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研究成果の概要（和文）：コケ植物の分化促進物質の構造を解明すべく複数のアプローチを並行して進めた。生物検定
系を用いた活性物質の精製を主軸に据えて、期中に代謝基質ent-カウレン酸の微量定量法を考案したことが大きく寄与
した。独自技術で調製した13C標識ent-カウレン酸と先述の定量法を駆使して活性画分を精査した結果、画分からent-
カウレン酸代謝物の由来ピーク検出に成功した。他方、その応答状況から生合成過程への関与が予想されたP450候補遺
伝子を特定すべく、順次翻訳産物の酵素活性を調べたが奏功しなかった。そのため、候補遺伝子の破壊株を順次取得し
て結論が得られるよう対応方針を変えた。

研究成果の概要（英文）：A kind of moss (Physcomitrella patens) has a partial biosynthetic pathway of 
gibberellin, that is, an ent-kaurene synthase PpCPS/KS catalyzes a cyclization reaction from 
geranylgeranyl diphosphate to ent-kaurene, and then an ent-kaurene oxidase PpKO does from the ent-kaurene 
to ent-kaurenoic acid. However, the following pathway toward GAs is not identified in the moss. In our 
previous studies, we showed that the functional disruption of PpCPS/KS leads to the suppression of 
protonemal differentiation under the continuous red-light, and the phenotype was complemented by the 
application of either ent-kaurene or ent-kaurenoic acid, but not by that of gibberellin A(4). By using a 
bioassay system with the Ppcps/ks mutants, we identified the biologically-active metabolite(s) derived 
from ent-kaurenoic acid. We expect that any of the metabolite(s) should regulate the protonemal 
differentiation per se. The structural analyses of the metabolite(s) are now proceeding.

研究分野：活性生理化学・天然物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
  研究代表者は、他機関と共同してジベレ
リン受容体を特定し、DELLA と称する信号伝
達抑制因子の機能制御をジベレリン依存的
に受容体が直接行うことを明らかにした。す
なわち、DELLA 因子は通常ジベレリンの信号
を後方に伝えないように抑制的に機能して
いるが、ジベレリンと結合した受容体は自身
の性状を変化させ、新たに DELLA 因子との相
互作用能を獲得することによりDELLA因子の
機能を弱めている。結果、信号伝達を阻む要
素が減り、ジベレリンの作用が現れる。この
受容体による信号伝達開始の仕組みは、高等
植物・シダ植物で共通して認められるのに対
して、コケ植物では受容体や DELLA 因子に対
応する相同遺伝子がそれぞれに存在はする
ものの、ジベレリン結合能や両者間の相互作
用能など機能的な性状を確認することがで
きない。よって、コケ植物からシダ植物への
進化過程の途上において、上記ジベレリンの
信号伝達開始の仕組みは付与されたと結論
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、
高等植物はもちろんシダ植物においても、生
合成に必要な酵素遺伝子は全て存在し、生体
からはジベレリンが検出される。他方、コケ
植物では生合成の途中、ent-カウレンから
ent-カウレン酸へ至る酸化過程(カウレン酸
化酵素が触媒)までは各触媒酵素および生合
成中間体の存在を確認できるが、以降の過程
に必要な酵素遺伝子の存在は確認できず、加
えて、ジベレリンも検出限界以下であった。
従って、このアプローチからも、植物におけ
るジベレリンの利用はコケ植物からシダ植
物への進化過程の途上で付与されたとする
上記結論を支持する結果が得られたことに
なる。 
  そこで、3研究者らは連携し、「ジベレリ
ンを生産しないコケ植物にとって、途中段階
までその生合成能を持つ意味」の解明に着手
した。その結果、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、カウレン
合成を経由する未知活性物質の関与を明ら
かにした。具体的には、カウレン合成酵素の
機能を欠失させたコケ変異体を作出し、ent-
カウレン酸の投与により変異体の分化不全
形質が回復する応答系を構築してこの系に
ジベレリン類を投与した結果、いずれも回復
の効果を認めず、分化誘導の活性本体 Xがジ
ベレリンではないことを確認した。これらの
知見に基づき、生物有機化学・分子生物学・
生化学の3種のアプローチを併用する本研究
体制の枠組みを用いて、物質 Xの追跡を着想
するに至った。 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究を企画した 3研究者らは、コケ植物の
生活環を制御する物質として 2010 年、ent-
カウレンを生合成中間体とする未同定の生
理活性物質 Xの関与を報告した。それを受け
て本研究では、物質 Xの構造とその生産制御
機構の解明を目的に据えた。ent-カウレンは
高等植物やシダ植物においては植物ホルモ
ン・ジベレリンの生合成中間体として知られ
る。一方、コケ植物においてジベレリンは検
出されず、また、その生合成に必要な酵素遺
伝子の全ては揃わない。よって物質 Xは、ジ
ベレリンが植物に利用される以前の言わば
「原始ジベレリン様物質」としてコケ植物限
定で機能している可能性と、高等植物に至る
までの進化過程において実は継承されてき
た新規ホルモンの可能性とが想定される。本
研究の遂行により、どちらの可能性が正しい
か明らかにすることも期待した。 
 
