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論 文 内 容 の 要 旨

緒 言

自然界には、約40000種 類の異なった構造 を持つイソブ レノイ ドが存在す る。その中て

もテルペ ノイ ドは、ジテルペ ンであるパク リタキセルが抗がん剤、セ スキテルペ ンである

アーテ ミシニ ンが抗マラ リア薬、モノテルペ ンであるメン トールが香料や食品添加物 と し

て利用 されてい る。 このよ うに、テルペ ノイ ドは医薬 ・農薬等のファインケ ミカルの優れ

た リー ド化合物 とな る。 しか しながら、これら有用なテルペ ノイ ドの多 くは、基本骨格 と

なるテルペ ノイ ドの合成酵素のほかに、モ ノオキシゲナーゼであるシ トクロムP450や 、

Short・chainDehydrogeses1Reductases(SDRs)な どの修飾酵素によって修飾され様々な構

造 を形成 し、そのため非常に人工的な合成が難 しく さらには天然には微 量に しか存在 し

ていない ものが多い。 このことより、それ らテルペ ノイ ドの生合成経路 に関わる酵 素を、

大腸 菌などの微生物に導入 し、テルペ ノイ ドを大量に全合成、あるいは半合成 させ る代謝

工学(pathway・engineermg)の 発展が期待されている。

これ らのテルペ ノイ ドの生合成遺伝子お よび修飾酵素であるP450やSDRを 単離 し、そ

れ らを任意 に組み合わせたコンビナ トリーケ ミス トリーによ り、多様なテルペ ノイ ドライ

ブラ リーの作製が可能である。テルペ ノ ドライブラ リーは21世 紀において医薬、農薬の シ

ーズ として、有用 である。 本研究では、ゼル ンボンと呼ばれる稀有なセ スキテルペ ンを根

茎に含むハナ シ ョウガか ら、セ スキテルペンの修飾酵素遺伝子を単離 し、その機能解析 を

行なった。 さらにそれ らの遺伝子を用いて大腸菌に よる各種セスキテルペンの合成 システ

ムの開発 に成功 した。

第1章 セ スキテルペン修飾酵素遺伝子(α・フム レン・8・ヒドロキシラーゼ)の クローニン

グと機能解析

セ スキテルペ ンを修飾する重要な酵素 として位置づけられているのが、モノオキシゲナー

ゼ←'酸素添加酵素)のシ トクロムP450で ある。この酵素は様 々なセスキテルペンの生合成

において、 ヒ ドロキシル化、エポキシ化などに関与することが期待 されてい る。 しか しな

が ら、その機能解析の難 しさか ら、実際にセ スキテルペンを修飾す る酵素 として機能解析

されたP450は7例 である。本研究では、多様なセ スキテルペン修飾酵素遺伝子を単離す る

ために、ハナ ショウガ根茎より、セスキテルペンに特異的に働 く新規P450遺 伝子を単離 し、

その機能解析 を行った。ハナシ ョウガ根茎より調整 したmRNAを 用いて、RT-PCR、RACE

-PCRの 手法 を用いて単離されたcDNAは513個 のア ミノ酸残基 をコー ドする1542bp

のORFを 持ち、推定分子量は57.8kDaで あった。本遺伝子は、配列の相同性に基づく分

類 によ りシ ョウガ由来の最初のP450遺 伝子 で、oyP71、8冗1と 命名 され た。 次に この

oyp71β41に コー ドしている酵素が実際に、モノオキシゲナーゼ(一酸素添加酵素)活性を

示す ことを証明するために、CYP71BA1を 酵母菌WATl1株 にて発現 させて細胞膜 を抽出

し、α 一フム レンを基質と して反応 させると、α 一フム レンは8一 ヒドロキシ ーα 一フム レ

ンに変換された。oyp71E41は 根茎特異的に発現 してお り夏に発現量が増大する傾向であ
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る こ とが 明 ら か とな っ た、、 これ らの 結 果 よ り、 ハナ シ ョウ ガ根 茎 にお い て 、FPPか らセ ス

