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抑制トマトが選抜でき次第，実用作物への適用の可能性を
検討する．

3. PAP様遺伝子欠損シロイヌナズナを用いた解析
シロイヌナズナには多数のリン脂質脱リン酸化酵素遺伝

子が存在する．そのうち，PAP として機能することが明
らかにされている遺伝子の欠損変異体 （LPPγ, LPPε1, 
LPPε2, LPPε1ε2, pah1, pah2, pah1pah2） について，種
子の収集が終了した．現在，青枯病細菌およびトマト斑葉
病細菌を用いて，耐病性検討を行っている．

4. PAP遺伝子抑制植物におけるプライミングの分子機
構の解析

PAP 遺伝子抑制タバコ植物，対照植物に種々の感染刺
激を与えた場合の免疫応答の変化を，活性酸素の生産，
PR 遺伝子の発現を指標に調べた．キチン等の PAMPs と
呼ばれる細胞死を引き起こさない感染刺激を与えた場合，
活性酸素の生産，PR 遺伝子発現の上昇は認められなかっ
た．一方，過敏感細胞死を誘導する非親和性細菌の感染や
エリシチンタンパク質の処理では劇的な活性酸素の生産，
PR 遺伝子発現上昇が認められた．

5. PAP遺伝子抑制形質転換植物に蓄積する PA分子の
解析

PAP 遺伝子抑制タバコ植物，対照植物から全脂質画分
を抽出し，LC-MS を用いた脂質分析を行った．全PA 量
は 2倍程度の蓄積が認められるものの，病原体を感染させ
ない状況では，個々の PA 分子や個々のリン脂質含量に劇
的な変化が認められないことが明らかとなった．今後は，
上記③の実験で免疫誘導効果が見られた感染刺激を中心
に，種々の免疫付与処理を行った植物を用いた脂質分析を
行う予定である．

まとめと今後の展望
本研究の成果から，PA 蓄積を介した免疫応答のプライ

ミングに対して，強い防御を誘導するためには細胞死を伴
うような強い刺激が必要である．すなわち，雑菌や日和見
感染的な菌との接触では免疫が誘導されないことを示して
おり，病害防除の実践には極めて有効な手段を与えるもの
と考えられる．今後は，①プライミングに関わる PA 分子
の同定，②実用作物への応用の可能性，③ナス科以外の植
物への展開を通して，PA を介したプライミングを利用し
た耐病性植物の作出や新規の防除剤への応用を検討してい
く必要がある．

 

複合型テルペンの環化酵素を利用した非天然型化合物の創
製

新潟大学大学院自然科学研究科　仲野千秋

テルペン（イソプレノイド）は，炭素数5個のイソプレ
ン単位に由来する化合物の総称であり，現在までに 5万種
類以上が報告されている．テルペンには，抗菌活性や抗腫
瘍活性などの生理活性を持つものが数多く知られている．
テルペンの生合成で中心的役割を果たす酵素は，直鎖状テ
ルペンの環化反応を担うテルペン環化酵素であり，多様な
環状骨格の構築を担う．今後，テルペン等の新規化合物を
取得し，さらなる構造多様性の拡大を図るには，酵素の触
媒機構の改変や基質アナログの活用などによる非天然型化
合物の創製が必要となる．

非天然型化合物の創製に向けて，本研究では放線菌Ac-
tinoplanes sp. A40644 から単離された抗腫瘍活性，抗HIV
活性物質BE-40644 （1）1）の生合成系に着目した（図1）．1
のような，テルペンにキノンやポリケタイドなどの非テル
ペン骨格が融合した複合型テルペンには，抗腫瘍活性，抗
菌活性，コレステロール低下作用等の有益な生理活性を示

すものが存在することから，医薬品の有望なターゲットと
なっている．1の生合成は，各ORF のホモロジー検索か
ら推定された．まず 7炭糖の sedo-heptulose-7-phosphate
が環化，脱水，酸化したキノン （2） にファルネシル基（C15）
が付加することで 3が生じる．その後，テルペン環化酵素
が 3の末端二重結合のプロトン付加により環化反応を開始
することで 1を生合成すると考えられている（図1A）．図
1B の生合成遺伝子クラスターを過剰発現させた放線菌に
て 1の生産が確認されているが 2），生合成の最終段階とな
るテルペン環化酵素は未だ同定されていない．

