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本技術の臨床応用・社会実装に向けた取り組みとして、同じく共焦点ラマン顕微鏡（励起波長532 nm）を

用いて、腱板断裂性変形性肩関節症の患者から摘出された手術標本10検体の上腕骨頭のラマンスペクトル

解析を行い、病理組織標本との比較を行った。上腕骨頭の軟骨部分を厚さ25 µmに薄切し、測定条件 60秒

×2回積算でラマンスペクトル計測した。また、各検体から得られたスペクトルデータに対して、近似曲線

でバックグラウンド補正をし、主成分分析（PCA）を行った。続いて、連続切片を厚さ 7 µmで作成し、サ

フラニン O染色を行い、病理組織標本を作成した。10検体のラマンスペクトルで PCAを行った結果、第二

主成分、第三主成分において検体間の差が顕著に見いだされた。図５に示すように主成分分析によって大

きく 2 つのグループ分けて、それぞれの検体の病理組織標本を比較したところ、おもに染色性の低下、軟

骨表面部分の粗造化（表面が粗くなっている）、そして軟骨基質部分の空隙の数・大きさなど形態学的な差

を認めた。さらに、第二主成分の負荷量グラフから、軟骨基質の分子組成に差があることを見いだした（図

５）。 

 

図５ 10検体のラマンスペクトルデータ主成分分析（PCA）、代表的な病理組織像および主成分負荷量 

■■結結論論  

ラマン分光・イメージング技術による高い時空間分解能で生細胞の状態遷移を計測する技術と、生体分子

の「ゆらぎ」に着目した数学的アプローチを組み合わせることにより、発生ダイナミクス解析や疾患モデ

ルの病態解明を進めることで、未病状態における生物学的ゆらぎの解析、多臓器間ネットワークの解明に

つながることが期待される。例えば、未病の治療法確立を目指した具体的な展開として、ロコモティブシ

ンドロームのひとつである骨粗鬆症の発症予防、骨折リスク回避への応用が期待される。個体の in vivoラ
マンスペクトル測定によって、骨質低下やがては骨折リスク増大につながる骨基質の変化を分子レベルで

解析することで、ラマンスペクトル上で骨粗鬆症の予後因子をラマンスペクトルの「ゆらぎ」に見出すこ

とができれば、骨基質そのものの異常だけでなく、臓器間ネットワークの異常から発病に至る過程におい

て、未病状態を検出し、いち早く治療を開始することができる。また、再生医療分野への応用も期待され

る。軟骨の変性・再生の過程におけるラマンスペクトル変化から、リウマチや変形性関節症などの軟骨疾

患における、軟骨組織の未病状態を明らかにする。軟骨細胞の分化・未分化状態、軟骨基質の成熟過程をリ

アルタイムで計測し、ラマンスペクトルの解析を行い、軟骨の再生および変性に関与する未病状態をモニ

タリングしながら、正常組織へと分化誘導することが可能と考えられる。さらに、がん研究への展開とし

て、ヒト大腸がん組織から樹立したオルガノイドを用いて、ラマン分光・ラマンイメージングのタイムラ

プス計測を行うことで、状態遷移を鋭敏に捉え、がんの転移・浸潤メカニズムにも迫ることができる。がん

の悪性度や浸潤能が異なるがん組織に由来する培養細胞およびオルガノイドを網羅的に解析することで、

がん細胞の状態遷移を明らかにすることができれば、がんの超早期診断法への応用が期待できる。 
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ププレレニニルル基基転転移移酵酵素素のの機機能能的的リリデデザザイインンをを基基軸軸ととすするる生生合合成成工工学学  

 

 

■■背背景景・・目目的的  

 天然物の生合成において、芳香族化合物のプレニル化反応は疎水性や膜透過性とともに生物活性を劇的

に変化させるステップであり、プレニル化ポリフェノールは強力かつ特異な生物活性を示すものが多く、

医薬資源としての有用性に注目が集まっている。例えば Fig. 1 の cannabigerolic acid（CBGA）は

tetrahydrocannabinol など薬理活性カンナビノイドの前駆体であり、大麻では微量成分ながら鎮痛、抗炎症、

食欲増進および細胞毒性など多様な生物活性を有することから、医薬資源として期待される希少カンナビ

ノイドである 1)。またセリ科およびミカン科植物に分布する O-プレニル化クマリンの umbelliprenin はがん

細胞に対する強力な細胞毒性が知られており、近年はその作用機序の解明や効率的な薬物送達に関する研

究が進展している 2, 3)。 
本研究ではこれらプレニル化ポリフェノールの生合成に関わるプレニル基転移酵素（PT）の構造機能研究

を、新たな医薬資源の開拓に結びつける。即ち 1）CBGA を生合成する大麻（Cannabis sativa）由来 CsPT4、
および 2）umbelliprenin を生成するアギ（Ferula assa-
foetida）由来の新規酵素FaPT1に焦点を絞り、基質特異性