キ テ ルペ ン合 成 酵 素(ZSS1,YuandOkamotoet.aL,2008)に よ り合 成 され た α 一フム レ

ンはCYP71BA1と 反 応 して 、8一 ヒ ドロキ シ ーα 一フム レンが 合成 され る こ とが 明 らか に

な っ た。

第2章 セスキテルペ ン修飾酵素遺伝子(デ ヒ ドロゲナー セ/イ ソメラーゼ)の クロー ニ

ングと機能解析

セ スキテルペンの誘導体化に必要な酵 素と して、 ヒドロキシル基から脱水素す るデヒ ド

ロゲナーゼ(SDR)の 存在が知られてい る。植物のSDRは 、様々な 二次代謝産物や ステロイ

ド合成、ス トレス応答に関わっていることが明 らかとなっているが、P450同 様、セ スキテ

ルペンを基質 とす るSDRは 、まだ2例 しか見つかっていない。そこで、本研 究ではセスキ

テルペンに反応す るSDRを 単離 し、その機能 を明らかに した。ハナショウガ根茎 より調整

したmRNAを 用いて、RT-PCRとRACE-PCRの 手法により267個 のア ミノ酸残基を

コー ドす る804bp、 推定分子量28,7kDaの 全長cDNAが 得 られた。 このcDNAを クロー

ニ ングした発現ベクター含む大腸菌を培養後、ヒスチジンタグ付 き酵素が精製 され た。In

vitroに おいて、本酵素 と8一 ヒドロキシ ーα 一フム レンを基質 として反応 させた結果 、ゼ

ル ンボンが合成 された。本遺伝子は新規なSDRを コー ドしていることが判明 し、2写P1と

命名 され た。

次に251刀 の発現解析を行なった。その結果23Z刀 は葉、茎、根茎において発現が見 ら

れ、異な る成長段階においても発現が見られた。 この結果は、孤91やOHP71β41と は全

く異なってお り、ZSD1が ゼルンボンの合成だけに働いてい るのではない ことが示唆 された。

そ こで基質 としてボルネオールやプ レグネノロンと反応 させ た結果、それぞれモ ノテルペ

ンであ るカンフ ァーや、ステロイ ドであるプロゲステロンに変換 され た。また、プ レグネ

ノロンを基質 とした反応では異性化が起こっていた。 このことからZSDlが テルペ ノイ ド

だけでな く、ステ ロイ ドにも反応す るデヒ ドロゲナーゼ/イ ソメラーゼ活性の2機 能を持

つ酵素であることが示 された。 さらにZSD1が 複数の基質 と反応す る酵素であった ことか

b、 立体構造モデル を構築 し基質結合領域 を観察 した。その結果、基質結合領域付近が大

きく広が った構造をとっていることが明 らかとなった。また変異導入 と反応動力学的解析

により、デ ヒドロゲナーゼ活性に重要な3つ のア ミノ酸残基(Ser142、Tyr155、Lys159)を

決定 した。

第3章 代謝経路改変大腸菌を用いたセスキテルペンの合成 と修飾酵素 を用いたセ スキテ

ルペン誘導体の合成

3・1)代謝経路改変大腸菌を用いたセスキテルペンの合成

これまでの研究によりハナ ショウガから、セ スキテルペン合成酵素遺伝子(2∬1)、 お よ

び修飾酵素潰伝子(oyp71841、2331)を 単離 した。次に、 これ らの遺伝子を用いたセスキ
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テルペ ン合成 システム構築のために、まずメハロン酸経路 を導入 した大腸菌 と ∬5/(α 一

