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2S−DaO5　　機 能性 低 分子 と して の プ レ ニ ル 化ポ リ フ ェ ノ
ー

　　　　　　　ル と 生 合成工 学

　　　　　　○矢Wh　一史

　　　　　　 （京大・生 存研〉

2S−DaO6　　植物の 代謝多様性を利用 した 非天 然型 テ ル ペ ノ

　　　　　　　イ ドの 創 製

　　　　　　○關 光，村中 俊哉

　　　　　　 （阪大院
・
工
・
生命先 端）

【目的】 フ ラボ ノ イ ド等 ポ リフ ェ ノ
ー

ル の プ レ ニ ル 化体 は、抗腫瘍活 性、
抗 菌活 性 、抗チ ロ シナ

ー
ゼ活性等 の生理活性 を有 し、機 能性 食品な どの 原

料と して 価値が高い 。しか し天然で は複雑 な混合物 となってい る、含量が

低 い 、また稀少 植物起源 で あ る等の 理 由で、安定供 給は 現 在不可能 な 状

態で あ る。近年ポ リフ ェノ
ー

ル 類 を基質 とす るプ レ ニ ル トラ ン ス フ ェラ ー
ゼと して 、放線菌か ら可溶型 の、また植物か ら膜結 合型の 酵素を コ

ードす

る遺伝子が相次 い で ク V − ＝ ン グ され、生合成工 学に よ る プ レニ ル 化ポ リ

フ ェノ
ー

ル の生産が漸 く現実 と もの と な った。そこ で 本研究で は 、プ レ ニ

ル トラ ン ス フ ェラ
ーゼ 遣伝子 を植物 に導 入 して、こ れ ら機 能 性低 分 子 で あ

るプ レニ ル 化ポ リフ ェノ ール を 生産 す る た め の生 合 成 工 学デザ イ ンの 構築

を 行った 。
【方 法 】本 研 究 で は 、広 い基質特異 性を持つ 可溶 性蛋白で あ る放線菌の プ

レニ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼと、基質特 異性が高 く膜結合型で あ る植物 由来

の プ レ ニ ル トラ ン ス フ ェラ
ーゼ を用い た。前者 に お い て は 天然か ら単離例

の な い新奇 な化合物 を生産で きる
．
可能性 が あ り、一方後者で は タ

ーゲ ッ ト

を絞った物質生産が 可能 とい う利点が ある。まずモ デル 実験と して 、放線

菌 由来の プ レ ニ ル トラ ン ス フ ェラ ーゼ を用 い 、酵素蛋 白質が局在す る細胞

内の コ ンパ ー
トメ ン トを 改変 して、どの オ ル ガ ネラ が物質生産に 最 も有利

か を検討 した。具体的に は、野生型 （細胞質）、トラ ン ジット・ペ プチ ド

（TP ）をN 一末端に付加 して プラ ス チ ド局在 と した もの、ミ ト コ ン ドリア 輸送

シ グ ナ ル をっ けた コ ン ス トラ ク トの 3種を作成 し、それぞれ植物に 導入 し

て mRNA 、蛋 自質 レベ ル の発 現、さ らに 化合物の 生産性 を調べ た 。ホ ス ト

植物 にはモ デル 植物であ るミヤ コ グサ 及び トマ トを 選択 した 。
【結 果 と考察】放線菌 の 遣伝子 3 種、Orf2、　HypSc 、　NevQ を そ れ ぞ れ 細

胞質、プ ラ ス チ ド、ミ トコン ド リア に 局 在 す る よ う エ ン ジ ニ ア リン グ し、
マ メ科 の モ デ ル 植物 ミヤ コ グサ に導入 した 。そ の結 果、HypSc で は プラ ス

チ ド局在 と した と き のみ で 蛋 白質が検出 され、ナ リン ゲ ニ ンや ゲ ニ ス テ イ

ン を投 与 した 時に そ れ らがプ レ ニ ル 化 され るこ とが 明らか となった。Orf2

に関 して は 、どの コ ン パ ートメ ン トに 移行 させた場合で も蛋 白質は 検 出さ

れた が、基 質投 与を した際に その プ レニ ル 化体 の 生成が 認め られ た の は プ

ラ ス チ ド型の み であった。NovQ に関 して は 、蛋 白質 レ ベ ル の 発現 に問 題

が認 め られた た め ．コ ドン ユ
ー

セ
ージ を植 物用 に 改変 した NQvQ （M ）を 作

成 し、プラ ス チ ド局在型 コ ン ス トラ ク トと して ミヤ コ グ サ に導 入 し た。そ

の結 果、明確な蛋白質の 蓄積が 認め られ 、基 質と し て ナ リ ンゲ ニ ン を投 与

した 際に プ レ ニ ル 化体 の 生成が 認め られ た。
ナ ス科 の モ デル 植物で あ る トマ トを ホ ス トと し た実験で は、導 入遺 伝子 を

