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アサ (Cannabis sativa L.) はアサ科アサ属に属する中央アジア原産の一年草で、

最も古い繊維作物の一つである (図 1)。本植物の葉、花穂、あるいは未熟花穂を

乾燥したものは「大麻」と称され、鎮痛薬や鎮静薬として使用されてきた。大麻

の薬としての歴史は長く、中国では 2,700 年前に薬用を目的に使用された大麻が

発掘されており、また中国最古の薬物学書である「神農本草経」に薬草として使

われていたことも記されている 1)。日本国内で栽培されているアサは主に幻覚成

分をほとんど含んでいないトチギシロと呼ばれる改良品種であり、種子は食用

に、繊維は麻糸・布、衣類などの製品となるほか、神事にも利用されている。大

麻は鎮静、鎮痛、および催眠薬として第五改正日本薬局方に収載されていたが、

以後削除され、現在では日本での医薬品としての用途はない 2)。また、大麻の所

持、譲受、譲渡、およびアサの栽培は大麻取締法で禁止されている。 

 

 

図 1. アサ (Cannabis sativa L.) 
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大麻はカンナビノイドと称される二次代謝産物を生産する (図 2)。カンナビ

ノイドはアルキルレゾルシノールとモノテルペンがカップリングした構造を有

し、現在までに 150 種類以上のカンナビノイドが大麻から単離され、それらの

薬理学的特性について幅広く研究が行われている 3,4)。 

 

 
図 2. 代表的なカンナビノイドの構造. 

 

大麻の幻覚成分であるD9-tetrahydrocannabinol (THC) には、鎮痛、鎮吐、抗炎

症、および食欲増進等の興味深い薬理作用が報告されており 5,6)、創薬リード化

合物としての可能性も注目を集めている。一方で、THC 以外の非幻覚成分にも

興味深い薬理作用が報告されている。例えば、環構造が異なる THC の異性体で

ある cannabidiol (CBD) は抗炎症および神経保護作用があり、精神神経疾患の治

療薬として期待されている 6)。また CBD は、THC の幻覚作用を抑制する効果も

有することから、THC と CBD の合剤である舌下スプレー「Nabiximols (Sativex®)」

は、カナダおよびヨーロッパ諸国で多発性硬化症患者の神経因性疼痛を改善す

る目的で使用されている。一方アメリカ合衆国では、アメリカ食品医薬品局が

Dravet 症候群や Lennox-Gastaut 症候群といった難治性小児てんかんの治療薬と
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して、CBD 製剤である「Epidiolex®」を承認した 7–9)。さらに、近年は苔類オオ

ケビラゴケ (Radula perrottetii) が生産するビベンジルカンナビノイドの

perrottetinene に関しても薬理学的研究が進展し、新たな鎮痛薬のリード化

合物となり得る可能性が示唆されている  (図 3)10)。以上のように、カンナ

ビノイドは注目すべき化合物群であり、その構造多様性を拡張することは

新たな医薬資源の開拓につながる重要な課題である。  

 

 
 

図 3. オオケビラゴケ (Radula perrottetii) および perrottetinene の構造. 
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図 4. 大麻における主要カンナビノイドの生合成経路. 

 

カンナビノイドは、1) ポリケチド骨格の形成、2) プレニル基の転移、

および 3) 立体選択的酸化閉環の三段階の酵素反応によって生合成され、

これに関与する生合成酵素は全て同定されている。生合成経路は図 4 に示

す通りであり、はじめに tetraketide synthase および olivetolic acid cyclase の

共触媒によってポリケチドの olivetolic acid 1 (OA) が合成される 11,12)。次

いで、プレニル基転移酵素  (PT) の CsPT4 が触媒する OA 1 と geranyl 

diphosphate (GPP) の縮合反応により cannabigerolic acid 1b (CBGA) が生成

する 13)。最後に、THCA synthase および CBDA synthase が CBGA 1b のゲ

ラニル部分の立体選択的酸化閉環反応を触媒することにより THC および

CBD の 前 駆 体 で あ る D9-tetrahydrocannabinolic acid (THCA) お よ び

CsPT4
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cannabidiolic acid (CBDA) が生合成される 14–17)。これら生合成酵素の中で、

CsPT4 はカンナビノイドの基本的な炭素骨格である生物活性カンナビノ

イド前駆体 1b を合成する重要な酵素である。CsPT4 が GPP 以外のプレニ

ル基質を受容し、かつ多様なアルキル側鎖を有する芳香族基質を認識する

ことが可能であれば、カンナビノイドの構造多様性を大きく拡大できる。

近年、CsPT4 はカンナビノイドの合成生物学にも応用されている 13)。しか

し、基質特異性を含む詳細な機能解析は行われていない。  

本研究では、CsPT4 のプレニル基質と芳香族基質に対する特異性につい

て検討し、酵素反応生成物の生物活性を調査した。第一章では、CsPT4 を

用いて、多様な芳香族基質およびプレニル基質から、これまでに存在しな

かったカンナビノイドを合成できることを証明した 18)。第二章では、

CsPT4 の酵素反応により得られたカンナビノイド類縁体がヒトすい臓が

ん細胞  (PANC-1) に顕著な毒性を示すことを明らかにした 18)。第三章で

は、フロログルシノール骨格を有する芳香族基質を合成して CsPT4 の基

質特異性について再検討し、CsPT4 が基質構造に依存してプレニル化様式

を変化させる興味深い性質を見出した 19)。  
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第一節 組換え CsPT4 の発現系構築 

 

大麻プレニル基転移酵素 CsPT4 の生化学的解析にあたり、組換え酵素

の発現系構築を行った 18)。植物二次代謝経路の PT は、多くが葉緑体局在

型の膜タンパク質であり、CsPT4 に関してもアミノ酸配列の解析から葉緑

体型トランジットペプチドを有する膜タンパク質であることが予想され

た  (図 5)。膜タンパク質は大腸菌での発現が困難であるため、植物 PT の

異種発現は一般に出芽酵母  (Saccharomyces cerevisiae) で行われている。

本研究では、出芽酵母と同様に培養が簡便で、かつ異種タンパク質の高発

現が可能であるメチロトロフ酵母  (Pichia pastoris) を宿主とした組換え

CsPT4 発現系を作製した。  

CsPT4 の人工 DNA を PCR 鋳型とし、トランジットペプチドを除いた成熟

型 CsPT4 をコードする遺伝子を、特異的プライマーを用いて PCR で増幅

後、pPICZA ベクターに組込み、P. pastoris KM71H 株に形質転換した。組

換え体はゼオシンを含むプレートで選抜し 20)、グルコースを炭素源とす

る最小培地で培養後、メタノールを含む最小培地を連続的に添加して組換

え酵素を発現誘導した 21)。96 時間培養後に菌体を回収し、zymolyase 処理

で溶菌した後、超遠心  (100,000 × g) によりミクロソーム画分を調製した

21)。膜タンパク質の可溶化および精製には極めて煩雑な操作が必要である

ことから、Mg2+を含む Tris-HCl バッファーに懸濁した CsPT4 のミクロソ

ーム画分を粗酵素溶液として酵素反応に使用した。  
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図 5. CsPT4 の膜貫通領域の予測. 

膜貫通領域予測ツール  (TMHMM) により解析した . 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) 

transmembrane: 膜貫通領域  (紫) 

inside: 細胞質  (青) 

outside: 細胞外  (橙) 
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第二節 組換え CsPT4 の活性確認 

 

前節で調製したミクロソーム画分を粗酵素として、Mg2+を含む Tris-HCl

バッファー中で、基質である 1 および GPP とともに酵素反応を行った 18)。  

メタノールで反応を停止した後、得られた反応液の一部を HPLC に供

し、生成物の分析を行った。その結果、図 6A に示すように 1b の標品と保

持時間が一致する単一の生成物を検出した。また LC-ESI-MS による分析

の結果、分子量が 1b の標品と一致したことから  (図 6B)、生成物は 1b で

あることを確認した。得られた生成物が単一であったことから  (図 6C)、

CsPT4 は位置選択性が高いプレニル基転移酵素であると考えられる。  
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図 6.  1 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 1b 標品 , 中段: 1 および GPP を含む酵素反応 : 

収率 2.3 × 10-3%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (75%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 1b 標品 , 右: 酵素反応生成物 . (C) CsPT4 が触媒する酵素反応 . 
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第三節 組換え CsPT4 の一般的性質 

第一項 至適 pH  

 

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES, pH 6.0–8.0), 

tris(hydroxymethyl)aminomethane-HCl (Tris-HCl, pH 7.0–9.5), お よ び 3-

cyclohexyl-aminopropane-sulfonic acid (CAPS, pH 9.0–11.5) バッファーを用

いて、CsPT4 の酵素反応における至適 pH について検討した 18)。図 7 に示

す通り、CsPT4 は幅広い pH 範囲で活性を示し、特に pH 8.0–9.0 の弱塩基

性条件において最も高い活性を示した。植物二次代謝に関与する PT の至

適 pH は酵素によって異なるが、一般にアルカリ側に最適 pH を持つこと

が知られている 22,23)。  CsPT4 においても、一般的な植物 PT と同様の結

果が得られた。  

 
図 7. 組換え CsPT4 の pH 依存性. 

CsPT4 の酵素活性は pH 6.0–11.5 の 100 mM HEPES, Tris-HCl, あるいは

CAPS バッファー中で測定した . 各実験は 3 回ずつ行い、  

結果は相対活性  (%, mean ± SD) で示した . 
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第二項 金属イオン要求性 

 

植物 PT において、プレニル基質の二リン酸基は Mg2＋とのキレート結

合を介して酵素に結合することが知られている 23,24)。そこで CsPT4 に関

しても金属イオン要求性を検討した 18)。その結果、CsPT4 は Mg2＋を添加

した際に最も活性が高く、Mn2+および Ca2+を用いた際には明らかに低い

活性を示した  (図 8)。また、EDTA を用いた反応では活性が見られなかっ

たことから、CsPT4 の酵素反応に金属イオンは必須であり、かつ Mg2＋が

最適な補因子であると推察された。なお、マグネシウムイオンは植物にお

いて、クロロフィルの構成成分である他、多くの酵素の補因子として機能

する、生理機能の維持に必須のイオンである。一般に、植物中のマグネシ

ウムイオン濃度は乾燥重量当たり 0.15–0.5%であり 25)、アサにおいても恒

常的に存在すると考えられる。  

 

図 8. 組換え CsPT4 の金属イオン依存性. 

各実験は 3 回ずつ行い、結果は相対活性  (%, mean ± SD) で示した . 

n.s.: Student's t 検定により有意差は見られなかった (P > 0.05). 
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第三項 温度依存性 

 

次いで、CsPT4 の温度依存性について検討した。20°C–50°C まで温度を

変化させて酵素反応を行ったところ、CsPT4 は 25°C および 30°C で最大の

活性を示した  (図 9)。第一項および第二項の結果と併せて、以降の実験で

は 5 mM の MgCl2 を含む Tris-HCl バッファー  (pH 8.5) を使用し、30°C の

条件で酵素反応を行うこととした。  

 

図 9. 組換え CsPT4 の温度依存性. 

各実験は 3 回ずつ行い、結果は相対活性  (%, mean ± SD) で示した . 

酵素反応は 25℃で調製した Tris-HCl バッファー  (pH 8.5) を使用した . 
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第四節 CsPT4 の基質特異性 

第一項 プレニル基質に対する CsPT4 の特異性 

 

CsPT4 の基質特異性を明らかとするため、はじめに 5 種のプレニル基

質、すなわち dimethylallyl diphosphate (DMAPP, C5), GPP (C10), farnesyl 

diphosphate (FPP, C15), geranylgeranyl diphosphate (GGPP, C20), お よ び

geranylfarnesyl diphosphate (GFPP, C25) を用いてプレニル基質に対する

CsPT4 の特異性について検討した 18)。  

1 を共基質とし、第一節で作製した組換え CsPT4 を用いて各種プレニル

基質との酵素反応を行ったところ、本酵素は GFPP を除く 4 種のプレニル

基質を受容し、それぞれ単一の生成物を合成した。次いで、HPLC および

LC-ESI-MS により、有機合成した標品と各生成物を比較した結果、それぞ

れプレニル鎖長の異なる CBGA 類縁体であることが判明した  (図 6, 

10−12)。ファルネシル基およびゲラニルゲラニル基を有する 1c および 1d

は新規化合物であり、それぞれ sesqui-CBGA 1c および diterpeno-CBGA 1d

と命名した  (図 13)。また、DMAPP との反応により生じた 3-dimethylallyl-

OA 1a は大麻成分としては報告されていないものの、結核菌において pH

感受性を高める合成化合物として報告されている 26)。  

以上の結果より、CsPT4 はプレニル基質に対して非常に寛容な酵素であ

ることが証明された。また、カンナビノイドはアルキル側鎖および閉環様

式の違いにより分類されている。本研究により、CsPT4 がカンナビノイド

構造にプレニル側鎖の違いをもたらす酵素であることを明らかとした。  

  



 19 

 

 

図 10. 1 および DMAPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 1a 標品 , 中段: 1 および DMAPP を含む酵素反

応: 収率 1.5 × 10-7%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . 

HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (60%). (B) ESI-MS 

(ネガティブ): 左: 1a 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 
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図 11. 1 および FPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 1c 標品 , 中段: 1 および FPP を含む酵素反応 : 収

率 1.1 × 10-5%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (85%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 1c 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 
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図 12. 1 および GGPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 1d 標品 , 中段: 1 および GGPP を含む酵素反応 : 

収率 2.6 × 10-6%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (95%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 1d 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 

  

0 2 864 10 12

Standard

CsPT4 + 1 + GGPP

CsPT4 (Boiled) + 1 + GGPP

1

1d

UV: 280 nm

A

(min)

OH

HO

COOH

B Standard Reaction product

m/z
400 450 500 550 600
0

100

R
el

. I
nt

en
si

ty
 (%

)

20

40

60

80

495.3 [M-H]-

m/z
400 450 500 550 600
0

100

R
el

. I
nt

en
si

ty
 (%

)

20

40

60

80

495.3 [M-H]-



 22 

第二項 芳香族基質に対する CsPT4 の特異性 

 

芳香族基質に対する CsPT4 の特異性について検討した 18)。GPP を共基

質とし、レゾルシノール誘導体  (2−8)、およびその他の植物由来芳香族基

質  (9−13) を用いた酵素反応を実施した  (図 13)。その結果、CsPT4 は

C3−C11 のアルキル側鎖を有するレゾルシノール酸  (2−5) から、それぞれ

3 位ゲラニル化体  (2b−5b) を単一の生成物として生成した  (図 14−17)。

また興味深いことに、CsPT4 はビベンジル骨格を有する 2,4-dihydroxy-6-

phenylethylbenzoic acid 6 (DPA) をも受容し、オオケビラゴケが生産する

perrottetinene 27,28) の前駆体である、3-geranyl-DPA 6b を生成した  (図 18)。

6b はオオケビラゴケの微量成分であり、生物活性は検討されていない 28)。

一方で、その他の芳香族基質  (9−13) や、1 の脱炭酸体である olivetol 7 お

よびアルキル側鎖が短い orsellinic acid 8 との酵素反応では生成物は確認

されなかった。  
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図 13. 本研究で使用した基質の構造. 

1−8: レゾルシノール誘導体 , 9−13: 芳香族基質 . 
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図 14. 2 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 2b 標品 , 中段: 2 および GPP を含む酵素反応 : 

収率 1.6 × 10-4%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (65%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 2b 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 
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図 15. 3 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 3b 標品 , 中段: 3 および GPP を含む酵素反応 : 

収率 3.1 × 10-6%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (80%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 3b 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 
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図 16. 4 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 4b 標品 , 中段: 4 および GPP を含む酵素反応 : 

収率 2.4 × 10-5%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (85%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 4b 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 
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図 17. 5 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 5b 標品 , 中段: 5 および GPP を含む酵素反応 : 

収率 7.1 × 10-7%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (90%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 5b 標品 , 右: 酵素反応生成物 . 
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図 18. 6 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 6b 標品 , 中段: 6 および GPP を含む酵素反応 : 

収率 6.0 × 10-5%, 下段: 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC

の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (75%). (B) ESI-MS (ネガテ

ィブ): 左: 6b 標品 , 右: 酵素反応生成物 .  
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第三項 多様なカンナビノイド類縁体を合成する CsPT4 

 

CsPT4 の基質となり得た芳香族化合物  (2−6) に対し、GPP 以外のプレ

ニル基質との組み合わせによる酵素反応を行った 18)。CsPT4 は divarinic 

acid 2 (C3), 2,4-dihydroxy-6-heptylbenzoic acid 3 (C7), および 6 を芳香族基

質とした反応において、ファルネシルあるいはゲラニルゲラニル化体  (2c, 

2d, 3c, 6c, および 6d) を合成可能であることを確認した。これら化合物の

構造を決定するには至らなかった。しかし、HPLC および LC-ESI-MS によ

り、いずれも単一の生成物であることが確認され、かつ生成物の分子量が

酵素反応に用いたプレニル基の 1 分子量だけ増加していたことから、それ

ぞれモノプレニル化化合物であることが示唆された  (図 19−23)。  

本研究では、CsPT4 がアルキル鎖長の異なるレゾルシノール酸およびビ

ベンジルを芳香族基質として、複数のプレニル基を転移する広範な基質認

識能力を有しており、それにより多様なカンナビノイド類縁体を合成可能

であることを証明した  (図 24)。各基質の組み合わせによる生成物の有無

に関しては表 1 にまとめた通りである。  
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図 19. 2 および FPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 2 および FPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で失

活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含む

アセトニトリル  (80%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 
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図 20. 2 および GGPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 2 および GGPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で

失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含

むアセトニトリル  (90%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 
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図 21. 3 および FPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 3 および FPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で失

活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含む

アセトニトリル  (90%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 
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図 22. 6 および FPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 6 および FPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で失

活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含む

アセトニトリル  (80%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 
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図 23. 6 および GGPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 6 および GGPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で

失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含

むアセトニトリル  (95%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 
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図 24. 多様なカンナビノイド誘導体を合成する CsPT4 の基質特異性.  
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表 1. 組換え CsPT4 の基質特異性のまとめ. 

+: 生成物が得られた組み合わせ , −: 生成物が得られなかった組み合わせ . 

  

Compd. Name DMAPP GPP FPP GGPP GFPP

1 Olivetolic acid (C5) + + + + −

2 Divarinic acid (C3) − + + + −

3 2,4-Dihydroxy-6-heptylbenzoic acid (C7) − + + − −

4 2,4-Dihydroxy-6-nonylbenzoic acid  (C9) − + − − −

5 2,4-Dihydroxy-6-undesylbenzoic acid (C11) − + − − −

6 2,4-Dihydroxy-6-phenylethylbenzoic acid − + + + −

7 Olivetol − − − − −

8 Orsellinic acid (C1) − − − − −

9 Umbelliferone − − − − −

10 Naringenin − − − − −

11 Resveratrol − − − − −

12 p -Coumaric acid − − − − −

13 Homogentisic acid − − − − −
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第四項 考察 

 

植物二次代謝に関与する PT の基質選択性は一般に厳密であることが知

られているが、一部に例外的な酵素の存在も報告されている。例えば、エ

ゾムラサキツツジ  (Rhododendron dauricum) においてカンナビノイドと

構造が類似した daurichromenic acid の生合成に関与する RdPT1 は、芳香族

基質として 8 を特異的に認識する一方、GPP から GGPP までのプレニル基

質を受容し、プレニル側鎖の異なる 8 の誘導体を合成する  (図 25) 23)。ま

た、アサ科に属するホップ  (Humulus lupulus) 由来の HlPT-1 は、DMAPP

存在下、フロログルシノールおよびナリンゲニンカルコンの両者を芳香族

基質として受容し、酵素反応を触媒する  (図 26) 24)。さらに、アサ科と近

縁なクワ科のクワ  (Morus alba) およびハリグワ  (Cudrania tricuspidata) 

にそれぞれ由来する MaIDT および CtIDT は、芳香族基質としてカルコン

およびイソフラボンを受容し、DMAPP および GPP 由来のプレニル基を転

移することが報告されている 29)。CsPT4 は、これら近縁植物由来の PT と

関連した分子進化の過程を経由して、より広範な基質認識能力を獲得する

よう機能分化した PT であると考えられる。植物芳香族 C-PT の分子系統

樹  (図 27) において、CsPT4 および HlPT-1 はともに terpenophenol を基質

とする同一のクレードに属しており、本クレードは MaIDT および CtIDT

を含むクワ科植物のフラボノイド PT のクレードと互いに分岐する形で存

在している。その一方、エゾムラサキツツジの RdPT1 はクマリン特異的

な PT と同一のクレードに分類されており、CsPT4 とは独立的に基質特異

性を進化させたものと考えられる。  

CsPT4 が広範な基質特異性を持つことが、大麻にとってどのような意義

を有するのかは不明であるが、一つの可能性として、進化の過程で多様な
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二次代謝産物を生産していたアサの祖先において、生存に有益であった主

要カンナビノイドの生合成経路が選択され、その一方 CsPT4 の基質特異

性が広範なまま残存している可能性も考えられる。  

 

  
図 25. エゾムラサキツツジ (Rhododendron dauricum) および 

RdPT1 が触媒する酵素反応 23). 

 

  
図 26. ホップ (Humulus lupulus) および HlPT-1 が触媒する酵素反応 24). 
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図 27. 植物芳香族 C-PT の系統樹解析. 

各酵素は次頁のリスト  (表. 2) にまとめた .  
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表 2. 系統樹解析で使用した植物芳香族 C-PT のリスト. 

NCBI: アメリカ国立生物工学情報センターに登録されている各酵素のア

クセッションナンバー . 

Species Enzyme NCBI
Arabidopsis thaliana AtPPT1 BAB20818 

AtHPT (AtVTE2-1) AAM10489 

AtHST (AtVTE2-2) ABB70127 

Arachis hypogaea AhR3DT-1 AQM74173 

AhR3DT-2 AQM74174 

AhR3DT-3 AQM74175 

AhR3DT-4 AQM74176 

AhR4DT-1 AQM74172 

Arnebia euchroma AePGT ABD59796 

AePGT4 ANC67957 

AePGT6 ANC67959 

Artemisia capillaris AcPT1 BBG56301 

Cannabis sativa CsPT1 DAC76711 

CsPT3 DAC76713 

CsPT4 DAC76710 

CsPT8 XP_030491742 

Chlamydomonas reinhardtii CrHST (CrVTE2-2) CAL01105 

Citrus limon ClPT1a BAP27988 

ClPT1b BAP27989 

Clitoria ternatea CtHPT ALR81009 

Cudriana tricuspidata CtIDT AJD80983 

Elaeis guineensis EgHGGT ALA65417 

EgHPT AHL26474 

Ficus carica FcPT1a LC369744 

Glycine max GmC4DT BAW32575 

GmG2DT BAW32578 

GmG4DT BAH22520 

GmIDT1 BAW32576 

GmIDT2 KRH30855 

GmPT01 (GmG2DT-2) KRH76146 

GmPT10d (GmIDT3) KRH32719 

Glycyrrhiza uralensis GuA6DT AIT11912 

GuILDT AMR58303 

Hordeum vulgare HvHGGT AAP43911 

Humulus lupulus HlPT1 BAJ61049 

HlPT1L AJD80254 

HlPT2 AJD80255 

Hypericum calycinum HcPT8px AZK16226 

HcPTpat AZK16227 

Hypericum sampsonii HsPT8px AZK16224 

HsPTpat AZK16225 

Ipomoea batatas IbHPT ALG62646 

Lactuca sativa LsHPT ACN78585 

Lithospermum erythrorhizon LePGT1 BAB84122 

LePGT2 BAB84123 

Lotus japonicus LjG6DT (LjPT1) ARV85585 

Lupinus albus LaPT1 AER35706 

Malus domestica MdHPT ACT75571 

Morus alba MaIDT AJD80982 

MaOGT AXN57307 

Oryza sativa OsHGGT AAP43913 

OsHPT (RTD1 ) BAS98961 

OsPPT1 BAE96574 

Pastinaca sativa PsPT1 AJW31563 

PsPT2 AJW31564 

Petroselinum crispum PcPT BAO31627 

Psoralea corylifolia PcM4DT AYV64464 

Rhododendron dauricum RdPT1 BBD96134 

Sophora flavescens SfFPT AHA36633 

SfG6DT BAK52291 

SfiLDT BAK52290 

SfN8DT-1 BAG12671 

SfN8DT-2 BAG12673 

SfN8DT-3 BAK52289 

Triticum aestivum TaHGGT AAP43912 

Zea mays ZmHST (w3 ) ONM24667 

ZmHPT ABB70122 



 41 

第五節 反応速度論解析 

第一項 プレニル基質に対する親和性および反応性 

 

各基質に対する CsPT4 の反応性の違いを明らかとするため、反応速度

論解析を実施した  (表 3) 18)。CsPT4 は膜結合型酵素であり精製が困難であ

ることから、ミクロソーム画分を粗酵素として使用し、得られた Vmax を酵

素活性の指標として用いた 30)。1 を共基質とし、DMAPP (C5) から GGPP 

(C20) までの 4 種のプレニル基質に対する CsPT4 の反応性について評価し

た。  

CsPT4 と FPP および GGPP との反応により算出された Km 値は、GPP に

対する Km 値よりも低く、一方で DMAPP に対する Km 値は非常に高いもの

であった。以上の結果は、FPP および GGPP に対する CsPT4 の結合親和性

は、大麻における生理的なプレニル基質である GPP に対する結合親和性

よりも高いことを示唆している。  

反応速度に関しては、CsPT4 は GPP との反応で最も高い Vmax 値を示し、

それ以外のプレニル基質に対する Vmax 値は非常に低いことが判明した。

また、反応効率の指標である Vmax/Km 値も GPP との反応において最大と

なることを確認した。以上のことから、CsPT4 は広範なプレニル基質と反

応が可能である一方で、GPP が本酵素にとって最適なプレニル基質である

ことが明らかとなった。  
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第二項 レゾルシノール酸誘導体に対する親和性および反応性 

 

GPP を共基質とし、芳香族基質  (1−6) に対する反応速度論解析を検討

した  (表 3) 18)。CsPT4 は、1 (C5) よりも 2,4-dihydroxy-6-nonylbenzoic acid 

4 (C9) および 2,4-dihydroxy-6-undecylbenzoic acid 5 (C11) に対して低い Km

値を示し、長鎖アルキル基を有するレゾルシノール酸に高い親和性を有す

る傾向が示唆されたが、Vmax 値の比較から、本酵素の 4 および 5 に対する

反応性は 1 に対する反応性よりも明確に低いことが確認された。一方で、

アルキル鎖長の短い 2 (C3) に対する CsPT4 の Km 値は比較的高いもので

あったが、2 を用いた反応の Vmax 値は 1 に対する Vmax 値よりも 4 倍程度

高いことが判明した。また、ビベンジル骨格を有する 6 を基質とした反応

の Km 値および Vmax 値は、いずれも 1 に対する数値とほぼ同等であった。

さらに、2 と 6 に対する CsPT4 の反応効率  (Vmax/Km) は、1 を基質とした

反応と同等、あるいはより高い値を示した。  

以上の結果から、2 および 6 は 1 と同様に CsPT4 の好適な基質であるこ

とが明らかとなった。プロピル基を有する 2 は、一部のアサに含まれる

tetrahydrocannabivarin (図 28) 31) など天然カンナビノイドの前駆体であり、

CsPT4 が 2 に高い活性を示したことは妥当な結果であると考えられる。一

方で、6 は生物活性が注目されているオオケビラゴケ由来のビベンジルカ

ンナビノイド perrottetinene の前駆体であり、6 の生合成酵素は報告されて

いない。CsPT4 は、6 に対して高い反応効率を示したことから、本酵素が

perrottetinene を含むビベンジルカンナビノイドの微生物生産に応用でき

る可能性がある。  
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    Substrate 

(Co-substrate) 

Km 

[µM] 

Vmax 

[pmol s-1] 

Vmax / Km 

[fmol s-1 µM-1] 

    
    

DMAPP (1) 3930 ± 530 0.099 ± 0.008 0.025  ± 0.001 

GPP (1) 67.3 ± 2.1 13.7 ± 0.2 203 ± 4 

FPP (1) 24.4 ± 0.3 1.49 ± 0.01 61.1 ± 0.5 

GGPP (1) 4.71 ± 0.46 0.278 ± 0.007 59.1 ± 6.6 

1 (GPP) 26.8 ± 0.8 24.3 ± 0.4 906 ± 10 

2 (GPP) 77.6 ± 12.7 103 ± 6 1330 ± 140 

3 (GPP) 37.2 ± 5.3 0.447 ± 0.026 12.0 ± 1.0 

4 (GPP) 9.96 ± 1.17 3.00 ± 0.22 306 ± 15 

5 (GPP) 2.65 ± 0.78 0.075 ± 0.010 28.6 ± 5.9 

6 (GPP) 27.9 ± 1.9 28.2 ± 0.2 1020 ± 70 

          
表 3. プレニル基質およびレゾルシノール酸に対する組換え CsPT4 の 

定常状態反応速度パラメータ. 