フムレン合成遺伝子)を 用い たα・フム レン合成法の確立を試みた。

大腸菌は 自身でFPPを 合成できるが、その代謝経路では合成最がわずかであることが知

られ ている。そこで、放線菌CLI90株 よりメハロン酸経路遺伝子群 に加えイソベンテニル

リン酸 イソメラーゼGdノ)2型 、酵母 より1宙1型 とラットのアセ トアセチルCoAリ ガーゼ

(、4acρのそれぞれの遺伝 子をpACYC184ベ クターに挿入 し、pAC-Mev1ScdVAaclを 作製

した。 このプ ラス ミドを大腸菌に形質転換 し、ZSS1と 共発現 させた結果、大腸菌JM109

は リチ ウムアセ ト酢酸を基質 として加 えた培地から958P91m1の 濃度でα 一フム レンを合

成 した.こ れは大腸菌でZSSIの み を発現 させた場合の13.6倍 の生産量であった。

3・2)代謝改変大腸菌とCYP71BAIを 用いたセスキテルペン誘導体の合成

さらに我々は本研究により得 られ たセスキテルペン修飾酵素遺伝子の…つ、oyp71醐1

を用いて メバ ロン酸経路を導入 した大腸菌でのα 一フムレンの変換を行なった。 メバロン

酸経路遺伝子群の4つ の遺伝 子、シロイヌナ ズナ由来のP450還 元酵素遺伝子/47究2とZ557

を含むプラス ミドを構築 し、OyP71醐1と 共発現させた。その結果、大腸菌で、8一 ヒ ド

ロキシ ーα 一フムレンが合成 されていることが明 らかとなった。 これ らの結果は、大腸菌

にお いて、今後さらに多 くのセ スキテルペ ン合成酵素、ならびにその修飾酵素遺伝子 を組

み合 わせた コン ビナ トリーケ ミス トリー を用い、新規なセスキテルペ ン合成が可能になる

とを示 した。

結 論

セ ス キテ ルペ ン修飾 酵 素遺 伝 子(oyp71E41、Z5D1)の 単離 と機 能解 析

RTPCRとRACE・PCRの 手法 に よ り、ハ ナ シ ョ ウガ か ら全長 の シ トク ロムP450とSDR

フ ァ ミ リー のcDNAを 単離 し、そ れ ぞれ0}ζP71β41、2SO1と 命名 した。機 能解 析 の結 果 、

0}ζP71B4ノ は α・フム レンを8・ ヒ ドロキ シ・α・フ ム レンに 変換 す る α・フ ム レン ・8・ヒ ドロキ

シ ラー ゼ で あ る こ とが わ か った 。さ らにZ8D1は8・ ヒ ドロキ シ・α・フム レ ンをゼ ル ン ボン へ

変換 す る機 能 を 有 して お り、ゼ ル ン ボ ンだ け でな くカ ン フ ァー 、プ ロゲ ステ ロン を合 成す

る機 能 も有 してい るデ ヒ ドロ ゲナ ーゼ/イ ソ メラーゼ であ る こ とが明 らか とな った。

代 謝 改 変 大腸 菌 を 用 いた セ スキ テル ペ ン の合 成法 と修 飾 酵 素 を用 い た セ スキ テ ルペ ン

誘 導体 の 合成

我 々 は、 放線 菌CL190株 由 来 の メバ ロ ン酸 経路 遺伝 子 群、 イ ソペ ンテ ニル,リ ン酸 イ ソ

メラ ーゼ 、 ラ ッ ト由 来の ア セ トア セチ ルCoAリ ガーゼ の遺 伝 子が 挿入 され たプ ラ ス ミ ドを

構 築 し、大 腸 菌に 形質 転 換 した 。そ の大 腸菌 にお い てZSSlを 共 発 現 させ た。そ の結 果 リチ

ウム アセ ト酢酸 を基 質 と して効 率 よ くα・フム レン が合成 され た。 さ らに我 々は、 これ らに

CYP71BA1遺 伝 子 を導 入 し、大 腸 菌に8・ ヒ ドロキ シ・α・フ ム レンを合 成 させ るこ とに 成功 し

た。



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

