意の化合物の量的変動データを取得することが
できる。解析の結果、イチイの培養細胞ではアセチル基を多く持つタキサジエン系化
合物が主に蓄積しており、メチルジャスモン酸の投与直後から化合物生産の減少がみ
られるまで蓄積化合物種が変化しつづけ、疎水性の強いものから親水性の強いものへ
と変わっていくことが明らかとなった。 
② イチイ細胞のトランスクリプトーム解析 
 メチルジャスモン酸の投与から経時的に total RNA を採取し第２世代の次世代シ
ーケンサーを用いた解読を行った。塩基配列の復元と遺伝子機能情報の付与、および
各遺伝子における発現量を測定し、共発現解析、GOエンリッチメント解析などを実
施した。その結果、タキサジエン合成酵素と似た発現を示す遺伝子を選抜するとNPF
型輸送体遺伝子が最も強いエンリッチメントを示すことがわかり、本研究計画の根幹
とした輸送体遺伝子もこれに含まれることがわかった。 
③ イチイのゲノム解読 
 イチイの培養細胞からゲノムDNAを抽出し、第３世代の次世代シーケンサーによ
る解読を実施した。第２世代の次世代シーケンサーから得たデータを利用したエラー
修正を実施し、遺伝子の構造を解析したところ、BAHD遺伝子についてシングルエキ
ソン化の現象が起こっていたことがわかった。また、本研究期間中にチュウゴクイチ
イのゲノム塩基配列のアセンブル結果が公開されたので、これを利用したところシン
グルエキソン化した遺伝子はゲノム上で非常に近接した位置に座乗していたことが
わかった。 
④ 酵母における遺伝子機能解析 
シングルエキソン化した BAHD 遺伝子を含め、輸送体遺伝子との共発現ベクター
を構築した。これを導入した酵母に基質化合物として10-デアセチルバッカチン III を
与え、培養物を LC-MS で測定・解析したところ、シングルエキソン化が見られた
BAHD遺伝子はバッカチン IIIを含む複数種の類縁化合物を生成していたことがわか
った。既知酵素遺伝子であるDBATは同じ系で専らバッカチン III のみを生成したこ
とから、バッカチン III 以外の生成物は新規な活性によるものと考えられた。これら
の新規BAHD遺伝子を導入した酵母と、DBATを導入した酵母を混合培養した結果
で新たな生成物が認められなかったことから、これらの酵素はDBATと同じ 10 位の
水酸基を標的としており、DBAT よりも多くの種類のアシル基供与体を利用できる
ことが示唆された。 

 

(2) 国内外における位置づけとインパクト 
タキサジエン系化合物の天然の生合成経路については細胞内区画がどのように利
用されているのかが全く明らかにされてこなかった。本研究はイチイから単離された
タキサジエン系化合物の輸送体遺伝子の性質を解析した世界初の例である。また、こ
の輸送体遺伝子を利用することで酵母における生合成反応が大幅に促進されること
が本研究で明らかとなった。本研究の成果はその産業的利用価値を伴って植物二次代
謝研究に空間の概念という新たな視点をもたらしたといえる。また、本研究で新たに
開発したメタボローム解析ツールは化合物研究一般に汎用できるものであり、特に未



知の化合物を多く含む生合成系の研究において威力を発揮するため、これを公開した
ことで同分野の研究を促進する効果が期待できる。また、本研究で同定された輸送体
遺伝子そのものも、パクリタキセルの代替的生産技術を開発しようとする合成生物学
研究の新たな要素技術として利用可能で、また生合成系を促進する効果により産業的
に貢献することが期待できる。 

 

(3) 今後の展望 
パクリタキセル経路を含めて、タキサジエン系化合物の生合成酵素や輸送の仕組み
には重要な未解明部分がある。本研究の戦略は、この未解明部分の中核を成すであろ
う遺伝子の同定に有効であることが、本研究を実施したことで証明された。今後はタ
キサジエン系化合物の生合成に関する国内外の研究促進に資するため、本研究の成果
を含めた一連の研究成果を論文に取りまとめ発表する。また、取得したデータと開発
したツールを新たな研究材料として学術界に提供するため、整備・公開する。 
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