いずれの酵素反応も同一のミクロソーム画分を粗酵素として使用した . 

プレニル基質: DMAPP, GPP, FPP, および GGPP. レゾルシノール酸: 1−6. 

 

図 28. Tetrahydrocannabivarin の構造.  

OH

O

Tetrahydrocannabivarin
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第三項 考察 

 

プレニル基質に対する反応速度論解析より、CsPT4 が GGPP に最も高い

親和性を示したことは意外であったが、同様の傾向はエゾムラサキツツジ

の RdPT1 に関しても報告されている。RdPT1 の分子モデリング解析では、

GGPP の長鎖プレニル基が反応ポケットの結合部位に存在する Ile, Phe, 

Gly, および Ala などの疎水性アミノ酸から構成される二つの疎水性領域

と強く相互作用することが示唆されている  (図 29A) 23)。CsPT4 のホモロ

ジーモデルには、芳香族基質およびプレニル基質を受容するに十分なサイ

ズの活性中心ポケットが観察された  (図 29B)。また、現時点で基質とのド

ッキングモデルを得るには至っていないものの、CsPT4 の活性中心ポケッ

トには、RdPT1 のプレニル結合サイトに対応する位置に Ala, Val, および

Ile などで構成される疎水性領域が存在している。このため、これらアミ

ノ酸との疎水性相互作用により GGPP が安定に結合する可能性が考えら

れる。しかし、Vmax 値が低いことから、GGPP の結合様式は 1 との C-C 結

合の形成には適していないと考えられる。  

芳香族基質との反応で算出された Km 値は、長鎖アルキル基を有するレ

ゾルシノール酸で低く、短鎖アルキル基では高くなる傾向を示した。すな

わち、芳香族基質の結合部位には疎水性領域が存在しており、アルキル基

と疎水性アミノ酸が相互作用している可能性が考えられる。また、6 のフ

ェニルエチル基は 1 のペンチル基と同様に CsPT4 にとって適切なサイズ

の側鎖であることが示唆された。さらに、RdPT1 においては芳香族基質で

ある 8 のカルボキシ基が活性中心の Arg と 2 本の水素結合を形成し、結合

の方向性が固定されることが示唆されている  (図 29A) 23)。したがって、

CsPT4 においても 1 を含むレゾルシノール酸誘導体のカルボキシ基と塩



 45 

基性アミノ酸の相互作用が予想される。  

CsPT4 を微生物生産等のバイオテクノロジーに応用し、その触媒能力を

十分に活用するためには、CsPT4 の立体構造を明らかにして、反応メカニ

ズムを解明する必要がある。  

 

 
図 29. RdPT1 (A) の立体構造および CsPT4 (B) のホモロジーモデル. 

RdPT1 (A) の立体構造は文献記載のデータを PyMOl で描画したものであ

る . CsPT4 (B) のホモロジーモデルは Aeropyrum pernix K1 由来の UbiA ホ

モログ  (PDB ID: 4OD5) を鋳型として SWISS-MODEL で作成した . 
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第二章 カンナビノイドのヒトすい臓がん細胞に

対する抗緊縮活性 
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第一節 カンナビノイド類縁体の抗緊縮活性 

 

カンナビノイドには多様な生物活性が報告され、近年は抗がん作用にも

注目が集まっている。例えば THC や CBD は、メラノーマ細胞に対するプ

ロテインキナーゼ B (Akt) の阻害作用や、胃がん、非小細胞肺がん、およ

び肝細胞がんに対するアポトーシスシグナルを介した腫瘍増殖阻害作用

が報告されており、さらに現在使用されている化学療法とカンナビノイド

の併用による相乗効果を示す研究なども行われている 32)。  

一方で、1b の脱炭酸体である cannabigerol (CBG) に関する抗がん作用

も報告されている。例えば、温度感受性 TRP チャネルは様々な疾患に関

与することが明らかとなっており、CBG が TRP チャネルを遮断すること

により、結腸・直腸がん細胞の発生や増殖を抑制する可能性が示唆されて

いる 33)。また、CBG および 1b 類縁体は抗がん作用のほか、抗酸化および

抗炎症作用などの有用な生物活性が報告されている一方で、幻覚作用など

の人体に対する有害な作用は報告されていない。従って、1b 類縁体は有

望な医薬資源と考えられている。  

本研究では、カンナビノイドの抗がん作用、特にすい臓がんに対する効

果を検討することとした。すい臓がんは 5 年相対生存率が 10%以下の難治

性がんであり、ほとんどの薬剤に対して耐性を示し、短期間で増殖および

転移を起こす 34)。治癒の可能性がある唯一の治療法は手術であり、標準薬

物治療としてはフォルフィリノックス療法やゲムシタビン・ナブパクリタ

キセル療法などが、進行性のすい臓がんに対する緩和療法としては、5-フ

ルオロウラシル  (5-FU) などが使用されている。また、ヒトすい臓がん細

胞はがん微小環境の低酸素・低栄養状態でも生存できる特徴的な活性  (緊

縮活性) 35) を有することが知られており、抗緊縮作用は従来のすい臓がん
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治療薬とは作用メカニズムが異なるため、近年がん治療への新しいアプロ

ーチとして、抗緊縮化合物の開発に注目が集まっている。すなわち、CsPT4

の酵素反応により得られたカンナビノイド類縁体がヒトすい臓がん細胞

に対して抗緊縮作用を示せば、新たなすい臓がん治療薬の候補になり得る。 

本研究では、栄養飢餓に対して最も耐性のあるヒトすい臓がん細胞株

PANC-1 human pancreatic cancer cells (PANC-1) 35) を使用した。PANC-1 は

栄養飢餓  (グルコース、アミノ酸、および血清が全く存在しない) 状態で

も長時間生存することができるすい臓がん細胞株である。1 およびカンナ

ビノイド類縁体  (1a−1d, 2b−6b) の、栄養欠乏培地  (nutrient-deprived 

medium: NDM) および栄養豊富培地  (Dulbecco's modified Eagle's medium: 

DMEM) で培養した PANC-1 に対する細胞毒性試験を行った 18,36)。抗緊縮

活性は PC50 値  (NDM 培地中での 50％致死濃度) で、一般的な細胞毒性は

IC50 値  (DMEM 培地中での 50％致死濃度) で評価した。また、5-FU は NDM

条件下で抗緊縮活性を示さないことから 37)、ポジティブコントロールと

して、最も研究が進展している抗緊縮化合物 arctigenin 36) を使用した  (図

30)。Arctigenin は、キク科ゴボウ  (Arctium lappa) の果実  (牛蒡子) に含ま

れる天然物である。本化合物は、細胞の増殖、遊走、および浸潤に関与す

る Akt を阻害することで細胞死を誘導することが示唆されており、2016 年

にすい臓がんに対する第一相臨床試験が行われている 38)。   
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図 30. ゴボウ (Arctium lappa) および細胞毒性試験で使用した 

ポジティブコントロール arctigenin 36) の構造. 

 

試験の結果  (表 4)、ほとんどのカンナビノイド類縁体が NDM 条件下で

選択的な細胞毒性を示し、抗緊縮活性を有していることが明らかとなった。

また、試験化合物の中で、新規カンナビノイドである 1c が最も高い活性  

(PC50 3.4 µM) を示し、ビベンジルカンナビノイドである 6b についても良

好な抗緊縮活性が得られた。一方で、プレニル鎖長が短い 1a の活性は弱

く  (PC50 32 µM)、またプレニル基を持たない 1 は全く活性を示さなかった  

(PC50 > 100 µM)。すなわち、プレニル基の存在が活性に大きく寄与してお

り、ファルネシル基が最も効果的であることが示唆された。  

本研究では、カンナビノイドがヒトすい臓がん細胞に対して抗緊縮活性

を示すことを初めて証明した。本研究で確認されたカンナビノイド類縁体

の活性は、arctigenin (PC50 0.82 µM) と比較してやや弱いものであった。こ

れら生物活性カンナビノイドは、CsPT4 の活性中心を構成するアミノ酸に

変異を導入し、各基質に対する活性を向上させた機能改変酵素を作製する

ことで、より効率的に得られることが期待される。  
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Compound 
PC50 [µM] 

(NDM) 

IC50 [µM] 

(DMEM) 
Compound 

PC50 [µM] 

(NDM) 

IC50 [µM] 

(DMEM) 

      
      

1 > 100 > 100 2b 6.2 > 100 

1a 32 > 100 3b 5.4 > 100 

1b 5.0 93 4b 4.5 > 100 

1c 3.4 90 5b 4.1 > 100 

1d 4.0 81 6b 3.6 > 100 

   Arctigenin a 0.82 > 100 
      

表 4. ヒトすい臓がん細胞 PANC-1 に対するカンナビノイド類縁体の 

選択的細胞毒性. 

a ポジティブコントロール .  
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第三章 基質依存的に変化する CsPT4の 

プレニル化様式 
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第一節 フロログルシノール誘導体に対する CsPT4 の基質特異性 

 

植物二次代謝経路の芳香族 PT はそのほとんどが C-PT であり 39)、O-PT

は数例報告されているのみである  (図 31) 40,41)。また、C-および O-プレニ

ル化反応の両者を触媒する唯一の PT として、ミカン科ゲッキツ  (Murraya 

exotica) 由来の MePT1 が同定されており、本酵素は C-ゲラニル化生成物

とともに微量の 7-O-geranylumbelliferone を合成することが報告されてい

る  (図 32) 42)。これらの前例と CsPT4 の広範な基質許容性を踏まえると、

CsPT4 にはさらなる潜在的な能力があることが期待される。CsPT4 がさら

に広範な基質を受容し、かつ C 位のみならず O 位をプレニル化する潜在

的触媒能力を有している可能性も十分考えられる。  

  
図 31. グレープフルーツ (Citrus paradisi) 由来 CpPT1 40), アシタバ 

(Angelica keiskei) 由来 AkPT1 40), およびヨロイグサ  (Angelica 

dahurica) 由来 AdPT3 41) が触媒する O-プレニル化反応. 
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図 32. ゲッキツ (Murraya exotica) 由来 MePT1 が触媒する 

C-/O-プレニル化反応  42). 

 

CsPT4 の基質特異性をより深く理解するためレゾルシノール酸と構造

が類似する基質に対する CsPT4 の反応性を精査した。第一章で述べた通

り、植物芳香族 C-PT の系統樹  (図 27) において、CsPT4 と同一のクレー

ドに属する HlPT-1 はフロログルシノールおよびカルコンを芳香族基質と

して受容する。そこで、カンナビノイドおよびビベンジルカンナビノイド

の前駆体である 1 および 6 に着目し、それぞれの異性体で、フロログルシ

ノ ー ル 骨 格 を 有 す る phlorocaprophenone 14 (PCP) お よ び 2’,4’,6’-

trihydroxydihydrochalcone 15 (THDC) を合成し、構造的にシンプルな

phloroacetophenone 16 とともに  (図 33) CsPT4 との反応性を検討した 19)。

本章では、第一章と同様に組換え CsPT4 を発現し、ミクロソーム画分を調

製して酵素反応を行った。  
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図 33. 本研究で使用したフロログルシノール誘導体の構造. 