などの生化学的性質を明確にするとともに、酵素反応に

より多様な天然型および非天然型メロテルペノイドを獲

得し、それらの生物活性を解明する。  

 

■■結結果果・・考考察察  

1. 大麻由来 CsPT4の詳細機能解析 

 CsPT4はポリケチドの olivetolic acid（OLA）にGPP 由来のゲラニル基を転移することでCBGAを合成す

るプレニル基転移酵素である。本酵素は近年 Keasling のグループにより見出され、酵母を宿主とするカン

ナビノイドの合成生物学的に応用されているが、基質特異性をはじめ酵素機能の詳細は不明確である 4)。 
本研究では始めに、各種のプレニル基質に対する特異性を検討した結果、驚くべきことに CsPT4 は GPP
のみならず、DMAPP からGGPP にいたる 4 種のプレニル基質と反応できることを明らかにした（Fig. 2）。 
 次いでOLAおよび関連化合物（1~15, Fig. 2）を用いて芳香族基質に対する特異性を検討したところ、本

酵素は下図に示す多数の芳香族化合物を受容可能であることを確認し、新規化合物を含む多様な生成物を

与えることが判明した。興味深いことにそれらの芳香族基質には、アルキル側鎖の異なるOLA類縁体のみ

でなく、ビベンジル型やフロログルシノール型の基質も含まれている。ビベンジルに関しては、Fig. 2のジ

ヒドロピノシルビン酸（DPA, 8）を受容し、苔類オオケビラゴケの二次代謝産物であるビンベンジルカンナ

ビノイド前駆体を合成可能なことを確認した。近年、ビベンジルカンナビノイドは新たな生物活性天然物
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として注目されており 5)、CsPT4はその酵素合成にも

応用可能と考えられる。また、フロログルシノール型

の基質としては、OLA の異性体であるフロロカプロ

フェノン（9）や、DPAの異性体であるジヒドロカル

コン誘導体（10）を受容して、それぞれのゲラニル化

体を与えることを明らかにした。一般に酵素による

基質認識は厳密な場合が多く、植物二次代謝PTも例

外ではない。このように多様なプレニル基質および

芳香族基質と反応するプレニル基転移酵素は CsPT4
が初めてであり、バイオテクノロジーへの展開に極

めて好適であると考えられた。 
 CsPT4 の生化学的性質を詳細に解明するため、本

酵素の反応速度論的解析を検討した。Table 1 に各種

のプレニル基質に対する速度定数を示している。Km

値より判断して、本酵素のGPP に対する親和性は中

程度であるが、反応速度が極めて高いことから、反応

効率の指標であるVmax/Kmが最も高く、GPPが最適な

プレニル基質であると確認できた。これは植物体に

おいてCBGA の生成に機能する酵素として適切な結

果である。 
その他の各プレニル基質への触媒機能について、本

酵素は FPP に対しても高い活性および親和性を示し

たが、より長鎖の GGPP に対しては、非常に高い親

和性を示した一方で、反応速度が著しく低いことが

示唆された。さらにサイズの小さい DMAPP に関しては、親和性および活性がいずれも低く、生物工学へ

の展開は困難と推察された。このため、GGPP や

DMAPP との反応性を高めるためには、本酵素の立体

構造を基盤として、論理的な変異導入を行うことで、

酵素機能を改変する必要があると考えられる。 
次に、芳香族基質に対する速度論的解析を行った。こ

の結果、Table 2に示す通り本酵素の生理的な基質OLA
に対するKm値は約 31 µMと、既知の植物由来芳香族

PT と同程度であったが、DPA に対する Km値は約 17 
µM と判明し、OLA よりもビベンジル型の DPA に対

して高い親和性を示すことが確認された。また本酵素

の反応速度は、OLA とDPA を用いた場合同程度であ

った。さらに本酵素はアルキル側鎖の短いディバリン

酸（DVA, 4）に対して、OLA の場合よりも 4倍程度高

い反応速度を示すことを確認した。反応効率の指標で

あるVmax/Kmのレベルで見ても、本酵素はOLAよりむ

しろDPAやDVAに高い選択性を示すことが確認された。 
さらに現時点で正確な反応速度は測定できていないものの、CsPT4 はアルキル側鎖の長い OLA アナログ