そこで本研究は，まず，1の生合成を担う新規テルペン

図1 BE-40644 の生合成経路 （A） および生合成遺伝子クラ
スター （B）．
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環化酵素（以下Cyc と表記）を取得する．その後，取得し
た Cyc を用いて，キノン部分またはテルペン部分を改変
した基質アナログとの酵素反応や，触媒活性を改変した変
異型酵素を活用することで，非天然型の複合型テルペンを
創製することを計画している（図2）．今回，in vivo 解析
による Cyc の探索，および非天然型化合物の創製へ向け
た Cyc の取得と基質アナログの化学合成について報告す
る．

1. BE-40644の生合成を担う新規テルペン環化酵素Cyc
の探索
1の生合成遺伝子クラスターには機能未知遺伝子ORF15

が存在している（図1B）．この遺伝子産物は，真菌が産生
する複合型テルペン pyripyropene の生合成に必須なテル
ペン環化酵素Pyr4（エポキシドのプロトン付加により環化
反応を開始する）3）と弱い相同性（identity 26％）を有し，
どちらも膜タンパク質である．このことから，ORF15 が
1の生合成を担う新規テルペン環化酵素Cyc と予想した．
この仮説を検証するため，ORF15 の in vivo 解析を行っ
た．

まず，大腸菌‒放線菌シャトルベクターである pWHM3
に 1の生合成遺伝子クラスター（図1B）が連結されたプ
ラスミド pWHM3-orf8-15 を放線菌Streptomyces lividans
に形質転換し，培養菌体抽出物を HPLC にて解析した結
果，1の生産が確認できた．続いて，ORF15 の機能を解
析するため，1の生合成遺伝子クラスターから ORF15 を
除いたプラスミド pWHM3-orf8-14 を作成した．本プラス
ミドを S. lividans にて過剰発現させることで，1への環化
反 応 が 行 わ れ ず に 3が 蓄 積 す る こ と が 期 待 さ れ た．
pWHM3-orf8-14 を S. lividans に形質転換体し，培養菌体
抽出物を解析した結果，1は生産されなくなったが，期待
された 3などの直鎖状テルペンにキノンが付加した化合物
の生産も見られなかった．そこで，キノンにファルネシル
基を付加するプレニルトランスフェラーゼである ORF14
を除いた pWHM3-orf8-13 を構築した．本プラスミドの形
質転換体からキノン （2） の生産が期待されたが，2などの

キノン体の生産は見られなかった．代謝産物が見られな
かった原因の一つとして，ORF8-14 の発現に問題がある
可能性が考えられた．

pyripyropene の環化反応を担う Pyr4 の in vitro 解析に
おいて，E84 と D218 の変異株が環化活性を示さなかった
ことから，両酸性アミノ酸残基が活性部位であることが報
告されている 3）．Pyr4 と ORF15 のアミノ酸アライメント
を作成したところ，ORF15 においてもこれらの酸性アミ
ノ酸残基，E44 と D185 が保存されていた．このことから，
BE-40644生合成遺伝子クラスター中の ORF15 の E44 ま
たは D185 に変異を導入することで，環化活性が無くな
り，3が蓄積することが期待される．そこで，ORF15 の
E44 を A に置換した pWHM3-orf8-15E44A を作成し，培
養菌体抽出物を解析したところ，特異的な代謝産物が確認
できた．現在，これらの産物の単離，構造解析を行ってい
る．これらの産物の構造を解析することで，ORF15 の機
能を明らかにしたいと考えている．

2. 基質アナログを用いた非天然型化合物の創製
テルペン部分または非テルペン部分を改変した基質アナ

ログを Cyc の基質として酵素反応を行うことにより，非
天然型化合物を創製することを計画している．まず，Cyc
と考えられる ORF15 の発現に取り組んだ．ORF15 を様々
なベクターに連結し，大腸菌や放線菌にて過剰発現させた
結果，可溶性タンパク質を得ることに成功した．また，キ
ノン部分を改変した数種類の基質アナログを共同研究によ
り化学合成したので，ORF15 との酵素反応を行い，非天
然型化合物の創製に取り組んでいきたいと考えている．
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図2　本研究の概略図．