 

GPP を共基質とし、フロログルシノール誘導体  (14−16) との酵素反応

を行ったところ、予想に反し、CsPT4 は 14 および  15 の両基質から 2 種

の生成物をそれぞれ合成した。LC-ESI-MS による分析の結果、これらの生

成物はいずれもモノゲラニル化化合物であることが示唆された。次いで、

合成した標品の保持時間および分子量を生成物と比較した結果、各種生成

物は C-および O-ゲラニル化化合物である、3’-C-geranyl-PCP 14e, 4’-O-

geranyl-PCP 14f, 3’-C-geranyl-THDC 15e, および 4’-O-geranyl-THDC 15f で

あることが明らかとなった  (図 34, 35)。これら化合物はいずれも文献未報

告の新規化合物である。一方で、CsPT4 は 16 に対して反応性は示さなか

った。  

レゾルシノール酸およびアシルフロログルシノール誘導体に対する基

質特異性の結果から、CsPT4 が基質を認識する条件として、1) レゾルシ

ノール骨格を有すること、2) カルボキシ基あるいはカルボニル基を有す

ること、3) 一定以上のサイズの側鎖構造を有することが必要であると推

察される。しかし、厳密な条件を特定するためには、レゾルシノール酸の

カルボキシ基をメチルエステル化した基質、あるいはアシルフロログルシ

ノールのカルボニル基を除いた基質等を用いた酵素反応を行い、その反応

性を検討する必要があると考えられる。  

GPP 以外のプレニル基質とフロログルシノール誘導体との組み合わせ
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に対する CsPT4 の反応性を検討した。その結果、FPP のみが反応性を示

し、GPP を基質とする反応と同様にそれぞれ 2 種の生成物が確認された。

生成物の同定には至らなかったが、LC-ESI-MS による分析の結果、いずれ

もモノファルネシル化化合物であることが示唆された  (図 36, 37)。一方で、

DMAPP および GGPP を用いた反応では生成物が検出できなかったことか

ら、これらは 14 および 15 と併用する基質としては適切ではないことが明

らかとなった  (表 5)。  

本章および第一章における基質特異性の結果を総括すると、CsPT4 はレ

ゾルシノール酸を基質とした場合、3 位で位置選択的な C-プレニル化反応

を触媒するが、アシルフロログルシノールを基質とした場合、C-および O-

プレニル化反応の両者を触媒するという興味深い活性を有していること

が明らかとなった。  

以上の結果より、CsPT4 が基質の構造に依存してプレニル化様式を変化

させる酵素であることを明らかとした。このような特性を有する植物 PT

は初めての報告である。一方で、既知の C-および O-PT である MePT1 は

クマリンおよび GPP に特異的な酵素であり 42)、CsPT4 とは明確に基質特

異性が異なっている。  

骨格の異なる芳香族基質を認識し、基質によりプレニル化様式を変化さ

せる CsPT4 の性質は、放線菌  (Streptomyces sp.) 由来の NphB 43) など微生

物由来 PT について報告されたものと類似している。NphB は 1 を含む多

様な芳香族基質と反応することから、近年、合成生物学への応用が検討さ

れている 44,45)。しかしながら、NphB は GPP に対する親和性が高いため、

CsPT4 のようにプレニル側鎖の多様性を作り出すには不向きであると考

えられる。  
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図 34. 14 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) CsPT4 が触媒する反応  (B) HPLC チャート : 最上段: 14e 標品 , 二段目: 

14f 標品 , 三段目: 14 および GPP を含む酵素反応 : 収率 1.5 × 10-5% (14e), 

1.9 × 10-5% (14f), 最下段 : 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . 

HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (85%). (C) ESI-MS 

(ネガティブ ): 左上 : 14e 標品 , 左下 : 14f 標品 , 右上 : 酵素反応生成物  

(14e) 右下: 酵素反応生成物  (14f). 

A

0 2 864 10 12
(min)

14e

14f

14
CsPT4 + 14 + GPP

CsPT4 (Boiled) + 14 + GPP

Standard 14f

Standard 14e

UV: 280 nm

B

m/z
200 500
0

100

R
el

. I
nt

en
si

ty
 (%

)

20

40

60

80

300 400

359.2222 [M-H]-

m/z
200 500
0

100

R
el

. I
nt

en
si

ty
 (%

)

20

40

60

80

300 400

359.2219 [M-H]-

m/z
200 500
0

100

20

40

60

80

300 400

359.2219 [M-H]-

R
el

. I
nt

en
si

ty
 (%

)

m/z
200 500
0

100

R
el

. I
nt

en
si

ty
 (%

)

20

40

60

80

300 400

359.2220 [M-H]-

359.2 [M-H]- 359.2 [M-H]-

359.2 [M-H]- 359.2 [M-H]-

C

Standard 14f Reaction product 14f

Standard 14e Reaction product 14e

+

14e 14f14

GPP

CsPT4

OH

OHHO

O OH

OHHO

O OH

OHO

O



 57 

 

図 35. 15 および GPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) CsPT4 が触媒する反応  (B) HPLC チャート : 最上段: 15e 標品 , 二段目: 

15f 標品 , 三段目: 15 および GPP を含む酵素反応 : 収率 2.5 × 10-7% (15e), 

5.9 × 10-7% (15f), 最下段 : 高温で失活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . 

HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含むアセトニトリル  (80%). (C) ESI-MS 

(ネガティブ ): 左上 : 15e 標品 , 左下 : 15f 標品 , 右上 : 酵素反応生成物  

(15e) 右下: 酵素反応生成物  (15f). 
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図 36. 14 および FPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 14 および FPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で失

活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含む

アセトニトリル  (90%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 
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図 37. 15 および FPP を基質とした組換え CsPT4 反応の生成物解析. 

(A) HPLC チャート : 上段: 15 および FPP を含む酵素反応 , 下段: 高温で失

活させた CsPT4 を用いた酵素反応 . HPLC の移動相 : ギ酸  (0.1%) を含む

アセトニトリル  (90%). (B) 酵素反応生成物の ESI-MS (ネガティブ). 

 

 

表 5. アシルフロログルシノール誘導体に対する組換え CsPT4 の 

基質特異性.  
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第二節 反応速度論解析 

 

フロログルシノール誘導体に対する CsPT4 の反応性を理解するため、

C-および O-プレニル化反応のそれぞれについて反応速度論解析を実施し

た  (表 6) 19)。  

GPP を共基質とし、14 および 15 に対する Km 値を算出したところ、C-

プレニル化反応に関しては、いずれの基質も構造異性体である 1 および 6

を用いた反応と同程度の Km 値を示した。また 14 を基質とした O-プレニ

ル化反応の Km 値も類似していることを確認した。一方で、15 の O-プレニ

ル化反応における Km 値は、同基質の C-プレニル化反応よりも 20 倍以上

高い値を示した。すなわち、15 の C-および O-プレニル化反応において、

同じ基質の反応であるにも関わらず別の基質が用いられているかのよう

な結果が得られた。  

また興味深いことに、CsPT4 は、14 を基質とした O-プレニル化反応お

よび 15 を用いた C-プレニル化反応において、それぞれ同じ基質を用いた

他方のプレニル化パターンよりも高い反応速度を有し、それぞれ 1 および

6 の C-プレニル化反応と同等の Vmax 値を示すことが明らかとなった。さ

らに反応効率の指標である Vmax/Km 値も、各基質で同様の傾向であった。

以上の結果より、CsPT4 が 14 を基質とした反応では O-プレニル化反応を、

15 を基質とした反応では C-プレニル化反応を優先的に触媒することを明

らかとした。基質によってプレニル化様式の優先性が変化するのは、

CsPT4 のユニークな特徴である。   
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Substrates 

Products 

(Prenylation 

pattern) 

Km 

[µM] 

Vmax 

[pmol s-1] 

Vmax / Km 

[fmol s-1 µM-1] 

          1 1b (C) 12.7 ± 0.9 8.27 ± 0.20 651 ± 32 

6 6b (C) 16.9 ± 0.7 8.31 ± 0.13 492 ± 19 

14 14e (C) 14.2 ± 2.0 0.944 ± 0.037 67.1 ± 7.5 

14 14f (O) 19.0 ± 1.5 7.81 ± 0.09 412 ± 29 

15 15e (C) 11.0 ± 0.2 6.00 ± 0.29 546 ± 30 

15 15f (O) 259 ± 49 0.612 ± 0.067 2.37 ± 0.21 

           表 6. フロログルシノール誘導体に対する組換え CsPT4 の 

定常状態反応速度パラメータ. 

いずれの酵素反応も同一のミクロソーム画分を粗酵素として使用した . 
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第三節 考察 

 

第一節および第二節の結果より、CsPT4 が基質の構造に依存してプレニ

ル化様式を変化させる酵素であることを明らかとしたが、本酵素の反応効

率は、プレニルカチオン中間体と芳香族基質の位置関係によって決まるの

ではないかと考えられる。すなわち、マグネシウムイオンとのキレート結

合を介して CsPT4 に結合しているプレニル基質から二リン酸基が脱離し

てプレニルカチオンが生じた際、アシルフロログルシノールの 3’位が反応

ポケットに存在する触媒残基に近ければ C-プレニル化反応が、一方で 4’

位が触媒残基に近ければ O-プレニル化反応が優先的に起こると考えられ

る。14 および 15 は 2 種の結合様式を取ることができるため、その中で基

質が活性部位に結合する確率の違いが各プレニル化反応で異なる反応性

を示す要因であると推察される。一方で、THDC の O-プレニル化反応が起

こりにくいのは、4’位と反応する際の反応点距離が遠く、フェニルエチル

基が立体障害により上手く固定されないからではないかと考えられる。C-

および O-プレニル化反応のメカニズムは現在解明されていないが、C-プ

レニル化反応は初めにフェノール性ヒドロキシ基が脱プロトン化するこ

とによりプレニル化反応が進行する説が提唱されている 46)。  

これまでの結果より、CsPT4 が多様な化合物を合成することが可能な酵

素であることが明らかとなった。カンナビノイド類縁体の酵素合成に関し

ては NphB が検討されているが、GPP 以外の側鎖を有するカンナビノイド

類縁体やビベンジルカンナビノイドに関しては CsPT4 が効率的に生産で

きると考えられる。また、フロログルシノールを芳香族基質とする植物 PT

は HlPT-1 のみが報告されているが、本酵素は C-PT であり、DMAPP のみ

を認識する 24)。よって、O-プレニル化、あるいは長鎖プレニル基を有する
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フロログルシノールの生産に関しては CsPT4 が有用であると考えられる。 

本研究では、触媒効率の高い組換え CsPT4 発現系を構築することがで

きたが、物質生産に応用するためには宿主細胞内での酵素の発現量や基質

の供給量、生成物の細胞毒性など、多くの課題が残されている。一方で、

CsPT4 を用いた酵素合成により長鎖アルキル基を有する 4b および 5b の

標品を効率的に作成することが可能であったことから、CsPT4 が酵素合成

に適用可能であることも示唆されたため 18)、今後、本研究分野の進展に期

待したい。  
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第四節 プレニル化アシルフロログルシノールの抗緊縮活性 

 

CsPT4 の酵素反応により得られたプレニル化アシルフロログルシノー

ルは新規化合物であり、その生物活性に興味が持たれた。そこで第二章と

同様に、14、15、およびそれらの C-および O-プレニル化化合物  (14e, 14f, 

15e, および 15f) に関して、PANC-1 に対する抗緊縮活性を調査した 19)。  

試験の結果、14 はプレニル基が存在しないにも関わらず、高い選択的細

胞毒性を示した  (PC50 4.4 µM)。一方で、14 のプレニル化体である 14e お

よび 14f では、それぞれ PC50 値が 2.4 µM および 2.7 µM であり、14 と比

較してわずかに活性の上昇が見られた。また 15 に関しては、プレニル化

化合物である 15e および 15f は、それぞれ PC50 値が 4.8 µM および 0.99 µM

と、15 (PC50 14 µM) よりも高い活性を示した  (表 7)。これら化合物の中

でも特に注目すべきは 15f であり、本化合物の PC50 値は第二章で試験し

たカンナビノイド類縁体よりも数倍低く、強力な抗緊縮活性を有する

arctigenin に匹敵する活性であった。以上の結果から、CsPT4 の触媒能力

により、強力な抗緊縮活性を有する抗癌リード化合物の発見に至った。  

また 15f は、プレニル化カルコンに分類される化合物である。従来の研

究から、ショウガ科の薬用植物オオバンガジュツ  (Boesenbergia pandurata) 

由来の nicolaioidesin C 47) や  (+)-panduratin A 48) などのプレニル化カルコ

ン類  (図 38) が強力な抗緊縮活性を有しており、細胞の増殖やアポトーシ

スに関与する PI3K/Akt/mTOR (ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ /

プロテインキナーゼ B/哺乳類ラパマイシン標的タンパク質) およびオー

トファジーシグナル伝達経路を阻害することが報告されている。したがっ

て、これら化合物群は医薬資源として有用であると考えられる。  

さらに、抗緊縮活性を示すプレニル化カルコン類や arctigenin にはメト
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キシ基が存在しているため、例えばプレニル化アシルフロログルシノール

のヒドロキシ基をメチル化することで活性が上昇する可能性がある。今後、

CsPT4 により得られた化合物をベースとして、より高い抗緊縮活性を持つ

化合物の創出につながることが期待される。  
 

   
Compound 

PC50 [µM] 

(NDM) 

IC50 [µM] 

(DMEM) 

      14 4.4 > 100 

15 14 > 100 

14e 2.4 51 

14f 2.7 94 

15e 4.8 29 

15f 0.99 93 

Arctigenin a 0.82 > 100 

   
 

表 7. ヒトすい臓がん細胞 PANC-1 に対する 

プレニル化アシルフロログルシノールの選択的細胞毒性.  

a ポジティブコントロール . 
 

 

図 38. オオバンガジュツ  (Boesenbergia pandurata) 由来の

nicolaioidesin C 47) および (+)-panduratin A 48) の構造. 