に関しても、炭素数 11の側鎖を持つものまで受容可能であることを確認している。近年、共同研究者の森

田洋行教授により、OLA 生合成酵素の部位特異的改変によって、炭素数 11 までのアルキル側鎖を有する
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OLAアナログの酵素合成が達成されている 6)。当該変異酵素との組み合わせにより、多様なOLAアナログ

の酵素合成やバイオテクノロジーが可能になると考えている。 
 

2. CsPT4反応生成物の生物活性 

先に述べた通り CsPT4 は新規化合物を含む多数の生成物を与えたことから、以下に示した代表的な酵素

反応生成物（16~22, Fig. 3）について生物活性試験を検討した。カンナビノイドは多様な薬理活性が注目さ

れた化合物群であるが、膵がんに関わる報告は多くない。そこでヒトすい癌細胞 PANC-1 に対する抗緊縮

活性を検討することとした。すい癌細胞は多くの場合細胞増殖に血管新生が追い付かず、低酸素、低栄養

といった栄養飢餓状態にさらされている。しかしながら、膵がん細胞は栄養飢餓に対して耐性を持ち、こ

のことががんの活発な増殖や転移に結びつく。従って、栄養飢餓条件の膵がん細胞に毒性（抗緊縮活性）を

示す薬剤は、新たな抗がん剤の候補として期待される 7)。 
抗緊縮活性試験の結果は極めて興味深いもの

であり、フェノール骨格のOLA（1）が全く活

性を示さなかったのに対して、プレニル化によ

り抗緊縮活性が発現し、CBGA 類縁隊の中では

炭素数 15 のファルネシル基と結合した新規化

合物 sesqui-CBGA（18）が最も高い活性を示し

た。プレニル化により疎水性が高まることで、

膜透過性が亢進し、これにより細胞毒性を発現

した可能性が考えられる。プレニル基は長鎖ほ

ど良いわけでなく、炭素数 20 のゲラニルゲラ

ニル基と結合したDiterpeno-CBGA（19）よりも

Sesqui-CBGA の方が活性が高かったことから、最適値があること

が確認できた。なお Sesqui-CBGA に対して、抗緊縮活性の指標と

なるPC50値は 2.4 µMであった（Fig. 4）。これは本学のSuresh Awale
博士らを中心に現在臨床試験が進行しているゴボウ成分 arctigenin
の活性（PC50値 0.7 µM）より低いものの、ファーストスクリーニ

ングとしては極めて有望であり、今後さらに多くの酵素反応生成

物を試験することで、さらに強力な活性化合物の探索につなげた

い。 
 

3. アギ由来 FaPT1の同定および機能解析 

アギ（Ferula assa-foetida）は、中近東やインドに分布するセリ科植物で、本植物から得られる樹脂はアサ

フェティダと称され、香辛料とする他、インドの伝統医学アーユルヴェーダでは喘息、神経衰弱および腹

痛などの治療に適用されてきた。アサフェティダの成分である umbelliprenin は、がん細胞に対する強い細

胞毒性や、抗炎症およびメラニン生合成阻害など興味深い生物活性を示すことが報告されており、医薬資

源として期待されている 2)。UmbellipreninはumbelliferoneのO-プレニル化によって生成すると予想される。

しかしながら現時点で植物二次代謝に関与するO-プレニル基転移酵素（O-PT）についての研究例は極めて

少数で 8)、umbellipreninの生合成を触媒する酵素も未解明である。 
本研究ではトランスクリプトーム解析に基づくO-PTのcDNAクローニングより検討を開始した。始めに、

アギの若葉よりRNAを抽出し、cDNAライブラリーを調製した後、次世代シーケンシングにより取得した

ショートリードについて de-novo assemblyを行うことで、アギのトランスクリプトームデータを確立した。

次いで、既知 PT をクエリとしてホモロジー検索を行ったところ、3 種の PT 候補遺伝子 FaPT1〜3 の部分

配列を確認した。そこで、rapid amplification of cDNA ends（RACE）法により、これらの末端配列を決定し、

cDNA 全長を確定した。FaPT1〜3 の推定アミノ酸配列について、植物由来既知 PT との分子系統樹解析を
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行ったところ、FaPT1は一次代謝に関わるクレードから独立