３．研究の方法 
 
  ent-カウレンを生合成中間体とする未
同定の生理活性物質Xの構造とその生産制御
機構の解明を目的として研究をスタートし
た。ent-カウレンは高等植物やシダ植物にお
いては植物ホルモン・ジベレリンの生合成中
間体として知られる一方、研究材料として用
いているコケ植物においてはジベレリンが
検出されず、加えて、その生合成に必須の酵
素遺伝子が全ては揃わないためコケ植物の
成長にジベレリンは必要ないと理解されて
いる。初年度には目的の達成に向けて、以下
の 3 アプローチを用いて開始した。（１）ヒ
メツリガネゴケの ent-カウレン合成酵素機
能欠失変異株を用いて生物検定系を構築し、
その形質回復応答状況を指標として物質Xお
よびその生合成中間体の検出および精製を
展開した。（２）コケゲノムの情報に照らし
て P450 候補遺伝子を絞り込み、既知遺伝子
との相同性・発現応答状況に基づき解析の優
先順位をつけ、順次異種発現系を用いて P450
翻訳産物を調製し、その酵素活性の検出によ
り物質Xの生合成に関与するものの特定を狙
った。（３）物質 X の信号受容機構がジベレ
リンの持つ機構に類するものである可能性
を想定し、コケに存在する受容体様・直下の
信号伝達因子様の両タンパク質を調製し、そ
の複合体形成活性について酵母 2−ハイブリ
ッド系を用いて調べた。このうち（３）につ
いては2つのタンパク質間に相互作用が確認
されず、奏功の見込みが低いと判断して平成
２５年度終了時点で検討を打ち切った。以降
は（１）・（２）のアプローチに重点を置き
進めた。以下、この 2つのアプローチの展開
により得られた研究結果を年度ごとに記す。 
 
 
 



４．研究成果 
 
（１）分化回復応答状況に基づく ent-カウレ
ン酸代謝生理活性物物質の追跡 
 
（平成２４年度） ①ent-カウレンの合成に
関わる酵素の欠損に伴い、クロロネマからカ
ウロネマへの分化過程の進行が抑制された
状態のヒメツリガネゴケ変異株A74に対して、
継代の時期、ent-カウレン酸の投与時期、照
射する光条件、などを変えて培養を継続し、
分化回復効果に与える影響を精査した。②
ent-カウレン酸を投与し、固形培地だけでな
く液体培養など幾つか大量培養に繋がる可
能性がある培養系を試し、各方法で培養した
変異株を収穫した中から活性を持つ代謝物
の存在が確認できるか調べた。そのため、破
砕して有機溶媒で抽出後、溶媒分画および逆
相カラム HPLC を用いて精製し、変異株の分
化応答状況を指標とする生物検定系を用い
て評価した。その結果、液体培養系では明瞭
な生理活性を確認することができず、従来か
ら用いてきた固形培地上で生育させる方式
を最適と判断した。③放射性同位体(14C)標識
された ent-カウレン酸を投与し、分化回復効
果を示す生育条件で培養したものについて、
破砕後有機溶媒を用いて抽出した酸性低分
子有機化合物を対象として薄層クロマトグ
ラフィー（TLC）を行い、イメージングアナ
ライザーと組みあわせて代謝反応の進行を
確認した。結果、TLC における移動度として、
投与した ent-カウレン酸よりも小さな、より
高極性の代謝物への変換が生じていること
を確認した。 
 