OHHO

OCH3

O

OOH

H3CO OH

Nicolaioidesin C (+)-Panduratin A
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総括 

 

大麻が生産するカンナビノイドは多種多様な薬理活性が報告されてお

り、近年欧米諸国を中心に医薬品として臨床応用されるなど、注目すべき

化合物群である。したがって、カンナビノイドの構造多様性を拡張するこ

とは新たな医薬資源の開拓につながる重要な課題である。カンナビノイド

は 3 段階の酵素反応により生合成され、これに関与する酵素はすべて同定

されている。中でも大麻プレニル基転移酵素 CsPT4 は、カンナビノイドの

基本的な炭素骨格を構築し、生物活性カンナビノイド前駆体の 1b を合成

する重要な酵素である。近年、CsPT4 はカンナビノイドの合成生物学にも

応用されているが、その一方で基質特異性を含む詳細な機能解析は行われ

ていない。そこで本研究では、CsPT4 の基質特異性を明らかとし、得られ

た酵素反応生成物の生物活性試験を検討した。また、CsPT4 が基質の構造

に依存してプレニル化様式を変化させる、興味深い性質を見出した。  

 

第一章では、酵母  (P. pastoris) 組換え CsPT4 を作製し、酵素の生化学

的解析を検討した。CsPT4 の一般的性質について調査したところ、至適 pH

は 8.5 で、マグネシウムイオン要求性、および 30°C で最大の活性を示し、

以上の結果は既報の植物 PT と類似していた。側鎖の異なるプレニル基質

を用いて CsPT4 のプレニル基質に対する特性性を検討した。その結果、

CsPT4 は C5 から C20 までのプレニル基質を受容し、側鎖の異なる CBGA

類縁体  (1a−1d) を合成した。また、ファルネシルおよびゲラニルゲラニル

基を有する CBGA 類縁体は文献未報告の新規化合物であり、それぞれ

sesqui-CBGA 1c、diterpeno-CBGA 1d と命名した。以上の結果より、CsPT4
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がプレニル基質に対して非常に寛容な酵素であることを証明した。また本

研究により、CsPT4 がカンナビノイド構造にプレニル側鎖の違いをもたら

す酵素であることを明らかとした。様々な側鎖構造を持つ芳香族基質を用

いて CsPT4 の芳香族基質に対する特異性について検討したところ、アル

キル側鎖が C3−C11 までのレゾルシノール酸 (2−5) と反応し、それぞれ 3

位ゲラニル化体  (2b−5b) を単一の生成物として合成した。また、CsPT4 は

ビベンジル骨格を持つ基質とも反応し、オオケビラゴケが生産するビベン

ジルカンナビノイドの前駆体  (6b) を合成した。さらに、GPP 以外のプレ

ニル基質と反応性を示したレゾルシノール酸誘導体  (2−6) との組み合わ

せによる CsPT4 の反応性を検討したところ、ファルネシルあるいはゲラ

ニルゲラニル化体  (2c, 2d, 3c, 6c, および 6d) を合成した。以上の結果よ

り、CsPT4 が植物二次代謝経路の PT としては例外的に広範な基質認識能

力を有していることを証明した。反応速度論解析を行った結果、CsPT4 は

FPP および GGPP に高い親和性を示したものの、反応速度および反応効率

は GPP が他の基質よりも明確に高い値を示した。以上のことから、CsPT4

は複数のプレニル基質と反応が可能である一方で、GPP を最適なプレニル

基質として認識することが明らかとなった。また芳香族基質に関しては、

2 および 6 に対する反応効率は 1 と同等あるいは高い値を示し、これら基

質が 1 と同様に CsPT4 の好適な基質であることが示唆された。さらに、

CsPT4 は 6 に 対 し て 高 い 反 応 効 率 を 示 し た こ と か ら 、 本 酵 素 が

perrottetinene を含むビベンジルカンナビノイドの微生物生産に応用でき

る可能性が示唆された。  

 

第二章では、CsPT4 の酵素反応により得られたカンナビノイド類縁体の

ヒトすい臓がん細胞  (PANC-1) に対する抗緊縮活性を検討した。試験の結
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果、ほとんどのカンナビノイド類縁体が栄養欠乏条件下で選択的な細胞毒

性を示し、中でも新規カンナビノイドである sesqui-CBGA 1c が最も高い

活性  (PC50 3.4 µM) を有していた。一方で、プレニル側鎖が短い 1a では

活性が低下し、プレニル基を有さない 1 は活性が全く見られなかった。従

って、プレニル基の存在が細胞毒性活性に大きく寄与しており、中でもフ

ァルネシル基が最も効果的であることが示唆された。本研究では、カンナ

ビノイドがヒトすい臓がん細胞に対して抗緊縮活性を示すことを初めて

証明した。  

 

第三章では、レゾルシノール酸の構造異性体であるアシルフロログルシ

ノール誘導体  (14−16) を用いて CsPT4 の基質特異性について再検討した。 

GPP を共基質とした酵素反応を行った結果、CsPT4 は 14 および 15 の両基

質から 2 種の生成物を合成し、各生成物は C-および O-プレニル化化合物  

(14e, 14f, 15e, および 15f) であることが明らかとなった。一方で 16 に対

して反応性は示さなかった。以上から、CsPT4 が基質を認識する条件とし

て、1) レゾルシノール骨格を有すること、2) カルボキシ基あるいはカル

ボニル基を有すること、3) 一定以上のサイズの側鎖構造を有することが

必要であることが示唆された。さらに CsPT4 は、アシルフロログルシノー

ル誘導体との反応において GPP 以外にも FPP を受容し、それぞれ 2 種の

モノファルネシル化化合物を合成することが示唆された。一方で、DMAPP

および GGPP との反応では生成物は確認されず、14 および 15 と併用する

基質としては適切ではないことが明らかとなった。本実験により、CsPT4

はレゾルシノール酸を基質とした場合、3 位で位置選択的な C-プレニル化

反応を触媒するが、アシルフロログルシノールを基質とした場合、C-およ

び O-プレニル化を触媒するという活性を有していることが明らかとなっ
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た。以上のことから、CsPT4 が基質の構造に依存してプレニル化様式を変

化させる酵素であることを明らかとした。このような特徴を持つ植物 PT

は初めての報告である。反応速度論解析を行った結果、各基質はプレニル

様式の違いによって反応効率に差が表れた。すなわち、CsPT4 は 14 を用

いた反応では O-プレニル化反応を、15 を用いた反応では C-プレニル化反

応を優先的に触媒することが明らかとなった。第三章で得られたプレニル

化アシルフロログルシノールに関しても生物活性に興味が持たれた。そこ

で、第二章と同様に、ヒトすい臓がん細胞  (PANC-1) に対する抗緊縮活性

を調査した。いずれの化合物も高い抗緊縮活性を示し、中でも、O-ゲラニ

ル化化合物である 15f の PC50 値  (0.99 µM) はカンナビノイド類縁体より

も数倍低く、ポジティブコントロールである arctigenin に匹敵する活性で

あった。以上のことから、CsPT4 の触媒能力により、強力な抗緊縮活性を

有する抗癌リード化合物の発見に至った。また、15f が属するカルコン類

は、有用な医薬資源になりうることが示唆された。  

 

本研究では、大麻プレニル基転移酵素 CsPT4 が広範な基質認識能力を

有するだけでなく、基質構造に依存してプレニル化様式を変化させる興味

深い性質を見出した。また、カンナビノイド類縁体およびプレニル化アシ

ルフロログルシノールがヒトすい臓がん細胞  (PANC-1) に対して抗緊縮

活性を示すことを明らかとした。今後、CsPT4 が物質生産等のバイオテク

ノロジーに応用され、多数の天然および非天然化合物の創出に繋がること

が期待される。  
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第一章に関する実験 

 

1. 試薬  

特に指定のない限り、全ての試薬は富士フイルム和光純薬株式会社から購入

した。Olivetolic acid (1), olivetol (7), DMAPP, GPP, FPP, および GGPP は Sigma-

Aldrich から購入した。GFPP は文献 49) に従い合成されたものを新潟大学大学院

農学研究科の佐藤努教授よりご恵与いただいた。Divarinol、5-heptylbenzene-1,3-

diol、および 6-phenyl-2,4-hexanedione は、Enamine (Kiev, Ukraine) から、Divarinic 

acid 2 は Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada) から、また Ethyl orsellinate

は東京化成工業株式会社から購入した。 

 

2. 分析機器 

HPLC はポンプとして Hitachi Chromaster 5110 HPLC syntem を、UV 検出器と

して Hitachi Chromaster 5410 を使用した。分析用カラムは Cosmosil 5C18-MS-Ⅱ カ

ラム (4.6 mm I.D. × 150 mm, Nacalai Tesque) を使用した。溶媒には formic acid 

(0.1%) を含む MeCN を使用した。MeCN の濃度は図 6, 10–12, 14–18, 19–23, お

よび 34– 37 に示した。生成物は 280 nm で分析した。LC-MS は質量分析装置と

して LTQ Orbitrap XL ETD Hybrid Ion Trap-Orbitrap Mass Spectrometer (Thermo 

Scientific)、PDA 検出器として Accela PDA detector (Thermo Scientific)、LC ポン

プとして Accela 600 pump (Thermo Scientific) を用いた。移動相は HPLC 分析で

使用したものと同様の条件で行い、カラムは Cosmosil 5C18-MS-II (2.0 mm I.D. × 

150 mm, Nacalai Tesque) を用いた。分取 HPLC は、Cosmosil 5C18-MS-II (10 mm 

I.D. × 250 mm, Nacalai Tesque) または Cosmosil Cholester (10 mm I.D. × 250 mm, 

Nacalai Tesque) のカラムを用いて行った。 
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3. 菌株 

クローニングに使用した大腸菌の遺伝子型は以下の通りである。 

DH5a: F-, Φ80dlacZΔM15, Δ (lacZYA-argF) U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17 (rK-, 

mK+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 

組換え酵素の発現にはメチロトロフ酵母 Pichia pastoris KM71H (Invitrogen) を

用いた。KM71H: aox1:: ARG4, arg4 

 

4. CsPT4 遺伝子の大腸菌への形質転換 

大腸菌の培養には LB 培地を用いた。 

LB 培地 

1% Tryptone 

0.5% Yeast extract 

0.5% NaCl 

以下、4-1 から詳細な操作について記載する。 

 

4-1. CsPT4 の cDNA 断片の PCR による増幅 

CsPT4 をコードする DNA 断片 (Genbank: BK010648.1) を Integrated DNA 

Technologies 社により購入し PCR 鋳型として用いた (図 39)。トランジットペプ

チドを除いた CsPT4 のコード領域 (235 番目から 1194 番目に対応する塩基配

列) を、以下に示すプライマーおよび KOD-Plus-Neo (TAKARA Bio) を用いた

PCR により増幅した。PCR は以下の条件で行った。 

 

PCR 条件 

40 cycles of (98℃ 15 s, 60℃ 30 s, 68℃ 45 s) 
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プライマー 

CsPT4-Fw: CAACTAATTATTCGAAACGATGGGTAGCGATCAAA 

CsPT4-Rv: GATGATGATGGTCGACTTATATAAATACATATACA 

 

4-2. PCR 産物の精製 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) を用いて、プロトコル

に従って操作を行った。 

 

4-3. PCR 産物の pPICZA vector へのクローニング 

ベクターを制限酵素 BspT104I, Sal I (TAKARA Bio) で切断し、In-Fusion® HD 

Cloning Kit (TAKARA Bio) を用いて PCR 産物を pPICZA へ組み込み、DH5aコン

ピテントセルへ形質転換した。制限酵素および In-Fusion 反応はメーカーの定め

る方法に従った。 

 

4-4. 塩基配列の確認 

プラスミド DNA を鋳型とし、Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems) を用いてサンプルを調製した。塩基配列の決定は Model 

3500 Genetic analyzer (PE Biosystems) により行った。 
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ATGGGACTCTCATTAGTTTGTACCTTTTCATTTCAAACTAATTATCATACTTTATTAAAC    60 

M  G  L  S  L  V  C  T  F  S  F  Q  T  N  Y  H  T  L  L  N     20 

CCTCATAATAAGAATCCCAAAAACTCATTATTATCTTATCAACACCCCAAAACACCAATA   120 

P  H  N  K  N  P  K  N  S  L  L  S  Y  Q  H  P  K  T  P  I     40 

ATTAAATCCTCTTATGATAATTTTCCCTCTAAATATTGCTTAACCAAGAACTTTCATTTA   180 

I  K  S  S  Y  D  N  F  P  S  K  Y  C  L  T  K  N  F  H  L     60 

CTTGGACTCAATTCACACAACAGAATAAGCTCACAATCAAGGTCCATTAGGGCAGGTAGC   240 

 L  G  L  N  S  H  N  R  I  S  S  Q  S  R  S  I  R  A  G  S     80 

GATCAAATTGAAGGTTCTCCTCATCATGAATCTGATAATTCAATAGCAACTAAAATTTTA   300 

 D  Q  I  E  G  S  P  H  H  E  S  D  N  S  I  A  T  K  I  L    100 

AATTTTGGACATACTTGTTGGAAACTTCAAAGACCATATGTAGTAAAAGGGATGATTTCA   360 

 N  F  G  H  T  C  W  K  L  Q  R  P  Y  V  V  K  G  M  I  S    120 

ATCGCTTGTGGTTTGTTTGGGAGAGAGTTGTTCAATAACAGACATTTATTCAGTTGGGGT   420 

 I  A  C  G  L  F  G  R  E  L  F  N  N  R  H  L  F  S  W  G    140 

TTGATGTGGAAGGCATTCTTTGCTTTGGTGCCTATATTGTCCTTCAATTTCTTTGCAGCA   480 

 L  M  W  K  A  F  F  A  L  V  P  I  L  S  F  N  F  F  A  A    160 

ATCATGAATCAAATTTACGATGTGGACATCGACAGGATAAACAAGCCTGATCTACCACTA   540 

 I  M  N  Q  I  Y  D  V  D  I  D  R  I  N  K  P  D  L  P  L    180 

GTTTCAGGGGAAATGTCAATTGAAACAGCTTGGATTTTGAGCATAATTGTGGCACTAACT   600 

 V  S  G  E  M  S  I  E  T  A  W  I  L  S  I  I  V  A  L  T    200 

GGGTTGATAGTAACTATAAAATTGAAATCTGCACCACTTTTTGTTTTCATTTACATTTTT   660 

 G  L  I  V  T  I  K  L  K  S  A  P  L  F  V  F  I  Y  I  F    220 

GGTATATTTGCTGGGTTTGCCTATTCTGTTCCACCAATTAGATGGAAGCAATATCCTTTT   720 

 G  I  F  A  G  F  A  Y  S  V  P  P  I  R  W  K  Q  Y  P  F    240 

ACCAATTTTCTAATTACCATATCGAGTCATGTGGGCTTAGCTTTCACATCATATTCTGCA   780 

 T  N  F  L  I  T  I  S  S  H  V  G  L  A  F  T  S  Y  S  A    260 

ACCACATCAGCTCTTGGTTTACCATTTGTGTGGAGGCCTGCTTTTAGTTTCATCATAGCA   840 

 T  T  S  A  L  G  L  P  F  V  W  R  P  A  F  S  F  I  I  A    280 

TTCATGACAGTTATGGGTATGACTATTGCTTTTGCCAAAGATATTTCAGATATTGAAGGC   900 

 F  M  T  V  M  G  M  T  I  A  F  A  K  D  I  S  D  I  E  G    300 

GACGCCAAATATGGGGTATCAACTGTTGCAACCAAATTAGGTGCTAGGAACATGACATTT   960 

 D  A  K  Y  G  V  S  T  V  A  T  K  L  G  A  R  N  M  T  F    320 

GTTGTTTCTGGAGTTCTTCTTCTAAACTACTTGGTTTCTATATCTATTGGGATAATTTGG  1020 

 V  V  S  G  V  L  L  L  N  Y  L  V  S  I  S  I  G  I  I  W    340 

CCTCAGGTTTTCAAGAGTAACATAATGATACTTTCTCATGCAATCTTAGCATTTTGCTTA  1080 

 P  Q  V  F  K  S  N  I  M  I  L  S  H  A  I  L  A  F  C  L    360 
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ATCTTCCAGACTCGTGAGCTTGCTCTAGCAAATTACGCCTCGGCGCCAAGCAGACAATTC  1140 