植物 や微 生物がその生物固有の産物 として作り出す 二次代謝産物 は、医薬品のシー トとな

る化合物 が求められている社会において最大の化合物ライブラ リー とな る。 中でもテルペ

ノイ ドや カ ロテノイ ドを含むイ ソプ レノイ ドは最も多種な化合物群 であ り、生理活性 を有

す るものが数多く存在す る,,し か しなが ら、多くの製薬会社 などは、その 二次代謝産物の

構造の複雑 さから全合成が不可能であるため、またほ とん どの二次代謝産物 が天然には微

昂;にしか存在 していないため 二次代謝産物を敬遠 してきた。 そこで、それ ら二次代謝産物

の生合成 経路に関わる酵素を、大腸菌などの微生物に導入 し二次代謝産物を大量に全合成、

あるいは半合成 させ る代謝工学が近年急速に発展 している。1例 として、抗マラ リア薬のア

ルテ ミシニ ンと呼ばれ るセスキテルペ ンは、大腸菌にメバロン酸経路 とい う代謝経路遺伝

子群 と生合成酵素遺伝子を導入す ることによ り半合成が成功 している。 これ らの背 景か ら、

本研究はハナショウガ(Z加9め8〆zθ摺〃め6'Srnlth)と呼ばれ る、東南アジア原産のシ ョウガが作

り出す 、特徴的 なセスキテルペンに着目した。ハナシ ョウガは、シ ョウガ科の多年生植物

で東南ア ジアや南太平洋周辺に広 く分布 している。別名 シャンブージンジャー と呼ばれ、

花房に含まれる乳液をシャンプー の代用品 として用いてい る地域もある。また、ハ ワイで

は、スパイシーな香 りのする根茎 を消化不良などの治療に用いているな ど、民間伝承薬 と

しての利 用 もされている。 この植物の特徴 として、根茎に他の植物種には存在 しないゼル

ンボン と呼ばれ るセスキテルペ ンを含有 している。ゼルンボンに関す る報告は年々増加 し

てお り、近年では抗癌活性 も報告 されている。また、同 じセ スキテルペンであるα一フム レ

ンも精油成分中14.4%と 豊富に含まれている。この化合物は黄色ブ ドウ球菌に対 して抗菌活

性が報告 されてい る。 これ らのよ うにハナ ショウガは有用なセスキテルペンを豊富に含 ん

でい るが、植物か らの抽 出法では栽培時期や土地などが限定 され る。そこで、大腸菌は自

身でセスキテルペンの前駆物質であるファルネシルニリン酸(FPP)を 合成できるため、大腸

菌体内でセスキテルペン合成酵素遺伝子を発現させることで、それ らのFPPと 反応 し∫ηv∫vo

でセスキテルペ ンを合成 させる発酵生産的な生産システムの開発が可能であると考えられ

る。 しか しながらハナシ ョウガはゲノム解析もされてお らず、セ スキテルペ ンの生合成遺

伝子な どは全 く明らか となっていない。また、大腸菌はFPPを 合成するが、その合成経路(非

メバ ロン酸経路)は詳細が明 らかとなっていないが、生理的な抑制が働いてお り、FPPの 合

成量がわずかであるこ とが知 られ ている。本研究は、ハナシ ョウガのセスキテルペ ンをモ

デル とし、その生合成遺伝子を単離 し、放線菌由来のメバ ロン酸経路遺伝子群を大腸菌に

導入す ることでハナ ショウカ由来のセスキテルペ ンの発酵生産システムを開発することを

目的 と した。以前の研究 によりハナショウガ由来のα一フム レン合成酵素遺伝子が単離 され

ていた。そ こで本研究では、セスキテルペンを修飾する酵素であるcytochromeP450遺 伝子

とshod-chaindehydrogenase!reductase(SDR)遺 伝子をセスキテルペ ン合成酵素遺伝子 と同様

の手法を用いて単離 した。得 られた遺伝子について、cytochromeP450に ついてはP450還 元

酵素が導入 された酵母、SDRに ついては大腸菌を用いてタンパク質を発現 させ、それぞれ