（平成２５年度） ①前年度の放射性同位体
標識物の投与実験により、ent-カウレン酸と
は構造的に異なる高極性物質への代謝変換
が確認されており、その物質に関する構造解
析を行うべく活性画分の調製を繰り返した。
②ent-カウレン酸を投与して分化回復傾向
を示す変異株の有機溶媒抽出物を対象とし
て、逆相カラムを接続した HPLC による精製・
分画を行い、生物検定系に投与して生理活性
成分の含まれる画分の特定を試みたところ、
前年度に情報を得ていた高極性代謝物の含
まれる画分に本検討からも分化回復活性が
検出された。 
 
（平成２６年度） ①投与した ent-カウレン
酸よりも極性の高い代謝産物を対象として、
質量分析機器を用いてその構造情報の取得
を目指したが、現状の精製度では夾雑物の妨
害等により分析が難しく、加えて、量的にま
だ不足していると考えられた。そこで、投与
試験にこれまで用いてきた ent-カウレン酸
を標的として、従来よりもさらに高感度で分
析・定量できる手法を模索した。そして、ent-
カウレン酸はこれまではもっぱらGC/MSを用
いて分析してきたがこれを LC/MS/MS でも選

択的に検出可能な手法を開発した。これを突
破口として、同手法を上記代謝物の微量検出
に活用できるか検討した。②その結果、HPLC
で分画された各画分の生理活性強度に連動
して変動するイオンピーク、すなわち、代謝
物に由来すると考えられるイオンピークを
LC/MS/MS のマスクロマト上で特定した。 
 
（平成２７年度） ①前年度に把握した代謝
物由来のイオンピークに焦点を当て、新たに
インビトロ酵素反応カクテル技術を用いて
安定同位体(13C)で部分的に標識した ent-カ
ウレン酸（13C5-KA）を調製し、本系に投与し
てから代謝物の抽出・精製を試みた。その結
果、注目していた当該イオンピークに関して
期待どおり分子イオン（M+）が 5.0 m/z だけ
増加することを確認し、当該ピークが KA 代
謝物であることを確定させると同時に、その
分子量を明らかにした。②また、応答状況を
撮影した画像と、画像解析用ソフトを用いて
処理することによりクロロネマからカウロ
ネマへの分化状況を定量化する手法を考案
し、この手法を用いることにより ent-カウレ
ン酸と比較して代謝物の生理活性の強弱を
議論できるようになった。③さらに、HPLC を
用いて得られる精製画分の濃縮率をさらに
高め、当量的により多くの活性成分が含まれ
るように系を変えて生物検定系に投与した
ところ、上記分子量まで明らかにした主要活
性画分よりさらに高極性の画分にも生理活
性を見出した。これにより、少なくとも「ent-
カウレン酸 → 第 1 代謝物質(分子量判明）
→ 第 2代謝物質」までの変換が確認できた。 
 