 I  F  Q  T  R  E  L  A  L  A  N  Y  A  S  A  P  S  R  Q  F    380 

TTCGAGTTTATCTGGTTGCTATATTATGCTGAATACTTTGTATATGTATTTATATAA     1197 

 F  E  F  I  W  L  L  Y  Y  A  E  Y  F  V  Y  V  F  I  *       398 

 

図 39. CsPT4 の塩基配列およびアミノ酸配列.a 

a Genbank: BK010648.1 

塩基配列は CsPT4 の open reading frame を示している (下線: 開始コドン, 二重

下線: 終始コドン). トランジットペプチドを除いた成熟タンパクを Gly (赤マー

カー) から Ile まで増幅した (235−1194). トランジットペプチドは Chloro P ソフ

トウェア ver 1.1 を用いて推定した。 
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5. 酵母への形質転換 

5-1. プラスミドの線状化 

4-4 で得られた塩基配列の正しい cDNA を含むプラスミド DNA を、メーカー

の定める操作により Sac I (TAKARA Bio) で切断した。アガロース電気泳動で完

全切断を確認した後、Nucleospin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) を

用いて精製および濃縮を行った。 

 

5-2. Pichia pastoris コンピテントセルの作製と形質転換 

YPD 100 mL に KM71H 株を植菌し、OD600 が 1.2 になるまで培養した。2,000 

× g, 4℃, 5 分の遠心で集菌後、0.2 M HEPES を含む YPD 培地 10 mL で 1 回、滅

菌蒸留水で 2 回、さらに 1M sorbitol で 1 回洗浄し、200 µl の 1M sorbitol に懸濁

したものをコンピテントセルとした。 

5-1 で調製した線状化 DNA 10 µg とコンピテントセル 80 µl を混合し、冷却し

た 0.2 cm electroporation cuvette (Bio-Rad) に移し、氷上で 5 分間インキュベート

した。 

Bio-Rad Micropulser を用い、2 kV, 1 pulse の条件でエレクトロポレーションを

行い、1M sorbitol 1 mL を加えて 30℃で 2 時間インキュベートした。組換え体は

100 µg/mL のゼオシンを含む YPD プレートで選抜した。 

YPD 培地 

1% Yeast extract 

2% Peptone 

20% Dextrose 
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5-3. 組換え CsPT4 の酵母での発現および抽出 

培養法は Weis らの方法で行った 21)。5-2 で得られた酵母 (Pichia pastoris) 組

換え体を BMD (10 mL) に接種し、60 時間後に BMM 2 (10 mL)、BMM 2 添加か

ら 10 時間後に BMM 10 (2 mL)、その後 BMM 2 添加後から 24 時間おきに BMM 

10 (2 mL) を加えた。96 時間後タンパク抽出を開始した。なお、タンパク抽出ま

での間、25℃で振盪培養を続けた。 

培養に用いた培地は以下の通りである。 

BMD (buffered minimal dextrose) 培地 

1.34% Yeast nitrogen base (w/o amino acids) 

200 mM Potassium phosphate buffer (pH 6.0) 

4 × 10-5% D-biotin 

10 g/L Glucose 

 

BMM 2 (buffered minimal methanol 2) 培地 

1.34% Yeast nitrogen base (w/o amino acids) 

200 mM Potassium phosphate buffer (pH 6.0) 

4 × 10-5% D-biotin 

1% Methanol 

 

BMM 10 (buffered minimal methanol 10) 培地 

1.34% Yeast nitrogen base (w/o amino acids) 

200 mM Potassium phosphate buffer (pH 6.0) 

4 × 10-5% D-biotin 

5% Methanol 
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培養液を 4℃、10,000 rpm で 5 分間遠心後、ペレットを蒸留水で洗浄した。

Zymolyase-20T (Nacalai Tesque) で細胞壁を溶菌し、ガラスビーズ (アズワン株式

会社) を用いて細胞を破砕後、100,000 × g, 30 分で超遠心を 2 回行うことでミク

ロソーム画分を調製した。得られたミクロソームを下記に示すアッセイバッフ

ァーに懸濁し、粗酵素として酵素反応に用いた。 

アッセイバッファー 

Tris-HCl buffer (pH 8.5)  100 mM 

MgCl2 5 mM 

2-Mercaptoethanol 1 mM 

 

6. 標準反応条件 

下記の基質溶液に 10 µg のタンパク質を含むミクロソーム画分を加え、30℃で

5 分間インキュベートした後、メタノール (100 µl) を加えて反応を停止させた。

次いで、反応液 (50 µl) を HPLC に付して生成物を分析した。反応液は HPLC お

よび LC-ESI-MS で解析した。 

 

基質溶液の組成 (終濃度) 

Olivetolic acid (or other aromatic substrates) in DMSO 100 µM 

GPP (or other prenyl substrates) in 1 mM Tris-HCl buffer pH 9.0 100 µM 

MgCl2 5 mM 

Tris-HCl buffer (pH 8.5) 100 mM 

Total volume 100 µL 
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7. 基質特異性の検討 

7-1. 基質および生成物アナログの有機合成と解析データ 

1b は当研究室で保存されていたものを使用した 50)。 6-Heptyl-resorcylic acid 

(3), 6-nonyl-resorcylic acid (4), および 6-undesyl-resorcylic acid (5) は確立された手

法に従い合成した 51,52)。核磁気共鳴 (NMR) スペクトルは、JEOL ECX-400P Delta 

or JEOL ECA500II (Japan Electron Optics Laboratory Ltd.) を用いて得た。化合物は

chloroform-d (CDCl3) に溶解した。合成した化合物の化学構造は 1H および 13C 

NMR で確認した。既知化合物 1a, 2b−6b, 6 の化学シフトは文献値と一致するこ

とを確認した (図 S1–S22) 25,53−55)。新規化合物である 1c および 1d の構造は 1H

および 13C NMR 実験に加え、HMQC および HMBC 実験からの追加情報を用い

て帰属した。HRMS (ESI) は、LTQ Orbitrap XL ETD (Thermo Fisher Scientific) を

用いて得た。各種 NMR データは巻末に収載している (図 S1-S22)。 

 

3-Dimethylallyl-OA 1a 

 

p-Toluenesulfonic acid (PTSA) を酸触媒とした 1 および prenol (Sigma-Aldrich) 

の縮合反応により合成した (図 40) 56)。粗生成物を酢酸エチルで抽出し、シリ

カゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane/acetone 20:1) および分取 HPLC 

(MeOH/MeCN/H2O 60/5/35, flow rate = 3.0 mL/min, λ = 280 nm) による精製後、1a 

(white solid, 1.9 mg, yield: 1.5%) を得た。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 11.94 (brs, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.29–5.26 (m, 1H), 3.42 

(d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.89–2.86 (m, 2H), 1.82 (s, 3H), 1.76 (s, 3H), 1.60–1.54 (m, 2H), 

1.37–1.33 (overlapped m, 4H), 0.93–0.88 (m, 3H). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δC 

OH

HO

COOH
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174.9, 163.6, 160.1, 147.2, 135.3, 121.4, 111.6, 111.0, 103.1, 36.5, 32.0, 31.4, 25.8, 22.5, 

22.1, 17.9, 14.1. (図 S1, S2); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C17H23O4 291.1596; 

Found 291.1596; analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 

60/40, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR= 7.3. 

 

Sesqui-CBGA 1c 

 

PTSA を酸触媒とした 1 および farnesol (Sigma-Aldrich) の縮合反応により合成

した (図 40)  56)。粗生成物を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマト

グラフィー (n-hexane/acetone 20:1) および分取 HPLC (MeOH/MeCN/H2O 90/5/5, 

flow rate = 3.0 mL/min, λ = 280 nm) による精製後、1c (white solid, 6.9 mg, yield: 

0.9%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 11.91 (brs, 1H, COOH), 6.27 (s, 1H, H-5), 5.29 (td, J 

= 7.6, 0.8 Hz, 1H, H-2'), 5.10–5.06 (overlapped m, 2H, H-6' and H-10'), 3.44 (d, J = 7.2 

Hz, 2H, H-1'), 2.87 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H-1"), 2.13–1.95 (overlapped m, 8H, H-4', H-5', 

H-8' and H-9'), 1.82 (s, 3H, H-13'), 1.67 (s, 3H, H-12'), 1.59 (s, 3H, H-14'), 1.59 (s, 3H, 

H-15'), 1.63–1.54 (m, 2H, H-2"), 1.37–1.33 (overlapped m, 4H, H-3" and H-4"), 0.90 (t, 

J = 7.2 Hz, 3H, H-5"); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC 175.1 (COOH), 163.6 (C-2), 

160.5 (C-4), 147.3 (C-6), 139.2 (C-3'), 135.6 (C-7'), 131.3 (C-11'), 124.4 (C-10'), 123.5 

(C-6'), 121.3 (C-2'), 111.4 (C-3), 111.2 (C-5), 103.0 (C-1), 39.7 (C-4'), 39.6 (C-8'), 36.6 

(C-1"), 32.0 (C-3"), 31.4 (C-2"), 26.6 (C-5'), 26.3 (C-9'), 25.7 (C-12'), 22.5 (C-4"), 22.1 

(C-1'), 17.7 (C-15'), 16.3 (C-13'), 16.0 (C-14'), 14.1 (C-5"). (図 S3–S6); HRMS (ESI) 

m/z: [M - H]- Calcd for C27H39O4 427.2848; Found 427.2849; analytical HPLC: Cosmosil 
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5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 85/15, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR= 

8.0. 

 

Diterpeno-CBGA 1d 

 

PTSA を酸触媒とした 1 および geranylgeraniol (Sigma-Aldrich) の縮合反応によ

り合成した (図 40)  56)。粗生成物を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムク

ロマトグラフィー (n-hexane/acetone 50:1) および分取 HPLC (MeOH/MeCN 95/5, 

flow rate = 2.0 mL/min, λ = 280 nm) による精製後、1d (white solid, 7.9 mg, yield: 

0.6%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.27 (s, 1H, H-5), 5.29 (t, J = 6.8 Hz, 1H, H-2'), 5.11–

5.06 (overlapped m, 3H, H-6', H-10' and H-14'), 3.43 (d, J = 6.8 Hz, 2H, H-1'), 2.88 (t, J 

= 7.8 Hz, 2H, H-1"), 2.13–1.96 (overlapped m, 12H, H-5', H-6', H-8', H-9', H-12' and H-

13'), 1.82 (s, 3H, H-17'), 1.68 (s, 3H, H-18'), 1.64–1.56 (m, 2H, H-2"), 1.59 (s, 9H, H-16', 

H-19' and H-20'),1.36–1.33 (overlapped m, 4H, H-3" and H-4"), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H, 

H-5"). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC 163.6 (C-2), 160.5 (C-4), 147.3 (C-6), 139.3 (C-

3'), 135.6 (C-7'), 134.9 (C-11'), 131.3 (C-15'), 124.4 (C-14'), 124.2 (C-10'), 123.6 (C-6'), 

121.2 (C-2'), 111.4 (C-3), 111.2 (C-5), 103.0 (C-1), 39.7 (C-4'), 39.6 (C-8'), 36.6 (C-1"), 

32.0 (C-3"), 31.4 (C-2"), 29.7 (C-12'), 26.8 (C-5'), 26.6 (C-9'), 26.3 (C-13'), 25.7 (C-16'), 

22.5 (C-4"), 22.1 (C-1'), 17.7 (C-20'), 16.3 (C-17'), 16.1 (C-18'), 16.0 (C-19'), 14.1 (C-

5"). (図 S7–S10); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C32H47O4 495.3474; Found 

495.3468; analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 95/5, 

flow rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR= 7.3. 
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図 40. 1a, 1c, および 1d の合成スキーム. 