の基質と反応 させ機能解析 した。また、得 られたP450に ついてはメバ ロン酸経路遺伝子群、

セ スキテルペン合成酵素遺伝子、P450還 元酵 素遺伝子を大腸菌を用いて発現 させ、',71・舶

でP450に よ り水酸化 されたセ スキテルペンの合成を行った。また、これ らの各遺伝子にお

いて リアルタイムPCRを 用いて様々な状態の遺伝子発現解析を行 った。 さらに、メバ ロン

酸 経路遺伝子群 を導入 した大腸菌において、得 られたセスキテルペ ン合成酵素遺伝子を発

現 させ 、1η卿oで セ スキテルペンを生産させた。 まず、α一フムレンとゼルンボンの構造に

類 似 性 が 見 られ る と か ら 生 合 成 経 路 を 予 測 しcytochromeP450とsho質 一chain

dehydrogenase/reductase(SDR)の 単離 を行 った。 その結果、全長のP450とSDRのcDNAを

得 ることができ、それ ぞれCγP718〃 、Z∫D1と 命 名 した。それ らの機能解析 の結果、

CYP71BAIは α一フムレンから8・ヒ ドロキシーα一フム レンを、Z5D1は それをゼルンボンへ変

換する機能 を有 してい ることが明 らか となった。また、ハナショウガの各組織 にお いて遺

伝 子発現解析を行 った結果、Z∬1、CγP7/8溺 は根茎で特異的に発現 してい るが、Z5Dノ は

全ての組織で発現が見 られ た。季節特異的な発現解析の結果、Z∫D1の 発現は、年間を通 じ

て根茎 中のゼルンボン含有量の変化とよく一致 してお り、この結果は、ゼルンボンがFPP

から α一humulene8-hydroxy一 α一humuleneを経 て、Z5D1に より合成 されてい ることを強 く示

唆 した。次に放線菌由来のメバロン酸経路遺伝子群8種 を挿入 したプラスミ ドを構築 し、

大腸 菌に形質転換 しZSS1と 共・発現 させた。その結果、大腸菌内で α一フムレンが約1mg/ml

で生産 されることが明 らかとなった。これは、ZSS1の みで発現させた場合の約10倍 の生産

量であった。 この生産システムを用いることで、今後様々なテルペ ノイ ドが、合成酵素の

遺伝 子さえあれ ば大量生産 可能となることが考えられ る。次に我 々は、さらに、CYP71BA1

においては4種 のメバ ロン酸経路遺伝子群 とP450レ ダクターゼ、およびZSS1と 大腸菌内

で共発現 させた。その結果 、大腸菌体内で8一 ヒドロキシーα一フム レンの生成が確認 された。

このことよ り、 メバロン酸経路遺伝子群 を導入 した大腸菌を用いたゼルンボ ンの大量合成

が可能 であることが示唆 された。現在、医薬品スク リーニングのためのシー ド化合物 とし

て天然物が再び注 目を集 めている。本研 究の特色は、難化学合成天然物の生合成経路 を明

らか とし、それを代謝 工学を用いて微生物で発酵 生産 させ る技術である。中で も、最大の

化合物群 であ るイ ソブ レノイ ド、特にセ スキテルペ ンは抗マラ リア薬や香料原 料など商業

的 に有用 なものが多く ハナシ ョウガという亜熱帯産の植物にのみに存在する貴重なセ ス

キテルペ ンであるゼルンボンに着 目した本研究は、非常に独創的であるといえる。

よって本論文は博士(農 学)の 学位論文 として価値あるもの と認め られ る。 なお 、審査に

あたっては、論文に関す る専攻内審査お よび公聴会な どの所定の手続 きを経た うえ、 平成

23年2月9日 、農学研究科教授会において、論文の価値ならびに博士の学位を授 与される

学力が十分であると認 められた。
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