（２）生合成に関わる P450 候補分子の特定 
 
（平成２４年度） ①ヒメツリガネゴケのゲ
ノム情報を利用して P450 候補遺伝子、特に
高等植物のジベレリン合成に関わる P450 遺
伝子に高い相同性を示すものから優先的に
着目した。そのうち、ent-カウレン酸投与条
件、または、光に関する分化誘導条件に連動
してその発現量が変動するものは物質X生合
成過程に関与する可能性が高いと判断した。
そして、異種発現系を用いて翻訳産物の調製
を優先的に実施した。また解析の途中から、
ジベレリン生合成過程と物質X生合成過程の
分岐点が ent-カウレン酸代謝時点である可
能性に加えて、過程 1段階上流の ent-カウレ
ン代謝時点である可能性までを考慮して、酵
素活性試験を行う際には基質として ent-カ
ウレン酸だけでなく ent-カウレンの投与も
視野に入れて検討する体制とした。②各遺伝
子に発現動態に関して、より情報を増やす必
要があると判断し、次世代シーケンサーを用
いて ent-カウレン酸および ent-カウレンの
投与条件を設定し、対照条件と比較して発現
量が変化している遺伝子の網羅的な解析を
行い、解析対象に据えた候補リストに漏れが
あれば追加を行った。 



 
（平成２５年度） ①前年度の解析から、
ent-カウレンあるいは ent-カウレン酸の投
与に応答して発現変動を示す遺伝子群のう
ち、優先度の高いものの翻訳産物の調製を継
続した。リコンビナントタンパク質の生産が
確認できたものから ent-カウレン等を基質
として代謝能の有無を調べたが、目的に合致
する分子種の特定には至らなかった。②そこ
で、残る候補の試験を継続しつつ、分化回復
の効率が照射する光波長と深く関与すると
の情報を得て、当該観点を加味して新しく順
位づけを検討した。③なお、クロロネマから
カウロネマへの分化過程は赤色光照射下で
促進されるが、これに加えて、青色光では分
化ではなく逃避反応が生じ、その反応に物質
Xが関与することを新たに発見した。従って、
この観点も含めて次世代シーケンサーを用
いての再度の網羅的発現解析を計画し、おそ
らく相同性の高さなどに基づかない新たな
候補遺伝子の列挙こそが突破口と期待して
その準備に着手した。 
 
（平成２６年度） ①注目した P450 候補遺
伝子についてはほぼ全て、異種発現系を用い
た翻訳産物の調製を行い、リコンビナントタ
ンパク質の調製が認められたものについて
は酵素反応の進行を検討したが ent-カウレ
ンおよび ent-カウレン酸を代謝するものは
見つからなかった。②また、P450 差スペクト
ル解析を用いて行う「ent-カウレン酸を基質
とする結合活性に基づくスクリーニング法」
が基質特定法として有用と判明したため、こ
れを受けて各リコンビナントタンパク質と
基質であるはずの ent-カウレン酸を用いて、
結合活性の有無による P450 候補の可能性を
検討した。③外部委託する予定で前年度から
準備を進めていた次世代シーケンサーを用
いた再度の解析では、やはり対象植物のヒメ
ツリガネゴケが一般的によく用いられる実
験植物ではないことに起因して、信頼性の高
い結果を入手するためには事情に精通する
研究者の協力を要することが計画の途上で
判明し、その共同研究体制を整えるため期間
延長をリクエストして認められた。 
 
（平成２７年度） ①異所発現系を用いて調
製したリコンビナントタンパク質から ent-
カウレン酸代謝能を持つものは確認されず、
酵素としての活性自体を維持していない可
能性は残るものの最終的に奏功しなかった。
②次世代シーケンサーによる発現解析は共
同研究体制が整い、具体的な準備段階に入っ
たが、確度高いアウトプットを得るために要
求された代謝の安定性および反応量の向上
に大半の時間を割いて再三の検討を加えた。
このため、年度内の解析実施が時間的に難し
い公算となったが、新たな候補絞り込みの切
り札として軽々に進めるべきことではない
と考えて慎重に準備を進めた。③酵素活性の

維持が難しい分子種が物質Xへの代謝を担う
可能性までを見越し、候補遺伝子の破壊株の
作成を順次開始した。 
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