 

Cannabigerovarinic acid 2b 

 

PTSA を酸触媒とした divarinol および geraniol の縮合反応により

cannabigerovarin を合成した 56)。次いで、N,N-dimethylformamide (DMF) に methyl 

magnesium carbonate (MMC) を懸濁し、先に得られた cannabigerovarin を添加し

て 130℃で 1 時間還流し、カルボキシル化反応を行った (図 41) 57)。粗生成物を

酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane/acetone 

20:1) および分取 HPLC (MeOH/MeCN/H2O 90/5/5, flow rate = 3.0 mL/min, λ = 280 

nm) による精製後、2b (white solid, 18.5 mg, yield: 2.0%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.27 (s, 1H), 5.28 (td, J = 6.8, 0.8 Hz, 1H), 5.07–5.04 

(m, 1H), 3.43 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.14–2.04 (overlapped m, 4H), 

1.81 (s, 3H), 1.67 (s, 3H), 1.62–1.56 (m, 2H), 1.59 (s, 3H), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 13C 

NMR (100 MHz, CDCl3) δC 175.2, 163.6, 160.4, 146.9, 139.2, 132.0, 123.7, 121.3, 111.5, 

111.3, 103.2, 39.7, 38.6, 26.4, 25.7, 24.8, 22.1, 17.7, 16.2, 14.3. (図 S11, S12); HRMS 

(ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C20H27O4 331.1909; Found 331.1906; analytical HPLC: 

Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 65/35, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 

280 nm, tR= 8.4. 
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図 41. 2b の合成スキーム. 

 

Cannabigerophorolic acid 3b 

 

1,2-Dichloroethane (DCE) に 5-heptylbenzene-1,3-diol と geraniol を添加し、Al2O3 

(acidic) 存在下で 6 時間還流することにより cannabigerophorol を合成した 53)。次

いで、DMF に MMC を懸濁し、先に得られた cannabigerophorol を添加して 130℃

で 1 時間還流し、カルボキシル化反応を行った (図 42) 57)。粗生成物を酢酸エチ

ルで抽出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane/acetone 20:1) およ

び分取 HPLC (MeOH/MeCN/H2O 90/5/5, flow rate = 4.0 mL/min, λ = 280 nm) によ

る精製後、3b (white solid, 2.2 mg, yield: 0.6%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δH 6.27 (s, 1H), 5.28 (td, J = 7.2, 1.0 Hz, 1H), 5.07–5.04 

(m, 1H), 3.43 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.13–2.04 (overlapped m, 4H), 

1.81 (s, 3H), 1.67 (s, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.57–1.53 (m, 2H), 1.34–1.28 (overlapped m, 8H), 

0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δC 175.0, 163.6, 160.4, 147.3, 

139.2, 132.0, 123.7, 121.3, 111.5, 111.2, 103.1, 39.7, 36.6, 31.8, 31.8, 29.8, 29.1, 26.4, 

25.7, 22.7, 22.1, 17.7, 16.2, 14.1. (図 S13, S14); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for 

OH
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HOPTSA, MeCN, 

rt, 20 min
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C24H35O4 387.2535; Found 387.2539; analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 

mm), MeCN/H2O 80/20, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR= 7.1. 

 

 
図 42. 3b の合成スキーム. 

 

3-Geranyl-6‑nonylresorcylic acid 4b 

 

4 および GPP を基質とした CsPT4 の酵素反応により合成した (図 43) 18)。粗

生成物を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (n-

hexane/acetone 30:1) および分取 HPLC (MeOH/MeCN 95/5, flow rate = 3.5 mL/min, 

λ = 280 nm) による精製後、4b (white solid, 3.2 mg, yield: 37%) を得た。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 11.94 (brs, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.28 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 

1H), 5.07–5.04 (m, 1H), 3.43 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 2.88 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.13–2.05 

(overlapped m, 4H), 1.81 (s, 3H), 1.68 (s, 3H), 1.62–1.54 (m, 2H), 1.59 (s, 3H), 1.38–

1.23 (overlapped m, 12H), 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δC 175.3, 

163.6, 160.5, 147.3, 139.2, 132.1, 123.7, 121.3, 111.4, 111.2, 103.0, 39.7, 36.6, 31.9, 31.8, 

29.8, 29.6, 29.5, 29.3, 26.3, 25.7, 22.7, 22.1, 17.7, 16.2, 14.1. (図 S15, S16); HRMS 

(ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C26H39O4 415.2848; Found 415.2849; analytical HPLC: 

OH

HO

OH

HOAlCl3 (acidic), DCE,

reflux (83°C), 6 hr
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HO
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Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 85/15, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 

280 nm, tR= 7.6. 

 

3-Geranyl-6‑undecylresorcylic acid 5b 

 

5 および GPP を基質とした CsPT4 の酵素反応により合成した (図 43) 18)。粗

生成物を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー  (n-

hexane/acetone 30:1) および分取 HPLC (MeOH/MeCN 95/5, flow rate = 4.0 mL/min, 

λ = 280 nm) による精製後、5b (white solid, 2.4 mg, yield: 24%) を得た。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 12.00 (brs, 1H), 6.27 (s, 1H), 5.28 (td, J = 7.0, 1.0 Hz, 

1H), 5.07–5.04 (m, 1H), 3.43 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 2.87 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 2.13–2.05 

(overlapped m, 4H), 1.81 (s, 3H), 1.67 (s, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.58–1.51 (m, 2H), 1.35–

1.26 (overlapped m, 16H), 0.87 (t, J = 7.3 Hz, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δC 174.9, 

163.6, 160.4, 147.2, 139.2, 132.7, 123.7, 121.3, 111.4, 111.1, 103.1, 39.7, 36.6, 31.9, 31.8, 

29.8, 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, 29.3, 26.3, 25.7, 22.7, 22.1, 17.7, 16.2, 14.1. (図 S17, S18); 

HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C28H43O4 443.3161; Found 443.3162; analytical 

HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 90/10, flow rate = 1.0 mL/min, 

λ = 280 nm, tR= 8.3. 
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酵素合成の反応条件 

Tris-HCl buffer (pH 8.5)  100 mM 

MgCl2  5 mM 

5 or 6 in DMSO  100 µM 

GPP in 1 mM Tris-HCl buffer (pH 9.0)  3 mM 

Microsomal protein (CsPT4)  800 µg 

Total volume 10 mL 

 

 

図 43. 4b および 5b の酵素合成スキーム. 

 

2,4-Dihydroxy-6-phenylethylbenzoic acid 6 

 

文献に従って 54) 6-phenyl-2,4-hexanedione から合成されたものを、大阪

市立大学理学研究科の品田哲郎教授にご恵与いただいた。  

6 (white solid, 4.2 mg, yield: 1.5%). 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 7.31–7.19 

(overlapped m, 5H), 6.33 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 3.25–3.22 (m, 2H), 

2.92–2.89 (m, 2H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δC 173.5, 166.5, 161.2, 148.7, 141.7, 

128.4, 126.0, 111.3, 103.6, 38.7, 38.0. (図 S19, S20); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd 

for C15H29O4 257.0814; Found 257.0815; analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 

150 mm), MeCN/H2O 75/25, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR= 2.1. 
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3-Geranyl-2,4-dihydroxy-6-phenylethylbenzoic acid 6b 

 

文献に従って 55) ethyl orsellinate から合成されたものを、大阪市立大学

理学研究科の品田哲郎教授にご恵与いただいた。  

6b (white solid, 21.5 mg, yield: 13%). 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δH 11.93 (brs, 1H), 

7.31–7.19 (overlapped m, 5H), 6.28 (s, 1H), 5.29 (td, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H), 5.08–5.05 (m, 

1H), 3.46 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 3.23–3.19 (m, 2H), 2.91–2.88 (m, 2H), 2.14–2.06 

(overlapped m, 4H), 1.82 (s, 3H), 1.68 (s, 3H), 1.60 (s, 3H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) 

δC 175.5, 163.7, 160.7, 146.0, 141.9, 139.3, 132.1, 128.4, 128.4, 128.4, 128.4, 125.9, 

123.7, 121.1, 111.9, 111.5, 103.1, 39.7, 38.7, 38.1, 26.3, 25.7, 22.1, 17.7, 16.2. (図 S21, 

S22); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C25H29O4 393.2066; Found 393.2060; 

analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 × 150 mm), MeCN/H2O 75/25, flow rate = 

1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR= 6.1. 

 

7-2. 酵素反応と酵素反応生成物の HPLC および LC-ESI-MS 分析 

酵素反応は 6 に記載した標準反応条件で行い、生成物は 2 に記載した HPLC

および LC-ESI-MS で分析した。 
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8. 反応速度論解析 

酵素反応は 6 に記載した標準反応条件で行った。芳香族基質 (1–6) は 100 µM 

の GPP 存在下で、プレニル基質 (DMAPP, GPP, FPP, および GGPP) は 100 µM 

の 1 存在下で酵素反応を行った。生成物は HPLC で定量し、GraphPad Prism9 

(GraphPad Software, USA) で各種反応速度定数を計算した (図 44)。以下に使用

した基質の濃度を記載する。 

反応速度論解析で使用した基質濃度 (終濃度 in DMSO) 

1: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 µM 

2: 1, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, and 400 µM 

3: 5, 10, 25, 50, 100, 150, and 200 µM 

4: 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, and 80 µM 

5: 0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 30, and 40 µM 

6: 1, 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, and 400 µM 

GPP: 1, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 µM 

DMAPP: 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, and 10 mM 

FPP: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 µM 

GGPP: 1, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 µM 
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図 44. プレニルおよび芳香族基質に対する CsPT4 の反応速度論解析. 

各反応  (1, 6, 14, および  15) は共基質として 1 (GPP, FPP, GGPP, および  

DMAPP) あるいは GPP (1–6) 存在下で行った .  

3 回測定したデータを平均値  ± SD で表した  (n = 3). 
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第二章に関する実験 

 

1. PANC-1 細胞に対する Preferential cytotoxicity assay 

本実験は、本学薬学部和漢医薬学総合研究所・天然薬物開発研究室の

Suresh Awale 准教授ならびに Sun Sijia 博士に依頼し、既存の方法 36) で行

われた。以下、概要について記載する。  

PANC-1 細胞 (RBRC-RCB2095) は理化学研究所バイオリソース研究センター 

(Riken BRC) の細胞材料開発室から入手し、10％ウシ胎児血清を含む標準ダルベ

ッコ改変イーグル培地 (Dulbecco's modified Eagle's medium: DMEM) で維持し

た。細胞は、5% CO2 条件下、37℃で保存した。細胞を DMEM 中の 96-well plate 

(2 × 104 cells/well) に播種し、24 時間培養した。その後、細胞をダルベッコリン

酸緩衝生理食塩水で 2 回洗浄し、100 μM から 0.05 μM の範囲で連続希釈したサ

ンプルを含む DMEM または栄養欠乏培地 (nutrient-deprived medium: NDM) で処

理した。試験サンプルは、dimethyl sulfoxide 中の 10 mM サンプルから調製した。

その後、細胞をさらに 24 時間培養した。培地を 10% WST-8cell counting kit 溶液 

(同仁化学研究所) を含む 100 μL の DMEM に交換し、3 時間培養後、450 nm で

吸光度を測定した。細胞生存率は、3 well の平均値から以下の式で算出した。 

 

Cell viability (%) = [Abs(test sample) – Abs(blank) / Abs(control) – Abs(blank)] × 100% 

 

抗緊縮活性は、NDM において 50％の細胞が死滅した濃度を示す PC50 値で表

し、一方、通常の細胞毒性は、栄養豊富な培地 (DMEM) 中で細胞の 50％が死滅

した濃度を表す IC50 値で表した (図 45)。 
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図 45. 栄養欠乏培地 (nutrient-deprived medium: NDM) および栄養豊富

培地 (Dulbecco's modified Eagle's medium: DMEM) におけるヒトすい臓

がん細胞 PANC-1 に対する 1, 1a–1d, 2b–6b, および arctigenin の 

選択的細胞毒性活性. 
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第三章に関する実験 

 

1. 試薬  

特に指定のない限り、全ての化学試薬は富士フイルム和光純薬株式会社から

購入した。 2’,4’,6’-Trihydroxydihydrochalcone 15 (THDC) は Enamine (Kiev, 

Ukraine) から、Phloroacetophenone 16 は Sigma-Aldrich から購入した。 

 

2. 分析機器 

HPLC および LC-ESI-MS 分析は、第一章と同様の機器および手法で行っ

た。  

 

3. 基質特異性 

3-1. 基質および生成物アナログの有機合成と解析データ 

核磁気共鳴  (NMR) スペクトルは、JEOL ECX-400P Delta あるいは JEOL 

ECA500II (Japan Electron Optics Laboratory Ltd.) を用いて得た。化合物は

chloroform-d (CDCl3) あるいは dimethyl sulfoxide-d6 (DMSO-d6) に溶解した。新規

化合物である 14, 14e, 14f, 15e, および 15f の化学構造は 1H, 13C NMR, HMQC, 

HMBC, および 1H-1H-COSY スペクトルを帰属することで行った。HRMS (ESI) 

は、LTQ Orbitrap XL ETD (Thermo Fisher Scientific) を用いて得た。各種 NMR デ

ータは付録に収載している (図 S23–S44)。 
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Phlorocaprophenone 14 (PCP) 

 

AlCl3 を触媒とし、phloroglucinol と hexanoyl chloride の Friedel-Crafts 

acylation により合成した  (図 46) 58)。粗生成物を酢酸エチルで抽出し、シ

リカゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane/ethyl acetate 5:1) による精製後、

14 (white solid, 1.9 g, yield: 25%) を得た。 

1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 12.23 (s, 2H, H-2'), 10.30 (s, 1H, H-4'), 5.80 (s, 2H, 

H-3' and 5'), 2.96 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-2), 1.56 (quin, J = 7.5 Hz, 2H, H-3), 1.31–1.25 

(overlapped m, 4H, H-4 and H-5), 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-6). 13C NMR (125 MHz, 

DMSO-d6) δ: 205.3 (C-1), 164.5 (C-4'), 164.3 (C-2' and C-6'), 103.8 (C-1'), 94.7 (C-3' 

and C-5'), 43.1 (C-2), 31.2 (C-4), 24.2 (C-3), 22.1 (C-5), 13.9 (C-6). (図 S23–S26); 

HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C12H15O4 223.0970; Found 223.0969; analytical 

HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 mm I.D. × 150 mm), MeCN/H2O = 85:15, flow rate = 

1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR = 2.1 min.  