し、クマリン特異的プレニル基転移酵素とクレードを形成し

た（Fig. 5）。従って、FaPT1 がアギの二次代謝に関与するO-
PTであると推察し、構造機能解析を検討することにした。 
既知PTの多くはプラスチドに局在し、MEP経路由来のプ

レニル基質を利用することが知られているが、その一方でフ

ァルネシル基のもとになる FPP は一般にサイトゾルのメバ

ロン酸経路で供給される。従って、FaPT1の細胞内局在性は

極めて興味深い。そこで、FaPT1-GFP融合遺伝子を構築し、

アグロバクテリウムLBA4404株を介したアグロインフィル

トレーション法により、ベンサミアナタバコの葉に融合タン

パク質を一過的に発現させ、得られたプロトプラストについ

て、共焦点レーザー顕微鏡による観察を試みた。この結果、

FaPT1-GFP 融合タンパク質の蛍光は、プラスチドに存在す

るクロロフィルの蛍光とは一致せず、主にサイトゾルにてド

ット状に観察された（Fig. 6）。このような局在パターンは小

胞体タンパクに類似したものである。従って FaPT1 は小胞

体膜に結合した形で存在し、メバロン酸経路から供給され

るFPPを利用していることが示唆された。 
次いで、酵素機能の確認のため、酵母 Pichia pastoris での

FaPT1組換え酵素の発現と活性測定を検討した。このため、

発現ベクターpPICZAにFaPT1遺伝子を組込み、エレクトロ

ポレーション法によりP. pastoris KM71H 株に導入した後、

メタノールを含む培地で培養して組換え酵素の発現を誘導

した。FaPT1 は膜タンパク質であると予測されたため、ミ

クロソーム画分を調製し、これを粗酵素液として、FPP お

よび umbelliferone を基質とする酵素反応に供したところ、

HPLC により umbelliprenin 標品と一致する明確なピークが

確認された。以上から、FaPT1 が umbelliprenin の生合成反

応を触媒する O-PT であることを確認した。植物二次代謝

に関わる O-PT はグレープフルーツ由来の bergamottin 合成

酵素 8)に次いで二例目であり、またファルネシル転移酵素

は初めての例である。 
本酵素の基質特異性については、Fig. 7 に示した 8 種の芳

香族化合物をプレニルアクセプターとし、FPP との酵素反

応を行ったところ、umbelliferoneのみならず、bergaptol につ

いても反応生成物が確認された。このため、本酵素は多様

なクマリン化合物と反応する可能性があり、さらに多くの

芳香族基質を用いて解析を進めている。また Fig. 7 に示した 4 種のプレニル基質をプレニル基ドナーとし

て酵素反応に用いた結果、極めて興味深いことにGPP、FPP および GGPP に関して反応生成物を確認する

ことができた。以上の結果から FaPT1 はプレニルアクセプターとしてクマリン骨格を有する芳香族化合物

を認識し、また多様なプレニル基質を受容する酵素であると確認した。FaPT1 は広範な基質を受容可能で

あるため、プレニル化クマリンの酵素合成に応用可能と考えられる。今後は部位特異的変異による酵素機

能の拡張も含めて、さらに多様な生成物の合成を試み、それらの生物活性を検討する計画である。 
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次いで umbelliprenin の生合成部位について RT-PCR により検討し

た。この結果、umbelliprenin の含量が根や側根に多いのに対して、本

酵素遺伝子の発現は意外なことに若葉や葉柄などの地上部に集中し

ており、地下部ではほとんど観察できなかった。このことから、

umbellipreninは地上部で合成され、維管束（おそらく篩管）を通じて

地下部に輸送されると結論した。 
 

■■結結論論  

 本研究では大麻由来 CsPT4およびアギ由来の新規酵素FaPT1のキャラクタリゼーションにより、これら

プレニル基転移酵素が極めて広範な基質を受容して多様な生成物を合成可能であることを示し、また

CsPT4 の産物については膵がん細胞に対する顕著な抗緊縮活性を有することを明らかにした。一般に酵素

と基質は鍵と鍵穴の関係とされ、特に植物の二次代謝PTは基質特異性が厳密なものが多い中で、これらの

酵素は異例で、ゆえに物質生産に有用と考えられる。酵素により得られるプレニル化ポリフェノールの生

物活性については助成期間終了後も追求し、医薬品応用に結びつく成果の創出につなげたい。 
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