HypSc とN8DT に 絞 り、果 実 特 異 的 なE8プ ロ モ ータを用 いて 形質転 換体を

作成 した 。そ の 結 果 、い ずれ の 形質転操体で も、基質投与 な しで プ レニ ル

化 ナ リ ン ゲ ニ ンを 生産 して い る こ とが明 らか となった。た だ し、両 遺伝子

で プ レ ニ ル 化さ れる 位置は 異 なって い た 。こ れ ら のパ ラ メ
ー

タ を整 理す る

こ と で 、プ レ ニ ル 化ポ リフ ェノ
ー

ル の生産 に適 した代謝工 学 デ ザ イ ン が 確

立され るもの と期待 され る。

高等植物 が 生産す る代謝産物 は 20万種を 越 える と され、動物 の それ を遥 か

に しの ぐ構 造多様性 を示 す。これ ら植物低分子化合物は 、医薬 品原料、色

素、香料 や 、近 年で は機 能性食品や サ プ リ メ ン トな ど の 形 で 利 用 さ れ て い

る。私 た ち は 、多様 な構 造を 持っ マ メ科 ト リテ ルペ ノ イ ドお よ び キ ク科 セ

ス キ テ ル ペ ノイ ドに 注 目 し、そ の 構造多 様化 の 機構 を生 合 成 酵 素遺 伝子 の

発現 、酵 素機 能の 分 化 の 解析 を 通 して 理 解 す る と と も に、組 換 え酵 母 に お

いて 植物由 来生合成 経路を 再 構築／デザ イ ンす る こ とで 天然 ・非天 然化合

物 を生産 ・創製す る こ と を試み て い る。

マ メ 科 トリテ ルペ ノ イ ドの 生産 ：薬 用植物 カ ン ゾウ の グ リチ ル リチ ン 、
チ ョウセ ン ニ ン ジ ン の ジ ン セ ノ サ イ ドなどに 代 表され る トリテ ル ペ ノ イ ド

配糖体 は 、医薬品資源 と して 重 要 な化合物群で ある。マ メ科植 物は グ リチ

ル リチ ン や ソ ヤ サ ポ ニ ン な どβ
一ア ミ リン を 基本骨格に 持っ 多様な トリテ

ル ペ ノ イ ドを生産す る。そ の構造多様化 に は、炭素骨格 の酸 化修飾を担 う

チ トク ロ ーム P450 モ ノオ キ シ ゲナ ーゼ （P450 ） が大き く寄与 して い る。
私 たちは、グリチ ル リチ ン 生合成酵素と して、CYP88D6 （β

一
ア ミ リン 11

位酸 化酵素）
ω
お よ び β

一
ア ミ リン の 30 位炭素の 酸化を触媒す るCYP72A サ

ブフ ァミリ
ーP450を同定 した 。さら に 、これ ら 2種の P450遺伝子を β

一ア
ミリン 合成酵素 （ス テ ロ イ ド類 お よ び トリテ ル ノイ ド類の 共通基 質で あ る

オ キ シ ドス ク ア レ ン を環化 し β
一ア ミ リ ン に 変換す る オ キ シ ドス ク ア レン

環化酵素の
一

種）遺伝子 と と も に酵母 に導 入す る こ と で 、微 量 なが ら も 内

在の オ キ シ ドス ク ア レ ン か ら グ リチ ル レチ ン酸 （グ リ チ ル リチ ン の 非糖

部 で ．薬理 活 性 本体 ） とそ の類 縁化合 物 を 生産す る こ と に成 功 した
｛a。ま

た 、β
一ア ミ リン の24位あ る い は 28位の 酸化 を触 媒す るP450もそ れぞれ特

定 して お り 、これ ら複数の P450 を様 々 な組み 合 わせ で β
一
ア ミ リン 生産酵

母 に導 入す るこ とで 、こ れ まで に 分離精製の 報 告が ない β
一
ア ミリン 派生

物を生産 させ る こ と が で きた 。

キ ク科 セ ス キ テ ル ペ ノ イ ドの 生 産 ； キ ク科 ヨ モ ギ 属 （Arteniisia） 植 物 は 、
多 様 な セ ス キ テ ルペ ノ イ ドを 生 産す る 。な か で もA．annua が 特 異 的 に生 産す

る ア ル テ ミシ ニ ンは 、抗 マ ラ リ ア薬原料 と して 極め て 重要 な化合 物で あ

る。そ の生合 成 酵素 と して ア モ ル フ ァ ジ エ ン合 成 酵素 （ADS ；フ ァ ル ネ シ

ル ニ リン酸 を環化 しセ ス キ テ ル ペ ン骨格 で ある アモ ル フ ァ ジエ ン を生成）

お よび アモ ル フ ァ ジエ ンの 12位炭素を酸 化する CYP71AVI がす で に 同定 さ

れて い た，私 たち は、CYP71AVI と90％ 以上の ア ミ ノ酸配列同
一

性 を示 す

P45  が ア ル テ ミシ ニ ン （およびその前駆物 質で あ るア モ ル フ ァ ジ ェ ン） を

生産 しない ヨ モ ギ属植物 に も広 く分布する こ と を明 らか に した 。こ れ らア

ル テ ミシ ニ ン非産生種 か ら 得ら れたCYP71AVI ホモ ロ グ を ア モ ル フ ァ ジ ェ

ン 生産酵母 で 発現させ た と ころ 、A．annua か らは 検 出され な い ア モ ル フ ァ ジ

ェ ン 酸化 物 が得 られ た 。こ の よ うに 、生 合 成 酵 素 の ナ チ ュ ラル バ リア ン ト

を利 用 す る こ と で非 天 然型 セ ス キ テ ル ペ ノ イ ドを生産す る こ と がで き た。
同 時に 、バ リア ン ト間 の 配 列 比較 か ら、CYP71AVI の 反 応特 異性制御 に

重要 なア ミノ酸 残基 の 特定、酵素機能改変を行 う上で 重要 な情報が得 られ

た。

以上、植物 の トリテ ル ペ ノ イ ド．セ ス キ テ ル ペ ノ イ ド生 合成 に関わ る 酵

素遺伝 子の バ リエ
ー

シ ョ ン を 利用 した 組換え酵母で の テ ル ペ ノ イ ド生産の

例 を示 した 。この よ うな 手法に よ り、植物材料か らの 分離精製や有機化学

合成で は 十分量を得 られず生理活性評価が困難で あった化合物や非天然型
テ ル ペ ノ イ ドを 生産する こ とで 新規創薬資源の 提供 に 貢献で き る もの と考

えられ る。
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