 

 

図 46. 14 の合成スキーム. 
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3’-C-geranyl-PCP 14e 

 

超脱水 MeOH に 14、geranyl bromide、および無水 K2CO3 を添加し、その混合

液を 90℃で 8 時間還流した  (Friedel-Crafts alkylation, 図 47) 59)。粗生成物

を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane/ethyl 

acetate 2:1) による精製後、14e (white solid, 46 mg, yield: 19%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.85 (s, 1H, H-5'), 5.24 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-

2"), 5.07–5.03 (m, 1H, H-6"), 3.36 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-1"), 3.05 (t, J = 7.2 Hz, 

2H, H-2), 2.15–2.05 (overlapped m, 4H, H-4" and H-5"), 1.81 (s, 3H, H-10"), 

1.72–1.63 (m, 2H, H-3), 1.67 (s, 3H, H-8"), 1.59 (s, 3H, H-9"), 1.36–1.32 

(overlapped m, 4H, H-4 and H-5), 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H-6). 13C NMR (100 

MHz, CDCl3) δ: 206.5 (C-1), 162.4 (C-6'), 160.8 (C-2'), 160.1 (C-4'), 139.9 (C-

3"), 132.1(C-7") 123.6 (C-6"), 121.5 (C-2"), 105.5 (C-3'), 104.9 (C-1'), 95.3 (C-

5'), 44.1 (C-2), 39.7 (C-4"), 31.7 (C-4), 26.3 (C-5"), 25.7 (C-8"), 24.4 (C-3), 22.6 

(C-5), 21.5 (C-1"), 17.7 (C-10"), 16.2 (C-9"), 14.0 (C-6). (図 S27–S31); HRMS 

(ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C22H31O4 359.2222; Found 359.2219; analytical 

HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 mm I.D. × 150 mm), MeCN/H2O = 85:15, flow 

rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR = 6.2 min. 

 

 

図 47. 14e の合成スキーム.  
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4’-O-geranyl-PCP 14f 

 

Triphenylphosphine (Ph3P) と geraniol を、14 を含む toluene 中に添加した。次

に、diethyl azodicarboxylate (DEAD) を溶液に加え、混合物を 0℃で 30 分間撹拌

した (図 48) 60)。粗生成物を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマ

トグラフィー (n-hexane/acetone 100:1) による精製後、14f (white solid, 1.4 mg, 

yield: 0.3%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 5.92 (s, 2H, H-3' and H-5'), 5.45–5.42 (m, 1H, H-2"), 

5.10–5.07 (m, 1H, H- 6"), 4.52 (d, J = 6.4 Hz, 2H, H-1"), 3.04 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-2), 

2.13–2.06 (overlapped m, 4H, H-4" and H-5"), 1.72 (s, 3H, H-9"), 1.68 (s, 3H, H-8"), 

1.71–1.65 (m, 2H, H-3), 1.60 (s, 3H, H-10"), 1.37–1.33 (overlapped m, 4H, H-4 and H-

5), 0.91 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-6). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 206.0 (C-1), 164.7 (C-

2' and C-6'), 163.1 (C-4'), 142.2 (C-3"), 131.9 (C-7"), 123.6 (C-6"), 118.4 (C-2"), 104.7 

(C-1'), 95.0 (C-3' and C-5'), 65.1 (C-1"), 44.0 (C-2), 39.5 (C-4"), 31.7 (C-4), 26.2 (C-5"), 

25.7 (C-8"), 24.4 (C-3), 22.6 (C-5), 17.7 (C-10"), 16.7 (C-9"), 14.0 (C-6). (図 S32–S36); 

HRMS (ESI-MS) m/z: [M - H]- Calcd for C22H31O4 359.2222; Found 359.2220; analytical 

HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 mm I.D. × 150 mm), MeCN/H2O = 85:15, flow rate = 

1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR = 7.8 min. 

 

 
図 48. 14f の合成スキーム.  
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3’-C-geranyl-THDC 15e 

 

PTSA を酸触媒とした 15 および geraniol の縮合反応により合成した (図 49) 

56)。粗生成物を酢酸エチルで抽出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー 

(n-hexane/acetone 15:1) による精製後、15e (white solid, 9.1 mg, yield: 5.9%) を得

た。 

1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.30–7.18 (overlapped m, 5H, H-5, H-6, H-7, H-8, and 

H-9), 5.85 (s, 1H, H-3' and H-5'), 5.25 (t, J = 6.9 Hz, 1H, H-2"), 5.06–5.03 (m, 1H, H-

6"), 3.40 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H-2), 3.38 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-1"), 3.02 (t, J = 8.0 Hz, 2H, 

H-3), 2.12–2.07 (overlapped m, 4H, 4" and H-5"), 1.81 (s, 3H, H-10"), 1.66 (s, 3H, H-

8"), 1.59 (s, 3H, H-9"). 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 204.9 (C-1), 162.3 (C-2'), 161.0 

(C-4'), 160.2 (C-6'), 141.7 (C-3), 140.1 (C-3"), 132.1 (C-7"), 128.5 (C-5 and C-9), 128.4 

(C-6 and C-8), 125.9 (C-7), 123.6 (C-6"), 121.4 (C-2"), 105.5 (C-3'), 104.9 (C-1'), 95.4 

(C-5'), 45.7 (C-2), 39.7 (C-4"), 30.7 (C-3), 26.3 (C-5"), 25.7 (C-8"), 21.6 (C-1"), 17.7 (C-

10"), 16.2 (C-9"). (図 S37–S40); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C25H29O4 

393.2065; Found 393.2065; analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 mm I.D. × 150 

mm), MeCN/H2O = 80:20, flow rate = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR = 7.2 min. 

 

 

図 49. 15e の合成スキーム. 
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4’-O-geranyl-THDC 15f 

 

Ph3P と geraniol を、15 を含む toluene 中に添加した。次に、DEAD を溶液に加

え、混合物を 0℃で 30 分間撹拌した (図 50) 60)。粗生成物を酢酸エチルで抽

出し、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane/acetone 60:1) による精製

後、15f (white solid, 5.0 mg, yield: 1.6%) を得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 7.31–7.18 (overlapped m, 5H, H-5, H-6, H-7, H-8, and 

H-9), 5.94 (s, 2H, H-3' and H-5'), 5.45–5.42 (m, 1H, H-2"), 5.10–5.07 (m, 1H, H-6"), 4.52 

(d, J = 6.8 Hz, 2H, H-1"), 3.40 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H-2), 3.02 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H-3), 

2.13–2.06 (overlapped m, 4H, H-4" and H-5"), 1.72 (s, 3H, H-10"), 1.68 (s, 3H, H-8"), 

1.60 (s, 3H, H-9"). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ: 204.5 (C-1), 164.9 (C-2' and C-

6'),163.2 (C-4'), 142.2 (C-3"), 141.6 (C-4), 131.9 (C-7"), 128.5 (C-5 and C-9), 128.4 (C-

6 and C-8), 125.9 (C-7), 123.6 (C-6"), 118.4 (C-2"), 104.7 (C-1'), 95.0 (C-3' and C-5'), 

65.1 (C-1"), 45.6 (C-2), 39.5 (C-4"), 30.6 (C-3), 26.2 (C-5"), 25.7 (C-8"), 17.7 (C-10"), 

16.7 (C-9"). (図 S41–S44); HRMS (ESI) m/z: [M - H]- Calcd for C25H29O4; 393.2065; 

Found 393.2065; analytical HPLC: Cosmosil 5C18-MS-II (4.6 mm I.D. × 150 mm), 

acetonitrile/H2O = 80:20, flow = 1.0 mL/min, λ = 280 nm, tR = 9.3 min. 

 

 
図 50. 15f の合成スキーム.  
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3-2. 酵素反応と酵素反応生成物の HPLC および LC-ESI-MS 分析 

酵素反応は第一章の 6 に記載した標準反応条件で行い、生成物は第一章の 2

に記載した HPLC および LC-ESI-MS で分析した。 

 

4. 反応速度論解析 

酵素反応は第一章の 6 に記載した標準反応条件で行った。酵素反応は 100 µM 

GPP 存在下で行った。生成物は HPLC で定量し、GraphPad Prism9 (GraphPad 

Software, USA) で各種反応速度定数を計算した (図 51)。以下に使用した基質の

濃度を記載する。 

C-prenylation rection 

PCP 14: 1, 10, 20, 50, 100, 150, and 200 µM 

THDC 15: 1, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 µM  

O-prenylation rection 

PCP 14: 1, 10, 20, 50, 100, 150, and 200 µM 

THDC 15: 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250, and 300 µM 
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図 51. CsPT4 の反応速度論解析. 

各反応  (1, 6, 14, および  15) は共基質として GPP 存在下で行った . 

3 回測定したデータを平均値  ± SD で表した  (n = 3). 
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5. PANC-1 細胞に対する Preferential cytotoxicity assay 

第二章と同様に、本実験は本学薬学部和漢医薬学総合研究所・天然薬物

開発研究室の Suresh Awale 准教授ならびに Juthamart Maneenet 博士に依頼

した。概要についても第二章と同様である。抗緊縮活性は、PC50 値および IC50

値で表した (図 52)。 
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図 52. 栄養欠乏培地 (nutrient-deprived medium: NDM) および栄養豊富

培地 (Dulbecco's modified Eagle's medium: DMEM) におけるヒトすい臓

がん細胞 PANC-1 に対する 14, 15, 14e, 14f, 15e, および 15f の 

選択的細胞毒性活性.  

Arctigenin の活性は図 45 と同一である . 
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図 S1. 1a の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S2. 1a の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S3. 1c の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S4. 1c の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S5. 1c の HMQC スペクトル (CDCl3). 
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図 S6. 1c の HMBC スペクトル (CDCl3). 
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図 S7. 1d の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S8. 1d の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S9. 1d の HMQC スペクトル (CDCl3). 
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図 S10. 1d の HMBC スペクトル (CDCl3). 
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図 S11. 2b の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S12. 2b の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S13. 3b の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S14. 3b の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S15. 4b の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S16. 4b の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (CDCl3). 

abundance
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2 0.22 0.24 0.26 0.28 0.3 0.32 0.34 0.36 0.38

X
 : parts per M

illion : C
arbon13

180.0
170.0

160.0
150.0

140.0
130.0

120.0
110.0

100.0
90.0

80.0
70.0

60.0
50.0

40.0
30.0

20.0
10.0

0

175.302

163.589
160.498

147.326

139.247

132.055

123.719
121.258

111.443
111.214

103.040

77.248
77.000
76.742

39.696
36.596
31.903
31.760
29.814
29.575
29.490
29.337
26.332
25.665
22.670
22.059
17.691
16.212
14.114

O
H

C
O
O
H

H
O



 132 

 

図 S17. 5b の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S18. 5b の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S19. 6 の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S20. 6 の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S21. 6b の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (CDCl3). 

abundance
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0 2.1 2.2 2.3 2.4

X
 : parts per M

illion : Proton

12.0
11.0

10.0
9.0

8.0
7.0

6.0
5.0

4.0
3.0

2.0
1.0

0

11.932

7.314
7.299
7.287
7.284
7.260
7.227
7.213
7.203
7.189

6.282
6.273

5.291
5.289
5.278
5.075
5.065
5.061
5.059
5.049

3.464
3.450
3.192
2.914
2.897

2.124
2.111
2.099
2.087
2.075
1.824
1.767
1.764
1.716
1.706
1.681
1.646
1.598
1.583
1.257
0.882

1.05

1.96
7.03
2.99

1.00

1.11
1.06

2.01

2.09

2.10

3.91
3.12
3.07
3.12

O
H

C
O
O
H

H
O



 137 

 
図 S22. 6b の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S23. 14 の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (DMSO-d6). 
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図 S24. 14 の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (DMSO-d6). 
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図 S25. 14 の HMQC スペクトル (DMSO-d6). 
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図 S26. 14 の HMBC スペクトル (DMSO-d6). 
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図 S27. 14e の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S28. 14e の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S29. 14e の HMQC スペクトル (CDCl3). 
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図 S30. 14e の HMBC スペクトル (CDCl3). 
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図 S31. 14e の 1H-1H COSY スペクトル (CDCl3). 

X
 : parts per M

illion : Proton
7.0

6.0
5.0

4.0
3.0

2.0
1.0

Y : parts per Million : Proton
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0

abundance
0

0.2
0.4

0.6
0.8

1.0
1.2

abundance
0.1 0.4 0.7 1.0

O
H

O
H

H
O

O



 147 

 

図 S32. 14f の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S33. 14f の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S34. 14f の HMQC スペクトル (CDCl3). 
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図 S35. 14f の HMBC スペクトル (CDCl3). 
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図 S36. 14f の 1H-1H COSY スペクトル (CDCl3). 
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図 S37. 15e の 1H NMR (500 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S38. 15e の 13C NMR (125 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S39. 15e の HMQC スペクトル (CDCl3). 
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図 S40. 15e の HMBC スペクトル (CDCl3). 
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図 S41. 15f の 1H NMR (400 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S42. 15f の 13C NMR (100 MHz) スペクトル (CDCl3). 
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図 S43. 15f の HMQC スペクトル (CDCl3). 
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図 S44. 15f の HMBC スペクトル (CDCl3). 
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